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1. Bevezetés

A daganatos betegek molekuléris diagnosztikaja
elsdsorban szovettani mintdkbdl izoldlt nukleinsavak
elemzésén alapul, hiszen ezen mintatipus megfeleld
vizsgalata elengedhetetlen a genetikai hattér teljes
tisztazdsahoz. A tlibiopszidval nyert kis mennyiségii
mintdk nem feltétleniil alkalmasak a nagy érzékenységii
molekularis  vizsgalatok kivitelezésére, raadasul a
daganatok anatomiai elhelyezkedése is gyakran hatart
szab a mintavételi eljarasnak. Egyre nagyobb a torekvés a
liquid biopszia (LB) klinikai dontéshozatalba vald
alkalmazasénak bevezetésére, hiszen a betegek periférias
vére a tumorbdl szarmazo6 szabad keringd nukleinsavakat
tartalmazza. A daganatos betegek testfolyadékai valtozo
mennyiségli, a tumorbol szdrmazd apoptozissal,
nekrozissal, aktiv szekrécioval felszabaduldé keringd
tumorsejteket (CTC), szabad sejtmentes nukleinsavakat
(cell-free DNS-cfDNS, cell-free RNS-cfRNS) valamint
exoszOmakat tartalmaznak, melyek vizsgalatara a LB lehet

a legalkalmasabb moédszer.



Munkéank célja két a rutin diagnosztikdban
megfeleld  gyakorisaggal  eléforduld  daganattipus
vizsgalata volt, ahol teszteltiik a szoveti (FFPE) és a LB-t
mint kiilonb6zé mintatipust, valamint az wjgeneracios
szekvenalast (NGS) és a digitalis PCR-t (dPCR), mint
nagy ateresztOképességli érzékeny technologiat.

Az epeuti daganatok ritka (BTC) és rossz
prognozissal jar6 malignitdsok, melyek kezelési
lehetdsége, most sem tisztazott teljes mértékben. Az
anatomiai lokalizaci6 alapjan elkiiloniild csoportokat
ugyanolyan moddon kezelik, pedig igazoltan eltérd
molekularis mintdzattal rendelkeznek. Bizonyitottan a
betegek kozel 40%-aban kimutathaté valamilyen eltérés
amelyek tipikusan egyiitt fordulnak el6, mig masok
kolcsondsen kizarjak egymas jelenlétét. A leggyakrabban
detektalt eltérések kozé tartozik a TP53 (44%), KRAS
(17%), IDH1I (8,7%) gének mutacidja. A KRAS mutdciok
aranya 9%-54% kozott mozoghat, gyakrabban fordul el
extrahepatikus cholangiocarcinomaban (EHCC), illetve az
epehdlyagot is érintd epehdlyagtumorban (GBC). Az
intrahepaticus  cholangiocarcinoméban (IHCC) valo

megjelenése egy korai biomarkere lehet a progresszionak.
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A GBC-ben a mutaciok altalaban ritkabbak, az esetlegesen
eléforduld genetikai eltérés leggyakrabban az ERBB2
gént érintheti (3%-38%). Jelentds ardnyban kimutathat6 a
PIK3CA jelétviteli utvonal mutacioja is aranyuk akar a
33%-ot is elérheti. Alapvetéen IHCC-re tipusos az IDH]
¢s IDH?2 gének szomatikus mutacidi, valamint az FGFR2
gén fuzidja, melyek jelenléte feltehetéen kizarja a KRAS
valamint BRAF gének érintettségét. A jovoben ezek az
eltérések valhatnak terapias célpontokka, valamint
diagnosztikai és prognosztikai biomarkerei lehetnek a
betegségnek.

Tekintettel arra, hogy az elmult évtizedben a
magas mortalitds mellett, a betegség prevalenciaja
novekvd tendenciat mutatottot, valamint, hogy a kései
felismerés miatt, a betegek tobbségénél mar attét is
jelentkezik mire felismerése keriil, igy a tumor
reszekalhatosaga az esetek kevesebb, mint 15%-aban johet
szoba, tehat mindenképpen sziikségesnek érezziik a
kezelési protokoll személyre szabott, genetikai eltéréseken
alapulo kidolgozasat. Eppen ezért az utébbi idSben
szamos erOfeszités tortént az epetti daganatok

kialakulasanak hatterében allo mechanizmusok



megismerésére. Azonban elmondhato, hogy a folyamatos
fejlédés ellenére a cholangiocarcionoma diagnosztizaldsa,
kezelése, kovetése tovabbra is kihivast jelent a klinikusok
szdmara. A hosszatavia megoldas mindenképpen egy
olyan biomarker azonositdsa, amelyek megkonnyitik a
minél kordbbi diagnézis felallitasat, szubtipusokba valo
besorolast, valamint az onkoldgiai terapia kivalasztasat.

