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l. Bevezetés

A 2000-es évek elején a daganatos sejtek, a daganatszovet sokféleségérdl és kiilonbozo
tulajdonsagairdl, valtozasairol szerzett ismeretek mennyiségi novekedése, majd ezek
attekintése segitette a daganatok altalanos jellegzetességeinek atgondolasat. Hanahan és
Weinberg rendszerezte és foglalta 6ssze els6ként a daganatok legfontosabb tulajdonsagait, majd
2011-ben tovabbi néggyel egészitette Ki ezeket (1,2). A tumorokra altalanosan jellemzé olyan
szabalyozasi zavarok megjelenése, amelyek a tumortomeg ndvekedését és a tumorsejtek
terjedését tamogatjak, ezek: a korlatlan osztodas, az apoptdzis gatlasa, a sejtnovekedést gatlo
hatasok elkeriilése, a proliferacié fenntartdsa, a tumorszovet érképzdédésének, invaziods ¢és
attétképzo képességének fokozodasa, a genom instabilitdsa, a mutaciok és a tumort tamogatd
gyulladasok megjelenése, a tumorellenes immunvalasz elkeriilése, tovabba az energetikai
folyamatok atprogramozasa (3,4). (1. abra)

PhD fokozatszerzésemet kdvetden az eldbbi tényezdk koziil tobbel is foglalkozhattam.
Az apoptozis-rezisztencia egyes tényezdivel, a negativ regulacios tényezék kozil a
transzformald novekedési faktor béta (TGFP) szabalyozé hatasanak elvesztésével, annak
Osszetett daganatbiologiai szerepével kezdtem posztdoktori kutatomunkamat. Ezzel
Osszefiiggésben a jelatviteli halozat zavaraival foglalkozva szamos daganattipus emelkedett
mTOR aktivitasat irtuk le, majd az mTOR bioenergetikai szabalyozasban mara mar
kozismertté valo daganatbioldgiai szerepével kapcsolatban kezdtiik el egyes daganatok
metabolikus valtozasainak, in situ metabolikus heterogenitasanak jellemzését ¢és
jelentdségének vizsgalatat.

Invazio,
metasztazis

1. abra A daganatos sejtek
jellegzetes valtozasainak
osszefoglalo abraja (Hanahan
~TODW és Weinberg munkaja alapjan
Mutéciok, genom (1,2)). Az abran szines
instabilitas szimbolumokkal, illetve
sotétebb  szinli  szirmokkal
emeltem ki azokat a
teriileteket, amelyeket sajat
munkamban érintettem.

Névekedési
szignalok
fenntartasa

Novekedésgitiok w0
hataséval szembeni
rezisztencia

' Korlétlan osztodas . -
v

Immunvalasz
elkeriilése

Sejthalal
elkeriilés,
talélés

noévekedést segitd
, gyulladas
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A daganatokban gyakori jelenség, hogy a pozitiv hatasti szabalyozé utvonalak allando
novekedési stimulust biztositanak — nem kapcsolnak le, a negativ tényez6k hatasai pedig mar
nem érvényesiilnek. Mig utobbiak a mikrokdrnyezet sejtjei esetében tovabbra is kifejtik
hatasukat, addig a daganatsejtek a gatlokkal szembeni rezisztencia és a novekedési faktorok
folyamatos hatdsanak kialakuldsa miatt szelektiv ndvekedési elényre tehetnek szert a
szervezetben. A valtozasok hatterében komplex szabalyozasi zavarok, genetikai hibak,
onkogén aktivaciod, tumor gén inaktivacio, jelatviteli itvonal aktivitas valtozasok jelennek meg.
Normalis esetben a jelatviteli halozat a sejt mikrokornyezetétol €s aktualis allapotatdl fliggden
befolydsolja a sejtek differenciaciojat, proliferaciojat, talélését vagy egyéb sejt-,
szervspecifikus funkcioit (5,6). Amennyiben ebben a haldézatban gének funkcioinak kiesése
vagy egyes utvonalak szabalyozatlan, fokozott aktivitisa jelenik meg, akkor a sejtek
novekedésének szabalyozasa felborul. A halézatban szamos citokin, ndvekedési faktor titvonal
¢s egyeéb a sejt aktualis allapotat monitorozo jelpalya all kapcsolatban egymassal. A daganatok
tobbségében a novekedési faktor vagy citokin utvonalak hiperaktivitasa, a novekedés negativ
szabalyozodinak elvesztése eldbbiek miatt igen fontos tényez6 (7,8).

|.1. Transzformalo novekedési faktor béta (TGF ) és Notch érzékenység valtozdsok
daganatbiologiai szerepe, példak a szabdlyozdsi zavarok megjelenésére

A sejt és szoveti fejlédés fontos tényezdje szamos olyan novekedési faktor, amelyek
megvaltozé hatasainak a daganatok névekedés szabalyozasi zavaraiban szerepe lehet.

L 1.1 A transzformalo novekedési faktor-béta (TGFp)

A TGFp jelatviteli utvonal miikodés zavara szamos betegség, koztiikk a daganatok
kialakulasanak és novekedésének is egyik fontos tényezdje, tumortipustol fiiggéen (9,10). A
TGFp hatasai elengedhetetlenek pl. a sebgyogyulasban, mig taltermelédése szamos fibrozissal
Jard betegségben jol ismert (pl. HCV, alkoholos vagy autoimmun majbetegségek, antibiotikum,
diabetes indukalt vesebetegségek, szisztémas szklerdzis stb.).

A TGFp funkcidi koziil tobb befolyasolja a daganatok novekedését és mikrokdrnyezetét
(11). A daganatsejtek elveszithetik TGFp érzékenységiiket, igy a tumorsejtek TGF3 mellett is
proliferalnak; korlatlan replikacios potencial alakulhat ki (hnTERT — telomeraz regulacio
elmarad) (12, 13); az autokrin vagy parakrin TGFf pedig segitheti az epithelialis daganatsejtek
mesenchymalis 4talakulasat (epithelialis mesenchymalis transzformacid6 — EMT), az invaziot,
metasztazist, az angiogenezist és az immunszuppressziv hatastt mikrokornyezet kialakitasat is
(14,15,16). Elobbieknek megfeleléen korabban a TGFB -val szembeni érzékenyités, mara
azonban a TGF tumorpromoter szerepének gatlasa keriilt el6térbe (17,18).

1.1.1.1. TGF B termelése, aktivitdsa és jelatviteli mechanizmusai

A harom TGF ligand fehérje (TGFB1-3), prekurzor formaban termelddik, az
extracellularis térben inaktiv formaban talalhato, aktivalasa tobbféle moédon is torténhet
(enzimatikus hasitas, fehérje kolcsonhatasok, mikrokornyezeti hatasok révén — proteazok,

10
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katepszin, transzglutamindz, latencia-asszocialt fehérje deglikolizacio, reaktiv oxigén gyok
(ROS), savas mikrokornyezet, integrinkotés). Szerkezetiik nagyon hasonld, biologiai hatasuk
azonban nem azonos (19). Aktivalt formaik transzmembran receptorkomplexhez kotédnek (1-s
tipusu receptorok — TGFBRI/ALKS5/ALKL — és Il-es tipusu szerin/treonin-kinaz receptorok
dimere), amelyben a ll-es tipusu receptor autofoszforilaciojat az I-es tipusi receptor
foszforilacigja, aktivacidja koveti. Ezutan a TGFPRI foszforiladlja a Smad2 és Smad3
molekulakat, amelyek heterodimer vagy trimer formaban a Smad4 (in. Co-Smad) molekuléval
komplexet alkotnak és a sejtmagba jutnak, ahol transzkripcios faktorokhoz és kiilonboz6 target
gének promoter régioihoz kotédve befolyasoljak célgénjeik expresszidjat (20). A Smad-
transzkripcids faktor komplexek mukodését a komplexhez kotddd egyéb kofaktorok és
korepresszorok is modositjak (korepresszorok pl. Evi-1, Ski, SnoN). A Smad molekulacsalad
egyik tagja a Smad7 inhibitor Smad fehérje is, amely tobbféle médon gatolhatja a Smad szignal
miitkodését: a. a receptorhoz kapcsoloddé Smadok szerkezetéhez hasonlo alegységeivel kotodik
a TGFBRI-hoz, igy kompetitiven gatolja a receptorasszocialt Smadok aktivacidjat; b.
foszfatazok aktivalasaval el6idézi a receptor aktivalodast koveto foszforilacio csendesitését; c.
SMURF2 ubiquitin ligaz hatasat eldsegitve a receptor komplex lizoszomalis lebontasat
fokozhatja (21). A TGFB sokrétli szabalyoz6 funkcidit a TGFP reszponziv gének
sokféleségének példai is jol mutatjak: a. korai valaszgének — TIEG, FOS, JUN, JUNB, MYC
(22); b. sejtciklus-szabalyozo gének — CDC25A, CDKN1A, CDKN2B (23, 24); c. extracellularis
marixfehérje gének — COL1A1, COL1A2, SERPINE, TIMP (25); d. adhéziés molekulak —
integrinek; e. novekedési faktorok — IGF1, IL6, PDGFB stb. (26,27,28)

Az elsédleges TGFB-Smad szignal hatasainak szabalyozasa tobb szinten torténhet: a
ligandkotés megakadalyozasaval (szamos matrixfehérje — Bambi, noggin, decorin, chordin —
vagy a szolubilis receptor kompetitiv hatasai), intracellularis jelatviteli gatlokkal (pl. FKBP12,
TRAP1, TRIP1), negativ feedback hatasokkal (jelatviteli elemek expresszio valtozasai, fehérje
turnover, lebomlas — ubiqutin proteaszoma rendszer és szumoilacio, egyéb utvonalak
foszfatazai és kinazai) (29,30). El6bbieken tal, mara azok az alternativ jelatviteli folyamatok is
feltartak, amelyben a jelatviteli halozat mas Gtvonalainak elemei is részt vesznek.

Néhany alternativ nem-Smad utvonal lehet6séget mutat be a 2. abra, pl. Rho, p38
MAPK, INK, Erk vagy akar Ras és az mTOR utvonalakon keresztiil (11). A TGFBRI
fokozhatja az ShcA tirozin foszforilacidjat, ami a Grb2-SosA komplex kialakulasat kovetden
aktivalja a Ras/Raf/MAPK tutvonalat, vagy a TRAF4/6 poli-ubiquitinilaciojat fokozva a TAK1
aktivacion keresztiil el0segitheti az MKK4 vagy a p38 MAPK, illetve JNK aktivitasat (31, 32,
33). Tovabbi lehetéség a PAR6 fehérje foszforilaciojat kovet6 SMURFI1-medialt RhoA
ubiquitinilacié, aminek a sejtkapcsolatok fellazitasaban lehet szerepe (34). Végiil a TGFBR
komplexek a PI3K p85 szabalyozdegység kotésén keresztiil a PI3K/Akt Gitvonal aktivitasat is
fokozhatjak (35). A kiilonboz6 alternativ és az elsddleges Gtvonalak az adott sejt tipusanak,
aktualis allapotanak megfelelden allnak rendelkezésre vagy lehetnek blokkoltak is a jelatviteli
halozatban. Utobbi ad magyarazatot arra, hogy a TGF3 hatasai jelentésen fiiggnek a sejt
tipusatol és aktualis allapotatol, igy a hipotetikus jelatviteli lehetdségeket mindig ennek
fliggvényében kell értelmezni az adott helyzetekben (2. abra) (36).

11
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2. abra TGFp jelatviteli mechanizmusok sematikus osszefoglalasa. Az abran az els6dleges Smad ttvonal (jobb
oldal) és az alternativ Gtvonalak is fel lettek tiintetve, tovabbi magyarazatok a szovegben.

1.1.1.2 A TGF B tumorpromoter és -SZUppresszor hatdsainak kettdssége

A ’80-as, ’90-es években a TGFB sejtszintli, leginkabb ndvekedésgatld hatasait,
els6sorban tumorszuppresszor funkcioit jellemezték, majd egyre tobb adat bizonyitotta a
novekedési faktor komplex, Janus-arci szerepét. Jol megfigyelhetd ez a kettdsség, a
tumorszuppresszor és promoter szerepvéltés az epitheliélis daganatok kialakulésa

crer

crer

nem ervenyesul, igy a termelddé vagy a mikrokornyezetben aktivalodé TGFB a lokalis
kérnyezetben szelekci(')s elényt nyl'ljt a daganatsejtek névekedéséhez A TGFp a nem daganatos
rezisztenciamechanizmusok, és mas onkogen proliferacios stlmulusok miatt) egyre nagyobb
szamban keletkeznek elfoglalva helyiiket. Az eldbbiekkel parhuzamosan a TGF tovabbi,
mikrokdrnyezeti elemekre gyakorolt hatdsaival segiti a tumorangiogenezist, a matrix
atéptilését, a migraciot, gatolja a tumorellenes immunvalaszt biztositva a novekedés és a
metasztazisképzés feltételeit (3. abra) (37,38).

A TGFp sejtciklust, proliferaciot gatldo hatdsanak f6 eleme a kiilonbozd ciklinfliggd
kindzokat gatlo fehérjék expressziojanak fokozasa (pl. p15, p21, p19 vagy p27), a c-myc, E2F1
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vagy akar egyes ciklinek mint a CDC25A expresszidé gatlasa (20). A sejtciklus gatlassal
Osszefliggésben apoptdzis indukcio is felléphet. Bizonyos apoptdzis, illetve anti-apoptdzis
gének esetében a TGFB/Smad utvonal kozvetlen génregulacios hatédsait irtdk le egyes
daganatsejtekben (GAAD45, BIM, BIK, DAPK, FAS, BCL-XL), de ismert a ROS képzédésben
(39), a human telomer rovidiilésben szerepet jatszO hTERT expressziot biztositd vagy
autofagiat indukalo szerepe is (40,41).

A tumor novekedés késébbi fazisaban ugyan a TGFP daganatsejt novekedés gatlo
hatasai mar nem érvényesiilnek, de a mesenhymalis atalakulasban (EMT) a TGFf3 hatasara
bekovetkezd E-cadherin, vimentin, N-cadherin expresszio valtozasok csokkentik a sejtek
metasztatikus tulajdonsadgok erdésodnek, illetve ezzel parhuzamosan egyéb a kornyezeti vagy
mas hatasokkal szembeni rezisztencia mechanizmusok aktivalédnak a tumorsejtekben
(42,43,44). Ezekben a folyamatokban jelentds szerepe van a Smad uUtvonal transzKripcios
hatasainak (SNAIL, ZEB, TWIST), de az alternativ itvonal funkcionak is jut szerep. Példaul
az Erk aktivitas valtozasa fontos tényezdje a citoszkeletalis reorganizacionak, mig ezek mellett
a TGFp szignal aktivitasa erésiti a Notch, Wnt és integrin hatasokat is (45).

A metasztazisok kialakulasa progressziv, multifaktorialis és dinamikus folyamat, amely a teljes
szervezetet érinti; kovetkezménye a betegség stlyosbodasa, majd a daganatos halalozas (46).
A metasztazisok kialakulasat nemcsak a daganatos sejtek, de mikrokornyezetiik (gyakorlatilag
a teljes szervezet) is befolyasolja, elébbiek komplexitasa hatarozza meg a daganatos Ossejtek
tulélését a primer daganatban és/vagy elobbiek szorddasat kovetden elakadasukat,
megtapadasukat és novekedésiik aktivalasat a kiilonbozd szervekben. A mikrokdrnyezetben a
TGFB-nak szamos a tumor novekedését, terjedését elésegité hatasa jol ismert. Ilyenek a
mikrokdrnyezet nem tumoros sejtjeire gyakorolt hatdsai. Szoveti fibroblasztokban pl. szdmos
egyéb kemokin, citokin termelését fokozva atprogramozzak a sejteket olyan faktorok
termelésére (VEGF, bFGF), amelyek stimulaljak az érképzddést, matrix metalloproteazok (pl.
MMP2,9,10) termelését (47). A csontba jutd daganatsejtek esetében a tumorsejt kolonizaciojat
tamogatva a TGFf megvaltoztathatja a csont szerkezetét; az osteoblastok RANKL termelésén
keresztiil az osteoclastok miikodését pozitiv feedback mechanizmuson at segitve (48).

A TGFfB mara igen jol ismert immunoldgiai hatdsai is nagy jelentdségliek a tumor
mikrokornyezetében. A TGFf egyik legfontosabb szerepe az immuntolerancia fenntartasa, a
gyulladasok kezdeti és késdbbi folyamatait egyarant befolyasolva. Immunszuppressziv szerepe
érinti a B- és T-sejtek, dendritikus sejtek, makrofagok, NK-sejtek miikodését, leginkabb gatld
hatasokkal a kiilonb6z0 sejttipusok esetében. Elobbiek mellett az immunszuppresziv regulator
ligand ¢és interferon gamma termelését csokkentve is hozzdjarul az immunvalasz
csendesitésé¢hez a lokalis mikrokdrnyezetben (49). Alapvetéen gatolja az NK-sejtek
tumorellenes funkcioit, segiti az immun védekezést elkeriilé (immunescape) mechanizmusokat.
Elébbiek alapjan a jelenlegi immun (immunediting) terapiak (anti-PD-L1) mellett felmertil a
TGFp hatasok csendesitésének potencialis lehetosége IS egyes daganatok kezelésében (50,51).
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I. Premalignus allapot /_\ 1. Malignus allapot
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1.L1.1.3. TGFpB érzékenység elvesztése, TGF[-medidalt valtozdsok a
daganatokban

Daganatmegel6z6 allapotokban bekovetkez6 TGFB szabalyozo funkciok kiesésekor
gyakran megfigyelhetok a TGFBR-ok, illetve a Smad proteinek mutacidi, mennyiségi
valtozasai. TGFBRII gén loss-of-heterogeneity (LOH) gyakran jellemzi a tiid6- és a
gyomordaganatokat; a génmikroszatellita régioiban kiilonb6z6 mismatch repair mutaciokat
talaltak a vastagbél-, gyomor-, hasnyalmirigy-, nem kissejtes tidédaganatokban, gliomakban
természetesen egyéb mutaciok is el6fordulhatnak. A TGFBRI-es gén esetében is megfigyeltek
deléciokat, mutaciokat vagy epigenetikai valtozasokat pl. emld-, colon, fejnyak-, gyomor
pankreasz és prosztatadaganatokban is (52). A jelatvitel kozponti eleme a Smad4 molekula,
nem véletlen, hogy a leggyakrabban ennek a funkcidvesztését vagy expresszid csokkenését
okoz6 valtozasokat tapasztaltak daganatokban. A Smad4 LOH ~30-60% az eml6-, prosztata-,
neuroblasztoma, méhnyakrak, fejnyaki, tiidé-, colon- és gyomordaganatokban, ~90%
pankredsz daganatok esetében, ahol a mutaciok és deléciok is igen gyakoriak. A pankreasz
daganatokban figyelték meg legmagasabb szazalékban a Smad2 mutacioit is, de ezek
eléfordulhatnak még colon- és ritkabban emld-, prosztata- és fejnyakrakban (53,54).

A jelatviteli elemek negativ szabalyozoinak expressziovaltozéasai, epigenetikai
szabalyozasi zavarai is jellemzik daganatokban a Smad ttvonalat. A Smad7 overexpresszidja
pl. vastagbéldaganatokban, a SMURF overexpresszidja pedig myeloma és CLL sejtek esetében
is el6fordulhat és eredményeként a TGFPR-ok sejtfelszini mennyiségének csokkenését
figyelték meg (55). A tumorok, amelyek az eldbbi valtozdsok miatt elvesztik TGFf
érzékenységiiket, parhuzamosan gyakran jelent6s mennyiségii TGFp-t termelnek, ami a tumor
kornyezetében szamos az el6zd alfejezetben emlitett tumorndvekedését tdmogatd hatasaval

crcr

TGFp fokozott expresszioja és szinte valamennyi esetben Osszefliggése a rossz prognozissal
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eml6-, colon-, nyel6cs6-, gyomor-, maj-, tiidé-, prosztata- és pankreasz daganatokban is jol
ismert (52).

1.1.1.4. TGF S atvonal mint daganatterdpidas target, potencidalis kezelési lehetdségek,
biomarkerek

A novekedési faktor pleiotrop hatasai miatt a TGFf Gtvonal célzasa sokféle nehézségbe
iitkzhet. Mig a korai terdpias probalkozasok a TGFP tumorsejtek proliferaciot gatld és
apoptozist eldsegitd hatasainak fokozasat, addig a jelenlegi vizsgalatok a progresszio lelassitasa
vagy megakadalyozasa céljabol a TGFB tumorpromoter hatasainak csokkentését pl.
prometasztatikus €s immunszuppressziv hatasainak gatlasat célozzak. A legkiilonbozébb
TGFp gatlo kezelések vannak még mindig vagy inkabb Gjra preklinikai/klinikai fejlesztésben —
TGFB neutralizalo fehérjék, antitestek, receptor kinaz inhibitorok, antisensek kozil a
legjelentésebb zajlo fejlesztéseket egy tablazatban foglaltam 6ssze (1. Tablazat).

1. Tablazat Legjelentésebb TGFp utvonalat célzé készitmények és folyamatban levé vizsgalatok

név target hatéanyag tipusa daganattipus (fazis)

AP12009 TGFp2 antisense oligo astrocytoma, glioblastoma (fazis

(trabedersen) 1)

lucanix NSCLC (fazis 1I-1V)

GC-1008 TGFB2/TGFB1 antitest glioblastoma, eml6rak, NSCLC,

(fresolimumab) veserak melanoma, mesothelioma
(fazis I-11)

PF-03446962 TGFR-ALK1 elérehaladott  vastagbéldaganat,
mesotelioma és egyéb szolid
tumorok (fazis I/II)

IMC-TR1 TGFBRII elérehaladott  szolid daganatok
(fazis I/1T)

LY2157299 TGFBRI kinaz inhibitor elérehaladott HCC, prosztata,

(galunisertib) pankreaszrak, glioma, eml6rak,

TEW-197 elérehaladott  szolid daganatok
(fazisl)

Kombinécids lehetéségek:

immunterapa — durvalumab, nivolumab (anti-PD1); pomalidomide (immunmodulans), atezolizumab,

ramacinumab (IgG1)

radioterapia vagy kemoterapia (temozolomide, carboplatin, gemcitabine, lomustine, paclitaxel, capecitabine)

kinaz inhibitorok (sorafenib, regorafenib)

NSAA (enzalutamide)

1.1.2 Notch jelatviteli utvonal aktivitas/miikodés viltozdsainak daganatbiologiai
jelentosége

A Notch receptorok nagyon konzervativ szerkezetii sejtfelszini receptorok, amelyek a
sejt-sejt kapcsolatokban, sejt-sejt kommunikacidban jatszott funkcidikon keresztiil a
differenciacioval és ezzel osszefliggésben a sejtek tulélésével is kapcsolatban allnak. Az utvonal
legjobban jellemzett hatdsai még mindig az immunsejtek fejlédésének és mitkodésének
szabalyozasaban ismertek — lymphoid progenitor sejtek, T-B-sejt differenciacio
dontésmechanizmusai. Azt, hogy az Gtvonalaknak az egész szervezet fejlodését érintd szerepe
van a kiilonb6z6 knock out (KO) egérmodellekben megfigyelhetd embrionalis és perinatalis
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letalitas, az Oroklott szindromékban megjelend szervi rendellenességek (pl. CADASIL és
Alagille szindréma), illetve az elmult évtized genom szekvenalasi eredményei, a feltart
mutaciok és azok daganatbiologiai jelentségei is alatamasztjak (56,57,58).

L.1.2.1. Notch szignal

A Notch receptorok érése €s aktivacioja alapvetden harom kiilonb6z6 proteaz hasitasi

folyamattol fiigg (59). Transzlaciot, majd glikolizaciot kdvetden a Notch receptor érésében a
furinszeri protedzoknak van szerepiik, ezek biztositjdk a megfeleld heterodimer receptorok
(Notchl-4) szerkezetének kialakitasat és membran lokalizacigjat (60). A ligandok (szomszédos
sejtfelszini Jaggedl1-2, Delta-like — DI11,3,4) kotése utan elébb az extracellularis térben hasad
a molekula, ez lehetévé teszi, hogy az ADAM metalloproteazok (ADAM10, 17) hasitva a
receptort 1étrehozzak a csonka Notch receptort (NEXT) (61,62). Mig a szomszédos sejtben
bekovetkezik a ligand és az extracellularis receptor rész endocitozisa (ezt E3 ubiquitin ligazok
segitik), addig a célsejtben a gamma-szekretaz hasitas segiti (63,64) a Notch intracellularis
domén (NICD) internalizaciojat, majd nuklearis transzlokaciojat. Ezutan a kotédo
transzkripcios faktorokkal (RBPJ/CSL) és koaktivatorokkal (MAML) a DNS-hez kotédve
befolyasolja a Notch-responsive gének mitkddését (leginkabb enhancerként megsziintetve az
promoterek gatlasat) (65,66,67). Majd az NICD C-terminalis doménjének foszforilacioja
(PEST domén), ubiquitin ligazok koztik az FBXW?7 fehérje kotodése segitheti az NICD
lebontasat, de masjellegli poszttranszlaciés modositasok is befolyasolhatjdk transzkripciods
hatasait, turnoverét (PEST domén metilacio, hidroxilacio, acetilacid) (68,69). (4. abra)
A Notch receptorok hatasai igen komplexek, pleiotrép hatasaik kovetkezményei a célgének
sokféleségével magyarazhatok. Osszetett szabalyozast biztosit az is, hogy az NICD
kolcsonhatasait tobb jelatviteli ttvonallal irtak le pl. -catenin (70), Smad-ok (71), HIF1a (72).
Az utvonal sejt tipusatol fliggd hatdsait alatamasztja, hogy tobb mint 100 Notchl targetgén
azonositasat kovetden harom kiilonboz6 tipusu sejtben minddssze 5 kozos gént talaltak, amely
egyike a Myc (pl. Nrarp, Heyl, Notch3) (73).

Notch1-4

[ Jaggeqs.,
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; L4 4. abra Notch

szignal sematikus

| ' abrazolasa. A
@ . magyarazatot 1d. a
t ADAM metalloprote4z ! _\ szovegben.

(S2 hasitasi hely) Y-szekretaz komplex
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/? Target gén
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1.1.2.2. Notch utvonalat érinté mutdaciok, Notch szignal aktivitas valtozdasok
daganatokban

A Notch onkogén szerepét els6k kozott a Notchl esetében irtak le. T-ALL sejtekben
(7;9)]. Ez olyan chimera gént hoz 1étre, ami hasitott Notchl fehérje expressziot eredményez a
sejtekben. Késobb igazoltak, hogy a T-ALL-es betegek kozel 50%-at érinti valamilyen Notchl
receptor mutacido vagy funkcio-, expressziovaltozas (74,75). Ezek az elébbihez hasonldoan
ligand fliggetlen magas Notch szignal aktivitassal jarnak (76). Mas szolid tumorok esetében is
leirtak hasonl6 genetikai hibakat, amelyek konstitutivan aktivalt Notchl vagy Notch2 szignalt
biztositanak a tumorsejteknek (tripla negativ emlédaganatok 77, adenoid cisztikus carcinomak
78). Néhany tovabbi hematologiai malignitasban, B-sejtes lymphomakban és B-CLL-ben
(79,80,81,82) is leirtak Notch aktivitas valtozassal Osszefiiggd mutaciokat. Ezeknek hatasai
azonban egyértelmii konstitutiv szignal aktivitassal nem jellemezhetdk, bar emelkedett Notch
expresszio jellemezheti a szoveti kornyezetben megjelend leukémia, lymphoma sejteket.
Mutaciok masik tipusandl funkciovesztést igazoltak, amelyek példaul decoy receptorok
megjelenésével parosulhatnak az adott daganatokban (kissejtes tiidé carcinoma (83,84,85),
fejnyakrak (86), low-grade IDH mutans gliomak 87). El6bbieknél ritkabban eléfordulhatnak a
Notch utvonalban mas, nem a receptorokat, hanem az ttvonalat szabalyozd mas mutaciok is
(pl. FBXWT7).

A legjobban jellemzett onkogén hatds a Notch szignal tumorndvekedést pozitivan
befolyasold hatasa ALL sejtekben, ami Myc, NF-kB proto-onkogén overexpressziot és az
ezekkel Osszefiiggd valtozasokat vonja maga utan (88-92). Jol ismert Notch-1 targetgén még
lymphoid sejtekben a Hes1 transzkripcios represszor (93), amelynek a sejtek talélését tamogatd
hatasokban lehet szerepe. Tovabbi érdekes daganatbiologiai hatasa a Notch szignal
aktivacionak, az aktivitas szabalyozéasi zavaraival parhuzamosan megjelend Ossejtszerii
fenotipusos valtozas, pl. EMT atalakulasok, illetve egyes angiogenikus, differenciacios vagy
hormonalis hatasok (6sztrogén receptor — ER — utvonal 94, 95). Elobbieken keresztiil a Notch
hiperaktivitds a daganatsejtek hosszatavi talélésében, a daganat kiujulasaban, illetve a
metasztazisok kialakuldsaban is tumorpromoter tényezd, utobbiak szolid daganatokban,
eml6carcinomak és gliomak esetében mertiltek fel (96-100).

1.1.2.3. Notch utvonal mint target a daganatok kezelésében

A Notch utvonal gatlasa kismolekulastulyt inhibitorok, monoklondlis ellenanyagok és
egyes természetes hatdanyagok alkalmazasaval is elérheté (101). A kismolekulastlyu
hatbanyagok kozott tobbféle gamma-szekretaz inhibitor fejlesztése zajlott, zajlik:
legelterjedtebb kisérleti illetve klinikai gyakorlatban az N-N-difluorofenilacetil-L-alanil-S-
fenilglicin-t-butil-észter és szarmazékai, de sok uj hatéanyag is rendelkezésre all (MK-0752,
RO4929097, PF-03084014); vannak anti-DIl4 (enoticumab), illetve Notch monoklonalis
antitestek is. E16bbiek mellett a genistein, kurkumin, quercetin esetében is igazoltak Notch gatld
hatasokat, igy egyes vizsgalatokban ezeket is alkalmazzak, mint potencidlis Notch inhibitor
kezelések (102, 103, 104). Bizonyos munkacsoportok olyan preklinikai hatasokrol is
beszamolnak, amelyben aktivalt Notch receptorhoz (NICD) k6t6d6é hatdanyaggal (SAHM1 —
modositott MAMLI1 molekula részlet) a proteaszomalis degradacion keresztiil gatoljak a Notch
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szignal hatasat (105). Az MK-0752 klinikai toxicitasi és egyéb vizsgalatai, valamint a
preklinikai kisérletek tobbségében biztatok, de a mellékhatasok miatt a kombinalt kezelésekben
doziscsokkentések sziikségesek, amik a terapias eredmények romlasat eredményezhetik (101).
Ez a gatld docetaxel kombinacioban elérehaladott metasztatikus emlédaganatokban mutatott
jobb eredményeket a betegekben (106).

1.2. mTOR jelatviteli hdlozati csomopont aktivitds vdltozdsdinak daganatbiolégiai
szerepe

Az mTOR (mammalian target of rapamycin) szerin-treonin kinaz a *70-es években a
Husvét-szigeteken (Rapa Nui) felfedezett talajbaktériumbol izolalt gombaellenes, majd kés6bb
immunszuppressziv hatdanyagként vizsgalt €s alkalmazott gatloszerérdl kapta a nevét (107). A
kinaz a sejten beliil két eltéré Osszetételi, funkcioji ¢és inhibitor érzékenységl
fehérjekomplexben talalhatd (108). Ezek a jelatviteli hal6zatban csomdponti szabalyozoként
Osszegzik a sejt allapotarol és kornyezetébdl érkez6 informaciokat (sejtek energia- és tapanyag-
ellatottsagat, a novekedési és kornyezeti faktor receptorok utvonalainak aktivitasat), majd
ezeknek megfeleléen szabalyozzak a sejtproliferacio, a fehérjeszintézis, a talélés folyamatait
(109). Elébbicken tul a komplexek szerepe anabolikus, illetve katabolikus folyamatokban, a
tapanyagfelhalmozasban, az autofagiaban és a sejtanyagcsere egyensulyanak fenntartasaban is
egyre jobban jellemzett (110).

1.2.1 mTOR komplexek szerepe a jelatviteli hdalozatban

Az mTOR kinaz sokoldalti hatdsaiban fontos szerepe van a két szerkezetileg és
targetfehérjéiben is eltéré komplexnek, az mMTORC1 és mTORC2-nek. A jelenleg ismert gatlok
segitik az érintett hatdsok vizsgalatat, de egyeldre olyan gatloszer még nem all rendelkezésre,
amely kizarolag az mTORC?2 hatésait befolyasolna. Az mTOR foszfatidil-inozitol-3-kinaz kot
fehérje (PIKK molekula csaladba sorolhatd) szerkezetének jellegzetességei, a vazfehérjék és a
komplexek egyéb elemei is meghatarozzak az inhibitorok, illetve a targetfehérjék kotddését. A
kinazban, a C-terminalis FAT doménhez (FRAP-ATM-TRRAP=FAT-domén) legkozelebb a
kinaz domén (KD-domén), az N-terminalis felé ez utan az FRB-domén (FKBP-12 kot6 régio),
majd egy kovetkez6 FAT domén és végiil két alfa hélixbdl allo6 HEAT motivum talalhatod
(Huntington elongacios faktor) (111).

Mindkét mTOR komplex kozos eleme az mTOR kindz és az mLST8 fehérje. A C1 és
C2 komplexek tovabbi elemei azonban kiilonboznek nemcsak szamukban, hanem azok Raptor
(mTORC1 karakterisztikus eleme) vagy Rictor (MTORC2 karakterisztikus eleme)
szomszédos FAT domén egyes elemeiben vannak azok a részek, amelyek a mTOR-Raptor €s
MTOR-Rictor kotések €s ezzel a két kiilonbozé komplex szerkezetének kialakulasaért felelnek.

Az mTORC1 komplexben a Raptor-mTOR-mLST8 fehérjék kapcsolddasa olyan
térszerkezetet hoz 1étre, amelynek kovetkezménye pl. az mTORC1 komplex lizoszomalis, késoi
endoszomalis lokalizacioja (113); illetve olyan szerkezet kialakulasa, amelyben az FRB-
doménhez, az FKBP-12 fehérjén keresztiil a névado inhibitor molekula — rapamycin (114) —,
¢s az S6 kinaz (S6K) vagy mas mTORCI targetfehérje kotni képes (115). Az mTOR
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komplexekhez kapcsolodd egyéb kisebb elemek is befolyasoljak, elsésorban gatoljak, az
MTORC1 komplex mikodését (DEPTOR az FAT doménhez kotédve, mig a PRAS40 a
Raptoron keresztiil) (116).

Az mTORC?2 inhibitor érzékenységével, funkcidival és lokalizacidjaval kapcsolatban
sok Uj adat jelent meg az elmult években, ezekben még tobb vitatott pont is van. Egyre tobben
tamasztjak azonban ald, hogy ez a komplex is membran lokalizalt helyzetben talalhato és
aktivalodik (117). Egyes korai in situ IHC vizsgalatok — elképzelhetd, hogy aspecifikus
immunreakciok miatt — a sejtmagban is megfigyelték a Rictort (118). A legujabb eredmények
azonban a sejtmagban nem, csak a plazmamembranban, a mitokondrium membranjaban és az
endoszomakban igazoltak az mTORC2 komplex el6fordulasat (119). Az mTORC2
komplexben Raptor helyett Rictor vazfehérje talalhato, igy a molekulaban az FRB régio6 zartabb
szerkezetben helyezkedik el, ezért az FKBP12-rapamycin kotédni és az mTORC2 komplex
aktivitast direkt modon gatolni nem képes (120, 121). Az mTORC?2 funkciot az mTORC1
komplexéhez hasonloan gatolja a DEPTOR, tovabbi szabalyozé funkcioval bir a Rictorhoz az
mTORC2 komplex elemeként k6t6dé mSINL, illetve a Protorl/2 (122).

Miutan a kétezres évek elején igen korszerli biokémiai, sejtbiologiai és génmanipulacios
vizsgalatokkal nemcsak élesztében, hanem human vizsgalatokban is aldtdmasztottdk a két
komplex (123,124,125) el6fordulasat, Gjabb ¢és tjabb targetfehérjéken keresztiil, szamos
cellularis folyamatban igazolodott a két komplex szerepe (126). Elsok kozott az S6K 1 és 4EBP1
MTORCI1 célfehérjéket, illetve az SGK, PKC, illetve az Akt specialis motivumait, mint
mTORC?2 foszforilacios célpontokat azonositottak (127,128,129). Parhuzamosan ezekkel az
mTOR komplexek szabalyozasi folyamatait és az mTOR jelatviteli Gitvonal negativ/pozitiv
feedback mechanizmusait is jellemezték.

Ismert, hogy a legtobb novekedési faktor Gtvonal érintett a két komplex aktivitasanak
szabalyozasaban (RTK-RAS-MEK-ERK vagy RTK-PI3K-AKT utak). lgazolva az mTOR
komplexek novekedésben jatszott precizidos regulator szerepét — elsésorban a C1 komplex
esetében — a gliikdz, glutamin, zsirsavak mennyisége, a hipoxia, az energiaellatottsag, az
aminosavak koncentracidja €s egyéb cellularis stresszhatdsok is befolyasoljak (5. abra)
(130,131,132).

Megfeleld tapanyag- €s energiaellatottsag mellett a Rag heterodimer a lizoszomahoz
horgonyozza az mTORCI1 komplexet, igy az Rheb GTP-az fehérje foszforilalhatja és
aktivalhatja az mTOR kinazt — amennyiben a novekedési faktor utvonalak biztositjak
aktivitasanak feltételeit (pl. PI3K/AKkt aktivacio, TSC1/TSC2 foszforilacié vagy RAS-medialt
ERK, RSK). mTORCI1 aktivaciéo utan a targetek koziil kitiintetett szerepe van az S6K1
foszforilacionak mint feedback mechanizmusnak, ativacid utan foszforilalva az IRS1-et, az
S6K1 gatolja a PI3K-Akt szignal tovabbi hatasait (133,134). Az Gtvonal aktivitasat negativan
szabalyozza az ubiquitin proteaszoma rendszer is, az FBXW?7 fehérjék mutacidja esetében
példaul csokken az mTOR kindz lebontasa és fokozott mTOR aktivitas figyelhetd meg (135).

Az AMPK mint az energiaellatottsag egyik fontos szenzora, az AMP szint emelkedésével
parhuzamosan a Raptor foszforiladlasaval, illetve akar kozvetett modon a TSC2-n keresztiil is
gatolhatja az mTORC1-et (136). A sulyos DNS kérosodéasok is géatat szabhatnak az mTORC1
fliggd novekedési folyamatoknak, az ATM-p53-medialt AMPK aktivécio elébbi hatdsain keresztiil
(137). Az aminosav szintek csokkenése szenzor mechanizmusaikon keresztiil (Id. késobb —
CASTOR, GATOR, SAMTOR, KICSTOR) szintén gatolhatjdk a Rag heterodimer kozvetett

19



dc_1829 20

mTORCI lizoszomalis aktivaciot kialakitd hatasait, gatolva ezzel az mTORC1-et (138,139). (6.

abra)
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5. abra mTOR Kkindz, mTOR Kkomplexek szerkezete és szabalyozo szerepe, illetve jelatviteli halézati
kapcsolatainak vazlata. A két mTOR komplexet alkotd fehérjék és a rontgen krisztallografids eredmények alapjan
késziilt vazlatos szerkezete (a.); a két komplex szabalyozo6 funkcidinak 6sszefiiggései (b.)

Az mTORCI1 komplex célfehérjéi foszforilalasaval vesz részt a mRNS transzlacio, a
fehérjeszintézis, degradacié (protein turnover), a nukleotidszintézis szabalyozasaban, illetve
nagyon fontos eleme a katabolikus és anabolikus folyamatok kontrolljanak is. A transzlacids
folyamatokban az S6K-t kovetd riboszomalis S6 fehérje foszforilacio, illetve az RNS polimeraz I-
IIT aktivéacio és a PDCD4 inaktivalasa nemcsak a riboszémak szerkezetére kifejtett hatdsok révén
segitik a transzlacié folyamatait (140). A 4EBP1 fehérje foszforilacidja, a PDCD4-hez hasonléan
kiilonb6z6 elongacids inicidcios faktorok (pl. eIF4E, illetve elF4B) felszabaditasaval segiti a
transzlaciot (141).

Az mTORC1 komplex az MTHFD2 (metil-tetra-hidro-folat-reduktaz) ATF4 fliggd
expresszio fokozéasan at kozponti szabalyozdja a tetrahidrofolat ciklusnak, a purin szintézisnek, de
a komplex pirimidin szintézis szabalyozé hatdsai mas uton is €rintik a nukleinsav anyagcserét
(CAD - carbamil-foszfotranszferaz — aktivacioja) (142). A fehérjék turnoverében a
fehérjeszintézisben jellemzett mTOR funkciok mellett, az autofagia vagy a lizoszomak,
proteaszomak kialakuldsat gatlo hatasok is (pl. ULK1, ATG1, UVRAG, TFEB vagy Erk5) nagy
jelentdségliek (143). Az mTORCI eddigi hatasait kiegésziti a lipidanyagcsere szabalyozasaban
fontos SREBP tobb szintli aktivalasa (S6K foszforlilacié vagy lipin hatasainak gatlasa), illetve a
glikoz, glutamin és aminosav anyageserét érintd regulacios szerep is, amelyek az mTORCI1
komplex anyagcsereszabdlyozo hatasaival fiiggnek Ossze. Az SREBP1-2 és PPARy aktivitas
fokozddas a zsirsav é€s lipid szintetikus folyamatokat segiti, alacsony szterol szint fokozza pl. az
endoplazmatikus reikulumbdl a sejtmagba jut6 SREBP mennyiségét, igy a lipidek, koleszterol
szintézisét (144,145).

Parhuzamosan a komplex de novo purin és pirimidin anyagcserét tamogaté hatasai a DNS
szintézis, a sejtosztodds novekedés igényeit szolgaljdk az osztdodod sejtekben. A felépitd
folyamatokhoz, a makromolekulak szintéziséhez azonban energiara és szénforrasokra is sziiksége
van a magas mTOR aktivitasa, novekvo sejteknek. Nem véletlen, hogy ennek érdekében az mTOR
aktivitas glikolizis tamogato hatdsai is megjelenhetnek a novekedés bioenergetikai egyensulyanak
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megteremtésében. Az mTORC1 serkenti a glilkozfelvételhez sziikséges transzporterek
expresszigjat, a glikolitikus enzimek termelését, ¢és egyes mitokondridlis bioenergetikai
folyamatokat, pl. a mitokondriumok keletkezését is (146).
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6. abra mTOR kiniaz, mTOR komplexek jelatviteli halézati kapcsolatainak vazlata. az mTOR kinaz aktivitas
szabalyozasa a jelatviteli halézatban , a részletesebb magyarazat a szovegben talalhato.

Ebben a szabdlyozéasban Kkitiintetett szerepe van a HIF1a fliggd glikolitikus enzim
expresszio valtozasoknak (GLUT1, MCT1, HK2, LDHA), de a pent6z-foszfat ut enzimeinek
expresszidjaban is fontos szerepe van az mTORC1-nek (147,148). EI6bbi esetében nem szabad
elfeledkezni a hipoxia és a ROS mTOR aktivitast érintd, elvileg negativ hatasair6l sem. Ezek
esetében a szoveti szintll mikrokdrnyezeti kiilonbségek, a sejt allapotatdl fliggden pillanatok
alatt valtoztathatjdk a lokalis mTORCI aktivitast a szovetben. Igy tudjik fentartani a
pseudohipoxia daganatngvekedést segitd hatasait, mig parhuzamosan kompenzalhatjak a ROS-
szint emelkedés karos cellularis hatasait is (pl. HIFla és SOD szabalyozas kiilonbségei és
dinamikus valtozasa, illetve ezek potencialis szerepe a terapiarezisztenciaban egy jelenleg is
intenziven kutatott teriilet) (149).

Az mTORCI1 komplex lizoszoémalis lokalizacidjanak kitiintetett szerepe van, a sejtek
novekedésekor a fehérjék felépitéséhez sziikséges aminosavak elérhetdségének
monitorozasaban; pl. a leucin, arginin, s-adenozil-metionin lizoszémalis aminosav Sszintek
fiiggvényében a CASTOR/SAMTOR/GATOR/KICSTOR ¢és Rag GTP-azok ki- illetve
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bekapcsoljak az mTORCI aktivitast a sejt aktualis allapotanak megfeleléen. Ez biztositja, hogy
csak megfelel6 aminosav szintek mellett novekedhetnek a sejtek (150,151). Ismert az is, hogy
az mTOR komplexeknek szabalyozo6 hatasa a glutamin anyagcserében és ebben az mTORC1
komplex mellett. alegijabb adatok szerint az mTORC?2 is részt vesz. Az mTORC1 komplex
aktivitasa direkt modon fokozza a GLS fehérje termelését, és megakadalyozza a sirtuin-4 GDH
enzim gatld hatasat is. Mig mMTORC2 aktivitas fiiggben az Akt megakadalyozza a
FOXO03/FOXO04 nuklearis transzlokaciojat és ezzel a glutamin-szintaz szint emelkedését (152).
Az mTOR fiiggd szabalyoz6 hatasok €s glutaminolizis tumor novekedést tamogatd szerepe
kozotti Osszefliggés szamos daganat esetében mertil fel. A terapiarezisztencidban, illetve az
mTOR gatlokkal szembeni rezisztenciamechanizmusok kialakuldsaban azonban a két komplex
kiilonb6z6 hatdsainak és ezen keresztiil a két komplex mennyiségi viszonyainak pontos szerepe
tovabbi vizsgalatokat igényel (7. abra) (153).
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7. abra mTOR komplexek kiilonb6zo target fehérjéi és a szabalyozott biolégiai folyamatok, aktivitasok.
Adott komplexek targetfehérjéi, a serkenté (fekete nyil), illetve gatld (piros pontvégli vonal) foszforilacio,
valamint az érintett, szabalyozott folyamatok lettek feltiintetve az abran.

A RICTOR, mTOR illetve mLST8 kititésekor megfigyelték a sejtvaz atépiilésének
rendellenességeit Is, ennek kovetkezményeként karosodott kemotaxist és migraciot, a
daganatok csokkent metasztazis képzését irtak le. Mivel ezekben az esetekben a jellegzetes
MTORCI funkciok nem sériiltek, azonositasra keriilhettek egyes mTORC2-medialt szabalyozo
folyamatok, koztik a PDKI1, az SGK1 és az Akt kindz bizonyos foszforilacioi (154),
amelyekkel Osszefiiggnek az mTORC2 komplex jellegzetes szabalyozo hatdsai: a sejtvaz
atépiilés iranyitasa; mTORC2 fliggd autofagia gatld hatasok; valamint az mTORC2 gliik6z
anyagcserében és oxidacioban felmeriild szerepe.

Az utobbi két hatas még kevésbé jellemzett és az is fontos, hogy ezek tobbsége az Akt
sokoldalu hatasai kozott is szerepel (a migracio, az apoptozis, a tulélés €s az autofagia
szabalyozasa), bar a kiilonb6zé mértéki és lokalizacioju Akt foszforilacioknak specifikus
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funkcioi is lehetnek. Bizonyos esetekben elengedhetetlen a Ser473-as Akt foszforilacio,
amelyre csak az mTORC2 képes (155). Az mTORC2 hatasai kozé tartozik még a
stresszfaktorok esetében a FOXO1/3a transzkripcids faktorok foszforilacidja a NAD kindz
aktivitds szabalyozasaban vagy a két mTOR komplex kozotti szabalyozd mechanizmusok
visszacsatolasa is (TSC2 gatlasa, mSIN1 foszforilacio) (156), ezek pontosabb megismerése
szintén segithet az mTOR inhibitor rezisztencia mechanizmusok feltarasaban a jovében.

1.2.2 mTOR szabalyozasi zavarok jelentosége human betegségekben

Az egyik fontos jellemzdje az mTOR ttvonalnak, hogy hasonld (konzervativ)
valamennyi eukariota sejtben éleszt6tél emldsokig. A bioenergetikai kiillonbségekhez nemcsak
a sejteknek, hanem a magasabb rendiiek esetében a szerveknek, st az egész szervezetnek
alkalmazkodnia kell, igy az mTOR aktivités jol szabalyozott szerepének fiziologiai jelentdsége
nem meglepd. A daganatokban megfigyelt koros mTOR hiperaktivitdson tul szdmos betegség
kialakuldsaban, progresszidjaban irtdk le az mTOR aktivitas zavarat az elmult két évtizedben.
Ugyan munkdmban elsésorban a malignitdisok mTOR hiperaktivitasaval, ezek metabolikus
jelentoségével foglalkoztam, az mTOR szabalyozasi zavarok életmoddal vagy az dregedési
folyamatokkal 0Osszefiiggd valtozasainak, szerepének attekintése is segiti a komplex
szabalyozas daganatbiologiai jelent6ségének megértését (8. abra).

Az mTOR aktivitds bioenergetikai szerepe a szervezet anabolikus és katabolikus
egyensulyanak biztositasaban, adott szovetekben a funkcioktol és az aktualis allapottdl is fiigg.
A hipotalamusz arcuate nucleus funkcidézavara és az mTOR aktivitas valtozas szerepe az
elhizas hatterében jol ismert; az ¢hségérzetet magas tapanyag- és hormonkoncentracié (leptin,
inzulin) mellett az emelkedett mTORCI1 aktivitas csokkenti (157). Elhizaskor, az elérhetd
tapanyagbdség azonban folyamatosan magas mTORCI aktivitast okoz, ami sejttipustol fliggd
valtozasokat indit el a sejtekben.
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8. abra mTOR aktivitas zavarok szerepe ismert a legkiilonb6z6bb szerveket érinté megbetegedésekben. Az
abran a kiilonboz6 szerveket, szervrendszereket érintd mTOR aktivitas zavarokkal 0sszefliggdé néhany ismert
betegséget (amelyekben az mTOR aktivitas mint potencialis target is szerepet jatszhat) soroltam fel

Ennek egyik kovetkezménye az inzulin fiiggetlen mMTORCL1 aktivitas emelkedés
kovetkeztében kialakuldo S6K 1-n keresztiili negativ visszacsatolas, ami az IRS1 gatlasat, az Akt
fiiggd folyamatok kiesését okozva szerv specifikusan segiti a I1-es tipusu diabetes kialakulasat
(158): a. az ¢hségérzet csokkenés elmarad, igy folyamatos taplalékfelvétel inger jellemz6 a
hipotalamuszban, b. a zsirtomeg emelkedésével a szabad zsirsavak szintje nd, c. az
izomszovetekben fokozodik a fehérjék lebontasa, a glikogénszintézis és szisztémas
inzulinrezisztencia alakul ki, d. mTORCI1 aktivitas kovetkezményeként hiperlipidémia
jellemzé a majban, és az inzulin rezisztencia kovetkeztében fokozott gliikoneogenezis és
hiperglikémia jon 1étre, €. az inzulinigényt a hasnyalmirigy sejtjek nem képesek kiszolgalni, az
els6 fazisban még fokozddo inzulintermelés utan a sejtek kimeriilnek; inzulin hianyaban az Akt
szignal a sejtek tulélését tamogatd mechanizmusait Sem biztositja, a sejtek elpusztulnak, végiil
mar nem termelédhet inzulin; kialakul a ll-es tipust diabetes. A zsirszévet mennyiségének
emelkedése fontos rizikofaktor a Il-es tipust diabetes kialakuldsdban. A magas tapanyag-,
inzulin- és gyulladasos citokin koncentracié fokozza az mTORC] aktivitasat és kozvetlentiil is
hozzajarul a zsirszovet képzddéséhez.

Az anyagcsere és az inzulinszignal szabalyozasan keresztiil az mTOR-nak szerepe van
kardiovaszkularis folyamatokban is. Diabetesben és elhizaskor a magas glikozszint, igy
kialakul6 allandéan magas mTOR aktivitas fokozza az angiotenzin II termelést, az erek
simaizomsejt proliferaciojat, ami az atherosclerosis és a magasvérnyomas kialakulasat is
elosegiti. A megjelend inzulinrezisztencia tovabb emeli mTORCI1 aktivitast, az a
szivizomsejtek novekedését serkentve kardialis hipertrofiahoz vezet (159,160). Nem véletlen,
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hogy a kaloriamegvonas jotékony hatasai mellett az elébbi folyamatok iddben megkezdett
diétaval még visszafordithatok lehetnek.

Az elébbiekhez képest az mTOR komplexek immunregulator szerepe a velesziiletett
¢s a szerzett immunvalaszokban talan még komplexebb. Az mTOR aktivitas valtozasa a
legkiilonb6zébb immunsejtek: a neutrofil-, a hizé-, az NK-, a kiilonb6zé T- és B-sejtek,
makrofagok ¢és dendritikus sejtek funkcioit érinti. A rapamycin elsoként jellemzett
volt. Tobb immunoldgiai jelentéségii citokin, novekedési faktor hatasa szabalyozza az mTOR
aktivitasat (161,162). Az IL-2, IL-4 és CD28 potencialis aktivatora az mTORCI1-nek T-
sejtekben, mig a PD1 gatolja az mTOR-t a T-sejtek felszinéhez kotédve. A BCR (B cell
receptor) szignal emeli, gatléi csokkentik a B-sejtek mTOR aktivitasat. A TLR (Toll-like
receptor) és CD40 a PI3BK/mTOR tengelyen keresztiil segiti az antigén-medialt B-sejt
aktivaciot. Az elébbieken til az mMTORC1 monitorozva a sejt allapotat és egyéb kornyezeti
szigndlok hatdsit (ATP/AMP arany, hypoxia, stressz, leptinek) befolyasolja a lymphocytak
lymphocytakban is a katabolikus folyamatok aktivabbak, az mTOR gatolt és a sziikséges
fehérjék szintéziséhez a minimalis energiat az autofagia nytjtja. Aktivaciot kovetden a T- és B-
sejtekben anabolikus folyamatok indulnak, amihez altalaban intenzivebb glikolizis biztositja az
energiat és az ,,alapanyagokat” (163). Ezek a valtozasok jol ismert immunoldgiai Gtvonalak
hatasaival is kapcsolatosak, amely szignalok tobbsége érinti az mTOR csomdpontot, elsGsorban
az mMTORC1-et. Ezzel 6sszefiigg, hogy az AMPK aktivitas vagy a gliikolizis gatlo kezelések a
rapamycinhez hasonl6 hatastiak, T-sejt anergiahoz vezetnek. Az adaptiv immunvalaszban a
dendritikus sejtek, az antigén prezentalé sejtek funkcioi, a kostimulcios molekuléak és citokinek
(pl. IFNy, IL1B, IL-10) termelése, az antigénfelvétel és -feldolgozas mTOR aktivitas nélkiil
nem valosul meg. A myeloid fagocitdk TLR szignal-medialt patogének indukalt citokin,
kemokin receptor funkcioéi, az I-es tipust IFN valasz is PI3BK/mMTOR szabalyozas alatt all. Az
is fontos azonban, hogy ezeknek az Gtvonalaknak a gatlasa, mTOR gatlok alkalmazasa elobbi
Osszetett szabalyozd mechanizmusok kontrolljat felboritva hozzajarulhat a lokalis, steril,
immunszuppressziv hatas mellett kialakul6 gyulladasos folyamatokhoz is, ami az mTOR gatlo
kezelések egyik nem elhanyagolhaté mellékhatasa. (164)

Az mTOR-szignalnak, a fehérjeszintézis és az autofagia szabdlyozasaban jatszott
szerepe neuroldgiai folyamatokat is érint. Az mTORCI aktivitds segiti a tanulassal,
memoriaval Osszefiiggd fehérjék termelését, egyes szinapszisok kialakulasat. Egerekben
magas mTOR aktivitast mutattak ki a nucleus accumbens-ben rendszeres alkoholfogyasztas
mellett és ezt Osszefiiggésbe hozzak az mMTOR fiiggdséget szabalyozo6 hatasaival (165, 166,
167, 168). Az antidepresszansok emelik az mTOR aktivitasat ezzel 6sszefiiggésben az mTOR-
fiiggd szinapszisok kialakulasat (166). Egyszeri rapamycin kezeléssel gatolni lehet az
alkoholfiiggdség egyes viselkedési zavarait, pl. a rohamivast (169). Az epilepsziaban tiizel6
neuronok mTOR hiperaktivitasa is ismert jellemzd (170). Az mTOR autofagia gatlé hatasainak
pedig a neurodegenerativ korképekben van jelentésége. Parkinson-, Alzheimer- vagy
Huntington-kor esetében a koros fehérjék felhalmozodasaban az mTOR aktivitas autofagia
gatlasanak szerepe egyre jobban ismert (171,172). Nemcsak kisérletes adatok, hanem a
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kurkumin és mas gyogynovénykészitmények, illetve a specifikus mTOR gatlok jotékony
hatasat mutatjak a vizsgalatok az el6bbi toxikus fehérje felhalmozddas csokkentésében (173).

1.2.3. mTOR hiperaktivitisa daganatokban

Az oregedéssel parhuzamosan zajlo folyamatok lassitdsa szamos betegségben fontos
szempont. Tobb vizsgalat megerdsiti, hogy a kaldriaszegény diéta és az mTOR gatlok
meghosszabbitjak a varhato élettartamot, lelassitjadk az oregedési folyamatokat. Az elmult
évtized eredményei alapjan napjainkra elfogadott, hogy az mTOR aktivitas altal szabalyozott
folyamatok a kor eldre haladasaval felerdsitik a sejtek €s a szovetek oregedését, igy felmeriil
(174,175). Elébbiekben fontos mTORC1 aktivitas tamogatott valtozasok a kovetkezok: a.
proteinszintézis és transzlacios stresszhatasok miatt kialakuld oxidativ stressz, felhalmozodo
karos, metabolikus melléktermékek (pl. ROS mitokondrium karosit6 hatasai); b. az autofagia
gatladsa, ami miatt a sejtben keletkezd koros szerkezetli organellumok vagy fehérjék
megsemmisitése, megijulasa zavart szenved, ezek felhalmozdodnak a sejtekben; c. a magas
mTOR aktivitds egyes eredmények szerint elvezethet az Ossejt pool kimertiléséhez ¢és
szeneszcens fenotipusos jellegzetességek megjelenéséhez, illetve ezekkel parhuzamosan
gyulladasos citokinek termeléséhez a mikrokornyezetben; d. tovabba a sejtek tapanyag és
energia szenzitivitdsa is csokken, igy adott folyamatok, akar koros sejtek ndvekedése
szabalyozatlanna valik a szovetben. Ezeknek a valtozasoknak a tobbsége az oregedd sejtek
mellett a daganatos sejtekben is megfigyelhet6, persze mas Osszefliggésben, mivel a
daganatokban a tumorpromoter funkciok feler6s6dése és a tumorszuppresszor funkciok kiesése
all a hattérben.

Mivel az mTOR aktivitas olyan biologiai folyamatok sziikséges feltétele, mint a
fehérjeszintézis, gliikozhasznositas, sejtosztodas, proliferacid, novekedeés vagy tulélés, nem
meglepd, hogy funkcidzavara, elsGsorban hiperaktivitdsa a daganatok megjelenésével,
kialakulasaval és progresszidjaval is kapcsolatba hozhat6. Daganatokban hiperaktivitasa
alapvetden haromféle mTOR szignalvaltozassal hozhato Osszefliggésbe: a. mTOR kindz
génmutaciok, b. az mTOR komplexet, illetve elemeit és aktivitasukat direkt modon szabalyozo
fehérjék mutacioi, c. a jelatviteli halozatban bekdvetkezd valtozasok elsdsorban onkogén illetve
tumorszuppresszor génmutaciok vagy aktivitas valtozasok, amelyek az mTOR kinaz aktivitasat
is fokozzak.

Az egyik els6 atfogo tanulmanyban 2014-ben is mar tobb mint 30 mTOR kinaz domént
érintd, konstitutiv aktivacidt okozod mutéacidt azonositottak a legkiilonbozébb daganatok
esetében (176). Ezek jelentéségét és tovabbiak el6fordulasanak gyakorisagat azota szamos
tumorban jellemezték (9. abra). A szolid daganatok kozel 5%-a hordoz mTOR kinaz aktivalod
mutaciokat, amelyek pl. endometrialis tumorokban, melanomakban, gyomor-,
béldaganatokban, illetve vese- és tiid6 daganatokban is eléfordulhatnak (177).
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Az mTOR komplex elemek koziil a Rictor amplifikacié €s fokozott expresszid
jelentéségét emlédaganatokban, kissejtes tiidéddaganatokban, fejnyaki daganatokban és gyomor
adenocarcinomakban irtdk le (178,179, 180,181,182). A Rictor fehérje mennyiségének
emelkedését és ezzel az Akt aktivitas fokozodasat azonban szamos tovabbi daganat esetében is
megismertiik az elmult évtizedben. Munkacsoportunk is tobb daganattipus fokozott Rictor
expressziojat és mTORC2 aktivitasat jellemezte. Egyéb mutaciok, amelyek a jelatviteli
halozatban az utvonal hiperaktivitdsat vagy negativ szabalyozdsanak kiesését okozhatjdk, a
Rictor amplifikacional joval gyakrabban fordulnak el6. Ilyenek pl. a PI3KCa, az Aktl, PTEN,
TSC1, TSC2 vagy az LKB1 mutaciok. A PI3KCa mutacidi eml6-, ndgyogyaszati daganatokban
(>20%), illetve vastagbél daganatokban gyakoriak; a PTEN muticiok az endometridlis és
kozponti idegrendszeri daganatokban fordulnak eld 10%-nal gyakrabban.

