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A folyéirat célja: Az 1911-6ta megjelend Orvosképzés legfontosabb
célja a hazai orvoskollégak folyamatos gradudlis és posztgradudlis
képzésének tamogatasa. A lap elsésorban olyan munkak kozlését
tartja feladatanak, amelyek az orvostudomany egy-egy aganak
Ujabb és lesz(irt eredményeit foglaljak 6ssze magas szinvonalon Ugy,
hogy azok a gyakorlé orvoshoz, szakorvoshoz, klinikushoz és elméle-
ti orvoshoz egyarant széljanak. Emellett lehetéség van eredeti kozle-
mények és esetismertetések benyujtasara, és az Ujsag a Semmelweis
Egyetem szakmai kotelez6 szinten tarté tanfolyamok eléadasi 6ssze-
foglaldinak is teret ad. Az eredeti kdzlemények a rendszeres lap-
szamokban, vagy a témahoz kapcsolédé tematikus lapszamokban
kapnak helyet. Fontos feladatunknak tartjuk, hogy rezidens kollégak
tollabdl szarmazé esetismertetéseket is kozoljiink, melyeket mentori
ajanlassal kériink benyujtani. A beadott dolgozatokat a szerkeszt6bi-
zottsag el6zetes biralatra adja ki, és a kézirat kozlésére a biralat ered-
ményének fliiggvényében keril sor. Tudomanyos dolgozat benyuj-
tasara az alabbiak szerint van lehet6ség:

* Esetismertetés (case report)

* Fiatal doktorok (PhD) tudoményos beszamoldja, Uj eredményei-
nek dsszefoglalasa (nem tézisek vagy doktori értekezések!)

* Klasszikus 6sszefoglalé kdzlemény az elméleti és klinikai orvostu-
domany barmely teruletérdl, a legtjabb irodalmi eredmények fel-
hasznalasaval

» ,Update” jellegti kdzlemény, azaz nem egy téma kidolgozasa, ha-
nem adott szakterllet legujabb tudomanyos eredményeinek
Osszefoglalasa

 El6adasi 6sszefoglald (a tanfolyamszervezék felkérése alapjan)

A kézirat: A tudomanyos kdzleményeket elektronikusan, Word do-
kumentum formatumban kérjuk eljuttatni a szerkesztéségbe. Az il-
lusztraciokat, abrakat és tablazatokat kulon file-ként kérjiik elkildeni.
Az abrak cimeit és az dbramagyarazatokat a Word dokumentumban
kulon oldalon kell feltiintetni, az dbra/tablézat szamanak egyértelmi
megjelolésével. A digitalis képeket minimum 300 dpi felbontasban
kérjuk, elfogadunk tif, eps, illetve cdr kiterjesztésti file-okat. A kézirat
elfogadasa esetén az abrakat a szerkeszt&ség nyomtatott formaban
is kéri elkuldeni. Az orvosi szavak helyesirasaban az Akadémia allas-
foglaldsanak megfeleléen, a latinos irdasmod kovetkezetes alkalmaza-
sat tekintjuk elfogadottnak. Magyarosan kérjuk irni a tudomanyagak
és szakteruletek, a technikai eljarasok, muszerek, a kémiai vegytletek
neveit. A szerkeszt6k fenntartjak maguknak a stilaris javitas jogat. A
mértékegységeket SI mértékrendszerben kérjik megadni.

A kézirat felépitése a kovetkez6: (1) cimoldal, (2) magyar 6sszefog-
lalas, kulcsszavakkal, (3) angol Osszefoglalas (angol cimmel), angol
kulcsszavakkal, (sorrendben): magyar cim, angol cim, (4) roviditések
jegyzéke (ha van), (5) szoveg, (6) irodalomjegyzék, (7) dbrajegyzék, (8)
tablazatok, (9) abrak. Az oldalszamozast a cimoldaltol kezdve kell
megadni és az egyes felsorolt tételeket kulon lapon kell kezdeni.

(1) A cimoldalon sorrendben a kovetkezék szerepeljenek: a kézirat ci-
me, a szerz6k neve, valamint a szerzé6k munkahelye, a kapcsolattartd
szerz6 pontos elektronikus és postai cimének megjelolésével. (2-3)
Az 6sszefoglaldst magyar és angol nyelven kell bekildeni, kiilon ol-
dalakon, a kovetkezd szerkezet szerint: ,Bevezetés” (,Introduction”),
,Célkitlizés” (,Aim"), ,Modszer” (,Methods”), ,Eredmények” (,Results”)
és Kovetkeztetések” (,Conclusions”) Iényegre toré megfogalmazasa
torténjék. A magyar és az angol 6sszefoglalasok terjedelme — ki-
16n-kiilon — ne haladja meg a 200 szét (kulcsszavak nélkal). A téma-
hoz kapcsolodd, maximum 5 kulcsszdt az 6sszefoglaldk oldalan, azo-
kat kovetden kérjuk feltlintetni magyar és angol nyelven. (4) A kéz-
iratban el6forduld, nem &ltalanosan elfogadott réviditésekrél kulon
jegyzéket kell késziteni abc-sorrendben. (5) A szovegtorzs szerkezete
vildgos és az olvasé szdmdra atlathaté legyen. Eredeti kozlemények
esetén a ,Bevezetd”-ben réviden meg kell jeloini a problémafelve-

ORVOSKEPZES folydirat szerzdi utmutatéja

tést, és az irodalmi hivatkozésokat a legujabb eredeti kozleményekre
és osszefoglalokra kell sz(ikiteni. A ,Mddszer” részben vildagosan és
pontosan kell leirni azokat a moédszereket, amelyek alapjan a kdzolt
eredmények szilettek. Kordbban kozolt médszereket esetén csak a
metodika alapelveit kell megjel6ini, megfeleld irodalmi hivatkozassal.
Klinikai vizsgélatoknal a kézirathoz csatolni kell az illetékes etikai bi-
zottsag éllasfoglalasat. Allatkisérletek esetén a Magyar Tudomanyos
Akadémia — Egészségiigyi Tudomanyos Tandacs — allatkisérletekre vo-
natkozo etikai kddexe érvényes, melyre a metodikai részben utalni
kell. A statisztikai médszereket és azok irodalmat is meg kell adni. Az
,Eredmények” és a ,Megbeszélés” részeket vildagosan kell megszer-
keszteni. Referdldé kézlemények benyujtasa esetén a szOvegtorzs
altémakra oszthatd, melyeket alcimek vezessenek be. Osszefoglald
referdtumokndl a szovegtorzs terjedelme ne haladja meg a 30 000
karaktert (szokozzel), eredeti k6zleménynél (klinikai, vagy kisérletes)
ne haladja meg a 20 000 karaktert (szokozzel), esetismertetésnél ne
haladja meg a 10.000 karaktert (szokozzel), el6addsi 6sszefoglalo ese-
tén pedig ne haladja meg a 8000 karaktert (szokozzel).

Irodalom: a hivatkozéasokat (maximum 50, el6adasi 6sszefoglalénal
maximum 10) a szOvegben valé megjelenés sorrendjében tlintessék
fel. A sz6vegben a hivatkozast a sorszama jeldli.

Hivatkozds cikkre: sorrendben: szerz6k neve (4 szerz6 felett et al./és
mitsai), cikk cime, folydirat neve (Index Medicus szerint roviditve), év;
kotetszam:elsé-utolso oldal. Példa: 1. Kelly PJ, Eisman JA, Sambrook
PN. Interaction of genetic and environmental influences on peak
bone density. Osteoporosis Int, 1990; 1:56-60. Hivatkozds konyvfeje-
zetre, sorrendben: a fejezet szerz6i. A fejezet cime. In: szerkeszték
(editors). A konyv cime. A kiadas helye, kiado, megjelenés éve; feje-
zet els6-utolsd oldala. Példa: 2. Delange FM, Ermans AM. lodide
deficiency. In: Braverman LE, Utiger RD, eds. Werner and Ingbar’s the
thyroid. 7th ed. Philadelphia, Lipincott-Raven, 1996; 296 316.
Abrajegyzék: a megjelenés sorrendjében, arab szammal sorszamozva
egymas alatt tartalmazza az 4bra cimét és alatta révid és lényegre t6-
ré dbramagyarazatot

Tdbldzatok: kilon-kulon lapokon kérjuk, cimmel elldtva és arab
szammal sorszémozva. Torekedjenek arra, hogy a tabldzat konnyen
attekinthetd legyen, ne tartalmazzon zavardan sok adatot.

Abrdk: kiilén-kiilén lapokon kérjiik. Csak reprodukélhaté minéségti
abrakat, fényképek kiildését kérjuk (min. 300 dpi felbontasban), a ko-
rabban megjelolt file formatumokban. A kézirat elfogadésa esetén a
nyomtatott abrat kérjik bekuldeni a szerkesztéségbe és az abra hat-
oldalan puha ceruzaval kérjik jeldlni a szerzé nevét, arab szdammal az
dbra sorszamat és a vertikalis iranyat.

A formai hidnyossaggal bekuldétt kéziratokat nem tudjuk elfogadni.
A gyors lektori és korrekturaforduldk érdekében kérjuk a legbizto-
sabb levelezési, illetve e-mail cimet, telefon- és faxszamot megadni.
Elfogadas esetén kiilon levélben kérjuk jelezni, hogy a szerzék a kéz-
leménnyel egyetértenek (és ezt aldirasukkal igazoljak), valamint le-
mondanak a folyéirat javéra a kiadasi jogrél. [rasbeli engedélyt ké-
rink mellékelni a mar kozolt adat/abra felhasznalasa, felismerhetd
személy abrazolasa, szerz6nek nem mindsulé személy nevének emli-
tése/feltlintetése esetén. A szerkesztéség az altala felkért szakértok
személyét titkossaggal kezeli. A kézirat tulajdonjoga a megjelenésig
a szerz6t illeti meg, a megjelenés napjan tulajdonjoga a kiadéra szall.
A megjelent kéziratok meg6rzésére szerkesztéséglink nem tud val-
lalkozni.

A kéziratok benyujtasat a kdvetkezd cimre vérjuk:
Dr. Matolcsy Andrds egyetemi tandr, fészerkeszté

. sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato Intézet

1085 Budapest, Ull6i Gt 26.

Tel: 36-1-459-1500/54455

E-mail: titkarsag. Ipath@med.semmelweis-univ.hu
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A 35 alfejezetet magaban foglal6 18 fejezet a korszer( patoldgiai és onkodiagnosztikai médszerek
elméleti alapjainak fokuszalt bemutatdsa és esszencidlis 6sszefliggéseinek megvilagitadsa mellett

reprodukdlhatd és ellendrzott protokollokat, médszertani

algoritmusokat és részletes differencialdi-
agnosztikai 6sszefoglalé tablazatokat
tartalmaz, amit demonstrativ példak és
gazdag abraanyag tdmogat.
Részletesen targyalja tobbek kozott a
mikroszképos modszereket klasszikustol
a szuperfelbontdsu mikroszképiaig, a pa-
tolégiai minta-el6készités és -feldolgo-
zas, azimmuncito-/hisztokémia, az dram-
lasi citometria, az in situ hibridizacio,
a PCR alapu molekularis onkolégiai méd-
szerek, az Ujgeneraciés szekvendlds
(NGS), a célzott terapiakhoz k6t6dé mo-
lekuldris diagnosztika, a digitalis pa-
tologia, az automatizalt képanalizis, a
mesterséges intelligencia, a széveti mul-
tiblokk (TMA) modszer, a képalkotd
tomegspektrometria (,multiplexing”), a
sejttenyésztés, valamint a biostatisztika és
a bioinformatika patolégiai alkalmazasat
és jovobeni potencialjat. Emellett bemu-
tatja a szovet-patoldgiai osztalyok felépi-
tésének és mulkodtetésének mindség-
Ugyi szabdlyait és elvarasait.

Hidnypotlo kotet, amely a patolégidban
tevékenyked6k mellett a tarsszakmak
képvisel6inek figyelmére is szamithat a
kozos cél, a kor szinvonalanak megfelel
diagnosztika és gyogyitas érdekében.
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Tisztelt Olvaso!

Az elmult évtizedben egy paradigmavéltasnak le-
hettiink szemtanti, amely a precizios, célzott terapiat
is magaban foglal6 diagnosztika és kezelés korszakat
hozta el az onkolégidban. A legtobb daganattipus
genomtérképének megismerésével parhuzamosan sza-
mos molekularis timadasponta kezelés kertilt beveze-
tésre, jelentGsen javitva a betegek tulélési esélyeit.
A célzott kezelések sikeres alkalmazasahoz elengedhe-
tetlen prediktiv biomarkerek kimutatasa éltal a mole-
kuléris patolégia/diagnosztika egyre fontosabb szere-
pet tolt be ebben a dinamikus fejlédési folyamatban.

Az Orvosképzés jelen tematikus szdmaban szakte-
riiletiik elismert képviseli mutatjak be az elmult évek
diagnosztikus és terdpias fejlédésének legtjabb ered-
ményeit a legkiillonb6z6bb daganattipusok esetében.
Emellett betekintést szeretnénk nytdjtani a Semmelwe-
is Egyetemen a kozelmultban a betegellatas szolgalaté-
ba éllitott Gjgeneracids szekvenélas alapjaiba, valamint
az onkoldgia 14j izgalmas teriileteinek, a mikrobiom és
tumor metabolizmus vizsgalatok szerepébe és az alta-
luk nyujtott lehetGségekbe is.

DR. BODOR CSABA
TUDOMANYOS FOMUNKATARS
SEMMELWEIS EGYETEM

Koszonettel tartozunk valamennyi szerzének, akik
a COVID-19-pandémia szoritdsdban is elkészitették
szinvonalas kozleményeiket.

Az Orvosképzés Molekuldris Onkolégia tematikus
ktlonszamat szeretettel ajanljuk a graduélis és poszt-
gradualis képzésben résztvevd hallgatéink mellett az
onkoldgia, patolégia és egyéb tarsszakmak miiveldi-
nek.

fZ/I/ (SCA.{J)

Semmelweis Egyetem
I. Sz. Patolégiai és Kisérleti Rakkutaté Intézet
Tudomdnyos fémunkatdrs
Molekuldris Diagnosztika részleg vezetdje
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~40%—éban tobb k6z06s van, mint maga a betegség™

s

A PIK3CA mutdaciéinak onkogén driver szereplik van az elérehaladott emlérakban,
és jelenlétiiket a betegség kedvezétlenebb prognézisaval is 6sszefiiggésbe hozzak.5®

PIK3CA a leggyakoribb génmutacié a HR+, HER2- emlédaganatokban’

PIK3CA*

10 betegbdl négynél (n=1726/4272)>

A PIK3CA olyan onkogén, amely a PI3-kinaz-alfa izoformajat kédolja (PI3Ka).?

+ Az |. osztdlyu PI3-kindzok egy p110 katalitikus alegységbdl és egy p85 szabalyozd alegységbdl allé
heterodimerek. A PIK3CA specifikusan a p110-alfa izoformdjat kédolja.

A PI3K izofomai klilonb6z6 fiziolégia szerepet jatszanak®

T D

alfa béta gamma delta

PI3Ka izoforma kiilonésen fontos lehet az emlérakban®

A tumor-angiogenezis és a sztromlis interakcidok tdmogatésdval a PI3Ka egyedi szerepet jatszik
a daganatképzdédésben, és ez teszi hangsulyossé a jelentéségét az elérehaladott emlérakban.

Referencidk: 1. Mayer IA, Abramson VG, Formisano L, et al. A phase Ib study of alpelisib (BYL719), a PI3Ka-specific inhibitor, with letrozole in ER+/HER2- metastatic breast cancer. Clin Cancer Res. 2017;23(1):26-34.

2. Sabine VIS, Crozier C, Brookes CL, et al. Mutational analysis of PI3K/AKT signaling pathway in tamoxifen exemestane adjuvant multinational pathology study. J Clin Oncol. 2014;32(27):2951-2958. 3. Thorpe LM, Yuzugullu
H, Zhao JJ. PI3K in cancer: divergent roles of isoforms, modes of activation and therapeutic targeting. Nat Rev Cancer. 2015;15(1):7-24. 4. LoRusso PM. Inhibition of the PI3K/AKT/mTOR pathway in solid tumors. J Clin Oncol.
2016;34(31):3803-3815. 5. Zardavas D, Phillips WA, Loi S. PIK3CA mutations in breast cancer: reconciling findings from preclinical and clinical data. Breast Cancer Res. 2014;16(1):201. 6. Saal LH, Johansson P, Holm K.
Poor prognosis in carcinoma is associated with a gene expression signature of aberrant PTEN tumor suppressor pathway activity. Proc Natl Acad Sci USA. 2007;104(18):7564-7569. 7. The Cancer Genome Atlas Network.
Comprehensive molecular portraits of human breast tumors. Nature. 2012;490(7418):61-70. 8. Fruman DA, Rommel C. PI3K and cancer: lessons, challenges, and opportunities. Nat Rev Drug Discov. 2014;13(2):140-156.
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Daganatos meghetegedések célzott diagnosztikajat és kezelését tamogato
molekularis diagnosztikai eljarasok a mindennapokban

Routine application of molecular diagnostic techniques for precision diagnostics and therapy
in oncology

Kotmayer Lili, Papp Gergd, Baghy Kornélia, Zajta Erik, Matolcsy Andras, Bodor Csaba
|. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato Intézet, Semmelweis Egyetem, Budapest

E-levél: bodor.csaba1@med.semmelweis-univ.hu

amolekularis patoldgiai vizsgalatok. A diagnosztikus, prognosztikus és prediktiv biomarkerek szenzitiv azonositasa és nyomonkdvetése jelenti a precizios
medicina alappillérét, amely szamos daganattipus esetében vezetett a betegek életkilatasainak jelentés javulasahoz, paradigmavaltast eredményezve az
onkologiaban. Osszefoglalé kiizleményiinkben a precizios medicina legkorszeriibb eszkéztarat ismertetjiik a Semmelweis Egyetem orszégos szintd mole-
kularis patoldgiai tevékenységének és az elmult évek fejlesztéseinek attekintése altal.

KULCSSZAVAK molekularis diagnosztika, prediktiv biomarkerek, precizios medicina, Gjgeneracios szekvenalas

SUMMARY Molecular genetic testing has become one of today’s most important fields of modern pathology, playing a key role in both diagnostics and
optimal therapeutic decision making in oncology. Sensitive detection and monitoring of distinct diagnostic, prognostic and predictive biomarkers are the
main cornerstones of precision medicine. Utilizing these results has led to the improvement of cancer patients’ life expectancy in many entities, resulting
in a paradigm shift in oncology. In this review, we present the state-of-the-art armamentarium of precision medicine by depicting our nationwide activities
in molecular pathology and recent developments at Semmelweis University.

KEY WORDS molecular diagnostics, predictive biomarkers, precision medicine, next generation sequencing

Bevezetés

A patolégia egyike az onkoldgiai betegellatas leg-
fontosabb teriileteinek, szerepe azonban az elmult id6-
szakban jelent6sen megvaltozott. A szovettani és mor-
folbgiai eltérések vizsgalata mellett napjainkban egyre
nagyobb hangstulyt kapnak a daganatos megbetegedé-
sek genetikai hatterének megismerését célzé vizsgala-
tok, melyek szdmos malignitds esetében 4j diagnoszti-
kai kritériumrendszerek, valamint prognosztikai és

Roviditések

AML akut myeloid leukaema

CLL krénikus lymphocytds leukaema

CML krénikus myeloid leukaema

CPG komprehenziv genomikai profilozds
ddPCR  digitdlis droplet PCR

ESMO  Eurdpai Klinikai Onkoldgiai Tdrsasdg
FISH fluoreszcens in situ hibridizdcié

IHC immunhisztokémia

MPN myeloproliferativ neoplasmdk

MRD mérheté/minimadlis rezidudlis betegség
MSI mikroszatellita instabilitds

NGS Ujgenerdcids szekvendlds (next generation sequencing)
RQ-PCR valds idejd, kvantitativ PCR

PCR polimerdz Idncreakcié

TKI tirozin-kindz-inhibitor

TMB tumor mutdcios terhelés

prediktiv biomarkerek megjelenését eredményezték.
Az igy kialakult 4j diszciplina, a molekularis patoldgia
szolgaltatja napjainkban a precizi6s medicina alappil-
lérét. Az elmult évtizedben a molekuléris biolégiai
technologidk robbanasszerd fejlédésének koszonhets-
en exponencidlisan felgyorsult a killénb6z6 daganatti-
pusok genomikai hatterének megismerése, ami szamos
4j terapias célpont felfedezését és molekularis tdma-
daspontt célzott terdpia bevezetését eredményezte az
onkolégidban. Ez tobb szolid és hematoldgiai dagana-
tos megbetegedés terdpidjaban is jelentGs attorésekhez
vezetett az elmult években.

A klasszikus immunhisztokémiai (IHC) és fluoresz-
cens in situ hibridizaciés (FISH) vizsgalatok mellett ma
mar rutinszertien alkalmazott DNS- és RNS-alapti mo-
lekuléris vizsgalatokkal olyan prognosztikai és predik-
tiv biomarkerek, célzott terapids célpontok és rezisz-
tenciat elérejelzé mutaciok, valamint a minimalis/mér-
het6 reziduélis betegség (MRD) monitorozasara alkal-
mas eltérések azonosithaték, melyek egyiittes vizsgala-
ta megteremtette a daganatok atfogé genetikai profilo-
zasanak alapjait. Az egyes eltérések vizsgalatara szorit-
kozé diagnosztikai panelek mellett egyre tobb entitas-
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ban kertilnek el6térbe a komplex (Gn. multigénes) ge-
netikai vizsgalatok, melyek a nagy atereszt6képességi
és érzékenységl molekularis modszerek alkalmazasa-
val minden eddiginél pontosabb képet nytjtanak a
tumorgenezis genetikai hatterérél. A molekuléris diag-
nosztikai eszkoztar legkorszertibb komponenseit jelen-
tik a nagy ateresztéképességi tjgeneracios szekvenalas
(NGS, next generation sequencing), valamint a geneti-
kai eltérések nagy érzékenységti kimutatasara alkalmas
droplet-digitalis PCR (ddPCR).

A Semmelweis Egyetem orszagos centrumként a
hazai onkolégiai és onkohematolégiai betegek jelentds
részének molekularis diagnosztikai ellatasat végzi,
évente a tizenotezret is meghaladé vizsgélatszammal.
Az elmult négy évben a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és
Innovéciés Hivatal (NKFIH) tdmogatasdval megvalé-
(NVKP16) Magyar Onkogenom és Személyre Szabott
Diagnosztika és Terdpia Programjanak, valamint ipari
szereplGkkel valé egytittmikodésnek koszonhetGen az
I. Sz. Patolégiai és Kisérleti Rakkutaté Intézet Moleku-
laris Diagnosztikai részlegében a legkorszertibb NGS és
ddPCR technolégidkra épils, valamennyi klinikai
igényt kielégité laboratériumi és bioinformatikai inf-
rastruktarat alakitottunk ki (1. dbra). Ennek a minden-
napi betegallatasba val6 bevonasaval a korabban kiza-
ré6lag magéanszolgaltatok altal ajanlott korszerd mole-

e ellelel

- ~E 2 s

=

kularis diagnosztikai vizsgalatok valtak elérhetévé
Egyetemtinkon.

Molekularis vizsgalatok jelentésége
az onkohematoldgiaban

Az 1. Sz. Patolégiai és Kisérleti Rakkutaté Intézet
2001 6ta miikodé Onkohematolégiai Kézpontja méra
szinte orszagos lefedettséggel, tobb mint hisz févérosi
és vidéki klinikai hematolégiai centrum részére végez
molekularis diagnosztikai vizsgalatokat (2. dbra). Az
onkohematolégiai korképek rendkiviil heterogén klini-
kai megjelenéssel és eltérd genetikai hattérrel bir6 enti-
tdsok. A korabban szinte kizar6lag klinikai és morfolé-
giai jellemzdk alapjan diagnosztizalt betegségcsoport
esetében méra a molekuléris vizsgédlatok elengedhetet-
lenek a genetikai alapt diagnozis felallitasahoz, vala-
mint a betegek személyre szabott, célzott kezeléséhez
és nyomonkovetéséhez. Az elmult néhany évben a kii-
16nb6z6 onkohematolégiai korképek genetikai hatteré-
nek megismerésével parhuzamosan emelkedett a min-
dennapi molekularis onkohematolégiai diagnosztika-
ban vizsgéland6 genetikai eltérések szama. A szovetta-
ni, hagyomanyos citogenetikai, FISH és aramlasi cito-
metriai vizsgalatok mellett ma mar kozel 40-féle DNS-
és RNS-alapu vizsgalat alkotja a molekularis onko-

1. dbra. Az I. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato Intézet Molekuldris Diagnosztikai részlegén 2017-2021k6z6tt kialakitott korszerd ujge-
nerdcios szekvendlds és droplet digitdlis PCR-alapt laboratdriumi infrastruktura. Rendelkezésre dllé miiszerek: NextSeq2000 (lllumina),
MiSeq (lllumina), GeneReader (Qiagen), automatizdlt QX200 digitdlis droplet PCR rendszer (Bio-Rad), Tapestation (Agilent), nCounter
technoldgia (Nanostring). Hamarosan elérheté: GeoMx® Digital Spatial Profiler technoldgia
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2. dbra. A Molekuldris Onkohematoldgia laboratérium klinikai és patoldgai egytittm(ik6dé partner intézményei a 2020-as évben.

hematolégia vizsgalati palettajat (3. dbra). A médszer-
tani repertodr tekintetében pontmutaciék szekvena-
lassal vagy valds-idejt allélspecifikus PCR-rel torténd
kimutatdsa, immunglobulin (Ig) és T-sejt-receptor
(TCR) gének fragmenshossz-analizissel torténé azono-

s oz

sitdsa, visszatérd fazids transzkriptumok RNS-alapt
mennyiségi PCR-rel torténg érzékeny nyomonkovetése
mellett az elmult néhdny évben bevezetésre keriiltek az
NGS-alapu vizsgalatok is, melyek szaménak folyama-
tos emelkedése figyelheté meg laboratériumunkban (4.
dbra)." Figyelembe véve a betegek pontosabb riziké-
besorolasa és célzott kezelési lehetGségeinek azonosi-
tdsa kapcséan egyre b6viilé klinikai igényeket, a kozeljo-
vében a nagyobb ateresztGképességli NGS-vizsgalatok
tovéabbi térnyerése varhaté a lymphomak és leukaemak
molekuléris diagnosztikajaban.

Mivel az Orvosképzés jelen tematikus szamaban a
legfébb onkohematoldgiai entitdsok molekularis vo-
natkozasai kiilonall6 kozlemények formajaban kifejtés-
re kertilnek, az alabbiakban mind6ssze néhany kiemelt
korkép esetében vazoljuk a molekuléris diagnosztikai
vizsgalatok jelentéségét.

Kronikus myeloid leukaema (CML)
A Philadelphia kromoszéma és a BCR-ABL1 fizi6s

transzkriptum azonositasat kovetGen a myeloprolifera-
tiv neoplasmédk (MPN) korébe tartozé6 CML a tirozin-

kinaz-inhibitor (TKI) imatinib megjelenésével rovid
id6 alatt az onkohematolégia modellbetegségévé valt.”
Az immar két évtizede bevezetett imatinib nemcsak a
CML kezelését forradalmasitotta, de nagyban elésegi-
tette a precizi6s onkol6gia megjelenéséhez vezetd para-
digmavaltast az onkolégiaban. Egyediilall6 médon a
CML maéra egy kronikus betegséggé szelidilt, melynek
varhat6 tulélése megegyezik a normal populaciééval.
A sikeres kezeléshez ugyanakkor elengedhetetlen a be-
tegek molekuléris szintd nyomon kovetése, amelyre a
TKI terdpia célpontjat jelenté BCR-ABL1 fazids transz-
kriptum val6sidejt PCR-rel zajl6 mennyiségi analizise
nyujt lehetéséget. A periférids vérmintabél haromha-
vonta elvégzendd vizsgalat informalja a klinikust a ke-
zelés hatékonysagarol, a fzids transzkriptum szintjé-
nek emelkedése pedig elére jelezheti az alkalmazott
TKI-val szemben fellépd rezisztenciat. Az alkalmazott
TKI kezelés hatédstalansaga esetén az ABL1 gén kinaz
doménjének mutacidanalizise sziikséges a reziszten-
ciamutaciok azonositasahoz, ami timpontot nytjthat a
kovetkezG vonalban alkalmazhaté TKI kivalasztasa-
hoz. Napjainkban mér mésodik és harmadik generaci-
0s TKI-k is elérhetéek a CML kezelésében, melyek meg-
felelg alkalmazasdhoz és hatasuk nyomonkovetéséhez
elengedhetetlen segitséget nyujt a molekularis diag-
nosztika.” Intézetiinkben mintegy 800 CML-ben szen-
ved§ beteg rendszeres molekularis nyomonkovetését
végezziik a nemzetkozi szakmai protokolloknak megfe-
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3. dbra. A Semmelweis Egyetem, |. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet Molekuldris Onkohematoldgia laboratdriuma dltal
2020-ban végzett 6858 DNS- és RNS-alapui vizsgdlatok megoszldsa a kiilonb6zé korképekben. Roviditések: AML: akut myeloid leukaemia,
CLL: krénikus lymphocytds leukaemia, CML: krénikus myeloid leukaemia, FL: follicularis lymphoma, MDS: myelodysplasids szindréma,
NGS: ujgenerdcids szekvendlds, Ph- MPN: Philadelphia-negativ myeloproliferativ neoplasidk

lelGen, ami a molekularis onkohematolégiai diagnosz-
tikai vizsgalatok megkozelitéleg negyedét jelenti (3. ab-
ra).

Philadelphia kromoszéma negativ myeloproliferativ
neoplasmak (MPN)

Bar a Philadelphia kromoszéma negativ (Ph™) MPN-
ak csoportjaba tartoz6 essentialis thrombocytaemia
(ET), polycytaemia vera (PV) és primer myelofibrosis
(MF) genetikai hatterét csak az elmult évtizedben is-
mertitk meg, a kérképekben azonosithat6 genetikai el-
térések vizsgélata rovid idé alatt alapvetd szerephez ju-
tott a betegségcsoport mindennapi diagnosztikajaban.
A betegek donté hanyadaban (70-98%) azonosithat6
JAK2, CALR vagy MPL gének valamelyikének mutaciéi
napjainkban méar major diagnosztikai kritériumként

szerepelnek a betegségcsoport diagnosztikus algorit-
musaban. Vizsgalatuk periférids vérbél Sanger-szek-
vendlas vagy nagy érzékenységi allélspecifikus PCR
segitségével torténik.*

A JAK2, CALR és MPL mutéaciok diagnosztikus érté-
kiik mellett prognosztikus szereppel is birnak. Az utéb-
bi években egyre inkabb elétérbe keriil a mutaciok
mennyiségi kimutatasa is, melynek prognosztikai és te-
rapids relevancidja is ismert. Az Gn. mutans allél-
terhelés (,,allele burden”) a mutaciét hordozo6 klén mé-
retére utal és prognosztikus jelentGséggel is birhat.
A JAK2 célzott terdpia nyomonkovetésére alkalmas le-
het a JAK2 V617F mutéans alléltomeg mennyiségi meg-
hatarozédsa ddPCR eljarassal. Intézetiinkben a Ph~
MPN-ék molekuléris diagnosztikaja évente tobb mint
1500 vizsgalatot foglal magaban (3. ¢bra).’
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NGS VIZSGALATOK SZAMANAK ALAKULASA

(SE I. Sz. Patolégia 2017-2020)
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4. dbra. Az ujgenerdcids szekvendlds alapu vizsgdlatok szdmd-
nak emelkedése az onkohematoldgiai kérképekben a 2018. évi
bevezetést kovetéen a Semmelweis Egyetem, I. Sz. Patolégiai és
Kisérleti Rakkutato Intézet Molekuldris Onkohematoldgia labo-
ratériumdban.

Krénikus lymphocytas leukaema (CLL)

A CLL molekularis vizsgalata a rendkiviil hetero-
gén genetikai hatterének koszonhet6en az eddig ismer-
tetett onkohematolégiai korképekétdl eltéré megkozeli-
tést igényel, hiszen a nagyszamu eltérés azonositasa
csak tobb mdédszer egytittes alkalmazasaval lehetséges.
Bér a CLL diagnézisanak feléllitaséhoz nem sziikséges
a genetikai eltérések ismerete, a korképben alkalmazott
rizikébecslés sordn egyes citogenetikai és molekularis
defektusok vizsgalata elengedhetetlen.® A sokaig csak

TP53 VIZSGALATOK

(SE I. Sz. Patolégia 2017-2020)

00%
80%
50%
40%
20%
0%

2017 2018 2019 2020

B sanger [ NGS

5. dbra. Az djgenerdcids szekvendldsi vizsgdlatok térnyerése a
Semmelweis Egyetem, I. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutaté In-
tézet Molekuldris Onkohematoldgia laboratériumdban a TP53
mutdciéanalizis példdjdn szemléltetve.

TANULMANY

FISH-sel detektalhat6 képiaszam-eltérések vizsgalata-
ra szoritkozo rizikostratifikdciés besorolasban nagy
el6relépést jelentett a molekularis vizsgéalatok megjele-
nése, melyekkel Gjabb prognosztikai és prediktiv bio-
markerek is azonositasra keriiltek. A prognosztikai és
prediktiv biomarkerek koziil kiemelend6k a Sanger-
szekvenalassal meghatarozott IGHV mutaciés statusz,
valamint a TP53 tumorszuppresszor gén teljes kodolo
régidjat érint6 patogén mutaciok, melyek detektalasat
célzott szekveniléssal, végezzilkk. A TP53 mutacié-
analizis kival6 példédja az NGS-alapu eljarasok térnye-
résének: mig 2017-ben még valamennyi TP53 vizsgalat
hagyomanyos szekvenalassal zajlott laboratériumunk-
ban, 2020-ban az NGS mar teljesen felvaltotta a hagyo-
manyos szekvenalasi eljarast (5. dbra).

AzIGHV és TP53 mutdcidanalizisek mar a CLL- ben
elérhetd célzott terdpidk indikaci6jat is jelentik, igy a
IGHV statusz meghatarozés és az NGS-sel igazolt TP53
mutédciok azonositasa rovid idg alatt a CLL legfonto-
sabb molekuléris vizsgalataivé valtak. Intézetiinkben e
két biomarker vizsgalata 2017 6ta elérhetd, az elmult 3
évben a European Research Initiative on CLL (ERIC)
nemzetkozi szervezet altal akkreditdlt laboratérium-
ként jelentds évenkénti mintaszdmon végezzitk a két
biomarker vizsgélatat (3. dbra).”®

A terdpiés indikaciot jelentd eltérések mellett az el-
mult par évben a célzott terapidkkal (BTK gatloszerek
és BCL2 gatlészerek) szemben fellép6 rezisztencia ge-
netikai hatterét is megismerhettitk CLL-ben, aminek
vizsgélatdban szintén megfigyelhet6 a nagy érzékeny-
ségl modszerek térnyerése. Az ibrutinib rezisztencia-
asszocidlt BTK p.C481S mutacié mellett jelenleg mar a
PLCG2 és a venetoclax rezisztencia hatterében 4allé
BCL2 mutéciok vizsgalata is ultraszenzitiv ddPCR-
modszerrel torténik és adataink alapjan elsé detektala-
suk akar honapokkal megel6zheti a progresszio elsé
klinikai jeleit.’

Akut myeloid leukaema (AML)

A myeloid rendszert érint6 onkohematolégiai kor-
képek kozé tartozé6 AML egy kedvezétlen taléléssel jel-
lemezhet6 megbetegedés, melynek diagnosztikéja a ko-
zelmultig a morfoldgiai jegyek és citogenetikai vizsga-
lattal azonosithat6 kromoszomaeltérések alapjan zaj-
lott." Az NGS megjelenése azonban szdmos 1ij mutaci-
6s célpontot azonositott a betegségben, melyek kozott
tobb fehérje célozhato jelatviteli utak komponenseit
képviseli. Az Gj genomikai felfedezések nagyban hoz-
zajarultak az AML kezelésére alkalmas 4j terapias meg-
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ban alkalmazhaté szdmos 1j gatloszer (tobbek kozott
FLT3-inhibitorok, IDH1/2 inhibitorok, kiillénb6z4§ anti-
test-toxin konjugatumok) megjelenése tikroz. Mara a
korabban kizarélag hagyomanyos eljarasok alkalmaza-
séval diagnosztizédlt betegség korszerd, a nemzetkozi
standardoknak megfelel6 diagnézisahoz, rizikébecslé-
kiilozhetetlen tobb gén (CEBPA, NPM1, FLT3, IDH1/2,
RUNX1, TP53, ASXL1) mutéciéanalizise is.
vizsgédlatok folyamatosan novekvd szama indokolja a

Ezen

multigénes NGS alapu eljarasok alkalmazasét, szem-
ben a hagyoményos szekvenalasi eljarasokkal kivitele-
zett Gn. monogénes teszteléssel."’ Intézetiink Moleku-
laris Onkohematoldgiai kutatécsoportja kifejlesztett
egy 54 génes NGS-alapt vizsgalati eljarast, amely alkal-
mas a felnétt és gyermekkori AML komplex molekula-
ris profiljdnak meghatdrozasara. A vizsgalat jelenleg
egyedi méltanyossagi finanszirozéssal érhetd el.

Szolid tumorok molekularis diagnosztikaja

A molekularis diagnosztika eszkoztaranak fejlédé-
se az onkohematolégiai kérképekhez hasonléan a szo-
lid daganatok genetikai hétterének vizsgalataban is je-
lentds attoréseket hozott az elmult évtizedben. Szamos
daganattipus diagnézisanak és klasszifikacidjanak el-
engedhetetlen része lett bizonyos molekuldris eltéré-
sek kimutatésa, és az 4j kezelési lehetGségek megjele-
nésével a prediktiv biomarkerek nagy érzékenységi ki-
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mutatdsa a célzott- és immunterapiak sikeres alkalma-
zasanak feltételévé valt. Az I. Sz. Patoldgiai és Kisérleti
Rékkutat6 Intézet Molekuléris Diagnosztika laboratéri-
uma hazank egyik vezetd molekularis patologiai cent-
rumaként mintegy harminc klinikai onkolégiai cent-
rum szamara végez komplex molekularis diagnosztikai
vizsgélatokat (6. dbra). Evente tébb mint 2000 beteg
esetében végziink molekularis vizsgalatokat, amelyek
tobbségét tiidé-, vastagbél, ovarium- és emlédaganatok
teszik ki, de melanoma és pancreastumorok is szere-
pelnek a vizsgalt entitasok kozott (7. dbra). A szolid tu-
morok molekularis diagnosztikajaban a prediktiv bio-
markerek tUgynevezett monogénes tesztelése valt a
mindennapi gyakorlatta az elmilt években, amely so-
ran az egyes molekuléris eltérések vizsgélata egyen-
ként torténik, gyakran eltéré technoldgiat/vizsgalo-
modszert alkalmazva. A prediktiv biomarkerek vizsgé-
latanak médszertani palettajan napjainkban a FISH és
a PCR alapt hagyomanyos szekvenalasi eljarasok mel-
lett bizonyos biomarkerek (PD-L1, ALK, ROS1) fehérje-
szintli immunhisztokémiai kimutatasai is jelentds sze-
reppel bir. Intézetiinkben a 2020-as évben 10000 feletti
monogénes molekuléris vizsgalatot végeztiink, melyek
részét képezik a transzplantacié kapcsan vizsgalt vi-
ruskimutatasok is (8. dbra).

A szolid tumorok genetikai hatterének egyre ponto-
sabb megismerésével és az 1j terapias lehetGségek meg-
jelenésével parhuzamosan emelkedik a vizsgilando
biomarkerek szama, ami jelentds terhet r6 a molekula-
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6. dbra. A Molekuldris Diagnosztika laboratériummal egytittm(ikodé klinikai onkoldgiai centrumok a 2020-as évben.
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7. dbra. A Molekuldris Diagnosztika laboratdrium dltal molekuldris szinten vizsgdilt kilonbézé daganattipusok megoszldsa 2020-ban.

ris diagnosztikat végzé laboratériumokra. Méra egyér-  generaci6s szekvenalas, melynek jelentds térhoditasa
telmiivé valt, hogy a béviilg klinikai igényeknek az 6ij, ~ figyelhet6 meg napjainkban. A multigénes tesztelés

nagyobb ateresztéképességl, a genetikai eltéréseket  koltséghatékony lehetGsége mellett az NGS nagymeére-
szimultan médon vizsgalni képes technolégidk bevo-  td gének gyors és érzékeny mutaciéanalizisére is kiva-
nésaval lehet megfelelni.'” Ennek megtestesitSje az j-  16an alkalmazhat6, amire remek példat szolgaltatnak a
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8. dbra. Monogénes molekuldris patoldgiai vizsgdlatok tipusai az I. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rdkkutato Intézet Molekuldris Diagnosztika
laboratériumdban 2020-ban. BKV: BK-virus, EBV: Epstein-Barr-virus, HPV: humdn papillomavirus, MSI: mikroszatellita-instabilitds

Valésidejli PCR (virusok kimutatédsa)
HPV Szekvenalas

B Ujgeneracios szekvenalas
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Csiravonalbeli BRCA1/2 mutaciéanalizisek megoszlasa
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9. dbra. Ujgenerdciés szekvendldssal végzett BRCAT- és BRCA2-vizsgdlatok szdma és vizsgdlt daganattipusok az I. Sz. Patoldgiai és Kisér-
leti Rdkkutato Intézet Molekuldris Diagnosztika laboratériumdban 2020-ban.

BRCA1 és BRCA2 gének, melyek vizsgalata nagy mére-
titkbél kifolydlag csak NGS alkalmazaséaval életszert. "
Intézetiinkben évek 6ta zajlik a BRCA1/2 gének NGS-
alapu analizise szomatikus (szovetmintabol) és csira-
vonalbeli (periférias vérbél) mutdciok meghatarozasa-
nak céljabdl ovarium- és emlédaganatok, valamint a
legutébbi idészakban pancreas és prosztata tumorok
esetében is, évente kozel 700 esetet vizsgalva (9. dbra).
A leggyakoribb daganattipusok molekularis hatterének
ismertetésére jelen tematikus szdm tovabbi kozlemé-
nyiben kertil sor, igy az alabbiakban az elmilt év jelen-
tés NGS fejlesztésének, a komprehenziv genomikus
profilozéas bevezetésének ismertetésére szoritkozunk.

Multigénes NGS vizsgalatok, komprehenziv genomikus
profilozés

Az NGS nyujtotta legjelentGsebb elérelépés a
multigénes tesztelés lehetGsége, amely sordn DNS és
RNS egyideji vizsgédlataval nagyszamu (akar tobb szaz)
gén vizsgalatdra nyilik lehetéség. Az NGS alapt, un.
génpanelvizsgalatok elterjedése figyelheté meg napja-
inkban a szolid tumorok molekuléris diagnosztikaja-
ban, amelyek alkalmazasaval a megfelel6 célzott tera-
pia kivalasztdsahoz sziikséges prediktiv biomarkerek
azonosithaték a legkiilonb6zébb daganattipusokban.
Az NGS tesztek pontos indikdciés teriilete, alkalmaza-
suk idézitése, az alkalmazand6 génpanel mérete, vala-
mint az eredmények interpretaciéja a molekularis diag-
nosztika forrongé teriilete. Az ilyen tipust vizsgéalatok
alkalmazdsa kapcsan az elsG szakmai éllasfoglalas
2020 nyaran kozolték az Eurdpiai Klinikai Onkolégiai

Tarsasdag (ESMO) szakért6i, amelyet jelen tematikus
szam kovetkezd kézleményében tekintiink at."*

Az NGS metodikak legkorszertbb, legszélesebb ko-
rd analizist biztosité képviselGje az az Gn. kompre-
henziv genomikus profilozds (CPG: ,comprehensive
genomic profiling”), amely jellemzden tobb szdz gén
(300-600) egyideji vizsgalata sordn képes pontmuta-
ciok, képiaszameltérések, génfuzidk (fizids transz-
kriptumok), valamint a mikroszatellita instabilitas
(MSI), tumor mutaciés terhelés (TMB) meghatdrozasa
és egyéb tumoragnosztikus biomarkerek azonositasa-
ra."> "% A 2020-as évben az I. Sz. Patolégiai és Kisérleti
Rakkutat6 Intézetben kidolgoztunk egy CPG eljarast,
amely a legkorszertibb szekvenalasi technolégidkon
(NextSeq2000, Illumina) és bioinformatikai értékels és
klinikai interpretal6 rendszereken (Clinical Insight,
Qiagen; PierianDx) alapul (10. dbra). Az Gn. TSO500
panelen alapulé eljarassal 523 gén esetében van lehetd-
ség pontmutaciok, kopiaszameltérések és génfuzidk
azonositasara (11. dbra). Az alkalmazott bioinforma-
tikai szoftverek pedig a mar engedélyezett terapiak
mellett valamennyi klinikai tanulmény azonositdsara
is képesek a meghatarozott genetikai eltérések alapjan.
Avizsgalat jelenleg egyedi méltanyosségi finanszirozas
keretében érhet6 el Intézetiinkben.

A vizsgalatot eddig 151 beteg estében végeztiik el, a
legkiilonb6zébb daganattipusok esetében (12. dbra).
A szekvenalési eredmények részletes bemutatésa kii-
l6n kozlemény targyat képezi a kozeljovében, azonban
kiemelendd, hogy az eljarassal szdmos beteg esetében
azonositottunk célozhat6 genetikai eltéréseket. A jol is-
mert és monogénes eljarasokkal is vizsgalt gének (ALK,

318 ORVOSKEPZES

XCVI. BvFoLYaM / 20271.



Daganatos meghetegedések célzott diagnosztikajat és kezelését

tamogato molekularis diagnosztikai eljarasok a mindennapokban

DNS és RNS egyidejii vizsgalata

523 gén mutacios
statusza

mikorszatellita
instabilitas (MS1)

55 génesetében
génfuziok

tumor mutacioés
terhelés (TMB)

UJGENERACIOS SZEKVENALAS
bioinformatika analizis

(OSSZEFOGLALO
TANULMANY

TELJESKORU MOLEKULARIS
PROFIL

<=
=
Fusion
E )
Splice
variant
L —

| i Start ' I

illumina

10. dbra. A Semmelweis Egyetem, . Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutaté Intézetében kidolgozott komprehenziv genomikus profilozdsi el-

jdrds dttekinté dsszefoglaldsa.

ROS1 fuzick, EGFR, BRAF, BRCA1/2 mutacick és
képiaszameltérések eltérésein til, a teljesség igénye
nélkil, tobb esetben azonositottunk terapias jelentd-
séggel bir6 NTRK1-3 fazidkat, RET mutacidkat, a homo-
l6g rekombindacios ,repair” rendszer komponenseinek

Pontmutaciok és kopiaszameltérések

(ATM, CHEK2, FANCL, PALB2) mutacié6it, PIK3CA mu-
taciokat, IDH11/2 mutacidkat, valamint Gj hiszton
metiltranszferdzokkal célozhaté EZH2, SMARCB1 és
SMARCA4 mutécidkat.

ABL1 cD74 EPHAT GPR124 IL7R MEF2B PIK3C2G RNF43 SUFU Génflizidk és
ABL2 cDC73 EPHB1 GPS2 INHA MEN1 PIK3C3 RPSEKA4 - SUZ12 - >
ACVRI CDK8 ERCC3 GREM1 INHBA MGA PIK3R2 RPS6KB2 - SYK splice variansok
ACVRIB - CDKN1A - ERCC4 GRIN2A INPP4A - MITF PIK3R3 RPTOR TAF1
ALOX12B - CDKN1B - ERCC5 GRM3 INSR MST1 PIM1 RUNX1 TBX3
ANKRD11 - CDKN2B ERRFI1 GSK3B IRF2 MSTIR PLCG2 RUNX1T1 TCEB1 ABL1 KDR
ANKRD26 - CDKN2C - ETS1 H3F3A IRF4 MYB PLK2 RYBP TCF3 AKT3 KIF5B
ARAF CENPA ETV1 H3F3B IRS1 MYOD1 PMAIP1 SDHA TCF7L2 ALK KIT
ARFRP1 CHD2 ETV4 H3F3C IRS2 NAB2 PMS1 SDHAF2 TERC AR KMT2A
ARID1B CHD4 ETVS HGF JAK1 NCOA3 PNRC1 SDHB TET1 AXL (MLL)
ARID2 cic ETV6 HISTTHIC JUN NCOR1 POLD1 SDHC TFE3
ARIDSB CRKL EWSR1 HIST1H2BD - KATBA NEGR!1 POLE SDHD TFRC BCL2 MET
ASXLA CRLF2 FAM123B - HIST1H3A KDM5A NF2 PPARG SETBP1 TGFBR1 BRAF MLLT3
ASXL2 CSF3R FAM46C - HIST1H3B KDM5C - NFE2L2 PPM1D SETD2 TGFBR2 BRCA1 - MSH2
ATRX CSNK1A1 - FANCA HISTTH3C KDMBA - NFKBIA PPP2R1A - SF3B1 TMEM127 BRCA2 - MYC
AURKA CTCF FANCC HIST1H3D KEAP1 NKX2-1 PPP6C SH283 TMPRSS2 CDK4 NOTCH1
AURKB CTLA4 FANCD2 - HISTIH3E KEL NKX3-1 PRDM!1 SH2D1A TNFAIP3 CSFIR - NOTCH2
AXIN1 CTNNA1 FANCE HIST1H3F KIF5B NOTCH4 PREX2 sHQ1 TNFRSF14
AXIN2 cuL3 FANCF HISTIH3G - KLF4 NSD1 PRKARIA - SLIT2 TOP1 EGFR NOTCH3
AXL cuxi1 FANCG HIST1H3H KLHL6 NTRK1 PRKCI SMAD2 TOP2A EML4 NRG1
B2M CXCR4 FAS HIST1H3I KMT2B NTRK2 PRKDC SMAD3 TP63 ERBB2 - NTRKI
BBC3 CYLD FAT1 HIST1H3J KMT2C NTRK3 PRSS8 SMARCA4 - TRAF2 ERG NTRK?2
BCL10 DAXX FGF19 HIST2H3A KMT2D NUP93 PTPRD SMARCD1 - TRAFT7 ESR1 NTRK3
BCL2L1 DCUNID1 - FH HIST2H3C LAMP1 NUTM1 PTPRS SMC1A TSHR ETS1 PAXS
BCL2L11 - DDX41 FLCN HIST2H3D LATS1 PAK1 PTPRT sSMC3 U2AF1
BCL2L2 DHX15 FLIM HIST3H3 LATS2 PAK3 QK SNCAIP VEGFA ETV1 PAXT
BCOR DICER1 FLT4 HLA-A LMO1 PAK7 RAB35 socs1 VTCN1 ETV4 PDGFRA
BCORL1 DIS3 FOXA1 HLA-B LRP1B PARK2 RAC1 SOX10 WISP3 ETV5 PDGFRB
BCR DNAJB1 FOXO1 HLA-C LYN PARP1 RAD21 SOX17 WT1 EWSR1 - PIK3CA
BIRC3 DNMT1 FOXP1 HNRNPK LZTR1 PAX3 RADS50 sox2 XIAP EGER1 - PPARG
BLM DNMT3B - FRS2 HOXB13 MAGI2 PAX5 RAD52 SOX9 XPO1 FGFR? - RAF1
BMPRIA - DOTIL FUBP1 HSD3B1 MALT1 PAX7 RAF1 SPEN YAP1
BRD4 E2F3 FYN HSP90AAT - MAP2K4 - PAX8 RANBP2 SPOP YES1 FGFR3 - RET
BTG1 EED GABRA6 ICOSLG MAP3K1 « PBRM1 RARA SPTA1 ZBTB2 FGFR4 ROS1
C110rf30 - EGFLTY GATA1 D3 MAP3K13-  PDCD1 RASA1 SRSF2 ZBTB7A FLI1 RPSEKB1
CALR EIF1AX GATA2 IFNGR1 MAP3K14- PDCDILG2 - RBMI10 STAG1 ZFHX3 FLT1 TMPRSS2
CASP8 EIF4A2 GATA3 IGF1 MAP3K4 - PDK1 RECQL4 STAG2 ZNF217 FLT3
CBFB EIFAE GATA4 IGFIR MAPK1 PDPK1 REL STAT3 ZNF703 JAK2
CBL EMLA GATAG IGF2 MAPK3 PGR RFWD2 STAT4 ZRSR2
CD274 EPCAM GID4 IKBKE MAX PHF6 RHEB STAT5A
CD276 EPHA3 GLi IKZF1 MDC1 PHOX2B RHOA STATSB

EPHAS GNA13 IL10 MED12 PIK3C2B RIT1 STK40

11. dbra. A Semmelweis Egyetem, |. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rdkkutatd Intézetében kidolgozott komprehenziv genomikus profilozdsi el-
jdrds dltal vizsgdlt gének listdja. Forrds: lllumina TruSight Oncology 500 génlista (https://www.illumina.com)
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Kotmayer Lili és munkatarsai

TANULMANY

TUMORTIiIPUS

négyogyaszati 25
J daganatok

tiidédagantok 15

kozponti 16
J idegrendszer

colorectalis 14

daganatok

lagyrésztumorok 15

hematolégiai 6

malignitasok

pancreasdaganatok 10
endokrin daganatok 12
emlédaganatok 9
urolégiai daganatok 4
gyomordaganatok 3
egyéb daganatok 22
OSSZESEN 151

12. dbra. Komprehenziv genomikus profilozdssal vizsgdlt esetek megoszldsa az I. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato Intézet Molekuldris

Diagnosztika laboratdriumdban.

Fontos kiemelni, hogy a korszerd multigénes NGS
vizsgélatok esetében is kiemelt jelentéséggel bir a meg-
felel6 minGségi és mennyiségi vizsgédlati minta. Az
NGS-vizsgélatok a szovettani mintak mellett 4ltalaban
citolégiai mintakbél is elvégezhetdk, azonban 20%
alatti tumorsejtarany esetében a vizsgélat elvégzése
nem javasolt.

Osszefoglalas

A daganatok genetikai hatterének alapos feltérképe-
zésével parhuzamosan szdmos Gj molekularis és im-
munolégiai tdmadédspontt kezelés keriilt bevezetésre
az onkolégidban, ami Gj tavlatokat nyitott a legtobb da-
kezelésében,

ganattipus hozzéjarulva a betegek

hosszabb vérhat6 taléléséhez. Az igy kialakult precizi-
6s medicina egyik alappillérét nydjtja a molekuléaris
patolégia/diagnosztika, melynek feladata az Gj kezelési
lehet6ségek sikeres alkalmazasdhoz sziikséges pre-
diktiv biomarkerek korszerd moédszerekkel valo érzé-
keny kimutatasa. Mara a molekuléris patolégia multi-
diszciplinaris tertiletté valt, ahol a klinikus és a beteg
szamadra hasznosithaté eredmények szolgéltatasihoz a
korszert technologiak alkalmazasa mellett patolégu-
sok, molekuléris diagnosztdk és bioinformatikusok
szoros egytttmtikodése sziikséges.

Az elmult években e fejlddési folyamat magéval
hozta az Gjgeneraciés szekvenalasi technoldgiak meg-
honositasat a mindennapi diagnosztikaban. Figyelem-
be véve a tényt, hogy a korszerd NGS vizsgalatok kolt-
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Daganatos meghetegedések célzott diagnosztikajat és kezelését

(OSSZEFOGLALO

tamogato molekularis diagnosztikai eljarasok a mindennapokban

sége ma mar nem haladja meg a szekvencialisan vég-
zett monogénes vizsgalatok koltségét, a technoldgia to-
vabbi térnyerésére lehet szamitani a kozeljovében.
Ugyanakkor a vizsgélatokat végzd laboratériumok és az
4j technolégidk akkreditaci6ja, valamint a megfeleld

mindségbiztositdas kidolgozdsa terén még szamos

2 2

teendd all a szakma képviseldi elétt.
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Uj generacios szekvenalas jelentdsége a metasztatikus daganatok
kezelésében — ESMO ajanlas és gyakorlati megfontolasok

The role of next-generation sequencing as a diagnostic tool in oncology — ESMO guidelines and
practical issues

Eles Klara, Toth Erika
Orszagos Onkoldgiai Intézet, Sebészeti és Molekularis Patolgiai Osztaly, Budapest

E-levél: toth.erika@oncol.hu

0SSZEFOGLALAS A molekuléris genetikai vizsgalatokon alapul6 személyre szabott gyogyitas szamos eredményes (j terapids lehetdséget hozott az onkolo-
giai kezelésekben. Mikdzben az Uj generécios szekvenalas (NGS) széles koérben elterjedt, az alkalmazésanak és az eredményeknek a felhasznaldséra vo-
natkozd onkoldgiai irdnyelvek hidnyoznak. Az Eurdpai Klinikai Onkologus Tarsasag (ESMO) altal kiadott ajanlas az NGS alkalmazasara, illetve az alkalma-
zott panelek méretére vonatkozoan 3 teriletet kilonboztet meg: 1. ESCAT I. szint(i mutaciok vizsgalata a rutin klinikai ellatasban, 2. nagy génpaneles vizs-
gdlatok klinikai kutato kdzpontokban és 3. a személyre szabott, egyes betegekre vonatkozo specidlis megfontolasok. Az ESMO preciziés munkacsoportja
off-label gyogyszerek alkalmazasahoz a széleskori genomikai vizsgalatot csak megfelelé hozzaférési program kidolgozasa esetén javasolja. Ezek elvég-
zését elsésorban a klinikai kutato kdzpontokban tartja indokoltnak, mivel ott van lehet6ség olyan klinikai és prospektiv vizsgalatokra és gyogyszerfejleszté-
sekre, ami az NGS klinikai munkaban betéltétt pontos szerepét meghatérozhatja a késébbiekben.

KULCSSZAVAK Ujgenerdcios szekvenalds (NGS), széleskor( genetikai vizsgalat, metasztatikus tumorok

SUMMARY  Precision cancer medicine holds great promises to offer more effective therapies to patients based on molecular profiling of their individual
tumors. While next-generation sequencing (NGS) has been widely implemented, there are no recommendations about its use in every-day oncology
practice. The European Society for Medical Oncology (ESMO) is proposing three levels of recommendations for the use of NGS: 1) routine molecular labs,
2) clinical research centers, and 3) individualized recommendations. ESMO recommends the use of off-label drugs matched to genomics only if an
access program has been developed at the national level. ESMO recommends that clinical research centers develop multigene sequencing as a tool to
screen patients eligible for clinical trials, to accelerate drug development, and prospectively capture data which could further help in optimalisation of this

technology.

KEY WORDS next-generation sequencing (NGS), comprehensive genomic profiling, metastatic cancers

Bevezetés

A daganatos megbetegedések genetikai hatterének
megismerése egyre hatékonyabb célzott terapiak felfe-
dezéséhez és ezeknek a klinikai gyakorlatban val6 al-
kalmazasahoz vezetett. A patolégiai és molekularis pa-
tologiai diagnosztika a daganatos betegségek sztirésé-
nek, kezelésének és monitorozdsdnak szerves részévé
valt, az onkoldgiai spektrum teljes egészében jelentds
szerepe van." % A terapias célpontok szimanak ugras-
szerd novekedését elsésorban az tjgeneracios szekve-
nalas (NGS, Next Generation Sequencing) kutatdsban
val6 alkalmazasa, illetve a médszer mindennapi diag-

Roviditések
NGS Ujgenerdcids szekvendlds
ESMO  Eurdpai Klinikai Onkoldgia Tdrsasdg

CcGP komprehenziv genomikai profilozds

ESCAT  ESMO Scale of Clinical Actionability for molecular Targets
MTB molekuldris tumor board

TMB tumor mutdcids teher

nosztikaban val6 rutinszerd alkalmazéasanak elterjedé-
se eredményezte. Kijelenthetjuk, hogy méra a precizios
daganatterdpia alapja az NGS alapt molekularis diag-
nosztika lett. Az NGS kivaloan alkalmas arra, hogy a
ktlonb6z6 genetikai eltéréseket — mutdciokat, génfazi-
okat, génamplifikdciékat — a klinikai gyakorlatban is
gyorsan, egyszerre nagyszamu beteg anyagabdl kimu-
tassuk. Jelenleg még a kisebb 30-50 gént tartalmaz6 pa-
nelek is dragabbak, mint a monogénes szekvencialis
jellegt vizsgélat, ahol pl. a kizar6 jellegti KRAS mutacio
esetén nem végziink tovabbi vizsgédlatot. Ugyanakkor
szamos daganattipusban mar koltséghatékonyabb le-
het a kisebb NGS panelek hasznalata. A leggyakoribb
daganatok koziil a tiidé-adenocarcinomak nagyszamu
célzott terapias lehetésége mutatja leginkdbb, mekkora
fejlédés tortént az elmilt 20 évben. A daganatok dont6
tobbségének kezeléséhez ma mar az elsé vonalas tera-
piak megkezdése el6tt elengedhetetlen a részletes mo-
lekularis patoldgiai vizsgalat.

2021; 3:301-620.
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Precizios medicina gyakorlati problémai

Az NGS alapu vizsgalatok szélesebb korid alkalma-
zasanak részben finanszirozési, részben a rendelkezés-
re 4ll6 mintdk mennyiségébdl és minGségébdl eredd
korlatai vannak. Ezen til szamos daganattipusban a ki-
terjedt kutatasok ellenére jelenleg még nem éallnak ren-
delkezésre egyértelmten hatdsos terapiak alapjaul
szolgél6 biomarkerek, illetve a potencialis biomarkerek
jelentéségére nézve nincsenek megfeleld klinikai evi-
denciak. Mikozben az NGS alapu széles kort genetikai
vizsgalat ma mar technikailag nem okoz gondot, a
szekvenalas soran keletkezd adatok elemzése, és ezek
kihivas.

A technikai fejl6dés és a médszer implementécidja

klinikai jelent6ségének értékelése oridsi

gyorsabban tortént, minthogy az eredmények nagy ré-
szét hasznositani tudndnk a mindennapi gyakorlatban.
Mindezek miatt nagyon fontos, hogy a meglévé anyagi
forrasokat és a betegek rendelkezésre allé6 mintéit a leg-
optimalisabban hasznaljuk fel és ezaltal a lehetd leg-
tobb beteg hozzajuthasson a valéban hatékony terapi-
akhoz.

ESMO iranyelvek, a metasztatikus daganatok NGS
alapi molekularis diagnosztikaja

Az ESMO (Eurépai Klinikai Onkoldgia Térsaség,
European Society for Medical Oncology) preciziés me-
dicina munkacsoportja vilagos iranyelveket fogalma-
zott meg a metasztatikus daganatok NGS alapt vizsgé-
latara, az Gn. széleskord genomikai vizsgélatnak (CGP,
Comprehensive Genomic Profiling) a klinikai alkalma-
zésara vonatkozéan.’ A kiilénb6z6 daganatokban ed-
dig leirt mutaciokat az ezekhez rendelhet6 célzott tera-
piédk validaltsaga alapjan 4 tn. ESCAT (ESMO Scale of
Clinical Actionability for molecular Targets) szintbe
soroltdk be.* Az ESCAT I-es szintbe tartozé mutacié
olyan genetikai eltérés, amihez validélt, napi rutinban
hasznalt célzott terapia kapcsolddik. Ilyennek tekint-
heték pl. tiiddé adenocarcinomék esetén az EGFR gén
gyakori mutaciéi (EGFR 19 exon delécid) vagy a her-2

2z

amplifikacié emlérakokban. ESCAT II-es szintd muté-

ciokhoz fazis I/II vagy retrospektiv vizsgalatokban ha-
tdsos célzott terapia kapcsolodik, a Il-as szintd cso-
portba olyan genetikai eltérések sorolhaték, amelyek
jelent6ségét mar masik tumortipusban igazoltak, de a
kezelend6 daganattipusban nem. A IV-es csoportba
tartoznak azok a genetikai eltérések, melyek preklini-
kai adatok alapjan feltételezhetéen alkalmasak lehet-
nek célzott terdpidra (1. tablazat). Tovabbi példaként a
2. tablazatban a tid6 adenocarcinomak prediktiv mar-
kereinek ESCAT szintek szerinti besorolédsa lathato.

