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0SSZEFOGLALO - A tumorok genetikai jellemzésének klasszikus médja a szveti biopszia, amelynek soran
kis mennyiség minta keril kivételre az érintett szervbél. Ez képviseli a tumort a tovébbi vizsgélatok soran. A
mintavétel lokalizaltsdga azonban korldtozza a reprezentativ jellemzést. Egyszerd mintavétellel a vérplazma-
bél izolalt, Ugynevezett keringd tumor-DNS potenciélisan minden, markerként azonosithaté genetikai elté-
rést hordozd daganatszévet onkoldgiai vizsgdlatara alkalmas lehet. Ahhoz, hogy a benne rejlé lehetdségeket
minél hatékonyabban kiaknazhassuk, sajatos tulajdonsagaihoz kell igazitani a vizsgalati eszkdzoket. A minta
preanalitikai feldolgozasa és taroldsa jelentsen befolydsolja a tovabbi felhaszndlhatdsagot. Ahhoz, hogy a
jelentds tobbségben lévé vad tipusl hattér mellett az esetlegesen jelen lévé mutacié kimutathato legyen, dj,
specifikus médszerek kidolgozdsara van sziikség, amelyek jelentds tobbsége az Uj generaciés DNS-szek-
venalasi technikékra épil. Az elmult évtizedben ezen eljarasok koltségének hatdrozott csokkenése lehetdvé
tette, hogy oridsi mennyiségl genetikai informéacié halmozédjon fel a tumorigenezissel kapcsolatban. A
szekvenalasi technoldgidk fejlédése kovetkeztében a vizsgalatok atfutdsi ideje is csdkkent, igy lehetévé valt a
kutatas mellett a rutinellétasba valé atvétele. Kutatdsainkbél kiinduléan ez harom megkdzelitésen keresztiil
valésuthat meg: technoldgiai fejlesztéssel, a mar birtokunkban Lév diagnosztikai médszerek folyékony biop-
szidba valo atiltetésével, valamint jol tervezett, betegségspecifikus génpanelek létrehozasaval. A nemzetkoz
trendek és eddigi, folyékony biopszian alapuld tapasztalataink alapjan is Ggy gondoljuk, hogy a kdzeljovében
ez a mddszer az onkoldgiai szlirések és a preciziés onkoldgia egyik meghatarozo pillérévé valhat.

Kulcsszavak: folyékony biopszia, ctDNS, tumorheterogenitds, NGS, célzott kezelés

SUMMARY - The classical method of genetically characterising a tumour requires tissue biopsy with which
a small sample is removed from the affected organ. This sample represents the tumour in the further analy-
ses. However, the localised nature of sample collection limits representative characterisation. The so-called
circulating tumour DNA, isolated from blood plasma after a simple sample collection, potentially enables the
oncological analysis of all tumour tissues carrying genetic alterations that can be identified as markers. In
order to maximally exploit the potentials of circulating tumour DNA, we must adjust the analytical tools to
its specific features. The preanalytical handling and storage of the sample significantly influences its further
usability. In order to be able to detect a potential mutation in a mostly wild-type background, the development
of new, specific methods is needed, most of which are based on next-generation sequencing techniques. In the
past decades, the pronounced decrease in the costs of such technigues led to an accumulation of an immense
amount of genetic information on tumorigenesis. Due to the development of sequencing technologies, the
turnaround times of tests also decreased enabling their employment in routine care besides research. Starting
from our research, this can be realised via three approaches: technological development, the implementation
of our already existing diagnostic methods in liquid biopsy, and the construction of well-planned disease-spe-
cific gene panels. Based on international trends and our experience in serum diagnostics, we are certain that
liquid biopsy will become a central pillar of oncological screening and precision oncology in the near future.
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A laboratériumi diagnosztika fejlédésével a betegel-
latas kritikus dontéseit egyre nagyobb ardnyban be-
folydsoljak az in vitro diagnosztikai eredmények. Mind
a beteg, mind az ellaté szerv kozds érdeke, hogy minét
precizebb, minél célzottabb, ugyanakkor minél atfo-
gébb diagnosztikai vizsgalat hatdrozza meg a kezelés
menetét. Emellett az is elsédleges fontossdgu, hogy a
vizsgalat egészségiigyi kockazata lehet6vé tegye annak
tobb alkalommal torténd elvégzését a betegség moni-
torozasa céljabdl.

