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Roviditések jegyzéke

4EBP1 4E koto fehérje 1

ABC avidin biotin komplex

ABVD doxorubicin, bleomycin, vinblastine, dacarbazine
ADP adenozin-difoszfat

AKT v-akt egér thymoma viralis onkogén homoldg; szerin/treonin kinaz
ALL akut lymhoid leukémia

AML akut myeloid leukémia

AMPK adenozin-monofoszfat-aktivalta kindz

ATCC American Type Culture Collection

ATF4 aktivalo transzkripcios faktor 4

ATG autofagia-kapcsolt gén

ATM Ataxia Telangiectasia mutalt fehérje

ATP adenozin-trifoszfat

BAFF B-sejt aktivalo faktor

BCR B-sejt receptor

BLK B-lymphocyta kinaz

BRAF V-raf egér sarcoma viralis ankogén homolog B1
C1 komplex 1

C2 komplex 2

CCLS5 kemokin ligand 5

CD40L differencialodasi klaszter 40 ligandja

CLL kronikus lymphoid leukemia/kis lymphocytas lymphoma
CLPs lymphoid progenitorsejtek

CMPs myeloid progenitorsejtek

c-MYC cellularis myelocytomatosis onkogén
¢-NOTCH1 hasitott (aktivalt) Notchl receptor

Co-A expresszio aktivalo kofaktor

Co-R expresszio gatlo kofaktor

CRC colorectalis carcinoma

CT komputertomograf



DOI:10.14753/SE.2018.2129

CVAD ciklofoszfamid, vinkrisztin, doxorubicin és dexametazon

CXCR4/SDF-1 C-X-C kemokin receptor 4/stromal cell-derived factor 1

CSL CBF1, Suppressor of Hairless, Lag-1 transzkripcios faktor
DAB 3,3’-diaminobenzidin

DAPI 4',6-diamidino-2-fenilindol

DAPT N-[N-(3,5-difluorofenilacetil-L-alanil)]-S-fenilglicin t-butilészter
DC dendritikus sejtek

DEPTOR DEP domain containing mTOR-interacting protein
DLBCL diffuz nagy B-sejtes lymphoma

DLL delta-like ligand

DN dupla negativ

DNS dezoxiribonukleinsav

ECL erdsitett kemilumineszencia

EGFR epidermalis novekedési faktor receptor

ERK extracellularis szignal-regulalt kinaz

ETP korai thymikus progenitor sejt

FADH2 redukalt flavin-adenin-dinukleotid

FAT FRAP-ATM-TTRAP domén

FATC C-terminuson elhelyezkedd FAT domén

FBS fotalis borju savo

FBXW7 F-box/WD ismétlddéseket tartalmazo protein 7
FDG-PET fluoro-deoxigliikdz pozitron emisszids tomografia
FFPE formalinban fixalt paraffinba dgyazott

FKBP-12 12 kDa-os FK506-ot kotd fehérje

FoxO1 forkhead box O1 fehérje

FRAP FKBP-rapamycin-asszocialt fehérje

FRB FK506-rapamycin koté domén

GAPDH glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

GDP guanozindifoszfat

Glutl gliikoz transzporter]1 fehérje

GRB10 novekedésifaktor receptort kotd fehérje 10

GSI gamma-szekretaz inhibitor



GTP
HCC
HD
HEAT
HES-1
HIF1la
HK2
HL
HRP
HSC
ICC
IGF
IGFR
IHC

IL
IRS-1
JAK
LC-MS
LDHA
LKB1
MAMLI1
MAPK
mLSTS§
MPP
mSinl
MTHFD2
mTOR
NADH
NEXT
NFxB
NGS

NHL
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guanozin- trifoszfat

hepatocelluléris carcinoma

heterodimerizaciés domén

Huntington, elongacids faktor 3, PR65/A
hairy/enhancer of split 1

hipoxia indukalta faktor 1 a transzkripcios faktor
hexokinaz 2

Hodgkin lymphoma

torma-peroxidaz

haematopoetikus dssejt

immuncitokémia

inzulinszeri névekedési faktor

inzulinszer(i ndvekedési faktor receptor
immunhisztokémia

interleukin

inzulin receptor szubsztrat 1

Janus kinaz

folyadék kromatografias tomegspektrofotometria
laktat dehidrogenaz A

majkinaz Bl

mastermind-like transzkripcids koaktivatorl
mitogén-aktivalt protein kinaz

mammalian lethal with SEC13 protein 8
multipotens progenitorsejt

mammalian stress-activated protein kinase interacting protein 1
mammalian stress-activated map kinase-interacting protein 1
mammalian target of rapamycin

redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid

Notch receptor extracellularisan trunkalt forméja
nukledris factor kB

ujgeneracios szekvenalas

non-Hodgkin lymhoma



NICD
NMP
NOBA
NOBA
NRAS
ORR
PAX-5
PCR
PDK
PEG300

PEST domén

PET
PFK
PI3K
PIK3CA
PIKK
PKC
PRAS40
Protor1/2
p-S6
PTEN
PVDF
RAG
Raptor
RHEB
Rictor
RNS
RT-PCR
S6K
SAHM1
SC

SCF
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Notch-receptor intracellularis domén
N-Methyl-2-pyrrolidone

3-nitrobenzil alkohol

3-nitrobenzil alkohol

neuroblastoma patkany sarcoma viralis onkogén homolog
objektiv valaszarany

paired box fehérje 5

polimeraz lancreakcio

piruvat dehidrogenaz kinaz

polietilén glikol 300
prolin/glutamin/szerin/treonin-gazdag domén

pozitron emisszios tomografia

foszfofruktokinaz

foszfatidil-inozitol-3-kinaz

foszfatidil-inozitol-3-kinaz katalitikus alegysége
foszfatidil-inozitol 3 kinazt k6td kinaz

protein kinase C

proline-rich AKT substrate of 40 k

protein observed with rictor 1 and 2

foszforilalt riboszomalis S6 fehérje

tensin homolog deleted on chromosome 10

polivinilidén fluorid

recombination activating genes

regulatory-associated protein of mammalian target of rapamycin
Ras homolog enriched in the brain

rapamycin-insensitive companion of mTOR
ribonukleinsav

reverz transzkripcio-polimeraz lancreakcio

riboszémalis S6 kinaz

MAMLI1-bdl szarmaztatott, alfa-hélixel kapcsolt molekula
MAMLI1-bdl szarmaztatott, alfa-hélixel kapcsolt molekula
SKP1-CLU1-F-box
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STAT3
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TMS
TNFa
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TTRAP
ULK1
VEGF
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natrium-dodecilszulfat

szérum-, gliiko-kortikoid indukalt proteon kinéz 1
sterol regulatory element-binding protein 1

Signal Transducer and Activator of Transcripton 3
1ép tirozin kindz

T-sejt-receptor-béta

thymus epithel sejtek

Transcription factor EB

transzformalo ndvekedési faktor béta

szoveti multiblokk

trimetilklorszilan

tumor nekrozis faktor o

regulator T-sejtek

tuberous sclerosis komplex 1/2

TRAF ¢és TNF receptort kodolo gén
uncoordinated 51-like kinase 1

vaszkularis ndvekedési faktor
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1 Bevezetés

A sejtek legkiilonbozobb funkcidinak, mikodésének szabalyozasaban nagyon
fontos szerepet jatszanak a jelatviteli utvonalak osszességét jelentd jelatviteli halozatok,
amelyben szdmos ponton kapcsolodnak a kiilonb6z6 regulécios folyamatok egymashoz.
Ennek a bonyolult hdl6zatnak az aktivitasa a sejt kornyezetétdl és aktudlis allapotatol
sejt-, szervspecifikus funkcioit. A haldzatban kézponti szabalyoz6 szerepe van a szdmos
novekedési faktor, stressz faktor, tdpanyag- és energia ellatottsdgot monitorozod
utvonalban is megjelend6 mTOR (mammalian target of rapamycin) kindz fehérje
aktivitdsanak is. Az mTOR aktivitas szabalyoz6 szerepe jol ismert a sejtek

A daganatok kialakuldsadval és kezelésével kapcsolatos kutatdsokban a
PIBK/AKT/mTOR jelut elemeinek mutacios és aktivitas valtozasainak vizsgalata egyre
tobb adatot szolgaltat [2]. A jelut fokozott aktivitidsa a daganatok tobbségében, szolid (pl.:
emld carcinoma, colorectalis carcinoma) és hematologiai malignitdsokban (leukémiak,
lymphomak) is jol ismert [1]. Kiilonboz6 mTOR gatlok fejlesztése, klinikai
alkalmazasanak vizsgalata, egyes daganatok esetében a kezelések bevezetése, egyre
nagyobb érdeklddésre tart szamot. Parhuzamosan azonban még nincs elég adatunk arrél,
hogy az mTOR kinaz aktivitdsat — a mar sok esetben kimutatott hiperaktivitdsat — az
adott daganattipusok esetében milyen tényezOk vagy akar pontosan milyen, az adott
daganatsejtekre jellemz6 jelatviteli valtozasok eredményezik.

Doktori értekezésemben az mTOR jelatviteli utvonal aktivitasat befolyasolo
tényezok koziil a Notch szignal aktivitds valtozasanak szerepét vizsgaltam human
Hodgkin lymhomakban (HL) és colorectalis carcinoméakban (CRC), illetve el6bbiek
kiilonb6z6  modell  rendszereiben. A vizsgidlatokban az mTOR jelut
anyagcserefolyamatokat szabalyozd szerepét és tumorndvekedésre gyakorolt hatisat

kiilonb6zé mTOR inhibitorok (mTORI) segitségével is tanulmanyoztam.
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1.1 mTOR Kkinaz

Az mTOR (mammalian target of rapamycin) szerin-threonin kinaz elnevezését az 1970-
es ¢években a Husvét-szigeten (Rapa Nui) felfedezett, Streptomyces hygroscopicus
baktérum fajbol izolalt gatlészerérol, az eredetileg gombaellenes majd késdbb
immunszupressziv hatéanyagként jellemzett rapamycinrdl kapta [3].

A fehérje domén szerkezet alapjan a foszfatidil-inozitol 3 kinazt koété kinaz (PIKK)
csaladba tartozik. N-terminalis részén két, tandem ismétddo a-hélixekbdl felépiil6 HEAT
(Huntington, elongécios faktor 3, PR65/A) motivum helyezkedik el, melyet a FAT
(FRAP-ATM-TTRAP) és az FRB (FKBP12-rapamycin-kotd) domén koveti [4]. Az FRB
domén a kinaznak az a része, ahova az FKBP12 fehérje nagy affinitassal kapcsolodik, a
rapamycin ezen keresztiil kotodik és képes a kinaz domén aktivitasat gatolni. A C-
terminalis felé¢ haladva a kindz domén, a PRD (szabalyozo régid) domén valamint a FATC

(FRAP ATM TRRAP karboxi terminus) domén talalhato a fehérjében (1. abra a.) [5]

a. mTOR kinaz
A
HEAT repeats
" mTOR komplexek
mTORC1 mTORC2

1. abra Az mTOR kinaz fehérje doménjei (a.) és az mTOR komplexek szerkezete (b.)

Az mTOR fehérje két nagy méretii multiprotein komplexben talalhat6 a sejtekben.
Ezeknek tobb eleme is azonos, az egyes komplexre jellemzd egyedi fehérjék azonban
biztositjak a két komplex szerkezeti, funkcionalis és a kiilonbozd gatloszerekkel
szembeni érzékenység kiillonbségeit. Mindkét komplexben megtalalhaté az mTOR kinaz

¢s az mLST8 (mammalian lethal with sec-13 protein 8) kis adapter fehérje. A Raptor
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(regulatory-associated protein of mammalian target of rapamycin) és a PRAS40 (proline-
rich Akt substrate 40 kDa) az mTORC1 komplexben, mig a Rictor (rapamycin-insensitive
companion of mTOR), mSinl (mammalian stress-activated map kinase-interacting
protein 1) és a Protorl/2 (protein observed with rictor 1 and 2) fehérjék az mTORC2
komplexben fordulnak el6 [6]. A két komplex szerkezeti €s mitkddésbeli kiilonbségeinek
kialakitasaban a Raptor és a Rictor ,,scaffold” fehérjék fontos szerepet toltenek be,
hozzajuk kotve tudnak a szabdlyozd és a target fehérjék kapcsolatba keriilni a kinaz
doménnel (1. dbra b.). A DEPTOR (DEP domain containing mTOR-interacting protein)
fehérje —a kindz FAT-doménjéhez kapcsolodva — a komplexek szerkezeti kiillonbségeitdl

fiiggetlentil gatolja azok aktivitasat [7].

1.2 mTOR jelut

Az mTOR kinaz szamos intracellularis €s extracellularis folyamat szabalyozasaban vesz
részt, befolyasolja a ndvekedést, a sejtproliferaciot, energia €s oxigén ellatast, stressz
reakcidkat, gyulladasi folyamatokat, fehérje és lipid szintézist és az autofagiat. Az
mTORCI1 és C2 fontos elemei a PI3K-AKT jelutnak, valamint kiilonb6z6 ndvekedési
faktor, tirozin kinaz receptor utvonalaknak. A legkiillonb6z0bb receptorok aktivaciojukat
kovetden a foszforilacids kaszkadban, a PI3K foszfatidilinozitol-4,5-biszfosztatot (PIP2)
foszfatidilinozitol-3,4,5-trifoszfatta (PIP3) alakitjak (2. abra). Ennek az atalakuldsnak
negativ szabalyozdja a PTEN (tensin homolog deleted on chromosome 10), jol ismert
tumor szuppresszor fehérje, ami a PIP3-at visszaalakitja PIP2-vé. A foszforilaciok
sorozatat a protein dependens kinaz (PDK), majd AKT szerint-threonin kindz fehérje
tuberous sclerosis komplex 1/2 (TSC 1/2) szintén gatlé hatasat a szignalban. A TSC1/2
komplex a RHEB (Ras homolog enriched in the brain) fehérjéhez kotott GTP GDP
formava alakitasat katalizalja, igy negativan befolyasolja az mTORCI aktivaciojat [8]. A
TSC1/2 fehérje szamos mas, a sejt aktudlis allapotat monitorozé szabdlyozo ttvonallal
all kapcsolatban [9, 10]. Ezek aktivitdsanak megfeleléen a RHEB-GDP-kotott forma felé
torténd eltolodast katalizalhatja példaul az adenozin-monofoszfat-aktivalt kinaz (AMPK)
is, amely aktivitasa a hipoxidval és az alacsony energia ellatottsaggal, az ATP/ADP
aranyaval hozhato Osszefliggésbe [11]. Més daganattipusok esetében ismert hiperaktiv

szignalok pl. a Wnt szignal, a TNFa jelatviteli titvonal vagy az EGFR ttvonal, a PI3K-

10
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tol fiiggetleniil, az AKT-hoz hasonldan gatolja a TSC1/2 komplexet [12, 13]. Az elébbi
regulacios ttvonalak mellett, az mTORC1 komplex aktivitas szabalyzasban kiemelkedd
jelentdsége van a komplex lizoszomalis lokalizacidjanak is, amelyet a kiilonbozo
aminosavak koncentracid viszonyai, a sejtek aminosav ellatottsiga hatdroz meg.
Amennyiben eldbbiek mennyisége nem elégséges (elsdsorban az arginin és a leucin
mennyisége alacsony) akkor az mTORC1 komplex a RAG fehérjéken keresztiil nem
kapcsolddik a lizoszomak kiilsé felszinéhez, €s ebben az esetben az RHEB fehérje
aktivaloddsa (RHEB-GTP) ellenére sem torténik meg az mTOR kindz, illetve az
mTORCI1 komplex aktivacidja [14, 15].
Az mTORC2 komplexben levé mTOR kinaz aktivitdsdnak szabdlyozéasarol joval
kevesebb adat all rendelkezésiinkre, az mTORCI1-hez hasonldoan, aktivitasanak
szabalyozasaban rendkiviil fontos szerepet jatszanak a kiilonb6zé novekedési faktor
utvonalak. A két komplex nemcsak szabalyozasdban és alkoto fehérjéinek dsszetételében,
de targetjeiben és a szabalyozott folyamatokban is kiilonbozik [16, 17].

Az mTORCI1 legjobban ismert célfehérjéi: a riboszomalis S6 kinaz (S6K) illetve
a 4E koté fehérje (4EBP). Ezek aktivitasa az S6 fehérje foszforilaciojan, illetve az
elongécios faktor aktivitasanak szabdlyozasan keresztiil a riboszéma transzlaciods
fiiggd transzlacios folyamatok olyan onkogének atirasat is érintik, mint pl. a c-MYC,
ciklinD vagy a VEGF [18, 19]. Fontos mas transzkripcids faktorok, amelyek az mTORC1
aktivitas szabalyzasa alatt allnak pl.: az ATF4 (aktivalo transzkripcids faktor 4), ami az
MTHFD?2 gén expressziot indukalja; a Lipinl fehérje aktivitdson keresztiil az SREBP
(sterol regulatory element-binding protein 1) transzkripcids faktorok, amelyek a
lipidszintézisben jatszanak szerepet; illetve a HIFla, ami a hipoxidval Osszefiiggd
valtozasokra jellemz0 [20-22]. Ezek a faktorok befolyasoljak a nukleotid, a lipid szintézis
¢s a gliikdz metabolizmus folyamatait C1 komplex anyagcsere szabalyoz6 hatasaiban
[23]. Més a tumorbioldgiai hatdsokat tekintve fontos anyagesere folyamatok, mTORC1
komplex altal szabdlyzott a lizoszomak ¢és a proteaszomak (TFEB; ErkS)
Osszeszerelddése valamint az autofagia is [24]. Az mTORCI1 aktivitds bizonyos
autofagoszoma alkotd fehérjék foszforilaciojan (ATG és ULK inaktivalédnak) keresztiil

gatolja az autofagiat [25].

11
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Az mTORC2 komplex szabalyozd szerepérdl is egyre tobb adat ismert. Az
mTORC2 egyik legjobban ismert célfehérjéje az AKT kindz, mely 473-as szerinjének
(Ser 473) foszforilacioja mTORC?2 aktivitas fliggd [26]. Ez a foszforilacio, az AKT teljes
mértékl aktivacidjanak feltétele, igy az mTORC?2 hiperaktivitasa szamos AKT fiiggd
folyamatot befolyasol. Az AKT aktivitas a sejtek tulélését, anti-apoptotikus hatésait
pozitivan befolyasold szerepe rendkiviil jol ismert, daganatbiologiai jelentdségérdl
szamos adat all rendelkezésre [27].

Az mTORC2 komplex célfehérjéi kozott a protein kinase C (PKC) és a szérum-, gliiko-
kortikoid indukalt protein kindz 1 (SGK1) a sejtek talélését (FoxOl-en keresztiil) és
citoszkeletalis atépiiléseit befolyasolva érintik a daganatprogresszidt, a kiilonbozd

rezisztencia problémakat €s a sejtek migracids folyamatait (2. abra) [28].

Novekedési faktor g
(IGF1finzulin) ¢ © o

Aminosavak “CATORT |
[ GATOR] )

.

; T 3
Ny

Proliferacid, tulélés és motilitas

Apoptdzis Fehérje biogenezis

2. abra: PI3K/AKT/mTOR jelut [29]
mTORCI1 és mTORC?2 aktivitasdnak szabalyozasaban, hatasaban résztvevd folyamatok
¢és fehérjék. Talpas nyil (—/) a gatlast egyszer(i nyil (=) az aktivalast jelzi. A negativ

visszacsatolasi hurkot piros szinii nyil jeldli.
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Az mTOR jelatviteli Gtvonal egyik legjobban ismert negativ visszacsatold szabalyozo
mechanizmusa az S6K aktivitds (negativ ,,feedback” mechanizmus). Az mTORCI1
aktivitds eredményeként aktivalodo S6K foszforildlja az inzulin receptor szubsztrat-1
(IRS-1) fehérjét és igy a PI3K folyamatos aktivacioja szakad meg. Ez az S6K negativ
visszacsatolas kozvetetten, mas utvonalak pl. az ERK/MAPK fttvonal aktivitasat is

csOkkentheti (2. abra) [30].

1.3 mTOR gatlok

Az mTOR komplexek szabalyozo szerepének, aktivitds valtozdsainak megismerése
hozzajarult daganatbioldgiai és szdmos betegséget (pl. elhizas, oOregedés) érintd
hatdsainak megértéséhez. Fizioldgiai €s patofizioldgiai szabadlyozé szerepiik jelentdségét
megfigyelhetjiik a diabetes kialakuldsban, a kardiovaszkuldris vagy kivalasztd
szervrendszeri, illetve bizonyos idegrendszeri betegségekhez kotddden [31]. Az
mTORCI1 komplex fokozott aktivitasat figyelték meg példaul B-adrenerg, angiotenzin-1I
¢s inzulin névekedés faktor-1 stimuldciora bekdvetkezd szivizom hipertrofia soran.
Ezeken a hatasokon alapul a szivinfarktus esetében az mTORC]1 gatlas alkalmazasanak
lehetésége (MTORCI inhibitor sztentek), mely soran ischaemia miatt keletkezd alacsony
tapanyag ellatottsagt teriileteken az mTOR gatld autofagia aktivalasaval segiti a
szivizomsejtek tulélését [32].

A tanulasi folyamatokban és memoria kialakitasdban is alapvetd fontossaggal bir az
mTOR aktivitds megfeleld szabalyozasa, az agy tdpanyag ellatottsdganak fliggvényében.
A nem megfelelden szabalyozott, fokozott mTOR aktivitas a fehérje transzlacion és az
autofagia gatlasan keresztiil vezethet azoknak a fehérjéknek a felhalmoz6dasahoz is, amik
példaul az Alzheimer-kor (amiloid prekurzor fehérje AP peptidje), a Parkinson-kor (o-
szinuklein) és a Huntington-kor (poliglutamindlt huntington fehérje) kialakuldsdban
jatszanak szerepet [33, 34]. A neurodegenerativ betegségek kialakuldsa mellett a
megvaltozott mTOR aktivitas szerepe agydaganatok esetében sem ismeretlen [35].

Az mTORCI a gliikoz homeosztazis szabalyozasanak is fontos tényezdje, a Il-es
tipust cukorbetegség kialakuldsat jelentésen befolyasolja, az elhizassal is 0sszefiiggd,
aktivitas zavara (hiperaktivacioja). Hasnyalmirigy -sejtjeiben a fokozott mTOR aktivitas
a sejtek aktualis allapotanak fliggvényében kettds hatasu: az mTOR fokozott aktivitisa a

fiatalabb mirigysejtekben az inzulin termelés fokozasat eredményezi, ezek a sejtek jo
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gliikéz toleranciat mutatnak; mig az iddsebb sejtek esetében az mTOR aktivitas
hiperglikémiat eredményez. A Il-es tipusu cukorbetegség kialakuldsa soran is ez a
kettdsség jellemz0O, a hasnyalmirigy B-sejtek az elhizas mellett fennall6 folyamatosan
fenall6 magas gliikoz szint kompenzalasara inzulint termelnek egészen addig mig
egyfajta ,kimeriilési” 4llapot kovetkezik be (az mTORCI1 aktivitds negativ
visszacsatolasi Utvonaldn, az Akt vezérelt tulélési szignalok gatlodnak, a sejtek
elpusztulnak) [1].

