Gyermekkori medulloblastoma in vitro vizsgalata

Doktori tézisek

Pocza Timea

Semmelweis Egyetem
Patologiai Tudomanyok Doktori Iskola

v.NSIS
\'\\ £ 3
=k
%,

A A \
- - f \
s ! [ SEMMELWEIS
% 7 | EGYETEM
< \
@ $ PHD
ff Y

Témavezetd: Dr. Hauser Péter, Ph.D., egyetemi docens

Hivatalos biralok: Dr. Jermendy Agnes, Ph.D., egyetemi tanarsegéd
Dr. Nagy Gabor, Ph.D., megbizott osztalyvezetd

Szigorlati bizottsag elndke: Dr. Kulka Janina, Ph.D., egyetemi tanar

Szigorlati bizottsag tagjai: Dr. Reiniger Lilla, Ph.D., egyetemi adjunktus
Dr. Bago Attila Gyorgy, Ph.D., osztalyvezetd
helyettes féorvos

Budapest
2016



Bevezetés

A gyermekkorban el6forduld malignitdsok koziil leggyakoribbak a leukémidk, ezt
kovetik a kozponti idegrendszeri daganatok, amelyek a tumorral 0sszefiiggd haldlozas
jelentds részéért felelosek. A medulloblastoma a leggyakoribb malignus kozponti
idegrendszeri daganat gyermekkorban, altaldban a vermis teriiletén lokalizalodik,
ritkabban a kisagyféltekékben is el6fordul. A tumor olyan neuronalis progenitorokbol
alakul ki, amelyekben a normal cerebellum fejlédésében és novekedésében szerepet
jatszo jelatatviteli utakban tdmadt =zavar (WNT, SHH, Notch, stb.). A
medulloblastomanak szdvettanilag tobbféle altipusat lehet elkiiloniteni, a WHO 2007
évi ajanlasa alapjan klasszikus, dezmoplasztikus, extenziv nodularis, nagysejtes és
anaplasztikus tipusba soroljdk a patologusok. Az egyes szdvettani tipusok progndzisa
eltér6. A kezelés miitéti eltavollitdsbol, sugdr- és kemoterapiabol all. A kiilonbdzd
prognézisu betegek eltérd kezelésben részesiilnek. A riziké megallapitdsanal a betegek
¢letkorat, a tumor szOvettanat, a metasztazis esetleges jelenlétét és a mutét utani
rezidudlis tumor méretét veszik figyelembe. Ma mar fontos szempont, hogy a terapia
optimalis legyen mind a t0lélés, mind az életmindség szempontjabol. A kezelési
protokollok fejlédésével mostanra a kedvezd csoportba tartozé betegek 5 éves tulélése
70-90% kozott van, a magas kockéazati betegeké rosszabb. A medulloblastoma
medulloblastoma molekularis alapon torténd osztalyozasara. Az eredményekbdl
szliletett konszenzus alapjan jelenleg 4 alcsoportba osztjdk a medulloblastomakat:
WNT, SHH, 3-as ¢és 4-es alcsoportok. A molekuléris alcsoportok kozott is
megfigyelhetd kiilonbség a progndzisban, a WNT alcsoportu betegek jobb prognézist
mutatnak, a 3-as és 4-es alcsoportok progndzisa a legrosszabb.

A medulloblastoma kezelésének fontos kérdései, hogy milyen jelenleg nem
ismert tényezOk befolyasoljdk a betegség kimetelét és hogyan optimalizalhatd Ggy az
alkalmazott kezelés, hogy a talélés tovabbi javitdsa mellett a kezelés rovid- és
hosszatava mellékhatasai csokkenjenek. A fehérjeszintézis szabalyozasaban fontos
szerepet jatsz0 mammalian target of rapamycin (mTOR) dutvonal, valamint az
epigenetikai  folyamatokban részt vevd DNS-metiltranszferazok (DNMT-k)

prognosztikai szerepét medulloblatomaban korabban nem vizsgaltak.



