Uj terapias lehetSségek vizsgalata gyermekkori
lagyrész tumorokban

Doktori tézisek

Dr. Felkai Luca

Semmelweis Egyetem
Klinikai orvostudomanyok Doktori Iskola

[ SEMMELWEIS
, EGYETEM

1769 °

Témavezet6: Dr. Csoka Monika, Ph.D., egyetemi docens
Dr. Sebestyén Anna, Ph.D., tudomanyos fémunkatars

Hivatalos biralok: Dr. Vizkeleti Julia Ph.D., részlegvezet6 féorvos
Dr. Szasz Attila Marcell Ph.D., egyetemi oktato

Komplex vizsga szakmai bizottsag:

Elnok: Dr. Vasarhelyi Barna, DSc., egyetemi tanar

Tagok: Dr. Timar Botond, Ph.D., egyetemi adjunktus
Dr. Krivan Gergely, Ph.D., egyetemi oktato6

Budapest
2020



1. Bevezetés

Az onkologiai kutatasok kozéppontjaban jelenleg a személyre szabott terapiak fejlesztése

all.

Kutatasunkban lagyrész szarkomas betegek szamara kerestiink 1j terapias

lehetdségeket. 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.

2. Célkituzések

A kutatas soran célom volt:

1.

A gyermekkori lagyrész szarkomak ALK statuszanak vizsgalata.
Immunhisztokémiai vizsgalatokkal az ALK fehérje expressziojat, illetve
Fluoreszcens in situ hibridizacios (FISH) vizsgalattal az ALK gén lehetséges
transzlokacios, amplifikacios eltéréseit jellemezni,

majd Gsszevetni a két vizsgalati modszer eredményeit.

Uj terapias célpontokat keresni a gyermekkori rabdomioszarkomak (RMS-K)
kezeléséhez.

Az mTOR jelatviteli utvonal aktivitasanak az mTOR komplex 1 (mTORCL1) és
mMTOR komplex 2 (MTORC2) fehérjeinek mennyiségi vizsgalata a kemoterapia
megkezdése el6tt és a neoadjuvans kemoterapia utan, valamint recidiva soran vett
szovetmintakban.

A rabdomioszarkéma sejtek anyagcsere utvonalainak jellemzése a glikolizissel
Osszefliggésben a foszfofruktokinaz (PFK) és laktat-dehidrogenaz A (LDHA), az
oxidativ foszforilacioval a B-F1-ATPaz (ATPB), a pentoz-foszfat utvonallal a
gliikkoz-6-foszfat-dehidrogenaz  (G6PDH), mig a glutamin hasznositassal

kapcsolatban pedig a glutaminaz (GLS) enzimek mennyiségének vizsgalataval.

Azokban az esetekben, ahol a terapias célpont azonositasat és igazolasat kovetden

a kezelésben ALK inhibitor vagy az mTOR gatlo szerek alkalmazésara nyilt



lehetéség (ALK inhibitor crizotinib, alectinib vagy mTOR gatlo temsirolimus),

regisztraltuk és elemeztiik a kezelés hatékonysagat és mellékhatasait.

3. Modszerek

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

Gyermekgyogyaszati Klinikajan lagyrészszarkoma diagnézissal kezelt betegek koziil
valasztottuk ki a magas kockazatii és recidivalo eseteket, akiknél az ALK inhibitor
kezelésnek jelentsége lehet. A 18 vizsgalt eset kozott 2 alveolaris lagyrészsarcomas, 2
alveolaris, valamint 11 embrionalis rhabdomyosarcomas és 3 inflammatorikus
myofibroblastos tumoros (IMT-0s) gyermek volt.

Kutatasunk masodik szakaszaban pedig a 2007. és 2017. kozott a magyarorszagi
gyermekonkoldgiai  kozpontokban RMS miatt kezelt beteganyagon végeztiik el
vizsgalatainkat. 48 beteg 65 szOvettani mintajat tudtuk Osszegyljteni. 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 célkitiizéseink kozott szerepelt a kezelést kovetd és recidiva soran
bekovetkez6 MTOR és metabolikus valtozasok jellemzése, ezért amennyiben lehetséges
volt a kezelés megkezdése eldtt, a diagnozis felallitasakor vett mintak mellett olyan
mintakat is feldolgoztunk, amelyeket a kemoterapias kezelés utani tumoreltavolitd mitét

soran, illetve a recidiva igazolasakor vettek.

