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Rovidités jegyzék

4E-BP1: Eukaridta iniciacios faktor 4-et kdehérje
ATP: Adenozin-trifoszfat

DEPTOR: DEP-domént tartalmazé mTOR interakciosriehé
DLBCL: Diffaz nagy B-sejtes lymphoma

DNS: Dezoxiribonukleinsav

FACS: Flow cytometer

FAT: FRAP-ATM-TRRAP domén

FATC: FAT C-terminus domén

FKBP12: FK506 kdi fehérje, 12 kDa

FoxO1/3: Forkhead Box Protein O1/3

FRB: FKBP12-rapamycin kétdomeén

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: Kdpenysejtes lymphoma

mSIN1: Mammalian stress-activated protein kinaseratting protein
MmTOR: Mammalian target of rapamycin
MTORC1/2: Mammalian target of rapamycin komplex 1/2
MTORI: mTOR inhibitor

NHL: Non-Hodgkin Lymphoma

PDK: Protein-dependens kinéaz

PI3K: Foszfatidilinozitol 3 kinaz

PIP2: Foszfatidilinozitol (4,5)-biszfoszfat

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

PKCa: Protein kindz C alfa

PRASA40: Prolinerich AKT substrate 40 kDa
Protor-1: Protein observed with Rictor-1

pS6: Foszforilalt riboszomalis S6 fehérje

PTEN: Foszfataz és tenzin homolég

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

RD: Represszor domén

RHEB: Ras homolog enriched in brain

Rictor: Rapamycin-insensitive companion of mTOR
RNS: Ribonukleinsav

S6K: S6-kinz

SDS: Szédium dodecil szulfat

TMA: Tissue microarray

TSC1/2: Sclerosis tuberosa complex 1/2



Osszefoglalo

Az mTOR kin4z jelatviteli hdlozatok kdzponti elendek fontos szerepet jatszik a
sejtek, igy a lymhoid sejtek proliferaciojanak, élésének szabalyozasaban. Gatldszereit
alkalmazzak az immunszupressziéban és célzottiterdpzeként, daganatokban is vizsgaljak
hatasat. @Az mTOR aktiviths €s az inhibitoraival TORI) szembeni érzékenység
tumortipusonként valtozo, lymphomakban eddig mag&sé jellemzett.

A rapamycin és a jelenleg alkalmazott terapidseszbatasait vizsgaltuk lymphoma
sejtekben in vitro és in vivo. Cytospin készitményes paraffinos metszetek, aramiasi
citométer, western blot, és immunhisztokémia ségésgel vizsgaltuk a proliferaciot,
apoptézist és az mTOR U(tvonal aktivitdsat jellémiehérjek mennyiségét. Két
lymphomatipus betegeinek biopszids anyagain az makiRitds részletes jellemzését is
elvégeztik tissue microarray segitségeével.

Kimutattuk a rapamycin proliferacio-, tumornévekedatld, hosszatavon apoptézist
indukalé és kemoterapias szerek hatasat fokozgdtuaadgat Hodgkin és Diffuz nagy B-
sejtes lymphoma sejtvonalakban, xenograftokban.m®OR aktivitas és az mTORC1/C2
komplexek megjelenése a vizsgalt human tumoroklgged eltéréseket mutatott, ami oka
lehet a jelenlegi mMTORI-kal szembeni rezisztendianézsgalataink felhivjak a figyelmet
arra, hogy az mTOR aktivitds mellett a tumorok mTRés C2 komplex ardnyanak
meghatarozasa is fontos a megfeleiTORC1 vagy a fejlesztés alatt all6 dual inhitotor

terapias felhasznalasakor.



Bevezetés

MTOR fehérje

Az mTOR (mammalian target of rapamycin) szerin{tiackindz, a foszfatidilinozitol-
3 kindz csaladba tartozik. Az mTOR Utvonal aktisétakozponti szerepet jatszik a sejtek
novekedéseének, proliferaciéjanak, metabolizmusaiigddesének szabalyozasaban [1].

A TOR fehérjét dszor, gatlojanak (rapamycin) felfedezését kéepi elesziben
azonositottak. Eukariéta szervezetekben a TOR eghi@dsan efsen konzervalt fehérje, a
humén és az egér TOR kindz aminosav szekvencidi4no8 megegyezést mutat. A TOR
koézponti szerepét igazolja, hogy funkcidvesztéggél mutacioiDrosophila melanogasterben
eésCaenorhabditis elegansban embrionalisan letalisak [1].

Emlésokben a TOR-t egy gén kddolja, maga az mTOR feregy tébb domeérdb felépulb
kindz: a katalitikus kinaz domén, az FKBP12-rapamydté (FRB) domén, a represszor
domén (RD), az N-terminushoz kozeli tandem iséuétiHEAT motivumok, valamint az
aktivitast ebsegit FAT és a C-terminusnal IBFATC domeének alkotjak (1.abra)[1].

HEAT HEAT FAT FRB CD RD FATC
— ! . . ,

1. 4bra: mTOR fehérje doménszerkezeteA doménok balrél jobbra haladva a kovetilezAz
N-terminusndl 1é% 20 tandem isméitlé HEAT motivumokat a kinaz aktivitast szabalyozé FAT
domeén koveti. Az FRB egy FKBP12-rapamycinkdbmén, mellette helyezkedik el a CD, katalitikus
kinaz domén majd a represszor, RD. A C-terminusBABC domén talalhato.

Az mTOR kinaz, eddigi ismereteink szerint, a sagtekelll két kiulonbdz komplex
form4jaban fordul €k MTORC1 és mTORC2. Az mTORC1 komplex tagjai: azORT az
mLST8/GBL, a PRAS40 (prolinerich AKT substrate 40 kDa), OEMR (DEP-domént
tartalmazé mTOR interakcios fehérje) és a két kempozott a legfontosabb kilénbséget
jelen® Raptor (regulatory associated protein of mMTORgnlegi adatok alapjan a komplexet
alkoto fehérjék funkcionalis feladata nehezen latdaté meg pontosan, de az bizonyos hogy
az mTORC1 fehérje komplex 6sszeszgtékét €s a szubsztratok toborzasat a Raptor fehérje
indukalja [2]. Az mTORC2 komplex felégitehérjéi az mTOR-on kivil a Rictor (rapamycin-
insensitive companion of mTOR), tovabba mLST@/Gés mSIN1 (mammalian stress-
activated protein kinase interacting protein), Brdt (protein observed with Rictor-1),
DEPTOR.Rictor (az mTORC1 komplexben talalhat6 Raptornakgfelelsen) és mSIN
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stabilizalja a komplexet, megteremtve az mTORCRgkstralis alapjat [3, 4]. Az mTORC2
pontos nfikddése tellesen még nem ismert, de funkcidioseldban a citoszkeletélis
rendszerhez kothek.

