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ROVIDITESEK JEGYZEKE

4E-BP1 — eukaridta transzlacids iniciacios faktor 4E-koto fehérje 1

ACSS2 — acyl-coenzyme A synthetase short-chain family member 2
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Akt — protein-kinaz B

ALK — anaplasztikus lymphoma-kinaz

AMPK — adenozin-monofosztfat-aktivalt protein-kinaz
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DEPTOR — DEP-domain containing mTOR-interacting protein
DLL3 — delta-like ligand 3

DNS — dezoxiribonukleinsav

ECOG - Eastern Cooperative Oncology Group

EDTA — etiléndiamin-tertraecetsav

EGFR — epidermalis novekedési faktor receptor

EMA — Eurodpai Gyogyszeriigynokség

ERa — 6sztrogén-receptor o

ERK — extracelluléris szignal-regulalt kinaz

ERS — European Resipratory Society

FASN — zsirsav-szintaz

FDA — Elelmiszer- és Gyogyszerengedélyeztetési Hivatal (Amerikai Egyesiilt Allamok)
FDG — 8F-fluorodezoxigliikoz
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FISH — fluoreszcens in situ hibridizacio

FKBP12 — FK506-k6td fehérje 12

FoxO — forkhead box O
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IASLC — International Association for the Study of Lung Cancer
IHC — immunhisztokémia

KoA — koenzim A

KRAS — Kirsten patkany sarcoma virus onkogén homolog
LAM — lymphangioleiomyomatosis
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mTOR — mammalian target of rapamycin
MTORC1 — mTOR komplex 1

MTORC2 — mTOR komplex 2
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NF1 — neurofibromin 1
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p-Akt — foszforilalt protein-kinaz B

PARP — poli(ADP-rib6z) polimeraz
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PD-1 — programozott sejthalal fehérje 1

PD-L1 — programozott sejthalal ligandum 1
PEComa — perivascularis epitheliod sejtes tumor
p-elF-4E — foszforilalt eukaridta transzlacids iniciaciés faktor 4E
PET — pozitronemisszios tomografia

PDK1 — foszfoinozitol-dependens kinaz 1

PI3K — foszfatidilinozitol 3-kinaz

PIK3CA - foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat-3-kinaz katalitikus alegység o
PIP2 — foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat

PIPs — foszfatidilinozitol-3,4,5-trifoszfat

PKC — protein-kinaz C
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Raptor — regulatory-associated protein of mTOR
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RICTOR - rapamycin-insensitive companion of mTOR
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TCGA — The Cancer Genome Atlas

TKI — tirozin-kinaz inhibitor

TMA — szoveti multiblokk

TMB — tumor mutacids terhelés

TNM — tumor, nyirokcsomo, metasztazis
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VEGF A — vaszkularis novekedési faktor A
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WHO — World Health Organization
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1. BEVEZETES

1.1. A tildodaganatok epidemioldgiaja

A tiidérak napjainkban vezetd daganatos haldlok, holott a XX. szézad elején még ritka
megbetegedésnek szamitott [1]. Mintegy 140 évvel ezel6tt a drezdai Patologiai Intézet
1878. évi adatai alapjan a tlidodaganatok a daganatos megbetegedések mindossze 1%-at
tették ki, ez az arany azonban az ¢élettartam ndvekedésével és az 1) daganatkeltd tényezok
— elsdsorban a dohanyzas — terjedésével gyors novekedésnek indult €s a tiidérak az 1940-
es évekre mar a masodik leggyakoribb daganatos halalokka valt. Az eléfordulés és a
mortalitasi rata egészen az 1990-es évekig novekedett, majd lassu csokkenésnek indult
[2].

A nemzetk6zi adatokat tekintve a GLOBOCAN 2018 felmérés adatai alapjan
vilagszerte évente 18,1 millid6 Uj daganatos beteget regisztralnak és a daganatos
halalozasok szama 9,6 milliéra tehetd. A tiidoddaganatok leggyakrabban diagnosztizalt
daganatként az Osszes tumor 11,6%-at jelentik, a daganatos haldlozas 18,4%-aért
felelosek. A kiilonb6zd orszagok kozott azonban 1ényeges kiilonbségek figyelhetok meg
az incidencia és a mortalitas tekintetében, amelyek jelentds részben a szociookonomiai
statusz és az életmodbeli kiillonbségek kdvetkezményei lehetnek [3].

A tiidédaganatok incidencidjdnak és mortalitasanak foldrajzi és orszagonkénti
diverzitasat illetden altalanossagban elmondhato, hogy a tiidorak gyakorisaga a magasabb
Human Fejlettségi Indexti (HDI, Human Development Index) orszagokban nagyobb [3,
4]. A tudorak fokozott eléfordulasa a magasabb jovedelmi orszagokban elsGsorban a
rizikofaktorok (dohanyzés, légszennyezés) fokozottabb jelenlétével fiigghet Ossze.
Kiemelked6 azonban a Kozép- és Kelet-Europaban (azon belill Magyarorszagon)
megfigyelhetd kifejezetten magas incidencia €s mortalitas (/. dbra), kiilonosképpen a
férfiak korében. Ez — figyelembe véve a dohanyfiist expozicio €s a daganat kialakulasa
kozotti hozzavetdlegesen 30 éves latenciat — a XX. szdzad végén megfigyelt magas

dohanyzasi prevalencia érték (1980-ban 42,7%) kdvetkezménye lehet [5].

10
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1. abra. Kor szerint standardizalt incidencia és halalozasi aranyszamok.
Magyarorszagon a leggyakoribb daganattipusok incidenciaja €s mortalitdsa magasabb a
vilagatlagnal. Ez a kiilonbség tiidodaganatok esetén kiilondsen kifejezett, hazank a
vilagelsok kozott van a tiidordk incidencidjat és mortalitdsat illetden. Az abran a
tiidédaganatokra vonatkozo6 adatok kiemelése vastag fekete korvonallal tortént. Az dbra

a GLOBOCAN 2018 felmérés adatai alapjan késziilt [3].

A hazai adatok tekintetében az Orszdgos Koranyi Pulmonologiai Intézet 2019. évi
évkonyvét tekinthetjiik irdnyadonak, amely a 2018. évi epidemiologiai adatokat
tartalmazza. Magyarorszdgon 2018-ban az 0j esetek szama 10 000-re tehetd, mig a
prevalencia értéke meghaladta a 22 000-et. A mortalitasi adatok tekintetében 2017-es
adatok érhetdk el, ebben az évben 8840 beteg haldlat okozta tiidorak. A hatékony
szlirdvizsgalatok — amelyre legjobb lehetdségként jelenleg az alacsony doézisu CT
vizsgalatot ajanljak — bevezetésének fontossagat kiemeli, hogy a betegek csaknem
felében (44,3%) a daganat eldrehaladott, IV. stddiumban kertiilt felismerésre. A daganatos
megbetegedések tobbsége az 1ddsebb populacidban alakult ki, az 4j tiidoérakos esetek tobb
mint 95%-at az 50 év felettiek korében diagnosztizaltak. A terapias modalitasok
alkalmazasnak ardnya az utdbbi években nem véltozott jelentds mértékben, a szdmos,
elérehaladott stddiumban felismert daganat miatt az inoperabilitas aranya kozel 75%, a

betegek harmadaban pedig aktiv onkoterapia alkalmazasara sem volt lehetéség, csak

11
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tiineti kezelés johetett szoba. A szdvettani megoszlast tekintve tovabbra is megfigyelhetd
a tendencia, miszerint a nem-kissejtes tiidédaganatok adjak a tiidérakos megbetegedések
dont6é hanyadat, azon beliil is kiemelked6 az adenocarcinomak gyakorisaga, amelyek a

tiidérakos megbetegedések mintegy felét (49%) jelentik [6].

1.2. A tiildédaganatok szovettani osztalyozasa

A tiid6daganatok szovettani besorolasa a 2015-6s WHO klasszifikacid szerint torténik. A

tiidében leggyakrabban ham eredetli daganatok jelennek meg, ezek egyszerusitett

crer

7

1. tablazat. A tiid6é ham eredetii daganatainak egyszeriisitett osztalyozasa a 2015. évi
WHO Klasszifikacio alapjan [7]

A tablazat csak a malignus és preinvaziv 1ézidkat tartalmazza.

A TUDO EPITHELIALIS DAGANATAI

Invaziv daganat Preinvaziv 16zié
- . Atipusos adenomatosus
Lepidikus adenocarcinoma P .
hyperplasia

Acinaris adenocarcinoma . S
Adenocarcinoma in situ
Papillaris adenocarcinoma

) Mikropapillaris adenocarcinoma
Adenocarcinoma ) )
Szolid adenocarcinoma

Egyéb adenocarcinoma variansok (invaziv
mucinosus, colloid, foetalis, entericus)

Minimalisan invaziv adenocarcinoma

Keratinizal6 laphamrak , . . .
P Laphamsejtes carcinoma in situ

Laphamsejtes Nem keratinizalo laphamrak
carcinoma

Bazaloid laphamrak

Kissejtes carcinoma Diffuz idiopathias pulmonalis
Neuroendokrin Nagysejtes neuroendokrin carcinoma neuroendokrin sejt hyperplasia
daganatok

Carcinoid (tipusos, atipusos)

Nagysejtes carcinoma
Egyéb tipusok Adenosquamosus carcinoma

Sarcomatoid carcinoma

12
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A malignus epithelidlis daganatok leggyakrabban megjelené altipusai az
adenocarcinomdak, a laphamrdkok, a neuroendokrin daganatok és a nagysejtes
carcinomak. A korabbi WHO klasszifikacié (2004) ¢s IASLC/ATS/ERS beosztas (2011)
még €lesebben elkiilonitette a nem-kissejtes tidddaganatok (adenocarcinoma, laphamrak,
nagysejtes carcinoma) és kissejtes tlidodaganatok csoportjat, amelynek 1étjogosultsagat
¢és gyakorlati jelentéségét a két csoport kezelésében megjelend kiillonbségek tdmasztjak
ald. Mig a kissejtes tiidodaganatok a diagnozis idopontjdban mar tobbnyire attétet
képeznek, igy leginkabb a kemoterapia alkalmazasa jon szoba, addig a nem-kissejtes
daganatok esetén gyakrabban van lehetdség sebészi beavatkozasra is. Az 1j felosztasban
a kissejtes carcinoma mellett a nagysejtes neuroendokrin carcinoma és a carcinoidok
keriiltek a neuroendokrin daganatok csoportjaba [7-9].

Az epithelidlis eredetli daganatokon kiviil, ezeknél joval ritkdbban mesenchymalis
(hamartoma, chondroma, PEComa stb.), lymphohistiocytds (kiilonb6z6 lymphomak,
Langerhans-sejtes histiocytosis, Erdheim-Chester betegség) és ectopias eredetii tumorok
(pl. csirasejtes daganatok, intrapulmondlis thymoma), valamint viszonylag magas
szamban egyéb szervek daganatainak attétei is megjelenhetnek a tiidében [7].
stadiumbeosztas — amely jelenleg a TNM-8 rendszer szerint torténik — is a diagnosztika
szerves részét képezi €s meghatarozza, hogy milyen terépia alkalmazaséra van lehetdség
[10-12]. A korabbi években a tiidédaganatok diagnosztikaja els6sorban a hematoxilin-
eozin (H&E) festett metszetek vizsgalatan alapult, az elmult évtizedekben azonban az
immunhisztokémiai vizsgalatok egyre nagyobb jelentdségre tettek szert az elkiilonitd
korismében. A kiilonb6z6 szubtipusok pontosabb meghatarozasa a célzott terapia
szempontjabol kiemelten fontos, hasonléan a kiilonb6zé genetikai vizsgéalatok
elvégzéséhez, amelyek jelentdsége a személyre szabott terapias lehetdségek elérhetdveé
valasaval egyre inkabb elétérbe keriil [9].

Az egyes szOvettani altipusok részletes ismertetése meghaladja a dolgozat terjedelmi
korlatait, ezért a tovabbiakban csak a vizsgdlatok szempontjabol kiemelt altipusok —
adenocarcinomak, kissejtes tiidédaganatok és lymphangioleiomyomatosis — részletesebb

bemutatasara kerul sor.
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1.3. Tiid6é adenocarcinomak

Az adenocarcinoma a tiidoérakok leggyakoribb altipusa, a nem-kissejtes tiidodaganatok
kozé soroljak. A tiidédaganatok 50%-a, a nem-kissejtes tiidérakok 60%-a
adenocarcinoma. Klinikai viselkedését, radioldgiai és szovettani megjelenését, valamint
molekularis hatterét tekintve meglehetdsen heterogén képet mutatd betegségrol van szo

[13].

1.3.1. A tiid6 adenocarcinomak patolégiija

A tiidé adenocarcinoma leggyakrabban a tiidOparenchyma periférids teriiletein alakul ki
szabalytalan, szilirkésfehér szovetszaporulatként. Gyakran képez attéteteket, tavoli
metasztazisként leggyakrabban agyi és csontattétek jelennek meg [14]. A prognozis
meglehetésen kedvezétlen, az 5 éves talélés csupan 15-20%, amelyhez az is
hozzajarulhat, hogy a betegség gyakran elérehaladott stadiumban keriil felismerésre [5,
15]. A daganatsejtek eredete nem teljesen tisztazott, legnagyobb valoszinliséggel a
periférids daganatok a Clara-sejtekbdl vagy a 2-es tipusi pneumocytakbol, mig a
centralisabban elhelyezkedé tumorok a horgék mirigyhamjabol alakulnak ki [16-18].
Prekurzor 1ézioként atipusos adenomatosus hyperplasia, majd adenocarcinoma in situ
elézheti meg az invaziv daganat megjelenését [7].
inkabb felértékelddott, ugyanis egyrészt prognosztikus informdciot hordoz, masrészt
segitséget nyujthat a betegek kivalasztasdban a kiilonb6z6 molekularis vizsgalatokra,
amelyek sok esetben a célzott terapia alkalmazhatosaganak feltételét jelentik. A tiido
adenocarcinomadinak szovettani osztalyozasa a WHO 2015-6s beosztasa szerint torténik.
A leggyakoribb szovettani altipusok a lepidikus, az acinaris, a papillaris, a mikropapillaris
¢s a szolid adenocarcinomak (/. tablazat). A legtdbb adenocarcinoma azonban komplex,
heterogén megjelenést mutat, a besorolds a legnagyobb ardnyban el6forduld,
predominans  mintdzat  szerint  torténik. A nem-kissejtes  tlidérdkok
differencidldiagnosztikdjdban, az adenocarcinomdk és laphdmrakok elkiilonitésben
leggyakrabban hasznalatos immunhisztokémiai reakciok a thyroidea transzkripcios faktor
1 (TTF-1)/NapsinA, a p40/p63 és a citokeratin 5/6 [7].

A szdvettani altipus meghatarozasan tul a differencialtsagi fok megallapitasa is fontos

eleme a prognosztikanak, ami a szerkezeti és citologiai sajatossagok alapjan torténik [19-
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21]. Sica és munkatarsai egy szerkezeti sajatossagokon alapuld gradusmeghatarozast
(,architectural grade”) alkalmazva soroltdk harom kategoriaba a kiilonb6z6 novekedési
mintdzatot mutatd adenocarcinomakat (1 — jol differencialt, lepidikus predominans; 2 —
kozepesen differencialt, acinaris vagy papillaris predominans; 3 — rosszul differencialt,
szolid vagy mikropapillaris predominans). A grade meghatarozasa a két leginkabb
dominans novekedési mintazat pontszamainak Osszege alapjan torténik a daganatok
alacsony (2 pont), kozepes (3-4 pont) vagy magas (5-6 pont) rizikdju csoportokba
sorolasaval. A fenti, mintazat alapt grading rendszer els6sorban a miitéti reszekatumok
besoroldsara alkalmazhat6 jol és informaciot szolgaltat a betegség varhato lefolyasarol,
valamint a daganat attétképzési hajlamarél [20]. Kadota és munkatarsai a korabbi grading

rendszert a mitézisok szdmanak meghatarozasaval egészitették ki, ami a betegek tovabbi

crer

1.3.2. A tiid6 adenocarcinomak hagyomanyos terapiija

A nem-kissejtes tiidodaganatok, igy az adenocarcinomdk hagyomdnyos kezelése
alapvetéen harom pilléren nyugszik, Ugymint a daganat sebészi eltavolitasa, a
sugarkezelés és a kemoterapia [18].

A sebészi eltavolitas els6sorban korai, I-II. stadiumt betegség esetén jon szdba, ha a
beteg altalanos allapota ezt lehetévé teszi [22]. Manapsag egyre inkabb torekednek a
minimalisan invaziv technikdk fejlesztésére is, amelyekkel idds betegekben, rossz
tiidéfunkcio és kiilonb6zo kardiopulmonalis komorbiditasok esetén is lehetdség nyilhat a
daganat sebészi eltavolitasara [23]. Az érintett tiidOszovet eltavolitasan til a mediastinalis
¢és bizonyos esetekben a hildris és intrapulmonalis nyirokcsomok sebészi kimetszése is
elengedhetetlen a megfeleld stadium-besorolashoz, valamint javitja a betegek tulélését
[24, 25]. A sebészi terapia indukcids kezelést kovetéen a lokalisan eldrehaladott, de
potencidlisan még reszekabilis daganatok, illetve izolalt attétek esetén is része lehet a
komplex onkoterapianak [22, 23].

A sugarkezelés helyi terdpids eljards, amelynek kivitelezéséhez elengedhetetlen a
daganat stadiumanak, kiterjedésének, tovabba a beteg altalanos allapotanak,
kisérObetegségeinek és ehhez kapcsolddoan tiidéfunkcidjanak az ismerete [18]. A
radioterapianak mind a kurativ, mind a palliativ kezelésben fontos szerepe van. Korai

stadiumu tiidédaganatok esetén az utdbbi években a sztereotaxids ablativ sugarkezelés
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nyujt megoldast a sebészi kezelés alternativéjaként. Nemcsak primer tiid6tumorok esetén,
hanem szoliter tiid6attétek vagy oligometasztatikus daganatok esetén is jol alkalmazhatd
[26]. Centralisan elhelyezkedé tumorok esetén azonban a SABR alkalmazasa a toxicitas
magas kockazataval jar, ezért ezekben az esetekben inkabb a proton sugarterapiat (PBT,
proton beam therapy) részesitik elényben [27]. Lokalisan elérehaladott esetekben (II1.
stadium) a kemoterapia mellett a sugarterapidnak is fontos szerepe van a kezelésben, a
kemoradioterapia alkalmazdsa ebben a betegcsoportban mérsékelt tulélési elonyt
eredményezett [28, 29]. Inkurabilis betegség esetén az alacsony dozisu radioterapia
palliativ kezelésként alkalmazhato [30].

A molekuldrisan célzott terapids lehetdségek nagyléptékii fejlddése ellenére még ma
is a plantinabazisu kemoterdpia jelenti a tiidddaganatok kezelésének elsd vonalbeli
standardjat. A mitét elott €s/vagy utan alkalmazott kemoterapia jelentésen javitja a
sebészi beavatkozas eredményeit a kurativ célu reszekciot kovetden.

A mitét eldtt alkalmazott neoadjuvans kemoterapia leggyakrabban III/A stadium
esetén keriil alkalmazasra. Elsddleges célja az Gn. downstaging, a tumor méretének
csokkentése és a nyirokcsomo-statusz javitdsa a tervezett matét eldtt [31, 32]. A
kezeléshez egy platinaszdrmazék (elsdsorban cisplatin) és egy harmadik generacios
kemoterapias szer (pl. gemcitabin, vinorelbin, docetaxel, paclitaxel, pemetrexed)
kombinacidjat javasoljak [32].

A mitét utdn alkalmazott adjuvans kemoterdpia célja az esetlegesen jelen levd
mikrometasztazisok eliminalasa €s ennek segitségével a talélés novelése. A szisztémas
terapia alapjat ebben az esetben is a plantina-bazisu kettds kombinaciok jelenik [33]. Az
adjuvans terapia alkalmazasa elsésorban Il-es és Ill-as stddiumban javasolt, I. stddium
esetén rutinszeriien nem javallt [32].

A célzott terapia térnyerése ellenére a kemoterapias (citotoxikus) kezelésnek ma is
fontos szerepe van az elérehaladott, metasztatikus adenocarcinomak kezelésében 1V.
stadiumu adenocarcinoma esetén, epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) és v-
raf ragcsalo sarcoma viralis onkogén homolog Bl (BRAF) aktivald mutacido vagy
anaplasztikus lymphoma-kinaz (ALK) és ROS proto-onkogén 1 (ROS1) génatrendezddés
hianyaban, Kirsten patkany sarcoma virus onkogén homolég (KRAS) mutacio

jelenlétekor vagy 50% alatti programozott sejthalal ligand-1 (PD-L1) pozitivitas esetén a
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platina-bazist kombinaciok jelentik a kezelés standardjat 0-1-es Eastern Cooperative
Oncology Group (ECOGQG) statuszu, tehat viszonylag jo altalanos allapotu betegekben.
Kedvezotlenebb performansz statusz (ECOG 2) esetén gemcitabine, vinorelbin vagy
taxan monoterapia adhatd, rossz altalanos allapot (ECOG 3-4) esetén azonban

kemoterapias kezelésre mar nincs lehet6ség [34, 35].

1.3.3. Molekularis eltérések és célzott terapias lehetoségek tiido

adenocarcinomakban

A tiidédaganatok kezelésében évtizedek ota paradigmavaltasnak voltunk, vagyunk tanii:
egyre tobbet tudunk a daganatok keletkezésében, novekedésében és attétképzési
folyamataiban kulcsfontossagi szerepet jatszo génhibakrol, molekuléris eltérésekrol,
jelatviteli utvonalak, szabalyozasi csomopontok. A molekuldrisan tdmadhat6 célpontok
megismerése forradalmasitotta a tlidodaganatok kezelését, a napjainkban mar
rutinszerlien végzett genetikai vizsgdlatok lehetévé teszik az Un. ,,driver” mutaciok
azonositasat, amelyek a célzott terapia alapjat jelentik. Az adott daganat individualis
sajatossagainak meghatarozasa, a molekuldrisan timadhaté célpontok azonositasa pedig
utat nyit a személyre szabott terapia alkalmazasa felé.

A tiid6 adenocarcinomak kialakuldsdban fontos szerepe van bizonyos proto-
onkogének aktivacidjanak és tumorszuppresszorok inakvitacidjanak, amelyek ,,driver”
mutaciok kovetkezményeként jonnek létre. A leggyakrabban el6forduld genetikai
eltéréseket a 2. dbra foglalja 6ssze. A The Cancer Genome Atlas (TCGA) projekt
eredményei szerint sok mas daganattipushoz hasonléan tiidédaganatokban is a
leggyakrabban el6fordul6 genetikai eltérés a TP53 gén inaktivaldo mutéacioja (46%), amely
a DNS hibajavitasban és apoptdzisban fontos szerepet jatszd p53 tumorszuppresszor
fehérje inaktivaciojat eredményezi [36, 37]. A KRAS mutacio 32%-os gyakorisaggal
fordul el6 és kdlcsondsen kizarja az EGFR aktivalé mutacidinak jelenlétét, amely a
vizsgalt populacio 11%-ara jellemzd. Tovabbi gyakoribb eltérések a BRAF (7%) ¢s MET
(7%) gének aktivalo, illetve a CDKN2A (43%), KEAP1 (19%), STK11 (15%), NF1 (11%)
és RB1 (7%) tumorszuppresszor gének inaktivaldé mutacidi. A kromatin modositasban

szerepet jatszo SETD2 (9%), ARID1A (7%) és SMARCA4 (6%), valamint az RNS splicing

17



DOI:10.14753/SE.2020.2403

folyamataban résztvevé RBM10 (9%) gének eltérései szintén gyakoriak tiid6

adenocarcinomakban [36].

' g
EGFR ERBB2/3 MET ALK RET ROS
11% 3% 7% 4% <1% 2%
| | | . |
] |
KRAS NRAS
PTEN 32% <1%
2% NF1
PIK3CA 11%
5% HRAS RIT1
PIK3R1 <19% 2%
<1%
Jr JF
s ™ ~ Y
STK11 AKT1 BRAF
15% 1% 7%
. J N J — U2AF1 RBM10
J_ 4% 9%
v v
s ™ g ™ 0 ‘
T TSC1/2 MAP2K1 -
3% <1% RNS splicing
- J " S \._ _/
v
mTOR ARID1A ARID1B
7% 6%
ARID2 SMARCA4
7% 6%

Sejtproliferacio, tilélés, transzldcio - —

KEAP1
19%

cuL3
<1%

I

MDM2

ATM
9%

)|

}

Nukleoszéma remodellacié

NFE2L2 TPS3 CDKN2A

3% 46% 43%

p
Oxidativ sejtvalasz Sejtproliferacid, tulélés CCND1 CDk4 CCNE4
4% 7% 3%

I

SETD2 RB1

9% 7%

!