A primer cutan melanoma (PCM) a bdr daganatos
elvaltozasainak csaknem 1 %-at teszi ki, azonban kis
mérete €s sokszor tiinetmentes iddszaka miatt a felismerés
igen sokara eredményez pontos diagnozist, igy a kései
beazonositas és ebbdl adoddan a kezelés hidnya miatt
szamos tavoli attétet adhat, ezekbdl kifolydlag a
bordaganatok legveszélyesebb formajanak tekinthetd.
Osztalyozasuk, T kategdridba valo besorolasuk alapja a
tumor vastagsaga, az igynevezett Breslow-mélység (BD)
mértéke szerint torténik. Emellett a PCM szdvettani
besorolasakor figyelembe vessziik a Clark szintet is,
melynek Ot csoportja van. Alapjat ennek is a daganat
mélysége adja.

A leggyakoribb genetikai eltérés a melanomas

betegek korében a BRAF gént érintik (44%). A mutaciok
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tobbsége a 11-es és 15-0s exonban fordul eld. A genetikai
eltérések 90%-4t szomatikus pontmutacid6 okozza,
méghozzd az 1799. nukleotid pozicioban 1évé timin
adenninné valo transzverzidja amely a 600. kodonon 1évo
valin  glutaminsavva  alakulasat okozza (BRAF
c.1799T>A; p.Val600Glu). Ez egy patogén eltérés, amely
fokozza a mitogén altal aktivalt protein kinaz utvonal
aktivalodasat, igy lehetévé teszi a jelatviteli kaszkad
aktivalasat még az extracellularis jel hidnyaban is. A
mutacié kovetkezményeként a BRAF fehérje RAS-tol
fliggetleniil aktiv allapotba keriil és igy stabilizalodik.
Ezen tipusi abberaciok nagyobb eséllyel reagéalnak
BRAF-inhibitorokra.

Nagymértékii  progresszid  jellemzi, emiatt
mindenképpen sziikséges egy olyan biomarker, mely
lehetdvé teszi a magas kockazatu melanomak felismerését
méghozza a betegség minél korabbi fazisaban.

Sziikségess¢ valik tehat ezeknél a daganat
tipusokndl a személyre szabott kezelés megvalasztasa. A
lehetd  leghamarabbi  és  pontosabb  diagnézis
megallapitdsdhoz vagy a kezeléssel szembeni rezisztencia

esetleges monitorozasahoz megbizhatobb modszerekre
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van szlikség. Eddigi tanulményok soran bizonyitott, hogy
a szoveti és plazma BRAF statusz kozotti hasonldsag kozel
80%-o0s, igy a LB elemzése soran kapott BRAF statusz

megfeleld biomarkere lehet a betegségnek.



2. Célkituzések

Munkénk soran két érzékeny, nagy
ateresztoképességli technikat alkalmazunk két szolid
tumor tipusban. Az epetiti tumorok nagyrésze inoperabilis,
éppen ezért a minimalisan nyerhetd szoveti biopszia
mellett, valamint helyett a LB egy alkalmas megoldas
lehet a rutin diagnosztikaban. A melanomék mivel a
testfelszinen helyezkednek el, korlatozott vérellatassal
rendelkeznek, ennek ellenére a LB hasznalata ezen
tipusban nemcsak a diagndzis felallitasat segitheti, hanem
arra is valaszt adhat, hogy ilyen tulajdonsaggal rendelkezd
daganattipus esetén mekkora mértékben keriil cfDNS a
periférias keringésbe.

Az NGS kitlinden alkalmas lehet a LB
vizsgalatara. Jelenleg mar a rutin diagnosztika részét
képezi tiidd, valamint colon adenocarcinomdk esetében.
Ezen elven tovabb haladva tesztelni szeretnénk epeuti
tumorok diagnosztikajaban is. A dPCR a hagyoményos
PCR technikédkhoz képest egy sokkal érzékenyebb
technoldgia, valamint az NGS-hez képest is szamos

elénnyel rendelkezik. Sokkal rovidebb id6 alatt nyerhetd
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altala eredmény, illetve nagyobb koltséghatékonysaggal
¢€s nagyobb pontossaggal tudja kimutatni azon mutaciokat
is, melyek a mintakban esetleg rendkiviil alacsony varidns
allélfrekvenciaval fordulnak eld.

