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EGFR — epidermalis novekedési faktor receptor; epidermal growth factor receptor
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elF4B-E — eukaryotic translation initiation factor 4B-E
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Erk5 — extracellular signal regulated kinase 5
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Administration
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FGFR1-4 —fibroblast growth factor receptor 1-4 (gene)
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Grb10 — growth factor receptor-bound protein 10

H&E — hematoxilin és eozin, haematoxylin and eosin

HEAT — Huntingtin, elongation factor 3 (EF3), protein phosphatase 2A (PP2A), TOR1
HER2 —human epidermal growth factor receptor 2 (gene)

HIFla — hypoxia inducible factor 1 alpha (gene)

HPV — human papillomavirus, human papillomavirus

H-score — histochemical scoring



ICC — immuncitokémia, immunocytochemistry

IDH — izocitrat-dehidrogenaz, isocitrate dehydrogenase

IDO — indoleamine 2,3-dioxygenase

IGF1 — inzulinszer(i névekedési faktor 1, insulin-like growth factor 1
IGF1R — IGF1-receptor

IHC — immunhisztokémia, immunohistochemistry

ILK — integrin-linked kinase

INSM-1 — insulinoma-associated protein 1

IRS1 — inzulin receptor szubsztrat 1, insulin receptor substrate 1

JAK2 — Janus kinase 2 (gene)

KEAPL1 — Kelch-like ECH-associated protein 1 (gene)

Ki67 — Kiel 67

KRAS — Kirsten rat sarcoma virus (gene)

LCNEC - nagysejtes neuroendokrin tiidécarcinoma, large cell neuroendocrine
carcinoma

MAPK/ERK — mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase
MDM2-4 — mouse double minute 2-4 homolog (gene)

MEK — mitogen-activated protein kinase kinase

MET — mesenchymalis-epithelialis atmenet, mesenchymal—epithelial transition
MGMT - O6-methylguanine-DNA methyltransferase (gene)

mLST8 — mammalian lethal with sec-13 protein 8

mSinl — mammalian stress-activated MAP kinase-interacting protein 1
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1. BEVEZETES

1.1. A daganatok jellegzetességei mint potencialis terapias célpontok

Hanahan és Weinberg el6szor 24 évvel ezel6tt, 2000-ben foglalta 6ssze azokat a
jellegzetességeket, amelyek a daganatos sejtekre, szovetekre jellemzok. Ezek kozé
tartoznak a proliferacio korlatlan fenntartisa, a folyamatos tulélés biztositasa, az
apoptdzis gatlasa, az angiogenezis, valamint az invazié és a metasztazisképzodés
tamogatasa [1]. Az elmult évtizedek kutatasi eredményei alapjan a felsorolt jellemzok
tobb alkalommal is kiegésziiltek (1. abra). 2011-ben négy 0j elemmel bdviiltek, melyek
a kovetkezok voltak: a daganatsejtek bioenergetikai folyamatainak atprogramozasa, a
tumorellenes immunvalasz elkeriilése, a daganatot tdmogatd gyulladasos folyamatok
kialakulasa és fenntartasa, valamint a genominstabilitas és a mutaciok megjelenése [2].
Hanahan 2022-ben ujabb négy tényezOvel egészitette ki a korabban osszefoglalt
tulajdonsagokat. Kiemelte a mutacioktol filiggetlen epigenetikai valtozasokat, a
szeneszcens sejtek kialakulasat, a daganatsejtek fenotipusos plaszticitdsat, valamint a
szovetekben, szervezetben megvaltozé mikrobiom-6sszetételt [3].

A tumorsejtek korlatlan osztodasat a jol ismert mutacios valtozasok mellett,
azokkal Osszefliggésben, a jelatviteli és anyagcsere-utvonalak valtozasai is segitik. A
katabolikus és anabolikus Utvonalak atprogramozasa biztositja a sejtek tulélését €s
proliferaciojat a gyakran tapanyagszegény, fiziologiastol eltéré (,,stresszes”)
kornyezetben is. Ezek szabalyozasaban és miikodésében szamos kozponti szabalyozo
molekulanak és kulcsfontossagi metabolikus enzimnek van szerepe. A mechanistic
(korabban mammalian) target of rapamycin (mMTOR) komplexeknek kdzponti szerepe
van a sejtek jelatviteli Gtvonalainak és anyagcseréjének (pl.: a fokozott glikoz- vagy
aminosavfelvétel) szabalyozasdban, a sejtek nodvekedésének ¢és tulélésének
fenntartasaban, valamint a stresszhelyzetekre adott valaszok iranyitasaban is. A
tumorszdvet anyagcsere-valtozasai és az mTOR jelatviteli Gtvonal aktivitasa kozotti

kapcsolat megértése elengedhetetlen 1j, célzott terapias stratégiak kifejlesztéséhez [4].
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1. abra A daganatos sejtek jellegzetességei. Hanahan és Weinberg altal 2000-ben
osszefoglalt, majd 2011-ben kiegészitett, daganatokra jellemzé egyedi tulajdonsagok
lathatok az abra kozponti részén [1, 2]. A korabban leirt jellegzetességek 2022-ben 4 1j

tényezovel boviiltek, amelyek korvonallal vannak jelolve [3].

1.2. A PI3K/Akt/mTOR-hiperaktivitas szabalyozé szerepe és jelentosége a

daganatokban

1.2.1. Az mTOR-kinaz felfedezésének torténete

Az mTOR szerin-treonin protein-kinaz azonositasa jelentés mérfoldkonek
megértésében. Az 1960-as években egy kanadai expedicié indult Halifaxbol a chilei (a
sziget 6slakosai altal Rapa Nui névre keresztelt) Husvét-szigetre azzal a céllal, hogy
feltérképezze annak egyediilallo él6vilagat. Az expedicioban részt vevoé dr. Stanley
Skoryna és a magyar szarmazasu Georges Nogrady mikrobiologus munkajuk soran

talaymintakat gyljtottek. Arra keresték a valaszt, hogy a talajban taldlhatd antibakterialis
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vegyliletek magyarazatot adhatnak-e arra, hogy a mezitldb jar6 dslakosok kozott miért
volt olyan alacsony a tetanuszos megbetegedések szama [5].

A talajmintakat Suren Sehgal a montreali Ayerst Laboratérium (a késébbi Wyeth-
Ayerst gyogyszercég) kutatdja vizsgalta tovabb. Sehgal 1972-ben a megtisztitott
mintaban azonositott egy a Streptomyces hygroscopicus talajbaktériumb6l szarmazo
gombaellenes hatasi makrolid molekulat, melyet rapamycinnek nevezett el a Rapa Nui
sziget utan [6, 7]. Az 1980-as években a Wyeth-Ayerst gydgyszercég is tamogatni kezdte
a rapamycin immunrendszerre gyakorolt hatasanak vizsgalatait, ami elOsegitette a
hatéanyag immunszuppressziv és citosztatikus tulajdonsagainak felfedezését, majd
késobbi klinikai alkalmazasat [6, 8].

Az mTOR-kinaz felfedezése csak az 1990-es évek elején tortént meg tobb
kutatocsoport fliggetlen vizsgalatainak eredményeként. 1991-ben Michael N. Hall és
munkatarsai élesztében azonositottak a TOR1 és a TOR2 (target of rapamycin 1-2)
géneket [9], majd 1993-ban leirtak, hogy a rapamycin intracellularisan egy specifikus
fehérjéhez, az FKBPI12-hoz kotédik [10]. 1994-ben tobb, egymastdl fiiggetlen
kutatocsoport is leirta az mTOR-kinazt emlés szovetekben, amelynek miikodését a
rapamycin kozvetleniil gatolta [11, 12]. Ezek a kutatasok vezettek ahhoz, hogy 1999-ben
az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatala (FDA) jovahagyta a
rapamycin alkalmazasat, el6szor immunszuppressziv gyogyszerként vesetranszplantalt
betegek kezelésének részeként. Késobb, vesetranszplantalt betegek vesedaganataiban
figyelték meg a rapamycin-kezelés tumorndvekedést gatld hatasait [13, 14]. Ennek
eredményeként a rapamycint kiilonb6z6 onkoldgiai betegségek kezelésére is elkezdtek
alkalmazni, és 2007-ben az FDA jovahagyta a temsirolimus alkalmazasat elérehaladott
vesesejtes carcinomaban.

Az elmult két évtizedben szamos kutatas hivta fel a figyelmet a daganatok
fokozott mTOR-aktivitasara, valamint az mTOR-utvonal szerepére az Oregedési
folyamatokban és kiilonb6z6 anyagcsere- és idegrendszeri megbetegedésekben (pl.:
inzulinrezisztencia, Alzheimer-koér), hangstlyozva a rapamycin és a késébb kifejlesztett

MTOR-kinaz gatlok széleskorii alkalmazasat [15].
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1.2.2. Az mTOR-komplexek szerepe és szerkezeti felépitése

Az mTOR-kinaz a sejtek aktualis allapotatol fiiggden eldsegiti a szoveti
kornyezetbdl érkezo jelek integraldsat, befolyasolva a sejtek novekedését és talélését,
valamint a kiilonb6z6 sejtfolyamatokat (pl.: proliferaci6, motilitds, migracio,
metabolizmus, fehérjeszintézis, transzkripcido). Az mTOR-kinaz jelatviteli utvonal
szabalyozd csomopontként szerepet jatszik az anyagcsere Ujraprogramozasaban, az
anabolikus ¢és katabolikus folyamatok kozotti egyenstly fenntartasaban, beleértve a
stresszvalaszokat kovetd metabolikus adaptaciot és a tumorsejtek tilélését is (2. abra).
Ennek megfeleléen novekedési faktorok, tdpanyagok vagy mas energiaforrasok (pl.:
oxigén) hidnydban az mTOR-aktivitds csokkenése gatolja a sejtndvekedést, és olyan

talélést elosegitd sejtfolyamatokat indit el mint az autofagia [15].

Tapanyagok
Energia

Novekedeési Stressz Novekedési

faktor{‘ / faktorok
mTORC1 mTORC2

/\

S6K1 4EBP1S6KI1Lipinly HIFa@ UVRAG/ ULK1 TFEB Erks SGK1

PPARY ATGI4LATGI3 TFE3 \ /
l 1 FIP200
l FOXO1/3;

SKAR elF4B elF4E | REBPL
Ton- Gliikoz-
franszport |metabolizmus

'I'mnszkripcid\l Nukleotid-

\
7

Citoszkeleton
atrendezodés

. : 1119:7:'111;2\[?221.11113 Autefigia l’rc{teoszlé{lla- Apoptoézis Migracié
transzlacioja _ szintézis _ kialakitas
5' sapka- Lipid- Lizoszoma-
dependens szintézis biogenezis

transzlacio

2. abra Az mTORCI1 és mTORC2 komplexek szabalyozd szerepe és legfontosabb
effektor molekulai [16]. Az abran az aktivaldo hatasokat fekete szinnel (1), a gatld
hatasokat pedig piros szinnel () jeloltik. A roviditések magyarazata a Roviditések

jegyzéke cimii fejezetben talalhato.

Az mTOR-kinaz a sejtekben két kiilonb6z6 komplexben — az mTOR-komplex 1-
ben (NMTORC1) és az mTOR-komplex 2-ben (MTORC?2) — fordul el6. Ezek a komplexek

eltérd katalitikus alegységekbdl épiilnek fel és funkciondlisan is kiilonbdznek egymastol.
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A komplexek felépitésében részt vesznek azonos és jellegzetesen kiilonbozo elemek is
(3. abra). Mindkét mTOR-komplexben részt vevo kozos alegységek az mTOR-kinaz, az
mLST8 és a Deptor. Az mTORCI felépitésében szerepet kap még a PRAS40 és a Raptor,
az utobbi a komplex vazfehérjéjeként mikodik. Az mTORC2-re jellemz6 fehérjék kozé

tartozik az mSinl, a Protor 1/2, valamint a Raptor helyett a Rictor vazfehérje [17].

— Raptor

FKBI12-rapamycin
S mLST8

3. abra Az mTORCI1 és az mTORC2 szerkezete. Az abran az mTOR-komplexek
rontgenkrisztallografias térszerkezetei (felso sor), illetve a sematikusan abrazolt mTOR-
kinaz doméneken a specifikus partnermolekulak kotédésének helyei lathatok (alsé sor)

[16]. A roviditések magyarazata a Roviditések jegyzéke cimii fejezetben talalhato.

Az aktiv mTORCI1 szamos felépit6é folyamatban jatszik szerepet mint példaul a

fehérje-, lipid- és nukleotidszintézis, valamint a riboszoma-biogenezis. Ezzel szemben az

------

cyey

rendszer fenntartdsaban. Az mTORC?2 szabalyoz6 szerepe elsdsorban az Akt, az SGK1

¢és a PKCa foszforilacidjan keresztiil valosul meg [18].
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1.2.3. Az mTOR-kinaz hiperaktivitisa és a hatterében Aall6 genetikai

eltérések

Az mTOR-kinaz diszfunkcioja (tal- vagy alulmikodése) hozzajarulhat a
jelatviteli/metabolikus utvonalakban bekovetkezd szabalyozasi zavarok, illetve
kiilonboz6 betegségek (pl.: anyagcserezavarok, neurodegenerativ és kardiovaszkularis
betegségek, oregedés, daganatok) kialakulasahoz és progresszidjahoz [19, 20].

Az mTOR jelatviteli utvonal kulcsszerepet jatszik a szénhidrat- és lipidanyagcsere
szabalyozasaban, tovabba az  utvonal zavarai  hozzajarulhatnak  olyan
anyagcserebetegségek kialakuldsdhoz mint a 2-es tipusti cukorbetegség vagy az elhizas
[20]. Tulzott tapanyagbevitel esetén a novekedési faktorok és/vagy a tapanyagok tulstlya
miatt az mTORCL1 tartésan aktiv allapotban marad. Ez a jelatviteli halozatban negativ
visszacsatolashoz vezet, az S6K1-kinazon és a Grb10 fehérjén keresztiil az IGF1-receptor
(IGF1R) és a PI3K-utvonal szétkapcsolodik. A két célfehérje az IRS1 foszforilaciojan és
lebomlasan keresztiil gatolja az inzulin hat4sat, ami negativan befolyasolja az mTORC2-
aktivitast, csokkentve az Akt foszforilacigjat. Ennek eredményeként csokken a
glikkozfelvétel, fokozodik a gliikoneogenezis, n6 a glikémias terhelés, eldsegitve az
ektopikus zsirlerakddast €s a gliikozintoleranciat. Végiil az inzulinigény novekedése és a
kronikus tapanyagtilsily inzulinrezisztencidhoz, majd az inzulintermeld sejtek
kimeriiléséhez és pusztulasahoz vezethet (4. abra) [17].

Az mTORC1-tatvonal szabalyozasi zavarai szamos neuroldgiai megbetegedés és
neurodegenerativ rendellenesség kialakulasaval is Osszefliggésbe hozhatok. Ezek kozé
tartozik az epilepszia, a fokalis agykérgi dysplasia, a microcephalia és a
megaloencephalia, az Alzheimer-kor, a Huntington-kér, a Parkinson-kér, a
frontotemporalis demencia, tovabba a szocidlis és kognitiv rendellenességek. Az
mTORCI1 fokozott aktivitdsa ezeknél a betegségeknél gatolja az autofagiat, ami toxikus
anyagok felhalmozodéasat eredményezi az idegsejtekben, végiil neuronpusztulashoz,

valamint a kognitiv és motoros funkciok romlasahoz vezet [17].
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4. abra Az mTOR-utvonal szabalyozasi zavarainak szerepe a metabolikus szindromaban,
a glikozanyagcsere és az inzulinrezisztencia folyamataiban. (A.) Normal fiziologias
koriilmények kozott az mTORCI és az IRS1 kozotti negativ visszacsatolds egyensulyban
tartja az inzulin-kozvetitett hatasokat, ami a PI3K keresztiil gatolja az mTORC2-aktivitast
iIs [17]. (B.) Taplalék- és mitogéntulsily az mTORCI1 kronikus hiperaktivitasat
eredményezi, tovabba az IRS1 és a PI3K gatlasaval megakadalyozza az mTORC2-
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jelatvitelt [17]. (C.) Magas tapanyagszint esetén a hasnyalmirigy inzulintermeld sejtjei
kezdetben fokozott inzulintermeléssel reagalnak. Az Akt jelatviteli utvonal zavarai miatt
azonban a sejtek iddvel kimeriilnek ¢és elpusztulnak, ami tovabb rontja az
inzulintermelést, és végiil 2-es tipust cukorbetegség kialakulasahoz vezet [21]. (D.) A
majban az mTORCI1 talzott aktivitasa zsirfelhalmozodast okoz, mikozben az
inzulinrezisztencia novekedése fokozza a gliikkoneogenezist ¢és hiperglikémiat
eredményez [21]. Az abran az aktivald hatasokat fekete szinnel (1), a gatld hatasokat pedig
piros szinnel () jeloltik. A roviditések magyarazata a Roviditések jegyzéke cimii

fejezetben talalhato.

Az mTOR-komplexek hiperaktivitdsat Osszefiiggésbe hoztdk a rosszindulata
daganatok kialakulasaval és progresszidjaval is. Ennek hatterében az mTOR-Kinazt érint6
génmutaciok, az mTOR-komplex aktivitasat kozvetleniil szabalyozo fehérjék mutaciodi
vagy a jelatviteli halozat egyéb valtozasai (pl.: onkogén vagy tumorszuppresszor gének

mutacioi) allhatnak (5. abra) [16].
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5. abra Az mTOR-aktivitas zavaraihoz hozzajarulo leggyakoribb onkogén mutaciok [21,

22]. Szinmagyarazat: piros — onkogének; zdld — tumorszuppresszor gének. Az abran az
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aktivalo hatasokat fekete szinnel (1), a gatld hatasokat pedig piros szinnel () jeloltik. A

roviditések magyarazata a Roviditések jegyzéke cimi fejezetben talalhato.

A szolid tumorok kozel 5%-a hordozhat mTOR-kinazt aktivalé mutaciokat,
amelyek gyakoriak melanoma, endometrium-, gasztrointesztinalis, vese-, eml6- és
tiidodaganatok esetében. A nyilvanosan elérhetd adatbazisok alapjan az mTOR-kinazzal
kapcsolatos  genetikai  eltérések  el6fordulasanak gyakorisagat a  kiilonb6zé

malignitasokban a 6. abra foglalja 6ssze.
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= Mutécio Szerkezeti valtozas = Amplifikacié  ® Delécié Tobbszorss valtozasok
eltéréseinek gyakorisaiga human daganatokban (TCGA PanCancer Atlas Studies
adatbazisadatok alapjan) [16].

Az mTOR-kinaz enzimaktivitasat és onkogén szerepét a kinaz kiilonb6z6 régioit
érint6 szomatikus mutaciok is befolyasolhatjak. A leggyakrabban el6forduld
funkcionyer6 mutaciok (pl.: E1799K, T1977R, V2006F, S2215Y és R2505P)
aminosavcseréket eredményeznek (7. abra). Ezek az aktivdld mutacidk nem
befolyasoljdk az mTOR-komplex Osszeszerelddését, de csokkenthetik a Deptor nevil
gatldo molekula kotodését, és novelhetik a célmolekuldk (pl.: S6K1, 4EBP1)

foszforilaciojat [23, 24]. Egyes funkcionyeré mutaciok megvaltoztatjdk a komplex
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szerkezetét, megakadalyozva az allosztérikus mTOR-gatlok (pl.: rapamycin) kotodését.
Ilyen mutacio példaul az F2108L aminosavcserét okozo pontmutacio, amely az mTOR
FKBP-kot6 FRB doménjében fordul ¢l6, ahol az FKB12-rapamycin koétéhely is talalhatd
[25].
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7. abra Az mTOR-kinaz gyakori mutacioi [16]. Az mTOR-kinaz szerkezetének
megvaltozasaért felelds leggyakoribb mutdciok piros szinnel vannak jeldlve. A

roviditések magyarazata a Roviditések jegyzéke ciml fejezetben talalhato.

A leggyakrabban el6forduld onkogén mutaciok (pl.: PIK3CA, PTEN, TSC1/2,
STK11, AKT1) a jelatviteli halozat hiperaktivitasat, illetve az utvonal negativ
szabalyozoéinak kiesését okozhatjak. A PIK3CA-mutaciok az eml6-, négyodgyaszati és
colorectalis tumorokban is gyakoriak (~20%). A PTEN-mutaciok a kozponti
idegrendszeri és az endometrium-daganatok 10%-aban, a TSC1-mutaciok a hugyti és az
endometrium-daganatok 5-6%-aban, mig a TSC2-mutaciok a négyogyaszati, a maj- és a
tiidédaganatok 4-7%-aban fordulnak elé. Az STK11-mutaciok a méhnyak-, a vékonybél
és a tiidédaganatok 10-15%-aban, mig az AKT1-mutaciok a daganatok 3-5%-aban
jelennek meg. Sok esetben a receptor tirozin-kinazokat (RTK) és a novekedési faktor
receptorokat kodolo gének (pl.: EGFR, HER2) mutacioéi is mTOR-hiperaktivitashoz
vezetnek [26].

Az mTOR-kinazt és az mTOR-utvonalat érintd egyéb mutaciokon kivill az
MTOR-komplex tovabbi alegységeiben is el6fordulhatnak mutaciok. A leggyakoribb
ilyen genetikai eltérés a RICTOR génamplifikacio, amely a Rictor fehérje fokozott
expressziojat okozza, novelve az mTORC2 és az Akt-kinaz aktivitasat, eldsegitve a

tumorsejtek novekedését és talélését [27] (1asd 1.3. alfejezet).
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1.2.4. Az mTOR-hiperaktivitas in situ karakterizalasa

Az mTOR-hiperaktivitas hatterében allo specifikus molekularis valtozasok (pl.:
az mTOR-hiperaktivitasért felelés onkogén mutaciok vagy fokozottan expresszalodott
fehérjék) a személyre szabott kezelések soran terapias célpontok lehetnek [28, 29]. Az
elsd generdcids allosztérikus mMTOR-gatlok hatékonyak lehetnek az mTORCI
hiperaktivitasa esetén, azonban bizonyos ismert FRB-domén mutaciok vagy magas
mTORC2-aktivitas jelenlétében hatastalannak bizonyulhatnak [30].

Az els§ generdciés rapamycin szarmazékok (rapaldogok) alacsony
hatékonysaganak hatterét megismerve indult el az wjgeneraciés, az mTORCI1-et és
MTORC2-t is gatld kettds, illetve tovabbi, példaul dual-inhibitorok (az mTOR-kinazon
kiviil mas kinazokat is gatld) fejlesztése. Célzott terapiak megkezdése el6tt fontos lehet
az mTOR-aktivitas in situ jellemzése, mivel a komplexek aranya befolyasolhatja a
kezelések eredményességét.

Az mTORCIl-aktivitas in situ jellemzését a kiilonb6z6 sejtvonalakban és
tumorszovetekben az mMTOR-kindz aktiv, foszforildlt formdjanak (p-mTOR) ¢és
foszforilalt direkt és indirekt célmolekulainak (pl.: p-4EBP1, p-S6K1, p-S6)
immunhisztokémia (IHC)/immuncitokémia (ICC) vizsgalataval végezhetjiik. Az irodalmi
adatok és korabbi vizsgalataink alapjan az mTORC?2 aktivitdsanak nyomon kovetésére a
legmegfelelobb marker az Akt-kinaz foszforilalt 473-as szerin aminosavanak (p-Akt
(Ser473)) kvantitativ és in situ kimutatisa, mivel ezt csak az aktiv mTORC2 képes
foszforilalni [31, 32]. A gyors és megfelelé mintafeldolgozas, az azonnali fixalas
kiemelten fontos a p-Akt (Serd73) fehérje kimutatasakor, mivel a formalin-fixalt és
paraffinba agyazott (FFPE) szovetmintakban ennek a foszforilalt fehérjének stabilitasa
alacsony, kimutatasa megbizhatatlan lehet, kiilonosen a nagyobb szdvetmintak esetében,
ha a formalin penetraciéo nem megfelel6 [33].

