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1. BEVEZETES

A tiidérak vilagszerte vezeté daganatos halalok, Kozép- és Kelet-
Europaban — igy Magyarorszagon is — pedig kifejezetten magas az
incidencia és a mortalitds. Munkank soran tiid6 adenocarcinomakban
(ADC-kban), kissejtes  tiidédaganatokban  (SCLC-kben) és
lymphangioleiomyomatosisban (LAM-ban) vizsgaltuk az mTOR-
aktivitast és az ehhez kapcsolodd metabolikus valtozasokat.

A homeosztazis fontos szabalyozdjaként az mTOR jalatviteli ut
szamos kdrnyezeti jelet integralva szabalyozza a sejtek novekedését,
kindz, ami két, felépitésében és funkcidjaban kiilonbozo
fehérjekomplex — az mTORCI és az mTORC2 - Katalitikus
alegységét képezi. Az mTOR-komplexek kiilonboznek az Oket
felépitd fehérje alegységekben, szubcellularis lokalizacidjukban,
rapamycin-érzékenységiikben, upstream  szabalyozasukban  és
downstream effektoraik terén. Mig az mTORCI1 elsésorban a
sejtnovekedés, a proliferacio és a metabolizmus alapvetd folyamatait
regulalja, addig az mTORC2 inkabb a sejtek talélését, valamint az
szabalyozza. Az mTOR-kindz a PI3K/Akt/mTOR tengely fontos
tagja, ugyanakkor szamos mas, daganatbiologiai szempontb6l fontos
jelatviteli utvonalhoz (pl. Ras/Raf/MEK/ERK-jelatvitel) szintén
kapcsoladik, igy a molekularis haldzatok kdzponti elemét képezi.

Az mTOR-jelat hiperaktivacioja gyakran megfigyelheté human
daganatokban. Az utobbi évek molekularis vizsgalatai feltartak, hogy
a hiperaktivaciohoz az mTOR-jelatvitelben szerepet jatszo fehérjéket
kodold gének (pl. PIK3CA, PTEN, STK11 ¢és RICTOR) genetikai
eltérései is hozzajarulhatnak. Ezek a genetikai eltérések
tiidédaganatokban is gyakoriak és a személyre szabott terapia
célpontjait képezhetik.

Az ADC a tidorakok leggyakoribb altipusa. Klinikai viselkedését,
radiologiai és szovettani megjelenését tekintve meglehetdsen
heterogén képet mutatd betegségr6l van sz6. Az ADC-k gyakran



képeznek attétet, a prognozis kedvezdtlen, az 5 éves tulélés mindossze
15-20%. Az mTOR-jelut koros aktivacidja gyakran megfigyelhetd
ADC-kban, tovabba az mTOR-jelatvitel aktivitasat a kapcsolodd
szignaltranszdukcios Gtvonalakat érint6 genetikai eltérések — pl. az
EGFR és a KRAS konstitutiv aktivaciot eredményezé mutacidi — is
fokozhatjak.

Az SCLC-k a tiidédaganatok 15-20%-at alkotjak. A gyors
tumorndvekedés és a korai attétképzés miatt a terapids torekvések
gyakran nem vezetnek sikerre, a kezelési lehetéségekben nem tortént
érdemi eldrelépés az elmult évtizedekben. A genetikai eltérések
gyakran ¢érintik a PI3K/Akt/mTOR tutvonalat, a RICTOR
eltérésként azonositottak SCLC-ben.

