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BEVEZETES

1. mTOR jelut jelentésége

Az mTOR (mammalian target of rapamycin) egy 289 kDa molekulatomegii szerin-
treonin kindz, amely szamos jelit aktivalo és inaktivalo iizenetét integralja. gy az
mTOR-jelut fontos szerepet tolt be olyan alapvetd sejtfunkciok szabdlyozasdban, mint a
novekedés, a proliferacio és a motilitas.

Az mTOR kinaz aktivitdsa két komplexhez kothetd, melyek a jelutban elfoglalt
helytik alapjan ¢€s funkciondlisan is kiilonboznek egymastol. Az mTOR-komplex 1
(mTORC1) alkotofehérjéi az mTOR, a Raptor, a mLSTS8, 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 mTORCI1 két legfontosabb célmolekuldja a riboszomalis S6
kindz 1 (S6K1) és a 4E-koto fehérje (4EBP1). Az S6K1 foszforilalja a riboszomalis S6
fehérjét (S6), ezzel eldsegitve a riboszoéma biogenezist. Miutan az mTORCI
foszforilalja a 4EBP1-et, az levalik a transzlacid iniciacios faktorarol (elF4E), ezzel
fokeént olyan molekuldk transzlacioja valik lehetdvé, amelyek proliferacios és talélési
szignalokat tdmogatnak (c-myc, BCL-2, FGF-2, Survivin, Cyclin-D1). Az mTORC2
célfehérjéi kozé az AKT mellett szdmos AGC-kinaz tartozik. Az mTORC2 emellett
részt vesz a sejtmigracio szabalyozasaban is.

Bizonyos hematologiai daganatokban (leukemidk, kopenysejtes lymphoma,
myeloma multiplex) mar kimutattak olyan genetikai valtozasokat, amelyek a
PI3K/AKT/mTOR ut fokozott aktivitdsanak hatterében allnak. Azonban még mindig

kevés adat all rendelkezésiinkre a legtobb lymphoma esetében az mTOR aktivitasarol.

2. Célzott terapia

A célzott terapia a tumorsejtekben olyan fokozott fehérjeexpresszio €s fehérjeaktivitas
gatlasan alapul, amelyek tamogatjak a daganatsejtek proliferaciojat és/vagy tulélését. A
célzott terapia soran foleg novekedési faktor receptorokat, tirozin kindz receptorokat €s
jelatviteli utjaik komponenseit tdmadjak foként monoklonalis antitestekkel, illetve kis

molekulasulytt gatlokkal. A klasszikus mTOR-gatlok koz¢ tartozik az elsdként



felfedezett mTOR gatlo, a rapamycin (rapamune/sirolimus) és szarmazékai, a rapalogok
(temsirolimus, everolimus, deforolimus). A rapaldogok mellett napjainkban 1j
generacios kettds mTORC1/mTORC2 gatlok (dudl inhibitorok), koztiik PI3K/mTOR,
illetve AKT/mTOR gatlok fejlesztése €s preklinikai vizsgalata folyik.

3. Diffaz nagy B-sejtes lymphoma (DLBCL) és Hodgkin lymphoma (HL)

jellemzése

A non-Hodgkin lymphomak 30-40%-at alkotjak a DLBCL-ak, melyekre jellemz6 a
bioldgiai heterogenitds. Olyan lymphomdk tartoznak ebbe a csoportba, amelyek
mutatjak. A jelenlegi kemoterapids kezelés mellett a DLBCL-as betegek 60-80%-aban
¢rhetd el teljes remisszid, az 5-10 éves tulélés 50-70%. A DLBCL-ak génexpresszios
profiljuk alapjan két csoportra oszthatok. Az egyik kategéria expresszids profilja a
csirakdzpont sejtjeihez (GC-DLBCL), a masiké a periférias aktivalt B-sejtek (ABC/non-
GC-DLBCL) profiljadhoz hasonlit.

