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Roviditések jegyzéke
ARAF: Serine/threonine-protein kinase A-Raf, szerin/treonin protein kinaz A-Raf

BD: Breslow depth, Breslow mélység

BRAF: V-raf (viral rapidly accelerated fibrosarcoma) murine sarcoma viral oncogene

homolog B1, V-raf ragcséalo szarkoma viralis onkogén homolog B1

BTC: Biliary tract cancers, epeuti daganatok

cdPCR: chip-based digital PCR, mikrofluid chip alapu digitalis PCR

cfDNS: cell-free DNS, szabad, sejten kiviili DNS

cfRNS: cell-free RNS, szabad, sejten kiviili RNS

cfVAF: szabadon keringd DNS-b6l szarmazé genetikai variansok allél frekvencia értéke

COSMIC: Catalogue of Somatic Mutations in Cancer, Daganatok szomatikus mutacidinak

katalégusa

CRAF: RAF proto-oncogene serine/threonine-protein kinase, RAF proto-onkogén

szerin/treonin protein kindz

CT: computed tomography, szamitogépes tomografia

CTC: circulating tumor cells, keringd tumorsejtek

CTLAA4: cytotoxic T-lymphocyte protein 4, citotoxikus T-limfocita fehérje 4
ctDNS: circulating tumor DNA, keringé tumor DNS

dPCR: digital PCR, digitalis PCR

ddPCR: droplet digital PCR, csepp (droplet) alapu digitalis PCR

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid, etilén-diamin-tetraecetsav

EHCC: extrahepatikus cholangiocarcinoma

ERBB2: erb-b2 receptor tyrosine kinase 2, erb-b2 receptor tirozin kinaz 2

ERK: extracellular signal pathway regulated kinase, extracellularis szignal itvonal

szabalyozta kindz



ETV: estimatted tumor volume, becsiilt tumor térfogat

FDA: Food and Drug Administration, Amerikai Elelmiszer és Gyogyszer Ugynokség
FFPE: formalin-fixed paraffin-embedded, formalin-fixalt paraffinba agyazott
FGFR2: fibroblast growth factor receptor 2, fibroblaszt ndvekedési faktor receptor 2
GBC: gallbladder carcinoma, epehdlyagtumor

HRAS: harvey rat sarcoma viral oncogene homolog, harvey parkany szarkéma virus

onkogén homolog

ICI: immune checkpoint inhibitors, immunellenérzépont-gétlo
IDH1: isocitrate dehydrogenase 1, izocitrat-dehidrogenaz 1
IDH2: isocitrate dehydrogenase 2, izocitrat-dehidrogenaz 2
IHCC: intrahepatikus cholangiocarcinoma

KIT: KIT Proto-Oncogene, Receptor Tyrosine Kinase, KIT proto-onkogén, receptor

tirozin-kinaz

KRAS: kirsten rat sarcoma oncogene homolog, kirsten patkany szarkoma onkogén

homolog

LB: liquid biopszia, folyadékbiopszia

MAPK: mitogen-activated protein kinase, mitogén aktivalt protein kindz

MEK: mitogen-activated protein kinase kinase, mitogén aktivalt protein kin4z-kinaz
MET: receptor of hepatocyte growth factor (HGF), HGF receptor

MRI: magnetic Resonance Imaging, magneses rezonancia alapt képalkotas

NGS: next-generation sequencing, Ujgeneracios szekvenalas

NRAS: neuroblastoma v-ras (viral rat sarcoma) oncogene homolog, neuroblasztoma v-ras

onkogén homolog
PCM: primer cutan melanoma, primer bdrmelanéma
PCR: polymerase chain reaction, polimeraz-lancreakcio

PD-1: programmed cell death protein 1, programozott sejthalal fehérje 1

4



PD-L1: programmed death-ligand 1, programozott haldlligandum 1
PIK3: phosphoinositide 3-kinase, foszfatidilinozitol-3-kinaz

PIK3CA: phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha,
foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat-3-kinaz alfa katalitikus alegység

PTEN: phosphatase and tensin homolog, foszfatdz és tenzin homolog

RAFI: proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase, proto-onkogén, szerint/treonin kinaz
RAS: rat sarcoma protein, ras-protein

tdDNS: tumor-derivated DNS, tumorbol szarmazo DNS

tdVAF: tumor-derivated VAF, tumorbol szarmazo genetikai varidnsok allél frekvencia

értéke

TERT: telomerase reverse transcriptase, telomeraz reverz transzkriptaz
TMB: Tumor mutational burden, tumor mutacios teher

TP53: tumor protein 53, tumor protein 53

TVB: tumor variant burden, tumor varians terhelés

VAF: variant allele frequency, varidns allél frekvencia



1. Bevezetés

A precizidos onkoldgia korszakaban nagyon fontossa valt a beteg daganatara
egyedileg jellemz6 specifikus eltérések azonositasa, mely igen érzékeny tecnikakat, nagy
elengedhetetlen a szdveti biopszidk megfeleld vizsgalata, amely azonban sok esetben
nehézségekbe litkozik. Egyre nagyobb a torekvés a liquid biopszia klinikai dontéshozatalba
valé alkalmazasanak bevezetésére, hiszen a betegek periférias vére a tumorbodl szarmazd
szabad kering0 nukleinsavakat tartalmazza.

Eppen ezért munkank célja két a rutin diagnosztikaban megfelel$ gyakorisaggal
eléforduld daganattipus vizsgélata volt, ahol teszteltiikk a szoveti és liquid biopszidt mint
kiilonb6z6é mintatipust, valamint az Gjgeneracios szekvenalast és a digitalis PCR-t, mint
nagy ateresztoképességii €rzékeny technologidt. Az epeuti daganatok ritka és rossz
prognozissal jar6 malignitdsok, melyek kezelési lehetdsége, most sem tisztdzott teljes
mértékben. Az anatdmiai lokalizaci6 alapjan elkiiloniild csoportokat ugyanolyan médon
kezelik, pedig bizonyitott, hogy eltéré molekularis mintazattal rendelkeznek. A primer
cutan melanoma pedig a bér daganatos elvaltozasainak csaknem 1 %-at teszi ki, azonban
szamos tavoli attétet képezhet, illetve nagyon magas mortalitds jellemzi. A melanomas
betegek nagy szdmban BRAF muticiot hordoznak, ezen belill is leggyakrabban a BRAF
c.1799T>A; p.Val600Glu aminosavcserével jaro eltérést melyre specifikus onkoterapias
szerek allnak rendelkezésiinkre. Ezen ismeretek tudatdban mindkét daganattipus hatterének
min¢l korabbi tisztdzasa 1étfontosagu.

Célunk igazolni a liquid biopszia hasznalhatosagat cholangiocarcinomas mintak
esetén a becsiilt tumorméret és a szabad nukleinsav koncentracidja kozotti osszefliggés
vizsgalatanak segitségével. Mindezek mellett a szomatikus mutdciokat Ujgeneracios
szekvenalas alkalmazasaval mutatjuk ki, a kapott eltérések alapjan megtorténik a varians
tumorterhelés szadmszerlsitése és 0sszehasonlitasa az egyes epeuti daganattipusok kozott.
A digitalis PCR hasznélatdval nagyon alacsony allélgyakorisagl eltérések azonositasa is
megvaldsithatd, viszont egyszerre csak egy genetikai eltérés vizsgalathatdo. A cutan
melanomas betegeknél, igy a leggyakoribb genetikai eltérésre alkalmaztunk probat.
Els6ként retrospektiv mdodon igazoltuk a modszer hatékonysagat a mutacié kimutatdsara,
szaz kordbban reverz hibridizacion alapuld modszerrel kimutatott ismert BRAF statusza
korszovettani mintat (FFPE blokk) valasztottunk ki, akiknél ugyanazon szovetbdl digitalis

PCR-al is elvégeztiik a BRAF statuszanak meghatarozosat. A két modszer 6sszehasonlitasa
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diagnosztikai szenzitivitds és specificitas meghatdrozasa alapjan tortént. Ezen tulmenden
prospektiv. mdédon 34 beteg esetében mindkét mintatipusnal (korszovettani és liquid

biopszia) mind StripAssay-t, mind pedig digitalis PCR vizsgalatot is végeztiink.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A liquid biopszia

A daganatos betegek molekularis diagnosztikdja els6sorban szovettani mintakbol
izolalt nukleinsavak elemzésén alapul, ennek a mintavételi modnak azonban szdmos
korlatjat ismerjiik. A tibiopszidval nyert kis mennyiségli mintdk nem feltétleniil
alkalmasak a nagy érzékenységli molekularis vizsgalatok kivitelezésére, raadasul a
daganatok anatomiai elhelyezkedése is gyakran hatart szab a mintavételi eljarasnak. Eppen
ezért egy uj diagnosztikai lehetdség keriil egyre inkabb eldtérbe a molekularis diagnosztika
fejlédése soran. Szamos tanulményt ismerhetlink ahol a betegek liquid biopszias (LB)
mintainak vizsgalataval torténik a diagnozis felallitdsa, megerdsitése [1-4]. A mutacios
profilalkotéas a kozelmutban keriilt elétérbe €s valt technikailag is elérhetdvé [5]. Ismeretes,
hogy a daganatos betegek testfolyadékai valtozd6 mennyiségl, a tumorbdl szarmazd
apoptozissal, nekrozissal, aktiv szekrécioval felszabaduld keringd tumorsejteket (CTC),
szabad sejtmentes nukleinsavakat (cell-free DNS-cfDNS, cell-free RNS-cfRNS) valamint
exoszomakat tartalmaznak, melyek fehérje, lipid €s nukleinsav komponensekbdl allnak.
Ezek vizsgalatara az LB a legalkalmasabb modszer. Az LB elve az 1. abran lathato,

elényeit és hatranyait pedig az 1. tablazatban ismertettiik [6—8].

} Plazma és cfDNS

«+—— Leukocitdk és Keringd Tumorsejtek

SRTIST Apoptotikus és Kiil6nbsz6 fenotipusi
Epitclilis Nektrotikus Sejtek g

Sejtek <fDNS Tumoros Sejtek

® O -~ OO0

1. abra. A liquid biopszia elve (cfDNS: szabad, sejten kiviili DNS)



1. tablazat. A liquid biopszia alkalmazasanak el6nyei és hatranyai

Elényei Hatranyai

Genetikai informaci6 nyerhetd a daganatrél | Erzékeny technolégia sziikséges a

Nem invaziv vizsgalatdhoz (Gjgeneracids szekvenalas,

Megismételhetd digitalis PCR)

Barmely testfolyadékbol kivitelezhetd
A kering6 tumor DNS csak toredéke a

Jellemezheti a tumor tomegét )
szoveti tumor DNS-nek

Longitudinalis kovetésre alkalmas

Ezzel a minimalisan invaziv technikaval nyerhetd tumor DNS azonban
nagymértékben fragmentalt (2. abra). A keringd tumor DNS (ctDNS) a ¢fDNS azon részét
jeloli, mely a primer daganatbol vagy annak metasztatikus helyeibdl szarmazik, illetve a
tumorra jellemzd specifikus és epigenetikai valtozasokat hordozza, koriilbeliil 140-160
nukleotid hosszu ¢s felezési ideje 1,5 orara tehetd [7,9].

[FU]

d standard

30
25
20 160 bp
15—

104
320 - 390 bp

| I | | I I | 2 R S
50 300 500 700 1500 bp

2. abra. A cell-free DNS mérettartomanya (Bioanalyzer High Sensitivity DNA Assay) 160 bp: tipikus
plazmabdl izolalt cfDNS fragmentmeéret, 320-390 bp: pleuralis folyadékbol izolalt cfDNS esetén megjelend
tovabbi mérettartomany (cfDNS: szabad,sejten kiviili DNS)

Az LB, mint kifejezés kiilonb6z6 mddszertanok csoportjat jelenti, melynek célja a

tumor biomarkereinek folyadékmintabdl torténd kimutatdsa. A vér, vizelet, plazma és



egyéb testfolyadékok nem invaziv megkozelitéssel nyerhetéek a betegtl, melynek
hasznalata a betegség genetikai hatterének tisztazésara szolgéalhat [10].

Az LB vizsgalata tehat barmely testfolyadékbol kivitelezhetd, melybdl megteleld
mennyiségli és mindségli nukleinsav izoldldsa lehetséges, igy az onkolodgia teriiletén
szamos tesfolyadék keriil az analizisek kozéppontjaba. A leggyakrabban alkalmazott
mintavételi moéd a periférids vérvétel, de pleuralis folyadékbol, vizeletbol €s ascitesbdl is
gyakorinak szamit a mintavétel [11-13]. Tekintettel a minimalis beavatkozast igényld
tulajdonsagara a periférias vér, bekeriilt a daganatpatologia rutingyakorlataba, hiszen egy
sokkal egyszeriibb és kedvezobb mintavételi eljarasrol beszélhetiink, mint a szdveti
biopszia vétele. Hasznalataval ndvelhetd az esélye az esetleges betegséget okoz6 mutaciok
azonositasanak [2,3].

Az LB-bdl nyerhetd cell-free nukleinsavak mennyiségét és Osszetételét szamos
tényez0 befolyasolhatja, mint példaul a tumor anatémiai lokalizacidja, mérete, stadiuma.
Mindezek mellett hatast gyakorol a ¢cfDNS mennyiségére a daganatos szubklonok relativ
tomege, a gyulladdsos komponenesek jelenléte, az apoptdzis €s a nekrozis mértéke is [5].
A cfDNS a daganatos betegek periférids vérében nagyobb mennyiségben fordulhat eld,
mint az egészséges, tumorral nem rendelkezdk vérében (6,58 vs. 0,33 ng/ml vér) és a
tumor stadiumanak novekedésével is emelkedhet [14].

Kedvezd tulajdonsdgai mellett figyelembe kell venni, hogy a tumorbol
felszabadulé nukleinsavak mennyisége a szoveti nukleinsavak toredékei, éppen ezért egy
sokkal érzékenyebb és egy nagyobb ateresztoképességli moddszer sziikséges a
vizsgalatukhoz, mint példaul az Ujgeneracios szekvendlds (NGS) vagy a digitalis PCR
(dPCR) [1,5]. Az LB egy minidlisan invaziv vizsgalati modszer, melynek vizsgalataval
informaciot nyerhetiink az adott daganat genetikai hatterérél, mennyisége utalhat akér a
daganat méretére is és a kedvezd mintavétel miatt akar longitudindlis kovetésre is
alkalmazhatjuk. Eppen ezért ugy gondoljuk, hogy Oriasi elérelépést jelenthet olyan
esetekben ahol a korszovettani mintavétel a daganat helyzete és/vagy mérete miatt nem
megvalosithatd, esetleg a beteg allapota nem teszi lehetévé ezen mintavétel kivitelezését.

Altaldnosan a ctDNS vizsgalata 6t nagyobb csoportra oszthatéan alkalmazhato: a
diagnozis felallitdsdhoz, a daganat mutacidé terhelésének kimutatasara, a prognozis
megallapitasara, a megfeleld kezelés kivalasztasara valamint a kezelés hatakonysaganak €s
a relapsus mértékének monitorozésara [7]. A preciodzis onkologia korszakdban, ahol a
személyre szabott genetikai eltéréseken alapuld kezelések jelenthetik a jovot pedig egy 1j

megkozelitést jelenthet.
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2.2. Az epeuti daganatok

2.2.1. Epidemioldgia és korszovettan

A cholangiocarcinoma a masodik leggyakoribb majat érinté daganatipus, az
Osszes daganatos elvaltozas 1%-at teszi ki vilagszerte, azonban Magyarorszagon jelenleg
nem szamit gyakori daganattipusnak, 100 000 lakosra vonatkoztatva, a populécio
kevesebb, mint 1%-4t érinti [15,16]. Az epelti daganatok (biliary tract cancers, BTC) egy
rossz prognozisu betegség, melynek incidencidja vilagszerte nagymértékben novekszik.
Egy nagyon heterogén tipusi daganatcsoport, mely lokalizacidja, patologiai altipusai
illetve kiilonbozoé genetikai eltérései miatt korlatozottak az onkoldgiai terapia lehetdségei,
valamint kihivést jelent a hatékony kezelés kivalasztdsa [17]. A kezelés alapjat a tumor
teljes rezekcidja jelentené, viszont elhelyezkedése, valamint mérete miatt ez a legtobb
esetben nem megvaldsithatd, a betegek koriilbeliill csak 20%-anal végezhetd sebészi
reszekcid [18]. Nagy a mortalitasa, amely specifikus és érzékeny biomarker hidnyaban a
késoi felismerésének is betudhato [17,19,20]. Eurdpaban az egy éves talélés aranya 26%,
mig az 6t éves tulélés csak 12% koriil mozog [21].