Az eldbbiekkel és a mTOR hiperaktivitas daganatbioldgiai szerepével fiigg 6ssze
az mTOR aktivitas oregedési folyamatokban jatszott szerepe is. Az mTOR gatlas és a
csokkentett tapanyag bevitel élethossz ndvekedéshez, kiilonbozd oregedési folyamatok
lassulasédhoz is vezethet. Ezt a jelenséget allatmodelleken (fonalférgeken, ecetmuslicakon
¢és egereken) végzett kisérletek is igazoltak, habar a folyamat pontos mechanizmusa még
teljesen nem ismert [36-38].
A PIBK/AKT/mTOR hiperaktivacioja sok esetben az utvonalban résztvevd vagy
miikédésének kovetkezménye [39]. Ezek koziil a legfontosabbakat és bizonyos daganatok
esetében a mutaciok eléfordulasanak gyakorisagat a dolgozat 1.5.1 Mutaciok cimi
részében mutatom be. A rapamycin sejtnovekedést befolyasolo hatdsainak megismerése
megalapozta a kiillonb6zd inhibitorok fejlesztésének igényét, igy rapamycin mellett tobb

mTOR inhibitor (mTORI) jelent meg az elmult évtizedekben.

1.3.1 Klasszikus mTOR inhibitorok

A klasszikus mTORI-ok két nagy csoportba sorolhatéak: rapamycin (sirolimus) és
a rapamycin analogok (rapalogok) csoportjaba. A rapamycin volt az elsé izolalt mTORI,
melyet a Streptomyces hygroscopicus baktérium faj gomba ellenes hatoanyagaként
fedeztek fel. Nevét a baktérium izolaldsdnak helyszinérdl, a Husvét-szigetrdl (helyi
nyelven Rapa Nui) kapta a hatdéanyag. Elséként, a gombak novekedés gatlasa mellett
immunszuppressziv tulajdonsagait jellemezték és igazoltak [3].

A rapamycin €s a rapalogok a 12 kDa-os FK506-ot koté fehérjével (FKBP-12)
komplexet alkotva, az mTOR kinaz FRB doménjéhez kotve allosztérikusan gatoljak a
komplex Osszeszerelddését, ezen keresztiil az mTORCI1 komplex fliggd kinaz aktivitasat

[40]. Az mTORCI1 illetve C2 komplexek szerkezeti kiilonbségei miatt az mTORC2
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esetében a rapamycin-FKBP12-mTOR kinaz kotodés és igy az mTORC2 gétlasa nem
johet létre. Az mTORCI1 gatldé rapamycin és a rapalogok indirekt mTORC2 komplex
aktivitast befolyasold hatdsai azonban még kevésbé tisztazottak. Hosszutavu €s nagyobb
doézistt rapamycin kezelést kovetden csokkent mTORC2 aktivitast figyeltek meg
bizonyos vizsgalatokban, az mTORCI aktivitds mTORC2 komplex Osszeszerelddésében
jatszott szerepét, illetve egyéb aktivitas befolyasold funkciojat feltételezik [41].

Az FDA (USA Elelmiszer- és Gyogyszerellen6rzési Hatosaga) 1999-ben hagyta
jova arapamycin alkalmazasat vesetranszplantacio utan az allograft kilokddés gatlasaban,
ezt kovetden direkt tumorndvekedést gatld hatdsat elészor 2002-ben irtdk le,
vesetranszplantaciot kovetd immunszuppresszid mellett kialakult vesedaganat
kezelésében. Az immunszupresszio fentartasa érdekében rapamycin konverziot végeztek
¢és ezt kovetden figyelték meg a tumor méretének csokkenését, jelentds regresszidjat.
Késobb igazoltak a rapamycin és rapalog kezelések sejtproliferacio gatlo, sejtciklus G1
blokkot elidéz6 hatasat in vitro és in vivo modellekben is [42, 43].

Rapamycin kiilonb6z6 szadrmazékainak alkalmazasat szdmos daganat esetében
engedélyezték. A vesedaganatok mellett elsdként a kopenysejtes lymphoméak (MCL)
kezelésében vezették be, mint lehetséges terapids eszkoz. Igazoltak az mTORCI aktivitas
szerepét a MCL-ban jellegzetes cyclin D1 fehérje tultermelésében, illetve ennek
Osszefliggését a daganat novekedésével [44]. Jelenleg egyre tobb rossz prognodzisi
daganatos betegség esetében van lehetdség rapaldogok alkalmazédsara, példaul
elorehaladott emldérakban, gyomor-bélrendszeri daganatokban ¢és neuroendokrin
tumorokban is. A legkiilonb6zdbb 0j generacids inhibitorok klinikai vizsgéalata pedig
zajlik [45].

A rapalogok a rapamycinhez hasonld szerkezettel rendelkezd allosztérikus
inhibitorok, oldékonysagi €s stabilitasi tulajdonségaik jobbak. A harom jelenleg klinikai
alkalmazasban elérhetd rapaldg a temsirolimus (CCI-779), everolimus (RADOO1) és a
ridaforolimus (MK-8669). A temsirolimus intravénas hasznalatat 2007-ben hagyta jova
az FDA egy veserakos betegeken végzett II1. fazist klinikai vizsgalat utan, majd ezt
kovetden kitjuld vagy kezelésre nem reagalo MCL esetében is bevezetésre keriilt (1.
tablazat) [45].

Az everolimus kezelés szintén veserakos betegeken végzett klinikai vizsgalatokat

kovetden keriilt bevezetésre elsdsorban vilagossejtes veserdkban, pancreas eredetii
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neuroendokrin tumorokban és emlérakokban. Utdbbindl aromatazgatld kezelések utdn
masodik vonalbeli kezelésként alkalmazhatd. Az everolimus kezelés terapia rezisztens
Hodgkin ¢és non-Hodgkin lymphomas betegeknél is hatékonynak bizonyult, a betegek
47%-éban 7,2, illetve 5,7 honappal hosszabb tulélést eredményezett (30%-0s objektiv
valaszarannyal-ORR), de jelenleg csak bizonyos nagyon rossz prognoézist, tobbszordsen
visszaesett HL vagy NHL betegek esetében van lehetdség, tobbségében egyéni elbiralast
kovetben mTORCI1 gatlo kezelésre [46]. Elobbieken tul, az everolimus masod és
harmadvonalban kezelési lehetdséget nylijthat a metasztatizalt endometrium carcinomak,

akut myeloid leukémidk (AML), glioblastomék és szarkomak esetében is.

1.tablazat: Elsé generacios mTORI-ok fejlesztése és terapias alkalmazasa
(https://clinicaltrials.gov adatok alapjan)

Jelenlegfuto fazis Vizsgalt Daganattipusok, melynél
Rapalogok Fejleszto
vizsgalatok daganattipus bevezetésre keriilt
VEGF-gatl6 kezelt
i . vilagossejtes veserakok;
emlbcarcinoma, .
acreas eredetii pacreas eredetii
Everolimus L-IV. Novartis P . neuroendokrin tumorok;
neuroendokrin . ,
ER-pozitiv, HER2-negativ
tumorok, NHL s .
emlérakok, endometrium
carcinoma
NHL, veserakok, i
emldcarcinoma és nem kezelt sulyos
Temsirolimus L-1V. Pfizer e 4 . rizikofaktort veserakok;
kiilonb6z6 szolid
MCL
daganatok
emlbcarcinoma és
Ridaforolimus L-IL Merck kiilonb6z6 szolid nem kertilt bevezetésre
daganatok

Az mTORI-okkal eddig végzett monoterapids klinikai kisérletek eredményei, az
elébbi és inkabb egyedi sikerektdl eltekintve, a varttol elmaradtak. Ennek hatterében tobb
tényez6 is lehet: 1. a rapamycin kezelés a legtobb esetben antiproliferativ hatasunak
bizonyult, de nem volt citosztatikus hatasa, lassitotta ugyan a betegség progresszidjat,
komplett remissziot azonban csak nagyon ritkén regisztraltak; 2. a rapamycin hatdsa nem
érintette az 0sszes mTOR célfehérje aktivitasat (pl: 4E-BP1 foszforilacidja megmaradt);
3. arapamycin rapalog kezelés az mTORC1-et gatolta, a C2 aktivitast igy az AKT fehérje

a Serd473-as foszforilaciojat azonban nem gatolta, a daganatsejtek talélési folyamatait
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nem befolyasolta (pl. azokban a tumorokban ahol a C2 komplex jelenlétét, nagy
mennyiségét irtdk le a rapamycin kezelés kevésbé lehet hatdsos); 4. a negativ
visszacsatolasi utvonalak — amelyek gyakori okai lehetnek az mTORCI inhibitorokkal
szemben kialakuld rezisztencianak — példaul az S6K tirozin kindz vagy a GRB10-es
fehérje (novekedésifaktor receptort kotd fehérje 10) negativ hatdsai maradtak el, és igy
az mTORCI1 gatlas esetében az AKT vagy mas utvonal (ERK/MAPK) aktivitasa
fennmaradt (2. 4bra) [47, 48].
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1.3.2  Uj generaciés mTOR inhibitorok

Az 11j generacios mTORI-ok, amelyek komplextdl fiiggetleniil gatoljak az mTOR
kinazt, mindkét mTOR komplex aktivitdsat egyforman, illetve akar ezzel parhuzamosan
mas, a jelatviteli hdlozatban ,,upstream” fehérjék — AKT vagy a PI3K — aktivitasat is
képesek gatolni. Ezek a kis molekulastlyt gatloszerek allosztérikusan az mTOR kinazt
¢és/vagy a PI3K-t blokkoljak, a kinaz katalitikus doménjénhez kotodve.

A masodik generacios mTORI-okat a kindz katalitikus aktivitas gatlasara
fejlesztették, ATP kompetitiv hatdsuk miatt lehet6ség van a C1 és C2 komplex egyidejli
gatlasara. Az elsd ilyen gatloszer a PP242 volt, ami hatékonyan gatolta a 4E-BP fehérje
foszforilaciot is (Thr37/Thr46), ami rapamycin kezelés mellett szamos esetben érintetlen
maradt [49, 50]. A PP242 hasonléan hatdsosnak bizonyult a rapamycin kezeléssel
szemben rezisztens AKT indukalt tumorsejtek talélésének gatldsdban is. Ugyanilyen a
PP242 szarmazékként fejlesztett MLNO128 (INK128), ezt hasonléan a PP242-hoz
jelenleg is tesztelik tobb klinikai fazis vizsgalatban (35 teljesitett vagy jelenleg is futd

fazis I/I1 vizsgalat [https://clinicaltrials.gov]) szolid és haematoldgiai daganatokban

egyarant (2. tablazat) [51].
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2. tablazat a., b. : Uj generaciés mTOR inhibitorok és eddig lezarult klinikai
vizsgalatok (https://clinicaltrials.gov adatok alapjan)

a.
Klinikai Teljesitett
Gatloszer . . e . . ,, Vizsgalt
mTORI-ok vizsgalatok klinikai Fejleszto g ;
neve h ., daganattipus
statusza vizsgalatok
Endomerium
L prekilikai . carcinoma, myeloma
2. PP242 k
generacios US7585868 finesene multiplex (MM),
prosztatarak
NCT00973076, Glioma,
L, L. NCTO01316809, hepatocellularis
2. generacios AZDS8055 fazis 1. NCT00999882. AstraZeneca carcinoma (HCC),
NCT00731263 lymphomak
NCT01026402, Vesedaganatok
2. generdcios | AZD2014 fazis L/IL NCT01793636, AstraZeneca tf’sz daganat((;k’
NCT02403895 udodag
Elérehaladott szolid és
2. generacios MLNO128 fazis 1./11 NCTO1118689, Intellikine haemi’:’(;llilgelr?trtgrrrlllomk’
B (INK128) o NCTO01351350 . .
macroglobulinaemia,
prosztatarak
NCTO01611467, MM, DLBCL,
.., L. NCT01177397, Celgene glioblasztoma, HCC,
2. generacits €C-223 fidzis L/ NCT01896323, Corporation neuroendokrin tumorok,
NCTO01545947 emlddaganatok
., . fejlesztés ROdrﬂf- , EmlG sejtvonal,
3. generacios RapaLink-1 Outmezguine és .
alatt glioblastoma xenograft
mts.[52]
Vesedaganatok,
NVP- NCTO01343498, emlddaganatok,
Dualinhibitor BEZ235 fazis 1./1L. NCTO01453595, Novartis prosztatadaganatok,
(dactolisib) NCTO01658436 neuroendokrin
daganatok, ALL, CML
Dualinhibitor | GSK2126458 fazis 1. NCT00972686 GlaxoSmithKline Szolid daganatok
NCT01240460, Y
Duilinhibitor | o Aﬁiii 09y | fizis LI NCT01082068, Sanofi iml".‘tiag?f‘;foﬁ;
NCT00777699 1ssejtes tudora

19




DOI:10.14753/SE.2018.2129

b.
o Klinikai Teljesitett .,
mTORIok | CAUOSZEr |y odlatok Klinikai Fejlesztd Vizsgalt
neve , . daganattipus
statusza vizsgalatok
NCT01442090,
NCT01455493, .,
NCT00854126, Emlérik,
NCT00854152, pr"sl\z]t;frak’
Dualinhibitor GDC-0980 fazis 1./11. NCT01487239, Genentech, Inc. .
NCT01254526, endomefrium
NCTO01332604, carcinoma, szolid
NCTO01287091, daganatok
NCT01301716
NCT00940498, El6rehaladott
NCT00940498, szolid tumorok,
S . NCTO01937715, . endometrium és
Dualinhibitor PF-05212384 fazis 1./11. NCT01925274, Pfeizer metasztatikus
NCT01420081, colorectalis
NCT01347866 carcinoma
Elérehaladott
e g1 L . PIQUR szolid tumorok,
Dualinhibitor PQR309 fazis 1./1L. NCT01940133 Therapeutics AG alioblastoma,
lymphoma
Elérehaladott
Semafore szolid tumorok,
Dualinhibitor SF1126 fazis /11 NCT00907205 . metasztatikus
Pharmaceuticals | ,
lapham rakok,
HCC
Metasztatikus
e L. NCT01991938, daganatok,
Dualinhibitor vs5584 fazis 1. NCT02372227 Verastem, Inc lyriphoma,
mesothelioma

Ugyanebbe a gatloszerkategoriaba sorolhatd a kinolon eredetli, jelenleg az
AstraZeneca fejlesztése alatt 4116 Torinl és a Torin2 inhibitor [53]. A sikeres preklinikai
vizsgélatok megéllapitottak, hogy elég legfeljebb 10 nM-os dozisban (Torinl esetében
elég 3 nM is) alkalmazni ezeket a gatlokat. Igazoltdk, hogy a Torin2 nagyon magas
specificitassal kot az mTOR kinazhoz (szazszor szelektivebb az mTOR-ra, mint a PI3K-
ra) [54]. Prekilinikai fazisban van két masik oralis hasznalatra fejlesztett AstraZeneca
C1/2 inhibitor is (AZD8055 és AZD2014) amelyek proliferaciogatld hatasat tobb tumor
sejtvonalban tesztelték monoterapiaban ¢€s kombinacioban (ibrutinibbel, MEK
inhibitorral, paclitaxellel). Szamos tovabbi mTORC1/2 gatld fejlesztése zajlik: Ku-
0063794, Ku-0068650 (KuDOS Pharmaceuticals — AstraZeneca), WAY-001, WAY-600,
WYE-687, WYE-354 (Wyeth-Ayerst - Pfizer) [55, 56].

Az mTORCI1/2 inhibitorok mellett a dudl inhibitorok a negativ ,,feedback loop”

kikiiszobolésére is lehetdséget adnak (pl.: NVP-BEZ 235 PI3K-mTOR gatl6). Ebben az
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esetben nemcsak az mTOR kinaz és az mTOR komplexek aktivitasa gatolhatd, hanem a
jelatviteli haldzat mas elemeinek aktivitasa is pl. a PI3K vagy az AKT (3. abra) [57]. Az
elsé ilyen inhibitor a PI103 volt, majd ennek szarmazékai is megjelentek (P1450, P1620).
A dudl inhibitorok koziil, a klinikai vizsgalatok alapjan a legsikeresebb az NVP-BEZ 235
(Novartis), mas ismertebb dudl inhibitorok a GSK2126458 (GlaxoSmithKline), a XL765
(Sanof-Aventis and Exelixis), valamint a SF1126 (Semafore) [58, 59].
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3. abra: mTOR inhibitorok hatasa az mTOR aktivitasra [16]
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Az ,a.” abran az mTOR utvonal aktivitasanak hatasait mutatom be, az mTORC1/2
komplexek aktivitasat és az S6K-on keresztiili negativ visszacsatolast is feltlintetve.
Rapamycin csak az mTORCI1 aktivitds gatlasat idézi eld, ennek az is kovetkezménye,
hogy az S6K negativ visszacsatolasa nem miikddik (b.). Az mTORCl1-et és 2-t egyarant
gatl6 inhibitorok ugyan mind a két komplexet hatékonyan képesek gatolni, de a negativ
visszacsatolas hidnya miatt a PI3K aktivitdsa fennmaradhat (¢.). A tirozin kindz receptor
feldl érkezo szignal teljes gatlasat a dudl inhibitorokkal lehet elérni melyek pl.: PI3K-t és
az mTOR-t egyiittesen gatoljak (d.)

A dudl inhibitor kezelések jo eredményeket mutatnak emldédaganatok €s mas
szolid illetve haematologiai daganatok klinikai vizsgalataiban (fazis I/Il), bar az
elsdégeneracids inhibitorokhoz képest sem a masodik generacios inhibitorok, sem a dual
inhibitorok nem mutatnak jelentds hatékonysag novekedést. Ennek hatterében tobb
tényez6 allhat, igymint a negativ visszacsatolasi mechanizmusok vagy mas szignalok
aktivalodasa, illetve a daganatsejtek ttilélését is potencidlisan timogatd az mTOR géatlasa
miatt aktivalodo autofagia [60].

Jelenleg mar a harmadik generacios mTORI-ok (pl.: RapaLinks) tesztelése is elkezd6dott
olyan in vitro és in vivo modellekben, ahol a korabbi inhibitorok hatastalanok voltak. A
RapaLinks-et példaul olyan esetekre fejlesztették ki, ahol az mTOR kindz FRB k&td
doménjében (A2034V és F2108L) és a kindz doménjében (M23271) mutacid alakul ki és
emiatt nem hatdsosak a kordbban fejlesztett rapalogok, illetve egyéb mTOR kinaz

gatloszerek [52, 55].
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A legnagyobb problémat a kiilonb6zd 1) kezelések bevezetése esetén a mellékhatasok,
toxicitasi problémak jelenthetik. Annak ellenére, hogy az mTORI-ok a hagyomanyos
kemoterapids szerekhez képest enyhébb mellékhatdsokat mutatnak, a célzott jellegi
hatdsokbol eredd mellékhatasaik azonban stlyosak, akar a kezelés felfliggesztését
eredményezdek is lehetnek, igy a mellékhatasok klinikai kovetése, menedzselése nagy
odafigyelést igényel [61].

Az mTORI mellékhatasok joval kedvezdbbek, mint mas citosztatikumok esetében
tapasztaltak. A betegek 10%-anal észlelt pneumonitis altalaban tliinetmentes vagy enyhe
lefolyasu, ugyanakkor a betegek rendszeres 1égzéskontrollja ajanlott. Az mTORI-ok
immunszuppressziv hatasuk miatt fokozzdk a fertdzésekre vald hajlamot, korabbi
fertézések (példaul: hepatitis B, gombainfekciok) reaktivalédhatnak, ezért az eldzetes
kortorténet ismerete is fontos. Egyéb mellékhatasként borkiiitéseket, hipofoszfatémiat,
hiperglikémiat valamint a betegek kozel felét érintd stomatitis megjelenését regisztraltak,

ami szteroiddal jol kezelhetd, enyhithetd.

1.4 mTOR aktivitas haematologiai daganatokban

A hematopoetikus sejtek normalis fejlddéséhez és funkcidjahoz a hematopoetikus
Ossejtek €s a csontveldi, valamint a periférias mikrokdrnyezet 6sszehangolt miikodésére
van sziikség. A hemopoetikus sejtek aktivaciojdban ¢és differenciaciojaban a
PI3K/AKT/mTOR szignal a jelatviteli haldzat részeként kapcsolatban all mind a B-, mind
a T-sejt receptor, illetve szamos ndvekedési és citokin Gtvonallal, fontos szerepet jatszik
olyan fehérjék aktivitasanak szabalyozéasidban, amelyek az Ossejtek elkotelezddését,
fejlodésének iranyat hatarozzak meg. El6bbiek alapjan nem meglepd, hogy a
PI3K/AKT/mTOR fttvonal hibas miikodése mind a myeloid, mind a lymphoid érési
vonalak zavarat okozhatja [62].

Haematoldgiai daganatok esetében a PI3K/AKT/mTOR jelut szabalyozasi zavarai
igéretes terapias célpontok. A PI3K/AKT utvonal aktivacidja jellemzi pl. az AML (t6bb
mint 60%) és ALL betegek leukémia sejtjeit, ¢és a legkiilonbozobb lymphomak
kialakuldséaval is Osszefliggésbe hoztdk az tvonal hiperaktivitasat (pl. MCL, Burkitt,
Hodgkin lymphomak — HL — és Difftiz nagy B sejtes lymphomak— DLBCL — stb.) [63].
Prekliniai vizsgélatok tamasztjak ala, a PI3K/AKT/mTOR jelut aktivitasanak szerepét az
myeloid blasztok fejlédésében (PI3K inhibitor és rapalog proliferacié gatlé hatast).
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Szamos klinikai fazis vizsgalat folyik AML-es betegek esetében kiilonbdz6 kemoterapias
szerek kombinacioival is [64].

A PTEN funkciovesztés kitiintetett szerepet tolt be a T-ALL-es sejtek mTOR
aktivitds fokozodasdban. Irodalmi adatok alapjan az ALL-es betegek 8-30%-anal
[65]. Hasonloan az el0bbihez rossz prognoézisi gyermekkori ALL-es esetekben
munkacsoportunk egyértelmii 0sszefiiggést mutatott ki az ALL-es sejtek magasabb
mTOR aktivitasaval [66].

Lymphomékban is leirtdk a PI3K/AKT/mTOR tutvonal szabéalyozasi zavarat.
DLBCL esetek 70%-ban az AKT, 10%-aban a PI3K katalitikus alegységét kodold gén
(PIK3CA) mutécidja a lymphoma sejtek fokozott mTOR aktivitdsat eredményezheti, a
mutacid megjelenése korreldl a rosszabb tulélési adatokkal és a rossz progndzissal
[67, 68]. A B-sejtek tulélésének szabalyozasaban fontos szerepet jatszik a BCR receptor
utvonal, amely PI3K/AKT/mTOR jelut aktivitdsanak reguldlasaban is részt vesz [69].
Az emelkedett mTOR aktivitas és az ezzel 0sszefiiggd cyclin D1 emelkedett expresszidja
jellemzi a MCL sejteket, ami 6sszefiigg a magas mTORCI aktivitassal és a 4EBP fehérje
foszforilacigjaval, ennek igazolasa adta az evidenciat az mTORC1 géatlok MCL terapidba
tortént bevezetésének [49].