A TSCI mutaciok hugyuti és endometridlis daganatok 5-6%-aban, a TSC2 pedig az
endometridlis daganatok mellett, méhnyakrakok, m4j- és tiidddaganatok 4-7%-4ban fordul eld.
A PTEN vagy a TSC1/2 kiesése prosztatata-, endometrium-, emlé-, petefészekrakban,
melanomékban és gliolastomakban; utobbi veserakok mellett inkébb joindulata daganatokban
jellemzo (pl. hamartoma, angiofibroma, rhabdomyoma) (183,184).
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Aktl mutacié frekvenciaja mar alacsonyabb (3-5%) (pl. eml6-, vastagbél-, tiid6-,
gyomor- és petefészekrakban) (185), de az Akt2, illetve az Akt3 mutacioi el6fordulhatnak pl.
pankreasz-, petefészek-. emld-, fejnyak- és vastagbéldaganatokban (186). Az LKB1 mutaciok
pedig a méhnyakrak, vékonybél- és tiidodaganatok 10-15%-aban jelennek meg. Azokban a
daganatokban, amelyekben gyakoriak a Ras/Raf mutaciok, a TSC1/2 funkcié gatlasa segiti az
mTOR aktivitas fokozddasat pl. melanomakban, tiido- és coloncarcinomakban.

Természetesen nem szabad megfeledkezni azokrol a ndvekedési faktor receptor
mutaciokkal (pl. EGFR, HER2) 0Osszefiiggd kozvetetett mTOR hiperaktivitasokrol sem,
amelyek adott daganattipusoknal jelenlegi célzott terdpias jelentdségiilk miatt sem
kérdojelezhetok meg. Az mTOR hiperaktivitas hatterében PI3K hiperaktivitas figyelheté meg,
amelyben a katalikus alegység ritkdbb mutaciéi mellett leginkdbb a novekedési faktor
receptorok aktivaldé mutaciéo allnak (187,188,189) (pl. gyomor-, emld-, vastagbél-,
endometrium, tiid6, és petefészekrakban, gliomakban, hematoldgiai dagantokban is). Elébbiek
alapjan nem meglepd, hogy a rosszindulatii daganatok tobb mint 50-70%-4ban konstitutiv
mTOR kinéz aktivitast figyelhetiink meg (190). Amelyekhez bizonyos esetekben kimutathaté
Rheb overexpresszi6 tarsulhat, mint az mTOR hiperaktivitas oka (pl. lymphomak, fej-nyaki- és
emlédaganatok) (191).

Az mTOR hiperaktivitdsnak jelentOséget tulajdonitanak a terapiarezisztencia
kialakulasaban is. Az elmult évtized legtobb, a daganatok mTOR hiperaktivitasat és a
legkiilonb6zébb daganatos betegségek prognoédzisat érintd vizsgalataban, a magas mTOR
aktivitas és a rosszabb tlélési adatok kozott szignifikans Osszefiiggést mutattak ki (192). Az
mTOR kindz aktivitasa ezért is, illetve a jelatviteli haldzatban betoltdtt kozponti szerepe €s
szamos egyéb ttvonallal fennallo kapcsolatai miatt is lehet idealis target (10. abra). Példaul a
PI3K, PTEN mutéici6 megjelenése esetén HER2 ellenes terdpiarezisztens tumorokban a
mutacio kovetkezményei targetalhatok mTOR kinaz gatloval (193,194,195). Ezek alapjan
mTOR hiparaktivitas igazolasa mellett, a jelenlegi terapiakkal szemben érzékenyithetévé valhat
adott daganat mTOR inhibitor kombinalt terapidkban, igaz a mellékhatasok kezelése sok beteg
esetében ilyenkor azért nem kis kihivast jelent.

Az el6bbi mutaciokat és jelatviteli aktivitas zavarokat, azok Osszefiiggését az mTOR
hiperaktivitassal attekintve, nem meglepd, hogy, ha a PubMed adatbazisban az ,,mTOR” és a
,,cancer” kulcsszavakra keresiink, akkor a taldlatok szdma is mutatja, hogy a novekvd
érdeklddés a daganatok mTOR aktivitasanak kutatasai irdnt mar a kétezres években megjelent
(11. abra). Ekkor figyelték meg el6szor vesetranszplantacid utdn megjelend vesedaganatok
kezelésében az immunszuppresszidban a rapamycin konverzid tumorellenes hatasait (196).
2005 utan ez a figyelem, ¢és a daganatok mTOR aktivitasaval kapcsolatos kézlemények szdma
is exponencialisan novekedett.
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10. abra AZ mTOR kinaz kozponti szerepe a jelatviteli halozatban és ezek Gsszefiiggése egyes betegségek
kialakulasaval. Az abran az mTOR aktivitds szabalyozasa alatt all6 szamos faktor szerepel, amelyek esetében

.....

Az érdeklédés az mTOR aktivitas zavarokkal kapcsolatos kutatasok irant az elmult 5
évben sem csokkent, szdmos daganat tipus esetében jellemzésre keriilt a magas mTOR aktivitas,
illetve ezek hatterében allo jelatviteli szabalyozasi zavar. Jelenleg pedig ujabb és tijabb
inhibitorok hatas- és fazisvizsgalata folyik vagy zarul le kiilonb6z6 eredményekkel.
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11. Abra mTOR + cancer/tumour Kkeresési talalatok évekre bontott eredménye a PubMed adatbazisban

1.2.4. mTOR mint target a daganatok kezelésében

Az els6 torzskonyvezett mTOR gatlészer a rapamycin, amely elGszor
transzplantacioban immunszuppresszans hatéanyagként keriilt alkalmazasra (197). Jelenleg,
mint klasszikus — els6generaciés — mTOR gatlok a rapamycinnek, illetve szarmazékainak
(temsirolimus, everolimus, deforolimus) immunszuppresszans hatasai mellett a daganat
novekedésgatlo hatasai is egyre nagyobb hangsulyt kapnak. Vesetumorok utan, az mTORCI
aktivitas ciklin D1 fehérje taltermelést és a daganatnovekedést biztositd szerepét bizonyitva
els6ként a kopenysejtes lymphoma (MCL) kezelésében vezették be alkalmazasat (198).
rapalogok a rapamycin szarmazékai, jobb oldékonysagu és stabilitasi tulajdonsagt allosztérikus
inhibitorok. A harom jelenleg klinikai alkalmazasban elérhetd rapaldog a temsirolimus (CCI-
779), az everolimus (RADOO1) és a ridaforolimus (MK-8669).

Tumorellenes kezelésekben altaldban alacsony dozisban lehetdség szerint naponta
alkalmazzak a rapalogokat pl. AML-ben (temsirolimus), elérehaladott vesedaganatok,
neuroendokrin daganatok, hasnyalmirigy- és emésztérendszeri, illetve egyes tid6- és
emlédaganatok esetében (everolimus). Az el6bbi elsdgeneracios mTOR gatlokat (rapalogok)
mono-, és gyakrabban kombinacids terapiakban alkalmazhatjak (200,201,202). A monoterépias
rapalog kezelések sajnos nem hoztak a vart eredményeket, kombinaciok esetében viszont a
mellékhatasok jelentenek gyakori problémat, igy parhuzamosan hatdanyagfejlesztések,
fazisvizsgalatok is folynak sok esetben (2. Téablazat) (203).

A rapalogok mellett folyamatosan jelennek meg az Ujgeneracidos, mTORCI1-et és
MTORC2-t is gatld kettds inhibitorok (pl. vistusertib), illetve egyéb dual inhibitorok (pl.
dactolisib). Ezek kiilonb6z6 klinikai fazisvizsgalatokban vagy egyes esetekben egyedi
engedélyezésekkel érhetéek még csak el. Az tjgeneracios mTOR gatlok az mTOR kinaz
aktivitasat a komplextdl fiiggetleniil, C1 és C2 komplexben is gatoljak; illetve mas, a jelatviteli
halozatban 1év6 kinaz — pl. Akt vagy a PI3K — aktivitasat is gatolhatjak. A masodik generacios
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gatlokat a kinaz katalitikus aktivitasa ellen tervezve fejlesztették, altalaban ATP kompetitiv
hatasuak. Ilyenek pl. a PP242, illetve szarmazéka az MLNO128 (INK128), ugyanebbe a
csoportba sorolhat6 a jelenleg mar az AstraZenecéhoz tartozé kinolon, régi nevén Torinl és a
Torin2 is (213). A dudl inhibitorok a negativ ,,feedback loop” hatasok kikiiszobolésére is
lehetdséget adnak, elsoként ezek kozott a P1103, majd ennek szarmazékai jelentek meg (P1450,
P1620, NVPBEZ235 (dactolisib) vagy az XL765 (SAR245409)).

2. Tablazat mTOR target kezelési lehetéségek kiilonb6zo daganatos betegségekben

Név Osztalyozas Target Allapot Hivatkozasok
Rapamycin (sirolimus) Klinikai alkalmazas 204-207
Tems"°7“7”9“;5 (cc- Klinikai alkalmazds 204, 206, 207, 208
Everolimus (RADO001) mTORC1 Klinikai alkalmazas 204, 206, 207, 208
Ridaforolimus S .
(AP23573) Klinikai alkalmazas 205-207
LY294002 Megallitott 209
0S1-027 Klinikai vizsgalat 209-210
Ku-0063794 mTOR gatlo Fejlesztés alatt 210
PP242 Fejlesztés alatt 210-211
WYE-687 , Megallitott 210
INK-128 mTOR itvonal Klinikai vizsgalat 209-211
WAY-600 Megallitott 210
AZD2014 Klinikai vizsgalat 209-211
AZDB8055 Klinikai vizsgalat 209-211
RapaLink Fejlesztés alatt 211-213
PP30 mTOR kinaz gatld Fejlesztés alatt 210
Torinl MTORCUMTORCZ | PISKIAKT/MTOR Fejlesztés alatt 210, 211, 213, 214
gatlo utvonal
PI-103 Megallitott 209, 211
P1-450 Megallitott 211
P1-620 Megallitott 211
P1-540 Megallitott 211
GCD-0541 , Megallitott 215
WYE354 PI3K ttvonal Megéllitott 216
WJDO008 1 Megallitott 216
WAY600 PI3K/mTOR gitl Megillitott 216
Ku0063794 Megallitott 216
GCD-0941 Klinikai vizsgalat 217
NVP-BEZ235 Klinikai vizsgalat 209, 210, 211, 218
XL765 PI3K/mTOR tutvonal Megallitott 209, 218
GDC-0980 Fazis 11 209, 211
SF1126 pan-PI3K gatlo Megallitott 209
Everolimus+PLS-123 mTOR gg'(;’*BTK Fejlesztés alatt 219
Everolimus+fulvestrant mTOR gétl +anti- Fejlesztés alatt 220
Osztrogen
Everolimus-+exemestan Kombinécié mTOR gatlorant- | g piriicai alkalmazas 220
0sztrogen
Rapamycin+STX-0119 mTOR gga;:fg STATZ | Fejlesatés alatt 221
. . mTOR . .
Rapamycin+sorafenib oatlotVEGFR gitlo Fejlesztés alatt 217

Roviditések: BTK-Bruton's tyrosine kinase, STAT-signal transducer and activator of transcription, VEGFR-vascular
endothelial growth factor receptor
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A jelenlegi fazisvizsgalatokban a sulyosbodd mellékhatasok és az alacsony hatékonysag
sok esetben a kisérletek leallitdsahoz vezetett. A rapaldg rezisztencidk kialakuldsanak
felismerése pedig az ugynevezett harmadik generacids inhibitorok fejlesztését inditotta el. Ezek
koziil a RapaLinks hatéanyag fejlesztése az mTOR kinaz FRB ko6td doménjében (A2034V és
F2108L), illetve a kinaz domén (M23271) azonositott mutaciok hatasainak kikiiszoboléséhez
kezd6édott el (214, 222), és ugyan még csak kisérleti szakaszban tart, de varhatok pozitiv
eredmények (12. abra).
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A mono- és kombinacios kezelésekben a mellékhatasok jelentik a legnagyobb kihivast a
klinikusok szdmara. A hagyomanyos kemoterapidhoz képest a toxikus mellékhatasok
enyhébbek ugyan, de egyes esetekben az egyéni érzékenységi kiilonbségek miatt a
mellékhatasok olyan stlyosak, hogy a kezelést fel kell fiiggeszteni (223). A kezelés soran 10%-
ban jelentkezik pneumonitis, ami a betegek rendszeres 1égzéskontrolljat igényli, mig az
immunszuppressziv hatasok a fertézésre fogékonysagot, korabbi fertézések (példaul: hepatitis
B, gombainfekciok) fellangolasat okozhatjak. Borkiiitések, stomatitis mellett metabolikus
mellékhatasok hipofoszfatémia, hiperglikémia fordul eld, ezek kezelése is gondos odafigyelést
igényel.

|.3. Anyagcsereviltozasok tumorbiologiai jelentisége

Az mTOR aktivitas egyik fontos szerepe a sejtek novekedés szabdlyozasa kozben, a
novekedéshez sziikséges bioenergetikai hattér biztositasanak ,,feliigyelete”, a sejt katabolikus
¢s anabolikus egyensulyanak biztositdsa is. Ennek érdekében a metabolikus alkalmazkodasban
adott anyagcserettvonalak atprogramozasa valosulhat meg, pl. autofagia gatlas felszabadulasa
az mTOR inaktivacidjakor, illetve gatlasa hiperaktivitasakor vagy a lipidszintézis és a
lipidoxidacio egyensulya a sejtekben. Talan pont ezért ma mar az mTOR aktivitas valtozasok
daganatbiologiai  szerepének vizsgalata elképzelhetetlen a daganatok metabolikus
alkalmazkodasanak vizsgalata nélkiil. A daganatok jellegzeteségei koOzé tartoznak az
anyagcsereutvonalak atrendezddései; a tumorszovetben, a tumor sejtjeiben a metabolikus
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folyamatok aktivitasa, azok aranya kiilonb6zé lehet (224). Az clhizas és egyes daganatok
kialakuldsa kozotti Osszefliggések, valamint metabolikus hatdsu, nem onkoldgiai kezelések
daganatndvekedés gatlo hatdsainak felismerése egyre nagyobb figyelmet kapott az utdbbi
években (225,226). A daganatok metabolikus térképezésekor genomikai, transzkriptomikai
adatok egésziilnek ki metabolomikai, biokémiai vizsgéalatok eredményeivel.

1.3.1. Bioenergetikai viltozdsok a daganatsejtekben

Otto Warburg a metabolikus alkalmazkodas egyik elemét mar a mult szdzad huszas éveiben
felismerte. Leirta a daganatok tobbségére jellemzd, az oxigénellatottsagtol fiiggetlen, fokozott
mértékii tejsavas glikolizist, a rdola elnevezett Warburg-effektust. Ennek lényege, hogy a
tumorsejtek a gliikozt tejsavva alakitva ugyan 1 mol gliikoz lebontasaval kevesebb ATP-t
nyernek, azonban a folyamat nagyon gyorsan biztosit energiat és épitéelemeket a névekedéshez
(227). Parhuzamosan pedig az intracellularis térben megjelend tejsav (a savas kornyezet)
mikrokornyezeti hatdsai tovabb segitik a tumor novekedését, terjedését a szervezetben (pl. a
lokalis immunszuppresszid; a matrixbontd enzimek aktivalasa, a szoveti elemek lebontasa; a
fibroblasztok VEGF, az endotél sejtek VEGFR2 termelésének fokozasa; az érképzddésének,

Az clobbiekkel Osszefiiggésben egyes tumorok fokozott gliikozfelvételét, mint
jellegzeteséget, a tumorndvekedés és a metasztdzisok klinikai kdvetésében hasznosithatjuk
(PET-CT vizsgalatok 18F-fluoro-2-dezoxi-gliikkoz (FDG) — szoveti felhalmozodas). A PET-CT
vizsgalatok korlatai is mutatjak azonban, a daganatok metabolikus alkalmazkodasanak tobbféle
lehet6ségét, hiszen a modszer a glikozt nem (vagy kevéssé) hasznositd daganatok — pl.
prosztata-, egyes emlddaganatok stb. — esetében nem megfeleld, ami a daganatok anyagcsere
vizsgalataival parhuzamosan tovabbi radionyomjelzék (pl. C-acetat vagy 1C- és °C-laktat)
fejlesztését inditotta el (229).

Warburg elméletét késobb Herbert Crabtree (glikolizis-oxidativ foszforilacios valtasok —
230, 231) munkaja, majd napjaink eredményei utan is tobbszorésen ujra kell értelmezni.
Cantley és Thompson munkatérsai a 2000-es évek elején a jelatviteli zavarokkal dsszefiiggd
anyagcserevaltozasok kapcsan figyelték meg pl. a PKM2 (piruvat-kinaz 2 izoforma) fokozott
termelésének, egyes jelatviteli zavaroknak, a PI3K/Akt/mTOR hiperaktivitasnak
Osszefliggéseit a tumorsejtek glikolitikus eltolodasaval (232, 4). Ebben az id6szakban egyes
anyagcsere enzim  mutaciokkal kapcsolatba hozhaté  felhalmozdédd  metabolitok
daganatbioldgiai jelentdségének leirasa kozben jelent meg az irodalomban az onkometabolitok
fogalma is (233).

Bar a legljabb eredmények kizarolagos, csak a tumorokra jellemzé metabolikus
jellegzetességeket ugyan nem mutatnak, a tumorsejtek, a daganatszovet metabolikus
atprogramozasanak vizsgalatdval és megismerésével olyan véltozasokat ismertiink meg,
amelyek nemcsak a diagnosztikaban, a terapias eredmények kdvetésében mint markerek, de a
daganatok kezelésében 1j célpontokként is megjelenhetnek.

1.3.2. Metabolikus alkalmazkodadsi stratégidak, metabolikus fenotipusok a daganatokban

Az Warburg-effektust mint a glikolitikus fenotipust évekkel ezel6tt még a daganatok
dominans anyagcsere jellegzetességének tartottdk és a mitokondrium funkcionalis
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karosodasaval hoztak Osszefiiggésbe. Az elmult évtized eredményei megmutattak azonban,
hogy a tumorsejtek tobbsége bioenergetikai szempontbol ép mitokondriumokkal rendelkezik
(illetve ellenkez6 esetben akar a mikrokornyezeti sejtektél atvéve ép mitokondriumokkal
pétolhatja mitokondriumait), tehat oxidativ foszforilaciora képes (OXPHOS) (234,235).
Tudjuk azt is, hogy intenziv névekedéskor a sejtekre és igy a daganatsejtek tobbségére a
glikolizis jellemz6. A tumorszdvetben a sejtek egy része azonban — és ezek lehetnek a
legveszélyesebbek és legagresszivebbek — gyakorlatilag nemcsak intenziv Warburg glikolizist
folytat, hanem az oxidativ foszforlacidban parhuzamosan sok ATP-t is termel, Gn. hidrid
fenotipussal rendelkezik. A tumorszdvet alkalmazkodasaban ezek a hibrid sejtek teremtik meg
az extrém metabolikus plaszticitast, forrasai lehetnek a terapiarezisztens és a metasztazisképzo
sejtklonoknak (4).

Az intracellularis metabolikus atrendezddésekben jol ismert onkogén szabalyozési
zavarokkal osszefliggésben gliikoz, karboxilat és aminosav transzporterek (pl. GLUT, MCT,
ASCT), illetve egyes anyagcsereenzimek (pl. PKM2, PFK, LDHA) expressziovaltozasait is
megfigyelhetjiik, amiben a génregulacios, jelatviteli valtozasoknak (pl. MYC, RAS, AMPK,
HIF-1, VHL, PI3K, AKT, TP53) kozvetlen vagy kozvetett szerepiik is lehet. Ezek tobbsége
jellemzi a magas glikolitikus aktivitasi, FDG-PET-CT pozitiv daganatokat. Nem meglepd,
hogy az elmult idében az életmodvaltoztatas/életmodvaltas, a kiillonboz6 diétak és egyes
metabolikus gétloszerek (pl. glikolizis gatlok, metformin) kitlintetett figyelmet kapnak egyes
daganatok megel6zésében vagy akar kezelésében (236).

A piruvat-kindz alacsony aktivitasti (PKM2) és a laktat-dehidrogenaz A (LDHA) izoforma
mennyiségének novekedése eldsegiti a piruvat-laktat (piroszolésav-tejsav) atalakulast és a
glikolitikus intermedierek hasznositasat. llyen metabolikus helyzetben a citratciklusba (TCA)
gliikoz-piruvat forrasbol szarmazé acetil-KoenzimA (acetil-KoA) alig jut, ami a citratciklus
metabolit-feltoltésének (kata- és anaplerdzis) egyensulyat felborithatna. A glikolizis
intermedierek azonban az elobbiek ellenére a szintetikus folyamatok épitdkoveit (pl. glikoz-6-
foszfat, ribuloz-5-foszfat, dihidroxi-aceton) és megfeleld6 ATP szintet is biztositjak. Az
egyensuly fenntartisaban tobbféle citratkori feltolté mechanizmus jatszhat szerepet. A
glutaminolizis, a glutamin-glutamat- a-ketoglutarat atalakulas utjan biztositja a citratciklus
feltoltését és jelentés mennyiségli ATP termelés forrasa is lehet (237). Az a-ketoglutarat (aKG)
mennyiségének emelkedése majd pl. izocitrat-citrat atalakulas — reverz utvonal — segiti a
zsirsav- €s a lipidszintézist. A gyorsan 0szt6do szdvetek, tumorsejtek glutaminigényét az el6bbi
bioenergetikai folyamatok is magyarazzak. A glutaminhasznositas azonban mas hatasaival is
hozzéjéarul a tumorszdvet ndvekedésének biztositasahoz; fontos intermediereket nyujt a fehérje-
¢és nukleotidszintézisben, az N- és O-glikolizacioban, az antioxidans glutation képzddésen
keresztiil segiti az oxidativ stresszhatdsok kivédését, illetve bioenergetikai és transzaminaz
szubsztrat is lehet (238). Ezekben a folyamatokban a fehérjebontasbol szarmazé aminosavak,
koztiik a glutamin, a szervezet 10-15%-anak energiacllatasat is potolhatja, mig ismert az is,
hogy egyes aminosavak esszencialisak is lehetnek bizonyos tumorsejtek novekedésében. Az
anyagcserefolyamatok epigenetikai szabalyozasi zavarokban jatszott tumorbioldgiai
jelentdségét mutatjak azok az eredmények, amelyek a treonin, a metionin, az S-adenozil
metionin (SAM) szint fenntartdsanak hiszton- és DNS-metilacioban jatszott szerepét
hangstlyozzak (239). Energiainségben a fehérjék, aminosavak felhasznalasa mellett a zsirsavak
és ketontestek reduktiv karboxilacidja, oxidacidja is nagy jelentdségii, és a reverz Warburg-
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effektus laktat visszaforgatasdval is nyujt bioenergetikai szubsztrat kapacitds forrast a
metabolikus alkalmazkodasra képes sejteknek (240). A B-oxidacié és lipidszintézis szabalyozo
folyamataiban szamos onkogén és transzkripcios faktor utvonal (c-Myc, MYCN, MYCL, B-
katenin) vesz részt, a lipidszintézis és lipidoxidacio egyensulya, az ij membranok szintézisének
dinamikus alkalmazkodésa a daganatos progresszioban fontos tényezd. A daganatkialakuldsban
egyre tobb esetben valik ismertté az elhizas, a diabetes és a metabolikus szindroma — mint
lipidmetabolizmust is érinté ,,kéros” allapotok — szerepe. Ezekben példaul az acetil-KoA
karboxilaz (ACC — zsirsavszintézis sebesség-meghataroz6 enzim) ¢és a karnitin-
palmitoltranszferaz 1A (CPT1A — zsirsavanyagcsere fontos enzime) aktivitds és mennyiségi
valtozasainak, a lipidlebonto és -szintetikus folyamatok egyensulyanak lehet kiemelkedé hatasa
adott daganatok esetében (13. abra).
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13. abra Metabolikus ttvonalak. Kiilonb6zo metabolikus utvonalak vazlatos abrazoldsa, szabalyozasaban
szerepet jatszd egyes onkogének, illetve az adott folyamatok esetében felhasznalhaté gatloszerek. Részletes
magyarazatokat ld. a szovegben

Oxigén jelenlétében, a glikolizisben keletkezé piruvat acetil-KoA-va alakulva a TCA
ciklusba 1épve kiilonboz6é intermedierek, illetve a mitokondrium matrixban NADH*+H" és
FADH?2 termelédnek. Utobbiak az elektrontranszportlancban, a terminalis oxidacioban ATP-t
nytjtanak az OXPHOS fenotipusti sejteknek. A fent emlitett citratciklust feltolto
mechanizmusok, a glutaminolizis és lipidbontas termékei vagy a fehérjék, aminosavak bontasa
mas intermediercken keresztiil is bekapcsolodhatnak az oxidaciés, bioenergetikai
folyamatokba.
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Idealis allapot a tumorsejtekben, ha a Warburg-glikolizis, a citratciklust feltolto és az
OXPHOS mechanizmusok egyarant elérheték ¢és egyensulyban vannak. A leghjabb
elképzelések szerint a hibrid metabolikus fenotipusti sejtekben, egy idében aerob laktat-
termeld glikolizis és parhuzamosan OXPHOS is mukodik (4, 237). Bar egyes hipotézisek
szerint, ezt a fenotipust a megfelelé folyamatok gyors re- és inaktivacidjaként kell elképzelni,
ami szerint a hibrid fenotipus inkdbb a tumorszovet, illetve a szoveti metabolikus szimbidzis
eredménye. A metabolikus fenotipusok attekintése kdzben a nyugvo sejtek — és igy az Un.
»daganat Ossejtek” — alacsonyabb metabolikus aktivitasat is meg kell emliteniink. Ezekrdl tobb
Osszefoglald kozlemény is sziiletik napjainkban, az adatok kozott azonban vannak
ellentmondasok. A munkak tobbsége az ds- és a nyugvo sejtek OXPHOS bioenergetikai hatterét
hangstlyozza, az ilyen OXHPOS metabolikus jellegzetességli tumor dssejteket, ,,dormant”
sejteket, a terapiarezisztencia kialakuldsaban jatszott szerepiiket egyre tobb tumortipusban
vizsgaljak jelenleg (242) (14. abra).

0: szint csokkenése

A\ 4

I =
Aerob tumorsejt (o) >
' ATP ~ ¢ é’é

e =

T— Piruvat
'\ OXPHOS ) o
[ ' N < -
\ Hipoxias
\\ tumorsejtek /-

| i Tumor-asszocialt
\ fibroblaszt

W ]

Glukéz Glutamin
Laktat

Jumor Gssejt”

14. abra Szoveti kornyezetben megfigyelheté metabolikus szimbiozis. Az erektdl kiilonboz6 tavolsagra
elhelyezkedd sejtek esetében az oxigénellatottsag is meghatarozhatja adott normal, illetve tumorsejtek metabolikus
alkalmazkodasanak sziikségességét. Ennek megfeleléen a hipoxias vagy pszeudohipoxias tumorsejtek altal a
mirokdrnyezetbe jutd laktat a jobban oxigenizalt teriiletek tumor vagy normal sejtjei segitségével optimalisan
hasznalodik fel, oxidalodik, illetve a kiilonboz6 transzporterek segitségével felvehetd egyéb szubsztratok
citratciklus felt61td mechanizmusai is segitik a bioenergetikai egyensuly szoveti fenntartasat.

A novekvé tumorban kialakuld oxigénhianyos (hipoxias) teriiletek, a jelenlegi terapias
kezelések hatasai, a tumorsejtek invazidja és keringésbe 1épése, az EMT és a metasztazisok
helyén az 0ij mikrokornyezet a tumorsejtek alkalmazkodasat érint6 folyamatok. Ezek a sejtek

anyagcserevaltozasal, metabolikus atprogramozasa nélkiil nem, vagy csak ritkan lehetnek
sikeresek. Az alkalmazkodast az onko- és szuppresszor gének (pl. MYC, TP53, PTEN, TSC1/2),
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a jelatviteli Gtvonalak (pl. PI3K/mTOR/Akt, Ras) szabalyozatlan miikodése segiti (243,244). A
HIFla (HIF1) expresszié fokozodasa serkenti az angiogenezist (pl. VEGF), mig ezzel
egyidében a glikolizis enzimek, a gliikoz transzporterek expresszid fokozddasa a
glutaminolizist, illetve a csonka citratkor alapu zsirsavszintézist. Az ATP szint csokkenése (pl.
tapanyaghiany) aktivalja az AMP aktivalt protein-kinazt (AMPK), gatolja az mTOR aktivitast,
ezzel a lebonto folyamatokat tamogatja, aktivalja az autofagiat, a lizoszoma-biogenezist. igy a
tumorsejtek talélhetnek egy alacsonyabb metabolikus aktivitasu szinten. A tumorsejtek egy
részében a glikolitikus flux, a glutaminolizis, mig masokban az OXPHQOS lesz aktivabb, a
zsirsavszintézis is valtozhat, energia hianyaban csokkenhet. A keringd tumorsejtekre az
OXPHOS metabolizmus és a kiegyensulyozott redoxi-allapot fenntartasa jellemzd (245). A
metasztatikus, pl. a majba, csontba metasztatizalo sejtek inkabb Warburg-fenotipusuak, mig az
agyi- és a tiidémetasztazisokban az OXPHOS fenotipus jellemzébb (246). Ezek a valtozasok
persze a tumorsejt tipusatol is fliggnek, de a metabolikus alkalmazkodés széles spektruma
(metabolikus plaszticitds) a sejtek tulélésének, 0j kornyezethez alkalmazkodasanak, igy a
kialakulo rezisztencianak egyik fontos tényezdje.

1.3.3. Metabolit, onkometabolit koncentrdcio valtozdasok a daganatokban

A metabolikus valtozasok kovetkezményeként a sejtek intracellularis metabolit-
koncentraci6 viszonyai is megvaltoznak, ezek a jellegzetes valtozasok pedig akar
extracellularisan és/vagy az extracellularis vezikuldkban is megjelenhetnek. Erre jo példa a
laktat termelés kovetkezményeként kimutathat6 laktat szint emelkedése, az acidozis jelensége.
(15. ébra)

makrofagok PRy

% . . Migracid

dendritikus sejtek endothelsejtek

“ _ tumorndvekedés

tumornévekedés @ metasztazis
met'asztéﬂs ) VEGF kemo-rezisztencia
talélés monocytak 1 HIF1a

- PI3K

)1\ NF-kB
il

M2

fibroblastok
el

T hialuronsav

T-sejtek

ECM

H+
a H+
H< 6,8 Laktat/. He H+ — katepszinek/MMP-k —»
pr=® H+ +HCO;

H.0
Glutamin " co,
CAIX

hipoxia
l \ H+
Glikolizis Szénatomok
hasznositasa a

kozponti \
Glutaminolizis anyagcsere- redox stressz

folyamatokban '_/ \' HIF1a

15. abra Laktat mint onkometabolit daganatnévekedést timogato hatasai
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Bizonyos funkcidvesztd vagy nyerd enzimmutaciok (pl. citrat-szintaz, akonitdz, fumarat-
hidrataz — FH, szukcinat-dehidrogenaz — SDH, izocitrat-dehidrogenaz — IDH) a citratciklust és
az oxidativ folyamatokat jelentdsen karosithatjak, ennek eredményként egyes citratkori
metabolitok  koros mennyiségben halmozdédhatnak fel. Az  elébbi  mutaciok
kovetkezményeiként a fumarat-, a szukcindt mennyiségének emelkedése ¢és a D-2-
hidroxiglutarat (2HG) megjelenése olyan génszabalyozasi valtozasokhoz, zavarokhoz
(metilacio, acetilacio), illetve HIF1 stabilizacidhoz vezetnek, amelyek a laktat hatasaihoz
hasonld novekedési elényt biztositanak a sejteknek (16. abra). Ezeket az anyagcsere koztes
termékeket (metabolitokat), amelyek mennyiségiikben vagy szerkezetiikben megvaltozva
segitik a tumorndvekedést, onkometabolitoknak tekintjiikk. Ezek, illetve mas metabolitok
mennyiségi valtozasai is jellemz6 képet adhatnak a metabolikus miikodés valtozasairdl (247).
A tumorsejtekben termelddd, majd exportalt, a tumor mikrokdrnyezetében megjelend
nagymennyiségi tejsav (laktat) is onkometabolit. Emelkedése kimutathatd bizonyos daganatos
betegek szérumaban vagy mas testfolyadékaban (liquor, pleuralis folyadék stb.),
végstadiumu, cahexias betegekben szintje extrém emelkedést mutathat és a Szervezet
metabolikus 6sszeomlasanak egyik jele lehet (248).
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16. Abra Anyagcsere enzim mutaciokkal osszefiiggé onkometabolitok és daganat-biolégiai szerepiik, illetve

hatasaikat gatlo kezelések

A mar emlitett onkometabolitok ritkdbb daganatok ¢s adott anyagcsere-enzim mutéaciok

megjelenésével fiiggnek Ossze.

Az izocitrat-dehidrogendz enzimek (IDHI1-3) aKG, CO. és NADH'+H" keletkezését

katalizaljak, mutacio esetében aKG helyett, 2HG keletkezik. Ilyenkor a mutans enzim NADPH
fogyasztd, amin keresztiil a szabadgyok-szint emelkedéséhez jarul hozza, illetve 2HG mas
enzimekhez is kotdédve, Kompetitiv gatlo hatasaival fokozza pl. a HIF1 stabilitasat, igy
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mennyiségét; vagy gatolja a hiszton- és DNS-metilazok funkcioit, DNS-hipermetilaciot. Ezek
a hatdsok Osszességében epigenetikai €és tovabbi onkogenikus valtozasokat eredményeznek a
tumorsejtekben. IDH funkcionyeré mutacié ~70-80% gyakorisagot mutat astrocytomakban,
oligodendrogliomakban, szekunder glioblastomakban, de a felnéttkori akut myeloid leukémiak
(AML) 15-20%-ara is jellemz0, a chondrosarcomak ~50%-aban jelenhet meg; a pajzsmirigy-,
colorectalis- és cholangiocarcinomaban ritkabb. Az IDH mutacié gliomakban a jobb, mig mas
daganatokban a rosszabb progndzissal mutat Gsszefliggést a jelenlegi kezelések mellett. Az
SDH funkciovesztd mutacidé miatt a szukcinat-fumarat atalakulas gatlodik, szukcindt,
halmozodik fel, és az elébbi a 2HG-hoz hasonld hatasai mellett, pl. aszpartat szintézis
emelkedés is bekovetkezhet. Az SDH mutdcié gasztrointesztinalis stromalis tumor,
vesecarcinoma, paraganglioma vagy phaeochromocytoma kialakulasat segiti a betegekben. Az
FH mutaciokat leiomyomatosisban és ll-es tipusu papillaris vesedaganatokban irtak le,
szereplik lehet azonban egyéb daganatok kialakulasaban is. A funkciokiesés miatt
felhalmozodo fumardt a szukcinathoz hasonléan jarul hozza daganatbiologiai valtozasokhoz
(249-251).

A fenti onkometabolitok kimutathatosaga, szintjének emelkedése felhivhatja a figyelmet a
daganatok megjelenésére vagy a terapiat kovetd recidivara, attét kialakulasara. A 2HG gliomas
betegek liquorjaban, vérében és AML-es betegek vérében monitorozhatova teszi az IDH mutans
sejtek megjelenését, szamanak emelkedését vagy a mutans IDH funkcidjat gatlo kezelések
hatasait is (252, 253). Nemcsak az emlitett onkometabolitok és a laktat, hanem adott
tumorszovetek metabolit-koncentracid viszonyainak elemzése is fontos informaciot adhat a
daganatszovet metabolikus allapotardl, jellegzetes metabolikus Gtvonalainak aktivitasarol. A
legujabb vizsgalatok, igy sajat eredményeink alapjan is a metabolitok mennyiségi valtozasainak
segitségével is jellemezhetdk a daganatok. A metabolikus jellemzések adott daganatszévet
kiindulasi vagy az alkalmazott terapia esetén varhatd anyagcsere-valtozasait mutathatjak meg,
amelyeket gatolva, metabolikus katasztrofat eldidézve hozzajarulhatunk a terapiak
hatékonysaganak javitdsdhoz a jovében.

1.3.4. Tumorsejtek anyagcseréjét befolydsolo hatéanyagok, metabolikus off-target hatdsok

A tumormetabolizmussal kapcsolatos kdzlemények, vizsgalatok és fejlesztések novekvo
szama Ujabb és ijabb lehetdségeket tar fel a daganatok jellemzé bioenergetikai utvonalainak
gatlasaban (13. abra).

Az egyik legnagyobb érdeklddés a glikolizisgatlokra iranyult, a tumorsejtekben fokozottan
termelddd, emelkedett aktivitast transzporterek (pl. GLUT gatlok: phloretin, WZB117; vagy
MCT gatlok: Cinnamate, AZD3965) vagy glikolitikus enzimek (HK2: 2-deoxi-D-gliikoz,
lonidamine; GAPDH:3-brompiruvat — 3BP, koninginsav; LDHA: oxamat vagy PDK:
dikloracetat) rendkiviil jo célpontok lehetnek (254). A GLUT gatlé és kemoterapias szer
kombinaciok (WZB117+ciszplatin, paclitaxel) szinergikus tumorndvekedés gatld hatasokat
mutattak. A legsikeresebb vizsgalatoknak a GAPDH gatlo koninginsav €s a piruvat anal6g 3BP
kezelések tiintek. 2016-ban azonban minden glikolizisgatld fazisvizsgalatot leallitottak a sulyos
mellékhatasok miatt (255). gy jelenleg a laktat- és piruvat-transzport, a monokarboxilat
transzporterek (MCT-K) gatlasa (Cinnamate és AZD3965), illetve mas kezelések ismert
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bystander hatasa (pl. mTOR gatlok) hasznalhatd ki glikolitikus fenotipusu tumorsejtekben
(130).

A mitokondrium bioenergetikai funkcié gatlasa a 1égzési lanc oxidacios folyamatanak,
illetve a mitokondrium proteinszintézisének gatlasaval is megvalosulhat. Bizonyos
antibiotikumok (pl. tetraciklinek) és szarmazékaik in vitro és in vivo modellekben hatasos
tumornovekedés gatlo kezelésnek bizonyulnak. A tigecycline 6nmagaban és imatinib
kombinacioban is toxikus kronikus myeloid leukémia Gssejtekben (256); emlédaganatokban
pedig a doxycycline kezelés, illetve egyéb hasonlo szerkezetii antibiotikumok csokkenthetik a
daganatéssejtek szamat, javitva ezzel a betegek prognézisat (257). A metformin/phenformin
1égzési lanc komplex I gatlo hatéasai preklinikai vizsgalatokban mutattak tumorndvekedés gatlo
hatasokat, igy tobb fazisvizsgalat is folyik jelenleg (258). Az arzén-oxidot (komplex III gatlas)
tokoferil-szukcinat és a malariacllenes atovaquone off-target (komplex II gatlo)
tumornovekedés gatld hatasai is megjelennek egyes kozleményekben (259). A venetoclax
indirekt elektrontranszportlanc gatlo kezelés és glutaminolizisgatlo kombinaciokat is tesztelik,
tesztelték egyes daganattipusok fazis kisérleteiben (260).

A glutaminaz gatlokkal (BPTES, dibenzofenantriridin-968 és CB-839) a citratciklus
anaplerdzisat akadalyozhatjak meg. A CB-839 specifikus glutaminaz gatlo és tumorndvekedés
gatldo hatasait preklinikai fazisvizsgalatokban igazoltak tobbféle szolid tumorban (pl.
glioblastomak, vesedaganatok, tripla negativ emlérakok) (261). Eldbbivel ellentétben a
lipidszintézis gatlok (C75, cerulenin, orlisztat) tumorndvekedést befolyasold hatasai az eddigi
vizsgalatokban nem egyértelmiick. Eddig az SREBP-1 transzkripcids faktor, illetve a CD36
(zsirsavfelvétel) funkcido gatlasa utan mutattak ki tumorndvekedést gatld hatasokat a
lipidanyagcsere gatlok kozott. Kedvezd mellékhatasprofila az etomoxir (CPT1A-B-oxidacio
gatld) és hatasai igéretesek lehetnek, de az autofagia tumorsejtek tilélését befolyasold hatasai
is nagy figyelmet kapnak a jelenleg zajlo kisérletekben (pl. chloroquine kombinaciok). Az
eredmények arra utalnak, hogy a komplex metabolikus szabalyozasi rendszerben a tumorok
egyedi metabolikus jellegzetességeitdl fliggden, a lipid anyagcserét és az autofigia folyamatait
gatlo és fokozo kezelések is szerepet kaphatnak a jovoben (262).

Egyéb metabolikus hatdsu gatloszer kezelések k6z¢é sorolhatok a mutans IDH enzim funkcioit
gatlo kezelések (pl. AG-221 —enasidenib — IDH2; AG-120 — IDH1, illetve AG-881 pan-IDH1/2
gatlok), az enasidenib az AML relapszus kezelésében kapott FDA engedélyt 2017-ben (263).
Tovéabbi metabolikus gatloszerek kozé sorolhatd még szdmos kinaz gatld kezelés is, pl. a
PI3K/Akt/mTOR gatl6 kezelések. Az mTOR komplexek katabolikus és anabolikus szabalyozo
hatasai miatt, illetve a legtobb daganat esetében ismertté valt mTOR hiperaktivitas miatt is nagy
figyelmet kapnak a kiilonboz6 kezelési kombinaciokban (264). Metformin, illetve autofagia- és
mTOR inhibitorok kombinaciojaval is kezdddtek faziskisérletek (265, 266). Masok és sajat
adataink szerint a rezisztencia problémak attérésében a metabolikus alkalmazkodas kdzponti
tényezdjeként, az mTOR gatlasa mas metabolikus gatloszerekkel vagy egyéb célzott
kezelésekkel kombinacioban lehet sikeres.

Az idealis kezelésekhez, a megfeleld betegcsoportok kivalasztasahoz azonban a daganatok
metabolikus heterogenitasanak megismerésére, a tumorsejtek és a tumorszovet metabolikus
adaptacios képességének feltérképezésére van sziikség. Az elmult évtizedben indult Gjra
fejlodésnek a daganatok metabolikus valtozasainak vizsgalata, ami a genomikai ¢s
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transzkriptomikai adatok mellett végre metabolomikai, biokémiai és in situ metabolikus
karakterizalas komplex eredményeivel egésziti ki tumorbiologiai ismereteinket, igy esély
nyilhat 0j terapidk tervezésére, a daganatok metabolikus szabalyozdsanak tdmadasara a
kozeljovoben.

1.4. In vitro és in vivo kisérletek eredményeinek értelmezése in situ patologiai vizsgalatok
segitségével

Tumorbioldgiai vizsgalatokban adott kérdések megkozelitésekor kiilon szerencse, ha egy
egyetemi kdzponti patologia intézetben dolgozva nemcsak szamos klinikai betegminta, a
sziikséges legujabb modern molekularis biologiai diagnosztikai eszkozok és a klinikusok
segitségével a betegek kovetésének lehetdsége, hanem in vitro és in vivo Kkisérletek
végrehajtdsahoz sziikséges infrastruktura is rendelkezésre all. ElOobbi lehetdségekkel
vizsgalataink sordn nemcsak a kiilonb6zé tumortipusokhoz tartozd betegmintakat
tanulmanyozhattunk, hanem in vitro és in vivo allatkisérleteket is végezhettiink a legtobb
esetben.

1.4.1. Rezisztencia és mTOR vizsgdlatokba bevont lymphoid daganatok

A PhD disszertaciom témajat kovetoen, folytatva a leukémidkat és lymphomaékat érint6
tumorbiologiai problémak tanulmanyozasat az indukalt apoptozist, TGFp-rezisztenciat és a
Notch jelatviteli zavarokat, majd ezekkel Osszefiiggésben az mTOR hiperaktivitas
tanulmanyozasat is a hematologiai daganatokban kezdtem el. Szdmos az intézet sejtvonal
bankjaban elérhetd lymphoma/leukémia sejtvonal in vitro és in vivo kisérletei mellett, az
intézetiinkbe aramlési citometriai vizsgalatra érkezd leukémias mintak segitségével egyes
esetekben izolalt leukémia sejtek in vitro tesztelése is megtorténhetett. Mig az intézetbe
diagnosztikai vizsgalatra érkez6 miitétileg eltavolitott lymphoma biopszids anyagok lehetoveé
tették a szoveti mintak karakterizalasat, és adott tényezOk prognodzist érintd Osszefiiggéseinek
vizsgalatat is.

1.4.1.1. Leukémidak (CLL és ALL)

A lymphoid daganatok ismert sokfélesége ellenére egyes jellegzetességeik példaul a
kiindulasi sejtek tipusa (pl. B-, T-sejtes) differenciacios allapotuk (prekurzor, vagy érett
sejttipusok) vagy specifikus szervi megjelenéseik alapjan egyes entitasok jol karakterizalhatok.
Elobbiek mellett munkamban azonban a leggyakoribb lymphoid leukémiak vizsgalataval is
foglalkoztunk.

A CLL a leggyakoribb leukémias megbetegedés a nyugati orszagokban; lassu lefolyasa
hatterében a sejtek megnovekedett talélésének €s apoptozis indukcidval szembeni csokkent
érzékenységének lehet szerepe. Elobbiekben BCR, illetve az intracellularis jelatviteli halozat
aktivitas valtozasai (pl. Btk) is fontosak. A betegség lefolyasa és prognozisa igen valtozo,
genetikai eltérések is befolyasoljak (pl. P53 mutaciés statusz kromoszoma szamvaltozasok),
alapvetden indolens betegség ugyan, de progresszidja esetében a varhat6 tilélése a betegeknek
jelenleg kevesebb mint 1 év (267, 268).

Mig felndttkorban a CLL, addig gyermekkorban az akut lymphoblasztos leukémiak fordulnak
el leggyakrabban a leukémidk kozott; az USA-ban kb. 2500 1) esetet, mig Magyarorszagon
50-70 esetet diagnosztizalnak évente. Annak ellenére, hogy a jelenlegi kezelések mellett az

41



dc_1829 20

esetek nagy szama gyogyithato (kozel 75-80% -a), még mindig az ALL all elsé helyen a
gyermekkori daganatos halalozasban. A felnéttekben pedig csak 35-40%-a gyogyithato az
ALL-eknek, aminek hatterében a felndttkori ALL molekularis patogenezisének kiilonbségei,
illetve a terapia kevésbé toleralhatdo mellékhatasai allhatnak. A gyermekkori rossz prognozissal
tobb kliniko-patologiai jellemzd Osszefliggését ismerjiik (pl. 2 évnél fiatalabb életkor vagy
fiatal felnéttkor, MLL transzlokacio, magasabb blasztszam, kezeléskor rezidualis tumorsejtek
magasabb szama), igy a kezelés kozben gondos terapids valaszkovetés ¢és megfeleld
protokollvalasztas sziikséges (269,270).

A leukémiak terapias érzékenységét befolyasolo rezisztencia mechanizmusok és ezek attorése
azonban tovabbi erdfeszitéseket igényel. Ehhez a torekvéshez jol illeszkedtek a normal
szabalyoz6 TGFpB-val szembeni rezisztenciaval, illetve az mTOR aktivitassal és a NOTCH
jelatviteli Gtvonal aktivitasaval, azok gatlasaval kapcsolatos vizsgalataink.

1.4.1.2. Lymphomak

A lymphoid daganatsejtek szolid tumorként az érintett nyirokcsomédkban vagy mas
szovetekben lymphomak forméjaban jelennek meg. Alapvetden két nagy csoportra oszthatok
ugyan, de mind a non-Hodgkin, mind a Hodgkin lymphomak igen heterogének, sokfélék
lehetnek.

A leggyakoribb felnéttkori lymphoma tipus, a felndttkori non-Hodgkin lymphomak 35%-a a
diffaz nagy B-sejtes lymphomak (DLBCL) csoportja. Magyarorszagon 150-200 0j esetet irnak
le évente, ebben a kifejezett malignitasti heterogén, tobb altipust magaba foglaldé lymphoma
csoportban (pl.: T-sejt és hisztiocita gazdag DLBCL, primer idegrendszeri DLBCL, primer
cutan DLBCL, primer mediasztinalis DLBCL, intravaszkularis DLBCL). A B-sejt eredettl,
gyorsan ndvo, érett, nagy tumorsejtek kezelés nélkiil fatalis kimeneteli progresszidohoz
vezetnek, de a jelenlegi terapias kezelés mellett az esetek 60-80%-aban teljes remisszio, és akar
5-10 éves tulélés (50-70%) érhetd el (271,272). A betegség progndzisa a génexpresszios
vizsgalatokkal is meghatarozhato csoportokban eltéré (273,274). A csirakozpont (GC) és a
periférias aktivalt B-sejtes (ABC) DLBCL esetek koziil a GC-DLBCL-ek klinikai prognozisa
kedvezdbb a jelenlegi kezelés mellett.

A Hodgkin lymphomak (HL) a DLBCL-eknél jobb prognozist B-sejtes daganatok. Gyakran
fiatalokat érintenek, 200-250 0j esetet diagnosztizalnak hazankban évente. Ezek 4-5%-a
nodularis lymphocyta predominans HL (NLPHL), mig a klasszikus HL joval gyakrabban fordul
eld (nodular sclerosis, lymphocyta gazdag, lymphocyta deplécids és kevertsejtes altipus). A
klasszikus HL tumorsejtjei a tobbmagva Sternberg-Reed-sejtek és azok variansai (tiikorképsejt,
lakunaris-sejt és Hodgkin-sejt), szovettani jellegzetességiik, hogy a tumorsejtek szama
alacsony, mig a tumorsejtek kozott 1évo reaktiv lymphoid és histiocyter sejtek figyelhetok meg.
A klasszikus HL jo prognozist betegség, a betegek 70-80%-a meggyogyul (6téves tulélés 85-
88%). A terapias sikerekhez azonban mellékhatasok, szovodmények is tarsulnak. A Hodgkin
lymphomék esetében az is igaz, hogy talan pont az eldbbiek miatt Uj daganatellenes
hatéanyagok fejlesztése nem igazan tortént az elmult idékben (275, 276).

A rossz prognozisu betegek korai, akar diagnoziskori felismerése és alternativ terapias szerek
alkalmazasa, 0j stratégiak kidolgozasa a HL-ek esetében is mindenképpen sziikséges. Ezekkel
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kapcsolatban elsOsorban rezisztencia és mTOR komplex aktivitas karakterizalasokat, illetve
modellkisérleteinkben kiillonb6z6 mTOR gatl6 kezelési vizsgalatokat végeztiink.

1.4.2. mTOR és metabolikus vizsgalatokba bevont szolid daganattipusok

A terépiarezisztencia attorése, illetve ennek Osszefliggése a daganatos betegek
talélésével nemcsak hematologiai daganatok esetében, de szdmos népegészségiigyi
szempontbol fontos szolid tumortipus esetében fontos kérdés. Vizsgalatainkban mar nem
onmagaban az mTOR aktivitds valtozéasait térképeztiik, hanem ezzel Osszefiiggésben a
daganattipusok metabolikus jellemzését is megkezdtiik €s amennyiben lehetdségiink volt ra a
markereket in vitro sejtvonalak metabolikus jellemzése segitségével valasztottuk ki. Kisérleti
modelljeink segitségével pedig az mTOR gatlé kezelések mellett, metabolikus tdmadasponta
kezelések kombinacios terapias hatasait, illetve érzékenyit6 szerepét is meg tudtuk vizsgalni.

1.4.2.1. Kiilonbozd carcinomak (colon-, tiido- és emlécarcinomdk)

A daganatok kezelése rendkiviil sokat fejlodott az elmult évtizedben, javultak a terapias
eredmények, de ennek ellenére a daganatos halalozasok okai kozott még mindig vezet a
tiidddaganatok, colon- és mas gasztrointestindlis, illetve emlécarcinomédk progresszidja. A
célzott terapias kezelések csak bizonyos betegek esetében hoztak igazi attoréseket. A betegek
talélési eredményei jobbak ugyan, de a recidiva, a progresszio-metasztazis, a
gyogyszerrezisztencia megjelenése igen gyakori mindharom daganattipusban. Tobb mint 18
millié ) daganatos beteget diagnosztizalnak évente (2018-ban a GLOBOCAN szerint 18,1
millié 4j daganat diagnézis sziiletett és tobb mint 9 €s fél millidan vesztették ¢letiiket daganatos
halalozassal 6sszefliggésben), ezek kozott a leggyakoribb daganatok a tobb mint 2 millié tiid6-
¢és emlo-, illetve kozel 2 millio (1,8 millio) colorectalis daganat. Ezenfeliil minden erdfeszités
ellenére a tiidédaganatos betegek halalozasa még mindig megkozeliti az 1,8 millio f6t, de 880
ezer colorectalis- és 780 ezer emlédaganatos beteg is meghal a vilagon évente (277).

A tiidécarcinomdk négy legfontosabb altipusa az adenocarcinoma, a laphamsejtes carcinoma, a
kissejtes carcinoma, valamint a nagysejtes carcinoma, de klasszikusan ezeket két nagyobb
csoportba a kissejtes €s a nem kissejtes tiidodaganatok csoportjara osztjuk (utobbiba tartozik az
adenocarcinoma, a laphdm- és a nagysejtes carcinoma, valamint a nagysejtes neuroendocrin
carcinoma). A diagndzis idején a betegek kozel haromnegyedében nyirokcsomo attétek, felében
mar tavoli attétek is megfigyelhetok. A haldlozasi adatok is mutatjdk, hogy a betegség
prognoézisa még mindig nagyon rossz, az 5 éves tulélés 16%. Az elmult évtized molekularis
diagnosztikai és célzott terapias fejlesztései elsdsorban az EGFR mutans, KRAS vad tipust,
illetve az ALK transzlokaciét mutatd esetekben hoztak 10j kezelési lehetéségeket — bar a
rezisztencia problémak itt is megjelennek. Jelenleg az immunterdpia lehetdsége az, ami a
kezelések eredményességében valami javulast jelenthet, €s szamos célzott terapids lehetdség
tesztelése is zajlik (278, 279).

A vastagbél adenocarcinomak a gastrointestinalis traktus leggyakrabban eléfordulé malignus
daganatai, amelyek kialakulasanak hatterében heterogén molekularis, genetikai és epigenetikai
valtozasok allhatnak (mismatch repair gének mutacio, LOH, mutator fenotipus, TGFB, BRAF,
TCF4 mutéciok stb.). A legfontosabb tényezdk progndzis szempontjabol az invaziéo mélysége
¢és a metasztazisok jelenléte vagy hianya. A colorectalis carcinomak genetikai (molekularis) és
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klinikai sokféleségét azonban alatimasztja az, hogy a stadiumtol fiiggetleniil még azok a
betegek is jo életmindségben sokdaig életben tarthatok, akiknek kisszamu, tavoli attétei
sebészileg eltavolithatok. A rossz prognodzisi esetekben azonban a jelenlegi terapiakkal
szembeni rezisztencia még mindig nagy kihivast jelent (280, 281).

Az emldédaganatok a leggyakoribb malignus daganatok ndkben, ezek tobbsége
adenocarcinoma. Klinikai szempontbdl a legnagyobb jelentésége a daganatsejtek hormon
receptor és epidermalis névekedési faktor receptor expresszidjanak van, mind prognosztikai,
mind terapias vonatkozasban. Ezek alapjan kiilonbdztetik meg a legfontosabb emldcarcinoma
altipusokat: Luminalis A tipus (alacsony ER+, HER2-), Luminélis B tipus (magasabb ER+ ¢és
lehet HER2+ is), HER2+ tipus (ER negativ, de HER2 overexpressziot mutatd daganatsejtek),
Tripla negativ (ER-, PR- ¢s HER2-). Meg kell emliteniink a familiaris emlédaganatok
szempontjabol jelentés mutaciok eléforduldsat is, amelyek a sporadikus formdk esetében is
megjelenhetnek. A BRCAL/2 szomatikus mutacié ugyan ritka, de metilacios inaktivacidja a
daganatok 50%-at is érintheti, illetve a p53 szomatikus mutacio is gyakori a tripla negativ és a
HER2+ daganatokban. A PI3K-Akt jelatviteli hiperaktivias az ER+ és HER2+ daganatokban
figyelhetd meg gyakrabban. Mig kordbban a kezeletlen betegek 3-4 éven beliil meghaltak, addig
napjainkra az emlédaganatos betegek tobbségének megfeleld kezelés mellett hosszu tulélést
lehet biztositani, bar a tripla negativ csoportban az 1j terapias sikerek még egyeldére elmaradnak.
Az mTOR gatlas, rapaldgok — temsirolimus — alkalmazasa examestan kombinacioban recidiv
emldcarcinomdkban a terapiarezisztencia lekiizdése érdekében felmertil, de a betegek ezeket a
kezeléseket kevésbé toleraljak, igy az attorés még ezek esetében elmarad (282-285).

1.42.2. Egyéb ritka daganatok  (gliomak, Ilymphangioleiomyomatosis  és
rhabdomyosarcomdk)

A lymphangioleiomyomatosis (LAM) a sclerosis tuberosa 1 vagy 2 (TSC1/TSC2) gének
funkcidveszté mutacioival Osszefliggd tiidoben kialakuld cisztas atalakulds. A betegség
sporadikusan ¢és a sclerosis tuberosa mutdciok autoszomalis dominans Oroklédésével
kapcsolatban fordul el (286). A TSC1/2 mutacié kovetkeztében mTOR-jelatvitel
hiperaktivacié és a LAM sejtek proliferacioja figyelhetd meg. Ezeknek felismerése tette
lehet6vé a célzott mTORCL inhibitor, rapalog terapia alkalmazasat, igy a betegek egy részében
a betegség progressziojanak lassitasat (287). Vizsgalataink el6tt ebben a rendkivill ritka
tiidédaganatban az mTOR aktivitas in situ C1, C2 komplex fiiggésérdl, illetve a LAM sejtek
egyéb metabolikus jellemzdirél még adatok nem alltak rendelkezésre.

A kozponti idegrendszer daganatai ritkdk, de rendkiviil rossz prognozisuak;
leggyakrabban el6fordulo felndttkori tumoraik a gliomak. A vizsgalatainkban tanulmanyozott
astrocytomak, oligodendrogliomak is a glidlis sejt eredeti tumorok koz¢ tartoznak. Az elmult
években a gliomdk genetikai valtozasainak kiilonbségeit egyre jobban megismerve a jelenlegi
osztalyozasuk alapjat is ez adja. Prognosztikai és terapids érzékenységbeni jelentdsége miatt az
IDH mutécio statusz a glioméak osztdlyozasanak egyik fontos eleme, amiben mas genetikai
eltérések igy az 1p/19q delécio, az ATRX vesztés vagy a P53 mutacio meglétének vagy
hianyanak is van szerepe. A gliomak invaziv daganatainak kezelése oriési kihivast jelent, bar a
lassan n6v6 formaik esetében a betegek tulélése azért lehet hosszabb.
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Munkankban a gliomak mTOR aktivitaisa mellett metabolikus jellegzetességeit
vizsgaltuk, ismert ugyanis, hogy bizonyos gliomék kialakuldsaban az IDH enzim mutéicioja
korai esemény; €s a mutacié miatt a D-2HG onkometabolit megjelenése epigenetikai ¢€s
anyagcserevaltozasokat is eldidéz ebben a daganattipusban (288-290).

A lagyrészdaganatok Osszességében ritkak, 15%-uk pedig gyermekkorban fordul el6.
Ezek kozott a legyakoribbak a rhabdomyosarcomak, amely csoportban rendkiviil intenziv,
kombinalt kezelésekkel a betegek 70%-a gyogyithatd meg. A terapia rovid- és hosszutava
mellékhatasai, illetve a recidiv rossz prognozisu esetek azonban nem hanyagolhatok el (291).
Az elmult években bebizonyosodott az, hogy sem az alkilaloé agensek dozisemelése, sem a
kemoterapia intenzitasanak fokozéasa vagy az autolog Ossejt transzplantacié nem javitja a magas
rizik6ju betegek talélését (292). A célzott terapias gyogyszerek, koztikk az mTOR gatlo rapalog
(temsirolimus) kezelés azonban néhany recidiv esetben egyedi elbiralassal kisebb nagyobb
eredményeket hozhat. Az elmult években nemcsak a rhabdomyosarcomak, hanem mas lagyrész
tumorok esetében is kozlésre keriilt az mTOR hiperaktivitasanak novekedést tamogatd szerepe
¢s az mTOR gatlok alkalmazéasanak lehetdsége, de sokkal kevesebb adat all rendelkezésre a két
MTOR komplex aktivitds viszonyairdl vagy akar ezek metabolikus hatdsair6l ezekben a
daganatokban.

1.4.3. In vitro, in vivo modellek korldtai és legujabb lehetoségei a daganatbiologiai
kutatdasokban

A sikertelen kezelés szempontjabol a tumorsejtek szervezeten beliili egyik
legmeghatarozobb tulajdonsdga az az adaptacidos képesség, amely biztositja a valtozo
kornyezeti feltételek, terapias kezelés mellett bizonyos tumorsejtek talélését, majd késobbi
novekedésének, proliferacidjanak ujraindulasat, a recidivak keletkezését/metasztazisok
novekedését. A terapiarezisztencia hatterében tobb, a tumor kialakuldsa €s kezelése kozben
megjelend szabalyozasi, genetikai valtozas mellett nemcsak sejtszintli, hanem az egész
tumorszovetet érintd anyagcsere-valtozasok is lehetnek. E16bbiek alapjan a daganatok terapias
érzékenységének vizsgalatahoz, 0j potencialis daganat ellenes szerek hatasanak kivalasztasdhoz
egyrészt jo terapias célpontok és megfelel in vivo is hatasos készitmények, illetve a betegek
kezelésének tervezéséhez minél jobb biomarkerek kivalasztisa sziikséges. Elobbiekhez a
betegekbdl szarmazd kiilonb6z6 tumorok és in situ rendkiviil heterogén tumorszdvetek
tanulmanyozasa mellett olyan modellrendszerekre van sziikségilink, amelyek az in situ/in vivo
helyzeteket jobban reprezentaljak vagy legalabb ismerjiik korlataikat a gyogyszermolekula
célpontok és gyodgyszer szelekcids vizsgalatok kozben.