~ Az utébbi években a nemzetkdzi porondon egy jelen-
t6s Uj .jatékos” jelent meg az in vitro diagnosztika koré-
ben, a folyékony biopszia, amelynek éves novekedési
iteme kimagaslé emelkedést mutat, és amely tovabb
fokozddik az elkdvetkezd négy évre vonatkozd becslések
szerint. Az elnevezés a testfolyadékbol, els6dlegesen a
vérbdl torténd mintavételi eljdrasra utal, amely lehetdvé
teszi a szomatikus genetikai elvaltozdsok detektalasat
periférias vérbdl, vizeletbdl, nyalbdl és egyéb testfolya-
dékbdl. A testi sejtek drokitanyagat érintd valtozdsok
mellett - amelyek a tumorigenezis mozgatérugdi - a
fenti mdédszer a magzat genetikai rendellenességeinek
kimutatasara is alkalmas.

A tumorigenezis hatterében minden esetben va-
lamilyen, az &érokitéanyagban bekdvetkezett eltérés
all. A tumor molekularis genetikai szint{ jellemzése
lehetéséget ad az objektiv diagndzisra, a lehetsé-
ges terapids célpontok azonositdsara, valamint a
viszonylagosan hosszabb tavd progndzisra. Ehhez
azonositani kell a patoldgids elvaltozdshoz kéthetd
genetikai markereket. Az elmUlt évtizedekben a nuk-
leinsav-szekvenaldsi technolégidk forradalmi fejlé-
dése odriasi léptékben kiszélesitette ismereteinket a
tumorok genetikajarél. Az elsGként elterjedt, és maig
gold standardként hasznalt Sanger-szekvenalds még
egyszerre csak egy leolvasasra képes, és a mintaban
eléforduléd nukleinsavak szekvencidjanak konszen-
zusat mutatja meg, méara azonban az Uj generacios
szekvendlas lehetbvé tette, hogy akar egyedi moleku-

Legfontosabb megallapitasok

~

* Acirkuldlé tumor-DNS [ctDNS] potencidlisan minden,

markerként azonosithatd genetikai eltérést hordozd
daganatszdvet onkolégiai vizsgalatara alkalmas lehet.

« Ahhoz, hogy a jelentds tobbségben 1év vad tipusd hattér
mellett az esetlegesen jelen lévé mutacié kimutathatd
legyen, Uj, specifikus modszerek kidolgozasara van
sziikség, amelyek jelentds tobbsége az Uj generacids DNS-
szekvenalasi technikdkra épiil.

A nemzetkozi trendek és eddigi kutatdsi tapasztalataink
alapjan is gy gondoljuk, hogy a kézeljovGben a folyékony
biopszia az onkoldgiai szlrések és a preciziés onkoldgia
egyik meghatéarozd pillérévé vélhat.

)
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lak millidinak nukleinsavsorrendjét hatdrozzuk meg
egyidejlleg. Mivel a tumor kialakuldsa soran Ujabb
és Ujabb mutaciok halmozdédnak fel, amelyek térben
és idében a tumorszdvetben nem egyenletesen
oszlanak el, rendkiviil elényds egy olyan technolégia,
amellyel ez a valtozatos DNS-mintazat egyidejlleg
vizsgalhatd. A cél a kiilénboz6 raktipusok jellemzése,
utat nyitva a‘p"r'ecfz, korai diagnézis, a prevencid és a
célzott kezelés felé.

A probléma felvetése

Egy tumor genetikai jellemzéséhez sziikség van a beléle
szarmaz6 drokitéanyagra. Klasszikus médja a mintavé-
telnek a szdveti biopszia, amely sorén lehetdség nyilik
a tumormarkerek vizsgalatara, aminek azonban tdbb
tényezd is hatart szab:

¢ A mintavétel térben korlatozott, nem ad lehetésé-
get a teljes tumor, valamint esetleges attéteinek
vizsgalatdra, vagyis mind az intratumor, mind az
intertumor heterogenitasanak vizsgélata és eziltal
a reprezentativ genetikai profilhoz vald hozzaférés
problematikus.

e Bar a szoveti mintavételi eljdrasok kozt is vannak
minimalisan invaziv beavatkozasok, ezek nem minden
korilmény mellett hasznalhatéak, példaul olyan
helyeken, amelyek nem, vagy csak kockézatos beavat-
kozéssal érhetdk el.

s A daganat egyes sejtjei heterogén neoplasztikus
tumorklonokat hoznak létre, amelyek az id6 eldreha-
ladtaval a valtozd kérnyezethez folyamatosan adapta-
l6dva Gjabb és (jabb génhibdkat halmoznak fel. Ezzel
szemben a szdveti biopszia csak pillanatképet mutat
a fenti folyamatrdl, az ismételt mintavétel azonban,
amellyel ez monitorozhaté lenne, problematikus.

o Atumor mi(itéti eltavolitdsat kovetden fontos kérdés,
hogy van-e a betegnek klinikai vizsgalati eszkoztkkel
vagy képalkot6 eljaradssal nem észlelhetd tumorresi-
duuma, esetleg mikrometasztazisa.

o Am(tét utdn a vérben kimutathato kellden specifikus
tumormarker egyértelm{ bizonyitéka a minimalis
rezidualis betegség jelentétének, indokolja az adju-
vans terapiat.

