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Az mTOR (mammalian target of
rapamycin) aktivitas jelentésége human
lymphomakban
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A neopldzids folyamatok kialakuldsa, a daganat névekedése, a daganatsejtek proliferdcidja és tilélése hatterében gyakran
kiilénbézd jelutak magvditozott aktivitasa dll. A PI3K/AKT/mTOR jelit fokozott aktivitasa szolid daganatokban és kdpenysejtes
lymphomdkban a daganatkialakulds és -névekedés fontos szabdlyozéja. Az aktiv mTOR (mammalian target of rapamycin) kindz
két komplex (mTORCT, mTORC2) meghatdrozo eleme. Az mTOR-aktivitds szerepét vizsgdltuk kiilénbozé human lymphomdkban,
dsszefiiggéseket keresve a betegek klinikai adataival. Hodgkin-lymphomdkban (HL) tanulmdnyoztuk, hogy a magas mTOR-aktivitds
milyen, a daganat tulélésében fontos folyamatokban vesz részt (antiapoptotikus mechanizmusok és mikrokGrnyezeti valtozasok).
Meghatdroztuk azokat a humdn lymphomatipusokat, amelyekre magas mTOR-aktivitds jellemzé. Kimutattuk, hogy a mitotikus
lymphoid sejtek mTOR-aktivitdsa magasabb, mint a nem 0sztodo sejteké. Nagyobb esetszamot tartalmazé TMA-blokkokon (tissue
microarray) tovdbb vizsgdituk a diffiz nagy B-sejtes lymphoma (DLBCL) és a HL eseteket. Szignifikdns dsszefiiggést mutattunk ki
DLBCL-s betegek altipusmegoszidsa (csirakézpont-eredetl és nem csirakézpont-eredetd DLBCL-ek) és az mTOR-aktivitds kozott.
DLBCL-ban a fokozott mTOR-aktivitds negativ prognosztikus markernek bizonyult. A HL-ek 92%-a magas mTOR-aktivitdst mutatott
(mTORCT-hez kéthetd), ami prognosztikus faktorként nem, viszont terdpids célpontként felhaszndlhato. A HL-ek mikrokérnyezetének
vizsgdlata szerint a reguldtor T-sejtek mennyisége a mikrokdrnyezetben, valamint a galektin-1-expresszio a tumorsejtekben és
az extracelluldris mdtrixban emelkedett. A magas mTOR-aktivitds és a galektin-1-expresszid kbzétt kapcsolatot taldltunk in vitro
kisérleteinkben, ahol az mTOR gdtldsa transzldcios szinten csGkkentette a galektin-1-expressziot. Az mTOR-qgatlds jelentdségét
— proliferdciogadtlo és apoptotikus hatdsdat — humdn lymphoma xenograftokban (HL, DLBCL, Burkitt-lymphoma) bizonyitottuk. In
vitro kombindcios kezelésekben a rapamycin apoptotikus hatdst fokozo szerepét igazoltuk. Munkankban meghatdroztuk azokat
a lymphomatipusokat, amelyekben az mTOR-gatlds célzott terapiaként alkalmazhatd lehet. Eredményeink alapjén annak meghatd-
rozdsa, hogy melyik komplexhez kétheté az mTOR-aktivitds, nagyon fontos a megfeleld mTOR-gatlo (klasszikus vagy kettds gatlok)
kivalasztasaban. A jovében a magas mTOR-aktivitdst mutato lymphomdkban varhatéan kombindcios kezelésben az mTOR-gatlok
haszndlata hozzdjdrulhatna a jobb tilélési eredmények eléréséhez és lehetdség szerint a jelenlegi kezelések ddzisainak és toxikus
mellékhatdsainak csokkentéséhez. Magyar Onkoldgia 58:143-148, 2014
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Neoplastic processes, tumor growth, and tumor cell proliferation and survival are often due to the altered activation of different
signaling pathways. The increased activity of PI3K/AKT/mTOR signaling has been shown to be an important regulator of tumor
growth in several solid tumors and in mantle cell lymphomas. The active form of mTOR kinase (mammalian target of rapamycin) is
a key signaling molecule, and it exists in two different complexes, mTORCT and mTORCZ. In the present work, mTOR activity was
investigated in different lymphoma types, in parallel with clinical data. We also examined in Hodgkin lymphomas (HL) the role
of mTOR activity in survival mechanisms such as antiapoptotic protein expression and alterations in the microenvironment. We
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determined which lymphoma types display characteristic high mTOR activity in our TMA (tissue microarray) study. We observed that
mTOR activity is increased in mitotic lymphoid cells compared to interphasic cells. The number of diffuse large B cell lymphoma
(DLBCL) and HL cases was extended in a further set of TMA. We observed significantly higher mTOR activity in the non-centrum
germinativum derived subtype of DLBCL than in the centrum germinativum derived subtype, which was a prognostic marker; 63%
of mTOR active cases showed Rictor overexpression, indicating mTORCZ activity. High mTOR activity was also established in 92% of
HL cases, which was linked to mTORCT. This finding was not a prognostic marker, however, it can be useful in targeted therapy. We
observed the overexpression of the antiapoptotic protein BCL-xL and NF[IB-p50 in the majority of mTOR active HLs. HLs showed high
numbers of requlatory T cells in the microenvironment and high expression of galectin-1in tumor cells and in the extracellular matrix,
when compared to reactive lymph nodes. We confirmed that mTOR inhibition had significant antiproliferative and antiapoptotic
effects in lymphoma cell lines and in lymphoma xenografts (HL, DLBCL, Burkitt lymphoma). We also showed that rapamycin was
able to augment the effect of chemotherapeutic agents and TGF-[1. Taken together, mTOR activity may be a potential therapeutic
target in different lymphoma types. However, patient and inhibitor selection criteria must be carefully considered. The combination
of mTOR inhibitors with other agents will probably offer the highest efficiency for achieving the best clinical response, and may also
allow dose reduction in order to decrease late treatment toxicity in these cases.

