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Abstract. S�������� �������� ���� �������� �TOR ������-S�������� �������� ���� �������� �TOR ������-
���� ��r��� of r��������) �r� ����r�d �� ���� �u��� �����r� 
��d ����� ����r���o�� �r� ���o�����d ���� �ro��o��� ��d �r���-
���� r���o���. �TOR ����b���o� ��� r���or� ����������� �o DNA 
d������� ������ �u�� �� ���������. T�� r�������� d�r������� 
���ro���u� �x��b��� �����u�or �������� ��d �� ���ro��d for 
�������� ���� r���� ���� �����r. C���������, ���ro���u� ��� ���o 
b��� ����u���d �� �������� ���� �d�����d �o�-����� ���� �u�� 
�����r �NSCLC) ���� ��r� r�fr���or� �o ����o���r��� ��d 
���d�r��� �ro��� f���or r�����or ��ro���� k����� ����b��or�. 
W� �����d ��� �ff���� of �o�b���d �r������� ���� ���ro���u� 
�RAD001) ��d fr����o����d r�d����o� u���� � x��o�r�f� �od�� 
of �u��� NSCLC �A549 �����). I� �ro��� ��ud���, ���� �u�or 
�o�u�� ��� r�du��d �� ��� ���ro���u� ��u� 30 G� �o�or� ���� 
�����f����� �u�or �ro��� �u��r����o� �o���r�d �o 30 G� 
��o�� �P=0015), or ���ro���u� ��o�� �P<0.001, ANOVA). 
Everolimus (20 nM) significantly reduced protein levels of the 
�TOR do����r��� �ff���or �70-S6K �o���r�d ���� r�d����o� 
��d ������� �P=0.05, ANOVA) and significantly suppressed 
��o���o-�70-S6K ������ �o���r�d ���� ��� o���r �r�������� 
�P<0.001, ANOVA). W� ���o ����u���d ���ro���u� ��d r�d��-
��o� �ff���� o� ���� �x�r����o� �� A549 �����. E��ro���u� ± 5 G� 
�u��r����d ��do������ 1 ��d ������� d���dro������ �x�r����o� 
��d ���r����d VEGFA, �21, ���ox��-��du��b�� f���or-1α ��d 
SLC2A1 �f���������d ��u�o�� �r����or��r 1). �TOR �RNA 
������ ��r� u��ff����d ����� TNF-α ������ ��r� ���r����d 
���� ���ro���u� + 5 G� �o���r�d �o �����r �r������� ��o��. 
These findings suggest that everolimus increases the antitumor 
�������� of r�d����o�. C������� �r���� �o�b����� ���ro���u� ���� 
fr����o����d r�d����o� �� �������� ���� NSCLC �r� ��rr����d.