A HL monoklonalis, B-sejt eredetli daganatos megbetegedés, gyakran fiatalokat
érint. A HL két entitast foglal magaba, a betegség 4-5%-at add nodularis
limphocytapredominans HL-at (NLPHL) és a klasszikus HL-at, amelyet tovabbi
altipusokra osztanak (nodular sclerosis, lymphocyta gazdag, lymphocyta deplécios,
kevertsejtes). A klinikai gyakorlat alapjan a klasszikus HL-as betegek 70-80 %-a
gyogyul meg, az 6téves talélés 85-88%. A terapias sikerekhez azonban mellékhatasok,
szovodmények is tarsulnak. A hosszi tava sugarkezelésben részesiilé betegeknél
jelentésen megemelkedik mas malignus daganatok kialakulasdnak kockazata (tiidorak,

melanoma, emlérak, lymphoma).

4. Hodgkin lymphomak mikrokornyezete és a galektin-1 expresszio

A Hodgkin-/Sternberg-Reed sejtek (HRS) egyedi mikrokornyezetet szerveznek maguk
koré, melynek alapvetd szerepe van a tumor progresszidjaban. A mikrokdrnyezet sejtjei
bonyolult kapcsolatban vannak egymassal €s a tumorsejtekkel, egyrészt kdlcsondsen

elosegitve a szomszédos sejtek aktivacidjat €s proliferacidjat, masrészt kialakitva a
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daganat immunrendszerrel szembeni védekezését. A leggyakoribb sejttipus ebben a
mikrokornyezetben a 2-es tipusu helper T-sejt (TH-2) és a regulator T-sejt (Treg). A
HRS-sejtek specifikus kemokinek termelésével (CCLS, CCL17 és CCL22) vonzzak
maguk koré ezeket a CD4+-T-sejt formakat. A HRS sejtek altal termelt galektin-1 is
részt vesz a T-sejtek szelekcidjaban, apoptdzist indukal a reaktiv T-sejtekben, ezzel
visszaszoritva a gyulladast és gatolva az autoreaktivitast. Emellett a galektin-1 az IL-10

crcr

immunvalaszt.



CELKITUZESEK

I. Az mTOR jelut szdmos daganat esetén a tumorsejtek talélését biztositd
mechanizmusok kulcsszerepldje, human lymphomakban eddig még kevés adat all
rendelkezésiinkre aktivitasardl, ezért célul tiiztikk ki a kiilonbozo lymphomak mTOR

aktivitasanak vizsgalatat.

1.1. A lymphomadkon beliil a diffiz nagy B-sejtes lymphomakat (DLBCL) ¢s a
Hodgkin lymphomakat (HL) magas esetszamu vizsgalatokban a betegek
klinikai adatai és az mTOR aktivitas kozti oOsszefiiggések keresése

céljabol részletesen vizsgaltuk.

1.2. HL-dkban vizsgalni kivantuk, hogy a magas mTOR aktivitas milyen
sejtfunkciokkal lehet oOsszefiiggésben. Mutat-e  kapcsolatot az
antiapoptotikus fehérjék expresszidjaval és befolyasolja-e a HL-dkra

jellemz6é mikrokdrnyezet kialakitasat.

1.3. mTOR gatlas hatasanak vizsgdlata in vitro lymphoma sejtvonalakban ¢€s in
vivo lymphoma xenograft modellekben (proliferacio, apoptozis ¢és

fehérjeexpresszid valtozasainak kovetése).

2. HL-dk mikrokornyezetét alkotd sejtek Osszetételének vizsgalata kiilonos
tekintettel a Treg-sejtek jelenlétére. Treg-sejtek ¢és a tumorsejtek kapcsolatdnak

vizsgalata, ebben a galektin-1 szerepének tanulmanyozasa.



ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. TMA-vizsgalatok

Els6 TMA (tissue microarray) vizsgalatunkban kiilonb6zd lymphoma entitasokat (4
Burkitt lymphoma, 23 HL, 11 MCL, 9 anaplasias nagy sejtes lymphoma (ALCL), 10
DLBCL, 12 marginalis zona lymphoma (MZL), 13 kronikus lymphoid leukemia (CLL),
10 follikularis lymphoma (FL) és 12 periférias T-sejtes lymphoma) vizsgaltunk.
Nagyobb esetszamu TMA-vizsgalatunkban meghataroztuk az mTOR aktivitast
¢s annak Osszefliggéseit a klinikai adatokkal 83 HL (40 nd, 43 férfi, ¢letkor: 8-82 év,
atlagéletkor: 29,8 év) ¢s 68 DLBCL (34 nd, 34 férfi, ¢letkor: 13-87 ¢év, atlagéletkor: 59

¢v) esetben.