A LAM egy ritka, a tiid6 cisztas atalakulasaval jaré progressziv
betegség, amelyet ma mar egy jol differencialt neoplasztikus
elvaltozasként a perivaszkularis epitheliod sejtes tumorok csoportjaba
sorolnak. A betegség sporadikus (S-LAM) és a sclerosis tuberosa
betegség részjelenségeként (TSC-LAM) megjelend formajanak
hatterében elsésorban a TSC1 vagy TSC2 gének mutacidja all,
amelyek az mTOR-jelatvitel hiperaktivaciojat és kovetkezményesen a

Az mTOR-jelatvitel szamos inhibitoraval folynak klinikai
vizsgélatok, azonban eddig csupan néhany hatdéanyag keriilt
inhibitora monoterapiaban alkalmazva korlatozott terapias hatast
eredményez, kiillonb6z6 kombinaciok részeként viszont igéretesnek
bizonyulnak a hatékonysag novelésében. Annak érdekében, hogy az
mMTOR-gatlok klinikai transzlacidja bekdvetkezhessen,
elengedhetetlen, hogy olyan prediktiv markereket azonositsunk,
amelyek segitik a terapids dontést. A biomarker-alapu betegszelekcion
tal fontos a racionalis kombinaciok alkalmazisa, valamint a minél
hatékonyabb és emellett j6 biztonsagossagi profillal rendelkezd szerek
¢és adagolasi modok kifejlesztése, amelyek eredményesek lehetnek a
primer és szerzett rezisztencia lekiizdésében.



2. CELKITUZESEK

Annak ellenére, hogy a PI3K/Akt/mTOR jelut inhibitoraival szamos
vizsgalatot  folytattak, csupan néhdny hatéanyag  keriilt
torzskonyvezésre a daganatterapiaban. Az egyik legfontosabb ok az
prediktiv biomarkerek hianya lehet. Az mTOR-jelatvitel pontosabb
megértése eldrelépést hozhat az mTOR-jelit Ujgeneracios
inhibitorainak  klinikai transzlaciojaban. Ennek megfelelden
vizsgalataink célja els6sorban az mTORC1/2-aktivitas meghatarozasa
volt tiidédaganatokban, valamint ehhez kapcsolédéan metabolikus
kulcsenzimek, transzporterek expresszidjanak vizsgalata LAM
mintakban az alabbi célkitiizések szerint:

1. Az mTORC1l- ¢és mTORC2-aktivitas immunhisztokémiai
vizsgalata és a klinikopatologiai adatokkal valo sszefiiggések
elemzése primer és agyi metasztatikus tiid6 ADC-kban.

2. A RICTOR-amplifikacié és az mTORC2-aktivitds vizsgalata
SCLC-kben:

- A RICTOR-amplifikaci6 el6fordulasanak, valamint a
Rictor és p(Ser473)-Akt expresszidjanak vizsgalata human
SCLC-kben, az eredmények Osszevetése a klinikai és
tulélési adatokkal.

- A PIBK/Akt/mTOR jelatviteli utvonal kiilonbozo
inhibitorainak hatasa RICTOR-amplifikalt, illetve egyéb,
MTOR-jelatvitelt érinté genetikai eltéréseket hordozo

3. Az mTORCL1/2-aktivitas és ehhez kapcsoloddan metabolikus
kulesenzimek expressziojanak, valamint a klinikopatologiai
adatok osszefliggéseinek vizsgalata LAM-ban.



3. MODSZEREK
Vizsgalt betegek
ADC kohorsz

Primer tiid6 ADC-ket (N=67) és tiid6 ADC-k agyi attéteit (N=67)
vizsgaltuk. A mintak kozott 15 ugyanazon betegb6l szarmazo primer
tumor-agyi metasztazis par is volt. A tumorok miitéti eltavolitasat az
Orszagos Koranyi Pulmonoldgiai Intézetben (Budapest) és a Bajcsy-
Zsilinszky Korhazban (Budapest) és az Orszagos Klinikai
Idegtudomanyi Intézetben (Budapest) végezték (ETT-TUKEB
510/2013 és 86/2015). Az archivalt ADC mintakbol szoveti
multiblokkokat készitettiink. Az elérhet6 klinikopatologiai adatokat
(életkor, nem, dohanyzasi anamnézis, stadium, az agyi attétek mérete
€s szama) OsszegyUljtottiik.

