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1. Bevezetés

A dedifferencialt liposarcoma a liposarcoma egyik gyakori formaja,
mely leggyakrabban retroperitonealis elhelyezkedésli, noha
ritkabban, de eléfordulhat a mediastinumban, a fej-nyak régiodban, a
torzson, illetve akar a végtagokon is. A kezelés alappillére, ahogyan
az a szolid rosszindulati daganattal rendelkezé betegek ellatasaban
megszokott, a sebészi eltavolitdas, mindazonaltal radioterapia ¢és
hagyomanyos, antraciklin-alapi kemoterapia alkalmazasara is sor
keriilhet, bar ezen modalitasok eredményessége nem kifejezetten
kecsegtetd. Mindezek fényében feltétleniil sziikséges lenne a
dedifferencialt liposarcoma tekintetében a terapias lehetdségek
spektrumanak kiszélesitése ¢és tovabbi 1j, célozhatdo molekularis

elvaltozasok identifikalésa.

Az NTRK géncsalad harom génbdl all (NTRK1, NTRK2, NTRK3),
melyek harom tirozin kinaz receptort kodolnak (TRKA, TRKB,
TRKC). A géncsaladot érintd géneltérések koziil a legismertebbek a
faziok, minthogy azok rosszindulati daganatok kialakuldsahoz
vezethetnek. Szamos malignus tumorban leirasra keriiltek mar NTRK

faziok.

Az NTRK géncsalad jelenkori jelentdségét a molekuldris target
terapia adja. Par évvel ezelott kifejlesztésre keriiltek specifikus TRK
gatloszerek, melyek minden olyan rosszindulati daganat esetén
adhatok, melyeknél kimutatasra keriil NTRK fuzio. A kezelésre

rezisztencia tud kialakulni, a tirozin kindz domén mutacioi révén.
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Csakhogy nemrégiben azonositasra keriiltek nem-fuziés NTRK
géneltérések is (pontmutaciok) rosszindulati daganatokban, melyek
onkogénnek bizonyultak, mitobb ezek reagaltak a specifikus TRK
gatloszerekre. Eppen ezért érdemes lenne a  nem-fuzids

géneltérésekre nagyobb fokuszt helyezni a kutatasok soran.

A nemzetkozi irodalmi adatok alapjan pan-TRK immunhisztokémiai
vizsgalattal, mely mindhdrom TRK fehérje kimutatasara alkalmas,
pozitivnak  bizonyultak  bizonyos miogén vagy miogén
differenciaciot mutatd lagyrészdaganatok, melyeknél a pan-TRK
immunpozivitias lehetséges okaként kizarasra keriiltek NTRK fuziok.
Eppen ezért miogén differencidciot mutaté —dedifferencialt
liposarcoma eseteket vontunk be vizsgalatunkba, hogy a viszonylag
magas negativ prediktiv értéki pan-TRK immunhisztokémiai
vizsgalattal el6szlirt, azaz immunpozitiv esetetk NTRK génjeit

vizsgaljuk meg.



2. Célkitiizés

Kutatasunk sordn az volt a célunk, hogy megvizsgaljuk az NTRK
géneltérések lehetséges szerepét dedifferencialt liposarcomaban.
Mindehhez figyelembe vettik azt a tényt, hogy a dedifferencialt
liposarcoma olyan sarcoma, mely miogén fenotipust mutathat. Azzal
a feltételezéssel éltiink, hogy a TRK fehérjét tulexpresszalo esetek
egy részében NTRK géneltéréseket azonosithatunk. Pan-TRK
immunhisztokémiai  vizsgalattal  eldszelektalt — dedifferencialt
liposarcoma esetekben az NTRK gének tirozin kinaz doménjét
koédolo régidinak vizsgalatat terveztik, géneltérések utan kutatva.
Tovabba terveztilk, hogy amennyiben taldlunk érdemi genetikai
eltérést, annak pontos jelentéségének meghatarozasara funkcionalis

vizsgalatokat végziink majd el.