3.2. Sejttenyésztés, in vitro kezelések

Kiilonb6zd vizsgélatainkban in vitro szuszpenzios (Hodgkin-lymphoma: KMH2,
L1236, DEV, L428, HDLM-2, UH-01, non-Hodgkin lymphoma: BHD1, HT58, BL41,
BL41/95, Ramos, Raji, U937, SCI1; myeloma multiplex: U266, T-sejtes akut
lymphoblastos leukémia: CEM, Jurkat, prekurzor B-sejtes akut lymphoblastos
leukémia: MN60, Nalm6, kronikus myeloid leukémia: K562, akut myeloid leukemia:
HL60) ¢és adherens sejtvonalakat (méhnyakrak: HELA, emlérdk: MDA-MB-231)
hasznaltunk.

A sejteket kezelését a kovetkezd szerekkel végeztiik el: nocodazole, staurosporin
rapamycin, NVP-BEZ-235, PP-242. metotrexat, citozin-arabinozid, doxorubicin,

crer

hematoxilin-eozinnal festett citospin-preparatumokon vizsgaltuk.

3.3. Apoptozismérés és sejtciklusanalizis aramlasi citometriaval

Az sejtek DNS tartalmat FACScalibur aramlasi citométeren (BD Biosciences), mértiik.

Az eredmények kiértékelését Winlist software-rel végeztiik (Verity Software House).



3.4. Sejtviabilitas meghatarozasa Alamar blue teszttel

Resazurin oldattal (Alamar blue) inkubaltuk a sejteket, majd spektrofotométer
segitségével lemértiik a mintak fluoreszencia értékeit (abszorbancia mérés: 570-590

nm), amibdl a sejtek viabilitasara €s proliferacios aktivitasara kovetkeztethettiink.

3.5. ELISA mérés

A p-4EBP1 — Thr37/46 detektalasara szendvics ELISA kitet hasznaltunk a gyartd
utasitasainak megfelelden a (PathScan-ELISA kit, Cell Signaling). Az abszorpciot és az
optikai denzitast (OD) 450 nm-es hullamhosszon mértiik.

3.6. Immuncitokémia és immunhisztokémia

Cytospin lemezeken vizsgaltuk a kiilonb6z6 lymphoma sejtek p-S6, mTOR, p-
mTOR, Rictor, Raptor, Galektin-1 és p-Hiszton-H3 expressziojat. IHC vizsgalatokat p-
mTOR, p-p70S6K, p-S6, NF-kappaB-p50, BCL-2, BCL-xL, Survivin, Rictor, Raptor,
Galektin-1, FOXP3, p-Hiszton-H3 és aktiv-kaszpaz3 ellenanyagokkal végeztiink. A
detektalast Novolink (Novocastra) polimer, illetve Vectastain (Vector) masodlagos
elohivd rendszerrel végeztilkk, a vizualizdlas DAB-al (Dako), a hattérfestés

hematoxilinnal tortént.

3.7. Duolink immuncitokémiai és immunhisztokémiai elohivorendszer

S6 és p-S6, valamint Rictor és mTOR kolokalizaciojat vizsgaltuk Duolink technikéaval

3.8. Western blot

A sejtekbdl készitett fehérjelizatumot poliakrilamid-gélelektroforézissel valasztottuk

szét, PVDF-membrénra blottoltuk, majd a kovetkezd fehérjék expressziojat vizsgaltuk

meg: p-mTOR, p-mTOR, mTOR, p-p70S6K, p-S6, Rictor és galektin-1 és B-aktin.



Masodlagos ellenanyagként Vectastain Elite ABC masodlagos el6hivo kitet (Vector)
hasznéltunk, majd a membranokat kemilumineszcens el6hivas utdn (ECL Western

Blotting Substrate, Pierce) lefényképeztiik.

3.9. Real-time PCR

RNS izolalast (Micro-to-Midi RNS-izolalo kit, Invitrogen) és reverz transzkripciot
kovetden real-time PCR-rel vizsgaltuk a Galektin-1 expressziojat (Hs00899709 ml,
TagMan® Gene Expression Assay, Life Technologies). A génexpressziot GAPDH

haztartasi gén szintjéhez normalizaltuk.

