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1. Bevezetés

A tumorsejtek korlatlan osztédasat a jol ismert
mutaciés valtozasok mellett, azokkal Osszefiiggésben a
jelatviteli és anyagcsere-utvonalak valtozasai is segitik.
Ezek szabalyozasaban ¢és miikodésében szamos kdzponti
szabalyoz6 molekuldnak és kulcsfontossagii metabolikus
enzimnek van szerepe. A mechanistic target of
rapamycin (MTOR) kinaz részt vesz a sejtek jelatviteli
utvonalainak és anyagcseréjének (pl.: a fokozott gliikoz-
vagy aminosavfelvétel) szabalyozasaban, a sejtek
novekedésének ¢és talélésének fenntartasaban (pl.:
proliferacié, motilitdas, migracio, fehérjeszintézis,
transzkripcio), valamint a stresszhelyzetekre adott
valaszokK iranyitasaban is.

Az mTOR-kindz a sejtekben két kiillonbozé
komplexben — az mTOR-komplex 1-ben (mTORCI) és
az mTOR-komplex 2-ben (MTORC2) — fordul el6. Ezek
eltér6 katalitikus alegységekbdl épiilnek fel és
funkciondlisan 1s kiilonboznek egymastol. Az aktiv
MTORC1 szamos felépitd folyamatban jatszik szerepet,
mint példaul a fehérje-, lipid- és nukleotidszintézis,
valamint a riboszoma-biogenezis. Ezzel szemben az
MTORC2-nek kiemelt jelentésége van a sejtek
tulélésének, differenciacidjdnak, ndvekedésének és
migracidjanak szabalyozasaban, valamint az aktin
citoszkeletalis rendszer fenntartasaban.

Az mTOR-kinaz diszfunkcidja hozzajarulhat a
jelatviteli/metabolikus utvonalakban bekovetkezd
szabalyozasi zavarok, illetve kiilonb6z6 betegségek (pl.:
anyagcserezavarok, neurodegenerativ és
kardiovaszkularis betegségek, Oregedés, daganatok)
kialakuldsdhoz €s progresszidjahoz. Ennek hatterében az
MTOR-Kinazt érint6 génmutaciok, az mTOR-komplex
aktivitasat kozvetleniil szabdlyozd fehérjék mutécion
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vagy a jelatviteli haldzat egyéb valtozasai (pl.: onkogén
vagy tumorszuppresszor gének mutacioi) allhatnak.

Az mTOR-utvonalat érinté egyéb mutacidkon kiviil
az mTOR-komplex alegységeiben is eléfordulhatnak
mutaciok. A leggyakoribb ilyen genetikai eltérés a
RICTOR (rapamycin-insensitive companion of mTOR)
génamplifikacio, amely a Rictor fehérje fokozott
expresszidjat okozza, novelve az mTORC2 és az Akt-
kinaz aktivitasat, valamint az mTORC1- és mTORC2-
komplexek ardnyanak eltolodasat, eldsegitve a
tumorsejtek novekedését és talélését. A RICTOR-t 2004-
ben azonositottdk az mTORC2 vazfehérjéjeként.
Elsédleges funkcioja a komplex 6sszeszerelésének
iranyitasa és szerkezeti integritdsdnak fenntartisa. A
jelenlétében az mTOR-kindz FRB-régidja a komplexen
beliil helyezkedik el, megakadalyozva a legismertebb ¢és
legszélesebb  korben alkalmazott elsé  generacios
allosztérikus mTOR-gatlok (pl.: rapamycin €s rapalogok)
hozzaférését a komplexhez.

A RICTOR-amplifikacio jelentds szerepet jatszik a
daganatok progresszidjaban ¢és az attétképzodésben
kiilonboz6 jelatviteli ttvonalak (pl.: MAPK/ERK, Wnt/j-
katenin) szabalyozasan keresztiil. Szamos tanulmany
kimutatta a RICTOR-amplifikaciot és a fokozott Rictor-
expressziot kiilonbozé daganattipusokban, tobbek kozott
tiido-, nyeldeso, emlo-, hasnyalmirigy €s
majdaganatokban, illetve melanomaban. Az el6bbiek
mellett a RICTOR-amplifikacié és/vagy a fokozott
Rictor-expresszi6 rosszabb prognozissal és rovidebb
teljes tuléléssel tarsult tobb daganattipus esetében is.