A két mTOR-komplex mennyiségi Osszehasonlitdsa a specifikus vazfehérjek
(Raptor az mTORCI1 ¢és Rictor az mTORC2 esetében) aranyabodl is meghatarozhat6.
Mindezek alapjan az optimalis in situ markerpanel a p-mTOR, a két komplex vazfehérje
(Raptor és a Rictor), illetve a két komplex specifikus célfehérjéinek (pl.: p-S6, p-S6K1,
p-4EBP1 az mTORCI1 esetén; p-Akt (Serd73) az mTORC2 esetén) kombinaciojat
alkalmazza [31, 34-36].
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1.3. A Rictor szerepe a daganatprogresszibban ¢és a metasztazisok

kialakulasaban

A RICTOR gént és fehérjét eldszor 2004-ben azonositottdk az mTORC2
elemeként, vazfehérjéjeként [37]. Elsédleges funkcidja a komplex Osszeszerelésének
iranyitasa és szerkezeti integritasanak fenntartasa. A jelenlétében az mTOR-kinaz FKBP-
koté FRB-régioja a komplexen beliil helyezkedik el, megakadalyozva a legismertebb ¢és
legszélesebb korben alkalmazott els@ generacids allosztérikus mTOR-gatlok (pl.:
rapamycin ¢és rapalogok) hozzaférését a komplexhez. Ennek kovetkezményeként ezek a
gatloszerek nem befolyasoljak kdzvetleniil az mTORC?2 aktivitasat [20, 38].

Az mTOR-utvonalat befolyasolo legismertebb onkogén mutaciok egyike a
RICTOR génamplifikécio, mely a Rictor fehérje fokozott expressziojahoz, az mTORC2-
aktivitas emelkedéséhez, valamint az mTORC1- és mTORC2-komplexek aranyanak
eltolodasahoz vezethet. A RICTOR-amplifikacio jelentds szerepet jatszik a daganatok
progresszidjaban ¢s az attétképzodésében kiilonboz6 jelatviteli tutvonalak (pl.:
MAPK/ERK, Wnt/B-katenin) szabalyozasan keresztiil [39]. A tovabbi, RICTOR gént
érint6 genetikai eltérések gyakorisagat a kiilonboz6 malignitasokban a 8. abra foglalja

0ssze.
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8. abra A RICTOR génmutacidinak, amplifikacigjanak, delécidinak és egyéb genetikai
eltéréseinek gyakorisaga human daganatokban (TCGA PanCancer Atlas Studies
adatbazisadatok alapjan) [16].

Szamos tanulmany kimutatta a RICTOR génamplifikaciot és a fokozott Rictor
fehérjeexpressziot kiilonb6z6 daganattipusokban [38, 40], tobbek kozott tiidé- [31, 32,
41], nyel6es6 [42], emlé- [43], hasnyalmirigy [44] és majdaganatokban [45], illetve
melanomaban [46]. Az el6bbiek mellett a RICTOR-amplifikacio és/vagy a fokozott
Rictor-expresszi6 rosszabb progndzissal és rovidebb teljes taléléssel tarsult tobb
daganattipus esetében is [38, 47, 48]. Az 1. tablazat részletesen Osszefoglalja az
MTORC2-hiperaktivitds ¢és/vagy RICTOR-amplifikdcio el6fordulasat a kiilonbozo
daganattipusokban.
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1. tablazat A Rictor-expresszio ¢és/vagy a RICTOR-amplifikacié el6fordulasa,

prognosztikus €s terapias vonatkozasai kiilonbozé daganattipusokban [16].

Rictor-expressziora és/vagy

mTORC2-aktivitas 6sszefligg.

Daganattipus RICTOR- amplifikaciora Prognosztikus ers terapias Rel.ev? ns
s vonatkozasok publikaciok
vonatkozo6 adatok
Majmetasztazis jelenléte korrelal a
Y fokozott Rictor-expresszioval, az
Bérdaganatok Melanoma . mTORC?2 gatlasa csokkentheti a 146, 49]
metasztazisképzést.
46-78% expresszio (IHC), Fokozott Rictor-expresszio
Gyomordaganat 38% amplifikacio (FISH) | osszefiigg a terapiarezisztenciaval, [40, 50, 51]
Hasnyalmirigy-daganat - a rosszabb prognézissal és a [44, 49]
Emésztorendszeri n : rovidebb teljes tuléléssel. Az
Hepatocellularis carcinoma, o . S . S
daganatok cholangiocarcinoma 40-43% expresszié (IHC) | mTOR-gatlé ke'zelesek"elonyosek [40, 52, 53]
— - - - — lehetnek mas kezelészerek
Nyel6esé laphamcarcinoma 70% expresszio (IHC) kombinaci6javal (pl.: EGFR-gatl6k, [42]
Vastagbéldaganat 58% expresszio (IHC) platinaalapu kemoterapia). [40, 54-57]
Her2+, Luminal A/B, tripla . .
Suminal VB, TIPIA |37 5094 expresszio (IMC) | Fokozott mTORC2-aktivitas [34, 58-60]
. negativ emlécarcinoma R
Emlédaganatok X T emelkedett metasztazisképzddéssel
Metasztat} us em Ofiaganat - ¢és rosszabb prognozissal asszocialt. [61]
(nyirokcsomo)
- 70% expresszio (IHC) - [62-64]
Fej-nyaki daganatok HPV-vel osszefliggd : Fokozott Rictor-expresszio a [65]
szajiiregi laphdamcarcinoma rosszabb prognozissal asszocialt
Fokozott mMTORC2-aktivitas
Hugyholyagdaganat - hatéssal lehet a hugyholyag [66]
Hugyuiti és férfi genitalis daganatsejtek invazios képességére.
traktus daganatok Rapaldgokkal szembeni
Vesedaganat 47% expresszio (IHC) rezisztencia és a fokozott [36, 40, 67, 68]

Kozponti idegrendszeri

mTORC?2 potencialis terapias

daganatok Glioma, glioblastoma - célpont lehet. [69-73]
28% expresszio (IHC), 20%
- i [40, 74]
Lisvréss. & expresszio (Western blot) Magas mTORC2-aktivitis
agyrész- és Myxofibrosarcoma - kedvezétlen prognozissal [75]
csontdaganatok — .
Osteosarcoma 25% expresszio (IHC) asszocialt. [76]
Rhabdomyosarcoma 82% expresszio (IHC) [35]
14% expresszio (IHC), 6-
Kissejtes tidécarcinoma 15% amplifikacio - [32, 77-79]
(szekvenalas)
Mellkasi daganatok Lymphangioleiomyomatosis | 55% expresszio (IHC) - [80]
Metasztatikus tiidédaganat 66% expresszio (IHC) - [31]
Nem-kissejtes o -
tidScarcinoma 37%expresszié (IHC) - [31, 40]
Fokozott Rictor-expresszio korrelal
Noéi genitalis traktus — o . a betegség stadiumaval, a
daganatok Endometrium-daganat 44% expresszié (THC) metasztézisképzodéssel & a [81]
rosszabb prognozissal.
Leukemia és lymphoma
o (akut myeloid leukemia, akut Magas mTORC2-aktivitds rosszabb
Vérképzo- és lymphoid leukemia, krénikus . . .
. - . . - 43-63% expresszié (IHC) prognozissal asszocialt, az [82-87]
nyirokszervi daganatok |lymphoid leukemia, kronikus L1 .
. e mTORC?2 gatlasa eredményes lehet.
myeloid leukemia, diffuz
nagy B-sejtes lymphoma)
Egyéb daganatok Phaeochromocytoma 80% expresszio (IHC) - [88]

Az amplifikacion kiviil mas mechanizmusokat (pl.: glikozfiiggd acetilacio vagy
DNS-metilacio) is leirtak, amelyek szabalyozzak a Rictor-expressziot és ezaltal az
MTORC2-aktivaciot is [48, 89]; azonban ezek pontos feltarasahoz tovabbi vizsgalatok

sziikségesek.
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1.3.1. A Rictor jelentésége a tumorsejtek epithelialis-mesenchymalis

erer

Az epithelialis-mesenchymalis atmenet (EMT) soran az epithelialis sejtek
fenotipusa megvaltozik, és mozgékony, invaziv mesenchymalis sejtekké alakulnak. Az
EMT folyamatat a citoszkeletalis struktarak, valamint a sejtek alakjat és mozgékonysagat
szabalyozé génexpresszidos ¢és jelatviteli halozatok valtozasai tamogatjak [90]. A
mesenchymalis-epithelialis atmenet (MET) ennck a folyamatnak a forditottja, melyben a
sejtek visszanyerik epithelialis tulajdonsagaikat. Az EMT elOsegiti a tumorsejtek
eljutva metasztazisokat képezzenck, ahol a MET soran visszaallitjak az eredeti,
novekedésre képes epithelialis fenotipusukat [91, 92].

A Rictor és az mTORC2 kozponti szerepet jatszik ezekben a folyamatokban, az
aktin citoszkeleton atrendez6désének szabalyozasan keresztiil, befolyasolva a sejtek
migraciojat [49, 54, 91, 93, 94]. Glioblastoma sejtekben kimutattak, hogy a RICTOR
kiiitése és ezaltal az mTORC2 inaktivalasa jelent6sen csokkentette a tumorsejtek
valamint a Rictor nuklearis relokalizacioja is fontos szerepet jatszik az EMT
folyamataban [96].

A TGFBl a novekedés, a differencialodas és az epithelialis atalakulas
kulcsfontossagl szabalyozdja a tumorigenezisnek, tobbek kozott kolcsonhatasba 1ép a
PIBK/AKt/mTOR jelatviteli Gtvonallal is [90, 93]. Egyre tobb adat all rendelkezésre,
miszerint a TGFB1-indukalt EMT folyamataban az ILK is alapvetd szerepet jatszik, a 3-
integrinek citoplazmatikus doménjének és az aktin citoszkeleton kapcsolatanak
kialakitasaban. Az ILK a Rictorral kolcsonhatasba lépve egy ILK/Rictor-komplexet
alkot, tovabba képes foszforilalni a Rictor 1135. treonin aminosavat, aminek
eredményeként a foszforilalt Rictor reagalni tud a novekedési faktor stimulusokra [93,
97-99]. Az ILK és a RICTOR gének kiiitése gatolja a TGFBl-indukalt EMT-t
tumorsejtekben in vitro, ami kiemeli az ILK/Rictor-komplex alapvetd szerepét az EMT
folyamataban. Az ILK/Rictor-komplexet eddig csak daganatos sejtekben irtak le, normal
sejtekben nem, igy igéretes célpontot jelenthet a jovObeni célzott terapidk szamara [38,

93].
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1.3.2. Tovabbi Rictor-asszocialt fehérjekomplexek

A legtijabb kutatasok szerint a Rictor az mTORC2 mellett mas fehérjekomplexek
része is lehet, amelyek potencidlisan onkogén vagy tumorszuppresszor tulajdonsagokkal
rendelkeznek. A mar emlitett ILK/Rictor-komplex mellett a Rictor tovabbi
partnermolekuldi kozé tartozik a Culin-1, amely komplex formdban noveli az E3
ubiquitin-ligaz aktivitasat, elésegitve a mTORC?2 altal szabalyozott SGK1 lebomlasat
[100]. Egy masik Rictor-asszocialt komplexet human glioma sejtekben azonositottak,
amely a tetraspanin 8 és az integrin o3 fehérjékkel kapcsolddik. Az eredmények alapjan
ez a komplex kulcsfontossagu az mTORC2 0Osszeszerelddéséhez, aktivaciojahoz és a
glioblastoma sejtek migraciojahoz [101]. A Rictor/FBXW7-komplexet, amely
tumorszuppresszor  tulajdonsagokkal rendelkezik, vastagbéldaganat sejtekben
azonositottak. Ezek a komplexek onkologiai jelentdségli szabalyozé fehérjék (pl.: c-Myc,
ciklin E) lebontasaban vesznek részt [102]. Tovabbi Rictor partner fehérje lehet a Myolc
miozin is, ami a paxillin aktivalasaval befolydsolja a kortikélis aktin filamentumok
atrendez6dését [103]. Vesedaganatok esetében irtak le, hogy a Rictor kdlcsonhatasba
1éphet a PDCD4 fehérjével is, ami gatolhatja az mTORC2-t, ezaltal szabalyozva a
tumorsejtek invazios képességét [104]. A Rictor és a PKC( egyiittes lokalizaciojardl is
beszamoltak emlddaganatokban; komplexiik kulcsfontossagu szerepet jatszik a
tumorsejtek kemotaxisaban és metasztazisok kialakulasaban [105]. A fentiek
megerdsitik, hogy a Rictor multifunkcionalis vazfehérjeként mitkddhet, igy az mTORC2-
tol fiiggetleniil is befolyasolhat biologiai folyamatokat [27, 38]. Tovabbi vizsgalatok

sziikségesek azonban ezen fehérjekomplexek klinikai jelentdségének tisztazasadhoz.

1.3.3. ARICTOR-amplifikacio, a Rictor-expresszio és az mTORC2-aktivitas

vizsgalatanak médszerei

Az elmult évtizedben az mTOR-utvonal elemeit érintd genetikai eltérések kozott
jellemzésre keriilt a RICTOR-amplifikdcio, melynek jelenléte magas mTORC2-
aktivitassal fiigghet Ossze és a PISK/mTOR/Akt-titvonal hatékony gatlasanak egyik
prediktiv markere lehet. A diagnosztikai folyamatban jelenleg a RICTOR-amplifikacio

,»gold standard” validalasi médszere a fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH). A gén
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kopiaszamaban bekovetkezd esetleges valtozasokra azonban a szekvenalassal (pl.:
ujgeneracios szekvenalas — NGS) vagy a Droplet Digital PCR-rel (ddPCR) végzett
vizsgalatok eredményei is felhivhatjak a figyelmet. Az amplifikacidval 6sszefliggésben a
fokozott Rictor fehérjeexpressziot IHC és ICC modszerekkel is értékelhetjiik. Az Akt
fehérje 473-as szerinjének foszforilalasaért kizardlag az aktiv mTORC?2 felelds, igy a p-
Akt (Serd473) fehérje mennyiségének emelkedése egyértelmii jele ¢és egyben kivalo
markere is a fokozott mTORC2-aktivitasnak [32, 106].

1.4. Tiidédaganatok kialakulasanak, progressziojanak genetikai hattere és az

ezzel dsszefiiggd mTOR-aktivitast érint6 valtozasok

1.4.1. A tiidédaganatok incidenciaja

A tiidédaganat vilagszerte az egyik leggyakrabban diagnosztizalt daganatos
megbetegedés, magas morbiditasi és mortalitasi rataval [107]. A tiidédaganatok
gyakoribb megjelenése a gazdasagilag fejlettebb régiokban foként a kockazati tényezok,
példaul a dohényzas és a légszennyezettség, nagyobb aranyu jelenlétének tulajdonithato.
Egyéb rakkeltd anyagok mint az azbeszt, a radon, a berillium és a kadmium, illetve
bizonyos léguti betegségek (pl.: kronikus obstruktiv tiidobetegség, asztma) IS
eldsegithetik a tiidédaganatok kialakulasat [108].

A GLOBOCAN (www.gco.iarc.fr/en) legfrissebb adatai szerint 2022-ben tobb
mint 2,4 milli6 0 tiidodaganatos esetet regisztraltak, ami az Osszes daganatos
megbetegedés 12,4%-4t €s a daganatos megbetegedések miatti haldlozasok 18,7%-at
jelenti. Magyarorszagon is a tiidédaganatok vezetik a daganatok okozta halalozasi
statisztikat (26,1%); 2022-ben a koriilbeliil 66 000 Gj daganatos megbetegedés 14,9 %-a
tiildédaganat volt [109].

A magyarorszadgi adatok vonatkozasdban leginkabb az Orszagos Koranyi
Pulmonoldgiai Intézet 2024-es évkonyve, a Koranyi Bulletin tekinthetdé mérvadonak,
amely a 2023-as epidemiologiai adatokat foglalja 6ssze. 2023-ban 3 646 volt az j esetek
szama, mig az Osszes regisztralt betegszam kozelitett a 20 000-hez. Az 0j esetek szama
évek oOta folyamatos csokkenést mutat, ami nem a tényleges orszadgos betegszam

csOkkenését jelzi, hanem tovdbbra is a COVID-19 pandémia hatasait tiikrozi. A
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mortalitasi adatok esetében a 2022-es év adatai érhetOk el, ebben az évben a tiidorak 7
760 beteg halalat okozta. A tlidédaganatos betegségek jelentds része elsOsorban az
id6sebb korosztalyban fordult el6, az incidencia 40 év felett indul és 60-70-es korban éri
el a maximumot. Az Gjonnan regisztralt betegek tobb mint 40%-a IV-es stadiumba volt
sorolhat6. A daganattipusok megoszlasa az utobbi években nem valtozott jelentdsen; a
betegek kozel felénél adenocarcinomat, kozel negyedénél laphamcarcinomat, és 15%-
anal kissejtes tiidocarcinomat (SCLC) diagnosztizaltak. A terapias beavatkozasok aranya
sem valtozott az utdobbi években; a kemoterapia (46%), a reszekcido (29%) és a
sugarkezelés (22%) jelentik a f6 kezelési iranyvonalat, azonban az immunterapia és a

célzott kezelések szama novekvo tendenciat mutat [110].

1.4.2. A tiidédaganatok tipusai, osztalyozasai

Korabban a tiidédaganatok osztilyozasa elsGsorban patomorfologiai eltérések
alapjan tortént, a jelenlegi klasszifikacioban azonban genetikai és fehérjeexpresszios
eltérések is fontos szerepet kapnak. A 2021-ben frissitett WHO klasszifikacié (Thoracic
Tumours — WHO Classification of Tumours, 5th Edition, Volume 5) 6sszhangban van a
genetikai jellegzetességek daganatok kezelését befolyasold jelentdségével, tovabba
figyelembe veszi az 0j célzott terapiakhoz sziikséges molekularis eltéréseket is [111].

A tiidédaganatok tobbsége epithelialis eredetil, ezek leggyakoribb altipusai a
kovetkezok: adenocarcinomak, laphamcarcinomak, nagysejtes carcinomak, sarcomatoid
carcinomak ¢és nyalmirigy tumorok. A tiidédaganatok masik nagyobb csoportjat a
neuroendokrin (NE) tumorok alkotjak, melyek kozé tartoznak a kissejtes tiidécarcinomak
(SCLC) is [111].

A korabbi klasszifikaciok kiilon csoportokba soroltdk a nem-kissejtes
tiidécarcinomakat (NSCLC) és az SCLC-ket. Bar a legfrissebb klasszifikacio mar nem
hasznalja ezeket az alcsoport-megnevezéseket, a gyakorlatban még mindig sokan
alkalmazzdk Oket, mivel fontos szerepet jatszanak a mindennapi klinikai
dontéshozatalban. Az NSCLC-K az dsszes tiidddaganat ~80%-at teszik ki, kozottiik az
adenocarcinomak aranya ~60%, mig a laphamcarcinomak aranya tovabbi ~40%, az
esetek kis hanyada a nagysejtes carcinomak k6zé sorolhat6 [112-114]. A tiidédaganatok

kozel 20%-at az NE-daganatok alkotjak, amelyek négy {6 altipusba sorolhatok: tipusos
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carcinoid (TC), atipusos carcinoid (AC), SCLC és nagysejtes (LCNEC) neuroendokrin
tiidocarcinoma [115, 116]. A carcinoid tiidédaganatok alacsonyabb malignitastiak, az
SCLC-k és a LCNEC-k magasabb malignitastiak és kedvezbtlenebb prognodzissal
tarsulnak [117]. Az NE-eredet chromogranin A, a synaptophysin, a CD56 és az INSM-1
immunfestésekkel igazolhatdé [118, 119]. Tovabba az NE-tumorok grade-jének
meghatdrozasaban fontos szerepet jatszik a mitotikus aktivitds (mitdzisok szama) és a
nekrozisok értékelése. Kis biopszias mintak esetében, amikor a morfologiai jellemz6k
vizsgalata nehézségekbe iitkozik, a Ki67 proliferaciés marker hasznalata is javasolt,

azonban nem ez képezi a szovettani diagnozis alapjat [120].

1.43. A tiidédaganatok leggyakoribb ,driver” mutacioi és az mTOR

jelatviteli utvonalat érint6 genetikai eltérései

A célzott terapiak a daganatok specifikus onkogén mutacidira fokuszalva, a
genetikai valtozdsokkal Osszefliggd, elsdsorban fehérjeszintli molekularis célpontok
tamadasat teszik lehetévé. Az elébbiek gyors tumorregressziot eredményezhetnek, és az
esetek tobbségében a mellékhatasok is konnyebben toleralhatok. Ennek eredményeként a
daganatkezelési stratégiak az egyéni mutaciok azonositasara €s azok specifikus célzasara
Osszpontositanak [121]. A célzott terapiak térhoditasa szorosan Osszefiiggott a
molekularis alapu diagnosztikai (pl.: NGS, FISH) és patoldgiai (pl.: THC) eljarasok
fejlodésével is [122, 123]. Az NGS-sel végzett mutacios profil feltérképezése szamos
daganat esetében valt standard diagnosztikai eszkozzé [124]. A legtobb daganattipus
esetében (beleértve a tiidodaganatokat is) specifikusan sziikitett diagnosztikai NGS
génpaneleket dolgoztak ki, racionalizdlva a koltségeket. Az aldbbiakban bemutatasra
keriilnek a tiidédaganatokban leggyakrabban el6forduldo mutaciok, amelyek egyben a
diagnosztikai génpanelek fontos elemei is.

A tiidédaganatok progresszidjaban kulcsfontossagii a ,,driver” mutaciok
kovetkeztében akitvalodd onkogének és inaktivalodd tumorszuppresszorok hatasa. A
tiidédaganatok 46%-ban eléforduldé TP53 gén inaktivald mutacidja az SCLC-kben a
legjellemzdbb, de a rosszabb prognozissal dsszefiiggésben az EGFR-mutans NSCLC-ben
is gyakran kimutathatd (pl.: Osszefliggést mutat az EMT fokozodasaval és a betegség

progresszidja soran megjelend terdpiarezisztenciaval). A p53 tumorszuppresszor
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fehérjének szerepe van a DNS-javitd mechanizmusok aktivalasaban, a sejtciklus
gatlasaban, valamint szamos metabolikus folyamat szabalyozasaban is [125-128]. A
mutans p53 a rezisztenciamechanizmusok kialakulasaval Osszefiiggésben fokozza a
KRAS-mutacié vezérelt onkogén folyamatokat (pl.: mikrokornyezeti hatasoktol fiiggd
autofagias mechanizmusokat), segitve a daganatsejtek talélését és a tumorprogressziot
[129].

Az NSCLC-k egyik leggyakoribb mutacioja a KRAS-mutacid (25-30%), amely
kizarja az EGFR-mutaci6 jelenlétét. A KRAS-mutacié dontd tobbségében a 12-es kodont
(90%), a 13-as kodont (2-6%) ¢és ritkabban a 61-es kodont érinti [130, 131]. Fiziologias
koriilmények kozott a KRAS gén altal kodolt Ras guanozin-trifoszfataz fehérje aktiv
formaja kulcsszerepet jatszik az RTK-K intracellularis hatasainak (pl.. MAPK/ERK,
PI3K/AKt/mTOR jelatviteli utvonalak) tovabbitasaban. Amennyiben ez az aktiv allapot a
mutaciok kovetkeztében tartoéssa valik, az utvonalak folyamatos ligand-fiiggetlen
aktivitasat eredményezi, amely fokozza a proliferaciot, eldsegiti a progressziot, az
anyagcsere-valtozasokat, a migracios és az anti-apoptotikus folyamatokat [130, 132].

A BRAF szerin-treonin protein-kinazt kodoldé gén mutacioja, a KRAS-hoz
hasonloan, a MAPK/ERK-utvonal aktivalasaban jatszik szerepet. Az NSCLC-k
koriilbeliil 3-5%-aban irtak le BRAF-mutaciokat, szinte kizarélag adenocarcinomakban,
ahol leggyakrabban a V60OE mutacio jelenik meg [133].

Az EGFR aktival6 mutacioi (leggyakoribb az L858R és a T790M pontmutacio)
az NSCLC-k 11%-aban fordulnak el6é; a KRAS-hoz hasonléoan hozzajarulnak a
MAPK/ERK ¢és PI3K/Akt/mTOR jelatviteli ttvonalak fokozott aktivalodasdhoz. Az
elébbi mutaciok meghatarozasanak kiemelt jelentésége van az EGFR tirozin-kinaz-gatlok
(EGFR-TKI) alkalmazasaban, amelyeket els6ként NSCLC-s betegek személyre szabott
csokkentheti az EGFR-TKI-k hatékonysagat, hosszatdvon az ugynevezett Szerzett
terapiarezisztencia kialakulasahoz vezethet [134-137].