Célunk mindkét daganat tipusbol szarmazoé LB
cfDNS-ének mennyiségi meghatarozasa, majd ezt
kovetden molekularis elemzése. Epetti daganatok
esetében becsiilt tumortérfogatot (ETV) hataroztuk meg,
majd pedig a cfDNS hozama kozotti Osszefiiggését
vizsgaltuk. Mindezek mellett azonositottuk NGS vizsgalat
segitségével a szomatikus mutaciokat, valamint
szamszerusitettiik a tumorvarians-terhelést (TVB).

Vizsgéltuk tovabba a harom epeati tumor
altipusban el6forduld mutaciok megoszlasat, illetve az egy
betegbdl szarmazo FFPE és LB soran nyert DNS-mintak
kozotti genetikai eltéréseket.

Melanomas betegek esetében retrospektiv modon
100 beteg BRAF-stituszat hataroztuk meg reverz
hibridizacion alapuld StripAssay modszerrel, majd ezen
statuszt dPCR technikdval visszaigazolva a moddszer
diagnosztikai  hasznossadgat  vizsgaltuk.  Prospektiv

tanulmany keretein beliil a FFPE mintdkhoz parositott LB
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mintdk BRAF statuszat is meghataroztuk, valamint
mindkét vizsgalat sordn Osszefiiggést kerestiink a BD, a
tumorbol szarmazé DNS (tdDNS), a ¢fDNS ¢és a LB-bdl
szarmazd BRAF p.Val600Glu genetikai elvaltozas vairans
allél frekvencia értéke (cfVAF) kozott, illetve a kapott
eredményeket figyelembe véve szignifikans
kiilonbségeket kerestink a Clark-féle klasszifikacio

alapjan kialakitott csoportok kozott is.



3. Anyagok és modszerek

3.1. Mintak

Osszesen 38 epetti tumorral diagnosztizalt beteg
FFPE mintajahoz sikeriilt parositottan LB mintat gyiijteni
¢s NGS vizsgalatot végezni.

Emellett retrospektiv médon BRAF statuszoktol
figgden 100 melanomaval diagnosztiadlt beteg BRAF
mutacids statuszanak meghatarozdsa tortént a dPCR
protokolljanak  bedllitdisara  és  hatékonysaganak
igazolasara. A  prospektiv  kohorszot pedig 34
melanomaval diagnosztizalt egyén alkotta, akiktdl mind
FFPE minta, mind pedig LB rendelkezésiinkre allt.

Az FFPE mintdbol késziilt hematoxilin-eosinnal
festett metszeteken a tumorsejtaranyt, valamint a
melanoma daganatok esetében a szovettani besorolést egy
patologus szakorvos ellendrizte. A cut-off érték 5%-os
tumor sejt arany volt. A diagnozisok megerdsitésének
celjabol a sziikséges immunhisztokémai vizsgélatokat a

szovettani mintdkon minden esetben elvégeztiik.
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A sziikséges etikai engedélyekkel rendelkeztiink
(60355-2/2016/EKU, 4648-6/2018/EU  és  1V/8465-
3/2021/EKU).

3.2. Tumor méret meghatarozas

A daganatok méretének meghatirozasa a
Debreceni Egyetem Klinikai K6zpont Nuklearis Medicina
esetében egy radiologus segitségével a diagnozis
felallitasakor késziilt MRI és/vagy CT képek alapjan
hosszisag (1) és szélesség (w) értékeket mértiink,

melyekbdl ETV-t szamoltunk.

3.3. DNS izolalas

A LB kinyerése periférias vérvétellel tortént. A
vérmintakat EDTA-t tartalamz6 antikoagulalt vérvételi
csovekbe vettiik. A feldolgozasnal egységesen a plazma
szeparalasa 3000 x g-n, 10 perc centrifugélassal tortént,
majd ezt kovetden a cfDNS izolalaséara alkalmas feliiluszo
kinyeréséhez az igy kapott plazmat 16 000 x g-n 10 percig
ismét centrifugaltuk. Az FFPE mintdk DNS izoldlasdhoz
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QIAamp DNA FFPE Tissue Kit-et (Qiagen, Németorszag,
Hilden) hasznaltunk, az elicié 50 ul AE pufferrel tortént.
A cfDNS izoléalasa QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit
(Qiagen, Németorszag, Hilden) alkalmazasaval valosult
meg 30 ul AVE pufferben. A DNS koncentraciokat Qubit
dsDNA HS Assay Kittel mértiik Qubit 4.0 fluorométeren
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A LB
esetén kapott DNS koncentraciobol DNS-hozamot
kalkulaltunk.

