A Notch és az mTOR szignal szerepe a Hodgkin lymphoma és az akut lymphoid

leukémia sejtek tulélését szabalyozo jelatviteli halézatban

A Hodgkin lymphoma (HL) sejtekre a B-sejt fenotipusos jelleg jelentds mértékii eltiinése,
parhuzamosan azonban a normalis aktivalt B sejtekre is jellemz6 bizonyos szignalok magas
aktivasa mellett, mas egyébként inaktiv szignalok miikodése is (pl. Notch) jellemz6. Szamos
faktor szerepe valt ismertté ebben a folyamatban, de hogy ezek valoban hozzajarulnak-e a HL
sejtek (preapoptotikus csiracentrum B-sejtek) tuléléséhez még valaszra var. Két, a HL sejtek
szabalyozési folyamatait érint6 jelatviteli utnak (Notch, mTOR) és ezek egymaésra hatdsanak
vizsgalata volt célunk. Vizsgaltuk, hogy a T-sejtes akut lymphoid leukémiakban (T-ALL)
ismert, a daganatsejtek tulélését segité Notch szignal hozzajarul-e a Hodgkin sejtek
talélésehez is, valamint, hogy a Notch-fiiggdé vagy Notch fliggetlen mTOR kinéz aktivitasok
szerepet jatszanak-e a HL és ALL-sejtek talélésében.

1.

In vitro vizsgalatainkban a legkiilonb6zébb lymphoma ¢és leukémia sejtvonalak, igy HL
és ALL sejtvonalak mTOR aktivitasat es Notch expressziojat vizsgéltuk a megfelel6 in
vitro és lehetséges in vivo modell rendszerek kivalasztasdhoz. Az mTOR aktivitas
meghatarozas és karakterizalasa kapcsan megfigyeltik, hogy leukémia és lymphoma
sejtek, sejtvonalak esetében az osztdédaskor (M fazisban) jelentésen fokozodik az mTOR
aktivitas. In vitro és egyéb morfoldgiai, expresszios, ko-expresszids vizsgalatainkkal
igazoltuk, hogy a normal lymphoid és a lymphoma, leukémia sejtekben a mitozis soran
szignifikdnsan emelkedik az mTOR kinéz aktivitasa, a foszforilalt mTOR, p70S6K és
riboszomalis S6 fehérje (p-mTOR, p-p70S6K, p-S6) mennyisége. Erdekes volt azonban,
hogy ez mas daganatsejtek esetében nem volt &ltalanosan jellemz6. Sejtbioldgai és
hemato-onkoldgiai szempontbdl is figyelemremélté eredményiinket a Histochem. Cell.
Biol. folydiratban kozoltik.

A HL sejtvonalak tenyésztése és ezekbdl xenograft modell kialakitasa nem kis feladatot
jelentett a munkacsoportunk szamara. HL sejtek tenyésztése rendkivil nehéz, tdbbszor is
be kellett szerezniink Ujra sejtbankbdl a sejtvonalakat, prof. Klein Eva és prof. Klein
Gyorgy segitségével, stockholmi laboratoriumukbdl sikerilt valoban proliferalé HL
sejtvonalakat kapnunk. Ezekkel, a nehézségek utan végre stabilan dolgozunk, igy sikertilt
az in vitro és in vivo HL sejtvonal alapu munkainkat a projekt végére befejezniink. A
projekt ezen részének eredményeit részletesebben mutatom be.

3 HL (KMH2, L1236 és DEV), tébb ALL és egy Diffiz nagy B-sejtes sejtvonallal
végeztik a kiilonb6z6 vizsgalatokat. A HL és DLBCL sejtvonalakkal kidolgoztunk egy
subcutan oltasi technikat matrigéllel, amelynek segitségével ritka xenograftokat is tudunk
inditani, ezek tovabb oltasaval in vivo vizsgalatok elvegzése lehetséges, hasonlé modell
mashol HL-ek esetében alig elérhet6. A HL sejtvonalak és xenograftok segitségével az in
vitro és in vivo Notch és mTOR vizsgalatainkat gyakorlatilag teljesen befejeztik,
amelybol kozlésre a Notch inhibitorokkal és mTORC1 gatlokkal végzett vizsgalataink
eredményeib6l a keézirat hamarosan benyujtasra keriil és meg egy tovabbi kozlemény is
varhato az 6sszes, kiilonb6z6 vizsgalt mTOR inhibitor hatasaival kapcsolatos eddigi in
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vitro es vivo vizsgalatainkrol lymphomakban (utébbihoz, két zajlé xenograft vizsgalat
lezarasa, majd kiértekelése még szlikséges).

A Notch Utvonal elemeinek expresszio vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy a Notchl,
Notch2 receptor, a Jaggedl, Jagged2 és Deltal ligand gének expresszidja jellemzi a harom
HL sejtvonalat, mig a Notch3 expresszid csak a DEV és az L1236 sejtekben jelenik meg,
de a KMH2 sejtekre nem jellemz6; a Notch4 receptor pedig mind a harom sejtvonalbdl
hianyzik (la. abra). Fehérje szinten az intakt receptort és hasitott-Notchl fehérje
fragmentet (aktiv szignal) felismerd specifikus antitesteket (anti-cleaved Notch-1: c-
Notch-1; Notch-1 antitest), Western blot technikat és immunhisztokémiai és
immuncitokémiai vizsgalatokat is végeztiink. A megfelel6 ellenanyagok kivalasztasa és
bedllitdsa beszerzése soran tobb nem megbizhatd antitesttel is talalkoztunk, de sikerilt
megbizhatd, megfeleléen specifikus ellenanyagokat beszerezni. Eredményeink szerint a
vizsgdlt HL sejtekre jellemzd egy dllando, ligand és gamma-szekretaz aktivitas flggetlen
Notch-1 aktivacio. A HL sejtekben csak a hasitott Notch-1 fragmentet tudtuk kimutatni,
aminek mennyisége sem Notch-ligand, sem Notch-1 szignalt gatld6 gamma-szekretaz
inhibitor kezelésekkel nem befolydsolhatd, parhuzamosan a T-ALL sejtekben (Jurkat vagy
Molt-4; a vizsgalat szempontjabol pozitiv kontrollnak tekinthetd) nemcsak a hasitott
forma, hanem a teljes Notch-1 fehérje expresszidjanak kimutathatdsagat, és a hasitott
Notch-1 fragment mennyiségének csokkenését is igazoltuk 72 o6rds gamma-szekretaz
inhibitor kezeléskor (1. dbra). A Notchl szignal aktivitasat, c-Notch-1 IHC vizsgélattal,
olyan Hodgkin lymphomas betegek biopszids mintaiban is vizsgaltuk, amelyekben
parhuzamosan igazoltuk az mTORC1 fokozott aktivitasat. A hasitott-Notchl fehérje
nuklearis illetve perinuklearis megjelenését mutattuk ki a Hodgkin és Sternberg Reed
sejtekben, a nem koros szOvet részletek lymphoid elemeiben illetve tonsilla metszetek
esetében hasonld festédést azonban nem figyeltiink meg.
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1.3bra a. Notch-receptorok és ligandok expresszidja (RT-PCR); b-c. Konstitutiv cleaved-Notch-1 expresszié a HL sejtekben — A HL
sejtekben csak hasitott Notch-1-et tudtunk kimutatni és ennek mennyiségét a gamma-szekretaz inhibitor nem befolyaslja; intakt
Notch-1 fehérjét és a gamma-szekretdz inhibitor hatasat csak a pozitiv kontrol Jurkat sejtekben tapasztaltuk (WB)