3. Médszerek

Esetek kivalasztisa

Osszesen  szizharmincegy miogén  differencidciét  mutatd
dedifferencialt liposarcoma esetet vontunk be vizsgalatunkba. A
diagnozis a klinikai jellemzékon, 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.

Immunhisztokémia

Minden beteg formalin fixalt, paraffinba agyazott blokkjanak kettd
tumorgazdag teriiletérdl vettiink mintat és helyeztiik azokat szoveti
multiblokkokba. Antitest specifikus epitop feltarast kovetden a
szoveti multiblokk metszeteken, illetve az egyes blokkok teljes
metszetein az immunfestés az alabbi antitestek alkalmazasaval
tortént: pan-TRK (pan-TRK, Ventana) simaizom aktin (smooth
muscle actin, Dako), dezmin (desmin, Dako), AKT (Akt, Cell
Signaling Technology), foszfo-AKT (phospho-Akt, Cell Signaling
Technology), ERK (Erk1/2, Cell Signaling Technology), foszfo-
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ERK (phospho-Erk1/2, Thr202/Tyr204, Cell Signaling Technology).
Az AKT, foszfo-AKT, ERK, foszfo-ERK, simaizom aktin, és
dezmin immunhisztokémiai vizsgalatokat illetdleg teljes metszeteket

alkalmaztunk.

Polimeraz lancreakcio

A teljes DNS-t formalinnal fixalt, paraffinba agyazott blokkokbol
izolaltuk. Az NTRK1-3 gének tirozin kindz domént kodold alrégioit
lefedd primereket a Primer3Plus platform felhasznalasaval terveztiik.
A polimeraz lancreakcidt az altalunk tervezett primerek és az

AmpliTag Gold™ Master Mix 360 alkalmazasaval hajtottuk végre.

Sanger szekvendldas

A polimerdz lancreakciot az ExoSAP-IT™ termék segitségével
végrehajtott tisztitds kovette. A ciklusszekvenalds a BigDye™
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit és a BigDye™ Terminator
vl.l és v3.1 5X Sequencing Buffer alkalmazasaval tortént. A
szekvenalasi reakciok soran létrejott termékeket Performa® DTR
Gel Filtration Cartridge hasznalataval tisztitottuk meg. A kapillaris
elektroforézist 3500 Genetic Analyzer 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.



Fluoreszcens in situ hibridizdacio

A fluoreszcens in situ hibridizaciot formalin fixalt, paraffinba
agyazott blokkok 3 pm-es metszetein végeztiik el. Az elemzéshez az
NTRK1/2/3, MDM2, CDK4 gének kereskedelmi forgalomba hozott
probait hasznaltuk a kromoszémak szerkezetbeli és szambeli
eltéréseinek vizsgalataira. Az NTRK gének atrendezédését akkor
allapitottuk meg, ha a tumorsejtek legalabb 20%-a mutatott az
alkalmazott NTRK probakkal jelszétvalast (’split signal’).
Poliszoémiat vagy kdpiaszam novekedést akkor allapitottunk meg, ha
az atlagos NTRK1/2/3 szignal kopiaszama > 3 volt. Az MDM2 vagy
CDK4 génamplifikacio tekintetében pozitivnak tekintettiik azokat az
eseteket, amikor 100 megszamlalt tumorsejtbdl legalabb 20 mutatott
négynél tobb zold jelet (az MDM2 vagy CDK4 gén kopiainak szama)
¢és emellett csak két narancssarga jel (centromer régi6 kontroll proba)

volt azonosithatod.