3.4. StipAssay

A reverz hibridizacion alapuld BRAF 600/601
StripAssay (ViennaLab Diagnostics GmbH, Bécs,
Ausztia) human in vitro diagnosztikai (IVD) mindsitéssel
rendelkez0 modszer a BRAF gén kilenc klinikailag
probahoz biotinnal kapcsolt adapter szekvencia van kotve,
ehhez a reakcid soran a sztreaptavidinnel kapcsolt
alkalikus foszfatdz kotédik, melynek szubsztratja

eredményezi a szinreakciot.
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3.5. Ujgeneracios szekvenalas (NGS)

Az NGS egy érzékeny, nagy ateresztd képességii
technoldgia, amely lehetdvé teszi tobb gén egyideji
vizsgalatat. A személyre szabott orvoslasban az NGS
fontos szerepet jatszhat a mutacidok azonositasaban, a
megfeleld terapia kivalasztasaban, valamint
nyomonkovetésében. Epetti daganatos betegek esetében a
két mintatipus Osszehasonlitisara egy 67 génes Archer
VariantPlex Solid Tumor Kitet (ArcherDX, Boulder, CO,
USA) alkalmaztunk. A szekvendlast Illumina MiSeq
késziiléken kiviteleztiik (MiSeq Reagent Kit v3 600
ciklus, Illumina, San Diego, CA, USA). A FASTQ-
fajlokat az Archer Local Virtual Machine alkalmazasanak
segitségével elemeztiik (7.0-es verzid, ArcherDX). A
szekvencidk mindségét figyelembe véve a varians
allélfrekvencidkat (VAF) mind a két mintatipus esetén
2%-ra éllitottuk. Az azonositott mutdciok klinikai
jelentéségének meghatarozasdhoz a ClinVar, COSMIC ¢és
a VarSome Premium, mig a terdpias lehetdségek

megitélésére az OncoKB adatbazist hasznaltuk.
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3.6. Digitalis PCR

A hagyomanyos PCR technikéan alapulé dPCR egy
szekvencia-specifikus nagy ateresztOképességii technika,
amely lehetévé teszi a nukleinsavak kimutatasat és
mennyiségi meghatarozasat fluoreszcencia méréssel,
méghozzad nagy pontossaggal ¢és érzékenységgel. A
modszer eldnye, hogy abszolut kvantifikacidt tesz
lehetévé. Erzékenységének koszonhetden alkalmas kis
mennyiséglh DNS kimutatdsara is. A célszekvencia
abszolut mennyiségét ismerve a kdpiaszdm valtozasok
meghatarozhatdk, igy melanomas betegek LB mintdinak
vizsgalatara is alkalmas.

A BRAF statuszok meghatarozasat dPCR LNA
Mutation Assay (Qiagen, Hilden, Németorszag)
segitségével végeztiik a QIAcuity One dPCR késziiléken.
Az adatok elemzéséhez a QIAcuity Software Suite-ot

hasznaltunk.
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3.7. Statisztikai modszerek

A statisztikai analizist minden esetben a GraphPad
Prism 9 programmal (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) végeztiik. A <0,005 alatti p-értéknet tekintettiik
statisztikailag szignifikansnak.

Az epetti betegek harom csoportjaban az ETV-k,
a cfDNS-hozamok ¢és a TVB 6sszehasonlitdsdhoz Mann-
Whitney, Kruskall-Wallis, ANOVA ¢s kétmintés t-probat
alkalmaztunk. Az ETV és a ¢cfDNS-hozam, az ETV és a
TVB kozotti 0sszefliggés vizsgalatira Spearman, mig a
plazma-cfDNS-mennyiség és a plazma-TVB
Osszehasonlitdsdra Pearson-féle korrelaciés analizist
alkalamztunk.

