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2. Bevezetés

A vastagbéldaganat (colorectal cancer, CRC) gy(ijt6fogalom a vastag- és/vagy a végbelet érinté
tumoros elvaltozasokat foglalja magaban, melyet a mirigyhdmsejtjeinek neoplasztikus atalakuldsa
okoz. A CRC jelent8s egészségligyi problémat jelent, mivel a vildgon a harmadik leggyakrabban
diagnosztizalt és a masodik leggyakoribb haldlos kimeneteli megbetegedés [1]. A daganatos
megbetegedésekkel 6sszefliggb haldlesetek mintegy 9,4%-a 2020-ban CRC miatt kovetkezett be [2,3].
Tekintettel azonban az id6sebb korosztalyban azonositott esetek szamanak jelent6s novekedésére, a
becslések szerint a CRC globalis el6fordulasa 2035-re tobb mint kétszeresére fog emelkedni [4]. Az
esetek szdma vilagszerte nG, kialakuldasanak kockazatat kérnyezeti és genetikai tényez6k egyardnt
befolyasoljak [3,5].

Azonban csak a kézelmultban vélt lehetévé a human tumorok kialakuldsanak és progressziéjanak
hatterében allé6 molekularis mechanizmusok azonositasa [6,7], annak ellenére, hogy az onkogenezist
régota tobblépcsés folyamatnak tartjak [8]. A CRC tumorok kivald terepet biztositanak a daganat
kialakulasaban szerepet jatszd genetikai valtozdsok keresésére, kovetésére és tanulmanyozasara. A
bGséges klinikai és szovettani adatok arra utalnak, hogy a legtobb, ha nem is minden CRC, mar meglévé
alapvet6en nem agressziv elvaltozasbdl, adenomakbdl alakul ki. A fejl6dés kiilonb6z8 stadiumaiban
lév6é daganatok, a nagyon kicsi adenomdktdl a nagy metasztatikus carcinomdkig nyerheték a
vizsgalathoz, ellentétben a legtobb mas gyakori human tumor tipussal [6]. Tovdabba mind az 6rokletes,
mind a koérnyezeti tényez6k hozzajarulnak a CRC daganatok kialakulasahoz, ami lehetévé teszi mind az
oroklott, mind a szomatikus genetikai valtozasok vizsgalatat is [3,7].

Az 6rokletes daganatos megbetegedésekben (pl. Lynch szindréma) szenvedé betegek azonositasa
ma mar altalanos gyakorlat a klinikai onkoldgidban. Szdmos olyan vizsgalat Iétezik, mely a tumorszévet
molekuldris jellemz8i vagy a rosszindulatl daganat egyéb bioldgiai paraméterei alapjan segit
kivalasztani a leghatékonyabb kezelést [9].

Az immunhisztokémia (IHC), azaz a széveten belili specifikus antigén vizsgdlatat lehetévé tevd
madszer kifejlesztése a XX. szazad kdzepére nyulik vissza [10]. Ezaltal az 6sztrogénreceptor expresszios
szintjének klinikai meghatarozasara is sor kerilt. Ez valdban torténelmi elGrelépés volt a személyre
szabott onkoldgidban, mivel megvaltoztatta a leggyakoribb onkoldgiai betegséggel, az emlSrakkal
kapcsolatos kezelési lehet6ségeket, mivel az endokrin terapiat egy laboratériumi vizsgdlathoz
igazitotta [11].

A polimeraz lancreakcié (PCR) kifejlesztése 6riasi attorést hozott a klinikai diagnosztikaban. A PCR-
alapu technikak viszonylag egyszerl mdszereket és infrastruktirat igényelnek, kis mennyiségl mintat
haszndlnak fel és nagymértékben dsszeegyeztethetdk a klinikai rutinnal [9].

Nagy ujitast jelentett Sanger és munkatdrsai Uttoré munkaja a 70-es évek végén, amikor kidolgoztak

a DNS szekvenaldsara leggyakrabban hasznalt mddszert [12], melyet napjainkban is a molekularis
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diagnosztika arany standardjanak tekintenek. Egyre nagyobb eréGfeszitések torténtek a technikai
ismeretek kiszélesitésére ezen a teriileten, egészen a "masodik és harmadik generacids szekvenalasi"
modszerek kidolgozasdig [13,14]. Az uUjgeneracids szekvenaldsi (NGS) technoldgia a nukleinsav-
szekvenalds standard koncepcidjat forradalmasité technikdk csoportja. Az NGS-technolégia nagy sikere
annak koszonhets, hogy nagyon kis mennyiségl nukleinsav felhaszndlasaval tobb millié read
szekvenaldsdra képes és alkalmas komplex genomok gyors szekvendlasara is, ami id6- és
koltséghatékony [15].

Napjainkban a daganatok molekularis profilalkotdsa informacidt szolgaltathat a diagndzisrdl, a
prognozisrdl, a teradpias valasz elSrejelzésérdl, ami a klinikai dontéshozatalban elengedhetetlen. Az
utébbi években megndétt az Uj generacids technikakat alkalmazé vizsgalatok szdma vildgszerte, tobbek
kozott intézetinkben is. Alkalmazasuk jelent6s eredményekhez vezetett a mutaciok, a genomi
atrendez6dések azonositasaval és a terdpids valasz lehetséges értékelésével kapcsolatban. A human
malignus megbetegedésekben el6forduld 0sszes gén koziil a RAS-varidnsok gyakorisaga a legmagasabb
[3]. A személyre szabott orvosldas a genetikai, genomikai és klinikai biomarkerek fejlesztésének
koszonhetben valik lehetévé. A RAS bioldgidjanak megértésében elért legljabb eredmények Uj
lehet6ségeket teremtettek a RAS kozvetlen vagy a kulcsfontossdgu RAS-effektorok hatékonyabb célba
juttatasdra. Bar ezek az Uj szerek és megkdzelitések mar igéretes eredményeket mutattak preklinikai
és klinikai vizsgdlatokban, de a RAS jelatvitel komplexitdsa és az adaptiv visszacsatolds lehet&sége
tovabbrais jelentds kihivast jelent. Ezért a célzott terdpidk kifejlesztéséhez a tumoros megbhetegedések
RAS variansoktdl vald tulajdonsagainak részletes megértésére lesz sziikség [16].

Az elmult évtizedben a daganatos megbetegedések diagnosztizdlasara és monitorozasara szolgald
invaziv technikdk helyére a nem vagy a kevésbé invaziv mddszerek épiltek be. llyenek a liquid
biopsziadk, melyek drasztikusan forradalmasitottak a klinikai onkoldgia tertiletét, megkonnyitve ezaltal
a folyamatos mintavételezést, a személyre szabott terapias sémak kidolgozasat és a terapiara adott
rezisztencia sz(irését [17-19].

Ez a folyamatos fejl6dés lehetdséget nyujt a DNS és RNS molekulak valtozasainak olyan szintl precizids
vizsgalatdra, ugy szoveti- mint liquid biopszias szinten, mely kulcsfontossdgl a célzott terdpidk
megvalasztasaban. Ezen vizsgdlatok széles spektruma elérhet6 Intézetiink Molekularis

Daganatpatoldgiai laboratériumaban is.



3. A vastagbél carcinomak patoldgiai és bioldgiai vonatkozasai

3.1. Onkogenezis

3.1.1. Orokldtt és szerzett genetikai eltérések

Az orokletes CRC onkogenezisének tanulmanyozasa Dr. Aldred Warthin nevéhez fiz6dik, aki 128
évvel ezelGtt kovette egy csalad kértorténetét, melyben tébbszérésen tumoros haldlesetek fordultak
el6. Tanulmanyaiban az érintett csaladfat vizsgdlta, melyet G csalddnak nevezett el. Vizsgalatait 1895-
ben kezdte el és 1913-ban publikdlta els6 megfigyeléseit az Archives of Internal Medicine cim(
folydiratban, melyben dokumentadlta a négydgydszati tumor kiilonésen a méhnyalkahartya és gyomor-
bélrendszeri tumorok koziil is a gyomor- és CRC terjedési mintdzatat [20,21]. 1971-ben Lynch és Krush
Ujravizsgaltdk a G csaladot és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az eredmények 6sszhangban
vannak az autoszomalis domindns oroklédési mintazattal, de semmiképpen sem zartdk ki a tumor
kialakulasaban szerepet jatszd gének jelenlétét. Fearon és Vogelstein kimutatta, hogy egyes tumoros
megbetegedésekben az adenomatosus polyposis coli (APC) gén mutalddik a karcinogén utvonal
kezdeti lépéseként. [6,21].

A szomatikus valtozdsok egyik fontos |épése a CRC tumorok esetében a RAS génmutacid, mely
Mariano Barbacid és Werner H. Kristen nevéhez fliz6dik, akik tanulmanyaikban ravilagitottak arra,
hogy a mutalt RAS gének a betegségnek neoplasztikus tulajdonsagokat kolcsonoznek [22,23].
Megfigyelték tovabba, hogy a CRC-k koriilbellil 50%-aban, valamint az 1 cm-nél nagyobb adenomdk
hasonlé szdzalékdban RAS génmutacid van jelen. Ezzel szemben 1 cm-nél kisebb adenomak csupan
10%-nal mutattak ki RAS mutaciét fliggetlendl attdl, hogy az adendmak sporadikusan keletkeztek vagy
oroklott hajlam volt a kialakulds hatterében. A RAS mutdciéval rendelkez6 adenomak nagyobb
valdszinliséggel fejl6dhetnek tovabb, mint a RAS génmutacio nélkiliek. Ebbdl kifolyélag a RAS
mutaciok felel6sek lehetnek egy kis méret(i, de a daganatos sejtekbdl szarmazé adenoma nagyobb és
sulyosabb dysplasiat mutaté adenomava vald atalakuldsaért, azaltal, hogy a mutacidval rendelkezd sejt
klonalis expanzidra hajlamos [6].

A malignus elfajuldsdnak egyik mdédja az onkogéneket aktivald és tumorszupresszor géneket
inaktivald genetikai és epigenetikai valtozdsok fokozatos felhalmozdédasa. A "klasszikus"
vastagbéldaganat kialakuldsanak modelljében a daganatok tulnyomé tobbsége egy aberrans kriptaval
kezd6d6 polipbdl keletkezik, amely aztan korai adendmava fejlédik (<1 cm-es méret, tubularis vagy
tubulovillosus) [7]. Az adendma el6rehaladott adendémava fejlédik (>1 cm-es méret és/vagy villosus
szdvettan), miel6tt végiil CRC-4 alakul (1. Abra) [7]. Ezt a folyamatot mutacidk és epigenetikai
valtozasok felhalmozddasa iranyitja és kortlbelll 10-15 év alatt alakul ki, de bizonyos esetekben (pl.
Lynch-szindroma) hamarabb is kialakulhat [3,6]. Figyelemre mélto, hogy bar a hagyomanyos tubularis

adenémak szovettana meglehetGsen hasonld, e polipok molekularis biolégidja heterogén, ami
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magyarazatot adhat arra, hogy egyes adendémak miért fejlédnek CRC-a (a polipok kb. 10%-a), mig

masok nem [3,7].

. O.*W
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1. Abra: A klasszikus vastagbéldaganat kialakuldsanak modellje (sajat forras)

Tovdbba a jobb colonfélben (coecum, a felszall6 vastagbél és a harant vastagbél) keletkezd
serrated polipok gyakran mikroszatellita instabil (MSI) fenotipussal rendelkeznek és az epigenetikai
instabilitas egy olyan formajat hordozzdk, amelyet CpG (citozin-foszfat-guanin)-sziget DNS-metilacid
jellemez, amit CpG-sziget-metilator fenotipusnak (CIMP) neveziink. Ezzel szemben a bal colonfélben
(leszallo vastagbél, szigmabél és véghbél) keletkezd polipok jellemz&en mikroszatellita stabilak, gyakran
hordoznak KRAS mutacidkat és e polipok egy alcsoportja a CIMP attenualt formajat mutatja. A polipok
és a bel6lik kialakulé tumorok molekularis kiilonbségei miatt javasoltak a CRC osztalyozasi rendszerét.
A "Consensus Molecular Subtypes" (CMS) molekuldris altipusok olyan osztalyozasi rendszert
jelentenek, amelyek a daganatok molekuldris jellemzéi alapjan torténd kategorizaldsat teszik lehetévé.
Ezek az altipusok segithetnek az egyéni terdpia megtervezésében és a betegség progndzisanak
meghatarozdsaban. Az "arany standardnak" nevezett CMS osztdlyozas a CMS1 (immun altipus, 14%),
CMS2 (kanonikus altipus, 37%), CMS3 (metabolikus altipus, 13%) és CMS4 (mesenchymalis altipus,
23%) tipusokbdl all. A vegyes jellemz&kkel rendelkezd heterogén mintakat vegyes vagy hatarozatlan
csoportba (14%) soroljak [24—28]. A CMS altipusainak jellemzéit a 2. Abra foglalja 6ssze.

A CRC-ban a daganatok kozott jelentGs heterogenitas figyelheté meg a specifikus mutdciok
tekintetében [29]. A CRC-ban leggyakrabban el6fordulé mutaciok az APC, CTNNB1, KRAS, BRAF,
SMAD4, TGFBR2, TP53, PIK3CA, ARID1A, SRY, SOX9, FAM123B és ERBB2, amelyek a tumorigenezist a
kulcsfontossagu jelatviteli Utvonalakon keresztiil, koztilk a Wnt-B-catenin, az epidermalis novekedési
faktor (EGF), a mitogén-aktivalt protein-kindz (MAPK), a foszfatidil-inozitol-3-kindz (PI3K) és a TGF-B
jelatviteli utvonalak mulkodésének megzavardsdval segitik el6. A CRC-t gyakran a Wnt jelatviteli

Utvonalat érint6 valtozdsok inditjdk el, majd a kialakulé daganatos sejtek mas jelatviteli Utvonalak,
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koztik a RAS-RAF-MAPK, a TGF-B és a PI3K-AKT utvonalak deregulacidja kovetkeztében fejlédnek
tovabb [30].

A génmutdcidkon kivil epigenetikai valtozasok is gyakran el6fordulnak a praecancerosus
laesiokban és a CRC-ban, és ugy tlinik, hogy a génmutdciokkal egyiitt a premalignus allapot tumoros
progresszidjahoz vezetnek [31-33]. A DNS-metilacié a CpG-gazdag régidkat (CpG-szigeteket) érinti,

« ez

hatdsokon és a kromatin szerkezetében bekovetkez6 valtozdsokon keresztil transzkripcids elnémulast
eredményezhetnek [34]. A DNS-metilacidban bekovetkezd, a tumor kialakuldsaval 6sszefliggd két
alapvet6 valtozast foglalnak magukban: a gén promoternél 1évé CpG-szigetek hipermetildcidjat, mely
a tumorszupresszor gének elnémitdsat eredményezheti és a repetitiv genetikai elemek

hipometilaciéjat, amely genomi instabilitdshoz vagy onkogén aktivacidhoz vezethet [7].
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2. Abra: CMS altipusok meghatarozasanak fébb lépései és jellemzGi vastagbéldaganatban (sajat forras)

3.2.1. Klinikailag jelent8s géneltérések

3.2.1.1. A RAS géncslad
A leggyakrabban kimutatott onkogén elvaltozdsok kozé tartoznak a RAS csaldd mutacidi. A kis GTP-
azok RAS csalddja négy egymassal nagymértékben rokon tagbdl all: KRAS 4A, KRAS 4B, HRAS és NRAS.
A fehérjék a sejt citoszoljaban termel6dnek és a plazmamembran belsején helyezkednek el [16]. A RAS
gének GTPaz-ok egy csoportjat kddoljak, melyek szabdlyozzak a cellularis jelatvitelt. Kapcsoldoként

mUikodnek az extracellularis névekedési jelek atvitelében a sejtmag felé. Az aktivalédd RAS mutacidk a
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RAS fehérje aktivitasat gatoljak, ezaltal a GTPaz aktivitas csokken, a fehérje ellenalléva valik a GTPaz
altali GTP hidrolizissel szemben, ami szerkezetileg aktiv GTP-kotott fehérjét és folyamatos névekedési
onkogén potencidljat beinditva a tumorképz&dés folyamatdat [8,23,35—39]. A RAS altal szabdlyozott
jelatviteli atvonalak olyan folyamatokat irdnyitanak, mint a sejtproliferacio, sejtdifferencidlddas,
sejtadhézid, apoptdzis. Ha ezekben mutacié kdvetkezik be, akkor a sejteknek fokozddik az invazids és

metasztatizalé képessége [8,34].

Normal sejt : Tumor sejt

Ligand

Receptor

Gly12, Gly13, GIn61

Aktiv | ( Bar
| LGDP& (GT@ DA
>

Inaktiv

3. Abra: RAS aktivacio és inaktivacié folyamata normal sejtben és az onkogenezisben (sajat forras)

A fenti dbran a mutans KRAS folyamatosan GTP-hez kotott aktiv dllapotban van (jobb oldal). A vad
tipusu KRAS ciklikusan véltozik az aktiv GTP-hez kotott és az inaktiv GDP-hez kotott allapot kozott (bal
oldal) és nem osztédo sejtekben nagyrészt inaktiv allapotban van jelen. Névekedési faktor stimulacid
hatasara a normal KRAS-t a RAS guanin nukleotid cserélé faktorok (RASGEF-ek) aktivaljak, amelyek
el6segitik a GTP kot6dését a KRAS-hoz. A KRAS-GTP ezutan a downstream effektorokhoz kapcsoladik.
Ez a jeldtviteli aktivitds a RAS GTPaz-aktivald fehérjék (RASGAP-ok) hatasara csokken, amelyek
el6segitik a megkotott GTP GDP-vé torténd hidrolizisét, igy az inaktiv KRAS-GDP képz6dését. A Gly12,
Gly13 vagy GIn61 mutacidja konstitutivan aktivalja a KRAS-t azaltal, hogy megakadalyozza a van der
Waals kolcsdnhatdsok kialakuldsat a RAS és a RASGAP-ok kozott, illetve megzavarja a GTP
hidroliziséhez sziikséges vizmolekula helyzetét. A GEF-ek és GAP-ok esetében a nyil vastagsaga jelzi a
jelatvitel szintjét (3. Abra) [40].

A RAS-csalad leggyakoribb mutacidi a KRAS és NRAS géneket érintik. Ezek olyan pontmutdcidk,
amelyekben egyetlen nukleotidot érint6 eltérések lathatdak, melyek gyakran szomatikus eredetliek
[8]. A KRAS a CRC leggyakrabban aktivalt onkogénje. A 12. kromoszdma rovid karjan, a 12.1. poziciéban

taldlhatd [22], mely 6 exonbdl all. A KRAS mutdacidk az esetek korilbelil 30-50%-aban fordulnak el6,
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kGléndsen a 2. exon 12. (70-80%) és a 13. kodonjdban (15-20%). Azonban el6fordulhatnak a 3.
exonban, az 59-61. kodonokban, valamint a 4. exonban, a 117. és 146. kodonokban is. A 2. exon 12.
kodonjaban leggyakrabban el6fordulé mutacidk: a Gly12Asp, a Glyl2Val és a Gly12Cys. A 3. exonban
az érintett kodon a GIn61, mig a 4. exonban az Alal46 [8,36,41,42]. Jelenleg a KRAS mutacidinak
vizsgdlata a metasztatikus CRC (mCRC) standard kezelésének része, lehetévé téve az epidermalis
novekedési faktor receptor (EGFR) elleni cetuximab és panitumumab antitestek alkalmazasat, mivel a
KRAS mutacid jelenléte eldre jelzi ezekkel a szerekkel szembeni rezisztenciat [36].

A masik érintett gén az NRAS. Nevét a neuroblasztéma sejtekrél kapta, melyekben eredetileg
kimutattak. Az 1-es kromoszéma révid karjan a 13.2. poziciéban taldlhatd. Az NRAS gének mutacioi
altaldban szomatikusak és nem o6roklédnek [22]. A CRC-k korilbelll 3%-ban mutdlédik. Az NRAS
aktivalé mutacidi kolcsénosen kizdrjak a BRAF és KRAS mutacidkat a CRC-ben és az anti-EGFR-

antitestek hatastalansagat is el6re jelzik [36].

3.2.1.2. ABRAF gén

A RAF-fehérjék a RAS utdni jeldtvitelben kozvetleniil elhelyezked6 szerin-treonin kindzok
csaladjaba tartoznak. A sejtek ndvekedéséhez és proliferacidjahoz vezeté RAF/MEK/MAPK
szignaltranszdukcios Utvonal aktivalasaért felel6sek [43]. A 7. kromoszodman (7q34) taldlhaté BRAF gén
a BRAF fehérjét kddolja, ezaltal részt vesz a MAP kindz/ERK jelatviteli Gtvonalban [44]. Mutans BRAF a
sporadikus CRC-k 5-15%-aban fordul elS, gyakrabban a jobb colonfélt érinti, kevésbé a bal colonfélt
(4%) és a végbelet (2%) [8,34]. A BRAF mutaciék mintegy 90%-a a 15. exonban a T1799>A transzverzio
szintjén fordul el6, ami glutaminsav-valin cserét eredményez (Val600Glu), mely a BRAF konstitutiv
aktivalasahoz vezet [8,36]. A Val600Glu a klinikai gyakorlatban leggyakrabban el6forduléd BRAF mutacio
[45]. Rezisztenciat okoz az EGFR terapidval szemben és altalaban rosszabb progndzissal jar [46]. A BRAF
és RAS mutaciok a CRC-ban szinte mindig kizarjak egymast. A BRAF mutdcid a klasszikus adenoma-
carcinoma utvonal helyett a serosus serrated utvonalon keresztlil torténd tumorfejlédésben
mutathatd ki [45,47-50]. Az agresszivitas szempontjabdl a BRAF mutans daganatok koérilbelll 60%-a
rosszul és csak 36%-uk jol vagy mérsékelten differencidlt. Hisztolégiailag a mucinosus altipusban
gyakrabban fordul el6 a BRAF mutacid [8]. A legtobb CRC-vel ellentétben a BRAF mutdcidval rendelkezé

daganatok gyakrabban adnak attétet a hashdartyaba és ritkabban a tiid6be és a majba [8].

3.2.1.3. Az EGFR gén
Az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) lokalizacidéja a 7p12. Membranhoz kotott
receptor-tirozin-kindz, mely a receptor extracellularis doménjén taldlhato és a monoklondlis antitestek
kulcsfontossagu célpontjava valt [8]. Aktivalja az intracellularis szignaltranszdukciot a RAS/RAF/MAPK,
STAT és PI3K/AKT Utvonalakon keresztiil, modulalva a sejtproliferaciot, az adhéziot, az angiogenezist

és a tulélést [51]. A CRC kialakuldsanak és progresszidjanak fontos dsszetevdje. A KRAS mutdcidkat az
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EGFR bioldgiai terdpidjaval szembeni rezisztencia prediktiv jellemz6jének tekintik, ezért
kulcsfontossagu a vizsgdlatuk az onkoldgiai terapia megvalasztasaban [8].

Az EGFR funkciot célzé és gatld monoklondlis antitesteket (MoAbs) altalanosan alkalmazzak a CRC-
k kezelésében. Az EGFR extracellularis doménjét célozza meg a cetuximab és a panitumumab. Ezek a
készitmények hatékonynak bizonyultak kemoterapiaval kombinalva vagy 6nallé szerként is alkalmazva
MCRC esetén [52]. Azonban az anti-EGFR a MoAb-kezeléssel szembeni rezisztencia gyakori [53]. A
rezisztencia részben az EGFR intracelluldris jelatvitel onkogén aktivaldsdnak tulajdonithatd, beleértve
a RAS/RAF/MAPK és PI3K/PTEN/AKT utvonalakat. A RAS/RAF/MAPK utvonalon a KRAS vagy BRAF
mutdacidk a mCRC 35-45%-ban, illetve 4-15%-ban vannak jelen. A PI3K/PTEN/AKT dtvonalon a PIK3CA
mutaciok és a PTEN expresszid elvesztése az CRC 10-18%-dban, illetve 19-42%-aban fordul el6. A
PIK3CA mutaciok a KRAS vagy BRAF mutaciokkal egytt el6fordulhatnak ugyanazon a daganaton belill,

mig a KRAS és BRAF mutacioi altaldban kizarjak egymast [39].

3.2.1.4. AHER2 gén

A HER2 onkogén az EGFR-hez, HER1-hez, HER3-hoz és HER4-hez hasonlé tirozin-kindz csaldd tagja.
A HER2 a 17-es kromoszoman (7q12) talalhaté. Egy 185 kD méretli transzmembran fehérjét kddol,
amely ligandum kotés révén aktivalédik [34,54]. Aktivdlasa elinditja a jelatviteli dtvonalakat, beleértve
a MAPK-t és a PI3K/AKT-t, amelyek nélkil6zhetetlenek a sejtek proliferacidéjahoz és
differencidléodasahoz [55]. A fehérje a normal sejteken is megtaldlhatd, viszont malignus
folyamatokban, beleértve a CRC-t is, tulzottan expresszalddik [56]. A HER2 amplifikacid gyakori
genetikai valtozas mCRC-ben. A mCRC betegek korilbelil 5%-anal fordul el6 HER2 génamplifikacid,
géneltérés vagy mindketté [34,55,57,58]. Seo és mtsai. korrelacidkat vizsgaltak a kilénb6z6
klinikopatoldgiai valtozok és a HER2 allapot kozott. Eredményeikben a HER2 tulzott expresszidja
fliggetlen volt a nemtdl és a mikroszatellita allapottdl, de korrelalt az agressziv tumoros viselkedés
jellemzdivel. Fokozott expresszidja kilondsen a végbélben volt megfigyelheté [59]. A neoplasztikus
sejtek a HER2 szignaltranszdukciét egy alternativ Utvonalként hasznaljak, mely immunitast biztosit
szamukra az anti-EGFR terapiakkal szemben. Ez a rezisztencia mechanizmus kiiléndsen a vad tipusu
RAS és BRAF tumorokban szerzett, amelyek egyébként érzékeny célpontjai lennének az anti-EGFR

terapidnak. A HER2 egyre inkdbb terdpids célpontként jelenik meg, a trastuzumab-lapatinib és a

trastuzumab-pertuzumab kombindcids terdpidkban [58].

3.2.1.5. ATP53 gén
A TP53-at a "genom kapuérének" is nevezik [34]. Lokalizacidja a 17p 13.1 pozicidéban taldlhaté.
Mutdcidja szdmos malignus megbetegedésben kulcsfontossdgu, koztilk a CRC-ben is [60]. Fehérje
terméke (tumor protein 53) felismeri a DNS sériilését, ledllitja a sejtciklust, hogy lehetévé tegye a DNS

javitasat. Helyrehozhatatlan karosodas esetén elindithatja a sejtek apoptdzisanak folyamatat [60-62].
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Az invaziv CRC-k koézel 50%-a hordoz TP53 génmutaciot, és gyakran fordul elé a végbélben vagy a
disztalis vastagbélben noévekvé tumorokban [61]. Szerepe a CRC patogenezisében dichotdomikus,
magaban foglalhatja a TP53 gén "funkcidvesztését", mely az egyik allél inaktivalé mutaciéjabol és a
masik allél kromoszéma-instabilitds kovetkeztében bekovetkezé elvesztésébdl, vagy a DNS-koté
doménben lév6 missense-tipusi mutacidk megszerzésébdl ered, melyek a TP53-at proto-onkogénné
alakitjak at [62]. Az elmélet szerint ez az esemény az adenoma - carcinoma transzformacids Utvonalban
kés6bb kovetkezik be, mivel viszonylag alacsony aranyban fordul el6 a preacancerosus |ézidkban és
nagyobb aranyban az invaziv esetekben [63]. Ez aldl kivétel a vastagbélgyulladdssal tarsuld carcinoma,

ahol a TP53 elvesztése a patogenezis korabbi |épése [64].