A HL sejtvonalakban jellemz6 mTOR aktivitds eseteben az mTORC1 aktivitasaval
aranyos foszforilalt riboszomalis S6 (pS6) fehérje mennyiségében egyedi eltéréseket
tapasztaltunk (a legmagasabb expresszié a KMH2 sejtvonalra jellemz6), és az mTORC1 és
C2 komplexre jellemzdé Rictor és Raptor mennyiségében is kiilénbségeket talaltunk. Ezek
alapjan feltételezhet6, hogy a KMH2 sejtekben fokozottabb mTORC1 komplex aktivitas
jellemzd, de parhuzamosan mindharom sejtvonalban kimutathato az mTORC2 komplex
jelenléte is, ami a kiilonb6z6 mTOR inhibitorokkal szembeni érzékenység kulénbségeket
jelenthet. Ennek hatasat az in vitro proliferacios és apoptotikus hatas vizsgalatainkban
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igazolni is tudtuk. Az mTOR aktivitds és parhuzamosan a Rictor expresszio, ezen
keresztul az mTORC2 aktivitas potencidalis lehetéség in vitro a rapaldgokkal szembeni
csokkent érzékenységre, mig a dudl-inhibitiorok (NVP-BEZ, PP242) nagyobb
hatékonysagat jelenti (2. abra). Erdekes azonban, hogy ez a kilénbség in vivo, a
folyamatos kezelés eredményeként hosszutavon mar nem mutatkozik. A HL xenograftok
esetében in vivo szignifikans érzékenység kilonbséget nem figyeltink meg, a rapamune
vagy Torisel kezeles (mTORCI inhibitorok) mindharom HL xenograft esetében jelentos
tumorndvekedés gatlo hatast mutatott, nem rosszabbat, mint amilyet az NVP-BEZ vagy
PP242 duél inhibitorok esetében tapasztaltunk (3. &bra). Ennek magyarédzatara vannak
adatok, amely szerint a hossziutavid mTORC1 gatlas a C2 komplex Osszeszerelédését
megakadalyozva lehet mégis hatasos. Az is elképzelheté azonban, hogy, ha van is
MTORC2 komplex expresszié alapjan a kettes komplex aktivitasara lehetéség, ez a HL
sejtekben nem jellemz6 és ez MTORCL gatlo kezelések esetében sem aktivalodik. Ezt a
HL sejteken végzett kvantitativ in situ mTORC1/C2 mennyiségi és aktivitas vizsgalataink
eredményei és a HL biopszias mintakban végzett expresszid vizsgalataink (1d. kés6bb)
eredményei is megerdsitik. A HL sejtek mTORCL1 inhibitor érzékenységével kapcsolatos
in vitro adataink egy részét mar kozoltik abban a kdzleményben, amelyben a human
beteganyagok mTORC1 aktivitasanak jelent6ségét mutattuk be, de egy tovabbi

kdzleményt az in vivo mTOR inhibitor vizsgalataink eredményeivel 6sszefliggésben még
tervezink.
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2.4bra KMH2, DEV, L1236 HL sejtek mTOR aktivitdsanak és mTOR inhibitor érzékenységének jellemzése. a. Western blott és IHC
eredmények; mTOR gatlé kezelések in vitro apoptdzis indukcids hatasa illetve proliferacio gatld hatasa a kilonb6z6 HL sejtekben

@
o

g

140 1
“ 140
120 0
- 08 ~120 =t ONrO] (1.
-, 'g csoport)
gﬂ 100 =07 £ = Torisel (2.
& E10
(-] g 06 ® csoport)
= ¥ ¥ ¥ g0 —=BEZ 235
a . Eos E (3.csoport)
£ 60 1 E 04 % 60 —e—PP-242 (4
o € o5 E csoport)
@ -E"J P a0
7 202
0 0 20
0 0 0
0 s 15 2 » 3 kontroll Rapamune 0 4 7 11 14 18 21 25 29 32
Ty Eltelt Napok szdma
ido (napok)

3.4bra Hodgkin lymphoma xenograftok mTOR inhibitor (rapamune, torisel, BEZ-235, PP242) kezelésének eredményei (példak). a.
KMH2 xenograftban a rapamune kezelés szignifikdnsan gatolta a tumorndévekedést — mas vizsgélatainkban igazoltuk, hogy ennek
hatterében in vivo nemcsak proliferacié gatlé hatds, hanem a kezelés kovetkeztében szignifikans mértékben indukalt apoptozis is

kimutathatd; b. L1236 HL xennograftban leghatékonyabbnak a Torisel (mTORC1-gatld) kezelés bizonyult, az alkalmazott dual inhibitor
kezelések nem voltak hatdsosabbak.



A két, a Notch-1 és mTOR, utvonal aktivitasanak hatésait a sejtek proliferaciojara,
talélesere illetve a két utvonal lehetseges egymasra hatdsat gamma-szekretdz inhibitor
(DAPT, GSI XII) és az aktiv Notchl szignal transzkripcios hatasat (SAHM1) géatlé szer,
Notch-1 ligand (Jagged-1) és mTORC1-et gatlo (Rapamycin) kezelésekkel vizsgaltuk 72
oOras in vitro kiserleteinkben. A rapamycin énmagaban proliferacio gatlo és apoptozis
indukalo hatasat figyeltik meg a KMH2 sejtvonal esetében, a DEV és L1236 sejteknel
azonban nem figyeltiink meg szignifik&ns valtozast. A gamma-szekretéz inhibitorokkal
szemben mind a harom sejtvonal rezisztensnek bizonyult, de az aktivalt Notchl
transzkripcios hatésait gatldé SAHM1 kezelés szignifikansan gétolta a proliferaciot
mindharom sejtvonalban, az L1236 sejtvonal esetében pedig apoptozist is indukalt. A
rapamycint  gamma-szekretdz  inhibitorokkal =~ kombinacioban  alkalmazva a
Rapamycin+DAPT kezelés fokozta a proliferacié gatlas mértékét az L1236 sejtvonalban.
GSI X1l gamma-szekretaz inhibitor+rapamycin kezelés pedig mindharom sejtvonalban
szignifikansan fokozta a proliferacio gatlé hatést. Az elébbi kombinaciok apoptdzist
indukald hatasa azonban nem volt jelent6s. (4. bra)
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4. dbra Kulonb6z6 mTOR gatlé és Notch szigndl gatld kezelések és kombinacidik proliferacids és apoptotikus hatasai a 3 HL
sejtvonalban (gamma-szekretaz inhibitorok — GSI/G: GSI Xl , DAPT:D illetve SAHM1- Notch-1 transzkripcids hatasat gatlé szer,
Rapamycin — Rapa/R) in vitro.

Vizsgaltuk HL xenograftok mTOR inhibitor, rapamycin érzékenységét in vivo.
Megfigyeltiik, hogy a rapamune kezelés szignifikansan gatolja a HL tumorok in vivo
novekedését. Az L1236 sejtvonal xenograft modellje segitségével vizsgalni tudtuk
nemcsak az mTOR inhibitor, Torisel, hanem a gamma-szekretaz inhibitor kezelések
illetve a Torisel+ gamma-szekretaz inhibitor kezelés tumornévekedést gatlé hatasat is. Az
in vitro eredményekhez hasonléan in vivo mind a Torisel, mind a Torisel+GSI kezelés
szignifikansan csokkentette a tumorok ndvekedését 4 hét alatt. A gammaszekretaz
inhibitor kezelés in vivo, 6nmagaban, kismértékii tumorndvekedés gatlast eredményezett
és leghatékonyabbnak a kombin&cios kezelés (Torisel+GSl) bizonyult az atlagos tumor
méreteket és tobmegeket tekintve, utdbbi eltérése szignifikinsnak nem tekinthet6 a Torisel
hatasahoz képest (5. abra).
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5.4bra mTORC1 gatlé Torisel és gamma-szekretaz inhibitor kezelés, illetve ezek kombinacidjanak hatasa L1236 HL xenograftban

A kilonboz6 gamma-szekretdz gatld  kezelések hatastalansaganak, alacsony
hatakonysaganak hatterét vizsgalva a Notchl aktivitast jellemz6 Notch-1 receptor fehérje
és aktivalt formainak vizsgalatat tobbféle rendszerben vizsgaltuk a hasitott (c-Notchl) és
az intakt receptor (Notchl) format is felismerd ellenanyagokat alkalmazva. A kdros
konstitutiv Notch-1 aktivacio jelentdségét aldtdmasztottdk azok az eredményeink is,
amelyek szerint a kiilonboz6 gatloszerek (DAPT, Rapamycin) és Notch ligand (Jaggedl)
kezelések kombinacidéban sem befolyasoltak a hasitott Notch-1 (c-Notch) mennyiségét,
konstitutiv aktivitasat (csak a pozitiv kontroll Molt-4 T-ALL sejtekben). Az mTOR és
Notch-1 utvonal aktivitasat jelz6 fehérjék, c-Notchl és pS6 mennyiségét Notch inhibitor
¢s rapamycin kombinacios kezelések utan kiillonb6zo idopontokban vizsgéalva kimutattuk,
hogy csak a rapamycin csokkenti a HL sejtekre jellemzd alap mTOR aktivitast, mar 2
oras kezelés utdn is, mind a hdrom HL sejtvonalban. A GSI-k (GSI XII és DAPT) és a
rapamycin kezelés azonban nem befolyasoltdk a Notch fehérjék, a hasitott Notch-1
mennyiségét HL sejtekben. Notch-1 inhibitor (DAPT, GSI XII, SAHM) és rapamycin
kezelések korai transzkripcios hatdsanak (2 ora) vizsgalata érdekében a mindkét szignal
target génjének elfogadott c-myc és a Notch-1 szignal egyik legfontosabb célgénjének
ismert hes-1 mMRNS expresszidjanak kvantitativ real-time PCR expresszid vizsgalatat is
elvégeztik. Eredményeink szerint jelentésen csak az SAHM1 (a Notch-1 transzkripcids
hatasat gatlo) kezelés csokkentette az emlitett target gének expresszidjat. Megvizsgaltuk
illetve megvizsgaltattuk, hogy a bizonyos daganatokban leirt, az el6bbi konstitutiv Notch-
1 és magas mTOR aktivitasokkal 6sszefliggésbe hozhaté mutéaciok koézil a Notch-1
receptor, az FBXW?7 ubiquitinligaz és a PI3KCa génjeinek ismert mutacié eléfordulnak-
e a sejtvonalakban NGS (Petak Istvan és Braunswetter Diana segitségével végeztik - lon
AmpliSeq Cancer Panellel, amely tartalmazza Notch-1, FBXW?7, PI3BKCA génjeinek az
eddig leirt legfontosabb mutaciokat tartalmazo régidt) és Sanger-szekvenalas segitségevel
(Intézetinkben Hollosy Péter a PI3KCa génjének esetében a 9. és 20. exon szekvenalast
elvégezte -, illetve Bodor Csaba és Kiraly Péter segitségével beallitottuk és a projektben
dolgoz6 PhD hallgaté végezte az FBXW?7 az 5. 6. 9.10. és 11. exon szekvenalésat). Egyik
gén esetében sem tudtuk kimutatni a daganatbioldgia szempontbol jelentds eddig leirt
mutéciokat, a Notch-1 esetében, nem talaltunk mutaciét azokban a régiokban sem,
amelyek a trunkalt, konstitutivan aktiv forma expressziojat magyaraznék.

