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1. Bevezetés

A vastagbéldaganat (colorectal cancer, CRC) gy(jt6fogalom a vastag- és/vagy a végbelet
érint6 tumoros elvaltozasokat foglalja magaban, melyet a mirigyhamsejtjeinek neoplasztikus
atalakuldsa okoz. A harmadik leggyakrabban diagnosztizalt és a mdasodik leggyakoribb haldlos
kimenetelld tumoros megbetegedés. Kialakuldsaban szdmos genetikai és kornyezeti tényez6
egyarant résztvesz.

A genetikai tényez6k kozilil a human malignus megbetegedésekben el6forduld 6sszes gén
kozil a RAS-variansok gyakorisdga a legmagasabb. A RAS mitogén aktivalt fehérje-kinaz
utvonal EGFR gatld terdpidk kontraindikacidjaként, mint potencialis rakellenes szereknek a
kifejlesztése nagyon igéretes farmakoldgiai stratégia. Lehetévé téve a személyre szabott
orvoslast a terapias eredmény optimalizaldsdval és a toxicitds csokkentésével. A genetikai,
genomikai és klinikai biomarkerek fejlesztése Uj lehet6ségeket teremtettek a RAS kozvetlen
vagy a kulcsfontossagu RAS-effektorok hatékonyabb célba juttatasara. Bar ezek az Uj szerek és
megkozelitések mar igéretes eredményeket mutattak preklinikai és klinikai vizsgalatokban, de
a RAS jelatvitel komplexitdsa és az adaptiv visszacsatolas lehet8sége tovabbra is jelent8s
kihivast jelent. Ezért a célzott terdpidk kifejlesztéséhez a tumoros megbetegedések RAS-
variansoktél valé tulajdonsagainak és fligg6ségének részletes megértésére lesz sziikség.

A CRC-k kivalod terepet biztositanak a daganat kialakuldsaban szerepet jatszé genetikai
valtozasok keresésére, kovetésésre és tanulmdanyozdsara. A bdséges klinikai és szovettani
adatok arra utalnak, hogy a legtébb, ha nem minden rosszindulatu vastagbéldaganat
(carcinoma) mar meglévé alapvet6en nem agressziv elvaltozasbdl (adendmabdl) alakul ki. A
fejlédés kiilonb6z6 stadiumaiban Iévé daganatok mintai, a nagyon kicsi adenomaktél a nagy
metasztatikus carcinomakig nyerhet6k a vizsgédlathoz, ellentétben a legtobb mas gyakori
human tumor tipussal. Tovdabbd a diagnosztizaldsdra és monitorozdsara szolgdld invaziv
technikak helyére nem vagy kevésbé invaziv mddszerek épliltek be. llyenek a liquid biopszidk
melyek drasztikusan forradalmasitottak a klinikai onkoldgia teriletét, megkdnnyitve ezaltal a
folyamatos mintavételezést, a tumor id6beli heterogenitdsanak kovetését, a megfeleld
személyre szabott terapias sémak kidolgozasat és a terapidra adott rezisztencia szlirését.

Szamos olyan vizsgalat létezik, amely a tumorszévet molekularis jellemz6i vagy a

rosszindulatu daganat egyéb bioldgiai paraméterei alapjan segit kivalasztani a leghatékonyabb



kezelést. Azimmunhisztokémia (IHC), azaz a szOveten belili specifikus antigén lathatova tétele
torténelmi elGrelépés volt a személyre szabott onkoldgidban. A polimeraz lancreakcié (PCR)
alapu technikdk viszonylag egyszerld m(iszereket és infrastrukturat igényelnek, csak pardnyi
mennyiségl bioldgiai anyagot haszndlnak fel és nagymértékben dsszeegyeztethet6k a klinikai
rutinnal. Nagy Ujitast jelentett a Sanger szekvendlashoz vald hozzaférés, melyet napjainkban
még mindig a molekularis diagnosztika arany standardjanak tekintenek. Egyre nagyobb
er6feszitések torténtek a technikai ismeretek kiszélesitésére ezen a teriileten, egészen a
"masodik és harmadik generacids szekvenaldsi" médszerek felfedezéséig. Az Gjgenerdciods
szekvenadldsi (NGS) technolégia a nukleinsav-szekvenaldas standard koncepcidjat
forradalmasitd technikak csoportja. Az NGS nagy sikere annak kdszonhetd, hogy nagyon kis
mennyiségl nukleinsav felhasznaldsaval tobb millié read szekvendldsara képes és alkalmas
komplex genomok gyors szekvendldsara is, ami az id6 és a koltségek szempontjdbdl egyarant
igen hatékony.

A kornyezeti tényez6k kozil a hypoxias kdrosoddst megkeriilé adaptiv mechanizmusok
aktivdlasa a rossz progndzisu, agressziv rdkos megbetegedések egyik jellemzdje. Az adaptiv
folyamat részeként az anaerob anyagcserével rendelkez6 tumoros sejtekben az intracellularis
aciddzis az extracelluldris pH rovdsara kompenzalédik, ami funkcionalis valtozasokat indukal
hypoxids mikrokérnyezetben, el8segitve a rezisztenciat és a daganat progresszidjat.

A karboanhidraz IX (CAIX) jelent8s szerepet jatszik a hypoxiara adott adaptiv valaszban,
amelyet a hypoxia indukald faktor-1 (HIF-1) 6sszehangol mind a normal, mind a malignus
sejtekben. S6t, a mikrokornyezeti acidézishoz valdé hozzdjaruldsa révén a CAIX részt vesz a
tumor-stroma és a tumor-immunsejt interakcidkban és felgyorsitja az extracelluldris matrix
hypoxids stressz miatti overexpresszidja kiilonb6z6 tumorokban kedvez6tlen prognosztikai
jellemzéként definidlhatd. A CAIX-hez kapcsolddé intratumoralis valtozasokat olyan komplex
rezisztencia mechanizmusoknak tekintik, amelyeket a klasszikus daganatellenes gyégyszerek
és bioldgiai terapiak nem tudnak hatékonyan semlegesiteni.

Az adatok arra utalnak, hogy a CAIX gatlasan keresztiil beavatkozhatunk a tumorosejtek
proliferacidjaba, migracidjaba, invazidjaba és immunogenitasaba, mig az in vivo vizsgalatok azt
mutatjak, hogy az attétes ndvekedés is korlatozhatd. E gatlds hatékonysdga nagyrészt a rakos
sejtek pH-szabalyozasan keresztiil valosul meg. A legujabb vizsgalatok azt mutatjak, hogy a

CAIX szamos mas, a rakos sejtekben aktivnak ismert jelatviteli dtvonallal és mechanizmussal
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is kolcsonhatasba Iéphet, amelyek a jelek szerint befolydsoljdk a rakos sejtek sugarzasra és
kemoterapidara adott valaszat. A sugarzas irdnti érzékenységet a pH-figgé és flggetlen
mechanizmusok ko6zo6tti additiv vagy szinergista kolcsonhatasok hatdrozhatjdk meg, ami arra
utal, hogy a CAIX-nek szdmos fontos szerepe lehet a tumoros sejtekben, amelyeket
potencialisan terapidsan ki lehetne haszndlni.

A CAIX eloszlasat és dinamikus jellegét, valamint a KRAS mutdciés statuszhoz f(iz6d6
kapcsolatat azonban kordbban nem vizsgaltak részletesen. Hipotézisiink szerint a
daganatellenes terdpidk, példdul a neoadjuvdns terdpia alapvetd hatdssal van a malignus
mérhet§ valtozdsaiban is tlikrozédik. Modellrendszerként a végbél adenocarcinoma
neoadjuvdns kezelés el6tti (diagnosztikus biopszia) és utdni (mdtéti rezekcid) mintait
értékeltik és hasonlitottuk 6ssze a CAIX expresszid és a betegség egyéb elérhets valtozoi

tekintetében.