3.10. Xenograft modell

Hodgkin lymphoma, Burkitt lymphoma és DLBCL xenograftokat hoztunk létre SCID
egerekben. Per os kezeltik mindhdrom xenograftot rapamycinnel (Sirolimus,
Rapamune, Wyeth Europa Ltd.), a DLBCL xenograftokat subcutan oltassal rapamycin
analéggal (Temsirolimus, Torisel®, Wyeth Europa Ltd.) is. A kezelések 3-8 hétig
tartottak, kdzben 4-7 naponta mértiik a tumorméreteket, majd a kisérlet végén a tumorok
tomegét. Kiilonbozd molekuldk expresszid vizsgalatat (proliferacids és apoptdzis
markerek, mTOR-jelut elemei, mikrokdrnyezet) végeztiik el az egerekbdl eltavolitott

tumorszdvetek paraffinos metszetein.

3.11. Statisztikai analizis

Az adatok szamtani atlaga és standard deviacioja keriilt kiszamitasra. A szignifikancia
meghatarozéasa T-probaval és Mann-Whitney teszttel tortént (p érteke <0,05). A betegek
klinikai adatai és a kiilonboz6 IHC eredmények kozti szignifikans dsszefiiggéseket Khi?
probaval (log-rank teszt) hataroztuk meg. A szdmitasokat Statistica, GraphPad, PAST €s

SPSS szoftver segitségével végeztiik.



EREDMENYEK

1. mTOR aktivitas a kiilonb6z6 lymphoma sejtvonalakban és human biopszias

mintakban

Valamennyi sejtvonalban kimutattuk az mTOR expressziojat, ebben jelentds eltérést a
sejtvonalak ¢és a normal sejtek kozott nem tapasztaltunk. Kiilonb6z6 lymphoma és
leukemia sejtvonalakban az mTOR aktiv formajanak (p-mTOR) és foszforilalt
célmolekuldinak (p-4EBP1, p-p70S6K, p-S6) kimutatasadval, mennyiségi vizsgalataval
hataroztuk meg az mTOR aktivitdst ELISA, immuncitokémia €és Western blot
modszerekkel. A lymphoma ¢és leukémia sejtvonalak szignifikdnsan nagyobb
mennyiségli p-4EBP1 fehérjét expresszaltak, mint a normal B,- és T-sejtek, ami
emelkedett mTOR aktivitdsukra utal (ELISA). Parhuzamosan az aktiv mTOR kindz (p-
mTOR) fehérje mennyisége, illetve foszforilalt, indirekt célmolekuldja, a p-S6 fehérje is

magas expressziot mutatott a kiilonboz6 daganatos sejtvonalakban (ICC, WB).

2. Mitotikus lymphoid sejtek mTOR aktivitasa

A miotikus lymphoma ¢€s normal lymphoid sejtekben magasabb mTOR aktivitast
mutattunk ki, mint az interfizisban 1évé normadl és tumoros lymphoid sejtalakokban.
Kettés immuncitokémiai és immunhisztokémiai reakcidkkal igazoltuk a mitotikus sejtek
fokozott mTOR aktivitasdit human lymphoma biopszidkban és lymphoma/leukemia

sejtvonalakban.

3. Human lymphoma-biopsziadk mTOR-aktivitisanak vizsgalata immun-

hisztokémiaval

A periférias T-sejtes lymphomak, a MZL-4k és a CLL-ak esetében a mintak tulnyomo
tobbségében gyenge vagy negativ immunhisztokémiai reakciokat kaptunk. Bizonyos
lymphoma tipusok - ide tartozik a HL, a DLBCL, az ALCL, MCL ¢és a BL- magas
mTOR aktivitast mutattak.



