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Roviditések jegyzéke

AKT: protein kinaz B

BDNF: agyi eredetli neurotrofikus faktor

CDKA4: ciklindependens kinaz 4

cDNS: komplementer dezoxiribonukleinsav
DMEM: Dulbecco modositott sas tapkdzeg

DNS: dezoxiribonukleinsav

EGFR: epidermalis ndvekedési faktor receptor
EML4: echinoderm mikrotubulus-asszocialt protein-like 4
ERK: extracelluldris-szignal regulalt kinaz

ETV6: transzlokacio-Ets-leukemia virus

FISH: fluoreszcens in situ hibridizacid
foszfo-AKT: foszforilalt protein kinaz B
foszfo-ERK: foszforilalt extracellularis-szignal regulalt kinaz
HEK 293T: emberi embrionalis vese 293 sejtvonal
IP3: inozitol-triszfoszfat

LMNA: lamin A

LOXO-101: larotrectinib

LOXO-195: selitrectinib

MDM2: mouse double minute 2

MEK: mitogén-aktivalt protein kindz kinaz
mRNS: hirvivé ribonukleinsav

NGF: idegi novekedési faktor



NGS: Gjgeneracios szekvenalas

NT-3: neurotrofin 3

NT-4/5: neurotrofin 4/5

NTRK: neurotrofikus receptor tirozin kinaz géncsalad
NTRKZ1: neurotrofikus receptor tirozin kinaz 1
NTRK2: neurotrofikus receptor tirozin kinaz 2
NTRKS3: neurotrofikus receptor tirozin kindz 3
OREF: kezd6 leolvasasi keret

pan-TRK: pan-tropomiozin receptor kindz antitest
PCR: polimeraz lancreakcid

PI3K: foszfatidil-inozitol-3-kinaz

PI1P2: foszfatidil-inozitol-biszfoszfat

PKC: protein kindz C

PLC: foszfolipaz C

pLV: plazmid lentivirus vektor

RAF: rapidly accelerated fibrosarcoma

RAS: rat sarcoma virus

RNS: ribonukleinsav

SMA: simaizom aktin

T449: T449 dedifferencialt liposarcoma sejtvonal
TIP3P: transferable intermolecular potential with 3 points
TMA: szdveti multiblokk

TRK: tropomiozin receptor kinaz fehérje



TRKA: tropomiozin receptor kindz A

TRKB: tropomiozin receptor kinaz B

TRKC: tropomiozin receptor kindz C

TUKEB: Tudoméanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsag

VH10: VH10 sejtvonal, emberi fityméabol szarmazé fibroblast sejtvonal
VH10-hTERT: human telomerazzal transzfektalt VH10 sejtvonal

WT: vad tipus



1. Bevezetés

1.1. Dedifferencialt liposarcoma

A dedifferencialt liposarcoma a liposarcoma egyik gyakori formdja, mely leggyakrabban
retroperitonealis elhelyezkedésii, noha ritkabban, de eléfordulhat a mediastinumban, a
fej-nyak régioban, a térzson, illetve akar a végtagokon is. A dedifferencialt liposarcoma
diagnézisahoz a hagyomanyos hematoxilin-eozin festett metszeten latott korszovettani
jellegzetességek (jol differencialt liposarcoma atmenete non-lipogén sarcomaba, valtozo
mértékli dedifferenciacioval és gradussal), illetve az MDM2 vagy a CDK4 gén
alappillére, ahogyan az a szolid rosszindulatii daganattal rendelkez6 betegek ellatasaban
megszokott, a sebészi eltdvolitds, mindazonaltal radioterapia ¢és hagyomanyos,
antraciklin-alapu kemoterapia alkalmazasara is sor keriilhet, bar ezen modalitasok
eredményessége nem kifejezetten kecsegtetd. (2, 3) Reménykeltd lehet a jelenleg fazis 11
vizsgalatban (ClinicalTrials.gov ID: NCT04979442) 1év6 MDM2 inhibitor
(milademetan), mely a fazis 1 vizsgalat soran 58%-0s betegség kontroll rata (disease
control rate) eléréséhez vezetett dedifferencialt liposarcomaban szenved6 betegekben. (4)
Mindezek fényében feltétleniil sziikséges lenne a dedifferencialt liposarcoma tekintetében
a terapias lehetdségek spektrumanak kiszélesitése és tovabbi 1), célozhatdé molekularis

elvaltozasok identifikalasa.

1.2. Az NTRK géncsalad

A neurotrofikus receptor tirozin kindz (NTRK) géncsalad harom tagbol all: NTRK1
(1923), NTRK2 (9921), NTRK3 (15¢25), melyek az alabbi fehérjéket kodoljak, rendre:
TRKA, TRKB, TRKC. Ezen tirozin kindz receptorok altalanos felépitése mas tirozin
kin4z receptorokéval megegyezd, mivel rendelkeznek egy ligandkotd, extracellularis
doménnel, tovabba egy transzmembran doménnel, valamint egy intracellularis, tirozin

kindz doménnel. A receptorokat aktivald ligandok a neurotrofinok. A TRKA receptorhoz
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az NGF (nerve growth factor, idegi novekedési faktor), a TRKB receptorhoz a BDNF
(brain-derived neurotrophic factor, agyi eredeti névekedési faktor), a TRKC receptorhoz
az NT-3 (neurotrophin-3, neurotrofin-3) kapcsolodik elsésorban, ugyanakkor a
receptorokat nem csupan az elsddleges ligandjuk tudja aktivalni, valamint a kiilonb6z6
neurotrofinok tobbféle receptorhoz is kotddhetnek. A tirozin kinaz receptorokhoz torténd
ligandkapcsolodas kovetkeztében jol ismert jelatviteli utvonalak aktivalodnak
(PIBK/AKT, RAS/RAF/MEK/ERK, PLC/PKC), melyek a sejtciklus szabalyozasaban
fontos transzkripcids faktorokra és génekre vannak hatassal (1. abra). A TRK fehérjék
apoptdzisanak, sejtciklusanak szabalyozasaban van, ugyanakkor egyéb, nem neuronalis

sejtekben is expresszalodnak a receptorok. (5)

1.3. NTRK géneltérések rosszindulati daganatokban

Az NTRK géncsaladot érintd genetikai eltérések koziil a transzlokéaciok a legismertebbek.
Szamos partnergént, illetve toréspontot irtak le mindezidaig, ugyanakkor kozds
jellemzdje a transzlokacidknak, hogy a tirozin kindz domén mindig €rintetlen marad. Azt
feltételezik, hogy a fuzidk ugyanazon jelatviteli utvonalakon keresztiil érvényesitik
hatasukat, mivel a tirozin kindz domén nem valtozik meg. A transzlokacié kovetkeztében
1étrejovo fuzids fehérje elvesziti a ligandk6td, extracellularis domént, igy a kiméra protein
ligand-fiiggetlen, folyamatos aktivacioja jon létre, ami altal a sejtciklus szabalyozasa
mint driver mutdciok vannak jelen szdmos rosszindulatt daganatban. Ezek
karakterisztikusak lehetnek bizonyos ritka daganattipusokban, ilyen daganat példaul az
infantilis fibrosarcoma (ETV6::NTRK3; LMNA::NTRK1; EML4::NTRK3), a congenitalis
mesoblastos nephroma cellularis és vegyes szubtipusa (ETV6::NTRK3), az emld
szekretoros karcindmaja (ETV6::NTRK3), a nyalmirigy szekretoros karcindomaja
(ETV6::NTRK3). (6-11) Ugyanakkor szamos egyéb mas daganatban is leirasra keriiltek
mar az NTRK faziok, mint vastagbélrak, tiidérak, melanoma, noha igen ritka
elvaltozasnak szdmitanak ezen tumorokban, az eléfordulasi gyakorisaguk 0,1-3% kortil

van.



£ e

1. abra. A TRK receptorokrol indulo jelatviteli Gtvonalak. Noha a receptoroknak van
elsédleges ligandja, egy adott receptorhoz tobbféle ligand is tud kotddni, illetve egy
ligand tobbféle receptort is tud aktivalni. Mindhérom tirozin kindz receptorrdl ugyanazon
jelatviteli Gtvonalak indulnak ki. A jelatviteli Utvonalak a sejtciklus szabalyozasaban

résztvevo transzkripcios faktorokat és géneket befolyasoljak. (5)

Annak ellenére, hogy az NTRK géneltérések koziil a transzlokacié kovetkeztében

létrejovo fuzidk a legismertebbek és legalaposabban vizsgaltak, fontos megjegyezni,
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hogy egyéb géneltérési modok is leirasra keriiltek, ugyanakkor ezek tobbségének a
jelentésége egyeldre nem ismert. Kopiaszam-eltérések vannak jelen szamos daganattipus
esetében, tobbek kozott az emlérakok és a tiidérakok tobb mint 10%-aban a cBioPortal
adatai alapjan. (12) Tiz agyi attétekkel rendelkez6 emlérakos né kozil négyben NTRK1
amplifikaciot irtak le, mely felveti annak lehetdségét, hogy a nem megfelelden
szabalyozott TRK jelatviteli Gtvonal szerepet jatszhat akar az attétképzodésben. (13)
Tobb daganattipusban is emelkedett TRKA mRNS szintet mértek. (14) A TRKA fehérje
taltermelddése jobb, mig a TRKB fehérje taltermelddése rosszabb prognozissal jart
neuroblastomaban szenvedd betegekben. (15) A TRKB mRNS magasabb szintje rosszabb
prognézissal jart Wilms-tumorban szenvedd betegekben. (16) A tiid6 nagysejtes
neuroendokrin karcindémadiban a tirozin kindz domént kodol6 régié egypontmutacioit irtak
le az NTRK2 ¢és az NTRK3 génekben. (17) Sajnalatosan ezen elvaltozasoknak a

daganatképzddésben betoltott szerepét nem vizsgaltak.

Viszont akadnak olyan NTRK géneltérések is, melyek bizonyitottan onkogén potenciallal
betegekben. (18, 19) A delécio kovetkeztében hianyos extracellularis doménnel
rendelkez6 TRKA novekedési transzformacidhoz vezetett fibroblast sejtekben,
epithelialis sejtekben, myeloid sejtekben a ligand-fiiggetlen, konstitutiv aktivacio révén.
(19) Egy TRKA splice varians, mely az extracellularis domén egy részének elvesztését
okozta, a PI3K/AKT jelatviteli utvonal spontan aktivacidjat okozta neuroblastoma
sejtvonalban, de a RAS/RAF/MEK/ERK jelatviteli atvonal nem volt érintett. A TRKA
sejtvonal fokozott novekedéséhez vezetett. (20) Azon fuzidk, ahol a partnergén nem
rendelkezik dimerizaciés doménnel és mégis a fuzios fehérje allando aktivacidja
kovetkezik be, tovabba a deletalt TRKA, illetve a TRKA splice varidns esetében
megfigyeltek mind arra utalnak, hogy az extracellularis domén, a ligand-kotédés altal
okozott aktivaciés mechanizmus kozvetitésén til egyéb, afféle autoinhibitorikus hatéssal
is rendelkezik. Az extracellularis domént érintd karosodas vagy valtozas hozzajarulhat a
tumorgenezis folyamatahoz. Ezen feltételezést tovabb erdsiti egy TRKA extracellularis
domén delécios kisérlet. Az extracellularis domén szerkezetét érintd valtozasok spontan
dimerizacidhoz és konstitutiv aktivaciohoz vezettek, mely alapjan felmeriil, hogy az

intakt domén megakadalyozza a ligand hidnyaban torténd dimerizaciot. (21) Mindezen
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megfigyelések egyezést mutatnak azzal a feltételezéssel, miszerint az extracellularis

domén akar csak kis valtozasa is malignus transzformaciohoz vezethet. (22)

Az utdbbi évek két legfontosabb olyan kozleményében, melyben az NTRK géncsalad
nem-fazios eltéréseit detektaltdk, egypontmutaciok keriiltek leirasra hematologiai
rosszindulat daganatokban, az extracellularis és transzmembran doménben (NTRK2,
NTRK3), illetve a tirozin kinaz doménben (NTRK1). Ezen eltérések (egypontmutaciok)
funkcionalis vizsgalatok alapjan onkogénnek bizonyultak. Azon talmenden, hogy
mindkét tanulmany szerzdi bizonyitottdk a mutaciok onkogén jellegét, a vizsgalatok
jelentéségét az adja, hogy sikeriilt azt is megallapitaniuk, hogy ezen géneltérések

reagalnak a célzott kezelésekre (lasd alabb). (23, 24)

Osszességében a nem-fizios NTRK eltérések a rosszindulati daganatok kozel 14%-aban
jelen vannak. (25) Mindezek alapjan a nem-fuzidos NTRK eltérések rosszindulath
daganatok kialakulasaban mutatott jelentdségének felderitése sziikséges, mely akar
lehetdséget is adhat a célzott kezelésekre (lasd alabb).

