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1. Bevezetés

A sejtek miikddésének szabalyozasaban nagyon fontos szerepet
jatszanak a jelatviteli utvonalak Osszességét jelentd jelatviteli
hal6zatok, amelyben szamos ponton kapcsoldédnak a kiilénb6zd
regulacids folyamatok egymashoz. A héalézatban kdzponti szerepe van
a Szamos novekedési faktor, stressz faktor, tapanyag- és energia
ellatottsdgot monitorozo ttvonalban is megjelend mTOR (mammalian
target of rapamycin) kindz fehérje aktivitdsanak is. A tumor biologiai
kutatasokban a PI3K/AKT/mTOR jelut elemeinek mutacios és
aktivitas valtozasair6l megismert adatok alatamasztjak az wtvonal
szabalyozéasi zavaranak szerepét a daganatok kialakuldsdban. Az
mTOR gatlok fejlesztése, klinikai alkalmazasanak vizsgalata,
bizonyos kezelések bevezetése mar megtortént, illetve megkezd6dott,
ennek ellenére még nincs elég adat arrdl, hogy az mTOR
hiperaktivitast az adott daganattipusok esetében milyen tényezdk vagy
akar pontosan milyen a daganatsejtekre jellemzo jelatviteli valtozasok
eredményezik.

Ertekezésemben az mTOR jelatviteli ttvonal aktivitasat
befolyasold tényezoket, ezek kozott a Notch szignal aktivitas
valtozasanak szerepét, valamint az mTOR jelut
anyagcserefolyamatokat szabdlyzd szerepét ¢és tumorndvekedésre
gyakorolt hatasat vizsgaltam mTOR inhibitorok segitségével human
Hodgkin lymhomakban (HL) in vitro és in vivo.

Az mTOR szerin-treonin kinaz elnevezését, az 1970-es években a
Husvét-szigeten (Rapa Nui) felfedezett, Streptomyces hygroscopicus
baktériumbdl izolalt gatldszerérdl, eredetileg gombaellenes, kés6bb
immunszuppressziv hatéanyagként jellemzett rapamycinrdl kapta.

Az mTOR Kkinaz a sejtekben két multiprotein komplexben
talalhato, melyek tobb eleme is azonos, de a komplexre jellemz6
egyedi fehérjék biztositjak a szerkezeti, funkcionalis és gatloszerekkel
szembeni érzékenység kiilonbségiiket. Az mMTORC1 komplex
elemeként a Raptor és az mTORC2 komplex elemeként a Rictor, a
komplex fontos ,,scaffold” fehérjéi.

Az mTOR Kkindz szdmos intracelluliris és extracellularis
folyamat szabalyozasaban vesz részt, szabalyozasi zavara szamos
tumor esetében jol ismert. Az mTORC1 és C2 fontos elemei a
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PI3K/AKT jelutnak, a kiilonb6z6 receptorok aktivaciojukat kovetden
a foszforilaciéos kaszkadban, a PI3K foszfatidilinozitol-4,5-
biszfoszfatot (PIP2) foszfatidilinozitol-3,4,5-trifoszfatta  (PIP3)
alakitjdk. Ennek negativ szabalyozdja a PTEN, jol ismert tumor
szuppresszor fehérje is. A foszforilaciok sorozatat a protein dependens
kinaz, majd az AKT szerin-treonin kinaz fehérje aktivacidja koveti,
mely gatolja a tuberous sclerosis komplex 1/2 (TSC 1/2) szintén gatlo
hatasat. Az mTOR aktivitdst a hipoxidval és az alacsony energia
ellatottsaggal  Osszefiiggd adenozin-monofoszfat-aktivalt kindz
(AMPK) gatlo hatasa is szabalyozza, emellett mas, daganat tipusok
esetében ismert, hiperaktiv szignalok, a PI3K-tdl fiiggetleniil szintén
befolyasolhatjak.

Az mMTORCI1 fontos célfehérjéi: a riboszomalis S6 kinaz (S6K),
illetve a 4E koté fehérje (4EBP). Ezek aktivitasa az S6
foszforilaciojan, illetve az elongacios faktor aktivitdsdnak
szabalyozasan keresztiil, els6sorban a 5’ cap-fiigg6 mRNS-ek
mint pl. a c-MYC, ciklinD vagy a VEGF. Az mTORCI szabalyzasa
alatt allnak még a lipidszintézis bizonyos faktorai; illetve a HIF1a,
hipoxiaval 0Osszefliggd valtozasok szabalyozasa. Eldbbiek a C1
komplex anyagcsere-szabalyozd hatasaiban is részt vesznek,
befolyasoljak a nukleotid, a lipidszintézis és a gliikkdz metabolizmus
folyamatait, illetve az autofagiat is. Az mMTORC2 komplex
szabalyozo szerepérél is egyre tobb adat ismert. Hiperaktivitasa
szamos AKT fiigg6 folyamatot (sejtek talélése, anti-apoptotikus
hatasok) és a sejt citoszkeletalis atépiiléseit befolyasolja, hatassal a
daganat progressziora, a rezisztencia problémak kialakulasara.

