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Roviditések jegyzéke

4EBP1 eukariota transzlacio iniciald faktor 4E kot6 fehérje 1

Akt protein kinaz B

ALCL anaplasztikus nagy sejtes non-Hodgkin limfoma

AMPK adenozin-monofoszfat-aktivalt protein kinaz

ASPS alveolaris lagyrésztumor

ATP adenozin-trifoszfat

ATPB B-F1-ATPaz

COG Children's Oncology Group

CWS Cooperative Weichteilsarkom Studiengruppe

DAB diamonbenzidin

DAPI 4,6-diamino-2-fenilindol

Deptor DEP domain-containing mTOR-interacting protein

DLBCL diffaz nagy B-sejtes limféoma

DWIBS Diffusion weighted whole body Magnetic Resonance Imaging with
background body signal suppression

EML4 echinoderm microtubule-associated protein like 4

EpSSG European paediatric Soft Tissue Sarcoma Study Group

ERK Extracellular regulated MAP kinase

FATP zsirsav transzport fehérje

FISH fluoreszcens in situ hibridizacié

FOXO1 forkhead box protein O1

GLS glutaminaz

GLUT glukoz transzporter

G6PDH gliik6z-6-foszfat-dehidrogenaz

HGFR hepatocita novekedési faktor

HIFla hypoxia-indukalt faktor 1 o

HK hexokinaz

Hsp70 hésokkfehérje 70

IRSG Intergroup Rhabdomyosarcoma Study Group

IGF inzulin-szer(i novekedési faktor

IMT inflammatorikus miofibroblasztos tumor
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IVA ifoszfamid, vinkrisztin, aktinomicin-D
IVAd ifoszfamid, vinkrisztin, adriamicin

JAK Janus-arcu kinaz

LDH laktat-dehidrogenaz

MAPK mitogen-aktivalt protein kinaz

MCT1 monokarboxilat-transzporter 1

MEK mitogen activated protein kinase kinase
MRNS messenger ribonukleinsav

mLST8 mammalian lethal with SEC13 protein 8
mSinl mammalian stress activated protein kinase interacting protein 1
mTOR mammalian target of rapamycin

mTORC1 MTOR komplex 1
mTORC?2 mTOR komplex 2

MYC myc avian myelocytomatosis viral oncogen

NF«kB nuclear factor kB

NPM nucleophosmin

NSCLC nem kissejtes tiidékarcinoma

PAX3 paired box 3

PAX7 paired box 7

PCR polimerase chain reaction

PFK foszfofruktokinaz

PI3K foszfatidilinozitol-3-kinaz

PKC protein kinaz C

PKM2 piruvat-kinaz-izoenzim M2

PLC foszfolipaz C

PRAS40 Proline rich Akt substrate 40

Proptor protein observed with rictor

PTEN Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome ten
Raptor regulatory-associated protein of mammalian target of rapamycin
Ras Rat sarcoma virus oncogene

Rheb Ras homolog enriched in brain

Rictor rapamycin-insensitive companion of mammalian target of rapamycin


https://en.wikipedia.org/wiki/Phosphatidylinositol_3-kinase

RON
RMS
SREBP
STAT
TMA
TSC1/2
VA
VAC
VACA
VAIA
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recepteur d’origine nantais

rabdomioszarkoma

sterol regulatory elements binding protein 1-2

signal transducer and activator of transcription

tissue microarray

Tuberous sclerosis complex %

vinkrisztin, aktinomicin-D

vinkrisztin, aktinomicin-D, ciklofoszfamid

vinkrisztin, ciklofoszfamid és adriamicin vagy aktinomicin-D

ifoszfamid, vinkrisztin, adriamicin vagy aktinomicin-D
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1. Bevezetés

Az onkologiai kutatasok kdzéppontjaban jelenleg a személyre szabott terapiak fejlesztése
all. Kutatasunkban lagyrész szarkémas betegek szamara kerestiink 1j terapias
lehetOségeket. Valasztasunk azért erre a betegcsoportra esett, mert ezen malignitasok
kezelésében az elmult évtizedekben jelentds eldrelépések nem torténtek, igy a talélési
eredményeik sem javultak Iényegesen. Disszertaciomban az anaplasztikus limfoma kinaz
(ALK), mammalian target of rapamycin (MTOR) és a metabolikus utvonalak jellemzését

mutatom be gyermekkori lagyrészszarkomas betegek mintain.

1.1. Gyermekkori ldgyrésztumorok

A gyermekgydgydszati malignitdsok a felndttkori megbetegedésektdl eltérd entitasok,
biologiai viselkedésiik agresszivebb, ugyanakkor kezelésre jobban reagalnak és a betegek
gyogyulasi esélye, talélése Is szamottevoen jobb a felndttekénél. Napjainkban a betegek
tobb mint 70 %-at meg lehet gyogyitani. Ez az eredmény azonban csak rendkiviil
intenziv, kombinalt kezelések alkalmazasaval érhet6 el, melyek rovid és hossza tava
mellékhatasai nem elhanyagolhatoak. (5) Fentiek miatt rendkiviil fontos 1j terapias
eljarasokat keresni, melyekkel csokkenthetjiik a késéi mellékhatasokat a gyogyulasi
esélyek tovabbi javitasa mellett.

Magyarorszagon évente mintegy 230-250 gyermeknél diagnosztizalnak rosszindulatl
daganatos betegséget. A lagyrész tumorok az oOsszes gyermekkori malignitas 6-8
szazalékat teszik ki. A gyermekkori lagyrészszarkomak klinikai, kezelési szempontbol 3
fo csoportba sorolhatok: rabdomioszarkomak (RMS-k), RMS-szerii tumorok és nem
RMS-szerti tumorok. Leggyakoribb tipus a RMS, mely a lagyrészszarkomas esetek
mintegy felében fordul el6. A rabdomioszarkéma sejtek primitiv mezenhimalis sejtekbdl
szarmaznak és barmely testtijon megjelenhetnek. Mig a 8 évnél fiatalabb betegek
esetében leggyakrabban a fej-nyaki régioban, addig kamaszok, fiatal felnéttek esetében
inkabb a végtagokon talalhatéak meg. A megbetegedések kozel két harmadat kilenc évnél
fiatalabb gyermekeknél diagnosztizaljuk és enyhe fiu talsuly figyelheté meg. (6)

Kevés olyan rizikofaktor ismert, mely a betegség kialakulasahoz vezethet. A prenatalis
rontgen sugarzas ¢€s sziil6i droghasznalat fokozza a rabdomioszarkoma kialakulasanak

kockazatat. (7, 8) A megbetegedések leggyakrabban sporadikus megjelenésiick, de
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bizonyos genetikai szindromakhoz is kapcsolodhatnak. Ilyen a Li-Fraumeni-, a
Beckwith-Wiedemann-, a Noonan- ¢és a Costello-szindroma, de magasabb a
rabdomioszarkoma kialakuldsanak esélye a neurofibromatdzisban és DICER-1 mutécio
jelenléte esetén, mely a pleuropulmoblasztoma genetikai markere. (9-11)
Hisztopatologiai szempontbol a RMS-ak besorolhatok embrionalis, alveolaris ¢és
pleomorf alosztalyba, tovabba az embrionalis szovettani alcsoportba tartozik a botrioid,
az orsosejtes avagy szklerotizal6 és az anaplasztikus varians. Az 1. Tablazatban lathatéak
a rabdomioszarkomak szdvettani altipusai. Ezek a szovettani csoportok mind morfologiai
megjelenésiikben, mind az onkogenezist vezérlé genetikai eltéréseikben kiilonboznek. A
pontos diagnozist hematoxilin-eozin, majd kiilonb6zé immunhisztokémiai festések és
genetikai vizsgalatok elvégzését kovetben allitjak fel. A rutin diagnosztika részeként
Myf4, desmin és vimentin festés, illetve az alveolaris szubtipus igazolasa vagy kizarasa
céljabol fluoreszcens in situ hibridizacios (FISH) vizsgalat késziil.

1. Tablazat: a rabdomioszarkomak szovettani besorolasa, PAX-FOXO fuzios
statusza. A tablazat bal oldalan lathatoak a rabdomioszarkomak szovettani
alcsoportjai, mig a jobb oldalon a fazios statuszuk. Az embrionalis, botrioid, orsosejtes/
szklerotizal6, az anaplasztikus és a pleomorf variansok PAX-FOXO fuzié negativak.
Csak az alveolaris szovettani altipust jellemzi az PAX-FOXO gének fuzioja.

Szdvettani alosztaly Fuzids statusz
Embrionalis
Botrioid
Orsosejtes /szklerotizalo
Anaplasztikus
Pleomorf

PAX-FOXO
fizi6 negativ

PAX-FOXO

Alveoléris . i
fz16 pozitiv

Az embrionalis szubtipus a leggyakoribb, kozel 70 %-ban fordul el6. Habar nem tarsul
hozza specifikus transzlokacio, a legtobb embrionalis rabdomioszarkomanak jellemzdje
a heterozigotasag elvesztése a 11p15 16kuszon, ahol az inzulin-szerii novekedési faktor 2
(IGF-2) gén talalhato. (11) Ez az embrionalis rabdomioszarkomak IGF-2 tultermelésével
jarul hozza a sejtek névekedésének serkentéséhez. (12) A botrioid altipus az embrionalis
rabdomioszarkéma egy jobb prognodzissal asszocialt, ritka variansa. Nevét az epitelialis
felszinbdl szolofiirtre emlékezteté formaban eléemelkedd megjelenésérdl kapta. A

szklerotizalo vagy orsosejtes csoport is ritka, az embrionalis csoportba sorolhato be, de
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rosszabb kimenetellel tarsul. Az alveolaris szubtipus a 2. és 13. kromoszoéma hosszl karja
kozotti, 1(2;13)(q35;914), forkhead box protein O1 (FOXO1)- paired box 3 (PAX3) gén
transzlokacioval jellemezhetd. Ritkabban a transzlokacid az 1. kromoszoma a paired box
7 (PAXT7) génjének érintettségével is torténhet. Ezek a transzlokaciok olyan
transzkripcios faktorok aktivalasaért felelések, melyek szerepet jatszanak a
tumorgenezisben, habar az érintett jelatviteli itvonalak pontosan még nem ismertek. Az
alveolaris rabdomioszarkomara jellemz6 a pszeudo-alveolusokat formald szerkezet.
Irodalmi adatok szerint a PAX-FOXO fazi6 negativ alveolaris megjelenésii
rabdomioszarkomak az embrionalishoz hasonld klinikai viselkedést mutatnak, jobb
taléléssel tarsulnak, mint a fGzid pozitiv alveoldris szerkezetdi variansok. (13)
Elébbieknek megfelelden a legujabb hisztopatologiai klasszifikacié mar nem morfologiai
megjelenés, hanem a PAX-FOXO transzlokacio megléte illetve hianya alapjan kiilonit el
fzid negativ és fuzid pozitiv daganatokat. (11, 14) A kiilonboz6 szovettani altipusokhoz
tartozo PAX-FOXO fuzids statusz az 1. Tablazatban szerepel.

Magyarorszagon a nemzetkoézi gyakorlatnak megfeleléen a rabdomioszarkomak
rizikobesorolasa az Intergroup Rhabdomyosarcoma Study Group (IRSG) iranyelvei
alapjan torténik, melyet a 2. Tablazatban részleteziink.

2. Tablazat: IRSG rizikofaktorok. Az alabbi tablazatban lathatéak a prognosztikai
faktorok, melyek alapjan torténik a CWS protokollban a betegek rizikobesorolasa. (3)

Szovettani  Kedvezd Embrionalis, orsosejtes, botrioid

besorolas Kedvez6tlen Alveolaris, beleértve a szolid-alveolaris varianst

Primer komplett rezekcio (RO): megegyezik a SIOP pT1

L. IRSG | beosztassal
Sepeszretrl Mikroszkopos maradvany (R1) vagy primeren komplett
eltavolitas  |RsG || rezekcid nyirokcsomd érintettséggel (N1)
IRSG Il Makroszkopos maradvany (R2)
Orbita, genito-urinalis (nem hélyag vagy prosztata),
paratesztikularis, vagina, méh, valamint a nem parameningealis
Elhelyezkedés Kedvezd fej -1-1yaki elhelyezkedés S : : :
Orbita csont vagy parameningealis érintettséggel, végtagi,
holyag, prosztata, és minden mas nem emlitett régioban
Kedvezotlen elhelyezked6 daganat
Nyirokcsomé Kedvez6 NO
erintettség  godvezstien N1

Kor és Kedvezo A daganat legnagyobb kiterjedése </= 5 cm ES a beteg <10 év

kiterjedés  geoqvesstlen A daganat legnagyobb kiterjedése > 5 cm ES a beteg >/= 10 év
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A prognosztikai faktorok kozott szerepel a szovettani besorolas, a sebészeti rezekciod
kivitelezhet6sége, a daganat megjelenésének helye, a nyirokcsomo érintettség, a
metasztazisok jelenléte, a beteg kora és a daganat legnagyobb kiterjedése. A prognézis
szempontjabol kedvez6bb, ha a tumor embrionalis, orsosejtes vagy botrioid altipusu,
illetve, ha az RO rezekcio kivitelezhetd, a daganat az orbitaban, a genitouretralis
rendszerben (kivéve a holyagot és a prosztatat) és nem parameningealis fej-nyaki
régioban helyezkedik el. Szintén jobb prognoézist jelent, ha nincs nyirokcsomo érintettség,
valamint ha a gyermek nem mult el 10 éves és a daganat egyik kiterjedésében sem éri el
az 5 centimétert. A fenti prognosztikai faktorok alapjan torténik meg a betegek
rizikocsoportokba torténd besorolasa, mely meghatarozza a kezelésiik intenzitasat és

hosszat. A betegek rizikobesorolasa a 3. Tablazatban keriil bemutatasra. (3)
3. Tablazat: CWS rizikébesorolas. A 3. tablazatban lathat6 a kiilonb6z6é prognosztikai

faktorok alapjan torténé rizikobesorolas, mely a kezelés meghatarozasanak az alapjat
képezi. (3)

Riziko besorolas

Riziké- Alcso- Szovettani  Posztopera- Elhelyez- Nylro,k— L
. . . . csomo Méret és kor
csoport port  besorolas tiv besorolas kedés érintettség
Alacsony A Kedvezo | Barmely NO Kedvezd
B Kedvez6 I Barmely NO Kedvezétlen
Standard C Kedvezé I, 1l Kedvezd NO Barmely
D Kedvez6 i, i Kedvezotlen NO Kedvezo
E Kedvez6 i, i Kedvezotlen NO Kedvezotlen
Magas F Kedvezd I, 1l Barmely N1 Barmely
G Kedvezotlen |, 11, 111 Barmely NO Barmely
Nagyon
magas H Kedvezotlen I, 111 Barmely N1 Barmely

1.2. A gyermekkori lagyrésztumorok kezelése

A lagyrésztumorok kezelésének kulcsfontossagti eleme a daganat lokalis ellatasa sebészi
eltavolitassal és/vagy sugarkezeléssel, mely szisztémas kemoterapias kezeléssel egésziil
Ki. A kemoterapia a tumor méretének csokkentését és a metasztazisok eliminalasat
célozza meg. Amennyiben a primer daganat ép széllel torténd eltavolitasa csonkolas
nélkiil lehetséges, akkor mindenképp az az elsé valasztando terapias beavatkozas.
Amennyiben ez nem lehetséges, eldszor csak nyilt biopszias mintavétel torténik a

diagnozis felallitasa céljabol. Ezekben az esetekben a daganat lokalis ellatasa
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neoadjuvans kemoterapias kezelés (kisebb tumortomeg esetén) utan torténik. A
masodlagos helyi ellatas lehetdség szerint sebészi eltavolitas, azonban ha az RO rezekcio
nem kivitelezhet6, sugarkezelés valik sziikségessé. (6)

A vilagon harom nagy gyermek szarkoma munkacsoport mikodik, melyek a
rabdomioszarkémak vizsgalataban és kezelésében végeznek atfogd tanulmanyokat; az
észak-amerikai Children's Oncology Group (COG) Soft Tissue Sarcoma Committee, a
foként eurdpai és dél-amerikai orszagokat egyesité European paediatric Soft Tissue
Sarcoma Study Group (EpSSG), és a Cooperative Weichteilsarkom Studiengruppe
(CWS), melyben javarészt a németajki orszagok munkacsoportjai egyesiilnek. A
gyermekek rizikobesorolasa és kezelése Magyarorszagon a CWS-2012 nemzetkozi
protokoll alapjan torténik, melyet az EpSSG munkacsoporttal k6zésen hoztak 1étre.

A kemoterapias kezelés soran kiilonb6z6 gyogyszerkombinaciokat alkalmaznak; a VA
blokk vinkrisztin és aktinomicin-D, a VAC blokk vinkrisztin, aktinomicin-D ¢és
ciklofoszfamid, a VACA blokk vinkrisztin, ciklofoszfamid ¢és adriamicin vagy
aktinomicin-D, az IVA blokk ifoszfamid, vinkrisztin, aktinomicin-D, az IVAd blokk
ifoszfamid, vinkrisztin és adriamicin, valamint a VAIA blokk ifoszfamid, vinkrisztin,
adriamicin vagy aktinomicin-D kombinaciojabol all. Az alacsony rizikoju betegek, akik
az A csoportba sorolhatok, 4 VA ciklust kapnak a sebészi eltavolitast kovetden. A
standard rizikoju betegek a B csoportban 4 IVA és 5 VA2, a C csoportban 5 IVA és 4
VA2, a D csoportban 9 IVA blokkot kapnak a lokalis ellatassal kiegészitve. A magas
rizikoju betegek (E, F, G rizikocsoportok) 9 IVA blokkot kapnak, illetve a kiemelten
magas rizikoja (H csoport) betegek VAIA 111 séma szerint IVAd és IVA blokkokat valtva,
Osszesen 6 ciklust, majd ezt kovetéen 3 IVA kemoterapias ciklust kapnak. A kezelési
protokollok dsszesitve a 4. Tablazatban talalhatok meg. (3) RMS-szerii tumorok esetében
VAIA 111l séma szerint részesiilnek kezelésben. Nem-RMS szovettan esetén az alacsony
¢és standard rizikocsoportba es6 betegek nem részesiilnek citosztatikus kezelésben,
minddssze a tumor lokalis ellatasa torténik, mig a magas rizikoju betegek esetében VAIA
Il séma alkalmazasa javasolt. A nem-RMS-szerti tumorok kozé tartozik az alveolaris
lagyrészszarkoma (ASPS) és az inflammatorikus miofibroblasztos tumor (IMT) is. A
metasztatikus betegségek esetében CEVAIE séma szerint részesiilnek 9 alternalo I3VA
(ifoszfamid, vinkrisztin, aktinomicin-D), CEV (karboplatin, epirubicin és vinkrisztin)

valamint I3VE (ifoszfamid, vinkrisztin, etopozid) kemoterapias blokkban.

