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1. Bevezetés

1.1. Medulloblastoma
1.1.1. A medulloblastoma el6fordulasa, kialakulasa

A gyermekkorban el6forduld malignitdsok koziil leggyakoribbak a leukémidk, ezt
kovetik a kozponti idegrendszeri daganatok, és a tumorral 0sszefiiggd halalozas jelentds
részéért felelések (Pritchard-Jones és mtsai 2006). A gyermekkori daganatos
megbetegedések  kozil a  kozponti  idegrendszeri  daganatok  incidencidja
Magyarorszagon 2001-2010 kozott 38,4/millio volt (Garami és mtsai 2014). A
medulloblastoma a leggyakoribb malignus kozponti idegrendszeri daganat
gyermekkorban, eléfordulasi aranya 12-25%, mig felnéttkorban 1% alatt van. A fiuk
korében és korai gyermekkorban gyakoribb, incidencidja 3-4 és 8-9 éves korban a
legmagasabb. A csecsemOkori megbetegedések az esetek 10-15%-at teszik Kki.
Feln6ttkorban a 35 év alattiak a leginkabb érintettek (Crawford és mtsai 2007,
Massimino és mtsai 2011, Bartlett és mtsai 2013). A legtobb eset sporadikus
eléfordulasti, de bizonyos kornyezeti hatasok, pl. peszticidek, ionizald sugéarzads és
virusok novelhetik a kialakulas kockazatat (Massimino és mtsai 2011). Kialakulasanak
oka még nem teljesen tisztazott, néhany ritka eléfordulasti csiravonalas mutéciod
hajlamosit medulloblastoma kialakuldsara. Ilyen ordletes szindromak példaul a Gorlin,
Turcot, Li-Fraumeni és Rubinstein-Taybi szindroma (Jozwiak és mtsai 2007).

A medulloblastoma altalaban a vermis teriiletén lokalizalodik, ritkabban a
kisagyfeéltekékben is eléfordul. Olyan neurondlis progenitoroktdl szarmazik,
amelyekben a normal cerebellum fejlédésében és novekedésében szerepet jatszo
jelatatviteli utakban tamadt zavar. A molekularis valtozas Ilehet egy gén
funkciovesztéses (,,loss of function”), vagy funkcionyeréses (,,gain of function”)
mutacidja, az mRNS vagy a fehérje expresszios szintjének valtozasa. A kisagy
fejlodésében a sonic hedgehog (SHH), wingless (WNT) és Notch jelatvitel mellett az
inzulinszeri novekedési faktor (IGF) jelatviteli utnak is jelentdséget tulajdonitanak. A
kisagykéreg neuronjai, a Purkinje sejtek, a kisagyi magvak, és tobb interneuron a
negyedik agykamra mentén huzoddé ventrikularis zonabol (VZ) alakul ki. Egy
masodlagos neurogén zoéna is megjelenik a rombuszarok (RL) eliilsd részében. A

progenitor sejtek egy populacidja kilép a rombuszarokbol, elfoglalja a kisagykezdemény
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felszinét és a kiilsé szemcsesejtek rétegét (EGL) hozza létre. Ez a zona az 0sztodo
kisagyi szemcsesejt prekurzorok (CGNP) zoéndja, amelyekbdl a kisagy szemcsesejtjei
lesznek (1. abra). A CGNP-k kilépnek a sejtciklusbol és a belsd teriiletekre
vandorolnak, a Purkinje-sejtek rétege ala és Iétrehozzak a belsé szemcsesejtek rétegét
(IGL). A medulloblastoma kialakuldsa szempontjabol fontos a VZ és az EGL, de
nemcsak ezek a teriiletek lehetnek a tumor kialakulds forrasai. Elkotelezett
progenitorok, amelyek tovabbvandorolnak ezekt6l a zonakbol, vagy a szomszédos
agyteriiletekrol  invazioval bejuté transzformalodott sejtek is  lehetnek a
medulloblastoma kialakulasaért felelés sejtek (Hatten és Roussel 2011, Roussel és
Hatten 2011, Markant és Wechsler-Reya 2012, Wang ¢s Wechsler-Reya 2014).

kozépagy ©

cerebellum

EGL

%————— IV.agykamra

=N

vz

1. dbra: Embriondlis kisagy fejlodése, neurogen zondk (frontalis sik)

A Purkinje-sejtek, a kisagyi magvak neuronjai, tobbféle interneuron és asztroglia a IV.
agykamrat szegélyezo VZ-bol alakul ki. A VZ sejtjeinek tébbsége sugariranyban
vandorol, egy mdasik része lateralisan mozog a rombuszarok felée. Ezek a sejtek
elkotelezik magukat a szemcsesejt iranyban. A rombuszarok progenitor sejtjei (CGNP)
a kisagy primordium felszinére vandorolnak, ahol létrehozzak az EGL-t. A Purkinje
sejtek altal termelt SHH hatdasara a sziiletés utan gyorsan osztodni kezdenek, aztan
kilepnek a sejtciklusbol, és befele vandorolnak létrehozva az IGL-t (PC: plexus
chorioideus, FR: fossa rhomboidea) (Forras: Hatten és Roussel 2011)
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1.1.2. A medulloblastoma tiinetei, kezelése, mellékhatasok

A klinikai tlinetek az intracranialis nyomas megnovekedésével (hydrocephalus) lehetnek
Osszefiiggésben, amely legtobbszor a IV. agykamrat érintd elzarodas miatt bekovetkezo
agyvizkeringési zavar eredménye. Tinetei kozott altaldban fejfajas, ingerlékenység,
émelygés, hanyas, tarkokotottség, letargia fordulnak elé. A flocculonodularis lebeny
érintettsége esetén egyensulyzavar, jardszavar és a szemmozgas zavara is megfigyelhetd
(Crawford és mtsai 2007, Bartlett és mtsai 2013). Gerincvel6i szorddas esetén az
érintett szegmensnek megfeleld gerincveldi tiinetek jelentkezhetnek. A klinikai
diagnozis felallitasa képalkotd eljarassal, altalaban magneses rezonancia (MR)
vizsgalattal torténik. A tumor heterogén, hipointenz masszanak tiinik az MR képen
(Crawford és mtsai 2007, Massimino és mtsai 2011, Bartlett és mtsai 2013). Szovettani
diagnodzis csak az idegsebészeti miitét soran eltavolitott szovetmintabol allapithaté meg.
A mitét célja, hogy lehetdség szerint minél nagyobb mértékben eltadvolitsa a tumort, a
neurologiai karosodas pedig minél kisebb mértékii legyen (Gerber és mtsai 2014). A
rezidudlis tumor megitélésére a miitétet kovetd 24-72 oran beliil elvégzett MR vizsgalat
adhat valaszt. Amennyiben a reziduum barmely sikban meghaladja a 1,5 cm?-t, akkor
magasabb rizikocsoportba soroljuk a betegeket (Crawford és mtsai 2007, Massimino és
mtsai 2011, Bartlett és mtsai 2013). Magyarorszagon, mivel korabban nem volt
lehetéség a kozvetlen posztoperativ. MR elvégzésére, a rizikdcsoport szerinti
besorolasnal a miitét utan 6 héttel végzett MR képen lathaté barmekkora reziduum mar
magasabb rizikocsoport szerinti besorolast jelent. Az attétek felkutatasara gerinc MR
vizsgalat és likvorvizsgalat végzése javasolt. Metasztazist legtobbszor a cerebrospinalis
folyadékon keresztiill ad, gyakran megfigyelhetd a gerincveld lumbosacralis és
thoracalis teriiletein (Jozwiak és mtsai 2007, Massimino és mtsai 2011).

A betegek tovabbi kezelését a kockazati besorolasuktol teszik fiiggévé. A
kiilonb6z6 prognozisu betegek eltérd kezelésben részesiilnek. A rizikdé megallapitdsanal
a betegek életkorat, a tumor szdvettanat, a metasztazis esetleges jelenlétét és a mutét
utani rezidualis tumor méretét veszik figyelembe. Eltéré kezelési séma szerint kezelik a
3 év alatti betegeket, az alacsony kockézati és magas kockéazati betegeket (2. abra).
Alacsony rizik6ju (vagy a nemezetkozi irodalomban atlagos kockéazatinak nevezett) a
beteg, ha 3 évnél 1ddsebb, a kozvetlen miitét utani rezidualis tumora barmely nézetben

kisebb, mint 1,5 cm? (nemzetkdzi gyakorlat), vagy a 6 hetes MR-en nincs kimutathat6

10
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reziduum (magyarorszagi gyakorlat) és képalkoto eljarasokkal, illetve a cerebrospinalis
folyadék vizsgalataval attétre utald jel nem észlelhetd. Magas rizikdjunak tekintik a
beteget, ha a rezidualis tumor mérete a kdzvetlen posztoperativ MR képen nagyobb,
mint 1,5 cm?, vagy a 6 hetes MR-en jelen van reziduum, illetve kimutathato
metasztazis, vagy kedvezOtlen a szdvettana (nagysejtes/anaplasztikus). A 3 éves kor
alatti betegek nem kapnak sugarkezelést a sulyos mellékhatasok miatt. Mindharom
csoport konvencionalis €s intrathecalis kemoterdpidban részesiil. Az alacsony rizikéja
betegek fenntartd kemoterdpids kezelést kapnak, magas kockazatiakndl nagydo6zisi
kemoterapiat alkalmazunk autoloég csontvel6i Ossejtatiiltetéssel. Utobbi kezelést a 3 év
alatti csoportban is alkalmazzuk (Crawford és mtsai 2007, Hauser és mtsai 2009,
Schuler 2010, Massimino és mtsai 2011, Bartlett és mtsai 2013).

medulloblastomas betegek

l

<3 év =3 eév

|
\ 1 1

o nincs sugarterapia
o konvencionalis kemoterapia
o intrathecalis kemoterapia

o nagyddézisi kemoterapia
autolog dssejttran szplantacioval

alacsonyriziké

magasriziko

m teljes tumoreltavolitas
m Metasztazis nem mutath até ki
m kedvez6 szovettan
4
o sugarterapia
o konvencionalis kemoterapia
o intrath ecalis kemoterapia

o fenntarté kemoterapia

m részleges tumoreltavolitas

m metasztazis kimutath ato

m kedvezdtlen szovettan
(anaplasztiku s)

4

o sugarterapia
o konvencionalis kemoterapia
o intrathecalis kemoteréapia

o nagyddzisi kemoterapia
autoldg dssejttran szplantacioval

2. abra: A medulloblastomas betegek kockdzat szerinti besorolasa (Massimino és mtsai

2011 nyomdn, médositva a Magyarorszagon alkalmazott gyakorlatnak megfeleléen)

A hazankban alkalmazott kezelési sémak - MBL2004 és MBL2008 - kilonbdzo

Osszetételi kemoterapias blokkokbol allnak, amelyeket tobbszor egymas utan,

meghatarozott sorrendben kapnak meg a betegek. A 2008-ban bevezetett kezelési

11
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protokoll (MBL2008) szerint a mitétet eldszor intravénasan adott vincristine-t,
ciklofoszfamidot és etoposide-ot tartalmazd blokk, illetve intrathecalisan adott
methotrexate blokkok kovetik, ezutan torténik meg a sugarkezelés, majd folytatodik a
kiilonb6z6 kemopterapias blokkokkal (Hauser és mtsai 2009, Schuler 2010). A 2004-
tol, illetve 2008-t61 bevezetett kezelési sémakat részletesen bemutatja a 3. dbra. A
sugarkezelés tumoragyi és craniospinalis besugarzasbol tevddik Ossze. Az alacsony
rizikoju betegek kisebb dozisu sugarkezelésben részesiilnek, 30 Gy craniospinalis és 24
Gy boost (fossa posterior), a magas rizikojuak 36 Gy craniospinalis és 24 Gy boost
dozis kapnak. A kezelési protokollok fejlodésével (multimodalis terdpia) mostanra a
kedvezd csoportba tartozo6 betegek 5 éves talélése 70-90% kozott van, azonban a magas
kockazati betegeké ennél rosszabb (Crawford és mtsai 2007, Gottardo és Gajjar 2008,
Massimino és mtsai 2011, Packer és mtsai 2013).

A medulloblastoma kezelése az elmult évszdzadban radikalis fejlédésen ment
keresztiil, ami a betegek tulélésének jelentds javulasaval jart, azonban a kezelés sordn a
terapia hosszatdvia mellékhatdsaival szamolni kell. A craniospinalis irradacié miatt a
neuro-endokrin rendszer miikodésében zavarok lehetnek, a neurokognitiv képességek is
karosodhatnak, pszichologiai és viselkedési problémak, hallaskarosodas is felléphet.
Mind a sugarzas, mind pedig a kemoterapids szerek megnovelik egy masodik tumor
kialakulasanak esélyét (Crawford és mtsai 2007, Massimino és mtsai 2011). A klinikai
kezelésben ma mar fontos szempont, hogy optimalis legyen mind a talélés, mind az
életmindség szempontjabol.

A mitéthez kapcsolédd neurologiai komplikaciok koziil emlitést érdemel a
posterior fossa szindroma, amely a betegek kb. negyedét érinti, €s hosszutavon
neurokognitiv problémakat okoz (Crawford és mtsai 2007, Massimino és mtsai 2011,
Gerber és mtsai 2014, Gudrunardottir és mtsai 2014). A XX. szdzad els6 évtizedeiben a
talélés honapokban volt mérhetd, a mitétet palliativ jelleggel végezték. A 60-as
években kezdték alkalmazni a ventriculo-peritonealis shunt-6t az intracranialis
hipertenzi6 megsziintetésére, ¢és nagyitok hasznalatdval a minél teljesebb
tumoreltavolitasra torekedtek. A 70-es években tovabbi eldrelépést jelentett az
operacios mikroszkop megjelenése, ami tovabb fokozta a tumoreltavolitas mértékét. A
80-as ¢években ezt még tovabb segitette az ultrahangos sebészeti eszkoz (CUSA)

megjelenése. Gyorsabba ¢és biztonsdgosabba tette a miitétet. A 80-as években valt

12
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vilagossa, hogy a tllzottan agressziv tumoreltavolitas cerebellaris mutizmushoz vezet,
amit feltehetden a nucleus dentatus megsértése okoz. A cerebellaris mutizmussal érintett
betegek tobbségében hosszutavi viselkedésbeli, neuroldgiai problémak is fellépnek
(posterior fossa szindroma). Az Egyesiilt Allamokban a betegek kb. 25%-nal
diagnosztizaltdk, a mitéti technikdk modositasaval csokkent az eléfordulasa
(Gudrunardottir és mtsai 2014).

A mitéti eltavolitasban a legnagyobb kockazatot a tumor agytorzshoz valod
kozelsége jelenti, a thlzott radikalitds megndvelheti a miitéti komplikéaciok gyakorisagat,
egyuttal pedig a mitéthez kapcsolodd halalozast, és sulyosbithatja a kései
mellékhatasokat is. A szubtotdlis eltdvolitds miatt a betegeket magas rizikdjunak
tekintik, és ennek megfelelden intenzivebb terapidban részesiilnek, ami fokozza a
hosszatava  mellékhatasok sulyossagat. Jelenleg a minél nagyobb mértékil
tumoreltavolitds a cél, lehetdleg minél kevesebb neurologiai karosodast okozva
(Cochrane és mtsai 1994, Levisohn és Cronin-Golomb 2000, Crawford és mtsai 2007,

Massimino és mtsai 2011, Gerber és mtsai 2014).
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1.1.3. A medulloblastoma szdvettani jellemzoi

Az agytumorokat a World Health Organization (WHO) eredet, klinikai lefolyas,
szovettani megjelenés, immunhisztokémiai, molekularis és citoldgiai jellemzok alapjan
sorolja csoportokba. A WHO 2007 megjelenése 6ta azonban tobb 1) tipust tumort irtak
le 6nallo entitasként (Crawford és mtsai 2007, Bartlett és mtsai 2013, Massimino és
mtsai 2011, Pogorzala és Styczynski 2010, Turanyi és mtsai 2013). A medulloblastoma
a neuroepithelidlis, ezen beliill az embrionalis tumorokhoz tartozik, a kozponti
idegrendszeri primitiv neuroektodermalis tumorral (PNET) ¢és az atipusos
teratoid/rhabdoid tumorral (AT/RT) egylitt. Mindegyik embrionalis tumor agressziv,
grade IV. besorolasi. A PNET supratentorialisan helyezkedik el, a medulloblastoma
minden esetben infratentorialis loklizacioju (Fisher 2004). A legujabb kutatasok
indokoljak az embrionalis tumorokon beliil egy Gijabb entitas bevezetését, embryonal
tumor with multilayered rosettes (ETMR) néven, amely magaban foglalja az embryonal
tumor with abundant neuropil and true rosettes (ETANTR), az ependymoblastomat és a
medulloepitheliomat (Nobusawa és mtsai 2014, Korshunov és mtsai 2014).