Mark A. Significance of mTOR (mammalian target of rapamycin) activity in human lymphomas. Hungarian Oncology 58:143-148, 2014
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BEVEZETES

Az mTOR kindz szamos jelut aktivalé és inaktivald iizene-
tét integralja, befolyasolja a sejtek osztddasat, taplalékellata-
sat, energiahelyzetét és a stresszre adott valaszat. Az mTOR
kinaz aktivitdsa két komplexhez kéthetd, melyek a jelatban
elfoglalt helyiik alapjan és funkcionalisan is kiilonboznek
egymastol. Az mTOR-komplex 1 (mTORC1) alkotofehérjéi
az mTOR, a Raptor, a mLST8, a PRAS40 és a Deptor. Az
mTOR-komplex 2 (mTORC2) elemei az mTOR, a Rictor,
a mLST8, a mSinl, a Protor és a Deptor fehérjék. Az
mTORC1 két legfontosabb célmolekuldja a riboszomalis
S6 kindz 1 (S6K1) és a 4E-kotd fehérje (4EBP1). Az S6K1
foszforilalja a riboszomalis S6 fehérjét (S6), ezzel el6segitve
a riboszéma-biogenezist. Miutan az mTORCI foszforilalja
a 4EBPl-et, az levalik a transzlaci6 iniciacios faktorardl
(eIF4E). Ezzel féként olyan molekulak transzlacidja valik
lehet6vé, amelyek proliferacios és talélési szignalokat ta-
mogatnak (c-myc, BCL-2, FGF-2, survivin, cyclin-DI). Az
mTORC2 célfehérjéi kozé az AKT mellett szamos AGC-
kinaz tartozik, emellett részt vesz a sejtmigracio szabalyo-
zésaban is.