A jelatviteli halézatban a PISK/AKT/mTOR jelatviteli tengely
szamos mas jelpalyaval allhat kapcsolatban a sejtek tipusatol
fliggben, emellett azonban szamos egyéb tényezd, igy a
tumorsejtekben megjelené Kkiilonb6z6 mutaciok vagy mas
szabalyozasi zavarok is befolyasolhatjak az aktivitasat. Az utvonal
szabalyozasi  zavarat  okozhatjak  ,upstream” a  halézati
csomopontokban talalhato fehérjék funkcionalis hibai. Szamos
onkogén fokozott, mutdciékkal Osszefliggd aktivitasa ismert —
kelobbiekben, pl. a PI3K katalitikus alegységének, az IGFR-nek, az
AKT-nak aktivalo mutacidja. El6bbiek mellett tumor szuppresszorok



funkcioveszté mutacioi, pl. a PTEN-nek, a TSC1/2-nek kiesésével
jarulhatnak hozza az emelkedett mTOR aktivitashoz.

Az mTOR komplexek fiziologiai és patofiziologiai jelentdségét
nem daganatos betegségek esetében is ismerjiik (elhizas, oregedés,
cukorbetegség, kardiovaszkularis vagy bizonyos idegrendszeri
betegségek). Fokozott mTOR aktivitds a fehérje transzlacion és az
autofagia gatlasan keresztiil vezethet azoknak a fehérjéknek vagy azon
fehérjék felhalmozodasdhoz, amik neurodegenerativ betegségek
kialakulasaban jatszanak szerepet. Az mTORC1 a glikoz
homeosztazis szabalyozasanak is fontos tényezdje, a Il-es tipusu
diabétesszel és az elhizassal is Osszefliggd az aktivitas zavara. Az
mTOR gatlas, a csokkentett tapanyag bevitel élethossz ndvekedéshez,
kiilonb6zo dregedési folyamatok lassulasahoz is vezethet.

Az mTOR aktivitas valtozasok legkiilonbozébb betegségekben
megismert szerepe alapjan az immunszuppressziv hatasa rapamycin
mellett, szamos uj MTOR inhibitor fejlesztése kezd6dott meg. A
klasszikus mTOR inhibitorok két nagy csoportba sorolhatok:
a rapamycin és a rapamycin analégok (rapalégok) csoportjaba. A
rapamycin volt az elsé izolalt mTOR inhibitor, mely allosztérikusan
gatolja a komplex Osszeszerelédését és az mTORC1 komplex
aktivitasat. A komplexek szerkezeti kiilonbségei miatt, az mTORC2
esetében a direkt gatlas nem johet 1étre. Hosszatava és nagyobb dozisu
rapamycin kezeléskor azonban csokkent mTORC?2 aktivitast figyeltek
meg. Az FDA 1999-ben hagyta jova a rapamycin alkalmazasat
vesetranszplantacioban, tumornovekedést gatlo hatasat pedig 2002-
ben irtdk le, alkalmazdsa tobb daganat esetében engedélyezett. A
kopenysejtes lymphomak (MCL) kezelésében és szdmos rossz
prognodzist daganat esetében van lehetdség rapalogok alkalmazasara.
A rapalégok a rapamycinhez hasonld szerkezetii, de jobb
oldékonysagi és stabilitasi tulajdonsaggal rendelkezd szarmazékok. A
harom jelenleg klinikai alkalmazasban elérhetd rapalog a
temsirolimus, everolimus és a ridaforolimus. Az everolimus kezelés
rossz prognozisi Hodgkin és non-Hodgkin lymphomas betegeknél
is hatékonynak bizonyult, ez alapjan egyedi elbiralds esetén van
lehetéség mTORC1 gatld kezelésre. Elobbieken tul, masod- ¢és
harmadvonalban alkalmazhato metasztatizalt endometrium
carcinomak, akut myeloid leukémiak (AML), glioblastomak és
szarkdmak esetében.



Az uj generaciés mTOR inhibitorok, komplextdl fiiggetleniil,

ATP kompetitiv hatdsuk miatt, mindkét mTOR komplex aktivitasat,
vagy akar ezzel parhuzamosan mas, az Utvonalhoz tartozd, fehérjék
(AKT, PI3K) aktivitasat is gatoljak (dual inhibitorok). Az els6
MTORCL1/2 inhibitor a PP242 volt, szarmazékait jelenleg szolid
daganatokban ¢és haematologiai daganatokban tesztelik. A dual
inhibitorok a p70S6K negativ ,feedback loop” hatds kiesés
kikiisz6bolésére adnak lehet6séget (pl.: NVP-BEZ 235 — ez a dual
inhibitorok koziil klinikai vizsgalatok alapjan a legsikeresebb).
Jelenleg mar a harmadik generacios mTOR inhibitorok (pl.:
RapaLinks) tesztelése is elkezd0dott.
PI3K/AKT/mTOR szignal kapcsolatban all mind a B-, mind a T-sejt
receptor, illetve szamos novekedési faktor és citokin utvonallal. Hibas
mikddése a myeloid és a lymphoid érési vonalak zavarat okozhatja.
Haematoldgiai daganatok esetében, szabalyozasi zavarai igéretes
terapias célpontok. PI3K/AKT utvonal aktivacidja jellemzi pl. az
AML (> 60%), ALL sejteket, és a legkiilonb6zobb lymphomak
kialakulasaval is Osszefiiggésbe hoztdk (pl. MCL, Burkitt, HL és
DLBCL). A HL-s esetek tobb mint 90%-aban magas mTORCI
aktivitast figyeltink meg, DLBCL-ek esetében pedig egyértelmi
prognosztikai 0Osszefliggéseket talaltunk a két komplex aktivitas
kiilonbségeivel dsszefliggésben.