A sejtndvekedés €és anyagcesere-folyamatok egyik fontos kdzponti szabalyozoja
az mTOR utvonal. A fehérje egy szerin-treonin-kindz, kétfajta komplex formdjaban
fordul eld, mMTORCI1 és mTORC2. Az mTOR utvonalhoz szamos malignitashoz vezetd
amelyek a sejtciklus progresszidjaban, a sejt tulélésében és metasztazisok képzésében
fontosak. A proliferaciot a megnodvekedett riboszoma biogenezis is eldsegiti a
fehérjeszintetizald apparatus biztositasaval. Egyre tobb bizonyiték van az mTORC2
kozremiikodésére 1is a daganat képzddésében. Szamos daganattipusban (pl.
emlddaganatok, colorectalis daganatok, glioblastoma, leukémiak stb.) leirtak az mTOR-

utvonal komponenseinek mutacioit. Korabbi tanulményok egyes medulloblastomas
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talaltak, mivel a TSCI kozvetetten gatolja az mTOR-t, igy karosodasa az mTOR
utvonal aktivaciéjahoz vezethet. Az inzulinszerii ndvekedési faktor (IGF)-mTOR és
SHH utvonal kapcsolatat irtak le kisagyi szemcsesejt prekurzorokban, amely eldsegiti a
daganat kialakulasat.

Az mTOR ttvonal hozzajaruldsa a daganatok kialakulasdhoz felvetette a
legkorabban ismert inhibitora a rapamycin, amely az mTORCI1 komplex miikodését
gatolja. Az mTOR-gatlok egy jabb fejlesztésli csoportjat alkotjadk azok az inhibitorok,
amelyek az mTORCI1 és az mTORC2 komplexet is gatoljadk. Az mTOR és a PI3K
katalitikus doménjének hasonlosaga vezetett a mindkét kinazt gatlé ugynevezett dudl-
inhibitorok fejlesztéséhez (tehat az mTORCI1-t, az mTORC2-t és a PI3K-t is gatoljak).
Duaél-inhibitor kezeléssel igéretes erdményeket értek el tobbféle tumorban. A rapamycin
¢és szarmazékai bizonyos medulloblastoma sejtvonalakban hatékonyak, amit in vivo
kisérletek is alatdmasztanak.

Egyre tobb adat szol amellett, hogy az epigenetikai valtozasok hozzajarulnak a
daganatképzddéshez. Az epigenetika olyan molekularis mechanizmusokat vizsgal,
amelyek DNS bazisszekvencidjanak megvaltoztatdsa nélkiill befolyasoljadk a gén
miikodését és oroklodnek az utddsejtekbe. A tumor kialakuldsa és fejlodése soran az
epigenom szamos valtozdson megy keresztiil, aberrdns metilacidés mintdzat alakul ki,

megvaltozik a nukleoszoma szerkezete €s a hisztonok modifikacioja. Ezek a kiilonb6zo



epigenetikai folyamatok egymdssal nagyon szoros kapcsolatban vannak, és a
megvaltozott génexpresszid6 kedvez a tumoros folyamatoknak. A genetika ¢és
epigenetika egyiittes miikodése a daganatfejlodés minden stadiumaban kimutathato.

A DNS-metilacié biztositja, hogy a megfeleldé gén a megfeleld iddben
expresszalodjon. A DNS-metilaciéo folyamatat a DNS-metiltranszferazok (DNMT-k)
végzik, ezek az enzimek katalizdljdk a S-adenozil-L-metionin metil-csoportjanak
atkeriilését a citozin 5’ szénatomjara foként CpG dinukleotidot tartalmazo helyeken. A
gének promoterének metilacidja azok expresszidjanak gatlasdhoz vezet. A DNS-
metilaci6 folyamatdban emldsokben haromféle enzim vesz részt, a DNMT1, DNMT3A
¢s DNMT3B. A DNMT3A ¢és DNMT3B enzimeket de novo metiltranszferazként tartjak
szdmon, a kezdeti metilaciés mintazat kialakitdsat végzik. Fokozottan vannak jelen
embriondlis szdvetben és csirasejtekben. A DNMT1 a késObbi metilaciés mintazat
fenntartasért felel, a DNS-replikacio idején felismeri a hemimetilalt DNS-szalat és
atmasolja a metilacidés mintazatot, preferenciat mutat a hemimetilalt DNS-szal irant.

