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1. Bevezetés

A histiocytosisokat a mononukledris fagocitarendszer
sejtjeinek €s a dendritikus sejteknek (DC) benignus vagy
malignus proliferaciéja és infiltracidja jellemzi. A
betegségek ezen heterogén csoportjat klinikopatologiai,
immunhisztokémiai ¢és ultrastrukturalis tulajdonsagok
alapjan lehet differencidlni, progndzisuk jelentdsen
kiilonbozik. A histiocytosisok osztalyozasa megvaltozott
az elmult 50 évben. A Histiocyta Tarsasag (Histiocyte
Society)  modositott  klasszifikacigja  ezeket a
rendellenességeket 6t csoportba sorolja  klinikai,
fenotipusos, hisztologiai, molekularis ¢és képalkoto
tulajdonsagok alapjan. Az L-csoport magaban foglalja a
Langerhans sejtes histiocytosist (Langerhans cell
histiocytosis, LCH), indeterminalt sejtes histiocytosist
(indeterminate cell histiocytosis, ICH), Erdheim-Chester-
kort (Erdheim-Chester disease, ECD) és a kevert
LCH/ECD betegséget. A C-csoportba tartoznak a borre
¢és/vagy nyalkahartyara lokalizalt korképek, amelyek nem
felelnek meg az LCH diagnosztikai kritériumainak. Az M-
csoportba tartoznak a primer ¢€s szekunder malignus

histiocytosisok. Az R-csoport:  Rosai-Dorfman-kor
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(Rosai-Dorfman disease, RDD) és egyéb nem borre
lokalizal6do, nem Langerhans-sejtes histiocitosisok. A
primer és szekunder haemophagocytas
lymphohistiocytosis (HLH) és a makrofag aktivacios

szindromak alkotjak a H-csoportot.

A histiocytosisok ritkan eléforduld betegségek, a pontos
incidencia nem ismert. Az LCH — amely a leggyakoribb
histiocytosis — gyakorisaga a gyermekek korében
becslések szerint 4,6 és 9 eset/millio, mig felndttek

korében ez 1-2 eset/millid.

Etiopatogenezisiik nem teljesen tisztazott. Az L-csoportba
tartozd  betegségek jelentds részében azonositott
mitogénaktivalt protein-kinaz (MAPK) utvonalakat
aktivalod klonalis expanziot okoz6é mutéaciok tdmogatjak
azt a feltevést, hogy ezen betegségek neoplazids
eredetiick, ezért egyes szerzok ezeket a betegségeket
gyulladasos myeloid daganatoknak tekintik. Az LCH-ban
szenvedd betegek 57%-aban igazoltak BRAF VG600E
mutacidt, hasonld aranyban (54%) észlelték ezt a mutaciot
az ECD-ben szenvedé betegeknél is. A masodik
leggyakrabban észlelt MAPK-utvonalat érintd mutacid a

MAP2K1 gént érinti, a BRAF V600E muticiét nem
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hordoz6 LCH-léziok 33%-dban igazoltak MAP2K1-
mutaciot. A bdrre  lokalizal6dé  histocytosisok

patogenezise ismeretlen.

A histiocytosisok klinikai megjelenése véltozatos, a
lokalizalt betegségtdl a tobb szervet érintd formaig, mely
a beteg halalat okozhatja. A borre és a nyalkahartyara
lokalizalt histiocytosisok mellett a bor érintettségét

gyakran észlelik LCH-ban.

A diagnézis a klinikai kép, hisztopatoldgiai,
immunhisztokémiai és molekuléris biologiai vizsgalatok

alapjan allithato fel.

A tlinetek lokalizacidja, kiterjedése, a kezdeti kezelésre
adott terapias valasz lényegesen befolyasolja a betegség
kimenetelét. Lokalizalt betegség esetén a rendelkezésre
allo terapias lehetdségekkel kivaloan lehet kontrollalni a
betegséget, azonban szisztémas betegség esetén gyakori a
relapszus, illetve a progresszio a konvencionalis terapiak
mellett. Szamos koézlemény jelent meg a célzott terapiak
hatékonysagardl olyan betegeknél, akiknél a MAPK-
utvonalak aktivalodasat igazoltdk. A tirozin-kinaz-
inhibitor imatinibet is sikeresen alkalmaztak LCH, ECD

¢s RDD egyes eseteiben, habar ezen esetekben a pontos
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hastasmechanizmus nem ismert. Az imatinib képes a C-
KIT (stem cell factor receptor, SCFR) gatlasara, eddig egy
esetben igazoltak a C-KIT  immunhisztokémiai
expressziojat RDD miatt kezelt beteg histiocytas
tapasztaltak. Histiocytosisokban a C-KIT gént érintd

mutacidt ismereteink szerint nem igazoltak.