3.2. Az ALK vizsgalata

3.2.1. Az ALK immunhisztokémiai vizsgalata

Az immunhisztokémiai vizsgalatok formalin fixalt, paraffinba agyazott biopszias mintak,
3 um vastagsagu 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 tekintettik ALK pozitivnak, ha 10 latotér
vizsgalata esetében a tumorsejtek tobb mint 10 %-a mutatott pozitiv reakciot. A festédés

intenzitasa szerint negativ, egy, ketté és harom kereszt er6sségii csoportokba soroltuk az



eseteket. 10 és 50 % kozott egy kereszt (+), 50 és 80 % kozott két kereszt (++) még 80 %

felett harom kereszt (+++) er6sséglinek mindsitettiik a festodést.

3.2.2. ALK fluoreszcens in situ hibridizacio

A FISH vizsgalatok is formalinban fixalt, paraffinba agyazott 3 pm vastagsagu szovettani
metszeteken torténtek. ALK Dual Color Break Apart (Vysis, Abbott Molecular Inc.)
FISH probat alkalmaztuk. Az értékelés soran, fluoreszcens mikroszkdépban 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 transzlokacio igazolasahoz sziikséges kritérium a zold és piros
szignalok kozotti legalabb két jelatmérdnyi szétvalas volt. Amplifikacio esetén a detektalt

jeltobbletnek legalabb négyszeresnek kellett lennie, hogy a pozitivitast Kimondhassuk.

3.3. Az mTOR és anyagcsere utvonalak immunhisztokémiai vizsgalata

Kutatasunk masodik szakaszaban az 6sszegyijtott 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. Egy eredeti szovettani blokkbdl 2, eseténként 3, reprezentativ teriileten
talalhatd szovethenger is kivalasztasra, eltavolitasra keriilt. A reprezentativ teriiletek
kijelolését hematoxilin-eozin (HE), desmin és Myf4 festéseket kovetden patologus
segitségével végeztiik. Kontrollként maj, garatmandula és here szoveteket alkalmaztunk.
Célunk a TMA blokkok elkészitésével az eréforrasaink és a mintak gazdasagosabb
felhasznalasa, és az Osszehasonlito elemzések soran a festések standardizaltabb
kivitelezése volt. Azon betegek szovettani mintait hasznaltuk fel, akiknek a kezelése
befejez6dott, illetve a minta nagysaga lehet6vé tette, hogy a szovettani hengerek
eltavolitasat kovetéen is elégséges mennyiségii tumor szévet maradjon, a betegek
szamara esetleg sziikséges, késobbi diagnosztikai vizsgalatokhoz. Amely esetekben ezek
a kritériumok nem teljesiiltek, ott kiilon teljes szovettani metszeteken végeztiik el a
vizsgalatokat. Az immunhisztokémiai festések esetében 4 pum vastagsagli szovettani
metszetekkel dolgoztunk.

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 megfelelen el
tudjuk kiiloniteni, tovabbi immunfestéseket alkalmaztunk. Az mTORCL1 aktivitast az
anti-pS6 antitest alkalmazasaval vizsgaltuk. Ezen foszfoprotein az mTORC1
aktivitasaval all Osszefliggésben. Vizsgalatunk soran a Rictort alkalmaztuk mTORC2
markernek, mely protein az mTORC2 egyik alkoto eleme. A Rictor expresszido az
MTORC2 mennyiségével mutat korrelaciot, igy az mTORC2 aktivitast a Rictor, pmTOR
és pS6 koexpresszioval jellemeztiik. 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.

Az immunhisztokémiai vizsgalatok kiértékelése ebben a munkafolyamatban a ,histo-
score”, azaz H-score alkalmazasaval tortént. A H-score megallapitasa ugy torténik, hogy
a festddo sejtek mennyiségét, szazalékban Kifejezve, 6ssze kell szorozni a fest6dés
kereszt erésségben Kifejezett értékével, majd a kapott értékeket dssze kell adni. A 100-as

H-score értéket el nem ért metszeteket értékeltiik negativnak.

3.4. Statisztikail 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
elemeztiik. 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.



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 rendelkezésiinkre allt, az ALK statusz valtozasat is meg
tudtuk vizsgalni.

18 beteg mintajat FISH-sel vizsgalva 1 esetben amplifikaciot, mig 3 esetben
transzlokaciot igazoltunk. Immunhisztokémiai festéssel mindossze 3 esetben tudtuk az
ALK fehérje expresszidjanak jelenlétét kimutatni. Az amplifikalt esetben nem jelent meg
az ALK fehérje expresszioja, igy ezen detektalt genetikai eltérés szerepe kérdéses.