SCLC kohorsz

Vizsgalatunk sordn 92 beteg Gsszesen 100 mintajat (80 sejtblokk, 4
transzbronchialis biopszia és 16 mitéti reszekatum) elemeztik. A
vizsgalt betegek koziil 6 beteg esetén 2, mig egy beteg esetén 3
kiilonbdz6 idopontban vett mintaval rendelkeztiink. A mintavétel a
floridai Mayo Klinikan tortént (Jacksonville, FL, USA; IRB#: 18-
001887). Primer daganatokat (N=30), nyirokcsom¢ attéteket (N=52)
és tavoli attéteket (N=18) egyarant vizsgaltunk. A talélési adatok
szintén elérhetdk voltak. A mintavétel elott egy beteg sem kapott
kemoterapias kezelést.

LAM kohorsz

Osszesen 11 S-LAM beteg miitétileg eltivolitott tiidészovet mintajat
elemeztiik, 7 esetben a minta explantalt tidobol, 4 esetben
diagnosztikus céli mintavételbdl szarmazott. A miitétekre a floridai
Mayo Klinikan kertilt sor (Jacksonville, FL, USA; IRB#: 15-000406).



A Kklinikopatologiai adatokat (életkor, dohanyzasi anamnézis,
nyirokcsomd attét, a sebészi beavatkozas tipusa, a mintavétel eldtti
kezelés) Osszegyujtottilk. Két beteg hormonterapiaban részesiilt,
azonban egy beteg sem kapott mTOR-gatlét a miitéti beavatkozas
eldtt.

Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai (IHC) reakciokat a formalinban fixalt,
paraffinba agyazott mintak 4 um vastagsagli metszetein végeztik. A
deparaffinalast és az endogén peroxidazok blokkolasat kovetéen az
antigén feltarast elektromos kuktaban 30 percig végeztiik citrat
(pH=6), Target Retrieval Solution (pH=6,1) vagy 0,1 M-os Tris-
EDTA (pH=9) pufferoldatban, majd a mintdkat az els6dleges
ellenanyaggal inkubaltuk. Az mTOR-kinaz aktivitasat a p-mTOR
expresszidjaval jellemeztik. Az mTORCI1 aktivitasira a p-S6
expresszioja (az mTORC1 downstream targetje), az mTOR2
aktivitisara a p(Serd73)-Akt (p-Akt, az mTORC2 downstream
targetje) €s a Rictor (az mTORC2 vazfehérjéje) expresszidja alapjan
kovetkeztettiink. A glikolizist és az oxidativ foszforilaciot a glukoz-
transzporter 1 (GLUTL), a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz
(GAPDH) és a B-F1-ATP-az (ATPB), a glutaminolizist a glutaminaz
(GLS), a zsirsavak B-oxidaciojat a karnitin-palmitoil-transzferaz 1A
(CPT1A), az acetat-hasznositast az acetil-KoA szintetdz (ACSS2) és
a monokarboxilat-transzporter 1 (MCT1) expresszidjaval jellemeztiik.
A LAM mintakban LAM markerek (SMA, HMB-45 és B-catenin) és
hormon-receptorok (6sztrogén ¢és progeszteron) expressziojat is
vizsgaltuk. Novolink Polymer (Leica), illetve Vectastain Universal
Elite ABC HRP Kit (Vector) mésodlagos detektald rendszereket
alkalmaztunk, majd a reakciot 3,3’-diaminobenzidinnel (DAB) hivtuk
eld. Magfestésként hematoxilint hasznaltunk.

Az immunreakciok értékelését két fiiggetlen vizsgalo végezte. Az
mTOR és metabolikus markerek értékelése sordn a H-score-t



hasznaltuk az ADC és LAM mintak esetén. Az SCLC mintakban a
pozitiv sejtek szdzalékos ardnyat adtuk meg. A markerek expressziojat
az alabbiak szerint osztalyoztuk: alacsony/magas expresszié (ADC
mintdk), nincs/alacsony/kdzepes/magas expresszido (SCLC minték),
nincs/alacsony/magas expresszié (LAM mintak).