2. Célkituzések

Kisérleteink sordan a Semmelweis Egyetem Bor-,
Nemikortani és Boronkologiai Klinikdn  korabban
diagnosztizalt, L-csoportba tartozé vad tipusi BRAF
(BRAF-wild type, BRAF-wt) histiocytosisokban (LCH,
ICH) szenvedd betegek ex vivo bOrmintdin végeztiink
molekularis biologiai vizsgalatokat C-KIT-, MAP2K1- és
NRAS-mutéciok kimutatdsa céljabol. A mutaciok észlelése
ezen betegségek hatterének neoplazids eredetét tamogatja,
terapids jelentOséggel bir, tovabba a bdrtiinetek
molekularis  biologiai  vizsgdlatanak  lehetdsége
egyszerlibb mintavételt tesz lehetdvé, mely a betegek

szamara kevésbé megterheld. Tovabbi célkitlizésiink volt

4



a gyermekek korében ritkan eléforduld ICH esetében a

thalidomide kezelés hatékonysaganak felmérése.

3. Modszerek

Munkank soran a histiocytosisok L-csoportjaba tartozé hat
felnott és két gyermek paciens (LCH: hét beteg, ICH: egy
beteg) formalinban fixalt, paraffinba 4gyazott bérmintait
vizsgaltuk. Az 6sszes mintat a Semmelweis Egyetem Bor-
, Nemikortani és Boéronkologiai Klinikdjanak szovettani
archivumabol gyljtottiik. Az 6sszes beteget a Semmelweis
Egyetem Bor-, Nemikortani és Boronkoldgiai Klinikan
diagnosztizaltak és/vagy kezelték 2003 és 2015 kozott. A
kovetkezO bevalasztasi kritériumokat alkalmaztuk: (1) a
szovetmintakban a tumorsejtek ardnya >10% és (2)
Sanger-szekvenaldssal a  tumor BRAF-wt. A
vizsgalatokhoz szlikséges etikai engedéllyel
rendelkeztiink (SE RKEB 146/2018). A histiocytosis
diagnozisa a hematoxilin-eozinnal (H&E) festett
metszetek ¢és az elektronmikroszkopia szdvettani
értékelésén, valamint az S100-, CD1a-, CD68- és CD207-

expresszigjdnak immunhisztokémiai modszerrel torténd



értékelésén alapult. Az Osszes mintat két fliggetlen
patologus vizsgalta a Histiocyta Tarsasdg modositott

osztalyozasa szerint.

BRAF-, MAP2K1-, C-KIT- ¢s NRAS-mutéciok analizise: a
deparaffinizaciot kovetéen a tumorsejtekben gazdag
régiok kivalasztdsa makrodisszekcidval tortént. A DNS-
mintakat High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche
Diagnostics GmbH, Németorszdg) alkalmazéaséaval
izolaltuk, a protokoll szerint (20. verzio). Az NRAS gén 3-
as exonjat, a BRAF gén 15-6s exonjat, a MAPK2K1 gén 2-
es és 3-as exonjait, valamint a C-KIT gén 9-es, 11-es, 13-
as, 17-es és 18-as exonjait PCR-rel amplifikaltuk. A
muticidanalizis a PCR-termékek tisztitott PCR-

fragmensein Sanger-szekvenalassal tortént.

4. Eredmények

BRAF-mutacio: Minden betegiink BRAF-vizsgalata vad
tipust igazolt.

MAP2K1-mutacié: A hét BRAF-wt LCH péciens koziil

haromnal észleltink MAP2K1-mutaciot (3/7, 42,9%).

Figyelemre méltd, hogy az ICH miatt kezelt betegiink is
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MAP2K1-mutaciot hordozott. A négy MAP2K1-mutaciot
hordoz6 betegiink koziil kettében MAP2K1 egy
nukleotidot érinté variaciot (single-nucleotide variant,
SNV) is kimutattunk.