Az ERBB2, mas néven HER2 onkogén mutacioja (az NSCLC-k 2-4%-aban fordul
eld, foként nem dohanyzé nékben) az EGFR-hez hasonldan a ndvekedési faktor receptor
fokozott autofoszforilacidja és dimerizacidja révén folyamatos nodvekedési szignal
aktivitast eredményez, ami kontrollalatlan proliferaciot valt ki a daganatsejtekben [138,

139].
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Az adenocarcinomak esetében tovabbi fontos ,,driver” mutaciok a ROS1- és az
ALK-transzlokaciok (kevesebb mint 5%), az RB1 (7%), az NF1 (11%), az STK11 (15%),
a KEAP1 (19%) és a CDKN2A (43%) gének inaktivalo, illetve a MET (7%) aktivalo
mutacioi [124]. Az SCLC-re jellemz6 tovabbi fontosabb genetikai eltérések kozé
tartoznak a sejtciklust szabalyozo gének (pl.: RB1), az anti-apoptotikus fehérjéket kodolo
gének (pl.: BCL2), valamint a DNS-hibajavitasban részt vevé gének (pl.: MYC, PARP)
mutacioi, amelyek Osszefiiggésben 4llnak a rosszabb progndzissal ¢és a
terapiarezisztenciaval [126, 140-144].

A jelatviteli halozatban, novekedési faktor utvonalakban egyéb onkogén vagy
tumorszuppresszor mutaciok is megjelenhetnek. A PTEN funkcioveszté mutécidja
(laphamcarcinomak 17%-aban, az SCLC-k 6%-aban fordul, ritka tiidédaganatokban
gyakoribb lehet) a rosszabb prognoézissal és fokozott recidiva eléfordulassal jar egytitt
[28, 145]. A TGF-jelatvitelben részt vevé SMAD4 gén mutaciodi is el6fordulhatnak egyes
metasztazisok képzését [146].

A PI3K/Akt/mTOR jelatviteli utvonal szabalyozasi zavarai a tiidédaganatok
patogenezisében is fontos szerepet toltenck be [28, 147]. Az mTOR-hiperaktivitas a
jelatviteli tvonalak genetikai eltérései (pl.: EGFR- vagy a KRAS-mutacid), onkogén (pl.:
PIK3CA, RICTOR, AKT1/3, TSC1/2, MTOR), valamint egyéb tumorszuppresszor (pl.:
PTEN, STK11) gének mutacidja révén is kialakulhat [148-150]. Az mTOR-utvonal
eltéréseinek  elofordulasi  gyakorisiga az  adenocarcinomakban  90%, a
laphamcarcinomakban 40% ¢és az SCLC-kben 36% (9. abra) [27, 28]. A RICTOR
génamplifikaci6 az egyik leggyakoribb genetikai eltérés az 6sszes szovettani altipusban.
El6fordulasat az adenocarcinomak 10%-aban, a laphamcarcinomak 15%-aban, illetve az
SCLC-k 12%-aban figyelték meg [77, 79].
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SCLC:

RICTOR (12%)
AKT2 (10%)
PTEN (6%)
MTOR (6%)
PI3KCA (3%)
AKT3 (2%)
TSC2 (2%)
AKTI (1%) Laphamcarcinoma:
TSCI (1%) PI3KCA (57%)
STKII (<1%) PTEN (17%)
RPTOR (<1%) y- RICTOR (15%)
| . | AKT2 (1%)
AKTI (4%)
Adenocarincoma: STK11 (3%)
STKI1 (18%) AKT3 (1,7%)
RICTOR (10%) TSCI (1,7%)
PI3KCA (7%) TSC2 (1,7%)
AKT3 (1%) MTOR (<1%)
PTEN (3%) RPTOR (<1%)
AKTI (2,2%)
AKT2 (1,3%)
75C2 (0,9%)
TSCI (0,4%)
MTOR (< 1Y n)

RPTOR (<1%)

9. abra Az mTOR-utvonal genetikai eltéréseinek gyakorisaga a tiidédaganatokban. A
RICTOR-amplifikacio (piros szin) az egyik leggyakoribb genetikai eltérés az Gsszes
szovettani altipusban. Az adenocarcinomak és a laphamcarcinomak esetében a mutacios
adatokat a cBioPortal (www.cbioportal.org) adatbazis TCGA Firehose Legacy
adatkészletébdl gytijtottiik. Az SCLC-re vonatkozé adatok kiilonbozd kozleményekbdl
[28, 78, 126, 151-153], illetve a cBioPortal adatbazisbol szarmaznak [27]. A réviditések

magyardzata a Roviditések jegyzéke cimii fejezetben talalhato.

1.4.4. A Kissejtes tiidécarcinoma jellegzetességei, ij molekularis szubtipus

besorolasai és célzott terapias lehetoségei

A leggyakoribb NE-tiidédaganatok az SCLC-k (a tiidédaganatok 15%-a) [154],
megjelenésiik erds Osszefliggést mutat a dohanyzassal [155]. Az SCLC magas
proliferacios rataval, korai metasztazisképzodéssel és rossz prognodzissal jellemezhetd, a
betegek tulélése honapokban mérhetd (az 5 éves tulélés 5% alatti). Az SCLC-k esetében
az agyi attétek gyakoriak, és mar a betegség korai szakaszaban kialakulhatnak [156, 157].

Az SCLC-k kezelésekor miitétre csak nagyon ritkan kertil sor, leginkabb a korai

stadiumokban (T1-2, NO), nyirokcsoméérintettség hianyaban [158], mivel a betegek
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tobbségében a diagndzis idépontjdban mar kialakult metasztazis (pl.: agy, ma4j, csont,
mellékvese) figyelhetd meg [159, 160]. Az SCLC-k kezelésében az elmult harom
évtizedben nem tortént jelentds eldrelépés, az elsGvonalbeli kezelés tovabbra is a kemo-
radioterapia (6 ciklus adjuvans platina-etoposide kezelés sugarterapiaval kombinalva),
amivel atlagosan 10 honapos talélés érhetd el [161, 162]. A legtjabb iranyelvek szerint
immunterapia alkalmazasara is van lehetdség, melynek kdszonhetden a 3 éves talélés
15%-ra emelkedett [163]. A betegek kezdetben jol reagalnak a citotoxikus kemoterapiara,
azonban néhany honapon beliil a betegek tobbségében terapiarezisztencia alakul ki, ennek
kovetkeztében a betegség progresszidja felgyorsul [164, 165]. Szamos klinikai
vizsgalatban tesztelték az ujabb tipust, masodik generacids kemoterapids szerek (pl.:
docetaxel, paclitaxel, vinorelbine) hatékonysagat, azonban ezek egyike sem valtotta be a
hozzajuk fizott reményeket [162]. A kezelésekkel szembeni rezisztencia kialakulasanak
hatterében all6 molekularis mechanizmusok feltérképezése ¢és prediktiv markerek
azonositasa tovabbra is jelent6s kihivast jelent a kutatok szamara [166].

Az elmult években szamos, célzott és immunellendrzépont-gatlé terapidn alapuld
klinikai vizsgalat igéretesnek bizonyult az SCLC-k kezelésében, néhany kivételtdl (pl.:
bevacizumab, sunitinib) eltekintve [167, 168]. A legtobb esetben a sikertelen eredmények
hatterében a prediktiv markerek, valamint a betegek specifikus szelekciojanak hianya allt
[162, 169]. A legigéretes eredmények a PARP- (pl.: veliparib, olaparib), a Bcl-2- (pl.:
obatoclax, AT-101), az aurdra-kinaz- (pl.: alisertib) és a DLL3-inhibitorok (pl.:
rovalpituzumab tesirine, tarlamatab) kemoterapiaval kombinalt hatasair6l érkeztek [170-
177]. Tovabba szamos klinikai vizsgalatot végeznek immunellendrzépont-gatlokkal (pl.:
durvalumab, pembrolizumab) monoterapiaban és kombinacidban kemoterapiaval és
egyéb célzott terapias kezelGszerekkel [178, 179].

A kozelmultban négy f6 molekularis szubtipust azonositottak az ASCL1 (SCLC-
A szubtipus), a NeuroD1 (SCLC-N szubtipus), a POU2F3 (SCLC-P szubtipus) és a YAPI
(SCLC-Y szubtipus) transzkripcios faktorok fokozott expresszidja alapjan [180]. Az
SCLC-A ¢és SCLC-N szubtipusok az NE-markerek magas expressziojaval egyiittesen
fordulnak el6, mig az SCLC-P és SCLC-Y szubtipusokat az NE-markerek alacsony
expresszidja jellemzi [181]. Tovabba leirtak egy 6tddik SCLC-szubtipust (SCLC-I) is,
amelyet gyulladasos mikrokornyezet és a citotoxikus T-limfocitakkal kapcsolatos gének
fokozott expresszioja [182], valamint alacsony ASCL1-, NeuroD1- és POUZ2F3-
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expresszio jellemez [183]. A transzkripcios faktorok alapjan torténd szubtipus besorolas
lehetéséget teremthet az NSCLC-ékhez hasonlo, célzott terapias készitmények ajanlasara.

A célzott terapiak hatékonysagat jelentésen befolyasolhatja az adott daganat
molekuléris szubtipus besoroldsa, mivel a kiilonb6z6 molekularis szubtipusok sajatos
terapias sebezhet6séggel rendelkeznek [184, 185]. Azonban szamos vizsgalat leirja, hogy
az SCLC-kben a progresszid soran egy allanddé dominans szubtipus helyett, a TP53, az
RB1 és a MYC mutacidi altal vezérelt dinamikus térbeli-idébeli evolucid torténik, ami
Osszefiiggésbe hozhatdé a kialakulo terapiarezisztenciaval (10. abra). A
kemoszenzitivebb, kevésbé agressziv SCLC-A szubtipusbdl, az egyre agresszivabb ¢és
kemorezisztensebb, metasztatikus jellemzokkel rendelkez6 SCLC-N ¢és SCLC-Y
szubtipusok felé haladva torténik a transzdifferenciacid [185-187].

Ieﬂ piak
mT('ﬂék
I Kemoterapia

TP53-mutacio
RBI-mutacio

MYC-mutacio

mTOR-utvonal
mutacioi

BIDUD[BAII ]

Neuroendokrin marker expresszio

SCLC-A SCLC-N SCLC-Y

Transzdifferenciacio

>

10. abra Terapias célpontok és kezelési lehetdségek az SCLC-K transzdifferencialodasa
soran. A transzdifferenciacio forditottan korrelal az esetek prevalenciajaval és a NE-
markerek expresszidjaval. A kemoterapiaval szembeni rezisztencia(sziirkével jelolve)
szinte minden esetben kialakul; azonban a parhuzamosan megjelené metabolikus és az

MTOR-utvonalat érintd valtozdsok tovabbi terdpias célpontokat jelenthetnek (kékkel
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jelolve) [185]. A roviditések magyarazata a Roviditések jegyzéke cimi fejezetben

talalhato.

A célzott terapiak a kiilonb6z6 szubtipusokra specifikusan alkalmazhatok. Az
SCLC-A szubtipusban magas Bcl-2- és DLL3-expressziot figyeltek meg, ami kiemeli a
célzott gatloszerek terapias jelentoségét ebben a szubtipusban [157, 188]. Az SCLC-N
szubtipusnal a fokozott Myc-expresszid kovetkeztében hatasos kezelés lehet az aurdra-
kinaz- és a CHK 1-inhibitorok alkalmazasa [175, 189]. Az IGF1R-t esszencialis kinazként
azonositottak az SCLC-P szubtipusban, ¢s az IGF1R-gatlo linsitinib kezelés jelentds anti-
proliferativ hatast mutatott a magas POU2F3 expresszioju SCLC-sejtvonalakon [190]. Az
SCLC-P szubtipus tovabba érzékeny lehet a PARP-gatlokra is [182]. Az alacsony NE-
marker expresszioju SCLC-szubtipusokra (SCLC-P, SCLC-Y) a fokozott immunsejt-
infiltracio, valamint az emelkedett PD-L1-, CD155- és IDO-expresszio jellemzd, amelyek
potencialis célpontokat jelentenek a kiilonbozé célzott és egyéb immunterapidk szdmara
[182, 191, 192]. Az utolsoként leirt SCLC-I szubtipus az SCLC-Y szubtipushoz
hasonloan érzékenyebb az immunterapiara [192].

Annak ellenére, hogy a PI3K/Akt/mTOR-utvonal eltérései gyakoriak az SCLC-
kben, csak korlatozott adatok allnak rendelkezésre az mTOR-aktivitas és az Gijonnan leirt
molekuléris szubtipusok kozotti sszefliggésekrdl. A fokozott proliferacios, invazios és
metasztatikus tulajdonsagokkal rendelkezé SCLC-Y szubtipusba tartozo sejtvonalakrol
leirtak, hogy magas érzékenységet mutatnak az mTOR-gatlo rapamycinre [193]. Tovabba
ebben a szubtipusban jellemzéen magasabb az mTOR-utvonal eltéréseinek gyakorisaga
is [185]. A kozelmultban a POU2F3-at a PISBK/AKT/mTOR jelatviteli Gtvonal egyik
potencialis ,,upstream” szabalyozojaként irtak le [194]. A POU2F3- és/vagy a YAP1-
pozitiv, kemorezisztens, erdsen metasztatikus tumorok és az mTOR-utvonal eltéréseket

mutatd SCLC-k kozotti 6sszefiiggések azonban még nem teljesen tisztazottak.
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1.5. Célzott terapias lehetéségek mTOR-hiperaktivitis és/vagy RICTOR-

amplifikacio jelenlétében

Az elmult évtizedekben szamos PI3K/Akt/mTOR-gatld hatdsossagat vizsgaltak
kiilonb6z6 daganatokban, azonban a klinikai vizsgalatok eredményei gyakran elmaradtak
a varttol. Ennek egyik lehetséges oka a megbizhat6 prediktiv markerek hidnya és ennek
kovetkeztében a nem megfeleld betegszelekcid. Az mTOR-gatlokkal szembeni
érzékenységet a jelatviteli utvonal specifikus genetikai eltérései (pl.: PIK3CA-mutaciok,
PTEN funkciovesztéses mutacié, AKT-mutaciok, RICTOR-amplifikacid), valamint az
utvonal elemeinek és aktiv célmolekulainak (pl.: Rictor, p-S6, p-Akt) fokozott
expresszioja jelezheti. Ezek a markerek szoveti szinten jol értékelhetdk, és jelenlétiiket
vagy hianyukat figyelembe kell venni célzott terapiak tervezésekor [150, 195].

A jelenleg elérhet6 MTOR-gatlok hatasmechanizmusuk alapjan harom f6
kategoriaba sorolhatok: 1.) az allosztérikus mTOR-gatlok, 2.) ATP-vel kompetitiv, kettOs
MTORC1- és mTORC2-gatlok; 3) dual kinaz-gatlok, amelyek nemcsak az mTOR-kinaz
aktivitasat, hanem mas kinazok aktivitasat is gatoljak a jelatviteli itvonalban [16].

Az allosztérikus mTOR-gatlok kozé tartozik a legismertebb mTOR-gatld, a
rapamycin (mas néven sirolimus) ¢és szarmazékai (pl.: temsirolimus, everolimus),
melyeket a 2010-es évekt6l szamos daganattipusban (pl.: emld-, vese-, lagyrész és
kozponti idegrendszeri daganatok) alkalmaznak valtozé eredménnyel [196-198]. A
rapalogok az FKBP12 fehérjén keresztiil kotddve mTOR-kindz FRB doménjéhez gatoljak
az mTORC1-aktivitasat. A két mTOR-komplex kozotti szerkezeti kiilonbségek miatt
(lasd 1.2.2. fejezet) a rapamycinnek ¢és a rapalogoknak nincs kozvetlen hatdsa az
MTORC2-re. Az mTORC1-gétlok azonban megszakithatjdk az mTORC1/S6K1 altal
iranyitott negativ visszacsatolast, igy kozvetett modon a PI3K-n és az mTORC2-n
keresztiil a komplex ,,downstream” aktivaciojat okozhatjak [199].

A rapalogok mellett az ATP-vel kompetitiv, kettés mTORC1- és mTORC2-gatlok
(pl.: sapanisertib, vistusertib) fejlesztése is zajlik. Folyamatosan jelennek meg olyan dual
kinaz-gatlok, amelyek nemcsak az mTOR-kinazt, hanem mas kinazokat (pl.: PI3K) is
gatolnak a jelatviteli halozatban (pl.: paxalisib, samatolisib). Specifikus Akt-gatlok (pl.:
capivasertib, afuresertib) hatasainak vizsgalata is zajlik fazis Il-es és IIl-as Klinikai

vizsgélatokban. Az el6bbieken tul harmadik generacios mTOR-gatlokat (pl.: RapaLink-
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1) is fejlesztenek, melyeket kiilonb6zé eldrehaladott daganatokban (pl.: vese-,
emlddaganatok, kopenysejtes és egyéb ,,high grade” lymphomak) tesztelnek [16, 200]. A
jelenleg hasznalatban és klinikai fazisvizsgalatokban 1évé PI3K/Akt/mTOR-gatlokat 2.

tablazat foglalja 6ssze.

2. tablazat A PI3K/Akt/mTOR-gatlok alkalmazasa kiilonboz6 daganattipusokban a
GlobalData adatbazis (www.globaldata.com, lekérdezés datuma: 2024.07.29.) alapjan.

Legelorehaladottabb
Célpont Hatéanyag Daganattipus klinikai vizsgalati fazis és Statusz
azonosité
PI3K-gatlok
AZD8186 Szolid tumor Fazis I — NCT04001569 Aktiv
buparlisib (NVP-BKM120) Fej-nyaki daganat Fazis 111 — NCT04338399 AKktiv
duvelisib Leukemia, lymphoma - Forgalmazva
copanlisib Lymphoma - Forgalmazva
MEN1611 (CH5132799) Colorectalis daganat Fazis I1 — NCT04495621 Aktiv
Nem alegység-specifikus tenalisib (RP6530) Eml6daganat Fazis I — NCT05021900 Aktiv
PI3K-gatlok Fazis I1 — NCT04324879,
NCT04355520,
Eml6-, endometrium-daganat, NCT04398953,
TQB-3525 leukemia, lymphoma, petefészek- NCT04610970, Aktiv
daganat NCTO04615468,
NCT04808570,
NCT04836663
(él\sil_lillg) Emlédaganat - Forgalmazva
. Fazis [ — NCT04586335, .
CYH-33 (HHCYH-33) Szolid tumor NCT04856371 Aktiv
PI3Ka-gatlok inavolisib (GDC-0077) Emlédaganat Fizis 11l — NCT04191499 Aktiv
serabelisib (INK-1117) Szolid tumor Fazis 11 — NCT04073680 AKtiv
taselisib Lymphoma, myeloma, szolid | 0 . 1 NCT02465060 Akt
tumor
PI3KB-gatlok GSK2636771 Lymphoma’u:'r‘g’sr")ma' s20lid 1 p4is 11— NCT02465060 Aktiy
PI3Ky-gatlok eganelisib (IP1-549) Eml6-, vesedaganat Fazis I1 — NCT03961698 Aktiv
amdizalisib (HMPL-689) Lymphoma Fazis I1 — NCT04849351 Aktiv
idelalisib Leukemia, lymphoma - Forgalmazva
I0A-244 Lymphoma, melanoma, szolid iy NCT04328844 Aktiv
tumor
Fazis I — NCT04370405,
NCT04379167,
linperlisib (YY-20394) Lymphoma NCT04500561, AKktiv
NCT04705090,
PI3K§-gatlok NCT04948788
Fazis I1I — NCT04551053,
. —— NCT04551066, .
parsaclisib (INCB50465) Lymphoma, myelofibrosis NCT04796022. Aktiv
NCT04849715
SHC014748 (SH-748) Lymphoma Fazis E‘ or &i;gfff 1089, Aktiy
umbralisib Lymphoma - Forgalmazva
zandelisib (PWT-143) Lymphoma Fazis [I1 — NCT04745832 Aktiv
Kiilonbz célpontok AMG319 (ACP—319)_, AZI_D—_8835, dezapelisib (NCI_3?040093), nemiralisib_((_35K2269557), pictilisib IsrPeretIen/
(GDC-0941), pilaralisib, SAR260301, seletalisib (UCB-5857), sonolisib, ZSTK-474 stb. felfiiggesztett
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Legelérehaladottabb
Célpont Hatéanyag Daganattipus Kklinikai vizsgalati fazis és Statusz
azonosité
mTOR-gatlék
. Emlé-, endokrin-, kézponti
everolimus . . - Forgalmazva
Allosztérikus mTOR- idegrendszeri, vesedaganat
gatlok sirolimus Lymphangioleiomyomatosis - Forgalmazva
temsirolimus Vesedaganat - Forgalmazva
CC-115 Kozponti idegrendszeri daganat | Fazis I — NCT02977780 Aktiv
Fazis 11 — NCT03591965,
. . NCT04337463
onatasertib (ATG-008 Szolid tumor ' Akti
ATP-vel kompetitiv, ( ) NCT04518137, v
kettés mTORCI- és NCT04998760
mTORC2-gatlok i
gatio sapanisertib (MLN0128) "ympmma’tﬁ;"’ma' szolid | i 11— NCT02465060 Aktiv
. . ., Fazis 11 — NCT02664935, ,
vistusertib Tiidédaganat NCTO03334617 Aktiv
Kiilonbizb célpontok AZD80S5, ridaforolimus (MK-8669) stb. Ismeretlen/
felfiiggesztett
Akt-gatlok
. . Fazis 11 — NCT04060394, ,
afuresertib Petefészek-, prosztatadaganat NCT04374630 Aktiv
Fazis III — NCT03997123,
. . R NCTO04305496, .
capivasertib Eml6-, prosztatadaganat NCT04493853, Aktiv
NCT04862663,
Fazis 11l — NCT03072238,
NCTO03337724,
Pan-Akt-gatlok ipatasertib Emlé-, prosztatadaganat NCT04060862, Aktiv
NCTO04177108,
NCT04650581
PR, Fazis I — NCT01042379, p
MK-2206 Eml6-, tidédaganat, thymoma NCT01306045 Aktiv
TAS-117 Szolid tumor Fazis I — NCT04770246 Aktiv
triciribine (PTX-200) Leukemia Fazis II — NCT02930109 Aktiv
. . Fazis I1 — NCT01902173, ;
uprosertib Myeloma, szolid tumor NCT01989598 Aktiv
Kiilonbsz6 célpontok COTI-2, LY-2503029, perifozine stb. Ismeretlen/
felfiiggesztett
[Duil kinaz-gatlok
. B Fazis I — NCT03698383, .
) on gedatolisib Emlédaganat NCT03911973 Aktiv
Duak;?zl—(g-;it:rziko ) paxalisib Kozponti idegrendszeri daganat | Fazis IIl — NCT03970447 Aktiv
. . Fazis 11 — NCT03155620, .
samotolisib Lymphoma, szolid tumor NCT03213678, Aktiv
il TR - . Ismeretlen/
Kiilonbzd célpontok apitolisib, bimiralisib (PQR309), dactolisib, SF1126, voxtalisib stb. felfiiggesztett

Az mTORC1-aktivitas megdrzését biztositd specifikus, hatékony és szelektiv
MTORC2-gatlok fejlesztése tovabbra is kihivast jelent. Ezek koziil csak néhany, SIRNS-
technologian alapuld inhibitor (pl.: Rictor si-NP, JR-AB2-011) van preklinikai
vizsgalatokban [60, 201].

A PI3K/Akt/mTOR-utvonal hiperaktivacidja és a kedvezotlen prognézis kozotti
Osszefiiggés ellenére, a monoterapiaként alkalmazott mTOR-gatlok hatékonysaga nagyon
alacsony. Az mTOR-gatlok hagyomanyos kemoterapiaval/sugarterapiaval vagy mas
célzott terapidkkal valdo kombinalasa segitheti a daganatok érzékenyitését és a kezeléssel

szembeni rezisztenciamechanizmusok lekiizdését. Szamos kombinacids klinikai vizsgalat
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van folyamatban [202], azonban ezek alkalmazasat stlyos egyéni mellékhatasok

korlatozhatjak, amelyek enyhitése koriiltekinté onkologiai kezelést igényel [30, 203].