A medulloblastomanak szovettanilag tobbféle altipusat lehet elkiiloniteni, a
WHO 2007 évi ajanlasa alapjan klasszikus, dezmoplasztikus, extenziv noduldris,
nagysejtes €s anaplasztikus tipusba soroljak a patologusok. Az egyes szovettani tipusok
prognozisa eltéro.

A klasszikus megjelenéstieket kicsi kerek-ovalis, vagy hosszukés sejtek
jellemzik, hiperkromatikus sejtmaggal ¢és keskeny citoplazmaval. Gyakran
megfigyelhetok Homer-Wright rozettdk (a tumorsejtek fibrillaris matrixot vesznek
koriil), de ez nem feltétele a diagndzisnak. Ez a leggyakoribb tipus, kb. 66%-0S
aranyban fordul eld. A dezmoplasztikus medulloblastoméban két jellegzetes szovettani
képet lehet elkiiloniteni, a nodularis, retikulin-mentes zonakat retikulinban gazdag zoéna
veszi korll. Extenziv nodularis medulloblastoméanak irjak le, amennyiben kiterjedt
lobuléris szerkezet jellemzi, ami a retikulinmentes zona extrém kiterjedtségének
koszonhetd. A nodularis zénara jellemzd a sejtek neurondlis érettsége, a fibrillaris
matrixban a sejtek neurocitikus megjelenéstiek. A nodulusokat siirti, kerek, mitotikusan
aktiv sejtek zondja veszi koriil. A dezmoplasztikus medulloblastoma gyakorisaga 7%
koriili, az extenziv nodularis tipusé 3%. Az anaplasztikus valtozatot jellegzetes

nuklearis pleomorfizmus jellemzi. A nagysejtes valtozat monomorfikus sejtekb6l all
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kerek sejtmagokkal és jelent6s nukleodlusszal, citoplazmdja sokkal nagyobb, mint a
klasszikus tipusé¢. Mindkét tipusban magas a mitotikus aktivitds €s jelents apoptozis
figyelhetd meg. Az anaplasztikus és nagysejtes valtozat jellemzdi részben azonosak,
ezért szokds egy csoportként (nagysejtes/anaplasztikus) kezelni a két tipust.
Gyakorisaga 10-22% koril van. A dezmoplasztikus tipus prognoézisa kedvezdbb, a
nagysejtes/anaplasztikus valtozat agresszivabb, 1ényegesen rosszabb prognodzissal tarsul
(Massimino és mtsai 2011, Crawford és mtsai 2007, Jozwiak ¢és mtsai 2007). A 4. abra

kiilonb6zd megjelenésli medulloblastomak szdvetani képét mutatja.

4. abra: A medulloblastoma kiilonbozo szovettani megjelenése

(A) klasszikus (B) dezmoplasztikus (C) anaplasztikus, (nagyitds (A)(B) 300x, (C) 120x)
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Bizonyos markerek immunhisztokémiai kimutatasa segit a
differencidldiagnézisban. A medulloblastoma habar embrionalis prekurzor sejtekbdl
szarmazik, altaldban mutat neuronalis differencidora jellemzé markereket. A
medulloblastoma immunoreaktivitdst mutat a szinaptofizinre, amit neuronalis
markerként hasznalnak, de pozitivitdst mutat a glidlis fibrillaris acidikus proteinre
(GFAP) is, ami gliasejtekre jellemz6 fehérje. A glidlis differenciacio a
medulloblastomaban  csak  kisebb  teriiletekre  korlatozodik, altalaban  nem
differencialodnak érett asztrogliaka. A neuronal nuclei (NeuN) az érett neuronokra
jellemzé marker altalaban negativ vagy gyengén expresszalodik. Az AT/RT részben
hasonl6é megjelenése miatt szoktak az integrase interactor 1 (INI1) pozitivitast vizsgalni,
ez hianyzik az AT/RT-bdl, medulloblastomaban erds diffuz sejtmagi pozitiv festddést
mutat (Takei és mtsai 2007).

A medulloblastoma genetikai jellegzetsségei koziil leggyakrabban az
izokromoszoma 17 figyelhetd meg, a betegek 30-40%-aban megtalalhato. A MYC ¢és
NMYC gének amplifikacigjat az esetek kb. 10%-ban figyelték meg, rossz prognozissal
tarsulnak, foként nagysejtes/anaplasztikus tipusban fordulnak eld. A B-katenint kodolo
CTNNBI gén aktivaloé pontmutacidja figyelhetdé meg az esetek 4-10%-ban. A B-katenin
nuklearis lokalizacidja a WNT tutvonal markere, immunohisztokémiaval (IHC) valtozo
aranyban figyelték meg (18-27%). Az SHH tutvonal komponensei - patched 1/2
(PTCHI1, PTCH2), smoothened (SMO), és suppressor of fused homolog (SUFU) -
kozott is megfigyeltek szomatikus mutdciokat. A TP53 mutacidt valtozd ardnyban
figyeltek meg, legfeljebb 15%-ban. Az orthodenticle homeobox 2 (OXT2) és ciklin-

crer

Massimino és mtsai 2011).

1.1.4. Molekularis markerek

A klasszikus klinikai és patologiai adatok alapjan torténd osztalyozas ellenére betegség
kimenetele a kiilonb6zé csoportokban elég heterogén (Gerber és mtsai 2014). A
molekularis biologia fejlédésével egyre tobb olyan markert azonositottak, amelyek
javithatjak a prognoézisbecslést. Rossz prognozissal tarsul a survivin, HES1, ErbB2,
ErbB4 talzott expresszioja, MYC és NMYC amplifikacioja. A magas tirozin kindz C

(TrkC) és B-katenin mutaci6 kedvezd lefolyasra utal (Crawford és mtsai 2007, Pfister és
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mtsai 2010, Massimino ¢és mtsai 2011, Bartlett és mtsai 2013). A jovOben a
génexpresszids mintdzaton alapuld legijabb molekuléris osztalyozas (SHH, WNT, 3-as

¢s 4-es alcsoport) tovabbi finomitdsa és klinikai gyakorlatba integralodasa varhato

(Gerber és mtsai 2014).

1.1.5. A medulloblastoma molekularis osztalyozasa

crer

kutatasok iranyultak a medulloblastoma molekularis alapon torténd osztalyozasara. Az
eredményekbdl sziiletett konszenzus alapjan jelenleg 4 alcsoportba osztjdk a
medulloblastoméakat: WNT, SHH, 3-as ¢és 4-es alcsoportok. A molekularis
alcsoportokon beliil is megfigyelhetd kiilonbség a progndzisban, a WNT alcsoportii
betegek jobb progndzist mutatnak, a 3-as és 4-es alcsoportok progndzisa a legrosszabb
(Northcott és msai 2011, Taylor és mtsai 2012, DeSouza és mtsai 2014, Gerber és mtsai
2014).

A WNT alcsoportra jellemzé a WNT jelatviteli ut abnormalis aktivacioja. A B-
katenin normalisan a citoplazmaban helyezkedik el multiprotein komplexben, amelynek
tagja a tumorszuppresszor adenomatous polyposis coli (APC), ezenkiviil a glikogén
szinaz kinaz-3p (GSK3p) és axis inhibition protein 1 (AXIN1) fehérje is. A GSK3p
utvonal aktivacidja a GSK3p foszforilacidjahoz, ezaltal gatlasahoz vezet, igy a B-
katenin transzlokalodik a sejtmagba, ahol transzkripcidés komplexet aktival, ezaltal
szamos gén expressziojat serkenti, pl. ciklinekét (5. abra). A medulloblastomés esetek
egy részében megfigyelhetd a p-katenin (CTNNBI1 gén) vagy az APC mutécidja
(Jozwiak és mtsai 2007, DeSouza és mtsai 2014, Samkari és mtsai 2015). A B-katenin
nem bomlik le, akkumulalodik és transzlokalodik a sejtmagba, igy az altala szabalyozott
gének tulzott expresszidja kovetkezik be.

A WNT alcsoportban tobbnyire a klasszikus tipus fordul eld, ritkdn
nagysejtes/anaplasztikus el6fordulhat. Ritkdan ad metasztazist, jO prognozist.
Feltételezések szerint a WNT-tumorok a dorsalis agytorzs kiilsd részérdl szarmaznak.
Immunhisztokémiailag ezen tipus elkiilonitésére a [B-katenin sejtmagi expresszidja

jellemzo. Ezen kiviil a dickkopf-related proteinl (DKK1) és Yes-associated protein 1
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(YAP-1) is hasznalhat6 a kimutatasara (Taylor és mtsai 2012, DeSouza és mtsai 2014,
Gerber és mtsai 2014, Samkari és mtsai 2015).

Az SHH alcsoport jellemzdéje az SHH jelatviteli ut aktivacidja. Az SHH egy
szekretalt protein, az altala kozvetitett jelet a PTCH1 és SMO transzmembran fehérjék
kozvetitik tovabb. SHH hianyaban a PTCH1 gatolja a SMO aktivitasat, SHH kotddés
hatasara ez a gatlds feloldodik, és a GLI1 transzkripcidos faktor miikodésbe 1ép.
Szabalyozza tobb sejtciklusban szerepld gén atirodasat. A GLI1 negativ regulatora a
SUFU (5. abra) (Jozwiak és mtsi 2007, DeSouza ¢és mtsai 2014, Samkari és mtsai 2015).

Az SHH alcsoportban a leggyakoribb a dezmoplasztikus szovettani tipus, de
megfigyelheté klasszikus ¢€s nagysejtes/anaplasztikus  valtozat is. Jellemzden
ujsziilottekben vagy fiatal felndttekben fordul eld. Az SHH ttvonal fontos szerepet
jatszik a normalis kisagy fejlédésében. Az EGL-ben elhelyezkedd szemcsesejt
prekurzorokat (CGNP) tekintik az SHH-medulloblastomak eredetének. A secreted
frizzled-related protein 1 (SFRP1) immunhisztokémiai vizsgalatival megbizhatéan
elkiilonithetd, tovabba a GRB2-associated binding protein 1 (GABI1) kimutatasa is
igéretesnek tlinik. A betegek prognézisa az alcsoportban valtozo, altalaban kdzepes
(Taylor és mtsai 2012, DeSouza és mtsai 2014, Gerber és mtsai 2014, Samkari és mtsai
2015).
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5. abra: A medulloblastoma kialakulasaban szerepet jatszo utvonalak, a WNT és SHH

utvonal sematikus abrdja

(A) A p-katenin normdlisan a citoplazmaban komplexhez kétve helyezkedik el, a GSK3
foszforildlja. A foszforilalt [-katenin lebomlik. A WNT kétédésének hatisara a p-

katenin transzlokalodik a sejtmagba, ahol aktivilja szamos gén expresszidjat. (B) SHH

hianyaban a PTCHI gatolja a SMO aktivitasat, SHH kétodés hatasara felszabadul a

gatlas alol, a GLIL transzkripcios faktor aktivalodik és tobb sejtciklusban szereplo gén

atirodasat szabdlyozza (Forras: DeSouza és mtsai 2014)
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A 3-as és 4-es alcsoport kevéssé jol definialt. A 3-as alcsoportba rossz
prognodzisu betegek tartoznak, foként csecsemok és gyermekek, jellemz6 ra primeren a
metasztazisok jelenléte. A csoportban a fiuk aranya kétszerese a lanyokénak. Klasszikus
¢s nagysejtes/anaplasztikus valtozat is eléfordul. Immunhisztokémiai elkiilonitésére az
atrial natriuretic peptide receptor 3 (NPR3) tlinik megfelelonek. MYC amplifikacié az
egyik legjellegzetesebb markere.

A 4-es alcsoport esetében is kevés ismeretiink van a bioldgiai mechanizmusrol.
Minden korban eléfordul, ebben a csoportban is jellemzé a fii dominancia és a
metasztazisok jelenléte. Klasszikus tipusu a tobbségében, de nagysejtes/anaplasztikus
valtozat is el6fordul. A MYCN és a fesziiltség-fiiggé kalium csatorna (KCNAL)
vizsgalataval probaljak azonositani. A két legmegbizhatobb markere a 11-es kroszéma
hianya és a 17-es kromoszoma poliszomia (Taylor és mtsai 2012, DeSouza és mtsai
2014, Gerber és mtsai 2014, Samkari és mtsai 2015). Az egyes molekularis alcsoportok

jellemzdit az 1. tdblazat foglalja Ossze.
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WNT SHH 3-as alcsoport 4-es alcsoport
demografiai
jellemzék
gyakorisag ~10% ~30% ~25% ~35%
n . késéi gyermekkor
kor késsi g}ier”mekkor csecseﬂmokor foként csecsemokor serdiilékor
serdiilékor felnéttkor o
feln6ttkor
nemek 11 11 21 21
aranya
klinikai
jellemzék
dezmoplasztikus
. klasszikus klasszikus klasszikus klasszikus
szovettan s 1z
ritkan nagys./anapl. nagys./anapl. nagys./anapl. ritkan nagys./anapl.
ritkan extenziv nod.
. ritka mérsékelt nagyon gyakori gyakori
metaszlazis 5%-10% 15%-20% 40%45% 3506-40%
- ., atlagos .
prognozis nagyon Jo csecsemBkorban jo rossz alagos
teljes talélés ~95% ~75% ~50% ~75%
prominin+ lin-
feltételezit a rombuszarok als6 az EGL -ben neuronalis &ssejtek
eredet részének progenitor lokalizalodo CGNP az EGL —ben ismeretlen
sejtjei sejtek lokalizalodo CGNP
sejtek
genetikai
jellemzék
komoszoma- 6. 3q+ 9p+ g b Ty LA+ 187 4+ 7+ 17q+ 18+
valtozas 9q- 10q- 14g- 17p- a 17g 42" 8.10-11-17p- X-i17q
PTCH/SMO/SUFU
o Ale s . (s mutacio el n CDK6 amplifikacié
génvaltozas B-katenin mutacio GLIL, GLI2 amplif. MYC amplifikacié MYCN amplifikécié
MYCN amplifikacio
jellemzd , . fototranszdukeid neuronalis/glutamat
génexpresszid WNT itvonal SHH ttvonal GABAerg jelatvitel jelatvitel
B-katenin S(I-zllill'}l
immunhiszto- DKK1 GABL NPR3 KCNA1L
kémiai marker FilaminA i
YAP FilaminA
YAP

1.2. Az mTOR jelatviteli ut
1.2.1. Felépités és funkciod

A sejtnovekedés és anyagcsere-folyamatok egyik fontos szabalyozoja a mammalian
target of rapamycin (mTOR) utvonal (6. abra). A fehérje egy szerin-treonin-kinaz,
kétfajta komplex formajaban fordul el6, mMTORCI1 és mTORC2 (Martin és Hall 2005,
Laplante és Sabatini 2012, Populo és mtsai 2012). A két komplexet részben kozos,
részben eltéré fehérjék alkotjak. Mindkét komplex képzésében részt vesz az mLST8,
DEPTOR ¢és a Ttil/Tel2 komplex. A regulatory-associated protein of mammalian target
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of rapamycin (Raptor) és proline-rich AKT substrate 40 kDa (PRAS40) specifikusak az
mTORC1-re, rapamycin insensitive companion of mMTOR (Rictor) a mammalian stress-
activated map Kkinase-interacting protein 1 (mSinl), valamint a protein observed with
Rictor-1 és -2 (protorl/2) csak az mTORC2 komplexre jellemzé (Laplante és Sabatini
2012, Populo és mtsai 2012). Az mTORCI1 komplex gatolhatd rapamicinnel, az
mTORC2 viszont nem, habar ujabb eredmények szerint a hosszan tartd rapamicin
kezelésnek van mTORC2 gatlo hatasa egyes sejtvonalakon, ennek magyarazata nem
ismert (Sarbassov és mtsai 2006).

