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Osszefoglalo

Az mTOR kinéz jelatviteli halézatok kozponti elemeként fontos szerepet jatszik a
alkalmazzak az immunszupresszidban ¢€s célzott terapia részeként, daganatokban is vizsgaljak
hatasat. Az mTOR aktivitds és az inhibitoraival (mTORI) szembeni érzékenység
tumortipusonként valtozd, lymphomdékban eddig még kevéssé jellemzett.

A rapamycin és a jelenleg alkalmazott terapids szerek hatdsait vizsgaltuk lymphoma
sejtekben in vitro és in vivo. Cytospin készitmények és paraffinos metszetek, aramlasi
citométer, western blot, és immunhisztokémia segitségével vizsgaltuk a proliferdciot,
apoptézist és az mTOR utvonal aktivitasat jellemz6 fehérjék mennyiségét. Két
lymphomatipus betegeinek biopszids anyagain az mTOR aktivitds részletes jellemzését is
elvégeztiik tissue microarray segitségével.

Kimutattuk a rapamycin proliferacié-, tumorndvekedésgatld, hosszitavon apoptozist
indukélo ¢és kemoterapias szerek hatasat fokozo tulajdonsagat Hodgkin és Diffiz nagy B-
sejtes lymphoma sejtvonalakban, xenograftokban. Az mTOR aktivitds és az mTORCI1/C2
komplexek megjelenése a vizsgalt human tumorokban egyedi eltéréseket mutatott, ami oka
lehet a jelenlegi mTORI-kal szembeni rezisztencianak. Vizsgalataink felhivjak a figyelmet
arra, hogy az mTOR aktivitas mellett a tumorok mTORCI1 és C2 komplex aranyanak
meghatarozasa is fontos a megfeleld mTORCI1 vagy a fejlesztés alatt all6 dual inhibitorok

terapias felhasznalasakor.



Bevezetés

mTOR fehérje

Az mTOR (mammalian target of rapamycin) szerin-treonin kinaz, a foszfatidilinozitol-
3 kindz csaladba tartozik. Az mTOR utvonal aktivitasa kdzponti szerepet jatszik a sejtek

A TOR fehérjét eldszor, gatlgjanak (rapamycin) felfedezését kovetden, élesztoben
azonositottak. Eukariota szervezetekben a TOR egy evollcidsan erdsen konzervalt fehérje, a
human és az egér TOR kindz aminosav szekvencidban 95%-0s megegyezést mutat. A TOR
kdzponti szerepét igazolja, hogy funkciovesztéssel jaré mutacioi Drosophila melanogasterben
¢és Caenorhabditis elegansban embrionalisan letalisak [1].
Emldsokben a TOR-t egy gén kdodolja, maga az mTOR fehérje egy tobb doménbdl felépiild
kinaz: a katalitikus kindz domén, az FKBP12-rapamycin kot6 (FRB) domén, a represszor
domén (RD), az N-terminushoz kozeli tandem ismétlédé HEAT motivumok, valamint az

aktivitast elosegitd FAT és a C-terminusnal 1évé FATC domének alkotjak (1.abra)[1].

HEAT HEAT FAT FRB CD RD FATC

1. abra: mTOR fehérje doménszerkezete. A doménok balrol jobbra haladva a kdvetkezk: Az
N-terminusnal 1év6 20 tandem ismétlédé6 HEAT motivumokat a kinaz aktivitast szabalyozo FAT
domén koveti. Az FRB egy FKBP12-rapamycin k6té6 domén, mellette helyezkedik el a CD, katalitikus
kinadz domén majd a represszor, RD. A C-terminuson a FATC domén talalhato.

Az mTOR kinaz, eddigi ismereteink szerint, a sejteken beliil két kiilonb6z6 komplex
form4jaban fordul el6: mTORCI és mTORC2. Az mTORCI komplex tagjai: az mTOR, az
mLST8/GBL, a PRAS40 (prolinerich AKT substrate 40 kDa), DEPTOR (DEP-domént
tartalmazd mTOR interakcios fehérje) és a két komplex kozott a legfontosabb kiilonbséget
jelenté Raptor (regulatory associated protein of mTOR). Jelenlegi adatok alapjan a komplexet
alkoto fehérjék funkcionalis feladata nehezen hatarozhaté meg pontosan, de az bizonyos hogy
az MTORC1 fehérje komplex 0sszeszerelddését és a szubsztratok toborzasat a Raptor fehérje
indukalja [2]. Az mTORC2 komplex felépit6 fehérjéi az mTOR-on kiviil a Rictor (rapamycin-
insensitive companion of mTOR), tovabba mLST8/GBL és mSIN1 (mammalian stress-
activated protein kinase interacting protein), Protor-1 (protein observed with Rictor-1),
DEPTOR. Rictor (az mTORCI1 komplexben talalhatdé Raptornak megfeleléen) és mSIN



stabilizalja a komplexet, megteremtve az mTORC2 strukturalis alapjat [3, 4]. Az mTORC2
pontos miikodése teljesen még nem ismert, de funkcioi elsésorban a citoszkeletalis
rendszerhez kothetok.

MTORC1 szamos metabolikus funkcidjan (fehérje, lipid, ATP szintézis) keresztiil
(katabolikus) folyamatok szintjét (pl. autofigia) visszaszoritja. Az mTORCI komplex
miikodésének feltérképezését segitette specifikus gatlojanak a rapamycinnek megismerése €s
hatasainak vizsgalata. A rapamycin bakterialis antibiotikum, melyet a RAPA-NUI szigetekrol
szarmaz6 Streptomyces hygroscopicus fajbdl izolaltak [1]. Sejten beliil a rapamycin az
FKBP12-hoz kapcsolodva (FK506-binding protein of 12 kDa) az mTOR FRB doménjéhez
kot, ezzel specifikusan gatolja az mTORCI komplex funkcionalis miikddését. A rapamycin
hatasat a mTORC1 komplex funkcidival kapcsolatosan igazoltdk, az mTORC2 komplexre
gyakorolt hatasai vitatottak (alacsony dozisban az mTORC2 rapamycinnel szemben
érzéketlen, hosszantartd6 magas dozisu alkalmazasa az mTORC2 komplexet is gatolhatja), de

az mTORC2-t alapvetden rapamycin rezisztensnek tartjak [5, 6].

MTOR jelatviteli utvonal

Az mTORCI aktivitdsa a sejten beliilli komplex jelatviteli halozat egyik kozponti
elemeként fligg szamos novekedési faktor aktualis aktivitasatol, illetve a sejt energetikai
allapotatol, tapanyag ellatottsagatol (ATP, oxigén, aminosavak, stb. szintje).