10
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4. Tablazat: A RMS-as betegek esetében alkalmazott CWS kezelési protokoll. A
korabban bemutatott IRSG rizikobeosztas szerinti kezelési agak lathatoak a lenti
tablazatban. A betegek alacsony, standard, magas, nagyon magas rizikoja, illetve
metasztatikus alcsoportba keriilnek beosztasba. Ezen rizikocsoportok tovabbi
alcsoportokra bonthatéak. (3)

Rizikocsoport  Alcsoport  Kemoterapia Lokalis ellatas

Alacsony A 4 VA csak sebészi
B 41VA+5VA2 sebészi ¢s sugarkezelés
Standard C 5IVA +4 VA2  sebészi és sugirkezelés
D 9 IVA sebészi és sugarkezelés
E 9 IVA sebészi és sugarkezelés
Magas F 9 IVA sebészi és sugarkezelés
G 9 IVA sebészi és sugarkezelés
Nagyon magas VAIA Il sebészi és sugarkezelés
Metasztatikus ag CEVAIE sebészi és sugarkezelés

Az elmult évtizedekben bebizonyosodott, hogy sem az alkilalo agensek dozisanak
emelésével, sem a kemoterapia intenzitasanak fokozasaval, sem pedig autolog Ossejt
transzplantacioval nem lehet a magas rizik6ju betegek talélését javitani. (15) Igy a
figyelem mindinkabb a célzott terapias gyogyszerek felé¢ fordul. Gasztrointesztinalis
stromalis tumor, IMT és ASPS esetében célzott terapids kezelés lehetséges példaul
tirozinkinaz inhibitorok, angiogenezis gatlok alkalmazasaval. (16-18) Mas megkozelitést
alkalmazva az EpSSG munkacsoport alacsony dozisa vinolrebin ¢és ciklofoszfamid
kombinaciojat fenntart6  kezelésként vizsgalja a magas kockazati RMS
betegpopulacioban. Az elézetes eredmények alapjan feltételezhetd, hogy ez a protokoll
tud javitani a hosszu tava talélésen. (19)

A lokalis tumor kontroll elérése érdekében azon betegek, akiknél a daganatot nem lehet
épben eltavolitani, sugarkezelésre keriil sor. A folyamatos technikai fejloddésnek
koszonhetden egyre pontosabb a sugarkezelés tervezése, igy egyre Kisebb dozisban éri
sugarterhelés a daganat koriili egészséges szoveteket. Bizonyos esetben, ahol a
lokalizacio miatt a sugarkezelés olyan hosszatavu mellékhatasokat okozna, mely a

gyermekek ¢életmindségét rontja (mint példaul a kismedence, prosztata, orbita,
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parameningealis tumorok), olyan biztonsagosabb sugarterapias modalitasokat is szamba
kell venni, melyek a kornyezo szovetek megkimélésével teszik lehetdvé a tumor hatékony
helyi kezelését. llyen hazankban is elérheté cyberknife kezelés, valamint a proton
besugarzas és a brachiterapia, melyek a Magyarorszagon kezelt gyermekek szamara
jelenleg csak kiilfoldon elérhetéek. (20, 21)

A fent felsorolt intenziv, multimodalis kezelési kombinacio teljes gydgyulast
eredményezhet, de mind kezelés kézben, mind pedig a terapia befejezését kovetden
felléphetnek sulyos, ¢letmindséget rontd, némelykor életet veszélyeztetd mellékhatasok,
szovédmények. Leggyakoribb akut mellékhatasok kozott szerepel a 1azas neutropénia,
vérszegénység, vérzékenység, hajhullas, hanyinger, hanyas, nyalkahartyak gyulladasa,
fekélyei. Hosszutavii mellékhatasok lehetnek a vese-, sziv-, neuro- és majtoxitcitas, a
szekunder daganatok megjelenése, az infertilitas, novekedési zavarok, esztétikai és
funkcionalis eltérések, illetve egyéb endokrin eltérések. A gyermekonkoldgiaban
kifejezetten fontos szempont a kezelések tervezése soran a mellékhatasok minimalizalasa
annak érdekében, hogy a gyogyult gyermekek teljes értékii életet élhessenck a kezelés
befejezését kovetden. (22)

A lokalizalt rabdomioszarkémaval kezelt betegek talélése 80 % feletti. A Kiterjedt,
metasztatikus daganatok esetében minddssze az esetek 25-30 %-aban remélheté teljes
gyogyulas. (11) Ezen talélési adatok elmaradnak a legtobb gyermekkori malignitasban
varhatoaktol. Tovabba az agressziv kezelési protokolloknak kdszonhetéen a gyogyult
betegek késéi morbiditasa és mortalitasa is megnd. A kés6i mortalitasért a primer
betegség progresszidjan tal leggyakrabban a kialakuld6 masodik malignitas, valamint a
késdi kardiovaszkularis toxicitas felel. (5) Ezen tényezokon kiviil a taléloknél fellépd
késdi toxicitas, esetleges csonkold, torzité miitétek vagy a besugarzas okozta karosodasok
rontjak a betegek életmindségét. (23) A tulélés javitasa €s a késéi mellékhatasok
csokkentése érdekében sziikséges 1) terapias lehetéségeket keresni. llyen terapias

célpontok lehetnek az ALK, mTOR és metabolikus utvonalak résztvevoi.
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1.3. Uj terapids célpontok a szarkémak kezelésében

1.3.1. ALK

Az anaplasztikus limféma kinazt 1994-ben fedezték fel az anaplasztikus nagy sejtes non-
Hodgkin limfoma (ALCL) genetikai hatterének vizsgalata kdzben. Igazoltak, hogy a
t(2;5) transzlokaci6 eredményeképpen létrejové ALK-NPM (nucleophosmin) fazios
protein kulcsfontossagt szerepet tolt be az ALCL tumorgenezisében. (24).

Az ALK gén egy, az inzulin receptor csaladba tartozo tirozin kinaz fehérjét kodol, ami
egy extracellularis ligand koté részbol, egy transzmembran doménbdl és egy
intracellularis tirozin kinazbol all. Az ALK tirozin-kinaz nem jelenik meg egészséges
sejtekben, mindossze az embrionalis id6szakban, amikor a neuronalis fejlédéshez jarul
hozza. Csak néhany aktivalo ligandja (de nem emlds szervezetben) és a jelatviteli
utvonalai koziil is csak kevés ismert (25). Aktivacidja létrejohet transzlokacio,
amplifikacid és pontmutacio utjan is. Az ALK szamos jelatviteli ttvonal és ezen keresztiil
tobb onkogén transzkripcios faktor aktivitasat fokozhatja: a foszfolipaz C (PLC), Janus-
arcu kinaz (JAK)- signal transducer and activator of transcription (STAT), JUNB,
mitogén aktivalt protein kindaz (MAPK), CRKL, nuclear factor kB (NF«xB),
foszfatidilinozitol-3-kinase (PI3K) — protein kinaz B (Akt) - mTOR, myc avian
myelocytomatosis viral oncogen (MYC) (26), illetve a hipoxia indukalt faktor 1 a-n
(HIF1 o) keresztiil az angiogenezist is tamogathatja.(25)

Az ALK l6kuszhoz kapcsoltan mas transzlokaciok is ismertek; tobb, mint 22 partner gént
¢és 60 fuzios proteint azonositottak eddig. A két legtobbet tanulmanyozott fuzié az ALK-
NPM ¢és az ALK- echinoderm microtubule-associated protein like 4 (EML4). A
transzlokaci6 ALCL-ben és bizonyos lagyrésztumorokban is konstitutiv. ALK
aktivitashoz vezet. A transzlokaciot kovetd elvaltozdsokban partnergéntdl fliggetleniil
felfedezhetdek kozos vonasok. Az fuzids fehérje atirodasat a partner gén szabalyozo
régidja kezdeményezi, igy a fuzids fehérje sejten beliili lokalizacidjat is a partner fehérje
hatarozza meg, mely megtalalhato a sejtmagban és a citoplazmaban is. Az ALK fuzids
fehérje dimerizaciojat a partner fehérje transzautofoszforilacidja inditja be. (25) ALK
transzlokaciot szamos daganat tipusban igazoltak: nem Kissejtes tiidékarcindmaban
(NSCLC), diffaz nagy B-sejtes limfomaban (DLBCL), vesesejtes és kolonkarcindmaban,
IMT-ban, valamint emld, ovarium és oesophagus daganatokban is. Legszélesebb korben

a NSCLC esetében vizsgaltak a kiilonb6zé6 ALK variansokat. Ugyan csak 4 %-ban
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mutathato Ki tiidédaganatokban, de a betegség gyakorisaga miatt igy is 1ényegesen tobb
beteg vizsgalatat és esetleges kezelését teszi lehetévé, mint mas tumorokban. (25)
Gyermekonkologiai megbetegedések esetében az ALK transzlokacio ritkan fordul eld,
leginkabb limfémakban és inflammatorikus miofibroblasztos tumorokban mutathaté ki.

Az ALK gén aktivaciojat transzlokacion kiviil okozhatja amplifikacio is. ALK
amplifikaciot azonositottak szamos daganat tipus esetén (melanoma, NSCLC,
glioblasztoma, rabdomioszarkoma, neuroblasztoma, retinoblasztdbma, ovarium és
emlOkarcindma, asztrocitoma, Ewing-szarkoma), de ezen genetikai eltérés
onkogenezisben jatszott szerepe még pontosan nem ismert. (25, 27)

Az ALK expresszidjat okozhatja tovabba pontmutéacié is. Ez ismert sporadikus és
familiaris neuroblasztomak, pajzsmirigy daganatok és nem NSCLC-k esetében. (25, 28)
A neuroblasztomakat vizsgalva jellemzdéen a kinaz domént érinti a mutacio. A vizsgalt
eltérések koziil két pontmutacié 85 %-0s gyakorisaggal fordult elé. (25)

A rabdomioszarkomak ALK statuszat tobb munkacsoport is vizsgalta. Pillay és
munkatarsai tanulmanyaban a rabdomioszarkomak 28 %-at (23/83 minta) talaltak ALK
pozitivnak immunhisztokémiai modszert alkalmazva. Az alveolaris szdvettani
alcsoportban 45 %-o0s (14/31 minta), az embrionalisban 15 %-0s (6/40 minta) pozitivitast
igazoltak. (29) Yoshida és tarsai 116 mintat elemeztek, az embrionalis szdvettani
altipusba sorolt mintak 6 (2/33 minta), az alveolaris altipusba sorolt mintaknak pedig 69
%-aban (42/61 minta) igazoltak ALK fehérje expressziot. Mas szovettani altipusba sorolt
mintakat azonban negativnak talaltak. A fehérje expressziod vizsgalatan til FISH analizist
végeztek az esetleges ALK amplifikacid vagy transzlokacio igazolasa céljabol.
Transzlokaciot egy esetben sem detektaltak, amplifikaciot 6sszesen az esetek 11 %-aban
(7/60 minta). Eredményeiket Osszevetették a klinikai adatokkal is, hogy feltarjak az ALK
statusz Klinikai jelentéségét. Az ALK pozitiv rabdomioszarkomak gyakrabban mutattak
metasztatikus terjedést Osszehasonlitva az ALK negativakkal, de a tuléléssel nem
igazolodott korrelacio a vizsgalt mintakban. (30) van Gaal és tarsai 189 mintat vetettek
ala immunhisztokémiai és genetikai vizsgalatoknak. Ebben a vizsgalatban is az alveolaris
mintak joval magasabb ALK immunpozitivitdsa igazolddott szemben az embrionalis
mintakkal (81 % és 32 %). Amplifikaltnak talaltak az alveolaris mintak 88 %-at, az
embrionalis mintak 52 %-at. Tovabba teljes genom szekvenalassal tovabbi 2 %-ban

igazolodott az ALK gén pontmutacidja. Az embriondlis rabdomioszarkomék esetében
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korrelacié volt igazolhatd a metasztazisok jelenlétével és a rossz tuléléssel. (31) Corao
munkacsoportja hasonldéan a korabbiakhoz az alveolaris rabdomioszarkomakban igazolt
magasabb ALK pozitivitast (alveolaris 53 %, nem-alveolaris 23 %), amplifikaciot
minddssze egy, mig transzlokaciot egy esetben sem igazoltak. (27) Osszeségében
eltérnek az adatok a rabdomioszarkémak szazalékos ALK pozitivitasat illetéen, de
mindegyik tanulmany igazolta az alveolaris variansban megjelend magasabb ALK
expressziot szemben a tobbi szovettani altipussal. Tovabba az irodalmi adatok szerint a
lehetséges genetikai eltérések koziil az ALK amplifikacio tiinik a leghangsulyosabbnak
rabdomioszarkomak, kiilonosen az alveolaris variansok esetében. Ennek lehetséges
magyarazata lehet az is, hogy az ALK intronja magas affinitast mutat a PAX3-FOXO1-
re, ami fokozhatja az ALK gén transzlacidjat. (32) A részletezett kutatasok eredményeit
az 5. Tablazatban foglaltuk 6ssze.

5. Tablazat. Rabdomioszarkomak ALK statuszanak vizsgalati eredményei

korabbi publikaciok alapjan. A lenti tablazatban a kutatds alapjaul szolgalod
fontosabb publikaciok eredményeinek vazlatos bemutatasa lathato.

Pillay et al. Yoshida et al. Corao et al. van Gaal et al.

Metodika IHC IHC IHC IHC

antitest poliklonalis ALK 5A4 ALK ALK1 ALK1
Betegek (esetszam) 83 116 69 189
Eredmények (pozitiv/ 6sszes eset (szazalékos pozitivitas))

nem-alveolaris 9/52 (17%) 2/55 (4%) 9/39 (23%) 40/128 (32%)

alveolaris 14/31 (45%) 42/61 (69%) 16/30 (53%) 47/61 (81%)
Kiegészité FISH nem végeztek részben végeztek részben végeztek végeztek

vizsgalatok

Maés non-rabdoid lagyrészszarkomaban kevéssé ismert az ALK statusz. Az IMT ritka
lagyrésztumor, amely jellemzden fiatal életkorban jelentkezik. Atlagosan 50 %-ban
talaltak ALK pozitivnak ezeket a tumorokat. (33-35) Cessna et al. 10 Osszegyiijtott
esetbol 4-ben igazolta az ALK fehérje expresszidjat, mig Cook és munkatarsai 73 esetet
vizsgalva 60 %-ukban mutatta ki az ALK fehérje expresszidjat. (36, 37) Kis esetszamu
vizsgélatok és esettanulmanyok eredményei alapjan az ALK gén transzlokdcioja a
leggyakoribb genetikai eltérés, mely az ALK fehérje expressziojat okozza. (38) Griffin
et. al. harom vizsgalt esetbdl kettében igazolta FISH modszert alkalmazva. (39) Az IMT-

ok esetében a transzlokacio soran a két leggyakoribb fazios partner protein a tropomiozin
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3 és a tropomiozin 4. (33) A vizsgalataink szempontjabdl kiemelkedd jelentéségii
publikaciok eredményeit a 6. Tablazatban mutatjuk be. Mivel az IMT-ok kemoterapiara,
valamint az esetleges sugarkezelésre csak mérsékelten reagalnak, igy a gyogyulas ezeknél
a betegeknél csak radikalis sebészi eltavolitassal lehetséges. (40) Ennek hianyaban a
betegség meglehetésen rossz prognozissal jar, ezért az inoperabilis IMT-0k esetében

fokozott a jelentésége a célzott terapias lehetdségeknek.

6. Tablazat: Az IMT-ok ALK pozitivitasat vizsgalo szakirodalom vazlatos
bemutatasa.

Cessna et al. Cook et al. Cools et al. Griffin et al. Chun et al.
Betegek (esetszam) 10 73 1 3 8
Metodika: IHC THC és FISH FISH THC és FISH IHC
IHC antitest ALK1 ALK-11 - ALK1 ALK1
Eredmények (pozitiv/ Gsszes eset (szazalékos pozitivitas))
IHC 3/10 (30%) 44/73 (60%) 0/1 (0%) 3/3 (100%) 4/8 (50%)
FISH transzlokacio - transzlokacio amplifikdcio két -
mindharom ALK esetben a
immunpozitiv harombol
esetben

Az ALK statusz vizsgalataira harom moddszer all rendelkezésre; immunhisztokémiai,
FISH vagy polimerase chain reaction (PCR) moddszerek. Jelenleg az arany standard
eljaras a fluoreszcens in situ hibridizacio. A FISH vizsgalat meglehetésen koltséges, igy
korabban nem volt része a rutin diagnosztikanak, csak metasztatikus nem kissejtes
tidédaganatok esetében. (41, 42) NSCLC esetében Osszehasonlitottak a kiilonbozo
diagnosztikus modszerek eredményeit. Lin et al 55 olyan NSCLC mintat vizsgalt, melyek
kozott legalabb egy vizsgalati modszer igazolta az ALK pozitivitast. Adataik alapjan
legmagasabb szazalékban immunhisztokémiai modszerrel igazoltak pozitivitast (94,5%).
Uj genom szekvenalassal 92,7 %-ban FISH vizsgalattal 87,3 %-ban igazoltak pozitivitast.
Ezen adatok alapjan a FISH vizsgalattal legmagasabb a fals-negativ esetek aranya, habar
ez ma az ALK diagnosztika arany standard vizsgalata. (43) Megbizhatod
immunhisztokémiai probak jelenthetnek diagnosztikai alternativat, ezek alkalmazasaval
elkeriilhetéek lennének a feleslegesen elvégzett FISH vizsgalatok. (44, 45) Az
immunhisztokémiai vizsgalat a sejtben megjelend ALK tirozin kinaz fehérjét mutatja ki
in situ. Habar ez egy sejtfelszini fehérje, mégis a legtobb esetben a megjelend fuzids
fehérje citoplazmatikus festddést mutat. Az immunhisztokémiai vizsgalatok

megbizhatdsagat ronthatja a biopszias mintak nem megfelel6 - késdi - fixalasa, a nem
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standardizalt festési protokoll, a vizsgalatra alkalmatlan minta, ezért kelld
koriiltekintéssel kell alkalmazni ezt a technikat. (41, 42, 46) Ennek ellenére egy
megfelel6en szenzitiv és specifikus protokollal egy pontos vizsgalé eljarashoz juthatunk.
Egyéb, nem elhanyagolhat6 elénye az immun festésnek a FISH probaval szemben, hogy
a koltsége alacsonyabb, igy az ALK statusz meghatarozasara bizonyos daganatok, igy
akar a szarkdmak esetében is a rutin diagnosztika része lehetne. A koltséghatékonysagon
feliil tovabbi elénye az immunhisztokémiai probanak a fluoreszcens in situ
hibridizacioval szemben, hogy a vizsgalat az ALK fehérje sejten beliili jelenlétét igazolja,
igy azokban az esetekben is igazolja az ALK pozitivitast, amikor a FISH proba negativ
eredményt ad, mint példaul pontmutacios eltérés esetén. (41, 47, 48) Nem sok daganat
tipusban része az ALK vizsgalata akar a rutin diagnosztikanak, akar a terapia
tervezésének.

Nem sokkal az ALK gén onkogenezisben jatszott szerepének igazolasat kovetden Klinikai
alkalmazasra keriilt az ALK inhibitorok elsé generacidja. Az elsé ALK inhibitor, a
crizotinib 2011-ben keriilt forgalomba, kompetitiv inhibitora nem csak az ALK-nak
hanem a hepatocita novekedési faktornak (HGFR, c-Met), ,,recepteur d’origine nantais-
nak” (RON) és ROS1-nek is. Gatlo hatasat a sejtciklus G1-S ellenérzési pontjanal fejti
ki, leallitja a sejtszaporodast és apoptozist indukal. (49) Felndttek szamara ajanlott dozis
2x 250 mg naponta, de gyermekek ennél magasabb dozist is jol toleralnak, szamukra a
javasolt dézis naponta 2x280 mg/m?2. (50) Jelentds mellékhatast ritkan okoz, igy
doziscsokkentésre is ritkan keriil sor. Leggyakoribb (>25 %) mellékhatasai kozott
szerepel: latasi zavar, hanyinger, hasmenés, hanyas, obstipacio, 6déma, transzaminaz
emelkedés, csokkent étvagy, gyengeség érzet, infertilitas férfiakban. Tovabbi jelentds
mellékhatasok lehetnek gyakorisaguk sorrendjében: neuropatia (paresztézia, hipesztézia,
egyensuly zavar, izomgyengeség, neuralgia), bradikardia, borelvaltozasok, izérzészavar,
pneumonitisz, vese cisztak, QT intervallum hosszabbodas, hepatotoxicitas, embriofotalis
toxicitas. A mellékhatasok reverzibilisek, doziscsokkentést vagy a terapia leallitasat
kovetden megsziinnek. (49, 51, 52)

Az ALK inhibitorok tovabbi generacioit a kezdeti jo terapias valaszt kovetden kialakulo
rezisztencia miatt kezdték fejleszteni. A rezisztencia megjelenését felnétt NSCLC
betegek esetében figyelték meg eldszor, atlagosan a kezelés megkezdését koveto tizedik

honapban. (53-55) A leggyakoribb rezisztenciat okozo mechanizmusnak az ATP ko6t6
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helynél 1étrejovo mutaciot talaltak. (53, 56) Jelenleg engedélyezett masodik generacios
inhibitorok a ceritinib, alectinib, brigatinib, és a lorlatinib, melyek koziil a ceritinib,
alectinib és a lorlatinib elérhetéek Magyarorszagon.

