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ROVIDITESEK JEGYZEKE

4EBP1: 4E-koto fehérje

ABC: aktivalt B-sejtek

AKT: v-akt murine thymoma viral oncogene homolog
ALCL: anaplazias nagy-sejtes lymphoma

AML: akut myeloid leukemia

AMP: adenozin monofoszfat

AMPK: AMP activated protein kinase

B-ALL: prekurzor B-sejtes lymphoid leukemia

BCR: B-sejt receptor

BCR-ABL: B-sejt receptor - Abelson murine leukemia viral oncogene homolog protein

fuzios fehérje

BL: Burkitt lymphoma

CLL: krénikus lymphoid leukemia/kis lymphocytas lymphoma
CML: kronikus myeloid leukemia

CR: teljes remisszio

CRD: szénhidrat felismeré domén

DEPTOR: DEP domain-containing mTOR-interacting protein
DLBCL: diffuz nagy B-sejtes lymphoma

DLBCL, NOS: not otherwise specified DLBCL altipus

ECM: extracellularis matrix

EGFR: epidermalis ndvekedési faktor receptor
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ERK: extracellular signal-regulated kinase

FDA: Food and Drog Administration/ Amerikai Elelmiszer-és Gyogyszerbiztonsagi
Feliigyelet

FRB-domén: FK506-rapamycin k6td domén

GC: csirakdzpont eredetii

GRB10: Growth factor receptor-bound protein 10
GTP: guanozin trifoszfat

HER-2: human epidermal growth factor receptor 2
HIFla: hypoxia indukalta faktor la

HL: Hodgkin lymphoma

HRS-sejt: Hodgkin/Sternberg-Reed sejt

IRS: inzulin receptor szubsztrat

FKBP12: FK506 kot fehérje 12

FLT-3: Fms-like tyrosine kinase-3

FOXO: Forkhead transzkripcios faktor

FOXP3: Forkhead transzkripcids faktor 3

HH3: Hiszton H3

IGFR: inzulinszerti névekedési faktor receptor
IPI: nemzetkdzi prognosztikus érték

K-RAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
KD: kindz domén

L&H sejtek: lymphocyta €s hystiocyta sejtek
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MCL: kdpenysejtes lymphoma

MDS: mielodiszplazias szindroma

MEFTI: atlagos fluoreszcencia intenzitas

mSinl: mammalian stress-activated protein kinase interacting protein 1
mTORCI: mTOR-komplex 1

mTORC2: mTOR-komplex 2

MZL: marginalis zéna lymphoma

N-RAS: neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene homolog
NHL: non-Hodgkin lymphoma

NLPHL: noduléris lymphocyta predomindns Hodgkin lymphoma
non-GC: nem csirakdzpont eredetii

OS: overall survival/teljes tulélés

PI3K: fosztfatidilinozitol-3 kinaz

PIKK: fosztfatidilinozitol-3 kinazhoz kapcsolodo fehérjék
PIP2: foszfatidilinozitol-biszfoszfat

PIP3: foszfatidilinozitol-triszfosztat

PGE: prosztaglandin

PRASA40: proline-rich AKT substrate of 40 kDa

PTEN: phosphatase and tensin homolog

RAG: recombination activating genes

Raptor: regulatory-associated protein of mMTOR

RHEB: Ras homolog enriched in brain
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Rictor: rapamycin insensitive companion of mTOR
PKB: protein kinaz B

PR: részleges remisszio

S6K1: riboszomalis S6 kinaz 1

Ser: szerin

SGKI1: serum/glucocorticoid-regulated kinase 1
TH-2 sejt: 2-es tipust helper T-sejt

TGFp: transzformaloé novekedeési faktor B

TKR: tirozin kinaz receptor

TMA: tissue micro array

TNFa: tumor nekrdzis faktor a

TOR: target of rapamycin

Treg-sejt: regulator T-sejt

TSCI1: hamartin

TSC2: tuberin

Thr: treonin

UTR: untranslated/nem kodolo

VEGFR: vaszkularis ndvekedési faktor receptor
VEGF: vaszkularis novekedési faktor

WHO: World Health Organisation/egészségligyi vilagszervezet

YYI: Yin-Yang-1
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1. BEVEZETES

A 20. szdzad masodik felében a molekularis bioldgiai technikak fejlodésének
koszonhetden a daganatbioldgiai kutatasok gazdag €s Osszetett ismeretekkel bovitették
tudasunkat, ravilagitva a daganatok genomjaban végbemend dinamikus valtozasokra.
Szamos mutaciot fedeztek fel, melyek funkcidnyeréssel onkogének kialakuldsahoz,
funkcidovesztéssel tumorszuppresszor génekhez vezettek. A daganatkutatok tovabb
keresték a genetikai hibdkat, és egyre tobb mutacidt azonositottak, melyek a daganatok
kialakuldsaban ¢és novekedésében meghatarozoak Ilehetnek. A feltart mutacidkat
vizsgalva észrevettek egy olyan logikai elvet, amely altalanos a tumortipusonként eltérd
genetikai hibak sokféleségétdl fliggetleniil minden daganatra. A tumorsejtekben
bekdvetkezd genetikai valtozdsok (genetikai instabilitds, a genom integritasanak
elvesztése, az epigenetikai valtozasok) ¢és a daganatkialakulast tdmogato
mikrokornyezeti folyamatok (pl. gyulladds) 1épésrdl-lépésre olyan valtozasokat
okoznak, amelyek a sejtekben sziikségesek a malignitas kialakulasahoz. Ezek a
tulajdonsagok, a sejtnovekedési szignalok onkényes hasznalata, a sejtndvekedést gatld
jelekkel szembeni rezisztencia, a programozott sejthalal kikeriilésének képessége, az
érajdonképzddés indukalasa, a korlatlan osztddasi képesség, a szoveti invazid és az
attétképzes, az energiahaztartas atprogramozasa, valamint a tumorellenes immunvéalasz
kikeriilésének képessége [1, 2] (1. Abra). Ezek koziil — a beteg szempontjabol — a
metatsztatizalas a legfontosabb.

Novekedesi Sejtnovekedést gatlo
szignalok korlatlan  jelekkel szembeni
miikiidése rezisztencia

Tumorellienes

immunvalasz
kikeriilése

Apoptdzis Korlitlan
kikeriilése osztddasi
képesség
f;:::i:;::z;a anw anat-kialakulést
és mutaciok tamogaté gyulladasos
folyamatok

Erujdonképzodeés  Szévetiinvizio
indukalisa és metasziatazis

1. Abra: A rosszindulati daganatok legfontosabb jellemzéi [1, 2]
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1.1. mTOR (mammalian target of rapamycin)

Az mTOR-jelat fontos szerepet tOlt be az alapvetd sejtfunkciok
szabalyozasaban. A novekedési faktorok, a tapanyagok és a sejtek energiaellatottsagi
allapotanak megteleléen pozitiv jeleket tovabbit, ezaltal segitve a talélésért,
novekedésért, proliferacioért és motilitasért felelos fehérjék és jelutak mitkodését. Az
eddig vizsgalt Osszes eukaridta genomban megtalalhaté a TOR (target of rapamycin)
gén, amely kédolja az emldsokben megtalalhatd6 mTOR kinaznak megfeleld fehérjét.
Eletfontossag molekula, ezt bizonyitja, hogy egérkisérletekben az mTOR kinazt, vagy

az mTOR-komplexek elemeit kodold gének kiiitése az embridk halalahoz vezetett [3].

Az mTOR egy 289 kDa molekulatomegli szerin-treonin kindz. C-terminalisan
(PIKK-domén) erds homologiat mutat a foszfatidilinozitol-3 kinaz (PI3K) katalitikus
doménjével, ezért a PI3K-hoz kapcsoldédo fehérjék (PIKK) csalddjaba tartozik. Ebbe a
fehérjecsaladba tartozd kindzok szerkezetére jellemzdéek N-terminalisan a-hélixekbdl
allo 1smétlodo szekvencidk (HEAT-repeats) és négy konzervalt domén, N-t61 C-
terminalis felé haladva: FAT-domén, kinaz-domén (KD), szabalyoz6-domén (PRD) és
FAT C terminalis domén (FATC). A FAT-, PRD-, és FATC-domének szabalyozzdk a
kindz-domén aktivitasat. A FAT-domén C-terminalis feldli vége van a legkdzelebb a
kindz-doménhez, itt helyezkedik el az mTOR kinaz esetében az a régid, ahova a
rapamycin és az FKBP12 fehérje altal alkotott komplex kotddni képes. Ezt a régiot
FRB-doménnek (FK506-rapamycin binding) nevezik [4] (2. Abra).

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 24[0(] 25719
I T T T T T T T T T T

HEAT-repeats FAT KD PRD

2. Abra: Az mTOR-kinaz doménszerkezete

A sematikus dbra mutatja az mTOR-kinaz legfontosabb doménjeinek elhelyezkedését.
Az abra tetején az egyes domének relativ helyzetének meghatarozasat segitik a fehérjét

alkot6 aminosavmaradékok sorszamai [5].
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Az mTOR kinaz aktivitdsa két komplexhez kothetd, melyek a jelutban elfoglalt
helyiik alapjan és funkciondlisan is kiilonboznek egymastol. Az mTOR-komplex 1
(mTORCT1) alkotofehérjéi az mTOR, Raptor, mLSTS8 és két negativ szabalyozo fehérje,
a PRAS40 (proline-rich AKT substrate of 40 kDa) és a DEPTOR (3. Abra). Amint a
PRAS40 molekulat foszforildlja az AKT, az levalik az mTORCI1-rdl és fokozodik a
komplex aktivitdsa. A DEPTOR az mTOR FAT-doménjéhez kapcsolddva fejti ki gatlo
hatdsat. A Raptor (regulatory associated protein of mTOR) 150 kDa-os fehérje,
funkcidjat meghatarozd ismétlodd szekvencidkkal N-és C-termindlisan, részt vesz az
mTOR aktivitasdnak szabdlyozasaban és allvanyfehérjeként (scaffolding protein) az
mTORCI1 célfehérjéinek biztosit kotOhelyet. Az mLST8 fehérje az mTOR kindz-

doménjéhez kotddve eldsegiti a komplex aktivitasat [6].

Az mTOR-komplex 2 (mTORC2) elemei az mTOR, Rictor, mLSTS8, mSinl,
Protor és DEPTOR fehérjék [6] (3. Abra). Az mTORC2 egyik fontos feladata az AKT
foszforilalasa (Serd71), ennek szabalyozéasat a Rictor (rapamycin insensitive companion
of mTOR; 192 kDa) és mSinl (mammalian stress-activated protein kinase interacting
protein 1) fehérjék végzik [7]. Az mLST8 fehérje segiti a Rictor és mTOR kozotti
molekuldris kapcsolat kialakulasat. Emellett, mivel alkotéoeleme mindkét mTOR-
komplexnek, feltételezik, hogy szerepe lehet az mTOR molekuldk elosztasaban az
mTORCI és mTORC2 kozott. A DEPTOR fehérje ebben a komplexben is az aktivitas
gatlasaban vesz részt. A Protor molekulat — melynek két izoforméaja (Protor-1, Protor-2)
egyarant lehet az mTORC2 eleme - 2007-ben azonositottdk. A Protor a Rictoron
keresztiil kapcsolodik a komplexhez, az mTORC2-ben betoltott feladatdt még nem

ismerjik [8].

a b.
Deptor Depion
mTOR -
mTOR PRRS{protor
PRAS40 —|" Raptor
mSin1

3. Abra: mTOR komplexek [6]: mTORC]I (a), mTORC2 (b)

11
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1.1.1. mTOR jelatviteli Gt

Az mTOR kinaz szamos, a sejtek ¢letében fontos mechanizmusban részt vesz, a
jelatviteli halozatban kozponti helyzetben van, a jelutak aktivalo és inaktivalo iizenetét
integralja [9]. Befolydsolja a sejtek novekedését (proliferacidjat), taplalékellatasat,

energiahelyzetét €s a stresszre adott valaszat.

A PI3K-AKT-mTOR jelutat sejttipustdl fliggden a legkiilonb6zobb tirozin kinaz
receptorok (TKR) aktivalhatjak, mint példaul az inzulinszer(i novekedési faktor receptor
(IGF-R), az epidermalis novekedési faktor receptorok (EGFR1, EGFR2/HER2, EGFR3,
EGFR4) ¢és a vaszkularis novekedési faktor receptorok (VEGFR). Az TKR-ok fokozott
expresszidja a jelat megnovekedett aktivitdsdhoz vezethet. Ligandkotés hatisara a
receptorok az aktivacids jelet a foszfatidilinozitol-3 kinaz (PI3K) felé tovabbitjak. A
PI3K két alegységbdl all, a katalitikus (p110) és a regulator (p85) alegységbdl. A PI3K
foszforilalja és igy atalakitja a foszfatidilinozitol-biszfoszfatot (PIP2) foszfatidilinozitol-
triszfosztatta (PIP3). A jelat regulator fehérjéi kozeé tartozik a PTEN (phosphatase and
tensin homolog), amely a PIP3 defoszforilaciojat végzi, igy a rendszer ,,bels6” gatlo
tényezdje. A PIP3 membrankozeli helyzetbe hozza a jel tovabbitasdban fontos
molekulat, a PDKI1 kinazt, igy az foszforildlni tudja az AKT-ot a Thr 308-as

pozicidban.

Az AKT — mas néven protein kindz B (PKB)- az AGC-kinaz fehérjecsaladba
tartozo szerin/treonin kindz. Harom izoformdjat ismerjiik (AKT1, AKT2, AKT3), az
AKT]1 és AKT2 szinte az 6sszes szovetben, az AKT3 expresszio foleg az idegszovetben
talalhaté meg. Az AKT izoformak szerkezetére jellemz6 a PH-domén, a regulator és a
katalitikus domének. A PIP3 az AKT-tal egyiitt szdmos PH-doménnel rendelkezd
fehérjét vonz a membran kozelébe, ahol megtdrténhetnek azok a foszforilacids 1épések,
amik az mTOR-ut aktivaciojdhoz is sziikségesek [10]. Az AKT Thr308-as
foszforilaciojat a PDKI1 kinaz végzi, viszont a teljes aktivalashoz sziikség van az
mTORC?2 altali Serd473-as foszforilaciora is. Ez sziikséges ahhoz is, hogy az AKT
kifejtse gatld hatasat a hamartin (TSC1) és tuberin (TSC2) altal alkotott komplex (TSC-
komplex) miikodésére (4. Abra). A TSC-komplex negativ szabalyozo, gatolja a RHEB
fehérjét ugy, hogy GTP-az aktivitdsaval a RHEB GTP kotott formajat inaktiv, GDP

12
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kotott formava alakitja, igy a RHEB nem képes foszforilalni az mTOR-t az mTORCI1-

ben.

A TSC-komplex nem csak az AKT feldl kap szabalyozo jeleket, a sejt talélését,
homeosztazisdt meghataroz6 események is bekapcsolhatjdk az mTORCl-et gatlo
funkcidjat. A TSC-komplex gatlo hatdsa mindaddig érvényesiil, amig a sejt
energiahelyzete €s taplalékellatottsaga nem megfeleld, valamint kiilsd stresszhatdsok

érik a sejtet [11, 12].

Novekedési
faktor
receptorok
AKT ‘I'
inaltiv { PDK1
L (citoplazma) s PI3K
PP2A V 2.
PHLPP1/2 \ membran PIP3 \ _ PIP2
Sy Foszfo- / e PTEN
AKT N
skt mTORC2
(citoplazma)
/ \ PRAS% TSU_
eNOS P21,p27 GSK3a/p  FoxO  BAD IKKa
MDM2 Kaszpaz 9 mTOR
Angiogenezis  Proliferdcic  Gliikoz Tuleles Fehérjeszintézis
homeosztdzis Seftndvekedes

4. Abra: Az AKT aktivitasa fiigg az mTORC2 aktivitastél

Aktiv formajaban az AKT az mTORCI1 mellett természetesen szamos fehérje
miikodését befolyasolhatja (pl.: p21, p27, eNOS, BAD, FOXO (Forkhead transcription
factor)), igy tamogatva a sejtek tul¢lését, a sejtnovekedést, a proliferacidt, az

angiogenezist, a migraciot €s az invaziot [10].

13
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A PI3K/AKT utvonaltol fiiggetlen, alternativ mTORCI1-aktivitast szabalyozo
mechanizmusok is ismertek, mint példaul a WNT vagy TNFa fel6l érkezé aktivalo
stimulusok [13]. A sejt alacsony energiaszintjét érzé¢keld kindz, az AMPK (AMP-
activated protein kinase) a TSC-komplexen keresztiil, illetve a Raptoron keresztiil is
képes inaktivalni az mTORCl1-et [12, 14, 15]. Az ERK (extracellular signal-regulated
kinase) az TKR-ok feldl érkezd aktivalod jeleket szintén a TSC-komplexek gatlasan
keresztiil kozvetiti az mTORCI1 felé [16]. A sejtben megfeleld aminosav ellatottsag
mellett a RAG GTP-azok a RHEB fehérjén keresztiil aktivalo jeleket kiildenek az
mTORCI felé [17] (7. Abra).

Nem ismerjik még pontosan, hogy a nodvekedési faktorok ¢&s egyéb
extracellularis hirvivd anyagok (inzulin, PGE, kemoattraktansok) hatdsara hogyan
aktivalodik az mTORC2-ben 1évé mTOR kinaz. Az mTORC2 célfehérjéi koze az AKT
mellett szdmos AGC-kindz (SGK1- serum/glucocorticoid-regulated kinase 1, protein-
kinaz C csalad tagjai) tartozik [18, 19]. Az mTORC2 az eldbbieken tul befolyasolja a
sejtmigracid szabalyozéasat is. Aktivalja a RHO GTP-azok csaladjaba tartozo RAC
fehérjét, ami lamellopodidk kialakuldsahoz vezet [20]. Az mTORC2 az AKT-on
keresztiil részt vesz az aktin filamentumok kialakuldsanak szabalyozasdban, igy

crcr

attétképzésében is fontos szerepet jatszanak [21, 22].

Az mTORCI1 két legfontosabb célmolekulaja, a riboszomalis S6 kindz 1 (S6K1)
¢s a 4E-koté fehérje (4EBP1). Az S6K1 foszforilalja a riboszomalis S6 fehérjét (S6),
ezzel elésegitve a riboszoéma biogenezist. Miutan az mTORCI foszforilalja a 4EBP1-et,
az levalik a transzlacio iniciacios faktorarol (eIF4E). Az elF4E azoknak az mRNS-
szekvencia van (,cap-dependens transzlacio”) [6, 23]. Ezek az mRNS-ek foként
proliferacios ¢és tulélési szignalokat tdmogatdé molekuldkat kodolnak (c-MYC, BCL-2,
FGF-2 és survivin). Az elF4E segiti bizonyos mRNS-ek 0tjat a sejtmagbol a transzlacio
helyére, igy azok mennyisége megnd a citoplazmaban és transzlacidjuk fokozodik
(ciklin D1, ornitin dekarboxildz) [24]. A sejtndvekedéshez megteleld mennyiségii

tapanyagnak, energidnak kell rendelkezésre allnia. Az energia homeosztazis
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fenntartdsaban az mTOR aktivitds szamos ponton meghatarozé szerepet tolt be. Olyan
folyamatokat inditanak be, madsrészt jelzik a sejtnek, hogy a tapanyagellatottsag
megfeleld a novekedési folyamatokhoz. Az SREBP1, PPARy transzkripcios faktorok
transzlaciojdnak tamogatasdval az mTORCI eldsegiti a lipid bioszintézist, ami a
sejtnovekedéshez sziikséges energiat biztositja. Emellett az mTORCI aktivitas
befolyasolja a mitokondrium mitkddését is, eldsegiti a mitokondriumban zajlo oxidativ
folyamatokat, transzkripcios faktor (YY1) transzlacidjanak szabdlyozasan keresztiil
[25]. Az mTORCI1 aktivitds noveli a transzkripcids faktorként miik6dé hypoxia
indukalta faktor-lo (HIF-la) szintjét, ez a glikoz fokozott felvételéhez vezet a
sejtekben, ami a tumorsejtekre jellemzd metabolikus valtast eredményezi, amivel
normoxias koriilmények kozott is a glikolitikus folyamatok felé tolodik el az anyagcsere
[9, 26, 27]. A HIF-1a Aaltal szabalyozott gének kozé tartozik példaul a VEGF
(vaszkularis endothelidlis novekedési faktor), amelynek szintje a fokozott HIF-1la
aktivacio kovetkeztében emelkedik, ezzel eldsegitve az angiogenezist. Az mTORCI
foszforildlva az autofagoszoma kialakuldsdhoz sziikséges molekuldkat (ATGI13 és
ULK1) gatolja az autofagiat, ami segiti a sejteket fiiggetlenedni a kornyezeti hatasoktol,
elsegitve ezzel a talélést [28, 29] (5, 7. Abra).
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5. Abra: Az mTORCI1 altal befolyasolt folyamatok

Szamos onkogén megjelenése, illetve tumorszuppresszorok kiesése fokozhatja az
mTOR aktivitast, amely emelkedett fehérjeszintézisben, megvaltozott metabolikus

aktivitasban, a tulélést timogatd folyamatok er6sddésében nyilvanul meg.
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1.1.2. A két mTOR-komplex kapcsolata

A két mTOR-komplex egymas aktivitasat kolesonosen befolyasolja. Nem csak a
korabban mar emlitett, az mTORC2 AKT-on keresztiili mTORCI1 aktivalasi
mechanizmusa ismert, amely soran az mTORC?2 altal aktivalt AKT gatolja az mTORCI1
mitkodését gatldo PRAS40 és TSC2 molekuldkat. Tovabbi negativ visszacsatolasi
pontokat is ismeriink az mTORCI1-feldl, ami gatolja a PI3K aktivitasat. Az mTORC1
foszforildlja a GRB10 molekulat, ami ezaltal gatolni tudja az extracelluldris jelek
tovabbitasat, a masik gatlo hatds az aktivalt S6K feldl érkezik, €s az IRS-t (insulin
receptor substrate) gatolja. Ezek a mechanizmusok megvédik a sejtet a
PI3K/Akt/mTOR jelut talmikodésétol. Megfigyelések szerint a hosszatavi mTORCI1-
gatld rapamycin kezelés ezt a két gatld visszacsatolast megsziinteti, ami az mTORC2
fokozott aktivitdsahoz vezethet [30]. Az mTORCI1 szabdlyozza a riboszéma
biogenezist, a riboszoma pedig részt vesz az mTORC?2 aktivalasaban [31]. A kapcsolat
kialakulasa fiigg a PI3K-utvonal aktivitasatol. Ismert tovabba, hogy mindkét mTOR-
komplex aktivitasahoz sziikséges, hogy szubsztratjaikhoz megfeleld kozel keriiljenek. A
kis G-fehérjék csaladjaba tartoz6 RAC-1 molekula segiti az mTOR-komplexeket
membrankdzeli helyzetbe hozni, ahol megtorténik a célmolekulak foszforilalasa. A
RAC-1 membrankozeli helyzetbe hozza az mTORC2-vel egyiitt a P-REX-1 fehérjét,
ami aktivalja a RAC-1-et, ezaltal a RAC-1 a PI3K-t is membrankozeli helyzetbe
vonzza, igy megindulhat a PIP3 szintézis és a PI3K-ut aktivitisa. A PIP3 tovabb
aktivalja a P-REX-1-et, ami pozitiv visszacsatolasként erdsiti a jelat aktivitasat [32] (6.