Az ESMO ajanlas az NGS alkalmazésara, illetve az
alkalmazott panelek méretére vonatkozéan 3 teriiletet
ktilonboztet meg: ESCAT 1. szintd mutaciék vizsgalata
a rutin klinikai ellatasban (1), nagy génpaneles vizsga-
latok klinikai kutaté k6zpontokban (2), és a személyre
szabott, egyes betegekre vonatkozo specialis megfonto-
lasok (3). A leggyakoribb daganattipusokban a rutin di-
agnosztikara vonatkozé ajanlésokat a 3. tabldzatban
foglaltuk 6ssze. A nagy génpaneles vizsgélatok elsGsor-
ban a klinikai kutatékozpontok szamara javasoltak. Itt
van lehetdség Gj gyogyszerek kiprébalasara, ami egy-
ben hozzajérul a klinikai kutatasok felgyorsitdsahoz is.
Ez kilonésen fontos emld-, pancreas- és hepatocellu-
laris carcinoméakban, ahol nagyon sok ESCAT II-IV-be
tartoz6 mutdciot azonositottak. Nagy génpanelek alkal-
mazasaval ritkan klinikailag olyan relevans mutéaciok
azonosithaték, melyeket kisebb panelekkel nem lehet
azonositani, de ezek donté tobbségében ESCAT III-1V.
szintd mutacidk. Az orvos és a beteg olyan esetekben,
amikor a multigénes vizsgalat egyébként nem indokolt,
donthet 4gy, hogy multigénes NGS vizsgalat torténjen,
de az ajanlés szerint ennek a finanszirozasa nem okoz-
hat extra koltséget az allami egészséguigynek, a beteget
pedig részletesen fel kell vilagositani arrdl, hogy kicsi a
val6szintisége annak, hogy terapias célpontot taldlnak,
illetve a gy6gyszer hozzaférés nehézségeirdl is részlete-
sen tdjékoztatni kell. A multigénes vizsgalatok indika-
cidja esetén mindig kiemelten fontos a gy6gyszerhoz-
zaférést figyelembe venni.

A tumoragnosztikus terdpidk, amelyek specifikus
molekuléris eltérés alapjan (NTRK1-3 és RET fuzio,
TMB, mikroszatellita instabilitas) a daganat kiindulasi

1. tabldzat: ESCAT (ESMO Scale of Clinical Actionability for molecular Targets) szintek definicidja

ESCAT SZINT | DEFINICIO

Szint I Genetikai eltérés, melyhez validélt, napi rutinban hasznalt célzott terdpia kapcsolodik.

Szint II Genetikai eltérés, melyhez fazis I/Il vagy retrospektiv vizsgalatokban hatasos célzott terdpia kapcsolodik

Szint III Olyan genetikai eltérés, mely mésik tumortipusban mar validalt, de a kezelend§ daganattipusban nem

Szint IV Olyan genetikai eltérés, ami preklinikai adatok alapjan feltételezhetéen alkalmas lehet célzott terdpidra.
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2. tablazat: Terdpids célpontok és ezek ESCAT szintje tiidd adenocarcinomdk esetén
GEN GENETIKAI ELTERESEK ELOFORDULASI ESCAT
GYAKORISAG LEVEL

EGFR Gyakori mutéciék (Del19, L858R) 15% 1A

Szerzett T790M exon 20 50% TKI rezisztencia IA

Ritka EGFR mutéciok (G719X 18-as exon, L861Q 21-es 10% 1B

exon, S768I 20-as exon)

Exon 20 insertio 2% 11B
ALK Fuazié 5% IA
MET Mutéci6 14 exon skipping 3% IB

Amplifikacié (EGFR TKI szerzett rezisztencia) 3% 1B
BRAF (V600E) Mutéci6 2% 1B
ROS1 Fuazié 1-2% IB
NTRK Fuazié 0,23-3% IC
RET Fuazié 1-2% IC
KRAS (G12C) Mutéci6 12% 11B
ERBB2 Hotspot mutacié 2-5% 1IB

Amplifikacié
BRCA1/2 Mutéci6 1,2% IIIA
PIK3CA Hotspot mutacié 1,2-7% IITA
NRG1 Fuazié 1,7 I1IB

helyétdl fiiggetleniil barmilyen daganattipusban hasz-
nalhatok, szintén kérdéseket vetnek fel a multigénes
NGS panelek alkalmazasara vonatkozéan.*® Az NTRK
fazi6 esetén az ESMO ajanlas szerint, mivel a dagana-
tok donté tobbségében <1%-ban fordul elg, a secreto-
ros nyalmirigy és emlGcarcinomat, illetve a sarcomakat
és pajzsmirigy papillaris carcinomat kivéve, NGS ala-

pu vizsgalat elsGsorban azokban a daganatokban java-
solt, ahol eleve ez az elsGdleges vizsgalomodszer. Mas
esetben elsésorban koltséghatékonysagot figyelembe
véve érdemes donteni arrél, hogy NGS alapt vizsgélat
torténjen, vagy egyéb szlirémoddszert alkalmazzunk.
Az immunterapiak térhoditasa miatt a tumor mutacios
teher (TMB) vizsgalatanak igénye szintén egyre gyak-

3. tablazat: NGS vizsgdlatokra vonatkozé ajanldsok a rutin diagnosztikaban a leggyakoribb daganatok esetén

TUMORTIPUS

ALTALANOS AJANLASOK A RUTIN DIAGNOSZTIKABAN

Tiid6 adenocarcinoma

Multigénes panelek hasznalata (DNS és RNS alapt) level I mutacidk detektaldsara javasolt.
Nagyobb panelek alkalmazédsahoz egyedi finanszirozési hattér sziikséges, illetve az eredmé-
nyek értelmezésénél egyértelmien jelezni kell az egyes mutaciok evidencia szintjét.

Ttdé-laphdmcarcinoma

Jelenleg multigénes NGS nem indokolt.

EmlGcarcinoma Jelenleg multigénes NGS nem indokolt.

Coloncarcinoma Multigénes NGS lehetséges alternativa, amennyiben a PCR vizsgalatoknal nem drégébb.

Prostatacarcinoma Multigénes panelek hasznalata I. szintd mutéaciok detektalasara javasolt. Nagyobb panelek
alkalmazédsdhoz egyedi finanszirozasi hattér sziikséges, illetve az eredmények értelmezésé-
nél egyértelmien jelezni kell az egyes mutéciok evidencia szintjét.

Gyomorcarcinoma Jelenleg multigénes NGS nem indokolt.

Pancreascarcinoma Jelenleg multigénes NGS nem indokolt.

Hepatocellularis carcinoma

Jelenleg multigénes NGS nem indokolt.

Cholangiocellularis carcinoma

Multigénes panelek haszndlata I. szintd mutdciok detektdldsara javasolt. Nagyobb panelek
alkalmazédsahoz egyedi finanszirozasi hattér sziikséges, illetve az eredmények értelmezésé-
nél egyértelmien jelezni kell az egyes mutéciok evidencia szintjét.

Egyéb tumorok

Tumor multigénes panel szomatikus BRCA1/2 mutécié detektaldsdra ovarium-, pancreas- és
prostatacarcinomaban.

Nagy multigénes paneleket lehet haszalni ismeretlen primer tumor esetén.

TMB meghatarozés javasolt: cervicalis, vulva, nyalmirigy, pajzsmirigy carcinomékban és
jol-kozepesen differencialt neuroendokrin tumorokban.

TMB: tumor mutécioés teher
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rabban meriil fel. Itt az irdnyelv szerint mérlegelni kell,
hogy mely esetekben nem alkalmas a PD-L1 immun-
hisztokémiai vizsgélat, mint prediktiv marker. A ren-
delkezésre allé klinikai vizsgélatok alapjan a TMB-t
ESCAT IIA kategéridba soroltdk és jelenleg elsGsorban
méhnyak-, nydlmirigy-, vulva- és pajzsmirigy-carcino-
ma, illetve neuroendokrin tumorok esetén javasolt a
meghatéarozasa.”

Gyakorlati megfontolasok, molekularis
diagnosztika és célzott terapiak

Mivel az onkolégiai ellatas rendkiviil koltséges ré-
sze az egészségligyi rendszereknek, az ezzel kapcsola-
tos problémak, a koltséghatékonysagra vonatkozé kér-
dések a vildg minden részén felmertilnek, az adott or-
szag gazdaséagi helyzetétdl fuggetleniil. Szamos mun-
kacsoport foglalkozott az elmult években a precizids
medicina gyakorlati probléméival.® ° Az optimalis mii-
kodés feltételei az alabbiakban foglalhatok 6ssze:

1. A molekuléris vizsgalat beépitése a klinikai gyakor-
latba.

2. A célzott terdpidk alapjaul szolgalé mutdcidk defi-
nidlasa és ezek klinikai értelmezésének harmoniza-
lasa.

3. A molekularis onco-team (MTB — molecular tumor
board) kialakitasa és feladatainak meghatarozasa.

4. Hozzaférés az 0j terdpias lehetGségekhez és ezek-
nek iranyelvekben torténé rogzitése.

5. Strukturalt adatgytjtés a klinikai adatokra és az
utdnkovetésre vonatkozoéan.

6. A molekuléris diagnosztika és célzott terapia finan-
szirozdsa.

A jov6ben varhato a szekvendlasi koltségek tovébbi
csokkenése, ami minden valdszintiség szerint az egyre
nagyobb panelek alkalmazasanak irdnyaba fogja eltolni
a rutin molekularis patolégiai diagnosztikat. A na-
gyobb panelek alkalmazasa lehetévé teszi kilonbozd
szovettani tipusta daganatok egyideji vizsgélatat, illet-
ve a prediktiv markerek egyideji meghatarozasat, ami
jelentésen roviditheti a leletatfutasi idét, a laboratoriu-
mok munkamenetének egyszertisodése miatt. Ugyan-
akkor komoly bioinformatikai kihivést jelent és rendki-
viil fontos, hogy a szekvenalads eredményeit az aktualis
terdpids evidencidkat és gyogyszerhozzaférést figye-
lembe véve adjuk meg. Ebben a folyamatban a moleku-
laris onkoteamek szerepe egyre fontosabb lesz. Mig az
ESCAT I szintd mutédcidk vizsgalatdnak javaslata a
szervspecifikus onkoteamekben torténik, addig a szé-
leskord genomikai vizsgéalatok indikacidja és eredmé-

nyeinek komplex értelmezése a molekularis onkoteam
feladata. Szamos vizsgélat igazolta, hogy megfelelGen
miikodé molekularis onkoteam esetén jelentésen ja-
vulnak a betegek tilélési adatai.'® Ide4lis esetben a mo-
lekularis onkoteam tagjai klinikai onkol6gusok, mole-
kuléris patolégus, bioinformatikus, tobbféle klinikai
szakember, klinikai és molekularis genetikus és klini-
kai vizsgalatokban, illetve gyogyszerhozzaférésben jar-
tas szakember. A széleskori genetikai vizsgalat indika-
ci6ja mellett az eredmények értelmezése és ezek alap-
jan a terapias javaslat felallitasa is az onkoteam felada-
ta. Minden onkoteam miikodését megkonnyiti, ha a be-
teg kezelGorvosa is részt vesz a megbeszélésen, hiszen
6 ismeri legjobban a beteget és késébb az 6 feladata az
onkoteam dontésének a beteggel torténd megbeszélése
és a beteggel egytitt a végsd terdpias dontés kialakitasa.

A nemzetkozi irdanyelvek alkalmazéasan tal fontos
az orszag specifikus gyégyszerhozzaférésekre vonatko-
z6 iranyelvek kidolgozasa és ezek folyamatos aktuali-
zalésa.

A jobb atlathat6sag, a klinikai kutatasok és retro-
spektiv vizsgédlatok miatt a standardizalt leletezés ki-
emelten fontos a molekuléris laboratériumokban,
olyan formatumban, ami a strukturalt adatgyjtést le-
het6vé teszi. A leleteknek minden esetben tartalmaz-
nia kell a detektalt mutaciok jelentéségét (patogén,
benignus, ismeretlen jelentségt) és ezek klinikai kon-
zekvenciait.

Elmondhatjuk, hogy Magyarorszagon az elmult
években megtortént a molekularis patoldgiai diagnosz-
tika beéptilése a klinikai gyakorlatba. A jelenleg miiko-
dé molekularis patolégiai centrumok az ESCAT I
szintbe tartozé mutaciék vizsgalatat rutinszerden vég-
zik. T6bb laboratérium pedig felkésziilt a széleskord
genomikai vizsgédlatokra is. Az Orszagos Onkolégiai In-
tézetben megkezdte miikodését az Orszagos Molekulé-
ris Onkoldgiai Bizottsag, aminek egyik legfontosabb
célja, hogy a széleskorid genomikai vizsgélatok valéban
azon esetekben torténjenek meg, ahol a betegek szdma-
ra hatékony terdpids célpontok azonositdsa vérhato.
A koltséghatékonység az alapvetd feltétele annak, hogy
minden olyan beteg szdméra, akinél valéban sziikséges
ezen vizsgalat, elérhet6 legyen. A jelenlegi koltségeket
figyelembe véve elmondhato, hogy egyetlen nagy gén-
paneles vizsgalat arabol két-harom beteg daganatanak
50-100 génes panellel torténd vizsgélata végezhetd el.
Ezen kisebb génpaneles vizsgalatok szinte a vildgban
ma elérheté 0Osszes célzott terdpia alkalmazasihoz
sziikséges prediktiv genetikai eltérés vizsgalatat lehet6-
vé teszik és jelenleg koltséghatékonyabbak, mint a
nagy génpaneles vizsgélatok.
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Fontos lenne, hogy az egyre novekvd igények miatt
a finanszirozas 1épést tartson a szakmailag val6ban in-
dokolt vizsgéalatok téritésével. Az ESMO iranyelvhez
hasonl6an szitkség volna hazai iranyelvre, ami ponto-
san szabalyozza a vizsgélati szinteket és a finansziro-
zott vizsgédlatok korét, illetve 6sszehangolja a laborat6-
riumok munkajat. Véleményiink szerint az egyes labo-
ratoriumok és a laboratériumokhoz tartozé molekula-
ris onkoteamek miikodési tertiletének meghatarozasa
jelent6sen novelné az atlathatésagot és hatékonysagot
is. A vizsgalatok mindségbiztositasa elengedhetetlen.
Ezen a téren is torténtek elérelépések, a molekuléris
patolégiai laboratériumok tébbsége rendszeresen részt
vesz az Eurdpai Patolégus Térsasag altal szervezett
vagy mas nemzetk6zi mindségbiztositasi korvizsgala-
tokban. Az Eurépai Patolégus Tarsasdg honlapjan elér-
het6 az eredményesen szereplé laboratoriumok listaja.
Ugyanakkor a molekularis diagnosztika relative magas
koltségigénye és jelentGsége miatt véleményiink sze-
rint a jelenleginél szigoribb egységes mindségbiztosi-
tasi rendszer volna kivanatos.

Lényeges az irdnyelvek folyamatos aktualizalasa,
hiszen az egyik leggyorsabban valtozo teriiletrél van
sz6. Emellett a széleskord genetikai vizsgalatok értéke
csak akkor mérhetd, ha a vizsgdlatok eredményére és
az indikalt terdpidk hatékonysagara vonatkoz6 pontos
adatgy(jtés is torténik. Fontos lenne a nemzetkozi
adatbazisokhoz val6 kapcsolédas vagy sajat regiszter
kialakitasa, ami tartalmazza a vizsgalatok eredményét,
az ezek alapjan indikalt terdpidkat és a hatékonysagra
vonatkozo6 betegadatokat.

Osszefoglalas

Miko6zben az NGS alapt molekuléris vizsgédlatok a
molekularis patolégiai diagnosztika szerves részévé
valtak, az ezen vizsgalatokbdl szdrmazé informaciok
terapias hasznara, felhaszndalasara vonatkozoé iranyel-
vek jorészt hianyoznak. Az ESMO preciziés medicina
munkacsoportjanak ajdnldsai hidanypotlok ezen a téren.
Az egyes mutdciokat a terdpids evidencidk alapjan
négy ESCAT csoportba soroljak. Az ESCAT I szintd
mutéciok vizsgalatat javasoljak a rutin laboratériumok-
ban. A széleskord genomikai vizsgdlatokat a klinikai
kutaté kozpontok fontos feladatanak tartjdk, mivel ott
elérhetGek a klinikai vizsgalatok és Gj gyogyszerfejlesz-
tések. Egyik legfontosabb alapelvnek a széleskord
genomikai profilozds indikdcidja soran a gyogyszer-
hozzéférés figyelembe vételét tekintik. Hangstlyozzak,
hogy ha a beteg és a kezelGorvos a nagy génpaneles

TANULMANY

vizsgalat mellett dont annak ellenére, hogy minimalis
esélye van terapias jellegd prediktiv mutéci6 azonosi-
tasdnak, errdl a beteget részletesen fel kell vilagositani,
illetve a vizsgélat koltsége nem terhelheti a kozosségi
egészségligyi rendszert. Mivel rendkiviil gyorsan fejlé-
dg tertiletrél van sz6, az iranyelveket folyamatosan ak-
tualizalni kell. Magyarorszdgon a molekularis patolégi-
ai laboratériumok felkésziiltek az NGS alapu vizsgala-
tokra, de a jovében fontos feladat lesz a laboratériumok
miikodésének szintjeit és az ehhez tartozé finansziro-
zéast meghatarozni, illetve az aktuélis gy6gyszerhozza-
férésnek megfeleld irdnyelveket kidolgozni a nem
ESCAT I szintd terapiak esetén.
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A folyadékbiopszia nyijtotta lehetoségek a szolid daganatok molekularis
diagnosztikajaban

Potential applications of liquid biopsy-based analyses in molecular diagnostics of solid tumors

Nagy Akos, Lévay Luca, Zajta Erik, Papp Gergd
|. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato Intézet, Semmelweis Egyetem, Budapest
E-levél: papp.gergo@med.semmelweis-univ.hu

08SZEFOGLALAS A molekularis bioldgiai technikék utébbi évtizedekben latott fejl6désének kiszonhetéen a plazméban keringd tumor eredetd makromole-
kulak, igy a tumor eredet( szabad keringé DNS-molekuldk korabban elképzelhetetlen mélységui vizsgalata vélt elérhetévé, mely eljarast folyadék- (likvid)
biopszianak nevezziik. A vizsgalat el6nyei kdzé a minimalinvazivitas, a kiilonb6z6 anatdmiai lokalizacidkban talalhatd tumorklonok egyideji vizsgalatanak
lehetGsége (térbeli heterogenitas) mellett a klonalis evollcio és az egyes onkologiai terapiak hatasara Iétrejové molekuldris folyamatok idébeli nyomon-
kovetése (id6beli heterogenitas) tartozik. Az utobbi években szamos folyadékbiopsziaval foglalkozo tanulmany jelent meg a szolid tumorok kapcsan, a
nem-kissejtes tlidérak és a vastagbélrakok esetén az eljaras mar a rutin diagnosztika részét is képezi. Irodalmi adatok alapjan a tumor eredet(i sejtmentes
DNS vizsgalata hasznos lehet a kezelést megel6z6 prognozisbecslésben, a prediktiv biomarkerek azonositasaban, a terapias hatékonysag monitorozasa-
ban, valamint a minimalis rezidualis betegség kimutatasaban. Jelen dsszefoglalo kdzleményiinkben a folyadékbiopszias vizsgalatok alkalmazhatosagat
tekintjiik &t a szolid tumorok vonatkozasaban.

KULCSSZAVAK folyadékbiopszia, keringd sejtmentes DNS, keringd tumor-DNS

SUMMARY Technological advances in the field of molecular biology during the past decades allow for the scrutiny of tumor derived biomolecules,
including circulating tumor DNA fragments at an unprecedented level. The approach is referred to as liquid biopsy, whose main advantages include the
minimally invasive nature, the possibility to simultaneously analyze tumor DNA derived from different anatomical locations (spatial heterogeneity), the
ability to detect clonal evolution and longitudinally monitor treatment related molecular responses (temporal heterogeneity) in patients receiving antitumor
therapy. Recently, several studies were published interrogating the utility of the approach in solid tumors, which is already incorporated into the diagnostic
guidelines of non-small cell lung cancer and colorectal cancer. Based on the literature, liquid biopsy has the potential to determine prognosis, to identify
predictive biomarkers prior to specific treatments and to monitor therapeutic efficacy and minimal residual disease. Here, we review the potential
applications of liquid biopsy in the field of solid tumors.

KEY WORDS liquid biopsy, circulating free DNA, circulating tumor DNA

A daganatos megbetegedések vilagszerte, igy Ma-
gyarorszagon is a halédlozasi statisztikak élén jarnak.
Hazankban a 2018-ban diagnosztizalt Gj daganatos ese-
tek szama meghaladta a 70 000-et, a haldlozasok szdma

Roviditések
cfDNS  kering6 szabad DNS
cfRNS  kering6 szabad RNS

CRC colorectalis carcinoma

CcTC keringé tumorsejt

ctDNS  kering6 tumor DNS

cup cancer of unknown primary

DdPCR  digitdlis droplet PCR

FDA Amerikai Elelmiszer és Gyégyszerengedélyeztetési Hivatal
GBM glioblasztéma multifome

MRD minimdlis rezidudlis betegség

NGS Ujgenerdcids szekvendlds

NIPT non-invaziv prenatdlis teszt

NSCLC  nem-kissejtes tiid6rdk

oS teljes tulélés

PFS progressziomentes tulélés
VAF varidns allél frekvencia

WES teljes exom szekvendlds
WGS teljes genom szekvendlds

pedig tullépte a 33 000 f6t. A 75 éves kor elétt kialakult
tumoros megbetegedések kockazata a magyar popula-
cidban 35,1%-nak, a mortalitasi riziké 16,9%-nak ad6-
dott (WHO Global Cancer Observatory 2018). Ezek az
adatok arra utalnak, hogy a korai diagnosztikédban és az
alkalmazott kezelések hatékonysaganak nyomonkove-
tésében az egyre magasabb szdmu betegpopulécié ha-
tékony és korszert ellatasara van sziikség. Ugyanakkor
a szolid daganatok magas térbeli és id6beli heterogeni-
tésa jelentds akadaly a precizids orvoslas el6rehaladé-
séban és fejlesztésében, mivel a tumor biopszias minta-
vételek hosszi ideig tart6 sorozata szitkséges a dagana-
tok genetikai evolaciéjanak kovetéséhez és megértésé-
hez. Ezek a kihivasok indukaltak a likvid- (folyadék)
biopszia alapu vizsgélatok kidolgozasét és ma mar be-
vonasat is a rutin diagnosztikus vizsgalatok tarhazéaba.
A folyadékbiopszidk a klinikumban jelenleg dominal6
szoveti biopszidkhoz képest szamos elénnyel birnak,
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melyek kozott els6ként emlitendé a minimal- invazi-
vitds. Az el6nyok magukban foglaljak tovabba a repro-
dukalhatéséagot, a koltséghatékonysédgot és a daganatok
szélesebb spektrumi felismerésének képességét. A da-
ganatokbdl felszabadulé és a véraramban kering mo-
lekulék kozil jelenleg a legfontosabb biomarkernek a
keringé szabad DNS (cfDNS) fragmentumok szamita-
nak, melynek a tumorbél eredé frakcidjat keringé tu-
mor DNS-nek (ctDNS) nevezziik. Jelenleg a folyadék-
biopszia a klinikusok szamara limitaciokkal elérhetd
rutinvizsgdlatnak szamit Magyarorszagon, de a lehet-
séges alkalmazasok kore a molekularis diagnosztikat
végz4é centrumokban gyorsan novekszik. Ebben az
osszefoglalé tanulmanyban a folyadékbiopszidknak a
szolid tumorok klinikai gyakorlatdban rejlé legfonto-
sabb alkalmazasi lehetGségeit tekintjiik at.

A folyadékbiopszia

A folyadék- vagy likvidbiopszia a periférids vérben
levé cfDNS vizsgalatan til egyéb biomolekulak (pl.

RNS vagy intakt sejtek) vérplazmabdl, illetve més test-
folyadékbol, példaul nyalbdl, vizeletbdl, pleuralis vagy
cerebrospinalis folyadékbdl valé kinyerését és kimuta-
tasét jelenti.” * A vérplazmaban detektalhat6 cfDNS al-
taldnossdgban mintegy 150-200 bézispar hossziséaga,
kétszali nukleotidfragmentumokbdl all és koriilbelil
4-5 éra féléletidével bir.® Az egészséges egyénekbdl
szarmaz6 cfDNS alacsony szintje (atlagosan kb. 10-15
ng/ml) szoveti stressz pl. gyulladas, mttéti beavatkozas
vagy sériilés hatasara novekedhet* A keringé tumor-
sejtek (CTC) diagnosztikai alkalmazhat6sdga a dagana-
tok tobbségében korlétozott a véraramba bekeriilt ala-
csony mennyiségiik miatt.’> Ezzel ellentétben, a daga-
natos sejtek apoptézisa és nekrézisa utjan passzivan
vagy a sejtekbdl aktiv szekrécioval kijuté és a vérplaz-
maban cirkuldlé ctDNS kimutatdsa szdmos daganatos
entitds esetében hatékonyan kivitelezhets. A ctDNS
mennyisége tag hatarokon belil valtozik, jelentheti az
dsszes sejtmentes DNS csupén 0,1, de akér a 90%-at is.’
Emiatt a ctDNS vizsgéalata magas szenzitivitasi techno-
logidkhoz, PCR és szekvenalas alapt médszerekhez ko-
tott (1. dbra). A PCR médszerek koziil nagy érzékenysé-

ctDNS-metasztazis

VERVETEL

NGS-ANALIzIS KIERTEKELES

.

IZOLALAS

KIERTEKELES

ddPCR-ANALIZIS

1. dbra. A folyadékbiopszids vizsgdlatok munkafolyamata. Folyadékbiopszids vizsgdlattal mind a primer tiid6tumorra (zélddel jel6lt tu-
moros terdilet) mind az dttétekre (kékkel jelGlt tumoros tertiletek) jellemzé molekuldris eltérések vizsgdlatdra lehetéség nyilik a vérben
kering6 tumor DNS (ctDNS) analizisével (kékkel és zélddel jelolt DNS fragmentumok). A ctDNS fragmentumok mellett a vérben daga-
nat-asszocidlt exoszomdk és miRNS-ek is vizsgdlhatdk. A leggyakrabban haszndlt ctDNS alapu technikdk az egyes gének ,hotspot” elté-
réseinek vizsgdlatdra alkalmas digitdlis droplet PCR és az akdr teljes genom lefedettségli vizsgdlatokra képes djgenerdcios szekvendlds.
cfDNS: keringd szabad DNS, ctDNS: keringé tumor DNS, NGS: djgenerdcis szekvendlds, ddPCR: digitdlis droplet PCR.
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2. dbra. Eltéré allél frekvencidk kimuta-
tdsa digitdlis droplet PCR segitségével.
A digitdlis droplet PCR (ddPCR) reakcio
eredményeként kétdimenzios grafiko-
non jelennek meg a mutdns (kék szin-
nel jeldlt) és a vad tipusu (zéld) DNS-t
tartalmazé dropletek. A mutdns és a
vad tipusu DNS-t is tartalmazd
dropletek  narancssdrga, az (res
dropletek sziirke szinnel jelél6dnek.
A varidns allél frekvencidt a mutdns
DNS-t tartalmazé dropletek dsszegé-
nek (kék + narancssdrga), illetve a
DNS-t tartalmazd, nem (ires dropletek
Osszegének (kék + narancssdrga + zéld)
a hdnyadosa adja. A ddPCR nagy érzé-
kenységének  kdszénhetéen nagyon
alacsony, akdr 0,1% vagy 0,01%-os allél
frekvencidt is ki tudunk mutatni, mely
tulajdonsdg teszi lehetévé a folyadék-
biopszids mintdk vizsgdlatdt.
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ge kapcsan kiemelkedik a digitalis droplet PCR
(ddPCR) eljaras. Segitségével akar 0,01%-os varidns
allél frekvencia (VAF) is mérheté folyadékbiopszias
mintak vizsgalata soran (2. dbra).” A szekvenalasi tech-
nikak koziil az Gjgeneracios szekvenalas (NGS) képes a
célszekvenciak elvart, magas érzékenységi detektala-
séra.? Ut6bbi médszerrel a Lhotspot” régidk célzott
szekvenaldsan talmenden akar teljes genom (WGS)
vagy teljes exom (WES) lefedettségi vizsgalat is kivite-
lezhet6 (bar WGS vagy WES esetén csak alacsonyabb
érzékenység érhetd el, és ezen eljarasok jelen pillanat-
ban elsGsorban a kutatas eszkoztarat bévitik). A folya-
dékbiopszia molekularis biol6giai elemzése soran mi-
nimadlis invazivitassal vizsgdlhat6é a tumor asszocialt
gének mutacios statusza, kdpiaszam-eltérése és metila-
ci6s mintdzata, de ezenkivill génatrendezddések,
transzlokaciok és génftziok is kimutathaték.? A fo-
lyadékbiopszia szamos elénye kozil kiemelendd, hogy
az anat6miailag nehezen hozzaférhet6 daganatok (pl.
kozponti idegrendszeri metasztazisok) molekularis jel-
lemzésére is lehetGséget nytjthat megfelel6 mindségi
és mennyiségl szovetminta hidnyédban is (1. dbra). Vé-
giil, a folyadékbiopszias vizsgalatok tovabbi fontos kli-
nikai jelentGsége a kezelésekkel szemben kialakult re-

zisztencia monitorozésa, valamint a terapia soran a da-
ganatban zajlé klondlis evolicié sordn megjelend re-
zisztens szubklénok meglétének igazolésa.’

Az ut6bbi évtizedben szdmos szolid tumorral kap-
csolatos folyadékbiopsziaval foglalkozé tanulmany je-
lent meg, és tiidé-adenocarcinomak, valamint vastag-
béldaganatok esetén a ctDNS-vizsgalatok mar a rutin

511

diagnosztikus,m illetve ,screening” " iranyelvek szer-

ves részét képezik.

Sejtmentes nukleinsavak

A ,sejtmentes nukleinsavak” kifejezés magaban
foglalja a kordbban emlitett cfDNS-t, a sejtmentes
RNS-t (cfRNS) és a sejtmentes mitokondridlis DNS-t.
A cfDNS jelenlétét vérplazmaban elséként Mandel és
Metais igazolta 1948-ban, azonban kiillonb6z6 betegsé-
gekkel val6 kapcsolatara, mint példdul autoimmun be-
tegségek, diabétesz, myocardialis infarctus, kés6bb de-
rilt fény."* A daganatok diagnosztikdjaban 1977-ben
alkalmaztak elészor cfDNS-t, de 1ttér6 eredményeket
csak az elmault évtizedekben sikertilt elérni az onkold-
gidban.' A cfDNS tipusai a megjelenési formék alapjan
oszthatdék tovéabb szabad DNS-fragmentumok, nukleo-

1. tablazat. A keringd tumor DNS, a keringd tumorsejtek és az exoszémdk folyadékbiopszia alapt vizsgdlatanak eld-
nyei, hdtranyai és az egyes molekuldk esetén vizsgalhato eltérések. ctDNS: keringd tumor DNS, CTC: keringd

tumorsejt, NGS: tjgenerdcids szekvendlds
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szomak, vezikulakotott DNS (exoszémak) és virtoszo-
mék alcsoportokra.”* A szabad DNS-fragmentumok
nem kapcsol6dnak mas molekuldhoz vagy sejtfelszin-
hez, felszabadulasukat kévetden a vérben DNaz enzi-
mek éltal emészt6dnek, illetve renalis és hepatikus
,clearance”-szel rendelkeznek. A molekularis vizsgala-
tok szempontjabol tovabbi elény, hogy a daganatos al-
lapotokban alacsony DNaz és a DNaz-inhibitor szintek

mérheték, ami hozzajarul az emelkedett ctDNS
mennyiségekhez.'®> A folyadékbiopszids vizsgalatok

koziil legszélesebb korben a relativ stabilitds miatt a
ctDNS fragmentumok vizsgalata terjedt el a daganatok
diagnosztikajaban és kezelés-monitorozasaban (1. db-
raj.

Kering6 cfRNS-t eldszor 1987-ben izolaltak RNS
proteo-lipid komplex formaban malignus tumorokban
szenvedd betegek szérumébél.'® 1999-ben a cfRNS mo-
lekuldkat megtalaltak nasopharyngealis carcinomaval
és malignus melanoméval diagnosztizalt péaciensek
plazmajaban vagy szérumaban.'” '® Ezen ttlmenden a
cfRNS jelenlétét igazoltak emlé-, colorectalis dagana-
tokban és hepatocellularis carcinoméban egyarant.'**'
A cirkulélé sejtmentes mikroRNS-ek a biomarkerek 1j
irdnyvonalat szolgaltathatjak, hisz minden lényeges
biomarker sajatossaggal rendelkeznek, mint pl. érzé-
kenység, specifitds és robusztussag.**

A CpG-szigetek DNS-metilaci6ja mint epigenetikai
véaltozas megy végbe a tumorkialakulds korai fazisa-
ban, ezéltal potencialis biomarker lehet a tumorok ko-
rai diagnosztikajaban.”® 2* A cfDNS-metilaci6 akar tel-
jes genomszinten (tumorokban jellegzetes generalizalt
hipometilacio), akar génspecifikusan is vizsgalhato (pl.
a GSTP1 prosztatardkban, a SEPT9 promoéter régi6
colorectalis rdkban vagy a RASSF1A szdmos tumor-
tipus esetében).”>?® Zhai és mtsai igazoltak, hogy a
genom egészére kiterjedd cfDNS metilacios profil rend-
kivil hasonlé a tumorsejtekben detektélt metilacié-
hoz.*” A cfDNS-metilaci6 vizsgalata alkalmas lehet a
kezelésre adott valasz monitorozdsara metasztatikus
vastagbélrakban,”® emlérakok esetén pedig a SOX17
gén prométer magas metilaciés szintje a plazmabdl ki-
nyert CTC-ben és cfDNS-ben éppugy detektalhato,
mint a primer tumorban.*

Folyadékbiopszias detektalé modszerek

A folyadékbiopszids mintak kvantitativ elemzését
megel6z6leg elengedhetetlen a kiillonb6z4 preanalitikai
tényezék (pl. vérvétel maodja és idézitése, cfDNS kivo-
nat tarolasa) figyelembevétele, hisz ezek nagymérték-

TANULMANY

ben befolyasolhatjédk a kinyert cfDNS koncentracidjat
és fragmentéciéjét.30 A CTC, a cfDNS és az exoszomék
jelentik a harom tipikus detektalasi célpontot likvid-
biopszia esetén. Koziilitk az exoszémak klinikai alkal-
mazhat6saga tlinik a legnehezebbnek a hianyzo6 haté-
kony dusité technolégidk és pontos kvantitativ elemzé-
si médszerek miatt.>* Emiatt célszertibb a CTC, de ki-
véltképp a cfDNS klinikai alkalmazasa a mindennapi
rutin diagnosztikdban. A két mintatipus vizsgédlatdnak
sajatsagos elényei és héatranyai mellett egymast kiegé-
szit6 el6nyei is ismertek (1. tdbldzat). Az alpozitivitas
és alnegativitas mindkett6 esetében el6fordul, azonban
a ctDNS kimutatasdnak érzékenysége és specificitasa
jelentés novekedést mutat az NGS technikék gyors fej-
16désével. Ennek koszonhetGen a cfDNS alapt klinikai
tesztek széles korben véltak alkalmazhat6va.’> 2014-
ben az Eurépai Uni6 jévahagyta a ctDNS tesztelését
(a tumorbiopszia alternativajaként) nem-kissejtes tii-
dérakban az EGFR-gatlé Iressa terapia indikaci6j&
ban.*® Ennek kovetkeztében a likvidbiopszian alapulé
molekularis diagnosztikai vizsgalatok jelentds részét
ebben a tumortipusban végezziik az EGFR gén szekun-
der p.T790M (rezisztencia) mutdcié igazoldsa kapcsan.

Folyadékbiopszias vizsgalatok nem-kissejtes tiidérakban

A fejlett nyugati orszagokban a tidérak, ezen belal
is a nem-kissejtes tidérak (NSCLC) jelenti a legna-
gyobb onkolégiai egészségiigyi terhet mind a betegek,
mind az egészségligyi ellatérendszer szdméra (az Euré-
pai Uni6ban évente mintegy 310 ezer beteget diagnosz-
tizalnak NSCLC-vel, mely betegek medidn otéves tul-
élése 13%, kezelési koltségiik pedig meghaladja a 100
milliard dollart).** A gyakori eléfordulés és a magas
mortalitasi rata kovetkeztében kifejezett igény mutat-
kozik a precizids, személyre szabott medicina irént.
A tidérakokra jellemz6 jelentGs térbeli heterogenitas, a
genetikai vizsgédlatokhoz sziikséges biopszias mintavé-
tel invaziv és nehézkes volta, illetve a gyakran elégte-
len mennyiségd tumorminta miatt a folyadékbiopszias
vizsgélatoknak varhat6an egyre fontosabb szerepe le-
het majd a tiidérakok kivizsgalasaban.

Korai tanulmanyok kimutattak, hogy tiidérakban
szenvedd betegek vérében a cfDNS mennyisége meg-
emelkedik," illetve a magasabb cfDNS-szintek kedve-
z6tlen prognézissal tarsulnak,®® aminek kézenfekvé
magyarazata, hogy az el6rehaladott stdidiumi dagana-
tok esetén a nagyobb és metabolikusan aktivabb tumor-
tomeg tobb ctDNS-t juttat a keringésbe. Tobb tanul-
many is kimutatta, hogy molekularis genetikai szem-
pontbdl a plazma-DNS-mintak 74-97%-os konkordan-
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3. dbra. A Semmelweis Egyetem I. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rdk-
kutato intézetében 2018 ota végzett EGFR p.T790M mutdcios
vizsgdlatok szdma és a mutdns esetek ardnya.

ciat mutatnak a szovetbiopszids mintakkal, s6t a folya-
dékbiopszids mintdban olyan daganatasszocialt szo-
matikus eltérések is detektdlhatok, amik az adott eset
biopszids mintajdban nem voltak jelen, igy feltehet6leg

a mintavétel sordn nem érintett tertiletekbél erednek
(36). Egy tumoros 16zi6 térbeli heterogenitasanak kor-
rekt leképezésén tal a folyadékbiopszidnak tovabbi el6-
nye, hogy vizsgalataval a primer tumorrdl és az attétek-
r6l egyszerre kaphatunk molekularis informéciét (ami
egyben hétranya is, mivel az egyes genetikai eltérések-
hez nem kotheté anatémiai informacio). Az NSCLC
metasztazisainak molekularis bioldgiai vizsgélati érzé-
kenysége tovabb novelhet6 az attétek anatomiai lokali-
zacidjanak megfeleld alternativ folyadékbiopszids min-
tavételek alkalmazasaval®” (példaul likvor-ctDNS-vizs-
gélat agyi attét esetén).

A rutin diagnosztikaba a folyadékbiopszias vizsga-
lat els6ként az NSCLC esetén keriilt bevezetésre: az
Amerikai Elelmiszer és Gyégyszerengedélyeztetési Hi-
vatal (FDA) 2016 nyaran engedélyezte az EGFR mutéaci-
6t hordoz6 NSCLC-ben szenvedd betegek folyadék-
biopszia-alapt minimalinvaziv tesztelését, mely teszt-
nek segitségével nemcsak az elsé generaciés EGFR-
gatlo (erlotinib) terdpidra érzékeny beteg populaci6
azonosithat6 (az 6sszes NSCLC-ben szenvedd beteg
mintegy 15%-a), hanem a célzott terdpiara rezisztencia
mutéaciéval (EGFR p.T790M) rendelkezé betegek is,*®
akik szdméra mar elérhet6k a hatékony harmadik gene-
raciés EGFR-gatlok (osimertinib).*® Akamatsu és mtsai
57 kés6i stddiumi, EGFR gatloszerel kezelt, NSCLC-
ben szenvedd beteg nyomonkovetése soran kimutat-
tédk, hogy a kezelés megkezdését kovetd negyedik héten
negativ ctDNS-teszttel rendelkezd betegek progresszié-
mentes tulélése (PFS) kedvez6bb, mint a pozitiv teszt-
tel rendelkez6 betegeké.*® Ezzel 6sszhangban Iwama és
mtsai tanulménya kimutatta, hogy az EGFR gatlé keze-
lésben részestlé betegek nyomonkovetése soran kimu-
tatott emelkedd EGFR mutans allél frekvenciak késébb
klinikai tinetekkel jelentkez§ terdpia rezisztenciaval
hozhaték kapcsolatba.*! Az EGFR gén mutaciés statu-
szanak molekularis biolégiai tesztelésével az esetek
mintegy 30%-aban csak folyadékbiopszias vizsgalattal,
mig tovabbi 30%-ban csak a szovetbiopszia vizsgalata-
val mutathaté ki az EGFR-gatl6szerrre érzékenyitd elté-
rés,*” ezért a jelenleg érvényben 16v6 iranyelvek szerint
a folyadékbiopszias vizsgalattal negativnak bizonyul6
betegek esetében mindenképp ajanlott elvégezni a
szovetbiopszia molekularis vizsgélatat is.*

Intézetiinkben az elmult két és fél év soran ossze-
sen 230 EGFR p.T790M rezisztencia mutaciéanalizis
vizsgélatot végeztiink nagy érzékenységii ddPCR maéd-
szer segitségével. Az 6sszességében 185 periférids vér-
mintdbol az esetek 16,8%-aban, mig a 45 szovet biop-
szids tumormintaban az esetek 20%-aban detektaltuk a
p-T790M mutaciot (3. dbra, 2. tablazat).
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2. tablazat. Intézetiinkben folyadékbiopszids mintdkbol ddPCR médszerrel vizsgalhaté gén mutaciok. NSCLC: nem-kis-
sejtes tiidérdk, CRC: colorectalis carcinoma, mplx PCR: multiplex PCR (t6bb mutdcié szimultdn vizsgdlata az egyes

mutdciok elkiilénitése nélkiil)

DAGANATTIPUS VIZSGALT GEN | VIZSGALT EXON | VIZSGALT MUTACIO

NSCLC EGFR exon 18 p.G719A/C/S (mplx PCR)
NSCLC EGFR exon 19 kilonbozé delécidk (mplx PCR)
NSCLC EGFR exon 19 p-S768I (mplx PCR)

NSCLC EGFR exon 20 p.T790M, p.C797S

NSCLC EGFR exon 21 p.L858R, p.L861Q (mplx PCR)
NSCLC ALK exon 22 p.C1156Y, p.I1171N

NSCLC ALK exon 23 p.L1196M, p.G1202R

NSCLC ALK exon 25 p.G1269A

melanoma / NSCLC / CRC / stb. | BRAF exon 15 p-V600E

eml§ carcinoma/ CRC PIK3CA exon 5 p-N345K (mplx PCR)

eml§ carcinoma/ CRC PIK3CA exon 8 p.C420R (mplx PCR)

emld carcinoma/ CRC PIK3CA exon 10 p-E542K, p.E545A/K/G/D, p.Q546E/R (mplx PCR)
eml§ carcinoma/ CRC PIK3CA exon 21 p.-H1047R/L/Y (mplx PCR)

NSCLC-ben szenvedd betegek esetén az ALK gén
mutécioi, illetve fzidi a legjelentsebb molekuléris el-
térések kozé tartoznak. Cui és mtsai kimutattak, hogy
ezen eltérések is vizsgalhatok a plazma-DNS minimal-
invaziv analizisével, tovabba azt, hogy az ALK gén elté-
réseinek allélfrekvencidja parhuzamosan valtozik a
képalkotokkal detektélhaté tumortémeggel.*’ Intéze-
tinkben elérheté az ALK gétldszerekkel szembeni re-
zisztenciaért felelds, és kovetkezs vonalbeli ALK gétlé-
szer kezelés vélasztasat tamogaté rezisztenciamutaciok
likvidbiopszia-alapt vizsgélata (2. tablazat).

Az utébbi években NSCLC-ben engedélyezett im-
mun-ellenérzépont gatlék egyik 4j prediktiv biomar-
kere a tumor mutécios terhelés (TMB) lehet, amely bi-
zonyos Ujgeneracios szekvenalds alapu eljarasokkal
akar plazma DNS-b4l is meghatarozhat6 (igynevezett
,bloodTMB”).** *°

Folyadékbiopszias vizsgalatok vastagbélrak esetén

A fejlett orszdgokban a colorectalis carcinoma
(CRC) felel6s a masodik legtobb daganatasszocialt mor-
talitasért a tiidérakot kovetSen,*® az Eurépai Uniéban
évente mintegy 152 ezer ember hal meg a betegség ko-
vetkeztében.*” A CRC populaci6 szintt sztirésének fon-
tossagara tovabba ravilagit, hogy az ot éves teljes tul-
élés (OS) tekintetében markans kiilénbség mutatkozik

sz

a koran, illetve a késén diagnosztizalt betegek kozott (5

éves OS 93% vs. 6%). A betegség sztirésére jelenleg az
invaziv kolonoszkdpiat, illetve a kevésbé szenzitiv és
specifikus okkult széklet vér kimutatdst (Weber-teszt)
hasznaljak.*® Ezen vizsgaléeljarasok limitaciéi és hat-
ranyai miatt egyre nagyobb az igény 1j betegség kimu-
tato eljarasok kifejlesztésére.

CRC-ben szenved6 betegek esetén a SEPT9 gén
hipermetilaciéja figyelhet6 meg, mely eltérés minimal
invaziv médon kimutathaté a betegek vérplazméjabél
is."" Az FDA é&ltal 2016-ban CRC sziirésére engedélye-
zett Epi proColon® teszt is a SEPT9 gén metilaciés vizs-
galatdn alapszik. A legdjabb eredmények alapjan a
teszt szenzitivitdsa 73% (650 CRC-s betegbdl 475 pozi-
tiv teszt), specificitdsa 94,5% (27 éalpozitiv eset 427
egészséges kontrollbél).*’ Elérehaladottabb stadiumt
betegek vizsgédlataval az érzékenység jelentGsen javul
(I. stadiumu betegek esetén 45%, IV. stddiumu betegek
esetén 79%). Fontos megemliteni, hogy az eddigi ered-
mények szerint a SEPT9 gén metilacids vizsgalat nem
alkalmas CRC asszociélt precancerézus 1ézidk mini-
malinvaziv kimutataséra,”® ezekben az esetekben
egyéb genomi lokuszok (cg10673833) metilaciés vizs-
gélatéara lehet sziikség.”

Bér folyadékbiopsziat a CRC rutin diagnosztikaja-
ban jelenleg csak a betegség korai sztirésére hasznaljék,
szamos tanulmany vizsgélja az eljaras hatékonysagat a
betegséglefolyas és terdpia monitorozds szempontja-
bol. Standard kemoterapiaval elsGvonalban kezelt
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CRC-s betegek folyadékbiopszia alapti nyomonkove-
tése sordn Tie és mtsai kimutattak, hogy a masodik cik-
lus elétti nagymértékd ctDNS-szint csokkenés kedvezd
prognézist jelez.”* Egy masik tanulmanyban a kurativ
szandéku, elsévonalban alkalmazott sebészi terapiat
kovet6en hasznéltak a folyadékbiopszias vizsgalatot a
minimalis reziduélis betegség (MRD) jelenlétének kiza-
raséra és az adjuvans kemoterapias kezelést igénylé be-
tegcsoport azonositasara.> Ismert, hogy a RAS mutéci-
6t hordoz6, CRC-ben szenvedS betegek esetén az
EGFR-gatl6 terapia nem hatékony,’ igy a RAS mutaci-
6k minimal invaziv, folyadékbiopszia alapt vizsgalata
segithet az EGFR-gatl6 terdpidra érzékeny betegpopulé-
ci6 azonositasaban, és a terdpia nyomonkovetése soran
megjelend terdpia refrakteritast okozé RAS mutans
klénok korai detektélasaban.’®

Folyadékbiopszia egyéb szolid daganatokban

A folyadékbiopszids tanulméanyok szempontjabél a
legintenzivebben kutatott entitdsnak az NSCLC és a
CRC szamit, de kiemelendd, hogy szinte az 6sszes szo-
lid tumor kapcsan publikaltak az utébbi évtizedben
plazma-DNS-vizsgélatot alkalmaz6 tanulmanyt. Az ed-
digi eredmények alapjan a folyadékbiopszias vizsgalat
hasznos lehet a daganatok sztirésében, a kezelést meg-
el6z6 prognozis becslésében, terdpidsan célozhato bio-
markerek detektéldsdban, illetve a kezelések preciz, va-

16s idejt molekuléris monitorozasdban, az MRD kimu-
tatdsdban és a korai relapszus azonositasaban is.”

Zhang és mtsai 978 szolid tumorban szenved§ be-
teg kezelés elétti folyadékbiopszids mintajénak analizi-
se sordn igazoltdk, hogy a nagyobb ctDNS koncentraci-
oval rendelkezé betegek kedvezéGtlenebb PFS és OS
mutatékkal rendelkeznek.’® Ezzel sszhangban Gray és
mtsai 48 immun- vagy célzott terapiaval kezelt mela-
nomas beteg vizsgédlatdval kimutattak, hogy az alacso-
nyabb kezelés el6tti ctDNS-szint a terdpia tipusétél
fuggetlentl kedvezdbb terapias vélaszt jelez elére. Eb-
ben a vizsgalatban tovdbba ismert prediktiv bio-
markerek minimalinvaziv detektalhat6sagat is igazol-
tdk: szelektiv BRAF-gatlokra érzékenyité (BRAF
p-V600X), illetve rezisztenciat (NRAS) okoz6 mutacio-
kat is kimutattak.”” Prediktiv biomarker folyadék-
biopszia alapt kimutatasara egy masik példa a PIK3CA-
gétl6 alpelisib terapiara varhatéan jol reagalé, PIK3CA
mutéaciét hordozé emlérakos betegek azonositasa.’® In-
tézetiinkben elérhet6 a leggyakoribb PIK3CA mutéciok
likvidbiopszia-alapt kimutatasa ddPCR technolégia al-
kalmazasaval (2. tablazat).

Bizonyos daganatok nem vagy csak kifejezetten el6-
rehaladott stddiumban juttatnak ctDNS-t a periférias
keringésbe, ezért példaul endometrium carcinomas
nébetegek esetén a KRAS és a PIK3CA mutéci6k megje-
lenése a vérplazmaban kedvezétlen eléjel,™ illetve da-
ganatasszocialt molekuldris eltérések detektalasa glio-
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4. dbra. A folyadékbiopszids vizsgdlat és a képalkotok érzékenységének Gsszehasonlitdsa. Diagndzis idejében jellemzéen mind a keringé
tumor DNS (ctDNS) alapu folyadékbiopszidval, mind a képalkotdkkal végzett vizsgdlatokkal ki tudjuk mutatni a tumoros megbetege-
dést. Elsé vonalbeli kezelésre adott terdpids vdlaszt gyakran a folyadékbiopszids és a radioldgiai vizsgdlatok negativvd vdldsa jellemzi.
Remissziéban lévé beteg monitorozdsdra a folyadékbiopszia egy igéretes modszer, mivel a nagy érzékenységti laboratdriumi technikdk-
nak k6szénhetéen a radioldgiai vizsgdlatok pozitivvd vdldsdt és a klinikai tiinetek megjelenését megel6zéen detektdlhatdva vdlhatnak
a ctDNS fragmentumok. Ezt az id6 intevallumot nevezik ,window of opportunity”-nek, mivel szdmos megbetegedés esetén még kurativ
terdpids beavatkozdsra lehet ebben az idéablakban lehetéség. ctDNS: kerings tumor DNS.
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blastomas (GBM) betegek vérplazmajaban a vér-agy gat
sériilésének lehet a jele.® Ilyen daganatok esetén alter-
nativ plazma-DNS mintavételi helyek johetnek széba
(pl. cerebrospinalis folyadék — GBM, vizelet — proszta-
tarak).®" %

A szolid tumorok specifikus (célzott terapia, im-
munterdpia) vagy nem specifikus (kemoterapia, sebé-
szi terapia stb.) kezelésének minimalinvaziv molekula-
ris nyomonkovetési lehetdsége az egyik legnagyobb po-
tencialt rejté és az egyik legintenzivebben kutatott te-
rillete a folyadékbiopszias vizsgalatoknak. Altalanos-
sagban elmondhaté, hogy a sikeres kezelést ctDNS eli-
mindacio, terdpia refrakteritast stagnal6é vagy novekvd
plazma DNS szintek kisérnek. A képalkotokkal (példa-
ul CT vagy PET-CT) torténé terdpiamonitorozassal
osszevetve a folyadékbiopszids vizsgalatoknak elénye
a magas szenzitivitas és specificitas mellett, hogy az el-
jaras soran nincs sugarterhelés (4. dbra). PARP gatld
olaparib kezelésben részesiilé prosztatarakos betegek-
nél a ctDNS mennyiségének csokkenése jo terapias ki-
menetelt, mig a klonalis evoltciéval asszocialt mutaci-
6k megjelenése terdpia rezisztenciat jelzett.”® Miitét
el6tt alkalmazott neoadjuvans kemoterapiat kovetGen
plazma DNS-bél kimutathaté MRD csokkent két éves
betegségmentes tilélést jelzett el6re (81% MRD-nega-
tiv, 56% MRD-pozitiv betegeknél) tripla negativ emld-
rékos néknél.>* Ehhez hasonléan, a miitétet kovets
MRD-negativitds hasnyalmirigyrakos betegeknél is
kedvezébb PFS-sel jart,%® mely betegcsoportnél a KRAS
mutaciok plazma DNS alapt monitorozasa jobban kor-
reldlt a varhaté prognézissal, mint a CA19-9 tumor-
marker nyomonkovetése.®® Egy masik tanulmanyban
kezelt
perzisztal6 vagy djra megjelend ctDNS fragmentumok

sebészi terapidval emlérdkos betegekben
median 7,9 hénappal el6zték meg a klinikai tiineteket
is okozo relapszust.”” Gray és mtsai tanulmanya alap-
jan célzott- vagy immunterdpiaval kezelt melanomaés
betegeknél terapias kudarcot jelz6 relapszust 9 héttel
lehet plazma DNS vizsgalattal korabban detektélni,
1'57

mint képalkotokka

Magyarorszagon jelenleg elérhet6 multigénes
folyadékbiopszia alapu tesztek a FoundationOne®
Liquid CDx és a Signatera®. A FoundationOne® teszt
tobb mint 300 gén eltéréseit (mutaciok, kopiaszam-el-
térések, inzercidk/delécidk, génatrendezédések) képes
azonositani és alkalmas a mikroszatellita-instabilitds,
valamint a tumor mutécids terhelés meghatarozédsara
is. A Signatera® teszt els6 lépésben szévetbiopszidb6l
WES vizsgalattal hatarozza meg a daganat mutaci6s

profiljat. Ezt kovet6en 16, az adott daganatra jellemzd

TANULMANY

mutaci6 nagy érzékenységli mennyiségi monitorozasa
zajlik az onkologiai kezelés alatt és azt kovetGen folya-
dékbiopszids mintakbol.

Folyadékbiopszias vizsgalat a primer diagnozis idején

A daganatok kezelésének sikerességét nagyban be-
folyésolja a diagnozis ideje, vagyis a korai stddiumban
diagnosztizalt betegségek lényegesen nagyobb ardny-
ban gyégyithaték vagy kezelhet6k.®® Bar a tumorok di-
agnosztikajanak ,arany standardja” a szovettani diag-
nozis, szamos probalkozas van egy minimal invaziv,
altaldanos daganatsztirésre alkalmas eljaras kidolgoza-
séra. Ebbdl kifoly6lag nem meglepd, hogy az onkolégia
egyik kiemelkeddé innovacidja egy olyan folyadék-
biopszids vizsgalat lehet, amely alkalmas lehet az
egészséges populdcié vagy bizonyos rizikécsoportok
szlirésére. A folyadékbiopszids vizsgalatok ilyen ira-
nyu kiterjesztésének egyik kihivasa, hogy a korai stadi-
umban 1évé daganatok csekély mennyiségli ctDNS-t
juttatnak a szisztémés keringésbe.® Emiatt a daganat
asszociadlt gének szomatikus mutédcids statuszanak
vizsgédlata a legtobb esetben nem rendelkezik kelld
szenzitivitassal, ezért felmeriilt a mutéciés vizsgalatok
egyéb ctDNS alaput analizissel (pl. metilaciés vizsgélat,
képiaszdm eltérések detektédlasa), illetve nem DNS ala-
pu tumormarker méréssel (pl. CEA, CA19-9, AFP) tor-
téné kiegészitése.*

A plazma-DNS-vizsgédlat diagnosztikus értékére
el6szor egy varandds holgy non-invaziv praenatalis
tesztjének (NIPT) molekuléris vizsgélata hivta fel a fi-
gyelmet: a folyadékbiopszids mintaban B-sejtes lym-
phomara jellemzé genetikai eltéréseket taldltak, az ezt
kovetd képalkotok és szovettani vizsgélat pedig egy ad-
dig tiineteket nem okozd, korai stddiumi Hodgkin-
lymphoma diagnézisdhoz vezettek.”” Ezt kovetSen
Amant és mtsai publikaltak egy tanulményt, amiben
4000 varandos holgy NIPT mintdinak molekularis vizs-
galata harom okkult, korai stadiumd malignus tumor
jelenlétére vetett fényt.”!

Ezidaig csak a vastagbélrdk fejezetben targyalt epi
ProColon® teszt klinikai alkalmazasat engedélyezte az
FDA a ctDNS alapu sztirévizsgalatok koziil. Egy tovab-
bireménykeltd eljaras lehet a CancerSeek teszt, ami 16,
daganatokban gyakran mutélt gén vizsgalata mellett to-
vabbi nyolc tumormarkerként funkcionalé plazmafe-
hérje szintjét is méri. A teszt 1005 korai stddiuma tu-
morban szenvedd beteg 70%-édban adott pozitiv ered-
ményt, az egyes entitdsokra vonatkoztatva a szenzitivi-
tds 33 és 98% kozott mozgott, mig a teszt specificitasa
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99%-nak bizonyult (812 egészséges onkéntes esetén 7
alpozitiv eredmény sziiletett). A CancerSeek teszt mes-
terséges intelligencia alapd algoritmusaval 84%-ban
tudtak a primer tumor eredetét meghatérozni, tovdbba

;s 2z

a jellemzGen késén felismerésre kertilé tumorok (pete-
fészekrak, hasnyalmirigyrak, nyel6csérak) 69%-at tud-
tdk minimél invaziv mdédon, mér a korai stddiumban
kimutatni.”> A CancerSeek teszt, illetve a folyadék-
biopszia alapt daganatsziirés igéretes vizsgalat lehet az
ismeretlen eredeti, metasztatikus carcinoméban szen-
vedd betegek (CUP, ,cancer of unknown primary”) di-
agnosztikus kivizsgalasa soran is.”® 7*

A likvidbiopszias eljarasok egyértelmien az onko-
logia legintenzivebben kutatott teriiletét jelentik napja-
inkban. A tudomanyos eredmények egyre béviilg tar-
héazanak és a folyamatos fejlesztés alatt 4116 eljarasok-
nak koészonhetéen a folyadékbiopszias eljarasok foko-
zatosan teret hoditanak a mindennapi diagnosztikaban
is. Az igéretes eredmények és mar sikeres mindennapi
alkalmazasok ellenére fontos kiemelni, hogy a likvid-
biopszids eljarasok negativ prediktiv értéke még fej-
lesztésre szorul és a daganatok molekularis jellemzésé-
nek preferdlt médszere tovabbra is a sz6vetmintdk ana-
lizise.
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0SSZEFOGLALAS A precizios medicina megjelenése (j tavlatokat nyitott a gyakorlati orvoslas szamara. A precizios medicina eszkoztéara teszi lehet6ve,
hogy molekularis patoldgiai vizsgélatok alapjan célzott gatloszeres kezelésben részesiiljenek egyes genetikai varidnsokat hordozo betegek. Ujitdsainak
sok diszciplina hasznat lathatja, am az onkoldgiai betegellatas szamara kiilonds elényt jelent. Ezen eszkdzok hasznalata modern molekularis bioldgiai fel-
késziiltséget var el a gyakorld orvostol, masrészt pedig elényds, ha a célzott gatiészer indikaciojahoz vezet6 molekuléris patoldgiai modszerek Iényegét is
atlatja a klinikus. Ennek érdekében tanulmanyunkban 6sszefoglaltuk a legsziikségesebb molekularis bioldgiai alapfogalmakat. Emellett igyekeztiink a
klinikkumban dolgoz6 orvosok szamara is értheté madon 6sszefoglalni a molekularis patologia egyre tobbet hasznalt Gj eszkdzének, az Ujgeneracios

KULCSSZAVAK precizios medicina, Ujgeneracios szekvenalds, bioinformatika, célzott terapia

SUMMARY Emergence of precision medicine provides new insights for clinical medicine. The opportunities of precision medicine facilitate selecting the
optimal targeted therapy for patients with certain genetic abnormalities. Its methods benefit diverse medical disciplines, however they are particularly
useful in oncology. Using these methods requires in-depth knowledge of molecular biology from the clinicians. Moreover, it is advantageous to have a
comprehensive overview of the full molecular diagnostics pipeline, leading to the medical indication of a certain targeted therapy. Therefore, in this paper
we summarized the most important concepts of molecular biology. Beyond this, we aimed to summarize the principles of next-generation sequencing
(NGS), the bioinformatic analysis of NGS generated data, and its clinical interpretation. We hope that our paper will serve as an easily understandable

guideline for healthcare workers without an in-depth knowledge of molecular biology.

KEY WORDS precision medicine, next-generation sequencing, bioinformatics, targeted therapy

Roviditések

BWA

Burrows-Wheeler Aligner — Burrows-Wheeler genomi
illesztéprogram

Bevezetés a precizios medicinaba

cDNS complementer DNS
CML krénikus myeloid leukaemia A 41z dici ike al bb di
CNV Copy Number Variation - kdpiaszdmeltérés precizios medicina egylke a legnagyobb paradig-
COSMIC Catalogue of Somatic Mutations in Cancer — tumoros mavaltasoknak az orvostudomény torténetében. Ezen
szomatikus mutdcidk adatbdzisa Ll L T 1 e . P
dbSNP Single Nucleotide Polymorphism Database - egyedi Gjitas el6tt a kiillonbozd genetikai hatterd, eltérd élet-
nukleotidpolimorfizmus adatbdzis modu betegek legtobbszor ugyanazt a terdpiat kaptak,
FDA Food and Drug Administration — az USA élelmiszer- és . . e .
gydayszerigyi hatdsdga sokszor csak a dozirozdsban mutatkozott kilénbség.
FFPE Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded — formalinfixdilt, Napjainkban a precizi(’)s medicina lehetgvé teszi, hogy
paraffinba dgyazott (szévet) . . o
GATK Genome Analysis Toolkit — genomanalizis eszkéztdr a paclens genom- vagy tranSZkrlptOmsznltu Vlzsgalata
GIST gastrointestinalis stromalis tumor 4 % Ai 4 %X
NGS Next-Generation Sequencing — ujgenerdcios szekvendlds alap] an a legmegfelelobb terapiat, a megfelelo idében
pre-mRNS  pre-messengerRNS és a megfeleld dozisban alkalmazhassuk. Az emlitette-
SNP single Nucleotide Polymorphism ~ egyedi ken tul a jovében a betegek epigenetikai, proteomikai
nukleotidpolimorfizmus
SNRNS small nucleolar RNA - kis sejtmagi RNS és metabolomikai analizise tovabb bévitheti a diag-
SNV Single Nucleotide Variant - egyedi nukleotidvaridns tik tik 1 int terdnpids lehetGsé-
STAR Spliced Transcripts Alignment to a Reference — Splicingon noszikus, prognoszukus, valamint teraplas lenetose
dtesett transzkriptumok referencidhoz vald illesztése geket_
(szoftver) . . . P
TMB Tumor Mutational Burden — tumor mutdcids terhelés Az orvostudomany Valamennyl teriilete szdmara
UTR Untranslated Region - nem dtiréd¢ régio hasznos a preciziés medicina alkalmazasa, azonban az
VAF Variant Allele Frequency — varidns allél frekvencia . e . P .
VEP Variant Effect Predictor — varidns hatds becslé (szoftver) onkoldgia kitiintetett haszonélvezéje ennek a paradig-
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mavaltasnak." A preciziés orvoslds médszereinek al-
kalmazasa minden tumoros megbetegedés esetén hasz-
nos lehet, de az eml6-, gyomor-bélrendszeri, tidé-, vér-
képzd szervi, illetve a ritka tumorok esetén kiemelt
gyakorisaggal alkalmazzuk ezen médszereket. A preci-
zi6s medicina eddig is szamtalan beteg diagnosztizala-
t6 szerepet, a haszon, melyet a célzott terapiak altal
megmentett életek jelentenek, felbecsiilhetetlen. Sza-
mos onkolégiai sikertorténet eredménye koszonhetd
ezen modszereknek. Ilyen péld4dul a kronikus myeloid
leukaemia (CML) torténete, melynek kezelésében atiité
sikert hozott az imatinib nevd célzott tirozin-kinaz-

A DNS bazissorrendjének
megvaltoztatdsa

gatlé alkalmazasa.”? Az imatinib nem csak az addig
rossz prognozist jelent6 CML kezelését forradalmasi-
totta, hanem az igen nehezen kezelhet6 gastrointesti-
nalis stromalis tumor (GIST) terdpidjaban is attorést
hozott.®> Emlitést érdemel a herceptin (trastuzumab)
monoklonalis antitest is, mely az emlétumorok egy ré-
szének gyogyitasat teszi lehet6vé.” A példdkban emli-
tett gyogyszerek alkalmazdsdnak az alapja egy adott
gyogyszerrel célba vehet6 mutdcié kimutatasa, mely-
hez a preciziés medicina alkalmazasa segiti hozza a ke-
zelGorvost.