A PI3K/Akt/mTOR-utvonal szabalyozasi zavarai a
tiidédaganatok patogenezisében is fontos szerepet
toltenek be. Az mTOR-hiperaktivitas jelatviteli itvonalak
genetikai eltérései (pl.: EGFR- vagy a KRAS-mutacio),
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onkogén (pl.: PIK3CA, RICTOR, AKT1/3, TSC1/2,
MTOR), valamint egyéb tumorszuppresszor (pl.: PTEN,
STK11) gének mutécidja révén is kialakulhat. Az mTOR-
utvonal eltéréseinek el6fordulasi  gyakorisaga az
adenocarcinomakban 90%, a laphamcarcinomakban 40%
és a kissejtes tiidocarcinomakban (SCLC) 36%. A
RICTOR-amplifikacid az egyik leggyakoribb genetikai
eltérés az Osszes szovettani altipusban. El6fordulasat az
adenocarcinomak 10%-aban, a laphamcarcinomak 15%-
aban, az SCLC-k 12%-aban figyelték meg.

Az SCLC-k a leggyakoribb neuroendokrin (NE)
tid6daganatok, megjelenésiik erds Osszefiiggést mutat a
dohanyzassal. Az SCLC magas proliferacios rataval,
korai metasztazisképzodéssel és rossz prognozissal
jellemezhet6. Az SCLC-k esetében az agyi attétek
gyakoriak, és mar a betegség korai szakaszdban
kialakulhatnak. A kozelmutltban négy f6 molekularis
szubtipust azonositottak az ASCL1 (SCLC-A szubtipus),
a NeuroD1 (SCLC-N szubtipus), a POU2F3 (SCLC-P
szubtipus) és a YAP1 (SCLC-Y szubtipus) transzkripcios
faktorok  fokozott expresszidja alapjan, melyek
lehetéséget  teremthetnek az  adenocarcinomakhoz
hasonlo, célzott terapias készitmények ajanlasara. Annak
ellenére, hogy a PI3K/Akt/mTOR-utvonal eltérései
gyakoriak az SCLC-kben, csak korlatozott adatok allnak
rendelkezésre az mTOR-aktivitds és az Ujonnan leirt
molekularis szubtipusok kozotti 6sszefiiggésekrol.

Az mTOR-hiperaktivitas hatterében allo specifikus
molekularis valtozasok (pl.: onkogén muticiok vagy
fokozottan expresszalodott fehérjék) a személyre szabott
kezelések soran terapids célpontok lehetnek. Az elsd
generacios  allosztérikus mTOR-gatlok  hatékonyak
lehetnek az mTORC1-hiperaktivitds esetén, azonban
bizonyos ismert FRB-domén mutaciok vagy magas
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MTORC2-aktivitas jelenlétében hatastalannak
bizonyulhatnak. Az els6é generacios rapalogok alacsony
hatékonysaganak hatterét megismerve indult el az
ujgeneracidos, az mTORCl-et és mTORC2-t is gatlo
kettds, illetve tovabbi, példaul dual-inhibitorok (az
MTOR-kin4zon kiviil mas kinazokat is gatlo) fejlesztése.
Célzott terapiak megkezdése elétt fontos lehet az mTOR-
aktivitas in situ jellemzése, mivel a komplexek aranya
befolyésolhatja a kezelések eredményességét.