Bizonyos hematologiai daganatokban (leukaemiak, ko-
penysejtes lymphoma, myeloma multiplex) mar kimutattak
olyan valtozasokat, amelyek a PI3K/AKT/mTOR tt fokozott
aktivitasdanak hatterében allnak. Azonban még mindig ke-
vés adat all rendelkezésiinkre a legtobb lymphoma esetében
a jelat aktivitasardl.

Az mTOR kindz klasszikus gatlészere a rapamycin
(rapamune/sirolimus) és szarmazékai, a rapalégok (tem-

sirolimus, everolimus, deforolimus). A rapaldégok mellett
napjainkban 1j generacios kettés mTORCI/mTORC2-
gatlok, koztitk PI3K/mTOR-, illetve AKT/mTOR-gatlok fej-
lesztése és preklinikai vizsgélata folyik.

Vizsgalatainkban a lymphomak két csoportjat részlete-
sebben tanulmanyoztuk. Ezek a non-Hodgkin-lymphomdk
30-40%-at alkoto diffiz nagy B-sejtes lymphomak (DLBCL),
melyekre jellemz6 a biologiai heterogenitds. A jelenlegi
kemoterapias kezelés mellett a DLBCL-s betegek 60-80%-
aban érhetd el teljes remisszio, az 5-10 éves tulélés 50-70%.
A DLBCL-ek génexpresszids profiljuk alapjan két csoportra
oszthaték. Az egyik kategoria expresszids profilja a csira-
kozpont sejtjeihez (GC-DLBCL), a masiké a periférids ak-
tivalt B-sejtek (ABC/non-GC-DLBCL) profiljahoz hasonlit.
A masik vizsgalt lymphomatipus a Hodgkin-lymphoma,
amely monoklonalis, B-sejt-eredetti daganatos megbetege-
dés, gyakran fiatalokat érint. A klinikai gyakorlat alapjan
a klasszikus HL-s betegek 70-80%-a gydgyul meg, az 6téves
tulélés 85-88%. A terapias sikerekhez azonban mellékhata-
sok, szovoédmények is tarsulnak. A hosszu tava sugarkeze-
lésben részesiilé betegeknél jelentdsen megemelkedik mas
malignus daganatok kialakuldsanak kockdzata (tidérak,
melanoma, emlérak, lymphoma). A Hodgkin-/Sternberg-
Reed-sejtek (HRS) egyedi mikrokdrnyezetet szerveznek ma-
guk koré, melynek alapvet szerepe van a tumor progresz-
szidjaban. A mikrokoérnyezet sejtjei bonyolult kapcsolatban
vannak egymassal és a tumorsejtekkel, egyrészt kdlcsondsen
el6segitve a szomszédos sejtek aktivaciojat és proliferacidjat,
mdsrészt kialakitva a daganat immunrendszerrel szembeni
védekezését. A leggyakoribb sejttipus ebben a mikrokor-
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nyezetben a 2-es tipusu helper T-sejt (Th2) és a regulator
T-sejt (Treg). A HRS-sejtek specifikus kemokinek termelé-
sével vonzzak maguk koré ezeket a CD4+ T-sejt-formakat.
A HRS sejtek dltal termelt galektin-1 is részt vesz a T-sejtek
szelekcidjaban, apoptozist indukal a reaktiv T-sejtekben, ez-
zel visszaszoritva a gyulladdst és gatolva az autoreaktivitast.
Emellett a galektin-1 az IL-10-termelés timogatasaval segiti
a Treg-sejtek proliferaciojit és a Th2 tipusu immunvalaszt.

CELKITUZESEK

1. Az mTOR jelut szamos daganat esetén a tumorsejtek tul-
élését biztositdé mechanizmusok kulcsszerepléje. Human
lymphomakban eddig még kevés adat all rendelkezéstinkre
aktivitasarol, ezért célul tiiztiik ki a kiilonb6z6 lymphomak
mTOR-aktivitasanak vizsgalatat.

1.1. A lymphomadkon belill a diffaz nagy B-sejtes lym-
phomakat (DLBCL) és a Hodgkin-lymphomdkat (HL) ma-
gas esetszamu vizsgalatokban a betegek klinikai adatai és
az mTOR-aktivitas kozti Osszefiiggések keresése céljabdl
részletesen vizsgaltuk.