Szamos receptor tirozinkinaz (pl.: human epidermalis novekedési faktor, az inzulin, €s
az inzulinszerd novekedési faktorok vagy mas novekedési faktorok receptorai) kozvetleniil,
vagy intermedier szubsztraton keresztiil egy foszforilaciés kaszkadot indithat, ekkor
aktivalodik a foszfatidilinozitol-3 kinaz (PI3K), mely a foszfatidilinozitol (4,5)-biszfoszfatot
(PIP2) foszforilalja. A  keletkezd foszfatidilinozitol  (3,4,5)-trifoszfatnak  (PIP3)
visszalakitdsaban a PTEN fehérje jatszik fontos negativ regulator szerepet. PIP3 létrejitte
aktivalja protein-dependes kinazt (PDK), ami pedig az Akt fehérje aktivalodasat eredményezi.
Az Akt szamos proliferativ és anti-apoptotikus Utvonalban kdzponti szerepet betdltd szerin-
treonin kinaz fehérje, a sclerosis tuberosa komplex (TSC1/2) gatlasaval képes az mTOR-t
aktivalni. A TSC1/2 komplex gatolja az mTOR kozvetlen aktivatorat a RHEB-et (kis GTP
kot fehérje), igy a TSC1/2 foszforilacios gatlasa az mTOR aktivalasat eredményezi [7]

Az mTORC2 komplex aktivitadsanak szabalyozasarol a rendelkezésre allo ismeretek

még hianyosak, annak ellenére, hogy az utobbi idében sok olyan eredményt kozoltek, mely az



mTORC2 miikddésének fontossagat hangsulyozza a sejt tulélésben, metabolikus
folyamatokban, proliferdcioban ¢és a citoszkeletalis rendszer szervezddésében. Ezen
utvonalakban az Akt a kulcs regulator fehérje. Sokaig Akt aktivatornak csak a PDK1 kinazt
tartottak, az Akt foszforilaciés folyamataiban azonban az mTORC2 komplex is részt vehet [8,
9]. Az mTORCI1 és az mTORC2 komplex hatasa kiilonb6z6 szubsztratok foszforilalasan
keresztiil torténik. Az mTORCI fontos szubsztratjai kozott szerepel: az S6K (riboszoémalis S6
kinaz), a 4E-BP1 (eukaridta iniciaciés faktor 4-et koté fehérje), ezek a transzlaciot aktivalo
folyamatok fontos szabalyozé elemei; a két komplex aktivitasa az ATG13, foszforilaciojaval
az autofagia gatlasaban, mig HIF-1a-n keresztiil az oxigénhianyhoz val6 alkalmazkodasban is
vesz részt.

Az mTORC2 komplex az aktin citoszkeletalis rendszer szervezddését segiti a PKCa
foszforilalasaval, a FoxO1l és FoxO3 transzkripcios faktorokon keresztiil pedig a stressz
rezisztencia, metabolizmus ¢és sejtciklus leallitd gének atirasat indukalja. Mindemellett az

mTORCI] utvonal aktivalasat is képes befolyasolni az Akt fehérjén keresztiil [9, 10] (2. abra)
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mTOR utvonal szerepe daganatokban

crcr

célpont lehet a legkiillonb6z6bb daganatok (els6sorban epithelialis eredetii carcinomak)
esetében. Emelkedett mTOR aktivitast egyre tobb tumor esetében irnak le, mutatnak ki. Az
mTOR kindz aktivitasara utald hiperfoszforilacidjat mutattak ki példaul az S6K és a 4E-BP
fehérjének emld és ovarium daganatokban [10].

Az mTOR szamos jelatviteli utvonallal all kapcsolatban, ezeket aktivalo illetve,
negativ szabdlyzo fehérjéit érintd mutdcioit a legkiilonb6zObb tumorok kialakuldsdnak
hatterében kimutattdak mar, mint egyes lehetséges tényezOk. Mint pl. a PI3K katalitikus
alegységében vagy a PTEN és a TSC1/2 fehérjékben adott tumortipusokban eltérd
gyakorisadggal eléfordulé mutaciok.

A PI3K kinaz fehérjében megfigyelt szomatikus mutaciok tobbek kozott tiidorak (4%),
colorectalis (32%) és emlé carcinomak (8%) esetében fordul elé [11]. A prosztata (14),
kozponti idegrendszer (20%) és az endometrium (38%) tumoros széveteiben gyakori a PTEN
fehérje mutalodasa [12]. A TSC1/2 mint az mTORC1 {6 gatlo fehérjéje szintén fontos
szerepet tolt be az mTOR utvonal mikodésében. Mutaciojukat az agytumoroknal, a vese
carcinomaknal, a tiid6-, és a borraknal is leirtak [13].

Az mTOR gatlok terdpias alkalmazdsa a szervtranszplantdcidban kezdodott, a
rapamycin és rapaldogok immunszuppressziv hatasainak korai felismerése utan. Felismerték,
hogy antiproliferaciés hatasuk, a sejtciklus gatlasan (vagy akar a spontan apoptozis
fokozéasan) keresztlil immunszuppressziv hatasuk mellett a tumor képzddés gatlasahoz is
vezethet. A rapamycinnek ¢és szarmazékainak (rapaldogok), mint példaul CCI-779
(temsirolimus), RADOO1 (everolimus) és az AP23573 (ridaforlimus) proliferacio gatlo
hatasait ma mar tobb tumor esetében vizsgaljak. Jelenleg vilagos sejtes vesecarcinomakban
(RCC) és a kopenysejtes lymphomakban (MCL) alkalmazhaté a temsirolimus kezelés, és
egyre tobb klinikai vizsgélat igazolja mas tumor esetében is a rapaldogok varhat6 hatésait. A
klinikai eredmények értékelése azonban nehéz, mivel jelenleg csak mTORCI inhibitorokkal
vannak klinikai eredmények, és azokat ritkan vetik Ossze az eredeti tumorok mTOR
aktivitasaval. Az mTORC]1 gatlas bizonyos esetekben (pl. S6K negativ feedback hatasanak
hianyaban, a korabban aktivalodott receptortol érkezo jel er6sége nem csillapodik) fokozhatja
az mTORC2 aktivalasan keresztiil az Akt utvonal hatasait, igy gatlasaval akar ellentétes

hatasok is tapasztalhatdak, igaz csak bizonyos, egyenlére kevéssé jellemzett tumorok esetében
[14].



Elébbiek miatt jelenleg az az allaspont elfogadott, hogy megfeleld klinikai eredményhez
olyan mTOR aktivitast célzo terapias eljarasok vezethetnek, amelyek vagy mindkét komplex
(MTORCL1, C2) gatlasan alapulnak (kettés gatlok, dualinhibitorok). El6fordulhat azonban,
hogy hasonl6 hatdsokat jelenleg mar ismert, fazis kisérletekben mar alkalmazott, az egyéb
jelut tagjait gatld inhibitorokat egymassal kombinalva alkalmazzak (PI3K, Akt, mTOR).

Eml6tumorok esetében a PIBKCA mutacioja az esetek 20-25%-aban jellemz6, ez
hozzajarulhat a tumorok kialakuldsdhoz, a tumorsejtek taléléséhez, igy a jelenlegi terapiaban
alkalmazott hormonkezelésekkel szembeni rezisztencidhoz is. A jelenlegi kezelések PI3K
gatlokkal vagy mTOR gatlokkal vagy utdébbi ketté kombinacidjaval kiegészitve a
hormonterapia érzékenység helyreallitasat segitve 1ényegesen hatékonyabb kezelést
eredményezhetnek [7].