1.4. NTRK géneltéréseket hordozo rosszindulati daganatok terdpiaja

Noha az NTRK géncsalad és fhzidinak egy része mar évtizedek oOta ismertek, jelentdségiik
mondhatni csekély volt. De mara mindez teljesen megvaltozott kdszonhetden a rendkiviil
hatékony szelektiv TRK gétloszereknek - larotrectinib, entrectinib. Az Amerikai Egyesiilt
Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi hivatala (US FDA) engedélyezte a TRK
gatloszerek hasznélatat mindazon rosszindulati daganatban szenvedd betegeknél, ahol a
daganatban kimutathat6é barmelyik NTRK gén fuzidja. Az engedélyezésnek sziikséges €s
elégséges feltétele az NTRK fuzid jelenléte, viszont teljesen fliggetlen a rosszindulati
daganat szdvettani tipusatol. (7, 26-28) A TRK gatloszer kezelés hatasara a tirozin kinaz
doménben 1étrejové egypontmutaciok altal kozvetitett rezisztencia (7, 29, 30) miatt
tovabbi, masodik generacios TRK inhibitorok keriiltek kifejlesztésre - repotrectinib (31),
selitrectinib (32) - melyek szintiigy nagyon hatékonynak bizonyultak. Noha az elsé
generaciés TRK gatloszerek csakis kizarolag olyan rosszindulati daganatok kezelése

esetén engedélyezettek, melyben NTRK fizid keriil detektalasra, feltétleniil érdemes
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lenne a gatloszerek terdpids spektruméanak kiszélesitése minden TRK fehérje
tulexpresszio esetére, fliggetleniil a hattérben meghtizodo genetikai eltéréstdl, mely ehhez
vezet. Példaul a fentebb emlitett, hematoldgiai rosszindulata daganatokban leirt,
bizonyitottan onkogén extracellularis, transzmembran, é&s tirozin kinaz domén

egypontmutaciok TRK gatloszeres kezelésre érzékenynek bizonyultak. (23, 24)

1.5. Az NTRK géneltérések jelentosége sarcomdakban

A pan-TRK antitesttel végzett immunhisztokémiai vizsgalat révén kimutathaté a TRKA,
a TRKB ¢és a TRKC fehérj¢ék expresszidjanak emelkedése. A pan-TRK
immunhisztokémiai vizsgdlat remek mddszernek bizonyult azon tumorok kimutatdsara,
melyekben nincs NTRK eltérés, koszonhetéen a magas negativ prediktiv értékének. (6,
33) Minthogy pan-TRK immunpozitivitas lathaté bizonyos miogén differenciaciot vagy
miogén fenotipust mutatd sarcoméakban, melyek NTRK fuziot nem hordoznak, a pan-TRK
immunhisztokémiai moddszer kivaléan alkalmazhaté tumoros mintdk eldsziirésére az

NTRK géneltérések igazolasara iranyulo szekvenalasi eljarasok hasznalata el6tt. (34-37)

13



2. Célkitiizések

Kutatasunk sordn az volt a célunk, hogy megvizsgaljuk az NTRK géneltérések lehetséges
szerepét dedifferencialt liposarcomaban. Mindehhez figyelembe vettiik azt a tényt, hogy
a dedifferencialt liposarcoma olyan sarcoma, mely miogén fenotipust mutathat. Azzal a
feltételezéssel éltiink, hogy a TRK fehérjét talexpresszalod esetek egy részében NTRK
géneltéréseket azonosithatunk. Pan-TRK immunhisztokémiai vizsgalattal eldszelektalt
dedifferencialt liposarcoma esetekben az NTRK gének tirozin kindz doménjét kodolo
régioinak vizsgalatat terveztiik, géneltérések utan kutatva. Tovabba terveztiik, hogy
amennyiben taldlunk érdemi genetikai eltérést, annak pontos jelentdségének

meghatdrozasara funkcionalis vizsgalatokat végziink majd el.
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3. Modszerek

3.1. Esetek kivalasztasa

Osszesen szazharmincegy individudlis, a sajat intézményi, illetve konzultacids
archivumunkbol szarmazo, 2014 és 2022 kozott diagnosztizalt, miogén differenciaciot
mutatd dedifferencialt liposarcoma esetet vontunk be vizsgalatunkba. A diagndzis a
klinikai jellemz6kon, a hematoxilin-eozin festett metszeten fénymikroszkoppal
azonositott morfoldgiai eltéréseken, illetve az MDM2 és/vagy CDK4 gének molekularis
vizsgalatan és/vagy az altaluk kodolt fehérjék immunhisztokémai vizsgalatan alapult. A
simaizom aktin és/vagy dezmin antitesttel végzett immunhisztokémiai reakcio segitett a
miogén differenciaciot mutatd esetek kivalasztasaban. A vizsgdlatot a Semmelweis
Egyetem Regionalis, Intézményi Tudoményos ¢s Kutatasetikai Bizottsaga jovahagyta
(TUKEB 155/2012).

3.2. Immunhisztokémia

Minden beteg formalin fixalt, paraffinba agyazott blokkjanak kettd tumorgazdag
teriiletérél vettink 2 mm 4atmérdji core mintat és helyeztik azokat szoveti
multiblokkokba, 6x9 elosztasban a TMA Master (3DHistech, Budapest, Magyarorszag)
gép segitségével. Minden szoveti multiblokkban normal kisagy szolgalt pozitiv
kontrollként. Azon esetekben, ahol nem allt rendelkezésre elegendd anyag, csupan egy
tumorgazdag teriiletrdl vettiink mintat (a 131 betegbdl 12 esetben). Az AKT, és foszfo-
AKT, illetve az ERK, tovabba a foszfo-ERK, valamint a simaizom aktin, és a dezmin
immunhisztokémiai vizsgalatokat illetdleg teljes metszeteket alkalmaztunk. Az AKT,
foszfo-AKT, ERK, illetve foszfo-ERK immunhisztokémiai reakciokat a hat darab kettds
mutécioét hordoz6 dedifferencialt liposarcomdndl, tovabbi hat darab, az adott kettds
mutaciot nem hordozod dedifferencialt liposarcomandl, illetve egy infantilis
fibrosarcomanal végeztiik el. Antitest specifikus epitdp feltarast kovetden a deparaffinalt,

rehidralt szoveti multiblokk metszeteken, illetve az egyes blokkok teljes metszetein az
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immunfestés a Bond Max (Leica Biosystems, Wetzlar, Németorszag) automata
festégéppel tortént, az alabbi antitestek alkalmazasaval: pan-TRK (pan-TRK, hasznalatra
kész, EPR17341, 790-7026, Ventana, Mannheim, Németorszag) simaizom aktin (smooth
muscle actin, 1:200 higitast alkalmazva, 1A4, A2547, Dako, Glostrup, Dénia), dezmin
(desmin, 1:200 higitast alkalmazva, D33, M0760, Dako), AKT (Akt, 1:100 higitast
alkalmazva, C67E7, #4691, Cell Signaling Technology, Danvers, Egyesiilt Allamok),
foszfo-AKT (phospho-Akt, Thr308, 1:100 higitast alkalmazva, C31E5E, #2965, Cell
Signaling Technology), ERK (Erk1/2, 1:100 higitast alkalmazva, #9102, Cell Signaling
Technology), foszfo-ERK (phospho-Erk1/2, Thr202/Tyr204, 1:100 higitast alkalmazva,
D13.14.4.E, #4370, Cell Signaling Technology). Az elsédleges antitest kotddésének
vizualizacigjahoz a BOND Polymer Refine Detection termékcsomagot alkalmaztuk
(Leica Biosystems), melyben a kromogén diamino-benzidin (DAB). Az immunreakcid
intenzitasanak, illetve kiterjedésének értékelését két lagyrészpatologus (Prof. Dr. Séapi
Zoltan és Dr. Dezsé Katalin) végezte el. A pan-TRK antitesttel Kivitelezett
immunhisztokémiai reakciot akkor tartottuk pozitivnak, ha a tumorsejtek legalabb 1%-a
mutatott festédést, barmilyen mértékii, a hattérfestddést meghalad6 intenzitas esetén. (38,
39) Az AKT, foszfo-AKT, ERK, foszfo-ERK antitestekkel kivitelezett
immunhisztokémiai reakciok intenzitasanak értékelése az alabbiak szerint tortént: nem
volt festédés (-), enyhe festddés (+), kozepes festddés (++), erds festddeés (+++); mig a
kiterjedés értékelése az alabbiak szerint tortént: 0% (0), 0-10% (1), 10-60% (2), 60%-
100% (3). Pozitiv kontrollként infantilis fibrosarcoma szolgalt, mig negativ kontrollként

hat darab, az adott kettds mutaciot nem hordoz6 dedifferencialt liposarcoma.

3.3. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A teljes DNS-t formalinnal fixalt, paraffinba agyazott blokkokbol izolaltuk a QIAamp®
DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) hasznalataval, a gyarto utasitasai
szerint. A DNS koncentraciot a Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Egyesiilt Allamok) segitségével mértik a Qubit™ 3 fluorométeren. Az
NTRK1-3 gének tirozin kindz domént kodold alrégioit lefedd primereket a Primer3Plus

platform felhasznalasaval terveztiik (1. tdblazat). A polimerdz lancreakciot az altalunk
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tervezett primerek (Integrated DNA Technologies, Coralville, Egyesiilt Allamok) és az
AmpliTaq Gold™ Master Mix 360 (Thermo Fisher Scientific) alkalmazéasaval hajtottuk
végre, a gyartd utasitasai szerint, az aldbbi korilmények kozott: az elsé ciklust
megeldzden 95 °C-on 10 percig, majd harmincot ciklus 95 °C-on 30 masodpercig, 57 °C-
on 30 masodpercig, 72 °C-on 1 percig, majd a harmincét ciklus leteltével 72 °C-on 7
percig. A polimerdz lancreakcid soran létrejott amplifikacids termékeket agardz gélen

kivitelezett gélelektroforézissel igazoltuk.

3.4. Sanger szekvenadlds

A polimeraz lancreakciot az ExoSAP-IT™ (Thermo Fisher Scientific) termék
segitségével végrehajtott tisztitas kovette, a gyartd utasitasai szerint. A ciklusszekvenalas
a BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit és a BigDye™ Terminator v1.1 és
v3.1 5X Sequencing Buffer (Thermo Fisher Scientific) alkalmazasaval tortént, a gyarto
utasitdsai szerint, a kovetkez6 koriilmények kozott tortént: az elsd ciklust megelézden 95
°C-on 2 percig, majd huszondt ciklus 95 °C-on 30 masodpercig, 51 °C-on 15
masodpercig, 60 °C-on 4 percig. Ciklusszekvenalast hajtottunk végre minden alrégioban
mindkét irdnyban, mind ’forward’, mind ’reverse’ iranyban. A szekvenalasi reakcidk
soran létrejott termékeket Performa® DTR Gel Filtration Cartridge (Edge Biosystems,
San Jose, USA) hasznalataval tisztitottuk meg. Ezt kovetden a szekvenalasi reakcid soran
1étrejott elegyet deionizalt formamidban - 10 ul Hi-Di™ Formamide (Thermo Fisher
Scientific) - szuszpendaltuk, majd a kapillaris elektroforézist 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Waltham, Egyesiilt Allamok) késziilékkel végeztik el. Az
NG _007493.1, NG _012201.2 és NG _029619.1 referencia szekvencidkat hasznaltuk a

BioEdit 7.0 szoftvert altal végrehajtott szekvencia-illesztés soran.
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1. tablazat. Az NTRK gének tirozin kindz domén kodol6 alrégidit kdzrefogd primerek.

gén

exon

jelolés

forward primer

jelolés

reverse primer

NTRK1 | 15 F1 CTACCGTCTGACCCTGCAA R1 CCCACTCTGTCCTGATGTGA

16 F2 CCCCAACTCAGTCCTGTCC R2 TGTCTATAGGGAAGGGAAGACG

17 F3 CTCCCAGCCTATCCCCTCT R3 GGGTGTCTACAGTTTGGATGC

18 F4 CCCCTGGAATTGATGCAGT R4 GAACCTGAAGGGGCATGG

19 F5 GCCTAGTGGGCTTTCTCCTC | R5 TAGCCCAGGACATCCAGGTA
NTRK2 | 15 F1 TCCACATGCTTCAATTCCAA | R1 TCATGGTTAATGAGACATTCTGG

16 F2 AGGGCCCACTGAAGTAATCC | R2 TGAACCCTCCACTCCTGAAC

17 F3 CCCAGCTTCATTCTCCATGT | R3 GTCCCTGGGGTCTCTGATCT

18 F4 GTGACTGATGCCTCCCTGTT | R4 AATGGATGCCTCTGGGATCT

19 F5 GCATTGCTTTTCCTCCTGTC | R5 GGCCCTAGCCTAGAATGTCC
NTRK3 | 15 F1 TCCCCATCCTACAGATGTGC | R1 CTCAAATGGAGGGAGCCTCT

16 F2 CCCCTGCCCTGTAGTTGTTA | R2 AGGGGAAGACAATCCTTGCT

17 F3 CTCTTCTCCCCATGCTCTTG | R3 AGCTCTGTGGCTGAGTCCTG

18 F4 GGCCTTCCTTTTCTGAGGAT | R4 TTAAAGTGTTGGGACAATGAACT

19 F5 CTGGCCATCTGGTCACTCTG | R5 TATGAGCCCTCCCCCAATCA

20 F6 AGGACCAAGGCTGAGCTTTG | R6 ATTCATGACCACCAGCCACC
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3.5. Fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH)