1.2. HL-ekben vizsgéalni kivantuk, hogy a magas mTOR-
aktivitas milyen sejtfunkciokkal lehet osszefiiggésben. Mu-
tat-e kapcsolatot az antiapoptotikus fehérjék expresszidjaval
és befolyasolja-e a HL-ekre jellemz6 mikrokornyezet kiala-
kitasat.

1.3. mTOR-gatlds hatasanak vizsgalata in vitro lympho-
masejtvonalakban és in vivo lymphoma xenograft model-
lekben (proliferacio, apoptodzis és fehérjeexpresszié valtoza-
sainak kovetése).

2. HL-ek mikrokoérnyezetét alkoto sejtek osszetételének
vizsgalata kiilonos tekintettel a Treg-sejtek jelenlétére. Treg-
sejtek és a tumorsejtek kapcsolatanak vizsgalata, ebben
a galektin-1 szerepének tanulmdnyozasa.

ANYAGOK ES MODSZEREK

TMA (tissue microarray) metszeteken vizsgaltuk kiilon-
b6z6 lymphoma-entitasok (4 Burkitt-lymphoma (BL), 23
HL, 11 MCL, 9 anaplasias nagy sejtes lymphoma (ALCL),
10 DLBCL, 12 marginalis zéna-lymphoma (MZL), 13 kré-
nikus lymphoid leukaemia (CLL), 10 follikularis lymphoma
(FL) és 12 periférias T-sejtes lymphoma) mTOR-aktivitasat.
Nagyobb esetszamti TMA-vizsgélatokban is meghataroz-
tuk az mTOR-aktivitast, valamint vizsgdltuk az mTORC1/
mTORC2 komplexekre jellemz8 Raptor és Rictor fehérje
expresszidjat DLBCL-ekben (68 eset) és HL-ekben (83 eset).
Tanulmdanyoztuk HL-ekben a T-reg-sejtek mennyiségét,
a galektin-1 és antiapoptotikus fehérjék expresszidjat. Az
mTOR-aktivitads és a klinikai adatok 83 HL (40 né, 43 férfi,
életkor: 8-82 év, atlagéletkor: 29,8 év) és 68 DLBCL (34 nd,

mTOR-aktivitds humdan lymphomakban

34 férfi, életkor: 13-87 év, atlagéletkor: 59 év) esetében sta-
tisztikai modszerekkel vizsgaltuk.

Lymphoma- és leukaemia-sejtvonalak (HL, BL, DLBCL,
B-ALL, T-ALL sejtvonalak) mTOR-aktivitasat kiilénboz6
modszerekkel [ELISA, Western blot (WB), immuncitokémia
(ICC)] hatdroztuk meg az aktiv mTOR kinaz és foszforilalt
célfehérjéinek kimutatdsaval. A galektin-1-expressziét RNS-
, (real-time PCR) és fehérjeszinten (WB, ICC) is vizsgaltuk.

In vitro lymphomasejtvonalak kezelését végeztiik el a ko-
vetkez6 szerekkel: nocodazole (40-200 ng/ml), staurosporin
(0,1 M/ml), rapamycin (50 ng/ml), kettés gatlok [NVP-
BEZ-235 (1 pM/ml), PP-242 (1 pM/ml)], doxorubicin
(100 nM), vincristine (3 nM), etoposid (100 nM). A sej-
tek morfologidjat hematoxilin-eozinnal festett citospin-
preparatumokon vizsgaltuk, a kezelések hatasat a sejtek
viabilitdsdra aramlascitometriai méréssel és proliferacios
teszttel hataroztuk meg. HL, BL és DLBCL xenograftokat
hoztunklétre SCID egerekben. Az mTOR-gatlas (rapamune:
3 mg/kg) tumornovekedésre és fehérjeexpressziora gyako-
rolt hatasat vizsgaltuk a xenograftokban.