Abra).
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6. Abra: A két mTOR-komplex kozott eddig feltart kolcsonhatasok ossz

[22] A részletes abramagyarazat a sz

efoglalasa

Ovegben talalhato.
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7. Abra: Az mTOR jelutat aktivilo és az mTOR-komplexek hatisa alatt allé

molekulak 6sszefoglalo abrazolasa.

Az mTOR-jelut sejttipustdl fliiggden szdmos iranybol kaphat aktivalo jeleket, €s az
mTOR kinaz szintén a sejttipustdl €s a sejt allapotatol fliggden kapcsol be vagy gatol
folyamatokat a sejtekben. Az &bran feltlintettiink szamos kiilonboz6, az mTOR-
aktivitashoz kapcsolhaté folyamatot, melyek koziil a sejtekben mindig az adott
funkcionak megfeleld folyamat aktivalodik. A két mTOR-komplex szamos
receptormedidlt és intracelluldris jelet integral ¢és a megfeleld sejtmiikodések
(proliferacids, metabolikus, tulélési, migracids folyamatok) beinditasaval valaszol a
beérkezd jelekre. Az aktivaldo hatdsokat nyilak (), a gatlast lezart végli vonalak (L)

jelzik [22].

1.2. mTOR szerepe a daganatokban

Az mTOR jelatviteli at a human rosszindulati daganatok mintegy 50%-aban
konstitutivan aktiv, igy az mTOR aktivitdsa azokban meghatarozo lehet. Egyre tobb
daganatban valik ismertté az mTOR jelut elemeinek nem megfeleld miikddése [33, 34].
A PI3K konstitutiv  aktivitdsa megfigyelhetd hematologiai daganatokban,
glioblastomaban, gyomor-, emld-, vastagbél-, endometrium- és petefészekrakokban.
Ennek hatterében a PI3K katalitikus alegységének, ritkdbban a regulator alegységének
mutaciol és a PI3K-t aktivalo fehérjék (pl. IGFR-insulin-like growth factor receptor,
EGFR, HER-2, FLT-3) funkcionyerd mutécioi allhatnak [35-37]. Az Gtvonalban fontos
szerepet jatszd tumorszuppresszor gének inaktivalodhatnak szomatikus mutaciokkal,
deléciokkal, promoéter metilacidval vagy allélvesztéssel is. Ezekre jo példa a PTEN,
amely az egyik leggyakrabban mutalt gén a tumorsejtekben (prosztata-, endometrium-,
eml6-, petefészekrak, melanoma ¢&s glioblastoma) [38]. A RHEB onkogén
overexpresszidja 1is fontos az mTOR jelut aktivitasdnak fokozdodasdban, ez
lymphomakban, emld-, €és fej-nyaki daganatokban ismert. A TSC1 és TSC2 gének
mutacior gyakran vezetnek benignus daganatok (hamartoma, angiofibroma,
rhabdomyoma) kialakulasdhoz ¢és megndvelik bizonyos rosszindulata daganatok

(veserak) kialakulasanak kockézatat is [36]. Az AKT1 mutacidja az emld-, vastagbél-,
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tiid6-, gyomor- és petefészekrakokban jellemz6 [39], az AKT2 (pancreas-, petefészek-,

emld-, fej-nyak- €s vastagbélrak) és az AKT3 (melanoma) mutacioi [40] ritkabbak.

A daganatterdpia sordn felmeriild gyakori probléma a tumorsejtek kezeléssel
szembeni rezisztenciaja, amelyben az mTOR-utnak fokozott szerepe lehet [41]. Az
mTOR jelut egy fontos ,menekiildutvonal” szdmos daganat esetében. Amikor a
daganatsejtekben egy konstitutiv aktivitdst mutatd, a daganat patogenezisében
bizonyitottan szerepld fehérjét terdpiasan tdmadnak, a tumorsejtek képesek atvaltani egy
masik jelutra, amely a tulélésiiket biztositja. A PI3K és PTEN mutacioi allhatnak
példaul emlédaganatok HER2-elleni terapidval szembeni rezisztencidjanak hatterében
[42]. Ezt bizonyitja, hogy emldédaganatokban a terapiat kiegészitve rapamycin
szarmazekokkal vissza tudtak allitani a daganatsejtek érzékenységét a kezeldszerekkel

szemben [43].

1.2.1. mTOR aktivitas hematoldgiai daganatokban

Bizonyos hematolédgiai daganatokban (leukemidk, lymphomak, myelomak) mar
kimutattak olyan genetikai valtozdsokat, amelyek a PI3K/AKT/mTOR ut fokozott
aktivitdsanak hatterében allnak [44]. A myeloid sejtalakok koros proliferacioja jellemzi
az akut myeloid leukemiat (AML). A legtobb esetben az AML-4s betegekben magas az
mTOR aktivitas, amelynek hatterében kiilonb6z6 TKR-ok (FLT-3, c-KIT az esetek 35-
40 %-aban) [45] és az N-RAS vagy a K-RAS (20-30%) mutaciojat irtak le [46, 47].
Kroénikus myeloid leukemidban (CML) ¢€s prekurzor B-sejtes lymphoid leukemiaban (B-
ALL) a Philadelphia kromoszéma transzlokaciot hordoz6 esetekben megjelend BCR-
ABL fuzi6s fehérje tirozin kindz aktivitasa az mTOR jelut aktivalasdhoz is vezet [48,
49]. T-sejtes leukemiakban a Notchl aktivitast tdmado kezelésekkel szembeni
rezisztencia hatterében szintén fokozott mTOR miikddést feltételeznek [50]. Myeloma
multiplexben az AKT fokozott aktivitasat irtak le, amely felhivja a figyelmet az mTOR-
gatlas lehetdségére ebben a hematologiai malignitasban is [51]. A diffuz nagy B-sejtes
lymphoma (DLBCL) olyan érett B-sejtes daganat, amely nagy mennyiségben expresszal
B-sejt receptort (BCR), a BCR 1utvonal aktivitasa pedig érinti a PI3K-t és az NFkB-t is
[52].
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Bar az mTOR jelut szerepét bizonyos hematoldgiai daganatokban mar
alatdmasztottak, még mindig kevés adat all rendelkezésiinkre szdmos lymphoma ¢s
leukemia esetében az mTOR aktivitasarol. Mindennek ellenére klinikai vizsgalatokban

elérehaladott stadiumu betegeknél egyre sikeresebben haszndlnak mTOR-gatlokat.

Kopenysejtes lymphomak (MCL) patogenezisében fontos szerepet jatszik a
ciklin D1 overexpresszio, ami a CCNDI1 ¢és IgH gének transzlokaciojanak eredménye. A
ciklin D1 expressziora a cap-dependens transzlacid szabdlyai vonatkoznak, amely
mTOR-aktivitas fiiggd folyamat [53, 54]. MCL-ban az mTOR ciklin D1 expressziot,
sejtnovekedést €s a transzlacids aktivitdst szabalyozd hatasa kisérletes molekularis
vizsgalatokkal bizonyitdst nyert. Ezt kovetden az mTOR-gatlok (rapalogok) terapids
bevezetése napjainkban jelentds eredményeket hozott a rossz prognozisu MCL-ak

kezelésében [55].

AML-as betegekben a PI3K/Akt/mTOR jelut magas aktivitasa befolyasolja a
kialakulasanak hatterében is allhat. Preklinikai €s klinikai fazisvizsgalatokban igazolték,
hogy az mTOR-gatlas a konvencionalis kemoterapias kezeléssel egyiitt alkalmazva

hatékonyabb terapiat jelenthet az AML-as betegek szamara [56].

Mivel lymphomak és leukemidk esetében nem egyszer felmeriilt az mTOR
gatlok alkalmazasa, ezért nagy sziikség van a kiilonbozé lymphomak és leukemidk
mTOR aktivitasanak és mTOR gatlokkal szembeni érzékenységének vizsgalatara.
Hodgkin lymphomékban és DLBCL-ban eddig nem tortént nagy esetszamu, mTOR

aktivitas meghatarozésara iranyul6 vizsgélat.

1.3. Célzott terapia

A tumorsejtekben a célzott terapia olyan génhibdk és szabalyozéasi zavarok

kovetkeztében fokozott fehérjeexpresszio ¢és aktivitds gatldsan alapul, amelyek

s

féleg novekedési faktor receptorokat, tirozin kindz receptorokat és jelatviteli utjaik

komponenseit tdmadjuk féként monoklondlis antitestekkel, illetve kis molekulastlya

22



doi:10.14753/SE.2013.1871

gatlokkal. A kis molekulasulyu gatlok kozé tartoznak a proteaszoma gatlok, az
antiapoptotikus fehérjéket gatlo molekuldk ¢€s a hiszton deacetildz gatlok ¢és a
legnagyobb csoportot jelentd kiilonbozd kinaz gatlok, a tirozinkindz gatlok, a

ciklinfiiggd kinaz gatlok és koztiik az mTOR gatlok [57].

1.3.1. Klasszikus mTOR gatlok

A klasszikus mTOR-gatlok koz¢ tartozik a rapamycin (rapamune) €s szarmazékai,
a rapaléogok. A rapamycin a Streptomyces hygroscopicus altal termelt makrolid
antibiotikum, amit 1965-ben egy talajmintabdl izoldltak a Husvét-szigeteken [58].
Eredetileg antifungalis szerként hasznaltak, csak a késObbiekben ismerték fel
immunszuppressziv hatdsat [59]. A szer rossz vizoldékonysaga és kémiai instabilitasa
azonban korlatozta a klinikai alkalmazhatosagat, ezért szamos 1j, kedvezdbb
farmakologiai tulajdonsadggal rendelkezd analogot fejlesztettek ki Jelenleg a
temsirolimus, az everolimus €s a deforolimus a terapias felhaszndlasra alkalmas
rapalogok. A rapaldogok gatoljdk a B- és T-sejtek proliferaciojat, immunszuppresszio
kapcsan példaul szervtranszplantdcioban, ¢és a daganatterdpidban hasznalhatoak.
Emellett hatékonyak a kronikus allergias gyulladas gatlasaban is, illetve alkalmazzak
Oket gyogyszerkibocsdjtd sztentek alkotorészeként a koronaria intervenciot kovetd

resztenozis megeldzésére.

A rapamycin €s a rapaldgok az mTOR aktivitdsat gatolva megakadalyozzak a
sejtek novekedését, a sejtciklus elorehaladasat és a proliferaciot. A gatlas fokozza a
CDK2, p27%P! szintjét, igy a sejtciklus megall a G1/S fazis hataran. A klasszikus
mTOR-gatlok egy intracellularis fehérjéhez, az FKBP12-hoz (FK506 binding protein
12) kotédnek, igy létrejon egy gyogyszer-receptor komplex, ami az mTOR-on az FRB-
doménhez kotédve allosztérikus gatlo hatast fejt ki [49] (8. Abra) . A pontos
hatasmechanizmus nem teljesen tisztazott, feltételezhetd, hogy megakadalyozzak a
Raptor és az mTOR kozotti interakciot, ezaltal megszakitjak a kapcsolatot az mTORC1
és szubsztratjai kozott, mindezt anélkiil, hogy befolydsolndk az mTOR kinaz

foszforilacios allapotat, tehat csak részleges gatlast hoznak Iétre [58].
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FRB FKBP12

8. Abra: Az mTOR-kinaz szerkezete és a rapamycin-FKBP12 komplex
a: A rapamycin-FKBP12 komplex és az mTOR kindz kapcsolodasa haromdimenzids
szerkezeti modellen. b: A rapamycin molekula kotOhelyeinek 4brazolasa sematikus

molekulaszerkezeti rajzon [5].

Az mTORC?2 ¢s a rapalogok viszonya vitatott kérdés: eddigi ismereteink szerint
az mMTORC2-ben jelen 1évé mTOR relative rezisztens a rapamycinnel szemben in vitro.
A rapaldgok elsésorban az mTORCl1-et gatoljak, mig az mTORC2 miikodését nem
befolydsoljak. A Rictort tartalmazd komplex megtartott aktivitdsa az mTOR
inhibitorokkal szembeni rezisztencia egyik f0 oka lehet. Bizonyos vizsgalatok szerint
azonban az elhuzodé rapamycin-kezelés szamos sejttipusban képes gatolni az mTORC2
Osszeszerelodését is, igy aktivitasat olyan mértéklire csokkentheti, amely mar nem
elégséges az AKT/mTOR utvonal miikédésének fenntartasahoz. Ez azonban sokkal

nagyobb rapamycin-koncentraciot igényel, mint az mTORCI1 gatlasa [60].
1.3.1.1. Temsirolimus (CCI-779)

A temsirolimus a rapamycin dihidroxi-metil-propionsav észtere, az 1990-es
¢vekben elsdként eldallitott rapalog, mely a rapamycinnél sokkal gyengébb
immunszuppresszor, viszont kifejezettebb antiproliferativ és tumorellenes hatassal
rendelkezik. JO vizoldékonysagdnak koszonhetden mind oralisan, mind pedig

parenteralisan adhatd. Fazisvizsgalatokban toxikus hatasok koziil a mucositis,
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stomatitis, depresszido, thrombocytopenia ¢€és a hyperlipidemia fordultak el
leggyakrabban. [55]. A temsirolimust 2007-ben vezették be a klinikai gyakorlatba
elorehaladott veserdkban szenvedd betegek, 2008-ban felndtt eldrehaladott/kiajulod

kopenysejtes lymphomas betegek kezelésére [58].
1.3.1.2. Everolimus (RADO001)

Az everolimus a rapamycinhez képest egy C-40-es pozicidban O-(2-hidroxietil)-
szubsztitualt, oralisan aktiv rapaldog. Kifejlesztésének célja a farmakologiai
tulajdonsagok, kiilondsen az oralis biologiai hasznosuléds javitdsa volt. A rapamycinnél
jobb farmakokinetikai tulajdonsdgokkal rendelkezik: rovidebb felezési id6 (60 ora
helyett 30 o¢ra), jobb biologiai aktivitds jellemzi [61]. Fazisvizsgéalatokban a
leggyakoribb, de tobbnyire enyhe foku mellékhatasok a stomatitis, borpir és gyengeség
voltak. Ritkabb, de stilyosabb mellékhatasként az everolimus pneumonitist okozott [62].
Az everolimust 2009 6ta alkalmazzak olyan elérehaladott veserdkban szenvedd betegek
masodvonalbeli kezelésében, akiknél a betegség VEGF-gatlo kezelés mellett vagy azt
kovetden kiGjult. A veserdk mellett mas daganatok kezelésében is alkalmazzak. Adéasa
2010 ota javasolt sclerosis tuberosa talajan kialakult subependymalis oOridssejtes
astrocytomaban, ahol sebészi eltavolitds nem lehetséges. 2011 ota alkalmazzak olyan
progressziv, pancreas eredetli neuroendokrin tumoros felndtteknél, akiknek a betegsége

inoperabilis vagy metasztatikus, jol vagy kézepesen differencialt [58, 63].
1.3.1.3. Deforolimus (AP23573)

A deforolimus a rapamycin foszfortartalmii analégja, mely elddjénél joval
kedvezObb farmakologiai tulajdonsagokkal rendelkezik, beleértve a vizoldékonysagot,
kémiai stabilitast és biologiai hasznosulast is. Klinikai vizsgélatok sordn a deforolimus
tobb eldrehaladott stadiumi daganattipusban (mullerian sarcoma, GIST, Ewing
sarcoma, veserak, lymphoma, nem-kissejtes tiidordk és endometrium rak)
daganatellenes hatast €és jo toleralhatésdgot mutatott mind ordlisan, mind pedig
intravénasan adva. A leggyakoribb mellékhatdsok a stomatitis, mucosistis, Kkiiités,
gyengeség ¢és az anorexia voltak [64]. A klinikai gyakorlatban még nem

torzskonyvezték daganatos betegség kezelésére.
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1.3.2. mTOR aktivitas gatlasa a hematologiai daganatokban

crer

(NHL) tovabbi tipusain is megindult az mTOR-gatlo kezelések tesztelése [55, 65]. Fazis
IT vizsgéalatban értékelték a temsirolimus hatasat DLBCL, follikuldris lymphoma (FL),
krénikus lymphoid leukemia (CLL) és mas indolens lymphomak progresszidjara. Ebben
a fazisvizsgéalatban a DLBCL ¢és a FL betegek progressziomentes talélését

szignifikansan novelte a temsirolimus kezelés [66].

A rapalogok és a klasszikus kemoterapids szerek, illetve célzott daganatellenes
molekuldk egyiittes alkalmazasa preklinikai eredmények szerint szinergista hatast
eredményezhet. Napjainkban szdmos 1. és II. fazisu klinikai vizsgalat iranyul a
megfeleld kombindcios kezelések kifejlesztésére [54]. Kijuldé NHL-ben vizsgaljak
temsirolimus €s bortezomib; temsirolimus ¢és lenalidomide egyiittes hatasat; everolimus
és panobinostat kombinaciojat [54, 67]. Fazis Il vizsgalatokban az everolimus és
deforolimus hematoldgiai betegségekben szenvedd (kimijult AML, mielodiszplazias
szindroma (MDS), CML, ALL, CLL, T-sejtes leukemia/lymphoma, MCL) betegeknél

antitumor aktivitast mutatott, emellett jol toleralhat6 volt [68] (1. Téblazat).
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1. Tablazat: Hematologiai betegségekben rapalégokkal végzett klinikai vizsgalatok

osszefoglalasa

n: vizsgalatban szerepld betegek szama, F: fazisvizsgalat, PR: részleges remisszio, RR:

terapias valasz, CR, teljes remisszio, NHL: non-Hodgkin lymphoma, HL: Hodgkin

lymphoma, CLL: kronikus lymphoid leukemia, MCL: kopenysejtes lymphoma,
DLBCL: diffuz nagy B-sejtes lymphoma, FL: follikularis lymphoma [53, 62]

Betegség Rapalog n Terapias valas; F  Referencia

Kiujult everolimus 27  mérsekelt /I Yee, K. Wetal

hematolégiai antitumor 2006 [69]

betegségek aktivitas

Elorehaladott everolimus 7 mérsékelt 11 Decker, T. et al,

CLL antitumor 2009 [70]

aktivitas

Kidjult NHL.  everolimus 13 4PR I/II  Tobinai, K., 2010
[71]

Kiujult HL everolimus 19 1CR,8PR II  Johnston, P. B. et
al, 2010 [72]

Kiujult everolimus 50 21PR II  Ghobrial, I. M. et

Waldenstrom al, 2010 [73]

macroglob.

Kiujult NHL  everolimus 77 20 PR, I Witzig, T. E. et

és HL al, 2011 [74]

MCL temsirolimus 34 38 % RR II  Witzig et al, 2005
[75]

DLBCL temsirolimus 32  28,1% RR II Smith et al, 2010
[66]

FL temsirolimus 39  53,8% RR I Smith et al, 2010
[66]
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1.3.3. Uj generéaciés mTOR-gatlok

Az mTORCI1 gatld hatasu kezelések klinikai alkalmazdsanak hatart szab, hogy
az mTORCI gatlasa miatt ledll az S6K feldl érkezd negativ visszacsatolas, ami az AKT
¢€s szamos antiapoptotikus mechanizmus fokozott aktivitdsahoz vezet [76]. A rapaldgok
mellett napjainkban ezért egyre tobb PI3K/mTOR, illetve AKT/mTOR gétlok
fejlesztése és preklinikai vizsgalata folyik. Ezeknek a molekuldknak nincsen sziikségiik
az FKBP12-h6z hasonl6 citoplazmatikus receptorra, hanem kozvetlentil a PI3K, AKT,
komplexének aktivitasat. Ezzel kikiliszObolhetd az emlddaganatokban is megfigyelt
rapalég kezelést kisér6 AKT aktivacid is. A napjainkban fejlesztés alatt allo
PI3K/mTOR gatlok olyan molekulak, amelyek tisztan a PI3K-t tAmadjak (XL147), vagy
kettds gatloként a PI3K-t és a két mTOR komplexet (NVP-BEZ235, XL765), a két
mTOR komplexet (OSI-027, AZD-8055, INK-128, PP-242), vagy az AKT-ot és a két
mTOR komplexet egyiitt [34, 58, 77].

Hematologiai malignitdsokban preklinikai vizsgéalatok szerint az 0j generacios
mTOR-gatlokkal végzett kezelések a klasszikus mTOR-gétloknal hatasosabbak [19, 77-
79]. Fazis I és 1I vizsgalatokban szolid daganatokkal és hematologiai malignitasokkal
szemben is mutattak antitumor aktivitdst az 1j generacids mTOR-gatld kezelések

monoterdpiaban és kombinacidban [22, 58, 80, 81].
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1.4. DLBCL és Hodgkin lymphoma jellemzése

1.4.1. Diffiz nagy B-sejtes lymphoma

A non-Hodgkin lymphomak 30-40%-at alkotjdk a diffiz nagy-B sejtes
lymphomak (DLBCL), melyekre jellemz6 a bioldgiai heterogenitas. Olyan lymphomak
tartoznak ebbe a csoportba, amelyek kifejezett malignitasuak, agressziv novekedésiiek
atlagosan 60 év felett jelentkeznek, hazankban 150-200 1j esetet diagnosztizalnak
évente. Leggyakrabban a nyirokcsomokat érintik, de eléfordulnak extranodalis
szovetekben is (pl.: gastrointestinalis tractusban és az agyban). A DLBCL agressziv
daganat, kezelés nélkiil rovid idon beliil fatalis kimenetelii, a jelenlegi kemoterapias

kezelés mellett azonban az esetek 60-80%-aban érhetd el teljes remisszio, az 5-10 éves

talélés 50-70% [82, 83].

A DLBCL heterogenitasat jol mutatja, hogy szamos varians és altipus 1étezik. A
WHO (World Health Organization) klasszifikacioja alapjan tobb DLBCL altipus kiilon
entitast képez (pl.: T-sejt és hisztiocita gazdag DLBCL, primer idegrendszeri DLBCL,
primer cutan DLBCL, primer mediasztindlis DLBCL, intravaszkularis DLBCL). A
WHO altal kiilon entitdsként nem meghatarozott egyéb variansok a DLBCL, NOS (not
otherwise specified) csoportba tartoznak. A harom leggyakoribb morfologiai varians a

centroblasztos, az immunoblasztos és az anaplasztikus forma [83].