A fluoreszcens in situ hibridizaciét formalin fixalt, paraffinba agyazott blokkok 3 pm-es
metszetein végeztiik el, interfizisban 1évé tumorsejtek magjain. Az elemzéshez az
NTRK1/2/3 gének kereskedelmi forgalomba hozott ZytoLight SPEC Dual Color Break
Apart probgjat, a ZytoLight® SPEC MDM2/CEN 12 Dual Color Probe probajat és a
ZytoLight® SPEC CDK4/CEN 12 Dual Color Probe (ZytoVision, Bremerhaven,
Németorszag) probajat hasznaltuk a kromoszémak szerkezetbeli és szambeli eltéréseinek
vizsgalatara. A hibridizaciot koveté mosasi 1épések 0,4 x SSC/0,1% NP-40 oldatban 72
°C-on 5 percig és 2 x SSC/0,1% NP-40 oldatban szobahémérsékleten 5 percig torténtek,
majd DAPI (Vector Laboratories, Inc., Newark, Egyesiilt Allamok) sejtmagfestést
végeztiink. A fluoreszcens in situ hibridizacio soran a vizsgalt esetekbdl egyenként
legalabb 100 sejtet értékeltink a kérdéses tumorrégioban Nikon Eclipse E600
fluoreszcens mikroszkop segitségével. Az NTRK gének atrendezddését (transzlokécio,
fazi6) akkor allapitottuk meg, ha a tumorsejtek legalabb 20%-a mutatott az alkalmazott
NTRK prébakkal jelszétvalast (’split signal’). Poliszémiat vagy kopiaszam ndvekedést
akkor allapitottunk meg, ha az atlagos NTRK1/2/3 szignal kopiaszama > 3 volt. Az MDM2
vagy CDK4 génamplifikacié tekintetében pozitivnak tekintettiik azokat az eseteket,
amikor 100 megszamlalt tumorsejtbdl legalabb 20 mutatott négynél tobb zold jelet (az
MDM2 vagy CDK4 gén kopidinak szama) és emellett csak két narancssarga jel
(centromer régid kontroll proba) volt azonosithatd. A fluoreszcens in situ hibridizacid
soran latottakat egy patologus (Prof. Dr. Sapi Zoltan) és egy biologus (Dr. Papp Gergd)
értékelte.

3.6. Ujgeneridcids szekvendlis (NGS)

A genomikus DNS-t, illetve a teljes RNS-t formalin fixalt, paraffinba agyazott
blokkokbol szarmazé mintakbol izolaltuk a QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen)
¢s a High Pure FFPET RNS Isolation Kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag)

termékek hasznalataval, a gyartok utasitasait kovetve. A mintdk tumorsejt szazalékos
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aranyanak becslését korszovettani vizsgalatokkal végeztiik az izolalasi folyamatokat
megeldzden. A DNS- és RNS-koncentraciokat a Qubit™ dsDNA HS Assay és a Qubit™
RNA HS Assay Kits (Thermo Fisher Scientific) segitségével mértik a Qubit™ 3
fluorométeren. 120 ng DNS 52 ul térfogatban torténd vagasat kiviteleztiik (200 ciklus,
csucsteljesitmény: 75 W, terhelési tényezo: 10, kezelési idd: 510 s, 7 °C alapértéken) a
Covaris E220 Focused-ultrasonicator (Covaris, Woburn, Egyesiilt Allamok)
alkalmazasaval. A kettés szala DNS-fragmentumok és az RNS-molekulak méretének
ellendrzése a Tapestation 2200 (Agilent, Cheshire, Egyesiilt Kiralysag) hasznalataval
tortént. Az Illumina TruSight Oncology 500 High Throughput assay konyvtar-
elokészitési munkafolyamata a gyarté protokollja szerint tortént. Az 1Ujgeneracios
szekvenalast az [llumina NextSeq 2000 platformon hajtottuk végre, 101 ciklus paros végii
szekvenalassal. A bioinformatikai elemzést az Illumina TruSight Oncology 500 Local
App v2.1 alkalmazassal végeztiik. Roviden, nyers BCL fajlokat toltottiink le, a FASTQ
generalast a bel-convert szoftver végezte. A hgl9 referenciagenomhoz vald szekvencia-
illesztést a Burrows-Wheeler Aligner (BWA-MEM) végezte a SAMtools
segédprogrammal egylitt. Read Osszeesési analizist végeztiink annak érdekében, hogy
eltavolitsuk az ismétlodé read-eket, amelyeket egyedi molekularis azonositok (UMI)
jeloltek meg. Az indel atrendezést és Osszeillesztést a Gemini végezte. Az alacsony
frekvenciaban jelen 1€év6 variansok azonositasat a Pisces hajtotta végre, amely kimenetet
a Pepe szoftverkomponens sziirte. Az [llumina Annotation Engine a COSMIC (v84),
ClinVar (2019-02-04), dbSNP (v151), 1000Genomes (Phase 3 v5a), gnomAD (2.1),
RefSeq és Ensembl (VEP build 91) adatait felhasznalva annotalta a kisebb variansokat.
A kopiaszam varidcio (copy number variation) hivast a CRAFT végezte. Az RNS-alapu
analizishez minden mintdt 30 millid6 leolvasasra csokkentettiink, majd a STAR
segitségével a hgl9 referencia genomhoz ¢és a GENCODEv19 referencia
transzkriptomhoz igazitottuk. A duplikatumokat a Picard duplikatumjel6ld algoritmussal
jeloltiik, a fuzios hivast Manta végezte. A *splice’ variansokat, a tumor mutécios terhelést
¢s a mikroszatellita instabilitdsat belsd fejlesztésli algoritmusok hataroztdk meg. A
tovabbi klinikai értelmezéshez a Qiagen Clinical Insight (QCI) Interpret szoftvert
hasznaltuk, amely varidnsszlirést €s tovabbi annotaciokat alkalmaz: patogenitasi

pontszamok, populacio-gyakorisdg, fehérjeszerkezet eldrejelzések, relevans klinikai

20



iranyelvek ¢és terapias lehetOségek a varidnsokhoz. A genomikai adatok vizudlis

megjelenitésére az Integrative Genomics Viewer (IGV) programot alkalmaztuk.

3.7. A vad tipusu, illetve a mutins NTRK1 ORF klonozdsa lentivirdlis expresszios

vektorba

A human NTRK1 cDNS-t (GenBank hozzéaférési szam: NM_ 002529.3) a GenScript
cégtdl szereztiik be (ClonelD: OHu240450RF, GenScript Biotech, Piscataway, Egyesiilt
Allamok). Ezt a plazmidot helyspecifikus mutagenezissel modositottuk, egy- és kettd
pontmutacidt tartalmazd vektorok létrehozasara Phusion high fidelity DNS polimeraz
enzim (Thermo Fisher Scientific), ¢és az alabbi primerek felhasznalasaval,
(NTRK1_G613_F: CTGCTGGCTGGTGGGGAGGATG; illetve NTRK1_H604_R:
CTTGGCATCAGGTCCATGGGATCGGAG;  valamint NTRK1_G613V_F_mut:
CTGCTGGCTGTTGGGGAGGATG; tovabba NTRK1 H604Y R mut:
CTTGGCATCAGGTCCATAGGATCGGAG). A mutaciok jelenlétét a modositott
plazmidklonok inzertjének Sanger szekvenaldsaval igazoltuk. A vad tipusu és a mutalt
(H604Y; G613V; H604Y ¢s G613V) NTRK1 inzerteket PCR amplifikéltuk az alabbi
forward” (TTTTTCTCGAGGCGATGCTGCGAGGCGG), illetve ’reverz’ primerek
(TTTTTCTAGACTAGCCCAGGACATCCAGGTA) ¢és Phusion high fidelity DNS
polimeraz enzim hasznalataval. A PCR termékeket egy pLV-CMV-Puro lentivirus vektor
(PMID: 20532169) Xhol ¢és Xbal helyére épitettilk be hagyomanyos ligalassal. A
rekombinans lentivirus klonokban kolonia PCR-rel és Xhol-Xbal, valamint Ndel-Notl
kettés emésztéssel vizsgaltuk az inzert jelenlétét, majd pontos szekvencidjukat Sanger
szekvenalassal hataroztuk meg, melyhez CMV min (CGCCATCCACGCTGTTTTG),
NTRKI1 Seq F777 (GCCAATGTCACCAGTGACCTCCAAC) és NTRK1_Seq_F1620
(CTGAGCAGGACAAGATGCTG) szekvenalo primereket hasznaltunk. Human sejtek
transzfekciojdhoz a validalt rekombindns lentivirus plazmidokat E. coli sejtekbdl
PureLink® HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével

izolaltuk, a gyarto utasitasai szerint.
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3.8. Lentivirus termelés és transzdukcio

Az NTRK1 varidnsok lentiviralis termelésé¢hez HEK 293T sejtek transzfekcioja tortént
lentiviralis ,,csomagold” plazmidokkal ¢s NTRK1 p.H604Y; NTRK1 p.G613V; NTRK1
p.-H604Y+G613V; vad tipusi NTRK1; vagy GFP-pLV-CMV-Puro (negativ kontroll)
tartalmazé plazmidokkal. A lentivirus begyljtésére 24 és 48 oraval késébb keriilt sor,
DMEM médiumban. A lentivirus-medialt transzdukcios kisérletekhez VH10 fibroblast,
valamint VH10-hTERT immortalizalt fibroblast, illetve T449 liposarcoma sejtek keriiltek
megfertézésre az NTRK1 gént tartalmazd, harmadik generacios lentivirusok altal, ugy

hogy a fert6zés multiplicitasa (multiplicity of infection: MOI; atlagosan hany darab virus

crer

crer

dihidroklorid (Thermo Fisher Scientific) jelenlétében tortént. A transzdukcidt kovetd
harmadik napt6l a sejtek mosasa tortént legalabb négy alkalommal minden egyes
passzéazskor és tripszin kezelés tortént kétszer (két passzazs), valamint legaldbb 6t

egymast kovetd passzazs soran puromycin szelekcio keriilt érvényesitésre.

3.9. Proliferdacios vizsgalat és dozis-valasz gorbék

A kiilonboz6 sejtvonalakba transzdukalt kiilonbozé NTRK1 konstrukciok novekedési
sebességre gyakorolt hatasdnak nyomon kdvetésére a sejteket 96 lyuka lemezre oltottuk
3000 sejt/lemez mennyiségben, és 3, majd 7 nap elteltével metabolikus vizsgélatot
végeztiink PrestoBlue reagens (Thermo Fisher Scientific), valamint kristalyibolya
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Egyesiilt Allamok) festés segitségével. A dozis-valasz gorbe
becslésekhez a kovetkez6 sejtstirtiségek keriiltek fel a lemezre: VHI10-hTERT: 5000,
T449: 5000, duplikatumban, és legalabb két fliggetlen oltasbol torténtek a mérések. Egy
nappal azutan, hogy az oltokozeget feltoltottiik megfeleld tapkozeggel, amely vagy 250
UM és 80 nM kozotti koncentracioban LOXO-101-et (larotrectinib) vagy 200 uM és 0,2
nM kozotti koncentracioban LOXO0-195-6t (selitrectinib) tartalmazott. Az NTRK1
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aktivacio hatasanak vizsgalatara a természetes ligand (NGF: nerve growth factor) 3 ng/ml
koncentracioban torténd alkalmazésara keriilt sor. A sejteket két tapkozeg koriilmény
kozott teszteltiik, nevezetesen: NGF hozzaadéasaval vagy hozzaadasa nélkiil. Vanoli és
mtsai munkajat alapul véve (40), az elsé teszteléshez alkalmazott inkubacios id6 3 nap
volt, majd a 7. napon ismétlés tortént, majd kristalyibolya festés és PrestoBlue reagens
hasznalataval mérések torténtek a viabilis sejtek mennyiségének meghatarozasdhoz. Az
0,05%-o0s kristalyibolya oldat 50 pl mennyiségének inkubacidja 20 percen keresztiil
tortént, szoba homérsékleten. Csapvizes lemosast, majd szaritast kdvetden, 100%-0s
metanol 100 pl mennyiségének inkubacidja 5 percen keresztiil tortént. Az optikai
denzitometrias mérések 595 nm-es hullamhosszon torténtek. A PrestoBlue reagens
alkalmazdsa a gyartdé utmutatisa szerint tortént. A PrestoBlue reagens inkubacidja 30
percen keresztiil tortént, 37 °C-on. A fluoreszcencia méréshez alkalmazott gerjeszt6 fény
535-560 nm hulldmhossz tartomanyban volt, mig az emittalt fény hullamhossz
tartomanya 590-615 nm volt. Az 6sszes mérés Victor PerkinElmer 2030 Explorer (Perkin
Elmer) altal kertilt kivitelezésre, az adatokat Microsoft Excelbe exportaltuk tovabbi
feldolgozas és normalizalas céljabol, végiil a dozis-valasz szamitasokat a Graphpad Prism

szoftvereszkoz segitségével végeztiik.

