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1. Bevezetés

1.1 A GBM altalanos jellemzoi

A glioblastoma (GBM) a leggyakoribb és legmalignusabb primer agydaganat. Az Egészségiigyi
Vilagszervezet (WHO) osztalyozasa szerint a legsulyosabb, 1V-es gradust glioma. A GBM
90%-a primer tumor, mely de novo alakul ki. Ezek a tumorok id6sebb korra (median 62 év)
jellemzoek. A maradék kisebb hanyad a szekunder tumorokat adja (5-10%), melyek fiatalabb
korban jelentkeznek (median 45 év), és a WHO I1. gradust diffaz asztrocitomakbol vagy III.

gradust anaplasztikus asztrocitomakbol fejlédnek tovabb (1. abra) [1, 2].

1. abra A diffuz gliomak szovettani és molekuldris felosztasanak gyakorlata az
agydaganatok osztilyozasanak 2016-os WHO revizidja alapjan (eredeti abra magyar
verzidja [1])

Hisztologia Asztrocitoma Oligoasztrocitoma Oligodendroglioma Glioblastoma

IDH statusz IDH muténs IDH vad tipus IDH mutans IDH vad tipus

|

Glioblastoma, IDH mutans ‘

1p/19q vagy s A '
esl;)\'éhqﬂell;;ikai ATRX vesztés* 1p/19q H | Glioblastoma. IDH vad tipus l
(72 TP53 mutacio* kodelécio :
valtozasok 1
| Diffiiz asztrocitoma, IDH mutans ‘ \ s,
Nem volt genetikai teszt

| Oligodendroglioma. IDH mutans és 1p/19q kodeledlt vagy inkonkluziv

Egyéb entitasok kizardsa utan:
Diffiiz asztrocitoma. IDH vad tipus
Oligodendroglioma, NOS

Diffiiz asztrocitoma, NOS
Oligodendroglioma, NOS
*=jellemz0, de nem Oligoasztrocitoma, NOS

sziikséges a diagnézishoz Glioblastoma, NOS

Fontos megjegyezni, hogy bar az eredményeinket nem befolydsolta, a sajat kutatdsaink
elvégzésekor az agydaganatok osztalyozasanak 2016-0s WHO revizioja volt érvényben,
azonban a kozelmultban megjelent az uj, 2021-es WHO revizid, mely tobb ponton eltér a
korabbitol (pl. minden szdvettanilag korabban elkiilonitett IDH-1/2 vad tipusu astrocytoma
GBM besorolast kapott; a gradus jelzéséhez nem rémai, hanem arab szamokat javasoltak) [3].
Evente koriilbeliil 240 000 agydaganatot diagnosztizalnak vilagszerte, melyek jelentés részét a
GBM teszi ki [4]. Magyarorszagon a GBM a daganatos megbetegedések 2-3%-at képviseli, az
agyszovetbdl kiinduld daganatoknak pedig koriilbeliil 40%-aért felelés, mely évente 400 uj
esetet jelent [5]. A GBM incidenciaja az életkor elérehaladtaval novekszik, jellemzden
idoskorban diagnosztizaljak, de ritkdn gyermekkorban és ujsziilottkorban is jelentkezik
(Azonban a WHO 2021-es revizi6 szerint az utobbiakat nem GBM-nek, hanem diffuse

gliomanak nevezziik, morfoldgiai és molekularis alcsoportok elkiilonitésével. A gyermekkori



¢és felnottkori gliomak biologiailag és klinikailag is nagymértékben kiilonboznek). A legtobb
feln6ttkori esetben a GBM a hemiszfériumokat érinti, elsGsorban frontalis, ritkabban a
temporalis lebenyt. Azonban kialakulhat az agy barmely részében és a gerincveldben is [6]. A
GBM kezelésére alkalmazott standard terapias eljaras a temozolomid (TMZ) alapi kemo- és
sugarterapia, melyet operabilis esetekben a tumor rezekcidja el6z meg. A Stupp protokoll 6
hetes 75 mg/m? dozist TMZ-t és 60 (30 X 2) Gy (Gray) sugérterapiat foglal magaba. Négy hét
sziinet utan wjabb 6 ciklus TMZ-monoterapia, 150-200 mg/m? dozisban 5 napon keresztiil [4].
A Stupp protokoll €és az ijabb (szinte kizarolag experimentalis) molekularis kezelési stratégiak
mellett is a GBM-t valtozatlanul rendkiviil rossz progndzis jellemzi. A betegség median talélési
ideje altalaban 12-15 honap, specializalt agytumor kézpontokban 20 honap [7, 8]. A GBM mas,
attétet képezo tumorokkal szemben szinte kizarolag a kozponti idegrendszerre lokalizalodik. A
tumorra jellemz6 az invaziv novekedés, mely kapcsan a normal rostok mentén kuszva roncsolja
a normalis agyallomanyt és fokalis neurologiai tiinetek, valamint konvulziok kialakulasat
okozza. A térfoglald tumor és a kiséré agyi 6déma intrakranialis nyomasfokozodassal jar,
melynek tiinetei a fejfajas, szédiilés és hanyinger lehet [9]. A tumor ndovekedését kisérd
angioneogenezis abnormalis érképzodéssel, hipoxias és nekrotikus gocok kialakulasaval jar. A
kiilonboz6 beavatkozasokkal ugyan atmenetileg feltartoztathatd a tumor novekedése, de a
rezidualis tumorsejtekbdl gyorsan ujraképzddik a daganat, atlagosan a mitétet kdvetden 7
honap elteltével [10]. A recidiv tumorra jellemzo6 a terapia rezisztencia és az inoperabilitas,

mely rovid idén beliil a beteg halalahoz vezet [7].

A primer és szekunder GBM tumorok hisztologiailag nem kiilonithetok el, molekularis
evolucidjuk kiilonb6z6. A GBM progressziodja soran szamos mutaciot halmoz fel, melyek
kiilonb6z6 molekularis titvonalakat érintenek. A primer GBM kb. harmadaban tapasztalhatd az
EGFR (epidermal growth factor receptor) gén amplifikacidja és mutacioja, illetve a PTEN
(phosphatase and tensin homolog) delécidja vagy mutacidja. Szekunder GBM esetén gyakori a
p53 gén mutaciodja (isocitrate dehydrogenase 1 és 2 [IDH-1/2] vad tipust GBM-ek 27%-aban,
IDH mutans tumorok 81%-aban) és az IDH-1/2 gén mutacidja, mely egy korai esemény a
gliomagenezis soran. Ugyan az IDH mutans statusz ritkan (kb. 5-7%-ban) primer GBM-ben is
megfigyelhetd, €z a mutaci6 nagy valdszintiséggel elkiiloniti a primer és szekunder GBM-t [11,

12].



1.2 A GBM Kkialakulasa és progresszidja, fobb mutaciok és érintett jelatviteli
utvonalak

A GBM egy rendkiviil heterogén tumor szdvettani és molekularis szinten egyarant. Ez a
heterogenitas a tumor evolucidja soran kialakuld klonalis heterogenitassal fligg 6ssze, mely
kiilonb6z6 szomatikus mutaciok és epigenetikai valtozasok tumoron beliili felhalmozodasanak
koszonhetd. Mas tumortipusokkal ellentétben (pl.: kolorektalis karcinoma), melyek esetében a
progresszio kiilonbozo stadiumai jol ismertek és jol definialt szomatikus mutaciokkal
jellemezhetok, GBM esetében a klondlis diverzitas és a molekuléris heterogenitas komplex, €s
szamos kiilonb6z6 jelatviteli utvonalat érinthet [13]. Tovabba a heterogenitas nem csak egyes
tumorok kozott (intertumor), de egy tumoron beliil is (intratumor heterogenitas — ITH)
megfigyelhetd. Az ITH kiilonb6zd gradust gliomak (masodlagos GBM esetében), vagy
kiilonb6zé molekularis alcsoportokba sorolhaté GBM-k (primer GBM esetében) egyidejl
jelenlétét tiikrozheti. Legtobb vizsgalat, beleértve sajat hosszmetszeti elemzéseinket is, azt
mutatta, hogy a GBM nagy vonalakban megtartja eredeti molekularis tulajdonsagait, bar idével
tovabbi molekularis evolucios valtozasok torténnek [14, 15, 16, 17]. Két modellel probaltak
leirni egy tumor kialakuldsat és progresszigjat, illetve a ra jellemzd heterogenitds és a
kezelésekkel szembeni rezisztencia kialakulasat. Az egyik modell, a tumor &ssejt hipotézis, azt
feltételezi, hogy egy relative kicsi, dssejtekre jellemzd tulajdonsdgokkal rendelkezd tumorsejt
csoport, az un. glioma 6ssejtek (glioma stem cells, GSC) csoportja differencialodik kiilonbozo
molekularis tulajdonsagt tumorsejt populaciokka, és ezekben késébb 1j genetikai elvaltozasok
folytan kialakulhat a terapia rezisztencia [18]. Ezzel szemben a masik hipotézis, az alternativ
klonalis evolucié modell, azt mondja, hogy minden tumorsejt egymastol fiiggetleniil szerez 1j
genetikai elvaltozasokat, igy minden alpopulacionak megvan az esélye a progressziora, de
egyfajta természetes szelekcion keresztiil, az adott mikrokdrnyezeti €s terapias koriilmények

cres

megvalaszolatlan.

Az ujgeneracios szekvenalds (NGS) alkalmazasa 1 ablakot nyitott a tumorbioldgia, igy a
glioma bioldgia, jobb megértéséhez. A GBM kialakulasaban szerepet jatszo mutaciok és
jelatviteli utvonalak elsé atfogd azonositasat a ,,The Cancer Genome Atlas” (TCGA)
konzorcium irta le [20]. A GBM-ben egyik leggyakrabban érintett utvonal a receptor tirozin
kinaz (RTK) utvonal, RTK/RAS/PI3K (RTK / RAS/ phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-
kinase) jelatvitellel. Az RTK molekulak sejtfelszini (transzmembran) receptorok, melyek
novekedési faktorokat kdtnek meg. Az egyik legfontosabb RTK az EGFR, mely szignalizacios

utja szerepet jatszik a sejt proliferacioban, migracioban, differencialodasban €és a kdzponti
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idegrendszer sejtjeinek tulélésében. GBM sejtekben az EGFR szignalizacio a receptor és a
ligand tOlexpresszaloddsa miatt is aktivalédhat (gén amplifikdcid vagy epigenetikailag
szabalyozott fokozott protein expresszidé miatt), de az EGFR gén konstitutiv aktivaciot okozo
mutacioja is gyakori gliomakban [21]. GBM-ben, az EGFR magas expresszidja mellett az u.n.
EGFRvVIII mutacié (a gén 2-7 exonjanak delécidja) az egyik leggyakoribb, mely szintén
ligandtol fiiggetlen, konstitutiv receptor aktivaciot eredményez [22]. Az EGFR RTK a Ras
utvonalon keresztiil is kiild jelet a magba. A Ras egy G-protein, mely aktiv allapotaban (Ras-
GTP) foszforialja a RAF molekulat, ami pedig a PI3K és MEK molekulakon keresztiil pozitivan
szabalyozza a sejtciklust és talélést. A Ras ttvonal negativ szabalyoz6 elemei a PTEN és az
NF-1 (neurofibromin 1) fehérjék, melyek gyakori delécidja és mutacioja GBM-ben a tumor
szupresszor funkcio elvesztésével, igy szintén a tumor agressziv terjedésével jar egyiitt [23]. A
TCGA genomikai tanulméanyok az RTK utvonal mellett szintén kiemelték a tumorbiologiai
szempontbol fontos RB (retinoblastoma) és TP53 utvonalak érintettségét GBM-ben [20]. Az
RB utvonal kulcsszerepet jatszik a sejtciklus szabalyozasaban. Nyugvd vagy nem 0sztodo
sejtekben a RB hipofoszforilalt allapotban van és az E2F transzkripcids faktorhoz kapcsolodik.
Ez az inaktiv dllapot megakadélyozza olyan gének atiradsat, melyek a mitdzishoz sziikségesek,
¢s igy a sejtciklus a G1/S pontnal blokkolddik. Osztodo sejtekben a novekedési faktorok cyclin-
fliggd kinaz-cyclin  (CDK/cyclin) komplexek aktivalasat indukaljak, melyek az RB
foszforildlasaval ¢és az E2F transzkripcidés faktor felszabaditdsaval DNS szintézist ¢és
sejtproliferaciot indukald gének transzkripcidjahoz vezetnek. GBM esetében az RB utvonal
negativ regulacidja (cyclin-fiiggé kinaz inhibitor fehérjék — CDKN) metilacio tjan is
feliilirhato, igy a sejtciklusban tovabbi zavarok léphetnek fel [24]. A TP53 utvonal GBM-ben
(mint szamos mas tumorban) szintén kulcsszerepet jatszik a sejtciklus szabalyozasaban, a DNS
sériilésére adott valaszban, a sejthaldlban és differencidlodasban. DNS sériilése esetén az
utvonal miikodésbe 1ép, és egy CDKN fehérje (p21) aktivitdsan keresztiil megallitja a
sejtciklust, hogy 1d6t adjon a DNS javitasi mechanizmusoknak. Amennyiben a sériilés nem
javithato, programozott sejthalal iranyaba tereli a sejtet. GBM sejtekben a DNS-hez valo
kotddésért felelés exonban kialakuld misszensz mutéaciok kovetkeztében, a p53 fehérje
affinitdisa a DNS egyes szakaszaithoz minimalisra csokken vagy teljesen megsziinik, igy

hozzajarulva az érintett klonok terjedéséhez [20, 25].

A TCGA integralt genomikai és transzkriptomikai kluszter elemzései ramutattak a GBM
molekularis alcsoportjainak elkiiloniilésére is [20, 25], melyeket az érintett sejtbioldgiai

mechanizmusok alapjan klasszikus (CL), mesenchymalis (MES), proneuralis (PN) és neuralis
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alcsoportnak neveztek el (a legutobbi csoport mintazatat kés6bb normal szdveti

kontaminacionak tulajdonitottak és ezért a neuralis alcsoportot elvetették) (2.abra). Ezeket az

2. dbra: Glioblastoma molekularis alcsoportjainak megoszlasa és jellemzoi TCGA adatok
alapjan [20]

GBM alcsoportok megoszlasa TCGA adatbazis alapjan

B Mesenchymalis

B Klasszikus

B Proneurdlis >—> Egy alcsoportként kezeljik
O G-CivP

[] Neurélis —>» Megsz(int mint 6nallé alcsoport
B Nem vizsgalt

Revizionalt GBM alcsoport felosztas

alcsoportokat a TCGA legmeghatarozobb alcsoport markereinek fehérje szintii alkalmazasaval
mi is reprodukaltunk immunhisztokémiai modszerrel klinikai GBM mintakban [17]. A
klasszikus alcsoport egyik legmeghatarozobb markere az EGFR gén gyakran egyidejiileg
eléforduld amplifikacioja és EGFRVIII mutacioja, de szintén jellemz6 a 10-es kromoszoma
PTEN gént magaba foglalo delécidja is. A mesenchymalis alcsoportra az RTK/Ras/RAF/PI13K
¢s MEK utvonal negativ regulatoraként fentebb emlitett NF-1 gén delécioja és mutacidja a
legjellemzébb. A proneuralis alcsoportot pedig alapvetéen az IDH-1/2 gének mutaciodja,
valamint a p53 és a PDGFRA (platelet-derived growth factor receptor A) gének mutacioja

hatarozza meg (2.4bra).

A klasszikus és mesenchymalis tumorok jellegzetesen agresszivebb, mig a proneuralis tumorok
valamivel jobb prognoézisu bioldgiai tulajdonsdgokat mutatnak alacsonyabb proliferacios

rataval, kevesebb gyulladasos infiltracioval és mérsékeltebb nekrozissal [20, 26, 17]. Tovabba
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jellemzo6 a proneuralis tumorok korabbi, a mesenchymalis tumorok késdbbi €letkorban torténd
megjelenése [20, 26, 17]. A fenti vizsgalatok azt is jelezték, hogy a molekularis profil erésebben

hatédrozza meg a GBM biologiai tulajdonsagait, mint a hisztologiai gradus.

1.3 A GBM epigenetikai sajatsagai

Az epigenomika f6 mechanizmusait magaba foglalja a transzkripcié szabalyozasa a hiszton
fehérjék modositasa és a DNS CpG metilacidja altal, valamint a transzlacié szabalyozésa
mikro-(mi)RNS-ek altal. A hisztonfehérjék esszencialis szerepet jatszanak a kromatin és gén
regulacio egyenstlyanak fenntartasaban. A hisztonfehérjék N-terminalis régioi reverzibilis
kémiai modosulason eshetnek at (pl. metilacid, foszforilacio, acetilacio, sumoilacio,
ubiquitinacio stb.), mely modosulasok direkt vagy indirekt médon befolyasolhatjak a kromatin
struktrdjat, és ezaltal a gének transzkripciojat. Az egyik legmélyebben tanulméanyozott
folyamat a hisztonfehérjék mono-, di-, és trimetilacioja (hiszton metiltranszferazok altal —
HMT) és demetilacidja (hiszton demetilazok altal — HDM). A metilacié a hisztonok lizin és
arginin oldallancain kovetkezik be. GBM-ben a leggyakrabban érintett hisztonok a H3K4,
H3K9, H3K27, H3K36, H3K79 és H4K20 [27; 28]. H3K4 demetilacioja a HDM1A altal
példaul a MYC gén expresszidjat erdsiti, mely szamos transzkripcios faktort, tobbek kozott a
GSC fenntartasaban fontos OLIG2-t is szabalyozza [29]. De a HDM1A a p53 szignal utvonal
szuppresszora is, ezaltal elésegitve a tumorgenezist [30]. A hiszton fehérjék modosulasainak
formai (mono-, di-, és trimetilacioja vagy demetilacidja) komplex szabalyozasi folyamatokban
vesznek részt, és kiillonbozé mddon hatnak a génexpresszid induldkdsara vagy represszidjara

[31].

A nem koédolo RNS-ek az epigenomikai szabalyozas masodik nagy csoportjanak elemei. A
mMIiRNS-ek rovid, 20-22 nukleotidbol allo nem kodolo RNS-ek, melyek a cél messenger
(m)RNS-ek 3’ régidjahoz egy RNS-indukalt ,,silencing” (RISC) komplexben kapcsolodnak és
destabilizaljak a mRNS-t, gatolva a transzlaciot és csokkentve a génexpressziot [32; 33]. A
mMiRNS-ek az epigenomikai szabalyozasban, mint példaul a DNS metilacidjaban szerepet jatszo
rendszer mMRNS-eit is célba vehetik, ezaltal befolyasolva azt. GBM-ben példaul a miR-381 és
a miR-182 in vitro és in vivo koriilmények kozott is fokozza a tumor novekedését. Ezeknek a
MiRNS-eknek a blokkolasaval a GBM-ben a sejtciklus megall a GO/G1 fazisban, a proliferacio
pedig gatolt lesz az E2F3 transzkripcids faktor altal foszforilalt RB tumor supresszor hatdsa

alatt [34].
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A long, noncoding RNS-esek (INCRNS-¢k), hosszt, altalaban 200 nukleotidnal hosszabb nem
kodolo RNS-ek, melyek kiterjedt és komplex szerepkort toltenek be. Az INCRNS-ek egyfajta
kisegitd szerepet jatszhatnak kiilonbozé makromolekulak interakcidja soran, mint példaul
protein — DNS vagy lipid — protein kapcsolatoknal. Ilyen IncRNS a Xist, mely X kromoszomat
inaktival egy retionoid ¢és thyroid hormon receptor (SMART) csendesitésén keresztiil.
Mikodhetenek tovabba igy, mint a scaffold fehérjek, facilitalva tobb molekula interakcidjat,
mint példaul a p53 és az MDM2 fehérjékét. Tovabba néhany IncRNS rendelkezik ,,open reading
frame”-el, mely rovid regulator funkcidval rendelkezé fehérjéket kodol. Ez a megfigyelés
felvetette a korabban bejegyzett ,,nem kodold” nomenklatura jovObeli modositasat is. Emellett
egyes INRNS molekuldk a nuklearis molekularis interakciok iranyitdi, vagy nukledris
szabalyoz6 molekulak szekvesztraloi is lehetnek, ezaltal pozitivan vagy negativan befolyasolva

komplex cellularis folyamatokat [35; 36].

Tanulmanyunk fokuszaban az epigenomikai szabalyozas harmadik csoportja all. Ez egyben a
legkiterjedtebben vizsgalt mechanizmus, a DNS CpG metilacioja, mely a gén promoterek,
enhancerek / silencerek, szabalyoz6 intergenomikus régiok és gének metilacioja altal a
génexpresszio / transzkripcio szabalyozas egyik kulcs eleme. A DNS CpG metilaciojat a DNS
metiltranszferaz (DNMT) katalizalja, mely soran a citozinhoz egy metilcsoport kapcsol 5-
metilcitozint eredményezve. Ez a modifikacio altalaban az 5°-CpG-3’ dinukleotidok esetében
figyelheté meg €s a gén expresszidjanak blokkolasahoz vezethet [37]. A DNMT aktivitasa
szoros szabalyozas alatt all molekularis interakciok, poszt-transzlacios modosulasok, alternativ
splicing és gén duplikacié vagy vesztés altal. Azonban a DNMT-k nem csak a génexpresszid
blokkolasaban, hanem a transzkripcid aktivalasaban és poszt-transzkripcionalis folyamatok

szabalyozasaban is részt vehetenek [38].

A génexpresszid szabalyozasban a DNS demetilacidja is fontos szerepet tolt be, mely passziv
modon a DNS replikaciés ciklusai soran, vagy aktiv mdédon a DNS demetilacié soran
kovethekhet be. A DNS demetilaciot a ten-eleven translocation (TET) enzimek, egy dioxigenaz
enzimcsalad tagjai végzik. TET-fiiggd DNS demetilacio esetén egy sor oxidacio megy végbe,
melynek eredményeképp az 5-metilcitozinok 5-hidroximetilcitozinokkd (ShmC), 5-
formilcitozinokka (5fC) vagy S5-karboxilcitozinokka (5caC) konvertalodnak. Ezek koziil az
5fC-t és ScaC-t felismerik a DNS excizios javito faktorai, és modosulatlan citozinokra cserélik,
ezaltal bevégezve a DNS demetilaciot. Az 5fC-t és ScaC-t tovabba az RNS polimeraz II is

felismeri, mely ezaltal lassitja a transzkripciot. Ezek ismeretében a TET-medialt DNS oxidacid
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epigenetikai faktorként jelentdsnek tekinthetd, mivel a transzkripcido modulalasaval kozvetleniil

befolyasolja a génexpressziot [39; 40].

Az epigenomikai szabalyozas valamennyi mechanizmusa Kulcsszerepet jatszik a korai
embrionalis fejlédés, a kornyezeti hatasok altal kivaltott valaszok és a tumorok fejlédése soran
is. Fontos szintén megemliteni, hogy e mechanizmusok egymastol nem fliggetlenek. Példaul a
hiszton poszt-transzlacios modosulasa korrelal a promoter transzkripcios aktivitasaval. Példaul
a hiszton H3 lizin 4 (H3K4me3) trimetilacidja aktiv (hipometilalt) génpromotereket jelez, mig
a H3K9me3 olyan régiokban talalhatd, melyek hosszitava represszio alatt allnak
(hipermetialalt allapotban) [41]. A H3K4 monometilaciojat (H3K4mel) pedig az enhancer-
ekhez kotik, de promotereknél is megtalalhato [41].

Tumorokra altalaban jellemzo egy genom-szintli, CpG hipometilacids iranyu eltolodas, mely
gyakran fokozza a normalisan inaktiv onkogének atirasat a transzkripcids faktorok
enhancerekhez és promoterekhez valéd fokozott hozzaférése altal [42] (3. abra). Azonban fokalis
hipermetilacio is jelentkezhet, mely gatolhatja példaul a DNS javité vagy tumor szupresszor
gének atirasat [42]. GBM-ek 80%-aban a DNS globalis hipometilacioja figyelhetd meg a
normalis, kiérett agyszdvethez képest, mely szamos onkogén fokozottabb expresszidjahoz ¢€s
genomikus instabilitashoz vezet [43]. A DNS CpG metilacios profilok biomarkerekként is
hasznalhatok vérbdl és egyéb testfolyadékokbdl a tumorok korai detektildsdhoz, kezelési
lehetdségek felméréséhez, és kinjulas monitorozasahoz, habar a klinikai gyakorlatba ezt még

nem sikeriilt teljes biztonsaggal atiiltetni [44].
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3. Abra: A CpG metilicié (A,B) és hisztonfejérje médosulds (C) hatdsa a génexpressziora

A)

4 Normal sejt o

CpG sziget

Inaktiv . ‘
hisztonfehérje Hisztonfehérje

Nincs génexpresszio maédosulas (7)

Génexpresszio

et

\ 4

ME: metilacio, P: foszforilacio, Ac: acetildacio

A dolgozat foként a promoéterek metilacios statuszaval foglalkozik. A promoéterek olyan 100-
2000 bp DNS szakaszok az atirt gént6l tobbnyire upstream iranyban, melyekhez a relevans
proteinek, mint pl. RNS polimeraz és kiilonb6z6 transzkripcios faktorok kapcsolddnak, hogy
elinditsak az adott gén transzkripcidjat. A transzkripcios ,.start site” (TSS) a core promoterbe
agyazva helyezkedik el, ahonnan a transzkripci6 indul a gén 5-végérél. A TSS-en kiviil, a
promoter régiok szdmos mas kiilonb6z6 szekvenciat tartalmazhatnak, példaul CpG szigeteket,
TATA-boxot vagy iniciator régiokat és szdmos akér tavolabb 1évd regulatoros elemmel
Iéphetnek kolcsonhatasba (pl. kromatinnal, mely blokkolhatja vagy enhancerekkel, melyek
elésegithetik a transzkripciot) [45].
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GBM-ben a legkiterjedtebben tanulmanyozott metilacios valtozas az MGMT (O°F-
methylguanine-DNA methyl-transferase) gén promoterét érinti. Az MGMT enzim normal
esetben kijavitjaa DNS alkilaloszerek (pl. TMZ kemoterapia) altal okozott karosodasat, viszont
ezzel segiti a tumor talélését és rontja a kezelés hatékonysagat. Kovetkezésképpen, az MGMT
hipometilacio rossz prognoézissal jar. Ellenkezéleg, az MGMT promoterének hipermetilacidja
a TMZ kemoterapiara adott valasz egy kedvez6 prognosztikus faktora [46]. A GBM atfogo,
genom-szintii DNS metilacios adatainak elemzése vezetett a ,,glioma-CpG island methylator
phenotype” (G-CIMP) elkiilonitéséhez, mely szamos tovabbi tanulmany alapjat képezte. A G-
CIMP szoros korrelaciot mutat az IDH-1/2 gének mutécidival €s igy a proneuralis molekularis
alcsoporttal, mely mas molekularis és klinikai parameterek alapjan is kiilon GBM alcsoportot
képez [1. Tablazat] [47, 48].