Introduction

T�� ��������� ��r��� of r�������� ��TOR) ���o k�o�� �� 
FK506 b��d��� �ro���� 12-r�������� ���o�����d �ro���� 1 
�FRAP1) �� � �ro���� ����� �� �u���� �� ���od�d b� ��� 
FRAP1 ����. Curr��� r����r�� ��d������ ���� �TOR �����r���� 
��� ���u� fro� �u������ u���r��� ��������, ����ud��� ���u���, 
�ro��� f���or� ��u�� �� IGF-1 ��d IGF-2), ��d ���o����. 
�TOR ���o fu����o�� �� � ����or of ����u��r �u�r���� ��d 
���r�� ������ ��d r�dox ����u� �1-3). Mu����o�� �� �o��o-
����� of ��� �TOR-r�����d ��������� �������� ���� b��� 
d���r�b�d �� �u��� ��������� d������� �4). R�������� �� � 
b����r��� �rodu�� ���� ����b��� �TOR ��rou�� ���o�����o� ���� 
��� ���r�����u��r r�����or FKBP12. T�� FKBP12-r�������� 
�o����x b��d� d�r����� �o ��� FKBP12-r�������� b��d��� 
�FRB) do���� of �TOR. �TOR ��� b��� ��o�� �o fu����o� 
�� ��� ��������� �ubu��� of ��o d������� �o���u��r �o����x�� �� 
�����. �TOR, � ��o������d����o���o� 3-k����� �PI3K)-r�����d 
��r���/��r�o���� k�����, ����� � ����r�� ro�� �� r��u������ ���� 
�ro���, �ro��f�r���o�, ��d �ur�����, �� ��r� b� r��u����o� of 
�r�������o� ��������o�, ��rou�� ����r����o�� ���� o���r �ro����� 
�u�� �� RAPTOR for���� ��� �TOR �o����x 1 ��TORC1) 
��d RICTOR for���� ��� �TOR �o����x 2 ��TORC2) �3,5). 
T�� b���-���r����r�z�d do����r��� �ff���or� of �TORC1 �r� 
��� 70-kD� r�bo�o��� S6 k����� ��70-S6K) ��d ��� �uk�r�o��� 
�r�������o� ��������o� f���or 4E-b��d��� �ro���� 1 �4E-BP1). I� 
r���o��� �o ���o����� ����u�� or �u�r���� ������b�����, �TORC1 
�� ��������d ���d��� �o ��o���or�����o� of �70S6K ��d 4E-BP1.

PI3K/Ak� ��������� r��r������ � ��jor ���� �ur����� 
pathway and recently has been identified as a critical target in 
���������r �r�������. A�������o� of PI3K/AKT �� ���o�����d 
���� ��������� �r���for����o� ��d ��o��o��� r���������. �TOR 
fu����o�� do����r��� of ��� PI3K/Ak� ������� ��d �� ��o�-
��or�����d �or ��������d) �� r���o��� �o ����u�� ���� �������� 
��� PI3K/Ak� �������. A r��or� o� ��� �TORC2 Ak� S�r473 
k����� d��o���r���� ���� �TOR �� ��� for� of �TORC2 ���� 
u���r��� of Ak�. A���ou�� �TORC2 �� ��ou��� �o b� �������-
���� �o r��������, �� ��� b��� ��o�� ���� �ro�o���d r�������� 
�x�o�ur� ����b��� �TORC2 �����b�� ��d Ak� �TOR ����b��or� 
�������� Ak� ����� �u��r������ �TORC1 ��������� �� d�ff�r��� 
����� of �����r ���� ����� ��d �������� �u��� �u�or ������� 
�6). Curr�����, �� �� u�����r �o� �TOR ����b��or� �������� Ak� 
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�ur����� ���������. �TOR ��������� ��� ���r��d �� �� ���r��-
tive therapeutic target for cancer therapy and its efficacy in 
r���� ���� �����r ��� b��� ���������� ����d���d �1,2). T�� �o���-
���� ���������o�� of �TOR ����b��or� for �r������ ��r�ou� ����� 
of �����r, ����ud��� NSCLC, ���� b��� �������� ��ud��d bo�� 
�r�-���������� ��d ���������� �5,7-10). G���� ����r ��������� 
of ����o� �TOR ����b��or� ��� ���o ������� ��� �������� of 
�r�d���o��� ���o�ox�� dru�� ��d/or r�d����o� �11-14). A r����� 
��ud� ��� ���������d �TOR ����b���o� �� � ��r��� for ���ro���� 
r�d�o���r��� ��rou�� ���r������ �u�o�����, ��o��o��� ��d �o�� 
r������� ��rou�� ����-����o����� �ff���� �15-19).