RICTOR fluoreszcens in situ hibridizacio

Az paraffinba agyazott SCLC szdvetmintak és sejtblokkok metszetein
végeztik a fluoreszcens in situ hibridizaciot (FISH). A deparaffinalast
és az eldkezelést (79°C, 25 perc) kovetden a proteaz emésztést 38°C-
on 25 percig végeztik. A RICTOR (#RICTOR-20-OR; Empire
Genomics) és az 5. kromoszoma (Chr5) kontroll (#CHRO05-10-GR;
Empire Genomics) probakat a hibridizacios pufferhez hozzaadva
37°C-on 2 6rén keresztiil hibridizaltunk, majd a mintakat 73°C-on 3
percig mostuk, szaritottuk, végiil DAPI I hattérfestést alkalmaztunk.

A kivalasztott reprezentativ teriileteken a FISH reakciokat
fluoreszcens mikroszkoppal, CytoVision szoftverrel (Leica)
értékeltiik. Az értékelést un. hot-spotokra fokuszalva két fiiggetlen
vizsgald végezte mintanként legalabb 2-2 teriileten 30 sejtmagban, a
narancsszini RICTOR és a z6ld szinii Chr5 jelek szamolasaval. A
jelek szamat mintanként atlagoltuk és meghataroztuk a RICTOR/Chr5
aranyt. Az eredményeket pozitiv, negativ és bizonytalan kategoriakba
soroltuk.

In vitro vizsgalatok
Sejtvonalak

Vizsgalatainkat a RICTOR-amplifikalt vagy az mTOR-jelatviteli Gt
egyéb eltéréseit hordozo human SCLC sejtvonalakon végeztik: H196
(RICTOR-amplifikacio, PTEN-mutacio), H1048 (kettds missense
mutacio a PIK3CA génben, AKT3-amplifikacio), H146 (PIK3CA- és
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AKT1-amplifikacié) és DMS153 (PIK3CA-amplifikacio, RICTOR
missense mutacio).

Alamar Blue assay

Az mTOR-jelatviteli titvonal inhibitorainak hatasat az SCLC sejtek
vizsgaltuk. Az Alamar Blue oldatot (Thermo Fisher Scientific) 10%
végkoncentracioban hasznaltuk a kezelés utols6 4 orajaban, majd a
fluoreszcencia értékeket Fluoroskan Ascent FL fluoriméterrel
hataroztuk meg. Az eredményeket a kezeletlen kontroll sejtek
szazalékaban adtuk meg. Az alabbi gatldoszerek hatasat vizsgaltuk:
cisplatin (3 puM, standard kemoterapias szer), rapamycin (50 ng/ml,
MTORC1-inhibitor), PP242 (1 uM, mTORC1/2-inhibitor), vistusertib
(1 pM, mTORCI1/2-inhibitor), dactolisib (1 upuM, PI3K- ¢s
mTORC1/2-inhibitor) és ipatasertib (1 uM, Akt-inhibitor).

Statisztikai analizis

Parametrikus adatok esetén kétmintas t-probat, non-parametrikus
adatok esetén Mann-Whitney U-tesztet és Wilcoxon-féle el6jeles
rangprobat alkalmaztunk. A kategorikus valtozokat Fisher-féle egzakt
probaval hasonlitottuk Gssze. A korrelaciok szamitasat Spearman-féle
rangkorrelacioval végeztilk. A tlélési analizishez a Kaplan-Meier
modszert hasznaltuk, a talélési gorbék Osszehasonlitasa log-rank
teszttel tortént. A szignifikanciaszintet az ADC-kel és SCLC-kel
kapcsolatos vizsgalatokban P < 0,05 értéknél, a LAM mintaknal — az
esetszamra tekintettel — P < 0,01 értéknél hataroztuk meg.