Mint minden wjitas, a preciziés medicina eszkoztéa-
ra is sok nehezen érthetd részletet tar a szakemberek

A vizsgalt mintdban talalt, referenciatél
eltéré6 DNS-szekvencia.

C NV (kopiaszam-valtozas)

Kilénbdzé hosszUsagu nukleotidok,
gének szamanak a referenciatol
torténd eltérése.

V A F (varians allél frekvencia)

a vizsgalt DNS szakaszok mekkora
aranya tartozik egy adott varidnsahoz.

Olyan mutéacié, melynek eredménye
a kodolt fehérje aminosavsorrendjének
megvaltozasa.

Megmutatja, hogy az adott genomi poziciéban

NONSENSE MUTACI10

Olyan mutécié, mely ,STOP-kodont” hoz
létre, igy a fehérjeszintézis tul korai
terminaciéjahoz vezet.

SZINONIM MUTACI10

Olyan mutécié, mely sordn a megvaltozott
nukleotid nem médositja a kodolt

INTRON VARIANS

Nem kédolo régidéban bekovetkezd
mutdcié hatdsara médosulhat a splicing,

Egy nukleotidot érint6 eltérés a
referenciagenomtél, mely a populécio
legalabb 1%-ban megtalalhaté.

aminosavat. mely akar kéros folyamatokhoz is vezethet.
S N P (egynukleotid-polimorfizmus) TN B (tumormutaciés terhelés)

A tumorban talalt mutaciok 6sszege,
mely utal a neoantigének expressziojara,
azaltal immunterapiakat indikalhat.

M S | (mikroszatellita-instabilitas)

A DNS ,mismatch-repair” hibajavité
funkciéjanak zavara kovetkeztében
megjelend jellegzetes mutacios forma.

GERMLINE (csiravonalat érintd)
llyen mutacié megjelenését kdvetéen az
utédok minden testi sejtjében megjelenik,
6roklédhet az adott varians.

Testi sejteket érintd, nem 6rokl6dé
tulajdonsag.

1. dbra: A preciziés medicina néhdny alapfogalma

Uj generacios szekvenalds soran a
megsokszorozott vizsgalt fragmentum
egy kopiaja.
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elé, és sajat szakmai nyelvezete sem mindig egyértel-
md. Jelen tanulmany célja a gyakorl6 orvos szadmara be-
tekintést nyujtani a preciziés medicina vildgaba, ko-
zérthetden leirni azon eltéréseket és modszereket, me-
lyek alapjan a molekularis diagnosztika leletei elké-
szlilnek. Ezzel szeretnénk hozzédjarulni ahhoz, hogy ez
a hatalmas tévlatokat nyujté Gjitds egyre tobb orvos
szamara legyen érthet6 és a mindennapokban hasznalt,
ezzel is a betegek javat szolgélva.

Alapfogalmak

A molekulédris diagnosztika alkalmazasa soran
egyes molekuléris biolégiai ismeretek elengedhetetle-
nek, igy a diagnosztika részleteinek kifejtése elétt is-
mertetiink néhany alapvet6 fogalmat. Ennek kivonata
szerepel az 1. dbran, részletes kifejtése pedig alabb ta-
lalhato.

A mutdcié eukariéta sejtekben a genomi DNS-szek-
venciajanak megvaltozasat jelenti. Eredete alapvetGen
héarom féle lehet: indukalt, mely esetben fizikai hatasok
(ultraibolya-sugérzas, ionizal6 sugéarzasok) vagy kémi-
ai 4gensek (oxidativ stressz, alkilédlészerek) &llnak a
mutacié hatterében; a DNS-hiba-javité mechanizmu-
sok miikodésének zavara; ritka esetben pedig spontan
torténik a DNS mutéacioja.

A mutdcick szerkezeti jellege nagy véltozatossagot
mutat, ennek alapjan két nagy csoportba sorolhatok.

A kisméretli mutdciék csoportjaba tartozik a pont-
mutécio, mely esetén egyetlen nukleotid valtozik meg.
Ebbe a csoportba tartozik még az inszercié, mely egy
vagy tobb nukleotid beékel6dését jelenti a genomi
DNS-be, illetve a delécid, mely egy vagy tobb nukleotid
kivagodasat eredményezi. Az inszercidkat és delé-
cidkat osszefoglalé néven indelnek is nevezziik.

A mutaciok szerkezet szerinti felosztasanak masik
6 csoportjat a nagyméretii mutdciok alkotjak. Ide tar-
toznak génszakaszok, gének vagy nagyobb kromoszoé-
ma régiok duplikacidi és amplifikaciéi (sokszorozoé-
dés), hasonlé méretd régidkat érint6 delécidk, vagy
olyan eltérések, melyek korabban egymaéstdl tavoli kro-
moszémarégiokat helyeznek egymas kozelébe. A nagy-
méretd mutdciok kittintetett alcsoportja a kromoszo-
malis atrendezdédések gytdjtécsoport, melybe kromo-
szomadlis inverzidk — egy régié irdnyédnak megcseréls-
dése, kromoszoma transzlokaciok — nem homolég kro-
moszomak torése, illetve a levalt fragmentum kicseré-
intersticidlis deléciok tartoznak.

16dése, valamint

Ut6bbi sordan a kromoszéman belil jelentés méretd

TANULMANY

deléci6 jon létre, mely korabban egymastdl tavol elhe-
lyezkedd géneket hoz egymas kozelébe.

A mutdciék hatdsa a kédolt fehérje funkcidjara igen
valtozatos lehet. Ez dont6en attél fiigg, hogy a mutacio
milyen kodolé régiét érint, milyen méretd, és jar-e
aminosavcserével. A kédolo régidkat érinté mutéciok
kozil a pontmutacié ugyan megvaltoztat egy nukleo-
tidot, de ez nem jelenti feltétlentil a kédolt protein
aminosavsorrendjének megvaltozasat, hiszen tobbféle
nukleotid-triplet is k6dolhatja ugyanazt az aminosavat.
Az ilyen eseteket szinonim szubsztiticionak nevezziik,
hiszen a pontmutacidval létrejott triplet valtozas 1énye-
gében szinonimaja az eredeti triplet jelentésének. Ha a
pontmutacié kovetkeztében létrejott nukleotidvéltozas
a kédolt aminosav véltozasat, kovetkezésképp a kodolt
fehérje funkciéjanak potenciélis megvéltozasat vonja
maga utan, a muticiét missense mutdcionak nevezziik.
Ugyanakkor a missense mutacio kovetkeztében létrejo-
v6 aminosavcsere torténhet kémiailag igen hasonlé en-
titasok kozott, mely alig vagy nem jar funkciovaltozas-
sal. Olyan esetekben, amikor a pontmutacié6 kovetkez-
tében un. STOP-kodon jon létre rendellenes helyen,
mely a transzl4cié folyamaténak idg el6tti terminalasa-
hoz vezet, nonsense mutdaciorél beszélunk. Ilyenkor
tobbnyire jelentGsen valtozik a kodolt fehérje szerkeze-
te, funkcidja.

A kddol6 régiokban létrejové mutaciok masik tipu-
sa az an. ,frameshift mutation” vagy leolvasasi keret el-
tolédas. Olyan esetekben jon létre, amikor harommal
nem oszthaté szamu nukleotid inszerci6ja vagy delé-
cidja torténik. A genetikai kéd vagyis a fehérjéket alko-
t6 aminosavak k6dolasa nukleotidtripletek formajaban
torténik, mely tripletek folyamatosan kovetik egymast.
Ezért a DNS-szdl leolvasédsa soran egy harommal nem
oszthaté nukleotidszdmu eltérés az utdna kovetkezd
Osszes tripletet eltolja, és igy az eredetitél potencialisan
nagyon kiillonb6z6 aminosavakat tartalmazo fehérje jo-
het létre (2. dbra).

A nem kédol6 régiok koziil a promoéter, enhancer,
silencer szekvencidkat (3. dbra) érint6 mutaci6k nem
jarnak a kodolt fehérje aminosav-sorrendjének megval-
tozasaval, de az érintett gén expresszidja megvaltozhat
az el6bb emlitett génexpresszids szabalyozdsban részt-
vev6 szekvencidk mutacijaval. A direkt aminosav-
cserével nem jar6 pontmutdciék érinthetnek olyan
RNS-
splicingot, ezéltal potencidlisan megvéltoztatva a fe-

splice-helyeket, amelyek befolyésoljak az
hérje transzlacidjat, szerkezetét vagy lebomlasat. Ilyen
mutéciok létrejohetnek az exon-intron hataron vagy
bizonyos intronikus szekvencidkban is.
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Y PELDASZEKVENCIA :} PONTMUTACIO

[ed  FRAMESHIFT MUTACIO”

hatdsa a kédolt aminosavak
szekvenciajara

2. dbra: Egyes mutdciétipusok sematikus rajza.

Az A dbrdn Idthaté példaszekvencia segitségével mutatjuk be a gyakori mutdcidtipusokat. A B dbrdn Idthatd, ahogy a 6. pozicidban ta-
Idlhatd timin nukleotid pontmutdcio hatdsdra adeninre cserélédott. A C dbra mutatja egy adenin nukleotid beékel6dését a 6. és kordb-
ban 7. poziciéban elhelyezked6 nukleotidok kézé. A D dbrdn az 5-7 pozicidban levé nukleotid-triplet DNS-tGrések hatdsdra forditott
adenin dinukleotid amplifikdcicjdt szemlélteti. A G dbrdn egy frameshift mutdciot Idtunk, ahol a példaszekvencia 2. poziciéban elhelyez-
kedd timin nukleotidja deletdlddik, minek kdvetkeztében a keletkezett kédold szekvencia dltal kédolt aminosavak teljesen megvdltoz-
nak, ugyanis a frameshift-delécié miatt elcstszott a leolvasdsi keret.
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3. dbra: Gének sematikus szerkezete. A DNS szekvencidban a késébb kifejez6d6 elemeken kiviil egyéb strukturdk is taldlhatdak.

A core prométer (vagy mdsként alap promoter) régid a transzkripcio inicidciéjdhoz sziikséges, mintegy 50 bdzispdr hosszti régié, mely f6
feladata az dltaldnos transzkripcios faktorok és az RNS-polimerdz Il enzim megkétésén keresztiil az alap transzkripcié biztositdsa. Ettél
tdvolabb helyezkednek el tovadbbi, a transzkripcié szabdlyozdsdban szerepet jdtszé szekvencidk, mint az enhancerek és silencerek. A gén
végeinél helyezkednek el az in. nem transzldlédo régidk (untranslated region, UTR), melyek mRNS-be dtirédnak, génkifejez6dést szabd-
lyozd funkcioval rendelkeznek. A transzkripcié sordn mind az exon, mind az intron szekvencidk pre-mRNS-be irédnak dt, majd a splicing
sordn hasitédnak ki az intronok. Ez t6rténhet konstitutiv médon, amikor egy gén exonjai kéziil mindig csak ugyanazok fejezédnek ki az
intronok kihasaddsdval, vagy alternativ médon, amikor egy gén exonjai kiilbnb6z6 kombindcidkban fejezédnek ki. Az érett mRNS mole-
kula mdr csak exonokat tartalmaz a specidlis -szabdlyozdst és védelmet biztosito- CAP, illetve poli-A farok szekvencidk mellett. A transz-

ldci6 sordn mdr csak az exonok forditédnak le aminosavakra.

A kovetkezd szinten vizsgalva a mutaciok hatésat,
azok kovetkezménye a fehérje funkcidjara nézve jarhat
funkcionyeréssel (gain-of-function) vagy funkciévesz-
téssel (loss-of-function). Ez a funkciébeli valtozas szé-
les skalan mozoghat. Onkoldgiai relevanciaja lehet pél-
daul egy protoonkogén funkciényeré mutaciéjanak,
mely fokozott proliferdcios szignalt ad a sejtnek (pl.
RAS-mutaciok). Szintén onkogén lehet a tumorszup-
presszor gének funkcioveszté mutacidja, mely példaul
proapoptotikus ttvonalak vagy a genom integritdsanak
elvesztéséhez vezethet (pl. TP53).

A mutécidk érinthetnek csirasejteket, mely esetben
csiravonal-mutéciérol vagy germline mutéciérol beszé-
link. Ilyenkor a mutacié bekovetkezte utani generacio-
ban minden szomatikus sejtben megtaldlhaté lesz az
eltérés. Ha nem csirasejtet, hanem testi sejtet érint a
mutacié, szomatikus mutdciénak nevezziik, amely
nem 6roklédik.

Varians alatt értjiik az adott minta vizsgalatabél
nyert olyan szekvenciét, mely eltér a referenciaszek-

venciatol. Sokszor a mutécié kifejezés szinonimaja-
ként hasznaljak a varidns kifejezést. Ennek a nevezék-
tana még nem teljesen kiforrott, ebben a tanulméanyban
elkiilonitjik ezen kifejezéseket, mutacio alatt a kiilon-
b6z6 nukleotid valtozasokrél mint jelenségekrdl beszé-
liink, mig varians alatt az adott minta adott szekvencia-
jat értjiik. A varians vizsgalatanak az a célja, hogy meg-
allapitsuk, hogy a referenciatél valo eltérésének hatte-
rében milyen mutécié all, és annak milyen kovetkez-
ménye lehet. Vannak olyan varidnsok, melyek nem
patogének, hiszen nem jarnak a fehérje funkcidjanak
valtozasaval.

A varians allél gyakorisag (variant allele frequency,
VAF) megmutatja, hogy az adott genomi régiora illeszt-
hetd 6sszes szekvenalasi read hany szézaléka tartozik
az adott varianshoz. Leegyszerisitve: megadja tehat,
hogy a szekvenalasi readek mekkora ardnyat teszi ki
egy adott varians. Mivel a mintdban lev4 6sszes DNS-
hez képest vizsgal aranyokat, ezért befolyasolja, hogy
milyen tipust sejtekbdl szarmazik a DNS. Ismert jelen-
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ség a tumorszovetben levd sejtek genetikai heterogeni-
tésa, ezért meghatarozhato, hogy az adott tumorszovet-
ben az altalunk vizsgélt varians a sejtek mekkora ha-
nyadédban taldlhat6 meg. Tovabb bonyolitja a szamitést
az a lehet6ség, hogy mintavételkor sokszor nem koros
sejtek is keverednek a kérosak kozé. Igy az egészséges
sejtek DNS tartalma keveredik a kéros sejtekével, ami
mobdositja a kapott VAF értéket. Amennyiben lehetsé-
ges, a tumorsejtardny pontos meghatérozdsaval az em-
litett hibalehetdség korrigalhaté.

A képiaszam-valtozas, vagy copy number variation
(CNV) fogalma alatt targyaljuk a genomi régié vesztése-
ket (delécidkat), vagy régié sokszorozddasokat (dupli-
kaciok, amplifikaciok). Ezek a kopiaszdm eltérések
gyakran patogének, mivel gének delécibja, vagy éppen
képiaszamuk novekedése jelentds funkciévéltozast
eredményezhet.

Az egyedi nukleotid polimorfizmusok (single
nucleotide polymorphism, SNP) olyan egy nukleotid el-
térését mutaté variansok, melyek a populacio legaldbb
1%-ban jelen vannak.® Ezek sok egyének kozti feno-
tipus eltérésért, kiillonb6zs betegségek kialakulasaért,
vagy az azokra val6 hajlam novekedéséért lehetnek fe-
lelések. Az
nucleotide variation — SNV) szintén egy nukleotidnyi

egyedi nukleotid variaciok (single
valtozast hordozé varidnsok, de nincs meghatérozva,
hogy milyen gyakorisdggal jelennek meg a populacié-
ban.

Egyre gyakrabban szerepel molekularis patologiai
leletekben a

mutational burden — TMB) fogalma. Ez a tumorminté-

tumor mutédciés terhelés (tumor
ban fellelheté mutdcidk szamanak 6sszegét jelenti, me-
lyet tipikusan az exom (exonok Gsszessége) vagy nagy
meéreti panelek szekvenaldsaval dllapitunk meg. Klini-
kai relevancidja jelentds lehet, hiszen prediktiv bio-
markere bizonyos immunterapiak alkalmazaséanak. En-
nek hatterében az all, hogy a magas mutaciés terheléstd
tumorok gyakrabban fejeznek ki neoantigéneket, me-
lyek T-sejt medialt immunvalaszt valtanak ki, és ennek
elGsegitésében immunellendrzépont gatlé szerek alkal-
mazasa elényos lehet.’

A mikroszatellita-instabilitds statusza is sok eset-
ben jarhat klinikai relevancidval. A mikroszatellita ré-
gidk vagy mas néven rovid tandem ismétldések 2-6
bazisparnyi ismétlédések, melyek a genom mintegy
3%-at alkotjak. IsmétlGdéseik instabilla valdsa a DNS
mismatch-repair mechanizmus defektusdnak kovet-
kezménye.” A mikroszatellita-instabilitas altal okozott
betegségek koziil a legismertebbek: a Huntington-kér
és a fragilis-X szindréma. Az onkolégidban f6ként colo-

rectalis, de gastricus, és endometriumcarcinomak ese-
tén is megfigyelhetd ez a jelenség, amelynek prognosz-
tikus, illetve terépias relevanciaja van.’

A mintatol a molekularis leletig

A preciziés medicina modszerei altal nytjtott tera-
pias ajanlasokhoz és prognézisbecslésekhez elézetes
molekuléris diagnosztikai vizsgalatok sziikségesek (4.
dbra). Ennek els6 1épése a megfelel§ modszerrel vett
minta a pacienstél. Ez a minta leggyakrabban biopszia
soran nyert szovet- vagy vérminta, de el6fordul, hogy
haj-, korommintébél, vagy formalinban fixalt, paraffin-
ba dgyazott (formaline fixed paraffine embedded, FFPE)
szovet metszetébdl indul ki a nukleinsav izolalasa.
DNS izolalasa kiillonbozd szovetekbdl konnyen végez-
hetd, és jo hatasfokkal izolalhaté FFPE mintabdl is. Ez-
zel szemben az RNS izoldlasanak relative rovid idé
alatt kell megtorténnie, annak bomlékonysaga miatt.
RNS izolalasa FFPE mintdbdl technikailag nehéz, alta-
laban rossz mindgségd izolatumhoz vezet. A legtobb
esetben csak a koros vagy annak ting szovetbdl vég-
ziink vizsgélatot, de lehet6ség van a tumoros mintan
tal ugyanazon betegbdl feltételezhetGen egészséges
szovetet is vizsgalni. Ennek az elve hasonl6 a radioldgi-

Ujgeneracids
szekvenalas

1

bioinformatikai
analizis

l

klinikai
leletalkotas

) nukleinsav- )
izolalas

4. dbra: Ujgenerdciés szekvendldst alkalmazd preciziés diag-
nosztika folyamata. A pdciensbél térténd klinikai mintavételt
kovetéen elészér a klinikai kérdéshez alkalmas molekuldris diag-
nosztikai mdédszert vdlasztjuk meg, majd eszerint torténik a nuk-
leinsav-izoldldsi lépés. Az izoldlt RNS-, DNS-bél kiilonféle mole-
kuldris vizsgdlatok végezhetdék, e tanulmdny az djgenerdcids
szekvendlds dital elvégezheté molekuldris vizsgdlatokra kon-
centrdl. Az djgenerdcios szekvendlds dltal generdlt adatok elem-
zése csak bioinformatikai médszerekkel lehetséges, ezt az anali-
zist koveti a leletalkotds a kérdést megfogalmazd klinikus
szdmdra.
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abol ismert szubtrakci6hoz, mivel igy az egészséges
szovetben talalt esetleges populécié szintd variansok
,kivonhatok” a koros szovet eredményeibdl, egyszer-
sitve annak analizisét. Emellett egy ilyen vizsgélattal
fény deriilhet egyéb 6rokl6dé varidnsok jelenlétére is.

A preciziés medicina a modern molekularis biol6-
giali médszerek széles tarhazat hasznalja, azonban a
legtobbet hasznalt modalitasa az tjgeneracios szekve-
nélds (next-generation-sequencing, NGS). Az NGS
technoldgia mtikodési elvei, lehetGségei szamos kozle-
mény témajat képzik, jelen tanulmany keretei kozé
csak a legalapvetébb tulajdonsagok leirasa fér bele.”!
Ezt a technolégiat nevezik még tiikkorforditasban ,,nagy
ateresztéképességl” vagy masképp ,,masszivan paral-
lel” szekvenéldsnak is. Ezek az elnevezések jol ravilagi-
tanak a technolégia 1ényegére. Polinukleotidok vélet-
lenszerd hasitdsa utdn egymdés mellett (parallel) torté-
nik a rengeteg DNS- vagy RNS-fragmentum szekve-
néléasa, ezéltal valik a szekvenélas igen nagy teljesitmé-
nylvé az el6z6 szekvendlasi technolégidkhoz képest.
A szekvenalas folyamata nagyon kiilonb6z6 lehet, sza-
mos biokémiai, biofizikai valtozdson alapulé nukleotid
sorrend-meghatarozasi technika ismert. Jelenleg az
NGS terén piacvezet6 Illumina cég miszereinek hasz-
nélata terjedt el hazankban is. Ezen eszkozokre jellem-
76, hogy a szekvenalast szintézis atjan végzik, 3—400
nukleotid hossztsagt polinukleotid-szakaszokat szin-
tetizalnak, amelyeket ,read”-eknek neveziink (5. dbra).
A szekvenalasi reakciéban minden lépésben fluoresz-
cens maddon jeloljik az egyes nukleotidokat.

A szekvenalds a gyakorlatban DNS vagy RNS
polinukletidok szekvencidinak meghatarozasat jelenti,
bar lehetséges fehérjék aminosavszekvencidjanak a
meghatdrozasa is, eltér6 modszerrel. A DNS-szekve-
nalasi médszerek célja a genomban fellelheté mutéaciok
meghatarozésa, hiszen azoknak diagnosztikus, terapi-
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as, prognosztikus haszna lehet. A klinikai kérdéstél
fggben lehetséges a teljes genom-, a fehérjeszinten is
kifejez6d6 exonok Gsszességének, tehét a teljes exom-
nak a szekvendlasa, illetve lehet6ség van killonb6z6 be-
tegségekben a gyakran mutélédott génekre leszikitett
an. génpanelek szekvenalésara is. A teljes genom, illet-
ve teljes exom szekvenaldsa ugyan technikailag miko-
déképes, azonban ennek az elemzése, a taldlatok in-
terpretdldsa még komoly nehézségekbe titkozik. Emel-
lett egy tovdbbi szempont tdmogatja a panelszekve-
naldsok alkalmazasat. A mtszert6l fiiggen minden
szekvenalasi vizsgalatnak van bizonyos kapacitasa, te-
hat adott nukleotid-mennyiségti DNS feldolgozasara
képes. Ennek megfeleléen az egyes DNS szakaszokra
esé szekvendldsi kapacitds annal nagyobb, minél rovi-
debb DNS szakaszt akarunk vizsgélni. Ezt fejezi ki a
szekvenalasi mélység fogalma, mely a szekvenalandé
nukleotidokra es6 readek atlagos szamat jelenti. Az
emlitett m6dszerek koziil egy szekvenalasi vizsgalattal
(vagy ahogy a szakzsargonban szerepel: ,futtatdssal”) a
legnagyobb szekvendldsi mélység a panel-szekvena-
lassal érhet6 el, ennél alacsonyabb a szekvendlasi
mélysége a teljes exom szekvenalasnak, végiil a legala-
csonyabb a teljes-genom szekvenédldasé. Manapsag a
gyartok altal tervezett génpaneleken tal van lehetdség
egyénileg megtervezett génpanel legyartasara és hasz-
nalatara is.

RNS-szekvenalasi vizsgalatok sordn elsGsorban a
vizsgélt gének expresszi6jarol kaphatunk informéciot,
de ez a fajta eljaras alkalmas ftziés transzkriptumok
detektalasara, illetve muticidok kimutataséra is, azon-
ban az elébb emlitett DNS-szekvendlasnal kevésbé
megbizhatéan. RNS-szekvenalas esetén a szekvenalas
mélysége nem egyenletes, hiszen az RNS a gén-
expresszi6 szintjével aranyos mértékben van jelen a
vizsgalt szovetben, sejtekben. Itt is lehetséges panel-

adapter 1 |

I adapter 2

Read 1

E Read 2

5.dbra: A ,read”. Az NGS médszerek azon gyakori alcsoportjdban, ahol a vizsgdlt anyag szekvendldsdt egy, a benne taldlhaté DNS- vagy
RNS-molekuldkrdl torténd szintézissel végzik, readek keletkeznek. Ezen readek szintézise sordn képzédnek a szekvendldsi jelek, amelye-
ket a mdiszer leolvas. A readek hossza az alkalmazott technoldgidtdl fligg, széles keretek kozt vdltozhat, ditaldban 2—-300 nukleotidnyi. Az
dbrdn egy pdros végd, Un. ‘paired end’ szekvendlds Idthatd, mely esetén a szekvendlandé fragmentum mindkét végérdl indulva szinteti-
zdlodik egy-egy read. Ezt a pdros végli szekvendldsi médot alkalmazzuk a leggyakrabban. Ahogy az dbrdn is Idtszik, a readeknek nem
feltétlenil kell dtérnitik az aktudlis fragmentum hosszdt. Mégsem marad szekvendlandé DNS nukleotid meghatdrozds nélkiil, hiszen a
DNS-t fragmentdljuk a vizsgdlat el6tt, igy a véletlen fragmentdldsi helyek miatt az egyik fragmensen épp readek dltal nem fedett szek-
vencidt egy mdsik fragmentumban valdszindileg megszekvendljuk. Az adapter szekvencidkat az NGS vizsgdlat el6készitése sordn illesztik

a vizsgdlandé molekuldkhoz, technikai szerepiik van.
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szekvendlds alkalmazasa, valamint egyes RNS alcso-
portok kiil6n meghatérozasa is pl. poliA-mRNS, mikro-
RNS (miRNS) vagy kis sejtmagi RNS (snRNS).

Az 1jgenerécios szekvendlas jelentGsen megnove-
kedett teljesitménye nemcsak nagymértékben gyorsitja
a szekvenélasi folyamatot, de végeredményként olyan
mennyiségl adatot szolgaltat, melynek manualis értel-
mezése nem kivitelezhetd, igy az NGS eredmények in-
terpretacidjdhoz bioinformatikai és statisztikai maéd-
szerek alkalmazasa elengedhetetlen (6. dbra).

Eloljaroban sziikséges hangsilyozni, hogy nem
rendelkeziink olyan bioinformatikai elemzé mddszer-
rel, mely minden tipust szekvenélast univerzalisan és
pontosan elemezni tudna. A nyers szekvendlasi adato-
kat analizal6 médszerek intenziv kutatas targyat képe-
zik, folyamatos fejlesztés alatt allnak, melynek eredmé-

,Base Calling”

Szekvenalas minéségének
ellenérzése

lllesztés a referencia-
genomhoz

lllesztés hibakeresése /
javitasa

,Mutation Calling”

,Variant Annotiation”

iR

6. dbra: Az NGS-szekvendlds bioinformatikai analizisének ele-
mei. A bioinformatikai analizis ,nyers adatként” a szekvendld
mliszer dltal meghatdrozott nukleotidsorrendet haszndlja, me-
lyet a berendezés a base calling, vagy nukleotidelGhivds sordn
generdl az alkalmazott szekvendldsi technikdtdl fiiggé fizikai-
kémiai vdltozdsok fliggvényében. Ezt kéveti a szekvendlds miné-
ségének ellenérzése kiilonb6zé paraméterek alapjdn, majd a
szekvendlds el6tt fragmentdlt DNS- vagy RNS-darabok kopidit a
bioinformatikai elemzé algoritmus a referencia genomhoz il-
leszti. Az illesztést kovetd hibakeresés globdlisan is vizsgdlja az il-
lesztést, és javitja a szisztematikus technikai hibdkat. Ezt kbveti a
referencia genomtdl vald eltérések detektdldsa és besoroldsa ki-
16nbéz6 mutdcio tipusokba (mutation calling), a folyamat
zdréeleme pedig a varidnsok klinikai annotdldsa, tébbek kbzott
a patogenitdsuk meghatdrozdsa.

nyeként ma mar elérhetéek olyan bioinformatikai és
statisztikai eszkozok, melyek klinikai kérdés és pontos
szekvenaldsi modszer szerint megbizhaté elemzéseket
képesek nyijtani.

A DNS-alapu NGS-vizsgalatok bioinformatikai analizise

A szekvenalési reakcio lezajlasa utdn a szekvenéld
miiszer végez egy utolso 1épést, mely a bioinformatikai
analizis bemeneti informéciéjat adja: az egyes szek-
venalasi 1épéseknél leolvasott fizikai vagy kémiai val-
tozdsokat nukleotidinformaciéva alakitja (angolul:
base calling). Olykor el6fordul, hogy a bioinformatikus
végzi a base calling-ot, de tipikusan ez a szekvenal6
miszer altal végzett 1épés. Ennek eredményeként nem-
csak a jol ismert nukleotidok fordulnak el, hanem
olyan bettikkel jelzett poziciok is, melyek bizonytalan-
sag, esetleg hiba jelzésére szolgalnak.

A bioinformatikai analizis elsé lépése az el6hivott
bazisok alkotta szekvencidk mindségellendrzése. Lé-
teznek olyan kisebb mingségbeli hibdk, melyek korri-
galhatdk az analizis sorédn, de elGéllhat olyan helyzet is,
hogy a szekvenalds megismétlése sziikséges a klinikai
kérdés korrekt megvalaszolasdhoz. A legelterjedtebb
mingségellendrzd szoftver a FASTQC, mely részletes
analizist szolgaltat mintdnként a megszekvenalt nuk-
leotidok minGségérdl, a readek hosszarél, eloszlasarol,
vagy guanin-citozin tartalmarél.'” Emellett gyakran al-
kalmazott szoftver a MultiQC, mely nemcsak az egyes
mintdk mindségi adatait tartalmazza, hanem ezeket in-
tegralva a szekvenalasi futtatas egészének mindségérél
ad tajékoztatast, mely fontos visszajelzés lehet a
szekvenalasi reakciot el6készité technikusnak, illetve a
klinikai interpretéldst végzd orvosnak vagy kutaténak
is.”?

A bioinformatikai analizis mésodik lépéseként
genomi illesztést végziink a referenciagenomhoz, hogy
megtudjuk, a kapott readek a genom mely régi6jabol
szarmazé fragmentumrdl szintetizdlédtak. Az idedlis
referenciagenom olyan DNS-szekvencia lenne, mely
univerzalis 6sszehasonlitasi alapot jelent minden sze-
mély szamara, azaz egyforman reprezentalja a huméan
populacié minden tagjanak genomjat. Ennek megvalé-
sitasa lehetetlen, mivel ugyan az emberek genomjanak
kozel 99,9%-a azonos, azonban az eltérések kozott
nemcsak kisebb mutécidk, de jelentGs, tobb gént is ma-
giban foglalé nagy strukturélis eltérések is lehet
nek.'**® Emiatt konszenzuson alapuld, szamos genom
szekvenaldasabol létrehozott referenciagenomokat
hasznalunk, melyeket a Genome Reference Consortium
ad kozre.
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A referenciagenomhoz valo illesztés leegyszertsit-
ve gy torténik, hogy az elemzd szoftver poziciérél po-
ziciéra megprobalja illeszteni az adott DNS fragmen-
tumrdél szekvendlt readet a genomi szekvencidhoz. Az
illesztés soran nem toreksziunk tokéletes illeszkedésre,
hiszen a cél az, hogy a potencialis mutaciot tartalmazé
read is illesztve legyen a referenciagenomhoz. A leg-
gyakrabban a ,, Burrows-Wheeler Aligner” (BWA) szoft-
vert hasznaljuk referenciaillesztésre, mely széles read-
hossztisag skalan alkalmazhaté, megbizhat6, gyors
analizisre képes."”

A kovetkezd 1épés a mar illesztett readek hibajavita-
sa. Az ekkor hasznalt szoftver a nukleotidok szekve-
naldsanak mindgségi értékeit is felhasznalva ellenérzi
az illesztést. Emellett a szoftver tovdbbi hibajavitasként
sziikség esetén Gjraillesztést végez. Az illesztGszoftver-
t6l megkillonbozteti az a tulajdonséga is, hogy amig az
illeszt6 az egyes readeket 6nmagukban igyekszik illesz-
teni, addig a hibaellen6rzg szoftver a readek illesztését
globdlisan is vizsgalja. Ez lehet6séget teremt arra, hogy
a hibaellen6rzés az illesztési mintazatok alapjan keres-
sen technikai problémakat. A leggyakrabban alkalma-
zott ilyen szoftver a Genome Analysis Toolkit (GATK)."®

Az ellendrzott, vagy hibajavitott illesztés utéan a ko-
vetkez6 1épés a mutaciok detektaldsa, vagy ,,mutation
calling”. Ennek a folyamatnak a 1ényege, hogy az illesz-
tés sordn talalt kiillonbségeket statisztikailag vizsgaljuk
és meghatarozzuk azok megbizhatésagat, a talalt ki-
l6nbség forrdsat. A referenciagenomhoz képest detek-
talt killonbségek szarmazhatnak technikai hibakbél, a
kiilonféle kisérletes médszerek egyedi torzitasaibdl, le-
hetnek gyakori, patogén hatdssal nem rendelkezé vari-
ansok, vagy tényleges, onkogén mutaciok. E a célra a
gyakorlatban rengeteg szoftver hasznalhatd, az ismer-
tebbek kozé tartozik a LoFreq vagy a VarScan.'®*
SNV-k és indelek meghatarozasanak a lényege a
referenciagenommal valé pontos Gsszevetés. Mivel a
szekvendlas is jarhat hibakkal, ezért az SNV vagy kis-
meéreti indel meghatarozaskor igazabdl annak eldonté-
se a f6 kérdés, hogy egy mutacié jelenlétének, vagy
szekvenalési hibanak nagyobb a valdszintisége.

Nagyobb strukturélis varidnsok, CNV-k meghataro-
zésa eltér az el6bbiektdl, ennek sordn nem az egyes
readekben lathato eltéréseket vizsgaljuk, hanem azok
genomi eloszlasat. El6fordulhat olyan strukturalis vari-
ans (pl. génfizid), amikor a referenciagenomra nem il-
leszthetd, igy elsé korben hibasnak vélt readek vezet-
nek el a ftzids gén detektalasdhoz. Ebben az esetben a
readek olyan szekvencidkat tartalmaznak, amelyek a
referenciagenomon tavol helyezkednek el egymastol,

TANULMANY

nem illeszkednek megfelel6 modon, de tovabbi analizi-
siik a nagy strukturalis varidns feltdrasdhoz vezethet.

A mutéciok detektalasat kovets lépés a ,variant
annotation”, mely azt vizsgélja, hogy a szekvenalas
analizise sordn talalt varians szerepet jatszhat-e bizo-
nyos kérallapotok patogenezisében, és megallapitja a
varians klinikai relevancijat. Ehhez az annotélé szoft-
verek szdmos killénb6zd adatbédzist hasznalnak, me-
lyekben sokszor szakemberek altal manuadlisan is el-
lendrzott adatok biztositjak a klinikai relevancia meg-
allapitasanak hitelességét. Sok esetben a bioinforma-
tikai elemzésbe illesztheték azok a lépések, melyek el-
lenérzik, hogy a talalt varians szerepel-e az adatbazis-
okban, mdaskor manuadlisan kell az adatbazisokban
keresni, hogy azok rendelkeznek-e relevans informaéci-
6val.

Az egyik leggyakrabban alkalmazott és legatfogébb
ilyen adatbazis a dbSNP, de hatranya, hogy manualis
szlrésen nem estek 4t a benne szereplé adatok. Meg-
bizhato és jelentds klinikai relevancidval bir a ClinVar
adatbazis. Tumormintdk szekvenalasakor az egyik leg-
fontosabb adatbézis a Catalogue of Somatic Mutations
in Cancer (COSMIC). Ez igen nagy mennyiségi infor-
maciéval rendelkezik, a honlapjan rengeteg adat talal-
hat6 a genetikai eltérések molekuléris természetétdl a
kéros fehérje térszerkezetén at az adott mutaciéra al-
kalmazhaté célzott terdpidig, rdadasul manualisan el-
lenérzott adatokat tartalmaz.?®

A genombongészdk prototipusaként szamon tartott
ENSEMBL egy alkalmazésa a Variant Effect Predictor
(VEP), mely szintén a varidnsok klinikai relevanciéja-
rél nyujt tajékoztatast*® Az adatbazis integralhat6
bioinformatikai elemzésekbe is, de laikusoknak is biz-
tositja a konnyd hasznalatot, ugyanis a mutécios elem-
zések eredménye tobb formatumban is betolthetd az
adatbazisba, ami egy report formajaban jelzi vissza kis
idé elteltével, hogy a feltoltott variansok milyen klini-
kai relevancidval rendelkeznek. Egyes programok,
adatbézisok pedig arrél nyujtanak informaciét, hogy
egy mutaci6 kovetkeztében létrejové aminosavcsere
vezet-e tényleges patogén kéarosoddshoz. A két legis-
mertebb ilyen program a SIFT és a PolyPhen.** *° Ezek
a gyakorlatban j6l alkalmazhaték az elébb emlitett
adatbazisok kiegészitGjeként az azokban ismertetett
eredmények megerdsitésére.

A klinikai relevanciaval rendelkezd variansok mel-
lett fontos azon variansok felismerése, amelyek popu-
laciészintd gyakorisdgot mutatnak. Ennek megoldédsa
is adatbéazisok hasznélataval lehetséges, melyek koziil
az egyik legismertebb a gnomAD adatbézis, valamint a
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, 1000 Genomes Project” adatbéazisa, mely az el6zével
ellentétben manuélisan revideélt adatokat tartalmaz.2®

Az RNS alapu NGS vizsgalatok bioinformatikai analizise

RNS szekvendldsa NGS modszerrel ma féleg az
RNS molekulak reverz transzkripci6ja utan lehetséges,
mely sordan az RNS-t templatként hasznalva a reverz
transzkriptdz enzim DNS-t szintetizal, amit komple-
menter DNS-nek (cDNS) neveztink. Emellett lehetéség
van RNS molekuldk direkt meghatarozasara is tjabb
szekvenalasi technolégidkkal.”” Az NGS-vizsgélat utan
a nukleotidok megallapitasa (base calling) valamint a
mindségellendrzési 1épés megegyezik a DNS bioinfor-
matikai elemzésénél targyaltakkal.

Az illesztési 1épés viszont jelentds tobbletszamitast
igényel a DNS alapt NGS-vizsgalat esetén leirtakhoz
képest. Mint ahogy a 2. dbrandl bemutattuk, a transz-
kripcié, valamint az azt kovet6 splicing sordan az
exonok kozotti intron régiok kihasadnak, ennek kovet-
keztében az illesztés nem folyamatos, mint DNS-szek-
vencidk esetén, mert az intronikus szekvenciak hiany-
ként jelennek meg. Két exon tavolsaga akar tobb tizezer
nukleotid is lehet. Emiatt az RNS szekvenélds soran al-
kalmazott illesztéprogramok nem detektéljak azonnal
hibaként azt, ha a genomban nem folyamatosan illeszt-
het6 a read. Erre a célra leggyakrabban a Spliced
Transcripts Alignment to a Reference (STAR) illesztd
szoftvert hasznaljuk.”® Vannak olyan RNS szekve-
nélashoz hasznalt illeszt6programok, melyek nem a
genomhoz, hanem az ismerten atir6dé régiékhoz, va-
gyis a transzkriptomhoz végzik az illesztést. Az egyik
legismertebb ilyen szoftver a Kallisto.*

RNS-alapt NGS-vizsgélatok célja lehet a gén-
expresszios szintek megéllapitasa, faziés transzkriptu-
mok detektdlasa vagy mutaciok keresése. A génex-
presszié vizsgalata sordn a vizsgalat alapja az adott
génhez tartozo6 readek szamanak meghatarozédsa. Mivel
az NGS-vizsgalat soran mindig csak bizonyos szdmu
read képzddhet, és ez eloszlik a mintdban eredetileg
meglevé RNS molekuldk kozott, ezért a génexpresszio
abszolat értékének vizsgalatara nincs lehetdség.
Komplex statisztikai moédszereket hasznélva viszont
lehetséges a gén expresszidjanak relativ valtozasat ki-
szamolni kiilonféle mintacsoportok kozott. Ilyen min-
tacsoportok lehetnek a norméal — tumor mintak vagy
kezelt — kezeletlen betegcsoportok.

Fuaziés transzkriptumok detektalasa sorén a cél az,
hogy olyan transzkriptumok (cDNS-be atirt) molekula-
it taldljuk meg, melyet alkoté gének a referencia-

genomban egymastol tavol, sokszor mas kromoszéman
helyezkednek el. Az algoritmus lényege, hogy azok a
readek, melyek els6 korben pontosan illesztheték a
referenciagenomhoz, elvetésre keriilnek, hiszen nem
tartozhatnak fazi6s transzkriptumhoz. A megmaradt,
teljesen nem illeszkedd readeket ezutan megprébaljuk
az eredeti genomi régi6tél tavoli régiokhoz is illeszteni,
majd, ha sikeriil a transzkriptum két felét egy-egy olyan
régiéhoz illeszteni, melyek a referenciagenomban téavol
helyezkednek el, akkor kimondhaté, hogy faziés
transzkriptumot detektaltunk. Erre a célra gyakran al-
kalmazzuk a STAR-Fusion, Fusion Catcher, Pizzly
szoftvereket.*** Genomi mutaciék RNS-alapt szek-
vendlasbol torténg detektalasa ugyan lehetséges, de
napjainkban ez a médszer még gyermekcipében jar.*?

A gyakorlatban tehat a molekularis labor bioinfor-
matikusatdl, vagy annak hidnydban a vasarolt grafikus
feltiletd elemzd szoftvertdl fiigg, hogy a bioinformati-
kai analizis tartalmaz-e annotaciékat a talalt mutaciok
patogenitasdra vonatkozéan. Emellett a talalt mutaci-
6kra vonatkoz6 klinikai vizsgéalatok, potenciélisan al-
kalmazhaté célzott terapids ajanlasok is képezhetik az
analizis részét. Ezen tul is van lehetéség az egyes adat-
bazisok kiilon hasznélatara az analizis kézhezvételét
kovetben, hiszen a legtobb adatbézis lehetéséget nyajt
arra, hogy programozasi képességek nélkiil is hasznal-
juk az analizis végsé fajljanak feltoltése, vagy a kérdé-
ses taldlatok megadasa utan. Ezek a lépések valamilyen
szinten automatizalhatdk is, azonban a korrekt mole-
kularis lelet kiadésa el6tt a kapott eltérések szakiroda-
lommal valé manualis 6sszevetése elengedhetetlen.

A molekularis diagnosztikaval foglalkoz6 laborato-
riumok egyik legfontosabb torekvése jelenleg is, hogy a
talalt eltérések klinikai interpretaci6jat egyre inkabb
egységes modon végezzék. Mivel maga az NGS techno-
logia, illetve a szekvenalési reakci6k adatainak bio-
informatikai elemzése Gjdonsagnak szamit, raadasul
ezek eredményei sokszor stirgds klinikai dontésekben
segithetnek, vilagszerte trendként jelent meg, hogy a
molekuléris leletalkotéds egységesitése elétt az egyes la-
boratériumok a sajat moédjukon értesitették a klinikust,
alkottak leletet. Ennek megfelel6en az egyes laboratéri-
umok altal kiadott leletek kozt sokszor nagy kiillonbség
mutatkozik. Ezt a kiilonbséget tarta fel 2016-ban az
Amerikai Molekularis Patolégiai Tarsasag (Association
for Molecular Pathology), és az egységes leletalkotas ér-
dekében mér a masodik iranyelvet alkottak meg. Ebben
a klinikai ajanlasokhoz hasonlé rendszerben oszta-
lyozzak az egyes molekularis eltérések klinikai jelents-
ségét (7. abra). Az els6 csoportba (Tier-be) tartoznak a
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IV.CSOPORT

benignus,
vagy valosziniileg
benignus variansok

kezelhetd eltérések kezelhetd eltérések

) e ,Devidencia
,Bevidenciaju

alcsoport

alcsoport

- | esettanulmanyokon
tobb tanulmany, alapulé kezelésl
szakertd egyetértésevel eltérések, konszenzus
kezelhetd eltéresek nélkiil

7. dbra: Az Amerikai Molekuldris Patoldgiai Tdrsasdg irdnyelvei a varidnsok klinikai bizonyitékokon alapulé interpretdldsdhoz

jelentés klinikai szignifikancidval rendelkezé eltéré-
sek. Az I. csoport ,,A evidencidji” alcsoportjaba tartoz-
nak azok az eltérések, melyek klinikai iranyelvekben is
megtalalhaté mutaciék, és amelyekre az Amerikai
Gyogyszer-, és Elelmiszeriigyi Hat6sag (FDA) is célzott
terapiat hagyott jova. A ,,B evidencidjii” alcsoportba tar-
toznak azon eltérések, melyek hivatalos iranyelvekben
aktudalisan ugyan nem szerepelnek, de t6bb tanulmany,
illetve szakértd ajanlja célzott terdpia bevetését a cso-
portba tartozé mutacidkra. A II. csoportba tartoznak a
potencialis klinikai relevancidval rendelkezé mutaci-
6k, a ,,C evidencidjii” alcsoportba a tébb tanulményon
alapulé konszenzussal elfogadott FDA-engedéllyel
rendelkezd, de mads indikdciéra jovahagyott, un.
off-label alkalmazott szerek, a ,,D evidencidji” alcso-
portba a szakmai konszenzussal nem rendelkezd, csak
esettanulmanyokban el6fordulé eltérések. A III. cso-
portba tartoznak az ismeretlen klinikai szignifikan-
ciaval rendelkez§ eltérések, mig a IV. csoportba a jéin-
dulata, vagy valészintleg jéindulata variansok. Ezen
til ez az ajanlas részletesen kitér egy molekuléris diag-
nosztikat folytaté laboratérium tevékenységének, kiilo-

nosen a leletalkotasanak szabalyozasara.*

Példa egy varians interpretaciojara
a bioinformatikai analizist6l a célzott terapia
ajanlasaig

Példankban egy tiid6tumorbol szdrmazé minta mo-
lekuléris leletalkotési folyamatat mutatjuk be. A DNS
alaptt NGS vizsgélat lefutdsa utan egy bioinformatikus
altal alkotott elemzé moédszert (,in house pipeline”)
hasznaltunk, melynek variant annotation 1épésébe a
COSMIC adatbazisban torténd keresés és annotalas is
integrélva lett. Ennek alapjan az elemzés a variansok
koziil egyhez talalt COSMIC azonositészamot. Maga a
varidns az epidermalis novekedési faktor receptor
(EGFR) génben egy ¢.2369C>T (p.Thr790Met) muté-
cid, mely a kédold régié 2369. pozicidjaban taldlhato
citozin nukleotid pontmutaciéjat jelzi. Ennek eredmé-
nye egy timinre torténé csere, amely treoninrél
metioninra valtoztatja a kédolt aminosavat. A varidns
vizsgélatat a COSMIC honlapjan folytattuk, ahol meg-
bizonyosodtunk arrél, hogy ez egy ismert rezisztencia-
mutacié, melyet mar kordbban leirtak, és amely az
afatinib, erlotinib, gefitinib célzott szerekre valo rezisz-
tenciat jelzi. Ezen kiviil lathatjuk a feliileten a szakiro-
dalmi hivatkozasokat, illetve rogon lathatjuk azokat a
kozleményeket is, melyek segithetnek a terapias don-
téshozatalban, még ritka mutaciék esetén is. Ennek a
mutédcionak a leirdsa jelentésen befolyésolta a beteg te-
rapias szereinek megvélasztasat, igy j6 példa arra, hogy
a preciziés medicina médszereinek hasznalata kozvet-
leniil segiti a klinikai dontéseket.

2021; 3:301-620.
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Diszkusszi

A preciziés medicina mddszerei alapvet6 véltoza-
sokat hoztak az orvostudoményban, ennek a fejlédés-
nek az egyik legnagyobb haszonélvezéje pedig az onko-
logia. A daganatos megbetegedésekben szenvedd bete-
gek szamara mar most is sok klinikai hozadékkal jar a
precizi6és medicina alkalmazasa. Kiilonosen az tjgene-
racios szekvenalas biztositotta sok betegnek a pontos
molekuldris szintd diagnézist, és a célzott terapidk al-
kalmazasanak lehetdségét. Természetesen ma még
nem minden beteg szdméra igér biztos javulést és
gybgyulast a preciziés medicina, hiszen a diagnoszti-
kai médszerek ma is jelentds fejlesztések alatt allnak,
masrészt az elérhetd célzott terapids szerek szdma is
véges. Ugyanakkor a szekvendlasi, és laboratériumi
technol6gidk hallatlan sebességgel fejlédnek, illetve az
ezek eredményeit elemzd bioinformatikai algoritmu-
sok hasonlé lendiiletd elérehaladast mutatnak. Mind-
ez, 0sszhangban azzal a torekvéssel, hogy a molekula-
ris laboratériumok egységes szakmai felkésziiltséggel
készitsenek leletet a klinikusok szdmaéra, nem alapta-
lan reményt ad az orvostarsadalomnak arra, hogy a
preciziés medicina a jovében még tobb beteg gyogyula-
sdhoz fog vezetni.
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Genomikai adatbhazisok a célzott terapiaban
Genomic databases in targeted therapy
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0SSZEFOGLALAS Napjainkban rengeteg informacio ll rendelkezésre az emberi genomrol, ami kiildnbdz6 online adatbazisokban érhetd el. Ezek az adatok
nagymeértékben megkonnyitik a daganatos betegségek karakterizalasat, a daganatok kialakulasahoz hozzajaruld mutaciok altalanos torvényszeriségeinek
megeértését, igy hozzajarulva a minél pontosabb, személyre szabott vagy célzott terapia kialakitasahoz. A cikkben attekintjiik a fontosabb adatbézisokat,
amelyek genomi és mutéacios adatokat tartalmaznak. A felsorolt adatbazisok tébbségénél az adatok szabadon felhasznalhatok és ingyenesen letélthetdk,
ami hatalmas el6nyt jelent a tudomanyos-orvosi kozsség szamara és nagymértékben hozzajarul a diagnosztikai és terapias modszerek fejl6déséhez.

KULCSSZAVAK onkoldgia, mutacio, adatbazis, diagnosztika, célzott terapia
SUMMARY  Currently a large amount of information is available on the human genome from multiple databases. These databases are extremely helpful in

characterizing cancer, understanding the general properties of cancer-causing mutations, thus contributing to more precise and targeted therapies. In this
paper, we review the most important databases providing genomic and mutation information. Most of these databases are freely available for anyone,

contributing significantly to the development of diagnostic and therapeutic methods.

KEY WORDS oncology, mutation, database, diagnostics, targeted therapy

Mutaciok és szerepiik a tumorok kialakulasaban

A Humaéan Genom Projektnek” ? (HGP) készonhetd-
en, ma mar rengeteg adat all rendelkezésre az emberi
genomrdl, melyhez nagymértékben hozzéjarult a ki-
16nb6z6 szekvenalasi modszerek széleskord elterjedé-
se és fejlédése. Az tjgeneracids szekvendlasi (Next-
Generation Sequencing, NGS) modszerek segitségével

Roviditések

ALL akut lymphoblastos leukaemia

AML akut myeloid leukaemia

CNV genomi kdpiaszdm-vdltozdsok, copy number variation

COSMIC Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer

dbSNP  Single Nucleotide Polymorphism Database

GDC Genomic Data Commons

gnomAD Genom Aggregdciés Adatbdzis, Genome Aggregation Database

HGP Humdn Genom Projekt

IARC Nemzetkézi Rakkutaté Ugynékség, International Agency for
Research on Cancer

IntOGen Integrative Onco Genomics

NCBI Nemzeti Biotechnoldgiai Informdciés Kézpont, National Center
for Biotechnology Information

NCI Nemzeti Rdkkutaté Intézet, National Cancer Institute

NGS Ujgenerdciés szekvendlds, Next-Generation Sequencing

NHGRI  Nemzeti Humdn Genom Kutatdintézet, National Human
Genome Research Institute

TARGET Therapeutically Applicable Research to Generate Effective
Therapies

TCGA  The Cancer Genome Atlas

WHO  Egészségligyi Vildgszervezet, World Health Organization

lehet6vé valt nagymennyiségli DNS vagy RNS minden
eddiginél gyorsabb és olcsobb szekvendlasa. A szekve-
nalas, vagyis a DNS-t és RNS-t felépité nukleotidok sor-
rendjének meghatarozasa ma mar az egyik legelterjed-
tebb és legalapvetébb molekuléris biolégiai vizsgalati
modszer. Mivel a rédk alapvetéen genetikai betegség,
kulcsfontossagti tanulmanyozni a betegséggel 6ssze-
fuggésbe hozhaté genetikai valtozasokat, melyhez nagy
segitséget nyujtanak az ujgeneraciés szekvenalasi
moédszerek. A tumorok elsésorban a testi sejtjeinkben
kialakul6é szomatikus mutédciék kovetkeztében jonnek
létre. Szomatikus mutaciék tobbféle okbdl is keletkez-
hetnek, példaul kiilsé (UV-sugérzés, vegyszerek) vagy
belsé (DNS hibajavité mechanizmusok karosodésa) ha-
tasok kovetkeztében. Az idé eldrehaladtaval, ahogy
egyre tobb kornyezeti hatas éri a szervezetet, valamint
egyre tobb sejtosztodds torténik, a mutacidk felhalmo-
zodnak és rendellenes sejteket eredményezhetnek.
Ezek a mutaciok spontan alakulnak ki, a daganatsejtek
egy populacibjara korlatozodnak és az egyedek kozott
nem Orokl6dnek. A mutaciék masik tipusa az 6rokl6dé
csiravonalbeli mutécid, mely az ivarsejtben taldlhato6
és azok kialakuldsakor jon létre. A csiravonalbeli muté-
cidk hajlamosithatnak kiillonb6z6 betegségekre, és igy a
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daganatok kialakulasat is elgsegithetik. Az NGS méd-
szerek segitségével azonosithatok a normal vagy daga-

natos sejtek genomjdban a genetikai véaltozasok, mint a

mutéciok vagy genetikai polimorfizmusok. A genetikai

polimorfizmusok olyan mutéciok, melyek az dltalunk

targyalt mutécioknal gyakrabban fordulnak elé a popu-

laciokban (>1%) és a mutdcidkhoz hasonléan nem

mindig patogének.* A genetikai eltérések vizsgélata to-

vabbi ismereteket nyjt a human genomrol és a geneti-

kai betegségekrdl, melyek alapvetd fontossagaak a ku-

tatds, diagnosztika és célzott terapia esetén is. Az el-

mult évtizedekben 6sszegyijtott, szekvenaldsbol szar-

mazo kisérletes adatok tobbféle adatbazisban megtalal-

hatdk, példaul betegség, mutacidk, sejt vagy szovetti-

1. tablazat. Osszefoglalé tablazat a legismertebb, daganatos megbetegedésekkel Gsszefiiggd genomikai adatbdzisokrdl.
A tablazat tartalmazza az adatbdzisok teljes és roviditett elnevezését, rovid leirdst a fé6bb adatokrdl, hivatkozdst és a
legfontosabb publikdcidkat az adatbazissal kapesolatban

NEV ROVIDITES |LEIRAS FOOLDAL PUBLIKACIO
BRCA Mutation | - Az adatbazis a BRCA1 és https://arup.utah.edu/database/ Tavtigian (2018)
Database BRCA2 mutédcidkrél ad rész- | BRCA Genetics in Medicine
letes informéci6t
Catalogue Of COSMIC A legnagyobb, humén daga- | https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic | Tate et al (2018)
Somatic natos megbetegedésekkel Nucleic Acids
Mutations In osszefiiggésbe hozhaté szo- Research
Cancer matikus mutaciokat 6ssze-
gyUjt6 adatbazis
Count Me In - Beteg-kozponti nonprofit https://joincountmein.org Wagle et al (2018)
kutatasi szervezet, mely el- Journal of Clinical
sGsorban ritkdn el6fordulé Oncology
daganatos megbetegedések-
bél szdrmaz6 adatokat gytijt
Genome gnomAD A gnomAD adatbazisban https://gnomad.broadinstitute.org | Collins (2019) bioRxiv
Aggregation genom és exom szekvendldsi
Database adatok talalhatok.
Genomic Data GDC A GDC nagymennyiségd, da- | https://portal.gdc.cancer.gov -
Commons Data ganatokkal 6sszefiiggésbe
Portal hozhato genetikai valtozas
adatait tartalmazza
Integrative Onco | IntOGen Tumoros megbetegedésekkel | https://www.intogen.org/search Gonzalez-Perez et al
Genomics Osszefiigg6 szomatikus mu- (2013) Nature Methods
taciokat, géneket és jelétvite-
li Gtvonalakat tartalmazé
adatbazis
International IARC TP53 | A human TP53 gén tumorok- | https://p53.iarc.fr Olivier et al (2016)
Agency for Database kal osszefuiggésbe hozhaté European Journal of
Research on mutacio6it tartalmazo adatba- Cancer
Cancer Zis
Pan-Cancer Atlas |- A Pan-Cancer Atlas a TCGA | https://www.cell.com/pb-assets/ Ding et al (2018) Cell,
adatbazisbdl szarmazé leg- | consortium/pancanceratlas/ Sanchez-Vega et al
fontosabb eredményeket, pancani3/index.html (2018) Cell,
publikaciékat foglalja 6ssze Hoadley et al. (2018)
Cell
Single Nucleotide | dbSNP Genetikai varidciokat tartal- | https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp | Sherry et al (2001)
Polymorphism maz6 adatbazis Nucleic Acids
Database Research
The Cancer TCGA A legnagyobb, onkolégiai https://www.cancer.gov/about-nci/ | Gao et al (2019) Cell
Genome Atlas adatokat tartalmazo adatbd- | organization/ccg/research/
zis structural-genomics/tcga
Therapeutically | TARGET Gyerekkori daganatokra spe- | https://ocg.cancer.gov/programs/ Chun et al (2019) Cell
Applicable cializalédott adatbazis target Reports
Research to
Generate
Effective
Treatments
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pus szerint csoportositva. Ezek az adatok nagymérték-
ben megkonnyitik a betegségek karakterizalasat, a da-
ganatok kialakulasahoz hozzajarulé mutacick altala-
nos térvényszertiségeinek megértését, igy segitve a mi-
nél pontosabb, személyre szabott vagy célzott terdpia
kivalasztasat.

A legismertebb genomikai adatbazisok és
projektek

TCGA

Az egyik legrégebbi és legnagyobb, onkolégiai ada-
tokat tartalmazo adatbazis a The Cancer Genome Atlas®
(TCGA) (1. tablazat), melyet tobb mint tiz éve az ameri-
kai Nemzeti Rakkutat6 Intézet (National Cancer
Institute, NCI) és a Nemzeti Huméan Genom Kutatéinté-
zet (National Human Genome Research Institute,
NHGRI) hozott 1étre. Az adatbazis tobb mint 11 000 pa-
ciens 20 000 mint4jabél épiil fel, melyek szigord mind-
ségellendrzés és kritériumrendszer alapjan lettek kiva-
logatva. Az adatbazisban megtaldlhatéak klinikai, ge-
nomikai és képalkoté vizsgalatokbdl szarmazé adatok
is, amik nem csak az onkolégiaval foglalkoz6 szakem-
berek szdmara lehetnek relevansak, de a radiolégia, pa-
tol6gia vagy immunolégia teriiletén 1évé kutatasokhoz
egyarant nagymértékben hozzajarulnak. Az dsszegytj-
tott adatoknak koszonhetden jobban tanulmanyozha-
ték a ritkan el6fordul6 tumorok is, amire kis minta-
szam mellett korlatozott lehet6ség lenne. A TCGA ada-
tai legkonnyebben a Genomic Data Commons (GDC)
adatbézisbol érhetdk el.

GDC

A GDC (1. tablazat) nagy mennyiségi, daganatok-
kal osszefiiggésbe hozhaté genetikai valtozas adatait
tartalmazza (1. dbra), mint példaul a kiilléonb6z6 szoma-
tikus és csiravonalbeli mutacidk, genomi képiaszdm-
véltozasok (copy number variation, CNV) vagy gén-
expresszi6s adatok. Kezdetben az adatokat a Nemzeti
Rékkutaté Intézet dolgozta fel és egységesitette tobb
adatbazisb6l, mint a TCGA vagy a Therapeutically
Applicable Research to Generate Effective Therapies
(TARGET) (1. tablazat), de ezeken kiviil még szdmos
tovéabbi rakkutatédsi program adatai is megtalalhatdk az
adatbazisban. Ma mar barki feltoltheti az onkolégiai
szekvenalési adatait, ami szigort mindségellendrzést
kovetden kertilhet be az adatbazisba, igy segitve a tudo-
manyos kozosséget. A klinikai és minta adatokat az

TANULMANY

adatbazis fejlesztdi kategéridkra bontjak (pl. szovetti-
pus vagy demografiai adatok alapjan), igy barmelyik
adatsor letoltésénél ugyanazok a kategoriak lathatok és
hasonlithat6k 6ssze. A honlapon részletes leirés és do-
kumentacié talalhaté mind a GDC-n talalhaté adatok-
r6l, mind a honlap vagy az adatok hasznalatarél. Az
adatok tobbféle médon is letolthetdk a webes feliileten
(Genomic Data Commons Data Portal) keresztiil, vala-
mint a f6oldalon 1év§ illusztracidk segitségével rogton
lehet szirni a relevans informécidkra, példaul szerv
vagy szervrendszer alapjan. A GDC ezen kiviil egy sta-
tisztikat is készit a kivalasztott adatcsomagb6l, ami egy
osszefoglalot ad, igy Gj informacidkat, 6sszeftiggéseket
lehet felfedezni mér az adatok letoltése és feldolgozasa
el6tt (2. dbra).

Pan-Cancer Atlas

A TCGA adatbézist is létrehozé Nemzeti Rakkutato
Intézet és a Nemzeti Human Genom Kutatéintézet leg-
djabb projektje a Pan-Cancer Atlas (1. tdbldzat), ami a
TCGA adatbazisbél szérmazé legfontosabb eredmé-
nyeket, publikdcidkat foglalja 6ssze. A projekthez 27
publikécié tartozik, melyeket a legijabb kutatasi ered-
ményekhez igazodva harom téma koré csoportosita-
nak: onkogén folyamatok,® jelatviteli ttvonalak” és a
daganatot 1étrehozo, elségeneracios (cell-of-origin) sej-
tek® vizsgalata. A Pan-Cancer Atlas tjrakategorizélja a
tumorokat, valamint nagy hangsulyt fektet a tumor-
sejtek részletes vizsgélatara, melyek a tumortipusok és
altipusok kozotti kiillonbségek és a tumorok evolicioja-
nak megértéséhez elengedhetetlenek. A daganatok ki-
alakuldsét elGsegit6 genetikali, jelatviteli és immunold-
giai véltozasok, kiillonos tekintettel a jelatviteli Gtvona-
lak karakterizéldsara, nagymértékben hozzéjarulhat-
nak 4j tipus terapidk igy az immunteréapia fejlédésé-
hez is.

TARGET, Count Me In

A gyerekkori daganatokra specializdlédott adatba-
zis, a TARGET? célja, hogy minél hatékonyabba és mi-
nél kevésbé toxikussa tegye a terapiat daganatos beteg-
ségben szenvedd gyermekek szamara. F§ vizsgélati te-
riiletei k6zé tartozik a gyerekkori daganatos megbetege-
dések kozil az akut lymphoblastos leukaemia (ALL),
akut myeloid leukaemia (AML), vesetumorok, neuro-
blastoma és osteosarcoma karakterizalasa. A TARGET-
ben taldlhat6 adatok elérheték a GDC oldalan és a
TARGET Data Matrix oldalon egyardnt. A Count Me

2021; 3:301-620.
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1. dbra: A GDC adatbdzis letéltési oldala. A GDC-n taldlhaté adatok tobbféle mddon is letSlthetSk a webes feliileten (Genomic Data
Commons Data Portal) keresztiil (A). Ha konkrét génre vagy mutdcidra szeretnénk keresni, legegyszer(ibben ezt a keresémezén keresz-
til tehetjiik meg (B). Az illusztrdcidk segitségével rogton lehet sz(irni a relevdns informdcidkra, példdul szerv vagy szervrendszer alap -
jdn (C). A letdlteni kivdnt adatokra is lehet sztirni, példdul szbvettipus vagy demogrdfiai adatok szerint (D). A GDC ezen kiviil egy sta-
tisztikdt is készit a kivdlasztott adatcsomagbdl, ami egy 6sszefoglaldt ad, igy Uj informdcidkat, dsszefliggéseket lehet felfedezni mdr

az adatok letéltése és feldolgozdsa elétt (E). A kivdlasztott adatcsomagot a Cart gombon keresztiil érhetjiik el (F)

In' (1. tdbldzat) egy nonprofit kutatdsi szervezet,
melynek célja, hogy hidat képezzen a kutaték, orvosok
és paciensek kozott és elemezze t6bb mint 100 000 péa-
ciens adatait. A szervezet elsGsorban olyan, ritkan eld-
fordul6 daganatos megbetegedésekbdl szarmazoé adato-
kat gytjt, melyeknél a ritka el6fordulasuk miatt nehéz
a kutatdshoz megfelel6 mintaszamot elérni. A szerve-
zet a pacienseket arra 6sztonzi, hogy anonim mdédon
mintaikkal, klinikai adataikkal és a kezelés soran szer-
zett tapasztalataikkal jaruljanak hozza a rakkutatés fej-
16déséhez. A Count Me In adatai egyéb adatbazisokon,

példaul a GDC-n keresztiil érhet6k el, de kiilonbozd
publikaciékban is kozzéteszik eredményeiket.