W� ����u���d ��� �ff���� of �o�b���d �r������� ���� ���ro-
���u� �RAD001, No��r���) ��d fr����o����d �o��z��� r�d����o� 
u���� ��� x��o�r�f� �od�� of ��� �u��� NSCLC �od��, ��� 
A549 �����. W� �o���r�d �u�or �ro��� d���� fo��o���� �r���-
���� ���� ���ro���u� ��o��, r�d����o� ��o�� ��d ��� �o�b�����o� 
of ���ro���u� ��d r�d����o� ��d r��or� ���� �r������� ���� 
everolimus plus 30 Gy significantly slowed tumor regrowth 
�o���r�d �o 30 G� ��o��. Qu���������� PCR of A549 ���� 
������� ��o��d ���� ���ro���u� �u��r����d �x�r����o� of ��do-
������-1 ��d ������� d���dro������ �LDHA) ����� ���r������ 
VEGFA, �21 ��d SLCA1 �f���������d ��u�o�� �r����or��r 1) 
�x�r����o�. T�k�� �o�����r our d��� �u������ ���� ���ro���u� 
��� b� �o�b���d ���� r�d����o� �o �r��� NSCLC ��d ��ou�d b� 
�����������d �� �� �ffor� �o ���ro�� �r������� ou��o���.

Materials and methods

Cell culture. A549 �u��� �o�-����� ���� �u�� ��r���o�� ����� 
��r� ob�����d fro� ��� A��r���� T��� Cu��ur� Co������o� 
�M�������, VA) ��d ��r� �u��ur�d u���� RPMI-1640 �u��ur� 
��d�u� �I����ro���, C�r��b�d, CA) �u���������d ���� 
10% f���� bo���� ��ru� �A������ B�o�o������, L��r���������, 
GA), 100 U/�� ���������� ��d 100 ��/�� ��r���o����� 
(Invitrogen). Cultures were maintained at 37˚C in a humidified 
����ro����� �o�������� 5% CO2.

Xenograft experiments. A������ �ud� f����� ���� ��r� 
ob�����d fro� FCRI-T��o��� �G�r����o��, NY). A549 ����� 
�1x107 ����� �� 100 µ� PBS) ��r� ��j����d �ub�u����ou��� ���o 
��� r���� ���d ���b. W��� ��� ���� �u�or �o�u�� r�����d 
232.5±9.5 ��3, ���� ��r� d���d�d ���o o�� of ��� fo��o���� 
�r������� �rou��; �o��ro�, r�d����o� ���x 5 G� fr����o�� for 
� �o��� do�� of 30 G�), ���ro���u� ��o�� �10 ��/k� b� or�� 
������ for 6 d���), ��d ���ro���u� ��u� 30 G� ���x 5 G� fr��-
��o�� + 10 ��/k� ���ro���u� 90 ��� �r�or �o �rr�d����o�). 
Co��ro� ������� ��d ���� �� ��� r�d����o� ��o�� �rou� ��r� 
������d ���� d��o��z�d ����r. R�d����o� ��� �d�������r�d 
u���� � P������� or��o�o����� X-r�� ����r��or o��r����� �� 
250 kV ��d 15 �A. M��� ��r� r���r����d �� ���x������ ����� 
��d ��� ���b�, bu� ��� �u�or b��r��� ���d ���b, ��r� �����d�d 
���� ���d. Tu�or �o�u�� ��� d���r����d b� d�r��� ����ur�-
���� ���� ������r� ��d ����u����d u���� ��� for�u�� for ��� 
�o�u�� of �� ������o�d �� �r���ou��� d���r�b�d �20). A� ��� 
�o���u��o� of ���� �x��r����� ��� ������� ��r� �u�����z�d 
u���� CO2 fo��o��d b� ��r����� d���o����o� �� ���ord���� ���� 
������u��o��� �u�d������.

In vitro studies. A549 ����� �5x106) ��r� �����d �� ���� ���� 
of 6-���� ������. For��-����� �our� ����r ��� ����� ��r� �r�-

�r����d ���� 20 �M ���ro���u� �� DMSO, or �� �qu�� �o�u�� 
of DMSO ������bo), ��d �x�o��d �o 5 G�. T�����-four �our� 
����r ����� ��r� ����d ���� �����r 1 �� TRIzo� �I����ro���) for 
RNA �x�r����o� or 500 µ� C��� Ex�r����o� Buff�r �I����ro���, 
���.# FNN0011) ���� �ro����� ����b��or �o�k���� �S���� ���.# 
P-2714) ��d 1 �M PMSF for ELISA�.