4. EREDMENYEK

Az mMTORC1/2 komplexek mennyiségével ¢és aktivitasaval
Osszefiigg6 fehérjék expressziéja primer és attéti tiido
adenocarcinomakban

Az mTOR-jelatviteli Gtvonal markereinek (p-mTOR, p-S6 és Rictor)
expressziojat vizsgaltuk primer tiid6 ADC-kben (N=67) és tiid6 ADC-
k agyi attéteiben (N=67), amelyek k6zo6tt 15 mintapar vizsgalatara is
lehetdségiink volt. Az mTORC1 ¢és az mTORC2 aktivitasara a p-
MTOR, a p-S6 és a Rictor expresszidja alapjan kovetkeztettiink.

A daganat melletti ép tiid6szovetben a p-mTOR, a p-S6 és a Rictor
expresszidja alacsony volt, az 1. és II. tipusu pneumocytakban
egyarant gyenge fest6dést lattunk. A daganatsejtekben a p-mTOR, a
p-S6 és a Rictor leginkabb citoplazmatikus expressziot mutatott,
azonban néhany esetben — a primer ADC-k 15%-4aban, az agyi attétek
az esetek kevesebb mint 10%-4ban membranreakciot is mutatott,
azonban a magban egy esetben sem figyeltiink meg Rictor expressziot.

Magas p-mTOR, p-S6 és Rictor expresszié sorrendben a primer
ADC-k 33%-aban, 34%-aban és 37%-aban, illetve az agyi attétek
79%-aban, 70%-aban és 66%-aban volt megfigyelhetd. Mindharom
marker expresszidja szignifikdnsan magasabb volt az agyi
metasztazisokban, mint a primer daganatokban (P < 0,01). A
klinikopatologiai adatokkal nem figyeltiink meg szignifikans
Osszefiiggéseket.

A p-mTOR és p-S6 expresszido konkordanciajat az esetek 72%-
aban (96/134) figyeltiik meg, az ettdl eltérd esetek 58%-aban (22/38)
a magas p-mTOR expressziohoz alacsony p-S6 expresszié tarsult.
Ezen mintak 45%-aban (10/22) a magas p-mTOR ¢és alacsony p-S6
expresszio mellett magas Rictor expressziot figyeltink meg. A magas
p-mTOR és magas Rictor expresszié egyiittes eléfordulasat a primer
tid6 ADC-k 16%-aban (11/67), az agyi attétek 51%-aban (34/67)
lattuk.



A mintaparok vizsgalata soran az agyi attétekben a primer
daganatokhoz képest mind a p-mTOR, mind a p-S6 expresszidja
valtozott az esetek 60%-aban (9/15), mig a Rictor kifejez6dése az
esetek 40%-aban (6/15) mutatott eltérést. A p-mTOR és a p-S6 IHC
eredményei az esetek tobbségében az mTORC1-aktivitas fokozodasat
mutattak az agyi attétekben (p-mTOR: 6/9, p-S6: 8/9). A Rictor
expresszidja a mintaparok igazoltan agyi attétet add primer
daganatainak tobbségében (10/15, 67%) magas volt, mig a tobbi
primer tid6 ADC esetén csak a mintak 28%-aban figyeltiink meg
magas Rictor expressziot (P < 0,01).

A RICTOR-amplifikacié és az mTORC2-aktivitas vizsgalata
kissejtes tiidédaganatokban

A RICTOR-amplifikaciot FISH modszerrel vizsgaltuk 100 SCLC
mintaban. A median (tartomany) RICTOR kopiaszam 2,90 (1,26-8,35)
volt a daganatsejtekben. RICTOR-amplifikaciot 100-bol 15 esetben
(15%) allapitottuk meg. A tobbi 85 esetbdl 3 (3%) bizonytalan, mig
82 (82%) negativ volt.