Ujgenerdcios szekvendlds

A genomikus DNS-t, illetve a teljes RNS-t formalin fixalt, paraffinba
agyazott blokkokbdl szarmazd mintakbdl izolaltuk. A mintak
tumorsejt  szazalékos  ardnyanak  becslését  korszovettani
vizsgalatokkal végeztiik. 120 ng DNS 52 ul térfogatban torténd
vagasat kiviteleztik a Covaris E220 Focused-ultrasonicator
alkalmazasaval. A kettds szala DNS-fragmentumok és az RNS-

molekuldk méretének ellendrzése a Tapestation 2200 hasznalataval
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tortént. Az Illumina TruSight Oncology 500 High Throughput assay
konyvtar-eldkészitési munkafolyamata a gyartd protokollja szerint
tortént. Az Ujgeneracios szekvenalast az Illumina NextSeq 2000
platformon hajtottuk végre. A bioinformatikai elemzést az Illumina
TruSight Oncology 500 Local App v2.1 alkalmazéssal 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 egyiitt. Read 0Osszeesési
analizist végeztiink annak érdekében, hogy eltavolitsuk az ismétl6do
read-eket, amelyeket egyedi molekularis azonositok jeloltek meg. Az
indel atrendezést és Osszeillesztést a Gemini végezte. Az alacsony
frekvencidaban jelen 1évé variansok azonositdsat a Pisces hajtotta
végre, amely kimenetet a Pepe szoftverkomponens sziirte. Az
Illumina Annotation Engine a COSMIC (v84), ClinVar (2019-02-
04), dbSNP (v151), 1000Genomes (Phase 3 vba), gnomAD (2.1),
RefSeq ¢és Ensembl (VEP build 91) adatait felhasznalva annotalta a
kisebb variansokat. A koépiaszam variaci6 hivast a CRAFT végezte.
Az RNS-alapu analizishez minden mintat 30 milli6 leolvasasra
csokkentettiink, majd a STAR segitségével a hgl9 referencia
genomhoz ¢és a GENCODEvV19 referencia transzkriptomhoz
igazitottuk. A duplikatumokat a Picard duplikdtumjel61d
algoritmussal jeloltik, a fuziés hivast Manta végezte. A ’splice’
variansokat, a tumor mutacios terhelést és a mikroszatellita
instabilitasat bels6 fejlesztésti algoritmusok hatdroztdk meg. A

tovabbi klinikai értelmezéshez a Qiagen Clinical Insight Interpret
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szoftvert hasznaltuk, amely varidnsszlirést és tovabbi annotaciokat
alkalmaz. A genomikai adatok vizualis megjelenitésére az

Integrative Genomics Viewer (IGV) programot alkalmaztuk.

A vad tipusu, illetve a mutins NTRKI ORF klonozdsa lentivirdlis

expresszios vektorba

A human NTRK1 cDNS-t a GenScript cégtdl szereztiik be. Ezt a
plazmidot helyspecifikus mutagenezissel modositottuk, egy- és kettd
pontmutacidt tartalmazd vektorok létrehozasara. A mutaciok
jelenlétét a modositott plazmidklonok —inzertjének  Sanger
szekvenalasaval igazoltuk. A vad tipust ¢és a mutalt (H604Y;
G613V; H604Y és G613V) NTRK1 inzerteket PCR amplifikaltuk. A
PCR termékeket egy pLV-CMV-Puro lentivirus vektor Xhol és Xbal
helyére ¢épitettik be hagyomanyos ligalassal. A rekombinans
lentivirus kldnokban kolonia PCR-rel és Xhol-Xbal, valamint Ndel-
Notl kettés emésztéssel vizsgaltuk az inzert jelenlétét, majd pontos
szekvenciajukat Sanger szekvenalassal hataroztuk meg. Human
sejtek  transzfekcidjahoz a  validalt rekombinans lentivirus

plazmidokat E. coli sejtekbdl izolaltuk.

