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ROVIDITESJEGYZEK

4EBP1: 4E-kot6 fehérje

ABC: aktivalt B-sejtek

ACC: acetil-CoA karboxilaz

ACLY: ATP citrate lyase

AKT: v-akt murine thymoma viral oncogene
homolog

AMPK: AMP activated protein kinase

ATG1: autophagy-related protein kinase 1

BAD: Bcl-2-associated death
promoter protein

Bcl-2: B-cell lymphoma 2

BCR: B-sejt receptor

B-Raf:B-rapidly accelerated fibrosarcoma
proto-oncogene serine/threonine-
protein kinase

CD19: Cluster of Differentiation 19 (B-
limfocita antigén)

c-myc: cellular myelocytomatosis oncogene
(proto-oncogene protein)

DAB: Disabled-1 protein

DEPTOR: DEP domain-containing mTOR-
interacting protein

Dvl: Dishevelled protein

EGFR: epidermalis novekedeési faktor
receptor

elf4B: elongacids faktor-4B

ErbB3: Proto-Oncogene-Like Protein C-
ErbB-3

ERK: extracellular signal-regulated kinase

FASN: Fatty acid synthase

FGFR: fibroblast growth factor receptor

FIP200: FAK-family interacting protein of
200 kDa

FKBP12: FK506 kot6 fehérje 12

FKHR: forkhead transzkripciés faktor

FOXO: Forkhead transzkripcios faktor

FRB-domén: FK506-rapamycin koté domén

G6PD: gliikoz-6-foszfat dehidrogenaz

GABL1: GRB2-associated-binding protein 1

GRB: Growth factor receptor-bound protein

GSK: glikogén-szintaz-kindz

HIF1a: hypoxia indukalta faktor 1a

IGFR: inzulinszerii névekedési faktor
receptor

IKKB: Inhibitor of nuclear factor kappa-B
Kinase subunit beta

INS: inzulin

IRS: inzulin receptor szubsztrat

JAK: Janus kinaz

K-RAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog

LKBL1: liver kinase B1

LRP: alacsony denzitasu lipoprotein-
receptorhoz kapcsolodo fehérje

MAPK: mitogen activated protein kinase

MET: mezenchimalis-epitelidlis atmenet

mLST8: mammalian lethal with sec-13
protein 8



MMP: matrix metalloprotedz

MO25: Mouse protein - 25

mSinl: mammalian stress-activated protein
kinase interacting protein 1

mTOR: mammalian target of rapamycin

MTORC1: mTOR-komplex 1

MTORC2: mTOR-komplex 2

NF«B: nuclear factor kB

OVS: overall survival

p27Kip: P27-like cyclin-dependent kinase
inhibitor

p53: tumor protein-53 / tumor szuppresszor-
53

PDK: 3-foszfoinozitid-fiiggd protein-kinaz

PGD: foszfogliikonat dehidrogenaz

PI3K: fosztfatidilinozitol-3 kinaz

PI3KCA: PI3K pl110a alegységét kodold gén

PIKK: fosztfatidilinozitol-3 kinazhoz
kapcsolodo fehérjék

PIP2: foszfatidilinozitol-biszfoszfat

PIP3: foszfatidilinozitol-triszfoszfat

PKB: protein kinaz B

PKCa: Protein kinaz C a

PLCy: foszfolipaz-gamma-1

PRAS40: proline-rich AKT substrate of 40
kDa

PTEN: phosphatase and tensin homolog

PVDF: polyvinylidene difluoride

Racl: Ras-related C3 botulinum toxin

substrate 1

Raptor: regulatory-associated protein of
mTOR

REDD: transcriptional regulator RedD
protein

RHEB: Ras homolog enriched in brain

Rictor: rapamycin insensitive companion of
mTOR: mammalian/mechanistic target
of rapamycin

RSK: riboszomalis fehérje S6 kinaz

RTK: receptor tirozin kinaz

S6K1: riboszomalis S6 kinaz 1

SD1: S-receptor-like serine/threonine-
protein kinase

SDS: Na-dodecil-szulfat

SGK1: serum/glucocorticoid-regulated
Kinase 1

SHIP2: inozitol-5’-foszfataz-2

SOS: son of sevenless

SREBP1.: Sterol regulatory element-
binding protein

STAT: Signal transducer and activator of
transcription

STRAD: STE20-related adapter protein

SYK: spleen tyrosine kinase

Tel2: Telomere length regulation protein

TGFp: transzformalé novekedési faktor 3

TKR: tirozin kinaz receptor

TLR: Toll-like receptor

TMA: tissue micro array

TNFa: tumor nekrozis faktor o

TOR: target of rapamycin


http://en.wikipedia.org/wiki/Sterol_regulatory_element-binding_protein
http://en.wikipedia.org/wiki/Sterol_regulatory_element-binding_protein

TSC1/2: Sclerosis tuberosa komplex 1/2
TSC1: hamartin

TSC2: tuberin

Ttil: TELOZ2-interacting protein 1
ULKZ: Unc-51-like kinase 1

VEGEF: vaszkularis novekedési faktor

VEGFR: vaszkuléris ndvekedési faktor
receptor

Whnt: wingless-related MMTYV integration

site 1



ABSZTRAKT

A vastagbéltumorok esetében gondot jelent a kezelésekkel szembeni rezisztencia.
Daganatokban az mTOR-kinaz miikodési zavara hozzajarulhat a sejtek korlatlan szaporodasahoz.
Az mTOR Kkétféle, gatloszereivel szemben eltérd érzékenységli komplexben (mTORC1/C2)
fordulhat el6.

Human vastagbéldaganatos esetekben vizsgaltuk az mTOR aktivitasat és sejtvonalakban
(eltérd terapias érzékenységli, kiilonbozé mutaciokkal rendelkezd) az mTOR gatldszereinek
(rapamycin, PP-242, NVP-BEZ-235) hatasait, az érzékenységkiilonbségek hatterét. A sejtekben
az mMTOR- és EGFR-gatld kombinacios kezelések proliferaciés hatasait alamar blue-teszt
segitségével mértik. Az mTOR aktivitasat és a komplexeket jellemzo fehérjék mennyiségét
immuncito- és immunhisztokémiai médszerekkel vizsgaltuk.

Kimutattuk, hogy human vastagbéltumorok 70%-aban az mTOR aktivitas fokozott, és ez
kozel 50%-ban Rictor (NTORC2-es komplex) overexpresszioval jar egyiitt. In vitro a mTORC1-
¢s C2-komplexeket is gatld kezelések hatékonyabbak voltak azokban a sejtvonalakban, ahol a
Rictor fokozott mennyiségét tudtuk kimutatni, alacsony Raptor expresszié mellett. Ezért a Rictor
fehérje mennyisége fontos szerepet jatszhat az mTOR-gatl6 kezelések hatékonysagaban.

Eredményeink alapjan az mTOR-komplexek aktivitasa fontos terapias célpont lehet
vastagbé¢ldaganatokban. Ennek meghatarozéasat, az egyénre szabott kezelések tervezését egy 0j
diagnosztikai eljarassal —-melynek kidolgozéasa célunk- segithetjiik.