Az mTORCIl-aktivitas in situ jellemzését az
MTOR-kinéz aktiv, foszforilalt formajanak (p-mTOR) és
foszforilalt direkt és indirekt célmolekuldinak (pl.: p-
4EBP1, p-S6K1, p-S6) immunhisztokémia
(IHC)/immuncitokémia (ICC) vizsgalataval végezhetjik.
Az irodalmi adatok és korabbi vizsgalataink alapjan az
mTORC2  aktivitdisdnak  nyomon  kovetésére a
legmegfelelobb marker az Akt-kinaz foszforilalt 473-as
szerin aminosavanak (p-Akt (Ser473)) kvantitativ és in
situ  kimutatasa. Tovabba a RICTOR-amplifikacio
jelenléte magas mTORC2-aktivitassal fiigghet 0ssze, igy
a PI3BK/mTOR/Akt-utvonal hatékony gatlasanak egyik
prediktiv markere lehet. A RICTOR-amplifikacio ,,gold
standard” validalasi moédszere a fluoreszcens in situ
hibridizacié (FISH). A gén kopiaszdmaban bekovetkezd
esetleges valtozasokra azonban a szekvendlds (pl.:
ujgeneracios szekvenalas — NGS) vagy Droplet Digital
PCR (ddPCR) vizsgalatok eredményei is felhivhatjdk a
figyelmet. Az amplifikacioval 6sszefliggésben a fokozott
Rictor fehérjeexpressziot IHC és ICC modszerekkel is
értékelhetjik. Az  mTOR-komplexek  mennyiségi
Osszehasonlitdsa a specifikus vazfehérjék (Raptor az
mTORCI1 és Rictor az mTORC2 esetében) aranyabdl is
meghatarozhato.



Osszefoglalva, az elmult évtizedekben szdmos
PI3K/Akt/mTOR-gatlo hatasossagat vizsgaltak
kiilonb6z6 daganatokban, azonban a klinikai vizsgalatok
eredményei gyakran elmaradtak a varttol. A jovobeni
terapiak hatékonysaganak javitasa érdekében
elengedhetetlen a terapias dontéshozatalt segitd prediktiv
markerek azonositdsa ¢€s a Dbetegek markeralapt
szelekciodja a vizsgalatokba torténd bevalasztas soran.

2. Célkitiizések

A mTOR-Gtvonal szabalyozasi zavarai, koztik a
RICTOR-amplifikacid, szdmos humén daganattipusban
megfigyelhetok, kiilondsen a tiidédaganatok esetében. Az
MTOR-gatlok klinikai felhasznaldsdnak elésegitéséhez
fontos az mTOR-aktivitas jellemzése ¢és tovabbi
lehetséges prediktiv markerek azonositasa. Ezeknek
megfeleléen vizsgalataink céljai a kdvetkezok voltak:

1. A RICTOR-amplifikaci6  el6fordulasanak

vizsgalata kiilonbozé daganatokban.

a. TSO500 NGS-sel kimutatott RICTOR
kopiaszam-valtozdsok  hatterében  4allo
feltételezett amplifikaci6 validalasa és
fehérjeszintli vizsgalata.

b. RICTOR-képiaszam és mTOR-aktivitas
valtozasanak vizsgalata parositott mintakban
az SCLC progresszioja soran.

2. Az mTOR-aktivitds, a molekuléris szubtipus
markerek Osszefiiggéseinek vizsgalata primer és
agyi metasztatikus SCLC-kben.

3. Human SCLC-sejtvonalakban az mTOR-
aktivitas, valamint a RICTOR-amplifikacio
szerepének kisérletes vizsgalata.

a. PI3K/Akt/mTOR-gatlok in vitro
proliferaciogatld hatasainak vizsgalata a
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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
kemoterapids kezelés ¢és tumorevolicid
modellezése soran.

3. Moédszerek

Vizsgdlt betegcsoportok

Retrospektiv vizsgalatainkban két betegcsoportot
vizsgaltunk. Az elsé betegcsoport (NGS-kohorsz) 420
esetet tartalmazott, amelyek 2018 és 2022 kozott
érkeztek intézetiinkbe (Semmelweis Egyetem Patologiai
¢és Kisérleti Rakkutato Intézet, Budapest, Magyarorszag),
500 génes rutin diagnosztikai NGS-vizsgélatok elvégzése
céljabol. A masodik betegcsoport (SCLC-kohorsz)
primer (N=50), agyi metasztatikus (N=50), valamint
ugyanazon SCLC-s betegek parositott mintait (N=14x2)
tartalmazta.
Ujgenerdcios szekvendldis (NGS) és bioinformatikai
elemzés