A mMTORC1-hez érkez6 jelzések lehetnek extra- és intracellularisak, novekedési
faktorok, stressz, energiaallapot, oxigén ¢és aminosavak. A tuberous sclerosis 1/2
(TSC1/TSC2) komplex kozvetiti a szignalokat az mTORC1 felé, pl. a
foszfatidilinozitol-3-kinaz (PI3K) utvonalon érkezd novekedési faktorok szignaljat. A
TSC1/TSC2 az mTORCI1 legfontosabb szabalyozdja, amely GTPaz aktivitassal
rendelkezik, a Rheb altal kotott GTP GDP-vé alakulasét katalizalja. gy a Rheb inaktiv
allapotba keriil, ¢s nem tudja aktivalni az mTOR komplexet. A PI3K utvonal effektor
kinazai foszforilaljak TSC1/TSC2 komplexet, mialtal az inaktivalodik, igy az mTORC1
felszabadul a gatlas alol. Az alacsony energia- vagy oxigénszint is aktival a
TSC1/TSC2-n keresztil. A TSCL/TSC2 komplexben a TSC1 funkcidja, hogy
stabilizalja a TSC2-t aminek GTPaz aktivitasa van. Az adenosine monophosphate-
activated protein kinase (AMPK) hipoxids, vagy alacsony energiaallapot esetén
foszforilalja a TSC2-t, megndvelve annak GTPaz aktivitasat, igy a Rheb gatolja az
MTORC1-et. Aminosavak, féként a leucin és arginin aktivaljdk az mTORCI1-et. Az
aminosavak érzékelésének pontos mechanizmusa nem ismert (Martin és Hall 2005,

Laplante és Sabatini 2012, Populo és mtsai 2012).
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6. dbra: Az mTOR utvonal sematikus abrdja

Az mTOR utvonal aktivalodasat befolydsolja a névekedési faktorok és az aminosavak
jelenléte, illetve a sejt energiaszintie. A TSCIITSC2 komplex gatolja az mTOR
utvonalat, a névekedési faktorok a PI3KIAKT utvonalon keresztiil, az aminosavak
feltehetéen kozvetleniil gatoljak a TSCIITSC2 komplexet, igy az mTOR felszabadul a
gatlas alol. Az mTOR fehérje kétféle komplexben fordul elé. Az mTORC2

aktivdlodasanak folyamata még nem teljesen ismert (Martin és Hall 2005 nyomdadn)

Az mTORCI tobbféle folyamat szabalyozasdban részt vesz, ilyen a protein €s
lipid szintézis, riboszéma képzddés és autofagia. FO effektorai a p70 ribosomal protein
S6 kinase (RPS6K) és az eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1
(4E-BP1). A foszforilalt 4E-BP1-hez mar nem kotddik az eukaryotic translation
initiation factor 4E (elF4E), igy az elinditja a cap-dependens transzlaciot. Szamos olyan

transzkriptom (MRNS-ek) transzlaciojat befolyasolja, amelyek a sejtciklus
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progresszidjahoz sziikséges fehérjéket kodoljak, pl. ciklin D1, ornitin-dekarboxilaz. Az
RPS6K szamos tovabbi effektort aktival, amelyek az mMRNS-szintézis, transzlacid és
elongécid iniciacidjaban vesznek részt. Az RPS6K tobb helyen foszforildlja a
riboszomalis S6 alegységet, igy lehetévé téve a 40S alegység toborzasat és a poliszoma
kialakulast. Ez elGsegiti az 5’ terminalis oligopirimidin tartalmi mRNS-ek
komponenseit). Az mTORCI1 szabalyozza a lipidszintézist is a sterol regulatory
element-binding protein 1/2 (SREBP1/2) transzkripcios faktorokon keresztiil. Hatassal
van a sejt metabolizmusra és ATP-szintézisre is. A sejtnovekedésre negativ hatdsa is
van, az autofagia szabalyozasan keresztiil (Martin és Hall 2005, Yecies és Manning
2011, Laplante és Sabatini 2012, Pépulo és mtsai 2012).

Az mTORC?2 aktivalédasardl joval kevesebbet tudunk, mint az mTORCI1-rdl. A
tapanyag-ellatottsdg nem befolyasolja miikddését, a novekedési faktorokra viszont
reagal. Az mTORC2 szabalyozza az AKT fehérjét, a serum- and glucocorticoid-
induced protein kinase 1-t (SGK1) és a protein kinaz C-a (PKC-a)-t. Az AKT szamos
folyamatot szabalyoz, mint a proliferaci6, metabolizmus, apoptozis, tulélés. Az
mTORC?2 kozvetleniil képes foszforilalni az AKT fehérjét a Serd73 pozicidban, amely
szlikséges a maximalis aktivitashoz. Az SGK1 aktivitas viszont teljes mértékben az
MTORC2-t6] fiigg. Az PKC-a kinazon keresztiil tovabbi szerepe van az aktin sejtvaz
atrendez6désében, a sejtalak kialakitasaban (Martin és Hall 2005, Laplante és Sabatini
2012, Populo és mtsai 2012).

1.2.2. Az mTOR szerepe a daganatok kialakulasaban

Az mTOR utvonalhoz, minthogy kozponti szerepet jatszik a fehérjeszintézis,

proliferacio és tulélés szabalyozasaban, szamos malignitashoz vezeté defektus tarsul.

crer

12124 . L

proliferaciot a megnovekedett ribszoma biogenezis is eldsegiti a fehérjeszintetizald
apparatus biztositdsdval. Az mTORC2 tumorképzdsésbenvaldé kozremiikodésére is
egyre tobb bizonyiték van. A tumorsejtekben bekovetkezé metabolikus valtozasokhoz
hozzajarul az mTOR aktivalodadsa. Az mTOR utvonal effektorai, az RPS6K ¢és a 4E-

BP1 a fehérjeszintézis serkentésével jarulnak hozza a tumoros sejtndvekedéshez, a
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lipidszintézis is fokozodik az SREBP1 aktivalasan keresztiil. Serkenti a glikolitikus gén-
expressziot (Warburg-effektus), a pentozfoszfat utvonalat, a mitochondriumok
képzddését és az oxidativ metabolizmust, valamint gatolja az autofagiat (Dazert és Hall
2011, Laplante és Sabatini 2012, Populo és mtsai 2012).

Szamos tumortipusban (pl. eml6-, colorectalis tumorok, glioblastoma, leukémiak
stb.) leirtdk az mTOR-utvonal komponenseinek (PI3K, PTEN, AKT, Ras és Raf)
mutdciéit. Az mTOR maga ritkdin mutalodik. Oréklddé tumorszindromdkban
azonositottadk mar a TSC1, TSC2 vagy PTEN mutaciéit, amelyek az mTOR utvonal
fokozott aktivitaisahoz vezetnek (Dazert ¢és Hall 2011). Korabban egyes
medulloblastomas esetekben az AKT és extracellular signal-regulated kinase (ERK)
western blot-tal, az AKT csak kis mértékben emelkedett (Wlodarski és mtsai 2006,
Wlodarski és mtsai 2008). Egy extenziv nodularis medulloblastomas esetben az mTOR
effektorok foszforilalt formainak, valamint az AKT ¢és ERK emelkedett szintjét
mutattak ki (Jozwiak és mtsai 2011). A medulloblastomas betegek egy kis részében
TSC1 deléciot talaltak, mivel kozvetetten gatolja az mTOR-t, igy karosdasa az mTOR
utvonal aktivaciojdhoz vezethet. Az IGF-mTOR ¢és SHH utvonal kapcsolatat irtak le
CGNP sejtekben, amely elésegiti a tumor kialakulasat (Parathath és mtsai 2008, Bhatia
és mtsai 2009, Bhatia és mtsai 2010, Mainwaring és Kenney 2011).

Az mTOR utvonal hozzajarulasa a tumorok kialakulasahoz felvetette annak
inhibitora a rapamycin. A rapamycint és analdgjait klasszikus mTOR-gatloknak
nevezik. A rapamycin a 12kDa FK506-binding protein (FKBP12) fehérjével alkot
komplexet, ez a komplex kozvetleniil gatolja az mTOR-t amennyiben az az mTORC1
komplex része, viszont nem tud kotédni az mTORC2 komplexhez, habar a hosszantartd
kezelésnek lehet hatasa az mMTORC2 komplexre is (Sabatini 2006, Sarbassov és mtsai
2006, Dazert és Hall 2011, Laplante és Sabatini 2012, Populo és mtsai 2012).

Szamos rapamycin szarmazék, gynevezett rapalog, all klinikai kiprobalas alatt.
A temsirolimus az els6 rapaldg, amit a Food and Drug Administration (FDA) elfogadott
tumoros betegség kezelésére eldrehaladott stadiumu vesekarcindmaban. Az everolimust
sclerosis tuberosa kezelésében fogadtak el. Ezt a genetikai betegséget a TSC1 vagy
TSC2 gén hibaja okozza, €s tobb szervet €rintd benignus dagatok kialakulésaval jar.

Egyre tobbféle tumorban tesztelik alkalmazhatosagat, a hatas azonban sokszor elmarad
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a varttol. A rapaldogok alkalmazhatosagat korlatozzdk az mTOR ttvonalbol induld
negativ visszacsatold6 mechanizmusok. Az mTORCI1 aktivalédasa soran az RPS6K
foszforilalja az inzulin-receptor-szubsztrat-1-et (IRS1), ami ezaltal lebomlik, és
csokkenti a PIBK/AKT altal kozvetitett jelet. Az mTORCI1 gatlasaval ez a visszacsatolo
mechanizmus is gatlodik, igy a PI3K/AKT utvonal talzott aktivacioja kdvetkezhet be.

A rapamycin alkalmazhatosdganak masik korlatja, hogy csak részben gatolja a
4E-BP1 foszforilacidjat. Az mTOR-gatlok egy ujabb fejlesztésii csoportjat alkotjak
azok az inhibitorok, amelyek az mMTORC1 és az mTORC2 komplexet is gatoljak. Ezek a
molekuldk az mTOR kinaz-aktivitasat gatoljak, ATP-kompetitiv inhibitorok. Ezek a
szerek teljesen blokkoljak a 4E-BP1 foszforilacojat, igy joval hatékonyabbak a
rapalogokndl. Az mTOR és a PI3K katalitikus doménjének hasonldsaga vezetett a
mindkét kinazt gatlo dudl-inhibitorok fejlesztéséhez (tehat az mTORC1-t, az mTORC2-
t, és a PI3K-t is gatoljak). Az NVP-BEZ235 (Novartis) vagy XL-765 (Exelixis)
kezeléssel igéretes eredményeket értek el tobbféle tumorban (Easton és Houghton 2006,
Fouladi és mtsai 2007, Guertin és Sabatini 2007, Maira és mtsai 2008, Dunlop és Tee
2009, Willems és mtsai 2012). A rapamycin és szarmazékai bizonyos medulloblastoma
sejtvonalakban hatékonyak, amit in vivo kisérletek is alatdmasztanak (Buonamici és

mtsai 2010, Geoerger és mtsai 2001, Pei és mtsai 2012).

1.3. A DNS-metiltranszferazok és szerepiik a daganatok kialakulasaban

Egyre tobb adat szol amellett, hogy az epigenetikai valtozasok hozzéjarulnak a
tumorképzddéshez. Az epigenetika olyan molekularis mechanizmusokat vizsgal,
amelyek a DNS bazisszekvencidjanak megvaltoztatasa nélkiil befolyasoljak a gén
miikddését és oroklédnek az wutodsejtekbe. A legtobbet vizsgalt epigenetikai
mechanizmusok a hiszton-modifikacio, DNS-metilacio, nukleoszéma remodeling €s
szabalyozas miRNS-ekkel. A hisztonok tobféle modositason mehetnek keresztiil
(foszforilacid, acetilacid, metilacid), befolyasolva ezzel a kromatin nyitott vagy zart
szerkezetét, ezaltal a transzkripciot segitik vagy gatoljak. A DNS-metilacio biztositja,
hogy a megfeleld gén a megfeleld idoben expresszalodjon. A tumor kialakuldsa és
fejlodése soran az epigenom szamos valtozdson megy keresztiil, aberrdns metilacios
mintdzat alakul ki, megvaltozik a nukleoszoma szerkezete €s a hisztonok modifikacidja.

Ezek a kiilonboz6 epigenetikai folyamatok egymassal nagyon szoros kapcsolatban
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vannak, és a megvaltozott génexpresszid kedvez a tumoros folyamatoknak. A genetika
¢s epigenetika egyiittes miikddése a tumorfejlodés minden stddiuméaban kimutathatd
(Gal-Yam és mtsai 2008, Gros és mtsai 2012, Choi és Lee 2013, Sciuscio és Hegi
2013).

A DNS-metilacié folyamatat a DNS-metiltranszferazok (DNMT-K) végzik, ezek
az enzimek katalizaljak a S-adenozil-L-metionin metilcsoportjanak atkeriilését a citozin
5’ szénatomjara féként CpG dinukleotidot tartalmazé helyeken. A CpG dinukleotidok
sokszor szigetként fordulnak eld, a human gének promotereinek kb. 60-70%-a tartalmaz
CpG-szigetet, aminek metilaltsaga a hozza kapcsolodo gén gatlasahoz vezet (Saxonov
és mtsai 2006, Jurkowska és mtsai 2011, Gal-Yam és mtsai 2008, Gros és mtsai 2012).
A DNS-metilacié folyamatdban emlésokben haromféle enzim vesz részt, a DNMTI,
DNMT3A ¢és DNMT3B. A fehérjecsaladnak ismert még egy aktivitassal nem
rendelkezd tagja is (DNMT3L). Az aktiv DNMTk egy N-termindlis regulacios domént
¢s egy C-termindlis katalitikus domént tartalmaznak. A DNMT3A ¢és DNMT3B
enzimeket de novo metiltranszferazként tartjak szamon, a kezdeti metilacios mintazat
kialakitasat végzik. Fokozottan vannak jelen embrionalis szovetben és csirasejtekben.
Ezek az enzimek egyforma preferenciat mutatnak a hemimetilalt és a metilalatlan DNS-
szal irant. A DNMT3A felel az imprintingért és foként a pericentromerikus DNS régio
metilaltsagaért, a DNMT3B pedig a centromer régioé metilalasaért. A DNMTL1 a késobbi
metilacios mintazat fenntartasért felel, a DNS-replikacio idején felismeri a hemimetilalt
DNS-szalat és atmdasolja a metildciés mintazatot, preferencidt mutat a hemimetilalt
DNS-szal irant. A sejtosztodasnal a DNMT3A és DNMT3B is kdzremiikodik. A DNS-
metilacionak tehat fontos szerepe van az embrionalis fejlddésben, az dssejtspecifikus
gének csendesitésében vagy a pluripotencia fenntartasaban, az imprintingben, az X
kromoszoma inaktivacidjaban €s a repetitiv szakaszok, transzpozonok csendesitésében
(Okano és mtsai 1999, Gal-Yam és mtsai 2008, Jurkowska és mtsai 2011, Gros és mtsai
2012, Choi és Lee 2013).