Hiszton metildciod Sejtciklus progresszié

2. abra. A leggyakrabban eléfordulé aktivalo és inaktivalé génhibak tiidé
adenocarcinomakban [36, 38]. A dolgozat témaja szempontjabdl kiemelten fontos,

PI3K/Akt/mTOR jelatvitelt érintd eltérések zold hattérszinnel kertiltek kiemelésre.
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A fent felsorolt eltérések koziil jelenleg csak az EGFR aktivalo mutacioja, az ALK és
a ROS1 génatrendezddés, valamint a BRAF mutécidja esetén rendelkeziink az Eurdpai
Gyogyszeriigynokség (EMA) és az amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerengedélyeztetési
Hivatal (FDA) altal jovahagyott molekularisan célzott kezeléssel [35].

Az EGFR aktivaldo mutacidja a tirozin-kinaz domént érinti és konstitutiv aktivaciot
eredményez, amely a  foszfatidilinozitol-3-kinaz ~ (PI3K)/protein-kindz B
(Akt)/mammalian target of rapamycin (mTOR), valamint a patkany sarcoma virus
onkogén homoldg (RAS)/ragesald sarcoma virus onkogén homolog (RAF)/mitogén-
aktivalt protein kinaz kinaz (MEK)/extracellularis szignal-regulalt kinaz (ERK) jelatviteli
utvonalak miikodését egyarant fokozza. A leggyakrabban eléforduld aktivaldo mutéci6 a
19-es exon in-frame delécidja és a 858-as kodon arginin-leucin cserét (L858R)
eredményez6 misszensz mutacidja, amelyek egyrészt fokozott kinaz aktivitast hoznak
1étre, masrészt segitik a gatlészerek receptorokhoz vald kotddését. Az EGFR génnek
vannak azonban olyan mutaciodi is, amelyek az EGFR-inhibitorokkal szembeni primer
(20-as exon inszercid) vagy szerzett (pl. T790M) rezisztenciaért feleldsek. A T790M
mutacion kivill mas mechanizmusok (pl. MET-amplifiacio, PIK3CA-mutacio) is
hozzajarulhatnak a szerzett rezisztencia kialakuldsédhoz. Jelenleg az EGFR tirozin-kindz
gatlok koziil az erlotinib, a gefitinib, az afatinib és T790M mutécid esetén az osmertinib
alkalmazhato a terapiaban [35, 39-43].

Az ALK génatrendezddés a nem-kissejtes tlidddaganatok kevesebb, mint 5%-ara
jellemzd. Az ALK-EML4 faziés gén a 2. kromoszéman bekovetkezd inverzio
eredményeképpen jon létre, a keletkezd konstitutivan aktiv fizids protein eldsegiti a

crcr

ALK pozitiv nem-kissejtes tiidddaganatok kezelésére, a kialakuldo rezisztencia
azonban az utobbi években ujabb ALK tirozin-kinaz gatldé molekuldk is (ceritinib,
alectinib, brigatinib) kifejlesztésre keriiltek, amelyek a betegek tobbségében
eredményesen alkalmazhatok [35, 43-47].

A ROS1 génatrendez6dés a tiidé adenocarcinomdk 1-2%-dban jelenik meg,
leggyakrabban a CD74 a fuzids partner. A ROS1 és az ALK kinaz-doménjének aminosav
sorrendje k6zott kozel 80%-0s szekvencia homologia all fenn, amelynek kdszonhetéen

az ALK-inhibitor crizotinib mindkét kinazt gatolja. Jelenleg a crizotinib az egyetlen
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torzskonyvezett szer a ROS1 génatrendezddést mutatd nem-kissejtes tiidddaganatok
kezelésében [22, 35, 48, 49].

A BRAF mutaci6 a tiid6 adenocarcinomak 1-2%-at jellemzi, leggyakrabban a
klasszikus V60OE mutacio jelenik meg. Tiidédaganatokban a dabrafenib monoterapia
kevésbé bizonyult hatdsosnak, a MEK-gatldo trametinibbel kombinacidoban kertilt
torzskonyvezésre, amely a dabrafenibhez adva novelte az atlagos tulélést metasztatikus

nem-kissejtes tiidécarcinomakban [35, 50].

1.3.4. A tiid6 adenocarcinomik immunterapiaja

Az immunterapia megjelenése 2015-ben nagy attorést jelentett a nem-Kissejtes
tiidédaganatok kezelésében. Az immunellendrzépont-gatlok — programozott sejthalal
fehérje 1 (PD-1) és programozott sejthalal ligandum 1 (PD-L1) inhibitorok, citotoxikus
T-lymphocyta asszocialt fehérje 4 (CTLA-4) elleni antitestek — a korabban nehezen
kezelhetd, elsdsorban dohanyzassal Osszefiiggd, un. nem onkogén addiktiv
[51, 52]. Az utobbi idében az immunterapia mar nemcsak monoterapiaként, hanem egyre
inkdbb kiilonb6z6 immun-immun kombinacidk vagy az immunterapia és a citotoxikus
kemoterapia egyiittes alkalmazasa formajaban jeldli ki az 0j terapias iranyt [53-55].

A daganatellenes immunitdsban az adaptiv, sejtkozvetitett immunvalasznak
tulajdonitanak elsddleges szerepet, amelynek kulcselemei a T-lymphocytdk. A
tumorellenes immunvalasz kialakuldsa egy tobblépcsds folyamat, amelynek 1épéseit
pozitivan és negativan szabalyoz6 mechanizmusok egyarant befolyasoljak és a bonyolult
folyamatban szamos ponton regulacidos zavar keletkezhet. Az immunvalasz
kialakitasaban az immunellendrzOpont-receptorok gatlo szabalyozoként vesznek részt €s
fiziologias koriilmények kozott az autoreaktiv folyamatok gatlasaban van szerepiik [56].

A T-sejtek aktivitdsan alapuld immunterdpias megkozelitések koziil tiidédaganatok
esetén a tumorellenes immunreakciok kialakulasat blokkold folyamatok semlegesitésére
iranyuld megkozelitéseknek van leginkabb jelentdsége a terapidban, amelyek koziil az
immunellendrzOpont-gatlo antitestek a legismertebb és legszélesebb korben alkalmazott
szerek. Az immunellendrzépont-gatld készitmények altalanos hatdsmechanizmusa, hogy
a szervezet sajat immunrendszerét kozvetett modon serkentik a daganatellenes

immunvalaszra, eldsegitik és lehetévé teszik a tumorellenes aktivitads kialakulasat és
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érvényesiilését, igy az immunrendszer sikeres mozgodsitasaval a szervezet maga pusztitja
el a daganatos sejteket [57].

Az immunellendrzOpont-gatlok kozil elséként a PD-1 inhibitor nivolumabot
torzskonyvezték — 2015-ben a laphamrakok (CheckMate 017), majd 2016-ban az
adenocarcinomak (CheckMate 057) kezelésére masod- és tobbedvonalban [58, 59].
Els6évonalbeli kezelésként els6ként a PD-1-gatlo pembrolizumabot engedélyezték 2016
novemberében a KEYNOTE-024 vizsgalat eredményei alapjan a magas PD-L1
expresszioji (>50%), EGFR és ALK mutacié negativ, elérehaladott nem-kissejtes
tiidorak kezelésében [60]. A tovabbi immunterapias készitmények koziil leggyakrabban
a PD-L1-gatl6 atezolizumab, durvalumab ¢s avelumab, illetve a CTLA-4-gatlo
ipilimumab keriil alkalmazasra kiilonbozd vizsgalatok soran, torzskonyvezésre azonban
ezek koziil egyeldre csak az atezolizumab és a durvalumab keriilt [61-63]. Tiid6daganatok
esetén PD-1 és PD-L1 gatlok alkalmazhatosaganak fontos feltétele a PD-L1 pozitivitas,
mint prediktiv biomarker jelenlétének immunhisztokémiai modszerrel torténd

azonositasa a tumorsejteken [64, 65].

1.4. Kissejtes tiidodaganatok

A tiid6 neuroendokrin daganatait négy f6 csoportba soroljak: tipusos carcinoid, atipusos
carcinoid, kissejtes tiidécarcinoma ¢€s nagysejtes neuroendokrin carcinoma. Ezek az
altipusok sok hasonlosagot mutatnak a szdvettani strukturaban, immunhisztokémiai
sajatossagaikban és a molekularis biologiai eltérésekben [66-68]. Mig a tipusos és
atipusos carcinoidokat alacsony €s kozepes gradust daganatnak tartjak, addig a kissejtes
tiid6écarcinomak €s a nagysejtes neuoendokrin carcinomak a magas gradusu, kedvezdtlen

prognozisu tumorok kozé tartoznak [69].

1.4.1. A Kissejtes tildodaganatok patolégiaja

A neuroendokrin tlidédaganatok leggyakoribb altipusa a kissejtes tlidécarcinoma
(SCLC), ami az ujonnan diagnosztizalt tiidédaganatos esetek 15-20%-at jelenti [70].
Leggyakrabban dohanyzashoz kapcsoltan alakul ki [71], nem dohanyzoknal elvétve
jelenik meg [72]. Az SCLC-ket jellegzetes klinikai tiinetek, gyors ndvekedés, korai

attétképzés, a sugar- és kemoterapids kezeléssel szembeni rezisztencia és sajatos
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genetikai eltérések jellemzik [73, 74]. Az SCLC sejtjei neuroendokrin karaktertiek,
jellegzetes fészkeket, rozettakat képeznek. A mitdzisszam igen magas (akar elérheti az
50-60 mitdzis/2 mm? értéket), emellett a nekrdzisok jelenléte valtozo. A neuroendokrin
eredet immunhisztokémiai vizsgalattal igazolhat6 (chromogranin A, synaptophysin,
CD56) [75].

A stadiumbeosztas klasszikusan két csoportra — limitalt és kiterjedt betegség — osztotta
az SCLC-ket, az utobbi idében azonban mar a nem-kissejtes tiidddaganatokhoz hasonléan
egyre inkabb a TNM rendszer szerinti besorolasra torekednek SCLC esetén is [74].

Az SCLC bizonyos esetekben kevert formaban is megjelenhet, ilyenkor a tumor kisebb
részét egy nem-kissejtes komponens alkotja. A kezelést ezekben az esetekben elsésorban
az SCLC komponens hatarozza meg. A kissejtes transzformacido a nem-Kissejtes
tidécarcinomak kezelése kapcsan is létrejohet, leggyakrabban EGFR-mutans
daganatokban figyelték meg, ahol egyfajta rezisztencia mechanizmusként tartjak szamon
[75-77].

Az SCLC a legagresszivabb tiidddaganat, amely a diagnozis idépontjaban a betegek
tobbségében mar attétet képzett. Altalaban centralisan helyezkedik el, az esetleges
tinetek — kohogés, vérkopés, obstrukcid okozta pneumonia — a lokalizacidval is
Osszefiiggésben lehetnek. A daganat gyorsan progredial, a betegeknél a fogyason kiviil
gyakran alakulnak ki obstrukcids tiinetek, mint a rekedtség, a féloldali rekeszbénulés, a
dysphagia vagy a vena cava superior szindroma. Az SCLC-re a paraneoplazias tlinetek
megjelenése is jellemz6, SIADH (syndrome of inappropriate antidiuretic hormone
secretion) vagy Cushing-szindroma egyarant kialakulhat. A prognozis rendkiviil

kedvezdtlen, az 5 éves tulélés 5% alatti [78].

1.4.2. A Kkissejtes tiidédaganatok hagyomanyos terapiaja

SCLC esetén sebészi kezelés csak nagyon ritkan, korai stadiumban (T1-2, NO),
mediastinalis és supraclavicularis nyirokcsomoérintettség hianyaban végezhetd [79]. A
diagnozis idején azonban a betegek tobbségénél a korai disszeminacié miatt mar 1V,
stadiumq, elérehaladott betegségrdl van sz6. A szOvettanilag nem verifikalt szoliter
pulmonalis gbc miatt végzett miitétek esetén a daganat az esetek 4-12%-aban bizonyul
SCLC-nek. Az SCLC mitéti reszekcidja utan az adjuvans kemoterapia alkalmazasa

elengedhetetleniil fontos [78, 80, 81].
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Az SCLC Kklinikai sajatossdgai miatt az elsdvonalbeli kezelést elsdsorban a
kemoradioterapia jelenti. Leggyakrabban hat ciklus platina-etopozid kezelést
alkalmaznak, sugarkezeléssel kombinalva. A betegek nagy része eleinte jol reagal a
kemoterapids kezelésre, ennek ellenére gyakran néhany honapon beliil a rezisztencia
kialakulasaval parhuzamosan relapszus kovetkezik be, ilyenkor masod- illetve
harmadvonalbeli kemoterapias kezelésre van sziikség [82]. A sugarterapia szintén
kiemelkedé fontossagi a primer daganat kezelésében [83], ugyanakkor a kozponti
idegrendszeri metasztazisok kialakulasanak elkertilése érdekében komplett valasz esetén
a profilaktikus koponyabesugarzas elvégzése is megfontoland6 [84]. Kiterjedt betegség
esetén a kemoterapia jelenti a kezelés standardjat, amellyel atlagosan 10 honapos talélés
érhet6 el [85].

Az jabb, masodik generacios kemoterapids szerek (paclitaxel, docetaxel, vinorelbine,
gemcitabine, pemetrexed) hatékonysagat szamos klinikai vizsgalatban elemezték,
azonban ezek egyike sem bizonyult eredményesebbnek az SCLC kezelésében a
hagyomanyosan alkalmazott szereknél [86]. Néhany ujabb citotoxikus szer (etirinotecan
pegol, lurbinectedin) igéretesnek mutatkozott kemoterapia-rezisztencia esetén, azonban
ezek még tovabbi, megerdsitd vizsgalatokat igényelnek [87, 88]. Osszességében
elmondhato, hogy az SCLC kezelésében az elmult 30 évben nem tortént szamottevo
eldrelépés. A terapia hatékonysaganak javitasa elsdsorban az SCLC molekuléris bioldgiai

hatterének feltarasatol, illetve prediktiv markerek azonositasatol remélhet6 [86].

1.4.3. Célzott terapia és immunterapia Kissejtes tiidédaganatokban

A nem-kissejtes tiidoédaganatokban megfigyelt genetikai eltérések — mint az EGFR-
mutacio, vagy ALK- és ROS1-transzlokaci6 — SCLC-kben elvétve figyelhetok meg. A
molekuléris biologiai eltérések leggyakrabban a sejtciklus-szabalyozasért felelos géneket
(pl. TP53, RB1, CDKN2A), a PI3K/AKt/mTOR jelatvitelt (pl. PIK3CA, PTEN), az
antiapoptotikus fehérjéket kodolo (pl. BCL2), valamint a DNS-repairben szerepet jatszo
géneket (pl. MYC, PARP, MGMT) érintik [89-92]. Az utdbbi években az epigenetikai
mint 70 gén hipermetilacidjat irtak le, amelyek szerepet jatszhatnak a neuroendokin
differenciacio6 zavaranak létrehozasaban [93], tovabba a CpG-sziget metilator fenotipus a

progndzissal is Osszefliggést mutatott [94].
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Az utdbbi években szamos célzott terapias készitménnyel (bevacizumab, thalidomide,
sunitinib, sorafenib, pazopanib, imatinib, gefitinib, bortezomib, vandetanib) végzett
klinikai vizsgélat zarult le negativ eredménnyel. A hatastalansdg hatterében az egyik
legfontosabb tényez6 az lehetett, hogy a terapiat empirikus alapon alkalmaztak, azaz a
vizsgalatok tobbségében az adott kezelés tekintetében nem allt rendelkezésre prediktiv
marker, igy nem tortént meg a betegek biomarker alapu szelekcidja a vizsgéalatokba
torténd bevalasztas soran [86].

A célzott terapiak koziil jelenleg a legtobb igéretes adat a poli(ADP-rib6z) polimeraz
(PARP) gatlo vegyiiletekrdl, a B-sejtes lymphoma protein 2 (Bcl-2) inhibitorokrol, az
auréra-kinaz gatlokrol és a delta-like ligand 3 (DLL3) inhibitorokrol all rendelkezésre (2.
tablazat) [95].

2. tablazat. Uj potencialis célzott és immunterapias lehetoségek és azok lehetséges
prediktiv biomarkerei az SCLC terapiajaban [85, 96, 97]

Célpont Potencialis biomarker A biomarker lehetséges  Terapias szer
kimutatasi modja

PARP SLEN11 expresszio Immunhisztokémia Veliparib
Bcl-2 BIM Immunhisztokémia Navitoclax
Aurora-kinaz A c-Myc Immunhisztokémia Alisertib
DLL3 DLL3 expresszio Immunhisztokémia Rova-T
PD-L1 expresszio Immunhisztokémia Atezolizumab
PD-1 .
PD-L1 Pembrolizumab
TMB meghatarozas Uj generacios szekvenaldas  Nivolumab

Roviditések: Bcl-2 - B-sejtes lymphoma protein 2, BIM - Bcel-2-szerii protein 11 , DLL3 - delta-like ligand 3, PARP -
poli(ADP-ribdz) polimeraz, PD-1 - programozott sejthalal fehérje 1, PD-L1 - programozott sejthalal ligandum 1, SLEN11 -
Schlafen 11, TMB - tumor mutacids terhelés.

A PARP enzimcsalad a DNS-hibajavitasban jatszik fontos szerepet. Az SCLC-kre
jellemzd PARP overexpressziot a gyogyszerrezisztenciaval és a genotoxikus hatdsokkal
szembeni ellenalloképességgel hoztak Osszefiiggésbe [98, 99]. A PARP-inhibitorok
hatékonysagat kemoterapidval kombinacioban két klinikai vizsgalatban elemezték,
amelyekben a kemoterapia plusz PARP-inhibitor veliparibbal kezelt csoportban
magasabb valaszarany és hosszabb talélés mutatkozott [100, 101]. A kezelés
eredményessége a biomarker-alapt betegszelekcioval fokozhato —a Schlafen-11 (SLFN-
11) fehérje a DNS-repairben jatszik szerepet és expresszidja prediktiv lehet a PARP-

inhibitorokra és a kemoterapiara adott valasz tekintetében [101, 102].
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A Bcl-2 fehérjecsalad tagjai az apoptdzis szabalyozasaban vesznek részt.
Fehérjeszintii analizisek soran kimutattdk az antiapoptotikus Bcl-2 overexpressziojat
SCLC-kben, a fehérje magas szintje kedvezétlen prognézissal is tarsult [103]. A Bcl-2
inhibitorok hatékonysagat mind monoterapidban, mind kemoterapiaval kombinacioban
elemezték kiilonbozo klinikai vizsgéalatokban. Az obatoclax és az AT-101 nem valtottak
be a hozzajuk flizott reményeket, igaz itt sem tortént meg a betegek biomarker alapt
szelekcidja [104, 105]. A kozelmultban egy preklinikai vizsgalatban igazoltak, hogy a
Bcl-2 csalad egy pro-apoptotikus tagjanak, a BIM-nek az expresszidja prediktiv a
navitoclax BH3 mimetikus kezelés tekintetében, ami a tovabbi klinikai vizsgalatok
tervezéséhez segitséget nyujthat. A navitoclax az AZD8055 mTORCI1/2-gatldval
kombinacioban még hatékonyabbnak bizonyult in vitro [97].

Az aurdra-kinaz A-nak a mitotikus orso képzésében van szerepe. A MYC — amely az
auréra-kinaz A és B transzkripcids szabalyozoja — az SCLC-4k 9-20%-4ban amplifikalt.
Az auréra-kindz gatlo alisertibbel végzett klinikai vizsgalatok igéretesnek bizonyultak az
SCLC ¢és mas szolid tumorok kezelésében [106]. Kimutattak tovabba, hogy a c-Myc
expresszidja prediktiv értékii az alisertib terapia tekintetében [96].

A Notch egyik ligandjanak, a DLL3-nak az alacsony szintii kifejez0dése minden
szovetben megfigyelhetd, neuroendokrin daganatokban — igy az SCLC-kben — viszont
jelentds fokt overexpresszidja jellemz6 [85, 107]. Ezt a tulajdonsagot hasznalja ki a
Rovalpituzumab Tesirine (Rova-T) antitest-gyogyszer konjugatum, ami a DLL3-at ismeri
fel, igy a hozza kotott citotoxikus molekula szelektiven hat a tumorsejtekre, mig a normal
szovetekre kifejtett hatdsa minimalizalhatdo. A Rova-T-vel végzett klinikai vizsgalatok
igéretesnek bizonyultak, kiilonosképpen a magas DLL3-expressziét mutatd betegek
esetén [108, 109].

Az epigenetikai folyamatok szabalyozasi zavarainak — mint a promoter-hipermetilacio
vagy a hiszton-deacetilaci6 — megjelenése szintén jellemzO és terapias lehetdséget
jelenthet az SCLC-k kezelésében. A hiszton-deacetilaz gatlokkal végzett klinikai
vizsgalatok nem hoztak sikert a terapiaban, jelenleg enhancer of zeste homolog 2 (EZH2)-
¢s DNS-metiltranszferaz (DNMT)-inhibitorokkal folynak vizsgalatok [110].

SCLC-kben a dohanyzas indukalta karcinogenezis kapcsan magas a szomatikus
mutacioés arany (TMB), ami az immunterapia hatékonysagat vetiti elére, azonban a PD-

L1-expresszid aranya a nem-kissejtes tiidddaganatokban megfigyelt értéknek csupan
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megkozelitéen a fele [111, 112]. Az immunellenérzépont-gatlokkal szamos klinikai
vizsgalatot végeznek, amelyekben az ipilimumab és a pembrolizumab monoterapia nem
bizonyult eredményesnek az SCLC kezelésében [113, 114]. A CheckMate 032
vizsgalatban a nivolumab plusz ipilimumab kombinaci6 a monoterapianal
hatékonyabbnak mutatkozott [115]. Az eddigi vizsgalatok azt igazoljak, hogy az
immunellenérzépont-gatlok az SCLC-ben szenvedd betegeknek csak egy alcsoportjanal
lesznek hatékonyak. A terdpiara jol reagaldé betegek kivalasztdsaban a TMB
meghatarozasa nyujthat segitséget [116].

1.5. Lymphangioleiomyomatosis

A lymphangioleiomyomatosis (LAM) egy ritka, a tiid0 cisztas atalakulasaval jaro
betegség, amelynek hattérében a sclerosis tuberosa 1 (TSC1) vagy sclerosis tuberosa 2
betegség sporadikus formaban (S-LAM) és a sclerosis tuberosa autoszomalis dominansan
0rokl6do betegség részjelenségeként (TSC-LAM) is megjelenhet [117]. A TSC1/2
mutacié az mTOR-jelatvitel hiperaktivaciojat hozza létre, ami célzott terapias lehetdséget

jelent a LAM terapiajaban [118].

1.5.1. A lymphangioleiomyomatosis patologiaja

A LAM egy fiatal ndket érinté multiszisztémas betegség, amelynek egyik leggyakoribb
manifeszticidja a tiido légzési elégtelenséghez vezetd progressziv cisztas atalakulasa
[119]. A korképet ma mar a jol differencialt, metasztatizald neoplasztikus elvaltozasok
kozé, a perivaszkularis epitheliod sejtes tumorok (PEComak) csoportjaba soroljak [7]. Az
elvaltozasok a tiidon kiviil gyakran érintik a veséket (itt jellemz6 az angiomyolipoma
kialakulasa) és a nyirokutakat is [120].

Rendkiviil ritka korképrdl van sz, az incidencia 3,4-7,8 / 1 millié n6 [121], a TSC-
LAM pedig a sclerosis tuberosaban szenvedd nébetegek 30-40%-at érinti [122]. A
klinikai tiinetek koziil leggyakrabban a dyspnoe és a pneumothorax jelenik meg, ezekhez
nem ritkan k6hogés, hemoptysis és mellkasi folyadékgyiilem is tarsul [123]. A diagnozis
a klinikai tiinetek mellett a nagyfelbontasti komputertomografia (HRCT) vizsgalaton, a

szérum vaszkularis endothelidlis novekedési faktor D (VEGF-D) szintjének
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meghatarozasan (>800 pg/ml) és a tiidobiopszias minta patologiai vizsgalatan alapul
[119].

