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1. Bevezetés

A vastagbéldaganatok kezelése rendkiviil sokat fejlodott az elmult évtizedben,
javultak a terapias eredmények, ennek ellenére a daganatos halalozasok okai k6zott még
jelenleg is gyakori a vastagbél- vagy végbéldaganatok progresszioja. A célzott terapias
kezelések nem hoztak igazi attorést a betegek kezelésében, a tulélési eredmények javultak
ugyan, de a progresszio, a recidiva, a gyogyszerrezisztencia megjelenése igen gyakori
ebben a daganattipusban. A kezelésekkel szembeni rezisztencia az egyik legfontosabb
tényez0, ami a szisztémas daganatellenes kezelés sikereit megakadalyozza. A rezisztencia
mechanizmusok megismerése, a hattérben a daganat heterogenitas ¢és/vagy a
tumorevolicid eredményeként megjelend szabalyozasi zavarok felismerése fontos
feladat. Ebben nytjthat segitséget az mTOR aktivitas zavarok, ezen beliil a két komplex
aktivitas valtozasainak megismerése is. Az mTOR (mammalian vagy mechanistic target
of rapamycin) kinaz aktivitdsanak valtozadsa koOzponti szerepet jatszik a jelatviteli
tuléléséhez ¢€s kiillonbozo anyagesere valtozasaihoz is. Mindezek a valtozasok eldsegitik
a sejtek kornyezeti alkalmazkoddsat és ezen beliil hozzdjarulhatnak a kiillonbozo
rezisztencia mechanizmusok kialakulasdhoz is a daganatos progresszidé soran. Sok
vizsgalatban figyeltétk meg az mTOR gatldo kezelések rezisztencia mechanizmusok
attorésében kimutathatdo szerepét. Az értekezésben az irodalmi adatok ¢és sajat
eredményeim alapjan az mTOR jelatviteli ut aktivitdsanak daganatbiologiai jelentdségét

foglaltam 0ssze human vastagbéldaganatok esetében.

I.1. Vastagbéldaganatok klinikai jelentosége, jellegzetességei és kezelése

I.1.1. Eléfordulasuk gyakorisaga

A colorectalis carcinomak (CRC) férfiak ¢és ndk korében is a harmadik
leggyakoribb daganatot jelentik mind eléforduldsukat (incidencia), mind a mortalitasi
adatokat tekintve. A GLOBOCAN National Cancer Incidence Statistic adatai alapjan
2012-ben vilagszerte 1,82 milli6 tid6-, 1,67 millio emlé- és 1,36 millié colorectalis
daganatot diagnosztizaltak [1]. A férfiak korében eléforduld daganatok 9,4%-a, néknél
10,1%-a CRC. A vastagbélrak fiatalkorban ritkan fordul eld, a betegeség altalaban 6tven

¢v felett jelentkezik. A CRC el6forduldsi gyakorisdga nem egyenletes a kiilonb6zo
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foldrajzi teriileteken, ez a daganattipus jellemzden a fejlett, nyugati tipust vilag
betegsége. A CRC eldfordulasa kb. tizszeres a fejlett vilagban a fejlodd orszagokhoz
képest [2, 3]. A betegség gyakorisaga a kiilonboz6 foldrajzi teriileteken dinamikusan
valtozik: jo példa erre Japan, Szingapur €s Kelet-Europa, ahol a gazdasagi fejlodéssel
parhuzamban a CRC el6fordulasi gyakorisaga megkétszerez0dott az 1970-es évek ota [4].
Mig Magyarorszagon 50 évvel ezel6tt 15/100,000 volt a betegség incidencidja, addig az
2015-6s adatok szerint jelentds, kozel 4-szeres emelkedés tapasztalhatdo az esetek
szdmaban az elmult évtizedekben (incidencia 59/100,000) [2]. A vastagbéldaganatok
Magyarorszagon masodik helyen szerepelnek a haldlozasi statisztikaban, évente kozel

5000 beteg hal meg ebben a betegségben.

I.1.2. Makroszkopos morfolégiai jellegzetességek

A vastagbéldaganatok ~50%-a a sigmabélben és a rectosigmoidedlis &tmenetben
alakul ki, viszont az utobbi idében egyre tobb daganat fordul eld a proximalis colon
tertiletén is. Az anatomiai lokalizaci6 a klinikai jellemzdokkel is Osszefiigg: a coecumban
vagy a colon ascendensben kialakulé daganatok jellemzden idésebb korban jelennek meg
[5].

Makroszkopos megjelenésiiket tekintve a vastagbél daganatok Ilehetnek
polipszerl (exophyticus) vagy ulcerativ daganatok. A lumen beszikiilése foleg a distalis
szakaszban megjelend daganatokra jellemzd a korkordsen kialakuld, szalvétagytriire
emlékeztetd megvastagodas eredményeképpen. A CRC-k mindkét tipusa iddvel besziiri
a bélfalat és tomott tapintati szovetszaporulatként megjelenik a bél serosa felszinén [5,

6].

1.1.3. Szévettani tipusaik

A vastagbél hameredetli daganatai lehetnek benignus vagy malignus elvaltozasok.
A polypus kifejezés a bél lumenébe betiiremkedd terimét jeloli, amely lehet malignus
fenotipussal nem rendelkezd un. nem neoplasztikus polypus, a hdm proliferacioja és
dysplasidja kovetkeztében 1étrejovo, rakmegel6z6 allapotnak tekinthetdé adenoma vagy
akar malignus adenocarcinoma [6]. Az adenomatosus polipok szdvettani megjelenésiiket
tekintve tobb alcsoportba sorolhatok, ugymint tubularis, villosus, tubulovillosus és
sessilis fogazott adenomak [7]. Szamos bizonyiték van arra, hogy az adenomak jelenléte

invaziv colorectalis adenocarcinoma kialakulasara hajlamosit. Az adenoma-carcinoma
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atalakulas legfontosabb rizikotényezéi a polypus mérete, szdvettani tipusa és a
hamdysplasia stilyossaga [6].

A malignus vastagbéldaganatok leggyakrabban el6forduld tipusa az
adenocarcinoma, ami a colorectalis carcinomdk tobb mint 90%-at jelenti. Az
adenocarcinomakon beliil szamos ritka szdvettani alcsoport is létezik pl. mucinosus
adenocarcinoma, pecsétgylirisejtes carcinoma, medullaris carcinoma; a WHO
klasszifikacibban az adenocarcinomak mellett laphamcarcinoma, adenosquamosus

carcinoma, kissejtes neuroendocrin carcinoma ¢s differencialatlan carcinoma is szerepel

[7].

I.1.3.1. Az adenocarcinomak morfologiai jellegzetességei

Az adenocarcinomakat altaldnos mirigyképzés jellemzi, ami karakterisztikus
szovettani sajatossag, ez tovabba a tumorok gradus-meghatarozasanak alapjat is képezi
[8]. Jol-differencialt daganatokban akar a tumor tobb mint 95%-a mirigyképzo
sajatossagot mutathat, mig a rosszul differencialt adenocarcinoméakban 50%-nal kisebb a
mirigyallomany aranya. A diagnosztizalt colorectalis adenocarcinoma-k leggyakrabban a
kozepesen differencidlt csoportba tartoznak, ahol a mirigydllomany aranya
megkozelitéen 70%. A jol differencidlt carcinomak kb. 10%-at, mig a rosszul
differencialt carcinomak kb. 20%-at teszik ki a colorectalis adenocarcinomaknak [8].

Az invaziv adenocarcinomak sajatossdga, hogy a daganatsejtek a muscularis
mucosae rétegét attorve beszlirik a submucosat [8]. Az invazid mértéke a TNM

meghatarozas alapjat képezi (1. abra) [9]. A tumor akér a bélfal minden rétegét

) T e
S oo
SR s

1. abra. Szovettani kép: a: Adenocarcinoma (400X), b: Adenocarcinoma ,,piszkos

nekrozissal” (200X) [10]
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besziirheti, raterjedhet a kornyezd zsirszovetre, behatolhat a perineuralis terekbe és
betorhet a véndkba. Utdbbi prognosztikus jelentdséggel bir; rugalmasrost illetve
simaizom aktin immunhisztokémiai festéssel jobban felismerhetd [11-13].

A ritkabb, de jellegzetes morfologiai képet mutaté mucinosus adenocarcinomak a
CRC-k kozel 10%-at képezik. Ezekben a daganatokban a tumor tobb mint 50%-a
extracellularis mucinb6l all, daganatsejtek mirigyes struktirdkat képeznek, amelyek
jelentés mennyis€gli mucint tartalmaznak (2.a. dbra). Azokat a adenocarcinomakat, ahol
a mucinosus jelleg jelentds (>10%), de nem éri el az 50%-ot, mucinosus jellegli
adenocarcinomdnak nevezziik. A  mucinosus adenocarcinomdkat  altalaban
mikroszatellita instabilitas jellemzi, gyakran ,,heriditary nonpoliposis colorectal cancer”
(HNPCC) szindréméban szenvedd betegekben jelennek meg [7, 8]. Nokben az

eléfordulasi gyakorisdg magasabb, mint a férfiak korében. A daganat jellegzetes

2. abra. Szovettani kép: a: Mucinosus (200X), ill. b: pecsétgytiriisejtes adenocarcinoma

(400X) szovettani képe hematoxilin-eosin festéssel [10]

A pecsétgytiriisejtes carcinoma a colorectalis daganatok még ritkdbb tipusa,
diagnozisa akkor allithaté fel, ha a tumorsejtek legalabb 50%-a intracitoplazmatikus
mucint tartalmaz. A citoplazmaban elhelyezked6 mucin tartalmt vakuolum a perifériara
nyomja a daganatsejt magjat, ez eredményezi a jellegzetes pecsétgylirii-szerii megjelenést
(2.b. abra). Makroszkoposan — a gyomor pecsétgytiriisejtes carcinomajahoz hasonloan —
a daganat altalaban besziiri a bélfalat, un. linitis plastica jellegii megjelenést hozva létre.
Mikroszkdposan leggyakrabban diffuz novekedés és legfeljebb minimalis mirigyképzés
jellemzi. A daganat altalaban rosszul differencialt és kedvezdtlen prognozisu. A legtobb
pecsétgylriisejtes carcinoma kialakuldsanak hatterében szintén mikroszatellita

instabilitas all [7, 8]. A tovabbi altipusokat nem mutatom be, mivel a dolgozatban a ritka
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altipusok mTOR aktivitasdt nem vizsgaltuk (alacsony szdmuk miatt statisztikailag

vizsgalhato esetszdm nem allt rendelkezésiinkre).

I.1.4. Colorectalis daganatok hisztokémiai és immunhisztokémiai sajatossagai

A CRC-k tobbsége mucin festéssel pozitiv. A vastagbél daganataira a MUCI ¢s
MUC3 expresszio jellemzo, ezek immunhisztokémiai vizsgalata
differencialdiagnosztikai segitséget nyujthat. A colorectalis adenocarcinomak tobbségére
CK7-negativ és CK20-pozitiv immunfenotipus jellemzd, ami megkdnnyiti a més eredetti,
elsésorban  tiid6- €és  ovariumcarcinomaktol  valdo  elkiilonitést.  Tovabbi
immunhisztokémiai marker lehet a CDX2 és a CEA (carcinoembryonalis antigén),

azonban ezek nem kizarolag vastagbél-specifikusak [5, 8, 15, 16].

I.1.5. Vastaghél daganatok kialakulasa, progresszioja

I.1.5.1. Colorectalis carcinogenesis — molekularis genetikai jellegzetességek

A vastagbélrak kialakuldsdban sporadikus, orokletes és kornyezeti tényezOk
egyarant fontos szerepet jatszhatnak. A daganatok hozzavetdlegesen 20%-a tartozik az
orokletes csoportba, ezekben az esetekben csaladi halmozodasrol vagy orokletes
daganatszindromarol egyarant sz6 lehet. A colorectalis carcinomak 5-10%-a 6rokletes
daganatszindromak kovetkezménye, amelyek leggyakoribb tipusai a familiaris
adenomatosus polyposis (FAP) és a herediter non-polyposus colorecatalis daganat
(HNPCC) [17]. Mindkét daganatszindroma autoszomalis domindns 6roklodést mutat és
a vastagbéldaganatok kialakuldsanak megnovekedett kockdzataval jar. Az FAP az APC
gének orokletes mutacioja kovetkeztében jon 1étre [18].

A CRC kialakulasa alapvetden két 6, patogenetikailag elkiiloniild utvonalon
keresztiil mehet végbe: egyrészt az adenoma-carcinoma szekvencia transzformacié soran
az APC/B-katenin Utvonalon keresztiil, masrészt a DNS-repair mechanizmusok sériilése
kovetkeztében létrejott mikroszatellita instabilitas révén. A sporadikus CRC-k mintegy
80%-a az adenoma-carcinoma atalakulds kovetkezménye. Az Gn. genetikai progresszio
elsé Iépése az APC tumorszupresszor gén elvesztése, ezt koveti a KRAS-mutécio
kialakulasa, a 1821 delécio (érintett gének: DCC, SMAD2, SMAD4), majd a p53 gén

elvesztése. A DNS-repair gének eltérései csak a sporadikus daganatok 15-20%-ara
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jellemzok, itt is a mutacidk 1€pcsdzetes halmozdodasa jon l1étre. Sporadikus daganatokban
altalaban az MLH1 és MSH2 gének érintettek, mig HNPCC esetén elsésorban az MSH?2,
MSH6, MLHI1, PMSI ¢és PMS2 gének némelyikének 6roklott mutacioja van jelen (3.
abra) [18-20].

somatikus mutécio ) m
(sporadikus CRC) Ao fitictd AT O,

Normal Diszplasztikus Korai Fejl6dé Késai - -
lapham - valtozasok - adenoma - adenoma - adenoma -| Carcinoma |~| Metastasis

B-catenin (APC)
bcl-2

c-myc
Hipometilacio K-ras :ng 421 Eiz Més .
germinalis mutécié e veet et
(FAP) STAT3 Cyclin D1 Genom
instabilitas

3. abra. Human colorectélis adenocarcinoma tumorgenezis modellje. Adenomatous
polyposis coli (APC), vagy B-catenin mutéaciok inicialjak a neoplasztikus folyamatot.
Az orokletes vagy korai mutaciok megjelenését kovetden, a genom instabilitds €s a
kornyezeti terhelések kovetkezményeként a tumor progresszid soran tovabbi gének
mutacioi jelennek meg a sejtekben (pl. K-ras, Smad 4 és p53). A gyakoribb, jol ismert
genetikai valtozasokat piros keretekben tiintettem fel. Li és mtsai, 2014 osszefoglalo

kozleménye utan [21].

Az utobbi években tovabbi a daganatok és igy a colon carcinomak kialakulasa
szempontjabol fontos mutacidkat is leirtak. Ilyen a PI3K katalitikus alegységét kodolo
25%-aban megfigyelték, ez a PI3K/AKT/mTOR-jelut fokozott aktivitasat eredményezi.
A mar emlitett mikroszatellita instabilitassal jellemzett tumorok 90%-aban jelen van a
TGFBRII mutacidja is. A TGFP daganatbiologiai hatasat kettdsség jellemzi: mig a
daganatképzddés korai fazisaban tumorszuppressziv hatdsu, igy ebben a fazisban van

jelentésége a receptor vagy a Smad4 funkcidovesztd mutacidinak, addig késobb
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mikrokornyezeti hatasain keresztiil a TGF[ segitheti a daganat progressziojat és az
attétképzést [19, 22, 23].

Az utoébbi években az epigenetikai tényezdk szerepe is felértékeldodott a
colorectalis daganatok pathogenezisében. A vastagbéldaganatok egy részére jellemzo
bizonyos gének DNS metilaciés mintazatanak megvaltozdsa. Az un. CpG-sziget-
metilator fenotipusi colon carcinomakban (CIMP) tobb gén metilacids mintazat
valtozasa egylittesen jelenik meg. Ezek az epigenetikai valtozasok a genetikai
mutaciokkal egyiitt hozzdjarulhatnak a CRC patogeneziséhez ¢és a molekularis
heterogenitas kialakuldsahoz. Ezeknek az epigenetikai valtozdsoknak kutatdsa, feltarasa
diagnosztikus, prognosztikus €s terdpids lehetdségek kifejlesztését segiti napjainkban

[24].

1.1.5.2. Stadiumbeosztas

A CRC stadium meghatarozasa soran megallapitjak a tumor lokalis kiterjedtségét
(T), a regionalis nyirokcsomoérintettséget (N) €s az esetleges tavoli attétek meglétét (M),
melyeknek prognosztikus €s terapias jelentdsége van. A-stadiummeghatarozas elso 1épése
a tumorbol torténd szovettani mintavétel, ezt koveti a nyirokcsomok és az esetleges tavoli
attétek vizsgalata képalkotd eljarasokkal, elsdsorban CT- és/vagy MR-alkalmazasaval
[25]. A daganat klinikai viselkedését differencidltsaga (grading) ¢és szovettani
megjelenése jelentds mértékben befolyasolja [26].

Jelenleg az American Joint Committee on Cancer/Union for International Cancer
Control 4ltal javasolt TNM-beosztast alkalmazzdk a CRC-k stadiumanak
meghatarozasara, korabban az Astler-Coller altal modositott Dukes-féle stadiumbeosztast

hasznaltak (1. tdblazat).
1. tablazat. Colon carcinoma-k stddiumbeosztdsa a TNM-rendszer szerint: a. a primer

Tumor, b. a regiondlis nyirokcsomo, c. a tavoli attét szerinti beosztast mutatja. A

tablazat d részében talalhato a killonbozo stadiumok szerinti besorolas
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1. tablazat.
a. Primer Tumor (T)
TX A primer tumor nem értékelhetd
TO Nincs bizonyiték a primer tumorra
Tis Carcinoma in situ: intraepitelialis vagy lamina propria invazié
T1 Tumor megtamadja a submucosat
T2 A tumor érinti a musculus propriat
T3 A tumor attori a musculus propriat €s atterjed a kornyezo szovetekbe
T4a | A tumor behatol a visceralis peritoneum felszinére
T4b | A tumor kozvetlen behatol vagy kapcsolodik mas szervekhez vagy
struktarakhoz
b. Regionalis nyirokcsomodk (N)
NX | Regiondlis nyirokcsomo érintettség nem értékelhetd
NO Nincs regionalis nyirokcsom6 metastasis
N1 Metastasis 1-3 regionalis nyirokcsomdban
Nla | Metastasis 1 regiondlis nyirokcsomoban
N1b | Metastasis 2-3 regionalis nyirokcsomdban
Nlc | Tumorfelhalmozodas (-ok) a  subserosdban, mezentéridban vagy
nonperitonealizalt pericolicus vagy perirectalis szovetekben, regionalis
csomok metasztasis nélkiil
N2 Metastasis 4 vagy tobb regionalis nyirokcsomoban
N2a | Metastasis 4-6 regionalis nyirokcsomdban
N2b | Metastasis 7 vagy tobb regionalis nyirokcsomoban
c. Tavoli metastasis (M)
MO Nincs tavoli metastasis
M1 Tavoli metastasis kimutathat6
Mla | Metastasis kimutathaté 1 szervben vagy egy oldalon (pl.: ma4j, tiidé, nem
regiondlis nyirokcsomo)
MI1b | Metastasis kimutathat6 tobb mint 1 szervben / oldalon vagy a peritoneumon
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1. tablazat.
d. Stadiumok

Stadium T N M Dukes MAC
0 Tis NO MO - -
I T1 NO MO A A
T2 NO MO A B1
ITA T3 NO MO B B2
IIB T4a NO MO B B2
IIc T4b NO MO B B3
1A T1-T2 N1/Nlc MO C C1
T1 N2a MO C C1
111B T3-T4a N1/Nlc MO C C2
T2-T3 N2a MO C Cl1/C2
T1-T2 N2b MO C C2
IIc T4a N2a MO C C2
T3-T4a N2b MO C C2
T4b N1-N2 MO C C3
IVA Béarmely T Béarmely N Mla D D
IVB Béarmely T Béarmely N MIlb D D

1.1.5.3. Rizik6 tényezok

A CRC-k kialakulasat nem befolyasolhatd és mddosithatod kockazati tényezdokkel
hozzak 0sszefiiggésbe. A nem befolyasolhat6 rizikotényezok kozé tartozik az életkor, az
adenomatosus polipok vagy a gyulladasos bélbetegségek (IBD — inflammatory Bowel
Disease) megjelenése, mas csaladi korelozmény, 6roklodd genetikai faktorok jelenléte is.