Az NGS-kohorsz esetein az Illumina TruSight
Oncology 500 High Throughput assay-vel (TSO500)
szekvenalast végeztiink a gyartd utasitdsai szerint.
Tovéabbi vizsgélatainkhoz és a RICTOR-amplifik4cio
validalasahoz azokat az eseteket valasztottuk ki,
amelyekben a normalizalt RICTOR CNV-érték 3 vagy
annal nagyobb volt.
RICTOR-amplifikdcio vizsgdlata fluoreszcens in situ
hibridizdcioval (FISH)

Az NGS-kohorsz 3<RICTOR CNV eseteinek
(N=37), az SCLC-kohorsz parositott mintainak, a human
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SCLC-sejtvonalakbol késziilt sejtblokkok és xenograft
szovetblokkok 2-3 pm vastag formalin-fixalt ¢és
paraffinba agyazott (FFPE) metszetein végeztiik a ,,gold
standard” validaciés modszernek szamito FISH-
reakciokat. Az értékelés soran a sejtmagonkénti
jelszamok atlagat és a RICTOR/Chr5 vagy a
RICTOR/5931.1 aranyt hataroztuk meg. Azokat az
eseteket, ahol az arany 2 vagy annal nagyobb volt
RICTOR-amplifikaltnak tekintettilk, mig azokat az
eseteket, ahol az arany 2-nél kisebb, azonban a RICTOR-
kopiaszdm 4 vagy annal nagyobb volt bizonytalan
esetként regisztraltuk.

RICTOR-kdpiaszam-valtozds vizsgdlata Droplet Digital
PCR-rel (ddPCR)

Az NGS-kohorsz 3<RICTOR CNV eseteiben a
RICTOR-kopiaszam valtozasanak vizsgalatat ddPCR-rel
is elvégeztik. A human SCLC-sejtvonalak RICTOR-
kopiaszamanak  meghatdrozdsdhoz  is ~ ddPCR-t
alkalmaztunk. A PCR-reakciohoz a RICTOR FAM ¢s az
AP3B1 HEX probakat hasznaltuk. A  kapott
eredményeket az  FFPE-mintdk  tumorardnyéval
normalizaltuk. Azokat az eseteket, ahol a normalizalt
RICTOR/AP3B1l-arany nagyobb mint 2 volt, RICTOR-
amplifikalt eseteknek definialtuk.

Az mTOR- ¢és molekularis szubtipus markerek
immunhisztokémiai vizsgalata

Az IHC-festéseket a FFPE-szovetmintdk 2-3 pum
vastagsagu metszetein készitettiik. Az mTOR- (p-mTOR,
p-S6, Rictor, p-Akt) és a molekularis szubtipus markerek
(ASCL1, NeuroD1, POU2F3, YAP1) IHC-festéseinek
szemikvantitativ értékeléséhez a ,,histochemical scoring”
(H-score) modszert hasznaltuk. A cut-off értékeket a H-
score értékek alapjan allapitottuk meg vizsgalatonként
kiilon-kiilon.



Az  mMTOR-markerek vizsgdalata Wes™  Simple
madszerrel

A human SCLC-sejtvonalak fehérjeexpresszios
elemzéséhez Kapillaris alapi Wes™ Simple technikat
alkalmaztunk. Az mTOR-aktivitas vizsgalatdhoz a
kovetkezo fehérjéket alkalmaztuk: mTOR, p-mTOR, S6,
p-S6, Akt, p-Akt, Rictor.
Sejt- és szovettenyésztés

Az in vitro vizsgalatainkhoz 8 human SCLC-
sejtvonalat valasztottunk ki: DMS 53, DMS 153, H146,
H196, H446, H841, H1048 és SHP-77. Az adherens és a
Szuszpenzios, illetve a kevert adhézios és szuszpenziods
fazissal is rendelkez6 sejteket az adott sejtvonal
proliferacids tulajdonsadganak fiiggvényében 4-6 naponta
passzaltuk.
Kemoterapidas és mTOR-gatlo kezelések
proliferaciogatlo  hatdasainak vizsgalata az; SCLC-
sejtvonalakon in vitro

