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Bevezetés

1. A vastagbéldaganatok klinikai jelentosége, jellegzetességei és kezelése

A colorectalis carcinomak (CRC) férfiak és nék korében is a harmadik leggyakoribb
daganatot jelentik mind eléfordulasukat (incidencia), mind a mortalitdsi adatokat
tekintve. Magyarorszagon az incidencia 59/100.000 F6 2015-6s adatok szerint. A
CRC-4k tobb, mint 90%-a adenocarcinoma. A CRC-ak kezelése elsosorban sebészi
beavatkozast igényel. A sikeres sebészi beavatkozas utan a II. és a III stddiumt
CRC-s betegek esetében 25-60%-ban alakul ki recidiv tumor, esetleg tavoli
metastazis. El0bbi esélyét csokkenti a miitét el6tti neoadjuvans, illetve a sebészi
beavatkozast kovetd adjuvans kemoterapia és sugarterapia. A jelenlegi standardok
szerint a III. stadiumia CRC-s betegek kezelésének az alapja a fluoropyrimidine bazis
alapu kemoterapikumok alkalmazésa oralis vagy intravénas formaban, kiegészitve
leucovorinnal. Jelenleg a CRC-k adjuvans kezelése a FOLFOX (leucovorine+5-
FU+oxaliplatin) vagy FOLFIRI (leucovorine+5-FU+irinotecan) standardok szerint
torténik. Napjainkban a molekularis onkoldgia gyors fejlédésének koszonhetéen
elétérbe kertiltek a bioldgiai terapids lehetdségek, igy vastagbéldaganatok EGFR,
ill. VEGF gatldsa monoklonalis antitest kezeléssel. A CRC-s betegek tulélése
nagymértékben fligg a diagnosztizalt betegség stadiumatol. Az 5 éves talélés ~90%
a korai stadiumu betegeknél, 70% a regionalis attétes betegek korében, mig csupan

10% azoknal, akiknél tavoli attétek mar megjelentek.

2. mTOR jelatviteli utvonal szabalyozasi zavarainak daganatbiologiai szerepe
colon carcinomaban

Az mTOR (mammalian/mechanistic target of rapamycin) egy 289 kDa tomegii
szerin-threonin kindz fehérje, ami a jelatviteli halozaton beliill integralja szamos
sejtfelszini receptor utvonalanak kiilonb6zd extracellularis jeleit és a sejt aktudlis

allapotat monitorozo szignalok hatasait, igy kozponti szerepet jatszik a sejtek



crr

novekedésének,  proliferaciojanak, tulélésének  és  anyagcseréjének
szabalyozasdban. A  PI3K/Akt/mTOR ttvonal szabalyozisi zavara a
legkiilonb6zobb  folyamatokban (pl. tumorképzddés, angiogenezis, inzulin
reszisztencia, zsirsav szintézis vagy immunsejtek aktivacidja) és szamos betegség
esetében ismert.

Az mTOR két kiilonb6zé multiprotein formaban fordul eld a sejtben. A két
komplexnek struktaralis felépitése és funkcigja is kiilonb6zd. Az mTOR komplex
I (mTORCT1) alkot6 fehérjéi az mTOR kinaz, az mLSTS, a Raptor, a PRAS40 ¢s a
Deptor. Az mTOR komplex 2 (mTORC2) a kovetkezd proteinekbdl all: mTOR
kinaz, Rictor, mSinl, Protor1/2, mLST8, Deptor. Az mTORCI1 két legfontosabb
célmolekuldja a 4E-kotd fehérje (4EBP1) €s az S6 kinazok, a p70S6K — S6K1 és a
p90S6K - S6K?2 izoformak. A proteinszintézis szabalyozasaban az mTORCI1-nek
kulcsszerepe van, ezen kiviil jolismert az mTORCI autofagiat gatlo hatasa is. Az
mTORCI1 az anyagcserével kapcsolatos egyéb fontos cellularis folyamatok
szabalyozasdban is részt vesz, igy pl. fokozza a hypoxia indukélhaté faktor (HIF 1)
transzkripciojat. Mas transzkripcos faktorok termelésén keresztiil a lipid
metabolizmus ¢€s a pirimidinek szintézisének pozitiv szabalyozasdban is fontos
tényezd. Az mTORC2 egyik legfontosabb targetje az AGC kinazok kozil az Akt.
Az mTORC?2 az aktin citoszkeleton szerkezeti modositasan keresztiil részt vesz a
sejtmigracio szabalyozasaban is.