Statisztikai analizis sordn az adatok szamtani atlaga és
standard deviacidja kertlt kiszamitasra. A szignifikancia
meghatdrozasa t-probaval és Mann-Whitney-teszttel tor-
tént (p értéke <0,05). A betegek klinikai adatai és a kiilon-
b6z6 THC-eredmények kozti szignifikans osszefiiggéseket
khi2-prébaval (log-rank teszt) hatdroztuk meg.

EREDMENYEK

mTOR-aktivitds a kiilonbozd lymphomasejtvonalakban
és humdn biopszids mintdkban

Valamennyi lymphomasejtvonalban  kimutattuk az
mTOR expresszidjat, ebben jelentds eltérést a sejtvonalak
és a normalis sejtek kozott nem tapasztaltunk. Kialonbo-
z6 lymphoma- és leukaemia-sejtvonalakban az mTOR
aktiv formdjanak (p-mTOR) és foszforilalt célmolekula-
inak (p-4EBP1, p-p70S6K, p-S6) kimutatisaval, meny-
nyiségi vizsgalataval hataroztuk meg az mTOR-aktivitast
ELISA, immuncitokémia és Western blot modszerekkel.
A lymphoma- és leukaemia-sejtvonalak szignifikansan
nagyobb mennyiségli p-4EBP1 fehérjét expresszaltak,
mint a normalis B- és T-sejtek, ami emelkedett mTOR-
aktivitdsukra utal (ELISA). Parhuzamosan az aktiv mTOR
kinaz (p-mTOR) fehérje mennyisége, illetve foszforilalt,
indirekt célmolekuldja, a p-S6 fehérje is magas expressziot
mutatott a kiilonb6z6 daganatos sejtvonalakban (ICC, WB).

Mitotikus lymphoid sejtek mTOR-aktivitdsa

A miotikus lymphoma- és normalis lymphoid sejtekben
magasabb mTOR-aktivitdst mutattunk ki, mint az inter-
fazisban 1év6 normdlis és tumoros lymphoid sejtalakok-
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ban. Kettés immuncitokémiai és immunhisztokémiai
reakcidkkal igazoltuk a mitotikus sejtek fokozott mTOR-
aktivitasat human lymphomabiopszidkban és lymphoma-
leukemia sejtvonalakban.

Humdn lymphomabiopszidk mTOR-aktivitdsinak
vizsgalata immunhisztokémidval

A periférias T-sejtes lymphomak, a MZL-ek és a CLL-ek
esetében a mintak tilnyomo tobbségében gyenge vagy ne-
gativ immunhisztokémiai reakciokat kaptunk. Bizonyos
lymphomatipusok - ide tartozik a HL, a DLBCL, az ALCL,
MCL és a BL - magas mTOR-aktivitast mutattak.

Magas mTOR-aktivitas jellemezte a DLBCL-s betegek
62%-at. A non-GC tipusra (80%-ban, 40/50) volt jellem-
z6 ez a magas mTOR-aktivitds, mig a jelenlegi kezelési le-
het6ségek mellett jobb prognézisu csirakézpont-eredetii
DLBCL-ek (GC-DLBCL) esetében gyakorlatilag nem tud-
tunk mTOR-aktivitast kimutatni. Ertékeltiik a két kiilonbo-
z6 mTOR-komplexre jellemzd fehérje, a Raptor és a Rictor
IHC-reakcidkat is. Az mTOR-aktivitast mutatd esetek ko-
zel kétharmadat (63%) jellemezte magas Rictor-expresszio,
illetve a Raptorhoz képest domindns Rictor-expresszio.
Osszefiiggést taldltunk a betegek tulélési adatai és az
mTOR-aktivitas kozott. Az emelkedett mTOR-aktivitas
szignifikdns negativ prognosztikai faktorként jellemez-
te a betegséget. A legrosszabb tulélési eredményeket az
mTORC2-hoz (Rictor-overexpresszid) kapcsolhaté mTOR-
aktivitdsa esetekben talaltuk.