1.5.1. Az mTOR-gatlok fejlesztése tiidédaganatokban

A kiilonbozé MTOR- és kinaz-gatlok tesztelése tiidodaganatok Klinikai
fazisvizsgalataiban is megkezd6dott (3. tablazat). A PI3K-gatlok koziil az NSCLC-ben
jelenleg az a-alegység-specifikus alpelisib (BYL-719) és egyéb B-alegység-specifikus
gatloszer tesztelése zajlik [204]. Szamos tovabbi PI3K-gatlot (pl.: pictilisib (GDC-0941),
sonolisib) vizsgaltak tiidédaganatokban, azonban ezek a kezeldszerek nem mutattak
szignifikans javulast a progressziomentes talélésben. Jelenleg a dual PI3K-, mTOR-
kinaz-gatld gedatolisibet a CDK4/6-gatld palbociclibbel, illetve immunellenérzépont-
gatlokkal kombinalva tesztelik NSCLC-ben. A MEK-gatl6 selumetinibet kombinacioban
vizsgaljak a vistusertibbel ¢s a temsirolimussal NSCLC-ben és SCLC-ben, tovabba a

vistusertibet paclitaxellel kombinalva is tanulmanyozzak laphamcarcinomaban [27, 205].

Fontos kiemelni a 3. tablazatban felsoroltak kozill egy markeralapu
,ernyOvizsgalatot” (umbrella study) (NCT03106155), amely igéretes stratégiat kinal a
célzott terapiak tervezéséhez és értékeléséhez. A vizsgalatba a RICTOR-amplifikacios
statuszuk alapjan vontak be a betegeket, és a bevalogatott, RICTOR-amplifikacioval
rendelkez6 négy SCLC-s beteg koziil ketténél a vistusertib monoterapia kozel egy évvel
meghosszabbitotta a ttlélést [206].

37



3. tablazat A PI3K/Akt/mTOR-gatlok klinikai vizsgalatai tiidédaganatokban a GlobalData

adatbazis (www.globaldata.com, lekérdezés datuma: 2024.07.29.) alapjan.

Legelorehaladottabb klinikai

gatlok

Célpont Hatéanyag ( + kombinacio) Daganattipus vizsgilati fazis és azonosité Statusz
alpelisib NSCLC Fazis II — NCT04591431 Aktiv
eganelisib (IP1-549) + nivolumab NSCLC Fazis | — NCT02637531 Ismeretlen
GSK2636771 Tiidédaganat Fazis II — NCT02465060 Aktiv
PI13K-gatlok idelalisib + pembrolizumab NSCLC Fazis I/l — NCT03257722 | Felfiiggesztett
serabelisib (INK-1117) + Tiidédaganat Fézis U1l — NCT04073680 Ismeretlen
canagliflozin
taselisib Tiidddaganat Fazis II — NCT02465060 Aktiv
everolimus NSCLC Fazis I — NCT04591431 Aktiv
everolimus Neuroendokrin Fizis Il — NCT02687958 Aktiv
tild6carcinoma
everolimus + ceritinib NSCLC Fazis | — NCT02321501 Aktiv
everolimus + rametinib + Tiidodaganat Fazis Il — NCT04803318 Aktiv
Allosztérikus mTOR-gatlok lenvatinib
everolimus + VS-6766 Tiidédaganat Fazis [ — NCT02407509 Aktiv
nab-rapamycin + adagrasib NSCLC Fazis I/Il — NCT05840510 Aktiv
RAPA-201 Tiidédaganat Fazis I/Il — NCT05144698 Aktiv
sirolimus + epacadostat NSCLC Fazis | — NCT03217669 Aktiv
temsirolimus + selumetinib Tiidédaganat Fazis [ — NCT00600496 Aktiv
sapanisertib (MLNO128) + NSCLC Fazis | — NCT02503722 Aktiv
osimertinib
- iti 6 . . Fazis I — NCT02664935, .
Aﬂ:?ggé‘fzse;:?‘sl;‘g;‘_’s vistusertib NSCLC NCT03334617 Aktiv
gatlok vistusertib SCLC Fazis I[I — NCT03106155 Felfiiggesztett
vistusertib + durvalumab NSCLC Fazis I — NCT03334617 Aktiv
vistusertib + selumetinib NSCLC Fazis I/Il — NCT02583542 Ismeretlen
capivasertib Tidédaganat, NSCLC | ?rz(;; :é;o G'S’CJ 8%12762%’35 Aktiv, elkésziilt
ipatasertib Tiidédaganat Fazis I[1 — NCT02465060 Aktiv
Akt-gatlok ipatasertib + atezolizumab NSCLC Fazis I/Il — NCT03337698 Aktiv
ipatasertib + docetaxel NSCLC Fazis I1 — NCT04467801 Aktiv
MK-2206 + gefitinib NSCLC Fazis | — NCT01147211 Ismeretlen
Dudl PI3K-, mTOR-kindz- gedatolisib + palbociclib Laphamearcinoma Fazis [ — NCT03065062 Aktiv

Osszefoglalva, szdmos PI3K/Akt/mTOR-gitld van fejlesztés alatt. A korabbi

standard kezelési protokollok sikertelenségének egyik oka az empirikus alapt terapidk

alkalmazasa volt.

A jovObeni

terapiak hatékonysaganak javitasa

érdekében

elengedhetetlen a terapias dontéshozatalt segité prediktiv markerek azonositisa és a

betegek markeralapu szelekcioja a vizsgéalatokba torténd bevalasztas soran.
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2. CELKITUZESEK

A személyre szabott kezelések fejlodésével, a molekularis rutin diagnosztikai
modszerek elérhetéségével kiemelt fontossaguva valt a terapids célpontok feltérképezése
¢s validalasa a gyakori €s a ritka daganattipusokban egyarant. A mTOR jelatviteli Gtvonal
szabalyozasi zavarai, koztik a RICTOR-amplifikacio, szamos human daganattipusban
megfigyelhetok, kiilonosen a tiidodaganatok esetében. Az mMTOR-gatlok klinikai
felhasznalasanak eldsegitéséhez elengedhetetlen az mTOR-aktivitas jellemzése, valamint
tovabbi lehetséges prediktiv markerek azonositasa. Ezeknek megfeleléen célkitiizéseink
a kovetkezok voltak:

1. A RICTOR-amplifikacio eléfordulasanak vizsgalata kiilonboz6é daganatokban

¢s SCLC-kben.

a. Rutin diagnosztikai 500 génes NGS-sel kimutatott RICTOR gén
kopiaszam-valtozasok hatterében allo feltételezett amplifikacio
validalasa és fehérjeszintli vizsgalata FISH, ddPCR ¢és IHC
modszerekkel.

b. RICTOR-kopiaszam ¢és mTOR-aktivitdas valtozasanak vizsgalata
parositott betegmintakban az SCLC progresszidjaval dsszefliggésben.

2. Az mTOR-aktivitas, az egyre szélesebb korben elfogadott molekularis

szubtipus markerek ¢és a klinikopatologiai adatok osszefliggéseinek vizsgalata
primer és agyi metasztatikus SCLC-kben.

3. Human SCLC-sejtvonalakban az mTOR-aktivitas, valamint a RICTOR-

amplifikacio szerepének kisérletes vizsgalata.

a. PISK/AKt/mTOR-gatlok in vitro proliferaciogatld  hatasainak
vizsgélata a RICTOR-amplifikacié és mas az mTOR-jelatvitelt érintd
genetikai eltérésekkel osszefliggésben.

b. In vivo human SCLC xenograft tumorok mTOR-aktivitasanak, illetve
RICTOR-képiaszam valtozasanak vizsgalata kemoterapias kezelés és

tumorevolucidé modellezése soran.
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3. MODSZEREK

3.1. Vizsgalt betegcsoportok

3.1.1. Az ujgeneraciés szekvenalasi vizsgalatokba bevont betegek — NGS-

kohorsz

Retrospektiv vizsgédlatunkban 420 esetet elemeztiink, amelyek 2018 és 2022
kozott érkeztek intézetiinkbe (Semmelweis Egyetem Patologiai és Kisérleti Rakkutato
Intézet, Budapest, Magyarorszag), 500 génes rutin diagnosztikai NGS-vizsgalatok
elvégzése céljabol. A vizsgalatba bevont daganattipusok eloszlasat bemutato tablazat az

Eredmények részben (lasd 4.1.1. alfejezet) talalhato.

3.1.2. Kissejtes tildédaganatos betegek — SCLC-kohorsz

Az SCLC-vel kapcsolatos vizsgalataink soran primer (N = 50), agyi metasztatikus
(N = 50), valamint ugyanazon SCLC-s betegek parositott mintait (N = 14 x 2;
primer/primer, primer/agyi metasztazis vagy agyl metasztazis/agyli metasztazis
mintaparok szovetmintakbol ¢és tiidé/nyirokcsom6, nyirokcsoméd/hasnyalmirigy,
nyirokcsomd/rekeszizom, maj/maj mintaparok sejtblokk-mintakbol) elemeztiik. A
legtobb primer SCLC-minta biopszias mintavétel soran késziilt; vizsgalatunkba csak

olyan mintékat vontunk be, amelyek tumorfeliilete legaldbb 3 mm?

volt. Az agyi
metasztazisok sebészileg eltavolitott tumorok, vagy az esetek kisebb részében, nagyobb
méretll biopszids mintdk voltdk. A szovetmintdk 2006 ¢€s 2020 kozott érkeztek
intézetiinkbe. A sejtblokkbdl késziilt mintaparok esetében a mintavétel 2018-ban tortént
a Mayo Klinikan (Jacksonville, FL, USA). A diagnoézist a legtobb esetben cytokeratin

AE1/AE3, TTF-1, synaptophysin és chromogranin A IHC festések erdsitették meg.
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3.1.3. Szoveti multiblokkok készitése az agyi metasztatikus SCLC-

mintakbdl

A vizsgalt SCLC-esetek agyi metasztazisaibol (N = 50) szoéveti multiblokkokat
(TMA) készitettink TMA Master (3DHistech Kft.; Budapest, Magyarorszag)
segitségével. Az FFPE blokkokbdl a hematoxilin és eozin (H&E) festés alapjan
valasztottuk ki a reprezentativ teriileteket. A tumorminta méretétdl fiiggden 2-3 db 2 mm
atmér6ji szovethengert szhrtunk ki, amelyeket a recipiens blokkokba helyeztiink, igy
Osszesen 54 szovethengert tartalmaztak (6 x 9) az elkésziilt TMA blokkok. Az orientaciot
segité nem neoplasztikus majparenchiman kiviil, normal szoveti kontrollként agy, bor és

endometrium szovetmintakat is hasznaltunk.

3.2. Molekularis genetikai vizsgalatok

3.2.1. Ujgeneracios szekvenalas és bioinformatikai elemzés

Az NGS-kohorsz (N = 420) komprehenziv genomi profilozasa el6tt az FFPE
szovettani mintakban a tumorsejtek szazalékos aranyat (TC%) patologusok hataroztak
meg. Azokat a mintakat, ahol a TC% < 20 volt kizartuk a molekularis vizsgalatokbol. A
genomi DNS izolalasa a QIAmp DNA FFPE Tissue Kit-tel (QIAGEN GmbH; Hilden,
Németorszag) tortént. Az lllumina TruSight Oncology 500 High Throughput assay-hez
(TSO500 — Illumina; San Diego, CA, USA) a konyvtarkészitést és a szekvenalast
intézetiink molekularis laboratoriuméaban végezték az [llumina NextSeq 2000 platformon,
101 ciklusos ,,pair-end” szekvenalassal, a gyartd utasitasai szerint. A bioinformatikai
elemzéshez az Illumina TruSight Oncology 500 Local App (2.1 verzio) alkalmazast
hasznaltak. A nyers BCL fajlok letdltése utan a FASTQ generalasa a BCL Convert (3.8.2
verzid) szoftverrel tortént. A hgl9 referencia genomhoz a szekvenciaillesztést a Burrows-
Wheeler Aligner és a SAMtools segédprogramokkal végezték. A duplikalt leolvasasokat
leolvasas-0sszevond  elemzéssel  eltavolitottak, a kopiaszam-valtozas (CNV)
meghatarozasat pedig a CRAFT (Illumina) segitségével végezték bioinformatikusaink.

Tovabbi vizsgalatainkhoz és a RICTOR-amplifikacié validalasdhoz azokat az

eseteket valasztottuk ki, amelyekben a normalizalt RICTOR CNV-érték 3 vagy annal
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nagyobb volt (a normalizalt CNV-érték 2 az amplifikacio nélkiili sejtek és a ,,normal”,

nem amplifikalt, 2 génmasolatot tartalmazé szomatikus sejtek esetében).

3.2.2. RICTOR-amplifikacié vizsgalata fluoreszcens in situ hibridizacioval

Az NGS-kohorsz 3 < RICTOR CNV eseteinek (N = 37), az SCLC-kohorsz
parositott mintainak (N = 14x 2), a human SCLC-sejtvonalakbol (N = 8) késziilt
sejtblokkok és xenograft szovetblokkok (lasd 3.4.1. és 3.5. alfejezetek) 2-3 um vastag
FFPE-metszetein végeztik a ,,gold standard” validaciés modszernek szamitdo FISH-
reakciodkat.

Az els6 RICTOR FISH-vizsgalatok a Mayo Klinikan késziiltek az SCLC-kohorsz
parositott mintain, illetve a human SCLC-sejtvonalakbol késziilt sejtblokkokon a
kovetkez6 protokoll szerint. A metszeteket el6szor deparaffinaltuk és elkezeltiik (79°C,
25 perc; Vysis IntelliFISH Pretreatment SSC Solution — Abbott Molecular; Abbott Park,
IL, USA) majd emésztettiik (38°C, 25 perc; Vysis IntelliFISH Protease — Abbott
Molecular). Ezt kovetdéen a metszeteket a RICTOR gén (#RICTOR-20-OR — Empire
Genomics; Williamsville, NY, USA) és az 5. kromoszoma (Chr5) kontroll gén (#CHRO05-
10-GR — Empire Genomics) probakkal és a hibridizacios pufferrel (37°C, 2 6ra; Vysis
IntelliFISH Hybridization Buffer — Abbott Molecular) inkubaltuk. A hibridizaciot
kovetéen a metszeteket mostuk (73°C, 3 perc; Vysis IntelliFISH Post-Hybridization
Buffer — Abbott Molecular), végiil DAPI (Abbott Molecular) hattérfestést alkalmaztunk.

Kés6bb intézetiinkben is beallitottuk a RICTOR FISH-vizsgalatot az NGS-
kohorsz 3 < RICTOR CNV esetein, tovabba a human SCLC-sejtvonalbol inditott
xenograft kisérletek szovetmintain a kovetkezd protokoll szerint. A deparaffinalast és
citratos el6kezelést (79°C, 25 perc) kovetden a mintakat 10% pepszinnel emésztettiik
(37°C, 15 perc). Ezt kdvetden a hibridizaciot 85°C-on 10 percig, majd 37°C-on egy
éjszakan at végeztiik a ZytoLight SPEC RICTOR/5g31.1 Dual Color Probe (ZytoVision
GmbH; Bremerhaven, Németorszag) FISH-probaval. A mosasi Iépéseket (0,4 x SSC
puffer/0,1% NP-40 detergens, 72°C, 5 perc és 2 x SSC puffer/0,1% NP-40 detergens,
szobahOmeérséklet, 5 perc) kovetden DAPI (Vector Laboratories, Inc.; Newark, CA, USA)
hattérfestést alkalmaztunk.
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A reprezentativ teriiletek kivalasztdsa a H&E metszetek alapjan patologus
bevonasaval tortént. A FISH-reakciok értékelése a kivalasztott teriilet legalabb két
fluoreszcens mikroszkop (Leica DM5500 B — Leica Biosystems; Buffalo Grove, IL, USA
¢és Nikon Eclipse E600 — Nikon Corporation; Tokid, Japan), valamint Lucia Cytogenetics
Software (Laboratory Imaging, Praga, Csehorszag) hasznalataval. Az értékelés soran a
sejtmagonkénti jelszamok atlagat és a RICTOR/Chr5 vagy a RICTOR/5¢31.1 aranyt
hataroztuk meg. Azokat az eseteket, ahol az arany 2 vagy annal nagyobb volt RICTOR-
amplifikaltnak tekintettiik, mig azokat az eseteket, ahol az arany 2-nél kisebb, azonban a

RICTOR-képiaszam 4 vagy annal nagyobb volt bizonytalan esetként regisztraltuk.
3.2.3. RICTOR-képiaszam-valtozas vizsgalata Droplet Digital PCR-rel

Az NGS-kohorsz 3 < RICTOR CNV eseteiben (N = 37) a RICTOR-kopiaszam
valtozasanak vizsgalatat ddPCR-rel is elvégeztiik a korabban TSO500 NGS-analizishez
felhasznalt DNS-mintakkal (kb. 50 ng extrahalt DNS). Tovabba human SCLC-
sejtvonalak (lasd 3.4.1. alfejezet) RICTOR-kopiaszamanak meghatarozasahoz is ddPCR-
t alkalmaztunk. Ehhez sejtvonaltol fiiggéen 2-5 x 10° sejtbdl izolaltunk DNS-t a High
Pure PCR Template Preparation Kit (Roche; Basel, Svdjc) hasznalatival a gyarto
utasitdsainak megfelelden.

A PCR-reakciohoz a RICTOR FAM (Unique Assay ID: dHsaCNS608884235 —
Bio-Rad Laboratories, Inc.; Hercules, CA, USA) és az AP3B1 HEX (Unique Assay ID:
dHsaCP2500348 — Bio-Rad Laboratories, Inc.) probakat hasznaltuk. A dropleteket a Bio-
Rad Automated Droplet Generator segitségével allitottuk eld, és az emulgeéalt PCR-
reakcidkat Bio-Rad C1000 Touch Thermal Cyclerrel futtattuk meg (95°C 10 perc, 40
ciklus: 94°C 30 masodperc, 60°C 1 perc és 98°C 10 perc). A dropleteket a Bio-Rad
QX200 Droplet Reader és a QuantaSoft szoftver (1.7 verzid) segitségével olvastuk le és
elemeztiik. A kapott eredményeket az FFPE-mintak TC%-aval normalizaltuk az alabbi
képlettel (képletet 40%-os tumortartalom alatt nem hasznaltuk a fals pozitiv esetek

kizarasa érdekében) [207]:

RICTOR/AP3B1
*k

Normalizalt RICTOR/AP3B1 — arany = TCo
0
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Azokat az eseteket, ahol a normalizalt RICTOR/AP3B1-arany nagyobb mint 2
volt, RICTOR-amplifikalt eseteknek definialtuk (RICTOR/AP3Bl-arany 1 az
amplifikacioé nélkiili sejtek és a ,,normalis”, nem amplifikalt 2 génmasolatot tartalmazo

szomatikus sejtek esetében).

3.3. Fehérjeexpresszios vizsgalatok

3.3.1. Az mTOR- és molekularis szubtipus markerek immunhisztokémiai

vizsgalata

Az IHC-festésekhez az FFPE-szovetmintak és TMA-blokkok 2-3 pum vastagsagt
metszeteit hasznatuk. A deparaffinalast és endogén-peroxidaz blokkot (perjodsav,
natrium-borohidrid, majd 10% H>O.-t tartalmazé metanol) kovetden antigén-feltarast
végeztiink kuktaban, 30 percig 10 mM citrat pufferrel (pH 6). A blokkolast kovetden a
mintakat az els6dleges ellenanyaggal inkubaltuk (az alkalmazott antitestek teljes listajat
a 4. tablazat tartalmazza), majd Novolink Polymer (Leica Biosystems; Deer Park, IL,
USA) masodlagos detektaldé rendszert alkalmaztunk ¢és a reakcidt 3.,3’-
diaminobenzidinnel (Dako Liquid DAB+ Substrate Chromogen System — Aligent
Technologies, Inc.; Santa Clara, CA, USA) tettiik lathatova. Hattérfestésként
hematoxilint alkalmaztunk. A metszetek archivalasat és kiértékelését a Pannoramic 1000
Digital Slide Scanner (3DHistech Kft.) és a CaseViewer 2.3 szoftver (3DHistech Kft.)

segitségével végeztiik.
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4. tablazat Az IHC vizsgélatainkhoz hasznalt ellenanyagok listaja.

Katalégusszam Funkcié Vizsgilati kohorsz
Primer antitest Gyarté (klg’ ) Higitas elenté .
6n jelentéség NGS ScLC
Anti-phospho- . . . .
Cell Signaling #2976 (49F9) 1:100 MTOR-kinaz - v
MTOR (Ser2448) aktiv formaja
Anti-phospho-S6
Ribosomal . . . mTORC1-
Protein Cell Signaling #2215 1:100 aktivitds - v
(Ser240/244)
A Bethyl A500-002A . mTORC2
Anti-Rictor Laboratories (1G3P2CY) 1:500 mennyisége v v
Anti-Rictor Cell Signaling #2140 1:200 mTORC2 v
mennyisége
Anti-phospho- I . mTORC2-
Akt (Sera73) Cell Signaling #4060 (D9E) 1:100 aktivitds v v
Transzkripcios
. . faktor,
Anti-ASCL1 GeneTex GTX129189 1:1000 - v
molekularis
szubtipus marker
Transzkripcios
. X faktor,
Anti-NeuroD1 GeneTex GTX134069 1:200 ;. v
molekularis
szubtipus marker
Transzkripcios
. . . . faktor,
Anti-POU2F3 Cell Signaling #36135 (E5N2D) 1:100 - v
molekularis
szubtipus marker
Transzkripcios
. X faktor,
Anti-YAP1 GeneTex GTX129151 1:200 ;. v
molekularis
szubtipus marker

3.3.2. Az immunhisztokémiai festések értékelése

Az mTOR- (p-mTOR, p-S6, Rictor, p-Akt) és a molekularis szubtipus markerek
(ASCL1, NeuroD1, POU2F3, YAP1) IHC-festéseinek szemikvantitativ értékeléséhez a
0-300-ig terjed6 ,,histochemical scoring” (H-score) modszert alkalmaztuk. A H-score
érték a festés intenzitasanak (0, 1+, 2+, 3+) €s az adott intenzitassal festddé tumorsejtek

szazalékos aranyainak szorzataként adhaté meg az alabbi képlettel:
H — score = (1 x gyenge intezitassal fest6d6 sejtek % — os aranya)
+ (2 x kozepes intenzitassal fest6dé sejtek % — os aranya)

+ (3 x erds intenzitassal fest6do sejtek % — os aranya)

A H-score értékek meghatarozasa két fiiggetlen patologus bevonasaval tortént. A

TMA-k esetében az ugyanazon esethez tartozd szovethengerek H-score értékeit
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atlagoltuk. A cut-off értékeket a H-score értékek alapjan allapitottuk meg vizsgalatonként
kiilon-kiilon, hogy az adott vizsgalaton belill a kiilonb6z6 fehérjék expresszids szintjei
jobban 6sszehasonlithatova valjanak.

Az NGS-kohorsz esetében a két Rictor (Bethyl, Cell Signaling) és a p-Akt
festéseket 100 < H-score értéknél tekintettiik magas expresszidjunak. Az SCLC-
kohorsznal az mTOR-markerek cut-off értékeit a kiilonboz6 ellenanyagok median (50.
percentilis) H-score értékei alapjan hataroztuk meg. Az igy meghatarozott cut-off értékek
szerint magas expressziot allapitottunk meg a kovetkezoknél: 71 < H-score a p-mTOR,
26 < H-score a p-S6, 72 < H-score a Rictor, illetve 15 < H-score a p-Akt esetében. Az
SCLC-kohorsznal a molekularis szubtipus markerek cut-off értékeit egy korabbi, az SCLC
szubtipusairdl sz0l6 tanulmany alapjan hataroztuk meg [181]. Ennek alapjan, magas
expressziot allapitottunk meg mind a négy szubtipus marker esetében az 50 < H-score
érteknél. Az eseteket a szubtipus markerek H-score értékei alapjan ASCLI1-domindns,
NeuroD1-dominans, POU2F3-dominans, YAPIl-dominans ¢s négyszeresen negativ
(olyan esetekben, ahol egyik szubtipus marker H-score értéke sem volt magasabb mint

50) alcsoportokba soroltuk.

3.3.3. Az mTOR-markerek vizsgalata Wes™ Simple médszerrel

A fehérjeexpresszié mennyiségi elemzéséhez a human SCLC-sejtvonalakbol (lasd
3.4.1. alfejezet) a fehérjéket lizispufferrel (50 mM Tris, 10% glicerin, 150 mM NaCl, 1%
Nonidet-P40, 10 mM NaF, 1 mM fenilmetil-szulfonil fluorid, 0,5 MM NasVOg, pH 7,5)
extrahaltuk. A mintdak fehérjekoncentraciojat  Bradford-modszerrel (Bio-Rad
Laboratories, Inc.) hataroztuk meg.