A tumorokban megfigyelték, hogy a DNS altalanosan hipometilalt, viszont
bizonyos promoéterek hipermetilaltak (7. abra). A repetitiv DNS-szakaszok
alulmetilaltsaiga ¢és tumorszupresszor gének thlmetildltsdga hozzajarulhat a
kromoszomalis instabilitashoz és abnormalis génexpresszidhoz, amely eldsegiti a tumor
kialakulasat. A DNS-hibajavitd gének hipermetilaltsdga azok redukalt expresszidjat

eredményezi, ezek a gének pedig sziikségesek a genetikai stabilitds fenntartasahoz.
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Tovabba zavart okozhat a kromoszomalis stabilitas fenntartasaban azaltal, hogy nem
represszalja a repeat €s transzpozon elemeket, igy megnd az inzercidos mutaciok
valdszinlisége. A repetitiv szakaszok metildltsiga megvéd a kromoszomalis
instabilitastol azaltal is, hogy gatolja a homolog rekombinaciot (Putiri és Robertson
2011, Gros és mtsai 2012, Sciuscio és Hegi 2013). Genomszintli vizsgalatok
alatdmasztottak, hogy a normal sejtben metilalatlan promotereknek 5-10%-a metilalt
kiilonb6z6 tumorokban. Tumorszupresszor gének hipermetilaltsagat tobbféle tumorban
megfigyelték mar, pl. emld, vastagbéldaganatok, valamint agytumorok - mint példaul
glioma ¢és medulloblastoma - esetében is. A daganatsejtekben tobb szaz vagy tobb ezer
gén lehet hipermetilalt (Dawson és Kouzarides 2012, Choi és Lee 2013). A DNMT-k
tulzott expresszalddasat is megfigyelték szamos daganattipusban, mind mRNS, mind
pedig fehérje szinten. Emelkedett DNMTI1 expressziot detektaltak gyomorrakban,
DNMT1 és DNMT3A emld és pancreas tumorban, illetve DNMT1 ¢és DNMT3B
gliomaban (Etoh és mtsai 2004, He és mtsai 2011, Rajendran és mtsai 2011,
Subramaniam ¢s mtsai 2014, Yu és mtsai 2015).

Normal seijt

? metilalatlan citozin

? metilalt citozin

Tumoros sejt

CpG-sziget

7. dbra: DNS metilacios mintazat normal és tumoros sejtekben

Az egészséges sejtekben csaknem az osszes CpG dinukleotid metilalt és a gének
tobbsége az 5’ régioban metilalatlan. A tumoros sejtekben szamos CpG-Sziget
hipermetilalodik, aminek géncsendesités lesz a kovetkezménye, mig globdlisan, foként a

repetitiv szakaszokon alulmetilaltsag figyelheté meg (Forras: Gal-Yam és mtsai 2008)

A DNS metilaciés vizsgalatok medulloblastomédban az agytumorok
kialakulasaban ismerten szerepet jatszo tumorszupresszor génekre iranyultak, azonban
ellentmondasos eredmények sziilettek. Kivételt képez a RASSF1A gén, amely tobb

vizsgalat szerint is hipermetilalt a medulloblastomas esetek nagy részében (Sexton-
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Oates és mtsai 2015). Ezekben a korabbi tanulmanyokban alkalmazott méodszerek (pl.
metilaciospecifikus PCR) csak korlatozott szamu, specifikus gének metilaltsaganak
vizsgélatat tették lehetévé. Az elmult években ugrasszerien fejlédd genomikai
technologia az epigenetikai vizsgalatok lehetdségeit is jelentdsen bdvitette, és
ugrasszerlien megnovelte ismereteinket az epigenomrol. Az 0j-generacios szekvenalas
fejlédésével lehetévé valt a dagnatok metilaciés mintazat alapu csoportositasa (Gal-
Yam ¢és mtsai 2008, Dawson ¢és Kouzarides 2012, Hovestadt és mtsai 2013, Schwalbe és
mtsai 2013, Sexton-Oates és mtsai 2015).

A medulloblastoma molekularis osztalyozasa eredetileg RNS-alapon tortént.
Azonban a patoldgiai laborokban rutinszerien formalin-fixalt paraffinba agyazott
szovetet hasznalnak, az ilyen mintdkon végzett osztalyozas pontossaga elmarad a friss
fagyasztott metszetekétél.  Vannak  vizsgalatok arra, hogy fehérje-alapon
immunhisztokémiai modszerrel végezzilk a  csoportositast, azonban ennek
standardizalasa nehéz a kiilonboz6 patologiai laborok kozott, a reprodukalhatosag nem
biztositott. Ezért elonyds lehet a DNS-alapu csoportositas, ugyanis stabilabb, mint az
RNS, igy alkalmasabb archiv mintak vizsgalatara is. Schwalbe és mtsai (2013) egy tobb
szaz gént vizsgald panelt hasznaltak. A metilacids mintdzat alapjan 4 csoportot sikeriilt
elkiiloniteni, ami jo korrelaciot mutatott a mas modszerekkel meghatarozott korabbi
csoportositassal (WNT, SHH, 3-as és 4-es alcsoportok). A mintak egy kis csoportjat
(kb. 6 %) nem sikeriilt egyetlen kategoriaba sem besorolni (Schwalbe és mtsai 2013).
Hovestadt és mtsai (2013) egy ujabb fejlesztésti egész genomra kiterjedd metilacios
tesztet alkalmaztak (Infinium Human Methylation 450 BeadChip array, Illumina). A
metilacios csoportositds itt is nagyon szorosan Kkorreldlt a génexpressziods
csoportositassal, és szintén alkalmas paraffinos anyag analizisére is (Hovestadt és mtsai
2013).

A DNS-metiléaci6 reverzibilis folyamat, igy a DNMT enzimek gatlasa terapias
lehetdséget is nyajt. A gatldészerek egyik csoportjat a nukleozid-analogok alkotjak. Az
5-azacitidin (azacitidine) és az 5-aza-2’-deoxicitidin (decitabine) az FDA altal
elfogadott gyogyszer, az azacitidine mielodiszplazias szindroméaban (MDS), akut
mieloid leukémiaban (AML) és kronikus mielomonocitas leukémiaban (CMML), a
decitabine MDS-ben, AML-ben. Ezek az anal6gok beépiilnek a nukleinsavakba az S-
fazis soran, és a DNMT-ket irreverzibilisen a DNS-hez kotik. Toxikussaguk és

instabilitasuk miatt tovabbi analogokat is fejlesztettek. Ezek a szerek hatékonyabbak,

30



DOI:10.14753/SE.2017.2249

azonban hatranyuk, hogy nem specifikusak a kiilonb6z6 DNMT-kre és sulyos
mellékhatassal jarnak. A DNMT-gatlok masik csoportja a nem-nukleozid inhibitorok,
amelyek a DNMT-k Kkatalitikus doménjéhez kotddnek. Ezeket még nem vontak be
klinikai tesztelésbe, azonban hozzajarulnak a DNMT-k mikodésének jobb
megértéséhez és a tovabbi terapias fejlesztések alapjaul szolgalnak (Gal-Yam és mtsai
2008, Song és mtsai 2011, Gros és mtsai 2012). A DNMT-gatlokkal tobbféle
daganattipusban végeztek mar klinikai vizsgalatokat, mint példaul hematologiai
malignitasoknal, melanomanal, eml6-, petefészek- és colorectalis dagantoknal. Egyelére
azonban még csak hematologiai malignitasokban mutatkozott biztaté eredmény, szolid
tumorokban nem sikertilt tumorellenes hatast igazolni (Goffin és Eisenhauer 2002, Gal-
Yam és mtsai 2008, Song és mtsai 2011, Dawson és Kouzarides 2012, Gros és mtsai
2012, Subramaniam és mtsai 2014).

Medulloblastomaban in vitro és in vivo kisérletekben tesztelték a DNMT-
gatlokat. A decitabin reaktivalta a tumor supresszor PTCH1 gént medulloblastoma
sejtvonalban, kombinalva multi-kindz inhibitorral serkentette az apoptdzist. PTCH-
knockout egéren végzett kisérletek azt mutattak, hogy DNMT gatl6 kombinalva
hiszton-deacetilaz (HDAC) inhibitorral késleltette a medulloblastoma kifejlodését, bar
elérehaladott betegségben nem volt hatdsos. Tovabbi sejtvonalakon végzett vizsgalatok
is arra utalnak, hogy DNMT-, HDAC- és tirozin-kinaz-gatlok kombinalva hatékonyak
lehetnek medulloblastoma kezelésében (Ecke és mtsai 2009, Diede és mtsai 2010,
Marino és mtsai 2014).
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2. Célkitiizések

A medulloblastoma klinikai és molekularis bioldgiai jellemzdket tekintve is heterogén.

Intenziv kutatdsok iranyulnak a kiilonb6z6 csoportok elkiilonitésére, annak érdekében,

hogy az eltéré biologiai hatteri tumorokkal rendelkezé betegek célzott kezelést

kapjanak. A molekularis biologia fejlodésével a kutatasok a molekularis terapia felé

iranyulnak. Célunk az volt, hogy 0j molekularis markerek vizsgalataval tovabb

finomitsuk és pontositsuk a medulloblastoma biologiai hatterének megismerését és Uj

prognosztikai markereket talaljunk, amelyek terapids szempontbol is fontosak lehetnek.

Az alabbi kérdéseket vizsgaltuk:

a)

b)

d)

f)

9)

h)

az mTOR utvonal mTORCI1 agéanak aktivalodasa megfigyelhet6-e primer
human medulloblastoma mintakban (p-mTOR és p-S6 vizsgalata)?

mutat-e az mTORC1 komplex két jellemz6 fehérjéje, a p-mTOR és p-S6
expresszioja Osszefiiggést a betegek klinikai és patoldgiai jellemzdivel,
hasznalhato-e prediktiv markerként?

a p-mTOR ¢és a p-S6 expresszidja mutat-e Osszefiiggést a f-katenin, illetve
SFRP1 ellenanyagokkal meghatarozott WNT, SHH és nem-WNT/SHH
molekularis alcsoportokkal humén medulloblastomédban?

az mTOR ttvonal gatloszerei - az mTORCI1 komplexet gatlo rapamycin és a
mTORC1 és mMTORC2 komplexet is gatlo NVP-BEZ235 — hogyan hatnak
a medulloblastoma kezelésében hasznalt citosztatikumokkal?

az mTORCI ¢és mTORC2 komplex fehérjéinek jelenléte in vitro
medulloblastoma sejtvonalakon hogyan befolyasolja a kiilonb6z6 mTOR-
gatlok hatasat?

a DNS-metiltranszferazok koziil a 3 aktiv tag, DNMTI1, DNMT3a ¢és
DNMT3b expresszalodik-e primer human medulloblastoma mintakban?
mutat-e a DNS-metiltranszferazok expresszidja Osszefiiggést a betegek
klinikai és patologiai jellemzdivel, hasznalhato-e prediktiv markerként?
van-e Osszefiiggés a DNS-metiltransferazok expresszioja és a [-katenin,
illetve SFRP1 ellenanyagokkall meghatairozot WNT, SHH és nem-
WNT/SHH molekularis alcsoportok k6zott human medulloblastomédban?
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3. Modszerek

3.1. Immunhisztokémiai vizsgalatok
3.1.1. Betegek €és tumormintak

A vizsgalatokhoz 44, 2004 ¢s 2010 kozott medulloblastomaval diagnosztizalt beteg
formalinban fixalt paraffinba agyazott tumormintdit hasznaltuk fel. A diagndzis
felallitaisa a WHO kritériumok alapjan tortént. A szdvettani alcsoportokat a vizsgalat
kapcsan revidealtuk Dr. Turanyi Eszter patologus segitségével. A betegek adatai a
Magyar Gyermek Tumor Regiszterbdl szarmaznak. A betegek kezelése az MBL2004,
illetve MBL2008 magyarorszagi agytumor kezelési sémak szerint tortént (Hauser és
mtsai 2009).

3.1.2. TMA - blokk készitése

A szoveti microarray (TMA) blokkokat szamitogép-vezérelt, a 3DHistech altal gyartott
TMA Master késziilék segitségével allitottuk Ossze. Eldzetesen a hematoxilin-eozin
festett lemezeken kijeldltiik a reprezentativ teriileteket. A paraffinba agyazott
mintdkbol 2 mm atmérdjii szovethengereket szurtunk ki a reprezentativ teriiletnek
megfeleld helyekrél. Ahol a minta mindsége és mennyisége megfeleld volt, két
parhuzamossal dolgoztunk. Az ellenanyagok miikodésének ellenérzésére egyéb
szOveteket (mdj, nagyagy, colorectalis tumor, lymphoma, tonsilla, vese, bdr, uterus)
vontunk be a TMA blokk készitésébe. A szovetek az Orszagos Klinikai Idegtudomanyi
Intézetbdl és a Semmelweis Egyetem l.sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutato Intézetbol

szarmaznak (Etikai engedélyek: TUKEB 100/2012 és 30/2015).

3.1.3. Immunhisztokémiai reakciok

Az elkészitett TMA blokkokbol 4 pm-es metszeteket vagtunk. A metszeteket
deparaffinizaltuk xilol és alkohol sorban. Az endogén peroxidazt blokkoltuk metanol-
hidrogén-peroxidaz oldatban. Az ellenanyagokat €s a felhasznalas modjat a I1. Tablazat
foglalja 6ssze. Az mTOR jelatviteli ut vizsgalatahoz anti-pS6 (#2211, Cell Signaling,
USA,; higitas 1:150) és anti-p-mTOR (#2976, Cell Signaling, USA; higitas 1:100)
ellenanyagokat hasznaltunk. Az antigénfeltarashoz citrat pufferben (pH=6,0) elektromos

kuktdban 20 percig forraltuk a lemezeket. A 16szérummal tortént blokkolas utan 1,5
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oraig inkubaltuk az elsddleges ellenanyaggal. A DNS-metiltranszferazok jeloléléséhez
anti-DNMT1 (higitas 1:200; Ab19905, AbCam, UK, Cambridge), anti-DNMT3a
(higitas 1:600; Ab13888, AbCam, UK, Cambridge) és anti-DNMT3b (higitas 1:200;
Ab13604, AbCam, UK, Cambridge) ellenanyagokat hasznaltunk. Az antigénfeltaras
Tris-EDTA (TE) pufferben (pH=9,0) tortént mikrohullamu siitében 45 percig. A WNT
és SHH utvonal aktivalodasanak vizsgalatara anti-f-katenin (higitas 1:150; M-3539,
DAKO, Denmark) és anti-SFRP1 ellenanyagot (higitas 1:1500; ab-4193, AbCam, UK,
Cambridge) hasznaltunk. Az antigénfeltarast elektromos kuktaban végeztiik 20 percig
torténd forraldssal TE pufferben. A metszeteket az elsddleges ellananyaggal egy
¢jszakan at inkubdltuk. Masodlagos jel6ld rendszerként Novolink Polymer Detection
System (Novocastra, Germany, Wetzlar) kit-et hasznaltunk, 3,3'-diaminobenzidine
(DAB) kromogénnel tettiik lathatova a reakciot, amit hematoxilin sejtmagfestés
kovetett. A haszndlt masodlagos antitest alkalmas tobbféle elsddleges antitest
felismerésére (egér IgG, egér IgM és nyul IgG). A technika polimer alapd, polimer
vazra tobb masodlagos antitestet és tormaperoxidazt kapcsoltak, igy a kapott jel joval

er6sebb, mint a hagyomanyos streptavidin-biotinos rendszer.