Kevés vizsgalat dokumentalta az ALK inhibitorok klinikai hatasossagat gyermekkori
daganatos megbetegedések esetén. Az IMT betegek bevonasaval végzett legnagyobb
vizsgalat igazolta a crizotinib hatékonysagat, mely 2017-ben keriilt publikalasra. 14
beteget kezelve és vizsgalva 5 esetben figyeltek meg komplett remissziot, 7 esetben
parcialis valaszt és 2 esetben stabil betegséget. (17) Ezen tal javarészt esettanulmanyokat
kozoltek az ALK inhibitorok IMT esetében megfigyelt hatékonysagarol. (57, 58)
Rabdomioszarkémak esetén kevés klinikai tapasztalat allt rendelkezésiinkre. Habar a
crizotinib gatl hatasat igazoltak RMS sejtvonalakon, ez feltehetéleg nem kizarolagosan
az ALK és cMET gatlas hatarara jon létre. (59) RMS sejtvonalakon végzett in vitro
vizsgalatok és a mar leirt ALK pozitivitas alapjan indultak el klinikai vizsgalatok, melyek
alapjan a crizotinib jol toleralhato, alkalmazhat6 gyogykezelésnek bizonyult gyermekkori
lagyrésztumorok esetében is. (50, 60) (61, 62)

Az ALK inhibitorok alkalmazasa alternativ terapias lehetéség lehet masodvonalbeli
kezelésként magas malignitasu illetve inoperabilis, kemorezisztens lagyrész szarkomak
esetében. A fent ismertetett genetikai és fehérje expresszios vizsgalatok adatai alapjan
egyelore nem egyértelmti, hogy mely eljaras a legalkalmasabb az ALK pozitivitas
igazolasara. A megfeleld diagnosztikus eljaras megvalasztasa teszi lehetdvé azon betegek
pontos kivalasztasat, akik szamara elényt jelenthet az ALK inhibitor terapia, ezért a

lagyrésztumorok ALK statuszanak jellemzése még tovabbi vizsgalatokat igényel.

1.3.2. mTOR

Az mTOR azonositasa az 1970-es évekre vezethetd vissza. A Husvét-szigeteken (az
6slakosok nyelvén Rapa Nui) végeztek vizsgalatokat, a helyi ¢élovilag egyedeibol
probaltak meg olyan anyagokat kivonni, melyeknek gyogyhatasa lehet. Végiil 1972-ben
a Streptomyces hygroscopicus baktériumbdl sikeriilt egy olyan anyagot el6allitani,
melynek antifungalis hatasa volt. Ez volt az els6 mTOR inhibitor, a rapamycin. A
késobbiekben igazolodott ezen hatéanyagnak az immunszupressziv €s antitumoralis
hatasa is. Az mTOR kinaz, majd az mTOR gén azonositasara a rapamycin

hatdsmechanizmuséanak feltérképezése soran keriilt sor. Azota az mTOR szignalizacids
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utvonal széleskorben kutatott, a ndvekedést, proliferaciot tamogatd, és igy az
onkogenezisben is fontos szabalyozo hatasai miatt. (63, 64)

Az mTOR egy szerin-treonin kinaz amely a PI3K - Akt jelatviteli Gtvonal egyik
résztvevoje. Két fehérje komplex formajaban talalhatd meg a sejtekben; 1-es komplex
(MTORC1) és 2-es komplex (mMTORC2). Ezen komplexek mind az o6ket felépitd
alegységekben, mind funkcidjukban, valamint inhibitor érzékenységiikben kiilonboznek.
(64) Az mTOR komplexeket felépité alegységek az 1. Abran lathatoak.

Az mTORCL1 rapamycin érzékeny. Alegysége az mTOR kinaz, a Raptor (regulatory-
associated protein of mammalian target of rapamycin), mLST8 (mammalian lethal with
SEC13 protein 8), valamint két gatlo egysége a PRAS40 (Proline rich Akt substrate 40)
¢és a Deptor (DEP domain-containing mTOR-interacting protein). Foszforilalja az S6-ot
¢és a 4EBP1-et (eukariota transzlacio inicialo faktor 4E kot6 fehérje 1), mely fehérjék a
messenger ribonukleinsav (MRNS) és fehérjeszintézis szabalyozasaban is részt vesznek.
(1. Abra) Aktivaciojat kiillonboz6 novekedési faktorok, tapanyagok, stressz szignalok
indithatjak el. Aminosavak, mint példaul az arginin, glutamin, leucin hozzajarulnak az
mTORC1 aktivacidjahoz. Ezen folyamatokat potencirozzak a novekedési szignalok. Nem
csak a tapanyagok koncentracioja, hanem az energiaellatottsag is szabalyozza az mTOR
aktivitasat. Az energia ¢hség, azaz alacsony ATP szint, valamint a hipoxia gatolja az
MTORC1-et. Az mTORCL1 tovabbi pozitiv szabalyozo szignaljai a PI3K-Akt, MAPK,
adenozin-monofoszfat-aktivalt protein kinaz (AMPK) utvonalakon til a Ras (Rat
sarcoma virus oncogene)- MEK (mitogen activated protein kinase kinase)-ERK
(Extracellular regulated MAP kinase) jelatviteli utvonal. Az IGF receptorokon keresztiil
az inzulin, valamint a tumor nekrozis faktor a is stimulalja az mTORC1 aktivitasat. Az
tulélésében. A jelatviteli halozatban elfoglalt, egyrészt a sejt aktualis allapotat feliigyeld
funkcidin, masrészt a sejtnovekedéséhez sziikséges (példaul fehérje szintetikus)
folyamatok iranyitasan keresztiil az mTOR kinaz, igy az mTORC1 aktivitas nemcsak az
elébbi folyamatok, hanem a metabolikus utvonalak szabalyozasaban is nagyon fontos
tényez6. (64, 65) (1. Abra)
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1. Abra: Az mTOR komplexek felépitése és funkciéja. Az mTORC1-et aktivalja a
fokozott tapanyag- és oxigénellatottsag, valamint a novekedési faktorok. Az mTORC2
aktivatorai az osztodasi, talélési, novekedési szignalok. A komplexeket felépitd
fontosabb alegységek is lathatoak. Az aktivalt mMTORCL1 szerepet jatszik a novekedés
szignalizaciojaban, fokozza a lipid és protein szintézist, gatolja az autofagiat ¢és a
mitokondrialis biogenezist, mig az mTORC2 szerepe a talélés, citoszkeleton és a
metabolikus adaptacio rendezésében van. (2)

Az mTORC2 rapamycin rezisztens, kevésbé érzékeny a tapanyag ellatottsagra. Az mTOR
kinaz, Rictor (rapamycin-insensitive companion of mammalian target of rapamycin),
mSinl (Mammalian stress activated protein kinase interacting protein 1), mLST8, Proptor
(protein observed with rictor), hésokkfehérje 70 (Hsp70) és Deptor alegységek alkotjak.
(1. Abra) Novekedési faktorok hatasara aktivélja a protein kinaz C (PKC) a-t és az Aktot,
részt vesz a citoszkeleton szabalyozasaban, tovabba szabalyozza a Rac és Rho

szabalyoz6 mechanizmusai kozil sok ismert, az mTORC2-t vezérld hatasok kevésbé

ismertek. Az inzulin- IGFR-PI3K-AKkt tengely az aktivitasat fokozza, de mas novekedési
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faktorok pontos hatasmechanizmusa jelenleg még kevésbé ismert, a glutamin és gliikoz
hiany fokozhatja az mTORC2 aktivitasat. (64, 65) (1. Abra)

Az mTOR metabolizmusban, sejtnévekedésben, tovabba az organizmusok testi
novekedésében betoltott szerepére koran felfigyeltek. Az mTORC1 funkcioi koziil a
fehérjeszintézist befolydsold hatasat igazoltak a legkordbban. Részt vesz a riboszoma
alkotas, a transzlacio, az aminosav transzport és maganak a fehérjeszintézisnek a
szabalyozasaban is. Az mMTORCL1 a HIFla és MYC utvonalakon keresztiil fokozza a
glikolizisben résztvevé enzimek transzkripciodjat (pl. laktat-dehidrogenaz (LDH), piruvat-
kinaz-M2 (PKM2)), a glikoz transzporterek membranba valoé kihelyezését, a
mitokondrialis fehérjék transzkripcidjat. A lipid hasznosulas soran fokozza a SREBP
(sterol regulatory elements binding protein 1-2) transzkripcios faktorok aktivalodasat,
ezzel tamogatva a zsirsav és koleszterin szintézist. Tovabba az 1-es komplex elésegiti a
utvonalban résztvevé enzimek (pl.: glikoz-6-foszfat-dehidrogenaz (G6PDH))
expresszidjanak fokozasan keresztiil a nukleotid szintézist. Az mMTORC2 aktivacio
hatasara fokozodik a lipid oxidacio, glikoz felvétel és a glikolitikus enzimek
foszforilacidja. (64, 66)

Osszefoglalva, az mTOR szerepet jatszik a citoszkeleton, transzkripcid, transzlacio,
metabolizmus és autofagia szabalyozasaban. Ennek tiikkrében érthetd, hogy fontos szerepe
van a daganatok kialakulasaban, progresszidjaban. Szamos daganat esetében ismert az
MTOR hiperaktivacidja, igy a szarkomak esetében is. (67) Az mTOR aktivaciohoz
kapcsolodo protoonkogének és tumorszupresszorok példaul a kovetkezok lehetnek: Akt,
Rictor amplifikacio, fokozott 4EBP1, Rheb (Ras homolog enriched in brain), S6
expresszio, fokozott PI3K aktivacio, LKB1, PTEN (Phosphatase and tensin homologue
deleted on chromosome ten), TSC1/2 (Tuberous sclerosis complex 1/2) mutaciok. (64,
65, 68)

Preklinikai vizsgalatok soran igazolodott az mMTOR-nak a rabdomioszarkémak
tumorgenezisében jatszott szerepe. (69) Az mTOR komplexekkel és aktivitasukkal
Osszefiiggd fehérjék mennyiségérol és sejten beliili lokalizacidjardl in situ jelenleg kevés
adat all rendelkezésre. Bizonyos vizsgalatok fokozott pAkt expressziorol szamolnak be
RMS sejtvonalakban. Renshaw és munkacsoportja pAkt pozitivnak talalta a vizsgalt

rabdomioszarkomak 69%-at (44/63 minta), mig pS6 immunfestéssel csak a mintak 27%-
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at (17/64 minta). (70) Cen és tsai. a 32 alveolaris és 32 embriondlis RMS mintin
vizsgaltak a pAkt expressziot. Az alveolaris mintak 43 %-aban, az embrionalis mintak 55
%-aban volt igazolhaté fokozott pAkt immunpozitivitast. (71) Késébb publikaltak
tovabbi eredményeiket, melyek szerint az alveolaris RMS-ban 60 %-0s pmTOR és 65 %-
0S p-S6, embrionalis RMS-ban pedig 68 %-0s pmTOR ¢és 72 %-0s p-S6
immunpozitivitast irtak le. (72) Tovabba Petricoin és munkatarsai 6sszefiiggést talaltak a
sejtekben detektalhato fokozott mTOR aktivitas és a rossz klinikai kimenetel k6zott. (73)

A fent részletezett publikaciok eredményeit a 7. Tablazatban mutatjuk be vazlatosan.

7. Tablazat: MTOR markerek vizsgalatanak immunhisztokémiai eredményei
rabdomioszarkomakban.

Renshaw et al. Cenetal Cenetal. Il
Metodika IHC IHC IHC
antitestek pAkt, pS6 pAkt pmTOR, pS6
Betegek (esetszam) 64 64 64
Eredmények (pozitiv/ 6sszes eset (szazalékos pozitivitas))
pAKkt: 44/63 (69 %) pAkt: pmTOR:

pS6: 17/64 (27 %) embrionalis: 14/32 (43 %) embrionalis: 22/32 (68 %)
alveolaris: 17/ 32 (55 %) alveolaris: 20/32 (60 %)
pS6:
embrionalis: 23/32 (72 %)
alveolaris: 21/32 (65 %)

Az mTOR utvonal onkogenezishen jatszott szerepe miatt gatloszereinek onkoldgiai
kezelés soran torténé alkalmazasa jelenleg is vizsgalatok targyat képezi. Az mTOR
inhibitorok tobb csaladba sorolhatok. Az elsé generacios mTOR inhibitorok, az 1-es
komplex inhibitorai, a rapalégok. Bar a rapalogokkal végzett preklinikai vizsgalatok
igéretes eredményekkel zarultak, klinikai alkalmazasuk soran mutatott hatékonysaguk
sok esetben alulmulta a varakozasokat. A rapalogok legnagyobb limitacioja, hogy
allosztérikus inhibitorai az 1-es komplexnek, igy teljesen nem képesek gatolni az mTOR
aktivitasat. Tovabba bizonyos daganatok esetén leirtak a rapalogok alkalmazasa soran
jelentkez6 fokozott Akt (MTORC2 tutvonal) aktivitast, mely igy létrehoz egy pozitiv
visszacsatolast a daganatos sejtek novekedéséhez. (73, 74) Ezzel szemben a masodik
generacios inhibitorok az mTOR kinaz katalitikus részét tamadjak, tobbségik ATP-

kompetitiv inhibitor. (64, 75) Ezen inhibitorok a preklinikumban igéretes eredményeket
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mutattak, rabdomioszarkéma és egyéb daganatos sejtvonalakat vizsgalva igazoltak az
0OS1-027 és PP242 dual-mTOR inhibitorok makropinocitézist, majd apoptozist kivaltd
hatasat. Toxicitasuk és biztonsagos klinikai alkalmazasuk jelenleg még vizsgalat alatt all.
(76) Tovabba folyamatban van azon gatloszerek klinikai vizsgalata is, melyek a PI3K és
MTOR dual-inhibitorai. (77) Az mTOR inhibitorok alkalmazasat hatranyosan
befolyasolhatjak az ¢letmindséget rontd, toxikus mellékhatasai is. Az mTOR inhibitorok
immunszupressziv hatasuk miatt fokozzak a fertézések kialakulasanak kockazatat.
Tovabba mellékhatasuk lehet 6déma, mukozitisz, aftozus 1éziok megjelenése, infertilitas,
hiperlipidémia, gliikkoz intolerancia, hasmenés, sebgyodgyulasi zavarok, vesefunkciod
karosodas, vérszegénység. (78)

RMS sejtvonalakon és xenograft modelleken végzett preklinikai vizsgalatok soran
hatasosnak bizonyultak az alkalmazott mTOR inhibitorok. (79-82) Ennek ellenére a
klinikumban hatékonysaguk messze elmaradt a preklinikai eredmények alapjan vartaktol.
(83, 84) Mascarenhas és tarsai 86 beteget bevonva hasonlitotta dssze a konvencionalis
kemoterapias kezelés mellett alkalmazva az angiogenezis gatlo bevacizumab és az mTOR
inhibitor temsirolimus kezelés hatasait. Megfigyelésiik alapjan a temsirolimus agon
kezelt betegek eseménymentes talélése szignifikansan jobbnak bizonyult a masik agon
kezeltekéhez képest. (85) Jelenleg gyermekgyogyaszatban a legszélesebb korben
alkalmazott és Magyarorszagon is elérhet6 mMTORC1 inhibitor a temsirolimus. Heti
egyszer 150 mg/m? dézisban alkalmazva toleralhato. (86) Onmagaban hetente egy
alkalommal alkalmazva 75 mg/m? dézisban nem érte el a kivant daganatellenes hatast.
(83) Citosztatikumokkal kombinacidban eltéré dozisokban alkalmaztak, vagy hetente egy
alkalommal 25-75 mg/m? dézisban, vagy hetente harom alkalommal 15 mg/m? dézisban.
(84, 85, 87, 88)

1.3.3. Tumormetabolizmus

A daganatoknak novekedésiik, terjedésiik soran szamos kihivassal kell megkiizdeniiik,
alkalmazkodniuk kell a kornyezeti valtozasokhoz és a kezelések hatasaihoz is. Méretbeli
novekedésiikkel parhuzamosan a tapanyag- és oxigénellatas valtozik, igy a malignus
sejteknek talélésiik érdekében adaptalodni kell a valtozo metabolikus kornyezethez. A
felismerést, hogy a daganatok értelmezhetok metabolikus betegségként is, Otto Warburg

fogalmazta meg az 1920-as években. Warburg elsésorban a sejtek 1égzési lancat, oxigén
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hasznositasat kutatta, mely munkajaért 1931-ben elnyerte az orvostudomanyi Nobel dijat.
Hipotézise szerint; 1. az elégtelen oxigénellatottsag inicidlja az onkogenezist, 2. az
elégtelen respiracio kompenzalasaként fokozodnak a glikolitikus folyamatok, 3. a
malignus sejtek oxigén jelenlétében is tejsavas glikolizist végeznek, 4. a 1égzési lanc
elégtelensége irreverzibilissé valik. (89, 90) Vizsgalatai igazoltak a malignus sejtekben
fellelhetd, oxigénellatottsagtol fiiggetlen, emelkedett tejsav termeld glikolizist, melyet a
felfedez6jérél ma Warburg-effektusnak neveziink. Kiillonboz6 daganatok esetében ezek
a valtozasok nem ennyire leegyszertsitettek és fontos egyedi eltérések is megjelenhetnek.
A molekularis biologia és genetika oriasi fejlodésének koszonhetéen azonban az elmult
idészakban a daganatokat jellemz6 proliferacios és differenciacios genetikai szignalok
kutatasan volt a legnagyobb hangsuly, és csak az elmult évtizedben kapott ujra nagyobb
figyelmet daganatok anyagcserevaltozasainak jellemzése. Ezen folyamatok fontos
sejtek fokozott katabolikus folyamatai sziikségesek az adenozin-trifoszfat (ATP)
termeléshez, a redukcios-oxidacios, redox folyamatok egyensulyanak fenntartasahoz és a
sajat novekedéshez sziikséges bioszintetikus épitdelemek el6teremtéséhez. (91)

A fokozott energiaigény kielégitéshez altalaban fokozott gliikk6z hasznositasi igény tarsul.
A glikolizisben, oxidativ foszforilacioban résztvevé enzimek és transzporterek (glukoz
transzporter (GLUT) 1 és 4, hexokinaz (HK), foszfofruktokinaz (PFK), PKM2, LDH A
¢és B, monokarboxilat-transzporter 1 (MCT1)) expressziojanak jellemzésével jobb képet
kaphatunk a daganatos sejtek glukoz hasznositasarol. Az emelkedett gliikoz igénynek
novekvo szamia GLUT expresszidval probal eleget tenni a daganatsejtek nagy része. A
Warburg-effektus, a fokozodo glukoz felvétel és a glikolitikus anyagceserevaltozasok
biztositjak a daganatos sejtek tulélését valtozo oxigénellatottsagi kornyezetben.
Amennyiben a felvételre keriilt glukéz mennyisége meghaladja az oxidativ
foszforilacioban résztvevd enzimek kapacitasat vagy az oxidativ foszforilacio képtelen a
daganatsejtek gyorsan megnovekedett energia igényét kiszolgalni, a felvett glukoz
piruvaton keresztiil laktatta alakulhat a sejtekben. A termel6dé tejsav ugyanakkor
kornyezeti hatasokon Keresztiil IS segiti a daganatok terjedését. A tejsavas
mikrokornyezet el@segiti @ matrix metalloprotazok, katepszin aktivaciojat, igy segitve a
szoveti invaziot, az alacsony pH gatolja a citotoxikus immunsejtek valaszkészségét,

valamint a daganatsejtek kornyezetébe leadott tejsav a stromasejtekkel 1ép metabolikus
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egylittmiikodésbe. A leadott laktatot a kornyez6 fibroblasztok, immunsejtek a reverz
Warburg effektus segitségével a laktat-dehidrogenaz uton piruvatta alakitjak vissza, igy
szolgaltatva tapanyagot a malignus sejteknek, biztositva a glikkdoz hasznositas
hatékonysagat a heterogén tumor szovetben. (92, 93) Az LDHA a piruvat-laktat
atalakulast segiti el6, és a piruvat ilyen iranyu felhasznalasat a PKM2 izoforma
mennyiségének emelkedése IS tamogatja, ami segiti a glikolizis intermedier termékeinek
felhalmozodasat is. A megndvekedett laktat anyageserével parhuzamosan novekszik az
LDH ¢és MCT expresszidja. (66) Emellett a sejtek mikrokdrnyezetében a pH valtozas
maga is szamos kiilonb6z0, a daganat novekedését tamogato folyamatot indit el. (94) Fan
és munkacsoportja rabdomioszarkoma és miocita sejtvonal metabolizmusat vizsgalva és
Osszehasonlitva, a RMS sejtekben az anaerob glikolizis aktivitasanak fokozodasat irta le.
(95) A glikolizisben, valamint a pentdz-foszfat ut miikodése soran keletkez6 NADPH
hozzajarul a redox egyensuly fenntartasahoz és zsirsav szintézishez, mely
elengedhetetlen a membranok képzéséhez. A glikolizis intermedierei (gliikoz-6-foszfat,
ribuloz-5-foszfat, pirosz6losav, sth.) és a termelddo tejsav biztositjak a makromolekulak
szintézisé¢hez sziikséges épitokoveket. (66) A 2. Abran lathato a daganatos sejtek
megvaltozott anyagcseréjének sematikus vazlata.