1. tablazat: GBM molekuldris alcsoportjainak legfontosabb paraméterei, kiegészitve a G-
CIMP fenotipussal

Klasszikus (CL) Mesenchymalis Proneurilis (PL)/G-CIMP
(MES)
Eletkor Idés Idés Kozépkort
Kromoszoma | 7-es kromoszéma | 7-es kromoszéma | PL: Normal 7-es és 10-€s
valtozas amplifikacio, 10-es | amplifikacio, 10-es | kromoszoma, G-CIMP: 8-as
kromoszoma kromoszoma és 10-es kromoszoma
delécio delécio amplifikacid
Jellemzo EGF ¢és EGFR | NF-1 delécio vagy | p53 mutacio, IDH-1/2
mutacio amplifikacio, mutacio mutacio
EGFRvVIII mutacio
Erintett RTK (EGFR) AKT, | RAS (NF-1) Met Notch, p53, PDGFRA, IDH,
utvonalak CDKN2A MYC
Prognozis Rossz Rossz Viszonylag j6

A tumorok klinikai gyakorlatban rutin-szeriien torténé formalin-fixalasa, paraffinba agyazasa
(FFPE) sokaig kizarta e mintak genom-szinti (array vagy NGS alapt) tanulmanyozasat a
formalin-okozta DNA karositas miatt. Azonban a koézelmultban piacra keriilt 0j konyvtar
készitésre alkalmas kit, az RRBS (reduced representation bisulfite sequencing) segitségével e
mintak NGS feldolgozasa is lehetové valt, melyet mi is alkalmaztunk az alabb bemutatasra

keriild6 GBM metilom tanulmanyainkban.
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1.4 A neurotranszmitterek tumorbiolégiai szerepe

A neurotranszmitterekre altalaban ugy tekintliink, mint a neuronok altal szekretalt és specialis
neuron receptorokhoz kétddé molekulakra, melyek serkentd és gatlo funkciokat kdzvetitenek.
Az utobbi években azonban mér esszencialis mikrokdrnyezeti moduldldé molekulaként is
ismerjiik a neurotranszmittereket, melyeknek fontos szerep jut a normal széveti homeosztazis
¢s a malignus tumor fenotipusok biologiai szabalyozasaban [49]. Egyre tobb bizonyiték szol
amellett, hogy neurotranszmittereket a glioma sejtek is képesek termelni és expresszalt
receptorukon  keresztiil autokrin/parakrin  mdédon Onmagukat ¢és mikrokornyzetiiket
befolyasolni. Tovabba, ¢ molekuldk elOsegitik a tumoron belil ) idegvégzédések
formalodasat, az un. neoneurogenezist [50]. Mivel a tumor mikrokdrnyezetébe bejuté immun-
¢s endothél sejtek szintén képesek neurotranszmitter receptorokat expresszalni, e sejtek is a
neurotranszmitterek befolyasa ala keriilnek, mig sajat neurotranszmitter termelésiik altal vissza
is hatnak a daganatok novekedésére [51]. A neurotranszmitterek koziil kiilonosen a
monoaminok (acetilkolin, dopamin, epinephrine, norepinephrine, szerotonin) lehetnek jelent6s
tanulmanyozott monoamin neurotranszmitterek az epinephrine (E) és norepinephrine (NE).
Ezek a molekulak alpha (a)- és béta (B)-adrenerg receptorokon keresztiil fejtik ki hatasukat,
melyek 7 transzmembran régidval rendelkezé G-fehérje-kapcsolt receptorok, és a legtobb
emlOs szovetben széleskdrben jelen vannak. Az E és NE szamos tumorbioldgiai folyamatban
rezisztencia kialakitasaban, az invazidos és metasztatikus tulajdonsagok, valamint az
angiogenezis szabalyozasaban [52, 53, 54]. A NE képes az endothelsejtek metabolizmusat
stimulalni az oxidativ foszforilacion keresztiil, mely altal segiti az angioneogenezist és a tumor
progresszidjat [55, 56]. Az E és NE jelentésen befolyasolja a gyulladasos folyamatokat is a
helper és szupresszor T limfocitak, B limfocitak, természetes 6l6sejtek (NK), makrofagok és

dendritkus sejtek B-adrenerg receptorain keresztiil [51].
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Masik nagyon fontos neurotranszmitter az E és NE szintézisének prekurzora, a dopamin (D). A
dopamin a szinaptikus terminalok citoplazmajaban szintetizalodik, hatasat pedig 6t kiilonb6zo,
hét transzmembran domént tartalmazé G-fehérje-kapcesolt receptoron keresztiil fejti ki. Ezek
két csoportba, a D1 dopamine receptorok (DRD1, DRD5) és a D2 dopamine receptorok (DRD2,
DRD3, DRD4) csoportjaba sorolhatok. A dopamin nem kategorizalhaté sem gatld, sem
serkentd szignalként, mert hatdsa receptorfliggd [57]. A neuronalis O&ssejteken és
progenitorsejteken kiviil, oligodendrocita progenitor sejtek (OPC) is expresszalnak dopamin
receptorokat. Ezeket a sejteket éré6 dopamin szignalizacio a DRD3 receptorokon keresztiil
torténik, és nagyban hozz4jarul a dedifferencialt staidium fenntartasdhoz, mely feltételezhetéen
a gliomagenezis soran is egy aktiv utvonal [58]. GBM esetében a tumorsejtek egy erdsen
specifikus mikrokornyezetben 1éteznek és sokféle szekretalt faktornak vannak kitéve. A
folosleges és/vagy az idegvégzddésekbe vissza nem juttatott monoaminok interakcidoba
lIéphetnek GSC-ekkel és a kornyez6 endothél sejtekkel is. Mivel ezek a sejtek is expresszalnak

monoamine receptorokat, ezek aktivaciogja a GBM ndvekedésének modulacidjat

4. abra Neurotranszmitterek szerepe a tumorok kialakulasaban és progressziojaban

iie 6.9

A Proliferacié  WLimfocita valaszok Metabolikus switch A AV Tulélés Vv MDSC aktivitas Endothél progenitor
A Migréacioé VNK sejt citotoxicitas + AW Proliferacié W M2 makrofag sejtek mobilizacidja v
A Invazio WV Dendritikus sejtfunkcié ) ) M Autofagia polarizacié
A Anti-apoptézis AProinflammatérikus Angiogenezis A M Migracié V Regulatoros
citokinek M Invazié T-sejtek aktivitasa Angiogenezis ¥
°® e °®
° .. - Ach o . Ach o . Ach . szerotonln o . szerotonin o SZerotonin
i i‘ AChR . | AChR i i| AChR I ‘ | I
A Prollferacm A Makrofag bevonas Anglogene2|s A A Prollferamo A Verlemezke Ang;ogenems A
A Migréacio A Anti-inflammatoérikus A Autofagia aktivacio
A Invazio valaszok A Migracio A M2 makrofag
A Anti-apoptdzis M Invazié polarizacié
A Ossejtesség ® nAChR mAChR
fenntartasa

E: epinephrine; NE: norepinephrine; AR: adrenoreceptor; DR: dopamin receptor; MDSC:
myeloid-derived supressor cell; ACh: acetyl-choline; nAChR: nikotinos acethyl-choline
receptor; mAChR: muscarinos acethyl-choline receptor; HTR: 5-HT(szerotonin) receptor
[49].
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eredményezheti [58]. A fenti megfigyeléseket, valamint a sajat, hipotézismentes DNS CpG
metilacios eredményeinket figyelembe véve, kutatdcsoportunk Szintén megvizsgalta néhany
katekolamin marker promoterének és génjének differencialt metilacidjat korai és recidiv GBM-
ben (DRD2, ADRA1D, ADRBK1/GRK2, SLC18A2/VMAT?2). Ezekrdl a markerekrdl csak
nagyon korlatozott eredmények szerepeltek eddig a GBM szakirodalomban, hosszmetszeti

megfigyeléseket pedig egyaltalan nem talaltunk.

2. Hipotézisek és célkitiizések

2.1 Hipotézisek

- Bizonyos jelatvivo ttvonalak differencialt metilaltsagi statusza fontos befolyasolo
tényez6é a GBM kialakulasaban és fejlédésében

- Egyes jelatvivo Gtvonalak differencialtan metilaltak primer és recidiv GBM
tumormintdk kozott

- A promoter és gén metilacids mintazatok forditott korrelaciot mutatnak a fehérje
expresszio szintjével primer €s recidiv GBM-ben

- A differencidltan metilalt promoterek ¢és gének, valamint differencialtan expresszialt

fehérjék azonositasa segiti a gliomagenezisben szerepet jatszo molekulak felfedezését

2.2 Célkitiizések

- A differencialtan metilalt DNS CpG-szigetek, gének és molekularis Gitvonalak
genomszin{i meghatarozasa primer és recidiv GBM mintaparokban normal kontroll
mintakhoz képest

- A (differencidltan metildlt DNS CpG-szigetek, gének és molekularis Utvonalak
azonositasa primer €s recidiv GBM mintaparokban

- Korrelaciok meghatarozasa szelektalt katekolamin promoterek és gének metilaltsagi
foka, valamint azok fehérje termékeinek expresszidja kozott szekvencialis GBM
mintaparokban

- A katekolaminok szerepének feltarasa a GBM kialakulasaban és progresszidjaban

3. Anyag és modszer

3.1 Etikai nyilatkozat

Az értekezés az 1964-es Helsinki Nyilatkozat 2008-as szduli és 2014-es magyarorszagi
torvénykezése szerint a Pécsi Tudomanyegyetem (PTE) Regiondlis Tudoményos Etikai

Bizottsaganak (RKEB) a jovahagyasaval tortént. Az etikai dontés dokumentacioja: PTE
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RKEB 7517-2018 és 2019 protokollok jovahagyasa. A kutatashoz felhasznalt mintakat a
betegek miitétje soran szerzett, a rutin patoldgiai vizsgalatokbol visszamaradt FFPE

blokkokbdl nyertiik. Kizardlag retrospektiv anyag keriilt a tanulmanyba.

3.2 Beteganyag a dolgozat két tanulmanyaban

3.2.1 Altalanos adatok

A szekvencialis GBM mintak 1997 ¢és 2017 kozott keriiltek 6sszegytijtésre és nyilvantartasba
a PTE Altalanos Orvostudomanyi Kar (AOK) Patologiai Intézetében. A GBM parok esetében
a primer mintak mindegyike a sugar-és kemoterapiai kezeléseket megel6zo allapotbol
szarmazott, mig a recidiv mintdk a kezeléseket kdvetden keriiltek eltavolitdsra. A mintak
kivalasztasat és a kohortok kialakitasat mindségellenérzés elozte meg, mely soran a mintak

HE (hematoxylin-eosin) festésen és IDH-1 R132H mutaci6 analizisen estek at.

3.2.2 DNS CpG metilaciéos mintazatok genom-szintii elemzése kontrollok és
szekvencialis GBM mintaparok kohortjaiban

Az els6 tanulmanyban 24 betegt6l 48 FFPE IDH-1 R132H mutaci6 negativ GBM blokk (24
primer ¢és 24 recidiv tumor) allt rendelkezésiinkre. A klinikai adatok attekintését kovetden 2
beteg mintait a kiugrdan fiatal koruk miatt kizartuk a vizsgalatbol, igy 22 betegtdl 44 minta
keriilt be a tanulmanyba. A 22 betegbdl 8 n6 és 14 férfi volt (2. Tablazat), az elsé mitétet
kovetden 18 beteg kapott irradiaciot és temozolomid alapt kemoterapiat, mig 4 beteg

esetében a dokumentacié nem tartalmazott adatot a kezelésekrol (3. Tablazat).
A primer ¢és recidiv tumorok hisztologiai tulajdonsagait a 4. és 5. tablazat 6sszegezi.

A metilacids elemzéseinkhez 5 epilepszia miitétbdl szarmazo beteg RRBS adatait hasznaltuk
fel metilacios kontrollcsoportként a European Nucleotide Archive adatbazisbol. A metilacios
adataink validalasahoz ugyanezen adatbazisbol 112 primer és recidiv GBM mintapar RRBS
adatait hasznaltuk fel (https://www.ebi.ac.uk/ena, hozzéaférési szam: EGAS00001002538)
[51]. Hasonloan a sajat kohortunk betegmintaihoz, ezek az adatok is miitéti eredetii, FFPE

GBM mintakbol szarmaztak.
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Primer tumor Recidiv tumor
Eletkor a Eletkor a Eletkor a Eletkor a Eletkor a Eletkor a
primer primer primer recidiv recidiv recidiv
Nem | Betegszam tumor tumor tumor tumor tumor tumor
diagnézisak | diagnézisak | diagnézisak | diagnézisak | diagnoézisak | diagnézisak
or (Atlag) | or (Median) | or (Eloszlas) | or (Atlag) | or (Median) | or (Eloszlas)
Férfi 14 50 48 32-66 51 48 36-68
N6 8 53 55 38-63 55 56 39-64
Osszes 22 51 51 32-66 52 52 36-68
3. Tablazat: A szekvencidlis GBM kohort betegeinek egyéni klinikai adatai
) ) Bete Elsoé és
Eletkor a Eletkor a . 9 masodik li
. Recidiv primer tumor | recidiv tumor életkora a miitét Teljes
Primer tumor Nem g 1 L 1 halal - tilélés Kezelés
tumor megjel or | megjel O | s 4épontidban kozott (Hetek)
(Evek) (Evek) l()EveJk) eltelt id6
(Hetek)
15043/1999 9849/2000 Férfi 50 50 50 31 41 Nincs informacio
9501/2001 3624/2002 Férfi 52 53 53 33 59 Nincs informacio
15916/2003 9527/2004 N6 63 64 64 30 43 Miitét + besugarzas
9886/2004 15289/2004 | Férfi 41 42 43 17 70 Nincs informacié
3094/2006 15302/2006 | Férfi 59 60 60 35 65 Miitét + besugarzas + TMZI
5526/2007 13808/2008/1 | N& 50 52 52 77 88 Miitét + besugarzas + TMZI
13501/2007/C1 | 9614/2008/1 | Férfi 39 39 - 40 - Miitét + besugarzas + TMZ
Primer tumor: Miitét +
12732/2008 | 17440/2010/1 | Férfi 2 43 43 117 149 besugdrzds + TMZ;
Recidiva: Bevacizumab +
besugarzas
17578/2008 7779/2010/B | Férfi 63 65 - 77 - Nincs informacid
15466/09 16534/10 Férfi 66 68 - 56 - Miitét + besugarzas + TMZ
AVAGLIO Klinikai
10379/2010A 7536/2014 N6 56 60 61 199 287 tanulmany (STUPP +
Bevacizumab/placebo)
AVAGLIO klinikai
14561/2010/1 | 2315/2012/A | Férfi 45 46 - 70 - tanulmany (STUPP +
Bevacizumab/placebo)
Miitét+TMZ és
2525/2011/B 1365/2013/1 | Férfi 32 36 36 177 203 Bevacizumab, besugarzas,
BCNU
14642/2011/1 | 7990/2014/1 | Férfi 43 45 46 135 192 Mitét + besugarzas + TMZ
5693/2012/1 612/2015/1 N6 45 48 48 143 169 Mitét + besugarzas + TMZ
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7183/2012/1 | 11956/2012 | N& 57 58 59 51 95 Miitét + besugarzés + TMZ
6795/2013/1 | 17545/2013 | N& 61 62 62 31 54 Miitét + besugarzés + TMZ
16189/2014 | 16742/2015 | N6 53 54 55 55 69 Miitét + besugarzés + TMZ
8117/2015 2908/2017 | N§ 38 39 40 92 106 Miitét+besugarzas+TMZ
3997/2016 5120/2017 | Férfi 62 63 63 58 62 Miitét + besugarzés + TMZ
10776/2016 | 2168/2017 | Férfi 43 43 44 29 46 Miitét + besugarzés + TMZ
13956/16/1 | 12107/17/1 | Férfi 60 61 62 49 60 Miitét + besugarzés + TMZ
4. Tablazat: A primer tumorok patologiai sajdtossdgai
Primer tumorok patolégiai tulajdonsagai
GBM1 | RRBSID | MI | MVP Nekrozis Sejtvonal TIL
15043 1 36 | igen nincs asztrocita | mérsékelt
9501 2 2 | igen kiterjedt, paliszadokkal asztrocita | mérsékelt
15916 4 10 | igen nincs asztrocita nincs
9886 5 91 | igen kiterjedt asztrocita nincs
3094 6 120] igen kiterjedt asztrocita strli
5526 7 20 | igen Kiterjedt asztrocita ritka
13501 8 13 | igen kiterjedt epithélialis ritka
12732 9 igen kiterjedt, paliszadokkal asztrocita | mérsékelt
17578 10 nem Kiterjedt asztrocita strli
15466 11 18 | igen kiterjedt asztrocita stirti
10379 12 30 | igen Kiterjedt Kis sejtes stri
14561 13 36 | igen kiterjedt, paliszadokkal asztrocita ritka
2525 14 38 | igen kiterjedt, paliszadokkal asztrocita ritka
14642 15 78 | igen kiterjedt, paliszadokkal Kis sejtes strli
5693 16 42 | igen kiterjedt, paliszadokkal asztrocita ritka
7183 17 44 | igen kiterjedt, paliszadokkal asztrocita ritka
6795 18 15 | igen kiterjedt asztrocita ritka
16189 19 24 | nem nincs Kis sejtes ritka
8117 20 25 | igen nincs asztrocita stirti
3997 21 12 | igen paliszad asztrocita ritka
10776 23 32 | igen kiterjedt asztrocita ritka
13956 24 32 | igen kiterjedt asztrocita ritka

MI: mitotikus index; MVP: mikrovaszkularis proliferdcio; TIL: tumor infiltralo limfocitak)
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5. Tablazat: A recidiv tumorok patologiai sajatossdagai

Recidiv GBM tumorok patolégiai tulajdonsagai
GBM2 [ RRBSID | MI | MVP Necrosis Cell TIL
9849 R1 100 igen kiterjedt, paliszadokkal kis sejtes ritka
3624 R2 2 | nem nincs asztrocita stirci
9527 R4 32 | igen kiterjedt, paliszadokkal kis sejtes nincs
15289 R5 94 | igen kiterjedt asztrocita ritka
15302 R6 4 | nem kiterjedt asztrocita ritka
13808 R7 21 | nem nincs asztrocita ritka
9614 R8 20 | nem kiterjedt, paliszadokkal epithélialis ritka
17440 R9 14 | nem kiterjedt asztrocita ritka
7779 R10 50 | igen paliszad asztrocita | mérsékelt
16534 R11 14 | igen kiterjedt asztrocita strli
7536 R12 62 | igen paliszad asztrocita stirti
2315 R13 36 | igen paliszad asztrocita ritka
1365 R14 40 | igen nincs asztrocita stirci
7990 R15 16 | igen kiterjedt, paliszadokkal kis sejtes stirti
612 R16 12 | igen kiterjedt, paliszadokkal asztrocita stirti
11956 R17 22 | igen paliszad asztrocita ritka
17545 R18 18 | nem kiterjedt, paliszadokkal asztrocita ritka
16742 R19 18 | nem kiterjedt, paliszadokkal kis sejtes ritka
2908 R20 20 | igen paliszad asztrocita nincs
5120 R21 18 | igen kiterjedt, paliszadokkal asztrocita ritka
2168 R23 10 | nem nincs kis sejtes strli
12107 R24 16 | nem paliszad asztrocita stirti

MI: mitotikus index; MVP: mikrovaszkularis proliferacio; TIL: tumor infiltralo limfocitdk)

3.2.3 Négy szelektalt katekolamin marker promoter+gén DNS CpG metilaciojanak és
fehérje expressziojanak mennyiségi meghatarozasa egyedi kontroll mintakban és
szekvencialis GBM mintaparokban

Négy szelektalt katekolamin marker promoter + gén régidjanak fokuszalt DNS CpG
metilacigjat egyéni mintakban is mennyiségileg meghataroztuk a 3.2.2 fejezet 22 par primer
és recidiv GBM mintaiban. Majd e négy kivalasztott katekolamin marker fehérje expresszios
elemzéseit is elvégeztiik ugyanazon GBM FFPE blokkokbol, mint az epigenomikai
elemzéseket. Azonban a mintak korlatozott mennyisége miatt 1 tovabbi beteg anyagat ki
kellett zarnunk a fehérje expresszios vizsgalatbol (8117/2015-2908/2017). A katekolamin
utvonalak metilacios és fehérje expresszios vizsgalatait igy a 21 szekvencialis GBM

mintaparon végeztiik el. A katekolamin markerek expresszids vizsgalataihoz 6 FFPE post
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mortem kontroll agyi mintat hasznaltunk fel, mivel etikai okokbol miitétileg eltavolitott
normal agyszévet nem allt rendelkezésiinkre (Masrészt, a DNS metilacios vizsgalatainkhoz ez

a postmortem anyag technikai okokbo6l nem volt hasznalhat6 kontrollként).

3.3  Modszerek

3.3.1 DNS izolalas

Az FFPE blokkokbol 4-5 darab 5 um vastagsagu metszetet készitettiink, amelyekrdl a lehetd
legalaposabban eltavolitottuk a paraffint miel6tt Eppendorf csébe helyeztiink. Az FFPE
mintakat xilollal deparaffinaltuk, majd alkoholos mosas utan a QiaGen® QIAamp DNA
FFPE Tissue Kit (Qiagen®, Hilden, Németorszag) oszlopos DNS izolalasi modszert
alkalmaztuk. Az oszlopokrol a DNS-t 50 ul -ben elualtuk, és tovabbi felhasznalasig -20 °C-on
taroltuk. Az eludtum koncentracigjat a Qubit™ 1X dsDNA HS Assay Kit segitségével
hataroztuk meg egy Qubit 3 Fluorimeteren (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Az izolalt DNS
mindségi ellendrzését fragmentanalizissel végeztiik az Agilent Genomic DNA ScreenTape
Assay kit felhasznalasaval egy Agilent 4200 TapeStation System (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) késziiléken.

3.3.2 Konyvtarkészités

Az izolalt DNS-ekbdl az RRBS kit 24x (Diagenode SA, Seraing, Belgium) felhasznalasaval, a
gyarto altal javasolt protokolltol egy pilot tanulmany optimalizalasi eredményei alapjan
minimalisan eltérve, biszulfit konvertalt konyvtarakat készitettiink. Mivel az FFPE mintakban
konyvtarkészitéshez ajanlott 100-200 ng input DNS mennyiséget az Agilent TapeStation
elemzésben meghatarozott fragmentaciotol fiiggd mértékben megemelt (350-400 ng) DNS
mennyiséggel helyettesitettiik. Amennyiben a 2000bp feletti fragmentek aranya nem érte el a
20%-ot, 400 ng-ot, ha meghaladta azt, 350 ng mennyiséget hasznaltunk fel a konyvtarkészités

folyaman.
Az RRBS konyvtarkészités folyamata roviden a kdvetkezOképpen zajlott:

Elsé fazis: Kiszamoltuk, hogy az egyes DNS eluatumokbdl a megfeleld (350-400 ng)
mennyiség eléréséhez mekkora térfogatot kell felhasznalnunk. Az RRBS reakcid els6
1épéséhez maximum 26 pl lehetett a minta térfogata, igy abban az esetben, ha a sziikséges
mennyiséget ennél nagyobb térfogat felhaszndlasaval lehetett volna csak elérni, vakumos
koncentralast alkalmaztunk, amig a megfelel térfogatot el nem értiik. A konyvtarkészités

elsd 1épéseként egy CCGG felismerdhellyel rendelkezé Mspl nevii restrikcios endonukledzzal
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emésztettiik meg a megfelelé mennyiségli input DNS-t. A 26 pl-nyi mintahoz 4 pl
enzimatikus emésztd keveréket adtunk, majd az emésztést egy GeneAmp PCR Systems 9700
(Applied Biosystems, Foster City, Egyesiilt Allamok) késziiléken futtattuk le a protokollban
szerepl6 beallitasokkal (37 °C 12 6ras emésztés, majd 8 °C-on valo tarolas). Az emésztés
folyamatanak eredményeképp olyan valtozo nagysagii DNS fragmentumokat kaptunk, melyek

végén CpG dinukleotidok talalhatoak.

Misodik fazis: A emésztés folyamatabol nyert DNS fragmentumok végeit egy un. ,,ends
preparation mix” segitségével készitettiik eld a kovetkezo fazishoz. Az elokészito kezelés egy
thermocycler késziilékben tortént a gyarto altal meghatarozott paraméterekkel: 30°C 20
perc—> 37°C 20 perc—> 75°C 20 perc—> tarolas 8°C-on. Az igy kezelt fragmentumok végei mar
alkalmasak voltak adaptereket kotésére. Ezt az un. ,ligation mix” segitségével értiik el szintén
a gyarto altal meghatarozott paraméterekkel beallitott thermocyclerben: 25°C 20 perc—> 65°C
10 perc—> tarolas 8°C-on. Az adapterek ligalasat kovetden egy méretszelekcios 1épés
kovetkezett, melyet egy magneses Eppendorf-csé tartoban végeztiink AMPure XP Bead
(Beckman Coulter, Washington D.C., Egyesiilt Allamok) felhasznalasaval. A méretszelektalt
fragmentek minéségét a StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) késziiléken végeztiilk a KAPA SYBR Fast qPCR kit (Kapabiosystems, Cape
Town, South Africa) felhasznalasaval a protokollban megallapitott paraméterek szerint:
denaturacio 98°C-on 3 perc-ig (1x), majd denaturacié 95°C-on 15 masodpercig =
kapcsolodas 60°C-on 30 masodpercig = lanchosszabbitas 72°C-on 30 masodpercig (25x) =
tarolas 4°C-on. Nyolc-nyolc konyvtarat a kvantitativ (qQ)PCR CT (threshold cycle) értékeik
alapjan szekvenalasi pool-okba rendeztiink. Azonos pool-ba olyan kényvtarak keriiltek,
melyek CT értékei a lehet6 legkisebb eltérést mutattak egymashoz viszonyitva. A pool-ok
Osszeallitasat kovetden elvégeztiik a biszulfit konverzios 1épést, mely sordn a metildlatlan
citozinok uracilla deaminalodtak, ezzel szemben a metilalt citozinok esetében nem tortént
valtozas a metilcsoport protektiv hatdsa miatt. A biszulfit konverziét a GeneAmp PCR
Systems 9700 késziiléken végeztiik a kovetkez6 paraméterek betartasaval: denaturacié : 95°C-

on 1 percig - konverzié 60°C-on 10 percig (20x) = tarolas 4°C-on.



5. dabra: Az RRBS maodszerrel végzett konyvtarkészités, NGS és elemzés folyamata
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Harmadik fazis: A konvertalt konyvtarak egy ujabb qPCR tesztelésen estek at, hogy
paraméterei a kovetkezOk voltak: els6 denaturacidé 98°C-on 3 percig (1X), majd denaturacio
95°C-on 15 masodpercig = kapcsolddas 60°C-on 30 masodpercig = lanchosszabitas 72°C-on
30 masodpercig (30x) > tarolas 4°C-on. Ezt kdvette a konyvtar végso, NGS elétti PCR
amplifikacioja a Pool qPCR-jabol nyert CT — 1 cilusszammal: els6 denaturacié 95°C-on 5
percig (1x), denaturacio: 98°C-on 20 masodpercig > kapcsolodas: 60°C-on 15 masodpercig
-> lanchosszabitas 72°C-on 45 masodpercig (Pool CT-1 ciklusszammal) = végso
lanchosszabitas 72°C-on 7 percig (1x) = tarolas 4°C-on. Az amplifikalt pool-okat egy utolsod
tisztitasi fazisnak vetettiik ala az AMPure XP Bead-ek segitségével, majd elvégeztiik a
tisztitott konyvtar DNS-ek fragmentanalizisét a 4200 TapeStation System késziiléken High
Sensitivity D5000 ScreenTape/Reagents Kit segitségével. Végiil DNS koncentraciomérést
végeztiink egy Qubit 3 Fluorimeterrel. Az amplifikalt konyvtarakat egy NextSeq 550
(Illumina, San Diego, CA, USA) szekvenalo késziiléken NextSeq 500/550 High Output Kit
v2.5 (75ciklus) segitségével szekvenaltuk meg. A nyers szekvenalasi adatok a European
Nucleotide Archive-ba keriiltek feltoltésre (https://www.ebi.ac.uk/ena, Primary Accession:
PRJEB38380, Secondary Accession: ERP121800).

3.3.3 Bioinformatikai elemzés

Szekvenalasi adataink bioinformatikai kiértékelésének egyes 1épései bioinformatikus
kollégank segitségével torténtek. A NextSeq 550 altal kiadott nyers szekvenalasi adatok
mindségét a FastQC programmal ellendriztiik, majd az alacsony minéségii szekvenciakat és
adaptereket a TrimGalore szoftverrel szirtiik ki. Az RRBS szekvencidinkat a hg19 (GRCh37)
referencia genommal vetettiik Gssze. A biszulfit konvertalt read-eket és a potencialis
metil4cios pontokat a Bismark program segitségével hataroztuk meg és értékeltiik ki. Az R
szoftverrel, annak RnBeads plugin-jével kiegészitve, kohort szinten azonositottuk a
differencialtan metilalt CpG helyeket, promotereket, régiokat és géneket, tovabba a Gene
Ontology (GO) analizissel megvizsgaltuk a differencialtan metilalt jelatviteli Gitvonalakat a
kontrollok, valamint a primer és recidiv GBM tumorok kohortjaiban. Az eredmények alapjan
szelektalt katekolamin markerek metilacios szintjét €s megoszlasat a markerek promoter és
kifejezés hasznalataval) magunk vizsgaltuk meg egyéni mintakban, a bioinformatikus altal a

tanulmanyhoz szerkesztett script segitségével, melyet szintén az R szoftverben a BioMethyl
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csomaggal futtattunk le. A parancssor részletei itt megtalalhatok:

https://github.com/galikbence/MethylPatternViz. Az 4ltalunk hasznalt formula:

“Rscript methylation patterns.R —chr ? --start ? --end ? --gene TEST -- all_samples T --paired
F?’

Ebbe behelyezve a megfeleld katekolamin marker paramétereit (kromoszdéma azonosito
szama, €s a valasztott régid kromoszoman beliili start €s végpontja) elemezhettiik az egyéni
primer és recidiv tumorparokban az adott régi6é metilacios szintjét és megoszlasat szazalékos
¢s grafikus formaban. EQy adott minta egyedi metilacidjat a program igy hatarozta meg, hogy
a megadott région beliil azonositotta a metilalt helyeket egyenként az 6sszes mintaban, majd
ezeket Osszegezve megkaptuk a régidban azonositott CpG-k szamat. Ezeknek a CpG-nek
egyedi szinten meghatarozta a metilaltsagi fokat 0 és 100% kozott, végiil a metilalt helyek

szamat elosztotta az Gsszes lehetséges (detektalt) CpG szamaval és megszorozta 100-zal.