3.3. A RAS/MAPK utvonal

A RAS/MAPK utvonal egy Osszetett jelatviteli kaszkad, amely szamos egyéb szignaltranszdukcios
utvonallal és dllandé keresztkapcsolddasokkal rendelkezik. Szerepiik a sejtproliferacids, névekedési és
tulélési folyamatokat fenntartd kulcsmolekuldk szabalyozasdban van [42,65,66]. A MAPK jelatviteli
kaszkad egy vagy tobb novekedési faktor (GF) és a hozzajuk tartozd specifikus névekedési faktor-
receptorok (GFR) kolcsonhatasabdl all. A GF-ok kot6dnek és aktivaljak a receptor-tirozinkinaz (RTK)
csaladba tartozd transzmembran glikoproteineket, aktivaljdk a szigndltranszdukciés kaszkadot,
amelyet a citoszolikus intermediereken keresztil torténé jelatvitel, végil pedig az effektor gének
transzkripcid/transzlacié szabalyozasa kovet [67]. Ezeket els6sorban a novekedési faktor receptorok
képviselik, amelyek aktivalasukat kovetGen elGsegitik a downstream szignaltranszdukciot. llyen példaul
az epitelidlis novekedési faktor (EGF), mely a nagy affinitdsi membranreceptorat az epidermalis
novekedési faktor receptort (EGFR) célozza meg [65]. A MAPK-Utvonal foszforilacios kaszkadjat
aktivalo citoszolikus intermedierek elsé sorat a RAS GTPaz-ok szupercsalddja képviseli, amely tobb mint
150 kis G-fehérjét foglal magaban, mint példaul a HRAS, KRAS, NRAS [16,68]. A RAS a kis G-fehérje
csalad tagja, amely a GTP-hez kotott aktiv és a GDP-hez kotott inaktiv dllapotok kézott ingadozik. A RAS
a MAPK-utvonal kulcsfontossagu szabalyozdja [22]. Az EGFR aktivalodasat kdvetéen a RAS GTPaz az
EGFR-hez kapcsolédd nukleotidcsere-faktor Son of Sevenless 1 (SOS1) segitségével aktivalodik. A SOS1
hatdrozza meg a GTP gyors atalakulasat GDP-vé, ami a RAS-GTP, a RAS aktiv formajanak képzédését
korlatozza [69].

A RAF a RAS downstream effektorja, ezért fligg az aktivalt RAS-sal vald kolcsonhatastél. A RAF-
csaldd szdmos valtozatot tartalmaz (pl. ARAF, BRAF, CRAF) [65], melyek szerin/treonin kindzokbdl
allnak. A MEK (MAP kinaz-ERK kinaz) és az ERK1/2 (extracellularis jelszabalyozott kindzok) aktivalasaval
felelGsek az Utvonal progresszidjaért. Az aktivacids kaszkad a kovetkezd sorrendben zajlik: MAPKKK
(mitogén-aktivalt protein kindz kindazok, amelyet a RAF és valtozatai képviselnek), majd a MAPKK

(MEK1/2/3/4/5/6/7), végul a MAPK. Harom f6 klasszikus MAPK létezik kiilonb6z6 izoformakkal ERK-k
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(ERK1 és ERK2 izoformakkal), JNK-k (c-Jun N-terminalis kinazok, JNK1, JNK2 és JNK3 izoformakkal) és
p38 MAPK-k (p38a, p38B, p38y és p386 izoformakkal) [65,66,70]. Mind a MEK, mind az ERK1/2 szdmos
amelyek mindegyike a MEK, illetve az ERK1/2 foszforildlt célpontjaitdl fliigg. A sejtmagban az ERK1/2
képes aktivalni olyan transzkripcios faktorokat, mint a CREB (cAMP valaszelem-kot6 fehérje), valamint
a c-MYC (transzkripcids szabalyozd Myc-like) és az NF-kB (nukleéris faktor kappa B) (4. Abra). Ez teszi

az ERK1/2-t fontos daganatellenes terapias célpontta [65,66,70].

Névekedési faktorok, Stressz, Gyulladasos citokinek, G-fehérje kapcsolt
mitogének, antigének lipopoliszacharid FASL, UV stb. receptor aktivalds
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4. Abra: A vastagbéldaganatban szerepet jatszo MAPK Gtvonalak (sajat forras)

3.4. A génmutdciok klinikai jelentdsége

3.4.1. A mutaciok szerepe a tumor diagnosztikaban

A legtobb daganatos megbetegedést tObbszorés szomatikus mutaciok jellemzik. Ezeket a
mutaciokat a tumor kialakulasara gyakorolt hatasuk alapjan driver vagy passenger mutdacidknak
nevezzik [71]. A legtobb tumor szekvenalasi vizsgalatban a driver mutdacidkat helyezik el6térbe, az
altaluk biztositott novekedési el6ny miatt, ami pozitiv szelekciot okoz a tumor fejlédése soran [71,72].
A passenger mutdacidk eddig nem keriltek elGtérbe, alapvetGen azért, mert nem biztositanak szelektiv
el6nyt. A passenger mutdcidk azonban informativak lehetnek, mivel kiilondsen a passenger és driver
mutaciok szdma lehetévé teszi, hogy informacidt nyerjink mind a sejtvonalban bekdvetkezett
mitotikus sejtosztddasok szamardl, mind az egyes sejtosztddasokndl bekovetkezett mutdcids ratardl

[72]. A passenger mutaciok felel6sek egy Uj, izgalmas kutatdsi terillet kialakuldasaért. Abbdl a
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feltételezésbdl kiindulva, hogy ezen passenger mutacidk mintazata idében valtozatlan, ezek a mutaciok
reprezentativ képet adhatnak a tumor fejlédése soran az aktiv mutaciés mechanizmusokrél [73]. igy a
driver- és passenger mutdcidés mintdzat tiikrozi azokat a DNS karosodasi és javitasi folyamatokat,
amelyeken a daganatos sejtek idével keresztilmennek [71].

Ilyen kulcsfontossagu driver mutacid a KRAS mutacio. Klinikai biomarkerként és potencidlis
terdpias célpontként vald azonositasa vonzotta a tudomanyos célkozosséget egy hatékony és pontos
daganatellenes gyodgyszer kifejlesztésére. [22,43,74]. A RAS mutacidok azonositdsanak klinikai
jelent@sége, diagnosztikai és terdpids vonatkozasai vannak, mivel a CRC-ben az NRAS/KRAS mutacio
jelenléte Osszefligg és elGrejelzi az anti-EGFR terdpidra adott valasz hianyat [75].

A KRAS a sporadikus mCRC-s betegek akar 50%-aban aktivalddik és az aktivaléodasok 95%-a a 2.
exon 12/13-as kodonjaban torténik [76]. Fontos, hogy a KRAS 2—4. exon mutacidi (amelyek a 12., 13,
161., 117. és 146. kodonokat érintik) nem reagdlnak a cetuximab és a panitumumab terapiakra [77].
Egyes tanulmanyokban a KRAS mutdcidk bevacizumabbal szembeni rezisztenciat is eredményezhetnek
[78,79]. Az onkogének kiterjesztett RAS csalddjaba az NRAS is részt vesz melynek a 2—4. exon mutacidi
a CRC-k 3-5%-aban fordulnak el6, és hasonléan alacsonyabb valaszt eredményeznek az anti-EGFR
terdpiara [52,80].

A BRAF a Val600Glu variansa a vastagbél adenocarcinomdk kozel 10%-aban fordul el, mely
kolcsondsen kizdrja a RAS mutdcid jelenlétét. Erés negativ prognosztikai marker, mely mind a
citotoxikus, mind az anti-EGFR terdpidval szemben rezisztenciat mutat [81,82].

Bar szdmos mas biomarkert tanulmanyoznak, mint példaul PIK3CA, PTEN, TP53, APC, SMAD4,
amelyek potencidlisan el6re jelezhetik a terdpidra adott valaszt mCRC-ben, jelenleg csak a RAS
mutaciok és a tumor elhelyezkedése (bal vs. jobb) olyan tényez6k, amelyeket figyelembe kell venni a

betegek anti-EGFR terapiara torténd kivalasztasakor [83].
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3.4.2. Molekularis osztalyozas
Az CRC-k harom kiilonb6z6 mechanizmus, nevezetesen a kromoszédma-instabilitas (CIN), a CpG-

sziget-metildtor fenotipus (CIMP) és a mikroszatellita-instabilitds (MSI) egyikébdl vagy kombinacidjabdl

eredhetnek.
| Klaszikus Gtvonal I | Csiravonal-mutécids ttvonal | | Fogazott Gtvonal I
| Hagyomanyos fogazott | | Sessilis fogazott |
Adenoma Carcinoma Lynch szindréma
(APC, KRAS, TP53) (MLH1, MSH2, MSH6, 4

Kromoszéma instabilitas PMS1/PMS2) KRAS/BRAF MGMT, p16 MLH1 MLH1

mutdcio hipermetilacio hipermetildcié hipermetildcio
BRAF mutans BRAF mutans BRAF-WT
KRAS-WT KRAS-WT KRAS mutans
v
v 1 v
Vastagbéltumor Vastagbéltumor Vastagbéltumor Vastagbéltumor Vastagbéltumor
CIMP- CIN+ CIMP- MSI-H MSS CIMP-/+ MSS CIMP+ MSS CIMP+
60-65% 0-5% 1-10% 6-8% 9-12% 1-2%

5. Abra. A molekuldris osztalyozasban szerepet jatszé Utvonalak genetikai és epigenetikai vonatkozasai (sajat forrds)

3.4.2.1. Kromoszdma-instabilitasi dtvonal (CIN)

A genomidlis instabilitds leggyakoribb formdja a CIN. Aneuploidia vagy poliploidia jelenlétérdl
ismerhet6 fel. A kromoszémak szamszer( valtozasainak vagy a kromoszédmdk t6bbszoros szerkezeti
aberracidinak jelenléteként definidlhatd. A vastagbéldaganatokban el6fordulé mutdcidk a genomi
instabilitas két modjara vezethet6k vissza: a CIN-re és a MSl-re [3]. A CIN a CRC-s esetek mintegy 70-
85%-aban figyelheté meg [84—86]. A klasszikus adenoma — carcinoma modell szerint az APC mutdcidja
CIN-on keresztiil inditja el a tumoros atalakulast, mely kiilonb6z6 szambeli kromoszéma-aberracidkat,
leggyakrabban a 18-as kromoszdmat, szubkromoszédmalis aberrdcidkat és heterozigozitds vesztést
A CIN-ben érintett kulcsfontossagu gének kozé tartozik az APC, TP53, KRAS, PI3KCA stb.[34,87]. Annak
ellenére, hogy a CIN-ért felel6s mechanizmusok meghatarozasa még nem vildgos, van némi bizonyiték
arra, hogy a CIN a mogottes oktdl fluggetleniil a klonalis diverzitas ndvelésével elGsegiti a tumoros
folyamat progresszidjat. Ez a megfigyelés relevdns a CRC kialakuldsa szempontjabdl, mivel bar ritkan,
de kromoszoma rendellenességeket észleltek vastagbél adendmakban, ami arra utal, hogy a CIN az
adenoma — carcinoma szekvencia korai szakaszaban keletkezhet [85]. A CIN-bél kiinduld CRC-k

rosszabb kimenetel(iek, mint a mikroszatellita instabilitassal rendelkez6 daganatok [85].

3.4.2.2. CIMP Island Methylator fenotipus (CIMP) Utvonal
A CIMP egy olyan epigenetikai esemény, mely a megfigyelések szerint megel6zi a tumor
kialakulasat. A folyamat a metilacidés szintek novekedésével jar a promdter régidban, ami a
tumorszuppresszor gének elnémitasahoz vezethet. Ezzel szemben a globalis hipometilaciét genomi

instabilitassal és kromoszéma aberacidokkal hoztdk 6sszefliggésbe. CRC-ban az epigenetikai instabilitas
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a CpG-szigetek hipermetilacidjaként jelentkezik, gyakran globdlis DNS hipometilacidval egyitt. CIMP-
pozitiv CRC-ban a tumorszupresszor gének promoéter régidi gyakran hipermetilaltak, ami a gének
funkcidvesztését eredményezi [88]. Tovabba CIMP-et hordozé CRC-k sajatos klinikai, patoldgiai és
molekularis profillal rendelkeznek. Osszefiiggést mutatnak a proximalis tumor elhelyezkedésével, a n&i
nemmel, a rossz differencialédassal, az MSl-vel, valamint a fokozott BRAF- és alacsony TP53-mutacids
statusszal [89]. A CIMP-t ma mar a sporadikus CRC egy kilonallé molekularis altipusanak tekintik,
amely a CRC tumorigenezisében a serrated neoplasia Utvonal kezdeti eseménye. A CIMP-et a DNS-
metiltranszferdzok (DNMT-k) kodzvetitik, amelyek elSsegitik a tumorszuppresszor gének prométerhez
kapcsolédd CpG-gazdag régidinak hipermetilaciéjat, melyeket a transzkripcié inaktival, ami a CRC
kialakulasahoz és progressziéjahoz vezet [90]. A DNS-metilacids profilok elemzése kimutatta, hogy a

CRC-k nagyjabol 20%-a CIMP kategdriaba tartozik [24].

3.4.2.3. Mikroszatellita instabilitasi Utvonal

A mikroszatellitak rovid tandem ismétl6dé DNS-szekvencidk, amelyek az emberi genomban mind a
kédold, mind a nem kddold régidkban jelen vannak. Ismétl6dé szerkezetliik miatt a mikroszatellitak
kiilonosen hajlamosak a replikaciés hibakra, amelyeket altaldban MMR rendszer javit [91]. Az MMR
egy nagyon konzervalt, szdmos fehérjét magdban foglald sejtfolyamat, amely a DNS-replikacid, a
genetikai rekombinacio, a kémiai vagy fizikai kdrosodas soran keletkezett hibas bazisok azonositasat
és kés6bbi javitasat eredményezi. Az MMR-rendszerbe tartozé fehérjék kozé tartoznak az MLH1,
PMS2, MSH2, MSH6, MLH3, MSH3, PMS1 és Exol [92]. Ezek a fehérjék heterodimért alkotnak, amelyek
a DNS-karosodast javitjdk. A normalis DNS-replikacid soran, amikor az MMR jol m(ikodik, a kis DNS-
hibdkat kezdetben az MSH2/MSH6 és MSH2/MSH3 heterodimerek észlelik és kotik meg [33]. Az
MLH1/PMS2 heterodimerek ezt kovetSen jelentkeznek a kivagashoz és az Uj, javitott szal
Ujraszintéziséhez. A hidnyos MMR azonban egy erés mutator fenotipust eredményez, melyet MSI-nak
neveziink. Az MSI-t a CRC egyik f6 carcinogenetikai Utvonalaként ismerik, mely a LS molekularis
jellemzéje. Altaldban az MMR-gének valamelyikének csiravonal-mutaciéjahoz kapcsolédik [20, 47]. Az
MLH1, MSH2, MSH6 és PMS2 MMR-fehérjék IHC-vizsgalataval jelezni lehet a mikédé MMR-rendszert,
megallapitva az MSI jelenlétét vagy hianyat. Figyelembe kell venni, hogy a PMS2 és az MSH6 MMR-
fehérjék egyuttmiikdodnek az MLH1-el, illetve az MSH2-vel és expresszidjuk szorosan Osszefligg. Ezért
az MSH2 expresszidjanak elvesztése gyakran tarsul az MSH6 expresszidjanak elvesztésével. Ez a
mintdzat erésen utal az MSH2 csiravonal-mutacidjara [93]. Hasonloképpen, az MLH1 expresszidjanak
elvesztése gyakran tarsul a PMS2 expresszidjanak elvesztésével és ez a mintdzat vagy az MLH1
csiravonal-mutdciéjabdl vagy az MLH1 gén promodterének szerzett szomatikus hipermetilaciojabol
eredhet. Az MSH6 és a PMS2 csiravonal-mutdcidi altalaban az MSHS, illetve a PMS2 fehérje izolalt

expresszié vesztésével jarnak egylitt [85].
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6. Abra: A vastagbéltumorokban elSfordulé mikroszatellita és kromoszéma insatbilitas (sajat forras)

Mig a legtobb CRC kromoszédma instabilitast mutat, a CRC-k koriilbelil 15%-a hibas MMR
eredményeként alakul ki (6. Abra). A National Cancer Institute az MSI vizsgalatara egy diagnosztikai
panelt ajanlott, amelyben két mononukleotid marker: a BAT25 és BAT26, valamint harom dinukleotid
marker: a D25123, D55346 és D175250 szerepel [85,94]. Ezzel a panellel az MSI-H akkor definidlhatd,
ha a tumorsejtekben 1év6é 6t marker kozil legaldbb kett6é a normdlis sejtekhez képest instabilitast
mutat. Ekdzben, ha csak egy marker esetén lathatd instabilitdas a tumorsejtekben, a molekularis
fenotipust MSl-alacsony (MSI-L) kategoridba soroljak. Mikroszatellita stabil (MSS) statuszba sorolhato,
ha a tumorsejtek DNS-ben nincs instabil marker [94]. ,,Mikroszatellita magas” (MSI-H) ha markerek
>30%-anak instabilitdsa lathatd. A ,mikroszatellita alacsony” (MSI-L) ha a markerek 10-29%-aban
mutatkozik instabilitas és ,,mikroszatellita stabil” (MSS), ha az instabil markerek hidnyoznak [33,85]. Az
MMR-fehérjék vizsgalatanak elengedhetetlen feltétele a formalinban fixalt paraffinba agyazott (FFPE)
CRC-k szbvettani mintajanak IHC elemzése az MLH1, MSH2, MSH6 és PMS2 tekintetében [93].

3.5. Riziké faktorok, klinikai megjelenés, diagndzis, stadium, prevencio

3.5.1. Riziko faktorok

A CRC jelentSs népegészségligyi problémat jelentenek. A férfiakndl a harmadik leggyakoribb, a
néknél pedig a masodik leggyakoribb malignus megbetegedés. 2020-ban Magyarorszagon volt a
legmagasabb a CRC-s esetek Osszesitett aranya vilagviszonylatban. Az 0Osszesitett legmagasabb
haldlozasi arany Szlovakidban volt [3,95]. Evente kozel 1 millié halalesetet okoz, a sz(irési technikdk
ellenére, amelyek csokkentették a betegséghdl eredd haldlesetek szamat. Az International Agency for
Research on Cancer (IARC) becslése szerint a CRC globalis terhe 2020 és 2040 kozott 56%-kal fog
novekedni és évente tobb mint 3 millid Uj esetre fog néni [2]. A betegség okozta haldlesetek szamanak

becsiilt novekedése még ennél is nagyobb 69%-os lesz és 2040-re vilagszerte mintegy 1,6 millié
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haladlesetet fog jelenteni. A nGvekedés nagy része varhatdan a fejlettebb orszagokban fog bekdvetkezni
[96]. Az esetek folyamatos novekedése és a CRC kialakuldsa 6sszefliigg a nem befolydsolhaté és a
befolyasolhatd kockazati tényezbkkel. Nem befolyasolhatd tényezék a személyes koértérténet (nem,
életkor, adenomatosus polipok, gyulladasos bélbetegség (IBD) anamnézise) és a csaladi anamnézis
nem befolydsolhatd az egyének &ltal (7. Abra). Befolyasolhatd tényezk az egyéni szokasokkal vagy

életmoddal kapcsolatosak, melyek megvaltoztatdsaval a CRC kockazata jelentésen csokkenthetd [3].
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7. Abra: A vastagbéltumor kialakuldsaban szerepet jatsz6 rizikd faktorok (sajat forrds)

3.5.2. Klinikai megjelenés és prevencio

A CRC korai stddiumban nem feltétleniil jar tiinetekkel. A tiineteket okozd problémak altaldban a
folyamat el6rehaladdsa utdn kezd6dnek. A leggyakoribb tiinetek a hasi fajdalom, a székelési szokdsok
megvaltozasa, a végbélvérzés vagy vérszegénység, de ezek a tiinetek mas gyomor-bélrendszeri
betegségek esetén is gyakran el6fordulnak, ezért a differencidldiagnosztika kiemelkedéen fontos.

A bélmozgasok megvaltozasa a bal colonfélt érinti gyakrabban, melyet a bél lumenének fokozatosan
kialakuld szlikilete okoz, ami hasmenéssel, a széklet formdjanak megvaltozdsaval és végil
bélelzarddassal tarsul. A vashidnyos anaemiaban szenvedd betegek koriilbellil 10%-anal fordul el6 CRC,
leggyakrabban a jobb colonfélbe, ezért a férfiak és a menopauzaban lévé nék vashidanya siirgés
kivizsgalast tesz sziikségessé [97].

Megkiilonboztetiink specifikus és nem specifikus tiineteket [98]. A specifikus tlinetek csoportjaba
tartozik a hasi fajdalom, a széklet texturajanak megvaltozdsa (ceruzaszéklet), a székelés
gyakorisdganak megvaltozasa, a vér megjelenése a székleteben vagy végbélvérzés, tenesmus,
anaemia. A nem specifiukus tlinetek kozé tartozik a hasmenés, székrekedés, puffadas, faradtsag,

étvagytalansag és az ok nélkiili fogyas [97,99].
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A rendszeres CRC szlirés kulcsfontossagu, kialonésen akkor, ha az eléfordulds esélye nagyobb a
csaladi kortorténet miatt. A szlrdvizsgalatok a tumor korai felismerésének egyetlen mddja. Az
altaldnos lakossag korében a polipectomidval végzett vastagbéltiikrozés a CRC kockazatanak
csokkenésével és korai felismerése révén a tulélés javulasdval jar. Az altalanos lakossag korében
végzett National Polyp Study (USA) Ujraelemzése sordn a vastagbéltiikrozéssel végzett szlir6vizsgalatok
melyek polipectomidval tarsultak a 15 éves kdvetés soran 53%-kal csokkentette a CRC haldlozdsanak
kockazatat, valamint a CRC el6fordulasa legalabb 66%-kal csékkent [100].

Szamos hatékony sz(rési mechanizmust fejlesztettek ki a CRC kimutatdsara. Ezek kozé tartoznak a
székletvérvizsgalat, a kettds kontrasztu bariumos bedntés, a virtudlis és optikai vastagbéltiikrozés, a
széklet DNS-vizsgdlat. Ha a sz(rdvizsgalat pozitivnak bizonyul, a kezelés és a progndzis meghatdrozasa
érdekében staddiumbeosztast kell végezni, mivel a korai stadiumban Iév6 CRC felismerése lehet6séget
nyujt a betegség okozta haldlozds csokkentésére. Tovdbba a korai CRC felismerése lehet6vé teheti a

kevésbé invaziv kezelési mddszerek alkalmazdasat is [101].

3.5.3. Szovettani diagndzis és patoldgiai stadium klinikai jelent&sége

A CRC-b6l szarmazd szovettani minta vizsgalata a CRC-k diagndzisdnak arany standardja és a kezelés
megkezdésének alapfeltétele. A stadiumbeosztas (tumor-nyirokcsomd-metasztazis: TNM)a szovettani
minta feldolgozasa alapjan torténik, melyben a T1-T4 a daganat bélfalba valo terjedésének mélységét,
az NO-N2 a regionalis nyirokcsomoék érintettségét, az M0-M1 pedig a tavoli attétek hianyat vagy
jelenlétét jeldlik. A stadiumbeosztas (I-1V) azon alapul, hogy a daganat milyen mélységig terjed. A korai
stadiumok a kisebb, felszini hamot érint6 daganatok, a kés6bbi stadiumok a nagyobb, a bélfal rétegeit
mélyebben érintd, a regiondlis nyirokcsomadkra és a test tavoli teriileteire (pl. maj, tidé, csont és agy)
terjed6 daganatokat jelolik [102]. A megfelelS kezelés kivalasztasa a stadium meghatarozasatdl fligg,
ennek értelmében korai stadiumban elsédlegesen a md(tétet részesitik elé6nyben, mig a késébbi

stadiumok esetén mitét el6tti és utani kezeléseket alkalmaznak.

3.6. Molekularis vizsgalatok és klinikai dontéstamogatas

3.6.1. Progndzis
A daganatok kiilonb6z46 tulajdonsagokkal rendelkeznek, és az onkoldgiai terapiakkal szemben eltéré
érzékenységl malignus sejtek mozaikjaibdl épllnek fel. Mivel a tumor egy heterogén, dinamikusan
valtozé célpont, az egyes betegségcsoportokat, elvaltozasokat és sejtpopuldcidkat kilénb6zé
id6pontokban kiilonb6z6 maddon kell figyelemmel kisérni. A tumorheterogenitas jelentGs kihivas elé
allitja az orvosokat, annak érdekében, hogy a betegek megfelel kezelésben részesiiljenek a megfeleld

id6ben. Ez nagy kihivast jelent a precizids orvoslas céljainak megvaldsitasaban is [103].
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Atlibiopszidbdl nyert mutdcids profil nem ad egy teljes képet a tumorban el6forduld 6sszes mutacid
jelenlétérdl, kovetkezésképpen befolyasolja a kezelés pontossagat. igy a térbeli heterogenitas a
kezeléssel szembeni rezisztencia alapja, kilondsen akkor, ha szelektiv nyomast fejt ki példaul a késéi
stadiumu malignus megbetegedésekben alkalmazott gydgyszerekre. Ez nem csak a kemoterdpia széles
kord mutagén hatdsanak kdszonhetd, hanem a kemoterapia altal kivaltott kompetitiv hatasnak is, mely
lehet6vé teszi a kezelésre rezisztens szubkldnok és a daganat Ujbdli kialakuldsat [104,105].

A genomi instabilitds megléte valdszinlleg a genetikai heterogenitds jelentds oka is lehet. Valéjdban
ennek pontos hatasat aldbecsiilhetjiik, mivel nem lehet minden egyes daganatsejt mutacids
kornyezetét meghatdrozni. Mindazonaltal figyelembe kell venni, hogy a kilénb6z6 instabilitasi
mechanizmusok kiilonbozé végkimenetelhez kapcsolddnak. Pontosabban, a mikroszatellita
instabilitassal jar6 CRC-k jobb klinikai prognodzissal tarsulnak. Erre a tényre nincs hatarozott
magyarazat. A mikroszatellita instabilitas olyan neoantigének kialakulasahoz vezethet, amelyek immun
infiltratumok kialakuldsat idézik el6 [106].

Tovabba a CRC nem egyfajta betegség, hanem inkdbb két kiilonb6z6 betegségként viselkedik
ugyanabban a szervben. A CRC viselkedését nagymértékben befolyasolja az anatdmiai elhelyezkedése
tehat beszélhetiink jobb és bal colonfelet érinté CRC-rél, ami viszont befolydsolja a tumor molekularis
és immunoldgiai jellemzGit. A jellegzetességek megismerése nagyon fontos e két kilonboz4 entitas
szempontjabdl, mely a hatékony terdpidk kivalasztasahoz és kifejlesztéséhez elengedhetetlen. A jobb
és bal colonfélt érint6 CRC-k eltérd szbvettani és molekularis jellemz6kkel birnak [107-110]. A jobb
colonfélben kialakulé CRC-k altaldban mikroszatellita instabilak, mig a bal colonfélbe jelentkezé CRC-
ra kromoszéma instabilitds jellemz& [110-112]. Makroszképosan a jobb colonfelet érint6é tumorok
lapos, a bélfalat megvastagitd, mig a bal colonfélben a nyalkahartydbol kiemelkedé, lumenbe boltosuld
megjelenés figyelhetd meg [107-111]. igy a jobb colonfelet érinté CRC-t elérehaladottabb stadiumban
észlelik, mint a bal colonfelet érinté tumorokat. Bar a sebészi rezekcié az elsGdleges lehetlség, és az
adjuvans terapiak hatékonynak tlinnek, a gydgyulas és a tulélés szempontjabdl még minidg szikség
van sokkal hatékonyabb terapiakra a IV stadium szempontjabdl. Szamos Il. fazisu vizsgalat szerint a
KRAS vad tipusu bal colonfelet érint6 CRC-k szdmara el6nydsek a célzott terdpidk, beleértve az anti-
EGFR vagy anti-VEGFR terapiakat, mig az MSI-high fenotipusu jobb colonfelet érinté CRC-k jobban
profitdlnak az immunterapiakbdl [110]. A jobb és bal colonfélt érinté tumorok jellemzgit az 8. Abra

foglalja dssze.
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8. Abra: A jobb és bal colonfélt érint6 tumorok jellegzetességei (sajat forras)

3.6.2. Kezelési stratégiak
A standard terapiakat, beleértve a sugarterapiat, a kemoterapiat, a célzott terdpiat, a mtétet
gyakran alkalmazzdk a CRC-k kezelésében. A tumorsejtek azonban a kezelési szelektivitds nyomasa
alatt fejlédhetnek. Ezért a daganatos sejtek ellenallé képességét potencidlisan befolyasold genetikai
valtozasok tisztazasa kulcsfontossagu az onkoterapids ismeretek fejlesztéséhez [17].
A CRC neoadjuvans kezelése egy olyan terdpids stratégia, melyet a m(tét elStt alkalmaznak a
daganat méretének csdkkentése és a tovabbterjedés megakaddlyozdsa céljabdl, annak érdekében,

hogy a m(itét konnyebben és hatékonyabban elvégezhetd legyen. A neoadjuvans kezelés lehetdségeit

az orvosok a beteg egyedi allapotanak és a daganat jellemzGinek fliggvényében hatdrozzdk meg.
Gyakran a sugarterdpiat kemoterdpiaval kombinaljak (kemoradioterapia) a hatékonysag novelése
céljabol.