3.10. H604Y/G613V in silico modellezése LOXO-101 jelenlétében

A LOXO-101 (larotrectinib) TRK inhibitor az aktiv konformacioja, vad tipusi TRKA
fehérjeszerkezethez torténd kotddésének vizsgalata tortént (PDB ID: 7VKO), a Glide
szoftver alkalmazasaval. (41) Ezt kdveten a kotddési helyzet értékelése az irodalomban
talalhato kotddési helyzetekkel vald dsszehasonlitas alapjan tortént. A mutalt modellek
(G595R; G613V; H604Y; G613V/H604Y) megalkotasa a Maestro-val (2022-4 kiadas)
tortént a kotddési helyzetek hasznalataval, majd ezeket energiaminimalizalasnak vetettiik
ala. A molekularis dinamikai szimulaciokat a Desmond szoftverben végeztiik el (42),
OPLS-2005 erétér alkalmazasaval (43), 300 Kelvinen, konstans-hémérséklet, konstans-
nyomds egyiittes (izotermikus, izobar ensemble; NPT) alatt. A komplexeket
ortorombikus periodikus dobozba helyeztiik és TIP3P vizmolekuldkkal szolvataltuk. A

rendszereket ellenionok hozzdaddsaval semlegesitettiik, és tovabbi ionokat vittiink be,
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hogy elérjiikk a 150 mM sokoncentraciot. Mindegyik rendszernél 50 ns-os kiegyenlitd
futast végeztiink, majd molekularis dinamikai szimulacidkat végeztiink 300 ns-on
keresztiil, haromszor. A palyakat a Desmond Simulation Event Analysis és a palyagorbe
vizualizacid segitségével elemeztiik. Az dbrak PyMOL Molecular Graphics System

(Schrodinger LLC, 2015, 2.0 verzid) segitségével késziiltek.
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4. Eredmények

4.1. Korszovettan és klinikai eredmények

A dedifferencialt liposarcoma diagndzisanak felallitdsa a karakterisztikus koérszovettani
eltéréseken (atipusos lipomatdézus tumort tartalmazo teriiletek dedifferencialt
teriiletekkel), tovabba az MDM2 ¢és/vagy CDK4 immunhisztokémiai reakciok
pozitivitasan alapult. Minden olyan esetben, amikor az immunhisztokémiai reakcio
eredménye nem volt egyértelmii, FISH vizsgalatot végeztink MDM?2 ¢s/vagy CDK4
probak alkalmazédsaval az MDM2 ¢és/vagy CDK4 amplifikdci6 igazoldséra. A
vizsgalatunkba bevont, dedifferencidlt liposarcomaval diagnosztizalt betegek median
¢letkora 65 év (szoras: 12,1, tartomany: 30-90 év) volt, a férfi:né arany 1,3 (74:57). A
miogén differencidci6 meglétét igazolandd simaizom aktin ¢és/vagy dezmin
immunhisztokémiai vizsgalatokat hajtottunk végre. A reprezentativ diagnosztikai
jellemzok az 2. é4bran vannak feltiintetve. Kiilonb6z6, valtozatos korszovettani
mintazatok is felismerésre keriiltek a fénymikroszkopos vizsgalat soran, példaul
differencialatlan pleomorph sarcoma ¢s egyéb alacsony vagy magas gradusu (low-grade
vagy high-grade) sarcoma-szerti teriiletek (3. abra). A diagnoézis felallitasahoz sziikséges
alapvetd klinikai adatokat és immunhisztokémiai eredményeket az 2. tablazat

tartalmazza.
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2. abra. Egy reprezentativ dedifferencialt liposarcoma eset a legfontosabb hisztopatologiai jellemzdivel. a) A HE-festett (hematoxilin-eozin)
metszeten atipusos, pleiomorf, ors6 alaku, rovid kotegekbe rendez6dd tumorsejtek lathatok. b) Az MDM2 immunfestés diffuz, erds
pozitivitast mutat (200x nagyitas). c) A CDK4 immunfestés diffuz, erds pozitivitast mutat (200x nagyitas). d) A dezmin immunfestés pozitiv
eredménye igazolja a miogén fenotipust (100x nagyitas). ) A FISH vizsgdlat igazolja az MDM2 gén amplifikaciojat (MDM?2 z6ld szignal,
CEP12 voros szignal).
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3. abra. High-grade (a, b) és low-grade (c, d) dedifferencialt liposarcomak hisztologiai mintazatai (HE-festés). a) Nagy, bizarr, pleiomorf
tumorsejtek, szklerotikus, kissé myxoid stromaban, enyhe kronikus gyulladasos infiltratummal. Az atipusos mitotikus alakok koénnyedén
észrevehetok. b) Anaplasztikus jelleget mutatd tumor, kereksejtes morfologidval, magas mitotikus aktivitassal. ¢) Nem tulsdgosan sejtdis
tumor, melyet orsé alaku sejtek kotegei alkotnak, kissé szklerotikus stromaban. A tumorsejtek magja megnyult, a citologiai atipia enyhe, a
mitotikus aktivitas alacsony. d) Sejtszegény tumor, kollagéndis stromaval. A tumorsejtek magja megnyult, a citologiai atipia enyhe, a
mitotikus aktivitas alacsony. Megfigyelheté néhany plexiform ér is.
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2. tablazat. Az 6sszegyjtott 131 dedifferencialt liposarcoma legfontosabb klinikopatologiai adatainak dsszefoglalasa. Az SMA (simaizom

------

crer

gradusu, un. ,.high grade”. (Ahogyan az a nemzetkdzi adatok alapjan is ismert, a leggyakoribb lokalizacioja a daganatnak a retroperitoneum,

mely megfigyelést a mi adataink is alatimasztjak.)

immunhisztokémia FISH
azonosito | kor/nem lokalizacio SMA dezmin MDM2 CDK4 MDM2 CDK4 gradus
1 45/n6 jobb lab pozitiv pozitiv pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
2 70/n6 | retroperitoneum pozitiv pozitiv pozitiv pozitiv nem elérhetd | nem elérhetd | high
3 69/férfi | retroperitoneum pozitiv pozitiv pozitiv pozitiv nem elérhetd | nem elérhetd | high
4 47/ | retroperitoneum pozitiv pozitiv pozitiv [ nem elérhetd | nem elérhetd | nem elérhet6 | high
5 62/férfi | retroperitoneum negativ pozitiv pozitiv | nem elérhetd | nem elérhet6 [ nem elérheté | high
6 67/térfi | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
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7 54/térfi hat negativ pozitiv pozitiv negativ | nem elérhet6 [ nem elérheté | high
8 62/n6 | retroperitoneum pozitiv negativ pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
9 63/férfi jobb lab pozitiv nem elérhetd | pozitiv | nem elérhetd | nem elérhetd | nem elérhet6 | high
10 60/férfi | retroperitoneum pozitiv negativ pozitiv | nem elérhetd | nem elérhetd | nem elérhet6 | low
11 58/térfi mesenterium pozitiv pozitiv pozitiv | nem elérhetd [ nem elérhetd | nem elérhet6 | high
12 o1/férfi medence pozitiv pozitiv pozitiv | nem elérhetd | nem elérhetd [ nem elérheté | high
13 66/n6 | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv [ nem elérhetd | nem elérhet6 | nem elérhet6 |  high
14 49/n6 mellkas pozitiv negativ pozitiv pozitiv amplifikalt | nem elérhet6 [ high
15 48/férfi jobb lab negativ pozitiv pozitiv [ nem elérhetd | nem elérhet6 | nem elérhet6 | high
16 77/férfi jobb lab nem elérheto pozitiv pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
17 60/férfi | retroperitoneum negativ pozitiv pozitiv | nem elérhetd | nem elérhetd [ nem elérheté | high
18 65/férfi bal kar nem elérhetd pozitiv pozitiv pozitiv nem elérhetd | nem elérhetd [ high
19 31/né | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd | nem elérhetd [ high
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20 39/m6 | retroperitoneum | nem elérhetd pozitiv pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
21 83/n6 | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
22 77/térfi | retroperitoneum | nem elérhetd pozitiv pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
23 84/térfi has negativ pozitiv pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
24 75/férfi mediastinum pozitiv nem elérhetd | pozitiv [ nem elérhetd | nem elérhetd | nem elérhetd [ high
25 74/férfi scrotum pozitiv nem elérhetd | pozitiv | nem elérhetd | nem elérhetd | nem elérhet6 | high
26 71/n6 bal 1ab negativ pozitiv pozitiv [ nem elérhetd | nem elérhet6 | nem elérhet6 | high
27 58/férfi scrotum nem elérhetd pozitiv pozitiv negativ nem elérhetd [ nem elérheté | high
28 63/n6 | retroperitoneum pozitiv negativ pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
29 56/n6 | retroperitoneum pozitiv negativ pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
30 81/n6 | retroperitoneum pozitiv negativ pozitiv | nem elérhetd | nem elérhetd [ nem elérheté | high
31 69/férfi | retroperitoneum pozitiv pozitiv pozitiv | nem elérhetd | nem elérhet6 [ nem elérheté | high
32 55/férfi | retroperitoneum pozitiv negativ pozitiv pozitiv nem elérhetd | nem elérhetd [ high
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33 52/n6 | retroperitoneum pozitiv negativ pozitiv | nem elérhet6 | nem elérhet6 [ nem elérheté | high
34 68/férfi | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv amplifikalt | nem elérhet6 | high
35 67/térfi | retroperitoneum pozitiv negativ pozitiv | nem elérhet6 | amplifikalt [nem elérheté | high
36 75m6 | retroperitoneum pozitiv negativ pozitiv | nem elérhetd | nem elérhetd [ nem elérheté | high
37 67/férfi mesenterium pozitiv nem elérhetd | pozitiv | nem elérhetd | nem elérhetd | nem elérhetd | high
38 63/n6 | retroperitoneum pozitiv negativ pozitiv | nem elérhetd | nem elérhetd [ nem elérheté | high
39 87/férfi has pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
40 78/n6 has pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
41 59/n6 medence pozitiv pozitiv pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérhetd | high
42 62/n6 | retroperitoneum negativ pozitiv pozitiv | nem elérhetd | nem elérhetd [ nem elérheté | high
43 52/férfi jobb lab nem elérheto pozitiv pozitiv | nem elérhetd | nem elérhetd [ nem elérheté | high
44 77/n6 bal mell pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd | nem elérhetd [ high
45 63/férfi mellkas pozitiv negativ pozitiv | nem elérhetd [ nem elérhetd | nem elérhetd | high
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46 69/férfi has pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
47 74/térfi | retroperitoneum pozitiv negativ pozitiv | nem elérhet6 | nem elérhet6 [ nem elérheté | high
48 62/n6 | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv | nem elérhetd | nem elérhetd [ nem elérheté | high
49 74/n6 gyomor pozitiv negativ pozitiv | nem elérhetd | nem elérhetd [ nem elérheté | high
50 79/m6 | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
51 30/mé | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
52 65/n6 jobb lab pozitiv nem elérhetd | pozitiv [ nem elérhetd | nem elérhet6 | nem elérhet6 |  high
53 59/n6 | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
54 64/férfi mellkas negativ pozitiv pozitiv [ nem elérhetd | nem elérhetd | nem elérheté | low
55 58/férfi | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv | nem elérheté | amplifikalt | nem elérhet6 | high
56 80/férfi | retroperitoneum pozitiv negativ pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
57 76/n6 | retroperitoneum negativ pozitiv pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
58 70/férfi jobb 1ab pozitiv nem elérhetd | pozitiv | nem elérhetd | nem elérhetd | nem elérhetd | high
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59 75/térfi mesenterium pozitiv negativ pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
60 70/térfi | retroperitoneum pozitiv negativ pozitiv | nem elérhet6 | nem elérhet6 [ nem elérheté | high
61 58/térfi | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
62 55/férfi jobb 1ab pozitiv negativ pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
63 68/n6 bal 1ab negativ pozitiv pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
64 83/n6 | retroperitoneum negativ pozitiv pozitiv | nem elérhetd | nem elérhetd [ nem elérheté | high
65 70/férfi mellkas pozitiv negativ pozitiv [ nem elérhetd | nem elérhet6 | nem elérhet6 | high
66 57/férfi has pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
67 47/n6 medence pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
68 52/térfi | retroperitoneum pozitiv negativ pozitiv | nem elérhetd | nem elérhetd [ nem elérheté | high
69 65/férfi | retroperitoneum pozitiv negativ pozitiv | nem elérhetd | nem elérhetd [ nem elérheté | high
70 44/férfi scrotum pozitiv nem elérhetd | pozitiv | nem elérhetd | nem elérhetd | nem elérhet6 | high
71 72/térfi mellkas pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd | nem elérhetd [ high
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72 71/térfi | retroperitoneum negativ pozitiv pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
73 70/mé | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
74 65/n6 axilla negativ pozitiv pozitiv | nem elérhet6 | nem elérhet6 [ nem elérheté | high
75 57/térfi | retroperitoneum negativ pozitiv pozitiv | nem elérhetd | nem elérhetd [ nem elérheté | high
76 67/térfi scrotum negativ pozitiv pozitiv pozitiv amplifikalt | amplifikalt | high
77 65/n6 has pozitiv nem elérhetd | pozitiv | nem elérhetd [ nem elérhetd | nem elérheté | high
78 66/n6 | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
79 73/férfi | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv [ nem elérhetd | nem elérhet6 | nem elérhet6 [  high
80 69/férfi has pozitiv negativ pozitiv [ nem elérhetd | nem elérhet6 | nem elérhet6 | high
81 70/térfi | retroperitoneum pozitiv negativ pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
82 62/n6 has pozitiv negativ pozitiv | nem elérhet6 | amplifikalt [nem elérheté | high
83 90/férfi | retroperitoneum pozitiv pozitiv pozitiv | nem elérhetd | nem elérhet6 [ nem elérheté | high
84 88/férfi | retroperitoneum pozitiv pozitiv pozitiv | nem elérhetd [ amplifikalt |nem elérhetd | high
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85 42/n6 bal lab pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
86 69/n6 | retroperitoneum pozitiv negativ pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
87 62/férfi | retroperitoneum pozitiv negativ pozitiv | nem elérhet6 | nem elérhet6 [ nem elérheté | high
88 46/férfi scrotum pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv amplifikalt |nem elérhet6 | high
89 54/n6 jobb 1ab negativ pozitiv pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
90 78m06 | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
91 67/n6 jobb lab negativ pozitiv pozitiv [ nem elérhetd | nem elérhetd | nem elérheté | high
92 o4/férfi | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
93 62/n6 has pozitiv negativ pozitiv [ nem elérheté | nem elérhetd | nem elérheté | high
94 49/férfi scrotum pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd | nem elérhetd [ high
95 80/férfi jobb lab pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
96 74/térfi | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
97 72/térfi mellkas pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd | nem elérhetd [ high
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98 42/térfi bal 1ab pozitiv pozitiv pozitiv | nem elérhet6 | nem elérhet6 | nem elérheté | low
99 80/n6 | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv amplifikalt | nem elérhet6 | high
100 57/m6 jobb lab pozitiv nem elérhetd | pozitiv | nem elérheté | nem elérhetd [ nem elérheté | high
101 58/férfi scrotum pozitiv pozitiv pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
102 74/n6 mellkas pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv amplifikalt | amplifikalt | high
103 66/férfi jobb 1ab pozitiv pozitiv pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
104 76/férfi has pozitiv negativ pozitiv [ nem elérhetd | nem elérhetd | nem elérheté | high
105 83/n6 bal 1ab pozitiv pozitiv pozitiv [ nem elérhetd | nem elérhetd | nem elérheté | high
106 63/n6 | retroperitoneum negativ pozitiv pozitiv [ nem elérhetd | nem elérhetd | nem elérheté | high
107 63/férfi jobb lab pozitiv negativ pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
108 73/n6 has pozitiv nem elérhetd [ pozitiv | nem elérhetd | nem elérhetd [ nem elérheté | high
109 50/férfi scrotum pozitiv nem elérhetd | pozitiv [ nem elérheté | amplifikalt |nem elérheté | low
110 38/né | retroperitoneum pozitiv negativ pozitiv pozitiv amplifikalt | amplifikalt | high
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111 67/térfi | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv [ nem elérhetd | nem elérhetd | nem elérheté | low
112 83/férfi medence pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
113 59/térfi has pozitiv pozitiv pozitiv | nem elérhet6 | nem elérhet6 [ nem elérheté | high
114 78m06 | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
115 59/térfi nyak pozitiv negativ pozitiv | nem elérhetd [ amplifikalt |nem elérhet6 | high
116 55/férfi medence pozitiv negativ pozitiv | nem elérheté | nem elérhetd [ nem elérheté | high
117 64/n6 mell pozitiv negativ pozitiv pozitiv nem elérhetd | nem elérhet6 | high
118 46/n6 hat pozitiv nem elérhetd | pozitiv [ nem elérheté | amplifikalt | nem elérhetd [ high
119 o1/férfi jobb lab negativ pozitiv pozitiv pozitiv nem elérhet6 | nem elérheté | high
120 66/n6 bal 1ab pozitiv pozitiv pozitiv pozitiv nem elérhetd [ nem elérheté | high
121 84/férfi | retroperitoneum pozitiv negativ pozitiv | nem elérhet | nem elérhetd [ nem elérheté | high
122 42/n6 jobb lab pozitiv negativ pozitiv pozitiv amplifikalt | nem elérhet6 | high
123 46/férfi bal 1ab pozitiv pozitiv negativ | nem elérhetd nem amplifikalt | high
amplifikalt
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124 69/térfi | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv pozitiv nem elérhet6 | nem elérhet6 | low
125 71/m6 | retroperitoneum pozitiv pozitiv pozitiv pozitiv amplifikalt | nem elérhet6 | high
126 47/férfi bal lab nem elérhetd pozitiv pozitiv pozitiv amplifikalt |nem elérhet6 | high
127 69/n6 jobb 1ab pozitiv pozitiv pozitiv pozitiv amplifikalt |nem elérhet6 | high
128 60/férfi | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd | pozitiv | nem elérhetd | nem elérhetd [ nem elérheté | high
129 82/n6 | retroperitoneum pozitiv nem elérhetd [ negativ pozitiv amplifikalt | amplifikalt | high
130 80/férfi fej pozitiv negativ pozitiv pozitiv amplifikalt | amplifikalt [ high
131 58/m6 | retroperitoneum pozitiv negativ pozitiv pozitiv nem elérhet6 | nem elérheté | high
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4.2. Az NTRK gének expresszioja gyakori dedifferencialt liposarcomdaban