Sajat eredményeink és az elmult két évtized vonatkoz6 tudomanyos kozleményei is
alatamasztjak, hogy a tumorszovet metabolikus valtozasai az in vitro és az in Vvivo
vizsgalatokban jelent6sen eltérhetnek. A metabolikus kiilonbségek forrasa a szdveti
heterogenitas, a tumorszovet tobbféle sejt és matrixelemének szimbidzisa, a haromdimenzios
szoveti szerkezet, azon beliil az oxigén €s tapanyag diffiizio, az erezettség mértékének eltérései.
Ugyanazok a kezelések (még elérheté ugyanazon intracellularis kezeldszer koncentracio
mellett is) kiilonb6zé in vitro és in vivo kisérleti modellekben, eltér6 hatasokat
eredményezhetnek. A gydgyszerhatdanyagok fazisvizsgalatainak eredménye és a valos terapids
eredmények kozott igy sokszor igen nagy kiilonbség lehet. Sziikséges tehat a preklinikai
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modellek fejlesztése. Legujabb munkainkban olyan tényezdket vizsgalunk, amelyek 2D
sejtkultirakban és in vivo jelentds kiilonbségeket mutathatnak és ebben a sejtek metabolikus
adaptacios mechanizmusainak is nagy szerepe lehet. Mindezek alapjan a daganatok jelatviteli
zavarainak, mTOR aktivitds valtozésainak és metabolikus folyamatainak tanulmanyozasa
kozben mindig tobbféle modellrendszerben elvégzett vizsgalatok eredményeit kell
Osszevetniink a betegek szovetmintaiban az adott allapotot jellemzd, in situ meghatarozhatéd
expresszios vagy metabolikus jellemzdékkel. Munkank jelenlegi szakaszaban sikeriilt eljutnunk
nemcsak a 3D spheroid kulturak és in vivo xenograftok vizsgalataihoz, de 3D bionyomtatott
tumorszovetszeri képletek kialakitasat megkezdve lehetdségiink van a 2D, 3D sejttenyésztés,
a 3D bionyomtatott struktirdk, xenograft tumorok Osszehasonlitd vizsgélatira is. Ez a
szabalyozasi zavarok €s a szoveti komplexitas egyiittes értelmezésével reményeink szerint jobb
gyogyszer célpont, terapia szelekcids eljarasokat eredményezhet. A modelleknek
Osszehasonlitd vizsgalataval azokat az elsdsorban metabolikus kiilonbségeket hatarozhatjuk
meg, amelyek az eddigi nem tul hatékony in vitro teszt rendszerekben elhanyagolasra keriiltek.

46



dc_1829 20

1. Célkitizések

cres

a sejtek talélését tamogatd folyamatokrol mar egyre tobbet tudhattunk meg. Ezeknek
kialakulasaban a kiilonb6z6 szabalyoz6é mechanizmusok karosodésai, daganatok esetében a
negativ szabalyozo tényezOk hatdsainak elmaradasa és ezzel Osszefliggésben a terdpia
rezisztencia mechanizmusok feltérképezése jelentették sokunk szamara a legnagyobb
kihivasokat. Parhuzamosan a jelatviteli atvonalak ijabb ¢és jabb elemeit ismertiik meg, de a
jelatviteli titvonalak bonyolult szabalyozasai hal6zatai még nagyrészt ismeretlenek voltak.

A TGFp elsédleges jelatviteli utvonalanak felfedezése, a human Smad molekuldk
csaladjanak ¢és funkcioinak leirasa, illetve a Notch utvonal elemeinek és funkcidinak,
mechanizmusainak felismerése, fejlédésbiologiai jelentdségének jellemzése is csak erre a 20
évvel ezeldtti idGszakra teheté (293, 294). A rapamycint ugyan mar a hetvenes években
felfedezték, leirtak az FKBP12 kotd képességét, ezen keresztiili hatdsait feltételezve, de
legfontosabb targetjét a sejt szabalyozasi folyamataiban, az mTOR kinazt is csak 1991-ben,
illetve 1994-ben azonositottak (295-297). A jelatviteli halozatok kiilonboz6, a daganatsejtek
novekedését érintd zavarainak vizsgalata kezdetén csak bizonyos daganatokban, illetve egyes
sejtbiologiai folyamatokban ismertiik, valoszintsitettiik ezeknek a mara mar sokkal jobban
jellemzett utvonalaknak a szerepét. A kiilonb6z6 rezisztencia mechanizmusokban, elébbi
utvonalak szabalyozéasai zavarainak vizsgalata kdzben tobb daganattipusban is leirhattunk
olyan valtozasokat, amelyek hozzajarulhatnak az adott daganattipus progresszidjahoz. mTOR
aktivitds vizsgalataink kozben tobb tumortipus esetében elsoként jellemeztik az mTOR
komplexek aktivitasat, és azok daganatbiologiai szerepét. Utdbbiakkal Osszefiiggésben az
mTOR aktivitas valtozasok jelentdségét mar adott daganattipusok bioenergetikai valtozasaiban
is jellemezni tudtuk. Mindezen vizsgalatainkban mentorom, Kopper professzor tanacsait szem
elétt tartva mindig torekedtiink arra, hogy az onkopatoldgiai-tumorbiologiai kérdések
gyakorlati jelentGségét is vizsgaljuk, jelatviteli és metabolikus in vitro vizsgalatainkat,
patologiai vizsgalatainkat, szinte minden esetben adott human tumortipusok jellemzésével,
illetve lehet6ség szerint a megfeleld célzott kezelések in vitro és in vivo kisérleteivel is
kiegészitettiik.

Az elobbiekhez kapcsolodva a disszertacioban osszefoglalt eredmények célkitiizései a
kovetkezok voltak:

1. Mevastatin, illetve immunszuppressziv kezelések indukalta apoptdzis
mechanizmusanak vizsgalata lymphoma, leukémia sejtvonalakban

2. Az immunszuppresszio és a tumorgenezis 0sszefliggéseinek vizsgalata

3. A Notch expresszio és aktivitas valtozas szerepének vizsgalata leukémia, lymphoma

4. TGFp indukalt apoptozis, TGFp rezisztencia hatterének, érzékenyités lehetdségének
vizsgalata leukémia, lymphoma sejtekben

47



dc_1829 20

Az mTOR aktivitds valtozasok proliferacios ¢€s tumorndvekedést segitd

daganatbioldgiai szerepének vizsgalata

o Kiilonb6z6 lymphoma tipusok és a gyermekkori akut lymphoid leukémiak
mTOR aktivitas valtozasanak és mTOR inhibitor érzékenységének vizsgalata

o mTOR aktivitas, mint potencialis target jellemzése szolid daganatokban

o mTOR aktivitassal 0Osszefliggd bioenergetikai szubsztrat hasznositas ¢és
metabolikus valtozasok vizsgalata in vitro és in vivo

Az mTOR aktivitds és a szoveti metabolikus adaptacid szerepének térképezése

egyes szolid daganatok progresszidjaban

A bioenergetikai alkalmazkodés, metabolikus plaszticitas gatlasanak vizsgalata

mTOR és metabolikus gatloszer kombinaciok in vitro és in vivo hatasaiban

In vitro és in vivo metabolikus kiilonbs3égek vizsgalata, olyan in vitro rendszerek

fejlesztése és Osszehasonlitdo vizsgalata, amelyek a 3D szovettenyésztésre és

bionyomtatasra alapozva segitik az in situ helyzetek modellezését
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II1. Modszerek

II1.1. In vitro sejtvonalak, izoldlt primer sejtek tenyésztése és kezelése

In vitro vizsgalatainkban

szuszpenzios

és

adherens sejtvonalakat hasznaltunk. A

legkiilonb6zobb munkdinkban felhasznalt sejtvonalakat és forrasukat, illetve alapvetd
tapfolyadékaikat, tenyésztéshez sziikséges antibiotikumot egy tablazatban foglaltam 6ssze (3.
Tablazat). A sejteket altaldban 25, illetve 75 cm?-es flaskakban tenyésztettiik (37°C, 5%-0s
COz2). Az adherens sejtek tobbségét 3-4 naponta, mig a lymphoma, leukémia sejteket 2-3
naponta passzalva és ellendrizve, sejtszamolast kovetden tenyésztettiik tovabb vagy hasznaltuk
fel a kisérletekben. Az alkalmazasra keriild induld sejtszamokat elézetes munkaink alapjan
hatroztuk meg. Az adott vizsgalatoknak és tenyészté edénynek (25 vagy 75 cm?) vagy plate-
eknek (6, 24, 48 és 96 lyukt) megfelelden (kisérlet/tenyésztés ideje, azt kovetd feldolgozasi

technika sejtszam igénye és a sejtkultira novekedési tulajdonsagai alapjan meghatarozott) 5-
300 ezer sejt/ml sejtszammal inditottuk a kisérleteket.

3. Tablazat A vizsgalatokban felhasznalt sejtvonalak

Sejtvonal Tipus S ore ‘dete, Tenyésztéshez hasznalt médium
azonositoja

human B-sejtes non-Hodgkin RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + 100 U/ml penicillin+100
HT58 lymphoma Prof. Kopper Laszlo ug/ml streptomycin

HT58 sejtvonal TGFB RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + 100 U/ml penicillin+100
HT58r rezisztens szubklon HT58-bol hoztuk 1étre ug/ml streptomycin

Prof. Klein Gyorgy;
BL41 human Burkitt lymphoma Karolinska Institute RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin
Prof. Klein Gyorgy;

BL41/95 | huméan Burkitt lymphoma Karolinska Institute RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin
Ramos humaén Burkitt lymphoma ATCC® CRL-1596 RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin

human EBV-negativ Burkitt
BJAB lympomak DSMZ ACC 757 RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin
MED-B1 | human primer mediastinalis | Dr. Peter Moéller Patologiai IMDM:RPMI1640 (4:1) + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + 100 U/ml
(BHD1) | nagy B-sejtes lymphoma Intézet, Universitat Ulm penicillin+100 ug/ml streptomycin

human myeloma
U266 (plasmocytoma) ATCC® TIB-196™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin

human Hodgkin lymphoma
KMH2 (kevert sejtes altipus) DSMZ ACC 8 RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin

human Hodgkin lymphoma
L1236 (kevert sejtes altipus) DSMZ ACC 530 RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin

human akut T-sejtes
Jurkat lymphoid leukémia ATCC® TIB-152™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin
Daudi humén Burkitt lymphoma ATCC® CCL-213™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin

human vese (cortex, DMEM high glucose + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + 100 U/ml
HK2 proximalsi tubulus) ATCC® CRL-2190™ penicillin+100 ug/ml streptomycin

MEM + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + 100 U/ml penicillin+100 ug/ml

A498 humén vesecarcinoma ATCC® HTB-44™ streptomycin

human colorectalis
GC3 carcinoma ATCC® CVCL_1B32 RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin

human colorectalis
HCT116 | carcinoma ATCC® CCL-247™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin

human colorectalis
HT29 adenocarcinoma ATCC® HTB-38™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin

human colorectalis
CaCo2 adenocarcinoma ATCC® HTB-37™ MEM + 20% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin

human colorectalis

adenocarcinoma (Dukes B
SW480 tipus) ATCC® CCL-228™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin

human colorectalis

adenocarcinoma (Dukes C
SW620 tipus) ATCC® CCL-227™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin
RKO human coloncarcinoma ATCC® CRL-2577™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin

human colorectalis

adenocarcinoma (Dukes D
Colo205 | tipus) ATCC® CCL-222™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin
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Sejtvonal Tipus Sl ore 'dete, Tenyésztéshez hasznalt médium
azonositoja
human kissejtes
DMS153 | tiid8carcinoma ATCC® CRL-2064™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin
human kissejtes
H1048 tiiddcarcinoma ATCC® CRL-5853™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin
human kissejtes
H146 tiiddcarcinoma ATCC® HTB-173™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin
human kissejtes
H196 tiidGcarcinoma ATCC® CRL-5823™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin
HT-1080 | human fibrosarcoma ATCC® CCL-121™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin
U251 Dr. William Leenders DMEM high glucose + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + 100 U/ml
(MG) Radboud University Medical | penicillin+100 ug/ml streptomycin
IDH1 vad | humén high grade glioma Center
U251
(MG) DMEM high glucose + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + 100 U/ml
IDH1 Dr. William Leenders penicillin+100 ug/ml streptomycin
mutans Radboud University Medical
(R132H) | human high grade glioma Center
U251 DMEM high glucose + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + 100 U/ml
(MG) humén high grade glioma ATCC® CVCL 0021 penicillin+100 ug/ml streptomycin
us7- DMEM high glucose + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + 100 U/ml
(MG) humén high grade glioma ATCC® HTB-14™ penicillin+100 ug/ml streptomycin
u373-U
vagy DMEM high glucose + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + 100 U/ml
(MG) humaén high grade glioma ECACC 08061901 penicillin+100 ug/ml streptomycin
human emldcarcinoma
ZR75.1 (Luminal B) ATCC® CRL-1500™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin
human emldcarcinoma DMEM low glucose + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + 100 U/ml
SKBR3 (HER2+) ATCC® HTB-30™ penicillin+100 ug/ml streptomycin
humén emlécarcinoma
MCF7 (Luminal A) ATCC® HTB-22™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin
humén emlécarcinoma
T47D (Luminal A) ATCC® HTB-133™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin
humén emlécarcinoma (tripla
HS578T | negativ) ATCC® HTB-126™ DMEM high glucose + 10% FBS + 4 mM L-glutamin + gentamycin
MDA- human emldcarcinoma (tripla
MB-231 | negativ) ATCC® HTB-26™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin
MDA- humén eml6carcinoma
MB-453 | (HER2+) ATCC® HTB-131™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin
MDA- human emldcarcinoma (tripla
MB-468 | negativ) ATCC® HTB-132™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin
human emldcarcinoma
BT474 (Luminal B) ATCC® HTB-20™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin
humén emlcarcinoma (tripla
BT549 negativ) ATCC® HTB-122™ RPMI1640 + 10% FBS + 2 mM L-glutamin + gentamycin

3. Tablazat folytatasa

A munkaban rendkiviil sokféle kezelést alkalmaztunk, a legtobb esetben 0-72 h idd
intervallumokban, bar egyes esetekben hosszabb kezeléseket is végeztiink (utdobbiakban a
kezelési koncentracio allandosagat és a sejtek tapanyag utanpotlasat biztositottuk). A
bemutatott eredményekben a legkiilonb6zObb anti-tumor vagy egyéb sejtciklus, jelatviteli
folyamatokat, enzimeket, metabolikus enzimeket gatld in vitro kezelésekhez alkalmazott

szereket és az alkalmazott koncentraciokat szintén egy tablazatban foglaltam Ossze (4.
Téblazat). Az alkalmazott doézist az irodalmi adatok vagy korabbi vizsgalataink alapjan
valasztottuk ki, illetve tobb esetben vizsgaltunk dézis és idofiiggeést is.
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4, Tablazat In vitro kezelésekben alkalmazott szerek

Név | Alkalmazott dézis | Forris | Célpont, mechanizmus
Célzott antitest, ligand-kezelések
Cetuximab (Erbitux) 10 pg/ml Bristol-Myers Squibb Epidermalis novekedési faktor
receptor (EGFR) gatlo
Rekombinans human DLL4 1 pg/ml R&D Systems DLL4 Notch ligand (Notch utvonal)
Rekombindns humén Jagged1 1 pg/ml R&D Systems Jaggedl Notch ligand (Notch utvonal)
Rekombinans human TGF1 1 ng/ml R&D Systems TGFB1R ligand (TGFp titvonal)
Rituximab (MabThera) 10 pg/ml Roche B-sejtek felszinén 1évé CD20 receptor
gatlo
Kemoterapias, anti-tumoralis kezelések
Bortezomib (Velcade) 10 nM Millennium Pharmaceuticals, Inc. Proteaszoma inhibitor
Ciklofoszfamid 500 nM Baxter Oncology GmbH DNS alkilalo szer
Ciszplatin 0.1-10 pg/ml EBEWE Pharma, Accord Healthcare DNS replikécio gatlo
Polska
Citarabin (Alexan) 10 ng/ml EBEWE Pharma DNS szintézis gatld
Doxorubicin 50-100 nM Ebewe Pharma, Teva Pharma Zrt., DNS interkalalo (DNS és RNS
Merck-Sigma Aldrich szintézis gatlisa)
Etopozid (Vepesid) 50 nM Pharmachemie B.V., Bristol-Myers Topoizomeraz gatld
Squibb
Gefitinib 1-20 uM Cayman Chemical Epidermalis novekedési faktor
receptor (EGFR) gatlo
Nocodazole 40-200 ng/ml Merck-Sigma Aldrich Mikrotubulus gatl6 (sejtosztodas
gatlasa)
Temozolomid 100-300 uM Merck-Sigma Aldrich DNS alkilald szer
Vincristine 3-100 nM Richter Gedeon Mikortubulusok (M-fazis blokk)
mTOR inhibitorok
Dactolisib (NVP-BEZ-235) 1 uM Cayman Chemical PIBK/mTORCI és C2 gatld
Ipatasertib 1 uM Cayman Chemical AKT gatlo
Rapamycin (Sirolimus) 50 ng/ml Merck-Sigma Aldrich mTOR gatld
Torkinib (PP-242) 1 uM Tocris Bioscience, R&D Systems mTOR gatld
Vistusertib (AZD2014) 1 uM Cayman Chemical mTORC1/2 gatld
Egyéb jelatviteli inhibitorok
BMS-303141 10 uM Merck-Sigma Aldrich ATP-citrat liaz gatlo
Crizotinib 10 uM Calbiochem ALK és ROS1 gatld
DAPT (y-Secretase Inhibitor IX) 1 uM Calbiochem, Cayman Chemical Notch utvonal gatl6
Endothall thioanhydride (ETA) 1-10 uM Merck-Sigma Aldrich PP1 és PP2A gatlo
y-Secretase Inhibitor XII 4 uM Calbiochem Notch ttvonal gatlo
PD98059 1-10 uM New England Biolabs MEKI1/2 gatld
SAHM1 5uM Calbiochem Notch ttvonal gatlo
Zaprinast 1-300 pM Merck-Sigma Aldrich PDES5 ésPDEG6 gatlo
Okadaik sav 100-500 nM Calbiochem Foszfataz gatld
Staurosporine 0.025-0.1 M/ml Merck-Sigma Aldrich Protein-kinaz gatl6 (G1-fazis blokk)
Metabolikus inhibitorok
3-brémpiruvat 100 uM Merck-Sigma Aldrich Glikolizis gatlo
BPTES 10-20 pM Merck-Sigma Aldrich GLS1 gatlo
D 2 hidroxiglutarat 0,5-4 mM Merck-Sigma Aldrich aKG antagonista
Etomoxir 50 uM Merck-Sigma Aldrich CPT1A gatlo
Metotrexat 20 nM Teva Pharma Zrt., Pharmachemie Folsav antagonista
B.V.
Chloroquine 50 uM Merck-Sigma Aldrich Malaria ellenes 4-aminokinolin
vegyiilet, autofagia gatlas
Doxycycline 10 uM Merck-Sigma Aldrich Antibiotikum mitokodrialisprotein
szintézis gatlas
Egyéb
Gamma-amino-vajsav (GABA) [ 5mMm | Merck-Sigma Aldrich | neurotranszmitter

111.2. 3D spheroid tenyészetek, 3D biotinta, 3D bionyomtatds

3D sejtkultarakat spheroid — fiiggécsepp tenyészetek, ultra-low attachment plate-ek
felhasznalasaval hoztunk létre. Elozetes vizsgalatainkban tesztelt optimalis kiindulasi sejtszam
és tenyésztési id0 meghatarozéasa utan emldcarcinoma sejtvonalak esetében 10 ezer sejt/20 pl-
es cseppekben a Petri-csésze/plate fedore az alap médiumban 72 h tenyésztési id6 utan is 1étre
tudtunk hozni spheroid tenyészeteket (17. dbra). A fizioldgias mikrokdrnyezet biztositdsa, a
cseppek kiszaradasanak vagy novekedésének megakadalyozasa érdekében médiummal, illetve
PBS-sel toltottiik fel a plateket. Elsdsorban kiilonb6z6 kezelések hatasainak vizsgalatahoz ultra-
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low attachement vagy poli-HEMA clékezelt plate-eket (poli-HEMA 1is gatolja a sejtek
letapadésat a plate-hez) is haszndltunk. Ebben az esetben is egysejt szuszpenzidban helyeztiik
el a plate-eken passzalas utan az alap médiumban a sejteket (25 G-s tii hasznalataval lehet6ség
spheroidképzést befolyasold hatdsait vagy a spheroidot alkotd sejtek életképességét,
novekedését Alamar blue teszttel, illetve mikroszkdppal ellendriztiik €s fotodokumentaciot is
készitettiink.

3D
fliiggbcsepp (HD)

17. abra Fiiggdcsepp-tenyészetek kialakitasa

3D éloszovetszerii struktirak bionyomtatiasat a GeSiM cég Bioscaffolder 3.2-es
bionyomtatojaval végezziik. Ehhez kiilonb6z6 Osszetételli hidrogéleket tesztelve spheroid
tenyésztés mellett emldcarcinoma sejtek esetében két specidlis dsszetételi biotintat allitottunk
Ossze, a szilard mechanikai vaz nyomtatasahoz (11% metilcelluléz + 6% alginat), illetve a
sejtek nyomtatasdhoz (3% alginat + 1% zselatin). A nyomtatasi terveket a cég altal fejlesztett
CAD szoftver segitségével altalaban 2,4 mm sugari 6-10 rétegli koralaku struktirakként
kezdtiilk meg (csOvazas vagy csak sejtes elemeket is nyomtatva) (18. abra). A raftokat
nyomtatas utan CaCl oldatos keresztkotés utan 24-es és 96-0s plate-eken a sejteknek megfeleld
médiumban tenyésztjiik tovabb vagy azonnal xenotranszplantdlhatjuk (emlécarcinomak
esetében SCID egerek emldtajékara). Adott inkubacios idok, kezelések utan paraffinos blokkok
segitségével morfologiai és immunhisztokémia vizsgalatokat végezhetiink, illetve EDTA-S
kezelésekkel biokémiai vizsgalatokhoz vagy jra 2D kultirdba vitelhez is visszanyerhetjiik
sejteket. Tobbféle sejtes komponensii szovetszerli strukturdk nyomtatasat is megkezdtiik
tekintettel a 4 nyomtatofejre, fibroblaszt-tartalmu carcinoma sejtes biotinta alkalmazasaval
teszteltiik a tobb sejtes nyomtatasokat.

)
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II1.3. Primer leukémia sejtek, normdl periférias mononukledris sejtek izoldldasa

CLL-es, ALL-es, valamint egészséges normal donorok periférias (heparinnal vagy
citrattal alvadasgatolt) vérmintdibol Histopaque-1077 gradiens centrifugaldssal vagy sziikség
szerint magneses MACS CDI19 mikrogyongyokkel (Miltenyi Biotec) izolaltunk periférids
mononuklearis sejteket (PMNC), leukémias, illetve normal B-sejteket. Adott vizsgalatokban a
felhasznalt mintak leukémia sejtaranyat, az izoladlds tisztasagat aramlési citometriaval
ellendriztiik. Ezeket vagy azonnal felhasznaltuk (aramlasi citometria vagy in vitro tenyészéses
vizsgalatok), vagy tovabbi felhasznalasig -70°C-on (pl. expresszid vizsgalatokhoz) fagyasztva
taroltuk.

111.4. In vitro vizsgdlatokat kovetd proliferdcio, apotozis mérések, daramldasi citometriai
vizsgalatok

Az in vitro vizsgalatokban a kezelések proliferaciot érintd hatasait a sejtszam
valtozasok ellendrzése mellett, proliferacios/tulélési tesztekkel is meghataroztuk. Az Alamar
Blue tesztekben ezekben az esetekben a 96-0s plate-ken meghatarozott inkubacios idot
kovetden a kezelés utolsd 4 orajara 10 pug/ml végsé koncentracioban Alamar blue oldatot
(resazurin, 7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-one- 10-oxide, Life Technologies) alkalmaztunk. A
metabolikusan aktiv sejtekben viabilitasatol fliggéen az atalakuld resazurin (redukald
kapacitas) szinvaltozasat 570-590 nm-en Fluoroskan leolvasé segitségével hatarozhattuk meg
(abszorbancia mérés, Ascent szoftver, Fluoroskan Ascent FL, Labsystems). Ehhez hasonléan
az ¢l06 sejtek mennyiségével aranyos Osszfehérje meghatarozasa az SRB teszttel lehetséges. Az
SRB tesztekben a kisérletek végén 10% triklor-ecetsavas fixalast (1 h, 4°C) kovetéen 0,4 m/v%
sulforhodamine B festékkel inkubaltuk a sejteket (15 min), majd a festék oldasat kdvetéen az
abszorbancia értékeket 570 nm-en Multiskan MS mikroplate leolvasoban hataroztuk meg. A
proliferacid szazalékos aranyat a kontroll mintakhoz viszonyitva adtuk meg.

Az apoptozis detektalasdnak egyik érzékeny modja a kaszpaz aktivitas emelkedésének
igazolasa a sejtek lizdtumai, illetve meghatarozott szubsztratok segitségével. Ezekben a
vizsgalatokban a kisérletek végén 5x10° sejtet kaszpaz pufferben (50 mM HEPES (pH=7,4),
100 mM NaCl, 0,1% (w/v) CHAPS, 10% (w/v) szukroz és 10 mM DTT — 100 ml) vettiik fel,
majd 96-0s plate-en Triton X-100-zal (0,2 %) permeabilizaltuk a sejteket a Z-DEVD-AMC (20
uM) kaszpaz szubsztrat hozzaadasat megel6zéen. A felszabaduld 7-amino-4-methylcoumarin
(AMC) fluoreszcenciajat 15 percig detektaltuk Fluoroskan Ascent késziilékben — excitacio 380
nm, emisszid 445 nm. Tobb alkalommal hasznaltunk specifikus kaszpaz gatlé kezeléseket is,
amelyek segitségével a detektalt sejtpusztulds kaszpaz-, illetve kaszpaz-9 , -8 fliggését
hatarozhattuk meg (Z-VAD-fmk — altalanos kaszpaz gatld, Z-IETD-fmk kaszpaz-8, Z-LEHD-
fmk kaszpaz-9 gatlok 50-100 mM). Az apoptdzis mechanizmusokban a sejthalal receptorok
szerepét hasonld6 moddon specifikus inhibitorok kombinalt alkalmazasaval tesztelhettiik
(rekombinans TRAIL-R2Fc 100 ng/ml, monoklonalis anti-human TNF-alfa 1 ng/ml vagy
NOK-1/antiFASL antitest 1 ng/ml).

Az indukalt apoptézis mértékét leggyakrabban aramlasi citometriai mérésekben
hataroztuk meg. Ehhez a sejteket -20°C-0s, 70%-os etanolban fixaltuk, majd lagos extrakcid
(200 mM NaxHPO4, pH 7,4 és 100 pg/ml RNAse) utan 10 pg/ml etidium-bromid festést
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alkalmazva a sejtek DNS tartalmat FACScan aramlasi citométeren (BD Biosciences)
mintanként 10-20 ezer sejtet mérve WinList (Verity Software House) és CellQuestTM (BD)
szoftverrel értékeltiik. Aramlasi citometriai vizsgalatainkban természetesen bizonyos fehérjék,
sejtfelszini markerek vagy permeabilizalast kovetd intrecellularis fehérjék vizsgalatat is
elvégeztiik; pl. leukémia marker analizisek CD5, CD19 a B-CLL sejteken, ALL sejtek
fenotipizalasa, illetve intracellularis p-S6, p-HisztonH3 expresszidé meghatarozasok. A
mitokondrium transzmembran potencial valtozasat DiOC6(3)-mal (10 nM) és propidium
jodiddal (10 pg/ml) festett sejtek esetében hataroztuk meg szintén aramlasi citometriai analizis
segitségével.

1I1.5. Foszfataz aktivitas mérés

A foszfatazaktivitast Non-Radioactive Serine/Threonine Phosphatase Assay Systemmel
(V2460, Promega) végeztiik a forgalmazo leirdsa szerint. 107 sejt lizatumabol Sephadex G-25
oszlopokon tavolitottuk el a szabad foszfatot, majd 2 pg fehérjének megfelelé kivonat
aktivitasat imidazol tartalmi enzimspecifikus reakciopufferben 1 mM foszfopeptid és
Molibdate Dye/Additive hozzéadasaval mértiik le (OD 620 nm-en). Az enzimspecifikus
reakciopuffer és foszfopeptid szubsztrat alkalmazasaval az assay a PP2A foszfatdz aktivitasat
hatarozza meg.

111.6. Molekularis vizsgalatok

1I1.6.1. Notch inhibitor rezisztens HL sejtvonalak onkogén mutdcidinak, illetve mds
sejtek IDH mutdcidjanak vizsgdlata

A mutécids vizsgalatok esetében 3 x 10° sejtbdl DNS Mini Kittel izolalt DNS-t hasznaltunk.
Az FBXW75,9, 10 és 11-s exonjait vizsgaltuk — ezekben van leggyakrabban mutacio, ezeket
amplifikaltuk a  megfelel6 primerek  segitségével (FBXW7 5. sense 5'-
TGTGAGTTTTCCTTTATAAGCCTGT antisense 5-CAAATAACACCCAATGAAGAATG
FBXW7 6: sense 5-TCAGAGTGCAGAATTATATTTATCAAG antisense 5'-
TTTCAGAATCACTCTGCTTTTCA FBXW7 9: sense 5'-
TTTAAATCACTTTTCCTTTCTACCC  antisense  5-AGGGCCCAAATTCACCAATA
FBXWY 10: sense S-TTGAAAATGGTTGTTGCTGTG antisense 5'-
TGGATCAGCAATTTGACAGTG FBXW?7 11: sense 5-TCCTCTTCCCCCTTTCCTAC
antisense 5-GAGGTTGACTCTTTTTGTGATGC.). Amplifikalas (Ready Mix, Thermo
Scientific) utan BigDye Sequencing Kittel (Applied Biosystems) szekvenaltunk, majd
NucleoSEQ (Macherey-Nagel) oszlopot hasznaltunk a kapillaris gélelektroforézist megel6zéen
(Genetic Analyzer 3500 — Applied Biosystems) A PIK3CA 9-es ¢és 20-as exonjat
piroszekvenalassal Katsuhiko Nosho €s munkatarsai protokolja alapjan végeztiik el (298). A
HL sejtvonalak esetében 50 onkogén mutacidés forrépont vizsgalatit 1) generacios
szekvenalassal az Oncompass Medicine — Molekularis diagnosztika segitségével elemeztiik (a
hg 19 human referencia genomhoz hasonlitva; lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2, Life
Technologies). Az IDHI1 és IDH2 gén vizsgalatdhoz AmpliTaqGold Master Mix amplifik4cio
(IDH1 4, forward: AAAACTTTGCTTCTAATTTTTCTCTTT, reverz:
ACATACAAGTTGGAAATTTCTGG; IDH2 4. forward:
TCTAGACTCTACTGCCTTCCTC, reverz: GTCAGTGGATCCCCTCTCCA) és tisztitas
utan szintén direkt szekvenalas (BigDye 3Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Genetic
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Analyser 3500 — Applied BioSystem) tortént az intézet Molekularis Onkohematologia
Laboratoriumaban.

111.6.2. PCR vizsgdlatok (mRNS, miRNS expresszio analizis)

Az RNS-t (Qiagen) PureLink Micro-to-Midi RNS-izolald kittel, a miRNS-t mirVanaTM
miRNA izolalé kittel (Ambion, St. Austin, US) izolaltuk, majd felhasznalasig -70°C-on
taroltuk. Expresszié vizsgalatkor 0,25-1 pg RNS-b6l MMLV reverz transzkriptazzal
(Invitrogen) és random hexamer primerekkel (Invitrogen) cDNS-t készitettlink. RedTaq
(Sigma) vagy FailSafeTM (Epicentre Technologies) polimerazzal a primereknek (NOTCH1
sense (s) 5' ACT TCC ACT GCG AGT GCC antisense (as) 5 AGG CAA CGG TAG AAG
GGG; NOTCH2 s 5' CTG GAT GCA GGT GCA GAT GCC AAT GC as 5' GCA GAA GTC
AAC ACG GTG CCT GGA GG; NOTCH3 s 5' TGT GGA CGA GTG CTC TAT CG as &'
TGACTCGGT CCTTGCAGAC;NOTCH4s5' TCAGCTCCCTGCCTGAACas5' GTC
CTT ACA TAT CTG CTT GGG; JAGGED1 s 5 TCG CTG TAT CTG TCC ACC TG as 5'
AGT CAC TGG CAC GGT TGT AG; JAGGED2 s 5 GAT TGG CGG CTATTACTG TG as
5'AGG CAGTCGTCAATGTTCTC; DELTA1s5 AGA CGG AGA CCATGA ACAAC
as5' TCC TCG GAT ATG ACG TAC AC; AKTIN s 5°’GTG GGG CGC CCC AGG CAC CAC
CA as 5’ CTC CTT ATT GTC ACG CAC GAT TTC; Deltex s 5’AGA AGT TCA CCG CAA
GAG GA as 5’AGC CAG CAC GTT GTC TAG GT Smad4 s 5’GTG GAA TAG CTC CAG
CTA TC as 5’CGG CAT GGT ATG AAG TAC TCC TIEG s 5’ACA GGA GAA AAG CCT
TTC as 5’AGC TTT TAC ATC ACC ACT GGC TCC, Smad2 s 5’ACA AGA GGC TGT TTT
CCT AG antisense 5’GAG AGC CTG TGT CCA T; Smad3 s 5’AAC AAG AAT GCA GCA
GTG GA as 5'ATG GTG CAC ATT CGG GTC AA; Smad4 s 5’GTG GAA TAG CTC CAG
CTA TC as 5'CGG CAT GGT ATG AAG TAC TCC; Smad6 s 5’ACC ACC ATG GAA TCT
CCG CCA CCT CCC TAC as 5'CCG CCA CTA TCT GGG GTT G; Smad7 s STCC TTA
CTCCAGATACCCGATas 5" ACG CCT TCT CGT AGT CGA AAG; TGFpI s 5'GCC CTG
GGA CAC CAACTATTG C as 5'GCT GCA CTT GCA GGA GCG CAC; TIEG s 5'ACA
GGA GAA AAG CCT TTC AGC as 5'TTT TAC ATC ACC ACT GGC TCC) megfeleld
annellalasi hdmérséklet mellett 26-30 amplifikacios ciklus utan a termékeket 1,5 %-os, etidium-
bromidos agar6z gélben valasztottuk szét és Kodak Image Station 4000 MM kameréaval
dokumentaltuk az eredményeket. Valos ideji PCR-hez TagMan Assay-On-Demand Gene
Expression (ABI) termékeket hasznaltunk (HES-1: Hs00172878 _ml1, HERP1:
Hs01012057_m1; NRARP:  Hs01104102_s1; TIEG: Hs00921811 m;  c-myc:
Hs00153408 _m1, TIEG: Hs00921811_m; c-myc: Hs00153408 ml). A génexpresszio relativ
értekét a belso kontrollként szolgdlod B-aktin, GAPDH haztartasi gének expresszios szintjéhez
(TagMan Control Reagents, ABI) normalizaltuk.

A miRNS-ek esetében cDNS TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit és Tagman
MicroRNA Assay Kitekben talalhato stem-loop RT primereket hasznaltuk [(hsa-miR-16
(Assay ID: 000391), hsa-miR-21 (Assay ID: 000397), hsa-miR-24 (Assay ID: 000402), hsa-
miR-29b (Assay ID: 000413), hsa-miR-128b (Assay ID: 000589), hsa-miR-142-3p (Assay ID:
000464), hsa-miR-155 (Assay ID: 000479), hsa-miR-223 (Assay ID: 000526), RNUGB (Assay
ID: 001093). Ezt kovetden real-time PCR TagMan Gene Expression Master Mix (Applied
Biosystems) és TagMan MicroRNA Assay Kitek segitségével hataroztuk meg a miR-16, 21,
24, 29b, 128b, 142-3p, 155, 223; bels6é kontrollként RNU6B szintjéhez (Applied Biosystems)
normalizaltunk. A Ct (threshold cycle) értékek alapjan kapott eredményeket 7500 software
v.1.3.0-, és DataAssist v.2.0 program (Applied Biosystems) segitségével értékeltiik. ALL sejtek

55



dc_1829 20

esetében egészséges donorok periférias vérébdl izolalt mononuklearis sejtek (PMNC), T-sejtek,
valamint tonsilla palatindbdl izolalt B-sejtek miRNS expressziojat is Osszehasonlitottuk,
melyek esetében a vizsgalt miRNS esetében nem talaltunk szignifikans kiilonbséget. igy normal
PMNC expresszidjat 100%-nak, azaz 1-nek tekintettiik az 6sszehasonlitasokban. Mivel jelentds
kiilonbségeket a vizsgalt miRNS-ek esetében a vér és csontveldi mononukledris sejtek esetében
sem taldltunk szignifikans eltérést, ezért periférids vér €s csontveldi mintdkat is fel tudtunk
hasznalni kisérleteinkben. Pozitiv kontrollnak — irodalomi adatok alapjan — a vizsgalt miRNS-
eket fokozottan expresszald lymphoma (BHD1, diffiz, nagy, B-sejtes lymphoma) sejtvonalat
alkalmaztunk.

111.6.3. Smad4 siRNS csendesités

A Smad4 gén expresszio csendesitéséhez szintetikus siRNS-t alkalmaztunk (sense: r(CAU-
CCU-AGU-AAA-UGU-GUUA)JTAT; antisense: r(UAA-CAC-AUUUAC-UAG-
GAUG)dAdG; Qiagen); kontrollként fluoreszceinnel jelolt negativ kontroll siRNS-t
hasznaltunk (Qiagen). 3 x 10° sejtet 4 ml tapfolyadékban 24 ul HiPerFect reagens (Qiagen) és
24 nM siRNS mellett transzfektaltuk. A transzfekcio hatasfokat fluoreszcens negativ kontroll
¢s Smad4 siRNS-el ko-transzfektalt mintakbol aramlési citometriaval hataroztuk meg. A
Smad4 jelenlétét mRNS szinten RT-PCR-rel vagy, fehérjeszinten Western blottal; illetve a
Smad4 aktivitasat kovetdé TIEG mRNS expresszid valtozast RT-PCR vizsgalataval is
ellendriztiik.

I11.6.4. RICTOR amplifikacio vizsgdlatok

A paraffinba dgyazott SCLC mintak, illetve az SCLC sejtvonalakbol késziilt sejtblokkok
valamint a human rhabdomyosarcoma esetekben a RICTOR amplifikaciot fluoreszcens in situ
hibridizacié (FISH) segitségével mutattuk ki. A deparaffinalas Vysis IntelliFISH (Abbott
Molecular) kezelés és proteaz emésztés utin RICTOR (#RICTOR-20-OR; Empire Genomics,
Williamsville, NY, USA) és specialis 5-6s kromoszoma (Chr5) kontroll (#CHR05-10-GR,;
Empire Genomics) proba hibridizacioval tortént. A reprezentativ teriiletek kivalasztds utan
zajlott a reakcidk értékelése, amiben tigynevezett hotspotokra figyelve két fiiggetlen vizsgald
értékelt legalabb 2-2 teriileten 30 sejtmagot (narancsszinii RICTOR és zold Chr5 szignalok
szamolasaval), ezek segitségével meghatarozhatova valt a RICTOR/Chr5 aranyt. 4 alatti
RICTOR kopiaszam, illetve 2 alatti RICTOR/Chr5 arany esetén a mintakat negativnak, 6 feletti
RICTOR kopiaszam vagy 2 feletti RICTOR/Chr5 arany esetén pozitivnak tekintették. A kettd
kozott bizonytalan értékelést fogadtunk el.

Rhabdomyosarcomak esetében a bizonytalan esetek tisztazasahoz droplet digital PCR
technikdval bedllitottuk az I. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatdé Intézetben a Rictor
amplifikacid vizsgélatot, ehhez ismert Rictor amplifikacioval rendelkezd, illetve ezzel nem
rendelkezd tiidé sejtvonalakat haszndltunk fel. Droplet digital PCR (ddPCR) vizsgalathoz a
DNS-t 10-um vastag paraffinos metszetekb6l QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen,
Valencia) segitségével izolaltuk; 30ng DNS-t hasznaltunk RICTOR FAM probe
(dHsaCNS608884235; Bio-Rad) and AP3B1 HEX (dHsaCP2500348, Bio-Rad) probakkal. A
dropletek Bio-Rad Automated Droplet Generator (Bio-Rad) késziilék segitségével késziiltek, a
mérés 96-0s platen C1000 Touch thermal cycler-el (Bio-Rad) (95°C 10 min, majd 40 ciklus -
94°C 30's, 60°C 1 min, és 98°C 10 min) zajlott. A leolvasast Bio-Rad QX200 droplet reader,
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az analizist QuantaSoft szoftverrel (version 1.2.10; Bio-Rad) végeztiik. Ha a RICTOR/AP3BI1
arany 2 vagy annal magasabb értéket mutatott abban esetben értékeltiik amplifikaltnak az esetet.

111.7. Expresszio vizsgalatok fehérje szinten

111.7.1. TGF B, p-4EBPL1 illetve p-S6 ELISA mérések
Az ELISA kitek leirdsanak megfelelden 1 millio sejtet 100 pl proteaz és foszfatdz gatlokat
tartlamazo lizis pufferben lizaltuk, majd meghataroztuk a fehérjetartalmat. Szendvics ELISA
kitet hasznaltunk a p-4EBP1 — Thr37/46, p-S6 detektalasara (PathScan-ELISA kit, Cell
Signaling), illetve a TGFB mennyiségi meghatarozashoz Human TGFp ELISA Kitet
(Invitrogene BMS249-4) alkamaztunk gyartok utasitasainak megfeleléen. Az abszorpciot és az
optikai denzitast (OD) 450 nm-es hullamhosszon mértiik.

111.7.2. Western blot és WES Simple analizis
Western blot vizsgalatainkban a sejteket a legtobb esetben SDS mintapufferben lizaltuk majd
a vizsgaland6 fehérjének megfeleléen 10-50 pg mennyiségl fehérjét 8-15%-os SDS gélen
elektroforézissel valasztottunk el és PVDF membranra (Bio-Rad) blottoltuk. Blokkolast
kdvetden a membrant primer ellenanyagokkal inkubaltuk egy éjszakan at 4°C-on. Masodlagos
ellenanyagként Vectastain Elite ABC masodlagos el6hivo kitet (Vector) hasznaltunk, majd a
membranokat kemilumineszcens eldhivas utan (ECL Western Blotting Substrate, 54 Pierce)
KODAK Image Station 4000 MM kameraval (Eastman Kodak) vagy vizsgalataink egy
részében és jelenleg C-digit (LI-COR) fotodokumentacios rendszerrel fényképeztiik, majd
denzitometraltuk az eredményeket. Loading kontrollként, illetve a mintadk dsszehasonlitasanak
biztositasa érdekében B-aktin exresszid vizsgélatot is végeztiink reblottolassal.

Legtijabb vizsgalatainkban WES Simple fehérje mennyiségi dsszehasonlitasokat WES
System (ProteinSimple-Biotechne 004-600) késziilékben kapillaris elektroforézissel 12-230
kDa-0s modulon (ProteinSimple SM-W004) anti-nyul (ProteinSimple DM-001) és anti-egér
eléhivo kittekkel (ProteinSimple DM-002), sziikség szerint HRP konjugalt anti-egér IgG
antitestekkel detektaltuk a primer antitest kotott fehérjéket. A sajat beallitasaink alapjan
sejtlizatumok ~2 pl-ének felhasznalasa mellett a protokoll leirdsnak megfeleléen akar 3-4
fehérje analizését végeztikk el egy-egy kapillarisban alapértelmezett beallitasok mellett. Az
elektroferogrammokat ellendriztiik, majd sziikség szerint az automatikus csucsérzékelést
manualisan korrigaltuk, hogy Western blothoz hasonlé dokumentaciokat vagy denzitometralt,
normilalizalt, a fehérjék mennyiségét jellemz0 értékeket hataroztunk meg. Ezek segitségével a
kezelt és kezeletlen, vagy mas Osszehasonlitandd mintak fehérje expresszids valtozasait igen
kis mennyiségli rendelkezésre all6 minta esetében is el tudtuk végezni. A vizsgalatokban
felhasznalt ellenanyagokat egy az immunhisztokémiai vizsgalatok higitasait is tartalmazo k6zos
tablazatban foglaltam Ossze (5. Tablazat).
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111.7.3. In situ fehérje expresszios vizsgalatok (IHC, immuncitokémia, fluoreszcens
immuncitokémia és Duolink modszerekkel)

1I1.7.3.1. Immuncitokémia, fluoreszcens immuncitokémia, Duolink

Sejtvonalakbol készitett egysejt szuszpenzids mintaink, illetve izolalt leukémia sejtek esetében
gyakran készitettiink cytospin lemezeket, ill. Az adherens sejtvonalak esetében fedélemezre
vagy labtek lemezekre novesztett sejteket haszndltunk fel immuncitémiai vizsgalatainkban.
Ezeken adott fehérjék expresszidjanak vizsgalatat, a fehérje intracellularis lokalizacidjanak
meghatarozasat peroxiddz elhivorendszer esetében diaminobenzidin (DAB) reakcioval
(barna) hematoxilin hattérfestés mellett vagy fluoreszcens jelzett masodlagos ellenanyagok
felhasznalasaval és DAPI hattérfestéssel vizsgaltuk. A lemezek fixalasa altalaban metanolban
zajlott, de természetesen az elsddleges ellenanyag, illetve a varhat6 lokalizaci6 is befolyasolta
ezt. Az elsédleges ellenanyagokat éjszaka, 4°C-on vagy 90 percig szobahon hasznaltuk, majd
majd masnap peroxiddz vagy floureszcensen jelzett masodlagos el6hivo rendszereket
alkalmaztunk (pl. Novolink polimer rendszer vagy Vectastain el6hivas). Az aramlasi
citometriai vizsgalatokhoz folyadék fazisban is végeztiink jeloléseket pl. anti-foszfo-S6 és anti-
foszfo-Hiszton-H3 ellenanyagok esetében. Aramlasi citometriaval 5-20 ezer sejt atlagos
fluoreszcencia intenzitasat (MFI) is meghataroztuk az Gsszehasonlitasok vagy expressziod
valtozasok értékelése esetében. Ugyanezen mintakat sziikség szerint konfokalis mikroszkoppal
is analizalhattuk DAPI magfestéssel kombindlva.

Duolink festésekben, egymassal komplexben, megfeleld tavolsdgon beliil taldlhatd fehérjék
vagy egy fehérje pl. foszforildlt formaja mutathaté ki kvantitativ értékeléssel kiegészitve.
Ezekben a vizsgalatokban a nativ cytospineket 4%-os paraformaldehidben 10 percig fixaltuk,
majd permeabilizaltuk, és blokkolas utan kétféle els6dleges ellenanyaggal 2 oran keresztiil
inkubaltuk (riboszémalis S6 és p-S6 — Cell Signaling —, illetve Rictor és mTOR — Bethyl —
eltérd forrasu ,,nyul, illetve egér” ellenanyagok) a lemezeket. A primer ellenanyagok kotodését
kovetden, gyari oligonukleotidokkal jelzett masodlagos ellenanyagokkal inkubaltuk a
lemezeket. Ezek az Ugynevezett meghatarozott oligokkal konjugalt anti-egér, anti-nyul
ellenanyagok (PLA — proximity ligation assay ellenanyagok), amelyek abban az esetben, ha
megfeleld, 200 nm tavolsagon beliil helyezkednek el, ligadlhatdak. Majd egy cirkuralis
amplifikécids reakciod segitségével megsokszorozhatok, €s egy hibridizacids proba segitségeével
lathatova, szignalonként szadmolhatova tehetOk, elemezhetOk. A digitalis képeken (pl.
BlobFinder programban), igy a komplexben levé fehérjék vagy a kis mennyiségben jelenlevd
fehérje valtozatok expressziojanak kvantitativ meghatarozisa egy sejtre vonatkoztatva is
lehetséges.

111.7.3.2. Immunhisztokémia

A paraffinos blokkokbdl késziilt biopszias vagy TMA metszeteket deparaffinaltuk, majd
endogén peroxidaz blokkolas utan az antigéneket megfeleld pufferben (leggyakrabban citrat pH
6 vagy ritkdbban TRS, EDTA pH 9) elektromos kuktaban (21 perc) tartuk fel. A metszeteket
16szérumos blokkolas utan az elsddleges ellenanyagok meghatarozott higitasaival (5. Téblazat)
¢jszaka 4°C-on nedves kamraban inkubaltuk. Majd Novolink (Novocastra), illetve Vectastain
(Vector) masodlagos el6hivo rendszereket hasznaltunk, DAB kromogénnel, hematoxilin
hattérfestés mellett. Immunhisztokémiai vizsgélataink soran, teljes biopszids mintakat,
sejtblokkokat és tobb fliggetlen TMA (tissue micro array) blokk sorozatot vizsgaltunk.
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Utobbiak készitéséhez az 1. sz. Patologiai és Kisérleti Rékkutatd Intézet archivalt formalinban
fixalt, paraffinba agyazott biopszids mintaibol gyijtottiink blokkokat és a reprezentativ
terliletekbdl 2 mm atmérdjii szovethengereket szartunk ki ¢€s illesztettiink be a 70 mintds TMA
blokkokba.

Az THC vizsgalatokat legalabb két fliggetlen patologus segitségével értékeltiik. A
szoveti mTOR aktitds vizsgalatokban leggyakrabban (pl. a lymphomék és coloncarcinomak
esetében) a p-mTOR, p-S6, p-p70S6K, illetve p-4EBP1, és amennyiben lehetdség volt a p-
Ser473-Akt festéseket +, ++, +++-el értékeltiik. P1. lymphomakban a p-Ser473-Akt (NTORC2
target) festések nem miikddtek megbizhatéan (valdsziniileg amiatt, mert a molekuléris
vizsgalatok miatt a szovetek nativan érkeznek), mig mas szolid daganatok esetében ennek a
festésnek az értékelése is lehetséges. Belsd kontrollnak az értékelésnél a plazmasejteket
tekintettiik, ezek magas mTOR aktivitdsa, igen intenziv IHC jel6lodést eredményezett a p-
mTOR és p-S6 festések esetében, ezt tekintettiik +++ intenzitasu értéknek. Tumorok esetében
altalanosan, ha a daganatsejtek tobb mint 10%-a mar mutatta a magasabb intenzitasu festddést,
akkor azt a magasabb értéket tarsitottuk az esethez. Jellemzéen magas mTOR aktivitastinak
azokat az eseteket érékeltiik, ahol az mTOR aktivitasat jelz6 markerek koziil ++ vagy +++
értekelést kapott legalabb kettd. A lympomakat érintd vizsgalatainkban egy lymphoma tipust
abban az esetben értékeltiink jellegzetesen magas mTOR aktivitdsiinak, ha a vizsgalt esetek
tobb mint 50%-aban magas mTOR aktivitast hataroztunk meg. A Rictor és Raptor festddése
altalaban nem mutatott tumoron beliil heterogenitast, igy a festédés intenzitasat lymphomak
esetében az eldbbihez hasonldan értékeltiik, és a két intenzitds kiilonbségei alapjan az
MTORC1-mTORC?2 eltolodast tudtuk értékelni. Abban az esetben allapitottuk meg valamelyik
mTOR komplex dominancidjat, ha legalabb + eltérést tapasztaltunk a két festés értékelésében.
Szamos esetben, amikor pl. a metabolikus fehérjék in situ festéseit értékeltiik az elébbiek
mellett H-score értékelést is végeztiink, a H-score értéket 0 és 300 kozott tgy szamoltuk, hogy
a festési intenzitast (0-3 +) megszoroztuk az egyes sejtek intenzitasanak szazalékaval (0-100%).
H-score = 1 x (1+ intenzitassal festddo sejtek %-a) + 2 x (2+ intenzitassal festddo sejtek
%-a) +3 x (3+ intenzitassal fest6dé sejtek %-a) (299). A végsé H-score értéket az esethez
tartoz6 TMA core-ok (tobb fliggetlen értékelés) H-score értékeinek altagaval adtuk meg. Abban
az esetben ahol ennek segitségével alacsony és magas expresszio értékelést adtunk, ott cut-off
értékeket hataroztunk meg a medidn H-score értékek segitségével. A medidn alatti értékii
eseteket alacsony, mig a medidnnal megegyezd vagy afeletti H-score értékkel rendelkezd
eseteket magas expresszidjunak tekintettiik.

A SLCL Rictor amplifikacids vizsgalatunkban a p-Akt immunhisztokémiai reakciok értékelés,
mint [HC eldsziirési modszer alkalmassagat is teszteltiikk. A kordbban leirt H-score értékelés
helyett az egyszeriibb, csak a pozitiv sejtek %-os aranyanak meghatarozasan alapuld6 modszert
vettlik figyelembe. Az erdsebb intenzitassal festddd teriiletekre koncentraltunk és ott legalabb
500 daganatsejt vizsgaltunk. A RICTOR amplifikacioval Osszevetve az immunhisztokémia
szenzitivitasat €s specificitasat is vizsgaltuk a Rictor és p-Serd73-Akt festéseket, ahol a
kategoridkat negativ (nincs/alacsony expresszio), illetve pozitiv (kdzepes/magas expresszid)
csoportokba soroltuk.
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5. Tablazat A kiilonb6z6 modszerekben (immunhisztokémiai festések - IHC, immuncitokémia - ICC,
Western blot - WB, Wes Simple WES) felhasznalt ellenanyagok listaja, azonosit6i és adott modszer
esetében alkalmazott higitasa

antitest azonositoé gyarto IHC |ICC WB WES |felhasznalas oka
mTOR #2972 Cell Signaling Technology| 1:100 | 1:100 [ 1:100 | 1:50|mTOR kindz mennyisége
§ S p-mTOR (Ser2448) |#2976 Cell Signaling Technology |1:100 1:1000 [1:50 | mTOR aktiv formaja
,; N Raptor #89603 / 623202 [Novus / Biolegend 1:100 1:500 [1:50 | mTORC1 komplex mennyisége
g :g % p-4EBP1 #2855 Cell Signaling Technology 1:50 | mTORC1 aktivitas jele
E i £ p-p70S6K #9234 Cell Signaling Technology | 1:100 1:500 mTORC1 aktivitds jele
E— 5 ‘g p-S6 (Ser 235/236) [#2211 Cell Signaling Technology |1:100 |1:100 [1:1000 |1:50 [mTORC1-p70S6K aktivitas
oE S6 #2317 Cell Signaling Technology riboszomalis S6
g é Rictor #2140 / #A500-002{Cell Signaling Technology | 1:1000{1:1000 |1:1000 [1:50 |mTORC2 mennyisége
E © p-(Ser473)-Akt #4060 (D9E) Cell Signaling Technology | 1:100 mTORC2-aktivitas jele
pan-Akt #2920 Cell Signaling Technology 1:1000 Akt teljes mennyisége
p-HistonH3 #9701 Cell Signaling Technology |1:50 mitotikus sejtek kimutatas
R . |cleaved-caspase 3|#9661 Cell Signaling Technology | 1:50 1:500 apoptotikus sejtek
§ :ﬁ E kimutatasa, aktiv kaszpaz 3
E ‘g_ a Bcl-2 Dako 1:50 1:1000 anti-apoptotikus fehérje
©° 2 ¥(Bd-XL MA5-15142 Invitrogene 1:50 1:1000 anti-apoptotikus fehérje
e > |Bax 127606 Novus 1:1000 pro-apoptotikus fejhérje
Bid MA5-32642 Invitrogene 1:1000 pro-apoptotikus fejhérje
HK2 #2867 Cell Signaling Technology 1:1000 [1:50 |glikolizis
p-AMPK #2535 Cell Signaling Technology | 1:100 1:1000 [1:50 | AMPK-aktiv formdja
GLUT1 ab652 Abcam 1:400 glukdztranszporter
GAPDH ab8245 (6C5) Abcam 1:600 glikolizis
ATPB ab14730 (3D5) Abcam 1:100 oxidativ foszforilacié
CPT1A ab128568 (8F6AE9|Abcam 1:500 1:1000 [1:50 | zsirsavak béta-oxidacidja
MCT1 A304-358A Bethyl 1:100 laktat- és acetétfelvétel
o ACSS2 #3658 (D19C6) Cell Signaling Technology | 1:200 acetdthasznositas
el GLS ab156876 (EP7212)[Abcam 1:200 1:50 | glutaminolizis
T;:o LDHA #3582 Cell Signaling Technology | 1:400 1:1000 piruvat-laktat atalakitas
g LDHB #85319 Abcam 1:2000 laktat-piruvat atalakitas
a2 PFKP #8164 Cell Signaling Technology |1:100 1:50 | glikolizis
% ASCT2 #A304-353A Bethyl 1:2000 glutamintranszport
§ LC3 #110-57179 Novus 1:50 |autofagia marker
OEJ GAT1 ab426 Abcam 1:50 [ GABA-transzporter
SSADH #129017 Abcam 1:500 1:1000 aminosav anyagcsere
FASN #3180 Cell Signaling Technology |1:100 1:1000 [1:50 | zsirsavszintézis
COXIV #4880 Cell Signaling Technology 1:50 [terminalis oxidacio,
elektrontranszport lanc 4
G6PDH ab133525 Abcam 1:100 glikolizis
ALDH1A1 #54135 Cell Signaling Technology 1:50 | 6ssejtmarker
p-Acly #4331 Cell Signaling Technology 1:1000 [1:50 | zsirsavszintézis
PDH #3205 Cell Signaling Technology 1:1000 [1:50 | piruvat-acetil-KoA atalakulas
c-Notch1-1 #2421 Cell Signaling Technology | 1:100 1:1000 aktiv Notch szignal jele,
hasitott Notch-1fehérje
_‘g NICD NBP1-48289 Novus 1:1000 teljes Notch és hasitott Notch
& fehérjék
£ Smad?2 sc-393312 Santa-Cruz 1:500 Receptor asszocialt Smad
§ Smad3 sc-101154 Santa-Cruz 1:100 | 1:1000 Receptor asszocidlt Smad
é p-Smad2 #3108 Cell Signaling Technology 1:100 | 1:1000 aktivalt Smad2
S Smad4 sc-7966 Santa-Cruz 1:1000 Co-Smad
g Smad6 sc-25321 Santa-Cruz 1:500 inhibitor Smad
E Smad7 sc-365846 Santa-Cruz 1:500 inhibitor Smad
g p-JNK #4668 Cell Signaling Technology 1:1000 aktiv JNK
2 p-ERK1/2 #4370 Cell Signaling Technology 1:2000 aktiv Erk
p-p38 MAPK #4511 Cell Signaling Technology 1:1000 aktiv p38 MAPK
b-aktin 22228 Sigma-Aldrich-Merck 1:2000 [1:50 | WB/WES loading kontroll

60




dc_1829 20

1I1.8. Metabolikus folyamatok karakterizalasahoz bedllitott és felhasznalt analitikai és
biokémiai mérések

I11.8.1. Tumorsejtek szubsztrat oxidacidjanak vizsgalata radiaktivan jelolt acetdt és
gliikoz segitségével

A sejtvonalakat a vizsgalat ideje alatt specialis, tapanyagszubsztrat szegény (gliikoz-, glutamin-
és acetatmentes) DMEM D5030 médiumba tartottuk, majd 0,2 uCi/ml natrium-[1-14C]-acetatot
vagy [1-}4C]-gliikozt adtunk a tenyészetekhez. Ezt kdvetden egy ora alatt meghatiroztuk az
aramlési kamréban az azonos légkori nyomas mellett CO2 mentes levegébe a sejtek altal
kilélegzett CO2 radioaktivitasat (,,kilégzési teszt”). A kamraban egy alacsony nyomasu helyen
egy alkalikus filter kartya (MTA Izotop Intézet Zrt. biztositotta) fogta fel a CO»2-t. Egy ora
elteltével a médiumban oldott CO2-0t citromsavval tovabbi inkubalva (60°C) szabaditottuk fel
¢s szintén az alkalikus kartyan mértiik. Végiil a kotodott COz radioaktivitasat, a beiitések szamat
ikercsatornas Geiger-Miiller szdmlaloban mértiik.