Metilaciés helyek
- - x 100
Osszes detektalt CpG hely

3.3.4 Immunbhisztokémia
A hasznalni kivant elsddleges antitesteket egy pilot IHC tanulmény keretein beliil
optimalizaltuk, meghataroztuk az adott antitestekre legmegfeleldbb feltarasi eljarast és

higitasi aranyt, illetve ellendriztiik az antitestek specificitasat (6.Tablazat).

6. Tablazat: A kvantitativ IHC vizsgalatban haszndlt primer antitestek paraméterei

A kvantitativ IHC tanulmany soran hasznalt primer antitestek
Gyarté | Szarmazasi hely | Katalogusszam Elsm_ileges Klonalitas Immunog_e n Higitas
antitest szekvencia
KLH konjugalt
. Egyesiilt Kiralysag, Poliklonalis | szintetikus peptid a )
Biorbyt| ™= 2 mbridge 0rb500970 DRD2 (nyal) | human DRD2 aal1-90 | +2%0
régi6jabol
KLH konjugalt
a1 o . 0 szintetikus peptid a
Biorbyt Egyecsg‘mﬂaalgsag’ orb382461 | ADRALD p"'(‘r]l‘l‘?rl‘;‘"s humén ADRAID C- | 1:100
g yu terminalis régio
szekvencidjaval
KLH konjugalt
e a1 . . szintetikus peptid a
Biorbyt Egyeg;‘; tlfri‘galgsag’ orb213536 | ADRBK1 P°l(‘rlfl‘?‘llfl‘s humén GRK2 C- | 1:200
9 y terminalis
szekvencidjaval
. Egyesiilt Kiralysag, Poliklonalis Szintetikus humén )
Biorbyt Cambridge 0rb229222 SLC18A2 (nyii) SLC18A2 peptid 1:100
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Az antitestek specificitasanak ellendrzését kiillonbozo szdvettani eredetli tumorokban
végeztiik, melyekrdl kordbbi eredmények alapjan ismert az adott antigének expresszidja
(pozitiv kontroll), illetve amelyekben az adott markerek ismerten biztosan nem
expresszalodnak (negativ kontroll). Tovabbi negativ kontrollként egy technikai kontrollt is
alkalmaztunk minden kisérlet soran, mely esetében csak a Novolink méasodlagos antitestjét és
szubsztrat reakcigjat alkalmaztuk az elsddleges antitest elhagyasaval. Az elsédleges antitestek
kotodését és expresszidjat olyan GBM szovetmintakban validaltuk, amelyek nem szerepeltek
a f6 tanulmanyban. A metszetek elkészitését egy manualis mikrotommal végeztiik Microtome
Blade A35 (Feather®, Osaka, Japan) pengék segitségével. Az FFPE blokkokbol 3-5 um
vastagsagu metszeteket Superfrost Ultra Plus J3800AMNZ (Thermo Scientific®, Waltham,
Massachusetts, Egyesiilt Allamok) targylemezekre vittiink fel és szaradni hagytuk egy napig.

A kvantitativ IHC vizsgalat folyamata a kovetkez6képpen zajlott:

Elsé 1épésként a targylemezre felvitt szovetmintakat korberajzoltuk egy hidrofob gytiriit
képezé PAP PEN tollal (Biotium Inc. Fremont, Egyesiilt Allamok és San Francisco, Egyesiilt
Allamok), hogy megakadalyozzuk a higitott antitest lefolyasat a szovetrdl. Az elsédleges
antitesteket Tween20 mentes TBS (tris-buffered-saline) pufferrel higitottuk az optimalizalt
koncentraciokra. A szévetmintakat 95°C-os 0.01M citratpufferbe meritve mikrohullamu
slitében tartuk fel. A mosasi lépéseket Tween20 detergenst tartalmaz6 TBS pufferel végeztiik.
Az elsddleges antitesteket minden esetben 100 pl térfogatban vittiik fel a lemezekre,
kotodésiik detektalasat pedig a NovoLink Polymer Detection Systems RE-7150-K (Leica
Biosystems, Newcastle, Egyesiilt Kiralysag) Kittel végeztiik. A specifikusan k6todott
antitesteket DAB-al (diamino-benzidin) tettiik lathatova tormaperoxidaz reakcio révén. Az
elkésziilt és festett lemezekre feddanyagként pertexet (Mitsui&Co. Ltd. Osaka, Japan) vittlink
fel, majd ezt Manzel-Glaser (Thermo Scientific®, Waltham, Massachusetts, Egyesiilt

Allamok) targylemezfeddvel fedtiik le és hagytuk szaradni.

Egy patologus szakorvos kolléga a Hematoxylin-Eosin (HE) festési alapu hisztologiai minta
szelekcid soran, valamint az IHC készitmények attekintése alapjan meghatarozta GBM
metszetekben a ,,region of interest”-eket (ROI). Ezek a régiok azok, ahol a tumor a
legmalignusabbnak latszott, magas cellularitassal, intenziv mitotikus aktivitassal és polimorf
sejtmagokkal, de a Iehetd legminimalisabb nekrozissal és vaszkularitassal. Ezutan a
kiértékelést eldszor manualisan végeztiik a ROI-kon beliili harom latotér kijelolésével és
azokon beliil 100-100 sejt leolvasasaval. Ezekben meghataroztuk a festddott sejtek szamat

szazalékos formaban, majd a festddés intenzitasat egy 0-3-ig terjedd skalan (0; +; ++; +++).
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Ezek alapjan szamoltuk ki a ,,complex score”-t (CS) a festddott sejtek szazalékos értékét
megszorozva az intenzitas numerikus értékével. A metszeteket harom fiiggetlen leolvaso is
kiértékelte. A manualis kiértékeléshez egy Nikon Optiphot-2 (Nikon Corp. Japan)
mikroszkopot hasznaltunk. A festett lemezeinket digitalizaltuk a PTE AOK Patologia
Intézetben talalhaté MIDI II Scannerrel és a 3DHisTech Pannoramic Viewer 1.15 szoftverrel

digitalisan is kiértékeltiik.

3.3.5 Statisztikai elemzések

A tumorok patologiai karakterisztikajat, a betegek klinikai adatait, illetve a katekolamin
markerek kvantitativ IHC eredményeinek (CS értékeinek) median és interkvartilis
tartomanyat hasonlitottuk dssze, kiilonb6z6 statisztikai probak soran. Minden statisztikai
probat az SSPS v.26.0 szoftvercsomag felhasznalasaval végeztiink el (SAGE, IBM® SPSS®
Statistics v26.0). Az adataink minden esetben nem parametrikus eloszlast kovettek, ezért non-
parametrikus teszteket alkalmaztunk. Két fliggetlen minta 6sszehasonlitasa esetén Mann-
Whitney U tesztet, mig egymastol fliggé mintak dsszehasonlitasa esetén Wilcoxon signed
rank tesztet hasznaltunk. Tobb minta egyidejii 6sszehasonlitasa esetén Kruskal-Wallis tesztet

alkalmaztunk.

4. Eredmények

4.1 Genom-szinti CpG metilaciés elemzések az CG2 - GBM1 - GBM2 kohortokban

4.1.1 Genomikus DNS fragmentmegoszlasok osszehasonlitasa FFPE postmortem
GBM, FFPE miitéti GBM, buffy coat és teljes vérmintiakbdl

Tanulmanyunk célja volt, hogy 6sszehasonlitsuk a DNS CpG metilacié mintazatat ,,normal”
agyszovetben és IDH-vad tipusi GBM mintakban az elsé diagnozist kovetéen (GBM1) illetve
a kezelés utan kiGjult tumorokban (GBM2). Mivel a kontrollvalasztas tobb oldalrol is
korlatokkal jart, két kontrollcsoportot mérlegeltiink: az egyik csoport 6 postmortem
agymintabol allt (CG1), melyek olyan betegekbdl szarmaztak, akik nem neurologiai okokbol
hunytak el; a masik egy adatbazis kontroll csoport volt, amelyet 5 beteg epilepszia miitétbol
szarmaz6 agymintainak DNS metilacios (RRBS-b6l szarmazo) adatai alkottak (CG2).
mértékét TapeStation analizissel. Az analizis 150-60000 bp-os tartomanyban méri a genomikus
DNS fragmentek megoszlasi aranyat és mennyiségét. A két tumorcsoport eredményei kdzott

minimalis, nem szignifikans kiilonbség volt csak detektalhatod (7A-7B Tablazat; 6-7 abra).



TA. Tablazat A primer GBM tumormintik DNS fragment megoszlisa

GBM1 Atlagos méret 150- | %-0s Atlagos méret %-0s
2000 bp kozott megoszlas | 2000-60000 bp megoszlas
kozott

15043/1999 558 85% 7014 10%
9501/2001 700 66% 7810 23%
11474/2001 690 T7% 6688 17%
15916/2003 647 80% 6571 16%
9886/2004 745 76% 6267 20%
3094/2006 771 74% 6954 21%
5526/2007 603 80% 7446 15%
13501/2007/C1 620 84% 6073 12%
12732/2008 660 76% 7081 17%
17578/2008 583 83% 7598 13%
15466/09 810 75% 6105 22%
10379/2010A 659 79% 7003 17%
14561/2010/1 767 73% 6665 24%
2525/2011/B 813 65% 7275 28%
14642/2011/1 770 7% 6188 20%
5693/2012/1 781 79% 5699 18%
7183/2012/1 682 70% 8274 19%
6795/2013/1 815 64% 7404 26%
16189/2014 1029 44% 7410 42%
8117/2015 504 84% 7668 11%
3997/2016 887 68% 6184 28%
10776/2016 986 64% 5428 30%
13956/16/1 1057 46% 6387 44%
Atlag 745,08 72,56% | 6834,43 21,44%
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6. Abra: Reprezentativ kép a fragmentanalizis eredményérél egy primer tumor mintdbol,
TapeStation 4200 rendszerbol
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Peak Table
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7B. Tablazat: A recidiv GBM tumormintak DNS fragment megoszldsa

GBM2 Atlagos méret 150- | %-0s Atlagos méret %-0s
2000 bp kozott megoszlas | 2000-60000 bp megoszlas
kozott

9849/2000 796 66% 7548 27%
3624/2002 731 65% 8767 23%
3365/2002 756 66% 7965 27%
9527/2004 658 85% 5806 12%
15289/2004 890 59% 7378 33%
15302/2006 735 79% 6473 16%
13808/2008/1 494 85% 8538 23%
9614/2008/1 771 64% 7848 24%
17440/2010/1 685 7% 6925 18%
7779/2010/B 792 66% 6836 26%
16534/10 726 79% 6530 17%
7536/2014 699 81% 5960 16%
2315/2012/A 948 60% 6634 33%
1365/2013/1 929 59% 6834 32%
7990/2014/1 758 66% 7479 24%
612/2015/1 848 75% 5815 23%
11956/2012 783 77% 5823 21%
17545/2013 876 60% 7472 32%
16742/2015 928 65% 6769 29%
2908/2017 1040 40% 8204 43%
5120/2017 699 80% 6894 17%
2168/2017 887 57% 7231 34%
12107/17/1 965 64% 6125 29%
Atlag 799,73 68,44% 7037,13 25,19%
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7. Abra: Reprezentativ kép a fragmentanalizis eredményérdl egy recidiv tumor mintdbél,
TapeStation 4200 rendszerbol

Peak Table
Size [bp] Caliblr:ted“(.‘onc. Assig[z:e’d !C'nnc. % Integrated Area From [bp] To [bp] Peak Comment Observations
100 8.50 8.50 - 66 149 Lower Marker
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150 2000 756 19.8 62.9 66.14
2000 60000 7965 7.98 3.32 26.66 | |

Szintén megvizsgaltuk a fragmentacio mértékét olyan DNS mintaban, melyet friss teljes vérbol

vagy annak ,,buffy coat” komponensébdl, valamint postmortem FFPE agyszovetbdl nyertiink.

Ahogyan az varhat6 volt, a friss teljes vérbdl és ,,buffy coat”-bol izolalt DNS szignifikansan

magasabb mindségil (kevésbé fragmentalt) volt, mint akar a mtéti FFPE, akar a postmortem

FFPE mintakbodl szarmazé izolatumé. Ez a jelentds kiilonbség elsdsorban a formalinos kezelés

DNS fragmental6 hatasaval magyarazhat6. De szignifikans kiilonbség volt a miitéti FFPE és a

postmortem FFPE mintdk kozott is, a hosszi fixéalas el6tti postmortem peridodus soran

végbemend bioldgiai bomlasnak koszonhetéen az utobbiban (7C Tablazat; 8-10 Abra).



7C. Tablazat: Buffy coat, teljes vér és postmortem FFPE agyi kontrollok DNS fragment

megoszldasa

Kontroll Atlagos méret | %-0s Atlagos méret | %-0s
150-2000 bp megoszlas 2000-60000 bp | megoszlas
kozott kozott

Buffy Coat 948 5,81% 25535 70,18%

Friss, nem fixalt vér | 900 7,80% 15207 87,15%

CG1 (postmortem

agyszovet)

1 407 93% 7950 2,64%

2 653 89,95% 6076 9,08%

3 532 94,56% 7589 3,95%

4 613 87,65% 7513 8,97%

5 708 90,14% 6993 7,19%

6 544 90,05% 8408 3,65%

Atlag 576,16 90,89% 7421,5 5,91%

8. Abra: Reprezentativ kép a fragmentanalizis eredményérdl egy post mortem FFPE agyi
kontroll minta esetében, TapeStation 4200 rendszerbol

Peak Table
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9. Abra: A teljes vérbdl nyert kontroll DNS fragmentjeinek megoszlisa
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10. Abra: A buffy coat-bél nyert kontroll DNS fragmentjeinek megoszldsa
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4.1.2 Genom-szintii DNS CpG metilacié elemzés szekvencialis FFPE GBM és kontroll
mintak kohortjaiban

Els6 1épésként a biszulfit konverzid és a szekvenalds technikai eredményeit vizsgaltuk meg. A
biszulfit konverzi6 hatdsfoka megmutatja, hogy a nem metilalt citozinok milyen aranyban
konvertalodtak uracilla a folyamat soran, melyet az RRBS kit-ben foglalt un. ,,spike-in control”
segitségével hataroztunk meg. Az igy nyert konverzios arany 98,48%-volt. Az atlagos
,underconversion rate” 1,32%, és az atlagos ,,overconversion rate” 1,70% volt. Ezek a mutatok
rendkiviil j6 konverzios hatasofokot jeleztek. Az atlagos informativ CpG 20 741 979, a median
informativ CpG 16 574 809 volt mintanként, a duplikdtumok eltavolitasa el6tt, a nyers
szekvenalt adatokban. Ez az érték a vart ~2 millio6 CpG nagyjabol tizszeresét jelentette, és a
reprezentacio eltolodasat és adatvesztést okozhatott volna, inkédbb egy bioinformatikai
korrekciot valasztottunk, mely abbdl allt, hogy 19 936 egymassal atfedd SNP-t tartalmazé
helyet és extrém magas lefedettségli CpG-t szlirtlink ki. Trendszer(i csokkenést tapasztaltunk
az informativ CpG-k szamaban az alacsonyabb mindségii DNS-ek esetében. Mig a CG2-ben,
melyben epilepszia miitéti FFPE mintak RRBS adatai szerepeltek, az atlagos CpG metilacios
arany 47,91% volt, addig a postmortem FFPE agyi mintakbol all6 CG1-ben ez az érték csupan
32,31% volt, vagyis az alacsonyabb DNS minéség az informativ CpG-k csokkenésével tarsult.
Ezeket az adatokat figyelembe véve tgy dontéttiink, hogy a tovabbi epigenomikai

Osszehasonlitdsokhoz kizardlag a CG2 adatait hasznaljuk fel.

Az alkalmazott analizis program a CpG helyek differencialt metilaltsaga mellett a tiling, gén,
promoéter régiok és CpG szigetek differencialt metildltsdgat is megjelenitette. Mi
tanulmanyunkban elsédlegesen a differencidltan metilalt promoterekre fokuszaltunk a GBM1-
CG2, GBM2-CG2 és a GBM1-GBM2 6sszehasonlitasokban. A CpG helyek, szigetek és ,.tile”-
k metilacios értékei nem mutattak statisztikai kiilonbségeket a harom csoport
Osszehasonlitasakor. A gén promoéterek GO analizise soran azonban a harom

O0sszehasonlitasban szamos differencialtan metilalt molekularis utvonalat azonositottunk.
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4.1.2.1 Primer tumorok (GBM1) dsszehasonlitasa a normal agyi kontroll (CG2)
mintakkal

8. Tablazat: A génpromoterek differencialt metilaltsaga alapjan azonositott molekularis
utvonalak a GBM1-CG?2 osszehasonlitasban

Azonosité
ENSG00000165588

ENSG00000206557
ENSG00000011304
ENSG00000108061
ENSG00000144231
ENSG00000047315
ENSG00000117139
ENSG00000183691

ENSG00000121853
ENSG00000188763
ENSG00000001617
ENSG00000109971
ENSG00000196083
ENSG00000181754
ENSG00000198400
ENSG00000186340
ENSG00000105287
ENSG00000204217
ENSG00000112902
ENSG00000198435
ENSG00000110492
ENSG00000126561
ENSG00000172889
ENSG00000239697
ENSG00000168610
ENSG00000154229
ENSG00000100644
ENSG00000148826
ENSG00000177807
ENSG00000162736
ENSG00000106278
ENSG00000149256

GBM1 vs. CG2

Szignifikans hipermetildciot mutaté prométerek a primer tumorokban

p-érték Génprométer Jelatviteli utvonal

0,0000838 OT X2 (Homeobox protein OT X2) Gasztrulicié pozitiv
szabalyozasa

0,00038448 TRIM71 (E3 ubiquitin-protein ligase)

5,5163E-13 PTBP1 (Polypyrimidine tract-binding protein 1)

0,02560973 SHOC2 (Leucine-rich repeat protein SHOC-2) Fibroblaszt

6,0876E-09 POLR2D (DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB4) novekedési faktorra

0,00472743  POLR2B (DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB2) adott sejtvilasz

0,00035469 KDMB5B (Lysine-specific demethylase 5B)

4,3241E-07 NOG (Noggin)

Szignifikans hipometilaciot mutaté promoterek a primer tumorokban

2,3218E-19 GHSR (Growth hormone secretagogue receptor type 1)

9,9113E-07 FZD9 (Frizzled-9) Posztszinaptikus

0,00474049 SEMAG3F (Semaphorin-3F) sozl;lg;él:;z;c;:a

6,8959E-06 HSP A8 (Heat shock cognate 71 kDa protein)

0,00248443 IL1RAP (Interleukin-1 receptor accessory protein)

0,04538322 AMIGOL (Amphoterin-induced protein 1) Szinapszisok
kialakulasanak

7,1184E-05 NTRK1 (High affinity nerve growth factor receptor) szabalyozisa

9,8236E-21 THBS2 (Thrombospondin-2)

0,04155552 PRKD?2 (Serine/threonine-protein kinase D2)

0,00596108 BMPR2 (Bone morphogenetic protein receptor type-2)

0,00940633 SEMAGBA (Semaphorin-5A)

0,00016453 NRARP (Notch-regulated ankyrin repeat-containing protein)

1,2433E-06 MDK (Midkine) Endothél

2,3218E-19 ST ATS5A (Signal transducer and activator of transcription 5A) sejtproliferacio

3,8693E-11 EGFL7 (Epidermal growth factor-like protein 7) pozitivszabilyozdsa

0,00038093 TNFSF12 (Tumor necrosis factor ligand superfamily member 12)

0,00014337 ST AT 3 (Signal transducer and activator of transcription 3)

0,02798642 PRKCA (Protein kinase C alpha type)

0,02843962 HIF1A (Hypoxia-inducible factor 1-alpha)

0,02052103 NKX6-2 (Homeobox protein Nkx-6.2)

0,00649246  KCNJ10 (AT P-sensitive inward rectifier potassium channel 10)

6,4547E-09 NCSTN (Nicastrin) Myelinizdcié/myelin
izdcié szabalyzasa

3,1357E-25 PTPRZ1 (Receptor-type tyrosine-protein phosphatase zeta)

0,00225536 TENM4 (Teneurin-4)

Elsd Iépésként a primer tumorok (GBM1) promoter metilaciés mintazatat hasonlitottuk ssze

(8. Tablazat) a kontrollcsoporttal (CG2). A hipermetilaciot mutatdé génpromoterek alapjan
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szdmos molekularis utvonalat azonositottunk a primer tumorokban a kontrollhoz képest. Ezek
a neuronalis differencidlodas és morfogenezis, valamint transzkripcidos és metabolikus
folyamatok jelatviteli ttvonalait ¢érintették. A  legszignifikansabban hipermetilalt
génpromotereket a gasztrulacid szabalyzas (OTX2) és a fibroblaszt novekedési faktorra adott
sejtvalasz (PTBP1; POLR2D; NOG) utvonaldban azonositottuk. Ezen kiviil magasfoka
metilaciot mutatott 17 kiilonb6z6 gén promotere, melyek a nukleinsav-templatu transzkripcios
folyamatokban jatszanak szerepet; 18 promoter, mely a nukleinbézis tartalmi Osszetett
metabolikus folyamatokban; tovabba 19 olyan génpromdter, melyek a neuronok

morfogenezisében ¢és differencialoddasaban jatszanak szerepet.

A primer tumorokban (GBM1) hipometilaciot lattunk olyan gének promotereinél, melyek a
szinapszisok organizacidjdban (GHSR; HSPAS; FZD9; SEMA3F) ¢és kialakitdsaban
(AMIGOI1; NTRKI1; THBS2), az endothélidlis sejtek proliferacijdban (HIF1A; EGFL7;
TNFSF12; PRKD2) és a neuronok mielinizacidjaban (NKX-6; KCNJ10; NCSTN; TENM4)

szerepet jatszo utvonalak részeit képezik.

4.1.2.2 Recidiv tumorok (GBM2) 6sszehasonlitasa normal agyi kontroll (CG2)
mintakkal

9. Tdblazat: A génpromoterek differencidalt metilaltsaga alapjan azositott molekularis

utvonalak a GBM2-CG2 osszehasonlitasban
GBM2 vs. CG2

Szignifikans hipermetilaciét mutaté promoterek a recidivtumorokban

Azonosito p-érték Génpromoter Jelatviteli itvonal
ENSG00000156150 1,35944E-19 ALX3 (Homeobox protein aristaless-like 3)
ENSG00000128710 4,51597E-07 HOXD10 (Homeobox protein Hox-D10) Vé s
égtagfejlédés és
ENSG00000183691 6,57418E-07 NOG (Noggin) fiiggelékek
ENSG00000138759  6,93088E-05 FRASL (Extracellular matrix protein FRASL) morphogenezise
ENSG00000101115 3,99814E-05 SALLA4 (Sal-like protein 4)
ENSG00000172216  0,000235518 CEBPB (CCAAT /Enhancer Binding Protein Beta) Transzkripcié
ENSG00000120533 7,14294E-05 ENY?2 (Transcription And Export Complex 2 Subunit) szabalyozasa RNS
. . L polimeraz II altal
ENSG00000064393 0,010855035 HIPK2 (Homeodomain-Interacting Protein Kinase 2)
ENSG00000169760 0,000365566 NLGN1 (Neuroligin-1)
. Sejtadhézios
ENSG00000148219 0,016035457 ASTN2 (Astrotactin 2) folyamatok
ENSG00000152092 1,9538E-05 ASTN1 (Astrotactin-1)

Szignifikans hipometilaciot mutaté promoéterek a recidivtumorokban

Purin és pirimidin

ENSG00000156222 2,54024E-17 SLC28A1 (Sodium/nucleoside cotransporter 1) L.
bazis transzport
ENSG00000147164 3,57505E-06 SNX12 (Sorting nexin-12)
ENSG00000141258  0,001037238 SGSM2 (Small G protein signaling modulator 2) Golgi
transzportfolyamatok
ENSG00000135968 1,50238E-15 GCC2 (GRIP and coiled-coil domain-containing protein 2)
ENSG00000151360  6,74252E-11 ALLC (Probable allantoicase) Allantoin katabolikus

folyamatok
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Kovetkezd 1épésként Gsszehasonlitottuk a recidiv tumorok (GBM2) metilacios adatait a
kontrollcsoportéval (CG2) (9. Tablazat). A recidiv tumorokban a kontrollhoz képest
szignifikansan hipermetilalt gén promotereket taldltunk a transzkripcid szabalyozéasaban (pl.
CEBPB; ENY2), sejtadhézios folyamatokban (pl. ASTN1-2; NLGN1) illetve embrionalis
fejlédésben szerepet jatszo jelatviteli utvonalak esetében (ALX3; HOXD10; NOG; FRASI;
SALL4). A recidiv tumorokban szignifikdnsan hipometilalt gén promoétereket a purin és
pirimidinbazisok transzportjat (SLC28A1), a Golgi transzportot (SGSM2; GCC2) illetve az

allantoin katabolizmus folyamatait érinté (ALLC) jelatviteli ttvonalak esetén talaltunk.

4.1.2.3 Recidiv tumorok (GBMZ2) dsszehasonlitasa primer tumorokkal (GBM1)

Az utols6 6sszehasonlitas soran megvizsgaltuk, hogy a differencialtan metilalt génpromoterek
milyen biologiailag relevans jelatviteli Gtvonalakat azonositanak, melyek feltehet6en a
progressziohoz jarulnak hozza (10. Tablazat). A GO analizis szamos fontos utvonal esetében
fedett fel hipermetilalt gén promotereket a recidiv tumorokban, tobbek kozott a Wnt utvonal
szabalyozasanak, valamint a katekolaminok szekrécidjanak (SYT15; SYT17; PINK1; OXTR)
¢és transzportjanak szabalyozasaban (SLC18A2; TORA1) szerepet jatszo jelatviteli utvonalak
elemeinél. Ezen kiviil a receptorszignalizaci6 szabalyozasaban (CACNGS; TSG101; DLG1),
sejtvalaszok kialakitasaban (NDUFA13; DROSHA; FMRI1) és egyéb fontos jelatvivo
folyamatokban (PTP4A3; FRMPF1; PRKD2; MBIP; RNF6; NOD1) is szignifikans
hipermetilaciot észleltiink. A recidiv tumorokban a primer tumorokhoz képest szignifikansan
alacsonyabban metilaltsagn génpromotereket talaltunk az immunvalasz szabalyozasban
résztvevd jelatviteli utvonalakban. Hipometilalt promotereket azonositottunk a limfocita-
medialt immunitas szabalyzasaban (TFRC; FOXJ1; ILR4; ILR6), a természetes 610sejtek (NK)
(HAVCR2; SERPINBY; LAMP1; CADM1), a leukocitak (ICAMI) és a T-sejtek altal medialt
citotoxicitas (MICA; DUSP22) szabalyzasaban szerepet jatszo utvonalak esetében. Végiil, de
nem utolséd sorban, fontos megjegyezni, hogy ugyan nem olyan erds szignifikanciaval (atlag
p=0.0098), de 11 hipometilalt promotert taldltunk a sejtproliferacioért felelds utvonalak

esetében is.