Az emelkedett mTOR aktivitést, a lymphoma sejtek és a kiilonbdz6 mikrokdrnyezeti
hatasok kapcsolatat a B-sejtek érését segité CD40 ligandot termelé immunsejtek hatasait
¢és a koros B-sejt receptor stimulacidval Osszefiiggd hatdsait, valamint ezek szerepét az
AKT foszforilacioban mar korabban leirtdk [70]. Az emelkedett mTOR aktivitast €s
ennek prognosztikai szerepét non-Hodgkin lymphomék (pl: DLBCL, MCL) mellett, a
Hodgkin lymphomas betegek HL sejtjeiben sajat vizsgalatainkban mi is jellemeztiik [71].
A HL-4s esetek tobb mint 90%-aban magas mTORCI aktivitést figyeltiink meg, DLBCL-
ek esetében pedig egyértelmii prognosztikai Osszefiiggéseket taldltunk a két komplex
aktivitas kiilonbségeivel dsszefliggésben [68, 72].

1.4.1 Hodgkin-lymphoma

Vizsgalataim nagy részét HL-dkon végeztem, ezért ennek a (nyirokcsomo)
daganattipusnak a jellegzetességeit részletezem. A jelenlegi Egészségligyi Vilagszervezet

(WHO) osztalyozasa alapjan a Hodgkin-lymphomak két nagy csoportba sorolhatdak: a
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nodularis lymphocytapredominans és a klasszikus Hodgkin-lymhomakra. A klasszikus
HL-4k még tovabbi négy altipusra oszthatdak, a kevert sejtes, noduléris sclerosis
(leggyakoribb tipus, 50-70%-0s megjelenés), lymphocyta gazdag ¢és lymphocyta
deplécids csoportra [73]. Eredetét tekintve a HL sejtek B-sejtek. A jellegzetes B-sejt
transzkripcids faktorok (Oct-2, BOB-1), a BCR receptor ¢és egyéb szignal molekuldk
(CD19, CD20, CD45; Syk, Lyn, Blk) alul expresszaltak ugyan, de a Pax-5 transzkripcios
faktor (B-sejt elkotelezOdést segitd) €s az antigén prezentdlo sejtekre jellemzd CD40
receptor azonban megfigyelhetd a HL sejteken. A DNS vizsgalatok is follikularis
csiracentrum eredetli B-sejteknek azonositottdk a HL sejteket. A lymphoma sejtek
(Ilymphocyta-/histiocyta-, Hodkin- és Sternberg Reed-sejtek) a HL lymphoma szdvet kis
szazalékat jelentik, és szinte mindig reaktiv, gyulladasos leukocytdk (pl.: eozinophil
granulocytak, lymphocyték) veszik korbe ezeket [74].

A Hodgkin-lymphomaés betegek kezelésének terapids eredményei igen jok, a
betegek tobb mint 80%-anal az adatok 6t évnél hosszabb tulélést és esetek jelentds
részében tiinetmentes gyogyulast mutatnak. A kevertsejtes altipus kezelése azonban
gyakran rosszabb eredményeket mutat, a betegek nagyobb szdzaléka progredial. Az
elsOvonalbeli  kezelések kozé kiilonbozd kemoterapids kezelések tartoznak
(pl: ABVD — doxorubicin, bleomycin, vinblastine, dacarbazine), melyet adott esetekben
a sugarterapids kezelés is kiegészit. A rossz prognozisu, relapszust mutatd betegeknél
autoldg Ossejt transzplantaciod javasolt, melyet relapszus riziké fiiggvényében, 2015 ota
az FDA javaslatara, brentuximab (anti-CD30 antitest) megerdsitd kezelés kovethet. 2016
majusa Ota, szintén az FDA engedélyével el6térbe keriilt az immunterapidbodl ismert, anti-
PD-1 ellenanyag, Nivolumab kezelés is. Ugyan a betegek jelentds része jol reagal a
standard kezelésekre, a rosszabb prognézist relabald eseteknél kevés hatékony terapias
lehetéség ismert, ezért fontos lenne 1j, lehetdség szerint célzott terapids kezelések

bevezetése [75].
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1.4.2 mTOR gatlok lymphomak és leukémiak kezelésében

A rapamycin ¢és szarmazékainak immunszuppressziv hatdsai, valamint a
haematoligai daganatokra jellemz6 mTOR hiperaktivitas felhivta a figyelmet az
mTORI-ok vérhat6é hatasaira a kezelésben [76]. Az mTORCI inhibitor Temsirolimust
MCL-ban alkalmazzak, emellett AML és ALL esetében is folytak/folynak vizsgalatok,
illetve mas rossz prognozisu, terapia rezisztens, relabalt non-Hodgkin (NHL) és Hodgkin
lymphomaknal is vannak sikeres fazis vizsgalati eredmények. A legjobb monoterapias
eredményeket az mTOR gatld kezelések mas tumorok kezeléséhez képest a NHL
betegekben mutattak [77, 78].

Uj generacios mTORI-okat jelenleg preklinikai és I/ klinikai fazis vizsgalatokban
tesztelik ALL, kronikius lymphoid leukémia (CLL) és rossz progndzisu myeloma
multiplexes (MM) betegek esetében.

Annak ellenére, hogy a rapaldgok monoterapiaban nem hoztak klinikai attorést,
szamos daganat, igy lymphomak esetében tesztelik hatasukat. Ezekben az esetekben a
nem mTORI terdpia rezisztenciat attord hatasat vizsgaljak, persze figyelembe véve a
varhat6 mellékhatés fokozodasokat is [79]. Fazis I/II vizsgalati eredmények alapjan elsé
vonalba keriilt MCL esetében a Torisel kladribinnel €s rituximabbal kombinalva
(NCT00787969). ALL-es betegeknél fazis I/Il vizsgalatban. Az everolimus ¢és
Hyper-CVAD (ciklofoszfamid, vinkrisztin, doxorubicin és dexametazon) kombinécio
30%-ban komplett remissziot eredményezett, mig a temsirolimus alacsony dozist
clofarabine-nel kombindlva rossz prognozisi AML-es betegeknél 4 honappal jobb
tulélési mediant mutatott. E16bbi sikerek alapjan jelenleg szamos fazisvizsgalat folyik

HL-ak, NHL-ak ¢és leukémiak esetében (4. abra) [45, 80].
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4. abra: Jelenleg is folyo klinikai vizsgalatok PI3K/AKT/mTOR jelut gatlokkal[81]
A grafikonon a kiilonb6z6 mTOR inhibitorok monoterapias vagy kombinalt kezelések
klinikai vizsgélatait mutatom be, az elsé hét oszlop szolid daganatos betegek klinikai

vizsgalatait mutatja. forras: http://www.clinicaltrials.gov

1.5 PI3K/AKT/mTOR jelut szabalyozasat érint6 kiilonboz6 tényezok

A jelatviteli halozatban a PI3K/Akt/mTOR jelatviteli tengely szamos mas jelpalyaval
allhat kapcsolatban a sejtek tipusatol fliggden, emellett azonban szamos egyéb tényezo,

igy a tumorsejtekben megjelend kiilonb6zé mutaciok vagy egyéb mas szabalyozasi

crer
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1.5.1 Mutaciok

Az itvonal szabalyozasi zavarat okozhatjak az mTOR kinaz aktivitasat befolyasold
,upstream” héldzati csomoOpontokban talalhaté fehérjék funkciondlis hibai. Szamos
onkogén fokozott, mutaciokkal 6sszefliggd aktivitasa ismert ezekben az esetekben, ilyen
példaul a PI3K katalitikus alegységének, az IGFR-nek, és az AKT-nak az aktivald
mutacioja. Elobbiek mellett tumorszuppresszorok funkciévesztéses mutacidi a negativ
regulacid elvesztésével, mint a PTEN-nek, az LKB1-nek (tapanyag ellatast szabalyozé
fehérje) vagy a TSCI1/2-nek kiesésével jarulhatnak hozzd az emelkedett mTOR
aktivitashoz. Az aldbbi tablazatban (3. tablazat) az Gtvonalban leirt gyakoribb, jellemzd
mutaciokat és azokat a daganat tipusokat foglaltam 6ssze, amelyekben eldfordulasuk

jelentdsebb [82].

3. tablazat: Az mTOR hiperaktivitassal osszefiiggésbe hozhat6 onkogén és tumor
szuppresszor gén mutaciok és azok el6forduliasa

Gén Mutacio jellemzdje Gyakoribb daganat el6fordulas

AKT aktivalo emlo és ovarium carcinoma

4EBPI aktivalo emld, colon, ovarium és prosztatarak

elF4E aktivalo emld, colorectalis carcinoma, fej - nyaki
daganat, CML, AML és NHL

PIK3CA aktivalo emld, ovarium carcinoma, endomerialis
carciomoma, gasztrointesztinalis tumorok

Rheb aktivalo emld carcinoma, fej - nyaki lapham rak

mTOR aktivalo endometrium és vese carcinoma,
tildédaganatok, colorectalis carcinoma

RICTOR aktivalo melanoma, tiidédaganatok

S6K1 aktivalo emld, ovarium, tiidd, vese és hepatocellularis
carcinoma

PTEN funkcio kiesés emld cacinoma, prosztata-, veserak, melanoma

LKBI funkcio kiesés gasztrointesztinalis hamartomak

TSCL/TSC2 funkcio kiesés hamartéma, lymphangioleimyomatosis (LAM)

FBXW7 funkcio kiesés T-ALL, colorectalis carcinoma, endometrium
carcinoma
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A PI3K fehérjék harom kiilonbozd osztalyabol az 1. osztalyba tartozok
mutacidinak eléforduldsa a leggyakoribb az mTOR jelatviteli Gtvonal aktivitas valtozas
szempontjabol. A fehérjét érinté szomatikus mutaciok lehetnek a kinaz katalitikus
(p110a, By és d) és a szabalyozd (p85, p87, pl01) alegységeiben is. A kinaz katalitikus
alegysége harom mutécios ,,hotspottal” rendelkezik, melyek a fehérje helikalis doménjét
(E542K ¢és E545K) vagy a kindz doménjét érintik (H1047R). Ezen mutacidk eredménye
a fehérje hiperaktivasa és a PI3K/AKT/mTOR jelut fokozott aktivitdsa [83]. A COSMIC
adatbazisa alapjan az eml6 carcinomak 27%-aban, endometrialis carcinomék 24%-aban,
urogenitalis daganatok 15%-aban, a colorectalis carcinomdk 15%-aban fordul el6 ilyen
mutacid (mas daganatokban ennél alacsonyabb gyakorisdggal). Funkcidvesztéssel €s -
nyeréssel jar6 mutacidok érinthetik a szabalyoz6 alegységeket, ezek kovetkezménye
aktivitas valtozas mellett, a fehérje stabilitas valtozasa (leggyakoribb az endometrium ¢és
colorectalis carcinomékban).

A PTEN ¢és a TSC1/2 tumorszuppresszor fehérjék mutacidi az mTOR
kontrollalatlan miikodését, hiperaktivacidjat eredményezhetik. Mukodészavaraikat a
kiilonb6zé doménjeikben bekovetkezd mutaciokon tal (pontmutaciok, deléciok)
epigenetikai és transzkripcios szinti valtozasok is okozhatjak (pl.: PTEN promoter régio
hipermetilacidja). A TSCI1/2 funkciévesztd muticidja a lymphangioleiomyomatosis
egyik karakterisztikus jellemzdje [84, 85]. Funkciovesztéses PTEN mutécio eléfordulési
gyakorisdga elébbieken tul az endometrium carcinomakban a legmagasabb (38%), a
kozponti idegrendszeri daganatok 12%-4t érinti, de bor, vastagbél, emld és hasnyalmirigy
daganatokban is gyakrabban (<10%) figyelhetd meg és érintheti az urogenitalis traktus, a
maj és vastagbél daganatait is (COSMIC adatok alapjan).

Az AKT fehérje aktivalé mutacioi a TSC1/2 funkciovesztéshez hasonldan az
mTOR emelkedett aktivitasat eredményezhetik. Az AKT kindz harom, 80%-ban
strukturalisan homoldg, izoforméban fordul el6 a sejtekben és tobbféle jelatviteli utvonal
aktivitasaval kapcsolatban all [86, 87]. Az AKTI1 aminosav cserével jard6 muticioja
(E17K) a fehérje lipidkoté doménjét érinti, hatdsara az AKT folyamatosan aktiv
membrank6tott formaban marad (pl. emlédaganatok 3%, meningiomak 7%, endometrium
carcinomak 2%)

A Rictor fehérje (mMTORC2 komplex), amplifikaciojat tiidé daganatok (8-13%) €s
melanomédk esetében azonositottak. Azokban a tlidddaganatokban, ahol RICTOR
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amplifikaciot irtak le ott az mTORC1/C2 gatlas hatasosnak bizonyult. Az elsd vizsgalatok
alapjan nem-kissejtes tiidérakos betegek masodik generdciés mTORI kezelésekor 18
honapig a tumor méret stabilizadlodasat figyelték meg [88, 89]. Melanomak esetében a
Rictor amplifikécido az NRAS mutacio statusztol fiiggetlen volt,tovabba hozzajarulhat az
AKT aktivitasan keresztiil az NRAS talmiikddéséhez, mig a Rictor amplifikacié a BRAF
mutans melanomaban egyben a PTEN funkciondlis kiesésével tarsult [90].

Eldbbiek mellett az mTOR kindz szomatikus mutécioi is megfigyelhetdk, ezek a
kinaz hiperaktivitasat idézik eld [2]. A COSMIC adatbazisa alapjan 6sszesen eddig 96
kiilonb6z6 szomatikus pontmutaciot azonositottak. Ezek érinthetik a fehérje HEAT, FAT,
FRB, kinaz és a FATC doménjait is. A FAT domén mutaciéi az mTORCI aktivaciojat
idézik elo, de az mTORC2 fliggé AKT Serd73 foszforilalocidjat is fokozhatjak.
Kimutattdk azt is, hogy az mTOR kinaz funkciondlis mutacioi vese carcinomas betegek
esetében szignifikdnsan rosszabb tuléléssel fliggenek Ossze [91]. Az mTORI-okkal
szemben rezisztenciat kialakité mutacidkat is leirtak mar. Az FRB domén
(rapamycinkoté FKBP12 kotohely) A2034V és F2108L mutacidja miatt a rapamycin nem
képes bekdtni, mig az M23271 kinaz domén mutacioé kdvetkeztében az ATP kompetitorok
is hatastalannak bizonyulnak. Leggyakrabban endometrium carcinomak (6%),
boérdagantok (8%) valamint tiidédaganatok (3%) esetében fordul el6 az FRB régi6 ilyen
jellegli mutéacioja (COSMIC adatok).

A PIBK/AKT/mTOR jelut tobb fehérjéjének proteaszoma rendszeren keresztiil
torténd lebontasdban a SKP1-CLU1-F-boksz (SCF) E3 ubiquitin ligdz enzim vesz részt.
Ennek egyik fontos komponense az FBXW?7 (F-box/WD ismétlédéseket tartalmazod
protein 7) F-box fehérje csaladba tartozo fehérje (5. dbra). E16bbi funkcidvesztéssel jard
mutacioja szdmos fehérjének példaul: a c-Myc, NFxB, CyclinE, HIF1a, Hes-1 és az
mTOR felhalmozodasat, eredményezheti, €s ezen keresztiil is segitheti a tumorgenezist.
Az FBXW7 mutacids ,,hot spot”-jait az ubiquitin ligdz aktivitast befolydsold F-box
doménben ¢és a target fehérjéket koté doménben irtak le (T-ALL-ek, AML-ek; bizonyos

emld daganatok, gastrointestinalis tumorok, és HCC-ak) [92].
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FBXW7 (F-box and WD repeat domain-containing 7)

Ubiqutin ligaz
komplex (SCF) tébbi ~ Dimerizacios
tagjat kot6 domén domén Target fehérje megkotése
WD40
repeats

Funkcid vesztéssel jaré mutaciok:

5. Exon: F-box
6. Exon: F-box
9. Exon: WD IlI
10. Exon: WD IV
11. Exon: WDVI

5. abra Az mTOR és NOTCH szignalt is szabalyozo E3 ubiquitin ligaz F-box fehérje
Az F-box fehérje génjében bekovetkezd mutaciok megakadalyozhatjak az SCF (SKP1-
cullin-F-box) komplex felépitésii ubiquitin ligdz miikodését. A cél fehérjék (1d. szoveg)
lebomlasa nem kovetkezik be. A képen a leggyakrabban mutdlodott exonokat és az

altaluk kodolt doméneket tiintettiik fel.

A célzott terapias szerek kifejlesztésében, a kezelések hatékony tervezésében
rendkiviil fontos a daganatok mutacioinak, mutacios stdtuszanak megallapitasa. Szamos
klinikai és preklinikai vizsgélat igazolta, hogy a PIK3CA aktivalé mutacioval rendelkezd
tumorsejtek (fej-nyaki laphdmrak, emlécarcinoma) szignifikdnsan jobban reagaltak az
mTORCI inhibitor kezelésre, mint a vad tipusu sejtek; illetve az olyan dudlinhibitor

kezelésre, ahol a PI3K ¢s mTOR kindz parhuzamos gatlasa tortént meg.

1.5.2 Mas szignal Gtvonalak

Az mTOR aktivitds a sejt allapotat szenzorald, monitorozé utvonalakkal &ll

kapcsolatban, azok hatasainak Osszehangoldsaval szamos sejtfunkcid szabalyozasaban

crer

a két szignalt gatlo kezelések hatdsait vizsgaltam igy a szdmos, mTOR aktivitast
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befolyasold szignalutvonal koziil a Notch jelutvonal ismertetését és eddig ismert

funkcionalis és daganatbiologiai szerepét foglaltam dssze ebben a fejezetben.

1.5.2.1 Notch szignal

------

aktivitdsanak egyensulya hatarozza meg. A Notch szigndl a sejt-sejt kozotti
kommunikécids kapcsolatokban kitlintetett szerepet jatszo utvonal, amely a sejt fejlodése
soran a differenciaciot kiilonbozd sejttipusok iranyaba hatarozhatja meg. A Notch utvonal
legjobban jellemzett funkciéi az immunsejtek fejlodésének ¢és miikodésének
fejlodésének iranyat szamos dontési pont esetében a Notch szignal aktivitidsa hatarozza
meg. Aktiv Notchl szignal esetében T-sejt differenciacids program valésul meg,
amelyben szdmos ponton a kiilonb6z6 T-sejt populdciok érése és funkcidi soran a Notch
repetoroknak és ligandjaiknak fontos differnciacios €s a sejtek tulélési folyamatait
tamogatd hatasait ismerjiik. A T-sejtek fejlodéséhez sziikséges a NOTCHI1 expreszidja,
hianyaban a thymusban is B-sejtek jelennek meg, fokozott vagy konstitutiv expresszid
kovetkezményeként a B-sejtek fejlédése gatolt lehet. A pre-B-sejtek érésekor nem
sziikséges a NOTCHI1 szignal aktivitasa, ugyanakkor a NOTCH2 receptor aktivalds a
marginalis zona B-sejtté¢ vagy follikularis B-sejtté valo differencidlodast szabalyozza. A
marginalis zona B-sejtek kifejlddéséhez elengedhetetlen a receptor ligand aktivalasa
(DLL1- delta like 1 receptor) és az CSL (CBF1, Suppressor of Hairless, Lag-1)
transzkripciods faktor megjelenése (6. abra) [93].

Azt, hogy a Notch utvonalnak a lymphoid sejtek differencialodasanak és
funkcidinak szabdlyozasan til fontos, az egész szervezet fejlodését érintd szerepe van,
melyet a kiillonbozé6 KO egér modellekben kapott eredmények (embrionalis vagy
perinatalis letalitast mutatnak a NOTCH1, NOTCH2 ¢és a legkiilonb6zobb ligandok
kititése esetében), ¢s a NOTCH3 ¢és Jagged] mutaciokkal kapcsolatosan ismert 6roklott
szindromékban megfigyelhetd szervfejlodési rendellenességek is mutatanak (CADASIL
¢s Alagille szindroma) [94, 95].
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6. abra A Notch szignal immunsejtek fejlodésében betoltott szerepe [93]

A lymphoid progenitorsejtek a csontvel6bdl a thymusba vandorolnak, ahol az epithel
sejtek altal termelt DLL4 ligandok a kanonikus Notchl szignalt aktivaljak a korai
thymikus progenitor sejtekben ¢és a T-sejtek érési folyamata aktivalodik, mely
megakadalyozza az egyéb immunsejt formak kialakulasat, ugymint a B-sejtekét vagy a
dendritikus sejtekét. A Notch szignal aktivitasa a T-sejt szelekcid soran egyre jobban
csokken, az érett formdak kialakuldsakor mar gyenge Notch aktivitas jellemzo. B-sejt
kialakulas kezdeti fazisaiban, mikor a lymphoid progenitor sejtek a 1épbe vandorolnak a
Notch szignal inaktivitasa sziikséges. A 1épben viszont ha a kdrnyez6 sejtek altal termelt
DLLI ligand hatasara a NOTCH2 szignal aktivalodik, az éretlen B-sejtek marginélis zona
B-sejté fejlodnek.

Roviditések: Csontveldi haematopoetikus 6ssejt (HSC), multipotens progenitorsejt
(MPP), myeloid progenitorsejtek (CMPs), lymphoid progenitorsejtek (CLPs), korai
thymikus progenitor sejt (ETP), thymus epithel sejtek (TEC), dupla negativ (DN) T1,2
B-sejtek (tranzicionalis 1 2 B-sejtek). dendritikus sejtek (DC), regulator T-sejtek (Treg),
Delta-like ligand (DLL)

A Notch receptor aktivalodasat kaszkadszerii aktivacids folyamat jellemzi. Az
elsd hasitast a Notch receptorok (NOTCH1-4) és a ligandjaik (Jaggedl1,2 vagy Delta-like
1, 3 és 4) kapcsolddasa indukélja, eldbb az ADAM metalloprotedz, majd a gamma-
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szekretdz hasitja a receptort. A receptor intracellularis doménje (NICD) a magba kertil,
ahol CSL transzkripcios faktorral és mas kofaktorokkal (pl: MAML1 — mastermind-like
transzkripcids koaktivatorl) egyiitt kiillonb6zo gének expresszidjat fokozza, pl. a c-MYC
¢s HESI transzkripcios faktorokét, amik aztan a sejt novekedésének, tulélésének és
differencalodasi folyamatainak szabalyozasaban vesznek részt (7. abra).
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7. abra Kanonikus Notch szignal utvonal [96]
A transzlalodott Notch receptort, glikozilacigjat kovetden a furin fehérje proteolitikusan
hasitja (S1) még a membranba helyezddése elott. A kornyezd szomszédos sejtek felszinén
talalhato ligandokkal kapcsolatba 1épve aktivalodik a hasitasi (proteolitikus) kaszkad,
mely membranon kiviili extracellularis hasitadssal kezddédik (S2) az ADAM
metalloprotedz segitségével, létrehozva a Notch extracellularisan trunkdlt (NEXT)
format. Tovabbi hasitasi folyamatokat a gamma-szekretaz végzi (S3/S4), mely soran a
membran felszinén vagy endoszOma membranjahoz kotott trunkalt receptor
intracellularis része lehasitodik (NICD). A citoplazmaba bekeriilve transzkripcios
faktorokkal (CSL) ¢és kofaktorokkal (MAM, Co-A) egyiitt

expressziogatlast (Co-R) €s a célgének atirodasat indukalja.

megsziinteti az
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A Notch receptorok membranba kihelyezését poszttranszlacids modosuldsok
elézik meg, ezek befolydsoljak a receptor-ligand kolcsonhatasokat és az tUtvonal
aktivitdsat is. A receptor EGF-szeri-ismétlodéseit a Fringe glikozil-transzferaz
glikozilalhatja, eredményeként a Notch-Jagged kapcsolat gyengiil, mig a Notch-Delta
receptor kotddés erdsodik. Elébbiek is mutatjdk, hogy a Notch receptor ligand
kapcsolatok erGssége, a szignal aktivitdsa, és a koriilmények/mikrokdrnyezet
jellegzetességei jelentésen befolyasoljak az adott utvonal hatasait a legkiilonb6zobb
cellularis folyamatokban [97]. Nem véletlen, hogy a Notch szignal hibas, nem
megfeleléen szabalyozott miikodésének kovetkeztében nemcsak szerv-, szovetfejlodési,
hematopoetikus fejlédési zavarok jelentkezhetnek, hanem daganatok kialakulasaval
expressziojat vagy akar funkciovaltozasat, mint a tumorndvekedését eldsegitd hatasokat
[98].