ELISA. L����� of ��o���o-��r�o���� 389 �T-389) �70-S6K 
�I����ro���, ���# KHO0581) ��d of �o��� �70-S6K �I����ro��� 
���.# KHO0571) ��r� d���r����d b� ELISA fo��o���� ��� 
���uf���ur�r'� �ro�o�o��. V��u�� ob�����d ��r� �or����z�d �o 
��� �o��� �ro���� �o�����r���o� d���r����d b� ��� BCA Pro���� 
A���� k�� �P��r��). D��� �r� �x�r����d �� µ�/�� �ro���� ± SD.

RNA extraction and cDNA synthesis. To��� RNA �2 µ�) ��� 
�ubj����d �o DNA�� �r������� u���� DNA�� I �I����ro���). 
DNA��-�r����d RNA �10 µ�) ��� �o���r��d �o �DNA u���� 
��� H��� C������� �DNA R���r�� Tr����r����o� k�� �A�����d 
B�o�������).

Quantitative PCR. Qu���������� PCR ��� ��rfor��d �� �r����-
���� u���� d�f�u�� �o�d���o�� o� �� ABI 7900HT �� 384-���� 
������ �� � 5 µ� r�����o� �o�u�� �o�������� of 2.5 µ� Po��r 
SYBR-Gr��� PCR M����r ��x �A�����d B�o�������), 0.5 µ� 
10 µM �r���r ��x�ur� ��d 2 µ� of 1:200 d��u��d �DNA. 
GAPDH ��� u��d �� ��� ��do����ou� �o��ro� ��d fo�d ������ 
����u����o�� ��r� ��rfor��d u���� ��� �o���r����� C� ����od. 
T�� ��qu����� of ��� �r���r� u��d �r� ��o�� �� T�b�� I.

Statistical analyses. R������d ����ur�� �������� of ��r����� 
(ANOVA) models were used to determine significant differ-
����� �� �u�or �ro��� b������ ��� four �r������� �rou��. 
T�� r���o��� ��r��b�� ��u�or �o�u��) ��� �o�-�r���for��d �o 
satisfy the normality assumption. The fixed effects included 
��� �o�-�r���for��d b������� �u�or �o�u�� ����ur�����, 
�r������� �rou�, d��, d��2, �r������� x d��, ��d �r������� x 
d��2 ����r����o� ��r��. Corr�����o� b������ �u������ �u�or 
�o�u�� ����ur������ o� ���� �ou�� ��r� �od���d u���� 
��� �o��r����� ���r�x ���� ������� �o��r �orr�����o� ��ru�-
�ur�, ����� ���o�� for u��qu�� ���� ����r����. S����r�������'� 
d��r��� of fr��do� ���rox�����o� ��� u��d du� �o u��qu�� 
��r������ �� ��� �r������� �rou��. A ����r���z�d F-���� ��� 
u��d �o ���� ��� �o��o���� ���o������ of �o d�ff�r���� b������ 
�r�������, �r������� x d�� ��d �r������� x d��2, ����������� 
�o���r��� �u�or �ro��� �ur��� b������ �r��������. T�� 
r��or��d �-���u�� for ��� F-���� �r� u��dju���d for �u������ 
�o���r��o��. A�� �������� ��r� ��rfor��d u���� PROC 
MIXED �� ��� SAS/STAT �.9.2 �of���r�.