Spearmann korrelacios elemzéseket végeztlink
kiilon-kiilon melanomak esetében a retro-, valamint
prospektiv kohorszon a BD, a tdDNS, a tumorbol
szarmaz6 genetikai eltérés varians allél frekvencia
(tdVAF), a cfDNS, a cfVAF értékek kozott. Tovabba az
emlitett paramétereket statisztikailag Kruskall-Wallis
teszttel elemeztiik a Clark osztdlyozas alapjan kialakulo

csoportokban is.
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4. Eredmények
4.1. Epeuti tumorral diagnosztizalt

betegek NGS alapu elemzése

A tumor anatomiai elhelyezkedése alapjan 21
IHCC, kilenc EHCC ¢és nyolc GBC csoportba sorolhato
esetet tudtunk elkiiloniteni. Az atlagos ETV érték a

3 volt. A

vizsgalt betegpopulacioban 201606,79 mm
tumortdomeg méreteket figyelembe véve nem talaltunk
szignifikans Osszefliggést a harom csoport értékei kozott
(p=0,53), valamint kiilon-kiilon az IHCC és EHCC
(p=0,6346), az IHCC ¢és GBC (p=0,28,3), és az EHCC ¢és
GBC (p=0,25) csoportok kozdtt sem.

Az atlagos DNS hozam 34,34 ng/ml plazma volt.
Statisztikailag nem talaltunk eltérést az izolalt DNS
mennyisége kozott a harom csoportban (p=0,2177), illetve
kiilon-kiilon az IHCC ¢és EHCC (p=0,63), az IHCC ¢és
GBC (p=0,09) valamint az EHCC ¢s GBC (p=0,18)
csoportok kozott sem. Azonban szignifikans kapcsolatot
figyelhettiink meg az ETV és a cfDNS-hozam kozott,

melyet Spearman korreldcioval igazoltunk (r=0,8486,
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p<0,0001 ¢és r=0,9059, p<0,0001). A legtobb altalunk
detektalt génvarianst a 2., 24., 33., 35. és 37. eseteknél
figyelhettik meg, mig az 1., 5., 16., 20., 21., 23., 25.
betegeknél nukleotid eltérést nem azonositottunk. Ot
esetben csak a LB bizonyult informativnak a vizsgalatok
soran (12., 18., 26., 27., 36.). A két mintatipus TVB
értékeinek 0sszehasonlitasa soran nem figyelhettiink meg
szignifikans Osszefliggést a harom altipus kozott (IHCC:
p=0,9933; EHCC: p=0,7109, GBC: p=0,5102), valamint a
cfDNS ¢és a liquid tipust mintdk TVB értékei kozott sem
talaltunk szignifikans eltérést (r=0,03061; p=0,8553).
Statisztikailag nem volt Osszefiiggés az ETV és TVB
értekek kozott egyik mintatipus esetén sem (Tszover=-
0,2914, pszovet=0,0759; 11.8=0,08095, pLe=0,6290). A
betegek 81,6%-aban (31/38) azonositottunk valamilyen
genetikai aberraciot. Az analizis soran hét esetben (1., 12.,
20., 23., 25., 26. és 27.) a szdveti biopszia nem
megfeleldsége miatt csak a LB elemzése valosult meg,
ebbdl harom esetben sikeriilt valamilyen genetikai eltérést
igazolnunk (12., 26., 27.). A bioinformatikai elemzéseket
kovetden a kimutatott eltérések klinikai jellemzdit is

ellendriztiik. A detektalt aberraciok 58%-aban (43/74)
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valamilyen patogén mutacié keriilt leirasra. A
legtobbjiiket a FFPE mintdkhoz parositott LB mintabol is
sikeriilt azonositanunk. A vizsgalatunk soran 34 gén volt
érintett, melyek koziil a FOXL2, PIK3CA, KRAS és TP53
mindhdrom anatémiai lokalizacio alapjan -elkiiloniild
csoportban azonosithaté volt. A CDHI, CDKNZ24,
H3F34, FBXW7,MLHI, PTEN és STK11 gének eltéréseit
mind IHCC, mint pedig GBC csoportban is
azonositottunk. A MET gén aberracidja intra-, valamint
extrahepatikus csoportban keriilt azonositasra. Két génben
azonositottunk EHCC-ra specifikus eltérést, ezek a HRAS
c.182A>G; p.GIn61Arg valamint MAP2KI ¢.308delT;
p.Ile103Thrfs variansok.