Tamogatas OTKA-84262.



BEVEZETES

Napjainkban a vastagbéldaganatok a ndk korében a harmadik, férfiaknal pedig a negyedik
leggyakoribb rakos megbetegedés a viligon®'. Tobb mint 1,2 millid embert érint ez a daganatos
megbetegedés (GLOBOCAN)Z. Az elmult évtizedben 0j molekularis célpontokat és a tumorok
kialakulasahoz ¢s fejlodéséhez kapcsolddd, azokban részt vevd szabalyozasi zavarokat
azonositottak, igy 10j célzott gyogyszereket tudtak kifejleszteni. Ez az tgynevezett célzott
(targeted) terapia olyan molekuldris hibdkat tamad, melyek a megvaltozott funkcioért,
sejtmiikddés-szabalyozasi zavarokért lehetnek feleldsek. Bizonyos tumorok esetében a terdpids
eredmények sikeresek voltak, de tobb esetben nem vart toxikus tiinetek és nagyon sokszor késébb
rezisztencia problémak jelentkeztek, jelentkeznek. A rezisztencia molekularis okait kutatva,
{ijabb mutaciokat, 1j megkeriild mechanizmusokat irnak le.

Az emlitett célzott terapidk egyik legismertebb célpontja a PI3K-AKT-mTOR jelatviteli
utvonal. Ez az utvonal szinte minden, jeleket atvevd és kozvetitd receptorral (1. abra), a legtobb
sejtfunkcid  szabalyozdsdban részt vesz, pl. talélés/apoptdzis, specifikus sejtfunkciok
(proliferaci6, differenciacio, stb.) vagy a funkcidk ellatasahoz sziikséges tapanyag- ¢s
oxigénellatds. Nem véletlen, hogy ha ebben a jelutban valamilyen szabalyozasi zavar torténik,
akkor olyan koros folyamatokat befolyasolhat, mint a daganatok keletkezése, novekedése és
terjedése4.

A daganatsejtek korlatlan osztddasat, novekedését eldsegitd mutaciok koziil tobb érinti (pl.
PI3KCA, PTEN, TSC1/2) az elébbi szabalyozasi halozat, a PI3K/AKT/mTOR utvonal elemeit,
igy szerepet jatszhat az mTOR (mammalian target of rapamycin) kindz aktivitdsanak
fokozddasaban (1.4bra). Célzott terapiak egyik célpontja lehet az mTOR kinéz aktivitas®. Az
mTOR kétféle fehérjekomplex formajaban fordul eld: mTORC1 és mTORC2. A jelenlegi
klinikai gyakorlatban az mTORC1-gatlokat (rapamycin szarmazékokat (rapalogokat): rapamycin,
everolimus, temsirolimus) immunszuppressziv hatdsuk miatt szervtranszplantacioban, mig
daganatellenes hatasukat rossz progndzisu vesesejtes daganatokban ¢és kdpenysejtes
lymphomékban hasznaljak ki® . Klinikai vizsgélatok szamos daganat esetében folynak, sajnos
sok esetben a vart hatds nem mutathato ki (rezisztencia). Ennek a rezisztencidnak magyarazata
lehet az egyedi eltérést mutatd6 mTORC1/C2-komplex-arany. Ugyanis, pl. ha csak mTORCI1-

gatlas torténik, az mTORC2 fennmaradd aktivitdsan keresztil az AKT-Utvonal hatdsai
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fokozddhatnak is, igy az mTOR gatlasaval akar ellentétes hatasok is tapasztalhatok. Emiatt az
MTORC2-komplexet is gatldo szerek (MTOR-kinaz-gatlok), valamint ugynevezett kettés (PI3K-
mTOR) gatloszerek fejlesztése, tesztelése zajlikS.

Vastagbélrakokban kevés, ellentmondasos adat all rendelkezésre az mTOR-gatlok klinikai
hatasossagarol, illetve arrol, milyen 0Osszefliggés van a jelenlegi terapids beavatkozasok

sikere/sikertelensége ¢és a két komplex aktivitasa kozott.

VASTAGBELTUMOROK

A vastagbélrdk kialakuldsdban genetikai és kornyezeti hatdsok egyardnt részt vesznek.
Kialakuldsuk kozben éveken at tiinetmentesek, fokozatosan jelennek meg. Kialakulasuk két
legfontosabb mechanizmusa az adenoma-carcinoma atalakulas (polipok talajan alakulnak ki), ill.
a DNS-repair gének defektusdval (mikroszatellita instabilitas) jellemezhet6. A tumorok a
differencialtsag kiilonbozo fokat mutato, tobbnyire mirigyeket formald daganatsejtekbdl allnak.

Ezek novekvo polipok vagy korkoros, a béllument sziikitd elvaltozasok formajaban jelenhetnek
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elsésorban nyirokcsomoé attétekkel jard esetekben indokolt. Ha a daganat nem terjedt at a
bélfalon, rutinszerien nem végeznek kemoterapiat, rendszerint sebészi kezeléssel
meggyogyithatok. A rosszabb stadiumu betegekben a miitétet kdvetden kotelezd az adjuvans
kezelés, végiil szisztémas kemoterapia alkalmazhaté (a kiilonbozd kezelési protokollokban

elé6fordulé szerek: 5-fluorouracil, leucovorin, oxiplatin, irinotecan)®.



Az elérehaladott vastagbélrak kezelésében ujabb lehetdéség a molekularis célzott terdpia
(target-kezelés): a vérérképzést gatld antitestek csoportjabdl a bevacizumab; a novekedési faktor-

receptor (EGFR)-gatlo antitestek koziil a cetuximab és a panitumumab alkalmazasa lehetséges”.

AZ EGFR- ES PI3K/AKT/MTOR-UTVONALAK TUMORBIOLOGIAI
JELENTOSEGE, MINT VASTAGBELDAGANATOK ESETEBEN
TAMADHATO KET UJABB TERAPIAS CELPONT

A daganat fejlodése soran és a kiillonb6z6 génhibak felhalmozodasaval parhuzamosan
kiilonb6zé  ,hibakészletl” daganatsejtcsoportok alakulhatnak ki. Ebben a heterogén
sejtpopulacioban ezaltal a szelekcion keresztiil a sejtek tulélése valdszinlibb és ez befolyasolhatja,
sOt meghatarozhatja a terapias érzékenységiiket, a terapidval szembeni szerzett rezisztenciat.
Ezért fontos megismerni az adott daganatban a legfobb molekularis hibakat, és a terapia soran
ezeket célozni, igy gatolni a ndvekedést és terjedést. Az emlitett heterogenitds miatt, egyetlen
fajta célzott beavatkozastdl hosszan tartd terdpias hatds nem valoszinii, inkdbb eltérd célpontok
elleni terapids szerek kombindlt hasznalata eredményezhet hosszabb tdvii megoldast. Ha egy
daganat a varakozasokon feliil jol reagal valamely szerre, feltételezhetjiilk, hogy az éppen
tamadott molekularis célpont az adott daganat taléléséhez nélkiildzhetetlen®.