A 5-fluorouracil (5-FU) és a capecitabine gyakran hasznalt kemoterdpids szerek. Az 5-FU egy
klasszikus kemoterapias szer, amelyet gyakran kombinalnak mas gyégyszerekkel, példaul oxaliplatinnal
vagy irinotecannal. Az 5-FU és oxaliplatin kombinaciéja FOLFOX, az 5-FU és irinotecan kombinacidja
pedig FOLFIRI kezelésként ismert. A Capecitabine ordlisan szedhet6 kemoterapias gydgyszer, amely a
szervezetben 5-FU-va alakul at. Egyediil vagy mds gyogyszerekkel kombinalva is alkalmazhato [25,113].

A cetuximab és panitumumab antitestek az EGFR-hez kétédnek és gatoljak a tumor novekedését.

Szamos tanulmany megerGsitette, hogy a KRAS mutdcidk jelenléte a 2. exonban az anti-EGFR
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terapidkkal szembeni rezisztencia prediktiv biomarkere. Jelenleg standard eljaras a tumormintak
vizsgdlata KRAS exon 2 mutacidkra, mivel bizonyitottan koltséghatékony eszk6z az anti-EGFR
terdpiakkal szembeni rezisztencia el6rejelzésére. A KRAS exon 2 vad tipusu betegek, 65%-a rezisztens
az EGFR monoklondlis antitestekkel szemben, ami sziikségessé teszi a rezisztencidért felel6s egyéb
biomarkerek tovabbi keresését [83]. A bevacizumab egy humanizdlt anti-VEGF-A monoklonalis
antitest, melyet gyakran kombinalnak kemoterapidval KRAS mutdns mCRC kezelésében [113]. A CRC
terdpia valtozd, és a betegség stadiumatodl fiigg, melyet az 1. Tablazat foglal 6ssze. A m(itét a kevésbé
el6érehaladott CRC kezelésének részét képezi, és ezt kovetheti adjuvans, vagy el6zheti meg

neoadjuvans kemoterdpia.

1. Tablazat: A vastagbéldaganat stadium szerinti kezelésének 6sszefoglaldsa

Klinikai stadium

Patolégiai stadium (TNM)

Stadium
Lokalis kezelések: csak mitéti rezekcid

"in situ" carcinoma - a tumor a felszines
nyalkahartyat érinti

Stadium
Lokdlis kezelések:
a malignus tumor sebészi eltdvolitasa/parcialis
colectomia és lokalis nyirokcsomé eltavolitas

A daganat a vastagbél nyalkahartyajat attori
(T1) és behatol az izomrétegbe (T2)

nem terjed at a kozeli nyirokcsomdkba (NO)
vagy tavoli szervekbe (MO0)

Stadium

Lokalis, szisztémas és kombinalt kezelések
mtét, majd adjuvdns kemoterdpia, beleértve a
FOLFOX (5-FU, leukovorin (LV) és oxaliplatin) vagy
CapeOx (capecitabin és oxaliplatin) kezelés
egyes el6rehaladott vastagbélrakok esetében
neoadjuvans kemoterapia és sugarkezelés, aztan
mtét

A tumor a vastagbélbgl/végbélbdl atterjed a
regionalis nyirokcsomdkba (N1a-N2b)

a vastagbél/végbél koérili zsirszévetben apré
tumor depositumok vannak

nem ad attétet tavoli szervekbe (MO).

Stadium
Lokalis, szisztémas és kombinalt kezelések:
FOLFOIRI; FOLFIRI (5-FU, LV és irinotecan);
FOLFOX; CAPIRI (capecitabin és irinotecan);
CAPOX; 5-FU LV-vel; irinotecan; capecitabin és
trifluridin plusz tipiracil (Lonsurf);
immunterapia (Pembrolizumab (Keytruda) vagy
Nivolumab (Opdivo);
célzott terapiak;
palliativ m(tét/stentelés;
radidfrekvencias ablacio;
radioembolizacid.

a tumor attétet ad a tavoli nyirokcsomdkba és
a nyirok- és érrendszereken keresztil a test
tavoli szerveibe (M1la-M1c)

a vastagbélrak leggyakrabban a majba és a
tlid6be ad attétet

A metasztatikus CRC-ben (mCRC) szenved6 betegeknél a terapids lehetGségek korlatozottabbak,
és lényegében szisztémas terdpidkat foglalnak magukban. A betegség ezen szakaszaban elérhetd
kezelések ma mar biolégiai szerekkel végzett terdpiat is tartalmaznak. Ezek kozé tartoznak az
epidermalis névekedési faktor receptor (EGFR) elleni monoklonalis antitestek, példaul a cetuximab és
a panitumumab, valamint az antiangiogén szerek, példaul a bevacizumab és a ramucirumab, valamint

a tirozin-kinaz inhibitorok (TKI) melyeket a 9. dbra foglal 6ssze.
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9. Abra: Relevans terapias célpontok mCRC-ben. A f6 onkogén tényezdk, jelatviteli Gtvonalak és ezek hozzavetleges prevalenciaja mCRC-
ben szenvedd betegeknél. Az ARS3248 klinikai vizsgalat alatt van, nem engedélyezett. WT-vad tipus (sajat forras).

3.6.3. Kezelési valasz meghatdrozasa, monitorozasa

3.6.3.1. Szbvet, rebiopszia

A szbveti biopszia és rezekdtum a legszélesebb kérben hasznalt médszer a tumordiagnosztikdban
és a biomarkerek kimutatasaban. Emellett a tumor regresszidés gradus (TRG) meghatarozasaban is
fontos szerepet toltenek be. A tumor regresszids osztalyozasi rendszerek célja a citotoxikus kezelést
kovetd regressziv valtozasok meghatdrozdsa, melyek potencialis prognosztikai informaciokat
szolgdltatnak [114]. A regresszids osztalyozasi rendszerek tobbnyire egyetlen, jél reprodukalhatd
paraméterre hivatkoznak, mint példdul a terapia altal kivaltott fibrdézis mennyisége a rezidualis
tumorhoz viszonyitva, vagy a rezidudlis tumor becslilt szdzalékos aranya a kordbbi tumorhelyhez
viszonyita. llyen osztdlyozasi rendszer a Mandard-féle beosztas mely 6t fokozatu skalan értékeli a
kezelésre adott valasz hatékonysagat, melyek a kovetkez6k: TRG1 — a rezidudlis tumorsejtek teljes
hidnya jellemzi (teljes regresszid), TRG2 — a kezelés kovetkeztében a fibrdtikus szovetben elszérva
daganatsejtek lathatdak, TRG3 — a rezidudlis daganatsejtek szdma nagyobb, de még mindig a fibrdzis
dominal, TRG4 — a rezidualis daganatsejtek tulnovik a fibrézist, TRG5 — nincs fibrdzis, kiterjedt
rezudualis tumorsejtek dominalnak (regresszio teljes hianya) [115].

A szOvettani mintavételnek azonban szamos korlatja van, mint példaul: invaziv mdodszer; nem

mindig kivitelezhets vagy megismételhetd; egyetlen térbeli és id6beli pontra korlatozédd informaciot
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longitudinalis nyomon kdvetését.

A kulonboz6 tumorrégidok vegyes klén populdcioval rendelkezhetnek, mely gyégyszerszelektiv
nyomas hatdsdra heterogén metasztazisokhoz vezethet [116]. Ezek a metasztazisok genetikailag
kiilonbozhetnek az els6dleges daganatoktdl és a klinikai monitorozasuk kihivast jelenthet [29,117]. Az
els6dleges tumorok genetikai heterogenitdsat reprezentativ térbeli mintak szekvenaldsaval lehet
tovabbra is megoldatlan feladat [29]. A hisztopatoldgusok mar régoéta tisztaban vannak a daganatos
szoveteken belili morfoldgiai eltérésekkel. Azonban a genetikai heterogenitast csak a kdzelmultban
ismerték fel a kiilonb6z6 tumor tipusok kdzos jellemzéjeként, készénhetGen az Uj megkozelitéseknek,

koztik a , liquid biopszia” terén elért figyelemre mélté fejlédésnek [118].

3.6.3.2. Liquid biopszia (LB)

A véralapu folyékony biopszia a véraramban keringé tumor eredet( vagy daganathoz kapcsolédd
komponensek izoldlasabol és elemzésébdl all: keringé tumorsejtek (CTC), tumor eredetl kering6
nukleinsavak, példaul sejtmentesen keringd tumor DNS (ctDNS), mikroRNS (miRNS) és nem kddold RNS
(ncRNS) [119].

A szabadon keringd DNS (cfDNS) felfedezése 1948-ig nyulik vissza, amikor Mandel és Métais kering6
DNS-t és RNS-t figyelt meg emberi plazmdban [120]. Kés6bb Tan és mtsai. 1966-ban keringé cfDNS
magas szintjét figyelték meg szisztémas lupus erythematosusban szenved6 betegek vérében [121,122].
Leon és mtsai. 1977-ben kezdték el hasznalni a cfDNS-t a tumor diagnosztikdban, de sajnos az akkor
rendelkezésre all6 molekuldris bioldgiai technikai lehet&ségek miatt nem jartak tul sok sikerrel [123].
A cfDNS szomatikus pontmutdcidit csak 1994-ben azonositottdk [124,125]. Az attorés 1997-ben
kovetkezett be, amikor Dennis Lo valds idejl PCR segitségével kimutatta az RhD-t és a magzati nemet
az anyai plazmabdl [126].

A ,cfDNS” kifejezés a vér nem sejtes komponensében talalhaté fragmentalt DNS-re vonatkozik,
mely apoptdzis vagy necrosis Utjan keril a véraramba és jellemzGen kettds szala kérilbelll 150-200
bazispar hosszusagu fragmensekbdl all. Egészséges egyének vérében [év6 cfDNS a normalis sejtek altal
kibocsatott csirasejt DNS-bGSl szdrmazik. Tumoros betegeknél a c¢fDNS egy része tumorsejtekbdl
szarmazik, ezt nevezik keringé tumor DNS-nek (ctDNS), mely tartalmazza a daganat tumorspecifikus
valtozdsait, példaul a mutalddott tumorszuppresszor gének vagy az onkogének jelenlét [127-129]. A
cfDNS molekulai gyorsan kiliriilnek a keringésbél, felezési ideje kb. 16 perc és 2,5 déra kozott van
[130,131]. A cfDNS koncentracidja &ltalaban alacsony (100 ng/ml-en belil) normal kérilmények
kozott, de bizonyos élettani és koros allapotokban értéke megnd, beleértve a testmozgast, a
gyulladast, a cukorbetegséget és a tumoros elfajulast [132]. A cfDNS a periférias vérben aktiv (pl.

citotoxikus sejtlizis) vagy passziv (pl. necrosis) sejtkarosodas kovetkeztében felszabadulé genomidlis
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DNS-toredékek frakcidja, beleértve a tumorbdl szarmazd DNS-t is. A cfDNS elemzésével kimutathatdak

a tumorral kapcsolatos genetikai és epigenetikai valtozasok (10. Abra).
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10. Abra: A liquid biopszia diagnosztikus jelentSsége (sajat forrds)

Klinikai alkalmazasa intenziven fejlédik az onkoldgia teriletén, lehet6séget adva az adott
tumortipusra specifikus molekuldris variansok kimutatasara a tumorfejlédés nagyon korai szakaszaban
[133]. Tovabbd a tumorszévet mutdcids profiljank meghatarozasa mellett, egyre nagyobb az
érdekl6dés az Uj helyettesit6 markerek alkalmazasa irdnt metasztatikus tumoros betegek nyomon
kovetése érdekében [133-135]. A jelenlegi nézet szerint a cfDNS a tumor DNS potencidlis forrasa a
genetikai elemzéshez, amelyet egyszerl vérvétellel nyerhetiink, lehetévé téve ezaltal a fejl6dd
rosszindulatu folyamat valds idejd genetikai értékelését [119,134,136-138]. A genetikai progresszio, a
terdpids rezisztencia hatdssal van a teljes tulélésre az attétes daganatos betegeknél [133,138,139]. A
genetikailag eltér6 szubkldnok szinkronban fejl6dhetnek ugyanazon a tumoron beliil, vagy a betegség
progresszidja soran (id6beli heterogenitas) [105,119,138,140]. Az id6beli heterogenitassal jelentkezd
Uj szubklonok szelekcidja bioldgiailag befolydsolhatja a terapidra adott valaszt és a progndzist
[118,119]. A tumor szbveti biopszidak DNS-elemzése mind a tumoron beliili, mind a tumorok kozotti
heterogenitast tiikrozheti, ez utdbbi jellemz6en metasztatikus folyamatokban fordul el6 a progresszié
jeleként. Mig a tumorbdl vett Ujbodli biopszia egyre kritikusabba valik a kbvetés soran. A plazma cfDNS-
t a tumorhoz kapcsolédd genetikai valtozdsok nyomon kdvetésének egyszer(i alternativ hozzaférési
lehet&ségeként tartjdk szdmon [17,119,138,140,141]. A cfDNS klinikai jelent6ségét CRC-ban szenvedd
betegeknél mar vizsgaltak és Gsszefliggéseket allapitottak meg a szisztémas terdpidra adott valasszal
és a kezeléssel szembeni rezisztenciaval kapcsolatban [84]. A legljabb irodalomi adatok szerint a cfDNS
relevans prognosztikai és prediktiv informacidkat szolgaltat a CRC progresszidjanak kiilonbozé
fazisaiban, beleértve a korai diagnozist, a rezidualis betegség kimutatasat, a prediktiv biomarkereket

és a terapias valasz hatékonysagat [134,137,139]. A cfDNS segitségével végzett mutdcids profilalkotas

28



valés idSben tiikrozi a tumor fejlédés dinamikajat és a genetikai heterogenitast. Attekintést nyujt az
aktualis tumor tomegrdl, Uj terdpids indikdciokat is kinalva [142]. A rendszeres cfDNS mintavétel
lehet6vé teszi a molekularis vdlasz kovetését, melyet az elsédleges tumor mintdban azonositott
jellegzetes mutdns allélok periférids vérben vizsgdlhaté mennyisége jellemez. A nyomon kovetés
torténhet egy vagy tébb dominans génvarians, példaul a CRC-ban f6 tumor biomarkerként szereplé
specifikus KRAS varidns vizsgalatdval. A terdpidra adott valaszt azonban az egyes génvaltozatok
elvesztésén vagy Ujbdli megjelenésén tul bonyolitja az ugyanazon onkogénen belili génvaltozatok
szubklondlis valtakozasa, ahogyan azt mar a KRAS gén esetében is megallapitottdk. Az irodalomi adatok
szerint a KRAS mutdns CRC esetek akar 5-10%-aban szinkronban tobb KRAS varians is kimutathato [35].
A kilénb6z6 génvaltozatok elvesztése, Ujbdli megjelenése, valamint valtakozdsa a daganat
progresszidja és a kezelés sikertelensége soran igen egyéni mintdzatot mutathat. Ezért a rendelkezésre
allé primer és metasztatikus tumormintak, valamint a periférias vér cfDNS 6sszehasonlitd elemzése
egylttesen segit megértenia szubklonalis progresszio altaldnos jellemzdit és a ténylegesen alkalmazott
kezeléssel vald kdlcsonhatdsukat [136].

A daganatok molekuldris profilalkotdsanak elengedhetetlen feltétele az invaziv biopszias vagy
mtétileg rezekdlt tumormintak vizsgdlata. Az invaziv eljdrasok nehézségei kozé tartozik a
tumormintdk beszerzése mind a minta mennyiségére, mind pedig a minéségére vonatkozdan. S6t a
biopszids mintavétel a kezelés monitorizalasa kapcsdn szintén nagy kihivast jelent. Ezenkivil
attétképz6dés esetén, ahol a daganatok elterjedtek és folyamatosan fejlédnek mind térben és id6ben
a kezelésre adott valasz hatékonysaganak meghatarozasara a folyamat nyomon kovetése érdekében
tobb biopszidra lehet szlikség, mivel nehéz egységes képet kapni a tumorigenézis folyamatardl (11.
Abra). A hagyomdnyos biopszidkhoz kapcsolédd kihivasokra tekintettel, napjainkban az onkoldgiai
kutatdsok nagymértékben az analizisre helyezték at hangsulyt, melynek kapcsan a teljes szoveti
elemzés mellett a tumoros folyamat nyomon kovetése céljabdl a kilonb6zd liquid biopszidk

elemzésére Gsszpontosit [18].
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11. Abra: A liquid biopszia el6nyei a hagyomanyos invaziv sebészeti beavatkozasokkal szemben (sajat forras)

Az cfDNS-teszt szdmos elénnyel rendelkezik a hagyomanyos daganatsz(irési eszkdzokkel szemben,
igy idedlis megkozelités a malignus megbetegedések korai felismerésére. EIméletileg a kdros cfDNS
jelenléte a vérben a tumor nagyon korai stddiumaban, a hagyomanyos klinikai mérések kiiszobe el6tt
azonosithaté, kibévitve a korai beavatkozas idGablakat. A cfDNS-alapu tesztek lehet6vé teszik a
tobbszorosen el6fordulé tumorok mutacids profiljanak egyidejd kimutatdsat ezzel szemben a
hagyomanyos szovettani mddszer altaldban egy adott tumor tipust vizsgal. A cfDNS-vizsgalat nem
igényel mast, mint egy vérvételt, amely biztonsdgosabb, egyszerlibb és kevésbé invaziv, mint a
hagyomanyos szlirési mdodszerek. Végiil, a cfDNS a teljes molekularis és (epi)genetikai elvaltozasokat
magaba foglalja, flggetlenill a tumoron bellli heterogenitastdl, elGsegitve a precizids kezelést és a

korai felismerés utani visszaesés monitorozasat [131].

3.7. Metabolikus adaptacio és hypoxia

3.7.1. Tumor hypoxia

Szamos szolid tumorban a ndvekedés soran hypoxia alakul ki, melyet a nem megfelel6 vérellatas, a
tumorsejteknek a kapillaris rendszertdl valé névekvé tavolsaga okoz. A hypoxias terileteket alacsony
oxigénkoncentracid, korlatozott tapanyagellatas és savas extracellularis kdrnyezet jellemzi.

A szbvetekben 2-9%-os Or-koncentracié a jellemz6, ha az O,-koncentraciét <2%, akkor

hypoxidsként, ha pedig <0,02%, akkor pedig sulyosan hypoxidsként definidljak [143]. Az O, diffuzids
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tavolsdga a kapillarisoktdl korilbelil 100-200 um, az ennél tavolabb elhelyezkedd tumorsejtek
hypoxiassa valnak, mivel oxigén gradiensek alakulnak ki a tumorban [144,145]. A tumor pH-értéke az
erektdl vald tdvolsag novekedésével szintén csokken, az érhdldzattél mintegy 300 pum-re mért pH
értéke 7,4-r61 6,0-ra csokkent [146]. A tumor sejtek intracellularis pH-jat (pHi) azonban a pH-szabalyozé
fehérjék hatasdra 7,0 és 7,4 kozott tartjdk szamon [147]. A rossz perfuzid a kdéros metabolitok
eltdvolitasat is gatolja a tumorbdl, lehetbvé téve az aciddzis kialakuldsat a tumor mikrokdrnyezetében
(TME) [148]. A hypoxia alapvet6 sejtes és fizioldgiai folyamatokban vesz részt, beleértve a
sejtproliferaciét, a nyugalmi allapotot és az apoptozist, a gliikdz-anyagcserét, a pH-szabalyozast és az
angiogenezist , hozzdjarulva a daganatos sejtek tuléléséhez [149,150]. A hypoxia és az aciddzis jelentGs
problémadkat okoz a daganatok kezelésében, hozzajarulva a sugdr- és kemoterapiaval szembeni
fokozott rezisztencia kialakulasahoz [148].

A CRC kezelésének hatékonysaga olyan standard valtozéktdél fligg, mint a lokalizacio, a szbvettani
altipus, a prediktiv genetikai hattér és a tumor stadiuma [151]. Az egyéni bioldgiai jellemz6k azonban
meghatdrozzdk a funkciondlis kiilonbségeket, ami heterogén valaszokat eredményez a kemo- és
sugdrterapidra. A regionalis tumor rezisztencia okai kdzé tartozik a nem megfelelé perfuzid és a

kapcsolédod szoveti hypoxia [152,153].

3.7.2. Adaptaciés mechanizmusok

A hypoxias karosoddast megkeriil6 adaptiv mechanizmusok aktivaldsa a rossz prognézisu, agressziv
malignus megbetegedések egyik jellemzéje. Az adaptiv folyamat részeként az anaerob anyagcserével
rendelkez6 daganatos sejtekben az intracellularis aciddzis az extracelluldris pH (pHe)rovasara
kompenzalddik, ami funkcionalis valtozasokat indukal hypoxids mikrokdrnyezetben, tovabb el&segitve
a rezisztenciat és a tumor progresszidjat [149,152,154].

A tumorsejtek szamos mechanizmust alkalmaznak a hypoxia alatti kértlmények tulélésére,
amelyek kozil az egyik a hypoxia-indukald faktor (HIF) Utvonala [155,156]. Hypoxias koriilmények
hatasara a HIF stabilizalodasanak kovetkezményeként fokozodik a dimer cink tartalmu glikoprotein, a
karboanhidraz IX (CAIX) expresszidja [157,158]. A CAIX a sejtmembranon helyezkedik el fontos
szerepet jatszik a sejtek pH-szabdlyozdsanak fenntartasaban, ahol a glikolizis soran keletkezd szén-
dioxidot bikarbonatta és protonna hidrolizalja. A bikarbonatot kiilonb6z6 fehérjék (pl. anioncserélék)
protonok viszont savas extracellularis kornyezethez jarulnak hozza, ami az extracelluldris matrix
lebomlasat okozza, ami kedvez az invazidnak, a migracidnak és az azt kovetd metasztazis képzédésnek
[158]. A hypoxia altal indukalt CAIX expresszid, a CAIX tumor specifikus expresszidja és a pH-egyensuly
fenntartasaban betoltott fontos szerepe a CAlX-et a tumor hypoxia igéretes endogén markerévé és az

Ujonnan kifejlesztett inhibitorokkal térténd onkoldgiai terapidk vonzo célpontjava teszi [151,158-160].
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3.7.3. Karboanhidraz IX

A karboanhidrazok (CA-k) a cink-metalloenzim fehérjék csaladjaba tartoznak, amelyek a sejtek pH-
szabdlyozd rendszerének részeként katalizaljak a szén-dioxid gyors és reverzibilis lebomldsat
bikarbonatta és protonokka [161].

A CA-k legaldbb 16 klloénb6z6 izoformajat izoldltdk eml6sdkbdl. Ezek a sejtek elhelyezkedése,
aktivitasa és szoveti lokalizacidja tekintetében kilénboznek egymastdl. A CAVI szekretdlddik, CAl, -1, -
I, -V, -VII és -XIll a mitokondriumban talalhatd, a CA IV, IX, XII, XIV és XV a sejtmembrdanon foglalnak
helyet, melyek kozill a CAIX és a CAXII fontos szerepet jatszik a daganat progresszidjaban [157,162].
Egyes CA-krdl kimutattdk, hogy a transzport "metabolonok” részeként mikodnek a HCOs és H*-
transzporterek hatékonysaganak novelése érdekében [163—-165]. Ez hozzdjarul a tumor sejtekben a
metasztazisat és a kemoterdpidval és sugarterapiaval szembeni rezisztenciat [117,158,166,167]. A
ligos pHi ellenallast okoz az apoptotikus ingerekkel szemben, mivel a kaszpaz aktivacidé savas pHi
korilmények kozott kovetkezik be [168]. Emellett ndveli mind a DNS-szintézist, mind a
sejtproliferaciot, lehetGvé téve a tumor ndvekedését és progresszidjat [147,169-171].

Az alacsony O;-szint kovetkeztében a hypoxids tumoros sejteknek az energiatermelés érdekében
tejsavas erjedésen kell atesniiik, mely H* ionok termeléséhez vezet. Ha ezek a H* ionok felhalmozddnak
a citoplazmaban, a pH megvaltozasdhoz vezethetnek, ami kdros lehet a sejtre nézve. A sejtben
keletkez6 metabolikus savak reakcidba |éphetnek a HCOs-mal, ami H,O és CO; keletkezéséhez vezet.
A membran permeans CO; el6segiti a savak tavozasat a tumoros sejtekbdl. A CAIX megkdnnyiti a CO;
termeléséhez vezet. A CAIX ezért fenntartja a CO, meredekebb kidramlasi gradiensét, ami lugosabb

pH-hoz vezet, mikdzben az extracellularis milié savasoddasat is okozza (12. Abra).

O @ = O =0,

v \ v

% 4

CO, — HCO; +H*
A
H* + HCO;— H,0 + CO,
tejsavas fermentacio

glucose — glycolysis

Hypoxids tumorsejt

12. Abra: A CAIX hozzajarulasa a glikolitikus protonok mozgésahoz a citoplazmabdl az extracellularis kérnyezetbe (sajat forras)
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A CAIX jelent8s szerepet jatszik a hypoxidra adott adaptiv valaszban, melyet a HIF-1 hangol 6ssze
mind a normal, mind a tumoros sejtekben. S6t, a mikrokérnyezeti acidézishoz valé hozzdajaruldsa révén
a CAIX részt vesz a tumor-stroma és a tumor-immunsejt interakcidkban, felgyorsitja az extracellularis
CAIX hypoxias stressz miatti overexpresszidja kiilonb6z6 tumorokban kedvez6tlen prognosztikai
jellemzéként definidlhatéd [177-184]. A CAIX-hez kapcsolédd valtozdsokat olyan komplex
mechanizmusoknak tekintik, amelyeket a klasszikus daganatellenes gydgyszerek és bioldgiai terapiak

nem tudnak hatékonyan kihaszndlni [185,186].

3.7.4. CAIX a CRC-ban

Szdmos kordbbi tanulmany ravilagit arra, hogy a CAIX hypoxia miatti overexpresszidja
prognosztikus jelentéssel bir [167,182,187]. Az irodalmi adatok arra utalnak, hogy a CAIX gatldsa olyan
mig az in vivo vizsgdlatok azt mutatjdk, hogy az attétes novekedés is korlatozhatd [186]. Bar a
bizonyitékok arra utalnak, hogy e gatlds hatékonysaga a daganatos sejtek pH-szabdlyozasanak
befolydsolasan keresztiil valosul meg, a legujabb vizsgdlatok azt mutatjak, hogy a CAIX szamos mas, a
malignus sejtekben aktivnak ismert jelatviteli Utvonallal és mechanizmussal is kdlcsonhatdsba Iéphet,
amelyek koziil sok befolyasolja a sugarzasra és kemoterapiara adott valaszt [188]. Ezek az utvonalak
nem zarjak ki egymdst és a sugdrzas irdnti érzékenységet a pH-fliggs és flggetlen mechanizmusok
kozotti additiv vagy szinergista kolcsonhatasok hatarozhatjak meg, ami arra utal, hogy a CAIX-nek
szamos fontos szerepe lehet a tumorsejtekben, amelyeket potencialisan terdpidsan ki lehetne

hasznalni [186].
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4. Célkitlizések

I A MAPK Utvonal mutdcidinak molekularis vizsgdlata vastag- és végbél carcinomas betegek
esetében a Debreceni Egyetem Patoldgiai Intézetében.

1. A KRAS mutaciét hordozd vastag- és végbél carcinomds betegek kovetése és a mutacidk
valtozasanak tanulmdnyozdsa a Debreceni Egyetem Patolégia Intézetében elérhet6

szovettani és liquid biopszids mintakbdl.