C-KIT-mutécié: A hétbdl négy BRAF-wt LCH mintaban
mutattunk ki C-KIT-mutaciot (57,1%), és az ICH minta
szintén pozitiv volt a C-KIT-mutacié szempontjabol. Hét
C-KIT-mutéciot taldltunk az o6t L-csoportba tartozd
histiocytosis miatt kezelt beteg esetében. A mutaciokat a
9. (2/7, 28,6%), a 11. (2/7, 28,6%), 13. (1/7, 14,3%) és a
18. (2./7, 28,3%) exonokban mutattuk ki. Egy mutaciot
leszamitva, amely nonszensz muticido volt, minden
mutacid missense mutacié volt. Két LCH-s betegben (1.
¢és 5. beteg) két C-KIT-exon parhuzamosan volt érintett: a
9., 18.ésall., 13. exonok. A C-KIT-SNV-k gyakorisaga
szintén gyakori volt a BRAF-wt LCH-k ko6zott (4/7,
57,1%). Erdekes, hogy a C-KIT-SNV-k koziil négybél
kett6t C-KIT-mutacioval egyiitt észleltik LCH-ban.
Figyelemre mélto, hogy az LCH-ban taldlhato egyik C-
KIT-SNV (11. exon K558K) csendes iranyito (silent
driver) mutaci6 (COSM1243).



NRAS-mutacio: Az 0Osszes minta NRAS-statusza vad

tipusu volt.

Kezelés, kérlefolyas: MS-LCH, RO*
gyermekbetegiinknél (6. beteg) csak MAP2K1-mutaciot
igazoltunk, a kombinalt citosztatikus terapia ellenére tobb
alkalommal észleletek relapszust, a masik csak MAP2K1-
mutaciot hordoz6d betegiinknél (7. beteg), csak
borérintettség  volt (SS-LCH), mely tlinetek lokalis
kortikoszteroid kezelés mellett javultak. A C-KIT-mutans
csoportban az endokrin érintettségli MS-LCH, RO"
betegnél (5. beteg) thalidomide kezelés mellett részleges
regressziot észleletiink. Ebben a csoportban a csak bérre
lokalizalodo SS-LCH miatt kezelt betegek (1. és 4. beteg)
borelvaltozéasai figyelemre méltdé javulast mutattak a
lokalis kortikoszteroidok és az irradiacio alkalmazasat
kovetden. A MAP2K1- és C-KIT-muticiokat egyarant
hordozé MS-LCH, RO™ beteg (3. beteg) jelentds javulast
mutatott a tiiddatiiltetés és a thalidomide kezelés utan.
MAP2K1- ¢és C-KIT-mutéciét egyarant hordozd masik
gyermekbetegiinket (8. beteg) thalidomide-dal kezeltiik,
mely mellett jelent6s javulas volt tapasztalhaté. A

masodik endokrin érintettségii MS-LCH, RO paciens (2.
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beteg) negativ volt az 0Osszes vizsgalt mutacio

szempontjabol, és sikeresen kezeltiik thalidomide-dal.

5. Kovetkeztetések

Az aldbbi pontokban foglalom 0ssze a munkam

eredményeibdl levont kdvetkeztetéseket:

1. Adataink azt mutatjak, hogy a BRAF-wt LCH betegek
gyakran hordoznak szomatikus C-KIT-mutaciokat
(57,1%), mely eredmények azt sugalljak, hogy az LCH
a C-KIT-mutdns tumorok csoportjaba tartozhat.

2. Patogén C-KIT-mutaciok kimutatisa esetén a C-KIT-
inhibitoroknak terapias jelentdsége is lehet, habar az
altalunk kimutatott mutaciok eltérnek az imatinibre
érzékeny C-KIT-mutans tumorok klasszikus hotspot
mutacioditol.

3. Az irodalmi adatoknak megfeleld6 aranyban
észleletiink MAP2K1-mutéciokat (42,9%), raadasul a
C-KIT- ¢és a MAP2K1-mutéiciok nem voltak egymast
kolesondsen kizaré mutaciok, igy jovébeni U terapias
lehetéségként felmeriilhet a C-KIT és a MEK kettds

gatlasa.



4, A C-KIT- ¢és MAP2K1-mutaciot szintén egylitt

észleltiik az ICH miatt kezelt betegiinknél. Ismeretink
szerint a kevesebb mint 100 kozolt esetbdl egy
betegnél észleletek BRAF mutéciot, 3 betegnél pedig
ETV3-NCOAZ2 transzlokéciot. Az altalunk kimutatott
két 0y mutacio ICH-ban — a fenti eredmények mellett —

szintén tamogatja a klonalis eredetet.

. Az ICH esetén észlelt C-KIT- és MAP2K1-mutacidk

ennél a betegségnél is felvetik a C-KIT- és/vagy MEK-
gatlok terapias lehetdségét, kiilondsen malignitassal
tarsult esetekben.

. A thalidomide terapias opcié lehet egyéb terapiara
rezisztens generalizalt ICH esetén gyermekeknél is.

. A borléziok molekularis biologiai vizsgalata a betegek
szamara kevésbé megterheld, mivel egyszeriibb

mintavételt tesz lehetdvé.
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