Az in vitro kezelések soran a kovetkezd
kezelgszereket alkalmaztuk mono- ¢€s kombinacios
terapiaban: cisplatin (kemoterapias szer), rapamycin
(allosztérikus mTOR-gatlo), PP242 (kettés mTORCI- és
mTORC2-gatlo), vistusertib (kettés mTORC1- és
mMTORC2-gatl6), dactolisib (dual PI3K-, mTOR-kinaz-
gatlo) és ipatasertib (Akt-gatld). A kombinacios
kezelések  hatdsainak  kvantitativ ~ értékelésére  a
kombinacios index szamitasi modszert alkalmaztuk.
In vitro proliferdcios tesztek

A kezelések rovidtava (72 ora) proliferaciogatld
hatasainak vizsgalatahoz alamarBlue™ és
sulforhodamine B  tesztet hasznaltunk. Mindkét
proliferacios tesztet 3 fiiggetlen kisérlet 6 parhuzamos
mintdjanak értékelésével végeztikk, az eredményeket a
kezeletlen kontroll sejtek %-aban adtuk meg.
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Xenograft vizsgdlatok és in vivo kezelések

Az in vivo xenograft kezelésekhez a H146 sejtet
injektaltunk subcutan him immunhianyos (SCID) egerek
NCCN iranyelveinek megfelelé kezelési protokollt
alkalmaztuk: (1) kontroll soéoldat; (2) cisplatin és
etoposide. Az egereket a 30. napon terminaltuk. Ezzel
parhuzamosan SCID egereken végeztiink el egy tovabbi
xenograft  kisérletet, amely soran a tumorokat
rendszeresen Uj allatokba fltettiik at, kozel 9 honapon
keresztiil. A kisérletek végeztével a termindlt allatok
tumorainak tomegét megmértik ¢és az eltavolitott
tumorokat formalinban fixaltuk és paraffinba dgyaztuk
tovabbi vizsgalatokhoz.
Statisztikai analizis

A parametrikus adatok esetében két csoport
Osszehasonlitdsdra  kétmintds  t-probat, egyiranyud
ANOVA-t és Tukey-tesztet, mig a nem parametrikus
adatok  elemzésére a  Mann-Whitney  U-tesztet
alkalmaztuk. A kategorikus valtozok dsszehasonlitisara a
Khi-négyzet probat és a Fisher-féle egzakt tesztet
alkalmaztuk. A korrelacié szamitasahoz a Spearman-féle
rangkorrelaciot, talélési adatok elemzéshez a Kaplan-
Meier-modszert hasznaltunk, a talélési gorbéket pedig a
log-rank teszttel hasonlitottuk 6ssze. A P<0,05 értékeket
tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