Az 1970-es evek végén fedezték fel a rapamycint, az els6 mTOR gatlot, amirdl
késdbb kimutattdk, hogy immunszuppressziv €és antiproliferativ hatasu. Jelenleg
széles korben haszndljdk a rapamycin szdrmazékait, az un. ,rapalog”-okat a
gyogyaszatban. A temsirolimust 2007 6ta az EU-ban engedélyezték a vesesejtes
vesekarcinomak terdpidjaban, jelenleg mar els6vonalbeli kezelésként is
alkalmazhatjak rossz prognozisu betegeknél. Az everolimus alkalmazasat 2009-ben
engedélyezték olyan eldrehaladott veserakokban, ahol VEGF-gatld kezelés mellett

vagy az utan recidiv tumor alakult ki. Ezenkiviil hasznaljdk még neuroendokrin



pancreas tumorokban, illetve a tlidé daganataiban €s a szivtranszplantacioban is. A
kardiologiai gyakorlatban hasznalatosak az everolimust kibocsato stentek is.

A rapalogdkkal ellentétben, amelyek alloszterikusan gatoljak az mTOR kinaz
funkciot, az ATP-kompetitiv inhibitorok az ATP k&tddést blokkoljak €s igy mindkét
mTOR komplex aktivitasat gatolhatjak (pl. PP242 inhibitor). Az mTOR ¢és a PI3K
hasonld szekvencidja miatt bizonyos kompetitiv inhibitorok gatolhatjadk a PI3K-t
vagy az Akt-ot is ugyanugy, mint az mTOR-t. Ezek a gatloszerek, un. dual
inhibitorok 4altaldnosan csokkentik az utvonal aktivitasit a PI3K-Akt-mTOR
jelatviteli halozati tengelyben, és csokkentik a visszacsatolasok kovetkeztében
megmarado vagy fokozodo aktivitasokat is (Akt vagy mTORC2 aktivitasok). Az
NVP-BEZ235 ¢és a PF-04691502 egyarant dual PI3K-mTOR inhibitorok, melyek
antiproliferativ hatasat igazoltak in vitro és in vivo, a jelatvitel egyéb hatasainak
gatlasa mellett.

A PI3K/AKT/mTOR utvonal kéros aktivalédésa a colon carcinomak kialakuldsaban
¢s progresszidjaban, valamint gydgyszerrezisztencidjaban is fontos szerepet jatszik,
ezért felmertilt itt 1s az mTOR gatlas lehetdsége. A klinikai vizsgalatok eddigi
eredményei arra utalnak, hogy az mTOR gatl6 kezelés némi eldnyt jelenthet a CRC-
s betegek szamara. Everrolimus fazis II. vizsgalatban 25% -os objektiv valaszarany

mellett 5,9 honappal hosszabb atlagos tulélést értek el.



Ceélkituzések

Az mTOR jelut aktivitds valtozasai hozzijarulnak a legkiilonboz6bb
valtozasokat, az mTORC1 és mTORC2 komplex aktivitas valtozasokkal 6sszefiiggo
marker fehérjék mennyiségét vizsgaltam colon carcinomdk klinikai mintaiban,

illetve in vitro modellekben, az alabbi célokkal:

I. 1. Human klinikai colon carcinoma szovetmintakban:
- Az mTOR aktivitassal 0Osszefliggd fehérjék expresszidjanak in situ
vizsgélata immunhisztokémiai mddszerekkel;
- Az expresszios adatok és a betegek klinikai, talélési adatai kozotti

Osszefliggések statisztikai elemzése.

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

kombinacios kezelések hatdsanak in vitro vizsgalata.