Kapillaris alapt Wes™ Simple technikat (ProteinSimple; San Jose, CA, USA)
alkalmaztunk, melyhez a mintdkat mintapufferben (ProteinSimple) 0,2 vagy 1 pg/ul
végkoncentraciora higitottuk (az alkalmazott primer antitesttdl fiiggéen), majd
hozzaadtuk a Fluorescent Master Mixet (ProteinSimple). A mintakat inkubaltuk (95°C, 5
perc), majd az elsddleges antitestekkel (a vizsgalt antitestek teljes listajat az 5. tablazat
tartalmazza), a masodlagos antitestekkel (Anti-Rabbit Detection Module és/vagy Anti-
Mouse Detection Module — ProteinSimple) és a kemilumineszcens szubsztrattal

(ProteinSimple) egyiitt a Wes™ Simple kapillaris plate-re mértiik. A vizsgélt antitestek
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molekulatdomegének megfeleléen a detektalast 12-230 kDa szeparacios modullal
(ProteinSimple) végeztik. Az egyes lépések alapértelmezett paraméterbeallitasai a
kovetkezOk voltak: szeparalas 395 V-on 30 percig; blokkolas 5 percig; inkubécid primer
antitestekkel ¢és szekunder detektald készlettel 30-30 percig; €s luminol/peroxidaz
detektalas 15 percig. Az adatok kiértékelését a Compass szoftverrel (6.1 verzio; San Jose,
CA, USA) végeztik. Az elektroferogramokat automatikus miszeres csucsdetektalas
beallitasaval szamszerisitettiilk, és amennyiben sziikséges volt, manualis korrekciot
végeztiink. A normalizalt fehérjeexpresszios kiilonbségek elemzéséhez anti-GAPDH-t

hasznaltunk.

5. tablazat A Wes™ Simple vizsgalatainkhoz hasznalt ellenanyagok listaja.

Primer antitest Gyarté Katalégusszam (klon) Higitas Funkcio, jelentdség
Anti-phospho-mTOR . . . g .
Cell Signaling #2976 (49F9) 1:50 MTOR-kindz aktiv
(Ser2448) forméja
Anti-mTOR Cell Signaling #2983 (7C10) 1:50 MTOR-kindz mennyisége
Anti-phospho-S6
Ribosomal Protein Cell Signaling #2215 1:50 mTORC1-aktivitas
(Ser240/244)
A”t"SPG Ribosomal Cell Signaling #2317 (54D2) 1:50 $6 fehérje mennyisége
rotein
Anti-Rictor Cell Signaling #2140 1:50 mTORC2 mennyisége
Anti-phospho-Akt . . . Lo
(Serd73) Cell Signaling #4060 (D9E) 1:50 mTORC2-aktivitas
Anti-Akt (pan) Cell Signaling #4691 (C67E7) 1:50 Akt fehérje mennyisége
Anti-GAPDH Abcam ab8245 (6C5) 1:50 GAPDH fehérje
mennyisége

3.4. In vitro vizsgalatok human SCLC-sejtvonalakon

3.4.1. Sejt- és szovettenyésztés

Az in vitro vizsgalatainkhoz nyolc human SCLC-sejtvonalat valasztottunk ki,
melyek a kovetkezok voltak: DMS 53 (ATCC-CRL-2062), DMS 153 (ATCC-CRL-
2064), H146 (ATCC-HTB-173), H196 (ATCC-CRL-5823), H446 (ATCC-HTB-171),
H841 (ATCC-CRL-5845), H1048 (ATCC-CRL-5853) ¢s SHP-77 (ATCC-CRL-2195). A
sejtvonalakat RPMI-1640 (Merck-Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA) médiumban
tenyésztettiik, 10% foetalis borjisavoval (Biosera; Nuaille, Franciaorszag), 2 mM L-

glutaminnal (Biosera) és antibiotikummal (80 mg/2 ml gentamicin — Sandoz; Basel,
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Svajc), 37°C-on, 5%-0s CO, mellett. Az adherens és a szuszpenzids, illetve a kevert
(adhézids és szuszpenzios fazissal is rendelkez6) sejteket az adott sejtvonal novekedési
jellemzdinek megfeleléen 4-6 naponta passzaltuk, foszfatpufferes (PBS-es) mosast kovetd
1x-es tripszin-EDTA-oldat (Biosera) hozzaadasaval. A sejteket T25-0s sejttenyésztd
flaskakban (TPP Techno Plastic Products; Trasadingen, Svéjc) tartottuk fent sejtvonaltol
fiiggden kiilonbdzd kiindulasi sejtszammal (3-5 x 10° sejt/5 ml/T25). A proliferacios
vizsgalatokhoz 96-well plate-eket (Sarstedt; Niimbrecht, Németorszag) hasznaltunk (5 x
103-1 x 10* sejt/100 pl adherens és kevert sejteknél; 2-3 x 10* sejt/100 pl szuszpenzids
sejteknél).

3.4.2. Kemoterapias és mTOR-gatlo kezelések proliferaciogatléo hatasainak

vizsgalata az SCLC-sejtvonalakon in vitro

Az in vitro kezelések soran a kovetkezd kezeldszereket alkalmaztuk mono- és
kombinacios terapiaban 72 oran keresztiil: cisplatin (kemoterapias szer; 3 uM — Accord
Healthcare Limited; London, Egyesiilt Kiralysag), rapamycin (allosztérikus mTOR-gatlo;
50 ng/ml — Merck-Sigma-Aldrich), PP242 (kettés mTORC1- és mTORC2-gatlo; 1 uM —
Tocris Bioscience; Bristol, Egyesiilt Kirdlysag), vistusertib (kettés mTORCI- ¢és
mTORC2-gatlo; 0,1 uM — Cayman Chemical Company; Ann Arbor, MI, USA),
dactolisib (dual PI3K-, mTOR-kinaz-gatlo; 1 uM — Cayman Chemical Company) és
ipatasertib (Akt-gatlo; 1 uM — Selleck Chemicals; Houston, TX, USA). Az alkalmazott
koncentraciokat korabbi vizsgélataink ¢€s kiillonb6z0 irodalmi adatok alapjan valasztottuk
ki [34, 36, 208-210]. A kombinaci6s kezelések hatasainak kvantitativ értékelésére a
kombindcios index (CI) szdmitdsi modszert alkalmaztuk a kovetkezd képlet

felhasznalasaval:

__ Ea+Eb
" Eab '

ahol Ea és Eb az egyes monoterapias kezelések proliferaciogatld hatasai, Eab pedig a
kombinalt kezelések hatasa. A kapott Cl-értékt6l fiiggéen a kombinacios kezelések
hatasat szinergista (CI < 1), additiv (CI = 1) vagy nem hatdsos (1 < CI) kezelésnek
mindsitettiik [211].
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3.4.3. Invitro proliferaciés tesztek

A kezelések rovidtava (72 o6ra) proliferaciogatld hatasainak vizsgalatahoz
alamarBlue™ (AB, 10 pl/well/96-well plate — Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA,
USA) tesztet hasznaltunk, amely a sejtek metabolikus aktivitasat szamszersiti. Az AB-
ben talalhat6 resazurin (kék) resorufinna (rézsaszin) redukalodik az €16 sejtekben, ami
kvantitativan mérhetd. A kezelés vége elétti 4. 6raban adtuk hozza az AB-t a sejtekhez,
majd az inkubdaciot (37°C, 4 o6ra) kovetden a fluoreszcencia valtozast fluoriméterrel
(Fluoroskan Ascent FL és Ascent Software — Labsystems International; Vantaa,
Finnorszag) mértiik le 570-590 nm-en.

A sejtek teljes fehérjetartalmanak meghatarozasara a sulforhodamine B (SRB —
Merck-Sigma-Aldrich) tesztet hasznaltunk, amely az AB-mérés utan kozvetlen
alkalmazhatd. A sejteket hideg triklorecetsavval (10%, 50 ul/well) fixaltuk (4°C, 1 o6ra),
majd a plate-et csapvizzel mostuk és szaritottuk. Ezt kdvetéen a sejteket SRB-vel (0,4
m/V%, 50 pl/well) inkubéltuk 15 percig szobahdmérsékleten, majd a nem kotdtt SRB-
oldatot ecetsavval (1%) mostuk. A szaritast kovetden Tris-base oldatot (10 mM, 150
ul/well — Merck-Sigma-Aldrich) alkalmaztunk a sejtek fehérjéihez kotott SRB
szolubilizalasara. Az abszorbancia értékeket microplate olvasoval (Multiskan MS és
Transmit Software — Labsystems International) mértiik 570 nm-en.

Mindkét proliferacios tesztet 3 fiiggetlen kisérlet 6 parhuzamos mintdjanak

értekelésével végeztiik, az eredményeket a kezeletlen kontroll sejtek %-aban adtuk meg.

3.4.4. Sejtblokk-készités

FISH- és THC-vizsgalatok céljabol sejtblokkokat készitettiink a nyolc human
SCLC-sejtvonalbél. Enhez 2-5 x 10° sejtet gytijtottiink dssze, amelyeket PBS-sel mostuk,
centrifugaltuk, majd a sejteket 96%-o0s etanolban fixaltuk (20 perc). A fixalt sejteket
tilllzacskoba, majd szovettani kazettaba helyeztilk. A sejtek utofixalasat (4%-0s
paraformaldehid, 1 6ra), majd viztelenitését (felszallo alkoholsor, majd xilol) kdvetden a

mintakat paraffinba dgyaztuk, és 2-3 um-es metszeteket készitettiink.
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3.5. Xenograft vizsgalatok és in vivo kezelések

Az in vivo xenograft kezelésekhez 1 x 107 H146 sejtet injektaltunk him
tapinthatova valt (3-5 hét alatt), az egereket randomizalt mdédon két csoportba (7-9
egér/csoport) osztottuk. A humédn NCCN irdnyelveinek (3.2023 verzid) megfeleld
kezelési protokollt modositottuk az egerek kezeléséhez: (1) kontroll soéoldat
(intravénasan); (2) cisplatin (intravénasan 0,12 mg/egér; az 1. napon — Accord Healthcare
Limited) és etoposide (intravénasan 0,24 mg/egér; az 1-3. napon — Sandoz). Ezt a ciklust
két héttel késobb megismételtiik, majd az egereket a 30. napon terminaltuk. Az egerek
testtomegének ¢és a tumorok méretének valtozasat a kezelés soran folyamatosan

regisztraltuk. A tumor térfogatat a kovetkez6 egyenlettel szamoltuk ki:

T (2 x rovidebb 4tméré + hosszabb étmér6>3
3

Szintén SCID egereken végeztiink el egy tovabbi xenograft kisérletet, amely soran
1 x 10" H146 sejtet injektaltunk subcutan 8-10 hetes him egerekbe. Amint a tumorok
tomege elérte az 1 cm? térfogatot, a tumorokat 1ij allatokba iiltettiik 4t, kozel 9 honapon
keresztiil.

A kisérletek végeztével a terminalt allatok tumorainak tomegét megmeértiik. Az
eltavolitott tumorokat formalinban fixaltuk és paraffinba 4gyaztuk tovéabbi

vizsgélatokhoz.
3.6. Statisztikai analizis

A statisztikai analiziseket az IBM SPSS Statistics (25 verzid6 — SPSS Inc.;
Chicago, IL, USA) szoftverrel végeztiik. A parametrikus adatok esetében két csoport
Osszehasonlitasara kétmintas t-probat, egyiranya ANOVA-t és Tukey-tesztet, mig a nem
parametrikus adatok elemzésére a Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztuk. A kategorikus
valtozok Osszehasonlitasara a Khi-négyzet probat és a Fisher-féle egzakt tesztet

alkalmaztuk. A korrelaci6 szamitasahoz a Spearman-féle rangkorrelaciot, talélési adatok
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elemzéshez a Kaplan-Meier-modszert hasznaltunk, a talélési gorbéket pedig a log-rank
teszttel hasonlitottuk o6ssze. A P < 0,05 értékeket tekintettiik statisztikailag

szignifikansnak.

3.7. Vizsgalatainkhoz sziikséges engedélyek

Retrospektiv vizsgalatainkat a Semmelweis Egyetem Regionalis, Intézményi
Tudomanyos ¢s Kutatdsetikai Bizottsaga (SE KREB-216/2020) ¢s az Egészségiigyi
Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaganak (No. 7/2006), valamint
a Mayo Klinika Kutatasetikai Bizottsaganak (IRB#: 18-001887) jovahagyasaval
végeztik.

Az in vivo xenograft kisérleteinket a Semmelweis Egyetem Patologiai és Kisérleti
Raékkutato Intézetének allathazaban végeztiik. Az in vivo kisérletekhez az alabbi hivatalos
engedélyekkel rendelkezik intézetiink és munkacsoportunk: PE/EA/801-7/2020 —
jovahagyasi datum: 2020. szeptember 16., PEI/001/1733-2/2015 — jovahagyasi datum:
2015. oktober 14

Az 1-5, 7, 9-10 abrakat a BioRender (www.biorender.com) online képszerkesztd
programmal készitettilk, a Semmelweis Egyetem Patologiai és Kisérleti Rakkutatod

Intézetének el6fizetését hasznalva.

51



4. EREDMENYEK

4.1. A RICTOR-amplifikacié eléfordulasanak vizsgalata a

daganatokban és SCLC-kben

4.1.1. A TSO500 NGS-sel kimutatott RICTOR gén koépiaszam-valtozasok

hatterében allé feltételezett amplifikacié validalasa és vizsgalata

kiilonb6zé daganatokban

Intézetiinkben 2018 és 2022 kozott 420 esetben késziilt TSO500-vizsgalat, a
vizsgalatba bevont daganattipusok eloszlasat a 6. tablazat részletezi. A tumormintak

szovettani klasszifikaciojanak ellendrzését a 4. és 5. kiadast WHO Classification of

Tumours alapjan végeztik.

6. tablazat A Semmelweis Egyetem Patoldogiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetében 2018
és 2022 kozott szekvenalt daganattipusok kategorizalasa (WHO Classification of

Tumours, 4. és 5. kiadas).

kiilonb6z6

Fobb daganattipusok Esetszam Eloszlas
Emésztrendszeri daganatol _(pl.: colorectalis adenocarcinoma, hasnyalmirigy adenocarcinoma, gyomor 89 21.2%
adenocarcinoma, cholangiocarcinoma) '
Kozponti idegrendszeri daganatok (pl.: glioblastoma, astrocytoma, ependymoma, medulloblastoma) 82 19,5%
Lagyrész- és csontdaganatok (pl.: synovialis sarcoma, alveolaris rhabdomyosarcoma, angiosarcoma, Ewing- 69 16.4%
sarcoma) '
Néi genitdlis traktus daganatok (pl.: tubo-ovarialis ,,high-grade” serosus carcinoma, endometrioid o
endometrialis carcinoma, méhnyak laphdmcarcinoma, choriocarcinoma) 52 12,4%
Endpkrin szervek daganatai (pl.: papillaris és medullaris pajzsmirigy carcinoma, mellékpajzsmirigy 35 8.3%
carcinoma, mellékvese carcinoma, neuroblastoma) !
Mellkasi daganatok (pl.: tiidé adenocarcinoma, tiidd laphamcarcinoma, mesothelioma) 34 8,1%
Emlédaganatok (pl.: invaziv emldcarcinoma NST) 25 6,0%
Hugyuti és férfi genitilis traktus daganatok (pl.: urachalis carcinoma, urothelialis carcinoma, prosztata 10 2 4%
adenocarcinoma) '
Egyéb daganatok (pl.: ismeretlen eredetii mucinous adenocarcinoma, retinoblastoma) 8 1,9%
Vérképzé- és nyirokszervi daganatok (pl.: diffiz nagy B-sejtes lymphoma) 6 1,4%
Fej-nyaki daganatok (pl.: szajiiregi laphamcarcinoma, nyalmirigy adenoid cysticus carcinoma 6 1,4%
Bérdaganatok (pl.: melanoma) 4 1,0%
(Osszesen 420 100%

Az NGS-vizsgalatok eredményei alapjan 420 esetbdl 37-ben (8,8%) feltételeztiik
a RICTOR-amplifikacio jelenlétét (3 < RICTOR CNV), és ezeket az eseteket valasztottuk
ki tovabbi molekularis és IHC-vizsgalatokhoz. A 37 kivalasztott eset klinikopatologiai
jellemzodi a kovetkezok voltak: 54% nd (20/37) és 46% férfi (17/37); 65% 65 évnél

fiatalabb (24/37). A betegek részletes adatai, illetve a tumormintdk szdrmazasi helyei,

diagndzisai és a fobb daganattipus besorolasai a 7. tablazatban lathatok.
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7. tablazat A 37 potencidlisan RICTOR-amplifikalt eset részletes klinikopatologiai
jellemzdi és diagnozisai.
Eset Nem Eletkor (év) Minta szirmazasi helye Diagnézis Fébb daganattipusok
#1 F 39,0 Végbél
#2 N 53,1 Végbél Colorectalis adenocarcinoma
#3 F 73,5 Végbél
#4 N 66,3 Nyirokcsomo Colorectalis neuroendokrin tumor
#5 N 69,3 Epeholyag Epehdlyag adenocarcinoma
#6 F 26,1 Gyomor Gyomor adenocarcinoma Emésztérendszeri
daganatok
#7 F 56,2 Maj
#8 N 56,6 Maij Hasnyalmirigy adenocarcinoma
#9 F 63,0 Hasnyalmirigy
#10 N 18,1 Hasnydlmirigy Hasnyalmirigy neuroendokrin tumor
#11 F 80,9 Maij
#12 N 6,1 Agy Astrocytoma, IDH-mutans
#13 F 16,3 Agy Csirasejtes tumor
#14 F 36,1 Agy Embrionalis tumor NOS Kozponti idegrendszeri
Ziz l'\:l 562’334 23 Glioblastoma daganatok
#17 F 8,0 Agy Medulloblastoma
#18 N 49,7 Mellkas
#19 F 67,8 Retroperitoneum Dedifferencialt liposarcoma Lagyrész- és
#20 F 88,3 Retroperitdneum csontdaganatok
#21 N 0,1 Bér Infantilis fibrosarcoma
#22 N 71,7 Méh Dedifferencialt endometrialis carcinoma
#23 N 77,8 M¢éh Endometrialis carcinosarcoma
#24 N 43,7 Cseplesz Méhnyak laphamcarcinoma Néi ‘talis trakt
#25 N 48,3 Agy o gg;;;ngtof us
#26 N 58,8 Cseplesz Tubo-ovarialis ,,high-grade” serosus
#27 N 66,8 Petefészek carcinoma
#28 N 76,3 Cseplesz
B} R X . Endokrin szervek
#29 F 54,6 Mellékvese Mellékvesekéreg carcinoma daganatai
ganatal
#30 F 54,3 Tiidé
zz; E ?g:g 1:;; Tiid6 adenocarcinoma Mellkasi daganatok
#33 F 75,7 Nyirokcsomo Tiido laphamcarcinoma
#34 N 40,7 Emlé Invaziv emldcarcinoma NST (Her2-, ER+, PR- Emlédaganatok
#35 N 47,5 Csont és Her2+, ER-, PR-)
#36 F 47,7 Filtémirigy Nyélmiri,gz adgnoid Wsticu_s carcinoma Fej-nyaki daganatok
#37 F 30,3 Nyelv Szajiiregi laphamcarcinoma
Roviditések: F, férfi; N, n6.

A feltételezett RICTOR-amplifikaciot a ,,gold standard” validacios modszernek

szamit6é FISH-vizsgalattal validaltuk, és parhuzamosan a RICTOR-kopiaszam valtozasat
ddPCR-rel is vizsgaltuk. RICTOR-amplifikaciot 16 esetben (16/37) validaltuk FISH-sel
¢és 11 esetben (11/37) mutattuk ki ddPCR-rel. Tovabba a Rictor- és a p-Akt-expresszio
értekelésére IHC-festéseket is végeztiink. Ehhez két kiilonbozd cégtdl (Bethyl és Cell

Signaling) szarmazé Rictor antitestet is alkalmaztunk. Magas Rictor-expressziot 14
(14/37) esetben mutattunk ki a Bethyl és 12 esetben (12/37) a Cell Signaling antitesttel.
Magas p-Akt-expressziot 7 esetben (7/37) mutattunk ki. A 11. abran egy RICTOR-

amplifikalt és egy nem amplifikalt eset FISH- és IHC-festéseinek fotddokumentacioja

lathato.
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RICTOR
5q31.1

Amplifikalt (#33 eset) Nem amplifikalt (#25 eset)

H&E Rictor Rictor
(Bethyl) (Cell Signaling)
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¢ - %

=

&<

A #33 eset

#25 eset

Alacsony expresszi6 Magas expresszié

11. abra Reprezentativ képek egy RICTOR-amplifikalt és egy nem amplifikalt eset FISH-
vizsgalatarol (A.) és IHC-festéseirdl (B.). A bemutatott tiid6 laphamcarcinoma eset (#33)
RICTOR-amplifikacidét mutatott magas Rictor- €s magas p-Akt fehérjeexpresszidval. A
tubo-ovarialis ,,high-grade” serosus carcinoma esetben (#25) nem igazolddott RICTOR-
amplifikacio és ezzel Osszefiiggésben a Rictor és p-Akt immunfestések is negativnak
bizonyultak. A FISH-nél a z6ld és a narancssarga jelek a RICTOR gént és a kontroll-
16kusz régiojat (5931.1) jelzik. A méretskalak 5 um-t (FISH), illetve 50 um-t jeldlnek
(IHC).

41.1.1. AzRICTOR CNV NGS-, a FISH-, addPCR-, valamint a Rictor

és p-Akt fehérjék in situ IHC-eredmények osszehasonlité elemzése

Osszehasonlitva a RICTOR amplifikicios és az ezzel Osszefiiggd
fehérjeexpresszios vizsgalatok eredményeit az NGS RICTOR CNV-adatokkal
megallapitottuk, hogy: a.) az NGS-eredmények alapjan az 5 < RICTOR CNV-ének van a
legjobb prediktiv értéke a RICTOR-amplifikacio jelzésében (4/5); b.) tovabbi 5 olyan
esetben is validaltuk a RICTOR-amplifikaciot FISH-sel, ahol NGS RICTOR CNV-érték
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4 vagy annal nagyobb volt (9/12); c.) meglepé6 mddon, az alacsonyabb NGS CNV-
csoportba (3,00-3,99; 25/37) tartozé esetek kozott is sikeriilt FISH-sel validalni (7/25),
vagy ddPCR-rel RICTOR-amplifikaciot kimutatni (4/25); d.) a ddPCR csak 11 RICTOR-
amplifikalt esetet erdsitett meg a 16 FISH-validalt eset koziil; 4 eset ezek koziil az

alacsonyabb NGS CNV-csoportba tartozott (8. tablazat).

8. tablazat A FISH- és a ddPCR-eredmények 6sszehasonlitasa a 3 < RICTOR CNV-vel

rendelkezo esetekben.

FISH ddPCR
NGS Amplifikalt Nem amplifikalt Amplifikalt Nem amplifikalt
25 eset 3,00-3,99 CNV értékkel (67,5%) 7 (28%) 18 (72%) 4 (16%) 21 (84%)
7 eset 4,00-4,99 CNV értékkel (19%) 5 (71%) 2 (29%) 4 (57%) 3 (43%)
5 eset CNV>5,00 értekkel (13,5%) 4 (80%) 1 (20%) 3 (60%) 2 (40%)
Osszesen (N = 37) 16 21 11 26

Végezetiil, er6s pozitiv korrelaciot figyeltink meg a FISH-sel kimutatott
RICTOR/5931.1 és a ddPCR-rel kimutatott RICTOR/AP3B1 aranyok kozott (R = 0,491;
P = 0,004). Tovabba a FISH-validalt RICTOR-amplifikacios statusszal 6sszehasonlitva
mindharom IHC-festés kombinalt értékelése 81%-0s (13/16) szenzitivitast és 67%-0S
(14/21) specificitast mutatott a vizsgalt 37 esetben (9. tablazat). A kiilonboz6
forgalmazoktol (Bethyl €s Cell Signaling) szdrmazo6 Rictor antitestek H-score értékei 1s
erds pozitiv korrelaciot mutattak egymassal (R = 0,639; P = 0,000). Azonban, a p-Akt H-
score értékei csak a Rictor antitest (Cell Signaling) H-score értékekkel korrelaltak (R =
0,528; P = 0,002).

9. tablazat Mindharom IHC-festés és a FISH-eredmények egyiittes értékelése.