4. Eredmények
A RICTOR-amplifikdacio eldfordulasanak vizsgdlata a
kiilonbozd daganatokban és SCLC-kben

Az NGS-vizsgéalatok eredményei alapjan 420
esetbdl 37-ben (8,8%) feltételeztik a RICTOR-
amplifikacio jelenlétét (3<RICTOR CNV), és ezeket az
eseteket valasztottuk ki tovabbi vizsgalatokhoz. A
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feltételezett RICTOR-amplifikaciot a ,,gold standard”
validaciés modszernek  szamit6 ~ FISH-vizsgalattal
validaltuk, ¢s parhuzamosan a RICTOR-képiaszam
valtozasat  ddPCR-rel is  vizsgaltuk. RICTOR-
amplifikaciot 16 esetben (16/37) validaltuk FISH-sel és
11 esetben (11/37) mutattuk ki ddPCR-rel. A Rictor- és a
p-Akt-expresszio értékelésére IHC-festéseket végeztiink.
Ehhez két kiilonb6zd cégtdl (Bethyl és Cell Signaling)
szarmazo 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.
Osszehasonlitva a RICTOR amplifikacios és az ezzel
Osszefiiggd fehérjeexpresszids 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 4 vagy annal nagyobb volt
(9/12); c.) meglep6 modon, az alacsonyabb NGS CNV-
csoportba (3,00-3,99; 25/37) tartozd esetek kozott is
sikeriilt FISH-sel validalni (7/25); d.) a ddPCR csak 11
RICTOR-amplifikalt esetet erdsitett meg a 16 FISH-
validalt eset kozil. A  FISH-validalt RICTOR-
amplifikacids statusszal Osszehasonlitva mindharom
IHC-festés kombinalt értékelése 81%-0s  (13/16)
specificitast és 67%-0s (14/21) szenzitivitdst mutatott a
vizsgélt 37 esetben. A RICTOR-amplifikaciot 6 {6
daganattipusban, 14 diagndzisban tudtuk validalni. T6bb
diagnozis esetében (N=10) is eldszor mutattuk ki a FISH-
validalt ~RICTOR-amplifikaciot. Ezek  kozill az
mTOR/Rictor in situ expresszidjat és genetikai eltéréseit
(pl.:  amplifikacio)  korabban  nem  vizsgaltak
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hasnyalmirigy neuroendokrin tumorokban és
endometrialis carcinosarcomakban.

A parositott SCLC-s beteganyagok RICTOR-
amplifikacios statuszat ¢és RICTOR-kdpiaszamanak
valtozasat FISH-sel vizsgaltuk. A 14 mintaparbol 12-ben
nétt a RICTOR-kdpiaszam a két mintavétel kozott eltelt
id6 soran. A kezdeti mintak koziil 2 RICTOR-amplifikalt,
1 pedig bizonytalan értékelésii volt. A masodik
mintavételbol szarmazo mintak esetében 2, mar korabban
IS RICTOR-amplifikdlt =~ minta  megtartotta az
amplifikaltnak és 1 minta Gjonnan bizonytalan eredményt
mutatott. A RICTOR-amplifikalt parositott mintak 80%-
aban (4/5) nétt a Rictor-expresszio a két mintavételi
1d6épont kozott.

Az mTOR-aktivitis és a molekularis szubtipus markerek
vizsgdlata primer és agyi metasztatikus SCLC-kben

A primer és agyi metasztatikus SCLC-kben az
MTORC1 (p-mTOR, pS6), az mTORC2 (Rictor, p-Akt)
¢és a molekularis szubtipus markerek (ASCL1, NeuroD1,
POU2F3, YAP1l) in situ expresszigjat IHC-vel
vizsgaltuk.

A p-S6- és a Rictor-expresszio szignifikdnsan
magasabb volt az agyi metasztatikus tumorokban
(P<0,05 a p-S6 és P<0,01 a Rictor esetében). A magas
Rictor-expresszi6 rovidebb teljes tuléléssel tarsult az agyi
metasztazisokkal rendelkez6 betegek esetében (P=0,008).
Az mTORC2-aktivitds vizsgalatdhoz az mTORC2-
markerek H-score értéke alapjan két csoportot
alakitottunk ki: a.) nincs mTORC2-aktivitas (alacsony
Rictor- és/vagy p-Akt-expresszid), b.) van mTORC2-
aktivitas (magas Rictor- és/vagy p-Akt-expresszid). Az
agyi metasztatikus esetek 40%-aban az mTORC2-
aktivitds jelenléte volt igazolhatdo, ami szignifikans
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Osszefliggést mutatott a rdévidebb teljes tuléléssel
(P=0,036).

Az ASCL1l-expresszid esetében nem talaltunk
szignifikdns kiilonbséget, azonban a NeuroD1l- és a
YAP1L-expresszio szignifikansan magasabb volt (P<0,05
a NeuroD1 és P<0,01 a YAP1 esetében), mig a POU2F3-
expresszio szignifikansan alacsonyabb volt az agyi
metasztazisokban a primer tumorokhoz képest (P<0,05).
A tulélési adatok tekintetében a szubtipus markerek
expresszioja nem korreldlt a primer esetek klinikai
Kimenetelével. Ezzel szemben a magas ASCLI-
expresszio rovidebb teljes taléléssel jart egylitt agyi
attéteknél (P=0,012).