A CRC tobb mit 90%-a 50 évesen vagy iddsebb korban jelentkezik (60 felettieknél
50x-es az eldfordulas gyakorisaga a 40 év alattiakhoz képest) [27]. A Sporadikus CRC
kb. 95%-a [4] a kortorténetben mar felismert polipokkal, adenomékkal 6sszefliggésben
jelenik meg [28]; ezekben az esetekben a latencia kb. 5-10 év [29, 30], ezért fontos az
adenomak felismerése és eltavolitasa [4, 31]. Colitis ulcerosdban és Chron-betegségben

a mucosa, bélfal teljes vastagsdganak gyulladdsa fokozza a CRC kialakuldsanak
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valoszinliségét (4-20-szoros kockazat) [4]. A betegek 20%-aban mutathatod ki csaladi
halmozddas, ami fokozott rizikot jelent. A kiilonbozd gének/génvaltozatok és kornyezeti
tényezok fontos szerepet jatszanak a csaladi halmozodasokban, és bar errdl egyre tobb
ismeret all rendelkezésre, pontos hattere sok esetben még mindig nem ismert [4].

A CRC-k kb. 5-10%-a ismert orokletes tényezok kovetkezménye, ilyen allapotok
a Familiaris Adenomatosus Polyposis (FAP) és a Heriditary Nonpolyposis Colorectal
Cancer (HNPCC), mésnéven Lynch Szindroma is. A HNPCC kialakuldsdban a DNS
repair génmutacidknak (pl. MLH1, MSH2 gének), mig az FAP kialakuldsdban a
dominans 6rdklés menetet mutatd APC (adenomatous poliposus coli) tumor szupresszor
gén mutaciojanak van fontos szerepe [4]. Annak a valoszinlisége, hogy egy ismert
HNPCC-s betegben CRC alakuljon ki 40-es éveiben kb. 70-80% [30]. FAP-esetében tobb
szaz polip fejlodik ki, amelyek egyikében malignus transzformacio torténik a betegek
tobbségének 20-as éveiben, ha az adott bélszakaszt nem tavolitjak el [4, 32, 33].

Elobbi 6roklodd szindromak mellett fontos kiemelni, hogy a colorectalis
carcinomdra széles korben ugy tekintenek, mint “kornyezeti betegségre”. Mindez
hangstlyozza a rossz kulturdlis szokéasok, szocialis tényezOk és életviteli faktorok
jelentésegét [3, 34]. A zsiros ételek, kiilondsen az allati zsirok és a nagy mennyiségii hus
fogyasztasa fontos rizikofaktor [35, 36]. A taplalkozési szokdsok megvaltoztatasa 70%-
al csokkentheti a tumor kialakuldsdnak a valoszinliségét [37]. Emellett szdmos adat
tdmasztja ala, hogy a fizikai aktivitas is csokkenti a CRC kialakuldsdnak az esélyét [38],
ez megvaltoztatja a test metabolikus aktivitasat, csokkenti a vérnyomast és az inzulin
rezisztenciat is [39, 40]. Mig a kevés mozgas ¢€s az elhizas emeli a szervezetben keringd
Osztrogének mennyiségét, csokkenti az inzulin érzékenységet, ndveli a tumor
kialakulasanak a kockazatat [4, 29].

Jol ismert a dohanyzas és az alkohol fogyasztas szerepe a CRC kialakuldsaban.
Az alkohol és a dohanyzas egyiitt sokkal karosabb, ennek oka példaul, hogy a dohanyzas
specifikus DNS mutaciokat okozhat, amiknek a kijavitasa kevésbé hatékony alkohol

jelenlétében [4, 41-43]

I.1.5.4. Tiinetek és Sziirés
A CRC legjellegzetesebb tiinete a széklethabitus megvaltozasa, a székrekedés €s
a diarrhea valtakozasa, késobb a véres széklet és az occult vérzés. Az esetek kb. 10-20%-

aban az egyetlen észlelhetd eltérés a vashianyos microciter anemia. El6fordulhat még hasi
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fajdalom, étvagytalansag, puffadas, fogyas. Az elsddleges tiineteket gyakran mar a tavoli
attétek okozzak (m4j, tidd, kozponti idegrendszer). A vastagbél tumorok nagy része
megeldzhetd lenne a megfeleld tumorprevencios €s szlirési eljardsok alkalmazasaval.
Randomizalt vizsgélatok bizonyitottak, hogy a Guaiac-teszt vagy mas tesztekkel a széklet
vér kimutatasa 12-33%-al csokkentheti a CRC mortalitasat [44]. A colonoscopos sziirés
szerepét sem lehet eléggé hangsulyozni, ez nem csak diagnodzist és korai felismerést
biztosit, hanem sok esetben a tumort megeldz6 precancerosus polipok eltdvolitasat is
lehetévé teszi. A virtualis colonoscopia elonye, hogy nem invaziv; hatranya, hogy
sugarterhelést jelent [44]. A jelenlegi amerikai ajanlés szerint 50 év felett vagy fokozott
kockézat esetén korabban javasolt a sziirést teljes colonoscopia-val 10 évente, széklet
vérteszttel évente, esetleg vitrudlis colonoscopia-val vagy sigmoidoscopia-val 5 évente
elvégezni [45, 46]. A sziirés a korai diagnozis jelentdségét jol mutatjadk a stadium

beosztassal korrelalo talélési adatok (4. abra).

Stadiumok szerinti 5 és 10 éves tulélés

120%
\‘g 100%
'%.4) 80% \\
&
5 60%
O
% 40%
2 20%

0%

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Id6 (honapokban)
=—=Stadium 1 =—Stadium 2 Stadium 3 Stadium 4

4. abra. Stadiumok szerinti varhato 6téves tulélés, 1-es stadium: 87,79%; 2-es stadium:
76,79%; 3-as stadium: 62,24%, ill. 4-es stadium: 14,17%; ill. tizéves tulélés, 1-es
stadium: 66,8%; 2-es stadium: 63,23%; 3-as stadium: 47,11%; ill. 4-es stadium:10%.

Chen PC és mtsai nyoman [47].
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I.1.5.5. Kezelés

A CRC-k kezelése elsdsorban sebészi beavatkozast igényel. Fontos, hogy
lehetéség szerint a rezekcid épben torténjen és ne maradjon vissza tumorszovet.
Megkiilonboztetiink RO rezekciot, amikor nem marad vissza Tumor, R1 allapotot, amikor
a patoldgiai vizsgalat tumoros sejteket mutat a rezekciods szélben és R2 allapotot, amikor
tumor marad vissza a betegben, utdbbi esetében palliativ operaciorol beszéliink. A tavoli
attét és nyirokcsomo érintettség nélkiili esetekben a sebészi kezelés Oonmagdban is
elegendo lehet, ahol egyre nagyobb teret nyernek az ugynevezett “minimalisaninvaziv”
laparoscopia-s miitétek.

A sikeres sebészi beavatkozas utan a II. és a II1 stadiumu CRC-s betegek esetében
25-60%-ban alakul ki recidiv tumor, esetleg tdvoli metastazis [48]. El6bbi esélyét
csokkenti a mutét eldtti neoadjuvans, illetve a sebészi beavatkozast kdvetd adjuvans
kemoterapia és sugarterapia. A jelenlegi standardok szerint a III. stadiumu CRC-s betegek
kezelésének az alapja a fluoropyrimidine bazis alapi kemoterapikumok alkalmazasa
ordlis vagy intravénas formaban, kiegészitve leucovorinnal [49, 50]. A II. stddiumu
betegek is részesiilhetnek kemoterapiaban, de ennek sziikségszertiségérdl az adatok nem
egyértelmiiek; magas kockéazata betegeknél opcionalisan adhaté kemoterapia [51].

A disszeminalt metastatikus vastagbélrak jelenlegi kezelésére a kovetkezd
hatéanyagokat hasznaljak o©nalléan vagy kombinacioban: 5-FU, leucovorine,
capecitabine, irinotecan, oxaliplatine, bevacizumab, cetuximab, panitumumab, ziv-
aflibercept, ramucirumab, regorafenib, trifluridine-tipiracil, pembrolizumab ¢és
nivolumab. Ezek hatdsmechanizmusa széles skalat fed le a DNS replikécio gatlasasatol
a vascularis endothelialis novekedési faktor (VEGF), ill. az epidermalis novekedési faktor
(EGFR) aktivitasanak gatlasaig [50].

Jelenleg a CRC-k adjuvans kezelése a FOLFOX (leucovorine+5-FU+oxaliplatin)
vagy FOLFIRI (leucovorine+5-FU+irinotecan) standardok szerint torténik [52]. Az
Egyesiilt allamokban a betegek altalaiban FOLFOX kezelést kapnak, mint els6 vonalbeli
kezelés. A FOLFIRI-t masodik vonalban adjak, hacsak nem 4ll fenn valami mas betegség
is, mint példaul a neuropathia, ebben az esetben a FOLFIRI a vélasztand6 kezelés [53].

Napjainkban a molekularis onkoldgia gyors fejlddésének koszonhetéen eldtérbe
keriiltek a biologiai terdpids lehetdségek, igy vastagbéldaganatok EGFR, ill. VEGF

gatlasa monoklonalis antitest kezeléssel. A Cetuximab egy kiméra, egér/human anti-
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EGFR készitmény, mig a Panitumumab egy teljes mértékben emberi eredetii antitest [54,
55]. A FOLFIRI terapiat is gyakran egészitik ki Cetuximab adasaval [56]. Cetuximab K-
RAS onkogén mutacio esetén, a varhato rezisztencia miatt nem adhato. Vannak azonban
a RAS vad tipust betegek kozott olyanok, akik az anti-EGFR terdpidra nem reagalnak,
ilyenkor feltételezik pl. a BRAF mutaciok szerepét [57]. A Bevacizumab monoklonalis
antitest célpontja a VEGF, az 10j erek képzddését gatolja a tumorokban [58].

A gyakori kemoterapia rezisztencianak szamos oka lehet. Az egyik legfontosabb,
a tumor heterogenitasa. A kiilonb6z6 tumorsejt klonok eltérd genetikai hibéakat
hordoznak, igy a kezelés kozben az adott koriilményekhez legjobban alkalmazkodo sejtek
szelektalodnak ki, €lnek tul, de emellett a kezelés is eredményezhet ij mutacidkat €s mas
genetikai vagy epigenetikai valtozasokat [59-61]. A munkdmban 1is vizsgalt
PI3K/Akt/mTOR jelatviteli ut aktivitds valtozdsanak szerepe a carcinogenezisben,
tumorprogresszidban ¢€s a terapia rezisztenciaban nem ismeretlen, eddig is sok

szempontbol kutatott teriilet [62].

1.1.5.5.1. Tulélés és Prognozis

A CRC-s betegek tulélése nagymértékben fiigg a diagnosztizalt betegség
stadiumatol (4. abra). Az 5 éves tulélés ~90% a korai stadiumt betegeknél, 70% a
regiondlis attétes betegek korében, mig csupan 10% azoknal, akiknél tavoli attétek mar
megjelentek. Az 1960-as évekt6l minden stadiumi betegek kezelésének eredményei
javulnak, jelentésen nétt a betegek tulélése. Vilagszerte azonban oridsi kiilonbségek
vannak a tilélési adatokban. A legmeghatarozobb kiilonbségek az eltérd diagnosztikus €s
terapias lehetdségekbdl eredhetnek. Az USA-ban az 5 éves tlélés 1995 és 2000 kozott
tobb mit 10%-al javult, 63%-ra a néknél és 64%-ra a férfiak esetében [63] (5. 4bra).
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5 éves atlagos tlélés %-ban stadiumtol fiiggetleniil
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5. abra. A varhato 5 éves talélés a kiilonboz6 régidkban %-ban kifejezve, stddiumtol

fiiggetleniil. Allemani és mtsai nyomdan [64].

I.2. mTOR jelatviteli utvonal szabalyozasi zavarainak daganatbiolégiai szerepe

colon carcinomaban

1.2.1. Az mTOR, mint terapias target

Az mTOR (mammalian/mechanistic target of rapamycin) kinaz fehérje a
jelatviteli halozaton beliil integralja szamos sejtfelszini receptor utvonalanak kiilonb6zo
extracellularis jeleit és a sejt aktualis allapotat monitorozé szignélok hatasait, igy
anyagcseréjének szabalyozasaban. A PI3K/Akt/mTOR utvonal szabalyozési zavara a
legkiilonbozdbb folyamatokban (pl. tumorképzddés, angiogenezis, inzulin reszisztencia,
zsirsav szintézis vagy immunsejtek aktivacidja) és szamos betegség esetében ismert.
Hatasait és szerepét a szervtranszplantacié soran a szervek kilokddésében, a 2-es tipust
diabetes mellitus kialakuldsdban ¢és rosszindulati daganatok esetében megtfigyelt
valtozasokban ismerjiik legjobban [65].

mTOR gatlokat méar évek ota alkalmaznak a szervtranszplantalt betegek
immunszuppressziv [66, 67], és bizonyos szolid tumorok terdpids kezelésében is (pl.
vese-sejtes carcinoma, kopenysejtes lymphoma, neuroendokrin carcinoma, emlérak,
glioblastoma multiforme és endometrium carcinoma), a legtjabb fejlesztésit mTOR gatlo

kezelések 1s igéretes eredményeket mutatnak a klinikai vizsgalatokban [68]. A
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temsirolimus ¢€s az everolimus EMA (European Medicines Agency) - és az FDA (Food
and Drug Administration) altal jovahagyott terapias mTOR gatldo készitmények a
vesesejtes carcinoma kezelésére, de az mTOR inhibitorok megjelennek bizonyos
emlddaganatok kombinacios kezelésében, a kopenysejtes lymphomék vagy mas
korképek esetében is. A Waldenstrom makroglobulinaemia vagy rheumatoid arthritis
esetében is vannak adatok arrél, hogy hatékonyan akalmazhatéo az mTOR gatld kezelés

[69-73].

1.2.2. mTOR kinaz és az mTORC1 és C2 komplexek szerkezete

Az mTOR (mammalian target of rapamycin) szerin-threonin kindz nevét a mult
szdzad végén, a 70-es években a Husvét-szigeteken (Rapa Nui) felfedezett gatloszerérol
kapta. A rapamycint eldszor egy talajbodl izolalt Streptomyces hygroscopius baktérium
fajbol izolaltdk és gombaellenes majd kés6bb immunszupressziv hatdanyagként
(mammalian/mechanistic target of rapamycin) egy 289 kilodaltonos (kDa) szerin/treonin
protein kindz, a foszfatidil-inozitol 3-kindz (PI3K) csaladba tartozik és két kiilonbozd
multiprotein komplex formaban fordul el a sejtekben [74, 75]. A két komplexnek
struktaralis felépitése és funkcidja is kiilonb6zo.

Az mTOR kindz C-termindlis része a kindz domén (KD), mig a fehérje N-
termindlis részén HEAT (Huntington, EF3A, ATM, TOR) motivumok ismétlddéseit
figyelhetjiik meg, ennek kiilonbozo fehérje-fehérje interakciokban van szerepe. A fehérje
tovabbi részét FAT (Frap, ATM, TRRAP), FRB (FKBP12-rapamycin-binding domén) €s
FATC (FRAP-ATM-TTRAP) domének alkotjadk. A kindz domén ATP (Adenozin
trifoszfat) koto résszel rendelkezik, mig a rapamycin az FKBP12 fehérjén keresztiil képes
bekotni az FRB doménhez és ezen keresztiil gatolja a komplex kindz aktivitasat (6. abra)

[76, 77].
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6. abra. Az mTOR kindaz domén szerkezete és az mTORC1 ¢és a C2 komplexek
doménjeihez kotddo fehérjék.
Az mTOR kindz domén szerkezetét bemutato abra alatt a C1 illetve C2 komplexben
is megtaldlhatd vagy mindkét komplexhez kapcsolodd fehérjéket fekete, az
mTORC1 komplexre jellemzdeket narancssarga, mig az mTORC?2 specifikusakat lila
szinli nyilak jelolik (a nyilak arra a doménre mutatnak, ahova az adott fehérje
kotédik). Az FKBP12 fehérje és ehhez kapcsolodd rapamycin — az mTORCI1
komplex specifikus gatloszere — csak az mMTORC1 komplexhez képes kotddni, a
kétféle fehérje komplex eltérd szerkezete miatt. Hare és mtsai kézleménye alapjan

[77].

Az mTORC1 komplexben az mTOR kinaz, az mLST8 vagy GBL-ként is ismert
(mammalian lethal with Sec13 protein 8) fehérje; valamint a komplexben specifikus
Raptor, mint vazfehérje (Regulatory associated protein of mTOR) talalhatd. A Raptor egy
149 kDa tomegl fehérje, amely az mTOR-hoz a HEAT ismétlddéseknél kapcsolodik. A
Raptor nemcsak az mTOR kindzzal, hanem az mTORCI target S6K1 (riboszomalis
protein S6 kinaz 1) és a 4EBP1 fehérjével (eukaridta inicidcios faktor 4E (elF4E) -koto
fehérje 1) is kapcsolatba keriilhet, igy a Raptor olyan allvany fehérjéként (“scaffolding
protein”) mikodik, amely megkonnyiti az mTOR kindz és target fehérjéinek

kapcsolodasat [78]. Az mTOR ¢és az LST8 az mTORC1és az mTORC2 komplexben is
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megjelenik. Az mLST8 kotddik az mTOR kindz C-termindlis részéhez, az adatok arra
utalnak, hogy az mLST8 sziikséges az mTOR kindz megfeleld miikodéséhez, valamint az
mTOR ¢és a Raptor k6zotti kapesolat stabilizdlasdhoz az mTORC1-ben [77]. A PRAS40
(proline-rich AKT substrate 40 kDa), Deptor (DEP-domain-containing mTOR-
interacting protein) negativ szabalyozoi a komplex aktivitasanak. Az AKT foszforilalja a
PRAS40 molekulat, az levalik a komplexbdl €s igy felszabadul az mTORCI aktivitasa a
gatlas alol [79-81].