MTORC1 szadmos metabolikus funkciéjan (fehérje,dliphTP szintézis) keresztil
(katabolikus) folyamatok szintjét (pl. autofagia)sszaszoritia. Az mTORC1 komplex
miikodésének feltérképezését segitette specifikusjgatk a rapamycinnek megismerése és
hatasainak vizsgalata. A rapamycin bakterialisbéotikum, melyet a RAPA-NUI szigeteir
szarmaz6Sreptomyces hygroscopicus fajbdl izolaltak [1]. Sejten bellil a rapamycin az
FKBP12-h6z kapcsolodva (FK506-binding protein of KI2a) az mTOR FRB doménjéhez
kot, ezzel specifikusan gatolja az mTORC1 komplaxk€ionalis nikddését. A rapamycin
hatasat a mMTORC1 komplex funkcidival kapcsolatogmzoltak, az mTORC2 komplexre
gyakorolt hatasai vitatottak (alacsony doézisban rmaZORC2 rapamycinnel szemben
érzéketlen, hosszantarté magas dozisu alkalmazasd @RC2 komplexet is gatolhatja), de

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

MTOR jelatviteli ttvonal

Az mTORCL1 aktivithsa a sejten bellli komplex jeitv hal6zat egyik kdzponti
elemekeént flgg szamos novekedési faktor aktualisviisatol, illetve a sejt energetikai
allapotatol, thpanyag ellatottsagatol (ATP, oxigggmjnosavak, stb. szintje).

Szamos receptor tirozinkinadz (pl.: huméan epidersnddivekedési faktor, az inzulin, és
az inzulinszel ndvekedési faktorok vagy mas novekedési faktosmeptorai) kdzvetlendil,
vagy intermedier szubsztraton keresztll egy fodafmés kaszkadot indithat, ekkor
aktivalodik a foszfatidilinozitol-3 kinaz (PI3K), ey a foszfatidilinozitol (4,5)-biszfoszfatot
(PIP2) foszforildlja. A keletkéz foszfatidilinozitol (3,4,5)-trifoszfatnak  (PIP3)
visszalakitasaban a PTEN fehérje jatszik fontosatiegegulator szerepet. PIP3 |étrejotte
aktivalja protein-dependes kinazt (PDK), ami peaiigAkt fehérje aktivalédasat eredményezi.
Az Akt szamos proliferativ és anti-apoptotikus utatiban kézponti szerepet betbkzerin-
treonin kinaz fehérje, a sclerosis tuberosa komlexC1/2) gatlasaval képes az mTOR-t
aktivalni. A TSC1/2 komplex gatolja az mTOR kozeetlaktivatorat a RHEB-et (kis GTP
kot6 fehérje), igy a TSC1/2 foszforilacids gatlasa a0R aktivalasat eredményezi [7]

Az mTORC2 komplex aktivitasanak szabalyozasarobradelkezésre allo ismeretek

meég hianyosak, annak ellenére, hogy az utoldiiied sok olyan eredményt kozoéltek, mely az



MTORC2 niikddésének fontossagat hangsulyozza a sejt tulé@géshmetabolikus
folyamatokban, proliferacioban és a citoszkeletalendszer szervédésében. Ezen
atvonalakban az Akt a kulcs regulator fehérje. Spkeékt aktivatornak csak a PDK1 kinazt
tartottak, az Akt foszforilacids folyamataiban akan az mTORC2 komplex is részt vehet [8,
9]. Az mTORC1 és az mTORC2 komplex hatdsa kuloébgizubsztratok foszforilalasan
keresztil torténik. Az mTORCL1 fontos szubsztrdtf@ott szerepel: az S6K (riboszémalis S6
kindz), a 4E-BP1 (eukaridta iniciacios faktor 4kété fehérje), ezek a transzlaciét aktivalo
folyamatok fontos szabalyozé elemei; a két kompalktvitasa az ATG13, foszforilaciojaval
az autofagia géatlasaban, mig Hlé-A keresztll az oxigénhianyhoz valé alkalmazkodaséa
vesz részt.

Az mTORC2 komplex az aktin citoszkeletalis rendszzgrveddéseét segiti a PKLC
foszforilalasaval, a FoxOl és FoxO3 transzkripdidstorokon keresztul pedig a stressz
rezisztencia, metabolizmus és sejtciklus lealliéhek atirasat indukélja. Mindemellett az
MTORCL1 atvonal aktivalasat is képes befolyasoln\kizfehérjén keresztil [9, 10] (2. abra)

InzulinflGF

szervezbdés

MTORC?2

S_tressz. ‘FoxO1,
re2|szte'nc_:la, ' Fox03a
apoptézis

Autofagia \ @

) mTOR  Raptor

Protein szintézis

G sk - ST RAYS
mTORCH

2.abra: mTORC1, mTORC2 utvonal.Az dbramagyarazat a szévegben olvashatd. A piribaskny
gatlast a z6ld nyilak aktivaciot jeldlnek; P: fosafacid



mTOR utvonal szerepe daganatokban

V4

célpont lehet a legklulénbélzb daganatok (ebsorban epithelialis eredetcarcinomak)
esetében. Emelkedett mTOR aktivitast egyre toblotuesetében irnak le, mutatnak ki. Az
MTOR kinaz aktivitasara utalé hiperfoszforilaciopattattak ki példaul az S6K és a 4E-BP
fehérjének endl és ovarium daganatokban [10].

Az mTOR szamos jelatviteli utvonallal all kapcsbka, ezeket aktivalo illetve,
negativ szabalyzé fehérjéit ékdntmutacioit a legkulonbdibb tumorok kialakulasanak
hatterében kimutattak mér, mint egyes lehetségege#k. Mint pl. a PI3K katalitikus
alegységében vagy a PTEN és a TSC1/2 fehérjékbart @admortipusokban eltér
gyakorisaggal éfordulé mutaciok.

A PI3K kinaz fehérjében megfigyelt szomatikus midkdobbek kdzott tiérak (4%),
colorectalis (32%) és ethlcarcinomak (8%) esetében fordub gll1]. A prosztata (14),
kozponti idegrendszer (20%) és az endometrium (38%pros szoveteiben gyakori a PTEN
fehérje mutaldédasa [12]. A TSC1/2 mint az mTORG@1g&tlo fehérjéje szintén fontos
szerepet tolt be az mMTOR utvonalikbdésében. Mutaciéjukat az agytumoroknal, a vese
carcinomakndl, a tid, és a Brrdknal is leirtdk [13].

Az mTOR gatldék terapids alkalmazasa a szervtrdasigrioban kezitott, a
rapamycin és rapalégok immunszuppressziv hatas&oeh felismerése utan. Felismerték,
hogy antiproliferacios hatasuk, a sejtciklus gditas(vagy akar a spontan apoptozis
fokozasan) keresztil immunszuppressziv hatasuketnell tumor képiés gatlasahoz is
vezethet. A rapamycinnek és szarmazékainak (rapR)ogmint példaul CCI-779
(temsirolimus), RADOO1 (everolimus) és az AP235%Riaforlimus) proliferacié gatlo
hatasait ma mar tobb tumor esetében vizsgaljaknl#g vilagos sejtes vesecarcinomakban
(RCC) és a kopenysejtes lymphomakban (MCL) alkalmatZ a temsirolimus kezelés, és
egyre tobb klinikai vizsgalat igazolja mas tumoetében is a rapalégok varhatd hatasait. A
klinikai eredmények értékelése azonban nehéz, nglehleg csak mTORCL1 inhibitorokkal
vannak Klinikai eredmények, és azokat ritkhn vefiksze az eredeti tumorok mTOR
aktivitasaval. Az mTORC1 gatlas bizonyos esetek{@nS6K negativ feedback hatasanak
hianyaban, a korabban aktivalédott receptortol Zrkel etsége nem csillapodik) fokozhatja
az mTORC2 aktivalasan keresztlll az Akt Gtvonal dwta igy gatlasaval akar ellentétes
hatasok is tapasztalhatdak, igaz csak bizonyogrdiyg kevéssé jellemzett tumorok esetében
[14].