Az el6bbi tumorbioldgiai hatdsok, a Notch szignalutak aktivitas valtozasai a
legijabb vizsgalatok szerint a leirt kanonikus utvonalon tul mas alternativ (nem
kanonikus) tutvonalakon keresztiil is megvaldsulhatnak, bizonyos szolid daganatokban
CSL transzkrirpcios faktortdl fiiggetleniil (pl: emld daganatokban) vagy mas jelatviteli
utvonalakkal 6sszekapcsoldodva, az NF-kB jeluton keresztiil (pl. leukémidk esetében)

[99].

1.5.2.2 Notch szignal aktivitisa tumorokban

A Notch szignal ttvonal nem megfeleléen szabalyozott aktivitasa,
hiperaktivacioja befolyasolhatja a haematoldgiai daganatok kialakuldsat. Elsoként a
NOTCHI1 receptort, mint onkogént, T-ALL sejtekben azonositottak; leirtdk a gén C-
ALL-es betegek kis szazalékaban jellemzd ez a transzlokécio], majd késébb kimutattak,
hogy a T-ALL-es betegek tobb mint 50%-at érinti valamilyen jellegli NOTCHI1 receptor
mutacio [98, 100]. Leggyakrabban a fehérje heterodimerizaciés doménjét (HD) és a
prolin/glutamin/szerin/treonin-gazdag (PEST) doménjét érintik a mutaciok és tobb B-
sejtes lymphoma tipusban is kimutattdk a Notch1 utvonal fokozott aktivitasat (anaplasids
nagy sejtes lymphomdkban, diffuz nagy B-sejtes lymphomékban, Hodgkin
lymphomaékban) is [100].
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Hodgkin lymphomak esetében a NOTCHI1 fokozott aktivitasat detektaltak primer
Sternberg-Reed sejtekben és HL sejtvonalakban, ezt Osszefliggésbe hoztdk a sejtek
Notch szignal aktivitasnak - amelyrdl ismert, hogy a B-sejt érési folyamatokat gatolja - a
Hodgkin lymphomak B-sejt specifikus jellegének elvesztésében is szerepe lehet [101].

A Notch szignallal kapcsolatos eddigi eredmények alapjan a receptor hasitasi
kaszkadjaban résztvevd fehérjéknek vagy az aktivalt receptor mitkkodésének gatlasa
potencialis terapias célpont. A fejlesztéseknek kodszonhetéen szamos lehetdség van az
utvonal gatlasara. A kis molekulasulyl inhibitorok kozé tartoznak a Notch szignal
aktivalo hasitdsdban résztvevd fehérjét a gamma-szekretazt gatlo (GSI) szerek.
Klinikailag legelterjettebb GSI a DAPT (N-[N-(3,5-difluorofenilacetil-L-alanil)]-S-
fenilglicin t-butilészter), de szdmos szarmazéka is elérhetd, illetve az Gjabb hatdéanyagok
fejlesztése folyamatos. Hatékonyabb eredményekrél szamolnak be azok a preklinikai
vizsgélatok, melyekben a NOTCHI receptor mar aktivalt, intracelludris doménjéhez
kapcsol6do inhibitort hasznaltak - SAHM1 (MAMLI1-bdl szarmaztatott, alfa-hélixel
kapcsolt molekula). Mivel ez specifikusan csak az aktivalt NOTCHI1-hez kotodik és
annak proteaszomalis lebontasat indukalja, igy hatékonyabb terdpias készitmény lehet és

kevesebb karos mellékhatas megjelenését okozhatja [102].
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1.5.2.3 Notch és mTOR utvonalak a jelatviteli halozatban

A Notch és az mTOR jelaviteli utvonalak kapcsolodasa €s aktivitasuk kolcsonos
befolydsolasa tobb ponton ¢és szamos funkcioval kapcsolatban megvaldsulhat.
Kapcsolodasi pont lehet az AKT, a PTEN, az FBXW7 vagy a ¢c-MYC fehérjék
aktivitdsanak és mennyiségének valtozasa [103, 104]. T-ALL sejtekben Notch gatloszer
kezelések hatdsara a foszforilalt S6 fehérje (mMTORCI target) és a foszforilalt AKT
fehérje (Serd73 ¢és Thr308) mennyiségének csokkenését mutattak ki [105]. Ugyanakkor
mas adatok szerint bizonyos sejtvonalakban (pl: Jurkat — T-ALL sejtvonal) az elobbi AKT
aktivitds gatlas elmaradhat [106]. A Notch szignal target fehérjék — HES1 és c-MYC —
expresszio valtozasai szintén hatassal lehetnek az mTOR aktivitasra, befolyasoljak a
PTEN (mTOR szignal negativ regulatora) fehérje expressziojat. A HES1 expresszid
fokozodasanak kovetkezménye a PTEN expresszio gatlasa, ami az mTOR aktivitdsanak
fokozodasat okozhatja. Mig a Notch aktivitds fiiggd c-MYC expresszi6 a PTEN
mikodését segiti, igy az mTOR kindz expresszid gatlasat okozhatja. T-ALL sejtekben azt
is kimutattdk, hogy az mTOR aktivitds szabalyozasaban a HES1 szabalyoz6 szerepe
mindig domindnsabb, mint a c-MYC-¢, tehat alapvetden a Notch szignal aktivitas
fokozodas az mTOR aktivitas fokozddasat eredményezi [107].

Mindkét utvonal szabalyozasaban részt vesz az FBXW?7 ubiquitin ligdz. Hibas
mikddése (mutacioja) GSI terapiarezisztenciat idézhet eld T-ALL-es betegeknél. Ismert,
hogy az FBXW?7 szamos mas fehérje mennyiségének (,,turnover’-ének) szabalyozasa
mellett mind az mTOR mind a NOTCHI1 fehérjék, illetve célfehérjéik (c-MYC)
lebontasanak szabalyozasaban is részt vesz, melyek nem megfeleld lebontdsa, mind a

Notch, mind az mTOR szignal hiperaktivitdsahoz vezethet.
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1.6 mTOR aktivitas anyagcserét szabalyozo hatasa

A novekedéshez ¢és a sejt osztddashoz a sejteknek sok energidra, képzodo 1j
fehérjére, lipidre €s nukleotidra van sziikségeségiik, parhuzamosan pedig a katabolikus
folyamatokat (pl: autofagiat) gatolni kell. Az mTORCI, de az elmult par év adatai alapjan
az mTORC2 komplex is Kkitiintetett szerepet tolt be az anabolikus és katabolikus
folyamatok egyensulyanak szabalyozasaban.

Anabolikus folyamatok kozé tartozik az mTORCI1 komplex egyik legjobban
ismert funkcidja, a fehérje szintézis elségitése (8. abra a.) [108]. Az 0sztddo és novekvo
sejteknek megfeleld mennyiségli lipidre is sziikségilk van membranfeliiletek
kialakitdsahoz. Az mTORC1 a SREBP transzkripcioés faktor kozvetett aktivalasan
keresztiil (S6K foszforilalasa és az SREBP fehérjét gatlo Lipinl gatldsa), az alacsony
szterol szint esetében olyan gének atirasat aktivalja, amelyek a zsirsav és a koleszterol
bioszintéziséért feleldsek [109, 110]. A DNS replikacio €s a riboszoma biogeneziséhez
sziikséges nukleotid termelés szabalyozéasaban szintén részt vesz az mTORCI. Indukalja
a purin szintézisben kulcsszerepet betoltd fehérjék expressziojat (pl.: MTHFD2),
valamint az S6K segitségével a de novo pirimidin szintézist is. Az mTORCI-nek
elébbieken tul a gliikdz anyagesere szabalyozasaban is jelentds szerepe van. A glikolizis
utdn a piruvatbol a mitokondriumban acetil-koenzim A (acetil-CoA) képzddik, mely a
citrat korben redukalo molekuldkat generdl (NADH, FADH;). Ezekbdl az
elektontranszport-lancban résztvevo fehérjék a 1étrejovo energiakiilonbséget felhasznalva
ATP-t termelnek (oxidativ foszforilacio). Ismert, hogy hipoxiéds koriilmények kozott a
gliikoz lebontés folyamata a fent leirtaktol kiilonbozik, glikolizis soran piruvatbol laktat
keletkezik. Az mTORCI1 akar pszeudohipoxids koriilmények kozott is képes a laktat
termeld glikolizis irdnyaba tolni a sejtek anyagcseréjét akar a hipoxia indukalta faktor 1
a fokozott mTORCI aktivitas, mind a fokozott HIF1a expresszidé szamos glikolitikus
enzim expressziojat indukalhatja (pl. foszfofruktokindz (PFK)); mig parhuzamosan a
piruvat dehidrogenaz kinaz (PDK) expresszid fokozasaval gatolja a piruvat-dehidrogenaz
piruvat oxidaciojat és ezekkel Osszefliggésben az oxidativ foszforilacié tovabbi
folyamatait (8. abra b.) [109].

A sejtek a gliikoz mellett mas szubsztratokat is hasznosithatnak az elébbi

folyamatokban. Ilyen energia szubsztrat lehet a glutamin, melyet glutaminolizis
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segitségével képes a sejt nitrogén és energia forrasként felhasznalni; a zsirsavak, amikhez
béta-oxidacio révén jut hozza; vagy bizonyos aminosavak, amelyek a kiilonb6z6 fehérjék
lebontasabol szarmazhatnak [111].

Amig megfeleld tapanyagellatottsag és a ndvekedési faktor utvonalak aktivitasa
mellett az mTOR aktivitas fontos funkciodja a proliferacio és a glikozis tdmogatésa, addig
tapanyaghianyos kornyezetben az mTOR aktivitdsa csokken. Utdbbi esetben az mTOR
utvonal autofagiat gatld hatdsanak megsziinése a sejtek lebontd folyamataiban, az
autofagian keresztiil tamogatjak a sejtek tulélését. Ebbdl adoddéan az mTOR gatlasa
szOveti szinten akar kétéli fegyver is lehet. Az autofagia folyamata tobb 1épcsds
mechanizmus, melyet az mTORC]1 tobb ponton is képes gatolni (pl.: autofagoszéma
kialakulasi 1épését az ULK1 fehérje gatlasan keresztiil) (8. abra c.). Ugyanakkor éhezés
¢és energia hianyos allapotban, az alacsony ATP és magas AMP mennyiség miatt, ez a
gatldé mechanizmus megsziinik. Ekkor az AMP aktivalta protein kinaz (AMPK) az
mTORCI aktivitasat gatolja és képes az autofagiat indukalni a sejtekben [11].

a. mRNS transzlacié b. Metabolizmus c. Fehérje lebontas

m mTORC1 mTORC1
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PDCD4 elF4E v 4
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8. abra: Sejtes folyamatok, melyet az mTORCT1 aktivitas befolyasol [1]

crer

mTORC1 (a.) tovabba a legfontosabb anyagcsere tutvonalakat (b.) és a fehérje

ujrahasznositasi folyamatokat (c.) is képes befolyasolni.
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1.6.1 Lymphoid sejtek anyagcseréje

Az immunrendszeriinket szdmos szerv ¢és ezekhez kapcsolodva heterogén
sejtpopulacidk egylittes miikddése alkotja. Az immunsejtek kozos jellemzdje, hogy
jelentés résziik ugyan nyugvd allapotban van, azonban fertdzések vagy kiilsd stressz
hataséara gyors valaszreakciokra, aktivalodasra képesek. Az ehhez sziikséges energidhoz
¢és épitdmolekulakhoz, a nyugvo-aktivalt allapot atmenethez anyagcsere folyamataik
atprogramozasara is sziiksége van a sejteknek [112].

A nyugvé immunsejtek (pl.: T-sejtek, B-sejtek) alacsony alapanyagcseréje —
jellemzden altalaban autofagids mechanizmusok — aktivalédasukat kdvetden intenziv
gliikoz felvétel és a fokozodo aerob glikolizis, az oxidativ foszforilacio visszaszorulasa
valtja fel. A glikolizis iranyaba az eltolodast a hipoxia indukalta faktor 1 (HIF1)
transzkripcidés faktor segiti, mas transzkripcios faktorokkal ¢és onkogénekkel
egyiittmiikddve (pl: c-Myc, p53 vagy Octl) a glikolitikus gének (GLUT1, HK2, LDHA)
¢és a citrat kort gatlo PDK expressziojat fokozza. Jol ismert, hogy eldbbi valtozasok az
mTOR kindz aktivitassal 6sszefliggésben jelennek meg [113, 114].

Az elmult években egyre nyilvanvalobba valt, hogy a megvaltozott anyagcsere
nem a sejtaktivalodas ,,mellékterméke”, hanem szigordan szabalyozott folyamatok
Osszessége, amelyek a sejt fejlodésének egyes allapotaitol, sejt funkcioitol és még sok
mas folyamattol, igymint metabolikus stressz, autofagia vagy reaktiv oxigén termeléstol
is fiigghetnek. A kiilonb6z6 T-sejt populdciok anyagcseréjérdl szamos irodalmi adat all
rendelkezésiinkre. A CD4+ effektor T-sejtek ¢és a regulator T-sejtek példaul
intenzivebben glikolizalnak a naiv T-sejteknél, de anyagcsere utvonalak ardnyat és mas
folyamatokat is figyelembe véve mar kiilonbségeket tapasztalhatunk. A T-reg sejtek nem
csak glikolizalnak, hanem jellemzdjilk az intenziv zsirsav lebontas ¢és oxidativ
foszforilacié is. Metabolikus atrendezédésen mennek keresztiil a helper T-sejtek is
memoria sejtté alakulds kozben, ilyenkor katabolikus folyamatok aktivalodnak, ezzel is
felkészitve a sejtet a hosszan tartd nyugvo allapotra [115].

A B-sejtek fejlodése kozben a populaciokat jellemzo metabolikus folyamatokrol
az elébbieknél Iényegesen kevesebbet tudunk. Az mTOR aktivitas valtozasokrol és azok
a B-sejt fejlddésben, valamint leukémia és lymphoma sejtekben megfigyelhetd aktivitas
valtozasairol viszont mar szamos adat elérhetd. In vitro vizsgalatokbol ismerjiik azonban,

hogy a naiv B-sejtekben IL-4 (interleukin 4), BAFF (B-sejt aktivalo faktor), anti-CD40,
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lipopoliszacharid vagy anti-BCR (B-sejt receptor) aktivald kezelés fokozza a gliikoz
felvételt, a gliikkdz metabolizmus tehat eltérd stimulusok hatdsara hasonléan aktivalodik
a B-sejtekben [116]. Nem ismert azonban, hogy a gliilkéz nélkiilozhetetlen-e a sejtek
sejtek mas tapanyag szubsztratokra, mas metabolikus utvonalakra. Az aktivalt B-sejtek
in vivo energiaigényeirdl, valamint magardl a differencialodast szabalyzé metabolikus
folyamatokrol még kevés adat all rendelkezésiinkre [117]. A B-sejt receptor utvonal
gliikoz anyagcserét befolyasold hatasair6l is csak kevés adat ismert, leirtak azonban, hogy
a gliikkoz transzporter 1 fehérje (Glutl) expresszid, bizonyos glikolitikus enzim funkcidok
szabalyozasa vagy a pent6z-foszfat ut aktivitasanak szabalyozasa BAFF indukalt B-sejtek
tulélésében PI3K/Akt/mTOR aktivitas fiiggden szabalyozott [118].

Az mTOR komplexek a jelatviteli haldzat részeként a legkiilonb6z6bb receptorok
feldl érkezé szignalok és a sejt aktualis allapotat monitorozé Utvonalak alapjan
befolyasoljak, kapcsoljak dssze az anyagcesere folyamatok aktivitasat a B-sejt fejlddési és
differencialodasi folyamatok metabolikus igényeivel [70]. A kiilonb6zé B-sejt
szubpopulaciok metabolikus profiljat még kevéssé ismerjiik, ezért szdmos kérdés az

mTOR kindz szabalyozd mechanizmusaival kapcsolatban még megvalaszolatlan.

1.6.2 Lymphoid tumorok anyagcsere valtozasai

A normdl lymphoid sejtek anyagcseréje aktivitastol fliggéen elsésorban a
glikolizis €s az autofagia valtozasaihoz kothetd, hasonl6 ehhez a lymphoid daganatsejtek
egyik f0 jellemzdje, az aktivalt normal B-sejtekhez hasonléan az aerob glikolizis
(Warburg-effektus) fokozodéasa, mely intenziv gliikéz felvétellel tarsul. Agressziv
lymphomak esetében, hasonléan mas daganatokhoz, a tumorsejtek ezen tulajdonsagat
hasznaljak fel fluoro-deoxiglilkdéz pozitron emisszids tomografia (FDG-PET)
diagnosztika soran, de jol ismert a PET CT diagnosztikdban, az értékelésben a
gyulladésos sejtek gliikkoz halmozasa miatti nehézség is. A Burkitt, follikularis és diffuz
nagy B-sejtes lymphoma sejteket fokozott glikolitikus aktivitas jellemzi, ezt in vitro
vizsgalatokkal is igazoltak [119].

Hartmann €s munkatarsai vizsgaltdk a HL-ak metabolikus aktivitasat, a betegek
kozel felében fokozott Glutl aktivitast figyeltek meg, mely leginkabb a nodular szklerozis

szubtipustu betegeket érintette, tovabba a Hodgkin- és a Sternberg Reed sejtekben intenziv
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laktat dehidrogendz (LDHA) enzim expresszidjat detektaltak, mely eredmények a
glikolizis intenziv jelenlétére utalnak [120]. Ugyanakkor Birkenmeier és munkatarsai HL
sejtvonalakon végzett kisérleteik alapjan azt irtak, hogy a vizsgalt sejtvonalakban, mas
NHL-4kkal ellentétben, nem a Warburg effektus domindl in vitro, hanem a sejtek ATP
szlikségletiik nagy részét az oxidativ foszforilaciobol fedezik. Az ebben a vizsgalatban
tanulmanyozott lymphoma sejteket, tehat ugyan intenziv glikolizis jellemzi, de ez nem
sziikségszertien jelenti mitokondriumok funkcionalis karosodasat, ami adott esetben az
oxidativ foszforilacio iranyu eltolédasokat tesz lehetové a sejtek anyagcseréjében [121].
Hasonl6 eredményekrdl szamoltak be AML sejtekben is, amely szerint f6 energiaforrasuk
nem gliikéz eredetli, hanem zsirsav is lehet [122, 123].

A tumorsejtek anyagcsere folyamatainak valtozékonyséaga, a sejtek metabolikus
plaszticitdsa egyben a kornyezethez vald gyorsabb, konnyebb alkalmazkodast is
jelentheti. A daganatsejtek proliferacidos aktivitasat, talélési kapacitdsat jelentdsen
befolyasolhatjak a glikolizis vagy mas metabolikus folyamatok egyensulyi viszonyai
[70]. A metabolikus utvonalak szabalyozasi zavarainak megismerése, ebben a kiilonb6z6
jelatviteli folyamatoknak a hatasai, mint pl. az mTOR komplex aktivitds valtozasok
szerepe, még kevéssé tanulmanyozott, pedig segitségiikkel ujabb terapids célpontok

azonositasa és a terdpia rezisztencia okainak megértése is lehetdvé valhat.
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Célkituzések

1.

A korabbi eredményeink és irodalmi adatok alapjan, a Hodgkin lymphoma
sejteket szoveti kornyezetben fokozott mTOR aktivitas jellemzi, ennek
molekularis  hattere azonban nem tisztdzott. A  lymphoid sejtek
differencidloddsaban szabalyozd szerepet betoltd Notch jeldtviteli utvonal
mikddészavara szamos haematologiai malignitas és daganat esetében ismert.
Munkank soran célunk az emelkedett mTOR aktivitas €és a Notch szignalaktivitas
Osszefliggésének vizsgalata Hodgkin lymphoma sejtekben.

a. A Notch jelut elemek jelenlétének és a szigndl aktivitdsanak vizsgalata
Hodgkin lymphoma sejtekben és human szdvetekben.

b. mTOR komplexek aktivitasdnak (két komplex jelenlétének, aranyanak)
jellemzése HL sejtvonalakban in vitro.

c. A HL sejtek mTOR inhibitor érzékenységének, a kiilonbdzd inhibitorok
hatdsainak (tumorndvekedés és fehérje expresszid) tanulmanyozasa in
vitro és in vivo vizsgalatokban.

A lymphoid sejtek érését és aktivitas valtozasait funkcionalis, genetikai és fehérje
expresszids valtozadsok mellett metabolikus valtozasok is jellemzik. Az mTOR
aktivitas metabolikus szabalyoz6 szerepe egyre nagyobb érdeklddésre tart szamot.
A lymphoma, igy a Hodgkin lymphoma sejteket jellemzd anyagcsere
valtozasokrdl azonban még kevés adat all rendelkezésre. Vizsgalatainkban HL
sejtvonalak in vitro és in vivo modelljeinek segitségével az mTOR komplex
aktivitassal és az mTOR gatld kezelések hatasaival Osszefliggd bioenergetikai

valtozasok jellemzését (metabolikus karakterizalasat) tliztiik ki célul.
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3 Modszerek

3.1 Invitro vizsgalatok

In vitro vizsgalatainkban harom klasszikus Hodgkin lymohoma (HL) sejtvonallal
dolgoztunk (DEV — nodularis sclerosis, KMH2 ¢és L1236 — kevertsejtes altipus; forras:
Dr. Klein Eva - Karolinska Intézet). A NOTCHI receptor expresszi6 és kiilonboz6 in
vitro hatas vizsgalatainkban pozitiv kontrollként precursor T-sejtes lymphoblastos
leukémia sejtvonalakat (MOLT4; Jurkat - American Type Tissue Culture-ATCC)
hasznaltunk.

A sejteket 37°C-on, 5%-0s CO> koncentracié mellett 20% (DEV) vagy 10%
(0sszes tobbi sejtvonal) fotalis borjusavo (Heat inactivated FBS, HyClone, Thermo) és
0,5% gentamycin (Sandoz) tartalmi RPMI 1640 médiumban (HyClone, Thermo)
tenyésztettiilk. Az adott vizsgalatoknak és tenyésztd edénynek (25 vagy 75 mm?) vagy
plate-eknek (6, 24, 48 ¢és 96 lyuku) megfelelden (kisérlet/tenyésztés ideje, azt kovetd
feldolgozasi technika sejtszam igénye ¢€s a sejtkultira novekedési tulajdonsagai alapjan

meghatérozott) 5-300 ezer/ml sejtszammal inditottuk a kisérleteket.