COSMIC, IntOGen

Az eddig emlitettek adatbazisok elsésorban a daga-
natos megbetegedésekrdl kivannak atfogo képet nyij-
tani, de szamos adatbazis taldlhat6, melyek valamilyen
témaéra specifikusak az onkolégian beliil. Ilyen péld4dul
a COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In
Cancer) (1. tabldzat), ami a human daganatos megbete-
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A GDC adatbazisban megtalalhaté
leggyakoribb raktipusok esetszama
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2. dbra: A GDC adatbdzisban megtaldlhaté nagyobb esetszdmu daganatok, kategdridk szerint bontva, szbvet és betegség alapjdn. Az
dbrdn jol Idthatd, hogy a legtdbb adat invaziv emldkarcinoma esetekbdl szdrmazik, melyet a glioblasztéma multiforme és a petefé-
szek szerdzus cisztadenokarcinoma kévet. Az adatbdzisban az emlé mellett a két leggyakrabban eléfordulé szévettipus az agy, illet-

ve bronchus és tiidG6.

gedésekkel osszefiiggésbe hozhaté szomatikus mutaci-
okat gytijti 6ssze. A COSMIC a legnagyobb ilyen adat-
bazis, a legfrissebb, 2018-as publikaciéjuk szerint
26 000 péciensbdl szdrmaz6 1,4 millié tumormintat,
719 daganatokhoz kapcsol6do gént és kozel 6 millié fe-
hérjekédolé szakaszt érinté mutaciét tartalmaz.!' Ezek
az adatok alapvetd informéaciékat hordoznak a dagana-
tokat okozé szomatikus mutéacidk tulajdonséagairdl,
mechanizmusairél, hatésairol, igy a lehetséges terapi-
akrol is. Az adatok két {6 forrasbél szarmaznak: na-
gyobb résziiket szakért6k altal valogatott relevans pub-
likaciokbdl gytjtotték ossze, mig az adatok masik ré-
szét egyéb adatbazisokbdl (pl. TCGA) szdrmaz6 geno-
mikai adatok teszik ki. A manuélisan kivalogatott mu-
taciés adatok tobb mint 25 000 publikaciébél szarmaz-
nak. Ezek az adatok a daganatos megbetegedésekkel
osszefiiggésbe hozhatd ismert vagy feltételezett gének-
bél és mutdcidkbol, valamint a hozzajuk tartozo kor-
nyezeti és kortorténeti informéciobol allnak. A féolda-
lon talalhaték a szakértdk altal kivalasztott publikécidok
adatai, valamint az adatgyjtés folyamatarél, a forré-
sokrol és a letoltési lehetdségekrdl is talalhato részletes
leiras. A f6oldalon keresztiil egy adott génre vagy muta-
ciéra lehet keresni és kiillonb6z6 aloldalak adnak lehe-
téséget az informéaciok letoltésére. Az adatbazist folya-
matosan frissitik és évente négyszer teszik kozzé a leg-
jabb valtoztatasokat. Az Integrative Onco Genomics*?
(IntOGen) (1. tabldzat) a COSMIC-hoz hasonlé adatba-

zis, mely a tumoros megbetegedésekkel osszefiiggd
szomatikus mutacidkat, géneket és jelatviteli ttvonala-
kat tartalmaz. Az adatok DNS-szekvenalt tumormin-
takboél szarmaznak, amiket kiilonbozd adatbazisokbol
és publikaciékbol gytijtottek 6ssze. Az IntOGen azon-
ban nem csak egy adatbazis, hanem egy olyan bio-
informatikai eszkoz, ami lehet6vé teszi a vizsgalni ki-
vant adatok elemzését is, példaul azonositva a dagana-
tok kialakuldsdhoz hozzajaruld, gyakran mutalédott
driver géneket és azok tulajdonségait.

Genomikai adathazisok alkalmazasa célzott
terapiaban

Rakkutatés vagy a diagnosztika sordn sokrétiien al-
kalmazhaték az emlitett adatbazisok, melyek elsGsor-
ban a daganatos mutaciék karakterizdlasdban nyujta-
nak segitséget. Rajtuk kiviil még szdmos més adatbazis
hasznélhat6 a kiillonb6zé tumorok molekuléris diag-
nosztikaja sordn azaltal, hogy segitenek az egészséges,
nem patogén mutacidkat detektalni, amelyek a populé-
cioban elterjedtek. Az igy kapott adatok segithetnek el-
donteni diagnosztizdlds sordn, hogy egy adott mutacio
vagy genetikai valtozds a tumorban patogén-e vagy
sem. Molekularis diagnosztika sordn a vizsgalni kivant
szekvenalasi adatokat, illetve mutaciékat egy referen-
ciagenomhoz vagy génhez hasonlitjuk, igy segitve a
minél inkabb személyre szabott, célzott kezelést.

2021; 3:301-620.
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gnomAD, dbSNP

Molekularis diagnosztika esetén nagy segitséget
nytjthat a Genom Aggregiciés Adatbazis' (Genome
Aggregation Database, gnomAD) vagy a genetikai varia-
cidkat 0sszegytijté Single Nucleotide Polymorphism
Database®* (dbSNP) (1. tabldzat). A gnomAD adatbézist
egy nemzetkozi kutatécsoportokbdl all6 kozosség hoz-
ta létre, mely genom és exom szekvendldsi adatokat
gyUjt és ma mar 71 702 genomot tartalmaz. Az adatok
kilonbo6z6 projektekbdl szarmaznak és az egységesités
miatt ugyanazon adatfeldolgozé médszereken mennek
keresztiil. A genetikai polimorfizmusokra specializalé-
dott dbSNP-t a Nemzeti Biotechnolégiai Informacios
Ko6zpont (National Center for Biotechnology
Information, NCBI) és a Nemzeti Human Genom Kuta-
téintézet hozta létre. Az adatbazis a nevével ellentét-
ben, nemcsak egy nukleotidos eltéréseket tartalmaz,
hanem szdmtalan més genetikai varidciordl is talalha-
tok adatok, mint példaul mikroszatellitak, tandem ge-
nomi ismétlédések, genomi inszercidk vagy delécidk.
Maéra tobb mint 675 milli6 kiil6nb6z3 human varians
talalhat6 az adatbazisban.

Genomikai adatbazisok konkrét mutaciok vagy
gének vizsgalata esetén

Ha kevés informacié 4ll rendelkezésre, hasznos le-
het az emlitett adatbazisokban 6sszefliggéseket vagy le-
irasokat keresni a kulonféle génekkel, mutaciokkal
vagy konkrét daganatos megbetegedésekkel kapcsolat-
ban. Molekularis diagnosztikdban kiilonésen haszno-
sak lehetnek a specializal6dott adatbazisok, ahol rész-
letesebb leiras talalhaté egy adott génrél, mutdciérél
vagy genetikai elvaltozasrél. A TP53 a leggyakrabban
mutal6dé gén tumoros megbetegedések esetén, ezért
kiemelt szerepe van a rdkkutatdsban. A humén TP53
gén tumorokkal Osszefiiggésbe hozhaté mutacioit az
Egészségligyi  Vilagszervezethez (World Health
Organization, WHO) tartozé Nemzetkozi Rakkutato
Ugynokség (International Agency for Research on
Cancer, IARC) gytijtotte 6ssze a IARC TP53 Database’®
(1. tablazat) adatbazisban. Az adatok kalon letoltheték
a szomatikus vagy csiravonal mutdciok, polimorfizmu-
sok, sejtvonalak, egérmodellek vagy mesterségesen 1ét-
rehozott p53 mutdcidk szerint. Két masik, a rakkutatas
szempontjab6l kulénosen fontos gén, a BRCA1 és
BRCA2, melyek mutéacidi leggyakrabban emléréak és pe-
tefészekrak esetén fordulnak el6. A BRCA Mutation
Database (16) (1. tabldzat) a BRCA1 és BRCA2 mutaci-

okrol ad informaéciot. Egyfeldl a publikaciokbdl és csa-
ladkutatasokbol szarmaz6 adatok alapjan allit fel egy
részletes mutacios listat, masrészt egy szamitégépes
predikciés adatbazist is tartalmaz, amely az eddig is-
meretlen genetikai valtozédsok felderitését segiti eld.

A megfelel6 terapia és adatbazis kivalasztasa

A megfeleld terapia kivédlasztasahoz szikséges ku-
tatémunka tobbféleképpen is megkozelithetd, attdl fiig-
g6en, hogy mennyi informacié all a rendelkezéstinkre.
Minél tobb klinikai és genetikai adat érhet6 el a paci-
ensr6l (melyik gén, milyen mutécid, milyen tipust da-
ganat), anndl megbizhatébban és specifikusabban le-
het keresni az adatbazisokban. Ha példaul egy akut
myeloid leukaemias paciens SF3B1 mutécidja a vizsga-
lat targya, érdemes a specifikusabb, daganatos megbe-
tegedéseknél el6fordulé mutécidkat gytjté adatbaziso-
kat hasznalni, mint a COSMIC vagy IntOGen. Ezekben
az adatbazisokban részletes informaciot lehet taldlni a
mutaciokrol, azok fajtair6l a killonbozs tumorokban,
igy azt is segithet eldonteni, hogy az adott mutacioé
patogén vagy sem az adott betegségben, és milyen
gyogyszer, illetve terapia alkalmazasa lehet a leghaté-
sosabb. Gyerekkori daganatok esetén a TARGET, nem
patogén polimorfizmusok vizsgdlatakor pedig a
gnomAD vagy dbSNP adatbédzisokban érdemes kutatni,
ahol nagy valdszintiséggel talalunk tovébbi informéci-
6t. Ha nem ismert a mutal6dott gén funkcidja vagy ke-
vés informécié all rendelkezésre, célszert az atfogobb,
tobb projekt adatait 6sszegytjt6 adatbazisokban keres-
ni, mint a GDC, TCGA vagy a Pan-Cancer Atlas
publikéciéi.

Diszkusszio

A daganatokat kiilonboz4 genetikai eltérések okoz-
zak, mint a pontmutaciék vagy képiaszdm-valtozasok.
A daganatos megbetegedések tipusban és altipusban,
valamint egyénenként is eltérhetnek, de akar egy szo-
veten beliil is nagy killonbségek lehetnek molekularis,
genetikai vagy patolégiai szempontb6l. A daganatok
komplex és heterogén tulajdonsdgai miatt sziitkség van
minél nagyobb adatmennyiségre, hogy jobban megért-
siik és karakterizédljuk a tumorokat okozé mutacidk ha-
tésait, és ezaltal célzott kezelést tudjunk nydjtani.
A célzott kezelés jobb gyégyuldsi esélyeket és életmi-
néség-javulast biztosit, mivel a szervezet egésze helyett
csak adott daganatos sejtre, molekulara specifikus
gyogyszert alkalmazunk, igy az kevésbé toxikus a ha-

362 ORVOSKEPZES

XCVI. BvFoLYaM / 20271.



Genomikai adathazisok a célzott terapiaban

(OSSZEFOGLALO

gyomanyos kezelésekhez képest. A célzott kezeléssel
enyhithet6k a gyégyszer-mellékhatasok és a gyogy-
szer-rezisztencia kialakulasat is csokkentheti, elsGsor-
ban gyé6gyszer-kombindcidk alkalmazésa esetén. Az
adatbézisok kiilonosen jol hasznalhatok a kutatas korai
fézisaban vagy diagnosztizalaskor, amikor még limitalt
informécié all rendelkezésre az adott mutaciorél, gén-
r6l vagy betegségrél. A felsorolt adatbazisok tobbségé-
nél az adatok szabadon felhasznélhatdk és ingyenesen
letolthet6k barki szdmara, ami hatalmas el6nyt jelent a
tudomanyos-orvosi k6zosség szamara és nagymérték-
ben hozzajarul annak fejlédéséhez. A kiillonb6zd adat-
bézisok és adatfeldolgozé modszerek hasznalatanak is-
meretével Gj utak nyilhatnak meg a rakkutatdsban és
-terdpidban is.
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A nem-kissejtes tiidodaganatok korszerii diagnosztikaja és célzott kezelése
a biomarkerek korszakaban

Advanced diagnosis and targeted treatment of non-small cell lung cancers in the era of biomarkers

Papp Gergd, Regds Eszter, Szentkereszty Marton, Téglasi Vanda, Papay Judit
|. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato Intézet, Semmelweis Egyetem, Budapest

E-levél: papayjudith@gmail.com

0SSZEFOGLALAS A tiiddrak vezet6 helyen dll a daganatok okozta haldloki statisztikaban, Eurépaban és vildgszerte egyarant. Az esetek dont6 hanyada
(85-90%-a) nem-kissejtes carcinoma (NSCLC), ezen beliil az adenocarcinoma (ADC) a leggyakoribb, melyet a laphamsejtes carcinoma (SCC) kovet. A
betegek jelentds tobbségében a daganat mar elérehaladott stadiumban keriil felismerésre, ami irrezekabilitast jelent, tehat a tumor nem tavolithato el se-
bészi uton. A tiidé adenocarcinoma mind klinikai, mind hisztologiai megjelenésében igen heterogén csoportot képvisel, igy sebészi kimenetele és moleku-
laris genetikai profilja is igen sokszind. Diagnozisa féként kis biopszias és citologiai mintakon, mint a core biopszia, a transbronchialis excisio, az ultrahang
vezérelt transbronchialis vékonytli aspiracio (TBNA), tovabba az UH-vezérelt vékonytl aspiracio (FNA) alapul. A killonbzd hisztoldgiai tipusok pontos
azonositasa immunhisztokémia panelek hasznalataval valik lehet6vé a 2015-6s WHO ajanlasnak megfeleléen, s a hisztologiai tipusokban molekuldris
szinten kimutathatd driver mutaciok eldre jelezhetik a célzott kezelés hatékonysagat. A tlidérakok molekularis diagnosztikai jellemzése igy voltaképpen
Lfelillirhatja” a tumorok hisztologiai osztalyozasat és meghatarozza a terapids dontéseket. A célzott daganatellenes kezelés sikeressége és az Uj immunte-
rapias lehet6ségek felismerése 0j paradigmat jelent a személyre szabott terapia kialakitasaban.

KULCSSZAVAK NSCLC, immunhisztokémia, molekuldris analizis, személyre szabott kezelés

SUMMARY Lung cancer is the leading cause of cancer-related death in Europe and worldwide. The majority (85-90%) of the cases are non-small cell
lung cancer (NSCLC), of which the most common subtypes are adenocarcinoma and squamous cell carcinoma, with most patients having advanced
disease at the time of diagnosis. Lung adenocarcinoma is heterogeneous in clinical presentation, histological appearance, surgical outcome and
molecular biological profile. Lung cancers are increasingly diagnosed by small biopsies, ie. core needle biopsy, transbroncial excision, ultrasound-guided
transbronchial needle aspiration (TBNA), and endoscopic ultrasound-guided FNA. Small biopsies and cytology specimens must present diagnostic
sample for further analysis. Using a panel of immunohistochemistry, most morphologically diagnosed lung cancers can be accurately reclassified as
adenocarcinoma or SCC according to the last version of WHO 2015. Molecular detection of driver mutations in specific histologic types of lung cancer
can predict favorable response to targeted therapy. Molecular characterization of lung cancer has considerably changed the classification and treatment
of these tumors, becoming an essential component of pathologic diagnosis and oncologic therapy decisions. The success of targeted cancer therapies
and new immunotherapy approaches has created a new paradigm of personalized therapy.

KEY WORDS NSCLC, immunohistochemistry, molecular analysis, personalized therapy

Bevezetés vildgszerte az elsé helyen all, megel6zve a férfiak

prosztatarakjat, a nék emldrakjat, valamint a mindkét
A tudérak a masodik leggyakoribb rosszindulati  nemet érintd colorectalis carcinomat. A 2020-as adatok
daganat, a daganatok okozta haldlozési statisztikdban  alapjan a tidérak magyarorszagi el6forduldsa és morta-

litasa habar kiemelkedGen magas, de nem 1épi til a ko-

Roviditések zép-eurépai atlagos incidenciat." A lokalizalt, nem-
ADC adenocarcinoma metasztatikus stddiumban felismert tiidérak eseteiben
FISH fluoreszcens in situ hibridizdcio az 5 éves tulélési id6 61%-os, ez az arany a mar tavoli
FNA vékonyt(i aspirdcid o o ) i 5 ;

NSCLC nem-kissejtes carcinoma attétet ad6 tiidérakoknal 6%-ra csokken.” Ennek hatte-

NSCLC-NOS  NSCLC- Not Otherwise Specified
SCLC kissejtes carcinoma

rében elsdsorban az all, hogy napjainkig nem ismertek

Nee laphdmsejtes carcinoma olyan elGsztir6 modszerek, amelyek kellGen korai sté-
IHC immunhisztokémia s £ . P " 1a ,
K7, CK5/6  citokeratin 7, citokeratin 5/6 diumban tennék felismerhet6vé a tiiddédaganatot, és
NGS Ujgenerdciés szekvendlds igy lehetévé valna az operabilitas, a tumormentes alla-
TBNA transbronchialis vékonyt( aspirdcio 2 2 2 .z

X! tirozin kindz inhibitor pot elérése. A 2000-es évek elején azonban a betegek
WHO Egészségiigyi Vildgszervezet kezelése szempontjabdl reménykeltének bizonyult az
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EGFR mutaci6 felismerése, mely az elsd, célzott terapi-
ara alkalmas biomarkernek bizonyult. Ezen felismerés
elinditott egy olyan szemléletmddot, amelynek kap-
csén Gjabb és tjabb célpontok véalhattak vizsgalatok
targyava, és ma mar a mindennapi diagnosztika és ke-
zelési algoritmusok integrans részévé.> *

oz

A tiidérakok hisztoldgiai osztalyozasa

A tiidérakok modern hisztolégiai osztalyozasdban a
2015-6s WHO ajanlést kovetjik. Ardnyukat tekintve
10-15%-uk kissejtes carcinoma (SCLC), mig a fennma-
rad6, 80-85%-ot alkoté nem-kissejtes csoportban
(NSCLC) leggyakoribb az adenocarcinoma (ADC), ezt
koveti a laphamsejtes, majd a nagysejtes carcinoma.
Ritka, de jelenthet differencidldiagnosztikai gondot az
adenosquamosus carcinoma, amely keverten tartal-
mazza a malignus mirigy- és laphdmsejtes komponenst
(1. abra).

Az egyes altipusok mutatnak némi eltérést az eltérg
etnikumokon beliil, de szignifikans kiilénbség nem jel-
lemz6. Csaknem valamennyi altipus esetében jelentds
rizik6tényez6 a dohanyzas, azonban ez alél kivételt ké-
pez a kés6bb részleteiben targyalt, lepidikus noveke-
dést mutaté, gyakran EGFR mutédci6éval rendelkezd
ADC.?

A 2015-6s WHO a 2011-ben megjelent multidisz-
ciplinéris, elsGsorban az ADC-k reklasszifikaci6jan ala-

scc | Lcc egyéb

B sc.cc B
1. dbra: A tiidérdkok szévettani tipusainak ardnya. SCLC: kissejtes
carcinoma (small cell lung carcinoma), ADC: adenocarcinoma,
SCC: laphdmsejtes carcinoma (squamous cell carcinoma), LCC:
nagysejtes carcinoma (large cell carcinoma)

pulo osszefoglaldra épiilt, de érinti az egyéb, nem-kis-
sejtes daganatokat és a neuroendokrin tumorokat egy-
arant.’ Tekintettel arra, hogy az utébbi tumorcsoport és
ezen beliil a kissejtes neuroendokrin carcinoma is el-
kuloniilé entitds, valamint a nem-kissejtes carcino-
maktol eltérd klinikopatolégiai konzekvenciaval és el-
térd kezeléssel jar, tovabbiakban dont6en a nem-kissej-
tes carcinomdakra vonatkozoé legijabb adatokat és kor-
szerd diagnosztikai eszkozoket igyeksziink 6sszefog-
lalni. Napjainkig a kissejtes carcinomék esetében nem
sikertlt olyan molekuléris célpontot taldlni, amelyre
kell6en hatékony célzott terapia kiépithets lenne.’
A 2004-es WHO-val 6sszehasonlitva a 2015- ben meg-
jelent osztélyozas féként a citolégiai és kis biopszias
mintdk (endoszképos, core biopszia, TBNA) diagnosz-
tikai értékét emeli egy szintre és tobb szempontbdl 4llit
fel Gjabb diagnosztikus feltételeket a rezekatumokon
alapul6 szovettani leletet illet6en is. Ennek talén leg-
fontosabb tizenete a mindennapi patolégiai tevékeny-
ség szempontjabol, hogy mar a legkisebb diagnosztikus
értékd mintabol torekedjiink a morfoldgiai és immun-
hisztokémiai eredmények alapjan besorolni az egyes
szOvettani tipusokat, majd részben a patolégus, rész-
ben az onkoteam dontése alapjan torténjenek a tovabbi,
a terapiat meghatarozo6 prediktiv immunhisztokémiai
és molekularis genetikai vizsgélatok.”

A nem-kissejtes tiidorakok osztalyozasanak fébb
szempontjai

P

A tiidérékos betegek 70%-aban a daganat mar el6re-
haladott, irrezekdbilis stddiumban kertl felismerésre,
igy diagnoézisuk kis biopszias vagy citolégiai mintabdl
torténik, és ennek alapjan kell eldonteni, hogy adeno-
vagy laphdmsejtes carcinomar6l van-e sz6. Ha ez
immunhisztokémiai vizsgalattal sem vezet eredmény-
re, a nem-kissejtes carcinoma, NOS (NSCLC-NOS) di-
agnoézisa molekularis vizsgéalatokkal tovabb osztélyoz-
haté. A ,bronchioloalveolaris carcinoma” (BAC) és a
kevert altipusokbél feléptil6 ADC diagnézisa napjaink-
ban mar nem hasznalatos, idejétmult. A rezekalt
ADC-k esetében Gj némenklatira az in situ ADC és a
minimadlisan invaziv ADC (MIA) mintazat, amelyek
teljes eltavolitdsa utan 100%-os betegségmentes ttlélés
jésolhaté.

Az invaziv ADC-k esetében a predominans minta-
zat alapjan hatarozzuk meg a szovettani diagnozist,
mely lehet igy lepidikus, acinaris, papillaris és szolid.
Mint 4j szovettani tipus a micropapillaris altipus is be-
keriilt a klasszifikacidba, ami egyben rossz prognézisra
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BN | S C L C
~l- ~5 ~L-

ADC morfolégia SCC morfolégia Rosszul differencialt Attétkeresés
TTF-1 + TTF-1 - TTF-1 -
NapsinA + NapsinA- NapsinA -

P40 - P40 + P40 -
+[HC
~- ~L- ~-
ADC igazolhaté SCC igazolhato
CK7 + CK7 -
CK5/6 - CK5/6 +
~l- ~L
ADC ,favor’ SCC ,favor’

2. dbra: Nem-kissejtes tiidérdkok (NSCLC) immunhisztokémiai algoritmusa. ADC: adenocarcinoma, SCC: laphdmsejtes carcinoma, IHC:

immunhisztokémia, ,favor”diagndzis: ,tdmogatott” diagndzis, CK7: citokeratin 7, CK5/6: citokeratin 5/6

is utal6 megjelenés. A korabbi mucinosus BAC helyett
ma az invaziv mucinosus ADC elnevezést hasznaljuk.

A 2015-6s WHO kiemeli azokat a morfologiai és
immunhisztokémiai elemeket, amik alapjan elkiilonit-
het6 a kis biopszias és sebészi mintak hisztolégiai ,,ér-
téke”, tehat mennyire vagyunk jogosultak a szovettani
diagnézis felallitaséara attol fiiggéen, hogy milyen kiter-
jedésd, milyen reprezentativ értékd mintdval allunk
szemben.?

Mintavétel és immunhisztokémia

A szovettani kis biopszidk mellett még ma is nagy
gyakorisagu a citolégiai mintdkra alapozott diagnozis,
mely szarmazhat mellkasi folyadékbdl, a korabban mar
emlitett horgd atsztrasos
(TBNA) vagy vékonytd aspiraciés mintavételbdl
(FNA), illetve kefecitol6gidbol. Utobbi vizsgalatok egy-
re gyakrabban ultrahangvezérlés mellett torténnek.

vékonytd aspirdciébol

A citoldgiai anyagokat célszerd ,,szovettani értékive”
atalakitani, azaz sejtblokkban feldolgozni 6ket®

A kis biopszids és sebészi rezekcids mintdk eltérd
reprezentativ értéke kovetkeztében azok diagnosztikus
értéke is eltérd lehet. Ennek athidalasara is tartalmaz
ajanlast a 2015-6s WHO, amelynek lényege: 1. a kis
biopszidkat és a miitéti anyagokat eltérG osztalyozasi
kritériumok alapjan kell értékelni, 2. immunhiszto-
kémiai panelek sziikségesek a korrekt tipizdlashoz (2.
dbra), 3. az NSCLC diagndzis csak bizonyos feltételek
mellett hasznélhaté.

Ugyanakkor egyes daganattipusok csak rezekatu-
mok alapjan tipizalhatdok, igy példaul a ,nagysejtes
carcinoma” vagy a szolid novekedési mintazata ADC.
Utébbi kénnyen mutat hasonlésagot kis szovetminta-
ban az el nem szarusodé laphdmsejtes carcinoméval.
Elkiilonitéstik immunhisztokémiai vizsgélaton alapul.
Az ADC esetén a TTF1 (thyroid transcription factor 1)
és a napsin-A (aspartic proteinase of pepsin family) re-
akciok mutatnak pozitivitdst, mig a laphamsejtes

1. tdbldzat: A leggyakrabban alkalmazott immunhisztokémiai algoritmusok az NSCLC diagnosztikdjaban.
TTF-1: thyroid transcription factor 1, NSCLC: nem-kissejtes tiidérak, NSCLC-NOS: NSCLC - Not Otherwise Specified.
*CK7 reakcié a laphdmsejtes carcinoma differencialtdsdgi fokdaval gyakran ellentétesen expresszalodik

TTF-1 NAPSIN A P40 CK5/6 CK7
Adenocarcinoma + + - - +
Lapl}émsejtes - - + + o
carcinoma
NSCLC-NOS - - - - R
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carcinomaknal a p40, a CK5/6 tovabba a p63 fehérjék
megjelenése figyelhet6 meg (1. tabldzat)."> !

A szoveti és citolégiai minték fent leirt morfolégiai
és immunhisztokémiai vizsgélata utan feléllitott diag-
nozis képezi indikacidjat a tovabbi, személyre szabott
kezelés felépitéséhez szitkséges biomarker meghataro-
zasnak. A nemzetkozi ajanldsoknak megfeleléen min-
den elérehaladott NSCLC (legféképp az ADC-k) eseté-
ben vizsgalandé molekularis diagnosztikai célpontok
az EGFR gén aktivdlé mutdciéi, az ALK és ROS1
onkogének faziéi, a MET gén mutaciéi, valamint egyéb
a sejtosztodasban szerepld {6 jelatviteli utak génjeinek
(KRAS, BRAF) driver mutaciéi. Ugyanakkor lapham-
rakoknal az onkolégus elsGsorban a PD-L1 expresszi6
immunhisztokémidval meghatdrozott és az immunte-
rapiat befolyésolo kiegészit6 eredményre vér a patolé-
gustél. Az aldbbiakban a célzott, személyre szabott ke-
zeléseket meghatarozo biomarkereket részletezziik, az
immunterapiakat befolydsol6 diagnosztikat itt nem tar-
gyaljuk.

A célzott kezelés alapjai: genomikus biomarkerek

nem-kissejtes tiidorakokban

EGFR - epidermalis ndvekedési faktor (epidermal growth
factor)

Az EGFR az ERBB csaladba tartozo tirozin-kinaz-
receptor. Az EGFR gén a 7-es kromosz6ma révid karjan,

TUDO- ADENOCARCINOMA MOLEKULARIS PROFILJA

B wr B KRAS mutécié B EGFR mutacié

I BRAF mutacié

ALK f0zié ROS1 f4zié

’ 2%2,2%
0,7%

3. dbra: A Semmelweis Egyetem . sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakku-
tato Intézetében 2019-2020-ban 1436 tiidé adenocarcinoma mintd-
ban molekuldris diagnosztikai vizsgdlatokkal igazolt driver mutd-
ciok/fuziok megoszldsa. WT: vad tipus

a 11-es régioban helyezkedik el. Az extracellularis
ligand EGFR-hez valé két6désével a receptor homo- és
heterodimerizaciéja utdn a citoplazmatikus tirozin-
kinaz foszforilacidja kovetkezik be, amely azutan kii-
16nb6z6 intracellularis utakon keresztiil sejtprolifera-
cidhoz, metasztazis kialakuldsahoz és az apoptosis gat-
lasdhoz vezet. Az EGFR a NSCLC-k 62%-dban over-
expresszalt és expresszidja rossz prognozissal tarsul.
Az azsiai populdciéban a gént érint6 mutaciok az ese-
tek 45-50%- aban kimutathatdék, mig a kaukézusi tadé
ADC-ban szenvedd betegek csupan 10-15%-éra jellem-
z6 az eltérés. Az EGFR aktivalé mutaciok ~85%-at a
19-es exon deléci6ja vagy a 21-es exon p.L858R
misszensz pontmutaciéja jelenti. A fennmarad6
~15%-ot az Gn. ritka EGFR mutaciok teszik ki, leggyak-
rabban gén 18, 20 és 21-es exonjdban kédolt pont-
mutéaciokkal, deléciékkal vagy inszerciékkal.” Intéze-
tinkben a 2019-2020-as évi adatok alapjan, ¢sszesen
1436 NSCLC minta molekularis vizsgalata soran az
EGFR mutaciés gyakorisag 9,7%-nak adoédott (3. dbra).
Az EGFR mutacid leggyakrabban a lepidikus noveke-
dést mutaté ADC-kban fordul elg, f6ként olyan kozép-
kortd nékben, akik sohasem dohanyoztak. Az EGFR-
mutans betegeknél tirozin-kindz-inhibitor kezeléssel
elért pozitiv eredmények alapjan ebben a betegcsoport-
ban ez lett a standard terdapia. Szamos randomizalt
II.fazist vizsgalat igazolta az elsé (erlotinib vagy
(afatinib)
EGFR-TKI szerek prediktiv értékét a konvencionalis

gefitinib) vagy a madasodik generdcids
citosztatikus terapiaval szemben.'**® Ugyanakkor sza-
mos beteg esetében rezisztencia és gyors relapszus ala-
kulhat ki, ami egy 1j, masodlagos EGFR (50%-ban a
p.T790M) mutéci6 vagy MET onkogén amplifikacié
(21%), illetve P13KCA mutaci6 kovetkeztében johet 16t-
re. Az osimertinib egy harmadik generaciés EGFR-TKI,
ami a szenzitizalé mutdcié mellett az exon 20-as
p.T790M rezisztencia mutéaciét is célozza.'® Az EGFR
mutaciokat szekvenélasi modszerekkel és valés idejd
PCR alapt esszével hatdrozhatjuk meg. Mindkét méd-
szer igen elterjedt és magas érzékenységt, jol alkalmaz-
hat6é formalin fixalt és paraffinba dgyazott (FFPE) ar-
chiv mintakon, citolégiai mintavételbsl szarmazo és
folyadékbiopszias eredet(i anyagokon egyarant.'’

ALK - anaplasztikus lymphoma kinaz (anaplastic
lymphoma kinase)

Az ALK az inzulin receptor csalddba tartozé tirozin
kinaz receptor. Az ALK gén a 2-es kromoszéma rovid
karjan, a 23-as kromoszéma régiéban kédolt. Az erede-
tileg anaplasztikus nagysejtes lymphomaban leirt ALK

368 ORVOSKEPZES

XCVI. BvFoLYaM / 20271.



A nem-kissejtes tiidédaganatok korszerii diagnosztikaja

(OSSZEFOGLALO

és célzott kezelése a hiomarkerek korszakaban

génatrendezbdést késébb ismerték fel NSCLC-es bete-
gekben, leggyakrabban az ALK és az EML4 gének fuzio-
jaként."” Ezt a transzlokdcié6t a NSCLC-s betegek
3,7-7%-aban mutatték ki. Altalaban pecsétgytirtisejtes
vagy cribriform mintdzatot mutat6 ADC-val tarsul és
gyakrabban fordul el§ soha nem dohényz6 fiatalabb
betegekben. Elérehaladott stadiumi ADC-s betegekben
az ALK atrendezddés vizsgalata mindenképpen java-
solt. Intézetiinkben az ALK génftzi6 6sszesitett gyako-
risdga 2,2%-nak bizonyult (3. dbra). Az ALK fizi6t hor-
dozé NSCLC-ben szenvedd betegeknek els6 vonalban
adhat6 a crizotinib, alectinib vagy ceritinib TKI keze-
lés. Sajnos ebben az esetben is szamolni kell reziszten-
cia (pl. p.L1196M vagy p.C1156Y mutacid) kialakula-
séval, és az EGFR-gatl6 kezelésben létrejott rezisztenci-
dhoz hasonléan, masod vagy tobbgeneraciés ALK-
gétlokat (pl. brigatinib vagy lorlatinib) sziikséges ilyen-
kor alkalmazni.'® Az ALK génfiizi6 kimutatdsara az
FFPE és a citol6giai mintdkon egyarént alkalmazhaté
break-apart fluoreszcens in situ hibridizaciés (FISH),
reverz transzkripcios PCR és tjgeneracios szekvenalasi
moédszerek allnak rendelkezésre. Mindazonéltal a leg-
olcs6bb kompanion diagnosztikus vizsgélati megoldést
az ALK immunhisztokémiai reakcio biztositja, ami sz6-
vettani anyagok mellett a folyadék mintakbél feldolgo-
zott sejtblokkokon is elvégezhetd.'” Az ALK-rezisz-
tencia mutacidk nagy érzékenységi kimutatasa a szo-
vetmintdn tal ma mar liquid biopszids mintabol izolalt
sejtmentes nukleinsavbdl egyaréant kivitelezhetd. Ez az
eljaras is elérhetd intézetiinkben.

ROS1 - ROS proto-oncogene 1 receptor tyrosine kinase

A ROS1 tirozin-kindz-receptor az inzulin receptor
csalad tagja, a 6. kromoszéma hosszt karjan, a 22-es
kromoszéma régiéban helyezkedik el. Szdmos szerv-
ben a hamsejt differenciaciéban jatszik szerepet. ROS1
atrendezdédést elsGként glioblastomaban azonositottak,
de cholangiocarcinomaban és petefészekrakban is leir-
tak mar szerepét.”* A ROS1 atrendezédés az NSCLC be-
tegek 1-2%-dban jelenik meg, jellegzetesen fiatal,
nem-dohényz6, ADC-as nékben, akiknél egyéb onko-
gén driver mutaci6 nem igazolhato.

NSCLC primer ROS1 transzlokaci6ja esetében jo
prognozis és akar tobb éves tulélés varhato crizotinib
kezelés hatasara. A ROS1 faziét hordoz6 esetekben az
NTRK-gétlé szerek hatékonysagara is szamitani lehet.
A mindennapi gyakorlatban a szovettani mintak esetén
a ROS1 protein immunhisztokémiaval torténd kimuta-
tdsat részesitik elényben, mint a legkoltséghatéko-
nyabb validalt médszer, ugyanakkor a pozitiv immun-

TANULMANY

hisztokémiai reakciot FISH vizsgalattal sziikséges vali-
dalni.*" Citolégiai kenet esetén a ROS1 transzlokacio
FISH vizsgalattal azonosithaté.

BRAF - B-RAF protoonkogén, serine/threonine kinase

A BRAF onkogén a 7-es kromoszéma hossz karjan,
a 34-es kromoszoma régiéban talalhaté. Az altala ko-
dolt kindz a RAS/RAF/MEK/ERK jelatban érintett, akti-
vacibja a sejtnovekedésben, proliferaciéban és talélés-
ben jatszik szerepet.”” BRAF mutaci6 a leggyakrabban
melanoma malignum esetében igazolt, amelyet a pa-
pillaris pajzsmirigyrak és a low-grade serosus ovarium-
carcinoma kovet. A nem-kissejtes tiidérakok 1-3%-
aban kozoltek BRAF mutaciékat, legnagyobb gyakori-
saggal (~50%-ban) a p.V600E pontmutéciét. A BRAF
mutéciét az intézetiinkben vizsgalt 1436 NSCLC minta
2,2%-4ban azonositottuk (3. dbra). Valamennyi BRAF
mutécié az EGFR, KRAS és ALK mutédciokkal egymast
kizdr6 moédon funkciondl, igazolasuk PCR és/vagy
szekvenalas alapi met6dusokhoz kotédik. A féként a
soha nem dohédnyz6 ADC-és betegekben kimutatott
EGFR és ALK eltérésekkel szemben a BRAF mutaciok al-
taldaban jelenleg és/vagy kordabban dohényzékban de-
tektalhatok. A BRAF mutans NSCLC-s betegek progné-
zisa rosszabb és platinum bézist kemoterdpidra is
gyengébben reagédlnak, ugyanakkor BRAF/MEK inhibi-
torokkal (dabrafenib + trametinib kombinalt kezelés-
sel) jobb terapids eredmények érheték el *> **

KRAS - Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

A KRAS onkogén a 12-es kromoszéma hosszt kar-
jan, a 12.1-es kromoszéma régiéban helyezkedik el.
A membranasszocialt G-proteinek RAS-csalddjanak
tagja, olyan fehérjét kddol, amely intrinzik GTPaz akti-
vitdssal bir, és szamos sejtvalaszban szerepet jatszik.
Ilyen a proliferacio, a citoszkeletélis reorganizacio és a
sejttilélés. A KRAS mutacio a jelatviteli atvonal folya-
matos aktivaci6jat eredményezi, igy a jelpélya a tirozin
kinaz receptorok, tobbek kozott az EGFR hatésa aldl fel-
KRAS mutacié 25-35%-ban fordul eld
NSCLC-s betegekben, elsGsorban a szolid mintazata

szabadul.

ADC-ban. Gyakrabban igazolhaté a kaukazusi popula-
cidban, volt és jelenlegi dohdnyosokban, de nem mutat
nemek kozotti kiillonbséget. A mutécid, amely az esetek
95%-4ban a 12-es és a 13-as kodonokban fordul elg, va-
l6szintleg rosszabb kimenetellel parosul, és negativ
prediktora lehet a kemoterapiara adott terdpias valasz-
nak.” A tiid6-ADC-ban szenvedd betegekben a KRAS
p-G12C mutacié6 el6forduldsa mintegy 13%-ra tehetd és
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az 0sszes KRAS mutans eset kozel 50%-at teszi ki.
Mindennek fényében kiemelendd, hogy 2020 decem-
berében az Amerikai Elelmiszer és Gyogyszer-
engedélyeztetési Hivatal (FDA) engedélyezte a KRAS
p-G12C mutdaciora szelektiv sotorasib inhibitor terdpiat
lokélisan elérehaladott vagy metasztatikus NSCLC ese-
tén.?® Mivel a KRAS, EGFR és ALK molekularis eltérések
leggyakrabban egymast kizarjak, javasolt a KRAS anali-
zissel inditani a vizsgédlatokat.

MET protoonkogén

A MET gén a 7. kromoszdéma hosszu karjan, a 31-es
kromoszéma régiéban talalhat6, a HGFR-t (hepatocyte
growth factor receptor) kédolja, ami a proliferaciéban,
talélésben, motilitdsban és invaziéban jatszik alapvetd
szerepet.”” Kéros aktivaciéjat el6szor a vese papillaris
tumordban irték le. A tiidérakok kozott a MET génelté-
rés laphdmsejtes carcinomdak 3%-aban, ADC-k 8%-
aban fordul elé. Az NSCLC-k ko6zott azok a daganatok
reagéltak jol a MET-gatlo kezelésre, melyekben MET
génamplifikdcid vagy a gén 14-es exonjanak ,,skipping”
mutéci6ja volt megfigyelhets. Mig a gén amplifikaci6ja
az ADC-k 4 és laphamréakok 1%-aban azonositott, addig
az ADC-k 4%-aban el6fordulé a kezelésre jol reagalé

NRAS
ROS1
RET

MAP2K1
AKT1

PIK3C

B rAs M EGFR M Ak [ HER2

B BRAF

PIK3CA

mutaci6.”® A kordbban mar emlitett crizotinib a
MET-TK-t is gétolni képes NSCLC esetében.”® Mig a
MET génamplifikacié FISH vizsgélattal mutathato ki,
addig a mutacidk vizsgélata szekvendldson alapul6
modszerekkel lehetséges.

NTRK - neurotrofikus tropomiozin receptor-tirozin-kinaz
géncsalad (NTRK1, NTRK2, NTRK3)

A neurotrofikus tropomiozin receptor-tirozin-
kindz (NTRK-) géncsalddba hirom gén sorolhat6 —
NTRK1 (1q23), NTRK2 (9q21) és NTRK3 (15g25), me-
lyek a kiilonb6z6 neuronalis szovetek fejlédésének sza-
balyozasaban jatszanak szerepet. A TrkA-receptorhoz
az NGF, a TrkB-receptorhoz a BDNF, a TrkC-recep-
torhoz az NT-3 neurotrofinok kotddése ismert jelatvite-
li utak — PI3K/AKT, RAS/MEK/ERK, PLC/ PKC - aktivalo-
dasat okozza, s ezéltal megvaltozhat a sejtciklus szaba-
lyozaséban fontos transzkripcids faktorok és gének
miikodése.*® NSCLC-ben az NTRK enzimeket kédolé
génekben tobbféle abnormalitast, tobbségében koéros
génfazidkat és pontmutaciokat igazoltak. Az FDA 2018
novemberében jovdhagyta a larotrectinib, majd 2019
augusztusdban az entrectinib alkalmazasat NTRK gén-
fazioval rendelkezd tumorokban, mint szovetagnoszti-

kus kezelési lehetdséget.’’ Az NTRK géneltérések
igazolasa tobbféle moddszer, példdul immun-
hisztokémia, FISH, RT-PCR alkalmazdasaval tortén-
het, azonban tgy tinik, mindezek varhat6an hat-
térbe szorulnak az Gjgeneréaciés szekvenalés folya-
matos elérhetévé valasaval.

PIK3CA — phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
3-kinase catalytic subunit alpha

A PIK3CA gén a 3-as kromoszéma hossza kar-
jan, a 26-0s kromoszéma régioban foglal helyet, az
altala kodolt lipidkinazok érintettek a sejtnoveke-
désben, transzformaciéban, adhézidban, apoptod-
zisban, tdlélésben és a motilitdsban. Amplifika-
cidjat, delécidjat és szomatikus misszensz mutaci-
6jat szamos tumorban, igy tiidérédkokban is lefrtak.
A KRAS mellett az egyik leggyakrabban mutéalédott
onkogén a human daganatokban. NSCLC-ben
1-4%-0s
rdkokban gyakrabban, mint ADC-ban.** Vizsgala-
tok rdmutattak, hogy PIK3CA mutéciék EGFR- mu-
tans NSCLC betegekben EGFR tirozin-kinaz-inhi-

el6fordulasat tapasztaltdk, laphdm-

AKT1 MAP2K1 NRAS [l rRost l ReET [ ism.

bitorral szembeni rezisztenciara utalnak, igy nega-
tiv  prediktorai az EGFR-TKI kezelésnek.
A PI3K/Akt/mTOR jelatvitel (pl. PIK3CA, PTEN)

4. dbra: A Semmelweis Egyetem |. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkuta-
to Intézetében 2020-ban 138 tiidé adenocarcinoma mintdban ujge-
nerdciés szekvendldssal (NGS) igazolt driver mutdciok megoszldsa.
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elemei tovdbbi potencialis célpontot jelentenek a
nem-kissejtes tiidérakos betegek kezelésében. A
PIK3CA eltéréseket val6sidejd PCR-rel vagy NGS esszé-
vel vizsgaljak (4. dbra).*

Ujgeneracios szekvenalas (next generation
sequencing, NGS)

Napjainkban a legtobb laboratérium az EGFR, BRAF
és KRAS mutaciok, tovabba az ALK és ROS1 génatren-
dez6dések kimutatésat killonallg, tn. monogénes eljé-
réasokkal végzi. Fontos ugyanakkor kiemelni, hogy a tii-
dédaganatok genetikai hatterének egyre alaposabb
megismerése az elmult években tjabb onkogén mutaci-
6s célpontok azonositdsahoz vezetett, ami tovabb bévi-
ti a kiilonbo6z6 célzott kezelésekbdl varhatéan profitalo
betegek korét. Ezen onkogén célpontok egyre béviilg
list4ja koziil emlitend6 a MET, ERBB2, PIK3CA, RET és
AKT1, amelyek szimultan vizsgalatdra multigénes tjge-
neréciés szekvenélasi (NGS) eljardsok adnak lehet6sé-
get (4. dbra). A kereskedelmi forgalomban tobbféle
platformspecifikus génpanel érhetd el, amely a DNS
mutaciok és a fuziés gének RNS-alapt célzott multip-
lex azonositasara alkalmas. Az NGS maddszere a fehér-
jeexpresszi6 alapt biomarker-vizsgélatot (PD-L1) nem
teszi lehetévé, ugyanakkor a transzlokaciok (példaul
ALK1, ROS1, NTRK1-3 és egyebek) pontosabb (partner-

MET ROS1 KT  <rAs | EGFR

7% 1% 1%
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génekre kiterjedd) és magasabb érzékenységd kimuta-
tésajelentds el6ny az immunhisztokémidval szemben.
Intézetiinkben 2020-ban 6sszesen 138 tidé ADC-
dban szenvedd beteg mintajanak NGS analizisét végez-
tik el egy 19 gén DNS mutacioit és képiaszdm eltérése-
it magéaban foglalé panel (Qiagen, GeneReader) segitsé-
gével. Az NGS tesztelés a hagyomanyos eljarassal nem
vizsgalt gének mutédcidinak kimutatasan tal kilénosen
hatékonynak bizonyult az EGFR gén ritka varidnsainak
azonositasaban is. A driver mutaciét nem hordozo vad
tipust minték aranya ezaltal 44%-ra csokkent (5. dbra).

Kovetkeztetés

Az NSCLC morfolégiai diagnézisat kovets lépés a
célzott kezelések prediktiv biomarkereinek meghataro-
zésa. A jelenleg érvényes gyakorlat két vizsgélati iranyt
fejlesztett ki: egyet a célzott onkogénmddosulédsok ki-
mutatdsara és egy masikat az immunonkoldgiai terdpia
biomarkereinek vizsgélatdra. A személyre szabott or-
voslas 6sszefoglalé tablazatat attétes NSCLC-ben a 2.
tdbldzat tartalmazza.* Az elérehaladott stddiumban
felismert, igy nem rezekabilis malignus tidédagana-
tok, ezen beliil a nem-kissejtes tiidérék esetében a kis
biopszias és/vagy citol6giai minta képezi a morfolégiai
és immunhisztokémiai vizsgalatok eredményétdl fiig-

g6 diagnoézis alapjat. Ezzel egyttt rendkivil fontos az

is, hogy a minta alkalmas legyen molekuléris analizi-

I v [ ErsB2 Jll NRAS ALK [l Pksca [l PTEN

sek kivitelezésére, illetve a szazalékos
meghatarozast igényl6 és igy az immun-
terapia szempontjabdl prediktiv értékd
PD-L1 vizsgélatra. Tehat mind a minta-
BRAF vétel, mind pedig a feldolgozas kellGen
ovatos és igényes kell, hogy legyen a di-
agnosztikus érték megdérzése céljabol.
Fontosnak tartjuk kiemelni, hogy a tera-
pias lehetéségek és a vizsgalandd gene-
tikai eltérések szamanak folyamatos
emelkedésével ma mar egyre inkabb
kristalyosodik a multigénes NGS-alapt
tesztelés elengedhetetlen sziikségessége
a tidérak molekularis diagnosztikaja-
ban, aminek koszonhetéen tovabb no-
velhet6 a célzott kezelésre alkalmas be-
tegek ardnya.

5. dbra: Molekuldris célzott terdpia célpontjai nem-kissejtes tiidérdkban. Az dbra

eredeti forrdsa™
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2. tablazat: Személyre szabott kezelés alapjat képezd molekuldris diagnosztika dsszefoglalé tablazata attétes NSCLC-ben.
ALK: Anaplasztikus lymphoma kindz; EGFR: Epidermalis ndvekedési faktor; FISH: fluoreszcens in situ hibridizdcid; IHC:
immunbhisztokémia; MEK: mitogén aktivalt proteinkindz; NGS: djgenerdacios szekvendlds; NSCLC: nem-kissejtes tiid6rak:
PD1: programozott sejthaldl fehérje 1; PD-L1: programozott sejthaldl fehérje ligand 1, TKI: tirozin-kindz-gatlé

BIOMARKER

MODSZER

ALKALMAZAS

EGFR-mutacié

Béarmilyen megfeleld validalt médszer,

Az EGFR-TKI kezelésre legnagyobb valészini-
séggel reagdlé EGFR-szenzitizal6 mutacidval
rendelkezd betegek kivalasztésa,

ALK-éatrendez6dés

Bérmilyen megfeleld validalt médszer. A FISH a
torténelmi standard, de az IHC fokozatosan valik az
elsédleges kezelést meghatdrozé vizsgélatta. Az
NGS egy Gjonnan bevezetett technolégia.

Az ALK génatrendezddéssel rendelkezd, az
ALK-TKI kezelésre legnagyobb valdszintséggel
reagalé betegek kivalasztésa.

ROS1-dtrendezédés

FISH médszer a vizsgélat validalt standardja. Az
THC alkalmazhaté a betegek kivalasztasat megerdsi-
t6 FISH-vizsgalatra, de specificitdsa jelenleg ala-
csony. AZ NGS egy Gjonnan megjelent modszer.

A ROS1-TKI kezelésre legvaloszintibben reaga-
16 ROS1 génatrendezddéssel rendelkezé bete-
gek kivélasztasa.

BRAF-mutacié

Béarmilyen megfeleld, validalt médszer.

A BRAF V600-szenzitizal6 mutaciékkal rendel-
kezg betegek kivalasztasa, akiknél a legnagyobb
a BRAF-gatlora adott vélasz val6szintisége,
MEK-gatl6 kezeléssel vagy anélkiil.

PD-L1-expresszio

THC a PD-L1 expresszi6 azonositasara a megfelel§
szinten és a megfeleld sejtpopulacion, a tervezett
gyogyszer és kezelési vonal alapjan. Kizardlag spe-

Cél: novelni azoknak a betegeknek a szdmat,
akiknek nagyobb valdszintiséggel szarmazik
elényiik az anti-PD1 vagy anti PD-L1

cifikus vizsgalati médszerek validéltak.

kezelésbdl.
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Az eml6daganatok korszerii diagnosztikaja és kezelése
Modern therapy and diagnostics of breast cancer

Miihl Dorottya, Téth Andrea, Palffy Veronika, Dank Magdolna
Belgyogyaszati és Onkoldgiai Klinika, Semmelweis Egyetem, Budapest

E-levél: muhl.dorottya@med.semmelweis-univ.hu

0SSZEFOGLALAS A néitumoros megbetegedések koziil az emlGdaganat a leggyakoribb vilagszerte. Célunk a korszer(i diagnosztikai és terapias megkozeli-
tések 6sszegzése, melyet a hazai és nemzetkozi iranyelvek, randomizalt klinikai vizsgalatok és metaanalizisek eredményei alapjan mutatunk be. Az eml6-
daganatok harom f6 altipusa: (1) hormonreceptor-pozitiv (ER+, PR+, AR+/-), (2) HER2+, (3) tripla negativ. A rutin patoldgiai lelet része lesz a HR+
esetekben a PIK3CA-meghatérozas, valamint azimmunterdpia indikatora a mikroszatellita instabilitds és PDL1-statusz ismerete. Tripla negativ, valamint
magas rizikoja esetekben pedig a BRCA-vizsgalat keriilt be a rutin vizsgalatok kdzé. Az egyes alcsoportok eltérd prognézisuak, ezért is kap kiemelten jelen-
t6s szerepet a precizids onkologia alkalmazasa. A kezelési terv felallitisa a daganat stadiumatol a rendelkezésre &ll6 molekularis es egyéb biomarkerektdl,
valamint a betegpreferenciatol fligg és értelemszer(ien a finanszirozasi lehet6ségektdl. Az onkoteam javaslatainak mindig az egyes beteg szamara sze-
mélyre szabott véleményt kell tiikroznie. A fentieken kiviil figyelembe kell venni példaul a szocidlis statuszt, hogy van-e csalddi/barati (munkahelyi) tamo-

KULCSSZAVAK hormonpozitiv emlérak, HER2-pozitiv emlérak, tripla negativ emldrak, genetikai teszt, iranyelvek

SUMMARY Breast cancer is the most common malignant disease in women. Our aim was to summarise the modern, diagnostic and therapeutic
approaches of breast cancers, with review of national and international guidelines, randomized clinical trials, and meta-analyzes. There are three main
types of brest cancers: (1) ER+, PR+ (AR+/-) (2) HER2+ (3) triple negative. Routine pathological findings will include PIK3CA determination in HR+
cases, and knowledge of microsatellite instability and PDL-1 status as an indicator of immunotherapy. In case of triple negative or other high-risk cases,
BRCA test is included in the routine diagnostic algorithm. Each subgroup has a different prognosis. This is why precision oncology plays a particularly
important role. Establishment of a treatment plan depends on the stage of the tumor, the available molecular and other biomarkers, and patient preference,
and, of course, funding opportunities. The recommendations of the oncoteam should always reflect a personalized opinion for each patient. In addition,
for example, social status, whether there are family / friends (work) support, housing conditions should be taken into account. Furthermore, the SARS -
Cov-2 pandemic poses new challenges.

KEY WORDS hormone positive breast cancer, HER2 positive breast cancer, triple negative breast cancer, molecular test, guidelines

Bevezetés » Hormonreceptor-pozitiv HR+ / HER2-
» HER2-pozitiv HER2+ / HR+ vagy HR-
A cikkben az emlddaganat hirom altipusdnak  » tripla negativ HR- HER2-
szisztémas kezelési lehetéségeit foglaljuk 6ssze nem
metasztatikus és metasztatikus stddiumban.

Roviditések

Al aromatdzinhibitor mTOR-gdtlé  mammalian target of rapamycin

AR androgénreceptor oS teljes tulélés

DFS betegség mentes tulélés PARP-gdtlé  Poly Adenosine diphosphate Ribose Polymerase gdtlé
EMA European Medicines Agency pCR patoldgiai komplett remisszié

ER Osztrogénreceptor PD1 programozott sejthaldl 1fehérje

ET endokrin terdpia PD-L1 programozott sejthaldl ligand 1 fehérje

FDA U.S. Food and Drug Administration PFS progressziomentes tlélés

G-CSF  granulocyta kolonia stimuldlé faktor PIK3CA Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic
GnRh  gonadotropin releasing hormon analég Subunit Alpha

HR hormonreceptor PR progeszteronreceptor

IHC immunhisztokémia RS recurrencia score

KT kemoterdpia RT-PCR real time polimerdz Idncreakcié

MSI-H vagy T-DM1 trastuzumab emtansine

dMMR  microsatellita instabilitds-high vagy mismatch repair deficiencia TNBC tripla negativ emlérak
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A primer diagnodzis elengedhetetlen része az im-
munhisztokémiai ER, PR, HER2, Ki67 és grade megha-
tarozéds. AR, PD1, PD-L1, MSI, PIK3CA, NTRK-meg-
hatarozds is széba johet metasztatikus esetben és
BRCA-meghatarozas barmely altipus esetén.'

A kovetkezbkben a kiillonb6zd alcsoportok terdpias
lehetdségeit vessziik sorra, a teljesség igénye nélkiil.

Pyl

Nem metasztatikus emldrak szisztémas kezelése

Hormon receptor pozitiv emlérak (neo)adjuvans endokrin
terapia

A HR+/HER2- emlérak alacsony proliferaciés akti-
vitastu eseteiben az elsGdleges adjuvdns/neoadjuvans
szisztémas terdpia az endokrin terapia (ET). Kbzepes és
magas proliferacids aktivitasu eseteiben az ET a kemo-
terapiat koveti. Az adjuvans endokrin terapia oralis
antiosztrogén kezelés, menopauzalis statusztdl fuggd-
en megvalasztott gy6gyszerrel: tamoxifen vagy aroma-
taz-inhibitor (AI), premenopauzalis stdtuszban ova-
riumszuppressziéval kiegészitve.

Hormonreceptor-pozitiv emlérak adjuvans endokrin
terapia kiegészitése kemoterapiaval

A daganat hagyomanyos bioldgiai jellemzdinek is-
merete nem elegendd a daganat kemoszenzitivitasanak
elérejelzésére. Ma mar rendelkezéstinkre 4dllnak RNS-
alapi multigén tesztek, melyekkel tovabbi biomar-
kerek azonosithaték. A biomarkerek egy része kiegészi-
t6 informaciét nyujt az emlédaganat prognozisardl és
az endokrin terdpia, valamint a kemoterdpia varhato
hatékonysagarél. Ezen genetikai tesztek elvégzésével
lehet@ségiink nyilik az egyéni riziké becslésére és a ke-
moterdpids haszon eldrejelzésére. A genetikai tesztek
eredményeit prospektiv kovetéses vizsgalatok vali-
daljak: TAILORx (Trial Assigning Individualized
Options for Treatment), WGSG Plan B (West German
Study Group), RXPONDER (Rx for Positive Node
Endocrine Responsive Breast Cancer), MINDACT
(Microarray in Node-Negative and 1 to 3 Positive
Lymph Node Disease May Avoid Chemotherapy).”® Az
emlédaganatok génexpressziés profiljanak meghataro-
zasat célzo tesztek hasznalata nem képezi a rutin
staging részét. Azonban magas szintd bizonyitékok
alapjan a nemzetkozi irdnyelveknek mar részét képezi
a12, 21,50, 70 gén alapu tesztek javaslata HR+/HER2-,
nyirokcsom6 negativ emlédaganatok esetében az adju-
vans kemoterapia szitkségességének mérlegelésére.’®

Kevesebb elGzetes adat tamasztja ala, hogy ezen geneti-
kai tesztek nyirokcsomé-pozitiv emlédaganat esetén is
megbizhatéan jeleznék a prognézist és az adjuvans ke-
moterdpia sziikségességét. Nyirokcsomd-negativ ese-
tekben az ajanlasok a génexpressziés tesztek koziil a 21
gént vizsgal6 Oncotype Dx tesztet preferaljak, mivel
prognosztikus és prediktiv értéke is igazolt. Egyéb gén
expresszios tesztek prediktiv értéke még nem bizonyi-
tott.

70 génes MammaPrint

50 génes PAM 50

12 génes EndoPredict

Breast Cancer Index - BCI

v v v w

Oncotype DX: Magyarorszagon az Oncotype DX
tesztet ER+, HER2-, pT1c-pT2 (esetleg pT3), pNO (eset-
leg pN1 1-3 nycs) korai stddiumban 1évé eml6dagana-
tos betegek esetén lehet alkalmazni. Az Oncotype DX
RT-PCR technolégiaval 21 gént vizsgal.” A teszt altal
megadott kitjulasi pontszam RS (recurrencia score)
meghatarozza a 10 éves kitjulas valészintségét. Ha az
RS 0-25 kozott van, akkor az ET mellett kemoterédpia
nem javasolt. 26-100 kozotti RS esetén jelentds hozzé-
adott értéke van a kemoterapianak. A TAILORX vizsgé-
lat legtijabb interim analizise alapjan jelentdsen csok-
ken a tavoli attétek kialakuldsanak kockazata, ER+,
HER2-, NO esetben anthracyclin vagy taxan kemotera-
pia utdn az 5. évnél a DFS 93,8%. 50 év alatt RS 21-25
kozott meg kell beszélni a beteggel a kemoterédpia lehe-
téségét. RS <14 alatt nem javasolt kemoterapia hozzé-
adéasa.™

Prosigna, mésodik generaciés mRNS-alapd, gén-
expresszios profilt vizsgélé teszt." A panel 50 tu-
morasszocidlt (PAM50) és 8 referenciagént tartalmaz.
A vizsgalat NanoString technolégia segitségével torté-
nik. A médszer alapja az mRNS-molekuldk direkt ki-
mutatésa ,,molekuléris barkod” (MBC) rendszer segit-
ségével, a folyamat nem igényel PCR amplifikéaciét."”
A vizsgalat akkreditalt laboratériumokban torténik,
licensszel rendelkezd dolgozdk segitségével, szigora
protokoll betartdsa mellett. Az értékelés automatizalva
zajlik, ezt a vizsgalatot végzd személyzet befolydsolni
nem tudja. Az eredmény az mRNS expresszios profil
alapjan, valamint klinikai paraméterek figyelembe vé-
telével jon létre. igy minden alkalommal a klinikus fel-
adata, hogy az adott betegrél klinikai informéciét (tu-
mor legnagyobb atmérdje és a pozitiv nyirokcsomoék
szdma) biztositson a tesztet végzdk szamara. A teszt fi-
gyelembe veszi a kiinduldsi tumorméretet (T<2 cm,
vagy T>2cm), illetve a nyirokcsomé statuszt. A végle-
ges eredmény egy Risk of Recurrence ,ROR” score,
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amely a panel altal kapott genetikai informéciok, vala-
mint a klinikai adatok 6sszegzéseként jon létre. Az
ROR megmutatja, hogy egy adott beteg milyen riziké-
csoportba tartozik (alacsony, kozepes vagy magas). To-
vabba a teszt elénye, hogy molekularis informaciéi
alapjén bioldgiai szubtipusba sorol, amely idénként el-
térhet az immunhisztokémiai vizsgalatok altal megha-
tdrozott szubtipustdl.

Hormonreceptor-pozitiv emldrak (neo)adjuvans
kemoterapia

Rovid és hosszu tava mellékhatasai ellenére a HR+
daganatok magas kockazatt eseteiben igazolt a kemo-
terdpia abszolut hatékonysaga. Nagy doézisi antra-
ciklintartalmu kezelés kb. 1/3-dal csokkenti az emldrdk
okozta 10 éven beliili mortalitést."® Szekvencialis, dose
dense anthracyclin vagy taxan + alkildlészer tartalmua
protokoll javasolt. Az adjuvans kemoterdpia részletezé-
se nem tartozik szorosan jelen 6sszefoglalé témajahoz,
de azt meg kivanjuk jegyezni, hogy anthracyclin- és
taxantartalmt neoadjuvéns kezelést kovetéen tovabbra
sem tisztazott, hogy a mitétkor talalt rezidudlis tumor
esetén mikor sziikséges tovabbi adjuvans kemoterapia.
A kozelmultban befejezédott CREATE-X klinikai vizs-
gélat alapjan ilyen esetben HR+ vagy tripla negativ em-
l6daganatoknél adjuvéns capacitabine alkalmazan-
dé."

HER2+ emldrak (neo)adjuvans kemoterapia

HER2-pozitiv emlédaganat esetén az adjuvans ke-
moterapia kiegészitése 1 éves trastuzumab kezeléssel
jelent6sen noveli a DFS-t és az OS-t. Anthracyclin vagy
taxan + alkildlészer tartalmu protokoll javasolt. Maga-
sabb kockazatu esetekben, ha a trastuzumab kezelés ki-
egésziil pertuzumab vagy neratinib kezeléssel a kitju-
las kockéazata tovabb mérsékelhets. A pertuzumab az
APHINITY trial alapjan tovabb novelte az OS-t korai
emldrakban és csokkentette a betegség kitijulasanak ri-
zik6jét a 6. éves kovetésnél a HR- és N1 betegcsoport-
ban."® HR+, N2 esetben a kiterjesztett adjuvans
neratinib NERLYNX® kezelés megfontolhat6.’® Ha a
neoadjuvans kemoterapia + HER2-gatl6 kezelés utan a
mitét soran reziduélis tumor kimutathat6 a trastu-
zumab T-DM1-re valtandé adjuvans vonalban.'” Tera-
pidt meghatdroz6 szerepe van, tehat ,kvézi” bio-
markernek tekintendd: a hormonreceptor és nyirokcso-
mo statusz, valamint a kimutathat6 rezidudlis tumor
jelenléte.