A molekularis szubtipus ¢és az mTOR-markerek
Osszefliggéseinek vizsgalatakor a POU2F3-expresszio
szignifikans pozitiv korrelaciét mutatott a p-mTOR-
(R=0,443; P=0,001) és a Rictor-expresszioval (R=0,418;
P=0,003) a primer tumorokban. A POU2F3-dominans
esetek alacsonyabb szama ellenére, az agyi metasztazisok
esetében 1s hasonld eredményeket kaptunk; a POU2F3-
expresszio szignifikans pozitiv korrelaciét 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).
Végezetil mind a primer, mind pedig az agyi
metasztatikus POUZ2F3-dominans esetekben jellemz6
volt az mTOR-markerek magas expresszioja.

Az mTOR-aktivitas, a RICTOR-amplifikacio, valamint
az mMTOR-gdatlokkal szembeni érzékenység vizsgalata
humdn SCLC-sejtvonalakban

A vizsgalt 8 human SCLC-sejtvonal eredete,
morfoldgiaja, novekedési jellemzdi €s mutacios profilja
mind kiilonb6z6 volt. Mindegyik sejtvonal hordozott
legalabb egy, az mTOR-utvonalhoz kapcsolodd mutaciot.
A vizsgélt sejtvonalakban a RICTOR-amplifikaciot
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ddPCR- ¢és FISH-modszerekkel vizsgaltuk. RICTOR-
amplifikaciot mutattunk ki ddPCR-rel, a H196, a H446,
valamint az SHP-77 sejtvonalakban. Tovabba FISH-sel
validaltuk a mar kordbban leirt RICTOR-amplifikaciot a
H196 sejtvonalban, és els6ként igazoltunk validalt
RICTOR-amplifikaciot a H446 sejtvonalban.

Az THC és Wes™ Simple vizsgalatainkban eltérd
MTOR-aktivitast ~ mutattunk ki a  kiilonb6zd
sejtvonalakban. A legmagasabb mMTOR-aktivitast a
RICTOR-amplifikalt H196 sejtvonalban detektaltunk,
amelyben a legmagasabb p-Akt/Akt aranyt és Rictor-
expressziot is talaltuk. A masik, RICTOR-amplifikalt
H446 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 sejtvonalban, amely az adatbazisadatok alapjan
PIK3CA-mutans és AKT3-amplifikalt. A DMS 53, DMS
153, H146 ¢és SHP-77 sejtvonalak magas mTORC1-
aktivitdst mutattak, amely magas S6K-aktivitassal
(magas p-S6/S6 arany) és csokkent mTORC2-aktivitassal
(alacsony p-Akt/Akt arany és Rictor-expresszid) tarsult.
Erdekes modon, a H841 sejtvonalban
kiegyensulyozottabb mTORC1/mTORC2-aktivitas
(magas p-S6/S6, p-Akt/Akt arany és Rictor-expresszio)
volt megfigyelhetd.

Osszehasonlitottuk a vizsgalt sejtvonalak cisplatin,
rapamycin, PP242, vistusertib, dactolisib és ipatasertib
elleni érzékenységét. Az mMTOR-gatlok Osszesitett
hatasainak értékelése soran a 8 sejtvonalbol 3 nagy
érzékenységet (H146, H446, H1048), 2 sejtvonal
mérsékelt érzékenységet (H196, H841), 2 sejtvonal
alacsony érzékenységet (DMS 53, DMS 153) mutatott, 1
sejtvonal pedig nem volt érzékeny (SHP-77) a vizsgalt
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MTOR-gatlokkal szemben. Az Akt-gatlo ipatasertib
bizonyult a legkevésbé hatékonynak, mivel szinte az
egyik vizsgalt sejtvonal esetében sem mutatott jelentds
proliferaciogatld hatast.