A vizsgalt esetek kozott 6 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 késébb ALK inhibitor kezelésben részesiilt.

4.2. Az mTOR aktivitas vizsgalata

4.2.1. Primer mintak vizsgalata

Az mTOR kinaz aktivitasanak vizsgalatara hasznalt pmTOR antitest a mintak 56 %-aban
(25/45 minta) mutatott fokozott immunpozitivitast. Az MTORC1 aktivitasanak
detektalasara alkalmazott pS6 festés esetében a mintak minddssze 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 lokalizacioét mutatott, azonban sok esetben magi pmTOR pozitivitast is
megfigyeltink. A pmTOR sejtmagi és citoplazmatikus expresszioja egyarant pozitivként
értékelhetd.

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 mMTOR aktivitast igazolt. Az emelkedett Rictor és alacsony pS6



expresszié alapjan mTORC2 dominancia figyelhet6 meg a primer rabdomioszarkéma
sejtekben.

A primer mintak eredményeit Osszehasonlitottuk szovettani altipus, rizikd besorolas és
tulélés szerint is. Szignifikans eredményként emelnénk ki, hogy megfigyeléseink alapjan
a PAX-FOXO fuzié pozitiv mintak kozott szignifikansan tobb esetet jellemzett
emelkedett Rictor expresszio (T-proba, t(43)=-2,41, p=0,020), mint a fizi6 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.

4.2.2. Kemoterapiat kovetden vett mintak jellemzése, 6sszehasonlitd analizise
Osszegytijtottik a kemoterapias kezelés soran (neoadjuvans kemoterdpia utan)
eltavolitott rezidudlis tumorboél vett és rendelkezésre allo szdvettani mintdkat. Osszesen
9 beteg mintajat volt lehetéségiink vizsgalni. 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.

A kemoterapias kezelés kdzben eltavolitott rezidualis tumorbol vett szovettani mintakat
nem csak 6nalld csoportként, hanem az azonos betegek primer mintaival 6sszehasonlitva
is elemeztiik. Osszességében 8 primer-neoadjuvans tumor par esetében tudtuk a fehérje
expresszid valtozasokat értékelni. 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) expresszio
halvanyabbnak bizonyult, mig a pS6 H-score értékek az eldbbiekkel ellentétben
emelkedettnek talaltuk (Mann-Whitney U teszt, U=75, p=0,003). Ennek hatterében
azonban nem diffizan er6sebb pS6 festédést, hanem az egyediil allo, ,,3+” intenzitassal
festddo sejtek szamanak novekedését figyeltilk meg. Ezen megfigyelést nem a fokozodo
MTORC1 aktivitasnak, hanem a mitotikus orsé gatlo szerek hatasa alol felszabadulo

sejtek osztodasnak tudjuk be.

4.2.3. Recidiva soran vett mintak jellemzése, 6sszehasonlité analizise

Vizsgalatunkban célul tiiztiikk ki a recidiva soran 1étrejovo valtozasok jellemzését is.
Osszesen 11 beteg recidiv mintajat volt lehetéségiink vizsgalni. A pmTOR a mintdk 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 6sszehasonlitd elemzésnek



vetettilk ala szovettani alcsoport, fazids statusz, talélés és rizikdbesorolas szerint.
Vizsgalataink egy esetben igazoltak szignifikans 6sszefliggést. 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
Osszefliggés szignifikans, de a jelentésége mégis kérdéses, mivel mindkét csoportban
kifejezetten alacsony pS6 expresszidé volt megfigyelheté. Tovabba a kezelésre nem
reagald betegek esetében kifejezetten fokozott pmTOR expressziot észleltiink azon
betegekhez képest, akik a recidiv kezelés hatasara ismételten remisszioba keriiltek. Ezen
eredménylinket statisztikai szignifikanciaval nem tudtuk alatamasztani, tovabbi
vizsgalatot igényel nagyobb esetszamu tanulmanyban.

A 11 recidiv beteg mintajat 9 esetben volt lehetéségiink azonos betegtdl vett primer
mintaparjaval 6sszehasonlitani Habar a mintaparok elemzésekor a pmTOR expresszio
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

statisztikailag szignifikansanak.