Modszerek

3.1.1. Human biopszias mintak mTOR aktivitas vizsgalata

103 colon carcinomads beteg szdvettani biopszias mintajat vizsgaltam. A betegek (50
nd ¢és 53 férfi) miitét utdn 5-FU és oxaliplatin komplex kezelésben részestiltek. Az
betegek atlag ¢életkora 62 év (median 63 ¢€v), 34 és 78 év kozott. A betegek klinikai
adatainak vizsgalatakor a minimalis betegkovetési id6 5 év, a tulélési adatok
elemzésékor 10 év volt, 77 honap median tulélés mellett. 72 esetben a tumorok a
colonban, 31 esetben a rektumban jelentek meg. Dukes klasszifikacio szerint az
esetek megoszlasa a kovetkezd - 30 esetben Dukes B2, 8 esetben Dukes C1, 56
esetben Dukes C2 és 9 betegnél Dukes D stadium. A nemzetk6zi TNM (International
Union Against Cancer) csoportositas szerint 36 beteget a II stddiumba, 60 beteget a
III stadiumba €s 7 beteget IV stadiumba soroltunk.

Az mTOR aktivitds szoveti szintll (in situ) meghatarozasakor a jelatviteli fehérjek
¢s foszfoproteinek mennyis€gét a normal szoveti szintekhez viszonyitottuk. Szoveti
multiblokk (,.tissue microarray” — TMA) metszeteken immunhisztokémiai
reakcidokat (mTOR, p-mTOR, Raptor, Rictor, p-S6, p-4EBP1, p-AMPK) végeztiink.
Az immunreakcidkat TBST ¢és PBS pufferes mosasok kozbeiktatasdval Novolink
(Novocastra) kittel detektaltuk, majd az peroxiddz aktivitast diaminobenzidin
(DAB) kromogén és hidrogénperoxid szubsztrat jelenlétében tettiik lathatova, végiil
a sejtmagokat hematoxylinnel festettiik meg. Az immunreakciok értékelését 3
figgetlen személy végezte (2 patologus + disszertacid szerzdje egy patologus
segitségével) eldre meghatarozott elvek alapjan. Eltérés estén a egy harmadik
patologussal konzultadlva alakitottuk ki a végleges, konszenzus értékeket. Az
intenzitds alapjan négy kategodridt hataroztunk meg (negativ, 1+ (gyengén)/ 2+
(kozepesen)/ 3+ (erdsen) pozitiv). Pozitivnak tekintettiik a reakciot, ha a tumor
sejtek legalabb 10%-a mutatta a meghatarozott erdsségii reakciot az adott mTOR

jeluthoz vagy annak aktivitasdhoz kapcsolodd antitesttel. Ha a p-mTOR IHC 2+



vagy 3+ erdsségli volt, akkor az esetet magas mTOR aktivitasunak értékeltiik. Ha az
adott esetben az p-mTOR értékelés negativ volt vagy csupan gyenge (1+) reakciot
adott, akkor az esetet alacsony mTOR aktivitdsunak itéltik. A két komplex
mennyiségére utald Raptor és Rictor festések esetében Rictor/Raptor dominanciat
az immunfestés intenzitas alapjan allapitottuk meg. Ahhoz, hogy Rictor vagy Raptor
mennyiségét dominansnak hatarozzuk meg legalabb egy kereszt intenzitasbeli
kiilonbséget kellett valamennyi értékelonek megadnia. A TMA értékeléséhez

3DHistech Panoramic Viewer Programot és a Nikon E200 mikroszkopot hasznaltuk.

3.1.2. Statisztika

A tulélési adatok és az mTOR aktivitas kiillonbségek Osszefliggését Kaplan-Meier
modszerrel vizsgaltuk, a szamolashoz a PAST ingyenes software-t hasznaltuk.
(http://folk.uio.no). Multivariancia analizist is végeztiink a kiilonb6z6é faktorokat
Cox regresszidos modellel, az SPSS program csomag alkalmazasaval (Statistical
Package for the Social Sciences, Chicago, IL, USA). A csoportok kozotti
kiilonbségeket y2 proba és Pearson-féle teszt segitségével is megvizsgaltuk.

Statisztikailag szignifikans kiilonbségnek a p <0.05-t tekintettiik.