Anatémiai elhelyezkedése alapjan harom csoportra kiilonithetjiik ezen
daganatokat. A majon beliili kis epeutakbdl eredd intrahepaticus cholangiocarcinomara
(IHCC), az extrahepatikus epevezeték ducalis hamjabol ered6 extrahepaticus
cholangiocarcinoméara (EHCC), valamint az epeholyagot is érintd epehdlyagtumorra

(GBC) (3.4bra) [22,23].
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3. abra. Az epeuti daganatok kategorizalasanak sematikus abraja (IHCC: intrahepatikus

cholangiocarcinoma, EHCC: extrahepatikus cholangiocarcinoma, GBC: epehdlyag carcinoma)
Szamos kockazati tényez6 befolydsolhatja a betegség kialakulasat, mint példaul a
nagyméretll, tiinetet okozd epekdvek, az elhizas, illetve a Salmonella typhi fert6zés és az
epekd kombinacioja is, ezeken feliil riziko tényezének tekinthetd még az epevezeték
adenoma, a tobbszori parazitdkkal vald fert6z6dés, valamint az epehdlyag papillomatozis
is. Az epeholyagot érintd cholangiocarcinoma hajlamositd tényezdje tovabba a primer
szklerotizal6 cholangitis [19]. Ezen daganatok el6forduldsa azonban rendkiviil sporadikus
[22]. A betegek kb. 70%-at a jobb tulélési arannyal rendelkezé (30%) extrahepatikus
cholangiocarcinomaval diagnosztizaljak [17], mig az intrahepatikus tipus 6t éves talélési

aranya csak 12% koriil mozog [22].

2.2.2. Az epeuti daganatok hatterében allo

molekularis eltérések

Annak ellenére, hogy a kiilonb6zd tipusba sorolhaté daganatok bizonyitottan
eltér6 molekularis mintazatot hordoznak, a betegek hasonld kezelésben részesiilnek
[17,20,22,24]. Kordabban mar szdmos tanulméany tobb kiilonb6zé genetikai elvaltozast
detektalt, beleértve gén mutaciokat, amplifikaciokat, delécidkat és fuziokat, amelyek mind

kiilonbozé  sejtfolyamatokat érintenek. Bizonyitottan a betegek kozel 40%-aban
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kimutathat6 valamilyen eltérés amelyek tipikusan egyiitt fordulnak el6, mig masok
kolesonosen kizarjak egymas jelenlétét [17,25]. A leggyakrabban detektalt eltérések kozé
tartozik a 7P53 (44%), PIK3CA (33%), KRAS (17%) és IDHI (8,7%) gének mutacidja
[20,26]. A KRAS mutéiciok ardnya 9%-54% kozott mozoghat, gyakrabban fordul eld
EHCC, illetve GBC altipusban. IHCC-ben valé megjelenése egy korai biomarkere lehet a
progresszionak [17]. Az epehdlyag karcindméaban a muticiok altalaban ritkabbak, egyes
tanulmanyok szerint az itt el6forduld leggyakoribb genetikai eltérés az ERBB2 gént érinti
(3%-38%) [7]. Jelentds aranyban kimutathaté a PIK3CA jelatviteli itvonal mutacidja is a
BTC-vel diagnosztizalt betegekben, ardnyuk akdr a 33%-ot is elérheti. Alapvetden
intrahepatikus cholangiocarcindmara tipusos az [DHI ¢és IDH2 gének (izocitrat-
dehidrogenaz 1 és az izocitrtat-dehidrogendz 2 gének) szomatikus mutécioi, valamint az
FGFR2 (fibroblaszt ndvekedési faktor receptor 2) gén fuzidja, melyek feltehetéen
deregulaljak a jelatvitelt a dimerizacidos motivumokkal rendelkezd 3’ flzids partnerek
eltéritése révén, és ezzel egyidejiileg kizarjak a KRAS valamint BRAF gének érintettségét
[7,25,27]. Az IDH molekuldk niklotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat-fiiggd enzimek,
amelyek katalizaljdk az izocitrat oxidativ dekarboxilaciojat alfa-ketoglutaratta. Mutacio
jelenléte az enzimaktivitas megzavarasat okozza, mely kovetkeztében az alfa-ketoglutarat
2-hidroxi—glutaratta alakul, amely a karcinogenezist segiti eld, azaltal, hogy gatolja
azokat az enzimeket melyek az alfa-ketoglutaratot hasznalndk kofaktorként [19]. Ezen gén

mutacidja 99%-ban az R132 kodonnal talalhato [22].
2.2.3. Az epeuti daganatok kezelési lehetoségei

A terapia a tumor reszekalhatosagan feliil, az el6rehaladott és nem reszekalhato
esetekben els6 vonalbeli kemoterdpiaként gemcitabin és ciszplatin vagy egyes
tanulmanyok szerint gemcitabin és kapecitabin kombinacioja [18,28,29]. Hasonldan ezt az
adjuvans terapiat alkalmazzak a reszekciot kovetd kigjulds, illetve tavoli attétek
megjelenésekor is, azonban atlagosan 11,7 honapos tilélés érhetd csak el, ezen standard
eljarassal [16,18,19,22,30-32]. A progrediald betegség kezelésére jelenleg nincs egy
egyértelmiien meghatarozott masodvonalbeli kezelési protokoll. Egyes tanulmanyok
alapjan a legkedvezdbb masodvonalbeli kezelést a FOLFOX (folinsav, fluorouracil és
oxaliplatin) alapti kemoterapia jelentheti [20,33].

A személyre szabott kezelés kialakitdsanak lehetdsége miatt, tobb tanulmany
foglalkozott az IDHI és IDH?2 pontmutaciok illetve az FGFR2 fuzidk vizsgalataval. Mara

mar célzott terapia alkalmazhat6 jelen abberaciok meglétekor, azaz FGFR2 és IDH1 gatlok
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[33]. IDHI abberéci6 fennalltakor az FDA altal engedélyezett ivosidenib alkalmazasa
javasolt, mely a mutalt /DH1 kis molekuldju inhibitora, alkalmazasa szignifikansan novelte
a progressziomentes tulélés aranyat [34]. Valamint szamos tovabbi vizsgalat elvégzését
kovetéen akar az immunterapia is szoba johet, abban az esetben, ha az
immunellenérzépont-gatlok (ICI), mint példaul a programozott halal ligand-1 (PD-L1) és
a programozott sejthaldl fehérje 1 (PDI) gének expresszidja megfeleld mértékii. Az FDA
jovahagyta az anti-PD-1 pembrolizumab antitestet, olyan szolid tumorok kezelésére,
melyek nem reszekalhatéak vagy progredidltak és nem all rendelkezésre mas alternativ
kezelési mod [35]. A PD-L1 pozitiv daganatokban altalanossagban magasabb a tumor
mutécios terhelés (TMB) és nagyobb valoszintiséggel jelenik meg BRAF, BRCA2, RNF43
valamint 7P53 mutaci6 [26,29,36-38].

Tekintettel arra, hogy az elmult évtizedben a magas mortalitas mellett, a betegség
prevalenciaja ndvekvd tendenciat mutatott, 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
szlikségesnek érezziik a kezelési protokoll személyre szabott, genetikai eltéréseken alapulo
kidolgozasat [19,20,22,24]. Tobbféle mutaciot hordozd gént és epigenetikai elvaltozast
¢észleltek mar cholangiocarcinoméban, a jovOoben ezek az eltérések valhatnak terapias
célpontokkd, valamint diagnosztikai és prognosztikai biomarkerei lehetnek a betegségnek
[10]. Az elObbiekre tekintettel szamos erdfeszités tortént az epedti daganatok
kialakuldsanak hatterében 4116 mechanizmusok megismerésére [17]. Osszességében
elmondhat6, hogy a folyamatos fejlodés ellenére a cholangiocarcionoma diagnosztizalasa,
kezelése, kovetése tovabbra is kihivast jelent a klinikusok szdmara. A hosszatava
megoldds mindenképpen olyan biomarker azonositisa, amelyek megkonnyitik a minél
korabbi diagnozis felallitdsat, szubtipusokba vald besoroldst, valamint az onkoldgiai

terapia kivalasztasat.

2.3. A primer cutan melanoma

2.3.1. Epidemiologia és korszovettan

A primer cutan melanoma (PCM) a boérdaganatok egy rendkiviil aggressziv
formdja, mely a melanocitdkbol, a felhamban, az agyhartydban, a belsd fiilben és a
szemben taldlhato specialis pigmentsejtekbdl alakulhat ki. Rizikéfaktorai kozé sorolhatd a

hosszan tart6 ultraibolya B sugarzasnak vald kitettség, melanocitds vagy diszplazias
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naevuszok jelenléte, a genetikai hajlam, az immunszuppresszio, illetve olyan fenotipusok
megléte, melyek példaul a vilagos hajért, a szeplokért és a vilagos borszinért feleldsek.
Attol fiiggetleniil, hogy genetikai vagy szerzett a riziké faktor ugyanolyan mértékben képes
hozzdjarulni a melanoma kialakuldsahoz. Osztdlyozdsuk a tumor vastagsdga ¢és a
fekélyesedés mértéke szerint torténik. A T kategoéridba vald besorolds (T1-T4) alapja a
tumor vastagsaga, az ugynevezett Breslow-mélység (BD), mely a borfelszint6l a daganat
legmélyebb pontjaig terjedd méret mm-ben megadva. Emellett a PCM szdvettani
besorolasakor figyelembe vessziik a Clark szintet is, melynek 6t csoportja van. Alapjat
ennek is a daganat mélysége adja, ez azonban kevésbé reprodukélhatd besoroldsnak szamit

(4. abra).
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4. abra. A melanoma besorolasakor figyelembe vett Breslow mélység és Clark osztalyozas

A melanoma el6forduldsi ardnya az utobbi idében vildgszerte hatalmas
novekedésnek indult [39-45]. Az Egyesiilt Allamokban a rosszindulati melanoma az
otodik leggyakoribb daganat a férfiak korében a néknél pedig a hetedik, évente koriilbeliil
50.000 10j esetet diagnosztizdlnak, melyek koziil csaknem 15% halalhoz vezet.

Magyorszagon 2019-es adatok alapjan a kilencedik leggyakoribb daganattipus, az utobbi
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évek 0 esetszamai pedig évente akar a haromezret is elérhetik. Gyakorisdga hazai
viszonylatban a nék korében jelentdsebb [46].

A diagnozis felallitasakor megkozelitdleg a daganat 80%-a lokalizalt, 15%-a
regionalis és 5%-a tavoli attét [47]. Kis mérete és sokszor tlinetmentes iddszaka miatt a
felismerés igen sokdra eredményez pontos diagnoézist, igy a kései beazonositds és ebbdl
adoddan a kezelés hidnya miatt szdmos tavoli attétet adhat, ezekbdl kifolydlag a
bérdaganatok legveszélyesebb formdajanak tekinthetd. Ennek ellenére az Osszes a bort
¢érintd daganatos megbetegedések csak 1%-at teszik ki, halalozasi ratdja azonban mégis a
legmagasabb [48]. Szdmottevéen metasztazis leggyakrabban az agyban ¢€s a tiidoben fordul
el6. A nagymértékli progresszid megjelenése miatt mindenképpen sziikséges egy olyan
biomarker, mely lehetdvé teszi a magas kockdzati melanomék felismerését méghozza a
betegség minél korabbi fazisdban [40,47].

A melanoma kimenetelét befolyasolhatja a daganat stddiuma, esetleges fekélyek
megléte, a BD mértéke, illetve a magasabb mitotikus ardny is. Ezeken kiviil a
prognosztikai tényezd fiiggetlen faktora a betegek életkora is, valosziniileg az életkori
sajatsagokbol adddd szociodemografiai kiillonbségek miatt. Szerepet jatszik a rosszabb
kimenetelben az Oregedés miatti immunrendszer lecsokkent milkodése, a szervi
diszfunkcio és egyéb tarsbetegségek is [49]. A daganat ezen formajanak korai felismerése,
tehat elengedhetetlen a hatékony kezelés kialakitdsdhoz, valamint a betegek kedvezdbb élet

kimeneteléhez.

2.3.2. A melanomak hatterében allo molekularis

eltérések

Bizonyitott, hogy a melanomas betegek korében a RAS/RAF/MEK/ERK ttvonal
talélésének szabalyozasaban, igy szamos terapids célpontot vizsgaltak ezen utvonalon a
megfeleld terdpia kialakitasdnak reményében [50]. Molekuldris osztalyozasa alapjan négy
csoportot tudunk elkiiloniteni a melanomak diagnosztikaja soran: BRAF-, NRAS-, és KIT-
muténst és a negyedik, egy igynevezett tripla vad tipust csoportot.

A leggyakoribb genetikai eltérés a melanomas betegek korében a B-raf proto-
hordozza) [50-52]. Ez a gén a 7. kromoszéman taldlhatd, 6459 bazisparbol és 18 exonbol

all. Osszesen 766 aminosav kodolja, és rendelkezik egy RAS koté, ciszteinben gazdag
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doménnel, egy kindzdoménnel (savas N-termindllal és regulaciés C-termimallal), valamint
egy szerin/treonin szakasszal [51,53,54]. A molekula tehat egy szerin/treonin kindz, ami a
RAS szerin/treonin protein kinaz csalad tagja, és a MAP kindz/ERK jelatviteli utvonalat
aktivalja, mely utvonal human daganatok esetében gyakran érintett [55].

A mutaciok tobbsége a kindz domént kodold régidban, a 11-es és 15-6s exonban
fordul elé [56]. Ez harom kindzt foglalhat magaban, az ARAF-ot, a BRAF-ot és a
CRAF/RAF1-et. Ezek koziil a BRAF rendelkezik a legnagyobb kindz aktivitassal, ezaltal
folyamatban is szerepet jatszhat, mint pl. a sejt differencialodas, a sejtproliferacio, a sejt
novekedés és az apoptozis [53,56-59]. A genetikai eltérések 90%-at szomatikus
pontmutéacié okozza, méghozza az 1799. nukleotid pozicidoban 1évd timin adenninné valo
transzverzidja. Ez a misses mutdcié a 15. exonban fordul eld, ami a 600. kodonon 1évd
valin glutaminsavva alakulasat okozza (BRAF c.1799T>A; p.Val600Glu). Ez egy patogén
eltérés, amely fokozza a mitogén altal aktivalt protein kindz utvonal aktivalodasat, akar
500-700 szorosara is, igy lehetdvé teszi a jelatviteli kaszkdd aktivalasat még az
extracellularis jel hidnydban is. A mutacidé kovetkezményeként a BRAF fehérje RAS-t6l
fiiggetlentil aktiv allapotba keriil és igy stabilizalodik (5. abra). Ezen tipusu aberaciok
nagyobb eséllyel reagadlnak BRAF-inhibitorokra [60-62].
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Nukleusz

Transzformacio

5. abra. A BRAF p.V600E mutacio hatasa a MAPK-ERK jelatviteli kaszkadra

A masodik leggyakoribb muticio a p.Val600Lys, melynél valin lizinnel
helyettesitodik, ez az esetek kb. 5-6%-at teszi ki. Ezek a két RAS-fiiggetlen monomerként
aktivalt BRAF mutéaciok a leggyakoribbak [53,62—65]. Jellemzo eltérések lehetnek még a
RAS-fiiggetlen dimerként aktivalodo pontmuticiok, melyek magas vagy kozepes
kindzaktivitassal rendelkeznek, ide tartoznak pl. a K601 E/N/T aberaciok. Ezekrdl
altalanossagban elmondhatd, hogy reagalnak a MEK inhibitorokra. A harmadik csoportot
képviseli még a teljes kindz aktivitast karositd vagy alacsony kinazaktivitassal rendelkezd,
de RAS-kotést és ezt kovetden a CRAF-aktivacié révén a MAPK-utvonalon keresztiil
szignaltranszdukciot okozo eltérések (594/596 kodonon 1évé mutaciok), ennél a tipusnal
jellemzd a hosszabb tulélés, és eddig nem talaltak szignifikans 0sszefiiggést pl. a korral, a

nemmel és a mikrosatellita instabilitassal [64].
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2.3.3. A melanomak kezelési lehetoségei

A terapias lehetOségek igen sokrétliek lehetnek. Az elmult idészakban szamos
terapia jelent meg a melanoma és a metasztatikus melanoma kezelésére, beleértve az
immunterapiat is, valamint a specifikus mutaciokat célz6 terapiakat is [2]. Primer
kezelésként a daganatos teriilet sebészi eltdvolitasa torténthet, majd radio-, kemo-, immun-,
¢és célzott terapia johet szoba [49,66,67]. A sebészi kimetszés szamos esetben elegendod,
azonban a progresszio kialakuldsa szignifikdns Osszefiiggésben van a daganat Breslow-
mélységével. Az olyan vastagabb melanomak esetében, ahol a Breslow-mélység >4 mm a
10 éven beliili haldlozési arany akar az 50%-ot is elérheti [41]. Kovetkezésképpen ezen
daganat esetén is megbizhatd mddszerekre van sziikség mind a betegség progresszidjanak
elkeriiléséhez, mind a kezelés kivalasztasahoz, valamint a kezelésekkel szembeni
rezisztencia esetleges monitorozasdhoz [2].