2. Célkitlizés

2.1. A KRAS mutacio kdévetése és valtozasa a Debreceni Egyetem Patoldgia Intézetében

elérheto6 szovettani és liquid biopszidas mintakban

A KRAS mutacid vastagbéltumor szovetmintdkbdl torténé meghatarozdsa napi rutin
feladat a Debreceni Egyetem Klinikai K6zpont (DE KK) Patoldgia gyakorlatdban. A gyakori
el6fordulas lehet6séget biztositott a multiplex, ill. metasztatikus daganatokban észlelhet6
eltér6 KRAS profilok elemzésére, kovetésére. Prospektiv vizsgalatunk célja, hogy egyes
betegekben megvizsgaljuk az 6sszes rendelkezésre all6 primer és metasztatikus tumormintat,
illetve egy masik tanulmany keretében harom kilénb6z6 id6pontbdl (kezelés el6tt,
bevacizumabbal kezelt masodik és negyedik ciklus el6tt) szarmazd tumor és cfDNS mintakat.
Reverz hibridizacidval (StripAssay), Sanger-szekvendldssal és NGS-el is elemzett esetekben a
kdvetkezd kérdésékre kerestiik a valaszt:

e A szovettani mintdkbdl nyert DNS mutdcids statusz és az ugyanazon betegekbdl
szarmazo cfDNS eltérések kozotti kapcsolat mennyiben egyezik.

e A KRAS patogén varidansok dinamikdjanak nyomon kovetése a kombinalt
bevacizumab kezelés soran.

e A KRAS mutdcioval rendelkez6 metasztatikus vastagbéldaganatokban (mCRC)
szenvedd betegek periférias vérébdl (PB) szarmazd cfDNS molekuldris eltérés

mennyiben felelt meg a tumorszévetbdl szarmazd eredménynek.

2.2. A hypoxia és mutdns KRAS statusz kapcsolata végbéldaganatokban

Retrospektiv tanulmanyunk célja, hogy megvizsgaljuk preoperativ neoadjuvans
kezelésben részesiilt végbél adenocarcinomas betegek biopszias és mutéti mintait, valamint
ugyanezen betegségben szenvedd6k kezeletlen biopszias és m(itéti mintait, betekintést nyerve
ezdltal a kezelt és nem kezelt kohorsz CAIX markerrel jelemzett tumor hypoxia mértékébe.
Ezaltal fel kivantuk mérni:

e A CAIX expresszi6 altalanos mintazatat végbél adenocarcinomaban.

e A CAIX expresszidjat a kezeletlen biopszids és a preoperativ neoadjuvans terapiat

(NAT) kovet6é mitéti mintakban végbél adenocarcinomaban.



A CAIX expresszidjanak osszefliggését a kezeletlen biopszids és mtéti mintakban (UT-
kontrollcsoport) a kezelt sebészeti mintakhoz képest (NAT).
sejtproliferacidt, a tumor regresszids gradust és a KRAS mutacids statuszt.

A CAIX hatdsat a betegek tulélésére.



3. Anyagok és modszerek
3.1. A mintak kivalasztasa és a vizsgalat felépitése

Tanulmanyunkban a DE KK Patolégiai Intézetében 2015 és 2022 kozott diagnosztizalt,
archivdlt és molekularis patoldgiai vizsgalattal igazolt KRAS mutdns vastagbél
adenocarcinomads esetek szévettani és liquid biopszids mintait dolgoztunk fel. A vizsgalatot a
legmagasabb etikai normaknak megfelel6en végeztik, mely az orszdgos etikai jévahagyas
hatalya ald tartozott (TUKEB referenciaszam: 60355-2/2016/EKU, 4648-6/2018/EUIG és
IV/8465-3/2021/EKU).

3.2. A mintak feldolgozasa

3.2.1. Tumor DNS kivonasa FFPE szovetmintakbol
Az FFPE (formalinban fixalt, paraffinba dgyazott) tumorszovetet tartalmazé mintat abban
az esetben dolgoztuk fel, ha két egymastdl fliggetlen patolégus hematoxilin és eozin (H&E)
festett tdrgylemezeken > 10%-os tumor szazalékos ardnyt allapitott meg. A genomi DNS
kivondsa QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével tortént. A
DNS-koncentraciot Qubit dsDNA HS Assay Kit és Qubit 4.0 Fluorometer (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével mértik.

3.2.2. cfDNS kivonasa periférias vérmintakbol

A periférids vérmintdkat (liquid biopszia) harom meghatarozott id6pontban vettik: a
kezelés megkezdése el6tt, a masodik ciklus el6tt (a terdpia megkezdése utdn 14-21 nappal) és
a negyedik ciklus el6tt (42-63 nap). A 10 + 0,1 ml vérmintat EDTA alvaddasgatolt vérvételi
csovekbe (Becton Dickinson and Company, Sparks Glencoe, MD, USA) gyd(jtottiik és 2 6ran
belil feldolgoztuk. Az izoldlasi folyamat két centrifugalasi [épéssel kezd6do6tt. EIGszor a vérrel
telt EDTA-s csOveket 10 percig 1300 g-n centrifugaltuk kb. 5 ml plazma nyerése céljabdl. A
felGldszét uj Eppendorf csovekbe atpipettaztuk. Az 6sszegy(jtott fellliszét masodszor is
centrifugaltuk 16000 g-n 10 percig az esetlegesen megmaradt sejttormelékek eltavolitasa
érdekében. A cfDNS-t 5,0 + 0,5 ml periférias vérplazmdabdl a QlAamp® Circulating Nucleic Acid
Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével izolaltuk, az elicido 40 pl ellciés pufferrel
tortént. A DNS-koncentraciét a Qubit dsDNA HS Assay Kit és Qubit 4.0 Fluorometer (Thermo

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével mértiik. A cfDNS fragmens méretét és
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eloszldsat Bioanalyzer 2100 készilékkel (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)

allapitottuk meg.

3.2.3. Mutacios statusz meghatarozas

A célgének mutdcids statuszanak meghatdrozdsa harom mddszer segitségével valdsult

meg:

3.2.3.1. Sanger-szekvenalas

Sanger-szekvenalashoz a KRAS gén 2. exonjat PCR-rel amplifikaltuk 5'-
GGTACTGGTGGAGTATTTGATAGTG-3' és 5'-CGTCAAGGCACTCTCTTGCCTAC-3' primerek
segitségével. A tisztitott PCR termékeket a BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing kit
segitségével szekvenaltuk. Mintdinkat az ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével elemeztiik. A Sanger-szekvenalas soran keletkezett
electropherogramon a varians allélfrekvenciat (VAF) a kovetkez6 képlet szerint szamoltuk ki:
mMA% (mutans allél ardnya) = Hm (a mutans allél cstics magassaga) / (Hm+Hwt (a vad tipusu

allél csucs magassaga))*100 [16].

3.2.3.2. Reverz hibridizacion alapul6 vizsgalat (StripAssay)

A reverz hibridizaciot KRAS XL, NRAS XL és BRAF 600/601 IVD StripAssay-vel végeztik a
gyartod ajanlasanak megfelel6en (Viennalab Diagnostics, Bécs, Ausztria). A vizsgalat a KRAS
gén 29 klinikailag relevans mutdciojat, az NRAS gén 22 mutacidjat és a BRAF gén 9 patogén
variansat fedi le. A vizsgdlat eredményének kiértékeléséhez a hibridizaciés sdvokat a
reagensekhez mellékelt szabvanyositott elrendezéssel rendelkez6é referencia sablonhoz
igazitottuk, melynek segitségével azonositottuk a pozitiv sdvokat. A reverz hibridizacids

vizsgalatok cut-off értéke 1% VAF felett van.