3.2. In vitro vizsgalatok human colon carcinoma sejtvonalakkal

3.2.1. In vitro sejtvonalak és in vitro kezelések

A vizsgalatunkhoz eltérd genetikai hattérrel (mutacios profillal) rendelkez6 human
colon carcinoma sejtvonalakat (SW620, SW480, HCT116, RKO, Colo205, GC3,
CaCo2, HT29) valasztottunk.

A sejtek terapias €rzékenységét 24-72 oras kezelésekben vizsgaltuk, cetuximab,
gefitinib, cisplatin, rapamycin, PP242 (ATP-kompetitiv inhibitor, gatolja az mTOR
kinase aktivitdsat az mTORC1 és az mTORC2 komplexben is), NVP-BEZ235 (dual
ATP-competitiv PI3K ¢és mTOR inhibitor) kezeléseket végezve. A rapamycin

kezelést bomldsa miatt naponta ismételtiik.



3.2.2. A proliferacio és apoptozis vizsgalatok in vitro

A sejtek proliferdcidos valtozasait kezelések hatdsara a sejtszam valtozas
meghatarozasa mellett Alamar Blue proliferacios teszttel is vizsgéltuk. Az apoptozis
mérésére aramlasi citometridt alkalmaztunk. Az igy kapott eredményeket Winlist
software-el (Verity Software House) értékeltiik. Apoptotikusnak tekintettiik az

alacsony DNS tartalmu, agynevezett szubG1 sejteket.

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

Az in vitro sejtvonalak mTOR aktivitdsdnak jellemzéséhez a fehérjek
mennyiségének vizsgalatat tobbféle modszerrel végeztik. A human biopszids
mintdkhoz hasonldé immunfestéseket végeztiink a sejtvonalak sejtjeibdl készitett
cytospin lemezeken.

Egyes kezelt ¢és kezeletlen sejtvonalkon a fehérjeszintek kvantitativ
0sszehasonlitasat Western blot modszerrel is elvégeztiik.

Duolink festést - fehérje-fehérje komplexek és fehérjemodosulasok quantitativ
kimutatasara alkalmas technika - hasznaltunk a foszforildlt S6 fehérje illetve az
mTOR-Rictor fehérje komplex detektalasara €s mennyiségének meghatarozasara

bizonyos sejtvonalak esetében.

3.2.4. In vitro vizsgalatok statisztikai értékelése

Az adott kezelések utan a proliferacios valtozasok atlagértékekeit és az SD értékeket
minimum harom fliggetlen parhuzamosbol, és lehetdség szerint harom vagy tobb
parhuzamos kisérletbdl szamoltuk, a hasznalt vizsgéalati modszerektdl fiiggéen. A
Student’s t-test €s az egyirdnyu variancia analizist (ANOVA) hasznaltunk. A p<0,05

értéket tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.



Eredmények

4.1. Human colon carcinoma biopszidas mintak mTOR aktivitas vizsgalata

103 biopszids minta TMA metszetein késziilt mTOR, p-mTOR, p-S6, p-4EBPI, p-
AMPK, Rictor és Raptor immunhisztokémiai reakcid, melyek fiiggetlen értékeléseit
Osszegeztilk. A p-mTOR festések 76 esetben (73,8%) magas mTOR (++ vagy +++
pozitivitas) aktivitast mutattak.