A tumorokban megfigyelték, hogy a DNS altalanosan hipometilalt, viszont
bizonyos promoéterek hipermetilaltak. A repetitiv DNS-szakaszok alulmetilaltsaga ¢és
tumorszupresszor gének tilmetilaltsiga hozzajarulhat a kromoszémalis instabilitashoz
¢s abnormalis génexpressziohoz, amely elOsegiti a tumor kialakulasat. A DNS-
hibajavitd gének hipermetilaltsaga azok redukalt expresszidjat eredményezi, ezek a
gének pedig sziikségesek a genetikai stabilitas fenntartdsdhoz. Tovabba zavart okozhat a
kromoszémalis stabilitds fenntartdsdban azaltal, hogy nem represszdlja a repeat és
transzpozon elemeket, igy megnd az inzercidés muticiok valoszinlisége. A repetitiv
szakaszok metilaltsaga megveéd a kromoszomalis instabilitastol azaltal is, hogy gatolja a
homolog rekombinacidt. Tumorszupresszor gének hipermetilaltsagat tobbféle tumorban
megfigyelték mar, pl. emld- és vastagbéldaganatok, valamint agytumorok - mint példaul
glioma ¢és medulloblastoma - esetében is. A daganatsejtekben tobb szaz vagy tobb ezer
gén lehet hipermetilalt. A DNMT-k tulzott expresszalddasat is megfigyeltek szdmos
daganattipusban, mind mRNS, mind pedig fehérje szinten. Emelkedett DNMT1
expressziot detektaltak gyomorrdkban, DNMT1 és DNMT3A expressziot emld és
pancreas tumorban, illetve DNMT1 és DNMT3B expressziot gliomaban.

A DNS-metilacid reverzibilis folyamat, igy a DNMT enzimek gétlasa terapids
lehetdséget is nyujt. A DNMT-gatlokkal tobbféle daganattipusban végeztek mar klinikai



vizsgalatokat, egyenlére még csak hematologiai malignitdsokban mutatkozott biztatd
eredmény, szolid tumorokban nem sikeriilt daganat ellenes hatast igazolni. In vitro és in
vivo Kkisérletekben tesztelték a DNMT-gatlokat medulloblastomaban, amelyek arra
utalnak, hogy DNMT-, hiszton-deacetilaz- (HDAC-) és tirozin-kinaz-géatlok kombinalva

hatékonyak lehetnek medulloblastoma kezelésében.

Célkitiizés

A medulloblastoma klinikai €s molekularis biologiai jellemzdket tekintve is heterogén.
Intenziv kutatdsok iranyulnak a kiilonb6z6 csoportok elkiilonitésére, annak érdekében,
hogy az eltérd biologiai hatteri tumorokkal rendelkezd betegek célzott kezelést
kapjanak. A molekuléris biologia fejlddésével a kutatdsok a molekuléris terapia felé
iranyulnak. Célunk az volt, hogy 0 molekularis markerek vizsgélataval tovabb
finomitsuk és pontositsuk a medulloblastoma biologiai hatterének megismerését és 1j
prognosztikai markereket talaljunk, amelyek terapias szempontbdl is fontosak lehetnek.

Az alabbi kérdéseket vizsgaltuk:

a) az mTOR utvonal mTORCI1 4agénak aktivalddasa megfigyelheté-e primer humén
medulloblastoma mintakban (p-mTOR ¢és p-S6 vizsgalata)?

b) mutat-e az mTORCI komplex két jellemzd fehérjéje, a p-mTOR és p-S6
expresszioja Osszefliggést a betegek klinikai ¢és patoldgiai jellemzdivel,
hasznalhato-e prediktiv markerként?

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

d) az mTOR futvonal gatloszerei - az mTORCI1 komplexet gatlé rapamycin és a
mTORC1 és mTORC2 komplexet is gatlo NVP-BEZ235 — hogyan hatnak
medulloblastoma kezelésében hasznalt citosztatikumokkal?

e) az mTORC1 ¢és mTORC2 komplex fehérjéinek jelenléte in vitro
medulloblastoma sejtvonalakon hogyan befolyasolja a kiilonb6zé6 mTOR-gatlok
hat4sat?

f) a DNS-metiltranszferazok koziil a 3 aktiv tag, DNMTI1, DNMT3a ¢s DNMT3b

expresszalodik-e primer human medulloblastoma mintakban?



g) mutat-e a DNS-metiltranszferazok expresszidja Osszefiiggést a betegek klinikai
¢s patologiai jellemzoivel, hasznalhaté-e prediktiv markerként?

h) van-e Osszefiiggés a DNS-metiltransferazok expresszioja és a B-katenin, illetve
SFRP1 ellenanyagokkal meghatarozott WNT, SHH ¢és nem-WNT/SHH

molekularis alcsoportok kdzott huméan medulloblastomaban?