Magas Rictor- Magas Rictor-
. . Magas Rictor- 9 < és/vagy p-Akt-
. Magas Rictor-expresszié ., expresszio Magas p-Akt- .
FISH-eredmények expresszio (Cell . ., expresszio
(Bethyl) . ) (Bethyl és/vagy expresszio |
Signaling) Cell Signaling) (Bethyl és/vagy
gnaling Cell Signaling)
Amplifikalt esetek (N = 16) 9 (56%0) 7 (44%) 10 (63%) 6 (38%) 13 (81%)
7 eset 3,00-3,99 CNV értékkel (28%) 3 (43%) 4 (57%) 4 (57%) 3 (43%) 5 (71%)
5 eset 4,00-4,99 CNV értékkel (71%) 4 (80%) 2 (40%) 4 (80%) 2 (40%) 5 (100%)
4 eset CNV>5,00 értékkel (80%) 2 (50%) 1 (25%) 2 (50%) 1 (25%) 3 (75%)
Nem-amplifikalt esetek (N = 21) 5 (24%) 5 (24%) 7 (33%) 1 (5%) 7 (33%)
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41.1.2. RICTOR CNV NGS-eredmények dsszehasonlitasa nyilvinosan
elérheté6 adatbazisadatok RICTOR gént érinté eltéréseinek

gyakorisagaval

Osszehasonlitottuk a RICTOR CNV NGS-eredményeket nyilvanosan elérhetd
adatbazisok RICTOR gén eltéréseinek gyakorisagi adataival (10. tablazat). Az
Osszehasonlito  értékeléshez  két  adatbazist  haszndltunk: a  cBioPortal
(www.cbioportal.org) adatbazis két adatkészletét (MSK MetTropism ¢és TCGA
PanCancer Atlas), valamint a CNVIntegrate-et (www.cnvintegrate.cgm.ntu.edu.tw).
Utobbi az els6 olyan adatbazis, amely egészséges emberek és daganatos betegek CNV-
értekeit gylijti Ossze, kiilonbozé daganattipusokra vonatkozdan, lehetdvé téve a
statisztikai ~ Osszehasonlitast  kiilonb6z6 populaciokban  eléforduld  kdpiaszam-

gyakorisagok kozott is.

10. tablazat A RICTOR CNV NGS-eredmények dsszehasonlitasa a nyilvanosan elérhetd
adatbazisadatok RICTOR gén eltéréseinek gyakorisdgaval nem szelektdlt human
daganatokban. A zold szin az alacsony prevalenciat, a piros szin a RICTOR gént érint6

eltérések gyakorisdganak magas prevalenciajat jelzi.

cBioPortal Saiit NGS
) ) CNVintegrate MSK TCGA ajat NG/
Fébb daganattipusok _ . ! eredményeink
(N=N.E) MetTropism | PanCancer Atlas (N = 420)
(N =25 775) (N =10 967)
Hepatobiliaris traktus 5,31% 0,22% 0,82% 0,24%
Gyomor 4,99% 1,24% - 0,24%
Emésztérendszeri daganatok Hasnyalmirigy 0,24% 0,40% 0,54% 1,19%
Nyeldcso 7,31% 2,32% 6,61% -
Vastagbél 0,52% 1,87% 0,68% 0,95%
Kozponti idegrendszeri daganatok 0,09% - 0,20% 1,43%
Lagyrész- és csontdaganatok 4,73% 3,02% 4,74% 0,95%
Endometrium 1,34% 0,30% 2,42% 0,48%
N&i genitalis traktus daganatok Méhnyak 7,03% - 5,12% 0,24%
Petefészek 3,58% 0,59% 5,24% 0,95%
) i Mellékvese 1,87% - 5,62% 0,24%
Endokrin szervek daganatai —
Pajzsmirigy 0,20% - -
. Pleuralis mesothelioma 1,85% 0,41% - -
Mellkasi daganatok —
Tiidé 11,64% 6,80% 9,42% 0,95%
Emlédaganatok 1,40% 0,27% 1,12% 0,48%
o o Huigyhodlyag 6,21% 1,64% 5,39% -
Higyuti & férfi genitalis Prosztata 0,19% 0,32% 0,41%
traktus daganatok
Vese 0,29% - 0,39%
Veérképzo- és nyirokszervi daganatok 0,12% - 2,08% -
Fej-nyaki daganatok 5,33% 0,73% 4,06% 0,48%
Bordaganatok 2,04% 0,79% 2,45% -
Roviditések: N.E., nem elérhet6.
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ARICTOR gén eltérések hasonlo gyakorisagat talaltuk tobb daganattipus esetében
is. Adataink legjobban az MSK MetTropism adatkészlettel korreldltak az emld-, a
hepatobiliaris traktus, a n6i genitalis traktus, valamint a fej-nyaki daganatok tekintetében.
Az altalunk vizsgalt esetek koziil a potencialis RICTOR-amplifikalt esetek legmagasabb
szazalékat a kozponti idegrendszeri tumoroknal (1,43%), a legalacsonyabbat pedig a
hepatobiliaris traktus, a gyomor-, az endometrium- és a mellékvese-daganatoknal
(0,24%) talaltuk.

Fontos megjegyezni, hogy a harom adatbazis a RICTOR-t érinté genetikai
eltérések gyakorisdgat kiilonbozoképpen értékelte. A CNVintegrate (ismeretlen
esetszam) a 2 < CNV-értékeket tekintette amplifikaltnak. A TCGA PanCancer Atlas (N
=10 967) szintén a 2 < CNV-értékeket, mig az MSK MetTropsim (N =25 775) a 2,29 <
CNV-értékeket tekintette amplifikaltnak. Sajat vizsgalatunkban a 3 < CNV-értékii
eseteket (N = 37) tekintettiik potencialisan amplifikaltnak.

41.1.3. A 3 < RICTOR CNV-vel rendelkezé esetekben eléforduld

tovabbi, megvaltozott kopiaszamu gének

A TSO500 NGS-vizsgalatok eredményei néhany, potencidlisan egyiittesen
el6forduld megvaltozott kopiaszamu gént is kiemeltek (3 < CNV) a FISH-validalt,
RICTOR-amplifikalt esetekben. Ezek a megvaltozott kopiaszamu gének a kovetkezdk
voltak: AKT2 (3/16), BRCA1 (1/16), CCND1 (5/16), CCNEL1 (2/16), CDK4 (3/16), CDK6
(2/16), EGFR (3/16), ERBB2 (3/16), ERBB3 (1/16), ERCC1 (1/16), ERCC2 (1/16), ESR1
(1/16), FGF3 (3/16), FGF4 (1/16), FGF10 (2/16), FGF19 (2/16), FGFR1 (3/16), FGFR3
(2/16), FGFR4 (3/16), JAK2 (1/16), KIT (2/16), KRAS (2/16), MDM2 (1/16), MDM4
(4/16), MET (3/16), MYC (8/16), MYCL (1/16), NMYC (1/16), PDGFRA (2/16), PIK3CA
(2/16), PIK3CB (1/16), RET (2/16), RPS6KB1 (2/16), TFRC (1/16).

Ezek kozul az FGFR4 és az FGF10 szintén az 5. kromoszoéman talalhato, mint a
RICTOR is. Tovabba a RICTOR (5p13.1) és az FGF10 (5p12) gének kozotti tavolsag

viszonylag kicsi, ami utalhat a két gént érintd eltérés egyiittes el6fordulasara.
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4.1.1.4. Ujonnan Kkimutatott, RICTOR-amplifikaciéval rendelkezé
daganattipusok

A RICTOR-amplifikaciot 6 f6 daganattipusban, 14 diagnozisban tudtuk validalni
(11. tablazat). Tobb diagnozis esetében (N = 10) is el6szor mutattuk ki a FISH-validalt
RICTOR-amplifikaciot. Ezek a kovetkezo entitasok voltak: epeholyag adenocarcinoma,
hasnyalmirigy neuroendokrin tumor, astrocytoma (IDH-mutans), glioblastoma,
dedifferencialt liposarcoma, endometrialis carcinosarcoma, dedifferencialt endometrialis
carcinoma, tiidé laphamcarcinoma, invaziv emlécarcinoma NST (Her2-, ER+, PR-),

szajiiregi laphamcarcinoma.

11. tablazat RICTOR-amplifikécioval kapcsolatos eredményeink és a kordbban mar leirt

RICTOR gén/expresszids valtozasok.

RICTOR-amplifikaciérol
Potencialis RICTOR- és/vagy magas Rictor-
amplifikalt esetek | expressziérol sz616 publikaciék
F6bb daganattipusok Diagnézisok NGS-sel/FISH-validalt (szamok a publikaciokat
RICTOR-amplifikalt jelolik)
esetek Gén szinten Fe_he’rje
szinten
*Colorectalis adenocarcinoma 3/1 (33%) [40] [40, 54-57]
Colorectalis neuroendokrin tumor 1/0 (0%) N.E. N.E.
#Epeholyag adenocarcinoma 1/1 (100%) [212] N.E.
Emészibrendszeri daganatok *Gyomor adenocarcinoma 1/1 (100%) [40, 50] [40, 2510 4]213’
*Hasnyalmirigy adenocarcinoma 3/1 (33%) [40] [44, 215]
#Hasnyalmirigy neuroendokrin tumor 2/1 (50%) N.E. N.E.
#Astrocytoma, IDH-muténs 1/1 (100%) N.E. [72]
Csirasejtes tumor 1/0 (0%) N.E. N.E.
Kozponti idegrendszeri daganatok Embrionalis tumor NOS 1/0 (0%) N.E. N.E.
#Glioblastoma 2/1 (50%) N.E. [69, 71]
Medulloblastoma 1/0 (0%) N.E. [73]
L, #Dedifferencialt liposarcoma 3/1 (33%) N.E. [74]
Lagyrész- és csontdaganatok —
Infantilis fibrosarcoma 1/0 (0%) N.E. [75]
#Dedifferencialt endometrialis carcinoma 1/1 (100%) N.E. [81]
o #Endometrialis carcinosarcoma 1/1 (100%) N.E. N.E.
Noi genitalis traktus daganatok - - -
M¢éhnyak laphamcarcinoma 1/0 (0%) N.E. N.E.
Tubo-ovarialis ,,high-grade” serosus carcinoma 4/0 (0%) N.E. N.E.
Endokrin szervek daganatai Mellékvesekéreg carcinoma 1/0 (0%) N.E. N.E.
Mellkasi daganatok *Tudo ader/}ocarcifloma 3/3 (100%) [40, 41, 50] [31]
#Tid6 laphamcarcinoma 1/1 (100%) [216] N.E.
Emlédaganatok Hnvaziy emlof;rgre‘;’;’:' SST S;'i')e 2 ER+, PR- 211 (50%) N.E. [34, 58-60]
Fej-nyaki daganatok Nyélmiri,f;')‘/‘ adénoid c':isticus' carcinoma 1/0 (0%) N.E. N.E.
#Szajiiregi laphamcarcinoma 1/1 (100%) N.E. [62, 63, 65]
Roviditések: N.E., nem elérhet6
*, olyan diagnozisok, ahol a RICTOR-amplifikaciot masok FISH-sel kimutattak mar;
#, FISH-validalt RICTOR amplifikalt diagnozisok, ahol a RICTOR-amplifikaciot masok még nem validaltak FISH-sel;
félkovér, tjonnan FISH-validalt és korabban masok altal le nem irt (sem gén-, sem fehérjeszinten) diagnozisok RICTOR-amplifikacioval.
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Az mTOR/Rictor in situ expressziojat €s genetikai eltéréseit (pl.: amplifikacio)
korabban nem vizsgaltak hasnyalmirigy neuroendokrin tumorokban és endometrialis
carcinosarcomakban. Vizsgalatunkban az ezekkel a diagnozisokkal rendelkezd esetek
RICTOR-amplifikaciot mutattak FISH és ddPCR segitségével; a #11 eset (NGS-kohorsz)
hasnyalmirigy neuroendokrin tumor diagnézissal (RICTOR/5g31.1 arany 2,47 ¢és
normalizalt RICTOR/AP3B1 arany 4,83 volt) és a #23 eset (NGS-kohorsz) endometrialis
carcinosarcoma diagnézissal (RICTOR/5q31.1 arany 2 és normalizalt RICTOR/AP3B1
arany 3,21 volt) rendelkezett.

4.1.2. RICTOR-képiaszam és az mTOR-aktivitas valtozasanak vizsgalata

parositott betegmintakban az SCLC progresszidjaval osszefiiggésben

Vizsgalataink soran 14 parositott SCLC-mintat gyQjtottink (12. tablazat),
melyek koziil 10 szovetminta (#1-10), 4 pedig sejtblokkbol késziilt minta (#11-14) volt.
A két mintavételi idopont kozott eltelt id6 atlagosan 14,1 (1,2-36,5) honap volt. A legtobb
beteg a két mintavételi idépont k6zott standard kezelésben részesiilt (cisplatin-etoposide,

carboplatin-etoposide, sugarkezelés).

12. tablazat A parositott SCLC-s betegmintak klinikopatologiai jellemzoi.

Elet.kor z}z.elso Elsé minta Misodik minta Biopsziak kozott Terapia a biopszidk Terapiara adott
Eset diagnozis Nem : . . P U, e s .
e . x szarmazasi helye | szidrmazasi helye | eltelt idé (hénap) kozott eltelt idében valasz
idépontjiaban
#1 58 N Tudé Tiido N.E. Carboplatin-etoposide S.B.
#2 61 F Tudé Tiidé 1,2 N.E. N.E.
#3 58 F Tudé Tiidé 2,4 N.E. N.E.
Cisplatin-etoposide,
#4 59 N Tudo Tidé 36,5 radioterapia, carboplatin- T.R.
etoposide
#5 50 F Tido Tidd 11,8 Cisplatin-etoposide N.E.
46 67 N Tidé Tiidé 12,4 Carboplatin-etoposide, PB.
pembrolizumab*
#7 58 N Tiids Agy 311 Carboplatin-etoposide, N.E.
radioterapia
#8 52 F Tudé Agy 12,0 N.E. N.E.
#9 57 N Agy Agy 20,9 N.E. N.E.
#10 69 F Agy Agy 5,8 N.E. N.E.
#11 54 F Tiids Nyirokcsomé N.E. Cisplatin-etoposide, N.E.
radioterapia
Cisplatin-etoposide,
#12 60 F Nyirokcsomd Hasnyalmirigy N.E. radioterapia, carboplatin- S.B.
etoposide
Cisplatin-etoposide,
#13 67 N Nyirokcsomd Rekeszizom N.E. radioterapia, carboplatin- S.B.
etoposide
#14 75 N Maj Maj 6,7 N.E. N.E.
Roviditések: F, férfi; N, n6; N.E., nem elérhetd; P.B., progressziv betegség; S.B., stabil betegség; T.R., teljes remisszio.
* Pembrolizumab kezelés az azonos idében jelen 1évé tiidé laphamcarcinoma miatt tortént.
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A péarositott beteganyagok RICTOR-amplifikéacios statuszat ¢és RICTOR-
kopiaszamanak valtozasat FISH-sel vizsgaltuk. A kezdeti mintak koziil 2 RICTOR-
amplifikalt, 1 pedig bizonytalan értékelésti volt. A masodik mintavételbél szarmazéd
mintdk esetében 2, mar korabban is RICTOR-amplifikdlt minta megtartotta az
amplifikacigjat, 3 pedig jonnan bizonyult RICTOR-amplifikaltnak és 1 minta jonnan
bizonytalan eredményt mutatott. Tovabba a 14 mintaparbol 12-ben nétt a RICTOR-

kopiaszam a két mintavétel kozott eltelt id6 soran (12/A. abra).

8 Elsé minta B Masodik minta
6
2 -
£
2
=
S 3
]
)
~
2
1
0 —
#1 #2 #3 #4 #5 #11 #12 #13 #14
negativ negativ. negativ negativ. negativ. negativ. negativ negativ
RICTOR
FISH i
negativ P negativ | negafiv negativ negativ | negativ
B. - B
Elsé minta Masodik minta
(primer tiidé) (agyi metasztazis)

@ RICTOR
@ Chrs

RICTOR FISH

Carboplatin-etoposide és
RICTOR-képiaszam: 3,8 radioterdpia RICTOR-képiaszam: 5,7

#7 parositott minta |

31,1 hénap

Rictor IHC

12. abra A RICTOR-képiaszam €s Rictor-expresszio emelkedése az SCLC progresszioja
soran parositott betegmintakban. (A.) FISH-sel kimutatott RICTOR kopiaszam-valtozas
a parositott mintakban két mintavételi iddpont kozott. (B.) RICTOR-kdpiaszam és Rictor-

expresszio novekedése a 7. szamu parositott mintaban, carboplatin-etoposide és
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sugarterapias kezelés el6tt és utan. Az elsé minta a primer tiidétumorbol, a masodik agyi
metasztazisbol szdrmazik, a mintavételek kozott eltelt id6 31,1 honap volt. A

crcr

jelzik. A méretskalak 5 um-t jelolnek a FISH- ¢s 50 um-t az IHC-képek esetében.

A parositott mintdkban az mTORCI1- és mTORC2-markerek expresszidjanak
értékelésére IHC-t alkalmaztunk. A p-mTOR-expresszio 6, a p-S6-expresszio 9, a Rictor-
expresszio 7, a p-Akt-expresszid pedig 8 esetben nétt a mintavételek kozott eltelt id6
soran. Tovabba a RICTOR-amplifikalt parositott mintak 80%-aban (4/5) nétt a Rictor-
expresszio a két mintavételi idopont kozott. Egy primer tiidé/agyi metasztazis parositott
mintat (#7) emeltiink ki, ahol a RICTOR-képiaszam és a Rictor-expresszié emelkedése

lathato a két mintavételi idépont kozott az SCLC progresszioja soran (12/B. abra).

4.2. Az mTOR-aktivitas és a molekularis szubtipus markerek vizsgalata primer

és agyi metasztatikus SCLC-kben

4.2.1. mTORCI1- és mTORC2-markerek in situ expresszidjanak vizsgalata
primer és agyi metasztatikus SCLC betegmintakban

A primer (N = 50) és agyi metasztatikus (N = 50) SCLC-kben az mTORC1 (p-
mTOR, pS6) és az mTORC2 (Rictor, p-Akt) markerek in situ expressziojat IHC-vel
vizsgaltuk (13. abra). A vizsgalatba bevont SCLC-s betegek klinikopatologiai adatait a
13. tablazat tartalmazza.

13. tablazat A primer és agyi metasztazisokkal rendelkez6 SCLC-s betegek

klinikopatologia adatai.

Primer SCLC Agyi metasztatikus SCLC
(N =50) (N =50)

Eletkor (év)

< 65 27 (54%) 27 (54%)

> 65 23 (46%) 23 (46%)
Nem

Férfi 30 (60%) 26 (52%)

N§ 20 (40%) 24 (48%)
Tlélés (honap)

Atlag (tartomany) 9,69 (0,07-43,89) 6,67 (0,59-33,38)
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Primer tiidé6 SCLC

Magas expresszio  Alacsony expresszio Magas expresszio

Agyi metasztatikus SCLC

Alacsony expresszio

13. abra Reprezentativ képek az mTOR-markerek (p-mTOR, p-S6, Rictor, p-Akt) magas
¢és alacsony expressziot mutatd IHC-festéseir6l primer és agyi metasztatikus SCLC

esetekben. A méretskala 50 um-t jelol.

A p-mTOR- és a p-Akt-expresszioban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a
primer és az agyi metasztatikus esetek kozott. Erdekes modon a p-S6- és a Rictor-
expresszio szignifikansan magasabb volt az agyi metasztatikus tumorokban (P < 0,05 a
p-S6 és P < 0,01 a Rictor esetében; 14. abra).
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14. abra Az mTOR-markerek H-score értékeinek prognosztikailag relevans emelkedése
az agyi metasztatikus esetekben a primer SCLC-khez képest. * P <0,05; ** P <0,01.

A klinikopatologiai adatok és az mTOR-markerek expresszioja kozotti korrelacid
elemzése sordn Osszefliggést talaltunk a nem, az életkor és a p-mTOR-expresszid kdzott
mind a primer, mind az agyi metasztatikus tumorok esetében. A p-mTOR-expresszid
szignifikdnsan magasabb volt a primer tumorokkal rendelkez6 férfiak (P = 0,015),
valamint a 65 év feletti, agyi metasztazisokkal rendelkez6 betegek esetében (P = 0,039).
A tobbi fehérje esetében nem talaltunk szignifikans osszefliggést.

A primer tumorok esetében a p-mTOR-, a p-S6-, a Rictor- és a p-Akt-expresszio
nem korrelalt a betegek teljes talélésével, valamint a klinikai kimenetellel. Azonban a
magas Rictor-expresszié rovidebb teljes tuléléssel tarsult az agyi metasztazisokkal
rendelkez6 betegek esetében (P = 0,008; 15/A. abra). Az mTORC2-aktivitas és a betegek
tulélési adatai kozotti 6sszefliggések vizsgalatahoz az mTORC2-markerek H-score értéke

alapjan két csoportot alakitottunk Ki: a.) nincs mTORC2-aktivitas (alacsony Rictor-
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és/vagy p-Akt-expresszio), b.) van mTORC2-aktivitas (magas Rictor- és/vagy p-Akt-

expresszi®). Az agyi metasztatikus esetek 40%-aban az mTORC2-aktivitas jelenléte volt

igazolhatd, ami szignifikans 0sszefiiggést mutatott a rovidebb teljes tuléléssel (P = 0,036;

7
15/B-C. abra).
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15. abra Magas Rictor-expresszio és mTORC2-aktivitas Osszefliggése a teljes taléléssel

az agyi metasztazissal rendelkez6 betegek esetében. (A.) Magas p-mTOR-, p-S6-, Rictor-

és p-Akt-expresszid Osszefliggése a teljes tuléléssel az agyi metasztatikus SCLC-kben.
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(B.) Az mTORC2-aktivitas jelenléte a primer és agyi metasztatikus SCLC-tumorokban.
(C.) mTORC2-aktivitas Osszefliggése a teljes taléléssel agyi metasztatikus SCLC-kben.
* P <0,05.

4.2.2. Molekularis szubtipus markerek és az mTOR-aktivitas in situ
expresszidinak oOsszefiiggései primer és agyi metasztatikus SCLC

betegmintakban

A primer €s agyi metasztatikus SCLC-kben a molekularis szubtipus markerek

(ASCL1, NeuroD1, POU2F3, YAPL) in situ expressziojat IHC-vel vizsgaltuk (16. abra).

ASCL1 NeuroD1 POU2F3
e R R R

Primer SCLC

o B 2 Y
AVSEE e
DO A

LAY )
b gy
;.3«)-, (37

Agyi metasztatikus SCLC

Alacsony expresszio Magas expresszié Alacsony expresszio Magas expresszio

16. abra Reprezentativ képek a molekularis szubtipus markerek (ASCL1, NeuroD1,
POU2F3, YAP1) magas és alacsony expressziot mutaté THC-festéseir6l primer és agyi
metasztatikus SCLC esetekben. A méretskala 50 um-t jelol.
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Az ASCL1-expresszio esetében nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a primer
¢s a metasztatikus tumorok kozott. A NeuroD1- és a YAPI-expresszio azonban
szignifikansan magasabb volt az agyi metasztatikus tumorokban (P < 0,05 a NeuroD1 és
P < 0,01 a YAPI1 esetében), mig a POU2F3-expresszio szignifikansan alacsonyabb volt
az agyl metasztazisokban a primer tumorokhoz képest (P < 0,05; 17. abra).

A klinikopatoldgiai adatok és a szubtipus markerek expresszidja kozotti
korrelaciot elemezve nem taldltunk Osszefliggést a rendelkezésre 4llo klinikai
informaciok és a vizsgalt fehérjeexpressziok kozott a primer SCLC-mintakban. Azonban,
a n6i betegek agyi metasztazisaiban szignifikdnsan magasabb NeuroD1-expressziot (P =
0,016), mig a primer tumorok esetében az iddsebb (65 ¢év feletti) életkorral
Osszefliggésben szignifikansan magasabb ASCL1-expressziot figyeltink meg (P =
0,021).
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17. abra Molekukaris szubtipus markerek H-score értékeinek prognosztikailag relevans
emelkedése az agyi metasztatikus esetekben a primer SCLC-khez képest. * P < 0,05; **
P <0,01.
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A tulélési adatok tekintetében a szubtipus markerek expresszidja nem korrelalt a

primer esetek klinikai kimenetelével. Ezzel szemben a magas ASCLI1-expresszid

rovidebb teljes taléléssel jart egyiitt agyi attéteknél (P = 0,012; 18. abra).
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18. abra Magas ASCL1-, NeuroD1- POU2F3- és YAPI-expresszid és a teljes tulélés

Osszefliggése az agyi metasztatikus SCLC-kben. * P < 0,05.