Az elvaltozasokat mindkét korforma esetén a neoplasztikus LAM-sejtek proliferacioja
hozza létre, amelyek a simaizomsejtek €s a melanocytdk bizonyos jellegzetességeit
egyarant magukon hordozzdk, ezaltal immunhisztokémiailag mind simaizom
markerekkel (pl. SMA, desmin), mind melanocyta markerekkel (pl. HMB-45, Melan-A)
kimutathatok [124, 125]. A LAM-sejtekben gyakran 6sztrogén- és progeszteron-receptor
pozitivitas is megfigyelhet6 [126]. A tiidében szamos, valtozo méreti ciszta jelenik meg,
ezek atméréje 0,1 cm-t6l akar néhany cm-es nagysagig is terjedhet. A LAM-sejtek
proliferacidja az interstitium megvastagodasat eredményezi, tovabba a kitagult venulak
megrepedése €s a kapillarisok elzarodasa kapcsan kialakult pangas és okkult vérzés
kovetkeztében hemosiderosis is 1étrejohet [127]. A cisztak kialakuldsahoz a LAM-sejtek
altal termelt matrix metalloproteazok is hozzéjarulhatnak, amelyeknek fontos szerepe van
gyakran nodulusokba rendezddnek, amelyek belsdé részében a magasabb proliferacios
kapacitassal rendelkezd, simaizomszerli LAM-sejtek helyezkednek el, sz¢élsd teriiletein
pedig az epitheliod LAM sejtek foglalnak helyet, amelyek alacsonyabb proliferacios
kapacitassal és magasabb HMB-45-expresszidval jellemezhetok (3. abra) [125].

3. abra. A LAM jellegzetes szovettani megjelenése H&E festett metszeten. A: Kis
nagyitassal jol latszodnak a tiidészovetben megjelend cisztak (*), illetve az ezek falaban
tobb helyen megtalalhatdé LAM nodulusok (). B: LAM nodulus nagy nagyitassal késziilt
képe. Lathatok a simaizomszerti és epitheloid LAM-sejtek, valamint a nodulust koriilvevo

hiperplaszikus II. tipust pneumocytak.
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1.5.2. A lymphangioleiomyomatosis molekularis hattere

A LAM sejtek proliferacidja a TSC1/2 biallélikus funkcidoveszté mutacidja kapcsan
1étrejott mTOR-hiperaktivacio eredménye. A TSC1 és TSC2 gének a hamartin €s tuberin
fehérjéket kodoljak, a TSC2 mutacioja gyakoribb LAM-ban [129, 130]. A tuberinnek
fontos szerepe van a sejtciklus, a sejtnovekedés €s a proliferacio szabalyozasaban, mig a
szint befolyasolasan keresztiil [131]. A két fehérje egy heterodimert képezve a Ras
homolog enriched in brain (Rheb) fehérjén hatva kozvetett moédon gatolja az mTOR
komplex 1 (mTORC1) funkcidjat [132]. Ennélfogva a TSC1/2 gének funkciovesztd
mutacidja esetén az mTORCI és az altala regulélt folyamatok aktivacidja vagy gatlasa
kovetkezik be a szabalyozés irdnyatol fiiggden.

Annak ellenére, hogy a LAM kialakuldsanak hatterében még ma is az mTORCI-
aktivaciot tartjak a legfontosabb tényezének, az utobbi években néhany mTORCI-
fliggetlen faktorra is fény deriilt. Ezek nagy része a hamartin-tuberin és a Rheb nem-
kanonikus, ezéltal kevésbé ismert funkcioihoz kotottek. Ilyen példaul a citoszkeleton és
a RhoA szintjének szabalyozasa a hamartin és az MTOR komplex 2 (MTORC2) révén,
tovabba a differenciacido és a proliferacié befolydsoldsa a Notch és BRAF utjan. A
hamartin-tuberin komplex az mTORC2 aktivitasat is befolyasolhatja, igy a protein-kinaz
C (PKC), illetve Rac ¢és Rho-GTP-azok révén részt vehet az aktin reorganizaciod
szabalyozasaban [118, 133-136].

A hamartin-tuberin komplex tovabbi, Rheb-fiiggetlen hatasa lehet a matrix
metalloprotedzok expresszidjanak szabalyozasa, amelyek emelkedett szintje figyelhetd
meg a TSC1/2-mutaciot hordozo sejtekben. A matrix metalloproteazoknak fontos szerepe
a cisztak kialakitasaban [128, 137, 138].

Az mTORCI a sejtek anyagcseréjének kozponti szabalyozoja, igy a TSC-mutacio
kapcsan 1étrejott mTORC]1-aktivacio a LAM-sejtek metabolizmusét is befolyésolhatja.
Leirtak, hogy LAM-sejtekben megjelenhet az in. Warburg-effektus (aerob glikolizis — a
glikolitikus folyamatok el6térbe keriilése annak ellenére, hogy nincs oxigénhidny), a
pentoz-foszfat ut és a lipid-bioszintézis fokozodasa a hypoxia indukalta faktor 1a (HIF1a)
¢és szterolregulalod elemeket koté fehérje-1/2 (SREBP1/2) expresszidjanak novekedése
kapcsan, az mTORC1-aktivacié eredményeképpen [139, 140]. Ismert, hogy a LAM az
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BBE_fluorodezoxigliikoz pozitronemissziés tomografia (FDG-PET) vizsgalatok soran
viszonylag alacsony FDG-felvételt mutat, ami a glukéz-transzporterek hibas

miikodésénck vagy a membranba helyez6dés zavaranak eredménye lehet [141, 142], ezért

crer

[143].

A LAM-sejtek Osztrogén- €s progeszteron-receptort expresszalnak, ami a néi nemi
hormonok szerepét vetiti el6 a betegség patogenezisében. Ezt megerdsiti az igen jelentds
foka néi predominancia, valamint a tény, hogy a betegség leggyakrabban a menopausa
el6tt alakul ki, tovabba terhesség alatt altalaban gyorsabban progredial [118, 126, 144].
Az Osztrogén €s a progeszteron valdszintileg a jelatviteli utvonalakkal 1ép interakcioba,
azonban ez a folyamat még kevéssé tisztazott. Az Osztrogén-receptor pozitiv LAM-
sejtekben az anti-apoptotikus Bcl-2 expresszioja is megfigyelhet6, ami az Osztrogén-
jelatvitel és a LAM-sejtek talélése kozotti kapcesolatra utalhat [145]. Ismert tovabba, hogy
a 17-p osztradiol a TSC2-deficiens sejtekben ndveli a sejtméretet, segiti a sejtek talélését

crer

hozzajarul a tiidészovet destrukciojahoz [148].

1.5.3. A lymphangioleiomyomatosis terapiaja

A ndi hormonok szerepe a LAM patogenezisében régdta ismert, ennek megfeleléen
tobbféle hormonrendszert célzo kezelés hatdsossagat vizsgaltdk a LAM kezelésében. A
bilaterdlis oophorectomia eredményességével kapcsolatban ellentmondasos adatok
sziilettek, valamint az anti-6sztrogén terapia és gonadotropin-releasing hormon (GnRH)-
analogok hatasossagat sem sikeriilt bizonyitani [149-151]. Egy ujabb, igéretes
lehetdségként az aromataz-inhibitorok alkalmazasa jon szoba, elsdsorban menopauzan
atesett betegekben [152].

Az mTORC1-inhibitorokat — a sirolimust és az everolimust — hatékonynak talaltak a

crer

crer

kezelés felfiiggesztését kovetden azonban a tiidéfunkcio tovabb romlik, igy a jelenlegi
allaspont szerint akar élethosszig tartd sirolimus kezelésre lenne sziikség a terdpids

eredmény fenntartdsahoz. A hosszitavua kezelés soran az mTOR-gatlok mellékhatéasai és
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a rezisztencia kialakulasa azonban terapias nehézséget okozhat [155], igy jelenleg
alacsony dozisu sirolimus kezeléssel folynak vizsgalatok [156].

Eldrehaladott betegség esetén a tiidétranszplantacid jon szoba, amellyel 65%-0s 5-
éves tulélést sikeriilt elérni LAM betegek esetén [157, 158]. A sirolimus
immunszuppressziv és sebgyogyulast negativan befolyasold hatésait figyelembe véve
fontos a kezelés folytatasanak vagy felfliggesztésének kérdése a transzplantacios
vardlistan levo betegeknél €s a transzplantaciot kovetden, ezzel kapcsolatban azonban
kevés a rendelkezésre all6 adat €s egyeldre nincs egységes allaspont. A sirolimus kezelést
a bronchialis anasztomo6zis dehiszcenciajanak megelézése érdekében célszerii elhagyni a
kozvetlen poszttranszplantacids idészakban, azonban a késdbbiekben a terapia folytatasa
elényds lehet a betegség transzplantdlt tiiddben wvald ismételt megjelenésének
megeldzésében [159, 160]. A LAM attétképzo hajlamat alatamasztva tobb esetben leirtak
ugyanis, hogy a LAM-sejtek idOvel a transzplantalt tidében — érdekes modon férfi
donorbol szarmazo szervben is — ismét megjelenthetnek relapszust eredményezve [161,

162], tovabba a vérben és a mellkasi folyadékgyiilemben is jelen lehetnek [163-165].

1.6. Az mTOR jelatviteli utvonal

Az mTOR-ral kapcsolatos vizsgalatok 45 évvel ezel6tt — 20 évvel az mTOR-kindz
azonositasa elott — kezdddtek a rapamycin felfedezésével a Husvét-szigeten. Az elmult
évtizedekben korvonalazddott, hogy az mTOR-jelatvitel a homeosztazis fontos
metabolizmusanak szabalyozisa érdekében. Az mTOR-jelut szabalyozasi zavarai —
els@sorban hiperaktivacidja — gyakran megfigyelhet6k a human daganatokban. Az utobbi
években végzett molekularis vizsgalatok kimutattak, hogy ennek a hiperaktivacionak a
hatterében gyakran az mTOR-jelatvitelben szerepet jatszo fehérjéket kodolo gének (pl.
PIK3CA, PTEN, STK11 vagy RICTOR) genetikai aberracioi allnak. Ezek a genetikai
eltérések tiidédaganatokban is gyakoriak €s a személyre szabott terapia célpontjait
képezhetik. Az mTOR-gatlok monoterdpids hatékonysaga korlatozott a legtobb
tiidédaganat esetén, azonban kiilonb6z6é kombinacidk részeként igéretesnek bizonyulnak

a hatékonysag novelésében ¢és a szerzett rezisztencia lekiizdésében. Az mTOR-jelatvitel
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vizsgalata és pontosabb megértése elorelépést hozhat az mTOR-jelut inhibitorainak

crer

1.6.1. Az mTOR-kinaz

A rapamycint 45 évvel ezelott Sehgal és munkatérsai fedezték fel egy ) gombaellenes
szerként [166], majd nem sokkal késébb a rapamycin immunszuppressziv ¢és
daganatellenes hatasait is leirtak [167, 168]. A hatasmechanizmus azonban tovabbi 20
¢vig ismeretlen maradt. Az mTOR-kinazt 25 évvel ezelott azonositottak a rapamycin-
FK506-kot6 fehérje 12 (FKBP-12) komplex direkt célpontjaként [169, 170].

Az mTOR-kinaz egy szerin-treonin kindz, ami két, felépitésében és funkcidjaban
kiilonb6z6 fehérjekomplex —az mTORCI és az mTORC?2 — katalitikus alegységét képezi
(4. dbra) [171]. Az mTOR-komplexek kiilonboznek rapamycin-érzékenységiikben, az
Oket felépitd fehérje alegységekben, szubcellularis lokalizacidjukban, tovabba upstream
szabalyozasuk és downstream effektoraik terén [172, 173]. Az mTOR-jelatvitel az
MTOR-kin4z komplexeken keresztiil integralja a kornyezeti jeleket és ezek fliggvényében
fontos szerepet jatszik szamos esszencidlis sejtfunkcid — tobbek kozott a talélés, a
sejtndovekedés és a proliferacio — szabalyozasaban. Az mTOR-kindz a PI3K/Akt/mTOR
tengely fontos tagja, ugyanakkor a molekularis halézatok kdzponti elemeként szamos
mas, daganatbiologiai szempontbol fontos jelatviteli itvonalba (pl. Ras/Rat/MEK/ERK-
jelatvitel) szintén bekapcsolodik [174, 175].

1.6.2. mTORC1

Az mTORC1 az mTOR, a regulatory-associated protein of mTOR (Raptor) és a
mammalian lethal with SEC13 protein 8 (mMLST8) fehérjék mellett két gatlo alegységet —
proline-rich Akt substrate of 40 kDa (PRAS40) és DEP domain-containing mTOR-
interacting protein (DEPTOR) fehérjék — is tartalmaz [176]. Bizonyos katabolikus
utvonalak gatlasa mellett a sejtek az anabolikus folyamatok aktivitasanak fokozasa révén
tudjak novelni a fehérjék, lipidek és nukleotidok hozzaférhetdségét, ami a sejtnovekedés
¢és proliferacid makromulekula-igényének biztositdsdhoz sziikséges. Az mTORCI az
anabolizmus ¢€s katabolizmus kozotti egyensuly fenntartdsaval kdozponti szerepet jatszik
ezeknek az anyagcserefolyamatoknak a szabalyozasdban, lehetéveé téve a valtozo

kornyezeti feltételekhez vald alkalmazkodast [171].
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Az mTORCI aktivacioja bekovetkezhet a PI3K/Akt/mTOR utvonalon keresztiil a
sejtfelszini novekedési faktor tirozin-kindz receptorok aberrans aktivacidja vagy mas,
PI3K/Akt/mTOR jelatvitelt érint6 genetikai eltérés eredményeként [173, 174]. Masrészt
kiilonb6z6 nutriensek, illetve az oxigén jelenléte — a sejt energiaszenzoraként miikodoé és
az mMTORC1-et negativan szabalyoz6 — adenozin-monofosztfat-aktivalt protein-kinaz
(AMPK) gatlasan keresztiil is fokozni tudja az mTORC]1-aktivitast [177]. Kiilonb6z6
aminosavak — elsésorban az arginin és a leucin — szintén aktivaljak az mTORC1-et a Rag
tamogatjak, hozzaférhetévé téve aktivatora, a Rheb szamara (4. abra) [178, 179].

Az aktivalt mTORC1 az aktivacid forrasatdl fliggetleniil tovabbitja a jelet a
downstream effektorok irdnydba. Legfontosabb szubsztratjaiként a transzlacid
szabalyozasaért felel6s eukariota transzlacios iniciacios faktor 4E-kot6 fehérje 1 (4E-
BP1) és a riboszomalis S6-kindz 1 (S6K1) fehérjéket foszforilalja, fokozva a
fehérjeszintézist, ami hozzajarul a sejtméret novekedéséhez és a proliferacid
fokozodasahoz [173, 180]. A proliferald sejtek bioszintetikus igényeinek biztositasa
érdekében az mTORCI] tovabbi targeteket is szabalyoz (Lipinl, SREBP, CAD, ATF4),
amelyek révén a lipidek és nukleotidok szintézisét fokozza [181-184]. Az mTORC1
emellett az autofagiat €s a lizoszoma biogenezist is szabdlyozza az unc-51-szerii
autofagiat aktivalo kinaz 1 (ULK1) és a transzkripcios faktor EB (TFEB) foszforilaciojan
keresztiil, parhuzamosan az ubiquitin-proteaszoma rendszer mikodését is fokozva [185,
186]. Tovabbi metabolikus hatasait illetéen az mTORCI1 szabalyozza a mitokondrialis
biogenezist a peroxiszoma-proliferator aktivalt receptor gamma koaktivator lo-an
(PGCla) keresztiil [187], illetve hypoxias koriilmények kozott a HIFla fokozott
transzlacidja révén eldsegiti a glikolitikus folyamatok eldtérbe keriilését az oxidativ
foszforilacioval szemben [139, 188, 189]. A reaktiv oxigéngyokok szintje szintén erésen
figg az mTORCI1-t6]l, ami a szuperoxid-dizmutaz 1 (SOD1) aktivitasat szabalyozva

képes minimalizalni az oxidativ karosodasokat [190].

1.6.3. mMTORC2
Az mTOR-kinaz katalitikus alegységen til az mLST8 és a gatlo funkcioju DEPTOR
nemcsak az mTORC1-nek, hanem az mTORC2-nek is részét képezi. Az mTORC2

komplexben vazfehérjeként —az mTORC1-gyel szemben — a Raptor helyett a rapamycin-
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insensitive companion of MTOR (Rictor) vesz részt. Ezen kiviil az mTORC2-ben két
tovabbi szabalyozo alegység, a mammalian stress-activated protein kinase-interacting
protein 1 (mSinl) és a protein observed with Rictor (Protorl/2) fehérjék talalhatok.
Szemben az mTORCIl-re kifejtett hatasaival, az FKBP12-rapamycin komplex az
MTORC2-h6z nem kotddik, ezért az mTORC2-t rezisztensnek tartjdk a rapamycin
kezeléssel szemben. A hosszi tavi rapamycin kezelés azonban a komplex

Az mTORC2 upstream regulacioja az mTORC]1 szabalyozésanal kevésbé ismert.
Kiilonb6z6 novekedési faktorok a PI3K-on keresztiil aktivald hatést fejthetnek ki az
MTORC2-re, mig ujabb vizsgalatok szerint a sejtekben kialakuld energetikai stressz
hatasara az az energiaszenzor AMPK utjan is aktivalodhat [192]. Ezen feliill az mTORC2-
t felépitd fehérje alegységek kiilonféle poszttranszlacids modosulasokon — foszforilacion,
acetilacion vagy ubiquitinacion — eshetnek at, ami szintén befolyasolhatja a komplex
Osszeépiilését és aktivitasat [193]. A Rictor (az mTORC?2 vazfehérjéje) példaul tobb ilyen
modosithaté oldallancot tartalmaz, az ezeken bekovetkezd poszttranszlacios
modosulasok hatassal lehetnek az mTORC?2 aktivacidjara. A Rictort az S6K 1 a Thr1135
oldallancon, a glikogén-szintaz-kinaz 3 (GSK3) a Ser1235 és Thr1695 oldallancokon
foszforilalhatja, azonban ezen modifikaciok pontos szerepe egyeldre ismeretlen [194-
196].

Mig az mTORCI1 elsésorban a sejt anyagcserefolyamatainak és novekedésének
szabalyozasaban jatszik fontos szerepet, addig az mTORC2 inkabb a sejtproliferacio, a
talélés, a citoszkeleton reorganizacid ¢és ennél fogva a sejtek migraciojanak
szabalyozasaban meghatdrozd. A protein-kinaz C (PKC) és a szérum ¢és gliikokortikoid
regulélt kindz 1 (SGK1) foszforilaciojan til az mTORC2 az Akt Ser473-as oldallancat is
foszforilalhatja, ami végeredményben fokozhatja az mTORC1 aktivitasat [171, 175, 191].

1.6.4. Az mTOR-jelatvitel szabalyozasa
Az mTORCI1 szdmos intra- és extracellulris jelet — novekedési faktorok, DNS-

karosodas, energiastatusz, aminosav- és oxigénszint — integral és ezaltal tobb alapvetd, a

crer

197]. Az mTORC2 szintén aktivalodhat novekedési faktorok hatasara, ez a PI3K-fiiggd
folyamat azonban még kevéssé ismert [198]. A kozelmultban leirtak, hogy az AMPK is
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fokozhatja az mTORC?2 aktivitasat [192], ennek ellenére az altalanos allaspont szerint az
MTORC1-gyel ellentétben a tapanyagellatottsig az mTORC2 aktivitasat nem
befolyasolja [197].

A PI3K/Akt/mTOR jelatviteli utvonal elsésorban a receptor tirozin-kinazok (pl.
EGFR, HER2, VEGFR, IGFR-1, PDGFR) utjan aktivalodhat és fontos szerepet jatszik
szamos sejtfunkcid — ugymint a proliferacio, a tulélés, a differenciacio, a sejtmotilitas és
az anyagcserefolyamatok — szabalyozasaban [171, 199]. Az receptor tirozin-kinazok altal
aktivalt PI3K a foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfatot (PIP2) foszfatidilinozitol-3,4,5-
trifoszfattd (PIP3) alakitja, ami az effektor fehérjékkel kdlcsonhatasba 1épve elinditja a
jelatvitelt [199, 200]. A tumorszuppresszor foszfataz és tenzin homolog (PTEN) a PI3K
hatasat ellenstlyozva a PIPz-at PIP>-v¢é alakitja, igy gatolja a jelatvitelt [201]. A jelat
kovetkezd 1épéseként az Akt aktivacidja kovetkezik be a Thr308 oldallanc
foszforilacigjaval, ami a TSC1/2 komplex gétlasdhoz, ezaltal az mTORCI1 aktivacidjahoz
vezet. Az mTORCI1 megndvekedett aktivitdsa a fehérjeszintézis, a sejtnovekedés és a
proliferacio fokozodasat eredményezi (4. abra) [202].

A szerin-treonin kinaz Akt harom izoformaban (Aktl, Akt2, Akt3) fordul el6. Az Aktl
¢és az Akt2 ubiquiter modon, a legtobb szovetben kifejezédik, mig az Akt3 expresszidja
els6sorban az agyban, a szivben és a vesében figyelheté meg [200]. A foszfoinozitol-
dependens kinaz 1 (PDK1) és az Akt pleckstrin homoldég doménje egyarant a PIP3-hoz
kapcsolodik, igy a kolokalizacid kovetkeztében lehetségessé valik, hogy a PDKI
foszforilalja az Akt-ot a Thr308-as oldallancon, ami annak részleges aktivacidjat idézi
eld. Az mTORC?2 szintén foszforilalhatja az Akt-ot a Ser473 oldallancon, amely az Akt
teljes aktivaciojat, enzimatikus mikodésének tovabbi fokozodasat eredményezi [203,
204]. Az aktivalt Akt downstream célpontjainak — példaul a GSK3, a forkhead box O
(FoxO) transzkripcios faktorok és a Bcl-2-asszocialt sejthalal agonista (BAD) —
foszforiladlasa révén segiti a sejtciklus progresszidjat €s a sejtek talélését, mikdzben
gatolja az antiapoptotikus szignalokat. Mindezek mellett az Akt a TSC2 foszforilacioja
révén gatolja az mTORCI1 negativ szabalyozdjaként miikodé TSC1/2 komplex
funkciojat, fokozva az mTORCI1 aktivitasat [199].
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4. abra. Az mTOR-jelatvitel egyszeriisitett abraja. A PI3K/Akt/mTOR jelatviteli
utvonal leggyakrabban a tirozin-kindz receptorok irdnyabdl aktivalodik. A PI3K a PIP-t
PIP3s-ma foszforilalja, amely egy masodlagos hirvivoként az Akt foszforilacigjat idézi eld
a Thr308-as oldallancon. A PTEN a PIP3 defoszforilaciojaval PI3K hatasat ellenstilyozva
gatolhatja a jelatvitelt. Az aktivalt Akt a TSC2-t foszforilalja, ezaltal a TSC1/2 komplex
aktivitasanak fokozodasahoz vezet, ami a downstream effektorok —az S6K 1 és a 4E-BP1
— révén elosegiti a fehérjeszintézis fokozodasat, a sejtndvekedést és -proliferaciot. Az
mTORCI az Akt tulzott aktivitasanak megakadalyozasaban is fontos szerepet jatszik egy
S6K 1 iranyabol induld negativ visszacsatolasi hurkon keresztiil (sziirke szaggatott vonal),
ami csokkenti a PI3K, igy az egész jelut aktivitdsat. Az mTORC2-t aktivalo faktorok
kevésbé ismertek. Az aktiv mTORC2 az SGK1 és PKC fehérjéken keresztiil segiti a sejtek
tulélését, valamint részt vesz az aktin citoszkeleton reorganizacidjanak szabalyozasaban.
Ezen kiviil az mTORC?2 az Akt-ot is foszforilalhatja a Ser473 oldallancon, igy fokozza
annak aktivitdsat. Az Akt az mTORC1-re kifejtett aktivalo hatdson tal a sejtciklus, a
tulélés €s az apoptozis szabalyozasaban tovabbi effektorai (GSK3, FoxO és BAD) révén
is részt vesz. Energetikai stressz és hypoxia esetén a tumorszuppresszor Lkb1 csokkenti

az mTORCI aktivitasat a TSC2 és a Raptor AMPK altali foszforilaciojaval.
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A novekedési faktorok és az inzulin PI3K/Akt/mTOR jelatviteli hatasan tal tapanyag-
ellatottsaggal kapcsolatos kornyezeti szignalok — mint a magas ATP-, oxigén- és szérum
aminosav-szint — szintén fokozhatjak az mTORCI] aktivitasat. Ezzel ellentétben bizonyos
kornyezeti stressz szignalok — mint az alacsony ATP-szint, a hypoxia vagy a DNS-
karosodas — elsdsorban az AMPK-n keresztiil hatva gatolhatjak az mTORC1 -aktivitast
[171].