1. tablazat. A kisérletben felhasznalt antitestek

feltaras inkubalas
antitest higitas puffer idé idé hémérséklet
anti-p-mTOR  1:100 citrat pH=6 20 perc 1.5 6ra 25°C
anti-p-S6 1:150  citrat pH=6 20 perc 1.5 6ra 25°C
anti-SFRP1 1:1500 TE pH=9 20 perc 1 éjszaka 25°C
anti-p-katenin ~ 1:150 TE pH=9 20 perc 1 éjszaka 25°C
anti-DNMT1 1:200 TE pH=9 45 perc 1 ¢jszaka 25°C
anti-DNMT3A 1:600 TE pH=9 45 perc 1 ¢jszaka 25°C
anti-DNMT3B 1:200 TE pH=9 45 perc 1 éjszaka 25°C
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3.1.4. Az immunhisztokémiai reakciok értékelése

crer

a festddés intenzitdsa egységes volt, 4 kategdridba soroltuk a fest6dott sejtek aranya
alapjan: negativ (0 pont; nem volt festédés, vagy 1% alatti), gyenge (1 pont; 1-10%),
kozepes (2 pont; 11-50%) és erds (3 pont; 51-100%). A p-S6 festddés egyik minta
esetében sem haladta meg a 10%-ot, igy 3 kategodriat allitottunk fel, negativ (0 pont;
nem volt festédés, vagy 1% alatti), gyenge (1 pont; 1-5%) és kozepes (2 pont; 6-10%)
sejtek ardnyat vettiik figyelembe. Az intenzitdsnak megfeleléen 4 pontértéket
hataroztunk meg, 0 (negativ), 1 (gyenge festédés), 2 (mérsékelt festédés) és 3 (erds
festédés). Az immunpozitiv sejtek aranyat figyelembe véve 5 pontértéket hataroztunk
meg: 0 (negativ), 1 (1-25%), 2 (26-50%), 3 (51-75%) és 4 pont (76-100% pozitivitas).
A két pontérték szorzata alapjan (0-12) soroltuk be a mintakat, a 0-3 ponttal rendelkez6
mintakat negativ/gyenge expresszidju mintaként, a 4-12 ponttal rendelkezé mintakat
mérsékelt/erés expresszidju mintaként vettiink figyelembe. A mintakat WNT- vagy
SHH-aktivaltnak tekintettiik, ha a sejtmagi B-catenin, vagy SFRP1-t expresszalo sejtek
aranya nagyobb volt, mint 10% (Neben és mtsai 2004, Ellison és mtsai 2011, Northcott
és mtsai 2011).

3.2. Sejttenyészeteken végzett vizsgalatok
3.2.1. Sejtvonalak és tenyésztés

Két medulloblastoma sejtvonalat hasznaltunk a vizsgalatokhoz, az egyik a Daoy (ATCC
American Type Tissue Culture) a masik pedig az UW228-2 (Dr. J. Silber, University of
Washington, Seattle, WA, USA). Mindkét sejtvonalat EMEM (Minimum Essential
Medium Eagle, Alpha Modification, M8042, Sigma, St. Louis, USA) tapfolyadékban
tenyésztettiik kiegészitve 10% hdinaktivalt magzati borju savéoval (FCS, Gibco),
antibiotikummal (Gentamycin, Sandoz), Na-piruvattal, nem-eszencialis aminosavakkal,
és L-glutaminnal (Sigma, St. Louis, USA). A sejteket 37°C homérsékleten 5%-0s CO-
koncentracié mellett inkubaltuk 25 vagy 75 mm? alapteriiletii tenyésztéflaskakban.
Mindkét sejtvonal adherens, a passzalasuk 3-4 naponta tortént Trypsin-EDTA (Sigma)

oldat felhasznalasaval.
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3.2.2. A sejtek kezelése

A novekedés exponencialis fazisaban 1év6 sejteket tripszin-EDTA kezeléssel
eltavolitottuk a  tenyésztflaskak felszinérdl, tapfolyadékban Osszegytijtottiik,
centrifugaltuk, és sejtszamolas utan 96 lyuka plate-be helyeztik (3x10% sejt/lyuk).
Miutan kitapadtak (24 ora utan) a tapfolyadékot lecseréltiik a kezeldszert tartalmazd
tapfolyadékra. A kezelés id6tartama 72 ora volt. Kétféle kezeldszert alkalmaztunk, az
egyik az mTORCI1 komplexet gatldo rapamycin (Sigma) (alkalmazott dozisok 0,5, 5 és
50 ng/ml), a masik szer az NVP-BEZ235 (Cayman Europe, Estonia) - gatolja a PI3K-t
¢s az mTORCI, illetve mTORC2 komplexet is - (alkalmazott dozisok: 0,1 és 1 uM). Az
mTOR gatlokat kombinaltuk citosztaikumokkal. Cisplatint (Ebewe Pharma, Austria) 1
UM concentracioban hasznaltunk mindkét sejtvonalon, etoposide-ot (Ebewe Pharma,
Austria) 0,1 uM koncentracidban az UW228-2 sejtvonalon, 1 uM koncentracioban a
Daoy sejtvonalon. Minden kisérletet haromszor végeztiink. A kezeléseknél a valasztott
koncentracio-tartomany korabbi doézishatas vizsgalatokon alapult, illetve mTOR-gatlok
esetében a Semmelweis Egyetem 1. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetben mas
sejtvonalakon  hatdsos koncentracio-tartomanyt teszteltik a medulloblastoma
sejtvonalakon. A kombinalt kezelésnél mérsékelten hatasos koncentraciot (1C:10-20)

valasztottunk.

3.2.3. Proliferacios teszt

A sejtek  proliferacidjanak  gatlasat MTT  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) (Sigma, St. Louis, USA) teszttel vizsgaltuk 72 0rés
kezelési id6 utan. A teszt az €16 sejtek aranyat méri, azok mitokondrialis aktivitdsan
alapul. A mitokondridlisan ép sejtek a tetrazolium sot formazan kristallya alakitjak. A
lila  formazan  kristalyokat  dimetil-szulfoxidban = (DMSO)  oldottuk, és

spektrofotometridsan mértiik az abszorbanciat 570 nm-en.

3.2.4. Immuncitokémia

Tripszines kezelés utan 100 000 Daoy ¢s UW228-2 sejtet lemezekre centrifugaltuk
Cytospin (Shandon Scientific LTD) centrifugaval. A sejteket ezutdn 10 percig fixaltuk
80%-0s metanolban. A lemezeket 4°C-on inkubaltuk egy éjszakan 4t az elsddleges

ellenanyagokkal. A kovetkezé antitesteket hasznaltuk, p-mTOR (ab51044, Abcam,
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Cambridge, UK), Rictor (ab56578, Abcam, Cambridge, UK), Raptor (ab40768, Abcam,
Cambridge, UK) és p-S6 (#2211, Cell Signaling, USA), mindegyiket 1:100 higitasban.
Masodlagos antitestként Novolink Polymer Detection System (Novocastra, Wetzlar,
Germany) rendszert hasznaltunk, majd DAB kromogénnel tettiik lathatova. A sejtek
festddése homogén volt, igy az értékelésnél az intenzitast vettiik figyelembe, harom

fokozatban osztalyoztunk: + (gyenge), ++ (kOzepes) és +++ (erds).

3.3. Online elérhetd génexpresszids adatbazis felhasznalasa

Az 'R2: Genomics Analysis and Visualization Platform' (http://r2.amc.nl) mMRNS

experssziés adatait hasznaltuk fel a gének kozotti kapcesolat vizsgalatara.
Medulloblastomabdl 0sszesen 11 adatszettet tartalmaz, ezek kozul 2-2 azonos eseteket,
amelyek a normalizalas médjaban, illetve a probaszettben kiilonboznek. Egy mérés nem
volt sikeres. Igy Gsszesen 8 adatbazis adatait elemeztiik, ezeket a III. tablazat mutatja.

Az adatokat log2 transzformacioban toltottiik le.

1. tablazat: Az R2 segitségével letoltott adatok

Név Esetszam
1 | Gilbertson 76
2 | Kim 30
3 | Thompson (MAS5.0) | 46
4 | Northcott (Core Exon) | 103
5 | Mack 22
6 | Northcott 285
7 | Kool 62
8 | Delattre 57

3.4. Statisztikai értékelés

Statistica 9.0 (StatSoft) szoftvert hasznaltunk az adatok elemzéséhez. A p-mTOR, p-S6,
€s a DNMT-K expresszioja kozotti korrelaciot Spearman rank order tesztel vizsgaltuk. A
kisérletekben vizsgalt fehérjék és a szovettani tipus, a betegek neme, a megbetegedési
kor (diagnézis) és az egyes molekularis alcsoportok kozotti kapcsolat vizsgalatara
Fisher-féle egzakt tesztet és Mann-Whitney U-tesztet hasznaltunk. A taléléssel vald

kapcsolatot Kaplan-Meier analizissel végeztiink, a statisztikai szignifikancia mérésére
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log-rank tesztet alkalmaztunk. Az mTORC1-aktiv mintakat hasonlitottuk a nem aktiv
mintdkhoz, az mTORCI aktivitast mindkét vizsgalt fehérje, a p-mTOR ¢és p-S6 egylittes
expresszidjaval definialtuk. A DNMT1, DNMT3a és DNMT3b pozitiv és negativ
mintak talélését hasonlitottuk Ossze. Az adatbazisbol szarmazd génexpresszids adatok
értékelésénél a két gén mRNS expresszioja kozotti korrelaciot Pearson-féle
korrelacioval vizsgaltuk. A kiillonb6zé csoportok DNMT1 expresszidjat kétoldali t-
probaval hasonlitottuk Ossze. A sejtvonalakon végzett kiilonbozd kezelések hatasat

szintén kétoldali t-probaval vizsgaltuk. A statisztikai szignifikancia szintje p<0.05.
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4. Eredmények

A paciensek median életkora 8,5 év (1,1-28,7 év), koztik négyen (10%) fiatal
felnottként (>18 év) betegedtek meg, a fitk aranya 55%. A 0-3 éves korcsoportban a
lanyok aranya joval magasabb (5:1) volt a fiakénal. A kiilonb6z6 korok szerinti nem
megoszlast mutatja a 8. abra. A tumormintak 84,1%-a mutatott klasszikus, 11,4%-a
dezmoplasztikus ¢és 4,5%-a nagysejtes/anaplasztikus szovettani tipust (9. abra). A
talélési adatok az esetek 90,9% -aban voltak elérhetbek, a median kovetési 1d6 5,6 év. A

betegek adatait €s az immunhisztokémiai vizsgalatok értékelésének eredményét foglalja

Ossze a V. tablazat.
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8. dbra: A vizsgalt medulloblastomds betegek életkor és nemek szerinti megoszidsa
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9. dbra: A vizsgalt medulloblastomas betegek szovettani altipusainak megoszldasa
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IV. tablazat: A vizsgalatba bevont betegek adatai és az immunhisztokémiai reakciok
eredménye
(KL: klasszikus, DEZ: dezmoplasztikus, NSA: nagysejtes/anaplasztikus, na: nincs adat,

né: nem értékelt, megh.: meghalt)

= @, c © o

£ g z ¢ § =z S £ £ L
z 22 £ © £ f E ¥ g & 2 2 2
g 855 2 8 = 2 s & & & 0 a a
1 KL lany 1118 megh. 018 0 0 0 0 0 0 0
2 NSA fia 7,84 megh. 1,47 0 1 1 2 9 4 6
3 KL lany 599 megh. 456 O 0 0 0 4 9 3
4 KL lany 14,04 megh. 000 0 0 0 0 4 6 8
5 KL fia 10,81 megh. 7,98 0 1 2 1 4 8 8
6 KL lany 3,31 él 9,38 0 0 0 3 6 8 12
7 KL fia 13,54 él 9,74 0 0 né né 8 12 12
8 KL fia 17,09 él 8,99 0 1 0 0 2 0 8
9 KL lany 10,09 megh. 3,07 0 0 1 2 2 8 8
10 DEZ fia 14,54 él 9,08 0 0 0 0 1 2 3
11 DEZ fia 5,14 megh. 0,59 0 0 1 0 4 4 6
12 KL lany 17,90 megh. 5,02 0 0 0 0 4 2 8
13 KL fia 3,11 megh. 0,92 0 0 1 2 2 1 4
14 KL lany 4,71 él 8,54 0 0 0 0 4 6 12
15 KL fia 15,30 él 7,80 1 0 né né 2 4 2
16 KL lany 8,48 él 7,24 0 0 0 1 12 2 2
17 KL lany 14,28 él 8,09 0 0 1 3 4 8 8
18 DEZ fia 663 ¢ 790 0 1 0 0 3 12 8
19 NSA fiu 13,84 megh. 1,94 0 1 1 1 4 3 12
20 DEZ fiu 4,34 megh. 0,09 0 0 1 2 9 12 4
21 KL fia 8,56 él 7,00 0 0 0 0 2 4 12
22 KL fia 15,46 él 6,52 0 0 né né 2 8 12
23 DEZ fia 2,59 él 6,52 0 1 0 0 4 2 4
24 KL fia 450 megh. 1,92 0 0 0 1 4 12 3
25 KL lany 9,30 megh. 5,54 0 0 0 0 8 12 12
26 KL fia 681 ¢ 663 0 0 0 0 4 2 3
27 KL lany 8,50 él 6,07 0 0 1 2 8 0 12
28 KL fia 7,70 & 602 0 0 2 0 2 8 8
29 KL lany 1,77 él 6,76 0 1 0 0 9 8 8
30 KL lany 4,92 él 6,56 0 0 1 2 6 8 6
31 KL fia 22,90 na na 0 1 0 0 6 4 8
32 KL fia 10,76 megh. 5,22 0 0 0 0 2 2 4
33 KL lany 21,43 na na 0 1 1 0 6 0 12
34 KL lany 16,71 él 5,67 0 0 né né 2 12 1
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V. tablazat folytatdsa

=i @ c © o

$E gz ¢ 5 g _ o E B E
g8 8 5 £ 2 4 & ¢ & z 2 z
35 KL fia 7,92 él 5,48 0 0 0 0 1 1 4
36 KL lany 10,75 él 5,65 0 0 1 0 4 4 3
37 KL lany 1,78 megh. 0,48 0 0 0 0 2 8 6
38 KL fia 4,63 él 4,99 0 0 0 0 4 3 4
39 KL fia 28,25 na na 0 1 0 0 9 4 6
40 KL lany 1,07 él 3,23 0 0 0 0 6 12 3
41 KL lany 2,84 él 3,12 0 0 0 0 2 8 2
42 KL fia 13,18 él 2,80 0 0 0 0 2 8 8
43 KL lany 28,69 na na 0 1 0 1 9 12 2
44 KL fia 9,68 él 2,12 0 1 0 0 9 12 12

4.1. A jellemz0 utvonalak aktivalodasa

A medulloblastoméban jellegzetesen hibas jelatviteli utak kozil a WNT ¢és SHH
utvonalak aktivalodasat vizsgaltuk egy-egy jellemz6 fehérje immunhisztokémiai
reakcioval. A 44 paciens koziil mindossze 1 esetben figyeltiink meg nuklearis B-katenin
expressziot, gyenge intenzitdssal, igy a kis esetszdm miatt a WNT-ttvonal aktivalodéasat
nem tudtuk bevonni a statisztikai analizisbe. Az SHH ttvonalra jellemzé SFRP1 fehérje
expresszidjat 12 beteg (27,3%) mutatta (10. abra).