A BRAF gatlo szerek (vemurafenib és dabrafenib) reverzibilis ATP kompetitiv
szerek, melyek a kinazt aktiv allapotdban stabilizaljak, igy az ATP kot helyet elfoglaljak.
Nagyon igéretesek lehetnek a p.Val600Glu mutans betegek kezelését illetéen, jelentds
javulas figyelhetd meg alkalmazasuk sordan az eldrehaladott betegek progndzisaban a
rezisztencia kialakuldsaig (kb. 5 honap), azonban hatastalannak bizonyultak BRAF
nonVal600Glu tipusi daganatok esetén [40,52,68-73]. Bizonyitottan terapids
konzekvencidja van a MEK-gatloknak is (trametinib, cobimetinib és binimetinib). A
MEKI1 és MEK2 kivalo gatloszerei a RAF mutans melanomaknak. Azonban nyilvanvalo,
hogy a melanoma kialakuldsat tobb genetikai elvaltozas okozza, mely tobb Utvonalon is
megzavarja a jelatviteli folyamatokat, igy a megfeleld kezelést mindenképpen tobb ttvonal
egyidben torténd megcélzasaval érhetjiik el [50]. Igy indult el egyidében a BRAF/MEK
inhibitorok hasznalata mellett a PIK3 utvonal inhibitorok alkalmazasa is. A PIK3 utvonal a
RAS utan aktivalodik, de BRAF mutans melanomak nagy részében is megfigyelhetd az
aktivalodasa. Egy tanulmany pedig kimutatta, hogy a két inhibitor egyidejii hasznalata
Onmagéban is gatolja a melanomasejtek novekedését. Metasztatikus melanomak kezelésére
példaul a dabrafenib+trametinib [74,75], a vemurafenib+cobimetinib [76,77], valamint a
encorafenib+binimetinib [70] kombinaciokat alkalmazzak hatékonyan, csokkentve ezzel a
rezisztencia kialakuldsanak esélyét, de monoterapia esetén a madasodlagos daganatok
kialakulasanak lehetdségét is. Kijelenthetd tehat, hogy célterapia csak a BRAF-mutans
melanomak esetében érhetd jelenleg el. K/7T-mutdns melanoma esetén a legfontosabb a

KIT-inhibitorra vald érzékenység meghatarozasa. NRAS mutéacid fenndllta esetén jelenleg
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nem 4all rendelkezésre alkalmazhatd terdpia, mig tripla vad tipus esetén csak az
immunterdpia (anti-PD-1 és/vagy anti-CTLA-4 antitest) johet szoba. A tumorsejtek ¢s a
tumorba infiltral6 immunsejtek PD-L1 expresszidja szamos daganattipus esetén eléfeltétele
az immunterapianak, melanomak esetében azonban ez nem elvards, bar az expresszid
megléte, altaldban itt is Osszefiiggésbe hozhat6 a terdpia hatdsossagaval, de az expresszio
nélkiili esetekben is megfigyelhetd terapias valasz [51]. Lehetséges, hogy a BRAF mutalt
daganatok kezelésére a kombinalt terapia a megoldas, hiszen szadmos BRAF-inhibitor
csupan citosztatikus hatast fejt ki, mikozben a daganatokban gyakran alakul ki szerzett
rezisztencia ezen szerekkel szemben [55]. Az immunterdpia azonban d6nmagaban egyenlére
nem hozott olyan mértéki elérelépést, mely nagymértékben ndvelte volna a tulélési aranyt.
Tobb irodalmi adat taldlhatdé mely, a sugarterapiaval valdo kozos alkalmazasanak
hatdkonysagat bizonyitja. Mitéttel vagy kemoterapival valdé kombinacidja standard
eljarasnak szamit.

Onmagaban a radioterapia DNS karosodast okoz, mellyel megszakitja a sejtciklust
¢s sejthaldlhoz vezet. Ennek egyik modja, hogy a sugéarzasi energiat elnyelik a sejtek, mely
a molekula karosoddsat eredményezi. Ha viz nyeli el a sugérzasi energiat, akkor a viz
radiolizise jatszodik le, aminek kdvetkeztében reaktiv oxigén (ROS) és hidroxil (OH)
gyokok keletkeznek, melyek okozzak 1ényegében ténylegesen a DNS karosodast. Mig
masik modja, hogy a sugéarzas altal keletkezett vaszkularis fibrozis és elzarodas
tapanyaghianyt okoz a daganatban [67].

A melanomdkat az egyik legimmunogénebb ¢és legnagyobb TMB-t mutato
tumortipusnak tekintik. Ennek kovetkeztében megndé a betegekben keletkezett
neoantigénként funkcionalé mutins fehérjék termelédésének az esélye, ami a fokozott
immunogenitashoz jarul hozza. Eppen ezért ezzel magyarazzak a daganatellenes terapik,
koztiik az ICI nagyfokt hatékonysagat ezen betegeknél [51].

A betegség pontos osztalyozdsa €s stadumbesorolasa kritikus fontossagu, ahhoz,
hogy a betegeknek a megfeleld terapids lehetOségeket biztositsak, igy tehat a klinikai
dontéshozatal, illetve a prognosztika alapjat a mai napig a Breslow, illetve Clark szintek
képezik, hiszen a BD bizonyult a szOvettani értékelés szempontjabol a
legreprodukalhatobb tényezdnek [44].

A legtobb melanoma sporadikus moédon alakul ki, tehat 6rokletes komponenst
nem tartalmaz, igy mindenképpen sziikséges személyre szabottan minden daganat
genetikai hatterének megismerése. Mdara mar rutinszerlivé valt a melanomds betegek

molekuléris vizsgalata, az esetleges tumor heterogenitasanak a tisztazasa végett [52].
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Kifejezetten hasznosnak gondoljuk az LB vizsgalatat, kiilondsképpen a mutacioé alapt
kezelések megvalasztdsanal. Tanulmanyok tamasztjak ald, az NGS technika vérmintdkon
valo alkalmazhatosagat BRAF mutacid kimutatasara is. Azonban a klinikai gyakorlatban
minimalis informacié all rendelkezésiinkre az LB és a melanoma kapcsolatarol. A
korabban is emlitett hajlamositd tényezdket figyelembe véve, mindenképpen ugy
gondoljuk, hogy a melanoma kezelésének diagnosztikdjaban is hatalmas elérelépést jelente
a minél elébbi diagndzis megismerése, igy ezen daganattipusnal is célszeri lehet az LB
alkalmazasa, mind a diagnozis feldllitasdhoz, mind pedig a kezelés kovetésére [8]. A PCM-
ek mérete kicsi €s anatomiai elhelyezkedése miatt, értelemszeriien kevesebb mennyiségii
cfDNS szdrmazik bel6liikk, ebbdl kifolyolag indokolt egy ultraérzékeny moddszer
alkalmazédsa ezen mintatipus elemzéséhez. A dPCR mar tobb daganatos megbetegedés
esetén hatasos technikanak bizonyult, sikeresen felhasznaltdk a daganatokra jellemzd
specifikus mutaciok azonositdsara hugyholyag daganatokban [78], papillaris pajzsmirigy
daganatban [79], petefészek daganatban [80], fej és nyak lapham carcinomakban [81],
hasnyalmirigy daganatokban [82], de alkalmazzdk mar emld, colorectdlis és nem kissejtes
tiidédaganatok diagnosztikajaban is [83—85]. Bizonyitott, hogy a dPCR az egyik
legalkalmasabb technika a BRAF p.Val600Glu kimutatdsara valamint monitorozasara, igy
az esetlegesen kis allélfrekvenciaval rendelkezd aberaciok azonositasara is [2,86—88].

A személyre szabott kezelés megvalasztasa miatt a kezeléorvosok uj kihivasokkal
talaltadk magukat szembe, mely alapjan mindenképpen minél pontosabb és megbizhatobb
modszerekre van sziikség a lehetd leghamarabbi €s pontosabb diagnozis megallapitasahoz
vagy a kezeléssel szembeni rezisztencia monitorozasihoz. Eddigi tanulméanyok soran
bizonyitott, hogy a szdveti és plazma BRAF statusz kozotti hasonlosag kozel 80%-os, igy a
liquid biopszia elemzése sordn kapott BRAF statusz megfelelé biomarkere lehet a

betegségnek [89].
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3. Célkituzés

Munkénk soran két érzékeny, nagy ateresztoképességii technikat alkalmazunk két
szolid tumor tipusban. Epetti tumorok nagyrésze inoperabilis, éppen ezért a minimalisan
nyerhetd szdveti biopszia mellett, a liquid biopszia egy alkalmas megoldas lehet a rutin
diagnosztikdban. A melanomak mivel a testfelszinen helyezkednek el, korlatozott
vérellatassal rendelkeznek, ennek ellenére az LB hasznalata ezen tipusban nemcsak a
diagnézis felallitdsat segitheti, hanem arra is valaszt adhat, hogy ilyen tulajdonsaggal
rendelkezd daganattipus esetén mekkora mértékben keriil cfDNS a periférids keringésbe.

Az ujgeneracios szekvenalds kitiinden alkalmas lehet akar a liquid biopsziak
vizsgalatara is. Jelenleg mar a rutin diagnosztika részét képezi tiidd, valamint colon
adenocarcinomak esetében. Ezen elven tovabbhaladva tesztelni szeretnénk epeuti tumorok
diagnosztikéjaban is. A digitalis PCR a hagyomanyos PCR technikédkhoz képest egy sokkal
érzékenyebb technologia, valamint az NGS-hez képest is szamos eldnnyel rendelkezik.
Sokkal rovidebb 1d6 alatt nyerhetd altala eredmény, illetve nagyobb koltséghatékonysaggal
€s nagyobb pontossaggal tudja kimutatni azon mutacidkat is, melyek a mintakban esetleg
rendkiviil alacsony varians allélfrekvencidval fordulnak eld. Akar 0,01% alsé kimutatési

hatarértéket is elérhetiink a modszerrel.
3.1. Az epeuti daganatokkal kapcsolatos célkitiizéseink

e A daganatbdl szarmazd liquid biopszia cfDNS-ének mennyiségi €s mindségi
meghatarozasa, molekularis elemzése

e Az altalunk meghatarozott becsiilt tumortérfogat (ETV), és a c¢fDNS hozama
kozotti Osszefiiggés vizsgalata

e NGS vizsgalat segitségével a szomatikus mutdciok azonositisa, valamint a
tumorvarians-terhelés (TVB) szdmszerlisitése

e A harom epetti tumor altipusdban eléforduldo mutaciok megoszlasanak vizsgalata

e Egy betegbdl szarmazd szdvettani és liquid biopszia soran nyert DNS-mintak

kozotti genetikai eltéréseknek a vizsgalata
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3.2. A primer cutan melanomaval kapcsolatos
célkitiizéseink

e Retrospektiv mdédon 100 ismert BRAF-statuszii beteg dPCR technikdval vald
ellendrzése, ezaltal a modszer diagnosztikai hasznossaganak meghatarozasa

e Prospektiv tanulmany keretein beliil a szovettani mintdhoz parositott LB mintak
BRAF statuszanak vizsgalata

e A Breslow-mélység (BD), a tumorbdl szdrmaz6 DNS (tdDNS) koncentracidja ¢€s
genetikai eltéréseinek allél frekvencia értéke (tdVAF), a cfDNS koncentracid ¢€s a
szabadon keringd DNS-bOl szarmaz6 genetikai varidnsok allél frekvencia értéke

(cfVAF) kozotti osszefliggések keresése
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4. Anyagok és modszerek
4.1. Mintak

4.1.1. Az epeuti daganatok vizsgalata

Osszesen 67 epetti daganattal diagnosztizalt beteg formalinban fixalt paraffinba
agyazott (FFPE) szOvettani mintaja érkezett vizsgalatra a Debreceni Egyetem Klinikai
Ko6zpont Pathologia Intézetébe 2020-2022 kozott. Ebbol 38 beteg FFPE mintajdhoz
sikerlilt parositottan liquid biopszids mintdt gylijteni a Debreceni Egyetem Klinikai
Kozpont Onkoldgiai Klinika segitségével és ezekbdl NGS vizsgalatot végezni. Mivel ezen
betegek nagy része hasonld kezelésben részesiilt, igy az 0sszes LB mintavétele a szovettani
mintavételtdl dtlagosan 24 honapra tortént (tartomény: 5-36, median: 9,5 honap). 16 beteg
esetében hat honap telt el a két tipusti mintavétel kozott, mig harom esetben 30 honapnal
hosszabb idd, mivel a betegek jol reagaltak a kezelésre és hosszabb tiinetmentes iddszak
utdn mutattak metasztazis képzddést. A cholangiocarcinoma diagnézis igazoldsira az
alabbi immunhisztokémiai festéseket végeztiik: CK7 (OV-TL 12/30 klon, 1:100 higitas,
Dako, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), CK8/18 (5D3 klén, 1:100 higitas,
Leica Biosystems,Wetzlar, Németorszag), CK19 (Ks19.1 klon, 1:200 higitds, Biocare
Medical, Pacheco, CA, USA), CK20 (Ks20.8 klon, 1:200 higitds, Leica Biosystems,
Wetzlar, Németorszdg), CA19-9 (C241:5:1:4 klon, 1:200 higitas, Leica Biosystems,
Wetzlar, Németorszdg), HSA (OCHIES, 1:700 higitds, Dako, Agilent Technologies
Company, Santa Clara, CA, USA), argindz (poliklonalis, 1:20 000 higitas, Merck,
Darmstadt, Németorszadg) és glipikan-3 (1G12 klon, 1:50 higitds, Biocare Medical,
Pacheco, CA, USA), illetve PD-L1 IHC (SP142 klén, 1:100 higitds, Abcam, Cambridge,

Egyesiilt Kiralysag) vizsgalat késziilt az immunterapia lehetdségének mérlegelése miatt.
4.1.1.1. Tumor méret meghatarozas

A daganatok méretének meghatarozasa a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont

crer

Osszefliggést kerestiink a tumor méret és a cfDNS mennyisége kozott. Becsiilt tumor
térfogat (ETV) meghatarozasahoz radioldgus segitségével a diagnozis felallitdsakor késziilt

MRI és/vagy CT képek alapjan hossztsag (1) és szélesség (w) értékeket mértiink, hiszen in
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vivo a daganat ezen két atmérdje mérhetd, melyekbdl az alabbi képlet segitségével

szamitottuk az ETV-t [89]:
l
ETV = wx>
4.1.2. A melanomak vizsgalata

A Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont Pathologia Intézetébe 267 melanomaval
diagnosztialt beteg BRAF mutacios statuszanak meghatarozéasa tortént 2021-2023 kozott.
Retrospektiv. moédon ebbdl Osszesen 100 esetet valasztottunk ki, BRAF statuszoktol
fliggden a digitalis PCR protokolljanak bedéllitdsara €s hatékonysdganak igazolasara. A
prospektiv kohorszot pedig 34 melanomaval diagnosztizalt egyén alkotta, akiktél mind
FFPE minta, mind pedig LB rendelkezésiinkre allt, melyek levételét a Debreceni Egyetem
Klinikai Ko6zpont Bodrgyodgyaszati Klinika végezte. Az esetek tovabbi szdvettani
csoportositasa a Breslow-mélység és Clark osztalyozas szerint tortént. Melanomak esetén a
diagnézis alatamasztasara S100 fehérje (poliklonalis, 1:1000 higitas, Leica Biosystems,
Wetzlar, Németorszag), vimentin (V9 klon, 1:200 higitas, Leica Biosystems, Wetzlar,
Németorszag), HMB45 (human melanoma black, HMB-45 klon, 1:200 higitas, Dako,
Agilent Technologies Company, Santa Clara, CA, USA) és melan-A (A103 klén, 1:200
higitas, Dako, Agilent Technologies Company, Santa Clara, CA, USA) ellenanyagokat
hasznaltunk. Tovabbi Ki-67 festést alkalmaztunk (MIB1 klon, 1:200 higitas, Dako, Agilent
Technologies Company, Santa Clara, CA, USA) a sejtproliferdcios index
meghatdrozasahoz.