9. Abra: DLBCL morfolégiai variansai

centroblasztos (a), immunoblasztos (b) és anaplasztikus varians (c¢) (HE, 400x).
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A betegség prognozisanak meghatarozasa nem csak morfologiai, hanem fehérje
€s génexpresszids vizsgalatokon is alapul. A tumorsejtek B-sejt-asszocialt antigéneket
expresszalnak (CD19, CD20, CD22, CD79a). Tobbféle génexpresszids vizsgalatot
végeztek a DLBCL-4k molekularis csoportositasara. A legtobbszor hivatkozott modszer
szerint a DLBCL-4k génexpresszios profiljuk alapjan két csoportra oszthatok [84, 85].
Az egyik kategoria expresszios profilja a csirakdzpont sejtjeihez (GC), a masiké a
periférias aktivalt B-sejtek (ABC) profiljahoz hasonlit. Az ABC-DLBCL csoportra
jellemzé a 3q, 18921-q22 funkcionyerd ¢és a 6q21-q22 funkcioveszitéssel jaro
mutacidja, a GC-DLBCL esetekben gyakori a 12q12 funkcidnyerd mutacioja, emellett
jellemzé még a BCL-2 atrendezddés is. (Alizadeh et al 2000). A betegség
kimenetelében is kiilonbozik ez a két csoport, a GC-DLBCL esetek klinikai prognézisa
kedvezobb. A DLBCL-4s betegek vizsgélata sordn a microarray vizsgalatoknal
konnyebben kivitelezhetd, de azokkal jol korrelaldé immunhisztokémiai algoritmusokat
hasznalnak (10. abra). Ezekben a vizsgéalatokban CD10, BCL-6, MUMI1, GCET]I,
FOXP1 ¢és LMO2 kimutatdsaval meghatarozzak a sejtek eredetét, amir6l a betegek
talélési esélyeire is kovetkeztetni lehet. Az immunhisztokémiai vizsgalatokkal GC

eredetli és non-GC/ABC-DLBCL-kat kiilonitenek el [85].
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1.4.2. Hodgkin lymphoma

A Hodgkin lymphoma (HL) monoklonalis, B-sejt eredetli daganatos
megbetegedés, gyakran fiatalokat érint (11. Abra). A HL két entitast foglal magaba, a
betegség 4-5%-at add noduldris lymphocyta predominans HL-t (NLPHL) és a
klasszikus HL-t. Az NLPHL foként a nyaki, az axillaris és az inguinalis nyirokcsomodkat
érinti, lassi progresszid jellemzi, a betegek 10 éves tulélése meghaladja a 80%-ot. A
klasszikus HL-ban szenvedd betegek tobbsége fiatal felndtt, hazankban évente 200-250
uj esetet diagnosztizalnak. Az esetek 60-80%-aban nyaki vagy supraclavicularis
nyirokcsomoék érintettek, illetve mediastinalis-hilaris nyirokcsomé-megnagyobbodas
figyelhetd meg a betegeknél. A klinikai gyakorlat alapjan a klasszikus HL-4s betegek
70-80 %-a gyogyul meg, az Otéves tulélés 85-88%. A terapias sikerekhez azonban
mellékhatasok, szovodmények is tarsulnak. A hosszu tdva sugarkezelésben részesiild
betegeknél jelentdsen megemelkedik mas malignus daganatok kialakuldsanak kockazata
(tiidérak, melanoma, emlérédk és lymphomak), ezért sziikség van a magas gyodgyulasi
arany megtartasaval egyiitt kevésbé genotoxikus terapids modszerek kifejlesztésére [86,

87].

A HL szovettani jellegzetessége, hogy a tumorsejtek szama alacsony, a
tumorsejtek kozott 1évo reaktiv lymphoid €s hystiocyter elemek dominalnak. A
klasszikus HL-at tovabbi altipusokra osztjdk a mikrokdrnyezet kiilonbségei és a
daganatsejtek morfologiaja alapjan: nodular sclerosis, lymphocyta gazdag, lymphocyta
deplécios ¢és kevertsejtes altipusokra. A klasszikus HL tumorsejtjei a tobbmagva
Sternberg-Reed-sejtek €s azok varidnsai (tiikorképsejt, lakunaris-sejt és Hodgkin-sejt).
A tumorsejtek CD30 ¢és az esetek 70-80%-aban CD15 pozitivak. A klasszikus HL-ek

kozott a nodular sclerosis altipus dominadl, ezt koveti a kevertsejtes tipus [88].

Az NLPHL-t nodularis novekedési mintdzat jellemzi, az atipusos sejteket L&H
(lymphocyta és hystiocyta) sejteknek nevezik, ezek a Sternberg-Reed-sejtek variansai.

Ezek a tumorsejtek klonalis Ig-gén-atrendez8dést hordoznak és CD20 pozitivak [86-88]
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11. Abra: Hodgkin lymphoma szévettani képe
Tualnyomorészt kis lymphocytak alkotta hattérben atipusos nagy sejt (Hodgkin-sejt)
lathato (HE, 400x).

2. Tablazat: A Hodgkin lvmphomak Cotswolds-féle klinikai stadiumbeosztasa

Az egyes stadiumok tovabbi A ¢és B kategoridkba sorolhatok annak alapjan, hogy
tarsulnak-e szisztémas tiinetek (laz, éjszakai izzadas, 10%-ndl nagyobb, hirtelen

sulyvesztés) a betegséghez (B) vagy hidnyoznak (A) [86].

Stadium A betegség kiterjedése

L. Egy régioban nyirokcsom¢ vagy extralimfatikus szerv érintett

IL. Két vagy tobb nyirokcsomd-régio érintett a rekesz alatt vagy folott

I1I. Tobb nyirokcsomo-régio €rintett a rekesz alatt €s folott

IV. Tobb extralimfotikus szerv vagy szovet érintett nyirokcsomokkal vagy
nélkiiliik
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1.4.3. Hodgkin lymphomak mikrokornyezete

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 ¢és a tumorsejtekkel, egyrészt
kolcsonosen eldsegitve a szomszédos sejtek aktivacidjat és proliferaciojat, masrészt
kialakitva a daganat immunrendszerrel szembeni védekezését. A leggyakoribb sejttipus
ebben a mikrokornyezetben a 2-es tipust helper T-sejt (TH-2) és a regulator T-sejt
(Treg) [89]. A HRS-sejtek specifikus kemokinek termelésével (CCLS, CCL17 és
CCL22) vonzzak maguk koré ezeket a CD4"-T-sejt formakat [90, 91]. A naiv CD4" T-
A reaktiv kornyezet elemei a makrofagok, melyek a HRS-sejtek és TH-1 sejtek altal
termelt interferon-y hatdsdra vandorolnak a tumorsejtek koézelébe. A makrofagok a
tumor progresszidja soran tamogatjak a migraciot ¢és gatoljdk a tumor elleni
immunreakciokat. A HRS-sejtek 1L-13 és tumor nekrézis faktor-a (TNFa) szekrécio
révén a fibroblasztok proliferaciojat és aktivaciojat tdmogatjak [92]. A fibroblasztok
eotaxint (CCL11) termelnek, ami még tobb TH-2 sejtet és eozinofil granulocitakat vonz
a mikrokornyezetbe. Az eozinofil granulocitdk toborzasaban részt vesznek a HRS-sejtek
is IL-5 és CCL28 expresszioval, emellett plazmasejtek infiltraciojat is elosegitik CCL28
¢s CXCL16 termelésiikkel [93]. Az immunreakcio elkeriilése céljabol a HRS-sejtek 1L-
10-et és transzformald novekedési faktor-p-t (TGFP) termelnek, melyekkel gatoljak a
citotoxikus T-sejtek effektor funkcidit [94, 95]. A HRS-sejtek felszinlikon FAS-ligandot
(CD95L) expresszalnak, amely a citotoxikus T-sejteken apoptdzist indukal [96, 97]. A
felszinlikon megjelend PD-1 molekula (programozott sejthaldl-1) segitségével szintén
csokkentik a nemkivéanatos T-sejtek mennyiségét. A HRS-sejtek elvesztik HLA1 és 2
molekulaikat a felsziniikrdl, igy csokken az immunogenitasuk, ami szintén rontja az

immunrendszer hatékonysagat veliik szemben [98] (12. Abra).
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12. Abra: A tumort infiltralé sejtek sematikus abrazolisa Hodgkin lymphomaban
[98]

1.5. Regulator T-sejtek szerepe a daganat mikrokornyezetében

A regulator T-sejtekre (Treg) CD4", CD25" immunfenotipus és magas FOXP3

(forkhead transkription factor/Scurfin) transzkripcids faktor expresszid jellemzd [99].

Ez a magas FOXP3 expresszio alkalmas a Treg sejtek kimutatdsara [100].

A Treg-

sejtek képesek gatolni az IL-2 termelést és eldsegiteni a CD25 expressziot, igy lassitva

vagy gatolva a CD8" és NK-sejtek (természetes olésejtek) aktivalodasat [101]. A

regulator T-sejteknek jelentds szerepe van egészséges emberekben ¢s nem daganatos

betegekben. A Treg sejtek megfelelé miikodése nagyon fontos a T-sejtes immunvalasz

visszaszoritdsaban; a szervezet szamara az anya ¢s a magzat kozott 1étrejovo

immuntolerancia kialakitdsaban, a transzplantacid soran fellépd kilokddési reakcio

gatlasaban ¢€s a patogénekkel szembeni tilzott immunreakcié megakadalyozasaban. Ez a
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nélkiilozhetetlen fiziologiai funkci® azonban gatat szabhat a daganatellenes
immunvalasz kialakuldsanak ¢és a mikrobialis fertdzések lekiizdésének is, teret engedve

a neoplazias folyamatoknak.

A Treg infiltracio vizsgalata kiilonb6zd tumorok mikrokdrnyezetében szadmos
daganat esetében mutatott ki megndvekedett Treg mennyiséget a normal szovetekhez
képest. Bizonyos daganatokban ez hozzajarul a tumor progresszidjahoz. A karcinomak
tobbségében a megndvekedett Treg mennyiség rossz progndzist jelez, nem meglepd
modon a tumorsejtek elleni immunvalasz csdkkentésével. Ezt a hatast megfigyelték mar
emlorak, petefészekrak, nem-kissejtes tiidorak, majrak, veserak, hasnyalmirigyrak,

gyomorrak ¢s méhnyakrak esetében [102-104].

Mas kutatasok eredményei alapjan vannak olyan magas Treg értéket mutatod
daganatok, amelyeknél a betegek hosszabb tulélését jelzik a Treg sejtek [105].
Vastagbélrakos betegeknél pozitiv prognosztikus faktorként értékelik a ndvekedett Treg
sejt mennyiséget. Az eddigiekkel ellentétes hatast azzal magyarazhatjuk, hogy ebben a
daganattipusban a tumorprogresszio fontos eleme a gyulladasos kdrnyezet. Ezt a tumort
infiltralo Treg sejtek negativan befolyasolhatjak gatolva ezzel a daganatndvekedést

tamogatd mikrokornyezet kialakuldsat.

1.6. Galektinek, galektin-1

A galektinek csaladjaba tartozd fehérjék evolucidosan erdsen konzervalt
molekuldk, melyek a szervezet szamos miikodését befolyasoljak. Jelenleg 15 féle
galektint ismeriink, ezek szdmos sejttipusban ¢€s szovetben megtalalhatoak. A
sejtfelszinen megjelend glikoproteinek és glikolipidek szénhidratlancainak felismerésén
keresztiil, azokhoz hozzakotddve intracellularis jelatviteli utak bekapcsolasara képesek,
ezaltal befolyasolva a sejtek differencialédasat, a proliferaciot, a tulélést és a migraciot.
Ezek a sejtfunkciok alapvetd fontossaguak a kiilonb6zd biologiai folyamatokban mint
példaul az embriogenezisben, angiogenezisben, neurogenezisben, az immunrendszer

miitkodésében ¢és a benniik keletkezd hibak kovetkeztében a daganatkeletkezésben is.
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A galektinek a glikolipidek ¢és glikoproteinek szénhidratlancaiban az N-
acetillaktozamin egységeket ismerik fel CRD-doménjik segitségével. Ez a CRD
(carbohydrate-recognition domain) régio egy 130 aminosavbol allé erdsen konzervalt
szekvencia. A galektinek ,,prototipus”-nak nevezett alcsalddjaba tartozd galektin-1,-2,-
5,-7,-10,-11,-13,-14, és-15 egyetlen CRD-domént tartalmaz. A ,tandem-repeat” alcsalad
tagjai azok a galektinek, amelyek két CRD-doménnel rendelkeznek (galektin-4,-6,-8,-9,
¢s-12). A galektin-3 egyediil alkotja a ,kiméra-tipust” alcsalddot, benne a CRD-
doménhoz prolin,-és glicingazdag régid kapcsolodik. A galektinekre jellemzd, hogy
oligomerizalodni képesek, ami lehetdvé teszi, hogy aktivan befolyasoljak a jelutak

miikodeését, illetve eldsegitsék a sejtek kozotti kommunikaciot [106].

A galektinek molekulafelépitésiik alapjan citoplazmatikus molekulak, de
megjelenhetnek a sejtmagban is, valamint a sejtfelszinen €s az extracellularis térben,
ezért képesek szamos biologiai folyamat szabalyozasaban résztvenni. Receptoruk lehet
szamos sejtfelszini glikoreceptor, mint a CD45, CD43, CD7, TCR, GMI1, kiilonbdz6
integrinek (a4pB1, a5P1 és a4p7), BCR és neuropilin-1. A sejtfelszini molekulak kozti
interakci6 kialakitasaval képesek szabdlyozni példaul az immunsejtek aktivacios
allapotat, citokintermelését ¢és apoptozisat. Eddig még részletesen nem tisztazott modon
képesek modulalni citoplazmatikusan a pre-messenger RNS-ek splicing folyamatat, a

sejtciklust €s a sejtek tuléléset [107, 108].

1.6.1. A galektinek normal szovetekben

Az embriogenezis soran a galektin-l a FOS-B transzkripcidés faktor
kotészovetek jellegzetes megjelenésének kialakitdsdban nagy szerepe van a
galektineknek, befolyasoljak a zsirsejtek (primary preadipocytes) differencialodasat és
proliferaciojat (galektin-3, és -12), részt vesznek az embriondlis csont és porcképzddés
modulaldsaban, valamint a csontszerkezet valtozasainak szabalyozasaban az
befolydsolja a mezenchimalis &ssejtek €s izomeredetli fibroblasztok miogén iranyba
torténd konverziojat és mitogén jelként szolgal a vaszkularis endotélsejtek szdmara. Az
idegszovetben a galektin-1 az asztrocitdk differencidlodasat indukalja és tamogatja az

idegsejtek tuléléséhez sziikséges faktorok termelését, valamint részt vesz az axonok
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regeneracios folyamataiban. A hematopoezis folyamataban kulcsszerepet jatszanak a
galektinek, kapcsolatot teremtenek a stromalis sejtek €s a hematopoetikus Ossejtek
kozott, ezaltal befolyasolnak szinte minden differencialodasi vonalat a hematopoiezis
hizésejtek, B-, T, - és dendritikus sejtek differencidlodasaban, neutrofilek adhézios
képességének befolyasolasdban, monocitak ¢€s vérlemezkék aktivaciojaban. Galektin-1,
¢s -3 fontos szerepet jatszik a pre-B-sejtek differencidlodasi folyamataiban, valamint a
B-sejtek tulélésében és plazmasejtté alakulasdban. A galektinek T-sejtekkel kapcsolatos
szerepérdl all rendelkezésiinkre a legtobb informacio. A kiilonb6zd T-sejt tipusok
eltérnek egymastol a sejtfelszini szénhidratlancaikban, ezért kiilonb6zd érzékenységet
mutatnak a galektinek, foként galektin-1 apoptozisindukalo hatadsaval szemben. A TH-1
¢s TH-17 sejtek galektin-1 hatdsara programozott sejthalallal elpusztulnak, a TH-2-
sejtek pedig rezisztensek, viszont citokintermelésiiket (foként IL-10 és INF-y)
befolyasolni képesek a galektinek. Mig a galektin-3 a dupla negativ (CD4, CD8) T-
sejteken 1déz el6 apoptozist, addig a galektin-1 a dupla pozitiv és dupla negativ T-
sejteken egyarant. A regulator T-sejtek pedig maguk is termelnek galektin-1-et, amivel
aktivan részt vesznek a citotoxikus TH-1-sejtek visszaszoritdsdban. Az aktivalt T-sejtek
onmaguk ellen is termelnek galektin-1-et ezzel autokrin gatlast idézve eld. A galektinek
tehat fontos szerepléi a gyulladasos folyamatok szabalyozasanak, az immunrendszer

antigénekkel szembeni toleranciajanak befolyasoldsaval [110].

1.6.2. Galektin-1

A galektin-1-et tobb mint 20 évvel ezeldtt izolaltak, 15 kDa-os fehérje, amely
human szovetekben, foként a placentaban, tiidoben, 1épben és thymusban fordul eld.
Annak ellenére, hogy létezésérdl mar koran tudomast szereztiink, az immunrendszer
miitkodésében betoltott fontos szerepét csak az elmult évtized kutatasai kezdték feltarni.
Aktivalt T-, és B-sejtek, aktivalt makrofagok, regulator T-sejtek és természetes
0losejtek szintetizalhatjak. A galektin-1 molekulak nem kovalens kdlcsonhatasok révén
egymassal dimert alkothatnak, ezaltal képesek moduldlni a sejt-sejt és sejt-matrix
kapcsolatokat (laminin, fibronektin, aktin) (13. Abra). A galektin-1 az immunsejtek
sejtfelszini  glikoproteinjethez (CD2, CD3, CD7, CD43, CDA45) kapcsolodva
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befolyédsolja a gyulladdsos folyamatokat [109]. Részt vesz a T-sejtek szelekciojaban,
apoptozist indukal a reaktiv T-sejtekben, ezzel visszaszoritva a gyulladast és gatolva az
autoreaktivitast. Emellett az 1L-10 termelés tdmogatasaval segiti a T-reg sejtek
galektin-1 expresszido fokozddasat, igy kimutatasa diagnosztikus vagy prognosztikus
markerként is szolgdlhat (vastagbélrak, hasnyadlmirigyrék, intrahepaticus epeutrak,
veserdk, prostatardk, hugyholyagrak, choriocarcinoma, glioma, nem kissejtes tiidorak,

fej-nyaki laphamrak, méhnyakrak) [111, 112].
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13. Abra: Galektin-1 dimérek szerepe a sejtmiikodésben (G: galektin-1) Az
intercellularis térben a galektin-1 dimérek résztvesznek a sejt-matrix, a sejt-sejt €s a
receptor-keresztkotések kialakitdsaban. Intracellularisan a fehérje-fehérje kapcsolatok

befolyasolasaval a jelutak aktivitasat modosithatjak.
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1.6.3. Galektinek a hematoldgiai daganatokban

Daganatos betegek szérum galektin-3 szintjének vizsgdlata alapjan NHL-as
betegek emelkedett galektin-3 expressziot mutattak egészséges emberek szérumaban
mért értékekhez képest [113]. A galektin-3 expressziot daganatos szovetekben is
vizsgaltak, DLBCL-ben a magas galektin-3 expresszio €s a rossz progndzis kozott
szignifikdns Osszefliggést talaltak [114]. Primer kozponti idegrendszeri lymphomak
vizsgalata soran a galektin-3 expresszid szintén a rossz porognozisu esetekkel parosult
[115]. Lymphomakban egér modellben vizsgalva a galektin-7 expresszio emelkedése a

metasztatikus fenotipus kialakuldsaval mutatott 6sszefliggéseket [116].
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2. CELKITUZESEK

1. Az mTOR jelut szdmos daganat esetén a tumorsejtek talélését biztositd
mechanizmusok kulcsszerepléje, human lymphomékban eddig még kevés adat all
rendelkezésiinkre aktivitasarol, ezért célul tliztiik ki a kiilonb6z6 lymphomak mTOR

aktivitasanak vizsgalatat.

1.1. A lymphomdkon beliil a diffiz nagy B-sejtes lymphomakat (DLBCL) ¢s a
Hodgkin lymphomdkat (HL) magas esetszamu vizsgalatokban a betegek
klinikai adatai €s az mTOR aktivitas kozti 0sszefiiggések keresése céljabol

részletesen vizsgaltuk.

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

jellemz6é mikrokdrnyezet kialakitasat.

1.3. mTOR gatlas hatdsanak vizsgalata in vitro lymphoma sejtvonalakban és in
vivo lymphoma xenograft modellekben (proliferacio, apoptozis ¢és

fehérjeexpresszid valtozasainak kovetése).
2. HL-ak mikrokornyezetét alkotd sejtek 0Osszetételének vizsgalata kiilonos

tekintettel a reguldtor T-sejtek (Treg) jelenlétére. Treg-sejtek €s a tumorsejtek

kapcsolatanak vizsgalata, ebben a galektin-1 szerepének tanulmanyozasa.
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3. MODSZEREK
3.1. TMA-vizsgalatok

Tobb fliggetlen TMA (tissue micro array) vizsgalatot végeztiink, amelyekben az
I. Sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutato Intézet archivalt formalinban fixalt, paraffinba
agyazott biopszids mintaibol gylijtottiink €s a reprezentativ teriiletekbdl 2 mm atmérdja
szovethengereket szirtunk ki és illesztettiink be a 70 mintas TMA blokkokba.

Els6 TMA-vizsgalatunkban kiilonb6z6 lymphoma entitasokat gytijtottiink. 2004-
2008 kozotti anyagokat dolgoztunk fel, olyan mintakat valasztottunk, amelyek
diagnozisa egyértelmii volt és hematopatologus segitségével ellendriztiikk az aktualis
lymphoma klasszifikacié szerinti besorolasokat. 104 lymphomas beteg biopszids mintéit
hasznaltuk fel: 4 Burkitt-lymphoma (BL), 23 HL, 11 MCL, 9 anaplasias nagy-sejtes
lymphoma (ALCL), 10 DLBCL, 12 marginalis zéna lymphoma (MZL), 13 kronikus
lymphoid leukémia/kissejtes lymphocytas lymphoma (CLL), 10 FL és 12 periférias T-
sejtes lymphoma.

Nagyobb esetszami Hodgkin lymhomés (HL) betegek biopszias mintainak
mTOR aktivitds vizsgalatdhoz tovabbi TMA blokkokba az elobbi 23 mellé 60 HL-beteg
mintajat valasztottuk ki korabbi évekbdl (2000-2007), igy Osszesen 83 HL beteg
immunhisztokémiai vizsgalatanak értékelésére volt lehetdség. A kivalasztasban minden
HL altipus szerepelt: 7 noduldris lymphocyta predominans HL ¢és 76 klasszikus HL
estet. A klasszikus HL négy alcsoportjdnak megoszldsa az egyes altipusok
gyakorisaganak megfelelden alakult: 47 nodularis sclerosis, 18 kevertsejtes, 8
lymphocyta gazdag ¢és 3 lymphocyta deplécios esettel. A vizsgalatban szerepld HL-
betegek (40 nd, 43 férfi, ¢letkor: 8-82 ¢&v, atlagéletkor: 29,8 év) biopszids mintainak
karakterizalasa intézetiinkben tortént. A diagnozistol eltelt minimalis kovetési id6 mar
minden betegnél elérte az 5 évet. Eddig 25 HL-4s beteg relabalt, 13 beteg esett at
Ossejttranszplantacion (8 betegnél volt sikeres a transzplantacid, 5 beteg meghalt), 10
beteg halt meg a betegség progresszidja és/vagy a transzplantacid szovodményei
kovetkeztében. A betegek tobbsége (64%) a betegség I-II stadiumaban kertilt
diagnosztizalasra, 36%-ukban volt elérehaladott a betegség (I1I-1V stadium). Az esetek
30%-aban jart a betegség B-tiinetekkel.
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A fiatal betegek (8-18 év) els6 vonalban (TG 1), 1A/B, IIA stadiumban 2 ciklus
OPPA (lanyok) vagy OEPA (fiuk) kezelést kaptak; [IB, IIIA, IeA/B, IIgA stadiumokban
TG 2 agon a 2 ciklus OPPA vagy OEPA kezelést 2 ciklus COPP kovette; 11IB, IVA/B,
IIgB, HIgA/B stadiumokban TG 3 szerint 2 ciklus OPPA vagy OEPA utdn 4 ciklus
COPP kezelést kaptak. Abban az esetben, amikor a betegek kezelés utan nem keriiltek
komplett remisszidba, sugarterapias kezelések €s/vagy autolog/allogén hematopoietikus
Ossejttranszplantacio  kovetkezett. (OPPA: vincristine, procarbazine, prednisone,
doxorubicin, OEPA: vincristine, etoposide, prednisone, doxorubicin; COPP:
cyclophosphamid, vincristine, procarbazine, prednisone) (14. dbra).