Modszerek

A vizsgélatokhoz 44 medulloblastoméaval diagnosztizalt beteg formalinban fixalt
paraffinba 4gyazott tumormintéit hasznaltuk fel (Etikai engedélyek: TUKEB 100/2012
és 30/2015). A mintakbol szoveti microarray (TMA) blokkokat allitottuk Gssze. Az
elkészitett TMA blokkokbdl 4 pm-es metszeteket vagtunk és ezeken végeztiik el az
immunhisztokémiai reakciokat. Az mTOR jelatviteli Gt vizsgalatdhoz p-S6-¢és p-mTOR-
specifikus  ellenanyagokat a DNS-metiltranszferazok jeloléléséhez DNMTI-,
DNMT3A- ¢és DNMT3B-specifikus ellenanyagokat, WNT ¢és SHH utvonal
aktivalodasanak vizsgdlatdra anti-fB-katenin és anti-SFRP1 (secreted frizzled-related
protein 1) ellenanyagot hasznaltunk. A p-mTOR és p-S6 fehérjék citoplazmatikus, a
DNMT-k sejtmagi reakcidjat vettiik figyelmbe az értékelésnél.

Két kiilonb6zd hatdsmechanizmusu mTOR-gatlé (az mTORC1 komplexet gatld
rapamycin és az mTORCI, illetve az mTORC2 komplexet és a PI3K-t gatlo6 NVP-
BEZ235) proliferaciora gyakorolt hatasat teszteltiik két medulloblastoma sejtvonalon
(Daoy, UW228-2) Onmagaban és kombindlva a medulloblastomaban hasznélatos
teszttel vizsgaltuk 72 oOras kezelési id0 utdn. Mindkét sejtvonalon teszteltiik
immuncitokémiai vizsgalattal az mTOR-komplex jellemz6 fehérjéinek expressziojat, a
p-mTOR-t, amely mindkét komplexnek tagja, a p-S6-ot €s a Raptort, amelyek az
mTORCI részei, és a Rictort, amely az mTORC2 komplexben fordul eld.

Eredmények

A péaciensek median ¢letkora 8,5 év (1,1 - 28,7 év), koztik négyen (10%) fiatal
felndttként (>18 év) betegedtek meg, a fiuk aranya 55%. A 0-3 éves korcsoportban a
lanyok aranya lényegesen magasabb (5:1) volt a fitkénal. A tumormintdk 84,1%-a

mutatott klasszikus, 11,4%-a dezmoplasztikus és 4,5%-a nagysejtes/anaplasztikus



szOvettani tipust. A t0lélési adatok az esetek 90,9% -aban voltak elérhetdek, a median
kovetési 1d6 5,6 év. A medulloblastomaban jellegzetesen hibas jelatviteli utak koziil a
WNT ¢s SHH utvonalak aktivalodasat vizsgaltuk egy-egy jellemzdé fehérje
immunhisztokémiai reakcioval. A 44 paciens koziil minddssze 1 esetben (2,3%)
figyeltiink meg nukledris B-katenin expressziot, gyenge intenzitassal. Az SHH utvonalra
jellemz6 SFRP1 fehérje expressziojat 12 beteg (27,3%) mutatta.