Munkamban HL sejtvonalakat hasznaltam modell-kisérleteimben.
A HL betegek kezelésének terapids eredményei igen jok, a betegek
tobb mint 80%-anal 6t évnél hosszabb tulélést, a betegek jelentds
részénél gyogyulas varhato. Ugyanakkor, a rosszabb progndzist
esetekben fontos lenne 1), célzott terapias kezelések bevezetése.

Az mTOR aktivitas, a két kiilonb6z6 mTOR komplex a
sejtallapotat szenzorald, monitorozo utvonalakkal all kapcsolatban.
szignalt gatld kezelések hatasait vizsgaltam ezért a tovabbiakban a
Notch jelutvonal ismertetését és eddig ismert funkcionalis és
daganatbiologiai szerepét foglaltam Gssze.

A Notch utvonalnak a lymphoid sejtek differencialodésanak és
funkcioinak szabalyozasan tul is, fontos, az egész szervezet fejlodését
érintd szerepe van. Sejt-sejt kozotti kommunikacios kapcsolatban
kitlintetett szerepet jatszo utvonal, legjobban jellemzett funkcidi az
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immunsejtek fejlodésének és miikddésének szabalyozasaban ismertek.
A T-sejtek fejlodéséhez sziikséges a NOTCHI1 expresszioja,
hianyaban a thymusban is B-sejtek jelennek meg, fokozott vagy
konstitutiv expresszio kovetkezményeként a B-sejtek fejlodése gatolt
lehet.

A Notch receptor ligand kotést kovetéen egy hasitasi kaszkadon
keresztiil aktivalodik, a Notch receptorok (NOTCH1-4) és a
ligandjaik (Jaggedl,2 vagy Delta-like 1, 3 és 4) kapcsoldodasa
aktivalja az ADAM metalloproteazt, majd a gamma-szekretaz
hasitja a receptort. A receptor intracellularis doménje (NICD) a
magba vandorol, ahol a CSL transzkripciés faktorral és mas
¢s HESI1 transzkripcios faktorokét. A Notch receptor ligand
kapcsolatok eréssége, a szignal aktivitasa, a mikrokornyezet
jellegzetességei befolyasoljak az utvonal hatdsait a legkiilonb6zobb
cellularis folyamatokban. A Notch szignal hibas, nem megfelel6en
szabalyozott miikodését haematologiai malignitasok (T-ALL)
kialakulasaval kapcsolatosan irtak le elséként. HL-k esetében a
NOTCHI fokozott aktivitdsat mutattak ki Sternberg-Reed sejtekben és
tulélésével, tovabba B-sejt jellegiik elvesztésével is.

A Notch receptor potencialis daganatterapids célpont. A kis
molekulasulyt Notch inhibitorok koéz¢é a gamma-szekretazt gatlok
(GSIK) tartoznak, melyek koziil a legelterjettebb a DAPT (N-[N-(3,5-
difluorofenilacetil-L-alanil)]-S-fenilglicin t-butilészter), de szamos
szarmazéka is elérhetd. JO eredményeket mutatnak azok a preklinikai
vizsgalatok, melyekben a NOTCHI1 receptor aktivalt, intracelluaris
doménjéhez kapcsolédd inhibitort hasznaltak — SAHM1 (stapled a-
helical peptides derived from MAML1).

A Notch és az mTOR jelatviteli Utvonalak kapcsolodasa tobb
ponton megvalosulhat (pl. az AKT, a PTEN, az FBXW?7 ubiquitin
ligdz vagy a c-MYC fehérjék aktivitdsanak ¢és mennyiségének
valtozasa).

A sejtek osztédasahoz és ndvekedéshez sok energiara, Uj
anyagcseretermékre van sziikség, parhuzamosan a katabolikus
folyamatokat (pl: autofagiat) gatolni kell. Az mTORCI, de az elmult
par év adatai alapjan az mTORC2 komplex is kitlintetett szerepet tolt
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be az anabolikus és a katabolikus folyamatok egyenstlyanak
szabalyozasaban. Ismert, hogy hipoxias koriilmények kozott a
glikolizis soran piruvatbol laktat keletkezik. Az mTORCI1 segiti a
laktat termel6 glikolizis irdnyaba tolni a sejtek anyagcseréjét akar a
hipoxia indukalta faktor 1 a transzkripciés faktor (HIFla) vagy c-
MYC transzlacidjanak fokozasan keresztil is. Az oxidativ
foszforilacio folyamatait is gatolhatja, tovabba a sejtek a gliikoz
mellett mas szubsztratokat, pl. a glutamint is hasznosithatjak
mTORCI mediélt glutaminolizis segitségével.