3.1.1 Kezelések, bioldgiai hatasok vizsgalata

Kezelések eldtt a sejtek médiumat frissitettiik, ligyelve arra, hogy a tovabbi
vizsgalatoknak megfelelé sejtszam legyen (a kezelési idének megfeleléen 5 x 10%-3 x 10°
db sejt/ml). Kiilonb6z6 mTORI-okat hasznaltunk: rapamycin (50 ng/ml, Sigma); PP242
C1/C2 inhibitor (1 uM, Tocris, R&D Systems); NVP-BEZ 235 - kettés PI3K és mTOR
inhibitor (1 uM, Cayman Chemical Co.). A Notch tatvonal aktivitdsat gamma-szekretaz
inhibitorokkal GSI-IX-cel (1 pM, Cayman Chemical Co.) és GSI-XII-vel (4 puM,
Calbiochem), valamint SAHM1 aktivalt NOTCHI1 inhibitorral (5 pM, Calbiochem)
gatoltuk in vitro. A kezeléshez alkalmazott koncentracidokat az irodalmi adatok és
korabbiakban végzett vizsgalataink alapjan hataroztuk meg [124, 125]. A NOTCHI1
receptor aktivalasa korabbi kisérletek alapjan Jagged1 liganddal (1 pg/ml, R&D Systems)
beboritott feliiletli (37°C-on 2,5 6ras inkubacidval) plateken tortént [126]. A kontroll
kezelésekhez, sziikség szerint az adott kezelések soran a tenyészetekbe keriild maximalis
oldoszer (pl. DMSO 5%) kocentracidkat alkalmaztuk. A rapamycint gyors bomldsa miatt

naponta potoltuk. A kezelések 0-96 orasak, illetve rapamycinnel 144 6ras hosszabbtava
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in vitro kezelést is végeztiink (médiumot a kezelés 72. érajaban frissitettiik ezekben a
vizsgélatokban). A morfoldgiai valtozasokat citospin-preparatumokon (5 perc, 500 rpm)

végzett hematoxilin-eozin festéssel kdvettiik nyomon.

3.1.1.1 Apoptozis mérés

Az apoptotikus sejtek szazalékos aranyat aramlasi citometriaval (FACS)
hataroztuk meg [127]. A méréshez a sejteket -20°C-os 70% etanolban fixaltuk, majd
alkalikus extrakcid (500 pl, 200 mM Na2HPO4, pH 7.4) utan RNaz A (1 pug/100 pl;
Sigma) emésztést €s propidium-jodid festést (10 pg /ml Sigma) végeztiink. A mddszerrel
a csokkent DNS tartamu, subGl-apoptotikus sejtpopulacié szazalékos aranya jol
meghatarozhatd és sejtciklus analizis is végezhetd. Mintanként 10-20000 eseményt
mértiink FL2, FSC tartomanyban aramlési citométerrel (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA). Az eredményeket Winlist (Verity Software House) programmal értékeltiik ki,

melynek soran az apoptotikus sejtek szazalékos ardnyat hataroztuk meg.

3.1.1.2 Proliferacio vizsgalat

15000 db sejt/100 pl kezdeti sejtszdmmal rendelkezé lymphoma sejt kulturdk
esetében 96 lyuku plate-n 24-144 6réas tenyésztést/kezelést kovetéen 10 pl (10 pg/ml
5%-0s COz tartalmu termosztatban 4 6ran keresztiil inkubaltuk a sejteket. A proliferalo,
metabolikusan aktiv sejtek a kék szinii resazurint fluoreszcens roézsaszinii resorufinna
redukaltak, melyet spektroforométerrel 570 és 590 nm kozotti abszorbancia tartomanyban
detektaltunk (Ascent szoftver, Fluoroskan Ascent FL, Labsystems), majd az proliferacio

mértékét a kezeletlen kontrol szazalékdban adtuk meg.

3.2 In vivo kisérletek

Az altalunk vizsgalt HL sejtvonalakbol SCID egerekben xenograftot hoztunk létre
subcutéan oltassal (3 x 107 db sejtet extracellularis matrixxal 1:1 aranyban oldva (Sigma)).
Az igy kindtt tumorokat feldaraboltuk és tovabboltottuk, majd amint a tumorok
tapinthatova valtak (sejtvonal fliggden 3 hét-2 honap) megkezdtiik az egerek heti kétszeri
kezelését a kovetkezd szerekkel illetve ezek kombinacidival: mTORC]1 inhibitorok,

Rapamune (3 mg/kg, per os.) (Wyeth Europa Ltd.); Torisel (10 mg/kg, i.p.) (Pfizer);
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mTORC1/2 inhibitor, PP242 (10 mg/kg, PEG300-ban oldva per os.) (Cayman Chemical
Comp.); NVP-BEZ 235 mTORCI1/2 ¢és PI3K inhibitor (30 mg/kg, 1:9
N-metil-2-pirrolidon: PEG300-ban oldva, per os.) (Tocris); gamma-szekretdz inhibitor,
GSI-XII (4 mg/kg, DMSO-ban oldva, i.p.) (Calbiochem). A kontroll csoportba tartozo
egereket fiziologids so6 oldattal, DMSO-val (Sigma), illetve NMP és PEG300 (Sigma) 1:9
aranyu elegyével kezeletiik az aktudlis szereknek megfeleléen. Az egerek sulyat és a
tumor méretét (tolomérével) minden kezelés eldtt mértik. A tumortérfogatokat
7/6*((2*tumor szélesség + tumor hossz)/3)? képlettel szamoltuk ki [128]. A terminalast
kovetden a tumortdmegét mértilk majd az I vizsgalatokhoz a tumorokat formalinban
fixaltuk és paraffinba adgyaztuk. A metabolit vizsgalatokhoz tumordarabokat azonnal
folyékony nitrogénbe tettiik €s a vizsgalatig -80°C-on taroltuk. Az in vivo vizsgalatokhoz
intézetlink allathaza a PEI/001/2457-6/2015 ¢és PEL/001/1733-2/2015 szamu
allategézségiigyi engedélyekkel rendelkezik.

3.3 Human szoveti mintak

A Hodgkin lymphoma beteganyagokon végzett vizsgalatokhoz az 1. sz. Patologiai
¢és Kisérleti Rakkutato Intézet archivalt formalinban fixalt, paraffinba agyazott biopszias
mintait hasznaltuk. Korabban Mark Agnes altal 6sszegyijtott 83 HL beteg mintaibol
késziilt tissue micro array (TMA) blokkokat hasznaltuk a NOTCHI szignal aktivacios
vizsgalatokhoz [72].

3.4 DNS szekvencia vizsgalatok

A mutaciés analizishez 3 x 10° db sejtb6l DNSMini Kittel (Geneaid) izolaltunk
DNS-t. Az FBXW?7 leggyakrabban mutalt exonjaira (exon 5, 9, 10 és 11-re) primereket

terveztiink a Primer 3Plus (http://www.bioinformatics.nl/) ingyenes szoftver segitségével

(4. tablazat a.). Az exon szekvencia amplifikalasat (Ready Mix, Thermo Scientific)
kovetéen BigDye Sequencing Kit (Applied Biosystems) segitségével szekvenaltunk
(95°C 30 masodperc, 51°C-on 15 masodperc, 60°C-on 4 perc 25-0s ciklusszammal). A
mintdkat NucleoSEQ (Macherey-Nagel) oszloppal tisztitottuk ¢és kapillaris
gélelektroforézis Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystems) segitségével analizaltuk
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A PIK3CA gén legjellemzébb mutacidit tartalmazod 9-es exon és a 20-as exon
piroszekvenaldsat Katsuhiko Nosho és munkatarsai protokolja alapjan végeztiik el,
melyet AmpliTaqGold360 Master Mix-szel (Applied Biosystems) torténd amplifikalas
elézott meg, 40 ciklusos (95°C 30 masodperc, 52°C 30 masodperc, 72°C 30 masodperc)
PCR protokollal (4. tablazat b.) [129].

A HL sejtvonalakban 50 onkogén mutacids forropontjainak vizsgéalatat 1)
generacios szekvenalassal is elvégeztettik az Oncompass Medicine — Molekularis
diagnosztika segitségével. A szekvencidkat hg 19 human referencia genomhoz

illesztettiik (Ion AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2, Life Technologies).

4. tablazat: Szekvenalasok soran hasznalt primerek
FBXW7 mutacios ,,hotspot”-jait tartalmazd exonokra tervezett primer szekcenciak (a.)
PIK3CA 9. és 20. exon muticios vizsgalatahoz (piroszekvenalas) hasznélt primer

szekvenciak (b.)

a.
FBXW?7 5.ex | 5E08€ 5-TGTGAGTTTTCCTTTATAAGCCTGT
) antisense 5'-CAAATAACACCCAATGAAGAATG
FBXW7 6 ox | 5S0S¢ 5'-TCAGAGTGCAGAATTATATTTATCAAG
antisense 5-TTTCAGAATCACTCTGCTTTTCA
FBXW79 ex | 5SS 5-TTTAAATCACTTTTCCTTTCTACCC
antisense 5'-AGGGCCCAAATTCACCAATA
sense 5“TTGAAAATGGTTGTTGCTGTG
FBXW710 .ex antisense 5'"TGGATCAGCAATTTGACAGTG
sense 5'-TCCTCTTCCCCCTTTCCTAC
FBXW7TLeX T isense 5-GAGGTTGACTCTTTTTGTGATGC
b.
PIK3CA [ 5E05C 5'-biotin-AACAGCTCAAAGCAATTTCTACACG
9.ex antisense 5'-ACCTGTGACTCCATAGAAAATCTTT
piroszekvenalashoz | 5-GTTGTCCAGCCACCA
PIK3CA | 3E05C 5'-biotin-CAAGAGGCTTTGGAGTATTTCA
20.ex antisense 5'-CAATCCATTTTTGTTGTCCA
piroszekvenalashoz |5-TAGAAAATCTTTCTCCTGCT
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3.5 RNS expresszio valtozasok vizsgalata

3.5.1 mRNS expresszio vizsgalatok

Mintanként 1,5 x 10° db lymphoma sejtet homogenizaltunk (QIAshredder,
Qiagen), majd RNS-t izolaltunk a PureLinkTM Micro-to-Midi kit (Invitrogene)
segitségével. A megtisztitott RNS koncentracigjat NanoDrop (ND-1000 v.3.3)
segitségével mértiik le. Reverz PCR reakcidval vizsgaltuk a kiilonb6z6 Notch receptorok
¢s ligandok mRNS expressziojanak jelenlétét a kiillonb6zo sejtekben. 1 pg RNS-rdl,
random hexamer nukleotidok ¢és MMLV reverz transzkriptaz (Invitrogene)
felhasznalasaval cDNS-t készitettlink (PCR paraméterek: 42°C 1 o6ra, 95°C 10 perc).
Notch receptor és ligandok expresszi6 vizsgalatakor 25 ng cDNS-t hasznaltunk egy-egy
PCR reakcidban a 5. tdblazatban felsorolt primerekkel (denaturacio: 94°C 10 perc, [94°C
1 perc, anellalasi hoémérseklet (57-65°C) 30 masodperc, 72°C 45 masodperc] x 26-32
ciklus). Korabbi vizsgalatok alapjan hataroztuk meg adott primerekhez milyen PCR
puffer, enzim és ,,annealing” hémérséklet sziikséges (ehhez FailiSafe TM (Epicentre) és
RedTaq polimerase (Sigma) reagenseket hasznaltunk). A keletkez6 PCR termékeket 2%-
os, etidium bromidos agar6z (Sigma) gélben, 50 V fesziiltségen futtattuk és a Kodak
Image Station 4000 MM (Eastman Kodak, Rochester, NY, USA) késziiléken detektaltuk
a DNS fragmenteket.
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5. tablazat: PCR reakciohoz hasznalt primer szekvenciak, reagensek és PCR
paramétereket tartalmazzak.

Vizsgalt PCR
Primer szekvencia Reagens
mRNS paraméter
sense 5" ACT TCC ACT GCG AGT GCC FaliSafe, K
] 57°C, 28
NOTCHI . premix .
antisense 5' AGG CAA CGG TAG AAG GGG ) ciklus
(Epicentre)
sense 5'CTG GAT GCA GGT GCA GAT GCC AAT GC RedTaq 65°C, 30
NOTCH? i ) )
antisense | 5' GCA GAA GTC AAC ACG GTG CCT GGA GG (Sigma) ciklus
sense 5'TGT GGA CGA GTG CTC TAT CG FaliSafe, D
) 57°C, 32
NOTCH3 . premix )
antisense 5" TGA CTC GGT CCT TGC AGA C . ciklus
(Epicentre)
sense 5'TCA GCT CCC TGC CTG AAC RedTaq 57°C, 32
NOTCH4 i ) )
antisense 5'GTC CTT ACA TAT CTG CTT GGG (Sigma) ciklus
sense 5'TCG CTG TAT CTG TCC ACC TG RedTaq 57°C, 32
JAGGEDI i ] )
antisense 5' AGT CAC TGG CAC GGT TGT AG (Sigma) ciklus
sense 5' GAT TGG CGG CTA TTA CTG TG RedTaq 57°C, 28
JAGGED? i ) ]
antisense 5' AGG CAG TCG TCA ATG TTC TC (Sigma) ciklus
sense 5' AGA CGG AGA CCA TGA ACA AC RedTaq 57°C, 32
DELTAI i ) ]
antisense 5' TCC TCG GAT ATG ACG TAC AC (Sigma) ciklus
sense 5’GTG GGG CGC CCC AGG CAC CAC CA RedTaq 57°C, 26
AKTIN i ] )
antisense | 5> CTC CTT ATT GTC ACG CAC GAT TTC (Sigma) ciklus

Valos idejii PCR-rel vizsgaltuk adott kezelések esetében bekdvetkezd mRNS
szintli expresszios valtozadsokat a NOTCH 1 target transzkripcids faktorok esetében. HES!
(Hs00172878 ml) és c-MYC (Hs00153408 ml1) TagMan Assay-On-Demand Gene
Expression terméket hasznaltuk (Applied Biosystems) az Applied Biosystems
7300 Real-Time PCR System késziiléken, 40 ciklusos: 2 perc 50 °C-on, 25 perc
95 °C-on ¢és 1 perc 60 °C-on paraméterekkel. A kiértékelés soran normal human B-sejtek
expressziojahoz viszonyitottuk az expressziot €s a normalizalast GAPDH (Applied

Biosystems) bels6 standard segitségével végeztiik el

49



DOI:10.14753/SE.2018.2129

3.6 Fehérjeszintii expresszios vizsgalatok

3.6.1 Immuncito- és hisztokémiai festés

A citospin preparatumokat -20°C-os 80%-0s metanolban 10 percet fixaltuk; majd
hasonloan a deparaffinalt szoveti metszetekhez endogén peroxidaz blokkolast (2,3 mg/ml
perjodsavas oldat 10 perc, 0,1 mg/ml Natrium-borohidrid-oldat 10 perc, és 30%-o0s
hidrogén peroxid és metanol 1:9 ardnyt keveréke 20°) végeztiink. Ezt kdvetden a
deparaffinalt metszeteken 27 percig pH 6-os citrat pufferben magas nyomason és
homérsékeleten antigén feltarast végeztiink. Az antitestek aspecifikus bekdtodésének
gatlasdhoz 3%-o0s 30 perces l6szérumos blokkolést alkalmaztunk a kiilonbozd tipust
lemezeken (citospin és szoveti metszeteken is). Majd 4°C-on ¢jszakan at vagy
szobahOmérsékleten 2-3 o6rdig (ellenanyagoktol fliggden) inkubdltuk a lemezeket
kiilonboz6 elsddleges ellenanyagokkal (az elsddleges ellenanyagok higitasat a 6. tablazat
tartalmazza). Az elsddleges ellenanyagok specifikus kotddését a mosolépéseket kvetden
polimer HRP konjugalt masodlagos ellenanyag kittel detektaltuk (Novolink polymer-
Dako és Postprimary detektalo-Leica). Az enzimreakciot DAB (3,3’-diaminobenzidin,
Dako) kromogén segitségével (barna szinreakcid), a sejtmagokat hematoxylin festéssel

tettiik lathatova.

6. tablazat: Immunhiszto- és citokémiai festéshez hasznalt ellenanyagok és a
kisérletek soran alkalmazott higitasaik.

Ellenanyag neve Gyartoé Higitas
anti-foszforilalt-S6 (Ser235/236) Cell Signaling 1:100
anti-Rictor Bethyl lab. 1:1000
anti- Raptor Abcam 1:50
anti-hasitott-kaszpaz3 Cell Signaling 1:500
anti-foszforilalt-Hiszton H3 (Ser10) | Cell Signaling 1:200
anti-hasitott-NOTCH1 Cell Signaling 1:50
anti-Gliikoz transzporter 1 Abcam 1:400
anti-Glutamindz Abcam 1:400
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3.6.2 Western blot

A fehérjék mennyiségének Osszehasonlitd vizsgalatdhoz Western blot technikat
alkalmaztunk, mely soran a sejteket SDS mintapufferben (50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150
mM NaCl, 1% NP40, 1 mM PMSF, 10 mM NaF, 0,5 mM natrium-vanadat, 10 mM
proteinaz koktél (Sigma) és 10% glicerol (Sigma)) lizaltuk, 10 percig jégen tartottuk majd
centrifugalassal (2000 rpm, 15 percig) a fehérje extraktumot a sejttormeléktol
mentesitettiik. A kapott feliilusz6 fehérje tartalmat lemértiik (Qubit® Protein Assay Kkit,
ThermoFisher). Adott vizsgéalatok soran egyenld mennyiségli - 15-150 pg - fehérjét
2-mercaptoethanol Laemlipuffer (BioRad) 1:20 elegyel felforraltuk, ugy hogy
mintanként 15 pl térfogati minta keriiljon a 8-12,5%-0s SDS gélre. A fehérjéket
elektroforézissel 200 V fesziiltségen elvalasztottuk, majd 0,22 pum porusa PVDF
membranra (BioRad) blottoltuk. 5%-os tejpor (BioRad) blokkolést kdvetéen a membrant
4°C-on egész éjszaka inkubaltuk az elsddleges ellenanyagokkal (anti-pS6 (1:1000, Cell
Signaling), anti-Rictor (1:500, Cell Signaling), anti-Raptor (1:500, BioLegend), anti-
hasitott-NOTCH1 (Gly1753 ¢és Vall754 hasitadsi helyet felismerd, 1:1000, Cell
Signaling), anti-NOTCH1 (a receptor 2300-2556 aminosavhoz kotd, 1:1000, Novus
NBP1-78292). Vectastain Elite ABC masodlagos el6hivo kittet (Vector) ¢és
kemilumineszcens (ECL, Advansta) elohivé rendszert hasznaltunk, KODAK Image
Station 4000 MM (Eastman Kodak, Rochester, NY, USA) késziilek segitségével. A
mintdk Osszehasonlithatosdganak igazolasdhoz anti-B-aktin  monoklondlis egér
(1:5000, Sigma) és HRP konjugalt anti-egér IgG (1:2000 Cell Signaling) masodlagos

ellenanyaggal is el6hivtuk a membranokat.

3.6.3 Duolink®

Komplexek fehérje illetve fehérje moédosulasok (foszforilacid, metilacio stb.) in
situ kvantitativ kimutatasara alkalmas modszer. A modszer kivitelezésének feltétele,
hogy két kiilonbozd eredetii (faj) elsddleges ellenanyagot hasznaljunk a két kiillonb6zo,
de meghatarozott térbeli tavolsagon (<30-40 nm) beliili fehérje epitdp egyiittes
jelenlétének kimutatasara (10. 4&bra). A vizsgalatainkhoz készitett cytospin
preparatumokat 10 percig 4%-os pufferolt paraformaldehidben fixaltuk, majd 0,4%-os

Triton-X-szel permeabilizaltuk. Blokkolast kdvetden a citospin lemezeket a megfeleld
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elsddleges ellenanyag parokkal (nyul anti-pS6, 1:100 és egér anti-S6, 1:100 — Cell
Signaling; nyal anti-mTOR, 1:500 és egér anti-Rictor, 1:500 — Bethyl Lab.) szobahén 30
percet inkubaltuk. Az oligonukleotiddal kapcsolt masodlagos ellenanyagokkal 37°C-on 2
orat inkubaltuk a sejteket, majd a ligacids és hibridizacios 1épés eredményeként a
nukleotid probdk hibridizaltak a masodlagos ellenanyagparok oligonukleotidjaihoz
(37°C-on kétszer 15 perces 1épés). Ha a két ellenanyag par a megfeleld tavolsagon beliil
kotodott, akkor a ligalaskor Iétrejott gylrti templatként szolgéalt az amplifikécios
Iépésben, mely soran a polimerdz ,rolling circle” amplifikaciot tett lehetové,
megsokszorozva a templat szekvenciat (37°C-on, 90 perces 1épés). Utolsd lépésként
37°C-on 60 percig fluoreszcensen jelolt probakat hibirdizaltunk az amplifikalt
szekvencidkhoz, mely a vizsgalt fehérje komplexeket illetve foszforilalt fehérjéket
(Rictor-mTOR, pS6) pontszerii jelként jelenitette meg (9. abra). A sejtmagokat DAPI
tartalmu fedéfolyadékkal tettiik 1athatova, majd a fluoreszcens felvételeken a sejtenkénti

reakciok szamat BlobFinder program segitségével hataroztuk meg.