Az mTORCL1 mellett az AMPK-t is a sejtek anyagcseréjének legfontosabb szabalyozoi
kozott tartjadk szamon, fontos szerepe van a gliikoz és egyéb tapanyagok szintjének
monitorozasaban [177]. Energia deplécio vagy hypoxia esetén az aktivalt AMPK a TSC2-
t és a Raptort is foszforilalja, igy gatolja az mTORCI1 aktivitasat. Bizonyos kornyezeti
tényezOk fennalldsa esetén a tumorszuppresszor funkcioja, STK11 gén altal koédolt Lkbl
fehérje szintén az mTORCI negativ regulatoraként mitkodik az AMPK foszforilacioja,
aktivacidja révén. Az STK11 funkcioveszté mutacioja a gatld funkcio kiesését, igy az
mTOR-aktivitas fokozodasat eredményezi [179, 200, 202].

Hypoxias allapotban az ATP-szint csokkenése az AMPK aktivaciojat, ezaltal az
mTORCI1 kovetkezményes gatlasat okozza. Ezen feliil, az alacsony oxigénszint a HIF1a
expressziojat is fokozza, ami a hypoxia indukalta faktor 1B-val egyiitt szamos
glikolizisben (gliikéz transzporter 1 — GIluTl1), érajdonképzddésben (vaszkularis
novekedési faktor A — VEGF A) és pH szabalyozasban (szénsav-anhidraz 9 — CAIX)
szerepet jatszé gén Kkifejez6dését szabalyozza [205]. A hypoxia a regulated in
development and DNA damage response 1 (REDDL1) fehérje szintjét is noveli, ami a
TSC2 aktivacidja révén gatolja az mTORC1-et [206].

Az aminosavak jelenléte esszencialis az mTORC1 muikddéséhez [207]. Az emelkedett
aminosav-szint a citoszolikus aminosav-szenzorok — szesztrinek, cellular arginine sensor
for mTORC1 (CASTOR1) és S-adenosylmethionine sensor upstream of mTOR
(SAMTOR) — révén aktivalja a Rag GTP-azokat, amelyek a lizoszomalis membranokhoz
kototten talalhatok és aminosavak hatasara aktiv heterodimerekké alakulnak. A Rag GTP-
eredményeképpen az mTORCI1 a lizoszoméhoz transzlokalodik, igy lehetdvé valik, hogy
szintén a lizoszomalis membranban elhelyezkedé Rheb hatasara aktivalodjon [178, 207-
209].
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1.6.5. Az mTOR-jelut altal szabalyozott metabolikus folyamatok

A proliferacio és talélés biztositasa érdekében a daganatsejtek gyakran atprogramozzak
anyagcser¢jiiket. A metabolikus valtozasok a katabolikus és anabolikus folyamatokat
egyarant €rinthetik, beleértve a gliikdz, az aminosavak, a nukleotidok, a zsirsavak és a
lipidek anyagcseréjét [179].

A metabolikus atprogramozodéds gyakran kiilonbozo jelatviteli folyamatok altal
meghatarozott. Lattuk, hogy a kornyezeti jelek — kozottiik az energiaellatottsag —
befolyasolni képesek az mTOR-jelatvitel aktivitasat, ugyanakkor forditva, az mTOR-jelut
is aktivalhat vagy gatolhat bizonyos anyagcserefolyamatokat (5. dbra) [171].

A gliikoz a sejtek egyik legfontosabb energiaforrdsa. Ismert, hogy a daganatsejtek
gliikozfelvétele altalaban fokozott, a gliik6z pedig oxigén jelenlétében is leggyakrabban
a glikolizis utjan hasznosul — ezt aerob glikolizisnek vagy mas néven Warburg-
effektusnak nevezzik. Az mTOR-jelatvitel fontos szerepet jatszik a glikoz
metabolizmusanak szabalyozasaban: elsésorban a HIFla és a MYC transzkripcios
faktorokon keresztiil mind az mTORC1, mind az mTORC2 képes fokozni a gliik6z
transzporterek (pl. a GluT1) és a glikolitikus enzimek expressziojat [210, 211].

Az aerob glikolizis révén a daganatsejtek nagy mennyiségli piruvatot termelnek,
amelyet a laktat-dehidrogenaz (LDH) enzim laktatta alakithat. A két iranyban miik6do
LDH a laktatot vissza tudja alakitani piruvatta, a reakcidhoz pedig a NAD™ redukcidja
tarsul, ami lehetdvé teszi a glikolizis fenntartasat a daganatsejt szamara. A LDH kétiranyu
miikodésébdl  kovetkezOen bizonyos daganatsejtek egyéni  jellemzOiktdl és a
mikrokornyezettdl fiiggden leadjak a laktatot a kornyezetiikbe, mig masok azt felveszik,
igy akar metabolikus szimbiozis is 1étrejohet a sejtek kozott [179, 212-214]. AzmTORC1
gatlasa ezt a metabolikus egyenstlyt megbontva a normoxias sejtekben fokozott gliikkdz-
felvételt és glikolizist, a hypoxias sejtekben sejthalalt eredményezhet [215].

A glutamin egy nem-esszencialis aminosav, amelyet a daganatsejtek egyrészt szén- és
nitrogénforrasként hasznosithatnak kiilonb6z6é aminosavak, nukleotidok ¢és lipidek
felépitd folyamataiban, masrészt a citrat-ciklusban, majd a terminalis oxidacioban ATP-
termelésre is felhasznalhatjak [216]. A glutaminolizist az mTORCI1 és az mTORC2 is
a glutamat-dehidrogenaz sirtuin 4-medialt gatlasat [217, 218]. Az mTORC2 a FoxO3

¢és/vagy FoxO4 negativ szabalyozasan keresztiil gatolja a glutamat glutaminnd torténd
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visszaalakitasaért felelds glutamin-szintetaz expresszidjat [219]. A glutaminolizis-
gatlokkal szdmos klinikai vizsgalat folyik, ezek koziil a CB-839 tilinik a legigéretesebb
szernek. Az mTOR- és glutaminolizis-gatlok egyiittes adasanal szinergizmust figyeltek
meg [220]. Az mTOR-jelatvitel szamos mas aminosav — tobbek ko6zo6tt az arginin —
anyagcseréjének szabalyozasaban is kulcsfontossagl szerepet jatszik [179].

A daganatsejteknek a fokozott proliferaciohoz sziikséges DNS-szintézis biztositasahoz
nukleotidokra van sziiksége. A nukleotidok de novo szintézise a pentdz-foszfat Gitvonalon
keresztiil torténik, ami szintén az mTOR-jelut szabalyozasa alatt all. Az mTORCI1
fokozza a pentoz-foszfat 0t sebességmeghatarozd enzimének, a gliikoz-6-foszfat-
dehidrogenaznak az expresszidjat, az mTORC2 pedig a szubsztratot biztositja ehhez a
folyamathoz — a hexokinaz 2 Akt-medialt foszforilacidja és aktivacidja révén noveli a
gliik6z-6-foszfat szintjét a sejtekben [179, 221].

Az mTOR-jelatvitel a zsirsavak felvételét és de novo szintézisét is eldsegitheti. Az
mTORC1 és az mTORC2 egyarant fokozhatja az SREBP transzkripcios faktor
expressziojat, ami szamos zsirsav-szintézisben fontos enzim — mint példdul az ATP-
citrat-liaz, az acetil-KoA karboxilaz vagy a zsirsav-szintaz (FASN) — és a CD36 zsirsav-
transzporter expresszidjat szabalyozza [222-224]. A MYC egyrészt a fenti enzimek
expressziojanak szabalyozéasaval befolyasolja a zsirsav-anyagcserét, masrészt fokozza a
citrat-ciklus enzimeinek expresszidjat is, igy fokozddik a citrat képzddése, ami
prekurzorként szolgalhat a zsirsavak de novo szintéziséhez [225, 226]. A zsirsav-szintézis
inhibitorai koziil jelenleg a FASN-gatlokkal (pl. TVB-2640) folynak klinikai vizsgalatok
[227, 228]. Az acyl-CoA synthetase short-chain family member 2 (ACSS2) szintén fontos
enzim a daganatok zsiranyagcseréjében: egyrészt az exogén acetdt acetil-KoA-va
alakitasaval a lipid szintézisben lehet szerepe, masrészt az acetat citrat-ciklusban torténd
felhasznalasat, ezaltal ATP-termelését teheti lehetévé [229-231]. Az ACSS2 szerepét az
epigenetikai szabalyozasban 1is felvetették: a Ser659 oldallinc AMPK éltali
foszforilacidja hatasara az ACSS2 a sejtmagba transzlokalddik és részt vesz a hiszton-

acetilacio folyamataban [232, 233]. Nemcsak a lipidszintézis, hanem a zsirsavak

crer

.....

karnitin-palmitoil-transzferaz 1A (CPT1A) végzi — segitheti a daganatsejtek

crer
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legfontosabb szabalyozdja az AMPK, ami az acetil-KoA karboxilaz inaktivalo
foszforilacigjaval gatolja az acetil-KoA —> malonil-KoA atalakulast, igy a CPT1A
inhibitoraként funkcionalo malonil-KoA csokkend szintje a CPT1A-n keresztiil a zsirsav-

oxidaci6 kovetkezményes fokozodasat eredményezi [234].

Glikoz Glutamin
U U GLUT1 U U SLC1AS
Glakoz

| Mukleotid-szintézis | +—— Glutamin

l HK2
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1,3-BP-glicerat Citrat

# -+
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=
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5. abra. A daganatsejtek metabolikus folyamatai. Daganatsejtekben gyakran
megfigyelheté az anabolikus folyamatok aktivitasanak fokozodasa, ami a sejtek
felvétele, amelyek a citromsav-ciklusba jutva végiil az oxidativ foszforilacio (OXPHOS)
révén hasznosulhatnak. A masik lehetdség, hogy a felvett gliikkozt és glutamint a sejt
aminosavak, lipidek szintézisére vagy a pentdz-foszfat ut révén nukleotidok termelésére
forditja. A daganatsejtek laktatot, zsirsavakat vagy acetatot is felvehetnek és a citrat-
ciklusba juttatva energiaforrasként hasznosithatnak. Ezek a metabolitok elsdsorban a

kornyez6 katabolikus miikodésii sejtekbol szarmazhatnak. Forras: [212] alapjan.
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1.7. A PI3K/Akt/mTOR jelatvitel zavarai tiidodaganatokban

A PIBK/Akt/mTOR jelatviteli utvonal szabalyozasi zavarai szamos daganattipus, tobbek
kozott a tidédaganatok patogenezisében is fontos szerepet jatszanak [173]. Az mTOR-
jelut aberrans aktivacioja tobb mechanizmus utjan 1étrejohet, beleértve a PIK3CA, a
PTEN, az STK11, az AKT, a TSC1, a TSC2, a RICTOR ¢s az MTOR gének, tovabba egyéb
onkogének vagy tumorszupresszorok mutacioit [235, 236]. Mindemellett az mTOR-
aktivitast méas, az mTOR-jelutba kapcsolodo szignaltranszdukcios utvonalak zavarai is
befolyasolhatjak. Ilyen példaul az EGFR konstitutiv aktivaciot eléidézé genetikai
valtozasai vagy a KRAS-muticid, amelyek gyakori eltérésként jelennek meg
tiid6carcinomakban [237, 238]. Az emlitett, mTOR-aktivaciot befolyasold eltérések

terapias lehetdséget jelenthetnek a daganatos betegségek kezelésében.

1.7.1. Az mTOR-jelut szabalyozasi zavarai nem-Kissejtes tiidédaganatokban

A PIBK/Akt/mTOR jelatvitel fokozott aktivitasa gyakran megfigyelhetd nem-kissejtes
tiidodaganatokban (NSCLC): az adenocarcinomak 90%-aban, a laphamrakok 40%-aban
¢és a nagysejtes carcinomak 60%-aban [239]. Az mTOR-jelut szabalyozasi zavarai fontos
szerepet jatszanak a tlidddaganatok kialakuldsaban és novekedésében, downstream
effektorainak  (p-elF-4E, p-S6) overexpresszidjat — adenocarcinomakban  és
laphdmrakokban egyarant megfigyelték. Kimutattak tovabba a fokozott mTOR-aktivacio
¢s a daganat invazivitasa, attétképzési hajlama, valamint a kedvezétlen progndzis kozotti
kapcsolatot is [240-242].

A PI3K/Akt/mTOR jelatvitel szabdlyozasi zavarai szdmos mechanizmus Utjan
létrejohetnek. Ilyen a PI3K tirozin-kinaz receptorok altali aktivacidja, kiillonboz6 aktivalo
genetikai eltérések a PIK3CA, AKT vagy RICTOR génekben, illetve a PTEN és STK11
tumorszuppresszor gének elvesztése [175, 200, 243, 244]. A PIK3CA aktivalo mutacioit
a NSCLC-k 4-7%-aban figyelték meg, mig amplifikacidja a laphamrakok 33%-aban, az
adenocarcinomak 1%-aban volt jelen. A RICTOR amplifikaciojat a NSCLC-k 10%-aban
figyelték meg. Az mTOR jelatvitel negativ szabalyozo6jaként miikodo PTEN és STK11
tumorszuppresszor gének elvesztése szintén gyakori eltérés NSCLC-kben. A PTEN-
vesztést gyakran figyelték meg laphamrakokban, mig az STK1l-vesztés inkabb az

adenocarcinomakra jellemz6 (3. tdbldzat) [243-245].
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A KRAS mutacioi a NSCLC-k 25-35%-aban vannak jelen, leggyakrabban az
adenocarcinoma szubtipusban. Mas, a RAS tutvonalhoz kapcsolhato, illetve annak
aktivaciojat el6idézoé eltérések a NSCLC-k 25%-aban figyelhetok meg, ilyenek az EGFR
(10-23%) és a BRAF (2%) mutacioi [246]. Az aktivalt KRAS a RAF/MEK/ERK és a
PI3K/Akt/mTOR jelatviteli utvonalakon keresztiil elésegiti az malignus transzforméaciot,
igy ezen Utvonalak gatlasa eredményesnek igérkezett a KRAS-mutans daganatok
kezelésében. A klinikai vizsgalatok azonban mindeddig nem igazoltak az mTOR-gatlo

monoterapia hatékonysagat a KRAS-mutans tiidédaganatok kezelésében [247].

1.7.2. Az mTOR-jelut szabalyozasi zavarai a tiidé neuroendokrin tumoraiban

A tiid6 neuroendokrin daganatai koziil az alacsony és kozepes gradust carcinoidok,
valamint a magas gradusu carcinomak tobbnyire hasonld genetikai eltéréseket hordoznak,
azonban eltér6 eléfordulasi gyakorisaggal. A carcinoidokkal szemben a PI3K/Akt/mTOR
jelatvitel zavarai szignifikdnsan gyakrabban jelennek meg a carcinomakban. Ezen feliil a
carcinomdkban tobb kdpiaszam-valtozassal jard eltérést figyeltek meg, mint a
carcinoidokban. Az mTORC2 egyik strukturalis komponensét kdédoldé RICTOR
amplifikacidja — amely az egyik leggyakrabban amplifikalt gén a tiidé neuroendokrin
tumoraiban — szintén gyakrabban figyelhet6 meg a magasabb gradust daganatokban [68].

A neuroendokrin eredetii tlidétumorok koziil az SCLC-k fordulnak elé legnagyobb
gyakorisaggal, ezek az Osszes tiidodaganat 15-20%-at jelentik [70]. A sejtciklus
szabalyozasban fontos szerepet jatsz6 TP53 és RB1 gének muticidin, illetve a MYC
amplifikacion kiviil a PI3K/Akt/mTOR jelut tagjait (pl. PIK3CA, PTEN, AKT2, AKT3,
MTOR és RICTOR) érinté genetikai valtozasok gyakran jelennek meg SCLC-kben (3.
tablazat) [89, 248]. Ezek koziil a RICTOR-amplifikacié a leggyakrabban eléforduld
célozhatd genetikai eltérés SCLC-kben, amelyet az esetek 6-14%-aban figyeltek meg
[249, 250].

Az mTOR-jelut aktivacidjat immunhisztokémiai modszerekkel is igazoltdk SCLC-
kben. A p-mTOR (az mTOR-kinaz aktiv formaja) és a p-S6K (az mTORC1 downstream
targetje) az esetek 55%-aban, illetve 84%-aban volt pozitiv [251]. Az mTORC2

aktivitasarol €s jelentdségérdl ezzel szemben lényegesen kevesebb adat érhetd el.

41



DOI:10.14753/SE.2020.2403

3. tablazat. A PI3K/Akt/mTOR jelatviteli utvonalat érintd genetikai eltérések a
tildodaganatok leggyakoribb tipusaiban

Gén Fehérje Az eltérés tipusa Az eltérés gyakorisaga (%)  Forrasok

ADC* SCC* SCLC

Mutacid - 89, 248,
PIK3CA PIB3Kplloa . 0 5 ! 36 | e
Koépiaszam tobblet 1 33 2 ]
PTEN Pten Mutacio 2 21 2.6 (89, 252]
STK11 Lkb1 Mutacio 15 2 <1 (89, 252]
Mutacid 89, 252
AKTL  Aktl utacio - <1 L 2| )
Kopiaszam tobblet <1 3 <1
Mutécid 1 1 1-4 [89, 248,
AKT2 Akt2
Kopiaszam tobblet 1 6 9 252]
Acid - 89, 248,
AKT3 Akt Mutacio 2 <1 24 | -
Koépiaszam tobblet 5 3 <1 52]
TSC1 Hamartin Mutéciod 2 2 <1 [89, 252]
TSC2 Tuberin Mutécio 3 3 2 [89, 252]
Acid - 89, 248,
MTOR  mTOR Mutacio - > 4 28 | Yoo
Kopiaszam tobblet <1 <1 <1 ]
Mutécid 3 3 2.3 [89, 248,
RICTOR Rictor S 250, 252,
Kopiaszam tobblet 8 10 6-14 253]

Roviditések: ADC - adenocarcinoma, SCC - laphamsejtes carcinoma, SCLC - kissejtes tiidorak.
* A www.cbioportal.org (TCGA PanCancer Atlas) adatai alapjan.

1.7.3. Az mTOR-jelut szabalyozasi zavarai lymphangioleiomyomatosisban

A lymphangioleiomyomatosis (LAM) alapvetden két formaban jelenhet meg: ezek a
sporadikus LAM (S-LAM)), illetve a sclerosis tuberosa részjelenségét képez6 LAM (TSC-
LAM). Mindkét format a TSC1/2 gének funkciovesztd mutacidja hozza 1étre, ami a LAM
sejtek proliferacidja, ndvekedése ¢és invazidja révén a tiidészovet karosodasat
eredményezi [129, 254, 255]. A TSC1 és TSC2 gének mutacidjanak analizise [256-258]
mellett az mTORCI1 fokozott aktivitasat a downstream markerek (p-S6K, p-S6, p-4E-
BP1) immunhisztokémiai vizsgalataval is igazoltak [144, 256, 259], az mTORC2

aktivitasanak vizsgalata azonban még nem tortént meg LAM-ban.
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1.8. Fejlesztés alatt all6 mTOR-gatlok a tiidodaganatok kezelésében

A PI3K/Akt/mTOR jelatviteli utvonal gatldsara az elmult években tébb mint 40
kiilonbozd szert fejlesztettek ki. Ezek koziil szdmos a klinikai vizsgélatok kiilonb6zé
fazisaiba jutott, az FDA és az EMA 4ltal azonban csak néhény szer — az allosztérikus
MTOR-galté temsirolimus és everolimus, valamint a PI3K-gélt6 idelalisib és copanlisib
— kertilt elfogadasra kiilonboz6 daganatok kezelésében [236]. Az el6bbicken kiviil az
MTORC1-gatl6 sirolimust 2015-ben engedélyezték a LAM kezelésére [153].

Az mTOR-jelut legtdbb inhibitora monoterapiaként alkalmazva korlatozott terapias
hatast eredményezett a daganatok kezelésében. Ez a jelenség az mTORC1-gatlok esetén
valészinlileg részben azzal magyardzhaté, hogy az inhibitor megszakitja az
MTORC1/S6K1-medialt negativ visszacsatolast, igy paradox modon a PI3K-on és az
MTORC2-n keresztiil az Akt aktivacigjahoz vezet [191]. Az el6zetes klinikai adatok azt
mutatjak, hogy az mTOR-jelatvitel gatloi kemoterapias szerekkel vagy mas, célzott
terapiaval kombinacidoban adva hatékonyabbnak bizonyulhatnak, mint monoterapidban.
A kombinaciok alkalmazasa a hatékonysag fokozasan tal a szerzett rezisztencia

lekiizdésében is eredményes lehet [236].

1.8.1. mTORC1-gatlok

Az mTORCI1 allosztérikus inhibitorai kozé tartozik a rapamycin (vagy mas néven

sirolimus), az everolimus, a temsirolimus ¢s a ridaforolimus [260].

A limitalt monoterapias hatékonysag miatt [261] a klinikai vizsgalatok az utobbi idében
inkabb az mMTORC1-galtok mas szerekkel valdo kombinacidira fokuszalnak, amelyekkel
jelenleg fazis /11 vizsgalatok folynak (4. tabldzat).

Az mTORCI1-gatlok kombinaciok tagjaként neuroendokrin tiidédaganatokban is
eredményesebbnek igérkeznek. A RADIANT-2 vizsgalat igazolta az everolimus plusz a
szomatosztatin-analog octreotid LAR hatékonysagat a progresszidomentes talélés
novelésében alacsony és kdzepes gradusu neuroendokrin tiidétumorokban [262, 263]. A
LUNA fazis II vizsgélat pedig az everolimus és hosszl hatast pasireotid kombinécio
biztonsagossagat és eldzetes adatként annak terapids hatékonysagat igazolta elérehaladott
tidGcarcinoidban szenvedd betegek esetén [264]. Az intravénasan alkalmazott,

nanorészecske formaban albuminhoz ko6tott rapamycinnel (nab-rapamycin) —amely a per
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os adagolasnal jobb biohasznosulasi tulajdonsagokkal bir — jelenleg fazis II vizsgalatok
folynak neuroendokrin tiidddaganatban szenvedd betegek bevonasaval (4. tablazat). Az
everolimust és a temsirolimust egyarant vizsgaltdk az SCLC-k kezelésében, azonban
monoterapia formajaban mindkét szer hatastalannak bizonyult a vizsgalt, biomarkerek
alapjan nem szelektalt betegcsoportokban [265, 266].

A sirolimus ¢€s az everolimus hatékonysagat LAM-ban tobb klinikai vizsgalat igazolta
[154, 155, 267, 268]. Elsésorban a MILES vizsgalat [154] adatai alapjan a sirolimust
engedélyezték a LAM kezelésére [153, 156]. Jelenleg az alacsony dozisu sirolimus,
valamint a sirolimus plusz resveratrol kombinacio hatékonysagat vizsgaljak LAM-ban (4.

tablazat) [269, 270].

1.8.2. mTORC1/2-gatlok

Az mTOR-kinaz ATP-kompetitiv (katalitikus) inhibitorai az mTORCIl-et és az
MTORC2-t egyarant hatékonyan gatoljak, igy a PI3K/Akt/mTOR jelatviteli ttvonal
aktivitasat jelentés mértékben csokkentik. Tovabbi eldnyiik, hogy az Akt aktivaciojat
eredményezd negativ visszacsatolasi kort is blokkoljak, szemben az mTORC1-gatlokkal
[191, 236].

A vistusertib hatékonysagat kissejtes és nem-kissejtes tiidddaganatokban fazis I és 11
vizsgélatokban is elemzik. Ezek koziil néhany fazis Il vizsgalatban a betegek mTORC1
és/vagy mTORC2 hiperaktivaciot eredményezd genetikai eltérések jelenléte alapjan
keriilnek bevalogatéasra, hiszen ezekben a betegpopulacidkban fokozott hatékonysagot
varnak a kezeléstdl. Egy fazis 1 vizsgalatban a vistusertib terapiat paclitaxellel
kombinalva hatékonynak talaltak a tid6 laphamcarcinomainak kezelésében [271], illetve
tovabbi vizsgalatok folynak més kombinacidkkal is (pl. selumetinib, navitoclax ¢€s
durvalumab). A kombinécids terapia a feltételezések szerint eldnyOs lehet a szerzett
rezisztencia lekiizdésében és novelheti a hatékonysagot.

A sapanisertib egy masik mTORC1/2-inhibitor, ami szintén igéretes eredményeket
mutatott kiilonb6z6 szolid tumorok kezelésében egy fazis I vizsgalatban [272], tovabba
hatékonysagat jelenleg is tobb klinikai vizsgalatban elemzik mind monoterapia, mind
kiilonb6z6 kombinaciok (pl. sapanisertib és osimertinib) formajaban NSCLC-ben. (4.

tablazat).
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Az mTORC1/2-gatlok hatékonysagarél LAM-ban egyel6ére nincs adat, azonban egy
kozelmultban megjelent preklinikai vizsgdlat a vistusertib hatékonysagat igazolta az
epithelialis-mesenchymalis tranzicid és a tumorprogresszid gatlasaban a TSC-asszocialt
daganatok allatmodelljében [273].