Elébbiek miatt jelenleg az az éallaspont elfogadottgyhonegfeled klinikai eredményhez
olyan mTOR aktivitast célzo terapias eljarasok tlezimek, amelyek vagy mindkét komplex
(mTORC1, C2) gatlasan alapulnak (Kettgatlok, dualinhibitorok). Bfordulhat azonban,
hogy hasonlé hatasokat jelenleg mar ismert, famsrletekben mar alkalmazott, az egyéb
jelut tagjait gatlo inhibitorokat egyméassal komivagalkalmazzak (PI3K, Akt, mTOR).

Emlétumorok esetében a PIBKCA mutacidja az esetek 20-@ban jellemé, ez
hozzajarulhat a tumorok kialakulasahoz, a tumakdjilélésehez, igy a jelenlegi terapiaban
alkalmazott hormonkezelésekkel szembeni rezisziboei is. A jelenlegi kezelések PI3K
gatlékkal vagy mTOR gatlokkal vagy utébbi Kettkombinaciojaval kiegészitve a
hormonterapia érzékenység helyredllitdsat segiteryejesen hatékonyabb kezelést
eredményezhetnek [7].

Bizonyos non-Hodgkin-lymphomak esetében szinténl3K Ritvonal szabalyozasi
zavaraként, az mTOR utvonal tdlkodése figyelhét meg. Egyes follikularis lymphomas
egér modell kisérletekben az mTOR aktivitds gattastbinalva a PI3K inhibitor kezeléssel
jelenbs tumor méret csokkenést és apoptdzis indukcigteligk meg, ami a két utvonal
egyéb (nemcsak a kopenysejtes lymphomak) lymphokidlakulasdban és tulélésében/
proliferaciojaban jatszot szerepébsiti. [15]. KOpenysejtes lymphomakban igazoltakgyha
magas cyclin D1 expresszié és az ezzel Osszefugghehhatd proliferacios aktivitds
0sszefligg az mMTORC1 aktivitasfokozédassal. Mas han@ak esetében azonban ilyen
0sszefliggések még nem ismertek. Kevés adat aleliermbsre a lymphoma sejtek mTOR
aktivitasarol, a rendelkezésre all6 adatok csakisgtikailag nem értékelh&t alacsony
esetszamu vizsgalatokat, vagy esetleirasokat, gékigérleti adatot jelentenek. Mindezek
ellenére bizonyos rossz prognozisu leukémiak ésamagalignitasu lymphomak vagy

végstadiumu betegek esetében mar elindultak Kiikilsgrletek rapalégokkal.



Célkitiizések

« Az mTOR aktivitas, valamint Raptor (nTORC1 kompkexellemz fehérje), Rictor
(mMTORC2 komplexre jellent® fehérjék mennyiségének vizsgalata bizonyos human
lymphoma sejtvonalakban (Hodgkin, diffiz nagy Bte®jés Burkitt lymphoma) és

human lymphoma mintakban

* Rapamycin kezelés in vitro és in vivo hatdsainaksgdélata (apoptotikus és
proliferacios hatas, mTOR aktivitas valtozas, vatdrRictor/Raptor mennyiség)

* Rapamycin és mas kemoterapias szerek kombinacidGmaktro hatas vizsgalata

kilonbdd lymphoma sejtvonalakban
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Anyagok és moédszerek

Sejtkultarak

A sejtvonalakat, HT58 (human, B sejtes non-HodgBaykitt lymphoma; NHL),
KM-H2 (human, Hodgkin-lymphoma; HL) és BHD-1 (humaon-Hodgkin, diffiz nagy
B-sejtes lymhoma; DLBCL), RPMI 1640-es (Sigma) nuédban tartottuk fenn (BHD1
sejtvonal esetében RPMI 41640-es Iscoves médiumafdBya keverékét alkalmaztuk),
amihez 10%-os fotalis borjusavot (Gibco), 0,03%lutgmint és antibiotikumot (penicillin,
streptomycin, gentamycin,) adtunk. A sejttenyédze¥% CQ mellett 37°C-on tartottuk. 72
oras kezeléseket 48 lyuku plate-eken (100-150 lgakréejtszam) végeztik.

Az in vitro alkalmazott kezelések a  kovetkkz voltak: rapamycin
50 ng/ml (Rapamycin, Sigma), methotrexate 50 nMt(idexate-Teva, Pharmachemie BV),
cytosine arabinoside 10 pg/ml (Alexan, Ebewe Phgrehaxorubicin 0,2 uM (Doxorubicin
.Ebewe”, Ebewe Pharma), vincristine 10 nM és 3 nWin¢ristin liquid, Richter Gedeon
Nyrt.), etoposide 1 uM (Etoposide-Teva, PharmackeBW), methylprednisolone 1 uM,
0,1 uM (Methyl-prednisolon-Human, TEVA), cyclophbspmnide 1 uM (Endoxan, Baxter
Oncology GmbH) és epirubicin 200 nM (epirubici-lukiorid, TEVA).
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Sejtmorfologia, sejtciklus és apoptozis vizsgalat

Cytospin preparatumot 5 perces 500 rpm centriagiakbveb -20°C-os 80%-0s
methanol fixalassal készitettink. A mintakat hemiditeeozin, vagy immunhisztokémiai
festés utan fénymikroszkoppal vizsgéltuk.

Az apoptotikus sejtek %-os aranyat Mihalik R. lali@irt és bevezetett aramlés
citometrias modszerrel hataroztuk meg. A technigaesei roviden: centrifugalas utan a
sejteket 70%-0s ethanolban fixaltuk, majd alkalikxgrakciét vegeztink (extrakciés puffer:
200 mM NaHPQ, pH 7,4, 500 pl/minta), az RNS mentesitéshez RNAazenzimet
hasznaltunk (1 pg/100 pl extrakxids puffer, Sigma&).DNS festés propidium jodiddal
(10 pg/ml, 1:100/minta, Sigma) tortént.

A sejtciklus és apoptdzis mérést FACSscan arancidsiméterrel (BD Biosciences)
végeztik, mintdnként 10-20000 ,sejtet” vizsgalva2FIESC tartoményban. Az adatokat
Winlist programmal értékeltik ki. Ezzel a modszejgekimutathatdak az apoptotikus sejtek;
a lagos hidrolizis soran az apoptotikus sejtekrfragtalt DNS-e a permeabilizalt membranon
at kidiffundal a sejtekél, igy ezek alacsony DNS tartalmi populaciokéntb(<el) jol
elktlonithebek az éb (sejtciklus adott fazisdban lévmegfeleb DNS tartalmu) sejtekt
(3.abra).