A glikolizisbdl és mas lebontd folyamatokbol keletkezé acetil-KoA fontos eleme az 1
membranok képzddésének, illetve a citrakorben és oxidativ foszforilacido soran zajlo
folyamatok eredményeként bekovetkezé6 ATP termelésnek is. A malignus sejtekben a
citratkor folyamatainak egyenstilya gyakran valtozik meg, igy kiilonféle onkometabolitok
(fumarat, szukcinat, 2-hidroxiglutarat) halmozodnak fel. Ezen onkometabolitok nem csak
a sejtek épito folyamataiban vesznek részt, hanem onkogenetikus szignalokként jelatviteli
utvonalakat indithatnak el. (96). A citratkor feltdltésében a glutamin hasznosulasnak is
jelentds szerepe lehet. Mindezen folyamatok a glikolizissel dsszefiiggésben a daganatok
nukleotid szintéziséhez, a pentoz-foszfat ut fokozott aktivitasahoz is elengedhetetlenek.
(97)
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2. Abra: A daganatos sejtek megvaltozott anyageseréjének sematikus abraja. A
fokozott aktivitasu anyagcsere tutvonalakat vastag nyilak jelolik. A daganatos sejtek
anyagcseréjére jellemz6 a fokozott oxigénellatottsagtol fliggetlen anaerob glikolizis, azaz
Warburg-effektus, a fokozott zsirsav szintézis, glutamin hasznositas, pentoz-foszfat
utvonal.

A glutamin egy valtozatosan felhasznalhaté nem esszencialis aminosav. Alternativ szén
¢és nitrogén forrasként szolgalhat a sejtek bioszintetikus folyamataihoz. A glutamin a
glutaminaz enzim segitségével alakul at glutamatta, majd a glutamat-dehidrogenaz

segitségével a-keto-glutaratta. Az a-keto-glutarat belép egy csonka citrat korbe, majd
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citrat formajaban szolgaltat épitékovet a zsirsavak szintéziséhez, de oxidalodva
energiaforras is lehet. Igy piruvat hidnyaban a glutamin szolgal a citrat ciklus
anapletorikus szubsztratjaként. Masrészt a glutamin elengedhetetlen a redox egyensuly
fenntartasahoz. Mindezeken tul aktivalja azon intracellularis jelatviteli folyamatokat,
melyek eldsegitik a tumor novekedését, anti-apoptotikus tényezéként pedig gyogyszer
rezisztenciat okozhat. (64, 98) A malignus sejtek fokozott glutamin igénye ismert tobb
daganat esetében is, a jelenséget RMS sejtvonalakon Issaq és munkacsoportja igazolta.
(98, 99)

A korai anyagcsere vizsgalatok a mitokondrium és az oxidativ foszforilacio
mechanizmusainak karosodasaval magyaraztak a Warburg-effektus megjelenését. Ezt
cafolva, a legtobb in vitro vizsgalat a mitokondrium defektusait ritkanak véleményezte a
malignus sejtekben, mivel alacsony gluk6z koncentracié esetén a sejtek oxidativ
foszforilaciobol fedezték energia sziikségletiiket. Habar az oxidativ foszforilacio soran
18-szor annyi ATP allithat6 el6, de a glikolizis 100-szoros sebességgel képes az ATP
eléallitasara. Alacsony glukoz koncentracid esetén a malignus sejtek oxidativ
foszforilaciobol fedezik energia sziikségletiiket, amde ha bdséges glukoz kinalat all
rendelkezésre, a glikolizis iranyaba rendezik at energia termel6 folyamataikat. (91, 100)
A daganatok mitokondrialis rendellenességeinek felderitése jelenleg is vizsgalatok
targyat képezi. Habar altalanossagban a mitokondrium defektusait ritkanak
véleményezték, mégis bizonyos RMS sejtvonalakon végzett vizsgalatok igazoltak a
mitokondrium hibas muikodését. (101, 102) Ezzel szemben Fan és munkacsoportja a
mitokondrium intakt miikodését igazolta RMS sejtvonalon. (95) Tovabba az oxidativ
foszforilacio defektusainak szerepét nem csak az anyagcsere folyamatok valtozasaival,
hanem az apoptotikus ttvonalak karosodasaval is osszefliggésbe hoztak. (66, 100)
Gliikézhoz és glutaminhoz hasonléan a zsirsavak is fontos szerepet jatszanak a
tumormetabolizmusban. Hozzajarulnak az energiatermeléshez és a membranok
szintéziséhez. A nagy zsirsav igényl osztod6 daganatos sejtekben fokozodik a zsirsav
transzport fehérje (FATP) expresszidja €s amennyiben a zsirsav kinalat nem elégiti ki az
igényeket, de novo zsirsav szintézisbe kezdenek a sejtek. Azt, hogy a sejtek zsirsav
szintézist vagy degradaciot végeznek, a rendelkezésre allo tdpanyagok hatdrozzak meg.
(93) A fokozott lipid degradacio elésegitette a RMS sejtek talélését és metasztazis

képzését alveolaris rabdomioszarkoma sejtvonalak kisérletes modelljében. (103)
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A metabolikus adaptacios képesség nagyban hozzajarul a daganatok taléléséhez és
esetenként az alkalmazott kezelések sikertelenségéhez. A daganatok anyagcseréjének
megismerésével 1) terapias célpontok valnak azonosithatova. Tobb olyan gatloszer van
jelenleg preklinikai vagy Klinikai vizsgalatban, melyek tamadaspontja a metabolikus
utvonalakban talalhat6d. A legigéretesebbek az ujonnan fejlesztés alatt allo gyogyszerek
koziil a GLS inhibitorok. A célzott terapias gyogyszerek fejlesztése nem csak rengeteg
er6forrast emészt fel, hanem id6éigényes folyamat is. Amennyiben a gydgyszer human
alkalmazasanak biztonsagossagat nem kell igazolni, évtizedek nyerhetéek a
gyogyszerfejlesztési folyamatban. A tovabbiakban olyan gyogyszerek onkologiai
alkalmazasa is felmeriil, melyeknek korabban mas farmakologiai hatasait hasznaltak Ki
az orvostudomany egyéb teriiletein. Ilyenek példaul a statinok, a metformin, illetve
bizonyos antibiotikumok  (tetraciklin, glicilciklin,  doxiciklin,  erithromicin,
kloramfenikol). A statinok a nukleotid szintézissel, a mevalonat-utvonallal 1épnek
interakcioba, a metformin, a tetraciklinek, aminoglikozidok az oxidativ foszforilaciot
gatoljak. Ezen gyogyszereknek ismert a biztonsagos human alkalmazasa, igy konnyebben
vezetheték be Klinikai vizsgalatokban, jelent6sen lerdviditve a Klinikumban torténd
alkalmazas engedélyezéséhez sziikséges id6t. Ez a betegek szamara jelenti a legnagyobb

elonyt, de a gyogyszerfejlesztési koltségeket is nagyban csokkenti. (91)

A szakirodalom eredményei alapjan célunk volt az ALK, mTOR és metabolikus
anyagcsere ttvonalak jellemzése a magyar gyermekkort lagyrész szarkomas betegek
mintain annak érdekében, hogy 1) terapias célpontokat azonosithassunk azon betegek
szamara, akiknél elégtelen terapias valaszt figyeltiink meg az elsdvonalbeli kezelés soran.
Tovabba a diagnosztikus modszerek Osszehasonlitasaval célunk volt a legmegfelelobb
vizsgalati modszer megtalalasa, annak érdekében, hogy a célzott terapiara torténd beteg

kivalasztas minél pontosabb lehessen.
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2. Célkitiizések

A kutatas soran célom volt:

1.

A gyermekkori lagyrész szarkomak ALK statuszanak vizsgalata.
Immunhisztokémiai vizsgalatokkal az ALK fehérje expresszidjat, illetve

FISH vizsgalattal az ALK gén lehetséges transzlokacids, amplifikacids eltéréseit
jellemezni,

majd Gsszevetni a két vizsgalati modszer eredményeit.

Uj terapias célpontokat keresni a gyermekkori rabdomioszarkomak kezeléséhez.
Az mTOR jelatviteli utvonal aktivitasanak az mMTORC1 és mTORC2 komplexek
fehérjeinek mennyiségi vizsgalata a kemoterapia megkezdése eldtt és a
neoadjuvans kemoterapia utan, valamint recidiva soran vett szovetmintakban.

A rabdomioszarkoma sejtek anyagcsere utvonalainak jellemzése a glikolizissel
Osszefiiggésben a PFK és LDHA, az oxidativ foszforilacioval a B-F1-ATPaz
(ATPB), a pentoz-foszfat Gtvonallal a G6PDH, mig a glutamin hasznositassal

kapcsolatban pedig a GLS enzimek mennyiségének vizsgalataval.

Azokban az esetekben, ahol a terapias célpont azonositasat és igazolasat kovetden
a kezelésben ALK inhibitor vagy az mTOR gatlo szerek alkalmazasara nyilt
lehetéség (ALK inhibitor crizotinib, alectinib vagy mTOR gatlo temsirolimus),

regisztraltuk és elemeztiik a kezelés hatékonysagat és mellékhatasait.
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3. Modszerek

3.1. Betegek
Vizsgalataink els6 szakaszaban a 2010. és 2014. kozott a Semmelweis Egyetem 1. szamu

Gyermekgyogyaszati Klinikajan lagyrészszarkoma diagnézissal kezelt betegek koziil
valasztottuk ki a magas kockazati és recidivald eseteket, akiknél az ALK inhibitor
kezelésnek jelentdsége lehet. A 18 vizsgalt eset kozott 2 alveolaris lagyrészsarcomas, 2
alveolaris, valamint 11 embriondlis rabdomioszarkémas és 3 inflammatorikus

miofibroblasztos tumoros gyermek volt.

8. Tablazat: a betegek fontos klinikopatolégiai tulajdonsagai. Vizsgalatunk elsé
szakaszaban részt vevo betegek az ALK oszlopban, a masodik szakaszban részt vevo
betegek pedig az mTOR ¢és metabolizmus oszlopban szerepelnek. Lent lathato a
szovettan, nem és rizikocsoport szerinti megoszlasuk, a median életkoruk és talélésiik.

mTOR és
ALK metabolizmus
Szovettan (esetszam) (esetszam)
Fuzi6 negativ 11 43
embrionalis 11 39
botrioid - 1
orsosejtes - 3
Fazi6 pozitiv 2 5
IMT 3 -
ASPS 2 -
Osszesen 18 48
Nem (esetszam) (esetszam)
nd 6 20
férfi 12 28
Kor (év) (év)
median 8,5(1,2-17) 5(0-17,3)
Rizikdcsoport (esetszam) (esetszam)
SR - 1
MR 9 11
HR 9 36
18 48
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A betegek median életkora 8,5 év volt (1-17 év kozottiek), koztik 6 lany és 12 fia. A
daganatok valtozatos lokalizacioban fordultak eld; az orrcimpan, a fiiltd el6tti régidoban,
az orbitaban, a paratesztikularis, a pararektalis régioban, a holyagban, a kismedencében,
a buccalis nyalkahartyan, a végtagokon, a glutealis régioban, a mellkas, a kozépfiil és a
frontalis régidban. A diagnozis felallitasakor otnek volt tavoli metasztazisa, Kilenc
esetben fordult el recidiva.

Kutatdsunk masodik szakaszdban a 2007. és 2017. kozott a magyarorszagi
gyermekonkoldgiai  kozpontokban rabdomioszarkoma miatt kezelt beteganyagon
végeztiik el vizsgalatainkat. 19 patologiai intézet segitségével 48 beteg 65 szovettani
mintajat tudtuk 6sszegytijteni. A rabdomioszarkomaval diagnosztizalt gyermekek mintai
kozott 53 embrionalis, 7 alveolaris és 5 olyan minta volt, ami vagy a botrioid, vagy az
orsosejtes altipusba tartozott. Mivel célkittizéseink kozott szerepelt a kezelést koveto és
recidiva soran bekovetkez6 MTOR ¢és metabolikus valtozasok jellemzése, ezért
amennyiben lehetséges volt a kezelés megkezdése elott, a diagnozis felallitasakor vett
mintak mellett olyan mintakat is feldolgoztunk, amelyeket a kemoterapias kezelés utani
tumoreltavolitd miitét soran, illetve a recidiva igazolasakor vettek. A mintak eloszlasat a
3. Abran mutatjuk be. A relevans klinikai informaciok a 8. tablazatban lathatoak
feltlintetve

Primer
45

30

9
11

Kemo-
terapiat kovet6en Recidiva

3. Abra. A vizsgalat masodik szakaszaban vizsgalt 48 beteg mintdinak megoszlasa.
A Venn-diagramon lathatoak a primer, recidiv és kemoterapiat kovetden vett mintak
szama, illetve a halmazok atfed6 részein azon mintak szama lathat6, mikor egy betegt6l
tobb mintat is volt lehet6ségiink 6sszegylijteni.
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A vizsgalatokat a Semmelweis Egyetem Regionalis, Intézményi Tudomanyos és
Kutatasetikai Bizottsaga engedélyezte. (TUKEB 99/2018.)

3.2. Az ALK vizsgélata

3.2.1. Az ALK immunhisztokémiai vizsgalata

Az immunhisztokémiai vizsgalatok formalin fixalt, paraffinba agyazott biopszias mintak,
3 wm vastagsagl szovettani metszetein végeztiik el. A monoklonalis 5A4 ALK antitestet
(Novocastra, Leica) 1:10 higitasban alkalmaztuk. Pozitiv kontrollként egy ALK pozitiv
IMT mintat alkalmaztunk. Az esetet akkor tekintettiik ALK pozitivnak, ha 10 latotér
vizsgalata esetében a tumorsejtek tobb mint 10 %-a mutatott pozitiv reakciot. (104)

A xilol és alkohol soron végzett deparaffinalast kovetden az endogén peroxidaz
aktivitasanak blokkolasat szobahdmérsékleten 3 %-0s hidrogénperoxid oldattal 5 percig
végeztiik. Ezt a blokkolast kovetéen az elsddleges antitesttel torténd inkubacio (30 perc)
kovette, majd a masodlagos ellenanyaggal 40 percig inkubaltuk, természetesen a
megfeleld mosasi 1épéseket kozbe iktatva. Az antitest kotédés detektalasara Bond
Polymer Refine készitményt alkalmaztunk 15 percig. A pozitiv reakciot diamonbenzidin
(DAB) kromogén-szubsztrat oldat (10 perc) és Bond DAB Enhancer (6 perc) segitségével
jelenitettitk meg. Utolso 1épésként tortént hematoxilin hattérfestés majd a metszetek
viztelenitése és fedése.

A festédés intenzitasa szerint negativ, egy, kett6 és harom kereszt er6sségii csoportokba
soroltuk az eseteket. Amennyiben a sejtek kevesebb, mint 10 %-a mutatott pozitiv
immunhisztokémiai reakciot, a mintat negativnak értékeltiik. 10 és 50 % kozott egy
kereszt (+), 50 és 80 % kozott két kereszt (++) még 80 % felett harom kereszt (+++)

erdsségiinek mindsitettiik a festédést. (105-107)

3.2.2. ALK fluoreszcens in situ hibridizacio

A FISH vizsgalatok is formalinban fixalt, paraffinba agyazott 3 pm vastagsagu szévettani
metszeteken torténtek. ALK Dual Color Break Apart (Vysis, Abbott Molecular Inc.)
FISH probat alkalmaztuk. A probat a nem Kkis sejtes tiidé karcinomak esetében jelentds
ALK-EMLA4 transzlokaci6 kimutatasara tervezték A proba zold jelolése az ALK gén 3’
végéhez kozel hibridizal a génben 5’ iranyban, a voros jel, pedig a 3° véghez és a 3° vég
felé folytatodo gén szakaszhoz kapcsolodik. (108)
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Hibridizalas el6tt a metszetek deparaffinalasara kertilt sor (haromszor valtott xilol, illetve
haromszor valtott alkohol sorral). A kotohelyek feltarasa céljabol a mintakat citrat
oldattal kezeltiik 15 percig, majd 12-15 perces pepszines emésztést végeztiink. A
dehidralast felszallo 70-85-100 %-o0s etanol oldattal végeztiik. A proba hozzaadasat
kovetden a lemezeket fedtiik, majd 80°C-on 10 percig inkubaltuk, és végiil 37°C-on
hibridizaltuk egy éjszakén at. Mésnap a poszthibridizciés mosas utan szaritas nélkiil
fedtiik 4,6-diamino-2-fenilindolt (DAPI) tartalmazé fed6anyaggal a metszeteket. Az
értékelés soran, fluoreszcens mikroszkopban 8-10 latotérben szamoltunk le legalabb 100
sejtmagot. Amennyiben a vizsgalt sejtek legalabb 15 %-aban detektaltunk ALK
amplifikaciot vagy transzlokaciot, akkor a mintat pozitivnak tekintettiik. A transzlokaciod
igazolasahoz sziikséges kritérium a z6ld és piros szignalok kozotti legalabb két
jelatmérényi szétvalas volt. (109) Amplifikacio esetén a detektalt jeltobbletnek legalabb
négyszeresnek kellett lennie, hogy a pozitivitast Kimondhassuk. (110) Azon mintékat,
amelyekben ketté voros illetve kettd zold szignal volt lathato, és a szignalok normalis

tavolsagra helyezkedtek el egymastol, negativnak mindsitettiik.

3.3. Az mTOR és anyaqgcsere utvonalak immunhisztokémiai vizsgalata

Kutatasunk masodik szakaszaban az 6sszegyiijtott szovettani mintakbol tissue microarray
(TMA) blokkokat készitettiink (3DHistech TMA Master, Hungary). Osszesen két TMA
blokk késziilt, melyek egyenként 6-szor 8 darab 2 mm atmérdjii szovethengert
tartalmaznak. (példa: 4. Abra) Egy eredeti szovettani blokkbol 2, eseténként 3,
reprezentativ teriileten talalhato szovethenger is kivalasztasra, eltavolitasra kerilt. A
reprezentativ teriiletek kijelolését hematoxilin-eozin (HE), desmin és Myf4 festéseket
kovetden digitalizalt formaban patologus segitségével végeztiik. Kontrollként maj,
garatmandula és here szoveteket alkalmaztunk. Célunk a TMA blokkok elkészitésével az
eréforrasaink és a mintadk gazdasadgosabb felhasznalasa, és az 6sszehasonlitd elemzések
soran a festések standardizaltabb kivitelezése volt. Azon betegek szdovettani mintait
hasznaltuk fel, akiknek a kezelése befejez6dott, illetve a minta nagysaga lehet6vé tette,
hogy a szdvettani hengerek eltavolitasat kovetden is elégséges mennyiségli tumor szovet
maradjon, a betegek szamara esetleg sziikséges, késobbi diagnosztikai vizsgalatokhoz.

Amely esetekben ezek a kritériumok nem teljesiiltek, ott kiilon teljes szovettani
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metszeteken végeztiik el a vizsgalatokat. Az immunhisztokémiai festések esetében 4 pm

vastagsagu szovettani metszetekkel dolgoztunk.
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4. Abra: egy TMA blokkbél késziilt szovettani metszet képe.

Az mTOR fttvonal in situ vizsgalatahoz anti-pmTOR (Cell Signaling, #2976), anti-pS6
(Cell Signaling, #2211) és anti-Rictor (Bethyl, A500-002A) antitesteket hasznaltunk. Az
anti-pmTOR antitest az MTOR kinaz aktiv formajat ismeri fel, igy altalanosan markere
az mTOR aktivitasanak. Annak érdekében, hogy a C1 és C2 aktivitast megfelel6en el
tudjuk kiiloniteni, tovabbi immunfestéseket alkalmaztunk. Az mTORCL1 aktivitast az
anti-pS6  antitest alkalmazasaval vizsgaltuk. Ezen foszfoprotein az mTORC1
aktivitasaval all osszefiiggésben. Az MTORC2 aktiv formaja foszforilalja az Akt-ot, igy
az anti-pAkt az mTORC2 aktivitas jo markere. Azonban a pAkt kénnyen degradalodik,
ezért Kifejezetten érzékeny a fixalasi eljarasokra (azonnali fixalas sziikséges), valamint a
tumor mérete is befolyasolja (nagyobb mintakba a formalin lassabban penetral). igy

szolid tumorok esetében a pAkt nem elég megbizhatdo marker. (111, 112) Vizsgalatunk
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soran a Rictort alkalmaztuk mTORC2 markernek, mely protein az mTORC2 egyik alkoto
eleme. A Rictor expresszio az mMTORC2 mennyiségével mutat korrelaciot, igy az
MTORC2 aktivitast a Rictor, pmTOR ¢és pS6 koexpresszidval jellemeztiik. (113, 114)

Az anyagcsere utvonalak karakterizalasahoz anti-PFK (Cell Signaling, #8164), anti-
ATPB (Abcam, ab14730), anti-G6PDH (Abcam, ab133525), anti-LDHA (Cell Signaling,
#3582), anti-GLS (Abcam, ab156876) antitesteket alkalmaztunk. A hasznalt antitestek,
jellemzoik és az alkalmazott higitas a 9. Tablazatban lathatoak.