Bizonyos non-Hodgkin-lymphomak esetében szintén a PI3K tutvonal szabalyozasi
zavaraként, az mTOR ttvonal tulmikddése figyelhetd meg. Egyes follikularis lymphomas
egér modell kisérletekben az mTOR aktivitas gatlast kombinalva a PI3K inhibitor kezeléssel
jelentds tumor méret csokkenést és apoptdzis indukciot figyeltek meg, ami a két tvonal
egyéb (nemcsak a kopenysejtes lymphomak) lymphomak kialakulasaban és talélésében/
magas cyclin D1 expresszid és az ezzel Osszefiiggésbe hozhatd proliferacios aktivitas
Osszefiigg az mTORCI aktivitasfokozodassal. Mas lymphomak esetében azonban ilyen
Osszefliggések még nem ismertek. Kevés adat all rendelkezésre a lymphoma sejtek mTOR
aktivitasarol, a rendelkezésre allo adatok csak statisztikailag nem értékelheté alacsony
esetszamu vizsgalatokat, vagy esetleirdsokat, néhany kisérleti adatot jelentenek. Mindezek
ellenére bizonyos rossz prognézisi leukémiak és magas malignitasu lymphomak vagy

végstadiumu betegek esetében mar elindultak klinikai kisérletek rapaldgokkal.



Célkitiizések
e Az mTOR aktivitas, valamint Raptor (mTORC1 komplexre jellemz6 fehérje), Rictor
(mTORC2 komplexre jellemzd) fehérjék mennyiségének vizsgalata bizonyos human
lymphoma sejtvonalakban (Hodgkin, diffuz nagy B-sejtes és Burkitt lymphoma) és
human lymphoma mintadkban

e Rapamycin kezelés in vitro €s in vivo hatdsainak vizsgalata (apoptotikus és

proliferacios hatas, mTOR aktivitas valtozas, valamint Rictor/Raptor mennyiség)

e Rapamycin és mas kemoterapias szerek kombinacidinak in vitro hatas vizsgalata

kiilonb6z6 lymphoma sejtvonalakban

Anyagok és modszerek

Sejtkulturak

A sejtvonalakat, HT58 (human, B sejtes non-Hodgkin, Burkitt lymphoma; NHL),

KM-H2 (human, Hodgkin-lymphoma; HL) és BHD-1 (human non-Hodgkin, diffaz nagy
B-sejtes lymhoma; DLBCL), RPMI 1640-es (Sigma) médiumban tartottuk fenn (BHD1
sejtvonal esetében RPMI 41640-es Iscoves médium 1:3 aranyu keverékét alkalmaztuk),
amihez 10%-os fotalis borjusavot (Gibco), 0,03% L-glutamint és antibiotikumot (penicillin,
streptomycin, gentamycin,) adtunk. A sejttenyészetet 5% CO, mellett 37°C-on tartottuk. 72
oras kezeléseket 48 lyuku plate-eken (100-150 ezer/lyuk sejtszam) végeztiik.
Az in vitro alkalmazott  kezelések a  kovetkez6k  voltak:  rapamycin
50 ng/ml (Rapamycin, Sigma), methotrexate 50 nM (Methotrexate-Teva, Pharmachemie BV),
cytosine arabinoside 10 pg/ml (Alexan, Ebewe Pharma), doxorubicin 0,2 uM (Doxorubicin
,Ebewe”, Ebewe Pharma), vincristine 10 nM és 3 nM (Vincristin liquid, Richter Gedeon
Nyrt.), etoposide 1 uM (Etoposide-Teva, Pharmachemie BV), methylprednisolone 1 uM,
0,1 uM (Methyl-prednisolon-Human, TEVA), cyclophosphamide 1 uM (Endoxan, Baxter
Oncology GmbH) és epirubicin 200 nM (epirubici-hidroklorid, TEVA).



Sejtmorfologia, sejtciklus és apoptozis vizsgalat

Cytospin preparatumot 5 perces 500 rpm centrifugalast kovetd -20°C-0s 80%-0s
methanol fixalassal készitettiink. A mintakat hematoxilin-eozin, vagy immunhisztokémiai
festés utan fénymikroszkoppal vizsgaltuk.

Az apoptotikus sejtek %-os aranyat Mihalik R. altal leirt és bevezetett aramlas
citometrias modszerrel hataroztuk meg. A technika Iépései roviden: centrifugalas utan a
sejteket 70%-0s ethanolban fixaltuk, majd alkalikus extrakciot végeztiink (extrakcios puffer:
200 mM NaHPO,4, pH 7,4, 500 pl/minta), az RNS mentesitéshez RN-az A enzimet
hasznaltunk (1 pg/100 pl extrakxiés puffer, Sigma). A DNS festés propidium jodiddal
(10 pg/ml, 1:100/minta, Sigma) tortént.

A sejtciklus és apoptdzis mérést FACSscan aramlési cytométerrel (BD Biosciences)
végeztiik, mintanként 10-20000 ,,sejtet” vizsgalva FL2, FSC tartomanyban. Az adatokat
Winlist programmal értékeltiik ki. Ezzel a modszerrel jol kimutathatdak az apoptotikus sejtek;
a lagos hidrolizis sordn az apoptotikus sejtek fragmentalt DNS-e a permeabilizalt membranon
at kidiffundal a sejtekbdl, igy ezek alacsony DNS tartalmi populacioként (sub G1) jol
elkiilonithetéek az €16 (sejtciklus adott fazisaban levé megfeleld6 DNS tartalmi) sejtektol

(3.4bra).
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3. 4bra Aramlasi citometria (FACS): KMH2 (HL) sejtek 96h-4s tenyészet aramlas citometriai mérés
kiértékelése; az abran az apoptotikus sejtek %-a van feltiintetve, valamint sejtciklus G1 és G2 fazisai.
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Western blot

A fehérje produktivitds kimutatdsdra western blot technikat is alkalmaztunk, mely
soran a fehérjéket molekulasuly alapjan valasztottuk kiilon a tobbi fehérjétol és jelolt
ellenanyagok segitségével kifejezodésiik mértékét vizsgalhattuk.

A sejteket lizaltuk SDS mintapufferben (50 mM Tris-HCI, pH7,5, 150 mM NaCl, 1% NP40, 1
mM PMSF, 10 mM NaF, 0,5 mM sodium vanadat, 10 pg/ml leupeptid és 10% glicerol)
1-10 pg mennyiségi fehérjét (kiilonbozé mintak esetében mindig azonos mennyiségii fehérje
futtatdsa, Osszehasonlitd vizsgalatok esetében) SDS gélen elektroforézissel szétvalasztottuk,
majd nitrocelluldz membranra blottoltuk. Blokkolast kovetéen (az ellenanyag aspecifikus
bekotddését csokkenti) a membrant anti-foszfo-mTOR (p-mTOR, Ser2448), anti-mTOR, anti-
foszfo-p70S6K (p-p70S6K, Thr389), anti-foszfo-S6 (p-S6, Ser235/236) (Cell Signaling) és
anti-Rictor (Abcam) ellenanyagokkal inkubaltuk egy éjszakan at 4°C-on.

Kovetkez6 nap Vectastain  Elite ABC masodlagos el6hivé kittel (Vector) és
kemilumineszcens el6hivasi technika (Pierce ECL Western Blotting Substrate el6hivas
KODAK késziilék) segitségével detektaltuk a memranon a megfeleld méretii fehérjéket. A
mintak 0sszehasonlithatosagat a membran anti-actin monoklonalis egér ellenanyag inkubaciot

kovet6 elohivassal (A2228, Sigma) is ellendriztiik.