G1

Apoptotizald sejtek 6,8%

\
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3. abra Aramlasi citometria (FACS) KMH2 (HL) sejtek 96h-as tenyészet aramlas citoraetriérés
kiértékelése; az dbran az apoptotikus sejtek Yndealtiintetve, valamint sejtciklus G1 és G2 fazisai
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Western blot

A fehérje produktivitds kimutatasara western blethnikat is alkalmaztunk, mely
soran a fehérjéket molekulasuly alapjan valasztokilon a tobbi fehérjét és jelolt
ellenanyagok segitségével kifepeEsiik meértekét vizsgalhattuk.

A sejteket lizaltuk SDS mintapufferben (50 mM THE&I, pH7,5, 150 mM NacCl, 1% NP40, 1
mM PMSF, 10 mM NaF, 0,5 mM sodium vanadat, 10 pdéeuabeptid és 10% glicerol)
1-10 ug mennyisdgfehérjét (kilonbd& mintak esetében mindig azonos mennyisi&hérje
futtatdsa, 6sszehasonlitd vizsgalatok esetében) g&lEh elektroforézissel szétvalasztottuk,
majd nitrocellul6z membranra blottoltuk. Blokkoldsbveten (az ellenanyag aspecifikus
bekotdéseét csokkenti) a membrant anti-foszfo-mTOR (p-iRTSer2448), anti-mTOR, anti-
foszfo-p70S6K (p-p70S6K, Thr389), anti-foszfo-S69p, Ser235/236) (Cell Signaling) és
anti-Rictor (Abcam) ellenanyagokkal inkubaltuk eggzakan at 4°C-on.

Kovetkedy nap Vectastain Elte ABC masodlagos ohev6 kittel (Vector) és
kemilumineszcens é&hivasi technika (Pierce ECL Western Blotting Sudistrebhivas
KODAK készilék) segitségével detektaltuk a memraaomegfelad méreti fehérjéket. A
mintak 6sszehasonlithatosagat a membran anti-actitoklonalis egér ellenanyag inkubaciot
koveb elohivassal (A22285igma) is ellefriztik.

Immunhisztokémia (IHC)

Paraffinba agyazott szoveti microarray metszetekKBssue microarray - TMA),
hagyomanyos biopszids metszeteken valamint sefiszeydl készllt cytospin
prepardtumokon vizsgaltuk a fehérjék mennyiségéty®spin preparatumokat metanolban
fixaltuk.

A TMA Dblokkokban a széveti mintak 2 mm atmigrek (70 kdlénboé
darab/targylemezen), igy leliség van egyszerre tobb kilonbBozeset egyittes
tanulményozasara. A vizsgélt szévetek kozott egyATddn kilonboa kontroll mintak és
reaktiv lymphoid szdvetek, IHC kontroll szévetekvemnak. A metszeteken a deparafinalast
xylollal, majd leszallo alkoholsorral, a feltargstdig pH6-0s citrat pufferrel kuktaban (20-
30’) végeztik el.

Endogén peroxidaz blokkolast (perjodsav 2,3 mgha;borohidrid 0,1 mg/ml PBS-
ben oldva, hidrogénperoxid 1,5 ml metanol 48,5 rdgy) végeztink. Az efglleges

ellenanyaggal éjszaka +4°C-on vagy szdaérsékleten 2 oraig inkubaltuk a lemezeket.
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A felhasznélt primer ellenanyagok: anti-foszfo-$&§, 1:100; Cell Signaling), anti-
foszfo-mTOR (pmTOR, 1:50;), anti-foszfo-p70S6K,idnstzfo-4E-BP1 (1:200, Dako), anti-
Rictor (1:100, Abcam), anti-Raptor (1:100, Novugbanti-cleaved (aktiv) kaszpaz-3 (1:100,
Cell Signaling), és anti-foszfo-Hiszton H3 (1: 2@xll Signaling). Univerzalis (anti-nyul és
anti-egér) polimer-HRP konjugalt mésodlagos ellgagot tartalmazd Novolink detection
system (Novocastra) kit és DAB,B'-diaminobenzidirDako) segitségével enyhe hematoxilin

hattérfestéssel tettiik a reakcidt lathatova, épamiogus segitségével értékeltik.

Duolink®

A fehérjentikodés és fehérje-fehérje koélcsonhatasok in situsgélata a
daganatpatologiai kutatdsokban egyre nagyobb szekap. Munkank soran szamos kérdés
megvalaszolasahoz van sziikség a fehérjék mennyieégiorilaciés valtozasainak, fehérje
komplexek sejten bellli lokalizaciojanak vizsgétata
A duolink modszer lehéséget ad fehérjemolekulak, fehérje-fehérje intatdkces
fehérjemodosulasok pontos, lokalizaciojanak, éslegjv(leirasa szerint) mennyiségének
meghatarozasara is. A rendszer fluoreszceitg\éls esetén j6l meghatarozhatd, szamolhato,
pontszeti jeleket ad, amely komputeres analizissel érték&lhe

A Duolink® maddszer in situ PLA® (proximity ligatio assay; oligonukleotid jeldlt
masodlagos ellenanyagok) technikan alapszik. Kétrkivz eredefi masodlagos ellenanyag
meghatarozott tavolsagon bellli bekotése esetéankajelet, ami lehéséget ad egy fehérje
modosulasanak (pl. foszforilacid) vagy két fehégiott tavolsagon bellli elhelyezdésének
(fehérje komplexek) pontos IHC detektalasara. Eztelés eredei elsidleges, illetve a

hozza bekotott kétféle masodlagos ellenanyaghoiédkotigonukleotidok segitik. Ezek a

megfeleb tavolsag esetén, kéén kozel kerllve képesek hibridizalni ugyanahhgzdoahoz
(4.abra).

4. dbra: Duolink lépésenként: oligonukleotiddal kapcsolt masodlagos ellenanyabekdtése (a.);
préba hibridizalasa ligaz segitségével (b); amdifio (c); fluoreszcensen jel6lt prébék bekotésg (d
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Vizsgalatainkban az elkészitett cytospin prepanékat paraformaldehidben fixaltuk
(10’), TRITON —X-el permeabilizaltuk (0,4%), majdokkolast kdveben az elédleges
ellenanyagokat hozzadadva 30 percet szoéiahsékleten inkubaltuk. Eddig hasznalt
elsbdleges ellenanyagaink: anti-p-S6 (1:100, Cell Sigga és anti-S6 (1:100, Cell
Signaling). Az oligonukleotiddal kapcsolt mésodlagellenanyagokkal 37°C-on 2 Orat
inkubaltunk. A soronkovetkéz lépéseket a detektacidés protokol alapjan végezfik.
hibridizacios, és a ligazt tartalmazé oldat segisél a kdzel helyezkédoligonukleotidok
kapcsolddtak a probahoz. Az amplifikacidés oldat a@sbenne |éy polimeraz enzim
segitségével elindult a rolling circle atirds, n@nd konkatamereket eredményezve
felsokszorozta a kezdeti oligonukleotid mennyiségenlsé lépésként a fluoreszcensen jeldlt
probakat adtunk, ami hibridizalt a amplifikalt nektidokkal, fluoreszcens mikroszkoppal
lathatova tette,a mi esetiinkben a foszforilalt &gfjét. Minden oldat é&it a mosast TBST-
vel (0,1% Tween20 TBS-ben) végeztik. A fehérjék tppefi megjelenését BlobFinder
program segitségével kvantitative értékelttk ki.