9. Tablazat: az mTOR és anyagcsere utvonalak vizsgalata soran alkalmazott

antitestek. A lenti tablazatban lathatoak a hasznalt antitestek antigén tulajdonsagai,
cellularis lokalizacioja, funkcidja és a higitas, amiben alkalmaztuk.

Cellularis

Antitest  Antigén  Klon  Higitas ., .. Szekunder Funkcio
lokalizacid

MTOR  \TOR #2976 1:100 Citoplazmacs o iy MTOR kindz
marker sejtmag aktivitas
pS6 #2211  1:100 citoplazma  Novolink mTQRC}l

aktivitas

Rictor 2299 1:1000 citoplazma  Vectastain MTORC2

002A mennyiség

Anyagesere ey 4g1p4  1:100  citoplazma  Novolink  glikolizis

marker

citoplazma és . piruvat-laktat
: . Novolink . "
sejtmembranok atalakitas

ATPB abl14730 1:100 citoplazma  Novolink citrat kor

LDHA #3582  1:400

cfcop!azma s Novolink pentoz:foszfat
sejtmag at

GLS ab156876 1:200  citoplazma  Novolink glutaminolizis

G6PDH ab133525 1:100

Deparaffinalast és endogén peroxidaz blokkolast kovetden az antigén feltaras citrat
pufferrel (pH 6) tortént 20-30 percen keresztiil. A lemezeket a primer antitestekkel 90
percig majd a megfeleld szekunder antitestekkel 30 percig inkubaltuk. Az
immunreakciot, a masodlagos antitestekhez kapcsolt peroxidaz enzimek aktivitasat
felhasznalva DAB kromogén segitségével hivtuk elé. Végezetiil a sejtmagokat
hematoxilinnal festettiik.

Az immunhisztokémiai vizsgalatok kiértékelése ebben a munkafolyamatban a ,histo-

score”, azaz H-score alkalmazasaval tortént. A H-score megallapitasa ugy torténik, hogy
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a festddo sejtek mennyiségét, szazalékban Kifejezve, 6ssze kell szorozni a festédés
kereszt er6sségben kifejezett értékével, majd a kapott értékeket 6ssze kell adni. (115, 116)
fgy a H-score érték lehetséges maximuma 300, minimuma 0. A 100-as H-score értéket el
nem ért metszeteket értékeltilk negativnak. A H-score szamitas sematikus abraja a 5.
Abran lathato. (117)

IX ,+7 er6sségii sejtek %-ban + 2X , ++” erGsség

H-score= .
sejtek %-ban + 3X ,,+++" erdsségli sejtek Yo-ban

(O 20% Negativ

P¢lda:
O 10%,+
@ 0%+

20 sejt ¢ 2
J %
@ 0%, +++

1x 10%+ 2x 30%+ 3x 40% = 10+ 60+ 120= 190

5. Abra: H-score szamolas sematikus abraja. Kiszamitasa soran a festédés erésségét a
festdédésiik szazalékban kifejezett értékével kell dsszeszorozni kiilon, majd az értékeket
Osszeadni.

3.4. Statisztikai adatanalizis

Az explorativ vizsgalat statisztikai adatanalizise az IBM SPSS Statistics 21 program
segitségével késziilt. Az eredményeinket szovettani altipus, rizikd besorolds, tulélés és
mintavételi idépont (primer, kezelést kovetden eltavolitott vagy recidiv minta) szerint
elemeztilk. Normal eloszlasi mintainknal (primer mintak Rictor, ATPB, G6PDH
eredményei) H-score értékek (skala valtozo) szerint a statisztikai analizist T-probat és
egy szempontos ANOVA-tesztet alkalmazva elemeztiikk. Nem normal eloszlasu mintaink
esetében Mann-Whiney U tesztet alkalmaztunk. A mintakat pozitivitas (binomialis
valtozo) alapjan is Osszehasonlitottuk Fisher-egzakt tesztet hasznalva. A valtozoink
kozotti  korrelacios Osszefliggéseket Spearman korrelacio segitségével vizsgaltuk.
Szignifikansnak azokat az 6sszefiiggéseket értékeltiik, amelyek p értéke kisebb volt, mint
0,05.
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4. Eredmények

4.1. Az ALK statusz vizsgalata

A lagyrészszarkomas betegeink ALK statuszanak meghatarozasat kétféle modszer
segitségével végeztiik el, hogy lehetéségiink legyen az immunhisztokémiai festés és a
FISH technika eredményeinek 6sszehasonlitasara. Azokban az esetekben, ahol a betegek
primer és recidiv mintaja is rendelkezéstinkre allt, az ALK statusz valtozasat is meg
tudtuk vizsgalni.

18 beteg mintajat FISH-sel vizsgalva egy esetben amplifikaciot, mig 3 esetben

transzlokaciot igazoltunk. Az 6. Abran egy amplifikaciot mutatd rabdomioszarkoma, a 7.

Abran pedig egy transzlokaciot mutato sejt képe lathato.

6. Abra: Fluoreszcens in situ hibridizaciéval késziilt képek. A bal oldali képen egy
negativ minta lathat6, minden sejtben egymas mellett all a két-két jel. A jobb oldali
képen egy pozitiv, amplifikalt elvaltozas detektalhatd 6tszords jeltobblettel. (1)

7. Abra: Egy transzlokaciét mutaté minta fluoreszcens képei. A bal oldali képen a
kettds szlir6vel késziilt felvétel lathato. Kozépen és jobb oldalon pedig megfigyelheté a
z0old és a piros jelek eltérd lokalizacioja. (1)
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Immunhisztokémiai festéssel mindossze 3 esetben tudtuk az ALK fehérje
expresszidjanak jelenlétét kimutatni. Az immunhisztokémiai vizsgalatokbol késziilt

reprezentativ képek a 8. Abran lathatoak.
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8. Abra: ALK immunhisztokémiai festések eredményei. A festések el6hivasahoz
DAB kromogént (barna), majd hematoxilin hattérfestést hasznaltunk. Bal oldalon fent
egy negativ, jobb oldalon fent ,,+”, bal oldalon lent ,,++”, jobb oldalon lent pedig ,,+++”
értékelésii eset lathatd. (40X nagyitas) (1)

Osszesitve a 18 lagyrész tumoros beteg mintajan elvégzett immunhisztokémiai
vizsgalatok 17 %-ban bizonyultak pozitivnak, mig a fluoreszcens in situ hibridizacios
vizsgalatok az esetek 22 %-ban mutattak pozitiv, az ALK aktivitasara utald eredményt.
A vizsgalatok eredményeit és a betegek bizonyos klinikopatologiai jellegzetességeit a 10.
Tablazatban foglaltuk Gssze.

A vizsgalt esetek kozott hat beteg esetében a recidiv mintakban is el tudtuk végezni a
festéseket. EQy esetben valtozott a recidiv daganat ALK statusza a primer daganathoz
képest, ebben az esetben a recidiv tumor a primerrel ellentétben mar ALK pozitivnak

bizonyult. Ez a beteg kés6bb ALK inhibitor kezelésben részesiilt.
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10. tablazat: Az ALK vizsgalati eredményeinek osszesitése. A 10. Tablazatban a
betegek bizonyos klinikopatologiai jellegzetességei, valamint az immunhisztokémiai és

FISH vizsgalatok eredményei lathatoak. ((a): amplifikacio, (t) transzlokacio) (1)

Bl Neme Fletkoruk o ettan  Recidiva o ALK FISH
szama (év) IHC

sl nod 6 RME nem - +(a)
S2 nd 3 RME igen - -
s3 no 6 RME nem - -
s4 nd 4 ASPS nem - -
S5 férfi 15 RME nem - -
S6 férfi 10 RME nem - -
s7 férfi 3 RME nem - -
s8 férfi 10 RMA igen - -
s9 férfi 4 RME igen - -
s10 nd 2 RME igen - -
sl1l férfi 5 RME igen - -
s12 férfi 10 IMT igen + +(t)
s13 férfi 16 ASPS nem - -
s14 ferfi 8 RMA igen + +(t)
s15 férfi 9 IMT nem + +(t)
516 férfi 12 IMT igen - -
s17 férfi 1 RME nem - -
s18 nd 1 RME igen - -

4.2. Az mTOR aktivitas vizsgalata

4.2.1. Primer mintak vizsgalata

A vizsgalt 45 primer minta mTOR markereinek deskriptiv elemzése a 11. Tablazatban
lathato. Az mTOR kinaz aktivitasanak vizsgalatara hasznalt pmTOR antitest a mintak 56
%-aban (25/45 minta) mutatott fokozott immunpozitivitast. Az mTORCL1 aktivitasanak
detektalasara alkalmazott pS6 festés esetében a mintak mindossze 18 %-ban (8/45 minta)
figyeltiink meg pozitivitast. Az mTORC2 markereként alkalmazott Rictor immunfestés a
mintak 82 %-aban (37/45 minta) igazolt emelkedett Rictor expressziot. A munkacsoport
korabbi munkaival Osszhangban, a pmTOR, pS6 és Rictor festddés tobbségében

citoplazmatikus lokalizaciot mutatott (113), azonban sok esetben magi pmTOR

39



DOI:10.14753/SE.2021.2459

pozitivitast 1S megfigyeltink. A pmTOR sejtmagi és citoplazmatikus expresszidja
egyarant pozitivként értékelhetd. (118)
11. Tablazat. A primer mintak mMTOR markereinek immunhisztokémiai

eredményei. Az atlag, median, minimum, maximum H-score értékei és a hozzajuk
tartozé szoras lathatoak.

Atlag Median ~ Minimum Maximum Szoras
pmTOR 108,98 121,67 0,00 230,00 65,80
pS6 53,04 31,67 0,00 210,00 55,49

Rictor 143,42 150,00 35,00 230,00 47,61

Osszességében ezen eredményeink alapjan a vizsgalt 45 primer rabdomioszarkomas
minta 64 %-aban (29/45 minta) mutattunk ki pmTOR és/vagy pS6 immunpozitivitast,
amely biztosan jelenlévé mTOR aktivitast igazolt. Az emelkedett Rictor és alacsony pS6
expresszié alapjan mTORC2 dominancia figyelhetd meg a primer rabdomioszarkéma
sejtekben.

A primer mintak eredményeit 6sszehasonlitottuk szovettani altipus, rizikd besorolas és
tulélés szerint is. A statisztikai adatanalizist a modszerek fejezetben részletezettek szerint
végeztiik el. Az dsszes elvégzett statisztikai vizsgalat eredménye a fejezet végén talalhato
16. Téablazatban lathatd. Szignifikans eredményként emelnénk ki, hogy megfigyeléseink
alapjan a PAX-FOXO fuzi6 pozitiv mintak kozott szignifikansan tobb esetet jellemzett
emelkedett Rictor expresszi6é (T-proba, t(43)=-2,41, p=0,020), mint a fazi6 negativak
kozott. A fazio negativ esetek 80 %-ban (32/40 minta) mig a fuzid pozitiv esetek 100 %-
aban (5/5 minta) igazoltunk fokozott Rictor expressziot. A primer mintak mTOR

markereinek vizsgalati eredményeit a 9. Abran mutatjuk be.
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A

Immunpozitivitas N Pozitiv esetek szima Syt
pmTOR  pS6 Rictor S Fuzx? Fuz.x’) eset szama
negativ pozitiv
+ & - C1 aktivitas 1 0 x
- + - C1 aktivitas 3 0 3
+ + + C1 és C2 aktivitas 2 0 2
- + + C1 és C2 aktivitas 2 0 2
+ - + C2 aktivitas 17 4 21
+ - - bizonytalan mTOR aktivitas 1 0 i}
- - + feltételezhet6 C2 aktivias 11 1 12
- - - nincs mTOR aktivitas 3 0 3

Eset 46

Eset 14

R

Eset1

Eset 38

9. Abra: a primer mintak pmTOR, pS6, Rictor immunfestésének eredményei. Fent (A)
a primer mintdk immunhisztokémiai eredményei és az ezek alapjan detektalt mTOR
aktivitas lathatdo a PAX-FOXO negativ és pozitiv csoportban. Bal oldalon a Venn-
diagrammon (B) eredményeink grafikus abrazolasa lathat6. Az abra C részén reprezentativ
szovettani képek lathatoak. A bal fels6 sarokban a szovettani mintdkhoz tartozo H-score

S

12

2,
%
o)

1

’ negativ
\
©

Q“a

mTOR aktivitas

Emelkedett
mTORC1
aktivitas

Alacsony
mTORC2
aktivitas

Emelkedett
mTORC1
aktivitas

Emelkedett
mTORC2
aktivitas

Alacsony
mTORC1
aktivitas

Emelkedett
mTORC2
aktivitas

Nincs mTOR
aktivitas

érték van feltiintetve. A jobb als6 sarokban lathato skala 25 pm-t jeldl. (4)
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4.2.2. Kemoterapiat kovetden vett mintak jellemzése

Osszegytijtottiik a kemoterapias kezelés soran (neoadjuvans kemoterdpia utin)
eltavolitott rezidualis tumorbol vett és rendelkezésre 4ll6 szdvettani mintdkat. Osszesen
9 beteg mintajat volt lehet6ségiink vizsgalni. A mintak deskriptiv analizise a 12.
Tablazatban lathato.

12. Tablazat. A kemoterapiat kovetéen vett mintak mMTOR markereinek atlag,
median, minimum, maximum H-score értékei és annak szérasa.

Atlag Medidan ~ Minimum Maximum Szoras
pmTOR 7999 80,00 10,00 150,00 49,65
pS6 113,88 116,60 13,30 180,00 50,31
Rictor 100,56 122,50 0,00 145,00 52,69

A mintak 33,3 %-a (3/9 minta) mutatott pmTOR immunpozitivitast, pS6 festéssel 66,7
%-ban (6/9 minta), Rictor festéssel 77,8 %-ban (7/9 minta) talaltuk a mintakat pozitivnak.

4.2.3. Primer és kemoterapiat kovetden vett mintak dsszehasonlito analizise

A kemoterapias kezelés kozben (neoadjuvans kemoterapia utan) eltavolitott rezidualis
tumorbdl vett szovettani mintakat nem csak 6nallo csoportként, hanem az azonos betegek
primer mintaival 6sszehasonlitva is elemeztiik. Osszességében 8 primer-neoadjuvans
tumor par esetében tudtuk a fehérje expresszié valtozasokat értékelni. A statisztikai
adatanalizist a fent részletezett modszereket alkalmazva végeztiik el.

A pmTOR expresszio valtozatlan maradt (Mann-Whitney U teszt, U=143,5, p=0,171), a
Rictor (T-proba, t(52)=-2,12, p=0,019) expresszi6 halvanyabbnak bizonyult, mig a pS6
H-score értékek az elébbiekkel ellentétben emelkedettnek talaltuk (Mann-Whitney U
teszt, U=75, p=0,003). Ennek hatterében azonban nem diffazan er6sebb pS6 festdédést,
hanem az egyediil allo, ,,3+” intenzitassal fest6d6 sejtek szamanak novekedését figyeltiik
meg. 13. Tablazatban lathatoak a mintak Gsszehasonlito értékelése, valamint a 10. Abran

reprezentativ szovettani képek jelennek meg.
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13. Tablazat: A primer és kemoterapias kezelést kovetden vett mintak
osszehasonlito értékelése. A hétérképen az esetek szerepelnek egymas mellett, a
szinezés a fest6dés erésségével (H-score érétékével) valtozik a lent lathato skala
szerint. A talélési adatok, PAX-FOXO fazioés statusz, valamint az értékek atlaga és
medianja IS prezentaltak a tablazatban. (4)

pmTOR pS6 Rictor
Eset Fuziés rimer kemoterapiat rimer kemoterapiat rimer kemoterapiat
szama statusz R i6 P kovetéen P kovetéen P kovetden
Eset 9 neg.

Eset 19 neg.
Eset 29 neg.
Eset 30 poz.
Eset 37 neg.
Eset 39 neg.
Eset 43 neg.

Eset 42 poz.
atlag

median

H-score
= (o)
o <
g 3
g ?
=% |53}
o
)
O -
o) @
[=¥ |53}
E 3
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10. Abra: A primer és kemoterapias kezelést koveten vett mintak reprezentativ
szovettani képei. Reprezentativ pmTOR, pS6 and Rictor festések lathatoak. DAB
(barna) festés hivja el az immunhisztokémiai reakciot. A bal fels6 sarokban szerepl6
szamok a H-score értékeket jelolik. A képek CaseViewer 2.3 software (3DHistech
Ltd., Budapest, Hungary) programmal késziiltek. A jobb als6 sarokban lathato skala
25 um-t jelol. (4)
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4.2.4. Recidiva soran vett mintak jellemzése
Vizsgalatunkban célul tiiztiik Ki a recidiva soran 1étrejové valtozasok jellemzését is.
Osszesen 11 beteg recidiv mintajat volt lehetéségiink vizsgalni. A mintak deskriptiv

analizise a 14. Tablazatban lathato.

14. Tablazat. A recidiva igazolasa soran vett mintak mTOR markereinek atlag,
median, minimum, maximum H-score értékei és annak szérasa.

Atlag Median ~ Minimum Maximum Szoras
pmTOR 125,08 155,00 0,00 250,00 91,87
pS6 59,39 60,00 0,00 160,00 50,61

Rictor 126,75 136,25 20,00 207,50 62,90

A pmTOR a mintak 64 %-aban (7/11 minta), a pS6 9 %-aban (1/11 minta), mig a Rictor
a mintak 55 %-aban (6/11 minta) mutatott fokozott expressziot. A recidiv mintakat
Osszehasonlitd elemzésnek vetettiik ala szovettani alcsoport, fizios statusz, tulélés és
rizikobesorolas szerint. Az Osszes elvégzett statisztikai vizsgalat eredménye a fejezet
végén talalhatd 16. Tablazatban lathato. Vizsgalataink egy esetben igazoltak szignifikans
Osszefiiggést. A pS6 expresszid a magas rizikoju csoportban szignifikansan emelkedett
volt a kezdetben nem magas rizikocsoportba esé betegekhez képest (Mann-Whitney U
teszt, U=0, p=0,014). Bar ezen 6sszefiliggés szignifikans, de a jelentésége mégis kérdéses,
mivel mindkét csoportban kifejezetten alacsony pS6 expresszié volt megfigyelhetd.
Tovabba a kezelésre nem reagald betegek esetében Kifejezetten fokozott pmTOR
expressziot észleltiink azon betegekhez képest, akik a recidiv kezelés hatasara ismételten
remisszioba keriiltek. Ezen eredményliinket statisztikai szignifikanciaval nem tudtuk

alatamasztani, tovabbi vizsgalatot igényel nagyobb esetszamu tanulmanyban.

4.2.5. Primer és recidiva soran vett mintak 6sszehasonlité analizise

A 11 recidiv beteg mintajat 9 esetben volt lehetéségiink azonos betegtdl vett primer
mintaparjaval 0sszehasonlitani Habar a mintaparok elemzésekor a pmTOR expresszid
fokozodasat figyeltiik meg (Mann-Whitney U teszt, U=216, p=0,516) tovabbra megtartott
Rictor pozitivitas (T-proba, t(53)=1,54, p=0,446) ¢és csokkent pS6 festddés (Mann-
Whitney U teszt, U=224,5, p=0,635) mellett, ezen megfigyeléseink nem bizonyultak
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statisztikailag szignifikansanak. 15. Tablazatban az mintak Gsszehasonlitd elemzése,
valamint a 11. Abran hozza tartozé reprezentativ képek lathatoak.