A Hodgkin-lymphomdkat altaldnosan magas mTOR-
aktivitas jellemezte (77/83, 93%) a szovettani altipustdl
fiiggetlentil. Az Gsszes vizsgalt esetet (n=83) elemezve az
alacsony mTOR-aktivitast mutatd betegek teljes tulélése
a hatéves kovetési periédusban 100% (6/6), a magas mTOR-
aktivitasu betegeké 85% (66/77) volt, ez a kiilonbség nem
szignifikans az alacsony mTOR-aktivitdsu betegek kis sza-
ma miatt. HL-ekben nem jellemz6 az mTORC?2 jelenléte, 83
beteg mintajat megvizsgalva csak 1 esetben tudtunk jelen-
tésebb Rictor-expressziét kimutatni.

Antiapoptotikus fehérjék és a mikrokiornyezet bizonyos
tényezdinek vizsgalata HL-ekben

Immunhisztokémiai eredményeink alapjan a BCL-xL
antiapoptotikus fehérje expresszidja és a magas mTOR-
aktivitas Osszefliggést mutatott, azonban Fisher’s exact
teszttel nem tudtunk szignifikans korrelaciét igazolni
(p=0,07).

HL-ekben a tumorsejtek mikrokdrnyezetében nagy
mennyiségli FOXP3-pozitiv regulator T-sejtet (Treg-
sejt) mutattunk ki. Osszehasonlitottuk a vizsgalt biop-
szias mintakon belill a tumorsejtben (HRS) gazdag és
tumorsejtmentes teriileteken a Treg-sejtek gyakorisdgat.

Szignifikdnsan nagyobb mennyiségben fordultak el
Treg-sejtek a HRS-sejtek kozvetlen kornyezetében, mint
a tumorsejtektdl tdvolabbi teriileteken. A Treg-sejtek
mennyisége és a betegek prognézisa korrelaciét mutatott.
Azok az esetek, ahol a tumorsejtek mikrokornyezetében
a Treg-sejtek mennyisége meghaladta az Osszes sejt 17%-
at, az 5 éves tulélés 100%-os volt.

A galektin-1 fehérjének jelentds expresszidjat figyeltiik
meg a tumorsejtekben és az extracellularis térben egyarant
az esetek tobbségében (63/73, 86%). Két esetben az alacsony
mTOR-aktivitasésazalacsony galektin-1-expresszid egyiitt
jelent meg. Megvizsgaltuk az extracellularis matrixban is
a galektin-1-expressziot. A galektin-1-expressziés minta-
zat nem mutatott kiilonbséget a kiilonb6z6 HL-altipusok
esetében. Megfigyeltiik, hogy a HRS-sejtek mikrokdrnye-
zetében a jelentds extracelluldris galektin-1-expresszio
magas Treg-sejt-mennyiséggel parosult. Abban az esetben,
amikor az ECM-ben alacsony volt a galektin-1-expresszio,
a Treg-sejtek mennyisége is alacsonyabb volt.

A HL-sejtvonalakban is jelentds galektin-1-expressziot
mutattunk ki. Rapamycinnel kezelt HL-sejtekben real-
time PCR és Western blot technika segitségével kovet-
tikk a galektin-1 mRNS- és fehérjeexpresszié valtozdsat.
Transzlacids szinten az mTOR-gatld kezelés csokkentette
a tumorsejtek galektin-1-termelését. A xenograftkisér-
letekb6l szarmazé tumormintak galektin-1 ITHC-festése
segitségével igazoltuk, hogy az mTOR kinaz gatlasa csok-
kenti a tumorsejtek galektin-1-termelését in vivo is.