Az mTOR gatldk in vivo fokozottabb hatékonysaganak hatterében zajlé mikrokdrnyezeti
vagy bizonyos negativ regulacios tényezok reszenzitizaldsaban megnyilvanuld hatasat is
vizsgaltuk lymphoma sejtek esetében. Korabbi in vitro és in vivo lymphoma modell
vizsgalataink folytatasakent egy a lymphomak negativ szabalyzdjaként jol ismert
novekedési faktor a TGF béta 1 hatasa esetében igazoltuk az mTOR gatlas jelentGségét.
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Feltérképeztilk az események hatterében allé jelatviteli mechanizmusokat. Igazoltuk, hogy
az emelkedett mTOR aktivitds szerepet jatszik a lymphoma sejtek TGF béta
rezisztenciajaban, apoptézis rezisztenciajaban, de ez in vitro és in vivo is attérhet6 mTOR
gatlo kezeléssel. Eredményeinket a Cytokine folyoiratban kdzlésre elfogadtak.

A HL esetében jol ismert, hogy a Hodgkin és SR-sejtek mellett az egyéb szoveti elemek is
aktivan részt vesznek a nyirokcsomo strukturdlis atalakitasaban és ennek nemcsak az
osztalyozas, hanem a biologiai viselkedés, terapias valasz szempontjabol is jelentdsége
van. Munkank soréan ki tudtuk mutatni, hogy a megfigyelt mTOR aktivitasnak szerepe van
a HL sejtek galektin-1 termeléseében, amely fehérjének fontos szerepe lehet ezen
mikrokornyezet kialakitasaban. lgazoltuk, hogy a HL sejtek mTOR aktivitasa segiti a
galektin-1 fehérje termelését, de nem befolyasolja a galektin-1 mRNS transzkripcidjat. In
vitro és in vivo is igazoltuk az mTOR aktivitas géatlas, galektin-1 fehérje expresszio
csokkenté hatdsat (6. abra). Mindennek in vivo jelentdségét az mTOR aktivitas
vizsgalatokkal kapcsolatos, galektin-1 és T-reg sejt megoszlas vizsgalatainkban
tanulmanyoztuk, ennek kés6bb a human biopszias vizsgalatainkat bemutatd résznél
mutatom be részletesebben az eredményeit.
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6.dbra Az mTOR-gatlé kezelések hatdsanak vizsgédlata a galektin-1 expresszidra. a.-b. Kulonb6z6 lymphoma és leukémia sejtek
galektin-1 expresszidja fehérje és mRNS szinten (Western blott és RT-PCR) c. Az mTOR gatlas csokkentette a galektin-1 termelést
fehérjeszinten. Az mTOR aktivitas csokkenésével parhuzamosan csokkent a galektin-1 expresszié in vitro Hodgkin lymphoma
sejtekben (WB, KMH2, R: rapamycin 50 ng/ml) és d. in vivo HL-xenograftban (c, Rapamune: 3 mg/tkg, IHC 200x)

Az mTOR aktivitas a sejtek anyagcseréjenek szabalyozasaban is fontos, kuldnleges
szabalyozo szereppel bird tényezd. Az aktivalt lymphoid és lymphoma sejtek magas
glikolitikus aktivitasaban is lényeges szabalyozd szerepe van. Terveink kozott szerepel
olyan vizsgalatok végzése az mTOR-ral kapcsolatos vizsgalataink jovébeli folytatasaként,
amelynek soran a tumorsejtek (igy a lymphoma sejtek esetében) extrém mikrokdrnyezeti
alkalmazkodasaban vagy annak hianyaban a tumorsejtek vandorlasaban vizsgéljuk az
MTOR aktivitdas és mas az anyagcsere szabalyozasban, a daganatos sejtek gyors
metabolikus program valtasaban szerepet jatsz0 tényezOk szerepét. Eddigi
eredményeinkkel és mTOR aktivitds meghatarozasban szerzett tapasztalatainkkal
csatlakoztunk egy a sejtek metabolikus aktivitasanak jellemzését segité vizsgalati technika
és assay oOsszeallitasahoz (LC-MS/MS: folyadék kromatografia-tdmegspektrometria
segitségével a sejteken bellli bizonyos metabolitok koncentracidjanak meghatarozasa
kiillonb6z6 jelolt energia szubsztratok mellett), amelyben az mTOR aktivitassal
Osszefiiggd méréseket végeztik el kiilonbozo sejtvonalakban. Megfigyeltik, hogy az a
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tumorsejtvonal, amely elsésorban nagyon hatékony glikolizissel (k&rosodott, alacsony
hatékonysagu TCA ciklus miikodés mellett) biztositja a tuléléséhez, és proliferaciojahoz a
megfelel energiat domindnsan mTORC1 aktivitassal rendelkezik. Mig a mas tipusu sejt
esetében hatékony, az elérhet6 tdpanyagforrasokhoz jobban alkalmazkodd metabolikus
atprogramozd képesseget és parhuzamosan nemcsak MTORCL, hanem jelentds
MTORC2 komplex expressziot tudtunk kimutatni (7. abra). A munkaval kapcsolatos
kdzlemenyt kozlésre elkuldtiik a BBRC folyoiratba.

Glycolysis/ TCA ciklus markerek Dominansan Glikolizis és TCA
glikolizald sejt ciklus is egyarant
p-mTOR (289 kDa) (kirsosodott TCA ~ miikéd6 képes
ciklus) (1.) tumor sejt (2.)
Rictor (200 kDa)
Jeldlt glucose illetve acetate-bol 30.1 0.4
p-S6 (32 kDa) szarmazo CO, ardnya
beta-actin {42 kDa) Adenylate energia toltés aranya 1.39 0.88

glucose illetve acetate jelenlétében

1Clactate/BC-malate  jeldlt 23C- 9.27 0.59
1. Dominansan glikolizald sejt (karsosodott TCA ciklus) glucose adasakor
2. Glikolizis és TCA ciklus is egyarant miikodé képes tumor sejt

GAPDH/R-F1-ATPase arany 8.1 131

7.abra Eltér6d mTORC1/C2 komplex aktivitdst mutatd daganatsejtek metabolikus eltérései

A munka in vitro kisérleti eredményeivel kapcsolatos elfogadott, benyujtott és varhato kozlemények:

Egervari G, Mark A, Hajdu M, Barna G, Sapi Z, Krendcs T, Kopper L, Sebestyén A.: Mitotic
lymphoma cells are characterized by high expression of phosphorylated ribosomal S6 protein.
Histochem Cell Biol. 2011 135:409-17. IF: 2,588, OTKA feltiintetve

Mark A , Hajdu M, Varadi Z, Sticz TB, Nagy N, Csomor J, Berczi L, Varga V, Csoka M, Kopper L,
Sebestyén A: Characteristic mTOR activity as a potential activity in Hodgkin lymphomas offers a
potential therapeutic target in high risk disease — a combined tissue microarray, in vitro and in vivo
study. BMC Cancer 2013 May 22;13:250. doi:10.1186/1471-2407-13-250. IF: 3,319, OTKA feltlintetve

Sebestyén A, Mark A, Hajdu M, Nagy N, Molnar A, Végsé Gy, Barna G, Kopper L: Rapamycin can
restore the negative regulatory function of transforming growth factor beta 1 in high grade lymphomas
Cytokine, kozlésre elfogadva IF:2,874, OTKA feltlintetve

Jeney A., Szoboszlai N., Hujber Z., Fullar A., Olah J., Pap E., Mark A., Kralovanszky J., Kovalszky 1.,
Vékey K., Sebestyén A: Multiple assays to characterize the dominant bioenergetic mechanism and its
regulators in tumour cells, kozlésre elkiildve BBRC, elbiralas alatt OTKA feltlintetve

Mark A, Nagy N, Hajdu M, Danké T, Csomor J, Csoka M, Kopper L, Sebestyén A: mTOR activity
related galectin-1 expression in Hodgkin lymphoma cells and their tissue microenvironment .
Histopathology kozlésre elkiildve, OTKA feltlintetve

Nagy N, Méark A, Hajdu M, Dank6 T, Molnar A, Téth M, Kiraly P, Csoka M, Sebestyén A: The effect
of gamma-szekretdaz and mTOR inhibitors in HL cells with constitutive Notch-1 activity. kdzlésre
hamarosan benyUjtva, OTKA feltlintetve

In vivo xenograft vizsgélatok elvegzésére az Intézet allathazanak megfelel6 engedélyei
alapjan van lehetdségiink, ezzel az allathaz rendelkezik és minden allatkisérletet a hatalyos
jogszabalyok és etikai normak betartasaval végzulnk.