9. abra: Duolink médszer 1épésenként

A két kiilonboz0 faj eredetli elsddleges ellenanyag a fehérjén/komplexen beliili két kiilon
epitdpot felismeri (a.); oligonukleotiddal kapcsolt méasodlagos ellenanyagok bekotddése
(b.); ha az ellenanyagok megfeleld kozelségbe keriiltek a mintdhoz adott komplementer
szekvencidk hibridizalnak és gyttt alkotnak (c.); ,,rolling circle” amplifikacio (d.);
fluoreszcensen jelolt probak bekotddése - detektalas (e.) forras: OLINK Bioscience

[130]
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3.7 Metabolit koncentracié meghatarozasa

A metabolit koncentraci6 vizsgalatokban a médium eltadvolitasa utan a sejtekbdl (2-
3 x 10° sejt) 4°C-on metabolit extraktumot készitettiink tobb 1épésben (1. folyékony
nitrogénes fagyasztas, majd 2. 400-700 pl metanol-chloroform-viz (9:1:1) elegyben
lizalas és 3. centrifugalas (10 perc, 15000xg)), az extraktumot (feliilisz6) a folyadék
kormatografias tomegspektrometriai (LC-MS) mérésig -80°C-on taroltuk. A sejtek
metabolit koncentracié viszonyait 48 oras mTORI kezelések utan is meghataroztuk,
illetve bizonyos esetekben '*C izotop jeldlt gliikoz-, acetat- és glutamin hozzaadasaval
vizsgaltuk a sejtek szubsztrat hasznositasat. A jelolés elott gliikoz-, acetat és glutamin-
mentes D-030-as médiumba (Sigma) tettiik a sejteket, majd a médiumhoz *C izotoppal
jelolt szubsztratokat adtunk (10 mM [U-'3C] gliikkéz vagy 10mM [U-'3C] glutamin)
(Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA, USA) és egy oraig inkubaltuk a sejteket.
A szoveti mintdk eldkészitéséhez a korabban folyékony nitrogénben lefagyasztott
szovetdarabokat hasznaltuk. A tumor darabok sulydt megmeértiik, majd mozsarban
folyékony nitrogén mellett porlasztottuk és 1500 pl metanol-kloroform eleggyel a sejt
extraktum készitési folyamatokhoz hasonldan lizaltuk.
Az LC-MS mérést Szoboszlai Norbert és munkatarsai altal beéllitott mdodszer alapjan
vizsgaltuk [131, 132]. A szarmazékképzés soran 3-nitrobenzil alkohol (NOBA) és
trimetilklorszilan (TMS) elegyet hasznaltunk, a reakciot ammonium-hidrogénkarbonat
oldattal allitottuk le. A forditott fazisu kormatografids elvalasztashoz acetonitril, viz
elegyét hasznaltuk eluensként majd Waters Micromass Quattro Micro triple quadrupole
késziilékkel (Waters Corporation, Milford MA, USA) elvégeztik a metabolitok
tomegszerinti szétvalasztasat. A mintak metabolit mennyiségét ng/10° db sejtre illetve

crer

(L-laktat, L-malat, szukcinat, citrat, izocitrat, fumarat) viszonyitva.
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3.8 Statisztika

Az adatok atlagat, szorasat ¢s medianjat legalabb harom fiiggetlen mérés alapjan
szamoltuk ki. Szignifikacia meghatdrozas Past 3.05 ingyenes strarisztika programmal és
IBM, SPSS v.22 (SPSS Inc., Chicago, IL, US) szoftverrel tortént. A in vitro és in vivo
kezelések soran t* probaval és egyszempontos variancia-analizissel szdmoltuk ki a
szignifikancia értékeket, melyhez Tukey-féle poszt hoc probat hasznaltunk.
Szignifikdnsnak p<0,05 értéket vettiik.
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4 Eredmények