Immunhisztokémia (IHC)

Paraffinba agyazott szoveti microarray metszeteken (Tissue microarray - TMA),
hagyomanyos biopszids metszeteken valamint sejttenyészetb6l  késziilt — cytospin
preparatumokon vizsgaltuk a fehérjék mennyiségét. A cytospin preparatumokat metanolban
fixaltuk.

A TMA Dblokkokban a szoveti mintdk 2 mm atmérdjiek (70 kiilonbozo
darab/targylemezen), igy lehetdség van egyszerre tobb kiilonb6zd eset egyiittes
tanulmanyozasara. A vizsgalt szovetek kozott egy TMA-ban kiilonb6zd kontroll mintak és
reaktiv lymphoid szovetek, IHC kontroll szovetek is vannak. A metszeteken a deparafinalast
xylollal, majd leszallo alkoholsorral, a feltarast pedig pH6-os citrat pufferrel kuktaban (20-
30°) végeztiik el.

Endogén peroxidaz blokkolast (perjodsav 2,3 mg/ml, Na-borohidrid 0,1 mg/ml PBS-
ben oldva, hidrogénperoxid 1,5 ml metanol 48,5 ml elegy) végeztiink. Az els6dleges

ellenanyaggal éjszaka +4°C-on vagy szobahdmérsékleten 2 oraig inkubaltuk a lemezeket.
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A felhasznalt primer ellenanyagok: anti-foszfo-S6 (pS6, 1:100; Cell Signaling), anti-
foszfo-mTOR (pmTOR, 1:50;), anti-foszfo-p70S6K, anti-foszfo-4E-BP1 (1:200, Dako), anti-
Rictor (1:100, Abcam), anti-Raptor (1:100, Novusbio), anti-cleaved (aktiv) kaszpaz-3 (1:100,
Cell Signaling), és anti-foszfo-Hiszton H3 (1: 200, Cell Signaling). Univerzalis (anti-nytl és
anti-egér) polimer-HRP konjugalt masodlagos ellenanyagot tartalmazé Novolink detection
system (Novocastra) kit és DAB (3,3'-diaminobenzidin, Dako) segitségével enyhe hematoxilin

hattérfestéssel tettiik a reakciot lathatova, €s ezt patologus segitségével értékeltiik.

Duolink®

A fehérjemiikodés ¢és fehérje-fehérje kolesonhatdsok in situ vizsgalata a

daganatpatologiai kutatasokban egyre nagyobb szerepet kap. Munkank soran szamos kérdés
megvalaszolasahoz van sziikség a fehérjék mennyiségi, foszforilacids valtozasainak, fehérje
komplexek sejten beliili lokalizaciojanak vizsgalatara.
A duolink modszer lehetéséget ad fehérjemolekulak, fehérje-fehérje interakciok és
fehérjemodosulasok pontos, lokalizaciojanak, és elvileg (leirasa szerint) mennyiségének
meghatarozasara is. A rendszer fluoreszcens el6hivas esetén jol meghatarozhatd, szamolhato,
pontszerl jeleket ad, amely komputeres analizissel értékelhetd.

A Duolink® mébdszer in situ PLA® (proximity ligation assay; oligonukleotid jeldlt
masodlagos ellenanyagok) technikan alapszik. Két kiilonb6z6 eredetii masodlagos ellenanyag
meghatarozott tavolsagon beliili bekotése esetén kapunk jelet, ami lehetéséget ad egy fehérje
modosulasanak (pl. foszforilacid) vagy két fehérje adott tavolsagon beliili elhelyezdésének
(fehérje komplexek) pontos IHC detektalasara. Ezt az eltéré eredetli elsddleges, illetve a
hozza bekotott kétféle masodlagos ellenanyaghoz kotod oligonukleotidok segitik. Ezek a
megfeleld tavolsag esetén, kelléen kozel keriilve képesek hibridizalni ugyanahhoz a probahoz
(4.abra).

4. abra: Duolink lépésenként: oligonukleotiddal kapcsolt masodlagos ellenanyagok bekotése (a.);
proba hibridizalasa ligaz segitségével (b); amplifikacio (c); fluoreszcensen jeldlt probak bekotése (d.)
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Vizsgalatainkban az elkészitett cytospin preparatumokat paraformaldehidben fixaltuk
(10”), TRITON —X-el permeabilizaltuk (0,4%), majd blokkolast kovetden az elsédleges
ellenanyagokat hozzaadva 30 percet szobahémérsékleten inkubaltuk. Eddig hasznalt
elsédleges ellenanyagaink: anti-p-S6 (1:100, Cell Signaling) és anti-S6 (1:100, Cell
Signaling). Az oligonukleotiddal kapcsolt masodlagos ellenanyagokkal 37°C-on 2 orat
inkubaltunk. A soronkovetkezd 1épéseket a detektaciés protokol alapjan végeztik. A
hibridizacids, €s a ligazt tartalmazd oldat segitségével a kozel helyezkedd oligonukleotidok
kapcsolodtak a probahoz. Az amplifikaciés oldat és a benne 1évé polimeraz enzim
segitségével elindult a rolling circle atirds, mindez konkatamereket eredményezve
felsokszorozta a kezdeti oligonukleotid mennyiséget. Utolso 1épésként a fluoreszcensen jelolt
probakat adtunk, ami hibridizalt a amplifikalt nukleotidokkal, fluoreszcens mikroszkoppal
lathatova tette,a mi esetiinkben a foszforilalt S6 fehérjét. Minden oldat el6tt a mosast TBST-
vel (0,1% Tween20 TBS-ben) végeztik. A fehérjék pontszeri megjelenését BlobFinder

program segitségével kvantitative értékeltiik ki.

Allatkisérletek

crcr

oltattuk be human lymphoid tumor sejteket (30 millio sejt/allat — HT58 -; vagy 30 millio
sejt/200 pl matrigél (Sigma) /allat — KMH2, BHD1). Hodgkin-lymphoma és diffiz nagy B-
sejtes xenograftok esetén a mar xenotranszplantalt tumorok 2x2 mm-es darabjait oltottuk
tovabbi egerekbe.

Az egereken kiilonb6z6 kezeléseket végeztiink. A kezeléseket akkor kezdtiik, amikor a
tumorok tapinthatova valtak (HT58 esetében 2-3 héttel a sejtek beoltasa, a KMH2 és BHD1
esetében 2 hoénappal a tumorok tovabb oltdsa utan; utébbi tumorok novekedése lassabb).
Alkalmazott kezelések Rapamune (szajon at, 3mg/kg) Torisel (Temsirolimus, intra
peritonealisan, 10mg/kg, Wyeth). A kezeléseket egy héten haromszor végeztiik, a tumorok
atmérdit lehetdség szerint 3-5 naponta mértiikk. A kezelések végén az eltavolitott tumorok
sulyat lemértiik. A tumordarabokat formaldehidben fixaltuk és paraffinba agyaztuk,

metszeteket készitettiink bel6liik és morfologiai valamint IHC vizsgalatokat is végeztiink.
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Statisztikai analizis:

Az adatokat kiértékelve szamtani kozépértéket és szorast szamoltunk majd T-probaval
meghataroztuk a szignifikanciat. Akkor tekintettiik az eredményt szignifikansnak, ha p értéke
<0,05-nek adddott.