4. DLBCL és HL magas esetszamu vizsgalata

Magas mTOR aktivitas jellemezte a DLBCL-as betegek 62%-4t. Az aktivalt B sejtes
eredetli (ABC-DLBCL/non-GC) tipusra (80%-ban, 40/50) volt jellemzd ez a magas
mTOR aktivitds, mig a jelenlegi kezelési lehetdségek mellett jobb prognozisu
csirakdzpont eredeti DLBCL-ak (GC-DLBCL) esetében gyakorlatilag nem tudtunk
mTOR aktivitast kimutatni. Ezekben az esetekben értékeltiik a két kiilonb6z6 mTOR
komplexre jellemzd fehérje, a Raptor €s a Rictor IHC-reakciokat is. Az mTOR aktivitast
mutatd esetek kozel kétharmadat (63%) jellemezte magas Rictor expresszio, illetve a
Raptorhoz képest dominans Rictor expresszio. Osszefliggést talaltunk a betegek tulélési
adatai és az mTOR aktivitas kozott. Az emelkedett mTOR aktivitas, az ABC eredethez
hasonléan negativ prognosztikai faktorként jellemezte a betegséget. Az mTORC2-hoz
(Rictor overexpresszid) kapcsolhat6 mTOR aktivitas szignifikdnsan rosszabb talélési

eredményekkel fliggott Gssze.

A Hodgkin lymphomékat altalanosan magas mTOR aktivitas jellemezte (77/83,
93%) a szovettani altipustol fiiggetleniil. Az 0sszes vizsgalt esetet (n=83) elemezve az
alacsony mTOR aktivitast mutato betegek teljes tulélése a hat éves kdvetési periodusban
100% (6/6), a magas mTOR aktivitast betegekeé 85% (66/77) volt, ez a kiilonbség nem
szignifikdns az alacsony mTOR aktivitasi betegek kis szdma miatt. A Rictor
dominancia a HL-4kban nem jellemzé az mTORC2 aktivitas, 83 beteg mintajat

megvizsgalva csak 1 esetben tudtunk Rictor overexpressziot kimutatni.

5. Antiapoptotikus fehérjékkel kapcsolatos vizsgalatok HL-akban
Immunhisztokémiai eredményeink alapjdn a BCL-xL antiapoptotikus fehérje
expresszidja és a magas mTOR aktivitds 0sszefiiggést mutatott, azonban Fisher’s exact
teszttel nem tudtunk szignifikéns korrelaciot igazolni (p=0,07).

6. Mikrokornyezet bizonyos tényezdinek vizsgalata HL-akban

HL-dakban a tumorsejtek mikrokdrnyezetében nagy mennyiségi FOXP3 pozitiv

regulator T-sejtet (Treg-sejt) mutattunk ki. Osszehasonlitottuk a vizsgalt biopszids
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mintakon beliil a tumorsejt (HRS) gazdag és tumorsejt mentes teriileteken a Treg-sejtek
gyakorisagat. Szignifikdnsan nagyobb mennyiségben fordultak eld Treg-sejtek a HRS-
sejtek kozvetlen kornyezetében, mint a tumorsejtektdl tavolabbi teriileteken. A Treg-
sejtek mennyisége és a betegek prognozisa korrelacidt mutatott. Azok az esetek, ahol a
tumorsejtek mikrokornyezetében a Treg-sejtek mennyisége meghaladta az Osszes sejt

17%-at, az 5 éves tulélés 100%-o0s volt.

7. Galektin-1 expresszio vizsgalata HL-ak mikrokornyezetében ¢és a

tumorsejtekben

A galektin-1 fehérjének jelent0s expressziojat figyeltiik meg a tumorsejtekben és az
extracellularis térben egyarant az esetek tobbségében (63/73, 86%). Két esetben az
alacsony mTOR aktivitds és az alacsony galektin-1 expresszid egyiitt jelent meg.
Megvizsgaltuk az extracellularis matrixban is a galektin-1 expressziot, 8 esetben gyenge
volt, illetve hianyzott a galektin-1 expresszi6. A galektin-1 expresszids mintdzat nem
mutatott kiilonbséget a kiilonboz6 HL altipusok esetében. Megfigyeltiik, hogy a HRS —
sejtek mikrokornyezetében a jelentds extracellularis galektin-1 expresszié magas Treg-
sejt mennyiséggel parosult. Abban az esetben, amikor az ECM-ben alacsony volt a
galektin-1 expresszid a Treg-sejtek mennyisége is alacsonyabb volt.