2. Projekt indulasakor még a kiilénbizd lymphoma tipusok mTOR aktivitasarol is kevés adat
allt rendelkezésre, nem ismertik példaul, hogy a sejtekben kimutathatd mTOR aktivitasok
melyik mTOR komplexhez kothetéek, ezeknek mi lehet a szerepe vagy akér terpiés
jelentdsége. Abban az esetben pedig, ha ezt terapias célpontként felhasznalnank a két
komplex aktivitds megoszlasa, az eddig ismert inhibitor érzékenységi kilénbségi adatok
alapjan egyaltalan nem lényegtelen. A Notch szignal elemeinek aktivitasarél HL esetében
pedig még kevesebb, de annal ellentmondésosabb adatok alltak rendelkezésre az ALL-
ekben jol ismert adatok mellett.

A projekt végrehajtasa kozben a gyermekkori ALL leukémiak és a HL lymphomak mellett
szdmos lymphoma tipus mTOR aktivitdsdnak karakterizalasat és ezek Klinikai
Osszefuggeseinek vizsgalatat végeztiikk el, ezekr6l tobb nemzetk6zi kozleményben
szamoltunk be. Péarhuzamosan az mTOR aktivitds egyéb bizonyos mikrokdrnyezeti
hatésait is sikerilt vizsgadlnunk human HL-ekben a Notch-1 szignal aktivitas vizsgalataval
egy idoben.

a. A legkiilonbozébb humén lymphoma biopszidas mintdkon végzett vizsgalatainkat
folytatva p-S6 és p-mTOR festésekkel az mTOR aktivitas mértékét és annak a klinikai
adatokkal, a betegek prognosztikai adataival val6 0Osszefliggését vizsgaltuk.
Eredményeinkben kimutattuk, hogy a Burkitt, a kopenysejtes, az anaplazias nagy sejtes, a
Hodgkin (HL) és diffuz nagy B sejtes lymphomakat (DLBCL) magas mTOR aktivitas
jellemzi, mig a marginélis zona, a periferids T sejtes, valamint a kis lymphocytas
lymphomdkra (CLL) ez nem jellemzé. A tobb, mint 100-100 a kilonb6z6
lymphomatipusokat reprezentdld vizsgalat alapjan jellemeztuk a difftz nagy B-sejtes
(DLBCL) és Hodgkin lymphomak mTOR aktivitasat. Parhuzamosan a két kiilonb6zo
mTOR komplex mennyiségének vizsgalata érdekében a két komplexre jellemzd Rictor €s
Raptor fehérjék expresszid vizsgalatat is elvégeztik. Eredményeink alapjan az mTOR
aktivitds meghatarozasa mellett az mTORCL1 és C2 expresszi6 aranya is lényeges tényezo,
aminek nemcsak prognosztikai, de hosszUtavon a rossz progndzisu betegek esetében
terapias jelentGsége is varhatd. A vizsgalt DLBCL-ek esetén a betegek kozel 40%-aban
(ezek szinte kizarolag a korabban és még a jelenlegi R-CHOP terdpia mellett is a rosszabb
progndzisi non-GC DLBCL-es esetek) a magas mTOR aktivitds mellett mTORC2
overexpressziot figyeltiink meg, ami a jelenlegi terdpia rezisztenciara és a rapaldégokkal
szembeni csokkent érzékenységre, valamint az Uj generacios mTORC1/C2 gatlok, dual-
inhibitorok késobbi alkalmazasanak szerepére egyarant felhivja a figyelmet. Az
Osszességében Iényegesen jobb prognoézisi HL-ek esetében ezzel szemben a vizsgalt kozel
100 esetbdl csak 1 esetben figyeltiik meg a Rictor overexpressziojat (MTORC2 komplex),
ez illetve a HL-ek kozel tdbb mint 90%-aban kimutatott magas mTOR aktivitas, a HL-ek
MTORC1 gatld, rapaldg érzékenysegére utal. Az IHC vizsgalatainkban kapott
eredményeinket a betegek klinikai-terapias és tulélési eredményeivel statisztikailag
Osszevetettiik (mindkét csoportban kdzel 100 beteg adataink elemzését végeztik el),
eszerint az alacsony mTOR aktivitas a lymphomasejtekben altalaban, de mind a DLBCL,
mind a HL lymphomak esetében egyértelmiien utal a varhaté jo progndzisra, mig a magas
mTOR aktivitas abban az esetben, ha jelentos mértékii mTORC?2 expresszioval jar egyiitt a
varhaté rossz prognoézisra utal. A DLBCL-es eredményeinket a Modern Pathology, HL-es
adatainkat pedig a BMC Cancer c. folyoiratokban kozoltik.




Ugyanazokban a HL biopszias mintakban, amelyek mTOR aktivitas jellemzését is
elvégeztik, vizsgaltuk a lymphoma sejtek kdrnyezetében talalhato regulator T-sejtek és a
toborzasukban bizonyos adatok szerint fontos szerepet jatszo in vitro vizsgalatainkban
igazoltan mTOR aktivitds fiiggd modon termelédo galektin-1 jelenlétét. Eredményeink
szerint sem a galektin-1, sem a T-reg sejtek Hodgkin, Sterberg-Reed sejtek koruli
mikrokornyezeti ardnya nem mutatott Osszefiiggést a HL kiilonb6zd altipusaival.
Osszevetettiik tovabba a Treg-sejtek vizsgalata soran kapott szazalékos értékeket a
betegek Klinikai és mTOR aktivitasi adataival. Valamennyi el6rehaladott stadiumban
diagnosztizalt betegnél 20% alatti volt a T-reg sejtek mennyisége. Szintén a 20% alatti
infiltraciot mutatd esetek kozé tartozik az 0sszes beteg, akit a betegség elé6rehaladasat
kdvetkeztében vesztettiink el. A galektin-1 expressziot meghataroztuk a Sternberg-Reed
sejtekben és az extracellularis matrixban egyarant. Erds galektin-1 expressziot mutattunk
ki a tumorsejtekben az esetek 83%-aban. Az esetek 77%-aban volt galektin-1 expresszio a
tumorsejtek kornyezetében. Az esetek diontd tébbsége parhuzamosan jelentés mTOR
aktivitdst mutatott. Az alacsony mTOR aktivitds a Treg-sejtek mennyiségevel nem,
viszont a galektin-1 expresszio csokkenésével Osszefliggést mutatott. Az 6sszes olyan
esetben, ahol a tumorsejtek vagy a mikrokdrnyezet csak gyenge galektin-1 expressziot
mutatott, a betegek jelenleg is remisszioban vannak a hosszu tava (>5év) kovetésben.
Mintaink reprezentaljak, hogy a HL-ak kozott alacsony az elérehaladott esetek szama,
ezert statisztikai analizist nem végeztink a galektin-1 expresszid és a prognozis
kapcsolatdnak  vizsgalatdra.  Megfigyeltik  azonban, hogy a  HRS-sejtek
mikrokérnyezetében a jelentos extracelluldris galektin-1 expresszid magas Treg-sejt
mennyiseéggel parosult. Abban az esetben, amikor az ECM-ben alacsony volt a galektin-1
expresszid a Treg-sejtek mennyisege is alacsonyabb volt. (8. abra)

Az mTOR géatlok alkalmazasa az eddigi adatok alapjan a magas mTOR aktivitasu
elérehaladott stadiumt HL-4k esetében elvileg egy potencialis lehetdség. Ezek a betegek a
kiilonboz6 kemo- és sugarterapiat altaldban mar rosszul toleraljak, és az utobbi években
kezelésiikkben jelentds attorés, 0j torzskonyvezett szer nem jelent meg. A rapaldgok
mellékhatasai elébbiekhez képest konnyebben toleralhatéak és kombinacidban a
hagyomanyos kezelések csdkkentett dozisu alkalmazasat (nagyobb hatékonysag mellett)
tehetik lehet6vé, igy a betegség progresszidja jelent6sen lassithatd lehet. Eredményeink a
HL mikrokdrnyezetben a tumorsejtek galektin-1 expressziojanak szerepére hivjak fel a
figyelmet, ahol az mTOR géatlds mikrokdrnyezetre gyakorolt hatasanak vizsgélata is
fontos szerepet kell kapjon a jovoben. Mivel az mTOR gatldé szerek alkalmazasa
Hodgkin lymphomakban a mikrokornyezet megvaltozasat eredményezheti a galektin-1
expresszid gatlasan keresztiil. A galektin-1 expresszié csokkenése felveti annak a Treg
sejtek szdmara gyakorolt hatdsat is. Ez azért fontos, mert mas a miénkt6l eltéré eddigi
vizsgalatok szerint a rosszabb prognozisu esetekben alacsonyabb volt a T-reg sejtek
szdma. Az mTOR-géatlas kozvetett hatdsaként pedig a galektin-1, ezen keresztil a T-reg
sejtek szOveti aranya is megvaltozhat, igy elképzelhet6, hogy egy masik mechanizmuson
keresztll befolyasolhatja az mTOR gatl6 kezelés a terapia eredményességét, de
természetesen ennek megallapitdsdhoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Eredményeinkbdl
irt kéziratot kozlésre benyujtottuk a Histopathology folyodirathoz.
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8.4bra HL biopszias mintdkban a kiilonboz6 galektin-1 és FOXP3 (T-reg sejtekre jellemzs expresszios marker) festédési mintazatok.