Allatkisérletek

Immunhanyos (SCID) egerek hati régiojaba az alatlasszisztensek segitségével
oltattuk be human lymphoid tumor sejteket (30 rbilfiejt/allat — HT58 -; vagy 30 millié
sejt/200 ul matrigél (Sigma) /allat — KMH2, BHDHodgkin-lymphoma és diffaz nagy B-
sejtes xenograftok esetén a mar xenotranszplagdiorok 2x2 mm-es darabjait oltottuk
tovabbi egerekbe.

Az egereken kiulonbdzkezeléseket végeztink. A kezeléseket akkor kezdtiikor a
tumorok tapinthatéva valtak (HT58 esetében 2-3ehéttsejtek beoltdsa, a KMH2 és BHD1
esetében 2 hdénappal a tumorok tovabb oltasa utébpiutumorok ndvekedése lassabb).
Alkalmazott kezelések Rapamune (szajon at, 3mg/kgyisel (Temsirolimus, intra
peritonealisan, 10mg/kg, Wyeth). A kezeléseket kgien haromszor végeztik, a tumorok
atmebit lehetség szerint 3-5 naponta meértik. A kezelések végeénltavolitott tumorok
sulyat lemertik. A tumordarabokat formaldehidbexalfuk és paraffinba agyaztuk,

metszeteket készitettiink Biik és morfoldgiai valamint IHC vizsgalatokat isgeztink.
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Statisztikai analizis:

Az adatokat kiértékelve szamtani kozépértéket éwast szamoltunk majd T-probaval
meghataroztuk a szignifikanciat. Akkor tekintetti&z eredményt szignifikdnsnak,
ha p értéke <0,05.

A munkacsoportunk a vizsgalt betegek tulélési adgtainimum 5 éves) és az mTOR
aktivitasi adatokat is feldolgozta. A kilonEOmMTOR aktivitasu csoportok tulélését Kaplan-

Meier modszerrel az SPSS szoftver segitségéveajalias
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Eredmények

In vitro és in vivo kisérleti eredmények

A munkacsoport amelyben dolgoztam kulonbdmiman lymphoma TMA mintakon
mar korabban vizsgalta az mTOR aktivitast (ezzepckalatos kozlemény kézirata
elokésziletben). Tébb lymphoma tipus (1. tablazathra)aesetében kimutattak az mTOR
fokozott aktivitasat a normal lymphoid szovethepdst. Az eddig jol ismert kdpenysejtes
lymphomak mellett magas mTOR aktivitas jellemezteBarkitt, a DLBCL és a HL
lymphomakat, ezért aktivitasuk alapjan ezt a halymphoma tipust valasztottuk in vitro és
in vivo kisérleteimhez.

Munkam soran szoéveti mintdkon és a cytospines pagyraokon IHC eljarassal nem
csak kozvetlenil p-mTOR mennyiségét, hanem az mT@®RNnal célfehérjéinek aktiv,
foszforilalt formainak (pl. pS6) jelenlétét is vigtam, ebbbi lymphomatipusok pontosabb
MTOR aktivitas jellemzése érdekében. Az mTOR alésra jellemé fehérjék expressziojat
Western blot technikéval is sikerilt igazolnom lav&lasztott (Hodgkin lymphoma — KMH2,
Non-Hodgkin Burkitt-lymphoma - HT58, Non-Hodgkin filiz nagy B-sejtes lymphoma -

BHD1) sejtvonal esetében (5.abra).

MmTOR
aktivitas
Hodgkin lymphoma (HL) +
Burkitt lymhopma (NHL) +

Diffiz nagy B-sejtes lymphoma (DLBCL - GC) -
Diffaz nagy B-sejtes lymphoma (DLBCL - non GC)

+
Anaplasticus nagy B-sejtes lymphoma (ALCL +
Kdpenysejtes lymphoma (MCL) +
Marginalis zona lymphoma (MZL) -
Periférias T-sejtes lymphoma -
Lymphoplasmocytas lymphoma +
Kronikus lymphocytas leukémia (CLL) -

1.tablazat: mTOR aktivitas vizsgalat TMA mintakon

3 immunfestés (p-S6, p-p70S6K, p-mTOR) alapjankéfték a mintak mTOR aktivitasat, mTOR aktiv
lymphoma tipusnak értékeltik a legalabb 2 immuitssl igazolt mTOR aktivitdst az esetek tébb, mint
60%-4ban
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HT58 KMH2  BHD1 BHD1 cyto HT58 xeno KMH2 cyto

5.4bra mTOR aktivitas vizsgéalata az altalunk haszni modellekben (HT58-Burkitt lymphoma,
BHD1- DLBCL, KMH2-HL)

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

b. : Cytospin (cyto) és xenograft (xeno) mintakp&6 IHC festés (Nagyitas: 20x, 40x)

A harom kivalasztott lymphoma sejtvonalban megwvsdk a Rictor és Raptor
expresszidjat is, igy az mTORC1 és mTORC2 komplgeknlétéél kaptunk adatokat. Az
eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a vizsgéjtvonalakra altalanosan jelletna
magas mTOR aktivitds, mig az mTORC1 és C2 komplexékya a sejtvonalakban eéiér
lehet. A HT58 (Burkitt) sejtekben inkabb az mTORKdmplex, a KMH2 (HL) és BHD1
(DLBCL) sejtekben az mTORC2 komplex mennyisége ahani6.abra).

6.abra:In vitro kezelt lymhoma sejtek IHC festése
Raptor, Rictor, pS6 expresszié 6sszehasonlitasemapn kezelt és nem kezelt sejteken
(Nagyitas: 20x, 40x)
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A rapamycin in vitro hatdsait is vizsgaltuk ezeklserkilonbéd mTORC1/2 expresszioju
lymphomasejtekben. A rapamycin kezelés gatolta aZORC1 aktivitdst, ennek
eredményeként kimutathato volt a pS6 expresszikkesi@s és mellette mddosult a Rictor és
Raptor expresszidja is.(6. abra).

Az mTORC2 komplex rapamycin érzékenysége vitatothgas Rictor expresszid
esetén azt vartuk, hogy az a rapamycin kezelés ggyerhatasaval jar.
Ezt igazoltak in vitro eredményeink a HT58 Burkyithaphoma és BHD1 DLBCL sejtekben.
HT58 sejtekben, ahol az mTORC1 komplex dominagianaycin érzékenységet, mig a BHD1
ahol mTORC2 komplex domindlt, rapamycin reziszténdigyeltink meg in vitro. A HL
sejtekben viszont rapamycin proliferaciégatlé éspaptikus hatasait annak ellenére is ki
tudtuk mutatni, hogy ezekben a sejtekben az mTORQRplex fokozott expressziojat
figyeltik meg.