Az SCLC mintakban a Rictor és a p-Akt expresszidjat IHC
modszerrel vizsgaltuk. 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%) kdzepes, 35 esetben (35%)
alacsony foku volt, mig 23 esetben (23%) nem detektaltunk p-Akt
expressziot. A tovabbiakban az IHC szenzitivitdsanak és
specificitasanak vizsgalatdhoz a magas ¢s kozepes expressziot
pozitivként, mig az ez alattiakat negativként regisztraltuk.

A FISH vizsgalat soran meghatarozott RICTOR kdpiaszam 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 kozott szintén erds pozitiv korrelacidt detektaltunk (p =
0,466; P < 0,001).
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A 15 RICTOR-amplifikalt esetb6l 14-ben (93%) IHC-val is Rictor
pozitivitast detektaltunk (az expresszié 5 esetben magas, 9 esetben
kbzepes volt), illetve a 15-b6l 12 (80%) eset mutatott p-Akt IHC
pozitivitast (5 esetben magas, 7 esetben kdzepes expresszio). Csupan
egy RICTOR-amplifikalt eset volt negativ mind a Rictor, mind a p-
Akt THC vizsgéalata soran. Ezzel szemben a 85 RICTOR-amplifikéaciot
nem mutato — negativ vagy bizonytalan — esetb6l 23 (27%) volt Rictor
IHC pozitiv (9 esetben magas, 14 esetben kdzepes expresszioval),
illetve 30 eset (35%) volt p-Akt IHC pozitiv (11 esetben magas, 19
esetben kozepes expresszidval). 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-amplifikaci6 és a klinikopatologiai adatok kozott nem
talaltunk szignifikans 6sszefliggést, a Rictor (P < 0,001) és a p-Akt (P
= 0,09) expresszidja azonban szignifikansan magasabb volt a tavoli
attétekben, mint a nyirokcsomo metasztazisokban vagy a primer
tumorokban. A RICTOR-amplifikicié jelenléte nem mutatott
Osszefiiggést a teljes tuléléssel. Ezzel szemben mind a Rictor (P =
0,007), mind a p-Akt (P < 0,001) magas expresszioja szignifikansan
rovidebb teljes taléléssel tarsult azokkal az esetekkel 6sszehasonlitva,
amelyekben nem figyeltiink meg Rictor, illetve p-Akt expressziot.

In vitro vizsgalatainkban az mTOR-jelatvitel inhibitorainak hatasat
vizsgaltuk RICTOR-amplifikalt vagy egyéb, PI3K/mTOR/Akt-jelut
aktivitasat érinté genetikai eltérést hordozo SCLC-kben.

A RICTOR-amplifikacio jelenlétét a sejtvonalakbol készitett
sejtblokkok paraffinos metszetein vizsgaltuk. A H196 sejtvonalban
igazoltuk a RICTOR-amplifikacio jelenlétét, mig a H1048, H146 és
DMS153 sejtekben nem figyeltiink meg szambeli eltérést a RICTOR
génben.

A vizsgélt sejtvonalak eltérd cisplatin érzékenységet mutattak. A
RICTOR-amplifikalt H196 sejtvonal cisplatin-rezisztensnek, mig a
RICTOR missense mutaciét hordoz6 DMS153 sejtvonal cisplatin-
érzékenynek (~50%-os csokkentés, P < 0,05) bizonyult.
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Az mTORC1-gatl6 rapamycin a H196 sejtvonalban mérsékelt, a
H1048 ¢és H146 sejtvonalakban 40-50%-os proliferacié-csokkenést
eredményezett, mig a RICTOR-mutans DMS153 sejtvonal rapamycin-
rezisztensnek bizonyult.

Az mTORC1/2-gatlo PP242 ¢és vistusertib hatdsat szintén
vizsgaltuk. A PP242 a H196, H1048 ¢és H146 sejtvonalakban
nagymértékben csokkentette a proliferaciot, a rapamycin-rezisztens
DMS153 sejtekben azonban 20%-os csokkentést eredményezett. A
vistusertib mind a 4 sejtvonalban jelentGsen, legalabb 40%-kal
csokkentette a proliferaciot.