Az mTORCI1 ttvonal aktivaloddsanak meghatarozdsara maganak az mTOR
fehérjének, és egyik célmolekuldjanak foszforilalt formajat (p-mTOR ¢és p-S6)
teszteltiik. A riboszomalis S6 fehérje az mTORCI1 komplex utvonalan keresztiil
foszforilalodik, igy a két vizsgalt fehérje egyiittes kifejezddése alapjan felteheté az
mTORCI1 utvonal aktivacidja. A vizsgélat soran 40 pacienst értékeltiink. A betegek
32,5%-a mutatott pozitivitast p-mTOR-ra, ugyanilyen ardnyban figyeltiink meg p-S6
pozitivitast. A két fehérje egylittes expresszidja 9 esetben (22,5%) volt megfigyelhetd
szignifikans korrelaciot mutatva (R=0,55; p=0,0002). A nagysejtes/anaplasztikus esetek
p-mTOR-ra és p-S6-ra is pozitivitast mutatttak, azonban a kis esetszam miatt kihagytuk
a statisztikai analizisb6l. Sem a p-mTOR, sem a p-S6 esetében nem taldltunk
kapcsolatot a tumor szdvettani tipusaval, a molekularis altipussal, az ¢€letkorral, vagy a
betegek nemével. A molekularis alcsoportok koziil a WNT alcsoport alapjan nem
elemeztiink a csoportba tartozo kis esetszam miatt. A betegeket a p-mTOR és p-S6
egylittes expresszidjaval definidlt mTORCI1 aktivalodas szempontjabdl két csoportba
osztottuk: aktivalt mTORC1 komplexes daganatok (N=9), és inaktivalt mTORCI1
komplexes daganatok csoportja (N=27). A Kaplan-Meier analizis alapjan az aktiv
mTORCI1-t mutat6d betegeknek alacsonyabb a talélése (5 éves becsiilt talélés 44,4% vs.
77,0%), a kiilonbség azonban nem volt szignifikans (p=0,13).

Két medulloblastoma sejtvonalon, Daoy ¢s UW228-2, teszteltik a csak az
mTORCI1 komplexre hatoé rapamycin és az mTORCI1 és mTORC2 komplexet (¢és PI3K-
t) egyarant gatlo NVP-BEZ235 vegyiilet hatasat. A rapamycin 6nmagéban is gatolta az
aranya: 50% vs. 92%, 50 ng/ul koncentracidban). Az NVP-BEZ235 mindkét
sejtvonalon hatdsos volt 6nmagdban is (Daoy 61% vs. UW228-2 36%, 1uM
koncentracioban), az UW228-2 mindkét szerre érzékenyebb volt. Az mTOR-gatlokat
(rapamycin 5 ng/ml, illetve NVP-BEZ235 1uM) kombinaltuk citosztatikus szerekkel



(cisplatin 1 pM mindkét sejtvonalon; etoposide 0,1 uM az UW228-2 sejtvonalon, 1 uM
a Daoy sejtvonalon). Mind cisplatinnal, mind etopozide-dal kombindlva, mindkét
mTOR-inhibitor szignifikdnsan csokkentette a proliferaciét az egyik szerrel torténd
kezeléshez képest (Daoy sejtvonalon vs. UW228-2 sejtvonalon, cisplatin és rapamycin
kombinécio: 34% vs. 59%; cisplatin és NVP-BEZ235 kombindcio: 11% vs. 36%;
etoposide és rapamycin kombinacio: 63% vs. 42%; etoposide ¢és NVP-BEZ235
kombinécio 53% vs. 30%, p<0,05). Immuncitokémiai vizsgalattal 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
dominans, az mTORC1 kevésbé aktiv. Az UW228-2 sejtek a Raptor kivételével
mindegyik fehérjét erdsen expresszaljak, a Raptor kozepes expresszidot mutat. Az
immuncitokémiai adatok alapjan mind az mTORCI1 és mTORC2 aktiv lehet ebben a
sejtvonalban.

Eredményeink alapjan az mTOR és p-S6 fehérjéknek nincs prognosztikai
jelentdsége, az mTORCI aktivalt betegek rosszabb tulélését statisztikailag nem sikertilt
igazolni. Azonban nem zarhaté ki, hogy ennek hatterében elsésorban a
rendelkezésiinkre 4ll6 kis betegszam allhat. Sejtvonalakon végzett kisérleteink
megerdsitik, hogy a mTOR tutvonal gatlasanak terapias jelentdsége lehet a betegek egy
csoportjaban. Kiilonb6zd hatdsmechanizmust mTOR-gatlokat fejlesztettek ki, az
mTORC1 és mTORC2 mennyisége kisérletlink szerint tiikrozi a kiilonboz6é gatlokra
vald érzékenységet. Amennyiben terdpids alkalmazisukra keriilne sor, feltétleniil
indokolt lenne az adott beteg tumormintdjanak vizsgalata annak tisztdzasa, melyik
mTORC komplex van jelen. Ebben az esetben a kimutathato6 mTOR-komplexnek
megfeleld gatld kezelés alkalmazasa meriilne fel.