1.8.3. Az mTOR jelatviteli utvonal egyéb inhibitorai

A PI3K/Akt/mTOR jelat tovabbi inhibitorai az aldbbi csoportokba sorolhatok: kettds
(dual) PISK/mTOR-gatlok, pan-PI3K-inhibitorok, izoforma-specifikus PI3K-
inhibitorok, valamint Akt-gatlok [200, 236]. Ezek koziil szamos szer biztonsagossagat és
hatékonysagat fazis I és Il vizsgéalatokban elemzik.

A kettds PI3K/mTOR-inhibitorok (pl. gedatolisib) hatékonyan gatoljak a
PI3K/Akt/mTOR jelatvitel egészét, ugyanakkor éppen ebbdl kdvetkezden a toxicitas
esélye is nagyobb. A gedatolisibet jelenleg kemoterapids szerekkel és célzott terapiaval
(pl. a CDKA4/6-gatlo palbociclibbel) kombinacidban is vizsgaljak elsésorban NSCLC-ben
szenvedd betegekben, akiknél PTEN funkcidvesztd vagy a PIK3CA aktivalé mutacié van
jelen (4. tabldzat).

Az pan-PI3K-gatlok az IA osztalyd PI3K-ok mindegyikét gatoljak bizonyos
mértékben, mig az izoforma-specifikus PI3K-gatlok csak a PI3Ka, PI3Kf, PI3Ky
vagy PI3K9 izoformak valamelyikére specifikusak. A PI3K-inhibitorokat széles kdrben
vizsgaljak fazis I és II vizsgalatokban, néhanyat szelektalt betegpopulaciokban, ahol a
tabldzat). A kozelmultban sajnos a taselisib PI3Ka izoformara specifikus inhibitor egy
biomarker alapi vizsgalatban (Lung-MAP) nem érte el az els6dleges végpontot a
PIK3CA genetikai eltéréseit hordozo tiid6 laphamcarcinomakban [274]. A terapias paletta
szélesedése és a BASALT vizsgélatokban megfigyelt problémas biztonsdgossagi profil
miatt a buparlisib tovabbi fejlesztése és vizsgalata sem varhato tiidddaganatokban [275,
276].

Az Akt-gatlok a PI3K/Akt/mTOR jelut downstream utvonalat gatoljak [236]. Mig az
AKT1, AKT2 ¢és AKT3 genetikai eltérései viszonylag ritkak tiidédaganatokban (3.
tablazat), addig a p-Akt overexpressziojat gyakran megfigyelték [277-279]. Az Akt-
inhibitorok potencidlis hatranya viszont, hogy a PI3K Akt-hoz nem kothetd effektorait

nem gatoljak, igy egy negativ visszacsatolasi kor révén ezen effektorok PI3K-dependens
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aktivaciojat idézhetik el6 [200]. Preklinikai vizsgalatok igazoltak, hogy az Akt-nak fontos
szerepe lehet az EGFR-gatlokkal szembeni rezisztencia kialakitasaban [280, 281]. Ezen
megfigyelés alapjan az Akt-gatlo MK-2206 ¢s az EGFR-gatlo erlotinib kombinaciojat
vizsgaltak, azonban az els6dleges végpontot csak EGFR-vad NSCLC-ben sikeriilt elérni
[282]. A tovabbi Akt-inhibitorok hatékonysagarol tiidédaganatokban kevés adat érhetd
el, azonban tobb fazis II vizsgalat is folyamatban van, amelyek koziil kettében a betegek

bevalasztasa az AKT-mutacio jelenlétén alapul (4. tabldazat).

1.8.4. A biomarker-alapi betegszelekcio jelentosége a tildédaganatok mTOR-gatlé

terapiajaban

Annak ellenére, hogy a PI3K/Akt/mTOR jelut inhibitoraival szdmos klinikai vizsgélatot
folytattak, csupan néhany hatéanyag keriilt elfogadasra kiilonb6zé daganatok
elmaradasaban a megbizhato prediktiv biomarkerek hianya lehet.

A potencidlis biomarkerek, amelyek eldjelezhetik az mTOR-gatlokkal szembeni
érzékenységet egyrészt genetikai eltérések (pl. PIK3CA-mutécié vagy -amplifikacio, a
PTEN funkcidvesztd mutacioja vagy RICTOR-amplifikdcid), masrészt fehérje
biomarkerek (pl. a p-S6 vagy a p-Akt overexpresszidja) lehetnek [236, 283].

Preklinikai vizsgalatok igazoltdk a PIK3CA-mutacio prediktiv értékét, azonban a
klinikai vizsgalatok ellentmondasosak voltak ebben a kérdésben [274, 284-286]. Az
MTOR-jelatvitelt érintd genetikai eltérések (pl. MTOR, TSC1, TSC2 és PIK3CA)
jelenlétét vizsgalva kiilonbozé szolid daganatokban kimutattak, hogy a jelutat érintd
aberraciok a tumorok 45%-aban jelen vannak és az everolimussal szemben fokozott
érzékenységet biztositanak [287]. Néhany potencialis biomarkerrel kapcsolatban — mint
példaul az AKT-mutacioé vagy a RICTOR-amplifikacio — a vizsgalatok jelenleg is folynak
prediktiv szerepére hivta fel a figyelmet a szolid tumorok capivasertib kezelésében,
viszont a megfigyelt valaszadasi ardny alacsonyabb volt, mint mas célzott terapidk esetén
(pl. EGFR, ALK, ROS1 és BRAF) [288]. A RICTOR-amplifikacié prediktiv szerepe
szintén felmeriilt SCLC és tiid6 laphamcarcinoma sejtvonalakon végzett in vitro
vizsgalatok alapjan [250, 289], azonban ennek klinikai hasznosithatosaga még nem

igazolodott.
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A fehérje biomarkerek prediktiv szerepét a PI3K/Akt/mTOR jelat inhibitoraira adott
valasz eldrejelzésében csupan néhany tanulmany vizsgalta [283]. A magas p-Akt-
expresszio €s a magas p-S6/0sszes S6 arany prediktiv értékét az everolimus terapidval
szemben mutatott szenzitivitas tekintetében mar leirtak [290]. A PI3K-galté pictilisibre
adott valasz in vitro vizsgalatokban korrelalt a magas p-4E-BP1- és p-Akt-expresszioval
[291], tovabba az Akt hiperaktivaciojanak markerei (pl. a magas p-Akt-expresszid) egy
preklinikai vizsgalat soran korrelaltak az ipatasertib-szenzitivitassal [292].

Osszefoglalva, a PI3K/Akt/mTOR jelat szamos inhibitora 4ll fejlesztés és klinikai
vizsgalat alatt, azonban napjainkig csupan néhany gatloszer keriilt elfogadasra a
MTOR-galté klinikai transzlacidja bekdvetkezhessen, elengedhetetlen, hogy prediktiv
markereket azonositsunk, amelyek segitik a terdpias dontést. A biomarker-alapu
betegszelekcion tul fontos a minél hatékonyabb és emellett j6 biztonsagossagi profillal
rendelkezd szerek és adagolasi médok kifejlesztése, tovabba racionalis kombindciok
alkalmazasa, amelyek eredményesek lehetnek a primer vagy szerzett rezisztencia

lekiizdésében.
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2. CELKITUZESEK

Az mTOR jelatviteli Gtvonal szabalyozasi zavarai gyakran megfigyelheték human
daganatokban, beleértve a tiid6tumorokat. Ennek ellenére az mTORC1-gatlo rapalogok
nem valtottak be maradéktalanul a hozzajuk fiizott reményeket, csupan néhany entitasban
(pl. LAM) keriiltek fel a standard terapias palettara. A hatékonysag novelése, valamint az
mMTOR-aktivitads karakterizaldsa és potencialis prediktiv markerek azonositasa. Ennek
megfeleléen vizsgalataink célja az volt, hogy kiilonb6z6 tiidédaganatokban vizsgaljuk az
MTORC1/2-aktivitast és az ehhez kapcsolddd metabolikus valtozasokat az alabbiak

szerint:

1. Az mTORC1l- ¢és mTORC2-aktivitds immunhisztokémiai vizsgalata és a
klinikopatologiai adatokkal vald Osszefiiggések elemzése primer és agyi

metasztatikus tiid6 adenocarcinomakban.

2. A RICTOR-amplifikaci6 ¢és az mTORC2-aktivitds vizsgalata kissejtes
tiidédaganatokban:

- ARICTOR-amplifikaci6 eléfordulasanak, valamint a Rictor és p(Ser473)-Akt
expressziojanak vizsgalata human kissejtes tiidédaganatokban, az
eredmények Osszevetése a klinikai és ttlélési adatokkal.

- A PIBK/Akt/mTOR jelatviteli utvonal kiilonb6zd inhibitorainak hatasa
RICTOR-amplifikalt, illetve egyéb, mMTOR-jelatvitelt érintd genetikai

crer

vitro.
3. Az mTORC1- és mTORC2-aktivitas, valamint ehhez kapcsolodéan metabolikus

kulcsenzimek  expresszidjdnak, valamint a  klinikopatologiai  adatok

Osszefliggéseinek vizsgalata lymphangioleiomyomatosisban.
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3. MODSZEREK

3.1. Vizsgalt betegek

3.1.1. Adenocarcinoma (ADC) kohorsz

Munkénk soran primer tiidé adendocarcinomakat (N = 67) és tiidé adenocarcinomék agyi
attéteit (N = 67) vizsgaltuk. A mintdk kozott 15 ugyanazon betegbdl szdrmazod primer
tumor-agyi metasztazis par is volt. A primer adenocarcinomak mutéti eltavolitasat az
Orszagos Koranyi Pulmonolédgiai Intézetben (Budapest) és a Bajcsy-Zsilinszky
Korhazban (Budapest), az agyi attétek eltavolitasat az Orszagos Klinikai Idegtudomanyi
Intézetben (Budapest) végezték 2003 januarja és 2011 decembere kozott. Az archivalt
szovetblokkok felhasznalasa az Egészségiligyi Tudomanyos Tanacs Tudomdanyos és
Kutatasetikai Bizottsaganak 510/2013 és 86/2015 szdmu engedélyei alapjan tortént.

2015. évi WHO beosztas alapjan végeztik [7]. A dokumentaci6 alapjan a
klinikopatologiai adatok koziil az alabbiakat volt lehetéségiink 6sszegyujteni: életkor,

nem, stadium, dohdnyzési anamnézis, az agyi attétek mérete és szama.

3.1.2. Kissejtes tiidorak (SCLC) kohorsz

Kissejtes tiidddaganatokkal kapcsolatos vizsgalataink sordn 92 beteghez tartozo 100
archivalt mintat (80 sejtblokkot, 4 transzbronchialis biopszia mintat és 16 miitéti
reszekatumot) elemeztiink (5. tabldzar). A miitétre vagy mintavételre 2018. augusztus 1-
je €s 2018. aprilis 30-a kozott kertilt sor a floridai Mayo Klinikan (Jacksonville, USA). A
vizsgalatot a Mayo Klinika kutatasetikai bizottsaga engedélyezte (IRB#: 18-001887). A
szovettani besorolds a 2015. évi WHO Kklasszifikacié alapjan tortént, a diagnozist a
legtobb esetben citokeratin AE1/AE3, TTF-1, synaptophysin és chromogranin A
immunhisztokémiai vizsgalatok tdmasztottak ala. A mintavétel el6tt egy beteg sem kapott
kemoterapids kezelést. A vizsgélatba csak a metszetenként tobb mint 500 daganatsejtet

tartalmazo mintakat vontunk be.
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5. tablazat. A vizsgalt SCLC betegek ¢és mintak klinikopatoldgiai adatai 2

Betegek Mintak
(N=92) (N=100)
Eletkor (év)
<65 29 (32)
>65 63 (68)
Nem
Férfi 54 (59)
N6 38 (41)
Tumor
Primer tumor 30 (30)
Nyirokcsomo attét 52 (52)
Tavoli attét 18 (18)
Mintavételi eljaras
Vékonytii aspiracio (sejtblokk) 75 (75)
Kefebiopszia (sejtblokk) 4(4)
Thoracocentesis (sejtblokk) 1(0)
Transzbronchialis biopszia 4 (4)
Ekreszekci6 3(3)
Lobectomia 7(7)
Tavoli attét excizios biopsziaja 6 (6)

@ Az szamértékek az esetszdmot jelzik (%).

3.1.3. Lymphangioleiomyomatosis (LAM) kohorsz

Osszesen 11 S-LAM beteg miitétileg eltavolitott, formalin-fixalt paraffinba dgyazott
tiildészovet mintajat vizsgaltuk, ezek koziil 7 esetben a minta explantélt tiid6bdl, 4 esetben
diagnosztikus céli mintavételbdl szarmazott. A mitétekre 2004. januar 1-je és 2016.
december 31-e kozott keriilt sor a floridai Mayo Klinikdn (Jacksonville, USA). A
vizsgalatot a Mayo Klinika kutatasetikai bizottsaga engedélyezte (IRB#: 15-000406). A
LAM diagnodzisa a jellemz6 klinikai tineteken, valamint a radiologiai és szovettani
jellegzetességeken alapult, tovabba simaizom aktin (SMA), HMB-45 és B-catenin
immunreakcidkkal keriilt megerdsitésre. A klinikopatologiai adatokat a 6. tdblazat
tartalmazza. Két beteg (a 6. és 8. szamu) hormonterapiaban részesiilt, azonban egy beteg

sem kapott mTOR-gatl6 kezelést a miitéti beavatkozas elott.
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6. tablazat. A vizsgalt LAM betegek klinikopatologiai jellemzdi

Beteg  Elet- Dx-Bx Miitét Nyirok-  Dohany- VEGF-D  Miitét el6tti kezelés
kor idé tipusa csomo zas (pg/ml)
(évek) (évek) attét Hormon- MTOR-
terapia gatlo
1 59 0 Ekreszekeid  N. A. Soha N. A Nem Nem
(VATS)
2 39 1 BLT Igen Korabban  N. A. Nem Nem
3 41 1 BLT Nem Korabban  N. A. Nem Nem
4 35 5 BLT Nem Soha N. A. Nem Nem
5 37 5 BLT lgen Korabban  N. A. Nem Nem
6 39 3 BLT Igen Soha N. A. Igen Nem
7 58 2 BLT Igen Soha N. A. Nem Nem
8 49 11 BLT Nem Korabban  N. A. Igen Nem
9 34 0 Ciszta N. A. Soha N. A. Nem Nem
kimetszése
10 43 0 Ekreszekcio  N. A. Soha 385 Nem Nem
(VATS)
11 32 0 Ekreszekcio  N. A Soha 8888 Nem Nem
(VATS)

Roviditések: BLT — bilateralis tiid6transzplantacio, Bx — biopszia, DX — diagnézis, mnTOR — mammalian target of
rapamycin, N. A. — nincs adat, VATS - videoasszisztalt thoracoscopos sebészet, VEGF-D — vaszkularis endothelialis
novekedési faktor D.

3.2. Szoveti multiblokkok készitése az adenocarcinoma mintakbol

A vizsgélt tidé adenocarcinoma mintdkbol (ADC kohorsz) szdveti multiblokkokat
(TMA) készitettiink TMA Master (3DHistech, Budapest, Magyarorszag) hasznalataval.
A paraffinos blokkokbol a H&E metszetek alapjan kivalasztott reprezentativ teriiletekrol
— a minta méretének és tumorsejt-tartalmanak fliggvényében — 2-3 db 2 mm atméréja
szovethengert szartunk ki és gytjtottiink a recipiens blokkokba, amelyek igy dsszesen 70
szovethengert tartalmaztak 7x10-es elosztasban. Az orientacio biztositasa érdekében az
Al pozicidba majszovet részlete keriilt. A majszoveten kiviil normal széveti kontrollként

vese, tonsilla és peritumoralis tiid6szovet mintakat helyeztiink a TMA blokkokba.

3.3. Az mTOR- és metabolikus markerek immunhisztokémiai vizsgalata

Az immunhisztokémiai reakciokat a formalinban fixalt, paraffinba agyazott mintak és
TMA blokkok 4 um vastagsagu metszetein végeztiik. A deparaffinalast kovetéen az
endogén-peroxidazokat perjodsav (0,01%, 10 perc) és Na-borohydrid (0,01%, 10 perc),

majd 10% H2O»-t tartalmazé metanol 20 perces alkalmazasaval is blokkoltuk. Ezt
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kovetéen az antigénfeltarast elektromos kuktaban 105 °C 30 percig végeztik az
ellenanyagtol fiiggéen citrat (pH=6), TRS (Target Retrieval Solution, pH=6,1; Dako,
Glostrup, Dania) vagy 0,1 M-os tris-hidroximetil-aminometant (Tris) és 0,01 M-0s etilén-
diamin-tetraecetsavat (EDTA) tartalmaz6 (pH=9) pufferoldatban, majd a blokkolast (3%-
os 16szérum; Merck-Sigma Aldrich, Darmstadt, Németorszag) kovetden a mintakat az
elsédleges ellenanyaggal inkubaltuk (l1d. 7. tdbldzat). Novolink Polymer (Leica
Biosystems, Wetzlar, Németorszag), illetve Vectastain Universal Elite ABC HRP Kit
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) masodlagos detektalé rendszereket
alkalmaztunk, majd a reakciot 3,3’-diaminobenzidinnel (DAB; Aligent, Santa Clara, CA,
USA) hivtuk el6. Magfestésként hematoxilint hasznaltunk.

Az 6sztogén- és progeszteron-receptor (ERa, PR) immunreakciokat Cell Conditioning
1 (CC1, pH=8,5; Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA) feltaras mellett Ventana
Benchmark automataval (Ventana Medical Systems) és Ultraview (Ventana Medical

Systems) detektalassal végeztiik.

7. tablazat. A vizsgalatokhoz hasznalt immunhisztokémiai festések paraméterei

: e o P Vizsgilat
Antitest Higitas Antigén feltards  Funkcid, jelentdség Katalégusszam (klén) Gyartd ADC SCLC LAM
Anti-phospho(Ser2448)-mTOR 1:100 Citrat (pH=06) mTOR aktiv forméja #2976 (49F9) Cell Signaling v/ - -
Anti-phospho(Ser235/236)-S6  1:100 Citrét (pH=6) mTORC-aktivitas #2211 Cell Signaling v/ - v
Anti-Rictor 1:1000 Citrat (pH=6) mTORC2 mennyisége A500-002A (1G3P2C9) Bethyl v v v
Anti-phospho(Ser473)-Akt 1:100 Citrat (pH=6) mTORC2-aktivitas #4060 (DIE) Cell Signaling - v -
Anti-GluT1 1:400 Citrat (pH=6) Gliikoz-felvétel ah652 Abcam - - v
Anti-GAPDH 1:600 Citrat (pH=6) Glikolizis ab8245 (6C5) Abcam - - v
Anti-GLS 1:200 Citrat (pH=06) Glutaminolizis ab156876 (EP7212)  Abcam - - v
Anti-MCT1 1:100 Citrat (pH=6) Laktat- és acetat-felvétel A304-358A Bethyl - - v
Anti-ACSS2 1:200 Citrat (pH=6) Acetat-hasznositas #3658 (D19C6) Cell Signaling - - v
Anti-CPT1A 1:500 Citrét (pH=6) Zsirsavak B-oxidacioja abh128568 (8F6AE9)  Abcam - - v
Anti-ATPB 1:100 Citrat (pH=6) Oxidativ foszforilacio ab14730 (3D5) Abcam - - v
Anti-B-catenin 1:100 Tris-EDTA (pH=9) LAM-marker PA0083 (17C2) Novocastra - - v
Anti-HMB-45 Elhigitott  TRS (pH=6,1) LAM-marker GA052 (HMB45) Dako - - v
Anti-SMA 1:400 Citrat (pH=6) LAM-marker M0851 (1A4) Dako - - v
Anti-ERa El6higitott  CC1 (pH=(8,5) Osztrogén-receptor statusz #790-4324 (SP1) Ventana - - v
Anti-PR El6higitott  CC1 (pH=(8,5) Progeszteron-receptor statusz  #790-2223 (1E2) Ventana - - v

Roviditések: ACSS2 - acyl-coenzyme A synthetase short-chain family member 2, ADC - adenocarcinoma, Akt - protein-kindz B, ATPB - B-F1-ATP-4z, CCL - cell
conditioning 1, CPTLA - karnitin-palmitoiltranszferaz 1A, ERa - dsztrogén receptor o, GAPDH - glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenéz, GLS - glutaminaz, GIuT1 -
gliikoz transzporter 1, HMB-45 - homatropin metilbromid 45, LAM - lymphangioleiomyomatosis, MCT1 - monokarboxilét-transzporter 1, mTOR - mammalian target of
rapamycin, mTORC - mammalian target of rapamycin komplex, PR - progeszteron receptor, p-S6 - foszforilalt riboszomalis S6 fehérje, Rictor - rapamycin-insensitive
companion of mammalian target of rapamycin, SCLC - kissejtes tidérak, SMA - simaizom aktin, TRS - target retrieval solution.

3.3.1. Az ADC mintak immunhisztokémiai értékelése

A p-mTOR, p-S6 és Rictor immunhisztokémiai festések szemikvantitativ értékelése soran

a 0-300-ig terjedd H-score-t hasznaltuk, amely az festédés intenzitasanak (0 - 3+) és az
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adott intenzitassal festddd tumorsejtek szazalékos aranyainak szorzataként adhatd meg az

alabbi képlet alapjan:

H-score = 1 x (1+ intenzitassal festddo sejtek %-a) +
2 x (2+ intenzitassal fest6do sejtek %-a) +

3 x (3+ intenzitassal festddo sejtek %-a).

A pontszamok meghatérozasat két vizsgald végezte egymastol fiiggetleniil. A végso H-
score értéket az ugyanazon esethez tartozO6 TMA core-0k H-score értékeinek
altagolasaval kaptuk. A cut-off értékeket a median H-score értékek alapjan allapitottuk
meg ellenanyagonként. A median alatti értékeket alacsony, mig a mediannal megegyez6
vagy afeletti H-score értékeket magas expresszionak tekintettiik. Az igy meghatarozott
cut-off értékek szerint magas expressziot allapitottunk meg H-score > 110 p-mTOR-

expresszio, H-score > 115 p-S6-expresszio, illetve H-score > 60 Rictor-expresszio esetén.

3.3.2. Az SCLC mintak immunhisztokémiai értékelése

A Rictor és p-Akt immunhisztokémiai reakciok értékelésénél az IHC elGsziirési
modszerként vald alkalmassagdnak vizsgélata is célunk volt, ezért az értékelésnél nem a
kordbban ismertetett H-score-t, hanem egy egyszerlibb, csak a pozitiv sejtek %-0S
aranyanak meghatarozasan alapul6 modszert alkalmaztunk. Az Gn. hot-spotokra (erdsebb
intenzitassal ~ fest6dé  teriiletek)  fokuszaltunk, legalabb 500  daganatsejt
figyelembevételével. A cut-off értékeket ellenanyagokként az atlagos expressziodhoz,
valamint a RICTOR-amplifikaci6é gyakorisagat alapul véve a 15. és 85. percentilishez

igazitottuk a 8. tabldzat szerint.

8. tablazat. Az SCLC mintak értékelése soran hasznalt cut-off értékek

Nincs expresszio

Alacsony expresszio

Kozepes expresszio

Magas expresszio

Rictor

pozitiv sejtek < 5%

5% < pozitiv sejtek < 20%

20% < pozitiv sejtek < 50%

pozitiv sejtek > 50%

p-Akt

pozitiv sejtek < 5%

5% < pozitiv sejtek < 35%

35% < pozitiv sejtek < 70%

pozitiv sejtek > 70%

Szenzitivitas/s pecificitas
vizsgalatok

Negativ

Negativ

Pozitiv

Pozitiv

A RICTOR-amplifikdcioval Osszevetve az immunhisztokémia szenzitivitasat és

specificitasat is vizsgaltuk az eldszilird modszerként valo alkalmassdg megallapitasara,
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amely vizsgalathoz a fenti kategoridkat negativ (nincs/alacsony expresszid), illetve

pozitiv (kbzepes/magas expresszio) csoportokba soroltuk (8. tdbldzat).

3.3.3. A LAM mintak immunhisztokémiai értékelése

A LAM mintak esetén a legalabb 100 LAM-sejtet tartalmaz6 LAM-nodulusokban
értékeltiik az immunreakciokat. Ezt ismert prekurzor sejtek hianyaban kontrollként a
normal bronchialis simaizomsejtekben (BSM) megfigyelt expresszidoval hasonlitottuk
Ossze, aminek alapjat a LAM-sejtek simaizom eredetét felvetd hipotézis, illetve a BSM-
és LAM-sejtekben egyarant megfigyelt er6s SMA-pozitivitas képezte.