A megoldas: folyékony biopszia, cirkuldlé tumor-
DNS- [ctDNS-]) analizis (1. tAblazat).

Ezek a problémak egy olyan diagnosztikai eljaras
szilkségességét vetik fel, amely:

e atfogd képet ad a tumorrdl;

¢ nem jelent megterhelést sem a paciensnek, sem az
ellatdrendszernek;

e révid peridduson beliil tobbszor ismételhetd;

e kell6en érzékeny ahhoz, hogy a jelen lévé miniméalis
tumorresiduum kimutatdséra alkalmas legyen.

A tumorokbol szarmazd orokitéanyag a vérben
tobbféle médon jelenhet meg: 1. vagy maga a tumorsejt
jut be; 2. a tumorsejtek apoptdzisa kdvetkeztében azok
RNS-e vagy DNS-e keril be a membrannal korilvett




Priskin K, Pintér L, Jaksa G és munkatarsai | Folyékony biopszia a klinikai onkolégidban

vesiculumokba, az Ugynevezett exoszémakba; 3. a tu-
morsejtek apoptézisa, illetve nekrdzisa kovetkeztében
szabadon cirkulalé DNS formajaban jelenik meg.

Maguk a tumorsejtek az érfalon atjutva mar korai
stadiumban bejutnak a véraramba. A cirkulalé tumor-
sejtek (circulating tumor cell - CTC] rutinszer( diag-
nosztikai alkalmazéasat azonban nem tdmogatja az a
tény, hogy rendkivil csekély szamban fordulnak eld,
107 egészséges vérsejtre jut egy tumorsejt (7). Tovabbi
lehetdség az él6 tumorsejtek altal szekretalt exoszo-
mak vizsgalata, amelyek RNS-t és DNS-t, Ugynevezett
exoNA-t [exo nucleic acid] tartalmaznak. A rékos
sejtek igen nagy szdmban termelik ezeket a memb-
rannal korilvett partikulumokat (2. A tumorer edet(
exoszOémak, illetve a benniik lévd DNS-ek, mRNS-ek,
mikro-RNS-ek és egyéb nem kddoldé RNS-ek, fehérjék
és lipidek befolyassal vannak a veliik kontaktusban
lév6 szovetekre, és bizonyitottan &sszefiiggéshen
vannak a metasztatikus képességgel, valamint infor-
macidt nyljtanak a relapsus esélyérél (3] E biztatd
adatok ellenére rengeteg metodikai és interpretacids
kérdés van, és komoly kihivast jelent a tumorsejtek-
b8l szarmazéd exoszomak specifikus elkiilonitése és
diagnosztikus célra is megfeleldé mennyiség( tiszti-
tasa. Kijelenthetd tehat, hogy a CTC és az exoszomak
diagnosztikai céld felhasznaldsanak jelenleg szamos,
elsésorban érzékenységi akadalya van.

A tumorszovet genetikai jellemzésének technikailag
viszonylag egyszer( megkdzelitése a vérplazmaban
szabadon cirkuldlé DNS vizsgélata, amely a tumor-
sejtek apoptdzisa, illetve nekrozisa soran keril a
véraramba. Fizioldgias korilmények kozott a szabad
DNS (cell-free DNA - cfDNA) mennyisége a vérplazma-
ban igen alacsony szinten fordul el (3,6-5,0 ng/ml), a
folyamatos keletkezés mellett eltdvolitdsardl a vérben
a DN&z! exonukledz enzim, tovabba a méaj és a vese
gondoskodik. E folyamatok eredményeképp a szabad
DNS-nek Gsszességében nem tébb, mint 30 perc a fél
életideje (4/.

Abban az esetben, ha tumor jelenik meg a szerve-
zetben, a plazméban talalhatd DNS mennyisége és
Osszetétele megvaltozik. A szabad DNS mennyisége
dnmagaban nem bir diagnosztikus jelentGséggel,
mivel a tumorokon kiviil egyéb elvaltozdsok soran is
emelkedett szintet mutat, mint példaul az elhizas vagy
egyéb patologids allapotok. A keringd tumor-DNS-
mennyiséget tekintve, a daganatstadiumtdl flggden,
koncentracidja az 5-1500 ng/ml tartomanyban mozog.
Valtozatossaganak oka lehet egyrészt a tumorszd-
vetbdl szarmazd DNS feleslegben valé megjelenése,
méasrészt annak csokkent kilrttése a vérdrambdl. A
kibocsatott DNS a hozzd asszocidlt fehérjék és/vagy
lipidek &ltal bizonyos védettséget élvez (5). A cirkulalé
tumor-DNS (ctDNS]) tovabbi forrasa lehet még a tumor
méretébdl addddan a centralis szovetrész hypoxidja
miatti fokozott nekrozis, amely hosszabb fragmente-
ket is eredményez. A nekrézis sordn megjelend ctDNS