Az mTORCI és az mTORC?2 hasonl6 nagysagt komplexek (mTORCI 1,2 MDa,
az mTORC?2 1,4 MDa). Az mTORC?2 a kdvetkezd proteinekbdl all: mTOR kinaz; Rictor
(Rapamycin-insensitive companion of mTOR); mSIN1 (mammalian stress-activated
protein kinase interacting protein); Protor-1/2 (protein observed with Rictor-1/2); mLST8
[76]. A Rictor, a komplex specifikus eleme, kiesése az mTORC2 szétesését eredményezi,
ami azt sugallja, hogy hasonl6 allvany funkciot tolt be a mTORC1 komplexben talalhato
Raptorhoz. A Rictor az mTORC?2 magjaban lokalizalodik. Tobb bizonyiték is 1étezik arra,
hogy a Rictor és a mSIN1 egymast stabilizaljak és ezéltal megteremtik az mTORC2
szerkezeti alapjait [65]. A Rictor és az mSIN1 k6zdsen szabalyozzak az mTORC2 egyik
fontos feladatat, az AKT foszforilalasat [82]. A Protor-1/Protor-2 az mTORC2-hoz a
Rictoron és az mSIN1-en keresztiil kotddhet, de a jelenlétiik nem feltétleniil sziikséges a
komplex Osszeszereléséhez [83]. A Deptor ugyan ugy, mint az mTORCI1 esetében, az
mTORC2-nél is a negativ regulator szerepét tolti be [65, 84]. A komplex térszerkezete is
teljesen eltér az mTORCI1 komplexétdl, igy az FKBP-12-n keresztiil a rapamycin nem
tud k&tni ebben a komplexben az mTOR kindzhoz, igy hatasat direkt modon gatolni nem

képes.

[.2.3. mTORC1 és C2 komplexek aktivitaisanak szabalyozasa — ,,Upstream
signaling”

Az mTOR kinaznak kulcsfontossagu szerepe van a sejt ¢életét befolyasolo
mechanizmusok reguldciojaban. Az mTORCI1 pozitiv modon szabdlyozza a
sejtnovekedést és a proliferaciot szdmos anabolikus folyamat eldsegitésével (példaul a
proteinek ¢és lipidek bioszintézise, valamint a katabolikus folyamatok, mint az autophagia
gatlasa).

Szamos ,upstrem” Tttvonalat ismeriink, amelyek az mTORCI-aktivitasat

szabalyozni képesek. Ilyen példaul tobb ndvekedési faktor-jelatviteli Utvonal, az
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aminosavszint, a sejten beliili energia (ATP)-szintek €s a stressz [85]. Tobb negativ
szabalyozo fehérjéje van az igy kialakulo jelatviteli halozatnak. A legismertebb
tumorszupresszor gének egyike a PTEN (phosphatase and tensin) is egy ilyen negativ
regulacidés eleme a PI3K/Akt/mTOR jelatviteli tengelynek. A receptor aktivaciot
kovetden a PI3K foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfatot (PIP2) foszfatidilinozitol-3,4,5-
trifoszfatta (PIP3) alakitja, ezt gatolja a PTEN (tensin homolog deleted on chromosome
10). A PIP3 - PIP2 egyenstlyon keresztiil a PI3K aktivitds a PIP3 mennyiségének
fokozdsan keresztil az utvonal aktivalodasat indithatja el, mig a PTEN ennek a
folyamatnak a negativ szabdlyozoja. Az foszforilacios kaszkadban a PI3K aktivitas
emelkedést kovetden a fehérjék foszforilacidjanak sorozatat a protein dependens kinaz
(PDK), majd AKT szerint-threonin kinaz fehérje aktivacidja koveti. A PDK1 az Akt-ot a
Thr308 pozicioban fozforiladlja. A tubuléris szkler6zis komplex (TSC) az Akt egyik
legjobban ismert target fehérjéje a jelatviteli hélézatban. A TSCI1/2, szintén
tumorszuppresszorok, kulcs negativ szabalyozoi a jelatviteli haldézatnak. A komplex
felépitéseében részt vesz a TSC1 (Hamartin néven is ismert), TSC2 (mas néven Tuberin)
¢s TBC1D7. A komplex mTOR gatl6 funkciojat a Rheb GTPase-on keresztiil fejtik ki,
Rheb GTP kotott formdjat GDP kotott inaktiv formava alakitja, ez megakadalyozza az
Rheb mTOR kinaz aktivalé foszforilaciojat az mTORCI1-ben [86]. Amennyiben a
kiilonbozé novekedési faktorok, példaul az IGF-1 (Insulin like growth factor) és az
inzulin aktivaljdk a foszfatidilinozitol 3-kindzt (PI3K). Ezutin bekovetkezik a
downstream effektorok, a PDK1 és Akt (mas néven protein kinaz B / PKB) aktivalddasa,
majd az Akt tobb helyen foszforilalja a TSC2-t, gyengiti a TSC1-el valo kapcsolatat és
destabilizalja a TSC1/TSC2 komplexet, felfliggeszti a komplex Rheb gatld hatasat. Az
Rheb felszabadulva a TSC1/2 komplex gatlas alol aktivalja, foszforilalja az mTOR kinazt
a Cl komplexben. Az Akt az mTORCI1 komplex aktivitast negativan befolydsolo
PRASA40 foszforilalasaval is segiti az mTORC1 komplex aktivitdsanak hatasait, alapvetd
feladata tehat az mTORC1 komplex aktivitasnak fokozasa, szdmos negativ regulator
hatasainak felfiiggesztésén keresztiil [77].

Tobb daganat esetében ismert hiperaktiv, a tumorndvekedést segitd szignalok a
Wnt, a TNFa vagy az EGFR utvonal, PI3K-tdl fiiggetlen TSC1/2 komplexet gatlo hatasa.

A Ras-Erk MAPK ttvonalban az Erk képes kozvetleniil foszforildlni és inaktivalni a
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TSC2-t a Ser664-en vagy foszforilalni a p90 riboszomalis S6 kinaz 1-et (RSK1) és annak
hatasan keresztiil foszforilalni, inaktivalni a TSC2-t [77].

Az aminosavszintek az mTORCI1 funkci6 kritikus szabalyozoi, csakligy, mint az
mTORCI1 komplex lizoszomalis lokalizacidja. Az aminosavak koncentracid viszonyai
(elsdsorban az arginin €és a leucin mennyisége), a sejtek aminosav ellatottsaga
meghatarozza az mTORCI lokalizaciojat. A Rag GTPazok kozponti szerepet jatszanak
ebben a szabdlyozasban. Amennyiben bizonyos aminsavak szintje alacsony, akkor az
mTORCI1 komplex a RAG fehérjéken keresztiil nem kapcsolddik a lizoszomak kiilsé
felszin¢hez. A lizoszomalis lokalizaci6 hidnyaban pedig az RHEB fehérje aktivalodasa
(RHEB-GTP) ellenére sem torténik meg az mTOR kindz, illetve az mTORC1 komplex
aktivacioja, és ez novekedési faktorok jelenlétében is az mTORCI aktivitast korlatozo
hatas lehet [87].

A sejt alacsony energiaszintje, az aminosavak hidnydhoz hasonlé negativ
szabalyozdja az mTORCI1 aktivitasdnak. Ha az ATP szint alacsony, az aktivalja az
AMPK-t, ami foszforildlja a Raptort, ez megvaltoztatia az mTORCI1 komplex
szerkezetét, ¢és gatolja az mTORCI1 aktivitast. Az aktivalt AMPK elébbiek mellett
foszforilalja a TSC2-t a Thr1227 és Ser1345 pozicidoban, ami egy a TSC1/2 komplex
aktivitasat, stabilitast fokozo, az mTORC] aktivitasat gatlo hatas.

Az alacsony oxigénszint és mas stressz hatasok szintén csokkentik az mTORCI
aktivitasat. Az oxigénszint tobbféle itvonalon befolyasolja az mTORCI1 aktivitast. Enyhe
hipoxia esetén az ATP szint csokkenése aktivalja az AMPK mTOR aktivitast csokkentd
hatasait. Ett6l filiggetleniil a hypoxia a “DNA damage response 1”7 (REDDI)
transzkripcidjdnak fokozdsat is eredményezi, ami a TSC2 gatld hatisainak

felszabaditasan, illetve a 14-3-3 fehérjéken keresztiil gatolja az mTORCI1 aktivitasat [77].

1.2.4. mTORC2 szabalyozasa — ,,Upstream signaling”

Az mTORC1-hez hasonléan az mTORC2 komplex aktivitasat is szabalyozzak a
novekedési faktor Utvonalak, példaul az inzulin és az IGF-1. Bizonyos eredmények
szerint az mTORC2 komplexben talalhato mSIN1 1 és 2-es isoforma, a komplex inzulin
szenzoraként is miitkodhet. Kimutattdk, hogy az mSIN1 kritikus mediator bizonyos
novekedés faktorok szdmara, amelyek az mTORC2-t aktivaljak. A PI3K jelatviteli
utvonalban a membran kotott PIP3 az mSIN1-hez a PH doménen keresztiil kétve, és

befolyasolja, aktivalja az mTORC2 komplexet [88]. A fokozott PI3K aktivitas segiti az
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mTORC2 riboszomalis lokalizaciojanak kialakulésat, ha a sejtekben elegend6 riboszéma
all rendelkezésre. Az mTORC2 komplex aktivitdsanak szabalyozasdban a TSC
fehérjéknek specialis szerepe van, mig a TSC gatolja az mTORCI1 aktivitast és
funkciokat, addig bizonyos sejtvonalakban (pl. MCF-7 eml6 carcinoma sejtvonal) a TSC
komplex sziikséges az mTORC?2 aktivalasdhoz, és olyan fizikai interakciot mutattak ki az

mTORC?2 ¢és a TSC kozott, ami az Rheb funkcidjatol fiiggetlen [77].

1.2.5. mTORCI1 szabalyozo hatasai — ,,Downstream signaling”

A proteinszintézis szabdlyozasdban az mTORCI-nek kulcsszerepe van. Az
mTORCI két legfontosabb célmolekulaja a 4E-koto fehérje (4EBP1) és az S6 kinazok, a
p70S6K — S6K1 és a p90S6K - S6K2 izoformak.

A p70-S6K1 tobb foszforilaciés motivummal rendelkezik, a Thr389
foszforilacigja mTORCI1 fiiggd, mig a kinaz maximalis aktivitasaért felelés Thr229
motivum foszforilacioja a PDK1 foszforilacio kdvetkezménye. Az aktiv S6K1/2 tobb
olyan protein foszforildcidjanak ¢és aktivitdsanak a szabalyozasat végzi, amely a
transzlacid kiilonb6zé folyamataiban részt vesz. Az S6K1 aktivacio eldsegiti a
transzkripciot pl. a riboszomalis S6 fehérje foszforilalasaval, de kapcsolatba keriil szamos
transzkripcids faktorral, példaul az 6sztrogénreceptor a-val (ERa), valamint szabalyozza
riboszomalis gének transzkripcidjat is. Az mTOR tutvonalban az S6KI1-nek negativ
feedback szabalyozd szerepe is jol ismert, az mTORCI aktivitas eredményeként
megjelend aktiv S6K fehérje az IRS-1 expresszigjat és aktivitasat is befolyasolja, €s
foszforilalja a gatlo szerin maradékokat a fehérjében. Eldbbieken tal az S6K szamos pro-
apoptotikus fehérje hatasat fliiggesztheti fel (pl. Bad, PDCD4). Az mTORCI1 az S6K-n
keresztiil az mTORC?2 aktivitasat is befolydsolja, az S6K kozvetleniil foszforilalja a
Rictort, és igy az mTORC2 funkcioit gatolja. Ezeket a hatdsokat hozzak Osszefiiggésbe
azokkal a megfigyelésekkel, amikor az mTORCI gatlas mellett az AKT sejtek talélését
tamogatd hatasait figyelték meg [89].

A 4EBP1-et az mTORCI a Thr 37, 46 ¢és 70 és a Ser 65 helyeken foszforilalja.
Eldbbiek hatisara a 4EBP1 levalik a transzlacios iniciacios faktorrol (elF4E), igy az
felszabadul a 4EBP1 gatlo hatasa alol, lehetové téve az elF4E cap-fliggd transzlaciot
beindité hatasait [77].

Jolismert az mTORC1 autofagiat gatld hatasa is. Amennyiben egy sejt egészséges

¢és rendelkezésre allnak a megfeleld feltételek (pl. tdpanyag, energia), az mTORCI aktiv
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¢s gatolja az autofagiat, az ULK1/2 és ATGI13 kinazok foszforilaciojan keresztiil. Jol
ismert, az is, hogy ATP hidnydban az AMPK gétolja az mTORCI aktivitasat, igy az
autofagia felszabadul a gatlasa alol [77].

Az mTORCI1 az anyagcserével kapcsolatos egyéb fontos cellularis folyamatok
szabalyozasaban 1s részt vesz, igy pl. fokozza a hypoxia indukéalhato faktor (HIFla)
transzkripcidjat. Mas transzkripcos faktorok termelésén keresztiil a lipid metabolizmus €s
a pirimidinek szintézisének pozitiv szabalyozasaban is fontos tényezd [90] (7. abra).
El6bbi folyamatok elsOsorban a gliikéz illetve nukleotid anyagcsere folyamatait érintik,
mig pl. az SREBPI faktorok és a PPAR—y foszforilaciojan kersztiil az mTORC] aktivitas

a lipid anyagcsere serkentésében is résztvesz.
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1.7.6. mTORC?2 szabalyozo6 hatasai — ,,Downstream signaling”

Az mTORC2 szabalyozza az AGC kinaz csalddba tartozd szdmos protein
aktivitasat. Az mTORC2 legrégebb ota ismert hatasai a sejt alakjat, szerkezetét és
kinaz csaladdba tartozo PKC aktivitasanak befolydsolasan keresztiil kontrollalhat [77].

Az AGC kinazok koziil az Akt az mTORC2 komplex egyik legfontosabb targetje.
Az mTORC?2 ugyan nem kizardlagos aktivaloja az Akt-nak, de kozvetleniil foszforilalja
az Akt-ot a Ser473-on, amely az Akt maximalis aktivitasdnak eléréséhez sziikséges. [77].
Az Akt-nak szamos jol ismert downstream effektora van, amelyek befolyasoljak a sejtek
tulélését, az angiogenezist €s pl. a sejtek anyagcseréjét is (ilyen példaul a Bel-2-associated
death promoter (BAD); apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1); a transcription
factor EB (TFEB) a lizoszomalis biogenezis egyik kulcsszerepldje; ill. a Caspase 9). Az
mTORC2 komplexnek nemcsak az Akt-on, hanem az AGK kinaz csaladba tartoz6 SGK1
aktivalasan keresztiil is vannak az apoptozist szabalyozo hatasai. Példaul, a FoxO3a-n
keresztiil, vagy a Na+ ioncsatornak fehérjéinek miikodésének szabalyozasan keresztiil
[91]. Az eldbbi fehérjéken keresztiil az mTORC2 befolyasolhatja példaul Thl és Th2
lymphocytak €s egyéb sejttipusok differencialodasat is [92].

Kiilon érdekesek a sejtanyagcsere szabalyozasra iranyuld legujabb vizsgalatok,
amelyek az mTORC?2 riboszémalis lokalizacioja mellett [71] feltartak a komplex szerepét
az endoplazmatikus retikulum (ER)-hoz tartozd, tgynevezett mitokondriumhoz tarsult
ER-ban, MAM-ban is. Ez a sub-kompartment a kalcium ¢és a lipid transzfer
kulcsfontossagu része, igy mTORC?2 hidnyaban ezek a funkciok és a MAM integritasa
karosodhat [77] (8. &bra).

28



DOI:10.14753/SE.2019.2175

pepor O misTS  pepror 1O misTS

mSIN-1 mSIN-1
mTORCI1 mTORC2
! ] ] ]
S6K 4EBP1  SREBP1 HIF-la ULKI1 STAT3 SGK1 AKT PKC
NFKB IRF7 l i
l l NDiRG 1 F(iXO
Protein szintézis Lipid Glycolysis Autophagia  Gyulladasos Apoptosis Cytoskeleton
szintézis Angio- Citokin Gluco-
l genezis expresszio l neogenesis
v v v l v

Sejt ndvekedés / Anyagcsere / Oregedés

! ! ! ! ! ! !

Tumor Tumor Tumor Tumor Alzheimer Gyulladas Tumor

Diabetes Diabetes Steatosis hepatis Huntington Diabetes
Steatosis hepatis Obezitas Obezitas Parkinson Steatosis hepatis
Obezitas Depresszio Metabolikus Obezitas
Metabolikus Alkoholizmus szindroma Metabolikus
szindréma Gyulladas szindréma
Depresszid

8. abra. Az mTOR jelatviteli utvonal vazlatos attekintése, aktivitdsanak szabalyozd szerepe, tartget fehéjéi aktivitdsanak hatdsa a

sejtfunkcidkra és patofizioldgiai folyamatokra. Dazert és mtsai nyoman [93].
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1.2.7. mTOR gatlas

Az 1970-es évek végén fedezték fel a rapamycint, az elsé mTOR gatlot, amirdl
késobb kimutattak, hogy immunszuppressziv €s antiproliferativ hatast [94] (9. ébra). Az
elmult évtizedben szamos betegség kezelésében tesztelték hatdsait. Az elso, €s jelenleg
legszélesebb korben hasznalt vegyiiletek csoportja a rapamycin ¢és szarmazékai
(analdgjai), amelyeket "rapalog” néven is megkiilonbdztetiink. A rapamycin (Sirolimus)
makrociklusos lakton, immunszuppressziv hatasa arra vezethetd vissza, hogy
megakadalyozza immunsejtek aktivalodasat, osztodasat. 1999-ben eredetileg
immunszuppressziv gyogyszerként engedélyezték az USA-ban, transzplanticioban,
elsdsorban vesedatiiltetések soran. A legijabb eredmények igazoljak, hogy csokkenti a
szervkilokddés esélyét, vesetranszplantacid utdn javasolt az immunszuppressziv terapia
rapalog konverzidja, a transzplantaciot kovetd 2.-3. honaptdol. Nagy elonye a rapalog
konverziénak, hogy a vesefunkciot negativan nem befolyasolja és a miitét utani
rosszindulati tumorok kialakuldsanak gyakorisagat is csokkenti. Ugyanakkor a
fertdzések kockazatat nem csokkenti €és az atipusos tiido gyulladasos szovédmények
mellett tovabbi mellékhatdsai is egyre jobban jellemzettek, bar ezek elég jol
menedzselhetoek is [95].