Csak a dominans szubtipusokat figyelembe véve, az ASCL1-dominans, a

NeuroD1-dominans és a négyszeresen negativ esetek voltak a leggyakoribbak mind a

primer (58%, 54% ¢s 20%), mind az agyi metasztatikus (76%, 72% és 18%) SCLC-

kohorszban hasonl6 eléfordulasi gyakorisaggal. A POU2F3-domindns és a YAPI-

domindns alcsoportok kevésbé voltak gyakoriak a primer és agyi metasztatikus

mintakban (12% ¢€s 12% a primer, illetve 6% ¢és 18% az agyi metasztatikus esetekben).

A molekularis szubtipus és az mTOR-markerek Osszefiiggéseinek vizsgalatakor a

POU2F3-expresszi6 szignifikans pozitiv korrelaciot mutatott a p-mTOR- (R = 0,443; P
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= 0,001) és a Rictor-expresszioval (R = 0,418; P = 0,003) a primer tumorokban. A
POUZ2F3-dominans esetek alacsonyabb szdma ellenére, az agyi metasztazisok esetében is
hasonlé eredményeket kaptunk; a POU2F3-expresszio szignifikans pozitiv korrelaciot
mutatott a p-mTOR- (R = 0,547; P < 0,001), a p-S6- (R = 0,490; P < 0,001) és a p-Akt-
expresszioval (R = 0,292; P = 0,040). Végezetiil mind a primer, mind pedig az agyi
metasztatikus POU2F3-dominans esetekben jellemz6 volt az mTOR-markerek magas

expresszioja.

4.3. Az mTOR-aktivitas, a RICTOR-amplifikacio, valamint az mTOR-gatlokkal

szembeni érzékenység vizsgalata human SCLC-sejtvonalakban

4.3.1. PIBK/AK/mTOR-gatlok in vitro proliferaciogatlé hatasainak
vizsgalata a RICTOR-amplifikiciéo és mas az mTOR-jelatvitelt érinté

genetikai eltérésekkel osszefiiggésben

A vizsgalt nyolc human SCLC-sejtvonal eredete, morfologidja, novekedési
jellemz6i és mutacios profilja mind kiilonboz6 volt (19/A. abra, 14. tablazat).
Mindegyik sejtvonal hordozott legalabb egy, az mTOR-utvonalhoz kapcsol6d6 mutaciot.
A sejtvonalak mutacios adatait az ATCC (www.atcc.org) ¢€s a Cancer Cell Line
Encyclopedia  (2019;  www.sites.broadinstitute.org/ccle/datasets)  adatbazisokbol
gyljtottik  Ossze. A sejtvonalak molekularis szubtipus besorolasat Szeitz és
munkatarsainak cikke alapjan végeztiik [217]. Az adatbazisadatok alapjan egyediil a
H196 sejtvonalrol ismert, hogy rendelkezik RICTOR-amplifikacidval.

A vizsgalt sejtvonalakban a RICTOR-amplifikaciot ddPCR- és FISH-
moédszerekkel vizsgaltuk. RICTOR-amplifikaciot mutattunk ki ddPCR-rel, a H196, a
H446, valamint az SHP-77 sejtvonalakban. Tovabba FISH-sel validaltuk a mar korabban
leirt RICTOR-amplifikaciot a H196 sejtvonalban, és els6ként igazoltunk validalt
RICTOR-amplifikéaciot a H446 sejtvonalban. A RICTOR misszensz mutaciot (K582N)
hordozé DMS 153 sejtvonalban az 5q kontrolljelek alacsony szama 5q vesztésre utalhat,

melyet adatbazisadatok is alatamasztanak (19/B-C. abra).
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14. tablazat A vizsgélt nyolc humdn SCLC-sejtvonal klinikai adatai, molekularis

Cancer Cell Line

ATCC és a

7

4cidl az

77

szubtipus besoroldsai és fobb genetikai mut

Encyclopedia (2019) adatbazisok alapjan.
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DMS 53  DMS 153 H146 H196 H446 H841 H1048 SHP-77

ST -
ST A

&

//" !

J

DMSS3 DMS153 H146 H196 H446 H841 H1048 SHP-77
RICTOR/ %
AP3B1 14 5, 1.7 53 3.1 1.9 1.9 33
Eredmény negativ nevg::;:es(; a negativ negativ negativ
C. DMSS3 DMS 153 H146 H196 H446 H841 H1048 SHP-77
® RICTOR
Chrs
RlIC“TO{t- 1.8 2:5 2.4 4.6 42 2.8 1.9 3.0
kopiaszam
RICTOR/ - 5
Chrs 0.9 2,1 14 2.8 2,1 1,2 1.1 1.5
Eredmény negativ nevgeastzi:és()S q negativ negativ negativ negativ

19. abra A RICTOR-amplifikacio vizsgalata nyolc human SCLC-sejtvonalon ddPCR-rel
¢s FISH-sel. (A.) A nyolc human SCLC-sejtvonal in vitro morfologiaja, inverz
mikroszkoppal (4x-es nagyitas; Olympus CK-2 — Olympus Corporation; Tokio, Japan) (B.)
A RICTOR-amplifikaci6 vizsgalata ddPCR-rel. (C.) A RICTOR-amplifikacid vizsgalata
a sejtblokkmintakon FISH-sel. A narancssarga és a zold jelek a RICTOR gént és a

crer

Az THC és Wes™ Simple vizsgalatainkban eltéré mTOR-aktivitast mutattunk ki
a kiilonboz0 sejtvonalakban (20-21. abra). A legmagasabb mTOR-aktivitast a RICTOR-
amplifikalt H196 sejtvonalban (SCLC-Y) detektaltunk, amelyben a legmagasabb p-
Akt/Akt aranyt és Rictor-expressziot is talaltuk. A masik, RICTOR-amplifikalt H446
(SCLC-N) sejtvonalban szintén magas mTORC2-aktivitast (magasabb p-Akt/Akt arany)
és mérsékelten magas Rictor-expressziot mutattunk ki. Magas mTOR-aktivitast, p-
Akt/Akt aranyt és Rictor-expressziot figyeltiink meg a H1048 (SCLC-P) sejtvonalban,
amely az adatbazisadatok alapjan PIK3CA-mutans és AKT3-amplifikalt. A DMS 53,
DMS 153, H146 és SHP-77 sejtvonalak (mind SCLC-A) magas mTORC1-aktivitast
mutattak, amely magas S6K-aktivitassal (magas p-S6/S6 arany) és csokkent mTORC2-

aktivitassal (alacsony p-Akt/Akt arany és Rictor-expresszio) tarsult. Erdekes modon, a
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H841 sejtvonalban (SCLC-Y) kiegyensulyozottabb mTORC1/mTORC2-aktivitas
(magas p-S6/S6, p-Akt/Akt arany és Rictor-expresszio) volt megfigyelhetd.

p-S6

Rictor

p-Akt NSOl

I—.'; %\

20. abra Az mTORC1 (p-mTOR, p-S6) és mTORC2 (Rictor, p-Akt) fehérjék
expresszidjanak vizsgalata sejtblokk-mintakon IHC-vel. A piros keret a FISH-validalt
RICTOR-amplifikalt sejtvonalakat jeloli. A méretskala 50 um-t jelol.

p-mTOR/mTOR p-S6/56 p-Akt/Akt Rictor
e 1 2 0.5 15
S
g
=%
]
£ 05 1 0,25 0,75
=
2
Z
=
£ 0 0 0 0
SR \ o 2 BB RS D& > g A 28 A g
& o PRL SN SIS RS SIS SRS SIS SN
S F FF T T T T I S

21. abra Az mTOR-aktivitdssal kapcsolatos fehérjeexpresszié elemzése a Wes™ Simple
modszerrel. A denzitometralt p-mTOR/MTOR, p-S6/S6, p-Akt/Akt aranyokat és a Rictor-
expressziot abrazoltuk az aktiv mTOR-komplexek eloszlasanak meghatdrozasahoz. A
normalizalashoz GAPDH-t hasznaltunk kontroll fehérjeként. A piros keret a FISH-
validalt RICTOR-amplifikalt sejtvonalakat jeloli.
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DMS53 DMS153  HI46 H446 H841 H1048  SHP-77

rapamycin Magas
PP242 szenzitivitis
vistusertib
dactolisib
i tib Alacsony
mTORI-szenzitivitas szenzitivitis

B.
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22. abra PI3K/Akt/mTOR-gatlokkal szembeni érzékenység a vizsgalt nyolc human
SCLC-sejtvonalban in vitro. (A.) A rapamycin (allosztérikus mTOR-gatlo; 50 ng/ml),
PP242 (kettds mTORCI1- és mTORC2-gatlo; 1 uM), vistusertib (kettdés mTORCI1- és
mTORC2-gatlo; 0,1 pM), dactolisib (dual PI3K-, mTOR-kinaz-gatlo; 1 uM) és
ipatasertib  (Akt-gatlo; 1 puM) kezelések (72 ora) proliferaciogatld hatasai. Az
alamarBlue™ (AB) és a sulforhodamine B (SRB) proliferacios tesztek eredményeinek
atlaga szinskalaval van dbrazolva: a z6ldtdl (~0-5%-os proliferaciogatld hatas) a pirosig
(~40-50%-0s proliferaciogatld hatas). Az mTOR-gatlokkal szembeni érzékenységet
(MTORI-szenzitivitas) az 5 hatdéanyag proliferaciogatld hatasanak Osszegzésével
szamoltuk ki: a fehértdl (rezisztens sejtek) a feketéig (nagyon érzékeny sejtek). (B.) A
cisplatin (kemoterapids szer; 3 uM) ¢és vistusertib (kettés mMTORC1- és mTORC2-gatlo;
0,1 uM) kezelések (72 6ra) proliferaciogatld hatdsai mono- és kombinacios terapiadban. A
proliferacid legalabb 20%-0s csokkenését (piros vonal) biologiailag relevansnak és
statisztikailag szignifikansnak tekintettiik a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (P < 0,05).
A szinergista hatasokat ,,S” jelzéssel jeloltik (a kombinaciés index alapjan) a

kombinacios kezelések esetében. A piros keret a RICTOR-amplifikalt sejtvonalakat jeldli.
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Osszehasonlitottuk a vizsgalt sejtvonalak cisplatin, rapamycin, PP242, vistusertib,
dactolisib ¢és ipatasertib elleni érzékenységét. A 72 oOras kezelést kovetdé AB és SRB
proliferacios tesztek eredményei az 22/A. abran lathatok. Az mTOR-gatlok dsszesitett
hatasainak értékelése soran kapott intenzitdspontszamok alapjan a nyolc sejtvonalbol
harom nagy érzékenységet (H146, H446, H1048), két sejtvonal mérsékelt érzékenységet
(H196, H841), két sejtvonal alacsony érzékenységet (DMS 53, DMS 153) mutatott, egy
sejtvonal pedig nem volt érzékeny (SHP-77) a vizsgalt mTOR-gatlokkal szemben. Az
Akt-gatlo6 ipatasertib bizonyult a legkevésbé hatékonynak, mivel szinte az egyik vizsgalt

sejtvonal esetében sem mutatott jelentds proliferaciogatlo hatast.

Egyetlen kivételtdl (DMS 153) eltekintve mindegyik sejtvonal cisplatin
rezisztensnek bizonyult. Azonban a vistusertib kezelés fokozta a cisplatin
proliferaciogatld hatasat a legtobb vizsgalt sejtvonal esetében (DMS 53, H196, H446,
H1048, SHP-77), szinergista hatast eredményezve legalabb az egyik vagy mindkét
proliferacios teszttel (22/B. abra).

4.3.2. Invivo human SCLC xenograft tumorok mTOR-aktivitasanak, illetve
RICTOR-képiaszam valtozasanak vizsgalata kemoterapias kezelés és

hosszutavu fenntartas soran

A H146 sejtvonalbdl inditott xenograft kisérlet soran az egereket két ciklus
cisplatinnal és etoposide-dal kezeltiik, majd az egereket 30 nappal az els6 kezelés utan
terminaltuk. A kemoterapias kezelés hatasara a tumorok tomege (P = 0,08) és térfogata
(P = 0,05) jelent6sen csokkent (23/A. abra). A p-mTOR-, p-S6-expresszié alacsonyabb
volt a kezelt csoportban a kontrollhoz viszonyitva; ez a kiilonbség statisztikailag
szignifikans volt a p-mTOR esetében (P < 0,05). A Rictor-expresszié nem valtozott a
kezelt csoportban a kontroll csoporthoz képest, valamint a p-Akt-expresszid
szignifikansan nott a kezelés hatasara (P < 0,05; 23/B. abra), mely alatimasztja a
kemoterapids kezelés indukalta mTORC2-aktivitas megjelenését. Azonban az
aktivitasvaltozas hatterében allo jelentés RICTOR-kopiaszam emelkedés ilyen rovid id6
alatt nem volt kimutathat6 a xenograftokban; a RICTOR-kopiaszam atlaga 2,5 (2,0-2,9)
volt a kontroll csoportban és 3,0 (2,8-3,4) a kezelt csoportban.
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23. abra Az mTOR-markerek expresszidjanak valtozasa két ciklus cisplatin és etoposide
(CistEto) kezelés utan H146 xenograftokban. (A.) A tumorok tomegének és térfogatanak
valtozasa két ciklus CistEto kezelés utan a kontrollcsoporthoz viszonyitva. (B.) Az
mTOR-markerek expressziojanak valtozasa a két ciklus CistEto kezelés utan a

kontrollcsoporthoz viszonyitva. * P < 0,05.

Az ecldbbiekkel parhuzamosan, hosszitavon in vivo fenntartott xenograft
kisérletek soran a kezeletlen tumorok Rictor-expresszidja és RICTOR-kopiaszama
folyamatosan emelkedett (24. abra). A RICTOR-képiaszam (2,9-r6l 3,6-ra) és a
RICTOR/5g31.1 arany (1,6-rol 1,9-re) folyamatos emelkedését tapasztaltuk FISH-sel (2
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< RICTOR/5q31.1 aranynal amplifikaltnak tekintettikk az eseteket), ami igazolja a
Rictor/mTORC2-aktivitas jelentds szerepét az SCLC progresszidjaban.

A. 1dé

7,1 hén

2,7 hénap _

H&E

p-mTOR

Rictor
p-Akt
B. Elsé mintavételi idopont Utolsé mintavételi idépont
(2,7 hénap) (8,7 honap)
) RICTOR
® 5¢31.1

RICTOR FISH

)

RICTOR-Kképiaszam: 2,9 RICTOR-képiaszam: 3,6

24. abra Az mTOR-markerek és a RICTOR képiaszamanak valtozasai a tumorevolucio
modellezése soran a H146 xenograftokban. (A.) Reprezentativ képek a hosszatava
xenograft kisérletek H&E és mTOR-markerek THC festéseir6l. A méretskala 50 pm-t
jelol. (B.) A RICTOR-kdpiaszam valtozasai a hosszutavi xenograft kisérletben. A FISH
képeken a zold és a narancssarga jelek a RICTOR gént és a kontroll 16kusz régiojat

(5031.1) jelolik. A méretskala 5 um-t jel6l.
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5. MEGBESZELES

5.1. Ujonnan validalt, RICTOR-amplifikaciéval rendelkezé daganattipusok

Az elmult években a molekularis diagnosztika jelentds szerepet kapott a
személyre szabott terdpidkban. Az NGS-alapt, széleskori genetikai profilalkotas
kiilonésen fontos a patologiai és laboratoriumi gyakorlatban, azonban az eredmények
validalasa és értelmezése idGigényes €s koltséges [218]. A jol ismert célozhatd genetikai
eltérések mellett, a kapott eredmények felhivhatjak a figyelmet tovabbi lehetséges
terapias célpontokra a gyakori és ritkdbb daganattipusokban egyarant. Munkank soran az
NGS altal jelzett RICTOR CNV-emelkedést és ennck RICTOR-amplifikaciot jelzd
szerepét vizsgaltuk kiilonb6z6 daganattipusokban. A feltételezett RICTOR-amplifikalt
eseteket a ,,gold standard” FISH-sel validaltuk, valamint mas molekularis és in situ
modszerekkel is vizsgaltuk. A vizsgalt esetek 8,8%-aban (37/420) jelezte az NGS-
vizsgalat a feltételezett RICTOR-amplifikaciot. A 37 esetbdl 16 esetben tudtuk validalni
a RICTOR-amplifikaciot FISH-sel. A ddPCR érzékenysége alacsonyabb volt, csak 11
RICTOR-amplifikalt esetet erésitett meg. Eredményeink alapjan az NGS és a ddPCR
modszerek specificitasa és szenzitivitasa nem teszi lehetové a jelenleg ,,gold standard”
validacios modszernek tekintett FISH-vizsgalat kivaltasat, de segithetnek azonositani
azokat a potencialisan RICTOR-amplifikalt eseteket, amelyeknél érdemes elvégezni a
FISH-vizsgalatot.

A vizsgalataink soran validalt RICTOR-amplifikacidval rendelkezd 14 kiilonb6z6
diagnozis hangsulyozza a RICTOR-amplifikdcid széleskorli jelentdségét, beleértve
néhany ritka malignitast is. A 11. tablazatban Osszegytjtott validalt RICTOR-
amplifikacidés eredményeink szamos Osszefliggést mutattak a rendelkezésre allo
szakirodalmi adatokkal: a.) tobb olyan f6bb daganattipusban tudtuk validalni a RICTOR-
amplifikaciot FISH-sel, ahol korabban fokozott Rictor-expressziot vagy emelkedett
RICTOR CNV-t irtak le; b.) a FISH-validalt diagnozisok koziil egy-egy hasnyalmirigy-
neuroendokrin tumor és endometrialis carcinosarcoma esetet is azonositottunk mint
korabban RICTOR-amplifikaciot nem mutatd daganattipusokat. Ezek az eredmények az
altalunk végzett vizsgalatban keriiltek eldszor leirasra, mivel sem a RICTOR gén, sem

pedig a Rictor fehérjeexpresszios valtozasokat nem vizsgaltak kordbban ezekben a
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daganattipusokban; c.) a 4 feltételezett RICTOR-amplifikalt tubo-ovarialis ,,high-grade”
serosus carcinoma eset koziil, egyet sem tudtunk validalni; d.) a feltételezett RICTOR-
amplifikaciot az 6sszes vizsgalt tiidé adenocarcinoma esetben validalni tudtuk.

A vizsgalt betegpopulacio szokatlan Gsszetételének egyik oka, a beteganyagok
centralizalt feldolgozasa. A vizsgalt 420 esetet a ritka rosszindulati daganatok, a kdzponti
idegrendszeri, valamint a lagyrész- és csonttumorok, tovabba a gyermekkori esetek
atlagon feliili gyakorisaga jellemezte. A tiidodaganatos esetek alacsony szama pedig
annak volt koszonhet6, hogy a legtobb tiid6 adenocarcinoma esetet intézetiink egy masik,
kevesebb génszamu, tlidodaganatokra specifikusabb, célozhaté genetikai eltéréseket
tartalmaz6 panelen (lllumina TruSight Tumor 170) vizsgalja. Munkacsoportunk korabbi
vizsgalataiban azonban mar hozzajarultunk SCLC-s esetek RICTOR-amplifikacioval
kapcsolatos elemzéséhez, valamint a hazai tid6 adenocarcinomas esetek
mMTORC1/mTORC2-aktivitasanak karakterizalasahoz is [31, 32].

A potencidlis RICTOR-amplifikalt esetek koziil két gyermekkori kodzponti
idegrendszeri daganatos eset amplifikaciojat is igazoltuk. Ez kiilonosen érdekes lehet a
gyermekkori glioblastoma és astrocytoma esetében, tekintettel a kézponti idegrendszeri
daganatokban leirt mTOR- és mTORC2-hiperaktivitasra [219, 220]. Ezekben a
daganatokban korabban a PI3K/Akt/mTOR-gatlok alacsony hatékonysagat irtak le [221],
azonban ezekre a klinikai vizsgalatokra is jellemz6 volt a betegek markeralapa
szelekcidjanak hidnya, mivel sem az mTORC2-hiperaktivitasat, sem a RICTOR-
amplifikaciot nem vizsgaltak a klinikai fazisvizsgalatokban a célzott terapia megkezdése
elott.

Az altalunk wjonnan jellemzett RICTOR-amplifikalt daganattipusok koziil a
fokozott mMTORC2-aktivitas lehetséges prognosztikai szerepét tobbek kozott
glioblastomaban,  astrocytomaban,  invaziv ~ emlécarcinomaban,  epehodlyag
adenocarcinomaban és dedifferencialt endometrialis carcinomaban irtak le [58, 81, 222-
227]. Tovabba a fej-nyaki és a tiidé laphamcarcinomakban a PIK3CA- és/vagy az EGFR-
amplifikaciot dsszefiiggésbe hoztak az emelkedett Rictor-expresszioval [29, 63], ami a
PIBK/AKT/mMTOR jelatviteli 1tvonal célzott kezelését indokolja ezekben a
daganattipusokban. Kisérleti modellekben az mTOR-gatlok €s a Rictort érintd célzott
terapiak hatasosak voltak, kiilondsen glioblastoma esetén [70, 228]. Klinikai

vizsgalatokban a sapanisertib kezelés hatasosnak bizonyult vese- és endometrium-
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daganatoknal [229]. Eredményeink alatadmasztjak a rapalogok és a kettés mTORCI1- és
MTORC2-gatlok alkalmazasat az altalunk validalt dedifferencialt liposarcomakban,
valamint a szajiiregi és tiid6 laphamcarcinomakban is [64, 230, 231].

Korabban nem irtak le a RICTOR gén és fehérjeexpresszioval kapcsolatos
valtozasokat  hasnyalmirigy neuroendokrin  tumorokban vagy endometrialis
carcinosarcomakban. Els6ként a mi eredményeink mutattak ki magas mTORC2-aktivitast
és validalt RICTOR-amplifikaciot ezekben a daganattipusokban [106]. Eredményeink
jelentOségét alatamasztjak az mTOR-gatlokkal elért sikeres kezelési eredmények is [232-
238].

A validalt RICTOR-amplifikacioval parhuzamosan a Rictor és a p-Akt fokozott
expresszidjat is meger0sitettiik; csak 3 olyan eset volt (3/16), ahol a FISH-validalt
RICTOR-amplifikacio nem jart egyiitt emelkedett Rictor- és/vagy p-Akt-expresszioval.
Ezen eltérések lehetséges okai epigenetikai és komplex biolodgiai mechanizmusokkal (pl.:
poszttranszlaciés szabalyozasi mechanizmusok) [18, 239-247], valamint tovabbi
technikai okokkal (pl.: biopszids mintadk kezelése, antitestspecifikussag és érzékenységi
kiilonbségek) magyarazhatok. Eredményeink mindezek alapjan arra utalnak, hogy az
altalunk alkalmazott immunfestések hasznosak lehetnek a RICTOR FISH-vizsgalat
eldszilirésében. Mindkét modszer hozzajarulhat az eredményesebb betegekszelekciohoz
az mTOR-hiperaktivitas célzott kezelése eldtt, tovabba a RICTOR-amplifikacié és/vagy
az emelkedett Rictor-expresszio prediktiv markerként szolgalhat a kettés mTORCI1- és
mTORC2-gatlokra reagalo daganatos betegek azonositasaban [41, 79].

Vizsgalatainkban parositott SCLC-s betegmintakban is kovettik a RICTOR-
kopiaszam és az mTOR-aktivitas valtozasait a betegség progresszidjaval 6szefliggésben.
A viszonylag kis mintaszam ellenére az esetek tobbségében a RICTOR-kopiaszam
emelkedését mutattuk ki FISH-sel a két mintavételi idépont kozott. Hasonld kopiaszam-
valtozasokat figyeltek meg hosszutavon nyomon kovetett gyermekkori daganatokban is,
ahol a progresszioval osszefliggésben vizsgaltak a RICTOR gén kopiaszam-emelkedését
[248].

Osszefoglalva, nincs egységes konszenzus az NGS CNV-eredmények tényleges
prediktiv értékét illetéen. Emiatt fontos kiemelni, hogy: a.) vizsgalatunkban alacsonyabb
RICTOR CNV-t (3 < CNV < 4) mutat6 esetek kozott is sikeresen validaltuk a RICTOR-
amplifikaciot; b.) RICTOR FISH és a Rictor, p-Akt IHC-festések megbizhato és
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koltséghatékony validacios modszerek a kiilonb6z6 daganatos megbetegedésekben az
MTORC1/mTORC2-gatlok alkalmazasa el6tt; C€.) eredményeink ravilagithatnak a
RICTOR-amplifikacié lehetséges el6fordulasara és a RICTOR kopiaszam-emelkedésére

néhany ritka és/vagy nehezen kezelheté malignitasban.