1. tablazat. A szoveti és a folyékony biopszia dsszehasonlitdsa
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Szoveti
biopszia

Kiindulasi anyag tumorszovet vérplazma vagy
egyéb testfolyadék

Invazivités jelentds nem jelentds

Feldolgozas 2-4 hét 3 nap-2 hét

idétartama

Ismételt mintavételi  maximum gyakori ismétlés

lehetéség kisszamu lehetséges
ismétlés :

Stadiumra vonatkozd megadhatd nem adhaté meg

informacié

Gold standard a igen nem, nincsenek

tumaorjellemzésben standard eljarasok

nagymértékben
" lehetséges

kismértékben
lehetséges

Tumorheterogenitas
kimutatasa

mérete > 10 000 bazispar, mig az apoptotikus méretid
DNS-szakaszok mérete < 200 bazispar. Az eddigiek vi-
ldgossa teszik, hogy minél nagyobb a tumor, varhatéan
annal tobb ctDNS jelenik meg a vérben.

Kimutatasi modszerek

A folyékony biopszids minta preanalitikai feldolgozésa
és tarolasa jelentdsen befolyasolja a tovabbi felhasznal-
hatéséagot, a nem megfeleld korilmények ugyanis révid
idé alatt a nukleinsavak degradacicjat eredményezik.
Eppen ezért a vérvételt kévetSen révid iddn belil szepa-
ralni kell a plazmat, ellenkezd esetben a fehérvérsejtek
lizise kovetkeztében nagy mennyiség( vad tipust DNS
keveredik a mintahoz, és .felhigitja” az alacsony arany-
ban jelen év8 tumor-DNS-t. Ezért valt sziikségessé
a stabilizatort tartalmazé, szabad DNS vizsgalatara
alkalmas vérvételi cs6 kifejlesztése, amely lehetdvé
teszi a minta atmeneti, szobah6mérsékleten torténd
taroldsat, szallitdsdt azéltal, hogy a csdben talalhaté
specifikus puffer a vérsejtek membranjat stabilizélva
megel6zi a lizist.

A felhasznalhat6 technikakat jelentésen meghata-
rozza, hogy a szabad DNS alacsony képiaszdmd, erésen
fragmentalt, valamint, hogy a plazméaban talathaté sza-
bad DNS-nek korai stadiumban csupan 0,01%-a szar-
mazik a tumorbdl. Ahhoz, hogy a jelentds tébbségben
lévg vad tipust hattér mellett az esetlegesen jelen Lévd
mutacié kimutathaté legyen, Uj, specifikus médszerek
kidolgozasara volt sziikség, amelyek jelentds tobbsége
az (j generdciés DNS-szekvendlasi technikdkra épil.
Egy tumorban a DNS-mddosulas térténhet minéségi
vagy mennyiségi szinten. A kisebb lépték{d mutdcidk
egyrészt lehetnek a DNS-szél hosszanak csdkkenésé-
vel jard deletidk, a szal novekedésével jaré inszercidk,
valamint a két esemény egyittes jelenlétével jaro
indelek, masrészt lehetnek nukleotidcserét okozé
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ugynevezett szubsztitdciok. Vannak tovébba olyan, akar
egész kromoszdémakart érintd atrendezédések, ame-
lyek mennyiségi valtozadst nem eredményeznek, de a
strukturalis valtozas komoly funkcionélis hatast ered-
ményezhet. Tovabba eléfordulhat bizonyos genomikus
régiok amplifikélodasa, illetve deletidja is, amelyek
eredményeként bekovetkezé kopiaszam-valtozdsok
érinthetnek egy vagy tébb exont, gént vagy akar még
nagycbb régiot is.

A fenti DNS-elvaltozdsok eltéré érzékenységgel és

‘technikdval mutathaték ki a ctDNS-b6L. A kis kiterjedé-

s mutdciok, mint a deletidk, inszercidk és szubsztitd-
ciok esetén akar 0,01%-os kimutatasi hatar is elérhetd.
A képiaszam-véaltozasokat joval nehezebb kimutatni,
lévén, hogy a vad tipusy és a tumor-DNS mingségileg,
a toréspontokat kivéve, nem kulonbézik egymastdl.
A jelenleg elérhetd eljardsok - mivel a szabad DNS
mennyisége nagyon alacsony - erds jelamplifikacidval
jarnak, ami a kimutatas szamtartésdgéat csokkenti, és
ezért nem kifejezetten alkalmasak a képiaszam-valto-
zasok analizisére.