Az immunsejtek gyors aktivaciojdhoz hasonloan, szamos, a
daganatsejtek esetében is megjelend, aktivitasvaltozas figyelhetd meg
lymphoid sejtekben, pl.: az anyagcsere hasonld glikolitikus
atprogramozas. Az aktivalt lymphocitak f6 energiaforrasa a gliikoz,
melyet oxigén jelenlétében is laktatta alakitanak, vagyis sok szolid
tumort is jellemzd, aerob glikolizis (Warburg effektus) jellemzi a
sejteket. Az aktivalt lymphoid sejtek a tumorokhoz hasonléan szintén
a glutamint és a zsirsavakat hasznosithatjak alternativ szén- és
energiaforrasként. Egyre nyilvanvalobb, hogy mindez szigoruan
szabalyozott folyamatok Osszessége. A B-sejt populaciokat jellemzd
metabolikus  folyamatokrol még keveset tudunk. Az mTOR
aktivitasvaltozasokrol és azok a B-sejt fejlodésben, valamint leukémia
¢és lymphoma sejtekben megfigyelhetd aktivitasvaltozasairol azonban
sok adat érhet6 el. Tobb lymphoma sejtet fokozott glikolitikus
aktivitas jellemezi, ezt in vitro vizsgalatokkal is igazoltak. A HL-as
betegek kozel felében fokozott gliikoztranszporter 1 (Glutl) aktivitast
figyeltek meg, tovabba a tumorsejtek intenziv laktat-dehidrogenaz
enzim expresszidjat detektaltak, ezek az intenziv glikolizisre utalnak,
ugyanakkor in vitro adatok alapjan a HL sejtek oxidativ foszforilacios
aktivitasa is jelentds lehet.



2. Célkitizések

1. A korabbi eredményeink és irodalmi adatok alapjan, a
Hodgkin lymphoma (HL) sejteket szoveti kornyezetben fokozott
mTOR aktivitas jellemzi, ennek molekularis hattere azonban nem
tisztazott. A lymphoid sejtek differencidlodasaban szabalyozo szerepet
betdlté Notch jelatviteli itvonal mitkodészavara szamos haematologiai
malignitds és daganat esetében ismert. Munkank sordn célunk az
emelkedett mTOR aktivitds és a Notch szignal aktivitas
Osszefliggésének vizsgalata Hodgkin lymphoma sejtekben.

a. A Notch jelat elemek jelenlétének és a szignal
aktivitdsanak vizsgilata Hodgkin lymphoma sejtekben és human
szovetekben.

b. mTOR  komplexek  aktivitasanak  (két  komplex
jelenlétének, aranyanak) jellemzése HL sejtvonalakban in vitro.
C. A HL sejtek mTOR inhibitor érzékenységének, a

kiilonb6z6 inhibitorok hatasainak (tumorndvekedés ¢és fehérje
expresszio) tanulmanyozasa in vitro és in vivo vizsgalatokban.

2. A lymphoid sejtek érését és aktivitasvaltozasait genetikai
¢s fehérje expresszios valtozasok mellett, metabolikus valtozasok is
jellemzik. Az mTOR aktivitds metabolikus szabalyozo szerepe egyre
nagyobb érdekl6désre tart szamot. A lymphoma, igy a Hodgkin
lymphoma sejteket jellemzé anyagesere valtozasokrol azonban még
kevés adat all rendelkezésre. Vizsgalatainkban HL sejtvonalak in vitro
és in vivo modelljeinek segitségével az mTOR komplex aktivitassal és
az mTOR gatlo kezelések hatasaival Osszefiiggd bioenergetikai
valtozasok jellemzését (metabolikus karakterizalasat) tlztiik ki célul.



3. Modszerek

In vitro vizsgalatok: klasszikus HL sejtvonalak (DEV, KMH2 és
L1236); T-ALL sejtvonalak (MOLT4; Jurkat); mTOR inhibitorok
(rapamycin; PP242; NVP-BEZ 235) és Notch ttvonal gatlok (DAPT,
GSI-XII, SAHM1) alkalmazasa. Jagged1 ligand kezelés.

Az apoptotikus sejtek szazalékos aranya - aramlasi citometria,
proliferacios mérések - AlamarBlue teszt.

In vivo vizsgalatok: HL xenograftok SCID egerekben subcutan
oltassal. Kezelések: mTORC1 inhibitorok - Rapamune, Torisel,
MTORC1/2 inhibitor - PP242; dual inhibitor - NVP-BEZ 235;
gamma-szekretaz inhibitor - GSI-XII.

A Hodgkin lymphoma beteganyagokon végzett vizsgalatokhoz
az L. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutato Intézet archivalt formalinban
fixalt, paraffinba agyazott biopszias mintait hasznaltuk.