3.2.3.3.  Uj generacios szekvenalas (NGS) FFPE szovetmintakbol
A genomidlis DNS fragmentaldsa utan NGS konyvtarakat hoztunk létre a TruSight Tumor
15 Kit (lllumina, San Diego, CA, USA) segitségével. Ez a panel egy olyan célzott szekvenadlasi
vizsgalat, mely egyidejlleg 15 génben taldlhatdé egy nukleotid-variansokat (SNV-k),
inszerciokat és delécidkat (indel) detektal, melyek a CRC-tumorokkal hozhaték dsszefliggésbe.
A kovetkez6 15 gén szerepel a panelben: AKT1, BRAF, EGFR, ERBB2, FOXL2, GNA11, GNAQ,
KIT, KRAS, KIT, NRAS, PDGFRA, PIK3CA, RET, TP53. A végleges kdnyvtdar koncentraciéjat Qubit
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4.0 fluorométerrel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hatdroztuk meg és higitottuk
4nM végkoncentracidra. A szekvenaldshoz MiSeq Reagent kit-et (v3 2X300 ciklus)
alkalmaztunk. A konyvtdr denaturdcidé 0,2nM NaOH hozzaaddsaval tortént. A végsé betoltési
koncentracié 8 pM konyvtar és 1% PhiX volt. A szekvendlast a MiSeq hasznalati utmutatdja
szerint végeztlik (lllumina, San Diego, CA, USA). Az adatokat a BaseSpase TruSight Tumor 15
segitségével elemeztiik. Az alkalmazassal (Illumina, San Diego, CA, USA) az SNV-k és az indelek
jelenlétét vizsgaltuk. A szekvencia mindségét minden egyes minta esetében értékeltiik. A
kimutatasi hatdrértéket 2%-os varians allélfrekvenciara allitottuk be. A megbizhatd varidnsok

kimutatdsdhoz >250 leolvasas lefedettségre volt sziikség.

3.2.3.4. Uj generaciés szekvenalas (NGS) liquid biopsziabdl

Az NGS konyvtarakat az Archer® Reveal ctDNA™ 28 Kit (ArcherDX, Boulder, CO, USA)
segitségével hoztuk létre. Ez a panel egy célzott szekvenalasi vizsgalat, amely egyszerre
detektdlja és jellemzi az egynukleotid-varidnsokat (SNV-k), inszercidkat és delécidkat
(indeleket) 28 olyan génben, amelyek szolid tumorokhoz kapcsolédnak. A panel a kovetkezé
28 gént tartalmazza: AKT1, ALK, AR, BRAF, CTNNB1, DDR2, EGFR, ERBB2, ESR1, FGFR1, HRAS,
IDH1, IDH2, KIT, KRAS, MAP2K1, MAP2K2, MET, MTOR, NRAS, NTRK1, NTRK3, PDGFRA,
PIK3CA, RET, ROS1, SMAD4 és TP53. A végleges konyvtarak koncentracidojat KAPA library
quantification kit (Roche, Basel, Svdjc) segitségével hatdroztuk meg és 4 nM végs6
koncentracidra higitottuk. A MiSeq rendszerrel (MiSeq Reagent kit v3 600-cycle) torténd
szekvenaldshoz a konyvtarat 0,2 nM NaOH hozzaadasdaval denaturaltuk és 40 pM-ra higitottuk
[llumina (San Diego, CA, USA) hibridizacios pufferével. A végsé betoltési koncentracié 10 pM
konyvtar és 1% PhiX volt. A szekvenadldst a MiSeq hasznalati utmutatdja szerint végeztik. Az
adatokat az Archer DX Analysis szoftver Local Virtual Machine alkalmazasaval elemeztiik az
SNV-k és indelek jelenléte szempontjdbdl. Minden egyes minta esetében értékeltik a
szekvencia minGségét. Az illesztéshez a GRCh37 human referencia genomot (az UCSC hg19
vdltozatanak megfelel§6 UCSC véltozatat) haszndltuk. A vizsgalat kimutatdsi hataradt 1%-os
varians allélfrekvencidban hatdroztuk meg. A megbizhatd varians detektaldshoz >250

leolvasas lefedettségre volt sziikség.



3.3. Immunhisztokémiai vizsgalatok

A standard szovet feldolgozashoz a tumor mintakat elsédleges vastagbéltiikrozés soran
nyert biopszids mintavételbSl és utdlagos sebészi rezekcié utan kaptuk PBS-pufferelt
formaldehid oldatban (4%). Az FFPE bedgyazast és a szOvettani vizsgdlatot a Debreceni
Egyetem Patoldgiai Intézetében végeztik. A kivalasztott blokkokbdl 3 pm-es metszeteket
készitettlink és immunhisztokémiai (IHC) vizsgdlatokat végeztiink.

Az automatizdlt IHC festés egyik részét a Bond Max fest6automatdn végeztiik. Az
alkalmazott primer antitestek a kovetkez6k voltak: anti-Ki-67, MIB-1 klon (Dako, Agilent
Technologies és az anti-p53, Do-07 klén (Dako, Agilent Technologies) az anti-PMS2, EP51 klén
(Dako, Agilent Technologies) anti-MLH1, G168-728 klon (Cell Marque, Rocklin, CA, USA). Az
IHC reakcid detektalasara a Leica Bond detection kit (kat.sz. DS9800) alkalmaztuk.

A tovabbi IHC reakcidkat BenchMark Ultra automatdn végeztiik el. Az alkalmazott primer
antitestek a kovetkez6k voltak: Carbonic Anhydrase IX/CAIX, EP161 klénnal (Cell
Marque/Sigma-Aldrich, CA, USA), anti-MSH2, G219-1129 klénnal (Cell Marque, Rocklin, CA,
USA) anti-MSH6, 44-es klonnal (Biocare Medical, Pacheco, CA, USA). Az antigén-antitest
kotédést az OptiView DAB IHC Detection Kit (Ventana) segitségével vizualizaltuk. A mintdkat
ezutan hematoxilin | —vel felllfestettiik, majd viztelenités utan lefedtik.

A Ki-67 pozitiv sejtek szazalékos aranyaval a proliferacids indexet és a p53 intenzitast jelz6
Histo-score-t hatdroztuk meg az immunfestést kovetéen mikroszkdp segitségével. A Histo-
score magaban foglalta a fest6dés intenzitasat (osztdlyozva: O, nincs fest6dés; 1, gyenge; 2,
kozepes; vagy 3, erGs), valamint a pozitiv sejtek szazalékos aranyat a kvantitativ értékelést
kdvetben. A Histo-score-t a kovetkez6 képlet alapjan hataroztuk meg: [1 x (% sejtek 1+) + 2 x
(% sejtek 2+) + 3 x (% sejtek 3+)]. A lehetséges pontszamok tartomdanya 0-tdl 300-ig terjed.

Az immunfestéseket fénymikroszkdppal két szovettani szakért6 egymastdl fliggetlendl
értékelte. Ha egymasnak ellentmondd értékeket tapasztaltunk, a dontést személyes
megbeszélést kovetben kozos megegyezéssel hoztuk meg. A CAIX expresszidjat a fest6dés
mértékén alapuld vizualis osztalyozasi rendszerrel szamszer(sitettiik (pozitiv tumorsejtek
szdzalékos aranya: 0-100%). A kapott szazalékos expresszids értékekbSl median értéket
szamitottunk. A CAIX IHC és az expresszié meghatarozasa a median értéktdl fliggben a tovabbi
elemzéshez CAIX alacsony és CAIX magas osztalyozasi rendszert hoztunk létre. Az CAIX

alacsony csoportba a median alatti CAIX értékkel rendelkezd 6sszes esetet soroltuk, beleértve



a negativ festési eredményeket is, a CAIX magas csoportba pedig a medidnnal
megegyezG/feletti értékkel rendelkezé eseteket soroltuk. A CAIX alacsony és CAIX magas
kategdridkat kilon értékeltik a NAT és UT csoportokon beliil. Az 6sszehasonlitas érdekében
megvizsgaltuk a CAIX eloszlasat és a CAIX alacsony és CAIX magas kategoridak altaldnos

jellemzdit mind a kezdeti biopszids, mind a mdtéti rezekcidés mintdkban.