4.1 mTOR és Notch utvonalak aktivititisanak osszefiiggése

A munkacsoportban korabban végzett vizsgalataiban altalanosan jellemz6 a magas
mTORC1 komplex aktivitassal jellemeztiik a szoveti human Hodgkin lymphoma sejteket
in situ [72]. A HL-4k szovettani jellegzetessége, hogy a B-sejt eredetii, klasszikus HL- és
Sternberg-Reed sejtek csak kis szazalékban figyelhetok meg. A HL sejtek magas mTOR
aktivitdsnak hattere ismeretlen. Korabbi kozlemények alapjan a B- és T- sejtek

~~~~~~

HL sejtek szabalyozasi zavaraiban jatszott szerepe mertilt fel.
4.1.1 HL sejtek konstitutiv Notch-1 aktivitasa

Rendelkezésiinkre all6 harom kiilonb6zé HL lymphoma sejtvonal - KMH2, DEV,
L1236 esetében RT-PCR segitségével igazoltuk a NOTCH]I és 2 receptor és JAGGED
1,2 és DLLI (delta-like ligand) ligand mRNS-ek jelenlétét. NOTCH4 receptor mRNS-t
egyik sejvonalban sem, mig a NOTCH3 receptor expressziot a KMH2 sejtekben nem
tudtuk kimutatni. (10. abra).

Receptorok Ligandok

KMH2 DEV L1236 KMH2 DEV L1236
NOTCH1 W - 360, mceep: N ES  swow
NOTCH2 [l o S sionp JAGGED? i S cconp
NOTCH3 _-es o DELTA1 - e ol 0
NOTCH4 ; 372bp

10. abra: Hodgkin lymphoma sejtek Notch receptor (NOTCHI-NOTCHY) és ligand
(JAGI és 2, DLLT) mRNS-ek expresszioja (RT-PCR eredmények).

A harom HL sejtvonalban hasonld6 Notch repetor és ligand expresszids mintazatot
figyeltiink meg mRNS szinten (a NOTCHI ¢és 2 receptorok ¢és JAGGEDI, 2 illetve
DELTAI ligandok expresszidja jellemzi a HL lymphoma sejteket).
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A NOTCHI receptor expresszidjat és a szignal aktivitasat fehérje szinten is
vizsgaltuk. Kétféle ellenanyagot hasznaltunk Western-blot vizsgéalatainkban. Az egyik
antitest (Abcam) a NOTCH]1 receptor intracellularis doménjét ismeri fel, igy fliggetleniil
a szignal aktivitasatol a nem hasitott (inaktiv) €s hasitott (aktiv) format is kimutatja, mig
a masik ellenanyag (Cell Signaling) csak a szigndl aktivitasanak kovetkeztében 1étrejovo
hasitott NOTCHI1 receptor fragment ellen specifikus. Western blot eredményeink alapjan
mindhdrom sejtvonalat konstitutivan aktiv Notchl szignal jellemezte in vitro tenyészeti
koriilmények kozott, a hasitatlan, intakt receptor formara jellemzd, nagy molekulasulya
fehérjét nem detektaltunk a megfeleld (Abcam) ellenanyaggal (11. dbra, a.). Mindkét
ellenanyag esetében a szignal aktivitasat jelzé hasitott NOTCHI receptor (c-NOTCH1)
fragment expresszigjat figyeltilk meg. A legkiilonb6zobb Western blot lizis pufferek és
lizalé eljarasok hasznalatdval sem tudtuk kimutatni a teljes, intakt receptort a HL
sejtekben. Mig mas pl. a MOLT-4 vagy Jurkat T-ALL sejtekben (korabbi vizsgalatok
alapjan NOTCHI1 receptor aktivitas és fokozott Notchl szignal aktivitas jellemzi ezeket
a sejteket is) a hasitott fragment mellett a teljes receptor format is ki tudtuk mutatni
parhuzamos mintak esetében (pozitiv kontroll). Az aktivalt Notchl szignélra jellemz6
hasitott NOTCHI fragmentek jelenlétét a mar kordbban mTOR aktivitds szempontjabol
jellemzett HL-4s betegek szoveti mintdiban is ki tudtuk mutatni immunhisztokémiai
festéssel. A tumor sejtekben (Hodgkin és Strenberg-Reed sejteket) a hasitott NOTCHI

festést perinuklearisan és nuklearisan is megfigyeltiik (11. abra, b)
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DEV  KMH2Z L1236 Molt4

NOTCH1 250 kDa

c-NOTCH1*

150 kDa

P v
g% g o o
A O
ALl S L V83

Human tonsilla szovet Humdn HL szdvet

c-NOTCH1 . g e S0kDa

c-NOTCH1* W — — 90 kDa

B-aklin  Se— — 0.

11. abra: NOTCHI1 receptor és hasitott NOTCH1 fragment kimutatasa Hodgkin
lymphoma sejtvonalakban illetve szoveti Hodgkin és Sternberg-Reed sejtekben

Az intakt (nem aktivalt) NOTCHI receptor expressziojat a vizsgalt HL sejtekben nem,
csak a pozitiv kontrollnak hasznalt T-ALL sejtvonalban (Molt4) tudtuk kimutatni
(Mw=272 kDa, varhaté méretartomany ~250 kDa), mig a hasitott fragmentet valamennyi
sejtlizatumban detektaltuk (varhat6 méret ~ 90-110 kDa) (a.). Human szdveti mintdkban
a lymphoma sejtekben is igazoltuk a hasitott NOTCHI receptor fragmentek (c-
NOTCHTI*) jelenlétét, IHC festéssel. A a nyilak Hodgkin és Sternberg Reed sejtek pozitiv
festddését mutatjak; a kontrollként hasznalt human tonsilla szovetekben hasonlo festédést

nem figyeltiink meg (nagyitas 200x) (b.).

A HL sejtvonalakban kimutatott magas Notchl szignal aktivitast és ebben a
tényleges ligand fiiggd aktivacio, receptor hasitds szerepét 72 Ords in vitro gamma-
szekretaz inhibitor kezeléssel (GSI) is vizsgaltuk. Jurkat sejtekben igazoltuk a gamma
szekretaz Notchl szignal aktivitasban jatszott szerepét (GSI mellett a hasitott fragment
mennyisége jelentésen csokkent), mig a vizsgalt HL sejtvonalak egyikében sem tudtunk
kimutatni hasonlo hatast, nem csokkent a Hodgkin lymphoma sejtekben a hasitott

NOTCHI1 fragmentek mennyisége (Western blot eredmény) (12. abra).
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Jurkat DEV
Co GSI Co GSI

c-NOTCH1 90 kDa
- v e
B-aktin  ———

12. abra: Gamma-szekretaz inhibitor (GSI) kezelés hatasa Jurkat (ALL) és DEV
(HL) sejtekben

72 6ras gamma-szekretdz inhibitor (GSI, 4uM) kezelés hatasara csak T-ALL sejtvonal
(Jurkat) esetében tapasztaltuk a hasitott NOTCHI1 (c-NOTCH1) mennyiségének
csokkenését, a HL sejtvonalban (DEV) a hasitott NOTCH1 mennyisége valtozatlanul

magas maradt (Western blot vizsgalat).

4.1.2 Konstitutiv NOTCH1 aktivitas hatterének vizsgalata

A konstitutiv Notch utvonal aktivaciojanak hatterében szédmos jelatviteli
szabalyozo6 elem, onkogén illetve tumor szupresszor gén mutacidja allhat, ezek kozaott jol
ismertek bizonyos NOTCHI1 aktivalé mutéciok is. A tapasztalt NOTCH1 és mTORCI1
hiperaktivitds genetikai hatterének tisztazasa érdekében a vizsgalt HL sejtvonalak
esetében NGS szekvendldssal elvégeztettiik (Petdk Istvan és Brauswetter Diana
segitségével) szamos onkogén és tumor szupresszor gén analizisét (Ion AmpliSeq™
Cancer Hotspot Panel v2, Life Technologies), evvel a vizsgalattal nem tudtunk igazolni
a vizsgalt génekben mutaciokat. Az alabbi vizsgalt gének vadtipustnak bizonyultak

(vastagon jeloltek a két titvonal miikddésével szorosabb dsszefiiggésbe hozhatod gének):

ABLI, EGFR, GNAS, KRAS, PTPN11, AKTI1, ERBB2, GNAQ, MET, RBI1, ALK, ERBB4, HNF'14,
MLHI, RET, APC, EZH2, HRAS, MPL, SMAD4, ATM, FBXW?7, IDHI, NOTCHI1, SMARCBI,
BRAF, FGFRI, JAK2, NPM1, SMO, CDHI, FGFR2, JAK3, NRAS, SRC, CDKN24, FGFR3,
IDH2, PDGFRA, STK11, CSFIR, FLT3, KDR, PIK3CA, TP53, CTNNBI, GNA11, KIT, PTEN,
VHL.

A PIK3Ca esetében piroszekvenalassal, az FBXW?7 (ubiquitin ligaz) esetében pedig
Sanger szekvenalassal is ellendriztiik ezeket az eredményeket, amik vad tipusa PIK3CA
¢s FBXW7 génszekvencidkat mutattak a HL sejtvonalakban. A vizsgalatban
parhuzamosan hasznalt Jurkat T-ALL sejtvonalban az FBXW7 gén heterozigbta

mutaciojat igazoltuk (13. abra).
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JURKAT (T-ALL)
10. exon 1513C>T; 505R>C (WD IV mutdcid)
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13. abra: Detektalt heterozigota mutacio Jurkat sejtekben
Az FBXW7 mutacios vizsgalata alapjan Jurkat (T-ALL) sejtvonalban talaltunk funkcié
vesztéssel jaro heterozigota pontmutéaciot (Y), mely a fehérje WD IV. doménjét érintette.

A HL sejtvonalaink mind vadtipustiak voltak.

4.1.3 mTOR és Notchl szignal aktivitast befolyasolo kezelések hatasa

Kiilonb6z6 kezelések — Notch-receptor ligand (Jaggedl), gamma szekretaz
inhibitor (DAPT), ill. a magas mTORCI1 aktivitast gatlo rapamycin kezelések — utan
vizsgaltuk eldbbiek hatdsat a NOTCHI mRNS expressziojaban (RT-PCR segitségével).
A vizsgalatainkban alapvetéen az adott mRNS-ek expressziogatlasara szamitottunk, de
mono- €s kombinalt kezelések jelentdsen nem befolyasoltak, a detektalasi szint ala nem

csokkentették a NOTCH I receptor mRNS expressziojat 72 oras kezelés utan (14. abra)

NTC Co R D J R+D R+J J+D R+J+D

376bp

NOTCH1 : Mo s B e S S

B-Aktin GRS M S e L e °0™

14. abra: mTORCI1 gatlé rapamycin, DAPT - gamma szekretaz inhibitor és Jagged1
Notch ligand kezelések nem befolyasoltak, nem csokkentették a NOTCH1 mRNS
expressziot in vitro (RT-PCR)

L1236 sejtvonal 72 6ras mTOR gatlé (rapamycin — R; 50 ng/ml), gamma- szekretdz
inhibitor (DAPT — D; 1 uM) és NOTCH]1 aktivator (Jaggedl —J; 1 pg/ml), (NTC- PCR

negativ kontrol — ,,no template control”)
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A Notchl szignal aktivitds vizsgalatainkban (Western blot), az eldbbi
inhibitorokkal és azok kombinéacioival hasonld eredményeket kaptunk. rapamycin
(mTORCT inhibitor), DAPT (gamma-szekretdz inhibitor) és Notch ligand Jaggedl 72
oras kezelések sem monoterapidban, sem kombinacioban nem befolyasoltdk az aktiv
Notchl szignal kovetkezményeként kimutathaté hasitott (cleaved-NOTCHI1)
mennyiségét (Western blot eredmények). Még gamma-szekretdz inhibitor kezelés mellett

sem jelent meg az intakt receptor forma a sejtekben (15. abra).

Co R D J R+D R+J 7 p+J R+J+D
; ~ 250kDa
150 kDa
c-NOTCH1 90 kDa
c-NOTCH1* 90 kDa

B-aktin T - 14 kDa

15. abra: mTOR és Notchl szignal aktivitast befolyasolé kezelések (rapamycin,
DAPT, Jagged-1) hasitott Notchl expressziot érintd hatasanak vizsgalata Western
blottal L1236 sejtekben

A hasitott Notchl (c-NOTCH1) mennyisége sem a szignalt fizioldgids koriilmények
kozott aktivald, sem gatld kezelések utan nem valtozott kiillonb6z6 72 oras in vitro
kezeléseket kovetden. (Co-kontroll; R-rapamycin (50 ng/ml); D-DAPT (1 uM);
J-Jaggedl (1 pg/ml)).

c-NOTCHI1* = csak a hasitott NOTCHI-et detektald ellenanyaggal detektalt jel; c-
NOTCHI1 = hasitott és intakt NOTCHI1 receptort felismer6 ellenanyaggal detektal jel.

Az elébbi gatlészerek mTORC] aktivitast befolydsolo idéfliiggd (2, 24 és 72 oras)
hatésait vizsgalva igazoltuk a rapamycin kezelés mTOR aktivitas gatlo hatasait. A p-S6
szintje minimalisra csokkent mar a kezelést kovetd masodik 6raban mindhdrom sejtvonal
esetében ¢és bar szignifikansan alacsonyabb is maradt, de csak a KMH2 esetében bizonyult
ez a korai hatds tartosnak. A masik két sejtvonal esetében a 72. ordra a p-S6 fehérje

mennyisége emelkedett a kezelés 2. drajahoz képest és csak ~40%-al volt alacsonyabb a

60



DOI:10.14753/SE.2018.2129

kezeletlen kontroll mintdkhoz viszonyitva. A gamma-szekretdz inhibitor kezelés pedig
szignifikdnsan nem, csak kis mértékben csokkentette az mTOR aktivitast a HL sejtekben

(16. abra).

a. DEV L1236 KMH2
Co R G Co R G Co R G
p-S6 — _—— | — — | —— o w»  32kDa
B-aktin G Sy S | ——— | N————_ O
b. DEV KMH2 L1236
R GSI [ R GSI R GSI
24h 0% 90,9% 7,8% 90,4% 13,8% 75,2%
72h 66,7% 87,6% 0% 102,7% 63,2% 111,1%

16. abra: NOTCH1 és mTOR szignal aktivitast gatlé kezelések mTOR aktivitast
érinto hatasai HL sejtvonalakban (p-S6 Western blot)

2 oras rapamycin (R, 50 ng/ml) kezelés teljes mértékben gétolta, mig a gamma-szekretaz
inhibitor (GSI, 4 uM) kisebb mértékben gatolta p-S6 expressziot (mTOR aktivitas) a
kiilonb6zé HL sejtekben (a.) 24 és 72 6ra inkubdciés id6 mellett a KMH2 sejteknél
tapasztaltunk tartds p-S6 expresszid csOkkenést. A tablazatban a p-S6 Western blotrol
meghatarozott optikai denzitdsok kontrollhoz viszonyitott szazalékos értékét adtuk meg
(b.). Normalizalashoz egyenld 6sszfehérje mennyiség futtatdsa mellett a B-aktin fehérje

mennyiségét is ellendriztiik
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4.1.4 mTOR és NOTCH1 inhibitorok tumornévekedésre gyakorolt hatasai

Az elobbi kisérletekkel parhuzamosan tobbszor vizsgaltuk a 72 6rds rapamycin €s
kiilonb6z6 hatds mechanizmusi Notch szignal gatld kezelések — gamma-szekretaz
inhibitor (DAPT, GSIXII) és aktivalt NOTCHI1 gatldo (SAHM1) — in vitro apoptozis
indukal6 és proliferacio gatld hatasat a harom vizsgalt HL sejtvonalban. A monoterapias
kezeléseket kovetden a rapamycinnél és a SAHMI kezeldszernél tapasztaltunk
szignifikans biologiaihatast. A rapamycin kezelés esetében a legérzékenyebb sejtvonal a
KMH?2 volt, melyben nem csak proliferaciogatlast, hanem aramlas citometridval az
apoptotikus sejtek mennyiségének szignifikans emelkedését is ki tudtuk mutatni (17. abra
a.). A gamma-szekretdz inhibitor 6nmagéban nem bizonyult hatékony gatlészernek, egyik
sejtvonal esetében sem gatolta a proliferaciot. Az aktivalt NOTCHI inhibitor, SAHMI
kezelés viszont a rapamycinhez hasonloan mind a harom sejtvonal esetében
szignifikansan gatolta a sejtek proliferacigjat és a DEV, illetve a L1236 sejtek esetében a
spontan apoptozis mértékénél nagyobb mértékben apoptozist indukalt. Erdekes
eredmény, hogy jelentds proliferacié gétldo hatast figyeltink meg gamma szekretaz
inhibitor + rapamycin kombinalt kezelés utan, ami szignifikdnsan nagyobb mértékben
gatolta a proliferaciot a rapamycinnel szemben kevésbé érzékeny DEV és L1236

sejtvonalak esetében is (17. dbra b.).
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17. abra: 72 éras NOTCHI1 és mTOR inhibitorok in vitro tumornovekedés gatlo
hatasanak vizsgalata az altalunk vizsgalt HL sejtvonalakon

Rapamycin (Rapa; 50 ng/ml), gamma-szekretdz inhibitor (GSI; 4 uM) és aktivalt
NOTCHI inhibitor (SAHM, 5 uM) kezelés indukalt apoptozist és proliferaciogatld
hatasokat vizsgaltuk aramlas citométerrel (a.) és Alamar Blue teszttel (b.). A proliferacios
értékeket a kezeletlen kontroll szdzalékdban adtuk meg. A szimpla csillagok (*) a
kontrollhoz viszonyitott szignifikdns kiilonbségeket a dupla csillagok (**) az adott

kezelések kozotti szignifikans kiillonbségeket jelzik.

L1236 xenograft vizsgalatainkban megerdsitettiik a konstitutiv Notchl és mTOR szignal
aktivitas tumorndvekedést timogato hatésait in vivo. A csak gamma-szekretaz inhibitorral
(DAPT + GSIXII) kezelt allatok tumorndvekedésében enyhe, nem szignifikans tumor
novekedésgatlast tapasztaltunk, mig a Torisel (rapamycin szarmazék) kezelés 6nmagaban
¢s gamma-szekretdz inhibitor kezeléssel kombinacioban alkalmazva is szignifikansan
gatolta a tumorndvekedést a kontroll csoporthoz képest. Kombinalt kezelés esetében a
kezelt egerek tumormérete €s a tumorok sulya csokkent a Torisel monoterapiaval kezelt
allatokéhoz képest, bar ez a Torisel hatdsahoz képest szignifikans kiilonbséget nem
mutatott (18. abra). Immunhisztokémiai festéssel a xenograft tumorokban a Torisel
kezelés mTORCI1 aktivitast csokkentd hatdsaval (p-S6 pozitivitds csokkenés, mind
intenzitdsban, mind a sejtek szdmat tekintve) parhuzamosan a tumorndvekedés
intenzitdsanak csokkenésével Osszefiiggésben, mind az osztodasok szdmanak
csokkenését (p-HH3 - proliferacié gatlé hatas), mind az apoptodzissal elpusztuld
lymphoma sejtek szamdnak emelkedését (apoptdzis indukcio, aktivalt kaszpaz-3) ki

tudtuk mutatni (19. dbra).
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18. abra: mTOR és Notch szignal inhibitorok tumornovekedés gatlo hatasa L1236

xenograft modellben.

mTORCI inhibitor (Torisel; 10 mg/Kg), gamma-szekretdz inhibitor (GSI; 4 mg/kg) és
kombindlt kezelés hatdsara tumorméret (a.) és végleges tumortomeg (b.) csokkenést

figyeltiink meg. * - a szignifikans kiilonbsageket jeloli.
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19. abra: L1236 xenograft tumorokban az mTOR és Notch szignal inhibitor
kezelések hatasara bekovetkezo fehérje szintii valtozasok

Immunhisztokémiai festéssel vizsgaltuk az mTORCI1 inhibitor (Torisel) és gamma-
szekretdz inhibitor (GSI) kezelések hatasat az mTORCI] aktivitasban (p-S6), valamint a
tumorsejtek osztédasi kapacitdsaban (foszforildlt hiszton H3, p-HH3) és az indukalt

apoptozis mértékében (hasitott kaszpaz 3, c-kaszpaz-3). (400 x)

64




DOI:10.14753/SE.2018.2129

4.2 Hodgkin lymphoma sejtek mTORCI1 és C2 komplex aktivitas vizsgalata

4.2.1 mTOR aktivitasi kiilonbségek karakterizalasa in vitro

A harom Hodgkin lymphoma sejtvonal mTOR aktivitasanak kiilonbségeit olyan
fehérjék mennyiségi vizsgalatdval hasonlitottam 0Ossze, amelyek a két kiilonbozo
komplex, az mTORC1 és mTORC2 komplex aktivitdsdhoz kapcsolhatéak. Az S6
foszforilacigjat a sejtek tobbségében elsdsorban az mTORCI komplex aktivitasaval
hozzak Osszefiiggésbe, bar mas, az mTORCI komplex aktivitastol fiiggetlen
mechanizmusokat is leirtak mar az elébbiben. In vitro koriilmények kozott az eddig
vizsgalt kiilonb6z6 tumorsejtvonalakban igazoltdk, hogy az mTORCI specifikus gatlgja
a rapamycin mar 1-2 orés kezelést kdvetden a kimutathatosagi szint ala csokkenti a p-S6
mennyiségét a sejtekben (Western blot és dramlasi citométriai adatok is). A p-S6 fehérje
mennyisége az 6sszehasonlito vizsgalatunk alapjan a vizsgalt harom sejtvonalban jelentds
mennyiségi kiilonbségeket mutatott. Osszehasonlitva, a KMH2 sejtvonalban mutattuk ki
a p-S6 fehérje legnagyobb mennyiségét, ami arra utal, hogy ezeknek a Hodgkin
lymphoma sejteknek a legmagasabb mTORCI1 aktivitasa. Az L1236 sejtvonalban
szignifikansan alacsonyabb mennyiségii p-S6 fehérjét detektaltunk, adataink alapjan ez a

sejt alacsonyabb mTORCI aktivitassal jellemezhet6 (20. abra).
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20. abra: Hodgkin lymphoma sejtvonalak mTORCI1 aktivitasat jellemzo p-S6
fehérje oOsszehasonlito mennyiségi vizsgalata (Immuncitokémiai vizsgalattal; és
Western blottal)

Az immuncitokémiai festéssel (a.) €s Western blot technikaval (b.) is igazoltuk a vizsgalt
HL sejtvonalak eltéré mTORCI aktivitasat jellemzo p-S6 mennyiségi kiilonbségeket. Az
immuncitokémia festés esetében DAB kromogént (barna) és hematoxilin hattérfestést

hasznaltunk (nagyitas 400x).
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Az mTORCI1 ¢és C2 komplexek mennyiségi ¢€s aktivitds kiilonbségének
vizsgélatahoz tobbféle modszert is hasznaltunk. Raptor (az mTORC1 komplexre jellemzd
fehérje) ¢és Rictor (az mTORC2 komplexre jellemzd) fehérjék mennyiségét
immuncitokémiai festéssel vizsgaltuk. A modszer szemikvantitativ elemzést tett
lehetdveé, Osszehasonlitva ugyanazon sejtek Rictor illetve Raptor festddését a harom
sejtvonalban az mTOR aktivitds hatterében a két fehérje komplex eltérd mennyiségét
mutattuk ki (21. dbra a). A két komplex mennyiségi €s aktivitasi aranyanak kvantitativ
vizsgalatat Duolink technika segitségével végeztiik el. Az eljarassal a sejtekben kiilon-
kiilon értékelhetd az mTORCI1 komplex aktivitasat jellemzd p-S6 és S6 fehérjéhez, illetve
az mTORC2 komplex mennyiségét jellemzd mTOR ¢és Rictor fehérjéhez specifikusan
kotdédo ellenanyagok egy 30-40 nm-es tavolsagon beliili bekotddése, igy az mTORCI1
komplex aktivitasat és az mTORC2 komplex mennyiségét jellemz0 szignalok sejtenkénti
mennyisége in situ meghatarozhatd. A Duolink festések és értékelések alapjan mTORC2
komplex fehérjék tulsulyat (dominans megjelenését) detektaltunk DEV sejtvonalban,
mTORC1 komplex aktivitasanak talsulyat a KMH2 sejtvonalban, mig jelentés mTORC1
aktivitds mellett nagy mennyiségi mTORC2 komplexre utald jellegzetes expresszios

mintazatot tapasztaltunk az L1236 sejtekben (21. abra b-c.).
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21. abra: mTOR komplexek mennyiségének és aktivitasanak karakterizalasahoz
felhasznalt festések reprezentativ fot6i a harom Kkiilonb6zé HL sejtvonalban.

Az immuncitokémiai festés (a.). (400x nagyitds, DAB kromogén-barna szinreakcio €s
hematoxilin hattérfestés); A C1 és C2 komplex mennyiségének, aktivitasanak aranyat
Duolink technika segitségével karakterizaltuk - a zdld—pontszerii jelek p-S6 - S6
ellenanyagok vagy a Rictor-mTOR ellenanyagok egytittes bekotodését jelzik. A p-S6 - S6
jelolés a Cl-es komplex aktivitasara, a Rictor-mTOR jelolés pedig a C2-es komplex
mennyiségére utal (b.). A Duolink reakciok software-es értékelésével meghatarozhat6 az
egyes sejtek mTORCI aktivitasat jellemzd érték/sejt és C2 mennyiségét jellemzo

érték/sejt a kiillonbozo sejtvonalakban (c.) (nagyitas: 400x; kék magfestés: DAPI).

67



DOI:10.14753/SE.2018.2129

4.2.2 mTOR inhibitorok tumornovekedés gatlo hatasa HL sejtekben

A sejtvonalak esetében tapasztalt mTOR aktivitasi és mTOR komplex mennyiségi
kiilonbségek, a kimutatott mTORC2 komplexek befolyasolhatjdk az mTORI
érzékenységet: a magas mTORC2 komplex expresszidt mutatd sejtvonalakban a
rapamycin (mTORCI1 specifikus géatldszer) kevésbé hatékony, ill. a sejtvonalak mas

mTORI-okkal szembeni érzékenysége is eltéro lehet.

In vitro eredményeink igazoltadk, az mTORI érzékenység kiilonbségeket; az
mTORCI ¢és C2 komplexet is gatlo (PP242), illetve a kettds (dudl-) inhibitor (NVP-BEZ
235, mTORC1/2 és PI3K gatld) kezelés hatékonyabb proliferacidé gatlé és apoptozis
indukal6 hatasu, mint az mTORC1-gatlo rapamycin kezelés. A 72 6ras NVP-BEZ 235 és
csokkentette, mig a rapamycin a DEV és L1236 esetében ugyan csokkentette a
proliferaciot, de ez a hatasa csak a KMH?2 sejtvonal esetében volt szignifikdns (22. dbra
a.). A KMH2 rapamycin kezeléssel szembeni nagyobb érzékenységét mutatja az is, hogy
ezekben a sejtekben nemcsak proliferacid gatlé, hanem apoptozis indukalod hatast is
kimutattunk mar 72h-s inkubacios idot kovetden (23. dbra). Erdekes, hogy a DEV és
L1236 kezeletlen kontroll tenyészetekben a spontdn apoptozis mértéke magasabb, mint a
rapamycin kezelt tenyészetekben aminek hatterében a tenyészetek novekedési
kapacitasaban tapasztalt kiilonbségek lehetnek (a DEV ¢és L1236 sejtek alap proliferacios
aktivitisa magasabb, igy gyorsabban Oregednek, valnak tapanyaghidnyossa a
tenyészetek). Az adott kezelések hosszabb tavu hatdsainak vizsgalatakor a DEV és az
L1236 sejtek esetében rapamycin kezelés hatdsara a proliferacio csokkenése és a spontan
apoptozis emelkedése még 120 o6ra utan sem volt szignifikans (22-23. abra). Hosszabb
tavu szignifikans apoptotikus hatasokat a PP242 és NVP-BEZ 235 eset¢ben a KMH2
sejttenyészetek mellett a rapamycinre kevésbé érzékeny, L1236 sejtvonalban is ki tudtunk
mutatni

(23. 4bra b.).

68



DOI:10.14753/SE.2018.2129

Proliferacié gatlas 72 6ra utan Apoptdzis indukci6 96 6ra utan

100% 100
%

o 80% 80

ks 0, * 2
& 60% . » mRapa 60 s Co
= 409 T [o%
= 0% I mBEZ 840 W Rapa
& 20% <

A pp 20 W BEZ
0% 0 PP242
KMH2 L1236 KMH2 L1236
Sejtvonalak * p<0,05 Sejtvonalak *  p<0,05

22. abra: mTOR inhibitorok biolégiai hatasai HL sejtvonalakban.

Az mTORCI gatlé rapamycin (Rapa; 50 ng/ml), PI3K és mTOR gatlé6 NVP-BEZ
235 (BEZ; 1 uM) és C1/C2-t gatlo PP242 (PP; 1 uM) hatdsa; a sejtek kezeletlen
kontrollhoz viszonyitott proliferaci6é vatozasat AlamarBlue teszttel (a.) az apoptdzis %-

os aranyanak valtozasat aramlasi citometriaval hataroztuk meg a tenyészetekben (b.).
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23. abra: A rapamycin apoptozist indukal6 hatasanak vizsgalata hosszutavu kezelés
utan HL sejtvonalakon.
Aramlasi citométerrel mért apoptozis szazalék a rapamycin (Rapa, 50 ng/ml) kezeléssel

szemben rezisztensebb (DEV, L1236) és érzékeny (KMH2) HL sejtvonalakon.

Az elobbi kezelések tumorndvekedést gatld hatasait in vivo is igazoltuk. Korabban
mar jellemeztiik legérzékenyebb sejtvonal, a KMH2 sejtek xenograft modelljében a
Rapamune kezelés szignifikans tumorméret csokkenést eredményezd hatasait (Mark
Agnes). Az in vitro tapasztalt kiilobségek ellenére a KMH2 xenograftok esetében
tapasztalt hasonld szignifikdns tumorndvekedés gatlast tapasztaltunk a masik két
sejtvonal, a DEV ¢és L12136 xenograft modellek esetében is mTORCI1 gatlo Torisel,

illetve Rapamune kezelésekkel.
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Az L1236 ¢és DEV xenograftokban a haromféle mTOR inhibitor hatasait
Osszehasonlitva in vivo, azt tapasztaltuk, hogy a rapamycinhez hasonléan csdkkent a
tumorok novekedése, a tumorok mérete. Igaz szignifikdns tumorméret csokkenést
mindhérom inhibitor csak a DEV xenograftok esetében mutatott (24. abra). Az allatokbol
eltavolitott tumorszdvetekben az mTORC1 komplex aktivitds gatlé hatdsokat minden

xenograft esetében igazoltuk, p-S6 immunhisztokémiai festés segitségével (25. dbra).

L1236 xenograft

HL xenograft tumaorak silya

24. abra: kiilonb6z6 mTOR inhibitor kezelések tumornovekedést gatlo hatasa DEV
¢és L1236 in vitro rapamycin rezisztens HL sejtek xenograft modelljeiben.

Az mTOR inhibitorok szignifikdnsan gatoltak a tumorndvekedést, melyet a tumortérfogat
(a) és tumortdomeg (b) adatok mutatnak. (mTORCI1 inhibitor — Rapamune (3 mg/kg, per
0s.), Torisel (10 mg/kg, i.p.); PI3K és mTOR gatlo6 NVP-BEZ 235 (30 mg/kg per os);
C1/C2-t gatlo PP242 (10 mg/kg, per 0s.)
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25. abra: Az mTOR inhibitor kezelések in vivo mTORCI1 aktivitast gatlo hatasanak
in situ igazolasa DEV és 1.1236 xenograftokban.

Az mTORCI aktivitast jelzd p-S6 fehérje jelenlétét IHC festés segitségével vizsgaltuk az
mTOR inhibitorokkal kezelt xenograftokban. (mMTORC1 inhibitor — Rapamune (3 mg/kg,
per o0s.), Torisel (10 mg/kg, i.p.); PI3K és mTOR gatlo NVP-BEZ 235 (30 mg/kg per os);
C1/C2-t gatlo PP242 (10 mg/kg, per o0s.) (nagyitas: x400; DAB — barna szinreakci6)

4.3 HL sejtvonalak anyagcsere folyamatai az mTOR aktivitas fiiggvényében

Az mTOR gatlészerekkel szembeni érzékenység kiilonbségek hatterének
vizsgélatdhoz, az mTOR metabolikus szabalyozo szerepének jelentdségét figyelembe
véve a sejtvonalak anyagcsere folyamatainak vizsgalatat is megkezdtik. A sejtek
intracellularis metabolit koncentracié viszonyainak jellemzését, illetve a kezelések utan

bekovetkezd koncentraci6 valtozasok vizsgalatat végeztiik el.

71



DOI:10.14753/SE.2018.2129

4.3.1 HL sejtvonalak alap metabolikus aktivitasa és dsszehasonlitasa

crer

spektrometriai (LC-MS) mérés segitségével hataroztuk meg. A lymphoid sejtekre aktivalt
allapotban jellemz6é magas glikolitikus kapacitasnak megfelelden éltaldnosan jellemzd
magas intracellularis laktdt mennyiségeket mértiink mindharom sejtvonalban, a laktat
mennyisége az L1236 sejtek esetében volt a legmagasabb. A labor korabbi vizsgalatai
aranyait valasztottuk. A glikolitikus és oxidativ foszforilacids energetikai folyamatok
egyensulyat jellemezve, a glikolitikus folyamatok intenzitdsat jellemzd laktat
mennyiségének €s a detektalhato citratkori intermedierek mennyiségének aranyat adtuk
meg. Elobbiekbdl képzett hanyadosok alapjan a glikolitikus folyamatok legnagyobb
mértékll talsulyat az L1236 sejtvonalban mutattuk ki, mig a masik két HL sejtvonal
esetében az L1236-hoz képest alacsonyabb, de jelentds mértékii glikolitikus alap
aktivitast figyeltiink meg (26. abra).

Sejtvonal Laktat Citrat kor Laktat/Citrat kor
(nM/10° db sejt)  (nM/10¢ db
sejt)
L1236 ~40 ) 18
DEV ~24 ~2.5 9,6
KMH2 23 ~2,4 9,6

Laktat mennyiség

e KMH2 -
~——  DEV=KMH2

B 11236

Citrat-kori metabolitok mennyisege

26. abra: HL sejtvonalak glikolitikus és oxidativ foszforilaciés energetikai
folyamatainak karakterizalasa LC-MS modszerrel

LC-MS mérések laktat és citratkdtri metabolit koncentracid (szukcinat, malat, citrat,
izocitrat, fumarat) eredményei, a metabolit koncentracidk ardnya a kiilonb6zé HL
sejtekben (a.). Az eldbbi metabolikus kiilonbségek a glikolitikus folyamatok aranybeli

eltolédasanak abrazolasa grafikusan (b.).
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4.3.2 Az mTOR inhibitorok metabolikus hatasai HL sejtekben

A metabolikus valtozasok vizsgalatakor in vitro 48 6ras mTORI kezelés utan
vizsgaltuk a sejtek metabolit koncentraci6 viszonyainak valtozasat LC-MS segitségével.
Ennél az iddpontndl a rapamycin kezelés enyhe proliferacio gatlo hatasa mar
megfigyelheté a KMH2 sejtekben (mig a masik két vonalban nem), és legalabb 20%-os
proliferacio csokkenést okoz a PP242 és NVP-BEZ 235 minden vizsgalt sejtvonalban.
Hasonlo érzékenység kiilonbség a
48 oras apoptotikus hatdsokban is megfigyelhetd, a KMH2 érzékenységének
megfelelden, a PP242 és NVP-BEZ 235 esetében a KMH2 sejtekben mar 48 ora elteltével