4.3. A metabolikus enzimek expresszidjanak vizsgalata

4.3.1. Primer mintak jellemzése

A gliik6z hasznositas utvonalainak 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 expresszio
Osszeségében a RMS sejtekben a Warburg-effektus jelent6ségére hivjak fel a figyelmet a
mitokondrialis oxidativ foszforilacioval szemben. Statisztikai adatanalizist végeztiink
szovettani alcsoport, talélés, valamint rizikobesorolas szerint. Statisztikailag szignifikans
kiilonbséget egy esetben detektalunk, a PAX-FOXO fazi6 pozitiv mintak esetében
szignifikansabb tobb PFK immunpozitiv esetet detektaltunk a fizid negativ esetekkel
Osszehasonlitva (Fisher-egzakt teszt, p=0,033).

A G6PDH festések mintazatdnak értékelésével a pentdz-foszfat Ut aktivitdsanak

jellegzetességeit igyekeztiink megismerni. A primer szovettani mintdkon végzett



vizsgalatok figyelemre méltdé immunpozitivitast mutattak, a mintak 82 %-aban (37/45
minta) volt lathato erés enzim expresszid. Ezen eredményeink alapjan feltételezhet6 a
pentoz-foszfat Gitvonal aktivitasanak jelentGsége a primer tumorok esetében. Szignifikans
kiilonbség nem igazolddott szovettani beosztas, talélés és rizikod besorolas szerint.

A GLS (glutaminolizis markere) expresszié magas volt a primer esetek 69 %-aban (31/45
minta). Eredményeink alapjan valdsziniisitheté a rabdomioszarkéma sejtek emelkedd
glutamin hasznositasi igénye. Szignifikdns kiilonbség nem igazolodott szovettani

beosztas, tulélés és rizikd besorolas szerint.

4.3.2. Kemoterapiat kovetden vett mintak metabolikus markereinek jellemzése

Kemoterapiat kovetd mintat 9 betegt6l tudtunk gytijteni és 8 esetben tudtuk parba allitani
primer mintaval. Kemoterapia hatasara 1étrejovo 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 G6BPDH 67 %-ban (6/9 minta), valamint a a GLS 56 %-ban (5/9

minta) mutatott immunpozitivitast.

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. Szignifikans
kiilonbséget a primer és recidiv mintdk enzimexpresszioja kozott mindossze a G6PDH
esetében tudtunk igazolni. A recidiv mintak immunpozitivitasa gyengébbnek mutatkozott
(T-proba, t(54)=4,06,p=0,004). G6PDH expresszi6 alapjan progresszié soran mar nem

igazolhato a pent6z-foszfat utvonal jelentds szerepe RMS sejtekben.

4.4. A vizsgalt mTOR és metabolikus markerek kozotti korrelacio

A vizsgalt immunhisztokémiai markerek kozotti korrelaciot Spearman korrelacios
analizissel elemeztiik. Osszesen 28 korrelaciot vizsgaltunk. Az elvégzett elemzések
igazoltadk az mTOR aktivitas, az LDHA és a GLS expresszio kozott dsszefiiggéseket 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 korrelacié jelentésége 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))

4.5. Esetbemutatasok

Az altalunk elvégzett vizsgalatok célja azon betegek azonositasa volt, akiknél relapszus
vagy tumorprogresszid esetén eldnyt jelenthet célzott terapias kezelés alkalmazéasa. 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 vetettiik Gssze in situ vizsgalataink eredményeivel.

4.5.1. Alveolaris rabdomioszarkéma esetbemutatas

A 8 éves fitigyermek laz és jobb alsé végtagi fajdalom miatt jelentkezett kivizsgalasra.
MR vizsgalat igazolta a multiplex, oszteolitikus csontfolyamatot, mely érintette a
csontra lokalizalt alveolaris rabdomioszarkomat igazolt. Kemoterapias kezelése a CWS
2012 metasztatikus agan megkezd6dott, melyre jol reagalt, a betegsége remisszioba
kertilt. A kezelés befejezését kovetéen hét honappal kontroll képalkotd MR vizsgalaton
a jobb femur disztalis és a jobb tibia proximalis részében megjelend aktivitasfokozodas
vetette fel a recidiva lehet6ségét, amelyet biopszia igazolt. Ezt kovetden kemoterapias
kezelése a CWS 2012 protokoll recidiv agan folytatodott. A gyermek sulyosan elesett
allapota volt. Fajdalma nehezen volt csillapithatd, mozgasban sulyosan korlatozta a
beteget. Az altalanos jollétet felméré Karnofsky-Lansky skalan 20 %-ot ért el.