A HL sejtvonalakban 1s jelentdés galektin-1 expressziot mutattunk ki.
Rapamycinnel kezelt HL sejtekben real-time PCR és Western blot technika segitségével
kovettiik a galektin-1 mRNS ¢és fehérje expresszid valtozasat. Transzlacios szinten az
mTOR gatlo kezelés csokkentette a tumorsejtek galektin-1 termelését. A xenograft
kisérletekbdl szarmaz6 tumor mintdk galektin-1 THC festése segitségével igazoltuk,

hogy az mTOR kinaz gatlasa csokkenti a tumorsejtek galektin-1 termelését in vivo is.

8. mTOR gatlok hatasanak vizsgalata lymphomakban in vitro

Kiilonb6z6 lymphoma/leukemia sejtvonalakat kezeltiink klasszikus €s 0 generacids
mTOR gatlokkal. Az indukalt apoptozis és a proliferaciogatlas mértékét 24-72 orés

kezelés utan vizsgaltuk (dramlasi citometria, Alamar blue assay). Az mTOR-gatlo

kezelés utan minden vizsgalt esetben kifejezett G1 blokkot figyeltiink meg, ami
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proliferaciogatlast eredményezett, de a spontan apoptozis mértéke ennyi idé alatt nem
emelkedett. A rapamycin hatdsat hosszabb (96-120h) kezelési id6 utan KMH2 (HL) és
BHD1 (DLBCL) sejtvonalakban vizsgaltuk. A kezelés KMH?2 sejtekben szignifikdnsan
novelte az apoptozis mértekét, mig BHDI1 sejtekben csak proliferaciogatlast
tapasztaltunk.

Osszehasonlitottuk a kettés gatlok/dual inhibitorok (NVP-BEZ-235 és PP-242)
¢€s a rapamycin in vitro hatdsat HL és DLBCL sejtvonalakon. A dual inhibitorok HL
sejtvonalakban és DLBCL sejtekben 1is a rapamycinnél nagyobb mértékben
mar BHD1 sejtvonalban is apoptdzist indukalt.

Kombinacios kezelésekben a rapamycin fokozta a TGF apoptdzist indukalod
hatasat ¢és bizonyos a TGFb hatdsaival szemben rezisztens sejtekben helyreallitotta a
TGFb érzékenységet is. A rapamycin HL sejtekben in vitro fokozta az indukalt

apoptozis mértékét doxorubicin, vincristin és etoposide mellett adva.

9. mTOR gatlok hatasanak vizsgalata lymphoma xenograftokban in vivo

Hodgkin, Burkitt és DLBCL xenograftokban végeztink mTOR-gatlo kezeléseket
rapalogokkal. A kezelések hatdsara mindharom xenograft modellben csokkent a
tumorok ndvekedése a kontrollhoz képest. A tumorndvekedés gatlasdnak hatterében

proliferaciogatlast és apoptdzis indukeiot mutattunk ki.

10. Az mTOR aktivitas in situ vizsgalata

Beallitottuk sejtvonalakon a p-S6 (aktiv riboszomalis S6 fehérje) és az mTORC2
komplex mennyiségi vizsgalatara a Duolink technikat. Bizonyitottuk, hogy a mddszer
adott foszfo-protein (p-S6) mennyiségi valtozasait valoban kvantitativ modon képes
meghatarozni in vitro rapamycin kezelt sejtek cytospin preparatumain. A kiilonboz6
lymphoma sejtvonalakban az mTORC2 komplexek mennyisége kvantitativan

Osszehasonlithato lehet, a komplex mennyiségének valtozasa kdvethetéve valik.
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KOVETKEZTETESEK

I. Vizsgalatainkban jellemeztiik kiilonb6z6 lymphoma tipusok mTOR aktivitasat

a. Igazoltuk, hogy a mitotikus normal lymphoid ¢€s lymphomasejtek az
interfazisban levd sejtekénél magasabb p-S6 expresszidjat, aminek hatterében a
magasabb mTOR aktivitas allhat.

b. Kimutattuk, hogy a Burkitt, a kopenysejtes, az anaplazids nagy sejtes, a
Hodgkin (HL) és diffuz nagy B sejtes lymphomékat (DLBCL) magas mTOR aktivitas
jellemzi, mig a margindlis zona, a periferids T sejtes, valamint a kis lymphocytas
lymphomakra (CLL) ez nem jellemzd.