Prospektiv vizsgalatunk célja, hogy egyes betegekben megvizsgdljuk az Osszes rendelkezésre allé
primer és metasztatikus tumormintat illetve harom kulonb6z6 idépontbdl (mitét utani/kezeletlen,
bevacizumabbal kezelt masodik és negyedik ciklus el6tt) szarmazd cfDNS-t mintdkat. Reverz
hibridizacidval (StripAssay), Sanger-szekvenaldssal és Uj generacios szekvenalassal (NGS) is elemzett
esetekben a kdvetkez8 kérdésekre kerestiik a valaszt:
e A szovettani mintakbdl nyert DNS mutdcids statusz és az ugyanazon betegekbdl szarmazd
cfDNS eltérések kozotti kapcsolat kimutatasa.
e A KRAS patogén variansok dinamikajanak nyomon kovetése a kombinalt bevacizumab kezelés
soran.
e A KRAS mutdcidval rendelkezd metasztatikus vastagbéldaganatokban (mCRC) szenvedd
betegek periférias vérébdl (PB) szarmazo cfDNS molekuldris eltérés mennyiben felelt meg a

tumorszovetbdl szarmazé eredménynek.

Il A CAIX markerrel jellemzett tumor hypoxia vizsgalata végbél adencarcinomaban,
retrospektiv tanulmdny keretében, melynek célja, hogy megvizsgaljuk:

. A CAIX expresszio altalanos mintazatat végbél adenocarcinomaban.

. A CAIX expressziojat a kezeletlen biopszias és a preoperativ neoadjuvans terapiat (NAT)
kovetd mitéti mintakban véghél adenocarcinomdaban.

° A CAIX expresszidjanak Osszefliggését a kezeletlen biopszias és mitéti mintakban (UT-
kontrollcsoport) a kezelt sebészeti mintakhoz képest (NAT).

. A CAIX expresszidjanak korrelaciojat a patoldgiai és bioldgiai statusszal, beleértve a
sejtproliferaciét, a tumor regresszids gradust és a KRAS mutacios statuszt.

. A CAIX hatdsat a betegek tulélésére.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. A mintak kivalasztasa és a vizsgalat felépitése

Tanulmanyunkban a Debreceni Egyetem Klinikai K6zpont (DE KK) Patoldgiai Intézetében 2015 és
2022 kozott diagnosztizalt, archivalt és molekularis patoldgiai vizsgalattal igazolt KRAS mutans
vastagbél adenocarcinomas esetek szovettani és liquid biopszias mintait dolgoztunk fel. A vizsgalatot
a legmagasabb etikai normdaknak megfelel§en végeztik, mely az orszagos etikai jovahagyas hatalya ala

tartozott (TUKEB referenciaszam: 60355-2/2016/EKU, 4648-6/2018/EUIG és IV/8465-3/2021/EKU).
5.2. A mintak feldolgozasa

5.2.1. Tumor DNS kivondsa FFPE szOvetmintakbdl
Az FFPE tumorszovetet tartalmazé mintdt abban az esetben dolgoztuk fel, ha két egymdstdl
fliggetlen patoldégus hematoxilin és eozin (H&E) festett targylemezeken > 10%-o0s tumor szazalékos
aranyt dllapitott meg. A genomi DNS kivondsa QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Hilden,
Németorszag) segitségével tortént. A DNS-koncentraciét Qubit dsDNA HS Assay Kit és Qubit 4.0

Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével mértiik.

5.2.2. cfDNS kivondsa periférias vérmintakbol

A periférias vérmintdakat (liquid biopszia) hArom meghatarozott id6pontban vettik: a kezelés elstt,
a masodik ciklus el6tt (a terapia megkezdése utan 14-21 nappal) és a negyedik ciklus el6tt (42-63 nap).
A 10+ 0,1 mlvérmintat EDTA alvadasgatolt vérvételi csévekbe (Becton Dickinson and Company, Sparks
Glencoe, MD, USA) gydijtottik és 2 éran belil feldolgoztuk. Az izolalasi folyamat két centrifugalasi
|épéssel kezd6dott. EIGszor a vérrel telt EDTA-s csdveket 10 percig 1300 g-n centrifugaltuk kb. 5 ml
plazma nyerése céljabdl. A felliliszot Uj eppendorf csovekbe atpipettaztuk. Az 6sszegydjtott felliluszot
masodszor is centrifugdltunk 16000 g-n 10 percig az esetlegesen megmaradt sejttérmelékek
eltavolitasa érdekében. A cfDNS-t 5,0 + 0,5 ml periférids vérplazmabdl a QlAamp® Circulating Nucleic
Acid Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével izolaltuk, az ellcid 40 ul eltcids pufferrel tortént.
A DNS-koncentraciot a Qubit dsDNA HS Assay Kit és Qubit 4.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) segitségével mértik. A cfDNS fragmens méretét és eloszlasat Bioanalyzer 2100

késziilékkel (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) allapitottuk meg.
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5.2.3. Mutéciods statusz meghatdrozas

A célgének mutdcids statuszanak meghatarozasa harom maddszer segitségével valésult meg:

5.2.3.1. Sanger-szekvenalas
Sanger-szekvenalashoz  a KRAS  gén 2. exonjat PCR-rel amplifikdltuk  5'-
GGTACTGGTGGAGTATTTGATAGTG-3' és 5'-CGTCAAGGCACTCTCTTGCCTAC-3' primerek segitségével. A
tisztitott PCR termékeket a BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing kit segitségével szekvenaltuk.
Mintdinkat az ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
segitségével elemeztiik. A Sanger-szekvenalds sordn keletkezett electropherogramon a varians
allélfrekvenciat (VAF) a kovetkezd képlet szerint szamoltuk ki: mA% (mutans allél aranya) = Hm (a

mutans allél cstics magassaga) / (Hm+Hwt (a vad tipusu allél csiics magassaga)) x 100 [16].

5.2.3.2. Reverz hibridizacion alapuld vizsgdlat (StripAssay)

A reverz hibridizaciét KRAS XL, NRAS XL és BRAF 600/601 IVD StripAssay-vel végeztiik a gyartd
ajanlasanak megfeleléen (Viennalab Diagnostics, Bécs, Ausztria). A vizsgalat a KRAS gén 29 klinikailag
eredményének kiértékeléséhez a hibridizacids sdvokat a reagensekhez mellékelt szabvanyositott
elrendezéssel rendelkezé referencia sablonhoz igazitottuk, melynek segitségével azonositottuk a

pozitiv savokat. A reverz hibridizacids vizsgalatok cut-off értéke 1% VAF felett van.

5.2.3.3. Uj generécids szekvenalds (NGS) FFPE szévetmintakbol

A genomialis DNS fragmentdldsa utan NGS konyvtarakat hoztunk létre a TruSight Tumor 15 Kit
(Hlumina, San Diego, CA, USA) segitségével. Ez a panel egy olyan célzott szekvenadlasi vizsgalat, mely
egyidejlileg 15 génben taldlhaté egy nukleotid-variansokat (SNV-k), inszercidkat és delécidkat (indel)
detektdl, melyek a CRC-tumorokkal hozhatdk 6sszefliggésbe. A kbvetkezd 15 gén szerepel a panelben:
AKT1, BRAF, EGFR, ERBB2, FOXL2, GNA11, GNAQ, KIT, KRAS, KIT, NRAS, PDGFRA, PIK3CA, RET, TP53. A
végleges konyvtar koncentracidjat Qubit 4.0 fluorométerrel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) hatdroztuk meg és higitottuk 4nM végkoncentrécidra. A szekvenalashoz MiSeq Reagent kit-et (v3
2X300 ciklus) alkalmaztunk. A konyvtar denaturacié 0,2nM NaOH hozzdadasaval tortént. A végsé
beto6ltési koncentracidé 8 pM konyvtar és 1% PhiX volt. A szekvenalast a MiSeq haszndlati Uutmutatdja
szerint végeztik (lllumina, San Diego, CA, USA). Az adatokat a BaseSpase TruSight Tumor 15
segitségével elemeztiik. Az alkalmazassal (lllumina, San Diego, CA, USA) az SNV-k és az indelek
jelenlétét vizsgaltuk. A szekvencia minGségét minden egyes minta esetében értékeltiik. A kimutatasi
hatarértéket 2%-os varians allélfrekvenciara allitottuk be. A megbizhatd varidnsok kimutatdsahoz > 250

leolvasas lefedettségre volt sziikség.
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5.2.3.4. Uj generacids szekvenalds (NGS) liquid biopszidbdl

Az NGS-kényvtarakat az Archer® Reveal ctDNA™ 28 Kit (ArcherDX, Boulder, CO, USA) segitségével
hoztuk létre. Ez a panel egy célzott szekvenalasi vizsgdlat, amely egyszerre detektalja és jellemzi az
egynukleotid-varidansokat (SNV-k), inszercidkat és delécidkat (indeleket) 28 olyan génben, amelyek
szolid tumorokhoz kapcsolddnak. A panel a kovetkez6 28 gént tartalmazza: AKT1, ALK, AR, BRAF,
CTNNB1, DDR2, EGFR, ERBB2, ESR1, FGFR1, HRAS, IDH1, IDH2, KIT, KRAS, MAP2K1, MAP2K2, MET,
MTOR, NRAS, NTRK1, NTRK3, PDGFRA, PIK3CA, RET, ROS1, SMAD4 és TP53. A végleges konyvtarak
koncentraciéjat KAPA library quantification kit (Roche, Basel, Svajc) segitségével hatdroztuk meg és 4
nM végs6 koncentraciéra higitottuk. A MiSeq rendszerrel (MiSeq Reagent kit v3 600-cycle) torténé
szekvenaldshoz a konyvtdrat 0,2 nM NaOH hozzdadasaval denaturdltuk és 40 pM-ra higitottuk Illumina
(San Diego, CA, USA) hibridizacids pufferével. A végs6 betdltési koncentracid 10 pM konyvtar és 1%
PhiX volt. A szekvenaldst a MiSeq hasznalati Utmutatdja szerint végeztik. Az adatokat az Archer DX
Analysis szoftver Local Virtual Machine alkalmazdsaval elemeztiik az SNV-k és indelek jelenléte
szempontjabodl. Minden egyes minta esetében értékeltiik a szekvencia minGségét. Az illesztéshez a
GRCh37 human referencia genomot (az UCSC hgl9 valtozatanak megfelel6 UCSC valtozatat)
haszndltuk. A vizsgdlat kimutatdsi hatdrat 1%-os varidns allélfrekvencidban hatdroztuk meg. A

megbizhatd varidns detektdlashoz > 250 leolvasds lefedettségre volt szlikség.
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5.3. Immunhisztokémiai vizsgalatok

A standard szovet feldolgozashoz a tumor mintakat elsédleges vastagbéltiikr6zés soran nyert
biopszids mintavételbdl és utdlagos sebészi rezekcié utan kaptuk PBS pufferelt formaldehid oldatban
(4%). Az FFPE bedagyazast és a szbvettani vizsgalatot a Debreceni Egyetem Patoldgiai Intézetében
végeztiik. A kivalasztott blokkokbdl 3 um-es metszeteket készitettiink és IHC vizsgalatokat végeztiink.

Az automatizalt IHC festés egyik részét a Bond Max fest6automatan végeztiik. Az alkalmazott
primer antitestek a kdvetkez6k voltak: anti-Ki-67, MIB-1 klén (Dako, Agilent Technologies és az anti-
p53, Do-07 klon (Dako, Agilent Technologies) az anti-PMS2, EP51 klén (Dako, Agilent Technologies)
anti-MLH1, G168-728 kldn (Cell Marque, Rocklin, CA, USA). Az IHC reakcio detektalasara a Leica Bond
detection kit (kat.sz. DS9800) alkalmaztuk.

A tovabbi IHC reakciékat BenchMark Ultra automatdn végeztik el. Az alkalmazott primer
antitestek a kovetkez6k voltak: Carbonic Anhydrase IX/CAIX, EP161 klénnal (Cell Marque/Sigma-
Aldrich, CA, USA), anti-MSH2, G219-1129 klénnal (Cell Marque, Rocklin, CA, USA) anti-MSH®6, 44-es
klénnal (Biocare Medical, Pacheco, CA, USA). Az antigén-antitest kot6dést az OptiView DAB IHC
Detection Kit (Ventana) segitségével vizualizaltuk. A mintdkat ezutan hematoxilin Il —vel felllfestettik,
majd viztelenités utan lefedtik.

A Ki-67 pozitiv sejtek szdzalékos ardnyaval a proliferacids indexet és a p53 intenzitdst jelzé Histo-
score-t hataroztuk meg az immunfestést kévet6en mikroszkdp segitségével. A Histo-score magaban
foglalta a fest6dés intenzitdsat (osztdlyozva: 0, nincs fest6dés; 1, gyenge; 2, kbzepes; vagy 3, erds, a
szomszédos ép nydlkahartya medianjat hasznalva), valamint a pozitiv sejtek szazalékos aranyat a
kvantitativ értékelést kovetSen. A Histo-score-t a kovetkez8 képlet alapjan hataroztuk meg: [1 x (%
sejtek 1+) + 2 x (% sejtek 2+) + 3 x (% sejtek 3+)]. A lehetséges pontszamok tartomanya 0-tél 300-ig
terjed [16].

Az immunfestéseket fénymikroszkdppal két szovettani szakérté egymastdl fuggetleniil értékelte.
Ha egymasnak ellentmondd értékeket tapasztaltunk, a dontést személyes megbeszélést kovetGen
kozbs megegyezéssel hoztuk meg. A CAIX expresszidjat a fest6dés mértékén alapuld vizudlis
osztalyozasi rendszerrel szamszerdsitettiik (pozitiv tumorsejtek szdzalékos ardnya: 0-100%). A kapott
szazalékos expresszids értékekbdl median értéket szamitottunk. A CAIX IHC és az expresszio
meghatdrozdsa a medidn értéktdl figgben a tovabbi elemzéshez CAIX alacsony és CAIX magas
osztalyozasi rendszert hoztunk létre. Az CAIX alacsony csoportba a median alatti CAIX értékkel
rendelkez6 0Osszes esetet soroltuk, beleértve a negativ festési eredményeket is, a CAIX magas
csoportba pedig a medidnnal megegyezé/feletti értékkel rendelkez6 eseteket soroltuk. A CAIX
alacsony és CAIX magas kategoridkat kiilon értékeltik a NAT és UT csoportokon belll. Az
Osszehasonlitdas érdekében megvizsgaltuk a CAIX eloszlasat és a CAIX alacsony és CAIX magas

kategéridk altalanos jellemzGit mind a kezdeti biopszids, mind a m(téti rezekcids mintakban.
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Az IHC vizsgélataink soran hasznalt antitesteket az alabbi tablazat foglalja 6ssze.

2. Tablazat: A vizsgalatban hasznalt antitestek és a festés folyamata
Antitest Festés menete
Klén Antitest gyar’t ° IHC Automata | Ag. Feltaras . ... | Inkubaciés o s
Neve forgalmazé p . Higitas i ElShivas
neve . megnevezése: ideje, pH id6
megnevezése
Cell
EP16 56 perc,
CAIX | 1 Marque/Labor- | BenchMark 100°C, 1200 | A0PerC DAB
Test Kft Fejleszt6 ultra tipusu 37°C
CC1, pH8,5
Kft.
Dak Agilent
'Ia'e:r’1ar1lllogli:: Bond-max 30 perc, 30 perc
Ki-67 | MIB-1 8 na-m 100 °C, 1:200 perc, DAB
Company, tipusu BERS2. pHO szobah§
Kromat Kft. P
Cell 30 perc
) P BERS1, pH6
Kft.
Biocare 48 perc,
MSH6 | 44 Medical/Frank Eﬁ?:r;rﬂjsrh 100 °C, 1:200 4(;;’9;?' DAB
Diagnosztika Kft. P CC1, pH8,5
Cell 48 perc
MSH2 G219- Marque/L.abor-” Bench!\ﬂarlf 100 °C, 1:400 40 pfrc, DAB
1129 | Test Kft Fejleszt6 ultra tipusu 37°C
CC1, pH8,5
Kft.
Dak Agil
'Ia'ex’?':)loglisst Bond-max 30 perc, 30 perc
PMS2 | EP51 & o 100 °C, 1:200 perc, DAB
Company, tipusu szobahé
BERS2, pH9
Kromat Kft.
Dak Agilent
?e?ﬁiglogli:sn Bond-max 30 perc, 30 perc
p33 Do-07 Compan K%omat tipusu 100°C, 1:700 szoEah(; DAB
P K‘f't P BERS1, pH6

5.4. Statisztikai elemzés és abrak készitése
A statisztikai elemzéshez GraphPad Prism 8 statisztikai szoftvert (Dotmatics, Boston, MA, USA)
haszndltuk. Wilcoxon matched rank tesztet, Spearman korreldcids tesztet és Mann-Whithney U tesztet
alkalmaztunk, valamint a VassarStats (http://vassarstats.net, hozzaférés: 2023. januar 4.) online
szoftvert a Fisher-féle egzakt préba alkalmazdsara, amely a fehérjék expresszidja, a klinikai és a

szovettani paraméterek kozotti statisztikailag 6sszefliggés értékelésére szolgdlt. Csak a p < 0,05

értéket

tekintettik

szignifikdnsnak. A

www.biorender.com online feltletet alkalmaztam.
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6. Erdemények

6.1. Vastagbél adenocarcinomas esetek molekularis patoldgiai vizsgalata

A DE KK Patolégiai Intézetében 2015 és 2022 kozott 6sszesen 1339 CRC-s esetben tortént a MAPK
utvonalban meghatdrozé szerepet jatszo célgének KRAS, NRAS és BRAF molekularis vizsgalat kérése.
1315 (98,2 %) esetben tortént tényleges célgén meghatarozas, mivel a maradék esetekben nem volt
elegendé a tumorsejt arany vagy nem volt megfelel6 a DNS koncentrdcidja a vizsgalat elvégzéséhez.

A vizsgalt idGintervallumban intézetlinkben a férfiak (64,5%) tobb mint felét képezték a CRC-s

beteganyagnak (13. Abra).

kétoldali
0,54%

\ jobb
21,87%

bal
77,59%

A B

13. Abra: A vastagbéltumorok nemek kozotti megoszlasa (A) és az anatdmiai lokalizacié gyakorisaga (B) a DE KK Patoldgiai Intézetében
(2015-2022, n=1315)

A CRC-k tulnyomé tobbsége a bal colonfélt érintette (14. Abra). A férfiak esetében jobb/bal colonfél
= 12,97%/51,41%, mig a n6k esetében jobb/bal colonfél = 8,9%/26,09% hasonlé megoszlas volt
igazolhatd. A jobb és bal colonfélt érint6 CRC-k a nemek tekintetében kozel azonos el6forduldst
mutatott (n6/férfi=0,3%/0,23%).

A vizsgalataink soran felmértilk a MAPK jelatviteli atvonal altalunk vizsgdlt mutans és vad tipusu
CRC-s esetek szamat, melynek sordn a vad tipus az esetek tdbb mint felében fordult el6 (14. Abra).
Tovdbba vizsgdltuk a MAPK aktivacids Utvonalban szerepet jatszd6 mutdcidk el6forduldsanak
gyakorisagat, melynek kdvetkeztében vad tipus igazolddott az esetek tébb mint felében, ezt kdvette a

mutans KRAS, BRAF és legvégiil az NRAS.
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mutans

44,26%

A B

14. Abra: AMAPK jelatviteli Gtvonal mutdns és vad tipusu vastagbéltumorok szazalékos aranya (A) és a mutaciok eléfordulasanak gyakorisaga
(B) a DE KK Patoldgiai Intézetében

A fentebb latott jobb és bal colonfélt érint6 eloszlas kapcsan érdeklédésiink célpontjava valt a jobb
és bal colonfél osztdlyozdsan belil a genotipus gyakorisaganak meghatdrozdsa. Eseteink kozel felében
a bal colonfelet érint6 vad tipus tulsulya jellemzett, ezt kovette a bal colonfél mutans genotipusa (15.

Abra). A jobb colonfél kevésbé volt érintett.

kétoldali vad
0,46%

jobb mutans
9,17%

kétoldali mutans
0,08%

jobb vad
12,68%

bal mutans
31,40%

15. Abra. A vastagbéltumorok lokalizacidja és a KRAS gyakorisaga a DE KK Patoldgiai Intézetében (n=1309)

A mutans esetekben vizsgaltuk az egyes KRAS variansok szazalékos gyakorisagat. A legyakrabban
el6forduld varians a Gly12Asp (29,57%), melyet a Gly12Val (23,25%), a Gly13Asp (16,51%), a Gly12Cys
(9,08%), a Gly12Ala (8,25%) és a Gly12Ser (4,95%) kovetett (16. Abra). A jobb és bal colonfélt érinté

CRC-ben el6forduld KRAS varidansok kozel azonos szazalékban fordultak eld.
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Glly;i';rg Gly12Arg Algl:‘ﬁ;hr Ala146Val Glly:;;'s GlIn61Arg
: =7 ,10% % | |GIn61L
| 0,55% 069% |, 0,41% | |GIn61Leu

0,55%
Gly13Ala Lis117Asn
0,55% 0,28%
Ala59Gly
0,14%
G:)y;:;ys ! Gly12Ala ES%
> 8 25%
Gly12Cys \
9,08%

Glyl2val
23,25%

Gly13Ser
0,28%

Gly12Asp
29,57%

Gly13Asp
16,51%

Gly12Ser
4,95%

16. Abra. KRAS variansok megoszlasa a DE KK Patoldgiai Intézetében (n=582)

Mindezek mellett a vizsgalt idGintervallumban a CRC-s esetek 40,91%-ban a MMR gének altal
kodolt fehérjék immunhisztokémiai vizsgdlata is megtortént, melynek soran 94,23%-ban MSS és
5,77%-ban MSI stdtusz igazolddott. Emellett a feldolgozott eseteinkben 14,05%-ban fordult eld

mucinosus fenotipus.
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6.2. A KRAS statusz vizsgdlata és dinamikdja multiplex vastagbél

adenocarcinomaban — esetbemutatas

2015-t6l 2022-ig a DE KK Patoldgiai Intézetében 25 primer vastagbél adenocarcinomds esetben
secunder metasztazis szekvencidlis vizsgalatat végeztik. Ezekben az esetekben a KRAS statusz
meghatdrozdsa, 6sszehasonlitasa volt a cél a primer és metasztatikus vastagbél adenocarcinomakban.
Eseteink kozott szerepelt egy kiilonleges négy egyidejlileg fennallo, kiilonallé vastagbéldaganatbdl allo,
nyomon négy évre visszamendleg. Vizsgdlatunk célja az egyes vastagbél adenocarcinoma gdcok
retrospektiv azonositasa molekularis genetikai mdédszerekkel, valamint a primer tumorok és a tavoli
attétek kozotti klonalis kapcsolatok kimutatdsa. E célbdl Uj generdcios szekvenalast alkalmaztunk,
melyhez egy 15 génes szolid tumor génpanelt (lllumina MiSeq platform) hasznaltunk. Az NGS
eredményeinket reverz hibridizacios teszttel (StripAssay) és hagyomanyos Sanger-szekvenalassal is
megerdsitettik.

Egy 57 éves férfi esetében cachexia-t, laza székletet és vérzékenységet észleltek a DE KK
Gasztroenteroldgiai Osztalyan. Az ultrahang- és hasi CT-vizsgdlat jelentGs belfal megvastagodast,
valamint a jobb colonfél (flexura hepatica) régidjdban térfoglalé folyamatot irt le, mérsékelt
paraaortikus nyirokcsomd megnagyobbodas és a maj VIll. szegmensében metasztazisnak megfelels 3,2
cm-es elvaltozds mellett. A preoperativ vastagbéltiikrozés soran nyert szévettan tubulovillosus
adenomat igazolt, high grade dysplasidval. A tumor altali fenyeget6 bélelzarédas miatt subtotalis
colectomiara keriilt sor metasztazektdmiaval. A CT leletben leirt a m3aj VI-VIIl. szegmensében lévé
metasztazis inoperabilisnak bizonyult, de a m(tét sordn a maj lll. szegmensében taldlt két kisebb
metasztatikus gécok eltdvolitasra keriiltek. A m(itét el6tt neoadjuvans terdpia nem tortént.

A miitéti minta részletes patoldgiai vizsgalata soran igazoldodott: 1) egy 9,5 cm-es mérsékelten
differencialt adenocarcinoma a coecumbdl, mar meglévd villosus polippal; 2) egy 4 cm-es, rosszul
differencialt adenocarcinoma a majhajlatbol, mar meglévé villosus polippal; 3) egy 8 cm-es
mérsékelten differencialt adenocarcinoma a colon transversumbal, meglévé villosus polippal; 4) egy 5
cm-es rosszul differencialt adenocarcinoma a colon transversum régiéjabol, meglévé polip nélkdl; és
5) két nekrotikus metasztatikus goc (0,8 és 1,3 cm) a m3j lll. szegmensébdl, cribriform architekturaval
(17. Abra, 3. Tablazat). A szévettani mintdzat altaldban mikroglanduldris volt, korlatozott témeg(i
mucinosus komponenssel. A patolégiai stadium pT3 pNO pM1 volt. Az IHC-vel meghatarozott MLH1,
MSH2, MSH6 és PMS2 hibajavitd fehérjék expresszidja megtartott volt.

A sebészeti minta molekularis vizsgalata soran KRAS mutaciot azonositottunk a primer tumorban
(2. exon, 12. kodon, c.35G>T; p.Glyl2Val). A posztoperativ restaginget kovetéen tovabbi
majmetasztazisok jelenlétét allapitottak meg és elsé vonalbeli kombinalt kemo- és bioldgia terapia

(Folfiri és Bevacizumab) mellett dontottek. Kozel egy évvel kés6bb a CT-vizsgalattal megallapitott
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regresszio lehetévé tette a majmetasztazis mitéti feltardasat (M2). A beteg posztoperativ Xelox-
terapidban részesiilt, de sulyos intolerancia alakult ki a terdpiaval szemben (hasmenés és kéz-lab
szindroma), ezért a kezelést Folfoxra valtottak. Hét hénap mulva a CT progressziot igazolt és Gjabb
majmetasztazist tavolitottak el, majd posztoperativ deGramount-terapiat alkalmaztak (M3). Kilenc
honappal késébb tovabbi harom flggetlen majmetasztazist tavolitottak el (M4). Ezutan a mellkasi CT
tlidémetasztazisokat mutatott.

Az M3 mintabdl Sanger-szekvendldssal meghatarozott KRAS vad tipusu stdtusz alapjan
masodvonalbeli Vectibix + Folfiri kezelést kezdtek, azonban tovabbi regressziét nem sikerilt elérni. Az
utolsd sebészeti beavatkozds a tlineteket okozd metasztatikus gerinctumor (M5) dekompressziv

rezekcidja volt, amelyet a harmadik vonalbeli Lonsurf-terdpia kovetett.

17. Abra: A proximalis vastagbél egyes primer daganatainak és a majmetasztazisoknak a miitét idépontjdban ismert anatémiai lokalizaciéja.
Az MX a mitét el6tti CT-vizsgalat soran leirt, de késébb M2-ként (mdj VIII. szegmens) eltavolitott majmetasztazist jeldli.

A 3. tdblazatban idérendi sorrendben 6sszefoglaltuk a sebészeti beavatkozdsokat és a minta tipusokat.
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3. Tablazat: Esettanulmanyunkban feldolgozott mintak id6rendi sorrendben.