Minden esetben a szovettani blokkbol késziilt hematoxilin-eosinnal festett
metszeteken a tumorsejtaranyt, valamint a melanoma daganatok esetében a szdvettani
besorolast egy patologus szakorvos ellendrizte. A cut-off érték 5%-os tumorsejt arany volt.

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

4.2. DNS izolalas

A LB mintatipusunk minden esetben 5 ml periférids vérplazma volt, ebbdl tortént
a cfDNS kinyerése. A vérmintdkat EDTA-t tartalmazd antikoagulalt vérvételi csovekbe
vettilk. A feldolgozasnal egységesen a plazma szeparalasa 3000 x g-n, 10 perc
centrifugéldssal tortént, majd ezt kovetden a cfDNS izoladlasara alkalmas feliiluszo

kinyeréséhez az igy kapott plazmat 16 000 x g-n 10 percig ismét centrifugaltuk. A
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periférids vérbdl szarmazd plazma cfDNS izolalasa QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit
(Qiagen,Németorszag, Hilden) alkalmazasaval valésult meg 30 pl AVE pufferben. A
korszovettani FFPE mintdk DNS izolalasdhoz pedig QIAamp DNA FFPE Tissue Kit-et
(Qiagen, Németorszag, Hilden) hasznaltunk, az eltcidé 50 pl AE pufferrel tortént. A DNS
koncentraciokat Qubit dsDNA HS Assay Kittel mértiik Qubit 4.0 fluorométeren (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Az LB esetén kapott DNS koncentraciobol DNS-

hozamot kalkulaltunk az alabbi képlet segitségével:

DNS koncentracio (T:T‘?) x elualasitérfogat (35ul)

plazmatérfogat (ml)

n
DNS — hozam (ﬁ piazma) =

4.3. StripAssay

A reverz hibridizacion alapuld BRAF 600/601 StripAssay (ViennalLab Diagnostics
GmbH, Bécs, Ausztia) human in vitro diagnosztikai (IVD) mindsitéssel rendelkezd
A probahoz biotinnal kapcsolt adapter szekvencia van kotve, ehhez a reakcidé soran a
sztreaptavidinnel kapcsolt alkalikus foszfataz kotddik, melynek szubsztratja eredményezi a
szinreakcidt. A sziikséges DNS mennyiség 10 ng. A PCR reakcié egy minta esetén 15ul
amplifikacids mixet, 5 pl higitott DNS polimerazt és 5 ul DNS-t tartalmaz. A PCR reakcid

hémérsékleti ciklusait az 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat. A StripAssay soran alkalmazott PCR reakciéo hémérsékleti profilja
Hoémérséklet Iddtartam Ciklusszam

94°C 2 perc 1x

94°C 1 perc

70 °C 50 masodperc

56 °C 50 masodperc 3

60 °C 1 perc

60 °C 3 perc 1 x

4.4. Ujgeneracios szekvenalas

Az Ujgeneracids szekvenalds egy érzékeny, nagy ateresztoképességli technologia,
amely lehetdvé teszi tobb gén egyidejii vizsgalatat. A személyre szabott orvosldsban az

NGS fontos szerepet jatszhat a muticiok azonositdsaban, a megfeleld terapia
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kivélasztasaban valamint nyomonkdvetésében [22]. Epetti daganatos betegek esetében a
két mintatipus (FFPE és LB) 6sszehasonlitdsara egy 67 génes Archer VariantPlex Solid
Tumor Kitet (ArcherDX, Boulder, CO, USA) alkalmaztunk. A konyvtarak koncentraciojat
KAPA Universal Library Quantification Kit (Hoffmann-La Roche, Bazel, Svijc)
segitségével mértiik. A szekvenalast Illumina MiSeq késziiléken kiviteleztiik (MiSeq
Reagent Kit v3 600 ciklus, Illumina, San Diego, CA, USA). A végs6 futasi koncentracio
minden esetben 8 pM konyvtar és 1% Phix volt. A konyvtarakat bidiekciondlisan
szekvenaltuk, hogy 2x150 bazisparos leolvasast kapjunk, legalabb 250-szeres
lefedettséggel. A FASTQ-fajlokat az Archer Local Virtual Machine alkalmazésanak
segitségével elemeztiik (7.0-es verzio, ArcherDX). Referenciagenomnak a GRCh38 human
genomot alkalmaztuk. A szekvencidk mindségét figyelembe véve a varidns
allélfrekvenciakat (VAF) 2%-ra allitottuk. Az azonositott mutaciok klinikai jelentéségének
meghatarozasdhoz a ClinVar a COSMIC ¢s a VarSome Premium, mig a terdpias

lehetdségek megitélésére az OncoKB adatbazist hasznaltuk.
4.5. Digitalis PCR

A hagyomanyos PCR technikan alapul6 digitalis PCR egy szekvencia-specifikus
nagy ateresztOképességli technika, amely lehetdvé teszi a nukleinsavak kimutatasat és
mennyiségi meghatarozasat fluoreszcencia méréssel, méghozz4d nagy pontossaggal és
érzékenységgel. A dPCR soran a kiindulési nukleinsav molekulakat kiilon reakcioterekben
amplifikaljuk, és minden reakciotérben csak egy vagy néhany DNS-molekula talalhato.

A reakcioelegy szétvalasztasatol fiiggden megkiilonboztethetiink mikrofluid chip
alaptt (cdPCR) és droplet alapti (ddPCR) dPCR tipust. A ddPCR tobbnyire automata
droplet képzést kovetden a kiinduldsi DNS templat molekuldk amplifikélasat olaj-viz
emulzion keresztiil hajtja végre, igy hatékonyabb és sokkal szenzitivebb, mint a cdPCR.
Ezt kovetden kétszinll optikai érzékeldrendszerrel torténik a keletkezett jelek leolvasasa. A
mennyiségi meghatarozas ennél a technikanal azon az elven alapul, hogy a molekulak
véletlenszerti eloszlasa tobb particioban a Poisson-eloszlast koveti.

A modszer elénye, a valos idejii PCR-al szemben, hogy abszolut kvantifikaciot
tesz lehetdvé. A célmolekula nélkiili reakcio 0 lesz, mig a célmolekulaval rendelkezd 1,
ezaltal szamszerlisitve az eredményeket lehetdvé teszi a technika az abszolut
kvantifikalast. Az igy kapott részek PCR mikroreaktorként mitkddnek és az amplifikalt
célszekvenciakat tartalmazo szakaszokbol fluoreszcencia elvén végpontméréssel, a PCR

termékek minden egyes ciklus utan megduplazdédhatnak, ha a hatékonysag 100%. A
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modszer a pozitiv particiok szdmat hasznélja fel a célkoncentracio kiszdmitasdhoz
[86,90,91]. Erzékenységének koszonhetéen (mely atlagosan 0,1%, esetenként akar a
0,001%-ot is elérheti) alkalmas kis mennyiségli DNS kimutatdsara is. A célszekvencia
abszolit mennyiségét ismerve a kopiaszam valtozasok meghatadrozhatok, igy melanomas
betegek LB mintdinak vizsgalatara is alkalmas [85,91,92].

Munkank soran dPCR LNA Mutation Assay (Qiagen, Hilden, Németorszag)
segitségével végeztik a BRAF statuszok meghatirozasit a QIAcuity One dPCR
késziiléken. A reakcidhoz Probe PCR Master Mixre, dPCR LNA Mutation Assayre, a
vizsgélni kivant DNS templatokra, RN4z mentes vizre volt sziikség. A vizsgalathoz 24
mintara elegendé 26K felbontdsu QIAcuity nanoplatet hasznaltunk. A PCR reakcidhoz
sziikséges DNS mennyiség 20 ng volt, melyhez 10 ul PCR master mix-et és 1,3 pl primer-
proba mix-et pipettaztunk. A 40 pl végtérfogathoz sziikséges mennyiséget pedig RNaz
mentes vizzel potoltuk. Az igy kapott reakcid elegyet vortexeltiik, centrifugaltuk és a
gyartd altal javasolt dPCR hémérsékleti profiljat alkalmazva végeztiik el a reakciot (3.
tablazat). Az adatok elemzéséhez a QIAcuity Software Suite-ot hasznaltuk. A FAM
esetében 85, HEX esetében pedig 100 RFU fluoreszcencia kiiszobértéket alkalmaztunk.

3. tablazat. A digitalis PCR homérsékleti profilja
Ciklusszam Iddtartam Hoémérséklet
Ix 2 perc 95°C

15 masodperc 95°C
40x
30 masodperc 60 °C

4.6. Statisztikai modszerek

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

Az epeuti betegek harom csoportjadban az ETV-k, a cfDNS-hozamok és a TVB
Osszehasonlitdsdhoz Mann-Whitney, Kruskall-Wallis, ANOVA ¢és kétmintds t-probat
alkalmaztunk. Az ETV ¢és a cfDNS-hozam, az ETV ¢és a TVB kozotti Osszefliggés
vizsgédlatdra Spearman, mig a plazma-cfDNS-mennyiség ¢és a plazma-TVB

Osszehasonlitasara Pearson-féle korrelacids analizist alkalmaztunk.

28



Spearman korrelacios elemzéseket végeztiink kiilon-kiilon melanomék esetében a
retro, valamint prospektiv kohorszon a BD, a tdDNS, a tdVAF, a ¢fDNS, a cfVAF értékek
kozott. Vizsgaltuk kiilon a mutans, illetve vad tipusu eseteket is. Tovabba az emlitett
paramétereket statisztikailag Kruskall-Wallis teszttel elemeztiik a Clark osztalyozas

alapjan kialakul6 csoportokban is. A vizsgélatok logikai elvét a 6. abra mutatja be.

A Prospektiv kohorsz (n=34) B Retrospektiv kohorsz (n=100)
BRAF mutans (n=20) és negativ (n=14) BRAF mutans (n=50) és negativ (n=50)

Breslow-mélység

Breslow-mélység

i ™

tdDNS |«——| tdVAF

cfDNS |«——| cfVAF

Clark osztalyozas statisztikai
osszehasonlitasa mindkét kohorszban

Clark Il
/“\
Clark V |<+—1—>| Clark Il

N~

Clark IV

6. abra. A melanomaval diagnosztizalt betegek vizsgalatainak elve A: korrelacids elemzések a
prospektiv kohorsz Breslow-mélység, tdDNS, tdVAF, cfDNS és cfVAF értékei kozott. B: korrelacios
elemzgs a retrospektiv kohorszban a Breslow-mélység, tdDNS és tdVAF értékek kozott. C: Kruskall Wallis
statisztikai proba alkalmazasa mindkét kohorszban a korabban emlitett értékek kozott a Clark féle
osztalyozas alapjan kialakitott csoportok kdzott. A statisztikai szamitasokat minden esetben kiilon-kiilon
végeztiik el a p.Val600Glu mutacioval rendelkez6 és ezen mutaciéval nem rendelkezd vad tipusu eseteknél.
(tdDNS: tumorbdl szarmazé DNS koncentracio, tdVAF: tumorbol szarmazo genetikai variansok allél
frekvencia értéke, cfDNS: cell-free DNS koncentracio, cfVAF: szabadon keringd DNS-bdl szarmazo
genetikai variansok allél frekvencia értéke)
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5. Eredmények

5.1. Az epeuti tumorokkal diagnosztizalt betegek NGS

alapu elemzése

Vizsgalatunk soran a bevalogatott betegek atlag életkora 67 év volt (tartomany:
42-87), a nemek férfi/nd eloszlasa pedig 20/18. A tumor anatomiai elhelyezkedése alapjan
21 intrahepatikus, kilenc extrahepatikus és nyolc epeholyagtumorral rendelkezd esetet
tudtunk elkiiloniteni. A betegek diagnozis felallitasahoz sziikséges CT €s/vagy MRI képek
segitségével hosszusag (1) és szélesség (w) értékeket mértiink, melyekbdl becsiilt
tumortérfogatot szamitottunk, ennek 4tlagos értéke a vizsgalt betegpopulacioban
201606,79 mm? volt. Nyolc esetben (1., 2., 3., 13., 14., 28., 36. és 38. esetek) metasztazis
alakult ki, ezért ezen daganat méreteit hozzdadtuk a primer tumor becsiilt
tumortérfogatdhoz. A tumortdomeg méreteket figyelembe véve nem taldltunk szignifikans
Osszefiiggést a harom csoport ETV értékei kozott (p=0,53), valamint kiilon-kiilon az IHCC
¢s EHCC (p=0,6346), az IHCC ¢és GBC (p=0,283), és az EHCC ¢és GBC (p=0,25)
csoportok kozott sem.

Az anatomiai elhelyezkedés miatt ezen daganattipusok nagy része inoperabilis,
ezért az intra- valamint extrahepatikus cholangiocarcinomék esetében csak tlibiopszia mig
az epeholyagtumorral rendelkezd betegeknél miitéti iton eltavolitott reszekalt minta allt
rendelkezésiinkre a vizsgélatok kivitelezéséhez. A legtobb esetben a standard kezelési
protokoll szerint gemcitabin alapu ciszplatinnal kombinalt kemoterdpiat kaptak a betegek,
figyelmen kiviil hagyva az esetleges eltérd molekularis mintazatot. A 38 esetbdl 30 beteg
21 napos ciklusban az 1. és 8. napon el8szér 1000 mg/m? gemcitabint kapott intravéndsan
30 percen keresztiil, majd pedig 25 mg/m? ciszplatint 60 percen keresztiil. A betegek

klinikopatologiai adatait a 4. tablazatban 0sszegeztiik.
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4. tablazat. Az epeuti tumorokkal diagnosztizalt betegek klinikopatologiai adatai (BTC tipus: epeuti
daganatok tipusai, ETV: becsiilt tumortérfogat, cfDNS hozam: szabad, sejten kiviili DNS hozama)