Eddigieken tal részt vettiink egy tovabbi ritka lymphoma entitas a primer csont DLBCL
jellemzésével kapcsolatos munkacsoport vizsgalataiban, az adott lymphoma sejtek mTOR
aktivitasanak karakterizalasaban is, ahol a korabbi eredményeinkhez hasonléan igazoltuk
ezeknek a DLBCL sejtek magas mTOR aktivitasat.

A lymphomdk mTOR aktivitdsdnak karakterizalasakor Hajdu Melinda és TDK-sa,
valamint az SE Bérklinika segitségével az mTOR jelatvonal aktvitdsanak vizsgélatat
kezdtik meg bdr és szisztémas érett T-sejtes lymphomékban valamint mycosis
fungoides-ben is. Intenziv pS6 pozitivitést tapasztaltunk mycosis fungoides elérehaladott,
transzformalt  formaiban. Részleges pozitivitdas  volt  Sezary-szindroméban;
negativnak/gyengén pozitivnak bizonyultak a periférids T-sejtes, blastos NK-sejtes
lymphomék. A CD30+ kdrképekben az anaplasticus sejtek jelentds része erés pS6
pozitivitdst mutatott. Az mTORC2 mennyiségére utalé Rictor Kifejezett expresszidja
leginkabb mycosis fungoidesben és a CD30+ lymphoproliferativ kdrképek egy részében
volt megfigyelhetd, mig ez az NK-sejtes lymphomakra nem jellemz6. Eredményeink
klinikai jelent6sége, hogy az mTOR fokozott aktivitdsanak kimutatasa felveti gatloinak
alkalmazdsi lehetdségét a terdpiarefrakter bdr és szisztémas érett T-sejtes
lymphomékban. Az mTORC2 talsulydnak ismerete segitheti a megfeleld gatloszer
kivéalasztasat. Az esetek feldolgozasa még zajlik, de azt kovet6en legalabb egy hazai
kdzlemény varhaté majd az anyagbol az OTKA pélyazat feltiintetésével.

A munka humén biopszidkhoz tartozo klinikai adatain és IHC vizsgalatain alapulé eredményekkel
kapcsolatos elfogadott, benyUjtott és varhat6 kdzlemények:

Sebestyén A, TB. Sticz, A. Mark, M. Hajdu, B. Timar, K. Nemes, N. Nagy, Zs. Varadi, L. Kopper:
Activity and complexes of mTOR in diffuse large B-cell lymphomas — a tissue microarray study.
Modern Pathology 2012 Dec;25(12):1623-8. IF: 5,253 , OTKA feltiintetve

Mark A , Hajdu M, Véradi Z, Sticz TB, Nagy N, Csomor J, Berczi L, Varga V, Cska M, Kopper
L, Sebestyén A: Characteristic mTOR activity as a potential activity in Hodgkin lymphomas offers
a potential therapeutic target in high risk disease — a combined tissue microarray, in vitro and in
vivo study. BMC Cancer 2013 May 22;13:250. doi:10.1186/1471-2407-13-250. IF:3,319, OTKA
feltlintetve

Mark A, Noémi Nagy, Melinda Hajdu, Titanilla Dankd, Judit Csomor, Monika Csoka LészIo

Kopper, Sebestyén A: mTOR activity related galectin-1 expression in Hodgkin lymphoma cells and
their tissue microenvironment. Histopathology kézlésre elkuldve, OTKA feltlintetve
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Rajnai H., Heyning F.H., Koens L., Sebestyén A., Andrikovics H., Hogendoorn P.C.W., Matolcsy
A., Szepesi A.: The density of CD8+ T-cell infiltration and expression of Bcl-2 predicts outcome of
primary diffuse large B-cell lymphoma of bone. Virchows Arch. 2014, 464:229-239. IF:2,56

Harazstdombi J.: Az mTOR jeltitvonal aktvitasanak vizsgalata bOr és szisztémas érett T-sejtes
lymphomékban. Semmelweis Egyetem TDK Konferencia 2014 — Ill.dij OTKA feltiintetve,
anyaghol egy kdzleményt terveziink az OTKA feltlintetésével

b. Toébb éven keresztil fagyasztva gyajtottik és jelenleg is gyijtjik gyermekkori ALL-s
betegek izolalt leukémia sejtjeit, a diagnozis és a kezelési protokoll minden idépontjaban.
A sejtek mTOR aktivitdsaval aranyos kiilonboz6 foszforilalt fehérjék mennyiségi
vizsgalatat tobbféle technikaval és ELISA-val is vizsgaltuk. A betegek esetében jelenleg
ennek vizsgalatara a legalkalmasabb &ltalunk beallitott technikdnak a p-4EBP1 (direkt
mTOR target) ELISA bizonyult. Direkt jelzett ellenanyagok segitségével egy azonnal
elvégezhetd, gyors aramlési citometriai vizsgélat bedllitasat is elvégeztik és ennek
lehetséges felhasznalhatdsagat jelenleg teszteljuk, dsszehasonlitd vizsgalatokat végzink
beérkez6 0j esetek segitségével, hogy szikség esetén gyakorlatban is alkalmazhat
legyen. Eredményeink szerint a gyermekkori ALL sejtek magas mTOR aktivitassal
rendelkeznek (B illetve T sejt eredettdl fliggetlenll). Rossz progndzisu leukémias
gyerekek esetében a diagnoziskori mintdkban az mMTOR aktivitds azonban
szignifikansan magasabb, mint a j6 progndzisu esetekben és ez az aktivitasi érték a
recidivaban tovabb emelkedik. Mindezek és a primer leukémia sejtek in vitro short term
MTOR gatlé kezelés utan kapott egyedi erzékenységre utalé eredményeink kiléndsen
fontosak. Az mTOR aktivitas nemcsak a diagnoziskori prognosztikai értékelésben, a
terapidas dontések meghozatalaban, hanem késébb a relapszusos vagy varhatdéan rossz
prognodzisu esetek kezelésében a protokollok tervezesében is nagy jelentdségliek lehetnek.
A részletes vizsgalati eredményeinket a PLosOne folyoiratban kozoltik.

Ugyanezekben az esetekben megvizsgaltuk kiilonb6zd, mas leukémiakkal és
lymphomakkal illetve potencidlisan az mTOR aktivitds szabalyozasi zavaraval
osszefliggésbe hozhatd bizonyos mikro RNS-ek (miR-ek) expresszidjat. A legérdekesebb
eredménylink az ALL-es sejtekben kimutatott igen nagymértékic miR 128b
overexpresszid és a miR 223 alacsony expresszidja. Mindkét miR expresszoja a kezelés
soran, a normdl csontveld repopuldcidjakor a normdl mononukleéris sejtekben levd
szintre rendezddik, de relapszuskor a diagnoziskor meért expresszio szinteket
szignifikansan meghaladja. Azt is kimutattuk, hogy forditott iranyl 6sszefiiggés figyelheté
meg a betegek jO progndzisa és a miR 128b overexpresszidjanak mértéke kdzott. Minél
magasabb az expresszié fokozodas, annal jobb a varhatd prognozis. Korabbi irodalmi
adatok méar beszd&molnak a miR 128b expressziojanak emelkedésérél, de az ALL-ek
progndzisaval mutatott dsszefliggését eddig még nem vizsgaltdk és nem mutattak ki.
Bizonyos adatok szerint bizonyos ALL-ek esetében a miR 128b expresszid fokozésaval
ndvelheté a sejtek glukokortikoid érzékenysége. Ez a megfigyelés jol korrelal sajat
adatainkkal, amely szerint az ALL sejtekben megfigyelt, jellemzden szignifikansan
magasabb miR 128b Osszefligg a jo szteroid valasszal, korrelal a joO prognozissal, ami
egyértelmien megerdsiti a miR 128b és a leukémia sejtek szteroid érzeékenységének
kapcsolatat.