A 131 dedifferencidlt liposarcomabdl 116 esetben sikeriilt a pan-TRK
immunhisztokémiai reakcidt elvégezni. Sajnalatosan, 15 minta értékelhetetlennek
bizonyult a szoveti multiblokkokbol szarmazo metszeteken, technikai nehézségek miatt
(a kifejezetten aprd biopszias mintdk nem voltak érdemben vizsgalhatok). A 116
sikeresen kivitelezett esetb6l 75 esetben volt pozitiv immunreakci6é detektalhato. Az
immunreakciok erdssége és kiterjedése széles tartomanyban mozgott (4. dbra, 5. ébra, 6.
abra). 38 esetben mutatott a daganatsejtek legalabb 50%-a a hattérfestddésnél
intenzivebb, legalabb minimalis erdsségli immunpozitivitast. 14 esetben legaldbb
kozepes erdsségli (++) immunreakcid volt azonosithatd, mitdbb, 4 esetben kozép-erds

(++/+++) vagy erds (+++) festédési intenzitas volt megfigyelhetd (3. tablazat, 4. tablazat).

39



AT L N L e, {7
e
W o

,“w,‘,. ‘_ i
LIS S e W,
\ *“,r;ui“i "fi?»”:-"’r;f
TS
“}»,:' & ?43- ‘5"
B s
i o f I A
o Lot Y 56{'
v #hy "76")'5';
A% : ﬁa p s
F’,,m MR TR /28 ALK 4 O
et 7S (VR
'(V,‘A: W '9"‘”"‘ -Q"m “;‘l‘ f&h
SRR
e e

4. abra. HE-festés és pan-TRK immunhisztokémia kiillonb6zd dedifferencialt liposarcoma esetekben. a) Kisagyszovet szolgalt pozitiv
kontrollként. b), ¢), d) A megvizsgalt dedifferencidlt liposarcomak kiilonb6z6é pan-TRK expresszidt mutattak. b) A storiform mintazatot

mutatd orsosejtes tumor erds, diffiz immunfestést mutat. ¢) A szklerotikus stromaban elhelyezkedd pleiomorf, atipusos tumorsejtek kozepes
erésségli reakcidt mutatnak. d) Fokalis, enyhe erdsségli immunreakcio lathato ezen a pleiomorf teriileten.
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5. abra. Egy reprezentativ dedifferencialt liposarcoma eset (azonositd: 84). a) A HE-festett metszeten 6rvényes mintazatot mutatd orsosejtes
sarcoma lathatd, kronikus gyulladasos infiltratum kiséretében. b) Az MDM2 immunfestés kozepes er6sségii, a FISH vizsgalat igazolta az
MDM?2 gén amplifikacidjat. ¢) A tumorsejtek diffuz, enyhe citoplazmatikus pan-TRK pozitivitast mutatnak. FISH vizsgalattal NTRK1-2-3
fazié nincs jelen, viszont NTRK1 amplifikacié mutatkozik. d) Diffuz, erds citoplazmatikus SMA immunfestés lathato. e) A Sanger
szekvenogramon az NTRK1 gén c.1810C>T és ¢.1838G>T baziscseréi lathatok, melyek mint misszensz mutaciok aminosavcserékhez

(p.H604Y, p.G613V) vezetnek.
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6. abra. Egy reprezentativ dedifferencialt liposarcoma eset (azonositd: 14). a) A HE-festett metszeten laza kotegekbe rendezddé pleiomorf

tumorsejtek lathatok, enyhe kronikus gyulladdsos infiltratum kiséretében. Néhany mitosis is azonosithat6. b) Az MDM2 immunfestés
kifejezetten er6s, a FISH vizsgalat igazolta az MDM2 gén amplifikacidjat. ¢) A tumorsejtek diffiz, kézepes erésségii citoplazmatikus pan-
TRK pozitivitdst mutatnak. FISH vizsgélattal NTRK1-2-3 fuzi6 nincs jelen. d) Diffuz, erds citoplazmatikus SMA immunfestés lathatd. e) A

Sanger szekvenogramon ugyanaz latszik, mint az 5. abran, azaz az NTRK1 gén c.1810C>T és ¢.1838G>T baziscseréi.
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3. tablazat. Pan-TRK antitesttel végzett immunhisztokémiai reakciok eredménye. Az

immunerdsség megallapitasahoz hatosztata skalat hasznaltunk (0, +, +/++, ++, ++/+++,

+++). Az immunreakci6 kiterjedését az érintett sejtek %-os aranyaban adtuk meg 0% és

100% kozott. Az alabb felsorolt mintdkban keriilt azonositasra a kettds egypontmutécio
(NTRK1 ¢.1810C>T, NTRK1 c.1838G>T) Sanger szekvenalas alkalmazasaval: 14, 84,
88, 109, 125, 127.

els6 mintavételi teriilet

masodik mintavételi teriilet

azonositd | kiterjedés (%) erésség kiterjedés (%) erésség
1 0 - tul kevés minta | tal kevés minta
2 sikertelen sikertelen sikertelen sikertelen
3 30 + 20 +
4 sikertelen sikertelen sikertelen sikertelen
5 sikertelen sikertelen sikertelen sikertelen
6 sikertelen sikertelen sikertelen sikertelen
7 80 + 60 +
8 80 +H++ 40 +/++
9 70 + 70 ++
10 0 - sikertelen sikertelen
11 80 ++ 70 +++
12 sikertelen sikertelen sikertelen sikertelen
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13 30 + 0 -

14 100 +4/+++ 100 +/+++
15 50 +/++ 30 +

16 0 - 0 -

17 0 - 0 -

18 40 - 40 +

19 0 - 0 -

20 40 + 70 +

21 40 + 0 -

22 40 + 40 +

23 100 + 70 +

24 100 + sikertelen sikertelen
25 0 - 0 -

26 0 - 0 -

27 100 + 100 +

28 100 + 100 +

29 100 +++ 100 +++
30 100 ++ 100 ++

31 100 + sikertelen sikertelen
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32 sikertelen sikertelen sikertelen sikertelen
33 100 + 100 +
34 sikertelen sikertelen sikertelen sikertelen
35 100 + 100 +
36 sikertelen sikertelen sikertelen sikertelen
37 5 + sikertelen sikertelen
38 sikertelen sikertelen sikertelen sikertelen
39 sikertelen sikertelen sikertelen sikertelen
40 100 + 100 +
41 sikertelen sikertelen sikertelen sikertelen
42 sikertelen sikertelen sikertelen sikertelen
43 0 - 0 -
44 100 + 100 +
45 100 + 100 +
46 20 + 20 +
47 0 - 0 -
48 100 + 100 +
49 0 - 0 -
50 15 + 15 +
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51 100 +/++ 100 +++

52 sikertelen sikertelen tal kevés minta | tal kevés minta
53 5 + tal kevés minta | tal kevés minta
o4 0 - 0 -

55 0 - 0 -

56 0 - 0 -

57 0 - 0 -

58 0 - 0 -

59 0 - 0 -

60 0 - 0 -

61 0 - 0 -

62 0 - 0 -

63 0 - 0 -

64 0 - tal kevés minta | tal kevés minta
65 0 - sikertelen sikertelen
66 0 - 0 -

67 0 - 0 -

68 5 + 5 +

69 10 + 10 +
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70 0 - 0 -
71 0 - 0 -

72 5 + 5 +

73 50 + 50 +

74 0 - tul kevés minta | t0l kevés minta
75 sikertelen sikertelen tal kevés minta | tul kevés minta
76 20 + 20 +

77 5 + 5 +

78 0 - 0 -

79 25 + sikertelen sikertelen
80 50 ++ tul kevés minta | tGl kevés minta
81 sikertelen sikertelen tal kevés minta | tul kevés minta
82 5 + 5 +

83 70 ++ 70 ++

84 100 + 100 +

85 75 +/++ 75 +/++

86 100 + 100 +

87 15 + 15 +

88 5 +++ 5 +++
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89 100 + 100 +