A muticios analiziseket Sanger €s piroszekvenalassal végeztiik el
az FBXWT7 (exon 5, 9, 10 és 11-re) illetve a PIK3CA (exon 9 és 20)
gén leggyakrabban mutalt exonjaira. A HL sejtvonalakban 50 onkogén
mutaciés forrépontjait is vizsgaltuk NGS és az Oncompass Medicine
— Molekularis diagnosztika segitségével.

mRNS expresszio vizsgalatok: PureLinkTM Micro-to-Midi kit
RNS izolalas (Invitrogen) utan, reverz PCR reakcid kiilénbozé Notch
receptorok és ligandok mRNS expresszidjanak igazoldsahoz. Valos
idejli PCR vizsgalatok NOTCHI1 target transzkripcios faktor mRNS-
ek esetében TagMan Assay segitségével késziiltek.

Fehérje expresszié vizsgalatok: p-S6, Rictor, Raptor, hasitott
caspase-3, p-HH3, hasitott NOTCH1, NOTCHI1, gliikoz tanszporterl,
glutaminaz ellenanyagokat és Novolink masodlagos el6hivo kit-et
hasznaltunk ICC és IHC  vizsgalatainkban.  Mennyiségi
Osszehasonlito vizsgalathoz Western blot technikat alkalmaztunk:
anti-pS6, anti-Rictor, anti-Raptor, anti-hasitott-NOTCH1, anti-
NOTCHI ellenanyagok, Vectastain Elite ABC masodlagos eldhivo kit
¢s kemilumineszcens elohivo rendszerrel. Fehérje komplexek illetve
fehérje modosulasok (foszforilacid, metilacio stb.) in situ kvantitativ
kimutatasara Duolink festést alkalmaztunk anti-pS6-nyul és anti-S6
egér, illetve anti-mTOR-nyul és anti-Rictor egér ellenanyag parokkal.
Ha a két ellenanyag par a megfeleld tavolsagon beliil kot6édott, akkor
pontszeri fluoreszcens jeleket detektaltuk.
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A metabolit koncentracié vizsgalatok a kiilonbozo6 jeloletlen és
BC gliikoz-, acetat- és glutamin hozzdadassal megjeldlt sejtekbél
megfeleld lizatumokat és azok szarmazékait készitettiik el. Szoboszlai
Norbert és Hujber Zoltan segitségével metabolit koncentraciéo LC-MS
mérését végeztiink. Sejtszamra vagy tumor tOmegre vontakoztatva

A statisztikai vizsgalatokat legalabb harom filiggetlen mérés
segitségével végeztiik, mely soran atlagot €s szérast szamoltunk. Past
3.05 statisztikai programmal és IBM, SPSS v.22 szoftvert, t? probat,
egyszempontos variancia-analizist hasznaltunk sziikség szerint.
Szignifikansnak a p < 0,05 értéket vettiik



4. Eredmények

HL sejtek mTOR és a Notchl utvonalak aktivitasa

A rendelkezésiinkre all6 harom kiilonb6z6 HL lymphoma sejtvonal
— KMH2, DEV, L1236 — esetében RT-PCR segitségével igazoltuk a
NOTCH1 és 2 receptor és JAGGEDL,2 és DLL1 ligand mRNS-ek
jelenlétét.

Western blot eredményeink alapjan mindharom sejtvonalat
konstitutivan aktiv Notchl szignal jellemezte in vitro koriilmények
kozott. A szignal aktivitasat jelzé hasitott NOTCHI receptor (c-
NOTCH1) expressziojat figyeltik meg, hasitatlan receptort nem
detektaltunk csak a pozitiv kontrollnak tekinthet6é Jurkat vagy CEM
sejtekben. Az aktivalt NOTCHI1 fragmentek jelenlétét, a HL-as
betegek szoveti mintaiban is ki tudtuk mutatni IHC festéssel. A HL
sejtvonalakban kimutatott magas Notchl szignalaktivitas ligand
fliggetlen jelenlétét 72 oras in vitro GSI kezeléssel igazoltuk.

Konstitutiv NOTCH1 aktivitas hatterének vizsgalata

A NOTCHI1 ¢és az mTORCI1 hiperaktivitds genetikai hatterében,
onkogén, illetve tumor szuppresszor gén génmutaciot nem tudtunk
kimutatni egyik sejtvonalban sem, innen esetleg lehetne kiilon mondat
a két utvonalat érinté gének mutécioit vizsgaltuk, mely soran vizsgalt
gének vadtipusunak bizonyultak. (pl. EGFR, FBXW7, NOTCHL1,
PIK3CA, TP53, PTEN, VHL, stb.)

mTOR és Notchl aktivitast befolyasolé kezelések

Jaggedl ligand, GSI, illetve mTORCI aktivitast gatlo rapamycin
kezelések nem befolydsoltdk a NOTCH1 mRNS expressziot HL
sejtekben. Emellett a kezel6szerek, sem monoterapidban, sem
kombinaciébban nem befolyasoltdk az aktiv Notchl szignal
kovetkezményeként kimutathato hasitott NOTCH1 mennyiségét sem.