A vizsgalatainkba bevont miRNS-ek kdzil harom esetében (miR 21, miR 223, miR 128b)
irodalmi adatok alapjan felmerilhet, hogy szerepet jatszhatnak az mTOR utvonal, és a
jelatviteli atvonal aktivitasat szabalyozé fehérjék expresszidjanak szabalyozasaban.
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Vizsgéalataink szerint mind az mTOR aktivitas mértéke, mind a miR 223 és miR 128b
expresszid szintek dsszeflggést mutattak a gyermekkori ALL-es betegek progndzisaval.
Més sejttipusokban kapott eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a fokozott miR 128b
experesszio a PTEN gatlasa révén, mig az alacsony miR 223 expresszio az IGFR szignél
aktivitdsanak szabalyozasan keresztil jarulhat hozz& a magas mTOR aktivitashoz. Alabbi
Osszefliggéseket tamasztja ala a vizsgalt leukémia sejtek esetében a jo és rossz prognozisu
betegek mTOR aktivitdsa és miR 128b expresszidja kozotti forditott iranyd korrelécid.
Statisztikailag Spearmann-féle korrelacidé vizsgalattal szignifikans forditott iranyu
Osszefuggest tudtunk kimutatni a magasabb mTOR aktivitést jelz6 p-4EBP1 OD (1.1<)
értékek és az alacsonyabb (80x>) miRNS 128b expresszio szintek kdzott. Természetesen
ennek a lehetséges dsszefuiggesnek az igazolasédhoz tovabbi vizsgalatok is szlikségesek, de
eredményeink nagy részét a projekt végére mar sikertlt kozolnink.

Nemes K and Sebestyén A, Mark A, Hajdu M, Kenessey I, Sticz T, Nagy E, Barna G, Varadi Z, Kovacs
G, Kopper L, Csoka M. Mammalian target of rapamycin (mTOR) activity dependent phospho-protein
expression in childhood acute lymphoblastic leukemia (ALL). PLoS One. 2013;8(4):59335. doi:
10.1371/journal.pone.0059335. IF=3,53, OTKA feltlintetve

Nemes K, Cséka M, Nagy N, Mark A, Véradi Z, Dankd T, Kovacs G, Kopper L, Sebestyén A:
Expression of Certain Leukemia/Lymphoma Related microRNAs and its Correlation with Prognosis in
Childhood Acute Lymphoblastic Leukemia. Pathol Oncol Res. 2014 Nov 12. [Epub ahead of print]
PubMed PMID: 25388103. IF:1,806, OTKA feltlintetve

A megszerzett elméleti és metodikai tapasztalatainkkal tébb méas tumor mTOR aktivitasat
érintd vizsgadlathoz nyujtottunk és nyujtunk kollabordcioban segitséget, ezek nyoman is tébb
az eredeti projekttol fliggetlen kozlemény sziiletett, illetve véarhaté a jovoben (tiido
adenokarcindmak, mas karcindbmak és primer agyi lymphomé&k), ezek természetesen
alapvetden mas projektekhez kapcsolddo kozlemények.

Pbcza T, Sebestyén A, Turényi E, Krendcs T, Mark A, Sticz TB, Jakab Z, Hauser P: mTOR pathway as
a potential target in a subset of human medulloblastoma. Pathol Oncol Res. 2014 Oct;20(4):893-900.
IF:1,806.

Vizsgalatainkban diagnosztikai célbdl eltavolitott szovetmintékat illetve a vérmintak esetén, a
diagnozis utan mar szlkségtelen, megmaradt sejteket hasznaltunk fel. Ilyen vizsgalatokhoz
intézetlink, illetve munkacsoportunk rendelkezik a megfelel6 etikai engedélyekkel.

Osszefoglalva:

A projekt lehetévé tette, hogy feltérképezzikk a legkiilonboz6bb lymphoma- és leukémia-
tipusok mTOR aktivitdsdt, mMTORC1/C2 komplex expresszidjat és ezek jelentdségét a koros
sejtek proliferaciojaban és tulélésében. Vizsgalataink alapjan az akut lymphoid leukémia
sejtekre, a kopenysejtes, a Burkitt-, a diffuz nagy B-sejtes, a Hodgkin és kutan T sejtes
lymphomék nagy részére jellemzd az emelkedett mTOR aktivitas. Els6ként karakterizaltuk
részletesen a Hodgkin lymphoméak, DLBCL-ek és az ALL leukémia sejtek mTOR illetve
MTORC1/C2 komplex aktivitasat. Eredményeink szerint, adott hematoldgiai malignitasok
kdzott a magasabb mTOR aktivitds, kilonosen, ha az mTORC2 komplexhez kothetd, akkor
mindenképpen a rossz prognozis jele. Az mTORC1 aktivititas szignifikdnsan magasabb volt a
rossz prognézisu ALL-ekben. A DLBCL-es adataink alapjan pedig az mTORC2 komplexhez
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kotheté magas mTOR aktivitas korrelal a rosszabb prognozissal és rovidebb betegség mentes
illetve teljes tuléléssel. A jo prognézisu HL esetében is kimutattuk a normal lymphoid
sejtekhez képest emelkedett mTOR aktivitast, de ezekre az esetekre nem jellemzd az
MTORC2 komplex jelenléte. A HL-akban és HL sejtvonalakban konstitutiv, ligand fliggetlen
magas Notch-1 szignal aktivitast igazoltunk. A lymphoma sejtvonalak parhuzamosan magas
mTOR aktivitassal jellemezhetéek, de a két komplex (mMTORCL1/2) aktivitdsanak aranya
egyedi eltéréseket mutat, ami az inhibitor érzékenyseggel mutat 6sszefliggést.

Kisérleteinkben igazoltuk, hogy: a. az mTOR aktivitas gatlasaval a HL sejtekben jellemzo
konstitiv Notch-1 aktivécié proliferacios hatasai gatolhatoak, a két szignal egylttes gatlasa
jelentds mértékli novekedesgatlo hatasu in vitro és in vivo is; b. az mTOR aktivitasa a
galektin-1 expresszié szabalyozasan keresztil a lymphoma sejtek mikrokdrnyezetének
atalakitasaban és a T-reg sejtek megoszlasanak megvaltoztatasaban is szerepet jatszhat; c.
mindkét mTOR komplex aktivitasa fontos tényezé lehet a daganatsejtek mikrokornyezeti
alkalmazkodasaban, a tapanyag- és energiaforrdsokhoz adaptalodé metabolikus
atprogramozasi képességben; d. a kiilonb6zé mTOR inhibitorok potencialis terapids eszkozok
lehetnek a DLBCL-ek magas mTOR aktivitdsi, nem centrum germinativum eredetii
csoportjaban és a refrakter terdpia rezisztens Hodgkin lymphoma és ALL esetekben is.
Elsésorban in vitro eredményeink alapjan az utObbiak esetében azonban az mTORC1/C2
aktivitas vizsgalata segitheti a megfeleld terapia tervezését.

Munkéank soran tobb olyan patoldgiai mintdkon alkalmazhatd festési eljaras beéllitasat is
elvégeztik, megkezdtik illetve teszteltiik/teszteljik, amelynek segitségével a biopszids
mintdkban a tumorsejtek mTOR aktivitdsdnak és a C1l vagy C2 komplexhez kothetd
aktivitasnak kvantitativ meghatarozasa is lehetévé valik, amelynek az mTOR gatlok célzott
terapias alkalmazasa el6tt a tumorsejtek mTOR aktivitds meghatarozasakor kiemelkedd
fontossaga lehet.

Az mTOR aktivitassal kapcsolatos vizsgalataink gyakorlati hasznosulasa:

Az mTOR aktivitas vizsgalatok patologiai diagnosztikai, biopszias mintakon végzett
meghatarozasat, amelyet laboratoriumunkban a projekt keretei mellett beéllitottunk mar
bizonyos esetekben onkoldgusok, klinikusok is kérik. Olyan betegeknél, ahol a jelenlegi
kezelesi protokoll-ok mar vagy hatastalanok, vagy toleralhatatlanok és van mod egyéni
elbiralas és a zajlo nemzetkozi fazis vizsgalatok eredményei alapjan mTOR gatlo kezelés
megkezdésére (ilyenek pl. terapia rezisztens végstadiumua HL relapszus, kevert haemangioma-
lymphangioma, bizonyos sarcoma-k, medulloblastoma és mas idegrendszeri tumorok...),
intézetlinkben lehet6ség szerint elvégezziik a vizsgalatokat konzilium keretében.