Az els6 miitéti
bavatkozastdl eltelt id6 Operacio tipusa Szévettan Minta jelzése
(hénapokban)

. O L . Tubularis adenoma
2015. oktober Vastagbél biopszia high- grade dysplasiaval B

T/1
Vastagbél 1/2
Subtotalis colectomia | adenocarcinoma (négy 1/3
2 és maj fliggetlen helyrél) T/a
metastasectomia
R m1/2
ajmetasztazis M1/2
11 Majrezekcio Majmetasztazis M2
18 Majrezekcio Majmetasztazis M3
M4/1
27 Majrezekcid Majmetasztazis M4/2
M4/3

Gerinc m(itét és . .
36 . Gerinc metasztazis M5
dekompresszid

6.2.1. NGS-alapu mutaciods profil meghatarozas

A 15 génbdl allé solid tumorpanel vizsgalata sordan a KRAS és a TP53 génekben szamos mutaciot
azonositottuk, mig a tébbi gén (beleértve a BRAF, az EGFR és az NRAS géneket) nem volt érintett. A
kilonb6z6 mintakban a KRAS gént érint6 eltéréseket a 4. tablazat foglalja 6ssze. A preoperativ
vastagbéltiikrozés soran nyert biopszidban (B) a KRAS c.35G>A; p.Glyl2Asp varianst (varians
allélfrekvencia-VAF: 10,2%) mutattuk ki, hasonldéan az elsé primer tumormintahoz (T/1) (KRAS
c.35G>A; p.Gly12Asp, VAF: 40,6%). A masodik CRC mintaban (T/2) vad tipusi KRAS-t detektaltunk. A
harmadik CRC mintdban (T/3) a KRAS c.34G>T; p.Gly12Cys varianst (VAF: 16,2%), a negyedik primer
tumorban (T/4) pedig a KRAS c.35G>T; p.Gly12Val varianst (VAF: 15,1%) igazoltuk. A vastagbél m(itét
id6pontjaban eltavolitott majmetasztazisok eltérd genotipust mutattak: az elsé tumorban (M1/1) vad
tipusl KRAS-t, a masodik tumorban (M1/2) pedig patogén KRAS véltozatot (c.34G>T; p.Gly12Cys, VAF:
19,1%) mutattunk ki. Ugyanezt a KRAS valtozatot igazoltuk (VAF: 6,4%) a 11 hdonappal kés6bb rezekalt
masodik majmetasztazisban (M2). A harmadik idGpontbdl szarmazé majmetasztazisban (M3, 18
honap) nem igazoltunk KRAS varianst. Az utolsd két id6pontbdl szarmazé metasztatikus mintakban
(M4, 27 hénappal és M5, 36 hdonappal az els6dleges m(itét utan) ismét a KRAS c.34G>T; p.Gly12Cys

varians fordult el8, bar eltérd allélfrekvenciaval (VAF: 2,0%, illetve 32,1%) (18. Abra, 4. Tablazat).
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Primer tumorok

Metasztazisok

B (Biopszia)

¢.35G>A; p.Gly12Asp

(VAF*: 10,2%)

!

T/1: c.35G>A; p.Gly12Asp

(VAF: 40,6%)

T/2:
vad tipus

T/3: c.34G>T; p.Gly12Cys
(VAF: 16,2%)

T/4: c.35G>T; p.Gly12Val
(VAF: 15,1%)

4

d

M1/1: vad tipus

M1/2: ¢.34G>T; p.Gly12Cys

[
4

!

M2: ¢.34G>T; p.Gly12Cys

M3: vad tipus

!

Ma4: c.34G>T; p.Glyl2Cys

1

MS5: ¢.34G>T; p.Gly12Cys

*VAF (%): varians allél gyakorisag

18. Abra. A KRAS Trusight Tumor 15 génpaneles vizsgalat eredményei az 6sszes tumormintaban. Harom 12-es kodont érinté KRAS
varidnst (T/1 - kék, T/3 - sarga, T/4 - zold) és egy vad tipusi KRAS-t (T/2) azonositottunk az els6dleges m(tét id6pontjaban. A
¢.34G>T; p.Gly12Cys varians, amely eredetileg csak a primer T/3-ban volt jelen, a betegség teljes lefolydsa sordn nyomon
kovethetd volt, kivéve az M3 mintaban (soliter majmetasztazis az elsédleges mitét utani 18. hdnapban).

6.2.2. KRAS konfirmalasi vizsgalatok

Az NGS-sel kapott KRAS eredmények Osszetettsége miatt két alternativ platformon végeztiink

konfirmdaciét. A reverz hibridizacidn alapuld StripAssay az 6sszes, kordbban NGS-sel kimutatott varianst

azonositotta, habar nem kvantifikalhaté (19. Abra). A klasszikus bidirekciondlis Sanger-szekvenalds

megegyez6 eredményt adott az NGS vizsgalatokkal, kivéve alacsony VAF (<10%) esetén (20. Abra, 4.

Tablazat).

19.

| |

B

- — .
- = =
| | -
=l - o
172‘[ T/2 173
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H H H F
M1/1 M1/2 M2 M3

i = 1 —
| | o =1 B
=4

| | - | |1 ||
= —1 _— =
M4/1 M4/2 M4/3 M5

Red Marker Line (top)

Controt

pGly12Ala
p.Gly12Arg
p.Gly12Asp
c34G>T
©.34_3500IGGinsAT
€.34_350eIGGinsCT
©34G>A

c35G>T

©38G>C
PGlI3Ag  €37G>C
PGly13Asp  c38G>A
PGlI3Cys  €37G>T
PGly13Ser  C37G>A
pGlyidval  c38G>T
PARSIGH  CI76C>A
PARBSIGY  C176C>G
PARSOTRr  C175G>A
€ 179G>T
C182A>G
€183A>C

p.GinBiLys

pLys117Asn
pLysi17Asn
S  pLyst17Gh
p.Ala146Pr0
pAI4ETRE  CABGA
pAla146Val  c437C>T

KRAS 12/13 PCR Negative Control
KRAS 50/60/61 PCR Negative Control
KRAS 117 PCR Negative Control
KRAS 146 PCR Negative Control
PCR Positive Control

Green Marker Line (bottom)

Abra. A KRAS reverz-hibridizacids vizsgalat eredményei az 6sszes tumormintéban. Pozitiv esetben hibridizaciés sav detektalhatd. Harom
12-es kodont érinté KRAS varianst (T/1 - kék, T/3 - sérga, T/4-z6ld) és egy vad tipusi KRAS-t (T/2) igazoltunk az elsGdleges miitét
idépontjaban. A c.34G>T; p.Gly12Cys varidns, amely eredetileg csak a primer T/3-ban volt jelen, a betegség teljes lefolyasa sordn nyomon

kovethetd volt, kivéve az M3 mintaban (soliter majmetasztazis az elsédleges mitét utani 18. honapban).

46



4. Tablazat: A TruSight Tumor 15 NGS panel, a StripAssay és a Sanger szekvenalds vizsgéalatokkal kimutatott KRAS génvariansok az els6dleges (T/1-4) és a metasztatikus

daganatokban (M1-5).

Mintak Tumor sejtek %-os NGS NGS VAF (%) StripAssay Sanger szekvenalas Sanger VAF (%)
aranya
B 50 c.35G > A, p.Gly12Asp 10.2 c.35G > A, p.Gly12Asp negativ b 0
/1 i 356 > A p.Gly12Asp 40.6 C35G>A; p.Glyl2Asp  &-3°G>A; p-Glyl2Asp 10
T/2 50 negativ @ 0 negativ @ negativ @ 0
T/3 30 c.34G > T, p.Gly12Cys 16.2 c.34G > T, p.Gly12Cys negativ 0
T/4 30 c.35G >T; p.Glyl2Val 15.1 ¢.35G > T, p.Gly12Val c.35G >T; p.Gly12Val 26.86
M1/1 20 negativ @ 0 ¢.34G > T; p.Gly12Cys P negativ @ 0
M1/2 30 c.34G > T, p.Gly12Cys 19.1 ¢.34G > T, p.Glyl2Cys €.34G > T, p.Gly12Cys 45.89
M2 20 c.34G > T, p.Gly12Cys 6.4 c.34G > T, p.Glyl2Cys negativ 0
M3 30 negativ 3 0 negativ @ negativ @ 0
M4/1 30 c.34G > T, p.Gly12Cys <2 ¢.34G > T, p.Glyl2Cys negativ 0
c.34G > T, p.Gly12Cys <2
M4/2 30 c.35G > A; p.Gly12Asp <2 ¢.34G > T, p.Glyl2Cys €.34G > T, p.Gly12Cys 9.77
¢.35G >T; p.Glyl2Val <2
M4/3 30 c.34G > T, p.Gly12Cys 5.3 ¢.34G >T; p.Gly12Cys negativ 0
M5 50 c.34G > T, p.Gly12Cys 321 ¢.34G >T; p.Gly12Cys €.34G >T; p.Gly12Cys 52

3Varians nagy érzékenység(i (<1%) reverz hibridizacids vizsgalattal detektalva, "Mutécié nem volt kimutathatd a Sanger szekvenalas korlatozott érzékenysége miatt (<15%)
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T/3 T/4 M5

20. Abra. A KRAS gén 12-es és 13-as kodonjainak Sanger szekvendldssal késziilt electropherogramjai, melyek a 12-es kodonban kiilénb6z6
varidnsokat mutatnak a T/3-as primer tumorban (vad tipus, balra), a T/4-ben (c.35G>T; kbzépen) és az M5-0s majmetasztazisban (c.34G
> T; jobbra). Bar a T/3 Sanger-szekvendlassal negativnak bizonyult, NGS és StripAssay technoldgiak segitségével kimutathato volt. Az
egyiranyu nyilak a mutaciok helyét, a kétirdnyu nyilak pedig a cslicsok magassdgat mutatjdk. Hm = a mutans allél csics magassaga, Hwt
= a vad tipusu allél csics magassaga.

6.2.3. TP53 géneltérések vizsgalata

Tizenhat TP53 génvarianst detektaltunk a 13 elemzett mintaban, melyek VAF-ja 2,9 és 72,8% kozott
mozgott (5. Tablazat). A TP53 gén c.820G>T; p.Val274Phe varianst a T/3 primer tumorban igazoltuk,
mely az 6sszes metasztatikus tumorban megjelent. Az M2 és M3 mintakban alacsony allélfrekvenciaval
fordultak el6 (7,1 és 3,14% VAF). Az utolsé két metasztatikus mintaban (M4 és M5) ez a varidns magas
allélfrekvenciat (72,8 és 45,6% VAF) mutatott. A retrospektiv elemzés sordn a p53 fehérje IHC vizsgalata
is megtortént az 6sszes szovettani mintan, melyen kilonb6z6 expressziés mintazatok igazolddtak. Az
5% VAF felett az IHC reakcié mintazata megfelelt a mutans fehérje jelol6désének (5. Tablazat). Kivéve
a kezdeti biopszias mintat (B) és a T/1 és T/4 primer tumorokat, minden minta magas H-score értéket
mutatott, melyek mutans fenotipusi reakciéra utalnak és a kapott NGS eredményekkel

egybehangzéak voltak (21. Abra).
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5. Tablazat: TP53 NGS, p53 immunhisztokémiai és sejtproliferacios adatok ugyanabbdl a tumorszévet mintabdl. Osszesen 16 TP53 varans keriilt kimutatdsra 2% VAF érték
felett. A klinikai szignifikancia megadasa az OncoKB adatbazis alapjan tortént Tier beosztas szerint. 1: patogén, 2: valdszinlleg patogén, 3: valdszin(ileg benignus, 4: benignus.

Klinikai szignifikancia

Mintak NGS NGS VAF (%) Mitosis index p53 IHC (%) p53 H-score p53 értelmezése
Tier szerint
¢.417G>A; p.Lys139Asn 2.9 1
c.472C>T; p.Argl58Cys 3.8 1
B 24 2 5 vad
¢.1009C>T; p.Arg337Cys 3.1 1
c.464C>T; p.Thr155lle 7.6 4
c. 455C>T, p.Prol52Leu 3.3 1
T/1 62 5 23 vad
c.845G>A, p.Arg282GIn 3.9 1
c. 557C>G; p.His193Asp 35.6 2
T/2 71 60 155 muténs
c.586C>T; p. Argl96* 5.6 1
T/3 €.820G>T; p.Val274Phe 333 50 90 230 mutans 2
T/4 €.743G>A; p.Arg248GIn 3.1 62 15 25 vad 1
€.726C>A; p.Cys242* 10.8 1
€.769G>A; p.Gly266Arg 7.4 3
M1/1 €.328C>T; p.Arg110Cys 8.3 57 70 150 mutans 4
c.747G>T; p.Arg249Ser 4.0 3
¢.820G>T, p.Val274Phe 23.1 2
¢.827C>T; p.Ala276Val 15.7 4
mM1/2 c. 917G>A; p.Arg306GIn 28.1 64 100 300 mutans 1
¢.820G>T; p.Val274Phe 6.1 2
M2 ¢.820G>T; p.Val274Phe 7.1 31 90 225 mutans 2
M3 ¢.820G>T; p.Val274Phe 3.14 30 80 195 mutans 2
M4/1 ¢.820G>T; p.Val274Phe 37.9 62 80 195 mutans 2
Mm4/2 ¢.820G>T; p.Val274Phe 72.8 91 100 300 mutans 2
Mm4/3 ¢.820G>T; p.Val274Phe 25.2 46 100 300 mutans 2
M5 ¢.820G>T; p.Val274Phe 45.6 24 100 300 mutans 2
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tasztazis (M4/3) primer tumor (T/3)

7.

majme

21.

Abra. A készévettani (H&E), a Ki-67 és a p53 IHC vizsgalat eredménye a T/3 elsGdleges vastagbél adenocarcinoma mintabdl és az M4/3
majmetasztazis mintdkbdl. Mig a tumor szbvettani megjelenése (tubularis-mirigyes mintdzat minimdlis mucinosus differencialddasi
gbcokkal) nem véltozott jelentGsen a kdvetés soran, a sejtproliferacio jelents novekedését észleltiik (20% vs. 40% Ki-67, kozépsé panel).
A T3 primer tumor pozitiv p53 IHC statusza (altaldban erdsen pozitiv sejtmagok, H-score = 230) és az M4/3 metasztazis egyértelm(
pozitivitasa (er@s, egységes nuklearis pozitivitds, H-score = 300) (jobb oldali panel) Gsszhangban van az NGS eredményekkel.
Mikroszképos nagyitas: 20x.
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6.3. Tumor heterogenitas kovetése a KRAS gén esetében szovettani és liquid

biopszias mintakban

A tumor heterogenitas a daganatok egyik legfontosabb jellemzéje, amely jelent6sen hozzajarul a
betegség progresszidjahoz és a terapia rezisztencidjahoz. Mint azt az el6z6ekben is bemutattuk a
rezidudlis és recidiv tumoros gocok genetikailag eltéré szubklénokat képviselhetnek, amelyek nem
minden esetben keriilnek felismerésre, mivel az ismételt mintavétel altalaban korlatozott. A kering6
szabad DNS (cfDNS) vizsgélata a periférias vérplazmabdl (liquid biopszia, LB) egy hatékony eszkoz a
daganat genetikai eltéréseinek nyomon kovetésére.

Tovabbi tanulmanyunkban szintén a genetikai variabilitast vizsgaltuk, amelyet metasztatikus KRAS
mutdns CRC-ban szenvedd betegeknél figyelhetiink meg. A mintdkat 2020 szeptembere és 2022
augusztusa kozott gy(jtottik primeren igazolddott esetekben, akik els6dleges mintavételen estek at.
A DE KK Patoldgiai Intézetében m(ikodé molekuléris daganatpatoldgiai laborban ¢sszesen 211/490
(43,06%) vastagbéltumoros szovetmintat vizsgaltunk a megjeldlt id6pontban a KRAS, NRAS és BRAF
statuszanak a meghatdrozasara.

A vizsgalt KRAS mutéans esetekbdél 12/211 (5,68%) alkalommal tobbszorés KRAS varians igazoldodott.
Ezekben az esetekben a szovettani mintakat (primer tumor és metasztazis) StripAssay és Sanger-
szekvenaldssal is vizsgdltuk, valamint NGS-t és StripAssays-t végeztiink az 6sszes LB mintakbdl is.

A betegkovetés minden kritériuma harom esetben teljesilt (mintavétel kezelés el6tt, a masodik
ciklus el6tt és a negyedik ciklus elétt), ahol lehet6vé valt a prospektiv periférias vérmintavétel és cfDNS
izoldlds. A betegek a mutdns KRAS statusz miatt kombindlt bevacizumab kemoterapidban részesiiltek.

A primer tumormintdk KRAS, NRAS és BRAF mutacids statuszat magas specificitdsu reverz
hibridizacids technoldgidval (StripAssay) vizsgaltuk az 1-3. eset 06sszes rendelkezésre 4allo
szOvetmintajan. A primer tumorban azonositott mutacidkat Sanger-szekvendldssal is megerd&sitettuk.
A molekuldris genetikai eredményeket az 6. Tablazat tartalmazza.

A Sanger-electropherogramok VAF-jat minden szévettani mintadban meghataroztuk (cut-off > 5%).
A KRAS patogén variansok VAF tartomanya 5-50% kozott mozgott (4tlagosan 19,3%). A cfDNS
koncentracidk 0,6 és 55,0 ng/ul kézott mozogtak (atlag 6,33 ng/ul), ami a DNS-tartalom nagyfoku

valtozékonysagat jelzi.
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6. Tablazat: Szovet és liquid biopszids (LB) mintakbdl szarmazd KRAS genotipizalas eredményei harom CRC esetben.

metasztazis

Minta tipusa® KRAS genotipus KRAS StripAssay genotipus (VAF%)°
Esetsza Tumor sejt
setszam Minta Magyarul (Sanger és Sanger VAF%
arany (%) LB1 LB2 LB3
legyen StripAssay)
¢.35G>T; p.Gly12Vval 25
R1-R5 vastagbél 30
¢.34G>T; p.Gly12Cys 10 .34G>T; C.34G>T;
1 negativ
nyirokcsomé p.Gly12Cys (3) p.Gly12Cys (1.5)
M ¢.35G>T; p.Gly12Val 5 30
metasztazis
¢.35G>T; p.Gly12Vval ¢.35G>C;
(2) c.35G>C; p.Gly1l2Ala (2)
2¢ B végbél c.38G>A; p.Gly13Asp 5 10
€.35G>A; Gly12Asp p.Gly12Ala (1.5) €.35G>A; Gly12Asp
(2.5) (2.5)
c.34G>T;
R vastagbél c.38G>A; p.Gly13Asp 30 30
p.Gly12Cys (2)
nyirokcsomo c.38G>A; €.34G>T;
3 M1 ¢.34G>T; p.Gly12Cys 25 30
metasztazis pGIy13Asp (25) €.35G>A; pG|y12Cys (15)
hasnyalmirigy p.Gly12Asp (2)
M2 c.38G>A; p.Gly13Asp 15 20

2 Primer tumor és a rendelkezésre all6 metasztazis mintak, minden betegnél metasztazis igazolddott CT vizsgalattal (R: reszekcid, M: metasztazis, TB: szbvetbiopszia)

b Az NGS altal meghatarozott varians allélgyakorisag (%)

¢ A KRAS mutacié mellett NRAS varianst is kimutattunk a primer tumor biopszias mintaban (tovabba a plazma cfDNS MET és NTRK1 eltéréseket is tartalmazott, 6. Tablazat)

52




6.3.1. KRAS statusz kovetése LB mintabdl (1. eset)

66 éves férfi hasi fajdalom, étvagytalansag és haematochezia tlineteivel jelentkezett. A preoperativ
vastagbéltiikrozés a flexura hepatica magassagaban tumortomeget igazolt, a szovettani kép
tubulovillosus adendmdt igazolt, high grade dysplasidval. A CT jelentds jobb oldali bélfal
majmetasztazisokat, loco-regiondlis, mesenterialis és maj hilusi nyirokcsomdé megnagyobbodast
mutatott. Jobb oldali hemicolectomia utan G2, pT3 pNla adenocarcinoma igazolédott 1/15 pozitiv
nyirokcsomaéval. A beteg bevacizumab és xelox terdpidban részesiilt mutans KRAS statusza miatt. A
kezelést 33 nappal a m(itét utdn kezdték el, az elsé LB mintavétel akkor tortént.

A primer tumor rezekcios mintait (R1-R5), a metasztazisok (M) és a harom cfDNS mutacios statuszat
vizsgaltuk (22. és 23. Abra). Az R3 és R5 mintakban két KRAS varianst mutattunk ki (c.34G>T; p.Gly12Cys
és ¢.35G>T; p.Gly12Val). Az R1 mintdban csak a c.34G>T; p.Gly12Cys mutaciot azonositottuk, mig az
R2, R4 és M mintakban a masik genotipust (c.35G>T; p.Glyl2Val) igazoltuk. Az elsé és a masodik
plazmamintaban (LB1, LB2) KRAS c.34G>T; p.Gly12Cys aberrdciét azonositottunk, mig a harmadik
plazma cfDNS (LB3) KRAS negativ lett.

Aliquid biopszidbdl szarmazd StripAssay-vel kapott eredményeinket NGS-sel konfirmaltuk. A 28 gén
elemzésére alkalmas NGS panel alkalmazdasa soran KRAS c.34G>T; p.Gly12Cys mutdciét azonositottunk
egyetlen patogén variansként az LB1 és LB2 mintdkban 3,0%-os és 1,5%-os VAF értékekkel, az LB3

minta szintén negativ lett.
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1. Eset
s R1: ¢.34G>T; p.Gly12Cys
d 68 eves R2: ¢.34G>T; p.Gly12Val
R3: ¢.34G>T; p.Glyl2Val
R4: ¢.34G>T; p.Glyl2Val
Ro:c3ie T nclylzon 34G>T; p.Gly12Cys 34G>T; p.Gly12Cys Negativ
¢.35G>T; p.Gly12Val L= 7P Gl ARG
2020 NGS: L

M: ¢.35G>T; p.Gly12Val

2019 StripAssay: R1: ¢.34G>T; p.Gly12Cys
R2: ¢.34G>T; p.Glyl2Val
R3: ¢.34G>T; p.Gly12Cys
¢.35G>T; p.Gly12Val €.34G>T; p.Gly12Cys ¢.34G>T; p.Gly12Cys Negativ
R4: ¢.34G>T; p.Glyl2Val
R5: ¢.34G>T; p.Gly12Cys
¢.35G>T; p.Glyl2Val

M: ¢.35G>T; p.Glyl2Val

L2 M TR SO 58

T Colon adenocarcinoma cT
mpx. maj met., Adenoma tubulovillosum és nyirokcsomé 1. Ciklus r VIIL Ciklus
Megvastagodott high grade dysplasiaval a metasztazis a rezekcids PD

biopszids mintdban mintaban

met., mpx.

liquid . liquid 1. Ciklus e e o] | méimee plkus o] MCikus
biopszia Bevacizumab & biopszia Bevacizumab & biopszia Xelox S Stivarga

bélfal Xelox g

9 nap 17 nap 33 nap 53 nap 41 nap

2019 2020 2021

22. Abra. A vizsgélt 1. szamu eset KRAS variansainak idGbeli valtozasai a kezelés hatasara. A két kezdetben kimutatott KRAS varians koziil a cfDNS-ben egy jelent meg. R = mitéti minta, M = metasztazis, CT =

komputertomografia, PD = progredialt betegség.
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Red Marker Line (lop)

Control

1 p.Giy12Ala c.35G>C

2 KRAS pGlyl2Arg  c34G>C

3 KRAS pGly12Asp c35G>A

4 KRAS pGiy12Cys c34G>T

g KRAS pGlyl2ile  ¢34_350eIGGinsAT
7

8

KRAS pGiyt2Leu €.34_35deIGGinsCT

KRAS pGiy12Ser c34G>A

KRAS p.Gly12val €35G>T

9 — — 9 KRAS pGly13Ala  ¢c38G>C
10— — 10 KRAS pGiy13Ag  ¢37G>C
1 — — 1 KRAS pGly13Asp c38G>A
12 — — 12 KRAS pGW13Cys c37G>T
13— — 13 KRAS pGly13Ser ¢37G>A
14 — — 14 KRAS pGiy13val  c38G>T
15—l — 15 KRAS pAWSIGl  c176C>A
16— |— 18 KRAS pABS9Gly  c.176C>G
17— l— 17 KRAS pARSOTH  C175G>A
18— — 2 KRAS pGhEOVal  €.179G>T
19— — 3% KRAS pGWSIAm  c18245G
20 — — 5 KRAS pGih6iHis  c.183A>C
21— — 2 KRAS pGW6iHis  c183A>T
22— — = KRAS pGWhSiley  c.1824>T
23 — — 24 KRAS p.GhéiLys c181C>A
24 — — KRAS plyst17Asn c351A>C
25 — —Z KRAS plyst17Asn c351A>T
26 — — % KRAS pLyst17Gu  c349A>G
27— — 5 KRAS pAlal46Po  c436G>C
2 — 2 KRAS pAla146Thr  C438G>A
29 — — KRAS pAQie6Val c437C>T
30 —f — 30 KRAS 1213 PCR Negative Control
3 — —:2 KRAS 50/60/81 PCR Negative Control
32 — — 3 KRAS 117 PCR Negative Control
33— — KRAS 148 PCR Negative Control
34 u PCR Positive Control

Green Marker Line (botiom)

R1 R2 R3 R4 RS M LBl LB2 LB3

23. A KRAS reverz hibridizacios StripAssay (1. eset) eredményei. Az els6dleges miitét idején két KRAS-varidnst azonositottunk ( R1-R5
a rezekcids anyagbdl szarmazd szévetmintdkat, az M egy nyirokcsomodbdl szarmazé metasztazist jelent). A ¢.34G>T; p.Gly12Cys
varidnst a plazma cfDNS-ben a kezelés el6tt (LB1) és a masodik ciklus el6tt (LB2) azonositottuk. A negyedik ciklus elétt a mutdns
genotipus eltlint a plazmabdl (LB3). R = rezekcids anyag, M = metasztazis, LB = liquid biopszia.

6.3.2. KRAS statusz kovetése LB mintabdl (2. eset)

Egy 70 éves férfi esetében végbéltiikrozést végeztek, mivel a végbélnyilas kozelében majdnem teljes
szliklletet okozd daganatos elvatozas igazolddott. A CT és az MRI tumortémeget mutatott ki a végbél
teriiletén, regiondlis perirectalis érintettséggel, nyirokcsomdé megnagyobbodassal és multiplex
majmetasztazisokkal. A biopszia kdrszovettani vizsgalata adenocarcinomat (G2) igazolt, ennek
megfeleléen a beteg elsé vonalbeli neoadjuvdns radio-kemoterapiat kapott. A nyirokcsomo- és a
majmetasztazisok nem voltak operalhatéak, igy mdtétre nem kerilt sor. A bevacizumab xelox kezelés
189 nappal a diagndzis utan kezd6dott, az LB1 ekkor tortént.

A primer tumor reverz hibridizacids és NGS vizsgalata sordan KRAS ¢.38G>A, p.Gly13Asp és NRAS
€.37G>C, p.Gly13Arg patogén varianst mutattunk ki. Ezzel szemben az els6 vonalbeli neoadjuvans
kezelést kovetd elsé plazmamintaban (LB1) két Uj KRAS varians igazolodott: c.35G>A; p.Gly12Asp és
€.35G>T; p.Glyl2Val. A masodik cfDNS-ben (LB2) csak a ¢.35G>C; p.Gly12Ala varians jelent meg. A
harmadik plazmamintdban (LB3) a c.35G>C; p.Gly12Ala mellett a c.35G>A; p.Gly12Asp valtozat is
megjelent, akarcsak az LB1 mintaban. NRAS mutaciét azonban egyik plazma cfDNS-ben sem taldltunk

(24. Abra).
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2. Eset
@’“ 70 éves

2020 NGS ¢.38G>A: p.Glyl3Asp €.35G>T; p.Gly12val ¢.35G>A; p.Gly12Asp .35G>A; p.Gly12Asp
! c.38G>A; p.Gly13Asp ¢.38G>A; p.Gly13Asp ¢.38G>A; p.Gly13Asp
NRAS: ¢.37G>C; p.G13R
¢.35G>T; p.Gly12val ¢.35G>C; p.Gly12Ala
2019 StripAssay €.38G>A; p.Gly13Asp ¢.38G>A; p.Gly12Asp ¢.35G>C; p.Gly12Ala ¢.35G>A; p.Gly12Asp

o | B 28 28 28

lymmphadenomegalia,

" o I11. Ciklus liquid CT . Ciklus liauid I1. Ciklus T 11l Ciklus
Rectum adenocarcinoma mpx. maj met., csont g 5 = LIS : liquid .
diagnzis biopsziabol met. Aelen biopszia PR Bevacizumab& | piopszia  Bevaczumab& o5,  Bevacizumab&
Xelox Xelox Xelox
\ )\ JL )
! T T
189 nap 21 nap 42 nap

2019 2020 2021

24. Abra. A vizsgalt 2. eset KRAS variansainak idGrendi valtozasai a kezelés hatasara. Az elsédleges tumorban StripAssay és NGS vizsgalattal azonos KRAS varians igazolddott. Emellett reverz hibridizacidval a KRAS
eltérés mellett NRAS varians is igazolodott. LB1-ben két Uj KRAS varians igazolddott: c.35G>A; p.Gly12Asp és c.35G>T; p.Gly12Val. LB2-ben szintén egy Uj varians jelent meg ¢.35G>C; p.Gly12Ala StripAssay
vizsgdlattal. LB3-ban ¢.35G>C; p.Gly12Ala mellett a c.35G>A; p.Gly12Asp valtozat is megjelent, akarcsak az LB1 mintaban. CT = komputertomografia, PR = parcidlis remisszio.
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A RAS variansokon kiviil a kovetkezé génmutacidk igazolédtak NGS segitségével: MET c.2908C>T,;
p.Arg970Cys, NTRK1 c.1702C>T; p.His568Ter és NTRK1 c.1730G>T; p.Gly577Val, amelyek folyamatosan
jelen voltak a kovetés sordn a LB- as mintdkban. A VAF kozel 50%-a ezen elvaltozdsok esetében
germline eredetre utalhat.