Esetek Nem Kor (év) | BTC tipus | ETV (mm?) ch(l:i: /lrlnol;am Kemoterapia tipusa
1. N 87 HCC 83349 35,6 ciszplatin és gemcitabin, kapecitabin, irinotekan
2. N 82 IHCC 88200 22,5 gemcitabin, bevacizumab
3. F 82 [HCC 56784 36,5 kapecitabin, ciszplatin és gemcitabin
4. F 59 [HCC 37044 25,8 ciszplatin és gemcitabin
5. F 73 [HCC 168000 25,39 ciszplatin és gemcitabin, irinotekan, kapecitabin
6. F 73 HCC 37462 35,2 ciszplatin és gemcitabin, kapecitabin
7. F 65 IHCC 259200 52,5 ciszplatin és gemcitabin, trametinib, everolimusz
8. F 73 [HCC 62500 32,6 ciszplatin és gemcitabin
9. N 66 IHCC 1230187 98,9 ciszplatin és gemcitabin
10. F 56 [HCC 263250 48,21 ciszplatin és gemcitabin, irinotekan
11. F 74 IHCC 12800 7,35 ciszplatin és gemcitabin, irinotekan, kapecitabin
12. N 62 IHCC 283500 43,52 ciszplatin és gemcitabin, kapecitabin
13. F 79 IHCC 9126 17,71 kapecitabin, gemcitabin
14. N 52 IHCC 140625 39,5 ciszplatin és gemcitabin
15. N 69 IHCC 670372 75,61 gemcitabin
16. F 71 [HCC 112472 32,48 gemcitabin
17. N 69 IHCC 138627 52,6 ciszplatin és gemcitabin
18. N 65 IHCC 1126744 95,46 ciszplatin és gemcitabin
19. N 59 IHCC 51783 24,67 ciszplatin és gemcitabin
20. F 75 [HCC 85472 10,43 ciszplatin és gemcitabin
21. F 62 IHCC 3594 5,544 kapecitabin, ciszplatin és gemcitabin
22. N 70 EHCC 36162 243 ciszplatin és gemcitabin, kapecitabin
23. F 49 EHCC 952544 78,5 ciszplatin és gemcitabin, irinotekan
24. F 56 EHCC 6664 15,856 ciszplatin és gemcitabin, nivolumab
25. N 74 EHCC 98606 25,6 ciszplatin és gemcitabin
26. N 74 EHCC 32000 24,57 ciszplatin és gemcitabin
27. N 54 EHCC 259400 52,78 ciszplatin és gemcitabin
28. N 65 EHCC 10236 16,59 ciszplatin és gemcitabin
29. F 75 EHCC 526345 48,21 ciszplatin és gemcitabin
30. F 66 EHCC 102689 21,94 kapecitabin, ciszplatin és gemcitabin
31. N 69 GBC 6750 6,181 ciszplatin és gemcitabin, irinotekan
32. F 75 GBC 126000 35,3 ciszplatin és gemcitabin
33. F 74 GBC 3179 11,08 ciszplatin és gemcitabin
34. N 75 GBC 137312 36,9 ciszplatin és gemcitabin
3s. N 63 GBC 98000 17,7 kapecitabin, ciszplatin és gemcitabin
36. N 62 GBC 75324 30,59 ciszplatin és gemcitabin
37. F 60 GBC 16000 9,66 ciszplatin és gemcitabin
38. F 42 GBC 252756 31,22 ciszplatin és gemcitabin
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A daganatsejtek pleomorfak, magas nukledris/citoplazma ardnnyal, valamint
kifejezett sejtmagatipiaval rendelkeznek. Az esetek tobbsége, tobb mint 60%-a grade 2
tipusu, tobb, mint 20%-a pedig grade 3-as besorolast kapott. A diagno6zis megerdsitésének
céljabol epeuti tumorokra jellemzd alapvetd immunhisztokémiai reakciokat végeztiink a
betegek szOvettani mintdibol. Az aldbbi immunteszteken pozitivitast talaltunk CK7 —
(36/38 95%), CK8/18 — (31/38 81,5%), CK19 — (38/38 100%) és CA19.9 — (36/38 95%),
mig immunnegativitast figyelhettiink meg a CK20 — (32/38 84%), HSA — (38/38 100%),
arginaz — (33/38 87%) ¢és glipikan (36/38 95%) immunreakciokon. A 7. abran lathato a
daganatra jellemz0 szdvettani és immunhisztokémiai festések mikroszkopikus képe, mig az

Osszes eset immunhisztokémiai vizsgalatinak eredményei a 5. tablazatban keriilnek

szemléltetésre.

7. abra. Intrahepatikus cholangiocarcinomara jellemz6 szovettani és immunhisztokémiai festések
(A, B): H&E festés egy olyan majbiopsziabol, mely intrahepatikus cholangiocarcinomanak felel meg (200,
400x% nagyitasban). Szabalytalan, atipusos mirigyek figyelhetoek meg, melyek infiltrativan névekednek. A
neoplasztikus mirigyeket desmoplasztikus stroma veszi koriil. A jobb oldalon nem neoplasztikus hepatocitak
lathatoak (*). (C, D, E): A neoplasztikus sejtek CK7, CA19 és CA19-9 pozitivitast mutatnak. (F): A CK20
immunfestés pedig negativ eredményt adott (400x nagyitas)
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5. tablazat. A betegek immnhisztokémiai eredményei (CK7: citokeratin 7, CK8/18: citokeratin 8/citokeratin
18, CK19: citokeratin 19, CK20: citokeratin 20, CA19.9: Cancer antigén 19-9 (szialilalt Lewis (a) antigén),
HSA: human szérumalbumin, PD-L1: programozott halal ligandum 1. *: fokalis pozitivitas)

Esetek | Gradus CK7 CK8/18 | CK19 CK20 | CA19.9 HSA Arginaz | Glipikan | PD-L1
1 G2 + + + - + - - - -
2 G2 + + + + + - - - -
3 G3 + + + - + - - - -
4 G2 + + + - + - - - -
5 G2 + + + - + - - - -
6 G2 + - + - + - - - -
7 G2 + + + - + - - - -
8 G2 + + + - + - _ 3 _
9 G2 + + + + + - - - -
10 G2 + + + - + - - - -
11 G2 + + + - + . + i _
12 G3 + + + + + - - - -
13 G2 + + + - - - - - -
14 G3 + + + - + - - +* -
15 G2 + - + - + - - - -
16 G3 +* - +* - + - - - -
17 G2 + + - + - - - -
18 G2 + + - + - - - -
19 G2 +* - +* - +* - - - -

20 G2 + +* + - + - - - -
21 G3 + + + - + - - - -
22 Gl + + + - + - - - -
23 G3 + + + - + - - - -
24 G2 - + + - + - - - -
25 G2 + + - - - - - -
26 G2 + + + - + - - - -
27 G2 - - + + + - + - R
28 G2 + +* +* - +* - - - -
29 G3 + - + - + - - - -
30 Gl + + + +* + - - - -
31 G2 + + + - + - - - -
32 G2 + + + + + - - - -
33 G3 + + + - ¥ . + i _
34 G3 + + + - + - - -
35 G2 + + + - + - - - -
36 G2 + 4 4 - ¥ . + i B
37 G2 + - + - + - - - -
38 G2 +* +* +* - +* - - - -
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Az LB izolalasat kovetden a DNS koncentraciokbol DNS hozamot szamitottunk.
Az atlagos DNS hozam 34,34 ng/ml plazma volt (tartomény:5,5-98,9). 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 ¢és
GBC (p=0,18) csoportok kozott sem. Mindezek mellett szignifikans kapcsolatot
figyelhettiink meg az ETV ¢és a cfDNS-hozam kozott, melyet Spearman korrelacioval
igazoltunk (r=0,8486, p=<0,0001) (8. abra). Mivel 16 beteg esetében a LB mintavétel a
szOvettani mintavételtdl szamitva fél éven beliil tortént a becsiilt tumortérfogat illetve
cfDNS mennyiségek kozotti szignifikans korrelacid igazolasara kiilon ebben a
betegpopulacidban is korrelacids elemzést végeztiink (9. abra). Statisztikailag nem volt
Osszefiiggés azonban a becsiilt tumortérfogat és a varidns tumorterhelés kozott egyik

mintatipus esetén sem (Tszovec=-0,2582, Pszove=0,1175; rLg=-0,01076, pLe=0,9489).

Becsiilt tumortérfogat (ETV) és ¢fDNS hozam kozotti korrelacio

g 1% r= 0.8486
L p<0.0001
Q.
£
(o))
< 50
E
]
N
o
N ==
(72)
p
g
o 0 I L] L] L] Ll L] L] L] L] n I L] L] L] L] L} L} L] L] n I
0 500000 1000000
ETV (mm’)
8. abra. A becsiilt tumortérfogat és a cfDNS hozam ko6z6tti szignifikans dsszefliggés igazolasa

Spearman korrelacioval. r=0,8486 (cfDNS hozam: szabad, sejten kiviili DNS hozam, ETV: becsiilt
tumortérfogat, r:Spearman féle korrelacios egyiitthato, p: statisztikai szignifikancia értéke)
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Becsiilt tumortérfogat (ETV) és cfDNShozam k6z6tti korrelacio (n=16)
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9. abra. Spearman korrelaci6 eredménye a két mintatipus k6zotti 6 honapnal nem hosszabb idejii

eseteknél (n=16). Szignifikansan pozitiv korrelacio6 igazolddott (cfDNS hozam: szabad, sejten kiviili DNS
hozam, ETV: becsiilt tumortérfogat, r:Spearman féle korrelacios egyiitthatd, p: statisztikai szignifikancia
érték, n: darabszam)

A TVB az altalunk detektalt génvariansok szamat adja meg, kiilon-kiilon
mindharom csoportban, illetve mindkét mintatipusban is. Az analizis soran a 2%-ot
meghaladé varians allélfrekvenciaval rendelkezd eltéréseket tekintettiik ténylegesen
detektalhatd aberracioknak (10. abra). A legnagyobb tumorterhelést a 2., 33., 35. és 37.
eseteknél figyelhettiik meg, mig az 1., 5., 16., 20., 21., 23. és 25. betegeknél nukleotid
eltérést nem detektaltunk. Hét esetben a szoveti minta kis mérete miatt, csak a liquid
biopszia bizonyult alkalmasnak (1., 12., 20., 23., 25., 26. és 27.). A két mintatipus TVB
értékeinek Osszehasonlitdsa sordn nem figyelhettiink meg szignifikdns Osszefiiggést a
harom altipus kozott (intrahepatikus csoportban p=0,9933; extrahepatikus eseteknél
p=0,7109, mig epehdlyag carcinomdknal a p értéke 0,5102), valamint a liquid biopsziabol
izolalt DNS mennyiség és a liquid tipusit mintdk TVB értékei kozott sem talaltunk
szignifikans 0Osszefiiggést (r=0,03061; p=0,8553). A betegek 81,6%-aban (31/38)
azonositottunk valamilyen genetikai aberracidt. Az analizis soran hét esetben (1., 12., 20.,
23., 25., 26. ¢és 27.) a szdveti biopszia nem megfeleldsége miatt csak a liquid biopszia
elemzése valdsult meg, ebbdl harom esetben sikeriilt valamilyen genetikai eltérést
igazolnunk (12., 26., 27.), illetve két esetben a szdveti biopszia negativitasa mellett, az LB-

ben detektalhat6 varidnst sikeriilt azonositanunk (18., 36.).
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A varians tumorterhelés mértéke az egyes betegek esetében

0= T |” 1
HEl TVB szOvet Esetek
[ TVBLB Eke

10. abra. A varians tumorterhelés mértéke epetiti tumoros betegekben. A cut-off érték a szoveti mintak
esetén 5%, mig liquid biopszia esetén 2% VAF. Hét eset negativnak bizonyult (1., 5., 16., 20., 21., 23. és 25.
esetek) (TVB szovet: tumor variansterhelés szoveti mintakban, TVB LB: tumor variansterhelés liquid
biopszias mintakban)

A bioinformatikai elemzéseket kovetden a kimutatott eltérések klinikai jellemzoit
is ellendriztiikk. A detektalt aberraciok 58%-aban (43/74) leginkabb az epetti tumorokra
jellemzo géneknél, mint példaul FGFRI, IDHI, IDH2, KRAS és TP53, valamilyen patogén
mutacid keriilt leirasra (6. tablazat). A legtobbjiiket a szoveti biopszidhoz parositott LB

mintabol is sikeriilt azonositanunk (11. abra).
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6. tablazat. A detektalt nukleotid eltérések és azok klinikai jelentdségeinek dsszegzése. A vizsgélatokat NGS

eléfordulod genetikai eltérések varians allél frekvencia értéke, VAF LB: liquid biopszias mintakban el6fordulo

technoldgiaval kiviteleztiik a betegek szoveti és liquid biopszias mintain. *-al jel6lve a patogén és a
feltehet6en patogén klinikai jelent6ségii variansokat. **-al jelolve a megvaltozott klinikai jelentdségl
eltérések (VarSome Premium, 2025). (NGS: ijgeneracios szekvenalas, VAF szovet: szoveti mintakban

genetikai eltérések varians allél frekvencia értéke)

Eset| Gén | Nukleotid eltérés | Aminosav eltérés | VAF szivet (%) | VAF LB (%) Ji?e‘:t‘(')‘;;
KRAS c.407G>A p-Ser136Asn 50 21,3 benignus**
PTEN c.925G>A p-Ala309Thr 20 15,2 ismeretlen**
H3F34 ¢.89C>T p-Ala30Val 8,2 0 ismeretlen
2. FBXW7 c.239C>T p-Thr80Ile 6 0 ismeretlen**
IDH?2 c.332G>A p-Glyl11Asp 4,6 0 ismeretlen**
CHDI ¢.596C>T p-Thr1991le 43 0 benignus
IDHI* ¢.395G>T p-Argl32Leu 25 19,6 patogén
3. PIK3CA* c.1634A>C p.Glu545Ala 3 patogén
4 ATM c.1080T>A p-Asp360Glu 0 benignus
FBXW7 c.732T>G p-Asp244Glu 3,5 0 benignus**
FOXL2 c.536C>G p-Alal79Gly 57,6 15,2 benignus
6. APC ¢.7504G>A p-Gly2502Ser 49,5 6,7 benignus**
PIK3CA* c.1634A>C p-Glu545Ala 3,8 0 patogén
JAK3 c.2164G>A p-Val722lle 455 6,9 benignus
7. TP53* c.518T>C p-Vall73Ala 13,2 4,9 patogén
KRAS* ¢.35G>T p.Gly12Val 12,8 3,6 patogén
8. TP53* c.460G>A p.Gly154Ser 4 2,1 fe;zgzt;en
9. | FGFR2* ¢.827T>G p.Phe276Cys 37 6,3 f?;g;zfn
10. IDH2* c.515G>T p-Argl72Met 243 21,5 patogén
11. IDH2* ¢.359G>A p-Argl20Lys 27,6 8,4 patogén
12 KDR c.1444T>C p.Cys482Arg alacs.ony 472 benignus**
STK11 c.1189G>A p.Ala397Thr tumorsejt ardny 46,3 benignus
13 TP53* c.536A>G p-His179Arg 62,6 5,6 patogén
IDH2* c.359G>A p-Argl20Lys 30,2 4,2 patogén
MET ¢.2975C>T p-Thr9921le 0 45,8 ismeretlen**
14 PIK3CA c.887A>G p-GIn296Arg 9 0 ismeretlen**
PIK3CA ¢.934T>C p-Ser312Pro 6,4 0 ismeretlen**
CSFIR ¢.2916C>G p-Cys972Trp 0 7,9 ismeretlen**
15| RET ¢.1946C>T p.Ser649Leu 0 7.8 ;‘Zﬁfgﬁ;‘;ﬁ‘}k
FOXL2 ¢.536C>G p-Alal79Gly 61,6 4.5 benignus
17, KRAS ¢.531 533del p-Lys180del 44,29 42,38 benignus**
FOXL2 ¢.536C>G p.Alal79Gly 0 65,23 benignus
18. VHL c.74C>T p-Pro25Leu 0 49,8 benignus
Lo | CSFIR ¢.2840C>T p.Ser947Phe 55,9 0 l‘:eegfgﬁ;‘;iﬂ
IDHI* c.394C>G p.Argl32Gly 37,5 0 patogén
22. TP53* c.796G>T p.Gly266Ter 29,2 5,2 patogén
MET c.1124A>G p-Asn375Ser 59,7 48,21 benignus**
HRAS c.182A>G p-Gln61Arg 333 0 ismeretlen**
24, PIK3CA c.44T>G p-Leul5Trp 7,3 0 ismeretlen**
PIK3CA c.40C>A p-His14Asn 7,2 0 ismeretlen**
PIK3CA* c.1634A>C p.Glu545Ala 4,6 0 patogén
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26 FOXL2 ¢.536C>G p-Alal79Gly alacs.ony' 67,5 benignus
PIK3CA c.1571G>A p.Arg524Lys tumorsejt arany 7,7 ismeretlen**
27. | MAP2KI ¢.308delT p.I103Tfs mmff::j?;iény 66,7 ismeretlen
28. KRAS* c.35G>A p-G12D 8.4 0 patogén
29. KRAS* c.35G>A p-G12D 15 5,6 patogén
TP53* c.8318G>T p.Arg273Leu 12,5 0 patogén
30. KRAS* ¢.34G>T p.G12C 0 6,25 patogén
MET ¢.3962A>G p.H1321R 0 5,2 ismeretlen
31. | NRAS* c.104C>T p.Thr35Ile 8.3 2,6 f)?ttgzzg’iﬁ
3. CDKN24 c.442G>A p-Alal48Thr 57,8 52 benignus
EGFR ¢.2543C>T p.Pro848Leu 41 39 ismeretlen**
CDKN24 c.442G>A p-Alal148Thr 49 52,8 benignus
CDHI ¢.2474C>T p.Pro825Leu 46 50,7 ]fzgfgﬁ;ziﬁ
- MLH]I c.1044G>T p-Leu348Phe 24,8 0 benignus
HNF1A4* ¢.862delG p.Pro291GInfsTer51 5.2 5,14 feéz};egtgfn
TP53* ¢.325T>G p-Phe109Val 4,9 0 patogén
PTEN* c.802G>T p-Asp268Tyr 4,6 0 patogén
34. STKI11* c.842del p-Pro281ArgfsTer6 6,3 0 patogén
MLHI c.1321G>A p.Ala441Thr 46,2 49,1 benignus**
TP53* ¢.707 711del | p.Tyr236LeufsTer2 12,1 3.4 feéz};egtgfn
35. PIK3CA c.1571G>A p-Arg524Lys 11,3 5,3 ismeretlen**
CTNNBI* c.133T>C p-Ser45Pro 11,2 2.4 patogén
KRAS* c.34G>T p-Gly12Cys 6,6 0 patogén
FOXL2 c.743T>C p-Leu248Pro 0 3,1 ismeretlen**
36. | DDR2 ¢.278C>T p.T93I 0 5,8 ;"eﬁfggfl‘;i{‘k
EGFR c.2518G>A p-Ala840Thr 49,52 48,1 ismeretlen®*
TP53* c.817C>T p-Arg273Cys 36,49 0 patogén
CDKN24 c.247C>T p-His83Tyr 25,61 0 ismeretlen**
37. SRC c.1571C>T p.Thr524Met 25,26 0 ismeretlen**
PIK3CA* c.3140A>G p-His1047Arg 11,22 0 patogén
FBXW7* c.1153C>T p.Arg385Cys 5,37 0 f;‘:)};éfff
FGFR4 c.407C>T p.P136L 90 90 benignus**
B e c217A>C p.T73P 234 254 ;‘;ﬁi‘ﬁ;‘;ﬁi
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A varians allél frekvencia eloszlasa az IHCC csoportban detektalt gének esetében
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A varians allél frekvencia eloszlasa az EHCC csoportban detektalt gének esetében
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Detektalt gének