Az mTOR gatlok hatasanak vizsgalataiban kimutattak proliferacié gatlo hatasait
a legkiilonbozdbb tumorsejtekben (pl. leukémidk, lymphomadk, hasnyalmirigy, a
vastagbél, a rhabdomycosarcoma ¢és emldtumorok). A Rapamycin (Sirolimus vagy
Rapamune) mégsem keriilt bevezetésre a malignus tumorok kezelésében. Ennek egyik
oka, hogy farmakokinetikai tulajdonsagai nem a legjobbak, rossz oldhatdsag és kémiai
instabilitas [77, 96] jellemzi. A rapamycin szdrmazékok, a rapalogok kedvezObb
farmakologiai tulajdonsagokkal rendelkeznek: everolimus (RAD-001), temsirolimus
(CCI-779), ridaforolimus (deforolimus, AB-23573) és zotarolimus (ABT-578). A
rapalogok mindegyike gatolja az mTOR kinazt az mTORC1 komplexben [97]. A
rapamycin az FKBP12 fehérjéhez kotddik, €s ezen keresztiil kot az mTORCI kindz FRB
régigjdhoz. Az FKBPI12-rapamycin komplex alloszterikus gatloként miikodik,
konformécios valtozast hoz létre az mTORCI1 komplexben és az mTOR kinazban. Ennek
kovetkeztében csokken az mTOR ¢és a Raptor kozott kapcsolatok, ktések erdssége, ami
gatolja az mTOR célmolekuldinak (S6K és 4EBP1) a foszforilaciojat, és parhuzamosan

az mTOR kinaz auto-foszforilacids szintje a Ser2481-en is jelentdésen csokken az
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mTORCI1-ben (de nem mTORC2-ben). Az mTORCI gétld rapamycin, illetve rapaldgok

elsddleges hatasa a proliferacio gatlasa, a sejtciklus G1-fazis blokkjat kivaltva [94].

9. abra. A rapamycin (a) és az ettdl csak kis oldallancokban kiilonb6z6 rapaldgok:

Temsirolimus (b), a Ridaforolimus (c), Everolimus (d) szerkezeti képlete [77].

A rapamycin ¢és rapalogok antitum hatisai a sejtciklus gatlo hatason tul
jelentkeznek példaul a fehérje-transzlacios, angiogenezis gatldé vagy metabolikus
hatasokban is. A legujabb vizsgéalatok alapjan a rapalégok a vesedaganatok és
kopenysejtes lymphomak mellett gatolja a daganatsejtek novekedését prosztata- [98], €s
kissejtes tiid6 carcinomdban [99] valamint rhabdomycosarcoméaban [100] is. Hasonld
mechanizmussal, az everolimus gatolja a sejtek novekedését akut lymphoblastos
leukémiaban (ALL) [101], valamint emld [102] és ordlis laphdmcarcinomaban (OSCC)
kezelésében [103].
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1.2.7.1 Temsirolimus

A temsirolimust 2007 6ta az EU-ban engedélyezték a vesesejtes vesekarcindbmak
prognoézisu betegeknél. A temsirolimus mind oréalisan, mind parenteralisan adhato. A III.
fazisu klinikai vizsgalatok adatai azt mutattdk, hogy ebben a betegcsoportban a
temsirolimus kezelés javitja a talélést [105]. Emlétumoros betegeknél a temsirolimus
kezelés azonban a legjobb esetben is csak minimalis talélési elénnyel jart [106]. A
temsirolimus pontosabb hatdsmechanizmusat elsdk kozott kopenysejtes lymphomak
sejtciklus promoter cyclin D1 overexpresszid €s az mTOR aktivitas direkt dsszefiiggését

mutattik ki [107]

1.2.7.2. Ridaforolimus

Dagnatterapiaban klinikai alkalmazasa még nem engedélyezett, de a
legkiilonbozobb  malignus daganatban tesztelik hatdsait monoterapiaban és
kombinacioban is. Fazis II. vizsgalatban a trastuzumabbal kombinacidban anti-tumor
hatast mutatott HER-2 pozitiv, trastuzumab-refrakter metasztatikus emldrakos
betegeknél. A kombinalt kezelésre adott valaszreakci6 antiproliferativ, tumorndvekedés
gatld hatdsai sok a vizsgélatokba bevont esetben a rezisztencia megjelenése elotti,
elsdvonalbeli kezelés esetében is hatasosnak bizonyultak. Ez arra utal, hogy a rapalogok

segithetnek lekiizdeni a trastuzumabbal szembeni rezisztenciat [108].

1.2.7.3. Everolimus

Az everolimus egy szirolimus-szarmazék, csupan egy C40-es pozicidban 1évo
hidroxietilcsoporttal kiilonbozik a rapamycint6l. A farmakokinetikai adatok alapjan a
felszivodasa gyors €s a biologiai hozzaférhetdsége is jobb, koriilbeliil 16-20% (magasabb,
mint a sirolimus 10% -14% -a). Az everolimus napi kétszeri adagolast igényel, mivel az
eliminacios felezési ideje 32 dra; ez rovidebb, mint a sirolimus felezési ideje (62 ora). Az
everolimus esetében azonban nem sziikséges terhelési dozis, és az egyensulyi allapotot
gyorsabban, kb. 4 nap alatt el lehet érni, szemben a sirolimus 6 napjaval [109]. Az
everolimus alkalmazéasat 2009-ben engedélyezték olyan elérehaladott veserakokban, ahol
VEGF-gatlo kezelés mellett vagy az utan recidiv tumor alakult ki [110]. Ezenkiviil

hasznaljak még neuroendokrin pancreas tumorokban, illetve a tiidd, bél daganataiban €s
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a szivtranszplantacioban [111] is. A kardioldgiai gyakorlatban hasznalatosak az
everolimust kibocsatd stentek is, ezeket a katéterrel kitagitott koszoruérbe vezetik, ahol

folyamatosan-adja le tartalmat, meggatolva a stent elzdrodasat [112].

1.2.7.4. Ujabb, tovabb fejlesztett mTOR inhibitorok

A rapalogokkal ellentétben, amelyek alloszterikusan gétoljak az mTOR kinaz
funkciot, az ATP-kompetitiv inhibitorok az ATP kotddést blokkoljak és igy mindkét
mTOR komplex aktivitasat gatolhatjadk (pl. PP242 inhibitor). Az mTOR ¢és a PI3K
hasonl6 szekvencidja miatt bizonyos kompetitiv inhibitorok gatolhatjdk a PI3K-t vagy az
Akt-ot is ugyanugy, mint az mTOR-t. Ezek a gatloszerek, tn. dudl inhibitorok altalanosan
csokkentik az utvonal aktivitasat a PI3K-Akt-mTOR jelatviteli halozati tengelyben, és
csokkentik a visszacsatolasok kovetkeztében megmaradd vagy fokoz6do aktivitasokat is
(Akt vagy mTORC?2 aktivitasok) [113]. Az NVP-BEZ235 ¢és a PF-04691502 egyarant
duél PI3K-mTOR inhibitorok, melyek antiproliferativ hatasat igazoltak in vitro és in vivo,
a jelatvitel egyéb hatasainak gatlasa mellett [114]. Szertedgazo jelatviteli kapcsolatai és
sokrétli hatdsai miatt azonban mind a PI3K, mind az mTOR géatldsa mellékhatasokkal
jarhat, amelyek stulyossaguk fliggvényében (ami jelentds egyéni kiilonbségeket mutat)
korlatozhatjdk az inhibitorok klinikai alkalmazasit. Az NVP-BEZ235 vizsgalat 1I.
fazisaban pl. everolimus rezisztens neuroedokrin eredetli hasnyalmirigy tumoros
betegeknél sok esetben a kezelést fel kellett fliggeszteni, mert a betegek a gyogyszert
annyira rosszul toleraltak [115].

Szamos ATP-kompetitiv mTOR inhibitor, igy az MLNO0128, a CC-223, Torinl/2
¢s az ADZ2014 széleskorti tesztelése is zajlik. Az AZD2014 ¢és az MLNO128
inhibitorokrol kidertilt, hogy egyarant j6 antiproliferativ és tumorellenes hatasuak mind
in vitro, mind in vivo. [116, 117]. A Bupralisib (BKM120) egy pan-PI3K inhibitor, gatolja
a PI3K-csalddba tartozo kinazok tobbségét, igy az mTOR kindzt. A PI3K gatlas pl.
Bupralisib hasznalataval, és az everolimus (mTORC1 gatlo) kombinacidk segithetik a
primer Trastuzumab vagy mas célzott terapids szerrel szembeni rezisztencia elkertilését
vagy attorését in vivo [118]. Egy még ujabb, un. harmadik generacios mTOR gatlo a
RapaLink hatdsosan gatolja a tumor novekedést €s a jelatvitelt mind a vad, mind a muténs
mTOR (a kinaz domén vagy az FRB régiok mutacidja) esetében, ahol a rapalogok és a

ATP-kompetitiv gatlok sem hatnak [119] (2. tdblazat).
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2. tablazat. Rapalogok és dual mTOR /PI3K inhibitorok lehetséges klinikai alkalmazasai [120]

Generacio Név Engedélyezés éve | Fejleszto Példak klinikai alkalmazas teriileteire
vagy jelenlegi fazis

1. Rapamycin (sirolimus) 1999 Wyeth-Ayerst Akut vese allograft kilokodés / restenosis

1. Everolimus (RADO001) 2003-2011 Novartis Allograft kilokédés / elére haladott veserak/
tuberkulo skerosis / hasnyalmirigy
neuroendokrin tumora, neurofibromatosis

1. Temsirolimus (CCI-779) | 2007-2008 Wyeth-Ayerst / Elérehaladott vesesejtes veserak /

Pfeizer kopenysejtes lymphoma
Dual Inhibitor | NVP-BEZ235 Fézis /1. Novartis Metastatikus emld tumor / hasnyalmirigy
(dactloisib) neuroendokrin tumora
Dual Inhibitor | GSK2126458 Fézis /1. Glasko Smith Klein | Elére haladott szolid tumorok / lymphoma
Dual Inhibitor | XL765 Fézis /1. Sanofi-Aventis, Glioblastoma multiforme / nem-kissejtes
Exelixis tiidorak / metasztatikus eml6é tumor

2. AZDS8055 Fézis /1. AstraZeneca Eloére haladott szolid tumorok / glioma /
hepatocellularis carcinoma

2. INK128 / MLNO0128 Fézis /1. Intelliknie Elére haladott szolid tumorok / myeloma
multiple / Waldenstrom macroglobulinémia

2. OSI1027 Fézis I/11. OSI Pharmaceuticals | Eldre haladott szolid tumorok / lymphoma

3. RapaLinks 2016-ban Rodrik-Outmezguine | Rapamycin és AZDS8055 rezisztens

fejlesztették ki sejtvonalakon valamint xenografton tesztelték
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1.2.7.5. Az mTOR gatlok lehetséges mellékhatasai

Nagy kihivast jelent a c€lzott terapia soran, igy az mTORI kezelések esetében is
a mellékhatasok, toxicitasi problémak klinikai menedzselése. Az mTOR gatlo kezelések
a hagyomdnyos kemoterdpias szerekhez képest jobban toleralhatd mellékhatdsokat
okozhatnak, de a targetjeik altalanos szerepe miatt a mellékhatasaik akéar rendkiviil
sulyosak is lehetnek, a kezelések felfliggesztését is sziikségessé tehetik. Azonban, mig a
kemoterapids kezelések adott idOszakban terhelik a szervezetet és a tumor mentes
allapothoz is vezethetnek, addig a célzott kezelések tobbsége, igy az mTOR gatlok is
onmagukban csak citosztatikus hatastiak. Elobbiek miatt a hosszi idejii kezelések
idoleges megszakitasa sziikségessé valhat, és a hatékonysadg noveléséhez mas tipusu
kezelésekkel szekvencidlis alkalmazésa, esetleg a kiilonb6zd kombinacids kezelések
citoxikus hatdsanak elérése kell legyen a cé€l. Fontos a mellékhatasok felismerése és
kovetése, menedzselése, a megfeleld idoben a tiinetek enyhitését célzo kezelés [121, 122].
Mellékhatasként 10%-ban eléfordul enyhe vagy tiinetmentes pneuminitis (emiatt a
betegek rendszeres 1égzéskontrollja javasolhat6 a kezelés kdzben); immunszuppressziv
hatasuk kovetkezményeként fokozott fertdzés veszély, vagy korabbi fertdézések (példaul:
hepatitis B, gombainfekcidk) aktivacioja (ezért az eldzetes kortdrténet ismerete is fontos).
Egyéb gyakori mellékhatdsok még a borkiiitések, hipofoszfatémia, hiperglikémia
valamint a betegek kozel felében megjelend stomatitis, ezek a tiinetek altalaban

szteroiddal enyhithetéek [123] (3. tdblazat).

3. tablazat. Leggyakrabban haszndlt mTOR gatld rapaldg készitmények lehetséges
mellékhatasai [123, 124]

Everolimus pneumonitis, dyspnoe, fertézések, stomatitis, mucositis, anémia,
neutropenia, thrombocytopenia, hypercholesterinémia,
hypertriglyceridémia, hyperglycémia, novekedett kreatinin,
hypophosphatémia

Temsirolimus anémia, hyperglycémia, hyperlipidémia, thrombocytopenia,

novekedett kreatinin, hypophosphataemia
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1.2.7.6. Daganatterapias vizsgalatok mTOR gatlokkal szolid tumorokban, igy colon
carcinomakban

Onkologiai kezelések soran, sajnos gyakran tapasztalhato, hogy az addig hatasos
kezelés utan visszaesés kovetkezik be, illetve a recidiv tumor a korabbi kezelésre mar
nem reagal. A PI3K/AKT utvonal fontos szerepet jatszik az emlddaganatok
progressziojaban is, a 2-es tipusi EGFR (HER2) tulexpresszidja, az inzulinszerii
novekedési faktor repceptor €s Osztrogén receptorok aktivacidja fokozza az mTOR
aktivitasat. Ez az endokrin terapia, a citotoxikus kemoterapia €s a trastuzumab [33, 34,
37] terapia elleni rezisztencia kialakulasdhoz vezethet [74, 75, 118]. Az eddigi
vizsgalatok alapjan feltételezik, hogy ennek mechanizmusa az 0sztrogén receptor €s a
novekedeési faktor receptor jelatviteli utak kozotti komplex molekuldris “cross-talk”-on
keresztiil valosul meg. Ez alapjan a jelenlegi eml6tumor terapias kezelések kiegészitése
mTOR inhibitorokkal segithet lekiizdeni a szerzett rezisztenciat és/vagy visszaallitani a
terapias érzékenységet. Az everolimust az EMA és az FDA is jovahagyta az el6rehaladott
hormonreceptor (HR) pozitiv, HER-2 negativ emlérdkban kombinécios kezelésként az
exemestannal, endokrin terdpia utdn. Emlddaganatokban a trastuzumab rezisztencia
kapcsolodik a PTEN mutécios funkcid vesztéséhez, ami a PI3K/AKT/mTOR jelatviteli
utvonal szabalyozatlan aktivalasahoz vezet [69].

A PIBK/AKT/mTOR 1tvonal koros aktivalodasa a colon carcinomak
kialakulasdban ¢€s progresszidjaban, valamint gyogyszerrezisztencidjaban is fontos
szerepet jatszik, ezért felmertilt itt is az mTOR gatlas lehetdsége. In vitro vizsgalatok azt
mutattdk, hogy rapamycin kezelést kovetéen mas jelutvonalak (MAPK kinaz/ERK) is
aktivaloédtak és gyakran megjelent a K-Ras mutacid colon carcinoma sejtvonalakban
modelekben a tumorképzddést sikeriilt gatolni [126, 127]. Genetikailag moddositott egér
modellekben dual inhibitor NVP-BEZ235 kezeléssel a tumorok méretének csokkenését
sikertilt elérni [128]. Ugyancsak kimutattdk, hogy a dual inhibitor NVP-BEZ235 gatolja
a sejt proliferaciot €s az invaziot human colon carcinoma sejtekben [129]. Jelenleg a CRC
kezelése soran a célzott anti-VEGF terapia (bevacizumab, aflibercept) vagy az anti-
EGFR-terapia (cetuximab, panitumumab) altalaban oxaliplatin alapt terapiaval torténd
kombinaciora korlatozodik [130]. Felmeriil, hogy mas jelatviteli utak célzasa, pl. mTOR

terapias gatlasa everolimus-sal (RADOO1) is alkalmazhat6 az oxaliplatinnal kombinélva
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a klinikai eredmények javitasa érdekében. A klinikai vizsgalatok eddigi eredményei arra
utalnak, hogy az mTOR gatlo kezelés némi elonyt jelenthet a CRC-s betegek szamara (4.
tablazat). Fazis I-es vizsgalat soran a RAD-001 kezelés hatdsara 9 honapos betegség
mentes talélést irtak le [131]. A késobbi fazis II. vizsgalatban 25% -os objektiv
valaszarany mellett 5,9 honappal hosszabb atlagos talélést értek el. Elobbiek ellenére az
everolimus CRC-as betegek kezelése soran eddig csak minimalis eldnydkkel jart. Az
eddigi eredmények azt tamasztjadk ala, hogy az mTOR inhibitorral végzett monoterapia
klinikailag nem elég hatékony. Az mTOR inhibitorok hatdsosabbnak bizonyultak
citotoxikus kemoterapidval kombindlva, fazis I. klinikai vizsgalatban a RADOO]1 és az 5-
fluorouracil kombinacioja a refrakter CRC paciens populaciéban 7,4 honappal hosszabb
tulélést eredményezett [ 132]. Tobbféle szolid tumor fazis 1. kezelésében az NVP-BEZ235
stabilizalta a betegséget a betegek egyrészében, tobb mint 16 héttel ndvelve a

végstadiumu betegek talélését (4/10 CRC-s beteg) [133].
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4. tablazat. mTOR gatlokkal végzett és folyamtaban fazisvizsgéalatok colon
carcinomaban
Klinikai Szer neve Fazis | Eredmény | Leallitas Megjegyzés
vizsgalat Eve
NCTO01149434 | Everolimus Fazis | Ledllitottak | 2014 A szer nem
II. bizonyult
(K-Ras mutans hatdsosnak
CRC)
NCTO01637194 | Everolimus Fazis | Befejezodott | 2012 A effektiv
L. dozis
(Metastatikus nehezen
vagy recidiv toleralhato
CRC)
NCT00390364 | Everolimus Fazis | Ledllitottak | 2014 A szer nem
II. bizonyult
(Metastatikus hatasosnak
CRC)
NCTO01212627 | Ridaforolimus | Fazis | Leallitottak | 2015 A vizsgalat
L. tamogatast
(el6re haladott megvontak
CRC)
NCTO01183663 | Temsirolimus | Fazis | Befejezodott | 2016 Maximalisan
L. toleralhato
(kombinécids dbzis
kezelés) megallapitasa
NCT02465060 | MLNO128 Fazis | Aktiv Varhatoan
(Elérehaladott II. 2022-re lesz
stadiumu solid vége
Tumorok)
NCT01925274 | PF-05212384 | Fazis | Leallitottak | 2017 Kevés
II. résztvevo
(Metastatikus miatt
K-Ras és N- leallitottak
Ras CRC)
NCT00600496 | AZD6244 Fazis | Aktiv 2017.12.29. | Maximalisan
(El6rehaladott L. toleralhato
stadiumu solid dozis
Tumorok) megallapitasa
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II. Célkitiizések

Az mTOR jelut aktivitds valtozasai hozzdjarulnak a legkiilonb6zébb
valtozasokat, az mTORCI1 ¢és mTORC2 komplex aktivitds valtozasokkal Osszefiiggd
marker fehérjék mennyiségét vizsgaltam colon carcinomak klinikai mintaiban, illetve in

vitro modellekben, az alabbi célokkal:

II. 1. Human klinikai colon carcinoma szévetmintakban:
- Az mTOR aktivitassal Gsszefliggd fehérjék expressziojanak in situ vizsgalata
immunhisztokémiai modszerekkel,
- Az expresszids adatok ¢€s a betegek klinikai, talélési adatai kozotti osszefliggések

statisztikai elemzése.