10. Tablazat: A génpromoterek differencialt metilaltsiga alapjan azonositott molekularis
utvonalak a GBM2-GBM1 éjsszehasonlitisban



Azonosité
ENSG00000158828
ENSG00000067715
ENSG00000204176
ENSG00000103528
ENSG00000135312
ENSG00000101180
ENSG00000180914
ENSG00000184160
ENSG00000165646
ENSG00000136827
ENSG00000166862
ENSG00000142408
ENSG00000251322
ENSG00000183454
ENSG00000196730
ENSG00000196338
ENSG00000133216
ENSG00000075711

ENSG00000186010

ENSG00000113360

ENSG00000181929

ENSG00000081913

ENSG00000102081

ENSG00000184489

ENSG00000070601

ENSG00000186318

ENSG00000136111

ENSG00000077238
ENSG00000160712
ENSG00000072274
ENSG00000129654
ENSG00000028137

ENSG00000090339

ENSG00000204520
ENSG00000112679
ENSG00000182985
ENSG00000185896
ENSG00000135077
ENSG00000170542

Szignifikans hipermetiliciét mutaté promoterek a recidivtumorokban

p-érték

0,002719316
0,031832946
1,05384E-14
0,000234594
0,04842484

0,0115853
2,33603E-07
0,031326709
0,00760607
0,001570669
0,001924207
6,77281E-09
0,010966803
0,042392416
1,85592E-10
0,037556266
0,031902844
0,000147776

3,22261E-12

3,06444E-08

0,000514043

0,003736561

2,44046E-07

2,26742E-09

0,016127523

0,009377187

1,8296E-05

Szignifikians hipometiliciét mutaté promoéterek a recidiv tumorokban

8,84314E-05
0,035119682
5,46225E-06
5,84315E-05
0,000531496

0,00604749

0,004568456
1,01551E-07
0,005797413
0,009537192
0,002975803
0,00020509

GBM2 vs. GBM1

Génprométer
PINK1 (Serine/threonine-protein kinase PINK1)
SYT1 (Synaptotagmin-1)
SYT15 (Synaptotagmin-15)
SYT 17 (Synaptotagmin-17)
HTR1B (5-hydroxytryptamine receptor 1B)
HRH3 (Histamine H3 receptor)
OXTR (Oxytocin receptor)
ADRA2C (Alpha-2C adrenergic receptor)
SLC18A2 (Synaptic vesicular amine transporter)
TORI1A (Torsin-1A)
CACNG?2 (Voltage-dependent calcium channel gamma-2 subunit)
CACNGS8 (Voltage-dependent calcium channel gamma-8 subunit)
SHANKS3 (SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 3)
GRIN2A (Glutamate receptor ionotropic, NMDA 2A)
DAPK1 (Death-associated protein kinase 1)
NLGN3 (Neuroligin-3)
EPHB2 (Ephrin type-B receptor 2)
DLG1 (Disks large homolog 1)

NDUFA13 (NADH dehydrogenase 1 alpha subcomplex subunit 13)

DROSHA (Ribonuclease 3)

PRKAGI (5'-AMP-activated protein kinase subunit gamma-1)

PHLPP1 (PH domain leucine-rich repeat-containing protein phosphatase 1)

FMR1 (Synaptic functional regulator FMR1)

PTP4A3 (Protein tyrosine phosphatase type VA 3)

FRMPD1 (FERM and PDZ domain-containing protein)

BACEL1 (Beta-secretase 1)

TBC1D4 (TBC1 domain family member 4)

IL4R (Interleukin 4 Receptor)
IL6R (Interleukin 6 receptor)
TFRC (Transferrin receptor protein 1)
FOXJ1 (Forkhead box protein J1)
TNFRSF1B (Tumor necrosis factor receptor superfamily member 1B)

ICAM1 (Intercellular adhesion molecule 1)

MICA (MHC class | polypeptide-related sequence A)
DUSP22 (Dual specificity protein phosphatase 22)
CADM1 (Cell adhesion molecule 1)

LAMP1 (Lysosome-associated membrane glycoprotein 1)
HAVCR2 (Hepatitis A virus cellular receptor 2)
SERPINB9 (Serpin B9)
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Jelatviteli utvonal

Dopamin szekrécié pozitiv
szabdlyozasa

Norepinephrine szekrécio
szabdlyozisa

Dopamin transzport

AMPA receptor aktivitas
szabalyozasa

NMDA glutamait receptor
aktivitas szabalyozasa

Intrinsic apoptotikus
jelatviteli utvonal negativ
szabalyozasa

Gyulladasra adott valasz
szabdlyozisa

p53 jelatviteli itvonal
szabalyozasa

MAPK kaszkad
szabilyozasa

DNS sériilésre adott vilasz
szabdalyozasa

Endothélialis novekedési

faktor szignalizacié
szabilvozisa

G-protein kapcsolt
szignalizacié szabalyozasa

Szinaptikus vezikulak
exocitézisanak
szabilvozisa

Vezikulum fuzié negativ
szabalyozasa

Limfocita medialt
immunitas szabalyozasa

Leukocita medialt
citotoxicitas szabalyozasa
T-sejt medialt citotoxicitas

pozitiv szabdlyozasa

Natural killer sejtek altal
medialt citotoxicitas
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4.1.2.4 Locus Overlap Analysis (LOLA) a GBM1-CG2, GBM2-CG2 és GBM2-GBM1
epigenomikai adatok Gsszevetése nyoman

LOLA elemzés célja az volt, hogy azonositsuk azokat a genomi régiokat és szabalyozo
elemeket, amelyek az epigenomikai adatok funkcionalis interpretalasahoz kiilondsen
relevansak. E célbol az 1000 leghipometilaltabb és hipermetilaltabb ,tiling” régiora
fokuszaltunk (11a és 11b abra). A primer és recidiv tumorok kontroll csoporttal torténd
Osszevetése esetén a dusitasi elemzés hasonld eredményeket mutatott. Mindkét esetben a
hipometilalt régiok dasuldsat lattuk a tumoroknal, melyek olyan transzkripcios faktorok (pl.
RUNXI1; ESR1; ESR2; CTCF) ¢és hiszton fehérjék kotohelyeiért (pl. H3K4mel; H3K4me?2;
H3K4me3; H3K9me3; H3K27me3) feleldsek, amelyek -elengedhetetlenek a normalis

embrionalis dssejtek differencialédasdhoz és a differencidlt vonal fenntartasahoz.

(1 - r 4 b4 . r r .
11a Abra: LOLA elemzés eredményei a 11b Abra: LOLA elemzés eredményei a
o ;2 o r 1
GBM1-CG2 osszevetésbol GBM2-CG?2 osszevetésbil
oddsRatio oddsRatio
2 g1 1Y e & W o =N w s
EsR1 - M7 (db60] - [N ESR1 - MDA-MB-231 Cells [ab99] - [
PML - MR4 cells [db101] - [ N RARA- NB4 cels [db105] - [
ESR1 - MDA-MB-231 Cells [dbo9] - [ N CapaT Rt
EsR1 - MCF-7 [db4s] - [ - cr-7 (doo0) - [N
ESR? - U208 cels [db120] - [ o PML - UPR cels [db123] - [ o
RARA - NB4 cells [db108] - [ 5 c-Fos - McF-7 [db94] - [ g
esr1 - mcr-7 [db46] - [ I% Esr1-T470 (db116] - [ »
RARA - UPRS cells (db125] - | 3 ESR2 - U208 cells [db120] - [ 2
PML - UPRS cells (db123) - [ g esr1 - mcr-7 (dbss) - [ ]
: A 3 3
ESR2 - U208 cells [db121) - [ o Polll - metastatic prostate cancer tissue [db146) - | N o
EsRr1-T47D [db114] - [ I esr1 - McF-7 [db4e] - [
Esr1-7470 eot16] - I esRre -u20s cels [db121] - [
EsR1 - MCF-7 (do50) - I PML - MR4 cells [db101] - |
EsR1 - McF-7 (dbag) - [ el
H3kame1 - McF-7 (db178] - [ HakaKk14ac - MR4 cells [db193] - [
H3K9K14ac - MR4 cells [db193] - - H3K27me3 - metastatic prostate...er tissue [db221] - -
Hakame1 - MCF-7 [dbi79] - | NN Hakame1 - T470 (db202] - | o
{7
HaKk 14ac - MCF-7 [db175] - | I HaK 14ac - MCF-7 [db174] - [ 5
H3Kkz7me3 - MCF-7 [db176] - [N 2 Hak27me3 - MCF-7 [db176] - [ 3
H3K9Ime3 - MR4 cells (db194] - [ § H3k9me3 - MR4 cells [db194] - [ o
H3K14ac - MCF-7 (db174] - [N 3 Hak27me3 - APL164 cells [db149] - [ I ~
H3K27me3 - APL164 cells [db149] - | N o 3
S Hak27me3 - MCF-7 [db177] - [ 2
Hakame1 - T47D (db202] - [ 8 Hakeme' - MCF-7 (db 17 - [N 3
H3k27me3 - MCF-7 [db177] - [N = el [ r]
H3K9K 14ac - APL164 cells [db151] - [ @ Hak 14ac - McF-7 [db175) - [
H3k27me3 - LnCaP [db159] - [ Hakame1 - MCF-7 [db179] -
H3K27me3 - metastatic prostate...er tissue [db221] - -
H3kdme2 - MCF-7 (db182] - [N

H3K4me1 - T47D [db201] - - , r r .
11b dbra: LOLA elemzés eredményei a

11a dbra: LOLA elemzés eredményei a GBM2-CG2 dsszevetésbol.
GBM1-CG2 osszevetésbol.
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12. Abra: LOLA elemzés eredményei a GBM2-
GBM1 osszevetésbol
oddsRati

w -
' '

0
-l
-2

ESR1 - MCF-7 [db60] -
ESR1 - MCF-7 [db44] -
ESR1 - MCF-7 [db46] -
ESR1 - MDA-MB-231 Cells [db99] -
ESR1 - MCF-7 [db48] -
ESR2 - U20S cells [db120] -
FoxA1-T47D [db118] -

Polll - VCaP [db136] -

RARA - NB4 cells [db108] -
CTCF - MCF-7 [db39] -

Polll - VCaP [db137] -

ESR1 - Ishikawa [db29] -

BWONSID BWONSID

Polll - metastatic prostate cancer tissue [db146] -
ERG - RWPE [db112] -

PML - MR4 cells [db100] -

RAD21 - MCF-7 [db82] -

ESR1-MCF-7 [db49] -

GABP - HepG2 liver cells [db23] -

H3K4me1 - MCF-7 [db179] -
H3K27me3 - APL164 cells [db149] -
H3K27me3 - LnCaP [db158] -
H3K4me1 - MCF-7 [db178] -
H3K27me3 - APL164 cells [db150] -
H3K27me3 - LnCaP [db159] -
H3K14ac - MCF-7 [db174] -
H3K4me1 - T47D [db202] -
H3K14ac - MCF-7 [db175] -
H3K27me3 - MCF-7 [db176] -
H3K4me3 - MCF-7 [db183] -
H3K27me3 - metastatic prostate...er tissue [db221] -
H3K4me1 - T47D [db201) -

awouabida awonsio

12. abra: LOLA elemzés eredményei a GBM2-
GBML1 ésszevetésbil.

A recidiv és primer tumorok &sszehasonlitasakor (12. Abra) a recidiv tumoroknal lattuk a
hipometilalt régiok dasulasat, melyek szintén kiilonbozé transzkripcids faktorok (FOXAZ;

ESR1; ESR2; RXR) és hiszton fehérjék (H3K27me3; H3K9me3; H3K4mel; H3K4m?2;
H3K4m3) kotohelyeit érintették.

4.1.3 Korrelacios elemzések a patologiai és klinikai adatok kozott

Mivel tobb beteg halalanak idOpontja etikai engedélyiink Kkorlatai kozott nem volt
megszerezhetd, a teljes tulélés helyett a primer tumor diagnosztizalasa (T1) és a recidiv tumor
megjelenése (T2) kozott eltelt idot vetettiik dssze a betegek nemével és kordval, valamint a
tumorok morfologiai alcsoportjaval, mitotikus ratajaval, mikrovaszkularis proliferacidjaval, a
tumorba infiltralodé limfocitak mennyiségével, illetve a nekrdzis mértékével mindkét mitétbol
szarmaz6 tumorcsoportban. Ezen korrelacios vizsgalatok sordn a T1-T2 és a nem, kor,

mitotikus rata, morfologiai alcsoport, microvascularis proliferaciéo és nekrozis kozott nem
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talaltunk szignifikans 6sszefliggést. Trendszerli 6sszefiiggést tapasztaltunk azonban a T1-T2 és
a tumorba infiltralodo limfocitdk mennyisége kozott a primer tumorok (GBM1) esetében
(p=0,08), de a recivid tumorok esetében itt sem volt Osszefiiggés (p=0,737). Tovabba
kivancsiak voltunk, hogy a tumorba infiltral6do limfocitak mennyisége Osszefiiggésben all-e a
mitotikus rataval, de sem Mann-Whitney, sem Pearson korrelacids analizis nem mutatott ki

korrelaciot.

4.2 A katekolamin utvonal kivalasztott markereinek promoter + gén metilaciéja és
protein expresszioja GBM mintaparokban

A szekvencialis GBM mintaparok kohortjainak genom szintti CpG metilacios elemzéseibél (4.1
fejezet) kideriilt, hogy a katekolamin utvonal bizonyos elemei differencialtan metilaltak (11.
Tablazat) primer ¢s recidiv tumorokban. Hogy pontosabb informéciot kapjunk és egyben
teszteljiik a feltételezett inverz kapcsolatot, ebben a tanulmanyban négy kivalasztott
katekolamin utvonal marker promoter+gén metilacidjat és fehérje expresszidjat mennyiségileg
hataroztuk meg a szekvencialis (GBM1 és GBM2) kohort egyedi mintaiban. Mivel egy beteg
blokkja mar nem volt elégséges az IHC vizsgalatra, ezt a tanulmanyt 21 mintaparon végeztiik
el az eredeti 22 mintapar helyett. A vizsgalt markerek kozott szerepel két receptor (ADRALD
— alfa-1D adrenerg receptor; DRD2 - dopamin-D2 receptor), egy receptor Kkinaz
(ADRBK1/GRK2 — adrenerg béta-receptor-kinaz 1/G-protein kapcsolt receptor kindz 2) és egy
transzporter (SLC18A2/VMAT?2 — Solute carrier family 18 member A2/ szinaptikus vezikulum
monoamin transzporter), igy a jelatviteli Gtvonal tobb pontjan szerepet jatszo elemet is
vizsgaltunk. Az expresszids vizsgalatokban a kontrollcsoportot (HC) 6 postmortem FFPE agyi
minta képviselte (olyan személyektdl, akik nem neuroldgiai betegségben hunytak el), mig a
metilacios elemzésekben a metilacios kontrollt (CG2) a kohort szinti epigenomikai

elemzésekben is hasznalt, 5 epilepszia miitéti minta RRBS adata képezte.

11. Tablazat: A négy kivilasztott katekolamin vutvonal marker metildcios adatai a genom-
szintii GBM?2 vs. GBM1 kohort elemzésekbdl

Szignifikansan hipometilalt katekolamin utvonal
prométerek GBM2 vs. GBM1

Azonosito Lokacié | Génpromoter | P érték
ENSG00000149295 | chrll DRD2 0,001125403
ENSG00000173020 | chrll ADRBK1 7,27E-20
ENSG00000171873| chr20 ADRA1D |0,005170001
ENSG00000165646 | chrl0 SLC18A2 |0,007072815
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13. Abra: A négy szelektalt katekolamin marker (ADRA1D, ADRBKI1, DRD2, SLC18A42)
reprezentativ IHC képe

SCL18A2

“50um
.

Az THC alapjan kvantitativ fehérje expresszios elemzéseket végeztiink egyedi HC, GBMI és
GBM2 mintakban.

4.2.1 A szelektalt katekolamin utvonal markerek protein expressziojanak kvantitativ
IHC vizsgalata

Eldszor a markerek protein expressziojanak szintjét vizsgaltuk meg a 21 GBM mintaparban és
a hisztologiai kontrollokban. A kvantitativ IHC elvégzése utan a CS (complex score) értékeket
sszevetettiik a HC, GBM1 és GBM2 mintacsoportok kozott (14. Abra). Az ADRA1D marker
median és IQR [interkvartilis range] CS értékei szignifikansan alacsonyabbak voltak a GBM2-
ben (5 [15-5]) (p = 0,005) és tendencialisan alacsonyabbak voltak GBM1-ben (15 [25-5]) a HC-
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hoz képest (30 [59-13]). Ezzel szemben az ADRBKI1/GRK2 expresszidja szignifikansan
magasabb volt mind a GBML1 (75 [85-30]) (p = 0.004), mind a GBM2 (40 [75-20]) (p = 0,012)
esetében a HC-hoz képest (9 [25-4]). A DRD2 esetében ugyan nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget, de a magasabb expresszios trendje volt lathato GBM1-ben (70 [80-40]) a HC-hoz
képest (45 [54-40]). A szekvencialis GBM1-GBM2 6sszehasonlitas esetében a kvantitativ IHC
vizsgalatok szignifikdnsan magasabb expressziés szintet mutattak GBMI-ben az
ADRBK1/GRK2 (75 [85-30] vs. 40 [75-20]) (p = 0,011) és a DRD2 (70 [80-40] vs. 40 [60-
20]) (p = 0,026) esetében, mint a GBM2-ben. Az ADRA1D (15 [25-5] vs. 5 [15-5]) és az
SLC18A2/VMAT?2 esetében (10 [20-5] vs. 5 [10-3]) a CS értékek csupan tendencia jelleggel
voltak magasabbak a GBM1-ben mint a GBM2-ben, de statisztikai szignifikanciat nem
mutattak.
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14. Abra: A katekolamin titvonal markereinek expressziés mintizata a HC, GBM1 és GBM?2
mintdikban

- ADRAI1D . ) ADRBK1

90 % o =

80 * 80

70 - 70

60 60

50 50 -

40 40

30 - 30

20 20

10 10

0 - 0 == o
DRD?2 SLCI18A2

100 100

90 - 9

80

2 T
o e

Az abra Y tengelye a markerek egyedi mintikbol nyert CS értékeinek medianjat és IQR
tartomdnyat mutatja. Mann-Whitney teszt (HC vs. GBM1; HC vs. GBM2) és Wilcoxon paros
eldjeltesz (GBM1 vs. GBM2).

4.2.2 A szelektalt katekolamin utvonal markerek metilacios szintje egyedi GBM és
kontroll mintakban

Eredetileg a négy katekolamin marker promoter régidinak metilaltsagat (metilalt CpG / Ossz
CpG a régioban) céloztuk megvizsgalni egyedi primer és recidiv tumorokban. A promoterek
2000bp hosszusagl szakaszdban azonban az FFPE mintdkbol szarmazo DNS fragmentaltsaga
miatt egyedi szinten nem tudtunk statisztikai elemzéshez elégséges szamu CpG-r6l informaciot

kapni. Ezért ugy dontottiink, hogy a metilalt CpG-ket nagyobb DNS szegmentekben, a
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promoter + gén régiokban egyiittesen hatarozzuk meg a Script segitségével. Ezt kovetden a
négy katekolamin marker promoter+gén DNS CpG metilacigjat dsszevetettilk a metilacios
kontrollcsoport (ugyanaz, mint a korabbi CG2) és a primer és recidiv (GBM1, GBM2)
tumorcsoportok kozott (15. abra). Az ADRAID (median 2,56 [3,04-2,08]) és az
SLC18A2/VMAT2 (median 1.08 [2,30-0,95]) esetében nem talaltunk szignifikdnsan
differencialt metilaciot a GBM1-CG2 (0 [1,22-0] vs 0 [1,44-0]) illetve az GBM2-CG2 (0,54
[1,08-0] vs. 0 [1,44-0]) 6sszehasonlitasokban. Az ADRBK1 és DRD2 ellenben szignifikansan
alacsonyabb metilacios szintet mutatott a GBM1-ben (ADRBKZ1: 0,76 [1,33-0]; p = 0,006;
DRD2: 0 [0,46-0]; p = 0,041) és a GBM2-ben (ADRBK1: 0,76 [1,71-0]; p = 0,01; DRD2: 0
[0,15-0]; p = 0,019), mint a CG2-ben (ADRBK1: 5,31 [7,97-4,56]; DRD2: 1,22 [2,06-1,22]),
mely inverz kapcsolatban volt a GBM1 ¢és HC csoportokban talalt protein expresszios
szintekkel. Nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a négy marker metilacios szintje kdzott
a GBML1 vs. GBM2 Gsszehasonlitasban, mely azt jelezte, hogy a szignifikans (ADRBK1,
DRD?2) ¢és tendencialis (ADRA1D, SLC18A2) csokkenés a protein expresszioban a GBM2-ben
a GBM1-hez képest nem kizardlag a CpG metilacidhoz kothetd.
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15. Abra: A négy szelektdlt katekolamin iitvonal marker prométer+gén CpG metilicié
szintjei a CG2 metilacios kontrollok, valamint a GBM1 és GBM?2 tumorok egyedi
mintdiban

ADRAID ADRBK1
12.00% 12.00% %
10,00% 10,00% k%
8,00% 8.00%
6.00% 6.00%
4,00% V 4,00%

2,00%

0,00% 0,00%

DRD2 SLC18A2
12,00% 12,00%
10,00% 10,00%
8,00% 8,00%
6.00% 6.00%
4,00% _ 4,00%

2.00% 2,00%

0,00% 0,00%

A négy szelektalt katekolamin utvonal marker promoter+geén CpG metilaciojanak %-0s
median és IQR értékei lathatok az Y tengelyen. (Mann-Whitney-U test (CG2 vs. GBM1, CG2
vs. GBM2), Wilcoxon singed rank test (GBM1 vs. GBM2)

4.2.3 A szelektalt katekolamin utvonal markerek promdéter+gén régiéinak metilacios

szintjei a validacios adatbazis egyedi primer és recidiv mintaiban

Hogy a szelektalt katekolamin markerek promoéter+gén régidinak sajat mintainkban nyert
metilacios eredményeit validaljuk, a Script hasznalataval ugyanezen régiok DNS CpG
metilacios meghatarozasat egy adatbazis 112 FFPE GBM mintapar egyedi mintdinak RRBS
adataiban is elvégeztiik (59, https://www.ebi.ac.uk/ena, hozzaférési szam: EGAS00001002538)
(16. abra). Mivel a Script az egyedi mintakban talalt metilalt CpG-k alapjan hatarozza meg az
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adott régioban levo 6ssz CpG szamot, félrevezetd lenne 6sszehasonlitani a modszerrel méretben
jelentdsen kiilonboz6 kohortokat, mint pl. az 5 CG2 és 112 GBM1 / GBM2. Hogy elkeriiljiik a
kohort méret kiilonbségébdl adodo statisztikai torzulasokat, itt kizardlaga 112 GBM1 és GBM2

tumorpar egyedeinek metilacios eredményeit hasonlitottuk Ossze. Az elemzés soran a sajat

16. Abra: A négy szelektdlt katekolamin marker prométer+gén CpG metildciés szintje
az adatbazis 112 GBM1 vs. GBM?2 mintaparjanak egyedeiben
ADRAID ADRBK1

70% 70%
60% 60%
50% 50%

40% —r— 40%

30% 30%

20% 20%

1000 - - 1000

0% 0%

DRD2 SLC18A2

70% 70%
60% 60%
50% 50%
40% 40%
30% 30%
20% ey 20%

0%

A négy szelektalt katekolamin marker promoter+gén CpG metildaciojanak %-ban megadott
medidan és IQR értékei az Y tengelyen (Wilcoxon singed rank test (GBM1 vs. GBM2), *
p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001)

mintaink eredményéhez hasonldan a validacios adatbazis GBM1 vs. GBM2 mintai kozott sem
talaltunk szignifikans kiilonbséget, csupan egy enyhe trendszeri emelkedést a katekolamin

markerek metilaciojat illetéen (ADRA1D: 8,33 [16,66-3,84] vs. 8,01 [19,38-3,84]; ADRBK1:
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17,46 [28,85-8,35] vs. 18,98 [33,40-9,87]; DRD2: 4,59 [7,95-2,14] vs. 5,96 [9,17-2,75];
SLC18A2: 5,96 [11,37-3,25] vs. 7,58 [13,00-3,25]) a GBM2 mintakban a GBM 1-hez képest.

5. Diszkusszio

A GBM a kozponti idegrendszert érintd rendkiviil agressziv és végzetes kimenetelli tumor. Az
utobbi évtizedekben szamos kutatocsoport és nemzetk6zi konzorcium atfogd vizsgaltokat
terapias célpontjainak azonositasa végett. A hisztologiai heterogenitas mellett, fény deriilt a
GBM nagyfoku genomikai, epigenomikai, transzkriptomikai és proteomikai heterogenitasara,
valamint megtortént a tumor kialakulasat és fejlodését befolyasolo legfontosabb jelatviteli
utvonalak azonositasa. A genomikus DNS vizsgalata whole genome sequencing (WGS), whole
exome sequencing (WES) és targeted exome sequencing (TES) médszerekkel fontos adatokat
ad a tumorok molekularis elvaltozasairdl (pontmutacid, inszercio-delécio, génkopia valtozas,
gén atrendez6dés, strukturalis kromoszomavaltozasok) és evolucidjarol, valamint
mar azonosithatjuk a GBM molekularis alcsoportjait, mig a hosszmetszeti (pl. diagnoziskor és
recidivakor Vvégzett) eclemzések fontos informaciot adhatnak a tumor progressziojat
meghataroz6 génexpresszios valtozasokrol [25]. Az utobbi par évben a ,,bulk” transzkriptom
vizsgalatokat a single-cell RNS szekvenalas (scRNS-seq) egészitette ki, mely segitségével
egyedi sejtek populacioiban hasonlithatjuk ossze a transzkriptom jellegzetességeit, és mélyebb
betekintést nyerhetiink a molekularis és szignalizacios intratumor heterogenitas kialakulasanak
folyamataba [62; 15]. A legfrissebb tanulmanyok pedig mar single-cell multiomics
vizsgalatokat végeznek (genom, epigenom ¢és transzkriptom szinten parhuzamosan), mely
eredményei jelzik a tumorkutatas jovobeli iranyat [63]. Az epigenomikai megkdzelitések koziil
a mai napig legkiterjedtebb a DNS CpG szigetek metilaciés meghatarozasa. Azonban kevés
olyan epigenomikai tanulmany sziiletett, melyet szekvencialis mintaparokon végeztek, a GBM
rovid tulélése és a miitéti mintak korlatozott hosszmetszeti elérhetésége miatt. Szintén
viszonylag korlatozott volt mostanaig a klinikai FFPE mintak genomikai / epigenomikai
kutatasban torténd feldolgozésa a konyvtarkészités sikerének DNS mindségi fliggése miatt. A
nemrég elérhetdvé valt RRBS technoldgia azonban lehetévé tette FFPE gliomak DNS-ének
metilacios elemzéseit, ezzel 1j utakat nyitva a tobb dimenzios (pl. szimultan klinikai, képalkoto,
patologia, hisztologiai és molekularis / epigenomikai) tumorkutatasban [51]. Tanulmanyunkban
mi is az RRBS technoldgiara épitettiink, hogy meghatarozzuk primer és recidiv GBM

tumorokban a DNS CpG differencialt metilacio génjeit €s utvonalait. Tanulmanyunkkal
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egyidejlileg, Klughammer és kutatocsoportja [59] szintén az RRBS moédszert alkalmazta
gliomakban. A differencialtan metilalt szignaltranszdukcios utvonalak feltarasa mellett, ez a
csoport sikeresen elkiilonitettek a TCGA altal javasolt GBM transzkripcios alcsoportokat [25],
jelezvén, hogy ez az epigenomikai megkozelités nagy biztonsaggal alkalmazhaté a

transzkripcids vizsgalatok helyettesitésére, j0 mindségii RNS nélkiil.

Az els6, genom-szinti, kohortok 0Osszehasonlitasara épiil6 RRBS tanulmanyaink
kiegészitéseként, egy masodik tanulmanyban fokuszaltan elemeztiik 4 szelektalt katekolamin
utvonalhoz kothetd marker promoter és downstream génrégié metilacidjat kohortjaink
egyedeiben, amit 0sszevetettiink ugyanezen szekvencialis GBM mintak IHC-val meghatarozott

fehérjeexpresszios valtozasaival.

5.1 Genom-szintii CpG metilacios elemzések a CG2 — GBM1 — GBM2 kohortokban

Els6 1épésként az egész genomra kiterjedden elemeztiik a DNS CpG metilacidos mintazatokat,
hogy kovetkeztethessiink a GBM-ben legkritikusabb jelatviteli Gtvonalakat meghatarozo6 gének
expresszids szabalyozéasara. Annak ellenére, hogy a sebészi uton eltavolitott FFPE GBM
mintakbdl szarmazé DNS-mintak 1ényegesen jobban fragmentalodtak, mint a friss vérbol vagy
buffy coat-bol nyert DNS-¢ (2000 bp feletti fragmentek buffy coatban: 70,18%; teljes vér:
87,15%; GBM1: 21,65% ¢s GBM2: 25,1%), ezek a mintak jol miikodtek az RRBS modszerrel.
Mivel mutéti normal agy minta etikai okokbol nem elérhetd, és a post mortem kontroll
mintakbol (CG1l) szarmazdé DNS mindsége jelentésen gyengébb volt (2000 bp feletti
fragmentek 5,91%), a CGl-et elhagytuk és minden elemzést a CG2, GBM1 és GBM2
kohortokra 6sszpontositottunk. A CG2 6t epilepszia miitéten atesett beteg DNS CpG metilom
adatait tartalmazta [59]. Ezt a dontést az is alatamasztotta, hogy sajat elemzéseinkbdl és mas
tanulmanyokbol is ismertiik, hogy a fragmentacio novekedésével csokken a detektalhato CpG
metilacios helyek detektalhatosaga [59, 64, 65]. Bar a CG2 kontroll alkalmazasa is magaba
foglalt potencialis problémakat, hiszen a normal allomanyt és degenerativ valtozasokat is
hordozé epilepszias felnétt agyrezekatum heterogén sejtpopulaciokat tartalmaz a GBM
transzformalodott glialis klonjaival szemben, csak ez a miitéti eredetli, nem tumoros agyi
kontroll volt elérhetd szamunkra. Felmeriilt gliasejtvonalak kontroll DNS-forrasként vald
hasznalata, azonban az ilyen kontroll mas hianyossagokkal parosulhatott volna, mint példaul az
in vitro (genomikai és epigenomikai) modosulasok felhalmozodasa és az in vivo
mikrokornyezet hatasainak a hianya. Mivel mindent 0sszevetve nincs idealis normal agyi
kontroll minta GBM-hez, azokkal a kontrollokkal dolgoztunk, melyeket mas hasonld
tanulmanyban is sikeresen (és rutinszertien) alkalmaztak [47; 59; 66]. Mint ahogyan
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tumorokban altalanossagban ismert [67; 68; 69; 70], GBM mintainkban is a DNS genomszintii
teljes metilaciojat tekintve megfigyeltiink egyfajta eltolodast a hipometilacio felé, amikor a
CG2 (atlag metilacios rata 47,91%), GBM1 (41,34%) ¢s GBM2 (31,6%) csoportokat
hasonlitottuk 6ssze. Az RnBeads elemzések nem mutattak szignifikans p-értéket a CpG helyek
és régiok metilacios szintjében a harom csoport (CG2-GBM1-GBMZ2) egyik 6sszehasonlitasa
soran sem. Azonban a GO analizisek szdmos differencidltan metildlt, tumor biologiailag

relevans jelatviteli Gtvonalat azonositottak.