15. Tablazat: A primer és recidiv mintak osszehasonlito tablazata. A tablazatban az
esetek parositott primer-recidiv mintai lathatoak. A szinezés erdsségét a kapott H-score
szabja meg, az alul lathat skala szerint. A talélési adatok, PAX-FOXO fazioés statusz
valamint a H-score értékek atlaga és medianja is lathato. (4)

pmTOR pS6 Rictor

Fuzios . . . . . o
, , L., primer recidiva primer recidiva primer recidiva
Eset szama statusz Remisszio

Eset 13 neg. Igen
Eset 29 neg. Igen
Eset 37 neg. Igen
Eset 28 poz. Nem
Eset 3 neg. Nem
Eset 10 neg. Nem
Eset 14 neg. Nem
Eset 33 neg. Nem
Eset11 neg. Nem

atlag

median

H-score
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11. abra: Primer-recidiv mintaparok reprezentativ festései. Fent reprezentativ
pmTOR, pS6 és Rictor festések lathatoak. A bal fels6 sarokban szerepl6 szamok a H-
score értékeket jelolik. A jobb also sarokban lathato skala 25 um-t jelol. (4)
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16. Tablazat. Az mTOR aktivitashoz kapcsolt markerek vizsgalatanak eredményei
primer és recidiv mintakban. A felsé tablazatban a primer és recidiv mintak fazié
pozitivitas, rizikd besorolas, valamint tulélés szerinti csoportjainak atlag és median H-
score értékei lathatoak. Az also tablazatban a pozitivitasuk szazalékos értéke lathatd. Az
Osszehasonlitasok mellett a hozzatartozoé statisztikai szignifikancia lathato. (4)

pmTOR pS6 Rictor
N=45 atlag  median P atlag  median P atlag median P
Primer
Fu,21(.),nega.tlrv 40 107 120 0.366 51 38 0.148 140 140 0.02
Fuozio pozitiv. 5 137 143 16 13 189 193
Nem magas r121k03u 12 133 153 0.095 49 58 0.418 149 143 0.668
Magas rizikojo 33 101 115 46 20 145 150
Gyogyult 32 108 121 48 32 146 150
0.634 0.773 0.599
Progressziv 13 115 122 44 30 138 135
Recidiv N=11
Fu21(.) nega.tlv 9 0.099 73 76 0.637 111 105 0.068
Fuzi6 pozitiv. =~ 2 10 10 36 36 189 189
Nem magas I‘fZI.kOJ‘u 3 202 202 0.838 8 8 0.014 140 140 0.794
Magas rizik6jo 8 122 125 80 76 123 121
Gyogyult 3 90 90 80 80 179 179
0.133 0.776 0.4
Progressziv 8 62 60 114 105
pmTOR pS6 Rictor
N=45 Poz (%) Neg. [ Poz. (%) Neg. P Poz. (%) Neg. P
_ ' (%) ' (%) ' (%)
Primer
Fu21(? nega.tlv 40 55 45 0.286 18 82 0.411 80 20 0.357
Fuzi6 pozitiv = 5 80 20 0 100 100 0
Nem magas r{z¥k0J.u 12 75 25 0.142 0 100 0.094 92 8 0.302
Magas rizik6jo 33 52 48 21 79 79 21
Gyogyult 32 57 43 0.745 16 84 0.68 81 19 0.58
Progressziv. 13 62 38 15 85 85 15
Recidiv N=11
Fu21(? nega.tlv 9 78 22 0.109 1 89 0.818 50 50 | 0.333
Fuzi6 pozitiv =~ 2 0 100 0 100 100 0
Nem magas r{z¥k0J.u 3 67 33 0.721 0 100 0.727 67 33 0.333
Magas rizikojo 8 63 37 13 87 57 43
Gyogyult 3 33 67 0 100 100 0
0.279 0.727 0.333
Progressziv. 8 75 25 13 88 50 50 |
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4.3. A metabolikus enzimek expresszidjadnak vizsgalata

4.3.1. Primer mintak jellemzése

A gliikoz hasznositas Gtvonalainak jellemzéséhez a PFK és LDHA (glikolizis markerek)
¢s az ATPB (oxidativ foszforilacio markere) enzimek vizsgalatanak eredményeibol
kovetkeztettiink. A primer mintak vizsgalata soran a PFK 18 %-ban (8/45 minta), az
LDHA 53 %-ban (24/45 minta). valamint az ATPB 36 %-ban (16/45 minta) mutatott
fokozott expressziot. Az emelkedett LDHA, az alacsony PFK és ATPB expresszid
Osszeségében a rabdomioszarkoma sejtekben a Warburg-effektus jelentéségére hivjak fel
a figyelmet a mitokondrialis oxidativ foszforilacioval szemben. A PFK, LDHA és ATPB
expresszid soran leirt atlag, median, minimum és maximum, valamint szoras értékek
szamszerlien a 17. Tablazatban, grafikusan pedig a 12. Abran lathatoak. Statisztikai
adatanalizist végeztiink szovettani alcsoport, talélés, valamint rizikobesorolas szerint. Az
eredmények részletesen a 20. Tablazatban lathatoak. Statisztikailag szignifikans
kiilonbséget egy esetben detektalunk, a PAX-FOXO fazi6 pozitiv mintak esetében
szignifikansabb t6bb PFK immunpozitiv esetet detektaltunk a fazidé negativ esetekkel

Osszehasonlitva (Fisher-egzakt teszt, p=0,033).

17. Tablazat. A primer mintak metabolikus enzim expressziojanak deskriptiv
analizise. A tablazatban a primer mintak H-score értékeinek atlaga, medianja, szorasa,
valamint minimum és maximum értékei lathatoak.

Atlag  Median  Minimum Maximum Széras
PFK 45,29 10,00 0,00 221,25 63,42
LDHA 109,22 110,00 12,50 196,67 63,12
ATPB 8173 70,00 0,00 230,00 56,68
G6PDH 13646 14500 0,00 24500 4881
GLS 120,53 133,33 2,00 243,75 66,22

A G6PDH festések mintazatanak értékelésével a pentdz-foszfat 1t aktivitdsanak
jellegzetességeit igyekeztiink megismerni. A primer szovettani mintdkon végzett
vizsgalatok figyelemre mélté immunpozitivitast mutattak, a mintak 82 %-aban (37/45
minta) volt 1athato erds enzim expresszio. A median, atlag értékek a 16. Tablazatban, mig
az adatok eloszlasa grafikusan a 12. Abran lathatak. Ezen eredményeink alapjan
feltételezhetd a pentoz-foszfat itvonal aktivitasanak jelentésége a primer tumorok
esetében. Szignifikans kiilonbség nem igazolodott szovettani beosztas, tulélés €s rizikod

besorolas szerint. (20. Tablazat)
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A GLS (glutaminolizis markere) expresszio magas volt a primer esetek 69 %-aban (31/45
minta). Eredményeink alapjan valdsziniisitheté a rabdomioszarkéma sejtek emelkedd
glutamin hasznositasi igénye. Szignifikans kiilonbség nem igazolodott szdvettani
beosztas, talélés és rizikd besorolas szerint. (20. Tablazat) Az értékek pontosabb

megoszlasa a 16. Tablazatban és 12. Abran lathato.

A
H-score

Eset24 ou "

12. Abra. A primer mintak metabolikus markereinek expressziéja. A fenti abran a
metabolikus enzimek expressziojanak grafikus abrazolasa, valamint alatta
reprezentativ szovettani képek lathatoak. A reprezentativ képek egy PAX-FOXO fuzio
negativ eset anyagabol szarmaznak. A jobb fels6 sarokban szereplé szamok a H-score
értékeket jelolik. A képek 40X nagyitassal késziiltek. (4)

4.3.2. Kemoterapiat kovetden vett mintak metabolikus markereinek jellemzése

Kemoterapiat koveté mintat 9 betegtdl tudtunk gytijteni és 8 esetben tudtuk parba allitani
primer mintaval. Kemoterapia hatasara l1étrejovo szignifikans valtozast egy esetben sem
tudtunk igazolni. A PFK 22 %-ban (2/9 minta), az LDHA 56 %-ban (5/9 minta), a ATPB
44 %-ban (4/9 minta), a G6PDH 67 %-ban (6/9 minta), valamint a a GLS 56 %-ban (5/9
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minta) mutatott immunpozitivitast. Az adatok deskriptiv jellemzése a 18. Tablazatban
lathato.

18. Tablazat. A Kkemoterapiat kovetéen vett mintak metabolikus enzim
expressziojanak deskriptiv analizise. A tablazatban a kemoterapiat kovetden vett
mintak H-score értékeinek atlaga, medianja, szorasa, valamint minimum és maximum
értékei lathatoak.
Atlag  Median  Minimum Maximum Széras

PFK 57,36 20,00 0,00 19250 71,27

LDHA 10313 12500 2,00 19750 68,81

ATPB 11060 81,25 0,00 22750 74,19

G6PDH 10542 11000 0,00 21125 68,25

GLS 105,92 13000 0,00 17750 74,30

4.3.3. Recidiv mintak metabolikus markereinek jellemzése

11 a recidiva soran vett mintat jellemeztiink, valamint 9 esetben tudtuk a primer- recidiv
%-ban (9/11 minta), ATPB 91 %-ban (10/11 minta), a G6PDH 27 %-ban (3/11 minta),
valamint a GLS 46 %-ban (5/11 minta) mutatott immunpozitivitast. A H-score értékek a
19. Tablazatban szerepelnek. Szignifikans kiilonbséget a primer és recidiv mintak
enzimexpresszioja kozott mindossze a G6PDH esetében tudtunk igazolni. A recidiv
mintdk immunpozitivitisa gyengébbnek mutatkozott (T-proba, t(54)=4,06,p=0,004).
G6PDH expresszi6 alapjan progresszid soran mar nem igazolhat6 a pentdz-foszfat

utvonal jelent6s szerepe RMS sejtekben.

19. Tablazat. A recidiv mintak metabolikus enzim expressziojanak deskriptiv
analizise. A tablazatban a recidiv mintak H-score értékeinek atlaga, medianja, szorasa,
valamint minimum és maximum értékei lathatoak.

Atlag  Median  Minimum Maximum Széras
PFK 53,33 5,00 0,00 190,00 72,63
LDHA 133,26 140,00 55,00 175,00 39,15
ATPB 79,02 68,33 0,00 193,33 66,78
G6PDH 78,25 70,00 20,00 175,00 51,88
GLS 108,11 92,50 0,00 20000 7332
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20. Tablazat. A metabolikus aktivitashoz kapcsolt enzim expresszié vizsgalatanak
eredményei primer és recidiv mintakban. A fels6 tablazatban a primer és recidiv
mintdk analizise fuzid pozitivitas, rizikd6 besorolds, valamint talélés szerinti
csoportjainak atlag és median H-score értékei lathatdak. Az alsé tablazatban a
pozitivitasuk szazalékos értéke lathatd. Az Gsszehasonlitasok mellett a hozzatartozo
statisztikai szignifikancia lathato. (4)

PFK LDHA G6PDH ATPB GLS
N;4 atlag median P atlag median P atlag median P atlag median P atlag median P
Primer
Fizib negativ 40 43 8 110 | 110 | 139 | 146 100 98 120 | 137
0.214 0.985 0.597 0.485 0.448
Fizio pozitiv 5 79 [ 103 | 104 | 80 125 | 124 99 63 101 | 108
Nem magas rizikéja 12 30 3 132 | 149 | 142 | 151 65 54 122 | 129
0.185 0.126 0.626 0.626 0.626
Magas rizikojo 33 53 18 100 | 94 135 | 133 83 75 116 | 135
Grogult 32 44 12 [114 ] 125 |0_ a5 | 141 ] 146 |00 88 70 oo 115 [ 129 | oo
Progresszv 13 54 10 9 78 124 | 124 78 9% 124 | 135
Recidiv
Fizionegatv O 73 88 .0 | 138 | 148 | o 86 B2 oo, 88 84, 0.637
Fizio pozitty 2 3 3 131 | 131 67 67 21 21 86 86
Nem magas rizikoja 3 58 58 1 144 | 144 0.608 67 67 0.609 84 85 0.414 143 [ 143 0.759
Magas rizikéjo 8 59 3 135 | 148 | 86 82 73 43 113 | 106 |
Gyogyut 3 60 60 115 | 115 [[108 [ 108 ] 83 83 155 | 155 |
0.63 0.497 0.776 0.497 0.921
Progresszv. 8 58 13 142 | 148 % 8 73 49 110 | 90
PFKP LDHA G6PDH ATPB GLS
Total Pos. Neg. p Pos.  Neg. P Pos.  Neg. p Pos.  Neg. p Pos.  Neg.
no. %) (%) ®%) (%) ®) (%) %) (%) %) (%) P
Primer
Fizio negativ 40 13 [ 87 | [53 ] 47 87 | 13 35 [ 65 72 ] 28
0.033 0.411 0.643 0.592 0.467
Fizi6 pozitty 5 | 60 | 40 40 [ 60 | 80 | 20 40 | 60 60 | 40
Nem magas rlzlko_ru 12 8 92 0.302 | 67 33 0.26 92 8 0.302 25 75 03 83 17 0.223
Magas rizikojo 33 21 | 79 48 | 52 | 79| 2 39 [ 71 66 | 34
Gyogyult 32 16 | 84 | [ 58 | 42 037 -84 ] 16 o, [ 66 | e [ 7L ] 29 oo
Progresszv 13 23 | 77 46 | 54 | 77 | 23 38 | 62 69 | 31
Recidiv
Fu,21(?'negei'tlrv 9 33 67 0.509 89 11 0.345 22 78 0.491 | 56 44 0.273 56 44 0.273
Fizio pozity 2 0 | 100 50 | 50 | [ 50 | 50 0o [ 100 0 [ 100
Nem magas rizksji 3 0 [ 100 J o0 [100] 00 0 [100 | o009 [ 67 | 33 o B[ 67 1,
Magas rizikéjp 8 38 | 62 75 | 25 38 | 62 38 | 62 | [ 50 | s0
Gyogyut 3 33 | 67 |0 [ 67 | 38 00 3 [ 67 | o [ 67 | 33 od2a 67 1 38
Progresszv 8 25 | 75 88 | 13 2% [ 75 38 | 63 38 | 63
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4.4. A vizsgilt mMTOR és metabolikus markerek kozotti korrelacid

A vizsgalt immunhisztokémiai markerek kozotti korrelaciot Spearman korrelacios
analizissel elemeztiik. Osszesen 28 korrelaciot vizsgaltunk. Az elvégzett elemzések
igazoltak az mTOR aktivitas, az LDHA ¢és a GLS expresszio kozott osszefliggéseket a
vizsgalt esetekben. Pozitiv dsszefiiggéseket talaltunk az pmTOR és az LDHA expresszio
(R = 0,403, p <0,05), valamint az pmTOR és a GLS expresszio kozott (R = 0,302, p
<0,05). A tobbi talalt szignifikans korrelacio jelent6sége kérdéses. (LDHA-PFK (R=-
0,508, p <0,05), GLS- Rictor (R=-0,306, p <0,05), GLS-ATPB (R=0,306, p <0,05)) A

korrelacio grafikus abrazolasa a 13. Abran lathato.
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13. Abra. A Spearman korreliciés analizis eredményei. A tiblazat hStérképének
intenzitasa a hozza tartoz6 korrelacios érték intenzitasa szerint valtozik. A szignifikans
Osszefiiggéseket csillaggal jeloltiik. (4)
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4.5. Esetbemutatisok

Az altalunk elvégzett vizsgalatok célja azon betegek azonositasa volt, akiknél relapszus
vagy tumorprogresszio esetén eldnyt jelenthet célzott terapias kezelés alkalmazasa. A
vizsgalt tumorok ALK, illetve mTOR pozitivitasanak igazolasaval lehet6ség nyilik
inhibitoraik alkalmazasara. Az altalunk vizsgalt gyermekek koziil ketten meg is kaptak
az célzott terapias kezelést. A kezelés hatédsait és mellékhatasait retrospektiven elemeztiik

és vetettlik 6ssze in situ vizsgalataink eredményeivel.

45.1. Alveolaris rabdomioszarkdma esetbemutatas

A 8 éves fitigyermek 14z és jobb alsé végtagi fajdalom miatt jelentkezett kivizsgalasra.
MR vizsgalat igazolta a multiplex, oszteolitikus csontfolyamatot, mely érintette a
gerincet, a medencét, illetve a térd régidjaban valamennyi csontot. Az L4-5 csigolya
kompresszios torése igazolodott, illetve a felvételeken lathato volt, amint a tumoros
folyamat a torakalis és lumbalis gerincszakaszon extramedullaris propagaciot is mutatott,
gerincvelé felé bedomborodott. (14. abra, A kép) A biopszids mintavétel csontra
lokalizalt alveolaris rabdomioszarkomat igazolt.

Kemoterapias kezelése a CWS 2012 metasztatikus agan megkezdddott, melyre jol
reagalt, a betegsége remisszioba keriilt. A kezelés befejezését kovetden hét honappal
kontroll képalkot6 MR vizsgalaton a jobb femur disztalis és a jobb tibia proximalis
részében megjelend aktivitasfokozodas vetette fel a recidiva lehetéségét, amelyet
biopszia igazolt. (14. abra, B kép) Ezt kdvetden kemoterapias kezelése a CWS 2012
protokoll recidiv agan folytatodott. A gyermek sulyosan elesett allapotu volt. Fajdalma
nehezen volt csillapithatd, mozgasban stlyosan korlatozta a beteget. Az altalanos jollétet
felméré Karnofsky-Lansky skalan 20 %-ot ért el.

A recidiv mintaban ALK pozitivitas igazolodott, mely eredmény alapjan crizotinib
terapia indult 2x280 mg/m2 adag alkalmazasaval (reggel 200 mg, este 400 mg dézisban).
A kezelés hatasara a kovetett elvaltozasok jelentdsen regredialtak. A betegnél stlyos
mellékhatasok nem jelentkeztek, mindossze enyhe foku, atmeneti szikralatas és izérzés
zavar, valamint a gyogyszer szedésének kezdeténél hanyinger, hanyas. A gyermek
altalanos allapota Is jelent6sen javult, fajdalmai megsziintek, aktivitasaban alapbetegsége

nem korlatozta, a jolléti skalan 100 %-0s volt az aktivitasa. (14. abra, C kép)
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A crizotinib kezelés harmadik hoénapjaban kitjuld jobb térdre lokalizalodd fajdalma
miatt, MR vizsgalat tortént, amely igazolta a tumoros folyamat progressziojat. (14. abra,
D kép) Ezutan egy ciklus kombinalt topotecan, karboplatin kezelésben részesiilt, mely
mellett panaszai fokozodtak. Enyhe pmTOR és pS6 pozitivitas alapjan tizenkét ciklus
MTOR gatlo temsirolimus kezelést kezdtiink, mely mellett folyamatos tumorprogresszio
volt észlelhetd, ezért kezelését leallitottuk. A megkezdett palliativ ellatas mellett a

gyermeket harom honappal késébb vesztettiik el.

14. Abra: az alveolaris RMS miatt gondozott fiigyermek MR felvétele. A fels6 sorban
a hagyomanyos MR felvétel, mig az alsé sorban a DWIBS (Diffusion weighted whole
body Magnetic Resonance Imaging with background body signal suppression) felvételek
lathatoak. A: a jobb térd MR felvétele a diagnozis felallitasakor. A képen lathatoak a
multiplex oszteolitikus csontléziok. B: felvételek a recidivarél. C: crizotinib kezelés
hatasara a tumor regredial. D: a tovabbi progressziot igazolo felvételek. (1)

Jelen vizsgalatunk soran ezen beteg mintai ismételt patologiai vizsgalatoknak vetettiik

crer

mellett, ami a korabbi vizsgalatban még nem meghatarozott emelkedett mTORC2

aktivitasra utal ebben az esetben. A retrospektiv elemzés szovettani képei a 15. Abran
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lathatoak. Ezen eredmények magyarazatul szolgalhatnak az mTORCL inhibitor kezelésre

elmarad¢ terapias valaszra.
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15. Abra: Az alveolaris RMS miatt gondozott fit mTOR aktivitasanak vizsgalata.
A retrospektiv elvégzett vizsgalatokbol késziilt szovettani metszetek lathatoak a
képeken. A felsé sorban a primer, az alséban a recidiv mintak lathatoak. Lathato az
alacsony pS6 és a magas Rictor expresszio. A képek 20x nagyitassal késziiltek. (4)

4.5.2. Inflammatorikus miofibroblasztos tumor esetbemutatas

A hatéves fitgyermek panaszai bizonytalan jobb csip6taji fajdalommal kezdddtek. A jobb
medencelapat és az abduktor izomzat nyomasérzékeny volt. A panaszos régiorol késziilt
els6é MR vizsgalat gyulladasos folyamatot véleményezett, de a rontgenfelvételen diffuz
atrofia abrazolodott, igy aspiracios citologia késziilt, mely tumoros folyamatot nem
mutatott.

Két évvel késébb a beteg panaszai fokozodtak, kontroll MR és ismételt aspiracios
citologia utan feltarasos biopszia tortént, a szovettan inflammatorikus miofibroblasztos
tumort igazolt. A toébbgoct tumor glutealis és adduktor inak jelentds részével kertilt
eltavolitasra. A beteg gyogyulasat eredményezd, onkologiai radikalitast miitét a tumor
infiltrativ terjedése miatt nem volt kivitelezheto.