A munkacsoportunk a vizsgalt betegek tulélési adatait (minimum 5 éves) és az mTOR
aktivitasi adatokat is feldolgozta. A kiilonb6z6 mTOR aktivitast csoportok tulélését Kaplan-

Meier modszerrel az SPSS szoftver segitségével vizsgalta.
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Eredmények

A munkacsoport amelyben dolgoztam kiilonb6z6 human lymphoma TMA mintakon
mar korabban vizsgalta az mTOR aktivitast (ezzel kapcsolatos koézlemény kézirata
elokésziiletben). Tobb lymphoma tipus (1. tablazat, 5.abra) esetében kimutattak az mTOR
fokozott aktivitasat a normal lymphoid szovethez képest. Az eddig jol ismert kopenysejtes
lymphomak mellett magas mTOR aktivitas lehet jellemzé a Burkitt, a DLBCL és a HL
lymphomdék esetében, ezért aktivitdsuk alapjan ezt a harom lymphoma tipust valasztottuk in
vitro €és in vivo kisérleteimhez. Munkdm sordan szoveti mintdkon és a cytospines
preparatumokon IHC eljarassal nem csak kozvetleniil p-mTOR mennyiségét, hanem az
mTOR fttvonal célfehérjéinek aktiv, foszforilalt formainak (pl. pS6) jelenlétét is vizsgaltam,
elébbi lymphomatipusok pontosabb mTOR aktivitds jellemzése érdekében. Az mTOR
aktivitasra jellemz6 fehérjék expressziojat Western blot technikaval is sikeriilt igazolnom a 3
kivalasztott (Hodgkin lymphoma — KMH2, Non-Hodgkin Burkitt-lymphoma - HT58, Non-
Hodgkin Diffuz nagy B-sejtes lymphoma - BHD1) sejtvonal esetében (5.4bra).

mTOR

aktivitas
Hodgkin lymphoma (HL) +
Burkitt lymhopma (NHL) +
Diffaz nagy B-sejtes lymphoma (DLBCL - GC) -
Difftiz nagy B-sejtes lymphoma (DLBCL - non GC) +
Anaplasticus nagy B-sejtes lymphoma (ALCL) +
Kopenysejtes lymphoma (MCL) +
Margindlis zona lymphoma (MZL) -
Periférias T-sejtes lymphoma -
Lymphoplasmocytas lymphoma +
Krénikus lymphocytéas leukémia (CLL) -

1.tablazat: mTOR aktivitas vizsgalat TMA mintikon

3 immunfestés (p-S6, p-p70S6K, p-mTOR) alapjan értékeltiik a mintdk mTOR aktivitasat, mTOR aktiv
lymphoma tipusnak értékeltiik a legalabb 2 immunfestéssel igazolt mTOR aktivitast az esetek t6bb, mint
60%-aban
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HT58 ~ KMH2  BHD1 BHD1 cyto HT58 xeno KMH2 cyto

5.abra mTOR aktivitas vizsgalata az altalunk hasznalt modellekben (HT58-Burkitt lymphoma,
BHD1- DLBCL, KMH2-HL)

a. : Western blot - pS6 (32 kDa) kimutatasa a sejtvonalakban

b. : Cytospin (cyto) és xenograft (xeno) mintakban pS6 THC festés (Nagyitas: 20x, 40X)

A harom kivalasztott lymphoma sejtvonalban megvizsgaltuk a Rictor és Raptor
expresszidjat is, igy az mTORCI1 és mTORC2 komplexek jelenlétérdl kaptunk adatokat. Az
eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a vizsgalt sejtvonalakra altalanosan jellemzo a
magas mTOR aktivitds, mig az mTORCI ¢és C2 komplexek aranya a sejtvonalakban eltérd
lehet. A HT58 (Burkitt) sejtekben inkabb az mTORC1 komplex, a KMH2 (HL) és BHDI1
(DLBCL) sejtekben az mTORC2 komplex mennyisége dominal (6.abra).

Raptor

Rictor

pS6

6.abra:In vitro kezelt lymhoma sejtek IHC festése.
Raptor, Rictor, pS6 expresszio 0sszehasonlitasa rapamycin kezelt és nem kezelt sejteken
(Nagyitas: 20x, 40x)



A rapamycin in vitro hatasait is vizsgaltuk ezekben a kiilonb6z6 mTORCI1/2 expresszioji
lymphomasejteknek. A rapamycin kezelés gatolta az mTORCI aktivitast, ennek
eredményeként kimutathato volt a pS6 expresszid csokkenés és mellette modosult a Rictor és
Raptor expresszioja is.(6. abra).

A Rictor a rapamycin rezisztens mTORC2 komplex fehérjéje, ezért magas
expresszidja esetén azt vartuk, hogy ez rapamycin kezelés csokkent hatasaval jar.
Burkitt-lymphoma sejtekben, ahol az mTORC1 komplex dominalt, rapamycin érzékenységet,
mig a DLBCL sejtekben, ahol mTORC2 komplex dominalt, rapamycin rezisztenciat
figyeltiink meg in vitro. A HL sejtekben viszont rapamycin proliferaciogatld €s apoptotikus
hatdsait annak ellenére is ki tudtuk mutatni, hogy ezekben a sejtekben az mTORC2 komplex
fokozott expressziojat figyeltiikk meg.

72 oras in vitro kezelés esetén a rapamycin érzékenység - a kiilonb6z6 lymphomak
esetében - csupan proliferaciogatld hatasként jelentkezett (7a.abra). Rapamycin kezelés
hatasara a sejtek megrekedtek a G1 fazisban. Ez az allapot azonban hosszitavon
sejtpusztulast, apoptozist indukalhat. Nagy dozisi kezelés esetén is csak proliferacidogatld
hatast tapasztaltunk a HT58 és a BHDI sejtek esetében, mig HL sejtvonalban a hosszutava

kezelés mar apoptozist indukalt (7b.abra).

a. 72 6ras in vitro. b. | KMH2 in vitro hosszitavi Rapamycin
Rapamycin kezeles ) 40 kezelése

A A
p 40 P 35
0 S 30
P 30 T 25
']" o Kontroll ) O 20 g Kentroll
S 20 m Rapamycin Z s Rapa
2 I 15
I 10 ° 10
S ”
% °

0 o

HT58 BHD1 KMH2 72h 96h 120h  144h

7.4bra A rapamycin in vitro hatasai
A lymphoma sejtekben 72h rapamycin kezelés utan proliferaciogatld hatast figyeltiink meg, apoptozis
indukciot nem (a.); hosszutavi rapamycin kezelés a KMH2 sejtekben apoptozist indukalt (b.).
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Az mTOR gatlok hatdsait in vivo modellekben is ki tudtuk mutatni. A rapamune vagy Torisel
kezelés mar 2-3 hét alatt jelentdsen gatolta a tumorok ndvekedését, a kezelt allatokban a
tumorok sulya jelentésen csokkent. A xenograftokban a rapamune és torisel kezelés utan a
tumor tomegeket 6sszehasonlitva szignifikans tumorndvekedésgatlast figyeltiink meg. Ezt
mindharom lymphoma tipus esetében megfigyelhettiik (8.abra), s6t HT58 és KMH2 xenograft
esetében aktivalt caspase-3 immunhisztokémiai reakcidval igazoltuk a kezelés spontan
apoptozist indukalo hatasat is (9.abra a HT58 esetében kapott eredményket mutatja)[16].*