Parhuzamosam tobb Uj az mTOR aktivitas rutin meghatérozasat segité modszert allitottunk
be: 1. Direkt jelzett anti-pAEBP1 és anti-pS6 aramlasi citometria vizsgalatat. Ennek
segitségével a kiillonboz6 leukémias, Sezary-szindromas mintakban vagy lymphomas
nyirokcsomokban a malignus sejtetk mTORC1 aktivitds meghatarozasa lehetséges. 2.
Beéllitottunk egy Uj modszert, a Duolink immun-eléhivdsi technikdt, amelynek segitsegevel
foszfo-proteinek és protein-protein  komplexek in situ kvantitiv expresszié vizsgalata
lehetséges (ezt a mddszert bemutattuk a Magyar Patolégusok Kongresszusan, Magyar
Onkoldégusok Tarsasdganak és a hazai Membrantranszport kongresszusokon, utobbi kett6n a
legjobb poszterprezentacid/posztereléadas dijat nyerték el hallgatéim) (9. &bra). Ezzel a
technikaval a sejtek aktiv mTORC1 és mTORC2 aktivitdsanak aranyat is meg lehet
hamarosan hatarozni nem fixalt (fagyasztott) szOvetek vagy sejtek esetében. 3. Elébbi
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tovabbfejlesztésével pedig biopszias mintdk mTORC1 és mTORC2 aktivitds aranyanak
kvantitativ immunhisztokémiai értékelésére is lehet6ség nyilhat.

kontroll Rapamycin

I
| |

kontroll Rapamycin

9.abra mTORC1 aktivitds gatlas hatdsanak kvantitativ meghatarozdsa Duolink mddszerrel. p-S6 mennyiségi valtozasainak kvantitativ
meghatdarozasa in vitro rapamycin (50 ng/ml, 24 h) kezelt sejtek cytospin preparatumain (Blobfinder software-rel értékelve; piros:
pontszer( pozitiv reakcid; 1000x)

Részletesebben vizsgaltuk és kdvettilk annak a lymphomas gyermeknek mintait, aki tobb mint
10 éven keresztil kezeltek a Semmelweis Egyetem 11. Gyermekklinikajan. Minden elérhet
archiv. mintajban vizsgaltuk az mTOR aktivitast, az 6sszes minta malignus sejtjeiben
igazoltuk a magas aktivitast annak ellenére, hogy a lymphoma morfolégiailag a diffuz nagy-B
sejtes és HL-kra jellemz6 fenotipusos jegyeket valtotta a kezelések soran (ez egy nemrég
kiilon entitasként meghatarozott ritka lymphomatipus). A betegség végsd szakaszaban a
terapias lehet6ségek korlatozottsaga miatt, ezekre az eredmeényekre is alapozva mTOR gétld
kezelést alkalmaztak, amely a betegség progressziojat lelassitotta, jelentdsen befolyasolta. Az
esettel kapcsolatos klinikai és patologiai adatokat, illetve mTOR aktivitassal kapcsolatos
eredményeinket eddig egy nemzetkdzi konferencia absztrakt forméajaban is kdzoltik.

Csoka M, Nemes K, Mark A, Varadi Zs, Nagy N, Molnéar A, Matolcsy A, Szepesi A, Csomor J., Kovacs G,
Sebestyén A: Clinical appearance and mTOR activity in a patient with large B-cell lymphoma and with
Hodgkin’s features. 2012. 44th Congress of the International Society of Pediatric Oncology — London, UK,
OTKA feltiintetve

Mark A., Nagy N., Paku S., Kopper L., Sebestyén A.: Fehérjék kolcsonhatasanak és aktivitasanak Uj
kvantitativ vizsgalati lehetdsége in situ. Magyar Onkologusok Tarsasaganak Kongresszusa 2011. 11.10-12.,
Budapest. poszter prezentacio 1.dij - Magyar Onkolégia 2011, 55:1 S47., OTKA feltiintetve

Nagy N. Mark A., Paku S. Németh Zs., Buthi N, Kopper L, Sebestyén A: mTOR komplexek aktivitas
vizsgalata in situ. Membrantranszport Konferencia 2013 Siimeg, dijazott poszterel6adas, OTKA feltlintetve

Vizsgalataink eredményeivel kapcsolatosan tobb hazai (2db) és nemzetkdzi folydirat
kdzleményt (8 db) sikertlt elfogadtatnunk és kodzolnink, varhatd még tovabbi, jelenleg
benyujtott vagy hamarosan benyujtasra keriilé tovabbi nemzetkozi kozlemények (3 db)
mielébbi kozlése is. Mindezek mellett, a beszamold vegén bemutatott egyéb kozléseink, pl. a
projekthez kapcsolodd PhD és gradualis hallgatok disszertacidinak mennyisége, a kiilonb6z6
megnyert dijak és elismerések is mutatjak, hogy a projekt szamos hazai biologus- és
orvostanhallgatd kivalo minéségii kutatomunkajahoz is segitseget nyujtott. A bemutatottak
mellett elismerés volt, hogy eléadasban mutathattam be az mTOR aktivitassal kapcsolatos
vizsgalatainkat, technikakat az ECCO és az EACR Nemzetkézi stockholmi
Multidiszciplinaris Eurdpai Onkoldgia Konferenciajan (Eurépai Réaktarsasagok egyik
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legnagyobb konferenciaja) 2011-ben. Felkértek tébb hazai magyarnyelvii, az mTOR terapias
jelentdségével kapcsolatos Osszefoglald kozlemény elkészitésére, amelyekbdl az egyik az
Orvostovabbképzé Szemlében mar megjelent. A munkacsoport tagjai €és hallgatoim
eredmeényeinket szamos tovabbi hazai és nemzetkdzi konferencian mutattdk be eléadasok és
poszter prezentaciok formajaban, ezeknél a tamogatéast feltintettik.

A jelentésben kordbban nem felsorolt, a munkaval kapcsolatos tovabbi kdzlemények és
kongresszusi absztraktok:

Magyar nyelvi 6sszefoglald kézlemény

Sebestyén A, Kopper L: A mammalian target of rapamycin (mTOR) és gatldinak szerepe,
mellékhatasaik. Orvostovabbképzd Szemle 2014 augusztus 5-13, OTKA feltiintetve

Nemzetkozi konferencia el6adasok és absztraktok

Sebestyén A., Nemes K., Mark A., Véradi Zs., Hajdu M., Sticz T., Kopper L., Cs6ka M.: Mammalian
target of rapamycin (MTOR) activity dependent protein expression and rapamycin sensitivity in
pediatric acute lymphoblastic leukemias. eldadas: 2011 szeptember 24-27 ECCO European
Multidisciplinary Cancer Congress — Stockhlom, OTKA feltiintetve

Sebestyén A, Mark A, Nagy N, Molnar A, Sticz T, Hajdu M, Timér B, Cs6ka M, Kopper L: Potential
prognostic and therapeutic importance of mTOR complexes related activities in human lymphomas.
Recent advances in Molecular and Cellular Pathology 2013. december London — a legjobb poszter
prezentacio dij

Sebestyén A., Nagy N., Mark A., Molnar A., Danké T., Hajdu M., Toth M., Timéar B., Csoka M.,
Kopper L.: mTOR C1/2 activities - related protein expression and its potential prognostic/therapeutic
importance in certain lymphoid malignancies. elfogadott absztrakt. American Association of Cancer
Research Special Conference on Targeting the PI3K-mTOR Network in Cancer, September 14-17,
2014, Philadelphia-USA, OTKA feltiintetve

Nagy N., Mark A., Paku S., Németh Zs., Buthi N., Kopper L., Sebestyén A.: Expression and activity
analysis of mammalian target of rapamycin complexes in different human lymphoma cells. European
Cancer Congress, 2013. szeptember, Amsterdam, poszter, OTKA feltlintetve

Mark A., Hajdu M., Nemes K., Sticz T., Egervari G, Kopper L., Sebestyén A.: Cell type dependent
ribosomal S6 protein activation in mitosis. poszter - Molecular Mechanisms in Signal Transduction and
Cancer August 16-24, 2011 Spetses (Grecia), OTKA feltlintetve

Varadi Zs., Sebestyén A., Nemes K., Mark A., Hajdu M., Sticz T., Kovécs G., Kopper L., Csoka M.:
Rapamycin sensitivity and mTOR activity in lymphoma/leukemia cells. 1. dijas el6adas - 20th Meeting
of European Society of Pediatric Clinical Research 2011. Brno, OTKA feltiintetve

Sticz T.B., Mark A., Hajdu M., Timar B, Nemes K, Kopper L., Sebestyén A.: Tissue-micro array based
IHC analysis of mTOR activity in DLBCL. poszter - 102nd Annual meeting of AACR 2011. aprilis
AACR Congress Proccedings 52: 756-757, OTKA feltlintetve

Mark A., Hajdu M, Nagy N, Varadi Zs, Sticz T, Timar B, Csoka M, Kopper L, Sebestyén A:
Mammalian target of rapamycin (mTOR) activity as a potential target in human diffuse large B-cell
lymphomas and Hodgkin lymphomas. 2012. 07.07-10. Barcelona 22nd Biennal Congress of the EACR.
poszter - Eur. J. Cancer 2012 48 (S5):S190, OTKA feltiintetve