Az mTOR jelatviteli utvonal (p-S6, Rictor) és kiilonbdzdé metabolikus folyamatok
(GluT1, GAPDH, GLS, MCT1, ACSS2, CPT1A, ATPB) markereinek expresszidjat a
fentiekben ismertetett H-score szerint értékeltiik, és az alabbi csoportokat hoztuk 1étre:
negativ — H-score < 10, alacsony expresszio — H-score 11-100, magas expresszio — H-
score > 100.

Az SMA, HMB-45 ¢és B-catenin immunreakcioknal csak a pozitivitas jelenlétét vagy
hianyat értékeltiik, mig az ERa és PR immunfestéseknél a pozitiv sejtek szazalékos

aranyat adtuk meg.

3.4. RICTOR-amplifikacio vizsgalata fluoreszcens in situ hibridizacioval

A paraffinba dgyazott SCLC mintak, illetve az SCLC sejtvonalakbol késziilt sejtblokkok
4 um vastag metszetein végeztilk a RICTOR fluoreszcens in situ hibridizaciot (FISH). A
deparaffinalast kovetéen az elékezelést 79°C-on 25 percig (Vysis IntelliFISH
Pretreatment SSC Solution; Abbott Molecular, Abbott Park, IL, USA), majd a proteaz
emésztést 38°C-on 25 percig (Vysis IntelliFISH Protease; Abbott Molecular) végeztiik.
A RICTOR (#RICTOR-20-OR; Empire Genomics, Williamsville, NY, USA) és az 5.
kromoszéma (Chr5) kontroll (#CHRO05-10-GR; Empire Genomics) probakat a
hibridizaciés pufferhez (Vysis IntelliFISH Hybridization Buffer; Abbott Molecular)
hozzaadva 37°C-on 2 6ran keresztiil hibridizaltunk, majd a mintakat 73°C-on 3 percig
mostuk (Vysis IntelliFISH Post-Hybridization Buffer; Abbott Molecular), szaritottuk,
végiil DAPI I (Abbott Molecular) hattérfestést alkalmaztunk.
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A reprezentativ teriiletek kivalasztisa a H&E metszetek alapjan tortént, a FISH
reakciokat fluoreszcens mikroszkoppal értékeltiik (DM5500 B; Leica, Buffalo Grove, IL,
USA) CytoVision szoftverrel (Leica). Az értékelést un. hot-spotokra fokuszalva két
fliggetlen vizsgald végezte mintanként legalabb 2-2 teriileten 30 sejtmagban, a
narancsszinli RICTOR ¢és a zold szinii Chr5 jelek szamolasaval. A jelek szamat
mintanként atlagoltuk és meghataroztuk a RICTOR/Chr5 aranyt. A mintat 4 alatti
RICTOR koépiaszam, illetve 2 alatti RICTOR/Chr5 arany esetén negativnak, 6 feletti
RICTOR kopiaszam vagy 2 feletti RICTOR/Chr5 arany esetén pozitivnak tekintettiik.
Amennyiben a RICTOR koépiaszam 4 és 6 kozott volt és a RICTOR/Chr5 arany nem érte
el a kettét, a mintat amplifikacido tekintetében bizonytalan (,,equivocal”) esetként

regisztraltuk.

3.5. In vitro vizsgalatok

3.5.1. Sejtvonalak, sejt- és szovettenyésztés

A vizsgalataink soran felhasznalt H196 (ATCC #CRL-5823), H1048 (ATCC #CRL-
5853), H146 (ATCC #HTB-173) és DMSI153 (ATCC #CRL-2064) human SCLC
sejtvonalak jellemzd genetikai eltéréseit ¢s morfologiai jellegzetességeiket a 6. abran
foglaltam Ossze.

A sejtek tenyésztését RPMI 1640 médiumban (Merck-Sigma Aldrich, Darmstadt,
Németorszag), 10% fotalis borju savo (ho inaktivalt FBS, Merck-Sigma Aldrich) és 0,5%
gentamycin (Sandoz, Holzkirchen, Németorszag) mellett végeztiik 37°C-on, 5%-0s CO>
termosztatban. Az adherens és szuszpenzios (illetve kevert adhézids és szuszpenzios)
sejteket a sejt proliferacios tulajdonsaganak fiiggvényében 4-6 naponként passzaltuk,
tripszin-EDTA (Merck-Sigma Aldrich) hozzaadasaval. Vizsgalatainkban T25-6s és T75-
0s tenyésztdflaskdkat (TPP Techno Plastic Products, Trasadingen, Svijc), illetve 96-
lyuku plate-eket (Sarstedt, Niimbrecht, Németorszag) hasznaltunk.
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Az in vitro vizsgalatokhoz hasznalt sejtvonalak egyedi mutacios

abra.
mikroszkopos képek ToupCam kameraval, ToupView programmal késziiltek 40x (H196,

H146), illetve 100x (H1048, DMS153) nagyitas mellett.

jellegzetességei (A) és

6.
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3.5.2. Sejtblokkok készitése az SCLC sejtvonalakbél

Az SCLC sejtvonalak RICTOR FISH vizsgalata céljabdl sejtblokkokat készitettiink. A
sejttenyészté flaskakbol 1-10 millio sejtet gytjtottiink dssze, amelyeket centrifugaltuk és
a tapfolyadék teljes eltavolitdsa céljabol kétszer foszfattal pufferolt sdoldattal (PBS)
mostuk. Ezt kdvetden a sejteket — sejtszamtol fiiggden — 10-30 ml 96%-os etil-alkoholban
fixaltuk 20 percen keresztiil, majd ismét 10 percen keresztiil centrifugaltuk. A pelletet a
centrifugacs6bol szondatii segitségével tiillzacskoba, majd kazettaba helyeztiik. Kisebb
sejtszam esetén a tiillzacskd alkalmazasa helyett agar gélbe (Bio-Agar citoinkluzids
aggregacios gél; Bio-Optica, Milan6, Olaszorszag) agyaztuk a centrifugacsé aljan
Osszegyllt sejteket, amelyeket csipesz segitségével helyeztiink kazettdba szivacsok koz¢.
A sejtek utofixalasa 10%-o0s pufferolt formalinban, a sejtszamtol fiiggen 1-4 oran
keresztiil tortént. A viztelenitést (felszallo alkoholsor, majd xilol) kovetéen a mintakat

paraffinba agyaztuk.

hatasainak vizsgalata Alamar Blue teszttel

A kisérletek el6tt meghatarozott optimalis sejtszammal (H196 — 5000/well, H1048 —
10.000/well, H146 — 30.000/well, DMS153 — 30.000/well) inditott in vitro rapamycin
(MTORC1-gatlo, 50 ng/ml; Merck-Sigma Aldrich), PP242 (mTORC1/2-gatlo, 1 uM;
Tocris, Bristol, UK), vistusertib (mTORC1/2-gatlo, 1 uM; Cayman, Ann Arbor, MI,
USA), dactolisib (PI3K/mTORCI és C2-gatld, 1 uM; Cayman), ipatasertib (Akt-gatlo, 1
uM; Cayman) és cisplatin (3 uM; Accord Healthcare Polska, Varso, Lengyelorszag)
kezeléseket alkalmaztunk. A kisérletekben tesztelt dozisokat korabbi vizsgalataink és
irodalmi adatok [293-295] alapjan valasztottuk ki.

A kezeléseket a 24. 6raban kezdtiik, majd a proliferacios hatasokat 72 dras inkubécios
id0 utan hataroztuk meg a mitokondrialis reduktaz aktivitason alapuldé Alamar Blue
teszttel. Az Alamar Blue oldatot (resazurin; Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) 10%
végkoncentracioban hasznaltuk a kezelés utols6 4 oOrajaban, majd a fluoreszcencia
értékeket fluoriméterrel hataroztuk meg (570-590 nm, Ascent szoftver; Fluoroskan
Ascent FL, Thermo Fisher). Az eredményeket a kezeletlen kontroll sejtek %-aban adtuk
meg. Harom filiggetlen kisérletben 6 parhuzamos mérést végeztiink a hatasok

kiértékeléséhez.
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3.6. Statisztikai analizis

A statisztikai analizist IBM SPSS Statistics szoftverrel végeztiik (SPSS Inc, Chicago, IL,
USA). Az immunhisztokémiai és klinikopatoldgiai adatok Osszehasonlitasat Mann-
Whitney U-teszttel és Fisher-féle egzakt probaval, mintaparok esetén Wilcoxon-féle
eléjeles rangprobaval végeztik. A korrelacid szadmitdsdhoz a Spearman-féle
rangkorrelaciot, a tulélési analizishez a Kaplan-Meier modszert hasznaltuk, a talélési
gorbék Gsszehasonlitasa log-rank teszttel tortént. Az in vitro kisérletek esetén kétmintas
t-probat hasznaltunk a szignifikancia megéllapitasara.

A szignifikanciaszintet kétvégili probak hasznalata mellett az adenocarcinomakkal és
kissejtes tiidédaganatokkal kapcsolatos vizsgéalatokban P < 0,05 értéknél, a LAM

mintaknal — az esetszamra tekintettel — P < 0,01 értéknél hatdroztuk meg.
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4. EREDMENYEK

4.1. Az mTORC1/2 komplexek mennyiségével és aktivitasaval osszefiiggd fehérjék

expresszidja primer és attéti tildo adenocarcinomakban

Az mTOR jelatviteli utvonal markereinek (p-mTOR, p-S6 és Rictor) expressziojat
vizsgaltuk primer tiid6 adenocarcinomakban (N=67) és tiidé adenocarcinomak agyi
attéteiben (N=67).

A vizsgalt mintdkban az mTORCI1 ¢és az mTORC?2 aktivitasara a p-mTOR, a p-S6 és
a Rictor immunhisztokémiai reakcid intenzitasa alapjan kovetkeztettink. A p-mTOR
expresszidja az mTOR-kinaz aktiv formajat jelzi, ami mindkét komplex katalitikus
alegységét alkothatja. A p-S6 az mTORC1 downstream targetje, expresszidja az
mTORCI] aktivitasanak markere. A Rictor expresszioja az mTORC2 vazfehérjéjeként az
mTORC2 mennyiségét jelzi. Az mTORC2 aktivitdsdra a p-mTOR és a Rictor
expresszidjanak egyiittes értékelésével kovetkeztettiink (7. dbra).

Magyarazat

Magas mTORC1-
aktivitas

és

alacsony mTORC2-
aktivitas

Alacsony mTORC1-
aktivitds

és

magas mTORC2-
aktivitds

Alacsony mTORC1-
aktivitas

és

alacsony mTORC2-
aktivitds

Magas mTORC1-
aktivitas

és

magas mTORC2-
aktivitas

7. abra. Az mTORCI1- és mTORC2-aktivitas meghatirozasa tiidé adenocarcinomak
agyi metasztazisaiban. A kiilonb6z6 p-mTOR, p-S6 és Rictor H-score értékek a bal felsé
sarokban keriiltek feltiintetésre. A képek 200x-o0s nagyitassal késziiltek.
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4.1.1. Ap-mTOR, a p-Sé6 és a Rictor expresszidja a peritumoralis tiidészovetben, a

primer tiido adenocarcinomakban és az agyi attétekben

A daganat melletti ép tiiddszovetben az mTOR jelatviteli ttvonal mindharom vizsgalt
markerének expresszidja alacsony volt, az 1. és IL. tipusi pneumocytdkban egyarant
gyenge festédést lattunk (8. abra). A daganatsejtekben a p-mTOR, a p-S6 és a Rictor
leginkabb citoplazmatikus expressziét mutatott, azonban néhany esetben — a primer
adenocarcinomdk 15%-aban, az agyi attétek 34%-aban — a p-mTOR magi expressziojat
is megfigyeltiink. A Rictor az esetek kevesebb, mint 10%-aban membranreakciot is
mutatott, azonban a magban egy esetben sem figyeltiink meg Rictor- vagy p-S6-

expressziot.

Normal

ADC

8. abra. A p-mTOR, a p-S6 és a Rictor expresszidja a tumor melletti ép
tildészovetben és a primer tiidé adenocarcinomakban. A képek 400x-os nagyitassal

késziltek.

Magas p-mTOR-, p-S6- és Rictor-expresszio sorrendben a primer adenocarcinomak
33%-aban, 34%-aban és 37%-aban, illetve az agyi attétek 79%-aban, 70%-aban és 66%-
aban volt megfigyelhet6. Mindharom marker expresszidja szignifikdnsan magasabb volt
az agyl metasztazisokban, mint a primer daganatokban (9.4 dbra).

A p-mTOR- és p-S6-expresszid konkordancidjat, tehat alacsony p-mTOR-expresszio
alacsony p-S6-expresszioval, illetve az magas p-mTOR-expresszi0 magas p-S6-

expresszioval valo egyiittes eléfordulasat az esetek 72%-aban (96/134 eset) figyeltiik
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meg, az ettdl eltéré esetek tobbségében (22/38 eset, 58%) a magas p-mTOR-
expressziohoz alacsony p-S6-expressziod tarsult. Ezen mintak 45%-aban (10/22 eset) a
magas p-mTOR- és alacsony p-S6-expresszidhoz magas Rictor-expresszid tarsult,
jelezve, hogy az aktiv mTOR-kinaz ezekben az esetekben inkabb az mTORC2 részét
képezi. A magas p-mTOR- és magas Rictor-expresszid egyiittes elofordulasat a primer

tiid6 adenocarcinomak 16%-aban, az agyi attétek 51%-aban figyeltiik meg (9.B dbra).

A p-mTOR expresszié p-S6 expresszio Rictor expresszio
300 4 X % 300 * % 300 { *
4 e 4 -
200 200 200
100 4 100 100 |
Primer Agyi Primer Agyi Primer Agyi
ADC attét ADC Attét ADC attét
B . .
Primer ADC-k Agyi attétek

B Magas p-mTOR és magas Rictor expresszio Magas p-mTOR és alacsony Rictor expresszio

O Alacsony p-mTOR és alacsony Rictor expresszio @ Alacsony p-mTOR és magas Rictor expresszio

9. abra. A p-mTOR, a p-S6 és a Rictor expresszioja a primer tiidé6
adenocarcinomakban és az agyi attétekben. A. A p-mTOR, a p-S6 és a Rictor
expresszioja szignifikdnsan magasabb volt az agyi metasztazisokban, mint a primer
adenocarcinomakban. * P < 0,001 és ** P < 0,0001 (Mann-Whitney U-teszt). B. A p-
mTOR és a Rictor expresszidja primer tiidé adenocarcinomakban és agyi attétekben. A
magas p-mTOR- és a magas Rictor-expresszio egyiittes eléforduldsa a primer daganatok
16%-aban, az agyi metasztazisok jelentésen nagyobb hanyadaban, 51%-aban volt
megfigyelhetd. A piros csillaggal jeldlt teriiletek a magas p-mTOR-expressziot jelzik, ami
az mTOR-kinaz fokozott aktivitasara utal — ez az mTORC1 és mTORC2 komplexekben

is megjelenhet.
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41.2. A p-mTOR, a p-S6 és a Rictor expressziojanak osszefiiggése a
klinikopatologiai adatokkal

A p-mTOR-, p-S6- és Rictor-expresszid, valamint a klinikopatologiai adatok kdzott sem
a primer, sem az attéti daganatokban nem talaltunk szignifikdns Osszefiiggést. Primer
adenocarcinomdk esetén a Rictor-expresszid és a magasabb stadium kozott statisztikai
trendet (P < 0,10) figyeltiink meg (P = 0,067), tovabba a magas Rictor-expresszio
jellemz6bb volt szoliter, mint multiplex agyi attétek esetén (70% vs. 33%, P = 0,061).
Ezzel ellentétben a magas p-S6-expresszido inkabb a multiplex attétek esetén volt

gyakoribb, mint szoliter attétekben (92% vs. 65%, P = 0,178) (9. tablazat).

41.3. A p-mTOR, a p-S6 és a Rictor expresszidja a primer tumor-agyi attét

mintaparokban

A vizsgalt mintak koziil 6sszesen 15 esetben (6 férfi és 9 ndbeteg) volt lehetdségilink
ugyanazon betegbdl szarmazd primer tumor €s agyi attét dsszehasonlitdsdra. A primer
daganat eltavolitasa €s a kozponti idegrendszeri metasztazis megjelenése kozott eltelt
atlagos id6tartam 25,8 + 19,3 honap volt.

A mintaparok vizsgalata soran az agyi attétekben a primer daganatokhoz képest mind
az p-mTOR, mind a p-S6 expresszidja valtozott az esetek 60%-aban (9/15 eset), mig a
Rictor kifejezodése az esetek 40%-aban mutatott eltérést (6/15 eset). A p-mTOR és a p-
S6 expresszidjanak valtozdsa esetén az esetek tobbségében az mTORCI-aktivitas
fokozoddasat lattuk az agyi attétekben: a p-mTOR expresszidja 9-bdl 6 esetben, a p-S6
expresszidja 9-bol 8 esetben novekedett az agyi attétben a primer tumorhoz képest (10.
dbra). A Rictor expresszidja a mintaparok igazoltan agyi attétet adod primer daganatainak
tobbségében (10/15 eset, 67%) magas volt, mig a tobbi vizsgalt primer tiido
adenocarcinoma esetén csak a mintdk 28%-aban figyeltiink meg magas Rictor-

expressziot (P < 0,01).
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B Az expresszio alacsony a primer ADC-ban és magas az agyi attétben
B Az expresszié magas a primer ADC-ban és magas az agyi attétben

10. abra. A p-mTOR, a p-Sé6 és a Rictor expressziéjanak kiilonbségei a primer tiidé
adenocarcinomak és agyi attéteik kozott. A p-mTOR expresszidja agyi attétek
tobbségében, 9 esetben magas volt: 6 esetben az expresszid ndvekedett a primer
daganatban megfigyelt értékhez képest, 3 esetben mar a primer daganatban is fokozott
expressziot lattunk. A p-S6 expresszidja 2 eset kivételével az Gsszes attéti daganatban
magas volt, ez 8 esetben az expresszio fokozodasat jelentette a primer daganathoz képest,
5 esetben a primer tumor is fokozott p-S6-expressziot mutatott és ezt a tulajdonsagot az
agyi metasztazis is megtartotta. A Rictor expresszidja az attéti daganatok koziil 10 esetben
volt magas, itt csupan 3 esetben novekedett az expresszio a primer tumorhoz képest, 7
esetben mar a primer, agyi attétet adé adenocarcinomaban is magas Rictor-expressziot
lattunk. A csikozott hatter(i teriilet azokat az eseteket jelzi, ahol kiilonb6zott a vizsgalt

markerek expresszidja a primer daganat és az agyi metasztazis kozott.
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4.2. A RICTOR-amplifikaciéo és az mTORC?2-aktivitas jelentoségének vizsgalata
Kissejtes tiidodaganatokban

Vizsgalatunk soran 92 beteg 0sszesen 100 mintdjat elemeztiik. A vizsgalt betegek koziil
6 beteg esetén 2, mig egy beteg esetén 3 kiilonb6z6 idépontban vett mintaval
rendelkeztiink, a tobbi vizsgalt beteghez csak 1 minta tartozott. A klinikopatoldgiai

adatokat az 5. tablazat tartalmazza.

4.2.1. A RICTOR-amplifikacio gyakorisaga Kissejtes tiidodaganatokban

A FISH vizsgalat (11.A-B dbra) alapjan a mintakban a median (tartomany) RICTOR
kopiaszam 2,90 (1,26-8,35) volt. RICTOR-amplifikaciot 100-bol 15 esetben (15%)
allapitottuk meg. A tobbi 85 esetbdl 3 (3%) bizonytalan, mig 82 (82%) negativ volt.

RICTOR-amplifikalt Nem amplifikalt

Rictor IHC RICTOR FISH

p-Akt IHC

RICTOR-amplifikalt, illetve nem amplifikalt SCLC mintakban. A D és F képeken az
SCLC attét melletti majszovet belsd pozitiv kontrollként hasznalhatd. A képek 1000x-€s
(A-B), illetve 400x-0s (C-E) nagyitassal késziiltek.
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4.2.2. A Rictor és a p(Ser4d73)-Akt expresszidja kissejtes tiidodaganatokban

Az SCLC mintakban a Rictor (az mTORC2 vazfehérjéje) és a p-Akt (az mTORC2
downstream targetje ¢és aktivacidjanak markere) expresszidjat immunhisztokémiai
modszerrel elemeztiik (11.C-E dbra).

A Rictor expresszidja 14 esetben (14%) magas, 23 esetben (23%) kozepes, 25 esetben
(25%) alacsony volt, 38 esetben (38%) pedig nem figyeltiink meg expressziot. A p-Akt
expresszidja 16 esetben (16%) magas, 26 esetben (26%) kozepes, 35 esetben (35%)
alacsony foku volt, mig 23 esetben (23%) nem detektaltunk p-Akt-expressziot. A
tovabbiakban az IHC szenzitivitasdnak és specificitdsanak vizsgalatdhoz a magas és

kozepes expressziot pozitivként, mig az ez alattiakat negativként regisztraltuk.

4.2.3. Korrelaci6 a RICTOR FISH, valamint a Rictor és p(Ser473)-Akt IHC

eredmények kozott

A RICTOR koépiaszam pozitiv korrelaciot mutatott mind a Rictor (p = 0,416; P < 0,001),
mind a p-Akt (p = 0,289; P < 0,01) expressziojaval. A Rictor- és p-Akt-expresszid kdzott
szintén erds pozitiv korrelaciot talaltunk (p = 0,466; P < 0,001).

A 15 RICTOR-amplifikalt esetb6l 14-ben (93%) IHC-val is Rictor pozitivitast
detektaltunk (az expresszio 5 esetben magas, 9 esetben kdzepes volt), illetve a 15-bdl 12
eset mutatott p-Akt IHC pozitivitast (5 esetben magas, 7 esetben kozepes expresszio) (12.
dbra). Csupan egy RICTOR-amplifikalt eset volt negativ mind a Rictor, mind a p-Akt
IHC vizsgalata soran. Ezzel szemben a 85 RICTOR-amplifikaciot nem mutatd — negativ
vagy bizonytalan —esetb6l 23 (27%) volt Rictor IHC pozitiv (9 esetben magas, 14 esetben
kozepes expresszioval), illetve 30 eset (35%) volt p-Akt IHC pozitiv (11 esetben magas,
19 esetben kozepes expresszioval).

A RICTOR FISH-t gold standard eljarasnak tekintve a Rictor IHC szenzitivitasa 93%,
specificitasa 73%; a p-Akt IHC szenzitivitasa 80%, specificitasa 65% volt a RICTOR-

amplifikacié kimutatasaban (10. tablazat).
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Y

12. abra. A RICTOR FISH, Rictor IHC és p-Akt IHC kozott megfigyelt
konkordanciat bemutaté Venn-diagramm. A diagramm a pozitiv esetek szamat

mutatja mindegyik vizsgalati modszernél.

10. tablazat. Konkordancia a RICTOR FISH, valamint a Rictor és p-Akt IHC

vizsgalatok eredményei kozott

Rictor expresszio

Negativ Pozitiv
FISH amplifikalt 1 14 (szenzitivitas = 93%)
FISH nem amplifikalt* 62 (specificitds = 73%) 23

p-Akt expresszio

Negativ Pozitiv
FISH amplifikalt 3 12 (szenzitivitas = 80%)
FISH nem amplifikalt* 55 (specificitds = 65%) 30

* RICTOR-amplifikacio tekintetében negativ vagy bizonytalan.
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4.2.4. Osszefiiggések a Kklinikopatologiai adatok és a RICTOR-amplifikicié,
valamint a Rictor- és p(Ser473)-Akt-expresszio kozott

A RICTOR-amplifikaci6 és a klinikopatoldgiai adatok — az €letkor, a nem, a tumor tipusa
(primer vagy attéti) €s a mintavételi eljards — kozott nem talaltunk szignifikans
Osszefiiggést. A Rictor expresszidja szignifikdnsan magasabb volt a tavoli attétekben,
mint a primer tumorokban vagy a nyirokcsomo6 metasztazisokban (P < 0,001). A p-Akt
expresszioja szintén magasabb volt a tavoli attétekben, de ez az 9sszefiiggés nem volt
statisztikailag szignifikans (P = 0,09). A Rictor- és p-Akt-expressziod, valamint a tobbi

klinikopatologiai adat (€letkor, nem, mintavételi eljaras) kozott nem volt dsszefiiggés.