I1. 2. Human colon carcinoma sejtvonalakban:
- Az mTOR aktivitasdnak jellemzése;
- Az EGFR ¢és mTOR inhibitor érzékenység, valamint az mTOR inhibitor

kombinacios kezelések hatasanak in vitro vizsgalata.
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II1. Modszerek

I11.1. Human biopszias mintak mTOR aktivitas vizsgalata

I11.1.1. Biopszias mintak

103 colon carcinomas beteg szovettani biopszids mintdjat vizsgaltam. A
felhasznalt szoveti blokkok és a hozzatartozo diagnozisok a Semmelweis Egyetem, 1.sz.
Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetében késziiltek 1996 és 2004 kozott. A betegek
(50 né és 53 férfi) mitét utdn 5-FU és oxaliplatin komplex kezelésben részesiiltek. Az
betegek atlag ¢€letkora 62 év (median 63 év), 34 ¢s 78 év kozott. A betegek klinikai
adatainak vizsgalatakor a minimalis betegkovetési id0 5 év, a tilélési adatok elemzésékor
10 év volt, 77 honap median talélés mellett. 72 esetben a tumorok a colonban, 31 esetben
a rektumban jelentek meg. Az eseteket kliniko-patologiai jellemzdik szerint tovabb
csoportositottuk. A tumor szovettani dedifferencialtsaga (Grade) szerinti osztalyozas
alapjan 12 Grade I, 64 Grade II és 27 Grade 11 esetet vontuk be vizsgalatainkba. A pozitiv
nyirokcsomok megjelenésének prognosztikai jelentdsége miatt a Dukes ¢és a TNM
klasszifikacio szerinti osztalyozast is elvégeztiik. Dukes klasszifikaciod szerint az esetek
megoszlasa a kovetkezd - 30 esetben Dukes B2, 8 esetben Dukes C1, 56 esetben Dukes
C2 és 9 betegnél Dukes D stadium. A nemzetkdzi TNM (International Union Against
Cancer) csoportositas szerint 36 beteget a I stddiumba, 60 beteget a 111 stddiumba és 7

beteget IV stddiumba soroltunk.

II1.1.2. Szoveti multiblokk (,,tissue microarray”) modszer és immunhisztokémia

Az mTOR aktivitas szoveti szintli (in situ) meghatarozasakor a jelatviteli fehérjék
¢és foszfoproteinek mennyiségét a normal szdveti szintekhez viszonyitottuk. Szdveti
multiblokk (,tissue microarray” — TMA) metszeteken immunhisztokémiai reakcidkat
végeztiink. A formalinban fixalt és paraffinba 4gyazott szovetmintdk, hematoxilin-
eozinnal festett metszeteik alapjan patolégus (Micsik Tamas, Kopper Laszl6, Hajdu
Melinda) 4ltal kijelolt reprezentativ teriileteib6l 2 mm atmérdjii szoveti hengereket
kiszarva 4db 70 mintas TMA blokkot készitettiink. Esetenként legalabb két, de tobb
esetben harom, vagy akar négy szovethenger is szdrmazott azonos blokkbodl, emellett
,kontroll” normal colon, nyirokcsomd, maj , valamint orientacios €s immunhisztokémiai

pozitiv-negativ kontroll szdveteket is elhelyeztink a TMA blokkokban. A betegek
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diagnosztikus c€lu biopszids mintdinak tovabbi elemzéséhez Intézetiink etikai
engedéllyel rendelkezik (TUKEB no. 7/2006).

A biopszias metszeteket deparaffindltuk, majd endogén peroxiddz blokkolést
végeztiink (inkubaci6 2,3 mg/ml perjoédsavban 10 perc, 0,1 mg/ml Natrium-borohidrid-
oldatban 10 perc, majd 30 %-os hidrogén peroxid és metanol 1:9 aranyu keverékében 20
perc). Ezutdn a metszeteken az antigénfeltarast, magas nyomasu nedves hd kezelést
végeztiink (kuktdban 20-30 perc; 10mM-os pH=6 citrat pufferben vagy Dako pH6,1-es
TRS pufferben). A metszeteket a nemspecifikus kotdhelyek blokkolasara 3%-os
l6szérumban 30 percig inkubaltuk, majd az 5. tablazatban felsorolt ellenanyagokkal 4 °C-
on, ¢jszakan at, vagy szobahdn 120 percig inkubaltuk. Az immunreakciokat TBST és PBS
pufferes mosasok kozbeiktatasdval Novolink (Novocastra) kittel detektaltuk, majd az

peroxidaz aktivitast diaminobenzidin (DAB) kromogén ¢€s hidrogénperoxid szubsztrat

jelenlétében tettiik lathatova, végiil a sejtmagokat hematoxylinnel (2 perc) festettiik meg.

5. tablazat. A primer antitestek specifikacioja, €és alkalmazasuk koriilményei az

elvégzett immunreakciokban

Detectalt | mTOR | p- Raptor | Rictor | p-S6 p- p-

Protein mTOR 4EBP1 | AMPK

Gyarto CST CST Nov Bethyl | CST CST CST
#2983 #2976 #110- #00429 | #2211 #2855 #2535

57455
Higitas 1:150 1:100 1:150 1:500 1:150 1:500 1:100
Feltaras | TRS Citrat TRS Citrat Citrat TRS Citrat
pH=6 pH=6 pH=6 pH=6

Inkubalas | 4°C-on, | 4°C-on, | Szobaho | 4°C-on, | 4°C-on, | 4°C-on, | 4°C-on,
¢jszakan | éjszakan | 120 perc | éjszakan | éjszakan | éjszakan | ¢jszakan
at at at at at at

(CST-Cell Signaling Technology; Nov — Novus; Bethyl — Bethyl Laboratories).

Az immunreakciok értékelését 3 fiiggetlen személy végezte (2 patologus +
disszertacid szerzOje egy patologus segitségével) eldre meghatarozott elvek alapjan.

Eltérés estén a egy harmadik patoldégussal konzultdlva alakitottuk ki a végleges,
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konszenzus értékeket. Az intenzitas alapjan négy kategoriat hataroztunk meg (negativ, 1+
(gyengén)/ 2+ (kdzepesen)/ 3+ (erdsen) pozitiv). Pozitivnak tekintettiik a reakciot, ha a
tumor sejtek legalabb 10%-a mutatta a meghatarozott erdsségli reakciot az adott mTOR
jelathoz vagy annak aktivitdsdhoz kapcsolodo antitesttel. Ha a p-mTOR THC 2+ vagy 3+
erdsségll volt, akkor az esetet magas mTOR aktivitastinak értékeltiik. Ha az adott esetben
az p-mTOR értékelés negativ volt vagy csupan gyenge (1+) reakciot adott, akkor az esetet
alacsony mTOR aktivitasunak itéltiikk. A két komplex mennyiségére utald Raptor és
Rictor festések esetében Rictor/Raptor dominanciat az immunfestés intenzitas alapjan
allapitottuk meg. Ahhoz, hogy Rictor vagy Raptor mennyiségét dominansnak hatarozzuk
meg legalabb egy kereszt intenzitasbeli kiilonbséget kellett valamennyi értékelonek
megadnia. A TMA értékeléséhez 3DHistech Panoramic Viewer Programot és a Nikon

E200 mikroszkopot hasznaltuk.

II1.1.3. Statisztika

A talélési adatok €s az mTOR aktivitas kiillonbségek 0sszefliggését Kaplan-Meier
modszerrel vizsgéltuk, a szamolashoz a PAST ingyenes software-t hasznaltuk
(http://folk.uio.no). Multivariancia analizist is végeztiink a kiilonb6z6 faktorokat Cox
regresszios modellel, az SPSS program csomag alkalmazasaval (Statistical Package for
the Social Sciences, Chicago, IL, USA). A csoportok kozotti kiilonbségeket y2 proba és
Pearson-féle teszt segitségével 1is megvizsgaltuk. Statisztikailag szignifikéns

kiilonbségnek a p <0.05-t tekintettiik.

I11.2. In vitro vizsgalatok human colon carcinoma sejtvonalakkal

II1.2.1. In vitro sejtvonalak

A vizsgalatunkhoz eltéré genetikai hattérrel (mutéacids profillal) rendelkezd
human colon carcinoma sejtvonalakat valasztottunk (6. tablazat). Az eredtileg az ATCC
(American Type Culture Collection) vagy az ECACC (European Collection of
Authenticated Cell Cultures) nemzetkozi szovetbankokbol beszerzett sejtvonalakat
Intézetiink sejtbankjabol hasznaltuk. A sejtvonalakat igényeiknek megfeleléen RPMI
1640, DMEM, ill. MEM tapoldatban tenyésztettiik, kiegészitve 10% FCS-el (Gibco), 100
U/ml penicillin-el és 100 ng/ml streptomycin-el (Sigma).
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A sejteket 37°C-on, 5%-0s CO, koncentracié mellett tenyésztettiik. A vizsgalatoknak
megfelelden tenyésztbedényekben (25 vagy 75 mm?) vagy 6, 24, 48 és 96 lyuku
lemezeken (tenyésztés 1do, feldolgozasi-technika sejtszam igénye és a sejtkultira
novekedési tulajdonsagai) 5-10.000 sejt/100 pl vagy 200-300.000 sejt/ml sejtszammal
dolgoztunk. A sejteket passzalaskor vagy mérésekkor sziikség szerint Tripszin EDTA
oldattal inkubaltuk (0,05% trypsin és 0,02% EDTA - 5-10 percig) majd steril PBS-ben
centrifugalva mostuk (1.000 RPM 10 perc), hogy a sejtek miianyaghoz, illetve egyméshoz

tapadasat megsziintessiik.

6. tablazat. A felhasznalt human colon carcinoma sejtvonalak ismert mutacioi

SW620 | SW480 | HCT116 | RKO | Colo205 | GC3 | CaCo2 | HT29
mKRAS + + +
mBRAF + +
mPI3KCa + + +
mp53 + + + +

I11.2.2. In vitro kezelések

A sejtek terapias érzékenységét 24-72 oras kezelésekben vizsgaltuk, cetuximab
(10 pg/ml, Erbitux Bristol-Myers,), gefitinib (1-20 uM, Cayman Chemical), cisplatin (0.1
- 10 pg/ml, EBEWE Pharma), rapamycin (50 ng/ml, Sigma), PP242 (25 mM - ATP-
kompetitiv inhibitor, gatolja az mTOR kinase aktivitdsat az mTORCI1 és az mTORC2
komplexben is, Tocris Bioscience), NVP-BEZ235 (0.01-1 uM - dual ATP-competitiv
PI3K és mTOR inhibitor, Cayman Chemical) kezeléseket végezve. A torzsoldatoknak
megfelelden a kontroll kezelésekhez, az ¢éles kezeléskor a tenyészetekbe keriild
maximalis oldoszer (pl. DMSO 5%) koncentracidkat alkalmaztuk. A rapamycin kezelést

bomlasa miatt naponta ismételtiik.

I11.2.3. A proliferacio és apoptozis vizsgalatok in vitro

A sejtek proliferacios valtozasait kezelések hatdsara a sejtszam valtozas
meghatarozasa mellett Alamar Blue proliferacios teszttel is vizsgaltuk. 1.500-5.000
sejt/100 pl kezdeti sejtszammal dolgoztunk, majd 20-44 és 68 oraval a kezelés
megkezdése utan 10 pl AlamarBlue® (resazurin, ThermoFisher) oldatot adtunk 100 pl-
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enként a platekhez, majd a sejteket termosztatban 4 oOrat inkubaltuk. Az €16,
metabolikusan aktiv sejtek mennyiségével aranyosan a hozzaadott festék fluoreszcens
resofurinna redukalédik, ennek abszorbancidjat spektroforométerrel 570 és 590 nm kozott
detektaltuk (Ascent szoftver, Fluoroskan Ascent FL, Labsystems), végiil a proliferacio
mértékét a kezeletlen kontrolban mért értékek szazalékdban adtuk meg.

Az apoptdzis mérésére dramlasi citometriat alkalmaztunk. A vizsgalat sordn a
sejteket eldszor 70%-os etanolban (-20 °C-os etanol, 20 perc; majd lehetséges tarolas -20
°C —on) fixaltuk, ezt kdvette centrigulalasi 1épéseket kovetden az alkalikus extrakcio (200
mM Na,HPO,, pH 7.,4) és az RNaz kezelés (Sigma), végiil festés propidium-jodiddal (1
mg/ml, Sigma). A mérést FACScalibur (BD Biosciences) késziilékkel végeztik, Cell
Quest software segitségével (BD Sciences — 10-20.000 esemény/minta). Az igy kapott
eredményeket Winlist software-el (Verity Software House) értékeltiik. Apoptotikusnak
tekintettiik az alacsony DNS tartalmu, tgynevezett szubG1 sejteket.

I11.2.4. Fehérjék expresszio vizsgalata — Immuncitokémia, Western blot, és Duolink
festés

Az in vitro sejtvonalak mTOR aktivitdsdnak jellemzéséhez a fehérjek
mennyiségének vizsgalatat tobbféle modszerrel végeztiik. A humén biopszias mintdkhoz
hasonldé immunfestéseket végeztiink a sejtvonalak sejtjeibol készitett cytospin lemezeken.
A sejteket Tripszin-EDTA kezelést kovetéen PBS-el mostuk majd 5 percig 500 rpm-el
cytocentrifugéaltuk SuperFrost Plus targylemezekre. Ezutan methanollal (-20°C, 80%)
fixaltuk és endogén peroxidase blokkolast végeztiink a korabban leirt perjodsavas és Na-
borohidrides modszerrel. Az immunhisztokémiai festéshez hasonldan ezt kovette a
l6szérumos blokkolds majd az elsddleges antitest (Rictor, p-mTOR, Raptor, az
ellenanyagok és higitasuk megegyezett az immunhisztokémia soran alkalmazottal (lasd
5. tadblazat) inkubécio szobahOmérsékleten 2 o6ran keresztiil és a Novolink Polymer
eléhivas DAB kromogénnel (Novocastra), illetve a haematoxylin hattérfestés. Az
immuncitokémiai lemezeket két patologus is értékelte a korabbiakhoz hasonloan.

Egyes kezelt ¢és kezeletlen sejtvonalkon a fehérjeszintek kvantitativ
Osszehasonlitdsat Western blot mddszerrel is elvégeztiik. A sejteket SDS mintapufferben
(50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM NacCl; 1% NP40; 1 mM PMSF; 10 mM NaF;0,5 mM
natrium-vanadat; 10 mM proteindaz koktél (Sigma) és 10% glicerol) lizaltuk, jégen

inkubaltuk majd a fehérje lizdtumot sejttormeléktdél mentesitettiik (centrifugalass 2000
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rpm, 15 percig). Az extarktum fehérje tartalmat Quant-iT Protein Assayel (Invitrogen)
hataroztuk meg. SDS-PAGE gélelektroforézisen 20 pug osszfehérjét futtattunk, majd a
mintakat PVDF membrénra blottoltuk. Tejporos (5%) blokolast kdvetden a membrant a
megfeleld antitestekkel inkubaltuk (foszforilalt-p70S6K —p-p70S6K, p-S6, Rictor, p-
mTOR ellenanyagok Cell Signaling Technologies #9234, #2211, #2140, #2972; Raptor
¢s Rictor ellenanyagok Novus Biotechnologies #89603 illetve a Bethyl #00429), majd
biotinilalt méasodlagos antitest €s avidin-HRP complex (Vectastain Elite ABC Kit,
Vector) inkubacid kovetkezett chemiluminescens el6hivassal (Pierce ECL Western
Blotting Substrate), KODAK Image Station alkalmazasaval. A membranokat vetkdztetés
utdn (Re-Blot Plus, Millipore) az azonos mennyiségli fehérje mennyiség és az
Osszehasonlithatosag igazolasahoz B-actin (A2228, Sigma) ellenanyaggal és HRP
konjugalt masodlagos ellenanyaggal (Vector) is eléhivtuk.

Duolink festést - fehérje-fehérje komplexek és fehérjemddosulasok quantitativ
kimutatasara alkalmas technika - hasznaltunk a foszforilalt S6 fehérje illetve az mTOR-
Rictor fehérje komplex detektalasara €s mennyiségének meghatdrozasara bizonyos
sejtvonalak esetében. Duolink festésekhez a cytospin lemezeket paraformaldehiddel (10
perc, 4%) fixaltuk, majd permeabilizaltuk (TritonX-100 0,4%). A 16szérumos blokkolas
utan a lemezeket az adott elsddleges ellenanyag parokkal (egér anti-S6, 1:100 és nyul
anti-p-S6, 1:100 - Cell Signaling; illetve egér anti-Rictor, 1:500 - Bethyl Lab. és nytl
anti-mTOR, 1:500) szobahdn 30 percig inkubaltuk. A mosasi Iépéseket kovetden
oligonukleotiddal kapcsolt masodlagos ellenanyagokat adtunk a lemezekhez, majd a
ligacids (masodlagos ellenanyagparok oligonukleotidjai csak akkor tudnak kapcsolodni,
ha 40nM-en beliil k6tddott a két masodlagos ellenanyag — meghatarozott tavolsagban
vannak az adott antigének) €s cirkularis amplifikacios 1épéseket kovetden (,,rolling circle”
amplifikacié 37°C-on, 90 perc, megsokszorozza az adott ligalt fragmenteket) a
fluoreszcensen jelolt nukleotid probakat hibridizaltuk a megfeleld fragmentekhez. Ez a
vizsgalt fehérje komplexek illetve foszforilalt fehérjék (Rictor-mTOR, pS6) jelenlétét
pontszerl jelként mutatta meg fluoreszcens mikroszkdpban. A sejtmagokat DAPI-val
festettiik, majd a fluoreszcens felvételeken BlobFinder program segitségével hataroztuk
meg a sejtenkénti reakciok szamat, ami kvantitativ értékelést tesz lehetévé a mintak

esetében (10. abra).