A rapamycin kezelés mTORCI aktivitast befolyasolo idofiiggd (2,
24 és 72 o6ras) hatésait igazoltuk a HL sejtvonalakban. A p-S6 szintje
minimalisra csokkent mar a kezelést kovetd masodik oOrdban
mindharom sejtvonal esetében €s bar szignifikinsan alacsonyabb is
maradt, de csak a KMH2 esetében bizonyult a korai hatas tartosnak. A
GSI kezelés nem okozott szignifikans valtozast az MTOR
aktivitashan.
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mTOR és NOTCH1 inhibitor tumorniovekedés gatlé hatasai

A rapamycin kezelés esetében a legérzékenyebb sejtvonal a KMH?2
volt, melyben nem csak proliferaciogatlast, hanem apoptoézis indukciot
is ki tudtunk mutatni. A GSI 6nmagaban nem bizonyult hatékony
gatloészernek, egyik sejtvonal esetében sem. Az aktivalt NOTCHI1
inhibitor, SAHM1 kezelés viszont, mind a harom sejtvonalban
sejtek esetében apoptozist indukalt. FErdekes, hogy jelentds
proliferaciogatld hatast figyeltiink meg GSI + rapamycin kezelés utan
is, — szignifikansan jobban gatolta a proliferaciot, mint a rapamycin a
kevésbé érzékeny DEV és L1236 sejtvonalak esetében is. L1236
xenograftokban a GSI kezelés csokkentette a tumornévekedést, de
nem szignifikansan, mig a Torisel (rapamycin szarmazék) kezelés
szignifikansan gatolta a tumorndvekedést. A GSI és Torisel kombinalt
kezelés bizonyult a leghatékonyabbnak. IHC festéssel az mTORC1
gatlas anti-proliferativ és pro-apoptoikus hatédsait igazoltuk szoveti
szinten.

HL sejtek mTOR komplex aktivitasanak vizsgalata

Hodgkin  lymphoma sejtvonalak mTORC1 ¢és mTORC2
komplexeinek vizsgalatakor a harom sejtvonalban jelentés expresszios
kiilonbségeket mutattunk Ki. p-S6 (mTORC] aktivitas marker fehérje)
a KMH2 sejtvonalban volt a legnagyobb mennyiségben. Ez arra utal,
hogy a KMH2 sejteknek legmagasabb az mTORCI1 aktivitasa a harom
vizsgalt sejtvonal koziil, mig az L1236 és a DEV sejtvonal
alacsonyabb mTORCI1 aktivitassal jellemezhetd. Raptor (az mTORCI
komplexre jellemzd fehérje) és Rictor (az mTORC2 komplexre
jellemz6) fehérjék mennyiségét immuncitokémiai festéssel és Duolink
technika segitségével vizsgaltuk. A Duolink festések és értékelések
alapjan, az mTORC2 komplex fehérjék tulstlyat detektaltuk DEV
sejtvonalban, mTORC1 komplex aktivitdsanak tulsulyat a KMH2
sejtvonalban, mig jelentés mTORC1 aktivitas mellett, nagy
mennyiségi mTORC2 komplexre utald jellegzetes expresszios
mintazatot tapasztaltunk az [.1236 sejtekben.

mTOR inhibitor kezelések tumornovekedés gatlé hatasa HL
sejtekben

A magas mTORC2 komplex expressziot mutatd sejtvonalakban a
rapamycin  (mTORCI1 inhibitor) kevésbé hatékony. In vitro
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eredményeink igazoltdk, az mTOR inhibitor érzé¢kenység
kiilonbségeket, a PP242, illetve az NVP-BEZ 235 (Gj generacids
mTOR inhibitorok) kezelés hatékonyabb proliferaciogatld és
apoptozis indukald hatas, mint a rapamycin kezelés a magasabb
mTORC?2 aktivitassal rendelkez6 HL sejtekben in vitro. A 72 oras
NVP-BEZ 235 ¢és PP242 kezelések mind a harom sejtvonal
KMH?2 sejtvonal esetében volt szignifikans proliferaciogatlo. 120 ora
kezelés utan pedig az j generaciés mTOR inhibitorok mar az L1236
sejtvonalban is szignfikans apoptozis indukalo hatast mutattak.

Az elébbi kezelések tumorndvekedést gatldo hatdsait in vivo is
igazoltuk. Szignifikdns tumorndvekedés gatldst tapasztaltunk
mindharom sejtvonal modelliinkben Torisel, illetve Rapamune
kezelések esetében. Az L1236 és a DEV xenograftokban a haromféle
mTOR inhibitor hatasait Osszehasonlitva in vivo, azt tapasztaltuk,
hogy a rapamycinhez hasonldan csokkent a tumorok novekedése.

HL sejtvonalak anyagcsere folyamatainak vizsgalata mTOR
inhibitor érzékenységgel osszefiiggésben

A lymphoid sejtekre aktivalt allapotban jellemz6, magas
intracellularis laktat mennyiségeket mértiink mindharom sejtvonalban.
A laktat mennyisége az L1236 sejtek esetében volt a legmagasabb. In
vitro 48 6ras mTOR inhibitor kezelés utan a glikolitikus laktatszint
csokkenése jellemezte a KMH2 és DEV sejteket, mig az 1.1236
esetében a laktat mennyisége emelkedett, rapamycin és NVP-BEZ 235
dual inhibitor kezelés hatasara. Hasonld metabolikus valtozasokat in
Vivo xenograft tumorok esetében is detektaltunk.