Lentivirus termelés és transzdukcio

Az NTRK1 variansok lentiviralis termeléséhez HEK 293T sejtek
transzfekcidja tortént lentiviralis ,,csomagold” plazmidokkal és
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NTRK1 p.H604Y; NTRK1 p.G613V; NTRK1 p.H604Y+G613V; vad
tipusu NTRK1; vagy GFP-pLV-CMV-Puro tartalmazé plazmidokkal.
A lentivirus-medialt transzdukcios kisérletekhez VHI10 fibroblast,
valamint VH10-hTERT immortalizalt fibroblast, illetve T449
liposarcoma sejtek keriiltek megfertézésre az NTRK1 gént

tartalmaz6, harmadik generacios lentivirusok altal.

Proliferdcios vizsgalat és dozis-valasz gorbék

A kiilonboz6  sejtvonalakba transzdukalt kiilonbozé NTRK1
konstrukciok novekedési sebességre gyakorolt hatasanak nyomon
kovetésére a sejteket 96 lyuku lemezre oltottuk és 7 nap elteltével
metabolikus vizsgalatot végeztiink PrestoBlue reagens, valamint
kristalyibolya festés segitségével a viabilis sejtek mennyiségének
meghatarozasahoz. A dozis-valasz gorbe becslésekhez a kdvetkezd
sejtstiriségek kertiltek fel a lemezre: VH10-hTERT: 5000, T449:
5000, duplikdtumban, és legalabb két fiiggetlen oltasbol torténtek a
mérések. Egy nappal azutan, hogy az oltokozeget feltoltottik
megfeleld tapkozeggel, amely vagy 250 uM és 80 nM kozotti
koncentracidban LOXO-101-et (larotrectinib) vagy 200 uM és 0,2
nM  kozotti  koncentracioban  LOXO-195-6t  (selitrectinib)
tartalmazott. A sejteket két tapkozeg korilmény kozott teszteltiik,
nevezetesen: NGF hozzaadasaval vagy hozzaadasa nélkiil. Az dsszes
viabilitas mérés Victor PerkinElmer 2030 Explorer altal keriilt

kivitelezésre, az adatokat Microsoft Excelbe exportaltuk tovabbi
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feldolgozas és normalizalas céljabol, végil a dozis-valasz
szamitasokat a Graphpad Prism szoftvereszkdz segitségével

végeztik.

H604Y/G613V in silico modellezése LOXO0-101 és 1L.OXO-195

jelenlétében

A LOXO-101 ¢és a LOXO-195 TRK inhibitorok az aktiv
kotodésének vizsgalata tortént, a Glide szoftver alkalmazasaval. Ezt
kovetéen a kotddési helyzet értékelése az irodalomban talalhatod
kotodési helyzetekkel vald Gsszehasonlitas alapjan tortént. A mutalt
modellek (G595R; G613V; H604Y; G613V/H604Y) megalkotasa a
Maestro-val tortént a kotddési helyzetek hasznalataval. A
molekularis dinamikai szimuldciokat a Desmond szoftverben
végeztiik el. A palyakat a Desmond Simulation Event Analysis és a
palyagorbe vizualizacid segitségével elemeztiik. Az abrak PyMOL

Molecular Graphics System segitségével késziiltek.
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4. Eredmények

A dedifferencidlt liposarcoma diagnézisdnak felallitasa a
kérszovettani eltéréseken, tovabba az MDM2 és/vagy CDK4
immunhisztokémiai reakciok, vagy sziikség esetén FISH vizsgalat
pozitivitasan alapult. A vizsgalatunkba bevont betegek median
¢letkora 65 év (széras: 12,1, tartomany: 30-90 év) volt, a férfi:nd

arany 1,3 (74:57).

A 131 dedifferencialt liposarcomab6l 116 esetben sikeriilt a pan-
TRK immunhisztokémiai reakcidt elvégezni, melyek kozil 75
esetben volt pozitiv a reakcié. Az immunreakcidk erdssége és

kiterjedése széles tartomanyban mozgott.