A ctDNS-vizsgalati mddszerek feloszthaték a
vizsgalni kivant régié szempontjabdl targetalt és
nem targetdlt metodikdkra. A targetalt moédszerek
meghatdrozott genetikai régiokra iranyulnak, és
elsésorban néhany klinikailag fontos driver mutécid
nagy érzékenység( vizsgalatdval a klinikai dontést
tamogathatjdk. Ezzel szemben a nem targetalt madd-
szerek genomszint( analizis sordn a tumorspecifikus
elvaltozésok felderitésére szolgalnak. Ez a joval kalt-
ségesebb és tébb templat DNS-t igénylé megkdzelités
érintheti a teljes genomot, de csak az exonra is korlé-
tozédhat. Az alacsony gyakorisdgu (< 10%) mutacidk
kimutatdsa ezekkel az atfogd mddszerekkel egyelére
nem lehetséges, arra csak targetalt médszerek lehet-
nek alkalmasak. A targetalt moédszerek alapvetéen két
tovabbi csoportra bonthaték: PCR- (polymerase chain
reaction, polimeraz lancreakcid) alapl és NGS- [next-
generation sequencing, Uj generacids szekvenalas)
alapu metodikdkra. A PCR-alapi médszerek hatranya,
hogy egy reakciéban csak egy vagy néhény mutécié
kimutataséra alkalmasak, ezért csak az elére defini-
alt, Ugynevezett mutéciés forré pontok vizsgélatara
adnak lehetéséget. El6nyik, hogy érzékenységiik
nukleotidcsere esetén az Uj generaciés modszereké-
nél nagyobb lehet, és a vizsgalati idd is csak par éra,
szemben a szekvendldshoz szikséges tobb nappal.
Az ide sorolhaté mddszerek, mint a digitalis droplet
PCR, az atlélspecifikus PCR-alapti COBAS, az ARMS
és BEAMing azért is kerliltek el6térbe a ctDNS vizs-
galataval kapcsolatban, mert kicsi a templétigényik,
akar néhany pg [picogram) DNS is elegendd a sikeres
reakci6hoz. A szabad DNS jellegzetességeit és vizsga-
latédnak lehetdségeit az 1. abra foglalja éssze.

A fenti, PCR-alapl moddszerekbdl adéddd hatranyok
kikliszobolésére, vagyis a sok DNS-régié egyittes
vizsgdlatara az () generacidés szekvendlds (NGS)
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megjelenésével nyilt lehetéség. Ez a technoldgia DNS-
szekvencidk milli6it képes egy idében leolvasni, ezaltal
nagysdgrendekkel szélesebb mutéciés spektrum
detektalasdra képes. Kordbban felvetddott, hogy az
NGS-alapul diagnosztika alkalmazasanal az analitikai
érzékenység kényszerlen csokken azaltal, hogy az
NGS-technolégia belsé pontatlansaga 0,1-1%, amely

esétenként tilszarnyalhatja a ctDNS-ben tapasztal-

haté mutaciés gyakorisdgot [6). Ennek kikiiszobd-
lésére és a pontatlansdg csokkentésére kilonb&zé
DNS-szekvenalési, -konyvtarkészitési technikdk és
bioinformatikai fejlesztések jelentek meg (7). A szek-
venalasi hibdk okozta zaj csokkentésének hatékony
modja az egyedi molekuléris azonositék (unique mo-
lecular identifier - UMI) beépitése a DNS-konyvtarba.
Az igy létrehozott Ugynevezett Safe-Seqs technoldgia
alapja, hogy ezek a rovid, 8-12 nukleotid hosszuisagu
random szekvencidk minden egyes templat DNS-t egy
egyedi kéddal latnak el a konyvtarkészités elsd épése-
ként. Ett6l kezdve minden sokszorositasi épés sorén
egyltt masolédnak az eredeti templattal. A késébbi
bioinformatikai analizis sorén, segitséglikkel kdnnyen
azonosithatéak az egy .0sbél” eredd masolatok, ame-
lyek kozott per definitionem nem lehet kilonbség, ha
mégis van, akkor az a masolasok soran keletkezett, és
nem vehet6 valds eltérésnek. Az NGS érzékenységé-
nek novelésére irdnyuld tovabbi fejlesztés a Capp-Seq
(cancer personalized profiling by deep sequencing,
személyre szabott tumor-mélyszekvenalds), amely
a szekvencia-adatbazisokat becsatolva mar 0,01%
érzékenységet mutat.

Hogyan valhat rutinsziiréssé a folyékony
biopszia?