3.4. Statisztikai elemzés és abrak készitése

A statisztikai elemzéshez GraphPad Prism 8 statisztikai szoftvert (Dotmatics, Boston, MA,
USA) hasznaltuk. Wilcoxon matched rank tesztet, Spearman korreldcids tesztet és Mann-
Whithney U tesztet alkalmaztunk, valamint a VassarStats (http://vassarstats.net, hozzaférés:
2023. januar 4.) online szoftvert a Fisher-féle egzakt proba alkalmazasdra, amely a fehérjék
expresszidja, a klinikai és a szovettani paraméterek kozotti statisztikai Osszefliggés
értékelésére szolgdlt. Csak a p < 0,05 értéket tekintettlik szignifikdnsnak. A irodalmi

attekintésben az abrak készitésére a www.biorender.com online feltletet alkalmaztam.
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4. Eredmények
4.1. Vastagbél adenocarcinomas esetek molekularis patologiai vizsgalata

A DE KK Patoldgiai Intézetében 2015 és 2022 kozott 6sszesen 1339 vastagbéltumoros
esetben tortént a MAPK Utvonalban meghatarozd szerepet jatszé célgének KRAS, NRAS és
BRAF molekularis vizsgalat kérése. 1315 (98,2 %) esetben tortént tényleges célgén
meghatarozas.

A vizsgalt id6intervallumban intézetlinkben a férfiak (64,5%) tobb mint felét képezik a

vastagbél tumoros beteganyagnak. A vastagbéltumorok tulnyomd tobbsége a bal oldalt
érintette. A férfiak esetében jobb/bal=12,97%/51,41%, mig a ndék esetében
jobb/bal=8,9%/26,09% hasonlé megoszlas volt igazolhatd. A jobb és bal colonfélt érintd
tumorok a nemek tekintetében kozel azonos el6fordulast mutattak (n6/férfi=0,3%/0,23%).
A vizsgdlataink soran felmértik a MAPK utvonal altalunk vizsgdlt mutdns és vad tipusu
vastagbéldaganat eseteinek szamat, melynek sordn a vad tipus az esetek tobb mint felében
fordult elS. Tovabba vizsgaltuk a MAPK Gtvonalban szerepet jatszé mutdciok el6fordulasanak
gyakorisagat, melynek kovetkeztében vad tipus igazolddott az esetek tobb mint felében, ezt
kovette a mutdns KRAS, BRAF és legvégll az NRAS. A muténs esetekben vizsgdltuk az egyes
KRAS variansok szazalékos gyakorisagat. A legyakrabban el6fordulé varidans a Glyl2Asp
(29,57%), melyet a Gly12Val (23,25%), a Gly13Asp (16,51%), a Gly12Cys (9,08%), a Gly12Ala
(8,25%) és a Glyl12Ser (4,95%) kovetett.

4.2. A KRAS statusz vizsgalata és dinamikdja multiplex vastagbél adenocarcinomaban -

esetbemutatas

2015-t6l 2022-ig a Debreceni Egyetem Klinikai K6zpont Patoldgiai Intézetében 25 primer
vastagbél adenocarcinomas esetben szekunder metasztazis szekvencidlis vizsgalatat végeztiik.
Ezekben az esetekben a KRAS statusz meghatarozasa, 6sszehasonlitasa volt a cél a primer és
metasztatikus vastagbél adenocarcinomdkban. Eseteink kozott szerepelt egy kilonleges négy
egyidejlleg fennalld, kilonallé vastagbéldaganatbdl 3ll6, tobbszoros attéteket okozd
visszamendéleg. Vizsgalatunk célja az egyes vastagbél adenocarcinoma gbécok retrospektiv

azonositasa molekuldris genetikai modszerekkel, a primer tumorok és a tavoli attétek kozotti
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klonalis kapcsolatok kimutatasa. E célbdl Uj generacids szekvenalast alkalmaztunk melyhez egy
15 génes szolid tumor génpanelt (lllumina MiSeq platform) alkalmaztunk. Az NGS
eredményeinket reverz hibridizacids teszttel (StripAssay) és hagyomanyos Sanger-
szekvenaldssal is megerdsitettiik.

Egy 57 éves férfi esetében cachexiat, laza székletet és vérzékenységet észleltek a Debreceni
Egyetem Gasztroenteroldgiai Osztalyan. Az ultrahang- és hasi CT-vizsgalat jelentés bélfal
irt le, mérsékelt paraaortaikus nyirokcsomé megnagyobbodas és a maj VIIl. szegmensében
metasztazisnak megfelel6 3,2 cm-es elvdltozdsok mellett. A preoperativ vastagbéltiikrozés
soran nyert szovettan tubulovillosus adenomat igazolt, high grade dysplasidval. A tumor altali
fenyegetd bélelzarédds miatt subtotalis colectomiara kerilt sor metasztazektomiaval. A CT-
leletben leirt a maj VI-VIIl. szegmensében |év6 metasztazis inoperabilisnak bizonyult, de a
m(tét sordn a maj Ill. szegmensében talalt két kisebb metasztatikus gécok eltavolitasra
keriltek. A m(tét el6tt neoadjuvans terapia nem tortént.

A mi(téti minta részletes patoldgiai vizsgdlata soran igazoldédott 1) egy 9,5 cm-es
mérsékelten differencidlt adenocarcinoma a coecumbdl, mar meglévé villosus polippal; 2) egy
4 cm-es, rosszul differencidlt adenocarcinoma a majhajlatbél, mar meglévé villosus polippal;
3) egy 8 cm-es mérsékelten differencidlt adenocarcinoma a colon transversumbal, meglévé
villosus polippal; 4) egy 5 cm-es rosszul differencialt adenocarcinoma a colon transversum
régidjabol, meglévé polip nélkil; és 5) két necroticus metasztatikus géc (0,8 és 1,3 cm) a mdj
[ll. szegmensébdl, cribriform szerkezettel. A szovettani mintazat altaldban mikroglandularis
volt, korlatozott témegl mucinosus komponenssel. A patoldgiai stadium pT3 NO M1 volt. Az
IHC-val meghatarozott MLH1, MSH2, MSH6 és PMS2 fehérjék expresszidja megtartott volt.

A sebészeti minta molekuldris vizsgalata soran KRAS mutaciét azonositottunk a primer
tumorban (2. exon, 12. kodon, ¢c.35G>T; p.Glyl2Val). A posztoperativ restaginget kovetéen
tovabbi mdajmetasztazisok jelenlétét allapitottunk meg és els6 vonalbeli kombinalt kemo- és
biolégia terapia (Folfiri és Bevacizumab) mellett dontottek. Kozel egy évvel késébb a CT-
vizsgalattal megallapitott regresszid lehet6vé tette a maj mtéti feltarasat (M2). A beteg
posztoperativ Xelox terapidban részesiilt, de sulyos intolerancia alakult ki a terapidval
szemben (hasmenés és kéz-lab szindroma), ezért a kezelést Folfoxra valtottdk. Hét hénap

mulva a CT progressziot igazolt és Ujabb majmetasztazist tavolitottak el, majd posztoperativ
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deGramount terapiat alkalmaztak (M3). Kilenc hdonappal késGbb tovabbi harom fliggetlen
majmetasztazist tavolitottak el (M4). Ezutan a mellkas CT tidémetasztazisokat igazolt.

Az M3 mintabdl Sanger-szekvendlassal meghatdrozott KRAS vad tipusu stdtusz alapjan
masodvonalbeli Vectibix és Folfiri kezelést kezdtek, azonban tovabbi regressziét nem sikeriilt
elérni. Az utolso sebészeti beavatkozas a tlineteket okozé metasztatikus gerinctumor (M5)

dekompressziv rezekcidja volt, melyet a harmadik vonalbeli Lonsurf terapia kovetett.

4.2.1. KRAS konfirmalasi vizsgalatok
Az NGS-sal kapott KRAS eredmények Osszetettsége miatt két alternativ platformon
végeztlink konfirmdciét. A reverz hibridizacion alapuld StripAssay az 6sszes, kordbban NGS-sal
kimutatott varidnst azonositott, de nem kvantifikdlhatd. A klasszikus bidirekcionalis Sanger-
szekvenalds megegyez6 eredményt adott az NGS vizsgalatokkal, kivéve alacsony VAF (<10%)

esetén.