10. dbra: WNT és SHH molekularis alcsoportok meghatarozasa f-catenin (A) és SFRP1

(B) immunhisztokémai kimutatasdaval (nagyitas 340X)

41



DOI:10.14753/SE.2017.2249

4.2. Az mTORC1 utvonal aktivalodasa human medulloblastomas betegekben
4.2.1. Szovettani vizsgalatok

Az mTORC1 utvonal aktivalodasanak meghatarozasara maganak az mTOR fehérjének,
és egyik célmolekuldjanak foszforilalt formajat (p-mTOR és p-S6) teszteltik. A
riboszomalis S6 fehérje az mTORC1 komplex utvonaldn keresztiil foszforilalodik, igy a
két vizsgalt fehérje egyiittes kifejezddése alapjan felteheté az mTORCI1 tutvonal
aktivacidja. A vizsgalat soran 40 pacienst értékeltiink. A p-mTOR fehérje expressziojat
négy (0-3), a p-S6 fehérje expresszidjat harom (0-2) fokozatu skalan pontoztuk, a pont
értékeket a IV. tablazat mutatja. A betegek 32,5%-a mutatott pozitivitast p-mTOR-ra (1-
3 pont), ugyanilyen aranyban figyeltiink meg p-S6 pozitivitast (1-2 pont). Reprezentativ
immuhisztokémiai reakciokat mutat a 11. dbra. A két fehérje egyiittes expresszioja 9
esetben (22,5%) volt megfigyelheté szignifikans korrelaciot mutatva (R=0,55;
p=0,0002). A p-mTOR-, illetve p-S6-expresszio és a klinikai, illetve patologiai adatok
kozotti osszefiiggések vizsgalatanak eredményeit az V. tablazat mutatja. Nem talaltunk
kapcsolatot sem a tumor szdvettani tipusaval, sem a molekularis altipussal, sem az
¢letkorral, sem pedig a betegek nemével. A molekularis alcsoportok koziil a WNT
alcsoport alapjan nem elemeztiink, ugyanis csak egy beteg tartozott ebbe a csoportba. A
tulélés vizsgalatahoz a betegeket 2 csoportba osztottuk, a p-mTOR és p-S6 egyiittes
expresszidjaval definialtuk az mTORCI aktivitast mutatd betegcsoportot (N=9), minden
mas beteget az MTORC1-inaktiv csoportba (N=27) soroltunk. A talélési adatok 36
esetben voltak elérhetdek. A Kaplan-Meier grafikon alapjan az a trend lathato, hogy az
mTORCI1 aktiv betegeknek alacsonyabb a tulélése, a statisztikai értékelés szerint a

kiilonbség nem szignifikans (p=0,13) (12. abra).
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11. dbra: mTORCL aktivitds kimutatdsa human medulloblastoma szovetben
(A) hidanyz6 p-mTOR expresszio (B) p-mTOR-t expresszalé minta (C) hianyzo p-S6

expresszio (D) p-S6-ot expresszalo minta (nagyitds 420X)
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V. tablazat: A p-mTOR és p-S6 expresszio és a medulloblastomas betegek klinikai-

patologiai jellemzdinek kapcsolata

Osszes p-mT,O R p-m.T,OR p érték p-S6 , p-S6 poztiv  p érték
negativ pozitiv negativ
Esetszam (%0) 40 27 (67,5%) 13 (32,5%) 27 (67,5%) 13 (32,5%)
Eletkor (median év) 8,2 7,9 8,5 0,972 7,9 8,5 0,59 @
Nem
Fii 21 15 6 14 5
0,74° 1,00°
Lany 19 12 7 13 6
Szdvettani tipus
Klasszikus 33 23 10 24 9
1,00° 0,62°
Dezmoplasztikus 5 4 1 3 2
Nagysejtes/Anapl. 2 0 2 # 0 2 #
Molekuléaris altipus
WNT 0 0 0 # 0 0 #
SHH 12 8 4 8 4
1,00° 1,00°
Nem-WNT/SHH 28 19 9 19 9

& Mann-Whitney U-teszt

b Fisher-féle egzakt teszt, kétoldal

# nem értelmezhetd
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12. abra: Kaplan-Meier tulélési analizis grafikonja, az mTORCI aktivitdst mutato és
mTORC1 inaktiv betegcsoport osszehasonlitasa
Habdr az mTORCI aktivitast mutato betegekben a tulélési arany alatta marad az

MTORC1-et nem expresszalo betegekben, a 10g-rank teszt alapjan a kiilonbség nem
szignifikans (N=36)

45



DOI:10.14753/SE.2017.2249

4.2.2. Kiilonb6z6 hatasmechanizmustt mTOR-gatlok hatasanak vizsgalata

Két medulloblastoma sejtvonalon, Daoy ¢s UW228-2, teszteltiik a csak az mTORCI1
komplexre hat6 rapamycin és az mTORCI és mTORC2 komplexet is gatldé NVP-
BEZ235 vegyiiletek hatasat. A rapamycin onmagaban is gatolta az UW228-2 sejtvonal
NVP-BEZ235 mindkét sejtvonalon hatasos volt Oonmagaban is, bar az UW228-2
mindkét szerre érzékenyebb volt (13. abra). Az mTOR-gatlokat kombinaltuk
citosztatikus szerekkel (etoposide és cisplatin). Mind cisplatinnal, mind etopozide-dal
kombinéalva, mindkét mTOR-inhibitor szignifikdnsan csokkentette a proliferaciot az

egyik szerrel torténd kezeléshez képest (14. abra).

A 120 - m Daoy

= 100 | | Uw228-2
O
‘o 80
i
@ 60 - T
o : .
= 40 -
2
o 20 -
0 B T T T 1
Kontroll Rapamycin Rapamycin Rapamycin
0.5 ng/ml 5 ng/ml 50 ng/ml
B 120 ~ M Daoy
2 100 - T Uw228-2
o
o 80 -
N
5
o 60 -
[T
[
= 40 - - -
o
S
o 20 -
0 ‘ .
Kontroll NVP-BEZ235 NVP-BEZ235
0.1 uM 1uM

13. dbra: mTOR-gdtlok - rapamycin (A) és NVP-BEZ235 (B) - hatasa medulloblastoma

crer

Az UW228-2 sejtvonal nagyobb érzékenységet mutat mindkét inhibitorra, a Daoy sejtek
kevéssé érzékenyek a rapamycinre az alkalmazott koncentraciokban (Az dabra egy

reprezentativ kisérletet mutat be harom parhuzamosbol)

46



DOI:10.14753/SE.2017.2249

A 120 - W Daoy
=100 4 L - uw228-2
0
G 80 1 *

\E -
] 60 - T
L *
Q
= 40 -
[o]
o 20 -
0 T T T 1
Kontroll Cisplatin Rapamycin Cisplatin
1M 3 ng/ml +
Rapamycin
120 - B paoy
B
= 100 ~ T uw228-2
T
0
© 80 -
o
[ 60 -
Pt
Q T
£ 40 z
2
o 20 - *
0 ‘ - L

Kontroll Cisplatin NVP-BEZ235 Cisplatin

1 uM 1M +
NVP-BEZ235
C 120 - | Daoy
=100 - T UW228-2
‘0
o 80 M
\E -
o 60 = *
@
= 40 A -
o
o 20
0 I T T
Kontroll Etoposide Rapamycin  Etoposide
1 puM/0,1 UM 5 ng/ml +
Rapamycin
D 120 - m Daoy

6 %

acio

Proilfefer

100 T Uw228-2
80
60 - ) *
40 - - -
20 :
0 - | | | .

Kontroll Etoposide NVP-BEZ235 Etoposide
1 pM/0,1 M 1M +
NVP-BEZ235

14. dbra: mTOR inhibitorok (rapamycin és NVP-BEZ235) és citosztatikus szerek
(cisplatin és etoposide) hatisa MB sejtvonalakban (Daoy és UW228—2) kombinalt
kezelésben (folyt.)
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A proleferdacio mértékét a kezeletlen sejtekhez hasonlitottuk. A kombinalt kezelés
mindkét sejtvonalban szignifikansan csokkentette a proliferdaciot a monoterapiaban
alkalmazott kezelésekhez képest: (A) cisplatin és rapamycin kombindcioja (B) cisplatin
és NVP-BEZ235 kombinacidja (C) etoposide és rapamycin kombindcidja (D) etoposide
és NVP-BEZ235 kombinacioja (Az abra egy reprezentativ kisérletet mutat be hdarom

parhuzamosbol, * p<0,05, kétoldali t-probaval értékelve)

4.2.3. Immuncitokémiai vizsgalatok

Mindkét sejtvonalon teszteltiik az mTOR-komplex jellemz6 fehérjéit, a p-S6-ot, p-
mMTOR-t, a Raptort és a Rictort. A Daoy sejtek erds p-mTOR és Rictor-pozitivitast
mutattak, a p-S6 mérsékelten, a Raptor pedig gyengén expresszalodott. Ez arra utal,
hogy a Daoy sejtvonalban az mTORC2 komplex a domindns, az mTORCI1 kevésbé
aktiv. Az UW228-2 sejtek a Raptor kivételével mindegyik fehérjét erdsen
expresszaljak, a Raptor kdzepes expressziot mutat. Az immuncitokémiai adatok alapjan

mind az mTORC1 és mTORC?2 aktiv lehet ebben a sejtvonalban (15. abra).
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4.3. A DNS-metiltranszferazok expresszidja human medulloblastomés betegekben

A DNMT-k 3 aktiv tagjanak, DNMT1, DNMT3A és DNMT3B-nek teszteltiik az
expresszidjat és analizéltuk a betegek adatainak fliggvényében. A vizsgalat soran 44
esetet értékeltink. A DNMTI1, DNMT3A ¢és DNMT3B enzimek emelkedett
expressziojat (mérsekelt/erds) figyeltik meg az esetek 63,6%, 68,2% és 72,7% -aban.
Jellegzetes immunhisztokémai festddéseket mutat a 16. abra. Az egyes DNMT-k nem
mutatnak szignifikdns ko-expressziot egymassal. A DNS-metiltranszferazok ¢és a
Klinikai-patologiai paraméterek kozti Osszefliggést teszteltik (VI. tablazat). A
nagysejtes/anaplasztikus tipust, hasonléan az mTOR vizsgalatanal, itt is kihagytuk a
statisztikai analizisbél, a kategoriaba tartozo tal kevés eset miatt (2 beteg). A DNMT1
¢s DNMT3B mindkét betegben mérsékelt/erds expressziot mutatott, a DNMT3A pedig
egy esetben. Mérsékelt/er6s DNMT1 expresszio figyelheté meg a klasszikus esetek
62,2%-ban és a dezmoplasztikus esetek 60%-ban. Hasonloan, mérsékelt/er6s DNMT3A
expresszio6 figyelhetd meg a klasszikus esetek 70,3%-aban és a dezmoplasztikus esetek
60%-aban, illetve DNMT3B a klasszikus esetek 70,3%-aban és a dezmoplasztikus
esetek 80%-aban. Nem talaltunk szignifikans 0sszefliggést a DNMT-k expresszidja és a
tumor szovettani tipusa, életkora vagy a betegek neme kozott. Egyik DNMT
expresszioja sincs Osszefliggésben a betegek talélésével (17. abra). Az SHH-alcsoport
szignifikdnsan magasabb DNMT1 expressziét mutat (p=0,02). A tobbi DNMT nem
mutatott ilyen Osszefliggést. Megvizsgaltuk, hogy az adatbazisbol elérhetd
génexpresszios adatok aldtdmasztjdk-e a DNMT1 és SFRP1 expresszid kozotti
kapcsolatot. Az R2 adatbazis tobb mint 50 000 human minta mRNS génexpresszids
profiljat tartalmazza. Az adatok elérhetéek analizis és vizualizdcid szamara (R2:
Genomics Analysis and Visualization Platform, http://r2.amc.nl). Az R2 adatbazisbol 8
medulloblastoma kohortnak (6sszesen 681 paciens) a DNMTI1 és SFRP1 gének log2
transzformalt génexpresszios adatait toltottik le. A gének expresszidja kozotti
Osszefiiggést Pearson-féle korrelacid-szamitassal teszteltiik. Nem talaltunk kapcsolatot a

két gén expresszioja kozott (R=0.015) (18. abra).
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vizsgalattal a DNMT1 (A), DNMT3A (B) és DNMT3B (C)

fiiggvényében (N=40)
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18. dbra: A DNMTI és SFRPI gének mRNS expresszios adatai (1092) humdn
medulloblastomdban
Az dbra az SFRP1 névekvd expresszidja szerint rendezve mutatja a mintdakat. A két gén

expresszioja kozott mRNS szinten nincs sszefiigges

A molekularis csoportositas adatai 5 adatbazisnal voltak elérhetéek: ,,Gilbertson — 767,
»Thompson — 46” | Northcott — 103", , Northcott — 285, és ,, Kool — 62”. Az SHH
alcsoport DNMT1 expresszidjat hasonlitottuk a tobbi alcsoport DNMTL1
expresszidjahoz. Osszesen 572 mintat vontunk be az analizisbe, ezek koziil 122 (21,3%)
tartozott az SHH alcsoportba. Az Gsszehasonlitdshoz kétmintas t-probat hasznaltunk,
nem volt szignifikans kiilonbség az SHH és nem-SHH csoport DNMT1 expresszidja
kozott (p=0,88), abban az esetben sem, amikor a WNT alcsoportot kivettik a

vizsgalatbol (p=0,85).
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5. Megbeszélés

A medulloblastoma a kisagy malignus daganata, a leggyakrabban eléforduld kdzponti
idegrendszeri rosszindulati daganat gyermekkorban. Tobbféle biologiai folyamat
vezethet a kialakulasahoz, tobbek kozott az SHH, WNT, Notch és RTK jelatvitelnek is
szerepet tulajdonitanak (Hatten és Roussel 2011, Roussel és Hatten 2011, Jozwiak és
mtsai 2007). A jellegzetes utvonalak aktivaldodasa alapjan molekularis alcsoportokat
allapitottak meg a kutatok, azonban az egyre boOviild ismeretek tovabb finomitjak,
arnyaljak a képet (Taylor és mtsai 2012, Schroeder és mtsai 2014). A daganatkutatasban
¢és kezelésben egyre nagyobb hangsulyt kap a személyre szabott és célzott terapia. A
medulloblastoma kezelésének fontos kérdései, hogyan csokkenthetdek a terapia okozta
mellékhatasok, melyek azok a folyamatok, amelyek még befolyasoljak a tumor
kialakulasat, melyek vannak Osszefliggésben a prognozissal. Munkamban a
fehérjeszintézis szabalyozdsdban fontos szerepet jatszo6 mTOR ttvonal, valamint az
epigenetikai folyamatokban részt vevd DNS-metiltranszferazok prognosztikai szerepére

fokuszaltam.

5.1. A WNT és SHH utvonalak aktivalodasanak vizsgélata

Az utdbbi években deriil fény arra, hogy a medulloblastoma molekuléris jellemzok
alapjan is csoportokra bonthatd, amelyek eltérnek a betegek demografiai, patoldgiai és
tuléleési jellemzdik tekintetében is. Tobbféle csoportositasi rendszer latott napvilagot, 3,
4 vagy akar 5 csoportot elkiilonitve. Jelenleg a 4 csoportos osztalyozas az elfogadott,
SHH, WNT, 3-as és 4-es alcsoportok. Az utoébbi két csoport kevéssé jol definialt, és
varhato hogy a jovében ez a csoportositasi rendszer tovabbi alkategéridkra fog oszlani.
A rutin patologiai laborokban nem mindenhol megoldhatd az RNS microarray
modszerrel végzett csoportositas friss fagyasztott anyagbol, ezért torekvések vannak a
fehérjealapon, IHC modszerrel torténd  csoportositdsra  paraffinos  szdvet
felhasznalasaval. Ennek azonban hatranya, hogy a kiilonb6z6 laborokban nem
feltétleniil reprodukalhato. Ezt tapasztaltuk mi is a vizsgélatok soran, a mintdinkat
Northcott és mtsai (2011) nyoman préobaltuk IHC moédszerrel elkiiloniteni, azonban a 6
hasznalt antitest koziil csak 2 antitest reakcidja sikeriilt értékelhetéen. A B-katenin és

SFRPI antitest reakciojat értékeltiik. Az SHH alcsoportra jellemz6 az SFRP1 fokozott
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expresszidja, a WNT alcsoportra pedig a B-katenin nuklearis akkumulacidja (Ellison
2010, Northcott és mtsai 2011, Taylor és mtsai 2012).