Nincs két egyforma tumor; még ha a fenotipusuk
nagyon hasonlé is, a hattérben 3llé6 genotipus nem
feltétlenll ugyanaz, és ezaltal a terdpids target is més
lehet. Ennek megfelelden egy-egy Ujonnan kifejlesztett
és bizonyos betegeknél nagyon hatdsos célzott terapia
nem minden hasonlé tiinetekkel rendelkezé betegnél
éri el a vart hatast. A folyékony biopszia jelenleg két
teriileten kezd teret nyerni a klinikumban. Biztatd le-
hetségnek tlinik egyrészt ismert genetikai markerrel
jellemezhetd betegségek szlirésére és monitorozasara,
masrészt egyes elérehaladott tumorok célzott terdpia-
janak meghatérozasara.

Milyen tovabbi terlleten képzelheté el gyakorlati
alkalmazésa? A fent leirt targetalt genotipizalé mod-
szerek nagy érzékenységgel mutathatnak ki akar egy
addig nem diagnosztizalt daganatot, akdr a daganat
eltavolitasat kovetben a relapsus kockdzatat eldre
jelzé .minimalis reziduélis tumort”, amely terdpias
konzekvenciaval is jarhat. Az alkalmazast elésegiti,
hogy az utébbi években oridsi genetikai adatmennyi-
ség halmozédott fel, tovabbé jelenleg is folynak olyan
prospektiv kutatasok, amelyek egy adott folyékony bi-
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opszids eljards diagnosztikai teljesitményét tesztelik.
Jelenleg szdmos tumor genom projekt fut vildgszerte,
igy egyre szlkil azon célpontok kére, amelyeket a
leggyakoribb tumortipusok esetén a korai diagnézis
felallitasdhoz vizsgalni kell. A genom projektek nem-
csak olyan elvaltozasokat azonositottak, amelyek a
daganat felismerését illetéen meghatarozoak, hanem
a betegség dinamikdjara, a lehetséges terapias va-
laszra vagy a rezisztencia megjelenésére vonatkozdan
is informéci6t nydjtottak. A korai kiGjulast tumorok
szekvendalasaval a nagy kidjuldsi kockazatra utald
markerek azonosithaték. Osszességében tehdt az
adatbazisok &ltal feltart Gsszefliggések a ctDNS mind

Intézet [NCI) és Nemzeti Humén Genom Kutatdintézet
(NHGR] altal létrehozott Cancer Genome Atlas a 33
leggyakoribb daganattipus kulcsfontossagl geneti-
kai elvaltozasait analizdlva egy magasan koordinalt
genetikai térképet hozott létre, amelynek 2,5 peta-
byte szekvenalédsi adatmennyisége tobb mint 11 ezer
beteg tumorszdvetének és hozza tartoz6 egészséges
szdvetének genetikai vizsgalatabdl épiilt fel. Ez és az
ehhez hasonld tovabbi tanulmanyok eredményeképp
megjelent az elsé, olyan folyékony biopszids sz(irg-
teszt, az amerikai Nemzeti Egészségtigyi Intézet [NIH]
tdmogatdsaval kidolgozott CancerSeek, amely 16 gén
1933 kiilénbszd genetikai mutacidjanak, valamint 8

prediktiv, mind prognosztikai markerként” térténd wprotein marker-elvaltozdsanak vizsgalatéval a nyolc

hasznéalatat alapozhatjak meg.

Az egyre tobb és szelektivebb terdpids lehetdség
széles palettdja felveti a beteg szamara legmegfele-
l6bb kezelés kivalasztasénak igényét (8). Megel6z8en
sem a tumorok genetikdjat illetd ismereteink, sem
mddszereink nem tették lehetdvé, hogy megfeleld
érzékenységgel mutassunk ki genetikai hibakat. Az
utébbi évtizedben az amerikai Nemzeti Rakkutaté

leggyakoribb  tumortipusban  sz(rdvizsgalatként
hasznalhatd. A teszt érzékenysége a kiilonbozé sta-
diumokban eltérd volt, az 1005 vizsgalt személybél a
legalacsonyabb az |. stAdiumban (43%), mig a legma-
gasabb a Il. stadiumban (78%) volt (9).