A kovetkez6kben olyan, ligandokban/receptorokban vagy jelutakban jelentkezd
molekularis hibakrdl lesz sz6, melyek e dolgozat szorosabb témajdhoz kapcsolddnak és a
kisérletekben hasznalt kezelések céljainak megértéséhez elengedhetetleniil fontosak. A jelatviteli

utak leirasdnak konnyebb megértéséhez kovessiik mindig az 1. dbrat!

EGFR

Az EGFR (epidermal growth factor receptor)-csalad tagjai (EGFR1, -2, -3, -4)
transzmembran, tirozin-kinaz-receptorok. Attol fliggéen, hogy milyen ligandot kotnek, melyek a
dimerizaciés partnerek ¢€s melyik részén foszforilalodik, kiilonbozd jelatviteli utak
aktivalodhatnak: leggyakrabban a RAS-ut és a PI3K-ut, emellett a JAK/STAT-ut és a PLCy (1.
abra).

Az EGFR-ut szabalyozédsa a kovetkezé okok miatt borulhat fel: ha az EGFR ligandjai
€s/vagy maga a receptor fokozottan termelddik; vagy ha a receptor a ligand kotése nélkiil is képes

aktivalédni €s a jelutat elinditani; vagy ha az egyik aktivacids ponton a fehérje folyamatosan
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aktivalt allapotban marad (mert mutans, vagy mert nem inaktivalédik vagy mert nem bomlik le);
vagy az ezt az utvonalat gatld6 molekula szabalyozoé funkcidja kiesik.

A PI3K-AKT-uthoz kozvetleniil és kozvetetten kapcsolodnak az EGF-receptorok: az
EGFR1 és EGFR2 a GRB2 és a GABI1-en keresztiil, az EGFR3 és -4 viszont kozvetleniil kotodik
a PI3K p85 alegységhez, ¢s igy képes aktivalni (1. dbra). Az utobbi egyben ,,menekiilési utat”,
azaz rezisztenciat is jelenthet a daganatsejtek szamara, amikor a tobbi EGFR-csaladtagot tamado
tirozin-kinaz-gatlot alkalmaznak, de ez a jelenség részben az EGFRI1-et timadé monoklonalis
antitestekkel (ilyen pl. az altalunk is hasznalt cetuximab) szembeni rezisztenciaért is felelds lehet.

Ilyen esetekben az EGFR3 aktivalasa mas tirozin-kinaz-receptorokhoz (pl. MET) kétheték™™.

A PI3K-AKT-MTOR JELUT

A PI3K (foszfatidil-inozitol-3-kinaz) a receptorokrol érkezd jelek egyik legfontosabb
atkapcsolo allomasa, és igy szinte minden sejtfunkcidval kapcsolatban all és a daganatsejtek
tulélésének, szaporodasanak, terjedésének szabalyozasaban is részt vesz. A jelek tobb iranybol
érkezhetnek, igy pl. az EGFR, IGFR, FGFR, hormonok (&sztrogén, pajzsmirigyhormonok),
vitaminok, integrinek, intracellularis kalcium és a RAS-fliggd MAPK-ut fel61®. Az aktivalt PI3K
eldsegiti a PIP; keletkezését, ami képes kotni és aktivalni a PDK1-t. A PDKI felelds az AKT
aktivalasaért. A PI3K-utat a PTEN (tumorszupresszor) és a SHIP2 gatolja (a PIP3 szintjén),
melynek soran a PIPs-at defoszforilaljak PIPz-VélO.
Az AKT egy szerin-treonin-kinaz, mely a PI3K-rol érkezo jel egyik kozponti tovabbitdja. A sejt
tulélése és proliferacidja nagyban fiigg az AKT miikddésétdl. Az AKT-nak szdmos funkcidja
van, pl. a daganatsejtek talélését biztositja a p21 és p27 gatlasaval, a ciklin-D1 termelésének és
stabilizalasadnak eldsegitésével (proliferacio tamogatasa), a BAD ¢s a hasonlo FKHR gatlasaval,
az NF«kB aktivalasaval. Az AKT az mTORCI1-komplexszel is kapcsolatban van, ami kiemelkedd
fontossagu a daganat szempontjabol. Ez a komplex csak részben all a PI3K-AKT-ut szabalyozasa
alatt, mert szamos mas irdnybdl (pl. novekedési faktorok, a sejt energiadllapota, tapanyag- €s
oxigénellatottsag) érkezd jelek is befolyasoljak. Az mTORC2-komplex az AKT-ot aktivélja'®.
Az mTOR (melynek részletes elemzése a kovetkezo alfejezetben talalhato) tehat két komplexben
fordul el6. Az mTORCI1 a fentebb emlitetteken kiviil masik uton keresztiil is aktivalodhat még a
CAMP-kinaz és a TSCI és -2 komplex felél. Ez az Gt a RHEB-et inaktivalja, ezaltal gatolja az

MTOR-kinazt, ha nincs elegendd taplalék és energia™’.
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1. abra Az mTOR-komplexekhez kapcsolédo fontosabb jelatviteli itvonalak




A két mTOR-komplex eltéré szubsztratokat foszforildl. Az mTORCI1 fokozza a cap-fiiggd
transzlacid elindulasat két f6 célpontjan keresztiil: 4E-BP és az S6-kinazok (S6K1 és -2), ezaltal
befolyasolja a proliferaciot. Az S6-kinazok valosziniileg az elF-4B-n és a PDCD4-en keresztiil
szabalyozzak a transzlaciot. A 4E-BP-csalad gatolja a transzlaciot, az elF4E-hez vald kotddéssel
gatolja meg az elF4F iniciacios komplex kialakulasat™
Az mTORC2 pontos miikodése kevésbé ismert, mint a C1-komplexé. A citoszkeletalis rendszer
szervezddését segiti a PKCa foszforilalasaval, a stressz rezisztencia, metabolizmus ¢és sejtciklus
leallito gének atirasat indukdlja a FoxOl ¢és FoxO3 transzkripcios faktorokon keresztiil.
Mindemellett, az mTORC1-atvonal aktivalasat is képes befolyasolni az AKT fehérjén
keresztiil'2.