KMH2 BHD1
1 * 1 *
T 09 : T o9
o 0,8 003
0,7 M 0,7
Mo,6 g 06
E 05 * 0,5
0,4 G o4 '
G 0.3 ( )O’S *
0,1 '
| 0L - 1]
kontroll Rapamune O kontroll  Ranamine  Torisel
HT58
10
9
8 +*
T 7
O 6
M 5
E g *
G 5 B
) ,
0 kontroll Rapamune

8. abra Rapaloégok in vivo tumornovekedést gatlo hatasa
KMH2, BHDI1 ¢és HT58 lymphoma xenograftokban mért tumor tomeg csokkenés. Az abran a kontroll
és kezelt tumorok tomegei (g) lathatoak; *: p<0,05

*A HT58-cal kapcsolatos eredményeink varhatéan kozlésre keriilnek egy nemzetkdzi folyodiratban, a cikk
elékésziiletben van.
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Aktiv kaszpaz expresszio in vivo
rapamycin kezelés hatasara
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9. abra Aktiv (Hasitlott)—caspase-3 pozitiv (apoptotikus) sejtek szama emelkedett a 3 hétig
rapamune kezelt HT58 xenograftban

In vitro kisérleteinkben a lymphomak kezelésében alkalmazott szerek és a rapamycin
mértékét a HL sejtvonalnal. Doxorubicin, Endoxan és Cytosine arabinoside kezelések
apoptotikus hatasait pedig hozzaadott rapamycin képes volt tovabb emelni. (10. abra, 2.a, b
tablazat)

Ez az eredmény illetve a munkacsoport altal kordbban leirt jelenség, amely szerint a
rapamycin képes fokozni a TGF indukalt apoptotikus hatasokat lymphomakban azt mutatjak,

hogy a rapamycin képes érzékenyiteni a lymphomasejteket negativ szabalyozoikkal szemben
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KMH2 in vitro rapamycin kezelése 24h, 48h és 72h
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10. abra In vitro kombinalt rapamycin kezelés KMH2 (HL) sejtvonalon

A rapamycin kombinalt kezelésben apoptozist fokozo hatisat a Doxorubicin, Endoxan és a Cytosine

arabinoside kemoterapias szerekhez hozzaadva fejtette ki

(AraC: Cytosine arabinoside Rapa: Rapamycin; D: Doxorubicin; End: Endoxan; Epi: epirubicin; Eto:

Etoposide; Mp: Medrol; Mtx: Methotrexate; Vin: Vincristine);
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a. b.
24h 48h 72h 72h

kontroll 100 25142 38,51+ 9,1 kontroll 3,91+0,6
R 9+1,4 24 +£1,4 42+ 0 R 4+0,2
D 120 69+14 81,5+0,7 Med 791
D+R 17,5+ 3,5 810 88,5+0,7 Med. + R 10,5+ 0
V 21+14 | 745235 | 59,5+0,7 Vin 225+1
V+R 25+14 6984 62+1,4 Vin. + R 14,45+ 1,1
Eto 20+2,8 870 840 Epi 29+0,3
Eto+R 24+14 880 75,5+2,12 Epi. + R 28,4 +0,1
End 10+£1,4 | 245+£0,7 40+8,4
End+R 95+£0,7 | 29,5+4,9 52+42
AraC 16+1,4 59+28 64 £2,8
AraC+R 24 +£0 82,5+0,2 81+9,9
Med 14521 | 5456 44+ 1.4
Med+R 16,5+0,7 | 545+4,9 | 62,5+4,9
Mtx 12,5+0,7 | 59,5+0,7 54+14
Mtx+R 13+1,4 655+0,7 | 60,5+0,7

2. tablazat: Lymhoma sejtvonalak citosztatikumok + rapamycin kombinalt kezelése in vitro
KMH2 (HL) sejtek (a); BHDI (DLBCL) sejtek (b) kezelése; a pirossal bekeretezett
kezel6szereknél tapasztaltunk apoptozis% emelkedést

(AraC: Cytosine arabinoside Rapa: Rapamycin; Doxo: Doxorubicin; End: Endoxan; Epi:
epirubicin; Eto: Etoposide; Med: Medrol; Mtx: Methotrexate; Vin: Vincristine)
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Megvizsgaltuk, hogy a Hodgkin lymphomas (HL) betegek esetében az mTOR
aktivitds kimutathato-e a biopszidis mintaikban. Azt tapasztaltuk, hogy az mTOR aktivités
alatlanosan jellemz0 a vizsgalt HL-es betegek daganatsejteiben, a Hodgkin és Sternberg Reed
sejtek egyértelmiien pozitivak voltak pS6 THC festéssel, ugyanakkor az aktivitds mértéke
betegenként eltérést mutatott. A klinikai adatokkal Gsszevetve elobbi eredményeinket azt
tapasztaltuk, hogy valamennyi alacsony mTOR aktivitast mutatd beteg (7db) esetében az elsé
kezelést kovetden tobb mint 5 éven keresztiil a betegek tiinetmentesnek bizonyultak, jelenleg
is tiinetmentesek (gyakorlatilag gyogyultnak tekinthetéek). A magas mTOR aktivitasu
betegek (92%) kozott voltak az eldbbi csoportba tartozd betegekhez hasonld jo prognédzisu
esetek is, de nagy szamban visszaesést kovetden gyogyuld esetek és sajnos nem gyogyuld
esetek is tartoztak ebbe a csoportba. Mindegyik rossz prognozis, nem gyogyult, az 5 éves
kovetési periodusban elvesztett beteg esetében magas mTOR aktivitast tapasztaltunk.

(11.abra) [17].* *

. s ¥
N SR - At s of
L of 55 A B L ;
w5t e
4 .
> -9 .
S E -
ot &0 "
y ; X
Rt R _

11. Abra: HL betegek biopszia mintain THC festéssel pS6 expresszio vizsgalata.
7 esetben alacsony mTOR aktivitast figyeltiink meg (+), de 79 esetnél a fokozott mTOR aktivitas
volt jellemz0 (++; +++).

TMA lemezeken kozel 80 human DLBCL-s beteg biopszias mintait is
megvizsgaltunk. p-S6 (IHC-vel legmegbizhatobb markere az mTOR aktivitasnak) emelkedett
expresszidja jellemezte a DLBCL-ek aktivalt B sejtes eredetli (vagy més néven nem centrum
germinativum eredetii — non GC) tipusait (80%-ban, 40/50), mig a jobb progndzisu centrum
germinativum eredeti DLBCL-ek esetében gyakorlatilag nem tudtunk mTOR aktivitast
kimutatni (18 esetbdl csak kettGben talaltunk enyhe pS6 pozitivitast).