111.8.2. Intracellularis metabolitok mennyiségi meghatdrozasa LC-MS-sel

Az intracellularis metabolitokat — laktat (LAC), piruvat (PYR), citrat (CIT), a-
ketoglutarat (aKGQG), szukcinat (SUC), fumarat (FUM), malat (MAL), glutamat (GLU), aszpartat
(ASP) — kis modositasokat kovetden Szoboszlai és mtsai. kdzleményében leirtak szerint
végeztiik (300). Az extrakciot szubkonfluens sejtekbdl, feliiliszobol, vezikula preparatumokbol
¢s xenograft tumorszovetb6l (folyékony nitrogénben poritds) 4°C-on készitettik
(,,quenching”). A metabolitokat a sejtekbdl, feliiluszobol metanol-kloroform-viz (9:1:1)
eleggyel extrahaltuk, majd 4°C-on centrifugaltuk, és ezutdn a feliiliszokat -80°C-on taroltuk a
folyadékkromatografiai-tomegspektrometriai (LC-MS) mérésig. Kalibraciés gorbékhez
analitikai mindségli standard higitasi sorokat (0,5-50 uM laktat, piruvat, citrat, aK G, szukcinat,
fumarat, malat, glutamat, aszpartat) hasznaltunk, majd adott ng/10° sejtkoncentraciot
hasznaltuk fel a metabolit aranyszamitasainkhoz. Méréseket Perkin-Elmer Flexar FX10
ultrateljesitményii folyadékkromatograf és Sciex 5500 QTRAP tomegspektrométerrel végeztiik
el. Szoboszlai Norbert és Mészaros Katalin segitségével allitottuk be a méréseket. A
kromatografids elvalasztds Phenomenex Luna Omega CI18 oszlop segitségével zajlott. A
mozgofazis vizbdl és 0,1% (v/v) hangyasavat tartalmazd metanolbol allt. Az MS-t negativ
elektrospray ionizaciés modban hasznaltuk, a mérések beallitasai: allanddé hdmérséklet: 300°C
ionizaciods fesziiltség: -4000 V, belépési potencidl: - 10V, zarogéaz: 35 psi, gazl: 35 psi, gaz2:
35 psi, CAD-gaz: kozepes. A kvantitativ elemzések elvégzéséhez tobbszords reakcidfigyeld
(MRM) modszert alkalmaztunk.

I11.8.3. Energiaszubsztrdat hasznositds vizsgalatok LC-MS-sel C stabil izotdp jelolést
kovetoen

A kiilonbdz6 tumorsejtek bioenergetikai szubsztrat-hasznositasat a **C atomok beépiilés
mértékének ¢és a jelolt szénatomok molekuldkon (intermediereken) beliili szamanak
meghatarozasaval kovettiik in vitro vizsgalatainkban. Stabil izotop jel6lés technikat
alkalmaztunk, a jelolésekhez 10 mM U*C-gliikoz, illetve 4 mM U*C-glutamin vagy 10 mM
2-13C-acetat (Cambridge Isotope) szubsztratokat adtunk DMEM D5030 tapfolyadékban tartott
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(tapanyaghianyos) sejtekhez egy oran keresztiil. Egyes vizsgalatokban ezt a jel6lést hosszabb
tavon tartottuk fent, ezekben a 24 6ras vizsgalatokban is mindig DMEM D5030 médiumot
alkalmaztunk, de adott jelolt szubsztrat mellett savot, antibiotikumot és kiegészitésként a jelolt
gliikoz esetében jeloletlen L-glutamint (4 mM), illetve glutamin jelolésnél D-gliikozt (10 mM)
is hasznaltunk. Az eldbbiekben ismertetett elokészitési eljarassal extrahaltuk, majd az LC-MS
aranyat is.

Metabolikus jellemzéseink soran egyes esetekben az intracellularis ATP, ADP és AMP
mennyiségét és aranyat is D5030 médiumban tartott sejtekbenhataroztuk meg, illetve 10 mM
gliikoz vagy 10 mM acetat mellett is megmértiik az adenilat nukleotidok mennyiségét. A sejtek
metanol ecetsavas (9:1) extrakcidjat kdvetden a szeparalas Aquasil C18 oszlopon majd a mérés
LKB PE NELSON 3000 interface késziilékben tortént.

111.8.4. Oxigénfogyasztas és extracellularis acidifikdcio mérése Seahorse technikaval

Glioma sejtvonalak (U251 MG, U87 MG, U373 MG) esetében, in vitro kezelésekben a sejtek
oxigénfogyasztasat, extracellularis savasoddsat és adott tipusti szubsztratok oxidaciojat
hatarozhattuk meg Seahorse XF96 Analyzer késziilékkel (Agilent Technologies). Valos idejii
oxigénfogyasztasi (oxygen consumption rate — OCR) és extracellularis acidifikacios rata
(extracellular acidification rate — ECAR) meghatarozasa a Semmelweis Egyetem Biokémia
Intézetében tortént Tretter professzor ur munkacsoportja segitségével tortént. A sejteket a
vizsgalatok el6tt 96-0s Seahorse plate-re tettilk, majd a mérés megkezdésekor a médiumot
DMEM D5030 minimum médiumra cseréltiik. Az alap OCR és ECAR értékeket 1-1,5 ora
inkubdcios 1d96 elteltével, majd egyes energiaszubsztratok oxidéaciojat ezt kovetden hataroztuk
meg (glikoz 10 mM, glutamin 25 mM, citrdt 5 mM, GABA 5 mM, laktat 5 mM, malat 10 mM,
acetat 10 mM ¢és glutamat 5 mM). A vizsgdlatban metabolikus inhibitorokat/modulatorokat is
adtunk a sejtekhez a késziilékben az adott mitokondrialis és glikolitikus kapacitasok
részletesebb elemzése érdekében (oligomycin 2 pM — 1égzési lanc komplex V gatlo; 2,4-
dinitrofenol - DNP 100 uM — mitokondrialis szétkapcsold szer és antimycin A — 1égzési lanc
komplex III gétld + rotenon 1-1 uM — légzési lanc komplex I gatlo).

111.9. In vivo xenograft modellek

Munkankban t6bb in vivo tumormodell vizsgalata is tortént 20-23 g-os SCID egerek
felhasznalasaval.

Hodgkin lymphoma, Burkitt lymphoma és DLBCL xenograftokat subcutan oltottuk az egerek
héatara, mig a ZR75.1 és MDA-MB231 emldcarcinoma sejteket (2,5x10°) szubkutan az emlé
régioba injektaltuk. A Burkitt lymphomak (HT58, BL41, BL41/95 - 107 sejt/ 100-200 pl
térfogatban), és az emlddaganatok oltast kovetden 3-5 hét alatt tapinthaté méretli tumorokka
nottek, ezutan kezdtiik a kezeléseket. A HL és DLBCL (KMH?2 és BHD1) sejteket matrigélben
1:1 térfogataranyban keverve oltottuk subcutén (3x107 sejt/250 pl térfogatban). Ezek a tumorok
lassu novekedésiiek, igy hasonloan a fibrosarcoma sejtvonalhoz (HT-1080 fibrosarcoma els6
oltas 2 x 10° tumorsejt) tovabb oltva (eltavolitott tumorok azonnali feldarabolasaval, majd a
tumordarabok tovabbvitele) hasznaltuk kisérleteinkben. A tumorok tovabbi egerekbe vald
atoltdsa utdn a tapinthatd tumorok megjelenését kovetden kezdtiik meg a kezeléseket.
Kezeléseink 3-8 hétig tartottak, mikozben 4-7 naponta mértiik a tumorméreteket, majd a kisérlet
végén a tumorok tomegét.
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mTORC1 inhibitorok, Rapamune (3 mg/kg, per 0s.) (Wyeth Europa Ltd.); Torisel (10 mg/kg,
I.p.) (Pfizer); mTORCZ1/2 inhibitor, PP242 (10 mg/kg, PEG300-ban oldva per 0s.) (Cayman
Chemical Comp.); NVP-BEZ235 mTORC1/2 ¢és PI3K inhibitor (30 mg/kg, 1:9 N-metil-2-
pirrolidon: PEG300-ban oldva, per 0s.) (Tocris); gamma-szekretaz inhibitor, GSI-XI1 (4 mg/kg,
DMSO-ban oldva, i.p.) (Calbiochem) doxorubicin (2 mg/kg), doxycyline (5 mg/kg). A kontroll
csoportba tartozéd egereket fiziologias so oldattal, DMSO-val (Merck-Sigma-Aldrich), illetve
NMP ¢és PEG300 (Merck-Sigma-Aldrich) 1:9 aranyu elegyével kezeltiik az aktualis szereknek
megfeleléen. Az egerek sulyat és a tumor méretét (tolomérdvel) minden kezelés el6tt mértiik.
A tumortérfogatokat 7/6 x ((2 x tumor szélesség + tumorhossz)/3)® képlettel szamoltuk ki. A
termindlast kovetéen a tumortomegét mértik majd a tumor egyes darabjait egyéb
vizsgalatokhoz formalinban fixdltuk és paraffinba dgyaztuk. A metabolit vizsgalatokhoz
tumordarabokat azonnal folyékony nitrogénbe tettiik ¢és a vizsgalatig -80°C-0n taroltuk. Az in
vivo vizsgalatokhoz intézetiink allathdza a PEI/001/2457-6/2015, PEI/001/1733-2/2015,
PE/EA/801-7/2020 szamu allategészségligyi engedélyekkel rendelkezik.

1I1.10. A vizsgalatokban érintett betegcsoportok és jellemzoik, etikai engedélyek

Munkainkban arra torekedtiink, hogy az in vitro vagy in vivo kisérleteinkben megfigyelt
daganatbioldgiai jelenségeknek diagnosztikai, terdpias jelentdségére is ra tudjunk mutatni.
Ennek lehetOségét teremtette meg szdmunkra az egyetem patologiai intézeteiben archivalt
tumorszovetek sokfélesége és a Magyar Tudomanyos Tanacs Orszagos Tudomanyos Kutatasi
Etikai Bizottsdganak jovahagyasa, allasfoglaldsa (7/2006. Sz.), amelyhez adott vizsgalatok
esetében sziikség szerint tovabbi ETT-TUKEB vagy egyetemi kutatasi etikai bizottsagi
engedélyekkel is rendelkeztiink, rendelkeziink (TUKEB 118/1999; TUKEB 510/2013,
86/2015, TUKEB 99/2018., 14383-2/2017/EKUB). LAM ¢és SCLC esetében a Mayo Klinika
segitségével zajlottak vizsgalataink, a Mayo Klinika hivatalos engedélyeinek megfelelden
(IRB#: 18-001887, IRB#: 15-000406). Vizsgalatainkban kiilonb6z6 daganatos betegségek
human mintait hasznaltuk fel, egyes esetekben sziikség és lehetdség szerint a betegek kovetéses
klinikai vagy tulélési adatait hasznaltuk fel.

A vesetranszplantacids beavatkozasok daganatos szovOdményeinek elemzéséhez a
budapesti veseatiiltetés kezdetétdl 1973-2008 kozott a Semmelweis Egyetem 1.sz. Sebészeti
Klinikgjan, illetve késdbb Transzplantacidés ¢€s Sebészeti Klinikdjan végzett kézel 3000
veseatiiltetés kortorténeteit tekintettiik 4t Dr. Végsd Gyula transzplantacids sebész kollégaval.
Retrospektiv feldolgozasunkban az atlagos kovetési idé 94,1 honap volt, a 193 beteg esetében
felismert rosszindulat daganatok megoszlasat elemeztiik és foglaltuk 6ssze (férfi/nd arany
2,2:1, atlagéletkora 53,1+10,1 év, a donor és recipiens HLA eltérés atlaga 2,8340,6).
Osszehasonlitdo elemzésiinkben a lakossag korében eléforduld rosszindulati daganatok
incidencidjat a Magyar Nemzeti Rékregiszter adatai alapjan szintén attekintettik. A 4
kiilonb6z6 immunszuppressziv gyodgyszerkombindcid alkalmazasdnak jelentOségét 1is
vizsgaltuk. Ezt a munkat egészitettiik ki egy hamarosan kozlésre keriilé a poszttranszplantacios
¢s a de novo kialakuldé vesedaganatok mTOR aktivitasat Gsszehasonlitdé vizsgalatunkkal.
Utobbiban 46 de novo ¢és 44 poszttranszplantacidos vesedaganat, illetve 10 végallapota
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vesebiopszids-minta, archivalt paraffinos mintdk mTOR aktivitasat jellemzd THC reakciok
eredményeit elemeztik.

Vizsgalataink jelentds részében Kopper professzor munkacsoportjanak hagyomanyait
folytatva leukémidk ¢és lymphomdk szabdlyozatlan ndvekedésének ¢és apoptdzis
rezisztenciajanak hatterében a Notch szignal, illetve mTOR aktivitasvaltozasokat
tanulmanyoztuk.

B-sejteket illetve B-CLL sejteket 24 CLL-es beteg, valamint egészséges normal
donorok alvadasgatolt periférias vérébdl izolaltuk. A diagnozis az aktualis WHO klasszifikacio
kritériumainak megfeleléen tortént, a Rai-féle staddiumbeosztast alkalmaztuk, feldolgoztuk
tovabba az egyéb klinikai adatokat is (kor, nem, hemoglobin, lymphocytaszam,
thrombocytaszam, alkalmazott terapia és progresszio) elemzéseinkben.

A Semmelweis Egyetem II. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika Hematologiai osztalyaval
egyiittmikodésben 2008 és 2012 kozott kezelt 79 ALL-es betegek csontveldi és periférias vér
mintaibol eldbbiekhez hasonloan gytjtottiink ALL, illetve a terdpids kovetést kovetden
repopuldlolddo sejteket csontveldi/periférias mononukledris sejteket (n=372) az 1. sz. Patoldgiai
és Kisérleti Rdkkutato Intézetben. Osszesen 25 gyermeknél a kezelés valamennyi fazisabol; (0.
napi, kezeletlen minta, kemoterapia 15. napi, 33. napi, és protokoll M el6tti idépontok) (n=100)
tudtunk elemezhetd mennyiségli mintdt gylijteni, illetve még 28 beteg beteg esetében a
diagnoziskori mintdkat tudtuk felhaszndlni mTOR aktivitas és miRNS expresszid
vizsgalatainkban (az Osszes eset kozott 9 T sejtes ALL volt).

A lymphomas szovetek ITHC vizsgalataiban teljes vagy TMA blokkok készitése utan
készitett metszeteket festettiink. Az egyik TMA vizsgalatban 2004- 2008 kozotti az aktualis
lymphoma klasszifikacié szerinti besorolasoknak megfelelé 104 lymphoma mintat dolgoztunk
fel (23 Hodgkin — HL, 10 Diffuz nagy B—sejtes — DLBCL, 11 kopenysejtes — MCL, 9 anaplasias
nagy-sejtes lymphoma — ALCL, 4 Burkitt lymphoma — BL, 12 marginalis zona lymphoma —
MZL, 13 kronikus lymphoid leukémia/kissejtes lymphocytas lymphoma - CLL, 10 folikularis
—FL és 12 periférias T-sejtes lymphoma). Majd Hodgkin lymphomas vizsgalatunkhoz az ebben
a vizsgalatban szerepl6 23 HL biopszia mellé tovabbi 60 HL-es beteg mintajat valasztottuk ki
a korabbi 2000-2007 kozotti évekbdl, igy Osszesen 83 HL immunhisztokémiai vizsgalatat
végezhettiik el (reprezentalva a HL altipusokat: 7 nodularis lymphocyta predominans HL és 76
klasszikus HL eset; amelyek 47 noduldris sclerosis, 18 kevertsejtes, 8 lymphocyta gazdag és 3
lymphocyta deplécio esetet jelentettek). A DLBCL-ek mTOR aktivitdsanak vizsgalatdhoz 80
diffiz nagy B-sejtes lymphomas eset biopszids mintaibol késziilt TMA metszeteket hasznaltunk
fel, de a kovetéses klinikai adatok csak 68 esetben voltak elérhetéek. Ezek megoszlasa 50 nem
(non-GC) és 18 csiracentrum eredetii (GC) DLBCL volt.

Szolid daganatok tobb tipusat is érintették kiilonb6z6 vizsgalataink.

103 (50 nd és 53 férfi) colon carcinomas a mitét utan 5-FU és oxaliplatin komplex
kezelésben részesiilt beteg szovettani biopszias mintajat sikeriilt 6sszegylijteniink 1996 és 2004
kozotti idszakbol, igy ezekben az esetekben a kovetéses, tulélési adatok elemzésére is sor
kertilhetett —-minimalisan 5 év betegkovetéssel, illetve a talélési adatok elemzésékor 10 évvel.
Az 4tlag életkor 62 év volt — median 63 év, 34 és 78 év kozott —, 77 honap median talélés
mellett; 72 esetben colon és 31 rektum tumor; 12 Grade I, 64 Grade II és 27 Grade III esetet
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érintett a vizsgalat. Dukes és a TNM Kklasszifikacio szerinti osztalyozas alapjan - 30 esetben
Dukes B2, 8 esetben Dukes C1, 56 esetben Dukes C2 és 9 betegnél Dukes D stadiumu esetiink,
illetve 36 II stddiumu, 60 III stadiumu és 7 IV stadiumu beteget kiilonboztethettiink meg.

Tobbféle tiidodaganat esetében is végeztiink vizsgalatokat. 67 primer tido
adendocarcinomat és 67 tiid0 adenocarcinoma agyi attétjét érinté mTOR aktivitas
vizsgalatunkban; a mintak k6zott 15 esetben ugyanazon beteg primer tumor-agyi metasztazis
szoveteit is 0ssze tudtuk hasonlitani. A primer adenocarcinoma miitéteket 2003 januar és 2011
december kozott végezték, a szovettani klasszifikacio ellendrzése, reklasszifikacioja a 2015-6s
WHO beosztas alapjan tortént. Egyes klinikopatologiai adatokat is tudtunk elemezni (életkor,
nem, stadium, dohanyzasi anamnézis, az agyi attétek mérete ¢és szama). Kissejtes
tiildédaganatok esetében a Rictor amplifikaco és ezzel dsszefiiggésben az mTOR aktivitas IHC
vizsgalatokat 92 beteg 100 archivalt mintaiban (80 sejtblokk, 4 transzbronchialis biopszia,16
miitéti reszekatum) a floridai Mayo Klinikaval (Jacksonville, USA) kollaboraciéban elemeztiik.
A vizsgalatokat a Mayo Klinika kutatasetikai bizottsaga engedélyezte (IRB#: 18-001887). A
diagnozisok felallitas a 2015. évi WHO klasszifikacio alapjan zajlott. A betegek a mintavétel
nem kaptak kemoterapias kezelést. Az el6bbi egylittmiikodés keretein beliil keriilhetett sor a
rendkiviil ritka lymphoangioleiomatosisos (LAM) betegek tiiddszoveteinek mTOR és
metabolikus jellegzetességeinek vizsgalatara is. 11 S-LAM beteg miitéti formalin-fixalt
paraffinba dgyazott tiidoszoveteit vizsgalhattuk meg, 4 esetben diagnosztikus mintavételi és 7
esetben az explantalt tiidé minta 4llt rendelkezésiinkre. A miitéteket 2004. januar 1-je és 2016.
december 31-e kozott végezték a Mayo Klinikan. Ebben az esetben is rendelkeztiink a Mayo
Klinika kutatasetikai bizottsaganak engedélyével (IRB#: 15-000406). Két beteg esetében ugyan
hormonterapiat alkalmaztak, de egy beteg sem kapott mTOR gatl6 kezelést a miitétek eldtt. A
LAM szovetekben a legalabb 100 LAM-sejtet tartalmazé LAM-nodulusokat értékeltiik és
ismert prekurzor sejtek hidnyaban kontrollként a normal bronchidlis simaizomsejtekkel (BSM)
hasonlitottuk Ossze a jellegzetes in situ expresszio kiilonbségeket.

Gliomakat érintd metabolikus vizsgalatainkkal Osszefiiggésben glioma biopszids
mintadkbol TMA-t készitettiink, amelyben Osszesen 47 esetet hasznalhattunk fel (IDH1 R132H
mutaciod 32 esetben volt a vizsgalt 14 astrocytoma, 14 oligodendroglioma, 19 glioblastoma
kozott; nemek megoszlasa 23/24 nd/férfi; gradus szerinti megoszlas: I n=9, IIl n=19, IV n=19),
normdl kontrollként az agy harom kiilonboz6é régidjabol szarmazo teriiletet értékeltiink
Osszehasonlito elemzéseinkben.

Magyar gyermekonkoldgiai kézpontokban 2007. és 2017. kozott rhabdomyosarcoma
miatt kezelésben részesiilt betegek anyagait 19 patoldgiai intézet segitségével gylijtottiik dssze
mTOR aktivitds és metabolikus profil vizsgalatainkhoz (ez 48 beteg 65 szOvettani mintajat
eredményezte). Igy, végiil 53 embrionalis, 7 alveolaris és 5 botrioid, vagy orsosejtes altipusba
tartozo eset vizsgalatara kertilhetett sor TMA vizsgalatainkban, azokban az esetekben ahol nem
volt lehetdség a kis mennyiségli rendelkezésre allo szovetminta miatt TMA készitésre ott
hagyomanyos immunfestéseket végeztiink a szoveteken. Egyes betegek esetében mintaparok is
rendelkezésre alltak, aminek segitségével az adjuvans kezelések esetében, illetve a kezelést
kovetden a recidivakban bekovetkezd mTOR és metabolikus valtozasok jellemzésére is sor
keriilhetett (8, illetve 9 parositott eset).

Emlddaganatok metabolikus jellemzéskor a kiilonbozd szubtipusokbdl (Luminal A,
Luminal B, HER2+ ¢és tripla negativ (TNBC)) 20-20 esetet vizsgaltunk teljes biopszias
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metszetekben a normal emldszovetekkel 0sszehasonlitva (a tumortipusok meghatarozasa a
2013-as St.-Gallen-i Konszenzus ajanlasa alapjan zajlott) az egyetem II. Patologia Intézete,
Kulka Janina professzor asszony és TOkés Anna-Maéria tudomanyos fomunkatars segitségével.
A primer daganatokat 1999. augusztus és 2019. december kozott tavolitottak el, a betegek
elozetes kezelésben nem részesiiltek. A tdvoli metasztdzismentes talélést (DMFS) és a teljes
tulélést (OS) is vizsgaltuk 6sszehasonlitd elemzésiinkben.

Amennyiben TMA blokkokat készitettlink, akkor legalabb két, de tobb esetben harom, vagy
akar négy szovethengert is szartunk azonos blokkbol a patologusok altal megjelolt jellegzetes
tumor teriileteket érintve. Elobbiek mellett szoveti ,,normal” kontroll szdveteket (colon,
nyirokcsomd, mdj, vese), illetve orientacidés és immunhisztokémiai pozitiv-negativ kontroll
szoveteket is tartalmaztak a TMA blokkok. A TMA-IHC festések értékeléséhez 3DHistech
Panoramic Viewer Programot ¢és/vagy hagyomanyos fénymikroszkopot hasznaltuk, az
elemzésekben minden esetben legalabb két fliggetlen patologus vett részt az értékelésben.
Amennyiben a vizsgalok adott értékeléseiben nagy eltérés jelent meg, akkor kzosen tovabbi
patologusok segitségével is Gjraértékeltiik az adott festéseket. Az értékelésben hasznalt score-
meghatarozasokat az immunhisztokémiai leirasoknal mutattam be.

1I1.11. Alkalmazott statisztikai modszerek

A statisztikai analizist IBM SPSS Statistics szoftver (SPSS Inc, Chicago, IL, USA)
felhasznalasaval végeztiink. A klinikopatologiai adatok és immunhisztokémiai értékelések
Osszehasonlitasait Mann-Whitney U-teszttel és Fisher-egzakt probaval, mintaparok esetén
Wilcoxon-féle eldjeles rangprobaval hajtottuk végre. A korrelacio szamitasainkban Spearman-
féle rangkorrelaciot, a tulélési analiziseinkben Kaplan-Meier modszert hasznaltunk, a talélési
gorbéket log-rank teszttel hasonlitottuk Ossze. Multivariancia analizist kiilonb6z6 faktorok
progresszios értékének vizsgalata kozben végeztink Cox regressziés modellel. Egyes
vizsgalatok eredményeiben a csoportok kozotti kiilonbségeket, dsszefiiggéseket y2 proba és
Pearson-féle teszt segitségével is megvizsgaltuk sziikség szerint. Az in vitro kisérletek esetén
kétmintas t-probat hasznaltunk a szignifikancia megallapitasara. A szignifikancia-szintet
altalaban p < 0,05 értéknél, néhany vizsgéalatban igy pl. LAM mintdknal — az esetszamra
tekintettel — p< 0,01 értéknél hataroztuk meg.
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IV. Eredmények

Kopper professzor munkacsoportjdban elsésorban az indukalt apoptézis mechanizmusaival és
az apotozis rezisztencia daganatbiologiai kérdéseivel foglalkoztunk. Uj vizsgalatokat
allitottunk be munkatarsainkkal, koztiik apoptozis detektalasara alkalmas, illetve mitokondrium
depolarizacio kimutatasat segité méréseket, kaszpaz aktivitas esszéket. Ebben az idészakban a
munkacsoporthoz csatlakoz6 klinikus PhD hallgatokkal egyes nem onkoldgiai hatasu
készitmények (pl. a mevastatin, a mycophenoldt mofetil, mycophenolsav) lymphomak
novekedését befolyasolo hatasait is vizsgaltuk in vitro.

Ezek a tapasztalatok segitséget jelentettek els6 PhD hallgatéim munkainak
tervezésében, a Notch jelatviteli folyamatok szabalyozasi zavaraval és ennek kapcsan egyes
Az indukalhato apoptozisok vizsgalataval 6sszefliggésben meriilt fel a TGFP — mint altalanosan
negativ szabalyoz6 noOvekedési faktor — apotdzist indukald hatdsainak vizsgalata
modellrendszereinkben. A rapamycin TGFf indukalt apoptozis érzékenyitd hatasanak, illetve
jelatviteli hatasainak vizsgalata kiilonosen nagy hatdssal volt sajat kutatdsi teriiletem
alakulasara és jelenlegi munkdimra. Ennek kapcsdn az mTOR hiperaktivitas
terapiarezisztenciat befolyasold, majd tumor metabolizmust érint szerepének vizsgalatahoz
kapcsolodtunk.

1V.1 Apoptozis indukcio, proliferdcio gatlas lymphomakban, izoldlt humdn leukémia
sejtekben és mas daganatokban

A statinok, és bizonyos immunszuppressziv szerek lymphomak novekedését érintd hatasaira
figyeltiink fel. A mevastatin és a mycophenolsav/mycophenolat mofetil, illetve a rapamycin
¢s kivitelezésében, klinikai problémainak értelmezésében, illetve a hozzakapcsolodo
kozlemények elkészitésében jelentds szerepet vallaltam.

Posztdoktori vizsgélataimban f0 témamként a szervezetben normal szabalyozoként
miikodd faktorok daganatndvekedést befolyasoldo hatdsainak zavardval, a hattérben allo
rezisztenciamechanizmusok jelatviteli folyamataival kezdtem foglalkozni. Modellrendszerként
elsésorban humén lymphoma, majd mas szolid daganat sejtvonalakat hasznaltunk.

A lymphoid sejtek fejlodésében és mara mar egyes szolid daganatok esetében is egyre
jobban ismert a Notch receptor utvonal bizonyos expresszio- €s funkciovaltozasainak szerepe.
Els6 PhD hallgatommal ennek vizsgalatat kezdtik meg. Ezzel parhuzamosan elséként
jellemeztiik a TGFB apoptdzis-indukald hatdsait lymphoma sejtekben, illetve a TGF[f-
rezisztencia jelatviteli hatterét, a kétezres évekre feltart Smad utvonal és az alternativ jelatviteli
utvonalak szerepét térképeztiik fel.

IV.1.1. Nem onkoldgiai hatasu készitmények apoptozis indukdlo hatdsai
lymphomdkban (mevastatin, mycophenolsav)

A nem onkologiai kezelések olyan ,,0ff-label” hatasait vizsgaltuk mar a kétezres évek elején,
amelyek hematologiai malignitasokban befolyasolhatjdk a daganatok ndvekedését, a
daganatsejtek talélését.
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1V. 1.1.1. A mevastatin myeloma sejtek novekedését gatlo hatasainak igazoldsa in vitro

A statinokrol (koleszterincsokkentOk — HMG-CoA reduktaz gatlok) a kétezres évek elején
egyes kozlemények a joval szélesebb korben ismert mellékhatdsok (myopathia, izomlazszerti
tiintetek, szérum kreatinin- és transzaminaz-szint emelkedés, tesztoszteron és novekedési
hormon-szint csokkenés, majkarosodas stb.) mellett, bizonyos daganatok esetében azok
daganatnovekedésgatld hatasaira hivtak fel a figyelmet (301-304). A B-sejtes lymphomak,
myelomak esetében altalunk is vizsgalt apoptozis zavarok kapcsan, Janosi Judittal a mevastatin
Myelomas sejtekben elsdként igazoltuk a mevastatin kezelés dozis- és 1dofiiggd apoptodzist
indukal6 hatasait. Az indukalt apoptozis folyamatat halal-receptoroktdl fiiggetlennek talaltuk,
mig a Bcl-2 expresszié csokkenését és mitokondrium depolarizaciot, illetve a kaszpazok
aktivalédasanak szerepét igazoltuk (19. abra). Munkank jelent0ségét azota megerdsitette tobb
klinikai vizsgalat is, legutobb 2016-ban a Journal of Clinical Oncology-ban szamoltak be arrol,
hogy kozel 6tezer myelomads beteg kezelési €s tilélési adatai alapjan, a statinok alkalmazasa
21%-kal csokkenti a teljes és 24%-kal a myeloma specifikus haldlozast. Mindezek mellett az is
igazolodott, hogy a statinok hasznalata 31%-kal csokkentette a csont elvaltozasok
szovédményeinek rizikojat is (305).

a. b. d.
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19. abra Mevastatin apotézis indukal6 hatasa human U266 myeloma sejtekben

a. Az apoptotikus (subG1) sejtek %-os aranyanak dozis- és id6fliggd emelkedése in vitro (aramlési citometria); b.
Mitokondrium depolarizacié idébeli valtozasa, DIOC6 festett sejtek %-os aranyanak emelkedése (aramlasi
citometria); c. Kaszpazok szerepének igazolasa, kaszpaz aktivitas mérése DEVD-AMC segitségével
(fluereszcencia detektalasa MFU-mikrofluoreszcens unit), illetve altalanos kaszpaz inhitor (Z-VAD-fmk) és
kaszpaz8 és kaszpaz9 inhibitorok (Z-IEDT-fmk — C8l, Z-LEDH-fmk — C9I) hatasanak vizsgalata 2,5 mg/ml
mevastatin kombinaciés kezelésekben (dramlasi citometria); d. A haldl-receptorok szerepének vizsgalata: a
neutralizacié szignifiansan nem befolyéasolta a mevastatin indukalt apoptozist egyik esetben sem.
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IV. 1.1.2. Immunszuppressziv kezelések pro- és anti-tumordlis hatdsainak vizsgadlata

Vizsgalataink masik részében a transzplantacids klinikaval egyiittmiikddve, Végsé Gyulaval,
az immunszuppresszioval Osszefliggésben megjelend daganatok incidenciajaval, illetve
bizonyos immunszuppressziv kezelések potencidlis lymphoma sejtek novekedését gatld
hatasaival foglalkozhattunk.

A szervatiiltetések és a poszttranszplantacids kezelések, gondozas fejlodésének koszonhetden
a transzplantalt betegek hosszatavu életkilatasai egyre jobbak. Ennek kovetkezménye viszont
az, hogy a hosszabb talélés, az élethosszig tartd immunszuppresszié mellett a gyakrabban
megjelend rosszindulati daganatok felismerésének ¢és kezelésének jelentdsége is
megndvekedett. Fontos a daganat felismerését kdvetden, a daganat kezelésének és emellett a
beiiltetett szerv védelmét biztositd megfeleld immunszuppresszid megvalasztasa is.

Munkankban az 1973. november és 2008-ig lezajlott 2852 veseatiiltetés (Semmelweis
Egyetem 1. sz. Sebészeti Klinikajan, illetve 1994-t61 a Transzplantacios és Sebészeti
Klinikajan) poszttranplantacios daganatait vizsgaltuk, 193 betegben igazoltak rosszindulatl
daganatot (2,19 —szer t6bb férfi, mint né esetében, atlag életkor 53,1+£10,1 év). Ezek alapjan a
tumorok eléfordulasanak gyakorisaga a hazai vesetranszplantaltak kozott 7,7% volt ebben az
idészakban. A kialakult daganatokat a kezelések szerint csoportositottuk: 1. 16 eset (8,3%)
Azathioprine + szteroid, a Il. csoport 111 eset (57,5%) Cyclosporine + szteroid, a I1l. csoport
55 eset (28,5%) Cyclosporine + mycophenolat mofetil + szteroid, mig a IV. csoport 11 eset
(5,7%) Tacrolimus + mycophenolate mofetil + szteroid kezelésben részesiilt. A daganatok
kozott leggyakrabban borrak (n=51; 26,4%), vesedaganat (n=26; 13,5%), tiidérdk (n=15;
7,7%), Kaposi sarcoma (n=12; 6,2%), eml6écarcinoma (n=12; 6,2%), non-Hodgkin lymphoma
(NHL) (n=10; 5,2%), majdaganat (n=7; 3,6%) fordult elé. A poszttranszplantacios daganatok
el6forduldsa a nem transzplantalt személyekben eléfordulé daganat gyakorisighoz képest
magasabb incidenciat, és daganat tipusok szerint is eltérést mutattak. A daganatok tobbsége, a
transzplantaciot kovetden az elsd 5-6 évben jelent meg. A Transzplantacidés Klinika esetei
kozott a tumorok 11,4%-a (n=22) a vesetranszplantaciot koveté 6 honapon, 20,2%-a (n=39)
pedig 1 éven belill jelent meg, mig a daganatok masik harmada (35,2%-a; n=68) 2 éven beliil
alakult ki. Meglepd, hogy ezek kozott lymphoma nem volt, csak a késébb, kozel 10 év utan
megjelent esetekben. Az elemzett 193 daganatos esetben, 92-en haltak meg a vizsgalt
iddszakban, 30% daganatos progresszio, 30%-a fertézéses szovodmények, mig 40% pedig
egyéb okok miatt (pl. cardialis, cerebrovascularis szovodmény, tiidéembolia, méjcirrdzis stb.).
A kozel 100 2007-ben is €16 beteg esetében az atlagos tilélés 65+46 honap volt.

Munkankban egyrészt a hazai poszttranszplantacios daganatok eléfordulasat mutattuk
be, masrészt torekedtiink olyan kisérleti bizonyitékokat szerezni, amelyek a Calcineurin
kezelés, egyértelmli és altaldban az immunszuppresszido daganatprogressziot eldsegitd
hatdsaival szemben mas immunszuppressziv kezelések potencidlis daganatnovekedést gatlo
hatasat igazoljak. Ezekben a kisérletes munkdkban a mycophenolsavat, illetve késdbb az mTOR
gatl6 rapamycint is teszteltiik.
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Az MPA, az immunszuppressziv gyogyszer a mycophenolate mofetil (MMF) (306) mint anti-
metabolit, a lymphoid sejtek ,,de novo” guanin nukleotidszintézis gatlasat okozza (inozin 5'-
monofoszfat dehidrogenaz — IMPDH - szelektiv, gatlgja — 307). Csokkenti a guanin
nukleotidok (GMP, GDP, GTP, dGTP) mennyiségét, ami a DNS-szintézis €s a sejtproliferaciod
gatlasat eredményezi. A kezelés hatdsa a szervezetben szelektiv, mivel a lymphocytaknak mas
sejtektdl eltéréen ,,de novo” purin nukleotid szintézisre van sziikségiik (salvage mechanizmus
hianya) (308-312). A mycophenolsav (MPA) human lymphoma sejtvonalak novekedését
befolyasold hatasait in vitro és in vivo is tanulmanyoztuk.
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20. abra Mycophenolsav (MPA) in vitro proliferacié gatlé és apoptozis indukalé hatasa human lymphoma
sejtvonalakban

a. Aramlasi citometriaval idSben kovethetd a kezelés 24. 6rajaban tapasztalt G1 sejtciklus blokk, parhuzamosan
pedig az apoptotikus sejtek %-os aranyanak emelkedése, ami 48 6raval a kezelést kovetéen mar kifejezett. 72 ora
mulva pedig mar nem csak apoptozis, hanem nekrozis is megfigyelheté a tenyészetekben; b. Az MPA kezelés
dozisfliggd apoptozist indukald hatasa in vitro 72 6ras kezelést kovetden (dramlasi citometriai eredmények); c. Az
MPA kezelés mitokondrium depolarizacidés hatasanak idofiiggése, illetve 40 oOréval a kezelést kdvetden
kimutathat6 kaszpaz-3 aktivitas kimutatasa.

Eredményeink szerint a MPA dozis- és idofiiggben, gatolta a proliferaciot a vizsgalt lymphoma
sejtvonalakban (HT58, BL41, BL41/95), illetve parhuzamosan szignifikansan fokozta az
apoptozist (20. abra). A kezelés 24. orajaban a proliferaciogatld hatas mar kimutathato volt.
Igazoltuk hogy a sejtek jelentds %-a a sejtciklus G1/S fazis hataran halmozddik fel, mig a sejtek
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masik része a S/G2 fazis hataran rekedt meg €s a 48. 6rat kovetden, mitokondrium depolarizacio
és caspase-3 aktivitds emelkedése mellett a kezelés 72. 6rajaban mar apoptdzis, DNS
fragmentacio is megfigyelhetd volt a kezelt tenyészetekben.

Az MPA jelentds in vivo tumorndvekedés gatld hatasait mindharom vizsgalt sejtvonal esetében,
illetve késobb mas DLBCL sejtvonal esetében is sikeriilt igazolnunk SCID xenograft
kisérleteinkben (21. abra).
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21. abra A mycophenolat mofetil kezelés in vivo lymphoma xenograftok novekedését gatlo hatasanak
jellemzése

HT58, BL41 és BL41/95 lymphoma xenograftok tumortomegének eltérése kezeletlen kontroll, illetve MMF kezelt
xenograftok esetében; a harom lymphoma xenograft kisérlet tumormetszeteiben a BrDU beépiilés (osztodasok
szamaval aranyos), Ki67 proliferacios és aktiv kaszpaz-3 festett sejtek %-os aranya, amely jol mutatja a
tumorndvekedés gatlas hatterében a proliferacié gatlas és az apoptozis indukcid hatasait.

1V. 1.1.3. Poszttranszplantdacios vesedaganatok mTOR aktivitasanak jellemzése, tacrolimus
kezelés hatasa

Transzplantacidt kovetden a betiltetett szerv immunoldgiai védelmében élethosszig tartd
immunszuppressziv terapidra van sziikségiilk a recipienseknek. Ahogy azt a korabban
bemutatott magyarorszagi adatok is jol mutatjak ennek daganat kialakulast fokozo rizikojaval
Osszefliggésben poszttranszplantaciés daganatok johetnek létre. Ilyen esetekben ugy kell
megoldani a daganat eltavolitasat, esetleges kezelését, hogy kozben megfeleld
immunszuppressziv kezelés mellett a beiiltetett szerv védelmét is biztositani kell. Keveset
tudunk a poszttranszplantacios daganatok kialakuldsaban szerepet jatsz6 nem immunoldgiai
tényezOkrol. Ezzel 0Osszefiiggésben jelenleg a poszttranszplantacidos vesedaganatok
megjelenésének hatterében az mTOR aktivitas valtozasokat vizsgaljuk &sszehasonlitva a de
novo megjelend vesedaganatok valtozasaival. Végsé Gyula és a Transzplantacidos Klinika
segitségével, sikeriilt az elmult években egyetemiinkdn diagnosztizalt poszttranszplantacios
vesedaganat mintakat az intézetiink archivuméban visszakeresni. Osszesen tobb mint szaz
vesebiopszids anyagot, koztiik 44 poszttranszplantacios és 46 de novo (nem transzplantalt
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betegekben kialakult) vesedaganatot vizsgaltunk meg. Ezek kozott papillaris, vilagossejtes €s
vilagossejtes papillaris tipust carcinomdk is voltak, a jelenleg érvényes 2016. évi WHO
beosztas alapjan elvégzett reklasszifikacio szerint. A de novo vesedaganatok kozott foleg a
vildgossejtes, mig transzplantici6 mellett (tacrolimus vagy cyclosporin alapu
immunszuppresszid) a bent marad6 vesében kialakult vesetumorok kozott a papillaris tipusbol
volt tobb. A betegek tobbsége nem részesiilt mTOR inhibitor kezelésben, minddssze két
kortorténetben jelent meg malignus folyamat miatt mTORC1 gatld kezelés. Osszehasonlitd
vizsgalatainkban kontrollként végallapota vesék (n=10, 4 esetben nem, mig 6-nal CNI
immunszuppressziot korabban alkalmaztak) és transzplantaciora alkalmatlan, de koros eltérést
nem mutatd donor vesék mintait vizsgaltuk meg. Az mTOR komplexek aktivitasanak
karakterizalasaval a kovetkezd eredményeket kaptuk: 1. a normal vesék proximalis tubulus
hamsejtjekben a p-mTOR és a p-S6 expresszio alacsony, a Rictor expresszié magas, 2. az
immunszuppressziv (CNI) terapiaval nem kezelt végallapota vesékben a p-mTOR, p-S6 és a
Rictor alacsonyabb expressziot mutat, mint a CNI kezelt végallapota vesékben, 3. vilagossejtes
vesedaganatokban a p-mTOR mennyisége nem szignifikansan, de értékelhetéen magasabb a
poszttranszplantacios daganatokban, mint a de novo daganatokban (p=0,06), mig 4. papillaris
vesedaganatok p-mTOR ¢és  Rictor fehérje expresszidja szignifikansan magasabb a
poszttranszplantacios daganatokban (p=0,04 és p=0,01). Mindezek alapjan, a fokozott
MTORC2 aktivitas a vilagossejtes (27% vs. 46%) és a papillaris alcsoportban (13% vs. 48%)
jellemz6bb a poszttranszplantacios, mint a de novo vesedaganatokban (46 % vs. 27%, illetve
48% vs. 13%). (22-23. abra)
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22. abra Vizsgalt de novo és transzplantaciot kovetéen kialakult vesecarcinomak klinikai jellemzéi és mTOR
aktivitas emelkedése. A vizsgalatba bevont vesedaganatok klinikai jellemz8i, illetve reprezentativ
immunhisztokémiai festések, amelyek a poszttranszplantacidos vesedaganatok magasabb mTOR, illetve mTORC2
aktivitdsara (poszttranszplantalt papillaris vesecarcinoma Rictor expresszid emelkedése) hivjak fel a figyelmet

72



dc_1829 20

Vilagossejtes vesedaganatok mTOR aktivitasa Papillaris vesedaganatok mTOR aktivitasa

100%

60%

40%

20%

0% 0%

De novo PTX De novo PTX

mmTORC2-magas WmTORC2-alacsony = mTOR aktivitas alacsony EmTORC2-magas WmTORC2-alacsony = mTOR aktivitas alacsony

23. abra De novo és transzplantaciot kovetéen kialakult vesecarcinomak mTOR hiperaktivitas eltérései.
Immunhisztokémia elemzések utdn a poszttranszplantalt és a de novo vesedaganatok mTOR aktivitas
megoszlasaban eltérést figyeltiink meg, a poszttranszplantalt esetek nagyobb %-at jellemzte emelkedett mTOR
aktivitas

Az eclobbiek kiegészitéseként in vitro munkankban normal vese proximalis tubulus
hamsejtekben (HK?2) kimutattuk 72 h-as és hosszu idejti (21 nap) tacrolimus (10 ng/ml) kezelés
mTORCI aktivitast fokozo hatésait (p-S6 fehérje mennyiségének szignifikdns emelkedése).
Mig egy vizsgalt vesecarcinoma sejtvonalban (A498) tacrolimus kezelés mellett minden
passzalast kovetéen rendszeresen 10-15% proliferacio fokozodast figyeltiink meg. Majd 21
napos tacrolimus kezelés utan SRB proliferacios teszttel is igazoltuk a kezelés proliferacio,
illetve mTORC1 és C2 komplex aktivitast fokozo hatasat (p-S6, p-Akt, p-mTOR és Rictor
Western blot - 24. abra). Ezeket az eredményeinket in vivo Xenograft modellekben is validaltuk.
A xenograft modellekben a tacrolimus kezelés az A498 sejtvonal esetén fokozta az mTORC2
aktivitast €s a tumorméret novekedését. Azt is kimutattuk, hogy tacrolimus kezelés mellett az
mTOR aktivitds megemelkedett ischaemia-reperfuzid (IR) esetében az aloperalt allatok
veséjében megfigyelthez képest. Az IR csoportban a rapamycin-kezelt és kontroll egerek veséje
kozott nem volt 1ényeges kiilonbség, ugyanakkor a tacrolimus csoportban néhany tubulusban
kifejezetten magas mTORC1- és hasonld6 mTORC?2 aktivitas volt lathato (25. abra).
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24. abra A498 vese carcinoma sejtvonalban a tacrolimus kezelés emeli az mTORC aktivitast és fokozza a
proliferaciot. 3 hetes tacrolimus kezelés mTORCI1 (p-S6, p- mTOR), illetve mTORC?2 aktivitas emelkedést (p-
(Serd73)-Akt, pmTOR és Rictor) (Western blot) és proliferaciot fokozé hatasa (sejtszamvaltozasok passzalasok
soran) in vitro.
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Eredményeink, a transzplantacios immunszuppresszios kezelés alatt kialakuld vilagossejtes €s
papillaris carcinomékban kimutatott mTOR aktivitas valtozasok, a CNI kezelés mellett vesék
tubulus hamsejtjeiben és in vitro kisérleteinkben megfigyelt mTOR aktivitas emelkedés,
felhivja a figyelmet a tacrolimus kezelés mTOR, mTORC?2 aktivitdsfokozo6 hatasara és ennek
daganatprogresszios szerepére. Mindez pedig megerdsiti azt a gyakorlatot, hogy
transzplantaciot kovetden a kezdeti felépiilési id6szak utan célszerti minél elébb attérni mTOR
gatlo alapt immunszuppresszios terapidra.

IV.1.2 Notch receptor tutvonal szabalyozasi zavarai, Notch szignal gatlok hatasainak,
szenzitizalasanak vizsgalata leukémiakban, lymphomakban

A Notch jelatviteli utvonalak szabalyozo szerepe legjobban a kiilonb6z6 immunsejtek
differenciaciojabol ismert. A B-sejtek érésében a NOTCHI1 szignal aktivitds hidnya
meghatarozo, ugyanakkor a NOTCH2 receptor aktivitas megjelenésének a marginélis zona B-
sejtek, illetve a follikularis B-sejtek differencidciojaban van fontos szerepe. A marginalis
zonadban a B-sejt iranyu differenciacidohoz DLL1 (delta like 1 ligand) és a NOTCH2 receptor
kapcsolat kialakulasdnak ¢és a kovetkeztében expresszaloddé CSL (CBF1, Suppressor of
Hairless, Lag-1) transzkripcios faktoroknak hatasa sziikséges. Az Utvonal nem megfeleld
szabalyozasa szerv-, szovetfejlodési, hematopoetikus fejlddési zavarokat eredményezhet.
Daganatok, igy hematologiai malignitasok esetében is leirtak Notch szignal elem mutéciokat,
expresszio ¢és/vagy funkciovaltozasokat mint a tumor novekedését eldsegité hatasokat. Mig
szolid daganatokban (pl. emlédaganatokban) mas jelatviteli itvonalakkal dsszekapcsolodva is
elképzelheté a NOTCH szignal aktivitas tumorndvekedést tamogaté szerepe (313-316).
Amikor Notch jelatviteli vizsgalatainkat megkezdtik még kevés, de annal
ellentmondasosabb adatok alltak rendelkezésre B-sejtes NHL-akban. A Notch jelut elemeinek
Osszehasonlitd expresszid vizsgalatait kezdtiik el. Jellemeztiik a normal human B- és a kering6
kronikus lymphocytas leukémia sejteket. Vizsgaltuk a masok altal felvetett Notch szignél
aktivitas €s a leukémia sejtek terapiarezisztencidjanak Osszefiiggését (317-320). Ismerve a
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TGFB ¢és Notch szignal komplex differenciacios és sejttipusfiiggd hatasait, a Notch
hiperaktivacio hatasat is vizsgaltuk a TGFp rezisztenciaban.

IV.1.2.1. Keringé human B-CLL sejtek Notch receptor és ligand expressziojanak jellemzése;
Notch ligand, illetve Notch szignal inhibitor kezelések hatasanak vizsgdalata humdn
lymphoma, leukémia sejtekben, azok TGFf vagy kemoterdpias szer indukadlt hatdsaiban

Izolalt human normal B-sejtekben és B-CLL sejtekben vizsgalataban Notchl fehérjét csak a B-
CLL sejtekben tudtunk kimutatni. Jelentés HES-1 — klasszikus Notch-szignal célgén — mRNS-
expressziot azonban nem tapasztaltunk, a HES-1 mRNS-ek mennyisége a B-CLL mintak kozott
ugyan egyedi ingadozast mutatott, az esetek tobbségében azonban nem igazoltunk csak a
normal B-sejtekhez hasonld vagy inkabb alacsonyabb mRNS expressziot a 24 vizsgalt esetben
(egyetlen eset kivételével). Mas Notch szignal elemek koziil normal B-sejtekben alacsony
Deltex-expressziot tapasztaltunk, a B-CLL sejtek egyedi expresszios eltéréseket mutattak
ebben is. A CLL mintdk kozo6tt bizonyos mintdkban alacsony DLL1 mRNS expressziot
mutattunk ki, mig ez a normal B-sejteket nem jellemezte. Notch3, Notch4, Jagged] és Jagged2
MRNS-t sem a normal B-sejtekben, sem a CLL sejtekben nem tudtunk kimutatni. Ezek az
eredmények nem igazoltak a B-CLL sejtekben jelentds Notch aktivitast, és a betegek klinikai
adataival Osszefiiggéseket. Erdekes azonban, hogy a normal B-sejtekéhez hasonlé HES-1
expressziot mutatd 6t CLL-mintabol négyben <10G/1 lymphocytaszam jellemezte a betegeket

(26. abra).
*1 | HES-1 expresszio (Real-Time-PCR)
34
“é HU H H 26. fibra HES-1 (NOTCH1
044 = 0= = a szignal aktivitas) és
% 1 23456 7 8 91011121314151617 18192021 222324 NOTCHl expresszi(’)
zg CLL vizsgalat eredményei
human B-CLL mintakban
NOTCHI fehérje expresszio (Western-blot) Normél B-sejtek és B-CLL
i~ T e sejtek HES-1 expresszidja
- B (real-time PCR) és NOTCHI1
Normil ly. | B-CLL mintak fehérje mennyisége (Western

blot); illetve a vizsgalt esetek

CLL-es betegek expresszios és klinikai adatai CXpIessz1os cs Klinikai

adatainak Osszefoglalod

CLL-es HES-1 NOTCH1 CD38 Rai Ly. Progr. | kezelés tablazata.
beteg sorszama expresszio stadium (G/)
4. 105 % + 87 % Iv. 9 - Cyclophosp.,

szteroid, COP
5. 67.6 % + 0% L 9.8
13. 339.8% + 12,5% 0 2.8
15. 115.3% + 0% III. 8.45 +
21. 103.2% + 81% IV. 31 n.a. szteroid
8., 15. <20 % + 10-30% | HL-IV. <10 + Leukeran,

szteroid, ill. -
t6bbi 14 eset <20 % + <100% | L-IV. 15< egyedi | egyedi
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In vitro human lymphoma sejtvonalakban az immobilizalt D114 ligand és DAPT gamma-
szekretdz inhibitor kezeléseket kovetéen a HES-1 expresszid valtozasat tanulméanyoztuk,
mértékébodl kovetkeztettiink a szignal aktivitasara. A vizsgalt NHL sejtvonalak koziil, a pozitiv
kontroll Jurkat mellett csak a BJAB human Burkitt lymphoma sejtekben mutattunk ki jelentés
valtozéast a HES-1 expresszidban, mig a HT58 sejtekben a DIl4 ligand, és a DAPT kezelés
kismértékben emelte a HERP-1 transzkripcios faktor mMRNS-szintet. Ezek a kezelések azonban
szignifikans novekedés és/vagy apoptozis valtozasokat nem okoztak in vitro tenyészeteinkben.

A TGFB-kezelés és Notch szignal egymas hatasait befolyasold szerepét HT58, BL41,
Ramos, BJAB, MED-B1 ¢és U266 sejtvonalakon, izolalt human CLL-ek short-term
tenyészeteiben is vizsgaltuk. Kisérleteinkben Notch-ligand (DIl4) vagy Notch-inhibitor
kezeléssel kombinaltuk a TGFp kezelést. A Notch-fliggd transzkripcios, illetve a TGFp HES-
1 expresszidt befolyasolod hatdsait tanulményozva szignifikdns valtozast nem tapasztaltunk.
Ennek megfeleléen a DII4 kezelés kombinacioban a TGFfB indukalt apoptdzis mértékét sem
befolyasolta. A TGFp-rezisztens BJAB, U266, MED-B1 sejtvonalakban és a vizsgalt human
B-CLL-ekben sem a Notch-ligand, sem a Notch-inhibitor kezelés nem befolyasolta a TGFf3
érzékenységet. A Notch szigndl terdpiarezisztenciat befolydsold szerepét tanulmdnyozva, a
Notch inhibitor DAPT kezelések az etopozid, doxorubicin, rituximab, bortezomib, vincristin és
staurosporin apoptotikus hatasait sem befolyasoltak szignifikansan. Ezek alapjan a Notch
endogén aktivitdsanak a hagyomanyos terapidval szembeni rezisztencidban a vizsgalt NHL
sejtvonalakban és a human CLL sejtekben nincs jelentOs szerepe (27. abra).

HES-1 expresszio valtozas HERP-1 expresszio valtozas
Kl
?% - oo
215 o ‘ g %0
S‘é . Kontr. 2w
= .. DAPT 5
u A = 30
& 0 DIl 8
o0 05 - 0 DII4+DAPT 2
2 g 0 ﬁﬁﬁ
T 0 T 0
x HT58 BL41 BJAB U266 MED-BI1 - HT58 BL41 BJAB U266 MED-BI1
72h-as in vitro kezelések apoptotikus hatasai
apoptozis | kontroll | DI4 DAPT | TGFpB TGFB+DI4 | TGFB+DAPT
HTS8 6+3 72,7 612 30.33£5.1% | 27.7£13.4 15,8£4%*
BL41 6.6£3.8 6+3 5.6£2.9 26.3+2.1% 25,5+1 18+1,3%%*
BJAB 9.8£6.3 10£3 9+4.4 7.54£3.6 7.614.2 7.2£5.5
U266 54£3.9 5.3£2 4,5+£3.2 6.3+5.3 5.61+4.2 4.8+£3.1
8
MED-B1 | 15205 2027 | 2405 2402 2403 2402
B-CLL-ek | 25.2£10.3 | 2949.7 | 26.8+4.1 26,1493 29.8+11.7 31.1+10.2
(4 eset)

27. abra Notch ligand és Notch inhibitor kezelések, illetve kombinacidik hatasa a Notch-fiiggé
transzkripcios faktorok expressziévaltozasaban, valamint a TGF apoptotikus hatasaiban (Real time PCR
és aramlasi citometria eredmények; 72h-as kezelések, * - szignifikans expresszio valtozas, *, ** - szignifikans
apoptozis valtozas a kontrollhoz, illetve TGFp kezeléshez képest p<0,05).
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1V.1.2.2. Konstitutiv NOTCHI1 aktivitas humdn Hodgkin lymphoma sejtekben, NOTCH
inhibitor és rapamycin kezelés pro-apoptotikus hatdasainak vizsgalata

Az eldbbiekkel ellentétben HL sejtvonalak esetében vizsgalataink jelentds konstitutiv
Notch szignal aktivitast, és annak potencialis pro-survival hatasait igazoltak. Harom kiilonb6z6

HL lymphoma — KMH2, DEV, L1236 — sejtvonalban igazoltuk a NOTCH1 és 2 receptor,

JAGGED1,2 ¢és DLL1 (delta-like ligand) ligand mRNS-ek expressziojat (RT-PCR
eredmények). A két masik Notch receptor esetében a KMH2 sejtekben egyiket sem, mig a
masik két sejtvonalban csak NOTCH3 expressziot tudtunk kimutatni.

A NOTCHLI receptor intracellularis doménjét detektald (nem hasitott-inaktiv) és hasitott
NOTCH1 receptor fragmentet (hasitott-aktiv) felismeré ellenanyagot hasznalva mindharom
sejtvonalban konstitutivan aktiv Notchl szignalt azonositottunk. Az intakt receptor formara
jellemzé, teljes, nagy molekulasulyu fehérjét azonban nem tudtunk kimutatni Western blottal
HL sejtekben (de pl. Jurkat T-ALL sejtekben ép receptor format is detektaltunk). A hasitott
NOTCH1 fragmentek jelenlétét HL-as betegek széveti mintaiban, Hodgkin és Strenberg-Reed
sejtekben immunhisztokémiai vizsgalatainkban perinuklearisan és nuklearisan figyeltik meg.
A gamma szekretaz — Notch szignal inhibitor (GSI) kezelés a hasitott fragment mennyiségét
jelentésen csokkentette Jurkat lymphoma sejtekben, de a vizsgalt HL sejtvonalakban a hasitott
NOTCH1 mennyisége GSI kezelés mellett sem valtozott, és az intakt receptor sem jelent meg
kimutathato mennyiségben (Western blot eredmény) (28.abra).

a. b.
DEV KMH2 L1236 Molt4 IJgu'kaf DAPT EEV DAPT
ontr. ontr.
Notch-1 250 kDa
Receptor c-Notch-1 l - “ 90 kDa

150kDa  praitin  [e—_— ——— 4 da

Hasitott, aktivalt

intracellularis Notch-1 C.
domén fragment (c-
Notchl) S e 90kDa Hmnan tonsﬂla _— ggglzagl E‘IL bio 's,zizl "
r? o B Lt (B = N
' 25 e \ 2
c-Notch-1 —— 90 kD w% ¥ S AT
——— e v‘?!za rgff IR 2
fg 1 S R da:_‘;#.%
-akti } ‘H"G e 3 TR B0
b-aktin ‘,\, 3‘2.- o ‘-"-n.fe_i\
- A PSE
: ‘ ”‘"r"‘v :‘:!j\‘; X )l S
N—————— W 14Kkda : G R § R
Al rs f,n‘\v B2 TSI b T

28. abra Konstitutiv aktivalt NOTCH1 szignal human Hodgkin lymphomakban

Az aktivalt NOTCH1 szignal jeleként a hasitott NOTCH1 receptor intracellularis domén (NICD) kimutatasa
Western blottal mindharom HL sejtvonalban, illetve az intakt és hasitott formak Molt4 ALL sejtekben (a.); Hasitott
NICD mennyiségi valtozasa (Jurkat), illetve ennek hianya a DEV Hodgkin lymphoma sejtekben gamma-szekretaz
inhibitor (DAPT) kezelést kovetéen (b.); Hasitott NICD kimutatasa human HL biopszias mintakban
immunhisztokémiai vizsgalattal (c.)

A konstitutiv Notch aktivitas hatterében szamos jelatviteli szabalyozo elem, onkogén, illetve
tumorszupresszor gén mutacioja allhat, jol ismertek bizonyos NOTCH1 aktivalo mutaciok is.
A vizsgalt sejtvonalak esetében NGS szekvenalassal onkogén és tumorszuppresszor gének
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mutacioit analizaltuk. Ezzel az alabbi vizsgalt, a jelatviteli halozat aktivitasat befolyasolo
génekben nem tudtunk mutaciokat azonositani: ABL1, EGFR, GNAS, KRAS, PTPN11, AKT1,
ERBB2, GNAQ, MET, RB1, ALK, ERBB4, HNF1A,MLH1, RET, APC, EZH2, HRAS, MPL,
SMAD4, ATM, FBXW?7, IDH1, NOTCH1, SMARCB1, BRAF, FGFR1, JAK2, NPM1, SMO,
CDH1, FGFR2, JAK3, NRAS, SRC, CDKN2A, FGFR3, IDH2, PDGFRA, STK11, CSF1R,
FLT3, KDR, PIK3CA, TP53, CTNNB1, GNA11, KIT, PTEN, VHL). A PIK3Ca esetében
piroszekvenalassal, az FBXW7 (ubiquitin ligaz) esetében pedig Sanger szekvenalassal is
ellendriztiik ezeket az eredményeket. Mig a vizsgalatban parhuzamosan hasznalt Jurkat T-ALL
sejtvonalban az FBXW7 gén heterozigdta mutacidjat igazoltuk, addig vad tipusu PIK3CA és
FBXW?7 génszekvencidk jellemezték a HL sejtvonalakat.