A MET NM_000245.4: ¢.2908C>T; (p.Arg970Cys) varians NM_001127500.3: ¢.2962C>T;
(p.Arg988Cys) néven is ismert. Az in silico predikcidk ellentmondasosak a karosité hatasokat illeten.
Az ACMG (American College of Medical Genetics) szintén benignus kategdridba sorolja az eltérést. Az
NTRK1 NM_002529.4: c.1702C>T varianst p.GIn568Ter stop kodonnal jaré trunkdlt fehérjét
eredményez, azonban klinikai jelent6sége ismeretlen. Az NTRK1I NM_002529.4: c.1730G>T;
(p.Gly577Val) varianst c.1712G>T-ként azonositottuk az NM_001012331.2 segitségével. A négy vizsgalt
idépontban (TB és LB1-3) kapott molekularis profilt és VAF értékeket a 25. Abra, 7. Tabldzat mutatja

be.
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Red Marker Line (lop)

Control
11— 1 KRAS pGlyl2Ala  ¢.35G>C
2 — 2 KRAS p.Gly12Arg c.34G>C
3 (C— 3 KRAS pGly12Asp c.35G>A
4 — 4 KRAS pGly12Cys ¢.34G>T
5 — 5 KRAS pGlyt2ile  c.34_350elGGinsAT
6 —i 6 KRAS p.Gly12Lleu €.34_35delGGinsCT
7 — 7 KRAS p.Gly12Ser  c.34G>A
8 — 8 KRAS pGlyl2val  c.35G>T
9 — 9 KRAS pGly13Ala  €.38G>C
10 — 10 KRAS pGly13Ag  ¢.37G>C
11— 1 KRAS pGly13Asp  ¢.38G>A
12— 12 KRAS pGly1aCys  ¢.37G>T
13— 13 KRAS pGly13Ser c.37G>A
14 — 14 KRAS pGly13val  ¢.38G>T
15 —0r" 15 KRAS pAlaS9GI  C.176C>A
16 — 16 KRAS pAlaSIGl  c.176C>G
o — 17 KRAS pAIaSOTh  €.175G>A
18— 18 KRAS p.GlyBOVal  ¢.179G>T
19 —oF ;g KRAS pGInBlArg  c.182A>G
20 — 21 KRAS p.GIn61His c.183A>C
21— 2 KRAS p.GIn6iHis  c.183A>T
22 — 23 KRAS p.GInBiLeu  ¢.182A>T
23 — 2 KRAS p.GIn6iLys c.181C>A
24 — o KRAS pLysi17Asn c351A>C
25 — 26 KRAS p.lys117Asn c351A>T
26 ——i 27 KRAS plys117Glu  c.349A>G
27 — %% KRAS pAlal46Pro  c438G>C
28 — % KRAS pAlaldéThr  c438G>A
20 — KRAS pAlal46Val c437C>T
L j— g? KRAS 1213 PCR Negative Control
3 — 3 KRAS 59/60/61 PCR Negative Control
32 — KRAS 117 PCR Negative Control
33— :3;:4’ KRAS 146 PCR Negative Control
3 PCR Positive Control

Green Marker Line (botiom)

el tmmcd ot ! —

TB LBl LB2 LB3

25. Abra. A 2. eset KRAS StripAssay eredménye a tumor biopszias mintaban (TB) és a plazma cfDNS-ben (LB1-3). TB = sz6veti biopszia;
LB = liquid biopszia.
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7. Tablazat: A 2. esetbdl szarmazo elsGdleges szoveti biopszia (TB) és a hdrom kezelés utani plazma cfDNS-
minta (LB1-3) NGS-alapu mutacids profilja.

Erintett | Nukleotid Aminosav DNS minta eredete (VAF %) Klinikai
gén csere csere TB LB1 LB2 LB3 szignifikancia*
c.38G>A p.Gly13Asp 6.7 0 0 0 1
c.35G>T p.Gly1l2Val 0 2.0 0 0 1
KRAS
c.35G>A p.Gly12Asp 0 2.5 0 2.5 1
¢.35G>C p.Glyl12Ala 0 0 1.5 2.0 1
MET €.2908C>T p.Arg970Cys 48.0 45.0 49.0 49.0 2
NRAS c.37G>C p.Gly13Arg 24.3 0 0 0 1
c.1702C>T p.His568Ter 53.0 46.0 52.0 54.0 3
NTRK1
c.1730G>T p.Gly577Val 49.0 47.0 54.0 42.0 3

*A klinikai szignifikancia megadasa az OncoKB adatbazis alapjan tortént Tier beosztds szerint. 1 = patogén, 2 = valdszin(ileg patogén, 3 =
valdszintileg benignus, 4 = benignus.

6.3.3. KRAS statusz kovetése LB mintabdl (3. eset)

Egy 77 éves férfi esetében 2015-ben vastagbéltiikrozést végeztek, melynek eredményeképpen a
hardnt vastagbélben kiterjedt daganatot talaltak. A nyert biopszias minta adenocarcinomat igazolt. Bal
hemicolectomiat végeztek melynek sordn metasztatikus nyirokcsomé eltavolitas is tortént. A
kdrszovettani vizsgalat G3, pT3 pN2b adenocarcinomat, mig a molekularis vizsgadlat mutans KRAS
statuszt igazolt. A mltétet kovetGen a beteg elsé vonalbeli adjuvdns kemoterdpiaban részesiilt
(Folfox), tavoli metasztazis és rezidualis tumor nem volt igazolhaté képalkotd eljarassal. 2020-ban,
négy évvel és 6t honappal kés6bb hasi CT-vizsgalat solid elvaltozast irt le a hasnyalmirigyben, amelybdl
mintdt vettek. A kdrszovettan és az immunfenotipus megerGsitette a vastagbél adenocarcinomabdl
szdrmazo metasztatikus jelleget. Bevacizumab és xelox terdpia mellett dontéttek, amely el6tt az elsé
periférids vérmintat (LB1) levettiik. A korabbi esetekhez hasonldan a cfDNS-vizsgalatot a terapias séma
masodik (LB2) és negyedik (LB3) ciklusa utan is megismételtiik.

A primer tumor és a hasnyalmirigy metasztazis azonos ¢.38G>A; p.Glyl13Asp KRAS varianst
mutatott, mig az elsédleges m(itét idejébdl szarmazd nyirokcsomé metasztazis ¢.34G>T; p.Gly12Cys
patogén varidnst tartalmazott. Az eredeti ¢.38G>A; p.Gly13Asp aberraciét csak az elsé LB plazma
cfDNS-ében (LB1) azonositottunk. A masodik plazmamintaban (LB2) két 4] varians, a c.34G>T;
p.Gly12Cys (VAF: 2%) és a ¢.35G>A; p.Gly12Asp (VAF: 2%) varians igazolddott. Ezen kivil a harmadik
cfDNS-ben csak a ¢.34G>T; p.Gly12Cys (VAF: 1,5%) aberrdacid jelent meg. A vizsgalt id6pontokban (R,
M1-2 és LB1-3) kapott molekuldris profilt a 26. Abra, a betegkdvetést a 27. Abra mutatja be. .
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Abra. A 3. eset KRAS StripAssay eredménye a tumor rezekcids mintaban (R), a nyirokcsomé attétben a kezdeti m(itét idejébdl (M1),
53 hénappal késSbb a hasnyadlmirigy metasztazisbdl vett biopsziaban (M2) és a plazma cfDNS-ben (LB1-3). R = rezekcids anyag, M

= metasztazis, LB = liquid biopszia.

LB2 LB3
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Red Marker Line (top)

Conltrol

KRAS
KRAS
KRAS
KRAS
KRAS
KRAS
KRAS
KRAS
KRAS
KRAS
KRAS
KRAS
KRAS
KRAS
KRAS
KRAS

p.Gly12Ala
p.Gly12Arg
p.Gly12Asp
p.Gly12Cys
p.Gly12lie
p.Gly12Leu
p.Gly12Ser
p.Gly12Vval
p.Gly13Ala
p.Gly13Arg
p.Gly13Asp
p.Gly13Cys
p.Gly13Ser
p.Gly13val
p.Ala59Giu
p.Ala59Gly
p.AlaSSThr
p.GlyS0Vval
p.GIn61Arg
p.GInB1His
p.GIn61His
p.GInS1leu
p.GInB1Lys
p.Lys117Asn
p.Lys117Asn
pLys117Glu
p.Ala14BPro
p.Ala146Thr
p.Alai4éval

€.35G>C
€.34G>C
€.35G>A
c.34G>T
€.34_35delGGInsAT
€.34_35delGGInsCT
C.34G>A
€.35G>T
€.38G>C
¢.37G>C
c.38G>A
¢.37G>T
¢37G>A
c.38G>T
cA76C>A
c176C>G
C175G>A
€.179G>T
c.182A>G
¢.183A>C
c.183A>T
C.182A>T
c.181C>A
c.351A>C
c351A>T
C.349A>G
€.436G>C
c.436G>A
cA437C>T

KRAS 12/13 PCR Negative Control
KRAS 59/60/61 PCR Negative Control
KRAS 117 PCR Negative Control
KRAS 148 PCR Negative Control
PCR Positive Control

Green Marker Line (bottom)



3. Eset
@? 77 éves

R: ¢.38G>A; p.Gly13Asp ¢.38G>A; p.Glyl2Asp
2020 NGS M1: c.38G>A; p.Gly12Cys M2: c.38G>A; p.Glyl3Asp c.38G>A; p.Glyl3Asp ¢.34G>T; p.Gly12Cys ¢.34G>T; p.Glyl2Cys
A A
. R: c.38G>A; p.Gly13Asp ¢.38G>A; p.Glyl2Asp
2019 StripAssay M1: c.34G>T; p.Gly12Cys M2: c.38G>A; p.Gly13Asp ©.38G>A; p.Gly13Asp c.34G>T; p.Gly12Cys ©.34G>T; p.Gly12Cys
L 4
y A
C0I0|.1 . ; o g E . = * o
adenocarcinoma < L o Pancreas : “L . i o /]
Colon és nyirokcsomao T biopszia L L l T l
biopszia metasstéas Xl Ciklus | Pancreas [colerectalis b:'(;“gga I. Ciklus fiquid 1y citus nd op | X Gius ca p v Ciklus . PD (Mpx. palliativ
(Kenézy) rezekcié Falfox metasztazis eredet) P Bevacizumab biopszia Bevacizumah biopszia Bevacizumab sD evac;uma maj met.) terdpia

& Xelox & Xelox & Xelox
DeGarmont

1103 nap 64 nap 19 nap 42 nap

2015 2020 2021 2022

27. Abra. A vizsgélt 3. eset KRAS variansainak idérendi valtozasai a kezelés hatasara. A primer tumorban, M2 és LB1 mintakban NGS-el és reverz hibridizaciés mddszerrel azonos KRAS varians igazolédott. A primer
tumor id6pontjaban eltavolitott nyirokcsomd attétben (M1) viszont eltéré KRAS varians volt kimutathatd, mely megjelent az LB2-3 mintakban. Emellett az LB2 mintdban Uj KRAS varidns jelent meg. CT =
komputertomografia, SD = stabil betegség, PD = progressziv betegség.
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6.4. Hypoxia és adaptacid vizsgalata kezelt (NAT) és nem kezelt (UT) végbél

adenocarcinomaban

Végbél adenocarcinomaval diagnosztizalt, preoperativ neoadjuvans kezelésben (NAT csoport)
részesllt betegbhdl szdrmazd 55 kezelés el6tti biopsziat és kezelés utdni sebészeti mintat dolgoztunk
fel. Ezenkiviil 34 biopsziat és m(itéti mintat vontunk be kezeletlen véghél adenocarcinomas esetekbdl
(UT csoport). A NAT-en atesett betegek az el6irt protokollok alapjan a kovetkezé kezelésekben
részeslltek: Capecitabin monoterapias protokoll 2500 mg/m2; Mayo protokoll: 5-FU 425 mg/m2 és
kalcium-folinat (FOL) 20 mg/m2 és 5-FU monoterapias protokoll 500 mg/m2. Minden beteg
sugarterdpiaban részesilt 50,4 Gy 6sszddzis (1,8 Gy/nap, 5 nap/hét) kemoterapiaval egyltt, kivéve
kett6 esetet akik csak sugarterapiaban részesiltek.

A kivalasztasi kritériumok kozé tartozott, hogy az esetek TNM Il. stddiumui besoroldsba
tartozzanak, mely a neoadjuvdns kezelés el6feltétele, valamint mind a biopszia, mind a rezekciés minta
reprezentativ tumorszdvetet tartalmazzon a CAIX expresszié pontos elemzéséhez. Osszehasonlitottuk
az alapvetd klinikai és szovettani paramétereket, beleértve a nemet, a tumor gradust és mélységet, az
attétek jelenlétét/hianyat, a mucinosus fenotipust, a KRAS statuszt, a neoadjuvans kezelés tipusat és a
tumor regresszids gradusat.

A vizsgdlat csoport klinikopatoldgiai és bioldgiai jellemz8it az 8. Tablazat foglalja 6ssze.
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8. Tablazat. A vizsgalatban résztvevd neoadjuvans terapiaval (NAT) kezelt végbél adenocarcinomas esetek és a

kezeletlen kontrollok (UT) klinikopatoldgiai és bioldgiai jellemzéi.

Kezelt esetek (NAT) Nem kezelt esetek (UT)
Tulajdonsagok Besorolds N =55 Besorolds N=34
Férfi 35 Férfi 23
Nem
NG 20 NG 11
, Férfi (range) 68.6 Férfi 68.43 (51-84)
Eletkor
NG (range) 66.2 NG 69 (52-83)
G1 0 G1 1
. o, G2 36 G2 19
Szovettani gradus
G3 17 G3 13
G4 2 G4 1
T1 0 T1 3
T2 29 T2 9
T3 25 T3 19
T4 1 T4 3
Nx 0 Nx 2
TNM stadium NO 33 NO 10
N1 15 N1 14
N2 7 N2 8
Mx 51 Mx 0
MO 0 MO 0
M1 (maj) 4 M1 (maj) 1
Mucinosus jelen van 11 jelen van 6
fenotipus hidnyzik 44 hidnyzik 28
. vad tipus 25 vad tipus 18
KRAS statusz
mutans 30 mutans 16
Capecitabine & RT 32
Neoadjuvans 5FU & FOL & RT 16
kezelés tipusa 5FU &RT 5
RT 2
R1 0
., R2 14
Tumor regresszids
R3 21
gradus
R4 14
R5 6
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6.4.1. A CAIX expresszios mintazat végbél adenocarcinomaban

A CAIX kifejez6dése nagyon valtozd formaban és mennyiségben fordult elé az értékelt végbél
adenocarcinomas mintakban. Altaldban a tumorsejtek szelektiv festédése volt megfigyelhetd, mig a
normal/érintetlen végbél nyalkahartya negativnak bizonyult a CAIX tekintetében. A daganatos
teriileteken beliil, jellegzetes és szelektiv sejtmembran festédést figyeltliink meg valtozo intenzitassal.
Ami az egyes esetek eloszlasat illeti, a necrotikus teriletekkel vald szoros 6sszefliggést ismertiink fel,
melynek soran erds perinecrotikus tumorsejt jel6lést lattunk. A necrosissal valé 0Osszefliggést
kozelebbrél is megvizsgaltuk a sebészeti rezekcidés mintakon. A kiértékelt NAT 55 m(itéti mintabdl 40
(72,72%) esetben fordult elé necrosis. A 40 esetbél 24 esetben (60%) lattunk a perinecrotikus teriletek
koril CAIX pozitivitast és 16 (40%) esetben nem azonositottunk CAIX expresszidt. A 34 UT rezekalt
mintakban 29 esetben (85,29%) tumorszoveti necrosist is azonositottunk, melyek kozll 26 (89,65%)
mutatott CAIX pozitivitdst a necrotikus terilet kordl, mig 3 (10,34%) minta a CAIX tekintetében

negativnak bizonyult (28. Abra).

28. Abra. A CAIX expressziés mintazat végbél adenocarcinomaban. H&E festés (balra, 10x) és CAIX immunfestés (jobbra), mely szelektiv
sejtmembran fest6dést mutat a necrotikus tumoros teruletben. A CAIX expresszié tulnyomdrészt necrotikus tumor tertletekkel
osszefluiggésben valtozd heterogenitdssal volt kimutathatd (feltl és kozépen, 10x).

Erdekes médon a CAIX expresszid a sulyos dysplasias teriletekben is gyakran elSfordult, jél

elkllondlve a normal hamtdél vagy az alacsony foku elvaltozasoktdl. Mérsékelt dysplastikus

elvaltozasok esetében, a membran jellegzetes CAIX expresszidval rendelkezett. A NAT mitéti mintak
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55 esetébdl 5 (9,09%) esetben, mig az UT mitéti mintdk 34 esetébdl szintén 5 (14,7%) esetben volt

jelen a CAIX expresszié a dysplastikus teriiletekben (29. Abra).

29. Abra. Szelektiv CAIX expresszié a végbél adenocarcinoma melletti mérsékelt dysplasias teriletekben (felss sor 10x, alsé sor 40x).

A mirigyham eredet(i neoplasztikus sejtcsoportok mellett, a CAIX expresszidjat a tumoros
neostromaban is megfigyeltiik. Fokozott CAIX expressziét lattunk a tumoron beliil a neostromaban a
NAT miitéti mintak 55 esetébdl 24 (43,63%) esetben, mig 31 (56,37%) esetben a stroma CAIX-
negativnak mutatkozott. A 34 esetbdl allé UT csoportban a sebészeti mintak kozil csak 9 (26,47%)

esetben lattunk CAIX pozitivitast a stromat illetéen (30. Abra).

30. Abra. CAIX expresszi6 a neostroma epithelialis és mesenchymalis sejtjeiben végbéltumor esetén (felsd sor 10, alsé sor 40x).
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6.4.2. A CAIX expresszié dinamikdja neoadjuvans kezelésben részesult véghbél (NAT)
adenocarcinoma eseteiben (n=55)

A CAIX expresszidjat minden mintdban a pozitiv tumoros teriiletek szdzalékos aranydnak a
meghatdrozasaval adtuk meg. A pozitivitds mértékét 6sszehasonlitottuk a kezelés el6tti és utani
mintakban. Statisztikai feldolgozds sordan a NAT biopszids és a NAT m(téti mintdinak elemzésével a
CAIX jelentGs novekedését észleltiik a kezelést kovetSen (atlag 21,8 + 24,9 SD vs. 39,4 + 29,4 SD), ami
statisztikailag szignifikdnsnak bizonyult (Wilcoxon matched rank teszt p < 0,0001). Tovabbd pozitiv
korrelacié (trend) igazolddott a biopszia és a mdtéti minta kozott (Spearman korrelacids teszt p <

0,0001, rho: 0,5654) (31. A, B Abra).
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31. Abra. A CAIX expresszidjanak eloszlasa a NAT biopszias (NAT B) és a NAT sebészi rezekciés mintakban (NAT R) (n = 55). (A) A CAIX
tumorjel6lés kumulativ eredménye (tartomdany 0-90% mindkét csoport esetében, atlag 21,8 + 24,9 SD vs. 39,4 + 29,4 SD), ahol a
CAIX jelolés szignifikansan kilonbozik (p < 0,0001, ****: statisztikailag erésen szignifikans); (B) a NAT tumoros csoport NAT B
(kezelés el6tti) és NAT R (kezelés utdni) mintai kozott meghatarozott CAIX expresszid korrelacidja (p < 0,0001, rho: 0,5654).

A tovabbi 6sszehasonlitds érdekében az 55 NAT és 34 UT végbéldaganat eseteinket pontosan
felosztottuk a CAIX szdzalékos medianja fliiggvényében és CAIX alacsony és CAIX magas carcinomaknak
mindsitettiik 6ket. Az elérhetS klinikopatoldgiai adatokat is kiértékeltiik a lehetséges kilonbségek
bemutatasara a CAIX expresszidja fliggvényében. A legfontosabb Gsszefliggést a CAIX expresszio
mértéke és a tumor mutans KRAS statusza kozott (biopszias p < 0,0151; sebészeti mintdk p < 0,0316)

taldltunk, mig mas klinikopatoldgiai paraméterekkel nem taldltunk 0Osszefliggést. A kapott

eredményeinket az 9. Tablazat mutatja be.
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9. Tabldzat. A CAIX expresszidjdnak statisztikai megoszldsa a NAT végbél adenocarcinoma
klinikopatoldgiai paraméterei tekintetében.

Klinikopatoldgiai

) CAIX expresszio a A CAIX expresszio Fisher teszt a Fisher teszt a
paraméterek a kezelt biopsziaban a rezekatumban biopszidban rezekatumban
esetekben
CAIX CAIX CAIX CAIX
alacsony magas alacsony magas
Osszesen (n = 55) 27 28 26 29 p =0.9999
Nem
Férfi (n = 35) 19 16 18 17 p =0.4032 p =0.7807
Né (n = 20) 8 12 9 11
Tumor gradus
G2 (n=36) 20 16 19 17
G3(n=17) 6 11 6 11 p = 0.4466 p=0.5609
G4 (n=2) 1 1 1 1
Nyirokcsomé
pozitiv (n = 16) - - 9 7
- p =0.5532
negativ (n = 39) - - 17 22
Metasztazis
jelen van (n =11) - - 6 5
- p =0.9999
hidnyzik (n = 44) - - 24 20
Necrosis
jelen van (n(B) = 2; n(R) = 24) 8 7 9 15
p =0.4706 p =0.1965
hianyzik (n(B) = 15; n(R) = 16) 0 2 10 6
Stroma
jelenvan (n(B) = 4; n(R) = 24) 2 2 13 11
p =0.9999 p=0.4183
hidnyzik (n(B) = 51; n(R) = 31) 25 26 13 19
Tumort infiltralé lymphocitak
jelen van (n(R) = 24) - - 13 11
- p =0.7910
hianyzik (n(R) = 31) - - 18 13
Mucinosus fenotipus
jelenvan (n=11) 3 8 4 7
p=0.1771 p=0.5104
hianyzik (n = 44) 24 20 22 22
Tumor regresszids gradus
TRG2 (n = 14) 9 5 5 9
TRG3 (n = 21) 13 8 12 9
p = 0.0660 p =0.0590
TRG4 (n = 14) 4 10 4 10
TRG5 (n = 6) 1 5 0 6
KRAS statusz
vad tipus (n = 25) 17 8 16 9
p <0.0151 p <0.0316
mutans (n = 30) 10 20 10 20
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6.4.3. Akezeletlen (UT) végbél adenocarcinoma CAIX expresszidja (n = 34)

A kezeletlen végbél adenocarcinoma mintdkat mint kontroll csoportot is a kordbban bemutatott
maodon értékeltik. A CAIX expresszidja nagyon valtozd volt, az értékek 0 és 80% kozott mozogtak. A
NAT tumor csoporttal ellentétben az UT biopszia és az UT sebészeti minta statisztikai elemzése nem
eredményezett statisztikailag szignifikans kiilonbséget a CAIX expresszio tekintetében (atlag 15,0 +
21,3 SD vs. 20,0 + 23,2, Wilcoxon matched rank test p < 0,073), de a biopszias és a sebészeti mintak
kozotti korrelacio jol kimutathatd volt (Spearman korrelacids teszt p < 0,0001, rho: 0,8077) (32. A, B
Abra).
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32. Abra. A CAIX expresszi6 eloszlasa a kezeletlen biopszias (UT B) és a hozzajuk tartozo sebészeti rezekciés mintakban (UT R) (n = 34).
(A) A CAIX eszpresszid mértékének tartomanya 0 - 80% kozott volt mindkét csoport esetében, de statisztikailag szignifikans
kulonbség nem allt fenn (atlag 15,0 £ 21,3 SD vs. 20 £ 23,2 SD, p = 0,073, ns: statisztikailag nem szignifikans); (B) az UT B és UT R
CAIX expresszid mértéke kozotti korrelacio (p < 0,0001, rho: 0,8077).

Az UT csoportban is a CAIX alacsony és CAIX magas median szerinti osztadlyozdst a kapcsol6dd
klinikopatoldgiai adatok elemzése kovette. Hasonléan a NAT carcinoma csoporthoz, statisztikailag
szignifikdns korrelacidt talaltunk a CAIX expresszid és a KRAS statusz kozott, de csak a biopszids CAIX
értékek tekintetében (biopszias p < 0,0454; sebészeti mintdk p < 0,0921). Minden mas értékelt

paraméter fliggetlen volt a CAIX statusztol (10. Tablazat).
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10. Tablazat. A CAIX expresszio statisztikai megoszlasa a kezeletlen (kontroll) végbél adenocarcinomas

mintdak klinikopatoldgiai paraméterei tekintetében.

Klinikopatoldgiai A CAIX expresszi6 a A CAIX expresszi6 a Fisher teszt a Fisher teszt a
paraméterek a nem kezelt biopszidban rezekatumban biopszidban rezekdtumban
esetekben
CAIX CAIX CAIX CAIX
alacsony magas alacsony magas
Osszesen (n = 34) 15 19 14 20 p =0.9999
Nem
Férfi (n = 23) 12 11 12 11 p =0.4768 p=0.2714
NG (n = 11) 4 7 3 8

Tumor gradus

G1(n(B)=1,n(R)=1) 0 1 0 1
G2 (n(B) = 28, n(R) = 19) 14 14 9 10
p =0.3547 p = 0.9068
G3 (n(B) = 5, n(R) = 13) 1 4 5 8
G4 (n=1R) - - 0 1
Nyirokcsomo
pozitiv (n = 17) - - 6 11
- p=0.7283
negativ (n = 17) - - 8 9
Metasztazis
jelenvan (n=5) - - 1 4
- p=0.3786
hianyzik (n = 29) - - 13 16
Necrosis
jelenvan (n(B) = 2; n(R) = 26) 0 2 9 17
p =0.4667 p=0.5320
hianyzik (n(B) = 4; n(R) = 3) 2 2 0 3
Stroma
jelen van (n(B) =0; n(R) =9) - - 3 6
- p =0.9999
hianyzik (n(B) = 34; n(R) = 25) 14 20 8 17
Tumort infiltralé lymphocitak
jelenvan (n(R) = 19) - - 5 9
- p =0.4953
hianyzik (n(R) = 15) - - 10 10
Mucinosus fenotipus
jelenvan (n =6) 2 4 1 5
p=0.6722 p =0.3636
hianyzik (n = 28) 13 15 13 15
KRAS statusz
vad tipus (n = 18) 11 7 10 8
p <0.0454 p =0.0921
mutans (n = 16) 4 12 4 12

68



6.4.4. Tumor regresszios gradus és a CAIX a NAT biopszids és NAT m{téti mintakban
(n=55)

A neoadjuvans kezelés hatdsdnak vizsgalatara a terapiat kovetéen nyert NAT m(itéti mintdkban a
WHO ajanlasai szerint meghatdroztuk a tumor regresszids gradust (TRG) Mandard-féle regresszids
beosztas szerint. Az igy kapott TRG-t 6sszehasonlitottuk a kezelés utani minta CAIX expresszidjaval, de
a kezelés elGtti biopszids mintak CAIX expresszidjaval is a lehetséges prediktiv jellemz6k érdekében. A
kezelés el6tti biopsziak értékelésénél a TRG2-3 esetek tobbsége a CAIX alacsony (64,3 és 61,9%), és
forditva, a TRG4-5 esetek tobbsége a CAIX magas fenotipushoz (71,4 és 83,3%) tarsult. Ezzel szemben
a CAIX expresszid a NAT-ot kdvetSen az esetek tobbségében dltaldban megnovekedettnek bizonyult,

CAIX magas fenotipust mutattak (71,4% és 100,0%) (33. A, B Abra).
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33. Abra. A kezelés utani NAT sebészeti rezekciés mintakban meghatarozott tumor regresszids gradus (TRG) és a CAIX expresszidja a
kezelés elStti NAT biopszids (A) és a kezelés utani NAT sebészeti mintakban (B). A valasz elmaradasa (TRG4-5) talnyomorészt a CAIX
magas fenotipushoz tarsul.