DLBCL-es mintdkban a két kiillonb6z6 mTOR komplexre jellemzdé fehérjék
mennyiségét is megvizsgaltuk. Az mTOR aktivitdst mutatd esetek kozel két harmadaban
(65,4%) a Rictor, tehat az mTORC2 komplex dominans expresszidjat tudtuk kimutatni
(12.abra).

** A HL-val kapcsolatos eredményeink varhatoan kozlésre keriilnek, a kézirat el6késziiletben van.
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12. abra DLBCL-ek mTOR aktivitasa

a. Nem centrum germinativum és centrum germinativum eredetli DLBCL-ek mTOR aktivitasanak
abrazolas a kordiagrammon, azon belill is az mTOR aktiv non GC eredetiieck Rictor, Raptor
expresszioja; b. : pS6, p-mTOR,Rictor, Raptor IHC festések (nagyitas: 20x)

A betegek talélési adatait is Osszevetettik az mTOR aktivitdssal és a két komplex
expresszidjaval. Eredményeink alapjan az mTOR aktivitas, illetve az mTORC2 (Rictor )
domindns expresszidja mTOR aktivitdssal szignifikdnsan rosszabb tulélési eredményeket

mutat DLBCL-es betegek esetében (9. abra) [18].***

*** A DLBCL-val kapcsolatos eredményeink varhatoan kozlésre keriilnek egy nemzetkozi folyodiratban, a cikk
elbiralas alatt van.
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9. abra DLBCL-es betegek tulélése mTOR és mMTORC?2 expressziojanak fiiggvényében.
A vizsgalt mTOR inaktiv és mTOR aktiv DLBCL-es betegek 5 éves tilélése (Kaplan-Meier gorbe)

Vizsgalataink és mas tumorok esetében is az mTOR potencialis terapias target lehet,
nem minegy azonban, hogy a jovOben adott betegek esetében melyik mTOR inhibitor
alkalmazasa célszerii. Ehhez az mTOR aktivitas, ezen belill a két komplex (mTORC1/C2)
aktivitas mértékének pontos meghatarozasa fontos lehet. Erre jelenleg kidolgozott kvantitativ
moddszer nem 4ll rendelkezésiinkre. A Duolink technika segitségével, melynek beallitasat
megkezdtiikk, pontosan lokalizalhaté és kvantitativ  modon meghatarozhatd kiilonb6zo
foszforilalt fehérjék és/vagy fehérje komplexek mennyisége in situ. A pS6-S6 expresszid
valtozasat rapamycin kezelt és nem kezelt sejteken ezzel a modszerrel vizsgalni tudtuk.
Kimutattuk, hogy a rapamycin kezelést kovetéen IHC-Duolink technikaval detektalhato,
szamszeriisthetd az mTOR aktivitas csokkenése. Vizsgalataink aldtdmasztjak, hogy a technika
valoban alkalmas az immunhisztokémiai eredmények hasonl6 kvantitativ értékelésére.

Mivel ez a modszer alkalmas foszfoproteinek és fehérjekomplexek kimutatasara is,
két kiilonbozd ellenanyag felhaszndldsdval, a tovabbiakban ezzel a moddszerrel az aktiv
MTORC1 (Raptor-pmTOR) és aktiv mTORC2 komplexek (Rictor-pmTOR) mennyiségét is

szeretnénk meghatarozni cytospineken €s parhuzamos metszeteken.
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mTOR aktivitas valtozasa Rapamycin-
kezelés hatasara
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9.abra 24 éras in vitro rapamycin kezelés hatasa az mTOR aktivitasra. S6-pS6 duolink jel6léses
eljarasall in situ kvantitativ kiértékelheté. A rapamycin kezelésre a sejtenkénti fehérje expresszio
jelentésen lecsokkent.
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Kovetkeztetés

Vizsgalataink soran tobb lymphoma tipusban is magas mTOR aktivitast tapasztaltunk,
amelyek hatterében a mar mas tumorok és lymphomak esetében eléforduldo PI3K/Akt utvonalon
bekdvetkezo fehérje modosulasok, hiperaktivaciok allhatnak [19].

Az mTORC1 ¢és mTORC2 komplexek elemeinek expresszid vizsgalatdban
kimutattam, hogy a valasztott HL és DLBCL sejtvonalakban az mTORC2, mig a Burkitt
lymphoma sejtvonalban az mTORC1 komplex expresszidja Kifejezettebb.

A rapamycin/rapalog kezeléseket immunszuppressziv hatdsa mar korabban ismert,
szervtranszplantacids gyakorlatbol. Rapalog kezelés pozitiv hatdsait mutattdk ki kdpenysejtes
lymphoma, Kaposi sarcoma, ¢és bizonyos végstadiumi non-HL-ak esetében [20]. A
rapamycin/rapalogok elsddleges célpontja azonban az mTORCI1 komplex, az mTORC2-re
gyakorolt hatasa vitatott [21, 22]. In vitro rapamycin kezelés az altalunk vizsgalt lymphoma
sejtekben proliferaciogatlast eredményezett (a sejtciklus blokk, G1 fazisban). Hosszabb tava
kezelés a HL sejtek esetében mar apoptozist is indukalt. Ez alatimasztja masok in vitro
eredményeit, ahol rapamycin kezelés anti-proliferacios hatasait mutattak ki [23]

In vivo xenograft kisérleteinkben a rapamycin ¢€s rapaldg kezelések a tumorndvekedés
gatlasat, a xenograftok esetében a spontan apoptozis mértékének szignifikans emelkedését is ki
tudtuk mutatni. Hasonlé eredményeket (mTOR gatld sejt pusztulas és tumorméret csokkentd
hatasat) eddig egy egér follikularis lymphoma modellben igazoltak [23, 15]. Ezek az in vivo
kisérleti eredmények megerdsitik, hogy az mTOR inhibitorok valoban hatékony
tumorndvekedés gatlo kezelést jelenthetnek tobb, és nemcsak magas malignitasi lymphoma
esetében. A rapamycin in vivo jelentdsebb hatdsai magyardzhatéak egyrészt a kezelési
id6tartam meghosszabbodasaval illetve azzal, hogy a rapamycin képes helyreallitani a
daganatsejtekben a tumorndvekedést negativan szabdlyozd novekedési faktorok, citokinek,
egyéb mikrokornyezeti elemek hatdsait (ezek in vitro hidnyoznak, hidnyozhatnak) is. Az mTOR
gatlas ilyen szerepét mutattak ki bizonyos ndvekedési faktor utvonalakkal kapcsolatosan pl.

VEGF (a tumor ndvekedést segité hatasai mellett, segiti a tumorok beerezddését, a

crer

crer

is.
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A DLBCL-es és HL-s betegek TMA-IHC vizsgalata soran megallapitottuk, hogy az
mTOR aktivitasi adatok és betegek tulélési adatai Gsszefiiggést mutatnak. A magas mTOR
aktivitds a HL lymphomék 92%-dban és a non-GC DLBCL-ek esetében jellemzd, mindkét
esetben korrelal a rosszabb prognozissal. Ezt figyelembevéve elmondhatd, hogy a lymphomak
esetében (az MCL-ek mellett elsdsorban a HL-ekben és DLBCL-ekben) a magas mTOR
aktivitas potencialis terapias target lehet.