A ctDNS potencidlisan minden, markerként azo-
nosithatd genetikai eltérést hordozé daganatszdvet
onkolégiai vizsgalatara alkalmas lehet, de eddig a nem
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kissejtes tliddrakok [NSCLC) esetében gy(lt Gssze a
legtobb tapasztalat alkalmazasaval kapcsolatban. A da-
ganatok kezelésének kulcsa a hisztoldgiai diagnozis és
a szovettani mintdbdl kinyerhetd genetikai informacid,
amit azonban behatérol a beteg éllapota, az elégtelen
mintamennyiség, a tumor kis részletének elemzése mi-
att a heterogenitdsra vonatkozo informéacid elvesztése
és a folyamatos kovetés lehetéségének hianya. Eddig a
COBAS® EGFR Mutation Testv2 kapott Food and Drug
Administration (FDA) -befogadast az EGFR 19 és 21
Vérplazmabol torténd kimutatésara, vagyis ezen eltéré-
sek azonositdsara egyenértéklinek tekinthet6 a széveti
alapu meghatérozassal. A gyakorlatban EGFR-megha-
tarozasra a folyékony biopszia progredialé betegek ese-
tében a T790M-rezisztencia-mutacio meghatérozéasara
terjedt el, illetve, ha nincs méd a hagyomanyos széveti
alapl meghatarozasra igazolt NSCLC esetén és széba
jon a célzott EGFR-gatld kezelés.

Sajat kutatasaink

A folyékony biopszidval torténé diagnosztika érzékeny-
ségének fejlesztése és alkalmazasa érdekében a Delta
Bio 2000 Kft., a Szegedi Bioldgiai Kutatdkézpont és a
Szegedi Tudomanyegyetem egyittm(kédésében mar
évek ota folytatunk kutatasokat, amelyhez legutébb
csatlakozott az Enterprise Communications Magyar-
orszag Kft. is. Kutatasi és fejlesztési projektjeinkben
olyan megkdzelités kidolgozdsara teszink kisérletet,
amellyel a leggyakoribb tumortipusokra jellemzé elval-
tozasok kimutatasa kéltséghatékony médon elérhetévé
valik és lehetdség nyilik bizonyos kulcsgének szambeli
eltérésének kimutatasarais. Célunk az is, hogy kidolgo-
zott diagnosztikai technikaink szerves részévé valjanak
a klinikai folyamatoknak és mieldbb hasznosuljanak a
rutin tumorszlrésekben és célzott terapidban. Fejlesz-
téseink hdrom irdnyban folynak: 1. technolégiai fejlesz-
tés a markerkimutatds érzékenységének novelésére;
2. a mar alkalmazott NGS diagnosztikai mddszerek
folyékony biopsziara torténd adaptalasa; 3. j6l tervezett,
betegségspecifikus génpanelek |étrehozasa. Eljara-
sunknak a kovetkezd lényeges tulajdonsagoknak kell,
hogy megfeleljen:
e kellgen érzékeny legyen (<1%),
e tobb DNS-régid egyidejl analizéldséra is alkalmas
legyen,
e kicsi legyen a templatigénye.

Mivel a ctDNS igen korldtozott mennyiségben all
rendelkezésre, az idedlis eljaras erfsen fokuszal a
legrelevansabb régidkra.

A szegedi centrumban az EGFR-TKI kezelés kapcsan
felmeriild rezisztenciat mutaté betegek plazma-T790M-
diagnosztikaja a tavalyi év 6ta egy sajat fejlesztésd,
kdltséghatékony NGS-alapu eljaréssal torténik, amely
eredményességét tekintve megegyezik a nemzetkozi
élvonalbeli laborokbdl publikalt szakirodalmi adatok-
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kal: az eddig feldolgozott esetek 60%-aban igazolddott
a mutacié jelenléte (2. tablazat) (10].

2. tablazat. A tdblazat tartalmazza a plazma-EGFR-vizsgalatba
bevont betegek plazmdjaban mért primer mutacid gyakorisagat,
amely a TKI-kezelést megeldz6 sziveli biopszidban mar azono-
sitdsra keriilt, valamint a T790M-mutacid esetleges jelenlétét

T790M
gyakoriséga

Primer
mutacio
gyakorisaga

Primer EGFR-

mutacio pozicidja

©L001  p.Leu747_Pro753 72% 7%
delinsSer + J759L
L002  p.Glu74é6_Ala750del  48,20% 19,40%
L003  p.Glu746_Ala750del  23,40% 7.20%
LO04 nemismert 0% nem
detektalhatd
L00S  p.Glu709_Thr710 5,80% nem
delinsAsp detektalhatd
L006  p.Leu747_Ala750 23,90% 7%
delinsPro
L007  L858R 2,10% 1%
L008  p.Glu746_Ala750del  38,92% 18,12%
L009  p.Glu746_Ser752 6,30% nem
delinsVal detektalhato
L0710  L858R 26% nem
detektalhatd