4.2. A melanomas betegek dPCR

alapu elemzése

A retro- valamint prospektiv kohorszba bevont
betegek esetében is a daganatbol szarmazé FFPE mintakat
minden esetben az onkoldgiai kezelés megkezdése eldtt
sebészeti Uton tavolitottak el. A LB szintén az onkologiai

kezelés megkezdése elott tortént.
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A retrospektiv tanulményban az atlagos BD értéke:
4,27 mm, a tdDNS koncentraci6 atlaga 17,39 ng/ul és a
tdVAF atlagos értéke pedig 15,33% volt. A prospektiv
vizsgalatunkban a BD éatlaga 4,83 mm, az atlagos tdDNS
koncentraci6 18,75 ng/ul, mig az atlagos tdVAF 20,2%, a
cfDNS atlagos értéke 3,33 ng/ul és az atlag ctVAF pedig
36,55% volt. A prospektiv és retrospektiv tanulmanyba
bevélogatott eseteket csoportositottuk a nemzetkozileg is
elfogadott Clark osztalyozas alapjan. Mindkét kohorszbol
a Clark T csoport kizarasra keriilt, a kevés mintaszam
miatt.

A dPCR hatékonysaganak megallapitasdhoz
retrospektiv vizsgéalatot végeztiink. A rutin diagnosztika
soran StripAssay-vel meghatarozott 50 db mutans
(p.Val600Glu mutéacidval rendelkezd pozitiv eset) €s 50
db negativ (p.Val600Glu mutacidéval nem rendelkezd, vad
eset) mintat valasztottunk ki. Ezeket a BRAF statuszokat
tekintettilk valoés eredményeknek és az igy kivalasztott
betegek FFPE blokkjaibol izolalt DNS-ekkel végeztiik el
Ujra a BRAF statusz meghatarozasat dPCR segitségével.
Az 1%-0s mutans frakciot tekintettiik cut-off értéknek. A
dPCR FAM szenzora a fluoreszcens intenzitdas (RFU)
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alapjan érzékeli a BRAF c.1799T>A; p.Val600Glu
(mutans particiok) amplifikalt termékeket. A valid
particiok és a nem valid particiok elkiilonitésére a szoftver
egy beallitott hatarértéket alkalmaz, ezt FAM (mutans
frakciok) esetén 85 RFU, mig HEX (vad) esetén 100 RFU-
ként adtuk meg. A retrospektivként kivélasztott mintak
esetében diagnosztikai szenzitivitds 99% mig a
diagnosztikai specificitas 98,5% volt.

A kutatdsunk prospektiv felében a betegek szintén
FFPE mint4jabol késziilt StripAssay eredményeket
tekintettilk valosnak és az igy kapott mutans, illetve vad
csoporthoz parositottuk a LB mintakat. Osszesen 34 db LB
mintat gylijtottiink, melyek koziil 20 mutansnak és 14 vad
tipusunak bizonyult. A LB mintakbol izolalt cfDNS-bdl
StripAssay és dPCR vizsgalatokat is végeztiink, majd az
igy kapott eredményeket Osszehasonlitottuk, valamint
Osszevetettiik a betegek FFPE mintainak eredményeivel is.
Nem talaltunk eltérést a két modszer kozott, igy ebben az
esetben a szenzitivitas és specificitas értékiink is 100%-
nak adodott.

Az 0Osszes esetet figyelembe véve a dPCR

tényleges diagnosztikai hatékonysaganak

20



megallapitdsakor a szenzitivitas 98,6%, a specificitds
pedig 97% lett. Mindezen eredmények
figyelembevételével megallapithatdo, hogy az altalunk
hasznalt dPCR moddszer alkalmas a melanomas betegek
BRAF statuszanak vizsgalatara.

A retrospektiv kohorszban kapott értékek alapjan
pozitiv  korrelaciot kaptunk a BD ¢és a tdDNS
koncentracidja kozott (r=0,36, p=0,002), mig a BD ¢és a
tdVAF (r=-0,04, p=0,7), valamint a tdDNS koncentracio
¢s tdVAF (r=-0,06 p=0,52) kozotti értékek nem mutattak
szignifikans korrelaciét. Ha csak a mutans eseteket
vessziik figyelembe (n=50) akkor az Osszes érték kozott
pozitiv korrelaciot sikeriilt azonositanunk (BD és tdDNS
koncentarico r=0,31, p=0,02; BD ¢és tdVAF r=0,37,
p=0,009; tdDNS koncentracié és tdVAF r=0,33, p=0,018).
Ha pedig csak a negativ eseteket vizsgaljuk, akkor csak a
BD ¢és tdDNS koncentracid kozott —sikeriilt a
szignifikdnsan pozitiv korrelacid kimutatasa (r=0,33,
p=0,02). A BD ¢és a tdVAF (1=0,02, p=0,87), valamint a
tdDNS koncentracié és tdVAF (r=0,01, p=0,93) kozott
nem talaltunk pozitiv dsszefiiggést. A prospektiv kohorsz