A PI3K/mTOR inhibitor dactolisib a rapamycinhez hasonl6 hatast
mutatott. Az pan-Akt-gatld ipatasertib egyik vizsgalt SCLC
sejtvonalban sem okozott jelentds proliferacio-csokkenést.

Az mMTOR-jelatvitelhez és metabolikus folyamatokhoz
kapcsolhat6 fehérjék expresszioja lymphangioleiomyomatosisban

Az mTORC1/2 komplexekhez (p-S6 és Rictor), valamint a sejtek
anyagcserefolyamataihoz (GLUT1, GAPDH, ATPB, GLS, ACSS2,
MCT1, CPT1A) kothetd markerek expresszidjat vizsgaltuk 11 S-
LAM esetben. Ezt ismert prekurzor sejtek hidnyaban kontrollként a
normal  bronchialis  simaizomsejtekben (BSM) megfigyelt
expresszioval hasonlitottuk ossze.

A LAM-sejtekben 11-b6l 10 estben (91%) magas p-S6 expressziot
lattunk, jelezve az mTORCI1 fokozott aktivitasat. A Rictor
expresszidja a 11-bdl 6 esetben (55%) volt magas, jelezve az
mTORC?2 jelentdségét ezekben az esetekben. Csupan egy olyan esetet
talalunk, ahol mind a p-S6, mind a Rictor expresszidja alacsony volt.
Ezzel szemben a BSM-sejtekben mindkét marker alacsony
expresszidot mutatott vagy nem fejezédott ki. A p-S6 és Rictor
expresszid szignifikansan magasabb volt a LAM-, mint a BSM-
sejtekben (P < 0,01).
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GLUT1 pozitivitast a 11-bdl 5 esetben (45%) figyeltliink meg, ezek
koziil csak egy esetben volt magas a GLUT1 expresszidja a LAM-
sejtekben. A BSM-sejtekben legfeljebb alacsony foku expressziot
mutattunk ki. A H-score-ok tekintetében a LAM- és BSM-sejtek
k6z6tt nem talaltunk szignifikans kiilonbséget (P = 0,61).

A GAPDH ¢és az ATPB esetén a citoplazmatikus expressziot
értékeltik. A LAM-sejteckben a GAPDH expresszidja 7 esetben
(64%), az ATPB expresszioja 4 esetben (36%) volt magas. A BSM-
sejtekben csak egy esetben figyeltiink meg magas ATPB expressziot
(9%), a GAPDH expresszidja pedig egy esetben sem volt intenziv. Az
ATPB reakcié H-score értékei nem mutattak szignifikans kiilonbséget
a LAM- és BSM-sejtek kozott (P = 0,02), mig a GAPDH expresszidja
szignifikdnsan magasabb volt a LAM-sejtekben (P < 0,01).

A GLS expressziojat a 11-bdl 10 esetben (91%) figyeltiik meg a
LAM-sejtekben, az expresszio 7 esetben (64%) volt emelkedett. Ezzel
szemben a BSM-sejtekben az esetek 91%-aban GLS expressziot nem
figyeltink meg. A GLS H-score értckek a LAM-sejtekben
szignifikansan magasabbak voltak, mint a BSM-sejtekben (P < 0,01).

A CPT1A expresszio a LAM- és BSM-sejtekben egyarant magas
volt az Bsszes vizsgalt esetben. Osszességében a H-score értékek
alapjan a CPT1A expresszié szignifikdinsan magasabb volt a LAM-
sejtekben, mint a BSM-sejtekben (P < 0,01).

Mig a BSM-sejtekre nem volt jellemz6 sem az MCT1, sem az
ACSS2 expresszidja, addig 7 esetben (64%) magas MCT1, 9 esetben
(82%) magas ACSS2 expressziot mutattunk ki a LAM-sejtekben.
Ennek megfelelden az MCT1 és ACSS2 H-score értékek is
szignifikansan magasabbak voltak a LAM-sejtekben, mint a BSM-
sejtekben (P < 0,01).