Ahhoz, hogy a ctDNS-re irdnyuld diagnosztikai el-
jarasunk a vildg élvonaladba kerlljén, tébb technolégiai
fejlesztésre is szikség volt. Els6ként a publikus adat-
bazisok segitségével kivalasztottuk azokat a géneket és
elvéltozdsaikat, amelyek az emlé-, a vastag-, a végbél-, a
tidé-, valamint a hélyagdaganatok esetében a legjellem-
z6bbek, és gyakorisdg vagy jelentség szempontjabol
kiemelkedbek. Ezt kovetben kifejlesztettiink egy olyan
szamitbgépes algoritmust, amely a célszekvenciak 6sz-
szetétele és egyéh paraméterek alapjan automatikusan
képes multiplexalhato primerek keresésére. Technoldgi-
ai Ujitasként kidolgoztunk egy olyan NGS-technolégiét,
amely dtvozi az UMI-k nytjtotta elénycket a PCR-tech-
noldgidk érzékenységével és koltséghatékonysagaval,
valamint képes lehet a szadmbeli eltérések megfeleld
érzékenységl kimutataséra is, ami jelenleg nem meg-
bizhatéan megoldott a folyékony biopszids eljarasok
terén. A fejlesztés megvaldsitasaban komoly tamogatast
jelent a szegedi centrumban a ,MolMedEx TUMORDNS"
projekt, amelynek keretein belil, tovdbba a Szegedi Tudo-
manyegyetem Onkoterapids Klinika egylittmikodésével
elsdként az emlbrak plazma-panelbfl 44 célszekvencia
detekcidja és a kapott eredmények klinikai validacidja
indult el. Az emléspecifikus génpanel 15 gént tartalmaz,
génenként gyakran tébb mutéciés forré pontra foku-
szédlva. A kifejlesztett emlétumor szérumdiagnosztikai
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génpanelinkben nyolc gén esetén kdpiaszam-eltérés is
detektalhatd. A kivalasztott emldtumoros betegekbdl a
vérmintak az elsd diagndziskor, valamint jol szervezett
kovetés sordn tobb iddpontban kerlilnek levételre,
emellett a betegbGl tumorminta is feldolgozésra kerdl.
Az NGS-alapu analizis sordn parhuzamosan hasonlitjuk
Gssze a szolid tumor- és a vérplazma mintdkban a
génpanel mutaciés spektrumat és adott gének képi-
aszam-valtozasait. A szdmbeli eltérések kovetésére
irdnyuldé NGS-technikank validaldsahoz j6 modell az
emlérékban gyakori HER2 (ERBB2] gén amplifikacidja,
amelyet jelenleg is rutinszerden monitoroznak antitesta-
lapu IHC-technikéval. Eddigi eredményeink azt mutatjék,
hogy az altalunk fejlesztett, NGS- és UMI-alapi médszer
képes nemcsak az immunhisztokémiai eljarassal ersen
festédd, nagyfoki HER2-pozitiv mintdkban a szambeli
eltérés kimutatasara, hanem akar a bizonytalan, gyenge
festddést mutaté mintak esetén is egyértelm( eredményt

adni [2. dbral. A kifejlesztett NGS-alapt képiaszamot »

vizsgalé médszeriinkkel FFPE-mintakbél izolalt DNS-en
végzett HER2 diagnosztikai eredményeket a 3. tablazat-
ban foglaltuk dssze.

Az FFPE és a tumormintadk egyéb mutacidinak jel-
lemzése jelenleg is folyamatban van. Az emlédagana-
tokhoz hasonléan a Csongrdd Megyei Onkormanyzat
Mellkasi Betegségek Szakkérhazaban, valamint a Sze-
gedi Tudomanyegyetem Uroldgiai Klinikajan is elindult

a szervezett mintagydijtés, amely tovabbi (épést jelent
a kozeljovében bedllitani tervezett és céljaink szerint a
klinikai gyakorlatba is bekeriild emld-, tlidé-, proszta-
ta- és vastagbélrak plazmagén panelek validéciéja felé.

Mit hoz a jovo a tumor folyékony biopsziaban?

Az elmdalt évtizedben az Uj generécids szekvenalds
koltségének hatérozott csokkenése lehetdvé tette, hogy
oridsi mennyiségl genetikai informacié halmozddjon
fel a tumorigenezissel kapcsolatban. A szekvenaldsi
technolégidk fejlddése kovetkeztében a vizsgalatok
atfutasi ideje is csokkent, igy lehetévé valt a kutatas
mellett azok rutinellatadsba valé atvétele. Napjainkban a

3. tablazat. NGS- és IHC-diagnosztikai megkdzelitéssel végzett
HERZ2-kdpiaszam-elemzések 0sszehasonlitasa FFPE-mintdkban

Minta azonositdja NGS- IHC-diagnosztika
diagnosztika
. 7873 : pozitiv 2+

7875 negativ negativ

7876 pozitiv 1-2 daganatsejtben 1-2+ i
intenzitasd inkomplett |
membrénpozitivitas i

7877 pozitiv 3+
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* Az altalaban betegség kapcsan kialakult alultaplaitsdg kezelésére hasznalt, altaldnos tépszerekhez képest.
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