Fontosabb hazai el6adasok, konferencia absztraktok:

Sebestyén A., Mark A., Nemes K., Véradi Zs., Nagy N., Sticz T., Csoka M., Kopper L.: mTOR inhibitor
érzékenység vizsgalatok lymphomakban és gyerekkori leukémidban. Magyar Onkologusok
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Téarsasaganak Kongresszusa Budapest 2011.11.10-12. eléadas, Magyar Onkoldgia 211, Magyar
Onkolégia 2011, 55:1 S65., OTKA feltiintetve

Sebestyén A, Mark A., Sticz T., Hajdu M., Varadi Zs., Nagy N., Molnar A., Barna G., Cs6ka M., Timar
B., Kopper L.: mTOR (mammalian target of rapamycin) aktivitas és érzékenység vizsgalatok human
lymphomékban. 2012.05.24-26. Szeged Malignus Lymphoma Konferencia. eléadas — Hematologia-
Transzfuziol6gia 2012, 45 1S:41-42, OTKA feltiintetve

Sebestyén A., Mark A., Nagy N., Hajdu M., Cséka M., Sticz T., Barna G., Varadi Zs., Kopper L.:
Kiilonboz6 tipust lymphomak, leukémidk mTORCI és C2 komplexhez kothetd mTOR aktivitasa, mint
terdpias target Magyar Onkoldgus Tarsasag Konferencia 2013- el6adas, Magyar Onkologia 57 (1):
Suppl. 80, OTKA feltlintetve

Sebestyén A, Nagy N, Mark A, Molnar A, Hajdu M, T6th M, Danko T, Csoka M, Kopper L: Activated
mTORC1/C2 complexes and their biological importance in lymphoid malignancies. Magyar
Immunologus Tarsasag 43, vandorgyiilése, 2014 oktober 15-17. Velence — eléadas, Immunoldgia
Szemle 6 (3-4): 42, OTKA feltiintetve

Mark A., Nagy N., Paku S., Kopper L., Sebestyén A.: Fehérjék kolcsonhatasanak és aktivitasanak Uj
kvantitativ vizsgalati lehet6sége in situ. Magyar Onkoldgusok Tarsasaganak Kongresszusa 2011. 11.10-
12., Budapest. poszter prezentacio 1.dij - Magyar Onkolégia 2011, 55:1 S47., OTKA feltiintetve

Nagy N, Mark A, Paku S, Kopper L, Sebestyén A: In situ analisis of mammalian target of rapamycin
(mTOR) complexes. Semmelweis Egyetem, PhD Tudomanyos Napok 2013 Budapest, dijazott eldadas;
Nagy N. Mark A., Paku S. Németh Zs., Buthi N, Kopper L, Sebestyén A: mTOR komplexek aktivités
vizsgalata in situ. Membrantranszport Konferencia 2013 Siimeg, dijazott posztereldadas, OTKA
feltiintetve

Mark A., Nagy N., Paku S., Kopper L., Sebestyén A.: Aktivalt fehérjék és fehérjekomplexek Uj
vizsgalati modszere in situ. poszter Magyar Patologus Konferencia 2011. 09.29.-10.01. Si6fok poszter,
OTKA feltiintetve

Nagy N, Méark A, Hajdu M, Téth M, Danké T, Kiraly P, Bodér Cs, Hollosi P, Kopper L, Sebestyén A:
Characterization of the Notch and mTOR pathway in context of their crosstalk in Hodgkin lymphomas.
Magyar Immunologus Tarsasag 43, vandorgyiilése, 2014 oktober 15-17. Velence — poszter,
Immunoldgia Szemle 6 (3-4): 38, OTKA feltiintetve

Doktori fokozatszerzések, Szakdolgozatok, TDK konferencia helyezések ill. hallgaték &ltal elnyert

-----

Mark Agnes : Az mTOR (mammalian target of rapamycin) aktivitas jelentésége human lymphomakban.
PhD tézis — Doktori fokozat szerzés (2013 — SE, Doktori Iskola, Patolégia Tudoményok Doktori
Program), A tézis eredményeit 0sszefoglaldo kozlemény megjelent ugyanezzel a cimmel a Magyar
Onkolégia 2014. 58:143-148, OTKA feltlintetve

Nemes Karolina: mTOR kinaz aktivitds meghatarozas, a rapamycin kezelési lehetdségének vizsgalatat
gyermekkori akut lymphoid leukémidban PhD tézis 2014-ban benyujtasra kerilt a fokozatszerzés
folyamatban van

Szakdolgozatok, amelyek a projekttel kapcsolatos kutaté munka és témavezetésem segitségével jottek
Iétre - Nagy Noémi (ELTE TTK Biologus MSc.) 2012; Németh Zs6fia (BME Biomérndk BSc.) 2013;
Molnéar Anna (ELTE TTK Bioldgus BSc.) 2014;, Buthi Néra (SE, AOK) 2015.

Nagy Noémi: mTOR (mammalian target of rapamycin) aktivitads, mint hemato-onkolégiai terapias
célpont cimit TDK munkéjaval 2011-ben az ELTE TTK biol6gus TDK konferencidjan majd mTOR
(mammalian target of rapamycin) aktivitds , mint lehetséges célpont Hodgkin és diffuz nagy B-sejtes
lymphomakban TDK munkajaval az SE Orvos-, Fogorvos- és Gydgyszerésztudomanyi TDK-jan 2012-
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ben I1. helyezést ért el, ezt kovetden a XXXI. Orszagos TDK Konferencian a Bioldgia Szekcioban
2013-ban I11. helyezett lett. OTKA feltiintetve

Molnar Anna — témavezetésemmel az mTOR aktivitassal kapcsolatban végzett kutatasaival elnyerte a
Kuffler alapitvany (Stephen W. Kuffler Kutatasi Alapitvany) dijat, eredményeit a Magyar
Tudomanyos Akadémian adta el 2014. decemberben, emellett Molndr Anna elnyerte még 2014-ben a
Nemzeti Tehetségsegité Tanacs Felfedezettjeink 2014 fédijat, valamint az ELTE TTK Kar Kival6
Hallgat6éja dijat is. Molnar A: A daganatok gyodgyitdsdnak nyomaban — Bolyai Kollégium —
ismeretterjesztd eldadas 2014. marcius, OTKA feltiintetve

A munkaban résztvevo kutatok, egyéb résztvevok és hallgatok:

Az eredetileg tervezett senior kutatok, kutatok vettek részt a munkaban elsésorban, de
természetesen egyes kdzlemények elkészitéseben mas kollégak is részt vallaltak. Minden
résztvevo legalabb egy, de inkabb tobb kozlemény szerz6i kozott szerepel €és végig nyomon
kovette a projekt alakulasat, végrehajtotta a feladatait. Eredetileg 2 PhD hallgato részvételét
terveztiik biztosan a projektben, egyikiik PhD hallgatomként (Mark Agnes) végig részt vett a
projektben, kdzben megszerezte PhD fokozatat is, ami a projekt anyagahoz csatlakozik.
Egervari Gabor, kordbbi TDK hallgatdbm, a munka elején vett részt vizsgalatainkban, majd
egy masik amerikai PhD programba nyert felvételt igy helyette mas csatlakozott a projekthez,
egy PhD hallgatd, aki mar tanulményait azéta befejezte és a fokozatszerzési eljarast
megkezdte (Sticz Tamas — DLBCL-s vizsgalatok) és sajat témavezetésem alatt egykori TDK
hallgatom, Nagy Noémi. Nagy Noémi 2012-t61 PhD hallgatoként csatlakozott és jelenleg
kezdi meg a fokozatszerzési eljarast, doktori tézise a projekt téméajaban varhatd, a Notch
utvonallal kapcsolatos vizsgalataink eredményei képezik tézisei alapjat. Az utolso évben a
metabolit vizsgalatokba csatlakozott be Hujber Zoltan, aki jelenleg mar PhD hallgatoként
tartozik a munkacsoporthoz. A Klinikai Onkoldgia programbdl is csatlakozott munkankhoz
egy PhD hallgatdo (Nemes Karolina), aki dr. Csoka Moénika segitségével elsdsorban az ALL-
ekkel kapcsolatos vizsgalatainkban vett részt, jelenleg az 6 fokozatszerzése is folyamatban
van, igy a tervezettnek megfelelden az egész projekt sordn mindig legalabb két PhD hallgato
és mellette szamos egyetemi TDK hallgatod is segitette a projekt kisérleteinek végrehajtasat.
Természetesen a projekt technika menedzselésében az intézet gazdasagi osztalyanak dolgozdi
és az intézet asszisztensei (SzOvettani, szOvettenyészeti és allathazi kollégak) is segitették
alkalomszerlien a munkankat. A projekt végrehajtisaban kézremiikodok személyében
Iényegi eltérés nem volt.
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