90 0 - 0 -

91 10 + 5 +

92 0 - 0 -

93 10 + 30 +

94 10 + 5 +

95 60 +HH++ 60 +HH++

96 40 + 50 +

97 70 + 80 ++

98 0 - tul kevés minta | tul kevés minta
99 40 +++ 40 +++

100 0 - 0 -

101 10 + 30 +

102 10 + 30 +

103 5 + 0 -

104 értékelhetetlen + tal kevés minta | tal kevés minta
105 10 + 50 +

106 értékelhetetlen + tal kevés minta | tal kevés minta
107 0 - tul kevés minta | tul kevés minta
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108 0 - 0 -
109 5 + 2 +
110 0 - 0 -
111 0 ; 0 ]
112 100 ++ 100 ++
113 100 +4++ 100 +++
114 0 - 0 -
115 100 + 100 +
116 5 + 5 +
117 5 + 5 +
118 0 ; 0 ]
119 40 -+ 40 +
120 20 + 20 +
121 10 + 10 +
122 10 ++ 10 ++
123 40 +++ 40 +/++
124 0 - 0 -
125 60 ++ 100 +
126 5 + 5 +
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127 5 + 5 +
128 0 - 0 -
129 100 + 100 +
130 0 - 0 -
131 100 + 10 ++

4.3. Rekurrens NTRK1 gén variansok dedifferencialt liposarcomaban

A pan-TRK immunpozitivitdst mutatd esetek (75) koziil 46 esetben végeztik el az
NTRK1-3 gének tirozin kindz doménjét kodold régidinak Sanger szekvenalasat.
Sajnalatosan, a maradék 29 esetben vagy nem allt rendelkezésre mar elegendd
mennyiségli minta a Sanger szekvenalas elvégzéséhez vagy az izolalt DNS mindsége nem
volt megfeleld vagy a Sanger szekvenalas eredménye nem volt egyértelmiien értékelhetd.
eltérést sem. Az NTRK1 és NTRKZ2 gének esetében szinonim egypontmutaciok
(synonymous single nucletoid variant) voltak jelen, tovabba, mindezidaig dedifferencialt
liposarcoméban nem leirt misszensz mutacidk (missense mutation) is detektalasra
keriiltek az NTRK1 génben 6 esetben is (4. tablazat, 5. tablazat). Mind a hat esetben
pontosan ugyanaz a misszensz mutacié par (NTRK1 ¢.1810C>T, p.H604Y; NTRK1
c.1838G>T, p.G613V) keriilt azonositasra (5. abra, 6. abra, 4. tabldzat). Ezen kettOs
egypontmutaciot tartalmazdé 6 eset egészséges, tumormentes szovetmintait is
megvizsgaltuk Sanger szekvenalassal. Négy esetben az egypontmuticié par nem volt
Jelen az egészséges, tumormentes szovetmintakban (7. abra). Sajnalatos médon, a tovabbi

kettd esetben nem allt rendelkezésiinkre egészséges, tumormentes szovetminta.
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4. tablazat. A hat kettds egypontmutaciot hordozo eset legfontosabb jellemzdit sszefoglald tdblazata. A * jelolés a tablazatban az NTRK1
génben igazolt két egypontmutaciora (c.1810C>T, ¢.1838G>T) vonatkozik. A két egypontmutaciot az NGS is kimutatta. A pan-TRK
antitesttel végzett reakciok intenzitasukat és kiterjedésiiket tekintve igen valtozatos eredményeket mutatnak. Az NTRK1, NTRK2, NTRK3

break-apart FISH probak negativak, azaz nincs transzlokacio ezen géneket illetéen, igy a pan-TRK immunpozitivitas oka nem NTRK fuzio.

immunhisztokémia FISH NGS
. NTRK1 NTRK2 NTRK3 Sanger kettds MDM2
azonosito | kor/nem | gradus | SMA | dezmin pan-TRK MDM2
break-apart break-apart break-apart szekvenalas | mutacio amplifikacio
. kettds
14 49/n6 high | pozitiv | negativ | 100%, ++/+++ | amplifikalt | nincs jelszétvalas | nincs jelszétvalas | nincs jelszétvalas . azonositott | azonositott
mutacio
. ) ) ) amplifikalt, o o kettds
84 88/feérfi high | pozitiv | pozitiv 100%, + amplifikalt nincs jelszétvalas | nincs jelszétvalas azonositott | azonositott
nincs jelszétvalas mutacio*
. amplifikalt, kettds
88 46/térfi high | pozitiv - 5%, +++ amplifikalt o nincs jelszétvalas | nincs jelszétvalas ) azonositott | azonositott
nincs jelszétvalas mutacio*
kettds
109 40/térfi low | pozitiv - 5%, + amplifikalt | nincs jelszétvalas | nincs jelszétvalas | nincs jelszétvalas e azonositott | azonositott
mutacio
. . . . amplifikalt, o o kettds
125 71/m6 high | pozitiv | pozitiv 60%, ++ amplifikalt nincs jelszétvalas | nincs jelszétvalas azonositott | azonositott
nincs jelszétvalas mutacio*
. . . . o o o kettds
127 69/né high | pozitiv | pozitiv 5%, + amplifikalt | nincs jelszétvalas | nincs jelszétvalas | nincs jelszétvalas . azonositott |  azonositott
mutacio
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5. tablazat. Az NTRK1 gén tirozin kindz doménjét kodolod régiodinak vizsgalata Sanger
szekvenalassal. Piros szinnel jelolve az aminosavcserével jard egypontmutdciok. A
Sanger szekvenalasra alkalmas 46 pan-TRK immunpozitiv esetb6l 6 mintaban volt jelen
aminosavcserével jard géneltérés. Mind a hat esetben pontosan ugyanaz a kettd
egypontmutacié van jelen. (Az NTRK2 és NTRK3 gének azonos régidiban nem kertiilt

detektalasra emlitésre méltod géneltérés.)

NTRK1 a primerparok altal lefedett régiok
azonositd| FI1R1 F2R2 F3R3 F4R4 F5R5
3 - - 1887C>T - -
7 - - 1887C>T - -
8 - - 1887C>T - -
9 - - 1887C>T - -
11 - - 1887C>T - -
13 - - 1887C>T - -
1810C>T
14 - 1674G>A | 1838G>T - -
1887C>T
20 - - 1887C>T - -
22 - - 1887C>T - -
23 - 1674G>A - - -
27 - - 1887C>T - -
29 - - 1887C>T - -
30 - - 1887C>T - -
31 - 1674G>A | 1887C>T - -
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35 - 1887C>T
40 - 1887C>T
44 1674G>A | 1887C>T
45 - 1887C>T
48 1674G>A | 1887C>T
51 - 1887C>T
52 1674G>A .
69 - 1887C>T
1887C>T
79 -
1920C>T
1810C>T
84 1674G>A | 1838G>T
1887C>T
85 - 1887C>T
86 - :
1810C>T
88 1674G>A | 1838G>T
1887C>T
04 - .
96 - 1887C>T
99 - 1887C>T
1810C>T
109 1674G>A | 1838G>T
1887C>T
112 - 1887C>T
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113 - 1887C>T
115 1674G>A | 1887C>T
116 - -
117 1674G>A -
119 - 1887C>T
120 - 1887C>T
121 1674G>A | 1887C>T
122 - 1887C>T
123 - 1887C>T
1810C>T
125 1674G>A | 1838G>T
1887C>T
126 - 1887C>T
1810C>T
127 1674G>A | 1838G>T
1887C>T
129 - 1887C>T
131 - 1887C>T
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7. abra. A kettds egypontmutaciot hordoz6 esetek normadl, tumormentes szoveteinek

Sanger szekvenogramjai az NTRK1 gén azonos régioirol. A 6 mutalt esetbdl csak 4
esetben volt elérheté megfeleld, tumormentes minta. A 14-es azonositoval jelolt minta
tumoros szovetrészleteket is tartalmazott. (A négy kiilonb6zé Sanger szekvenogramhoz
tartozo azonositok, rendre: 14, 84, 88, 109.)

A strukturalis génatrendezOdés lehetdségének kizarasa végett NTRK1-3 break-apart FISH
vizsgalatokat végeztiink a kettds egypontmutacidt mutatd 6 esetben, egyértelmii negativ
eredménnyel, ugyanis jelszétvalas nem volt azonosithato (5. dbra, 6. abra, 4. tablazat).
Meglepd modon, 3 esetben is erdteljes NTRK1 amplifikacid volt megfigyelhetd. Ezen
esetekben a pan-TRK immunfestés, illetve az NTRK1 amplifikacio jol korrelalt

egymassal. (5. abra, 4. tablazat).
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Ezt kovetden, a mutaciopart hordozo 6 eset tijgeneracios szekvenalasa tortént az [lumina
TruSight Oncology 500 segitségével, mely mindharom NTRK gént tartalmazza. Ahogyan
az varhato volt, az NTRK1 egypontmutacié par mind a hat esetben detektalasra kertilt.
Tovéabba, semmilyen egyéb rekurrens muticid nem volt azonosithatdé ezeken kiviil.
Figyelembe véve a tumorsejt aranyt a vizsgalt mintakban, illetve a megfigyelt allél
frekvenciakat, kijelenthetd, hogy 4 eset homozigota mindkét mutaciora, mig a tovabbi 2
eset heterozigdta mindkét mutaciora. Mitobb, a genomikus adatok vizualizacidja alapjan
megallapithatd, hogy a két egypontmutacid Cis pozicidban van, tekintettel arra, hogy a

két mutacio szinte mindig ugyanazon a read-eken helyezkedik el (8. abra).

4.4. A7 AKT utvonal aktiv az NTRK1 mutans esetekben

A kettés egypontmutaciot hordozo esetek jelatviteli tvonalainak vizsgélata foszfo-ERK
és foszfo-AKT immunhisztokémiai reakcidkkal tortént, 0Osszehasonlitva 6
véletlenszerlien kivalasztott, a kettds egypontmutaciét nem hordoz6 dedifferencialt
liposarcomaval ¢és egy infantilis fibrosarcomaval. Hasonl6 foszfo-ERK immunfestddés
volt azonosithato, mind a mutacidokat hordozo, mind a mutaciokat nem hordozé
dedifferencialt liposarcomdk, illetve az infantilis fibrosarcoma esetén. Mindazonaltal,
szembetlind kiilonbség volt észlelhetd a foszfo-AKT nukledris pozitivitasat illetdleg. A
mutacidkat nem hordoz6 dedifferencialt liposarcomak negativnak bizonyultak, mig a
kettds egypontmutaciot hordozo esetek erdsebb vagy gyengébb intenzitassal, de
egyértelmli pozitivitdst mutattak. Természetesen a pozitiv kontrollként szolgald,
ETV6::NTRK3 fuziét hordozo infantilis fibrosarcoma eset is pozitiv volt. Az

eredményeket a 6. tdblazat, illetve a 9. dbra mutatja.
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04867_22_DNA.bam Coverage

04867_22_DNA.bam

Sequence = [CTATCCTCCCAGCCTATCCCCTCTCCTTTTCTITGTITICACAGATCCCATGGACCTIGATGCCAAGCTGECTGGCTIGGTGGGGAGGATGTIGGCTCCAGGCCCCCTGGGTICTGGGGCAGCTGCTGGCCGTIGGCTAGCCAGGTICGCTGCGGGG,

J¢ tracks aded [l fenr 18 g2 a7 I [f10311 of 134n

8. abra. Egy eset NGS eredményének vizualizacidja (azonositd: 84). A tumorsejtek ardnya a mintaban 80%. A kettd egypontmutacio -
NTRK1 ¢.1810C>T és NTRK1 ¢.1838G>T - azonos read-eken helyezkedik el, azaz cis pozicioban vannak. A tumorsejtek heterozigotak a

mutaciokra, minthogy a read-ek megkdzelitdleg 40%-aban vannak jelen.
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6. tablazat. A TRKA receptorrol indul6 jelatviteli utvonalak vizsgalata az aktivalt ERK
¢és az aktivalt AKT immunhisztokémiai modszerrel torténé kimutatasaval. A hat kettds
mutaciot hordozo esetet hasonlitottuk 0Ossze hat, véletlenszerlien kivalasztott, a
mutaciokat nem hordozo dedifferencialt liposarcomaval. A mutans (azonosito: 14, 84, 88,
109, 125, 127) és a nem mutans (azonosito: 62, 56, 49, 66, 55, 50) esetekben is aktiv az
ERK utvonal, ugyanakkor csak a mutdns esetekben aktiv az AKT utvonal. Az
immunreakcid erdsségének, illetve kiterjedésének megallapitasa az aldbbiak szerint
tortént: nem volt festodés (-), enyhe festddés (+), kdzepes festddés (++), erds festddés
(+++); 0% (0), 0-10% (1), 10-60% (2), 60%-100% (3). (IFS: infantilis fibrosarcoma,
ETV6::NTRKS3 fazioval.)

foszfo-ERK foszfo-AKT
azonosito jellemzd erdsség | kiterjedés | erdsség | kiterjedés

14 mutans +++ 2 ++ 3
84 mutans ++ 1 +
88 mutans +++ 2 + 2
109 mutans ++ 2 + 2
125 mutans ++ 2 ++ 3
127 mutans + 1 + 1
62 nem mutans +++ 2 - 0
56 nem mutans ++ 1 - 0
49 nem mutans + 1 - 0
66 nem mutans +++ 1 - 0
55 nem mutans +++ 3 - 0
50 nem mutans ++ 2 - 0
IFS pozitiv kontroll | +++ 2 ++ 3
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9. abra. Infantilis fibrosarcoma, mint
pozitiv kontroll. a) foszfo-ERK (pERK),
b) foszfo-AKT (pAKT). Dedifferencialt
liposarcoma (azonositd: 55), mely nem
hordozza a p.H604Y ¢és p.G613V
mutaciokat. c¢) foszfo-ERK (pERK), d)
foszfo-AKT (pAKT). Dedifferencialt
liposarcoma (azonosité: 125), mely
hordozza a p.H604Y ¢és p.G613V
mutaciokat. ¢) foszfo-ERK (pERK), f)
foszfo-AKT (pAKT). A foszfo-ERK
immunfestés eredményében  nincs
kiilonbség. A mutaciét nem hordozo
esetekben a foszfo-AKT immunreakcio
negativ volt, mig a mutans esetekben
valtozd er6sségli magi pozitivitas volt

lathato.