In vitro vizsgalatainkban Notch-ligand (Jaggedl), gamma szekretaz inhibitor (GSI — DAPT),
illetve rapamycin kezelések hatdsait is tanulmanyoztuk HL sejtekben. A kezelések még
kombinacioban sem befolyasoltak jelentésen a NOTCH1 receptor mRNS szintjét és a Notchl
szignal aktivitasat sem (Western blot). A rapamycin (mTORCL inhibitor), DAPT (GSI) és
Jaggedl kezelések sem monoterapiaban, sem kombinacioban nem valtoztattdk meg a
kimutathato hasitott NOTCHL1 fragmentek és intakt NOTCHL receptorok mennyiségét. A
rapamycin mTORCL1 aktivitast gatlo hatasait igazoltuk, ez hosszatavon a KMH2 sejtekben
bizonyult tartésnak. A GSI kezelés csak kis mértékben, szignifikansan nem, csokkentette az
mTOR kinaz aktivitast. Parhuzamosan a rapamycin és kiilonb6z6 hatdsmechanizmusu Notch
szignal gatlo kezelések — gamma-szekretaz inhibitor (DAPT, GSIXII) és aktivalt NOTCHI
gatlo (SAHM1) — apoptotikus és proliferacio gatlo hatasait vizsgaltuk. A leginkabb rapamycin
érzékeny, KMH?2 sejtvonalban nem csak proliferacidogatld hatast, hanem az apoptotikus sejtek
aranyanak szignifikans emelkedését tapasztaltuk. Mig a GSI kezelés 6nmagaban nem, addig az
aktivalt NOTCHI1 inhibitor, SAHM1 kezelés az 6sszes HL sejtvonalban szignifikansan gatolta
proliferaciot; a DEV, illetve a L1236 sejtekben apoptozist is indukalt. Jelentés proliferaciogatlo
hatast figyeltiink meg GSI + rapamycin kombinalt kezelésben is, ez a kezelés szignifikansan
jobban gatolta a proliferaciot, mint a rapamycin a DEV ¢és L1236 kevésbé szenzitiv HL
sejtekben is. A konstitutiv Notchl ¢s mTOR aktivitas jelentdségét in vivo is megerdsitettiik
L1236 xenograft kisérleteinkben. A GSI (DAPT + GSIXII) kezelés a tumornovekedésében
enyhe, nem szignifikans novekedésgatlast okozott. A rapamycin szarmazék (Torisel) kezelés
onmagaban ¢és gamma-szekretaz inhibitor kezeléssel kombinacioban is gatolta a
tumornovekedést és bar a kombinalt kezelés a tumorméretét és sulyat is jobban csokkentette,
mint a Torisel monoterapia, de a kiillonbség nem volt szignifikans (29. abra).
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1V.1.3. TGFB indukalt apoptézis lymphoma sejtvonalakban

29. 4abra Konstitutiv
aktivalt (hasitott)
NOTCH1 receptor
intracellularis domén

(NICD) expresszio, illetve

a rapamycin  Notch
inhibitor szenzitizalé
hatasa Hodgkin

lymphoma
sejtvonalakban in vitro és
in vivo. A hasitott
NOTCH1 receptor
expresszio  valtozasanak
elmaradasa mTOR

inhibitor (rapamycin),
gammaszekretaz inhibitor
(DAPT), Jaggedl és ezek
kombinalt kezelésében in
vitro (a.); EI6bbi kezelések
transzkripciés  hatasainak

igazolasa (b.); A
rapamycin  és  Notch
inhibitor kezelés hatasai,
apoptozis  indukalo  és

szignifikans  proliferacio
gatlo hatasok in vitro (c.,
d.); A rapamycin kezelés

Notch inhibitor kezelés
tumornoévekedés gatlo,
pro-apoptotikus (aktiv

kaszpaz-3) és mTORC1
komplex gatlo  (p-S6)
hatasa in vivo L1236 HL
xenograft modellben (IHC
festés) (e.)

A kétezres évek elején elsoként vizsgaltuk human lymphoma sejtvonalakban a TGFf indukalt
apopt6zis mechanizmusait. Az intézetben stabilizalt HT58 Burkitt lymphoma sejtvonalban
irtuk le, hogy az indukalt apoptdzis halal receptor- és a mitokondrialis Belz, Bax, Belxe fehérjék
mennyiségi valtozasaitol fliggetlen modon kaszpaz aktivacio mellett jon 1étre. A mitokondrium
depolarizécio jelentdségét és ebben a Bid hasités, a Bax transzlokacid szerepét, a reaktiv oxigén
mennyiségének emelkedését, a kaszpaz-8, illetve -9 aktivitas fokozddasanak jelentdségét
igazoltuk. Munkdinkban a TGF[ receptor utvonal aktivitasanak valtozéasat a TGF indukalt

korai gén (TIEG) expressziojanak megjelenésével igazoltuk. (30. abra)
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30. abra TGFp indukalt apoptozis, illetve annak mechanizmusa HT58 human lymphoma sejtekben
TGFB-indukalt korai génexpresszid megjelenésének igazolasa HT58 sejtekben (TGFb - 1 ng/ml TGFB); Az
indukalt apoptozis dozis és id6fliggése (a.); Pro- és anti-apoptotikus Bcl-csalad fehérjék mennyiségének vizsgalata

s

(fluoreszcens immunfestés) (b.); A kaszpazok és reaktiv oxigén gyokok szerepe a TGFB-indukalt apoptozisban
(c)

A folyamat jelentGségét a TGFp-rezisztencia daganatbioldgiai szerepe miatt kezdtiik
tanulmanyozni, lymphoma sejtvonalak, illetve izolalt CLL sejtek TGFB érzékenyseg
kiilonbségeit jellemeztiik. NHL (BL41, HT58, Daudi), myeloma (U266), illetve izolalt human
CLL sejtekben endogén TGFf termelés mellett is megfigyeltiik az exogén TGF[ apoptdzis
indukal6 hatdsainak kiilonbségét - 3 lymphoma sejtvonal érzékenynek, a myeloma sejtvonal és
CLL sejtek rezisztensnek bizonyultak a TGF apoptdzis indukalo hatasaval szemben (31. abra).
Az érzékenység-kiilonbség hatterében a TGF[ receptorok expressziovaltozasa is allhat (pl. a
leukémia sejtekben azota mar igazolodott a TGFBRII expresszié csokkenése). E10bbiek mellett
szolid tumorokban jol ismert mechanizmus a Smad4 elsddleges jelatviteli elem
expressziovesztése, vagy esetleg mas az elsddleges jelatviteli elemek (Smadok) mennyiségét,
aktivitasat befolyasold valtozasok megjelenése a daganatprogresszio soran (321,322).
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Vizsgélatainkban els6ként mutattuk ki, hogy a lymphomak TGFf érzékenység
kiilonbségének hatterében a jelatviteli Smadok génexpresszios kiillonbségei nem jatszanak
szerepet. Eredményeink azonban arra is felhivtdk a figyelmet, hogy az inhibitor Smadok
(Smad6, Smad7) expresszidjanak megjelenése malignus lymphoid sejtekben szerepet jatszhat
az érzékenység kiilonbségekben. Felhivtuk a figyelmet arra, hogy valamennyi vizsgalt
lymphoma/leukémia sejt — amely endogén TGF[ termeléssel rendelkezik, de ennek hatasait
nem mutatja in vitro —, legalabb az egyik inhibitor Smad-ot expresszalja ellentétben a normal
periférids mononuklearis sejtekkel (31. bra).

a d 31. abra A TGFB
’ 2 =8 ¢ 5 o ' elsédleges Smad utvonal
v =1
£ 538 5 0O Kontr. TGFB TGFp aktivalodas exogén TGFB
--E e e IGEpI Smad2-3 kezelés utian lymphoma
50-58 kDa .
. 2h  16h sejtvonalakban. A TGFp
= e = = e= e [(-actin ., .
b. mRNS expresszio malignus
Kontr TGFB TGFp B lymphocytikban (a.);
*Kiat, ™ TGER Exogén TGFB indukalt
=) I 0 p-Smad2 apoptézis a  vizsgalt
2] 55-60 kDa . .
o) : sejtvonalakban, illetve
B = primer human short-term
s i | CLL tenyészetekben (72 h 1
HTS§ BL41 Daudi U266 CLLI CLL2 12h 2k ng/ml TGF; aramlasi
_ Pp— mtqmeppa) (b.); Kontrolll
C £ 2 2% g 39 periférids  mononuklearis
S E®8 S T sejtek, és leukémia
- W0 G0 S wo o e [-actin lymphoma SEjt(?k. Smad
Smad3 magi transzlokacioja TGFf3 kezelés utan mRNS €xXpr CSSZléJa (RT-
B ESE S smad2 PCR eredmények) (c.);
N TGFB Smad jelatviteli
- an & == w= Smad3 , . 1 ,
utvonal aktivalo hatasa (p-
- EhE e e Smad2 Western blot) és
Smad3 immuncitokémiai
R smads 5 festés, TGFP indukélt Smad
b. 24h TGF-beta komplex magi

‘ ‘“é R Smad’ transzlokacioja (d.)

Az alternativ utvonalak esetében a mitogén aktivalt kindzok jelentds aktivitasat igazoltuk
Western blot segitségével lymphomakban. TGFP kezelés utan a JNK foszfo-protein
mennyisége gyorsan, szinte azonnal csokkent, illetve 2 6raval a kezelést kovetden gyakorlatilag
kimutathatatlannd valt a p-Erk fehérje, pairhuzamosan a p-p38 MAPK mennyisége azonban nem
valtozott. MEK1 kinaz gatld kezeléssel igazoltuk, hogy a MEKI inhibitor kezelés pro-
apoptotikus hatdsu a vizsgalt sejtvonalban, ami aldtdmasztotta mitogén aktivalt kinazok
aktivitasanak szerepét a lymphoma sejtek in vitro talélésében. A MEK1 inhibitor toxikus volt
a sejtek egy részében, mig kombinaciéban a TGFf ¢és a MEK1 inhibitor annyira hatasos volt,
hogy gyakorlatilag nem maradtak €16 sejtek. Az eldbbiekkel parhuzamosan a PP2A
aktivitasanak kétfazisu emelkedését figyeltiik meg kisérleteinkben, ami a TGF[3 PP2A aktivitas
fokozo, apoptdzis inicidtor, majd effektor szerepére is utal. A TGFB-indukalt foszfataz
aktivitas, korai valtozasanak szerepét az indukalt apoptozis folyamataban sikertilt igazolnunk
kétféle foszfataz gatld (okadaic sav és endothall) eldkezeléssel is (32. dbra és 6. Tablazat).
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32. abra Erk1/2 és JNK inaktivacié (a.), illetve foszfataz aktivitas emelkedés a TGFP indukalt apoptozis
valaszban a. foszfo-protein Western blot analizis; b. Foszfataz aktivitas kimutatasa

6. Tablazat Kinaz gatlo MEK1 inhibitor kezelés és foszfataz gatlok hatasa a TGFf indukalt apoptézisban
(mindharom gatloszert a kezelés el6tt alkalmazva hasznaltuk)

Apoptozis
24 h (%) | 48 h (%) 72 h (%)
Control 9+1 10£2 13£3
1 uM MEK1I 11+£1 12+£2 17£2
5 uM MEKI1I 2242 22+1 2442
TGF§ 1 ng/ml 172 3242 5744
1 uM MEKI1I+TGFp 17+3 3543 n.e.
5 pM MEK1I+TGFp 50+5 60+6 n.e.
Apoptoézis Apoptozis
48 h (%) 72 h (%) 48 h (%) Zf/:)‘
Control 11+£3 12+3 Control 9+0 15+3
100 nm OKA 11+2 3+3 1umETA 8+0 17+3
500 nm OKA 12+2 15+4 10 um ETA 17+1 20+4
TGFB 1 ng/ml 40+2 58+4 TGFp 1 ng/ml 38+2 68+7
100 nm OKA+TGFp 18+6 2343 1 pm ETA+TGFB 13+1 20+4
500 nm OKA+TGFp 16+3 2142 10 pm ETA+TGFB 23+2 25+5

Vizsgalatainkban igazoltuk, hogy lymphomakban exogén TGF[3 hat4sara, a receptorok
aktivacidja, a Smad2 foszforilacioja, a Smad komplex (Smad2/3-Smad4) magi transzlokacioja
is megtorténik. A TGFp szenzitiv lymphoma sejtekben Smad4 hidnyaban (Smad4 csendesités,
siRNS transzfekcid) az elsddleges Smad utvonal aktivacioja és a TGF korai génaktivacio
elmaradt, de eredményeink szerint ez az indukalt apoptozis mértékét jelentésen nem
befolyasolta (33. abra).

Mindezek az eredmények egyértelmiien alatdmasztottdk, hogy a TGFf szenzitiv lymphoma
sejtekben az elsddleges TGFP jelpalya — Smad utvonal — TGFf medialt aktivaciojanak a
szerepe az indukalt apoptdzisban kevésbé jelentds, mint az az alternativ utvonalaké.
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Smad4 siRNS csendesités nem befolyasolta a TGF[ apotdzis indukald hatasat

« 80,
=
& 601 [ xontr. iS- ébgﬁ g(iFB ?popggﬂkgz
= . atasa Smad fiiggetlen. Sma
% 40 .Smad4 SIRNS 6-72h siRNS kititéssel igazoltuk, hogy a
é‘ D Kontr. hatés a Smad  utvonal
£ 20 . Smad4 siRNS 24-72h aktivaciojatol fiiggetleniil valosul
% meg. A Smad4 fehérje expresszid
& } eltiinését Western blot-tal, a
g0 m— TGEB Smad4  szignal  aktivitis
' elmaradasit a TGFP korai gén
expresszio elmaradasaval
Smad4 Western blot b

igazoltuk parhuzamosan.

siRNS Kontroll [Smad4 4h| Smad4 24h
+72h TGFp - + o +
g A Smad (65 kDa)

s [3-aktin (42 kDa)

Semiquantitativ RT-PCR

siRNS Kontroll |Smad4  Smad4
+24h TGFB . (g+1n 6+2neye2n| - (E#2h - @4p2h
——————— v [3-2kli1)

IV.1.4. Rapamycin TGFp szenzitizalé hatasa lymphomakban

Mivel a TGFp rezisztens lymphoma sejtvonalakban a TGF(B receptorok és az elsddleges
jelatviteli elemek expresszidjanak hianya vagy mutacidja nem igazolodott, a rezisztencia
mechanimusokat, illetve a rezisztencia attorésének lehetdségeit kerestiikk. In vitro
megfigyeléseink segitették a modellek kivalasztasat; hosszabb tenyésztés és hosszabbtavon
nagyobb sejt koncentracio jelenlétében egyes sejtvonalakban, igy a HT58 lymphoma sejtekben
exogén TGFp rezisztencia jelenik meg. Szamos korabbi kozlemény sugallta, hogy a rapamycin
a TGFB-rezisztencia felfliggesztésében az FKBP12 fehérje kotésen keresztiil részt vehet. A
TGFB szignalban az FKBP12 a TGFf receptor foszforilaciot, aktivaciot gatolhatja. A
receptormedialt egyéb alternativ jelatviteli ut vizsgalataban rapamycin, mint FKBP12 kot6
molekula, TGFp receptor szenzitizal6 hatasat, vagy mas az alternativ utvonalat is érintd hatasait
is feltételeztiik. Vizsgalatainkban egy TGFf rezisztens szubklon sejtvonalban (HT58r) a TGFB
¢és rapamycin kombinacids kezelés apoptotikus hatasait vizsgaltuk tovabb. NHL sejtvonalak
esetében a rapamycin szignifikansan fokozta a TGFB-indukalt apoptozist, s6t a TGFf-
rezisztens HTS58r esetében felfiiggesztette a kialakult TGFp rezisztenciat. A TGFf indukalt és
rapamycin érzékenyitett folyamatban igazoltuk TGFBR, ezen beliil is TGFBR1/ALK1 aktivitas
emelkedés jelentdségét. ALK1 inhibitor jelenlétében nem tapasztaltunk apoptozist sem TGFJ,
sem TGFp+rapamycin kezelést kdvetden. Vizsgalva az mTOR szignal aktivitasaval 6sszefiiggd
p-p70S6K, illetve targetje a riboszomalis S6 fehérje mennyiségét a HTS58r sejtekben azt
tapasztaltuk, hogy TGFp kezeléskor a TGFf rezisztens sejtekben jelentésen nem valtozik, nem
csokken az mMTORC1 komplex aktivitasa. A rapamycin esetében viszont jelentés mértéki,
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TGFB+rapamycin kezelés esetében pedig még jelentésebb mTORCI1 aktivitds csokkenés
jellemezte a sejteket (34. abra).

Ezzel 0sszefiiggésben azt tapasztaltuk, hogy a PI3K gétlo kezelés hatasai az mTORCI1
gatldé rapamycin hatdsaihoz hasonldéan Onmagiban nem, de TGFp-val kombinaciéban
szignifikansan fokoztak a sejtpusztulast. A harmas kombinacié (TGFB+rapamycin+PI3K
inhibitor kezelés) pedig még jelentdsebb apoptdzis emelkedést okozott. Eredményeinkkel
Osszefiiggésben egy toliink fliggetlen munkacsoport is igazolta a TGFB-indukalt apoptdzis
Smad4 fiiggetlen mechanizmusait €s abban a vizsgalatban is a celluléris foszfatazok, a PP2A
szerepére hivtak fel a figyelmet. Munkéankban a rovid idejii okadaic sav el0kezelés hatasait
teszteltiik. Kimutattuk a korabban igazolt iniciator szerepét a PP2A aktivacionak a TGFp és a
vizsgalt TGFB+rapamycin-indukalt apoptdzis mechanizmusaban is.

a. k b, ook, 2 2 —*
= 2 s o Kontr.
i 1 ° 70% 1 *
g ¢ Gl & r O Rapa 2
- . o 60% 4
E & Gl Eg' § o N 5092 { — o TGF
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o'g Sz Z 30%
5 20% {
& E 10%1 - [:|
: M 0% : - . E
;e g L R R HTS8 HTS8r BL41 BL41/9S U266 RAMOS
C. * d
0 . 5
380; o @ mhibitor = ’%
(3 . =1 = ey 9
o £00, g ALK mh. * 51 g O G)
= 60% ! . 2 Moo® S &
250%1 ® PI3K mh.
2 40% SRS g P-p70S6K
a o
B30% (70 kDa)
20% — e p-S6
10% (32 kDa)
o =il -l . : D e v
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° 10%
10% - _If. r}i
0% - 1 . 0% . } .
@ inhibitor Okadaic sav Kontr. Rapa TGF Rapa+TGF

34. abra Rapamycin in vitro TGFp szenzitizalé hatasa HT58r sejtekben. A rapamycin sejtciklus gatld hatasa
(a.); TGFP rezisztencia attorése vagy az apoptozis indukalo hatas mértékének szignifikans emelkedése kiilonb6z6
lymphoma sejtvonalak tobbségében in vitro (b.); Rapamycin+TGFf kezelés hatasa kindz inhibitorok jelenlétében
(c.); mTORCI aktivitas valtozas rapamycin+TGFp kezelésben (d.); Foszfatazok szerepének igazolasa a TGFp,
illetve TGFB+rapamycin kezelésben (e.); Kaszpazok szerepének vizsgalata TGFB+rapamycin kezelésben (f.)

Azt, hogy ez az érzékenyités nem az FKBP12-TGFBR-Smad utvonal hatésait érinti,
hanem az elébbi PP2A-medialt folyamatok inkdbb a jelatviteli halézatban az mTOR ttvonal
aktivitas csokkenésével allnak kapcsolatban Smad4 siRNS transzfekciot kovetden igazoltuk.
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Eredményeink szerint a TGFf elsddleges jelatviteli utvonalanak gatlasa (Smad4 siRNS
kezeléssel) felfliggesztette a TGF[ szignal korai valaszgénjének aktivacidjat (a Smad szignal
gatolt maradt), de ez az indukalt apoptdzis mértékét nem csokkentette a sejtekben, mig az
okadaic sav kezelés gyakorlatilag teljesen felfiiggesztette azt. Tovabbi érdekes megfigyelésiink
volt, hogy mig a TGFB indukalt apoptdzis folyamataban a kaszpazok szerepét meg tudtuk
erositeni, addig a TGFp+rapamycin kezelés esetében a kaszpaz inhibitor kezelés csak részben
tudta csokkenteni az indukalt apoptézis mértékét (35. abra). Utobbi mas tipusu sejthalal
mechanizmusok aktivalodasara is felhivta a figyelmet a kombinalt kezelés esetében. Ezzel

kapcsolatban az autofagia-medialt folyamatok, autofagia-medialt sejthalal folyamatok meriiltek
fel.

35. 4abra A TGFB és

TGFpB+rapamycin hatdsa
Smad utvonaltél fiiggetlen
HT58r lymphoma sejtekben.
Smad4 kiiités (Smad4 SiRNS
kezelés) nem befolyasolta az
¥ ir_ldukélt_ rclpoptézist (aramlasi

g Smad4 siRNS Smadd 70 kDa citometriai) (bal),
(Western) parhuzamosan a Smad kiiités
hatékonysagat Smad4 Western
s E. E' [I ——— TIEG (28 ciklus)  blot és a korai vdlaszgén
oncl ‘ _ L expresszios eredményeink
Kontr. Rapa  TGF Rapa+TGF TIEG (26 ciklus)  (szemi-kvantitativ ~ RT-PCR)

igazoltak (jobb).

Smad4 siRNS 6h

! Kontr siRNS +Rap+TGF
Smad4 siRNS + @
Smad4 siRNS + Rap
Smad4 siRNS + TGF
Smad4 siRNS + Rap+TGF

§ Kontr. siRNS 6h
l Kontr. siRNS + @

A rapamycin hatdsat a TGFP vagy akidr mas normdl szabalyozokkal szembeni
érzékenyitésben, a daganatnovekedést gatlo hatasban in vivo is igazoltuk. HT58 lymphoma
xenograftok novekedését kéthetes Rapamune kezelés szignifikdnsan csokkentette ¢&s
parhuzamosan nemcsak az osztodasok szdmanak csokkenését, de az aktiv-kaszpaz 3 festéssel
jelolédo apoptotikus sejtek szaméanak emelkedését is igazoltuk a xenograft tumorokban.

Utébbi munkaink eredményei a jelatviteli halozaton beliil az mTOR aktivitas valtozas
ma mar jol ismert, egyre fontosabb szerepére hivtak fel a figyelmiinket a TGFp-rezisztencia,
illetve a daganatos sejtek egyéb rezisztencia mechanizmusaiban.

IV.2. mTOR aktivitas valtozasok és azok jelentésége lymphomakban és leukémiakban

Lymphoma és leukémia sejtvonalakban az mTOR aktivitas jellemzését az mTOR kinaz aktiv
forméjanak (p-mTOR) és foszforilalt célmolekuldinak (p-4EBPB1, p-p70S6K, p-S6) tobbféle
vizsgalataval (ELISA, immuncitokémia ¢s Western blot) végezhetjilk. Az elmult években
ezeket a technikakat és értékeléseket fejlesztettiik. Az eldbb emlitett fehérjék jelenleg is a
leggyakrabban meghatarozasra keriilé fehérjék mTOR, mTORC1 komplex aktivitas
vizsgalatokban. mTORCI1 aktivitds meghatarozasdhoz ELISA  vizsgalatokban a
legmegbizhatobbnak, legszenzitivebbnek a p-4EBP1, mig immunhisztokémiai vizsgalatokban
a foszforilalt riboszomalis S6 kimutatasa bizonyult. p-mTOR ¢és p-Ser473-Akt fehérje in situ
IHC vizsgalata biopszids anyagokban nem igazdn megbizhato, az anyagok fixalasatol és
mindségétél nagymértékben fiigg a reakcid értékelhetdsége, aminek a lymphomak
vizsgalataban kiilon jelentdsége van, hiszen a molekuléris vizsgéalatok miatt a mintdk nem
formalinban, hanem frissen érkeznek a patologiara. Sajat vizsgalatainkkal olyan marker
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paneleket dolgoztunk ki, amelyek adott tumortipusok esetében optimalisak nemcsak az
mTORC1, hanem a C2 komplex aktivitasanak vizsgalatakor is.

IV.2.1. Lymphoma sejtvonalak mTOR hiperaktivitasa, a mitozisban jellegzetes mTORC1
aktivitas fiiggo fokozott riboszomalis S6 fehérje foszforilacio

Izolalt normal human B,- és T-sejtekben meghatarozhatohoz képest a lymphoma ¢és leukémia
sejtvonalakban szignifikansan nagyobb mennyiségli p-4EBP1 fehérjét mutattunk ki ELISA-val.
Ez a lymphoma, leukémia sejtek magas mTORC1 aktivitasara utal. Kvantitativ eredményeinket
morfologiai, immuncitokémiai vizsgalatokkal is megerdsitettiik. A kétféle mTOR komplex
mennyiségét a komplexek specifikus vazfehérjéinek kimutatasaval kezdtik (mTORCI1-
komplex Raptor; mTORC2-komplex Rictor). A sejtvonalak mTORC1 ¢és C2 komplex
megoszlasaban egyedi kiilonbségeket figyeltink meg. Példaul két Hodgkin lymphoma
sejtvonalban (BHD1, KMH2) joval alacsonyabb mennyiségii Raptor fehérjét mutattunk Ki.
Ezek a p-S6 festésekben igen jellegzetes heterogén mintazatot, eloszlast mutattak; mig a
proliferacié mértékével Osszefliggd emelkedést, illetve a sejtciklus kiilonbdzo fazisaiban eltérd
mértékli mTORCI1 aktivitasra utald festédést figyeltiink meg. Ez a heterogenitds a vizsgalt
lymphoma szdvetekben is megjelent (36. 4bra).
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36. abra Lymphoma, leukémia sejtek mTORCI1 aktivitasat jellemz6é markerek vizsgalata

p-4EBP1 ELISA méréseink eredményei a B- és T-sejtekhez képest is jelentésen emelkedett mTORCT1 aktivitasra
utaltak a lymphoma és leukémia sejtekben (az abran a B-sejtes sejtvonalakat kék szinnel kiilonboztettem meg a T-
sejt eredetli sejtvonalaktol) (a.); Cytospin lemezek immuncitokémiai festése (DAB — barna szinreakcid) a diffuz
nagy B-sejtes (MedB1), a Burkitt lymphoma HT58 és a Hodgkin lymphoma sejtekben is jelentds mTOR aktivitast
igazolt, valamennyi sejtvonalban kimutattuk az mTORC2 komplex jelenétére utalé Rictor vazfehérje magas
(mTORCI vazfehérje) expresszidja az adott sejt jelentdsebb mTORC2 expresszidjara hivta fel a figyelmet (b.);
Human lymphoma biopszias mintakban, illetve a HT58 lymphoma sejtekben megfigyelt jellegzetes heterogén p-
S6 festddést mutatja be. (nagyitas 200, illetve 400x (c.)
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Eldbbiek hatterében a sejtciklus fazisaiban eltéré mértékiit mTORCI aktivitast feltételeztiink.
Ennek vizsgédlatdhoz aramlasi citometriai méréseket ¢és tObbszords immunfestéseket is
végeztiink. Szoveti vizsgalataink alapjan elsdsorban az osztddassal, mitotikus alakok
megjelenésével parhuzamosan figyelhettiik meg a legintenzivebb p-S6 festodéseket. A sejtek
novekedését szinkronizald kezelésekkel (staurosporin, rapamycin — G1 sejtciklus blokk) és
nocodazol kezelés utan (mikrotubulus polimerizacio gatlas — mitdzis blokk) is megvizsgaltuk a
p-S6 fehérje mennyiségét. A sejtek felhalmozodtak a G1 illetve a mitotikus sejtciklus
fazisokban. Az osztodasi fazisban 1évo sejteket p-Histon H3 immunfestéssel jeloltiik, mig
parhuzamosan p-S6 ellenanyaggal festettiik a sejteket, majd fluoreszcens mikroszkoppal és
aramlési citometraval is analizaltuk az eredményeket. A nocodazol kezelés hatasara
megnovekedd osztodod alakok szamaval Osszefiiggésben szignifikdnsan megndtt a magasabb
(+++) mTOR aktivitast mutatd sejtek mennyisége. Az 0sztddo sejtekre jellemz6 kromoszoma
elrendezddésti sejtek intenziv (+++) p-S6 festést mutattak. Az elObbivel ellentétben a
staurosporin €s a rapamycin kezelések 24. 6rdjara az osztddasi alakokkal parhuzamosan a p-S6
festés is gyakorlatilag eltiint a cytospin lemezeken (37.4abra).
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37. abra Sejtciklus gatlé és mitotikus blokkot okozé kezelések hatasa KMH2 sejtek p-S6 fehérje mennyiség
valtozasaban. Nocodazol, rapamycin és staurosporin kezelést kovetd p-S6 fehérje szint valtozas (Western blot),
illetve p-Histon H3 és p-S6 immuncitokémiai festések 24 h nocodazol kezelést kovetden; a mitotikus alakok, a p-
HH3 pozitiv sejtek és a +++ p-S6 sejtek aranyanak valtozasa nocodazol kezelést kdvetéen *(p<0,05) (a.). Kettds
immunfestések (p-S6 és p-Histon H3) fluoreszcens és peroxidaz enzim-DAB el6hivassal (barna) késziilt human
lymphoma biopszias mintak, utobbi esetében a sejten beliili festés lokalizacidja (kromoszomak — p-Histon H3,
citoplazmatikus — p-S6) tamasztja ala in vitro megfigyeléseinket (nagyitas 400x) (b.)
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Az aramlasi citometriai elemzéseinkben a kett6s pozitiv, osztodo sejteket a magasabb
mTOR aktivitassal dsszefiiggd magas p-S6 festés mean (atlag) érték jellemezte a kontroll és a
kezelt tenyészetekben is, ez kozel tizszerese volt a p-HH3 negativ (nem osztodo) sejtekének: p-
HistonH3- sejtek p-S6 MFTI értéke 23,69-26,38; p-HistonH3+ sejtek p-S6 MFI értéke 189,87-
200,58. Ezekkel a vizsgalatainkkal els6ként igazoltuk, hogy az 0szt6dd lymphoid sejtekben az
MTOR aktivitadssal Osszefiiggd p-S6 fehérje mennyisége szignifikdnsan emelkedik, tehat
mTORCI1 aktivitdsa magasabb, mint a sejtciklus més fazisaiban levo sejteké (37. abra).

I1V.2.2. Human Hodgkin és Non-Hodgkin lymphomak mTOR aktivitasanak jellemzése,
annak prognosztikai osszefiiggései

A lymphomdk mTOR aktivitasanak jellemzését gyakorlatilag az O0sszes lymphoma tipust
magaba foglal6 szoveti microarray blokkok segitségével kezdtiik meg. TMA metszeteken p-
MTOR, p-S6, p-p70S6K immunhisztokémiai reakciok értékelését végeztiik el. A p-S6 festodés
negativ, legfeljebb enyhén pozitiv (0/+) volt a reaktiv, nem malignus lymphocytakban, mig az
értékelésben és a festés mindségi kontroljaban a plazmasejtek erds pozitivitasa (+++) nyujtott
segitséget. A marginalis zona-, periférias T-sejtes lymphomak, kronikus lymphoid leukemiak a
vizsgalt mintdk talnyomo tobbségében negativ vagy gyenge immunhisztokémiai reakciokat
mutattak, az mTOR-szignal fokozott aktivitasa elébbickben nem jellemzd. Follikularis
lymphomék (FL) esetében a p-S6 festések a mintdk 100%-4ban negativak voltak, viszont a p-
mTOR és p-p70S6K festés az esetek tobb mint felében egyértelmiien erds pozitivitast mutatott.
Mivel egyéb vizsgélatok, hasonldan a miénkhez az mTOR aktivitds legmegbizhatobb IHC
markerének a p-S6 festést itélték paraffinos metszetek esetében, igy a follikularis lymphomak
mTOR aktivitasat, az el6bbi ellentmondasok miatt nem tudtuk egyértelmiien meghatarozni.
Mas lymphoma tipusok: a Hodgkin, a diffiz nagy B-sejtes (DLBCL), az anaplasias nagy-sejtes
(ALCL), kopenysejtes, a lymphoplasmocytas és a Burkitt lymphomék magas mTOR aktivitést
mutattak (7. Tablazat, 38. abra). Ezekben a lymphomakban az esetek minimum 50%-aban az
infiltralo gyulladasos sejtekhez képest a lymphoma sejtek mTOR aktivitasat jellemzo festéseket
intenzivebbnek értékeltiik.

Az elébbiek alapjan a Hodgkin lymphomakat és a Diffuz nagy B-sejtes lymphomak heterogén
csoportjait vizsgaltuk részletesebben.

7. Tablazat Lymphoma tipusok mTOR aktivitasa a tablazat a patologiai értékelés eredményeit mutatja

Diagnézis p-mTOR [ p-p70S6K |  p-S6 | mTOR-szignal aktivitas |  n
Burkitt-lymphoma A +/++ AkF i 4
Hodgkin-lymphoma ++ ++ ++ + 23
Kopenysejtes-lymphoma 70% +/++ +H++ +H++ + 11
Anaplasias nagy-sejtes lymphoma - +/++ ++ + 9
Diffiiz nagy B-sejtes lymphoma 50% +/++ 50% ++ 50% ++ + 10
Marginalis zona lymphoma 80% - 80% - 80% - - 12
Periférias T-sejtes lymphoma 75% + -/+ - - 12
Follikularis lymphoma 70% +/++ 60% +/++ -? ? 10
Kronikus lymphocytas
leukemia/Kis lymphocytas -/+ -/+ - - 13
lymphoma
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p-p70S6K p-p70S6K

38. abra Lymphoma tipusok mTOR aktivitasa. p-mTOR, p-p70S6K és p-S6 reprezentativ immunfestések
Hodgkin-lymphoma (a-d), kopeny sejtes lymphoma (e), Burkitt-lymphoma (f-g), DLBCL (h), anaplasztikus nagy
sejtes lymphoma (i). krénikus lymphocytas leukémia/kis lymphocytas lymphoma (j), marginalis zona lymphoma
(k); kontroll nyirokcsomo (1); (IHC), 200X, 400X.

IV.2.2.1. Hodgkin lymphomadk

Osszesen 83 HL-4s beteg mintait vizsgaltuk, ezek 93 %-a (77 eset) szdvettani altipustol
fiiggetlen magas mTOR aktivitast mutatott. 72 beteg esetében allt rendelkezésre klinikai
kortorténet. A 6 alacsony és 66 magas mTOR aktivitasu beteg a magas mTOR aktivitas mellett
is tobbségében teljes remisszioba keriilt (az esetek 80%-a). Erdekes azonban, hogy ahol a
lymphoma sejtek alacsony mTOR aktivitast mutattak (6 eset, alacsony mTOR aktivitast esetek
100%-a), a betegek gyakorlatilag gyogyultnak tekinthetbek, a teljes remisszio relapszus
mentesen tobb mint 5 évet ért mar el. A lymphoma progresszid miatt elhunyt betegeknél (10
eset) elemzésiink, az el6bbiekkel ellentétben kivétel nélkiil minden eset magas mTOR aktivitast
mutatott. Adataink az eldbbiek ellenére nem tudtdk alatamasztani az mTOR aktivitas
kiilonbségek szignifikans prognosztikai szerepét a vizsgalatban szereplé rossz progndzisi
esetek kis szama miatt (39. abra, 8. Tablazat).
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39. abra Hodgkin lymphomik mTOR aktivitasa jellemzéen mTORC1 komplex aktivitassal all
osszefiiggésben. HL-ben tobb mint 90%-aban magas mTORCI aktivitas jellemz6 alacsony aktivitas csak kevés
esetben figyelhetd meg azok azonban minden esetben jo prognézisi esetek. Elobbiek mellett az mTORC2-
komplexhez kothetd Rictor fehérje expresszidja nem jellemz6, (egy esetben talaltunk Rictor overexpressziot, a
tobbi eset nagyon alacsony Rictor expressziot mutatott) (c) (IHC, 400x).

8. Tablazat Hodkin lymphomas esetek mTOR aktivitasanak, illetve egyéb klinikai jellemzok vizsgalatinak

eredményei Aoy
Klinikai jellemzék Osszes eset Magas mTOR mMmTOR
Osszes eset 83 77 6
Eletkor
<18 27 (33%) 24/27 (89%) 3/27
18<<45 41 (49%) 39/41 (95%) 2/41
>45 15 (18%) 14/15 (93%) 1/15
Nemek megoszlasa (n=83)
Férfi 40 (48%) 36/40 (90%) 4/40
N6 43 (52%) 41/43 (95%) 2/43
Ann Arbor stadium (n=83)
1-11 53 (64%) 49/53 (96%) 4/53
1I-1v 30 (36%) 28/30 (97%) 2/30
B-tiinetek (n=83)
Megjelentek 25 (30%) 25/25 (100%) 0/25
Nem jelentek meg 58 (70%) 52/58 (95%) 6/58
Szovettani altipusok
NS 47 (57%) 44/47 (94%) 3/47
MC 18 (22%) 17/18 (94%) 1/18
LR 8 (10%) 8/8 (100%) 0/8
LD 3 (4%) 3/3 (100%) 0/3
NLPHL 7 (8%) 5/7 (71%) 217
Teljes Kklinikai kortorténet 72 66 6
Komplett remisszio 4472 (61%) 40/44 (91%) 4/44
Betegség kiajulasa (n=25) 25/72 (35%) 23/25 (92%) 2/25
Kiujulas utan CR 15/25 (60%) 13/15 (87%) 2/15
Csontvel transzplanticid 13/25 (52%) 12/13 (92%) 1/13
Meghalt betegek 11/72 (15%) 11/11 (100%) 0/11

Eredményeinknek jelentdségét, az mTOR aktivitas potencidlis terapias szerepét megerdsitették
korabbi megfigyeléseink is, miszerint az in vitro rapamycin €s az in vivo Rapamune kezelés is
jelentdsen csokkenti a kiilonb6z6 Hodgkin lymphoma sejtvonalak és xenograftok novekedését,
a kezelés a sejtekben és in vivo xenograft modellben is apoptézist indukal. Kombinacios
kezeléseink esetében azt is megfigyeltiik, hogy a rapamycin kezelés a hagyoményos terapias
kezelések eredményeit is fokozza HL sejtekben in vitro (40. abra).
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40. abra. Rapamycin

2. b. és Rapamune Kkezelés
10 " proliferacio gatlo,
apoptézist  serkenté
B hatdsai in vitro és in
" vivo. A Rapamycin
apoptotikus hatasa
*] KMH2 HL sejtekben
0 (@); A rapamycin
fokozza a kemoterapias
szerek  hatasat (72h
; ; ; 0 rapamycin 50 ng/ml,
72h 96 h 120h 144k Kontr. Rapa Doxo DR Vine V+R Eto E+R doxorubicin 10 pM,
C. d 50nM vincristin, 50 nM
e etoposide) (b.);

900 T3x Rapamune (3 mg/kg) in
Vivo  tumorndvekedést

o
=3

apoptozis %e-a
apoptozis Yo-a

:KOH‘T. 0.65 g

120 —Rapammume

gatlo hatasa (c.);
xenograft tumorokban
B8] mitotikus és apoptotikus

sejtek mennyiségi

g A\

Tumor térfogata mm?

valtozdsa  rapamycin
kezelés utan (p-HH3 és
Mitozis (p-HH3) ~ Apoptozis (hasitoti-caspase3)  hasitott caspase-3 IHC
kiértékelése) (d.).
*’**p<0,05

mitotikus és apoptotikus sejtek

IV. 2.2.2. Diffuz nagy B sejtes lymphomak

Diffuz nagy B sejtes lymphomakban az mTOR aktivitas jellemzésekor tobb immunreakcidt is
értékeltink (p-mTOR, p-S6, Rictor, Raptor), a DLBCL altipusokat a megfeleld
immunreakcidkkal re-klasszifikaltuk €s a betegek klinikai és talélési adatait is 0sszegyiijtottiik.
A patologiai értékeléseket kdvetden adataink szerint a 68 esetbdl magas p-S6 expresszid
jellemezte a DLBCL-as betegek 62%-at. Az aktivalt B-sejtes eredeti (ABC-DLBCL/non-GC)
DLBCL-ekben az esetek 80%-ara (40/50) volt jellemzé a magas mTOR aktivitas (mTOR aktiv,
mTOR+). Mig a jelenlegi terapia mellett jobb progndzisu csirakdzpont eredetii DLBCL-akban
(GC-DLBCL) elobbiekkel ellentétben gyakorlatilag nem tudtunk mTOR aktivitast igazolni (18
esetbdl kettd mutatott csak enyhe pS6 pozitivitast). A két kiilonb6z6 mTOR komplex
jellegzetes fehérjéinek vizsgalata alapjan, az esetek 43%-aban fokozott Rictor expressziot
figyeltiink meg, az mTOR aktiv esetek kétharmadat (63%) magas Rictor expresszio jellemezte,
vagy a Raptorhoz képest dominans Rictor expressziot (legalabb + kiilonbség a két fehérje IHC
reakcidjanak értekelésében) tapasztaltunk (41. &bra).

r1r ..

eredményeivel, szignifikans 6sszefliggést tudtunk kimutatni az mTOR aktivitas és a DLBCL
ABC-GC altipusok megoszlasa kozott. Az emelkedett mTOR aktivitds, az ABC/nonGC
tipushoz hasonloan 6sszefliggodtt a rossz prognozissal. A magas mTOR aktivitast esetek kozott
gyakrabban fordult el6 Rictor overexpresszio (MTORC2 komplex).
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41. abra Diffuz nagy B-sejtes lymphomak mTOR aktivitasa. A non-GC tipusu DLBCL-4k jellegzetesen
magas mTOR aktivitasa, illetve mTORC2 komplex mennyiségének emelkedése. Az mTOR aktivitias és a Rictor
overexpresszio prognosztikai jelentdsége. (reprezentativ immunhisztokémia képek nagyitas 40X).

Ezekben az esetekben figyeltiik meg a legrosszabb tulélési eredményeket, ami az mTORC2
komplex jelenlétének ¢és a magas mTOR aktivitasnak (potencialis magas mTORC2
aktivitasnak) negativ prognosztikai szerepére hivta fel figyelmiinket (9. Tablazat).
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9. Tablazat human DLBCL-es esetek mTOR aktivitasanak és egyéb Kklinikai adatainak osszefoglalé
tablazata

Osszes eset Magas (rrnn-'ll—'%[;f)k tivitas Alacsony mTOR aktivitis (mTOR-)
Bet,e gek % Betegek szama % Betegek szima %
szama
DLBCL betegek szama 68 42 62 26 38
Eletkor (évek)
<60 22 32 13 59 9 41
>60 46 68 29 63 17 37
Nemek
Férfi 34 50 24 71 10 29
Né 34 50 18 53 16 47
Extranodailis érintettség
Nincsen 22 32 15 68 7 32
1 oldal 15 22 9 60 6 40
>1 oldal 31 46 18 58 13 42
Nemzetkézi prognosztikus index (IPI)

0-1-2 24 35 17 71 7 29
3-4 44 65 25 57 19 43

DLBCL altipusok
GC-DLBCL esetek 18 26 2 11 16 89
non-GC v. ABC DLBCL esetek 50 74 40 80 10 20

Rictor expresszié
Magas 29 43 26 90 3 10
Alacsony 39 57 16 41 23 59

Stadium

I-11 19 28 12 63 7 37
1n-1v 49 72 30 61 19 39

IV.2.3. Gyermekkori akut lymphoid leukémia sejtek jellemz6é mTOR hiperaktivitasa és
ennek lehetséges epigenetikai regulacios hattere, jelentésége

Az akut lymphoid leukémia (ALL) a leggyakoribb gyermekkori malignus korkép. Molekularis
genetikai eltérések az ALL-es lymphoblastok 70-80%-at jellemzik, ezek, mint fliggetlen
tényezok modositjdk a betegek prognosztikai besorolasat, meghatarozzak kezelésiiket (jobb
prognozissal — 4-es, 7-es, 10-es triszomia, hyperdiploiditas, ETV6-RUNX1 transzlokacio —,
illetve rossz prognoézissal 6sszefliggd — transzlokaciok: pl. BCR-ABL1, TCF3-PBX1, MLL-AF4;
21-es kromoszoma intrakromoszomalis amplifikacidja, hypoploiditas — molekularis eltérések)
(323-331). Az azonositott molekularis valtozasok célzott terapias lehetdségeket is jelentenek
(Ph+ ALL-es betegek tirozin-kinaz gatlo kezelése) (332). Az életkor, a kezdeti
fehérvérsejtszam, az immunfenotipus, a kozponti idegrendszer érintettsége/hianya,
cytogenetikai eltérések és a 8. napi szteroid valasz alapjan az ALL-es gyermekeket riziko
besorolasuknak megfelelden kezelik (SR, MR, HR). A 15. napi blasztok magas aranyanak is
terapias kovetkezménye van. Annak ellenére, hogy a 2 évig tartd kezelések eredményei igen
JOk a betegek 20%-aban recidiva alakul ki, és még a legmodernebb kezelések, az allogén
Ossejtatiiltetés kombinacioja mellett is a betegek 15-20%-at veszitjiikk el. Ennek leggyakoribb
oka a kialakul6 terdpia rezisztencia, recidiva. Fontos, hogy a terapia kozben, illetve azt
kovetden fellépd mellékhatasokat is kezelni kell, mivel 50%-ban kronikus egészségiligyi
probléma Iéphet fel (334-336).

A Semmelweis Egyetem Il. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika Hematologiai osztalyaval
egyiittmikodve 2008 és 2012 kozott kezelt ALL-es betegek (n=79) csontveldi és periférias vér
mintaibol izolalt sejteket gyujtottink (n=372) az 1. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutato
Intézetben. Osszességében 25 gyermek esetében a kezelés valamennyi fazisabol (0. napi,
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kezeletlen minta, kemoterapia 15. napi, 33. napi ¢és protokoll M el6tti idépontok) (n=100)
gydjtott mintak, illetve még 28 beteg esetében a diagnéziskori mintak alltak rendelkezésre.

Kétfele ELISA (p-S6 és p-4EBP1) mérés eredményeit felhasznalva izolalt normal
periférias lymphocytak, B- és T-sejtek mTOR aktivitasat vetettiik 6ssze ALL sejtvonalak
mTORCI1 aktivitdsdval (10. tablazat). A leukémia sejtekben jelentés mTOR aktivitas
emelkedést igazoltunk. Mivel a p-4EBP1 ELISA esetében a mérési tartomanyok sokkal
megbizhatobb eredményeket mutattak, ezért az izolalt human leukémia sejtekben
meghatarozasainkat a p-4EBP1-szint mérésekkel folytattuk.

10. Tablazat mTOR aktivitast jellemzé p-S6 és p-4EBP1 fehérjék mennyiségének vizsgalata ELISA-val.
Normal B-, illetve T-sejtek expresszidjahoz viszonyitott valtozasokat, mint relativ OD értéket adtuk meg T-ALL
(Jurkat, CEM) és B-ALL sejtvonalakban (Nalm6, Mn60).

p-S6 p-4EBP1

oD relativ OD | OD relativ OD
Jukat 0,397 19,85x 2,537 63,425x
CEM 0,118 5,9x 3,102 77,55%
Nalmé 0,323 16,15x 3,063 76,575%
Mn60 0,423 21,15x 2,895 72,374%
PMNC 0,02 1x 0,04 1x

Ezt kdvetden izolalt gyermekkori ALL sejtek fokozott mTOR aktivitasat vizsgalva igazoltuk,
hogy a p-4EBP1 egy meghatarozhatd cut-off értéknél magasabb expresszios értékei
szignifikansan Gsszefliggnek a rosszabb prognoézissal (11. tablazat). Egyes primer izolalt ALL
sejtek mTOR inhibitor érzékenységét in vitro short-term tenyészeteinkben is teszteltiik. Ezek
egy részében az mTOR gatld jelents apoptozist indukalod hatasat figyeltik meg, mig mas
esetekben (ezeknél a betegeknél egyébként késobb recidiva alakult ki) a rapamycin ilyen hatasat
nem tudtuk kimutatni.

11. Tablazat ALL-es betegek mTOR aktivitas ELISA eredményei és a klinikai adatok; § —a p-4EBP1 ELISA
OD cut-off érték (OD=1,1); # — életkor a diagnozis megallapitasakor; ** — a hyperdiploid csoportba két beteg,
ETV6/RUNX1 fuzioval, *** — progndzis meghatarozasa lasd korabban a szovegben; & — a betegek allapota a
vizsgalat befejezéséig. (SR —alacsony, IR — kozepes, HR — magas rizikoju kezelési ag; ¢ — Fisher exakt és y — chi2
tesztek; m — szignifikans korrelacio az mTOR aktivitassal)

esetszam | % alacsony mTOR | % magas mTOR % p
aktivitas aktivitas

ALL betegek 49 100 | 38 79 11 21
életkor #
6 év> 29 59 23 79 6 21 0,722
6 év< 20 41 15 75 5 25
Nem
né 15 31 14 93 1 7 0,137
ffi 34 69 24 71 10 29
Immunfenotipus
pre-T 8 16 4 50 4 50
pre-B 41 84 |34 83 |7 17 [ 0,061
Szteroid valasz Tt
i6 (8.nap) 40 81 35 88 5 12
r0ssz 9 19 3 33 6 67 <<0,05
Fehérvérsejtszam
20G/I> 21 43 17 81 4 19
20G/I< 28 57 21 75 7 25 0,737
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kariotipus **, Tt

normal 24 49 24 71 7 29

rossz prognoézisra utald genetikai elt. 4 8 1 25 3 5

prognoézis *** Tt

i6 37 76 33 89 4 11 <<0,05
r0SSZ 12 24 4 33 8 67

jelen allapot & Tt

SR 21 43 20 95 1 5

IR 16 33 13 81 3 19

HR 5 10 10 60 2 40 <<0,05

Az érzékenységkiilonbség hatterében eredményeink szerint az mTORCI, illetve C2 komplexek
egyedi aktivitds kiilonbségei allhattak; a vizsgalt rezisztens esetekben jelentds Rictor
expressziot igazoltunk a hattérben. In vitro nemcsak rapamycin kezeléseket, hanem kiillonb6z6
kombinacios kezeléseket is teszteltink. Az mTOR gatldé rapamycin kezelés fokozta a
kemoterapids készitmények proliferacio gatlo és apoptotikus hatasait. (42. dbra)

a. b.
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515 =
w 1.35 Pa— 48 ayat L1 bl
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42. abra Gyermekkori ALL-es sejtek mTOR hiperaktivitasa, annak prognosztikai szerepe, és ezzel
osszefiiggo terapias lehetoségek. A jo és rossz progndzisu ALL-es betegek mTOR aktivitasat jellemz6 p-4EBP1
fehérje szintek (ELISA eredmények; § —a p-4EBP1 ELISA OD cut-off érték (OD=1.1); az mTOR aktivitas érték
prognosztikai jelent6sége (a.); KM talélési gorbék (alacsony (n=37), illetve magas (n=12) mTOR aktivitassal
rendelkez6 esetek besorolasa 1.1-es p-4EBP1 cut-off OD értéknél.(p<<0.05; Log-rank teszt) (b.); Két jo
prognozisy, illetve két rossz progndzisa ALL-es mintasorozat p-4EBP1 értékei (A relativ OD értékek megadasakor
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a normal PMNC sejtek expresszidja 1) (C.), illetve rapamycin kombinacids kezelések apoptdzis indukald hatasai
izolalt leukémia sejtben (DOX - doxorubicin, 100 nM; VCR — vincristin, 10 ng/ml, MTX - methotrexate, 20 nM;
ARA-C: cytarabine, 10 ng/ml, rapamycin, 50 ng/ml; CYCLO - cyclophosphamide, 500 nM; MED - methyl-
prednisolone, 100 nM. aramlési citometriai mérések, 72 h kezelés utan *p< 0,05.) (d.).

ALL-es mintak esetében mas lymphomakat érinté vizsgalatok alapjan kivalasztott miRNS-ek
expressziojat is meghataroztuk (12. Tablazat). Real-time PCR eredményeinket human
periférids mononukledris sejtek expresszidjaval vetettiik O0ssze. A vizsgalt human ALL
sejtvonalakat miR-128b overexpresszio jellemezte (CEM, Jurkat és Nalm6 tobb mint 500x
relativ expresszio fokozodas). Az ,,oncomiR”-ként ismert miR-21 és miR-155 koziil a miR-21
expresszié egyik vizsgalt leukémia sejtvonalban sem emelkedett, mig a miR-155 jelentésebb
expresszidjat a CEM (T-ALL) sejtvonalban mutattuk ki. T-ALL sejtvonalakban miR-16
overexpressziot, a B-ALL sejtvonalakban a miR-223 expresszi6 csokkenést tapasztaltunk.

Gyermekkori ALL-es betegek 24 vizsgalt mintajaban B- és T-ALL fenotipus fiiggé eltéréseket
figyeltiink meg. A miR-29b T- és B-ALL-ekben egyarant csokkent [0,19x (0,001-1,05)], és a
miR-21 [0,15x (0,003-0,73)] és miR-223 [0,31x (0,003-1,56)] esetében is alacsony expressziot
tapasztaltunk. A miR-155 mérsékelt emelkedése pedig csak a B-ALL-es mintakat jellemezte
[5,5x (0,54-11,7)]. Mig, varakozasunknak megfeleléen minden esetben szignifikdnsan fokozott
miR-128b expressziot igazoltunk [409x (17,3-1048)]. Eredményeink esetében a miR-128b
expresszios adatokndl meg tudtunk hatdrozni egy olyan cut-off expresszios értéket, amely 75%
szenzitivitassal és kozel 90% specifitassal eldre jelezte a diagnoziskori mintak vizsgalata esetén
a varhatoan rossz progndzisu eseteket (43. abra).

12. Tablazat A vizsgalatban kivalasztott miRNS-ek és a vonatkozé kozlemények adatai. Alacsony | és
fokozott 1 expresszid.

Vizsgalt miRNS22 | Lehetséges cél molekuldk | Eléfordulas
miRNS 16 BCL2, TIA%L’I%%I?’ HIFlaes | hematolégiai daganatok (337,338)
tvastagbéldaganat (339), eml6daganat
. (340), tiidédaganat (341),
MIRNS 21 PTEN, PDCD4, STAT3 petefészekdaganat (342), hematologiai
malignitasok (343)
. A G | TCF3-PBXI transzlokaciot hordozo
miRNS 24 MAPK foszfataz-7, INK2, p38 kinaz pre-B-ALL (344)
. . | AML, osteosarcoma, tiidédaganat
miRNS 29b MCL-1, ABL1, BCR/ABL1 (4345-347)
| AML, MLL-AF4 (348)
miRNS 128b EGFR, PTEN 1 ALL (349), sugarérzékeny NSCLK
(350)
MIRNS 142-3p ¢AMP, PKA, GRa, TABL, MAPSKT ) 40 B-, T-ALL, AML (351-352)
binding protein 2
Tvastagbéldaganat, emlddaganat,
] _ tiidodaganat (353), hematologiai
miRNS 155 c-myc, PIK3RI, Smad5, SHIP1 malignitasok (DLBCL, CLL,
Hodgkin-lymphoma) (337)
. E2F1, LMO2, MEF2C, NFIA, ] ALL (348)
MIRNS 223 CEBPq, E2A | AML, MALT (354-356)
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10000 43. abra  Gyermekkori

ALL-mintak miRNS
expresszio vizsgalata (real-
time PCR). A miRNS-ek
expresszigjat  az  izolalt
PMNC sejtekhez viszonyitva
adtuk meg (* p<0,05) (a.); Jo-
(n=16) ¢és rossz (n=8)
progndzisu esetek mintainak
relativ miR-128b
- * expresszioja (normal
Sl o o lymphoid sejtekhez
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IV.3. mTOR aktivitas valtozasok és azok jelentésége bizonyos szolid daganatokban,
carcinomakban

Az mTOR hipreaktivités terapia rezisztenciaban sugallt szerepét egyre tobb vizsgalat tdmasztja
ala, munkacsoportunk kollaboraciokban is szdmos daganattipus mTOR hiperaktivitdsanak
jellemzéséhez jarult hozza a 2010-es években (pl. medulloblastomak). Ezek tobbségében a
lymphomaékban végzett vizsgalataink alapjan mar nemcsak az mTOR aktivitast, hanem annak
mTORC1, C2 komplex megoszlasdt is meghataroztuk és igy szdmos esetben az 1j
fejlesztésekben megjelené 2., 3. generacios mTOR inhibitorok potencialis terapias
jelentdségére sikeriilt felhivnunk a figyelmet.

Egyik ilyen elsd, a szolid daganatok mTOR aktivitasat érintd kollaboracios vizsgalatunk
a gastorintestinalis stromalis daganatokat (GIST) érintette. A 2010-es évekre a gastrointestinalis
PDGFRa mutans esetekben. Munkankban arra hivtuk fel a figyelmet, hogy az mTOR
hiperaktivitas is potencialis target lehet ezekben a daganatokban, a nem mutans GIST-ek tobb
mint 70%-aban megjelent az mTOR hiperaktivitds, ami mutaciotol fiiggetlen terapias
lehetdségekre hivta fel a figyelmet.
Sajat munkacsoportunkban a human coloncarcinomak és a primer és agyi metasztazist ado tiido
adenocarcinomak, illetve egyéb, ritka tido malignitdisok mTOR hiperaktivitasat, emld
carcinomak, rhabdomyosarcomadk mTORCI1 és C2 komplex protein expresszids profiljat és
ezek prognosztikai jelent6ségét is vizsgaltuk.
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IV.3.1 Human coloncarcinoma esetetk mTORC1 és C2 komplex-fiiggé mTOR
hiperaktivitasa és ennek prognosztikai jelentésége

Vizsgalataink megkezdésekor a coloncarcinoméak kezelésében a célzott anti-VEGF terapia
(bevacizumab, aflibercept) vagy az anti-EGFR-terapia (cetuximab, panitumumab) még
altalaban oxaliplatin-alapi kombinaciokra korlatozodott (357), bar a PI3K/AKT/mTOR
utvonal szabalyozasi zavara nem volt ismeretlen, ebben a daganattipusban. Felmeriilt az érintett
utvonalak kombinalt célzasa, koztiik az mTOR kinaz gatlasa everolimus-szal (RAD001) a
klinikai eredmények javitdsa érdekében, de csak minimalis terapias eldnyoket értek el. Azt
hangsulyoztak, hogy az mTOR gatlo monoterapia nem elég hatékony (358) és az érdeklédés a
dudl mTOR inhibitorok felé iranyult ebben az idében (359). Meglepd volt azonban, hogy az
MTORC1 ¢és C2 komplex aktivitasok részletes in situ human szévettani vizsgalata ennek
ellenére sem tortént meg. Ennek ko&szonhetd, hogy munkdnk hidnypodtlonak szémitott a
témaban.

103 biopszias minta TMA metszetein részletes mTOR aktivitds elemzést végeztiink mTOR, p-
MTOR, p-S6, p-4EBP1, p-AMPK, Rictor és Raptor immunhisztokémiai reakciok és a klinikai
adatok értékelésével. A 4EBP-1 ¢és a p70S6K ismert mTOR kinaz, mTORC1 komplex targetek,
de ezek foszfoproteinjei mellett immunhisztokémiai szempontbol megbizhatobb a p70S6K
target, riboszomalis S6 fehérje foszforilalt forma megjelenésének vizsgalata (p-S6). igy a p-S6,
p-4EBP1 ¢és a p-mTOR panel immunhisztokémiai értékeit minden esetben egylittesen
értékeltiik. Az esetek 73,8%-aban magas mTOR (++ vagy +++ pozitivitas) aktivitast mutattunk
ki. Az alacsony mTOR aktivitast esetekben (27/103 eset; 26,2%), az egymassal jo korrelaciot
mutatd p-S6 és a p-mTOR immunrekaciok negativ vagy maximum + pozitiv értékelést kaptak.
76 esetben azonban intenziv p-mTOR expressziot mutattunk ki. Az AMPK ismert, az mTOR
aktivitast negativan befolyasold szerepe is igazolddott eseteinkben; mig alacsony mTOR
aktivitas mellett minden esetben p-AMPK pozitivitast (aktiv forma), addig magas mTOR
aktivitaskor p-AMPK pozitivitast csak egyetlen esetben tapasztaltunk. Elébbiek mellett a két
komplexben karakterisztikus vazfehérje a Raptor-mTORC1 és Rictor-mTORC2 IHC
vizsgalatat is értékeltiik. Ezek alapjan az eseteket 3 csoportba osztottuk: a. Rictor dominans
expresszioju — a Raptor fehérje alig volt kimutathaté és intenziv Rictor festést tapasztaltunk
(n=51); b. Raptor dominans expresszioju — a Rictor nem vagy alacsony expressziot mutatott és
jellegzetes Raptor festédést detektaltunk (n=14); c. kiegyensulyozott Rictor és Raptor
expresszioju — hasonlo intenzitasu Rictor és Raptor IHC reakciok (n=38). Két esetben, ahol
magas p-mTOR expresszio mellett az mTORC1 aktivitas markereinek pozitivitasat nem tudtuk
kimutatni (alacsony p-S6 és p-4EBP1 hianya), mTORC2 komplexre jellemz6 Rictor
dominancia volt megfigyelheté. Osszefoglalva a magas mTOR aktivitasu 76 esetbdl 39 Rictor
dominansnak (mTORC?2), 8 Raptor dominansnak (mTORCI), mig 29 eset kiegyensulyozott
mTORCI és C2 komplex mennyiséglinek bizonyult (44. ébra).