4.2.5. A RICTOR-amplifikacié, valamint a Rictor- és p(Serd73)-Akt-expresszio

osszefiiggései a tuléléssel

A RICTOR-amplifikacié jelenléte vagy hidnya nem mutatott Osszefliggést a teljes
tuléléssel (13.4 dbra). Ezzel szemben mind a Rictor (log-rank P = 0,007), mind a p-Akt
(log-rank P < 0,001) magas expresszidja szignifikansan rovidebb teljes tuléléssel tarsult
azokkal az esetekkel dsszehasonlitva, amelyekben nem figyeltiink meg Rictor-, illetve p-
Akt-expressziot (13.B és C dbra).
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13. abra. A RICTOR-amplifikacio, valamint a Rictor-

osszefiiggései a teljes tuléléssel SCLC betegekben. A Kaplan-Meier analizis alapjan a

és p-Akt-expresszié

RICTOR-amplifikécié nem mutatott dsszefliggést a teljes tuléléssel (A), ezzel szemben a

magas Rictor- (B) és p-Akt-expresszio (C) esetén szignifikansan rovidebb volt a betegek

tulélése, mint az expressziot nem mutatd mintak esetén. A fliggdleges vonalak a cenzoralt

adatokat jelzik.
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4.3. In vitro vizsgalatok az PI3BK/Akt/mTOR jelatviteli it inhibitoraival SCLC

sejtvonalakban

Az SCLC mintak vizsgalata soran megfigyeltiik, hogy a Rictor és p-Akt expresszidja a
RICTOR-amplifikéaci6 negativ mintak egy részében is jelen van. A fokozott mTORC2-
aktivitds RICTOR-amplifikacio nélkiil, més szabalyozési zavar kovetkeztében is
kialakulhat. A betegek tulélési adatainak vizsgéalatakor nem tudtuk igazolni azt a
kordbban leirt megfigyelést, amely szerint a RICTOR-amplifikécido kedvezdtlenebb
tuléléssel tarsul. Ugyanakkor a Rictor és a p-Akt magas expresszidja a tumorsejtek nagy
szazalékaban — a RICTOR-amplifikécio jelenlététdl fiiggetleniil — szignifikansan révidebb
teljes taléléssel fiiggott Gssze.

In vitro vizsgalatainkban ezért az mTOR-jeltt inhibitorok proliferacio-gatld hatasait
elemeztiik igazoltan RICTOR-amplifikalt, illetve mas, az mTOR-jelut aktivitasat szintén

fokozo mutaciokat hordozo, de RICTOR-amplifikéacié negativ SCLC sejtvonalakban.

4.3.1. A RICTOR-amplifikacio vizsgalata az SCLC sejtvonalakban

A RICTOR-amplifikacid jelenlétét a sejtvonalakbol készitett sejtblokkok paraffinos
metszetein vizsgaltuk FISH modszerrel, az eredmények a 14. abran lathatok.

A HI96 sejtvonalban az irodalmi adatoknak megfeleléen sikeriilt igazolnunk a
RICTOR-amplifikaciot (RICTOR/Chr5 arany > 2), a tobbi harom sejtvonalban nem
figyeltiink meg szambeli eltérést a RICTOR génben. Kiemelendé azonban az irodalmi
adatok szerint RICTOR missense mutaciot hordoz6 DMS153 sejtvonalban a zold 5q

kontroll jelek alacsony szdma, ami 5q-vesztésre utalhat.

4.3.2. Az mTOR jelatviteli ut inhibitorainak hatasa az SCLC sejtvonalak

s rer

Vizsgalataink soran az mTOR jelatviteli Gitvonal genetikai aberraciéit (lasd még a 6.
abran) hordozo6 sejtvonalakat vizsgaltunk:

1) H196: RICTOR-amplifikacié és PTEN-mutacio;

2) H1048: a PIK3CA kettés mutacioja €s az AKT3 amplifikacioja;

3) H146: PIK3CA- és AKT1-amplifikacio;

4) DMS153: PIK3CA-amplifikacio és RICTOR-mutacio.
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A
Sejtvonal RICTOR képiaszam Chr5 képiaszam RICTOR/Chr5 arany
H196 4,62 1,71 2,79
H1048 1,87 1,67 1,12
H146 2,43 1,70 1,43
DMS153 2,53 1.2 2,11
B

H196 H1048 H146 DMS153

14. abra. A RICTOR FISH vizsgalatok eredményei (A) és reprezentativ fotoi (B) az
SCLC sejtvonalakban. A RICTOR proba (piros) mellett kontrollként az 5. kromoszéma
hosszi karjara (5q) tervezett probat (Chr5, z6ld) hasznaltunk. A képek 1000x-es

nagyitassal késziiltek.

A vizsgalt sejtvonalak eltérd cisplatin érzékenységet mutattak, a RICTOR-mutaciot
hordoz6 DMSI153 cisplatin-érzékenynek (~50%-o0s csokkentés, P < 0,05), mig a
RICTOR-amplifikalt H196 sejtvonal cisplatin-rezisztensnek bizonyult.

Az mTORC1-gatlo rapamycin a HI196 sejtvonalban ~25%-0s, a H1048 és H146
sejtvonalakban 40-50%-0s proliferacio-csokkenést eredményezett, mig a RICTOR-
mutans sejtvonal (DMS153) rapamycin-rezisztensnek bizonyult. Az mTORC1/2-gatlo
PP242 a HI196, H1048 ¢és H146 sejtvonalakban szignifikdnsan, nagymértékben
csokkentette a proliferaciot, a rapamycin-rezisztens DMS153 sejtekben azonban 20%-0s
proliferacio-csokkentést eredményezett. A szintén mTORC1/2-gatlo vistusertib mind a 4
sejtvonalban jelentésen, legalabb 40%-al csokkentette a proliferaciot. A PI3K/mTOR
inhibitor dactolisib a rapamycinhez hasonl6 hatast mutatott. Az Akt-gatlo ipatasertib az
alkalmazott 1 pM-os koncentracidban nem 0kozott jelentds proliferacio-csokkenést, még
a legérzékenyebb H1048 sejtvonalban is legfeljebb 20%-os proliferacid-csokkenést
tapasztaltunk (15. dbra).
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15. abra. Az mTOR-jelit gatlészereinek hatasa az SCLC sejtvonalakra. A
proliferaci-csokkentd hatést a kezeletlen kontroll %-aban adtuk meg. *-gal jeloltiik a P <

0,05 szignifikanciaszint melletti legalabb 20%-0s csokkenést.

4.4. Az mTOR-jelatvitelhez és metabolikus folyamatokhoz kapcsolhaté fehérjék

expresszioja lvmphangioleiomvomatosisban

A TSC1/2-mutacioval dszefliggésben az mTORC1-aktivitas jelent6sége régota ismert
LAM-ban. Vizsgéltunk célja az volt, hogy az mMTORC1-aktivitds szerepén tul az
MTORC2 jelenlétének, aktivitasanak jelentdségét is vizsgaljuk a LAM
anyagcsere fontos szabalyozoja, ezért nemcsak az mTOR-jelut immunhisztokémiai
markereit, hanem metabolikus folyamatok — igymint glikolizis, glutaminolizis, zsirsavak
B-oxidacidja, acetat-hasznositas és oxidativ foszforilacio — kulcsenzimeinek expresszidjat

is tanulmanyoztuk a LAM mintakban (16. dbra).
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16. abra. A vizsgalt LAM-markerek (HMB-45, B-catenin, SMA), hormonreceptorok
(ERa, PR), mTOR-jelatvitelhez (p-S6, Rictor) és metabolikus folyamatokhoz
(GluTl, GAPDH, ATPB, GLS, MCT1, ACSS2, CPT1A) kapcsolhato fehérjék
expresszioja a LAM- és BSM-sejtekben. A képek 200x-os nagyitassal késziiltek. A
csillagok a BSM sejteket jelzik.
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4.4.1. LAM-markerek és hormonreceptorok expresszioja a LAM mintakban

A LAM-sejtek mindegyik esetben (100%) pozitivak voltak SMA és B-catenin, ill. 9/11
esetben (82%) HMB-45 immunhisztokémiai reakcioval. A hormonreceptorok
(0sztrogén- és progeszteron-receptor) expresszioja a 11. tablazatban szintén feltlintetésre

kerilt.

11. tablazat. A LAM-markerek (HMB-45, g-catenin, SMA) és a hormon-receptorok

(0sztrogén- és progeszteron-receptor) expresszioja a LAM mintakban

Beteg HMB-45  p-Catenin SMA ERa (%) PR (%)

1 pozitiv pozitiv pozitiv 50 10
2 pozitiv pozitiv pozitiv 60 40
3 negativ pozitiv pozitiv 0 60
4 pozitiv pozitiv pozitiv 50 20
5 pozitiv pozitiv pozitiv 40 70
6 pozitiv pozitiv pozitiv 50 30
7 pozitiv pozitiv pozitiv 60 30
8 pozitiv pozitiv pozitiv 70 20
9 pozitiv pozitiv pozitiv 70 60
10 negativ pozitiv pozitiv - -
11 pozitiv pozitiv pozitiv 75 60

Roviditések: ERo — Osztrogén-receptor a; HMB-45 — homatropine-metilbromid 45; LAM —
lymphangioleiomyomatosis; PR — progeszteron-receptor; SMA — simaizom aktin.

442. Az mTORC1/2 komplexek mennyiségével és aktivitasaval oOsszefiiggo
fehérjék expresszioja LAM-ban

A LAM-sejtekben 11-b6l 10 estben (91%) magas p-S6-expressziot lattunk, jelezve az
mTORC1 fokozott aktivitdsait. Az mTORC2 karakterisztikus vazfehérjéjének, a
Rictornak 11-bdl 6 esetben (55%) volt magas az expresszidja, jelezve az mTORC2
komplex fokozott mennyiségét ezekben az esetekben. Csupan egy olyan esetet talalunk,
ahol mind a p-S6, mind a Rictor expresszioja alacsony Vvolt (17. dbra).

Ezzel szemben a kontrollként vizsgalt bronchialis simaizomsejtekben (BSM) a p-S6
és a Rictor alacsony expressziot mutatott, vagy nem fejez6dott ki. A p-S6- és Rictor-

expresszio szignifikdnsan magasabb volt a LAM-, mint a BSM-sejtekben (18. dbra).
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4.4.3. A metabolikus folyamatokhoz kapcsolhaté transzporterek és enzimek
expresszioja LAM-ban

4.4.3.1. Glikolizis és oxidativ foszforilacio

A daganatsejtek gliikoz-felvételéért dontden felelés GIluT1 transzportfehérje
citoplazmatikus ¢s membranreakciot mutatott a LAM- és a BSM-sejtekben. GIuT1-
pozitivitast a 11-bol 5 esetben (45%) figyeltiink meg, ezek koziil 4 esetben alacsony, egy
esetben magas volt a GIuT1 expresszioja a LAM-sejtekben (17. abra). A BSM-sejtekben
a GIuT1 nem fejez6dott Ki vagy csak alacsony foku expresszid volt detektalhatd. A H-
score-ok tekintetében a LAM- és BSM-sejtekre egyarant az alacsony foku GIluT1-
expresszio volt jellemzd, a két csoport kozott igy nem taldltunk szignifikans kiilonbséget
(P =0,61) (18. abra).

A GAPDH (glikolizis-marker) és az ATPB (az oxidativ foszforilaci6 kulcsenzime)
esetén csak a citoplazmatikus expressziot értékeltiik, a GAPDH esetében ezen feliil magi
reakciot is megfigyeltink az esetek tobbségében. A LAM-sejtekben a GAPDH
expresszidja 7 esetben (64%), az ATPB expresszidja 4 esetben (36%) volt magas (17.
abra). A BSM-sejtekben csak egy esetben figyeltiink meg magas ATPB-expressziot
(9%), a GAPDH expresszidja pedig egy esetben sem volt intenziv. Az ATPB reakcio H-
score értékei nem mutattak szignifikans kiilonbséget a LAM- és BSM-sejtek kozott (P =
0,02), mig a GAPDH expresszioja szignifikansan magasabb volt a LAM-sejtekben (P <
0,01) (18. dbra).

4.4.3.2. Glutaminolizis

A GLS (glutaminolizis marker) expresszidjat a 11-bdl 10 esetben (91%) figyeltiik meg a
LAM-sejtekben, az expresszio 7 esetben (64%) volt magas H-score értéket mutatott (17.
abra). Ezzel szemben a GLS expresszidja a vizsgalt esetek 91%-dban nem volt
megfigyelheté a BSM-sejtekben. A GLS H-score értékek a LAM-sejtekben
szignifikansan magasabbak voltak, mint a BSM-sejtekben (P < 0,01) (18. dbra).

4.4.3.3. Zsirsavak pB-oxidacidja

A zsirsavak B-oxidacidjanak sebességmeghatarozé 1épését végzd CPT1A expresszioja a

LAM- és BSM-sejtekben egyarant magas Volt az Gsszes vizsgalt esetben (17. dbra).
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Osszességében a H-score értékek alapjan a CPT1A-expresszié szignifikinsan magasabb

volt a LAM-sejtekben, mint a BSM-sejtekben (P < 0,01) (18. dbra).

4.4.3.4. Acetat-felvétel és -hasznositas

Az MCT1 (monokarboxilat-transzporter — pl. laktat és acetat) expresszidja 11-bol 7
esetben (64%), az ACSS2 (az acetat-hasznositds kulcsenzime) expresszidja 11-bol 9
esetben (82%) volt magas a LAM-sejtekben (17. dbra). Ezzel ellentétben BSM-sejtekben
az Osszes esetben alacsony volt vagy hianyzott mind az MCTI1, mind az ACSS2
expresszioja. Ennek megfeleléen az MCT1 és ACSS2 H-score értékek is szignifikdnsan

magasabbak voltak a LAM-sejtekben, mint a BSM-sejtekben (P < 0,01) (18. dbra).

p-S6 Rictor GluTl GAPDH ATPB GLS MCT1  ACSS2 CPT1A

7. sz. beteg

-
T
—

5. sz. beteg

l H-score <10

10 < H-score < 100
100 < H-score <200

. 200 < H-score <300

2. sz. beteg
11. sz. beteg

9. sz. beteg

3. sz. beteg

10. sz. beteg

1. sz. beteg

17. abra. A p-S6, a Rictor, a GIluT1, a GAPDH, az ATPB, a GLS, az MCT1, az
ACSS2 és a CTP1A H-score értékei a betegek LAM-sejtjeiben. Az
immunhisztokémiai vizsgalat soran megtfigyelt H-score értékeket az alabbiak szerint
kategorizaltuk: nincs expreszio (negativ) — H-score < 10; alacsony expresszid — H-score

11-100, magas expresszio — H-score > 100.
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18. abra. Az mMTOR-jelatvitel és a metabolikus folyamatok markereinek
expresszioja a LAM- és BSM-sejtekben. A p-S6, a Rictor,a GAPDH, a GLS, az MCT1,
az ACSS2 és a CPT1A expresszidja szignifikansan magasabb volt a LAM-sejtekben, mint
a BSM-sejtekben. Ezzel szemben a GluT1 és az ATPB expressziojaban nem figyeltiink

meg szignifikans kiilonbséget. * P < 0,01 (Wilcoxon-féle eldjeles rangproba).
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4.4.4. Korrelacio az mTOR-jelatvitelhez kapcsolhato fehérjék és a metabolikus

markerek kozott

Munkank soran az mTOR-jelatvitelhez kapcsolhaté fehérjék (p-S6, Rictor) és a
metabolikus folyamatokban kulcsszerepet jatszo enzimek, transzporterek expresszidja
kozotti Osszefliggéseket is vizsgaltuk. A LAM-sejtekben erds pozitiv korrelaciot
figyeltiink meg a p-S6 és a GLS expresszioja (p = 0,732; P = 0,01), valamint a Rictor és
az ACSS2 expressziodja (p = 0,849; P < 0,01) kozott. A Rictor és ACSS2 kozotti pozitiv
korrelaci6 a BSM-sejtekben is megjelent (p = 0,769; P < 0,01).

445 Az mTOR- és metabolikus markerek expresszidjanak osszefiiggései a

klinikopatoldgiai adatokkal

A Rictor ¢és az ATPB expresszidja magasabb volt az explantalt végallapotu tiidokben,
mint a betegség korabbi stadiumat reprezentald diagnosztikus biopszidkban. A CPT1A-
expresszio €s az Osztrogén-receptor pozitivitast kozott pedig erds pozitiv korrelaciot
figyeltiink meg (p = 0,808; P < 0,01). Egyéb Osszefliggést nem talaltunk a vizsgalt

fehérjék expresszioja és a klinikopatologiai adatok kozott.
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5. MEGBESZELES

5.1. Az mTORC1/2-aktivitas jelentésége primer adenocarcinomakban és agyi

metasztazisaikban

A tiidorak vilagszerte vezetd daganatos haldlok és az agyi attétek jelentds része (40-50%-
a) szintén a tiidédaganatok hematogén terjedéséhez kothetd. A tiid6 adenocarcinomai
esetén sincs ez masként, az agyi metasztazisok sok esetben megjelennek a betegség
progresszidja soran, tovabb rontva az egyébként is kedvezotlen progndzist [296-298]. A
terapias lehetdségek korlatozottak, igy a klinikai kimenetel javitasat célzo6 személyre
szabott kezelési lehetdségek vizsgalata, az eredményesen gatolhato terapids célpontok
azonositdsa 1) reményeket hozhat a kozponti idegrendszeri érintettséggel jaro,
elérehaladott tiidé adenocarcinoma kezelésében.

Vizsgalatunk soran primer tiid6 adenocarcinomakban és tiidé adenocarcinomék agyi
attéteiben potencidlis célzott terapias targetként az mTORC1 és mTORC2 aktivitasat
elemeztiik immunhisztokémiai moédszerrel. Az alkalmazott immunhisztokémiai panel
alapjan az mTORCI1-aktivitasra a p-mTOR (aktiv mTOR-kinaz) és a p-S6 (mMTORC1
downstream targetje), az mTORC2-aktivitisra a p-mTOR és a Rictor (mTORC2
mennyiségét jelzd vazfehérje) expresszidja alapjan kovetkeztettiink. A klinikopatologiai
jellemzoktdl fliggetleniil a primer adenocarcinomak 30%-ara, az agyi attétek 70%-ara
volt jellemzé a fokozott mTORCI-aktivitds. Ezek az eredmények megfelelnek az
irodalmi adatoknak, amelyek szerint a tlidéddaganatokra jellemzd az mTOR jelatviteli ut
hiperakticavidja. Kordbbi tanulméanyok szerint a fokozott mTOR-aktivitas korrelal a
tavoli metasztazisok megjelenésével és a kedvezitlenebb taléléssel [299-302].

A tiid6 adenocarcinomak agyi metasztdzisainak vonatkozasaban lényegesen kevesebb
informacio érhetd el. Kimutattdk, hogy az mTOR jelatviteli Gtvonalnak az epithelialis-
mesenchymalis tranzicié szabalyozasaval fontos szerepe lehet az attétképzodésben és
aktivacioja agyl metasztazisok esetén is megjelenhet. Az mTORCI1 és C2 gatldsa a
metasztatikus potencial csokkenését eredményezte ezekben a vizsgalatokban [303-304].

Eredményeink megerdsitik az utobbi néhany évben publikalt adatokat, amelyek
szamos, az agyi attétek kialakulasanak hatterében allo, mTOR-jelatvitellel kapcsolatos
mechanizmusra ravilagitottak. Azonositottak a PI3K/Akt/mTOR jelatviteli utvonal azon

genetikai  variacioit is (SNP-k, egyedi nukleotid-polimorfizmusok), amelyek
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hozzajarulhatnak a tiidédaganatok kozponti idegrendszeri terjedéséhez: az AKT1
rs2498804 ¢és rs2494732, valamint a PIK3CA rs2699887 varians alléljait hordozo
betegeknél szignifikansan magasabb volt az agyi attét kialakulasanak esélye [305]. Az
MTOR jelatviteli utvonal tumorszuppresszor génjei koziil pedig az STK11-vesztés vagy
haploinszufficiencia [306] és a PTEN-vesztés [307] szintén Osszefiiggést mutatott a
kozponti idegrendszeri attétképzéssel.

Vizsgalatunkbdl kiemelendd tovabba, hogy a p-mTOR ¢és a Rictor expressziodjat
egylittesen értékelve a primer daganatok 16%-4ban, az agyi metasztazisok 51%-aban volt
magas mindkét marker expresszidja, ami felveti az mTORC2 jelentdségét az agyi
aktivacios mechanizmusaként azonositottdk a RICTOR-amplifikacié megjelenését, amit
a tiildédaganatok 13%-aban (ezen beliil a tiidé adenocarcinomak 10,3%-aban) figyeltek
meg [235]. Ezen feliil a Rictort tobb vizsgalatban is az attétképzés fontos
szabalyozdjaként azonositottak, expresszidja 0Osszefliggést mutatott emlddaganatok
nyirokcsomo attéteinek [308] és melanomak majmetasztizasainak [309] kialakulasaval is.

Az mTORC2 szerepét az attétképzési folyamatokban megerdsiti az is, hogy a vizsgalt
primer tumor-agyi attét parokban a Rictor expresszioja mar a primer daganatok 67%-aban
magas volt, mig a tobbi esetben — ahol az agyi attétek kialakuldsardol nem volt
informacionk — a daganatok csupan 28%-aban detektaltunk magas Rictor-expressziot.
Ezen feliil a magasabb Rictor-expresszid Osszefiiggést mutatott az eldrehaladottabb
stadiummal is a vizsgalt primer adenocarcinomékban. Egy kozelmultban megjelent
tanulmany az mTORC?2 aktivitasat jelz0 p(Ser473)-Akt expresszidjat vizsgalta primer
nem-kissejtes tiidodaganatokban. Eredményeinkhez hasonléan megallapitottadk, hogy az
mMTORC?2-aktivitas fontos tényezd lehet az agyi metasztazisok kialakuldsadban: expressziod
hidnyaban vagy alacsony p-Akt-expresszio esetén 16%, mig kézepes vagy magas p-Akt-
expresszio esetén 39% volt az agyi attétek incidencidja [310].

A kezdeti igéretes eredmények ellenére az mMTORC1-gatlokkal végzett klinikai
vizsgélatok nem hoztdk meg a vart sikert a tiidddaganatok kezelésében [261, 311]. A
terapias sikertelenség hatterében szamos mechanizmus allhat, ezek koziil az egyik
legfontosabb a prediktiv markerek €s ennek kovetkeztében a megfeleld betegszelekcio
hidnya, valamint az mTORC2-aktivitas jelenléte. Az mTORC?2 aktivacioja a daganatban
megjelend genetikai eltérések (pl. PIK3CA-mutacié, PTEN-vesztés vagy RICTOR-
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amplifikacid) eredményeképpen is 1étrejohet [198, 250]; jellemzé azonban, hogy az
MTORC1-gatlas kovetkeztében az inzulin receptor szubsztrat 1-en keresztiil egy negativ
visszacsatolasi mechanizmus aktivalodik, ami a PI3K-on keresztil az mTORC2
aktivaciojat, igy az mTORC1-gatlo kezeléssel szembeni rezisztencia kialakulasat hozza
létre [191]. Az mTOR-jelatvitel 10j, igéretes gatloi az mTOR-kindz ATP-kompetetiv
imhibitorai, amelyek az mTORC1 és mTORC?2 aktivitasat is gatoljak — hiszen az mTOR-
kinaz képezi mindkét komplex katalitikus alegységét [171]. Alatdmasztva az mTORC2
jelentdségét a metasztazisok kialakuldsaban, egy kozelmultban megjelent tanulmany
preklinikai modellben igazolta az mTORC1/2-gatl6 MTI-31 hatékonysagat a daganat
novekedésének, az epithelidlis-mesenchymalis tranzicionak és az attétképzddésnek a
gatlasaban nem-kissejtes tiidodaganatokban [312]. Az mTORCI és mTORC2
aktivitdsanak, illetve ezek aranyainak megdallapitdsa, tovabba a prediktiv markerek
azonositasa tovabb segitheti a célzott terapids torekvéseket. Az mTOR-gatld kezelés
prediktiv markereiként az altalunk hasznalt immunhisztokémiai reakcidk vizsgalata is
megfontolando.

Osszefoglalasként elmondhat6, hogy az éltalunk megfigyelt magas mTORC1- és
MTORC2-aktivitas felhivja a figyelmet az mTOR jelatviteli ut gatldinak potencialis
szerepére a primer és attéti tiildé adenocarcinomak kezelésében. Az mTOR-inhibitorok a
vér-agy gaton atjutva [313, 314] lassithatjak a kozponti idegrendszeri attétek novekedését
és ezaltal enyhithetik a neuroldgiai tlinetek stlyossagat, ami nagymértékben
befolyasolhatja az ¢életmindséget és az életkilatdsokat. A mTORCI1- és mTORC2-

aktivitas vizsgalata a betegek tumorszoveteiben és az ennek megfeleld kezelés ndvelheti

crer

5.2. ARICTOR-amplifikacio és az mTORC?2-aktivitas mint terapias target kissejtes

tiidodaganatokban

Az SCLC rendkiviil agressziv daganattipus, ami hozzavetdlegesen 15%-at teszi ki a
tiidécarcinomaknak [315]. A legtobb betegnél a tumort mar elérehaladott stadiumban
diagnosztizaljak, ami nagyrészt a kezdetben tiinetszegény daganat gyors novekedésének
¢s korai disszeminacidjanak a kovetkezménye. Az utdbbi évtizedek intenziv célzott

terapids torekvései ellenére az SCLC kezelésében nem tortént érdemi eldrelépés az elmult
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20-30 évben, a terapia standardjat — és 1ényegében egyetlen elérhetd opcidjat — ma is a
platinabazisu kemoterapias kezelés jelenti [66, 316].