4.2.2. NGS-alapu mutacids profil meghatarozas

A 15 génbdl all6 solid tumor panel vizsgalata sordn a KRAS és a TP53 génekben szdmos
mutacidt azonositottuk, mig a tobbi gén (beleértve a BRAF, az EGFR és az NRAS géneket) nem
volt érintett. A preoperativ colonoscopos biopszidban (B) a KRAS c.35G>A; p.Gly12Asp varidnst
(varians allélfrekvencia-VAF: 10,2%) mutattuk ki, hasonldéan az els§ primer tumormintahoz
(T/1) (KRAS c.35G > A; p.Gly12Asp, VAF: 40,6%). A masodik vastagbéldaganat mintaban (T/2)
vad tipusi KRAS-t detektaltunk. A harmadik vastagbéltumorban (T/3) a KRAS c.34G>T;
p.Gly12Cys varianst (VAF: 16,2%), a negyedik primer tumorban (T/4) pedig a KRAS ¢.35G>T;
p.Glyl2Val varianst (VAF: 15,1%) igazoltuk. A vastagbél m(tét id6pontjaban eltavolitott
majmetasztazisok eltéré genotipust mutattak: az elsé tumorban (M1/1) vad tipusui KRAS-t, a
masodik tumorban (M1/2) pedig patogén KRAS-valtozatot (c.34G>T; p.Gly12Cys, VAF: 19,1%)
mutattunk ki. Ugyanezt a KRAS-véltozatot igazoltuk (VAF: 6,4%) a 11 hdnappal kés6bb rezekalt
masodik maj metasztazisban (M2). A harmadik id6pontbdl szarmazé maj metasztazisban (M3,
18 hdnap) nem igazoltunk KRAS varianst. Az utolsé két id6pontbdl szarmazdé metasztatikus
mintdkban (M4, 27 hénappal és M5, 36 honappal az elsédleges m(tét utan) ismét a KRAS
¢.34G>T; p.Gly12Cys varians fordult el6, bar eltéré allélfrekvenciaval (VAF: 2,0%, illetve
32,1%).
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4.2.3. TP53 géneltérések vizsgalata

Tizenhat TP53 génvarianst detektdltunk a 13 elemzett mintaban, melyek VAF-ja 2,9 és
72,8% kozott mozgott. A TP53 gén ¢.820G>T; p.Val274Phe varianst a T/3 primer tumorban
igazoltuk, mely az 6sszes metasztatikus tumorban megjelent. Az M2 és M3 mintdkban
alacsony allélfrekvenciaval fordultak el6 (7,1 és 3,14). Az utols6 két metasztatikus mintaban
(M4 és M5) ez a varians magas allélfrekvenciat (72,8 és 45,6% VAF) mutatott. A retrospektiv
elemzés sordn a p53 fehérje immunhisztokémiai vizsgalata is megtortént az 6sszes szovettani
mintan, melyen kilonb6z6 expresszids mintazatok igazolddtak. Az 5% VAF felett az IHC reakcio
mintazata megfelelt a mutdns fehérje jelol6désének. Kivéve a kezdeti biopszids mintat (B) és
aT/1ésT/4 primer tumorokat, minden minta magas H-score értéket mutatott, melyek mutans

fenotipusu reakciora utalnak és a kapott NGS eredményekkel egybehangzdak.

4.3. Tumor heterogenitas kovetése a KRAS gén esetében szovettani és liquid biopszias

mintakban

A tumor heterogenitas a daganatok egyik legfontosabb jellemzd&je, amely jelentGsen
hozzajarul a betegség progresszidjahoz és a terapia rezisztencidjahoz. Mint azt az el6z6ekben
is bemutattuk a rezidualis és recidiv tumoros gécok genetikailag eltéré szubklonokat
képviselhetnek, amelyek nem minden esetben kerillnek felismerésre, mivel az ismételt
mintavétel altaldban korlatozott. A keringd szabad DNS (cfDNS) vizsgalata a periférids
vérplazmabdl (liquid biopszia, LB) egy hatékony eszkdz a daganat genetikai eltéréseinek
nyomon kovetésére.

Tovabbi tanulmanyunkban szintén a genetikai variabilitdast vizsgdltuk, amelyet
metasztatikus KRAS mutans CRC-ban szenvedé betegeknél figyelhetiink meg. A mintakat 2020
szeptembere és 2022 augusztusa kozott gydjtottiik primeren igazolédott esetekben, akik
els6dleges mintavételen estek at. A Debrceni Egyetem Patoldgiai Intézetében mukodé
molekularis daganatpatoldgiai laborban 6sszesen 211/490 (43,06%) CRC-s szbvetmintat
vizsgaltunk a megjelolt id6pontban a KRAS, NRAS és BRAF statuszanak a meghatarozasara.

A vizsgalt KRAS mutans esetekbdl 12/211 (5,68%) alkalommal tobbszorés KRAS varians
igazoldédott. Ezekben az esetekben a szovettani mintdkat (primer tumor és metasztazis)
StripAssay és Sanger-szekvendlassal is vizsgaltuk, valamint NGS-t és StripAssays-t végeztiink

az 6sszes LB mintakbal is.
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A betegkovetés minden kritériuma harom esetben teljesilt (mintavétel kezelés el6tt, a
masodik ciklus el6tt és a negyedik ciklus el6tt), ahol lehet6vé valt a prospektiv periférids
vérmintavétel és cfDNS izolalds. A betegek a mutans KRAS statusz miatt kombinalt
bevacizumab kemoterapidaban részesiiltek.

A primer tumormintak KRAS, NRAS és BRAF mutaciods statuszat magas szenzitivitasu reverz
hibridizaciés technoldgiaval (StripAssay) vizsgaltuk az 1-3. eset Osszes rendelkezésre allo
szOvetmintajan. A primer tumorban azonositott mutdcidkat Sanger-szekvenadlassal is
megerd§sitettik.

A Sanger electropherogramok VAF-jat minden szévettani mintdban meghataroztuk (cut-off
>5%). A KRAS patogén variansok VAF tartomdanya 5-50% koz6tt mozgott (atlagosan 19,3%). A
cfDNS koncentraciok 0,6 és 55,0 ng/ul kozétt mozogtak (atlag 6,33 ng/ul), ami a DNS tartalom

nagyfoku valtozékonysagat jelzi.

4.3.1. KRAS statusz kdvetése LB mintabadl (1. eset)

66 éves férfi hasi fajdalommal, étvagytalansaggal és haematochezia tiineteivel jelentkezik.
A preoperativ vastagbéltiikrozés a flexura hepatica magassdagdban tumortémeget igazolt, a
szovettani kép tubulovillosus adenomat igazolt, high grade dysplasiaval. A CT jelent6s jobb
oldali bélfal megvastagodast, a flexura hepatica régiéjaban tumortomeget, valamint multiplex
jobb oldali majmetasztazisokat, loco-regionalis, mesenterialis és maj hilusi nyirokcsomé
megnagyobboddst mutatott. Jobb oldali hemicolectomia utan adenocarcinoma G2, pT3 pN1la
patoldgiai stadium igazoldédott 1/15 pozitiv nyirokcsoméval. A beteg bevacizumab és xelox
terdpiaban részesiilt mutans KRAS statusza miatt.