5.2. Az mTOR-markerek expressziojanak valtozasai és oOsszefiiggései a
molekularis szubtipus markerekkel primer és agyi metasztatikus SCLC

betegmintiakban

Vizsgalatainkban jellemeztiik az mMTOR-aktivast, valamint a molekularis
szubtipus markerek eloszlasat nemcsak a primer, hanem az agyi metasztatikus SCLC-
kben is. A klinikopatologiai jellemzOktol fiiggetleniil mind a primer, mind az agyi
metasztatikus betegmintakban magas p-mTOR-, p-S6-, Rictor- és p-Akt-expressziot
figyeltink meg, az irodalmi adatokkal Osszefiiggésben [32, 185, 249-251].
Vizsgalatainkban a magas Rictor-expresszi6 dsszefiiggott a szignifikansan rosszabb teljes
tuléléssel az agyi metasztazisokkal rendelkez6 betegek esetében. Korabbi eredményeink
€s mas publikaciok is megerdsitették a RICTOR-amplifikacio, a magas Rictor- és p-Akt-
expresszio, valamint a kedvezotlen klinikai kimenetel kozotti 6sszefiiggéseket SCLC-ben
[32, 79]. Az agyi metasztazisok 40%-aban magas mTORC2-aktivitast figyeltiink meg,
ami utalhat az mTORC?2 szerepére az agyi metasztazisok kialakuldsdban és az SCLC
progressziojaban. Ez Osszhangban 4all azzal a megfigyeléssel, miszerint az mTOR-
aktivitast szabalyozo géneltérések gyakoribbak az agyi metasztatikus SCLC-kben, mas
metasztatikus helyekhez képest [252].

Bér az irodalomi adatok alapjan nincs egységes konszenzus az SCLC-szubtipusok
megoszlasat illetden, sajat vizsgélataink tobb esetben is hasonldsdgot mutattak a
korabban publikalt eredményekkel [180, 253-255]. Leggyakrabban az ASCL1-, a
NeuroD1-dominans és a négyszeresen negativ esetek fordultak elé hasonld gyakorisaggal
mind a primer, mind az agyi metasztatikus SCLC-kben. A négyszeresen negativ esetek
szama Viszonylag magas volt vizsgalatunkban; a primer esetek 20%-a, az agyi attétek
18%-a volt ebbe a tipusba sorolhatd, Szemben a korabbi tanulmanyokban k6zolt 6,3% és

17% kozotti eléfordulasi gyakorisaggal [180, 181, 255-257].
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A kozelmult eredményei alapjan az SCLC progresszidja soran kialakulo
fenotipusos-atmenet koncepcidja kezd korvonalazodni. Eszerint a szubtipusok egy adott
idépontban csak egy pillanatfelvételt mutatnak az SCLC dinamikus fejlodésébol, melyet
az SCLC-A szubtipustol az SCLC-N, majd az SCLC-Y szubtipusig tartd folyamatos
atmenet jellemez [187]. Ezt a megfigyelést eredményeink is alatamasztjak, mivel a
NeuroD1- és a YAPl-expresszio IS jelent6s emelkedést mutatott az agyi attétekben.
Tovbba a magas NeuroD1 és a magas Y AP1-expressziot kapcsolatba hoztak az EMT-vel,
a betegség magasabb stadiumaval, valamint a kemorezisztencia kialakulasaval is [257-
259].

Egyre tobb bizonyiték tamasztja ala, hogy a magas POU2F3-expresszioval
rendelkezé daganatok az SCLC-k egy kiilonallo alcsoportjat képviselik. A magas
POU2F3 expresszioji sejtek a tiidéham kemoszenzoros sejtjeiként ismert ,,tuft” sejtekbol
erednek, igy az NE-sejtektél kiilonboznek [190, 260]. Korabbi vizsgalatokkal
Osszhangban mi is hasonl6d eldforduldsi gyakorisagot talaltunk (12%) a POU2F3-
dominans szubtipusbol a primer SCLC-esetek kozott [261]. Azonban az agyi
metasztatikus mintaknak csak 6%-a mutatott magas POU2F3-expressziot. Kimutattuk
tovabba, hogy a POUZ2F3-dominans SCLC-ket az mTOR-utvonal hiperaktivitasa
jellemzi, mind a primer, mind pedig az agyi metasztatikus esetekben. Kiilonb6z6
vizsgalatok az SCLC-P fenotipust tumorok mas és mas genetikai, transzkriptomikai és
epigenetikai profilt irtak le [182, 190, 261, 262], ami potencialisan eltérd terapias
sebezhetdséget feltételez erre az szubtipusra vonatkozoan [185, 260].

Osszefoglalva, sajat vizsgalatainkban: a.) az mTOR-Gtvonal hiperaktivitasat
figyeltiik meg mind a primer, mind az agyi metasztatikus SCLC-kben; b.) a magas Rictor-
expresszio jelentdsen Osszefliggdtt a rosszabb teljes taléléssel az agyi metasztazisokkal
rendelkez6 betegekben, tovabba az agyi metasztazisok 40%-ban mTORC2-aktivitast
igazoltunk; c.) az ASCL1-, a NeuroD1-dominans és a négyszeresen negativ esetek voltak
a leggyakoribbak mind a primer, mind az agyi metasztatikus SCLC-kben, hasonl6
el6fordulasi gyakorisaggal, d.) a POUZ2F3-dominans SCLC-ket az mTOR-utvonal
hiperaktivitadsa jellemzi, mind a primer, mind pedig az agyi metasztatikus esetekben,

amely az mTOR-gatl6 terapiak lehetséges alkalmazasara hivja fel a figyelmet.
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5.3. Az mTOR-aktivitas és RICTOR-amplifikacié vizsgalata human SCLC-

sejtvonalakban in vitro és in vivo

Az in vitro vizsgalataink soran RICTOR-amplifikaciot, illetve egyéb mTOR-
utvonalhoz kapcsolodé mutaciokat hordozé human SCLC-sejtvonalakban vizsgaltuk a
cisplatin és egyéb PI3K/mTOR/Akt-gatlok anti-proliferativ hatasait. A Vizsgalt
sejtvonalak kozott ketté (H196, H446) RICTOR-amplifikalt volt, melyeket ddPCR- és a
FISH-modszerekkel is igazoltunk. Bar korabban mar beszamoltak a H446 sejtvonal
RICTOR-amplifikaciét ebben a sejtvonalban [79]. Erdekes médon az alkalmazott mTOR-
gatlok a legjelentdsebb anti-proliferativ hatast a H446 (RICTOR-amplifikalt) és a H1048
sejtvonalakban mutattdk. A H1048 sejtvonal szdmos, a PI3K/Akt/mTOR jelatviteli
utvonalhoz kapcsolodd genetikai eltérést hordoz (Kettés PIK3CA-mutacié és
amplifikacid, valamint AKT3-amplifikacio), amelyek hozzajarulhatnak a fokozott
mTOR-aktivitashoz és az mTOR-gatlokkal szembeni érzékenységhez. Eredményeinkhez
hasonloan, a kettés PIK3CA-mutacio ndvelte az alpelisib nevii PI3K-gatloval szembeni
érzékenységet emlédaganatokban [263]. A kézelmultban végzett vizsgalatok kimutattak,
hogy a RICTOR-amplifikacio jelenléte novelte a daganatos sejtek érzékenységét az ATP-
kompetitiv mTOR-gatlokkal szemben, tovabba a RICTOR gén csendesitése vagy kilitése
semlegesitette a vistusertib hatasat tiidé- és gyomordaganatokban [50, 79]. Az Egyesiilt
Allamok Nemzeti Rakkutatd Intézete kismolekulaji gatloszerek, koztik kemoterapias
szerek (pl.: cisplatin), mTOR- és dual PI3K-, mTOR-kinaz-gatlok (pl.: rapamycin,
vistusertib) hatasainak vizsgalata soran a mi eredményeinkhez hasonléan kiemelte az
SCLC-sejtvonalak érzékenységkiilonbségeit [264]. Az in vitro vizsgalataink alapjan a
vistusertib fokozza a cisplatin proliferaciogatld hatasat és/vagy attori a cisplatin-
rezisztenciat kombinalt kezelésben a vizsgalt SCLC-sejtvonalak tobbségében. Ez
meger6siti azokat a korabbi eredményeket, miszerint az mTOR-gatlok hasznalataval
visszafordithatok az egyes kezelésekkel szembeni rezisztenciamechanizmusok [147,
265]. A kombinacios kezelések jelentdségét igazolja, hogy tubo-ovarialis ,,high-grade”
serosus carcinomaban és NSCLC-ben a paclitaxel és a vistusertib kombinacios terapia is

igéretes klinikai eredményeket mutatott [205].
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Bér szamos tanulmany kimutatta kiilonb6z6 daganatokban az mTOR-ttvonal
fokozott aktivitasat és 0sszefliggését a kemoterapidval szembeni csokkent érzékenységgel
[266], az mTORC1-gatlok kombinacidjanak klinikai vizsgalatai a kezdeti sikerek ellenére
nem hoztak a vart eredményeket, tobbek kozott SCLC-kben sem [147, 267, 268]. Az
mTOR-hiperaktivacio a kiilonb6z6 malignitasokban, igy a tiidédaganatokban is, szamos
genetikai eltéréssel tarsulhat (pl.: PIK3CA-, PTEN-mutacié, RICTOR-amplifikacio) [79,
269, 270]. Az mTORC1-gatlok sikertelenségének hatterében szamos mechanizmus
allhat, melyek a dolgozat Bevezetés cimi fejezetében kifejtésre kertiltek. Az mTOR-
gatlok sikertelenségének egyik legfontosabb oka az eddigi adatok alapjan az mTORC2-
aktivitas valtozasaival lehet Osszefiiggésben, ami a klinikai vizsgalatokban a megfeleld
betegszelekcio és a prediktiv markerek alkalmazasanak fontossagara iranyitja a
figyelmet.

Egy in vivo vizsgalatban az AZD8055 — egy ATP-kompetitiv mTOR-inhibitor —
tumorndvekedést gatlo hatasait igazoltak kezeletlen patient-derived SCLC-s
xenotranszplantatumokban, tovabba megfigyelték, hogy a kezelés fokozta a cisplatin és
etoposide terapiaval szembeni érzékenységét is [251]. Sajat xenograft kisérleteinkben a
kemoterapias kezelés alkalmazasa utan a fennmaradd Rictor-expresszio mellett
szignifikansan megndvekedett p-Akt-expressziot mutattunk ki, ami a kemoterapias
kezelés soran kialakul6 mTORC2-aktivitast tamasztja ala. Emellett hosszutav xenograft
kisérletben, a kezeletlen tumorokban a RICTOR-kdpiaszam és a Rictor-expresszio
folyamatos novekedése volt igazolhato.

Osszefoglalva, a.) a vistusertib fokozza a cisplatin proliferaciogatld hatésat
¢és/vagy képes visszaforditani a cisplatin-rezisztenciat kombindcids terapidban a vizsgalt
SCLC-sejtvonalak tobbségében in vitro; b.) az in vivo kemoterapias kezelés hatasara a
fokozott p-Akt-expresszio és a fennmaradd Rictor-expresszio is alatamasztja a kezelés
altal indukalt mTORC2-aktivitast; c.) a hosszatavon fenntartott xenograft kisérletekben,
a kezeletlen tumorokban a RICTOR-kopiaszam ¢és Rictor-expresszio folyamatos
emelkedését igazoltuk. Mindezek egyértelmiien alatamasztjdk a Rictor/mTORC2-

aktivitas jelentOs szerepét az SCLC progresszidjaban.
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6. KOVETKEZTETESEK

l. A RICTOR-amplifikaci6 vizsgalata soran a kiilonb6z6é daganatokban
igazoltuk és elséként irtuk le, hogy:

- nincs egységes konszenzus az NGS CNV-eredmények tényleges
prediktiv értékét illetéen, alacsonyabb RICTOR CNV-t (3 <CNV <4)
mutato esetek kozott is sikeresen validaltuk a RICTOR-amplifikaciot;

- RICTOR FISH ¢és a Rictor, p-Akt IHC-festések megbizhatd ¢és
koltséghatékony validacios modszerek az mTORC1/mTORC2-gatlok
alkalmazasa el6tt a kiilonb6z6 daganatos megbetegedésekben;

- eredményeink kiemelik a RICTOR-amplifikacio el6fordulasat és a
RICTOR kopiaszam-emelkedését néhany ritka és/vagy nehezen

kezelhet6 malignitasban.

1. Az mTOR-aktivitas és a molekularis szubtipus markerek in situ
vizsgalata soran megallapithatjuk, hogy:

- az mTOR-utvonal hiperaktivitdsa mind a primer, mind az agyi
metasztatikus SCLC-kben jellemzd;

- az agyi metasztazisok 40%-ban mTORC2-aktivitas igazolhato;

- a magas Rictor-expresszid szignifikansan Osszefliggétt a rosszabb
teljes tuléléssel az agyi metasztazisokkal rendelkezd betegekben;

- az ASCL1-, a NeuroD1-dominans és a négyszeresen negativ esetek
voltak a leggyakoribbak, hasonl6 eléfordulasi gyakorisaggal mind a
primer, mind az agyi metasztatikus SCLC-kben;

- a POU2F3-dominans SCLC-ket az mTOR-ttvonal hiperaktivitasa

jellemzi, mind a primer, mind pedig az agyi metasztatikus esetekben.

I11. A human SCLC-sejtvonalak in vitro és in vivo vizsgalataiban leirtuk,

hogy:
- Rictor/mTORC2-aktivitasnak jelentés szerepe van az SCLC

progresszidjaban;
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a vistusertib in vitro fokozza a cisplatin proliferaciogatlo hatasat
és/vagy attori a cisplatin-rezisztenciat kombinaciés terapia
alkalmazasa soran a vizsgalt SCLC-sejtvonalak tobbségében;

a kemoterapias kezelés hatasara in vivo szignifikansan né a p-Akt-
expresszio €s jelentés marad a Rictor-expresszio, ami a kemoterapias
kezelés mellett kialakul6 mTORC2-iranyu aktivitas eltolodast jelez,

a tumorevolucid modellezése kozben, a hosszatavon fenntartott,
kezeletlen xenograft kisérletekben is a RICTOR-képiaszam és a

Rictor-expresszi6 folyamatos emelkedése igazolhato.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az elmult évtizedekben az mTOR jelatviteli utvonal szabalyozasi zavarainak
daganatbiologiai szerepét szamos tanulmany erdsitette meg. Az utvonal egyik
leggyakoribb genetikai eltérése a RICTOR-amplifikaciod, melyet tobb daganattipusban is
megfigyeltek. Ezzel osszefiiggésben szamos PI3K/Akt/mTOR-gatlé klinikai fejlesztése
zajlik, igy az mTOR-aktivitas jellemzése és tovabbi prediktiv markerek azonositasa egyre
fontosabba valik. Munkamban a RICTOR kopiaszam-valtozasat (CNV), az amplifikacio
eléfordulasat és a parhuzamosan megjelend mTOR-aktivitast vizsgaltam kiilonboz6
rosszindulati daganatokban koztiik kissejtes tiidécarcinomaban (SCLC).

Rutin diagnosztikai ujgeneracios szekvenalassal (NGS) kivalasztott esetekben
(3<RICTOR CNV), valamint SCLC-s betegek parositott mintaiban, human SCLC-
sejtvonalakban és in vivo xenograft kisérletekben vizsgaltuk a RICTOR-kopiaszam
valtozasat és annak jelent6ségét. Az amplifikaciot a ,,gold standard” fluoreszcens in situ
hibridizaciéval (FISH) igazoltuk, és tobb esetben Droplet Digital PCR-rel (ddPCR) is
megerdsitettiik. Az mTOR-aktivitidssal Osszefliggd fehérjeexpresszids valtozasokat
immunhisztokémiaval és Wes™ Simple modszerrel vizsgaltuk. A kiilonbozé mTOR-
inhibitorok proliferaciogatlé hatasait tobbféle teszttel is igazoltuk in vitro.

Tobb ritka daganattipusban els6ként irtunk le FISH-validalt RICTOR-
amplifikaciot, amely igazolja a RICTOR-amplifikacio jelentdségét a daganatok széles
korében. Eredményeink alapjan sem az NGS, sem pedig a ddPCR nem helyettesitheti a
FISH-t a RICTOR-amplifikdci6 validalasaban. Tovabb4a az emelkedett Rictor
fehérjeexpresszio és az in situ MTORC2-hiperaktivitas felhivhatjak a figyelmet a
potencidlis RICTOR-amplifikalt esetekre. A RICTOR-képiaszam emelkedését parositott
SCLC-s betegmintakban és in vivo kisérletekben is sikeriilt igazolnunk. Ezzel
Osszefiiggésben a magas Rictor-expresszio, az mTORC2-hiperaktivitds és a rosszabb
teljes tulélés szignifikans Osszefliggését mutattuk ki az agyi metasztatikus SCLC-kben.
Végezetil a RICTOR koépiaszam- és expressziovaltozasok jelentdségét in vitro
kisérleteinkkel erdsitettiik meg.

Eredményeink alapjan a RICTOR-amplifikécio korai felismerése igéretes terapias
célpontot kinalhat nemcsak az SCLC, hanem mas ritka primer daganatok

progresszidjanak és attétképzddésének megeldzésében.
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8. SUMMARY

In recent decades, numerous studies have confirmed the dysregulation of the
mTOR signalling pathway in cancer. One of the most common genetic alterations in the
mTOR pathway is the RICTOR amplification, which has been observed in several tumour
types. In this context, several PI3K/Akt/mTOR inhibitors are already in clinical
development. Therefore, characterising mTOR activity and identifying additional
potential predictive markers have become increasingly important. In my work, | have
investigated the copy number variation (CNV) of the RICTOR, the prevalence of
amplification and the associated mTOR activity in a wide range of malignancies,
including small cell lung carcinoma (SCLC).

In selected cases from routine diagnostic next-generation sequencing (NGS)
studies (3<RICTOR CNV), paired SCLC patient samples, human SCLC cell lines, and in
vivo xenograft experiments, we investigated the variation in RICTOR copy number and
its significance. The amplification was validated by the "gold standard" fluorescence in
situ hybridisation (FISH), and — in several cases — confirmed by Droplet Digital PCR
(ddPCR). The protein expression changes associated with mTOR activity were assessed
by immunohistochemistry and Wes™ Simple. Several assays were used to test the anti-
proliferative effects of various mTOR inhibitors in vitro.

We were the first to describe FISH-validated RICTOR amplification in several
rare tumours, demonstrating the importance of RICTOR amplification in a wide range of
tumour types. Our results suggest that neither NGS nor ddPCR can replace FISH in
validating RICTOR amplification. Furthermore, increased Rictor protein expression and
in situ MTORC2 hyperactivity may highlight potential RICTOR-amplified cases. We
have also demonstrated an increase in RICTOR copy number in paired SCLC patient
samples and in vivo experiments. In this context, we found a significant association
between high Rictor expression, mMTORC2 hyperactivity and worse overall survival in
brain metastatic SCLCs. Finally, in vitro experiments confirmed the significance of
RICTOR copy number and expression changes.

Based on our results, early detection of RICTOR amplification may provide a
promising therapeutic target, not only for SCLC, but also for preventing progression and

metastasis in other rare primary tumours.
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11. KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném halamat kifejezni mindazoknak, akik segitséget ¢és tamogatast

nyujtottak PhD-munkam soran:

Témavezetomnek, dr. Sebestyén Annanak, aki szinte ismeretlenként, bizalommal
fogadott be a munkacsoportjaba, €s az azodta eltelt idoben megosztotta velem tudasat és
szakmai tapasztalatait, példat mutatva a kutatoi szemléletével és gondolkodasmodjaval.
Ko6szondm neki, hogy barmikor fordulhattam hozzd kérdéseimmel és azt is, hogy
mindvégig tamogatott doktori munkamban, elémenetelemben.

Kiilon kdszonettel tartozom dr. Krencz Ildikonak, aki a doktori képzésem elején
felkarolt és potolhatatlan segitséget, tamogatast, valamint egyéb épité tanacsokat adott,
véleményére mindig szdmithattam.

Koszonettel tartozom dr. Matolcsy Andras professzor Grnak és a Doktori Iskola
vezetéségének, hogy PhD-munkamat a Semmelweis Egyetem Patologiai és Kisérleti
Rakkutato Intézetben, a Patologia és Onkoldgia Tagozat Molekularis és experimentalis
onkolodgia programjaban végezhettem.

Szeretnék koszonetet mondani a Tumorbioldgia Munkacsoport volt és jelenlegi
PhD-hallgatéinak ¢és munkatarsainak, kiemelten dr. Dankoé Titanillanak, dr. Petdvari
Gaébornak, dr. Moldvai Dorottyanak, Raffay Reginanak, dr. Vetlényi Enikének, dr. Varga
Viktorianak, Risa Miyauranak és dr. Szalai Fatimének, a barati 1égkor és motivalo
szakmai kornyezet kialakitasaért. Szerencsés vagyok, hogy egy ilyen jo hangulaty,
Osszetartd kozosségben dolgozhattam.

Ko6szondm a Tumorbioldégia Munkacsoport volt és jelenlegi TDK-hallgatéinak,
Gelencsér Rebekanak, Csikés Balintnak, Forhécz Noranak és Varga Izabellanak a
kisérletekben valo lelkes kozremitkodésiiket.

Tovabba koszonom a Molekularis Onkohematologia Kutatocsoport vezetdjének,
dr. Bodor Csabéanak, valamint dr. Nagy Noéminek és dr. Nagy Akosnak, hogy segitették
a RICTOR ddPCR beallitasat intézetiinkben. Koszonom még dr. Zajta Eriknek és Hegyi
Lajosnak a rutin diagnosztikai NGS TSO500 tesztek elvégzését, valamint dr. Bedics

Gabornak a TSO500 eredmények Osszegyiijtését és a klinikai adatok megosztasat.

124



Ko6szonom dr. Papp Gergének ¢és Kapczar Doéranak a RICTOR FISH-
vizsgélatokban nyujtott segitséget. Szakértelmiik és precizitasuk példaértékii szamomra.

Ko6szonom a Semmelweis Egyetem Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet
patologusainak, akik részt vettek a vizsgalatainkba bevont esetek Osszegytijtésében és
patologiai diagnosztizalasban, kiemelten dr. Sapi Zoltdnnak, dr. Pépay Juditnak, dr.
Dezs6 Katalinnak, dr. Rokusz Andrasnak és dr. Scheich Balintnak. Tovabba a
Semmelweis Egyetem Patologiai, Igazsagiigyi és Biztositasi Orvostani Intézetbdl dr.
Toékés Anna-Maridnak.

Az in vivo kisérletekben valo segitséget szeretném megkdszonni a Semmelweis
Egyetem Patolégiai és Kisérleti Rakkutat6 Intézet Allathazaban dolgozé
munkatarsaknak, kiilondsképpen Sztodola Andrasnak.

Kiilon koszonet illeti a Semmelweis Egyetem Patologiai és Kisérleti Rakkutatod
Intézet Biopszia laborjanak munkatarsait a metszetkészitésben nyujtott technikai
segitségiikért, valamint a metszetek archivalasaért. Koszonom Kurucz Csillanak, Tamasi
Annanak, Uzseka Ritanak és Bertalan Rebekanak a segitséget.

Szeretném megkoszonni Laczik Cecilidnak a Doktori Iskolaval kapcsolatos tigyek
intézésben valo segitségét.

Kosz6nom tovabba a Semmelweis Egyetem Patologiai és Kisérleti Rakkutatod
Intézet minden munkatarsanak, kollégaimnak a sok segitséget és tdmogatast.

Koszoném dr. Dome Balazsnak, hogy a kissejtes tiidécarcinoma sejtvonalakat
biztositotta szamunkra, valamint koszonettel tartozunk Barany Nandornak a
sejttenyésztéssel kapcsolatos hasznos tanacsaiért.

Ko6szonom dr. Khoor Andrasnak ¢és Tracy Majewicz-nek a tudoményos
egylttmiikodés kezdeményezését ¢és a RICTOR-amplifikdcioval kapcsolatos
vizsgalatokban valo segitséget.

Ko6szonom dr. Regds Eszternek, hogy elvallalta dolgozatom hazi biralatat,
meglatasaival, hasznos tanacsaival segitette munkamat. Ko&szonom a dolgozatom
hivatalos biraloinak, is, hogy i1d6t forditottak a disszertaciom attanulmanyozasara.

Végezetiill koszonom csaladomnak, kilondsképpen a nagysziileimnek, hogy

mindvégig tamogattak céljaim elérésében.
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