Egyetlen kivételtol (DMS 153) eltekintve
mindegyik sejtvonal cisplatin rezisztensnek bizonyult.
Azonban a vistusertib kezelés fokozta a cisplatin
proliferaciogatld hatdsat a legtobb sejtvonal esetében
(DMS 53, H196, H446, H1048, SHP-77), szinergista
hatast eredményezve.

A H146 sejtvonalbol inditott xenograft kisérlet
soran az egereket két ciklus cisplatinnal és etoposide-dal
kezeltiik, majd az egereket 30 nappal az elsd kezelés utan
terminaltuk. A kezelés hatasara a tumorok tomege
(P=0,08) és térfogata (P=0,05) jelentdsen csokkent. A p-
MTOR-, p-S6-expresszi6 alacsonyabb volt a kezelt
csoportban a kontrollhoz viszonyitva; ez a kiilonbség
statisztikailag szignifikdns volt a p-mTOR esetében
(P<0,05). A Rictor-expresszié nem valtozott, mig a p-
Akt-expresszid szignifikansan nott a kezelés hatasara
(P<0,05), mely alatamasztja a kemoterapias kezelés
indukalta mTORC2-aktivitas megjelenését. Azonban az
aktivitasvaltozas hatterében 4ll6 jelentds RICTOR-
kopiaszam emelkedés ilyen rovid idé alatt nem volt
kimutathat6 a xenograftokban.

Az elébbiekkel parhuzamosan, hosszatavon in vivo
fenntartott xenograft kisérletek soran a kezeletlen
tumorok Rictor-expresszioja és RICTOR-kopiaszama
folyamatosan emelkedett (2,9-r61 3,6-ra), ami igazolja a
Rictor/mTORC2-aktivitas jelentés szerepét az SCLC
progresszidjaban.
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5. Kovetkeztetések

I. A RICTOR-amplifikdcio vizsgdlata sorin a
kiilonbozd daganatokban igazoltuk és elsoként
irtuk le, hogy:

az alacsonyabb RICTOR CNV-t (3<CNV<4)
mutatd esetek kozott is sikeresen validaltuk
a RICTOR-amplifikéciot;

RICTOR FISH és a Rictor, p-Akt IHC-
festések megbizhato validacios modszerek
az mTORC1/mTORC2-gatlok alkalmazasa
elott;

eredményeink  kiemelik a  RICTOR-
amplifikacié eléfordulasat és a RICTOR
kopiaszam-emelkedését ~ néhany  ritka
¢és/vagy nehezen kezelheté malignitasban.

I1. Az mTOR-aktivitas és a molekuldris szubtipus
markerek in  situ  vizsgdlata  sordn
megdllapithatjuk, hogy:

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

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

a magas Rictor-expresszid szignifikansan
Osszefiiggdtt a rosszabb teljes tuléléssel az
agyi metasztazisokkal rendelkez6
betegekben;

az ASCL1-, a NeuroDl-dominans esetek
voltak a leggyakoribbak mind a primer,
mind az agyi metasztatikus SCLC-kben;

a POU2F3-dominans SCLC-ket mTOR-
hiperaktivitas jellemzi.
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1. A humdan SCLC-sejtvonalak in vitro és in

Vivo vizsgdlataiban leirtuk, hogy:

- Rictor/mTORC2-aktivitasnak jelentds
szerepe van az SCLC progresszidjaban;

- a vistusertib in vitro fokozza a cisplatin
proliferaciogatldé  hatasat ~ kombinacios
terapia alkalmazasa soran a vizsgalt SCLC-
sejtvonalak tobbségében;

- a kemoterapias kezelés hatasara in vivo
szignifikansan N6 a p-Akt-expresszid ¢és
jelentés marad a Rictor-expresszi6é, ami a
kemoterapias kezelés mellett kialakuld
MTORC2-iranyt aktivitas eltolodast jelez;

- a tumorevolicid modellezése Kkozben,
kezeletlen xenograft kisérletekben is a
RICTOR-kopiaszam ¢s a Rictor-expresszio
folyamatos emelkedése igazolhato.
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