Az mTOR-jelut onkogének altali aktivalasa szdmos folyamatot indukal a daganatsejtek
névekedéséhez, tiléléséhez és szaporodasahoz (2. abra)'®. A PI3K-ut folyamatosan aktivalt igen

, 11,12,17
sok human daganatban™ = ~'.
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Sejtciklus aktivalok Prolifericids
t (Ciklin D1, cMye, CDK2) — jelek

Ras|

Anti-apoptozis
(Bcl-2, survivin) — Tulélés

Metasztizis
(MMPY, heparandz) ——» Sejtmobilitas|

PI3K T Vérérképzés (VEGF) —p OXigén | = 2
= felhasznalas g s

Tumorszupp- = Glikolizis ——— Energia =S

resszorok: = < E
) Zsirsavszintézis ———— Lipidek & B
: FASN, ACLY, ACC, SCDI

LKBI g ( :

Pentéz-foszfat-it————— Nukleotidok

PTEN, (G6PD, PGD)

Autofigia —___y preer 2N

TSC1/2 Apoptézis > Tilélés

mTORC Sejtciklus gatlok
NF1 SGKI (p27Kip) Proliferacios
. - | ; Jelek j

Sejtciklus aktivalo

2. abra Az aktivalt mTOR-komplexek hatasai a daganat novekedésére, talélésére, szaporodasara™
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AZ MTOR JELLEMZESE
Az mTOR (mammalian target of rapamycin) egy szerin-treonin-kinaz, a foszfatidil-

inozitol-3-kinaz kinaz (PIKK) csaladba tartozik, amely rendkiviil fontos és kozponti szerepet
jatszik a sejtek anyagcseréjének, ndvekedésének €s osztodasanak szabélyozaisébanlo. Eppen ezért
az mTOR fontos szerepld lehet az ¢lettartam szabalyozasaban (tobb allatfajban kimutattdk, hogy
gatlasa jelentdsen nodvelte az élethosszt, valamint funkcidvesztéses mutacioja Drosophila
melanogasterben és Caenorhabditis elegansban is letalis embrionalisan®). Az mMTOR
szabalyozasanak zavarai szdmos betegség kialakuldsaban jatszanak fontos szerepet pl. tumorok
kialakulasa, 2-es tipusti cukorbetegség, elhizas és neurodegeneracio™.

A TOR kinézt el6szor gatlojanak (rapamycin) felfedezését kovetden élesztében azonositottak™.
Eukariotdkban a TOR egy evollcidsan erdsen konzervalt fehérje, emldsokben a TOR-t egy gén
kodolja. Maga az mTOR fehérje egy tobb doménbdl felépiild kinaz: a katalitikus kinazdomén, az
FKBP12-rapamycin koté domén, a represszordomén, az N-terminushoz kdzeli tandem ismétl6dd
HEAT motivumok, valamint az aktivalast elésegitd FAT ¢és a C-terminusnal 1évé FATC
domének épitik fel’. Az mTOR kinaz, eddigi ismereteink szerint, a sejteken beliil két kiilonb6z6
komplex formajaban fordul el6: mTORC1 és mTORC2. Az mTORCI1-komplex tagjai (1. abra):
az mTOR, mLST8/GBL, PRAS40, DEPTOR, Ttil/Tel2-komplex és a két komlex kozott a
legfontosabb kiilonbséget jelentd Raptor. Az mTORC2-komplex felépitd fehérjéi (1. abra) az
MTOR-on kiviil a Rictor, mLST8/GBL, mSIN1, Protorl/2, Ttil/Tel2-komplex és DEPTOR™.

CELZOTT TERAPIAS SZEREK HATASMECHANIZMUSAI
Kisérleteink soran az EGFR-t gatoltuk cetuximabbal és gefitinibbel, az mTOR-t pedig
rapamycinnel, PP-242-vel és NVP-BEZ235-tel, ezért csak ezeknek a célzott terapias szereknek

elemezziik a kovetkez6kben a hatdasmechanizmusat.

EGFR-GATLOK HATASMECHANIZMUSA

Az EGFRI exracellularis doménje elleni rekombindns monoklondlis antitestek egyik
legismertebb tagja a cetuximab (Erbitux), amely egér/human hibrid IgG1-tipust monoklonalis
kiméra antitest. A receptor normalis ligandjaihoz (EGF, TNFa) képest a cetuximab jobban

kotédik a receptor extracellularis doménjéhez. A szer kotddésekor a receptor internalizalodik €s

crer
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crer

alkalmazzak. Alkalmazasanak egyik legfontosabb feltétele, hogy az adott daganatban ne legyen
KRAS-mutaci6, mert ez -az EGFR-gatlas ellenére- mar 6nmagaban atveszi a jelatviteli ut
aktivalasanak szerepét >,

Az EGFR elleni kis molekulasulya tirozin-kinaz-gatlok kozil az egyik legjobban
jellemzett a gefitinib (Iressa). Az EGFR1 intracellularis részén levé ATP-kot6 helyekre kotédik
be ¢és ezzel kompetitiven akadalyozza a receptor foszforilaciojat. Konnyebben bejut a
tumorszovetbe és a -Sejtekbe, mint a monoklonalis antitestek, és elvileg hatékony lehet akkor is,

ha a receptor extracellularis részén az antitestk6té domén hiényziks’ )

MTOR-GATLOK HATASMECHANIZMUSA

A rapamycin a legismertebb mTOR-gatl6. Ez egy makrolid antibiotikum, melyet a Rapa-

Nui szigetekrdl szarmazé Streptomyces hygroscopicus baktériumfajbol izolaltak. A sejten beliil
az FKBP12-hoz kapcsolodik, az mTOR |~

Nivekedési faktorok

FRB-doménjéhez kot és  ezaltal fomum

et (IPS] ———— Tiilélés, proliferacio
RTK! < SGK1

szelektiven gatolja az mTORCI

funkcionélis miikodését. A rapamycin

hatasat az mTORC1-komplex 3/A. 4bra A rapalégok hatasmechanizmusa™

funkcidival kapcsolatosan igazoltak, az

MTORC2-re gyakorolt hatdsai | Novekedési faktorok

. Y . @) IRS . ~—— Tiilélés, proliferacié
vitatottak, alapvetGen  rapamycin RTR) = (5GK1) e P
~

5,16 \ ~¥EEBr) - -p Transzlicié - - i
| G

A rapamycin ¢€s analogjai (rapaldgok) N ek !

rezisztensnek tartjak

limitalt hatékonysagat a szamos negativ

visszacsatolas okozhatja, ugyanis, ha az

Nivekedési faktorok
mTORC1 gatlasaval ezek a negativ p— * [oRr-ARKT
£ & G- . = ~ —p Tilélés, prulifurici()

. , . RTK < SGK1 ’
visszacsatolasok kiesnek, akkor a \ . AT - Teansaicio--
PI3K/AKT-t zavartalanul miikddhet NN G-

, , N o [sekl !
(l4sd 3/A abra!). N

Ha  rapalogokkal  csak az 3/C. abra A kett&s gatlék hatasmechanizmusa™®

MTORC1-t gatoljuk, az mTORC2-komplex még képes az AKT-ot foszforildlni és igy
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korlatozhatja a rapalégok hatasat (3/A abra). Ezért kifejlesztettek olyan ATP-kompetitiv
molekuldkat (ezek koziil mi a PP-242-t hasznaltuk), melyek kozvetleniil az mTOR kinaz
aktivitasat, tehat mindkét komplexet gatoljak (3/B abra)®. Fontos azonban latni, hogy a
rapalégokhoz hasonldan, ezeknek az mTOR-kindz-gatloknak a hatasat is ronthatjdk a negativ
visszacsatolasok. Az mTOR-kinaz-gatlok hatasara megemelkedett RTK-PI3K-PDK1 aktivitas
elosegitheti az AKT foszforilaciojat, ami igy a sejt taléléséhez vezethet'?,

Az mTOR ¢és a PI3K katalitikus doménjeinek hasonlosagat kihasznalva, kifejlesztettek
olyan molekulékat, melyek egyszerre gatoljak az mTORCI1-t, C2-t és a PI3K-t is (3/C &bra).
Ezaltal gatoljak az AKT, S6K1 ¢s a 4E-BP1 foszforilalodasat is. Ilyen kettds (dual) gatloszer az
altalunk is hasznalt NVP-BEZ235 (Novartis)™°.