A pan-TRK immunpozitivitast mutatod esetek (75) koziil 46 esetben
végeztik el az NTRK1-3 gének tirozin kindz doménjét kddolod
régiodinak Sanger szekvenalasat. Az NTRK3 gén tirozin kindz domént
NTRK1 és NTRK2 gének esetében szinonim pontmutaciok voltak
jelen, tovabba, misszensz mutaciok is detektalasra keriiltek az
NTRK1 génben 6 esetben is. Mind a hat esetben pontosan ugyanaz a
misszensz mutacio par (NTRK1 ¢.1810C>T, p.H604Y; NTRK1
c.1838G>T, p.G613V) keriilt azonositasra. Ezen  kettds
egypontmutacidt tartalmazd 6 eset egészséges, tumormentes
szovetmintait is megvizsgaltuk Sanger szekvenalassal. Négy esetben

az egypontmutacioé par nem volt jelen az egészséges, tumormentes
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szovetmintakban. Sajnos, a tovabbi kett6 esetben nem volt elérhet6

egészséges, tumormentes szovetminta.

A strukturalis génatrendez6dés lehetdségének kizarasa végett
NTRK1-3 break-apart FISH vizsgalatokat végeztink a kettds
egypontmutaciot mutatd 6 esetben, negativ eredménnyel, ugyanis

jelszétvalas nem volt azonosithato.

Ezt kovetdéen, a mutaciopart hordozd 6 eset ujgeneracios
szekvenalasa tortént az [lumina TruSight Oncology 500 segitségével.
Az NTRK1 mutacié par mind a hat esetben detektalasra kertilt.
Ugyanakkor, semmilyen egyéb rekurrens mutacio nem volt
azonosithatd ezeken kiviil. A genomikus adatok vizualizacidja
alapjan megallapithato, hogy a két egypontmutacio Cis pozicidban
van, tekintettel arra, hogy a két mutdcié szinte mindig ugyanazon a

read-eken helyezkedik el.

A kettds egypontmutaciot hordozd esetek jelatviteli titvonalainak
vizsgalata foszfo-ERK ¢és  foszfo-AKT  immunhisztokémiai
reakciokkal tortént, Osszehasonlitva 6 véletlenszerlien kivalasztott,
pan-TRK negativ, a kettds egypontmutaciot nem hordozo
dedifferencialt liposarcomaval. Hasonld foszfo-ERK immunfestodés
volt azonosithaté, mind a muticiokat hordozo, mind a mutaciokat
nem hordozo dedifferencialt liposarcomak esetén. A mutaciokat nem
hordoz¢ dedifferencialt liposarcomak negativnak bizonyultak foszfo-
AKT antitesttel, mig a kettés egypontmutaciét hordozé esetek

egyértelmi pozitivitast mutattak.

13



Harom kiilonféle sejtvonal (fibroblast, immortalizalt fibroblast,
dedifferencialt liposarcoma) lentiviralis transzdukcidja tortént
NTRK1 ¢.1810C>T (p.H604Y) vagy NTRK1 ¢.1838G>T (p.G613V)
vagy cis pozicioban 1évé NTRK1 ¢.1810C>T (p.H604Y), NTRK1
€.1838G>T (p.G613V) vagy NTRK1-WT (vad tipus) tartalmazo vagy
ires pLV vektorokkal. A kiilonb6zd lentiviralis konstrukciok
proliferaciéra  gyakorolt hatdsanak vizsgdlata a populécid
megkettoz6dési id6 mérésén alapult a fibroblast sejtvonalon,
melynek eredménye alapjan nem volt kiilonbség e tekintetben a
kiilonboz6 lentiviralis konstrukcié tipusok kozott. Azaz a variansok
nem voltak képesek a normal fibroblastokat transzformalni. Az
immortalizalt  fibroblast, illetve dedifferencialt liposarcoma
sejtvonalak esetén dozis-valasz mérések torténtek LOXO-101, illetve
LOXO-195 hatéanyagokat alkalmazva, a természetes ligand
jelenlétében vagy annak hozzaadasa nélkiil egyarant. Minden esetben
a TRK inhibitor gatld hatasa volt megfigyelhetd az NTRK1-WT
konstrukcio esetén, valamint teljes rezisztencia iires vektor esetén,
kivéve rendkivill nagy dozisok alkalmazasakor. Az NTRK1
€.1838G>T varians, illetve a Cis pozicioban 1évé NTRK1 ¢.1810C>T,
NTRK1 ¢.1838G>T kombinacié rezisztenciat mutatott a TRK
inhibitor kezeléssel szemben minden transzdukalt sejtvonalban,

fiiggetlentil a természetes ligand jelenlététdl vagy hianyatol.