A 4EBP-1 ¢és a p70S6K jol ismert mTOR kindz target molekuldk, a fehérjek
foszforilacidja az mTORC1 komplex aktivitdsanak jele. A legérzékenyebb ¢és
legmegbizhatobb mTOR, mTORCI1 aktivitds markernek azonban a legtobb
vizsgalatban a p70S6K targetjének, a riboszomalis S6 fehérje foszforilalt
formajanak megjelenését (p-S6), immunhisztokémiai vizsgalattal kimutathato p-S6
pozitivitast tartjak a legk{ilonb6z6bb human szdvetekben és biopszids mintakban
végzett  vizsgalatok alapjan. A  p-S6, p-4EBPI ¢és a p-mTOR
panel immunhisztokémiai értékeit minden esetben egyiittesen vizsgaltuk.
Osszességében a 76 intenziv p-mTOR expressziét mutatdo, magas mTOR
aktivitastinak értékelt esetbdl 74 esetben talaltunk 2+/3+ pozitivitassal értékelt p-S6
festodést €s ehhez hasonlod eredményeket mutatott a p-4EBP1 immunhisztokémiai
reakcid értékelése is. Harom olyan magas mTOR aktivitdst mutatd eset volt,
amelyekben p-4EBP1 negativ festést tapasztaltunk, ennek ellenére az esetekben a p-
S6 és p-mTOR festések 2+/3+ értékelést kaptak az Gsszes patologus elemzésében.
Két olyan eset volt a p-mTOR festés alapjan magas mTOR aktivitasunak értékelt
esetek kozott, amelyekben sem az S6, sem a 4EBP1 fehérje foszforilalt formait nem
tudtuk kimutatni. Az alacsony mTOR aktivitasu esetekben (27/103 eset) (26,2%),
az egymassal j6 korrelaciot mutatd p-S6 és a p-mTOR immunrekaciok negativ vagy
+ értekelése is egyértelmiien alacsony mTOR aktivitasra utalt.

Az AMPK negativan befolyasolja az mTOR aktivitast, amit az immunhisztokémiai

vizsgalataink eredményei is alatamasztottak; az dsszes alacsony mTOR aktivitast



esetben kimutathat6 volt a p-AMPK pozitivitas (a kinaz aktiv forméja), mig a magas
mTOR aktivitasiinak értékelt esetekben p-AMPK pozitivitdst csak egy esetben
tudtuk kimutatni.

Az mTOR kindz ¢s az mTORCI1 komplex aktivitasat jellemz0 fehérjék mellett a két
komplexben karakterisztikusan megjelend — a Raptor-mTORCI1 és Rictor-mTORC2
— fehérjék expressziojat is tanulmanyoztuk immunhisztokémiédval. A parhuzamos
Raptor €s Rictor festések alapjan a vizsgalt mintdkat 3 csoportra tudtuk osztani: a.
Rictor dominans expressziét mutatd tumor sejtek — azok, amelyeknél a Raptor
fehérje alig volt kimutathatdo (nagyon gyenge Raptor festés) és Iényegesen
intenzivebb Rictor festést tapasztaltunk (n=51, 49,5%); b. Raptor domindns
expressziot mutatd tumor sejtek - azok az esetek, amelyek tumor sejtjeiben Rictor
nem vagy alacsony expresszidot mutatott (n=14, 13,6%) ¢és mellette jellegzetes
Raptor festddést tapasztaltunk; c. Kiegyensulyozott Rictor és Raptor expresszidt
mutatd tumorsejtek - amelyekben hasonld intenzitasti Rictor és Raptor festddést,
fehérje expressziot detektaltunk (n=38, 36,9%). Abban a két esetben, ahol magas p-
mTOR expressziot figyeltink meg az mTORCI1 aktivitasra jellemz6 markerek
expressziojanak hidnyaban (alacsony p-S6 ¢és nem kimutathatdé p-4EBP1),
egyértelmi mTORC2 komplexre jellemz6 Rictor dominancia volt megfigyelhetd. A
magas mTOR aktivitasi 76 esetbdl 39 mutatott Rictor dominanciat, 8 volt Raptor
dominans, mig 0sszesen 29 esetben figyeltiink meg hasonlo szintli Rictort €s Raptort
expressziot.

Statisztikai modszerekkel a magas vagy alacsony mTOR aktivitds, a két komplex
mennyiségének kiillonbségei és a betegek neme, életkora vagy a diagnoziskor
megadhato stadiuma (Dukes) kozott szignifikans Osszefiiggéseket nem tudtunk
kimutatni. A betegek tulélési esélyei viszont szignifikans Osszefliggést mutattak az
alacsony mTOR aktivitassal. Az alacsony mTOR aktivitdsa biopszids mintakhoz
tartozo betegcsoportban az 5 éves tulélés 77,8% volt (overall survival = OVS), mig