Vastagbélrakok kb. 80 %-aban fokozottan termelddik az EGFR, melyrdl feltételezték, hogy
kiemelkedd szerepe lehet a daganat kialakulasaban ¢€s progresszidjaban. Ezért a klinikumban
EGFR1-gatl6 monoklonalis antitesteket (cetuximab, panitumumab) alkalmaznak vastagbélrakok
kezelésében. A kisérleteinkben is hasznalt cetuximabot olyan betegeknél hasznaljak, akiknek
EGFR1-et expresszaldo, KRAS vad tipust attétképz6 vastagbélrakjuk (illetve fej-nyak
laphamrakjuk) van®. Annak ellenére, hogy a kismolekulasulyd EGFR-gatlok (mint az altalunk
hasznalt gefitinib) érdemleges klinikai hatdst nem mutattak, sejttenyészeteken végzett
kezeléseink soran a gefitinib legalabb olyan hatékony volt, mint a cetuximab.

Vastagbélrakokban kevés adat all rendelkezésre arr6l, hogy mTOR-gatlok hogyan befolyasoljak
a betegek kezelésének hatékonysagat, illetve egyéb kezelések hatasossaga Osszefiiggésben all-e

tumorsejtekben az mTORC1/C2 komplexek aranyaval.

CELKITUZES

e Kiilonbdz6 mutaciokkal rendelkez6 human vastagbéltumor-sejtvonalak mTOR-gatlokkal
szembeni érzékenységének vizsgalata

e Fokozhato-e/érzékenyitheté-e  az  EGFR-gatlok  hatasa mTOR-gatlokkal — kombinalt
kezelésekkel?

e Human vastagbéldaganatok mTOR aktivitdsdnak €¢s az mTORCI1-, C2-komplexekre jellemz6

fehérjék expresszidjanak vizsgalata €s Osszevetése a betegek klinikai és tulélési adataival
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ANYAG ES MODSZER

SEJTTENYESZTES, IN VITRO KEZELESEK

In vitro sejttenyészeteken végzett kisérleteinket a kdvetkezd hat human vastagbéltumor-
sejtvonalon végeztiik: RKO, Colo-205, CaCo-2, SW620, HCT116, GC3.

A COSMIC (Catalogue of somatic mutations in cancer) adatbazisa alapjan a témankhoz

kapcsolodo  kovetkezd RKO  Colo-205 CaCo-2 | SW620 HCTL16 GC3
(1. tablazat) mutaciokkal |mutins gének | BRAF, | BRAF, | nincs | KRAS | BRAF, ERBB3 | nincs
rendelkeznek ezek a MTOR | PIK3C2A | adat adat

. NEM mutans | KRAS, AKT, nincs | BrAE | EGFR, AKT, [ nincs
sejtvonalak. Ezeknek az gének AKT EGER -t ror mark | ac

adatoknak a megerdsi- " “tzplzat A vizsgalt sejtvonalaink mutans, ill. nem mutans génjei a COSMIC
tését, illetve a CaCo-2 és adatbazisa szerint
GC3 esetében a mutaciok vizsgalatat megkezdtiik.

A sejteket 10% (CaCo-2 esetében 20%) hé-inaktivalt fotalis borji savot (FCS-Gibco,
HyClone) és 1% antibiotikumot (penicillin, streptomycin, Sigma) tartalmazé RPMI 1640
médiumban (CaCo-2 esetében HMEM, Gibco, HyClone) tenyésztettiik. A sejttenyészeteket 5%
CO; mellett 37 °C-on tartottuk termosztatban.

A 72 o6ras in vitro kezeléseket 96-lyuku plate-ken végeztiik. A kezelGszereket 24 oraval a
kirakas és letapadasi 1d6 utan adtuk a sejtekhez, a gefitinib-kezelést naponta ismételtiik.

EGFR-gatl6 monoklonalis antitestet (cetuximab), EGFR-gatlo kis molekulasulyu gatlot
(gefitinib), mTORC1- (rapamycin), mTORC1-, C2- (PP-242) és PI3K/mTOR-kettds gatlot
hasznaltunk (NVP-BEZ235) (2. tablazat).

Kkisérleteinkben

kezeloszer

hasznalt koncentracio

CETUXIMAB | monoklonalis antitest 10 pg/ml
GEFITINIB kis molekulastlyu gatld 5 uM
RAPAMYCIN | mTORC1-gatlo 50 ng/mi
PP-242 mTORC1-, C2-gatlo 25 mM
NVP-BEZ235 | PI3BK/mTOR-kettds gatlo 1uM

2. tablazat A kisérleteinkben hasznalt kezel6szerek és hasznalt koncentracioik
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PROLIFERACIO ES APOPTOZIS MERES
A kezelések proliferacié gatld hatasait Alamar Blue-teszttel mutattuk ki. Az Alamar Blue

oldatot (resazurin, 7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-one- 10-oxide, Life Technologies) 10 pg/ml
végso koncentracioban alkalmaztuk és 37 °C-on, 5%-0s CO, tartalmu termosztatban inkubaltuk a
sejtekkel 4 oraig. A metabolikusan aktiv sejtek atalakitjak a reagenst, igy a festék szine a sejtek
proliferacigjatol fiiggden valtozik. Az inkubdacios id6 elteltével a mintak fluoreszencia értékeit
spektrofotométer segitségével mértiik le (abszorbancia mérés: 570-590 nm, Ascent szoftver,
Fluoroskan Ascent FL, Labsystems).

A kezelések apoptotikus hatdsait dramldsi citométer (FACS) segitségével is vizsgaljuk,

ezek eredményeit a dolgozatban még nem mutatjuk be.

IMMUNCITOKEMIA
Az immuncitokémiai festéshez a metanol fixalt (80%-0s, -20°C, 10’) cytospineket,

endogén peroxidaz (Na-borohidrid-oldat 10°, perjodsavas oldat 10°, 30 %-os hidrogén peroxidaz
¢s metanol 1:9 aranyu keveréke 20°) és 10szérumos blokkolast (3%-os, 30°) kovetden kiillonbozo
elsddleges ellenanyagokkal inkubaltuk (4°C-on, ¢éjszaka) az alabbi higitasokban: anti-foszfo-S6 -
1:100 és anti-foszfo-mTOR - 1:50/1:25 (Cell Signaling), anti-foszfo-mTOR - 1:100 (Abcam);
anti-rictor - 1:300; anti-raptor - 1:100, (Leica, Novocastra/Peprotech). A detektalas Novolink
(Novocastra) polimer rendszerrel, a vizualizalas DAB-al (Dako), a hattérfestés hematoxilinnal

tortént. A kiértékelés a festddés intenzitasa alapjan tortént.