Szovettani vizsgalat soran immunhisztokémiai méddszerrel ALK pozitivitas igazolddott,
melyet a FISH vizsgalat megerésitett. Két honap elteltével Kifejezett progresszio és
Kismedencei propagacio mutatkozott. Kortikoszteroid kezeléssel —kiegészitett
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kemoterapiat kezdtink a CWS 2009 protokoll magas kockazati agan. Kontroll MR
felvételen az eldzetes vizsgalatokhoz képest gyakorlatilag valtozatlan kép abrazolodott.
Az elmaradt terapias valasz miatt a kemoterapias kezelését felfliggesztettiik, majd ALK
pozitivitas igazolasat kdvetden crizotinib kezelés indult napi kétszer 250 mg dozisban
(2x280 mg/m2). (16. abra, A kép)

A crizotinib kezelés megkezdése el6tt gyermek altalanos allapota rendkiviil rossz volt,
fajdalmai erések voltak, nyugalomban is jelentkeztek, csak passziv, mozgast nem igénylé
tevékenységekben tudott részt venni, csendes, nyugodt jatékra is csak segitséggel volt
képes. A Karnofsky-Lansky skalan az allapota 20-30 %-ot ért el. Otthonaban folyamatos

ellatasra és kabito fajdalomcesillapito adasara szorult.

16. Abra: Az IMT miatt gondozott fingyermek MR felvételei. A: a crizotinib
kezelés elotti felvételek. A csipdiziilet teriiletén karéjos, az izmokat és csontokat is
infiltrald tumorok folyamat lathaté cisztikus felritkulasokkal és régebbi bevérzés
nyomaival. Legnagyobb kiterjedése 11x10 centiméter. A 1ézi6 infiltralja az
acetabulumot, az os ischiit és az os pubist is. Az als6 sorban a tumorrol késziilt DWIBS
felvétel lathato. B: a képek egy honappal a crizotinib kezelés megkezdése utan
késziiltek. Az el6z6 felvételekkel sszehasonlitva 20 %-0s tumor regresszio lathato. C:
A masfél éve tarto kezelést koveto kontroll felvételek. A tumor mérete jelentésen
csokkent az aktivitasa pedig teljesen megsziint az also, diffazio sulyozott felvételen. (1)

Crizotinib kezelés hatasara jelentds mértékben csokkent a tumor mérete. Korabbi
panaszai gyorsan javultak, a kezelés megkezdése utani elsé honap végére a Lansky jolléti
skalan elérte a 80 %-ot. A gyermek fajdalomcsillaptasként hetente 2-3 alkalommal
igényelte NSAID adasat, mely mellett iskolaba tudott jarni. (16. abra, B kép) A kezdeti
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mellékhatasok szikralatas, izérzés zavar, bradikardia, elektrolit eltérések voltak, de nem
jelentkeztek olyan erdsen, hogy a kezelést meg kellett volna szakitani.

A tobb, mint két évig tarto crizotinib kezelés mellett folyamatos regresszio volt lathato a
kontroll MR felvételeken. A gyermek, akit betegsége mozgaskorlatozotta, agyhoz kototté
tett iskolaba jart, még a testnevelés oran is részt tudott venni. (16. abra, C kép) Ezen beteg
szamara a teljes gyogyulast a tumor sebészi eltavolitasa jelentheti, de ez csak jelentds
csonkolas mellett lett volna kivitelezhetd, igy a cél a betegség remisszioban tartasa addig,
mig a gyermek el nem éri azt a testméretet, feltehetdleg a kamaszkora végén, amikor a
protézis betiltetés lehetdvé valik szamara.

Mivel a tumor aktivitasa az MR felvételeken teljesen megsziint, huszondt honap utan a

crizotinib kezelést felfuggesztettiik. (17. abra)

17. Abra: a kezelés leallitasa elott késziilt MR felvétel. A tumor aktivitasa
lényegében megsziint.

A kezelés leallitasat kovetd hetekben a gyermek fajdalma visszatért, az MR progressziot

igazolt, igy a crizotinib terapiat visszaallitottak. (18. abra)

18. abra: a kezelés leallitasat kovetéen egy honappal késziilt MR felvétel. Mind a

rezidualis tumor mérete, mind az aktivitasa novekedett.
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2019. aprilisaban végzett MR vizsgalat 0 elvaltozas megjelenését igazolta a korabbi
kovetett tumortomeg mellett. Janiusban tortént biopszias mintavétel igazolta a daganat
megtartott ALK pozitivitasat. Crizotinib rezisztencia miatt, egyedi engedélyezést
kovetden, 2019. szeptemberében megkezd6dott a fia alectinib, egy masodik generacios
ALK-inhibitor, kezelése napi egyszer 600 mg dozisban. A kovetett elvaltozds mar a
kezelés elsé honapjanak végére 30 %-0S regressziot mutatott, a gyermek tovabbra is

panaszmentes, mellékhatasokat nem tapasztalt.
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5. Megbeszélés

A gyermekkori lagyrészszarkomak agressziv gyermekkori malignitasok. Lokalizalt
betegség és jo kemoterapias valasz esetén ugyan jok a betegek tulélési esélyei, azonban
a metasztatikus, magas kockazati megbetegedések tulélése tovabbra is alacsony. Recidiv
megbetegedések esetében a korabban alkalmazott kemoterapia és sugarkezelés
mellékhatasai tovabb sziikitik a kezelési lehetségeket. Annak érdekében, hogy a magas
kockazath betegek ttlélését és életmindségét javitani tudjuk a mellékhatasok csokkentése
mellett fontos 1j terapias lehetdségek utan kutatni. Ennek érdekében tovabbi vizsgalatok
sziikségesek a lagyrészszarkomak tumorgenezisét és progresszidjat meghatarozo
molekularis mechanizmusok azonositasara.

Kutatasunk els6 szakaszaban a 2010. és 2014. kozott a 1. szamia Gyermekklinikan kezelt
illetve akkoriban is kezelés alatt allo lagyrészszarkomas betegek mintain tanulmanyoztuk
az ALK statuszt és annak valtozasat két kiilonb6z6 diagnosztikus eljarast alkalmazva. Az
ALK eltéréseit legszéleskoriibben nem kissejtes tiidékarciomak esetében vizsgaltak,
jelenleg a diagnosztikaban az arany standard eljaras a FISH modszer. NSCLC estében
igazoltak, hogy mind az immunhisztokémiai, mind a FISH moddszer megbizhatdan
alkalmazhato a daganat ALK pozitivitasanak vizsgalatara. (45, 107) Azonban a
gyermekkori lagyrészszarkomakat mas genetikai eltérések jellemzik, ezért célunk volt
igazolni az ALK vizsgalat jelent6ségét ezen betegcsoport esetében is. (25) Tovabba
Osszehasonlitottuk az immunhisztokémiai és FISH vizsgéalatok eredményeit.
Vizsgalatunk kezdetekor minddssze a nem Kissejtes tiid6karcinomak esetében végeztek
rutinszertien ALK FISH vizsgalatokat.

Kilonb6zé munkacsoportok eltéré adatokat publikaltak a lagyrésztumorok ALK
pozitivitasat illetden. A RMS-K vizsgalata soran az embrionalis daganatok esetében Kis
szazalékban, mig az alveolaris variansban joval nagyobb aranyban irtak le ALK
pozitivitast. FISH vizsgalatokkal a leggyakoribb genetikai eltérésként az ALK gén
a metasztazisok megjelenésével, valamint a rossz kimenetellel. (30, 31) IMT-ok kozott
50 %-0s ALK immunpozitivitast irtak le, valamint a transzlokacios eltérést talaltak a
leggyakoribbnak. (33-35) Mas lagyrészszarkomakban kevéssé jellemzett az ALK

statusz.
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18 beteg mintait vetettiik ala vizsgalatoknak, koztiik szerepelt 11 embrionalis, 2 alveolaris
rabdomioszarkomas, 3 inflammatorikus  miofibroblasztos és 2  alveolaris
lagyrészszarkomas szovettani minta. Immunhisztokémiai vizsgalatokkal 3 esetben volt
igazolhat6 ALK pozitivitds. FISH metodikaval 4 ALK pozitiv esetet igazoltunk, 1
amplifikalt és 3 transzlokalt esetet. Abban az esetben, ahol immunpozitivitdas nem
igazolodott, amplifikacio volt az észlelt genetikai eltérés, ennek a klinikai jelentésége
kérdéses. Szazalékokban kifejezve az eredményeinket az alveolaris RMS-k 50 %-a (1/2
minta), az embrionalis RMS-k 9 %-a (1/11 minta), az inflammatorikus miofibroblasztos
tumorok 67 %-a (2/3 minta) volt ALK pozitiv. Az alveolaris lagyrészszarkomas két eset
koziil mindkettd ALK negativnak bizonyult. Eredményeink eltérnek az irodalomban
fellelheté adatoktol, ennek hatterében az alacsony esetszam, valamint az eltérd
bevalogatasi kritériumok is allhatnak, de a tendencia, hogy az IMT és RMA eseteket
jellemzi az ALK pozitivitas, a mi vizsgalatunkban is igazolodott.

Vizsgalatunk kezdetekor még kevés eset keriilt publikalasra a crizotinib gyermekkori
légyrésztumorokban val6 alkalmazasarol. Minddssze eSettanulmanyok jelentek meg
ALK pozitiv IMT esetekben a crizotinib klinikai hatékonysagarol. IMT esetében a CWS
protokoll szerint is a kezelés részét képezheti az ALK inhibitor terapia azon betegek
esetében, ahol a teljes rezekcido nem kivitelezhetd. (3, 50) Rabdomioszarkomak esetében
alkalmazott ALK inhibitor kezelésrdl még kevesebb tanulmany jelent meg. Minddssze
biztonsagos alkalmazasat igazoltak gyermekek esetében is. (50) Tovabbi kérdéseket
vetett fel a feln6ttkori nem Kissejtes tiidédaganatokban leirt crizotinib rezisztencia, mely
lekiizdésére fejlesztés alatt alltak masodik generacios ALK inhibitorok. (25, 54) Két
betegiinknél alkalmaztunk crizotinib kezelést. Az inflammatorikus miofibroblasztos
tumor miatt gondozott beteg esetében kezdetekben komplett remissziot, majd crizotinib
rezisztencia kialakulasat kovetéen alectinib alkalmazasaval ismételten remissziot, az
alveolaris rabdomioszarkomaval gondozott beteg esetében pedig parcialis valaszt
figyeltink meg. Az irodalom legfrissebb fejleményeit kovetve, a vizsgalat els
szakaszanak lezarasat kovetden jelent meg egy kozlemény, mely magyarazattal szolgalt
az ALK pozitiv alveolaris rabdomioszarkémaval diagnosztizalt betegiink esetében
megfigyelt crizotinib rezisztenciara. Peron és tarsai nem csak az ALK fehérje
megjelenését vizsgaltadk RMS sejteken, hanem annak foszforilaltsagat is. Vizsgalatuk

soran fény deriilt ra, hogy sok esetben az ALK fehérje egy defoszforilalt, inaktiv
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allapotban talalhaté meg a RMS sejtekben, mely magyarazza az inhibitor hatastalansagat.
Tovabba igazoltak a vad tipusa ALK fehérje inhibitor érzéketlenségét, illetve felvetették
annak lehetéségét, hogy a crizotinib, mint multi-receptor-tirozin-kinaz inhibitor fejti ki
hatasat in vitro az RMS sejteken, nem az ALK szignalizacids utvonalon keresztiil. (119)
Tovabba 2018-ban Wierdl és munkatarsai ALK pozitiv RMS xenograft modellben
crizotinib kezelés hatasara felgyorsult daganat novekedést irtak le, ami szintén felhivja a
figyelmet a crizotinib kezelés ovatos alkalmazasara RMS betegekben. (120) Valamint
Klinikai vizsgalat is igazolta mar az ALK inhibitor kezelésre elmaradé terapias valaszt
alveolaris rabdomioszarkomak esetében. (61, 62)

Az ALK pozitiv szarkdmak crizotinib kezelésével szerzett tapasztalatok eltéréek, de azon
IMT betegek szamara, akiknél a konzervativ kezelésre a terapias valasz elmarad, az ALK
inhibitorok jelenthetik a gyogyulast. Ezen daganatos betegségek esetén a teljes
gyogyulast a sebészi eltavolitas hozza. A crizotinib terapiaval elérheté lehetne, hogy a
daganat remisszioba keriiljon, vagy legalabb a mérete €s aktivitasa annyira csokkenjen,
hogy lehetévé valjon egy késdbbi tumoreltavolitd miitét.

gy Osszegezve eredményeinket arra a kovetkeztetésre jutottunk a vizsgalat elsé
szakaszanak végeztével, hogy célszerii lenne az ALK gén vizsgalatat a rutin diagnosztika
részévé tenni az inflammatorikus miofibroblasztos betegek esetében, hiszen ennek a
populacionak eldnyt jelenthet a crizotinib kezelés. Jelenleg az ALK immunhisztokémia
elvégzése az IMT betegek esetében mar a rutin diagnosztikus festésekkel egy iitemben
torténik meg a Semmelweis Egyetemen.

Vizsgalatunk masodik szakaszaban a gyermekkori rabdomioszarkomak mMTOR és
metabolikus profiljat jellemeztik. A 2007. és 2017. kozott Magyarorszagon
rabdomioszarkomaval diagnosztizalt vagy kezelt osszes beteg elérheté szovettani
mintajat Osszegyujtottiik, Osszesen 48 betegtdl 65 mintat. Az irodalmi adatoknak
megfelelden, talsullyal szerepeltek benne embrionalis RMS mintak (53 szvettani minta),
joval kevesebb volt az alveolaris (7 minta) és mas szovettani altipusba tartozo RMS
szovettani minta (5 minta). A primer, diagnozis felallitasakor vett mintak mellé lehetoség
szerint Osszegyujtottiik a kezelés kozben és a recidiva igazolaskor vett szovettani
mintakat is. Igy Osszesen 8 primer-kezelés kozben vett mintapar és 9 primer-recidiv

parositott minta gytilt 6ssze. Tissue microarray blokkokat hoztunk létre azokbol a
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szovettani mintakbol, amelyekben a tumor mérete lehetévé tette, hogy a szovethenger
eltavolitasat kovetden is maradjon kelld mennyiségii értékelhetd tumorszovet.
Preklinikai vizsgalatok alapjan feltételezheté az mTOR utvonalnak a rabdomioszarkoma
sejtek tumorgenezisében és talélésében jatszott szerepe. (69-71, 79-82) In vitro
vizsgalatokon tal csak limitalt adatok allnak rendelkezésre a rabdomioszarkomak in situ
altalanos mMTOR, valamint részletekbe mené MTORC1 és C2 aktivitasarol. (72) Az
MTOR utvonal vizsgalatat az pmTOR (az MTOR kinaz markere), a pS6 (az mTROC1
markere) és a Rictor (az mTORC2 markere) immunhisztokémiai modszerrel
meghatarozott fehérje expresszidjaval vizsgaltuk. A primer mintaink 56 %-aban (25/45
minta) figyeltiink meg magas pmTOR expressziot, mely arra utal, hogy az RMS esetek
jelent6s részében megnovekedett az MTOR kinaz aktivitasa. A fizi6 pozitiv esetek 80 %-
a (4/5 minta), a fuzié negativ esetek 53 %-a (21/40 minta) mutatott immunpozitivitast.
Azonban sok esetben magi pmTOR pozitivitas volt megfigyelhetd, mely 6sszefiiggése a
Klinikumban megfigyelt kimenetellel rabdomioszarkomak esetében nem igazolt, habar
mas tumorokban vizsgalat alatt all. (121, 122) Ezenkiviil a Rictor fokozott expresszidjat
detektaltuk a vizsgalt primer mintak 82 %-aban, valamint a fizié pozitiv mintak kozott
szignifikansan tobb esetet jellemzett immunpozitivitas (T-proba, t(43)=-2,41, p=0,.020),
mint a fazidé negativak kozott. Ezzel szemben a pS6 expresszidja, amely az mTORC1
aktivitas markere, a legtobb esetben alacsony volt. Eredményeink az esetek tobbségében
az mTORC2 emelkedett aktivitasara utalnak alacsony mTORC1 aktivitas mellett. Ennek
jelentdsége a késobbiekben sziikségessé valo mTOR inhibitor kezelés megvalasztasaban
van.

Kemoterapias kezelést kovetéen valamint a progresszio soran valtozhat a malignus sejtek
genetikai allomanya, metabolikus aktivitasa. Ezért célul tliztiik ki, hogy 6sszehasonlitsuk
az mTOR aktivitast és egyes metabolikus enzimek expresszigjat parositott mintainkban.
Eredményeink arra utalnak, hogy a kemoterapia nem okozott 1ényeges csokkenést az
MTOR aktivitasban. A pmTOR ¢és Rictor H-score értékek Osszességében kismértéki
csokkenést mutattak. A pS6 protein H-score értékeiben azonban emelkedést észleltiink,
ez azonban nem a diffuzan erésebb festédés kovetkezménye volt, hanem az egyediilallo,
erds festodésti sejtek szamanak novekedése okozta. Ezt nem a daganat fokozott mMTORC1
aktivitasanak tudjuk be, hanem az alkalmazott mitozist gatlo szerek (pl. aktinomycin- D)

hatasanak. Az aktinomicin-D hatasa csokkenti az mMTORC1-hez kapcsolodo riboszomalis
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S6 kinaz aktivitast tumorsejtekben. (123) Mivel a tumoreltavolité miitét elvégzését egy
kemoterapias kezelési sziinet idejére iddzitik, igy ezek a sejtek rovid idére felszabadulnak
a mitotikus gatlas alol, proliferacidjuk ujraindul. A mitotikus fazisba belépd sejtek
foszforilalt riboszomalis S6 mennyisége jelentésen megnd. (124) Ennek tudhat6 be a
detektalt emelkedett pS6 expresszié bizonyos, a feltehetden éppen mitotikus fazisban
levé sejtekben.

Recidiv mintak esetén fokozott pmTOR expressziot és mindemellett tovabbra is alacsony
pS6 valamint emelkedett Rictor H-score értéket detektaltunk. Ami szembetiing volt, hogy
azon betegeinknél, akik jo terapias valaszt mutattak a recidiv kezelési protokollra,
alacsonyabb pmTOR expressziot észleltiink mind a primer tumor, mind a recidiv minta
esetében. Ezzel szemben azon betegeink tobbségében, akiket elvesztettiink a recidiv
kemoterapia hatastalansaga miatt, a primer daganat szévettani mintaban is igazolhato volt
emelkedett pmTOR expresszid, mely tovabbi emelkedést mutatott a betegség
kigjulasakor. Ezen eredményeink alapjan feltételezhetd Osszefiiggés a Kimenetel és az
mTOR aktivitas kozott, de ennek igazolasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Az mTOR utvonal gatlasara tobb generacios inhibitorok érhetok el. A legszéleskoriibben
alkalmazottak az els6 generacios MTOR inhibitorok, a rapalogok, amelyek az mTORC1
gatloi. A preklinikumban igéretes eredményeket mutattak, de a klinikumban mégsem
valtottak be a hozzajuk fizott reményeket. (79, 82) Sem monoterapiaban, sem mas
inhibitorokkal kombinalva nem igazolddott a klinikai hatasossaguk. (83, 84) Habar a
legutobbi Klinikai vizsgalat eredményei mast mutatnak. Ebben a vizsgalatban a
konvencionalis kezelési protokollok mellett egyik agon temsirolimus (mTORC1
inhibitor), a masik agon pedig bevacizumab kezelésben részesiiltek a betegek. Az
eredmények alapjan a temsirolimus kezelés az Gssz-talélésen (overall survival) nem
javitott, de az eseménymentes tilélése a temsirolimus agon kezelt betegeknek jobb volt.
(85) Mas szovettani csoportba esé szarkomak esetén igazoltak, hogy a pS6 jo
prognosztikus marker annak eldjelzésére, hogy a hatasos lesz-e az mTORCL1 inhibitor
kezelés. (125) A fent részletezett vizsgalatban a betegek tumoranak mTOR aktivitasat,
illetve annak C1 és C2 komplexek kozotti megoszlasat nem vizsgaltak, a kezelés
megkezdéséhez nem volt feltétel az MTORC1 aktivitasanak igazolasa. (85)
Eredményeinket és az egyelore limitalt klinikai tapasztalatainkat figyelembe véve,

javasoljuk az mTOR statusz részletes vizsgalatat az mTOR inhibitor kezelés megkezdése
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elétt, mivel az alacsony pS6 expresszié mellett, a Rictor fokozott expresszidja is eldre
jelezheti a rapalog kezeléssel szembeni rezisztenciat. Az mTORC1 inhibitor, rapalog
kezelést csak olyan betegek szamara javasoljuk, akinél fokozott az mTORC1 tutvonal
emelkedett aktivitasa, de nem jellemzi az mTORC2 komplex emelkedett aktivitasa. A
tulélési eredmények tovabbi javulasa remélhetd mind az mTORC1-C2, mind pedig a
PI3K-mTOR utvonal kettés inhibitorainak klinikumban valé alkalmazasatol. (76, 77, 81,
126) Az mTOR statusz vizsgalata segitheti a klinikus dontését, hogy elégséges-e a
betegnél MTORC1 gatlo alkalmazasa vagy inkabb a dual-inhibitoroktol varhato
hatékonysag.