Results

Combination treatment with radiation and everolimus signifi-
cantly inhibits tumor regrowth. W� ���o�����z�d ���� ���ro���u� 
�ou�d b� ����o��d �� � r�d�o�������z��� �����. Tu�or ����ur�-
����� o� D�� 23 ��o��d ���� ���� �o�u�� ��� r�du��d �� 
��� ���ro���u� ��u� 30 G� �r������� �rou� �225.4±34.2 ��3) 
�o���r�d �o 30 G� �5 G� x 6) ��o�� �393.7±51.2 ��3), ���ro-
���u� ��o�� �510.4±93.5 ��3) ��d �o��ro� �820±158.8 ��3). 
A� ��� ��d of ��� �r������� ��� �o��ro� ���� �u�or �o�u�� 
��d r�����d 2040.5±373.3 ��3, ���� of ���ro���u� ��o�� ��� 
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1464.2±330.8 ��3, of 30 G� ��� 945.3±211.1 ��3, ����� 
���� of ���ro���u� + 30 G� �r������� ��� 507.7±77.1 ��3. 
I��or������, �o�b���d �r������� ���� ���ro���u� + 30 G� 
significantly slowed tumor regrowth compared to 30 Gy alone 
�P=0015, ANOVA, F��. 1) �u�������� ���� ���ro���u� ��� �ff��-
������ b� �o�b���d ���� fr����o����d r�d�o���r���.

Everolimus significantly decreases p70-S6K levels and phos-
phorylation of S6K1 T-389. �TOR ����b���o� b� ���ro���u� 
��� ����u���d b� �x������� ��� �ro���� ������ of ��� �TOR 
do����r��� ��r��� r�bo�o��� �70-S6K. A549 ����� ��r� �r����d 
���� 20 �M ���ro���u� or �����bo �DMSO) ���� or ����ou� 
5 G� ��d ������� ��r� �r���r�d for ��������. Tr������� ���� 
everolimus alone significantly reduced p70-S6K protein levels 
�42.8±7.6 µ�/��) �o���r�d ���� �����bo �70.1±12.6 µ�/��), 
�����bo ��u� r�d����o� �55.0±2.4 µ�/��) ��d ���ro���u� ��u� 
r�d����o� �51.2±12.9 µ�/��, P=0.05, ANOVA, F��. 2A). W� 
��x� ����u���d ��� �ff���� of ���ro���u� o� ��� ��o���or���-
��o� of S6K1 T-389. E��ro���u� �����f������� �u��r����d 
��o���o-�70-S6K ������ b� 80% �5.9±0.7) �o���r�d ���� 
�����bo �30.0±2.6) ��d b� 77% �o���r�d ���� �����bo ��u� 
r�d����o� �25.5±4.1, P<0.001, ANOVA). No fur���r r�du���o� �� 
��o���or�����o� ��� ob��r��d ���� ���ro���u� ��� �o�b���d 
with radiation (6.6±1.0, Fig. 2B). These findings confirm that 
everolimus significantly inhibits mTOR activity in A549 cells.

Everolimus alters gene expression in A549 cells. B���u�� 
�TOR �� � ����or of �u�r���� ��d �ro��� f���or ���������, �� 
����u���d ��� �ff���� of �TOR ����b���o� b� ���ro���u� ��o�� 
��d �� �o�b�����o� ���� r�d����o� o� ���� �x�r����o� �� A549 
tumor cells. We evaluated expression of five hypoxia-inducible 

f���or-1α �HIF-1α) ��r��� ����� ��d ��o ����o����� �����. 
E�do������-1 ���� �x�r����o� ��� �u��r����d 50% b� ���ro-
���u� ��o�� ��d �� �o�b�����o� ���� 5 G�. HIF-1α �x�r����o� 
��� �o� �ff����d b� ���ro���u� ��o��, bu� ��� ��du��d 2-fo�d b� 
r�d����o� ��d 3-fo�d b� ��� ���ro���u� ��u� 5 G�. Ex�r����o� of 
���u���-��k� �ro��� f���or 2 �IGF-2) ��� ���r����d 1.7-fo�d b� 
���ro���u�, d��r����d �������� b� 5 G� ��d u�������d b� ���ro-
���u� ��u� 5 G�. VEGFA ��� ��du��d 2-fo�d b� ���ro���u�, �o� 
�ff����d b� r�d����o�, ��d ��du��d 3.9-fo�d b� ���ro���u� ��u� 
5 G�. �21 �C�� 1, CDKN1A) �x�r����o� ��� ��du��d 2.7-fo�d b� 
���ro���u� �r�������, 3.2-fo�d b� r�d����o� ��d ��� �o�b�����o� 

T�b�� I. PCR �r���r ��qu�����.