A varians allél frekvencia eloszlasa az GBC csoportban detektalt gének esetében

BVAF (%) tissue ®VAF (%) LB
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Detektalt gének
11. abra. Az 0 generacids szekvenalasi vizsgalat sordn detektal 2% VAF feletti genetikai aberraciok

abrazolasa a varians allél frekvencia fiiggvényében (VAF: varians allél frekvencia, IHCC: intrahepatikus
cholangiocarcinoma, EHCC: extrahepatikus cholangiocarcinoma, GBC: epeholyag carcinoma) (*-al jeldlve a
patogén klinikai jelent6ségii eltérések)
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A vizsgalatunk soran 34 gén volt érintett, melyek koziil a FOXL2, KRAS, PIK3CA
¢s TP53 mindharom anatomiai lokalizacié alapjan elkiiloniilé csoportban azonosithat6 volt.
A CDKN2A, 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 extrahepatikus
cholangiocarcinomara specifikus eltérést, ezek a HRAS c.182A>G; p.GIn61Arg valamint
MAP2K1 ¢.308delT; p.Ile103Thrfs varidnsok (12. abra).

IHCC

APC, ATM, CHD1, CSFIR,
ERBB4, FGFR2, FGFR3,
IDHI, IDH?2, JAK3, KDR,

RET VHL

CDKN24,
H3F3A4,FBXW?7,
MLHI1,PTEN,
STK11

PIK3C4,
TP53

GBC

CDHI, CINNBI,
DDR?2, EGFR,
FGFR4, HNF14,
MYC, NRAS, SMO,
SRC

HRAS,
MAP2K]

12. abra. Az anatomiai lokalizacid alapjan elkiilonitett csoportokban detektalt genetikai eltéréseket
hordozé gének kategorizalasa (IHCC: intrahepatikus cholangiocarcinoma, EHCC: extrahepatikus
cholangiocarcinoma, GBC: epeholyag carcinoma)
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5.2. A melanomas betegek dPCR alapu elemzése

A retrospektiv tanulmanyba bevont betegek atlagéletkora 64 év volt (tartomany:
28-88). A nemek szerinti eloszlas a kdvetkezot kdvette 45/55 noé/férfi, melyekben a néknél
az atlagéletkor 65 ¢év volt, férfiaknal pedig 63. A prospektiv tanulmany esetén az
atlagéletkor 61 év (tartomany: 36-100) volt. A nemek szerinti eloszlas pedig 18/16 nd/férfi
volt. A prospektiv tanulmanyba a nék atlag €életkora 62 év, mig a férfiaké 61 év volt.

A daganatbdl szarmaz6é FFPE mintdkat minden esetben az onkologiai kezelés
megkezdése eldtt sebészeti uton tavolitottak el. Az LB vétele szintén az onkoldgiai kezelés
megkezdése eldtt tortént. Az Osszes daganat besorolasat (Clark osztalyozas, Breslow
mélység meghatarozas) patologus szakorvos Ujra elemezte a standardizalas miatt.

A retrospektiv tanulmanyban az atlagos Breslow mélység értéke: 4,27 mm
(tartomany: 0-35), a tdDNS koncentracid atlaga 17,39 ng/ul (tartomany: 0,2-53) és a
tdVAF atlagos értéke pedig 15,33% (tartomany: 0-82,74) wvolt. A prospektiv
vizsgélatunkban a BD atlaga 4,83 mm (tartomany: 0,09-14,41), az atlagos tdDNS
koncentraci6 18,75 ng/pl (tartomany: 0,48-59,43), mig az atlagos tdVAF 20,2%
(tartomany: 0-88,25), a cfDNS atlagos értéke 3,33 ng/ul (tartomany: 0,05-11,43) és az
atlag cfVAF pedig 36,55% (tartomany: 0-99,8) volt. A prospektiv és retrospektiv
tanulméanyba bevalogatott eseteket tovabb csoportositottuk a nemzetkozileg is elfogadott
Clark osztalyozas alapjan. Az igy elkiiloniilé csoportok atlagos értékeit pedig a 7. tablazat
szemlélteti. Mindkét kohorszbol a Clark I csoport kizarésra keriilt, a kevés mintaszam
miatt. A prospektiv mutans eseteket vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a Clark V-06s
csoportban a cfDNS koncentracid 6,51 ng/ul, mig a cftVAF %-os értéke atlagosan 98,34
volt. A szdveti mintdk atlag értékei alapjan nem kifejezetten latjuk ezt a tipust novekedést
a sulyosabb kategoridk iranyaba, kivéve természetesen a BD aranyait. Ezt a szoveti minta
sajatossaganak tulajdonitjuk. Elképzelhetd, hogy a daganat egy olyan részletét sikertilt
izolalnunk, ahol kisebb gyakorisaggal fordul el a mutacié. Azonban a cfDNS-bdl kapott
eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy melanomak esetében is bizonyithato,
hogy a nagyobb tumormérethez magasabb cfDNS mennyiség tarsul. Tehat a nagyobb

tumorbol tobb szabad, keringd nukleinsav szabadul fel a periférias keringésbe.
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7. tablazat. A Clark osztalyozas alapjan elkiilonitett csoportok paramétereinek atlagos értékei (n: esetszam,
tdDNS koncentracio: tumorbol szarmazé DNS koncentracio, tdVAF: tumorbdl szarmazo genetikai variansok
allél frekvencia értéke, cfDNS koncentracid: szabad, sejten kiviili DNS koncentracio, cfVAF: szabadon
keringd DNS-bdl szarmazo genetikai variansok allél frekvencia értéke)

Prospektiv tanulmany Retrospektiv tanulmany
Clark II Clark III Clark IV Clark V Clark II Clark IIT Clark IV Clark V
(n=4) (n=14) (n=10) (n=6) (n=8) (n=41) (n=37) (n=13)
Ev (kor) 54 59 59 72 62 62 66 66
Breslow mélység 0,15 35 5.44 9,1 1,11 2,67 5,05 9,42
(mm)
tdDNS koncentracié | ¢ oq 14,43 15 6.18 11,1 19,46 17.68 19,76
(ng/pL)
mutans tdDNS 8.98 2027 24,07 21.4 8,642 17,07 14,45 1521
koncentracié (ng/ul)
tdVAF (%) 26,95 24,58 22,7 2,13 4,54 18,45 15,65 12,32
mutans tdVAF (%) 26,95 35,64 37,79 12,62 7,24 31,47 34,1 31,78
c¢fDNS koncentracid 0.33 2.8 372 6.51
(ng/pL)
mutans cfDNS
koncentracié (ng/ul) 0,325 2,6 3,65 6,51
cfVAF (%) 36,95 44,14 36,4 98,34
mutans cfVAF (%) 36,95 64,2 60,42 98,34
A dPCR hatékonysaganak megallapitasahoz els6ként retrospektiv vizsgalatot

végeztiink ahol a mddszer szenzitivitdsat és specificitasat vizsgaltuk. A szenzitivitast a
valos pozitiv esetek és a valos pozitiv illetve dlnegativ esetek 0sszegének hanyadosa adja.
A speficificitds pedig a valodi negativ esetek és a valddi negativ, illetve a fals pozitiv
esetek Osszegének hanyadosaként kaphato szizalékos arany. A kapott hanyados 0 ¢és 1
kozott mozog, ahol az idedlis arany az 1, tehat 100%.

Korabban a rutin diagnosztika soran StripAssay-vel meghatdrozott 50 db mutans
(p-Val600Glu mutacioval rendelkezd pozitiv eset) és 50 db negativ (p.Val600Glu
mutacioval nem rendelkezd, vad eset) mintat valasztottunk ki. Ezeket a BRAF statuszokat
tekintettiik valos eredményeknek és az igy kivalasztott betegek FFPE blokkjaibol izolalt
DNS-ekkel végeztiik el Ujra a BRAF statusz meghatarozasat dPCR segitségével. A kapott
mutacid statuszt a vad és a mutans kopidk (képiaszdm/ul) ardnya adja meg. Az 1%-o0s
mutans frakciot tekintettiikk cut-off értéknek. A dPCR analitikai elvét a 13. abran
személtetjiik. A dPCR FAM szenzora a fluoreszcens intenzitds (RFU) alapjan érzékeli a
BRAF ¢.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 (mutéans frakciok) esetén 85 RFU, mig HEX (vad) esetén 100 RFU-
ként adtuk meg.
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A retrospektivként kivalasztott mintak esetében diagnosztikai szenzitivitds 99%

mig a diagnosztikai specificitas 98,5% volt.

Muténs particiok

Fluoreszeens intenzitas (RFU)

Vad particiok

Analizalt particiok

13. abra. A melanomaval diagnosztizalt betegek dPCR analizisének elve. A mutacios statuszt a vad és
mutans kopiak (kopiaszam/pl) aranya adja meg. Az dbrén a 3. minta tekinthet6 vad genotipustinak, mig az
Osszes tobbi minta a BRAF gén p.Val600Glu genetikai aberracio jelenlétét mutatja. A valid particiokat (kék
pontok) az invalid particioktol (sziirke pontok) egy piros vonal (a beallitott hatarérték) valasztja el. Ez a FAM
esetén, mely a mutans frakciok kimutatasara szolgal 85 RFU, mig HEX esetén, mellyel a vad tipust particiok
azonositasa torténik 100 RFU. (RFU: fluoreszcens intenzitas)

A kutatdsunk prospektiv felében a 34 beteg szintén FFPE mintajabol késziilt
StripAssay eredményeket tekintettiik valosnak, igy 20 eset bizonyult mutansnak, mig 14
vad tipustinak, majd ezen DNS-eket dPCR-al is vizsgaltuk. A pérositott 34 LB mintabol
izolalt cfDNS-bdl is végeztiink StripAssay ¢és dPCR vizsgalatokat és 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 adoddott. Az Gsszes esetet figyelembe véve a dPCR
tényleges diagnosztikai hatékonysaganak megallapitasakor a szenzitivitas 98,6%, a
specificitas pedig 97% lett. Mindezen eredmények figyelembevételével megallapithato,
hogy az A&ltalunk hasznalt dPCR mddszer alkalmas a melanomas betegek BRAF
statuszanak vizsgalatara.

A retrospektiv kohorszban kapott értékek alapjan pozitiv korrelaciot kaptunk a
BD ¢s a tdDNS koncentracidja kozott (r=0,36, p=0,0002), mig a BD és a tdVAF (r=-0,04,
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p=0,69), valamint a tdDNS koncentracid és tdVAF (r=-0,06 p=0,52) kozotti értékek nem
mutattak szignifikdns korrelaciot. 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 a negativ eseteket vizsgaljuk, akkor csak a BD ¢és
tdDNS koncentracio kozott sikeriilt a szignifikdnsan pozitiv korrelacié kimutatasa (r=0,33,
p=0,019). A BD ¢és a tdVAF (r=0,02, p=0,87), valamint a tdDNS koncentracid ¢s tdVAF
(r=0,01, p=0,93) kozott nem talaltunk pozitiv dsszefliggést.

A prospektiv kohorsz soran kapott eredményekbdl a teljes 34 esetbdl allo
populaciét figyelembe véve pozitiv korrelaciot figyelhettink meg a BD ¢és a tdDNS
koncentracio (r=0,54, p=0,001), a BD ¢és a cfDNS koncentracié (r=0,86, p<0,0001), a
tdDNS koncentracié és tdVAF (r=0,76, p<0,0001), a tdDNS koncentarcié és cfVAF
(r=0,59, p<0,0002), illetve a tdVAF és a cfVAF (r=0,65, p<0,0001) értékei kdzott, mig
nem talaltunk 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 koncentracio6 (r=0,07, p=0,7), a tdVAF és a cfDNS
koncentracio (r=0,008, p=0,96), valamint a ¢fDNS koncentraci6 és a cfVAF (r=0,13,
p=0,47) értékek kozatt.

Ha csak a BRAF ¢.1799T>A; p.Val600Glu pozitiv eseteket néztiik (n=20) akkor
szignifikans kapcsolatot taldltunk a BD és a tdDNS koncentraci6 (r=0,57, p=0,008), a BD
¢s a tdVAF (r=0,47, p=0,03), a BD ¢és a cfDNS koncentracié (r=0,76, p<0,0001), a BD és a
cfVAF (r=0,47, p=0,03), a tdVAF ¢és a cfVAF (=0,51, p=0,02), illetve a cfDNS
koncentracido és a cfVAF (1=0,73, p=0,0003) értekek kozott, mig nincs szignifikans
kapcsolat a tdDNS koncentracidé és a tdVAF (1=0,41, p=0,07), a tdDNS és a cfDNS
koncentracio (r=0,15, p=0,53), a tdDNS koncentracio és a cftVAF (1=0,07, p=0,77), illetve
atdVAF és a cfDNS koncentracié (r=0,35, p=0,12) értékei kozott.

Ha pedig csak a vad tipusii mintdkat elemezziik (n=14) szignifikdnsan pozitiv
korrelacid kizarolag a BD és a ¢cfDNS koncentracio (p=0,0017) értékei kozott figyelhetd
meg. Az Osszes tobbi vizsgalt paraméter kozott pozitiv Osszefliggést nem sikertilt
kimutatnunk. A BD ¢és tdDNS koncentréacio (r=0,15, p=0,6), a BD ¢s a tdVAF (r=-0,09,
p=0,75), a BD ¢és a cfVAF (=0,013, p=0,97), tdDNS koncentraci6 ¢s tdVAF (r=0,11,
p=0,7), a tdDNS ¢és a cfDNS koncentracio (r=0,41, p=0,15), a tdDNS koncentracid ¢és a
cfVAF (r=-0,27, p=0,35), a tdVAF és cfDNS koncentracio (r=-0,29, p=0,3), a tdVAF és a
cfVAF (r=-0,29, p=0,31), valamint a cfDNS koncentarcio ¢és a cfVAF (r=-0,33, p=0,24)
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értekei kozott, ugyanis nem taldltunk szignifikans kapcsolatot. A korrelacids elemzések
eredményeit a 14. abran szemléltetjiik.