5.1.1 Primer tumorok (GBM1) dsszehasonlitasa az agyi kontroll (CG2) mintakkal

A GBML1 vs. CG2 Gsszehasonlitas soran jelentds (valoszintisithetéen gén aktivaciot jelzo)
hipometilaciot talaltunk az endothél sejtproliferacid pozitiv szabalyozasanak utvonalaban, mely
hozzajarul az angiogenezis folyamatahoz, ezaltal eldsegitve a GBM ndvekedését [71]. Ez nem
volt varatlan, hiszen a vaszkularis endothélialis novekedési faktor (VEGF) szerepére mar fény
deriilt GBM-ben, és az anti-angiogén (bevacizumab) terapiat is alkalmazzak a klinikai tiinetek
enyhitésére és a progressziomentes talélés meghosszabbitasara [72; 73]. Ugyanebben a
GBM1vs.CG2 Osszehasonlitasban (valoszintsitheten gén repressziot jelz6) hipermetilaciot
talaltunk a nukleinsav templalt transzkripcié utvonalaiban, valamint szamos gént magaba
foglald, nukleobazist tartalmazé anyagcserefolyamatokban, amelyek abnormalis mitkddése
megvaltoztatja a sejtfunkciot és meghatarozza a sejt differencialodas iranyat [74; 75]. A
legszembet{inébb hipermetilacidt a neuronalis differencialédashoz kapcsolodd utvonalak, mig
a legjelentésebb hipometilaciot a szinapszisképzddéshez és a mielinizacidhoz kothetd
utvonalakban tapasztaltunk. Azt feltételezziik, hogy ez utobbi megfigyelések a normal
neuronalis differencidlédas elemeinek megzavart egyensulyat tiikrozik, melyek mogott a méasok
altal is megfigyelt torz fejlodési mintazatok allnak a GBM rakos 6ssejtjeiben (CSC /GSC) [66;
76].

5.1.2 Recidiv tumorok (GBM2) dsszehasonlitasa az agyi kontroll (CG2) mintakkal

A GBM2 vs. CG2 differencialtan metilalt génpromotereit Osszehasonlitva a hipometilalt
utvonalak elsésorban az intracellularis funkciokkal és transzporttal voltak dsszekapcsolhatoak,
kiemelve ezeket, mint potencialis 0j kisérleti terapias célpontokat [77]. A hipermetilacid
jelentds volt a transzkripcids szabalyozast, sejtadhéziot és embrionalis fejlédést érintd jelatviteli
utvonalak esetében, melyek egyensulyzavara szintén hozzajarulhat a normaél neuronalis

differencialodas torzulasahoz ¢és a pluripotens neuroepithélialis sejtek rendellenes

crcr
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5.1.3 Recidiv tumorok (GBM2) dsszehasonlitasa primer tumorokkal (GBM1)

A GBM2 vs. GBM1 differencidltan metilalt utvonalainak &sszehasonlitdsa szamos valtozast
tart fel alapvetd sejtfunkciok tekintetében. Alacsonyabb metilacios szint alapjan magasabb
génexpressziot és ezaltal aktivitast feltételeziink a szignalizacioért és kommunikacioért felelos
sejtvalaszokban GBM1-ben a GBM2-hoz képest. A kanonikus Wnt szignalizacids utvonal
egyes elemei (endothél sejt migracioért és sejtadhézidért felelés gének), koztiik bizonyos Wnt
receptorok (pl. Fzd8) és ligandok (pl. Wntl1), aktivabbnak tiintek GBM1-ben. Ezzel szemben
néhany Wnt ligand (pl. Wnt6; Wnt7b) és receptor (pl. Fzd1; Fzd3) promoétere GBM2-ben volt
kevésbé metilalt, ezaltal aktivabb. A Wnt utvonal elemeinek mélyebb elemzését
kutatocsoportunk egy masik tanulmany keretein beliil végezte tovabb [79]. A GO elemzések
masik figyelemreméltdé eredménye a promoterek alacsonyabb metilacioja (feltehetden
magasabb aktivitidsa) a GBM1-ben olyan gének esetében, melyek a katekolamin szekrécioban
¢és transzportban jatszanak szerepet. A glioma kiindulasat képezo sejtekben a monoamin
szignalizacio részt vesz a normal fejlédési mechanizmusok eltéritésében és eldsegiti a tumor
kialakulasat. A GBM mikrokdrnyezetében 1évé szinaptikus monoaminok befolyasoljak az
angiogenezist ¢és a tumor novekedését [58]. A megfigyelés, hogy ezek az utvonalak
hipometilaltabbak és valosziniileg aktivabbak a GBM1-ben, mint GBM2-ben, tiikrozi a korai
¢és késoi stadiumi daganatok egy kordbban még nem publikalt jellegzetességét, mely tovabbi
kutatasokat érdemel. Kordbbi tanulmanyok mas modszertani megkozelitéssel mar tettek
emlitést bizonyos differencialtan metilalt katekolamin utvonal génekrdl (pl. ADRAZ2c;
ADRA1la; DRDS5) és neurotranszmitter Gtvonalakrol (ADRA1b, ADRA2a; DRD1) [66; 67].
fgy a kozelmaltban felmeriilt ezen monoaminok és receptoraik terapias manipulalasa is [58;
80]. Azonban a katekolamin ttvonal valtozasainak elemzése szekvencialis miitéti FFPE GBM

mintakban eddig nem kertilt leirasra.

A katekolamin utvonal elemeivel szemben szamos immunutvonal elemeinek, tobbek kozott a
leukocita szabdlyozéasban, limfocita és NK sejt medidlt immunitasban funkciot betoltd
molekulaknak a génpromoterei GBM2-ben voltak hipometilaltabbak. Voltak azonban olyanok
immunregulatoros folyamatok, mint a makrofag gyulladasos fehérjetermelés és CD8+ T sejtek
proliferacidja, melyek a GBM1-ben tiintek hipometilaciojuk alapjan aktivabbaknak. Ezek az
adatok konzisztensek azzal a korrelacioval, melyet a GBM1-be infiltral6 limfocitak (TIL) IHC-
val meghatarozott mennyisége, valamint a primer €s recidiv tumor kialakulasa kozt eltelt id6
(T1-T2) kozott talaltunk. Az immunregulatoros utvonalak altalunk GBM1-ben észlelt

hipometilacidja szintén egyetértésben van a GBM fejlédése (és progresszidja) soran masok altal
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leirt, kiilonb6z6 immunutvonalak eltér6 aktivitasara vonatkozé megfigyeléseivel [59; 66; 81;
82]. Habar az immunterapiak alkalmazasa GBM-ben nem volt eddig olyan hatékony, mint mas
szolid tumorokban, szamos 0j modszer 1étezik, melyek elésegithetik az immunmodulatorok
vér-agy gaton torténd atjutasat, és erdsebb citotoxicitasat (pl. vakcindk, monoklonalis
antitestek, modositott T-sejtek és dssejtek, immun checkpoint inhibitorok, RNS alapu terapidk,
onkolitikus virusok). Ezek a terapias eszkdzok remélhetdleg feliilkerekednek majd a tumorok
immunelkeriilé mechanizmusain, és specifikusan megcélozzak a daganatot vagy annak

mikrokornyezetét [73; 83].

5.1.4 Cross-platform (szekvenalas vs. microarray) metilom adatok dsszevetése sajat és
TCGA szekvencialis GBM mintaparokban

Kovetkezd [épésként a TCGA adatbazisabol elérhetd 12 szekvencidlis GBM mintapar
microarray alapit DNS CpG metilacids adatait hasonlitottuk Ossze az altalunk hasznalt
metilacios kontrollokkal (CG2) [59]. Az elsé (TCGA GBM vs. CG2) analizis eredménye szerint
az embrionalis fejlodés, immunszabalyzas és Wnt szignalizdcid utvonalak génpromoterei
hipometilaltabbak (feltehet6en aktivabbak) voltak a TCGA GBM mintaiban, mint a CG2-ben.
A masodik analizis (TCGA GBM2 vs. GBM1) hipometilaltabb (feltehetéen aktivabb)
génpromotereket mutatott az dssejt proliferacidban és sejtdifferencidlédasban, metabolikus
folyamatokban, apoptdzis negativ szabalyozasaban, sejtadhézioban, sejtmigracioban ¢és T-

sejtek polarizacigjaban funkciot betoltd jelatviteli utvonalak esetében a TCGA recidiv

crer

crer

medialt szignalizacioban (neurotranszmitter, katekolamin ¢és bizonyos Wnt receptor
szignalizacidja) szerepet jatszo utvonalak génpromoterei a TCGA primer tumorjaiban voltak
hipometilaltabbak (aktivabbak). Az interpretaciét nehezité technikai koriilményeket is
figyelembe véve (kiilonb6z6 platformok adatainak 6sszehasonlitasa, kis elemszamu kohortok),
a TCGA mintak analizisének eredménye atfedésben van a sajat eredményeinkkel, igy tovabbi
megerdsitést nyljtanak a kdvetkeztetéseinkre.

5.1.5 Locus Overlap Analysis (LOLA) a GBM1-CG2, GBM2-CG2 és GBM2-GBM1

epigenomikai adatok 6sszevetése nyoman

Utolso 1épéskeént a LOLA analizist végeztiik el, hogy azonositsuk azokat a genomi régiokat és
szabalyozd elemeket, melyek az epigenomikai adatok funkciondlis interpretaldsdban

relevansak. A GO analizisbdl szarmazd 1000 leghipometilaltabb és leghipermetiléltabb tiling
régidra fokuszaltunk. A GBM1-CG2 ¢s GBM2-CG2 6sszehasonlitasokbol szarmazo analizis
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olyan hipometilalt régiokra mutatott ra, melyek a rakos éssejtek differencialodasaban és a GBM
kialakulasaban is jelentds szereppel bird transzkripcios faktor kotéhelyeit (pl. ESR1, ESR2,
CTCF, RUNX1) és hiszton fehérjéket (pl. H3K27me3, H3K4mel, H3K4me3) reprezentaltak,
mar szerzok eredményeivel egyetértésben [59; 84; 85]. Tovabba a LOLA analizis dusulast
mutatott transzkripcios faktorok hipometilalt kotohelyeire (pl. ESR1, ESR2, FOXA2) és
hisztonfehérjékre (pl. H3K4m1, H3K4m2, H3K4m3, H3K27m3, H3K9m3) a GBM2-ben a
GBM1-hez képest, melyeknek szerepe van a tumor tulélésében és tovabbi progresszidjaban

[86; 87].

5.1.6 Korrelicios elemzések a klinikai és patologiai adatok kozott

Végso 1épésként a patologiai és klinikai adatok kozotti korrelaciok elemzését végeztiik el
Kruskal-Wallis és Mann-Whitney U tesztekkel. Sajnalatos modon tobb beteg halalanak
idépontja az etikai engedélylink korlati kozott nem volt megszerezhetd, igy a primer tumor
diagnosztizalasa (T1) és a recidiv tumor megjelenése (T2) kozott eltelt idét hasznaltuk fel
korrelacids elemzéseink soran, a teljes talélés helyett. T1-T2 kozott eltelt idot 0sszevetettiik a
betegek nemével, koraval, tumorok morfologiai alcsoportjaval, mitotikus ratajaval, a
mikrovaszkularis proliferacid6 mértékével, nekrozis mértékével, illetve a tumorba infiltral6do
limfocitdk mennyiségével mindkét tumorcsoport esetében. Korrelacios vizsgalataink egyetlen
esetben fedtek fel trendszerli Osszefiiggést a T1-T2 ¢és a tumorba infiltralodd limfocitak
mennyisége kozott a GBM1 kohortban, mely azt mutatta, hogy az emelkedett limfocita
mennyisége a tumor mikrokornyezetében altaldban késdbbi recidivaval jar egylitt. Szignifikans
p-értéket egyik Osszehasonlitasban sem kaptunk, mely részben a Kis kohort mérettel allhatott

Osszefiiggésben.

5.2 A katekolamin dtvonal kivalasztott markerei

A katekolaminok és receptoraik a fiziologids interneurondlis kommunikacio kulcselemei. Az
utobbi idében azonban egyre tobb adat utal arra, hogy ezek a molekuldk a neuralis dssejtekre
(NSC), a progenitor sejtekre (NPC) és a GBM 0ssejtekre is hatnak, ezaltal serkentve a
sejtproliferaciot és differencialodast a normal szovetekben és daganatokban, igy GBM-ben is
[88; 89; 90]. A 22 par szekvencialis GBM mintaparon kivitelezett, genomszintii RRBS DNS
CpG metilaciés tanulmanyunk GO analizise felfedett szamos differencialtan metilalt
génpromotert a katekolamin szekrécido és transzport jelatviteli utvonalanak elemeiben
(hipometilacio6 a primer tumorokban a recidivakhoz képest). Ez a megfigyelés azt jelezte, hogy
a katekolaminok tilnyomorészt a GBM kialakulasanak korai stadiumaban jatszhatnak nagyobb

szerepet. Mivel az 5.1 fejezetben leirt tanulmany nem specifikusan egyes markereket jelzett
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individualis tumor mintdkban, hanem utvonalakat azonositott kohortjainkban, tovabbi
vizsgalatokkal szerettiink volna pontosabb képet kapni bizonyos katekolamin markerek
promoter és gén régidinak CpG metilacidjardl és parhuzamosan azok protein expresszios
szintjeirdl egyedi mintainkban. Az RRBS adataink alapjan kivalasztottunk 4 katekolamin
markert, melyek kohortszinten szignifikdnsan alacsonyabb metilacios szintet mutattak primer
tumorokban. Ezek kozott a markerek kozott szerepelt az ADRALD, ADRBK1/GRK2, DRD2
illetve az SLC18A2/VMAT2. ADRALD a G-protein-kapcsolt receptorok (GPCR) csaladjaba
tartozik, mely a sejtmembranokba agyazodva talalhatdé meg az egész szervezetben. F6 ligandja
a NE, mely sok mas egyéb hatasa mellett (simaizom sejtek 0sszehuzodasanak szabalyzésa,
inzulin termelés szabalyzasa, vérnyomas szabaly0zas stb.) tumorbioldgiai szempontbol is
fontos az intracellularis folyamatokban betoltott szerepe, a ciklikus AMP szint szabalyzasa,
illetve a sejtproliferacioban kulcs szerepii G1-S tranzicio gatlasa altal [91; 92]. Mas
raktipusokban mar feljegyezték, hogy a NE ¢és az E is képes sejtmigraciot indukalni [93; 94],
tovabba az adenoreceptorok farmakologiai aktivalasa el0segiti a daganat kialakuldsat példaul a
grasztrointesztinalis traktusban vagy a majban [91; 95]. A DRD2 szintén G-fehérjéken
keresztiil fejti ki hatasat és a MAPK/ERK vagy PI3K/Akt szignalizaciés Utvonalon at
befolyasolja a sejtdifferencialédas, tumor novekedés, metabolizmus és apoptozis folyamatat
[96]. A kozponti idegrendszerben a katekolamin mennyiségének 80%-at a dopamin adja és
normal koriilmények kozott egyéb funkciok mellett (mint lokomocid, memoria és emocionalis
folyamatok) a GABAerg interneuronok fejlddésének szabalyozasaban is részt vesz, tovabba
serkenti az 1) neuronok kialakuldsat a hippocampuszban. Ezek a megfigyelések azt jelzik, hogy
differencialodasat. ADRBKI/GRK2 egy szignalizaciés (kindz) modulator, mely
expressziojanak vagy aktivitdsanak megvaltozasa esetén onkogenikus GPCR funkcidkat
idézhet el6 [97]. GBM-et csokkent GRK3 expresszio jellemzi, mely a sejtndvekedés negativ
tumor tulajdonsagokat eredményez, foként a recidivak esetében [97; 98]. GRK-k nem csak
gliomakban, hanem mas tumor tipusokban is onkogén szerepet jatszhatnak [99]. A negyedik
kevés informacio all rendelkezésre. Ami biztos, hogy ez a molekula az integrans
membranfehérjék csoportjdba tartozik, melyek normal koriilmények kozott citoszolikus
anyagokat (dopamint, NE-t, szerotonint és hisztamint) szinaptikus vezikulakba csomagolva

juttatnak a szinaptikus résbe és medialjak azok ujrafelvételét [100]. Ezen fehérjék
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preszinaptikus expresszidjanak megvaltozasa befolyasolhatja a monoaminok kibocsatasat €s
ujrafelvételét, ezaltal a posztszinaptikus szignalizaciojukat is [101; 102].
5.2.1 A katekolamin utvonal kivalasztott markereinek promoter + gén metilacidja és
protein expresszioja kontroll, GBM1 és GBM2 mintakban
Hogy pontosabb informaciot kapjunk a katekolamin markerekrdl és teszteljiik a feltételezett
inverz kapcsolatot a CpG metilacid és fehérjeexpresszid szintek kozott, elsé 1épésben
kvantitativ IHC vizsgalatokat végeztiink ugyanazon kohort FFPE mintablokkjain, mint
amelyeken a CpG metilacios vizsgalatokat végeztiik az els6 korben. A fehérjeexpresszio
szintjei az ADRBKI1/GRK2 ¢s a DRD2 esetében szignifikainsan, ADRAID ¢és VMAT2
esetében viszont csupan tendencialisan voltak magasabbak GBM1-ben mint GBM2-ben. A
GBM mintdkat a HC csoporttal dsszehasonlitva az ADRA1D szintje alacsonyabb, ADRBK 1
szintje viszont magasabb volt a tumorokban. DRD2 és SLC18A2/VMAT2 nem mutatott
szignifikans kiilonbséget ezekben a kontroll és GBM1/GBM2 6sszehasonlitasokban.

Ezt kovetéen meghataroztuk a 4 marker promoéter+gén régidoinak CpG metilacios szintjeit
egyedi mintakban és ezeket Gsszehasonlitottuk a metilacios kontrollcsoport egyedi adataival
(CG2). Ezek az értékelések szignifikansan vagy tendencialisan magasabb metilacios szintet
mutattak a 4 marker esetében a CG2-ben a GBM1 és GBM2-hoz hasonlitva. Az ADRBKI ¢és
DRD2 esetében mind a CG2vs.GBM1, mind a CG2vs.GBM2 Gsszehasonlitasban szignifikans
eredményt kaptunk, melyek inverz korrelacioban voltak a HC és GBM1 6sszehasonlitasbol
szarmazo protein expresszios szintekkel. Arra szamitottunk, hogy GBM parok esetén
alacsonyabb promoter+gén metilacids szintet fogunk kimutatni abban az esetben, ha a fehérje
expresszios szintje magas. Azonban GBM1 és GBM2 &sszehasonlitasban ilyen dsszefliggést
nem tapasztaltunk, hiszen nem talaltunk szignifikans kiilonbséget metilacids szintek kozott a

GBM1 és GBM2 6sszevetése esetén, holott a fehérje expresszidban igen.

eredményeket egy masik, RRBS elemzésbdl szarmaz6 FFPE GBM kohortban, mely 122
szekvencialis GBM mintaparbdl allt és egyedi eredményei elérhetéek voltak egy adatbazisban
[59, https://www.ebi.ac.uk/ena, hozzaférési szam: EGAS00001002538]. A markans
kohortméret kiilonbség miatti torzulas elkeriilése végett csak a 122 GBM mintapar metilacios
adatait hasonlitottuk 6ssze egymassal, de az 5 mintabol allo CG2 egyedei adatival nem. Ennek
magyarazata az, hogy az FFPE mintakbol szarmazo (fragmentalt) DNS RRBS szekvencia

eredményeinek vizsgalatakor, minél tobb egyén van a kohortban, annal magasabb a detektalt
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metilalt CpG-k szama, és igy a szamitott 0ssz-CpG a vizsgalt régioban. Ezért ha az
Osszehasonlitott kohortok mérete nagymértékben kiilonbdzik, a CpG metilacios kiilonbségek
torz eredményt adhatnak. Az adatbazis GBM1/GBM2 mintainak &sszehasonlitasa soran, mind
a 4 marker esetében kissé alacsonyabb metilacios szintet talaltunk a primer tumorokban, mint
a recidivakban, azonban ez a kis kiilonbség egyik esetben sem volt statisztikailag szignifikans.
A 4 marker esetében nem detektalt inverz promoter+gén metilacido és fehérje expresszio
(nevezetesen a magasabb fehérje expresszio nem tarsult a vart promoéter+gén hipometilacioval)
GBM1-ben GBM2-h6z képest, a génexpresszid szabalyozasanak alternativ mechanizmusaira
utalhat. Inverz korrelacio a fehérjeexpresszio és a promoter+gén metilacio kozott szintiigy csak
az ADRBKI1 és DRD2 esetében volt megfigyelhetd a GBM1 vs. CG2 6sszehasonlitasban,
illetve az ADRBKI1 esetében a GBM2 vs. CG2 6sszehasonlitasban, ami tovabb erdsiti mas
fehérjeexpressziot befolyasold tényezOk szerepét is a promoéter+gén metildcion kiviil.
Metilacids valtozasok nem csak egy adott gént és promoter régiot érinthetnek, hanem szdmos
génexpresszio szabalyozasaban részt vevé molekulat, mint az enhancer / silencer régiokat,
transzkripcids faktorok kotéhelyeit, splice helyeket vagy microRNS-eket és siRNS-eket kodolo
régiokat is [103]. Ezen feliil az Ujonnan szerzett szomatikus kromoszoma strukturalis
valtozasok, a génkdpiaszdm-variaciok vagy a hiszton moddosuldsok valtozasai szintén
befolyasolhatjak a fehérje expressziés mintazatot szekvencialis tumorokban [104]. Ezek a
mechanizmusok, ha nem is teljesen, részben magyarazatot adhatnak arra, hogy miért nem lattuk
mindenhol a vart inverz korrelaciot a fehérjeexpresszio és a metilacios adatok kozott a kontroll,
GBM1 és GBM2 kohortjaink egyedi mintdiban. Mindazonaltal adataink alatamasztjak, hogy a
katekolaminok eltéré szerepet jatszanak progressziv GBM-ben, mint a nem tumoros
agyszovetekben. A neuronok monoaminokat szintetizalnak ¢és azokat a szinaptikus résbe
juttatjak, ahonnan szdmos molekula kidiffundéal és a kibocsatd neuron felszinen vagy a
kornyez6 asztrocitakon és oligodendrocitakon autoreceptorokat aktivalnak [105; 106]. A
kozponti idegrendszer tumorkeltdvé transzformalddott sejtjei szintén ki vannak téve a
neurotranszmittereknek. A DRD2 mRNS és fehérje szintjét magasabbnak mérték human
neoplasztikus szovetekben, mint normal agyi sejtekben [107; 108], valamint a DRD2 szintje
magasabb volt a mi tanulmanyunk primer €s recidiv tumoraiban a kontrollokhoz képest. Ezek
a megfigyelések megerdsitik azt a hipotézist, hogy a dopaminnak hatasa van a gliomak
kialakulasara ¢€s fejlodésére. Mikozben ezek az adatok azt sugalljak, hogy a dopamin a DRD2-
n keresztiili pro-proliferativ tulajdonsagai révén hozzéjarulhat a karcinogenezishez, hatasai
Osszetettebbek. Az exogén dopamin képes csdkkenteni az angiogenezist és a tumorndvekedést

emld-és vastagbélrdkban a vaszkularis novekedési faktor (VEGF) éltal kivaltott VEGFR2
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foszforilacigjaval és a downstream ttvonal blokkolasaval egerekben [109]. Ezek az ellentétes
hatasok megnehezitik a dopamint célz6 gyogyszerek tumorok elleni lehetséges alkalmazasat.
A mi GBM ¢s kontrollmintdkra vonatkozo6 adataink sem mutattak egyértelmi iranyt a DRD2
expresszios valtozasaiban, ami arra utal, hogy tovabbi kutatdsokra van sziikség a dopamin

komplex szerepének pontosabb feltdrasdhoz a gliomagenezis és a progresszio folyamataban.

A GRK-k (beleértve az ADRBKI1-et is) a protein kinazok csaladjat alkotjak, amelyek
foszforilaljak a GPCR-ek intracellularis doménjeit, és ezaltal szabalyozzak a downstream G-
protein jelatviteli utvonalakat. GRK3-ro6l mar tudjuk, hogy a GBM egy negativ regulatora, mig
a GRKS5 az agresszivabb novekedéshez és a gydgyszerek elleni rezisztencia kialakuldsahoz
jarul hozza [97]. Bar a GRK2-vel kapcsolatban GBM-ben nem allnak rendelkezésre konkrét
adatok, szdmos GRK-rdl ismert, kiilonbozd tumorfajtdkban, hogy pozitivan befolyasoljak a
sejtproliferaciot és a tumorok novekedését [99]. Mivel a GPCR deszenzitizacio fiigg a GRK
expresszio szintjétol, azok a sejtek, amelyekben magas a GRK2 expresszioja, alacsony agonista
koncentracié mellett nagy valosziniiséggel elinditanak GRK-medialt jelatviteli Gtvonalakat
[110]. Ezek a megfigyelések felvetik annak lehet6ségét, hogy az ADRBK1/GRK2 és a GPCR-
ek, mint példaul a DRD2, eldsegithetik a sejtproliferaciot és a tumorndvekedést GBM-ben. Az
adrenerg neurotranszmitterek (NE, E) ismerten eldsegitik a sejtmigraciot és invaziot kiillonbozo
raktipusokban [93; 94], és abnormalis aktivaciojuk esetén (pl. GRK feedback vagy gyogyszerek
hatasara) indukalhatjak a tumor kialakulasat [91; 95]. Bar az ADRA1D magasabb expresszios
szintjét talaltuk a HC csoportban, mint a GBM csoportokban, nem zéarhatjuk ki annak
lehet6ségét, hogy e molekula expresszidjaban bekovetkezd valtozasok befolyasolhatjak a tumor

kialakulasat.
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17. Abra: A vizsgalt katekolamin markerek potencidlis szerepe a tumorok

kialakulasaban és progressziojaban
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A vezikuldris monoamin transzporterek az agy dopaminerg, szerotonerg ¢és noradrenerg
neuronjaiban expresszalodnak, és igy felelések lehetnek az 6sszes monoamin tarolasaért és

szallitasaért a kozponti idegrendszerben. Az SLC18A2/ VMAT2-t expresszalo egérvonalakban

kimutattak, hogy dopaminerg méreggel torténd kezelés utan az alacsony VMAT?2 szint
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katekolaminerg sejtpusztuldst okozott, mig a magas VMAT2 szint ndvelte a dopamin
felszabadulasat és megvédte a sejteket [111]. A monoaminok Kkiiiriilésének hatasai
allatmodellekben és human tanulmdnyokban végzett kognitiv kisérletekbdl (pl. depresszid,
dontéshozatal stb.) mar jol ismertek [112; 113], azonban az exogén modon beadott vagy
kimeritett monoaminok in vivo vagy in vitro hatasaira vonatkoz6 adatok GBM/glioma

sejtvonalakban kevésbé egyértelmiiek.