N��� A������o� �u�b�r� Pr���r� S�qu����� �5'-3')

GAPDH NM_002046 For��rd TGC ACC ACC AAC TGC TTA GC
  R���r�� GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG
END1 NM_001955 For��rd TCT CTG CTG TTT GTG GCT TG
  R���r�� CCA GGG TGG ACT GGG AGT
HIF1A NM_001530 For��rd GAA GTG GCA ACT GAT GAG CA
  R���r�� GCG CGA ACG ACA AGA AA
IGF2 NM_000612 For��rd AGA AGC ACC AGC ATC GAC TT
  R���r�� GTT CGG TTT GCG ACA CG
LDHA NM_005566 For��rd GGA GAT CCA TCA TCT CTC CC
  R���r�� GGC CTG TGC CAT CAG TAT CT
MTOR NM_004958 For��rd TCC GGC TGC TGT AGC TTA TT
  R���r�� CCA ACA GTT CAC CCT CAG GT
CDKN1A ��21) NM_000389 For��rd GGACAGCAGAGGAAGACC
  R���r�� TGGTAGAAATCTGTCATGCTG
SLC2A1  NM_006516 For��rd GGC ATT GAT GAC TCC AGT GTT
  R���r�� ATG GAG CCC AGC AGC AA
TNF NM_000594 For��rd GCC AGA GGG CTG ATT AGA GA
  R���r�� TCA GCC TCT TCT CCT TCC TG
VEGFA NM_003376 For��rd CTA CCT CCA CCA TGC CAA GT
  R���r�� ATG TTG GAC TCC TCA GTG GG

F��ur� 1. Gro��� of A549 �u�or� fo��o���� �r������� ���� RAD001 ����ro-
���u�) ��d r�d����o�. A549 ����� ��r� ��j����d ���o ��� ���d ���b of f����� 
�ud� ����. M��� ��r� �r����d ��x ����� ���� 10 ��/k� RAD001 b� or�� 
������ 90 ��� �r�or �o 30 G� �5 G� x 6 fr����o��). Tr������� ���� RAD001 + 
30 Gy significantly slowed tumor growth compared to 30 Gy alone (P=0015).
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of ���ro���u� ��d r�d����o� ���r����d CDKN1A �x�r����o� b� 
7.9-fo�d. LDHA �x�r����o� ��� �o� �ff����d b� r�d����o� bu� 
��� �u��r����d 70% b� ���ro���u� ��o�� ��d �� �o�b�����o� 
���� r�d����o�. SLC2A1 ��� o��� �������� �u��r����d b� ���ro-
���u� ��o��, ��d ��� ��du��d 50% b� r�d����o�. T��� r�d����o� 
��du���o� ��� �o� �ff����d b� ���ro���u�. �TOR �RNA ������ 
��r� �o� �ff����d b� r�d����o�, ���ro���u� or ���ro���u� ��u� 
r�d����o�. TNF-α �x�r����o� ��� �������� ���r����d b� ���ro-
���u� �1.5-fo�d) ��d r�d����o� �1.3-fo�d). A 3-fo�d ��du���o� 
�� TNF-α �x�r����o� ��� ob��r��d fo��o���� �r������� ���� 
���ro���u� ��u� 5 G� �F��. 3).