Osszességében elmondhatd, hogy p<0,05 értéknél tekintettiik a korrelaciot
szignifikdnsan pozitiv eredménynek. A legerdsebb korreldciokat (r>0,6) a prospektiv
kohorszban tapasztaltuk. Az &sszes esetet figyelembe véve pozitiv dsszefiiggést a BD ¢és a
cfDNS koncentracidja kozott tapasztaltuk. A mutans és negativ eseteket kiilon-kiilon
vizsgalva pedig erds korrelaciot figyelhettiink meg az esetek tdDNS koncentracidja €s a
tdVAF értékek kozott, illetve az Osszes esetben tdVAF és cfVAF értékek kozott is. A
mutdns eseteknél pedig szintén szignifikans korrelacio igazolodott a cfDNS koncentracio

¢és a cfVAF értékei kozott (15. abra).
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BD és tdDNS
BD és tdVAF
BD és cfDNS
BD és cfVAF
tdDNS és tdVAF
tdDNS és cfDNS
tdDNS és cfVAF
tdVAF és cfDNS
tdVAF és cfVAF
c¢fDNS és cfVAF

BD és tdDNS
BD és tdVAF
tdDNS és tdVAF

Retrospektiv kohorsz Prospektiv kohorsz

14. abra. A korelacios elemzések eredményei A Spearman-féle egytitthato (r) z61drdl pirosra torténd
szinatmenete az egyiitthato -0,5-1 kozotti értékeit mutatja. (BD: Breslow-mélység, tdDNS: tumorbol
szarmaz6d DNS koncentracio, tdVAF: tumorbol szarmazé genetikai variansok allél frekvencia értéke, cfDNS:
szabad, sejten kiviili DNS koncentracid, cfVAF: szabadon keringé DNS-b6l szarmazé genetikai variansok
allél frekvencia értéke)
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15. abra. A melanoma szoveti kiterjedése és egyes molekularis valtozok kozotti korrelacio a prospektiv

kohorszban (r>0,6). Erds korrelacio figyelhetd meg a BD és a cfDNS koncentracidja kdzott az 6sszes esetet
(n=34) figyelembe véve (A), csak a mutans eseteket tekintve (n=20) (B), valamint a negativ eseteket

figyelembe véve (n=14) is (C). Tovabba szintén magas korrelacids egyiitthatoval rendelkeznek a tdDNS és a

tdVAF (D), ¢és a tdVAF és a cfVAF (E) értékek, ha az dsszes esetet vizsgaljuk, illetve ha csak a mutansokat

néztiik, akkor erds pozitiv kapcsolat all fenn a cfDNS koncentracio és a cfVAF értékek kozott is (F) (BD:
Breslow-mélység, cfDNS: szabad, sejten kiviili DNS koncentracio, tdDNS: tumorbdl szarmazo DNS
koncentracio, tdVAF: tumorbol szarmazo genetikai variansok allél frekvencia értéke, cfVAF: szabadon
keringd DNS-bdl szarmazo genetikai variansok allél frekvencia értéke)

A Clark osztalyozas alapjan kialakult csoportok kozotti 6sszefliggések elemzésére
Mann-Whitney statisztikai tesztet hasznaltunk. Mindkét tipusu kohorszban a Clark I
osztalyt kizartuk a kevesebb, mint 6t esetszam miatt. A kapott szignifikancia értékeket a 8.
tablazat mutatja be.

A retrospektiv kohorszban az 0sszes esetet vizsgalva szignifikans kiilonbség csak
a BD értékek kozott figyelhetd meg. A Clark II és III (p=0,0022), a Clark IV és V
(p=0,0168), valamint a Clark II és IV, Clark II és V, Clark III és IV, illetve a Clark III és V
csoportok kozott is (p<0,0001) megfigyelhetd a jelentds eltérés. Ha a BRAF p.Val600Glu
mutacioval rendelkezd betegek csoportjait vizsgaljuk, akkor szignifikdns 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
értekeket figyelve pedig a Clark II és III (p=0,0127), a II és IV (p=0,0019) csoportok

kozott talalhatd szignifikans eltérés. A negativ eseteket figyelembe véve a Clark II és IV
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(p=0,0009), 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 szignifikdns eltérést.

A prospektiv eseteket (n=34) egyiittesen 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 szignifikdns eltérés igazolodott a
tdVAF értékek kozott a Clark II és V (p=0,0357), a Clark III és V (p=0,0048)
csoportokban, valamint a cfDNS-t vizsgalva a Clark III és V (p=0,0170) csoportok kozott.
A mutans esetek tekintetében (n=20) a BD értékek szignifikanciat mutattak a Clark IT 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 hasonlo eltérést tapasztaltunk a Clark III és Clark IV csoportok kozotti is
(p=0,0002). A BRAF negativ betegek mintaiban csak egy szignifikans kapcsolatot tudtunk
kimutatni a BD tekintetében a Clark III és V csoportok kozott (p=0,0238).
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8. tablazat. A Clark osztalyozas szerinti csoportok kozotti szignifikans értékek (p) a vizsgalt paraméterekben
(BD: Breslow-mélység, tdDNS: tumorbo6l szarmazé DNS koncentracio, tdVAF: tumorbdl szarmazo genetikai
variansok allél frekvencia értéke, cfDNS: szabad, sejten kiviili DNS koncentracid, cfVAF: szabadon kering6

DNS-b6l szarmazo genetikai variansok allél frekvencia értéke, n.sz. nincs szignifikancia)

Prospektiv kohorsz (n=34) Retrospektiv kohorsz (n=100)

BD tdDNS tdVAF cfDNS cfVAF BD tdDNS tdVAF
Clark II vs. I1I 0,0131 n.szZ. n.sz. n.sz. n.sz. 0,0022 n.8Z. N.8Z.
- Clark II vs. IV 0,0303 n.szZ. n.sz. n.sz. n.8z. <0,0001 n.8Z. N.8Z.
f Clark IT vs. V .Sz .Sz 0,0357 n.5Z. n.8Z. <0,001 n.8Z. n.8Z.
g Clark IIT vs. IV .Sz .Sz n.sz. n.5Z. n.8Z. <0,0001 n.8Z. n.8Z.
© Clark IIT vs. Clark V 0,0063 n.8z. 0,0048 0,017 n.8z. <0,0001 n.8Z. N.8Z.
Clark IV vs. Clark V n.SZ. n.SZ. n.sz. n.sz. n.SZ. 0,0168 1n.SZ. 1n.SZ.

Clark II vs. I1I n.SZ. 0.SZ. N.§Z. 0,0256 n.sz. 0,001 n.sz. 0,0127

% Clark I vs. IV n.8Z. n.8Z. n.sz. n.sz. n.sz. <0,0001 A 0,0019
% Clark I vs. V n.SZ. n.SZ. n.sz. n.sz. n.sz. 0,0079 n.sz n.SZ.
é Clark I vs. IV n.SZ. n.SZ. n.sz. 0,0002 n.sz. n.SzZ. n.sz n.SZ.
5 Clark 111 vs. Clark V n.8Z. n.8Z. n.sz. n.sz. n.sz. <0,0001 A n.sz.
Clark IV vs. Clark V n.8Z. n.SZ. n.sz. n.sz. n.sz. 0,0039 A n.sz.
Clark II vs. I1I - - - - - n.s. n.sz. n.8z.
f, Clark I vs. IV - - - - - 0,0069 N.8Z. n.8Z.
g Clark 11 vs. V i i - - - 0,0485 | Dz n.sz.
%,; Clark I vs. IV ns. n.SZ. n.sz. n.sz. n.sz. <0,0001 A n.sz.
z Clark III vs. Clark V 0,0238 n.SZ. n.sz. n.sz. n.sz. 0,0018 n.SZ. n.SZ.
Clark IV vs. Clark V N.SZ. n.SZ. n.sz. n.sz. n.sz. n.SzZ. n.SZ. n.SZ.
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6. Megbeszélés

6.1. Az epeuti daganatok vizsgalata soran szerzett
megallapitasok

Az epetti daganatok ritka, rossz prognozisu €s kevés terapids konzekvencidval
rendelekzd malignitdsok. A betegek prognoézisanak javitdsa érdekében sziikségesnek
érezziik a minél korabbi diagndzis felallitasat, a betegség idébeni felismerését, a hatékony
terapia kivalasztasat, valamint a terdpidk esetleges nyomonkovetésének lehetdségét,
melyhez elengedhetetlen a molekularis hattér kell6 mértéki megismerése. A precizids
onkologia korszakaban ezen folyamatok biztositdsa mind a betegek, mind a klinikusok
szdmara nagyon fontos, éppen ezért tanulmanyunk célja a daganatra jellemzd és
kialakuldsdnak hatterében allo6 genetikai tényezOk feltdrasa volt, hiszen ezek ismerete
nélkiilozhetetlen a célzott terapia kivalasztasdhoz.

A gyakorlatban standardként alkalmazott szdveti biopszia a molekularis
vizsgalatok kivitelezéséhez, sok esetben nem megfeleld6 mindségli, mennyiségi.
Onmagaban a szoveti mintavétel is nehezen valdsithaté meg ezen daganattipus esetén,
illetve gyakran a kockéazatos beavatkozasok ellenére a szoveti biopszia mérete miatt
mégsem alkalmas a vizsgalat kivitelezésére. A hagyomanyos széveti biopszidhoz képest a
liquid biopszia nem invaziv, megismetélhetd eljaras, mely tulajdonsagai alapjan egy sokkal
kedvezdbb mintavételi modszernek tekinthetd. A periférias vért, mint liquid biopszia ma
mar szamos onkoldgiai beteg molekuldris diagnosztikdjdban alkalmazzak, mint példaul
tiid6-, vastagbél adenocarcinomdk esetében [1-3,5,93]. Ezen kiviil kutatocsoportunk
agressziv lymphomak genotipizalasa kapcsan is foglalkozott a szoveti és liquid biopszia
Osszehasonlitasaval [4].

Mindezek mellett azonban viszonylag kevés informacidval rendelkeziink az LB
hasznalatarol epetti betegek diagnosztikdjaban [10], ezért célunk elsésorban a
betegségtipusban a liquid biopszia cfDNS-ének mennyiségi és mindségi elemzése. Nem
allnak rendelkezésre adatok a tumor tomeg €és a cfDNS kapcsolatat illetden sem, igy erre
vonatkozbdan elemzéseket végeztiink, amely soran statisztikailag szignifikans korrelaciot
igazoltunk a becsiilt tumortérfogat és a cfDNS hozama kozott (8. abra). A betegek nagy
részénél (79%) nem tortént sebészeti reszekcid, ezért a tumor mennyiség idoben nem
valtozott, leszamitva a metasztazist. Nyolc esetben a betegek bevalogatdsa a tanulmanyba a

metasztazis kialakuldsanak pillanatdban tortént, igy tulajdonképpen az ezt kovetd LB
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mennyisége, és az ebbol detektalhatd genetikai eltérések csak kozvetetten utalhatnak a
primer tumorra illetve annak nagysagara. A becsiilt tumortérfogat illetve cfDNS
mennyiségek kozotti szignifikdns korrelacié igazoldsara a hat hoénapon beliili LB
mintavételi eseteknél (n=16) kiilon korrelacids elemzést végeztiink (9. abra).

Lathatd, hogy erdsebb szignifikans kapcsolatot tudtunk igazolni, igy Osszességében
arra kovetkeztetiink, hogy az Osszes esetet sordn elvégzett Sperman korrelacio (r=0,8486)
gyengesége azzal magyardzhaté, hogy iddben nagyobb eltérések voltak jelen a két
mintatipus vétele kozott. A CT/MRI felvételek alapan szamitott nagyobb tumortémeg
magasabb cfDNS mennyiséget eredményezett az altalunk vizsgalt populacidban. Az IHCC
¢s EHCC csoportok kozott a tumorméret tekintetében nem tapasztaltunk szignifikans
Osszefiiggést, és mivel ezen csoportokban nem kivitelezhetd a tumor reszekcidja igy
atlagosan magasabb cfDNS mennyiséget is kaptunk. GBC esetében, ahol a diagndzis
felallitasat kovetden megtortént a tumor mitéti uton vald eltdvolitdsa szignifikdnsan
alacsonyabb DNS mennyiséget sikeriilt izolalnunk a periférias vérbdl.

Munkénk soran mind a szoveti, mind a liquid biopszidk esetében TVB-t
szamitottunk, a 2% feletti varians allélfrekvenciaval rendelkez6 mutaciok
szamszerisitésével. Az anatdmiai szempontbol elkiiloniilé alcsoportok TVB-jei kozott
azonban szintén nem talaltunk szignifikdns 6sszefiiggést, sem a szoveti sem pedig a liquid
minték esetében.

Osszesen 74 genetikai aberraciot azonositottunk, melynek 44,6%-4at mindkét
mintatipusb6l sikeriilt kimutatni (n=33). 27 eltérést csak szovetbdl (36,5%), mig 14-et
pedig csak liquid biopsziabol (18,4%) sikeriilt detektalnunk. Az 6sszes mutacio 81,1%-a
(n=60) talalhatdé meg szovetmintidkban, mig 63,5%-a pedig plazmakban (n=47). A
szovetben megtalalhatd eltérések 44,6%-at sikeriilt liquidbol is azonositanunk. A
vizsgélatok sordn 34 génben valamilyen nukleotid varidnst azonositottunk. Hét olyan
aberraciot talaltunk, amelyek tobbszor is eléfordultak a betegekben. Leggyakoribb eltérés
eltérés, amely az alabbi, klinikai jelentdségét nézve benignus aminosav valtozast okozza
p.Alal79Gly. Hét esetnél egyaltalan nem taldltunk semmilyen genetikai eltérést, 13
mutaciot kizarolag liquid biopsziabol sikeriilt azonositanunk, mig 6t olyan esetiink volt
ahol kizardlag csak a liquid biopszia volt informativ, ebbdl hirom a szdveti biopszia
alacsony tumorsejtaranya miatt nem adhatott értékelhetd eredményt.

A 38 betegb6l 31 esetben talaltunk eltéréseket, melyek nagyrészt a

szakirodalommal megegyezden fordultak eld a meghatdrozott alcsoportokban (12. abra)
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[25,28,94]. A legtobb ¢érintett gént (n=24) intrahepatikus cholangiocarcinomaban
azonositottuk, viszont ezek koziil 13 eldfordult extrahepatikus cholangiocarcinomaban
¢és/vagy epehdlyagtumorban is. Az extrahepatikus csoportban 6sszesen hét mutacié kertilt
leirasra, melyek koziil 6t kozos volt egyéb altipussal is, két gén tekinthetd specifikusnak
erre a kategoéridra. Ezek a HRAS ¢és a MAP2KI gének kiilonbozd eltérései. Az
epehdlyagtumorokban detektalt 20 aberracid6 kozil 10-et egyéb csoportban is
megfigyelhettiink. A FOXL2, PIK3CA, KRAS ¢és TP53 gének eltérései mind a harom
altipusban azonosithatoak voltak. Irodalmi adatok alapjan ezen gének inkabb
extrahepatikus cholangiocarcinoméaban fordulnak eld, intrahepatikus érintettség esetén
kedvezdtlenebb progndzissal jarnak [16,17,94]. Epeuti tumorok esetén a leggyakoribb
genetikai eltérés az intrahepatikus altipusban megjelend [IDHI/IDH2 géneket érinti.
Hasonlé eredményt kaptunk mi is, csak intrahepatikus csoportban azonositottuk ezen
gének eltéréseit, a 21 esetbdl 6t betegnél fordult eld (23,8%) [19,22,94]. Ezen kiviil az
FGFR2 gének érintettsége is gyakori a cholangiocarcinomds esetekben, szintén inkabb
IHCC csoportra jellemzden, ezt azonban egy esetben sikeriilt csak azonositanunk (9. eset)
[27,35,95].

A genetikai elvaltozasokat a COSMIC illetve VarSome Premium adatbazisok éltal
meghatarozott klinikai jelentdséglik alapjan is kategorizaltuk. A 38 beteg koziil 20-nal
(52,6%) észleltiink patogén vagy feltehetden patogén klinikai jelentdségii el térést. Az
irodalmi adatok alapjan epeuti tumorokra jellemzd gyakori gének az FGFR2, IDHI, IDH2,
KRAS és TP53 a mi beteganyagunkban is eléfordultak és nagy résziiket a parositott liquid
biopsziabdl is sikeriilt azonositanunk. A KRAS ¢és BRAF mutaciok, az EGFR
overexpresszidja, a HER2 onkogén jelatvilteli utak aktivalasa, a DNS-amplifikacié és a
deléciok rossz prognozissal jarnak [96,97].