Az altalunk vizsgalt kohortban egy esetben (2,3%) lattunk nuklearis B-katenin
expressziot. A WNT-aktivalt medulloblastoma gyakorisaga 10-15% koriil van (Ellison
2010, DeSouza és mtsai 2014, Gerber és mtsai 2014), ez a mi esetiinkben joval
kevesebb. Hasonlot figyeltek mar meg mas tanulmanyban is. Egyiptomi betegek
hasonlé méretii kohortjaban (49 beteg) végzett vizsgalat soran egy esetben sem mutattak
ki B-katenin sejtmagi pozitivitast (Samaka és mtsai 2014). Az SHH-alcsoportba a
medulloblastomak kb. 25-30%-a tartozik (Ellison 2010, DeSouza és mtsai 2014),

vizsgalatunkban ez az arany hasonl6 (27,3%).

5.2. Az mTOR utvonal vizsgalata

Az mTOR utvonal zavara szamos daganat kialakuldsanak és progresszidjanak fontos
faktora. Integralja a sejt energiallapotarol, tapanyag-ellatottsagar6l, a novekedési
faktoroktol érkezé jeleket és szabdlyozza a sejt ndvekedését a fehérjeszintézis,
riboszomabiogenezis, lipidszintézés, autofagia folyamatan keresztiil (Martin és Hall
2005, Yecies és Manning 2011, Laplante és Sabatini 2012, Populo és mtsai 2012).

Az mTOR felé jelet kdzvetitd PI3K/AKT ttvonal és mTOR utvonal aktivalodasa
medulloblastomaban még kevéssé ismert. Wlodarski és mtsai (2006) 10
medulloblastoma eseten vizsgaltdk a PI3K/AKT/mTOR ttvonal foszforilalt
komponenseinek expresszalodasat western blottal. A p-AKT és p-ERK emelkedett
expresszidjat talaltak az esetek 80%-ban, az mTOR minddssze 1 esetben, a p-S6 60%-
ban és a p-4E-BP1 50%-ban mutatott emelkedett szintet. Wlodarsky és mtsai (2008)
kovetkezé tanulméanyaban csak klasszikus tipusu medulloblastomat vélasztott be, ahol
nem talaltak jelent6s emelkedést az AKT expresszojaban. Az ERK-et viszont 75%-ban
aktivnak talaltak. Baryawno és mtsai (2010) viszont az altaluk vizsgalt dsszes (36 eset)
medulloblastomas mintat pozitivnak taldltak p-AKT-ra. Egy extenziv noduldaris
medulloblastoméban szintén kimutattdk az mTOR effektorainak talzott expresszidjat
(Jozwiak és mtsai 2011). Primer medulloblastoma mintak egy kis csoportjaban
kimutattak TSC1 deléciot, a TSC1/TSC2 komplex elégtelen miikdsése pedig az mTOR

aktivalodasahoz vezethet (Bhatia és mtsai 2009). Ezek az eredmények arra utalnak,
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hogy a primer human medulloblastoma egy csoportjaban szerepe lehet az mTOR
utvonal aktivalodasanak.

Mivel eddig csak kis esetszamon tesztelték az mTOR aktivaciét és a patologiai
Osszefliggéseket nem vizsgaltak, ezért human medulloblastoma mintakon mTORC1
utvonal aktivalodasat teszteltik két marker fehérje (p-mTOR és p-S6)
immunhisztokémiai vizsgalataval, tovabba vizsgaltuk befolyasat a betegek tulélésére
vagy egyéb klinikai paraméterekre. Az altalunk vizsgalt populacid egy kis csoportja
(22,5%) mutatott mTORCI1 pozitivitast (p-mTOR és p-S6 pozitivitas egylittesen jelen
van). A p-mTOR ¢s p-S6 expresszidja szoros korrelaciot mutat. Sem a p-S6 sem pedig a
p-mTOR expresszidja nem mutat Osszefliggést a betegek életkoraval, nemével,
szovettani vagy molekularis alcsoporttal. Az mTORC1 aktivitast mutaté betegek
alacsonyabb tulélést mutatnak az mTORC1 inaktiv betegekhez képest, bar a kiilonbség
nem szignifikans. A vizsgalatot limitalta a Magyarorszagon elérheté hasonl6 médon
kezelt betegek alacsony esetszama. Az mTOR ttvonal aktivacigjat szamos tumorban
leirtak, mint rossz prognézissal tarsulé marker. Igy példaul diffiz nagy B-sejtes
limfomaban (Sebestyén és mtsai 2012), leiomyosarcomaban (Setsu és mtsai 2013),
urothelialis carcinomaban (Sun és mtsai 2011) de agydaganatokban is: glioblastomaban,
illetve gliomaban, ahol magas p-S6 expressziot figyeltek meg a kevésbé differencialt
tumorban (Yang és mtsai 2011, Pelloski és mtsai 2006). Viszont ovariumban a p-mTOR
¢és p-elF4E fokozott expresszidja a betegek jobb tulélésével tarsult. Elképzelhetd, hogy a
fokozott mTORCI1 aktivitas egy negativ visszacsatold koron keresztiil gatolja az AKT
mitkodését, ami jobb prognozissal tarsul (Noske és mtsai 2008). Hasonlot figyeltek meg
a tiid6é adenokarcinémajaban, bar ott a teljes (nem-foszforilalt) mTOR fehérjét nézték (a
formalinos mintakon az id6 elérehaladtaval csokkent foszforilacio miatt). Az mTOR
funkcidja nagyon komplex és mas utvonalakkal valo interakcid is befolyasolja a
tumorprogresszioban betoltott szerepét (Anagnostou és mtsai 2009). Az mTOR tutvonal
miikddése €s interakcidja mas jelatviteli utakkal a kiilonb6z6é tumorokban még tovabbi
kutatas targya.

A személyre szabott és célzott terapia szempontjabol fontos kérdés, hogy mely
markerek jelzik a paciens érzékenységét a terapiara (Wolff és mtsai 2012). Az mTOR
utvonal komponenseinek jelenléte indikalhatja az mTOR ttvonal aktivalodasat és a

paciens érzékenységét az utvonal gétloival szemben. Ezért kétféle hatdsmechanizmust
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mMTOR-gatld proliferaciogatld hatasat teszteltik medulloblasoma sejtvonalakon,
megvizsgalva immuncitokémiai modszerrel a két mTOR-komplex jelenlétét ezekben a
sejtvonalakban. Teszteltiik a p-mTOR jelenlétét, amely mind az mTORC1 mind az
mTORC2 komplexben jelen van, illetve a csak az mTORC1-ben szereplé Raptor, és az
MTORCI utvonal targetje a p-S6, valamint a csak az mTORC2 komplexre jellemzd
Rictor fehérjéket.

A hasznalt gatloszerek a rapamycin, amely egy klasszikus mTOR-gatlo, illetve
egy ujabb fejlesztésti szer, az NVP-BEZ235, amely un. dual inhibitor. A rapamycinre
csak az mTORCI komplex ¢érzékeny, FKBP-12 proteinhez kotodik, ezaltal
megakadalyozza a Raptor és mTOR fehérje asszociacigjat, és az mTORC1
aktivalodasat (Sabatini 2006, Dazert és Hall 2011, Laplante és Sabatini 2012, Pépulo és
mtsai 2012). Az NVP-BEZ235 kettés inhibitor, a PI3K és mTOR kinazt is gatolja,
azaltal hogy ezen enzimek ATP-kotd helyéhez kapcsolodik, igy mind az mTORCI és
MTORC?2 jelut gatlasat eredményezi (Maira és mtsai 2008).

Az eddigi tanulméanyok szerint a medulloblastoma sejtvonalak kiilonb6zd
érzékenységet mutatnak az mTOR-gatlokra (Geoerger és mtsai 2001, Baryawno és
mtsai 2010). Hasonlo jelenséget megfigyeltek mas sejtvonalak esetében is, pl.
emldtumor sejtvonalakon (Noh és mtsai 2004). Georeger és mtsai (2001) szerint a Daoy
érzékeny sejtvonal, és a rapamycin, valamint temsirolimis (CCI-779 rapamycin-analog)
kezelés additiv citotoxikus hatdst mutatott platinaszarmazékkal és topoizomeraz-
gatloval kombinalva. Xenograft modellben a CCI-779 késleltette a tumorndvekedést és
sejthalalt indukalt (Georeger és mtsai 2001). Baryawno ¢és mtsai (2010) az AKT
részleges foszforilaciojaert felelelos PDK1-et gatld szer hatasat tesztelték
medulloblastoma sejtvonalakon, és medulloblastoma xenografton egérben, kombinalva
rapamycinnel és rapamycin-analdggal. In vitro szinergista hatast figyeltek meg, in vivo
pedig a rapaldg csokkentette a tumor ndvekedését, PDK1 inhibitorral kombinalva a
gatlas még jelentésebb volt. Buonamici és mtsai (2010) medulloblastoma allograft
modellen tesztelték SMO antagonista szer elleni szerzett rezisztencia kialakulasat, amit
mind a PI3K-gatlo, mind pedig a dual mTOR/PI3K gatld késleltetett (Baryawno és
mtsai 2010, Buonamici és mtsai 2010).

Eddig még medulloblastoma sejtvonalon nem tesztelték dual mTOR-inhibitor, és

kemoterapidval vald kombinalt kezelés hatasat, ezért kisérletiinkben elvégeztiik a
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crey

eddigi tanulmanyok alapjan mindkét altalunk vizsgalt sejtvonal mTOR-gatlok iranti
érzékenységét vartuk, habar az altalunk hasznalt UW228-2 sejtvonallal azonos tumorbol
szarmazik az UW228-3, amely klonogén assay-ben érzékenységet mutatott
temsirolimusra (dozis 3uM kb, 50%-ra csokkentve a klonogén kapacitast), ezek a
sejtvonalak fenotipusosan kiilonb6znek (Keles és mtsai 1995, Baryawno és mtsai 2010).
Geoerger ¢s mtsai eredményeivel ellentétben a Daoy sejtvonalat nem talaltuk
érzékenynek a rapamycinre. Geoerger ¢és mtsai kisérletében Daoy sejtvonalban a
rapamycin 1 ng/ml koncentracioban éri el a maximalis hatast, 1-1000 ng/ml
tartomédnyban a doézis ndvelésével mar nem nd a citotoxicitds. Ebben a tartomanyban a
proliferaciogatlas 50-60% kozott van, az altalunk hasznalt dozisok koziil az 5-50 ng/ml
koncentracional varnank ekkora hatast. Geoerger kisérletéthez képest a mi
kisérletiinkben mas hatasmechanizmusiit mTOR-gatlét is alkalmaztunk, amelyre a Daoy
sejtvonal érzékeny volt.

Kisérletiinkben az UW228-2 mindkét szerre nagyobb érzékenységet mutatott,
mint a Daoy sejtvonal. Az mTOR utvonal komponenseinek expresszidja a
sejtvonalakban tiikrozte a sejtek szenzitivitasat. Az UW228-2 sejtek magasabb Raptor
és p-S6 expressziot mutattak, mint a Daoy sejtek, indikalva az el6bbiek nagyobb
rapamycin-érzékenységét. A Rictor mennyisége mindkét sejtvonalban magas Volt,
amely korrelacioban van azzal, hogy az NVP-BEZ235 mindkét sejtvonalban
hatékonyan gatolta a proliferaciot, viszont az UW228-2 sejtvonalban nagyobb
mértékben. Tehat a proliferacios teszt eredménye azt mutatta, amit az expresszios
mintdzat alapjan varnank.

Az mTOR-gatlokat kombindlva a medulloblastoma kezelésében hasznalt
citosztatikumokkal azt talaltuk, hogy a rapamycin és NVP-BEZ235 is szignifikansan
novelte az etoposide és cisplatin hatdsat. A legerdsebb interakciot a Daoy sejteken
torténd cisplatin és mTOR-gatlok kombinacidja mutatta.

A rapamycint kezdetben antifungalis szerként hasznaltak, késébb fedezték fel
immunszuppressziv hatasat, majd daganatellenes szerként is felfedezték. A rapamycin
az FKBP12-vel képez komplexet, mely kozvetleniil kétédik az mTORC1-hez, gyengiti
az interakciot a Raptorral. Az FKBP12-rapamycin komplex nem tud kozvetleniil

kotédni az mTORC2-hoz, ezért gondoltak inszenzitivnek. Azonban gy tlinik,
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hosszantartd kezelésnek hatasa van az mTORC2-re és az AKT-ra. Bizonyos esetekben
feltételezések szerint az FKBP12-rapamycin mTOR-hoz kotédése gatolja a Rictor
mSinl kotédését az mTORC2-ben, de az egyes sejtvonalak kozti kiillonbség oka nem
ismert. Az mTORC2 rapamycin érzékenysége id0, dozis és sejtfiiggd. Tehat a
rapamycin univerzalisan gatolja az mTORCI-et, és bizonyos sejtekben az mTORC2-
AKT-ot. Az mTOR-inhibitorra vald érzékenységet valosziniileg még mas faktorok is
befolyasoljak. Azokban a sejtekben, ahol az mTORC2 gatlas nem miukodik, az
mTORCI1 gatlas az AKT aktivacidjahoz vezethet (Sabatini 2006, Sarbassov és mtsali
2006, Guertin és Sabatini 2007, Dunlop és Tee 2009, Dazert és Hall 2011, Laplante és
Sabatini 2012, Populo és mtsai 2012, Willems és mtsai 2012). A rapamycin Kklinikai
kiprobalédsa eltérd eredményeket hozott a kiillonb6zd tipusii daganatokban (Easton és
Houghton 2006).

Bhatia és mtsai (2009 és 2010) egéren és primer CNGP sejtkulturan végzett
kisérletek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a TSC-defektus elOsegiti az
SHH-medulloblastoma kialakulasat, medulloblastomés betegek tesztelése sordn a
betegek egy kis csoportjaban TSCI1 deléciot talaltak (Bhatia és mtsai 2009, Bhatia és
mtsai 2010). Mas tanulmanyok szerint az SHH-kezelés megnoveli az eIF4E
expressziojat, ami az mTOR utvonaltol fiiggetleniil torténik, viszont szupresszalja az
RPS6K-t (Parathath és mtsai 2008, Mainwaring és Kenney 2011). Az altalunk vizsgalt
mintdkon teszteltiik van-e Osszefliggés az SHH-Utvonal aktivacigja és a p-S6
expresszidja kozott. Azt talaltuk, hogy a p-S6 hasonld mértékii expressziot mutat mind
az SHH, mind pedig a nem-WNT/SHH alcsoportban. Ugyanezt tapasztaltuk a p-mTOR,
illetve p-S6 és p-mTOR egyiittes expresszioja esetében is.