Osszegezve, sajat eredményeink és a szakirodalom eddig elérhetd viszonylag korlatozott adatai
arra utalnak, hogy a neurotranszmittereket, kiilonosképpen a katekolaminokat, a GBM sajat
hasznara és novekedésére forditja (17. abra). Ez a megfigyelés uj iranyt jeldl ki a komplementer
kezelési stratégiak kutatasaban. Fontos megjegyezni, hogy a katekolaminok gliémaban betoltott
szerepével kapcsolatban alig all rendelkezésiinkre adat in vivo tanulmanyokbol, és egyetlen
korabbi klinikai tanulmany sem mutatta ki, hogy a katekolamin hatasu vagy receptor modulalo
gyogyszerek adagoldsa (ami meglehetésen gyakori a populdcidban) ezen a jelatviteli utvonalon
keresztiil befolyasolna a GBM természetes lefolyasat. Az egész genomra kiterjedé korabbi
transzkriptom vagy SCRNS szekvenalasi elemzések bar szamos utvonalat és génterméket
azonositottak a GBM-mel kapcsolatban [114; 115; 116], nem emelték ki ennek az Gtvonalnak
a jelentéségét. Tekintettel a GBM inter- és intratumor heterogenitasanak zavard hatasaira,
valamint a tumorsejtek és mikrokornyezetiik kozotti kolcsonhatasok Osszetettségére, a
katekolamin aktivalas glioma novekedésére gyakorolt hatasanak in vivo vagy ex vivo pontos
meghatarozasa nem egyszerii. Csak ,,bulk” szoveti és egyedi sejtek OMICS vizsgalatainak
integralt eredményeivel, valamint ligandok, receptorok ¢és jelatviteli molekulak célzott in vitro
manupulalasaval kiegészitett képalkotas hozhat kézelebb benniinket annak eldontéséhez, hogy

ennek az utvonalnak az elemei hasznosithatok-e terapias célpontokként human kezelésekben.
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6. Kovetkeztetések

A szekvencidlis FFPE tumor mintdkon végzett CpG metilacids tanulmany szamos fontos
differencidltan metilalt jelatviteli Gtvonalat mutatott ki, melyek szerepet jatszhatnak a GBM
kialakulasaban és progresszidjaban. Azok az utvonalak, amelyek a szinapszis formacidban,
GBM1-ben mint CG2-ben, feltehetben a tumorgenezisben hibasan megvaldsuld
szovetképzOdés és angioneogenezis jeleként. A normal neurogenezisben résztvevd elemek
elnyomasa szintén tamogathatja a torz OJssejtdifferencidlodast GBM-ben. Az alapvetd
sejtvalasz, jelatvitel ¢és kommunikacio, valamint a katekolamin jelatviteli utvonalak
aktivabbnak tiintek a GBM korai, mint késéi fazisaban a kohortszintii GO analizis alapjan.
Hasonloképpen az immunszabalyozasban résztvevd utvonalak kiilonbozé elemei is eltérden

tlintek aktivnak primer és recidiv GBM-ekben.

A szelektalt katekolamin markerek protein expresszios szintjének kvantitativ IHC vizsgalata
soran mindegyik marker esetében szignifikansan (DRD2, ADRBKI/GRK2) vagy
tendencialisan (ADRA1D, SLC18A2) magasabb fehérje expressziot lattunk GBM1-ben mint
GBM2-ben. Osszehasonlitva a kivalasztott markerek prométer + génszegmenseinek CpG
metilacios adatait, a CG2 kohort mintaiban szignifikansan (ADRBKI1, DRD2), vagy
tendencidozusan (ADRAI1D, SLCI8A2) magasabb metilacidés szintet tapasztaltunk a
GBM1/GBM2 mintdkhoz képest, ami valoszinlileg az alapja, legaldbbis részben, a
GBM1vs.HC 6sszehasonlitasban Kimutatott inverz fehérje expresszionak. Az qIHC altal jelzett
marker expresszios valtozasokat nem kisérték inverz valtozasok a promoter + gén metilacios
szintekben a GBM1 és a GBM2 Gsszehasonlitasban, ami arra utal, hogy a CpG metilacion kiviil
mas szabalyoz6 mechanizmusok is érintettek lehetnek a GBM progresszidja soran. A sajat
GBMI1 ¢és GBM2 mintainkban tapasztaltakhoz hasonloan, az adatbazis szekvencialis GBM
kohortjanak nagyszamu egyedi mintdiban is a DNS CpG metilacios szintek a vizsgalt
promoterekben azonosak voltak [59].

Osszességében ezek a tanulméanyok szamos differencialtan metildlt jelatviteli Gtvonalat
azonositottak hosszmetszeti GBM-ben, klinikai rutinban hasznalt FFPE mintak és egy Uj
modszer, az RRBS alkalmazasa, valamint az adatok kohortszintii bioinformatikai elemzései
soran. Megallapithatjuk, hogy els6 human GBM tanulmanyként kimutattuk a
neurotranszmitterek, azon beliil is a katekolamin ttvonal elemeinek, tumorbioldgidban betdltott
részvételét. Bar eddigi adataink egyeldre explorativ jellegliek, nagy valdszinliséggel allithatjuk,

hogy a neurotranszmitterek receptorai, ligandjai és mediatorai modulalé szerepet jatszhatnak a
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gliomagenezisben. A technikai korlatok ellenére, ezek az eredmények konzisztensek az eddigi,
bar egyelére szorvanyos adatokkal, és egyben ki is egészitik azokat, alapot adva tovabbi

fokuszalt kutatasoknak.
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Uj megallapitasok

A szinapszisok kialakulasaban, mielinizacioban és endothelialis sejtproliferacioban
szerepet jatszo biokémiai Utvonalak hipometildltabbak, igy feltehetden aktivabbak a
primer GBM mintakban a kontrollokhoz képest

Az alapvetd sejtvalaszokért, szignalizaciéért ¢és kommunikécidért, valamint a
katekolamin szignalizacidért, szekrécidért és transzportért felelés utvonalak
hipometilaltabbak, igy valoszinlileg aktivabbak a primer GBM tumorokban a
recidivakkal 6sszehasonlitva

Szamos immunszabalyzo6 utvonal (leukocita, limfocita és NK sejt medialt immunités)
magasabb metilaltsagi szintet, igy alacsonyabb aktivitast mutat primer GBM mintdkban
a recidiv tumorokhoz képest

A célzottan kivalasztott katekolamin markerek fehérje expresszids szintje
szignifikdnsan (ADRKBI; DRD2) vagy tendencidlisan (ADRAI1D; SLC18A2)
magasabb a primer GBM mintdkban, mint a recidiv tumorokban

A DNS CpG metilacio elemzései szignifikansan vagy tendencialisan magasabb
metilacios szintet mutatnak mind a 4 marker esetében a metilacios kontrollcsoportban a
primer ¢és recidiv tumorokhoz képest, viszont nem mutatnak kiilonbséget a két
tumorcsoport kozott

A validacios adatbazis kohort metilacios elemzései nem mutatnak szignifikans
kiilonbséget a 4 marker metilacids szintjében a primer €s recidiv GBM mintak
Osszehasonlitdsa esetén

A vizsgalt markerek promoter+gén régioinak metilacios statuszan kiviil mas folyamatok
is szerepet jatszanak a katekolamin markerek expresszidjanak szabalyozasaban

A vizsgalt neurotranszmitterek és kapcsolddd receptoraik fontos szerepet jatszanak a
glioméak molekularis patogenezisében, igy tovabbi célzott vizsgalatuk 0j potencialis

terapias célpontokkal szolgaltathat
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Abstract

Purpose Glioblastoma is the most aggressive form of brain tumors. A better understanding of the molecular mechanisms
leading to its evolution is essential for the development of treatments more effective than the available modalities. Here, we
aim to identify molecular drivers of glioblastoma development and recurrence by analyzing DNA CpG methylation patterns
in sequential samples.

Methods DNA was isolated from 22 pairs of primary and recurrent formalin-fixed, paraffin-embedded glioblastoma speci-
mens, and subjected to reduced representation bisulfite sequencing. Bioinformatic analyses were conducted to identify
differentially methylated sites and pathways, and biostatistics was used to test correlations among clinical and pathological
parameters.

Results Differentially methylated pathways likely involved in primary tumor development included those of neuronal dif-
ferentiation, myelination, metabolic processes, synapse organization and endothelial cell proliferation, while pathways dif-
ferentially active during glioblastoma recurrence involved those associated with cell processes and differentiation, immune
response, Wnt regulation and catecholamine secretion and transport.

Conclusion DNA CpG methylation analyses in sequential clinical specimens revealed hypomethylation in certain pathways
such as neuronal tissue development and angiogenesis likely involved in early tumor development and growth, while sug-
gested altered regulation in catecholamine secretion and transport, Wnt expression and immune response contributing to
glioblastoma recurrence. These pathways merit further investigations and may represent novel therapeutic targets.

Keywords Glioblastoma - DNA CpG methylation - Gene ontology analyses - Tumorigenesis - Progression

Introduction

Glioblastoma (GBM) is the most aggressive brain tumor

Zoltan Kraboth and Bence Galik co-authors equally contributed to exhibiting great variability at histopathological and molec-
the paper. ular levels. Its development is related to the accumulation
) ) i ) ) of somatic genomic rearrangements, mutations and copy
Electronic supplementary material The online version of this ber al . CNA ied by ch . .
article (https://doi.org/10.1007/s00432-020-03349-w) contains number alterations (CNAs), accompanied by changes in epi-

supplementary material, which is available to authorized users. genomic and gene expression profiles. In some cases, chro-
mothripsis, a sudden catastrophic rearrangement involving
one or a few chromosomes, may also play a role (Furgason
et al. 2015). Numerous studies presented genomic and tran-

< Bernadette Kalman
Bernadette.kalman @pte.hu

! Institute of Laboratory Medicine, School of Medicine, scriptomic characteristics of GBM (Cancer Genome Atlas
University of Pecs, Pecs, Hungary Research Network 2008; Verhaak et al. 2010; Sottoriva et al.
2 Szentagothai Research Center, University of Pecs, 20. Ifjusag 2013; Brennan et al. 2013; Kim et al. 2015a, b; Patel et al.
street, Pecs 7624, Hungary 2014; Wang et al. 2016, 2017). The first comprehensive epi-
3 Institute of Pathology, School of Medicine, University genomic analysis was reported by Noushmehr et al (2010),
of Pecs, Pecs, Hungary followed by several similar efforts (Nagarajan et al. 2014; Hu
4 Department of Clinical Molecular Biology, Medical et al. 2016; de Souza et al. 2018; Klughammer et al. 2018).

University of Bialystok, Biatystok, Poland

@ Springer


http://orcid.org/0000-0003-1661-2653
http://orcid.org/0000-0003-1464-3034
http://orcid.org/0000-0002-4045-6219
http://orcid.org/0000-0001-5551-3709
http://orcid.org/0000-0003-4043-3428
http://orcid.org/0000-0003-2925-9342
http://orcid.org/0000-0002-7984-3347
http://orcid.org/0000-0003-2592-3939
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s00432-020-03349-w&domain=pdf
https://doi.org/10.1007/s00432-020-03349-w

2886

Journal of Cancer Research and Clinical Oncology (2020) 146:2885-2896

GBM is today subdivided into transcriptional and epig-
enomic subgroups, and the most characteristic mutational
events and pathways driving its development have been
identified (Cancer Genome Atlas Research Network 2008;
Verhaak et al. 2010; Brennan et al. 2013; Noushmehr et al.
2010). However, most molecular analyses involved cross-
sectional cohorts, since the collection of sequential samples
is hindered by the aggressiveness of GBM. Nevertheless, the
available sequential studies contributed invaluable informa-
tion to the understanding of GBM evolution and drug resist-
ance (Muscat et al. 2018; Erson-Omay et al. 2017).

The initial epigenetic studies determined levels of CpG
methylation within the promoter of the O-6-methylguanine-
DNA methyltransferase, because its silencing renders GBM
more sensitive to temozolomide (Hegi et al. 2005). The first
comprehensive methylome revealed the glioma CpG island
methylator phenotype (G-CIMP) in correlation with the
GBM proneural transcriptional subtype (Noushmehr et al.
2010).

DNA CpG methylome studies as an alternative to RNA
expression profiling in FFPE GBM specimens became fea-
sible due to the recent availability of the reduced representa-
tion bisulfite sequencing (RRBS) method. Combining RRBS
with next-generation sequencing (NGS), Klughammer et al.
(2018) reported the single-CpG and single allele methylation
profiles, the most important pathways and inferred transcrip-
tional subtypes of FFPE GBM specimens in the context of
multidimensional clinical and molecular data.

Testing key molecular markers (Verhaak et al. 2010) by
immunohistochemistry (IHC), we previously reproduced the
segregation of subgroups (Nagy et al. 2019) and demon-
strated the involvement of the Wnt pathways in both cross-
sectional and sequential FFPE GBM (Tompa et al. 2018).
To further explore mechanisms of GBM development and
recurrence, here we analyzed genome-wide distribution of
differentially methylated DNA CpG sites, regions and path-
ways in 22 pairs of sequential FFPE GBM specimens.

Materials and methods
Subjects of the study and samples

Surgically removed FFPE GBM specimens were obtained
between 1999 and 2017, and evaluated by routine histologi-
cal work up at the Institute of Pathology, University of Pecs
(UP). Leftover blocks were used for these molecular analy-
ses after receiving approval (Number: 7517 PTE 2018 and
2019) from the Regional Clinical Research Committee.
The characteristics of patients and specimens are sum-
marized in Table 1. The diagnosis of primary (de novo)
GBM was established based on standard clinical and his-
topathological criteria (Louis et al. 2016). After quality

@ Springer

assessment, 24 pairs of isocitrate dehydrogenase (IDH)-1
R132H mutation negative, initial (GBM1) and recurrent
(GBM2) tumor blocks were identified. Subsequently, two
pairs were excluded as the patients turned out to be younger
than 20 years of age, leaving 22 pairs of GBM in the study.
GBM1 specimens were taken before chemoradiation, and
GBM?2 specimens at recurrence after chemoradiation. All
but one patient received temozolomide-based chemo- and
radiation therapy after the first surgery.

In control group 1 (CG1), six postmortem FFPE normal
brain specimens were included from the tissue archive of
the Pathology Institute, UP. This unideal choice was neces-
sitated because no surgically dissected normal brain or
other neurological disease control FFPE specimens were
available. In control group 2 (CG2), DNA CpG methyla-
tion data of five brain specimens obtained during epilepsy
surgery were included by downloading from the EBI
European genome—phenome archive (accession number:
EGAS00001002538) (Klughammer et al. 2018). DNA speci-
mens of CG1 were processed by the same methods as GBM1
and GBM2. DNA specimens of CG2 were also processed
by RRBS, but sequenced on Illumina HiSeq 3000 and 4000
machines (Klughammer et al. 2018).

Evaluation of a hematoxylin—eosin stained section from
each tumor block allowed us to exclude normal brain con-
tamination, necrosis or highly vascular regions. The charac-
teristics of the tumors are summarized in Table 2.

DNA isolation

Five cuts per FFPE block were used for DNA extraction
with the QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen GbmH,
Hilden, Germany). DNA quantitation was carried out using a
Qubit™ 1X dsDNA HS Assay Kit on a Qubit 3 Fluorimeter
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The distribution of DNA
fragments was determined by an Agilent Genomic DNA
ScreenTape Assay on an Agilent 4200 TapeStation System
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

DNA methylation profiling

Bisulfite converted libraries were prepared from DNA by
using the Premium RRBS kit 24x (Diagenode SA, Sera-
ing, Belgium) according to the manufacturer’s instructions.
To compensate for higher degrees of fragmentation, we
increased from the recommended 200 ng to higher amounts
(350—400 ng) of input DNA. DNA digestion by Mspl was
then followed by fragment-end repair and adaptor ligation.
The amount of effective library was determined using the
Kapa Sybr Fast qPCR kit (Kapabiosystems, Cape Town,
South Africa) on a StepOnePlus Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Samples with
similar quantitative (q)PCR threshold cycle (Ct) values were
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Table 1 Patients’ characteristics

Primary RRBS ID Recurrent RRBS ID2 Gender Age at Age at Treatment T1-T2 (weeks) Overall sur-
onset death vival (weeks)
(years) (years)
15043 1 9849 R1 Man 50 50 No data 31 41
9501 2 3624 R2 Man 52 53 No data 33 59
15916 4 9527 R4 Woman 63 64 Surgery +irradiation 30 43
9886 5 15289 RS Man 41 43 No data 17 70
3094 6 15302 R6 Man 59 60 Surgery +irradiation + TMZ 35 65
5526 7 13808 R7 Woman 50 52 Surgery +irradiation + TMZ 77 88
13501 8 9614 RS Man 39 Surgery +irradiation + TMZ 40
12732 9 17440 R9 Man 41 43 Primary: Surgery + irradia- 117 149
tion+ TMZ; Recurrent: Bevaci-
zumab + irradiation
17578 10 7779 R10 Man 63 No data 77
15466 11 16534 R11 Man 66 Surgery +irradiation + TMZ 56
10379 12 7536 R12 Woman 56 61 AVAGLIO clinical study 199 287
(STUPP + Bevacizumab/pla-
cebo)
14561 13 2315 R13 Man 45 AVAGLIO clinical study 70
(STUPP + Bevacizumab/pla-
cebo)
2525 14 1365 R14 Man 32 36 Surgery + TMZ, then Bevaci- 177 203
zumab, irradiation, BCNU
14642 15 7990 R15 Man 43 46 Surgery +irradiation + TMZ 135 192
5693 16 612 R16 Woman 45 48 Surgery +irradiation + TMZ 143 169
7183 17 11956 R17 Woman 57 59 Surgery +irradiation + TMZ 51 95
6795 18 17545 R18 Woman 61 62 Surgery +irradiation + TMZ 31 54
16189 19 16742 R19 Woman 53 55 Surgery +irradiation + TMZ 55 69
8117 20 2908 R20 Woman 37 40 Surgery +irradiation + TMZ 92 106
3997 21 5120 R21 Man 62 63 Surgery +irradiation + TMZ 58 62
10776 23 2168 R23 Man 43 44 Surgery +irradiation + TMZ 29 46
13956 24 12107 R24 Man 60 62 Surgery +irradiation + TMZ 49 60

This table summarizes the gender, age at onset and age at death of patients, the treatment modalities and T1-T2 time. OS could not be calculated
for four patients because the time of death was unavailable after extensive search of all electronic medical records. Therefore, instead of OS, the

T1-T2 time values were used in the statistical analyses
TMZ temozolomide

multiplexed in pools of eight. The pools were subjected to
bisulfite conversion, followed by a second qPCR to deter-
mine the enrichment amplification cycles for the final PCR
on a GeneAmp PCR Systems 9700 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). After confirming the adequate frag-
ment size distributions on the 4200 TapeStation System and
the concentrations by the Qubit 3 Fluorometer, the ampli-
fied libraries were sequenced using the NextSeq 500/550
High Output Kit v2.5 (75 cycles) on a NextSeq 550 machine
(Illumina, San Diego, CA, USA). Raw sequencing data were
uploaded to the European Nucleotide Archive (https:/www.
ebi.ac.uk/ena, Primary Accession: PRIEB38380, Secondary
Accession: ERP121800). The glioma CpG island methylator
phenotype (G-CIMP) was excluded with high probability in
the GBM1 and GBM2 cohorts by adapting the eight gene

method for bisulfite-converted sequence data (Noushmehr
et al. 2010).

Bioinformatics

After the quality control step using FastQC, sequences were
filtered to remove low-quality bases and adapters by Trim-
Galore. Bisulfite-treated reads were aligned to the hg19 ref-
erence genome and methylation calls were performed using
Bismark (Krueger and Andrews 2011). After obtaining the
CpG calls, RnBeads (Miiller et al. 2019) was run to identify
differentially methylated sites, regions and pathways in the
cohorts. The Locus Overlap Analysis (LOLA) program (in
RnBeads) was used for an enrichment analysis of genomic
region sets and regulatory elements (Sheffield and Bock
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Table 2 Characteristics of tumors

GBM1 RRBS ID MI MVP Necrosis Cell TIL
15043 1 36 Yes None Astrocytic Moderate
9501 2 2 Yes Extensive with palisade Astrocytic Moderate
15916 4 10 Yes None Astrocytic None
9886 5 91 Yes Extensive Astrocytic None
3094 6 120 Yes Extensive Astrocytic Dense
5526 7 20 Yes Extensive Astrocytic Sparse
13501 8 13 Yes Extensive Epithelioid Sparse
12732 9 2 Yes Extensive with palisade Astrocytic Moderate
17578 10 0 No Extensive Astrocytic Dense
15466 11 18 Yes Extensive Astrocytic Dense
10379 12 30 Yes Extensive Small cell Dense
14561 13 36 Yes Extensive with palisade Astrocytic Sparse
2525 14 38 Yes Extensive with palisade Astrocytic Sparse
14642 15 78 Yes Extensive with palisade Small cell Dense
5693 16 42 Yes Extensive with palisade Astrocytic Sparse
7183 17 44 Yes Extensive with palisade Astrocytic Sparse
6795 18 15 Yes Extensive Astrocytic Sparse
16189 19 24 No None Small cell Sparse
8117 20 25 Yes None Astrocytic Dense
3997 21 12 Yes Palisade Astrocytic Sparse
10776 23 32 Yes Extensive Astrocytic Sparse
13956 24 32 Yes Extensive Astrocytic Sparse
GBM2 RRBS ID MI MVP Necrosis Cell TIL
9849 R1 100 Yes Extensive with palisade Small cell Sparse
3624 R2 2 No None Astrocytic Dense
9527 R4 32 Yes Extensive with palisade Small cell None
15289 RS 94 Yes Extensive Astrocytic Sparse
15302 R6 4 No Extensive Astrocytic Sparse
13808 R7 21 No None Astrocytic Sparse
9614 R8 20 No Extensive with palisade Epithelioid Sparse
17440 R9 14 No Extensive Astrocytic Sparse
7779 R10 50 Yes Palisade Astrocytic Moderate
16534 RI11 14 Yes Extensive Astrocytic Dense
7536 R12 62 Yes Palisade Astrocytic Dense
2315 R13 36 Yes Palisade Astrocytic Sparse
1365 R14 40 Yes None Astrocytic Dense
7990 RI15 16 Yes Extensive with palisade Small cell Dense
612 R16 12 Yes Extensive with palisade Astrocytic Dense
11956 R17 22 Yes Palisade Astrocytic Sparse
17545 R18 18 No Extensive with palisade Astrocytic Sparse
16742 R19 18 No Extensive with palisade Small cell Sparse
2908 R20 20 Yes Palisade Astrocytic None
5120 R21 18 Yes Extensive with palisade Astrocytic Sparse
2168 R23 10 No None Small cell Dense
12107 R24 16 No Palisade Astrocytic Dense

This table summarizes histopathological characteristics of GBM1 and GBM2. Histological parameters were assessed by manual eyeballing using
low microscopic magnification (100x) and semiquantitative evaluation criteria published previously (Tompa et al. 2018). In statistical analyses,
semiquantitative determinants were replaced by numerical values: e.g. TIL: no=0, sparse =1, moderate =2, dense =3

MI mitotic index (number of mitoses per 10 high power fields), MVP microvascular proliferation, 7/L tumor infiltrating lymphocytes
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2016). Biological interpretation of data was assisted by the
BioMethyl R package. All raw sequencing data, reports and
results were stored in-house on a network-attached storage
(NAS) server.

Statistics

Patients’ age, gender and time to recurrence (T1-T2)
were correlated with histological characteristics using the
Kruskal-Wallis and Mann—Whitney U tests, and Pearson’s
correlation.

Results

DNA CpG methylation data in FFPE control and GBM
specimens

We compared DNA CpG methylation patterns in normal
brain tissues and IDH-wild-type GBM specimens at initial
diagnosis (GBM1) and at first recurrence (GBM2). Two
control groups were initially considered. CG1 included the
DNA CpG methylomes of six postmortem normal brain
regions from individuals who passed away from non-neu-
rological causes. CG2 included the DNA CpG methylomes
of five FFPE brain tissues obtained during epilepsy surgery
and deposited in a publicly available database (Klugham-
mer et al. 2018). Twenty-two pairs of sequential surgically
obtained FFPE GBM specimens in GBM1 and GBM2 repre-
sented the main study groups with clinical variables of age,
gender, time between first and second surgery (T1-T2), OS
and treatment parameters (Table 1). Pathological character-
istics included tumor cell morphology, mitotic index, degree
of immune infiltration and necrosis (Table 2).

TapeStation analyses revealed that DNA fragmentation
was slightly, but not significantly higher in GBM1 than in
GBM2 (21.65% vs. 25.10% of DNA fragments were above
2000 bp, respectively). For comparison, the DNA fragment
rates above 2000 bp were 87.15% in freshly drawn total
blood and 70.18% in bufty coat (Supplementary Table 1).

The mean bisulfite conversion rate that reflects the
chemical conversion of unmethylated cytosine to uracil
was 98.48% (Supplementary Table 2). Using the spike-in
controls, the mean underconversion rate was 1.32%, and
the mean overconversion rate was 1.70% (Supplementary
Table 2). At an average alignment rate of 69%, the mean
number of informative CpGs per sample was 20,741,979
and the median number of CpGs was 16,574,809 in the non-
deduplicated raw data, representing over ten times higher
than expected figures due to duplications during library
amplification. Deduplication is not recommended, since it
could result in biases in the CpG representation and a loss
of information. Instead, 19,936 sites with overlapping SNPs

were removed and CpGs with extremely high coverage were
filtered out for the correction of duplicated sequences during
bioinformatics preprocessing.

There was a trend for fewer informative CpGs in sam-
ples with lower quality of DNA. In CG2 (Klughammer
et al. 2018), a higher mean CpG methylation rate (47.91%)
was noted compared to that of CG1 (32.31%), a difference
attributable to DNA quality differences in surgical and post-
mortem FFPE specimens. TapeStation analysis of DNA
from CG1 showed the highest levels of DNA fragmentation
(the mean rate of DNA fragments above 2000 bp was only
5.91%) among all groups. Based on these observations, we
abandoned the CG1 data, and used the CG2 data as reference
in all subsequent analyses (Klughammer et al. 2018).

Overall, a shift toward hypomethylation was observed
when comparing the controls and the sequential tumor sam-
ples (the mean CpG methylation levels in CG2: 47.91%; in
GBM1: 41.34%; and in GBM2: 31.6%). The methylation dif-
ferences showed only a trend in the GBM1-CG2 comparison
(Kruskal-Wallis test p =0.35), but reached significance in
the GBM2-GBM!1 (p=0.046) and GBM2-CG2 (p =0.032)
comparisons (Supplementary Table 3).

Differential DNA methylation profiles in CG2, GBM1
and GBM2

The sample summary table in RnBeads with filtered and cor-
rected data revealed a mean CpG site number of 60,169.48
and mean coverage of 366.07. In addition to CpG sites, four
regions were covered by the analyses: tiling, genes, promot-
ers and CpG islands (Supplementary Table 4). We primarily
focused on differential methylation rates in gene promoters
comparing CG2-GBM1, CG2-GBM2, and GBM1-GBM2
in all analyses.

Differential methylation on the site and region levels
revealed no FDR corrected p-values of <0.05 in the scat-
terplots in the three group-wise comparisons.

In the GO analyses, hypermethylation was observed
within promoters of genes related to pathways of neuronal
differentiation and morphogenesis, and transcription and
metabolic processes in GBM1 compared to CG2. The most
significantly hypermethylated gene promoters were related
to gastrulation regulation (OTX2 p =8.38E-05) and cellu-
lar responses to the fibroblast growth factor (FGR) (PTBP1
p=5.52E-13; POLR2D p=6.09E-09; NOG p=4.32E-07).
There were, however, also genes showing higher degrees
of promoter methylation, but with lower degrees of signifi-
cance. For instance, 17 different promoters in genes associ-
ated with nucleic acid-templated transcription had hyper-
methylation in GBM1 compared to CG2 (mean p =0.0079).
Eighteen promoters in genes associated with the regula-
tion of different nucleobase-containing compound meta-
bolic processes were hypermethylated (mean p =0.0088).
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Furthermore, there were 19 hypermethylated promoters of
genes associated with pathways of neuron morphogenesis
and differentiation in GBM1 compared to CG2.

Pathways with promoter hypomethylation in GBM1 com-
pared to CG2 included genes related to synapse organiza-
tion and assembly, neuronal ensheathment and endothelial
cell proliferation. The most significantly hypomethylated
pathways were also the ones in which numerically the most
promoters were hypomethylated. These pathways associ-
ated with regulation of postsynapse organization (e.g.,
GHSR; HSPAS; FZD9; SEMA3F), synapse assembly (e.g.,
AMIGO1; NTRK1; THBS2), endothelial cell proliferation
(e.g., HIF1A; EGFL7; TNFSF12; PRKD2) and myelination
(e.g., NKX6-2; KCNJ10; NCSTN; TENM4).