A recidiv mintaban ALK pozitivitds 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 regredidltak. A betegnél sulyos
mellékhatasok nem jelentkeztek, minddssze 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 %-o0s volt az aktivitasa. A crizotinib kezelés harmadik
honapjaban kitjulo jobb térdre lokalizalodo fajdalma miatt, MR vizsgalat tortént, amely

igazolta a tumoros folyamat progresszidjat. Ezutan egy ciklus kombinalt topotecan,



karboplatin kezelésben részesiilt, mely mellett panaszai fokozodtak. Enyhe pmTOR és
pS6 pozitivitas alapjan tizenkét ciklus mTOR gatlé temsirolimus kezelést kezdtiink, mely
mellett folyamatos tumorprogresszio Volt észlelhetd, ezért kezelését leallitottuk. A
megkezdett palliativ ellatas mellett a gyermeket harom honappal késébb vesztettiik el.

Jelen vizsgalatunk soran ezen beteg mintai ismételt patologiai vizsgalatoknak vetettiik
ala, melyek a Rictor emelkedett expresszidjat igazoltak, alacsony pS6 immunpozitivitas
mellett, ami a korabbi vizsgalatban még nem meghatarozott emelkedett mTORC?2
aktivitasra utal ebben az esetben. Ezen eredmények magyarazatul szolgalhatnak az

MTORC1 inhibitor kezelésre elmarad6 terapias valaszra.

4.5.2. Inflammatorikus miofibroblasztos tumor esetbemutatas

A hatéves fingyermek panaszai bizonytalan jobb csip6taji fajdalommal kezdédtek.
Feltarasos biopszia tortént, a szovettan inflammatorikus miofibroblasztos tumort igazolt.
A beteg gyogyulasat eredményezd, onkoldgiai radikalitasu mitét a tumor infiltrativ
terjedése miatt nem volt kivitelezhet6. Két honap elteltével kifejezett progresszio és
kismedencei propagacio mutatkozott. Kortikoszteroid kezeléssel kiegészitett
kemoterapiat kezdtink a CWS 2009 protokoll magas kockazati agan. Kontroll MR
felvételen az eldzetes vizsgalatokhoz képest gyakorlatilag valtozatlan kép abrazolodott.
Szovettani vizsgalat soran immunhisztokémiai mddszerrel ALK pozitivitas igazoldodott,
melyet a FISH vizsgalat megerdsitett. Az elmaradt terapias valasz miatt a kemoterapias
kezelését felfiiggesztettiik, majd crizotinib kezelés indult napi kétszer 250 mg dézisban
(2x 280 mg/m2).

A crizotinib kezelés megkezdése el6tt gyermek altalanos allapota rendkiviil rossz volt,
fajdalmai erések voltak, nyugalomban is jelentkeztek. A Karnofsky-Lansky skalan az
allapota 20-30 %-ot ért el. Otthonaban folyamatos ellatasra és kabitd fajdalomecsillapito
adasara szorult. Crizotinib kezelés hatasara jelent6s mértékben csékkent a tumor mérete.
Korabbi panaszai gyorsan javultak, a kezelés megkezdése utani els6 honap végére a
Lansky jolléti skalan elérte a 80 %-ot. A kezdeti mellékhatasok szikralatas, izérzés zavar,
bradikardia, elektrolit eltérések voltak, de nem jelentkeztek olyan erésen, hogy a kezelést
meg kellett volna szakitani.

A tobb, mint két évig tartd crizotinib kezelés mellett folyamatos regresszio volt lathato a

kontroll MR felvételeken. A gyermek, akit betegsége mozgaskorlatozotta, agyhoz kototté
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tett iskolaba jart, még a testnevelés oran is részt tudott venni. 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 beiiltetés
lehetévé valik szamara.

Mivel a tumor aktivitasa az MR felvételeken teljesen megsziint, huszondt honap utan a
crizotinib kezelést felfiiggesztettiik. A kezelés leallitasat kovetd hetekben a gyermek
fajdalma visszatért, az MR progressziot igazolt, igy a crizotinib terapiat visszaallitottak.
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 megkezdédott 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.