mTOR-gadtlok hatdsdanak vizsgdlata lymphomdkban

in vitro és in vivo

Kiilonb6z6 lymphoma-leukaemia sejtvonalakat kezel-
tlink klasszikus és 4j generaciés mTOR-gatlokkal. Az in-
dukalt apoptdzis és a proliferdcidgatlas mértékét 24-72
oras kezelés utdn vizsgaltuk (dramlasi citometria, Alamar
blue assay). Az mTOR-gatl6 kezelés utan minden vizsgalt
lymphomasejtvonalban kifejezett Gl-blokkot figyeltiink
meg, ami proliferaciégatlast eredményezett, de a spon-
tan apoptdzis mértéke ennyi id6 alatt nem emelkedett.
A rapamycin hatasat hosszabb (96-120 h) kezelési id6
utan KMH2 (HL) és BHD1 (DLBCL) sejtvonalakban
vizsgaltuk. A kezelés KMH2 sejtekben szignifikdnsan
novelte az apoptozis mértékét, mig BHDI1 sejtekben csak
proliferacidgatlast tapasztaltunk.

Osszehasonlitottuk a kettds gatlok (NVP-BEZ-235 és
PP-242) és a rapamycin in vitro hatdsat HL és DLBCL sejt-
vonalakon. A kettds gatlok HL-sejtvonalakban és DLBCL-
sejtekben is a rapamycinnél nagyobb mértékben csokken-
tették a sejtek proliferacidjat. Hosszu tavu kezelésekben
a kettds gatlo kezelés mar a BHDI sejtvonalban is apoptozist
indukalt.
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Kombinacids kezelésekben a rapamycin fokozta a TGF-
apoptozist indukalé hatasat és bizonyos, a TGF-P hatésa-
ival szemben rezisztens sejtekben helyreallitotta a TGF-p-
érzékenységet is. A rapamycin HL-sejtekben in vitro fokoz-
ta az indukalt apoptdzis mértékét doxorubicin, vincristin és
etoposide mellett adva.

Hodgkin-, Burkitt- és DLBCL-xenograftokban végez-
tink mTOR-gatlé kezeléseket rapalégokkal. A kezelések
hatdsara mindhdrom xenograftmodellben csokkent a tu-
morok névekedése a kontrollhoz képest. A tumorndvekedés
gatlasanak hatterében a proliferacidgatlassal parhuzamo-
san apoptdzisindukciét mutattunk ki.

Az mTOR-aktivitds in situ vizsgdlata

Beallitottuk sejtvonalakon a p-S6 (aktiv riboszomalis S6
fehérje) és az mTORC2 komplex mennyiségi vizsgalatara
a Duolink technikat. Bizonyitottuk, hogy a mddszer adott
foszfoprotein (p-S6) mennyiségi valtozasait valoban kvan-
titativ mdédon képes meghatdrozni in vitro rapamycin-
kezelt sejtek citospinpreparatumain. Ezzel a technikaval az
mTOR-komplexek mennyiségének és aktivitasanak a vélto-
zasa meghatdrozhatdévd valhat.

KOVETKEZTETESEK

L. Vizsgalatainkban jellemeztiik kiilonb6z6 lymphomatipu-
sok mTOR-aktivitdsat.

a.Igazoltuk a mitotikus normdlis lymphoid és lym-
phomasejteknek az interfazisban levé lymphoid sej-
tekénél magasabb p-S6-expresszidjat, aminek hatteré-
ben a magasabb mTOR-aktivitas allhat.

b. Kimutattuk, hogy a Burkitt, a képenysejtes, az anapla-
zias nagy sejtes, a Hodgkin (HL) és diffuz nagy B-sejtes
lymphomakat (DLBCL) magas mTOR-aktivitas jel-
lemzi, mig a marginalis zona, a periférids T-sejtes, va-
lamint a kis lymphocytas lymphomaékra (CLL) ez nem
jellemzd.

c. A DLBCL-ekben igazoltuk, hogy a magas mTOR-
aktivitds a non-GC altipusban fordul el6 és a rossz
progndzisu DLBCL-eket jellemzi.