a magas mTOR aktivitdsu csoportban, szignifikansan rosszabb, 46,1%. A legjobb
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tulélési adatokat abban a betegcsoportban figyeltiik meg, ahol az alacsony mTOR
aktivitds mellett domindns Raptor expressziot, tehat alacsony mTORCI1 aktivitast
mutattunk ki. Ebben a csoportban mindenki a diagndzis utan a kezelést kovetden 5
évnél hosszabb ideig ¢élt. A két Iényegesen rosszabb progndzisti csoportban - magas
mTOR aktivitasi €és Rictort domindnsan expresszald illetve a magas mTOR
aktivitasi dominanciat nem mutatd csoport kozott - szadmottevo kiilonbséget az 5
éves tulélesi adatokban (5 éves OVS 41%, 48,3%) nem tudtunk kimutatni. El6bbiek
alapjan a tulélési eredmények azoknak a betegeknek az esetében a legrosszabbak,
akik biopszids mintdiban magas mTOR aktivitds mellett Rictort is nagy
mennyiségben expresszaltak, tehdt a mintdkban magas mTORC?2 aktivitast
tumorsejtek talalhatok. A magas mTOR aktivitasti, Raptort domindnsan expresszalod
csoport tulélési adatai szignifikdnsan jobbak voltak, mint mas magas mTORC2
komplex expressziot mutatd tumoros eseteké. Ezeknek a betegeknek az 5 éves
tulélése csak az alacsony mTOR aktivitast és mTORC2 komplex dominéns
expressziot nem mutato esetekénél volt rosszabb (5 éves OVS 62,5%).
Megvizsgaltuk a talélési adatokat csak az mTOR komplexek mennyiségét mutatd
Raptor és Rictor expresszioval Osszefiiggésben is. A Rictor expresszid, még az
mTOR aktivitds (p-mTOR festés értékelése) értékektol fliggetleniil is mutatott
Osszefliggést a betegség progresszidjaval. A legrosszabb tulélési adatokat (5 éves
talélés 49,5%) a Rictort dominansan kifejezé tumorsejtek jelenlétével jellemezhetd
szovetmintakhoz tartozd betegcsoportban tapasztaltunk abban az esetben, ha csak
harom csoportot hasonlitottunk Ossze (Raptor dominans, Rictor domindns ¢&s
kiegyensulyozott komplex expresszid).

Az adatok alapjan elkészitett Kaplan-Meier gorbék is jol mutatjak a tumorszovetben
jellemzé magas mTOR aktivitds és a hozza kapcsolddd magas Rictor expresszid
(Ricor dominans expresszio vagy kiegyensulyozott Rictor €és Raptor expresszio)
eseteben az mTORC?2 komplex aktivitas €s rovidebb tulélesi 1d6 kozotti korrelaciot.

Cox regressziods analizis (figyelembe véve olyan valtozokat, mint az életkor, nem,
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stadium) szignifikancia adatai igazoltak, hogy a magas mTOR aktivitas €s a magas
Rictor expresszio (domindns vagy kiegyensulyozott Rictor expresszid) fliggetlen és
a Dukes stddium meghatarozdsndl erdsebb rizikd faktorok, jelezhetik a rossz
prognézist. A kimutatott magas mTOR aktivitds vagy Rictor expresszid a tobbi
faktortol fiiggetleniil emelte a relativ kockazatdt a rovidebb talélésnek, rossz

prognézisnak.