Molekularis dinamikai szimulaciokat végeztiink annak érdekében,
hogy a G613V ¢és H604Y aminosaveserék altal a LOXO-101

hatéanyaggal szemben mutatott rezisztencia ~mechanizmusat
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megvizsgaljuk  molekularis  szinten. Ennek  megfelelden,
szimulacidkat futtattunk mind a vad tipusu fehérjével, mind a kettds
mutaciot hordozo fehérjével. Tovabba, az egész szimulacid soran
megmértiik a LOXO-101 hatéanyag és a 603-617 fehérjehurok
kozott fennalld tavolsdgot. Noha az elébb emlitett fehérjehurok a
kettés mutalt fehérjében kozelebb van a TRK inhibitorhoz, mint a
vad tipusu fehérje esetében, de a szimuldcid soran tapasztalt
tavolsagok egyike sem elég kicsi ahhoz, hogy a fent nevezett
gatloszert akadalyozza a kotédésében. Ezzel szemben a nemzetkdzi
irodalomban leirt rezisztenciat okozd mutaciok, mint a G595R vagy
a G667C, kozvetleniil gatoljak a TRK inhibitor kdtodését sztérikus

akadalyoztatas révén.

15



5. Kovetkeztetések

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

immunpozitivitas.

A pan-TRK immunpozitiv dedifferencialt liposarcoméak 13%-aban
(6/46) ketté olyan misszensz mutaciot (NTRK1 ¢.1810C>T,
p.H604Y; NTRK1 c.1838.G>T, p.G613V) azonositottunk az NTRK1
gén tirozin kinaz doménjét kodold régioban, melyek mindig egyiitt

vannak jelen (Sanger szekvenalas).

A pan-TRK pozitiv dedifferencialt liposarcomakban az NTRK2 és
NTRK3 gének tirozin kindz doménjét kodold régidiban Sanger

szekvenalassal nem azonositottunk eltérést.

A hat kettés mutaciét hordozdo eset NTRK break-apart FISH
vizsgalatai kizartak NTRK fuziok jelenlétét, mint a pan-TRK

immunpozitivitas lehetséges okat.

A hat kettds mutaciot hordozd esetb6l négynél allt rendelkezésre
tumormentes szovetminta, melyek Sanger szekvenalasaval a kettds
mutacié egyik esetben sem volt jelen. Ezzel kizartuk csiravonal

mutacio lehetdségét és igazoltuk azt, hogy a mutaciok szomatikusak.

Fibroblast sejtvonal lentiviralis transzdukcioja révén az NTRK1
varidnsok transzformativ hatasat vizsgaltuk, mely nem igazolddott,
ugyanakkor az in vitro sejtmodell vizsgalatoknak egyértelmii korlatai

vannak.
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Immortalizalt fibroblast és dedifferencialt liposarcoma sejtvonalakat
lentiviralis transzdukciot kdvetéen TRK gatloszeres kdrnyezetben
inkubaltuk, s igy vizsgaltuk a viabilis sejtek aranyat. A G613V
onmagaban, illetve a H604Y varianssal kombinacidoban is

rezisztenciahoz vezetett.

Fehérje modellezéssel nem talaltuk a varidnsok altal kozvetitett
rezisztencia egyértelmii mechanizmusat, ugyanakkor ezek akar
potencialis biomarkerek is lehetnek olyan klinikai vizsgélatokban,

ahol TRK gatloszereket alkalmaznak.
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