Statisztikai modszerekkel az mTOR aktivitas és a két komplex mennyiségi kiilonbségeit
Osszehasonlitottuk a betegek klinikai jellemzdivel. A betegek neme, életkora, a daganatok
Dukes stadiuma és az mTOR aktivitas kozott szignifikans Osszefiiggéseket nem tudtunk
kimutatni. Az alacsony mTOR aktivitasu betegek csoportjaban az 5 éves talélés 77,8% (overall
survival = OVS), mig a magas mTOR aktivitastiak esetében ez szignifikansan rosszabb, 46,1%
volt. A legjobb kezelési, talélési eredményeket azokban az esetekben tapasztaltuk, ahol
alacsony mTOR aktivitas mellett dominans Raptor expresszio, alacsony mTORC] aktivitas volt
megfigyelhetd, minden beteg a diagnozis utan a kezelést kovetden legalabb 5 évet élt.
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Osszes esetszam 103 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%)

44, abra Human
coloncarcinoma esetek
mTOR aktivitas
kiilonbségei in situ. Az

immunhisztokémiai
festések kiilonbségeit
bemutatd  reprezentativ
fotok (immunfestések
Rictor, Raptor p-S6 és p-
mTOR ellenanyagokkal,
DAB-barna szinreakcio,
hematoxilin hattérfestés-
kék, nagyitas 20x), illetve
az értékelés és
Osszefiiggései a betegek
talélésével. (overall
survival - OVS)

A két rosszabb prognozisu csoportban — magas mTOR aktivitas + Rictor dominans expresszio,
illetve magas mTOR aktivitas mellett komplex dominanciat nem mutaté esetek — egymashoz
képest szamottevo kiilonbséget az 5 éves tulélési adatokban (5 éves OVS 41%, 48,3%) nem
tudtunk kimutatni. A legrosszabb talélési adatokat magas mTOR aktivitas mellett Rictort is
nagy mennyiségben expresszalo eseteknél tapasztaltunk. Megvizsgaltuk a tiilélési adatokat csak
az mTOR komplexek mennyiségének fliggvényében is; a Rictor expresszid6 az mTOR
aktivitastol filiggetleniil is Osszefiiggést mutatott a betegség rossz prognodzisaval. A
legprogresszivebb, legrovidebb tulélést mutatd eseteket a tumorszdvetben jellemzé magas

mTOR aktivitas és a kapcsolt magas Rictor expresszid jellemezte a Kaplan Meier gorbék
szerint. Cox regresszios analizis igazolta, hogy a magas mTOR aktivitas, a dominans Rictor
expresszio fiiggetlen és a Dukes stadium meghatarozdshoz képest erdsebb riziké faktor,
mindkettd jelezheti a rossz prognozist. A magas mTOR aktivitds vagy Rictor expresszid mas
faktoroktol fiiggetlentiil emelte a rovidebb talélés relativ kockazatat (magas mTOR aktivitas RR
2,62 (1,2-5,95) p=0,02; magas Rictor expresszidé RR 2,518 (0,89-7,094) p=0,081) (45. abra).
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45. abra. Kiilonb6zé6 mTOR aktivitasi colon carcinomas betegcsoport tilélési adatainak elemzése Kaplan-
Meier gorbékkel, illetve COX regresszio analizissel (relativ kockazat szamitasok eredményei)

A bemutatott in situ mTOR aktivitas kiilonbségeknek jelentéségét in vitro rapalogok illetve
masodik generacios mTOR gatlok és EGFR inhibitor kombinalt kezelések EGFR inhibitor
érzékenyitd hatasaival igazoltuk coloncarcinoma sejtvonalakban. Kisérleteinkben a gefitinib és
a cetuximab nem gatolta a proliferaciot, illetve nem indukalt apoptdzist csak nagyon magas
dozistt kezelésekben (72 h). Western blot és Duolink immunfestés eredményeink a
sejtvonalakban a biopszias mintak eredményeihez hasonlé magas mTOR aktivitast igazoltak.
Az egyedi expressziokiilonbségek Osszefliggést mutattak a 72 oras rapamycin kezelés és az
mTORC1 és C2 komplexet is gatlo PP242, valamint a dual mTOR inhibitor (NVP-BEZ235)
kezelések hatasaval. A Rictort nagy mennyiségben termeld sejtek (GC3, HCT116 és HT29)
kevésbé érzékenyek a rapamycin kezelésre, mig az mTORC2 aktivitast nem mutatd sejtek
(alacsony Rictor expresszio) az MTORCI és C2 komplexet is gatld, dual inhibitor kezelésekkel
szemben is hasonl6 érzékenységgel rendelkeznek (46. abra).
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46. abra Human
coloncarcinoma
sejtvonalak mTOR
aktivitasanak

jellegzetességei, illetve
EGFR é mTOR

inhibitor
érzékenységiik. A

sejtvonalakat altaldnosan
magas mTOR aktivitas és
egy résziikben igen
jelentds mTORC2
komplex expresszio
jellemzi (pl. a HCT116 és
CaCo2 sejtek Duolink
festéseiben mindkét
sejtvonalban intenziv
immunreakcid figyelhetd
meg az mTOR és Rictor
Duolink — mTORC2
festésben — zold reakcid)
(a.); Gefitinib- és
cetuximab-rezisztencia a

kiil6nb6z6
coloncarcinoma
sejtekben, illetve a
rapamycin kezelés
érzékenyitd hatasa is
megfigyelhetd a

sejtvonalak tobbségében
(b.) (* p<0,05).

Elobbieknek megfeleléen az mTOR gatlé rapamycin, illetve NVP-BEZ235 és az EGFR
inhibitor érzékenyitd hatast tudtunk igazolni szinte valamennyi rezisztens sejtvonal esetében.
A ciszplatin + mTOR gatlé kombinaciok hatasait is igazoltuk in vitro harom, eltér6 rapalog
érzékenységli coloncarcinoma sejtvonalban (47. abra). Utobbi klinikai jelentségére azota
szdmos példat ismeriink nemcsak coloncarcinomak, de egyes mas adenocarcinomak, igy
tiildédaganatok esetében is.
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1VV.3.2 Bizonyos tiidédaganatok mTOR aktivitasanak vizsgalata

A jelatviteli halozat, a PI3K/Akt/mTOR fttvonal szabalyozasi zavarai a tiidédaganatok
kialakulasaban és progresszidjaban is fontos szerepet jatszanak (178, 360). Az Gtvonal aktivitas
zavara tobbféle mechanizmuson keresztiil is megvalosulhat; PIK3CA, PTEN, TSC1/2, STK11,
AKT, RICTOR és mTOR kinaz, illetve egyéb onkogének, tumorszuppresszorok mutacioi is
ismertek (179, 361). Elébbieken til az mTOR aktivitast a jelatviteli halozat mTOR jelpalyaval
kapcsolodo utvonalainak zavarai is befolyasolhatjak. Az EGFR konstitutiv aktivacié vagy a
KRAS mutécio gyakori eltérések a tidécarcinomakban (pl. NSCLC-k 25%) (362, 363).
Ezekkel osszefiiggésben az mTOR aktivacio gatlasa tovabbi terapias lehetséget nyuajthat a
tiidédaganatok kezelésében.

Nem-kissejtes tiidédaganatok (NSCLC) kozott az adenocarcinomak 90%-a, a laphamrakok
40%-a ¢és a nagysejtes carcinomak 60%-a PI3K/Akt/mTOR jelatvitel hiperaktivitassal
jellemezhet6 (364), ennek jelentGségét irtak le invazititasukkal, metasztazis képzésiikkel €s
rossz prognozisukkal sszefiiggésben (365, 366). PIK3CA aktivalé mutaciot a NSCLC-k 4-7%-
aban, amplifikaciot a laphamrakok 33%-aban, az adenocarcinomak 1%-aban mutattak ki. Az
elobbiek mellett RICTOR amplifikaciot a NSCLC-k 10%-aban, illetve ezeken tal PTEN
(laphamrakokban gyakoribb) és STK11 (adenocarcinomak) mutaciokat is leirtak (367-369). A
neuroendokrin tiidétumorok kozott a kissejtes tiidédaganatok az Gsszes tiidédaganat 15-20%-at
adjak (370). A TP53, RB1 mutaciok és MYC amplifikacio mellett a PI3K/Akt/mTOR utvonal
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elemeinek (pl. PIK3CA, PTEN, AKT2, AKT3, mTOR és RICTOR) genetikai zavarai gyakran
jelennek meg SCLC-kben, ezek kozott a RICTOR amplifikacié mutathato ki leggyakrabban (6-
14%) (371,372).

A ritka tiidédaganatok egyik formaja a lymphangioleiomyomatosis (LAM), kialakuldsédban a
aktivitas gatlo rapalog készitményekkel lassithato el6bbi malignus folyamat miatt bekovetkezo
tid6szovet karosodas, de ebben az mTORC2 komplex-fiiggd aktivitasok még nem voltak
jellemezve vizsgalataink kezdetén (373-375).

Tiidédaganatok jellemzésével kapcsolatos munkainkban az Gjgeneracios mTOR gatlok klinikali
alkalmazasat segitve az mTOR aktivitast, mTOR komplexek mennyiségi valtozasat
jellemeztiik, mig LAM esetében kapcsolddd metabolikus vizsgélataink segitségével
kiegészitettiik ezeket az eredményeinket metabolikus jellemzéssel is, annak érdekében, hogy 1j
terapias targetek azonositasara keriilhessen sor ebben a ritka betegségben.

IV.3.2.1. Az mTORC1/2 komplex fehérjék mennyisége primer és agyi dttétet ado tiido
adenocarcinomakban in situ

Primer tiid6 adenocarcinomakban (n=67) ¢és tiidé adenocarcinomak agyi attéteiben (n=67) az
mTORC1 ¢és az mTORC2 komplexek mennyiségével ¢és potencialis aktivitdsaval
Osszefliggésben a p-mTOR, a p-S6 és a Rictor fehérjék mennyiségét vizsgaltuk in situ.

A tiidodaganatok melletti ép szovetben mindhdrom vizsgalt marker festédésének
intenzitasa alacsony volt, mig a daganatsejtekben a p-mTOR, a p-S6 és a Rictor intenziv
citoplazmatikus reakcioja volt jellemz6. A sejtmagokban egyetlen esetben sem mutattunk Ki
Rictor vagy p-S6 expressziot. Emelkedett p-mTOR, p-S6 és Rictor fehérje mennyiséget a
primer adenocarcinomadk 33, 34%-aban ¢és 37%-4aban, illetve az agyi attétek 79, 70%-aban és
66%-aban figyeltiink meg. A legtobb esetben mindhdrom marker intenzivebb pozitivitast
mutatott az agyi metasztdzisokban, mint a primer daganatokban, a H-score értékek
szignifikdnsan magasabbak voltak. Az mTOR aktivitas és a p-S6 fehérje mennyiségének szoros
Osszefiiggését jol mutatta, hogy az alacsony p-mTOR expresszid és alacsony p-S6 expresszio,
illetve a magas p-mTOR expresszid a magas p-S6 expressziod egylittes el6fordulasa az esetek
72%-aban jellemzd volt (96/134 eset). Magas p-mTOR H-score értékekhez egyes esetekben
alacsony p-S6 expresszid parosult, ezek nagy szazalékaban pedig magas Rictor expressziot
igazoltunk. Ez utalhat arra, hogy az mTOR aktivitds ezekben az esetekben mTORC2
komplexben jelenik meg. Ez a mintazat (magas p-mTOR és magas Rictor H-score) a primer
tiidé adenocarcinomak 16%-at, mig az agyi metasztazisok 51%-at jellemezte (48. é&bra).
Ezeknek az eredményeknek szignifikdns Osszefliggését egyeb klinikai adatokkal a primer, és
az attéti daganatokban nem tudtuk igazolni. Trend-jellegli Gsszefiiggéseket talaltunk primer
adenocarcinomakban a magasabb stadium és a Rictor expresszio kozott (p=0,067), illetve
szoliter agyi attétek esetében a magas Rictor és alacsonyabb p-S6 jellegzetesebbnek bizonyult,
mint multiplex agyi attétekben (Rictor magas H-score 70% vs. 33%, p=0,061, p-S6 magas H-
score 65% vs. 92%, p=0,178).

103



dc_1829 20

H&E p-mTOR p-S6 ~ Rictor

normal tiidészovet

adenocarcinoma

i

B magas p-mTOR és magas Rictor

I magas p-mTOR és alacsony Rictor
[ ] alacsony p-mTOR és magas Rictor
[ ] alacsony p-mTOR és alacsony Rictor

primer agyi metasztatikus

48. abra Tiidé adenocarcinomak és agyi metasztazisaik magas mTORCI1 és C2 aktivitasa. A reprezentativ
immunfestések jol mutatjak a normal szdveti sejtekhez képest emelkedett mTOR aktivitast (a.), mig a primer és
attéti adenocarcinomak mTOR aktivitas alapjan meghatarozhaté eltérd aktivitas csoportok felhivjak a figyelmet

az agyi metasztatikus daganatok nagyszamban jellemz6 emelkedett mTORC2 (magas p-mTOR és Rictor)
aktivitasara (b.).

15 esetben (6 férfi és 9 nd) ugyanazon beteg primer tumor és agyi attét szoveti mintaparjait
is Osszehasonlithattuk (az agyi metasztazis 25,8 + 19,3 honappal kdvette a primer daganatok
kimutatasat ezekben az esetekben). 9 betegben a p-mTOR ¢és a p-S6, mig 6 esetben a Rictor H-
score a primer daganatokhoz képest megvaltozott az attétekben. Elsésorban mTORC1 aktivitas
fokozodasat tapasztaltuk, a Rictor expresszio a primer daganatok tobbségében (10/15 eset —
67%) mar eleve magas volt, mig ez mas primer tiido adenocarcinomak esetében kevésbé volt
jellemzd.

1IV.3.2.2. Az mTORC2 aktivitas marker H-score értékelés és a Rictor amplifikacio
osszefiiggésének vizsgalata kissejtes tiidodaganatokban

92 kissejtes tiidédaganatos (SCLC) beteg 100 mintajanak elemzését végezhettiik el a
tiildédaganatokat érint kollaboraciés munkankban a Mayo Klinikdval. FISH vizsgélattal a
mintakban Rictor amplifikaciot 15 esetben (15%) allapitottunk meg, 3 (3%) bizonytalan és 82
(82%) amplifikacio negativ eset volt.

Ugyanezekben a mintdkban IHC-val a Rictor (az mTORC?2 vazfehérjéje) és a p-Serd73-
Akt (az mTORC2 aktivitdsat specifikusan jelzd target fehérje) mennyiségét, a PD-L1
értékeléshez hasonldan %-os pozitivitas alapjan elemeztiik. A Rictor festések 14 esetben magas,
23 esetben kozepes, 25 esetben alacsony Rictor expreszidt mutattak, 38 eset pedig negativnak
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bizonyult. A p-Ser473-Akt kimutathaté mennyisége 16 esetben magas, 26 esetben kozepes, 35
esetben alacsony volt, 23 esetben nem tudtuk kimutatni a jelenlétét a tumorsejtekben. A
szenzitivitas és specificitas statisztikai elemzésében a magas és kdzepes expressziot pozitivnak,
az alacsony vagy negativ értékelést negativnak tekintettiik. A Rictor és p-Ser473-Akt festodési
értékek kozott erés pozitiv korrelaciot mutattunk ki (p=0,466; p< 0,001). Rictor-FISH
kopiaszam vizsgalatunkkal pozitiv korrelacié mutathato ki a Rictor (p=0,416; p<0,001) és a p-
Ser473-Akt (p=0,289; p<0,01) pozitivitds értékek és az amplifikacié kozott. A Rictor
amplifikaciot mutato 15 esetbdl 14 Rictor pozitiv értékelést kapott (5 magas, 9 kézepes Rictor
expresszios értékkel) és 12 eset mutatott p-Serd73-Akt immunpozitivitast is (5 magas, 7
kozepes expresszio). Egyetlen Rictor amplifikaciot mutatd eset volt, amelyben sem Rictor, sem
a p-Ser473-Akt IHC festés nem jelezte az mTORC2 komplex mennyiségének, illetve
aktivitasanak emelkedését. A 85 Rictor amplifikaciét nem mutatd — negativ vagy bizonytalan
—esetben 23, illetve 30 eset volt Rictor és p-Akt IHC pozitiv. Ezek alapjan a Rictor FISH-t gold
standard eljarasnak tekintve a Rictor IHC szenzitivitdsa 93%, specificitdsa 73%; a p-Ser473-
Akt IHC szenzitivitdsa 80%, specificitasa 65% a Rictor amplifikacié kimutatasaban.

A Rictor amplifikacio megléte vagy hianya nem mutatott sszefiiggést a betegek talélési
adataival, a teljes taléléssel. A Rictor (log-rank p=0,007), és a p-Akt (log-rank p<0,001)
fehérjék in situ értékelésének eredményei, ezek fokozott mennyisége a szovetekben viszont
szignifikansan révidebb teljes tuléléssel tarsult. (49. dbra)

Rictor amplifikalt eset Rictor amplifikacié nélkiili eset

Rictor FISH

Y

Rictor IHC

p-Akt IHC

49. abra Rictor amplifikacio és a Rictor, illetve p-Ser473-Akt immunfestések dsszefiiggése. Reprezentativ
Rictor amplifikacios képek, illetve immunfestések (Rictor és p-Ser473-Akt) egy Rictor amplifikalt és egy
amplifikacio nélkiili esetben, a festések szemléltetik genetikai valtozasok fehérje expresszios kovetkezményeit. A
jobb oldali diagram elemzéseink adatait mutatja, alatimasztja, hogy a két immunfestés a FISH vizsgalat
elészlirésére alkalmas.

A kapott eredmények, a Rictor amplifikacio jelentdségét in vitro vizsgalatainkban mTOR
inhibitorok in vitro hatasainak elemzésével is megerdsitettiik. RICTOR amplifikacio negativ és
pozitiv human SCLC sejtvonalak eltéré cisplatin érzékenységiinek bizonyultak: a Rictor-
mutans DMS153 sejtvonal cisplatin érzékeny (~50%-os csokkentés, p<0,05), mig a Rictor

amplifikalt H196 sejtvonal cisplatin rezisztens volt. A rapamycin a H196 sejtekben ~25%, a
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H1048 és H146 (Rictor vad) sejtvonalakban 40-50% proliferacié gatlast okozott, a DMS153
sejtvonal pedig rapamycin rezisztensnek bizonyult. Az mTORCI1 és C2 gatlo PP242 a H196,
H1048 és H146 sejtvonalakban szignifikansan jobban csokkentette a proliferaciot, a DMS153
sejtvonalban pedig 20% novekedésgatlast mutatott. A vistusertib (mTORC1 ¢és C2 gatlo
szintén) legalabb 40%-kal csokkentette a proliferaciot az 0sszes vizsgalt sejtvonalban, ami
alatamasztja a vistusertib potencialis terapias jelentdségét (50. abra).

o 50. 4bra Kiilonbozé

mTOR inhibitorok
proliferacio gatlé hatasai

L eltéré cisplatin
érzékenységii human
tiidocarcinoma

60% ™ sejtvonalakban. 72 h-as
kezelések proliferacio
0% gatlo hatésait SRB
proliferacios  tesztekkel

20% ] |] mutattuk ki (rapamycin 50

100%

80% =y 1

ng/ml, cisplatin 10 pg/ml
PP242, dactolisib,
Kontroll Cisplatin Rapamycin PP242 Vistusertib Dactolisib Ipatasertib ViStusertibx ipatasertib 1

@H196 ODMS153 OH1048 DOH146 MM)

0%

IV3.23. Az mTORCI és C2 komplexek in situ vizsgdlata  humdn
lymphangioleiomyomatosisban

Az mTORC1 aktivitds terdpias jelentdésége vizsgalataink kezdetén ismert volt
lymphangioleiomatosisban (LAM), azonban az mTORC2 komplexek mennyiségét ¢és
tiidé malignités, 11 esetet sikeriilt a Mayo Klinika segitségével vizsgalatainkba bevonni. 10-
ben magas p-S6 fehérje mennyiségeket tapasztaltunk a LAM sejtjekben, ami a fokozott
mTORCI aktivitast igazolja. A kontrollnak tekinthetd bronchialis simaizomsejtekben (BSM)
alacsony p-S6 és a Rictor expressziot vagy azok hianyat tapasztaltuk. Az mTORC2 komplex
vazfehérjének, a Rictornak, szintén nagy mennyiségét tuduk kimutatani az esetek jelentds
részében, 6 esetben, ami az mTORC?2 kompex potencialis aktvivitdsanak szerepére hivja fel a
figyelmet. Csupan egy olyan esetet talalunk, amiben sem a p-S6, sem a Rictor expresszidja nem
mutatott nagy mennyiséget. Az esetek tobb mint felében kimutatott magas Rictor expresszio,
emelkedett mTORC?2 aktivitasra enged kovetkeztetni, ami adott esetekben magyarazhatja a
rapalogok hatastalansagat is. Mindezek alapjan mTORC?2 hiperaktivitas igazolasa esetében
javasolhatdo mas mTORC1/C2 gatlok vagy dual mTOR inhibitorok alkalmazasa ebben a ritka
malignitasban.

Az eldbbiekkel Osszefliggésben tovabbi, a LAM sejtek metabolikus valtozasaival
kapcsolatos érdekes expresszio kiilonbségeket figyeltiink meg metabolikus jellemzésiinkben. A
LAM sejteket a kontrollnak tekintheté BSM-sejtekhez képest magasabb GLUT1- expresszid
nem jellemezte, ez a sejtek alacsony gliikozfelvételét, gliikoz fliggetlen ndvekedését mutatja. A
vizsgalt esetek heterogenitast a GAPDH expresszioban (7 esetben emelkedett) és az ATPB
expresszioban (4 esetben mutatott magas H-score értéket) mutattak ugyan, de ezeknek az
enzimeknek is inkabb alacsony expreszidjat figyeltik meg a BSM-sejtekhez képest. Elébbiek
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mellett mind a LAM, mind a BSM-sejtekben igen magas CPT1A enzim expressziot irtunk le,
de a H-score értékek alapjan a CPT1A-expresszid szignifikdnsan magasabb volt a LAM-
sejtekben, mint a BSM-sejtekben (p<0,01). Ez a zsirsav oxidacio jelentdségére (zsirsavak [3-
oxidacidjaban sebességmeghatarozo szerep) hivja fel a figyelmet a LAM sejtekben. El6bbi
jelentdségét aldtdmasztotta, hogy a laktat és acetdt transzportban szerepet jatsz6 MCT1
expresszio 11-bol 7 esetben szintén emelkedést jelzett, illetve az acetathasznositas kulcsenzime
az ACSS2 is magas volt a 11 esetb6l 9-ben, mig ennek a két enzimnek az expresszidjat a normal
sejtekben gyakorlatilag nem figyeltiik meg. Jelentds mértékii emelkedést mutattunk még ki a
GLS expresszidban is, a vizsgalt 11 esetbél 10-ben, mig BSM-sejteket a GLS expressziod
gyakorlatilag nem jellemezte (p<0,01) (51. abra).

GAPDH GLUT

51. abra Humin LAM sejtek mTOR, mTORC2 hiperaktivitisa és metabolikus jellegzetességei.
Reprezentativ immunhisztokémiai képek, amelyek az emelkedett p-S6 és Rictor expressziot és egyes a normal
BSM-sejtekhez képest szintén emelkedett metabolikus fehérjék mennyiségét mutatjak be a sejtekben (20X).

Az mTOR aktivitast jellemz6 expresszié valtozasokat Osszevetettiik a metabolikus
eltérésekkel. Erés pozitiv korrelaciot mutattunk ki a LAM-sejtekben megfigyelt p-S6
(mTORCI1 aktivitas) és GLS expresszié (p=0,732; p=0,01), valamint Rictor (mTORC2
komplex fehérje) és ACSS2 expresszid (p=0,849; p<0,01) kdzott. Megfigyeltiik még, hogy a
Rictor és az ATPB expresszioja magasabb az explantalt végallapotu tiidékben, mint a betegség
korabbi stadiumat reprezentald diagnosztikus biopszidkban, ami a betegség progresszidjaval
allhat Osszefiiggésben. Munkank az els6 humdn LAM mintdkon végzett metabolikus és
mTORC1 és C2 aktivitast érintd tanulmany, amiben a korabbrol mar ismert mTORC1
hiperaktivitas mellett igazoltuk, a LAM sejtekben az mTORC2 komplex emelkedett
mennyiségét (ami rapaldg kezelésekkel szembeni érzékenység kiilonbségek hatterében allhat),
illetve potencialis alternativ bioenergetikai folyamatok enzimeinek magasabb expressziojat, igy
a glutaminolizis, az acetathasznositas és a lipid anyagcsere valtozasok jelent0ségét (52. abra)
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52. abra Az immunhisztokémiai festések H-score értékeinek kiilonbségei BSM sejtek és LAM sejtek kozott.
Az emelkedett mTORCI aktivitassal 6sszefiiggd GLS expresszio fokozodas, illetve az mTORC?2 hiperaktivitassal
Osszefiiggést mutatd egyes metabolikus enzimek (MCT1, ACSS2) expresszid kiilonbségeit piros, illetve kék
kerettel jeloltem

IV.4. Tumorok mTOR hiperaktivitasa és annak bioenergetikai szabalyozasban jatszott
szerepe

Az mTOR hiperaktivitdis szerepe a metabolikus szabalyozasban mdara mar
megkérddjelezhetetlen, ahogy ezt a ritka tiid6tumor elvaltozasok (LAM) esetében is
bemutattam az el6z0 részben. Az mTOR aktivitdsnak legkiilonb6zobb katabolikus és
anabolikus folyamatokban, koztiik a glikolitikus enzimek, a glutaminaz expresszidjanak vagy
a lipidanyagcsere, a lipidszintézis, illetve akar az autofagia szabalyozasaban jatszott szerepe
egyre jobban ismert. Az mTOR, mint jelatviteli csomopont centralis szerepe arra teremt
lehetdséget, hogy a daganatos mikrokdrnyezet €s stresszhatdsok ereddjével szinkronban az
mTOR hiperaktivitdis a metabolikus alkalmazkodas egyik kulcsszerepldje legyen a
daganatsejtek talélésében, rezisztencia mechanizmusaiban és terapiarezisztens tumorainak
progresszidjaban. Az elmult években munkank soran egyre tobb olyan jelenséget, az mTOR
hiperaktivitassal is Osszefliggd metabolikus valtozast ismertiink meg, amelyek ennek a
szerepnek az igazolasat, esetleges terapids kiaknazasat tehetik lehetévé a jovoben.
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IV.4.1. Szubsztrathasznositasi, bioenergetikai utvonal kiilonbségek jellemzése

Egyik elsé metabolikus vizsgalatunkban kiilonb6z6 tipusu in vitro tumor sejtvonalak gliikoz-
¢s acetathasznositdsanak kiilonbségeit tanulmanyoztuk szérum- és glutaminmentes médiumban
1-1C-gliikoz és 1-1C-acetat szubsztratok segitségével. A keletkezd #CO, mennyiségét
meghatarozva hasonlitottuk Ossze a sejtvonalak és human fibroblasztok mitokondrialis
oxidacios kapacitasanak szubsztratfiiggését. A vizsgalt sejtvonalak tobbségében a gliikoz
hasznositasa kifejezettebb volt, mint az acetat hasznositas (53.a abra). A sejtvonalak egymashoz
képest jelentésebb eltéréseket azonban inkabb az acetat oxidacids képességben mutattak.
Feltételeztiik, hogy ennek hatterében a tumorsejtek eltéré acetdthasznositasa, az ezzel
Osszefliggd mitokondrialis aktivitas eltérése allhat. Részletes bioenergetikai és mTOR aktivitas
vizsgalatokat a két legnagyobb eltérést mutatod adherens sejtvonal, a HT-1080 fibrosarcoma és
a ZR-75.1 eml6carcinoma sejtvonalakban végeztiink.

Egyes az energiatermelésben, anyagcserében szerepet jatszo enzimek expresszidjanak
kiilonbségeit tapasztaltuk. Mig a GLUT1 (gliik6z transzporter 1) fehérje mennyisége mindkét
sejtet jellemezte, addig a B-F1-ATPaz esetében fehérje szinten is igazolni tudtuk a real-time
PCR méréskor tapasztalt mRNS expresszios kiilonbségeket. Az alacsonyabb B-F1-ATPaz
expresszid Osszefiiggést mutatott a HT-1080 magasabb glikolitikus aktivitasaval a ZR-75.1
tumorsejtekhez képest. Tovabbi eltéréseket talaltunk a HT-1080 és ZR-75.1 sejtek mTOR
komplex aktivitasaban. A HT-1080 sejteket magas p-mTOR, p-S6 és relativ alacsony Rictor
fehérje mennyiség jellemezte, ez dominans mTORCI aktivitasra utal, ellentétben a ZR-75.1
sejtekkel, amelyet magas p-mTOR mellett alacsony p-S6, de igen jelentés, magas Rictor és p-
Ser473-Akt expresszio jellemzett, kifejezetten magas mTORC?2 aktivitast jelezve (53.b abra).

A mitokondrialis kapacitas kiilonbségeket is megerdsitettiik a két sejtvonal kozott,
D5030-DMEM-ben (gliikéz- és glutaminmentes tapfolyadék) U-3C-gliikoz és 2-13C-acetat
13C atomok meghatarozott citratkori (TCA) metabolitokba és laktatba épiilésének kovetésével.
A jelolt C-atomok mennyisége és adott metabolitokban megjelené nagyobb szamu jelolt C-
atomok szama a sejtek bioenergetikai folyamatainak intenzitasaval 6sszefiiggden valtozott. HT-
1080 sejtekben U-13C-gliikoz jeldlést kovetéen a laktatban és a gliikoz-6-foszfatban nagyobb
mértékben figyeltik meg 3C atomok feldusulasat, mint a citratciklus intermedierekben. Mig
HT-1080 esetében gliikdzbol 2-3 B°C atom beépiilését detektaltuk a malatban, addig a ZR-75.1
sejtekben akar 4 3C atom is kimutathato volt. Ez alacsonyabb mértékii mitokondrialis gliikoz
oxidaciora utal a HT-1080, mint a ZR-75.1 sejtekben. Ezt az intracellularis **C-laktat/**C-malat
aranyok Osszehasonlitasaval is jellemezhetjiik (HT-1080 — 13,74, ZR-75.1 — 1,17), ami a HT-
1080 fibrosarcoma sejtvonal igen jelentds glikolitikus, Warburg-fenotipus eltolodasat mutatja.
2-13C-acetatbol az acetil csoport masodik szénatomjanak citratkdri metabolitokba épiilése az
elébbiekhez hasonldan segiti az acetat szubsztrat hasznositasabol szarmazo *C atomok utjanak
kovetését. Citratban acetat jelolést kovetden 1-2 1°C atom beépiilését figyeltiik meg HT-1080
sejtek esetében, mig a ZR-75.1 emlbcarcinoma sejteknél akar 6 stabil izotop C-atomot
tartalmazo citrat molekulakat is detektaltunk 60 perces jelolést kovetden. Ez az eredmény is
alatamasztja az intenzivebb Warburg-glikolitikus aktivitas melletti alacsonyabb TCA oxidacios
kapacitast a HT-1080 sejtekben, mig magasabb mitokondralis oxidaciés kapacitast,
kiegyensulyozottabb metabolikus fenotipust a ZR-75.1 sejtekben (53.c-d. abra).
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53. abra In vitro sejtvonalak metabolikus jellegzetességei. Radioaktiv jelzett gliikoz és acetat mellett a
sejtvonalak izotop jelolt , kilégzési CO,” mennyiségi kiillonbségei (beiités szamok detektalasa) (a.); Két alapvetéen
eltéré szubsztrat hasznositas sejtvonal metabolikus és mTOR aktivitasat jellemz6 fehérje expresszids profilja
(Western blot adatok) (b.); Stabil izotop jeldlt acetatbol nyomonkovetett C atomok beépiilése citratba — kiilonboz6
mértékben jeldlt citrat molekulak %-os aranya a teljes citrat poolban (LC-MS mérés) (c.); Kiilonb6z6 metabolikus
jellemzok Osszehasonlitd bemutatasa eltéré modszerek adatai segitségével (LC-MS mérések, radioaktiv kilégzési
CO2-mérés, AEC és expresszios adatok) (d.).

Az adenilat energiatoltés (AEC) vizsgalataink gliikoz és acetat jelenlétében, illetve hianyaban
szintén megerdsitették a két sejtvonal bioenergetikai kiilonbségeit. Teljes médiumban
tenyésztett sejtekhez képest (AEC=0,75-0,85) tapanyag hianyos D5030 DMEM médiumban a
ZR-75.1 sejtekben (0,54) és HT-1080 sejtekben (0,38) is jelentds energiatoltés csokkenést
mutattunk ki, amit a HT-1080 sejtek esetében a gliikkoz, mig a ZR-75.1 sejtekben az acetat emelt
meg szignifikansan nagyobb mértékben (53.d 4abra). Folytatva anyagcsere vizsgalatainkat, a két
sejtvonal xenograft modelljeinek kordbban Paku Sandor altal készitett elektronmikroszkopos
felvételeit vizsgaltuk meg (54.a abra). A mitokondridlis funkciok csokkenésének hatterében a
HT-1080 fibrosarcoma xenograftokban csokkent szama ¢és sériilt morfologiaju
mitokondriumokra figyeltiink fel, ami a leirt bioenergetikai kiilonbségekkel is 6sszfiigghet.
Mindezen bienergetikai méréseink alapjan egyrészt egyértelmiien igazoltuk a két
sejtvonal bioenergetikai, szubsztrathasznositasi kiilonbségeit —a HT-1080 Warburg glikolitikus
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preferencigjat, illetve a ZR-75.1 sejtek 1ényegesen kiegyensulyozottabb bioenergetikai
szabalyozasat, masrészt a beallitott mdodszerek lehetdséget teremtettek kiillonb6z6 tumorsejtek
bioenergetikai jellegzetességeinek térképezésére és tovabbi vizsgalatok kivitelezésére.

IV.4.2. mTOR aktivitas fiiggé6 onkometabolit termelés vizsgalata

LC-MS vizsgalataink kdzben a HT-1080 sejtek spektrumjan egy nagyon jellegzetes csucsot
figyeltiink meg. Ezt beazonositottuk, igazoltuk a 2-hidroxiglutarat (2-HG) onkometabolit
megjelenesését és mennyiségének emelkedését a vizsgalt fibrosarcoma sejtekben (18 nmol/10°
sejt). Felmeriilt, hogy IDH muticio all a hattérben, majd intézetiink onkohematologiai
laboratoriuma segitségével Sanger szekvenaléassal sikerilt is igazolnunk a heterozigota IDH1
R132H (missense, funkcionyerd) mutaciot és kovetkeztébe kimutatott D-2-hidroxiglutaratot.
Az onkometabolit termelés szubsztrat forrasat is meghataroztuk. 60 perces U-*C-gliikoz, 2-
13C-acetat, U-BC-glutamin jelolést kovetden a 2-HG-ban °C szénatom jeldlés mértéke alapjan
megallapitottuk, hogy: 2-HG 2-13C-acetatbol nem keletkezik; és gliikozbol a teljes 2-HG
mennyiségének alig 6%-a jelolodik (egy, illetve két jelolt szénatomos 2-HG molekulakat
figyeltiink meg (M+1 és M+2); mig legnagyobb mértékii jelolés U-BC-glutamin szubsztrat
mellett keletkezett (16%). Ez az eredmény arra utal, hogy a 2-HG termelés elsddleges forrasa a
glutamin a vizsgalt IDH mutans fibrosarcoma sejtekben (54. abra).
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Ennek a metabolikus szempontbol kiilonleges, dominansan glikolitikus, karosodott oxidativ
mitokondrialis funkcidkkal jellemezhetd sejtvonalnak tehat jellegzetessége két onkometabolit
teremelése is: laktat és D-2HG jelenik meg a sejtekben, illetve az extracellularis térben. A
kovetkezd vizsgalatokban a HT-1080 sejtekre jellemzé magas mTORCI1 aktivitas szerepét
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vizsgaltuk az elobbi két onkometabolit termelésében. mTORC1-et specifikusan gatlo in vitro
rapamycin, illetve in vivo Rapamune kezelés mellett nemcsak a tumorndvekedés kismértékii
gatlasat, de parhuzamosan a két onkometabolit termelésének szignifikdns csokkenését is
igazoltuk (LC-MS mérések). Utobbiakban az mTORCI1 aktivitas GLS, illetve az LDHA
fehérjék termelésében jatszott szerepének hatasat is kimutattuk (55. ébra). A késdbbiekben az
mTORCI gatlas laktat termelést csokkentd hatasait egyéb sejtvonalakban, koztik a ZR-75.1
emlécarcinoma sejtvonalban (40%-os csokkenés 72 h alatt in vitro), illetve egyes Hodgkin
lymphoma sejtvonalakban (DEV, KMH2 kisebb mértékii ~20%-o0s csdkkenés) is igazoltuk.
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55. abra Az mTOR aktivitas jelentdsége onkometabolitok termelésében. A laktatot és 2-HG (2HG) termel6
HT-1080 sejtekben az mTORCI aktivitas gatlasnak in vitro és in vivo is tumor névekedést csokkentd hatasait
jellemeztiik (a.); parhuzamosan az el6bbivel az onkometabolit (2-HG és laktat) termelés csokkenését is kKimutattuk
(b.); az mTOR aktivitas az LDHA, illetve a glutaminaz expresszié fenntartasaval segiti az onkometabolitok
termelését, vizsgalatainkban elébbi fehérjék expresszid valtozasait is igazoltuk in vitro (Western blot) és in vivo is
(szoveti THC vizsgalat eredményei) (c.)

Mas citratkori onkometabolit termeléssel jaré mutaciok, igy az SDH gén mutaciok esetében két
kollaboracios vizsgalatban vettiink részt, ahol a koros SDH mutans sejtek szukcinat
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felhalmozodasat igazoltuk human pheochormocytoma sejtvonalban, illetve genetikailag
modositott C. elegans modellekben. Mindkét esetben segitettiik LC-MS és fehérjeszintii
vizsgalatainkkal a sejtek potencidlis alternativ bioenergetikai adaptiacidés mechanizmusainak
igazolasat is. Eredményeink azt sugalljak, hogy ezekben az SDH mutans sejtekben az alternativ
utvonalak kozil a glutaminhasznositasnak, illetve a féreg modellben a glioxalat ciklusnak is
van jelentdsége, amelyek aktivitdsanak szabalyozasaban az mTOR aktivitas is részt vesz.

IV.4.3. IDH mutans és vad tipusi glioma sejtvonalak metabolikus jellemzése, a glioma
sejtek gamma-amino-vajsav (GABA) oxidacios képessége

Az IDH mutécio és kovetkezményeként a 2-HG onkometabolit termelés pl. gliomék esetében
nagyobb jelent6ségii, egyrészt gyakorisaga (~65-70%), masrészt a jelenlegi kezelés mellett
prognosztikai szempontbol; mivel az IDH muténs esetek jobban reagalnak kemoterapiara, igy
prognozisuk valamivel jobb. Vizsgalatainkban endogén IDH mutacidval rendelkezé glioma
sejtvonal azonban nem allt rendelkezésiinkre, ilyen sejtvonalak, talan pont kevésbé agressziv
viselkedésiik miatt jelenleg alig elérhetdk. Stabilizalni mutans sejtvonalakat csak rovid ideig
sikeriil és xenograft modellekben is igen nehéz vizsgalni ezeket. Dr. William Leenders
(Radboud University, Hollandia) segitségével azonban vad és IDH1 mutans (IDH1 R132H
fehérjét overexpresszald) U251-MG sejtvonalparhoz férhettiink hozza, igy tudtuk folytatni
tovabbi Osszehasonlitd vizsgalatainkat. Az IDH mutans glioma sejtvonalban is igazoltuk a
rapamycin hatasait: p-S6 fehérje mennyiségének csokkenését (mTORC] aktivitas csokkenés),
glutaminaz expresszio csokkenését, illetve az elobbiek mellett enyhe proliferacio gatlast (20%),
és kozel 30%-0s 2-HG termelés csokkenést figyeltiink meg.

Ennek a sejtvonalparnak, illetve tovabbi két IDH vad tipust glioma sejtvonalnak (U87-MG és
U373-MG) metabolikus jellemzését végeztikk el. Alaplégzésiiket Gsszehasonlitva Seahorse
technikaval a legalacsonyabb oxigénfelhasznalas az U87-MG, mig legmagasabb az U373-MG
sejteket jellemezte, ennek ellenére azonban a médium savasodasaban (extracellular
acidification — ECAR), tehat az alap tejsavas glikolitikus aktivitasban a glioma sejtvonalak nem
mutattak szignifikansan kiilonbségeket. A sejtek egyedi bioenergetikai jellegzetességeit egyéb
szubsztratok oxidacios kiilonbségeiben figyeltik meg. Az U251-MG sejteknek volt példaul a
legmagasabb glutamin oxidaciés képessége, mig a leggyorsabban proliferalo és a
gliikozhasznositasban is magas értékeket mutato U373-MG sejtek elébbiekkel parhuzamosan
magas alap oxidacioés kapacitassal rendelkeztek. Az IDH1 mutans sejtekben, a 2-HG
termeléssel parhuzamosan azt tapasztaltuk, hogy a sejtek alaplégzése magasabb, mig
glikolitikus kapacitasa csokkent a vad tipusu sejthez képest. Azt, hogy ebben a metabolikus
kiilonbségben a 2-HG szint emelkedésének van jelentdsége 2-HG kezelt sejtek segitségével
tamasztottuk ald. 72 h-as D-2-HG kezelést kovetoen a vad tipustt U251-MG sejtek emelkedd
oxigénfogyasztast mutattak, és ezzel Osszefliggésben szignifikdnsan csokkent a Warburg
glikolitikus aktivitasa is a sejteknek, és ez még mitokondrialis gatlészerek mellett sem allt
helyre. Megfigyeltik tovabba, hogy az IDH mutans sejtek lassabban proliferalnak, a
duplazodasi id6 egy oraval hosszabbnak bizonyult (sejtszamolas és Alamar blue tesztek
eredményei alapjan). A 72 h-as D-2-HG kezelés viszont nem befolyasolta a sejtek novekedési
itemét in vitro, annak ellenére sem, hogy az IDH mutacid jelenléte, illetve az exogén 2-HG
hozzaadasa befolyasolta egyes metabolikus enzimek expresszidjat is, csokkentette a B-F1-
ATP4z, a hexokindz-2 és a foszfo-fruktokinaz P mennyiségét (56. dbra).
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56. abra Glioma sejtvonalak metabolikus eltérései. Az alap oxigénfogyasztés extracelluléris pH véltozés

sejtvonal esetében (a.); Az IDH mutaciéo metabolikus hatasainak (oxigén fogyasztas és extracellularis savasodas
vizsgalata Seahorse-al) és egyes enzimek expressziojanak dsszehasonlitovizsgalata IDH vad tipust és mutans
sejtvonal, illetve 2-HG kezelés (1 mM) esetében (b.)

A metabolikus kiilonbségeket a mutans és vad sejtvonal, valamint a 2-HG kezelt vad tipusu
sejtek intracellularis metabolit koncentracié kiillonbségei is mutattak. Az intracellularis 2-HG
szintek emelkedése mellett az o-ketoglutarat (aKG) és egyes TCA metabolitok szintjének
emelkedését tapasztaltuk LC-MS méréseinkben. Erdekes azonban, hogy IDH1 mutans
sejtekben szignifikansan alacsonyabb glutamatszintet figyeltiink meg, mig 2-HG kezelés
hatasara vad tipusu sejtekben emelkedett a glutamat mennyisége. Ebben a glutamat forrasa 2-
HG termelésnek, illetve a kezelés esetében az egyensuly ellentétes irdnyu eltolodasanak lehet
szerepe. A glutamin-glutamat-akKG-2-HG iranyu folyamatok fontos szerepét az IDH1 mutans
sejtekben, 13C izotop jeldlt szubsztratok felhasznalasanak LC-MS vizsgalataban is igazoltuk.
Az IDH1 muténs sejtekben 3C-jeldlt szubsztratokkal (U-*C-glutamin, U-13C-gliik6z és 2-13C-
acetat) vizsgaltuk a 2-HG forrasat. 24 6ras jelolés utan kapott eredményeink egyértelmiien
igazoltak, hogy a 2-HG termelés elsédleges forrasa a glutamin (2-HG 88%-a jelsl6dott U-13C-
glutamin esetén), ami szignifikans Osszefliggést mutat a mutans sejtek emelkedett glutaminéz
¢és glutamin transzporter (ASCT2) fehérje mennyiségével. A kiillonb6z6 tomegszama jeldlt 2-
HG mennyiségi aranyai (M+5 tomegszam 62% mellett M+3 tomegszam 17%), arra is felhivjak
azonban a figyelmet, hogy a 2-HG a glutamat-aKG-2-HG ttvonalon keletkezik elsdsorban, de
a citratcikluson keresztiil is képzodhet (M+3-as tomegszam). 24 6raig jelolt mintainkban azt is
kimutattuk, hogy a 2-HG szarmazhat gliikozbdl és acetatbol is, csak utdbbibol joval kisebb
mértékben (57. 4bra).
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57. abra Az IDH mutans glioma sejtvonal 2HG termelésének elsddleges szubsztratforrasa a glutamin. D5030
tapfolyadékban U-1*C-glutamin, U-'3C-gliikkéz és 2-3C-acetat jeldlés felhalmozodéasanak vizsgalata 24 h-as
jelolést kovetden IDH mutans sejtvonalban termel6dé 2-HG-ban (LC-MS mérés eredményei)

Az IDH mutdns ¢és vad sejtek bioenergetikai szubsztrdt oxidacios kiilonbségeit,
oxigénfogyasztasat Seahorse technikaval mértiik az egyetem Biokémia Intézetében, Tretter
professzor ur munkacsoportja segitségével. Az IDH1 mutans sejtek esetében glutamin,
glutamat és malat esetében alacsonyabb mértékii oxigénfogyasztast mutattunk ki, és gamma-
amino-vajsav (GABA) esetében is szignifikansan, kozel 20%-kal emelkedett a vad tipusa U251
sejtek oxigénfogyasztasa. Ez az emelkedés a mutans sejtvonalakban nem jelent meg, illetve a
vad tipust U251 sejtek GABA oxidacios képessége 2-HG kezelés mellett jelentdsen csokkent.
Azt, hogy ez nem GABA-receptor-medialt folyamat fiigg6 jelenség, hanem a tényleges GABA
oxidaci6 kovetkezménye alatdmasztja, hogy az altalunk hasznalt sejtvonalak GABA receptor,
illetve receptor alegység mRNS negativ sejtek (Human Protein Atlas - www.proteinatlas.org).
A GABA oxidacioban, hasznositdsban szerepet jatszé enzimek mennyiségét vizsgalva
elobbiekkel Osszefliggésben az U251 glioma sejtekben jelentds mennyiségli szukcinat
szemialdehid-dehidrogenaz (SSADH) és GABA transzporter (GAT1) fehérjét mutattunk ki
Western blot vizsgalatainkban. Ezeknek a fehérjéknek mennyisége az IDH1 mutans U251 és a
72 oraig 2-HG-al kezelt U251 sejtekben azonban alacsonyabbnak bizonyult, mint a vad tipust
kezeletlen sejtekben. Mivel a GABA oxidacié jelét a tobbi vizsgalt vad tipust glioma
sejtvonalban nem tapasztaltuk és ezek a sejtvonalak SSADH expressziot sem mutattak,
megvizsgaltunk human gliomas eseteket is. A vizsgalt human glioma mintak (n=47) 97%-aban
— immunhisztokémiai festésekkel —, a kontroll peritumoralis normal astrocyta sejtek alacsony
vagy kozepes SSADH expressziojahoz (H-score < 150) képest a vizsgalt klinikopatologiai
paraméterektdl (kor, nem, tumor tipusa, gradusa vagy IDH1 mutacios statusz) fiiggetlentil in
situ magas SSADH fehérje mennyiséget mutattunk ki a human glioma szévetekben (58. abra).
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58. abra Glioma sejtek potencialis alternativ szubsztratoxidacidja és annak jelentésége. IDH vad tipusu
SSADH-t, ASCT2-t expresszalo glioma sejtek gamma-amino vajsav (GABA) oxidacios képessége, illetve ennek
csokkenése IDH mutacié vagy 2-HG jelenlétében (a. Seahorse oxigén fogyasztasi adatok, b. Western blot
eredmények); GABA kezelés proliferacio fokozo hatasa, illetve annak felfiiggesztése 2-HG kezeléssel (c. SRB
teszt 4 hét kezelés utan GABA 5SmM, 2HG 1mM); SSADH altalanos expresszioja human gliomakban szubtipus
¢és IDH mutacio fiiggetlen (d. IHC vizsgalat, H-score értékelése)

Azt, hogy elobbi megfigyeléseinknek, a szubsztrat hasznositasnak és igy példaul a GABA
oxidacionak lehet daganatbiologiai jelentésége, in vitro tumorndvekedési vizsgalatokban
teszteltik. Eredményeink szerint a GABA kezelés az U251 sejtek rovidtava (72 h)
tenyészeteiben ugyan nem, de hosszabbtavon szignifikdnsan fokozta az IDH vad tipust U251
sejtek proliferacigjat. Ez a hatds azonban 2-HG kombinalt kezelés esetében mar nem volt
detektalhatd. Mindezek alapjan a terapids szempontbol kiilondsen nagy kihivast jelentd gliomak
esetében érdemes megfontolni az altalunk feltart bioenergetikai jellegzetességek tovabbi
vizsgalatat, esetleg egyes fenotiposus és funkcionalis jellegzetességek célzott gatlasat.

IV.5. Metabolikus plaszticitas és az mTOR hiperaktivitas

Elobbi vizsgalataink kézben részt vettiink egy olyan munkaban, amelyben normal gliasejtek
¢hezés utani allapotaiban az mTORCI1 aktivitds valtozasanak jellemzésében segitettiink
felhaszndlva az mTOR hiperaktivitds meghatdrozasok sordn beallitott méréseinket. A gliomak
esetében mar jol ismert mTOR hiperaktivitas, mTORC1 gatlok terapids tesztelése is zajlik,
zajlott faziskisérletekben. Sajat az mTOR aktivitds és annak metabolikus adaptacioban jatszott
szerepével kapcsolatos vizsgalatainkat human glioma sejtvonalak és human biopszids mintak
patologiai karakterizalasaval kezdtiik meg. Ebben fel tudtuk hasznélni korabbi mTOR aktivitas
vizsgalatainkban, illetve metabolikus karakterizalasban beallitott modszereinket.
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IV.5.1. A metabolikus plaszticitas mint potencialis target bizonyos szolid daganatok
kezelésében

IV.5.1.1. Human gliomak metabolikus plaszticitasa mint potencidlis target

Immunhisztokémiai festések H-score értékelésével az mTOR és metabolikus aktivitassal
Osszefiiggd fehérjék expressziés mintazatat hasonlitottuk Ossze in situ. Ehhez normal
peritumoralis cerebrum mintakat, illetve IDH mutans és vad human glioma biopszias mintakat
hasznaltunk fel (n=20-20 eset). A tumorokban a jol ismert fokozott mTOR aktivitas jelei mellett
a normal agyszovethez képest magasabb metabolikus aktivitassal 0Osszefiiggd fehérje
expresszids mintazatot tapasztaltunk. Az IDH mutans tumorokban kozepes intenzitast, mig a
vad tipusu gliomakban pedig még az elobbinél is jelentdsebb mennyiségli p-mTOR, p-S6 és p-
Ser473-Akt fehérjét mutattunk ki. Ez, a mas tumorok esetében is mar kordbban megfigyelt,
rosszabb prognézissal Osszefliggd mTORC?2 aktivitds emelkedésére utal. Ezzel kapcsolatban
még annak ellenére is alig voltak adatok, hogy az mTORC1 gatlok vart terapias hatasai
temozolomide kombindcié klinikai fazis kisérletekben elmaradtak. Elobbiek mellett
metabolikus értékeléseink szerint a normal agyszovetben is jellegzetes intenziv Warburg-
glikolizisra jellemz6, magas LDHA expressziot figyeltiink meg human glioméakban. Hasonléan
ehhez a zsirsavszintézis markerének tekinthetd FASN mennyisége sem mutatott 1ényeges
kiilonbséget a normal szévet és a malignus tumorok esetében. Glioma tipustdl fliggetlen
lényeges kiilonbséget a lipidoxidacié szubsztratok mitokondrium matrixtranszportjaban, illetve
az acetathasznositasban szerepet jatszo CPT1A és ACSS2 emelkedésében irtunk le. Korabbi in
vitro eredményeinket is alatamasztottak a kapott adatok, a normal agyszovethez képest a
glutaminaz expresszi6 esetében az IDH vad és IDH mutans gliomak kozott markans
kiilonbséget figyeltink meg. Az IDH muticioval szignifikdnsan magasabb glutamindz
expresszio fliggdtt Ossze in vivo, ez megerdsiti az IDH mutans gliomak glutaminfiiggd
anyagcseréjét és a glutaminase 2-HG onkometabolit termelésben jatszott szerepét. A viszonylag
kis mintaszdm miatt tovabbi klinikopatoldgiai paraméterrel 6sszefiiggd expresszio kiilonbséget
csak p-Serd73-Akt és a grade IV-es esetek megjelenése kozott figyeltiink meg (59. abra).

In vitro vizsgalatainkban U251 mutans sejtvonalakban alacsonyabb HK2, LDHA
expressziot és parhuzamosan magasabb GLS expressziot figyeltiink meg a vad tipusu sejtekhez
képest, mig a reverz Warburg effektusban kulcs enzim LDHB mennyiségében nem volt
szignifikans kiilonbség a sejtekben. Ezek alapjan a Warburg glikolitikus fenotipus az LDHA és
HK2 expresszid kiilonbségek vizsgalatdval jol meghatarozhato lehet. Mig az alternativ
utvonalak megkozelitésére a GLS, CPT1A, FASN, ACSS2 festésekkel volt lehet6ségiink, ezek
alapjan a legalacsonyabb glutaminolizissel, zsirsavoxidacioval és acetathasznositassal
Osszefliggd enzimexpressziot az U87 sejtekben talaltunk. Az anyagcsere-eltéréseket az
intracellularis metabolit koncentraciok kiilonbségei is alatamasztottak; a laktat/malat arany
legnagyobb az U87 sejtekben volt, ez 6sszefliigghet a HK2 és LDHA expresszi6 kiilonbségekkel
¢s az oxidacids folyamatokat szolgdlo egyéb TCA ciklus feltdltdé mechanizmusokat segitd
enzimek alacsony szintjével is. U373 sejtekben a glikolitikus enzimek magasabb mennyisége
mellett, alacsonyabb laktat/malat arany jelent meg, ami felveti a glutamin anaplerézis, a
glutaminoxidacié mint alternativ bioenergetikai folyamat megjelenését ebben a sejtben, amivel
Osszefiiggésben a glutamatszint emelkedése is megjelent.
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59. abra mTOR aktivitas markerek és metabolikus enzimek/fehérjék in situ mennyiségének és eloszlasanak
jellemzése. Reprezentativ IHC festések IDH mutans és vad tipustt human glioma metszeteken. 0-3+ értékeléseket
is feltiintettiik a normal peritumoralis cerebrum, IDH vad tipust és mutans gliomak esetében. DAB kromogén
(barna) mellett hematoxilin hattérfestést alkalmaztunk, a nagyitasokat feltiintettiik, a metszeteket szkenneltiik majd
Panoramic Viewer programmal értékeltiik

118



dc_1829 20

Az IDH mutans sejtvonalban a magas 2-HG onkometabolit szint jelentésen modositotta az LC-
MS mérésekkel meghatarozott metabolitok mennyiségét, emelkedett piruvat szintet mértiink a
vad tipusu U251 sejtekhez képest. Mindez a mitokondrialis mitkodés csokkenésére, csokkent
OXPHOS kapacitasra hivta fel a figyelmiinket. Az IDH mutaci6 hatasainak kompenzalasaként
megjelend metabolikus atrendezddések a csokkent LDHA szint ellenére a laktat termelés, a
Warburg-effektus relativ emelkedését mutattak a vad tipusu sejtekben tapasztaltakhoz képest

(60. abra).
a. b.
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60. abra Human glioma sejtvonalakban a metabolikus és mTOR aktivitast jellemzé fehérjék expresszios
profilja, illetve az intracellularis metabolit szintek eltérései alapjan megfigyelheté glikolizis/fOXPHOS
jellegzetességek. Fehérje expresszios profilok Western blot elemzése (a., b.); metabolitok mennyiségi kiilonbségei
(LC-MS eredmények) alapjan a glikolitikus folyamatok jellemzésére a laktat/malat aranyt, mig az OXPHOS
funkcio jellemzésére (citrat/szukcinat) / (fumarat/malat) aranyokat hasznaltuk fel (c.)

A sejtvonalak terapias érzékenységének in vitro vizsgalataban a gliomak esetében
alkalmazhaté temozolomide szignifikansan nem befolyasolta a sejtek novekedését
(proliferacios tesztek). Az mTORC1-C2 gatl6 és dual mTOR inhibitor kezelések szignifikansan
jelentdsebb proliferacié gatlo hatast mutattak, mint a rapamycin és a temozolomide. A gliomak
rossz progndzisa szempontjabdl a legnagyobb kihivast jelentd IDH vad tipusu sejtvonalakat
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tanulmanyoztuk részletesebben, a metabolikus enzim expresszié valtozasokat vizsgaltuk 72
ords temozolomide ¢s mTORI kezelésekben. Az mTORCI1 aktivitidssal Osszefiiggd p-S6
fehérjék mennyiségét mindegyik mTOR inhibitor csokkentette. Az mMTORC2 aktivitassal
Osszefliggd p-Serd73-Akt mennyiségének emelkedését azonban, mint a rapamycin kezeléskor
az S6K-fiiggd negativ feedback mechanizmus hianyat valamennyi esetben megfigyeltiik.
Kimutattuk azt is, hogy a dual és mTORC1-C2 gatl6 kezelések esetében az mTORC2 komplex
fliggd p-Serd73-Akt szint emelkedés a vartnak megfeleléen elmaradt. Az mTOR inhibitor
kezelések a metabolikus alkalmazkodas eredményeként a HK2, FASN ¢és a GLS (kivéve NVP-
BEZ235 az U251-ben) mennyiségét csokkentették, mig parhuzamosan a CPT1A és ACSS2
expresszidjat fokoztak. Ezek az mTOR gatlas utan megjelend anyagcesere atrendezédések, az
oxidacios folyamatok, a lipid- és acetatfelhasznalas emelkedésére utalnak. A temozolomide
kezelés eredményeink szerint nem befolyasolta sem az mTORC1, sem az mTORC2 komplexek
aktivitasat és metabolikus hatdsai IS kevésbé voltak jellegzetesek, de fontos egyedi
kiilonbségeket mutattak a sejtekben. A FASN expressziot csokkentette ugyan a temozolomide
kezelés, de egyidében a CPTI1A és a GLS mennyisége nem valtozott. llletve az ACSS2
expresszi6 fokozodasa mellett a HK2 mennyisége csak az U251-ben és U373-U sejtekben
csOkkent temozolomide kezelést kdvetden. Ezek az eredmények egyértelmiien aldtdmasztjak
azt, hogy adott kezeléseknek jelentds egyedi metabolikus kdvetkezményei vannak a vizsgalt
glioma sejtek tulélésekor.

A glioma sejtek alkalmazkodési, metabolikus adaptéacios lehetdségeit, képességeit jol
mutatja, hogy jelentés mértékii proliferacié gatld hatast gyakorlatilag mas metabolikus
gatlészer monoterapias kezelések esetében sem tapasztaltunk (GLS gatlas-BPTES, a
zsirsavszintézis gatlds — etomoxir és a doxycycline). Az autofigia gatlas felszabaditasa
(rapamycin) vagy akar gatlasa (chloroquine) okozta a legjelentdsebb, de sejtvonalfiiggd
Megvizsgalva a kiilonboz6 gatldészerek fehérje expressziora gyakorolt hatasait Western blot,
illetve  WES technikaval utobbi sejtvonalban, az eredmények Osszhangban voltak a
fehérjeszintii valtozasokkal. A BPTES, a doxycycline €s az etomoxir kezelést kvetden jelentds
fehérje vagy foszfoprotein expresszio valtozast az mTOR aktivitdsban nem figyeltiink meg
azokban kezelésekben sem, ahol AMPK aktivacio mértéke megvaltozott (doxcycline és
etomoxir). A temozolomide rezisztenciat is az mTORCI aktivitas valtozatlansaga jellemezte
(csak enyhe p-mTOR és p-S6 expresszio csokkenés) mTORC?2 aktivitas eltolodassal (fokozodo
p-Serd73-Akt és Rictor expresszid), illetve CPTIA és LC3 expresszid fokozodassal.
Osszességében lipolitikus metabolikus eltolodast, egymassal Osszefliggd potenciélis
kompenzacids anyagceserevaltozasokat figyeltiink meg, és a vart mTOR aktivitas csokkenés is
megjelent (p-S6 és p-mTOR), mTORC?2 aktivacioé és a temozolomide esetében is tapasztalt
lipolitikus kompenzacié mellett (CPTIA és LC3 expresszio emelkedés). A chloroquine
monoterdpia esetében teljesen ellentmonddsos metabolikus valtozasok jellemezték az U373
sejteket (valtozatlan glikolitikus enzim expresszio és mTORCI aktivitas mellett p-Ser473-Akt
mennyiségének emelkedése, de Rictor expresszi6 csokkenés ¢€s parhuzamosan lipid
anyagcserevaltozasok, glutaminolizis és mitokondridlis COXIV expresszio csokkenés), ami
jelentds metabolikus zavarra, akdr az anyagcsereszabalyozas felboruldsara is utalhat, a jelentds
proliferacié gatld hatasokkal is 0sszefiiggésben. (61. abra)
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61. abra Rapamycin, TMZ és metabolikus inhibitor kezelések proliferacié gatlo hatasai high grade human
glioma sejtvonalakban. Rapamycin — Rapa 50 ng/ml; Temozolomide — TMZ 100 uM; Doxycycline — Doxy 10

puM; Etomoxir — Etom 50 uM; Chl — chloroquine 50 uM; BPTES 10 uM kezelések (72 h) proliferacio gatlo hatasai
(Alamar Blue és SRB tesztek) (felso rész). p<0,01*-gal jelolve; A metabolikus adaptacié mechanizmusara utald
fehérje expresszios valtozasok kimutatasa Western blot (bal oldali kép) és WES Simple technikaval (jobb oldali
kép) U373 glioma sejtvonalban (alsé rész)

In vitro eredményeinket elemezve teszteltiik a metabolikus gatlok kombinacioit, annak
érdekében, hogy adott metabolikus alkalmazkodasi utvonalak gétlasaval megakadalyozzuk a
¢és egymassal kombinaltuk 72 oras in vitro kisérleteinkben. A rapamycin tobb kombinalt
kezelésben 1s hatdsosabbnak bizonyult, szenzitizalta az Osszes vizsgalt sejtvonalat a
temozolomide-dal szemben. A chloroquine anti-proliferativ hatasat egy tovabbi gatloszer
hozzaadasa vagy a temozolomide is fokozta. Temészetesen a vizsgalt sejtvonalak mutattak
egyedi kiilonbségeket (pl. a rapamycin az etomoxir hatdsat csak az U251 és U373 sejtekben
fokozta). A rapamycinttemozolomide mindharom sejtvonalban rendkiviil hatasosnak bizonyult
(két sejtvonalban szinergista — U251 és U373, mig az U87 sejtekben additiv hatés). Kiilondsen
hatasos 0j kombinacio volt a doxycyclinetrapamycin kezelés (62. abra). Az U251 sejtvonalban
tanulmanyoztuk a kombinalt kezelések mTOR aktivitast és egyéb metabolikus enzimek
mennyiségét befolyasold hatasait is, azt figyeltik meg, hogy a zsirsav-felépitésre utald
enzimexpresszid csokkent, de ezzel parhuzamosan a vart zsirsavoxidacioval Osszefiiggd
CPTI1A mennyisége a korabbi rezisztencidk esetén tapasztaltak alapjan vartnak megfeleléen
nem emelkedett. Megfigyeltiik azt is, hogy a TMZ rezisztencia esetében tapasztalt mTORC1
aktivitast a rapamycin teljesen felfiiggesztette (mMTORC2 aktivitas emelkedés elmaradt) és
parhuzamosan az oxidacios aktivitashoz sziikséges B-F1-ATP-az mennyiség is csokkent. Ezek
a megfigyeléseink arra utalnak, hogy a metabolikus folyamatok zavart szenvedtek a vizsgalt
kombindciok hatdsaiban, a kompenzacios mechanizmusok nem megfelelden miikodtek, talan
azt is mondhatjuk metabolikus kdosz alakult ki a sejtekben.
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62. abra Metabolikus gatloszer kezelések kombinaciéja mTOR gatléval és temozolomide-al. Alamar Blue
teszt eredmények 72 h o6ras kombinalt kezelések utan (rapamycin — Rapa 50 ng/ml, temozolomide — TMZ 100
uM, doxycycline — Doxy 10 pM; etomoxir — Etom 50 uM; chloroquine — Chl 50 uM). A kombinaciok additiv (A)
vagy szinergista (S) hatasait a Cl szamitas (combination index) alapjan jeloltiik az adott kezelésekben (a.); A

leghatasosabb harmas kombinaciok eredményei alapjan legalabb egyik kezelés hatasos volt a high grade glioma
sejtvonalak in vitro kezelésében (b.)