TANULMANY

A jelenlegi Covid-jarvany alatt a PERSEPHONE
trial eredményének jelentésége is felértékel6dik, mely
alapjan 6 hénapig vagy 12 hénapig tartd trastuzumab
kezeléssel hasonl6 DFS és OS érhet6 el. Féleg tavol la-
ké betegek esetében fontos a szerepe és a betegszelekci-
éra figyelni kell."®

Tripla negativ emldrak (neo)adjuvans kemoterapia

A tripla negativ emlédaganat tobbsége agressziv bi-
olégiai viselkedésére az 5 mm-nél nagyobb TNBC ese-
tén javasolt adjuvans kemoterapia adasa még nyirok-
csomo érintettség hidnyaban is. Biomarkernek tekint-
jik a BRCA statuszt és a pCR-t. Szekvenciélis, dose
dense anthracyclin vagy taxan + alkilalészer tartalmt
protokoll javasolt. Neoadjuvans vonalban megfontol-
haté a kezelés kiegészitése platinaszdrmazékkal. Neo-
adjuvansan a carboplatin hozzaadasaval szignifikan-
san nd a mutétkor talalt pCR ardnya. A pCR a TNBC
kedvezd prognosztikai faktora.'® Tovébbra is kihivast
jelent a pCR-t el nem ér6 betegek tovabbi kezelése. Je-
lenleg az egyetlen bizonyithatéan elérevivg stratégia
ilyen esetben a tovabbi adjuvans vonalban mono cape-
citabine kezelés adésa.

vl

Metasztatikus emldrak szisztémas kezelése

A prognozist befolyasolé tényezdék kozul kiemelen-
dé az oligometasztazis vs. multiplex visceralis metasz-
tdzisok jelenléte, utébbi rosszabb prognozist vetit eld-
re. Visceralis metasztdzisok jelenléte esetén ki kell zar-
ni a visceralis krizist. A visceralis krizis nem csupén az
attétek jelenlétét jelenti, hanem stlyos szervi diszfunk-
ci6t, amit tunetek, panaszok, valamint laboratériumi
eltérések, szervi elégtelenség kisér. Visceralis krizis
fennalldsa esetén mindig a gyorsabban, drasztikusab-
ban haté (4ltalaban kemoterapia) preferalando. J6 telje-
sitmény stdtusz, csak csontmetasztazis jelenléte,
hosszabb DFS esetén jobb prognézis feltételezhetd. To-
rekedni kell hosszta DFS-t kovetGen kialakult metasz-
tazisokbol rebiopszia végzésére — tisztazando a beteg-
ség aktudlis IHC statusza. Napjainkban mar PD1,
PD-L1, MSI, PIK3CA, NTRK meghatarozas is szoba jon.
A betegek klinikai vizsgalatban torténd kezelése min-
den ponton, neoadjuvans/adjuvans/metasztatikus vo-
nalban is javasolhat6 a betegpreferencia figyelembevé-
telével. Megfelel6 klinikai vizsgéalat elérhetdsége esetén
fel kell ajanlani az abban val6 részvételt.
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Hormonpozitiv metasztatikus emlérak szisztémas
kezelése

A hormonpozitiv metasztatikus emlérak elsédleges
kezelése endokrin terdpia (ET). A standard elsévonal-
beli kezelés Al + CDK4/6 inhibitorok alkalmazésa.
A CDK4/6-inhibitorok (palbociclib, ribociclib, abema-
ciclib) Al-val vagy fulvestranttal kombinalhatdk, els6-,
és masodvonalban is hatékonyak.”>** Megfeleléen ve-
zetett endokrin terapids vonalakkal az OS az 5 évet is
meghaladhatja.

Alkalmazandé endokrin terapiak (1. tabldzat)

Visceralis krizisben vagy hormonrezisztencia ese-
tén a metasztatikus HR+ emlérak kezelésében is kemo-
terdpidra kényszeriiliink.*® Visceralis krizisben a stan-
dard ellatds a szekvenciédlis mono anthracyclin vagy
taxan KT. Kombinalt KT-t ritkan, rapid progresszio
esetén alkalmazunk. Ha kordabban kapott maér
anthracyclint vagy taxant a beteg, akkor capecitabine,
eribulin, vinorelbin javasolhaté. A kemoterapia elfo-
gadhaté mellékhatasok mellett maximalis valaszadasig
folytathat6, majd fenntart6 ET-re kell véltani.

1. tablazat: ER + metasztatikus daganatok endokrin te-
rdpids lehetdségei

fulvestrant

fulvestrant + Al

fulvestrant + CDK4/6 inhibitor

Al + CDK4/6 inhibitor

everolimus (mTOR-gatl6) + exemesthan (AI)

everolimus + tamoxifen

everolimus + fulvestrant

Al

tamoxifen

HER2-pozitiv metasztatikus emlérak szisztémas kezelése
Metasztatikus HER2-pozitiv emlérak esetén a stan-
dard elsGvonalbeli kezelés: taxan + trastuzumab +

pertuzumab alkalmazasa.**

6-8 ciklus kemoterapia
utan, ha nincs progresszié a kett6s HER2-gétl6 kezelés
folytatasa javasolt. Komplett remisszié esetén a kettds
HER2-gétlé kezelés fenntartdsanak optimalis idGtarta-
ma nem meghatédrozott. Komplett remisszié utan né-

héany évvel a kezelés elhagyasa opcionalis. Hormonre-

ceptor-pozitiv esetekben a HER2-gatlé kezelés endok-
rin terdpidval kiegésziil.

Progresszié esetén méasodvonalban T-DM1 kezelés
javasolt.”® Harmadvonalban lapatinib + capecitabine,
trastuzumab + lapatinib, trastuzumab + capecitabine
és legtijabban neratinib + capecitabine adasa jon sz6-
ba. A 2 éves DFS el6ny osszehasonlitva a lapatinib +
capecitabine kezeléssel 12% vs. 3%.2°

A trastuzumab deruxtecan (DS-8201) ENHERTU®,
antidrug konjugatum (trastuzumab + topoisomerase I
gatld) alkalmazhat6 2 vagy tobb vonalban kezelt vagy
HER2 1+ vagy 2+ ,low expressor” irrezekébilis/me-
tasztatikus HER2 + emlérék kezelésére.””

Erdekes kérdés, hogy a PD-L1 expresszié mikor és
hol biomarker, a jové donti el. HER2+ eml6rak esetén
atezolizumab + T-DM1 kezeléssel zajlik klinikai vizs-
galat. Pembrolizumab + trastuzumab kombinaciéval a
trastuzumab rezisztencia ellenstlyozhaténak tdnik.
Mindkét vizsgalatban kiilon alcsoport analizist végez-
nek a PD-L1+ betegeknél ** *°

Uj fajta HER2-gétlé tirozin-kinaz inhibitor a tuca-
tinib TUKYSA®. A HER2Climb study alapjan harmad-
vonalban trastuzumab / pertuzumab és T-DM1 kezelést
kovetben trastuzumab + capecitabine + tucatinib vs.
trastuzumab + capecitabine + placebo kezeléssel 24
hénapos analizis alapjan az OS 21,9 hénap vs 17,4 hé-
nap. Agyi metasztazisok esetén a tucatinib kiillondsen
igéretesnek bizonyul.*

A SOPHIA III vizsgéalatban mdédositott HER2-gatlo
antitesttel a margetuximabbal zajlik kutatds. Kemoteré-
piaval kombinalva egyel6re szerény, de szignifikans
PFS el6nyt nyujt tobbszorosen elékezelt HER2+ bete-
geknél, 6sszehasonlitva a trastuzumabbal kombinalt
kemoterapidval. A margetuximabot vizsgaljadk még
gyomor- és GEJ adenocarcinomaban immunterapiaval
kombinéciéban, HER2+, PD-L1+, non MSI-H profila
betegek keriiltek a vizsgdlat egyik alcsoportjaba.
A HER2-gatlo6 kezelésre adott terapias véalasz lehetséges
prediktiv faktora az Fc-gamma-receptor CD16A-158F
genotipusa.’’!

Tripla negativ metasztatikus emlérak szisztémas kezelése

Py

A tripla negativ metasztatikus emlérak els6dleges
kezelése anthracyclin- vagy taxantartalmu szekvencié-
lis monoterapia. Ha korabban kapta mar ezeket a szere-
ket a beteg, akkor capecitabine, eribulin, vinorelbin,
carboplatin alkalmazhaté. Visceralis krizis esetén
kombinalt KT: gemcitabine + carboplatin, cisplatin +
5FU / capecitabine javasolt. Agressziv biolégiai visel-
kedést, heterogén, de altalaban kemoszenzitiv és im-
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munterdpidra érzékeny daganat. TNBC-ben elvégzen-
dé a BRCA mutéciés teszt. BRCA1,2 mutacié esetén
metasztatikus TNBC esetén mésodvonalban PARP-
inhibitor (olaparib, talazoparib, ... ) kezelést alkalmaz-
hatunk.****

Az androgénreceptor-expressziét mutaté metasz-
tatikus TNBC egyedi eseteiben off label kezelési alter-
nativa lehet a prosztatarakok kezelésére torzskonyve-
zett androgen receptor antagonista bicalutamid vagy
enzalutamid alkalmazésa.*

Az IMPassion 130 vizsgalat eredménye alapjan
PD-L1-pozitiv, metasztatikus tripla negativ emlérak-
ban elsévonalban nab-paclitaxel + PD-L1 gatl6 atezo-
lizumab kombinaciéjaval vs nab-paclitaxel + placebo,
az atezolizumab a progressziomentes és teljes tulélés-
ben javulast eredményez.*°

Célzott terapias hatoanyagok és
biomarkerek recidivalé /metasztatikus emlérak
kezelésében — a genomika szerepe dontéseinkben

(2. tablazat)

2. tablazat: molekuldris célpontok az emlorak kezelésében

TANULMANY

A genomika szerepe dontéseinkben

A BRCA 1/2 mutaciés teszt elvégzése minden alti-
pus esetén javasolt PARP-inhibitor terdpia indikacio6ja-
nak felédllitdsara. Az emlédaganatok kozel 5-10%-ban
mutathat6 ki a BRCA1 vagy BRCA2 gének mutécidja (1.
abra).

2018-ban engedélyezte az FDA és az EMA a PARP-
inhibitor olaparib és talazoparib kezelés alkalmazasat
refrakter metasztatikus emlédaganat kezelésére ma-
sodvonalban BRCA1/2 mutacié esetén. Az OlympiAD
vizsgélat végsd analizise alapjan masod- vagy harmad-
vonalban olaparib kezeléssel vs. standard kemoterapi-
aval szemben a PFS szignifikdnsan né 7,0 hé vs. 4,2 ho
BRCA-pozitiv, HER2-negativ (HR+, tripla negativ)
metasztatikus emlérdk esetén. A legtGjabb alcsoport
analizis eredménye alapjan 1st line vonalban is kimu-
tathaté OS elény.*” A talazoparib a standard kemotera-
piaval szemben szignifikdnsan noveli a PFS-t 8,6 ho vs.
5,6 ho, de a kozelmultban lezarult III EMBRACA trial
eredménye szerint az OS-t nem hosszabbitja meg.*®

EMLORAK- BIOMARKER MODSZER HATOANYAG
ALTIPUS
Bérmely BRCA1 mutéci6 germline sequencing olaparib

BRCA2 mutéci6 talazoparib
Hormonpozitiv PIK3CA mutacié PCR alpelisib + fulvestrant
Tripla negativ 1% < PD-L1 expresszi6 HC atezolizumab + nab

paclitaxel

Barmely NTRK fazi6 FISH, NGS, PCR larotrectinib, entrectinib
Barmely MSI-H/dMMR IHC, PCR pembrolizumab

EGESZSEGES SEJTEK

PARP-GATLOK

1. dbra: PARP-gdtlds mechanizmusa
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PIK3CA mutaci6s teszt elvégzése HR+/HER2- alti-
pus esetén szovettani blokkon vagy vérbél likvid-
biopsziaval (ctDNA) javasolt. Az alpelisib PIQRAY® a
PIK3Ca alpha szelektiv inhibitora FDA altal mér enge-
délyezett gybgyszer, melynek EMA torzskonyvére var.
A SOLAR-1 trial alapjan PIK3CA mutécié fennallasa
esetén, masodvonalban Al utdn, postmenopausalis sté-
tuszban az alpelisib + fulvestrant kezeléssel vs. fulve-
strant hosszabb PFS érhet6 el 11,0 hé vs. 5,7 hé (2. db-

ra).®

Tripla negativ altipus esetén PD-L1 expressios sta-
tusz meghatdrozasa indokolt. Tripla negativ emlérak,
els6vonalbeli atezolizumab + nab paclitaxel kezelésé-
vel, PD-L1-pozitivitds esetén a teljes talélés 25 honap
vs. a placebo + nab paclitaxel kezeléssel elérhet6 15,5
hénappal szemben.

NTRK génftzio igazolasa esetén szovettani blokkon
— egyéb megfeleld terdpids lehetdségek hianyaban —
pan TRK-, ROS-1-, ALK-gétlé entrectinib vagy larotrec-

tinib kezelés alkalmazhat6.*® !

2. dbra: PIK3CA-gdtlds mechanizmusa

isoform specifikus
PIK3CA-gatlok
alpelisib, tarelisib

dual
PIK3/mTOR-
gatlé
apitalisib,
gedatolisib

pan PIK3-gatlok
buparlisib, pictilisib

PROTEIN-
SZINTEZIS

SEJTMAG
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T-sejt-receptor

PDL1-g4tl6

k tumor antigén
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3. dbra: PD1-, illetve PDL1-gdtlds mechanizmusa

MSI-H vagy dMMR kimutatésa esetén — egyéb meg-
feleld terdpids lehetGségek hidanyédban — engedélyezett
immunterdpia a PD1-gatlé6 pembrolizumab alkalmazé-
sa mindenféle refrakter metasztatikus daganatban.
Az emlédaganatokban 1-2%-ban kimutathat6ak ezen
eltérések.*® Pembrolizumab (PD1-gatl6) és atezolizu-
mab (PD-L1-gatl6) alkalmazasaval neoadjuvans vonal-
ban TNBC-ben mar zajlanak klinikai vizsgélatok, a
vizsgalatok végpontja a pCR és az OS (3. dbra).

Emlérak kezelésének monitorozasa — nem képalkoto
vizsgalattal

Az elmilt években egy teljesen 1j, molekuléris ala-
pokon miikodé, sziirGteszt robbant be mind a nemzet-
kozi, mind a hazai onkolégiai gondozasba. Ez a lehet6-
ség az el6ttiink 4ll6 évek sordn teljesen 4tirja a dagana-
tos betegek kezelését, ugyanis a tumorokat specialis
modon, genetikai Gton azonositja és koveti a vérplaz-
maban. Ennek alapja, hogy a daganatos sejtek genetikai
informéciét juttatnak a véraramba tn. cirkuldlé tu-
mor-(ct)DNS-ként, amelyeket a Signatera teszt extrém
érzékenységgel képes felismerni. Ez lehet6vé teszi,
hogy a képalkotdk felbontéképességénél jéval mélyeb-
ben, mar igen kis méretben detektalni tudjuk a korab-
ban diagnosztizalt daganatok jelenlétét. A vizsgélatot
barmilyen tumortipusban el lehet végezni, kivétel he-
matoldgiai tumorok és agytumorok, mindossze a diag-
nozis alapjat szolgalé szovetmintara és a paciens vér-

mintédjara van szitkség. A Signatera tesztet az alédbbi es-
het6ségben lehet sikerrel alkalmazni: mitétet kovetGen
a maradék tumor kimutatasara, kemoterdpia soran a
kezelés monitorozasara és a recidiva korai — akar 2 év-
vel korabbi — felismerésére.

Emlétumorok esetében a Signatera teszt atlagosan
9,5 hénappal kordbban jelezte a recidivat, mint a képal-
koték, illetve a CA15-3 és a klinikai vizsgélat.*” A teszt
nem alkalmas 4j primer tumor detektaldsara, csak a
mar kialakult daganat kovetésére, viszont j6l hasznal-
hat6 a kezelés kovetésére és a preklinikai attétek korai
azonositaséra. Igy az emlérakok molekularis altipustél
fuggetlentil monitorozhatéva valtak, amely a hatéko-
nyabb kezelést segitheti.***°

A Signatera teszt hazédnkban is elérhetd, bar egyel6-
re nem tarsadalombiztositdsi finanszirozasban. A 4.
abran bemutatunk egy emlétumoros beteget, akinél a
kezelések kovetésére, idGzitésére alkalmaztuk az el-
mult masfél év soran.

Covid-19-jarvanyra adaptalt ESMO ajanlasok
Specialis megfontolasok

A Covid-jarvény alatt egyre inkébb a felirhatd, sza-
jon at szedhet6 terapiak kertilnek el6térbe, melyekkel
tobb ciklusra is ellathato6 a beteg. Kiszamithato, jol ke-
zelhet6 mellékhatéasprofillal a kezelés biztonsaggal vé-
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KEZELES 1. (iv.)

KEZELES II. (iv)

MTM/ml plasma

KEZELES IIl.

(folyamatos per os)

12/01/19 02/01/20 04/01/20

06/01/20 08/01/20 10/01/20 12/01/20

date of blood draw

DATE MTM/ml

Nov 06, 2019
Nov 20, 2019
Jan 08, 2020
Jan 29, 2020
Feb 19, 2020
Mar 11, 2020
Apr 01, 2020
Apr 20, 2020
Jun 17, 2020
Aug 19, 2020
Nov 11, 2020
Dec 18, 2020

4. dbra: Signatera miik6dése

gezhet6. A CDK4/6-gatlok okozta neutropenia és az im-
munterapidk sajatsagos mellékhatésai kiilon figyelmet
érdemelnek, szoros kovetés mellett alkalmazhatdk,
szlikség esetén doziscsokkentéssel vagy a kezelés kiha-
gyasaval. Az mTOR-gatl6 és PIK3CA-gatlé megkezdése
a jarvany alatt annak aktualis fazisatol fiigg6en meg-
fontolandé6 az esetleges immunszuppresszio, pneumo-
nitis, diabetes kialakuldsdnak magas kockdzata miatt,
érdemes ezen szereket késébbi vonalakra fenntartani.
Mivel minimalisra kell csokkenteni a klinikai orvos-be-
teg taldlkozasok gyakorisagat, igy bizonyos esetekben a
biszfoszfonatok és denosumab alkalmazasanal 3 havi
adagolasra tériink at. A GnRh-analégok kozil a 3 havi
kiszerelést hatéanyag részesitendd elényben, melynek
otthoni beadésa egytuttmiikodé beteggel vagy haziorvo-
si segitséggel megoldhato. A kérhazba torténd utazasok
szamanak csokkentése céljabol, amikor kemoterapiara
sziitkség van orédlisan alkalmazand6 hatdéanyagokat és
kivételesen nem a dose dense heti kezeléseket, hanem
a 3 heti protokollokat részesitjiik elonyben, intenzi-
vebb G-CSF tdmogatéds mellett. A szteroidok hasznéalata
atgondolandé minden esetben immunszuppressziv
mellékhatasuk miatt. Az esedékes restaging képalkoto
és kardioldgiai, valamint kontroll laborvizsgalatok a la-

7,94
6,87
2,00
1,86
N/A
1,20
1,14
1,22
2,83
1,12
1,88
1,43

kohelyhez kozeli egészségiigyi intézményben tortén-
nek.*

Osszefoglalas

Napjainkban kétféle tendencia hatarozza meg az
tokban a kezelések eszkalacidja torténik (endokrin te-
rapia idétartamanak kiterjesztésével, PST-t kovetéen a
rezidualis tumor kezelésével, kett6s HER2-gétl6 alkal-
mazésaval). Ugyanakkor j6l megfontoltan, low risk be-
tegcsoportokban a terapia deeszkalaci6jara toreksziink
(adjuvans kemoterapia elmaradaséaval, rovidebb ideig
tart6 HER2-gétlé nyirokcsom6-blokk-
dissectio elhagyasaval, sugarterapia d6zisanak, idGtar-

kezeléssel,

tamanak roviditésével). Mindkét szandék tekintetében
az eldrelépéshez valtozatlanul jol tervezett randomi-
zalt klinikai vizsgalatok folytatdsa, tovabba a jelenleg
mar szinte mindenhol elérheté molekularis vizsgalatok
(prediktiv és prognosztikus tesztek, PIK3CA-vizsgalat,
BRCA1/2-vizsgélat) széles korben val6 alkalmazasa
sziikséges. Ezek alapjan jelenlegi standard kezeléseink
hatékonysagat (vagy varhat6 hatékonysagat) és bizton-
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sdgossagat ossze tudjuk vetni az Gj szerek vagy proto-
kollok eredményeivel. A nem vart és nem kivant
SARS-Cov-2 jarvany pozitiv hozadéka, hogy ,real life”
adatok keletkeztek, nagyszamu beteg esetében, melyek
tovabbi elemzése a jovd feladata. Példdaul dose dense
kezelések, oralis terdpiak, terdpiakovetés képalkotdk-
kal, CDK4/6 inhibitorok monitorozasa, mellékhatasok
kezelése, 3 havi GnRH-analégok felirasa szempontja-
bol.*" Térekedniink kell arra, hogy a jél informalt, be-
tegségérdl és annak varhat6 kimenetelérdl kellGen téjé-
koztatott beteg bevonaséval az emlérékban jartas, gya-
korlott multidiszciplinaris onkoteam hozzon dontése-
ket a diagnosztikus és terapias lépéseket illetGen. A ke-
zel6 team tagjai folyamatos onképzés és rendszeres
megbeszélések mellett tisztaban legyenek a prognoszti-
kai és prediktiv diagnosztikai vizsgalatok pontos indi-
kaciojaval és a javasolt terdpia klinikai elényével és
kockézataval. Az egyes kezelési médok és azok hosszu
tavi jo és rossz kovetkezményei kozott realis kompro-
misszumok meghozatalara van sziikség. Nem lehet
elégszer hangsulyozni, hogy az onkoteam javaslatok-
nak mindig az egyes beteg szdmaéra személyre szabott
véleményunket kell titkr6znie és nemcsak a betegség-
nek vagy a nemzetkozi és hazai iranyelveknek legmeg-
felel6bb klinikai allaspontunkat. Minél szélesebb kor-
ben hozzaférhet6vé kell tenni betegeink szdmara nem-
csak a létfontossagi, hanem a legkorszertibb diagnosz-
tikai és terdpids moédszereket adjuvéans/ neoadjuvéns
vonalban, korai stddiumu emlérékban is.
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Colorectalis carcinoma: molekularis biomarkerek, precizios terapia és uj
perspektivak

Colorectal cancer: molecular biomarkers, precision therapy and emerging concepts
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0SSZEFOGLALAS A colorectalis carcinoma (CRC) hazankban és vilagszerte is jelentds népegészségiigyi probléma, az 6regedé populdcio egyik leggyako-
ribb malignitasa. A CRC-k molekuldris hattere 0sszetett, ezért a folyamatosan b6viil6 precizios terapias arzenal és egyre szenzitivebb molekularis diag-
nosztikai lehetdségek megjelenése és rutinba valo integralasa id6szert. A mikroszatellita instabilitas (MSI) az immunterapia térnyerésének koszonhetéen
még fontosabba valt. Prognosztikai jelent6sége mellett jo prediktiv markere az un. immun checkpoint inhibitoroknak, melyek a CRC-k 10—15%-4t kitevé
MSI tumorokban sikeresnek bizonyultak.

Az EGFR-Utvonal gatlasa régdta alkalmazott modalitas CRC-ben, de a rezisztenciamechanizmusok és a farmakogenomikai markerek még nem teljesen is-
mertek vagy bizonyitottak. Jelenlegi ajanlasok szerint a RAS-mutéaciok, a BRAF-statusz és a tumor oldalisdg a mérvadé anti-EGFR terapia esetén.
Anti-VEGF terapia esetén rutinszertien nem vizsgalunk rezisztenciagéneket. A ,klasszikus” célpontok mellett Gjabbak is el6keriiltek: NTRK-inhibitorok,
HER2-gétlas.

A diagnosztikaban megjelentek neminvaziv sz(irési modszerek is (példaul széklet DNS, Cologuard, metilélt Septin9). Az un. folyékony biopszia is elterje-
ddben van, mely kiilondsen hasznos lehet a kezelésre adott valasz kovetésére és a recidiva korai felismerésére.

(Osszeségében jelentds innovéciok sziilettek az elmdlt években, de maradtak megoldatlan kérdések. Az intratumordlis heterogenitas és a komplex tumor-
biologia gyakran vezet a valasztott terapia sikertelenségéhez, raadasul ezek diagnosztikus kihivast is jelentenek.

(Osszefoglald kiizleményiinkben atfogd képet igyeksziink festeni a CRC-k jelenlegi célzott terapiajardl, azok Klinikailag relevans molekuléris hétterér6l és
(jabb lehetGségeirdl.

KULCSSZAVAK colorectalis carcinoma, célzott terapia, molekularis diagnosztika

SUMMARY  The increasing incidence and mortality of colorectal cancer (CRC) in adult population is a significant burden to public health systems, globally
and especially in Hungary.

A comprehensive picture on the complex molecular background of colorectal cancer is essential due to the expanding precision treatments and emerging
molecular tests as well as biomarkers.

Immune checkpoint inhibitors (ICls) were proven to be effective in microsatellite instable (MSI) CRC patients making up 15% of all CRC cases. The
predictive value of mismatch repair status and better overall survival of early stage MSI tumours have made the determination of MSI status part of routine
practice.

Agents targeting the EGFR pathway have been applied regularly in CRC patients for a long time now, but some mechanisms of resistance or certain
pharmacogenomic markers are yet to be discovered or validated. According to current guidelines, the evaluation of extended RAS and BRAF mutation pa-
nel are decisive along with tumour sidedness. Evaluation of predictive markers when applying anti-VEGF agents is not routinely performed. Beside the
classical targets, NTRK and HER2 inhibitors are promising newcomers.

Some non-invasive screening methods (e.g. stool DNA, Cologuard, methylated septin9) are already approved, and liquid biopsy is expected to be more
prevalent, especially in monitoring response to tumour therapy and early predicting recurrent disease.

There has been a significant progress and innovations over the past few years, nevertheless, many challenges remain unsolved. Intratumoral
heterogeneity and complex tumour biology often lead to resistance of personalized therapy, and also present diagnostic difficulties.

In our review we attempt to give a comprehensive picture of targeted therapy and its molecular background and also discuss some emerging concepts in
CRC.

KEY WORDS colorectal cancer, targeted therapy, molecular diagnostics

Roviditések

APC antigénprezentdld sejt (antigen presenting cell) CRC colorectalis carcinoma

ASCO  American Society of Clinical Oncology CTLA-4 citotoxikus T-lymphocyta antigen 4

ASCP  American Society of Clinical Pathology ctDNS  kering6 tumor DNS (circulating tumor DNA)

CIMP  CpG Island Methylator Phenotype SDNS  széklet DNS (stool DNA)

CIN kromoszomdlis instabilitds (chromosomal instability) EGF(R) epithelialis névekedési factor (receptor) (epithelial growth factor
CMS konszenzus molekuldris altipus (consensus molecular subtype) (receptor))
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EMA-  European Medicine Agency NGS Ujgenerdcios szekvendlds (next generation sequencing)
EMT epitheliomesenchymalis dtmenet (epithelio-mesenchymal NTRK  neurotrfin-tropomiozin-receptor-kindz
transition) o ddPCR  digitdlis droplet PCR
FDA Food and Drug Administration PCR-RFLPpolimerase chain reaction - restriction fragment length
FIT fecal immunochemical test polimorphism
5FU 5 ~fluorouracil PDI1 programmed death cell protein 1
gFOBT  guiac fecal occult blood test PD-L1  programmed death ligand 1
HER human epidermalis névekedési factor receptor PTL peritumordlis lymphocyta
e} immune checkpoint inhibitor IncRNS  hosszti nemkédold RNS (long noncoding RNA)
ICO immune checkpoint overexpresszio miRNS  mikroRNS
IHC immunhisztokémia (immunohistochemistry) RTK receptor tirozin-kindz
ITH intratumordlis heterogenitds TCGA  The Cancer Genome Atlas
MAF — mutdns allél frekvencia TIL tumorinfiltrdlé lymphocyta
MMR m{smatCh repair o ) TMB tumor mutdcics terhelés (tumor mutation burden)
MSI mikroszatellita instabilitds/instabil VEGF(R) vascular endothelial growth factor (receptor)
MSS mikroszatellita stabil 28 vad tipus (wild type)
Bevezetés rendszeres részvétellel. A magyarorszagi rakregiszter

A colorectalis carcinoma (CRC) Magyarorszagon és
vilagszerte is az egyik leggyakoribb malignus betegség,
habar a megbetegedések nagy része megel6zhetd lenne
életviteli valtoztatdsokkal és a sziirGvizsgédlatokon valo
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Colorectalis carcinoma: (OSSZEFOGLALO

molekularis biomarkerek, precizios terapia és uj perspektivak

A molekuléris bioldgia és bioinformatika fejlédésé-
nek koszonhetéen egyre tobbet tudunk meg a CRC
meglehetdsen 0sszetett molekularis hatterérdl. A preci-
zi0s terdpia a jelenlegi iranyelvek alapjan az elérehala-
dott betegségben szenvedd paciensek ultimum refugiu-
ma. Habér szdmos igéretesnek tiing célpontot azonosi-
tottak eddig, ezek nem mindegyike valtotta be a hozza-
juk flzott reményeket, és a hatékony preciziés terapiak
esetén sem mindig prediktélhaté a kezelés sikere.

Osszefoglalénkban 4ttekintjilk a jelenleg klinikai
hasznélatban 1év6 célzott terdpias szereket, a klinikai
dontéshozatalhoz sziikséges molekularis eltéréseket és
diagnosztikajukat, valamint az Gjabb kihivasokat és
tavlatokat.

TANULMANY
A CRC-k molekularis patogenezise

A CRC-k donté tobbsége sporadikus, csupén 5%-uk
hatterében all ismert rakszindréoma. Az esetek 65-80%-
dban  kromoszomélis instabilitds (chromosomal
instability — CIN) talajan jonnek létre, melyre szambeli
illetve strukturalis kromoszémaaberraciok jellem-
z6k.>* A genetikai elvéltozasok a sejtek proliferacisjat
és tulélését szabalyzo6 ttvonalakat is érintik, példdul a
WNT/B-katenin, TGFB-SMAD4, valamint MAPK és
PIK3CA jelutakat’ A CRC karcinogenezisnek ez a
médja jellemzéen 15-20 évig tart (2. dbra, A).*

A CRC-k nagyjabél 30%-a az un. CpG szigetek
hipermetilaciéja (CpG Island Methylator Phenotype —
CIMP) révén is kialakulhat, ez f6leg az tigynevezett fo-

gazott neoplasia ttvonalra jellemzé (2. dbra, B).

A OROKLETES
CIN UTVONALAK
KROMOSZOMA LYNCH- FAP )
INSTABILITAS SZINDROMA SZINDROMA
normal normal normal
mucosa mucosa mucosa
APC mutéacié vagy delécid APC mutéacié vagy delécio masik APC allél
delécioja
aberrans kripta low grade adenomak
fokusz adenoma szazai
hipometilacio vagy a masik MMR allél delecidja, : P,
J/KRAS mutacié TP53 hipometilacio
low grade high grade high grade
adenoma adenoma adenoma
18q delécio MSI frameshift
mutaciék SMAD4, TP53
(SMAD4,2, DCC)
s
high grade MSI CRC MSS CRC
adenoma
17q delécio
(TP53)
~L-

MSS CRC

2A dbra: A CRC-k létrejéttéhez vezeté molekuldris utvonalak:

CIN (kromoszomdlis instabilitds) utvonal: a CIN ttvonalra jellemz6 a mutdcidk és kromoszémaaberrdciok halmozéddsa, azonban
ezek mellett epigenetikai médosuldsok is, mint példdul a hipometildcié is gyakori. Ez az un. adenoma-carcinoma szekvencia, melyet
szévettanilag leginkdbb a villozus vagy tubulovillézus adenomdk jellemeznek.”*®

Orékletes utvonalak: A Lynch-szindréma az &sszes CRC-k 3%-dért felelds. Valamely MMR gén (ez leggyakrabban MSH2) csiravonalbe-
li mutdcidja kovetkeztében egyre tobb genetikai hiba keletkezik, ami eleinte adenomdk, majd CRC kialakuldsdhoz vezet.® A FAP (fa-
milidris adenomatosis coli) szindromdban az APC csiravonalbeli mutdcidja végett akdr tobb szdz adenoma is létrejohet, melyek az-
tdn a szokdsos adenoma-carcinoma szekvencidn dt malignizdlédnak.”

2021; 3:301-620.
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FOGAZOTT
NEOPLASIA UTVONAL s B
: KRAS
| mutacioé
: ~L
BRA mutacio I
CpG metilécio ! GCHP
1
} CIMP-L
: ~L-
1
e [ | ey
b s BRAF WNT aktivacié WNT aktivacio
BLH1 metilacié P bt H MGMT
WNT aktivécié Tp53 mutacié Tp53 mutacié mutacié
Ll ~1 s
dyslasticus SSL dysplasticus SSL high grade high grade
dMMR MSS TSA TSA
Sl

BRAF mutacié

MSI CRC MSS CRC

BRAF mutéacié

KRAS mutécié
MSS CRC

2B dbra: A CRC-k létrejéttéhez vezeté molekuldris dtvonalak.

A fogazott neoplasia Utvonal: Az dtvonalnak a KRAS és a BRAF mutdcidk egyardnt lehetnek driverei és gyakran a CIMP-nek is jelentds
szerepe van a tumorok malignizdléddsdban. A BRAF mutdcié talajdn mikrovezikuldris hiperplasztikus polyp (MVHP), majd szesszilis fo-
gazott léziok (SSL) jénnek létre. Ezek tobbnyire a MLHT hipermetildcidja révén, mikroszatellita instabil CRC-kké alakulnak, melyek jobb
prognézistiak. Az SSL-ek 25%-a WNT aktivdcioé és TP53 mutdcid révén malignizdlddik, ezek MSS, dm rossz progndzisu CRC-k lesznek. A
KRAS mutdcick talajdn kehelysejtes hiperplasztikus polipok (GCHP) jénnek létre, melyek tradiciondlis fogazott adenomdkkd (TSA) ala-
kulnak. Ezek némely gén, pl. MGMT hypermetildcidja révén malginizdlédnak.

A CpG szigetek kb. 200-500 bazispar hosszu, citozin-
guanin ismétlédéseket tartalmazé, altaldban promoter
régiok el6tt talalhat6é szekvencidk. Ezek hipermetila-
cidja a promotert kovets gént epigenetikailag elcsende-
siti, igy az nem expresszalédik.® CIMP esetén szdmos
gén lehet érintett, de az esetek kb. felében a mismatch
repair rendszer (MMR) kulcsfehérjéi az elcsendesitést
elszenvedé alanyok (3/B dbra).’

Az MMR rendszer

A MSH2 a MSH6-tal a MutSa, a MSH3-mal a
MutSpB; valamint a MLH1 a PMS2-vel a MutLa, a
PMS1-gyel a MutLb heterodimer komplexeket alkot-
jak. A MutS komplexek felismerik a mismatch béziso-
kat és kisebb delécidkat/inzerciékat, majd a MutL
komplexeket rekrutaljak, és azok a mismatch bazisok
incizi6jat végzik el. Ezt koveti az EXO1 exonukledz
rekrutalasa, mely eltavolitja a hibas szakaszt, végil a
polimeraz-8 végzi el a javitast Gjraszintézissel (3/A dGb-
ra).” Megfelel6 partnereik hianyaban az MSH6 és
PMS2 fehérjék instabilak, hamar lebomlanak, mig az

MSH2 és MLH1 fehérjék inaktiv vagy hianyzé partner
esetétn mnem minden esetben degradalédnak.?®
A CRC-k kb. 15%-ra jellemzd az MMR fehérjék hibas
miukodése, ezeket nevezziitk mikroszatellita instabil
(MSI) tumoroknak.®

Az MMR deficiencia (AMMR) 12%-ban sporadiku-
san, a CIMP-ttvonalon, leggyakrabban az MLH1 hiper-
metilaciéja révén alakul ki.'"® A CRC-k 3-4%-ban az
MSI tumorok az MMR gének csirasejtes mutacioi, az
autoszomalis dominédns éroklésmenetd rakszindréoma,
a Lynch-szindréma (LS) talajan alakulnak ki, melyben
leggyakrabban a MSHZ2 és a MLH1 gének érintettek,’ il-
letve lehet az EPCAM gén is, melynek deléci6ja idGvel
az MSH2 promoter inaktivaciéjahoz vezet."

A mikroszatellita instabilitas diagnosztikaja és
klinikai relevanciaja

dMMR/MSI diagnosztika

Az MMR rendszer vizsgalata torténhet fehérjeszin-
ten (immunhisztokémia — THC), génszinten (szekve-
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hipermetilalt

3. dbra. A colorectalis carcinomdk patogenezisében szerepet jdtszé mechanizmusok. A: A mismatch repair rendszer: a MutSa. (MSH2 és
MSH6) és MutSp (MSH2 és MSH3) heterodimerek funkcidja a replikdcios hibdk detektdldsa, majd a MLH1/PMS2 alkotta komplexet
rekrutdljck. Ez utobbi feladata az érintett DNS szakasz degraddcidjdt és reszintetizdciojat végzé enzimek rekrutdldsa.” B: A CpG szigetek
hipermetildciéja a génexpresszié csokkenéséhez vezethet. Ezt a folyamatot nevezziik ,epigenetikai elcsendesités”-nek.’

naléds, udjgeneraciés szekvendlds — next generation
sequencing - NGS),
(polimerase chain reaction - restriction fragment

illetve funkciondlis szinten

length polymorphism — PCR-RFLP alapti vizsgalat).?
A rutinban elterjedt 2 kiemelt (MSH6, PMS2) vagy a 4

legfontosabb MMR fehérje (MSH6, PMS2, MSH2 és
MLH1) IHC vizsgalata. A magi festédés kiesése valdszi-
nisiti az érintett fehérjét, illetve gént, és bizonyos min-
tazatok felvethetik LS esélyét (1. tabldzat).® A médszer
elénye a gyorsasag és koltséghatékonység, azonban rit-

1. tablazat. A mismatch repair statusz immunhisztokémiai diagnosztikdja és kiértékelése®

MLH1 PMS2 MSH2 MSH6

KIERTEKELES

+ + + +

Intakt MMR rendszer
» ritkdn el6fordulhat mas gének csiravonal mutéci6ja

dMMR, valészintileg sporadikus
» MLH1 hipermetilacié, ha sporadikus
» MLH1 csiravonalbeli mutacid, ha LS

dMMR, valészintleg LS
» Altalaban MSH2 csiravonalbeli mutacié

dMMR, valdszintleg LS
» Altalaban PMS2 csiravonalbeli mutacié

dMMR, valészintleg LS
» Altalaban MSH6 csiravonalbeli mutaciéja

Roviditések: AMMR: diszfunkciondlis mismatch repair rendszer, LS: Lynch-szindréma
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kan el6fordulhatnak olyan missense mutaciok, ame-
lyek esetén a fehérje expresszidja valtozatlan, csupan a
funkciéja csékkent, ami IHC &lpozitivitashoz vezet.®
Az THC technikébdl eredendden nem ritkdk a miiter-
mékek, és el6fordulhat heterogén fest6dés, igy a kiérté-
kelés esetenként nehézkes lehet.’

A diagnosztikaban szintén hasznalt PCR-RFLP ala-
pu teszt kozvetleniil a MMR rendszer miikodését vizs-
gdlja, igy a hibds géneket/fehérjét ezzel nem lehet pon-
tosan meghatérozni. A mikroszatellitak a genomban ta-
lalhaté, rovid (1-6 bazispar hosszi), repetitiv nukleotid
szekvencidk, melyekben az ismétl6dések miatt a DNS-
replikacié sordn nagy a hibalehetdség. Deficiens MMR
esetén az ismétlédések szama megvaltozik és méretiik
variabilis, instabil lesz, innen ered az MSI elnevezés is.
Habar a genomban t6bb repetitiv szekvencia taldlhatd,
a mikroszatellitdk kiilonosen érzékeny markerei a
dMMR-nek. A National Cancer Institue ajanlasa alap-
jan az Un. Bethesda-panel a legelterjedtebb, mely 2
mononukleotidot (BAT25, BAT 26) és 3 dinukleotidot
(D2S123, D5S346, D17S250) vizsgdl. MSI-high
(MSI-H) osztélyba sorolandé a tumor, ha a legaldbb 2/5
marker instabil (més panelnél 30% felett). 1/5 (vagy
30%-nal kevesebb) esetén

marker instabilitdsa

MSI-low (MSI-L), 0/5 (vagy 0%) esetén pedig mikro-
szatellita-stabil (MSS) tumorrél beszélhetink. Az
MSI-L és MSS tumorok klinikai viselkedésiikben meg-
egyeznek.’

Szekvenadlassal, NGS-sel is meg lehet hatarozni az
MSI statuszt. Ez a mddszer kiilonosen olyan paciensek-
nél javasolt, akiknek metasztazis miatt egyébként is ja-
vallott a RAS panel és BRAF genotipizélas.®

Felmeriil6 LS kivizsgaldsandl a National Institute
for Health and Care Excellence ajédnlasa szerint elsé 1é-
pésben az MSI statusz vizsgélata javasolt. Ha IHC- vizs-
galattal az MLH1 fest6dése aberrans vagy RFLP-vel
MSI igazolédott, ezt BRAF mutacié, majd MLH1
promoter hipermetildci6 vizsgalata kell kovesse.
A BRAF V600E mutaci6 talnyomorészt kizarja LS lehe-
t6ségét (2. tabldzat). Ha adott eset BRAF vad tipusd
(WT) és az MLH1 promoter nem hipermetilalt, akkor
csirasejtes DNS genetikai teszt sziikséges a LS kimon-
dasdhoz. Ha IHC-vizsgalattal az MSH2, MSH6 vagy
PMS2 fest6dése aberrans, szintén genetikai teszt sziik-
séges."?

Az MSI CRC-k az an. hipermutélt fenotipusba tar-
toznak, mert a frameshift mutaciéknak kszonhetéen
nagyszamu immunogén neoantigén keletkezik, ami

2. tablazat: Molekuldris diagnosztika az ASCO és ASCP ajanldsa (2017) alapjan, kiegészitve az NCCN ajanlasaval’”°

AJANLAS AJANLAS EROSSEGE
1. Azon CRC paciensek, akiknél felmeriil anti-EGFR terdpia, RAS panel vizsgélata szitkséges. Az Ajéanlott

alabbi mutédcidkra kell kiterjedjen a vizsgalat: KRAS és NRAS 2-es exon 12-es és 13-as kodon, 3-as

exon 59-es és 61-es kodon, 4-es exon 117-es és 146-o0s kodon (,kiterjesztett” RAS panel).

2a. CRC péacienseknél prognosztikai célbdl szitkséges a tumorszovet BRAF p. V600 [BRAF ¢.1799 Ajéanlott

(p-V600)] mutaci6 vizsgalata.

2b. MLH1 funkcidveszts, MMR deficiens tumorok esetén BRAF p.V600 mutacié vizsgalata sziikséges | Ajanlott

Lynch szindréma rizik6jdnak megitélésére. BRAF mutaci6 jelenléte sporadikus tumorra utal, azon-

ban nem zarja ki LS lehet&ségét.

3. MMR statuszt meghatédrozo vizsgalatok sziikségesek lehetnek prognosztikai célbol és/vagy magas

LS-riziko esetén.

Ajanlott

4. Nincs megfelel§ bizonyiték BRAF mutdcié anti-EGFR terapia esetén prediktiv biomarkereként va-
16 hasznalatéra. (NCCN, 2020: BRAF statusz val6szintleg jo predktiv marker anti-EGFR terapiaban)

Nem ajénlott

5. Nincs megfeleld bizonyiték PIK3CA mutdcié vizsgalatdnak terapids dontések meghozataldban,
klinikai vizsgalatok kivételével. Megjegyzés: Posztoperativ aszpirin szedése javithatja a ttlélési para-

métereket PIK3CA mutans CRC péciensekben.

Nem ajanlott

6. Nincs megfelel§ bizonyiték PTEN stdtusz vizsgédlatanak (expressziét IHC-val vagy delécidt
FISH-sel) terapias dontések meghozatalaban, klinikai vizsgalatok kivételével.

Nem ajénlott

7. RAS/BRAF WT mCRC pacienseknél HER2 vizsgalata ajanlott, és klinikai vizsgalatba val6 bevaloga- | Ajanlott (NCCN)

tasuk javasolt.

8. Amennyiben elérhetd és megfelel6 mingségben all rendelkezésre, a metasztatikus vagy recidiv

Szakért6i konszenzu-

CRC szovet javasolt a terdpia prediktiv biomarkereinek vizsgélatara. Ezek hidnydban a primer tumor | son alapulé vélemény

szovet elfogadhat6 alternativa lehet, és hasznalata sziikséges.

Roviditések: CRC: colorectalis carcinoma, MMR: mismatch repair rendszer, LS: Lynch-szindréma, IHC: immunhisztokémia,

FISH: fluoreszcens in situ hibridizacié
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magas tumor mutaciés terhelésként (tumor mutation
burden — TMB) észlelhets. Fentiek kovetkezménye a
tumor ellen iranyul6 élénk immunolégiai valasz, ami
nagyszamu tumor infiltral6 lymphocyta (TIL) vagy
peritumoralis lymphocyta (PTL) megjelenéséhez ve-

zet>

Terapias lehetoségek

A MSI statusz prediktiv és prognosztikai informéci-
6tis hordoz. Az attét nélkiili MSI CRC-k korai stddium-
ban ab ovo jobb prognézissal birnak, azonban a hagyo-
manyos, 5-FU alapt terdpidra kevéssé reagdlnak, ezért
a terdpia kialakitdsdndl érdemes a stddium mellett a
MSI-statuszt is figyelembe venni.'* Ugyanakkor attét-
képzés esetén a MSI mCRC-k tulélési esélyei jelentésen
romlanak.”® Ennek oka vélhetSen az MSI tumorok és
T-effektor sejtek Un. immun checkpoint
expresszi6ja (ICO, pl. CTLA4, PD1, PD-L1, IDO stb.),
mely blokkolja a lobsejtek tumorellenes hatésat.'®

over-

TANULMANY

Citotoxikus T lymphocyta-asszocialt antigén 4 (CTLA-4)

Fiziol6gias kortilmények kozott, egy idegen antigén
felismerése esetén az antigénprezental6 sejtek (APC)
felszinén talalhat6 CD 80/86 kot6dik a T-sejtek felszi-
nén elhelyezkedé CD28 kostimulatorhoz. Ez aktivélja a
T-sejtek antigén receptorait és igy serkentik a szervezet
immunvélaszat. Amint sikertilt az antigént eliminélni,
a CTLA4 ko-inhibitor aktivalédik és kot a CD80/86-
hoz, igy gatolja a T-sejt-aktivaciot, és antigén tolerancia
jon létre. Ez egy homeosztatikus, optimalis immunva-
laszt létrehoz6 folyamat, azonban szamos tumortipus-
ban megfigyelhetd a T-sejtek CTLA4 overexpresszibja,
ami jelentGsen csokkenti tumorellenes aktivitasukat (4.
abra).

Programmed death 1 (PD-1) receptor és ligandja (PD-L1)

Fiziolégias koriilmények kozott a PD1/PD-L1 inter-
akci6 szerepe szintén a T-effektor sejtek erés inhibicié-

NIVOLUMAB

rakos sejt

T-sejt
(aktiv)

(inaktiv)

antigén-
prezental6 sejt
(APC)

IPILIMUMAB

antigén-
prezentalo sejt

4. dbra. Azimmun checkpoint inhibitorok hatdsmechanizmusa. A tumorsejtek felszinén taldlhato PDL-1, illetve 2 ligandok a T-sejtek PD-1
receptordhoz kapcsolédnak az MHC — T-sejt receptor interakcié sordn, mint gdtlé co-stimuldtorok és igy gdtoljdk a T-sejt funkciokat. Ezt
gdtolja a PDL-1inhibitor nivolumab. Az antigénprezentdld sejtek felszinén taldlhaté CD80/86 és a T-sejtek felszini CTLA-4 kapcsoléddsa
az MHC - T-sejt receptor interakcié sordn hasonléképp gdtolja a T-sejt-funkcidkat, mint a PDL-1- PD-1interakcié. Ezt a gdtldst gdtolja a

CTLA4 inhibitor ipilimumab.”

2021; 3:301-620.
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ja, ami alapvetd az autoimmunitas és sulyos gyullada-
sos reakciok megelézésében.'”” Tumoros sejtek felszi-
nén is megfigyelheté a PDL-1 overexpresszid, mely a
T-sejtek felszinén 1év6 PD1-hez kotve gatolja a T-sejtek
aktivédcidjat, antigéntolerancia alakul ki. és igy a tumor-
sejteket ignoralja az immunrendszer (4. dbra)."”

Az immun checkpoint inhibitorok (ICI) a fenti
immunszuppressziv hatasi mechanizmust hivatottak
gatolni és ezzel a tumorellenes immunvalaszt Gjra akti-
valni.'® Az ICI-k els6ként metasztatikus melanomaban,
majd az6ta mar szamos mads raktipusban mutattak igé-
retes eredményeket.”” CRC-ben tobbnyire MSI tumo-
rokban voltak hatdsosak."® Az MSI-statuszon feliil a
NGS altal meghatarozott TMB a legkivalébb prediktiv
marker, de koltséges vizsgdlata gatolja széleskor elter-

észlelhet6 PD-L1-expresszi6 is hasznos prediktiv mar-
ker lehet.® ™

Az FDA eddig 3 ICI-t hagyott j6va igazoltan MSI
mCRC (illetve egyéb MSI daganatok, tn. szovet-ag-
elsGsorban maéasodvonalbeli

nosztikus) kezelésére,

szerként.”® A PD1-inhibitor pembrolizumabot és

nivolumabot 2017-ben,?>?' illetve 2018-ban a
CTLA-4-hez specifikusan ko6t6dé ipilimumabot,

nivolumabbal kombinaciéban (3. tdbldzat, 4. dbra)."”
A pembrolizumabot 2020 nyarén az FDA és 2021 janu-
arjaban az EMA is a KEYNOTE-177 vizsgélat alapjan
MSI mCRC els6vonalbeli kezelésére is engedélyezte,
ugyanis a standard els6vonalbeli kemoterapiaval
osszehasonlitva jobb progressziomentes tulélést lehe-

tett elérni.****

jedését. Masfeldl a tumorban és mikrokérnyezetében

3. tablazat. A metasztatikus colorectalis carcinomdk esetén alkalmazott célzott terapids szerek. Az dsszes evidencia 2A
szintd, tehdt j6 mindségt, kontrollalt vizsgdlatok, illetve homogén utdankdvetéses vizsgdlatok igazoltdk hatékonysdgu-
kat. Az EMA és FDA engedély éve, illetve a trial, mely alapjdan elfogaddsra keriilt az adott szer, mind metasztatikus

PRy 17,23,35-28
CRC-re érvényesek

TERAPIAS SZER CELPONT EMA (FDA) TRIAL KRITERIUM
ENGEDELY EVE
Cetuximab Anti-EGFR mAB 2004 (2004) CRYSTAL, KRAS/NRAS/BRAF WT és
OPUS csak baloldali tumor
Panitumumab Anti-EGFR mAB 2007 (2006) 20020408 KRAS/NRAS/BRAF WT és
csak baloldali tumor
Encorafenib Kis molekulaja kinaz 2020 (2020) BEACON BRAFV600E mutacié
(dabrafenib, trametinib) inhibitor (anti-BRAF)
(+ cetuximab vagy binimetinib:
panitumumab, + esetenként | MEK1/2-inhibitor
binimetinib)
Bevacizumab Anti-VEGFA mAB 2005 (2004)
Ziv-aflibercept Anti-VEGF-A, VEGF-B, 2013 (2011) VELOUR
PIGF fuziés protein
Ramucirumab anti-VEGFR2 mAB 2015 (2015) RAISE
Regorafenib Multikindz inhibitor 2013 (2012) CORRECT
(VEGFR1-3, FGFR, PDGFR
stb.)
Trastuzumab és pertuzumab/ | Anti-HER2 antitestek és HERACLES, HER2 amplifikéacié6 és
lapatinib duélis tirozin-kinaz- TRIUMPH, MY | RAS, BRAFWT
inhibitor (Her2 és EGFR) PATHWAY
Pembrolizumab Anti-PD1 mAB (2017 és 2020) |KEYNOTE-016 | MSI/dMMR tumor
(mésodvonal)
KEYNOTE-177
(els6vonal)
Nivolumab +/- ipilimumab Anti-PD1 mAB és (2017, 2018) Checkmate-142 | MSI/dMMR tumor
anti-CTLA4 mAB
Entrectinib, larotrectinib, TRK A, B, C kismolekula- | 2020 (2016) ALKA, NTRK fazio*
selitrectinib, repotrectinib ja inhibitor STARTRK-1,
STARTRK-2

*NTRK fizi6 esetén szovet-agnosztikus indikdciéval.
Roviditések: EMA: European Medicines Agency, FDA: U.S. Food and Drug Administration, mAB: monoclonal antibody
(mononklonélis antitest), MSI: mikroszatellita instabil, AIMMR: mismatch repair deficiencia
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Nem szigortan vett MSI, de szintén hipermutélt
CRC-khez vezet a POLD1, POLE és MYH gének mutaci-
6ja. Klinikai jelentéségiik abban 4all, hogy immuntera-
piara ezek a CRC-k is jél reagalhatnak.®

Az ErbB csalad és az EGFR dtvonal

Az ErbB vagy humén epidermalis novekedési fak-
tor receptor (HER) fehérjecsaladnak négy tagja van,
melyek receptor tirozin-kinazok (RTK). Ligandjaik be-
kotédése esetén a receptorok homo-, illetve hetero-
dimerizaci6ja megy végbe, és foszforilacio révén akti-
valédik a sejtnovekedésért és progresszioért felelds
RAS-RAF-MAPK ttvonal. Ezzel parhuzamosan a
PI3K-AKT dutvonal is aktivadlédik, mely a sejtek talélé-
sért, motilitdsaért és invazidjaért felelés (5. dbra).”®
Az ErbB csaléd tagjai koziil klinikailag a legrelevansab-
bak az EGFR (Her1), illetve a Her2 (Neu), mert ezek
overexpresszi6ja szamos szolid tumorban jelen lehet.*®

CRC-ben leggyakoribb (akdr 80%-ban is) az EGFR
overepresszi6ja, melynek endogén aktivalo ligandjai az
epithelialis novekedési faktor (EGF), TGFa, epiregulin,
amfiregulin és betacellulin.®® A sejtfelszini EGFR-t
tobb gyogyszerrel is tamadhatjuk. A cetuximab az en-
dogén ligandoknél 5-10-szer nagyobb affinitassal koté-
dik az EGFR extracellularis doménjéhez és kompetitive
gétolja az RTK aktivaci6jat.”® Ez gatolja a tumorsejtek
novekedését, apoptozist indukal, valamint csokkenti a
matrix metalloproteinazok és VEGF termelését. Mind-
emellett antitest medialta sejt-kozvetitett citotoxicitas
(ADCC) révén az EGFR-t expresszalé sejtek kozvetlen
karosodasa is végbemegy.*> Az FDA 2004-ben engedé-
lyezte.”® A 2006-ban térzskonyvezett panitumumab
hatdsmechanizmusa hasonlé (3. tabldzat).*® Kezdetben
az EGFR-ellenes terdapiat EGFR IHC-pozitivitashoz ko-
totték, de hamar kideriilt, hogy ez nem jelzi jol el6re a
terdpia hatékonyséagat.*>

CRC-ben a HER2 amplifikdciéja csupan néhéany
szazalékban van jelen, ugyanakkor igéretes célpont, hi-
szen a HER2 gatlasa szdmos szolid tumorban (pl.
HER2-pozitiv emlérédk és gyomorrdk) mar bizonyitot-
A HERACLES vizsgalat
trastuzumab és lapatinib, illetve trastuzumab és

tan hatékony.”® soran
pertuzumab kombinaciéjat alkalmaztdk HERZ2 over-
expresszal6, KRAS WT, mCRC paciensekben, és jo
eredményeket értek el. Bizonyos HER2 mutacidk és a
BRAF mutéciéja csokkentette a terapiara adott véa
laszt.?® A TRIUMPH vizsgalat soran trastuzumab és
pertuzumab kombindaciéjat alkalmaztdk HERZ2 over-
expresszal6 mCRC paciensekben. A rezisztens esetek-
ben ctDNS mintdkban KRAS, BRAF, PIK3CA, illetve

TANULMANY

HER?2 akivalé mutaciékat talaltak.”® Mas vizsgalatok is
HER2-inhibitorokat, koztuk
(trastuzumab és tucatinib),

alkalmaztak a

a MOUNTAINEER
a MyPathway (trastuzumab és pertuzumab), illetve
a CETIRI (trastuzumab és pertuzumab vs. cetuximab és
irinotecan) (3. tdbldzat).*® A PICCOLO és FOCUS vizs-
galatok eredménye alapjan a HER2 amplifikdci6ja
anti-EGFR rezisztenciat okozhat, de ennek klinikai re-
levanciajat még meg kell erésiteni.”® Az NCCN ajanlasa
alapjan javasolt HERZ2 amplifikdcié/overexpresszio
vizsgalata.?”

Potencialis célpont lehet még az RTK aktivitassal
nem rendelkez6 HER3, mely a PI3K-AKT tengely f6
aktivatora.?®

A RAS onkogén fehérjék (KRAS, NRAS, HRAS) kis
G-fehérje csalad tagjai, melyek az EGFR jelut els6 — és
talan legfontosabb — downstream effektorai. Az egyik
leggyakrabban mutalt géncsalad emberi malignitasok-
ban.?* CRC-ben KRAS mutéci6 kb. 30-40%-ban fordul
el6, NRAS 10-15%-ban, mig a HRAS igen ritka, 1% ko-
rilli. Mutacidik leggyakrabban aktivéld jellegtiek, ami
az EGFR tutvonal konstitutiv aktivaciéjat — és ezzel az
anti-EGFR terapiara valé rezisztenciat is — okozza.”
A RAS mutéci6 rossz prognosztikai tényezé.*

Az aktualis ASCO és ASCP ajanlas az tn. kiterjesz-
tett RAS-panelt javasolja anti-EGFR terapia megkezdé-
se el6tt: a KRAS és NRAS gének bizonyos mutacidi bizo-
nyitottan rezisztenciat okoznak, igy csak RAS WT tu-
morok esetén alkalmazhat6 az anti-EGFR terdpia (2.
tablazat).*®

A BRAF az EGFR ttvonal kovetkezé downstream
effektora, CRC-ben 10-15%-ban van jelen a BRAF
V600E mutéacidja, mely az EGFR jelut EGFR-t6l fiigget-
len konstitutiv aktivaciéjadhoz vezet és 6nmagaban
rossz prognosztikai marker.”® Kemoterapiara kevéssé
reagald, biolégiailag agressziv tumortipust jelez szokat-
lan metasztazisprofillal (inkabb tidé-, agy-, csont- és
peritoneumaéttétek a jellemzdk, kevésbé a majattétek).
A BRAF V600E MSS tumorok talélése kifejezetten
rossz, mig a BRAF V600E MSI tumorokkal kapcsolat-
ban az adatok ellentmonddsosak: egyesek szerint a
prognézis és az immunterapiara adott valasz is jobb
MSI-ben, masok szerint nem befolyasolja a MSI-sté-
tusz a talélést.’® A BRAF V60OE paciensek csupan
30%-a éri meg a masodik vonalbeli terépiat.*®

A BRAF V600E gétlasa melanoma malignumban
igen sikeres volt, de meglep6 m6don CRC-ben nem ér-
ték el a kivant hatéast. Ennek oka feltehetéleg a tumor-
ban kialakulé, a kezdeti foszfo-ERK-gétlast kovetd
EGFR-mediélt rapid ERK reaktivaci6.”® Ugyan 6nmagé-
ban a BRAF géatlasa nem hatékony CRC-ben, de anti-
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EGFR terapiaval kombinalva igéretes eredményeket ér-
tek el. A jelenlegi ajanlas BRAF V60OE esetén masodvo-
nalbeli terapianak encorafenibet (BRAF-inhibitor) és
anti-EGFR terdpiat javasol binimetinibbel vagy anél-
kil, illetve dabrafenibet, trametinibet és anti-EGFR te-
rapiat (3. tablazat, 5. dbra).® A BEACON vizsgalat
eredményei alapjan a triplet terdpia a dupletnél jobb
teljes tiléléshez vezet.* Tovabbi vizsgalatok jelenleg is
kutatjak, mely kombinacidk jarnak a legnagyobb klini-
kai haszonnal.*®

A BRAF V600E CRC-k nem reagalnak jol az anti-
EGFR kezelésre, de az énmagédban nagyon agressziv
fenotipus és a rossz prognézis megneheziti a BRAF
prediktiv.  markerként  valo interpretalasat.”®
Az ASCO/ASCP ajanlasa szerint a BRAF mutéci6 anali-
zise prognosztikai szempontbdl, illetve MSI tumorok
esetén LS kizarasara hasznos. Az NCCN 2020-as ajan-
lasa szerint BRAF mutaci6 esetén Oonmagaban anti-
EGFR terdpidra nem varhato jo valasz, csupan BRAF-
inhibitorral kombinaciéban.?”

A non-V600E BRAF mutéciok NGS adatok szerint a
CRC-k 2%-ban lelheték fel. Némelyikitk KRAS mutaci-
6val szimultan fordul eld, azonban ezek nem befolya-
soljak a talélést és az anti-EGFR szerekre adott klinikai
valaszt (33).

Erdekes lehet még a PTEN szerepe, hiszen ez a fe-
hérje az EGFR ttvonal fontos inhibitora. Kiesése, mely
gyakran epigenetikai vagy poszttranszkripcids eltéré-
sek miatt torténik, rossz prognosztikai faktor. PTEN ki-
esésével megsziinik a PIK3CA ttvonal gatlasa, igy né
az mTOR, majd a HIF1o aktivitasa is.** Emiatt idealis
lehetne anti-VEGF és mTOR-gatl6 terdpia egyidej al-
kalmazasa, azonban erre jelenleg nincs meggy6zé kli-
nikai adat. Nem bizonyitott az anti-EGFR terapiédra
okozott rezisztencidja sem (2. tdbldzat). Problematikus
a PTEN funkciévesztés kiértékelése is: gyakran
epigenetikai vagy poszttranszlaciés moédosulas, néha
azonban genetikai eltérés okozza a PTEN funkci6vesz-
tését, mely komplex diagnosztikat igényelne.*

PIK3CA mutéci6 analizisnek az ASCO/ASCP ajén-
las szerint nincs helye a rutinban, maximum gyoégy-
szervizsgalatok esetén érdemes elvégezni (2. tabld-
zat).* Felmeriilt, hogy a 9-es és 20-as exonon talalhato,
rossz prognozist mutdciok anti-EGFR rezisztencidhoz
vezetnek, azonban erre meggy6z4 bizonyiték jelenleg
nem all rendelkezésiinkre.”®*" Egyes adatok szerint
PIK3CA mutans CRC-ben a posztoperativ aszpirin sze-
dése csokkenti a recidiva kialakulasat.*

A tumor oldalisdga is befolyéssal van a terdpia ered-
ményességére: a bal oldali tumoroknal eredményesebb

a cetuximab terdpia, mint a jobb oldaliaknél, igy ut6b-
biaknal inkabb anti-VEGF terapia alkalmazésa javasolt
(3. tablazat).>

A VEGF utvonal

A VEGFR (vascular endothelial growth factor re-
ceptor) egy transzmembran RTK csalad, melyek
ligandjaik altal aktivdlva az angiogenezist serkentik.
A VEGF/VEGFR ttvonalat célzo, esetlegesen multi-
kinaz inihibitor hatasu, illetve a ligandok receptoraik-
hoz val6 bekotését megakadalyozoé szerek gatoljak a tu-
mor vaszkularizdciéjat és novekedését (5. dbra). A re-
zisztenciat okozd eltérések kevéssé ismertek, illetve
igazoltak.*

A FDA 2004-ben hagyta j6va a bevacizumabot,
amely a kering6 VEGF-A szelektiv megkotése révén ga-
tolja az angiogén kaszkadot (3. tabldzat).”® Onmagéaban
nem aktiv szer, ezért citotoxikus terapiaval kell kombi-
nélni, ugyanakkor széles korben alkalmazott, népszerd
modalitas."® A terdpia megszakitéasa, a preklinikai ered-
ményekkel ellentétben, nem vezet gyors tumornéveke-
déshez a legijabb metaanalizisek és klinikai tanulma-
nyok alapjan.?’