A primer tumor rezekciés mintdit (R1-R5), a metasztazisok (M) és a harom cfDNS mutacios
statuszat vizsgdltuk. Az R3 és R5 mintakban két KRAS-varidnst mutattunk ki (c.34G>T;
p.Gly12Cys és c.35G>T; p.Glyl2Val). Az R1 mintaban csak a ¢.34G>T; p.Gly12Cys mutaciot
azonositottuk, mig az R2, R4 és M mintakban a masik genotipust (c.35G>T; p.Gly12Val)
igazoltuk. Az els6 és a masodik plazmamintdban (LB1, LB2) KRAS c¢.34G>T; p.Gly12Cys
aberrdciét azonositottunk, mig a harmadik plazma cfDNS (LB3) KRAS negativ lett. A LB-bdl
szdrmazo StripAssay-vel kapott eredményeinket NGS-sal konfirmaltuk. A 28 gén elemzésére
alkalmas NGS panel alkalmazasa soran KRAS c.34G>T; p.Gly12Cys mutaciét azonositottunk
egyetlen patogén variansként az LB1 és LB2 mintakban 3,0%-os és 1,5%-o0s VAF értékekkel, az

LB3 minta szintén negativ lett.
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4.3.2. KRAS statusz kovetése LB mintabdl (2. eset)

Egy 70 éves férfi esetében végbéltikrozést végeztek, mivel a végbélnyilas kozelében
majdnem teljes szlkiiletet okozé daganatos elvaltozas igazolédott. A CT és az MRI
tumortomeget mutatott ki a végbél terlletén, regionalis perirectalis érintettséggel,
nyirokcsomo megnagyobbodassal és multiplex majmetasztazisokkal. A biopszia kdrszévettani
vizsgdlata adenocarcinomat (G2) igazolt, ennek megfeleléen a beteg elsé vonalbeli
neoadjuvans radio-kemoterdpiat kapott. A nyirokcsomé- és a majmetasztazisok nem voltak
operdlhatdak, igy m(itétre nem kerlt sor. A bevacizumab, xelox kezelés 189 nappal a
diagnodzis utan kezd6dott, az LB1 ekkor tortént.

A primer tumor reverz hibridizaciés és NGS vizsgalata sordan KRAS ¢.38G>A, p.Gly13Asp és
NRAS ¢.37G>C, p.Glyl3Arg patogén varidnst mutatta ki. Ezzel szemben az els6 vonalbeli
neoadjuvans kezelést kovet6en az LB1-ban két Uj KRAS varidns igazolddott: c.35G>A;
p.Gly12Asp és ¢.35G>T; p.Glyl2Val. A masodik cfDNS-ben (LB2) csak a ¢.35G>C; p.Gly12Ala
varians jelent meg. A harmadik plazmamintdban (LB3) a c.35G>C; p.Glyl2Ala mellett a
c.35G>A; p.Gly12Asp valtozat is megjelent, akdrcsak az LB1 mintaban. NRAS mutaciét azonban
egyik plazma cfDNS-ben sem taldltunk.

A RAS variansokon kivil a kovetkez6 génmutacidk igazolédtak NGS segitségével: MET
€.2908C>T; p.Arg970Cys, NTRK1 c.1702C>T; p.His568Ter és NTRK1 c.1730G>T; p.Gly577Val,
amelyek folyamatosan jelen voltak a kovetés soran a liquid biopszids mintdkban. A VAF kozel
50%-a ezen elvaltozasok esetében germline eredetre utalhat.

A MET NM_000245.4: c.2908C>T; (p.Arg970Cys) varians NM_001127500.3: ¢.2962C>T,;
(p.Arg988Cys) néven is ismert. Az in silico predikcidk ellentmonddsosak a karositd hatasokat
illetéen. Az ACMG (American College of Medical Genetics) szintén benignus kategéridba
sorolja az eltérést. Az NTRKI NM_002529.4: ¢.1702C>T varidnst p.GIn568Ter stop kodonnal
jaré trunkalt fehérjét eredményez, azonban klinikai jelentGsége ismeretlen. Az NTRK1
NM_002529.4: ¢.1730G>T; (p.Gly577Val) varianst c¢.1712G>T-ként azonositottuk az
NM_001012331.2 segitségével.

4.3.3. KRAS statusz kovetése LB mintabdl (3. eset)
Egy 77 éves férfi esetében 2015-ben vastagbéltliikr6zést végeztek, melynek
eredményeképpen a harant vastagbelet elzaré daganatot taldltak. A nyert biopszidas minta

adenocarcinomat igazolt. Bal hemicolectomiat végeztek melynek sordan metasztatikus
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nyirokcsomo eltavolitas is tortént. A kdrszévettani vizsgdlat adenocarcinomat G3, pT3 pN2b,
mig a molekularis vizsgdlat mutans KRAS statuszt igazolt. A mUitétet kbvetéen a beteg elsd
vonalbeli adjuvans kemoterdpidban részesiilt (Folfox), tdvoli metasztazis és rezidudlis tumor
még nem volt igazolhatd képalkotd eljarassal. 2020-ban, négy évvel és 6t honappal késébb
hasi CT vizsgdlat solid elvaltozast irt le a hasnyalmirigyben, amelyb8l mintat vettek. A
korszovettan és az immunfenotipus megerdGsitette a vastagbél adenocarcinomabdl szarmazé
metasztatikus jelleget. Bevacizumab- és xelox-terapia mellett dontéttek, amely el6tt az elsé
periférids vérmintat (LB1) levettik. A korabbi esetekhez hasonldéan a cfDNS vizsgalatot a
terdpids séma masodik (LB2) és negyedik (LB3) ciklusa utdn is megismételtiik. A primer tumor
és a hasnydlmirigy metasztazis azonos ¢.38G>A; p.Gly13Asp KRAS varidnst mutatott, mig az
elsédleges mitét idejébdél szarmazd nyirokcsomd metasztazis ¢.34G>T; p.Gly12Cys patogén
varianst tartalmazott. Az eredeti ¢.38G>A; p.Gly13Asp aberraciét csak az els6 PB cfDNS-ben
(LB1) azonositottunk. A masodik plazmamintaban (LB2) két Uj varians, a c.34G>T; p.Gly12Cys
(VAF: 2%) és a c.35G>A; p.Gly12Asp (VAF: 2%) varians igazolddott. Ezen kivil a harmadik
cfDNS-ben csak a ¢.34G>T; p.Gly12Cys (VAF: 1,5%) aberracio jelent meg.

4.4. Hypoxia és adaptacid vizsgalata kezelt (NAT) és nem kezelt (UT) végbél

carcinomaban

Végbél adenocarcinomaval diagnosztizalt, preoperativ neoadjuvdns kezelésben (NAT
csoport) részesiilt betegbdl szarmazé 55 kezelés el6tti biopsziat és kezelés utani sebészeti
mintat dolgoztunk fel. Ezenkivil 34 biopsziat és mdtéti mintat vontunk be kezeletlen végbél
adenocarcinomas esetekbdl (UT csoport). A NAT-en atesett betegek az el6irt protokollok
alapjan a kovetkez6 kezelésekben részesiiltek: Capecitabin monoterapias protokoll 2500
mg/m2; Mayo protokoll: Fluorouracil (5-FU) 425 mg/m2 és kalcium-folinat (FOL) 20 mg/m2 és
fluorouracil (5-FU) monoterapias protokoll 500 mg/m2. Minden beteg sugarterapidban
részesult (50,4 Gy 0sszdozis (1,8 Gy/nap, 5 nap/hét) kemoterdpidval egyutt, kivéve kettd
esetet akik csak sugarterapiaban részesiiltek. A kivalasztasi kritériumok kozé tartozott, hogy
az esetek TNM Il.-es stadiumu besorolasba tartozzanak, mely a neoadjuvéns kezelés
el6feltétele, valamint mind a biopszia, mind a rezekcidés minta reprezentativ tumorszovetet
tartalmazzon a CAIX expresszié pontos elemzéséhez. Osszehasonlitottuk az alapvetd klinikai

és szOvettani paramétereket, beleértve a nemet, a tumor gradust és mélységet, az attétek
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jelenlétét/hianyat, a mucinosus fenotipust, a KRAS statuszt, a neoadjuvans kezelés tipusat és

a tumor regresszids gradusat.