4.2. Human colon carcinoma sejtvonalak in vitro vizsgalatanak eredményei
4.2.1. EGFR inhibitor rezisztencia kimutatasa

Intézetiink sejtvonal bankjaban elérhetd colon carcinoma sejtvonalak jellegzetes
mutacidoinak (mKRAS — SW620, SW480, HCT116, mBRAF — RKO, Colo205,
HT29; mPI3KCA —HCT116, RKO, HT29, mP53 — CaCo2, HT29, SW480, SW620,
GC3) ismeretében feltételeztiik, hogy ezek a sejtek sokféle kezeléssel, igy EGFR
gatlokkal szemben is rezisztensek lehetnek. In vitro kisérleteinkben sem a gefitinib,
sem a cetuximab — mas EGFR gatl6 szenzitiv sejtek esetében hatasos dézisa - nem
gatolta a proliferaciot vagy indukalt apoptozist 72 h-as inkubécidt kovetden a
vizsgalt sejtvonalakban. A nagy dozisu gefitinib-kezelés — amely sordn mar a nem
specifikus kindz gatld hatasok is érvényesiilnek — azonban szinte minden
sejtvonalban szignifikans proliferacid gatld hatast és bizonyos sejtekben, példaul
HT29 és GC3 esetében az apoptotikus sejtek aranydnak emelkedését mutatta.
Legtobbszor azonban, az RKO sejtvonalhoz hasonloan, a nagy doézisu gefitinib

kezelésnek is csak proliferacid gatld hatasa volt in vitro.

4.2.2. Colon carcinoma sejtvonalak in vitro rapamycin érzékenysége és mTOR
aktivitasa

Fehérje expresszios vizsgalataink a human colon carcinoma sejtvonalakban az in
situ biopszias mintakban kapott eredményeinkhez hasonldéan a vastagbél daganat

sejtek magas mTOR aktivitasat mutattak Western blot, immuncitokémia és Duolink
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modszerekkel is. A sejtvonalak egyedi expresszios kiilonbségeket mutattak a Rictor
¢s a Raptor mennyiségében és ennek megfelelden az mTORC2 komplex expresszio
jellemzését, illetve az mTORCI1 aktivitast jellemzd Duolink festésekben is.

Az mTOR aktivitassal 0sszefiiggd fehérjék expresszioja - az aktiv mTOR-kinéz (p-
mTOR), az mTORCI1 ¢és C2 komplex jellegzetes Raptor vagy Rictor fehérjéje, az
mTORCI komplex aktivitassal 6sszefiiggd p-p70S6K és a p-p70S6K célfehérjének,
a foszforilalt riboszomalis S6 (p-S6 ) fehérjék — Osszefliggést mutatott a sejtek
mTOR inhibitor érzékenységével. Az érzékenység kiilonbségeket 72 Oras
rapamycin, ¢s az mTORCI1 és C2 komplexet is gatld6 PP242, valamint dudl mTOR
inhibitor (NVP-BEZ25) kezelésekkel igazoltuk. Megfigyeltiik, hogy a Rictort nagy
mennyiségben termeld (immuncitokémiaval +++) sejtek, igy a GC3, HCT116 és
HT29, kevésbé érzékenyek az mTORC1 inhibitor kezelésre. Mig az alacsony Rictor
(mTORC?2 komplexre jellemz0) expressziot mutatod colon carcinoma sejtekben, a C1
¢s C2 komplexet is gatld szerek mellett a rapamycin is szignifikdnsan gatolta a
proliferaciét az in vitro kisérletekben. A Rictor expressziot nem vagy alig mutatod
sejtekben, pl. az mTOR gatlokkal szemben legérzékenyebb RKO sejtekben a dual
inhibitor és C1-C2 komplex gatlo kezelések a rapamycin kezelésnél hatadsosabbnak
bizonyultak. Az RKO sejtekben az mTORCI1 aktivitds markerének is tekintett p-S6
fehérje mennyisége rapamycin és NVP-BEZ235 kezelés hatdsdra mar 24h alatt
lecsokkent, mig a kevésbé érzékeny HT29 sejtekben 72 6ras NVP-BEZ235 kezelés
tudta csak szignifikdnsan csokkenteni a p-S6 mennyiségét. A p-S6 fehérje
mennyiségét a rapamycin ¢és az NVP-BEZ235 is csokkentette, mig az mTORC2
komplex Rictor fehérje mennyiségét szignifikdnsan csak a dual inhibitor NVP-

BEZ235 csokkentette.