A ziv-aflibercept egy fazids protein, mely a
VEGF-A, VEGF-B, PIGF (placentaris novekedési faktor)
megkotésével gatolja a tumor-angiogenezist. Az FDA
2011-ben engedélyezte alkalmazasat (3. tabldzat).”®

A ramucirumab a VEGFR-2 direkt antagonistdja,
annak extracellularis doménjéhez kotve gatolja az en-
dogén ligandok (VEGF-A, -C, -D) kotédését. A FDA
2015-ben engedélyezte alkalmazasat (RAISE study) (3.
tablazat). A RAISE vizsgalat soran tortént farmako-
genomikai analizis egy paciensnél azonositotta a
VEGFR-2-t k6dolé KDR gén rezisztencidhoz vezeté mu-
taciojat.?®

A regorafenib egy széles spektruma multikinaz in-
hibitor, mely az alabbiakat célozza: VEGFR-1, -2, -3,
FGFR, PDGFR, RAF-1, BRAF, diszkoidin domén
receptor-2.”® Az FDA 2012-ben engedélyezte alkalma-
zéasat. Igen komoly toxicitast szer.”

NTRK (neurotrofin-tropomiozin-receptor-kinaz)

A TRK (tropomiozin-recptor-kindz) csaldd tagjai
RTK-k, fiziolégias szerepiik a neuronok fejlédésében és
ja a neutrotrophin nerve growth factor (NGF), a
TRKB-nek a brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
és neurotrofin-4, a TRKC-nek pedig a neurotrofin-3.
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A TRK-aktivacié eredményeképp a MAPK, PIK3CA és
protein-kinaz-C (PKC) tutvonalak is aktivalédnak (5.
Gbra).*®

A TRK-kat k6dol6 NTRK1, -2 és -3 gének fazidja a
leggyakoribb médja a TRK onkogén aktivaci6janak.
Leggyakrabban olyan ftziés partner génekkel alakul-
nak ki intra- vagy interkromoszomalis eltérések, me-
lyek oligomerizaciés doméneket kodolnak, és igy kimé-
ra faziés termékek jonnek létre, ami a TRK 6 jelatviteli
kaszkadjainak konstitutiv aktivaciéjahoz vezet.’®
A NTRK fazié a CRC-k minddssze 0,4%-ban taldlhatd,
azonban hatékonyan tdmadhaté. Az FDA, mint ,,sz6-
vet-agnosztikus” terdpia, 2016-ban hagyta jovd a
TRK-inhibitorokat (3. tdbldzat). Az elsé generacids
TRK-inhibitorok a TRK-A, -B és -C-t gatl6 larotrectinib
és entrectinib. A multikindz inhibitor entrectinib ALK-

VEGF-A, VEGF-B,

PIGF
0

Co O
Q (@)
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és ROS-ellenes hatéssal is bir. A larotrectinib a prefe-
réaltabb szer a toxikusabb entrectinib helyett. A leggya-
koribb rezisztenciamechanizmus a TRK-kédolé gének
mutécidja, ezek athidalasara tervezték meg a selitrec-
tinibet. A repotrectinib nem csupan NTRK, hanem ALK
vagy ROS mutacidk okozta rezisztencia esetén is haté-
kony.?

Kihivasok és 0j perspektivak a személyre szabott
terapiaban: heterogenitas és a konszenzus
molekularis altipusok (CMS)

Preanalitikai hibalehetdségek

A molekuléris diagnosztika szenzitiv médszereivel
kis mennyiségd eltérést is ki lehet mutatni, de ennek si-

o
o

VEGFR1-
/ 3. PDGFR
HER2
NTRK
EGFR
\VJ/ 7 \P\b\l/’
RAS ) \
\ I |
ENTRECITINIB
LAPATINIB AKT ( PTEN ) LAROTRECTINIB
SELITRECTINIB

ENCORAFENIB REGORAFENIB
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5. dbra. Célzott terdpids lehetségek colorectalis carcinomdban. A terdpids lehet6ségek kézott a sejtfelszini receptorok gdtldsa
monoklondlis antitestek (mAB — monoclonal antibodies) révén és NTRK fuzié esetén kismolekuldji NTRK-inhibitorokkal lehetséges. Né-
mely esetben a f6bb jelutak downstream effektorainak gdtldsa is lehetséges, mint példdul a BRAF gdtldsa kis molekulasulyu inhibitorai-
val (pl. encorafenib) vagy a multikindz hatdsu regorafenib, mely a VEGF receptorokon kiviil gdtolja tobbek kozott a BRAF, RAF-1és RET

aktivitdsat is.?*
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kerét a preanalitika ergsen befolyasolja. A megfeleld
mintavétel és fixalas, illetve az elegend6 szdmu tumor-
sejtet tartalmaz6 minta hidnya a szenzitivitas rovaséra
mehet. Az idedlis minta tumorsejtekben gazdag, nincs
benne necrosis, lobsejtes infiltrdtum, mucin, illetve
dezmoplasztikus reakcié, és a stromalis, illetve egyéb
sejtek aranya tumorsejtekhez képest igen csekély. Java-
solt tovdbba rendszeresen validélt laborok és modsze-
rek hasznalata is.”’

Rezisztencia és intratumoralis heterogenitas

A rezisztencia kérdése CRC-ben elsésorban anti-
EGFR terapia esetén mertil fel. Primer vagy intrinsic re-
zisztenciarél beszéliink, amennyiben a rezisztenciat
okozé genetikai eltérés mar a kezelés megkezdésekor
jelen van, és a terapiara ezért nem reagél a paciens.”’
A terapia alatt vagy annak hataséra alakul ki a szekun-
der, vagy a szerzett rezisztencia, amikor az addig haté-
kony terdpiara a daganat refrakterré valik.*”

Egy tumort tobb, genetikailag egészen kiillonb6z6
populacié, (szub)klén alkothat, ez az intratumoralis
heterogenitas (ITH).*® * Ezek a klénok maguktél is, de
a kornyezeti (pl. kemoterapia) és instrinsic (pl. tu-
mor-mikrokornyezet) behatdsokra szelektalédnak, és
ily modon az adott terapiara rezisztens klon képes tal-
élni és elszaporodni. Ez klinikailag progressziéban
nyilvanul meg, és dltaldban terdapiavaltast indikdl. Nem
meglepd, hogy a jelentds ITH altalaban rosszabb prog-
nézissal tarsul.*® A tumor biolégiai viselkedését alap-
vetden a dominans klén hatdrozza meg, a kisebb popu-
laciok azonban Osszejatszhatnak a metasztazisképzés-
ben, az immunogenitas csokkentésében, s6t, metasz-
tazisokon belil is létrejohetnek 4j klénok, melyek to-
vabbi metasztazisok kialakitasaért felelések.’® *°

A kezdetben esetlegesen igen kis szamban jelen 1é-
v@ rezisztens klénokat nem mindig lehet a standard di-
agnosztikus modszerekkel kimutatni, ehhez gyakran

4. tablazat: A konszenzus molekuldris altipusok (CMS) jellemzéi’

nagyon szenzitiv vizsgalat sziikséges (pl. NGS,
ddPCR).** Allandé kérdés, hogy egy rezisztens klon
adott tumoron beliil valo jelenléte hany szazaléktol te-
kinthetd klinikailag relevansnak. A CRYSTAL vizsga-
lat retrospektiv analizise szerint azok a RASmut CRC-k,
ahol a MAF 5% alatti volt, RAS WT-ként viselkedtek és
cetuximab kezelés hatésara szignifikansan javult a til-
élésiik.” Egy kozelmultban publikalt tanulmany rész-
letesen feltédrta tobb, klinikailag kovetett CRC metasz-
tdzisainak genomjat, és nagyfoku heterogenitast igazolt
nemcsak a tumorban, hanem a metasztazisokon beliil
és kozott is. Ezek nem mindig, de tobb izben a terdpiat
is befolyasolhatjak, vagyis az ITH klinikai implikaciéi
még nem egyértelmtek. Koltségei miatt jelenleg ez
nem lehet a rutinban elterjedt eljarés, de az ITH kérdé-
se és klinikai relevancidja még sokdig a fékuszban
lesz.*

A konszenzus molekularis altipusok (CMS)

A tumorok biolégiai viselkedését a genetikai eltéré-
seken tul transzkriptomikai valtozdsok, a tumor-mik-
rokornyezet interakciéi, a tumor anyagcseréje és
immunogenitasa is befolyasolja. Ilyen komplex megko-
zelitést alkalmaztak, mikor a The Cancer Genome Atlas
(TCGA) adatai, illetve tébbezer CRC-bél 4116 adatbazi-
sok genetikai, epigenetikai és génexpresszios profilja-
nak hélézatelemzésével meghataroztdk az tn. kon-
szenzus molekularis altipusokat (CMS - consensus
molecular subtypes). Ez négy, eltérg bioldgiai viselke-
dést és klinikai relevanciaju CRC-csoportot kiilonit el
(4. tablazat).®

A CMS1 (immun) csoportba a CRC-k 14%-a, kozel
az 0sszes MSI tumor tartozik. A tumorokat immunold-
giailag aktiv infiltratum jellemzi, és korai stadiumok-
ban ennek a csoportnak a legjobb a talélése. Azonban
relapszust kovetéen az egyik legrosszabb prognoézisa

alcsoport.”™ *!

5

CMS1 - IMMUN

CMS2 - KANONIKUS

CMS3 - METABOLIKUS

CMS4 -MESENCHYMALIS

14%

37%

13%

23%

MSI, hypermutaciok, BRAF
mutaciok

WNT és MYC aktivacié

KRAS mutéciok

kromoszomalis eltérések

Immun infiltratum

Epithelialis megjelenés

Metabolikus deregulacio

Stromalis infiltracié, TGFp
aktivacio, angiogenezis

Kedvezé prognozis, kései sta-
diumban rossz prognézis

Alapvetden kedvez6 progné-
Zis

Alapvetden kedvez6 progno-
Zis

Rossz prognozis, agressziv
fenotipus

Roviditések: CMS: Consensus Molecular Subtypes (konszenzus molekuléris altipusok), MSI: mikroszatellita instabilitas,

TGF: tumor growth factor beta
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A CMS2 (kanonikus) csoport a CRC-k 37%-at teszi
ki, epithelialis differenciacio jellemzg, kevés stromalis
sejttel és csekély immunsejtes infiltratummal. A méso-
dik legjobb tuléléstd csoport, jol reagal a hagyomanyos
kemoterapiara és anti-EGFR terapiara is.'> ** *?

A CMS3 (metabolikus) csoportba a CRC-k 13%-a
tartozik. A KRAS mutéciok ebben a csoportban a leg-
gyakoribbak, és igen jellegzetes a metabolikus profil-
juk. Jellemzé rajuk a Warburg-effektus, a fokozott
glutaminolizis, valamint a médosult lipidanyagcsere
is. Megjelenésiiket és prognozisukat tekintve a CMS2
tumorokhoz hasonlitanak, igy tobben nem is kiilonitik
el egymastol a két csoportot.**

A CMS4 (mesenchymalis) alcsoport a legagresszi-
vebb és legrosszabb prognézisa tumortipus. A CMS4
tumorokban gyakori az un. epitheliomesenchymalis
tranzicié (EMT). Az EMT-re jellemzd a tumorasszociélt
fibroblastok invazidja és a stroma dominanciaja, a fo-
kozott neoangiogenezis és a mesenchymalis jelleg."®
Ezek a tumorok éaltalaban késébbi stddiumban keriil-
nek diagnozisra, és hagyomanyos kemoterdpiara, illet-
ve anti-EGFR terdpiéra is rezisztensek.*

A CMS Klasszifikdci6 komplexebb képet ad a
CRC-krdl és viselkedésiikrdl, de a klinikumban jelen-
leg még nem terjedt el. Ennek oka, hogy a diagnosztiké-
ja az igen koltséges génexpresszios profil analizisen
alapul. Ugyanakkor olcs6bb mddszerek — példdul 5 an-
titest (CDX2, HTR2b, FRMD6, ZEB1, pancytokeratin)
és MSI-vizsgalat alapjan — is jol kozelitheté a CMS-
beosztas.** A kép vélhet6en még tovabb fog tisztulni és
a felosztas el6bb-utébb a rutinba is bekeriilhet.

Neminvaziv biomarkerek
Széklet biomarkerek

A CRC-k és prekurzoraik nem csak okkult hemoglo-
bin vizsgalatdval (mint példdul FIT - fecal immuno-
chemical test vagy gFOBT - guaiac fecal occult blood
test) sztrheték. A colon epithelsejtek folyamatosan
sodrédnak bele a colon lumenébe, igy fekélis génpane-
lek (stool DNA — sDNS panel) is alkalmasak lehetnek
szamos genetikai eltérés detektédlasara, esetleges szi-
résre. Ezen elven alapul az FDA 4ltal 2014-ben jovaha-
gyott Cologuard, mely fekélis genetikai (KRAS mutacio)
és epigenetikai (NDRG és BMP3 hipermetildcié) marke-
reket detektdl egy huméan hemoglobin immunkémiai
assay-vel kombinélva. A Cologuard szenzitivebb CRC
és prekurzorok (beleértve a fogazott 1ézidkat is) tekinte-
tében, mint a FIT, azonban specificitdsban alulmarad
FIT-tel szemben. Ennek oka val6szintileg az, hogy az
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idGsebb populaciéban bizonyos epigenetikai médosu-
lasok, példdul a DNS metilaciéja is, CRC-t6l fiiggetle-
niil is gyakrabban mennek végbe.*® A Cologuard énma-
géban nem elegendd, csupan felhivja a figyelmet a da-
ganat kockazatara, ezért pozitivitds esetén vastagbél-
tiukrozést kell végezni, mely bizonyos lézidk esetén

kurativ megoldas is lehet.*> *’

Plazmébél kimutathaté epigenetikai biomarkerek

A CRC-szlirés méasik neminvaziv alternativéja lehet
a plazméabol (folyékony biopsziaval) kimutathato
metilalt szeptin-9 (SEPT9).*® Ugyan rossz szenzitivita-
sa miatt nem ajanlott sztirésre, az FDA 2016-ban mégis
engedélyezte az ezen alapul6 Epi proColon alkalmaza-
sat. A FIT-nél csupan tiinetes populédciéban bizonyult

pontosabbnak.*

A folyékony (likvid) biopszia és ctDNS szerepe CRC-ben

A tumorsejtekbél DNS keriil a keringésbe apopto-
zis, nekrézis vagy szekréci6 révén. Ez a vérben keringg,
an. ctDNS (circulating tumor DNS), melyhez egyszerd
vérvétellel tudunk hozzaférni. Ennek koészonhetSen
nehezen megkozelithetd, sét, ismeretlen lokalizacija
attétrél is kaphatunk informaciét. ctDNS-sel a primer
és metasztatikus tumor genetikai eltérései is detektal-
haték.*® A ctDNS mutaciés analizise lehet PCR vagy
NGS alapd, jelenleg nincs egységes arany standard,
ezért igen nehéz osszevetni az eltérd tanulmanyok
eredményeit.*’

Szamos vizsgalat eredménye alapjan a ctDNS j6
relapszus-markernek ttinik: a képalkoté médszerekkel
detektalhat6 relapszust megel6z6en mar 5 honappal
pozitiv lehet a ctDNS, illetve emelkedhet a szintje.
A terdpia modalitasa — mttét, kemo-, illetve radiotera-
pia — nem befolyésolta a ctDNS prognosztikus értékét.
Tobb intervencios vizsgalat (COBRA, CIRCULATE,
IMPROVE-IT) is ctDNS alapjan hoz terdpias dontése-
ket: a ctDNS pozitiv paciensek intenziv kezelésben,
mig a negativak fokozott obszervaciéban részesiilnek.*’

A célzott kezelések monitorozaséra is kivaléan al-
kalmas a ctDNS. A konkordancia a plazma ctDNS és a
tumorbol szarmaz6 minta kozott igen magas, akar 87%
is lehet.*” Utal adat arra, hogy a ctDNS prognosztikai és
prediktiv értékét tekintve érzékenyebb marker a tumor-
DNS-nél: egy vizsgalatban a plazma KRAS és BRAF sta-
tusz erGsen befolyasolta a progressziémentes ttlélést,
mig a tumoré nem.*’

A ctDNS jol tikrozi az intra-, illetve intertumoralis
heterogenitast, mind térben és idGben, ezért alkalmas a
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klonélis evolici6 monitorozaséara is. A PROSPECT-C
vizsgdlatban a tumorbdl szdrmazé minta alapjan a
KRAS WT-nek diagnosztizalt CRC-k 25%-a bizonyult a
kezelés elétti ctDNS mintak alapjan KRAS mutansnak.
WES-sel pedig a paciensek 45%-nal taldltak a RAS 1t-
vonalban rezisztenciat okozé eltéréseket.*® Egyes ada-
tok alapjan a ctDNS-mintdkban a KRAS mellett egyide-
jlileg mas driver mutaciok is eléfordulhatnak minor
klénokban, példaul HRAS, NRAS, BRAF mutacidk, illet-
ve MET vagy ERBB2 amplifikacidok. Vélhetdleg ezek ké-
s6bbi talsilyba kertilése okozza az anti-EGFR terdpiéara
valé rezisztenciat.*®* A PROSPECT-C vizsgélatban vég-
zett ctDNS vizsgdlat szerint a rezisztencidt okozo
klénok relative rovid (4,4 honap) féléletidejiek, igy po-
tencialisan visszaallhat az anti-EGFR terapiara valo ér-
zékenység és ezért a féléletidd kétszeresét kivarva, an.
rechallenge terapia javasolhatd. Ezt vizsgédlta cetuxi-
mabbal a Cricket study.*

Egyéb biomarkerek — miRNS, IncRNS

A konvencionélis biomarkerek mellett Gjabb, az
epigenetikai szabalyozasban szerepet jatszé folyama-
tok és mechanizmusok kapnak szerepet a kutatésban,
és idével valdszintileg a diagnosztikaban is. Ilyen po-
tencialis biomakerek a mikroRNS-ek (miRNS vagy
miR) és a hosszi, nemkdédolé RNS-ek (long noncoding
RNS - IncRNS).*** A miRNS-ek 21-23 nukleotid
hosszt RNS szakaszok, melyek az mRNS-ek transzlaci-
ojat gatoljak és azok lebontasat indukaljék. Szerepet
jatszanak a CRC-k kialakulasaban, illetve egyéb folya-
matokban, mint proliferaci6, invazid, tumorprogresz-
szi6. A ctDNS-hez hasonlban ez is jol kimutathat6 a
plazmabdl, igy likvidbiopszids mintdkkal akar a péaci-
ensek utdnkovetésében és prognosztizalasdban is sze-
repet jatszhatnak. Szamos esetben rosszabb progndzis-
sal fiigg 6ssze overexpresszi6juk (példaul miR-17, -18a,
-18b, -19a, -19b, -20a, -20b és 21), valamint alacsony
expresszi6juk rosszabb terapias valaszt is elGjelezhet
neoadjuvans terdpia esetén (miR143 és miR145).*

Az IncRNS-ek legalabb 200 bazisparbél allo
RNS-ek, melyek a kromatin remodeling, a transzkrip-
cio és a posztranszlacios modosuldsok szintjén is befo-
lyasoljdk a génexpessziot. Tobb folyamatban fontos
szabalyozok, példaul sejtnovekedésben és -prolifera-
ci6ban, rezisztencidban, illetve az invazidban és a
mesechymalis fenotipus kialakitasdban is. Példa erre a
rossz prognoézist sejteté NEAT1, SNHG1 és SNHGS,
melyek klinikai implikaciéi hasonléak lehetnek a
miR-ekhez.*

Osszefoglalas

A CRC-k molekularis héttere és ezért diagnosztikaja
és terapiaja is igen komplex. Szamos molekuléris cél-
pontot azonositottak eddig, de a paletta folyamatosan
béviil a precizids terapia terén. Jelenleg legnagyobb kli-
nikai jelentéséggel a CRC-k MSI statusza (MMR fehér-
jék IHC vizsgalata, MSI PCR-RFLP vizsgalata) és az
anti-EGFR terapiara val6 rezisztenciat okozé genetikai
eltérések (KRAS és NRAS kiterjesztett panel, BRAF
V600E) azonositdsa bir. Szintén fontos a Lynch-
szindrémés betegek megbizhato kisztirése. Egyel6re az
alternativ szirési lehetéségek (székletvér, széklet-
DNS, Cologuard, SEPT9) nem valtottak be teljesen a
hozzéajuk fizott reményeket, de vélhetéen ezen a terii-
leten lesz még fejlédés. Jelenleg még a kolonoszképia
az arany standard. A tumor heterogenitas CRC-k eseté-
ben magas, mely befolyassal bir a terdpiara is. A hetero-
genitds vizsgalatara és a terdpia monitorozasara is jo al-
ternativa a likvidbiopszia (ctDNS), mely remélhetéleg
hamarosan elterjedtebb lesz a klinikumban.

A komplex molekuléris hatteret figyelembe vevd
CMS-altipusok szerepe még nem teljesen tisztazott,
azonban jo kozelitéssel prognosztizalja az adott tumor-
tipusokat és egyes célzott szerek prediktiv markere is
lehet.
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A melanoma molekularis diagnosztikaja és célzott kezelése:
prognosztikus és prediktiv markerek

Molecular diagnostics and target therapy of melanoma: prognostic and predictive markers

Timar Jozsef
Il. Sz. Patoldgiai Intézet, Klinikai Kézpont, Semmelweis Egyetem, Budapest

E-levél: timar.jozsef@med.semmelweis-univ.hu

0SSZEFOGLALAS A melanoma az elmuilt évtizedekben egyre gyakoribb bérdaganatta vélt az UV expozicié fokozodasaval parhuzamosan. Ugyan akkor ez
nem jart egyiitt a mortalitds fokozodaséaval mert a korai diagnosztika is sokat fejldott. A klasszikus onkoldgiai kezelésekkel szemben rezisztens
BRAF-mutans és a tripla vad (BRAF, NRAS, KIT) melanoma kezelése célzott vagy immunterapidval megoldottnak latszik, ez nem mondhatd el az NRAS és
KIT mutans tumorokrol vagy az uvedlis melanomardl. Masrészrél a sikeres terapias beavatkozasok tjabb kihivasokkal szembesitik az onkoldgusokat a
kindz inhibitorokkal vagy az immunterapidval szembeni rezisztencia kialakulasa és az e mogott rejlé genetikai valtozasok miatt. igy az egyszeri mindent
megoldo molekularis profilirozast egyre inkabb a folyamatos monitorozas kell, hogy helyettesitse.

KULCSSZAVAK melanoma, BRAF, NRAS, KIT mutéciok, célzott terapia, immunellendrzé pont blokkold terapia

SUMMARY  In parallel to the increased UV exposure, incidence of malignant melanoma steadily increased in the last decades. However, this rise did not
result in increased mortality due to improved and earlier diagnosis and novel, more effective therapies. Fundamental changes occured in the treatment of
chemo- and radiotherapy resistant melanoma due to molecular classification and discovery of its immunobiological characteristics. Although the
treatment of the BRAF-mutant and triple wild type (BRAF, NRAS, KIT) melanoma seems to be settled, this is not the case in NRAS- or KIT-mutant tumors or
in uveal melanoma. Meanwhile there are novel unforeseen challenges raised by genetic changes leading to kinase inhibitor- or immunotherapy
resistances. As result, a one-step moleculopathological diagnostics must be replaced by a continous molecular monitoring.

KEY WORDS melanoma, BRAF, NRAS, KIT mutations, target therapy, immune checkpoint inhibition

Mqlano!na, ePidem!mégia és molekularis solid daganat esetében a T1 stadium cm-ben mérendd
epidemiologia hazankban és minimalisan 10° daganatsejtet tartalmaz minimélis

attétképzési hajlammal.

A malignus melanoma relatfve gyakori rosszindu- A malignus melanoma kialakulasa kétféle, vagy de

lata daganat, amelynek incidenciaja fokozatosan emel- novo keletkezik, vagy pedig elézetes naevus maligni-

kedik a napozasi kultusz egyre elterjedtebbé valaséval. zalodasaval.! Azt figyelembe véve, hogy a felnGttkor

Ennek az az eredménye, hogy mindkét nemben a 10 o . PPN . .

kiiszobén milyen nagyszamu jéindulatd melanocytas
leggyakoribb daganatok kozé lépett el6 hazankban
(1292 férfi és 1450 né 2016-ban). Szerencsére a derma-

tolégiai ellatds eredményeként a felismert és kezelt

tumor taldlhat6 a béron, ehhez képest a naevus talajan
kialakulé melanoma kockézata alacsony. A naevusok
molekuléris elemzése azt mutatta, hogy ezek bizonyit-
hatéan az UV-sugarzas éltal indukalt BRAF exon 15
mutéciot hordozzak donté részben (~80%). Fontos le-

melanomads esetek csak mintegy 10%-a vezet végiil da-
ganatos halédlozdshoz. Az igazi probléma az, hogy a
melanoma az egyik, ha nem a legagresszivabb emberi

szogezni, hogy a melanomanak vannak ritka formai is,

rosszindulatti daganat, amely a legkisebb T1la méret . . . .

. R ST T e . ; ilyen a mucosalis melanoma és az uvealis melanoma,
esetében is jar ,]elen,tos attet}<epzo.kepesseggel,ﬁaml melyek Osszehasonlithatatlanul ritkdbbak, mint a
0,5 mm vastagségot és nagysagrendileg 0,5-1x10" da- cutan forma, de semmivel sem kevésbé agresszivak.

ganatsejtet jelent. Osszehasonlitasképpen, a legtébb Felmeriil a kérdés, hogy a nem UV-sugdrzdsnak kitett

felszineken/szervekben keletkezé melanoma kialaku-

Roviditések

IOH  heterozigétasdg elvesztése lasa mogott mi allhat? Az eddigi tudomanyos eredmé
HLA humdn leukocyta antigén nyek azt tdimasztjak ala, hogy ezen melanomak kialaku-
TIL tumor infiltrdld lymphocytdk
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B BRAF NRAS M KIT egyéb

1. dbra: A bér melanomdjdnak molekuldris klasszifikdcidja:
a leggyakrabban mutdlt onkogének’

lasédban az UV-sugdrzasnak nincsen szerepe, amit az is
igazol, hogy ezen daganatokban a BRAF onkogén
UV-indukalt mutdciéja nincsen jelen. Megjegyzendd,
hogy a melanomak mintegy 10%-a ¢rokletes, amit leg-
gyakrabban a p16/CDKN2A gén csirasejtes mutaci6ja
okoz, ritkdbban azonban a TERT, az MITF vagy a BAP1
géneké.? Erdekes, hogy az uvealis melanomak egy része
is familiaris, amely hétterében az ismert homoldg re-
kombindaciés vagy mismatch repair deficiencidk mel-
lett a BAP1 vagy a MBD4 gének érokletes hibéja all.?

SEJTFELSZIN

MCR1

CREBSOX10

A bérmelanomak dontéen harom nagy morfologiai
csoportot képeznek, a felszinesen terjed6 (SSM), a no-
dularis (NM) és az Gn. (acro)lentiginosus formak, ahol
az utébbi esetében az UV-expozicié szerepe erGsen
megkérddjelezhets. Molekularis klasszifikacié szem-
pontjab6l harom onkogén mutécidéja dominél a bér
melanoméjaban, a BRAF/15exon/600kodon aktivalo
mutédcié (~50%), az NRAS onkogén/3exon/61kodon
aktivadlé mutécié (~20%) és a KIT onkogén valtozatos
muticiéi (~15%) (1. dbra).* A jelpalya, amely mela-
noméban érintett, a melanocyta dominalé receptor-jel-
pélyaja (KIT receptoré), amelyben szintén érvényesil
az aranyszabdly, hogy egy jelpdlyaban csak egy
onkogén mutalédhat egyszerre (2. dbra). A BRAF és
NRAS mutaciok az SSM/NM melanomék jellemzdi,
mig a lentiginézus formakban a KIT mutacié dominal.
Megjegyzendd ugyanakkor, hogy a ritka morfolégiai
varidnsokban mas gének hibai jellemzdek: a desmo-
plasticusban GRIN2A, a naevusszertiben a lipid-kinaz
utvonalé (PTEN, PI3KCA, AKT), a blue naevus melano-
maban a CDKN2A, mig a congenitalis naevus szindré-
maban a TP53 géneké.’

Fontos latni, hogy a mucosalis melanoma moleku-
laris alapjai masok, dontéen ezek a tumorok KIT mu-
tans daganatok és a BRAF vagy az NRAS mutaciék joval
ritkdbbak. Az uvealis melanomak mindezen mela-
nomavariansokhoz képest is kiilonallok, mert ezeket a
MCRT1 jelpalya G-protein mutécidi, a GNAQ vagy a
GNA11 jellemzik (2. dbra).?

SEJTMAG

2. dbra: A melanomdban leggyakrabban érintett jelpdlydk: KIT-RAS-RAF-MAPK, bérmelanoma, MCR1-G-protein-AC-PKA, uvedlis
melanoma. Mindegyik jelpdlya a melanocyta-specifikus transzkripcios faktorokat aktivdlja (MITF/SOX10). Pirossal a gyakrabban

mutdlt komponensek.
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Patoldgiai diagnosztika

A melanoma patolégiai diagnosztikdjanak alapja a
morfolégia az elmult évszazadban, amit azonban a
technoldgia és a patoldgia fejlédése mara kissé megha-
ladt (3. Gbra). A probléma nem is elsGsorban a morfolé-
gia megbizhatatlansagaval magyardzhat6, hanem a
klinikum igényeivel, melyek a rdkmegel6zé allapotok
vagy a dysplasticus naevus formék biztonsagos elkiilo-
nitésének igényét jelentik.® A pigmentsejtes 16zi6k azo-
nositdsa a mai immunhisztokémiai paletta hasznalata-
val biztonsdgosan megtehet§ (4. dbra, 1. tablazat), de
ezek a malignitds kérdésének megitélésében nem segi-
tenek mivel ezek dontéen melanocyta-specifikus mar-
kerek.”

Amint azt a fentiekben bemutattuk, a BRAF, de az
NRAS vagy a KIT mutéciék kimutatdsa azért nem segit a
dignitas megitélésében mert ezek az onkogén mutaciok
egy korabbi fazisban keletkeznek, igy a naevusokban
vagy a dysplasticus 1éziékban is jelen lehetnek mar.
A proliferaciés aktivitas (mitotikus index, ki-67) ugyan

hasznos informacié lehet, de a sériilt naevusok eseté-

b N AT ~

3. dbra: Jellegzetes felszinesen terjedd, de vertikdlis fdzisba lé-
pett bér melanoma makroszkdpos (A) és mikroszkdpos (B) ké-
pe.

TANULMANY

ben nem segit a dignitds eldontésében. Ezért kerestek
megbizhatébb ,objektivebb” molekularis markereket,
aminek eredménye lett egy multiplex fluoreszcens in
situ hibridizacié (FISH) médszer és a myPath sokgénes
expresszios teszt kidolgozasa. A FISH analizisben négy
gén kopiaszamat elemzik: RREB1 (6p25), MYB (6p23),
CDKN2A/p16 (9p21) és CCDN1 (11q13). A malignus
léziokban az RREB1 és CCDN1 koépiaszam emelkedé-
sét, mig a p16 és a MYB génekben kopiavesztés (loss of
heterozygosity, LOH) jelenségét lehet tapasztalni.’
A MyPath (MYRAD Genetics) analizis sordn az
OncotypeDX-hez hasonl6an 14 gén expresszi6jat mé-
rik (PRAME, S100A12,9,8,7, PI3 melanoma és a CCL5,
CD38, CXCL10, CXCL9, IRF1, LCP2, PTPRC, SEL1
immunstroma génekét) és egy MYRAD score értéket
szdmolnak ki ennek alapjan.’

A kovetkez6 1épés a TNM stadium meghatarozé
sa,’* amelynek évtizedek 6ta alapja a pontos vastag-
sdg-meghatarozas, a Breslow-érték mm-ben, ahol a T1a
stddium <0,8 mm, de ulcerélt, vagy >0,8<1 mm.

A locoregionalis terjedés egyik jellegzetes ttja az tn.
szatellita és in-tranzit attétképzés (intralymphaticus) a
kornyez8 szoévetben, valamint a lokoreginélis nyirok-
csomo-attétképzés. Ez utdbbi meghatarozasanak pon-
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4. dbra: Melanoma immunhisztokémiai markerek. A. S100B jel6-

lés. B. MART-1 pozitiv daganatsejtek 6rszemnyirokcsomdban.

2021; 3:301-620.
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1. tabldzat: Immunhisztokémai melanoma markerek”

MARKER LOKALIZACIO SZENZITIVITAS (%) SPECIFICITAS (%)
S100B citoplazma >93 alacsony
HMB45/gp100 melanoszéma >70 >90

MART1 melanoszéma >85 >95

tirozinaz melanoszéma >80 alacsony

MITF transzkripciés faktor >80 alacsony

SOX10 transzkripciés faktor >95 alacsony

tossdga az un. ,drenal6” nyirokcsomé megtalaléstol
fugg, ami a kiillonféle 6rszemnyirokcsomé kimutaté
modszerek alkalmazdsaval végezhetd el. Az Grszem-
nyirokcsomé érintettségének kiértékelését makroszko-
pos vagy mikroszképos (>1 mm) méretben kell meg-
tenni. Az 1 mm- nél kisebb &attétek biolégiai jelentésége
nem ismert (4B dbra). llyenkor sziikség lehet a megfele-
16 érzékenységl és specificitdsi immunhisztokémiai
markerek alkalmazasara és a teljes nyirokcsomé feldol-
gozaséra. Ugyanakkor ismert az, hogy a regionalis nyi-
rokcsomoékban lehetnek ectopids melanocytaszigetek,
amelyek morfolégiai azonositasa alapvetd jelentdségi.

Prognosztikus markerek: génmintazat

Mind a mai napig a primer melanoma egyik legfon-
tosabb prognosztikus faktora az ulceracié, bar ennek
prognosztikus szempontbdl a molekularis alapjai nem
ismertek. Tobb elemzés is arra jutott, hogy a primer
melanomat génexpresszio alapjan harom kategoriaba
lehet sorolni: a proliferativ (p16-LOH, MITF/SOX10
vezérelt), az invaziv (epithelialis-mesenhymalis
tranziciés génes: SNAI1, ZEB1, TGFBR2) és az immun-
medialtra. Ertelemszerten a proliferativ és az invaziv
kedvezétlen prognosztikus faktor mig az immun-
medialt kedvez8.” Ugyanakkor ezek a génexpressziés
mintazatok nem keriiltek validdlasra megfelel6 nagy
klinikai anyagokon, igy jelenleg vizsgalatukra nincse-
nek standardizalt tesztek. Egy hazai vizsgalatban az
agyi attétet képez6 melanomak esetében észleltiik az
AQP1 fehérje fokozott expresszidjat, amit az érintett
kromoszéma régié (7p) amplifikaciéja okozott."!

A melanoma a magas mutacios terheltségt dagana-
tok kozé tartozik, igy a progresszi6 soran ennek tovabbi
emelkedése, és az Gj neoantigének szaménak jelents-
sebb novekedése aligha varhatd, bar a homol6g rekom-
binécio6 repair zavardnak fokozédasa kimutathat6. Az
antigénprezentédcio szempontjabdl azonban nagy jelen-
tésége van annak, hogy a HLA-I génrégiot (6. kromoszo-

ma) vagy a B2M génrégiot érinté LOH (15. kromoszé-
ma) kialakul-e melanoméban, mert a HLA-I expresszi6
elvesztése immunrezisztencidhoz vezet. Hasonl6an je-
lentgsége van annak is, hogy a 9p24.1 régiéban ampli-
fikacio kovetkezik-e be, ami PDL1 fokozott expresszié-
jat okozhatja, ami szintén immunrezisztenciat okoz-
hat, de érzékenyithet immun checkpoint inhibitorok-
kal szemben (12)

Prognosztikus markerek: daganatos mikrokdrnyezet

Evtizedek 6ta ismert a primer melanoma sajétossé-
ga, hogy igen jellegzetes lymphoid infiltrdtumot tartal-
mazhat, masrészrél talan az egyetlen olyan daganat,
amelyben ,spontdn” regresszié alakulhat ki a primer
tumorban, valdszintleg az aktiv daganatellenes im-
munvélasz miatt. A melanoma a legimmunogénebb
malignus daganat, aminek egyik oka a magas mutécios
terheltség, aminek kovetkezménye a nagyszamu neo-
antigén keletkezése. Mindezek alapjan azt varhatnank,
hogy a tumort infiltralé lymphocytéak (TIL) mennyisé-
gének vagy 0Osszetételének komoly prognosztikus sze-
repe van. Elséként a primer melanoma lymphoid infilt-
racidjanak nagysdga nem prognosztikus értékd. Mé-
sodszor azzal szemben, amit vdrnank, sem a CD4+T,
sem a CD8+T, sem az NK vagy macrophag effektor sej-
tek denzitdsa nem prognosztikus primer melanoma-
ban. Ehhez képest az is érdekes, hogy nem rendelkez-
nek ilyen képességgel a Treg sejtek sem. Ugyanakkor
érdekes, hogy a TIL-ben 1évé B-sejtek denzitasa és val6-
szintleg ezzel Osszefiiggésben a dendritikus sejtek
denzitasa prognosztikus jelentdségi."®

A melanoma progressziojanak molekularis hattere

A melanomak donté részét sebészileg eltavolitjak,
és amennyiben nincsen 4ttét, a beteg nem részesil ke-
zelésben. Ugy kiilénben a melanoma az egyik legin-
kabb kemorezisztens emberi daganat, a veserakhoz ha-
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sonléan. Mig ott a vesetubulus hamsejtek nagyfoku
gyogyszer-kipumpal6 funkcidja, melanomaban a
kemorezisztencia alapja a genetikai/biolégiai apoptdzis
rezisztencia és valdszintileg a magaval hozott UV-in-
dukalt DNS-hibajavité képesség.

A melanoma genetikai progresszidja sordn (attét-
képzés) szamos jellegzetes Gj génhiba jelenik meg,
mint pl. a BRCA1, EGFR4 vagy az NMDARZ2 mutaciok,
az MITF, AP1, BRIC5 és MET amplifikaciék, és nem
utolsésorban a PTEN és a metasztdzis szuppresszor
KISS1R LOH, amelyek jelent6sen megvéltoztatjék a da-
ganat viselkedését.’ Tovabbi kérdés az tin. driver gének
viselkedése a progresszio soran. Sajnos meglehetésen
kevés ilyen irdnyt vizsgdlat van, feltételezve azt, hogy
a BRAF, NRAS és KIT mutacids statusz valtozatlan.
A primer melanoma (is) klonalisan heterogén daganat,
amelyben sokféle klon van jelen, amelyek kozott van-
nak a driver onkogénekre vad tipustak is. Egy nagyobb
tanulményban megvizsgaltuk azt, hogy a szervi atté-
tekben hogyan alakul a melanoma driver génjeinek a
szerepe és aranya a vad tipust klénokhoz képest.
Annyit ki lehet jelenteni, hogy a driver onkogén elvesz-
tése a szervi attétekben igen ritka jelenség. Ugyanakkor
a driver onkogént hordozé klonok relativ ardnya meg-
lehet6sen kiszdmithatatlanul valtozik az attétekben,
igen alacsony arany dominaléva valhat és forditva. Azt
is meg lehetett allapitani, hogy a BRAF mutédns me-
lanomék esetében az onkogén klon elsGsorban a tidé-
attétekben valik dominal6va (a ritkabb mellékvese-, bél
vagy veseattétekhez hasonléan), tehat valamifajta
szervpreferenciat mutat, ami nem jellemz6 az NRAS
muténs melanomékra.*

Célzott terapia/prediktiv markerek (2. tablazat)

A jelenleg érvényes ajanlasok alapjan a St-III
rezekalt b6rmelanomas betegek akkor részesiilhetnek
célzott terapidban, amennyiben a daganat BRAF mu-
tans (ex15/c600E vagy K). Minden egyéb BRAF mutaci6
nem tekinthetd szenzitizalé mutdcionak. A fenti hely-
zetben a BRAF/MEK kettds inhibitor terdpia indikalt:

TANULMANY

dabrafenib és trametinib. Az NRAS mutans St-III
melanomék esetében nincsen torzskonyvezett célzott
terapia, hasonléan a KIT muténs daganatokhoz.

A jelenleg érvényes ajanldsok szerint a St-IV.
rezekalt BRAF muténs (V600E/K) melanoma esetében
is a BRAF+MEK inhibitor kombinécié torzskonyvezett
(dabrafenib+trametinib). Az NRAS muténs St-IV.
melanomék esetében nincsen térzskonyvezett célzott
terapia, hasonléan a KIT muténs daganatokhoz.

A BRAF mutins (V600E/K) nem-rezekalhaté
St-II-IV. melanomak esetében tobbféle BRAF/MEK in-
hibitor terapiat is torzskonyveztek: dabrafenib +
trametinib, encorafenib + binimetinib és vemurafenib
+ cobimetinib. Az NRAS mutins nem rezekalhato
melanomék esetében nincsen torzskonyvezett célzott
terapia, hasonléan a KIT mutdns daganatokhoz.

Fontos még kihangsilyozni, hogy a BRAF vad
melanoma azt jelenti, hogy az nem mutans NRAS és
KIT onkogénekre sem. Ugyanakkor ismert az is, hogy
igen kis szazalékban egyes daganatok genetikailag he-
terogének lehetnek, ahol a BRAF mutéci6 mellett NRAS
vagy esetleg KIT mutéci6 is el6fordulhat. Ilyen esetek-
ben célszeri megvizsgalni az egyes onkogének mutéans
allél frekvencidjat, hogy az adott daganatban melyik
domindl, és a terapids dontéseknél ezt figyelembe kell
venni.

Maésrészrél azonban, ahogy azt kordbban bemutat-
tuk, a BRAF mutédns daganat nagyon eltérg lehet gene-
tikailag annyiban, hogy abban a BRAF mutans klén ab-
szoltt minoritds (in. szubklonalis) (<10%), kisebbség-
ben van (<50%), vagy dominéns (>50%), esetleg akar
kizérélagos. Alaphelyzetben a BRAF mutéci6 heterozi-
g6ta a melanomakban, ami azt jelenti, hogy vad és mu-
tdns allél egy-egy kopidban szerepel (50-50%). Emel-
lett azonban tovébbi genetikai valtozasok is bekovet-
kezhetnek a vad allélben (LOH) vagy a muténs allélben
(amplifikaci6), ami a klonalitast befolyasolhatja, és el-
képzelhet§, hogy mennyire befolyasolhatja a
BRAF/MEK inhibitor terapia hatékonysagat. Talan
nem is olyan meglepd ezek utdn, hogy a célzott terdpi-
ak esetében a hosszu tava klinikai hatasossag nem éri

2. tabldzat: A nem uvealis melanoma gyégyszeres kezelésének lehetséges formai

DAGANAT TIPUSA | TRIPLA-VAD (BRAF/NRAS/KIT) BRAF MUTANS NRAS MUTANS KIT MUTANS
BRAF inhibitor - + - R

MEK inhibitor - + (+) _

KIT inhibitor - - - (+)
anti-CTLA4 antitest | + + + +

anti-PD1 antitest +

2021; 3:301-620.
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el az immunterapiakét, mivel valamennyi BRAF mu-
tdns daganatot egyforman kezelnek.

A célzott terapian 1évé BRAF mutédns daganatokban
tovabbi genetikai véltozasok alakulnak ki, amelyek re-
zisztenciahoz vezetnek. Ilyen valtozas lehet a rekurral6
daganatban az MITF vagy BRAF amplifikaci6 (ez eset-
ben a vad allélt érinti), a PTEN vesztés (LOH) vagy az
Gjabb (nem-600-as kodon) BRAF mutacio fellépte, de
leggyakrabban mésodlagosan MEK1/2 mutéci6 vagy a
lipid-kinaz Gtvonal mutaciéi lépnek fel.>'® Ezek kiala-
kuldsdban minden bizonnyal nagy szerepet jatszik a
BRAF muténs melanomak egységes kezelése, a klona-
litasi aranyok figyelembe vétele nélkiil.

Kilon kérdés a KIT mutans melanomaék esetleges
célzott kezelése. A KIT mutans melanomékban a KIT
gén 9-19 exonjai lehetnek érintettek, és a kodonok
szempontjab6l vannak forrépontok, de a gént érintd
mutaciok az esetek felében a tirozin kindz régioban
csaknem random helyezkednek el. Az eddigi klinikai
vizsgélatok azt mutattdk, hogy a 11. és 13. exon mutans
melanomak reagéltak a kiilonféle KIT inhibitor kezelé-
sekre. Ugyanakkor tobb olyan exon/kodon is érintett a
melanomakban, amelyek esetében GIST daganatokban
KIT inhibitorra adott valaszt tapasztaltak, tehat a tera-
pids dontések meghozataldhoz ezeket figyelembe kell
venni.*

Immunterapia/prediktiv markerek (2. tablazat)

A magas rizikéja St-III. melanomat tradicionalisan
immunstimulans Gn. citokin terdpiaval kezelték a
multban (IL-2 vagy IFNa2). Ennek a terapianak kicsi
volt a hatékonysdga, azonban sok mellékhatasa volt.
Hatalmas fejlédést jelentett az tin. checkpoint inhibitor
terapiak torzskonyvezése, ami az anti-CTLA4 elleni an-
titesttel kezdédott, majd az anti-PD1/PDL1 antitestek-
kel folytatodott, és végiil a kett6 kombinaciéjaban vég-
z6dott, aminek eredményeként az ilyen betegek 5 éves
talélése 50% folé emelkedett."”” Ugyanakkor szemben
mas solid daganatokkal, az ,,eredendd btin” (nem volt
markervizsgalat/szelekci6) elkovetése miatt gyakorlati-
lag a mai napig nincsen(ek) Gn. immunterapids
prediktiv marker(ek) torzskonyvezve melanomaban.

A BRAF vad rezekalt St-IIL
anti-PD1 nivolumab vagy pembrolizumab kezelés

melanoméakban

torzskonyvezett. Rezekalt St-IV. melanoma esetében az
immunterapiés lehet6ség az anti-PD1 antitest pembro-
lizumab.

BRAF vad tipusi nem rezekédlhaté vagy attétes
bérmelanoma esetében az anti-PD1 antitestek nivo-

lumab vagy pembrolizumab monoterapia, vagy az
anti-CTLA4 + anti-PD1 kombinacié ipilimumab +
nivolumab a torzskonyvezett kezelés.

Az anti-PD1 terapidn progredial6 vad BRAF tipust
melanomékat anti-CTLA4 ipilimumab-tartalmu proto-
kollal kell kezelni, mig a BRAF V600E/K mutédns daga-
natokat BRAF+MEK inhibitor kombinaciéval kell ke-
zelni. Hasonl6képpen, a BRAF/MEK inhibitor terdpian
progredial6 BRAF mutdans melanomakat anti-PD1 tera-
piaval kell kezelni.

A szakmai ajdnlasok arra is rairanyitjak a figyelmet,
hogy az NRAS (és KIT) mutans melanomék gyakorlati-
lag ,,orphan” daganatok lettek, amelyeknek nincsen jél
kortilhatérolt immunterdpias protokolljuk, szemben a
BRAF muténs varidnsaikkal, de értelemszertien ezen
daganatok célzott kezelés hidnyaban csak immuntera-
piaval lennének kezelhetdk.

A fentiekbdl is jol lathato, hogy a molekularis diag-
nosztikanak igen is lehet szerepe a terapias dontések
meghozatalaban. Egyfel6l mindig figyelembe kell ven-
ni, hogy altaldban a BRAF mutaci6 meghatarozas a pri-
mer tumorbdl torténik, de a mutdns allél frekvencia
valtozhat az attétekben, igy célszerd a vizsgalatot attét-
b6l (pl. bér vagy nyirokcsomd) megismételni. Az ala-
csony mutans allél frakciét hordozé daganatok eseté-
ben a célzott terapiaval szemben az immunterapidnak
nagyobb esélye van és forditva, a magas mutans allél
frekvencidju daganatokban a célzott terapias kombina-
ci6 az esélyesebb.

Korabban bemutattuk, hogy az immunrezisztencia
egyik fontos faktora a HLA-I expresszié elvesztése,
amit érdemes figyelembe venni a terapids dontések
szempontjabol. Masrészt a klinikai vizsgalatok azt mu-
tattdk, hogy a melanomasejtek erGsebb PDL1 ex-
presszidja (>10%) az anti-CTLA4 + anti-PD1 kombi-
nécié mellett sz6l. Ipilimumab kezelés esetében az at-
tétes nyirokcsomé FOXP3/CD8 T-sejt, mig a bdérattét
CD16/CD68 macrophag denzitasa bizonyult prediktiv
értékiinek.'®

Végiil még két kérdést érdemes megvizsgalni a jové
szempontjabol. Az tn. immunoterdpidk alkalmazasa
esetén (itt most elsGsorban az immun checkpoint inhi-
bitorokra gondolva) figyelembe kell venni azt a fontos
tényt, hogy ezek a terdpidk sem hatékonyak a hipoxias
daganatokban mert a nagy mennyiségben termelddd
VEGF T-sejt-blokkolé. Mas szolid daganatokban mér
bevezetésre keriilt az immunterdpia kombinacidja az
anti-VEGF terdpiaval (veserdk, tiddérdk). Melanoma
esetében a konstitutiv HIF-aktivélas f6 oka az onkogén
driver mutécié (BRAF, NRAS, KIT), igy az ilyen dagana-
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tok esetében alkalmazott immunterapiat meg lehetne
kisérelni kombinalni anti-VEGF kezeléssel.

A masik kérdés a melanomak esetében a citokin te-
rapia esetleges racionalis felhasznéldsa. Az érthetd,
hogy az immun- vagy célzott kezelések bevezetéséhez
végzett klinikai vizsgalatokban a dacarbazin vagy cito-
kin kar volt a kontroll kar, amelyet az Gj terapiak le-
gy6ztek. Ugyanakkor ismeretes, hogy a daganatelleni
immunvélasz probléméajanak csak az egyik része a
PDL1/PD1 kérdés, az effektor sejtek aktivitasa/aktivalo-
déas legaldbb olyan fontos lehet, amiben a citokin sti-
muldcié az immunterapia mellett hasonléan jé szolgé-
latot tehet, mint a VEGF blokad. A veserdk esetében
mar zajlanak ilyen kezdeményezések, itt az ideje, hogy
melanoma esetében is elinduljanak ilyen vizsgélatok.

Az elmult évtized forradalmat hozott a , kezelhetet-
len” melanoma terapiajaban. Ennek alapja a célzott te-
rdpia és az immunterapia bevezetése volt, aminek az
eredménye lett a metasztatikus betegségben tapasztalt
50%-0s 5 éves tulélés."” Ennek az eredménynek a to-
véabbi javitdsa azonban csak a molekularis diagnosztika
tovéabbi finomitaséaval, illetve eredményeinek célszerd
felhasznalaséval lehetséges.
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A prosztatarak és hugyhdlyagrak molekularis hatterének terapias
vonatkozasai

Therapeutically relevant molecular alterations in prostate and bladder cancer
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0SSZEFOGLALAS A prosztata- és a hugyhdlyagdaganat a két leggyakrabban el6fordulé uroldgiai malignitas. Az elmult 6t évben mindkét tumorféleség el6-
rehaladott stadiumu eseteinek gyogyszeres kezelési lehetdségei jelentds mértékben javultak. igy ma mar mindkét daganatra igaz, hogy a hasonlé stadiu-
mu betegek szamara egyszerre tobb szer koziil is lehet valasztani. Ez az alapvet6en kedvez6 valtozas azonban egyben a klinikai dontéshozatalt is 6sszetet-
tebbé tette. A tendencia pedig folytatodik; egyre névekvé szamu Uj szert probalnak ki klinikai vizsgalatokban, ezért a jovében a helyzet még 6sszetettebbé
valhat. A terapia helyes megvalasztasahoz a jelenleg rutinszertien elérhet6 klinikopatoldgiai adatok gyakran nem nyujtanak elegendd mélységu informaci-
Ot. Ezért sziikséges a daganatok molekularis szinti megértése is. A prosztatarak esetében az androgén tdmadasponta gyogyszerek elleni rezisztencia ala-
posabb ismerete vezetett el az Gjabb hatdanyagok kifejlesztéséhez, de a kozeljovében a PARP enzim gétlasan keresztul hatd gyogyszerek — bizonyos mo-
lekularis eltérések megléte esetén — alkalmazhatok lesznek. A higyholyagrak kezelésében a tébb mint 30 éven at kizarélagosan alkalmazott platina-alapd
kemoterapia mellett ma mar hasznalhatok az immunellenérzépont-gatio szerek, valamint a kozeljovében bizonyos FGFR eltérések jelenléte esetén az
FGFR3-gatlo kezelés is elérhetGvé valik. Ebben az dsszefoglaloban egy rovid attekintést szeretnénk nyujtani a hugyholyag- és a prosztatadaganat azon
molekularis sajatsagairol, melyek terapias szempontbol jelentéséggel birnak.

KULCSSZAVAK hugyhdlyagrak, prosztatarak, molekularis alcsoportok, immunellenérzépont-gatio, FGFR

SUMMARY  Prostate and urinary bladder cancer are the two most common urological malignancies. In the last few years, by the approval of new drugs
the therapeutic landscape of both tumor entities has significantly improved. Currently, for patients with progressed bladder or prostate cancer in similar
stage categories more than one effective drugs are available, making clinical decision-making incresingly complex. This tendency will be most probably
accelerated considering the increasing number of drugs being tested in ongoing prospective clinical studies. Conventional clinicopathological parameters
often provide only insufficiently detailed information for informed therapeutic decision-making. Therefore, molecular techniques are needed to be
incorporated in the clinicopathological diagnostics in order to support therapeutic decisions. In prostate cancer, our improved understanding of the
regulation of androgen pathways and resistance mechanisms resulted in the development of novel effective therapies. In addition, PARP inhibition
represents a further, soon to be available therapeutic option for molecularly selected prostate cancer patients. For locally progressed and metastatic
bladder cancer, platinum-based chemotherapy has been the only therapeutic option for almost 30 years. In the last few years, immune checkpoint
inhibitors have become available for platinum-resistant or chemotherapy ineligible patients. Furthermore, FGFR3 inhibitors will be available for patients
with specific molecular alterations. In this review, we provide an overview of the most important and therapeutically relevant molecular features of
prostate and bladder cancer.

KEY WORDS bladder cancer, prostate cancer, molecular subtypes, immune checkpoint inhibitor, FGFR

Roviditések:

ABI abirateron FANCC Fanconi anaemia complementation group C

AR androgén receptor FGFR fibroblastnévekedési faktor receptor

ATM ataxia telangiectasia mutated FLIT friend leukemia integration 1 transcription factor
BRCA2 breast cancer gene 2 FOXA1 forkhead box protein A1

CDK4/6/12  ciklin-dependens kindz4/6/12 HMGA2 high-mobility group AT-hook 2

CGA chromogranin A IDH1 isocitrate dehydrogenase 1

CPS kombindilt pozitiv pontszdm IEG immunellenérzépont-gdtlo

CRPC kasztrdcio rezisztens prosztatardk mCRPC metasztatikus kasztrdcio rezisztens prosztatardk
CTNNB1 catenin, beta-1 MLH1 human mutL homolog 1

DOC docetaxel MRNS hirvivé/messenger RNS

EMMPRIN  extracellular matrix metalloproteinase inducer MSH2 human mutS homolog 2

ENZA enzalutamid mTOR mechanistic target of rapamycin

ERCC1/2 excision repair cross-complementation group 1/2 NCOR1/2 nuclear receptor corepressor 1/2

ERG ETS-related gene NSE neuronspecifikus enoldz

ETS erythroblast transformation-specific PARP poli(ADP-ribéz)-polimerdz

ETV1/4 ETS translocation variant 1/4 PCR polimerdz-ldncreakcio
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PD1 programozott sejthaldl receptor-1 SPOP speckle-type POZ protein

PD-L1 programozott sejthaldl ligand-1 TCGA The Cancer Genome Atlas

PI3K foszfoinozitol-3-kindz TMB tumor mutdcios terhelés

PSA prosztata specifikus antigén TMPRSS2 transmembrane protease, serine 2
PTEN phosphatase and tensin homolog TP53 tumor protein P53

RB1 retinoblastomal

Tamogatas: A cikk az NKFIH (FK 124431), az NVKP (16-1-2016-004) és a Bolyai Janos Kutatasi Osztondij tdmoga-
tasaval késziilt. A kozlemény végleges valtozatat a szerzék elolvastak és jovahagytak. Erdekeltségek: A szerzéknek

jelen cikkel kapcsolatban nincsenek érdekeltségeik.

Higyhdlyagrak

A htgyholyagrak a htigyutakat érint6 leggyakoribb
daganat, mely a Nemzeti Rékregiszter adatai alapjan
Magyarorszagon évente mintegy 3000 1j megbetegedés
mellett 900 halalozéasért felelés." Kezelési lehetéségeit
a diagnosztikus transurethralis biopszia szovettani
eredménye hatarozza meg. Az els6 diagnéziskor a bete-
gek 70-80%-anal nem izominvaziv daganat igazolédik.
Ezen betegek szdmadra a transurethralis tumorrezekcio
magas recidiva, &m alacsony progresszids kockazat
mellett igen j6, 90% feletti 5 éves tulélést biztosit. Ezzel
szemben az izominvaziv daganatok esetében a radiké-
lis holyageltavolitassal és a mitét el6tt vagy utan alkal-
mazott platinaalapt kemoterdpiaval is csupan 50% ko-
rili 5 éves tlélés érheté el.”> A htigyhélyagrakok tébb
mint 90%-at kitevd urothelialis daganatok gy6gyszeres
kezelésére hosszii ideig csupdn a mftét el6tti neo-
adjuvans, a mitét utan alkalmazott adjuvéns, illetve a
késleltetett médon alkalmazott platina-alapt kemote-
rapia allt rendelkezésre. Az elmult években azonban a
terdpids lehetéségek béviiltek, igy ma a kemoterapias
kezelés alatt vagy az azt kovets 3 hénapon beliil progre-
diélé betegek szdméra masodvonalban, illetve kemote-
rapiara alkalmatlan betegek szamara elsGvonalban is
elérhet6vé valt az immunellenérzépont-gatlo (IEG) te-
rapia, mely a betegek 15-30%-aban tartés talélést biz-
tosit.”* Tovabbé a megfelels genetikai eltérést hordozoé
betegek szdmara egyes orszdgokban mar adhaté az
FGFR-molekulat célzo terapia is.’ Ezzel parhuzamosan
atfogé molekuléris vizsgalatok eredményeképpen ki-
fejlédott az izominvaziv hiigyhdlyagdaganat molekula-
ris alcsoportbeosztasa, mely a jovében tampontot
nytjthat a terdpiavalasztasban is.’

A higyhdlyagrak molekularis alcsoportbeosztasa

A higyhdlyag urothel eredetd izominvaziv dagana-
tainak teljes (tobb tizezer génre vonatkozd) gén-
expresszi6s mintazatat vizsgélva az elsg tanulmanyok
azt talaltak, hogy ez a tumorféleség két, esetszamat te-

kintve hasonlé méretd tn. lumindlis és bazdlis alcso-
portra oszthaté.” A tovabbi vizsgalatok a bazalis és a
luminélis csoportok mellett egy, a stromasejtek gén-
alcsoportot
is elkiilonitettek, mely csoport csokkent platina-érzé-

- 93

expresszi6javal jellemezhetd ,,p53-tipust

kenységét emelték ki.? Ezzel parhuzamosan kiilénbozé
kutatécsoportok tobb, egymastél eltéré alcsoport-
besorolast is javasoltak, dm ezek a két f6 csoport, a
luminalis és bazalis tipusok megtartasa mellett azok le-
hetséges tovabbi alcsoportokra osztasdnak szempontja-
iban tértek el egymast6l.”"* Koziilitk az tin. TCGA II
(The Cancer Genome Atlas) vizsgalat emelendd ki, hi-
szen mindmaig ez a legnagyobb esetszamot feloleld ta-
nulmany, mely tébb mint 400 izominvaziv daganat
eredményeit dolgozta fel." Ebben a luminélis csopor-
tot harom alcsoportba; luminalis, luminalis papillaris
és luminlalis infiltrélt csoportba osztotték tovabb, vala-
mint a bazélis mellett egy ritkdbb, azonban igen rossz
prognézisti neuronalis alcsoportot is azonositottak.'
A luminalis papillaris izominvaziv alcsoporba tartozo
daganatokrél morfolégiai sajatsdgaik, valamint gén-
expresszi6s és mutdciés mintazatuk alapjan j6 okkal
feltételezhetd, hogy ezek kezdetben nem invaziv daga-
natok progresszidjaval alakultak ki. Ezt timasztja ald az
is, hogy a nem izominvaziv daganatok szinte kizarélag
luminélis papillaris alcsoportra jellemz6 mintézatot
mutatnak. Ezzel szemben a bazélis daganatok valdszi-
niileg ettdl eltéré patomechanizmus szerint alakulnak
ki. Az alcsoportbeosztasra tett névekvd szamu javaslat
egyre atlathatatlanabb helyzetet eredményezett, mely-
nek végiil a kozelmiltban a tertilet vezet6 csoportjai al-
tal megalkotott Gn. konszenzus klasszifikacio kialaki-
tasaval sikeriilt elejét venni (1/A dbra)."

A ktlonb6z6 alcsoportok prognosztikai szempont-
bél és a kiilonb6z6 terapidkra adott valaszok szempont-
jabél is killonbségeket mutatnak. Igy példaul a lu-
minalis alcsoporti betegek prognézisa kedvezdébb a
bazalis csoporthoz képest, mig a bazalis alcsoporttal
kapcsolatban a platinaalapti kemoterapia irdnti érzé-
kenység meriilt fel,"”> ami azonban egyelére tovéabbi
megerdsitésre var. Ugyanakkor a lumindlis instabil és a
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A MOLEKULARIS ALTIPUSOK
TCGAIL | luminalis papillaris ‘ luminalis | luminalis infiltralt bazélis / SCC -
konszenzus | luminalis és papillaris | =" 2% instabil Iuminélis‘ stromagazdag bazalis / SCC -
B
) 3 POTENCIALIS TERAPIA PLATINA
MOLEKULARIS JELLEMZO EMELKEDETT | REZISZTENS /ALKALMATLAN
ALCSOPORT MUTACIO GENEXPRESSZIO BETEGEG SZAMARA
FGFR3, FGFR3, PPARy, GATA3, FGFR-gatlé
RARy, RXRa.
_ : o ELF3, PPARy, GATA3, checkpoint—ga'tlc')
NEM-SPECIFIKUS LUMINALIS &3 = ERBES, ERBBS Kerolbs

PPARy, E2F3/SOX4,
RXRa, P53, RBA1,
ERCC2, ERBB2

INSTABIL LUMINALIS KK

PPARy, GATA3,
ERBB2, ERBB3

checkpoint-gatlé
kezelés

L

STROMA-GAZDAG  [REX4 NINCS FGFR1, PGR, ‘ ”
RARB, RARa.
checkpoint-gatlé
P53, RB1, GATAG, STAT3, EGFR, kezelés, EGFR
NFE2L2 HIF1A, KLF4, FOXM1, TP63 gatlé terapia
sugarkezelés,
NEUROENDOKRIN [&3 P53, RB1, FOXM1, RXRp H checkpoint-gatlo

ARID1A, RUNX1

kezelés

1. dbra: Az izominvaziv higyhdlyagrdk alcsoport besoroldsai. A: Az elmdlt évek legmeghatdrozobb, génexpresszids alapon javasolt al-
csoportjai, tobb kutatécsoport ajdnldsai alapjdn. NE-neurondlis/neuroendokrin alcsoport. B: A konszenzus alapjdn meghatdrozott al-
csoportbeosztds, a csoportokra jellemzé molekuldris eltérésekkel és terdpids lehetségekkel. (Szarvas T, Oldh C, Riesz P, Géczi L,
Nyirddy P. Molecular subtype classification of urothelial bladder cancer and its clinical relevance Orv Hetil. 2019; 160:1647-1654.

(https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0)

neuronalis csoportok esetében a IEG kezelések haté-
konysaga emelhetd ki (1/B dbra).

Jelenleg a konszenzus klasszifikacio6 terapias rele-
vanciajat szdmos folyamatban 1évé gyogyszerkisérlet-
ben prospektiv médon is vizsgaljak, igy varhato, hogy a
kozeljovében a molekuléris alcsoportvizsgélat bekertil
a klinikai gyakorlatba, fontos timpontot szolgéltatva a
terdpiavalasztdsban.