1V.5.1.2. Gyermekkori rhabdomyosarcomdk mTOR hiperaktivitisa és metabolikus
jellegzetességei

Preklinikai vizsgalatokban tobb adat is alatdimaszja mTOR kindz aktivitas valtozasok szerepét,
gatlasanak felhasznalhat6sagat a gyermekkori rhabdomyosarcomékban (RMS) (376). Az
mMTORCYL, illetve C2 komplexekkel és aktivitasukkal 6sszefiiggd fehérjék in situ mennyiségérol
azonban gyakorlatilag nem alltak adatok a rendelkezésiinkre sajat vizsgalataink megkezdéséig.
Vannak egyes eredmények bizonyos mTOR aktivitassal Osszefiiggd fehérjék vizsgalatarol
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(377-380), de komplex vizsgalatot, foleg kiegészitve ezeket a metabolikus enzimek
véltozasainak vizsgalataval PhD hallgatonk munkajaban mi végeztiink és kozoltiink elséként
ebben az évben. Egyetlen 86 beteget érintd vizsgalatban ismert a konvencionalis kemoterapias
kezelés mellett alkalmazott bevacizumab (angiogenezis gatld) és temsirolimus (MTORC1
inhibitor) kezelés hatasanak vizsgalata. Ami szerint temsirolimus kombinacios kezelés esetében
a betegek tulélése szignifikansan jobb volt, mint a bevacizumab kombinacioban, illetve
hagyomanyos kezelés mellett (381).

Vizsgalatunkban a p-mTOR antitest festés a mintak 56 %-aban (25/45 minta) mutatott intenziv
immunpozitivitast. Mig a p-S6 festés csak a mintak mindossze 18%-ban (8/45 minta) adott
értékelheté immunreakciot, addig az mTORC2 markerként ismert Rictor immunfestés a mintak
82%-aban (37/45 minta) emelkedett mMTORC?2 aktivitasra hivta fel a figyelmiinket. A vizsgalt
primer RMS-ek Osszesen 64%-aban (29/45 minta) mutattunk ki p-mTOR és/vagy p-S6
immunpozitivitaist. MTOR aktivitasban alapvet6 mTORC2 dominanciat figyeltink meg a
primer RMS sejtekben (63. abra). A PAX-FOXO fuzié pozitiv esetekben szignifikdnsan
tobbszor figyeltiink meg emelkedett Rictor expressziot (T-proba, t(43)=-2,41, p=0,020), mint a
fuzi6 negativak kozott.

p-mTOR - Rictor

p-mTOR Emelkedett n-TOR FP FN
aktivitas karakterisztikaja esetszam esetszam
+/- + o 4 0

mTORC] aktivitas

+- A -k mTORC1 ésmTORC2 4 0
aktivitas
7 - + mTORC?2 aktvits 17 4
& - - ismeretlen karakterisztikaju 1 0
mTOR aktivitas
7 elképzelheté6 mTORC2 11 1
aktivitis megjelenése
mTOR aktivitas teljes hianya 3 0

Rict:

63. abra Primer human rhabdomyosarcoma esetek mTOR aktivitasanak jellegzetességei. Az abra bal oldalan
reprezentativ immunfestések mutatjak be az eltéré mTOR aktivitassal jellemezhetd esetek IHC festését (p-mTOR,
p-S6 és Rictor festések, a bal felsd sarokban az adott esethez, festéshez tartozo H-score értékek is fel lettek
tiintetve) (40x nagyitas); mig a jobb oldalon a tdblazat és a diagram a vizsgalt esetek megoszlasat mutatja.

Neoadjuvans kemoterapia utan eltavolitott rezidualis tumorbol vett szovettani mintakat (n=9)
nemcsak 6nallé csoportként, hanem az azonos betegek primer mintaival &sszehasonlitva is
elemeztiik (n=8). Ezek alapjan az p-mTOR mennyisége valtozatlan maradt, a Rictor expresszid
tendenciajat tekintve csokkent, mig a p-S6 H-score értékek emelkedtek a kezelést kovetden.
Utobbi hatterében az egyediilallo, ,,3+” intenzitdssal festddd, Gijra osztédasnak indult, mitotikus
sejtek szamanak novekedését figyeltik meg. Primer, majd ezt kovetd recidiva utani
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p-mTOR
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Rictor

tumorparokban is elemeztilk a valtozasokat (n=11). A p-mTOR mennyisége 7 esetben
emelkedett, a p-S6 szintje gyakorlatilag nem valtozott, mig a Rictor 6 esetben emelkedett a
recidivaban, ami az mTORC2 irdny( aktivitas eltolédasra utalt a recidiv esetekben.
Eredményeink szerint a kezelésre nem reagald eseteket kifejezetten fokozott p-mTOR
expresszio jellemezte azokhoz az esetekhez képest, ahol a recidiva kezelése utan sikeriilt
remisszioba vinni a betegeket. Ezt a tendencidzus megfigyelésiinket azonban az alacsony
elemszam miatt statisztikai elemzéssel nem tudtuk megerdsiteni (64. dbra).
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64. abra Primer és preoperativ kemoterapia utani, illetve primer és recidiv rhabdomyosarcomas szoveti
mintaparok mTOR aktivitasat bemutaté reprezentativ immunfestések. Reprezentativ p-mTOR, p-S6 és
Rictor festések (40x nagyitas).

Az eldbbi mTOR aktivitas valtozasokkal Osszefliggésben a tumorsejteket metabolikus
atrendezddések is jellemezték, ezeket kiilonbozéd metabolikusmarker festéseink elemzését
kovetden foglaltuk dssze. A gliikdz hasznositasra a PFKP és LDHA (glikolizis markerek), mig
az oxidativ folyamatok jelentGségére a P-F1-ATPaz (ATPB) enzimek vizsgalatanak
eredményeibdl kovetkeztettiink. A mintak kozel felében az emelkedett LDHA, az alacsony PFK
¢s ATPB expresszi6é a mitokondrialis oxidativ foszforilaciéval szemben a Warburg-effektus
jelent6ségére hivja fel a figyelmet a RMS sejtekben. Spearman’s rank korrelacios analizissel
igazoltuk az mTOR aktivitds, az LDHA ¢és a GLS expresszi6 kozotti Osszefiiggéseket.
Statisztikai elemzéssel a PAX-FOXO f0zi6 pozitiv mintak esetében szignifikdnsabb tobb PFK
immunpozitiv esetet detektaltunk, mint a fuzid negativ esetekben (Fisher-egzakt teszt,
p=0,033). A G6PDH festések alapjan 82%-ban kimutathat6 jelentés expressziot tapasztaltunk,
ami alapjan a pentdz-foszfat utvonal aktivitasanak jelentdsége feltételezhet6 a primer tumorok
kialakulasa esetében. A GLS fehérje mennyiségének jelentés emelkedése is jellemezte a primer
esetek 69%-at, ami jelentds glutamin szubsztratfiiggéssel allhat Gsszefliggésben. Elobbiekben
a kemoterapiat kovetden szignifikans valtozast egy esetben sem tudtunk igazolni. (65. abra)
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65. abra Primer rhabdomyosarcoma esetek jellegzetes metabolikus enzim expressziéja. A felsé részen
talalhato immunhisztokémiai festések egy reprezentativ PAX-FOXO fuzi6 negativ eset festését mutatjak (jobb
fels6 sarokban az adott H-Score van feltiintetve), az alsé részen az dsszes vizsgalt esetet jellemz6 H-score értékeit
abrazoltuk. (nagyitas 50 uM)

1V.5.1.3. Human emldécarcinomak metabolikus plaszticitasa mint potencidalis target

Az emlédaganatok incidencidjanak novekedése és emiatt a rossz progndzist, terapiarezisztens
daganatok még mindig nagy szdma indokolja jfajta megkozelitésekkel 11 terapias lehetdségek
feltarasat.

Metabolikus és mTOR aktivitas vizsgalataink eddig bemutatott eredményei, pl. a ZR75.1
emldcarcinoma sejtek jellegzetes kiegyenstlyozott metabolikus fenotipusanak megismerése
kozben mertilt fel, hogy a metabolikus kiilonbségek egy nagyon heterogén, de alapvetden
néhany nagy molekularis szubtipusba sorolhat6 szolid daganattipus esetében vajon milyen
metabolikus jellegzetességekkel fiigghetnek Ossze. Ennek megfelelden 10, a négy nagy
emlOcarcinoma szubtipust reprezentalé sejtvonal mTOR aktivitasat, metabolikus enzim
expresszidjat, intracellularis metabolit mennyiségét, illetve az mTOR ¢és mas metabolikus
gatlok hatasait vizsgaltuk in vitro kisérleteinkben.

Eredményeink alapjan mTOR aktivitas szempontjabol 3 csoportba osztottuk a 10 sejtvonalat:
1. mTORC1 komplex, 2. mTORC2 komplex, illetve 3. kiegyenstlyozott aktivitasu sejtvonalak.
Az els6 csoportban az alacsonyabb p-Ser473-Akt és jelentds p-S6 fehérje szintek mellett a
rapamycin szignifikans proliferacio gatlo hatast mutatott, mig a specifikus Akt-kinaz gatloval
(GDC) szemben rezisztensek voltak a sejtek (SKBR3, MDA-MB453 (HER2+) és HS578T
(TN)). mTORC2 komplex dominans fenotipusunak fogadtuk el azokat a sejtvonalakat,
amelyekben a rapamycin kezelés nem vagy alig hatott, de GDC és/vagy PP242 (mTORC1/C2
komplex gatlo) hatasa szignifikans volt; parhuzamosan ennek megfeleléen pedig p-Ser473-Akt
fehérje mennyisége magasabb volt, mint a p-S6-¢ ezekben a sejtvonalakban (T47D (LumA),
ZR75.1 és BT474 (LumB)). A harmadik csoportba azok a rapamycin rezisztens sejtvonalak
keriiltek, amelyekben rapamycin érzékenységet vartunk a p-Ser473-Akt és p-S6 fehérjék
mennyisége alapjan, de csak PP242 érzékenységet mutattak (MCF-7, MDA-MB231, BT549)
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vagy egy sejt esetében még azt sem (az MDA-MB468 sejt mTOR gatlo rezisztens). Ebbe a
csoportba ugyan tobbségében TN sejtvonalak keriiltek (MDA-MB231, MDA-MB468, BT549),
de egy viszonylag jobb prognozisi LumA tipust sejtvonal, az MCF-7 is ilyen
jellegzetességeket mutatott (66. abra).
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66. abra Human emlécarcinoma sejtvonalak mTORC1 és C2 komplex aktivitas jellemz6i, mTOR inhibitor
érzékenységi adatai. Western blot adatok két-két Luminalis A (MCF7, T47D) és Luminalis B (ZR75.1, BT474),
illetve HER2+ (SKBR3, MDA-MB453) és négy tripla negativ sejtvonalban. 72 h-as in vitro kezelések (Rapa — 50
ng/ml,aC1/C2 PP242 — 1 uM és az Akt inhibitor GDC — 1 uM) proliferaci6 gatlo hatasait hotérképpel jeloltiik.
Az mTOR komplexek aktivitas értékelését a fehérje expresszid és az inhibitorok hatasai alapjan végeztiik el (C1
— dominans mTORC1, C2 — domindns mTORC?2, C — nincs komplex aktivitas dominancia, C * — mTOR inhibitor
rezisztens).

A metabolikus enzimek mennyiségi kiilonbségei ¢€s a gatlészerek hatdsai kozott is talaltunk
ugyan Osszefliggéseket, ezek alapjan azonban kiilonb6zd metabolikus fenotipusu csoportokat
nem tudtunk kialakitani, mert az adatok nagyon sokfélék voltak. Minden vizsgalt sejtvonalat
magas LDHA fehérje expresszi6 jellemzett, és az LDHB mennyisége sem mutatott szignifikans
kiilonbségeket (Western blot). A Warburg-fenotipushoz tarsuld egyéb enzimek megjelenése is
csak kisebb eltéréseket mutatott, ami a sejtek in vitro kornyezetben jellemzé
gliikozhasznositasaval €s a 3BP proliferacio gatldo hatidsaval Osszefiiggott. A leghatdsosabb
metabolikus proliferacio gatlo kezelésnek a glikolizis gatld bizonyult, bar a GLUT1 ¢és LDHA
fehérjék alacsonyabb mennyisége Osszefliggott a kisebb mértékii gatlohatassal a BT474 és
HST578 sejtekben, illetve a gyakorlatilag rezisztens SKBR3 sejtekben. A glutaminolizis gatlo
BPTES kevésbé hatékonyan gatolta a vizsgalt sejtek novekedését, csak a HS578T kezelésekor
tapasztaltunk szignifikans proliferacio gatlast. Lehetséges magyardzatként a sejtvonalban a
GLS mindkét vizsgalt izoformdjanak expresszidja magasabb volt, mint a tobbi TN sejtben. A
lipidanyagcserével Osszefliggd enzimek koziil a FASN inkdbb a nem-tripla negativ
carcinomakat jellemezte, mig a CPT1A minden sejtvonalban jelentds expressziot mutatott. A
legjelentdsebb intertumoralis kiilonbségeket az ACSS2 (acetathasznositds) mennyisége
mutatta, igaz az dsszes sejtvonal esetében megjelent. E16bbiek ellenére a BMS (zsirsavfelépités
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gatloszere) €s az etomoxir (zsirsavoxidacio gatld hatast inhibitor) alig mutatott proliferacio
gatld hatasokat. Ezek alapjan szubtipustol fliggetleniil kiilonb6z6 anyagcsere-utvonal
atrendezddésekkel jellemezhet6k az emlécarcinoma sejtek, amit az intracellularis metabolit
koncentracio kiilonbségek is megerdsitettek (a TN sejtvonalak esetében tapasztaltuk a

legnagyobb laktat/malat ¢s Warburg/OXPHOS héanyados eltéréseket) (67. abra).

GLUT1 55 kDa
G6PDH 58 kDa

Metabolit koncentraciok (LC-MS eredmények alapjan)

GAPDH 36 kDa
LDHA 37 kDa sejtvonal szubtipus Laktat/malat Glikoitikus
LDHB 37 kDa arany sorrend
B-F1-ATPase 52 kDa HS578T TNBC 72,2+0,04 1
Glikolizis gatlo érzékenység BT549 TNBC 64.7+0.,03 2.
3or NN D - MDA-MB468 TNBC 21.240.03 3
BT474 LumB 17,6+0,01 4.
Glutaminolizis gatlé érzékenység Ry it 14,3+0,05 3.
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[ MDA-MB231 TNBC 10,2+0,08 7.
SKBR3 HER2+ 8.9+0,06 8.
ZR75.1 LumB 5,6+0,05 9.
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67. abra Human emlédaganat sejtvonalak metabolikus fehérje expresszios profil és intracellularis
laktat/malat arany kiilonbségei. Metabolikus enzimek expresszidjat Western blottal az inhibitor érzékenységeket
pedig Alamar Blue és SRB proliferacios tesztekkel vizsgaltuk 72 h-s in vitro kezeléseket kovetden (glikolizis gatlo
3BP - 100 uM, glutaminaz gatlé BPTES — 10 uM, lipid szintézis gatlo BMS —10 pM, lipid oxidacio gatld etomoxir
— Etom 50 pM); az abra jobb oldalan a sejtvonalak intracellularis metabolit koncentracio mérései (LC-MS) alapjan
meghatarozhato laktat/malat aranyokat is feltiintettem.

El6bbiek és korabbi IHC vizsgalataink alapjan a kovetkezo fehérje markereket valasztottuk Ki
— p-S6, Rictor, LDHA, GLS, CPT1A, FASN — human emlédaganatok in situ metabolikus
jellemzéséhez (68. abra).

A kiilonbozo festések (atlag vagy median H-score) Osszehasonlito értékeléséhez minden
szubtipusbol azonos szamu (N~20) esetet, csak invaziv duktalis carcinomakat valogattunk be a
vizsgalatba (igy a hisztologiai variaciok nem zavartak az értékelést). A betegek klinikai adatai
reprezentaltak a nemzetkozi standard kezeléseknek megfeleld varhato terapias eredeményeket.
A kozel 100 human biopszias mintdban kapott IHC festések értékelésének eredményei a normal
szovetekhez képest az mTOR aktivitas, elsésorban mTORCI1 aktivitas emelkedés jeleit,
fokozott p-S6 expressziot mutattak az esetek nagy részében. A p-S6 THC festésekben jelentds
intra- és intertumoralis expressziokiilonbségeket tapasztaltunk, ami ebben a festésben volt a
legjellemzObb. A normal duktalis epithelidlis sejtekhez hasonld, magas Rictor expressziot
figyeltiink meg a daganatsejtek (median H-score=180) jelentds részében is, ami az mTORC?2
komplex jelenlétére utal a normal duktalis és az emlétumorsejtekben egyarant. A CPT1A ¢és
FASN enzimek funkcidiban ismert eltérések alapjan azt vartuk, hogy emelkedett lipidszintézis
(magas FASN) esetében a zsirsavak mitokondriumba szallitasa inkabb gatolt (a lipidoxidacio

127



dc_1829 20
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csokkenés, alacsony CPT1A) ugyanazon tumorteriileteken. Ettdl eltéréen azonban mindkét
fehérje jelentds expresszio emelkedést mutatott a tumorok tobbségében (H-score=240, illetve
210). Inverz fest6dési mintazatot (magas FASN expresszio, alacsony CPT1A vagy ennek
ellenkezdje) ritkan figyeltiink meg, a FASN és CPT1A overexpresszio a szdvetek azonos
teriiletein, gyakorlatilag azonos sejtekben jelent meg az esetek ~60%-aban. A lipidanyagcsere
enzimek fokozott expresszidja mellett homogén citoplazmatikus LDHA ¢és mitokondrialis
fehérjékre jellemzd granularis GLS expresszid jellemezte a normal és a tumorszoveteket.

68. abra Human emlécarcinomas esetek reprezentativ immunhisztokémiai festései mTOR aktivitas és
metabolikus markerekkel. Anti-p-S6, anti-Rictor Anti-LDHA, anti-GLS, anti-FASN, anti-CPT1A
immunfestések (DAB-barna reakci6, hematoxilin hattérfestéssekl, a nagyitas feltiintetve).
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Eldbbieket kiegészitve atlag H-score értékek alapjan szubtipusoktol fiiggetlen kdzepes mértékii
mTOR aktivitas (p-S6 és Rictor) és GLS expresszios szint jellemzd in Situ az emlécarcinomas
esetekben. A Warburg-glikolizissel Osszefiiggdé LDHA és a lipidanyagcesere jellemzéséhez
kivalasztott CPT1A és FASN magas H-score értékek szignifikans sszefliggést mutattak a HR-
negativ statusszal. A CPT1A fehérje mennyiségének emelkedése ugyan altalanosan jellemezte
az Osszes esetet, Osszehasonlitva azonban a szubtipusokat, relative alacsonyabb CPT1A és
FASN expresszids score volt jellemzd a HER2+ és TN esetekben, mint a HR negativ LumA ¢és
LumB csoportban (69. abra).
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69. abra Human emlédaganatok mTOR és metabolikus enzim festéseinek H-score értékelés eredményei,
hormonreceptor és szubtipusfiiggdé expresszio kiilonbségek. Atlag H-score értékek és szorasuk **p <0,01, *
p<0,05. Szines keretekkel kiemeltiik a 1ényegesebb dsszefiiggéseket mutatd abrakat.

A klinikai és tulélési adatok (tavoli metasztazismentes tulélés és teljes tulélés) és az THC
értékelésekben kapott adott fehérjek esetében meghatarozott IHC H-score értékek elemzését
elvégezve a betegeket festésenként alacsony és magas H-score értékii csoportokba osztottuk.
Ehhez a cut-off értéket a median H-score érték alapjan hataroztuk meg (p-S6, Rictor, LDHA,
GLS 150, illetve CPT1A és FASN 200). A magas p-S6 H-score értékek szignifikdnsan
Osszefliggtek a betegek magasabb életkoraval, mig az LDHA H-score értékek a szubtipusokkal,
HR-statusszal, grade-del és stage-el. A magas p-S6 H-score szignifikans sszefiiggést mutatott
szubtipustdl fliggetleniil a tavoli metasztazis megjelenéssel, a rovidebb metasztazismentes és
teljes tuléléssel. Meglepd 0sszefiiggést mutatott elemzésiink a GLS expresszid és a hosszutavi
teljes tulélés kozott, a magasabb H-score értékek mellett szignifikansan jobb tulélési
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eredményeket figyelhettiink meg — ennek persze technikai oka is lehet, az IHC-vel hasznalhat6
ellenanyag ugyanis a két funkcioiban eltérd GLS izoforma elkiilonitésére nem alkalmas.
Tendenciaban jelentds kiilonbséget mutatott még a CPT1A és FASN H-score értékek elemzése
IS, mutatta a korabban emlitett inverz jelleget, az alacsonyabb CPT1A H-score a jobb, mig az
alacsonyabb FASN H-score a rosszabb prognozissal fliggott dssze.

A legérdekesebb eredményeket abban az elemzésben kaptuk, ahol kombinaltuk az mTOR
aktivitas és a tobbi metabolikus utvonal markerekeinek értékelését a metabolikus
alkalmazkodasi képesség megitélése érdekében. Magas metabolikus plaszticitasinak
tekintettiik azokat az eseteket, amelyeknél a mTOR aktivitas mellett még legalabb két masik
metabolikus enzim H-score értéke magasnak bizonyult. Ezek alapjan nem szignifikansan, de
jelentds mértékben (trend) Osszefligg a jo6 metabolikus alkalmazkodasi képesség, a vizsgalt
daganatok metabolikus plaszticitasa a rossz prognodzissal, a rovidebb tavoli metasztazismentes
¢s teljes tuléléssel. Eredményeink szerint a magas p-S6 H-score és még két tovabbi enzim
magas H-score érteke (LDHA, GLS, FASN vagy CPT1A), még j6 progn6zisit HR+ szubtipusok
esetében is felhivhatja a figyelmet a rossz prognozisra, a beteg szoros kdvetésére, mig forditott
esetben pl. TN emlddaganatokban az alacsony mTOR aktivitds, a metabolikus plaszticitas
hianya biztato, j6 prognozisra utald jel lehet. Tovabbi statisztikai elemzésekkel a tényezok
rizikd6 meghatarozé szerepét vizsgaltuk. COX regresszié és multivariancia analizis (életkor,
szubtipus, HR statusz, grade és stage figyelembe vétele) szerint magas p-S6 H-score és a
meghatarozhatd metabolikus alkalmazkodd képesség alkalmas rizikdé becslésre (p-S6 —
RR=2,528; 95% CI 1,278-5,00; p=0,008, plaszticitasi score — RR=2,48; 95% CI 1,021-6,021;
p=0,045) (70. abra).
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70. abra Kaplan-Meier elemzések eredményei, egyes metabolikus enzimek expresszié kiilonbségeinek,
illetve a metabolikus plaszticitas (magas mTOR aktivitds és minimum még két magas metabolikus enzim
expresszio értékelés) metasztazismentes, illetve teljes tiléléssel kimutathaté osszefiiggései. A median H-
score-ok figyelembevételével 150-es H-score cut-off érték mellett a p-S6, GLS, mig 200-as H-score cut-off érték
mellett a FASN és CPT1A expresszio alapjan alacsony (zold) és magas (fekete) expresszioval jellemezhetd
csoportokat vizsgaltunk a bal oldali analizisekben, illetve zold szinnel az alacsony, mig fekete szinnel a magas
metabolikus plaszticitast csoportokat jeloltiik a jobb oldali két abran.
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IV.5.2. A metabolikus targetek felhasznalasanak lehetoségei: rapamycin+doxycycline
kezelések daganatnovekedést gatlé hatasa in vitro és in vivo

A metabolikus targetek kombinalt felhasznalasanak jelentdségét a legujabb eredményeink
mutatjak be legszemléletesebben. A gliomak esetében tesztelt in vitro kombinacios kezelések
koziil a varhatoan kevésbé stilyos mellékhatasokkal jaré rapamycin és doxycycline kezelés in
vitro hatasait egy tObbféle sejtvonalat magaba foglalé vizsgalatban tanulmanyoztuk.
Eredményeink szerint a sejtvonalak jelentds részében additiv vagy szinergista proliferacio gatld
hatasokat figyelhetiink meg, sot a sejtvonalak 2/3-4ban a proliferaciogatlas mértéke 50%-nal is
magasabb mar 72 orat kovetden. A vizsgalt sejtvonalak kdzott a 10 emldcarcinoma sejtvonal is
szerepelt. Mindezek in vivo jelentéségének megerésitése érdekében tovabbi xenograft
vizsgalatokat is kezdtiink a HER2+ ¢s HR+ ZR75.1 illetve a tripla negativ MDA-MB231
esetében. Ebben a vizsgéalatsorozatban 0Osszehasonlitottuk a kezelések eredményeit a
doxorubicin hatasaival is. A rapamycin+doxycycline, rapamycin+doxorubicin, illetve a
doxycycline+doxorubicin kombinacidk is szignifikdnsan jelentds tumorndvekedés gatlo
hatasokat mutattak. A sokféle szolid daganat, illetve egyes lymphomak esetében a
rapamycin+doxycycline kombinacié vagy mas metabolikus szerekkel kombinalt kezelések (pl.
metformin vagy glutaminolizis gatlok) tumortipustol fiiggetlen, de az adott sejtek metabolikus
tulajdonsagatol fliggd hatasainak kiaknazasa igy talan ujabb lehetéségeket teremt a rezisztencia
attorésében (71. abra).
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71. abra Rapamycin és doxycycline metabolikus hatasainak tumornovekedés gatlé hatasai in vitro és in vivo.
A legkiilonb6zobb human sejtvonalak esetében a rapamycin+doxycycline kezelés proliferacio gatld hatasainak
osszefoglalasa (pirossal jeldltiik azokat a sejtvonalakat, ahol a kombinaci6 tobb mint 50%-kal csdkkentette a sejtek
novekedését in vitro, illetve a diagram mutatja, hogy a vizsgalt sejtvonalak 2/3-a esetében a kezelés additiv vagy
szinergista hatasu volt (a.); 10 emlécarcinoma sejtvonal in vitro rapamycintdoxycyline kezelésének in vitro

s
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sejtvonal xenograftjainak kezelése Rapamune, doxycycline és doxorubicin kombinacidkkal (Rapamune 3 mg/kg,
doxorubicin 2 mg/kg és doxycycline 200 mg/kg) tumortérfogat /6 x (2 x (Kisebb 4tmérd + nagyobb 4tméré)/3)3

A bemutatott eredményeink, illetve a munkacsoportunk egyéb megkezdett vizsgalatai is azt
tamasztjak ald, hogy mind a hagyomanyos kemoterapias, mind a célzott kezelések esetében a
metabolikus valtozasoknak is szerepe van a daganatsejtek talélésében, a késdbbi relapszusok
¢s terapiarezisztencia kialakulasaban. Ezeknek a folyamatoknak a megismerése és terapias
célzasa pedig javithatja a jelenlegi kezelések eredményeit a jovoben.

IV.6. Modellrendszerek metabolikus allapotot befolyasolo hatasanak szerepe
daganatbiologiai kisérletekben

A legijabb munkdinkbol csak néhany érdekes ujdonsdgot mutatnék be, egyrészt, mert igen
fontos szerepiik lehet a jovOben, masrészt mert jelentdségiik szorosan kapcsolddik a jelenleg
altalam vezetett munkacsoport, a Tumormetabolizmus munkacsoport fejlesztéseihez,
kutatdsaihoz, a tumorok metabolikus viselkedésének tanulmanyozasahoz. Ebben a
munkankban kilonbozd in vitro és in vivo tumormodellek novekedési, rezisztencia és
metabolikus tuljadonsagait hasonlitjuk 6ssze annak érdekében, hogy megtalalhassunk olyan
eddig fel nem ismert vagy elhanyagolt metabolikus kiilonbségeket €s mechanizmusokat,
amelyek in vivo, haromdimenzios tumorszovetekben jarulnak hozza a daganatok
alkalmazkodasahoz, progressziojahoz, terapia rezisztencidjahoz.

IV.6.1. 3D Bionyomtasi laboregység létrehozasa, a technologia beallitaisa, human
emldcarcinoma biotintak létrehozasa és 3D ,,szovetek” nyomtatasa, xenotranszplantalasa

Az elmult évben sikeriilt megvalositani egy 01j 3D Bionyomtatasi egység 1étrehozasat az dltalam
vezetett sejt- és szovettenyészto laboratoriumban, az eszk6zok beszerzéséhez sziikséges anyagi
forrast palyazat Gtjan nyertiik a Semmelweis Egyetem és Pazmany Péter Katolikus Egyetem
Bionika Kar koézos Nemzeti Bionika palyazataban (ED_17-1-2017-0009 NKFI Nemzeti
Bionika Program). Ennek segitségével biotinta recepteket optimalizaltunk — elsésorban
emldcarcinoma sejtekbdl — szdvetszerli strukturdk nyomtatasahoz. 3 sejtvonal esetében mar
optimalizalt biotinta receptekkel és az elsd nyomtatott raftok novekedésének jellemzésével,
adott kezelések, pl. a rapamycin kezelés hatasvizsgilatival is rendelkeziink. Ossze tudtuk
hasonlitani a 2D tenyészetek, 3D spheroidok és a nyomtatott raftok novekedését, ezek
segitségével meg tudjuk kezdeni adott, korabban mar monitorozott metabolikus tényezok,
enzimek expresszio kiilonbségeinek vizsgalatat is. Eredményeink szerint a 3D spheroid
kultaraban tartott sejtvonalak metabolikus ¢és proliferacios, illetve in vivo raftképz6
tulajdonsagai is megvaltoznak, ami adott kezelésekkel szembeni valaszreakcidkban is
kiilonbségeket eredményezhet. Fontos eredményiink, hogy olyan nyomtathat6 raftokat hoztunk
létre amelyek in vivo xenotranszplantalhatok SCID egerekbe, ez a kidolgozott technologia
alkalmas lehet miitéti tumormintak esetében patient-derived xenograftok létrehozasara és
tesztelésére is. Ilyen technologidk tesztelése és fejlesztése zajlik jelenleg munkatirsaim
segitségével, de természetesen utdbbi vizsgalatainkat elobb egér tumormodellekkel, majd ezt
kovetden etikai engedélyek beszerzése utan kezdhetjik meg human tumorok esetében (72.
abra).
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72. abra Az intézetbe telepitett 3D bionyomtatd, az elsé nyomtatott vazak (felsé sor), in vitro névekvé
nyomtatott szovetszerli strukturak (HE festett metszetek), csévazas szerkezetek, in vitro és in vivo
novekedésnek indult raftok képei.

IV.6.2. 2D, 3D spheroid, illetve 3D bionyomtatott szovetek, kiilonbozé xenograftok
novekedésének és egyes metabolikus tulajdonsagainak jellemzése

Az eldbbi 3D tenyésztési lehetdség mellett 3D spheroid tenyészetek és 2D tenyészetek eddig
elvégzett dsszehasonlitd elemzései alatdmasztjak, hogy 3D tenyésztési koriilmények kozott
metabolikus eltérések jellemzik a sejteket. Ezek az eltérések pedig nemcsak a terapias vélasz
eltérésekhez vezetnek, hanem a rezisztencia kialakulasa mellett tumordssejtszerii sejtek
szelekcidjat eredményezhetik szoveti kornyezetben. Eddigi eredményeink emldcarcinoma
sejtekben alatamasztjak a metabolikus, proliferacié gatld és egyes terapias szerekkel szembeni
eltérd érzékenységet a vizsgalt modellekben. Mind az MDA-MD231 tripla negativ, mind a
ZR75.1 sejtekben kimutathaté a 3D spheroid tenyészetekben a terapias érzékenység valtozas.
Az MDA-MB231 sejtek esetében 2D tenyészetekben igen hatasos kombinalt kezelések hatésa,
mig a ZR75.1 sejtekben a doxorubicin érzékenység is csokkent 3D spheroid tenyészetekben. A
ZR75.1 sejtekben a metabolikus valtozasokat enzim expresszid €s metabolit szinten is
kimutattuk, a Warburg versus OXPHOS fentotipus megjelenésével parhuzamosan a laktat
mennyisége ¢s LDHA ¢és mTORC2 komplex expresszidja is csokkent, mig a citratkori
metabolitok mennyisége emelkedett. EIobbi valtozasokkal parhuzamosan az LC3, ALDH, GLS
expresszio fokozodott, a CPT1A expresszio pedig nem csokkent. Mindezek a valtozasok
magyarazhatjdk a sejtek dallapotanak megvaltozasat, ami a kialakul6 doxorubicin ¢és
doxorubicin+rapamycin rezisztencia magyarazata is lehet. Ugyanezzel Gsszefligghet, hogy a
2D tenyészetekbdl inditott xenograftok novekedési iiteme lassabb in vivo a xenotranszplantacio
elsd 18 napjaban, mint a 3D spheroid tenyészetekbdl inditott xenograftok esetében (73. abra).

Ezeket a vizsgalatainkat 3D bionyomtatott szovetszerii strukturak, egyéb xenograft és
human tumorszovet mintak hasonlé jellemzéseivel egészitjiik ki a jovOben, amelynek végén
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olyan komplex 0sszehasonlitasokat tehetiink, amik segitenek megtaldlni azokat a metabolikus
tényezoket, amelyek megértése elvezethet ahhoz, hogy: a. megérthessiik a hianyossagait az
eddigi 2D-s sejtenyészetekben végzett terapias ¢és célpont validalasi, tumorevollcios
kisérleteknek; illetve b. segithetnek, hogy ezeket a metabolikus tényezdket figyelembe véve
jobb célpontokat keressiink és jobb prediktiv modelleket dolgozhassunk ki a jovoben.
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73 . abra Emlécarcinoma sejtvonalak metabolikus és terapias érzékenység valtozasai 3D spheroid tenyésztés
mellett. Az MDA-MB231 sejtek 3 napos spheroid tenyészeteiben szelektalt Gj 2D sejttenyészet (1xHD3-2D)
jelentds rezisztencia valtozast mutatott a kiilonb6z6 kombinalt kezelésekkel szemben (SRB teszt vizsgalatok 72 h
mTOR inhibitor — Rapa, rapamycin 50 ng/ml; PP242, 1 uM; Doxo - doxorubicin 50 nM; Doxy - doxycycline 50
nM ¢és ezek kombinacioi esetében) (a.), A ZR75.1 sejtvonal kiilonbozo tenyészeteinek hematoxilin eosin festett
sejtjei — 2D, haromnapos 3D tenyészet (HD3) citospinjei a fels6 sorban, kompakt spheroid citospin festése az also
sorban (b.); A ZR75.1 sejtvonal érzékenység valtozasa 3D spheroid tenyészetben (HD3), a sejtek doxorubicin és
doxorubicin+rapamycin kezeléssel szembeni érzékenysége szignifikansan csokkent 1 hetes 3D spheroid
kulturakban, mig parhuzamosan raftképzé képességiik felgyorsult (gyorsabb novekedés in vivo) és egyes
metabolikus enzimek expresszié valtozasa (WES Simple eredmények) is alatdmasztotta a bekovetkezett
metabolikus eltolodasokat (c.)
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V. Megbeszélés
V.1. Nem onkoterapias kezelések daganat ellenes off-target hatasai

Napjainkban szamos nem onkologiai kezelés esetében tarjuk fel azok potencialis anti-
tumoralis hatdsat. Abban az esetben, ha ezeknek megismerjiik daganatos célpontjait, illetve a
szabalyozo6 halozatokban okozott hatasait, akkor olyan lehetdségek nyilhatnak meg a kezelési
stratégiak kidolgozasaban, amelyek javithatjak a hatékonysagot, enyhithetik a mellékhatasokat,
jobb életmindséget biztosithatnak a személyreszabott kezelésekben.

Az elmult évtized hasonldan jelentds eredményeinek sordt nyitottuk meg sajat, a
mevastatin és egyes immunszuppressziv szerek hatasait érint6 munkdink adataival még a
kétezres évek elején.

crcr

hatasait els6k kozott hivtuk fel a figyelmet a koleszterincsdkkent6k pleiotrop hatasai mellett a
tumorndvekedést is gatld hatasaikra. Azodta a statinok szdmos antitumoralis hatasat jellemezték
tovabbi daganatok, pl. melanomak, emldcarcinomak, hasnyalmirigy daganatok, fibrosarcomak,
gliomak, neuroblastomak és mas lymphomak esetében is (382). Az is egyre nyilvanvalobb,
hogy a statinok a kemoterapids kezelések hatékonysagat sok esetben fokozni képesek.
Retrospektiv vizsgalatok sora igazolta, hogy a statinok csokkentik a daganatok kialakulasanak
rizikojat vagy akar a daganatos haldlozast (305, 383-386). A legujabb adatok szerint a
daganatok mTOR hiperaktivitasaval is Osszefiiggé, SREBP aktivitas, lipid szintetikus
valtozasok emelkedése eredményezi a mevalonat Utvonal és szterol metabolizmus gének
beleértve a HMG-CoA reduktaz (HMGCR) és az LDL illetve receptoranak (LDLR) expresszio
fokozodasat. Elébbi enzimek funkcidi tamogatjak a daganatsejtek keletkezéskor sziikséges
lipidszintézist, tobbek kdzott ennek megzavarasaval fejtik ki a statinok antitumoralis hatasaikat.
Emlddaganatok esetében egyre tobb klinikai fazisvizsgalat tamasztja ala pl., hogy az ER
negativitds vagy magasabb vimentin, alacsonyabb E-cadherin expresszio (epithelialis-
mesenchymalis transzformacio) mellett az emlddaganatok szenzitivek a fluvastatinnal szemben
(387-389). Szamos tovabbi adat sugallja, hogy a jelatviteli utvonalak szabalyozasi zavaraval
0sszefliggd metabolikus valtozasok pl. a mevalonat Gitvonalon a farnesyl pyrophosphate — mint
poszttranszlacids prenilacid szubsztrat — és a RAS onkogén funkcidzavar vagy akar a P53
mutacio is fontos tényezd lehet a statin-szenzitivitasban. Vilagos sejtes vesedaganatokban a
VHL gén funkcidvesztd mutécioja, illetve az RHO kinaz (ROCK) szignal valtozasok szintén
Osszefligghetnek a statin szenzitivitassal. Mig egyes myeloma szubtipusok esetében a t(4,14)
transzlokacid lehet a statin szenzitivitds markere. Ugyan mindezen potencidlis szenzitivitasi
markerekek validalasa még klinikai vizsgalatokban sziikséges (390-393), azt azonban
mindenképpen alatdmasztjak az elmult évtized eredményei, hogy a statinok alkalmazasa egyes
daganatok, igy az éltalunk is vizsgalt myelomak esetében is, potencidlis, addicionalis alternativ
terapias készitmény lehet.

Az az érdekes kettdsség, hogy az immunszuppressziv allapotok a daganat incidenciat
novelik, de egyes immunszuppressziv kezelések koztik a mycophenolat mofetil
(mycophenolsav), illetve az mTOR gatlo rapamycin lymphoma és egyéb daganatnovekedés
gatlo  hatdst, napjainkban mar szintén megkérddjelezhetetlen (394-397). Sajat
eredményeinkben lymphoma sejtekben igazoltuk a mycophenolsav ¢és a rapamycin
szarmazékok lymphoma ndvekedést csokkentd hatasait in vitro és in vivo. A mycophenolat
mofetil esetében az elmult idészakban kozismertté valt a kezelés hatékonysdga nemcsak
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lymphoid, hanem szamos egyéb malignitas esetében is (epitheloid daganatok, colon-,
tiidécarcinomak vagy akar gliomak, osteosarcomak - 398-402). Az elmult években igazoldodott,
hogy a mycophenolsav altalunk is jellemzett sejtciklus blokkold hatasai sokrétiiek, a
CyclinA/CDKZ2, az Aurora kindzokon, illetve a P53, valamint a p27 és a p21 ciklin dependens
kinaz inhibitorokon keresztiil érvényesiilnek a sejtciklus gatlasaban (403-405).

A rapalogok nemcsak antitumoralis, hanem poszttranszplantacidos immunszuppresszios
felhasznalasat tamogatjak azok az eredményeink, amelyek egyrészt bemutattak a
magyarorszagi vesetranszplantaciok utan kialakult kiilonb6z6 daganatok incidenciajat és tipus
szerinti megoszlasat; masrészt egyértelmiien igazoltak az ischaemids vesében a sejtek
tacrolimus medialt mTOR aktivitas fokozodasat. Ugyanebben a munkankban a transzplantacio
talajan kialakulé vesedaganatok egyértelmii mTORC2 hiperaktivitdsanak igazolasaval
megerdésitettiik azokat az eredményeinket, amely szerint a hagyomanyos calcineurin alapa
immunszuppresszionak a daganatos rizikoban direkt mTOR aktivitast emeld szerepe lehet.
Mindez hangstlyozza azoknak a jelenlegi transzplantaciés immunszuppresszios trendeknek a
jelentdségét is, amelyekben a rapaldg konverzid, illetve a tacrolimus mellé, majd helyett
mielébb mTOR gatlo adasa javasolt (397).

A rapalogok daganatndvekedést gatld hatasait fazisvizsgalatok sora teszteli. Bar
monoterapiaban a kezelés nem elég hatasos, de egyes kombinacios kezelések vitathatatlanul
sikeresek lehetnek. Igaz a betegek egyéni metabolikus jellegzetességei nagyban
befolyasolhatjdk a terdpia mellékhatasainak toleralhatésagat, igy a klinikusok részérdl ezek
csillapitdsa, menedzselése fontos része a kezelésnek. Nem véletlen, hogy a temsirolimus €s az
everolimus tobb daganattipus torzskonyvezett gydgyszereként is megjelenik, és egyéni
engedélyeztetéssel szdmos esetben alkalmazhat6 terapiarezisztens relapszusok esetében (pl.
AML, el6rehaladott  vesecarcinoma,  neuroendokrin  tumorok,  hasnyalmirigy-,
emésztérendszeri-, tidédaganatok, visszatéré HR+ emlédaganatok, sarcomak - 264).

A dolgozatban bemutatott eredmények, és azok a vizsgalatok, amelyek a metabolikus
tamodaspontl kezelések potencidlis tumorellenes hatasaira mutattak példakat jol szemléltetik
azt a nézetet, amely szerint a daganatok heterogenitasat, a nem daganatos és daganatos sejtek
sokszintll szimbidzisat ¢és szabalyozott rendszerét megzavarva hogyan tdmogathato a jelenlegi
kezelések sikere.

V.2. Daganatok mTOR hiperaktivitisa mint potencialis terapias target, szenzitizalo
hatasok

Azt, hogy az mTOR hiperaktivitas fontos és szamos tumortipus esetében jol targetalhato
valtozas tobb daganat esetében irtuk le (13. Tablazat). Szédmos esetben els6k kozott
szolgaltattunk adatokat munkdinkban a két komplex aktivitasarol, igy az mTORC2 komplex
hiperaktivitas jellemzésérdl és annak prognosztikai 0sszefiiggéseirdl.

Sajat eredményeink alatdmasztottdk, nemcsak a magas mTOR aktivitas, hanem ezen
beliil az mTORC2 komplex hiperaktivitas prognosztikai jelentdségét. Szinte valamennyi
daganattipus esetében megfigyeltiik ¢s kimutattuk az mMTORC2 aktivitds megjelenésének
prognosztikai kockazatat. Egyértelmtien igazoltuk lymphomak, DLBCL-ek, coloncarcinomak,
kiilonb6z6 tiidédaganatok vagy egyes ritka daganatok mint a rhabdomyosarcomak esetében is
az mTORC2 aktivitas és a rossz progndzis 0sszefliggéseit.

136



dc_1829 20

13. Tablazat Munkacsoportunk kozremiikodésével jellemzett mTOR aktivitas kiillonbségek a kiilonb6zé

daganattipusokban

daganattipus
eml6carcinoma

rhabdomyosarcoma
kissejtes tiidédaganatok

lymphangioleiomyomatosis
tiid6 adenocarcinoma

glioma
fibrosarcoma

coloncarcinoma

primer kozponti idegrendszeri
lymphoma

akut lymphoid leukémia
lymphomak, HL

GIST

medulloblastoma

DLBCL

mTOR hiperaktivitasi adat

p-S6 (mTORCT1 hiperaktivitas) szignifikansan
Osszefligg a rosszabb prognodzisssal

az esetek 80%-ban magas mTORC?2 aktivitas
Rictor amplifikacié és mTORC?2 aktivitas
Osszefliiggése

mTORC1 és mTORC2 komplex hiperaktivitas
MTORC?2 aktivitas emelkedés és az agyi
metasztazisok Osszefiiggése

vad IDH, jelentésebb mTORC?2 aktivitas
MTORC1 aktivitas szerepe az
onkometabolittermelésben

MTORC2 hiperaktivitas — rossz prognozis, mTOR-
gatlas EGFRI és ciszplatin szenzitizalo hatasai
MTOR aktivitas fiiggetlen és PASK fiiggd p-S6
expresszio

MTOR hiperaktivitas prognosztikai jelz6 értéke
MTOR aktivitas, mnTORCI aktivitas

MTOR hiperaktivitas

MTOR hiperaktivitas

MTORC2 hiperaktivitas

kozlemény
Pet6vari Cancers 2020

Felkai Cancers 2020
Krencz Human Pathol 2019.

Krencz Human Pathol 2018.
Krencz Human Pathol 2017.

Pet6vari Cancer Cell Int 2018.
Hujber Exp Clin Cancer Res 2017

Sticz J Clin Pathol 2017.; Pathol Onco Res
2019

Marosvari J Neuropathol Exp Neurol 2018

Nemes PLOSOne 2013

Mark BMC Cancer 2013

Sapi Diagn Mol Pathol 2011

Pocza Pathol Oncol Res 2014
Sebestyén Modern Pathol 2012; Rajnai
Virchows 2014

Mindezen munkaink kézben egy olyan immunhisztokémia vizsgalati marker panelt s
megfeleld H-score értékelést allitottunk be, amelyek segitségével az mTOR aktivitas in situ
szoveti jellegzetességei meghatarozhatok biopszids mintdkban. Ennek segitségével az mTOR
kinaz targetalashoz az inhibitorok kivalasztasahoz is segitséget tudunk nyujtani adott betegek
esetében (74. abra).

Osztodasi és talélési
szignalok, novekedési
oxigén faktorok
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mTORC2 komplex
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Ul \
anti-RAPTOR )|/ / anti-RICTOR
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anti-p-Ser473-Akt

anti-p-4EBP1

4EBP1, S6,
SREBP1, stb

Tulélés, citoszkeleton reorganizacid, anyagcsere
valtozasok...

Novekedés, fehérje és lipid szintézis, proliferacio,
autofagia gdtldsa...

74. abra Vizsgalataink alapjan az mTOR aktivitas karakterizalasara alkalmas immunhisztokémiai marker
panel. Az abran bordd betiivel, illetve kerettel jel6lt ellenanyagok javasolhatok mTOR aktivitas vizsgalat in situ
karakterizalasakor. Amennyiben csak korlatozott szamu festés végezhetd el, akkor tumorszovet fiiggben a p-
mTOR antitest festés mellé, az mTORC1 aktivitas monitorozasahoz leggyakrabban a p-S6 (ez a legmegbizhatobb
paraffinos metszeteken) az mTORC2 esetében pedig a Rictor és lehetGség szerint a p-Serd73-Akt festés
javasolhato elsésorban.
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Tobbszor segitettilk az elébbiek alkalmazasaval adott betegek tumorszovetének mTOR
aktivitds meghatdrozéasat, majd ezek alapjan rapaldg terdpidk megkezdésének engedélyezése
tortént pl. Hodgkin lymphomads, illetve egyéb ritka gyerekkori daganatos betegek recidiv
terapiarezisztens tumorainak kezelésében (406-407).

Felhivtuk a figyelmet arra, hogy ilyen esetekben akar dual mTOR inhibitor vagy
ujgeneracios MTOR inhibitor kezelések segithetnek a terapiarezisztencia attdrésében. Szamos
esetben in vitro és in vivo kisérletiinkben igazoltuk az mTOR gatlas varhato terapias
jelentéségét. Kimutattuk az mTOR inhibitor kezelések in vitro és in vivo TGF, gamma-
szekretaz inhibitor szenzitizalo hatasait lymphomakban. Eredményeinknek jelentdségét egyre
tobb vizsgalat erdsiti meg. Nem meglepd, hogy tobb mTOR inhibitor fejlesztése és tesztelése
zajlik jelenleg is a legkiilonb6z6bb daganattipusokban (214, 408-411).

Lymphomak széleskorii vizsgalataiban a normal szabalyozokkal, igy a TGFf
apoptotikus hatdsaival szemben kialakul6 rezisztencia molekuldris mechanizmusait feltarva
egyértelmilen kimutattuk, hogy az mTOR hiperaktivitdsnak fontosabb szerepe van a
rezisztencia mechanizmusban, mint a TGFf receptor Smad utvonal elemek egyes daganatok
esetében bekdvetkezd kiesésének (Smad silencing kisérletek), illetve, hogy mTOR gatlo
kezeléssel szamos rezisztencia mechanizmus fliggeszthetd fel kiilonb6zé lymphoma vagy
leukémia sejtekben. Sajat vizsgalatainkban feltartuk a TGF[ indukalt apoptozisban a
foszfatazok szerepét, illetve egyértelmiien igazoltuk a TGFf indukalt apoptdzis rezisztencidban
az alternativ jelatviteli itvonal és mTOR hiperaktivitas jelentéségét (75. bra).

TGF-B 75. abra TGFp indukalt
apoptézis lymphomakban. A
TGFB receptor aktivacidja utan

o TBRIgati6 PP2A gitl6. Smad tutvonaltol fiiggetlen PP2A
— FKBP12 1 aktivitas fiiggé modon jon 1étre
TBRHI ~ PP2A apoptozis lymphoma sejtekben.
SMAD 2/3 : Parhuzamosan a PI3K vagy
;= : J— MTORC1 gatlé hatasok segitik az
: 1 apoptézis  kialakulasat.  Ennek
SMAD 4 : megfeleléen a TGFB rezisztencia
+ SMAD4SiRNS .
o - ; "‘:" mechanizmusban, a
3 PI3K/Akt/mTOR-
———

! R — (mroRcD —i hiperaktivacidénak van jelentdsége.

TIEG +

SMAD-fliggé TGF- valaszok Apoptézis

Ezekkel Osszefiiggésben tudtuk kimutatni a rapamycin TGFP érzékenyitd hatésait,
illetve mas szabalyozo hatasok pl. egyes daganatok esetében szintén fontos onkogén hatasu
Notch hiperaktivaci6 mTOR gatlassal felfiiggeszthetoségét. A TGFB daganatbiologiai
hatésainak értékelésében azonban fontos szem el6tt tartanunk, hogy a legtjabb adatok szerint a
TGFB medialt EMT folyamatai egyes daganatokban, igy pl. az emldédaganatok
progressziojaban is nagy szerepet kaphatnak. gy az mTOR aktivitas valtozasok és azok
targetalasa, illetve ennek szerepe a TGF[3 daganatbiologiai hatasainak megvaltozasaban egyre
nagyobb jelentdséget kaphat (412). Mindezek és sajat eredményeink egyértelmiien kiemelik,
hogy a TGFp kétarcu daganatbiologiai szerepének egyik kulcseleme lehet a TGF hatasaval
parhuzamosan megfigyelhet6 mTOR aktivitas valtozasnak (413-416).
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A rapalogok tobbféle szenzitizald hatasat nemcsak lymphomékban, hanem mas pl.
colon-, tiidé- és emlécarcinomak vagy akar gliomak EGFR inhibitor, illetve kemoterapia
szenzitizalasaban is jellemeztiik. Ezen eredmények jelentéségét ma mar az egyre tobb esetben
megismert epigenetikai szabalyozasi zavarok (417, 418) is megerdsitik, amelyek koziil mi az
MTOR aktivitassal kapcsolatosan néhany miR expresszid valtozasat irtuk le ALL-ekben.
Eredményiink jelent6ségét masok vizsgalatai is alatdmasztottak. Az Nrf2 transzkripcios faktor
kemorezisztencidban jatszott szerepét és ezzel 0sszefiiggésben az adott miRNS-ek expresszid
emelkedését és mTOR hiperaktivaciot figyeltek meg. Utdbbit az adott miR-ek csendesitésével
felfliggesztették és a tumorsejtekben a spontan apoptozis rata emelkedést irtak le (419).

Az mTOR hiperaktivitassal dsszefiiggésben tobb esetben vizsgaltuk kiilonb6zé6 mTOR
inhibitorok hatasait. Megerdsitettiik, hogy Rictor (mMTORC2 komplex vazfehérje) expresszio
esetén, rapamycin rezisztencia léphet fel. mMTORC1 gatlas mellett (potencialis negativ
visszacsatolas esetében) mTORC2 aktivitas emelkedés, valamint a p-Ser473-Akt
mennyiségének novekedése is igazolhatd. Elobbiek esetében az ATP kompetitiv mTOR kinaz
gatlok vagy mas duadl inhibitorok joval hatékonyabbak lehetnek. Ezek alapjan a jelenleg zajlo
ujgeneracids inhibitorok vagy a vistusertib alkalmazésa pl. az altalunk is vizsgalt Rictor
amplifikalt mTORC2 pozitiv tiidédaganatok, mTORC?2 hiperaktivitast mutato6 LAM és ER+
terapiarezisztens emlédaganatok esetében is hatasosabb lehet (420-422). Kimutattuk az mTOR
gatld kezelések esetében a ciszplatin vagy EGFR inhibitor, illetve a temozolomide érzékenyitd
hatasait. Ezek az eredményeink és masok hasonld vizsgalatai is hozzajarultak, ahhoz, hogy
jelenleg tobb esetben (pl. colon-, tiidécarcinomak és gliomak) zajlanak mTOR inhibitor
kombinacios fazis vizsgalatok az el6bbi kemoterapias szerekkel, kisebb-nagyobb sikerekkel
(423-427).

Az mTOR aktivitas valtozasokkal Gsszefliggésben egyre tobb eredmény, koztiik sajat
eredményeink is mutattdk, hogy a metabolikus jellegzetességekkel, azok valtozasaival
Osszefiigghet a tumorok mTOR aktivitds emelkedése. Ebben az évtizedben egyre tobb
kozleményben jelent meg, hogy nemcsak a jelatviteli szabalyozési zavarok, hanem a tapanyag
¢s mikrokornyezeti stresszhatasok kivédésében, a metabolikus adaptacioban is szerepe lehet az
mTOR aktivitasnak. Az mTOR — mint egy kulcsszabalyoz6 elem a jelatviteli halozatban — a
sejt aktualis allapotanak megfeleléen segiti a metabolikus atrendezddéseket, a lebontd és
felépité folyamatok egyenstlyat a sejt tulélése érdekében (428-431). Vizsgalataink legtijabb
eredményei ezen hatdsokkal és jelentdségiikkel vannak sszefliggésben.

V. 3. Az mTOR hiperaktivitas és a metabolikus szabalyozasi valtozasok, a metabolikus
plaszticitas osszefiiggései

Metabolikus vizsgalataink kezdetén nagyon sok 1j modszert allitottunk be: tobbek kozott Jeney
professzor tapasztalatai, Tretter professzor munkacsoportjdnak ¢és az ELTE-MTA TTK
Miiszercentrumabol Szoboszlai Norbert, Ozohanics Olivér és Drahos Laszld, majd Mészéros
Katalin segitségével. Az Gjonnan beallitott kiilonb6z6 modszerek segitik: a. adott tumorsejtek
tapanyag és szubsztrat preferencidinak meghatarozasat (**C izotdp jelzett cukor vagy acetat
hozzaadasa utan mérhetd a kilégzett CO2 izotop tartalma akar sejtvonalak, akar tumoros allatok
esetében is); b. adott szubsztratok mellett a daganatsejtek oxigénfogyasztasanak illetve az
extracellularis pH valtozdsdnak mérését (Seahorse modszerrel); c. a legfontosabb Warburg-
fenotipust jellemzd laktat mellett, szamos citratkori metabolit és onkometabolit mennyiségének
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meghatarozasat LC-MS mérésekkel a sejtekbdl, azok feliiluszojabol, extracellularis
vezikulaibdl, szérumbol, szovetekbdl vagy pl. C. elegans modellkisérleteknél egyes egyedekbdl
is; d. stabil izotdp jelzett szubsztratok (gliikdz, glutamin és acetat) és specialis, definialt
tapanyagtartalmiu médiumok felhasznéalasaval a sejtek metabolikus folyamatainak jellemzését
(a beépiild izotdp jelzett szénatomok adott metabolitokban megjelené mennyiségének kdvetése,
jelzett metabolitok aranydnak meghatarozasa); e. a legkiilonb6zébb metabolikus enzimek
expresszio valtozasanak kovetését fehérjeszinten tobbféle technika segitségével (Western blot,
WES Simple — jelenleg mar tobb mint 40 metabolikus enzim vizsgalata); f. az in situ
metabolikus heterogenitas jellemzését az eldbbi enzimek immunhisztokémiai vizsgalataival.
Mindezeknek a mddszereknek a legijabb metabolikus jellemzésekben egyre nagyobb szerep
jut, egyes vizsgalatok az intracellularis metabolit-koncentraciok valtozasanak in situ
térképezését is elképzelhetdnek tartjak a kozeljovoben MALDI imaging technikaval (432-435).
Sajat vizsgalatainkat in situ egyeldre fehérje expresszids mintazat jellemzésekkel végezziik. A
metabolitok kimutatasat in situ szoveti metszetekben nem tudtuk még megkezdeni, egyes
kiilf6ldi csoportok azonban mar ilyen vizsgalatokkal is probalkoznak. Természetesen ezekben
az esetekben inkabb olyan metabolitok vagy fehérjék vizsgalata elképzelhetd, amelyek nagyobb
mennyiségben fordulnak el6 adott daganatszovetekben. Az onkometabolitok lesznek erre
alkalmasak példaul a jovOben, gliomak esetében a 2-HG lokalis kimutatasa az egyik ilyen mar
jelenleg is tesztelés alatt allo lehetdség (435-437).

Vizsgalataink legérdekesebb eredményeit azokkal a metabolikus mérésekkel mutattuk ki,
amelyekben adott tumorsejtek tapanyaghasznositasi kiillonbségeit elemeztiik. IDH mutans
gliomék esetében a 2-HG termelés forrasait azonositva kimutattuk, hogy glutamin mellett az
acetat, illetve a lipidanyagcsere valtozasok mint forrasok is hozzajarulhatnak a gliomak
bioenergetikai egyensulyanak megteremtéséhez. Ennek kapcsan figyeltiink fel elséként a
szerepére, illetve ezzel Osszefiiggésben a huméan gliomék jellegzetes SSADH
overexpresszidjara. Utdbbiak adataink szerint akéar potencialis metabolikus targetek is lehetnek
ebben az igen rossz prognozist daganattipusban. Ezeknek az eredményeinknek a felhasznalasa,
illetve a glioma sejtek metabolikus alkalmazkodédsaban a kiilonb6z6 szubsztratok szerepének
vizsgalata a jovobeni terapids probalkozasok esetében 1j lehetdségeket jelentenek és egyre
nagyobb érdeklddésre szamithatnak (438-440).