45



DOI:10.14753/SE.2019.2175

1. Elsédleges 2. Masodlagos 3. Az Oligonukleotidok 4. Cirkularis 5. A proba
ellenanyagok ellenanyagok hibridizalasa, majd DNS hibridizacioja és a
kotodése kotddése ligalasa utan létrejon a amplifikacioja  fluorescens jelek
cirkularis DNS mikroszkdopos
dokumentalasa

10. abra. A Duolink festés elve. Az elsddleges ellenanyagok kotddnek az antigénekhez,
majd az oligonukleotid szekvencidval konjugalt masodlagos ellenanyagok ¢és
hozzakotnek a megfeleld primer ellenanyagokhoz. Ha a kimutatando két fehérje 40
nm-en beliil helyezkednek el vagy a fehérje modosulas jelen van (pl. a fehérje és
foszforlilalt motivuma), akkor a masodlagos ellenanyagok oligonukleotidjai
egymassal hibridizalni képesek. Ezt koveti a szekvencidk ligalasa, majd a cirkularis
amplifikacio, és végiil a megsokszorozott DNS-hez a fluoreszcensen jelolt nukleotid
probak hibridizalasa, amit detektalhatova teszi fluoreszcens mikroszkopban a
megfeleld szignalokat, az adott fehérje-fehérje komplexeket vagy pl. foszfo-

proteineket.

II1.2.5. In vitro vizsgalatok statisztikai értékelése

Az adott kezelések utan a proliferacidos valtozasok atlagértékekeit és az SD
értekeket minimum harom fiiggetlen parhuzamosbol, és lehetdség szerint harom vagy
tobb parhuzamos kisérletbdl szamoltuk, a hasznalt vizsgélati modszerektdl fiiggben. A
Student’s t-test és az egyiranyu variancia analizist (ANOVA) hasznaltunk. A p< 0,05
érteket tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.
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IV. Eredmények
IV.1. Human colon carcinoma biopszias mintak mTOR aktivitas vizsgalata

IV.1.1. Immunhisztokémiai vizsgalatok - human colon carcinomak mTORC1 és
mTORC?2 komplexek aktivitas kiilonbségei

103 biopszids minta TMA metszetein késziilt mTOR, p-mTOR, p-S6, p-4EBP1,
p-AMPK, Rictor és Raptor immunhisztokémiai reakcid, melyek fiiggetlen értékeléseit
Osszegeztikk. A p-mTOR festések 76 esetben (73,8%) magas mTOR (++ vagy +++
pozitivitas) aktivitdst mutattak (11. abra; 7. tablazat).

A 4EBP-1 ¢és a p70S6K jol ismert mTOR kinaz target molekuldk, a fehérjék
foszforilacigja az mTORC1 komplex aktivitasanak jele. A legérzékenyebb ¢és
legmegbizhatobb mTOR, mTORCI1 aktivitds markernek azonban a legtobb vizsgalatban
a p70S6K targetjének, a riboszomalis S6 fehérje foszforilalt formajanak megjelenését (p-
S6), immunhisztokémiai vizsgélattal kimutathatd p-S6 pozitivitdst tartjdk a
legkiilonb6zobb human szdvetekben €s biopszids mintakban végzett vizsgalatok alapjan.
A p-S6, p-4EBPI ¢és a p-mTOR panel immunhisztokémiai értékeit minden esetben
egyiittesen vizsgaltuk. Osszességében a 76 intenziv p-mTOR expressziot mutatd, magas
mTOR aktivitastnak értékelt esetbdl 74 esetben talaltunk 2+/3+ pozitivitassal értékelt p-
S6 festddést €s ehhez hasonld eredményeket mutatott a p-4EBP1 immunhisztokémiai
reakci6 értékelése is. Harom olyan magas mTOR aktivitast mutato eset volt, amelyekben
p-4EBP1 negativ festést tapasztaltunk, ennek ellenére az esetekben a p-S6 ¢és p-mTOR
festések 2+/3+ értékelést kaptak az 6sszes patologus elemzésében. Két olyan eset volt a
p-mTOR festés alapjan magas mTOR aktivitasinak értékelt esetek kozott, amelyekben
sem az S6, sem a 4EBP1 fehérje foszforilalt formait nem tudtuk kimutatni. Az alacsony
mTOR aktivitasa esetekben (27/103 eset) (26,2%), az egymassal jo korrelaciot mutatd p-
S6 ¢és a p-mTOR immunrekaciok negativ vagy + értékelése is egyértelmiien alacsony
mTOR aktivitasra utalt.

Az AMPK negativan befolyasolja az mTOR aktivitast, amit az
immunhisztokémiai vizsgélataink eredményei is alatamasztottak; az Osszes alacsony
mTOR aktivitdsu esetben kimutathaté volt a p-AMPK pozitivitas (a kinaz aktiv forméja),
mig a magas mTOR aktivitdsunak értékelt esetekben p-AMPK pozitivitast csak egy
esetben tudtuk kimutatni.
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Az mTOR kinaz és az mTORCI komplex aktivitasat jellemzd fehérjék mellett a
két komplexben karakterisztikusan megjelend — a Raptor-mTORCI ¢és Rictor-mTORC2
¢s Rictor festések alapjan a vizsgalt mintdkat 3 csoportra tudtuk osztani: a. Rictor
dominans expressziot mutaté tumor sejtek — azok, amelyeknél a Raptor fehérje alig volt
kimutathaté (nagyon gyenge Raptor festés) és lIényegesen intenzivebb Rictor festést
tapasztaltunk (n=51, 49,5%); b. Raptor domindns expressziot mutatd tumor sejtek - azok
az esetek, amelyek tumor sejtjeiben Rictor nem vagy alacsony expressziot mutatott
(n=14, 13,6%) ¢és mellette jellegzetes Raptor festddést tapasztaltunk; c. Kiegyensulyozott
Rictor és Raptor expressziot mutatd tumorsejtek - amelyekben hasonlo intenzitasii Rictor
¢s Raptor festddést, fehérje expressziot detektaltunk (n=38, 36,9%). Abban a két esetben,
ahol magas p-mTOR expressziot figyeltink meg az mTORCI1 aktivitasra jellemzd
markerek expresszidjanak hianyaban (alacsony p-S6 és nem kimutathatdo p-4EBPI),
egyértelmli mMTORC2 komplexre jellemzd Rictor dominancia volt megfigyelhetd. A
magas mTOR aktivitdsu 76 esetbél 39 mutatott Rictor dominanciat, 8 volt Raptor
dominans, mig O0sszesen 29 esetben figyeltiink meg hasonl6 szintii Rictort és Raptort

expressziot (11. abra).
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Rictor

11. abra. Fehérje expresszios mintazatok eltér6 mTOR aktivitdsi human colon

carcinoma biopszidkban. 1. csoport (legfelsd sor): magas mTOR aktivitas, dominans
Rictor expresszioval, ami jellemzé az mTORC2 aktivitasra (39 beteg); II. csoport
(feliillrl a 2. sor): magas mTOR aktivitdas, dominans Raptor expresszidval, az
mTORCI1 komplex aktivitasra jellemzé (8 beteg); III. csoport (feliilrél a 3. sor):
magas mTOR aktivitas kiegyensulyozott Raptor Rictor expresszidval (29 beteg); I'V.
csoport (feliillrél a 4. sor): alacsony mTOR aktivitds (27 beteg); normal colon
szovettani mintak (a legutolsé sor). Az abran minden kép 400x nagyitassal, az utolso

sorban az els6 3 kép 200x nagyitassal késziilt.
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7. tablazat. Az mTOR aktivitas, Rictor, ill. Raptor expresszio és az 5 éves tulélési adatok

Osszefliggései.
Teljes esetszam mTOR magas mTOR alacsony

aktivitas aktivitas

Osszes esetszam 100 76 27
(100%) (73.8%) (26.2%)

OVS >5 év 56 35 21
(54.4%) (46.1%) (77.8%)

Rictor dominans 51 39 12
expresszio (49.5%) (76.5%) (23.5%)

OVS >5 év 23 16 7
(45.1%) (41.0%) (58.3%)

Raptor dominans 14 8 6
expresszio (13.6%) (57.1%) (42.9%)

OVS >5 év 11 5 6
(78.6%) (62.5%) (100%)

Nincs dominancia 38 29 9
(36.9%) (76.3%) (23.7%)

OVS >5 év 22 14 8
(57.9%) (48.3%) (88.9%)

IV.1.2. mTOR aktivitas osszefiiggése a betegek Kklinikai adataival, hosszhatava
tulélésével

Statisztikai mdodszerekkel a magas vagy alacsony mTOR aktivitas, a két komplex
mennyiségének kiilonbségei €s a betegek neme, életkora vagy a diagnoziskor megadhato
stadiuma (Dukes) kozott szignifikdns Osszefliggéseket nem tudtunk kimutatni (8.
tablazat). A betegek tulélési esélyei viszont szignifikans Osszefiliggést mutattak az
alacsony mTOR aktivitassal. Az alacsony mTOR aktivitast biopszias mintakhoz tartozo
betegcsoportban az 5 éves tulélés 77,8% volt (overall survival = OVS), mig a magas
mTOR aktivitast csoportban, szignifikdnsan rosszabb, 46,1% (7. tablazat és 12. a. abra).
A legjobb tulélési adatokat abban a betegcsoportban figyeltiik meg, ahol az alacsony
mTOR aktivitds mellett domindns Raptor expressziot, tehat alacsony mTORC1 aktivitast
mutattunk ki. Ebben a csoportban mindenki a diagnozis utan a kezelést kovetden 5 évneél
hosszabb ideig ¢élt (7. tablazat, 13. a. abra). A két lényegesen rosszabb prognozisu
csoportban - magas mTOR aktivitast és Rictort dominansan expresszalo illetve a magas

mTOR aktivitadsi dominancidt nem mutato csoport kdzott - szamottevo kiilonbséget az 5
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éves tulélési adatokban (5 éves OVS 41%, 48,3%) nem tudtunk kimutatni (14. abra).
Eldbbiek alapjan a talélési eredmények azoknak a betegeknek az esetében a
legrosszabbak, akik biopszids mintdiban magas mTOR aktivitas mellett Rictort is nagy
mennyiségben expresszaltak, tehat a mintdkban magas mTORC2 aktivitdsu tumorsejtek
talalhatok. A magas mTOR aktivitasu, Raptort domindnsan expresszald csoport tulélési
adatai szignifikansan jobbak voltak, mint mas magas mTORC2 komplex expressziot
mutat6 tumoros eseteké. Ezeknek a betegeknek az 5 éves talélése csak az alacsony mTOR
aktivitasu és mTORC2 komplex domindns expressziot nem mutatd esetekénél volt

rosszabb (5 éves OVS 62,5%) (7. tablazat, 12., 13 és 14. abra).

8. tablazat. mTOR aktivitas megoszlasa a Dukes stadiumok szerint a vizsgalt

colorectalis carcinomakban

mTOR magas mTOR alacsony
Dukes Rictor Raptor Rictor= | Rictor Raptor Rictor=
Raptor Raptor
B2 24 eset (72.7%) 9 eset (27.3%) eset
(33 Eset)
13 eset 3 eset 8 eset 4 eset 1 eset 4 eset
(39.4%) | (9.1%) (24.3%) |[(12.1%) | (3%) (12.1%)
Cl 3 eset (30%) 7 eset (70%)
(10 Eset)
3 eset 0 0 6 eset 0 1 eset
(30%) (60%) (10%)
C2 43 eset (84.3%) 8 eset (15.7%)
(51 Eset)
21 eset 5 eset 17 eset 1 eset 4 eset 3 eset
(41.2%) | (9.8%) (33.3%) | (1.9%) (7.9%) (5.9%)
D 6 eset (66.7%) 3 eset (33.3%)
(9 Eset)
2 eset 0 4 eset 1 eset 1 eset 1 eset
(22,2%) (44.5%) |[(11.1%) | (11.1%) | (11.1%)

Megvizsgaltuk a talélési adatokat csak az mTOR komplexek mennyiségét mutato
Raptor €s Rictor expresszioval dsszefiiggésben is. A Rictor expresszid, még az mTOR

aktivitas (p-mTOR festés értékelése) értekektdl fliggetlentil is mutatott dsszefliggést a

51



DOI:10.14753/SE.2019.2175

betegség progressziojaval. A legrosszabb tulélési adatokat (5 éves tulélés 49,5%) a
Rictort dominansan kifejez6 tumorsejtek jelenlétével jellemezhetd szovetmintakhoz
tartozd betegcsoportban tapasztaltunk abban az esetben, ha csak harom csoportot
hasonlitottunk 6ssze (Raptor dominans, Rictor dominéns ¢€s kiegyensulyozott komplex

expresszio) (13.b. abra).

Az adatok alapjan elkészitett Kaplan-Meier gorbék is jol mutatjadk a
tumorszdvetben jellemzd magas mTOR aktivitds és a hozza kapcsolédd magas Rictor
expresszid (Ricor dominans expresszido vagy kiegyensulyozott Rictor ¢és Raptor
korrelaciot (12. és 13. dbra). Cox regresszios analizis (figyelembe véve olyan valtozokat,
mint az életkor, nem, stadium) szignifikancia adatai igazoltdk, hogy a magas mTOR
aktivitds €s a magas Rictor expresszid (domindns vagy kiegyenstlyozott Rictor
expresszio) fiiggetlen és a Dukes stddium meghatdrozasnal erdsebb rizikd faktorok,
jelezhetik a rossz prognozist. A kimutatott magas mTOR aktivitas vagy Rictor expresszid
a tobbi faktortol fiiggetleniil emelte a relativ kockazatat a rovidebb tulélésnek (Relative
Risk of mTOR activity=2,62 (1,2-5,95) p=0,02; Relative Risk of high Rictor
expression=2,518 (0,89-7,094) p=0,081), rossz prognozisnak (9. tablazat).

9. tablazat. Cox regresszios analizis eredménye a vizsgalt colorectalis carcinomakban.
Dukes' stadium: Bl stddium vagy annal rosszabb (CI1-C2-D). Magas Rictor
expresszio: Rictor>Raptor. HR - High Risk; HRa: adjusted High Risk (minden a

tablazatban feltiintetett faktorral korrigalt rizikdszamitas)

IHR (95% CI) p érték |HRa (95% CI) p érték |

magas mTOR

aktivitds 2.952 (1.329 - 6.558) 0.008  |2.577 (1.145 - 5.803) 0.022

magas Rictor 2.621(0.994 - 7.274) 0.064  |[2.597 (0.923 - 7.311) 0.071

expresszio

IDukes' stadium  |2.132 (1.118 - 4.069) 0.022  |2.153 (1.125 - 4.118) 0.021 |
léletkor 10.996 (0.965 - 1.028) 0.796  |[1.007 (0.974 - 1.041) 0.701 |
Inem [1.517 (0.872-2.641)0.14  |[1.446 (0.823 t- 2.541) 0.2 |
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12. abra. Colorectalis carcinomdk 5 éves tulélési adatai az mTOR aktivitas (a), illetve

a Rictor €s Raptor expresszio (b) fiiggvényében.

53



DOI:10.14753/SE.2019.2175

Kaplan Meier mTOR aktivitds és dominancia (A)
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13. abra. Colorectalis carcinomdk 5 éves tulélési adatai az mTOR aktivitas és a két
komplex kombinalt meghatarozasanak fiiggvényében (a), illetve a prognosztikai
szempontbol jelentds csoportok, mTORCI, ill. C2 aktivitasok szerint (b). (dom —

dominancia)
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14. abra. A szoveti mTOR aktivitasok alapjan megallapitott betegcsoportok megoszlasa

¢és talélési adatai

IV.2. Human colon carcinoma sejtvonalak in vitro vizsgalatanak eredményei
Munkéam masik részében kiilonb6zé human vastagbél daganatokbol szarmazo in
vitro sejtvonalakban vizsgaltam az mTOR gatlok illetve a rapamycin és EGFR inhibitor

kombinalt kezelés proliferacio gatld hatasait.

IV.2.1. EGFR inhibitor rezisztencia kimutatasa

Intézetlink sejtvonal bankjaban elérhetd colon carcinoma sejtvonalak a modszer
fejezetben bemutatott jellegzetes mutacidinak (mKRAS — SW620, SW480, HCT116,
mBRAF — RKO, Colo205, HT29; mPI3KCA — HCT116, RKO, HT29, mP53 — CaCo2,
HT29, SW480, SW620, GC3) ismeretében feltételeztiik, hogy ezek a sejtek sokféle
kezeléssel, igy = EGFR gatlokkal szemben is rezisztensek Ilehetnek. In vitro

kisérleteinkben sem a gefitinib, sem a cetuximab — méas EGFR gatl6 szenzitiv sejtek
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esetében hatasos dozisa - nem gatolta a proliferaciot vagy indukalt apoptozist 72 h-as
inkubaciot kovetden a vizsgalt sejtvonalakban (15. dbra). A nagy dozisu gefitinib-kezelés
—amely soran mar a nem specifikus kinaz gatlo hatasok is érvényesiilnek — azonban szinte
minden sejtvonalban szignifikéns proliferacio gatld hatast €s bizonyos sejtekben, példaul
HT29 ¢és GC3 esetében az apoptotikus sejtek aranydnak emelkedését mutatta.
Legtobbszor azonban, az RKO sejtvonalhoz hasonléan, a nagy dozist gefitinib

kezelésnek is csak proliferacio gatld hatasa volt in vitro (10. tablazat).

a 120%

i

80%

60%

Proliferacio

40%

20%

Co gef0.5uM  gefl uM  gef 1 uM# gef SuM  gef20 uM cetuximab
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15. abra. Cetuximab ¢s Gefitinib hatéasai in vitro RKO colon carcinoma sejtvonalban.

72 6ras alacsony dozistt EGFR gatlo kezelések (gefitinib, cetuximab) szignifikansan

nem befolyasoltdk sem a proliferaciot (a.), sem az apoptozis mértekét (b.). (p*<0.05)

10. tablazat. Cetuximab ¢és Gefitinib kezelések in vitro proliferacios hatdsai a vizsgalt

colon carcinoma sejtvonalakban. 72 6rds Alamar Blue teszt, (p*<0.05)

Proliferacio

%-ban

Alamar RKO | Col0205 | CaCo2 | SW480 | SW620 | GC3 | HT29 | HCT
Blue Test 116
vizsgalattal

Cetuximab | 92% | 89% 89% 97% 98% 100% | 95% | 87%
(10 pg/ml)

Gefitinib 97% | 91% 87% 100% 95% 95% | 98% | 94%
(0.5 uM)

Gefitinib 69%%* | 64%* 84%* | 85%* 65%%* 87% | 79%* | 90%
(5 M)
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IV.2.2. Colon carcinoma sejtvonalak in vitro rapamycin érzékenysége és mTOR
aktivitasa

Fehérje expresszios vizsgalataink a human colon carcinoma sejtvonalakban az in
situ biopszias mintakban kapott eredményeinkhez hasonldan a vastagbél daganat sejtek
magas mTOR aktivitasdit mutattdk Western blot, immuncitokémia ¢és Duolink
modszerekkel is. A sejtvonalak egyedi expresszids kiilonbségeket mutattak a Rictor és a
Raptor mennyiségében ¢s ennek megfeleldoen az mTORC2 komplex expressziod
jellemzeését, illetve az mTORCI1 aktivitast jellemz6 Duolink festésekben is (16-17. abra,

11. tablazat).