A platinaalapi kemoterapia hatékonysaganak eldrejelzése

Az izominvaziv hiagyhélyagrakos betegek szamara
elérhet6 ujfajta kezelési lehetéségek megjelenésével

felmeriil a kérdés, hogy mely beteg szamara, melyik ke-
zelés a leghatékonyabb? A molekuléaris alcsoportok ko-
zil eddig a ,,p53-szer” csoport platinarezisztenciajat,
mig a bazilis alcsoport fokozott érzékenységét irtak
16.8,12

Egy tovabbi munkaban Pietzak és munkatdarsai azt
talaltak, hogy azok a ,szekunder invaziv” daganatok,
melyek egy korabban igazolt nem izominvaziv daganat
progresszi6javal alakultak ki, kisebb érzékenységgel
valaszoltak a neodajuvéns platina terapiara, mint azok,
akiknél mar az els6 diagndzis idején izominvaziv daga-
natot diagnosztizaltak (,primer invaziv”)."* Ez egybe-
vag azzal a megfigyeléssel, hogy a ,szekunder invaziv”
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daganatok a luminélis papilléris alcsoporthoz tartoz-
nak, melyrél ismert, hogy kevésbé reagal a platina-ala-
pt kemoterapiara az a csoport.'*

A daganatban taldlhat6 mutéciok is el6rejelezhetik
a kemoterdpia iranti érzékenységet. Az FRCC2 gén
funkciéveszté mutacidi és a platina-alapt kemoterapia
iranti érzékenység kozotti osszefiiggést tobb fiiggetlen
vizsgalat is meggy6zden igazolta.”"® Az ERCC2 az tn.
nukleotid excizids repair egyik génjeként a DNS-hiba-
javité mechanizmusban vesz rész. A platina-terdpia az
0szt6d6 sejtek DNS-karositdsdn keresztiil fejti ki
tumorellenes hatéasat, melyet a szervezet fiziol6gidsan
miikodé DNS-hibajavité mechanizmusa képes kijavita-
ni. Az ERCC2 funkcidvesztése esetén a platina terdpia
altal okozott DNS-kédrosodéas nem javitédik ki, és ezal-
tal az erésebb terapias hatést tud kivéaltani. Ennek meg-
feleléen az ERCC2 funkcidveszt6 mutaciéit hordozé
daganatok esetében a platinaalaptd kemoterdpia igen
hatékonynak bizonyult."® A médszer pozitiv prediktiv
értéke szaz szazalékhoz kozelit, tehat a mutaciét hor-
doz6 betegek szinte mind jol reagalnak a platina keze-
lésre.'® A negativ prediktiv értéke viszont sajnos nem
elég magas, igy egy egészséges (vad tipusi) ERCC2 gént
tartalmaz6 daganat nem biztos, hogy nem reagal jol a
kemoterapiara.'® Az ERCC2 mellett tovabbi DNS-hiba-
javitassal kapcsolatos gének, mint az ATM, RB1 és
FANCC terépiaprediktiv értékét is sikeriilt igazolni."”
Az immunhisztokémiai markerek koziil az ERCC1, az
EMMPRIN és a HMGA2 emelhet6 ki, mint a platinaala-

pt kemoterapia igéretes markerei.'®?°

Az immunellenérzdpont-gatlé terapia hatékonysaganak
eldrejelzése

A tumorsejtek képesek az elleniik kialakul6 im-
munvalasz csendesitésére, melyhez olyan molekulé-
kat, ligandokat (PD-L1) termelnek, melyek az aktivalt
T-sejtek receptoraihoz (PD1) kotédve képesek azok
miikodését blokkolni. Az IEG terapidk ezt a géatlast ké-
pesek blokkolni, kivaltva ezzel a tumor immunsejtek
altali elpusztitdsat. Magyarorszagon mind PD-L1 gatl6
(atezolizumab, Tecentriq, 1. és 2. vonalban, valamint
pembrolizumab, Keytruda 1. és 2. vonalban), mind pe-
dig PD1-gatl6 (nivolumab, Opdivo, 2. vonalban) szerek
elérhet6k hugyholyagrakos betegek szdmara. Els6-
vonalban az IEG kezelés jelenleg csak azoknak a bete-
geknek érhetd el, akik kemoterapidval torténd kezelése
nem lehetséges. Ilyenkor a szer alkalmazaséhoz PD-L1
immunhisztokémiai vizsgdlat elvégzése sziikséges,
melynek sordn atezolizumab esetén az immunsejtek
legalabb 5%-nak kell (IC2/3) fest6dést mutatni, mig a

pembrolizumab esetén egy kombinalt pontszam (CPS)
>10 elérése szitkséges.”’ Az immunhisztokémiai méd-
szer (antitest, szekunder reagensek, automata) megva-
lasztasara vonatkoz6an nincsenek megkotések. A ma-
sodvonalban (kemoterdpia alatt és utan progredialé be-
tegek szamara) torténé alkalmazashoz nincs sziikség
el6zetes immunhisztokémiai vizsgéalatra.

Az IEG terapia, hatékonysédgara vonatkozéan azon-
ban az immunhisztokémiai vizsgalatok is csupan kor-
latozott becslést tesznek lehetévé, ezért tovabbi pre-
diktiv markerek azonositaséra van sziikség. A kisérleti
stddiumban 1év6 markerek koziil a tumorban taldlhaté
mutédciok mennyisége emelhetd ki, melyet az egység-
nyi DNS szakaszra juté atlagos mutaciés szam (tumor
mutational burden — TMB) fejez ki. A magasabb TMB
érték az IEG kezelésre adott jobb terdpiés vélasszal mu-
tat 6sszefiiggést.”” Ennek hatterében a tébb mutécié ko-
vetkeztében termel6dé tobb abnormalis, és ezért az im-
munrendszer 4ltal idegen antigénként felismert fehérje
jelenléte all. Ezek az tin. neoantigének kivaltjak a szer-
vezet immunvalaszat, mely az ilyen daganatok szovet-
tanilag is megfigyelhet§ ergsebb gyulladdsos besztirg-
désében is megnyilvanul. Ismert, hogy a gyulladasos
tertileteket tartalmazé Gn. ,immun-forré” fenotipusta
tumorok jobban reagélnak az IEG-kezelésre. Nem meg-
lepé tehat, hogy a CD8+ T-sejtek tumorszévetben tor-
ténd jelenléte és mennyisége is pozitiv korrelaciét mu-
tat az IEG-kezelés hatékonysagaval.”®

Az IEG kezeléssel kapcsolatban is elmondhaté,
hogy a kiilonb6zé molekuléris alcsoportokba tartozo
daganatok eltérd érzékenységgel reagalnak a kezelésre.
A konszenzus klasszifikdcid szerinti 4n. ,nem specifi-
kus luminélis”, ,instabil lumialis” és ,neuroendokrin-
szerd” alcsoportok reagélnak kedvezden az IEG keze-
lésre.'"** Ezek a megfigyelések bar nagyobb esetszamot
felolel6 prospektiv vizsgalatokbdl szarmaznak, azon-
ban a mindennapi gyakorlatban torténé felhasznalasuk
el6tt tovabbi validaciéra van sziikség.

A bélrendszerben é16 mikrobak6zosség 6sszetétel-
ének komoly jelentGséget tulajdonitanak a daganatos
megbetegedések vonatkozasdban. A bél mikrobiom-
kozossége hatédssal van a szervezet immunitaséra. Ez a
hatds magyarazhatja azokat a kutatdsi eredményeket
melyek jelentds eltéréseket igazoltak a IEG-kezelésre
jol, illetve rosszul reagal6 daganatos betegek bél-
mikrobiom-6sszetételében. A kezdeti igencsak igéretes
eredmények a gastrointestinalis mikrobiom-tsszeté-
telének az egyénre szabott terapids dontéshozatalban
valé jovébeni alkalmazasat is elérevetitik.2>* Tovabba
mar elindultak azok a prospektiv klinikai kutatdsok,
melyekben a mikrobiom mesterséges, célzott megval-
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toztatdsan keresztiil probaljak fokozni az IEG-terapiak
hatékonységat.

Tovabbi célzott terapias lehetdségek

Az erdafitinib egy oralisan alkalmazhat6 FGFR1-4
tirozin kinaz inhibitor, mely metasztatikus htgyhé-
lyagrékos betegek kezelésére masodvonalban (platina
terdpia utan) alkalmazhaté abban az esetben, ha bizo-
nyos FGFR2 és FGFR3 géneket érint6 eltérés a daganat-
ban kimutathat6.® Az ide vonatkoz fazis 2-es klinikai
vizsgalatban az FGFR2 és FGFR3 eltéréseket hordozo
betegek 40%-a pozitiv radioldgiai valasszal reagalt a ke-
zelésre.® A szer jelenleg még csak az Egyesiilt Allamok-
ban rendelhetd, ahol az FGFR3 gén mutédciés mintdza-
tanak vizsgalatdhoz egy PCR alapt assay (Therascreen,
FGFR RGQ RT-PCRKit, Qiagen) is elérhetd, mely a 7-es
és a 10-es exonon el6fordulé 4, a terdpia szempontjabol
prediktiv mutaci6 jelenlétét, tovabba az FGFR3 gén fa-
zios elvaltozasait is kimutatja. A kit altal ugyancsak ki-
mutathaté FGFR2 gén fzi6s eltéréseinek terapias rele-
vancidja azonban még nem igazolt. A molekuléris al-
csoportok koziil a ,Jumindlis papillaris” alcsoportban
mind az FGFR3 eltérései, mind pedig expresszidja do-
mindans, igy az ehhez az alcsoporthoz tartozé dagana-
tok nagyobb valészintiséggel reagdlnak az FGFR-gatlé
kezelésre.

Prosztatarak

A prosztatarak a férfiak méasodik leggyakoribb daga-
nattipusa, mely hazankban évente mintegy 4500 4j
megbetegedésért és 1300 halalesetért tehetd felelGssé.”
A betegség klinikai és biolégiai megjelenését tekintve
igen heterogén képet mutat. A korai stddium, lokalis
prosztatardkok esetében a klinikailag veszélytelen és
ezért aktiv kezelést nem igényld tn. indolens dagana-
toknak a beavatkozast igényld agressziv daganatoktél
vald elkiilonitése jelent problémat. A lokélisan el6reha-
ladott, metasztatikus prosztatardkok esetében pedig az
androgén megvondasos terdpidval szemben kialakul6
érzéketlenség okoz problémét. Az androgén megvonas-
ra a prosztatadaganatok tilnyomé tobbsége kezdetben
jol reagal, azonban jellemz6en 1-2 év utan szinte min-
den esetben kialakul a kasztraciérezisztens allapot.
A kasztracidrezisztens prosztatardkos (CRPC) betegek
kemoterapidban, djgenerdciés antiandrogén terdpia-
ban és csontéttét esetén alfa-sugérzo terapidban része-
stilhetnek. A kezelésekre adott vélaszok egyénenként
eltérnek és szamos esetben figyelhetd meg kezdeti vagy
a kezelés soran kialakulé rezisztencia. Ez az eltérg vi-

TANULMANY

selkedés a tumorok molekuléris hattérének kiilonboza-
ségeire vezethet6 vissza.

Az elérehaladott, metasztatikus prosztatarak terapia
rezisztenciaja

A metasztatikus CRPC kezelésében tobb mint mas-
fél évtizede elsévonalbeli kezelés a docetaxel (DOC)
kemoterapia. A DOC mellett az elmult években tjabb
készitményekrél derilt ki, hogy szignifikansan képe-
sek novelni a betegek tulélését és életmindségét.
A DOC kezelésre nem reagal6 betegek szdmara elérhe-
tévé valt a kabazitaxel, valamint megjelentek az tjge-
neraci6s androgén tdmadaspontia készitmények is, az
enzalutamid (ENZA) és az abirateron (ABI). Azonban
itt is elmondhatd, hogy a prosztatadaganatok e kezelés-
re adott valasz szempontjabdl is igen nagy heterogeni-
tast mutatnak, ezért a megfeleld terapia megvalasztasa-
hoz a terapiarezisztencia el6rejelzésére van szikség.
Az ehhez szitkséges prediktiv biomarkerek felkutatasa-
ra jelenleg is nagy erdfeszitések folynak.

A DOC hatasat a mikrotubulusok tubulin moleku-
laihoz kapcsolddva éri el, melynek kovetkeztében a
sejtosztodas megall és a sejt apoptdzis kovetkeztében
elpusztul. A DOC rezisztencia kialakulasat leggyakrab-
ban az ABC-transzporterekkel hozzak 6sszefiiggésbe.
DOC rezisztens sejtekben ezen pumpafehérjék szama
megsokszorozodik a sejtmembranban, ezéltal nagyobb
mennyiségben képesek kipumpalni a DOC-t a sejtek-
b61.°° A DOC-rezisztens betegeknek adhaté kabazitaxel
azért lehet ilyenkor is hatékony, mert a pumpafehérjék
kevésbé képesek eltavolitani, mint a docetaxelt.

Az ABI és az ENZA mind elsd, mind masodvonal-
ban alkalmazva szignifikansan javitja az mCRPC bete-
gek tulélését és életmingségét. Az ABI hatdsat az
androgén-bioszintézis gatlasan keresztiil, mig az ENZA
az AR-receptor gatlasaval, sejtmagba jutasaval és atiré-
dasanak blokkolasaval fejti ki. Ezért nem meglepd,
hogy a leggyakrabban el6fordul6 rezisztencia mecha-
nizmusok az AR eltéréseihez kothetdk. Az eltérések
alapvetéen haromfélék lehetnek; (1) jarhatnak az AR
gén szambeli novekedésével (AR-amplifikacio), (2)
egyes pontmutaciék kivalthatjak az AR fokozott aktivi-
tasat, illetve (3) a gén mRNS-szinten torténd eltérései
(splice varidnsai) is szabdlyozatlan talaktivitashoz ve-
zethetnek. Az AR-receptor amplifikdcidja soran tobb-
szoros képiaszamban jelenik meg az AR-gén, melynek
kovetkeztében a funkcioképes AR fehérje mennyisége
is megnovekedik az adott sejtben, ami mCRPC betegek-
nél osszefiiggést mutat az ABI/ENZA kezelésre adott
rosszabb vélasszal.’’ Az AR-t érinté aktivalé mutéciok
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tobbnyire a ligandkoté domént érintik, és hatasukra az
AR mar nemcsak az 6t fizioldgidsan aktival6 dihidro-
tesztoszteron, hanem egyéb szteroid szerkezetd endo-
gén molekuldk (6sztrogén, progeszteron, glitkokorti-
koidok) és gydgyszerek (bicalutamid, enzalutamid,
egyes gyulladascsokkentd szteroidok) bekotédésére is
aktivalédik kivaltva a prosztatadaganat novekedését.
Terdpias szempontbdl igen fontos az AR splice varian-
sédnak, az AR-V7-nek a szerepe, mely a prosztatardkos
betegek 10-30%-ban eléfordul. Az AR-V7 egy olyan
csonkolt AR fehérje, mely ligandkotd régi6 nélkil is fo-
lyamatosan aktiv jelet kozvetit a tumorsejtnek, igy an-
nak aktivitdsa az androgének jelenlététsl fiiggetlen.
Szamos egymastol fiiggetlen tanulmény is kimutatta,
hogy az AR-V7 jelenléte az ABI/ENZA terapidk elleni
rezisztenciaval jar egyiitt. Ugyanakkor ezek a betegek
jobban reagalnak a DOC kezelésre.** Az AR-V7 kimuta-
tasa torténhet vérbdl izolalt keringd tumorsejtekbdl
RNS szinten, real-time PCR technikaval vagy fehérje
szinten immunhisztokémiaval. Jelenleg kereskedelmi
forgalomban két kit is elérhetd, az EPIC Science kit és
az AdnaTest.*’

A DNS-hiba-javitdsban szerepet jatsz6 BRCAZ2 és
ATM gének szomatikus eltérési is dsszefiiggésben le-
hetnek az Gjgeneraciés androgén tamadasponta gyogy-
szerek elleni rezisztencidval. Egy nagy esetszdmu kuta-
tasban, amelyben ENZA és ABI kezelt betegeket vizs-
galtak, a betegek 7%-nél talaltak BRCA2 vagy ATM mu-
taciét, ami Osszefliggést mutatott a rosszabb prog-
ressziémentes taléléssel.** A BRCA2 és ATM eltérései
viszont a PARP inhibitor terdpia sikerességét vetitik
elére, kiemelve a molekularis vizsgalatok potencialis
jelent6ségét a terapia szekvencia megvélasztasdban.

A prosztatarakok tobbsége mér a betegség korai sté-
diumdban is tartalmaz neuroendokrin tipusd tumor-
sejteket is. Ezek kozos tulajdonsaga, hogy nem termel-
nek PSA-t, érzéketlenek az antiandrogén kezelésekre
és agressziv viselkedéstiek. Androgén kezelés hataséra
éppen ezért kiszelektalédnak és kasztraciorezisztens
allapot elérésekor mar sokkal nagyobb szdmban van-
nak jelen és gyakran meghatarozzék a betegség stlyo-
sabb lefolyasat. Az ilyen, terdpia &ltal kiszelektalodott
neuroendokrin daganatok tobbnyire ellenallobbak az
ABI és ENZA terapidkra is. Ezzel 6sszhangban a neuro-
endokrin szérummarkerek, mint a chromogranin-A
(CGA) és neuronspecifikus enolaz (NSE) emelkedett
szintjei 6sszefiiggést mutatnak az ABI és ENZA kezelés
csokkent hatékonysagaval.*>*°

A prosztatarakban leggyakrabban sériilt szabalyozasi
Gitvonalak és azok célzott kezelésének lehetdségei

Az elmilt években a molekuléris biol6giai médsze-
rek fejlédésének koszonhetéen megtortént a tumorok
atfogé molekuléris vizsgalata, ami magaba foglalta a
teljes genom, epigenom, transzkriptom, valamint
proteom analizisét, és ezaltal lehetévé tette mind a lo-
kélis, mind pedig az el6rehaladott prosztatardk mole-
kularis hatterének megértését. Az eredmények alapjan
azonositottak a prosztatarak kialakuldsaban és prog-
resszidjaban leggyakrabban érintett szignélttvonalakat
is (2. dbra).

A metasztatikus, el6rehaladott prosztatarak eseté-
ben a leginkabb érintett gén az androgén receptor (AR),
melynek eltérései (amplifikaciéja vagy mutécidi) az
esetek tobb mint 60%-ban jelen vannak. Ezzel szemben
a lokalis prosztatardkokban az AR kozvetleniil csupan
1-2%-ban érintett, az AR jelpélya tovabbi tagjai, mint a
FOXA1, NCOR1, -2, SPOP viszont mind a lokéalis
(~5%), mind pedig az elérehaladott (~11%) prosztata-
rékban eléfordulnak.’”*®

Terdpids szempontbdl kiilonésen értékes célpontot
jelentenek a DNS-hibajavité mechanizmusanak sériilé-
sei. A DNS-hibajavit6 mechanizmus génjei koziil
prosztatarak esetében az ATM és BRCA2 sériilési emel-
het6k ki. A BRCAZ és egyéb DNS-hiba-javit6 génjeiben
muténs prosztatardkos betegeknél kedvez§ terapias ha-
tast lehet elérni PARP-inhibitorokkal. Ilyen PARP-
inhibitor az olaparib, mely klinikai fazis 3 vizsgéalatban
szignifikdnsan novelte a radioldgiai progressziéig eltelt
id6t azoknal a betegeknél, akiknek tumorjuk a DNS hi-
bajavité génjeiben hordoz mutéciét.’® Az olaparib mel-
lett tovabbi PARP inhibitorokkal is folynak klinikai
vizsgélatok, tigymint a velaparib, niraparib, rucaparib
és a talazoparib.** Tovéabba tijabb vizsgalatok szerint
platinaalapt készitményekkel is kedvez6 hatast lehet
elérni olyan betegeknél, akik BRCA2 mutaciét hordoz-
nak és korabban progredialtak docetaxel, enzalutamid
vagy abirateron terapiara.*' Ezen hibak mellett ritkan,
1-2%-ban fordulnak el a mismatch repair gének (leg-
tobbszor a MLH1, MSH2) hibéi, melyek mikroszatellita
instabilitdst eredményeznek. Ezeknél a tumoroknal is-
mert az IEG kezelések hatékonysaga. Jelenleg szamos
klinikai vizsgalat folyik prosztatardkban IEG kezelé-
sekkel.*

Az AR jelpalya utdn a masodik leggyakrabban sé-
rult Gtvonala a PI3K szignalat. Az ttvonal fokozott ak-
tivitasanak hatterében tobbnyire a PTEN homozigéta
deléciéja és mutédcidja all, mely primer prosztatarak
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DNS hibajavité WNT
‘ utvonal ‘ utvonal
BRCA2 ATM MSH  MLH CDK12 PTEN PIK3CB PIK3CA P S3 CCND1 CTNNB1 | APC
12% 7% 3% 1% 5% 40% 7% 5% 50% 4% 4% 8%
PARP inhibitor/ checkpoint- | | checkpoint- mTOR-inhibitor, Chk1-inhibitor, CDK 4/6 Foxy 5 |
platina alapu inhibitor inhibitor/ AKT-inhibitor ATR-inhibitor inhibitor
terapia PARP-inhibitor

2. dbra: A prosztatardkban leggyakrabban sériilt szabdlyozdsi utvonalak és azok célzott kezeléseinek lehetSségei (Szarvas T, Csizmarik

A, Szlics M, Nyirddy P. Molecular subtypes and perspectives of targeted therapies in prostate cancer Orv Hetil. 2019; 160:252-263.

(https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0)

esetében ~15%-ban, metasztatikus betegeknél pedig
40%-ban fordul el6.*”*® Elérehaladott prosztatardkban
a PTEN eltérései mellett gyakoriak a PI3KCA és PI3KCB
gének mutacioi is. Jelenleg szamos célzott terdpias szer
—-mTOR, AKT és PI3Kf inhibitor — 411 klinikai tesztelés
alatt, melyek hatékonységa leginkédbb a fenti mutéaciok
jelenléte esetén véarhat6.40

A sejtciklus szabalyozasaban résztvevd gének is
gyakran szenvednek sériilést prosztatarakban. A TP53
gén mutacioi lokalis stadiumban 8%-ban, mig el6reha-
ladott stadiumban 50%-ban fordulnak eld. Tovabba a
RB1 gén és a sejtciklus szabélyozasédban részt vevd
ciklinek és ciklindependens kinazok is gyakran érintet-
tek a prosztatardk kialakulasiban.’’*® Ezen genetikai
eltérések terdpias jelentésége felértékelédhet abban az
esetben, ha a jelenleg klinikai kiprébalas alatt allo
CDK4/6 inhibitorok hatékonynak bizonyulnak.*’

Féleg elérehaladott, metasztatikus prosztatardk
esetében fordul el§ a Wnt szignélut génjeinek sériilése.
CRPC-ben az APC és CTNNB1 gének érintettsége 8% és
49%.%%® Az ttvonal gétldsara szolgalo klinikai kiproba-
las alatt all6 szerek a Foxy-5 molekula, az ipafricept,
valamint az LGK974, porcupin inhibitor.*’

A prosztatarak molekularis alcsoportbeosztasa

A tumorok atfog6é molekularis vizsgalata lehet6vé
tette, hogy a prosztatardkokat genetikai eltéréseik alap-
jan jol elkiiloniilg alcsoportokba soroljak. A molekula-
ris alcsoportbeosztas a tobb mint 300 primer prosztata-
daganat- és 150 prosztatametasztazis-mintat vizsgalo
TCGA tanulmany alapjan tortént. A legnagyobb alcso-
portot az ETS transzkripciés faktorokat érint6 mutaci-
6kkal rendelkezd prosztatarakok alkotjak, melyek az
esetek tobb mint 50%-ét teszik ki. Az ETS transzkripci-
6s faktor csaladon beliil az ERG-TMPRSS2 génfuzié a

leggyakoribb, de az ETV1, ETV4, és FLI1 gének is faziés
muténst alkothatnak a TMPRSS2 génnel. A fazi6 hata-
sara az ERG androgén szabélyozas ala kertl, igy na-
gyobb mennyiségben termel6dve képes az altala szaba-
lyozott gének fokozott expresszi6javal a tumorsejtek
novekedését serkenteni. Az ERG mutdciét hordozé tu-
morok klinikai relevanciéja jelenleg is aktiv kutatas tar-
gyat képezi. A tovabbi alcsoportokat a FOXA1, SPOP, és
IDH1 mutaciéval rendelkezé prosztatatumorok alkot-
jak.’”* Tovabba, a legtijabb vizsgalatok alapjan sike-
riilt egy Gjabb altipust elkiiloniteni, mely a CDK12 gén
elvesztésével jellemezheté.*” Azonban fontos megje-
gyezniink, hogy a molekularis alcsoportok terapias re-
levanciajanak felderitése még tovabbi kutatasokat igé-
nyel.
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A majdaganatok kezelése a molekularis biomarkerek korszakaban
Treatment of liver cancer in the era of biomarkers

Dezs6 Katalin', Nagy Péter', Lohinszky Julia’
"|. Sz.Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato Intézet, Semmelweis Egyetem, Budapest
? Belgy6gyészati és Hematoldgiai Klinika, Semmelweis Egyetem, Budapest

E-levél: dezso.katalin@ med.semmelweis-univ.hu

08SZEFOGLALAS A tumor-biomarkerek nemcsak a korai sziirésben és diagnosztikaban fontosak, de befolyasolhatjak a terdpiét, el6revetithetik a rekurren-
ciat és meghatarozhatjak akar a prognozist is. A primer majdaganatok elGfordulasa meglehetésen gyakori, ezeknek a daganatoknak mind az incidencidja,
mind pedig a halalozasi ratdja magas. A primer majdaganatok két leggyakoribb szdvettani tipusa a hepatocelullaris carcinoma és az intrahepaticus
cholangiocarcinoma. Jelen kdzlemény megkisérli réviden dsszefoglalni a primer méajdaganatok jelenleg ismert biomarkereit, a konvencionalis vérbdl ki-
mutathato biomarkerektdl a hisztologiai biomarkereken at, a molekularis biomarkerekig. A szamos kezelési lehetGség és eldrelépés ellenére a primer maj-
daganatok kezelése napjainkban is sok nehézségbe (itkdzik, igy tovabbra is a sebészi terapia tekinthetd a teljes gydgyulast eredményez6 kezelésnek ezen
daganattipus esetében.

KULCSSZAVAK majdaganatok, biomarkerek, hepatocellularis carcinoma, intrahepatikus cholangiocarcinoma

SUMMARY Tumor biomarkers are important in the early screening, diagnosis, therapeutic evaluation, recurrence, and prognosis prediction of tumors.
Primary liver cancer is one of the most common malignant tumors; it has high incidence and mortality rates. The main histological types of primary liver
cancer include hepatocellular carcinoma (HCC) and intrahepatic cholangiocarcinoma (ICC). In the present review, a systematic outline of the current
biomarkers of primary liver cancer is presented, from conventional blood biomarkers to histochemical and molecular biomarkers. Despite these
advancements and multimodality treatments available for this heterogeneous malignancy, primary liver cancer still remains a difficult-to-treat cancer,
with surgical methods being the first line curative treatment for this type of malignancy.

KEY WORDS liver cancer, biomarkers, hepatocellular carcinoma, intrahepatic cholangiocarcinoma

Bevezetés

A primer majdaganatok két leggyakrabban el6for-
dulé szovettani tipusa a hepatocellularis carcinoma és
az intrahepatikus cholangiocarcinoma. Mindkét daga-
nattipus incidencidja és mortalitdsa vildgszerte emel-
kedé tendenciat mutat. A primer majdaganatok elsd-
leges kezelése, amennyiben a beavatkozas utan megfe-

lel6 majfunkcié és RO resectio biztosithaté, minden-
képpen a sebészi resectio.

A hepatocellularis carcinoma leggyakrabban
cirrhoticus méjban alakul ki és ezen daganattipus keze-
lésének alapja a Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC)
szerinti stddium. A hepatocellularis carcinoma eseté-
ben a méj allapotatol és a tumormeérettdl figgden széba

johet az ablacio, vagy amennyiben a tumor mérete Mi-

Roviditések

AFP alfa-fetoprotein

AFU alfa-fukoziddz

BRAF  v-raf-rdgcsdlészarkéma virdlis onkogén homoldg B1
cAMP  ciklikus adenozin-monofoszfdt
CTNNB1 béta-katenin

DCP dez-gamma-karboxi-protrombin

DNS dezoxiribonukleinsav

EGFR  epidermalis névekedési factor receptor
FGF fibroblastnovekedeési faktor

FGFR  fibroblastndvekedési faktor receptor
G-CSF  granulocytakoldnia stimuldlé faktor
GGT gamma-glutamil transzferdz

HCC hepatocellularis carcinoma

HER2 ~ humdn epidermalis nvekedési faktor receptor 2-es tipusa
HGF hepatocytandvekedeési faktor
IDH izocitrdt-dehidrogendz

IL interleukin

KRAS  Kirsten patkdny sarcoma virus onkogén homolég
mRNS  hirvivé RNS

PDL programozott sejthaldl ligand

RFA rddidfrekvencids abldcié

TAE transarterialis embolizdcio

TGF transzformdld ndvekedési faktor

TSC tuberous sclerosis

VEGF  vaszkuldris névekedeési faktor

2021; 3:301-620.
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1anoi kritériumokon beliil van, igy méjtranszplantacio6
is elvégezhetd. A betegek mintegy 80%-aban a hepato-
cellularis carcinoma elérehaladott dllapotban kerl fel-
ismerésre, ezeknél az eseteknél mar csak a gyogyszeres
kezelés johet szdba.

Az intrahepaticus cholangiocarcinoma ritkdbban
fordul eld, azonban klinikai lefolydsa meglehetdsen ag-
ressziv. A daganat nagyon gyakran elérehaladott alla-
potban, irrezekébilis stddiumban keriil felismerésre,
ilyenkor mar csak a gyégyszeres kezelés johet szami-
tasba.

A képalkot6 vizsgalatok mellett biomarkerek széles
kore segiti a primer majdaganatok korai felismerését,
melyek nemcsak a terapiat befolyasolhatjak, de elére
jelezhetik a daganat rekurrenciajat valamint meghata-
rozhatjak a prognézist is.

Az aldbbiakban részletesen targyaljuk a két leggya-
koribb primer majdaganat, a hepatocellularis carcino-
mara és az intrahepaticus cholangiocarcinomara jel-
lemz6 biomarkereket.

Hepatocellularis carcinoma

A hepatocellularis carcinoma (HCC) a leggyakoribb
primer malignus méjdaganat. A legutébbi WHO oszta-
lyozas" alapjan a HCC kiilénb6z6 morfolégiai jellemzé-
ihez sajatsagos genetikai eltérések kapcsolédnak.
A HCC morfomolekuléris osztalyozasa alapjan az alab-
bi csoportok kiilonithet6ek el:

» macrotrabecularis HCC, melyre a VEGF és az angio-
poietin 2 expresszidja és a TP53 és FGF19 ampli-
fikacidja jellemzg,

» steatohepatitisre emlékeztet6 HCC altipus, melyre
a CTNNB1 mutécidja, az IL6 feltilregulacidja és a
CRP expresszidja jellemzd,

» cirrhosus tipus, melyre a TSC1/2 mutaci6 és a
TGF-béta jelatvitel aktivacidja jellemza,

» neutrophil granulocytdkban gazdag altipus, G-CSF
termelés jellemzd,

» kromoféb HCC, cAMP-dependens-kinédz aktivacio-
ja jellemzé.

Annak ellenére, hogy a HCC kialakulasédban szere-
pet jatszé molekularis jelatviteli utak még nem teljesen
feltérképezettek a biomarkerek széles kore jellemzé e
daganattipusra. Ezeket a biomarkereket négy csoportba
oszthatjuk: (I) onkofetalis és glikoprotein antigének,
(I) enzimek és izoenzimek, (III) novekedési faktorok,
(IV) molekularis markerek.

(1) Onkofetalis és glikoprotein antigének

Alfa-fetoprotein. Evtizedek 6ta standard HCC bio-
markerként tartjadk szdmon. Specificitasat csokkenti,
hogy szérumszintje gyakran emelkedett akut és kréni-
kus hepatitisben valamint csirasejtes tumorok eseté-
ben is.2 A HCC-k egy része is termelhet AFP-t, igy a
cirrhoticus betegeknél az emelkedett szérumszint kor-
reldciét mutat a HCC kialakuldséval.® Mindemellett vi-
szont az AFP szérumszintje nem korreldl olyan prog-
nosztikus tényezdkkel, mint a tumorméret, stadium,
progresszi6 tovabba a HCC-k egy részére nem jellemzé
az AFP szérumszint emelkedése.*

A lencse agglutininhez val6 kotédési kapacitas
alapjan a teljes AFP hdrom kiilonb6zé glikoforméra
oszthaté: AFP-L1, AFP-L2 és AFP-L3. Ezek kozil az
AFP-L3 az, amelyet kizérdlag a hepatocellularis daga-
natsejtek termelnek. Az AFP-L3 magas koncentraci6ja-
hoz alacsonyan differenciédlt tumor és nagyobb tumor-
méret tarsul.’

Glipikan-3. A sejtmembranhoz horgonyzott hepa-
ran-szulfat-proteoglikdn, amely a névekedési faktorok-
kal torténd kolcsonhatésai révén modulalja ezek haté-
sat. A sejtmembranhoz glikozil-foszfatidil-inozitol ré-
vén kotédik. JelentGségét az adja, hogy a HCC-s betegek
mintegy 40-53%-4aban emelkedett a szérumszintje, s6t
ezeknél a betegeknél mintegy 33%-nédl sem az AFP-
érték, sem a dez-gamma-karboxi-protrombin-érték
emelkedett.®”

Jo6l vagy kozepesen differencidlt HCC-k esetében a
szolubilis glipikdn-3 szenzitivitdsa magasabb a szérum
AFP-nél, és a két biomarker egytittes meghatarozasa az
Ossz-szenzitivitdst mintegy 50%-r6l 72%-ra emeli.
A glipikan-3-pozitivitds elsdsorban a kozepesen és
rosszul differencidlt tumoroknal volt megfigyelhetd,
melyhez rosszabb prognézis és alacsonyabb ttlélés tar-
sul.

(1) Enzimek és izoenzimek

Dez-gamma-karboxi-protrombin (DCP). A tumor-
sejtek termelik a K-vitamin-dependens karboxildz
rendszer szerzett poszttranszlacids hibaja miatt. Jelen-
t6ségét az adja, hogy 100 ng/ml feletti DCP-érték megle-
hetdsen valészindsiti a HCC jelenlétét vagy a rekur-
renciat. A DCP-szint normalizal6déasa ugyanakkor jol
korrelal a sikeres resectioval. Az AFP- és DCP-szint
egylttes meghatarozasa noveli az egyedi tesztek érzé-
kenységét. Ugyanakkor a DCP sokkal érzékenyebb és
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specifikusabb, mint az AFP a hepatocellularis daganat
és nem tumoros majbetegségek elkiilonitésében.” ™
Gamma-glutamil-transzferaz. A szérumban jelen-
lev6 GGT a szinuszoidokban elhelyezked6 Kupffer-
sejtekbdl és epetithamsejtekbdl szarmazik és aktivitasa
fokozodik HCC szovetben. Tumorjelzd szenzitivitasa
jelentdsen fokozhaté, ha egytittesen hatdrozzuk meg a
GGT-, AFP-és DCP-szinteket."!
Szérum-alfa-fukozidaz. Alfa-1-fukoziddz (AFU),
az Osszes eml@ssejtben jelen 1évG liposzomalis enzim,
amely részt vesz a killonb6z6 fukéztartalmu fukogliko-
konjugatumok lebontasaban. A HCC elé6rejelzésében

1213 &g cirrhoti-

igéretes tumormarkerként szerepelhet,
cus betegekben az AFU szintjének fokozatos emelkedé-
se eldrevetiti a HCC néhdny éven beliili lehetséges
megjelenését.

Human karbonil-reduktdz. A humén karbonil-
reduktdz-2 enzim a vesében és a majban is jelen van, és
a tumorszovetben jelen levd reaktiv alfa-dikarbonil és
reaktiv oxigéngyokok semlegesitésében van kiemelt
szerepe.'*

Golgi-foszfoprotein-2. Mint a neve is mutatja, a
Golgi-apparatushoz kapcsolédé protein, a HCC kiala-
kulasat még az AFP-nél is érzékenyebben jelzi.'®

(111) Ndvekedési faktorok és receptoraik

Transzformalé novekedési faktor-béta. A noveke-
dési faktorok szupercsaladjaba tartozik, és kiemelt sze-
repe van nemcsak a sejtnovekedésben, differenciacio-
ban és invazidban, de az angiogenezisben, valamint az
immunrendszer szabélyozéasaban is.

Osszehasonlitva a kérnyez6 méjszovettel, a tumor-
szovetben a TGF-béta mRNS és protein szintje is ma-
gas, de nincs sszefliggés a TGF-béta expresszids szint-
je és a hepatectomia utani tilélés kozott.'®

Epidermalis novekedési faktor receptor csalad.
Négy transzmembran tirozin-kindz-receptor tartozik
ide: EGFR, Her-2, Her-3 és a Her-4 és az epidermalis
novekedési faktorok csalddjéba tartozé EGF, TGF-alfa
és heparinkoté EGF-et képesek kotni.

A tumorresectio utdn az emelkedett EGFR ex-
presszidhoz korai rekurrencia és alacsony betegség-
mentes tlélés tarsul."”

Hepatocytanovekedési faktor. A HGF széles spekt-
rumu citokin, a maj embryonalis fejlédésében és rege-
neraci6jaban is fontos szerepet tolt be. A HGF recepto-
ra a c-met, melynek fokozott expresszi6ja a tumorsej-
teken invaziv fenotipussal, fokozott metasztaziskép-

zéssel és alacsonyabb teljes tuléléssel jar.'® '

TANULMANY

Bazikus fibroblastnovekedési faktor. Szolubilis
heparinkoté polipeptid, amelynek mitogén hatasa az
endothelsejtekre ismert. Szérumszintjének emelkedé-
séhez alacsony betegségmentes talélés tarsul. A fibro-
blastnovekedési faktort célzottan géatlé lenalidomide a
HCC-k egy részében meglehetdsen hatékony terapiéds

szernek bizonyult.?**!

(IV) Molekularis markerek

A molekuléris markerek koziil mindenképpen meg
kell emliteniink a keringé nukleinsavakat, az AFP
mRNS vizsgalatat, a gamma-glutamil-transzferaz
mRNS kimutatdsat, az inzulinszert novekedési faktor
mRNS vizsgélatét, de az albumin mRN- vizsgalata és a
ktlonb6z6 miRNS-ek kimutatésa is igéretes kutatasi te-
riiletet jelent, és amennyiben a prospektiv vizsgalatok-
ban sikeriil igazolni a daganat rekurrenciéjat el6rejelzé
szereplket, gy a jovében kiemelt szerepiik lehet a da-
ganat kialakuldsanak és kitjulasanak -el6rejelzésé
ben.**

Cholangiocarcinoma

Az intrahepaticus cholangiocarcinoma malignus
epithelialis daganat, amelyre biliaris differenciacio jel-
lemzé. Ritkabban fordul eld, mint a hepatocellularis
carcinoma, a malignus primer majdaganatok 10-15%-
at képezik. A prognézisuk meglehetGsen rossz, és saj-
nos az esetek tobbségében a felfedezésre keriil6 daga-
natok irrezekabilis stddiumban vannak. A gyogyszeres
terdpia nemcsak az irrezekabilis daganatok kezelésé-
ben kiemelt jelentéségt, de a rekurrens daganatok ke-
zelésében vagy a mttét utani utékezelésben is fontos
szerepe van. A standard kemoterapias kezelési proto-
kollok mellett az utébbi években egyre inkabb el6térbe
kertiltek a molekuléris célpontokra haté terapiak, ép-
pen ezért a cholangiocarcinomak diagnosztikus és
prognosztikus biomarkerei is intenziv kutatdsok tar-
gya.”

A cholangiocarcinomak diagnosztikus és prognosz-
tikus biomarkerei az aldbbi csoportokba oszthaték:
neminvaziv biomarkerek (keringé nukleinsavak — sza-
bad DNS, nem kédolé RNS, citokinek/proteinek, meta-
bolitok, extracellularis vezikulumok, keringé tumor-
sejtek) és a tumorszovetben jelen levé biomarkerek.”*

A daganatszovetbdl kimutathaté biomarkerek ki-
emelt jelent6séggel birnak, hiszen meghatarozhatjak a
prognozist (teljes tulélést, tumorrekurrenciat) és az
neoadjuvans terapidkra adott hatast.

2021; 3:301-620.
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A cholangiocarcinomékra meglehetGsen kifejezett
tumorheterogenités jellemzé. A leginkédbb érintett gé-
nek a DNS-hibajavitéssal (TP53), a novekedési jelatvi-
teli utakkal (KRAS, BRAF, SMAD4, FGFR2, PTPN3), a
kromatin-Gjrarendezédésben részt vevé (KMTC2,
ARID1A, PBRM1 és BAP1) és a fejlédésben szerepet jat-
sz0 jelatviteli utakkal kapcsolatos (Notch és Wnt jelat-
viteli utak).?>*”

Ezek koztl kiemelend6 a FGFR2 gén, melynek fazi-
6ja vagy atrendezddése az intrahepaticus cholangio-
carcinomak mintegy 5,5-13,6%-dban fordul eld. Jelen-
téségét az adja, hogy az egyéb primer majdaganatokban
nem fordul elé, igy specifikus az intrahepaticus
cholangiocarcinomakra és terapias célpontként is sza-
mitésba johet. Az FGFR szerepet jatszik a prolifera-
ciéban, talélésben, sejtmigracidban, sét az angiogene-
zisben is.****

Az IDH1, valamint az IDH2 mutacidja szintén az
intrahepaticus cholangiocarcinomékra jellemzd, és az
esetek mintegy 4,9-36%-dban mutathat6 ki. Az IDH
mutacidja a leukemogenezis soran korai patogenetikai
esemény, mely gdtolja a haemopoetivus Gssejtek

......

......

ve a progenitor sejtek expanziéjat, melyek aztan addici-
onélis onkogén hatasok révén transzformalédnak.’®

Az IDH1 és IDH2 gének olyan metabolikus enzime-
ket kédolnak melyek a citoplazméban és a peroxi-
széméban (IDH1) vagy a mitokondriumokban (IDH2)
helyezkednek el és normél koralmények kozott az
izocitrat alfa-ketoglutaratta torténd atalakitasban vesz-
nek részt. Az IDH1/IDH2 funkciényer6 mutécidja ko-
vetkeztében az alfa-ketoglutarat 2-hidroxi-glutaratta
alakul at. A 2-hidroxiglutarat onkometabolitnak tekint-
hetd, hiszen az intracellularis biokémiai folyamatok-
ban nem vesz részt.39

Nagy atereszt6képességti technologiak felhasznala-
saval 17 ktlonb6z6 cholangiocarcinoma sejtvonalbdl
szarmaz6 xenograftoknal azt tapasztaltak, hogy az IDH-
mutaciét hordozo sejtek jo terapids vélaszt mutattak a
multi-tirozin-kindz-gatlé dasatinib kezelésre. A dasati-
nib ezekben a xenograftokban az IDH-mutaci6t hordo-
z6 tumorsejtek apoptézisat véltotta ki és kovetkezmé-
nyes tumorregressziot eredményezett.40

A cholangiocarcinomak kiil6nb6zé rizikétényez6i
vagy etiolégiai faktorai hozzajarulhatnak specifikus
mutaciok szelekcidjahoz, melyek a tovdbbiakban a da-
ganat kialakuldsat és progresszi6jat segitik. Ilyen pél-
daul a TP53 mutaci6ja, mely a HBV talajan kialakult

cholangiocarcinomak mintegy 58%-aban jelen van.41
A cholangiocarcinomédk mutaciés és génexpresszids
profiljanak meghatarozasa hozzdjarulhat a betegség
stratifikalasdhoz és utat nyithat a személyre szabott te-
rapiak szamara. Az IDH mutaciot hordozé vagy megha-
tarozatlan genetikai hatterd tumorokkal szemben a
KRAS és a TP53 mutécidjahoz alacsonyabb tulélés és
gyakoribb tumorrekurrencia tarsul. Nemcsak a KRAS,
de a BRAF mutacidhoz és a Her-2-amplifikdcichoz is
rosszabb prognézis tarsul.*>*!

Az intrahepaticus cholangiocarcinomak transz-
kriptomanalizise két kiilonbozé altipust kialonitett el:
az Un. inflammatorikus tipus, melyre jellemz6 a gyulla-
dassal kapcsolatos gének expresszidja, és az un.
proliferaciés tipus, melynek rosszabb a prognozisa és
kiillénb6z6 onkogének aktivacisja jellemzé ra.**

A cholangiocarcinomas betegek teljes talélését be-
folyésol6 fuggetlen tényezének bizonyult a fascin, az
EGFR, a Mucinl, a Mucin4 és a p27. A CTL4 és a
FOXP3 expressziéja a rekkurenciamentes tiléléssel
korrel4lt.*

A cholangiocarcinomak fokozott IL33 expresszi6ja
korrelalt a kedvezd prognozissal, mind az intrahepa-
ticus mind pedig a periférias cholangiocarcinomék ese-
tében, ugyanakkor a keringd IL33 kapcsolatosan jelen
pillanatban még nem allnak adatok rendelkezésre.**

Terapias lehetdségek

A majdaganatok kezelésében az elmilt évtizedek
alatt az egyéb malignus szolid tumorok és hematolégiai
betegségek ellatasdhoz hasonldan tobb lehetdség is el-
érhet6vé valt. A kezelési eljarasok kozott a sebészi, in-
tervencids radiolégiai, kemoterapids és immunterapias
eljarasok egyarant szerepelnek.

A terdpia megvalasztdsaban els6dleges szempont a
tumor tipizalédsa, a pontos szovettani jellemz6k ismere-
te. Ezt kovet6en mérlegelendd minden esetben a sebé-
szi megoldas, akar kiegészitve intraoperativ intervenci-
6s radiologiai kezeléssel.

A miitéti beavatkozdsnak megvannak a szigora kri-
tériumai, amennyiben az RO resectio nem biztositott, a
szisztémas kezelés részesitendd elényben.

A szisztémas kezeléseket a tumor tipusa, és az
egyes tipusok korszerd molekularis biomarkereinek is-
merete jelentGsen befolyéasolja. El kell kiloniteni a
hepatocellularis carcinomat (HCC) valamennyi egyéb
majdaganattdl, mind az invaziv beavatkozas megitélé-
se, mind a szisztémés kezelés megvélasztasa szem-
pontjabol.
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1. tabldzat: A HCC kemoterdpids szerekkel torténd kezelése és az objektiv vdlaszaddsi arany

TRIAL FAZIS |N OBJEKTIV REFERENCIA
VALASZADASI
ARANY

Szisztémas kemoterapia

» Doxorubicin 2/3 203 10% ] Clin Oncol 2005; 23:2892-9.

» Doxorubicin kombinéacié (PIAF) 2/3 144 21% J Natl Cancer Inst 2005; 97:1532-8.

» Ciszplatin 2 28 15% Oncology 1993; 50:22-6.

» Epirubicin 11% Chemotherapy 2001; 47:359-65.

» Mitoxantron 27% ] Hepatol 1985; 1:394-404.

» Irinotecan 2/3 376 <10% Cancer 2001; 91:101-5.

» Paclitaxel, Br J Cancer 1998; 78: 34-9.

» Gemcitabine, Cancer 2002; 94:3186-91.

» 5FU Gastroenterology 1988; 94:453-6.
Antiandrogén kezelés 3 30 a kontrollcsoporthoz | Hepatology 2004; 40:1361-9.
(flutamide+leuproline) képest elény nélkiil
Interferon 3 35 <10% Hepatology 2000; 31:54-8.
Octreotid 3 56 <5% Hepatology 2002;3 6:687-9.
Seocalcitol 3 746 <5% British J Cancer 2003; 89:252-57.

A HCC kezelésében a kemoterédpia vélaszadasi ara-
nya alacsony (1. tablazat) és terapias attorést jelentett a
tirozin-kinaz-gatlék bevezetése (1. dbra). Az elért ered-
mények birtokdban tovabbi EGFR- és VEGFR-gatlok
vizsgélatara, bevezetésére kertlt sor (2. dbra).

Jelenlegi NCCN (National Comprehensiv Cancer
Network) ajanlasban 1A evidenciaként szerepelnek:
sorafenib, lenvatinib, atezulizumab + bevacizumab.
Progressziv betegség esetén tovabbi lehetséges terapia:
regorafenib, carbozantinib, ramucirumab, lenvatinib,

Nexavar Placebo

X

[<] HR: 0,72 HR: 0,562 HR: 0,68 HR: 0,69; HR: 0,70 HR: 0,77 HR: 0,71

=3 (95%, Cl, 0,38-1,38) | (95%, Cl, 0,32-0,85) | (95%, Cl, 0,50-0,95) P<.001 (95%, Cl, 0,59-0,89) | (95%, Cl, 0,60-0,89) | (85%, Cl, 0,52-0,96)
E (n=54, N=51) (n=90, N=91) (h=161, N=164) (95%, Cl, 0,55-0,87)|  (n=245, N=252) (n=209, N=212) (n=138, N=139)
o (n=299, N=303)

e 20

BCLCB SHARP SHARP SHARP BCLC C SHARP SHARP
MEI/EHT ECOG teljes MEI/EHT ECOG
nincs jelen’ PS0O? betegpopuldcié’ jelen van?® PS1-22

1. dbra: A Nexavar terdpia hatékonysdga a hepatocellularis carcinoma kezelésében
BCLC: Barcelona Clinic Liver Cancer, SHARP: Sorafenib Hepatocellular Carcinoma Assessment Randomized Protocol, MEI: makroszkdépos
érinvdzio, EHT: extrahepaticus terjedés, ECOG PD: Eastern Cooperative Oncology Group performance status
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2. dbra: Jeldtviteli utak és inhibitoraik a hepatocellularis carcinomak kezelésében

nivolumab, nivolumab + ipilimumab, sorafenib,
pembrozilumab.

Magyarorszagon a sorafenib torzskonyvezett és fi-
nanszirozott els6 vonalban (feltétele a szovettanilag
igazolt HCC és Child Pugh A stddium), progresszi6
esetén a regorafenib.

Tovabbi progresszi6 esetén egyedi méltanyosséagi
engedéllyel alkalmazhaté PDL1-gatl6 immunterapia,
ezekkel a szerekkel klinikai vizsgédlatok zajlanak mind
metasztatikus, mint adjuvédns kezelésben.

A hazai gyakorlatban is kiillénvélasztand6 a tiszta
hepatocellularis carcinoma, a kevert hepatocellularis
cholangiocarcinoma, illetve az epetati tumor vagy
cholangiocarcinoma. Szintén kiilon entitds a majban
jelentkezd kiilonbozé tumorok metasztazisai, igy a ke-
zelés megkezdése elétt kiemelt jelentGsége van a diffe-

rencialdiagnosztikanak.

Hepatocellularis carcinoma kezelése: amennyiben
mitéti, illetve intervencios radiolégiai kezelés (transz-
arteridlis embolizdcié, TAE vagy radiofrekvencias
ablatio, RFA) nem jon széba, gy az els6 véilasztando
szer a sorafenib. A sorafenib egy multikinaz inhibitor,
amely in vitro és in vivo korillmények kozott is anti-
proliferativ és antiangiogén hatastinak bizonyult. Be-
vezetésének feltétele a szovettani verificatio, a megfele-
16 majmiikodés (Child-Pugh A stddium) és megfeleld
ECOG status (0-2). Ezek mellett a sikeres kezelés kulcsa
a mellékhatdsok ismerete, a beteg felkészitése, suppor-
tatio.

Progresszi6 vagy intolerancia esetén vezetheté be
masodvonalban a regorafenib.

A regorafenib egy oralis daganatinaktivalo gyogy-
szer, amely erételjesen gatol tobb protein-kinézt, ide-
értve a tumor-angiogenezisben (VEGFR1, -2, -3, TIE2),
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3. dbra: A jeldtviteli utak és inhibitorok a cholangiocarcinomak keze

onkogenezisben  (KIT, RET, RAF-1, BRAF,
BRAFV600E), metasztazisképzésben (VEGFRS3,
PDGFR, FGFR) és tumorimmunitdsban (CSF1R) részt
vev(6 kindzokat is. A felirhat6sag, mellékhatasprofil ha-
sonl6 mindkét gyégyszer esetén.

Harmadvonalban egyedi méltanyossagi engedéllyel
a PDL1-gatl6 jon szdba. Klinikai vizsgélatok zajlanak az
immunterdpia els6-, masodvonalas vagy adjuvans al-
kalmazésaro6l. Az eredmények igéretesek, a torzskony-
vezése folyamatban van.** *°

A cholangiocarcinoma kezelése: hatékony szerekrdl
egyel6re nem szamolhatunk be. Tekintettel a daganat-
specifikus biomarkerek hidnyéara, a sokszor tinetmen-
tes korai fzisra és a tumor terjedési jellemzdire, a reze-
kabilis stddiumban val¢ felfedezés ritka.

Irrezekabilis palliativ ellatasban a daganat standard
szisztémas kezelése gemcitabine + cisplatin kombina-
cioval ajanlott. Masodvonalban alkalmazhat6 haté-
kony kemoterdpiar6l nincs meggyézé adat. A moleku-
laris jellemzGk feltérképezése segithet a célzott terdpi-

lésében

ak kivalasztasaban (3. dbra). Immunterdpiaval egyeld-
re vizsgalatok zajlanak.*® A majban gyakran eléfordulé
metasztazisok ellatdsa a primer tumor szovettani jel-
lemz6i alapjan torténik, a méjtumorok kezelési lehetd-
ségeinek taglaldsa soran a differencidldiagnosztika je-
lentgsége miatt van helye.
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A tuboovarialis high-grade serosus carcinoma komplex patologiai
diagnosztikaja és célzott kezelése

Complex pathologic diagnosis and targeted therapy of tuboovarian high-gade serous carcinoma

Rokusz Andras', Maté Szaholcs’
"1, Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato Intézet, Semmelweis Egyetem, Budapest
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0SSZEFOGLALAS Az ovariumcarcinomak a legmagasabb mortalitdssal jaré négydgyaszati daganatok. Leggyakoribb tipusuk a high-grade serosus

ki. Jellemz6 molekularis eltérése a TP53 mutécio, ami diagnosztikus szempontbol meghatarozé modon aberrans p53 immunhisztokémiai expresszios
mintazatot eredményez. Emellett a HGSC-k 50%-a homolog rekombinancia repair (HRR) deficienciat mutat, amit az esetek egy részben a BRCAT és
BRCA2 gének germinalis vagy szomatikus mutacioja okoz. A BRCA mutans statusszal a primer daganat és metasztazisainak morfoldgiaja is korreldl.
A HRR deficiens daganatok jol reagalnak a platinabazisti kemoterdpidra, illetve a poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP) gatloszerekre. Utobbiak az ovarium-
carcinomak kezelésének (j iranyvonalat jelentik, alkalmazasuk indikécioja az elmult években egyre béviil. A BRCA mutacidanalizisnek igy napjainkban
mar nem csak a daganat esetlegesen herediter jellegének megallapitasa céljabdl, hanem terapids és prognosztikus szempontbol is nagy jelentdsége van.
A BRCA mutéci6analizist a HGSC diagnézisanak felallitasa utan minél hamarabb el kell végezni mind vérbél, mind a daganat paraffinba agyazott széveti
blokkjabol. A mutéciéanalizis legszenzitivebb és koltséghatékonyabb maddja az (j generacios szekvenalas.

KULCSSZAVAK high-grade serosus carcinoma, ovarium, BRCA, PARP-gatlo, NGS

SUMMARY Ovarian cancer has the highest mortality rate among all gynaecological malignancies. The most common type of ovarian cancer is
high-grade serous carcinoma (HGSC) which in most cases is diagnosed in an advanced stage. Its precursor lesion arises in the fimbrial region of the
fallopian tube. The defining molecular feature of HGSC is mutation of the TP53 gene, which —importanly for the histological diagnosis — results in aberrant
p53 immunohistochemical expression. Fifty percent of all HGSC show deficent homologous recombination repair (HRR), partly caused by germinal or
somatic BRCA1 and BRCA2 mutations. The morphology of the tumor and its metastases correlates with the BRCA mutation status. HRR-deficient tumors
are platinum-sensitive and can be treated with poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) inhibitors. PARP inhibitors are a new group of chemoterapeutics
used in ovarian cancer and their indication is expanding. Thus, nowadays BRCA mutation analysis is not only required to examine the possible hereditary
nature of ovarian cancer but its result affects the treatment and prognosis as well. Ideally, BRCA mutation analysis is performed immediately after the
diagnosis of HGSC both from peripheral blood and the histological blocks of the tumor. The most sensitive and cost-effective way of the analysis is new
generation sequencing.

KEY WORDS high-grade serous carcinoma, ovary, BRCA, PARP inhibitor, NGS

A négyogyészati eredetd malignus betegségek ko-
ziil az ovariumcarcinomak vezetnek leggyakrabban ha-
lalozashoz, mig vilagszerte az 6sszes néket érinté daga-
natos megbetegedés kozott a nyolcadik leggyakrabban
halalhoz vezeté daganattipust jelentik." Az ovarium-

Roviditések
PARP poli(ADP-ribéz) polimerdz
HGSC  high-grade serosus carcinoma

LGSC  low-grade serosus carcinoma
STIC serosus tubalis intraepithelialis carcinoma

HRR homolég rekombindcids repair

BER bdzis excizids repair

PFS progressziémentes tulélés

PFI progressziémentes id6szak

CRS chemotherapy response score
MLPA  multiplex ligdciéfiiggé amplifikdcié

carcinomak 70%-a csak elérehaladott (FIGO III. vagy
IV. stddiuma) stddiumban kertil felismerésre, 5 éves
talélésitk 47,4%. Az elérehaladott stddiumu betegek
80%-aban a daganat kitjul és 5 éven beliil haldlhoz ve-
zet.?

Az ovariumcarcinomak az aktuéalis WHO klasszifi-
kéacié szerint 6t f6 csoportba sorolhatdk, ezek gyakori-
saguk sorrendjében: high-grade serosus carcinoma
(HGSC, az 6sszes eset kb. 70%-a), vilagossejtes carci-
noma (10-12%), endometrioid carcinoma (10-11%),
low-grade serosus carcinoma (LGSC, 3-5%), és mu-
cinosus carcinoma (3%).>* Miutan az elérehaladott sté-
diumt ovariumcarcinomék 89%-at a HGSC adja,* és
célzott kezelési lehetéség is leginkabb ebben a tipus-
ban elérhetd, igy a tovabbiakban erre koncentralunk.
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A HGSC patoldgiaja

Az ovarium serosus carcinomait 2004-ben osztot-
tak low-grade és high-grade tipusokra, azelGtt ezekre a
daganatokra nem létezett altaldnosan elfogadott pato-
légiai grading rendszer.’ A beosztés alapjat a nuclearis
atipia mértéke, illetve kisebb mértékben a mitotikus
aktivitas (LGSC <12/10 HPF) képezi. Bar a terminolé-
gia ugyanannak a daganattipusnak két eltérd grade-jére
utalna, val6jdban az LGSC és HGSC két teljesen kiilon-
all6 betegség, eltérg elGalakokkal és molekuléris hattér-
rel. A HGSC-k a petevezeték fimbrialis régidjabél ered-
nek, legjellemz6bb molekularis eltéréseik a TP53 és
BRCA1/2 mutéciok. Ezzel szemben a LGSC-k legna-
gyobb része az ovarium serosus borderline tumoraibél
alakul ki, gyakoribb visszatéré molekularis eltérései a
KRAS és BRAF mutécidok. A HGSC definialasat nagy-
ban elGsegitette a WT1 immunhisztokémiai reakcio el-
terjedése, amellyel a HGSC az esetek legnagyobb részé-
ben elkiilonithet6 az endometrioid és viladgossejtes
ovariumcarcinomaktél (az ovarium serosus carcino-
mainak dont6 tobbsége WT1 pozitiv, mig az endo-
metrioid és vilagossejtes carcinomdak donté tobbsége
WT1 negativ).®

Napjainkra elfogadotta vélt, hogy az extrauterinalis
HGSC-k legnagyobb része a petevezetékek fimbrialis

régidjaban kialakul6 elGalakbdl, a serosus tubalis intra-
epithelialis carcinomabél (STIC) fejlédik ki.® Ger-
minalis BRCA1/2 mutans statusz, profilaktus kétolda-
li petevezeték és petefészek eltavolitdson atesett bete-
gek 5%-dban a petevezeték STIC-et tartalmaz, ezzel
szemben ovariumcarcinoma kialakuldsara alacsony
kockazattal bir6é betegekben STIC csak az esetek
0,17-0,6%-aban azonosithat6.%” A szévettani vizsgalat
soran az ovariumon belil elhelyezkedé HGSC mellett
nagy jelentGséggel bir a petevezetékben elhelyezkedd
STIC vagy mikroszképos méretd invaziv HGSC azono-
sitasa, mivel a petevezeték érintettségét STIC esetén,
invaziv daganat hidnyéban is figyelembe kell venni a
patolégiai stadium megéllapitasanal, igy pl. STIC je-
lenléte a petevezetékben az egyébként pT1a patolégiai
stddiuma HGSC-t (egy ovariumra korlatoz6d6 daganat
ép kiilsé felszinnel) pT2a stadiumba helyezi 4t.> Mind-
ezek miatt mind a profilaktikus salpingectomidk, mind
az egyoldali, ovariumra korlatozédonak tiné HGSC-k
esetén fontos a patologiai inditas soran a petevezetékek
fimbridlis végének teljes, részletes feldolgozasa
(SEE-FIM protokoll - Sectioning and Extensively
Examining the FIMbriated end of the tube). Ennek so-
ran a fimbriélis régié hosszanti irdnyban (a petevezeték
lefutasaval megegyez6 iranyban) 2 mm vastag szeletek-
re vagva kertl bedgyazasra. A teljes feldolgozast kove-

1. tablazat: A HGSC kiinduldsi helyének meghatdrozdasdahoz ajanlott kritériumok.*®

KRITERIUM KIINDULASI HELY MEGJEGYZES

STIC azonosithaté petevezeték Fiiggetleniil az ovarialis vagy peritonealis lo-
kalizdci6ju daganat jelenlététél és méretétél

Invaziv, a hamboritast érintd carcinoma azonosit- | petevezeték Fuggetleniil az ovarialis vagy peritonealis lo-

haté a petevezetékben STIC jelenlétével egytitt
vagy anélkiil

kalizaci6ja daganat jelenlétét6l és méretétdl

A petevezeték részben vagy egészében inkorporélé- | petevezeték

dott a tuboovarialis daganatos konglomeratumba

Fiiggetleniil az ovarialis vagy peritonealis lo-
kalizdci6ju daganat jelenlététél és méretétél

Makro- vagy mikroszképos méretd ovarium- ovarium Mindkét petevezeték teljes hosszaban azono-
daganat, amely mellett sem STIC, sem invaziv sithat6 és SEE-FIM protokoll szerint lett
carcinoma nem azonosithato a petevezetékekben feldolgozva fiiggetlentil a peritonealis lokali-
zacioju daganat jelenlététsl és méretétsl
Mindkét petevezeték és ovarium daganatmentes peritoneum Ez a diagndzis a 2014-es WHO-klasszifikdcié
(makro- és mikroszképosan is), peritonealis HGSC szerint csak kemoterdpiat megel6z6en adha-
mellett t6. Kemoterapiat kovetden lasd az alabbi
pontokat.
HGSC diagnézisa sziiletett peritoneum/cseplesz tuboovarialis Klinikopatoldgiai, koztiik immunhiszto-

biopsziabdl vagy citolégiai mintabdl

kémiai médszerekkel ki kell zarni a
lehetéséges utdnz6 daganatokat, fGként a
serosus endometriumcarcinomat

Kemoterdpiat kovetden residualis daganat jelen van | ldsd a fenti kritériumok

Kemoterdpiat kovetden nem maradt vissza
residualis daganat

tuboovarialis

STIC: serosus tubalis intraepithelialis carcinoma. SEE-FIM: a petevezeték fimbrialis régi6janak részletes feldolgozasa
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komplex patoldgiai diagnosztikaja és célzott kezelése

t6en is csak az ovarialis HGSC-k 10-60%-a mellett azo-
nosithaté STIC a petevezetékekben.” Ezt napjainkban a
,precursor escape” elmélettel magyardzzak: a peteve-
zetékekben léteznek olyan, STIC kialakuldsit megels-
z6 intraepithelialis proliferaciék (korai serosus prolife-
raciék), amelyek mar TP53 mutaciot hordoznak, de ci-
tol6giailag még nem mutatjak malignitas jeleit. Mind a
korai serosus proliferacidk, mind a STIC sejtjei képesek
levéalni a petevezeték felszinérdl és megtapadni az ova-
rium vagy a hasfali peritoneum felszinén, majd ott
tubalis érintettség nélkul kialakulé HGSC fejlédhet ki
bel6litk.” A jelenleg érvényes kritériumok alapjan
amennyiben akar STIC, akar invaziv HGSC azonosit-
hato a petevezetékekben, tigy a HGSC {6 tomegének el-
helyezkedésétdl fiiggetleniil tubalis eredettinek kell
tartani egy adott daganatot (1. tdbldzat). Ovarialis kiin-
duldstunak tekintjitk a daganatot, ha a petevezetékek
részletes feldolgozéds utén is tumormentesek, mig pri-
mer peritonealis carcinomanak, amikor sem a peteve-
zetékek, sem az ovariumok nem tartalmaznak dagana-

' Ez utébbi a kritériumok korrekt alkalmazésa ese-
tén rendkivil ritka diagnoézis kell,
A HGSC kiindulasi helyének meghatarozasa mindazo-

hogy legyen.

néltal leginkabb elméleti jelentdségi, miutan a peteve-
zeték, az ovarium és a peritoneum carcinomadira azo-
nos TNM stadiumbeosztas és kezelési protokollok ér-
vényesek.