A rabdomioszarkomas szdvettani mintak mMTOR statuszanak vizsgalata mellett a tumoros
sejtek metabolikus profiljat is jellemeztiik. A malignus sejteknek tulélésiikhoz és
novekedési litemiik fenntartdsahoz alkalmazkodniuk kell a folyamatosan valtozé
kornyezethez, tapanyag ellatottsaghoz valamint az alkalmazott kezelések hatasaihoz.
Ezen metabolikus adaptacioban fontos szerepet jatszik az mTOR szignalizacios utvonal
aktivitasa. (127-129)

A PI3K-Akt-mTOR jelatviteli Gtvonal aktivitas fokozodasanak hatasara emelkedhet a
sejtek glukoz felvétele, valtozhat a hasznosulasanak utvonala. Az oxigénellatottsagtol
fiiggetlen anaerob glikolizis, a Warburg-effektus, jellemzi a malignus sejtek tobbségének
szénhidrat anyagcseréjét. Az mMTOR utvonal hozzajarul a glukoz transzporterek
szamanak emeléséhez, a glikolitikus enzimek expresszidjanak fokozasahoz. Az mTOR a
HIF1a és MYCN transzkripcios faktorokon keresztiil segiti a glikolitikus gének atirasat.
Mind az mTORC1 ¢és mTORC2 fontos szerepet jatszik a glukéz anyagcsere
adaptaciojaban. (64, 66) A gluk6z hasznosulasat RMS sejtekben a PFK és LDHA
enzimek expressziojaval jellemeztiikk. A PFK a glikolizis egyik résztvevdje, a fruktoz-6-
foszfat — fruktoz-1,6-biszfoszfat atalakulasért felelés és a glikolizis egyik legjobban
szabalyozott enzime. A PFK gyenge festédést mutatott a mintainkon. A primer szovettani
mintak minddssze 18 %-a (8/45 minta) mutatott immunpozitivitast. Az fuzidé negativ
alcsoportban 13 % (5/40 minta), a fuzié pozitiv alcsoportban 60 %-os (3/5 minta)
pozitivitast detektaltunk, ez a kiilonbség szignifikans volt (Fisher-egzakt teszt, p=0,033).
A recidiva soran és a kemoterapias kezelést kovetden vett mintak enzim expresszidja még
alacsonyabbnak bizonyult. Ezzel szemben az LDHA, a piruvat-laktat atalakitasért felelés

enzim, erds pozitivitast mutatott a primer mintak 55 %-aban és az enzim expresszioja
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fokozodott a recidiv mintakban (82 % pozitiv). E16bbiek mellett korrelacié mutatkozott
a primer mintak esetében a MTOR kinaz aktivitas fokozodasa és az LDHA expresszio
kozott (R=0,403; p<0,05). Ezen eredményeink tiikrében feltételezheté a Warburg-
effektus jelenléte, illetve ennek kapcsolata az emelkedett mTOR aktivitassal a
rabdomioszarkéma sejtekben.

Az oxidativ foszforilacio valtozasai is hozzajarulnak a Warburg-effektus kialakulasahoz,
igy a mitokondrialis miikodésben 1étrejové rendellenességek jelenleg vizsgalatok alatt
allnak. Rabdomioszarkéma sejtvonalakat tanulmanyozva ellentmondasos eredmények
sziilettek. Bizonyos munkacsoportok igazoltak, masok cafoltak a mitokondrium hibas
mikodését. (95, 100-102) Az oxidativ foszforilaci6 miikodését az ATPB enzim
expresszidjanak vizsgalataval jellemeztiikk. Az ATPB a mitokondrium bels6 membranjan
talalhatd meg, az ATP szintézis utolso 1épését katalizalja. Az ATPB expressziot
alacsonynak talaltuk a vizsgalt RMS mintakon, ami alapjan az oxidativ foszforilacio
elhanyagolhato szerepe feltételezheté a RMS sejtek anyagcseréjében.

A pentdz-foszfat ut riboz-5-foszfat, ami a nukleinsav anyagcsere épitékove, és NAPDH
termeléssel jarul hozza a daganatos sejtek anyagcseréjéhez, redox egyenstlyuk
fenntartasahoz. Mind az mTORC1, mind az mTORC2 fokozza a pentdz-foszfat utvonal
enzimeinek transzkripcidjat és aktivaciojat. A pentdz-foszfat ut sebesség meghatarozo
1épését a G6PDH katalizalja. A G6PDH redukalja a NADP-ot NADPH-ra, mikdzben
oxidalja a gliikkoz-6-foszfatot. (64, 97) A G6PDH expressziojat vizsgalva jellemeztiik a
RMS sejtek pentoz-foszfat ttvonal aktivitasat. A G6PDH kifejezetten erds
immunpozitivitdst mutatott a primer mintainkban. Fuzié negativ daganatok 87 %-aban
(35/40 minta), a fuzidé pozitivak 80 %-aban (4/5 minta) tapasztaltunk erés G6PDH
expressziot. A recidiv daganatokban szignifikansan csokkent expressziot detektaltunk a
primer daganatokhoz képest (T-proba, t(54)=4,06,p=0,004). Eredményeink alapjan
feltételezhetd a pentdz-foszfat Gt fokozott aktivitasa primer tumorok esetén, ezzel
szemben recidiva esetén nem igazolhato az Gtvonal jelentdsége RMS sejtekben.

A fokozott glutamin igény tobb malignitas esetében ismert. Az mTORC1 komplex
fokozza a glutaminolizishez kapcsolt gének transzkripcidjat, tovabba maga a glutamin
tulkinalat lehet pozitiv visszakapcsolas az mTORCL1 atvonalnak. A glutamin hasznositasi
utvonalaknak fontos szerepe van a reaktiv oxigén gyokok elimindcidjaban, a nem

esszencialis aminosavak, a purin, pirimidin és zsirsavak szintézisében. (98) Glutamin
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dependenciat in vitro RMS sejtvonalakon igazolt Issaq és munkacsoportja. (99)
Fentiekkel 6sszehangban a mi vizsgalataink soran is kKifejezetten magas GLS expresszio
volt igazolhato a primer mintakban. Recidiv RMS sejtekben az erds expresszid kissé
mérséklodott, a mintak kozel fele mutatott mar csak pozitivitast. Tovabba korrelaciot
lehetett igazolni a primer mintak vizsgalata soran az mTOR kinaz aktivitas fokozodasa
és a GLS expresszio kozott (R=0,302; p<0,05). Eredményeink alapjan feltételezheto a
RMS sejtek fokozott glutamin igénye.

A metabolikus utvonalak vizsgalata soran nyert adatok klinikai jelentésége a lehetséges
Uj terapias célpontok azonositasaban rejlik. Rabdomioszarkomak esetében a fokozott
aktivitast mutatdé metabolikus utvonalak, amelyeken érdemes tamadaspontokat keresni a
glikolizis, a pentdz-foszfat utvonal, illetve a glutamin anyagcsere. Bizonyos metabolikus
enzimek gatlasa okozhat szisztémas toxicitast, mivel a normal szoévetekben is fontos
fiziologias szerepe van ezeknek az enzimeknek. Az utvonalak terapias célpontként valo
alkalmazhatdsaga attol fiigg, hogy toleralhatd-e az 1t szisztémas blokadja.

Szamos olyan metabolikus inhibitor 1étezik, amely a glikolizist célozza meg, mint példaul
a GLUT1 and GLUT4 (WZB117, silibin), hexokinaz (2-deoxiglukoz, 3-
bromopiruvatsav), foszfofruktokindz (PFK158), piruvatkinaz M2 (TLN-232,
ionidamine), LDHA (FX11, GNE-140, FX11, galloflavin) inhibitorai, melyek jelenleg is
fejlesztés alatt allnak. A malignus sejtek mikrokornyezetével vald szimbiodzisa a laktat
metabolizmuson keresztiil gatolhato a laktat transzporterek gatlasaval is. Elobbi
hatbanyagok koziil tobb is fazis kettd vizsgalatban van. (91)

A pentoz-foszfat utvonalon a foszfoglicerat mutaz enzim inhibitoranak (PGMI-004A)
preklinikai vizsgalata zajlik, mely ez idaig in vitro és in vivo is hatasosnak bizonyult. (91)
A glutamin anyagcsere tamadasara tobb célzott terapias gyogyszer is fejlesztés alatt all.
Tamadaspontjaik a glutamin transzporterek, a glutaminaz, glutamat-dehidrogenaz. A
benzilszerin és az L-y-glutamil-p-nitroanilide a glutamin transzporter inhibitorai. A GLS
gatlasara fejlesztették a BPTES, a Telaglenastat (CB-839), és a compound 968 nevii
hatéanyagokat. Az epigallokatekin gallat, a glutamat-dehidrogenaz inhibitora. Az AOA
transzaminaz inhibitor a proliferaciot a glutamin citratkorbe 1épésén keresztiil gatolja.
Ezen hatéanyagok preklinikumban igéretes daganat ellenes hatassal birtak in vitro. (98)

A szarkomakon végzett preklinikai vizsgalatok szama igen alacsony, de a

crer
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(130) Fazis ketto vizsgalatok a Telaglenastat, epigallokatekin gallat hatéanyagok human
medicindban torténd alkalmazésat tolerdlhatonak és biztonsagosnak talaltdk, ambar az
utdbbival végzett vizsgalatok nem igazoltak a klinikai hatékonysagat. (131, 132)
Mindezen kutatasi eredmények, az altalunk RMS sejteken leirt enzim expresszio
tiikrében, 0j terapias célpontokkal szolgalhatnak a jovoben.

Meg kell emliteniink a vizsgalat legnagyobb limitaciojat, amely az alcsoportokra bontas
soran az esetszamokban megfigyelheté nagy eltérésben jelentkezik. A keletkezé kis
esetszamu csoportok rontjak a szignifikans eltérések igazolasanak esélyét. Habar az adott
ritka betegségek el6fordulasahoz képest jelentds esetszammal dolgozhattunk, a
tovabbiakban megfontolandé prospektiven folytatni a vizsgalatok eclvégezését az

esetszam novelése érdekében.
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6. Kovetkeztetések

Kutatasunk eredményeit 0sszefoglalva:

1.

A gyermekkori lagyrészszarkomakban

az ALK statusz immunhisztokémiai vizsgalata soran igazoltuk az ALK gén
eltéréseit és az jonnan megjelend fehérje expresszidjat: a vizsgalt esetekben az
alveolaris rabdomioszarkomak 50 %-a, az inflammatorikus miofibroblasztos
tumorok 67 %-a volt ALK pozitiv, mig a vizsgalt embrionalis
rabdomioszarkomak ¢és alveolaris lagyrésztumorok negativak voltak.

Az ALK immunpozitiv esetekben a genetikai eltérést, transzlokaciot is
kimutattuk. Egy tovabbi esetben mutattunk ki amplifikaciot ALK fehérje
expresszio nélkiil, igy ennek az eltérésnek a klinikai jelentdsége kérdéses.
Eredményeink alapjan az ALK pozitivitas megitélésére célszeri a tumorgenezis
soran a sejtben Gjonnan megjelend ALK fehérje immunhisztokémiai kimutatasat

alkalmazni és ehhez kiegészitésként végezni FISH vizsgalatot.

A rabdomioszarkoma szdvettani mintak mTOR jelatviteli Gtvonalhoz kapcsolt
fehérjéinek és metabolikus enzimeinek in situ expresszido vizsgalataval a
kovetkezOket allapitottuk meg:

A kezelés elotti, primer szovettani mintak daganatsejtjeiben fokozott mTOR
aktivitast, a detektalt fehérje expresszids mintdzat alapjan jellemzéen mTORC?2
aktivitast mutattunk ki, amellyel az mTORC2 jelatviteli utvonal fokozott
aktivitasat igazoltuk rabdomioszarkémakban. Az mTORC2 aktivitas
szignifikansan nagyobb volt a PAX-FOXO fazié pozitiv esetekben a fuzio
negativakhoz képest. Kemoterapiat kovetéen az mTOR aktivitas szoveti Szinten
nem valtozott, mig recidiv szovetmintakban, elsésorban azokban a betegekben
ahol a masodvonalbeli kezelés hatastalan volt, a primer mintakban
tapasztaltakhoz képest fokozodott az mTOR aktivitas, megtartott mTORC2
dominancia mellett.

A rabdomioszarkoma sejtek metabolikus folyamatainak atrendezédését figyeltiik

meg:
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- A gyenge ATPB ¢és erés LDHA immunpozitivitas a rabdomioszarkoma
sejtekben Warburg-effektus jelenlétére utal.

- A G6PDH enzim fokozott expresszidja alapjan jelentds a pentoz-foszfat
utvonal aktivitasa is.

- Az intenziv GLS immunpozitivitas a rabdomioszarkoma sejtek fokozott
glutaminhasznositasara hivja fel a figyelmet.

- Az mTOR aktivitas szerepét tamasztja ala a primer mintakban igazolt
korrelacié az mTOR aktivitas (pmTOR expresszid) és az LDHA, illetve a
GLS expresszid kozott.

- A fenti anyagcsere tutvonalak azonban kevésbé valtoztak a kemoterapias
kezelés hatasdra. A G6PDH szignifikans csokkenést mutatott a recidiv

szOvetmintakban.

3. Két esetben dokumentaltuk az alkalmazott célzott terapias kezelések hatasait.
- az ALK inhibitor kezelés IMT esetben rendkiviil hatékony lehet (IMT
diagnézist gyermek a tobb éve tartd folyamatos ALK inhibitor, crizotinib,
majd alectinib kezelés mellett panaszmentes, remisszioban van és
jelentkez6 mellékhatasok is csak enyhék voltak), mig mas szarkomak
esetében csak parcialis valasz érhet6 el (alveolaris RMS miatt gondozott
gyermek esetében a crizotinib kezeléssel minddssze parcialis valaszt
lehetett elérni)

- Egyes szarkomak kezelése soran, terapia rezisztencia vagy relapszus
esetében, felmeriilnet az MTOR gatlok alkalmazasa, de ezekben az
esetekben a rapalogok hatastalansaganak hatterében az mTORC2 komplex

aktivitasa fontos tényezo lehet.

Az inflammatorikus miofibroblasztos tumorok esetében az ALK inhibitor kezelés
hatékony lehet, jelenleg az ALK immunhisztokémiai vizsgalatok elvégzése a rutin
diagnosztikaval egy iitemben megtorténik. Egyedi off label engedéllyel sziikség esetén
valamennyi ALK pozitiv IMT-ral diagnosztizalt gyermek megkaphatja a sziikséges ALK
inhibitor kezelést. Az ALK inhibitor kezelés rabdomioszarkéma esetében nem bizonyult

hatasosnak. Feltehetéleg az ALK nem jatszik fontos szerepet a tumorgenezisben akkor

68



DOI:10.14753/SE.2021.2459

sem, ha expresszioja, genetikai eltérése a daganatos szovetben igazolhat6. Tovabba az
altalunk kimutatott emelkedett mMTORC2 aktivitas miatt a magas kockazata esetekben
érdemes az MTOR aktivitast pontosan jellemezni, hiszen ezen betegcsoport profitalhat az
uj MTOR inhibitor kezelésekb6l. A jovOben 1j terapias célpontokként a megvaltozott

anyagcsere kiilonb6z6 ttvonalai is szerepelhetnek.
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7. Osszefoglalas

A rabdomioszarkéma (RMS), a leggyakoribb gyermekkori lagyrésztumor, egy agressziv
malignitas. A lokalizalt elvaltozasok esetében a tilélés jo, de elérehaladott, metasztatikus
esetekben csak a betegek harmada remélhet teljes gyogyulast. A talélési esélyek és a
hosszu tava életmindség javitasa érdekében sziikséges 1j terapias célpontok utan kutatni.
Magas kockazati lagyrészszarkomas betegek mintain végeztiik el az anaplasztikus
limfoma kinaz (ALK) statuszanak vizsgalatait immunhisztokémiai és FISH modszert
alkalmazva. Eredményeinket 6sszefoglalva az alveolaris RMS-k 50 %-a, az embrionalis
RMS-k 9 %-a, az inflammatorikus miofibroblasztos tumorok (IMT-ok) 67 %-a bizonyult
ALK pozitivnak. Az alveolaris lagyrésztumorok kozott egy esetben sem volt igazolhato
az ALK fehérje expresszioja, genetikai eltérése. Az ALK inhibitorokkal szerzett klinikai
tapasztalatunk alapjan alkalmazasuk az ALK pozitivitas igazolasat kovetden javasolt
IMT esetén, azonban RMS-k esetén nem. (L. Felkai et al., The Presence of ALK
Alterations and Clinical Relevance of Crizotinib Treatment in Pediatric Solid Tumors
,2019, Pathol Oncol Res 25, 217-224)

Kutatasunk masodik szakaszaban az mTOR szignalizacids €s anyagcsere utvonalak
jellemzését végeztilk az aktivitasukkal Osszefiiggésbe hozhato fehérjék in situ
immunhisztokémiai vizsgalataval 65 RMS mintan. A RMS sejteket jellemezte a fokozott
mTOR aktivitas és MTORC2 dominancia. Osszehasonlitva a rendelkezésre 4116 primer -
kemoterapias kezelést kovetden vett, illetve primer - recidiv minta parokat arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a kemoterapia nem valtoztat a daganat mTOR aktivitas
profiljan. Fokozodik azonban az mTOR aktivitds a masodvonalban terapia rezisztens
betegekben megjelend recidiv tumorszdvetekben. A fenti patologiai és klinikai
tapasztalatunk alapjan a jelenleg elérhet6 mMTORCL1 inhibitor kezelést csak olyan betegek
szamara javasoljuk, akinél igazolt az mTORC1 utvonal emelkedett aktivitasa, de nem
jellemzi az mTORC2 komplex hiperaktivitas. Azon betegek esetében, akiknél mTORC2
aktivitas igazolodott, dual-inhibitor alkalmazasa meriil fel a jovében.

Tovéabba vizsgalati eredményeink alapjan érdemes alternativ terdpias célpontok utdn
kutatni RMS-akban a glikolizis, a glutaminolizis, valamint a pent6z-foszfat utvonalon.
(L. Felkai et al., Characterization of mTOR activity and metabolic profile in pediatric

rhabdomyosarcoma, 2020, Cancers)
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8. Summary

Rhabdomyosarcoma (RMS), the most common pediatric soft tissue tumor, is an
aggressive malignancy. The overall survival of localized cases is good, however only one
third of the patients with advanced, metastatic disease could hope for total remission. To
improve outcome and long-term quality of life it is important to look for new therapeutic
options.

We evaluated the anaplastic lymphoma kinase (ALK) status of the patients diagnosed
with high risk solid tumors using immunohistochemistry and FISH. 50 % of the alveolar
RMSs, 9 % of the embryonal RMSs, 67 % of the inflammatory myofibroblastic tumors
(IMTs) were found to be ALK positive. None of the alveolar soft part sarcoma patients
was ALK positive. Our clinical experience suggests that using ALK inhibitors in ALK
positive IMT patients is efficient, but not in RMS patients. (L. Felkai et al., The Presence
of ALK Alterations and Clinical Relevance of Crizotinib Treatment in Pediatric Solid
Tumors. (2019) Pathol Oncol Res 25, 217-224)

In the second phase of our investigations, we characterized the mTOR and metabolic
profile of 65 RMS samples through the in situ expression of proteins related to these
pathways. We observed enhanced mTOR activation with an mTORC2 dominance in
primary cases. Comparing primary and neoadjuvant treated samples, we found that
chemotherapy did not alter the mTOR profile. We detected enhanced mTOR activity in
relapsed cases in which second line treatment was shown to be ineffective compared to
primary samples. Our pathological and clinical experience confirm the importance of
screening of RMS patients before administering mTOR inhibitor therapy. We suggest
mTORCL1 inhibitor treatment only for patients with enhanced mTORC1 activity without
mTORC?2 pathway activation. For patients with activated mTORC2 pathway the dual-
inhibitor treatment could be a future therapeutic option.

In addition, our results shed light to further alternative therapeutic targets on the
glycolytic, glutaminolytic and pentose-phosphate pathway in RMSs. (L. Felkai et al.,
Characterization of mTOR activity and metabolic profile in pediatric rhabdomyosarcoma,
2020, Cancers)
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