72 6ras in vitro kezelés esetén a rapamycin érzsken- a kilonbdz lymphomak
esetében - csupan proliferaciégatlé hatasként tjadentt (7a.dbra). Rapamycin kezelés
hatasara a sejtek megrekedtek a G1 fazisban. EZllapot azonban hosszutavon
sejtpusztulast, apoptozist indukalhat. Nagy doXspelés esetén is csak proliferaciogatlo
hatast tapasztaltunk a HT58 és a BHD1 sejtek emetdhig HL sejtvonalban a hosszutavu
kezelés mar apoptozist indukalt (7b.4bra).

a. 72 6ras in vitro. b. | KMH2 in vitro hosszatava Rapamycin
Rapamycin kezeles : kezelése
A A 40
p 40, P 35
o g 30
:_’ - T 25
o Kontroll O K I
O 20. = Rapamycin 7 20 : Ro:p":
Z I 15
S

I 10 o 19
S
0',6 5‘

0 ol

HT58 BHD1 KMH2 72h 96h 120h 144h

7.4bra A rapamycin in vitro hatdsai
A lymphoma sejtekben 72h rapamycin kezelés utalifgméciégatld hatast figyeltiink meg, apoptdzis
indukciét nem (a.); hosszutava rapamycin kezeldM&l2 sejtekben apoptdzist indukalt (b.).

19



Az mTOR gatldk hatasait in vivo modellekben isiltuk mutatni. A rapamune vagy
Torisel kezelés mar 2-3 hét alatt jelgsdn gatolta a tumorok ndvekedését, a kezelt abatok
a tumorok sulya jelefisen csokkent. A xenograftokban a rapamune és ltiwzelés utan a
tumor tdmegeket 6sszehasonlitva szignifikans tutwekedésgatlast figyeltink meg. Ezt
mindharom lymphoma tipus esetében megdfigyelheidb(a), 6t HT58 és KMH2 xenograft
esetében aktivalt caspase-3 immunhisztokémiai @akic igazoltuk a kezelés spontan
apoptozist indukal6é hatasat is (9.4bra a HT58 beatkapott eredmeényket mutatja)[16].*

KMH2 BHD1
1 1 *
T O, : Tog
& OF O o0k
0,7 M 0.7
M 0,6 E 0,6
E OF * 0,5
G 0.4 G o4 ;
% (gp:e ”
ab,z 9 07 T *
: ]
. 0,1 —
HT58
10
9
8 *
T 3
O ¢
M 5
E ‘31 *
G 5 T
@) ,
0 kontroll Rapamun

8. abra Rapaldgok in vivo tumornévekedést gatlé hasa
KMH2, BHD1 és HT58 lymphoma xenograftokban mért turtdmeg csdkkenés. Az dbran a kontroll
és kezelt tumorok tdmegei (g) lathatéak; *: p<0,05

*A HT58-cal kapcsolatos eredményeink varhatéandgrd kerlilnek egy nemzetkdzi folyoiratban, a cikk
eldkészuletben van.
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Aktiv kaszpaz expresszio in vivo
rapamycin kezelés hatasara
700%
600%
500%
0 kontroll
0,

400% B Rapamycin
300%
200%
100% [

0%

kaszpaz3- kaszpaz 3+

9. abra Aktiv (Hasitlott)—caspase-3 pozitiv (apoptikus) sejtek szama emelkedett a 3 hétig
rapamune kezelt HT58 xenograftban

In vitro kisérleteinkben a lymphomak kezelésébéwmlaiazott szerek és a rapamycin
kombinaciojanak hatasait is vizsgaltuk. A rapamykézelés emelte az spontan apoptozis
mértékét a HL sejtvonalnal. Doxorubicin, Endoxan @gosine arabinosidekezelések
apoptotikus hatasait pedig hozzaadott rapamycirképlt tovabb emelni. (10. abra, 2.a, b
tablazat)

Ez az eredmény illetve a munkacsoport altal koréddbat jelenség, amely szerint a
rapamycin képes fokozni a TGdukalt apoptotikus hatasokat lymphomakban azatjak,
hogy a rapamycin képes érzékenyiteni a lymphonmessjnegativ szabalyozoéikkal szemben.
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KMH2 in vitro rapamycin kezelése 24h, 48h és 72h
100 * x

~ o24h
m48h
o72h

o

apoptozis %
a
o
1
|_|

) o > O 3 S
S 9 & <’><,>o"q~ S & &L Q"Q~ 9@\"3

10. abra In vitro kombinalt rapamycin kezelés KMH2 (HL) sejtvonalon
A rapamycin kombinalt kezelésben apoptdzist fokdatisat a Doxorubicin, Endoxan és a Cytosine
arabinoside kemoterapias szerekhez hozzaadvaddjtet
(AraC: Cytosine arabinoside Rapa: Rapamycin; D:ddokicin; End: Endoxan; Epi: epirubicin; Eto:
Etoposide; Mp: Medrol; Mtx: Methotrexate; Vin: Vinstine);
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a. b.
24h 48h 72h 72h

kontroll 10+0 25+4,2 38,5+9,1 kontroll 3,9+0,6
R 9+1,4 24+1,4 42 +0 R 4+0,2
D 12+0 69+14 81,5+0,7 Med 79+1
D+R 17,5+ 3,5 81+0 88,5+0,7 Med. + R 10,5+0
V 21+14 | 745+35 | 59,5+0,7 Vin 225+1
V+R 25+1,4 69 +8,4 62+1,4 Vin. + R 1445+1,1
Eto 20+2,8 87+0 84+0 Epi 29+0,3
Eto+R 24+1,4 880 75,5 +2,12 Epi. + R 28,4+0,1
End 10£14 | 245+0,7 40+ 8,4
End+R 95+0,7 | 29.5+4,9 52+4,2
AraC 16+1,4 59+2,8 64 +28
AraC+R 24 +0 82,5+0,2 81+9,9
Med 145+21 | 54+5,6 44+1.4
Med+R 16,5+0,7 | 545+49 | 625+49
Mtx 12,5+0,7 | 59,5+0,7 54+1,4
Mitx+R 13+14 655+0,7 | 60,5+0,7

2. téblazat: Lymhoma sejtvonalak citosztatikumok +rapamycin kombinalt kezelése in vitro
KMH2 (HL) sejtek (a); BHD1 (DLBCL) sejtek (b) kezmle; a pirossal bekeretezett
kezebszereknél tapasztaltunk apoptdzis% emelkedést

(AraC: Cytosine arabinoside Rapa: Rapamycin; Dokaxorubicin; End: Endoxan; Epi:
epirubicin; Eto: Etoposide; Med: Medrol; Mtx: Methexate; Vin: Vincristine)
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Human széveteken végzett expresszio vizsgalatok erdéenyei

Megvizsgaltuk, hogy a Hodgkin lymphomas (HL) betegesetében az mTOR
aktivitds kimutathaté-e a biopsziais mintaikbant Agpasztaltuk, hogy az mTOR aktivitas
alatlanosan jellentza vizsgalt HL-es betegek daganatsejteiben, a Hodegk Sternberg Reed
sejtek egyértelfien pozitivak voltak pS6 IHC festéssel, ugyanakkoraktivitas mértéke
betegenként eltérést mutatott. A klinikai adatokkakzevetve 8bbi eredményeinket azt
tapasztaltuk, hogy valamennyi alacsony mTOR (+ivaist mutato beteg (7db) esetében az
elss kezelést kovéen tobb mint 5 éven keresztil a betegek tlinetrapakebizonyultak,
jelenleg is tunetmentesek (gyakorlatilag gyogywtngekinthetek). A magas mTOR
aktivitasu (+++) betegek (92%) kozott voltak adbdli csoportba tartozé betegekhez hasonlo
j6 progna0zisu esetek is, de nagy szamban visszdgséstien gyogyuld esetek és sajnos nem
gyogyuld esetek is tartoztak ebbe a csoportba. &tjpitk rossz progndézisu, nem gyogyult, az
5 éves kovetési peridbdusban elvesztett beteg esetéfiagas mTOR aktivitast (+++)
tapasztaltunk. (11.abra) [17].**

11. 4bra: HL betegek biopszia mintain IHC festéssqdS6 expresszid vizsgéalata.
7 esetben alacsony mTOR aktivitast figyeltink meg de 79 esetnél a fokozott mTOR aktivitas
volt jellemz (++; +++).