A DNMT-k (DNMTI1, DNMT3A ¢és DNMT3B) expresszidjat teszteltilk ¢és
analizaltuk a betegek adatainak fliggvényében. A vizsgalat soran 44 esetet értékeltiink.
A DNMTI1, DNMT3A ¢s DNMT3B enzimek mérsékelt/erds expressziojat figyeltiik
meg az esetek 63,64%, 68,18% és 72,73%-aban. Az egyes DNMT-k nem mutatnak
szignifikans ko-expressziot egymassal. A DNMT-k és a klinikai-patologiai paraméterek
kozti Osszefiiggést teszteltilk. Mérsékelt/erds DNMT1 expresszid figyelhetdé meg a
klasszikus esetek 62,2%-ban és a dezmoplasztikus esetek 60,0%-ban. Hasonloan,

mérsékelt/erds DNMT3A expresszio figyelhetd meg a klasszikus esetek 70,3%-aban és



a dezmoplasztikus esetek 60,0%-aban, illetve DNMT3B a klasszikus esetek 70,3%-aban
¢s a dezmoplasztikus esetek 80,0%-aban. A 2 nagysejtes/anaplasztikus tipusi beteg
koziil mindketten mérsékelt/erés DNMT1 és DNMT3B expressziot mutattak, a
DNMT?3A pedig egy esetben volt emlkedett. Nem talaltunk szignifikans Osszefiiggést a
DNMT-k expresszioja és a tumor szovettani tipusa, €letkora vagy a betegek neme
kozott. Egyik DNMT expresszioja sem mutatott sszefliggést a betegek tulélésével. Az
SHH-alcsoport szignifikdnsan magasabb DNMT]1 expressziot mutat (p=0,02). A tobbi
DNMT nem mutatott Osszefliggést a vizsgalt alcsoportokkal. Megvizsgaltuk, hogy az
R2 adatbazisbol elérhetd génexpresszios adatok aldtdmasztjadk-e a DNMT1 és SFRP1
expresszid kozotti kapcsolatot. Nem taldltunk Osszefiiggést a két gén mRNS-
expresszidja kozott (p=0,88) az SHH és nem-SHH csoport dsszehasonlitdsaban.
Vizsgélataink azt mutatjdk, hogy a DNMT-k nem befolydsoljadk a
medulloblastomas betegek talélését, azonban emelkedett expressziojuk a betegek egy

részében felveti a terapids gatlasuk lehetdségét.

Kovetkeztetések
Kutatasaink soran el6szor teszteltik az mTORC1 komplexhez kothetd jelatvitel és a
DNMT-k prognosztikai szerepét medulloblastomaban.

a) Az mTORCI utvonal a medulloblastomas betegek egy kisebb csoportjaban aktiv.

b) Az mTORCI utvonal aktivalodasa a betegség rosszabb progndzisaval tarsulhat,
azonban nem érte a statisztikai szignifikancia szintjét. Az mTORCI1 utvonal
aktivaloddsa nem mutat Osszefiiggést a tumor szovettani tipusaval, a betegek
¢letkoraval, vagy nemével.

c¢) Az mTORCI tutvonal aktivaloddsa nem mutat Osszefliggést WNT, SHH vagy
nem-WNT/SHH alcsoporttal.

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

e) In vitro vizsgalatunk azt mutatta, hogy az mTOR utvonal komponenseinek
expresszioja O0sszhangban van a sejtek kiilonbozé hatdsmechanizmusi mTOR-

gatlokra mutatott érzékenységével.



f)

g)

h)

A human medulloblasztomdk tobbségében emelkedett a DNMT1, DNMT3A ¢és
DNMT?3B expresszidja, ami felveti a DNMT-inhibitorok terapias alkalmazasanak
lehetdségét.

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

A DNMTI1 erdsebben expresszalodik az SHH alcsoportban. A DNMT3A ¢és
DNMT3B nem mutat Osszefiiggést WNT, SHH, vagy nem-WNT/SHH
alcsoporttal.
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