4.4.1. A CAIX expresszios mintazat végbél adenocarcinomdaban

A CAIX kifejez6dése nagyon valtozé formdaban és mennyiségben fordult el6 az értékelt
végbél adenocarcinomas mintdkban. Altaldban a tumorsejtek szelektiv fest6dése volt
megfigyelhets, mig a normal/érintetlen végbélnydlkahartya negativnak bizonyult a CAIX
tekintetében. A daganatos terileteken belll, jellegzetes és szelektiv sejtmembran fest6dést
figyeltink meg valtozd intenzitdssal. Ami az egyes esetek eloszlasat illeti, a necrotikus
terliletekkel valé szoros Osszefliggést ismertiink fel, melynek sordn er6s perinecroticus
tumorsejt jelolést lattunk. A necrosissal valdé Osszefliggést kozelebbrdl is megvizsgdltuk a
sebészeti rezekcids mintakon: a kiértékelt NAT 55 mdtéti mintabdl 40 (72,72%) esetben
fordult el6 necrosis. A 40 esetbél 24 esetben (60%) lattunk a perinecrotikus teriiletek koril
CAIX pozitivitast és 16 (40%) esetben nem azonositottunk CAIX expressziét. Az UT rezekalt
mintakban, a 34 értékelt mintabdl 29 esetben (85,29%) azonositottunk a tumor szovetben
necrosist, melyek koziil 26 (89,65%) mutatott CAIX pozitivitast a necrotikus terilet korl, mig
3 (10,34%) minta a CAIX tekintetében negativnak bizonyult.

Erdekes mddon a CAIX expresszié a mérsékelt dysplasids teriiletekben is gyakran elSfordult,
jol elkiiloniilve a normal hamtdl vagy az alacsony foku elvaltozasoktdl. Mérsékelt dysplasticus
elvaltozasok esetében, a membran jellegzetes CAIX expresszidval rendelkezett. A NAT mditéti
mintdk 55 esetébdl 5 (9,09%) esetben, mig az UT m{téti mintdk 34 esetébdl szintén 5 (14,7%)
esetben volt jelen a CAIX expresszid a dysplasticus teriletekben. A mirigyhdam eredetd
neoplasztikus sejtcsoportok mellett, a CAIX expresszidjat a tumoros neostromaban is
megfigyeltiik. Fokozott CAIX expresszidt |attunk a tumoron beliil a neostromaban a NAT
mUtéti mintdk 55 esetébdl 24 (43,63%) esetben, mig 31 (57,37%) esetben a stroma CAIX
negativnak mutatkozott. A 34 esetbdl allé UT csoportban a sebészeti mintak koziil csak 9

(26,47%) esetben lattunk CAIX pozitivitast a stromat illetGen.

4.4.2. A CAIX expresszio dinamikaja neoadjuvans kezelésben részesiilt végbél
(NAT) adenocarcinoma eseteiben (n=55)
A CAIX expressziéjat minden mintdban a pozitiv tumoros terlletek szdzalékos ardnyanak a
meghatarozasdval adtuk meg. A pozitivitds mértékét osszehasonlitottuk a kezelés el6tti és

utani mintakban. Statisztikai feldolgozas soran a NAT biopszidas és a NAT m(téti mintainak
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elemzésével a CAIX jelent6s ndvekedését észleltiik a kezelést kdvetben (atlag 21,8 + 24,9 SD
vs. 39,4 + 29,4 SD), ami statisztikailag szignifikdnsnak bizonyult (Wilcoxon matched rank teszt
p < 0,0001). Tovabba pozitiv korrelacio igazolddott a biopszia és a ml(itéti minta kozott
(Spearman korrelacids teszt p < 0,0001, rho: 0,5654).

A tovabbi Osszehasonlitas érdekében az 55 NAT és 34 UT végbéldaganatos eseteinket
pontosan felosztottuk a CAIX szazalékos medidnja fliggvényében és CAIX alacsony és CAIX
magas carcinomaknak mindsitettiik 6ket. Az elérhetd klinikopatoldgiai adatokat is kiértékeltik
a lehetséges kilonbségek bemutatdsara a CAIX expresszidja fliggvényében. A legfontosabb
Osszefliggést a CAIX expresszid mértéke és a tumor mutans KRAS statusza kozott (biopszids p
< 0,0151; sebészeti mintak p < 0,0316) taldltunk, mig mas klinikopatoldgiai paraméterekkel

nem taldltunk 6sszefliggést.

4.4.3. A kezeletlen (UT) végbél adenocarcinoma CAIX expressziéjanak vizsgalata
(n=34)

A kezeletlen végbél adenocarcinoma mintakat mint kontroll csoportot a kordbban
bemutatott mddon értékeltiik. A CAIX expresszidja nagyon valtozd volt, az értékek 0 és 80%
kozott mozogtak. A NAT tumor csoporttal ellentétben az UT biopszia és az UT sebészeti minta
statisztikai elemzése nem eredményezett statisztikailag szignifikdns kilonbséget a CAIX
expresszio tekintetében (atlag 15,0 + 21,3 SD vs. 20,0 + 23,2 SD, Wilcoxon matched rank test
p < 0,073), de a biopszids és a sebészeti mintdk kozotti korreldcid jél kimutathatd volt
(Spearman korrelacioés teszt p < 0,0001, rho: 0,8077).

Az UT csoportban is a CAIX alacsony és CAIX magas median szerinti osztalyozast a
kapcsolédo klinikopatolégiai adatok elemzése kovette. Hasonléan a NAT carcinoma
csoporthoz hasonléan, statisztikailag szignifikans korrelaciét talaltunk a CAIX expresszidja és a
KRAS statusz kozott, de csak a biopszias CAIX értékek tekintetében (biopszids p < 0,0454;

sebészeti mintdk p < 0,0921). Minden mas értékelt paraméter fliggetlen volt a CAIX statusztol.

4.4.4. Tumor regresszios gradus és CAIX a NAT biopszias és NAT m(itéti mintakban
(n=55)
A neoadjuvans kezelés hatdsanak vizsgdlatara a terdpiat kovet6en nyert NAT mlitéti
mintakban a WHO ajanldsai szerint meghataroztuk a tumor regressziés gradust Mandard féle

osztalyozas (TRG) szerint. Az igy kapott TRG-t kapcsolatat vizsgaltuk a kezelés utdni minta CAIX

19



expressziojaval, de a kezelés el6tti biopszids mintak CAIX expresszidjaval is a lehetséges
prediktiv jellemz6k érdekében. A kezelés el6tti biopszidk értékelésénél a TRG2-3 esetek
tobbsége a CAIX alacsony (64,3 és 61,9%), és forditva, a TRG4-5 esetek tobbsége a CAIX magas
fenotipushoz (71,4 és 83,3%) tarsult. Ezzel szemben a CAIX expresszié a NAT-t kdvetben

altaldban megnovekedettnek bizonyult, CAIX magas fenotipust mutattak (71,4% és 100,0%).

4.4.5. KRAS statusz és CAIX expresszio a NAT és az UT esetekben

Meghataroztuk a KRAS mutdcids profilt a tanulmanyba bevont 06sszes végbél
adenocarcinomds esetbdl, ami lehet6vé tette a CAIX expressziés adatokkal vald
Osszehasonlitasat. A KRAS mutdns és vad tipusu tumor csoportok dsszehasonlitdsa jelentés
kiilonbségeket igazolt, mivel a KRAS mutans mintak esetében a CAIX kifejez6dése sokkal
magasabbnak bizonyult. A CAIX expresszié és a KRAS statusz korrelacidja statisztikailag
szignifikdnsnak bizonyult a NAT biopszidkban, a sebészeti mintakban és az UT biopszidakban,
de az UT sebészeti rezekcidés mintdkban nem, a Fisher egzakt teszt szerint (p < 0,05).

Mivel a KRAS mutans végbél adenocarcinomak szignifikdnsan nagyobb aranyban
képviseltették magukat a CAIX magas csoportban, mind a NAT, mind az UT mintak esetében,
kombinalt elemzést is végeztink a KRAS stdtuszhoz kapcsolddd pontos CAIX értékek
felhasznaldsaval az egységes végbéldaganat kohorszban (n = 89, mutans n = 46, vad tipusu n
= 43). A varakozasoknak megfelel6en a CAIX expresszids értékek szignifikansan magasabbnak
bizonyultak a KRAS mutans esetekben (kezdeti biopszidk: vad tipusu atlag 16,28 + 24,34 SD vs.
mutdns atlag 27,67 + 24,6 SD; Mann-Whitney teszt p = 0,0138; NAT és UT sebészeti mintak:
vad tipusu atlag 25,51 + 25,10 SD vs. mutdns atlag 43,15 + 27,62 SD; Mann-Whitney teszt p =
0,002).