soran kapott eredményekbdl a teljes 34 esetbdl allo
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populédciot  figyelembe véve pozitiv  korrelaciot
figyelhettiink meg a BD és a tdDNS koncentracio (1=0,54,
p=0,001), a BD ¢és a cfDNS koncentracio (r=0,86,
p<0,0001), a tdDNS koncentracio ¢s a p.Val600Glu-hoz
tartoz6 tdVAF (r=0,76, p<0,0001) a tdDNS koncentarcid
¢és cfVAF (r=0,59, p<0,0001), illetve a tdVAF ¢és a cfVAF
(r=0,65, p<0,0001) értékei kozott, mig nem taldltunk
szignifikans kapcsolatot a BD ¢és a tdVAF (r=-0,12,
p=0,5), a BD és a cfVAF (r=0,006, p=0,97), a tdDNS és a
cfDNS koncentracio (r=0,07, p=0,7), a tdVAF és a cfDNS
koncentraci6 (r=0,008, p=0,96), valamint a cfDNS
koncentracio és a cftVAF (r=0,13, p=0,47) értékek kozott.

Ha csak a BRAF ¢.1799T>A; p.Val600Glu pozitiv
eseteket néztiikk (n=20) akkor szignifikans kapcsolatot
talaltunk a BD ¢s a tdDNS koncentracio (r=0,57,
p=0,008), a BD ¢és a tdVAF (r=0,47, p=0,03), a BD és a
cfDNS koncentraci6 (r=0,76, p<0,0001), a BD és a cfVAF
(r=0,47, p=0,03), a tdVAF ¢és a cfVAF (r=0,51, p=0,02),
illetve a cfDNS koncentraciéo és a cfVAF (r=0,73,
p=0,0003) értekek kozott, mig nincs szignifikdns
kapcsolat a tdDNS koncentraciéo és a tdVAF (r=0,41,
p=0,02), a tdDNS ¢és a cfDNS koncentracio (r=0,15,
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p=0,53), a tdDNS koncentracié ¢és a ctfVAF (r=0,07,
p=0,77), illetve a tdVAF és a cfDNS koncentraci6 (r=0,35,
p=0,12) értékei kozott.

Ha pedig csak a vad tipust mintdkat elemezziik
(n=14) szignifikansan pozitiv korrelacio kizardlag a BD ¢és
a cfDNS koncentracio (r=0,77, p=0,002) értékei kozott
figyelheté meg. Az 0sszes tobbi vizsgalt paraméter kdzott
pozitiv Osszefiiggést nem sikeriilt kimutatnunk. A BD és
tdDNS koncentracié (r=0,15, p=0,6), a BD és a tdVAF
(r=-0,09, p=0,75), a BD ¢és a cfVAF (r=0,01, p=0,97),
tdDNS koncentraci6 és tdVAF (r=-0,11, p=0,7), a tdDNS
¢s a cfDNS koncentracio (r=0,41, p=0,15), a tdDNS
koncentracié és a cftVAF (r=-0,27, p=0,35), a tdVAF ¢és
cfDNS koncentraci6 (r=-0,29, p=0,3), a tdVAF ¢s a
cfVAF (r=-0,29, p=0,31), valamint a ¢cfDNS koncentarcid
¢és a cfVAF (r=-0,33, p=0,24) értékei kozott, ugyanis nem
talaltunk szignifikdns kapcsolatot. Megfigyeléseink
alapjan a legerdsebb korrelaciokat (r>0,6) a prospektiv
kohorszban tapasztaltunk.