The GBM2-CG2 comparison showed pathways with
gene promoter hypermethylation associated with tran-
scription regulation, cell adhesion and morphogenesis and
embryonic development in the GBM2 samples. Pathways
which showed the most significant hypermethylation in pro-
moters were associated with appendage morphogenesis and
limb development (e.g., ALX3; HOXD10; NOG; FRASI;
SALLA4). The pathways with numerically the most promoters
hypermethylated were associated with transcription regu-
lation by RNA polymerase II and cell adhesion processes.
Pathways with hypomethylated gene promoters in GBM2,
compared to CG2, included a few associated with purine
and pyrimidine nucleobase transports (SLC28A1), Golgi
transports (SNX12; SGSM2; GCC2) and allantonin cata-
bolic processes (ALLC).

Comparing GBM1 and GBM2, the GO analysis revealed
several pathways of biological relevance. Pathways with
gene promoter hypermethylation in the recurrent compared
to the primary tumors included genes related to regulation of
the Wnt pathway, catecholamine secretion and transport, and
cellular response, signaling and communication. The most
significantly hypermethylated pathways in the recurrent
samples were those associated with catecholamine secretion
regulation (SYT15; SYT17; PINK1; OXTR), catecholamine
transport (SLC18A2; TOR1A) and signaling receptor activ-
ity regulation (CACNGS; TSG101; DLG1) as well as those
negatively regulating the canonical Wnt signaling pathways
(e.g., ASPM; UBAC2; KREMEN), and some Wnt ligands
and receptors. However, the pathways with numerically
the most hypermethylated promoters in GBM2 were those
associated with regulation of the stimulus response (e.g.,
NDUFA13; DROSHA; FMR1), cell communication (e.g.,
PTP4A3; FRMPDI; PRKD?2), signaling (e.g., MBIP; RNF6;
NOD1) and localization (e.g., KCNJ3; KDM1A; TRIMS;
PRKD2).

Pathways with promoter hypomethylation in the recur-
rent compared to the initial tumors included genes related
to both the innate and adaptive immune responses, cellular
processes and cell differentiation. The most significant p
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values were noted in pathways linked to the regulation of
lymphocyte-mediated immunity (TFRC; FOXJ1; IL4R), nat-
ural killer (NK) cell-mediated cytotoxicity (e.g., HAVCR2;
SERPINB9; LAMP1; CADM1) and regulation of cell kill-
ing (e.g., ICAM1; MICA; DUSP22; FERC2). In addition,
several other important regulators of immune response were
hypomethylated (adaptive immune response, NK- and leu-
kocyte-mediated immunity, T cell-mediated cytotoxicity) in
the recurrent samples compared to the initial GBMs. Finally,
the most hypomethylated and most numerous (altogether 11)
promoters, although with the least significant p values (mean
p=0.0098), were detected in cell proliferation pathways in
GBM2.

Enrichment for genomic region sets and regulatory
elements

The LOLA program was run to enrich for genomic region
sets and regulatory elements relevant to the interpretation
of functional epigenomics data (Sheffield and Bock 2016).
Here, we primarily focused on the top-ranking 1000 hyper-
and hypomethylated tiling regions. In both the CG2-GBM1
and CG2-GBM2 comparisons, we identified strong enrich-
ment in hypomethylated regions in the tumors for binding
sites of transcription factors (e.g., RUNX1, ESR1, ESR2 and
CTCF) and histone proteins (e.g., H3K4mel; H3K4me2;
H3K4me3; H3K9me3; H3K27me3) relevant to proper
embryonic stem cell differentiation and lineage fidelity
maintenance. In the GBM1-GBM?2 comparison, GBM2
tumors showed enrichment in binding sites for transcrip-
tion factors (e.g., FOXA2, ESR1, ESR2, RXR) and histone
proteins (e.g., H3K27me3, H3K9m3, H3K4mel, H3K4m?2,
H3K4m3) among the hypomethylated regions.

Correlation between pathological and clinical data

We detected no association between T1-T2 and gender
or the age of patients, or T1-T2 and morphological sub-
type, mitotic rate, microvascular proliferation or necrosis
of the tumors. However, a trend for association was found
between T1-T2 and the amount of tumor infiltrating lym-
phocytes (TIL) in the GBM1 samples (Kruskal-Wallis test
p=0.08), but not in the GBM2 samples (p =0.737). Neither
Mann—Whitney nor Pearson’s correlation analysis showed a
link between TIL and mitotic rate.

Discussion

In this study, we aimed to identify molecular drivers and
pathways essential for GBM development and recurrence
(Fig. 1). We analyzed genome-wide DNA CpG methylation
patterns to infer the expression of genes defining the most
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Fig.1 Mechanisms of GBM development and recurrence revealed
by DNA CpG methylation. This figure provides a schematic depic-
tion of molecular pathways and potential mechanisms contributing to

critical pathways in 22 paired FFPE specimens (GBM1;
GBM2) from 18 years.

Although quality assessment revealed that DNA speci-
mens from surgically removed FFPE GBM were signifi-
cantly more fragmented than that of freshly obtained blood
(fragments above 2000 bp in buffy coat: 70.18%; whole
blood: 87.15%; GBM1: 21.65% and GBM2: 25.10%), these
samples worked well in RRBS. However, because DNA
quality was profoundly further compromised in the post-
mortem CG1 (mean fragment rate above 2000 bp: 5.91%),
and the number of methylated CpG sites proportionally
decreased with increasing fragmentation consistent with
previous reports (Klughammer et al. 2018; Wang et al. 2013;
Gillio-Meina et al. 2016), we abandoned CG1, and focused
all analyses on the CG2, GBM1 and GBM2 cohorts. CG2
included DNA CpG methylomes of five brain specimens
obtained during epilepsy surgery (Klughammer et al. 2018).
We did realize that such DNA controls from heterogeneous
populations of all normal and some degenerative cell types
of adult brains may not be ideal references for the methyl-
ome from transformed glial tumor cells of GBM. However,
using glial cell lines as control DNA source would be com-
pounded by other shortcomings including oligodendroglial

Negative regulators, some -]
ligands and receptors of Wnt

Decreased monoamine
contribution to
tumor growth

Cathecolamine secretion
and transport

GBM development and recurrence as revealed by RRBS and NGS of
sequential GBM specimens

or astrocytic lineage specification and potential in vitro
(including epigenomic) modifications. As no ideal control
tissue is available for human GBM, we chose using the con-
trol brain methylomes that have been successfully applied
in a similar epigenomic analysis (Klughammer et al. 2018).
Using normal or near normal brain tissue as control also
matches with the strategy of other GBM epigenomic studies
(Noushmehr et al. 2010; Etcheverry et al. 2010).

As previously established (Nagarajan et al. 2014; Makos
et al. 1992; Feinberg et al. 1988; Brothman et al. 2005;
Ehrlich 2009; Hansen et al. 2011), we also observed a shift
toward global DNA hypomethylation when comparing CG2,
GBMI1 and GBM2 (where the mean methylation rates were
47.91%, 41.34% and 31.6%, respectively).

Comparisons of differential methylation data at site and
region levels revealed no significant p values in any of the
three pairwise comparisons. GO analyses, however, high-
lighted several pathways with biological relevance. In the
comparison of GBM1 vs. CG2, we found significant hypo-
methylation (likely activation) in the pathway of positive
regulation of endothelial cell proliferation, a factor con-
tributing to angioneogenesis, and thereby promoting GBM
growth (Fisher et al. 2005). This finding was not surprising,
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as upregulation of VEGF transcripts has also been described
(Etcheverry et al. 2010), and anti-angiogenetic therapy (i.e.,
bevacizumab) has been used to prolong progression-free
survival and to reduce clinical symptom burden in GBM
(Ameratunga et al. 2018; Roth et al. 2020). In the same
GBM1 vs. CG2 comparison, we found hypermethylation
(repression) in pathways of nucleic acid-templated tran-
scription and different nucleobase containing metabolic
processes, which affect multiple genes whose abnormal
function may modify cell function and define subtype for-
mation (Cuperlovic-Culf et al. 2012; Marziali et al. 2016).
The most strikingly hypermethylated pathways were related
to neuronal differentiation, while hypomethylated pathways
included those related to synapse formation and myelination.
We postulate that these latter findings reflect a disturbed bal-
ance in elements of a normal neuronal differentiation under-
lying the distorted patterns also observed by other investiga-
tors in cancer stem cells (CSCs) and in GBM (Etcheverry
et al. 2010; Silvestris et al. 2019).

Comparing differential promoter methylation in GBM2
vs. CG2, the hypomethylated pathways were primarily
related to intracellular function and transport, offering new
targets for experimental intervention (Fallacara et al. 2019).
The hypermethylated pathways included transcriptional reg-
ulation, cell adhesion and embryonic development, which
may also contribute to a distortion of normal neuronal dif-
ferentiation and abnormal proliferation of pluripotent neu-
roepithelial cells, thereby defining progression of GBM
(Bradshaw et al. 2016a, b; Etcheverry et al. 2010).

The comparison of differentially methylated pathways in
GBM2 vs. GBMI revealed a number of changes involving
essential cellular functions that may contribute to GBM pro-
gression. Higher gene expression and activity were inferred
from the lower methylation of elements essential in cell
response, signaling and communication in GBM1 than in
GBM2. Elements of the canonical Wnt signaling pathway,
particularly those regulating endothelial cell migration,
cell adhesion or wound healing also appeared more active
in GBM1 compared to GBM2. However, elements of this
pathway included KREMENTI that is capable of blocking
Whnt signaling, ASPM that is essential for normal mitotic
spindle function to regulate neurogenesis, or UBAC?2 that
has a role in degradation of Wnt receptor FZD6 and LRP6
to negatively regulate the canonical Wnt signaling pathway.
Further, certain ligands (e.g., Wntl1) and receptors (e.g.,
Fzd8) were also significantly less methylated in GBM1 as
compared to GBM2. In contrast, promoters of other Wnt
ligands (e.g., Wnt6, Wnt7b) and receptors (e.g., Fzd1, Fzd3)
were less methylated in GBM2 than in GBM1. Although
not in sequential samples, but in GBM and control brain
comparisons, a differential methylation of Wnt genes (e.g.,
Wnt2, Fzd6) and pathways, and both up- (Wnt5a, Fzd7,
Fzd5) and downregulation of Wnt pathway transcripts
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(Wnt10b, Wnt7a, Wnt7b, Wnt2b) have been noted (Etch-
everry et al. 2010; Nagarajan et al. 2014). In a similar DNA
CpG methylation and biological pathway analysis in sequen-
tial GBM, Klughammer et al (2018) found Wnt pathway
genes among those whose promoters lost methylation over
time. Altogether, our data, overlapping with results in other
publications, showed that negative regulators of the Wnt
pathway are more active in GBM1 than in GBM2, while
changes in methylation patterns occur in both directions for
ligands and receptors, suggesting that the shifts and balances
in Wnt pathway elements are complex during evolution of
GBM. As the canonical Wnt pathway is involved in CSC
stemness, tumor invasiveness and angiogenesis, our finding
likely points to an important determinant of GBM evolution
(Etcheverry et al. 2010; Klughammer et al. 2018; Tompa
et al. 2018; Hu et al. 2016; Mazieres et al. 2005; Lamb et al.
2013; Anastas and Moon 2013). In line with this conclusion,
numerous experimental therapies targeting Wnt pathway ele-
ments are already under investigation (Tompa et al. 2018;
Zuccarini et al. 2018).

Another noteworthy result of GO analyses was the lower
methylation of promoters (and thus higher inferred activity)
in genes defining catecholamine secretion and transport in
GBM1 compared to GBM2. Monoamine signaling in glioma
initiating cells participates in hijacking normal developmen-
tal mechanisms and promotes tumor development. Synaptic
monoamines in the GBM microenvironment influence tumor
growth and angiogenesis (Caragher et al. 2018, 2019). The
observation that these pathways are more hypomethylated
(and likely more active) in GBM1 than in GBM2 reflects
the biological characteristics of early- versus late-stage
tumors, which merits further explorations. Differential meth-
ylation in catecholamine-encoding genes (e.g., ADRA2c,
ADRA1la, DRDS, DRD2) and neurotransmitter pathways
as well as differential expressions of such genes (e.g.,
ADRA1b, ADRA2a, ADRA2C, DRDS5, DRD1) have been
reported (Etcheverry et al. 2010; Nagarajan et al. 2014). The
therapeutic potential of monoamines and their receptors in
GBM have also been the subject of recent research studies
(Caragher et al. 2018, 2019).

In contrast, GBM2 compared to GBM1 showed less
methylation (and thus inferred higher activity) in immune
pathway genes regulating leukocyte, lymphocyte and
NK cell-mediated immunity. However, there were other
immune-regulatory processes such as macrophage inflam-
matory protein production and CD8+ T cell proliferation
that appeared more active (with promoters more hypometh-
ylated) in GBM1 than in GBM2. These data are in consen-
sus with the detected association between TIL in GBM1
and T1-T2, and align with previous observations concern-
ing differential activity of various immune pathways dur-
ing the development and progression of GBM (Etcheverry
et al. 2010; Klughammer et al. 2018; Greaves et al. 2012;
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Wang et al. 2017). While the use of immune therapies has
not been as efficient in GBM as in other solid tumors, there
are several newer modalities with better blood—brain bar-
rier penetrance and more robust cytotoxicity (e.g., vaccines,
monoclonal antibodies, engineered T cells and stem cells,
immune checkpoint inhibitors, proteasome inhibitors, RNA-
based therapies, oncolytic viruses), which are expected to
overcome immune evasion and to specifically target tumor
cells or their microenvironment (Giotta Lucifero et al. 2020;
Roth et al. 2020).

Finally, we also found support to our observations by
comparing the array-based DNA CpG methylation data of
TCGA GBMs to the sequence-based methylomes of our
CG2 controls (Klughammer et al. 2018), and the array-based
methylation data of the available 12 sequential TCGA GBM
pairs to each other (https://portal.gdc.cancer.gov/repository
Milters=%7B%220p%22 %3 A%22and %22 %2C%22content
%22%3A%S5B%TB%220p%22%3A%22in%22%2C%22con
tent%22%3 A% 7B %22field %22 %3 A%22cases.project.proje
ct_1d%22%2C%22value%22%3A%5B%22TCGA-GBM %22
%5D%TD%TD%2C% 7B %220p%22%3A%22in%22%2C %22
content%22%3A%TB%22field%22%3 A%?22files.data_categ
ory%22%2C%22value%22%3A%5B %22DNA %20Methylat
ion%22%5D%TD%TD%5D%7D&searchTableTab=cases).
The results of the first (cross-platform) analysis revealed
that promoters in genes of pathways involved in embryonic
development, immune regulation and Wnt signaling were
less methylated (presumably more active) in the TCGA
GBM samples than in the CG2 controls. The results of the
second analysis showed less methylated (presumably more
active) promoters in genes of pathways involved in stem
cell proliferation and cell dedifferentiation, intracellular
regulatory and metabolic processes, negative regulation of
apoptosis, cell adhesion and T cell polarity as well as migra-
tion in the TCGA recurrent compared to the primary sam-
ples. In contrast, promoters of genes in pathways involved
in endothelial cell proliferation, negative regulation of the
execution phase of apoptosis, T cell proliferation, cell-cell
signaling, neuronal differentiation, and regulation of G pro-
tein-mediated signaling (including neurotransmitter, cat-
echolamine and some Wnt receptor signaling, though with
lower ranking in the list) were less methylated (presumably
more active) in the TCGA primary than in the recurrent sam-
ples. Considering the technical limitations and interpretive
difficulties when comparing data from various platforms and
also results from small cohorts, the outcome of the TCGA
sample analyses in overlap with ours lends further support
to our conclusions.

Enrichment analyses highlighted regions represent-
ing hypomethylated binding sites for transcription factors
(e.g., ESR1, ESR2, CTCF, RUNX1) and histone proteins
(e.g., H3K27me3; H3K4mel; H3K4me3) likely relevant to
CSC differentiation and GBM development (Klughammer

et al. 2018; Huang et al. 2004; Bernstein et al. 2006; Hyun
et al. 2017). These analyses also showed an enrichment for
hypomethylated binding sites of transcription factors (e.g.,
ESR1, ESR2, FOXA2) and histone proteins (e.g., H3K4ml,
H3K4m2, H3K4m3, H3K27m3, H3K9m3) in GBM2 com-
pared to GBM1, suggesting a role for these factors in tumor
progression (Kondo et al. 2004; Steward et al. 2006).

Altogether, these methylome analyses revealed impor-
tant molecular pathways and mechanisms contributing to
the occurrence and progression of GBM (Fig. 1). While our
methodological approach was similar to that of Klugham-
mer et al. (2018), the presence of several modifying fac-
tors including the heterogeneous tumor biology, differences
in cohorts’ sizes, distributions of patients’ age, gender and
ethnic background, and the reduced representation of methy-
lome itself may explain the partial (although still notable)
overlap between the two studies. A weakness of our analy-
ses is the omission of the full IDH1/IDH2 mutational sta-
tus evaluation due to the limited availability of the archived
samples, though we excluded with high probability the pres-
ence of G-CIMP. These issues, however, were not among the
original aims and the information would not have modified
the outcome. Also, due to the limited availability of paired
primary and recurrent GBM samples, a hierarchical clus-
ter analysis, testing for intra- and inter-tumor heterogeneity
or correlations of the methylome data with other somatic
molecular changes statistically would not have been mean-
ingful. Finally, it is also important to note that gene expres-
sion regulation is a complex process involving multiple
mechanisms (e.g., gene copy number variation, transcrip-
tion factor expression, histone modification, microRNA and
long non-coding RNA expression, or splicing), explaining
that DNA CpG methylation alone may not always correlate
with gene expression, and cautioning us when inferring gene
transcription from promoter methylation status (Etcheverry
et al. 2010). Our sequential methylome analyses in FFPE
clinical specimens is, however, one of the few longitudinal
GBM studies, which not only extends existing data by con-
firmatory information, but also identifies new elements and
pathways of tumor development. Even among longitudinal
analyses, this differential methylation profiling represents
one of a few similar studies (Klughammer et al. 2018) and
aligns with the goals of the recently formed Glioma Longitu-
dinal Analysis Consortium (GLASS) (The Glass Consortium
2018; Barthel et al. 2019).

Conclusions

This study in sequential FFPE tumor specimens revealed
several important mechanisms that may underlie the devel-
opment and progression of GBM. Pathways involved in
synapse formation, myelination and endothelial cell
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proliferation were more active in GBM1 than in CG2,
likely underlying a faulty tissue formation and angioneo-
genesis during tumorigenesis. The repression of elements
of normal neurogenesis also might support a distorted
stem cell differentiation in GBM. Pathways of basic cell
response, signaling and communication as well as catecho-
lamine signaling appeared more active in early than late
phases of GBM. The inferred involvement of the canonical
Wnt pathway regulation, while essential, also appeared
complex regarding the development and progression of
GBM. Similarly, various elements of immune regulatory
pathways seemed to be differentially active in early and
late stages of GBM. Altogether, this study revealed sev-
eral differentially methylated pathways in GBM, which
translate into differentially active genes and pathways with
potential importance in new treatment development.
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Abstract: Glioblastoma (GBM) is the most aggressive tumor of the central nervous system (CNS).
The standard of care improves the overall survival of patients only by a few months. Explorations
of new therapeutic targets related to molecular properties of the tumor are under way. Even though
neurotransmitters and their receptors normally function as mediators of interneuronal communica-
tion, growing data suggest that these molecules are also involved in modulating the development
and growth of GBM by acting on neuronal and glioblastoma stem cells. In our previous DNA CpG
methylation studies, gene ontology analyses revealed the involvement of the monoamine pathway
in sequential GBM. In this follow-up study, we quantitated the expression levels of four selected
catecholamine pathway markers (alpha 1D adrenergic receptor— ADRA1D; adrenergic beta recep-
tor kinase 1 or G protein-coupled receptor kinase 2—ADRBK1/GRK2; dopamine receptor D2—
DRD2; and synaptic vesicle monoamine transporter —SLC18A2) by immunohistochemistry, and
compared the histological scores with the methylation levels within the promoters + genes of these
markers in 21 pairs of sequential GBM and in controls. Subsequently, we also determined the pro-
moter and gene methylation levels of the same markers in an independent database cohort of se-
quential GBM pairs. These analyses revealed partial inverse correlations between the catecholamine
protein expression and promoter + gene methylation levels, when the tumor and control samples
were compared. However, we found no differences in the promoter + gene methylation levels of
these markers in either our own or in the database primary-recurrent GBM pairs, despite the higher
protein expression of all markers in the primary samples. This observation suggests that regulation
of catecholamine expression is only partially related to CpG methylation within the promoter + gene
regions, and additional mechanisms may also influence the expression of these markers in progres-
sive GBM. These analyses underscore the involvement of certain catecholamine pathway markers
in GBM development and suggest that these molecules mediating or modulating tumor growth
merit further exploration.

Keywords: DNA CpG methylation; gene expression; catecholamine pathway; sequential glioblas-

toma

1. Introduction

Glioblastoma (GBM) is the most aggressive and the most prevalent CNS tumor in
adults, with a median survival of 15 months [1]. With the current standard of care (surgi-
cal removal with broad margins, radiation and chemotherapy), GBM invariably recurs
and develops resistance to therapy. A better understanding of the molecular determinants
of GBM is essential in the development of more efficient therapies.

Cells 2021, 10, 549. https://doi.org/10.3390/cells10030549

www.mdpi.com/journal/cells



Cells 2021, 10, 549

20f17

Recently, we carried out a reduced representation bisulfite sequencing (RRBS) study
to determine DNA CpG methylation genome-wide in 22 pairs of sequential GBM samples
[2]. Gene ontology (GO) analysis revealed differential methylation in promoters and genes
of several pathways, including hypomethylation in pathways of catecholamine secretion
and transport in the primary compared to the recurrent tumor cohort. This observation
suggested that catecholamines may predominantly contribute to early stages of GBM de-
velopment. Based on the information from our RRBS methylome, here we selected four
catecholamine markers differentially methylated at the cohort level (alpha 1D adrenergic
receptor—ADRAI1D; adrenergic beta receptor kinase 1 or G protein-coupled receptor ki-
nase 2— ADRBK1/GRK2; dopamine receptor D2—DRD2; and synaptic vesicle monoam-
ine transporter —SLC18A2; Supplementary Table Sla) [2], and analyzed further their in-
volvement in GBM.

Catecholamines and their receptors are key elements of physiological interneuronal
communication. However, a growing body of evidence suggests that these molecules also
act on neuronal stem cells (NSC), progenitor cells (NPC) and glioblastoma stem cells
(GSC), thereby promoting cell proliferation and differentiation in normal tissues and tu-
mors such as GBM [3-5]. Nevertheless, data regarding the involvement of individual cat-
echolamine markers are somewhat limited in GBM.

Of the four selected markers, ADRA1D is a member of the G protein-coupled recep-
tor (GPCR) superfamily embedded in cell membranes in various organs. Its main ligand,
norepinephrine (NE), is predominantly secreted by the locus coeruleus in the brain and
by adrenal glands in the periphery. The alpha-1 adrenergic receptors activate the enzyme
phospholipase C by G-protein dissociation, which hydrolyzes phosphatidylinositol 1,2-
biphosphate, producing inositol trisphosphate (IP3) and diacylglycerol. These second
messengers mediate intracellular Ca2+ release and activate protein kinase C, while also
activating elements of other signaling pathways (e.g., voltage-dependent and independ-
ent calcium channels, arachidonic acid release, phospholipase A2, phospholipase D, and
mitogen-activated protein kinase) [6]. The engagement of NE with ADRA1D initiates sig-
nals through these pathways in the sympathetic nervous system, modulates the contrac-
tions of the vascular smooth muscle cells, has trophic effects on endothelial cells [7-9],
reduces insulin production [10], modulates the activity of lymphocytes [11], maintains
tonic vessel tone and diverts blood flow to essential organs during fight-or-flight situa-
tions. These receptors are also important pharmacological targets in blood pressure man-
agement and regulation of urinary voiding [12]. In addition, ADRA1D engagement with
NE also activates intracellular processes (e.g., by modulating the level of cyclic AMP) and
regulates cell proliferation (e.g., by inhibiting mitogen-induced G1-S transition) [7,12-14].
In the periventricular germinal niches of the CNS, however, NE can determine the prolif-
erative capacity of NPCs and negatively regulates periventricular neurogenesis [15]. NE
and epinephrine (E) may promote cell migration and invasion in various cancers [16,17].
Activation of adrenoreceptors even by drugs can promote the development of certain can-
cers (e.g., gastrointestinal tract, liver) [7,18].

DRD?2 also mediates its effects through G-proteins and induces pathways such as the
mitogen-activated protein kinases/extracellular signal-regulated kinases (MAPK/ERK) or
the phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B (PI3K/Akt) signaling pathways in-
volved in cell differentiation, growth, metabolism and apoptosis [19]. This receptor is lo-
calized in both the presynaptic and postsynaptic terminals [20,21]. Outside of the CNS,
dopamine functions as a paracrine messenger, inhibits NE release and dilates blood ves-
sels [22]. In the CNS, dopamine is predominantly secreted in the substantia nigra, ventral
tegmental area and the arcuate nucleus of the hypothalamus [23]; it constitutes about 80%
of the catecholamine content in brain. Under normal circumstances, dopamine partici-
pates in reward-motivated behavior, locomotion, memory, emotion and neuroendocrine
control, and plays important roles in the brain circuitries involved in motor control [24,25].
Dysfunction in the dopaminergic neurotransmission caused by autoimmune, neuro-
degenerative or other pathologies, causes neurological and psychiatric disorders (e.g.,
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Parkinson’s disease, Huntington’s disease, schizophrenia, dystonia, chorea) [19,26]. In ad-
dition, dopamine also regulates the development of y-aminobutyric acidergic interneu-
rons in the cerebral cortex and increases the production of new neurons in the hippocam-
pus. These observations suggest that dopamine may promote proliferation and differen-
tiation of the NSC and NPC populations [27,28]. Using a genome-wide shRNA screen, Li
et al. [29] showed that the pathways of neurotransmitter receptor (i.e., DRD2) signaling
are involved in GBM growth. DRD2 signaling may also induce functional changes and
influence cell growth through an autocrine process in GBM [30,31].

ADRBK1/GRK?2, like other G protein-coupled receptor kinases (GRK), is a modulator
of signaling [32,33] through phosphorylation of GPCR, followed by the binding of arrestin
proteins and uncoupling the receptors from G proteins, which lead to a clathrin-mediated
receptor endocytosis and recycling [34,35]. GRKs, and GRK2 in particular, are expressed
in different tissues (e.g., heart, liver, vessels) and influence numerous biological processes
(e.g., insulin sensitivity, vasodilatation and vasoconstriction, lipogenesis and lipolysis, in-
flammation etc.) [36]. In addition to its classical role in promoting the desensitization and
internalization of GPCRs, GRK2 may regulate non-GPCRs (e.g., through a direct associa-
tion of GRK2 with the G beta-gamma complex [GfY], leading to desensitization of certain
ion channels, or through GRK2-induced desensitization of the sphingosine-1-phosphate
receptor [S1PR] that regulates lymphocyte migration into sites of infection). GRK2 also
serves as a negative regulator of immune response via direct association with certain
MAPK kinases (e.g., MEK) [37]. Further, GRK2 is capable of responding to non-receptor
substrates to participate in cellular responses in a phosphorylation-independent manner
(e.g., regulating microtubule assembly and agonist-induced GPCR internalization,
thereby inducing actin cytoskeleton reorganization, inhibiting transforming growth fac-
tor-beta-mediated [TGF] cell growth arrest and apoptosis). [37-39]. By these functions,
GRKs are involved in different signaling pathways contributing to angiogenesis, prolifer-
ation, migration and invasion of malignant tumors [40,41]. Changes in GRK expression or
activity may promote oncogenic GPCR function [42]. Compared to low grade gliomas,
GBM exhibits decreased GRK3 expression, resulting in a negative regulation of cell
growth, and increased GRK5 expression, resulting in more aggressive tumor properties,
particularly at recurrence [42,43]. GRKs, however, not only influence the biology of glio-
mas, but also have roles in other cancers [44].

The fourth marker involved in this study is SLC18A2 (also called the synaptic vesicle
monoamine transporter [VMAT2]), a member of the solute carriers (SLCs). This is the
largest family of transmembrane transporters; nevertheless, little is known about its exact
function. What has been thus far established, is the involvement of these integral mem-
brane proteins in the exchange of various nutrients, ions, metabolites and drugs across
biological membranes [45]. In normal circumstances, SLC18A2/VMAT?2 packages its cyto-
solic cargos (dopamine, norepinephrine, serotonin and histamine) into synaptic vesicles,
releases them into the synaptic cleft and mediates their uptake. Differential expression
distributions of SLC18A2/VMAT?2 have been noted in various cell types (e.g., neurons vs.
neuroendocrine cells). SLC18A2/VMAT?2 has a neuroprotective effect to dopaminergic
neurons in toxicity models by activating sequestration and removal of oxidized, neuro-
toxic dopamine molecules from the cytoplasm. Thus, SLC18A2 is essential for dopamine
signaling by enabling exocytosis, but also maintaining cellular health [46]. Based on the
example of dopamine signaling, changes in the presynaptic expression of these trans-
porter proteins (e.g., due to their inhibition by drugs) can influence the release and
reuptake of monoamines and their postsynaptic signaling [47,48].