A genomikai instabilitas SCLC-kben kiemelten magas, a genetikai aberraciok pedig
elsésorban a sejtciklust szabalyozo géneket és a PI3K/Akt/mTOR jelatviteli ut tagjait
érintik [66]. A kozelmultban a RICTOR-t az egyik leggyakrabban amplifikalt génként
azonositottak SCLC-kben, az amplifikacié a daganatok egy részében az egyelten célzott
terapias szerrel gatolhatd genetikai eltérést jelenti [68, 248, 249, 317], igy kimutatasa a
személyre szabott kezelésben is jelentdséggel birhat. A RICTOR-amplifikacié prediktiv
szerepét tobb tanulményban leirtak [250, 318] és fazis II klinikai vizsgalatok is indultak,
amelyekben az mTORC1/2-gatld vistusertib hatékonysagat vizsgaljak RICTOR-
amplifikalt daganatokban [175].

Vizsgalatunkban a RICTOR-amplifikaci6 el6forduldsat, valamint a Rictor és a
p(Serd73)-Akt fehérjék expressziojat elemeztiik SCLC-kben. Korabbi tanulmanyokban a
RICTOR-amplifikécio6 prevalenciajat 6-14% kozotti értékként hataroztdk meg [175, 248-
250, 317]. A RICTOR-amplifikacié gyakorisaga az altalunk vizsgalt mintakban ennél
némileg magasabb, 15% volt. A tanulmanyokban megfigyelt eltéré gyakorisag hatterében
a kiilonboz6 kohorszok eltérd klinikopatoldgiai sajatossagai allhatnak. Vizsgalatunk az
elsd tanulmany, ami a Rictor és a p-Akt immunhisztokémiai expresszidjat elemzi SCLC-
eljarasnak tekintve a Rictor IHC szenzitivitasa 93%, specificitasa 73%, mig a p-Akt IHC
szenzivititasa 80%, specificitdsa 65% volt a RICTOR-amplifikacié kimutatdsdban. A
vizsgalt mintak koziil csupan egy RICTOR-amplifikalt tumor volt negativ Rictor IHC-
val. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a Rictor IHC —a FISH-nél olcsobb, gyorsabb
és egyszeriibben kivitelezheté eljarasként — alkalmas lehet a RICTOR-amplifikacio
eldsziirésére.

A Rictor és a p-Akt immunhisztokémiai pozitivitasat tobb esetben RICTOR-
amplifikacié hidnyaban is megfigyeltiik. A jelenség hatterében szdmos mechanizmus
allhat, ugymint egyéb mTOR-jelatvitelt érintd aberraciok, kiilonféle epigenetikai
modifikaciok vagy a miRNS-expresszi6 zavara, ahogyan ezt mar mas daganattipusokban
is leirtak [319-323].

A Rictor expresszidja mind mRNS-, mind fehérje szinten magasabb a tavoli

metasztdzisokban, mint a primer tumorban, ezt adenocarcinomdkkal kapcsolatos
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vizsgalatunkban mi is megfigyeltiik, illetve melanomak majattéteinél is igazoltak [309].
A Rictor expresszidja SCLC-k esetén is szignifikansan magasabb volt a tavoli attétekben,
mint a primer daganatokban vagy a nyirokcsomoattétekben. Mindez arra utal, hogy az
MTORC2 ¢és ennek részeként a Rictor fontos szerepet jatszik a tavoli attétek
kialakulésaban.

Egy korabbi vizsgalatban 42 SCLC beteg mintdjan végzett genetikai analizis alapjan
a RICTOR-amplifikaci6 és a kedvezdtlenebb tulélés kozott szingifikans Osszefliggést
talaltak [250]. Ezt a megfigyelést 92 beteg mintajan végzett RICTOR FISH vizsgalattal
nem tudtuk megerGsiteni, azonban a magas Rictor- és p-Akt-expresszio rovidebb teljes
taléléssel tarsult, ahogyan ezt az Osszefliggést mar tobb egyéb daganattipusban is
megfigyelték [309, 324-328]. Ez arra utalhat, hogy a magas Rictor- és p-Akt-expresszio
altal meghatarozott fokozott mTORC2-aktivitas jobb eldjelzdje lehet a tulélésnek, mint
onmagaban a RICTOR-amplifikécio igazolasa.

A Rictor a daganatokban gyakran szabalyozasi zavart szenvedé PI3K/Akt/mTOR
jelatviteli at fontos tagja [329]. Kordbbi vizsgalatokban leirtdk, hogy a RICTOR
amplifikacidjanak igazolasa prediktiv markerként hasznalhatd azon betegek
kivalasztasahoz, akik legjobban reagalhatnak az mTORC1/2-gatlé kezelésre [235, 250,
318]. Eredményeink felvetik, hogy a magas Rictor- és p-Akt-expressziot mutatd6 SCLC-
k RICTOR-amplifikacié hianyaban is jol reagalhatnak az mTORC1/2-gatld kezelésre,
ezért érdemes lenne ezeket a betegeket bevonni az ilyen irdnyt vizsgélatokba.

In vitro vizsgalatainkban RICTOR-amplifikaciot és az mTOR jelatviteli ut egyéb
aktivalo genetikai eltéréseit (PIK3CA-mutacio és -amplifikacié, AKT-amplifikacio)
hordozé SCLC sejtvonalakat vizsgaltunk. A 4 SCLC sejtvonal koziil 3 érzékeny volt az
MTORC1-gatlé rapamycin kezelésre, csupan a DMS153 (nem RICTOR-amplifikalt, de
RICTOR-mutans és PIK3CA-amplifikalt) sejtvonal bizonyult rapamycin rezisztensnek. A
PI3K/mTOR-gatl6 dactolisib a rapamycinhez hasonld, PIK3CA-amplifikaciotol és / vagy
-mutéciotol fiiggetlen hatast mutatott a vizsgalt sejtvonalakban —a H196, H1048 és H146
sejtvonalak érzékenynek, a DMS153 rezisztensnek bizonyult a kezeléssel szemben. A
proliferacio-csokkentd  hatas tekintetében az mTORCI1/2-gatlok voltak a
leghatékonyabbak, kiemelten a vistusertib, amely mind a 4 sejtvonalban jelentds

proliferacio-csokkenést eredményezett.
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Vizsgalatunk alatamasztja, hogy az mTORC1/2-gatlok eredményesek lehetnek a
RICTOR-amplifikalt daganatok kezelésében, ugyanakkor egyéb, az mTOR-jelatvitel
aktivaciojat eredményezo eltérés esetén is hatékonynak bizonyulhatnak. Kiemelendd a
H1048 sejtvonal fokozott érzékenysége az mTOR-jelat inhibitoraival szemben — az
alkalmazott gatloszerek koziil mindegyik ebben a sejtvonalban eredményezte a
legjelentdsebb antiproliferativ hatdst. A H1048 sejtvonal az PI3K/Akt/mTOR jelatviteli
ut komplex aberracioit hordozza (kettds PIK3CA-mutéacio és AKT3-amplifikacio), ez
hozzajarulhat az mTOR-jelatvitel fokozott aktivitdisdhoz és ennek kovetkeztében az
MTOR-jelut gatldival szembeni fokozott érzékenységhez. Hasonld jelenséget
emlddaganatokban mar megfigyeltek, a PIK3CA kettds mutacioja a PI3K-inhibitor
alpelisibbel szemben fokozott érzékenységet eredményezett [330].

Az mTOR-gatlok fokozhatjdk a hagyomanyos kemoterdpias szerek — beleértve a
cisplatin — hatasat is [173], tovabba fontos szerepiik lehet a rezisztencia megel6zésében,

illetve visszaforditasaban [331]. Eredményeink felvetik a kombinaciés kezelés

crer

c ey

alkalmazasuk feltételei és lehetdségei, valamint prediktiv markereik azonositasa tovabbi
vizsgalatokat tesznek sziikségessé. Az mMTORC1/2-aktivacio az SCLC-k egy részében a
RICTOR-amplifikacio helyett mas mechanizmussal is 1étrejohet, ami mTOR-gatlokkal
szembeni érzékenységet eredményez. Ennek megfelelden, ezeket a betegeket is érdemes
lenne bevonni az mTORC1/2-gatlokkal végzett klinikai vizsgalatokba. Az mTORC1/2-
gatlok alkalmazasa kiemelten eredményes lehet azokban az SCLC-kban, ahol a RICTOR-
amplifikacié az egyetlen célozhaté onkogén ,,driver”. A Rictor IHC megbizhato és
koltséghatékony eljarasként alkalmazhaté a RICTOR-amplifikacio eldsziirésére, az IHC
eredménye alapjan pedig az amplifikacié igazolasara tovabbi megerdsité RICTOR FISH
vizsgalat végezhetd. Az mTORCI1/2-galtok lehetéges prediktiv biomarkereinek
azonositdsa sordn a genetikai eltérések vizsgélatan tul a fehérjeszintli biomarkerek
elemzése is megfontolandd, amelyek vizsgalta alapjan kivalaszthatok lennének azok a

betegek, akik varhatdan legkedvezébben reagalnak az mTORC1/2-galto kezelésre.
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53. Az mTOR-komplexek és az anvagcsere-folyamatok osszefiiggései

lymphangioleiomyomatosisban

Az mTOR jelatviteli atvonal fontos szerepet jatszik a transzlacio, a sejtndovekedés, a
proliferacio, a citoszkeleton reorganizacid és az anyagcsere szabalyozasaban [171, 332].
A vizsgalt LAM mintdkban a p-S6 (az mTORC1 downstream targetje) €s a Rictor (az
mTORC?2 vézfehérjéje) expresszidjat elemeztiik, igy kovetkeztettiink az mTORC1 és C2
jelenlétére és aktivitdsdra. A p-S6 expresszidjat csaknem mindegyik esetben (91%)
megfigyeltiik, ugyanakkor a mintdk 55%-ara a Rictor expresszidja is jellemzd volt. A
LAM esetek tobbségében megfigyelt magas mTORCI1 -aktivitds alatdmasztja a korabbi
ismereteket, miszerint a betegség hatterében allo TSC1/2-mutacié eredményeképpen az
MTORC1-aktivitas fokozodasa a LAM kialakulasanak egyik kulcslépése [129, 144, 259].
Eredményeink azonban kiemelik, hogy nemcsak az mTORC1-nek, hanem az mTORC2-

Az elébbiek mellett elsdként vizsgaltuk az mTOR-jelatvitel és kiillonb6z6 anyagcsere-
folyamatok — ugymint glikolizis, oxidativ foszforilacio, glutaminolizis, zsirsav-oxidacio
¢s acetat-hasznositas — dsszefiiggéseit human LAM mintakban (19. dbra).

A GLS, a CPT1A, az MCT1 ¢és az ACSS2 fokozott expresszidjat figyeltik meg a
LAM-sejtekben, ami arra utal, hogy a glutaminolizis, a zsirsavak B-oxidéacidja és az
acetat-hasznositds kiemelt szerepet jatszhat ezen sejtek metabolizmusdban. A
glutaminolizis jelent6ségére mar korabbi in vitro vizsgalatokban ravilagitottak,
amelyekben a human eredeti LAM-sejtek problémas in vitro fenntarthatosaga miatt [333]
TSC2-deficiens egér embrionalis fibroblaszt sejteket hasznaltak a LAM-sejtek
modelljeként [334, 335]. Az acetat és a lipidek energiaforrasként torténd hasznositasat
mar szintén megfigyelték kiilonb6zd daganatsejtekben [231, 234]. Immunhisztokémiai
eredményeink arra utalnak, hogy a LAM-sejtek is hasznosithatjdk az acetatot és a
zsirsavakat, tovabba a CPT1A-expresszio €s az Osztrogén-receptor pozitivitas kozott
megfigyelt pozitiv korrelacié arra hivja fel a figyelmet, hogy a LAM-sejtek
zsiranyagcseréje az Osztrogén szabalyozo hatdsa alatt allhat, ahogyan ezt emld- és

endometriumcarcinomakban mar hasonloképpen leirtak [336, 337].
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19. abra. A PI3K/Akt/mTOR jelatvitel és a bioenergetikai utvonalak egyszeriisitett
abraja. Piros hattérszinnel keriiltek kiemelésre azok a fehérjék, amelyek expresszidjat
immunhisztokémiai modszerrel vizsgaltuk. A LAM sejtekben a TSC1 vagy — gyakrabban
—a TSC2 mutacié eredményeképpen az mTOR-jelatvitel fokozott aktivitasa jon 1étre. Az
mTOR-komplexek  kozponti  szerepet  jatszanak az  anyagcserefolyamatok
szabalyozasaban, beleérve a gliikoz, a glutamin, az acetat és a lipidek metabolizmusét.
Kozelmultban megjelent tanulmanyok alapjan [143, 217] az mTORCI1 fokozhatja a
glikolizist és a glutaminolizist (folytonos kék vonalakkal jelolve). LAM sejtekben az
mTORCI] és a glutaminolizis kdzotti pozitiv korrelaciot sikeriilt igazolnunk. Ezen feliil a
Rictor és az ACSS2 expresszidja kdzott is erds pozitiv korrelaciot talaltunk, ami arra utal,
hogy az mTORC2 fokozhatja a LAM-sejtek acetat-hasznositd képességét (szaggatott kék

vonallal jelolve).
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A LAM-sejtek és a normal kontrollként vizsgalt BSM-sejtek kozott nem figyeltiink
meg jelentds kiilonbséget a GluT1 és az ATPB expresszidjaban, mindkét marker a LAM-
és BSM-sejtekben egyarant viszonylag alacsony expressziot mutatott. Mindez arra
utalhat, hogy a LAM-sejtekben a gliikoz-felvétel és az oxidativ foszforilacio alacsony
aktivitassal mukodhet. Az alacsony gliikoz-felvételt az a klinikai megfigyelés is
alatamasztja, amely szerinta LAM FDG-PET vizsgalattal nem mutathato ki, az FDG nem
dasul a koéros tiidészovet LAM-nodulusaiban [142]. Ezzel szemben egy kozelmultban
megjelent tanulmdny — megerdsitve a magas ACSS2-expresszioval kapcsolatos
eredményeinket — a LAM preklinikai modelljében igazolta, hogy a TSC2-mutans sejtek
felveszik az acetatot (és a kolint), ennélfogva a *®F-fluoroacetat (és a *8F-fluorokolin) PET
jol hasznalhato modszer lehet a LAM vizsgalatara a képalkotoé diagnosztikaban [338].

Az mTOR jelatviteli utvonal és a bioenergetikai folyamatok gatlasa fontos szerepet
tolthet be a daganatok személyre szabott terapidjaban [143, 171, 172, 332, 339]. Az
MTORC1-gatlé sirolimust eredményesen alkalmazzédk a LAM kezelésében [154],
azonban a mellékhatdsok ¢és a rezisztencia kialakuldsa jelentdsen ronthatjak a terapids
MTORC1-nek, hanem az mTORC2-nek is fontos szerepe lehet, ezért az mTORC1-et és
C2-t egyarant gatl6 mTOR-kindz inhibitoroknak is lehet tovabbi jelentésége a LAM
kezelésében, kiilondsen azonban az esetekben, amelyek magas mTORC2-aktivitassal
jellemezhetdk. A Rictor immunhisztokémiai vizsgalata segitséget nyujthat azon betegek
kivalasztasaban, akik varhatoan kedvezébben reagalnak az mTORCI1/2-inhibitor
kezelésre.

Az mTOR jelatviteli ut és a metabolikus folyamatok markerei kozotti 6sszefiiggéseket
vizsgalva az talaltuk, hogy a p-S6 (mTORCI1) és a GLS (glutaminolizis), valamint a
Rictor (mTORC?2) és az ACSS2 (acetat-hasznositas) expresszioja erds pozitiv korrelaciot
mutat. Ezek az Osszefliggések azt is jelenthetik, hogy az mTORCI ¢és az mTORC2
inhibitorai nemcsak az mTOR-jelutra kifejtett gatlas révén érik el hatasukat, hanem az
mMTOR-komplexek altal szabalyozott metabolikus folyamatokat — jelen esetben a
glutaminolizist és az acetat-hasznositast — is befolyasolhatjak, ami hozzajarulhat a
terapias hatas kialakuldsahoz. Az mTOR-gatlokon feliill vizsgalatunk tobb olyan
potencialis terapias targetre iranyitja a figyelmet (pl. ACSS2), amelyek tovabbi

vizsgélatra érdemesek.
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Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy vizsgalatunk az elsé human LAM mintikon
végzett tanulmany, amelyben nemcsak a — kordbban méar leirt — mMTORCL1-
hiperaktivitasra utaldo p-S6 overexpresszidt igazoltuk, hanem a Rictor ¢és kiilonb6zo
anyagcserefolyamatok kulcsenzimeinek expresszidjat is vizsgaltuk. Eredményeink az
mTORC2 és egyes metabolikus folyamatok — kiemelten a glutaminolizis, az acetat-
hasznositas és a lipid anyagcsere — jelentdségére és potencialis terapids célpontként vald

hasznosithatosagara is felhivjak a figyelmet.
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6. KOVETKEZTETESEK

I. Primer tiido adenocarcinomak és agyi attéteik immunhisztokémiai vizsgalata

soran igazoltuk, hogy:

1.

A p-mTOR, a p-S6 ¢és a Rictor fokozott expresszidja a primer tido
adenocarcinomak 30-40%-ara, az agyi attétek 65-80%-ara jellemzd, mindharom
marker expresszidja szignifikansan magasabb tiid6 adenocarcinomak agyi

metasztazisaiban, mint primer tiidé adenocarcinomakban.

. Az mTOR-aktivitas az attétképzés soran fokozodik, a magas Rictor-expresszio a

primer tumorban jelezheti a kés6bbi attétképzést.

. Kissejtes tiidodaganatok vizsgalata soran tett megfigyeléseink:
1.

RICTOR-amplifikaci6 esetén magasabb a Rictor- és a p(Serd73)-Akt-expresszio, a
Rictor immunhisztokémia magas szenzitivitdssal (93%) ¢és kozepes-magas

specificitassal (73%) hasznalhato a RICTOR-amplifikacié eldsziirésére.

. A Rictor expresszidja szignifikdnsan magasabb a kissejtes tiidédaganatok tavoli

attéteiben, mint a primer tumorokban, ami az mTORC2 potencialis szerepére utal

az attétképzés folyamataban.

. A Rictor és a p(Ser473)-Akt magas szintje a RICTOR-amplifikacio jelenlététol

fliggetleniil szignifikdnsan révidebb teljes tuléléssel tarsul.

. Az mTORCL1/2-gatlok jelentds antiproliferativ hatassal rendelkeznek in vitro a

RICTOR-amplifikalt és az PI3K/Akt/mTOR jelatviteli Gt egyéb eltéréseit hordozo
SCLC sejtvonalakban.

I11. Az mMTOR-jelatvitelhez és a tumormetabolizmushoz kapcsolodé fehérjék

vizsgalata lymphangioleiomyomatosisban:
1.

A fokozott mMTORC1-aktivitas mellett a magas Rictor-expresszio az esetek tobb,

mint felében, valamint a magasabb Rictor-expresszid a végallapotu tiidokbdl vett

crer

¢€s progresszidjaban.
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2. A LAM-sejtek anyagcseréjében a glutaminolizis, a zsirsavak B-oxidacidja és az
acetat-hasznositas fontos szerepet jatszhat, a p-S6 és a GLS, valamint a Rictor €s az
ACSS2 korrelacidja pedig felveti, hogy az mTOR-gatlok terapias hatasahoz a

bioenergetikai folyamatok befolyasolésa is hozzajarul.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az mTOR jelatviteli utvonal a homeosztazis fontos regulatora, szamos kornyezeti jelet
mTOR-jelatvitel hiperaktivacioja gyakori tiidédaganatokban és célzott terapias targetként
szolgalhat. Az mTOR-gatlo terapia hatasait szdmos vizsgalat tanulmanyozta kiilonb6z6
daganatokban, eddig azonban csak néhany hatéanyag keriilt torzskonyvezésre. Az
egyik legfontosabb a megfeleld betegszelekciot lehetdvé tevd prediktiv biomarkerek
hidnya lehet. Munkénk soran ezért az MTOR-komplexek aktivitasat vizsgaltuk
tiidédaganatokban, valamint az mTOR jelatviteli Uthoz kapcsoloddan kiilonbozo
metabolikus folyamatok kulcsenzimeinek expresszidjat elemeztilk LAM mintakban.

ADC-kben a p-mTOR, a p-S6 és a Rictor expresszidja szignifikansan magasabb volt

az agyi attétekben, mint a primer daganatokban. Az mTOR-aktivitas az attétképzés soran
fokozodott, tovabba eredményeink alapjan a magas Rictor-expresszio a primer tumorban
jelezheti a kés6bbi attétképzést.
Igazoltuk, hogy a Rictor IHC 93%-o0s szenzitivitassal eredményesen hasznalhatoé a
RICTOR FISH eldsziirési modszereként. Az ADC-khez hasonldan a Rictor expresszidja
SCLC-k esetén is magasabb volt a tavoli attétekben, tovabba mind a Rictor, mind a p-Akt
expresszioja—a RICTOR-amplifikécio jelenlététdl fliggetleniil — rovidebb teljes taléléssel
tarsult. Az mTORC1/2-galtok hatékonyan csokkentették a vizsgalt — mTOR-jelut
kiilonboz6 genetikai eltéréseit hordozo — SCLC sejtvonalak proliferaciojat in vitro.

A fokozott mTORC1-aktivitas mellett az esetek 55%-aban megfigyelt magas Rictor-
expresszio, illetve a végallapotu tiidokbdl vett mintakban a magasabb Rictor-expresszio
A glutaminolizis, a zsirsavak B-oxidacidja és az acetat-hasznositds fontos szerepet
jatszhat a LAM-sejtek anyagcseréjében; a p-S6 és a GLS, valamint a Rictor és az ACSS2
korrelacidja pedig felveti, hogy az mTOR-gatlok terapias hatdsdhoz a bioenergetikai
folyamatok befolyésoléasa is hozzajarul.

Eredményeink alatamasztjadk, hogy az mTORC1- és C2-aktivitas karakterizalasa
segitheti a terapids dontést, valamint a meghatarozo bioenergetikai utvonalak azonositasa

Uj célzott terapias lehetdséget jelenthet a tiidédaganatok kezelésében.
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8. SUMMARY

As a master regulator of homeostasis, the mTOR pathway integrates several
environmental signals to regulate cell growth, proliferation, and metabolism.
Hyperactivation of the mTOR signaling frequently occurs in lung neoplasms and may
serve as a target for personalized therapy. Several mTOR pathway inhibitors are under
clinical development; but to date, only a few compounds have been approved for the
treatment of different tumors. One of the most important barriers to the clinical translation
of mTOR pathway inhibitors is the lack of predictive biomarkers for patient selection.
Therefore, we investigated the activity of the mTOR complexes in lung neoplasms and,
in relation to the mTOR pathway, the expression of proteins involved in tumor
metabolism in LAM.

In lung ADCs, the expression of p-mTOR, p-S6 and Rictor was significantly higher in
brain metastases than in primary tumors. The mTOR activity increased during metastasis
formation, moreover, our results suggest that high Rictor expression in the primary tumor
can predict subsequent metastasis formation.

In SCLC, we observed RICTOR amplification with a prevalence of 15%. The
sensitivity of Rictor IHC was 93% suggesting that it may be a useful prescreening method
to select cases for RICTOR FISH. Similarly to ADCs, Rictor expression was higher in
distant metastases of SCLCs, moreover, high expression of Rictor and p-Akt — even
without RICTOR amplification — was associated with decreased overall survival. The
mTORC1/2 inhibitors showed a remarkable antiproliferative effect in vitro on the studied
SCLC cell lines with genetic alterations in the mTOR pathway.

In addition to the increased mTORCL1 activity, high expression of Rictor in 55% of the
cases, and higher Rictor expression in the end-stage lungs indicate the importance of
mTORC?2 activity in the pathobiology and progression of LAM. Glutaminolysis, fatty
acid p-oxidation, and acetate utilization may have an important role in LAM cell
metabolism; and the positive correlation between p-S6 and GLS as well as Rictor and
ACSS2 suggest that mTOR inhibitors can also influence bioenergetic processes, which
may contribute to their therapeutic effects.

Our results suggest that characterization of the mTORCL1 and C2 activity can guide
treatment decisions. Moreover, identification of preferred bioenergetics pathways may

also represent a promising opportunity for personalized therapy of lung neoplasms.
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