4.5. Az NTRK1 varianst expresszalo sejtek kiilonbozo modon reagalnak TRK
inhibitorokra

Harom kiilonféle sejtvonal (fibroblast (VH10), illetve hTERT immortalizalt fibroblast
(VH10-hTERT), valamint dedifferencialt liposarcoma (T449)) lentiviralis transzdukcidja
tortént NTRK1 ¢.1810C>T (p.H604Y) vagy NTRK1 ¢.1838G>T (p.G613V) vagy cis
pozicidban 1évé NTRK1 ¢.1810C>T (p.H604Y), NTRK1 ¢.1838G>T (p.G613V) vagy
NTRK1-WT (vad tipus) tartalmazo vagy iires pLV vektorokkal. A kiilonboz0 lentiviralis
konstrukciok proliferaciora gyakorolt hatdsdnak vizsgélata a populacié megkett6zddési
1d6 mérésén alapult, melynek eredménye alapjan nem volt kiillonbség e tekintetben a
kiilonboz6 lentiviralis konstrukcid tipusok kozott. A VHI10 fibroblast sejtvonal tovabbi
passzazs vizsgalata tortént, maximum nyolc tovabbi passzazsig, amikor is mar a sejteken
szeneszcencia jelek voltak detektalhatok, tovabba leallt a proliferdciojuk (harom
egymastol fiiggetlen kisérleti Osszedllitdsban is). Mindezek alapjan a varidnsok nem
voltak képesek a normal fibroblastokat transzformdlni. Puromycin szelekciot kovetd
tovabbi sejttenyésztés utan a transzdukalt konstrukciok jelenlétének €s expresszidjanak
kimutatasa tortént DNS- és RNS szinten, PCR, valamint reverz transzkripciés-PCR, majd
Sanger szekvenalas altal, ezzel mutatva a plazmid jelenlétét, illetve az expressziot RNS
szinten. Dozis-valasz mérések torténtek LOXO-101, illetve LOXO-195 hatéanyagokat
alkalmazva 7 nap inkubacios id6t kovetden, a természetes ligand (NGF) jelenlétében vagy
annak hozzdadasa nélkiil egyarant. Minden esetben a TRK inhibitor gatlo hatasa volt
megfigyelheté az NTRK1-WT konstrukci6 esetén, valamint teljes rezisztencia iires vektor
esetén, kivéve rendkiviil nagy dozisok alkalmazasakor. Mindez azt mutatja, hogy az
NTRK1-WT receptor aktivacio gatolhatd €s ennek negativ hatdsa van a sejtproliferaciora.
Ugyanakkor, az NTRK1 ¢.1838G>T (p.G613V) varians, illetve a Cis pozicidban 1évé
NTRK1 ¢.1810C>T (p.H604Y), NTRK1 c.1838G>T (p.G613V) kombinacio rezisztenciat
mutatott a TRK inhibitor kezeléssel szemben minden transzdukalt sejtvonalban,

fiiggetlentil a természetes ligand (NGF) jelenlététdl vagy hianyatol (10. abra és 11. abra).
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10. abra. Dozis-valasz gorbék a) LOXO-101 (larotrectinib) ¢és b) LOXO-195
(selitrectinib) altal kezelt VHI10-hTERT immortalizalt fibroblast sejtvonalban, valamint
c) LOXO-101 (larotrectinib) és d) LOXO-195 (selitrectinib) altal kezelt T449
dedifferencialt liposarcoma sejtvonalban az NTRK1-p.H604Y, NTRK1-p.G613V,
NTRK1-p.H604Y+p.G613V, NTRK1-WT, és iires vektort tartalmazo lentiviralis
transzdukciot kovetden, a természetes ligand (NGF) hozziadasa nélkiil. e) A TRKA
fehérje térszerkezetének egy részlete. Lathatd a LOXO-101 (larotrectinib) orientacidja a
kotohelyhez, illetve jelolésre keriiltek a mar ismert rezisztenciat okozé mutaciok - G595R
és G667C (zold gdombok), tovabba lathatok az Ujonnan, altalunk leirt rezisztencia
mutaciok helyzete is - H604 és G613 (z61d henger és gomb). A LOXO-101 (larotrectinib)
magenta szinnel van jelezve. f) bal oldali panel: a szimulacidk sordn tapasztalt tdvolsagok
a TRK gatlészer €s a vad tipusu fehérje, €s a mutalt fehérje 613-617 fehérjerészletének
alfa szénatomjai kozott; jobb oldali panel: a szimulaci6 soran késziilt pillanatkép, mely

idépontban a TRK gatloszer €s a G614 kozotti tavolsag a legkisebb.
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11. abra. Dézis-valasz gorbék a) LOXO-101 (larotrectinib) és b) LOXO-195 (selitrectinib) altal kezelt VH10-hTERT immortalizalt fibroblast
sejtvonalban, valamint c) LOXO-101 (larotrectinib) és d) LOXO-195 (selitrectinib) altal kezelt T449 dedifferencialt liposarcoma
sejtvonalban az NTRK1-p.H604Y, NTRK1-p.G613V, NTRK1-p.H604Y+p.G613V, NTRK1-WT, és iires vektort tartalmazo lentiviralis

transzdukciot kdvetden, a természetes ligand (NGF) hozzaadaséaval.
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4.6. A G613V és a H604Y variansok rezisztencia mechanizmusdanak megértése

molekularis szinten

Molekularis dinamikai szimulacidkat végeztiink annak érdekében, hogy a G613V és
H604Y aminosavcserék altal a LOXO-101 (larotrectinib) hatbanyaggal szemben mutatott
rezisztencia mechanizmusat megvizsgaljuk molekularis szinten. Ennek megfelelden,
szimulacidkat futtattunk mind a vad tipusu fehérjével, mind a kettés mutaciot (G613V,
H604Y) hordoz6 fehérjével. Tovabba, az egész szimulacid soran megmértiik a LOXO-
101 (larotrectinib) hatoéanyag és a 603-617 fehérjehurok kozott fennallo tavolsagot (10.
abra). Noha az el6bb emlitett fehérjehurok a kettds mutélt fehérjében kozelebb van a TRK
inhibitorhoz, mint a vad tipusu fehérje esetében, de a szimuldci6 soran tapasztalt
tavolsagok egyike sem elég kicsi ahhoz, hogy a fent nevezett gatloszert akadalyozza a
kotddésében. Ezzel szemben a nemzetk6zi irodalomban leirt rezisztencidt okozo
mutaciok, mint a G595R vagy a G667C, kozvetleniil gatoljak a TRK inhibitor kotddését
sztérikus akadalyoztatas révén (10. abra). Kovetkezésképpen, a G613V és a H604Y

aminosavcserék altal kozvetitett rezisztencia pontos mechanizmusa egyel6re ismeretlen.
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5. Megbeszélés

A kutatasunk célja a lehetséges NTRK géneltérések felderitése volt Sanger szekvenalast
alkalmazva, pan-TRK immunhisztokémiai vizsgalattal eldszlrt dedifferencialt

liposarcomékban.

A nem-fuziés NTRK géneltérések a rosszindulatii daganatok 14%-aban jelen vannak,
ugyanakkor jelentéségiik nem teljesen ismert. (25) Nemrég onkogén egypontmutaciokat
irtak le egyes daganatokban, melyek jol reagaltak az amtgy fizidknal hasznalatos TRK
gatloszerekre. (23, 24) Mindezek ismeretében vallalkoztunk arra, hogy potencialisan
onkogén géneltéréseket azonositsunk az NTRK gének tirozin kindz doménjeit kodolod

régidiban dedifferencialt liposarcomaban.

Pan-TRK immunhisztokémiai reakcioval a vizsgalt 116 esetbdl 75 bizonyult pozitivnak
(75/116, 64%). Noha elsd latasra a magas immunpozitivitdsi ardny kissé meglepd
Osszehasonlitva masok eredményeivel, (6, 35, 44, 45) fontos kiemelni, hogy az altalunk
alkalmazott kritériumrendszer kifejezetten megengeddé volt az immunpozitivitast
illet6leg, mivel pozitivnak itéltilk meg az immunreakciot, amennyiben az immunfestés
erGssége akar csak gyenge intenzitasu is volt, tovabba az érintett tumorsejtek akar csak
egy szazalékos aranyat is pozitivnak hataroztuk meg. Jelen ismereteink szerint kettd olyan
kutatds van a nemzetkozi irodalomban, melyben pan-TRK antitest alkalmazasara kertilt
sor dedifferencialt liposarcoméaban. Harmincnégy dedifferencidlt liposarcomabol egy,
mig Ot dedifferencidlt liposarcomdabol kettd bizonyult pozitivnak azonos pan-TRK
antitestet és alkalmazasi modot, valamint nagyon hasonl6 értékelési rendszert hasznalva
Brcic és mtsai, valamint Tsai és mtsai kutatasaiban. (38, 39) Az el6bbi vizsgalatban NTRK
fuzi6 lehetdsége kizarasra keriilt NGS révén. Sajnos, az utobbi tanulményban nem

torténtek tovabbi vizsgalatok, melyek segithettek volna értelmezni a latott eredményt.

Figyelembe véve a pan-TRK immunhisztokémiai vizsgalat magas negativ prediktiv

értékét (6, 33), csak az immunpozitiv esetekben végeztiik el a Sanger szekvenalast. Egy

rekurrens, cis pozicidoban 1évo, misszensz mutacid par - NTRK1 ¢.1810C>T (p.H604Y);

NTRK1 ¢.1838G>T (p.G613V) - kertilt detektalasra a vizsgalt negyvenhat esetbdl hat

esetben is (6/46, 13%). Az NTRK2 és NTRK3 gének tirozin kinaz domént kodolo

régidiban misszensz mutacid, vagy egyéb, a fehérje szerkezetének megvaltozasahoz
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vezetd géneltérés nem keriilt azonositasra. A hat kettés mutaciét hordozo eset NTRK-

immunpozitivitas lehetséges okat.

A kettds misszensz mutacio eléfordulasanak in silico elemzését végeztiik a legnagyobb,
sz¢éleskorli  adatbazisok (COSMIC, ClinVar, UniProtKB, OMIM, VarSome)
alkalmazasaval. A dbSNP és a VarSome adatai alapjan mindkettd varians egészséges
emberekben megfigyelt eléforduldsi gyakorisaga megkozelitdleg 4%, ugyanakkor
érdemes megjegyezni azt, hogy az egyiittes el6fordulasuk vizsgalatira ezen

adatbazisokban egyelére még nincs lehetdség.

A nemzetkozi irodalomban csupan kevés informécid érheté el ezen mutacidkrol.
Megfigyelték olyan betegekben, akiknek velesziiletett fajdalomérzéketlenségiik van
(CIPA: congenital insensitivity to pain with anhydrosis). (46) Egy kutatas szerint a
NTRK1 ¢.1810C>T (p.H604Y) polimorfizmus kapcsolatot mutat a skizofréniaval. (47)
Lehetséges, hogy ezen géneltérés jelenléte az Alzheimer-kor fokozott rizikdjahoz
vezethet. (48) Az NTRK1 ¢.1838G>T (p.G613V) leirasra keriilt homozigdta formaban
egészséges izraeli-beduinokban. (49) A variansokat kiilon (NTRK1 ¢.1810C>T
(p-H604Y) és NTRK1 ¢.1838G>T (p.G613V)) mint potencialisan benignus valtozatok
irjak le, habar, alig van érdemi informécio a két mutaciorol, mint egyiittesen eléforduld

mutacioparrol.