SW620 HT29 RKO

p-p70S6K
70 kDa
p-S6

32 kDa

Rictor
192 kDa

B-actin
44 kDa

Raptor
149 kDa

p-mTOR
289 kDa

B-actin
44 kDa

16. abra. Karakterisztikus mTOR aktivitas kiilonbségek SW620, HT29, RKO colon
carcinoma sejtvonalakban Western blottal. A p-mTOR - aktiv mTOR kinaz,
mTORCI1 ¢és C2 komplexben jellemzd Raptor, ill. Rictor fehérjék és az mTORCI1
direkt és indirekt target fehérjéinek - p-p70S6K és a p-S6 - mennyiségi vizsgalata.
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11. tablazat. Colon carcinoma sejtvonalakban mTOR aktivitassal dsszefiiggd fehérjék

expressziojanak jellemzése immuncitokémiai festések értékelése alapjan

ICC | SW620 | HT29 | RKO | SW480 | GC3 | Colo205 | HCT116 | CaCo2
p-S6 ++ ++ |+ + ++ ++ ++ +++
Rictor | ++ | + +++ + -+ -+
Raptor | + ++ + + /| + ++ ++

(+ alacsony; ++ kozepes; +++ magas expresszio, 2 patologus fliggetlen értékelése

alapjan)

HCT116 p-S6
(mTORC1 ++)

HCT116 mTOR-Rictor
(MTORC2+++)

CaCo2 p-S6
(mTORC1 +++)

CaCo2 mTOR-Rictor

(mTORC2 ++)
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17. abra. Karakterisztikus mTOR aktivitds kiilonbségek humén colon carcinoma
sejtekben
Duolink mddszerrel végzett immuncitokémiai festések reprezentativ képei (a); A
magas mTORC?2 aktivitasnak megfelelden (mTOR-Rictor) nagyszamu fluoreszcens
szignal 1athato a HCT116 sejtekben, mig a magas mTORC] aktivitashoz kothetd p-
pS6-S6 kolokalizacios szigndl a Caco?2 sejtekben jelenik meg (400x).
Néhany vizsgalt sejtvonal reprezentativ Rictor immuncitokémiai reakcidja (b) (DAB,

barna), a jobb oldali &brakon hematoxilin magfestéssel (200x).

Az mTOR aktivitassal 0sszefiiggd fehérjék expresszioja - az aktiv mTOR-kinaz
(p-mTOR), az mTORCI1 ¢és C2 komplex jellegzetes Raptor vagy Rictor fehérjéje, az
mTORCI1 komplex aktivitassal 0sszefiiggd p-p70S6K és a p-p70S6K célfehérjének, a
foszforilalt riboszomalis S6 (p-S6 ) fehérjék — Osszefliggést mutatott a sejtek mTOR
inhibitor érzékenységével (18. abra). Az érzékenység kiilonbségeket 72 o6ras rapamycin,
¢s az mTORCI1 és C2 komplexet is gatldo PP242, valamint dudl mTOR inhibitor (NVP-
BEZ25) kezelésekkel igazoltuk. Megfigyeltiik, hogy a Rictort nagy mennyiségben
termelé (immuncitokémidval +++) sejtek, igy a GC3, HCT116 ¢s HT29, kevésbé
érzékenyek az mTORCI inhibitor kezelésre. Mig az alacsony Rictor (mTORC2
komplexre jellemzd) expressziot mutatd colon carcinoma sejtekben, a Cl és C2
komplexet is gatld szerek mellett a rapamycin is szignifikansan gatolta a proliferaciot az
in vitro kisérletekben. A Rictor expresszidt nem vagy alig mutaté sejtekben, pl. az mTOR
gatlokkal szemben legérzékenyebb RKO sejtekben a dual inhibitor és C1-C2 komplex
gatld kezelések a rapamycin kezelésnél hatdsosabbnak bizonyultak (18. abra). Az RKO
sejtekben az mTORCI1 aktivitds markerének is tekintett p-S6 fehérje mennyisége
rapamycin és NVP-BEZ235 kezelés hatasdra mar 24h alatt lecsokkent, mig a kevésbé
érzékeny HT29 sejtekben 72 o6ras NVP-BEZ235 kezelés tudta csak szignifikdnsan
csokkenteni a p-S6 mennyiségét. A p-S6 fehérje mennyiségét a rapamycin €s az NVP-
BEZ235 is csokkentette, mig az mTORC2 komplex Rictor fehérje mennyiségét
szignifikdnsan csak a dual inhibitor NVP-BEZ235 csokkentette (19. abra).
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18. abra. Colon carcinoma sejtvonalak eltér6 mTOR inhibitor érzékenysége in vitro,
Alamar Blue teszt alapjan.
Id6fliggd szignifikans proliferacio gatld hatas 50 ng/ml rapamycin kezelést kovetden
RKO sejtvonalban (a.); 72h-as kezelések proliferaci6 gatlé hatdsa (50 ng/ml
rapamycin, 1 uM NVP-BEZ235 - mTOR and PI3K dual inhibitor - és 1 uM PP242 -

crcr

(b) (p*<0.05) *.
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19. abra. A p-S6 és Rictor fehérjeszintek valtozasa mTOR inhibitor kezelés hatasara
colon carcinoma sejtekben (Western blot eredmények).
Az mTOR gatl6 rapamycin (50 ng/ml - Rapa) és NVP-BEZ235 (1 uM — NVP)
kezelés csokkentette az mTORCI1 aktivitashoz kothetd foszforilalt-S6 (p-S6) és
Rictor (az mTORC2-re jellemz0 protein) szintjét RKO és HT29 sejtvonalakban.

IV.2.3. mTOR inhibitor kombinalt kezelés hatasa human colon carcinoma sejtekre
in vitro

A rezisztencia egyre tobb célzott kezelés, igy az EGFR inhibitorok (EGFRI)
esetében 1s klinikai problémat jelent. Ezért EGFRI rezisztens colon carcinoma
sejtvonalakban vizsgaltuk az EGFRI és rapamycin, illetve mas mTOR inhibitor
kombinaciok in vitro proliferacié gatlo hatasait, a kombindcios kezelések lehetséges
szenzitizald hatasat. Kimutattuk, hogy a rapamycin és mas mTOR inhibitorok (pl. NVP-
BEZ235 ¢és a PP242), valamint EGFR inhibitor kombindciok hatasos tumorndvekedés
gatlok lehetnek a legrezisztensebb vastagbél tumorsejtekben (GC3, HCT116 és HT29).
Megfigyeltiik azt is, hogy a proliferacio gatlo hatas az mTOR inhibitor érzékeny
sejtvonalakban szignifikansan mar nem fokozhat6 az mTOR ¢és az EGFR gatlo
kombinacioval a rapamycin kezelés hatasaihoz képest (20. abra).

Végiil teszteltiik, hogy az mTOR inhibitor kezelés segitheti-e mas, a colon
rapamycin, illetve NVP-BEZ235 ¢és a ciszplatin kombinéciok hatasait vizsgaltuk in vitro

harom, eltér6 mTORI érzékenységli EGFRI rezisztens colon carcinoma sejtvonalban.
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Eredményeink: a) megfigyeltiink ciszplatin érzékenység kiilonbségeket a sejtvonalak
kozott, az RKO sejtek rezistensnek bizonyultak; b) az mTOR gatld kezelés -
legjelentdsebben (6nmagadban is szignifikdnsan) a dual inhibitor NVP-BEZ235 -
dudl mTOR inhibitor kezelés szignifikansan fokozza a ciszplatin anti-proliferativ hatdsait
az mTOR inhibitor kezeléssel szemben kevésbé érzékeny, EGFR inhibitor rezisztens

colon carcinoma sejtek in vitro tenyészeteiben (HT29 and SW620) is (21. 4bra).
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20. abra. A rapamycin fokozta az EGFRI-ok proliferacié gatld hatasat colon carcinoma
sejtekben in vitro (Alamar Blue teszt eredmények). Rapamycin (50 ng/ml) és EGFRI
kombinaciok (gefitinib 1 uM, cetuximab 10 pM; 72h) proliferacids hatasai colon
carcinoma sejtvonalakban (a); ill. a rapamycin, dual mTOR inhibitor NVP-BEZ235
(N) és az mTORCI1-C2 inhibitor PP242 (P) + gefitinib (G) kombinalt kezelések

hatésai colon carcinoma sejtvonalakban (b) 72h-as kezelés utan.
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21. abra. A Rapamycin nem, csak az NVP-BEZ235, mTOR ¢és PI3K dual inhibitor,
fokozza szignifikdnsan a ciszplatin kezelés proliferacid gatlo hatasait mindharom
colon carcinoma sejtvonalban, beleértve a ciszplatin €¢s EGFRI-ra rezisztens RKO

sejteket, 72 oras kezelés utan. Alamar Blue proliferacios teszt.
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V. Megbeszélés

V.1. Human colon carcinomas szovetmintak vizsgalatainak eredményei

Korabbi vizsgalatokban, amelyekben a human vastagbéldaganatok mTOR
aktivitasat jellemezték az esetek 2/3-dban mutattdk ki a daganatsejtek fokozott mTOR
aktivitasat, mint ezt a daganattipust is jellemz0 kiilonbséget [127, 134]. Vizsgalatainkban
az mTOR aktivitassal Osszefliggd fehérjék és foszforilalt formaik in situ expressziojat
tanulmanyoztuk, az el6bbi eredményeket megerdsiti, hogy az altalunk vizsgalt esetek
tobb mint 70%-aban mutattunk ki magas mTOR aktivitast a tumoros szovetekben. Sajat
eredményeink azonban arra utaltak, hogy a Dukes’ stddiumtol és a gradingtdl fiiggetlen
a kimutatott magas mTOR aktivitds a colorectalis carcinoméakban. Dukes’s B — C és D
stadiumokban is hasonléan magas aranyu (66,66-76%) a magas mTOR aktivitas, csupan
a CI és C2 stadiumokban lattunk a megoszlasban valami kiilonbséget, de mivel C1
stadiumu beteg lényegesen kevesebb ebben az értékelésben a C csoportot 6sszevontuk).
Masok, csak IIIB stddiumu colon carcinomékat vizsgalva mutattak ki hasonl6 aranyban
magas mTOR aktivitast a daganatsejtekben. [135]

Tobb korabbi vizsgalat utalt arra, hogy az  mTOR aktivitds legszenzitivebb
markere formalinban fixalt, paraffinba agyazott szoveti metszetekben a foszforilalt
riboszomalis p-S6 fehérje kimutatasa [136]. Sajat vizsgalatainkban a fokozott p-mTOR
expressziot mutatd esetek 97%-aban igazoltunk magas p-S6 szintet is. Ez az adat
megerdsiti és elsOként tamasztja ala valddi Osszehasonlité vizsgélattal azokat az
ajanlasokat, amelyekben az mTOR aktivitas szoveti szintll igazoldsara a p-S6 expresszio
igazolasat javasoljak, olyan esetekben, amikor a p-mTOR ellenanyag vagy mas direkt
target fehérjék kimutathatésaga megkérddjelezhetd (a foszforildlt motivumok
degradacioja pl. p-Akt, p-mTOR, vagy, egyes pl. p-4EBP1 vagy p-p70S6K ellenanyagok
aspecifikus reakcioi). Osszesen 2 olyan esetiink volt, ahol alacsony p-S6 expresszid
mellett erdteljes p-mTOR immunhisztokémiai festédést figyeltiink meg, azonban
ezekben magas Rictor expresszido mellett, ami utal az aktiv mTOR kindz mTORC2
komplexbeni el6forduldsara ¢és annak magas aktivitdsara, alacsony vagy hidnyzo
mTORCI aktivitas mellett.

A 103 esetbdl 6sszesen 68-ban taldltunk magas mTOR aktivitast, amihez magas

Rictor expresszio vagy kiegyensulyozott Raptor és Rictor expresszio tarsult. Ezekben az
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esetekben az mTOR aktivitds az mTORC1 és az mTORC2 komplexekben egyarant
megjelenhet. Vizsgalatainkban az mTOR kindz aktivitasat tobbféleképpen is igazoltuk a
malignus sejtekben: a. egyrészt az aktiv kindz jelenlétét és mennyiségi kiilonbségeit
mutattuk ki anti-p-mTOR immunreakcidkkal; b. masrészt a két komplex mennyiségi és
aktivitas eltérésének jellemzéséhez az mTORCI esetében a p-4EBP1, p-p70S6K, illetve
p-S6 fehérjéket (MTORCI target fehérjék); vagy c. mTORC1/2 komplexekre jellemzd
specifikus alkotdo elemek (Rictor, Raptor) jelenlétét és mennyiségi kiilonbségeit
vizsgaltuk in situ. Eredményeink elsoként igazoljadk specifikus vizsgalattal annak a két
kozleménynek adatait, amelyekben a p-Akt illetve Akt1-2 immunfestések alapjan a colon
carcinomak 60%-aban magasabb mTORC?2 aktivitast valoszintisitettek [127, 137]. Az
Akt fehérjékben tobbféle foszforilacids motivum taldlhatd, amelyeket nemcsak az
mTORC2 kinaz aktivitdsa befolyasol, hanem szdmos mas kinazé¢ is. A korabbi
vizsgalatokban az mTORC2 aktivitdshoz kotott Ser 473 foszforilaciot nem tudtak
megkiilonboztetni mas foszforilaciés mintazata Akt fehérjéktdl, csak pan p-Akt fehérje
kimutatast végeztek. Emellett ezeknek a foszfo-proteineknek a stabilitdsa és a
vizsgalatokban felhasznalt antitestek specifitdsa kérdéses lehet [138]. Onmagaban az
foszforilalt Akt fehérje vizsgalata az mMTORC2 komplex aktivitds meghatarozasahoz tehéat
nem elégséges. Sajat vizsgalatunk az elsd, amelyben az mTOR aktivitds igazolasa
kiegésziil a két komplex aktivitasi és mennyiségi kiilonbségeit is jelz6 reakciokkal colon
carcinomdkban. Nem csupan egy marker alkalmazésara szoritkozik az mTOR aktivitas
¢s az Akt aktivitdsanak immunhisztokémiai jellemzéséhez, hanem kombindlja a p-
mTOR, p-S6, p-4EBPI1, Rictor és Raptor expresszid értékelését is. A kidolgozott
immunpanelliink jelent6ségét abra segitségével foglaltuk Ossze (22. 4abra). Ide
kapcsolddik az a korabbi munkank, ahol diffuz nagy-Bsejtes lymphomak rosszabb
prognozisu csoportjaban szintén az mTORC2 komplex aktivitas jelenlétét mutato
emelkedett Rictor expressziot figyeltiink meg (Mark Agnes PhD disszertacidja [139]). Ez
a kozlemény amelynek elkészitésében én is résztvettem szolgélt colon carcinomak
vizsgalatdhoz alkalmazott immunreakciok kidolgozasanak alapjaul is.

Azt ugyan mar kordbban leirtak, hogy az mTOR kindz mRNS vagy fehérje
overexpresszid negativ prognosztikai marker lehet [137, 140, 141], de ezekben a
vizsgalatokban csupan 6ssz fehérje expressziot hasonlitottak 6ssze. Ezzel szemben mi az

elobbieken til az mTOR kindz fehérje aktiv formdjanak mennyiségi valtozésait, a
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komplexek mennyiségi valtozasait és a két kiilonbozé komplex aktivitasanak jeleit is
vizsgaltuk. S6t, diagnosztizalt klinikai mintdkban a kimutathatd aktivitasvaltozasok
prognosztikai jelentdségét statisztikai modszerekkel is analizaltuk a vizsgélatba bevont
standard terapias protokoll (célzott terapia nélkiil) szerint kezelt esetekben. A terapias,
tulélési adatok €s a kapott mTOR aktivitasi adatok alapjan a magas mTOR aktivitas és a
Rictor overexpresszid a rossz prognoézis jele. A Rictor, Raptor (mTORC2/mTORCI1
karakterisztikus fehérjek) és a foszforilalt mTOR aktivitast jellemz6 fehérjék kombinalt
értékelése még szorosabb korrelacidt mutatott a betegek tulélésével. A leghosszabb,
minden esetben 5 évet meghalado tulélése azoknak a betegeknek volt, akiknél alacsony
mTOR aktivitast, azt is mTORC1 komplexben (domindns Raptor expresszid)
tapasztaltunk. Szignifikans 0sszefiiggést mutattunk ki a jobb prognozis és az mTORC2
aktivitds hidnya mellett megfigyelt alacsony mTOR aktivitas, illetve az mTORCI
komplex jelenlétéhez kothetd mTOR aktivitas kozott (p=0.00178). Ezek alapjan colon
carcinomakban javasoljuk az mTOR aktivitashoz kapcsolodé fehérjék mennyiségének és
aktivitasanak vizsgalatat a betegség progndzisanak meghatarozasadhoz.

Szamos szerzd egyetért abban, hogy az mTOR gatlo kezelések javithatjak a
hagyomanyos daganatkezelések hatékonysagat és segithetnek az esetlegesen kialakulo
terdpids rezisztencia kivédésében [62, 142-144]. Eredményeinkbdl is egyértelmi
azonban, hogy a magas mTOR aktivitds nagyon gyakran tarsul mTORC2 aktivitassal
huméan colon carcinomakban. A Rictor overexpresszid pedig -elérevetitheti a
hagyomanyos rapalog (mMTORCI1 gétld) készitményekkel szembeni rezisztenciat, vagy
nem megfeleld, elégtelen terapias valaszt. Az mTORC2 komplex aktivitds Rapamycin
érzékenysége ugyan jelenleg is vitatott [145], az eddig lezarult fazisvizsgalatok
eredményei azt mutatjak, hogy az mTORCI1 gatlok onmagukban, kombinécid nélkiil nem
elég hatasosak [103, 125, 146, 147], ami az mTORC2 komplex aktivitds altalunk
tapasztalt el6forduldsanak klinikai jelentoségét hangsulyozza. A hagyomanyos rapaldg
kezelések in vivo csak részben gatoljak az mTOR aktivitasat €s citosztatikus hatdsuk miatt
a daganat eliminéalasra 6nmagukban nem alkalmasak. Nem véletlen a rapalogok alacsony
hatékonysdga ezekben a klinikai vizsgalatokban, hiszen sajat eredményeink is rapaldg
rezisztenciara engednek kovetkeztetni az esetek 2/3-dban. A jelenlegi gydgyszeripari
fejlesztések célja olyan gatloszerek fejlesztése pl. a dual inhibitorok vagy a legtijabb

rapamycin rezisztenciat okozo mutaciok esetén is hatékony mTOR kinaz gatlok, amelyek

67



DOI:10.14753/SE.2019.2175

joval hatékonyabbak a hagyomanyos rapaldgoknal. Nem szabad azonban megfeledkezni
a mellékhatasok varhato sulyosbodasarol, kiilondsen kombinécids terapidk esetében
[148]. Jelenleg tobb klinikai fazis kisérlet van folyamatban ezekkel a szerekkel és
kombinacios lehetdségekkel [149], de még mindig kevés az olyan vizsgalat, ahol beteg
szelekcio torténik legaldbb a target (magas mTOR aktivitas meghatarozasa), vagy amire
igazan sziikség lenne, az mTORC2 komplex aktivitdsanak igazolasa alapjan. Olyan
munkakat sem ismeriink egyenldre, ahol a két komplex mennyiségének, aktivitadsanak
vizsgalatat akar utdlag Osszevetették volna a kapott terdpias eredményekkel. A
markervizsgalatok alapjan végzett betegszelekcido valoszinlileg javithatna a terapias
eredményeken. A magas mTOR aktivitds, kiilondsen az mTORC2 komplexhez
kapcsolddo, arra iranyitotta a figyelmet, hogy taldn mads rezisztencia problémak
hatterében (pl. HER2 vagy BRAF inhibitor rezisztencia) is ennek szerepe lehet [150].