Eredményeink alapjan az mTOR ¢és p-S6 fehérjéknek nincs prognosztikai
jelentdsége, az mTORCI1 aktivalt betegek alacsonyabb tulélését statisztikailag nem
sikeriilt igazolni. Azonban nem zarhat6 ki, hogy ennek hatterében elsdésorban a
rendelkezésiinkre all6 kis esetszam allhat, és nagyobb esetszammal esetleg szignifikans
Osszefiiggés lenne igazolhatd. Sejtvonalakon végzett kisérleteink megerdsitik, hogy a
mTOR utvonal gatlasdnak terdpids jelentdsége lehet a betegek egy csoportjdban. Az
MTORC1-gatl6 klinikai tesztelése gyermekkori szolid tumorokban eziddig nem hozott
ereményt, bar a kemoterapias kezelésre nem reagalod betegeket vontak be a tesztelésbe

(Fouladi és mtsai 2007). Kiilonb6z6 hatasmechanizmusi mTOR-gatlokat fejlesztettek
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ki, az mTORC1 ¢é¢s mMTORC2 mennyisége kisérletiink szerint tiikrézi a kiillonbozo
gatlokra vald érzékenységet. Amennyiben terapids alkalmazisukra keriilne sor,
feltétleniil indokolt lenne az adott beteg tumormintajanak vizsgalata annak tisztazasa,
melyik mTOR-komplex van jelen, és ennek megfelelé gatloszer alkalmazasa meriilne
fel.

5.3. A DNS-metiltranszferazok vizsgalata

A DNS-metiltranszferazok feleldsek az egyik legfontosabb epigenetikai folyamatért, a
DNS citozinjanak metilalasaért, vagyis a metilaciés mintazatért, amely meghatarozza,
mely gének csendesedjenck el, vagy expresszalodjanak (Gal-Yam ¢és mtsai 2008, Gros
és mtsai 2012, Choi és Lee 2013). Kutatasok iranyulnak arra, hogy az agytumorok
kiilonboz6 tipusait elkiilonitsék a metilacios profiljuk alapjan (Hovestadt és mtsai 2013,
Schwalbe és mtsai 2013). A metilacidért felelés enzimekrdl azonban kevés ismeretiink
van medulloblastomaban. A DNMT csalddnak négy tagja van, ezek a DNMTI,
DNMT3A, DNMT3B és DNMT3L, ez utobbi nem aktiv. A DNMTI1 felelés a
metilaciés mintazat fenntartasaért a sejtek osztdodasa sordan, a DNMT3A ¢s DNMT3B
enzimeket de novo metiltranszferdzként tartjdk szamon és nagy mennyiségben
expresszalodnak az embrionalis fejlédés soran. Egyre tobb vizsgalat tdmasztja ald, hogy
az epigenetikai valtozdsok hozzdjarulnak a tumor kialakuldsdhoz. A DNS-
metilranszferazok terapias szempontb6l is fontosak lehetnek, ugyanis gatolhatoak
nukleozid-analogokkal vagy nem-nukleozid inhibitorokkal. Tobb klinikai vizsgalatot is
inditottak ilyen gatloszerekkel, tobbféle tumorban, tobbek kozott hematologiai
malignitdsokban, melanoma, emld-, ovarium-, petefészek- €s kolorektalis daganatokban.
Az eredmények a limfoid daganatok esetében biztatdak voltak, azonban a szolid
tumoroknal mérsékelt volt terapias valasz (Goffin és Eisenhauer 2002, Gal-Yam és
mtsai 2008, Gros és mtsai 2012, Subramaniam és mtsai 2014).

Munkank soran megvizsgaltuk a DNMT-k expressziojat medulloblastomas
betegekben, és ezek Osszefliggését a betegek klinikai jellemzdivel. Mindharom DNMT
emelkedett expressziojat megfigyeltiik a betegek tobb mint 50%-aban, ami azt sugallja,
hogy a DNS-metilacios folyamatok is hozzajarulhatnak a MB kialakulasahoz. Nem
talaltunk korrelaciot a betegek koraval, nemével vagy a tumor szdvettani jellemzdivel.

A DNMT-k mas tanulmanyokban sem mutattak dsszefliggést a betegek kora vagy neme
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kozott (Daniel és mtsai 2010). Szamos tumorban megfigyelték, hogy a DNMT-k
expresszidja rossz prognodzissal tarsul. Példaul a megndvekedett DNMT1 expresszio a
betegség kedvezétlen kimenetelére utal gyomor, hepatocellularis carcinoma,
hasnyalmirigy dukltalis adenocarcindmaja esetén (Saito és mtsai 2003, Mutze és mtsai
2011, Gao és mtsai 2013). Kisérletiink azt indikalja, hogy a harom DNMT koziil egyik
sem befolyasolja a betegek tulélését. Vizsgalataink alapjan tehat ugy tiinik, hogy a
DNMT-k expresszidjanak nincs prognosztikai jelentésége medulloblastomaban.

Az SHH alcsoportban szignifikansan magasabb DNMTT szintet talaltunk. Ennek
egyik magyarazata lehet, hogy a DNMT1 az SHH tutvonalon keresztiil talszabalyozodik
ebben a csoportban. Hasonl6t figyeltek meg hasnyalmirigy tumorban és MDS-ben (He
¢és mtsai 2011, Zou és mtsai 2015). Medulloblastoma sejtvonalakon végzett kisérletek
azt mutattdk, hogy DNMT1 gatloszerrel kezelve a sejteket az SFRP1 fehérje
expresszidja csokken (Kongkham és mtsai 2010). Habar Triscott és mtsai (2013) szerint
mindkét sejtvonal az SHH-alcsoporthoz all legkozelebb génexpresszids vizsgalatok
alapjan, az SFRP1 gént tekintve a négy vizsgalt sejtvonal koziil 3-ban, koztik az
UW?228-ban, alacsony volt az SFRP1 expresszio, csak a Daoy sejtben volt emelkedett.
Kongkham ¢és mtsai (2010) azt talaltdk, hogy az SFRP1 a medulloblastoma
sejtvonalakban alacsonyabban expresszalédik az SHH-alcsoporthoz tartozé human
mintdkhoz képest. Az eredmények alapjan ugy tlinik, habar a sejtvonalakat SHH-
alcsoporthoz soroltak, mégis van kiilonbség az SHH-alcsoportba tartozd primer szovet
¢és a sejtvonalak kozott. A nem-SHH alcsoportban megfigyelt emelkedett DNMT1
expresszid hatterében mas folyamatok lehetnek. A DNS-metilacio ¢s az SHH-utvonal
kapcsolatdnak  tisztdzdsara tovabbi  vizsgalatok  sziikségesek. Eredményeink
megerdsitésére megvizsgaltuk a SHH alcsoport €¢s a DNMT1 expresszid Osszefliggését
MRNS szinten, adatbazisban elérhetd adatokon. Azonban a statisztikai analizis nem
mutatott szignifikdns kapcsolatot, bar az mRNS szintli expresszié nem feltétleniil fiigg
Ossze a protein mennyiségével.

Az epigenetika és a tumoros folyamatok kapcsolatanak feltarasa még korai
szakaszban jar. A DNS-metilacié reverzibilis folyamat, ezért terapias gatlasa vonzo
lehetség. Igy twjraaktivalhatoak azok a gének, amelyek a tumoros folyamatok soran
gatlodtak a hipermetilacio altal. Hatranya azonban, hogy nem specifikus, tehat olyan

gének is aktivalodhatnak, amelyek éppenhogy kéarosak (onkogének).
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Hasznalhatosagukat tovabb korlatozzak a sulyos mellékhatasok. Azonban
folynak fejlesztések tijabb DNMT-inhibitorokra. A kiilonb6z6 epigenetikai folyamatok
Osszefonodasa miatt felmeriilt a HDAC-gatlok és DNMT-gatlok egyiittes alkalmazasa
(Goffin és Eisenhauer 2002, Gal-Yam és mtsai 2008, Gros ¢és mtsai 2012). Még mindig
keveset tudunk az epigenetikai folyamatok tumorok kialakulasaban betdltott szerepérdl,
azonban a kutatasok alapjan varhato, hogy a jovében az epigenetikai adatokat is
hasznositja majd a klinikai gyakorlat. Sejteken végzett vizsgalatok kimutattak, hogy a
DNMT-gétlas medulloblastomdban apoptdzist indukal, egérben végzett vizsgalatok a
HDAC és DNMT egyiittes gatlasanak hatasat tamasztottak ala (Fulda és Debatin 2006,
Ecke és mtsai 2009). A medulloblastoma metilacios profiljanak vizsgalata igazolta,
hogy az egyes alcsoportok metilaciés mintazatban is eltérnek, és ezalapjan
megbizhatdan osztalyozhatok a 4 molekularis alcsoportnak megfeleléen (Hovestadt és
mtsai 2013, Schwalbe és mtsai 2013).

A molekularis alcsoportok klinikai gyakorlatba torténd bevonasaval a jovoben
varhatoan véltozni fog a medulloblastoma kockazati besorolasa és terdpiaja. Az ujabb és
ujabb molekularis markerek segitségével tovabb finomodik az osztalyozas, és a
molekularis hattér minél pontosabb megismerése hozzasegit a molekularisan célzott és

min¢l inkabb személyre szabott kezelések bevezetéséhez.
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6. Kovetkeztetések

Kutatdsaink soran eldszor teszteltiik az mTORCI1 komplexhez kdothetd jelatvitel és a

DNMT-k prognosztikai szerepét medulloblastoméban.

a)

b)

d)

9)

h)

Az mTORCI1 utvonal a medulloblastomds betegek egy kisebb csoportjaban
aktiv.

Az mTORCI1 utvonal aktivalodasa a betegség rosszabb progndzisaval
tarsulhat, azonban nem érte a statisztikai szignifikancia szintjét. Az
mTORCI1 utvonal aktivaldéddsa nem mutat 0sszefiiggést a tumor szdvettani
tipusaval, a betegek ¢életkoraval, vagy nemével.

Az mTORCI utvonal aktivalodasa nem mutat dsszefiiggést WNT, SHH vagy
nem-WNT/SHH alcsoporttal.

In vitro eredményeink megerdsitik az eddigi tanulmanyokat, és arra utalnak,
hogy az mTOR-inhibitorok, az mTORC1 komplexet gatlé rapamycin és az
mTORC1 és mTORC2 komplexet is gatl6 NVP-BEZ235, ndvelhetik a
kemoterapia hatékonysagat mTOR-aktivalt medulloblastomas betegekben.

In vitro vizsgalatunk azt mutatta, hogy az mTOR utvonal komponenseinek
expresszioja Osszhangban van a Sejtek kiilonb6z6 hatasmechanizmusu
MTOR-gatlokra mutatott érzékenységével.

A humén medulloblasztomak tobbségében emelkedett a DNMT1, DNMT3A
¢s DNMT3B expresszidja, ami felveti a DNMT-inhibitorok terapias
alkalmazasanak lehetéségét.

A DNMT-k nem mutatnak osszefiiggést a betegség kimenetelével, a tumor
szovettani tipusaval, a betegek életkoraval, vagy nemével.

A DNMT1 erdsebben expresszalodik az SHH alcsoportban. A DNMT3A és
DNMT3B nem mutat Osszefiiggést WNT, SHH, vagy nem-WNT/SHH
alcsoporttal.
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7. Osszefoglalas

A medulloblastoma a leggyakoribb agytumor gyermekkorban. A multimodalis kezelés
ugy tlinik elérte maximumat, a betegek 5 éves tulélése 70-90% kozott van. Az yj
diagnosztikai markerek és a célzott kezelési stratégidk javithatjdk a talélést és
hosszitavon az életmindséget.

Vizsgalataink soran a fehérjeszintézis szabalyozasaban fontos szerepet jatszo
mTOR utvonal, valamint az epigenetikai folyamatokban részt vevd DNS-
metiltranszferazok prognsztikai szerepét vizsgaltuk. Paraffinos szovettmintadkbol TMA
blokkot készitettiink ¢és IHC segitségével detektaltuk az mTORCI1 1tvonal
markerfehérjéit (p-mTOR ¢és p-S6), illetve a haromféle aktiv DNMT-t. Teszteltiik
tovabba a WNT alcsoportra jellemz6 B-katenint és az SHH tutvonalra jellemz6 SFRP1
expresszigjat. Kétféle medulloblastoma sejtvonalon vizsgaltuk az mTORC1 gatlo
rapamycin ¢s mTORCI/mTORC2/PI3K-gatlo NVP-BEZ235 hatasat a proliferaciora
citosztatikumokkal kombindlva.

Immunhisztokémiai vizsgalataink alapjan az mTORC1 komplex a betegek egy
kis csoportjaban (22,5%) mutat aktivitast, a DNMT-k a betegek tobbségében (>50%)
emelkedett expressziot mutatnak. Habar az mTORC1-aktiv betegek rosszabb tulélést
mutattak az mTORC1-inaktiv csoporthoz képest, a kiilonbség nem volt szignifikans.
Sem a DNMTI, sem pedig a DNMT3a vagy a DNMT3b expresszidja nem befolyésolta
a betegek tulélését. A DNMT1 fehérje magasabb expressziojat figyeltik meg az SHH
alcsoportban. Adatbazisokbol szarmazé mRNS-expresszios adatokat is megvizsgaltunk,
MRNS szinten azonban nem talaltunk 6sszefiiggést. In vitro kisérletiinkben a rapamycin
és NVP-BEZ235 kombinalva kemoterapias szerrel (cisplatin, etoposide) szignifikansan
nagyobb gatlast eredményezett a monoterapias kezeléshez képest. A sejtvonalakon
végzett ICC vizsgalat alapjan az egyes kopmplexekre jellemz6 fehérjék expresszidjanak
mértéke dsszhangban van az mTORCI1 és mTORC2 gatlokra mutatott érzékenységgel.

Az mTORCI ¢és a DNMT-k expresszidja a medulloblastomas betegek egy
részében felveti a specifikus terapias gatlas lehetoségét, amit mTOR-gatlok esetében in
vitro is megerdsitettiink. A klinikai alkalmazashoz azonban tovabbi kutatasok

sziikségesek.
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8. Summary

Medulloblastoma is the most common malignant brain tumor in childhood. Multimodal
therapy seems to have reached its maximal efficiency, patients can reach even 70-90%
5-years survival. Nowadays, aims of researchers are new diagnostic markers and
targeted molecular therapy to improve survival, even at high-risk patients, and to reduce
side-effects of therapy.

Our research is focused on the prognostic role of the mTOR pathway, which
plays a crucial role in protein synthesis, and of the DNMTSs, which are involved in
epigenetic processes. TMA block was created from formalin-fixed paraffin-embedded
human medulloblastoma samples, and marker proteins for mTORCL1 pathway (p-mTOR
and p-S6), and the three active DNMTs were detected by IHC. Further, we tested -
catenin and SFRP1 characteristics for WNT and SHH molecular subgroups of
medulloblastoma, respectively. In vitro cell cultures were used to examine the
antiproliferative ~ effect of mTORC1 inhibitor  rapamycin and  of
MTORC1/mTORC2/PI3K inhibitor NVP-BEZ235 combined with cytostatic drugs.

Examining primer human medulloblastpoma samples, we have shown that
mTORC1 complex was activated in a small subgroup of medulloblastoma (22,5%), and
that DNMTs are moderately/highly expressed in the majority of medulloblastoma
samples (>50%). Based on our IHC results, neither mTORC1 activation nor DNMT
expression could be used as a prognostic marker for medulloblastoma, however,
mTORC1-active patients showed inferior survival to mTORCL1-inactive patients,
difference was not statistically significant. We have found that DNMT1 showed
increased expression level in the SHH subgroup. We have analysed mRNA expression
data of DNMT1 from in silico database, but we did not find correlation with molecular
subgroup at mRNA level. According to our in vitro examinations, the effect of
cytostatic drugs was significantly enhanced by mTOR inhibitors, compared to single-
agent treatment. Our ICC studies showed that the expression of mMTOR pathway
components may predict the sensitivity to mTOR inhibitors in medulloblastoma. Based
on our clinicopathological and in vitro studies, mMTOR and DNMT inhibitors may have
a role in the future treatment of a subset of patients with medulloblastoma, but further

studies are needed for its application in clinical practise.
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