Discussion

T�� u�� of �TOR ����b��or� �� ������ ������ ��� b��� ��o�� 
�o ���ro�� �r������� ou��o��� �� ����r�� ����� of �����r. T�� 
�o�b�����o� of �TOR ����b��or� ��d o���r �r������� �od���-

���� �� u�d�r ������ �������� �����������o� ��d ��� �o�b�����o� 
of �TOR ����b��or� ���� o���r ����-�����r ������ ��� b��� 
r��or��d �� ��� ����r��ur� �1-3,5). A� � ������ �����, ���ro���u� 
��� b� �d�������r�d or���� ��d �� ����r���� ����-�o��r���d ���� 
�ox������� �o�������� of �ou�� �u�o����� ��d ����o�u��r��-
��o� �� ���� �� ����r�������� ��d d������d����. E��ro���u� 
��� b��� ���ro��d b� ��� FDA for ��� �r������� of r���� 
���� �����r ��d �� �urr����� b���� ����o��d �� �������� �r���� 
of ����r�� �����o�o��� ��d �o��d �u�or� ����ud��� NSCLC 
�21,22). To d���, ��� ������ ����� �������� �� NSCLC ��� b��� 
d�����o������ �23). E��ro���u� ��� ���o b��� �o�b���d ���� 
o���r ������. For �x�����, ��� �ff���� of �o�b���d �r������� 
with everolimus (5 mg/day) and gefitinib have been evaluated 
�� � ����� I �r��� of �������� ���� �d�����d NSCLC �24,25).

W� �x�����d ��� ����r����o� b������ ���ro���u� ��d r�d��-
��o� �� � �r��������� �u�� �����r �od�� b���u�� r�d�o���r��� �� 
� �o��� do�� of 70 G� �� �o��o��� u��d �o �r��� NSCLC. A549 

F��ur� 2. Eff���� of ���ro���u� ��d r�d����o� o� �70-S6K �ro���� ������ ��d S6K1 T-389 ��o���or�����o� �� A549 �u��� �o�-����� ���� �u�� ��r���o�� 
�����. �A) To��� �70-S6K �� A549 ����� �r����d ���� ���ro���u� ��d r�d����o�. A549 ����� ��r� �r����d ���� 20 �M ���ro���u� or �����bo �DMSO) ± 5 G� ��d 
cell lysates prepared. RAD001 alone significantly reduced p70-S6K protein levels (42.8±7.6 µg/ml) compared to placebo (70.1±12.6 µg/ml), placebo + 5 Gy 
�55.0±2.4 µ�/��) ��d RAD001 + 5 G� �51.2±12.9 µ�/��, P=0.05, ANOVA). �B) S6K1 T-389 ��o���or�����o� �� A549 ����� �r����d ���� 20 µM ���ro���u�. 
RAD001 �u��r����d ��o���o �70-S6K ������ b� 80% �5.9±0.7) �o���r�d �o �����bo �DMSO, 30.0±2.6) ��d b� 77% �o���r�d �o �����bo + 5 G� �25.5±4.1, 
P<0.001, ANOVA). No fur���r r�du���o� �� ��o���or�����o� ��� ob��r��d ���� RAD001 + 5 G� �6.6±1.0).