4.4.6. A betegek tulélése és a CAIX expresszidja NAT és UT mintakban

Ezutan a CAIX expresszidjanak Osszefliggését vizsgaltuk a NAT biopszids és mditéti
mintakban a teljes tulélés (OS) és a progressziomentes tulélés (PFS) tekintetében. A statisztikai
elemzés (Kaplan-Meier-gorbék) szerint a CAIX magas és CAIX alacsony kategoriak kdozott nem
volt mérhet6 szignifikans kilonbség az OS vagy a PFS tekintetében (OS biopszids mintdk p =
0,9769 vs. sebészeti mintdk p = 0,6585; PFS biopszias mintdk p = 0,2129 vs. 0,7382).
Hasonléképpen, az UT biopszias és mitéti mintak értékelése sem eredményezett szignifikans
korrelacidt az OS és PFS, valamint a CAIX alacsony és CAIX magas expresszios csoportok kozott
(OS biopsziak p =0,1620 vs. mitéti mintak p = 0,7940; PFS biopszidk p = 0,4830 vs. p = 0,1380).
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4.4.7. Sejtproliferacid és CAIX expresszio

Kutatasunk sordn a CAIX expersszidjanak vizsgalata mellett kitértlink a proliferacids
aktivitds expresszidos mintazatanak a megfigyelésére is az UT és NAT csoportokban. Az UT
csoportban (n = 34) a kezeletlen biopszidk és m(itéti mintak esetében a proliferacios aktivitas
expressziojanak értékei szoros 0sszefliggést mutattak (kezeletlen biopszia atlag 55,8 + 16,54
SD vs. kezeletlen mitéti minta atlag 57,79 + 19,97 SD), statisztikailag szignifikans kilonbség
nem volt igazolhatd (Wilcoxon matched rank teszt p < 0,1671). Tovadbba pozitiv korrelacié
(trend) igazolddott a kezeletlen biopszia és a mUtéti minta kozott (Spearman korrelacids teszt
p <0,0001, rho: 0,9371).

Ezzel ellentétben a kezeletlen biopszidk és a kezelt m(itéti mintak esetében a kezdeti
proliferaciés aktivitas jelentésen csokkent a kezelés hatasara. Statisztikailag szignifikans
kiilonbség igazolddott a Ki-67 expressziod tekintetében (kezeletlen biopszia atlag 56,82 + 24,29
SD vs. kezelt mdtéti minta atlag 32,04 + 23,62 SD, Wilcoxon matched rank test p < 0,0001), de
a kezeletlen biopszias és a kezelt sebészeti mintak kozotti enyhe korrelaciot l[attunk (Spearman
korreldcios teszt p < 0,404 rho: 0,2772)

Ezenfellil a CAIX és a Ki-67 végbéltumoron belili expresszidés mintdzatanak vizsgdlata sordn
megfigyeltliik, hogy az esetek tObbségében a kezeletlen esetekben a magasabb Ki-67
expresszios értékekhez alacsonyabb CAIX expresszids érték tartozott, mig a kezelt esetek
tobbségében magasabb CAIX expresszids értékekhez alacsonyabb Ki-67 expresszids aktivitas
tarsult. A Ki-67 expresszios értékek szignifikdnsan magasabbnak bizonyultak a biopszias
mintakban a CAIX expresszids mintdzathoz képest (kezdeti biopszidk: CAIX atlag 21,78 + 24,97
SD vs. Ki-67 atlag 56,82 + 24,29 SD ; Mann-Whitney teszt p < 0,0001; NAT sebészeti mintak:
CAIX atlag 39,44 + 29, 47 SD vs. Ki-67 atlag 32,04 + 23,62 SD; Mann-Whitney teszt p = 0,2630).
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5. Fobb eredmények és kovetkeztetések

Roéviden Osszefoglalva, jelen Ph.D munka f6bb megallapitasai a kovetkezék:

A vastagbélben megjelend tobbszords primer tumorok metasztatizdlé képességei
eltérnek. Vizsgdlt esetlinkben egy tumorgdc szolgalt az Osszes attét forrasaként,
hangsulyozva az elsédleges tumor molekularis bioldgiai jellemz8inek fontossagat.

Az egy betegben el6forduld multiplex primer vastagbéldaganatok és tavoli attétek
vizsgdlata sordn minden primer és attétes gocot célszerd kilon értékelni, mivel az
egyes gocok egyedi genetikai profillal rendelkeznek. Az eltéré gdcokat kiilon entitdsnak
lehet tekinteni és a goécok heterogenitdsanak megfelel6en kilonalld kezelési
lehetdséget kellene mérlegelni.

Egyes szoveti biopszidk nem informativak, vagy nem képesek azonositani a klinikailag
relevans genetikai valtozdsokat, a rebiopszia viszont korlilményes, nem is mindig
kivitelezheté invaziv mintavevé moddszer. Ezért a liquid biopszia nydjtotta
diagnosztikus lehetGség el6nyos és egyre gyakrabban realis alternativa.

A liquid biopszia, vagyis a periférias vérben talalhaté cfDNS elemzése, lehet6vé teszi a
daganatos betegség folyamatos genetikai monitorozdsat és a kiilonb6z6 prediktiv
génvariansok azonositasat.

A liquid biopszia kiléndsen a metasztatikus CRC-k esetén nélkilozhetetlen az anti-
EGFR terdpidval szembeni rezisztencia és kiilonb6z6 gydgyszerrezisztencia
mechanizmusainak azonositdsaban, az idGbeli heterogenitds nyomonkovetésében,
ezaltal a személyre szabott terapia kivalasztasaban.

A KRAS mutans szubklénok megjelenése és elt(inése a vastaghél daganat lefolyasa
soran a vartnal gyakrabban dinamikus eltéréseket mutat.

Kezeletlen és neoadjuvans kezelésben részesliilt végbél tumorban a hypoxias stressz
hatdsara a CAIX kiemelkedéen specifikus sejtmembran lokalizaciot mutatott és
heterogén formdban volt jelen a tumoros sejtekben.

A kezelés utani szovetmintdkban szignifikdns CAIX expresszid emelkedést
tapasztaltunk, mig a nem kezelt mintdkban eltérés nem volt jellemzé.

A terdpia hatékonysaganak vizsgalata sordn a kezelés el6tti biopsziak értékelésénél a
TRG2-3 esetek tobbsége a CAIX alacsony és forditva, a TRG4-5 esetek tobbsége a CAIX

magas fenotipushoz tarsult, ami a kezelés sikertelenségének fokozott lehet&ségét
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jelezheti a kezdetben CAIX magas tumorok esetében. Ezzel szemben a CAIX expresszio
a terdpidt kovetbéen altaldban megndvekedettnek bizonyult, mely alapjan
korlatozott/a kezelésre nem reagalé (TRG4-5) tumorok CAIX magas fenotipust
mutattak.

A KRAS mutdcid jelenléte magas CAIX expresszidval tarsult mind a kezelés el6tt, mind
a kezelés utan. A CAIX altal jelzett adaptdciés mechanizmus valészin(ileg kiemelt
szerepet jatszik a KRAS mutdns végbéltumoros sejtek anyagcseréjének és
rezisztencidjanak szabalyozasaban.

A kezelés el6tti mintakban a magas sejtproliferacios értékekhez alacsonyabb CAIX
expresszio tartozott, mig a kezelés utani mintakban a terdpia altal kivaltott hypoxias
stressz hatdsara a proliferaciés aktivitas jelentGs mértékben csdkkent, a CAIX
expresszidja az eseteink tulnyomo tobbségében fokozddott.

A CAIX potencidlisan hasznos lehet a kezelés utani tumorok jellemzésére, de prediktiv

szerepe tovabbra is vitatott marad CRC-ben.
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