A sejtek magas glikolitikus aktivitasat alatimasztja, hogy a harom
sejtvonalban 1 o6ra alatt a laktat 15-23%-aban jelent meg a jeldlt
gliikdzbol szarmazd *C izotép. Az mTOR aktivitas szerepe a
glikolizis folyamataban KMH2 sejtekben egyértelmilem igazolhato
volt. In vitro rapamycin kezelés mellett 48 ora utan a sejtek gliikoz
hasznositasa, Glutl expresszidja és a p-S6 expresszidja is csokkent. A
sejtek glutamin hasznositasat, jelolt glutamin metabolitokba épiilésén
keresztiil is nyomon tudtuk kovetni. Megfigyeltiik a glutaminaz enzim
mennyiségének mTORCI fliggd szabalyozasat is; a rapamycin kezelés
a glutamindz enzim mennyiségét csokkentette a kezelt lymphoma
sejtekben.
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5. Kovetkeztetések

A PIBK/AKT/mTOR utvonal kozponti szabalyozdé és ezen
keresztiil daganatbiologiai szerepét mutatjdk sajat vizsgalataim
eredményei. Eddigi kutatdsi eredményeim az mTOR kinaz
aktivitasaval kapcsolatos ismeretek bdovitését, a folyamatok jobb
megértését segitik elsdsorban human Hodgkin lymphomak esetében,
¢s reményeink szerint terdpids, diagnosztikai fejlesztések alapjaul is
szolgalhatnak a jovoben.

Korabbi vizsgalatainkban jellemeztik a HL-as betegek HL
sejtjeinek mTORC1 komplexhez kdthetd, fokozott mTOR aktivitasat.
Igazoltuk bizonyos HL sejtvonal modellek (KMH2, DEV, L1236)
szintén jelentds mTOR aktivitasat mellyel kapcsolatban a szignalt
érintd tumor szuppresszor vagy onkogén fehérjék génjeinek mutacioi
meriilnek fel, ezek a mutaciok azonban a HL lymphomakat kevéssé
jellemzik. Sajat eredményeink megerésitették ezeket az adatokat, a
vizsgalt tumor szuppresszor ¢és onkogén gének vadtipustinak
bizonyultak a HL sejtekben. A Hodgkin lymphomas szoveti
kornyezetben a citokineknek és kemokineknek (pl.: IL-5, CCLD5),
valamint a sejtek kozotti receptor-ligand kapcsolatainak hatasai jol
ismertek. Pl. CD40 — CD40L vagy a NOTCHI és Jagged] biztositjak
a sejtek taléléséhez és proliferacios aktivitasainak megfeleld
mikrokdrnyezetet. HL  sejtvonalakon  végzett  vizsgalataim
eredményeit, mely soran a NOTCHI1-3 és Jaggedl,2 expressziot
igazoltuk, Jundt megfigyelései is alatamasztjak. El6bbieket
megerdsitette, hogy az aktivalt, hasitott NOTCHI1 fehérje konstitutiv,
ligand aktivaciotol fliggetlen jelenlétét els6ként mutattuk ki a vizsgalt
HL sejtvonalakban, illetve hasitott NOTCHI1 fehérjét a human szoveti
mintakban is. A GSI hatasaival szembeni rezisztencia hatterében
leggyakrabban a NOTCHI receptor, PTEN fehérje vagy FBXW7,
ubiquitin ligdz mutaciéja 4llhat, ami azonban egyik vizsgalt
sejtvonalat sem jellemezte.

Mas preklinikai vizsgalatok és jelen kisérleteink is alatdmasztjak,
hogy az aktivalt NOTCHI1 transzkripcidt aktivalo hatasat gatlo uj
inhibitor, a SAHM1, hatékonyabb a GSl-oknal; mind a hiarom HL
sejtvonalban  szignifikdns  biologiai  valtozast eredményezett
(proliferaciogatld és apoptozis indukald volt), habar a célgének
atirasaban (c-MYC és HES1) nem tapasztaltunk szignifikdns valtozast.
A NOTCHI célgének kiilonb6z6 modon szabalyozhatnak mas a jelut
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aktivitasat szabalyozo fehérjéket. Sajat eredményeink is felhivjak a
figyelmet arra, hogy 0j célpont lehet a kiillonb6z6 magas NOTCH1
aktivitast mutatd tumorsejtek, igy a HL-ek kezelésében az mTORC1
komplex aktivitas is. Az mTORCI1 specifikus gatldja a rapamycin, a
GSl-ral  szembeni  rezisztencia  esetében is,  szignifikans
tumornovekedés gatlonak bizonyult in vitro és in  vivo,
monoterapiaban is €és GSI-vel kombinacioban is. Kombinalt kezelés
esetében a tapasztalt tumorndvekedés gatlas a rapamycin mTOR jelut
gatld hatasdhoz kotédik (sem a GSI nem gatolta az mTORCI
aktivitdst sem a rapamycin nem valtoztatta meg a NOTCHI
aktivitasat), ami eredményeink szerint feliilirhatja a folyamatosan
aktivalt NOTCHI1 receptor hatasait. A vizsgalt HL sejtek rapamycin
érzékenysége sejtvonalanként eltérének bizonyult in vitro, és a GSI
kombinalt kezelés fokozta a rapamycin hatasat in vitro és in vivo is,
ami a GSI| mikrokérnyezet modositd hatasabol is kovetkezhet.
Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a konstitutiv NOTCH1
aktivitdas, mely a HL sejteket jellemzi, olyan potencialis terapias
célpont lehet, amelynek hatasait mas, a NOTCHI1 aktivacid
kovetkezményeit befolyasoldo kezelések, igy példaul az mTOR
inhibitor kezelés is befolyasolhatja.