Az onkometabolitok LC-MS mérésének beallitasaval jelenleg nemcsak a laktat, de a 2-HG,
illetve akédr a fumarat-, szukcinatszint emelkedését is ki tudjuk mutatni humén szérum
mintdkban vagy akar liquorban is, ami segithet az onkometabolit termeléssel Osszefliggd
mutans tumorsejtek mennyiségének kovetésében, valamint a recidiv tumorok megjelenésének
kimutatasaban is (pl. IDH mutans AML, glioma, SDH mutans paragangliomak) (440-444). Az
onkometabolitok termelése kapcsan elsdként igazoltuk az mTOR aktivitds szerepét a laktat és
a 2-HG termelésben, amiben elsésorban az mTOR aktivitasfiiggd GLS ¢s LDHA termelésnek
van jelentdsége. Azota nemcsak a laktat és 2-HG, hanem mas onkometabolitok termelésében is
igazoltak az mTOR aktivitas jelentOségét, illetve tobb kozleményben beszamolnak a mi
eredményeiket megerdsitd, az mTOR gatlok onkometabolit termelést csokkentd direkt
hatasairol is. Mindez az mTOR gatlok egyé€b terapias hatasai kozott, a metabolikus adaptacio
mechanizmusok Osszehangold szerepét sugallja, igy mTOR gétlo kezelések esetében eldbbi
folyamatok felborulasanak lehet terapias szerepe a jovoben (445-446).
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Azt, hogy az mTOR hiperaktivitassal Osszefliggésben szoveti szinten a legkiilonbdz6bb
metabolikus utvonalak elérhetok lehetnek adott tumorszovetekben, tobbféle daganat esetében
is sikeriilt igazolnunk (elséként a ritka LAM-ban, majd gliomék, rhabdomysarcomék és
emlddaganatok esetében is). Ezekben az esetekben az mTOR aktivitas in Situ vizsgalataval
parhuzamosan alapvetd metabolikus folyamatok enzimeinek expresszid vizsgalatat végeztiik
el, és természetesen a markerek kivalasztasanal igyekeztiink in vitro vizsgalataink eredményeit
is felhasznalva minél tobbféle metabolikus folyamat markereit kivalasztani és elemezni. IHC
vizsgalataink soran tobb mint 30 enzim expresszid vizsgalata utan elemeztiik azok szdveti
megoszlasat, in situ expresszios mintazatat. Végiil altalaban adott folyamatonként legalabb 2-3
marker tesztelése utan 10-nél kevesebb markert valasztottunk ki. Adott tumortipusok elemzését
ezek segitségével végeztiik el, a legmegfelelobb mTOR aktivitas (pl. p-mTOR, p-S6, Rictor és
p-Serd73-Akt), glikolizis (GLUT1, HK2, PFK, valamint az LDHA, ami a Warburg-glikolizis
markere) és glutaminolizis markert (GLS), illetve egyéb, szubsztrat felhasznalas tamogatoként
az MCT1-et, az ACSS2-t, az SSADH-t, vagy a lipidanyagcsere jellemzésére a CPT1A-t, a
FASN-t, a p-Acly-t, az oxidacids kapacitas markereként pedig a B-F1-ATP-azt vizsgaljuk
rendszeresen.

A rhabdomyosarcomas esetek metabolikus jellemzésekor az mTOR aktivitas karakterizalasat
elvégezve a primer mintaink tobb mint 50%-aban magas p-mTOR expressziot, ezenfeliil a
Rictor fokozott expresszidjat detektaltuk a vizsgalt primer mintak 82 %-aban elsdsorban a fizi6
pozitiv mintakban. Elébbinek jelentdsége lehet az mTOR inhibitor kezelés megvalasztasaban:
a rapalogokkal szemben inkabb dual vagy mTORC1 és C2 gatlok javasolhato alkalmazasaban.
Mindezt Osszevetve a szovetek tovabbi metabolikus jellemzdivel és az érintett enzimek
festddési mintazataval, a recidiv mintakban a fokozott mMTORC2 aktivitas lehet az egyik oka
annak, hogy a preklinikum igéretes eredményei ellenére az mTORCI1 gatlok a betegek
kezelésében még nem valtottak be a hozzajuk flizott reményeket (447-450). Bar a legujabb
adatok a temsirolimus kombinalt kezelések esetében az eseménymentes ttlélésben mutattak
némi javulast, ugyanakkor a teljes talélésben egyelére nem (381). Eredményeink jelentéségét
megerdsiti egy rhandomyosarcomas gyermek esete is. Ahol a legjabb vizsgalatainkban
kimutatott Rictor overexpresszido, mTORC2 komplex emelkedett mennyisége magyarazatot
adhat a Rapamune kezelés sikertelenségére. Klinikopatologiai vizsgalataink tapasztalatait
figyelembe véve mindenképpen hangsulyoznunk kell, hogy az mTOR statusz részletes
vizsgalatat javasoljuk minden mTOR inhibitor kezelés megkezdése eldtt. Az intenziv szoveti
Rictor THC festédés jelezheti a rapalog kezeléssel szembeni rezisztenciat, dual inhibitor
sziikségességét. ElObbieken til eredményeink az mTORC2 komplex aktivitasaval
Osszefliggésben, a metabolikus adaptacioban fontos egyéb enzimek mennyiségének valtozasait
és jelentGségét is kiemelik. A gliikkozhasznositast RMS sejtekben a PFK gyenge festddése, mig
az LDHA jelentds expresszigja jellemezte, sot utobbi a recidiv mintakban még fokozodott is.
Egyértelmii korrelacio6 igazolodott az mTOR kinaz aktivitas fokozdodésa és az LDHA expresszio
kozott. Ezzel forditott 0sszefiiggést mutatva viszont a 3-F1-ATPaz alacsony mennyisége az
oxidativ foszforilaci6 elhanyagolhatd szerepét mutatta RMS sejtek anyagcseréjében.
Eredményeink azt is igazoltdk, hogy az mMTOR aktivitas tdmogatja a glutaminolizis gének
transzkripcidjat, aminek fontos szerepe lehet az intenziv proliferacié mellett megjelend reaktiv
oxigén gyokok semlegesitésében is. Nem véletlen, hogy mas vizsgalatok is mutattak
glutaminfiiggdséget RMS sejtvonalak esetében (451, 452).
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Mindezeknek az adatoknak klinikai jelent0sége lehet 1 terapias célpontok
azonositasdban. Glikolizis gatlok (WZB117, silibin, 2-deoxiglukéz, 3-bromopiruvatsav,
PFK158, TLN-232, ionidamine), illetve LDHA gatlok (FX11, GNE-140, FX11, galloflavin),
pentoz-foszfat titvonal gatlok (PGMI-004A), GLS ¢és glutamin transzporter gatlok (BPTES, a
Telaglenastat (CB-839) és a compound 968 L-y-glutamil-p-nitroanilide, AOA transzaminaz
inhibitor) preklinikai vizsgalata zajlik (452, 453) egyes rhabdomyosarcomak vagy mas
igazoltak mar in vivo is (454). Ezek a terapias fejlesztésekkel kapcsolatos eredmények a
vizsgalatainkban leirt enzimexpresszid valtozasok fényében, valoban 1j terapias célpontokat
nyUjthatnak a RMS-ban a joviben.

A legérdekesebb, a tumorok metabolikus szimbiozisat és a progresszidban a
metabolikus plaszticitas jelent0ségét igazold eredményeinket egyik utolsd vizsgalatunkban
irtuk le. Az emlddaganatok szubtipus fliggetlen, igen magas mTOR aktivitdsat és ezzel
parhuzamosan egyes metabolikus Utvonalak potencialis elérhetdségét jellemeztiik a betegek
progresszidjaval 0sszefliggésben. Immunhisztokémiai elemzésiink eredményei megerdsitették
példaul a Warburg-effektus prognosztikai szerepét (magasabb LDHA H-score Gsszefiiggést
mutatott a HR statusszal és a szubtipuseloszlassal is). Sajnos ennek ellenére az elmult
évtizedben a Warburg-effektus, glikolizis, monokarboxilat-transzporterek gatlasa a vizsgalt
szerek  hatastalansaga  (feltételezheté  metabolikus  alkalmazkodas  miatt) vagy
mellékhatas/toxicitas miatt nem hoztak igazan atiité eredményeket (455). Emlddaganatok
esetében is vannak kisebb-nagyobb ellentmondasok az mTOR, a p-mTOR és mas mTOR
aktivitasi markerek értékelésében és prognosztikai jelentdségében (456). Ezért fontosak azok
az adataink, amelyben a magas mTORCI] aktivitas (p-S6) és a rosszabb prognozis, a révidebb
tulélés kozott mutattunk ki Osszefiiggéseket. Hangstlyozni kell, hogy hasonléan a
szarkomakhoz, az emlddaganatok esetében is megfeleld biomarkerek kivéalasztisa lenne
szlikséges az mTOR gatlok alkalmazasaban (195). A rapalogok kiilonféle metabolikus hatasait,
az in vitro vizsgalatainkban is megfigyelt mTOR aktivitas metabolikus adaptacioban jatszott
szerepét, mas metabolikus gatloszerek kombinalt alkalmazasat érdemes megfontolni a jovoben.
Ezt a lehetdséget alatimasztjak azok az eredmények, amelyek mas rosszindulati daganatokban,
gliomakban és hepatocellularis daganatokban az OXPHOS/mitokondrialis biogenezis vagy
glikolitikus gatlok fokozott daganatellenes hatdsat mutattdk a rapaldgokkal kombinacidban
(457). Ezeket a megfigyeléseket egészitik ki az autofagia, a lipidanyagcsere vagy mas
OXPHOS gatlok kezeléseinek in vitro sikerei is a legtjabb célzott terapiakkal kombinacioiban
(458). Eldbbiek mellett a glutamin kétiranyt bioenergetikai felhasznaldsanak folyamata
(oxidacio vagy reduktiv karboxilacio) is fontos tényezd lehet a metabolikus alkalmazkodas
megteremtésében (459). A lipid metabolizmus adaptacids mechanizmusainak szerepét
hangsulyozzak azok a sajat eredményeink is, amelyekben a vizsgalt eml6daganatos esetek 2/3-
ban szimultan mutattuk Ki a CPT1A és a FASN fehérjék nagy mennyiségét ugyanazokban a
sejtekben, ugyanazon tumor teriileteken (mintadzat egyezés). Ezek az 0j eredményeink és a
festések kombinalt értékelése, az igynevezett magas metabolikus plaszticitds megallapitasat
segitették a szovetek metabolikus és mTOR aktivitdsanak atfogd szoveti vizsgalata alapjan.
Eredményeink egyértelmtien alatamasztottak, hogy a metabolikus plaszticitas, a metabolikus
hibrid fenotipus jelenléte kulcsszerepet jatszhat a terapiarezisztencia kialakuldsdban (460).
Ennek a munkanknak a legnagyobb tjdonsaga, hogy tobb anyagcsere folyamatot és ezek
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szdveti heterogenitasat egyszerre elemeztiik. Osszefoglalva a kapott statisztikai elemzéseket:
emlédaganatokban a metabolikus atrendezddés lehetésége mTOR hiperaktivitassal tarsulva a
rossz prognoézis rizikojat jelenti. Mindezek alapjan, az mTOR hiperaktivitas és mas metabolikus
tényezok komplex jellemzése segithet az emlédaganatok vagy akar mas daganattipusok varhato
rossz progressziojanak eldrejelzésében, ezek egyiittes gatlasa pedig a daganatok kezelésében

(76. abra).
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76. abra Metabolikus plaszticitas értékelése és potencidlis prognosztikai szerepe. Elsdsorban emlédaganatok
esetében végzett vizsgalataink alapjan a magas metabolikus plaszticitas (ami magas mTOR aktivitast és a vizsgalt
metabolikus enzimek koziil legalabb két fiiggetlen tényezd szintén magas expresszidjat jelenti) nagyfoku
alkalmazkodast tesz lehet6vé a legkiilonbdzobb stressz hatasokkal, akar a terapids kezelésekkel szemben, igy
biztositja egyes tumorsejtek talélését majd a késébbi recidivak, metasztazisok kialakulasat, ami a betegek rosszabb
prognozisaval fiigg dssze.

V.4. A metabolikus plaszticitas mint terapias target (mTOR inhibitorok és metabolikus

inhibitor kombinacids kezelések varhato jelentosége)

Az elmult évtizedek daganatbiologiai és klinikai kutatdsai a régi és 1) eredmények
atgondolasara késztetnek minden a tumorok kialakuldséval, progressziojaval foglalkozo
kutatoét. A tumorokat és onkogéneket érintd, mar egyre jobban célozhatova valt genetikai
véltozasok megismerését kovetden napjainkban a daganatok heterogenitdsanak, a tumor
dinamikus véltozasanak megértése jelenti a legnagyobb kihivast. Ez az, ami a legagresszivebb,
legétletesebb, legmegalapozottabb kezelések esetében is azt eredményezheti, hogy
kiszelektalodik egy olyan rendkiviil malignus sejtpopulécid, amivel mar sem a szervezet, sem
a jelenlegi orvostudomanyi lehetdéségek nem birkdéznak meg. Ennek hatterében fel kellett
ismerniink a szabalyozasi folyamatok haldzatanak Osszefiiggéseit, a kialakul6d szabalyozési
zavarokat, a tumorszovetek tumoros és nem tumoros elemeinek szimbidzisat, a kiilonb6zo
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alkalmazkodasi mechanizmusokat, mindazokat a lehetdségeket, amelyek a daganatsejtek
folyamatok és a szovetek komplexitasat pedig sok esetben a kisérleti modelljeink sem
reprezentaljak megfelelden, igy szdmos idedlis target és gyogyszerfejlesztés bukik meg. Szinte
semmit sem javult a helyzet pl. az agydaganatok vagy az agyi metasztazisok megjelenését
kovetden; a betegek talélési esélyei gyakorlatilag megegyeznek a 30 évvel ezelottiekkel, és ez
igy van a molekularis, célzott kezelések oOridsi sikerei €s az elkoltott dollar milliardok, a
megszekvenalt gének €s tumorsejtek tizezreinek adatai és azok feldolgozasa ellenére.

Ennek hatterében csak sejtjiik azokat az okokat, amelyeket, ha jobban megismeriink és
egyre jobban feltarunk akkor talan van remény egy komplexebb, a betegek személyre szabott
¢s egyre Sikeresebb kezelésére. Ehhez jarulhatunk hozza sajat eredményeinkkel is, amelyekben
koz0s, hogy a rezisztencia mechanizmusok hatterében vizsgaltuk azokat a mechanizmusokat,
alkalmazkodasi lehetdségeket, amelyek az mTOR-hiperaktivitassal és a metabolikus adaptacios
mechanizmusokkal vannak 0Osszefliggésben. Ezek a valtozasok mind érintik a sejt
bekovetkez6 metabolikus valtozasokat is. Sajat munkankban szamos in vitro és in vivo kisérleti
bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy az mTOR kombinalt gatlasa nemcsak a hagyomanyos
vagy célzott kezelésekkel, hanem akir mas metabolikus kezelésekkel kombinacidoban
meggatolhatja a daganatok novekedését. Ezekben a kezelésekben kiilon érdekesek azok a
kombinaciok, amelyek egymast kiegészité metabolikus hatasokkal gyakorlatilag elvagjak az
alkalmazkodas tvonalait, igy metabolikus katasztréfat indithatnak el a tumorsejtekben (461).
Az egyik leghatékonyabb metabolikus kombinacids kezelés soran pl. az mTOR gatlokkal anti-
mitokondrialis hatasu antibiotikum kombinaciok hatasait vizsgaltuk (462-464). A doxycycline
ilyen hatdsait mds munkacsoportok is tanulmanyoztak az elmult idészakban, egyes adatok
szerint alkalmazasa a tumorok esetében pont metabolikus hatdsai miatt gatolhatja a ,,dormant”
vagy nyugvo dssejtszerli metabolikus fenotipust tumorsejtek talélését (257). Emlécarcinomas
betegek esetében egyre tobb adat all rendelkezésre ezekrdl a hatasokrol, illetve mas metabolikus
kezelések a terapia hatékonysagat segitd alkalmazasardl (465). Kiilon érdekes az eldbbi
folyamatok kombindlasanak lehetdsége a jelenleg legnagyobb érdeklddésre szamot tartd
immune-checkpoint inhibitor terapiak esetében (466).

Sajat munkaink is azt mutatjak azonban, hogy ezeknek a metabolikus folyamatoknak a
jelenlegi kisérleti modellekben az eredményei korlatozottan értékelhetdk, hiszen a 2D
sejtvonalak vagy a jelenlegi xenograft modellek is szamos metabolikus mechanizmusokat is
érintd korlattal rendelkezhetnek. Kisérleteinkben megkezdtilk azokat a vizsgélatainkat,
amelyekben a legkiilonb6zobb metabolikus katasztrofak indukcigjat 3D modellekben, illetve
3D bionyomtatott daganatszovetszerii struktarakban tesztelhetjiik. Ezekben vizsgaljuk a
jovoben azokat a doxycyclinetrapamycin, illetve rapamycintegyéb metabolikus inhibitor
kombinaciokat, amelyek vizsgalataink szerint a vizsgalt sejtvonalak 2/3-aban igen sikeresek.
Természetesen mas metabolikus Utvonalak gatlasa is elképzelhetd, mivel ezek kombinécioi az
alternativ metabolikus alkalmazkodés lehetéségét gatolhatjdk meg. Ezek alkalmazéasédhoz
azonban az adott kezelések metabolikus valto mechanizmusainak megismerésére is sziikségiink
lesz. Ezek a tipusu vizsgélatok zajlanak, igy elobb-utobb remélhetden pozitiv eredményekrdl
szamolhatunk be sajat vagy masok hasonlo6 vizsgélatai esetében.
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VI. A tézisek, eredeti megfigyelések oOsszefoglalasa és az eredmények
ujdonsagtartalmanak, hasznositasanak bemutatasa

1. Apoptozis indukcié lymphoma és leukémia sejtvonalakban, mevastatin és
immunszuppressziv kezelések (mycophenosav és rapalégok)

crer

- Elsokeént igazoltuk a mevastatin myeloma sejtek proliferaciojat gatlo és apoptozis indukalo
hatdsait. Jellemeztiik a kivaltott apoptozis folyamatait (BCl-2  expressziovdltozas,
mitokondrium  depolardzacio és kaszpdzok szerepe, a folyamar haldl-receptor
fliggetlensége).

- Az immunszuppressziv kezelések koziil a mycophenolsav (mycophenolat mofetil) dozis- és
idofiiggo proliferacio gatlo és apoptozis indukalo hatasat elsokent jellemeztiik a lymphomak
novekedés gatlasaban.

- A rapalogok hatdsait tesztelve a  legszélesebb  korben, a legkiilonbozdobb
daganatsejtvonalakban jellemeztiik a rapalogok, mTOR kindz gatlok pozitiv, terdpids
érzékenyito hatasait (pl. EGRF inhibitor, ciszplatin vagy temozolomide érzékenyito
hatdsok), ami a jovébeni kombindcios kezelésekre iranyitja a figyelmet.

Ezeknek a munkaknak a jelent0ségét szamos egyéb daganat esetében késébb leirt hasonld
hatasok tdmasztottak ald. A rapaldgok alkalmazasa egyre szélesebb korben zajlott, zajlik és
tobb daganattipusban a recidiv, terapiarezisztens esetekben torzskonyvezett lehetdségként is
sok esetben megjelenhet. A statinok esetében is tobb tanulmany igazolta vizsgalataink ota azok
daganatellenes alkalmazasénak eldényeit. Egy 2016-0s nagy betegszdmu myelomds betegek
klinikai adatait elemz6 tanulmany egyértelmiien aldtdmasztotta, hogy a statinok alkalmazasa
jelentésen (tobb mint 20%-kal) csokkentette a halalozast a betegek kozott. A mycophenolat
mofetilrél is bizonyitotta valt az elmult években, hogy nemcsak az altalunk jellemzett lymphoid,
hanem szamos egy¢éb malignitas esetében is hatdsos tumorndvekedés gatlo szerepe lehet.

A transzlacios vizsgalatok jelenleg is zajlanak mindharom hatéanyag tipussal és azok
ujabb szarmazékaival, illetve kombinalt alkalmazésaival szamos daganattipus esetében.

2. AZ immunszuppresszié tumorigenikus hatasainak igazolasa vizsgilataink segitségével

A hazai vesetranszplantacio elso 35 évének budapesti tapasztalatait, a betegek klinikai
utankovetéset elemezve bemutattuk a vesetranszplantdciokat kovetéen kialakult kiilonbozo
tumorok megoszldasat és incidencidjat, ami csak kis mértékben mutatott eltéréséket a
nemzetkozi tapasztalatokhoz képest.

- A késobbickben ezek koziil az esetek koziil a leggyakoribb vesedaganatok mTOR
aktivitasanak elemzésével igazoltuk az mTORC2 hiperaktivitas emelkedését és
szignifikansan magasabb mértékét poszttranszplantdcios vesedaganatokban.

- A tacrolimus mTOR és mTORC?2 aktivitds fokozo hatdsait igazoltuk in vitro és in vivo

ischaemias modellekben, illetve ennek egyes vesecarcinoma sejtek potencidlis proliferdcio

fokozo hatasait tamasztottuk ala.

A hazai poszttranszplantacios beavatkozasokkal Osszefliggésben megjelend tumorok ilyen
tipusu jellemzését elsdként végeztiik el. Adataink és az elvégzett elemzés fontossagat mutatja,
hogy nemzetkozi folyodiratban megjelent dsszefoglalasunknak citacioja is rendkiviil magas. A

145



dc_1829 20

transzplantaciot kovetd immunszuppresszi6 mTOR aktivitast befolyasolé hatésait,
vesedaganatokban 6sszehasonlito vizsgalatat a de novo daganatokkal szintén elsdként végeztiik
el. Az mTORC2 hiperaktivitasanak igazolasaval megerdsitethetjiik azokat az eredményeket,
amely szerint a hagyomanyos calcineurin alapt immunszuppresszionak a daganat
kialakulasanak rizikojaban direkt mTOR aktivitast emel6 szerepe lehet. Mindez hangsulyozza
jelentdségét azoknak a jelenlegi transzplantaciés immunszuppresszios trendeknek, hogy a
transzplatacio utan miel6bbi rapaldg konverzid javasolt.

3. A Notch expresszio és aktivitas valtozas jelentosége leukémia és lymphoma sejtek

erer

- Mig a NHL sejtvonalakban és human CLL sejtekben nem, addig Hodgkin lymphomdakban
jelentés  konstitutiv NOTCHI  szignal — aktivitast — igazoltunk, mint  potencidlis
rapamycin+gamma-szekretdz inhibitor célpont.

Habar tobb kozlemény felhivta a figyelmet a Notch szignal hiperaktivitas jelentoségére egyes
lymphomakban, s6t még bizonyos szolid daganatokban is; illetve kiilonb6zé Notch szignal
gatld lehetdségek (elsésorban gamma-szekretdz inhibitorok) tesztelése is Gijra és Gjra felmertil
malignitasokban, ezek csak néhany ritka esetben hatasosak (T-ALL- fazisvizsgalatokban sem
valtottak be az el6zetes reményeket). Mindezek az adatok inkabb a mi eredményeinket
igazoljak vissza. Eszerint megfelel6é biomarkerekre lenne sziikség, de a NOTCH szignalok és
ligandok aktivitdsdnak térképezése nem konnyl feladat, figyelembe véve a mikrokdrnyezet és
a sejtek jelatviteli halézat modositd hatdsait. Elobbiek mellett hatdsosabb, specifikusabb
gatloszerek fejlesztésére is sziikség van, olyan hatdanyagokra, amelyek a mar aktivalt NOTCH
utvonal gatladsat és nem a szigndl aktivacigjat gatoljdk meg a konstitutivan aktivalt Notch
szigndlokat mutaté daganatokban.

4. TGFB indukalt apoptézis, TGFB rezisztencia hattere és TGFB érzékenyités
lehetoségének vizsgalata leukémia és lymphoma sejtekben

- A TGFp indukalt apoptozis mechanizmusaban elséként igazoltuk az alternativ, Smad
fiiggetlen jelatviteli utvonal, azon beliil a PP2A aktivdcio és ezzel osszefiiggésben a MAPK
kinaz utvonal, illetve a PI3K/Akt/mTOR utvonal gatlasanak szerepét.

- Jellemeztiik az mTOR aktivitas gatlas, valamint a rapamycin TGFS szenzitizaloé hatdsat
lymphomakban; Utobbi a rapamycin lymphomak névekedését negativan befolyasolo hatasaira,
a normal negativ szabalyozo hatasok helyredllitasanak lehetoségére hivta fel a figyelmet.

Mindezek az eredmények els6k kozott mutattak rd lymphomdkban az alternativ TGF(
jelatviteli utvonalak, 1illetve a jelatviteli halozat Osszefliggéseinek jelentOségére a
legkiilonb6z6bb negativ szabalyozo faktorok hatasainak kiesésében. A TGF[ daganatbioldgiai
hatasainak kettéssége azota mar teljesen nyilvanvalo. Igy abban az esetben, ha ezeket a
hatasokat szeretnék felhasznalni a daganatok kezelésében, akkor mindenképpen érdemes
megkiilonboztetniink, ahogy sajat vizsgalatainkban is kimutattuk, a Smad fliggd és fliggetlen
TGFpB hatasokat, illetve a direkt a tumorsejteket vagy a mikrokdrnyezet egyéb sejtjeinek
miikodését érintd hatasokat.
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5. Az mTOR aktivitas valtozasok tumornovekedést segité daganatbiolégiai szerepének

igazolasa

Lympomdk és leukémiak mTOR aktivitisanak jellemzésében egyértelmiien igazoltuk, hogy:

o Mitotikus sejtekben a riboszomalis S6 kinaz aktivitasa jelentosen megemelkedik és ennek

kovetkezményeként a riboszomdlis S6 fehérje foszfoprotein szintje is megno
Kiilonbozo lymphoma tipusok és a gyermekkori akut lymphoid leukémiak mTOR
aktivitasaban a magasabb mTOR aktivitas, illetve mTORC?2 aktivitas rossz prognozissal

fiigg Ossze

o Elobbinek megfeleloen a nem centrum germinativum (non-GC) diffuz nagy B sejtes

lymphomak esetében magas mTORC?2 aktivitdst, mig a jobb prognozisu HL-dk esetében
MTORC1 aktivitast igazoltunk, ami a sejtek mTOR inhibitor érzékenysegével is
osszefiiggést mutatott

o A diagnoziskor varhato progresszio megitélésében gyermekkori akut lymphoid

leukémidkban az mTOR aktivitas mértéke, illetve azzal Osszefiiggésben egyes miRNS-ek
expresszios kiilonbségei (pl. miR128b) is felhasznadlhatok
Szamos szolid daganattipusban a Rictor (mnTORC2 komplex vazfehérje), illetve a p-Serd73-
Akt fehérje emelkedett mennyisége (mTORCI target fehérje) Osszefiiggést mutatott a rossz
prognozissal, metasztazisok vagy akar agyi metasztazisok megjelenésével a tumorok
tipusatol fiiggoen:

o mTORC2 komplex aktivitas, Rictor overexpresszio szignifikans osszefiiggését igazoltuk a

rossz prognozissal human coloncarcinomdkban

o Kimutattuk, hogy primer tiidé adenocarcinomak és agyi metasztizisaik esetében az

magas p-mTOR H-score, illetve magas Rictor H-score (azaz mTORC2 aktivitas) az agyi
metasztazisokra jellemzobb, illetve a késobb metasztazist ado primer daganatokban
szignifikansan magasabb

o A Rictor amplifikdcio kissejtes tiidédaganatokban jo dsszefiiggést mutatott az esetek

magas mTORC2 aktivitasat jelz6, in situ emelkedett Rictor és p-Serd13-Akt expresszioval

o A ritka malignus tiidé elvaltozasokban, lymphangioleiomyomatosisokban az esetek kozel

felében igazoltuk az mTORC2 aktivitas megjelenését, ez Osszefiigghet a betegség
progresszidjaval, a rapalog kezelés alacsony hatékonysagaval

o Tovabbi daganatokban (emlédaganatok, sarcomak, gliomak, medulloblastomak, GIST-

(@]

ek, stb.) is kimutattuk, igazoltuk az mTOR aktivitas valtozdasok, igy az emelkedett
MTORC2 aktivitdas progresszios jelentoséget

mTOR aktivitds valtozasokkal dsszefiiggésben szamos daganattipusban irtunk le jellegzetes
metabolikus  valtozdasokat, —amelyek  felhiviak a  figyelmet a  bioenergetikai
szubsztrathasznositds és metabolikus valtozdsok progresszios jelentoségére:
Kimutattuk a LAM sejtek mTORC2 aktivitdassal Osszefiiggd potencidalis glutamin- és
acetdthasznositdasat
Az IDH mutdcio metabolikus kévetkezményeinek vizsgalata kézben igazoltuk az mTOR
aktivitds szerepét nemcsak a laktat, hanem a 2-HG onkometabolit termelésben is

147



dc_1829 20

o Elsokent jellemeztiik a gliomdk specidlis glutamin és GABA oxidacios képességeit és ezzel
osszefiiggé emelkedett SSADH expressziojat, illetve a GABA hasznositas proliferacio
fokozo hatasait

Ezekkel a vizsgélatainkkal mindenképpen uttéré munkat végeztiink. Szamos daganattipusban
nemcsak itthon, hanem a vildgon els6ként irtunk le egyes mTOR aktivitassal Osszefiiggd
metabolikus jellegzetességeket. Munkank eredményeként az mTOR komplexek aktivitasanak
illetve daganatszdvetek in situ metabolikus jellemzéséhez allitottunk be immunhisztokémiai
vizsgalatokat vagy intracellularis metabolit koncentracidoméréseket. Ezek segitségével ma mar
lehetdséglink van pl. egyedi gyogyszer engedélyeztetésekhez mTOR aktivitds profil
meghatarozasokra a mutéti biopszias mintakban, vagy akar metabolikus targetek validalasara,
onkometabolit termelés igazolasara, adott mutaciok esetén a daganatsejtek megjelenésével
Osszefliggd onkometabolitok szérumszintjének kovetésére (pl. IDH mutaci6 2HG, SDH
mutacio szukcinat, FH muticiéo fumarat) is. Mindezekkel a vizsgalatainkkal elsdk kozott
kezdtiik meg az orszagban a tumormetabolizmussal, a daganatok bioenergetikai vizsgélataival
kapcsolatos mérések, modszerek beallitasat, illetve kisérleti munka végzését nemcsak in vitro
és in vivo kisérleteinkben, hanem human szévetekben.

6. Az mTOR aktivitas és a szoveti metabolikus adaptacio in situ térképezése gliomakban
és emlédaganatokban, illetve mas tumorszovetekben (LAM, rhabdomyosarcoma)

- Human gliomak metabolikus plaszticitasanak vizsgalataban
o a temozolomide rezisztencia, egyes metabolikus gatloszerek, igy pl. mTOR gatlok
jellegzetes metabolikus vdltozadsait jellemeztiik glioma sejtvonalakban
o tobbféle metabolikus gatloszer+temozolomide és/vagy rapamycin kombindciok
proliferdcio gatlo hatdsait tesztelve Kimutattuk, hogy a metabolikus alkalmazkodas
gatldasa hatdsos tumornévekedés gatldst eredményez glioma sejtekben in vitro
- Gyeremekkori rhabdomyosarcomdk esetében igazoltuk az in situ magas mTORC?2 aktivitast
és ezzel parhuzamosan a Warburg-effektus, illetve alternativ  metabolikus
szubsztrathasznositds elemeként a potencialis glutaminhasznositds szerepét
- Emlécarcinomakban meghataroztuk azokat a szoveti markereket, amelyekkel nemcsak a
szovetek in situ mTOR aktivitasa, hanem a metabolikus adaptdcioban szerephez juto
metabolikus folyamatok elérhetiosége, az in situ metabolikus heterogenitas jellemezheto
o A jellemzéshez felhaszndlhato festések: p-S6, Rictor, p-mTOR, LDHA, GLS, CPT1A,
FASN — ezek a festések a szubsztrat hasznositasi lehetéségek mellett a lipidanyagcsere
folyamatok elérhetbségének vizsgalatara is lehetéséget teremtenek
o Elobbiekkel jellemezve az emlédaganatokat egyértelmiien igazoltuk, hogy:
» A Warburg-fenotipus a HR- daganatok, illetve a legrosszabb prognozisu Her2+ és TN
daganatok jellemzoje
» A lipidanyagcsere CPTIA és FASN enzimei gyakran parhuzamosan magasan
expresszalodnak a daganatsejtekben, ami gyors adaptaciora ad lehetoséget a
lipidoxidacio és a zsirsavszintézis valtasban
= A magas p-S6 expresszio, mTORCI aktivitds rossz prognozissal fiigg ossze
» A magas metabolikus plaszticitas (magas mTOR aktivitas mellett még tovabbi
metabolikus markerek expressziojanak emelkedése) osszefiigg a rosszabb prognozissal

148



dc_1829 20

Mindezek az eredményeink egyértelmiien igazoljak, hogy az mTOR aktivitas Osszefligghet a
magas metabolikus plaszticitassal, aminek a daganatos betegségek progresszidja, a
terapiarezisztencia kialakuldsa szempontjabol van jelentésége. A metabolikus plaszticitas in
situ meghatarozasat patologiai mintakban ezekben a munkainkban elséként végeztiik el. Ennek
kapcsan megerdsitettiik azokat a kordbbi sajat és masok altal is felvetett lehetdségeket, hogy
nem onkologiai kezel6szerek, metabolikus hatast gyogyszerek kombinalt kezelésével a
jelenlegi terapias beavatkozasoknal akar hatdsosabb kombinacidkat kereshetiink a jovoben.
Ezeknek a kombinacioknak pedig nemcsak a terapiarezisztencia attorésében lehet jelentdsége,
hiszen egyes metabolikus gatloszerkombinaciok enyhébb, kevésbé sulyos mellékhatasokat is
jelenthetnek.

7. Tobb sejtvonal, gliomak, emlécarcinoma sejtek esetében a bioenergetikai
alkalmazkodas gatlasanak igazolasa mTOR gatlé és doxycycline kezelésekben

- Adataink alapjan a rapamycin+doxycycline kezelés a vizsgalt kozel 30 kiilonbozo
tumorsejtvonal 2/3-aban legaldabb 50%-kal csokkentette a tumornovekedést

- Glioma sejtvonalakban igazoltuk az mTOR inhibitorok, illetve egyéb metabolikus gadtlok
koztiik a doxycycline temozolimide érzékenyito hatdsait; elséként mutattuk ki, hogy a
rapamycin+doxycycline, illetve a doxycycline+temozolomide szignifikansan csékkenti a
sejtek ruléleseét, gatolja a proliferdciot

- Doxorubicinnel dsszehasonlitva, a rapamycin és doxycycline kombinaciok rendkiviil
hatdsosnak bizonyultak kiilonbozd emlécarcinoma sejtvonal modellekben in vitro és in vivo

Ezekben a vizsgalatainkban els6ként jellemeztik a fent emlitett kiilonb6zé metabolikus
tamadasponta  kezelések  tumorndvekedést gatld  hatasait, illetve igazoltuk a
rapamycin+doxycycline legkiilonb6zébb daganatok esetében kimutathatd tumorndvekedést
gatld hatasait, ami a metabolikus alkalmazkodas felfliggesztésének potencidlis terapids
jelentdsegére hivja fel a figyelmet.

8. El6 sejtek nyomtatisira alkalmas megfelelé infrastruktira és szovettenyésztési
korilmények kialakitasa

- Hagyomdnyos 2D és 3D spheroid tenyészetek metabolikus dsszehasonlito vizsgalatainak
kiegészitése nyomtatott szévetszerii tumormodellek és xenograft modellek vizsgalataval

- Emldcarcinoma biotinta receptek, 3D bionyomtatdsi és tenyésztési protokollok kidolgozasa,
elsé nyomtatott strukturdk in Vivo tumorképzd képességének igazolasa

Vizsgélataink, fejlesztéseink Magyarorszdgon mindenképpen uttordek, illetve utdobbiak egy 1;
xenotranszplantalasi technologiai kidolgozasanak alapjait teremtik meg. Mindezek 1j
lehetéségeket nyitnak modellrendszereink tokéletesitésében, 1Uj metabolikus targetek
felismerésében.
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VII. A tézisek rovid osszefoglalasa

A legkiilonb6zobb daganatokban jelent problémat a terapia sikertelensége, a rezisztencia
megjelenése, amelynek fontos tényezdje a jelatviteli halozatok folyamataiban bekovetkezd
aktivitas valtozasok sorozata. A legtobb daganat esetében kimutathato, hogy jelatviteli zavarok,
driver mutaciok kovetkezményeként PI3K/Akt/mTOR hiperaktivitas jelenik meg.

Munkacsoportunk a két elemeiben és inhibitor érzékenységében is kiilonb6z6 mTOR
komplex aktivitas kiilonbségeinek karakterizalasaban végzett Gtt6r6 munkat; az altalunk
beéllitott immunhisztokémiai festésekkel végzik ezt a karakterizalast mara a legtobb helyen.
Az mTOR-hiperaktivitas kiilonbségek nemcsak az mTOR inhibitor érzékenység, hanem a
daganatok progresszidja szempontjabdl is fontosak. Adott tumorokban az esetek kozott
megfigyelheté magasabb mTOR aktivitas, illetve az mTORC2 komplex jelenléte és aktivitasa
a rosszabb prognozis jele. Ezeket az 0Osszefiiggéseket lymphomak, leukémidk,
coloncarcinomak, egyes tiidédaganatok, emlbécarcinomak, gliomak, vesedaganatok és
rhabdomyosarcomak esetében is els6k kozott igazoltuk. Felhivtuk a figyelmet arra is, hogy az
MTOR aktivitas gatldsa a normal negativ szabalyozok hatdsaival szemben Ujra érzékennyé
teheti a daganatsejteket (TGFp és Notch inhibitor érzékenyités). Kombinalt mTOR inhibitorok
alkalmazaséaval pedig felfiiggeszthetdvé valthatnak a rezisztencia mechanizmusok célzott (pl.
az EGFR inhibitor) vagy kemoterapias kezelésekben (pl. ciszplatin, temozolomide). Az
inhibitorok megvalasztdsdban azonban figyelembe kell venni az adott daganattipus mTOR
aktivitas profiljat, mivel a rapaldgok mTORC?2 hiperaktivitas mellett hatastalanok lehetnek.

Az mTOR kindz szabalyoz6 szerepének metabolikus hatdsait vizsgalva, a
daganatszdvetek mTOR hiperaktivitasaval 6sszefliggésben olyan metabolikus jellegzetességek
megjelenését is igazoltuk szOveti szinten, amelyek a daganatsejtek talélését, kezelésekkel
szembeni rezisztenciajanak kialakulasat segitik. Ezek ko6zott szamos bioenergetikai,
szubsztrathasznositdssal, alternativ metabolikus ttvonalak aktivalodasaval kapcsolatos
folyamatot azonositottunk (mTOR fiiggdé onkometabolit termelés; gliomak esetében a GABA
hasznositas és az SSADH overexpresszio; a glutaminhasznositas, a lipidanyagcsere folyamatok
ujrarendezédésének lehetdsége). Eredményeink szerint a kiilonbdz6 metabolikus fenotipust
daganatsejtek nemcsak gliomak, hanem pl. LAM-ok, rhabdomyosarcomak és emldcarcinomak
esetében 1s fontos metabolikus alkalmazkodasi lehetdséget teremtenek a daganatprogresszio
soran. A legkiilonbozébb daganatokat érintd vizsgélatainkban igazoltuk, hogy a. jellemezhetd
a metabolikus plaszticitds, a tumorszovet metabolikus heterogenitasa; b. a magas mTOR
aktivitas, illetve amellett a metabolikus plaszticitas is rossz prognozissal fiigg ossze (pl.
emlddaganatokban); c. egyes nem onkoldgiai készitmények, pl. metabolikus hatast gatloszerek
(statinok, etomoxir, antibiotikumok, metformin, stb.), illetve a rapamycin szdrmazékok vagy
akar mas immunszuppressziv kezelések mint mycophenolat mofetil daganatndvekedés gatld
hatastiak is lehetnek. Eredményeink kozott az egyik legérdekesebb terdpids jelentdségii
vizsgalatsorozatunk azt is aldtdmasztotta, hogy eltéré hatadsu anti-metabolikus kezelések
kombinacidja (pl. a rapamycin+doxycycline) a legkiilonb6z6bb daganatok esetében,
metabolikus katasztrofat eldidézve hatasos tumorndvekedést gatld kezelés lehet.

Mindezek alapjan az mTOR aktivitasok €s a metabolikus plaszticitds meghatarozasa, a
metabolikus adaptacié folyamatainak megismerése az adott betegek tumora esetében egyénre
szabott kezelési lehetdségeket vethet fel a kialakuld rezisztencia problémak fliggvényében.
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VIII. Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom Matolcsy Andras, Kopper Laszlo, Szende Béla és Lapis Karoly intézetvezetd
professzoroknak, akik mindig tamogattak, hogy a Patologia Intézetben kutatomunkat folytathassunk és
megteremtették az idealis feltételeket és 1¢égkort mindehhez.

Legtobbet korabbi témavezetomtdl és mentoromtdl, Kopper LaszIo professzortol tanultam, aki
végtelen tiirelemmel és atyai gondoskodassal koveti jelenleg is munkamat. Haldsan készonom, hogy jo
tanacsaival sokaig terelgette érdeklédésemet €s mindig kiilon figyelmet forditott 01j Gtleteinkre. Ha 6t
meg tudtam gydzni arrol, hogy valamilyen kutatasi projekt érdekes, akkor mar olyan alaposan
korbejartunk egy témat, hogy onnan gyerekjaték volt minden. Az 6 kritikus, eléremutatd gondolkodasat
igyeksziink kovetni munkainkban.

Koszonom Kovalszky llona professzor asszonynak, hogy a molekularis biologiai modszerek és
az extracellularis matrix bioldgia rejtelmeibe bevezetett, illetve, hogy mindig szamithatok tdmogatasara
¢s hozzaért0 tanacsaira, segitségére. Halaval tartozom Jeney Andras professzor urnak, aki tamogatta
utkeresésiinket a tumormetabolizmus biokémiai utvesztdjében, és rengeteg Gtletével, tajékozottsagaval
jelenleg is 6sztonzéen hat mindennapi kutatasi kérdéseinkben.

Kiilon koszonettel tartozom Buzds Edit, Kulka Janina, Tretter LaszIlo, Drahos LaszIo és Patdcs
Attila professzoroknak, illetve Vellai-Takdcs Krisztina és Csoka Monika tanarn6knek, hogy nemcsak
adott projektekben, hanem szdmos tudomanyos kérdésben nyujtottak hozzaérté szakmai segitséget és
inspirdld megbeszéléseken jarultak hozza otleteikkel terveinkhez.

Halas vagyok az utobbi években nyujtott egylittmiikodésért, kozos egyiitt gondolkodas
elindulasaért a tumormetabolizmussal kapcsolatos vizsgalatainkban Michael P. Lisanti és Federica
Sotgia professzoroknak, illetve Ozsvari Bélanak Manchesterben a Salford Egyetemen.

Ko6sz6n6m mindazoknak a kollégaknak - Sapi Zoltdan, Berczi Lajos, Krendcs Tibor, Papay Judlit,
Barna Gabor, Tokés Anna-Maria, Fekete Andrea, Araté Gabriella, Timar Botond, Rajnai Hajnalka,
Micsik Tamds, Bodor Csaba, Paku Sandor, Mihalik Rudolf -, akik a kiilonb6z6 daganatok
vizsgalataiban, hogy segitettek, megteremtve a professzionalis patodiagnosztikai, kutatasi hatteret.

Sosem tudom eléggé megkdszonni a mindennapi munkaban kapott segitséget és azt a 1légkort,
amit kozvetlen kollégaim és a veliink dolgozé PhD és TDK hallgatok teremtettek, teremtenek. Kiilon
halaval gondolok a mindennapokban nyujtott tdimogatasara Bagi Gyorgyinek és Csorba Gézdné
Maricanak, nekik rengeteget koszonhetek. Koszonom Tamdsi Anndnak, Paulusz Monikanak,
Kaminszky Zsuzsanak, Olah Julianak, Kurucz Csillanak és Sztodola Andrdsnak, hogy mindig segitették
munkdjukkal, hogy a kisérleteinkhez sziikséges mintafeldolgozas vagy allatkisérleti munka
megvalosuljon. Koszondm azoknak a kollégaknak is — Laczik Cecilianak és intézet tovabbi
munkatarsainak, akik egyes vizsgalatokban, adminisztrativ, vagy akar egyéb palyazati tigyekben
segitenek, segitettek. Kiemelném azokat a hallgatokat, kollégakat akikkel nap mint nap dolgoztunk,
dolgozunk faradhatatlanul azon, hogy a tumormetabolizmus munkacsoport sikeres legyen, és akiknek
nagyon sok odaad6é munkat koszonhetek: Hajdu Melinda, Danko Titanilla, Petévari Gabor, Krencz
1ldiko, Raffay Regina, Felkai Luca, Vetlényi Enikd, Sztankovics Daniel, Moldvai Dorottya, illetve Mark
A:gnes, Nagy Noémi, Sticz Tamas, Hujber Zoltan, Nemes Karolina, Kiss Lilla, Egervari Gabor, Molnar
Anna, Toth Fanni, Sipos Krisztina, Kis Dorottya.

Végiil, de egyaltalan nem utolsoésorban haladval és koszonettel tartozom férjemnek,
édesanyamnak, aposomnak és négy gyermekemnek, hogy Ok is aldozatokat hoztak, tdmogattak a
mindennapi kiizdelmekben és biztositottdk a nyiizsgd, de biztos csaladi hatteret vagy épp elviselték,
hogy nalunk egy kicsit masképp torténik minden...

A munkédhoz nyujtott anyagi tamogatasért kdszonettel tartozom a Magyar Tudomanyos Akadémia
palayzatainak, tamogatasainak; az NKFIH-nak ¢s a Semmelweis Egyetemnek.
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XII. tudomanymetriai adatok — az MTMT szerint jovahagyva

Sebestyén Anna tudomanyos és oktatasi kézleményeinek dsszefoglalasa
MTA V. Orvostudomanyi Osztaly (2020.11.25)

Tudomanyos & oktatasi kbzlemények _ Szama __ Hivatkozasok'
Osszesen Raszletezve Fiiggetlen Osszes

. Folydiratcikk? 84 — — —
srakcikk nemzetkozi folydiratban, idegen nyehi — &0 582 707
srakcikk, hazai idegen nyalvil — i} o [1]
srakcikk, magyar nyelvi — 10 B L]
sZakcikk, sokszerzds, érdami srerzokant? - u] o
dsszefoglalo kozlamény - 12 172 185
riwid kizlemény — 2 56 60

Il. Konyv 1] — — —
a) Szakkdnyv, kézikdnyv, tankinyv szerzdként [1] -— - —-
idegan nyahd — 0 o 0
magyar nyalvi — 1] o 0
aa) Felsoklatasi tankinyv — i} o [1]
b) Szakkonyv, kézikgnyv, konferenciakitel, ankinyw
szerkeszioként 0 - - -
idagen nyehd — i} - —-
magyar nyalvil — i} - —-
bi) Felsdoktatasi lankdnyy — 1] — —

Ill. Kinyréaszlet 4 -— -— —-
idegan nyahd — 0 o 0
magyar nyalvi - 4 o 1]
cc) Felsdoklatasi tankdnyviejazet - i} o 1]

IV. Konferenciakézlemény? 0 — ] 0
Oktatasi kizlemanyek dsszesen (Il.aa,bb-lIl.cc) — 1] o 0
Tudomanyas kizlemények dsszesan (I-1V) — Ba 826 858
Tudomanyas &s okiatasi kbzlemények osszesen (I-1V.) aa — 826 958

V. Tovabbi tudomanyos mivek 1 -— - —-
Tovabbi tudomanyas mivek, ide érlve a nem taljas
folyairatcikkeket &5 a nam ismert lektoralt=agd folydiratokban — o o L1}
magjelent leljes folydiratcikkeket is
Srerkeszidsegi levalazés, hozzasrolasok, valaszok — 1 B 7
Oitalmak, szabadalmak — 0 o 1]

VI. Hivatkozott absztraktokd 0 — o 0

Osszes hivatkozas' - — 83z 965

Hirsch index® 19 — - -

g index® 28 — - —

Specialis tudomanymetriai adatok Szama Osszes hivatkozas

Elsd szerzos teljes folyairatcikkek szama? 16 208

Utolsé szerzds teljes folydiratcikkek szama? 21 210

|A tudomanyos full.uzal.{Ph D) elnyerése utani (1998) teljes 75 856

tudomanyos folydiratcikkek szama

Az utolso 10 év (2010 - 2020) tudomanyos, teljes, lektoralt a7 402

tudomayos folydiratcikkeinek szama

|A legmagasabb hiva_tkuzuttsagﬂ kiizlemény hivatkozasainak 9 10.26%

szdma (az dsszes hivatkozds szazalékaban) i

Hivatkozasok szama, amalyek nem szerepelnek a WoS/5copus . a0

rendszerben

Jalentes, guideline [1] i}

Csoportos (multicentrikus) kizleményben kollaboracios

kozremiikGda’ 0 0

Megjegyzések:

1. a disszeridcico és egyéb lipusd hivalkozas nélkdli, a WoS ésfvagy Scopus rendszerben nyilvantartott adatok

. lekioralt, tudomanyos folydiratban

. a szerzd irasban nyilatkozik, hogy érdemi srerzdi hozzajarulasaval késziitek szerzdként jegyzett kizleményei, és ar érdemi hozzajarulast
dokumeantsini tudja

. konferenciakGzlemény folydiratban, kényvben vagy egyéb konferenciakdtetben

. nem-hivatkozolt absziraklitt nem kerill az Sssresitéshe

. a disszerlacio és egyab lipusl hivalkozas nélkili dsszes hivakozassal szamolva. A Hirsch és a g index definicidja

- kdzremikides eselén a csoportos sreradségl kazlemények hivatkozolisaga kilon értékelandd, &s nem szamithatd be az dssresitatt
hivatkozasok kizé

[

=~ oh A

n.a. = nincs adat

Késziil: 2020. novembar 25 13:30
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XII. Roviditésjegyzék

AEC
2DG
2-HG
3BP
4E-BP
AB
ABC-DLBCL
ACC
ACLY
ACSS2
o-KG
a-KGDH
AKT
ALDH
ALL
ALCL
AML
AMPK
AMPKS
ATCC
ATG13
ATM
ATP
ATRX
BCR
BEZ
BMS
BL
BPTES
BRCA1/2
BSM
CAD
CB-839

CD36
CD44
CDKA4/6
Chl

Cl

CLL
c-Met
c-Myc
COXIv
CPT1A
CXC
CS
DAB
DCA
DCIS
DEPTOR
DLBCL
DMFS
DMSO

adenilat energiatoltés

2-dezoxi-gliik6z

2-hidroxiglutarat

3-brompiruvat

4E koto6 fehérje (4E-BP1: 1-es tipus)

Alamar Blue

aktivalt B sejtes diffuz nagy B sejtes lymphoma
acetil-koenzim A-karboxilaz

ATP-citrat-liaz

acetil-koenzim A-szintetaz 2

a-ketoglutarat

a-ketoglutarat-dehidrogenaz

v-akt egér thymoma viralis onkogén homoldg; szerin/treonin kinaz
aldehid-dehidrogenaz

akut lymphoid leukaemia

anaplazias nagy sejtes lymphoma

akut myeloid leukaemia
adenozin-monofoszfat-aktivalta kinaz
adenozin-monofoszfat-aktivalta kinaz b

»American Type Culture Collection”
»autophagy-related protein 13”

»ataxia telangiectasia-mutated protein kinase”
adenozin-trifoszfat

X-kromoszémahoz kapcsolt alfa-talasszémia/mentalis retardacio
B sejt receptor

NVP-BEZ235 (PI3K és mTOR dual inhibitor)
BMS-303141 (ATP citrat-liaz inhibitor)

Burkitt lymphoma
bisz-2-(5-fenilacetamido-1,3,4-tiadiazol-2-il) etil szulfid
,,breast cancer gene 1/2”

bronchialis sima izom sejtek
karbamil-foszfo-transzferaz
2-(piridin-2-il)-N-(5-(4-(6-(2-(3-(trifluorometoxi) fenil) acetamid) piridazin-3-il)
butil)-1, 3, 4-tiadiazol-2-il)-acetamid

,cluster of differentiation 36, platelet glycoprotein 4, fatty acid translocase (FAT)”
,,cluster of differentiation 44”

ciklin-dependens kinaz 4/6

chloroquine (autofagia inhibitor)

kombinacios index

kréonikus lymphocytas leukémia
receptor tirozin kindz protoonkogén

cellularis myelocytomatosis onkogén

,,Cytochrome C Oxidase Subunit IV Isoform”
karnitin-palmitoil-transzferaz 1 A

kemokin

citrat szintaz

3,3’-diaminobenzidin-tetrahidroklorid

diklér-acetat

ductalis in situ carcinoma

,»DEP domain containing mTOR-interacting protein”
diffuz nagy B sejtes lymphoma
tavoli metasztazis mentes tilélés

dimetil-szulfoxid
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DNS
Doxo
Doxy
ECAR
EGFR
elF4E
EMT
ER
ERK
ETC
Etom
FADH2
FAS
FAT
FATC
FBS
FBXW7
FDA
FGF
FGFR
FISH
FKBP12
FL
FOXO01/3a
FRAP
FRB
FUM
GAB
GABA
GAC
GAM
GAPDH
GATOR1
GATOR2
GC
GDC
GIST
GLS
GLU
GLUT
GnRH
GS
GSH
GSI
GSK3b
H3
HEAT
HER2
HIF-1
HL
HK?2
HOPS
HR
hTERT
IDH

dezoxiribonukleinsav
doxorubicin
doxycycline
extracellularis savasodas
epidermalis novekedési faktor receptor
eukariota iniciacios faktor 4 E
epithelialis-mesenchymalis transzformacio
Osztrogén receptor
extracellularis szignal-regulalt kinaz
elektron transzportlanc
etomoxir (CPT1A inhibitor)
redukalt flavin-adenin-dinukleotid
zsirsav-szintaz
FRAP, ATM, TRRAP mTOR domén
C-terminuson elhelyezkedé FAT domén
fotalis borjusavo
F-box/WD ismétlddéseket tartalmazo protein 7
»Food and Drug Administration”
fibroblaszt ndvekedési faktor
fibroblaszt névekedési faktor receptor
fluoreszcens in situ hibridizacio
12 kDa-0s FK506-ot k6t6 fehérje
follikularis lymphoma
,,Forkhead Box O1/3a”
FKBP12-rapamycin-asszocialt fehérje
FKBP12-rapamycin koté domén
fumarat
glutaminaz B
gamma-amino-vajsav
glutaminaz C
glutaminaz M
glicerin-aldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
,»GAP activity toward Rags 17
,»GAP activity toward Rags 2”
csirakdpont
GDC-0068 (pan-Akt inhibitor)
gastrointestinalis stromalis tumor
glutaminaz
glutamat
gliikdz transzporter (GLUTT1: 1-es tipus)
»gonadotropin-releasing hormon”
glutation-szintaz
glutation tripeptid
gamma-szekretaz inhibitor
glikogén-szintdz-kinaz 3 b
hiszton 3
Huntington, elongacids faktor 3, PR65/A
human epidermalis ndvekedési faktor receptor 2
hipoxia indukalta faktor 1a transzkripcios faktor
Hodgkin lymphoma
hexokinaz 2
,,Jhomotypic fusion and vacuole protein sorting complex’
hormon receptor

telomeraz regulacié elmarad
izocitrat-dehidrogenaz (IDH1: 1-es tipus)

B
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IGF-1 inzulinszerii névekedési faktor-1

IGF1R inzulinszerti ndvekedési faktor-1 receptor
IHC immunhisztokémia

IL8 interleukin 8

IRS insulin receptor szubsztrat

IRS-1 insulin receptor szubsztrat 1

KD kinaz domén

KGA vese-tipust glutaminaz

KO knock out

LAC laktat

LAM lymphangioleyomatosis

LC3 »(microtubule-associated protein 1A/1B-)light chain 3”
LCIS lobularis in situ carcinoma

LC-MS folyadék kromatografia-tomegspektrometria
LDHA laktat-dehidrogenaz A

LDHB laktat-dehidrogenaz B

L-DON 6-diazo-5-oxo-L-norleucine

LGA maj-tipust glutaminaz

LOH loss-of-heterogeneity

LumA luminalis A szubtipusi eml6 carcinoma
LumB luminalis B szubtipusu eml6 carcinoma
MAL malat

MCL kdpenysejtes lymphoma

MCT monokarboxilat transzporter (MCT1: 1-es tipus)
MDH malat dehidrogenaz

MET mesenchymalis-epithelialis tranzicid

mIDH izocitrat-dehidrogenaz mutaciod

mLST8 ,mammalian lethal with SEC13 protein 8”
MPA mycophenolsav

MRM tobbszords reakciofigyelé modszer

MRNS hirvivé RNS

mSIN1 ,mammalian stress-activated protein kinase interacting protein 1”
MTHFD2 metil-tetrahidro-folat-reduktaz

mTOR »mammalian target of rapamycin”
mTORCL1 mTOR komplex 1

mTORC2 mTOR komplex 2

mTORI mTOR inhibitor

MYC MY C proto-onkogén

MYCL MY CL proto-onkogén

MYCN MY CN proto-onkogén

MZL marginalis zéona lymphoma

NADH redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid
NADK NAD kinaz

NADPH redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
NEXT csonka Notch receptor

NICD Notch intracellularis domén

NOS masképp nem csoportosithatd

OCR oxygen consumption rate

0s teljes tulélés

OXPHOS oxidativ foszforilacio

OVS overall survival

PARP poli-(ADP-ribéz)-polimeraz

PDGF vérlemezke-eredetli ndvekedési faktor
PDGFRa vérlemezke-eredetli ndvekedési faktor receptor o
PDK1 foszfatidil-inozitol dependens kinaz-1
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PD-L1
PET-CT
PFK2
PFKP
PHD
PI3K
PIP3
PKCa
PKM2
PLA
PP
PPARy
PR
PRAS40
PROTOR1/2
PTEN
PYR
R132H
Rab7
Racl
Rag
Rapl
Rapa
RAPTOR
RAS
RB
REDD1
Rheb
RICTOR
RNS
ROS
RR
RRM2
RSK

S6
S6K1
SAM
SAMTOR
SCD1
SCID
SCLC
SCS
SGK1
SKAR
SLC1A5
SLC7A5
SRB
SREBP
SucC
T-ALL
TCA
TGFa
TGFB
TMA
T™™Z

programozott sejthalal ligand-1

pozitron emisszids tomografia-computer tomografia
foszfofruktokinaz-2

foszfofruktokinaz P

prolil hidroxilaz
foszfatidil-inozitol-3-kinaz
foszfatidil-inozitol-3,4,5-trifoszfat
protein kinaz C a

piruvat-kindz M2 izoforma

proximity ligation assay

PP242 (mTORCI1 és mTORC?2 inhibitor)
»peroxisome proliferator-activated receptor y’
progeszteron receptor

,proline-rich Akt substrate of 40 kDa”
,protein observed with rictor 1 and 2”
,tensin homolog deleted on chromosome 10"
piruvat

IDH missszensz funkcionyeréses mutacio
,Ras-related protein 7”

,,Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1”
»Ras-related GTP binding protein”
,Ras-associated protein 1”

rapamycin (mTORC1 inhibitor)
,regulatory-associated protein of mammalian target of rapamycin”

,rat sarcoma viral oncogene homolog”

,,retinoblastoma”

,regulated in development and DNA damage responses 17

,»,Ras homolog enriched in brain”

»rapamycin-insensitive companion of mTOR”

ribonukleinsav

reaktiv oxigén gyok

relative risk

ribonukleotid reduktaz M2

riboszomalis S6 kinaz

riboszomalis S6 fehérje

riboszoémalis S6 kinaz 1

S-adenozilmetionin

,»S-adenosyl-L-methionine-binding protein of mammalian target of rapamycin’
sztearol koenzimA deszaturaz-1

sulyos kombinalt immunhiany

Kis sejtes tiid6 carcinoma

szukcinat-szintaz

szérum-, glitkokortikoid indukalt proteon kindz-1

»S6K1 Aly/REF-like target”

»Solute Carrier Family 1 Member 5”

»Solute Carrier Family 7 Member 5”

szulforodamin B

»sterol regulatory element-binding protein 17

szukcinat

T-sejtes akut lymphoid leukémia

citromsavciklus

transzformal6 novekedési faktor a

transzformald novekedési faktor B

szoveti multi blokk

temozolomide

b

2
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TN
TNFa
TP53
TRRAP
TSC1/2
ULK1
UVRAG
VEGF
VEGFR2
Wnt
WzZB117

tripla negativ (eml6 carcinoma)

tumor nekrozis faktor o

tumor protein 53

»transformation/transcription domain-associated protein’
,tuberous sclerosis proteins 1/2”

,uncoordinated 51-like kinase 17

,,UV radiation resistance-associated gene”
vaszkularis novekedési faktor

vaszkularis novekedési faktor receptor 2
»wingless-related integration site”
,»3-Fluoro-1,2-phenylene bis(3-hydroxybenzoate)”

)
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