5. Kovetkeztetések

Kutatasunk eredményeit 6sszefoglalva:

1. A gyermekkori lagyrészszarkomakban

- az ALK statusz immunhisztokémiai vizsgalata soran igazoltuk az ALK gén
eltéréseit és az ujonnan megjelend fehérje expressziojat: 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.
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2. A rabdomioszarkoma szdvettani mintak mMTOR jelatviteli utvonalhoz kapcsolt
fehérjéinek és metabolikus enzimeinek in situ expresszido vizsgalatival a
kovetkezoket allapitottuk meg:

- A kezelés el6tti, primer szovettani mintdk daganatsejtjeiben fokozott mTOR
aktivitast, a detektalt fehérje expressziés mintdzat alapjan jellemzéen mTORC2
aktivitast mutattunk ki, amellyel az mTORC2 jelatviteli utvonal fokozott
aktivitasat igazoltuk rabdomioszarkémakban. Az mTORC2 aktivitas
szignifikansan nagyobb volt a PAX-FOXO fuzidé pozitiv esetekben a fazi6
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.

- Arabdomioszarkoma sejtek metabolikus folyamatainak atrendez6dését figyeltiik

meg:

A gyenge ATPB ¢és er6s LDHA immunpozitivitds a rabdomioszarkéma

sejtekben Warburg-effektus jelenlétére utal.

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

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

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

- A fenti anyagcsere utvonalak azonban kevésbé valtoztak a kemoterapias

kezelés hatasara. 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
diagnozist gyermek a tobb éve tartd folyamatos ALK inhibitor, crizotinib,

majd alectinib kezelés mellett panaszmentes, remisszioban van és
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jelentkez6 mellékhatasok is csak enyhék voltak), mig mas szarkomak
esetében csak parcialis valasz érhet6 el (alveolaris RMS miatt gondozott
gyermek esetében a crizotinib kezeléssel mindossze parcialis valaszt
lehetett elérni)

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

aktivitasa fontos tényez6 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
sem, ha expresszioja, genetikai eltérése a daganatos szovetben igazolhat6. Tovabba az
altalunk kimutatott emelkedett mMTORC2 aktivitas miatt a magas kockazata esetekben
érdemes az mMTOR aktivitast pontosan jellemezni, hiszen ezen betegcsoport profitalhat az
uj MTOR inhibitor kezelésekb6l. A jovOben 1j terapias célpontokként a megvaltozott

anyagcsere kiilonboz6 ttvonalai is szerepelhetnek.

13



6. Sajat publikéciok jegyzéke

A disszertaciohoz kapcsolodo publikéciok jegyzéke:

Felkai, Luca ; Krencz, Ildikoé ; Kiss, Dorottya Judit ; Nagy, Noémi ; Pet6vari,
Gabor ; Danko,  Titanilla ; Micsik,  Tamas ; Khoor,  Andras ; Torndczky,
Tamas ; Sapi, Zoltan et al., Characterization of mTOR Activity and Metabolic
Profile in Pediatric Rhabdomyosarcoma, CANCERS 12 Paper: 1947 (2020)

IF: 6.126 *

Felkai, L ; Banusz, R ; Kovalszky, | ; Sapi, Z ; Garami, M ; Papp, G ; Karaszi,
K; Varga, E;Csoka, M, The Presence of ALK Alterations and Clinical
Relevance of Crizotinib Treatment in Pediatric Solid Tumors, PATHOLOGY
AND ONCOLOGY RESEARCH 25: 1 pp. 217-224. , 8 p. (2019)

IF: 2.826 *

A disszertaciotdl fiiggetlen publikaciok jegyzéke:

Bots, Bianka ; Eipel, Olivér ; Terkovics, Lotte ; Felkai, Luca ; Csoka,
Monika ,Lagyrészszarkomas gyermekek kezelési eredményei a Semmelweis
Egyetem IL. Sz. Gyermekgyogyaszati Klinikajan, MAGYAR
ONKOLOGIA 62 : 4 pp. 222-229. , 8 p. (2018)

IF: -

14


https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10051986
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10032345
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10051987
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10051987
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10065723
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10025105
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10004659
https://m2.mtmt.hu/gui2/?mode=browse&params=publication;31383473
https://m2.mtmt.hu/gui2/?mode=browse&params=publication;31383473
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10061286
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10032317
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10009505
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10004659
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10000251
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10043867
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10061005
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10061005
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10023756
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10022998
https://m2.mtmt.hu/gui2/?mode=browse&params=publication;3289010
https://m2.mtmt.hu/gui2/?mode=browse&params=publication;3289010
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10024607
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10061286
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10022998
https://m2.mtmt.hu/gui2/?type=authors&mode=browse&sel=10022998
https://m2.mtmt.hu/gui2/?mode=browse&params=publication;30648531
https://m2.mtmt.hu/gui2/?mode=browse&params=publication;30648531