A fokozott Rictor expresszido esetén fontos lehet a fehérje membran kozeli
akkumulacioja, amit colon carcinoma sejtekben csak ritkdn figyeltiink meg. Ez inkabb
mas hamdaganatokban lehet jellemz6 (pl. tiidéddaganatok). A Rictor-t a fokalis adhézios
komplexben figyelték meg ezekben az esetekben, ami kordbban kimutatott adatok alapjan
a daganatsejtek malignus fenotipusat mas modon befolyasold tényez6 is lehet, a sejtek
metasztazis képzo képességeit segitheti el6 az mTOR aktivitastol fiiggetlen médon [151].

Osszefoglalva, a carcinogenezisben és progresszidban igazoltan szerepet jatszo
mTORCI1 ¢és mTORC2 komplexhez k6tddd mTOR aktivitds a colon carcinomék nagy
szazalékat jellemzi, ezért daganatterapids célpont lehet. Ebben azonban kiemelkedd
jelentésége van annak az altalunk elséként igazolt eredménynek, hogy a vizsgalt magas
mTOR aktivitasu colon carcinomék 2/3-aban mTORC2 komplexhez kothetd, a korabbrol
mar ismert mTOR aktivitds. Kimutattuk, hogy a daganat prognozisa ebben az
alcsoportban a legkedvezOtlenebb €s a terapi rezisztencia is gyakori. Mindez felhivja a
figyelmet arra, hogy a jelenleg zaruld rapalég vagy mas mTOR gatlo klinikai
fazisvizsgélatok eredményeinek értékelése soran, vagy a jovoben induld6 mTOR gatlo
kezelések megkezdése eldtt az mTOR aktivitds specifikusabb meghatarozasa és akar
annak szoveti heterogenitas vizsgalata mennyire fontos [152, 153]. Az ilyen tanulményok
ravilagithatnak arra is, hogy miért volt sikertelen vagy kevéssé sikeres szdmos

Everolimus vagy mas mTOR gatlo szer klinikai vizsgalata [125, 144-149, 154].
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Az éaltalunk beallitott és alkalmazott immunhisztokémiai panel (a p-mTOR, p-
p70S6K, p-4EBP1, p-S6, Rictor €s Raptor értékelése) (22. abra), illetve egy a jovoben
részletesen kidolgozando6 quantitativ in situ mTORC1 és mTORC?2 aktivitas vizsgalat, pl.
az altalunk is tesztelt Duolink-reakcidé formol-paraffinos szdovetmintdkban, jelentds
tamogatast nyujthat a colorectdlis carcinomak prognoézisdnak pontositdsdhoz és

hatékonyabb terapias protokollok tervezéséhez.

Energia, Tapanyagok, N6vekedési Mitogén tulélési Szignalok,
Faktorok, Oxigén Novekedési Faktorok
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Novekedés, protein és lipid szintézis, proliferacid, gatolt Tulélés, citoszkeletalis atrendezédés,
autpfagia, mitokondridlis biogenezis metabolikus valtozasok

22. abra. A tesztelt immunhiszokémiai festések alapjan az mTOR aktivitas
karakterizalasdhoz javasolt immunpanell célfehérjéi (kék). A két komplex ko6zos
eleme az mTOR kindz, mennyiségét az anti-mTOR, az aktiv kinaz jelenlétét anti-p-
mTOR festés mutatja. A komplexek ardnyanak vizsgédlatdhoz az anti-Raptor
(mTORC1) és anti-Rictor (mTORC2), mig aktivitasuk jellemzéséhez foszforilalt
targetjeik, a p-p70S6K, p-4EBP1 (mTORC1) és p(serd73)Akt (mTORC2), illetve a
legjobb mTORCI1 aktivitds markernek tekinthetd p-S6 immunhisztokémiai

kimutatasa, illetve ezek kombinéciodi javasolhatok.
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V.2. In vitro eredményeink jelentésége

A célzott terapias kezelésekkel (pl. EGFR gatlo kezelése) és hagyoményos
kemoterapidval szemben megjelend rezisztencia jol ismert szdmos rosszindulati
tumorban, igy vastagbél daganatok esetében is. A rezisztencia attdréséhez a hatteriikben
allo molekularis mechnaizmusok megismerésére és 1) megkozelitésekre van sziikség.
Szamos elképzelés szerint az mTOR-inhibitorok, illetve targetjilk, az mTOR kinaz
kozponti szabalyozd szerepe - elsdsorban a sejtnovekedést €s proliferaciot tamogatd
funkciok — miatt fontos szerepet jatszhatnak tobbféle rezisztencia mechanizmus in vitro
¢és in vivo lekiizdésében. Eldbbiek ellenére a kiilonb6z0 monoterapids és a jelenlegi
kombinalt mTOR gatlo kezelések fazisvizsgdlatainak eredményei elmaradnak az
varakozasoktol, aminek szamos oka lehet [155-157]. Munkankban mTOR gétlok hatasat
eltér6 mTOR komplex aktivitdsi mintazatot mutatd, EGFR inhibitor rezisztens colon
carcinoma sejtvonalban tudtuk kimutatni in vitro. Ezek az inhibitorok fokoztdk a
ciszplatin vagy az EGFRI hatasat is, amely a monoterapidban kevésbé mTORI érzékeny
sejtekben jelentdsnek bizonyult. A tapasztalt anti-proliferativ hatds a hosszatavii mTORI-
kezelések esetében talan még érdekesebb lehet, kiilonosen azért, mert sok in vivo
xenograft modellben a hosszabbtavi mTOR inhibitor kezelés jelentdésen gatolja a
tumorndvekedést. Szamos mechanizmus, példdul a tumorsejtekben in vivo apoptozis
indukcioja, is allhatnak az elébbi megfigyelések hatterében, ami in vitro révidebb
kezelésekben még nem volt egyértelmii [72, 143, 158, 159]. Sajat vizsgalatainkban a
kettds inhibitorok, illetve az mTORCI1 és C2 kettds inhibitor monoterapias kezelések
rendkiviil hatdsosnak bizonyultak a legtobb vizsgalt sejtvonalban, kivéve a GC3 - ismert
p53 mutans (vad tipusu K-Ras, B-Raf, PI3KCa) és a HCT116 - Ras és PI3KCa mutans -
colon carcinoma sejteket. Kordbban leirtdk, hogy a PI3KCa mutdciok Osszefiiggést
mutatnak adott sejtvonalak rapamycin érzékenységével, példaul emlddaganatokban
[104]. Ennek ellenére mi azt tapasztaltuk, hogy a HCT116 sejtek, amelyekben altalunk is
kimutatott PI3KCa mutacié ismert, rapamycin, mTOR inhibitor rezisztens. Ebben a
sejtvonalban mTOR aktivitds magas Rictor expresszioval jart, ami nagymennyiségi
mTORC2 komplex jelenlétére és abban megjelend mTORC2 komplex aktivitasra utal.
Ez mar 6nmagaban megmagyarazhatja az mTORC]1 gatlokkal szembeni rezisztenciat.
Mig a HCT116 sejtekben ugyancsak jellemz6 Ras-mutdcié nemcsak a rapamycin, hanem

mas mTOR inhibitorokkal és mas terapids szerekkel szembeni rezisztencidval is
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Osszefiiggésbe hozhat6. Az is igaz azonban, hogy tobb olyan eredmény is ismert, amelyek
szerint bizonyos mTORI gatlo kezelések attorhetik az EGFRI rezisztenciat Ras mutans
sejtekben [160, 161]. Ezt a HCT116 sejtek EGFRI ¢és a rapamycin kombinacios kezelés
esetében mi is megfigyeltiik, ahol a monoterapidban alkalmazott in vitro rapamycin
kezeléssel kombinacidoban szignifikans proliferacid gatlé hatasu volt. Vizsgalatunk
ujdonsaga az is, hogy koradbban egyszerre ennyiféle, eltérd genetikai hattérrel rendelkezo
sejtvonalon nem végeztek EGFRI ¢s mTOR gatlo kezelést [162, 163].

In vitro vizsgalatainkban azt is kimutattuk, hogy a ciszplatin rezisztencia is
attorhet6 rapamycin kombinalt kezeléssel. [gy akar alacsonyabb dézist ciszplatin, mTOR
gatld kezeléssel kombinalva is hatdsos lehet bizonyos rezisztens sejtekben. Hasonlo
eredményeket kordbban emlé daganatok, tiidé daganatok €s egyes carcinoma modellek
esetén is leirtak [164, 165]. Utobbi vizsgalatokban az alacsony dozisii ciszplatin
autofagiat indukalt a sejtekben, a rapamycin kombinaci6 pedig ezt tovabb fokozta és ez
ezekben a sejtekben egyértelmii daganatellenes hatast mutatott [147, 166-168].

Eredményeink alapjan, a vastagbél daganatok kezelésében az mTORI kombinécio
alkalmazasa hasznos lehet nemcsak az EGFR gatlo, hanem akar a platina alapu
hagyomanyos terapiaban is. Ilyenkor az mTOR komplex aktivitas meghatarozasa [150]
¢s az Akt/mTOR jelatviteli utak [156, 169] jellegzetes onkogén vagy tumorszuppresszor
mutacioinak vizsgalata segithet a kombindcidhoz az optimalis mTOR gatlo
kivalasztasaban [170]. Elobbiek pedig fontos szerepet jatszhatnak a terapias dontésekben,
ahol a kombindacios terdpiara megjelend, vagy fokozddo mellékhatasokat és azok egyéni
kiilonbségeit, ill. azok lehetséges markereit is sziikség szerint figyelembe kell venni [171-
173]. A lymphomakkal kapcsolatos kozelmultban k6zolt eredményeink [150], valamint
az értekezésben targyalt munkaink hangstlyozzdk, hogy hagyomanyos kezelés mellett
colon carcinomakban és mas daganatokban is az mTORC2 komplexhez kotott mTOR
aktivitas és a kedvezdtlen prognozis 0sszefiiggést mutatnak.

A dolgozatomban bemutatott betegcsoportok mTOR aktivitas €s klinikai terapias
eredményeinek 6sszehasonlitod vizsgalata, valamint in vitro adataink is arra utalnak, hogy
a megfeleld beteg kivalasztasi kritériumok meghatarozasa, segithet a megfeleld
célpont(ok) €s az optimalis terapias kombinacidk tervezésében. Eredményeink alapjan az

EGFR és az Akt/mTOR utvonalhoz kothetd mutaciok mellett a mTORC1 és C2
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komplexek kivaldo célpontok lehetnek azokban az esetekben, ahol egyéb terdpias
probalkozasok nem hoznak eredményt. Gastrointestinalis daganatokban masok is jutottak
a miénkhez hasonl6 eredményre, igy gyomor carcinomdkban Rictor overexpressziot €s
parhuzamosan rapamycin rezisztencidt figyeltek meg [174]. Eredményeink
alatamasztjak, hogy az mTOR gatlok a tumorokban tobbféle mddon hathatnak: a)
lassithatjak a daganatndvekedést a kezelés korai fazisaban; b) kombinalt protokolokban
fokozhatjak mas kezelés hatékonysagat, vagy gatolhatjak a terapia rezisztens klonok
megjelenését (pl. alacsony dozisi mTORI-k alkalmazasa) vagy; c) agressziv terapiat
kovetden alkalmazva akar monoterapidban, vagy még tolerdlhatdo alacsony doézisu
kemoterapia mellett, el0segithetik a tartds tumor €s a betegségmentes tulélést [175, 176].
Sajat eredményeink €s masok kisérletes és klinikai adatai [177] azonban hangstlyozzak
a megfeleld 1ddzités €s a valodi célpontok - kiilondsen az mTORCI1 és C2 aktivitas —

egyénre szabott validalasanak jelentOségét.
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VI. Kovetkeztetések

1. Az mTOR jelut elemeinek vizsgadlataval nyert uj megfigyelések cororectalis carcinoma

klinikai mintaiban:

II.

A Dukes stadiumtol és a gradingtdl fliggetleniil jellemz6 a magas mTOR aktivitas.
A p-S6 expresszid az egyik legalkalmasabb marker, amellyel az mTORCI1
aktivitasat, vagy akdr az mTOR kinaz aktivitdsat meghatarozhatjuk formalinban
fixalt, paraffinos mintdkban, ha a p-mTOR, vagy mas direkt target fehérjék
kimutathatdésaga megkérddjelezhetd.

A vizsgalt colon carcinomak 2/3-aban mTORC2 komplexhez k&thetd a magas
mTOR aktivitas.

Az altalunk kidolgozott immunhisztokémiai panel, ahol az p-mTOR kimutatasa
kiegésziil a p-S6, p-4EBP1, Rictor és Raptor expresszid vizsgélataval, alkalmas
az mTOR aktivitas in situ jellemzésére colon carcinoma szoveti metszeteiben.

A magas mTOR aktivitds Rictor talstllyal (mTORC2 komplex aktivitas)
szignifikdns pozitiv korrelaciot mutat a colon carcinomdk kedvezdtlen
prognozisaval (mindkét paraméter fliggetlen prognosztikus faktor), mig az
mTORCI1 komplexhez kdthetd alacsony mTOR aktivitas kedvezdbb kimenetellel,
akar a gyogyulés esélyével jarhat.

Human colon carcinoma sejtvonalak in vitro vizsgalataval kapcsolatos uj

megfigyelések:

A dual (mTOR ¢és PI3K) inhibitorok, illetve az mTORCI és C2 kettds inhibitor
monoterapia hatasos proliferacido-, és tumorndvekedés gatld kezelésnek
bizonyultak a legtobb vizsgalt EGFRI rezisztens colon carcinoma sejtvonalban.

Tobb tumorsejt modellben megerdsitettiik, hogy a vastagbél daganatok
kezelésében az mTOR inhibitor kombinaciok hasznosak lehetnek EGFR gatlo, €s

akar a platina alapu, hagyomanyos terapia tdmogatasaban is.
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VII. Osszefoglalas

Onkologiai kezelések soran gyakran tapasztalhato rezisztencia kialakulasa, ezek
hatterében a daganat heterogenitds és a tumorevolucid kovetkeztében megjelend
szabalyozasi zavarok megismerése fontos feladat. A jelatviteli halozatban, a
aktivitasanak szerepe jol ismert. Az mTOR (mammalian target of rapamycin)
szerin/treonin protein kindz - kétféle funkcidjaban is eltéré multiprotein komplexben -
kozponti szerepet jatszik az elobbi folyamatokban.

Munkdmban az mTOR jelatviteli ut aktivitdsdnak jelent6ségét vizsgaltam human
vastagbéldaganatokban ¢€s in vitro modelljeikben. Az mTOR komplexek mennyiségét,
aktivitasat jellemzO fehérjéket immunfestéssel szoveti multiblokk metszeteken
vizsgaltuk. 103 beteg mintdinak jellemzdit és klinikai, talélési adatok Osszefiiggéseit €s
eltér6 mutacids profillal rendelkezd colon carcinoma sejtvonalakban az mTOR
aktivitassal 0sszefiiggd fehérjék expresszidjat (Western blot, immuncitokémia és Duolink
festés); mTOR-, EGFR inhibibitor és ciszplatin érzékenységét (Alamar Blue proliferacio
teszt, apoptozis - aramlési citometria) vizsgaltuk.

Kimutattuk, hogy a human colon carcinomék stadiumtol fiiggetlen magas mTOR
aktivitassal jellemezhetdk és ez az esetek két harmadaban mTORC2 komplexhez kothetd;
mig kombinalt foszfo-protein és Rictor/Raptor expresszid vizsgalatainkban elsdként irtuk
le, hogy a magas mTORC?2 aktivitas (Rictor overexpresszio) a rossz, az alacsony mTOR
aktivitds és az mTORC2 komplex hidnya, kis mennyisége pedig a jO prognodzissal
szignifikdnsan Osszefligg. A sejtvonalakban az ismert mutdcioknak megfelelden
igazoltuk az EGFR inhibitor rezisztenciat, az mTOR aktivitassal és érzékenységgel
Osszefliggd célfehérjék expresszidjat, egyedi Rictor/Raptor, illetve mTORC1, mTORC2
aktivitasat. Az mTOR gatlok EGFR inhibitor és ciszplatin érzékenyitd hatdsait mutattuk
ki még a kevésbé mTOR inhibitor érzékeny sejtvonalakban is.

A vizsgalatainkban hasznalt immunhisztokémia panel alkalmas az mTORCI és
mTORC?2 aktivitds pontos meghatarozasara colon carcinomakban és mas daganatokban
is. A meghatdrozhat6 mTORCI1, mTORC?2 aktivitas kiilonbségek segithetik a betegség
terapids érzékenységének ¢és prognozisanak meghatarozasat. Az eldbbiek alapjan
tervezhetd mTOR inhibitor kombinaciok pedig hatékonyak lehetnek az EGFR inhibitor,

vagy akar a platina-alapu terapia potencirozasaban is.
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VIII. Summary

In the course of oncological treatments the development of resistance is often
observed; therefore, it is important to study the background effects of tumor evolution
and heterogeneity. The role of the PI3K/Akt/mTOR pathway is well known both in the
signalling network and in the regulation of tumor cell proliferation and survival. mTOR
(mammalian target of rapamycin) is a serine/threonine protein kinase — in two
multiprotein complexes with different functions — plays a central role in the above-
mentioned process.

In my work, the importance of mTOR signaling activity were studied in human
colon tumors and in vitro models. We have evaluated proteins which are associated with
the amounts and the activities of mMTOR complexes using immunohistochemical methods
in human tissue multiblocks. The clinical data, the survival correlation of 103 patients
and the expression of proteins are related to mTOR activity (Western blot,
immunocytochemistry and Duolink staining); sensitivity against mTOR-, EGFR-
inhibitor and cisplatin (Alamar Blue assay, apoptotic — flow cytometry) were analyzed in
colon carcinoma cell lines with different genetic backgrounds.

It has been shown that human colon carcinomas are characterized by high mTOR
activity independently of the stage; and this activity can be related to mTORC2 complex
in two thirds of cases. According to the combined phosphoprotein and Rictor/Raptor
expression evaluation, we have described for the first time that high mTORC2 activity
(Rictor overexpression) was associated with poor prognosis whereas low mTOR activity
and mTORC2 expressions showed significant correlation with good prognosis. The
EGFRI resistance, the expressions of mTOR activity- and mTORI sensitivity-related
proteins and in addition, unique alternations of Rictor/Raptor or mTORC1 and mTORC2
expressions were described in colon carcinoma cell lines.

The immunohistochemical staining panel used in our investigations is appropriate
to determine the activity of mTORC1 and mTORC2 not only for colon carcinomas but
also for other tissue types. The described differences between mTORC1 and mTORC2,
activity may be useful to evaluate therapy sensitivity and prognosis. Based on this,
mTORI could be helpful in combination with both EGFR inhibitor and platinum-based

therapies of colon carcinomas.
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