A felndtt betegek ABVD kezelést kaptak, rezisztencia esetén DHAP protokoll
szerint folytattdk a kezelésiiket. Ossejttranszplantacio eldtt szintén DHAP kezelést
alkalmaztak. (ABVD: adriamycin, bleomycin, vinblastine, dacarbazine; DHAP:
dexamethasone, high dose cytarabine, cisplatin.) (14. Abra).

a.
2 * OPPA
2 * OEPA
TG 1 * CR?
IAB, lIA @ IF-RT 20 Gy
2 * OPPA
TG 2 2 * OEPA 2 * COPP @

B, A, IAMB, 1A * CR?7?
S

2 *OPPA
TG 3 2 * OEPA 4 * COPP

1B, IVA/B, IIB, II.AB * - - * - CR?
é IF-RT 20 Gy

1 5 9 13 17 21 25 hetek
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b.
ABVD gybgyszer dozis (mg/m?) nap
doxorubicin 25 1,15.
bleomycin 10 1,15.
vinblastine 6 1,15.
dacarbazine 375 1,15.

14. Abra: Kezelési protokollok Hodgkin-lymphomas betegeknél
(a. gyermek,- és serdiilokorban, b. felnéttkorban; IF-RT: érintett régio besugarzasa)

Tobb, mint 80 diffiz nagy B-sejtes lymphomas eset biopszids mintaibol késziilt
TMA-k segitségével 0Osszesen 68 beteg biopszids mintdjaban tudtuk értékelni
valamennyi a DLBCL-4k immunhisztokémiai altipusainak meghatarozéasahoz, illetve az
mTOR aktivitas értékeléshez sziikséges IHC-festést. A Hans-, Tally,- és Choi-féle
algoritmusok szerint is elvégeztik a DLBCL-esetek GC ¢és non-GC szerinti
klasszifikaciojat (MUMI, CD10, BCL6, LMO?2, Foxp-1 és GCET1 immunhisztokémiai
festéseken alapul), egyetlen esetben tért el a Hans-, Tally-féle algoritmus alapjan
megallapithaté altipus megoszlas a Choi-féle algoritmus szerinti megoszlastol. A Hans-
¢s Tally-féle osztalyozéas eredménye megegyezett minden vizsgalt esetben, ezért azzal -
18 GC ¢és 50 non-GC - dolgoztunk a kiilonb6zd adatok statisztikai elemzése soran. A
vizsgélatban szerepld DLBCL-4s betegeket (34 n6, 34 férfi, életkor: 13-87 év,
atlagéletkor: 59 év) 1995 és 2009 kozott diagnosztizaltdk intézetiinkben. A betegek 65
%-a magas nemzetkdzi prognosztikus értéket kapott (IPI: 3-4), 72 %-ukban II-IV
stadiumot 4llapitottak meg a diagnoziskor. I-II stadiumu betegsége a vizsgalt esetek
28%-anak (19/68) volt. A betegek 2 éves teljes tulélése (overall survival-OS) 63% volt.
A 68 esetbdl értekelhetd, 5 éves vagy annal hosszabb kovetési adatokkal 52 betegnél
rendelkeztiink. Ezekben az esetekben el tudtuk végezni a kovetéses klinikai adatok és az
IHC vizsgalatok Osszefliggésének statisztikai elemzését. Ebben az 52 esetben az 5 éves
talélés (OS) 62%, az atlagos tulélés 47 honap, a median talélés 42 honap volt. Az atlag
¢s median tulélés magasabb volt az alacsonyabb IPI értékii betegek esetében, ami
statisztikai Osszefliggést is mutatott. Az atlag és median tulélés is elérte az 5 évet az
alacsony IPI értékti (0-2) betegek esetében, magasabb IPI értékek (3-4) mellett az
atlagos tulélés 37 honap, a median talélés 28 honap volt. A betegek a diagndzisnak

megfelelden, az adott periddusban elérheté konvencionalis CHOP (cyclophosphamid,
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doxorubicin, vincristin, prednison), CEOP (cyclophosphamid, etoposide, vincristin,
prednison), R-CHOP (rituximab-CHOP), R-CEOP kezelésben részestiltek.

3.2. Sejttenyésztés, in vitro kezelések

Kiilonbozo vizsgalatainkban in vitro szuszpenzios (Hodgkin-lymphoma: KMH?2,
L1236-kevertsejtes altipus, DEV, L428, HDLM-2, UH-01- nodularis sclerosis altipus,
diffiz nagy B-sejtes lymphoma: BHDI, Burkitt-lymphoma: HT58, BL41, BL41/95,
Ramos, Raji, hisztiocitas lymphoma: U937, follikularis lymphoma: 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 (cervix carcinoma: HELA,
emld carcinoma: MDA-MB-231) hasznaltunk. A HTS58 sejtvonalat laboratoriumunkban
hoztak létre (Kopper L.1991), a BHDI sejtvonalat Dr. Peter Moller (Patologiai Intézet,
Universitat Ulm, Németorszag), az L1236, DEV, L428 és HDLM-2 sejtvonalakat Dr.
Klein Eva (Karolinska Intézet, Stockholm, Svédorszag) bocsatotta rendelkezésiinkre; a
tobbi sejtvonalat sejtbankokbol szereztiik be (ATCC: American Type Tissue Culture,
DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen). A sejteket 25
vagy 75 mm? alapteriiletii tenyésztd flaskdkban tenyésztettiik 37 °C hdmérsékleten 5%-
os CO» koncentracid6 mellett. Adherens sejteket 3-4 naponta passzaltuk (PBS-mosést
kovetden Trypsin-EDTA (Sigma) oldattal inkubaltuk a sejteket), majd sejtszamolas utan
a megfeleld médiumot hozzdadtuk a sejtekhez. A sejteket 10% hdinaktivalt fotalis
borju savot (FCS-Gibco, HyClone) és 1% antibiotikumot (penicillin, streptomycin,
Sigma) tartalmaz6 RPMI 1640 médiumban (Gibco, HyClone) tenyésztettiik. A BHD1
¢s UH-01 sejtvonalak tenyésztomédiuma eldbbiektdl eltért: Iscove's MDM ¢és RPMI-
1640 médiumok 4:1 aranyt keverékéhez BHD-1 esetén 10%, UH-01 esetén 20% FCS-t
adtunk, a médiumokat kiegészitettiik még 2 mM L-glutaminnal (Sigma) és 1%-nak
megfeleld antibiotikummal.

A kisérletekhez a novekedés exponencialis fazisaban 1évo sejteket hasznaltunk.
Az adherens sejteket kezelés eldtt lecentrifugaltuk és friss médiumban vettiikk fel a
megfeleld sejtszamban (5*10%/ml), majd a kovetkezd napon kezdtiikk a kisérletet. A
szuszpenzids sejteket nem centrifugaltuk, csak kihigitottuk a megfeleld sejtszamra
(3*10° sejt/ml). A sejteket 0-72 oran keresztiil a kovetkezd szerekkel kezeltiik:

rapamycin 50 ng/ml (Sigma), metotrexat 20 nM (Teva, Pharmachemie BV), citozin-
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arabinozid 10 ng/ml (Alexan, Ebewe Pharma GmbH), doxorubicin 100 nM (Ebewe
Pharma), vincristine 3 nM (Richter Gedeon), etoposid (Pharmacie BYV),
metilprednizolon 100 nM (TEVA) és ciklofoszfamid 500 nM (Baxter Oncology
GmbH). A sejtciklus szinkronizalasat nocodazole (40-200 ng/ml, 4-24 h, M-fazis
blokk, Sigma), rapamycin (50 ng/ml, 16 h, G1 blokk, Sigma), és staurosporin (0.1
M/ml, 16 h, G1 blokk, Sigma) kezelésekkel végeztiik. Az mTOR-gatld kezeléseket 0-
144 o6ran keresztiil végeztiik, klasszikus mTOR-gatloként rapamycint (50 ng/ml)
hasznaltunk, dual inhibitor kezelést NVP-BEZ-235 (1 uM, Cayman Chemical) és PP-
242 (1 uM, Tocris, R&D System) szerekkel végeztiink. A hosszatava kezelésekben
naponta potoltuk az mTOR gatldkat és a 72. 6raban frissitettilk a médiumot.
centrifugalast kdvetden (5 perc, 500 RPM) etanollal fixalt, hematoxilin-eozinnal festett
citospin-preparatumokon vizsgaltuk.

3.3. Apoptozismérés és sejtciklusanalizis Aramlasi citometriaval

Az aramlési citometriai vizsgalatokhoz a sejteket 70%-os etanolban fixaltuk,
majd alkalikus extrakcid6 (200 mM Na,HPO4, pH 7.4), RNaz (Sigma) kezelés ¢s
propidium-jodid (1 mg/ml, Sigma) festés [117] a sejtek DNS tartalmat FACScalibur
aramlasi citométeren (BD Biosciences), Cell Quest software (BD Biosciences - 10-
20 000 esemény/minta) segitségével mértiik le. Az eredmények kiértékelése,
apoptozismérés esetén a szubGl sejtek (alacsony DNS-tartalmu, azaz apoptotikus
sejtek) szazalékos ardnydnak meghatarozaséaval, sejtciklus analizis esetén a mintaban
1évd sejtek G1, S és G2 fazisok kozti megoszlasanak szazalékos értékelésével tortént

(Winlist software -Verity Software House).
3.4. Sejtviabilitas meghatarozasa Alamar blue teszttel

Az Alamar blue oldatot (resazurin, 7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-one- 10-oxide,
Life Technologies) 10 pg/ml végsd koncentracidban alkalmaztuk és 37 °C-on, 5%-os
COs tartalmi termosztatban inkubaltuk a sejtekkel 4 oraig. A metabolikusan aktiv sejtek
atalakitjak a reagenst, igy a festék szine a sejtek viabilitadsatol fliggéen valtozik. Az
inkubacids 1d6 elteltével spektrofotométer segitségével lemértiik a mintak fluoreszencia
értékeit (abszorbancia mérés: 570-590 nm, Ascent szoftver, Fluoroskan Ascent FL,
Labsystems)
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3.5. ELISA mérés

Az eldzbleg tonsillabol magneses ellenanyagok segitségével izolalt B ¢és T-
sejteket és huméan lymphoma/leukémia sejtvonalakat lefagyasztottuk (5 millio
sejt/minta) és -80°C-on taroltuk. A mintdkhoz lizis puffert (1 milli6 sejt/100 pl, Cell
Signaling Technology) €s protedz gatlot (1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride- PMSF)
adtunk, majd 30 percig jégen inkubaltuk, kdzben tobbszor vortexelve a mintakat.
Centrifugélast kovetden a feliiliszok fehérjetartalmat lemértiikk (Qubit Fluorometer,
Invitrogen), majd szendvics ELISA kitet hasznaltunk a gyart6 utasitasainak megfeleléen
a p-4EBP1 — Thr37/46 detektalasara (PathScan-ELISA kit, Cell Signaling). Az

abszorpciot és az optikai denzitast (OD) 450 nm-es hullamhosszon mértiik.
3.6. Immuncitokémia

A metanol fixalt (80%-o0s, -20°C, 10°) cytospineket, endogén peroxidaz (Na-
borohodrid-oldat 10°, perjodsavas oldat 10°, 30 %-o0s hidrogén peroxidaz és metanol 1:9
aranyu keveréke 20°) ¢és loszérumos blokkolast (3%-0s, 30’) kovetden kiilonbozd
elsddleges ellenanyagokkal inkubdltuk (4 °C, éjszaka) az aladbbi higitdsokban: anti-
foszfo-S6 - 1:100, anti-mTOR — 1:100 és anti-foszfo-mTOR - 1:50/1:25 (Cell
Signaling), anti-foszfo-mTOR - 1:100 (Abcam); anti-rictor - 1:300; anti-raptor - 1:100,
anti-galektin-1 1:300 (Leica, Novocastra/Peprotech). A detektaldas Novolink
(Novocastra) polimer rendszerrel, a vizualizaldss DAB-al (Dako), a hattérfestés
hematoxilinnal tortént. Folyadék fazisban is végeztiink jeloléseket (2 milli6 sejt/minta)
anti-foszfo-S6 ¢és anti-foszfo-Hiszton-H3 ellenanyagokat hasznaltunk (1:50, Cell
Signaling,), majd anti-nytl és anti-egér fluoreszcens masodlagos ellenanyagokat (1:200,
aramlasi citometrias mérésre: Northern Lights (NL) 637; NL 439, konfokalis
mikroszkopias vizsgalatra: NL 557 és NL 493; R&D System) hasznaltunk. Aramlasi
citometriaval 20000 sejtet mértiink le a mintakbol, majd a p-HH3 pozitiv és negativ
sejtekben hasonlitottuk 0ssze a p-S6 festddés atlagos fluoreszcencia intenzitasat (MFI).
A mintakat konfokalis mikroszkoppal is megvizsgaltuk miutan DAPI-festékkel
(Biolegend) lathatova tettiik a sejtmagokat.
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3.7. Duolink immuncitokémiai és immunhisztokémiai elohivérendszer -

beallitast kovetd, altalunk meghatarozott- protokollja

W
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X ir:"
¥ &
'

A. Primer ellenanvag

Minta elokészitése: a nativ cytospineket fixaljuk (4%-os
paraformaldehidben 10°) és permeabilizaljuk (0,01%-0s
Triton-X 100 oldatban 10’), a paraffinos metszeteket
deparaffindljuk és a primer ellenanyagoknak megfeleld
antigén feltarast elvégezziik. 30 percig inkubaljuk 37°C-on
blokkol6 oldattal. A mintdk inkubdlasa az elsddleges
ellenanyagokkal (15. Abra: G.) 37°C-on torténik 2 6ran

keresztil.

B. Szekunder ellenanyag (=PLA probes; proximity

ligation assay)

A sejteket gyari oligonukleotidokkal jelzett masodlagos
ellenanyagokkal inkubaljuk (37°C, 2h). Ezek a masodlagos
ellenanyagok a primereknek megfelelden kiilonb6zo
fajokbol szdrmazo6 epitopokat ismernek fel: meghatarozott

oligokkal konjugéalt anti-egér, anti-nyul ellenanyagok.

C. Hibridizacio és ligalas

Gyari oligonukleotidokat adunk a mintahoz, melyek
hozzahibridizalnak a masodlagos ellenanyagokon [€v6
megfeleld szekvencidkhoz, ha azok megfeleld tavolsagban
vannak egymashoz képest. Ezutan a hozzédadott ligaz az

oligonukleotidokat gytirtivé zarja (37°C, 2 x 15°).

D. Amplifikacié (RCA=rolling circle amplification)

A ligalas eredményeként kapott gyliri szolgal templatként
az amplifikacios 1épésnél, melyben polimerazzal és

nukleotidokkal inkubaljuk a mintat (90°, 37°C).

48



E. Detektalas

F. Elemzés
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Fluoreszcensen jelolt gyari oligonukleotid probakat adunk a
mintahoz, amelyek hibridizalnak az amplikonhoz (60°, 37°C).
A kisérlet eredményeként kapott fluoreszcens jeleket
pontszerll reakciokként lathatjuk konfokalis 1ézermikroszkop
segitségével (excitdcio: 346 nm, emisszid: 460 nm).
Biopszias mintdk esetén peroxidaz konjugalt probal

felhasznalasaval DAB-os el6hivasra is van lehetdség.

Digitalis képeket készitiink a reakciokrol, amelyeket szamitogépes programban

(BlobFinder) jelenitiink meg €s szamszertisitjiik az eredményeket.

G.

Egérben termeltetett elsddleges Nyulban termeltetett elsédleges

ellenanyagok ellenanyagok

Riboszomalis S6 fehérje

/Cell Signaling/

Riboszomalis foszfo-S6 (Ser235/236)

fehérje /Cell Signaling/

Rictor monoklonalis ellenanyag mTOR ellenanyag

/Bethyl lab./

/Bethyl lab./

15. Abra: A Duolink ICC és IHC technika protokollja (A-F.) és az altalunk

hasznalt elsodleges ellenanyagok (G.)

(forras: Olink Biologicals)
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3.8. Immunhisztokémia
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A paraffinos blokkokbdl késziilt meteszeteket deparaffinaltuk, majd endogén
peroxiddz blokkolds utan megfeleld pufferben (citrat pH6, TRS, EDTA pH9)
elektromos kuktdban (21 perc) tartuk fel (3. Téblazat). A mintédkat l6szérumos (3%)

pufferben blokkoltuk ¢és a megfeleld higitasban (3. Téablazat) inkubaltuk a metszeteket

4°C-on ¢jszaka. Novolink (Novocastra) illetve Vectastain (Vector) masodlagos eléhivo

rendszereket hasznaltunk, majd DAB kromogénnel tettiik lathatova a reakcidkat.

3. Tablazat:

Immunhisztokémiai

vizsgalatainkban hasznalt ellenanvagok és

felhasznalasuk osszefoglalasa

feltaro puffer

higitas
masodlagos

elohivorendszer

gyarto

feltaro puffer

higitas

masodlagos

elohivorendszer
gyarto

citrat
(pH=6)
1:100

Vectastain
/Novolink
kit

Cell Sign.

citrat
(pH=6)
1:200

Vectastain
kit
LabVision

citrat
(pH=6)
1:100

Novolink
kit

Novus

citrat (pH=6)

1:300

citrat citrat TRS
(pH=6) (pH=6)
1:100 1:100 1:100
Vectastain Vectastain Novolink
/Novolink /Novolink kit
kit kit
Dako Cell Sign.  Bethyl
citrat citrat
(pH=6) (pH=6)
1:50 1:50
Vectastain Vectastain
kit kit
Dako Dako
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feltaro puffer citrat EDTA citrat citrat
(pH=6) (pH=9) (pH=6) (pH=6)
higitas 1:500 1:50 1:100 1:100
masodlagos Vectastain/ ' Novolink  Novolink  Novolink
elohivorendszer Novolink kit kit kit kit
gyarto Peprotech Biolegend Cell Sign.  Cell Sign.

3.8.1. IHC eredmények kiértékelése:

mTOR aktivitassal kapcsolatos fehérjek (p-mTOR, p-p70S6K, p-S6) IHC értékelése

Az mTOR aktivitas vizsgalatdhoz az mTOR szignal foszfoproteinjei koziil
harmat vizsgaltunk (p-mTOR-magat az aktiv mTOR kinéazt, p-p70S6K- aktivalt direkt
target, p-S6- aktivalt indirekt target). Két fliggetlen patologus segitségével értékeltiik az
IHC festéseket. Adott festédés esetén +, ++, +++ értékelést hasznaltunk. Belsd
kontrollnak az értékelésnél a plazmasejteket tekintettiik, ezek magas mTOR aktivitdsa,
igen intenziv IHC jelolédést eredményezett a p-mTOR ¢és p-S6 festések esetében, ezt
tekintettiik +++ intenzitasu értéknek. p-mTOR esetében joval gyengébb IHC reakcidkat
kaptunk a nyirokcsomd szovetekben, mint mas tipusu szovetekben, itt a plazmasejtek
pozitivitdsa is gyengébbnek bizonyult (ennek oka még ismeretlen), amihez belsd
kontrollként viszonyitottuk az értékelést. A tumoros szovet értékelése esetében, ha a
daganatsejtek tobb, mint 10%-a mar mutatta a magasabb intenzitasu festddést, akkor azt
a magasabb értéket adtuk meg. Abban az esetben tehat, ha az értékelt tumorsejteknek
10%-a +++ intenzitast festddeést mutatott, +++ értékelést adtunk, még akkor is, ha a

tumorsejtek nagyobb része csak + vagy ++ intenzitasu festddést mutatott.

Adott esetet magas mTOR aktivitasiinak értékeltliink abban az esetben, ha ++

vagy +++ értékelést kapott legalabb két az mTOR aktivitasat jelzé markerrel.
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Akkor tekintettiink magas mTOR aktivitasunak egy adott lymphoma tipust, ha
az esetek tobb, mint 50 %-aban magas mTOR aktivitds hataroztunk meg az elébbiek

szerint.
NF-kappaB-p50, BCL-2, BCL-xL és Survivin IHC értékelése

Azokat az eseteket értékeltiik pozitivnak az NF-kappaB-p50 aktivitas
vizsgalataban, amikor magi pozitivitdst mutattunk ki a tumorsejtek tobb, mint 10%-

aban.

Az antiapoptotikus fehérjék expresszidjanak ITHC-értékelésekor a BCL-2 ¢és
BCL-xL citoplazmatikus, a survivin citoplazmatikus és magi pozitivitast is mutatott,
abban az esetben, ha a daganatsejtek legalabb 10%-a mutatta az elobb leirt festodést,

akkor pozitivnak értékeltiik.
Rictor és Raptor IHC értékelése

Rictor és Raptor festddése altalaban nem mutatott tumoron beliil heterogenitast,
igy a festdédés intenzitasat +, ++, +++-el értékeltiik. A két festés aranyanak eltolodasat
csak legalabb + eltérésnél vettiik figyelembe, valamelyik iranyt dominancia
megjelenéseként. Példaul, abban az esetben, ha a Raptor értékelés +, a Rictor +++ volt
akkor Rictor dominanciar6l irunk, ha viszont Rictort ++/+++ értékelés volt a két
patologus részér6l és Raptor ++, akkor ezt nem tekintettiik a Rictor/Raptor arany

eltolddasanak.
Galektin-1 IHC eértékelese

A galektin-1 fehérje termelddésének és funkcidinak megfelelden intra- €s
extracellularis festddést is mutatott. Hodgkin lymphoma biopszias mintakban az
elemzés soran ezt a két jelet kiilon-kiilon értékeltiik. A citoplazmatikus reakciok esetén
enyhe (1+)/kozepes (2+)/-¢és erds (3+) jeleket kiilonboztettiink meg. Extracellularis
reakcioknal nem tettlink kiilonbséget a reakciok kozott, pozitiv vagy negativ értékelést

kapott az extracellularis matrix galektin-1 expresszidé szempontjabol.
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Regulator T-sejtek aranyanak meghatarozdasa FOXP3 IHC festéssel

A regulator T-sejtek mennyiségi vizsgdlatat gy végeztik, hogy minden
betegmintan kijeloltiink 3-3 teriiletet a tumorsejtgazdag €s
tumorsejtszegény/tumorsejtmentes teriileteken, majd ezeken szamitégépes program
(Mirax Panoramic Viewer) segitségével dsszevetettiik a FOXP3 magi pozitiv és negativ

sejtek szamat.
Foszforilalt-Hiszton-H3 (p-HH3) és aktiv-kaszpadz3 reakciok értékelése

A xenograft blokkokbol késziilt metszeteken végzett aktiv-kaszpdz 3
(citoplazmatikus reakcid) ¢és p-HH3 (sejtmagi reakcid) immunreakciokat szintén
szamitogépes program segitségével elemeztiik. 4-4 latotér pozitiv sejtjeit szamoltuk
meg, majd Osszevetettiik €s abrazoltuk a kontroll és a rapamune-nal kezelt csoportok

értékeit.