A mutaciopar rosszindulatii daganatok kialakuldsaban betdltott szerepét alig vizsgaltak
mindezidaig. Harminckettd haemangioblastomabdl kettdben detektaltak, de a mutéacid par
jelentéségének vizsgalatara nem keriilt sor. (50) Medullaris pajzsmirigyrakokban is
leirasra keriilt a két varians, de azok ugyantgy jelen voltak a betegekhez tartozd normal,
tumormentes sejtek DNS-ében is, valamint a kontroll csoportban is, de a cikkben nem
egyértelmiien azonosithatd, hogy mi a ,,normal” és a ,,kontroll” csoport. (51) Tovabba
mas cikkben azt talaltak, hogy a mutaci6 par jelenléte nincs hatassal a TRKA fehérje
autofoszforilacidjara neuroblastoma ¢€s fibroblast sejtvonalakban, ennél fogva a
mutaciokat, mint polimorfizmusokat értelmezték. (46) Ennek ellenére a kettds
egypontmutacioé rovidebb tuléléshez vezetett neuroblastomaban szenvedd betegekben.
(52)
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Az eseteinkben a két mutacié azonos read-eken volt jelen az NGS vizsgalat IGV altali
vizualis megjelenitése alapjan, igy a két mutdcid6 egymashoz viszonyitva Cis
elhelyezkedésii. Egy korabbi tanulmany, mely megvizsgalta a multiplex driver
mutaciokat azonos onkogénekben azt talalta, hogy azok legnagyobb részben cis
pozicidoban vannak (78%), mely alapjan feltételezhetd, hogy az altalunk identifikalt

mutaciok driver mutaciok lehetnek. (53)

Figyelembe véve az el6bb leirtakat, az is lehetséges, hogy a két mutacio nem értelmezhetd
a hagyomanyos passenger-driver mutacié elv mentén, s inkdbb Onmagukban
szuboptimalis mutéacioként tekintendok, melyek viszont kombindcidban onkogén
potencialt hordozhatnak, hasonlatosan a tiidérakokban megfigyelt EGFR szomatikus
dupla mutaciokhoz. (54) Tovabba érdemes azt is megjegyezni, hogy egy genetikai
elvaltozas onkogén potencialja valtozhat a szovettipustol fliggéen, amiben kialakul. (55)
Ennél fogva lehetséges, hogy ezen mutaciok hozzéjarulnak a dedifferencialt liposarcoma

kialakulasahoz, de nem okoznak jelent6s valtozast nem lagyrésztumorok eseteiben.

Tekintettel a nemzetkozi irodalomban eddig leirtakra, ez a kettds mutéacio eléfordulhat
egyiitt, (51) ugyanakkor az egyiittes prevalenciajuk nem volt specifikusan vizsgalva,
kifejezetten dedifferencialt liposarcomaban valo eléfordulasuk pedig egyaltalan nem volt
kutatva. A mi vizsgélatunk alapjan 13%-os (6/46) el6fordulési gyakorisag allapithatd meg

pan-TRK immunpozitiv dedifferencialt liposarcomakban.

Négy pacienstdl volt elérhetd normal, tumormentes szovet Sanger szekvenalasra a hat
kettés mutacidt hordozé esetbdl. Bebizonyitottuk, hogy ezen négy esetben a misszensz
mutacido par nem volt jelen a normal, tumormentes szovetekben, vagyis kizartuk a
csiravonal eredetli mutacid lehetdségét és bebizonyitottuk, hogy a mutaci6 par
szomatikus mutacioként értelmezendS. Azon esetek Sanger szekvenogramjainak
értékelése alapjan, melyeknél nem volt tulsdgosan magas a hasznalt mintdban a tumor
szazalékos ardnya (a tumor szazalék maximum 70% volt), ennél fogva elegendéen nagy
aranyban volt jelen normal, tumormentes szovetrészlet is (a normal szdvet aranya
minimum 30% volt), az ezen kritériumnak megfeleld tizennyolc esetbdl egyetlen egyszer
sem volt jelen a mutacié par (0/18), indirekt médon utalva arra, hogy nem csiravonal
eredetli a mutacid. Ha ehhez hozzavessziik az elobb leirt, a tumorban a kettds mutaciot

hordozo, de a normdl, tumormentes szdvetben azt nem hordozd négy esetet is, akkor
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huszonkettd egyén normal, tumormentes szoveteinek vizsgalata alapjan egyszer sem volt

jelen a kettés mutacio (0/22).

A kettés aminosavcserét szenvedett TRKA (p.H604Y + p.G613V) lehetséges
aktivaciojanak vizsgalatara a receptorrol induld jelatviteli tutvonalak résztvevoit
vizsgaltuk az AKT, és foszfo-AKT, valamint ERK, tovabba foszfo-ERK antitestekkel
végzett immunhisztokémiai reakciokkal. Az ERK ¢és foszfo-ERK immunvizsgalatok
eredményei alapjan a kettds mutaciot hordoz6 dedifferencialt liposarcomdk és a
véletlenszertien kivalasztott, a kettés mutaciot nem hordoz6 dedifferencialt liposarcomék
kozott 1ényeges kiilonbség nem adodott, nem volt erésebb immunfestés a foszfo-ERK
(foszforilalt-ERK, az ERK aktivalt form4ja) altal, ennél fogva megallapithatd, hogy a
RAS/RAF/MEK/ERK jelatviteli utvonal aktivitdsiban nem okoz novekedést a TRKA
p-H604Y + p.G613V. Ugyanakkor az AKT és foszfo-AKT immunvizsgalatok eredménye
jelentds kiilonbséget mutatott a mutacio part hordozé €s nem hordoz6 dedifferencialt
liposarcomdk kozott. A mutacidot nem hordozd esetek negativnak bizonyultak, mig a
mutansok enyhe vagy ers intenzitasi magfestddést mutattak a foszfo-AKT antitesttel
(foszforilalt-AKT, az AKT aktivalt formdja). Ez alapjan a kett6s aminosavcserét
szenvedett TRKA (p.H604Y + p.G613V) a PI3K/AKT jelatviteli titvonal aktivitdsanak

fokozodasahoz vezet.

Nem talsagosan meglepd az, hogy a kettds mutacid6 nem bizonyult transzformativnak,
hiszen ezen megfigyelés megfelel annak, hogy csiravonal varidnsként is leirasra keriiltek
az eddigi publikaciokban. (46) A mutaciok jelenléte nem vezetett a novekedés
gyorsulasahoz a vizsgalt sejtvonalakban, mely alapjan inkébb csak enyhe modifikacios
hatas valosziniisithetd. Viszont mindenképpen megemlitendd, hogy ezen adat értékelése
soran figyelembe kell venni az in vitro sejtmodell kisérletek korlatait. Ahogy arra Vanoli
¢s mtsai tanulmanya ramutatott (40), még az ismert, biztosan driver NTRK fuziok sem
okozték a proliferacios rata egyértelmii emelkedését sem huméan embrionalis dssejtekben,
sem mesenchymalis progenitorsejtekben az in vitro kisérletek nyoman. Ugyanakkor
varatlan eredmény az, hogy a G613V varidns 6nmagéban, illetve a H604Y varianssal
kombinacidban is in vitro kisérleti koriillmények kozott mind az elsé generacio, mind a
masodik generacios TRK inhibitorokkal szemben rezisztenciat 0koz. Az aminosavcserék
a vart, konzervalt rezisztencia région kiviil helyezkednek el. A vad tipusu, illetve a kettés

mutalt TRKA fehérje a LOXO-101 (larotrectinib) és a LOXO-195 (selitrectinib)
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jelenlétében végzett in silico modellezése nem mutatott semmilyen olyan térszerkezetbeli
eltérést, mely magyaradzhatna a megfigyelt rezisztenciat (10. dbra). Viszont ez nem zarja
ki olyan térszerkezetbeli valtozasok lehetdségét, melyek mas fehérjékkel valo interakcio
soran jonnek létre és esetlegesen a TRK gatloszerek hatasanak csokkenéséhez vezetnek.
Az in vitro adatok alapjan mindenesetre a G613V varians Onmagaban vagy
kombinacioban a TRK gatloszerekkel kezelt betegekben de novo rezisztenciat jelezhet

eldre, minthogy ezen varians akar csiravonal, akar szomatikus formaban is jelen lehet.

Eredményeink utan felmeriil a lehetésége egy olyan klinikai vizsgalatnak, melybe azokat
a dedifferencialt liposarcomaban szenvedd betegeket lenne érdemes bevonni, akiknek a
daganatsejtjei hordozzak a kettés mutaciot, mivel mind a pontmutéaciopar és mind a TRK

gatloszerek is eltéréen viselkedhetnek in vivo koriilmények kozott.

Azonositottunk egy visszatérd, szomatikus egypontmutacié part dedifferencialt
liposarcomaban, mely mutaciopar in vitro koriilmények kozott rezisztenciat okozott mind
az elsd, mind a masodik generdcios TRK gatloszerekkel szemben. Ezen
mutéciok/variansok akar biomarkerként is szolgalhatnak a TRK gatloszerekkel szembeni

de novo rezisztencia kimutatdsara.
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6. Kovetkeztetések

A dedifferencialt liposarcomak 64%-aban (75/116) volt pan-TRK immunpozitivitas.

A pan-TRK immunpozitiv dedifferencialt liposarcomak 13%-aban (6/46) kettd olyan
misszensz mutaciot (NTRK1 ¢.1810C>T, p.H604Y; NTRK1 ¢.1838.G>T, p.G613V)
azonositottunk az NTRK1 gén tirozin kindz doménjét kodolo régioban, melyek mindig

egyiitt vannak jelen (Sanger szekvenalas).

A pan-TRK pozitiv dedifferencialt liposarcoméakban az NTRK2 és NTRKS gének tirozin

kinaz doménjét kodolo régidiban Sanger szekvenalassal nem azonositottunk eltérést.

A hat kettés mutaciot hordozé eset NTRK break-apart FISH vizsgélatai kizartak NTRK

fuziok jelenlétét, mint a pan-TRK immunpozitivitas lehetséges okat.

A hat kettds mutaciét hordozo esetbdl négynél allt rendelkezésre tumormentes
szOvetminta, melyek Sanger szekvenaldsaval a kettés mutacidé egyik esetben sem volt
jelen. Ezzel kizartuk csiravonal mutacié lehetdségét és igazoltuk azt, hogy a mutaciok

szomatikusak.

Fibroblast sejtvonal lentiviralis transzdukcidja révén az NTRK1 variansok transzformativ
hatasat vizsgaltuk, mely nem igazolodott, ugyanakkor az in vitro sejtmodell

vizsgalatoknak egyértelmii korlatai vannak.

Immortalizalt fibroblast ¢és dedifferencialt liposarcoma sejtvonalakat lentiviralis
transzdukciot kovetéen TRK gatldszeres kornyezetben inkubaltuk, s igy vizsgaltuk a
viabilis sejtek aranyat. A G613V 6nmagéban, illetve a H604Y varidnssal kombinacioban

is rezisztencidhoz vezetett.

Fehérje modellezéssel nem taldltuk a varidansok altal kozvetitett rezisztencia egyértelmii
mechanizmusat, ugyanakkor ezek akar potencialis biomarkerek is lehetnek olyan klinikai

vizsgalatokban, ahol TRK gatloszereket alkalmaznak.

69



7. Osszefoglalas

Osszesen szazharmincegy dedifferencialt liposarcoméval diagnosztizilt beteg tumoros
mintdjat hasznaltuk fel kutatdsunkban. Pan-TRK immunhisztokémidval kisziirtiik azon
eseteket, melyekben nem volt varhato NTRK géneltérés. Az immunpozitiv esetekben
(hetvenot) az NTRK1, NTRK2, NTRK3 gének tirozin kindz domént kddold régidinak
vizsgalatat végeztiik Sanger szekvenalassal (negyvenhat). Egy visszatérd, szomatikus, Cis
pozicidoban 1évé mutaciopart - NTRK1 c¢.1810C>T (p.H604Y), NTRK1 c.1838G>T
(p.G613V) - azonositottunk hat esetben (6/46, 13%), mely korabban még nem kertilt
leirasra dedifferencidlt liposarcoméban. Ezen hat eset FISH vizsgélata altal kizarasra
keriilt NTRK ftzidk jelenléte, mint a pan-TRK pozitivitas lehetséges oka. Ezen hat esetbol
négynél alt rendelkezésre tumormentes szovetminta is, melyben a mutacidopar nem volt
jelen, ezzel igazoltuk a muticidpar szomatikus voltat. Funkciondlis vizsgalatokat
végeztink az NTRK1 varidnsok jelentéségének meghatrozasara. Lentiviralis
transzdukcio révén megfigyeltiik az NTRK1 varidnsok hatasat fibroblast, immortalizalt
fibroblast és dedifferencialt liposarcoma sejtvonalakban. Az NTRK1 varidnsok nem
teljesen egyértelmii, hogy a mutaciopar mennyiben jarul hozza a tumorgenezishez ezen
dedifferencialt liposarcomak esetében, tekintettel az in vitro kisérletek korlataira. Viszont
mind az immortalizalt fibroblast sejtvonalban, mind a dedifferencialt liposarcoma
sejtvonalban az elsé generacios, illetve a masodik generaciés TRK gatloszerekkel
szemben rezisztenciahoz vezetett a G613V 6nmagaban, de a H604Y aminosavcserével
kombindacioban is. A vad tipust és a mutalt fehérje térszerkezetének modellezése alapjan
nem dertilt ki, hogy pontosan hogyan vezetnek a mutaciok kovetkeztében létrejovo
aminosavcserék a rezisztencia kialakuldsdhoz. Mivel a varidnsok a TRK gatloszerekkel
szemben rezisztencidt okoznak, ezek akar potencialis biomarkerek is lehetnek olyan

klinikai vizsgalatokban, ahol TRK gatloszereket alkalmaznak.
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