d. Jellemezve a DLBCL-ek mTOR-aktivitasat, kimutat-
tuk, hogy a magas mTOR-aktivitds az esetek 63%-
dban mTORC2 komplex fokozott expresszidjaval jar.
Statisztikailag elemezve a vizsgalt esetekhez tartozd
talélési adatokat, igazoltuk, hogy a magas mTOR-
aktivitdsa és mTORC2 komplexre jellemzé Rictor-
overexpressziot mutato esetek prognozisa szignifikan-
san rosszabb.

e. HL esetében kimutattuk, hogy a daganatsejtekre al-
talanosan jellemz6 a magasabb mTOR-aktivitas. Az
alacsony mTOR-aktivitasa HL-ek (ezek ardnya <10%)

mTOR-aktivitds humdan lymphomakban

esetében a betegek 5 évnél hosszabb betegségmen-
tes tulélése 100%. HL-ekben eredményeink szerint
a DLBCL-ekkel ellentétben nem jellemz6 a Rictor fo-
kozott expresszidja.

I1. HL-ek esetében vizsgaltuk olyan, alymphomasejtek tul-
élését segits extra- és intracelluldris fehérjék expressziojat,
egyéb mikrokornyezeti tényezdk szerepét, amelyek szaba-
lyozasdban az mTOR-aktivitas valtozasa is szerepet jatsz-
hat.

a. Tobb antiapoptotikus fehérje in situ expresszidjat vizs-
galva, a Bcl-xl és az NFXB-p50 expressziojat a legtobb
magas mTOR-aktivitasi HL esetben igazoltuk.

b. Kimutattuk a reguldtor T-sejtek tulélésében fontos
fehérje, a galektin-1 fokozott expressziojat Hodgkin-
lymphomasejtekben és extracellularisan. Nem sikeriilt
igazolnunk masok korabbi eredményeit, amely sze-
rint a kiillonb6z6 HL lymphomaaltipusok galektin-1-
expresszidja kiilonbozne.

c. Kimutattuk, hogy HL-ekben a Treg-sejtek mennyisége
a mikrokornyezetben magasabb, mint a reaktiv nyi-
rokcsomdkban. A Treg-sejtek nagyon magas aranya
HRS-sejtekben gazdag teriileteken jé progndzisra utal.

d. Igazoltuk HL-sejtvonalakban in vitro és in vivo is,
hogy az mTORCI1-aktivitas gatlasa transzlacids szin-
ten csokkenti a galektin-1 expressziojat.

II1. In vitro és in vivo Hodgkin-lymphoma modellekben iga-
zoltuk az mTOR-aktivitas szerepét a tumorndvekedésben.

a. Kimutattuk az mTOR-gatlok proliferacidgatlé és hosz-
szd tavon apoptozist indukdlo hatdsait humdn in vitro
lymphomasejtvonalakban és in vivo lymphomaxeno-
graftokban.

b. Vizsgaltuk kiilonb6z6 lymphomatipusok mTORC1
és mTORC2 komplexekre jellemz6 fehérjéit és a sejt-
vonalak mTOR-gatlok irdnti érzékenységét. Vizsga-
lataink szerint a két komplex (mTORC1 és mTORC2)
mennyiségi kiillonbségei allhatnak az mTOR-gatlokkal
szembeni kiillonbo6z6 érzékenység hatterében.

c. In vitro vizsgalataink szerint az mTOR-gatlok képesek
fokozni kemoterapids szerek és mas negativ szabalyo-
z0k, mint pl. a TGF- hatdsat is.

Osszefoglalva, az mTOR-gitlok alkalmazdsanal nem
csak az mTOR-aktivitds meghatarozasat tartjuk fontosnak,
ami a kezelés célpontjanak igazolasat jelenti az adott beteg
daganatdban, hanem azt is, hogy az mTOR melyik komp-
lexének aktivitasa jellemzi azt. Utdbbi meghatarozédsa se-
githeti a kombinacios kezelésekhez hasznalhato legoptima-
lisabb mTOR-gatlo szerek kivalasztasat (rapalégok, kettds
gatlok) a jovében.
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