3.9. Western blot

A sejteket SDS mintapufferben lizaltuk (1 milli6 sejt/100 pl; 50 mM Tris-HCI,
pH7,5, 150 mM NacCl, 1% NP40, 1 mM PMSF, 10 mM NaF, 0,5 mM natrium-vanadat,
10 pg/ml leupeptid €s 10% glicerol), a lizatumot 10 percig jégen tartottuk, majd 15
percig 20000 rpm fordulatszammal centrifugaltuk. Ezutan megmértiik az egyes mintak
fehérjetartalmat (Qubit Fluorométer, Invitrogen). A lizdtumokat 2-merkaptoetanolt
(Sigma) tartalmazo Laemmli pufferben (BioRad) felforraltuk. 10-150 pg mennyiségii
fehérjét (kiilonboz6 mintdk esetében mindig azonos mennyiségli fehérje futtatdsa,
Osszehasonlito  vizsgalatok esetében) 8-15%-os SDS gélen elektroforézissel
elvalasztottuk, majd PVDF membranra (BioRad) blottoltuk. Blokkolast kdvetdéen a
membrant anti-foszfo-mTOR (1:1000, p-mTOR, Ser2448), anti-mTOR, anti-foszfo-
p70S6K (1:1000, p-p70S6K, Thr389), anti-foszfo-S6 (1:1000, p-S6, Ser235/236) (Cell
Signaling), anti-Rictor (1:1000, Abcam) ¢és anti-galektin-1 (1:1000, Peprotech)
ellenanyagokkal inkubaltuk egy ¢éjszakan at 4°C-on. Masodlagos ellenanyagként
Vectastain Elite ABC maésodlagos el6hivo kitet (Vector) hasznaltunk, majd a

membranokat kemilumineszcens el6hivas utan (ECL Western Blotting Substrate,
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Pierce) KODAK Image Station 4000 MM kameraval (Eastman Kodak) fényképeztiik. A
membranokra a mintdk mellé minden esetben feltettiink fehérje molekulasuly markert
(Fermentas), amely segitségével meg tudtuk allapitani a mintdban kimutatott fehérje
méretét. A mintdk 6sszehasonlithatosdgat a mintdk B-aktin exressziojdnak vizsgalataval
ellendriztiik a blottok ujrafelhaszndlasaval (ReBlot-oldat, Millipore). A membrant anti-
B-aktin monoklonalis ellenanyaggal (1:2500 Sigma), majd HRP-konjugalt masodlagos
ellenanyaggal inkubdltuk (anti-egér IgG, Cell Signaling) ¢és kemilumineszcens

technikaval hivtuk eld.

3.10. Real-time PCR

Kiilonb6z6 lymphoma és leukémia sejtekbdl RNS-t izolaltunk (Micro-to-Midi
RNS-izolalé kit, Invitrogen), majd megmértilk a mintdk RNS tartalmat (Nanodrop
Spectrophotometer, BioRad). 1pg RNS-b6l MMLYV reverz transzkriptazzal (Invitrogen)
¢s random hexamer primerekkel (Invitrogen) cDNS-t készitettiink. A real-time
reakcidhoz 25 ng cDNS-t ¢s galektin-1 primereket (Hs00899709 ml, TagMan® Gene
Expression Assay, Life Technologies) hasznaltunk. A polimeraz ladncreakciot ABI
Prism 7000 Sequence Detection System késziiléken végeztiik (ciklusparaméterek: 50 °C
1 perc, 95 °C 10 perc, [95 °C 15 masodperc, 60 °C 1 perc] x 50 ciklus). A génexpresszio
relativ  értékét a belsé kontrollként szolgdldé GAPDH (glicerindehid-3-foszfat

dehidrogenaz) haztartasi gén szintjéhez normalizaltuk.
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3.11. Xenograft modell

Hodgkin lymphoma, Burkitt lymphoma és DLBCL xenograftokat hoztunk létre.
A tumorsejteket subcutan oltottuk SCID egerekbe. Burkitt lymphoma esetén (HT58) a
tumorsejtek (107 db sejt, 100-200 pl térfogatban) beoltdsa utan a tapinthaté méretdi
tumorokat hordozo egereket elkezdtiik kezelni. A HL és DLBCL (KMH2 ¢és BHDI1)
esetében a tumorsejteket extracelluldris matrixszal (matrigél, Sigma) 1:1 ardnyban
keverve oltottuk az egerekbe subcutin (3x107 db sejt, 250 pl térfogatban). A tumorok
lassabban néttek, ezeket az egerekbdl eltavolitottuk és feldaraboltuk, majd ezeket a
tumordarabokat oltottuk tovabb szintén subcutdn. Amikor ezek a tumorok tapinthatd
méretlivé nottek, elkezdtiik kezelni az egereket. Per os kezeltiilk mindharom xenograftot
rapamycinnel (Sirolimus, Rapamune, Wyeth Europa Ltd.), a DLBCL xenograftokat
subcutan oltassal rapamycin analéggal (Temsirolimus, Torisel®, Wyeth Europa Ltd.) is
kezeltiik. A kezelések 3-8 hétig tartottak, kozben 4-7 naponta mértiik a tumorméreteket,
majd a kisérlet végén a tumorok tomegét (4. Téablazat). A tumorméret kiszamitasara a
kovetkezd képletet alkalmaztuk: n/6x(2xrdvidebb atmérd + hosszabb atmérd)/3)°. Az
eltavolitott tumorokat formalinban fixaltuk és paraffinba dgyaztuk, majd IHC-festéseket
végeztiink a beldliik késziilt metszeteken. IHC-val igazoltuk a xenograftok eredetét az
adott sejtvonalaknak megfeleld humdn tumormarkerekkel (CD30, CDI15, BCL-6,
MUM-1, 16. abra). Elvégeztik kiilonb6z6 molekuldk expresszid vizsgalatat
(proliferacios és apoptdzis markerek, mTOR-jelut elemei, mikrokdrnyezet) is az

egerekbdl eltavolitott tumorszovetek paraffinos metszetein.

4. Tablazat: mTOR gatlo kezelések a Kiilonbozo xenograftokban

Tumor- Kezelészer Dozis Adagolas Kezelés

markerek idotartama
Hodgkin lymphoma CD?30, Sirolimus 3 mg/tkg  3alakalom/hét, 8 hét
xenograft CDI15 per os

Diffuz nagy B-sejtes BCL-6, Sirolimus, 3 mg/tkg, 3 alkalom/hét, 3 hét

lymphoma xenograft MUM-1 per os,
Temsirolimus 10mg/tkg  Salakalom/hét,
sC.
Burkitt-lymphoma CD20 Sirolimus 3 mg/tkg  3alaklom/hét, 4 hét
xenograft per os
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DLBCL-xenograft

16. Abra: Tumormarkerek vizsgalata xenograftokban
Hodgkin lymphoma xenograft human CD30 és CDI15, DLBCL-xenograft human
MUM-1 ¢és BCL-6 expresszidja (IHC, 200x). Burkitt lymphoma xenograft human CD20

expresszidjat mar korabban kimutattuk.

3.12. Statisztikai analizis

Az adatok szamtani atlaga (x) és standard deviacidja (SD) keriilt kiszamitasra. A
szignifikancia meghatarozasa T-probaval és Mann-Whitney teszttel tortént (p értéke:
<0.05). A betegek klinikai adatai és a kiilonbozé THC eredmények kozti szignifikans
osszefliggéseket Khi’> probaval (log-rank teszt) hataroztuk meg. A szamitasokat
GraphPad (GraphPad, San Diego, California, USA), PAST (PAST Iletolthetd szoftver
http://folk.uio.no), SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) szoftver segitségével végeztiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. mTOR aktivitas a kiilonb6zé lymphoma sejtvonalakban és human biopszias

mintakban

Kiilonb6zd lymphoma és leukemia sejtvonalakban az mTOR aktiv formajanak
(p-mTOR) és foszforilalt célmolekuldinak (p-4EBPB1, p-p70S6K, p-S6) kimutatasaval,
mennyiségi vizsgalataval hataroztuk meg az mTOR aktivitast. Elobbi fehérjék
expresszidjat, mennyiségét ELISA, immuncitokémia és Western blot segitségével
vizsgaltuk. A harom legjobban ismert és leggyakrabban vizsgalt mTOR célmolekula a
4EBP1 és a riboszomalis S6 Kindz €s utobbi célfehérjéje, a riboszomalis S6. Tobbféle
ELISA essz¢ (p-mTOR, p-S6 és p-4EBP1) felhasznalhatosagat is kiprobaltuk és
Osszehasonlitottuk egymassal egy a gyerekkori ALLes mintdk mTOR aktivitasat célzo
vizsgalat sordn [118], amely alapjan a p-4EBP1 ELISA volt a legmegbizhatobb ¢és
legérzékenyebb. Ezért p-4EBP1 ELISA segitségével jellemeztik a lymphoma és
leukémia sejtek mTOR aktivitasat. A tonsillabol izolalt normal B,- €és T-sejtekben mért
értékekhez képest a lymphoma és leukémia tumorsejtvonalak szignifikansan nagyobb
mennyiségli p-4EBP1 fehérjét expresszaltak, ami emelkedett mTOR aktivitasra utal.
Normal B-, és T-sejtekhez viszonyitva a B-sejt eredetii sejtvonalakban kozel 50-
szeresére, a T-sejt eredetli sejtvonalakban 80-100-szorosara emelkedett az mTOR

aktivitast jellemz6 p-4EBP1 fehérje mennyisége (17. Abra).

Cytospin lemezeken végzett immuncitokémiai vizsgalataink eredményei is
megerdsitették a kiillonb6zd leukémia és lymphoma sejtek fokozott mTOR aktivitasat.
Valamennyi sejtvonalban kimutattuk az mTOR kinaz fehérje expressziojat, ebben
jelentds eltérést a sejtvonalak és a normdl sejtek kozott nem tapasztaltunk.
Parhuzamosan azonban az aktiv mTOR kinaz (p-mTOR) fehérje mennyisége, illetve
foszforilalt, indirekt célmolekuldja, a riboszomalis S6 fehérje magas expresszidt
mutatott a kiilonbozé daganatos sejtvonalakban. A kétféle mTOR komplex megoszlasat
1s vizsgaltuk, két olyan molekula expresszidjanak kimutatdsaval, amelyek a C1 és C2
komplexek kulcsfontossdgi alkotéoi. Az mTORCI-komplexre a Raptor fehérje,
mTORC2-komplexre a Rictor fehérje expresszidja utal. A kiilonb6zd sejtvonalakban
eltérd expresszidt mutattak ezek a fehérjék (18. Abra). BHDI és KMH2 sejtekben

jelentés mennyiségli Rictor fehérjét, mig alacsony mennyiségli Raptort tudtunk
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kimutatni ICC-vel, ez a két komplex aranyat tekintve mTORC2 dominanciara utal.
HTS58 sejtekben a Rictor:Raptor arany alapjan a két komplex kiegyenlitett expresszidjat
figyeltik meg. Ezt a megfigyelésiinket Rictor Western blot eredményeink 1is
alatamasztjak, ahol az el6zéekhez hasonldan eltéré mértékli Rictor expresszid
jellemezte a kiilonb6zé lymphoma sejteket. A harom vizsgalt sejtvonal koziil a HTS8
esetében volt a legalacsonyabb a Rictor expresszidja (19. Abra). Raptor esetében az

ellenanyag nem alkalmas Western blot technikara.

a.
35
3
251
(=]
S 24
=
=15
=
l,
05
b- 0
B-sejt T-seit KMH2 BHDI BLAl SC-1 Jurkat CEM MN60 Nalmo
Viszonyitas
B-sejtekhez 1x 55.8x 54x 59x 59x 49,6x

T-sejtekhez - - - - - -

B-sejtekhez - - - 57,6x 61x

T-sejtekhez Ix 80,3x 100x - -

17. Abra: Kiilonb6zé lymphoma és leukémia sejtvonalak emelkedett mTOR
aktivitasa. a: A lymphoma ¢és leukemia sejtekben szignifikdnsan (p<0,05) magasabb
OD ¢értékeket mértiink p-4EBP1 ELISA-val. b: Lymphoma ¢és leukemia sejtvonalak
mTOR aktivitdsa 50-100-szorosa a normal B-, és T-sejteknek. (Jurkat, CEM: T-ALL,
MN60, Nalm6: B-ALL, KMH2: HL, SC-1 follikularis lymphoma, BL41: Burkitt
lymphoma, BHD-1: mediasztinalis DLBCL)

58



doi:10.14753/SE.2013.1871

18. Abra: Hodgkin lymhoma (KMH2), Burkitt lymphoma (HT58) és DLBCL
(BHD1) sejtvonalak mTOR aktivitasanak és mTOR komplex fehérjéinek ICC
vizsgalata.

A lymphoma sejtvonalak magas p-mTOR és p-S6 expressziot, magas mTOR-aktivitast
mutatnak. Az mTOR C1 ¢és C2 komplexek kdzotti megoszlasa eltéré, KMH2 és BHD1
sejtekben mTORC2 dominancia (magas Rictor, alacsony Raptor expresszio) jellemzo,

HT58 sejtekben kozel azonos a két komplex mennyisége (ICC, 400x).
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Az mTORCI-gatld rapamycin a lymphoma-leukémia sejtek mTOR aktivitdsara
gyakorolt hatasat 24 h-as in vitro kezelés utan Western blot technikaval vizsgaltuk. A
HT58, BHDI1 és KMH2 sejtek esetében egyarant igazoltuk a rapamycin p-S6

mennyiségét csdkkentd hatasat (19. Abra).

a b.
pmTOR mTOR pp70SEK  pS6 BL41/95 HT58 KMH2
. Co R24h
Rictor 200 kDa
B-aktin 45 kDa
- -
dr

s (3-aktin 45 kDa

19. Abra: A rapamycin csokkentette a ymphomasejtek mTORC]1 aktivitasat

a. HL-sejtek (KMH2) mTOR kindz (mTOR, pmTOR) és aktiv célfehérjéinek
(pp70S6K, pS6) expresszios vizsgalata Western blot-tal. 24h rapamycin kezelést kovetd
mTOR aktivitas csokkenés eredményeként a p-S6 mennyisége szignifikansan csokkent
a vizsgalt sejtekben (co: kontroll, R: rapamycin 50 ng/ml). b. A sejtvonalak (BL41/95,
HT58: Burkitt-lymphoma, KMH2: HL) eltéré Rictor expressziot mutatnak (Western
blot, Rictor, B-aktin)

60



doi:10.14753/SE.2013.1871

4.2. Human lymphoma-biopsziak mTOR-aktivitasanak vizsgalata

immunhisztokémiaval

Els6 TMA-vizsgalatunkban a lymphomdk széles skalajat, gyakorlatilag minden
lymphoma tipust reprezentdlo TMA blokkokon tanulmanyoztuk az mTOR szignal
aktivitdsait p-mTOR, p-S6, p-p70S6K immunhisztokémiai reakciok segitségével (5.
Tablazat).

A p-S6 festddés negativnak vagy legfeljebb enyhén pozitivnak (+) volt
értékelhetd a reaktiv, nem malignus lymphocytdkban, mig a bels6é pozitiv kontrollnak

tekinthetd plazmasejtek erds pozitivitast (+++) mutattak.

Az altalunk vizsgdlt marginalis zona lymphomak, periférias T-sejtes
lymphomak, kronikus lymphoid leukemidk esetében a mintdk tilnyomo tobbségében
gyenge vagy negativ immunhisztokémiai reakcidkat kaptunk. Ezekben a
lymphomakban tehat az mTOR-szignal fokozott aktivitisa nem jellemzd. Follikularis
lymphomak (FL) vizsgélatakor ellentmondédsos eredményeket kaptunk. A p-S6 festések
a FL mintdk 100%-aban negativak voltak, viszont a p-mTOR ¢és p-p70S6K az esetek
tobb mint felében kifejezett pozitivitast mutatott. TOliink fliggetlen vizsgalatok szerint is
az mTOR aktivitas legmegbizhatobb IHC markere a p-S6 festés. Ennek a csoportnak az
mTOR aktivitasdt ezért ezen eredmények alapjan nem hataroztuk meg, ez

mindenképpen tovabbi vizsgalatokat igényel.

Bizonyos lymphoma tipusok - ide tartozik a Hodgkin lymphoma, a diffiz nagy
B-sejtes lymphoma (DLBCL), az anaplasids nagy-sejtes lymphoma (ALCL),
kopenysejtes lymphoma, a lymphoplasmocytds lymphoma és a Burkitt lymphoma-
magas mTOR aktivitdst mutattak (20. Abra). Ezekben a lymphoma tipusokban a
sejtekben a vizsgalt esetek legalabb 50%-dban az mTOR aktivitas a tumort infiltralo
reaktiv lymphocytak mTOR aktivitdsanal - a p-S6, p-p70S6K és p-mTOR IHC alapjan -
magasabb intenzitassal volt értékelhetd. A HL-ak ebben az els6 TMA vizsgélatban (27
eset) az esetek kozel 100 %-aban magas mTOR aktivitadst mutattak, ez alapjan
fontosnak tartottuk tovabb tanulméanyozni ezt a lymphomacsoportot. A DLBCL két
alcsoportjaban, a centrum germinativum (GC) és a nem centrum germinativum (non-

GC) eredetli, (vagy mas néven aktivalt B-sejtek profiljat mutatdo - ABC) csoportban
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eltér6 mTOR aktivitast tapasztaltunk, utobbi rosszabb prognoézisu csoportot jellemezte
magas mTOR aktivitds, de az alacsony esetszdm miatt ezt az eredményt statisztikailag
értékelni még nem lehetett. Ezek alapjan érdekesnek tartottuk nagyobb esetszdmmal
tovabb tanulméanyozni az 6sszefliggést a DLBCL-ek tipusai, progresszidja és a magas

mTOR aktivitas kozott.

5. Tablazat: Kiillonb6zo lvmphoma tipusok mTOR aktivitasanak meghatarozasa

TMA-lemezeken p-mTOR, p-p70S6K ¢és p-S6 -IHC festések értékelése alapjan BL, HL,

MCL, ALCL és DLBCL mintdkban a tumorsejtek magas mTOR aktivitast mutattak.
Abban az esetben, amikor a vizsgalt mintdk nem voltak egyformdk mTOR aktivitas
tekintetében, azt szdzalékos értékekkel jeleztiik az értékelés mellett. (+: magas mTOR
aktivitds, -: alacsony mTOR aktivitds, ?: IHC eredményeink alapjan nem

meghatarozhatdé az mTOR aktivitas, n: esetszam)

mTOR-
Diagnozis p-mTOR  p-p70S6K p-S6 szignal n
aktivitas
Burkitt-lymphoma + +/++ ++ + 4
Hodgkin-lymphoma ++ ++ ++ + 23
Kopenysejtes-lymphoma 70% +/++ +/++ +/++ + 11
Anaplasids nagy-sejtes
- A+ - - 9
lymphoma
Difftz nagy B-sejtes
50% +/++ 50% ++ 50% ++ + 10
lymphoma
Marginalis zona lymphoma 80% - 80% - 80% - - 12
Periférias T-sejtes
75% + -/+ - - 12
lymphoma
Follikularis lymphoma 70% +/++  60% +/++ -? ? 10
Kronikus lymphocytas
leukemia/Kis lymphocytas -/+ -/+ - - 13

lymphoma
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20. Abra: Kiilonboz6 lymphomak mTOR aktivitasinak vizsgalata TMA
lemezeken.

Magas mTOR-aktivitdst mutatd lymphomak: a-d.: Hodgkin lymphoma, e,f.: Burkitt
lymphoma, g.: kdpenysejtes lymphoma, h.: DLBCL, 1i.: anaplasids nagy-sejtes
lymphoma, mTOR-aktivitdst nem mutatdé lymphomak: j.: kronikus lymphoid
leukemia/kissejtes lymphoma, k.: marginalis zona lymphoma; L.: reaktiv nyirokcsomo

(IHC, 200x, 400x).
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4.3. Mitotikus lymphoid sejtek mTOR aktivitasa

A TMA vizsgalatainkban megfigyeltiik, hogy a normal lymphocytdk és a
lymphoma sejtek kozott megjelend osztoddo formdk magasabb mTOR aktivitassal

rendelkeznek, mint a nem osztddo alakok (21. Abra).

21. Abra: Mitotikus lymphoid sejtek magas mTOR aktivitast mutattak
Reaktiv nyirokcsomoban (a, p-S6 THC, 400X) ¢s Hodgkin-lymphomaban (b, p-HH3, p-
S6 kettds immun-reakcio, 400x) a mitotikus alakok magasabb mTOR aktivitasa THC-

festések alapjan.

Ezt a jelenséget lymphoma és leukémia sejtvonalakon vizsgaltuk meg. In vitro a
sejtciklust szinkronizald kezeléseket végeztiink. Staurosporin és rapamycin kezelésekkel
G1 blokkot idéztiink eld a sejttenyészetekben, nocodazol kezelés utan (mikrotubulusok
polimerizacidjat gatolja — mitdzis blokkoldsa) a sejtek felhalmozoddtak az osztddasi
fazisban. Ezek a kezelések lehetdve tettek, hogy megfeleld szdml sejten tudjuk

vizsgalni az adott sejtciklus fdzisban 1évd sejtek mTOR aktivitasat.

Nocodazol kezelés utan, az osztodd sejteket p-HH3 ICC festéssel tettiik jol
lathatova, konnyen szamolhatovd, ezeknek az o0sztoddo alakoknak a szadma
szignifikdnsan megnétt a kezelés hatdsara (tablazat), parhuzamos citospinekben azonos
mértékben emelkedett a magasabb mTOR aktivitast (+++) mutatd sejtek mennyisége is.
A hematoxilin hattérfestés jol felismerhetévé tette az osztdodo sejtekre jellemzd
kromoszomak elrendezddését, ezek a sejtek intenziv (+++) p-S6 festést mutattak. A

staurosporin ¢és az mTOR gatldo rapamycin kezelések proliferaci6 gatlo hatasat is
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kimutattuk, 24 h-val rapamycin ¢és staurosporin kezelést kovetden az osztddasi
alakokkal parhuzamosan a magas mTOR aktivitast mutatd sejtek is gyakorlatilag

teljesen elttintek a citospin készitményekben (22. Abra).

a.
b. c
%

14% ! ! Co  Noc Rap Stau

12%
8%
6%
4% S6 (32 KDa)
2% |
0%~ -

kontroll nocodazol — — S -aktin (43 KDa)
m Mitotikus sejtek (HE alapjan)
B p-Hiszton-H3" sejtek
O Magas p-S6" sejtek

22. Abra: A sejtciklust befolyasolo, szinkronizalé kezelések hatisa a p-S6 fehérje
mennyiségének valtozasara

a: p-HH3 ¢és p-S6 ICC festés 24h nocodazol kezelés utan. b: A mitotikus alakokat HE-
lemezeken szamoltuk, a p-HH3 pozitiv sejtek és a +++ p-S6 sejtek aranyat az ICC-t
kovetéen szamoltuk le (HL sejtvonal: KMH2, 400x). Az erds p-S6 pozitivitast mutatod
sejtek aranya, a mitotikus alakokkal megegyezé mértékben emelkedett meg a
kontrollhoz képest (p<0,05). c: A kezelések hatasara valtozo S6 aktivitds kimutatasa

Western blottal KMH2 sejteken.
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Western blot segitségével is igazoltuk a tenyészetekben az mTOR aktivitdsanak
valtozasait nocodazol, staurosporin €s rapamycin kezelés utan. A riboszomalis S6
fehérje mennyisége a kezelt és kezeletlen kontroll tenyészetekben megegyezd, mig a
fehérje foszforilalt formdainak mennyisége az mTOR aktivitds valtozasaval
parhuzamosan valtozott. Eszerint az osztddasi alakokban feldusult tenyészetben a p-S6
mennyisége fokozoddott, mig az osztddasi alakok szdmanak jelentds csokkenésével
parhuzamosan a rapamycin €s staurosporin kezelt tenyészetekben foszforilalt S6 fehérje
mennyisége nem ¢€ri el a Western blot technikaval kimutathaté mértéket, a kontroll szint

ala csokkent.