6.4.5. KRAS statusz és CAIX expresszid a NAT és az UT esetekben
Meghataroztuk a KRAS mutacids profilt a tanulmanyba bevont Gsszes végbél adenocarcinoma
mintakban, ami lehetévé tette a CAIX expresszids adatokkal vald 6sszehasonlitasat. A KRAS mutans és
vad tipusu tumor csoportok dsszehasonlitasa jelentds kilonbségeket igazolt, mivel a KRAS mutdns
mintdk esetében a CAIX kifejez6dése sokkal magasabbnak bizonyult. A CAIX expresszid és a KRAS
statusz korrelacidja statisztikailag szignifikdnsnak bizonyult a NAT biopszidkban, a sebészeti mintakban
és az UT biopszidkban, de az UT sebészeti rezekcidés mintdkban nem, a Fisher egzakt teszt szerint (p <

0,05) (34. A-D Abra).
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34. Abra. A KRAS statusz és a CAIX expresszid kozotti korrelacié a NAT biopszidiban és a kezelés utdni sebészeti mintakban (A, B),
valamint az UT (n = 34) végbél adenocarcinoma biopszidiban és a kezeletlen sebészeti mintaiban (C, D).

Mivel a KRAS mutdns végbél adenocarcinomak szignifikdnsan nagyobb ardnyban képviseltették
magukat a CAIX magas csoportban, mind a NAT, mind az UT mintdk esetében, kombindlt elemzést is
végeztlink a KRAS statuszhoz kapcsolédé pontos CAIX értékek felhasznaldsaval az egységes
végbéldaganat kohorszban (n = 89, mutdns n = 46, vad tipusu n = 43). A varakozasoknak megfelel6en
a CAIX expresszids értékek szignifikdnsan magasabbnak bizonyultak a KRAS mutans esetekben (kezdeti
biopsziak: vad tipusu atlag 16,28 + 24,34 SD vs. mutans atlag 27,67 + 24,6 SD; Mann-Whitney teszt p =
0,0138; NAT és UT sebészeti mintak: vad tipusu atlag 25,51 + 25,10 SD vs. mutans atlag 43,15 + 27,62
SD; Mann-Whitney teszt p = 0,002) (35. A, B Abra).
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35. Abra. A KRAS statusz és CAIX expresszié a kombinalt NAT és UT végbél adenocarcinoma mintakban (n = 89). A CAIX értékek eloszlasa
a KRAS mutans és vad tipusi tumorok biopszias mintdiban (A) és sebészi rezekciés mintdkban (B) A mutans KRAS tumorok
szignifikdnsan magasabb Osszesitett CAIX expresszids értékkel rendelkeznek (* p = 0,0138; ** p = 0,002).

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

Ezutdn a CAIX expresszidjanak osszefliggését vizsgdltuk a NAT biopszias és m(téti mintdkban a teljes
tulélés (0S) és a progressziomentes tulélés (PFS) tekintetében. A statisztikai elemzés (Kaplan-Meier-
gorbék) szerint a CAIX magas és CAIX alacsony kategoéridk kozott nem volt mérhetd szignifikans
kiilonbség az OS vagy a PFS tekintetében (OS biopszids mintak p = 0,9769 vs. sebészeti mintak p =
0,6585; PFS biopszias mintak p = 0,2129 vs. sebészeti mintdk p = 0,7382). Hasonldképpen, az UT
biopszids és m(téti mintdk értékelése sem eredményezett szignifikdns korreldciét az OS és PFS,
valamint a CAIX alacsony és CAIX magas expresszios csoportok kozott (OS biopszidk p = 0,1620 vs.

m{téti mintak p = 0,7940; PFS biopszidk p = 0,4830 vs. m(itéti mintak p = 0,1380).

6.4.7. Sejtproliferacio és CAIX expresszid

Kutatasunk sordn a CAIX expersszidjanak vizsgdlata mellett kitértlink a proliferaciés aktivitas
expresszidés mintazatanak a megfigyelésére is az UT és NAT csoportokban. Az UT csoportban (n =34) a
kezeletlen biopszidk és m(itéti mintdk esetében a proliferacios aktivitas expresszidjanak értékei szoros
Osszefliggést mutattak (kezeletlen biopszia atlag 55,8 + 16,54 SD vs. kezeletlen m(itéti minta atlag
57,79 = 19,97 SD), statisztikailag szignifikans kiilonbség nem volt igazolhaté (Wilcoxon matched rank
teszt p < 0,1671). Tovabba pozitiv korrelacié (trend) igazolddott a kezeletlen biopszia és a m(itéti minta
kozott (Spearman korrelacios teszt p < 0,0001, rho: 0,9371).

Ezzel ellentétben a kezeletlen biopsziak és a kezelt m(itéti mintak esetében a kezdeti proliferacids
aktivitas jelentdsen csokkent a kezelés hatdsdra. Statisztikailag szignifikans kiildnbség igazolddott a Ki-
67 expresszid tekintetében (kezeletlen biopszia atlag 56,82 + 24,29 SD vs. kezelt m{téti minta atlag

32,04 + 23,62 SD, Wilcoxon matched rank test p < 0,0001), de a kezeletlen biopszias és a kezelt
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sebészeti mintak kozotti enyhe korreldcidt lattunk (Spearman korrelacios teszt p < 0,404 rho: 0,2772)

(36. A, B Abra).
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36. Abra: A Ki-67 expresszidjanak eloszldsa a NAT biopsziakban (NAT B) és a NAT sebészi rezekcids mintakban (NAT R) (n = 55). (A) A Ki-
67 tumorjel6lés kumulativ eredménye (tartomany 0-95% mindkét csoport esetében, atlag 56,82 + 24,29 SD vs. 32,04 + 23,62 SD),
ahol a Ki-67 jel6lés szignifikansan kilonbozik (p < 0,0001, ****: statisztikailag erGsen szignifikdns); (B) a NAT tumoros csoport NAT
B és NAT R mintai kozott meghatarozott Ki-67 expresszid korreldcidja (p < 0,404, rho: 0,2772).

Ezenfelil a CAIX és a Ki-67 végbéltumoron beliili expresszids mintdzatanak vizsgalata soran
megfigyeltiik, hogy az esetek tobbségében a kezeletlen esetekben a magasabb Ki-67 expresszios
értékekhez alacsonyabb CAIX expresszios érték tartozott, mig a kezelt esetek tobbségében magasabb
CAIX expresszios értékekhez alacsonyabb Ki-67 expresszids aktivitas tarsult. A Ki-67 expresszios
értékek szignifikdnsan magasabbnak bizonyultak a biopszids mintakban a CAIX expressziés mintazathoz
képest (kezdeti biopszidk: CAIX atlag 21,78 + 24,97 SD vs. Ki-67 atlag 56,82 + 24,29 SD ; Mann-Whitney
teszt p < 0,0001; NAT sebészeti mintak: CAIX atlag 39,44 + 29, 47 SD vs. Ki-67 atlag 32,04 + 23,62 SD;
Mann-Whitney teszt p = 0,2630) (37. A, B Abra).
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37. Abra: A Ki-67 és CAIX expresszidja a NAT B és a NAT R mintdkban (n = 55). A Ki-67 és CAIX tumorjeldlés kumulativ eredménye
(tartomany 0-95% mindkét csoport esetében). (A) A biopszids mintak esetében a CAIX atlag 21,78 + 24,97 SD vs. Ki-67 atlag 56,82
+ 24,29 SD; Mann-Whitney teszt p < 0,0001; (B) NAT sebészeti mintdk: CAIX dtlag 39,44 + 29,47 SD vs. Ki-67 atlag 32,04 + 23,62 SD;
Mann-Whitney teszt p = 0,2630).
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7. Megbeszélés

7.1.  Multiplex KRAS eltérések jelentdsége

A CRC carcinogenezise heterogén folyamat, mely szamos alternativ sejtes jelatviteli mechanizmust
foglal magaban. A leggyakoribb klasszikus Utvonal az adenoma-carcinoma Utvonalat koveti, melyet az
APC, KRAS, NRAS és TP53 gének patogén varidnsai jellemzik [48,189]. Ezen kiviil a CRC a serrated-
metildlt dtvonalon keresztil is kialakulhat, amely a KRAS/BRAF mutacidk, a CpG-sziget-metilacio és az
MGMT és MLH1 metilacids statusza alapjan hagyomanyos és sessilis serrated mechanizmusokra
oszthaté tovabb [190]. A mismatch repair protein komplex csiravonalbeli mutacidival jaré CRC-t
(Lynch-szindréma) kiilén csoportnak tekintik. A jelenlegi szévettani gyakorlat szerint a mismatch repair
(MMR) hidny kizdrasat immunhisztokémiai panel alkalmazasa teszi lehetévé [94]. Emellett a relevans
génszakaszok DNS-szekvenaldsa lehet6vé teszi a molekularis alcsoport becsiilt kategorizalasat, mivel a
komplex genomikai vizsgdlatok (beleértve a metilacids profilalkotast is) még nem dllnak rendelkezésre
a klinikai rutinban [191]. A CRC-k molekuldris vizsgdlata magaba foglalja a KRAS, NRAS és BRAF aktivald
mutdcidinak kizdrasat, ami az anti-EGFR-terapia alkalmazdsanak kotelez6 el6feltétele [192—-195]. A
jelenlegi diagnosztikai eljaras szerint a relevans génszekvencidk meghatarozasdhoz reprezentativ
tumorminta elemzése sziikséges. A patogén génvaridnsok egyediek és jellegzetesek és a valtozé
mérték( heterogenitds ellenére a f6bb variansok stabilak maradnak a terjedés soran. Altalaban az
attétek mutacios profilja az elsédleges daganatokra épiil, amelyekbdl szarmaznak [196,197]. A klonalis
genetikai hattér, melyet tovadbb befolyasolnak a szelekcids mechanizmusok pl. a disszeminacié vagy a
kezelés, alapvetG6en meghatdrozza a tulélést és az alkalmazott célzott terapidval szembeni rezisztenciat
[29,198-200].

A tObbszoros tumoros gbécok jellemzéen orokletes daganatos szindrédmakhoz tarsulnak, és
kimutatasuk csiravonalbeli génmutaciokkal hozhaté 6sszefiiggésbe, példaul a familiaris adenomatosus
polipdzis vagy az 6rokletes nem-polipdzisos CRC esetében [189,201,202]. A tobbszords tumoros gécok
azonban egyre gyakoribbak a nem orokletes, sporadikus betegségekben, megjelenésiik szdmos
kockazati tényez6hoz tarsul, beleértve a férfi nemet és az elérehaladott életkort [201,202]. A CRC-ben
kialakuld, a progressziv daganatos atalakuldst elGsegité folyamatokat gyakran kisérik dysplasias
adendémak vagy a tumort megel6z6 felszini elvaltozasok mas formai, amelyek vastagbéltiikrozés vagy
sebészi mintavételezés soran alul diagnosztizalhatdk [101,203]. Ezenkivil a fel nem fedezett szinkron
és metakron tumoros gécok akar egy betegségként is értelmezhetdk (lokalis szorddas, ill. recidiva), ha
részletes elemzésiik pato-bioldgiai médszerekkel elmarad.

Munkaink sordn a vastag- és végbéltumorok molekularis, ezen belil elsGsorban a KRAS gén
eltéréseinek vizsgalata kapcsan tapasztalt jelenségeket elemeztiik. Els6ként megallapithatjuk, hogy a
DE KK Patolégia Molekularis Laboratériumaban megvizsgdlt esetek molekularis profilja lényeges

statisztikai eltérést nem mutat a hazai és nemzetkozi szakirodalomban talalhaté eredményektél. Az
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ilyen médon reprezentativnak tekinthet6 kohorsz eseteit célkitizéseinknek megfelel6en specidlis
szempontok szerint elemeztiik. Szamos esetbdl néhany olyan betegre fokuszaltunk, akiknél tébbszéros
daganatbdl, ill. tobb id6pontbdl szarmazd mintabdl volt lehetdség a KRAS és egyéb gének statuszanak
Osszehasonlité elemzésére és az 0sszefliggések feltarasara.

Els6 esettanulmanyunkban megvizsgaltuk az Osszes rendelkezésre all6 szoveti és molekularis
jellemz6t, hogy meghatdrozzuk az egy betegben négy egyidejlleg el6forduléd elsédleges
vastagbéldaganat és nyolc tavoli attét bioldgiai természetét és megdllapitsuk a klondlis kapcsolatot
kozottik. A szévettani megjelenés, a megdrzott MMR fehérje IHC-profil és a KRAS/TP53 szekvenalasi
eredmények alapjan, a daganatos gécokat a jobb colonfélt érinté anatdmiailag elkilonilt dysplasids
adenomatosus polipjaibol egymastdl fliggetlendl kialakult hagyomdnyos adenocarcinomak
sorozataként értelmeztiik. Az APC génre sajnos nem terjedt ki az alkalmazott génpanel, de az
anamnézis és a klinikopatoldgiai kép nem tdmasztotta ald a familidris adenomatosus polyposis (FAP)

A molekularis leletek 6sszehasonlitdsa egyértelmlen kimutatta a négy primer tumor fliggetlen
jellegét, melyek négy kiilonb6z6 KRAS genotipust mutattak, kéztik harom, egymassal nem Osszefliggd
patogén KRAS varianst (Gly12Asp, Gly12Cys, Gly12Val) és egy vad tipusu KRAS konfiguraciot. Az egyes
KRAS variansok lehetévé tették az attétes daganatok nyomon kdvetését a betegség kilonbozé
id6pontjaibdl. Erdekes médon a négy kiilénbdz6 genotipusu primer adenocarcinoma kéziil csupan az
egyik (T3) mutatott egyezést a metasztatikus folyamatban észleltekkel, igy ezt az 6sszes szinkron (M1/1
és M1/2) és a kés6bbi kdvetés soran eléforduld metasztazis (M2-M5) forrasaként hataroztuk meg. Az
egyetlen visszatéréen megjelené KRAS mutacié (c.34G>T, p.Gly12Cys) a betegség lefolydsa soran
megbizhatd Utmutatasként szolgalt a terdpia kivalasztasaban. Ez az allandé varians csupan az M1/1 és
M3 metasztazisokban nem volt kimutathatd, ami nem feltétlenll jelenti az adott allél hidnyat.
Feltételezzlk, hogy a min&ségi valtozok, beleértve a szovetek Osszetételét, a fixalast stb., zavarhatjak
a DNS-alapu vizsgalatokat, amint azt barmely alkalmazott genetikai platform haszndlata soran is
megallapitottak. Ez esetben sem lehet a technikai problémat kizarni.

A KRAS eltérés mellett az NGS génpanel a TP53 gén kiilonb6z6 valtozatait is azonositotta valtozatos
kombinacidkban, ami szintén igazolja az egyes tumoros gocok klénadlis fliggetlenséget. Alacsony
gyakorisagu (<10%) TP53 varidnsokat mutattunk ki minden primer mintdban, mig dominans TP53
varianst csak a T2 és T3 mintakban voltak megfigyelhet6k. A T3-ban kimutatott TP53 varians (c.820G >
T, p.Val274Phe) volt azonban az egyetlen, amely az 6sszes késGbbi mintan keresztil kovethet6 volt. A
KRAS adatokkal 6sszhangban a T3 primer tumort a szisztémas disszeminacid egyértelm{i és kizardlagos
forrasaként hataroztuk meg. Erdekes médon a vad tipust KRAS eredmény altal jellemzett M1/1 és M3
majmetasztazis is mutatta az allandé TP53 varidnst, eleinte meglehetésen magas kés6bb alacsony

allélfrekvenciaval (VAF 23,1% ill. 3,14%), de viszonylag magas szovettani p53 H-score-al.
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Altalanossagban elmondhaté, hogy a p53 IHC 8sszhangban volt a TP53 szekvenalasi adatokkal, valtozd,
de kiemelked6 H-score-t adva a T2 és T3 primer, valamint az 6sszes metasztatikus tumorban.

A diagnosztikus vastagbéltiikr6zés soran nyert biopszia és a m(itéti anyag 6sszehasonlitdsa szintén
érdekes megfigyeléseket eredményezett a vizsgalt esetben. A preoperativ biopszidban (a dysplasia
szovettanilag sulyos formaja) a sebészi rezekciés minta T1 primer tumordban kimutatott KRAS
varianssal megegyez6 KRAS varianst (c.35G>A, p.Gly12Asp) mutattunk ki. A klinikai feljegyzések szerint
a vastagbéltlikrozést a teljes vastagbélben végezték, mig a biopszids mintavétel csak a proximalis végen
(coecum) elhelyezkedd legnagyobb elvaltozasbodl tortént, ami az altalunk T1 elnevezési daganatnak
felelt meg, igy a mintavétel 6sszhangban van a KRAS szekvenalasi adatokkal. Osszesen azonban hat
kiilonb6z6, alacsony szintl TP53 varianst (VAF 2,9% és 7,6% kozott) mutattunk ki a biopszidban és a
T1-ben is, amelyek nem mutattak atfedést. Mas kdvetéses mintdkhoz hasonldéan az NGS Aaltal
kimutatott alacsony gyakorisagl TP53 variansok sporadikusnak és egyedinek tlinnek, elsésorban a
dysplasia jelenlétét tdmogatjak és a jelek szerint nincs jelentds hatdsuk a tumor progresszidjara.

Az NGS mddszer nagy el6nye a tumor progresszidjaval és a terapia rezisztencidjdval 6sszefliggd tobb
génvaltozat parhuzamos kimutatasa [204]. Eseteinkben egy egyszer(i, 15 génbdl allé6 panelt
haszndltunk, amely a CRC kezelése szempontjabdl relevans diagnosztikai célpontokat fed le. Ez a panel
megfizethetd és hatékony a klinikai igények teljesitéséhez, bar a genom teljes komplexitasat messze
nem tlkrozi. A reverz hibridizacidn alapuld StripAssay ezzel szemben gyorsan és rendkivil érzékenyen,
de egyesével azonositja a soliter gének relevans hotspot-mutacidit. A jelenleg altalunk is hasznalt KRAS
StripAssay vizsgalat 29 specifikus KRAS varianst fed le, 1% alatti VAF érzékenységgel. Végll
megemlitenddk, hogy a soliter kis régidk Sanger-szekvendlasat kordbban a molekularis géndiagnosztika
"arany standardjanak" tekintették. Még mindig alkalmazhatd a jol meg6rzott, terjedelmes, solid
tumormintdkbdl szarmazé DNS-eredmények konfirmdlasara, ugyanakkor az alacsony frekvenciaju
(10% alatti VAF) variansok kimutatasara vonatkozo korlatok egyértelmek.

Osszefoglalva, e szokatlan, tdbbszérds vastagbéltumor és a kapcsolédé attétek célzott szekvencia
elemzése értékes betekintést nyujtott az elsGdleges daganatok klonadlis kapcsolataba és a négy éven at
kezelt attétes folyamat genetikai progresszidjaba. A molekuldris eredményeket gy értelmezhetjiik,
hogy az egyidében fennallé négy fliggetlen primer tumor kozil csak az egyik igényelt ténylegesen
szisztémas kezelést tavoli attétek miatt. Eredményeink tovabb hangsulyozzak az attétes elvaltozasok
kiilon értékelésének szikségességét a betegség nyomon kovetése és a terdpia optimalizaldsa

érdekében.
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7.2. KRAS statusz kovetése LB modszerrel

A tumor szubklénok megjelenése és térbeli Ujraeloszlasa a progressziv daganatokban folyamatos és
id6vel bioldgiailag/genetikailag kiilonb6z6 tumor régidk, gécok kialakulasdhoz vezet. Ezenkivil a
kemo-radioterdpia potencialisan kivaltja a rezisztens klénok szelekcidjat, Uj mutaciok és egyéb
génatrendezddések generdldédasat indukalja, amelyek hozzajarulnak a tumorsejtek tuléléséhez.
Kovetkezésképpen egyetlen, kezdeti tumorminta elemzése valdszinlileg nem jésolja meg, hogy mi
torténik késébb a mdasodlagos elvaltozasokban és altalaban csak az adott tumoros teriilet pillanatnyi
allapotat tikrozi [17,138]. A rezisztens/rezidudlis tumorok és az Ujonnan kialakult attétek genetikai
monitorozasa tehat nagy klinikai jelentGséggel bir. Bar a progresszio észlelésekor ismételt tumorminta
vétele mérlegelendd, ezt szadmos tényez6 neheziti. A nemrégiben elérhetévé valt liquid biopszia
megkozelitése lehetbvé teszi a rosszindulatu daganatsejtekbdl felszabaduld és a vérplazmaba kerilé
szabad DNS toredékek (cfDNS) elemzését. Ennek a megkozelitésnek az egyik legnagyobb elénye a
genetikai anyaghoz vald egyszer( és folyamatos hozzaférés. A tumor DNS vizsgalatokkal ellentétben
azonban a cfDNS genotipizalasa egy Osszetett genetikai képet tiikroz, amely a plazmdba kijutott 6sszes
genetikai szubkldnokat képviseli, nagyjabol fliiggetleniil azok tényleges anatémiai lokalizacidjatol. Nem
meglep6, hogy a mutacids statusz ily mdodon tértén6é nyomon kovetése a kimutatott génvaltozatok
altal feltarja a daganatra jellemz6 szubklénok sokféleségét és néha varatlan variabilitasat. Erdekes
kérdés, hogy parhuzamosan tébb génvarians fennallasa esetén ezek honnan erednek és egymassal
milyen klondlis kapcsolatot mutatnak. A gyakorlatunkban visszatéréen szerepeltek olyan daganatok,
melyeket egyidejlileg egynél tobb KRAS varidns jellemzett. A KRAS mutdns CRC kohorsz 5,68%-aban
fedeztiink fel varidnsdiverzitast, ami megfelel a nemzetkézi szakirodalomban leirtaknak. Vizsgalatunk
kdzéppontjaban vastagbél adenocarcinoma mintdkban azonositott tobb KRAS varians valds dinamikdja
allt. Ennek megértéséhez a daganatos DNS-en tul cfDNS vizsgalatokat is végeztiink. Bar a részletes
profilalkotashoz rendelkezésre all6 betegek szama erdsen korldtozott volt, rendkivil érdekes
megfigyeléseket tettiink.

Az 1. betegnél a vizsgalt primer tumorban intratumoralis heterogenitas mutatkozott szubklondlis
evollcidval. Az o6t kalondlld primer tumor szovetmintdban (R1-R5) két patogén KRAS varians
valtakozott és csak két mintaban fordult el mindkettd (R3 és R5). Erdekes médon az egyetlen
sebészileg eltavolitott nyirokcsomoé metasztazis csak az egyik (a ¢.35G>T; p.Gly12Val) varidnst mutatta,
mely kiilonbozott a plazma cfDNS-ben kimutatott egyetlen varianstdl (c.34G>T; p.Gly12Cys) a
kombinalt terdpia megkezdése elGtt és utan. A primer tumor és a szomszédos nyirokcsomé metasztazis
radikalis eltavolitasa utan a liquid biopszidak természetesen mar csak a maradék tumortdmeg patogén
valtozatait reprezentdljak. Az LB1-ben és késGbb az LB2-ben kimutatott KRAS variansok a rezekalt
primer tumor két (R1 és R3) tertiletén keriiltek kimutatdsra. Ez arra utal, hogy a m(itéten tuljutott
tumoros maradvany az R1/R3 szovetrészekhez hasonlithatdk bioldgiailag. A harmadik cfDNS minta

(LB3) varians mentes maradt, ami tulajdonithaté a kezelésre adott valasznak, ugyanakkor az LB-val
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kapcsolatban szintén el6forduld dtmeneti mintavételi hiba sem zarhato ki. Az efféle genetikai diverzitas
a daganat lefolydsa, progresszidja soran ismert, de egyel6re nem gyakran kutatott jelenség. Raimondi
és munkatdrsai tizenegy RAS mutdns metasztatikus CRC esetet vizsgaltak és csak 6 esetben (55%)
mutattak ki azonos varidnsokat a plazmaban, mig a tobbi esetben vad tipust taldltak (5 eset, 45%).
Klinikai jelent6séggel bir, hogy a betegség progresszidjanak idején a plazmdban RAS mutdcidra
negativan tesztelt betegek EGFR-gatléval torténd kezelésre alkalmasnak mindsilnek [104].

A 2. szdmu betegnél a vizsgdlathoz rendelkezésre allé egyetlen tumoros szovetmintdban egyetlen
KRAS, valamint NRAS, MET és NTRK1 gének tovabbi varidnsai fordultak el6. A neoadjuvans radio-
kemoterdpia, majd a bevacizumab kombinalt terdpia utdn vett LB-k hdrom tovdbbi KRAS varidnst
mutattak, azonban egyetlen NRAS varianst sem tikroztek, ami a tumorellenes terapia hatdsara
kialakuld genotipus valtdsra, tumor heterogenitdsra utal. A MET és NTRK1 mutdcidkat ugyanakkor
valamennyi cfDNS mintdn keresztil azonositottnuk, azonos, magas gyakorisdgi VAF-al, ami egyéni,
csiravonalbeli eltérésre utal. Az eset fontos jellemzGje, hogy az elsGdleges végbél carcinoma
inoperabilis volt, ekdzben a beteg tobbszords majmetasztazisokat kapott. Hipotézisiink szerint az
alapitd klén kilonb6z6 KRAS variansokkal rendelkezé szubklénokban fejlédoétt ki. A primer tumorbdl
vett minta a genetika szempontjabdl korlatozott értékkel bir és az aktudlisan eltalalt tumor részlet csak
az egyik KRAS varianst hordozta. A tumor DNS-b6l meghatarozott viszonylag alacsony VAF (6,7%)
szintén szubklonadlis valtozas mellett szdl. Feltételezziik tehat, hogy ugyanazon primer és metasztatikus
tumorok kilonb6z6 terlletei egymdstdl flggetlenil fejl6dhettek mas patogén variansok
megjelenésével, amelyek esetleg az alkalmazott genotoxikus terapia hatdsara is szelektdlddhattak. A
gén variansok dinamikus valtozdsa még mindig meglepd, de nem elszigetelt eredmény. Példaként
Sclafani F. és mtsai. ide ill6 tanulmanya emlithet6 meg melyben a lokdlisan el6rehaladott
végbéltumorokban szenvedd betegeknél a tumorszovet és a plazma mintdk kozott a KRAS statuszt
Osszehasonlitva az esetek 26,8%-aban eltér§ plazma eredményeket taldltak, melyeket késébb
kiterjesztett szovetmintavétellel is igazolni tudtak [205]. Sajat esetiinkben a plazma cfDNS
elemzésekkel a progresszié komplex jellegére is kovetkeztethettiink.

A 3. betegnél a miitéti Uton eltavolitott primer vastagbéltumort és nyirokcsomd metasztazisokat,
valamint a késGi tavoli metasztazisokat (hasnyalmirigy) lehetett Gsszehasonlitani, majd LB cfDNS
vizsgalatot végeztink. Mig a primer tumor (R), a hasnyalmirigy metasztazis (M2) és a bevacizumabot
megel6zGen a plazmabdl szarmazoé cfDNS (LB1) ugyanazt a KRAS mutacidét mutatta, a kezdeti diagndzis
idejébdl szarmazd nyirokcsomd metasztazis (M1) és a késGbbi id6pontokbdl szarmazd kovetéses
cfDNS-ek (LB2 és LB3) ettdl eltéré KRAS varidanst mutattak, valamint megjelent egy tovabbi, harmadik
KRAS varidns is az LB2 cfDNS mintaban. Az egyik varidnsrél a masikra vald atvaltas elfogadhaté a terapia
utan visszatérd metasztatikus tumorban, kiilondsen a plazma cfDNS-b6l szarmazd egyezd eredmények
esetén, ahogyan azt az el6z6 példaban is lattuk. Az eltér6 egymas utani plazma eredmények

visszatérése az eredeti varidnshoz (némi eltéréssel) azonban varatlan és nehezen magyardzhato
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fejlemény, mely csak az egymdas mellett létez6 szubklonok rendkivili id6beli dinamikajaval, a
tumorsejtek aktivitasaval, pusztuldsaval, a cfDNS vérplazmaba vald kikertlésével illetve stabilitasaval
magyarazhato.