F��ur� 3. G��� �x�r����o� �� A549 ����� fo��o���� �r������� ���� ���ro���u� ��d r�d����o�. E�do������ 1 ��� �u��r����d 50% b� RAD001 ��o�� ��d �� 
�o�b�����o� ���� 5 G� ��o���r�d �o �����bo). HIF-1α ��� �o� �ff����d b� RAD001 ��o��, bu� ��� ��du��d 2-fo�d b� 5 G� ��d 3-fo�d b� RAD001 + 5 G�. IGF2 
��� ���r����d 1.7-fo�d b� RAD001, d��r����d �������� b� 5 G� ��d u�������d b� RAD001 + 5 G�. LDHA ��� �o� �ff����d b� 5 G� bu� ��� �u��r����d 70% b� 
RAD001 ��o�� ��d �� �o�b�����o� ���� 5 G�. �TOR �RNA ������ ��r� �o� �ff����d b� ��� �r�������. �21 ��� ��du��d 2.7-fo�d b� RAD001, 3.2-fo�d b� 5 G� 
��d 7.9-fo�d b� RAD001 + 5 G�. SLC2A1 ��� o��� �������� �u��r����d b� RAD001 ��o��, ��d ��du��d 50% b� 5 G�. TNF-α �x�r����o� ��� �������� ���r����d 
b� RAD001 �1.5-fo�d) ��d 5 G� �1.3-fo�d). RAD001 + 5 G� �rodu��d � 3-fo�d ��du���o� �� TNF-α �x�r����o�. VEGFA ��� ��du��d 2-fo�d b� RAD001, �o� 
�ff����d b� 5 G�, ��d ��du��d 3.9-fo�d b� RAD001 + 5 G�. Qu���������� PCR ��� ��rfor��d �� �r��������.
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�u��� �u�� ��r���o�� x��o�r�f�� ��r� ����b�����d �� �ud� 
����. T��� ���� ���� ��� ��o��� b���u�� A549 ����� ���� � 
d�����o� of ��� �16 ����, ��d b���u�� ���� �r� �53 ���d-���� 
��d r�d�or��������. A���ou�� �� d�d �o� ������� �o ��x���z� 
��� do���� ����du�� b� �r������ ��� ���� b�for� ��d �f��r r�d��-
��o� or �o����u�d �r������� ���� ���ro���u� �f��r ��r������o� 
of r�d����o� �r�������, ���ro���u� �����f������� �������d 
radiation antitumor effects. These findings are in agreement 
���� ��o�� of M����o�d et al, ���r� ���ro��d �u�or �ro��� 
�o��ro� ��� ob��r��d ���� ���ro���u� ��� �o�b���d ���� 
fr����o����d r�d�o���r��� for ��� �r������� of �o�o� ��d 
����r����� �u�or� �19).

As previously reported, treatment with everolimus signifi-
������ d��r����� �70-S6K ������ ��d ��o���or�����o� of S6K1 
T-389 in A549 cells. We verified the effects of everolimus and 
r�d����o� o� ���� �x�r����o� �� A549 ����� ��d r��or� ���� �21 
�x�r����o� ��� �������d 24 � �f��r �r������� ���� ���ro���u� 
�20 �M), r�d����o� �5 G�) ��d ���ro���u� ��u� 5 G�. B�u���k 
et al r��or��d ���� ���ro���u� �������d ��� �ff��� of ��������� 
�� A549 ����� b� ����b����� �x�r����o� of �21 ��d b� r�du���� 
�21 �ro���� ������ �13). I� our ��ud��� �� �o��d ���� �21 �RNA 
������ ��r� �o� �ff����d b� ���ro���u�. W� ���o ��o��d ���� 
��do������-1 ��� ����b���d 50% b� ���ro���u� ��o�� ��d ���� 
5 G�. U���k� ��� d��� r��or��d o� �ro����� �����r b� M�ju�d�r 
et al, �� d�d �o� d����� do��r��u����o� of HIF-1α ��r��� ����� 
or HIF-1α �������� fo��o���� �r������� ���� ���ro���u� �26).

Our r��u��� �u����� ���� ���ro���u� ��� ���r���� ��� ����-
�u�or �������� of r�d����o� ��d �u��or� � �������� �r��� ���� 
�o�b�����o� of ���ro���u� ��d r�d����o� �� �������� ���� 
NSCLC. W���� ������ ����� �������� for ���ro���u� �� NSCLC 
��� �o� b��� d��o���r���d our d��� �u����� ���� ��� u�� ���� 
r�d����o� ��ou�d b� �x��or�d. A ����� �������� I �r��� �o�b����� 
���ro���u� ���� r�d����o� ��� b��� ��������d �� our ������u��o�. 
T�� ����������� of r�d�o���r��� b� ���ro���u� �u������ ����-
���� �o�������. Tr������� ���� r�d����o� ��d ��r�ou� ����b��or�, 
for �x����� ��o��o��� ����b��or�, ��� ������� ��� ���r���u��� 
r���o of r�d����o� ��d ��r���� �ro�o�� �ur�����.
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