Kettés fluoreszcens ICC jelolést alkalmazva dramlascitometria €s konfokalis
mikroszkop segitségével is megvizsgaltuk az oszt6édo sejtek mTOR aktivitasat, p-S6
expresszidjat a sejtciklus egyéb fazisaiban 16v6 sejtekéhez képest (23. Abra). Kettds
immunreakciok (p-S6 ¢és p-HH3) segitségével vizsgaltuk a fokozott p-S6 expresszio
(fokozott mTOR aktivitds) €s a mitozis viszonyat lymphoma sejtekben. Kontroll ¢€s
nocodazol kezelt tenyészetekben vizsgaltuk aramlasi citométer ¢és konfokalis
mikroszkop segitségével a kettdsen (p-S6 és p-HH3) festett, illetve nem kettésen pozitiv

sejteket.

Fluoreszcens ellenanyagokkal festett készitményeket aramldsi citométerrel
vizsgalva a kontroll sejtekben kevesebb osztodasi alak (p-HH3+) figyelhetd meg, mig a
nocodazol kezelés utdn ezek aranya jelentdsen emelkedik. A kontroll és nocodazol
kezelt mintakban egyarant talalhatoak kettdsen pozitiv (p-HH3, p-S6) sejtek, ezek
szama a nocodazol kezelt tenyészetekben a kezelés kovetkeztében joval magasabb. Az
is megfigyelhetd, hogy a kettds pozitiv sejtek mTOR aktivitasat jellemzd p-S6 festddés
intenzitdsa (mean érték) hasonldoan magas a kontroll és a kezelt tenyészetekben, 10X
magasabb, mint a p-HH3 negativ (nem osztodd) sejteké. Ezzel a vizsgélattal
egyértelmiien sikeriilt igazolnunk, hogy az osztodd lymphoid sejtekben az mTOR
aktivitasra jellemz6 p-S6 fehérje mennyisége emelkedett (23. Abra).

Egyéb nem lymphoid tumorokban (carcinoma, sarcoma) és tumorsejtvonalakban az
osztodd daganatsejtekben nem tudtuk az alap p-S6 pozitivitdshoz képest emelkedettebb
p-S6 pozitivitast egyértelmiien kimutatni [119].
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Az mTOR aktivitas emelkedése, a foszforilalt riboszomalis S6 fehérje mennyiségének

megemelkedése eddigi eredményeink szerint az 0sztddé normal lymphoid és lymphoma

sejtek egyik jellegzetessége.

- o+, 004 - rmoc+ 008
e. = =
T : &5 == ] -
R R o pdtifles
w— % uw— CED A
ae = i
= c, =
1w 10! 0f q0® qed o0 1ol 102 10F  qod
‘ pHZ ML49Z pH3 ML493
pS6 MFI
Kontroll pHH3- sejtek 26.38+3
Kontroll pHH3+ (mitotikus) sejtek 200.58+15
Nocodazol-kezelés utan 23.6912
pHH3- sejtek
Nocodazol-kezelés utan 189.87+12

pHH3+ (mitotikus) sejtek

23. Abra: Intenziv p-S6 és p-Hiszton H3 festés kolokalizaciéja oszto6dé lymphoma
sejtekben a-d: Kettds fluoreszcens immunfestés konfokalis mikroszkopiaval (KMH?2,
400x, b: sejtmagfestés: DAPI-kék, c: p-S6 citoplazmatikus piros jelolés, d: p-HH3
sejtmagi zOld reakcio). e: Kettds fluoreszcens immunfestés aramldsi citométerrel.
Nocodazol kezelés hatasdra megndtt az intenziv p-S6 festést mutatd sejtek mennyisége
dotplot grafikonon abrazolva (KMH2-Hodgkin lymphoma sejtvonal). f: Az atlagos

fluoreszcencia intenzitasok (MFI) emelkedtek az 0sztddo sejtekben.
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4.4. DLBCL és HL magas esetszamu vizsgalata
4.4.1. DLBCL

TMA lemezeken DLBCL-4s betegek biopszids mintdit vizsgaltuk. Az mTOR
aktivitas jellemzéséhez ¢s a DLBCL altipus meghatarozashoz sziikséges IHC reakciokat
is elvégeztiik, 6sszegyujtottiik a betegek klinikai és tulélési adatait. 68 human biopszias
mintanak THC értékelését sikeriilt elvégezni minden esetben. Magas p-S6 (IHC-vel
legmegbizhatobb markere az mTOR aktivitasnak) expresszio jellemezte a DLBCL-as
betegek 62%-at. Az aktivalt B sejtes eredetli (ABC-DLBCL/non-GC) tipusra (80%-ban,
40/50) volt jellemzé ez a magas mTOR aktivitds (mTOR aktiv, mTOR+), mig a
jelenlegi kezelési lehetdségek mellett jobb prognozisu csirakdzpont eredetli DLBCL-ak
(GC-DLBCL) esetében gyakorlatilag nem tudtunk mTOR aktivitast (mTOR inaktiv,
mTOR-) kimutatni (18 esetbdl csak kettdben talaltunk enyhe pS6 pozitivitast). Ezekben
az esetekben értékeltiik a két kiilonb6z6 mTOR komplexre jellemz6 fehérje, a Raptor és
a Rictor IHC eredményeket is. Az Osszes eset 43%-aban fokozott Rictor expressziot
figyeltiink meg, az mTOR aktiv esetek kozel kétharmadat (63%) jellemezte a magas
Rictor expresszid, illetve a Raptorhoz képest dominans Rictor expresszio (legalabb +
kiilonbség a két fehérje IHC reakcidjanak értékelésében, 1d. modszerek; 24. Abra, 6.
Tablazat).
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[ ImTOR- GC altipus (16 eset)

m mTOR+ABC altipus Rictor g mTOR+ ABCaltipus Rictor

overexpresszid nelkil overexpresszigval
(37%, 15/40 eset) (63%0,25/40 eset)

by

'l

24. Abra: Difftiz nagy B-sejtes lymphomak mTOR aktivitasanak és Rictor, Raptor
expresszidjanak vizsgalata.

Az ABC/non-GC-DLBCL-ben szignifikdnsan tobb magas mTOR aktivitdsu eset
tartozott, amelyek tobbsége Rictor overexpressziot mutatott (IHC, 200x)
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A 68 esetbdl értékelhetd, 5 éves vagy annal hosszabb kovetési adatokkal 52
betegnél rendelkeztiink. Ezekben az esetekben statisztikailag elemeztiik a betegek
klinikai adatait az I[HC-eredményekkel 0sszehasonlitva. Szignifikans 0sszefliggést
talaltunk az mTOR aktivitds és a DLBCL altipusok megoszlasa kozott. Magas
mTOR aktivitasi esetekben szignifikdnsan magasabb volt a Rictor overexpresszid
elé6fordulasa is. Osszefiiggést talaltunk a betegek tulélési adatai és az mTOR
aktivitas kozott. Az emelkedett mTOR aktivitas, az ABC/nonGC eredethez
hasonléan negativ prognosztikai faktorként jellemezte a betegséget. Az 5 éves
talélési (overall survival) adatokat az mTOR aktivitds fliggvényében abrazoltuk.
Kimutattuk, hogy az alacsony mTOR aktivitassal (mTOR-, mTOR inaktiv)
jellemezheté DLBCL-4s betegek tulélése szignifikansan jobb, mint a magas mTOR
aktivitastaké (mTOR+, mTOR aktiv). Az alacsony mTOR aktivitdsu esetekhez
hasonldak a Rictor overexpresszio nélkiili (mMTORCI dominancia), de magas mTOR
aktivitdsu esetek tulélési adatai. Ezek szerint az mTORC2-héz (Rictor
overexpresszid) kapcsolhatd mTOR aktivitds szignifikansan rosszabb tulélési

eredményekkel fiigg ossze (25. Abra).

a. b.
0 as 1o
(St A Yea
& s P 0% e 3 e
! \ Y gt R Y
0% ey EEERAERN - w0 k( mTOR=-és mTOR+
oBee., mTOR - \ esetek Rictor
o o (18 eset) overexpresszio nélkiil
40 woooa 8- 0% (22 eset)
mTOR+ e
2% (34 eset) g mTOR + esetek
Rictor
L overexpresszioval
ido (30 eset)

oow ¥ 2 Z g 8 ¢ 2 3 g (omapok) 5 o ¢ 2 2 g g ¢ g 3z g ido
(honapok)

25. Abra: DLBCL-4s betegek 5 éves tiilélése (Kaplan-Meier gorbe) és az mTOR
aktivitas osszefiiggései 52 beteg (42 ABC/mon-GC-DLBCL, 10 GC-DLBCL)
tulélési adatainak és mTOR aktivitasanak elemzése alapjan. a: A magas mTOR
aktivitas (mTOR+) rosszabb prognozissal jart egyiitt (34 mTOR+ eset: 33 non-GC, 1
GCO). b: A Rictor dominans magas mTOR aktivitdssal jellemzett betegek progndzisa
volt a legrosszabb (30 eset: 29 non-GC, 1 GC). Szignifikdnsan jobb prognozist
mutattak az alacsony mTOR aktivitdsa (18 eset, mTOR-) és a magas mTOR

aktivitast, de Rictort nem overexpresszald esetek (4 non-GC) (p<0,05).
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6. Tablazat: DLBCL-TMA vizsgalatban szereplo esetek klinikai jellemzoinek

kapcsolata az mTOR aktivitassal

Az ABC/non-GC altipust szignifikdnsan magasabb mTOR aktivitas jellemezte
(*p<0,05)

Osszes eset magas mTOR mTOR aktivitas
aktivitas (mTOR+) hianya (mTOR-)
betegek % betegek % betegek %
szama széma széma
DLBCL betegek 68 42 62 26 38
szama
életkor (évek)
60 évnél fiatalabb 22 32 13 59 9 41
>60 46 68 29 63 17 37
Nemek
férfi 34 50 24 71 10 29
no 34 50 18 53 16 47
extranodalis
érintettség
nincsen 22 32 15 68 7 32
1 oldal 15 22 9 60 6 40
>1 oldal 31 46 18 58 13 42
Nemzetkozi
prognosztikus index
(IPI)
0-1-2 24 35 17 71 7 29
34 44 65 25 57 19 43
DLBCL altipusok *
GC- DLBCL 18 26 2 11 16 89
esetek
non- GC v. ABC 50 74 40 80 10 20
DLBCL esetek
Rictor expresszio*
magas 29 43 26 90 3 10
alacsony 39 57 16 41 23 59
Stadium
I-11 19 28 12 63 7 37
MI-1V 49 72 30 61 19 39
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4.4.2. Hodgkin lymphoma

Osszesen 83 Hodgkin lymphomas beteg biopszids mintdit vizsgaltuk és
megallapitottuk, hogy a Hodgkin lymphomakat &ltaldnosan magas mTOR aktivitas
jellemzi (77/83, 92,7%) a szovettani altipustol fiiggetleniil (26. Abra, 7. Tablazat).
Osszesen 72 betegnél ismerjilk a teljes klinikai kortorténetet, ezeknél az eseteknél
Osszevetettiik a betegség lefolyasat az mTOR aktivitassal (6 alacsony és 66 magas
mTOR aktivitasu eset). A legtobb esetben a magas mTOR aktivitas ellenére a betegek
komplett remisszidba keriiltek (53/66, 80%). Azok a betegek, akikben a daganatsejtek
alacsony mTOR aktivitast mutattak (6 eset) a komplett remisszid 5 éves betegségmentes
taléléssel jart a betegek 100%-aban. A betegség kovetkeztében elhunyt betegek
esetében (10 eset), pedig kivétel nélkiil magas mTOR aktivitdst mutattunk ki.

Az Osszes vizsgalt esetet (n=83) elemezve az alacsony mTOR aktivitast mutatd betegek
teljes tulélése a hat éves kovetési periddusban 100% (6/6), a magas mTOR aktivitdsa
betegeké 85% (66/77) volt, ez a kiilonbség nem szignifikdns az alacsony mTOR

aktivitasu betegek kis szama miatt (27. Abra).

26. Abra: Hodgkin lymphomak mTOR aktivitisa
A megvizsgalt esetek 93%-a (77/83) magas mTOR aktivitast (a.) mutatott. Az alacsony

mTOR aktivitdsu esetek (b.) a nyirokcsomoéval (c.) dsszevethetd mértékii expressziot

mutattak (IHC, 200x).
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Megvizsgaltuk, hogy Hodgkin lymphomak mas daganatokhoz, pl. az elébb
bemutatott DLBCL-ekhez hasonléan mutatnak-e mTORC2 dominanciat. Utobbira az
IHC vizsgalatabol kovetkeztethetiink. A DLBCL esetek 43%-ban kimutatott Rictor
dominancia a HL-ekben nem jellemzd. Bar a HL sejtvonalakban ICC vizsgélatunkban
kifejezett Rictor expressziot talaltunk (ld. korabban), a human szdvetmintikban 83

beteg mintdjat megvizsgalva csak 1 esetben tudtunk Rictor overexpresszidt kimutatni
(28. Abra)

= magas mTOR

— —— glacsony mTOR
X 100 Y
—
)
9 954
9
2
o 207
(]
=
9 8 T T T J

0 20 40 60 80

Hénap

27. Abra: Hodgkin lymphomas betegek tulélése és mTOR-aktivitasa Kkozti
osszefiiggés Kaplan-Meier gorbén abrazolva az eredményeket nem talaltunk

szignifikans korrelaciot (log-rank teszt p=0,42).

wrk AN
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28. Abra: Az mTOR két komplexének vizsgalata Hodgkin lymphomaban.
HL-ben nem jellemz6 az mTORC2-komplexhez kothet6 mTOR aktivités, egy esetben
talaltunk Rictor overexpressziot (a.), a tobbi eset nagyon alacsony Rictor expressziot

mutatott (b.) (IHC, 400x).
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7. Tablazat: HL-TMA vizsgalatban szereplo esetek Kklinikai jellemzoinek

kapcsolata az mTOR aktivitasal

(NS: nodular sclerosis, MC: kevertsejtes, LR: lymphocyta gazdag, LD: lymphocyta

deplécids altipus, CR: komplett remisszid)

Klinikai jellemzék

Osszes eset
Eletkor
<18
18< <45
>45
Nemek megoszlasa (n=83)
Férfi
N6
Ann Arbor stadium (n=383)
I-11
I-1v
B-tiinetek (n=83)
Megjelentek
Nem jelentek meg
Szovettani altipusok (n=383)
NS
MC
LR
LD
NLPHL
Teljes klinikai kortorténet
Komplett remisszio
Betegség kiujuldsa (n=25)
Kiujulas utan CR
Csontvel6 transzplantacio
Meghalt betegek

Osszes eset
83

27 (33%)
41 (49%)
15 (18%)

40 (48%)
43 (52%)

53 (64%)
30 (36%)

25 (30%)
58 (70%)

47 (57%)
18 (22%)

8 (10%)

3 (4%)

7 (8%)
72
44/72 (61%)
25/72 (35%)
15/25 (60%)
13/25 (52%)
11/72 (15%)

Magas mTOR  Alacsony

mTOR
77 6
24/27 (89%) 3/27
39/41 (95%) 2/41
14/15 (93%) 1/15
36/40 (90%) 4/40
41/43 (95%) 2/43
49/53 (96%) 4/53
28/30 (97%) 2/30
25/25 (100%) 0/25
52/58 (95%) 6/58
44/47 (94%) 3/47
17/18 (94%) 1/18
8/8 (100%) 0/8
3 /3 (100%) 0/3
5/7 (71%) 2/7
66 6
40/44 (91%) 4/44
23/25 (92%) 2/25
13/15 (87%) 2/15
12/13 (92%) 1/13
11/11 (100%) 0/11
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4.5. mTOR aktivitas lehetséges targetjei HL-ben

4.5.1. Antiapoptotikus fehérjékkel kapcsolatos vizsgalatok

A Hodgkin-Sternberg/Reed sejtek jellegzetessége bizonyos antiapoptotikus fehérjék
magas expresszidja. Az NFkB-p50 transzkripcids faktor jellegzetes magi és a BCL-xL
citoplazmatikus pozitivitdisa az altalunk vizsgalt mintakban kifejezett volt.
Citplazmatikus BCL-2 expressziot az esetek kdzel 30%-a mutatott, Survivin pozitivitast
a mintak 65%-aban lattunk, jellegzetesen sejtmagi és citoplazmatikus reakciokkal (29.
Abra). Vizsgalatunkban a BCL-xL és a NFkB-p50 fehérjék expresszioja és az mTOR
aktivitdas kozott feltételeztiink Osszefliggést, de Fisher’s exact teszttel nem talaltunk

szignifikans korrelaciot (p=0,07).

- NFkB-p50 BCL-xL BCL-2 Survivin

29. Abra: Antiapoptotikus fehérjék expressziéja magas és alacsony mTOR

aktivitasi mintakban (IHC, 200x).
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4.5.2. Hodgkin lymphomas esetekben a mikrokornyezet bizonyos tényezdinek

vizsgalata

Regulator T sejtek elofordulasa HL biopszidas mintak Hodgkin/Sternberg-Reed-sejtekben

gazdag és tumorsejtmentes teriiletein

Hodgkin lymphomdkban a tumorsejtek mikrokdrnyezetében nagy mennyiségi FOXP3
pozitiv regulator T-sejtet (Treg-sejt) mutattunk ki. Osszehasonlitottuk a vizsgalt
biopszids mintdkon beliil a tumorsejt (HRS) gazdag ¢és tumorsejt (HRS) mentes
teriileteken a Treg-sejtek gyakorisagat. Szignifikansan nagyobb mennyiségben fordultak
eld Treg-sejtek a HRS-sejtek kozvetlen kornyezetében, mint a tumorsejtektdl tdvolabbi
teriileteken, ami a Treg-sejtek és HRS-sejtek kozti egylittmiikodés lehetdségét veti fel
(30. Abra).

o
o
o

12,4

3,5

2 -

m HR S-sejtek mellett HR S-sejt mentes teriileten

30. Abra: Regulator T-sejtek a tumorsejtek mikrokornyezetében.
HRS sejtekben gazdag teriileten (a.) és HRS mentes teriileten (b.) a FOXP3 magi
pozitivitas és kiértékelésének eredménye (c.) (IHC, 200x, Mirax software, p<0,01).

Osszesen 68 HL beteg biopszids mintdjaban vizsgaltuk meg a Treg-sejtek
mennyiségét a HRS-sejtek kornyezetében. 49 betegnél az Gsszes sejt kevesebb mint
15%-at alkottak Treg-sejtek, 19 betegnél 15%-ndl magasabb volt a Treg-sejtek
mennyisége a tumorban, 40%-ot nem haladta meg egy esetben sem ez az érték (31.
Abra). A regulator T-sejtek %-os megoszlasa a HL altipusaival nem mutatott

korrelaciot.
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31. Abra: Treg-sejtek mennyiségi meghatarozasa HL mikrokornyezetében
A betegek tobbségére 0,5-15% Treg mennyiség volt jellemzd, ami a normal

szovetekhez képest emelkedett expressziot jelent (IHC, 200x).

Osszevetettiik a Treg-sejtek vizsgalata soran kapott szazalékos értékeket a
betegek klinikai adataival. A regulator T-sejtek mennyisége és a betegek progndzisa
korrelaciot mutatott. Azok az esetek, ahol a tumorsejtek mikrokdrnyezetében a Treg-
sejtek mennyisége meghaladta az Gsszes sejt 17%-at, az 5 éves tulélés 100%-os volt (32.

Abra).
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32. Abra: A regulator T-sejtek mennyisége és a prognézis kapcsolata
A Treg-sejtek magasabb mennyisége (17%-nal magasabb) 100%-os, 5 évet meghaladd

tuléléssel parosult.

Galektin-1 expresszio lymphoma sejtvonalakban és HL biopszias esetekben

Irodalmi adatok szerint a galektin-1-nek fontos szerepe lehet a regulator T-sejtek
toborzasaban ¢és a tulélésében. Megvizsgaltuk kiilonboz6 lymphoma/leukemia
sejtvonalak galektin-1 expressziojat RNS ¢€s fehérjeszinten. Kimutattuk, hogy a
Hodgkin lymphoma sejtvonalak izolalt normal B-, és T-sejteknél magasabb galektin-1
expressziot mutatnak, mig mas altalunk eddig vizsgalt sejtvonalak a normal sejtekhez
hasonlé mértékben (DLBCL, hisztiocitds lymphoma és AML sejtvonalak) vagy nem
expresszalnak galektin-1-et (Burkitt lymphoma, ALL sejtvonalak). Az RNS és fehérje

szintii galektin-1 expressziés eredményeink jo1 korrelaltak egymassal (34. Abra).

73 Hodgkin lymphomas beteg biopszias mintain végeztiik el a galektin-1
expresszid vizsgalatdt immunhisztokémiai jelolés alapjan. A galektin-1 fehérjének
jelentds expressziojat figyeltik meg a tumorsejtekben ¢s az ECM-ban egyarant az
esetek tobbségében (63/73, 86%). A galektin-1 expresszi6 alacsony volt vagy nem
jelent meg a tumorsejtekben az esetek 14%-aban (10/73). Két esetben az alacsony
mTOR aktivitas €s az alacsony galektin-1 expresszio egyiitt jelent meg. Megvizsgaltuk

az extracellularis matrixban is a galektin-1 expressziot, 8 esetben gyenge volt, illetve
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hianyzott a galektin-1 expresszid. A galektin-1 expresszidos mintazat nem mutatott

kiilonbséget a kiilonbozd altipusok esetében (33. Abra).

A regulator T-sejtek mennyisége és a galektin-1 expresszid kozti 6sszefliggések
vizsgalatat 68 esetben tudtuk elvégezni. Megfigyeltik, hogy a HRS -—sejtek
mikrokornyezetében a jelentds extracellularis galektin-1 expresszid magas Treg-sejt
mennyiséggel parosult. Abban az esetben, amikor az ECM-ben alacsony volt a

galektin-1 expresszi6 a Treg-sejtek mennyisége is alacsonyabb volt.