TMA lemezeken 68 human DLBCL-s beteg biopszias aiting megvizsgaltunk. p-S6
(IHC-vel legmegbizhatobb markere az mTOR aktivitgdremelkedett expresszio jellemezte
a DLBCL-ek aktivalt B sejtes eredefvagy mas néven nem centrum germinativum etiedet
non GC) tipusait (80%-ban, 40/50), mig a jobb péaigi centrum germinativum eretlet
DLBCL-ek esetében gyakorlatilag nem tudtunk mTORvékst kimutatni (18 esetth csak
kettoben talaltunk enyhe pS6 pozitivitast).
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A HL-es DLBCL-es mintakban a két kulon@mTOR komplexre jellentz fehérjék
mennyiségét is megvizsgaltuk. A Hodgkin lymphomgegea normal sejtekéhez hasonlé
Rictor (+), Raptor (+) expressziot mutattak, Rictdominanciat egyetlen egy esetben
figyeltink csak meg. Ezzel ellentétben az mTORVvitkst mutatd DLBCL-es esetek kdzel
két harmadéban (62,5%) a Rictor, tehat az mTORQ@2pkex domindns expresszidjat tudtuk
Kimutatni (12.abra):

a.
g MTOR+ nonGC
Bl MTOR+ nGC (40 eset) Rictor overexpresszi6 62,5%
E5 mTOR- nGC (10 eset) ~ (25/40 eset)
[1mTOR+ GC (2 eset) [m MTOR+ nonGC ]
Nincs Rictor overexpres<« 37,5%
[ 1 mTOR- GC (16 eset) (15/40 eset)
b.

s

MmTOR + GC

T TR LA

‘-.f“-:'-’.:ﬁ_ .- T
;‘ = ¥ - .r' .

12. abra DLBCL-ek mTOR aktivitdsa

a. Nem centrum germinativum és centrum germinativenedeti DLBCL-ek mTOR aktivitasanak
abrazolas a kordiagrammon, azon belll is az mTORv akon GC eredéek Rictor, Raptor
expressziojab. : pS6, p-mTOR,Rictor, Raptor IHC festések (nagyi2dx)

** A HL-val kapcsolatos eredményeink varhat6an kszé keriilnek, a kézirat@szuletben van.
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A betegek tulélési adatait is Osszevetettik az mTaMivitdssal és a két komplex
expresszidjaval. Eredményeink alapjan az mTOR @é&sy illetve az mTORC2 (Rictor )
dominans expresszidja mTOR aktivitdssal szigniféedm rosszabb tulélési eredményeket
mutat DLBCL-es betegek esetében (9. abra) [18].***
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9. abra DLBCL-es betegek tulélése mTOR és mTORC2 presszidjanak fliggvényében
A vizsgalt mTOR inaktiv és mTOR aktiv DLBCL-es lp& 5 éves tulélése (Kaplan-Meier gorbe)

*** A DLBCL-val kapcsolatos eredményeink varhatéan &sa kertilnek egy nemzetkozi folyoiratban, a cikk
elbiralas alatt van.
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Vizsgalataink és mas tumorok esetében is az mTQBnpidlis terapias target lehet,
nem minegy azonban, hogy a §ipen adott betegek esetében melyik mTOR inhibitor
alkalmazasa célsZerEhhez az mTOR aktivitas, ezen belll a két komgraXORC1/C2)
aktivitas mertékének pontos meghatarozasa fonhes.|&rre jelenleg kidolgozott kvantitativ
modszer nem all rendelkezéstinkre. A Duolink techrskegitségével, melynek beallitasat
megkezdtik, pontosan lokalizalhatd és kvantitatiévdam meghatarozhatd kulonkitz
foszforilalt fehérjék és/vagy fehérje komplexek mgsége in situ. A pS6-S6 expresszio
valtozasat rapamycin kezelt és nem kezelt sejtakeael a modszerrel vizsgalni tudtuk.
Kimutattuk, hogy a rapamycin kezelést kdert IHC-Duolink technikaval detektalhato,
szamszdisthet) az mTOR aktivitas csokkenése. Vizsgalataink alatatjak, hogy a technika
valoban alkalmas az immunhisztokémiai eredményshiié kvantitativ értékelésére.

Mivel ez a modszer alkalmas foszfoproteinek érfiekomplexek kimutatasara is,
két kulonbdsd ellenanyag felhasznalasaval, a tovabbiakban eazetddszerrel az aktiv
MTORC1 (Raptor-pmTOR) és aktiv mTORC2 komplexelkci@ipmTOR) mennyiségét is
szeretnénk meghatarozni cytospineken és parhuzaretszeteken.

MTOR aktivitds valtozdsa Rapamycin-
kezelés hatasara
Kontroll

1l

~—— D N—-=0—0 X0 0 U
=

Rapamycin i t
kezelt 0 '

Kontroll Rapamycin

9.abra 24 6rasin vitro rapamycin kezelés hatdsa az mTOR aktivitdsl. S6-pS6 duolink jeloléses
eljarasall in situ kvantitativ kiértékellgetA rapamycin kezelésre a sejtenkénti fehérje esgzié
jelentsen lecsokkent.
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KoOvetkeztetés

Vizsgalataink soran tébb lymphoma tipusban is magd®©R aktivitast tapasztaltunk,
amelyek hatterében a mar mas tumorok és lymphosetileen éfordulé PI3K/Akt Gtvonalon
bekovetke# fehérje mddosulasok, hiperaktivaciok allhatnak[19

Az mTORC1 és mTORC2 komplexek elemeinek expresszibsgalatdban
kimutattam, hogy a valasztott HL és DLBCL sejtvakdlan az mTORC2, mig a Burkitt
lymphoma sejtvonalban az mTORC1 komplex expresskidgjezettebb.