WESTERN BLOT
A sejteket SDS minta pufferben lizaltuk, majd 15 percig 20000 rpm fordulatszammal

centrifugaltuk. Az egyes mintak fehérjetartalmat (Qubit Fluorométer, Invitrogen) meghataroztuk.
10-150pg  mennyiségli  fehérjét a protokollnak megfeleléen 8-15%-0s SDS gélen
elektroforézissel elvalasztottuk, majd PVDF membranra (BioRad) blottoltuk. Blokkolast
kovetéen a membrant anti-foszfo-S6 (1:1000, p-S6, Ser235/236) (Cell Signaling) és anti-Rictor
(1:1000, Abcam) ellenanyagokkal inkubaltuk egy éjszakan at 4°C-on. Vectastain Elite ABC
masodlagos elohivo kitet (Vector) hasznéltunk, majd a membranokat kemilumineszcens
el6hivassal (ECL Western Blotting Substrate, Pierce) és KODAK Image Station 4000 MM

kameraval (Eastman Kodak) fényképeztilk. A mintak Osszehasonlithatosagat a mintak p-aktin
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exressziojanak (1:2500 Sigma) vizsgalataval is ellendriztik a blottok tjrafelhasznalasaval
(ReBlot-oldat, Millipore).

IMMUNHISZTOKEMIAI VIZSGALATOK (TMA)
A Tissue Micro Array (TMA) lemezeken végzett immunhisztokémiai (IHC) vizsgéalatokba

is bekapcsolodhattam munkam soran. Az mTOR aktivitasat jellemz6 foszfo-proteinek (p-mTOR,
p-S6,) és az mTORC1-komplexre jellemz6 Raptor fehérje, ill. az mTORC2-komplexre jellemzo
Rictor expresszidjat 103 esetben vizsgaltuk.

A 103 betegbdl 82 esetben a klinikai és tal¢lési adatokat is Ossze tudtuk gytjteni. Ezekben az
esetekben statisztikailag elemeztiik a betegek klinikai adatait az IHC-eredményekkel
Osszehasonlitva. A vizsgalatokhoz az 1. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet archivalt
formalinban fixalt, paraffinba agyazott biopszids mintaibdl gylijtottiik az eseteket €s a biopszia
reprezentativ teriileteib6l 2 mm atmérdji szovethengereket szurtunk ki és illesztettiink be a 70
mintas TMA blokkokba. (A TMA-lemezek 70 kiilonb6zé minta egyidejii festését teszik
lehetévé.)

A paraffinos metszeteket deparaffinaltuk, majd endogén peroxiddz blokkolds utdn megfeleld
pufferben elektromos kuktaban tartuk fel. A mintakat 16szérumos (3%) pufferben blokkoltuk,
majd az elsédleges ellenanyagokkal (a higitas az immuncitokémianal leirtakkal egyez6) 4°C-on
inkubaltuk ¢&jszaka. Novolink (Novocastra), ill. Vectastain (Vector) masodlagos el6hivo
rendszereket hasznaltunk, majd DAB kromogénnel tettiik lathatova a reakciokat.

A foszfoproteinek esetében az IHC-t a reakci6 intenzitasa alapjan értékeltiik. Ha gyenge reakcio
volt a tumorsejtek kevesebb, mint 10%-aban, akkor 1+ -ra értékeltiik. Ha kdzepes erésségli volt a
reakcio tobb, mint 10%-ban, akkor 2+. Ha intenziv volt a reakcio, akkor 3+-ra értékeltik.

A Rictor és a Raptor értékelésnél csak az intenzitds alapjan értékeltink (-, 1+, 2+, 3+4),

fliggetleniil a pozitiv tumorsejtek ardnyatol.

STATISZTIKAI ELEMZESEK
A 103 betegbdl 82 esetben a klinikai és tulélési adataikat is Ossze tudtuk gytjteni. Az IHC-

eredményeket a betegek prognozisaval, az 5 évnél hosszabb tulélésiikkel (OVS) vetettiik dssze.
Az in vitro kisérletek eredményeinek szignifikanciajat T-probaval és Mann-Whitney teszttel
allapitottuk meg (p értéke: <0.05). A betegek klinikai adatai és a kiilonbozé THC eredmények

kozti szignifikans 6sszefiiggéseket Khi® probaval (log-rank teszt) hatdroztuk meg.
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EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

SEJTVONALAK KEZELESEINEK EREDMENYEI

A hat sejtvonalon végzett kezeléseink proliferaciot gatlé (Alamar Blue-teszt) eredményeit

a 3. tablazatban foglaltam Gssze.

' PROLIFERACIO % 'RKO Colo-205 CaCo-2 SW620 HCT116  GC3

\ Kontroll 100% 100% 100% 100% | 100%
Cetuximab 89% 80% 98% 86% | 100%
Gefitinib 64% 58% 43% 67%| 87%
Rapamycin 73% 55% 60% 91% | 101%
PP-242 \ 56% 92% 70% 80% | 87%
NVP-BEZ235 \ 60% 40% 48% 96% | 90%
Gefitinib+ Rapamycin 43% 54% 34% 78%| 75%
L Gefitinib+ PP-242 \ 3% 51% 42% 76%| 53%
RN Gefitinib+ NVP-BEZ235 44%|  35% 35% 70% | 74%
Cetuximab+ Rapamycin \ 57% 50% 52% 66% | 88%
Immunci- -| Ri>Ra| Ri>Ra, Ra=0 Ri=Ra | Ri=Ra
tokémia - 2+ 2+ 2+ | 2+/3+

mutans gének BRAF, BRAF, BRAF,

® mTOR | PIK3C2A KRAS ERBB3

NEM mutans gének K:?.? ’ EAgl;rR BRAF i;;:'?kfn;?s '

3.tablazat A sejtvonalak in vitro kezeléseinek proliferacié-gatlé hatasainak, a p-S6, Raptor, Rictor
immuncitokémiai kiértékelések eredménvei és a seitvonalak mutacidi

Kisérleteink szerint a sejtvonalakon a gefitinib legalabb olyan hatékony, mint a cetuximab,
ezért in vitro kombinacioban a gefitinibet alkalmaztuk annak hosszabb szavatossaga miatt.
Eredményeink alapjan eltérdé az egyes sejtvonalak mTOR-gatlokkal szembeni érzékenysége. Az
EGFR-gatlokat mTOR-gatlokkal kombinalva is hasznaltuk, altalanossagban elmondhatjuk, hogy
az EGFR-gatlok hatasat fokoztak az mTOR-gatlok. Kezeléseinkben a gefitinib hatdsat a mTOR-
gatlok novelték, de a hatbol két sejtvonalnal (HCT116, SW620) nem tapasztaltuk ezt a hatast.