A human lymphomaékban a vizsgalt kiilonb6z6 sejtvonalakhoz hasonldan tapasztaltuk
az mTORCI1 és mTORC2 expresszio egyedi eltéréseit. A magas mTOR aktivitastt non-GC
DLBCL-¢k esetében az esetek tobb mint 60%-aban mutattunk ki fokozott Rictor expressziot,
ami jelentés MTORC2 expressziora utal. Ez felveti ezeknek az eseteknek eltéré rapalog
érzékenységét.

A kemoterapias szerekkel szembeni rezisztencia attorése €s hatékonyabb kezelés
részeként a rapaldgok vagy mas mTOR inhibitorok alkalmazasa célzott terapias eszkoz lehet
egyre tobb tumor esetében a jovoben [25, 26]. KMH2 ¢s BHD1 lymphoma sejteken végzett in
vitro kisérleteink kiilonb6zd citosztatikumok kombinacidival, valamint eredményeink a
rapamycin in vivo hatdsairol megerdsitik az eddigi adatokat (kimutatott fokozott spontan
apoptozis emelkedését, a tumor novekedés visszaszoritdsat rapamycin kombinalt kezelésekben)
[21, 23]. Emellett a kiilonboz6 vizsgalatokbol az is ismert, hogy a rapalog kezelések amellett,
hogy meggatolhatjdk a tumor novekedését, stabilizalhatjdk a beteg allapotat, kevésbé
citotoxikusak [27]. Ugyanakkor mTORC1 gatlasa az mTORC?2 gatlas hidnyaban aktivalhatja az
Akt utvonalat, (jabb antiapoptotikus és talélési faktorok aktivalédhatnak, ami korlatozza a
rapalogok felhasznalasi lehetOsgét, felveti a dual inhibitorok sziikségességét €s mindenképpen
kortiltekintd betegcsoport meghatarozast igényel [8, 28].

A kapott eredményeink alatamasztjak a terapias varakozasokat és az eddigi klinikai
kisérletek eredményeire is magyarazatot adhatnak [20, 29]. A vizsgalt humén lymphomékban
altalunk kimutatott Rictor overexpresszio felhivja a figyelmet arra, hogy ezeknek az mTORC2
komplex expressziot mutatd eseteknek a rapaldgokkal szembeni érzékenysége eltérd (rapalog
rezisztencia) lehet [7, 30]. A tobbszorosen visszaesett illetve végstadiumt human DLBCLes
betegek esetében kozlésre keriilt adatok szerint csak a vizsgalt esetek ~30-35%-aban tudtak
terapias valaszt kimutatni rapaldg kezesléssel a nem reagdlod esetek 65-70% a magyarazhat6
lehet tobbek kozott a kozel ilyen aranyban altalunk kimutatott mTORC2 expresszioval is, de
természetesen ez a feltételezés tovabbi vizsgalatokat igényel [31]. Primer effusionalis

lymphoma (PEL) sejtvonalakon sejtvonalakon végzett in vitro kisérletek is alatdmasztjak az
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elébbieket. PEL sejtvonalak esetében kimutattdk, hogy az mTORI és PI3K gatloszerek
kombinalt alkalmazasa hatékonyabb az mTORC1 gatl6 kezelésnél [24].

Az mTOR inhibitorok varhaté klinikai hatasai az altalunk vizsgalt lymphomak
esetében kiilondsen fontosak lehetnek, a jelenleg is gyengébb terdpids eredményeket mutato
non-GC DLBCL-ek és a visszaesd, nem gyogyuld HL lymphomas betegek (~20%) esetében
[32, 33]. Fontos kiemelniink, hogy az mTORC1/2 komplex, illetve az aktiv mTORC1/C2
pontos mennyiségi meghatarozasa a betegek tumorsejtjeiben informaciét adhat a varhato
rapamycin érzékenységrol a rapaldog vagy akar dual inhibitor kezelések el6tt.

Aktiv. mTORC1/C2 komplexek mennyiségének meghatarozasdhoz nyujthat
lehet6séget a Duolink technika, mely beallitasat végezziik, segitségével in situ kvantitativ
meghatarozhatéva valhat biopszias anyagokban, az mTOR fokozott aktivitasa, s6t emellett az
aktiv mTORC1 (pmTOR-Raptor komplex) és mTORC2 (pmTOR-Rictor komplex) mennyisége
iS. Mindez nemcsak lymphomak, de akar mas tumorok esetében is alkalmazhato lehet, segitheti
annak eldontését, hogy az adott igazoltan magas mTOR aktivitdsu tumor esetében a rapalogok
vagy dual inhibitorok (mTORCI és C2-t; illetve Akt és mTORCI1-t; vagy PI3K és mTORC1-¢et
is gatlo, jelenleg fejlesztés alatt 4ll6 szerek) alkalmazasa igér-e jobb terapids eredményeket. Ez

pedig hozzajarulhat a valodi egyénre szabott, célzott kezelések jovObeni tervezéséhez.
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Rovidités jegyzék

4E-BP1: Eukariota iniciacios faktor 4-et kotod fehérje
ATP: Adenozin-trifoszfat

DEPTOR: DEP-domént tartalmazé mTOR interakcios fehérje
DLBCL: Diffuz nagy B-sejtes lymphoma

DNS: Dezoxiribonukleinsav

FACS: Flow cytometer

FAT: FRAP-ATM-TRRAP domén

FATC: FAT C-terminus domén

FKBP12: FK506 kot6 fehérje, 12 kDa

FoxO1/3: Forkhead Box Protein O1/3

FRB: FKBP12-rapamycin koté domén

GBL: G protein beta subunit-like

HEAT: Huntingtin, EF3, a subunit of PP2A and TOR
HL: Hodgkin lymphoma

HRP: Tormaperoxidaz

IHC: Immunhisztokémia

IRS: Inzulin receptor szubsztrat

MCL: Koépenysejtes lymphoma

mSIN1: Mammalian stress-activated protein kinase interacting protein
mTOR: Mammalian target of rapamycin
mTORC1/2: Mammalian target of rapamycin komplex 1/2
MTORI: mTOR inhibitor

NHL: Non-Hodgkin Lymphoma

PDK: Protein-dependens kinaz

PI3K: Foszfatidilinozitol 3 kinaz

PIP2: Foszfatidilinozitol (4,5)-biszfoszfat

PIP3: Foszfatidilinozitol (3,4,5)-trifoszfat

PKCa: Protein kinaz C alfa

PRAS40: Prolinerich AKT substrate 40 kDa
Protor-1: Protein observed with Rictor-1

pS6: Foszforilalt riboszomalis S6 fehérje

PTEN: Foszfatdz és tenzin homolog

Raptor: Regulatory associated protein of mTOR
RCC: Vilagossejtes vese carcinoma

RD: Represszor domén

RHEB: Ras homolog enriched in brain

Rictor: Rapamycin-insensitive companion of mTOR
RNS: Ribonukleinsav

S6K: S6-kinaz

SDS: Szédium dodecil szulfat

TMA: Tissue microarray

TSC1/2: Sclerosis tuberosa komplex 1/2
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