A rapamycin/rapaldg kezeléseket immunszuppressatdsa mar korabban ismert,
szervtranszplantacios gyakorlatbol. Rapaldg kezpt&stiv hatasait mutattak ki kbpenysejtes
lymphoma, Kaposi sarcoma, és bizonyos végstadiunoa-Hi-ak esetében [20]. A
rapamycin/rapalogok dldleges célpontja azonban az mTORC1 komplex, az ndZie
gyakorolt hatadsa vitatott [21, 22]. In vitro rapasiny kezelés az &ltalunk vizsgélt lymphoma
sejtekben proliferaciogatlast eredmeényezett (eacikljs blokk, G1 fazisban). Hosszabb tavu
kezelés a HL sejtek esetében mar apoptozist iskalduEz alatdmasztja masok in vitro
eredmeényeit, ahol rapamycin kezelés anti-prolifiéibatasait mutatték ki [23]

In vivo xenograft kisérleteinkben a rapamycin gslég kezelések a tumorndvekedeés
gatlasat, a xenograftok esetében a spontan apspt@iékének szignifikans emelkedéseét is ki
tudtuk mutatni. Hasonl6 eredményeket (MTOR gatjb masztulas és tumorméret csokkent
hatasat) eddig egy egér follikularis lymphoma mitsl igazoltak [23, 15]. Ezek az in vivo
kisérleti eredmények medsitik, hogy az mTOR inhibitorok valéban hatékony
tumorndvekedés gatldé kezelést jelenthetnek tobmedscsak magas malignitasa lymphoma
esetében. A rapamycin in vivo jeléseébb hatasai magyarazhatdak egyrészt a kezelési
idétartam meghosszabbodaséaval illetve azzal, hogy pamgcin képes helyredllitani a
daganatsejtekben a tumorndvekedést negativan gaabahdvekedési faktorok, citokinek,
egyéb mikrokdrnyezeti elemek hatasait (ezek irouiianyoznak, hianyozhatnak) is. Az mTOR
gatlas ilyen szerepét mutattak ki bizonyos névegkietkktor utvonalakkal kapcsolatosan pl.

VEGF (a tumor noOvekedést sdgithatasai mellett, segiti a tumorok beédisét, a

V4

Ve

is.
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A DLBCL-es és HL-s betegek TMA-IHC vizsgéalata soraegallapitottuk, hogy az
MTOR aktivitasi adatok és betegek tulélési adasaizéfliggést mutatnak. A magas mTOR
aktivitas a HL lymphomak 92%-aban és a non-GC DLBfRLesetében jelleniz mindkét
esetben korrelal a rosszabb prognozissal. Eztlégyeevéve elmondhatd, hogy a lymphomak
esetében (az MCL-ek mellett) a magas mTOR aktiyithencidlis terapiés target lehet.

A human lymphomakban a vizsgalt kilonB&ejtvonalakhoz hasonléan tapasztaltuk
az mMTORC1 és mTORC2 expresszid egyedi eltéréseinafjas mTOR aktivitasu non-GC
DLBCL-ek esetében az esetek tobb mint 60%-aban ttootaki fokozott Rictor expressziot,
ami jelents mTORC2 expressziora utal. Ez felveti ezeknek setednek eltér rapalog
érzékenységeét.

A kemoterapias szerekkel szembeni rezisztenciaédeoes hatékonyabb kezelés
részeként a rapalégok vagy mas mTOR inhibitorolaledlezasa célzott terapias eszkoz lehet
egyre tobb tumor esetében adben [25, 26]. KMH2 és BHD1 lymphoma sejteken végiret
vitro Kkisérleteink kilénbdz citosztatikumok kombinéacidival, valamint eredménke a
rapamycin in vivo hatasairél medesitik az eddigi adatokat (kimutatott fokozott spont
apoptozis emelkedését, a tumor ndvekedés vissiasairrapamycin kombinalt kezelésekben)
[21, 23]. Emellett a kilénb&zvizsgélatokbdl az is ismert, hogy a rapaldg kesséamellett,
hogy meggatolhatjdk a tumor novekedéseét, stalil@plk a beteg &allapotat, kevésbé
citotoxikusak [27]. Ugyanakkor mTORCL1 gatlasa azORIC2 gatlas hianyaban aktivalhatja az
Akt atvonalat, Ujabb antiapoptotikus és tulélésitdaok aktivalédhatnak, ami korlatozza a
rapalogok felhasznalasi leldegét, ez és az altalunk is tobb esetben kimutatdt®ORC2
expresszio felveti a dual inhibitorok sziikségességénindenképpen korultekinbetegcsoport
meghatarozast igényel [8, 28].

A kapott eredményeink alatamasztjak a terapiaskeagsokat €és az eddigi klinikai
kisérletek eredményeire is magyarazatot adhatn@akZ@]. A vizsgalt human lymphomakban
altalunk kimutatott Rictor overexpresszié felhigdigyelmet arra, hogy ezeknek az mTORC2
komplex expressziot mutatd eseteknek a rapalogadeinbeni érzékenysége aitérapalog
rezisztencia) lehet [7, 30]. A t6bbszorésen visseteilletve végstadiumua human DLBCLes
betegek esetében kodzlésre kerllt adatok szeritkt &sdzsgalt esetek ~30-35%-aban tudtak
terqpias valaszt kimutatni rapaldég kezeslésselm reagalé esetek 65-70% a magyarazhato
lehet tobbek kozott a kozel ilyen aranyban altalkitkutatott mTORC?2 expresszidval is, de
természetesen ez a feltételezés tovabbi vizsgaktakenyel [31]. Primer effusionalis

lymphoma (PEL) sejtvonalakon végzett in vitro kistak is alatamasztjak azébbieket. PEL
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sejtvonalak esetében kimutattak, hogy az mTORCIbitoin és PI3K gatlészerek kombinalt
alkalmazasa hatékonyabb az mTORC1 gatlé kezelEafiél

Az mTOR inhibitorok varhaté klinikai hatasai az allink vizsgalt lymphomak
esetében kiulondsen fontosak lehetnek, a jelenlegyaesngébb terapias eredményeket mutato
non-GC DLBCL-ek és a visszaesnem gyogyulé HL lymphomas betegek (~20%) esetében
[32, 33]. Fontos kiemelnlink, hogy az mTORC1/2 kamwplilletve az aktiv mTORC1/C2
pontos mennyiségi meghatarozdsa a betegek tunjeitset informaciot adhat a varhato
rapamycin erzékenyséfjra rapaldog vagy akar dual inhibitor kezeléséktel

Aktiv.  mTORC1/C2 komplexek mennyiségének meghat&@lzéz nydjthat
lehetiséget a Duolink technika, mely bedllitasat végezadgitségével in situ kvantitativ
meghatarozhatéva valhat biopszias anyagokban, @Rmfbkozott aktivitasa,& emellett az
aktiv mTORC1 (pmTOR-Raptor komplex) és mTORC2 (prRfRictor komplex) mennyisége
is. Mindez nemcsak lymphomak, de akar mas tumosekében is alkalmazhaté lehet, segitheti
annak eldontését, hogy az adott igazoltan magasRndkdivitasu tumor esetében a rapaldgok
vagy dual inhibitorok (INMTORCL1 és C2-t; illetve Ads mTORC1-t; vagy PI3K és mTORC1-et
is gatlo, jelenleg fejlesztés alatt allo szerekphthazasa igér-e jobb terapias eredményeket. Ez

pedig hozzjarulhat a valédi egyénre szabott, ti&kezelések jobeni tervezéséhez.
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