A hat sejtvonalat a kezelési eredményeink szerint (3. tablazat) jellemezhetjiik:

Az RKO volt a hat sejtvonal koziil a legérzékenyebb, bar a cetuximab kezelésre szinte egyaltalan
nem reagalt. A gefitinibet és a harom mTOR-gatlot 6nmagukban alkalmazva hasonlé (~40-50%)
proliferacio-gatlo hatdst mutattak. A gefitinib hatdsit mTOR-gatlok a kovetkezd hatasfokok
tendencidja szerint novelték (rapamycin<NVP-BEZ235<PP-242). A legjobb kezelési eredményt

(26 % proliferacio) a gefitinib és a PP-242 kombinalasaval értiik el. Erzékenység szempontjabol
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a masodik legérzékenyebb sejtvonal a Colo-205 volt. Az mTOR-gatlok koziil viszont a varttal
ellentétben nem a NVP-BEZ235 kettds gatldé bizonyult a leghatékonyabbnak, hanem az
mTORCI1 és C2-komplexet gatlo PP-242. Ebben a sejtvonalban is a legjobb hatést a gefitinib és
a PP-242 kombinalasaval értiik el. A CaCo-2 néhadny esetben eltért az el6bbiektél. Az mTOR-
gatlok koziil a kettds gatloszer volt a leghatékonyabb (PP-242 (92%) <rapamycin (55%) < NVP-
BEZ235 (40%)). Erdekes, hogy az elvileg csak az mTORC1-et gatlo rapamycin hatasosabb volt,
mint a PP242. Ezek az aranyok a gefitinib kombinacids kezelésekben is megjelennek. Az SW620
sejtekben az mTOR-gatlokat 6nmagukban alkalmazva a CaCo-2 sejtvonalnal tapasztaltakhoz
hasonlé eredményt kaptunk. Kombindcioban a PP-242 nem javitotta, mig a masik két mTOR-
gatlo is csak kis mértékben javitottdk a gefitinib hatdsat. A HCT116-nal az mTOR-gatlokat
onmagukban alkalmazva gyenge hatékonysagot tapasztaltunk és kombinaciéban sem javitottak,
s6t csokkentettétk az EGFR-gatlo gefitinib hatdsat. A GC3 sejtvonal bizonyult a
legrezisztensebbnek, bar néhany esetben hasonlé tendenciakat mutat a HCT116-hoz. Az mTOR-
gatlokat onmagukban alkalmazva a HCT116-hoz hasonléan nem bizonyultak hatékonyaknak és
bar a GC3-nal a gefitinibet mMTOR-gatlokkal kombinalva jobb kezelési eredményeket kaptunk, ez

lényegesen elmaradt a tobbi sejt esetében kimutatott hatasoktol.
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A SEJTVONALAK MTOR AKTIVITASANAK JELLEMZESE FEHERJE
EXPRESSZIOS EREDMENYEK ALAPJAN
Az mTOR foszforilalt célmolekulaja, a p-S6, mennyisége aranyos az mTOR aktivitas

mértékével. Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy hasonlé (~2+) mTOR aktivitas
mellett, eltéré a kiilonboz6 sejtvonalak mTORCI1-, illetve mTORC2 komplexeket jellemzo

foszfoprotein (Raptor, Rictor) expresszidja (3. tdblazat, 4. dbra).

Negativ
immunkontroll

Raptor Rictor

HCTI16

4. abra A p-S6, Raptor, Rictor immuncitokémiai festéseinek néhany fényképe

Ezt a megfigyelésiinket a p-S6 és Rictor Western blot eredményeink is alatamasztjak (5. abra).

RKO CaCo SW620 HCTI116 GC3

Rictor 200kDa
pP-S6 32Da

Aktin 45kDa

5. dbra A sejtvonalakban Western blottal kimutatott p-S6 és Rictor expresszié eredményei
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IMMUNHISZTOKEMIAI VIZSGALATOK EREDMENYEI

Az mTOR aktivitaisra a p-mTOR ¢és p-S6 immunhisztokémiai festddése alapjan
kovetkeztettiink: 3+ vagy 2+ pozitivitds magas, az 1+ vagy negativ IHC reakci6 alacsony
aktivitast jelentett. Ezek alapjan az esetek 73,8%-a mutatott magas p-mTOR expressziot. E 76

eset koziil, 74-nél tudtunk szintén magas (2+ vagy 3+) p-S6 expressziot kimutatni. Olyan esetet

Rictor

6. dbra A p-S6, Raptor, Rictor immunhisztokémiai festések néhany esete

nem talaltunk, ahol a p-mTOR alacsony aktivitasat a p-S6 magas aktivitasa kisérte volna.

Az mTOR-komplexek expresszidira a Raptor (az mTORC1-komplex része) és Rictor (az
mTORC2 része) mennyiségének vizsgalatabol kovetkeztettiink. A Raptor és a Rictor THC
reakciok (6. abra) alapjan a betegeket 3 csoportba tudtuk tovabb osztani (4. tablazat). Az els6
csoportban a Rictor overexpresszidja (49,5%), a masodik csoportban a Raptor overexpresszidja
volt jellemzd (13,6%), a harmadikban (36,9%) a két fehérje expresszidja jelentésen nem tért el
egymastdl (nem volt legaldbb 1+ kiilonbség a Raptor és Rictor IHC értékelésében). Rictor
overexpresszid 0sszesen 51 betegre volt jellemzd. Ebben a csoportban a betegek 76,5%-nak (39

beteg) volt magas az mTOR aktivitds. Raptor overexpresszidt 14 betegnél tudtunk kimutatni.
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Ennek a csoportnak 57,1%-a mutatott magas mTOR aktivitast (8 beteg), mig 6 beteg alacsony
mTOR aktivitassal rendelkezett. A harmadik csoportban a Rictor és a Raptor hasonldé mértékben
expresszalodott, ebbe a csoportba 38 beteg tartozott. Ezt a csoportot is két részre bontottuk az
mTOR aktivitas alapjan, a betegek 76,3%-anak volt magas az mTOR aktivitasa (29 beteg).

az esetekbol esetek hany

. 0sszes
KIMUTATASI eset- hany magas %-a magas
ELLENANYAG eset (103)

SZEREP szam mTOR mTOR
hany %-a

aktivitasu aktivitasu

Raptor mTORC1-

: ' 14 13,6% 8 57,1%
dominancia komplex része
Rictor mTORC2-

: : 51 49,5% 39 76,5%
dominancia komplex része
nincs

: ' 38 36,9% 29 76,3%
dominancia

4. tablazat A Rictor, Raptor immunhisztokémiai kiértékelések eredményei

A betegek tulélési adatait 0sszevetettiik a kapott IHC eredményekkel (5. tablazat). Az
alacsony mTOR aktivitds egyértelmiien a jobb progndzissal fiiggott ossze (5 évnél hosszabb
tulélés (OVS) alacsony mTOR aktivitas esetén 74,1%, mig a magas mTOR aktivitas esetén
39,5%). Ha nemcsak az mTOR aktivitast, hanem az mTOR komplexre (mTORC1/2) jellemz6
Raptor és Rictor mennyiségét is figyelembe vettiik, akkor a legrosszabb progn6zist csoportnak a
magas mTOR aktivitasu és a Rictort overexpresszald betegek bizonyultak (OVS 35,9%), mig az
alacsony mTOR aktivitdsi és Raptor overexpressziot mutatdé valamennyi beteg a talélése
meghaladta az 5 évet (OVS 100%). A magas mTOR aktivitdst mutatd esetek kozott a legjobb
tulélési eredményeket a Raptor overexpressziot mutatd esetek adtak (OVS 50%). Mig abban az
esetben, amikor a két komplexre utald Rictor és Raptor expresszidjaban nincs kiilonbség, az
mTOR magas aktivitast (OVS 41,3%) csoport talélési adatai hasonldéak a Rictort
overexpresszald és magas mTOR aktivitasu csoportéhoz (OVS 35,9%), attdl szignifikdnsan nem