33. Abra: Galektin-1 expresszi6 a Kiilonb6z6 klasszikus HL szovettani

altipusokban (nod. scler.: nodular sclerosis, ly. gazdag: lymphocyta gazdag, ly. depl.:
lymphocyta deplécios, keverts.: kevertsejtes; IHC, 200x)
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relativ génexpresszio
[=)

Mn60 Jwkat U937 BHD1 HTSS BHD1 HL60 KMH2

' galektin-1 (15kDa)

34. Abra: Galektin-1 expresszi6 vizsgilata lymphoma/leukemia
sejtvonalakban

a: Galektin-1 mRNS expresszd kiilonbozé lymphoma/leukemia sejtvonalakban
normal B sejtekhez viszonyitva (KMH2, DEV, L1236-HL, BHDI1-DLBCL,
HT58, Ramos, Raji, BL41- Burkitt-ly, U937-hisztiocitds lymphoma, HL-60-
AML, MN60, Nalm-6-B-ALL, CEM, Jurkat- T-ALL; galektin-1 real-time PCR).
b: Lymphoma sejtvonalak galektin-1 expresszidja (WB)
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4.6. mTOR gatlok hatasanak vizsgalata lymphomakban in vitro

4.6.1. Rapamycin hatasa

Kiilonboz6é lymphoma/leukemia sejtvonalakat kezeltiink klasszikus ¢és 1j
generdcios mTOR gatlokkal. Az indukélt apoptdzis (4dramldsi citométer) és a
proliferaciogatlas (Alamar blue assay) mértékét 24-72 oras kezelés utan vizsgaltuk. Az
mTOR-gatld kezelés utdn minden vizsgalt esetben kifejezett G1 blokkot figyeltiink
meg, ami proliferaciogatlast eredményezett, de a spontdn apoptdzis mértéke ennyi id6

alatt nem emelkedett (35. Abra).
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Hodgkin lymphoma, egyéb lymphoma/leukemia sejtvonalak

35. Abra: Rapamycin in vitro hatasa

a. Gl blokk bemutatasa a KMH2 sejtvonalban b. apoptozisindukciéo hidnya 72 h
kezelés utdn valamennyi vizsgalt sejtvonalban (KMH2, L1236, DEV, UH-01-Hodgkin
ly, DLBCL-mediasztindlis diffiz nagy B-sejtes ly, HT58, BL41/95-Burkitt ly, SC-1-
follikularis ly, U266-myeloma multiplex, K562-CML, Jurkat-T-ALL; FL1:

fluoreszcencia intenzitas)
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A rapamycin hatasat hosszabb (120h-144h) kezelési id6 utan KMH2 (HL) és BHD1
(DLBCL) sejtvonalakban vizsgaltuk. 4-5-6 napos kezelés (természetesen a médiumok
megfeleld frissitése és a rapamycin potlasa mellett) KMH?2 sejtekben mar szignifikdnsan
novelte az apoptdzis mértékét, mig BHDI1 sejtekben nem tapasztaltunk a spontan

apopt6zisnal magasabb értékeket (36. Abra).
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36. Abra: A rapamycin hosszi tavi hatasa KMH2 (a.) és BHD1 (b.) sejtvonalon
(apoptozis mérés dramlasi citométerrel, 72-120 h, R: rapamycin, 50ng/ml,

*: kontrollhoz képest szgnifikdnsan emelkedett az apoptdzis mérteke; p<0,05 )

4.6.2. Dual inhibitor kezelések hatasa

TMA vizsgalataink szerint a Hodgkin lymphomékra nem jellemz6 a Rictor
dominancia, a DLBCL ABC-altipusdban viszont kifejezett Rictor overexpressziot
lattunk. Osszehasonlitottuk az mTORC2 aktivitdsat is gatld duél inhibitorok (NVP-
BEZ-235 és PP-242) és a rapamycin in vitro hatasat HL és DLBCL sejtvonalakon. A
dudl inhibitorok HL sejtvonalakban ¢s DLBCL sejtekben is a rapamycinnél nagyobb
mértékben csokkentették a sejtek proliferacidjat (37. Abra).
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hh

Rapamyein

100,08
99.65
77,62

v

BEZ’P 35 PP-242
82,50 80,14
90,17 89.38
59.81 62.72

37. Abra: Rapamycin és dual-

inhibitor Kkezelések hatasanak

osszehasonlitasa

Hodgkin-lymphoma (KMH2,
L1236) ¢és DLBCL (BHDI)
sejtvonalakon. A viabilitas

értékeket abrazoltuk a kontrollhoz
képest (72 h, Rapamycin 50 ng/ml,
NVP- BEZ235- 1 uM, PP-242- 1
uM, Alamar blue-teszt, nincsenek

szignifikans eltérések).

Osszehasonlitottuk a rapamycin és a dual inhibitorok hatasat BHD1 sejtvonalban. A

rapamycinnel kezelt csoportban az apoptdzis szazalékos ardnya nem emelkedett a

kontroll csoportban mért fol¢. Ezzel szemben a dual inhibitorok koziil az NVP-BEZ235

72 h kezelés utan mar apoptozist indukalt, 96 és 120 h-nal pedig mindkét dual inhibitor

szignifikdnsan emelte az apoptozist (38-39. Abra).

apoptozis®o

18

16

14

12

10

H72h
o6h
H120h

kontroll Rapamy cin NVP-BEZ235 PP242
u72h 385 5,5 128 % 6.2
96h 6,95 49 149 % 10,3 %
m120h 54 TAS 162 % 14,05 %

38. Abra: Klasszikus és 1j generacios mTOR-gatlo kezelések osszehasonlitasa

DLBCL (BHDI1) sejtvonalon (apoptdzis mérés aramlasi citométerrel: 72-120 h, *:

p<0,05)
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4.6.3. Rapamycin kezelés kombinacidoban

Szamos esetben fokozhatja a rapamycin jol

39. Abra: Kklasszikus és 1j
generacios mTOR-gatlo
kezelések osszehasonlitasa
DLBCL (BHDI1) sejtvonalon *:
szignifikans proliferaciogatlo
hatas mindharom szerrel 96 ¢és
120h-nal (p<0,05); Alamar blue-
teszt:24-120h)

ismert kemoterapids szerek hatésat,

akar felfiiggesztheti a kezeldszerrel szemben kialakuld/kialakult rezisztenciat. Sajat in

vitro vizsgalatainkban kiilonb6z6 lymphoma sejtekben vizsgaltuk a rapamycin hatasat a

TGFB kezeléssel kombindcioban, a TGFB érzékenység fokozasdban illetve a

lymphomak kezelésében hasznalt kemoterapids szerekkel kombinacioban.

A rapamycin fokozta a TGFp apoptozist indukald hatasat (HTS8, BL41, Ramos)

¢s bizonyos a TGF[ hatasaival szemben rezisztens sejtekben (HT58r) helyreéllitotta a

TGFp érzékenységet is (40. Abra).

°\° I

2 kontroft
'§ D Oy
g‘ w Rap

TGFHL

[I » TGFp1+Rap
b

HTSS BLAL KuH2  RAMOS

84

40. Abra: Kombiniciés kezelések
hatasanak vizsgalata. A
Rapamycin-kezelés emeli a TGFf1
apoptotikus ~ hatdsat  bizonyos
lymphoma sejtvonalakban (HTS5S,
BL41, Ramos-Burkitt lymphoma,
KMH2-Hodgkin lymphoma; 72 h,
apoptozisméreés aramlasi

citometriaval, *p<0,05).
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Kombinacioban bizonyos szerek esetén az indukalt apoptdzis mértékének
fokozddasat lattuk. A rapamycin HL sejtekben in vitro fokozta az indukalt apoptdzis

mértékét doxorubicin, vincristin és etoposide mellett (41. Abra).

41. Abra: Kombinacios kezelések

hatasanak vizsgalata

(KMH2, 72 h). (R: rapamycin 50

apoptozis %

ng/ml, D: doxorubicin 0,2 pM/ml,
V: wvincristin 10 nM/ml, Eto:

etoposide 1 uM/ml, *: szignifikans

kontroll R D D+R V V4R Eto Eto+R »ptozis emelkedes, p<0,05)

4.7. mTOR gatlok hatasanak vizsgalata lymphoma xenograftokban in vivo

Hodgkin, Burkitt és DLBCL xenograftokban végeztink mTOR-gatlo kezeléseket
rapalogokkal. A kezelések hatasara mindhdrom xenograft modellben csokkent a
tumorok novekedése a kontrollhoz képest (42. Abra, 8. Tablazat), a tumortomegek a
kisérlet végén szignifikansan alacsonyabbak voltak a kontroll csoportok
tumortdmegéhez képest. Legnagyobb kiilonbséget a leggyorsabb novekedésii Burkitt
lymphoma modellben mutattunk ki. A HT58 (BL) sejteket kozvetlen beoltva két héten
beliil mar tapinthatdé daganatok alakultak ki, mig a HL és DLBCL xenograftok

létrehozasa tobblépcsds oltast igényel.

8. Tablazat: Az in vivo mTOR-gatlo kezelések végén mért tumortomegek

HL-xenograft DLBCL-xenograft BL-xenograft

kontroll 0,65¢ 0,63 ¢ 5,29 ¢
kezelt (Sirolimus) 0,25 g 0,17 g 1,67 g
(Temsirolimus) 0,07 ¢
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42. Abra: Az mTOR-gatlé kezelés csokkentette a tumornévekedést lymphoma

xenograft modellekben.

A grafikonok a kisérlet kozben mért tumortérfogat valtozasokat és a kisérlet végén mért

tumortomegeket abrazoljak.
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A kezelt tumorok megvaltozott, csokkent tumorndvekedésének hatterét
vizsgalva az eltavolitott mintakban igaoltuk az mTOR aktivitas csokkenését (43. Abra)
¢s vizsgaltuk a proliferacié mértékének €s a spontan apoptdzis mértékének valtozasait.
A sejtproliferaciot a mitotikus alakokban megjelend foszfo-hiszton H3 (p-HH3)
molekula THC vizsgalatanak segitségével mutattuk ki. A kezelt csoportban a kontrollhoz
képest szignifikdnsan kevesebb p-HH3 pozitiv sejtet szdmoltunk a kiilonbdzo
xenograftokban. KMH2 xenograft esetében a proliferacié mértéke a kontroll 30%-ara
esett vissza. Az apoptozis szoveti metszetekben legmegbizhatobb és legérzékenyebb
markerének az aktiv kaszpaz-3-nak ITHC kimutatasdval a tumoron beliil az apoptotikus
sejtek aranyat tudtuk meghatarozni. A rapamune in vivo szignifikansan emelte az
apoptdzist mértékét. KMH2 esetében a kimutathatd apoptdzisok szama tobb, mint 7-
szeresére emelkedett (44. Abra). A BHD1 és az in vivo gyorsabb ndvekedésii HT58
xenofgraftok esetében is hasonld mértékii proliferaciés ¢€s apoptotikus valtozast

tapasztaltunk, ami egyértelmlien jelzi a rapamune kezelések in vitro kifejezett

apoptotikus hatdsait mar monoterapiaban is.

43. Abra: Xenograft
tumorok IHC-

vizsgalata

Lymphoma xenograftok
(HL ¢és BL) mTOR
aktivitdsa magas, amely
mTOR-gatlo kezelés
(Rapamune) hatasara in
Vivo is csokkent
(Hodgkin lymphoma
(KMH2) xenograft ¢és
Burkitt lymphoma
(HT58) xenograft, THC,
400x)
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44. Abra: In vivo proliferaciégatlas és apoptézisindukcié rapamycin kezelést
kovetéen

A xenograft tumorokban proliferacios (p-HH3) és apoptotikus (aktiv kaszpaz-3)
markerekkel végeztink IHC vizsgalatokat, majd Osszehasonlitottuk a kontroll és
mTOR-gatloval kezelt csoportokat. Reprezentativ IHC, 200x, p-HH3, aktiv kaszpaz-3,
szignifikans kiilonbségek abrazolasa a kontroll és kezelt csoportok proliferacidja és
apoptotikus aktivitasa kozott. (a,: Hodgkin lymphoma xenograft; b: Burkitt lymphoma

xenograft)
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4.8. mTOR aktivitas és galektin-1 expressziéo kapcsolata

A Hodgkin lymphoma sejtvonalak és a biopszids mintak vizsgalata soran
jelentds galektin-1 expressziot és mTOR aktivitast mutattunk ki. Rapamycinnel kezelt
HL sejtekben real-time PCR és Western blot technika segitségével kovettiik a galektin-1
mRNS ¢és fehérje expresszido valtozasat. Az mTOR aktivitas gatlasa HL-sejtekben
transzkripcids szinten nem befolyasolta a galektin-1 szintet (real-time PCR), viszont
transzlacidés szinten az mTOR gatld kezelés csokkentette a tumorsejtek galektin-1
termelését. A xenograft kisérletekbdl szarmazé tumor mintdk galektin-1 THC festése
segitségével igazoltuk, hogy az mTOR kinaz gatlasa csokkenti a tumorsejtek galektin-1

termelését nem csak in vitro, hanem in vivo is (45. abra).

a. b.
= ; kontroll R 24h R 48h R 72h
%i " galektin-1
£ 3 15 kDa
:; ? B-aktin
=, ‘ 43 kDa

B-sejt kontroll R 72h

45. Abra: Az mTOR-gatl6 kezelések hatisanak vizsgalata a galektin-1 expressziéra

a: A galektin-1 mRNS-ének transzkripcidja nem valtozott mTOR-géatlas hatdsara. (Real-
time PCR, normal B-sejtekhez viszonyitva; kontroll: KMH2, R: rapamycin 50 ng/ml).
b: Az mTOR gatlas csokkentette a galektin-1 termelést fehérjeszinten. Az mTOR
aktivitds csokkenésével parhuzamosan csokkent a galektin-1 expresszid in vitro
Hodgkin lymphoma sejtekben (WB, KMH2, R: rapamycin 50 ng/ml) és in vivo HL-
xenograftban (¢, Rapamune: 3 mg/tkg, IHC 200x).
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4.9. Az mTOR aktivitas in situ vizsgalata

A sejtek mTOR aktivitdsanak meghatarozésa kiilonb6z6 foszfoproteinek
kimutatasan keresztiil nem konnyli. Az mTOR aktivitdsanak pontos, kvantitativ in situ
meghatarozadsa érdekében a Duolink technika beallitdsat kezdtiik meg, amely foszfo-
proteinek mennyiségének in situ kvantitiv értékelését tenné lehetdvé, illetve a technika
kifejlesztéi szerint fehérje-fehérje komplexek kimutatasara alkalmas kvantitativ
moddszer is. Munkank soran beallitottuk sejtvonalakon p-S6 (az aktiv riboszomalis S6)
mennyiségi vizsgalatdra a Duolink technikat. Tobbféle cytospin fixalasi technika koziil
meghataroztuk, hogy 4%-o0s paraformaldehid fixalas és permeabilizalas (Triton-X-100)
mellett miikodik a p-S6 illetve S6 ICC festés és a Duolink el6hivasi modszer is (46.
Abra). Bizonyitottuk, hogy a modszer adott foszfo-protein (p-S6) mennyiségi
valtozasait valoban kvantitativ médon képes meghatarozni in vitro rapamycin kezelt
sejtek cytospin preparatumain (47. Abra). Lymphoma sejtvonalakon Rictor és mTOR
kettds ICC vizsgalatot is végeztliink Duolink el8hivassal. A kiilonb6z6 lymphoma
sejtvonalakban az mTORC2 komplexek mennyisége kvantitativan 6sszehasonlithato
lehet, a komplex mennyiségének véltozasa kovethetévé valik (48. Abra). Megkezdtiik a
technika beallitdsat formalinban fixalt paraffinos anyagokon nem fluoreszcens,

tormaperoxidaz (HRP) konjugalt technikaval is.

46. Abra: mTOR aktivitas kimutatisa Duolink-technikaval

A vizsgalatban egérben termeltetett elsddleges S6- ellenanyagot, (Cell Signaling) €s
nyulban termeltetett elsdédleges p-S6- ellenanyagot (Cell Signaling) hasznaltunk. (a:
BHDI1-DLBCL-sejtvonal, b: DEV-HL-sejtvonal; piros: pontszerli pozitiv reakcio, zold:

sejtmagok autofluoreszcencidja; 1000x)
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47. Abra: mTOR-gitlas hatisanakmeghatarozisa Duolink médszerrel
P-S6 mennyiségi valtozasainak kvantitativ meghatarozasa in vitro rapamycin (50
ng/ml, 24 h) kezelt sejtek cytospin preparatumain (MDA-MB-241 eml6carcinoma

sejtek, Blobfinder software-rel értékelve; piros: pontszerli pozitiv reakcio; 1000x).

48. Abra: mTORC?2 aktivitds kimutatisa

Duolink médszerrel

Rictor- egérben termeltetett elsddleges
ellenanyag, Bethyl lab.; mTOR-nyulban
termeltetett els6dleges ellenyanyag, Bethyl
lab., DEV-Hodgkin lymphoma sejtvonal

(piros: pontszerli pozitiv reakcid, zold:

sejtmagok autofluoreszcencidja; 1000x).
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5. MEGBESZELES

Az mTOR-aktivitas szabalyozdsanak zavara, fliggetlenedése a szabalyozo
faktoroktol szamos neoplazids folyamatban bekdvetkezhet ¢és fennmaradhat. A
daganatkeletkezésben lényeges folyamatként felsorolt [1, 2] szdmos mechanizmust
befolydsol az mTOR kindaz nem megfeleléen szabalyozott aktivitasa [9]. Az elmult
évtizedben megindultak a kiilonb6zo tipust daganatok mTOR aktivitasadval kapcsolatos
legkiilonb6zobb in vitro, patoldgiai és klinikai vizsgéalatok egyarant. Ehhez a témahoz
kapcsolddo vizsgalatokat végeztiink human lymphomadk, elsésorban a HL-ek és a
DLBCL-ek mTOR aktivitasanak ¢és gatlasanak feltérképezésével. Munkank alapjan
szamos a klinikai vizsgalatok és a terapiafejlesztés szdmara is fontos, eddig nem kozolt,

uj megallapitasokra jutottunk.
5.1. Human HL és DLBCL biopszias eredmények

5.1.1. Hodgkin lymphoma

Hazai HL-4as betegek klinikai adataiban a nemzetkdzi adatokkal megegyezden a
vizsgalt esetek 10%-at a betegség eldrehaladott stadiuma, kedvezdtlen progndzis
jellemzi [120]. Utobbi betegeknél a 10 éves teljes talélés alig haladja meg a 40 %-ot és
gyakorlatilag minden betegnél ,,esemény” (progresszid/kiajulds/halal) kovetkezik be. A
kétféle prognozisu betegcsoport kezelés szempontjabdl fontos kihivasokat jelent. A
betegek tobbségeénél, ahol jo progndzis varhato, a terapia kialakitasanal és a kezelés
soran, a jovObeni terapiai fejlesztésekben a kedvezdtlen késéi mellékhatasok
csOkkentése egy fontos szempont, hiszen tobbségében fiatal betegekrdl van sz6. A
betegek tizedénél azonban, a rossz progndzisu csoportban a terdpia hatékonysaganak
emelése a cél [120, 121]. Mindkét esetben sziikség van még a kezelési protokollok

tovabbi fejlesztésére.

Napjainkban az egyik legjelentdsebb irdnyzat a terapia hatékonysagéaval
kapcsolatos fejlesztésekben a célzott daganatellenes szerek kutatdsa. Ezek a szerek
kritikus, a daganatndvekedés ¢€s progresszid szempontjabol kulcsfontossagu
molekularis célpontokat tdmadnak. A HL-ak esetében ilyen célpont lehet a tumorsejtek
felszinén nagy mennyiségben jelen levd CD30, mert ezen keresztiil adott terapias szer

daganatsejtekhez torténd specifikus eljuttatdsa valosulhat meg, jelenleg ilyen
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ellananyag-gyogyszer konjugatumokkal (Brentuximab vedotin) folynak mar vizsgalatok
[122]. El6bbi mellett hiszton deacetilaz inhibitorokkal (panobinostat), mTOR gétlokkal
(everolimus) ¢és immunomodulator anyagokkal (lenalidomide) végeznek még
fazisvizsgalatokat HL-4k esetében [123]. A standard terdpiaval is jO gyogyulési
eredményeket mutatd daganatokban, mint a HL esetében is a célzott szerek bevezetése
azonban sokkal nehézkesebb. A HL terapidja valtozott ugyan az elmult évtized soran,
pl. az alkilezészerek elhagyasdval a szekunder malignus daganatok megjelenésének
kockézata csokkent, a technikai feltételek javulasaval minimalizaltdk a betegek
sugarterhelését és a képalkoto technikék fejlédésével a betegek stadium meghatarozasa
¢s kovetése is hatékonnya valt [124], de a HL-ak kezelési protokolljaba az utobbi 30

évben nem vezettek be 0j hatbanyagokat, célzott daganatellenes szereket.

Eredményeink alapjan a Hodgkin lymhomds betegek tumorainak tilnyomo
tobbségét (92%) magas mTOR-aktivitas jellemzi, ami potencialis terapids célpont lehet.
HL-sejtvonalakban ¢€s ezzel parhuzamosan néhany human nyirokcsomo biopsziaban is
kimutattdk mar korabban a magas AKT ¢és ezzel Osszefliggésben az mTOR aktivitast,
mTORCI1-gatlo kezelésekkel igazoltak, hogy a magas Akt, 4EBP1 és p70S6K aktivitas
PI3K-fiiggéd [125]. Hodgkin lymphomas betegek mTOR-aktivitdsat eddig nagy
esetszammal, altipusokra lebontva azonban még nem vizsgaltdk. HL-ekben mTORC2
aktivitasra az emelkedett sejtmagi AKT, mTOR és p70S6K aktivitasbol kovetkeztettek
6 eset vizsgalata alapjan [126], ezt sajat vizsgalataink nem erdsitik meg. Emelkedett
Rictor expressziot, mTORC2 komplex jelentés mennyiségli eldfordulasat vizsgalataink
nem tamasztottak ala HL-ek esetében. Rictor expresszid csak egyetlen esetben volt
IHC-vel kimutathatdo a HRS-sejtekben, ami az mTOR aktivitds hatterében az mTORCI1
komplex aktivitasdnak meglétét tdmasztja ala. Az mTOR-komplexek vizsgalata nem
alapulhat pusztan az AKT aktivacio, p-AKT kimutatasan, illetve az mTOR sejtmagi
megjelenésének vizsgalatan. Utobbi néhany kozleményben el6fordul, de ezek az
eredmények ellentmondanak a Rictor fehérje lokalizaciojaval kapcsolatos
eredményeknek (sajat vizsgalatainkban minden esetben citoplazmatikus festddéseket
figyeltiink meg az IHC-val, fluoreszcens immuncitokémiai vizsgalatok pedig kizardlag
citoplazmatikus el6fordulast mutattak és hasonld kozlemények is kizarolag a

citoplazmaban irjak le a Rictor fehérjet [127].
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Az mTOR fokozott aktivitasa az irodalmi adatok szerint HL.-dkban nem kothetd
mutatnak genetikai valtozédsokat lymphoméakban [128]. Renné ¢és munkatarsai
kimutattdk, hogy HL-es betegek 75%-aban magas a PDGFRA receptor tirozin kinaz
expresszidja, valamint 30%-aban egyéb TKR-ok aktivitdsat (DDR2, EPHB1, RON,
TRKB) is leirtdk [129]. Az TKR-ok aktivitdsa ¢s az mTOR aktivitds emelkedése kozott
nem hematologiai daganatokban mar tobben kerestek Osszefliggéseket. GIST-ben a
PDGFRA mutéciot tartalmazo esetek 83%-a mutatott magas mTOR aktivitast [130],

sporadikus ¢s 0roklott NF-1 funkcié zavarhoz tarsul6 MPNST-ben kapcsolatot talaltak a
novekedési faktor receptorok (PDGFRA,B,EGFR) és a magas mTOR aktivitas kozott [131].

Az mTOR-aktivitds vizsgéalatunkban korrelaciét mutatott az antiapoptotikus
fehérje, a BCL-xL és a HL patogenezisében jelentds szerepet betoltd transzkripcids
faktor, az NFkB-p50 expressziojaval. Ezeknek a fehérjéknek az aktivitasarol és
szerepér6l HL-ben mar tobb adat 4ll rendelkezésiinkre. A daganat kialakulasa
szempontjabol fontos jelutakat vizsgald tanulméanyban kimutattak, hogy HL-ben magas
az NFkB aktivitas, és szadmos antiapoptotikus fehérje szintje megemelkedik (BCL-xL,
Survivin, BCL-2) [132]. Az NFkB konstitutiv aktivitasa befolyasolja az IKK aktivitast
¢s a STATSa expressziot, valamint tamogatja a ciklin D1 expressziot, ezzel eldsegitve a
sejtciklus eldrehaladasat. Parhuzamosan az NFkB transzkripcids aktivitisa a BCL-xL
expresszid fokozasan keresztiil gatolja az apoptotikus folyamatokat a tumorsejtekben
[133]. Eredményeink szerint ezt a folyamatot erdsitheti az mTOR-aktivitas emelkedése
HL-ben. Eddigi in vitro kisérletek alapjan az mTOR-gatlas bizonyos esetekben
csOkkentette az NFkB-aktivitast HL-sejtvonalakban [134]. Az NFkB funkcidgatlasa
hatasos terapianak bizonyult HL modellekben [135]. A mi esetiinkben pedig az mTOR
gatlasa csokkentette a tumorndvekedését HL sejtvonalakban in vitro ¢és in vivo.
Kimutattak mar, hogy a rapamycin-kezelés T-ALL sejtvonalban stabilizalni képes az
NF«kB inhibitor molekuldjat, az IxBa-t, ami szintén az mTOR-aktivitds és az NFxB

aktivitas kozti kapcsolat lehetdségét erdsiti [136, 137].