Munkank soran a p-S6 és a Rictor, valamint a metabolikus
folyamatokban  kulcsszerepet jatszo6 enzimek, transzporterek
expresszidja kozotti osszefliggéseket is vizsgaltuk. A LAM-sejtekben
erds pozitiv korrelaciot figyeltiink meg a p-S6 és a GLS expresszidja
(p=0,732; P =0,01), valamint a Rictor és az ACSS2 expresszidja (p
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= 0,849; P < 0,01) kozott. A Rictor és ACSS2 kozodtti pozitiv
korrelacio a BSM-sejtekben is megjelent (p = 0,769; P < 0,01).

A Rictor és az ATPB expresszidja magasabb volt az explantalt
végallapotl tiidékben, mint a betegség korabbi stadiumat reprezentalod
diagnosztikus biopszidkban. A CPT1A expresszio €s az 0sztrogén-
receptor pozitivitast kozott erds pozitiv korrelaciot figyeltiink meg a
LAM-sejtekben (p = 0,808; P < 0,01). Egyéb Osszefiiggést nem
talaltunk a vizsgalt fehérjék expresszioja és a klinikopatologiai adatok
kozott.
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5. KOVETKEZTETESEK

MTORC1/2 Kkomplexek mennyiségével ¢és aktivitasaval
osszefiiggé fehérjék immunhisztokémiai vizsgalata primer és
agyi metasztatikus tiidé ADC-kben:

1. Ap-mTOR, a p-S6 ¢és a Rictor fokozott expresszidja a primer
tiidé6 ADC-k 30-40%-ara, az agyi attétek 65-80%-ara jellemz6,
mindharom marker expresszioja szignifikansan magasabb tiido
ADC-k agyi metasztazisaiban, mint primer tiidé6 ADC-kben.

2. Az mTOR-aktivitas az attétképzés soran fokozodik, a magas
Rictor expresszid a primer tumorban jelezheti a kés6bbi
attétképzést.

A RICTOR-amplifikacié és az mTORC2-aktivitas vizsgalata
SCLC-kben:

1. A RICTOR amplifikacio esetén magasabb a Rictor és a p-Akt
expresszio, a Rictor IHC magas szenzitivitassal (93%) és
kozepes-magas specificitassal (73%) hasznalhat6 a RICTOR-
amplifikacio eldsziirésére.

2. A Rictor expresszidja szignifikinsan magasabb az SCLC-k
tavoli attéteiben, mint a primer tumorokban, ami az mTORC2
potencialis szerepére utal az attétképzés folyamataban.

3. A Rictor és a p-Akt magas szintje a RICTOR-amplifikacio
jelenlététol fiiggetlentil szignifikansan rovidebb teljes
tuléléssel tarsul.

4. Az mMTORC1/2-gatlok jelentds antiproliferativ hatassal
rendelkeznek a RICTOR-amplifikalt és az PI3K/Akt/mTOR-
jelatviteli Gt egyéb eltéréseit hordozd SCLC sejtvonalakban in
vitro.
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I1l. Az mTOR-jelatvitelhez és a tumormetabolizmushoz
kapcsolodo fehérjék vizsgalata LAM-ban:

1. A fokozott mTORC1-aktivitdis mellett a magas Rictor
expresszid az esetek tobb mint felében, valamint a magasabb
Rictor expresszid a végallapotu tiidokbol vett mintakban az
MTORC2-aktivitdas  jelentdségére utal a  betegség

crer

2. A LAM-sejtek anyagcseréjében a glutaminolizis, a zsirsavak
B-oxidacioja és az acetat-hasznositas fontos szerepet jatszhat, a
p-S6 és a GLS, valamint a Rictor és az ACSS2 korrelacioja pedig
felveti, hogy az mTOR-gatlok terapias hatasahoz a
bioenergetikai folyamatok befolyasolasa is hozzajarul.
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