A Clark osztalyozas alapjan kialakult csoportok
kozotti  Osszefiiggések  elemzésére  Mann-Whitney

statisztikai tesztet hasznaltunk.
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A retrospektiv kohorszban az 0Osszes esetet
vizsgalva szignifikans kiilonbség figyelhetd meg a BD
értékek kozott a Clark II és IIT (p=0,0022), a Clark IV és
V (p=0,0168), valamint a Clark II és IV, Clark II és V,
Clark IIT és 1V, illetve a Clark III és V csoportok kozott is
(p<0,0001). Ha a BRAF p.Val600Glu mutécioval
rendelkezd betegek csoportjait vizsgaljuk, akkor
szignifikans kiilonbséget talaltunk a BD tekintetében a
Clark II és IIT (p=0,001), a II és V (p=0,0079), a IV és V
(p=0,0039), a II és IV, valamint a III és V betegek kozott
is (p<0,0001). A tdVAF értékeket figyelve pedig a Clark
II és I (p=0,127), a Il és IV (p=0,0019) csoportok kdzott
talalhatd szignifikdns eltérés. A negativ eseteket
figyelembe véve a Clark II és IV (p=0,0069), a II és V
(p=0,0485), a III és IV (p<0,0001), illetve a III és V
(p=0,0018) csoportok BD értékei kozott figyeltiink meg
szignifikans eltérést. A prospektiv eseteket (n=34)
egylittesen nézve szignifikans kapcsolatot figyeltiink meg
a BD tekintetében a Clark II és III (p=0,0131), a Clark II
¢és IV (p=0,0303), valamint a Clark III és V (p=0,0063)
betegeket kozott. Ugyancsak szignifikans eltérés
igazolodott a tdVAF értékek kozott a Clark II és V
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(p=0,0357), a Clark III és V (p=0,0048) csoportokban,
valamint a cfDNS hozamot vizsgalva a Clark III és V
(p=0,0170) csoportok kozott. A mutins esetek
tekintetében (n=20) a BD értékek szignifikanciat mutattak
a Clark II és III (p=0,0256) csoportok kozott, ezen két
csoportban a cfDNS hozam értékek esetében is
szignifikans kiilonbség volt megfigyelhetd (p=0,0256).
Szintén a cfDNS hozamot figyelembe véve hasonld
eltérést tapasztaltunk a Clark III és Clark IV csoportok
kozotti is (p=0,0002). A BRAF negativ betegek mintdiban
csak egy szignifikans kapcsolatot tudtunk kimutatni a BD
tekintetében a Clark I1I és V. csoportok kozott (p=0,0238).
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5. Fobb eredmények és

kovetkeztetés

Roviden Osszefoglalva, jelen Ph.D munka f6bb

megallapitasai a kovetkezok:

A hagyomanyos szdveti biopszidhoz képest a liquid
biopszia nem invaziv, megismetélhetd eljaras, mely
tulajdonsagai  alapjan egy sokkal kedvezdbb
mintavételi modszernek tekinthetd.

Sikeresen kivitelezhetd epeuti tumorok és melanomak
esetében is a liquid biopszia kvalitativ és kvantitativ
analizise.

Epetti tumorokndl az anatomiai szempontbol
elkiiloniild alcsoportok TVB-jei kozott nem talaltunk
szignifikans Osszefliggést, sem a szdveti sem pedig a
liquid mintak esetében.

Osszesen 74 genetikai aberraciét azonositottunk,
melynek 44,6%-4t mindkét mintatipusbol sikertilt
kimutatni (n=33).

A 38 beteg koziil 20-nal (52,6%) észleltiink patogén

vagy feltehetéen patogén klinikai jelentdségili eltérést.
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Opcionalisan terapiads szert konkrét epetti tumorokra
specifikusan két esetben taldltunk az OncoKB
adatbazis alapjan. Mindkét esetnél az IDH1 p.Argl32
aberraci6 megléte miatt alkalmazhato egy az FDA éltal
jovahagyott terapias szer, az Ivosidenb.

A vizsgalataink igazoltak, hogy a dPCR pontos BRAF
c.1799T>A; p.Val600Glu  mutacids statusz
meghatarozast tesz lehetdvé mindkét mintatipusbol
melanomaval diagnosztizalt betegeknél.
Diagnosztikai szenzitivitds és specificitds szamitasat
kovetden kijelenthetd, hogy csaknem 100% annak az
értéke, hogy egy mutacié meglétét a dPCR kimutatja,
valamint  98,5%-0s  valdszinliséggel azonositja
pontosan a negativ eseteket.

Pozitiv korrelaciot figyeltiink meg a BD és a tdDNS
koncentracio, a BD és a cfDNS koncentracio, a tdDNS
koncentracio és tdVAF, a tdDNS koncentracid és a
cfVAF, valamint a tdVAF és a cfVAF kozott.
Statisztikailag igazoltuk, hogy a Clark V stadiumt
betegekbdl  szignifikdnsabb  nagyobb  cfDNS

mennyiség izolalhatd a tobbi esethez képest.
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