Altogether, these data and our previous observations [2] confirm the involvement of
catecholamine pathway molecules in GBM. Since our previous epigenomic analysis did
not specifically focus on individual catecholamine markers in individual tumor samples
and had no expression assessments, in the present study, we aimed to analyze further the
involvement of the four selected markers (ADRA1D, ADRBK1/GRK2, DRD2 and
SLC18A2) in GBM, by zooming into their promoter and gene CpG methylation data in
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comparison with their protein expression levels in sections dissected from the same blocks
of sequential GBM specimens.

2. Materials and Methods
2.1. Subjects of the Study

The study was approved by the Regional Clinical Research Committee (Number:
7517 PTE 2018 and 2019) and was compliant with the Declaration of Helsinki. All patients
passed away prior to the initiation of the study and the samples were left over from rou-
tine histological evaluations.

GBM and control samples were obtained between 1999 and 2017 at the Department
of Pathology, School of Medicine, University of Pecs. The formalin-fixed, paraffin-embed-
ded (FFPE) GBM blocks were surgically removed sequential specimens, while the histo-
logical controls (HC) included postmortem FFPE normal brain specimens (obtaining sur-
gically removed normal control brain specimens are not feasible; other neurological con-
trol brain tissue FFPE specimens are also not available at our center). The histopathologi-
cal diagnosis of GBM was established according to the recent World Health Organization
guidelines [49] and samples were subjected to several rounds of quality selection [2].
These GBM specimens were also included in our previous DNA CpG methylation study
[2]. However, of the 22 tumor pairs in the epigenomic analyses, only 21 pairs could be
used here, because one pair of blocks had insufficient amount of tissue for the execution
of immunohistochemistry (IHC).

Thus, the GBM cohort included 21 pairs of primary (GBM1) and recurrent GBM
(GBM2). All tumors were isocitrate dehydrogenase-1 R132H (IDH1 R132H) mutation-neg-
ative de novo GBMs, from 14 male and 7 female patients (Supplementary Table S1b). The
GBM1 samples were surgically obtained after the diagnosis, while the GBM2 tumor sam-
ples were removed at recurrence, after rounds of chemo- and irradiation therapy. All but
one patient received temozolomide-based chemo- and radiation therapy after the first sur-
gery. In the IHC study, six post-mortem FFPE samples from patients who died of non-
neurological reasons were used (HC). Due to the high DNA fragmentation rates of these
post-mortem samples (Supplementary Table Slc), we could not use them as controls in
the DNA CpG methylation analyses. Therefore, in the epigenomic analyses methylation
data of five brain specimens obtained during epilepsy surgery were included as the meth-
ylation controls (MC), by downloading the RRBS sequences from the EBI European ge-
nome—phenome archive (accession number: EGAS00001002538) [50].

2.2. DNA Isolation, Library Preparation, CpG Methylation Profiling and Bioinformatic Analyses

The DNA isolation and methylation profiling procedures were previously described
in detail [2]. In brief, five 3-5 um-thick cuts per FFPE block were used for DNA extraction
with the QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen GbmH, Hilden, Germany). DNA quan-
titation was carried out by using the Qubit™ 1X dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, Carls-
bad, USA) on a Qubit 3 Fluorimeter (Invitrogen, Carlsbad, USA). Bisulfite converted li-
braries were prepared from DNA by using the Premium Reduced Representation Bisulfite
Sequencing (RRBS) kit 24x (Premium RRBS Kit 24x, Diagenode SA, Seraing, Belgium). The
amplified libraries were sequenced using the NextSeq 500/550 High Output Kit v2.5 (75cy-
cles) (Illumina, San Diego, CA, USA) on a NextSeq 550 machine (Illumina, San Diego, CA,
USA). After quality checking and filtering, the bisulfite-treated reads were aligned to the
hg19 reference genome. After methylation calls by Bismark [51], RnBeads were used to
identify the differentially methylated sites, regions and pathways in the control and GBM
cohorts. Biological interpretation of data was assisted by the BioMethyl R package.

To assess in individual tumor and control samples the DNA CpG methylation levels
within the promoters and genes of the markers selected based on the previous RnBeads
GO analysis results [2], an in-house R script was applied. As the CpG methylation data in
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the promoter regions only (appr. 2kb) were insufficient for statistical analyses of differen-
tial methylation in samples (due to the quality of DNA from the FFPE blocks), we decided
to examine the level of methylation in the promoter and gene region together (see the
method in the Statistics section).

2.3. Immunhistochemistry (IHC)

From each of the 21 pairs of FFPE GBM blocks, 3-5 um-thick sections were made.
First, we determined the ROI in the tumor center based on hematoxylin—eosin staining,
aiming to include (1) as much of the malignant tumor region as possible, defined by high
degrees of cellularity, polymorphic nuclei and mitotic rates; and (2) little or no necrosis
and vascularity. In a pilot study, we optimized the parameters for the retrieval of antigens
and dilutions of the primary antibodies for the four catecholamine markers (Supplemen-
tary Table S1d). Secondary antibodies and the substrate diaminobenzidin (DAB) were
used for labeling the primary antibody binding, all included in the Novolink Polymer
Detection System RE7150-CE kit (Leica Biosystems, Newcastle, UK). For visualization of
cell-nuclei, hematoxylin counter-staining was performed.

The quantitative evaluation of IHC preparations was carried out manually, comple-
mented by automated reading. Manual evaluations were made by three independent
readers (the first, second and last authors), using a 1:200 magnification objective of a Ni-
kon Optiphot-2 microscope. Within the ROI, we defined the intensity of staining on a scale
of 0, +, ++ and +++ (in a numerical scale of 0, 1, 2 and 3), and the percentage of stained
neoplastic cells. The complex score (CS) was derived by multiplying the numerical values
of the staining intensities by the percentage of positive cells. Figure 1 presents representa-
tive images of the IHC staining for the four catecholamine markers.
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Figure 1. Representative staining for each marker. This figure shows representative images of the IHC preparations with
the four selected markers, namely, ADRA1D, ADRBK1, DRD2 and SLC18A2, from the controls and a GBM sample (sample
numbers 315 vs. 16534; 7442 vs. 16534; 7244 vs. 16534; 7166 vs. 16534, respectively. The GBM sample was a recurrent GBM).

2.4. Statistics and Bioinformatics

For the intergroup comparisons of IHC CSs and CpG methylation data of the controls
and GBM1 and GBM2, we applied the Mann-Whitney U test, while in cases of GBM pair
comparisons, we used the Wilcoxon signed rank test. These statistical tests were ran using
the SPSS v.26.0 package (SAGE, IBM® SPSS® Statistics v26.0). Bioinformatic analyses of
DNA CpG methylation in sequential GBM has been detailed in our previous publication
by Kraboth et al. [2], where the identification of the differentially methylated pathways
was revealed at the cohort level. In short, FastQC was used in the quality control step,
followed by filtering the sequences to remove low quality bases and adapters by Trim-
Galore applying RRBS specific parameters. Reads were aligned to the hg19 (GRCh37) ref-
erence genome and methylation calls were performed by Bismark. RnBeads was run to
identify the differentially methylated pathways. In the present study, the quantitative
methylation data of the four selected catecholamine markers in individual samples were
extracted from the methylome data [2] using an in-house-generated R script. In brief, the
script uses the individual data extracted from the Bismark methylation results and the
human GRCh37 chromosome as inputs. Custom genomic ranges can be specified by the
chr, start and end parameters. There is an option to define a prefix name in the output files
and plots according to the genomic region of interest (gROI). There also is an option for
paired samples, where the methylation patterns will be plotted as sample pairs. During
the analysis, the first CpG data based on the defined gROI were extracted for all samples
from the input files. Next, all possible CpG sites were identified within the gROI using the
reference genome. Finally, the methylation levels in each sample are expressed in percent-
ages, which were calculated from the captured number of methylated sites divided by all
possible CpG sites detected within the gROI and multiplied by 100. Regions that contain
0 for all samples were removed from the results in order to simplify the plots. At the end,
the script visualizes the methylation patterns for each sample or sample pair in PNG for-
mat, and separate tables contain the corresponding raw methylation data and methylation
pattern data that were used for the visualization.

3. Results

3.1. Protein Expression Levels of the Four Catecholamine Markers in Paired GBM Samples and
Controls

We assessed the protein expression levels of the four catecholamine markers
(ADRA1D, ADRBK1, DRD2 and SLC18A2) in 21 pairs of GBM1 and GBM2, and in 6 HC
samples. Figure 1 shows representative IHC staining with the four markers in GBM and
HC. In Figure 2, we present median and Q3-Q1 interquartile range (IQR) values of CS in
HC, GBM1 and GBM2. In the control and GBM comparisons, ADRA1D was significantly
lower in GBM2 (5 (15-5)) (p = 0.005) and tendentiously lower in GBM1 (15 (25-5)) com-
pared to the HCs (30 (59-13)). In contrast, ADRBK1 was significantly higher in both GBM1
(75 (85-30)) (p = 0.004) and GBM2 (40 (75-20)) (p = 0.012) than in the HCs (9 (25-4)). There
was a strong trend, which however, did not reach statistical significance, towards a higher
expression of DRD2 in GBM1 (70 (80—40)) than in the HCs (45 (54-40)).
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Figure 2. IHC complex score (CS) values of the markers in HC, GBM1 and GBM2. This figure shows the median and
interquartile range values of the IHC complex scores (CSs) of selected markers in the healthy control (HC), GBM1 and
GBM2 groups. The Wilcoxon singed rank test (GBM1 vs. GBM2) and Mann-Whitney-U test (HC vs. GBM1 or GBM2) p-
values are indicated (* p < 0.05, ** p < 0.01).

In the comparisons of the sequential GBM pairs, the IHC evaluations showed signif-
icantly higher expressions of ADRBK1 (75 (85-30) vs. 40 (75-20)) (p = 0.011) and DRD2 (70
(80—40) vs. 40 (60-20)) (p = 0.026) in GBM1 compared to GBM2, respectively. ADRA1D (15
(25-5) vs. 5 (15-5)) and SLC18A2 (10 (20-5) vs. 5 (10-3)) HSs were tendentiously, but not
significantly higher in GBM1 than in GBM2, respectively (Figure 2).

3.2. Promoter and Gene Methylation Profiles of the Four Catecholamine Markers in Individual
GBM and Control Samples

First, we investigated the methylation levels within only the promoters of the se-
lected four markers (ADRA1D, ADRBK1, DRD2 and SLC18A2) in the MC samples (from
the cohort of Klughammer et al. [50]) and GBM1 and GBM2 samples, but could not get
sufficient CpG coverage due to the DNA quality in the FFPE specimens. Therefore, we
next assessed DNA CpG methylation in the combined promoter and gene regions for
these markers, which did provide sufficient data for statistical analyses (Figure 3). No sig-
nificant differential methylation levels were seen in cases of ADRA1D (2.56 (3.04-2.08))
and SLC18A2 (1.08 (2.30-0.95) in the MC and GBM1 (0 (1.44-0) and 0 (1.22-0)) or GBM2
(0 (1.44-0) and 0.54 (1.08-0)) comparisons. However, both ADRBK1 and DRD2 showed
significantly lower methylation levels in GBM1 (ADRBK1: 0.76 (1.33-0); p = 0.006; DRD2:
0 (0.46-0); p = 0.041) and GBM2 (ADRBK1: 0.76 (1.71-0); p = 0.01; DRD2: 0 (0.15-0); p =
0.019) than in the MC (ADRBK1: 5.31 (7.97-4.56); DRD2: 1.22 (2.06-1.22)), in an inverse
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relationship with the protein expression in GBM1 and HC, respectively. No significant
differences were found in the methylation levels of the four markers in GBM1 and GBM2,
suggesting that their significantly (ADRABK1 and DRD2) or tendentiously (ADRA1D and
SLC18A2) decreasing expressions in GBM2 compared to GBM1 may be related to mecha-
nisms other than changes in CpG methylation (Figure 3).
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Figure 3. Promoter and gene methylation levels of the four markers in MC, GBM1 and GBM2. This figure presents the
median and interquartile range values of the DNA CpG methylation levels in the promoters and genes of the selected
markers in the methylation control (MC) (from Klughammer et al. 2018 [50]) and the GBM1 and GBM2 groups. The Wil-
coxon singed rank test (GBM1 vs. GBM2) and Mann-Whitney-U test (HC vs. GBM1 or GBM2) p-values are indicated (* p

<0.05, ** p <0.01).

3.3. DNA CpG Methylation Levels in Promoter and Gene Regions of Catecholamine Markers in
a Database GBM Cohort (Figure 4)

To validate our observations, we evaluated the same four catecholamine promoter
and gene regions from the RRBS sequencing data of another sequential GBM cohort [50]
(https://www.ebi.ac.uk/ena, Primary Accession: PRJEB38380, Secondary Accession:
ERP121800). We could not compare DNA CpG methylation in the six controls and 122
GBM pairs because, by our method, the number of captured methylated CpG sites de-
pended on the size of the cohort. To eliminate biases related to marked cohort size differ-
ences, we only compared the methylation data between the pairs of GBM. Similar to our
own data, no differences were detected in the promoter and gene DNA CpG methylation
levels when the primary and recurrent GBM pairs were compared (ADRA1D: 8.33 (16.66—
3.84) and 8.01 (19.38-3.84); ADRBK1:17.46 (28.85-8.35) and 18.98 (33.40-9.87); DRD2: 4.59



Cells 2021, 10, 549

90f17

(7.95-2.14) and 5.96 (9.17-2.75); SCL18A2: 5.96 (11.37-3.25) and 7.58 (13.00-3.25)) (Figure
4). This observation strengthens the notion that the differential protein expression levels
detected by IHC in GBM1 and GBM2 are likely related to regulatory mechanisms beyond
promoter and gene methylation.

ADRAI1D ADRBK1
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. - . - -
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Figure 4. Promoter and gene methylation levels of the four markers in the database sequential
GBM cohort. This figure depicts the median and interquartile range values of the DNA CpG meth-
ylation levels in the promoters and genes of the selected markers in a database of 112 sequential
GBM pairs (Klughammer et al. 2018 [50]).

4. Discussion

This study is a follow-up to our recent DNA CpG methylation analyses [2] revealing
lower promoter and gene methylation in the pathways of catecholamine secretion and
transport in primary compared to recurrent GBM at the cohort level. As CpG hypo- or
unmethylation allows the binding of transcription factors, and thereby the initiation of
gene transcription and expression, our epigenomic observations suggested the involve-
ment of this signaling pathway in GBM, but without identifying the involvements of in-
dividual markers and their expression levels. While several in vitro studies on various
cancer and glioma cell lines have investigated the involvement of this pathway in tumor-
igenesis, we could not find related studies on human brain-derived GBM specimens
where tumor cells had been under the influence of their microenvironment. These obser-
vations prompted us to determine here the protein expression and promoter + gene meth-
ylation levels of four selected catecholamine markers in individual samples of primary
and recurrent GBM [2].

First, we performed quantitative IHC analyses of the four selected markers (Figure
2), which revealed that the levels of protein expression were either significantly (ADRBK1,
DRD?2) or tendentiously (ADRA1D, SCL18A2) higher in primary (GBM1) compared to
recurrent tumors (GBM2). Comparing GBMs to HCs, ADRA1D decreased, while ADRBK1
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increased in the tumors, and DRD2 and SLC18A2 did not show statistical differences in
these comparisons. Second, we assessed the promoter + gene CpG methylation levels for
the four selected markers in individual samples of the 21 GBM1 and GBM2 pairs, and also
compared these figures to those of the MC group (five individuals) (Figure 3). We opted
to determine the methylation levels of the corresponding promoter and gene regions to-
gether, instead of only the promoter regions of the markers, because of the compromised
quality of DNA derived from the FFPE specimens. These analyses showed either signifi-
cantly or tendentiously higher methylation levels of all four markers in the MC compared
to the GBM1 and GBM2 samples. In cases of ADRBK1/GRK2 and DRD2, the differences
were significant in both the MC vs. GBM1 and MC vs. GBM2 comparisons, in inverse
correlations with the protein expressions of these markers in the HC and GBM1 compari-
sons. While we also expected to detect lower promoter + gene methylation levels when
the protein expression levels were higher for the markers in the sequential GBM pairs, our
data did not show such correspondence in the GBM1 and GBM2 comparisons (Figures 2
and 3). In fact, there was no difference in methylation levels when the GBM1 and GBM2
samples were compared. Third, we wanted to validate our observation on the promoter +
gene methylation levels in another cohort. Therefore, we assessed the methylation levels
of the promoter + gene segments of the four markers in the RRBS sequence data of the
sequential GBM pairs published by Klughammer et al. [50]. To avoid biases related to the
marked cohort size differences, we only compared the 122 GBM pairs to each other, but
not to the 5 MCs (in the RRBS sequence data, the cohort size greatly influences the detec-
tion of the number and methylation status of CpGs in a given region; when the sizes of
compared cohorts greatly differ, biased outcome may be gained regarding CpG methyla-
tion differences) (Figure 4). These analyses showed no differences in the methylation lev-
els of the four markers in the primary and recurrent GBM comparison in concordance
with the outcome of our own sequential GBM1 and GBM2 comparisons.

The lack of lower promoter + gene methylation accompanying the significantly or
tendentiously higher protein expression levels of the four markers in GBM1 compared to
GBM2 may be explained by alternative mechanisms of gene expression regulation. Simi-
larly, inverse correlations between protein expression and promoter + gene methylation
measures were only observed for ADRBK1 and DRD2 in the GBM1 vs. control compari-
sons and for ADRBK1 in the GBM2 vs. control comparisons, further underscoring the in-
volvement of other mechanisms besides promoter + gene CpG methylation in protein ex-
pression regulation. Methylation changes may affect not only a particular gene and pro-
moter region, but also numerous molecules involved in gene expression regulation, bind-
ing sites of transcription factors, splice sites, or coding regions of microRNA and siRNA
molecules [52]. Furthermore, newly acquired somatic structural chromosomal alterations,
gene copy number variations, or changes in histone modification may also influence the
protein expression patterns in sequential tumors [53]. This short list of various mecha-
nisms influencing gene expression regulation may explain, at least in part, the lack of ex-
pected inverse relations between the detected protein expression and methylation data in
our control, GBM1 and GBM2 cohorts. While this mechanistic complexity provides a strict
control for gene expression regulation, it also makes it more difficult to achieve a targeted
manipulation of critical molecules involved in pathological conditions such as tumorigen-
esis.

Nevertheless, our data support that catecholamines are differentially involved in
progressive GBM samples compared to each other and to non-tumorous brain tissues.
Figure 5 depicts signaling and potential effects of the studied markers in GBM. Catechol-
amines, including dopamine, epinephrine and norepinephrine, are important physiolog-
ical neurotransmitters, mediating a variety of CNS functions (e.g., motor control, cogni-
tion, endocrine modulation) [54]. Neurons synthesize monoamines and deliver them to
the synaptic cleft, from where many molecules diffuse out and activate autoreceptors on
the surface of the emitting neurons or on the surrounding astrocytes and oligodendrocytes
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[55,56]. CNS cells transformed into tumor-initiating cells are also exposed to neurotrans-
mitters. The higher DRD2 mRNA and protein levels in human neoplastic tissues than in
normal brain controls [29,57], and the higher DRD2 levels in primary than in recurrent
GBM (in the present study) support the hypothesis that dopamine has an influence on
glioma formation and growth [29]. Single-cell RNA sequence data revealing an increased
expression in the PI3K-Akt pathway genes that code for signaling molecules downstream
to DRD2 provide indirect support to these observations in GBM, as the PI3K-Akt pathway
is associated with increased cell differentiation and growth [58]. While these data suggest
that dopamine may contribute to or modulate carcinogenesis by its pro-proliferative prop-
erties through DRD2, its effects are more complex. Exogenous administration of dopa-
mine was reported to reduce angiogenesis and tumor growth in breast- and colon-cancer
by inhibiting vascular endothelial growth factor (VEGF)-induced phosphorylation of
VEGFR2 and its downstream pathway in mice [59]. Similarly, dopamine inhibited tumor
growth, while levodopa, its precursor, increased the survival time of rats with C6 glioma
[60]. Further, the repression of DRD2 signaling by an upstream regulator named repressor
element-1 silencing transcription factor (REST) resulted in GSC-mediated tumorigenesis
[61]. These observed opposing effects complicate the potential use of dopamine-targeting
drugs in cancer. Our data on the GBM and control samples also did not reveal unequivocal
direction of DRD2 expression changes, suggesting that further research is needed to better
dissect the complex role of dopamine during gliomagenesis and progression in the setting
of intra- and intertumor heterogeneity. GRKs (including ADRBK1) are a family of protein
kinases that phosphorylate the intracellular domains of the GPCRs and thereby regulate
the downstream G-protein signaling pathways. GRK3 is a known negative regulator of
GBM, whereas GRK5 contributes to its more aggressive growth and drug resistance
[42,43]. While specific data are unavailable about the role of GRK2 or ADRBK1 in GBM,
several GRKs are known to influence cell proliferation and tumor growth in other types
of cancers [44]. Although GRK2 knockdown slowed cell growth and proliferation, and
enhanced apoptosis in UW228-2 medulloblastoma cell lines [62], its enhanced expression
increased the sensitivity of adenosine A2a receptor (ADORA2A) to desensitization in a
mouse neuroblastoma x rat glioma construct [63]. As GPCR desensitization depends on
the level of GRK expression, cells that express high levels of GRK2 are likely to trigger
GRK-mediated pathways at low agonist concentrations [63]. These observations raise the
possibility that ADRBK1/GRK2 and GPCRs (e.g., DRD2) may promote cell proliferation
and tumor growth in GBM. Adrenergic neurotransmitters (NE, E) are known to promote
cell migration and invasion in various types of cancer [16,17], and an abnormal activation
of adrenoreceptors (e.g., by GRK feedback or drugs) may promote cancer development
[7,18]. Further, ERK1/2 in U373 MG cells is also activated by several mitogenic GPCRs,
including alpha-adrenergic receptors [64]. Although we found higher expression levels of
ADRAI1D in the HC group than in the GBM groups, we cannot rule out the possibility that
changes in its expression may influence tumor formation. The vesicular monoamine trans-
porters are expressed in dopaminergic, serotonergic and noradrenergic cells in the brain,
and thus may be responsible for the storage and transport of all monoamines in the CNS
[65,66]. While these transporters have roles in the regulation of neurotransmitter release
and post-synaptic signaling, and their altered expression may confer risk for some neuro-
psychiatric disorders, their involvement in cancer remains equivocal at the present time
[48]. Experiments with VMAT?2 expressing mouse lines demonstrated that, following
treatment with a dopaminergic toxicant (e.g., MPTP), the low level of VMAT?2 caused cat-
echolaminergic cell loss, while the high level of VMAT2 increased dopamine release and
protected cells, observations that may predict what role this transporter plays in cancer
[67]. While the effects of monoamine depletion in animal models and human studies on
cognition (e.g., depression, decision making, etc.) are well defined [68,69], the data con-
cerning the in vivo or in vitro effects of exogenously administered or depleted monoam-
ines in GBM/glioma cell lines are less unequivocal.
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Figure 5. Involvements of the studied neurotransmitters in tumor development. This schematic
figure illustrates as to how the signal transduction pathways of catecholamines and their associ-
ated receptors contribute to tumorigenesis. (A) Signaling pathway of dopamine via DRD2; (B)
signaling pathway of norepinephrine or epinephrine via ADRA1D; and (C) interaction of GRKs
with GPCRs and non-GPRCs to regulate cell biology and gliomagenesis. VMAT2 = vesicular mon-
oamine transporter 2; GPCR = G protein-coupled receptor; GRK = G protein-coupled receptor ki-
nase; DRD2 = dopamine receptor D2; ADRA1D = alpha-1D adrenoreceptor.

As the currently approved Stupp protocol [70] only prolongs patients” life, but does
not cure GBM, research on additional potential treatment targets are essential. In this line,
a combined application of temozolomide and DRD2 antagonists was shown to have syn-
ergistic effects in inhibiting the proliferation of glioma cells [71]. Further, the epidermal
growth factor receptor (EGFR), Ras-GTP, Erkl and Erk2 pathway is positively modulated
by dopamine signaling [29]. While targeting EGFR by monoclonal antibodies or tyrosine
kinase inhibitors have been extensively studied, a combined blockade of the EGFR and
DRD2 pathways remains to be tested. GRK2 has not been characterized or targeted in
GBM,, but is known to promote tumorigenesis and chemotherapy-induced apoptosis in
breast [72] and medulloblastoma cells [62]. The modulation of the ADRA1D signaling in
tumors also remains to be better explored. Some data show that inhibition of the
ADRA1D, MAPK and PI3K-Akt pathway leads to increased death in myoblast cells [73],
suggesting a contribution of ADRA1D to tumor cell survival; however, we could not find
previous data about its role in GBM. Abnormal expression of SLC18A2 may also affect
GBM cells and deserve further exploration as a treatment target. Recent observations sup-
port that neuronal activity fosters glioma cell malignancy by non-synaptic paracrine and
autocrine mechanisms as well as by functional synapses between neurons and glioma cells
[74,75]. These electrochemical connections can induce proliferation and progression of tu-
mor cells involving neurotransmitters [75]. Altogether, our data and observations in the
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literature suggest that neurotransmitters, particularly catecholamines, are highjacked by
GBM for its own benefit and growth, indicating a new direction for research on comple-
mentary treatment approaches (Figure 5). However, it is important to note that in vivo
data concerning the roles of catecholamines in gliomas are scarce, and no previous human
study had shown that this signaling pathway has a key importance in GBM development.
Genome-wide transcriptome or single-cell RNA sequencing analyses, although identified
numerous pathways and gene products in association with GBM [76-78], have not high-
lighted the importance of this pathway. Given the confounding effects of GBM inter- and
intratumor heterogeneity, and the complexity of interactions between tumor cells and
their microenvironment, in vivo or ex vivo capturing the impacts of the catecholamine
pathway activation on glioma growth is not straightforward. Only integrated results of
bulk tissue and single cell OMICS and imaging complemented by in vitro manipulation
of ligands, receptors and signaling molecules may bring us closer to define if elements of
this pathway may become worthy of therapeutic targeting in humans.

The strength of this study is that our cohort contained sequential GBM samples, and
the DNA CpG methylation and protein expression levels were compared in the same
specimens. While this study provides new and important information about the potential
role of catecholamine pathway markers in GBM, it also has weaknesses. First, the rela-
tively small size of the sequential GBM cohort posed limitations in the statistical analyses.
However, due to the aggressiveness of the tumor, higher numbers of GBM pairs are sel-
dom available even at major university centers. Second, the quality of the human clinical
samples was greatly influenced by the FFPE procedure that yielded chemically compro-
mised DNA. Fortunately, the availability of a newer technology based on RRBS allowed
us to obtain useful information even from FFPE specimens. Third, obtaining surgically
removed normal or non-tumorous brain tissues for the controls is not feasible. Using post-
mortem brain controls in IHC and epilepsy surgery controls in the CpG methylation stud-
ies was a compromise commonly taken in similar studies. Despite all the quantitative and
qualitative obstacles associated with human brain tissue and tumor studies, we believe
that our observations represent valid data on the roles of catecholamines in GBM devel-
opment, and open new avenues for future research on their mechanistic involvement in
gliomagenesis or tumor-microenvironment communication.

5. Conclusions

This study has demonstrated that all four of the selected catecholamine pathway
markers have higher expression at the protein level, either tendentiously (ADRAI1D,
SLC18A2) or significantly (DRD2, ADRBK1/GRK2) in GBM1 compared to GBM2. Com-
paring the CpG methylation data of the promoter + gene segments of the selected markers,
higher methylation levels were seen either significantly (ADRBK1, DRD2) or tenden-
tiously (ADRA1D, SLC18A2) in the MC cohort compared to the GBMs, likely underlying,
at least in part, the inverse protein expression detected in GBM1 vs. HC. However, the
marker expression changes assessed by IHC were not accompanied by inverse changes in
the promoter + gene methylation levels when GBM1 and GBM2 were compared, suggest-
ing the involvement of regulatory mechanisms other than CpG methylation alone. The
lack of methylation differences for the markers in our GBM1 and GBM2 cohorts was sup-
ported by similar data when the larger sequential cohort of Klughammer et al. [50] was
tested. Altogether, these observations suggest that neurotransmitters, their receptors and
mediators play important roles in gliomagenesis, likely driving onset, development and
growth of GBM, and offer novel approaches to identify supplementary therapeutic tar-
gets. Despite the technical limitations, we believe that our results from human GBM are
consistent with, but also extend, the existing data, and provide grounds for new research
directions.
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