is kimutathatd az apoptozis indukcid, a tobbi sejtvonalban azonban nem. Az mTORCI1
gatld kezelés metabolit koncentracido viszonyokat modosité hatasait mindharom
sejtvonalban megfigyeltiik, a sejtek bioenergetikai folyamatainak intenzitasa csokkent a
kezelések hatasara. A glikolitikus laktatszint csokkenése jellemezte a KMH2 és DEV
sejteket. Erdekes azonban, hogy az eleve nagyobb glikolitikus kapacitassal jellemezhet
L1236 esetében a laktat mennyisége nem csokkent a rapamycin kezelés hatdsara, hanem
inkabb emelkedett, és az NVP-BEZ dual inhibitor kezelések esetében sem altalanos
glikolizis gétlo hatés jeleit figyeltiilk meg. Az 0j generacios mTORI-ok esetében altalaban
jelentdsebb mértékli anyagcserevaltozasra utaldé metabolit koncentracid valtozasokat
figyeltiink meg. Az mTOR C1/C2 gatl6 PP242, példaul az Osszes vizsgalt sejtvonal
esetében legalabb a felére csokkentette az intracellularis laktat mennyiségét és ez a
kezelés csokkentette legjelentdsebben a citrat kori intermedierek mennyiségét is (7.

tablazat).
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7. tablazat: mTOR inhibitor kezelés hatasara bekovetkezo proliferacios,
apoptotikus és metabolit mennyiségi valtozasok osszefoglalasa a vizsgalat HL
sejtvonalakban

48 6ras in vitro rapamycin (50 ng/ml) és dudlinhibitor kezelések (NVP-BEZ 235, 1 uM;
PP242, 1 pM) hatasat abrazoltuk a sejtkultira ndvekedési litemét befolyasolo
valtozasokban (proliferacio, apoptézis) illetve a glikolitikus (laktat) és a citrat kori
(szukcinat, malat, citrat, izocitrat, fumarat) metabolitok mennyiségi valtozéasainak
feltiintetésével (Alamar Blue €és dramlasi citometriai valamint folyadék kromatografias
tomeg spektrometriai (LC-MS) mérési eredményeink alapjan). A kezeletlen kontrollhoz
viszonyitott valtozasokat nyilakkal jeloltiik. A nyilak a mennyiségvaltozas irdnyat ( né=

1, csokken= | ) és mértékét mutatjak (D<10% valtozas; szimpla nyil = 10-40% valtozas;

dupla nyil = 40-60% valtozas; tripla nyil >60% valtozas).

Halaskersie {mm‘iﬂ?b.) {mrong;;iz;:: inhib.) (mTOI::;;::nhib.]
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In vivo xenograft tumorok (DEV és L1236) szoveti mintdinak vizsgalatat is
elvégeztik LC-MS-el. A rapamycin kezelés a glikolitikus aktivitast hasonldan
befolyasolta in vivo és in vitro a két modellben. A tumorokban meghatarozott szoveti
laktat mennyiségek alapjan a Rapamune kezelés laktat termelést csokkentd hatasat
igazoltuk a DEV xenograftokban és az in vitro eredményekkel 6sszhangban a Rapamune
kezelés hatasara in vivo is emelkedett szoveti laktat szintet mértiink az L1236

xenograftban (27. 4bra).

mTORC1 inhibitor hatasa a laktat mennyiségére
160% *

140%
120%
100%

80% % * Win vitro

%-0s ertékben

Kontrollhoz viszonyitott laktat mennyisege

DEV L1236 —

27. abra: mTORCT1 inhibitor kezelés szoveti laktat szintet befolyasolé hatasa in vitro
és in vivo a DEV és L1236 HL sejtekben.

Az mTORCI1 inhibitor (Rapamycin (72 h; 50 ng/ml), ill. Rapamune (3 hét; 3x3 mg/kg/
hét)) kezelés laktat intracellularis, illetve szoveti laktat szintet moddosité hatasa

(a kezeletlen kontroll %-aban abrazoltuk az LC-MS mérési eredményeket).

4.3.3 HL sejtek tApanyag-, energia-hasznositasi folyamatai

A sejtek gliikoz felhasznalasat vizsgalva D5030 médiumban, U-'3C jeldlt gliikozt
(tapanyagforrast) adtunk 1 6ran keresztiil a tenyészetekhez. A harom sejtvonalban kozel
azonos mértékben hasznosult a jelzett gliikdz. 1 6ra alatt a laktat 15-23%-4ban jelent meg
a 13C izotop jeldlés, amit LC-MS méréseinkben a laktat 3-as tdomegszam ndvekedésével
mutattunk ki. Ez alatdmasztja a sejtek magas glikolitikus aktivitasat mutatd mas tipusu
vizsgalataink eredményét. A sejtek, kiilondsen a daganatsejtek esetében igaz azonban,
hogy mas tapanyagszubsztratokat is jol hasznosithatnak, az in vitro tenyésztett lymphoma

sejtek glutamin fliggdsége példaul jol ismert.
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Az mTOR aktivitds szerepe a glikolizis folyamataban is igazolddott a KMH2
sejtekben. In vitro rapamycin kezelés mellett 48 ora kezelés utan a sejtek gliikoz
hasznositasat jellemzé LC-MS eredmények és a sejtek Glutl expressziods valtozésai is
alatamasztottak az elobbieket (p-S6 expresszid csokkenéssel parhuzamosan a Glutl
expresszid csokkenést tapasztaltunk). A KMH2 sejtek metabolikus aktivitasa jelentésen
csokkent, a gliikoz jelolést kovetden jelolt laktat és citrat mennyisége legalabb a felére

esett vissza a rapamycin kezelt sejtekben (28. abra a.).

Glutamin hasznositast, az elébbihez hasonlé moddon, jelslt glutamin '3C
atomjainak beépiilését nyomonkdvetve a szukcinatba vagy egyéb a zsirsav szintézis €s
fehérje szintézis szempontjabol fontos metabolitokba, is ki tudtuk mutatni KMH2
sejtekben. Tovabba megfigyeltik a glutamin hasznositasban fontos szerepet jatszo
glutaminaz enzim mennyiségének mTORCI1 inhibitor fiiggd szabdlyozasat is; a
rapamycin kezelés proliferacio, tumorndvekedést gatld hatdsa mellett a glutaminaz enzim

mennyiségét is csOkkentette a kezelt lymphoma sejtekben (28. dbra b.).
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28. abra: A rapamycin kiilonb6z6 tapanyagforrasok felhasznalasat befolyasolo
hatiasa a KMH2 sejtvonalban

A 48 6ras rapamycin (50 ng/ml) kezelés a kezeletlen kontrollhoz képest az U-13C-gliikoz
laktatba és citratba épiilését csokkentette (a.). A rapamycin kezelés hatdsara az mTORCI1
aktivitasa (foszforilalt riboszomalis S6 — p-S6), a gliikoz felvétel (gliikoz transzporterl —
Glutl) és a glutamin hasznositds (glutamindz — Gls) lecsokkent a sejtekben (b.).

(Nagyitas: x400, a fehérjék jelenlétét barna (DAB) szinreakcio jelzi)

77



DOI:10.14753/SE.2018.2129

5 Megbeszélés

A PIBK/AKT/mTOR 1utvonal kozponti szabalyozd ¢és ezen keresztiil
daganatbioldgiai szerepét mutatjak sajat vizsgéalataim eredményei. Tobb, kiilonbozd
daganattipus esetében leirtdk mar az mTOR kinadz fokozott aktivitasat, igy diagnosztikai
¢€s terdpids jelentdsége van annak, hogy ezeket a szabdlyozasi zavarokat pontosan
megismerjliik adott daganattipusok esetében [8, 22]. Eddigi kutatasi eredményeim az
mTOR kinaz aktivitasaval kapcsolatos ismeretek bovitését, a folyamatok jobb megértését
segitik els6sorban human Hodgkin lymphomak, és colorectalis carcinomék esetében, és
reményeink szerint terapids, diagnosztikai fejlesztések alapjaul is szolgalhatnak a

jovoben.

5.1 A Notch és az mTOR szignal aktivitasanak kapcsolata HL-ban

A Hodgkin lymphomas betegek terapids valaszai és 6t éves tulélési eredményei
igen jok, ugyanakkor a rosszabb progndzisu betegek kezelési eredményei az utobbi
idében nem sokat javultak, még a kiilonb6zé drasztikus kezelések €s az Ossejt
transzplantacios kezelések ellenére sem. Korabbi vizsgalatainkban jellemeztiik a HL-as
betegek HL sejtjeinek mTORC1 komplexhez kothetd, fokozott mTOR aktivitasat és
bizonyos HL sejtvonal modellek (KMH2, DEV, L1236) szintén jelentds mTOR
aktivitdsat [72]. A hiperaktivitast el6idéz6 folyamatok kozott elsdsorban a
PI3K/AKT/mTOR szignalt érintd tumorszuppresszor vagy onkogén fehérjék génjeinek
mutaciol meriilnek fel, pl. a PIK3CA, mely mutacidja a DLBCL-ak 10%-at érinti, vagy a
PTEN ¢és az AKT gének mutéacioi, melyeket szdmos daganat (pl: emld, vastagbél,
endometrium carcinoma ¢és haematologiai tumorok) esetében mar leirtak [67, 133-137].
Ezek a mutaciok azonban a HL lymphomakat kevéssé jellemzik [138]. Sajat
eredményeink az altalunk vizsgalt harom HL sejtvonalban megerdsitették ezeket az
adatokat, a vizsgalt onkogének és tumorszupresszor gének (lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot
panelben 50 gén szerepel) vad tipusuak a DEV, KMH2 ¢és L1238 sejtekben. Ezért a
lymphoméak nagy szazalékdban szintén nagy jelentdségli, kiilonbozo jelatviteli
események, mint példaul B-sejt receptor utvonal fiiggd talélési mechanizmusok vagy

egyéb jelatviteli aktivitds zavarok koziil a Notch jelatviteli ut aktivitdsanak lehetséges
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zavara ¢s ennek az mTOR aktivitassal Osszefiiggése kertilt kutatdsunk érdeklédésének
kozéppontjaba.

A klasszikus Hodgkin lymphomas szdveti mintdk jelentés mennyiségl
gyulladasos sejttel és kevés, szétszorva elhelyezkedd malignus sejttel jellemezhetdek.
Ebben a kornyezetben a tumorsejtek a nem daganatos T- és B-sejtekkel, eozinofil
granulocitakkal, makrofagokkal ¢és hizdsejtekkel szoros kdlcsonhatdsban vannak,
citokinek és kemokinek (pl: IL-5, CCLS5) valamint sejt-sejt kozott 1étrejovo kozvetlen
receptor-ligand kapcsolatok, pl. CD40 — CD40L vagy a NOTCH]1 ¢és Jagged] biztositjak
a sejtek taléléséhez és proliferacios aktivitasanak megfeleld mikrokornyezetet [139].

A Notch szignal a haematopoezis egyik kulcs szabédlyozd utvonala, az érési
folyamatok tobb fazisdban is fontos szerepet tolt be. Fokozott aktivitidsa intenziv
proliferaciohoz és a differencidlodasi folyamatok megallitdsahoz vezethet, gének
atirasanak fokozasaval (pl: c-Myc, Hes 1) vagy tovabbi jelaviteli folyamatok aktivalasaval
(pl: NFkB, PBK/AKT/mTOR, WNT), melyek haematologiai daganatok kialakuldsat igen
gyakran okozhatjak [140-143]. Jundt és munkatarsai a NOTCHI1 receptor fokozott
expressziojat irtak le a Hodgkin és Sternberg Reed sejtekben, valamint ezzel
parhuzamosan a NOTCHI ligand, Jagged1-nek emelkedett expresszigjat figyelték meg a
kornyez0 sejtekben és a tumorsejtekben is [144].

HL sejtvonalakon végzett vizsgalataim eredményeit, mely soran a NOTCH1-3 és
Jagged1,2 expressziot igazoltunk, ezek a megfigyelések is alatamasztjak. Elobbieket
megerdsitette, hogy az aktivalt, hasitott NOTCHI1 fehérje konstitutiv, ligand aktivaciétol
fiiggetlen jelenlétét mutattuk ki a vizsgalt HL sejtvonalakban, illetve hasitott NOTCH1
fehérjét mutattunk ki a huméan széveti mintakban is. A konstitutiv Notchl szignél
aktivitasat, a hasitott NOTCH1 mennyiségét a NOTCHI1 hasitdsat végzé gamma-
szekretaz gatlasa nem befolyasolta in vitro, csak a legérzékenyebb sejtvonalban (KMH2)
figyeltiink meg kis mértékben apoptdzis indukcidt, mint bioldgiai hatast. A gamma-
szekretaz inhibitor hatasaival szembeni rezisztencia hatterében leggyakrabban a
NOTCHI1 receptor, PTEN fehérje vagy FBXW?7, ubiquitin ligaz mutécidja allhat, ami
azonban egyik vizsgalt sejtvonalat sem jellemezte [100, 145].

A hagyomanyos receptor-ligand kotés mellett, a nem-kanonikus Notch jelut
aktivalodas is bekovetkezhet a tumorsejtekben. Ekkor ligandtol fiiggetlentil figyelhetd

meg a konstitutiv NOTCHI1 aktivalodas, melyet a B-catenin indukélhat és a Wnt szignalon
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keresztiil fejtheti ki a hatdsat. Ilyen esetekben a hagyomanyos gatloszerek, tigy mint a
gamma-szekretdz inhibitorok hatastalanok lehetnek, ezért Gjabb inhibitorok alkalmazasa
vagy U1j fehérje célpontok azonositasa elengedhetetlen a hatékony NOTCH-fiiggd
tumornovekedés gatlashoz [146]. A Wnt szignal aktivalodasa tobb szolid tumort is
jellemez, tovabba lymphomak, ugy mint MCL, DLBCL ¢s HL esetében is leirtdk mar
mutaciok és/vagy a mikorkornyezet hatdsara bekovetkezd fokozott aktivitasat [147-149].
Mas preklinikai vizsgalatok ¢€s jelen kisérleteink is alatdmasztjak, hogy az aktivalt
NOTCHI1 transzkripciot aktivald hatasat gatld 0j inhibitor, a SAHM1 hatékonyabb a
gamma-szekretdz inhibitoroknal; mind a harom HL sejtvonalban szignifikans bioldgiai
valtozast eredményezett (proliferacio gatld és apoptozis indukald volt), habar a célgének
atirdsaban (c-MYC és HES1) nem tapasztaltunk szignifikans valtozast [ 150].

A NOTCHI ce¢lgének kiilonb6z6 modon szabalyozhatnak mas, a jelut aktivitasat
szabalyoz6 fehérjéket, és igy akar egész utvonal aktivitasat is. Ilyen fehérje pl. a PTEN
tumorszuppresszor is, mely expresszidjat a HES1 és a c-MYC ellentétesen szabalyozhatja
(HEST gatolja, c-MYC indukalja PTEN expressziot). A megfeleld hatdsok érvényesiilése
sejttipustol és -allapottol fiiggd folyamat (29. abra) [103, 107].
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Notch szignal mTOR jelut
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29. abra: A Notch és az mTOR jelatviteli utvonalak kapcsolatai

,P” a foszforildlédasokat, az ,,ub” rovidités az ubiquitinilalodasokat jeldli.

Sajat eredményeink is felhivjak a figyelmet arra, hogy Uj célpont lehet a
kiilonb6zé magas NOTCH-1 aktivitast mutaté tumorok, igy a HL-4k kezelésében az
mTORC1 komplex aktivitas is [151]. Az mTORCI1 specifikus gatloja a rapamycin, ami a
gamma-szekretdz inihibitorral szembeni rezisztencia esetében is szignifikans
tumorndvekedés gatlonak bizonyult in vitro és in vivo, mar monoterapiaban is €s gamma-
szekretdz inihibitorral kombindlva is. Kombindlt kezelés esetében a tapasztalt
tumornovekedés gatlas a rapamycin mTOR jelut gatlo hatdsahoz kotddik (sem a gamma-
szekretaz inhibitor nem gatolta az mTORCI aktivitast sem a rapamycin nem valtoztatta
meg a NOTCHI1 aktivitasat), ami eredményeink szerint feliilirhatja a folyamatosan
aktivalt NOTCH1 receptor hatdsait. A vizsgalt HL sejtek rapamycin érzékenysége

sejtvonalanként eltérének bizonyult in vitro, és gamma-szekretdz inhibitor kombinalt
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kezelés fokozta a rapamycin hatasat in vitro és in vivo is. Ez a gamma-szekretaz, illetve
gamma-szekretdz inhibitor kezelés mikorkdrnyezet modositd hatdsabol is kovetkezhet.
Ismert ugyanis, hogy a Notch szignal gatlasa mellett a gamma-szekretaz inhibitor képes
a kemokin szignalt (CXCR4/SDF-1) is befolyasolni, bar a kombinalt kezelés in vivo nem
mutatott szignifikans kiilonbséget a C1 inhibitor monoterapiahoz képest a vizsgalt HL
xenograft modellekben, ami az mTOR gétlok hasonlo, in vivo komplexebb hatasanak is
egyik kovetkezménye lehet [152, 153].

Eredményeink alapjan a konstitutiv NOTCHI1 aktivitds, mely a HL sejteket
jellemzi, olyan potencidlis terapias célpont lehet, amelynek hatdsait a hagyomdanyos
gamma szekretdz inhibitorok hatdsanak elmaradéasa esetében mas, a NOTCHI aktivacio

kovetkezményeit befolyasold kezelések, példaul az mTORI kezelés is gatolni képes.

5.2 mTOR komplexek aktivitasa HL sejtekben

Korabbi DLBCL-es betegek biopszias mintainak segitségével végzett vizsgalataink
alapjan megallapitottuk, hogy azok az esetek, amelyekben a fokozott mTOR aktivitast
parhuzamosan emelkedett Rictor (C2 kompex) expresszid jellemezte, rosszabb
prognozisuak, tilélési adataik rosszabbak [68]. A dolgozatban vizsgalt HL sejtvonalak
rapamycin érzékenysége in vitro vizsgalataink szerint az mTORC2 jelenlétével
Osszefiiggést mutatott: az mTORC1 komplex dominancat mutat6 KMH?2 sejtek voltak a
legérzékenyebbek a rapamycin proliferacio gatld és apoptotikus hatdsaival szemben, mig
az emelkedett Rictor, mMTORC2 expressziot mutaté L1236 és DEV sejtvonalakban a
rapamycin biolodgiai hatasa in vitro még 72 oOrandl hosszabb kezelések esetében is
elmaradt. Mas rapamycin rezisztens hematologiai és egyéb daganatokon végzett
preklinikai vizsgéalatokkal 6sszhangban ezekben a sejtvonalakban, csak az 0j generacios,
két komplexet egylittesen gatldo PP242-nek vagy a dudl inibitornak, NVP-BEZ 235-nek
volt tumorndvekedés gatlo hatasa [154, 155]. Az 0j generacios inhibitorok in vitro joval
jelentdsebb hatdsa ellenére azonban a C1 inhibitor (Rapamune/Torisel) in vivo a
kombinalt inhibitorokéhoz hasonl6 mértékben gatolta HL xenograft tumorok
novekedését, ami magyardzhatd egyrészt a hosszabb kezelési idovel (in vivo tobb mint
egy honap); illetve azzal, hogy a rapaldogok klinikailag alkalmazhat6 készitmények,

gyogyszerek (human felhasznélas), mig az ijabb mTOR inhibitorok fejlesztése jelenleg
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még zajlik (felhasznalasuk preklinikai vagy fazis vizsgalatokban engedélyezett csak, igy
a dozisok és a készitmények egyéb tulajdonsagai még nem véglegesek). Egyebek mellett
az mTORC1 gatlok in vivo magasabb hatékonysagat egyéb tényezdk, példaul
munkacsoportunk korabbi eredménye is magyarazhatja, amely szerint az mTORC1 gatl6
rapamycin kezelés a tumorndvekedést gatlo mikrokornyezeti faktorok (pl: TGFf) hatasat
képes helyreallitani lymphoma sejtekben in vitro, aminek in vivo jelentdsége nemcsak a
szoveti TGFB, hanem mas szoveti faktorok tumorellenes hatasainak az aktivalasat is
jelentheti [156].

Az mTOR aktivitds sejtek anyagcseréjének szabdlyozasat érintd hatasai egyre
ismertebbeké valtak az elmult idében. A HL sejtek magas mTOR aktivitasa és az mTORI-
ok altalunk és egyes fazis vizsgalatokban is kimutatott jelentds HL sejtek novekedését
érintd hatasai indokoltdk azokat a vizsgalatokat, amelyeket a HL sejtek mTOR
aktivitdsanak és metabolikus profiljanak Osszefiiggéseivel kapcsolatban kezdtiink meg
[77].

Ismert, hogy a normal lymphoid sejtekre aktivacidjukat kovetden fokozott glukoz
felvétel és hasznositas, magas glikolitikus aktivitas jellemzd. Ez a legtobb lymphomara
¢s HL sejtekre is igaz [120]. A vizsgalt harom HL sejtvonalban az intracellularis
laktat mennyiségeket, magas glikolitikus aktivitast, jelentds gliikoz transzporterl
expressziot figyeltiink meg, ezek az eredményeink alapvetéen Hartmann eredményeit
erésitették meg. Erdekes volt azonban, hogy glikolitikus aktivitdsban jelentds eltéréseket
tapasztaltunk sejtvonalanként. HL sejtek esetében a jelentds glikolitikus aktivitas mellett
azonban az intenziv mitokondridlis funkciok, oxidativ foszforilacidos folyamatok
parhuzamos mikodésének jelenlétét is ki tudtuk azonban mutatni, amire egy masik
vizsgalat is felhivta a figyelmet [121]. Mindezek az adatok, a HL sejtek jelentds
bioenergetikai igényeinek kielégitéséhez intenziv metabolikus aktivitast igazoltak a
sejtekben.

Az mTORCI1 gatlads hatdsara egyes anyagcsere €s bioenergetikai folyamatok
aktivitdsa megvaltozhat, a felépitd €s lebont6 folyamatok egyensulya atrendezddhet [157-
159]. Az mTORI-ok, elsésorban az 0j generacios inhibitorok (kettds ill. dual inhibitorok)
altalanos intracellularis metabolit koncentracidé csokkentd hatasat figyeltik meg a

kiilonbozd sejtvonalakban, lymphoma ¢€s mas sejtvonalakban is. Ez alol a C1/2
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aktivitassal is rendelkezd, legintenzivebben glikolizdlo L1236 sejtvonal bizonyult
kivételnek. Ebben a sejtben a rapamycin kezelés — amely altalanos glikolizis gatl6 hatasu
— fokozta a laktat termelését in vitro €s in vivo is. A rapamycin glikolizis gatld hatasat
bizonyos lymphoma ¢€s leukémia sejtek esetében mar megfigyelték, melyet a rapamycin
szenzitiv. KMH2 sejtvonal gliikkozfelvétel €és hasznositas gatlasan keresztiil a mi
vizsgélatainkban is igazolni tudtunk [160]. Azt azonban, hogy a rapamycin
lymphomasejtekben ellentétes metabolikus hatdsokat is mutathat elséként figyeltiilk meg
ezekben a HL sejtekben.

Elébbire magyarazat lehet, hogy bizonyos tumor sejtek (pl: emld carcinoma),
hipoxids vagy ¢hezéses allapot Iétrejottekor — mely folyamatok szorosan
Osszekapcsolodnak az mTOR aktivitassal — mas alternativ energia forrassal, szubsztrat
hasznositassal (pl. az acetat hasznositas, zsirsav oxidacid, aminosavak oxidacioja)
potolhatjdk energia sziikségleteiket és ezek segithetik tulélésiiket [161]. Ismert, hogy a
glutamin — lymphoid sejtek egyik fontos alternativ energia forrdsa - felvétele és
hasznositasa 0Osszefiigghet a sejtek emelkedett mTORC1 és C2 aktivitasaval, ez
parhuzamosan pedig olyan sejtes folyamatokat tamogathat (pl. proliferacios aktivitassal
Osszefliggd laktat felszaporodas), amely kemoterdpias szerekkel szembeni rezisztencia
kialakulasat eredményezheti. Eredményeink szerint a vizsgalt HL sejtek jol hasznositjak
a glutamint. Nem lymphoma, hanem mads tumor sejtek esetében igazoltuk, hogy a
rapamycin kezelés gatolhatja a glutaminszintdz expressziojat (ennek mechanizmusat is
vizsgaltuk [158]) és igazoltuk, hogy expresszidja fehérje szinten a rapamycin érzékeny
KMH?2 sejtvonalban csokkent. Eredményeink alapjan az mTOR aktivitds a sejtek
Ennek praktikus kovetkezménye lehet a betegek kezelésében: a jol karakterizalt mTOR
aktivitas terapias target lehet és Ujabb metabolikus targetek lehetdségére is felhivja

figyelmet a rossz progndzisu, visszatéréd HL-akban.
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6 Kovetkeztetések

Notch-1 és mTOR szignal aktivitds vizsgalatokkal kapcsolatos uj megallapitasaim:

e Els6ként irtuk le Hodgkin-lymphoma sejtek NOTCHI1 aktivitasanak jellemzése

kdzben a sejtek konstitutiv, ligand és gamma-szekretaz inhibitor fiiggetlen szignal

aktivitasat

e Megallapitottuk, hogy a Notch és mTOR jelatviteli titvonal hiperaktivitdsaban

mas daganatok esetében korabban mar leirt, a két utvonal szabalyozésat érintd

mutaciok (EGFR, AKT, FBXW7, NOTCHI, PIK3CA, PTEN vagy TP53) nem

jatszanak szerepet.

e Igazoltuk a rapamycin kezelés (mar a 2 6ras is) mMTORCI aktivitas gatlo hatasat

HL sejtekben, és ezzel parhuzamosan kimutattuk, hogy gamma-szekretaz

inhibitorral tovabb fokozhatd tumorndvekedés gatlo és apoptozis indukald hatas

in vitro és in vivo 1s.

e HL sejtvonal modellek mTOR komplex aktivitasdnak karakterizalasa soran

megallapitottuk, hogy a sejtvonalak mTORCI1/C2 aktivitds kiilonbségei

korrelalnak a sejtvonalak mTORC1 gatlo érzékenységével, illetve, hogy a magas

C2 komplex aktivitasi HL sejtvonalak esetében a kettds C1 és C2 gatlo vagy dual

inhibitorok hatékony tumorndvekedés gatlo szerek lehetnek.

HL sejtek mTOR aktivitas valtozasaival és azok metabolikus hatdsaival kapcsolatos

vizsgalataim megallapitasai:

e HL sejtvonalak metabolikus aktivitdsanak vizsgalata alapjan megallapitottuk,

hogy az in vitro HL sejtvonalakat intenziv glikolizis és j61 miikod6 mitokondrium

jellemzi, ugyanakkor glikolitikus aktivitas mértékében egyedi kiilonbségeket

figyeltiink meg. Parhuzamosan megfigyeltiik a rapamycin és dudl inhibitor

kezelések, a sejtek érzékenységétol fliggd anyagesere valtozast okozo hatasait a

crer

85



DOI:10.14753/SE.2018.2129

7  Osszefoglalas

A daganatbiologiai kutatasokban egyre nagyobb jelentOséget kapnak a sejtes
jelatviteli halozatok szabalyozasi zavarai. A PI3K/AKT/mTOR jelut hiperaktivitasat, mar
korabban leirtuk huméan Hodgkin lymphoma (HL) biopszids mintdk immunhisztokémiai
(IHC) vizsgalata segitségével, a kimutatott fokozott mTOR aktivitas hattere — mely akar
kiilonbozd szabalyozasi szinten (gén és fehérje expresszid vagy sejten beliili €s
mikrokornyezeti valtozasok) is bekdvetkezhet — ebben a haematologiai daganattipusban
még kevéssé ismert.
szempontjabol is fontos Notch szignal aktivitasat és az mTOR aktivitas valtozas
kapcsolatat vizsgaltuk HL sejtekben. mTORC1/C2 komplex aranyait, Notch szignal €s
anyagcsere aktivitasat karakterizaltuk és vizsgaltuk a két utvonalat gatlo szerek bioldgiai
hatésat.

Vizsgalataink szerint a HL sejtekre a fokozott mTOR aktivitas mellett,a NOTCH1
szignal konstitutiv aktivitasa is jellemzd. Kimutattuk, hogy az mTOR ¢és a Notch szignal
hiperaktivitdsa, valamint a gamma-szekretaz inhibitor rezisztencia hatterében nem az
utvonal aktivitasat befolyasold mutaciok (PIK3CA, PTEN, AKT, NOTCHI, FBXW7 stb.)
allnak. Azt tapasztaltuk, hogy az aktivalt NOTCHI1 transzkripciot aktivald hatasat gatlo,
SAHMI1 kezelés, valamint az mTORC1 gatlo, rapamycin proliferaciogatlo és/vagy
apoptozist indukald hatasu a vizsgalt HL sejtekben. Eredményeink felhivjak a figyelmet
arra, hogy az mTOR gatloszereknek potencidlis szerepe lehet a rossz prognézistt HL-ak
¢és olyan daganatok esetében is, ahol a Notch szignal aktivitas magas, de a hagyomanyos
Notch aktivitds gatlok nem hatnak. A kiilonb6z6 mTOR komplexaranya és az mTOR
inhibitor kezelések hatasvizsgalata alapjan kimutattuk, hogy meghatarozasuk fontos lesz
a kiilonbozd gatloszer kezelések eldtt. Eredményeink szerint a HL sejtek mTORI
érzékenysége fligg a C2 komplex jelenlététol.

A HL sejtek anyagcsere valtozéassal kapcsolatos eredmények alapjan a sejtek
mTOR aktivitas valtozasa, az anyagcsere valtozasokhoz is hozzajarulnak. A HL sejteket
az intenziv glikolitikus aktivitas mellett jelentés mitokondrialis aktivitasa is jellemzi, és
mTORI-ok hatdsara a glikolizis és a glutaminolizis intenzitdsa is csokken. Ezeknek a
valtozasoknak, €s a sejtek metabolikus alkalmazkodé képességének megismerése segithet

olyan, az mTOR-hoz hasonlo metabolikus terapias célpontok azonositasaban, amelyek a
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jovoben felhasznalhatéak lehetnek akar a kialakuld rezisztencia mechanizmusok
megeldzésében is.

Vizsgalataim segithetik a PI3K/AKT/mTOR jelut szabalyozéasi zavarok
hatterének megértését, a jelenlegi mTOR és Notch gatloszerekkel zajlo fazis vizsgalatok
eredményeinek értékelését, illetve tdmpotokat adhatnak a célzott terdpias kezelések
fejlesztéséhez, a rezisztencia mechanizmusok megértéséhez és 1j alternativ kezelési

megoldasok kialakitasahoz.

87



DOI:10.14753/SE.2018.2129

8 Summary

Data about dysregulated signalling network and genetic dysfunction of different
proteins have great interest in tumour biology. The hyperactivity of PI3K/AKT/mTOR
pathway in HL biopsy samples was described in our previous study by
immunohistochemistry staining, however, the background of increased mTOR activity at
different regulatory levels (gene and protein expression levels or extra- and intracellular
changes) has been less understood in the studied haematological malignance.

In this work, the Notch and mTOR signal activity and their crosstalk were
investigated in HL cell lines, which are important in case of haematological cell
differentiation and could promote tumour biology research. We characterised the ratio of
mTORCI1/C2 complexes, the activity of both Notch signal and altered metabolism;
moreover, we studied the biological effects of inhibitors in these two pathways. Based on
our results, the HL cells have characteristic constitutive NOTCHI1 signal activity beside
their high mTOR activity. Our results suggest that mutations, which influence Notch and
mTOR signals (PIK3CA, PTEN, AKT, NOTCHI, FBXW7 etc.), are not found in the
background of gamma-secretase inhibitor resistance and hyperactivity of Notch and
mTOR signals. We found that SAHM1 (the inhibitor of NOTCHI1 transcription activity)
and rapamycin (mMTORCI inhibitor) could reduce proliferation and induce apoptosis in
HL cell lines. Our in vitro and in vivo results draw attention to the potential role of mMTOR
inhibitors not only in HL patients with poor prognosis, but in other tumours, as well in
cases where the conventional Notch therapy has no effects. We determined the
importance of mTORCI/C2 ratio before applying different inhibitor treatments.
According to our results, the mTOR inhibitor sensitivity of HL cells depends on the
expression of mMTORC2.

Our experiments on HL cell metabolism show that the alteration of mTOR activity
can induce metabolic changes. We observed that beside the intensive glycolysis,
significant mitochondrial activity is characteristic for the studied HL cells. Moreover, the
intensity of glycolysis and glutaminolysis were decreased by mTOR inhibitor.
Understanding these metabolic changes or the cellular adaptability can help to identify
other metabolic targets, similar to mTOR inhibitors in different tumour types in the future.

The presented results can help to understand certain aspects of dysregulation of

PI3K/AKT/mTOR pathway. Moreover, it could help to evaluate the results of the ongoing
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clinical mTOR and Notch inhibitor trials and to understand resistance mechanism in
different tumour tissues and could promote targeted therapy and new alternative treatment

developments, as well.
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