A dolgozatban vizsgalt HL sejtvonalak rapamycin érzékenysége in
vitro vizsgalataink szerint az mTORC2 jelenlétével Osszefiiggést
mutatott. Mas rapamycin rezisztens haematologiai ¢és egyéb
daganatokon végzett preklinikai vizsgalatokkal &sszhangban az
mTORC2 komplex expresszidt és aktivitast mutato sejtvonalakban,
csak az 0j generacids inhibitoroknak volt tumornévekedés gatld hatasa
in vitro. Bar az in vitro kiilonbségek ellenére a mTORCL inhibitor
(Rapamune/Torisel) in vivo a kombinalt inhibitorokéhoz hasonlo
mértékben gatolta HL xenograft tumorok novekedését, ami
magyarazhato egyrészt a hosszabb kezelési idovel (in vivo tobb mint
egy honap); illetve azzal, hogy a rapalogok mar Kklinikai-terapias
készitmények.

Az mTOR aktivitas sejtek anyagcseréjének szabalyozasat érintd
hatasai egyre ismertebbeké valtak az elmuilt idoben. A vizsgalt harom
meghatarozasaval magas laktat mennyiségeket, magas glikolitikus
aktivitast, jelentds gliikoz transzporterl expressziot figyeltiink meg.
Sejtvonalanként altalunk els6ként mért eltéré egyedi glikolitikus
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aktivitas HL sejtekben, valamint az irodalomi és mas korabbi sajat
vizsgalataink felhivjdk a figyelmet arra, hogy az mTORCI1 gatlés
hatasara egyes anyagcsere ¢és bioenergetikai folyamatok aktivitasa
megvaltozhat, a felépitd és lebonté folyamatok egyensulya
atrendezddhet. Az mTOR inhibitorok, elsésorban az 0j generacios
inhibitorok (kettds illetve dual inhibitorok) altalanos intracellularis
metabolit-koncentracio cs6kkentd hatasat figyeltiik meg altalanosan a
kiilonb6z6 HL sejtvonalakban. Metabolikus vizsgalataink eredményei
azt mutatjdk, hogy az mTOR aktivitds a sejtek tulélését és
proliferaciojat segitd hatasai mellett, metabolikus szabalyozo
funkcioval is rendelkezik a HL-ak esetében. Ennek praktikus
kovetkezménye lehet a betegek kezelésében pl. a jol karakterizalt
mTOR aktivitas, terapias target lehet, illetve wjabb metabolikus
targetekre is felhivja figyelmet.

Notch-7 és mTOR szignal aktivitas vizsgdlatokkal kapcsolatos uj
megallapitasaim:

o Elséként irtuk le HL sejtek konstitutiv, ligand és GSI
fiiggetlen Notchl szignal aktivitasat.

e Megallapitottuk, hogy a Notch és az mTOR jelatviteli utvonal
hiperaktivitisdban, a két utvonal szabdlyozasat érintd mutédciok
(EGFR, AKT, FBXW7, NOTCH1, PIK3CA, PTEN vagy TP53) nem
jatszanak szerepet.

e [gazoltuk a rapamycin kezelés mTORCI aktivitds gatld
hatasat HL sejtekben, és ezzel parhuzamosan kimutattuk GSl-ral
tovabb fokozhat6 tumorndvekedés gatlo és apoptdzis indukald hatasat
in vitro és in vivo is.

e Megallapitottuk, hogy a HL sejtvonalak mTORC1/C2
aktivitas kiilonbségei korrelalnak az mTORCI1 gatlo érzékenységgel,
illetve, hogy a C2 komplex aktivitast HL sejtvonalak esetében a
kettés C1 és C2 gatld vagy dual inhibitorok hatékony tumorndvekedés
gatld szerek lehetnek.

HL sejtek mTOR aktivitasvaltozdasaival és azok metabolikus
hatasaival kapcsolatos vizsgalataim megallapitasai:

o Megallapitottuk, hogy a HL sejtvonalakat intenziv glikolizis
és jol mikodé mitokondrium jellemzi in vitro, de a glikolitikus
aktivitdas mértékében egyedi kiilonbségeket mutatnak a HL
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sejtvonalak. Parhuzamosan a sejtek intracellularis metabolit-
inhibitor kezelések a sejtek érzékenységétél fliggé anyagcsere-
valtozast okozo hatasait.
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