kiilonb6z6 eredményeket talaltunk.
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Osszes eset magas mTOR alacsony mTOR

aktivitas aktivitas
0sszes eset

OVS >5 év

Rictor dominancia
OVS >5 év

Raptor dominancia
OVS >5 év

nincs dominancia
OVS >5 év

5. tablazat Az mTOR aktivitas, Rictor-Raptor dominancia és tulélés alapjan kiértékelt esetszamok

Az mTOR aktivitast 0sszevetettiik mas klinikai adatokkal is. A statisztikai elemzés nem

mutatott Osszefiiggést a nemek, a betegek kora és az mTOR aktivitas kozott.
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OSSZEFOGLALAS

Osszegezve, a sejtvonalakon végzett vizsgilataink eredményei azt mutatjak, hogy a
kiilonbozé vastagbéltumor-sejtvonalak mTOR  aktivitdsa, igy mTOR-gatlokkal szembeni
érzékenysége eltér6. Ennek hatterében allhatnak az mTORC1 és mTORC2-komplexek
expresszios kiilonbségei, amelyek a sejtvonalakra jellemz6 egyedi eltéréseket mutatnak. Azok a
sejtvonalak (RKO, CaCo-2, SW620), melyekben Rictor (mTORC2-komplex) dominanciat
talaltunk, sokkal érzékenyebbek voltak a mindkét komplexet gatlo (PP-242, NVP-BEZ235)
kezelésekre, mint azok a sejtvonalak, ahol a Rictor €s Raptor expresszid hasonlé volt. Ezek az
eredmények mas kutatok mas tipust sejtvonalakon végzett kisérleteik eredményeihezl& 19
hasonloan, megerdsitik a két komplex expresszio-kiilonbségeinek fontossadgat. Ezek szerint a
fokozott Rictor expresszio kapcsolatba hozhato az mTORC1-gatl6 rapaldg-rezisztenciaval.

Tbb kozlemény utal 14 2?2 hogy az mTOR-gatl6 kezelések fokozhatjak mas kezelések
hatékonysagat. Eredményeink aldtamasztjak, hogy a célzott EGFR-terapia hatékonysdga mTOR
gatlassal novelhetd (lasd in vitro adataink). Ez egy uj terapias lehetdséget jelenthet a RAS-,
EGFR-mutans esetekben, de segitheti a vad RAS-fenotipusu, cetuximab-rezisztens betegek
terapiarezisztencia attorését is. Ezeknek az eredményeknek a jelent6ségét jol mutatjak a
biopszids mintakon végzett vizsgalataink is. Korabbi klinikai vizsgalatok mar kimutattak, hogy a
vastagbéldaganatok esetében gyakori az mTOR aktivitas fokozodas®. Az is ismert, hogy
eléfordulhat Rictor overexpresszid a vastagbéldaganatos betegek tumorsejtjeibenlg.
Vizsgalataink sordn az mTOR aktivitas fokozodasanak €s a két komplex mennyiségére utald
Rictor-Raptor expresszio kérdését vetettilk 0ssze a betegek talélési adataival, amit eddig mas
még nem végzett el. Eredményeink szerint, a vastagbéldaganatokra (~70%-ban) jellemzé a
magas mTOR aktivitds, ami rosszabb prognozissal jar egylitt. A legrosszabb prognozis abban a
betegcsoportban mutathatd ki, ahol a magas mTOR aktivitds Rictor overexpresszioval, tehat

k19, 24

dominans mTORC?2 aktivitassal jellemezhetd. Ezt a korreldciot masok is emliti ¢és korabban

a munkacsoport, amelyben dolgozom, lymphomék esetében kozolte is eredményeitzs’ 2

Vizsgalataink azt is mutatjak, hogy a Rictor overexpresszid eldre vetitheti a hagyomanyos
rapalég (mTORC1-gatld) készitményekkel szembeni alacsony vagy hianyz6 terapias vélaszt®" .
Mindezek alapjan az mTOR-gatld kezelésre megfeleld betegesoport kivéalasztisa nagy

odafigyelést és alapos vizsgélatokat igényel a jovében.
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Adataink értékelése alapjan azt mondhatjuk, hogy a megfelel6 (az 0j generacios mTORC1-

gatld kezelések tesztelése mar zajlik21' 22

) MTOR-gatld kezelés kombinacioban nagy eséllyel
javithatja a jelenlegi kezelések hatékonysagat. Ehhez azonban mindenképpen sziikséges az aktiv
MTORC1- (Raptor+, p-mTOR+) és az aktiv mTORC2- (Rictor+, p-mTOR+) komplexek
mennyiségének in situ meghatarozasa is. A jovében tervezziik egy olyan immunhisztokémiai
modszer beallitasat is, ami a két komplex aktivitdsanak meghatarozasat segiti paraffinos mintak

esetében is.
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TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Molnar Anna a dolgozatban leirt munkafolyamatok kéziil az

az in vitro kezelésekhez a sejteket tenyésztettem ¢&s a kezeléseket elvégeztem,
eredményeimet a 3. tdblazat foglalja 6ssze;

az Alamar Blue-teszteket kiviteleztem, kiértékeltem és az eredményeket értelmeztem, ezek
az ’Eredmények ¢és értékelésiik’ fejezet ’Sejtvonalak kezeléseinek eredményei’
alfejezetében olvashatok;

a klinikai adatok gytijtésében, feldolgozasdban, a TMA lemezeken végzett IHC reakciok
kivitelezésében, patoldgiai értékelésében részt vettem, de nem Onalldan végeztem ezeket,
patologus (Dr. Micsik Tamds) és PhD hallgaté kolléga (Dr. Sticz Tamads) segitett
(eredmények: 6. abra, 4. és 5. tablazat);

a TDK dolgozat elkészitése (mind a szovegrész, mind az dbraanyag és mind az irodalom és
a szerkesztés) sajat munkdm, melynek korrekturazasat természetesen témavezetdmmel

végeztik.

Segitséget kaptam a labor és az intézet munkatarsaitol:

Szakmai és laboratoriumi hattér

Immuncitokémiai festés és kiértékelés

Western blot

A klinikai és TMA adatok statisztikai kiértékelését nem ©Onalldéan, hanem Dr. Kenessey

Istvan €s Dr. Sticz Tamas segitségével végeztem.

Budapest, 2014. majus 1.

alairas
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