c. A DLBCL-ekben igazoltuk, hogy a magas mTOR aktivitds az ABC altipusban
fordul el és a rossz progndzisui DLBCL-eket jellemzi.

d. Jellemezve a DLBCL-ek mTOR aktivitasat kimutattuk, hogy a magas mTOR
aktivitds az esetek 63%-aban mTORC2 komplex fokozott expresszidjaval jar.
Statisztikailag elemezve a vizsgalt esetekhez tartozo talélési adatokat igazoltuk, hogy a
magas mTOR aktivitdsi és mTORC2 komplexre jellemzd Rictor overexpressziot
mutato esetek prognozisa szignifikansan rosszabb.

e. HL esetében kimutattuk, hogy a daganatsejtekre altalanosan jellemzd a
magasabb mTOR aktivitas. Az alacsony mTOR aktivitdsu HL-ek (ezek aranya <10%)
esetében a betegek 5 évnél hosszabb betegségmentes tulélése 100%. HL-dkban
eredményeink szerint a DLBCL-akkal ellentétben nem jellemzd a Rictor, az mTORC2
komplex fokozott expresszidja.

II. HL-ak esetében vizsgaltuk olyan a lymphomasejtek tulélését segitd extra- és
intracellularis fehérjék expressziojat, egyeéb mikrokornyezeti tényezOk szerepét,
amelyek szabalyozasdban az mTOR aktivitas valtozasa is szerepet jatszhat.

a. Tobb antiapoptotikus fehérje in situ expresszidjat vizsgalva, a Bel-x1 és az
NFkB-p50 expressziojat a legtobb magas mTOR aktivitasi HL esetben
igazoltuk.

b. Kimutattuk a regulator T-sejtek tulélésében fontos fehérje, a galektin-1
fokozott expresszidjat Hodgkin lymphoma sejtekben és extracellularisan.
Nem sikeriilt igazolnunk masok kordbbi eredményeit, amely szerint a

kiilonbdz6 HL lymphoma altipusok galektin-1 expresszidja kiilonbdzne.
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I1I.

Kimutattuk, hogy HL-dkban a T-reg sejtek mennyisége a mikrokdrnyezetben
magasabb, mint a reaktiv nyirokcsomokban. A Treg sejtek nagyon magas
aranya HRS-sejtekben gazdag teriileteken jo progndzisra utal.

Igazoltuk HL sejtvonalakban in vitro és in vivo is, hogy az mTORCI1

aktivitas gatlasa transzlacios szinten csokkenti a galektin-1 expressziojat.

In vitro és in vivo Hodgkin lymphoma modellekben igazoltuk az mTOR aktivitas

szerepét a tumorndvekedésben.

a. Kimutattuk az mTOR gatlok proliferaciogatld €és hosszutdvon apoptdzist

C.

indukalé hatasait human in vitro lymphoma sejtvonalakban és in vivo
lymphoma xenograftokban.

Vizsgaltuk  kiilonb6z6  lymphomatipusok mTORC1 ¢és mTORC2
komplexekre jellemzd fehérjéit és a sejtvonalak mTOR-gatlok iranti
érzékenységét. Vizsgalataink szerint a két komplex (mMTORCI1 és mTORC2)
mennyiségi kiilonbségei allhatnak az mTOR gatlokkal szembeni kiilonb6zd
érzékenység hatterében.

In vitro vizsgélataink szerint az mTOR gatlok képesek fokozni kemoterapias

szerek €s mas negativ szabalyozdk, mint pl. a TGFb hatasat is.

Osszefoglalva, az mTOR gétlok alkalmazdsanal nem csak az mTOR aktivitas

meghatarozasat tartjuk fontosnak, ami a kezelés célpontjanak igazolasat jelenti az adott

beteg daganatiban, hanem azt is, hogy az mTOR melyik komplexének aktivitdsa

jellemzi azt. Utobbi meghatarozasa segitheti a kombinacids kezelésekhez hasznéalhatd

legoptimalisabb mTOR gatloszerek kivalasztasat (rapalogok, kettds gatlok) a jovoben.
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