A részletesen kivizsgdlt és bemutatott harom esetben a daganatos betegség lefolyasa soran Gj KRAS
variansok jelenhetnek meg és/vagy tiinhetnek el a vérbdl kimutatott genotipus alapjan. Az 1. esetben
a primer tumorbdl tobb mintdt is szekvenaltunk, ami mélyebb betekintést engedett a szubklonalis
kornyezetbe. A 2. és 3. esetben a terapia el6tt csak egy tumormintdt vizsgaltunk, amely egyetlen KRAS
varianst tartalmazott, majd a betegség soran tovabbi variansokat észleltliink. Eseteinkben a lefolyas
soran 2, 3ill. 4 patogénként ismert KRAS varianst mutattunk ki a kiilonb6zé mintdkban egyéb eltérések
mellett. A genetikai profilt er6sen befolydsolhatja a tumor heterogenitasa, progresszivitasa és a
terdpiara adott valasz. A vérben észlelt negativ eredmény természetesen itt sem mérvadd, de a pozitiv
eredmény az adott varians létezését és ezaltal a szubklonok sokasagat jelzi.

A mCRC-k esetében a tanulmanyok gyakran a cfDNS-analizis valasztasat tamogatjak diagnosztikai
és monitorozasi célokra [206], viszont a genetikai variabilitds kérdésérSl sokkal kevesebb adat all
rendelkezésre. Furiki és munkatdrsai 22 beteg primer tumorainak, attétes majtumorainak és liquid
biopszidinak gy(jtésével vizsgaltadk a mCRC-ben Ujonnan megjelené mutans géneket [140]. Arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a mdjmetasztazisokban részben olyan Uj mutacidk vannak jelen,
amelyek a primer tumorokban nem voltak azonosithatdak. A liquid biopszia segitségével azonositottak
az 0sszes mutacio jelenlétét az attétes majtumorokban, fliggetlenil attdl, hogy ezek a mutacidk nem
voltak kimutathatdok az els6édleges tumorokban. Mig a primer és metasztatikus tumorok kozotti
egyezés ardnya altaldban magas, a metasztazisokban az Uj eltérések megjelenésének a valdszinlsége
a becslések szerint 10% koruli [140,207,208]. Mar egy limitalt kiterjedés(i génpanel alkalmzasa is
ravilagit arra, hogy az egyes biopsziak gyakran nem képesek azonositani a daganatra jellemz8 6sszes
klinikailag relevans prediktiv jellemz8 jelenlétét. A cfDNS részletes szekvendldsa az esetek 78%-aban
tovabbi egyidejl rezisztencia mechanizmusok érintettségére utalt [209]. A cfDNS, amennyiben
reprezentativ, 6sszetett mdédon tikrozi a késGbbi terdpia tervezésében figyelembe vehet6 klinikailag
relevans elvdltozasokat. Klasszikus példaként az anti-EGFR terdpidval szembeni rezisztencia
kialakulasanak nyomon kovetése kilonésen hatékonynak bizonyult ligiud biopsziaval [19,209,210].
Hasonldképpen, a miitétet és az elsG vonalbeli kezelést kovet6 KRAS mutans statusz LB-alapu
megkozelitése az anti-EGFR terapia alkalmazdsa mellett érvelhet [211]. Ezen tulmenéen a
kozeljovében a KRAS statusz pontos nyomon kovetésének kovetelményével a specifikus patogén KRAS
valtozatokra irdnyuld biolégiai terdpidk bevezetésével szamolhatunk. Osszefoglalva, az LB-t klinikailag
kifejezetten hasznos kiegészitének tekinthetjiik a szoveti biopszia mellett, mely tovabbra is gold
standard a szolid tumorok diagnosztizdlasaban és prediktiv vizsgalatdban. Az LB masfajta informaciot
eredményez, tobbek kozott betekintést nyuljt a genetikailag heterogén agressziv folyamat

dinamikdjaba. A periférias vérbe kibocsatott cfDNS segitségével a tumor minden kompartmentjéhez
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hozzaférhetlink, fliggetlenil azok térbeli és id6beli eloszlasatdl. Bar a tumorbdl szdrmazdé cfDNS
szamos aspektusa még nem tisztazott, a technoldgia ndvekvd klinikai jelenlétével parhuzamosan egyre
szélesebb korben elérhetévé valik. A bemutatott példak egy olyan korszak kezdetét mutatjak, ahol az
egyre hosszabb tulélés( szolid tumorok, igy példdul az mCRC-k is, genetikai és funkcionalis jellemzgit
rendszeresen tudjuk kévetni a valasz megitélése és a kezelés optimalizalasa érdekében.

A genomialis rendellenességek jelentGsége és evolucidja a CRC kialakuldsaban és progresszidjaban
egyarant ahhoz a felismeréshez vezetett, hogy idealis esetben sziikség van az elsGdleges tumor(ok) és
a metasztdzisok sorozatos genotipizdlasara, ha valéban el akarjuk érni a személyre szabott ellatast.
Egyre tobb bizonyiték all rendelkezésre a ctDNS biomarkerként valé alkalmazasara a gyégyito céllal
végzett rezekcidét kovetd korai betegségek és minimdlis rezidudlis betegségek kovetésére, a
relapszusok korabbi azonositadsdra, a kezelésre adott vdlasz értékelésére és a kialakuldban lévé

gyogyszer rezisztencia mechanizmusok felderitésére [137].

7.3. KRAS statusz és hypoxias adaptacié osszefliggése

A rosszindulatu daganatok progresszidja soran a genomikai tényez6kon tul lokalis valtozok, igy a
mikrokornyezet Gsszetétele és a tulélést tdmogatod jellege is fontos szerepet kapnak. Tanulmanyunk
ezért a kornyezeti adaptdcios képességek és egyes genetikai eltérések 6sszefliggéseire is irdnyulnak. A
disszertacidban részletezett vizsgalatunk a hypoxias stresszhez kapcsolddd CAIX expresszido mértékére
és dinamikdjara 6sszpontosit véghbél adenocarcinomdban, melyet IHC mddszerrel hataroztunk meg.
Neoadjuvansan kezelt és nem kezelt kontroll esetek diagnosztikus biopszids és sebészi rezekcids
mintait hasonlitottuk 6ssze a CAIX expresszidjanak tekintetében. A CAIX expresszid a varakozasoknak
megfelel6en a tumoros sejtek valtozd frakcidjara korldtozédott, igen specifikus sejtmembran-
lokalizacidban. A CAIX kiterjedése heterogén és egyéni volt, a tumorsejtekben 0-90% kozotti széles
skalan mozgott. A CAIX jellemz&en a tumor necrotikus gdcainak kozelében mutatkozott, de necrosist
nem mutatd nagyobb, solid teriletek is gyakran megfigyelhet6ek voltak. Ezenkivil mérsékelt
dysplasias teriletek is megkilonboztethetdek voltak a kornyezd, ép mirigyhamhoz képest a fokozott
CAIX expresszid tekintetében. Mindezek alapjan a CAIX expresszid valdjaban tumorspecifikus
jelenségnek bizonyult és megjelenése, a szakirodalomban olvashaté megallapitasokkal megegyezGen,
a vizsgalt végbéltumoros mintdkban is a sublethalis-lethalis hypoxids daganatos teriileteket
reprezentadlta.

A CAIX jel6lés intratumoralis 0sszetettsége miatt a vizsgalt kohorszot CAIX alacsony és CAIX magas
kategéridkba soroltuk a tovabbi elemzéshez. Vizsgalatunkban a CAIX expresszi6 nem mutatott
statisztikailag szignifikdns kilonbséget a legtobb hagyomanyos klinikaipatoldgiai paraméterrel.
Hasonlé eredményeket publikdltak Korkeila és mtsai. akik 166 végbéldaganatos mintaban vizsgaltak a
CAIX expressziojat. Kutatdsukban a CAIX expresszids mintdzata flggetlen volt a kivalasztott
paraméterektdl, példaul a daganat méretét6l, nyirokcsomd statuszatél vagy gradusatdl [167].
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Kovacova és Hodorova szintén arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a CAIX expresszid nem allt
szignifikdns Osszefliggésben a nemmel, a tumor gradusadval, a nyirokcsomdé statusszal vagy a
metasztazis jelenlétével/hianyaval [187]. Tupa és mtsai. szintén nem észleltek szignifikans kiilonbséget
a CAIX expresszio és a klinikai és morfoldgiai jellemz6k kozott [212].

Jelenlegi elemzésiinkben a CAIX expresszid dinamikajanak Osszehasonlitdsdra torekedtiink,
bevonva a kezelés el6tti, a kezelés utdni és a kezeletlen kontroll végbél adenocarcinomas mintakat.
Feltételeztik, hogy a kemo-radioterapidhoz kapcsolddd stressz és perfazid hidny hyipoxids
karosodassal és adaptiv mechanizmusok indukcidjaval jar. Fontos megfigyelésként a CAIX szignifikans
novekedése volt kimutathaté a neoadjuvans kemo-radioterapidt kovetéen a mdtéti rezekcios
mintakban (NAT), mig ez nem volt nyilvanvald a kezeletlen (UT) tumormintakban. A fellelhetd egyetlen
hasonlé témaju kozleményben Guedj és mtsai. arrdl szamoltak be, hogy a CAIX expresszidja
szignifikdnsan alacsonyabb volt a kezelés elGtti biopszidas mintdkban [213]. Az altalunk vizsgalt
mintakban a kemo-radioterdpia helyi hatasai a standard szovettani vizsgalatok alapjan egyértelmden
lathatdak voltak, beleértve a tomeges szovetkarosodast kévet6 szoveti remodellinget és a tumor
necrozist. A maradék daganatos teriletek csdkkent sejtproliferacios aktivitassal (a Ki-67 jeldlési index
alapjan meghatarozva) rendelkeztek, ami a kozvetlen citotoxikus hatdssal és a megfelel6 szoveti
perfuzid hidnyaval o0sszefligg6 regressziv jellegzetesség. Mas szovettani valtozasokkal 6sszhangban a
CAIX expresszié fokozddasa a hypoxia altal vezérelt alkalmazkodasra utalhat, mely potencidlisan
hozzajarul a korlatozott kezelési valaszhoz vezet6 rezisztencia mechanizmusokhoz.

Az agressziv daganatos viselkedés és a kezeléssel szembeni rezisztencia a driver mutaciok
megjelenésével jar egyltt. Ebben a kohorszban értékelni tudtuk a CAIX expresszid és a KRAS mutacios
statusz kapcsolatat, melyek kozott korrelacid igazolddott. A KRAS mutdns végbél adenocarcinomdk
kezdetben és a neoadjuvans terdpidt kovetSen is szignifikdnsan magasabb CAIX értékekkel
rendelkeztek. Ez a megfigyelés fliggetlen volt a kezelési statusztél. A mutdns KRAS altal aktivalt MAPK-
utvonal szoros kolcsonhatasra utal a végbéltumoros sejtek anyagcseréjével és oxigénigényével
kapcsolatban. Tanulmanyunk elsGként hivja fel a figyelmet a CAIX és a mutans KRAS kolcsOnhatasara
végbél adenocarcinomaban. Ezt a mechanizmust tdmasztja ald Swayampakula és mtsai. in vitro
tanulmanya, akik a CAIX altali pH-szabdlyozast vizsgdltdk KRAS mutans hasnyalmirigy ductus
adenocarcinoma sejtekben [179]. A hypoxidra valaszul a KRAS mutans hasnyalmirigy ductus
adenocarcinoma sejtekben CAIX overexpresszid volt megfigyelhetd a HIFla és HIF2a stabilizaciojan
keresztil, ami az intracellularis pH és a glikolizis fenntartasa érdekében kifejtett adaptiv valaszként
értelmezhetd. Ezek az eredmények sajat munkdankkal egybehangzdan azt sugalljak, hogy a CAIX fliggd
rezisztencia hatterében a KRAS mutdcién keresztil kialakuld tumorsejt aktivacié all.

A neoadjuvans terapia sikerének/hatasanak széles korben hasznalt szbveti jelz6je a TRG, mely a
kezelés utani sebészeti mintakban vizsgalhaté [115,214]. A CAIX expresszid elemzése bemutatta, hogy

a jelentGs tumor regresszidé hianya (TRG 4-5) mind a kezelés el6tti biopszidkban, mind a kezelés utani
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végbéltumoros mintdkban meghatdrozott CAIX magas fenotipushoz tarsult. A CAIX-et expresszalé
daganatos sejtek potenciadlisan fokozott rezisztencidjat jelzi és a CAIX expresszid mértékének
hasznossagat sugallja a kezelés utdni tumorok jellemzésére [215-217].

E sajatos Osszefliggések ellenére a CAIX valddi prognosztikai szerepe tovabbra is kissé
ellentmondasos. Vizsgalatunk nem tudta egyértelmden kimutatni a hosszu tavu tulélési kiilonbségeket
a CAIX alacsony és a CAIX magas betegségcsoportok kozott, igaz, ebben jelentds akadalyt jelentettek
az alacsony esetszam és a CAIX pontosabb mennyiségi meghatdrozasanak korlatai.

Korabbi kdzlemények eredményei szintén ellentmondasosak a CAIX prediktiv jelent6ségét illetGen,
ami elsGsorban a cél meghatdrozas és a minta kohorszok 6sszetettségével fliigghet 6ssze. A fokozott
CAIX expresszidt rosszabb betegség specifikus tuléléssel tarsitottak [152], azonban a negativ vagy
gyenge CAIX expressziét mutatd végbéltumoros esetekben szignifikdnsan hosszabb volt a
betegségmentes tulélés [187]. Kuijik és mtsai. attekinté tanulmdanyukban megallapitottdk, hogy a
magas CAIX expressziot mutatd vastagbél carcinomds esetekben rovidebb a betegség- és
progressziomentes tulélés [182]. Ezzel szemben 539 vastagbéltumoros esetben vizsgalt CAIX
expresszié elemzése nem eredményezett szignifikdns korreldciét a f6bb klinikai paraméterek és a
tulélés kozott [161]. Debucquoy és mtsai. eredményeik alapjan szintén azt allitjdk, hogy a CAIX-nek
nincs prognosztikai jelentsége [215]. Erdekes eredmény, hogy az irritabilis bél szindrémahoz tarsuld
vastagbél carcinomdban a CAIX overexpresszidja volt lathaté a sporadikus vastagbéltumorokhoz
képest, ami arra utal, hogy a CAIX 3ltal jelzett adaptacids mechanizmus a korai, daganat megel6z6
allapotokkal, illetéleg a daganat etioldgidjaval is 6sszefligghet [216].

Az eltérések a populacid Osszetételének, a szovettani altipusoknak, az antitesteknek és kimutatasi
maodszereknek, a kiilonb6z6 statisztikai elemzéseknek egyarant koszonhetSk. A standardizalds ezen a
téren is alapvet6 hidnyossdg az eredmények Osszehasonlitdsa tekintetében. Sajat vizsgalatunk
esetszama is viszonylag alacsony, melyet azonban a kiértékelés soran az altaldnos paramétereken feliil
teljesebb kord analizis és dinamikus szemlélet hivatott kompenzalni. Meglatasunk szerint a CAIX
viszonya a KRAS statuszhoz és a neoadjuvans kezelés sikeréhez klinikailag is relevans, de alig ismert

Osszefliggés, ezért tovabbi tanulmanyok folytatasa e teriileten mindenképpen indokolt.
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8. Atanulmany fébb megallapitasai

A vastagbélben megjelené tobbszoros primer tumorok metasztatizalé képességei eltérnek.
Vizsgdlt esetlinkben egy tumorgdc szolgdlt az Osszes attét forrdsaként, hangsulyozva az
elsédleges tumor molekuldris bioldgiai jellemz8inek fontossagat.

Az egy betegben el6fordulé multiplex primer vastagbéldaganatok és tavoli attétek vizsgalata
soran minden primer és attétes gocot célszer( kilon értékelni, mivel az egyes gécok egyedi
genetikai profillal rendelkeznek. Az eltéré gdcokat kiilén entitdsnak lehet tekinteni és a gdcok
heterogenitasanak megfelel6en kiilonallo kezelési lehet&séget kellene mérlegelni.

Egyes szbveti biopszidk nem informativak, vagy nem képesek azonositani a klinikailag relevans
genetikai valtozasokat, a rebiopszia viszont koriilményes, nem is mindig kivitelezhetd invaziv
mintavev6 maddszer. Ezért a liquid biopszia nyujtotta diagnosztikus lehetGség el6nyos és egyre
gyakrabban redlis alternativa.

A liquid biopszia, vagyis a periférids vérben talalhaté cfDNS elemzése, lehetévé teszi a
daganatos betegség folyamatos genetikai monitorozasat és a kiilonb6z6 prediktiv
génvariansok azonositasat.

A liquid biopszia kiilondsen a metasztatikus CRC-k esetén nélkilozhetetlen az anti-EGFR
terdpidval szembeni rezisztencia és kiilonb6z6 gydgyszerrezisztencia mechanizmusainak
azonositasaban, az id6beli heterogenitds nyomon kovetésében, ezaltal a személyre szabott
terapia kivdlasztasaban

A KRAS mutdns szubkldnok megjelenése és eltlinése a vastagbél daganat lefolyasa soran a
vartnal gyakrabban dinamikus eltéréseket mutat.

Kezeletlen és neoadjuvans kezelésben részesiilt végbél tumorban a hypoxids stressz hatasara
a CAIX kiemelked6en specifikus sejtmembran-lokalizaciét mutatott és heterogén formaban
volt jelen a tumoros sejtekben.

A kezelés utani szovetmintakban szignifikans CAIX expresszid emelkedést tapasztaltunk, mig a
nem kezelt mintakban eltérés nem volt jellemzé.

A terapia hatékonysaganak vizsgalata sordn a kezelés el6tti biopszidk értékelésénél a TRG2-3
esetek tobbsége a CAIX alacsony és forditva, a TRG4-5 esetek tobbsége a CAIX magas
fenotipushoz tarsult, ami a kezelés sikertelenségének fokozott lehetGségét jelezheti a
kezdetben CAIX magas tumorok esetében. Ezzel szemben a CAIX expresszié a terapiat
kovetben altaldban megnovekedettnek bizonyult, mely alapjan korlatozott/a kezelésre nem
reagdlé (TRG4-5) tumorok CAIX magas fenotipust mutattak.

A KRAS mutacié jelenléte magas CAIX expresszidval tarsult mind a kezelés el6tt, mind a kezelés
utan. A CAIX altal jelzett adaptaciés mechanizmus valdszinileg kiemelt szerepet jatszik a KRAS

mutans végbéltumoros sejtek anyagcseréjének és rezisztencidjanak szabalyozasaban.
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A kezelés el6tti mintakban a magas sejtproliferaciés értékekhez alacsonyabb CAIX expresszid
tartozott, mig a kezelés utani mintakban a terdpia altal kivaltott hypoxids stressz hatdsara a
proliferacids aktivitas jelentés mértékben csokkent, a CAIX expresszidja az eseteink tulnyomd
tobbségében fokozddott.

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

tovabbra is vitatott marad CRC-ben.
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9. Osszefoglalas

Tanulmanyunk elsé részében multiplex primer vastagbéldaganatot és tavoli attéteit vizsgaltunk
egy azon esetben, hangsulyozva annak sziikségességét, hogy az attétes elvaltozasokat célszerd kiilon
értékelni a hatékony kezelési dontés meghozataldban. A daganatok eltérd genetikai profilt mutattak,
kiilonb6z6 KRAS és TP53 varidnsokkal, ami ravilagit egymastol fliggetlen eredetikre. Figyelemre mélto,
hogy egyetlen primer tumor (T3) szolgalt az 6sszes metasztdzis forrasaként, hangsulyozva az elsédleges
tumor jellemz8inek nyomon kdvetésének fontossagat. A tanulmany célzott génpanelt alkalmaz a
genetikai elemzéshez, amely hatékonyan azonositja a kulcsfontossagl mutacidkat, koztiik a KRAS-t és
a TP53-at. Az eredmények kiemelik a molekularis vizsgdlatok értékét a terdpias dontések
iranyitasaban, kiléndsen a tobbszords primer tumorral rendelkezé esetekben. Osszességében
kutatasunk ezen része kritikus betekintést nyujt a vastagbéltumor genetikai heterogenitdsaba és
ravildgit az egyes daganatok molekuldris profiljdn alapuld személyre szabott kezelési stratégiak
szikségességére.

Tovabbi vizsgalataink a progressziv vastagbéldaganat esetében a tumor genetikai valtozatossagdara
és a terapias valaszt befolyasold tényezbkre irdnyultak. A kutatds azt mutatta, hogy a CRC-ben az egyes
tumor régiok eltéré mutacids profilokkal rendelkezhetnek és a terdpidra adott valaszt alapvetéen
befolyasolhatja a genetikai heterogenitas. A liquid biopszia, vagyis a periférids vérben talalhaté cfDNS
elemzése, lehetévé teszi a folyamatos genetikai monitorozast és a kiilonb6z6 KRAS varidnsok
azonositasat. A tanulmany kiemeli, hogy az egyes biopszidk gyakran nem képesek azonositani a
klinikailag relevans genetikai valtozadsokat, igy a cfDNS elemzése kiegészit6 és fontos lehet a terapia
tervezésében. A kutatds azt is hangsulyozza, hogy a tumor heterogenitasa és fejlédése kulcsfontossagu
tényez6 a genetikai profil alakuldsdaban. Emellett a cfDNS elemzése segithet az anti-EGFR terdpiaval
szembeni rezisztencia és a gyogyszerrezisztencia mechanizmusainak azonositdsdban. Tanulmany
kiemeli a liquid biopszia potencialjat, mint kiegészité eszkozt a tumorok genetikai monitorozasaban és
a terapia személyre szabdasaban, kiléndsen a metasztatikus vastagbéltumor esetén.

Végiil a szoveti hypoxia flggé CAIX dinamikus expresszidjat is vizsgaltuk végbél
adenocarcinomadban, kilonos tekintettel a patobioldgiai valtozdokra és a kezelés hatasara. A CAIX
jellegzetes és specifikus sejtmembran-lokalizaciéot mutatott és valtozd aranyban volt jelen a
tumorsejtekben. A neoadjuvans kezelés utani szovetmintdkban szignifikdns CAIX emelkedést
tapasztaltunk, mig a kezelésben nem részesiilt esetekben nem. A CAIX kifejez6dése nem mutatott
statisztikai korrelaciét a hagyomanyos klinikai paraméterekkel. Ugyanakkor a mutdns KRAS jelenléte
magas CAIX szinttel tarsult mind a kezelés el6tt és utdn, ill. annak hianyaban is. Kbvetkeztetéslink
szerint az aktivald KRAS mutdcidk lényeges szerepet jatszhatnak a végbéltumorsejtek anyagcseréjének
és rezisztenciajanak szabalyozasaban. Az alacsony tumor regresszidval rendelkez6 betegek esetében a

CAIX magas kifejez6dése a kezelés utani szovetmintdkban is megfigyelhet6 volt. A CAIX potencidlisan
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hasznos lehet a preoperativ kezelést tulélé tumorrészek jellemzésére, de prognosztikai szerepe

tovabbra is vitatott marad.
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10. Summary

One major aim of our studies was to examine multiple primary colorectal tumors and distant
metastases, emphasizing the need to evaluate metastatic lesions separately for treatment decisions.
In a case study the synchronous tumors exhibited diverse genetic profiles, with different KRAS and
TP53 variants, highlighting their independent origins. Notably, one primary tumor (T3) served as the
source for all metastases, emphasizing the importance of tracking primary tumor characteristics. The
study employed a targeted gene panel for genetic analysis, which efficiently identified key mutations,
including KRAS and TP53. The clinical significance of TP53 IHC and sequencing for accurate
characterization was stated. Overall, this research offers critical insights into the genetic heterogeneity
of colorectal cancer and highlights the need for personalized treatment strategies based on the
molecular profile of each tumor. In this study, the genetic diversity of progressive colorectal cancer
(CRC) and factors influencing therapeutic response were examined.

The next part of the research demonstrated that within CRC, individual tumor regions can have
distinct mutation profiles, moreover, therapeutic responses may fundamentally affect genetic
heterogeneity. Liquid biopsy, or the analysis of cfDNA found in peripheral blood, allows for continuous
genetic monitoring and identifies various KRAS variants among patients. Our study highlighted that
individual biopsies often fail to identify clinically relevant genetic changes, making cfDNA analysis a
supplementary and important tool in treatment planning. The research also emphasized that tumor
heterogeneity and evolution are key factors in shaping the genetic profile. Furthermore, cfDNA analysis
effectively identifies secondary resistance to anti-EGFR therapy and drug resistance mechanisms. The
study underscores the potential of liquid biopsy as a supplementary tool in the genetic monitoring of
tumors and personalizing therapy, particularly in diseases like metastatic CRC.

Finally, we investigated the dynamic expression of hypoxia-dependent CAIX in rectal
adenocarcinoma, with a particular focus on hypoxic stress and its effect on treatment response. CAIX
exhibited highly specific membrane localization and varied in its presence among cancer cells.
Significant increases in CAIX were observed in tissue samples after treatment compared to untreated
samples. The expression of CAIX did not show statistical correlations with traditional clinical
parameters. However, the presence of activating KRAS mutations was associated with high CAIX levels
both before and after treatment. Consequently, CAIX likely plays a role in regulating the metabolism
and resistance of rectal cancer cells. Among patients with low tumor regression, high CAIX expression
was observed in post-treatment tissue samples. CAIX has the potential to be useful in characterizing
post-treatment tumors, but its prognostic role remains a subject of further studies. This summary
highlights the role of CAIX and its relationship with hypoxic stress and treatment effects in rectal

adenocarcinoma, providing valuable insights into treatment efficacy and prognosis.
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12.

Targyszavak

Vastagbéltumor, végbéltumor, toébbszérés primer vastagbéldaganat, multiplex metsztazisok,
MAPK dtvonal, KRAS mutdcid, liquid biopszia, cfDNS, genetikai heterogenitds, személyre

szabott terapia, hypoxias sterssz és adaptacio, karboanhidraz IX, proliferacids index.
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13. Kdszdnetnyilvanitas

Ezuton szeretném megkdszonni témavezetémnek Prof. Dr. Méhes Gabornak a Debreceni Egyetem
Klinikai K6zpont Patoldgiai Intézet vezet6jének, hogy lehet6séget biztositott doktori tanulmanyaim
sikeres elvégzéséhez és dolgozatom megirdsdhoz. K6szonom segit6kész tdmogatasast, a tiirelmét, a
belém fektetett bizalmat, emberségét, valamint a szaktudasat, amellyel rdvezetett a tudomanyos
orvosi gondolkodas menetére, mely szamomra példaértékd utravald, mind az életben, mind pedig az
orvosi szakmaban.

K6sz6ndm tovabba Dr. Mokdanszki Attilanak és Mdénus Anikdnak, hogy mély betekintést nyerhettem
szaktudasuk altal a molekularis daganatpatolégia diagnosztikai hatterébe gy elméleti, mint gyakorlati
szinten egyarant, valamint a molekularis labor minden egyes dolgozéjanak a folyamatos segitségért és
tdmogatasért.

Koszéndm Dr. Andrds Csilldnak a mintak gy(jtésében nyuljtott segitségéért és munkdam
tdmogatdasaért.

Koszonettel tartozom Beke Livianak a feltétel nélkili allandd segitségéért az immunhisztokémiai
festések kivitelezésében.

Koszonettel tartozom a Patoldgia Intézet minden egyes dolgozdjanak akik kdzvetlendl vagy
kozveteve valamilyen médon segitették munkam

Végiil, de nem utolsé sorban, szeretném kifejezni haldmat szereté és tdmogatd csalddomnak és
minden kedves baratomnak a folyamatos batoritasukért, tdmogatasukért és tolerancidjukért a doktori

tanulmanyaim soran.

Kutatdsunkat az alabbi palydzatok tdmogattak: UNKP-20-3-1I-DE-502, UNKP-21-3-1I-DE-277 AZ
INNOVACIOS ES TECHNOLOGIAI MINISZTERIUM UJ NEMZETI KIVALOSAGI PROGRAMJA A NEMZETI
KUTATASI, FEJLESZTESI ES INNOVACIOS ALAP (OM) FORRASABOL.
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14. Flggelék

A tézis az aldbbi publikacidkra épil:
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