Megvizsgaltuk az mTOR aktivitas és a mikrokdrnyezet kapcsolatat HL-ban €s az
mTOR aktivitds szerepét a galektin-1 expresszid szabalyozdsaban in vitro HL

sejtvonalakban is. A galektin-1-et, a mikrokornyezet egyik a tumor ellenes
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immunvalasz szempontjabol gyakran vizsgalt molekuldjat, az HRS-sejtekben ¢€s a
mikrokornyezetben egyarant kimutattuk TMA-vizsgalatunkban. A galektin-1 expresszio
¢s az mTOR-aktivitas kapcsolatat eddig mas daganatokban nem irtdk még le. Hodgkin
lymphomaban a galektin-1 expresszid €s a progndzis korrelaciot mutatott a III-IV-es
stadiumu csoportban (magas mikrokornyezeti galektinl expresszi6 korrelalt az alacsony
esemény-mentes tuléléssel - [138]), ezt mi sajat vizsgalatainkban megerdsiteni nem
tudtuk, mert a jo prognozisu HL-ek is jelentds galektinl expressziot mutattak. /n vitro
azt tudtuk azonban igazolni, hogy az mTOR aktivitdsnak szerepe van a HL sejtekben
galektin-1 fehérjeszintli expresszidjaban (transzlacios szint). Ha figyelembe vessziik,
hogy a galektin-1 fehérje fontos szerepet jatszik a mikrokdrnyezetben, a T-reg sejtek
toborzasaban, valamint, hogy vizsgéalatainkban kimutattuk a T-reg sejtek jelentds
akkumuléciojat a tumorsejtek kdrnyezetében, akkor ezeknek a folyamtoknak az mTOR
aktivitastol valo fliggése mindenképpen érdekes tényezd lehet a HL-ak progresszioja

szempontjabol. Sajat eredményeink azonban ennek igazolasidra még nem elégségesek.

A regulator T-sejtek szdma minden esetben magasabb volt a daganatsejtek
kozvetlen kornyezetében, mint a tumorsejtmentes teriileteken, a kiilonb6zé6 HL
altipusok esetében ebben kiilonbséget nem tudtunk igazolni. A tumorsejtek
mikrokornyezetében a Treg-sejtek mennyisége széles hatarok kozott valtozott a vizsgalt
esetekben (1-40%). A betegek tobbségére 5-15% Treg mennyiség volt jellemzd, ami a
normal szovetekhez képest emelkedett expressziot jelent. Azokban az esetekben, ahol
enné¢l magasabb, 17%-feletti Treg mennyiséget mutattunk ki kivétel nélkiil
eseménymentes jO prognozisuak voltak. A Treg-sejtek szerepét a HL-ak
patogenezisében ¢és a betegség prognozisaban mar tobb tanulmanyban is vizsgaltak,
ellentmondasos eredményekkel [139-141]. Egy tanulmanyban a FOXP3 pozitiv sejtek
alacsony mennyiségét a citotoxikus T-sejtek szamanak emelkedésével egyiitt HL-akban
a rovidebb tuléléssel hoztdk kapcsolatba [99]. Az eredmények tumortipusonként is
eltéroek: petefészekrak esetén a tumort infiltralé Treg-sejtek nagy szdma a rossz
prognézissal mutatott Gsszefliggést [103], prosztata rédkos betegek tulélésével nem
korrelalt, follikularis lymphoma és DLBCL betegeknél a hosszabb taléléssel mutatott
korrelaciot [105, 142]. A Treg-sejtek szerepe a daganat kialakuldsaban Ilehet

meghatarozo, a gyulladasos folyamatok visszaszoritdsa az immunreakcid csokkentése

crcr
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neoplazias folyamatban a HRS-sejtek altal termelt galektin-1 is részt vehet a Treg-sejtek

toborzasaban, a HL-ak jellegzetes mikrokornyezetének kialakitasaban.

Annak ellenére, hogy HL-4k nagy esetszamii mTOR-aktivitds vizsgélatair6l
eredmények az irodalomban még nem érhetéek el, a kezdeti kiilonbdzo
lymphomatipusokat reprezentalo fazis vizsgalatok utan [143] az mTOR-gatlok
tesztelése HL-akban is elindult. Egy fazis II vizsgalatot végeztek eddig 19 elorehaladott
stadiumu HL-4s beteg bevonasaval. 10 mg everolimust kaptak naponta, szajon at a
betegek ciklusonként (1 ciklus 4 hétig tartott). 8 beteg keriilt parcialis remisszioba, 1
betegnél teljes remissziot allapitottak meg, tovabbi 8 betegnél stabilizalédott a betegség,
1 betegnél progredidlt a betegség az elsd ciklus utan és 1 betegnél a ciklus befejezése
elott. Az eredmények nagyon biztatdak, az ORR (objective response rate) 47%, ez
magasabb, mint ami a kopenysejtes lymphomas betegeknél (ORR: 40%) ismert, ahol az
mTOR-gatlok a klinikai gyakorlatban is alkalmazhatova valtak. A betegek a kezelést jol
toleraltak, az els6 ciklus utdn 5 betegnél kellett csokkenteni a dozist 5 mg-ra, egy beteg
3 ¢éven keresztiil kapta a kezelést. [72]. Ezek és sajat eredményeink megerdsitik, hogy
érdemes HL-4s betegeket olyan tovabbi fazisvizsgalatokba bevonnit, ahol mTOR-

gatlokat alkalmaznak.

5.1.2. Diffiz nagy B-sejtes lymphoma

A daganatellenes szerek fejlesztése nem meglepden mindig az agresszivebb,
rossz prognozisu, gyors progressziot mutatd daganatokra dsszpontosit. A diffuz nagy B-
sejtes lymphomak esetében mar a terapia részét képezi a célzott, anti-CD20 molekula, a
rituximab, amelyet 1997-ben torzskonyvezett az FDA (Food and Drog Administration)
a follikularis lymphomak kezelésére és azota vilagszerte sikeresen alkalmazzdk a B-

sejtes hematologiai malignitasok ellen [120, 144, 145].

DLBCL-es betegek biopszids mintdiban az mTOR-aktivitast mar vizsgaltak
korabban és megallapitottdk a PI3K/AKT/mTOR jelut fokozott aktivitasat [146]. Az
mTOR-utvonal célzott gatlasat megkezdteék fazisvizsgalatokban eldérehaladott stadiumua
DLBCL-es betegeken. Rendelkezésiinkre allnak tehat a rapaldgokkal szembeni terdpias
valaszt mutatd adatok. Meglepd modon annak ellenére, hogy a DLBCL-es mintdkban

kimutattdk az mTOR aktivitast, csak a betegek 30%-a reagalt pozitivan a rapaldg
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kezelésre [74]. Ezek az adatok kérdéseket vetettek fel a DLBCL-ek mTOR aktivitasaval
kapcsolatban. Sajat munkankban 68 DLBCL-es beteg bevondsaval végeztiink TMA-
vizsgalatot, ahol kimutattuk, hogy a magas mTOR-aktivitas els6sorban az mTORC2
komplexhez (Rictor overexpresszid) kothetd. Az mTORC2 aktivitds eredményeink
szerint a rossz progndzisu aktivalt B sejtes tipusu DLBCL-ek csoportjara jellemzo, ez az
mTORC2-aktivitas alapjan elkiilonithetd csoport adhatja a klasszikus mTOR-gatlokra
nem reagald hanyadat az eddig vizsgalt betegeknek. Eredményeink ramutatnak, hogy
paldaul ezért is lehetnek kevésbé sikeresek az eddigi mTOR-gatld fazisvizsgalatok
DLBCL-ekben, hiszen a fazisvizsgalatokba elérehaladott, rossz prognozisu betegeket
vonnak be, akik eredményeink alapjan DLBCL esetén tobbségében inkdbb mTORC2

komplexhez kothetd aktivitassal rendelkeznek.
5.2. In vitro és in vivo kisérletek

In vitro, lymphoma sejtvonalakon végzett kisérleteinkben klasszikus

(Rapamycin) és 1) generacios mTOR-gatlok (NV-BEZ235, P-242) hatasat vizsgaltuk.

Kimutattuk, hogy az mTOR-aktivitas az osztodd lymphoid sejtekben magasabb, normal
¢és daganatos mintdkban a kornyezo sejteknél, ami az mTOR egy jabb, eddig még nem
ismert funkcidjat feltételezi. Ezt a TMA-vizsgélataink sordn megfigyelt jelenséget in
vitro lymphoma ¢s leukemia sejtvonalakon igazoltuk ¢€s kvantitativ kiértékelést

kovetden kozoltiik [119].

Az mTOR-gatlds minden vizsgalt esetben G1 blokkot, proliferaciogatlast
eredményezett. A rapamycin és a dual inhibitor kezelések proliferacidos hatésait
Osszehasonlitd vizsgalatainkban az ) generdcios célzott molekulakkal végzett mTOR-
gatlas bizonyult hatdsosabbnak. A rapamycin apoptdzist indukaléd hatésat hosszabb (120
h) kezelési 1d6 utan a HL sejtvonalakban tudtuk kimutatni. A 72 h utdn még nem
jelentkezd, de hosszabb kezelési 1d6 utan mar megjelend apoptdzis magyarazhatd azzal,
hogy a sejtciklus blokkolasat a tumorsejtek nem képesek tolerdlni ennyi ideig, ezért az
apoptotikus programok beindulnak és a sejtek pusztulasdhoz vezetnek [147]. A
rapamycin hosszutdva apoptotikus hatasat a fokozott, magasabb Rictor, mint Raptor

expresszioji DLBCL sejtvonalban nem tudtuk kimutatni. Az NVP-BEZ235 dual
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inhibitor viszont mar 72 h kezelési 1d6 utan is indukélta az apoptdzist, ennek az mTOR

gatlonak hatasa jelentdsebb volt minden sejtvonal esetében a masik két gatloénal.

Az mTOR-gatlok egyiittes alkalmazasa kemoterapids szerekkel eredményeink
szerint szinergista hatast mutat HL-sejtekben doxorubicin, vincristin €s etoposid mellett,
ami megerdsiti Dutton és mts-ai altal leirt rapamycin €s doxorubicin szinergista hatasrol
sz0l6 korabbi eredményeket [125]. Mas célzott szerek koziil a hiszton-deacetilaz
inhibitor kombinacids kezelések hasonloan biztatd eredményeket mutattak, novelve az
apoptozisindukciot [67]. Sajat €és masok altal kozolt eredmények megerdsitik, hogy a
rapamycin Onmagaban rdvidtdvon nem, viszont kemoterdpias szerekkel egyiitt
alkalmazva noveli az apoptozist in vitro [134, 148, 149]. A szinergista hatas felveti a
betegek szervezetét kevésbé megterheld terapia 0sszeallitasanak lehetdseégét ugy, hogy
az mTOR-gatlokkal kombindlva a kemoterdpiaban eddig alkalmazott doézisokat

csokkenteni lehetne.

Egy a napjainkban elvégzett fazis Il vizsgalatban DLBCL-es betegeket kezeltek
mTOR-gatloval (everolimus) és rituximabbal kombinacioban [150]. Az ORR jobb volt
a monoterapids eredményeknél mindkét szerre nézve, ez szintén a megfeleld
kombinacids kezelések keresésére hivja fel a figyelmet. A vizsgalatban elérehaladott
stadiumq, a konvenciondlis terapidra rosszul reagald betegeket kezeltek. A rapaldoggal
kombinalt rituxumab hasznalata olyan betegeknél is ereményeket mutatott, akik a

rituximab-kezelésre korabban rosszul reagéltak [150].

In vivo kisérleteinkben a rapamycin monoterapias hatdsat vizsgaltuk HL-,
DLBCL,- ¢s Burkitt-lymphoma xenograft modelljeinkben. Kordbbi adatok szerint HL-
xenograftokban a rapalogok gatoltdk a tumor novekedését [134]. Vizsgalatainkban a
proliferaciogatlas mellett apoptozisindukcidt is kimutattunk. A rapalogok in vivo
jelentkezd apoptozisindukcidja a hossz tavi mTOR-gatld hatas kovetkezménye lehet.
Emellett az in vivo jelenlevd citokinek és egyéb extracellularis hirvivé molekulak
szintén erdsithetik a rapaldgok hatasat [151], ezt sajat in vitro a rapamycin TGFp-val

kombinalt kezeléseink is alatdmasztjak.

Kisérleti eredményeink ¢€s a klinikai terapids fejlesztési torekvések is

alatamasztjak, hogy mind a klasszikus, mind az 0j generacios mTOR-gatlok tovabbi
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vizsgalata fontos lehet a magas mTOR-aktivitast mutaté HL,- és DLBCL-betegek

esetében.

Az mTOR-szignal egyre pontosabb ismerete, az mTOR kinaz aktivitidsanak
megoszlasa két komplexe kozott felhivja a figyelmet az mTOR-gatlok alkalmazasa
soran a megfeleld betegcsoport és a megfeleld inhibitor kivalasztasanak fontossagara.
Az els6 Iépést kovetden, amelyben kimutatjdk az mTOR fokozott aktivitasat, azt is
tisztazni kell, hogy ez melyik komplexhez kothetd. Ennek megéllapitasara két
megkdzelités all rendelkezésiinkre. A két komplex kiilonbozd célfehérjéket foszforilal,
igy a foszforilalt alakok mennyiségének emelkedése utal az adott komplex jelenlétére,
p-4EBP1, p-p70S6K és p-S6 mellett mTORCI aktivitast, az AKT Serd73 foszforilalt
formdja mTORC2 aktivitasra utal. A foszforilalt fehérjék kimutatdsa, kiilondsen az
AKT esetében nagyon bizonytalan, mert vizsgéalatokkal bizonyitottak, hogy a fixalastol
fliggden a fehérjék lebomolhatnak €s kimutathatatlannd valik aktivitdsuk a szdvetekben
[152]. A két komplex emellett egymas miikddését is befolyasolja, ami neheziti a pontos
értékelést. Vizsgalhatjuk kozvetleniill a két mTOR-komplexet 1is, jellegzetes
alkotofehérjéik expresszidjanak kimutatasaval. fgy az mTORCl-et a Raptor, az
mTORC2-t a Rictor fehérje exresszidjan keresztiil azonosithatjuk példaul. A
legpontosabb eredményt kisérleteink alapjan akkor kaphatjuk, ha in situ vizsgaljuk az
adott mTORC1 vagy C2-komplexekben az mTOR kinaz aktivitasat (aktiv formajat a p-
mTOR-t). A Duolink modszernél erre van lehetdség, ennél az el6hivasi technikanal
igazoltuk, hogy csak akkor kapunk immunjelolédést, ha az aktiv mTOR kindz (p-
mTOR) és a Rictor vagy Raptor megfeleld tavolsdgon beliil, valoban komplexben
(fehérje-fehérje komplex) van jelen a sejtben, tehat aktiv komplexet alkot. Ennek
meghatarozasa megfeleld elsddleges ellenanyagokkal lehetséges, a technika beallitasat

megkezdtiik.

Munkéank soran HL-akban és DLBCL-dkban kapott eredményeink megerdsitik
az mTOR-szignal jelentdségét. A hematologiai malignitasok koziil lymphomékon kiviil
leukémidkban is vizsgaltuk az mTOR aktivitasat. Munkacsoportunk gyermekkori ALL-
as betegekben a magas mTOR aktivitast mint prognosztikus tényez6t mutatta ki [118].
Munkankban vizsgalt hematoldgiai malignitasok koziil a HL-ak, DLBCL-ak és ALL-ak

mTOR aktivitdsa eredményeink szerint a célzott terdpia egyik fontos alkalmazési
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teriilete lehet. Mindenképpen hasznos azonban a magas mTOR aktivitas megallapitasa
az mTOR-gatlokkal kezelendé betegekben. Emellett a megfeleld mTOR-gatlo
kivalasztasahoz sziikséges az mTORC1 ¢és mTORC2 komplexek aranyanak é€s

aktivitasanak vizsgélata.
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6. KOVETKEZTETESEK
I. Vizsgalatainkban jellemeztiik a kiilonbdz6é lymphoma tipusok mTOR aktivitasat

a. lgazoltuk, hogy a mitotikus normal lymphoid és 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 lymphomakat (DLBCL) magas mTOR aktivitas
jellemzi, mig a margindlis zéna, a periferidas 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 62 %-aban mTORC2 komplex fokozott expresszidjaval jar.
Statisztikailag elemezve a vizsgalt esetekhez tartozo ttlélési adatokat igazoltuk, hogy a
magas mTOR aktivitdsi és mTORC2 komplexre jellemzé Rictor overexpressziot

mutato esetek prognozisa szignfikansan 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%. Ebben a
lymphomatipusban eredményeink szerint a DLBCL-ekkel ellentétben nem jellemzd a

Rictor, az mTORC2 komplex fokozott expresszioja.

II. HL-ak esetében vizsgaltuk olyan a lymphomasejtek tulélését segitd extra- és
intracellularis fehérjék expressziojat, egyéb mikrokornyezeti tényezOk szerepét,

amelyek szabalyozasdban az mTOR aktivitas valtozasa is szerepet jatszhat.

a. Tobb antiapoptotikus fehérje in situ expresszidjat vizsgalva, a BCL-xL ¢és az
NFkB-p50 expressziojat a legtobb magas mTOR aktivitasi HL esetben

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

kiilonboz6 HL lymphoma altipusok galektin-1 expresszidja kiilonbdzne.

c. Kimutattuk, hogy a T-reg sejtek nagyon magas aranya HRS-sejtekben

gazdag teriileteken jO prognozisra utal.

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

aktivitas gatlasa fehérje szinten csdkkenti a galektin-1 expressziojat.
I11.

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

szerepét a tumorndvekedésben.

a. Kimutattuk az mTOR gatlok proliferaciogatld €és hosszutdvon apoptdzist
indukaloé hatédsait human in vitro HL sejtvonalakban ¢és in vivo lymphoma

xenograftokban.

b. Vizsgaltuk kiilonb6z6 lymphomatipusok mTORCI ¢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 kiilonb6zo

érzékenység hatterében.

c. Invitro vizsgalataink szerint az mTOR gatlok képesek fokozni kemoterapias

szerek €s mas negativ szabalyozdk, mint pl. a TGF hatésat is.

Osszefoglalava — Eredményeink szerint az mTOR géatlok alkalmazisanal nem
csak az mTOR aktivitas meghatarozasat tartjuk fontosnak, ami a kezelés célpontjanak
igazolasat jelenti az adott beteg daganataban, hanem azt is, hogy az mTOR melyik
komplexének aktivitasa jellemzi azt. Utdbbi meghatarozasa segitheti a legoptimélisabb
mTOR gatloszerek kivalasztasat (rapalogok, kettds gatlok) varhatéan kombinacids

kezelésben.
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7. OSSZEFOGLALAS

A neoplazids folyamatok kialakulasa, a daganat novekedése, a daganatsejtek
proliferacioja és tulélése hatterében gyakran kiilonboz6 jelutak magvaltozott aktivitasa
all. A PI3K/AKT/mTOR jelut fokozott aktivitdsa szolid daganatokban és kopenysejtes
lymphomakban a daganatkialakulas és novekedés fontos szabalyozoja. Az aktiv mTOR
(mammalian target of rapamycin) kindz két komplex (mTORCI1, mTORC2)

meghatarozo eleme.

Az mTOR aktivitds szerepét vizsgaltuk kiilonb6z6 human lymphomékban,
Osszefliggéseket keresve a betegek klinikai adataival. Hodgkin lymphomékban (HL)
tanulmanyoztuk, hogy a magas mTOR aktivitds milyen a daganat tulélésében fontos
folyamatokban vesz részt (antiapoptotikus mechanizmusok ¢€s mikrokdrnyezeti

valtozasok).

Meghataroztuk azokat a human lymphoma tipusokat, amelyekre magas mTOR
aktivitds jellemz6. Kimutattuk, hogy a mitotikus lymphoid sejtek mTOR aktivitasa
magasabb, mint a nem osztodd sejteké. Nagyobb esetszdmot tartalmazé TMA-
blokkokon (tissue micro array) tovabb vizsgaltuk a diffiz nagy B-sejtes lymphoma
(DLBCL) ¢és a HL eseteket. Szignifikans 0sszefliggést mutattunk ki DLBCL-4s betegek
altipus megoszlasa (csirakdzpont eredetii €s nem csirakdzpont eredetli DLBCL-4k) €s az
mTOR aktivitas kozott. DLBCL-ban a fokozott mTOR aktivitds negativ prognosztikus
markernek bizonyult. HL-ak 92%-a magas mTOR aktivitast mutatott (mTORC1-hez
kothetd), ami prognosztikus faktorként nem, viszont terapids célpontként

felhasznalhato.

HL-ak mikrokornyezetének vizsgalata szerint a regulator T-sejtek mennyisége a
mikrokdrnyezetben, valamint a galektin-1 expresszid6 a tumorsejtekben ¢és az
extracellularis matrixban emelkedett. A magas mTOR aktivitds ¢€s a galektin-1
expresszid kozott kapesolatot taldltunk in vitro kisérleteinkben, ahol az mTOR géatlas

transzlacios szinten csdkkentette a galektin-1 expressziot.

Az mTOR-gétlas jelentdségét — proliferacidgatld €és apoptotikus hatasat — human
lymphoma xenograftokban (HL, DLBCL, Burkitt lymphoma) bizonyitottuk. /n vitro

kombinacids kezelésekben a rapamycin apoptotikus hatdst fokozo szerepét igazoltuk.
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Munkankban meghataroztuk azokat a lymphoma tipusokat, amelyekben az
mTOR-gatlds célzott terapiaként alkalmazhaté lehet. Eredményeink alapjan annak
meghatarozasa, hogy melyik komplexhez kothetd az mTOR aktivitds nagyon fontos a
megfeleld mTOR-gatldo (klasszikus vagy kettds gatlok) kivalasztasdban. A jovoben
varhatéan kombinacios kezelésben az mTOR-gatlok hasznélata hozzdjarulhatna a jobb
tulélés eléréséhez €s lehetdleg a dozisok csokkentéséhez magas mTOR aktivitast mutatod

lymphomakban.
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8. SUMMARY

Neoplastic processes, tumor growth, and tumor cell proliferation and survival is
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 rapamyin) is a key signaling molecule, and it exists

in two different complexes, mMTORCI1 and mTORC2.

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 determined which lymphoma types display characteristic high mTOR
activity in our TMA (tissue micro array) 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 mTORC?2 activity. High mTOR activity was also established
in 92% of HL cases, which was linked to mTORCI. 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
NFxB-p50 in the majority of mTOR active HLs. HLs showed high numbers of
regulatory T cells in the microenvironment and high expression of galectin-1 in 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.
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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.
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