4.2.3. mTOR inhibitor kombinalt kezelés hatasa human colon carcinoma

sejtekre in vitro
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A rezisztencia egyre tobb célzott kezelés, igy az EGFR inhibitorok (EGFRI)
esetében is klinikai problémat jelent. Ezért EGFRI rezisztens colon carcinoma
sejtvonalakban vizsgaltuk az EGFRI ¢és rapamycin, illetve mads mTOR inhibitor
kombindaciok in vitro proliferacio gatlo hatésait, a kombinacios kezelések lehetséges
szenzitizal6 hatdsat. Kimutattuk, hogy a rapamycin és mads mTOR inhibitorok (pl.
NVP-BEZ235 ¢és a PP242), valamint EGFR inhibitor kombiniciék hatasos
tumornovekedés gatlok lehetnek a legrezisztensebb vastagbél tumorsejtekben (GC3,
HCT116 és HT29). Megfigyeltiik azt is, hogy a proliferacio gatld hatdas az mTOR
inhibitor érzékeny sejtvonalakban szignifikdnsan mar nem fokozhat6 az mTOR ¢és
az EGFR gatl6 kombinacioval a rapamycin kezelés hatdsaithoz képest.

Végiil teszteltilk, hogy az mTOR inhibitor kezelés segitheti-e més, a colon
rapamycin, illetve NVP-BEZ235 ¢s a ciszplatin kombinéciok hatasait vizsgaltuk in
vitro hdrom, eltérd6 mTORI érzékenységli EGFRI rezisztens colon carcinoma
sejtvonalban.  Eredményeink: a) megfigyeltiink ciszplatin  érzékenység
kiilonbségeket a sejtvonalak kozott, az RKO sejtek rezistensnek bizonyultak; b) az
mTOR gatlo kezelés - legjelentdsebben (6nmagédban is szignifikdnsan) a dual
inhibitor NVP-BEZ235 - csokkentette a ciszplatin és EGFR inhibitor rezisztens
a ciszplatin anti-proliferativ hatsait az mTOR inhibitor kezeléssel szemben kevésbé
¢rzékeny, EGFR inhibitor rezisztens colon carcinoma sejtek in vitro tenyészeteiben

(HT29 and SW620) is.
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Kovetkeztetések

I. Az mTOR jelut elemeinek vizsgalataval nyert uj megfigyelések cororectalis

carcinoma klinikai mintaiban:

e A Dukes stadiumtodl és a gradingtdl fiiggetleniil jellemz6 a magas mTOR
aktivitas.

e A p-S6 expresszid az egyik legalkalmasabb marker, amellyel az mTORCI1
aktivitasat, vagy akiar az mTOR kindz aktivitdsat meghatarozhatjuk
formalinban fixalt, paraffinos mintdkban, ha a p-mTOR, vagy mas direkt
target fehérjék kimutathatésdga megkérddjelezheto.

e A vizsgalt colon carcinomdk 2/3-dban mTORC?2 komplexhez kothetd a
magas mTOR aktivitas.

e Az altalunk kidolgozott immunhisztokémiai panel, ahol az p-mTOR
kimutatasa kiegésziil a p-S6, p-4EBPI, Rictor ¢és Raptor expresszid
vizsgalataval, alkalmas az mTOR aktivitds in situ jellemzésére colon
carcinoma szdveti metszeteiben.

e A magas mTOR aktivitas Rictor talsullyal (mTORC2 komplex aktivitas)
szignifikdns pozitiv korrelaciét mutat a colon carcinomédk kedvezdtlen
prognézisaval (mindkét paraméter fiiggetlen prognosztikus faktor), mig az
mTORC1 komplexhez kothetd alacsony mTOR aktivitds kedvezdbb

kimenetellel, akar a gydgyulas esélyével jarhat.
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II. Human colon carcinoma sejtvonalak in vitro vizsgalataval kapcsolatos

uj megfigyelések:

A dudl (mTOR ¢és PI3K) inhibitorok, illetve az mTORCI1 ¢és C2 kettds
inhibitor monoterdpia hatdsos proliferacio-, és tumornovekedés gatld
kezelésnek bizonyultak a legtobb vizsgdlt EGFRI rezisztens colon
carcinoma sejtvonalban.

Tobb tumorsejt modellben megerdsitettiikk, hogy a vastagbél daganatok
kezelésében az mTOR inhibitor kombinacidok hasznosak lehetnek EGFR

gatlo, és akar a platina alap(i, hagyomanyos terdpia tdmogatasaban is.
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