Opciondlisan terdpias szert konkrét epetti tumorokra specifikusan két esetben
talaltunk az OncoKB adatbéazis alapjan. Mindkét esetnél (2. és 19. esetek) az IDHI
p-Argl32 aberracidé megléte miatt alkalmazhat6 egy az FDA altal jovahagyott terapias szer,
az Ivosidenib [34,98]. Tovabba tobb olyan genetikai eltérést sikeriilt igazolnunk, amelyek
meglétekor szolid tumorokban javasolhatoak az alabbi szerek: az erdafitinib, a fexagratinib
¢s a lirafugratinib az 6sszes patogén FGFR2-mutacional, a tipifarnib a HRAS eltéréseknél,
az RMC-6236 a KRAS p.Glyl2Val és p.Glyl2Asp aminosav cserével jard eltéréseknél,
tovabba a KRAS p.Gly12Asp aminosav valtozasnal az ASP3082 és az MRTX-1133 szerek
is szoba johetnek. A PIK3CA p.His1047Arg genetikai aberracio meglétekor a LOXO-783
¢és a RLY-2608 szerek bizonyulhatnak hatékonynak.
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6.2. A melanomak vizsgalata soran szerzett
megallapitasok

A melanoma malignummal diagnosztizalt betegek esetében is a hatékony terapia
megvalasztdsahoz, valamint a jobb ¢életmindség biztositasdhoz elengedhetetlennek
bizonyult a molekularis jellemz6k minél korabbi felismerése. Bar ez a daganattipus a bor
megbetegedéseinek csupan 1%-at teszi ki, a mutacids staitusz meghatarozasa ebben az
eseteben is kulcsfontossagu. A legnagyobb mortalitdssal rendelkez6 tulajdonsaga
valoszinlileg a szdmos ¢és korai attétet ado képessége miatt alakulhatott ki. Az esetek nagy
részénél a BRAF mutéacio, azon belill is 90%-ban ¢.1799T>A; p.Val600Glu eltérés a
jellemzd.

Retrospektiv. modon vizsgaltuk a digitdlis PCR diagnosztikai hatékonysagat,
igazolva egy 0j moddszert a betegség hatterében allo genetikai aberracid kimutatdsara.
Osszesen 100 altalunk reverz hibridizacién alapuld StripAssay-vel kimutatott ismert BRAF
statusza beteg FFPE mintdin végeztiink ismételt DNS izoldlast, majd pedig dPCR
vizsgalatot. A diagnosztikai hatékonysag megallapitasdhoz szenzitivitas és specificitas
értékeket szdmoltunk, ahol a valds pozitivnak (n=50) a kordbbi StripAssay-en pozitiv, a
valds negativnak (n=50) pedig a StripAssay-en negativ eredményt ad6 eseteket tekintettiik.

Munkank sordn vizsgaltuk, hogy az altalunk hasznalt nanoplate alapi dPCR
technika (BRAF c.1799T>A; p.Val600Glu LNA Mutation Assay) érzékenysége hogyan
viszonyul a reverz hibridizacion alapuld StripAssay-hez képest. A StripAssay-t jelenleg is
hasznaljuk a rutin diagnosztika részeként. A moddszer IVD-mindsitéssel rendelkezik,
ezaltal gold standard vizsgalatnak tekintettiik. Ezek alapjan a dPCR szenzitivtasa 99%,
specificitasa pedig 98,5 % volt. Kijelenthetd, tehat, hogy csaknem 100% annak az értéke,
hogy egy muticidé meglétét a dPCR kimutatja, valamint 98,5%-o0s valdsziniiséggel
azonositja pontosan a negativ eseteket.

A hagyomdanyos szovettani mintavételhez képest az LB vétele ezen betegek
esetében is kedvezObb mintavételi modnak tekinthetd. Az LB tiid6 és colon rutin
adenocarcinoma molekularis rutin diagnosztikajanak részét képezi, ezért melanoma esetén
is kisérleteket végeztiink a kedvezdbb mintatipus alkalmazdsdnak vizsgélatara. A
szakirodalomban korlatozott mennyiségili adatot talaltunk az LB alkamazasara melanomak
esetében [2,8,87].

A prospektiv tanulmany sordn 34 melanomaval diagnosztizalt betegtol

gyljtottiink 6ssze mind szoveti, mind pedig LB mintat (n=68). A szoveti mintakat
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ugyanolyan moddon izolaltuk és vizsgaltuk, mint a retrospektiv vizsgalatban, els6ként
StripAssay-vel meghataroztuk a mutaciés statuszukat, mely alapjan mutans (n=20) vagy
vad (n=14) kategoriaba csoportositottuk oket. Az LB mintabol cfDNS-t izolaltunk, majd
szintén a két modszerrel meghataroztuk a BRAF statuszat az izolalt DNS-nek. A rendkiviil
alacsony allélfrekvencidju  aberraciokat, fdéleg LB hasznalatakor a nagyobb
ateresztoképességii dPCR alkalmazésaval tudjuk a leghatékonyabb mdédon kimutatni.

A vizsgalatok alapjat a Breslow-mélység és Clark csoportositas adta, amelyek
kozott a szovetekre és liquid biopsziara jellemz6 koncentracid, illetve varians allél
frekvencia értékeket korrelaltattuk egymassal. Tudomasunk szerint ilyen mdédon ezt a két
paramétert még nem vizsgaltdk. A vizsgalatok kivitelezése sordn szamos
Osszehasonlitdsban taldltunk korrelaciot, a legerésebb szignifikdns kapcsolatokat a
prospektiv kohorszban kaptuk. Az Osszes beteget vizsgalva pozitiv korrelaciot figyeltiink
meg a BD és a tdDNS koncentracio, a BD és a cfDNS koncentracid, a tdDNS koncentracio
és tdVAF, a tdDNS koncentracid és a cfVAF, valamint a tdVAF és a cfVAF kozott. A
p.Val600Glu mutacioval rendelkez6 egyének kozott a BD és tdDNS koncentracio, a BD és
a tdVAF, a BD és a cfDNS koncentracid, a BD és a cfVAF, a tdVAF és a cfVAF, valamint
a cfDNS koncentracio €s a cfVAF értékek kozott talaltunk szignifikans kapcsolatot. A vad,
mutéciéval nem rendelkezd egyéneknél pedig csak a BD és a ¢fDNS koncentracid kozott
figyeltiink meg pozitiv kapcsolatot. A BD ¢és a cfDNS kozotti erds kapcsolatot a minél
mélyebbre terjedt tumorral magyarazzuk. A kiterjedt tumor mérete miatt tobb cfDNS
keriilhet a periférids keringésbe és nagyobb mennyiségben tudjuk kimutatni a cfDNS
mennyiségét a liquid biopsziabol.

A Clark csoportositas alapjan végzett korrelacios elemzéseknél pedig a Clark II és
attol stlyosabb esetekben talaltunk jelentds eltérést a BD tekintetében. Ez a tumor
terjedését tekintve nem meglepd, hiszen a legrosszabb stadiumu betegek keriilnek a Clark
V-0s csoportba. Itt is kiilon elvégeztiik a stasztikai teszteket a mutacioval rendelkezd és a
mutacioval nem rendelkezdk csoportjaiban is. A BRAF mutans eseteknél szignifikans
pozitiv korrelacio igazolodott a BD értékek kozott a Clark 1T és II1, a I1 és IV, I és 'V, 111 és
V valamint a IV és V csoportoknél. A cfDNS koncentracio, valamint a cfVAF értékek is a
Clark V-6s csoportban voltak a legmagasabbak. A tdVAF értékeknél is figyeltiink meg
pozitiv korrelaciot, méghozza a Clark II és III, illetve a II és IV csoportok kozott, a cfDNS
koncentracioknal pedig szignifikéns kiilonbséget talaltunk a Clark II és III, valamint a III
¢és IV csoportok kozott, amit azzal tudunk magyarazni, hogy a stilyosabb stadiumu betegek

tumorszdvete markansabb mennyiségii cfDNS-t bocsat a periférias keringésbe.
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7. Kovetkeztetés

Az LB egy joval kedvezébb mintavételi eljarasnak bizonyult, mint a szdvettani
mintavétel nem invaziv és megismételhetd tulajdonsidga miatt. A betegek szamara
biztosithatd egy kevésbé megterheld mintavételi mod, mellyel molekularis vizsgélatokra
megfeleld tipusu mintat tudunk nyerni. Az igy konnyebben hozzaférheté LB alkalmas lehet
egy-egy betegség genetikai hatterének megismerésére, terapias lehetdségek vizsgalatara, a
betegek longitudindlis kdvetésére és akdr a progresszid kialakuldsanak minél el6bbi
felismerésére is. Igazoltuk, hogy sikeresen kivitelezhetd epetti tumorok esetében is a
liquid biopszia kvalitativ és kvantitativ analizise. Tekintettel a ritka, rossz progndzisi
korképre, melynél gyakran nehezen kivitelezhetd a szovettani mintavétel az anatdomiai
lokalizacio miatt, megoldast jelenthet az LB alapt, nagy ateresztOképességli ujgeneracios
szekvenalasi vizsgalat kivitelezése. Munkank soran 67 gén egyidejii vizsgalatat
kiviteleztiik NGS alapt technikaval mely mindkét mintatipusban hatékonynak bizonyult,
ugyanakkor nem fedte le a teljes epetti tumorokra jellemzé gének listajat. A modszer
tovabbi korlatja, hogy nem képes vizsgalni a kopiaszam-variaciokat (ERBB2) ¢s
génfuzidkat (FGFR2, NTRK).

Mindazonaltal nem szabad elfelejteni, hogy az LB vizsgalata még jelenleg is
szamos kérdést tartogat, mivel a szoveti DNS csak egy toredékét tartalmazza. Igy példaul
egy negativ eredménynél nehezen tudjuk eldonteni, hogy az egy valos negativ eredményt
tikkroz-e, vagy éppen a minta tumor DNS hidnyét, vagy esetleg a ténylegesen alacsony
tumor DNS felszabadulasat.

A vizsgalataink igazoltak, hogy a digitalis PCR pontos BRAF c.1799T>A;
p.Val600Glu mutacios statusz meghatarozast tesz lehetévé mindkét mintatipusbol
melanoméval diagnosztizalt betegeknél, valamint abszolut kvantifikaciéra is képes. Ezen
disszertacidban bemutatjuk a tumortdmeg, a tumorbdl szdrmazdé DNS koncentracio és a
mutdciok varians allél frekvencidja kozotti, valamint az LB-bdl szarmazé DNS
koncentracio6 és a mutaciok varians allél frekvencidja kozotti osszefliggéseket.

Statisztikailag igazoltuk, hogy a Clark V stadiumua esetekbdl szignifikansabb
nagyobb cfDNS mennyiség izoldlhato a tobbi esethez képest. A dPCR nagyfoku
érzékenysége miatt mar nagyon kis mennyiségii DNS-bdl is képes a detektdldsra, valamint
az abszolut kvantifikacio révén lehetové teszi a kopiaszamok meghatirozasat is. A kapott

eredmények megbizhatésagat mindenképpen novelni kell, ezt nagyobb mintaszammal
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tehetnénk biztosabbd. A moddszer egy gyorsabb atfutdsi idovel képes a mutaciok
meghatarozasara, mint az NGS, ami igen fontos lehet a tumorok diagnosztikajaban.

A precizidés onkologia korszakaban egyre nagyobb teret nyer a liquid biopszia,
mivel ez egy nem invaziv eljards, alacsony kockazattal jar ¢és akar tobbszor is
megismételhetd a mintavétel. gy lehetdvé teszi a betegek longitudinalis kovetését,
informéciot adhat mind a primer tumor, mind pedig a metasztazis jellemzdirdl, valamint
hozzajarulhat a minél korabbi diagnosztizalashoz [6]. A ¢cfDNS alkalmazasa daganatos
betegeknél, PCR alapt technikakkal alkalmazva (NGS, dPCR) jol dokumentalt. gy
felhasznalhatd, mint prediktiv biomarker, hiszen lehet6vé teszi a tumor heterogenitdsanak
meghatdrozasat, a célzott terapidkra kialakuld rezisztencia mutaciok kimutatasat és akar a

terapias valasz korai kimutatasara is alkalmas lehet [52].
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8. Osszefoglalas

A cholangiocarcinomas esetek nagy része inoperabilis, nehezen hozzaférhetd
daganatnak tekinthetd, éppen ezért a szdvettani mintdk megfeleldsége igencsak vitatott a
molekularis vizsgalatok elvégzéséhez.

A cutan melanomak esetében pedig a testfelszinen elhelyezkedd, sokszor igen kis
méretli elvaltozasokrol beszéliink. Ezen daganat tipusnal kérdés volt, hogy a csekély
dagant mérete miatt képes-e a periférids keringésbe megfeleld0 mennyiségli keringd
tumorsejteket bocsatani a liquid biopszia kivitelezéséhez.

Munkénk soran az LB mindségi és mennyiségi analizise mindkét daganattipus
esetén sikeresnek bizonyult.

Cholangiocarcinomas esetekben az LB hasznalataval pozitiv korrelaciot talaltunk
a becsiilt tumortérfogat és a cfDNS-hozam kozott. Mutaciokat 31/38 betegnél (81,6%)
azonositottunk, 6t esetben csak a LB minta volt informativ. A patogén mutaciok, mint
példaul az FGFR2, IDHI, IDH2, KRAS ¢és TP53 azonosithatok voltak mindkét
mintatipusban.

Cutan melanomdk esetében pozitiv korrelacidt talaltunk az Osszes esetben a
Breslow mélység és a cell-free DNS mennyisége kozott (cfDNS), valamint a szdveti
mutaciok VAF-ja (tdVAF) és a LB-bdl kimutatott mutidciok VAF-ja (cfVAF) kozott.
Hasonl6 parhuzamot figyeltiink meg a mutdns csoportban a szoveti DNS mennyiség
(tdDNS) és a tdVAF kozott, tovabba a cfDNS és a cfVAF értékek is korrelaltak egymassal.
Megfigyeltiik tovabba, hogy a Clark V-0s kategoriaba tartoz6 daganatok esetében
magasabb volt mind a cfDNS koncentracidja, mind a cfDNS VAF-ja és tdVAF-ja is.
Igazoltuk, hogy az eldrehaladottabb stadiumu betegek periférids vére nagyobb mennyiségii
tumorbol szarmaz6 DNS-t tartalmaz.

Tanulményaink soran klinikailag relevans pontmutacidokat mutattunk ki epeuti
tumorok mind szovettani, mind liquid biopszids mintaibol, illetve sikeresen igazoltuk a
liquid biopszia alkalmazhatosagat primer cutan melanomaval diagnosztizalt betegek
esetében 1s. A szabad DNS diagnosztikai alkalmazasa, mivel ezen eljaras a tumorok térbeli
heterogenitasat tiikrozi, egy 1) megkozelités a precizios onkologiai kezelések

indikéciojaban.
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9. Summary

The majority of cases of cholangiocarcinoma are considered inoperable and
difficult-to-access tumors, so the adequacy of histological samples for molecular testing is
highly controversial.

Cutaneous melanomas are lesions on the body's surface, often very small. The
question was whether the small size of the tumor could release enough circulating tumor
cells into the peripheral circulation to allow a liquid biopsy (LB).

We were able to perform a qualitative and quantitative analysis of LB which was
successful in both tumor types.

We found a positive correlation between estimated tumor volume and cfDNA
yield in cholangiocarcinoma cases using LB. An SNV was identified in 31/38 patients
(81.6%), in five cases, only the LB sample was informative. Pathogenic mutations such as
FGFR2,IDHI, IDH2, KRAS, and TP53 were identified in both sample types.

For cutaneous melanomas, we found a positive correlation between Breslow depth
and cell-free DNA (cfDNA) in all cases, as well as between VAF of tissue mutations
(tdVAF) and VAF of mutations detected in LB (cfVAF). A similar parallel was observed
between tissue-free DNA (tdDNA) and tdVAF in the mutant group, and cfDNA and
cfVAF values were also correlated. We also observed that tumors in the Clark V category
had higher levels of cfDNA concentration, cfDNA VAF, and tdVAF. We confirmed that
the peripheral blood of patients with more advanced diseases contains higher levels of
tumor-derived DNA.

Our studies have identified clinically relevant point mutations in histological and
liquid biopsy samples from biliary tract tumors and have successfully demonstrated the
applicability of liquid biopsy in patients diagnosed with primary cutaneous melanoma. The
diagnostic use of free DNA, as this technique reflects the spatial heterogeneity of tumors,

is a new approach in the indication of precision oncology treatments.
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