TANULMANY
A HGSC jellemz6 molekularis eltérései

A HGSC-kben méas malignus daganatokhoz képest
viszonylag ritkak a visszatéré mutaciok.'' A daganat
definidl6 molekularis eltérése a TP53 gén mutécioja,
ami az esetek 96-99%-aban azonosithats.'""* A TP53
mutédcié immunhisztokémiai vizsgalattal aberrdns p53
expresszi6t eredményez, ami a HGSC szovettani diag-
nézisdnak egyik alappillére. Az aberrdns p53 ex-
presszi6és mintazat harom kiilonb6z6 médon jelenhet
meg: er6s magpozitivitds a daganatsejtek legalabb 80%-
dban, a magpozitivitds komplett hidnya a daganatsej-
tekben vagy diffaz cytoplasmatikus pozitivitads erds
magpozitivitds nélkill (1. dbra)."® Az aberrdns ex-
presszi6é mintazata korreldl a TP53 mutacié tipuséaval:
az esetek kb. kétharmaddban el6fordulé diffaz erds
magpozitivitds missense mutaciokkal, az esetek kb. ne-
gyedét kitevd teljes expresszidvesztés (null fenotipus)
nonsense mutdciokkal, mig az igen ritka citoplazmati-
kus pozitivitas a nuclearis lokalizaciés domaint érintd
mutaciokkal fiigg ossze.®'* Erdemes megjegyezni, hogy
a HGSC-k kb. 5%-a TP53 mutans statusz mellett is vad
tipusit p53 expresszi6t mutat immunhisztokémiai
vizsgalattal. Ezekben az esetekben tobbnyire a fehérje
megrovidilését eredményezd mutaciok detektalhatok.
Az aberrans p53 immunhisztokémiai expresszi6 j61 be-
allitott reakcié mellett kozel 100%-ban szenzitiv és

1. dbra: A p53 immunhisztokémiai reakcié kiilonbézé expressziés mintdzatai. A: HGSC diffiz, erés magi p53-pozitivitdssal (aberrdns
expresszié). B: HGSC, a daganatsejtekben a p53 immunhisztokémiai reakcid egydntetiien negativ (aberrdns expresszié; pozitiv kont-
roll: a daganatmentes nyirokcsomé dllomdny lymphocytdi vad tipust p53 expressziét mutatnak). C: serosus endometrium carcinoma
diffuz citoplazmatikus p53-pozitivitdssal (aberrdns expresszié; Dr. Vereczkey Ildiké szivességébdl). D: LGSC vad tipusti magi p53
expressziéval.
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specifikus TP53 mutacié jelenlétére.’”” Aberrdns ex-
presszié hidnyédban a daganatsejtek vad tipusra jellem-
7@, varidbilis intenzitast expressziét mutatnak. A p53
immunhisztokémiai reakcié értékelése soran nem he-

20 29

lyes a ,,pozitiv” és ,negativ”’ terminolégia hasznalata,

233

ehelyett az ,aberrans” és a ,,vad tipust” expresszi6 kife-
jezések alkalmazasa ajanlott. A reakcié korrekt értéke-
lése differencidldiagnosztikai szempontbol nagy jelen-
téséggel bir, mivel a HGSC-vel leggyakrabban 6sszeté-
veszthetd LGSC nem tartalmaz TP53 mutacidkat, igy
vad tipusd p53 expressziot mutat (1. dbra).

A HGSC-re a TP53 mutaciék mellett jellemzdek a
BRCA1 és -2 gén mutaciéi. A BRCA1 és -2 gének a ho-
molég rekombinécids repairben (HRR) jatszanak szere-
pet, ami a duplaszéala DNS-torések kijavitasanak f6 me-
chanizmusa (2. dbra). A duplalanct DNS-t6rések javi-
tasdnak hibéaja sejthaldlhoz vagy malignus transzfor-
maciohoz vezethet. A 17-es kromoszéma hosszu karjan
elhelyezked6 BRCA1 gén fehérjeterméke a DNS-karo-
sodast érzékeld molekularis komplex osszedllitdsaban
jatszik szerepet, mig a 13-as kromoszéma hossza kar-
jan lokalizalt BRCAZ2 gén altal kédolt fehérje a hibajavi-
tast végzé kulcsenzim, a RAD51 aktivitdsat szabélyoz-
za. Ezen kiviil mindkét fehérje képes a DNS-hiba miatt
leallt replikacios villa stabilizalasara."”> A BRCA1/2 gé-

nomban, ezek koziil szdmos varidns jelentGsége isme-

retlen.”® Az eltérések gyakorisaga foldrajzi régiénként
valtozik, leggyakoribb az eurdpai és ausztréal lakossag-
ban (17,6-29,8%), legritkabb Azsiaban (9,4-21,7%)."*
A legtobb tumorszuppresszor génnel szemben a
BRCAT1 és -2 germinalis mutédciéi csak bizonyos szer-
vekben hajlamositanak malignus daganatok kialakula-
sdra. A BRCA1/2 mutaciék fontos rizikofaktorai elsé-
sorban emld és ovariumcarcinomak, illetve ritkdbban
pancreas-, prostata- és gyomorcarcinomak kialakulasa-
nak." A BRCA1/2 gének germinalis mutaciéi okozzak a
familiaris eml6/ovarium carcinoma szindrémat. A ku-
mulativ  rizik6 ovariumcarcinoma kialakuldsara
BRCA1 germinalis hordozékban 80 éves korig 44%,
BRCA2 germinalis hordozékban 17%,"” szemben az at-
lagpopulécié 1,5%-os élettartam kockazatéval.'® Az
Osszes ovariumcarcinoma 1-25%-a asszocialt germi-
nalis BRCA1 és -2 mutaciékal,” mig szomatikus
BRCA1/2 mutéci6 az ovariumcarcinomak 5-11%-dban
azonosithat6.'®'® A BRCA mutans ovariumcarcinomak
donté tobbsége HGSC. Egyes tanulmanyok mas szovet-
tani tipustt (endometrioid, vildgossejtes) ovarium-
carcinomékban is irtak le germinalis BRCA mutacié-
kat,'®' de ezekben megkérdéijelezhets a szévettani ti-
pizalas helyessége;?® a centrélis patolégiai review-t is
magukba foglal6 tanulmanyok eredményei alapjan el-
képzelhetd, hogy a germinalis BRCA mutaciok jelenlé-
te az ovariumcarcinoméakon beliil exkluziven a HGSC-

FANCL || FANCA
FANCF || FANCD2
BRCA 1 BRCA?2
Chk1 p21 Chk2
GADD45 \ -
| STAT1
kromatin remodelling - ——| Smad3
ER-a || P53
heterokromatin replikéciés villa
integritas fenntartasa c-Myc stabilizalas
| NHEJ
H2A |
Kus0 MRE11 || RAD50 XRCC3 || XRCC2 MRE11
Ku70 || pnAPKes CtlP RADS51 || NBS1 || 53BP1 RPA PALB2 FANCD2|| PALB2

2. dbra: A BRCA1 és BRCA2 gének funkcidi és kapcsolatai mds homolég rekombindcids repairben részt vevé génekkel.
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re jellemz6."*° A mucinosus ovariumcarcinomékban
nem fordulnak elé BRCA mutéciék."” A jelenleg érvé-
nyes ESMO-ESGO guideline valamennyi nem mucino-
sus tipust ovariumcarcinomaban eldirja a BRCA muta-
ciés statusz vizsgalatat’’ A BRCA1/2 mutans feno-
tipust ovariumcarcinomék a BRCA vad tipust carcino-
makoz képest jobban reagalnak a platinabazist kemo-
terapiara és poli(ADP-rib6z) polimeraz (PARP) gétlé-
szerekre, valamint jobb tilélési mutatékkal birnak,'® ez
igaz mind a germinalis, mind a szomatikus mutéciét
tartalmaz6 daganatokra. Igy az ovariumcarcinomak
BRCA mutacios statusz meghatarozasanak az orokletes
daganatszindroma sztirése mellett prediktiv, prognosz-
tikus és terdpias jelentdsége is van.

A HGSC BRCA statuszara mér a daganat szoveti ké-
pe is utalhat: a BRCA eltéréssel (mutdciéval vagy
promoter hipermetildciéval) asszocidlt daganatokban
szignifikdnsan magasabb a tumort infiltrdl6 lympho-

szerkezet, B: pseudoendometrioid szerkezet, C: transitionalis
sejtes (urothelsejtes) carcinomdra emlékeztetS szerkezet
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cytak szama, gyakrabban alakul ki necrosis, magasabb
a mitotikus aktivitas, valamint gyakoribb az tn. SET
morfolégia (a daganat >50%-aban solid, pseudoendo-
metrioid vagy transitionalis carcinoma-szerd mintazat)
(3. dbra).** A HGSC metasztazisainak morfolégiaja is
korreldl a BRCA mutécids statusszal: a BRCA eltérést
tartalmaz6 daganatok attéteiben az invaziés mintazat
vagy pushing jellegi, vagy infiltrativ esetben tisztdn
micropapillaris morfolégiaja, mig a BRCA mutdciot
nem tartalmazé daganatok éattétei egyontetten infilt-
rativ invaziés mintdzataak, véltozatos morfolégidval
(papillaris, mirigyes, cribriform és micropapillaris
mintazat).”*

PARP-gatloszerek

Ha a HRR mechanizmus akdr a BRCA1/2, akdr més
szerepet jatszo6 gének mutéciéi miatt hibat szenved, va-
gyis az érintett sejtekben HRR-deficiencia alakul ki,
gy egy masik DNS-hiba-javité mechanizmus, pl. a ba-
zis excizios repair (BER) kiesése gyakran a sejt halala-
hoz vezet.** Egy méasodik hibajavité mechanizmus gat-
lasaval mesterségesen elGidézett sejthalélt szintetikus
letalitdsnak nevezik. A klinikumban a HRR-deficiens
daganatokban ezt a PARP enzimek gatl6szereinek al-
kalmazasaval érik el. A PARP enzimek a BER résztve-
v6i. Ha miikodésiik kiesik, tgy el6szor spontan médon
szimplalanci DNS-torések, majd a replikécids villa
Osszeomlédsa utan duplaszalt DNS torések alakulnak
ki, amelyeket a HRR-deficiens sejtek nem képesek kija-
vitani.* A PARP-gatlok emellett képesek csapdaba ejte-
ni a PARP enzimeket a DNS-en, és igy géatolni a
replikaciét.” A csapdaba ejté képesség kiilonbozik az
egyes PARP-gétlé gyogyszerek kozott, ez részben ma-
gyardazhatja a kiulonb6z6 PARP-gatlok némileg eltérd
hatésprofiljat. A klinikumban hasznalt PARP-gatlok
kozé tartozik az olaparib, niraparib és a rucaparib, ezek
koziil hazankban az olaparib és a niraparib érhetd el.

HRR-deficiencia a BRCA1/2 mutaciék mellett a
HRR-ben szerepet jatsz6 mas gének (pl. RAD51, ATM,
ATR, CHEK1, CHEK2, NBN) hibai miatt is létrejo-
het.'®** Az igy kialakulé, in. BRCA-like fenotipus (més
néven BRCAness) is érzékennyé teszi az ovarium-
carcinomékat platinabazista kemoterdpiara, valamint
PARP-gatlo kezelésre. Erdekes médon a BRCA1 pro-
moter hipermetildcidja a génexpresszié mértékének
csokkenése ellenére nem jar hasonlé eredményekkel.”®
A HGSC-k 6sszesen kb. 50%-a mutat HRR-deficien-
ciat."
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Az ovariumcarcinomak kezelése

Az ovariumcarcinomak standard elsévonala terapi-
4ja a platina és taxol alapt kemoterapiaval kiegészitett
sebészi kezelés. A HRR deficiens daganatok platinaér-
zékenységét magyarazza, hogy a platinabazist kemote-
rapids szerek duplaszala DNS-toréseket indukélnak,
amelyeket a HRR-deficiens daganatsejtek nem képesek
kijavitani."® A HGSC-k 60-80%-a reagal jél az els6vo-
nalt platinabazist kezelésre®' ezzel szemben a tébbi
ovariumcarcinoma tipus kevésbé kemoszenzitiv, pl. a
vildgossejtes carcinomak 11-27%-a, a LGSC-k csupan
2-5%-a reagal a platinabazisu terapiara; ez a tény is ra-
mutat a helyes szévettani diagnézis jelentéségére.”’”

Optimalis esetben a mttéti kezeléssel a beteg
tumormentessé tehet6 a kemoterdpia megkezdését
megelézéen, de ez a gyakran igen el6rehaladott dllapot-
ban diagnosztizalt daganatok esetében nem mindig le-
hetséges. Fontos, hogy a miitétet lehetéleg tapasztalt
négyo6gyaszati daganatsebész végezze. Idedlisnak te-
kinthet6é a sebészi beavatkozds, ha nem marad hétra
makroszképosan lathaté daganatszévet a betegben.”®
A miitéti beavatkozés utédn visszamaradé daganatszo-
vet mennyisége az ovariumcarcinomék legfontosabb
prognosztikus faktora.” Amennyiben a daganat kiter-
jedtsége, vagy a beteg rossz altaldnos allapota miatt
nincs lehetéség primer mitéttel a daganatmentes alla-
pot elérésére, igy neoadjuvéans kemoterapiat kovetGen
kell megkisérelni a citoreduktiv sebészi beavatkozast
(interval debulking). Az EORTC 55971, majd a 2015-0s
CHORUS vizsgalatok eredményei alapjan mind az
Osszesitett, mind a progressziomentes tilélési (PFS)
adatok hasonléak voltak
ovariumcarcinomas betegekben, ha primer sebészi el-

elérehaladott stadiumu

latast kovetGen kaptak 6 ciklus adjuvans kemoterépiat,
vagy ha 3 ciklus neoadjuvans kemoterapiat kovetéen
tortént a mitéti ellatas, majd ezutén kovetkezett 3 cik-
lus adjuvans kemoterapia.*’

Az els6vonalu platinabazist kezelésre adott valasz
alapjan hagyomanyosan platinaérzékeny és platina-
rezisztens ovariumcarcinomdkat kulonitenek el.
Platinaérzékenynek szamit a daganat, ha a kezelés be-
fejezése utan a progressziémentes idgszak (PFI) leg-
alabb 6 honap, platinarezisztensnek, ha kezelés végét
koveté 6 hoénapon belal progredidl, mig platina-
refrakternek, ha a progresszio a kezelés alatt kovetkezik
be.”” A jelenleg érvényes ESMO-ESGO iranyelvek
azonban tallépnek ezeken a definiciékon, miutan 6 hoé-
nap hosszu PFI utan is platinarezisztenssé valhat egy

daganat, mig 6 honapnal révidebb PFI utan is reagalhat

masodvonalbeli platina kezelésre. Emellett a progesz-
szi6 észlelésének id6pontja a kontroll vizsgélatok gya-
koriségétol és a progresszi6 megitélésének kritériumai-
tol is fugg. Ezek miatt a rekurrdlé daganatok kezelésé-
ben jelenleg azt tekintik f6 iranyelvnek, hogy ismételt
platinabazisti kezelés-e a legjobb opcié (platina
rechallenge).*

Az elmilt évek eredményei, és f6leg a PARP-gatlok
kifejlesztése jelentGsen atrajzoltdk az ovariumcarci-
nomdék kezelési algoritmusat. Az elsG vonalban vagy
adjuvans célbdl alkalmazott standard kemoterédpiés ke-
zelés sikerességét angiogenezisgatlo (bevacizumab) és
PARP-gatl6 terapiaval lehet javitani. A bevacizumab a
vascularis endothelialis novekedési faktor (VEGF) in-
hibici6ja révén gatolja a daganatban az angiogenezist.
A GOG 218 és ICON7 tanulmanyok eredményei alap-
jan a kezelés alkalmazasabdl elsGsorban a residuum-
mal operalt betegek profitalnak, Magyarorszagon jelen-
leg a bevacizumab ezen indikaciéban érhetd el **

A kilonboz6 PARP-gatlokat el6szor germinalis
BRCA muténs betegek rekurral6, platinaszenzitiv
ovariumcarcinomajanak negyed- (olaparib), illetve
harmadvonalu (rucaparib) terdapidjaként torzskonyvez-
ték. Ezt kovetéen az olaparibot rekurral6, germinalis
BRCA mutéans, platinaszenzitiv ovariumcarcinoma
fenntart6 terdpidjaként is engedélyezték. Napjainkban
rekurralé, platinaszenzitiv daganat esetén BRCA sta-
tuszt6l fuggetlentl lehet alkalmazni PARP-gatlokat
(olaparib, niraparib, rucaparib); a legnagyobb javulas a
PFS-ben a BRCA mutans statuszt daganatok esetén
varhat6.>*!

A madsod- és harmadvonalban mar hatékonysagu-
kat bizonyitott PARP-gatlok koziil elészor az olaparib
elsGvonalt alkalmazasarél szamoltak be. A SOLO1
studyban BRCA-muténs high-grade serosus és high-
grade endometrioid ovariumcarcinomék platinabézisa
olaparib kezelést. Az olaparib hatdsara 70%-kal csok-
kent a progresszié vagy daganattal asszociélt halalozas
relativ rizikéja a placebocsoporthoz képest.’* A PRIMA
study keretében a sikeres elsGvonalud platinabézisa te-
rapiat koveten alkalmazott niraparib fenntart6 keze-
1és nemcsak a BRCA mutans, hanem a HRR-deficiens
és a HRR-deficienciat nem mutat6 (HRR-proficiens)
daganatok esetén is szamottevd progressziomentes tul-
élési elényt mutatott a standard terdpidhoz képest.*?
A tulélési el6ny mértéke legmagasabb a BRCA muténs,
mig legalacsonyabb a HRR-proficiens daganatok esetén
volt. Ezeknek az eredményeknek koszonhetéen az
Gjonnan diagnosztizdlt ovariumcarcinomas betegek-
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ben amennyiben az elsGvonalt platinabazisa kezelésre
reagalt a daganat, Ggy fenntart6 terdpiaként a BRCA
mutédns esetekben olaparib kezelés, illetve BRCA sta-
tusztol fiiggetleniil niraparib kezelés adhat6.*

A PAOLA-1 study eredményei alapjan BRCA mu-
téns, illetve HRR deficiens daganatok kezelésében a ke-
moterdpia mellé adott PARP-gatl6 olaparib és angio-
genezis gatld bevacizumab kombinéci6 szignifikansan
meghosszabbitotta a PFS-t a kemoterapia és bevaci-
zumab kombinaci6hoz képest, azonban ez a kiilonbség
a HRR-proficiens daganatok esetén nem volt megfi-

z 34
(0]

gyelhet4.” A kombinécié alkalmazasa a gyakorlatban
azon esetekben vérhatd, ahol a residuummal operalt
betegnél bevacizumab kezelést inditanak, majd a ké-
s6bb megérkezd molekularis lelet alapjan BRCA muta-
ci6 vagy HRR-deficiencia igazolddik.

A fenti terapias kombinéciék mindegyikét befogad-
ta az Eurépai Gyogyszeriugynokség (EMA) és a NEAK
is.

Az ESMO-ESGO iranyelvek alapjan recidiv daganat
esetén nem jon szoéba a platina rechallenge, ha a daga-
nat progredidlt az elsGvonala kezelés alatt (platina-
refrakter daganat), korai tiinetes relapszus kovetkezett
be vagy ha nem tolerélta a beteg a platinabazisu terapi-
at. Ezekben az esetekben platinamentes kezelés java-
solt, esetlegesen angiogenezis gatlokkal kombinacio-
ban. A tébbi esetben, ahol szamitani lehet platinabazi-
st kezelés 1jbdli hatékonysédgéra, a tiinetek stulyossaga
és a korabban alkalmazott kezelés médja dontenek a
platinaalapt kezelés mellé adott kiegészits terapiarol.
Jelenleg mind a bevacizumab, mind a PARP-gatlok al-
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kalmazésat a betegség lefolydsa soran csupén egyszer
tdmogatja evidencia, rechallenge csupan studyk kere-
tében val6sulhat meg. Amennyiben a beteg optimalis
mitétben részesiilt, neoadjuvans protokoll szerint kap-
ta az ellatast vagy valamilyen egyéb okbdl nem része-
sult bevacizumab kezelésben, tgy a bevacizumab ma-
sodvonalban valé alkalmazdsa célszerd. Kulonosen
elényos a bevacizumab alkalmazasa, amennyiben akut
panaszokat okozo ascites képével jelentkezik a kidju-
las. Ellenjavallatat képezheti a bevacizumab alkalma-
zéasénak az tireges szervek falat (bél, hélyag) infiltralo
tumor, mivel ilyenkor a gyakran halalos kimenettel j&-
r6 bél vagy hugyhdélyag perforacié esélye jelentésen
megnd.*

A platinabazisi kezelés altal kivaltott terapias
valasz patoldgiai értékelése

Amennyiben a neoadjuvans kemoterapiat kovetGen
megtorténik a késleltetett sebészi beavatkozas, a pato-
logiai feldolgozés soran értékelni kell a daganat neo-
adjuvans kezelésre adott valaszanak mértékét. Erre a
célra egy haromosztati skalat (Chemotherapy
Response Score, CRS) fejlesztettek ki (2. tdbldzat), ahol
a CRS1-érték jeloli a csekély mértékben vagy egyalta-
lan nem reagalé daganatokat, mig a CRS3 kategériaba
tartoznak a komplett vagy kozel komplett regressziot
mutaté daganatok (4. dbra). A CRS-t a csepleszben azo-
nositott, kezelésre legkevésbé reagalé metasztazisban
kell értékelni.® A score jol reprodukalhaténak bizo-
nyult kiillénbozé patolégusok kozott.*® Egy kozelmult-

2. tdbldzat: A neoadjuvdns kemoterdpidra adott vdlasz mértékének megitélésére haszndlt score-rendszer (CRS).
A score meghatdrozasa a HGSC kezelésre legkevésbé reagdlé cseplesz metastasisabdl torténik

CRS1: Valaszreakci6 nincs vagy csekély mértékii valaszreakcio

Nagyrészt vidbilis daganat, amely csak kis mértékben vagy egyaltaldn nem mutat regresszié-asszociélt fibroinflammatorikus el-
téréseket*. Ide tartoznak azok az esetek is, ahol nehéz kiilonbséget tenni a regresszié és a daganat altal indukalt desmoplasticus
stromareakcio, illetve gyulladédsos besztir6dés kozott.

CRS2: Szamottevd valaszreakcio mellett rendszeresen, konnyedén azonosithaté viabilis daganatgocok

Multifokélis vagy difftiz regresszidasszociélt fibroinflammatorikus eltérések* mellett viabilis daganatos gécok (nodularis, le-
mezes vagy trabecularis mintazatban), illetve kiterjedt regresszi6-asszociélt fibroinflammatorikus eltérések* lathatok konnye-
dén azonosithaté, multifokalis reziduélis daganattal.

CRS3: Komplett vagy kozel komplett vilasz residualis daganat nélkiil VAGY minimélis mennyiségii, szabalytalan elren-
dezddésii viabilis daganatos gocok (egyesével elhelyezked6 daganatsejtek, daganatsejt csoportok vagy 2 mm alatti atmé-
r6ji nodulusok)

Nagyrészt regresszi6-asszocialt fibroinflammatorikus eltérések * vagy —ritka esetben — minimaélis vagy nem fellelhetd residualis
daganat inflammatorikus eltérések teljes hidnya mellett. Ajanlott kiillonséget tenni a mikroszképos méretti residualis daganat és
az egyaltalan nem fellelhetd residualis daganat kozott.

* regresszit-asszociélt fibroinflammatorikus eltérések: fibrosis habos citoplazmaja histiocytak, vegyes gyulladésos sejtes beszii-
r6dés és psammomatestek jelenlétével. Megkiillonboztetend a daganat édltal indukalt desmoplasticus stromareakciotol és gyulla-
désos besztirédéstdl.
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4. dbra High-grade serosus carcinoma cseplesz metastasisokbol
szdrmazé képek, neoadjuvdns kemoterdpidra adott kiilbnb6zé
mértékd vdlasszal. A: neoadjuvdns kezelésre adott vdlasz gya-
korlatilag nem ldthatd (CRS1), a daganat kdrnyezetében desmo-
plasticus stroma figyelheté meg. B: neoadjuvdns kezelésre adott
kdzepes mértékti vdlasz (CRS2) Iathatd, a nagymeéretdi vidbilis da-
ganatgdc mellett kiterjedten azonosithatok regresszié-asszocidilt
eltérések (habos cytoplasmdju histiocytdk mezéi lymphocytds
besztirédéssel, psammomatestekkel). C: neoadjuvdns kezelésre
adott kifejezett mértékdi vdlasz (CRS3) Idthatd, csupdn mikro-
szkdépos méretti viabilis daganatsejt csoportok azonosithatok.

ban megjelent metaanalizis szerint a CRS3 kategéridba
sorolhaté daganatok hosszabb 0Osszesitett és prog-
ressziomentes tuléléssel birtak a CRS1/2 csoporthoz
képest, valamint szignifikdnsan magasabb aranyban
bizonyultak platinaérzékenynek. A CRS3 kategoéridn
beliil is azokban az esetekben voltak szignifikdnsan
hosszabbak a tilélési adatok, ahol nem maradt vissza
mikroszképos méretd daganat sem a csepleszben.
Emellett a CRS3 kategéria szignifikdnsan asszocialt
volt a daganat BRCA1/2 muténst statuszaval.® Mind-
ezek alapjan a CRS értéknek prediktiv ereje van, ezért
kiemelten fontos a patolégiai feldolgozds sordn a

cseplesz alapos vizsgalata. A College of American
Pathologists (CAP) ajanldsa szerint makroszképosan
lathat6 daganatos gécok esetén 4-6 blokk inditasa
szitkséges a csepleszbdl, mig makroszkdposan nem lat-
hat6 daganatos érintettség esetén 5-10 blokk inditdsa
javasolt.

A platinarezisztencidnak nincsen validalt prediktiv
biomarkere.*! Erre a jévében egy jelélt lehet a HGSC-k
kisebb hanyaddban leirt CCNE1 amplifikdci6, ami
mutuélisan exkluziv a germinalis BRCA mutécitkkal,
rosszabb prognézissal és platinarezisztencidval téar
sul.”’

BRCA1/2 mutacidanalizis

A BRCA1/2 gének nagy mérete és a gének teljes
hosszéan elhelyezkedd mutaciék miatt a hagyoméanyos
szekvenalasi technikak napjainkra idGigényesnek és
draganak szamitanak, egyre inkabb az 4j generécids
szekvenalds (NGS) nyer teret."* Az NGS gyorsasiga
fontos szempont lehet a terdpia tervezésében, pl. a
PARP-gatlé kezelés id6ben torténé megkezdésében
Gjonnan felfedezett ovariumcarcinoma esetén. A ha-
gyoményos szekvendlasi médszerek hasznalata azért
sem ajanlott, mert szenzitivitasuk elmarad az NGS-hez
képest, féleg az 50%-nél kevesebb tumorseijtet tartal-
maz6 FFPE mintakban.*® Az NGS elénye az is, hogy ez-
zel a modszerrel egyidében szdmos gént tartalmazé pa-
neleket lehet vizsgélni, igy pl. egy mintdb6l a BRCA1 és
BRCAZ2 gének szekvenalasa mellett egyidejtileg mas, fa-
milidris eml6/ovarium carcinoma szindréma kialaku-
lasaban szerepet jatszo, alacsonyabb penetranciaja gé-
neket (pl. PALB2, CHEK2, ATM), valamint mas HRR-
ben szerepet jatsz6 gének vizsgalatét is meg lehet ejte-
ni.’* Az NGS mellett kiegészité molekuléris vizsgalat-
ként a nagyobb régidkat érint6 atrendezddések detekta-
lasara a multiplex ligaci6fiiggé amplifikdcié (MLPA)
moédszere hasznalhat6. Egy 1342 ovariumcarcinoma-
ban szenved§ beteget vizsgalé tanulmany a BRCA mu-
taciok 3,6%- at szekvenalassal nem, de MLPA-val ki le-
hetett mutatni."

A BRCA mutéaci6analizist a nem mucinosus tipust
ovariumcarcinoma diagnézisanak felallitasat kovetéen
minél hamarabb el kell inditani, hogy BRCA mutans
statusz és platinaérzékenység esetén az elsGvonali ke-
zelés befejezésekor id6ben el lehessen kezdeni a fenn-
tart6 PARP-gatlé kezelést.** A mutacidanalizist egyide-
jlileg vérbdl és a tumorbdl késziilt formalin fixalt, pa-
raffinba 4gyazott (FFPE) is el kell végezni. A germinalis
mutéciok tekintetében a tumorszovet vizsgéalata kevés-
bé szenzitiv a vérbdl torténd analizishez képest, azon-
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komplex patoldgiai diagnosztikaja és célzott kezelése

ban a tumorszovet vizsgalata lehetGséget nytjt a szo-
matikus mutaciék azonositasara, amelyek PARP-gatl6
kezelés soran szintén kedvezébb prognézist jeleznek
elére.” Az FFPE mintabol torténé vizsgélathoz olyan
blokkot kell vélasztani, amelyben a tumorsejtek aranya
az 0sszes sejthez képest legalabb 15%, igy biztossa te-
het6, hogy a tumorbdl szarmazé DNS elégséges
mennyiségl az esetleges szomatikus mutaciok azono-
sitasdhoz.’® Ha sziikséges, makrodisszekci6 segitségé-
vel novelhetjik a tumorsejtek aranyat a mutéciéanali-
zisre szdnt mintaban.

Intézetiinkben a BRCA1/2 gének vérbdl és paraffi-
nos mintakon végzett mutaciéanalizise NGS techniké-
val folyik, emellett elérhet6 a HRR-ben részt vevd gé-
nek szélesebb korét (ATM, BARD1, BRCA1, BRCAZ2,
BRIP1, CDK12. CHEK1, CHEK2, FANCA, FANCL, NBN,
PALB2, RAD51B, RAD51C, RAD51D, RAD54L, TP53)
vizsgalo panel is.

Uj terapias iranyok

Az elmult években bevezetett immunellendrzé-
pont-gatlé szerek (PD1-, PD-L1-gétlok) az onkoldgia
szamos teriiletén igéretes eredményeket mutatnak. Ez-
zel szemben a monoterapiaként alkalmazott immun-
ellenérzépont-gatlo kezelésre a rekurrdlé ovarium-
carcinomék csupan csak 8-15%-a reagal. A PARP-gat-
16k elméletben szinergista hatdstiak az immun-
ellenérzépont-gatlokkal, mivel a HRR-deficiens sejtek-
ben a hibajavit6 mechanizmus hibai miatt fokozott
mértékben keletkeznek szomatikus mutaciok, igy tébb
neoantigén jon létre. Jelenleg is zajlanak klinikai vizs-
galatok PARP-gatlé és immunellenérzépont-gétlé sze-
rek egyiittes alkalmazasaval.*®

HR-proficiens tumorokban 1j irdany lehet killonbo-
zG terdpids szerekkel (antiangiogenetikus kezelés,
PI3K-gatlék) HR-deficiencia indukalasa és igy BRCA-
like fenotipus kialakitésa.*®

A PARP-gatlokra kialakulé rezisztencia hatterében
tobbek k6zo6tt olyan masodlagos BRCA mutaciok allhat-
nak, amelyek helyreéllitjdk a HRR funkciét. In vitro
vannak arra adatok, hogy a PI3K/AKT ttvonal aktivaci-
6ja el@segitheti a PARP-rezisztenciét, igy felmeril a
PARP és PI3K/AKT tutvonal kettds gatlasanak lehetsé-
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A kozponti idegrendszeri tumorok korszerii patologiai diagnosztikaja —
Diagnosztikai kihivasok a kozponti idegrendszeri tumorok WHO
klasszifikaciojanak 2016-os megjelenését kovetoen

Advanced Pathological Diagnosis of Central Nervous System Tumors — Diagnostic Challenges
following the 2016 Publication of the WHO Classification of Central Nervous System Tumors

Rajnai Hajnalka, Téglasi Vanda, Scheich Balint
I. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato Intézet, Semmelweis Egyetem, Budapest
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0SSZEFOGLALAS A kozponti idegrendszeri tumorok 2016-ban megjelent WHO klasszifikacioja mar integralt alapokon, tehat a morfoldgiai jegyekre, illetve a
genetikai eltérésekre alapozva hatarozza meg a kiilonbdz6 primer kézponti idegrendszeri tumorcsoportokat. Azonban a WHO klasszifikacio megjelenése
Otais —amolekularis genetikai modszerek egyre nagyobb érzékenysége és atereszt6képessége kivetkeztében —egyre szélesebb kdrben keriilnek leirdsra
visszatérd molekularis eltérések melyek specifikus tumorcsoportokat hataroznak meg. Ezen eltérések mindennapi diagnosztikaba vald integracioja célja-
bol jott étre a cMPACT-NOW (the Consortium to Inform Molecular and Practical Approaches to CNS Tumor Taxonomy — Not Official WHO) konzorcium,
mely rendszeres update-ekkel segiti az Gjonnan leirt entitasok értelmezését. A legfontosabb megfigyelések a feln6tt és gyermekkori glialis, illetve a gyer-
mekkori embryonalis tumor csoportokban torténtek, dgymint az IDH vad tipusu gliomak grade-elése, valamint a mashogy nem specifikélhatd embryonalis
tumorok klasszifikacioja. A jelen 6sszefoglalo kozleményben a legfontosabb genetikai biomarkerek kertilnek targyalasra, melyek befolyasolhatjak és meg-
kénnyithetik a mindennapi diagnosztikai algoritmusokat a primer kdzponti idegrendszeri tumorok tekintetében.

KULCSSZAVAK kOzponti idegrendszeri tumorok, diffiz glioma, embryonalis tumor, medulloblastoma

SUMMARY  The updated 2016 edition of the World Health Organization (WHO) Classification of Tumours of the Central Nervous System (CNS) already
defines the different primary central nervous system tumor groups based on integrated genotypic and phenotypic parameters. However, since the
introduction of the 2016 WHO classification, due to the increasing sensitivity and permeability of molecular genetic methods, recurrent molecular
alterations that define specific tumor groups have been increasingly described. To integrate these mutations into day-to-day diagnostics, the
cIMPACT-NOW (the Consortium to Inform Molecular and Practical Approaches to the CNS Tumor Taxonomy — Not Official WHO) consortium was
established to help the interpretation of newly described entities with regular updates. The main observations were made in the adult and childhood glial
and the childhood embryonic tumor groups, such as grading of IDH wild-type gliomas and classification of embryonic tumors, not otherwise specified.
This summary discusses the mostimportant genetic biomarkers that may influence and facilitate everyday diagnostic algorithms of primary CNS tumors.

KEY WORDS central nervous system neoplasms, diffuse glioma, embryonal tumors, medulloblastoma

Roviditések
ATRT atipusos teratoid/rhabdoid tumor MAPK Mitogen-activated protein kinase
ATRX alpha thalassemia/mental retardation syndrome MN1 Meningioma 1
X-linked NF-xkB Members of the nuclear factor-0B
BCOR BCL6 Corepressor NGS Next generation sequencing
BRAF v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B NF1 Neurofibromatosis 1
BRCA Breast cancer type 1susceptibility NUTM1 NUT Midline Carcinoma Family Member 1
C19MC The chromosome 19 miRNA cluster PDGFRA Platelet-derived growth factor receptor alpha
CCTNB1 Beta-catenin PF-EPN Posterior fossa ependymoma
CDKN2A/B Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A/B PTCH1 Patched1
cic Capicua Transcriptional Repressor PTEN Phosphatase and tensin homolog
cIMPACT-NOW  Consortium to Inform Molecular and Practical RB1 Retinoblastoma 1
Approaches to CNS Tumor Taxonomy-Not Official RELA REL-associated protein
WHO SC-EPN Spinalis ependymoma
CNS Central Nervous System SHH Sonic hedgehog pathway
CpG Cytosine-phosphate-guanine SMARCA4/BRG1  SWI/ SNF related, matrix associated, actin dependent
DICERT Drosophila, Homolog Of, 1 regulator of chromatin subfamily A member 4 /
EGFR Epidermal growth factor receptor Brahma-related gene-1
ETMR Embryonalis tumor tobbrétegli rosettdkkal SMARCBV/INIT SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent
FGFR Fibroblast growth factor receptors regulator of chromatin subfamily B member 1/
FOXR2 Forkhead Box R2 Integrase Interactor 1
GAB1 GRB2 associated binding protein 1 SMO Smoothened
G-CIMP Cytosine-phosphate-guanine island methylator ST-EPN Supratentorialis ependymoma
phenotype SUFU Suppressor of fused protein
H3F3A H3 Histone Family Member 3A TERT Telomerase reverse transcriptase
HIST1H3B/C Histone Cluster 1H3 Family Member B/C WHO World Health Organization
IDH1/2 Isocitrate-dehidrogenase 1/2 WNT Wingless pathway
LICAM L1 cell adhesion molecule YAP1 Yes-associated protein 1
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Bevezetés

A primer kozponti idegrendszeri tumorok klasszifi-
kéacidja egészen a kozelmultig morfologiai, hisztologiai
sajatossagokon alapult, az elmult évtizedben azonban
jelentds paradigmavéltasra keriilt sor e tekintetben a
molekularis genetikai modszerek fejlédésének koszon-
hetéen. A tumoros betegségek genetikai hatterének fel-
tardsat célzo intenziv kutatasok igazoltdk, hogy egyes
eltérésekkel

asszocialtak. A 2016-ban megjelent kozponti idegrend-

tumorcsoportok visszatérd genetikai

szeri tumorok WHO klasszifikdciéjanak 4. kiadasa ezt
figyelembe véve a szovettani sajatossagok mellett in-
tegralta a mindennapi diagnosztikai kritériumok k6zé a
tumorok molekularis alapokon torténd osztilyozésat.
Ennek kovetkeztében 1j, eddig nem létezd entitdsok
definidlasa (RELA faziés ependymoma), valamint ko-
rdbban mas alapon osztalyozott tumorcsoportok tjra-
targyalasa és bévitése tortént, a hattérben felfedezett
visszatérd genetikai eltérés alapjan (pl. H3 K27M mu-
tans diffaz kézépvonali glioma)."® A felnéttkori koz-
ponti idegrendszeri tumorok egyik legfontosabb cso-
portjanak, a diffiz gliomaknak a beosztasa is jelentds
valtozéason esett 4t, mely sordn a tumortipusok egyér-
telm elkiilonitése molekularis alapokra helyezddott.4
Emellett a gyermekkori primer kézponti idegrendszeri
embryonalis tumorok klasszifikacidja is teljes mérték-
ben djrairédott a genetikai eltérések alapjan. Megtor-
tént a leggyakoribb embryonalis tumor, a medullo-
blastoma szubklasszifikaci6ja a hattérben meghtiz6dé
jelatviteli Gtvonalak alapjan, illetve teljesen 4j entita-
sok keriiltek bevezetésre, mig masok megsztintek.’

Az aktualisan érvényes kozponti idegrendszeri tu-
morok WHO klasszifikdcidja 4. kiaddsanak megjelené-
se Gta is szamos entitds és diagnosztikai algoritmus ke-
ralt lefrasra. Ezek egységesitésére alakult meg a
cIMPACT-NOW konzorcium, mely biztositja az aktué-
lis kutatasi eredmények klinikai és patologiai értelme-
zését és rendszeres iranymutatdsokat tesz k6zzé a min-
dennapi diagnosztika tekintetében.”"?

Jelen osszefoglalé kozlemény azokra a diagnoszti-
kai véltozasokra és 14j entitdsokra fokuszal, melyek a
kozponti idegrendszeri tumorok WHO klasszifikacio6ja-
nak 2016-os megjelenését kovetGen kertltek felisme-
résre és lefrasra, legf6képpen a felnéttkori gliomak és a
gyermekkori embryonalis tumorok tekintetében.

Glialis tumorok
Felnéttkori diffiz glioméak

Diffiz gliomék minden életkorban kialakulhatnak,
azonban felnéttkorban a leggyakoribbak. A sejteredet
alapjan megkiuilonboztettink astrocyter és oligodendro-
glialis differenciaciét mutat6 tumorokat. A diffuz
gliomak diagnosztikajaban nagy paradigmavaltast je-
lentett az izocitrat-dehidrogenéaz enzimet kddol6 gének
(IDH1 és IDH2) mutéciéinak leirdsa Grade II. és Grade
III. astrocytomakban és oligodendrogliomakban, vala-
mint a glioblastomak egy részében. Ennek eredménye-
képpen keriilt karakterizalasra az IDH1/IDH2 mutéciot
hordozé szekunder glioblastoma, mely alacsony gradu-
s astrocyter tumorok transzforméciéjanak eredmé-
nyeképpen alakul ki, valamint az IDH1/IDH2 vad tipu-
st, primer vagy de novo kialakulé glioblastoma.'® Az
oligodendrogliomék definiélé genetikai eltéréseként az
1p/19q codeletio mér jéval kordbban leirasra keriilt."
Az IDH1/IDH2 mutécio6t hordoz6 astrocyter tumorokat
a TP53 és alpha thalassemia / mental retardation
syndrome X-linked (ATRX) gének funkciévesztéssel ja-
ré mutéciéi jellemzik."

Ennek megfeleléen a 2016-os kozponti idegrend-
szeri tumorok WHO klasszifikdci6ja a difftz gliomakat
3 nagy csoportba sorolja az integralt diagndzis alapjan:
1. diffaz astrocyter tumorok, IDH vad tipus; 2. diffaz
astrocyter tumorok, IDH muténs és 3. oligodendroglio-
mak, IDH mutans, 1p/19q codeletalt (1. dbra).*

IDH mutaciot hordozo diffdz astrocyter tumorok

Gyakori és hosszu ideje fennall6 probléma az IDH
mutéciot hordozé diffiz gliomédk gradus meghatéroza-
sa, melyet egyértelmtien a 2016-os WHO klasszifikacio
sem rendezett. A difftz astrocyter tumorok WHO grade
II-TV. besorolasa tovabbra is kevéssé jol definidlt mor-
folégiai alapokon torténik, Ggymint a mitotikus aktivi-
tds, a sejtmagi atipia foka, illetve a microvascularis
proliferacié és nekrézis jelenléte." A grade IL., illetve
grade III. tumorok elkiilonitésében tovabbra sincsen
konszenzus a mitotikus aktivitast, illetve a prolifera-
cios indexet (Ki-67) illet6en. A tumor grade jobb defini-
alasara tobb kutatdcsoport is megprobalt objektiv, mo-
lekulérisan is definidlhat6 markert keresni. Leirdsra ke-
riilt erds prognosztikai faktorként a CDKN2A/B gén ho-
mozigéta deléci6ja, mely az IDH mutédciét hordozo
WHO grade II. diffaz astrocytomak 1-12%-4ban, a
WHO grade III. anaplasticus astrocytomak 6-20%-
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dban, mig a WHO grade IV. glioblastoméak 16-34%-
aban mutathat6 ki.*'® Osszefiiggést mutatott a progné-
zissal a CDK4 amplifikdci6 és az alacsony szinti globa-
lis DNS metilacié (G-CIMP-low) is, azonban ezek prog-
nosztikus értéke nem bizonyult annyira egyértelmi-
nek, mint a CDKN2A/B gén homozigéta delécidja ese-
tén.16,17 Ennek megfeleléen az IDH mutacié mellett
CDKN2A/B gén homozigéta deléciét hordozo astrocyto-
makban a hisztomorfoldgiai jellegzetességektdl fiigget-
leniil javasoljdk a tumor WHO grade IV csoportba soro-
lasat.’

IDH vad tipusu diffuz astrocyter tumorok

Az IDH vad tipusu glioblastoma a koézponti ideg-
rendszer egyik leggyakoribb, felnétteket érint6 malig-
nus tumora, mely rendkiviil rossz prognézissal tarsul.
Molekularis genetikai eltérések széles spektrumat irtak
le ebben a betegcsoportban, tobbek kozott az epidermal
growth factor receptor (EGFR), phosphatase and tensin
homolog (PTEN), TP53, neurofibromatosis-1 (NF1),
retinoblastoma 1 (RB1), platelet-derived growth factor
receptor alpha (PDGFRA), és CDKN2A/B gének érintett-
ségét, telomerase reverse transcriptase (TERT) promo-
ter mutdcidkat és kiillonboz6 kopiaszam eltéréseket,
tobbek kozott kromoszéma 7 nyerést és kromoszoma
10 vesztést.! Tovébbra is nehézséget jelent azonban a
magas grade morfoldgiai jeleit nem mutat6, IDH vad ti-
pustu astrocyter tumorok pontos besorolasa, amelyek
az esetek egy részében a primer glioblastoma klinikai
viselkedését mutatjak, hasonléan kedvezétlen progné-
zistiak. Ebben a betegcsoportban a genetikai hatteret at-
tekintve a cIMPACT-NOW konzorcium harom geneti-
kai eltérést hatarozott meg, amelyekbdl akar egy jelen-
léte esetén is kimondhaté az tgynevezett ,diffaz
astrocyter glioma, IDH vad tipus, glioblastomara jel-
lemz6 molekularis jegyekkel (WHO Grade 1V.)” diag-
nézis. Ez a harom genetikai eltérés az EGFR ampli-
fikacid, a 7. kromoszéma nyerés vagy 10. kromoszéma

vesztés, illetve a TERT promoter mutéacis.”'®

H3 K27M mutans diffiz kézépvonali gliomak

A 2016-ban megjelent kozponti idegrendszeri tu-
morok WHO klasszifikaciéja onéllé entitasként jeloli
meg a H3 K27M mutaciét hordoz6 diffaz kézépvonali
gliomat (WHO grade IV.), mely gyermek- és fiatal fel-
néttkorban a hid, thalamus és gerincveld teriiletén for-
dul el6 leggyakrabban. A mutécié a H3 Histone Family
Member 3A (H3F3A) vagy a Histone Cluster 1 H3
Family Member B/C (HIST1H3B/C) génekben alakulhat
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ki és az ezt hordozo diffiz gliomak prognézisa rendki-
viill kedvezétlen.' Ezt kovet6en azonban szamos kozle-
mény jelent meg, melyekben H3 K27M mutaciét irtak
le ependymomaékban, pilocytds astrocytoméban és
gangliogliomédkban, rdaddsul ezekben az esetekben
nem feltétlen jart egyiitt kedvezétlen prognézissal.?*>*
Ezek alapjan a H3 K27M mutécio jelenléte alaposabb
diagnosztikai kortiljarast igényel, csak a klinikai, radio-
logiai és morfolégiai adatokkal egytittesen értelmezhe-
té.

Egyéb astrocyter tumorok

Fiatal felnéttekben, illetve gyermekekben hemi-
sphaerialis lokalizdciéban irtak le a H3.3 G34 mutéciot
hordoz6 difftz gliomat, mely IDH vad tipust, azonban
a prognozisa kedvezébb a H3.3 G34 negtaiv, IDH vad ti-
pust glioblastoméénél. Az esetek donté6 tobbségében a
H3.3 G34 mutacié mellé ATRX és TP53 érintettség is
tarsul. A morfoldgia sok esetben glioblastoméra tipu-
sos, maskor embryonalis tumorra jellemzé jegyekkel
bir, mely a differencidldiagnézist jelent6sen megnehe-
zitheti'"?® és ismételten felhivja a figyelmet a genetikai
adatok beépitésének jelentGségére az integralt diag-
nosztikaba.

2018-ban Reinhardt és mtsai felnéttkori, anaplasti-
cus jegyeket mutato6 pilocytas astrocytomékat vizsgal-
tak DNS metilacids profil analizis segitségével. Ennek
soran kirajzolédott egy j6l meghatéarozott betegcsoport,
mely a pilocytas astrocytoma morfolégiai jegyei és az
arra jellemz6 genetikai eltérések mellett (MAPK jelatvi-
teli Gtvonal eltérések, igymint BRAF/KIAA1549 fazio,
BRAF V600E mutécio, illetve NF1 és FGFR géneltéré-
sek) diffaz gliomaknél megszokott genetikai eltérése-
ket is hordozott. A tumorok nagy részében CDKN2A/B
delécié, illetve ATRX mutéci6 volt észlelhetd, IDH mu-
tdcié nélkul. Az Gj tumorcsoport prognézisa a felngtt-
kori pilocytas astrocytomakhoz képest jelentésen
rosszabbnak, az IDH vad tipusu glioblastomédhoz ké-
pest viszont jobbnak bizonyult. Ezek alapjan a lehetsé-
ges 1j entitast provizérikusan ,Anaplasticus astro-
cytoma, piloid jegyekkel” névvel lattédk el, a leirdsok
alapjan WHO grade III.-nak megfeleld klinikai lefolyas-

sal bir.'"2*

Gyermekkori glialis differenciaciét mutaté tumorok

A gyermekkori kozponti idegrendszeri tumorok ko-
rilbeliil 50%-a glialis differencidciét mutat, melyek a
hisztolégia, a grade és a prognézis tekintetében széles
spektrumot képviselnek. Ezek koziil a leggyakoribb a
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pilocytas astrocytoma (WHO grade I.), amely altalaban
kedvezd lefolyassal jellemezhet6 és genetikai hattere
jol ismert. Legfontosabb a MAPK jelatviteli titvonal fe-
hérjéinek érintettsége, leggyakrabban a
BRAFJKIAA1549 transzlokacié (50-70%) és a BRAF
V600E mutéacié (5-10%) mutathaté ki. Szintén a
low-grade gyermekkori glialis tumorok kozé tartozik a
pleomorf xanthoastrocytoma (PXA) WHO grade L.,
melynek hatterében az esetek 70%-dban BRAF V600E
mutéciét irtak le." Az IDH és H3 K27 vad tipusia WHO
grade II. difftz gliomédk gyermekkorban rendkiviil rit-
kak, azonban genetikai hatteriik egyre inkébb tisztazo-
dik. Ebben a csoportban gyakran kimutathat6 BRAF
V600E mutéacié, FGFR1 alteracio, illetve MYB vagy
MYBL1 atrendezédés. Ezekben az esetekben fontos a
hasonlé genetikai eltéréssel tarsuld, de jobb prognézi-
st, WHO grade I tumoroktdl (pilocytds astrocytoma,
PXA, dysembryoplasticus neuroepithelialis tumor,
ganglioglioma) val6 elkiilonités, ami hisztoldgiai ala-
pon lehetséges. Megjegyzendd, hogy az FGFR1 altera-

FELNOTTKORI DIFFUZ GLIOMAK
\Ii IDH1/2 mutéacié IDH1/2 vad tipus jg

L

EGFR mutacié

1p/19q kodelécié TP53 mutacié
acio TERT mutécioé

TERT mutécié ATRX mutdcié

Glioblastoma IDH
vad tipus
WHO grade IV.

Diffuz astrocytoma
WHO grade II.

Oligodendrolioma
WHO grade II.

~-

cioval jaré tumorok morfolégiailag oligodendro-
gnioma, mig a MYB vagy MYBL1 atrendezddéssel tarsu-
16 tumorok astrocytaer karaktert mutatnak.”> A gyer-
mekkori high-grade glialis tumorok doénté tobbsége H3
K27M muténs kozépvonali gliomal, az ide nem sorol-
haté esetek (gyermekkori glioblastoma, WHO grade
VI.) molekularis hattere rendkiviil heterogén. A nem
kozépvonali high grade gliomak patogenezisében tob-
bek kozott a RTK/RAS/PI3K jelatviteli tvonal elemei,
tovabba histon modifikdciéban vagy kromatin remo-
dellaciéban és sejtciklus szabalyozasban résztvevd gé-
nek érintettségét irtdk le. A 3 évesnél fiatalabb korcso-
portban jelentkezd tumoroknal az esetek 40%-aban az
NTRK gének érintettsége is azonosithaté (1. dbra).*®

Ependymomak
Mar a 2016-os kozponti idegrendszeri tumorok

WHO Kklasszifikaci6ja is kiilon entitasként kezeli a
RELA faziét hordozé ependymomékat,’ azonban e

GYERMEKKORI DIFFUZ GLIOMAK

BRAF V600E,

FGFR1 alteracio
MYB/MYBL1 alt.

~-

Gyermekkori high Diffuz glioma
[ | grade glioma WHO grade II.
WHO grade IV.

Anaplasticus IDH vad tipusu

astrocytoma diffiz astrocytoma
WHO grade IlI. WHO grade IV.
RTK/RASPI3K elt.
ALK mutécio
EGFR ampl +7/-10 < ROS1 mutacié
TERT mutéaci6 MET mutécié
4 NTRK mucid
Difflz astrocytaer glioma,
Anaplasticus Glioblastoma, IDH vad tipus, DiffGz kézépvonali glioma,| | Glioblastoma IDH
oligodendroglioma IDH muténs GBM ganitipus H3 K27 muténs vad tipus
WHO grade |I. WHO grade IV. WHO grade IV. WHO grade IV. WHO grade IV.

1. dbra: Felnétt-, illetve gyermekkori diffuz gliomdk klasszifikdcidja, valamint grade beosztdsa molekuldris eltérések alapjdn.

Felnéttkori diffuz gliomdk esetén a klasszifikdciot az IDHY/IDH2 gének mutdcidinak jelenléte hatdrozza meg. IDH1/2 mutdcio jelenléte
melletti 1p19q kodelécio esetén beszélhetiink oligodendroglidlis differencidciot mutatd tumorokrdl (WHO grade II-1ll.), mig ATRX és/vagy
TP53 mutdcidk esetén astrocyter differencidciét mutaté tumorokrdl (WHO grade II-1V). IDH1/2 vad tipus esetén, high-grade morfoldgiai
jegyek jelenléte mellett primer glioblastoma (WHO grade 1V) diagndzis dllithatd fel, mig high-grade jegyek jelenléte nélkiil, de EGFR
amplifikdcié vagy +7/-10 vagy TERT mutdcid jelenléte esetén kimondhaté a , diffuz astrocyter glioma, IDH vad tipus, glioblastomdra jel-
lemz6 molekuldris jegyekkel” (WHO grade IV.) diagndzis. A hiszton H3 K27M/G34V mutdcid jelenléte és difftz gliomdra jellemzé morfo-
I6gia, valamint kézépvonali elhelyezkedés esetén mind a felnétt, mind a gyermekkorra jellemzé H3 K27M mutdns diffuz kézépvonali
gliomdrdl (WHO grade V) beszéliink. Gyermekkorra jellemzé diffuz gliomdk (WHO grade Il.) esetén a BRAF V600E mutdcid, FGFR1
alterdcié, MYB/MYBL1 eltérések észlelheték. Mig gyermekkori glioblastomdkban az RTK/RAS/PI3K jelatviteli ut eltérései, ALK mutdcid,

ROS1 mutdcié, MET mutdcié és NTRK mutdcié mutathato ki.
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SUPRATENTORIALIS EPENDYMOMAK
(ST-EPN)

RELA-C110rf95 fuziét hordozé ependymoma
(WHO grade II-1l1.)

“ YAP1 faziét hordozé ependymoma
(WHO grade II-1l1.)

Subependymoma
(WHO grade |.)

POSTERIOR FOSSA EPENDYMOMAK
(PF-EPN)

PF-EPN-A csoport, CIMP-pozitiv

H n (WHO grade II-11I.)

2. dbra: Ependymomdk klasszifikdcidja.

PF-EPN-B csoport, CIMP-negativ

i (WHO) grade [I-Il1.)
m

Subependymoma
(WHO grade |.)

SPINALIS EPENDYMOMAK
(SC-EPN)
n Ependymoma, NF2 mutacioval

(WHO grade II-11l.)

“ Myxopapillaris ependymoma
(WHO grade |.)

m Subependymoma
(WHO grade |.)

Metildcié és djgenerdcids szekvendlds vizsgdlatok alapjdn ependymomdkban 9 tumoralcsoport kiilonitheté el. Az alcsoportbeosztdsnak
az alapjat a tumor lokalizdcié képezi. Supratentoridlis ependymomdkban két genetikailag jol definidlt altipus kilénitheté el, melyek a
RELA-C11orf95 fuziét hordozé ependymoma és a YAP1 fuziét hordozé ependymoma (WHO grade II-lll.). Emellett el6fordulhat
supratentorialisan subependymoma (WHO grade 1.) is. A posterior fossa lokalizdciéban is megfigyelhetS subependymoma jelenléte. Mig
amdsik két altipust a metildciés profilja kiiloniti el, ennek megfelelGen elkdilonitjiik a rosszabb progndzisi CpG hipermetildciét mutaté
(CIMP) PF-EPN-A altipust, és hypermetildciot nem mutatdé CIMP negativ ependymomdkat (WHO grade II-11l.). Spinalisan két WHO grade I.
tumortipust észlelhetiink, ezek az tigynevezett myxopapillaris ependymoma és subependymoma. Spinalis lokalizdciéban is el6fordul-

hatnak WHO grade lllll. ependymomdk, melyek hdtterében gyakran NF2 mutdcié dllhat.

tumorcsoport klasszifikaci6ja az elmult években jelen-
tés véltozasokon ment keresztill. Ez elsGsorban a
klasszikus ependymomak (WHO grade II-III.) DNS
metildcids profil analizisének és Gj generaci6s szek-
vendalas (NGS)-alapu vizsgéalatanak koszonhetd, ame-
lyek alapjan 9, lokalizdciofiiggé (supratentorialis,
infratentorialis és spinalis), sajatos genetikai, illetve
metilacids profillal jellemezheté csoport kiilonithet6
el.?”” Ez az integralt diagnosztikus megkozelités a hisz-
tolégiai alapti grading-nél lényegesen nagyobb prog-
nosztikus erével bir (2. dbra).

Supratentorialis ependymomak (ST-EPN)

A hérom supratentorialis altipusbol kett6 meghata-
rozott, definidlé genetikai héttérrel rendelkezik. Az

egyik a mar a 2016-os WHO klasszifikaciéban is kiillon
entitdskét szereplé RELA-C11orf95 faziét hordozo
ependymoma (WHO grade II-III). Ez a genetikai eltérés
a Members of the nuclear factor-xB (NF-«B) jelatviteli
ut konstitutiv aktivaci6jat eredményezi, tovabba gyak-
ran tarsul homozigéta CDKN2A/B delécidval. A beteg-
ség klinikai lefolyasa sokkal kedvezGtlenebb a tébbi
ST-EPN-nel 6sszehasonlitva, 4ltalaban fiatal felnéttek-
ben jelentkezik.” Diagnosztikajaban segitséget nytuijt-
hat, hogy a RELA-C110rf95 fizi6 jelenléte magas kon-
kordanciat mutat az L1 cell adhesion molecule protein
(L1CAM) expresszidval, mely immunhisztokémiai
vizsgalattal kimutathat6.”® Az ST-EPN masik moleku-
larisan meghatarozott altipusa a YAP1 faziét hordozo
ependymoma (WHO grade II-I1I), melynek korlefolyasa
a RELA fazi6s ependymomanal joval kedvezébb, ala-
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csonyabb aranyban mutat recidivat (27). Az ST-EPN
harmadik alcsoportjédba a szovettani jegyek alapjan jol
karakterizalhat6 subependymoma (WHO gradeI) tarto-

zik, mely genetikailag stabil, j6 prognézisti tumor.®*’

Posterior fossa ependymomék (PF-EPN)

A posterior fossa ependymomak a supratentorialis
tumorokkal ellentétben nem jellemezhetGek visszatérd
genetikai eltérésekkel, azonban ebben a csoportban is
hérom, jelentdsen eltéré prognézisu altipus kiilonithe-
t6 el a tumorok DNS metilaciés profilja alapjan. Az
egyik altipus a ST-EPN-eknél mér ismertetett sub-
ependymoma (WHO grade I.), mely ebben a lokalizaci-
6ban is genetikai stabilitdssal jellemezhets. A masik
két ependymoma alcsoportot (WHO grade II-I11.) alap-
vet6en a metildciés profil kiilonbségei hatarozzak
meg.?® Ennek megfelel6en a PF-EPN-A csoportba tarto-

EGYEB EMBRYONALIS

TUMOROK

EMBRYONALIS TUMOR
TOBBRETEGU
ROZETTAKKAL

ATiPUSOS TERATOID
RHABDOID TUMOR

3. dbra: Specifikus genetikai eltéréssel tdrsulé embryonalis tumorok.

MEDULLOBLASTOMA

z6 tumorok genetikailag stabil, azonban CpG hiper-
metilaciét mutat6, CpG island metilator fenotipustu
(CIMP-pozitiv) ependymomak. Ezekben H3 K27 ami-
nosav csokkent trimetilaci6ja észlelheté (H3K27me3),
mely ezaltal killonb6z6 tumorszupresszor gének csen-
desitését eredményezheti. A PF-EPN-A altalaban cse-
csemGkben, kisgyermekekben jelentkezik, a prognézi-
sa kifejezetten kedvezétlen.*® A PF-EPN-B alcsoportba
a CIMP negativ ependymomak tartoznak, melyek els6-
sorban idGsebb gyermekekben, vagy fiatal felnGttekben
jelentkeznek és a prognézisuk kevéssé kedvezstlen.?

Spinalis ependymomak (SC-EPN)

A spinalis ependymomak mindhérom altipusa ha-
sonld, dontben indolens prognozissal rendelkezik. Eb-
ben a lokalizdciéban kiilonosen gyakran alakul ki
ependymoma (WHO grade I-II.) 2. tipust neurofibro-

- WNT jelatviteli at aktivalt
- SHH jelatviteli ut aktivalt
- p53 mutacioval
- p53 vad tipus
- 3. alcsoport
- 4. alcsoport

- KIR tumor, BCOR internal
tandem duplikaciéval

- FOXR2 aktivalt neuroblastoma

- MN1 alteraciéval tarsulé high
grade neuroepithelialis tumor

- KIR Ewing-sarcoma CIC
alteraciéval

- C19MC-alteracié
- DICER1 mutacié

- SMARCB1/INI-1 eltérés
- SMARCA4/BRG-1 eltérés

A leggyakoribb posterior fossara lokalizdlédé embryonalis tumor a medulloblastoma, mely 4 alcsoportra oszthaté: WNT jelatviteli ut ak-
tivdlt, SHH jeldtviteli ut aktivdlt, 3. alcsoport, 4. alcsoport, melyek karakterisztikus genetikai eltérésekkel és morfoldgidval rendelkezhet-
nek. A supratentorialisan is megfigyelhetd ,Embryonalis tumor tobbrétegti rozettdkkal” tumorban a 19 kromoszéma amplifikdcidja Idt-
haté. Mig az atipusos teratoid rhabdoid tumor esetén SMARCB1/INI-1vagy SMARCA4/BRG-1mutdcidk mutathatdk ki. A nem klasszifikdl-
haté embryonalis tumorok metildciés profilanalizise sordn 4 visszatéré eltéréssel definidlt entitdst tudtak meghatdrozni, melyek morfo-
Iégiailag széles spektrumot 6lelnek fel, ezek a: KIR tumor, BCOR internal tandem duplikdciéval, FOXR2 aktivdlt neuroblastoma, MN1
alterdciéval tdrsuld high-grade neuroepithelialis tumor, primer KIR Ewing-sarcoma csalddba tartozd CIC alterdciot mutaté tumor.
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matosisban szenved§ betegeknél, ennek megfelelGen
nagy aranyban mutathaté ki NF2 mutacié.*" A morfol6-
giailag is jol jellemzett myxopapillaris ependymoma
(WHO grade 1.) esetén a hosszabb klinikai vizsgalatok
alapjan a cIMPACT-NOW konzorcium javasolja a
WHO grade II csoportba térténé athelyezést.? Tovabba
spinalis lokalizacioban is megjelenhet az intracrania-
lisan is ismert subependymoma (WHO grade L.). Erde-
mes megemliteni, hogy az aktualis irodalomban megje-
lent egy ritka, azonban rendkiviil rossz progndzissal,
kiterjedt disszeminacidval tarsulé spinalis ependymo-
ma, melynek hatterében c-Myc amplifikacié mutathat6
ki.*

Embryonalis tumorok

A gyermekkori primer kozponti idegrendszeri
embryonalis tumorok klinikai viselkedés tekintetében
rendkiviil széles spektrumot 6lelnek fel, emiatt rendki-
vil fontos, hogy pontos diagnozis keriiljon felallitasra,
melyet azonban sokszor megnehezit az embryonalis
tumorok rendkiviil hasonlé morfolégidja. A 2016-os
kozponti idegrendszeri tumorok WHO klasszifikaciéja
elhagyta a korabban a non-medulloblastoma embryo-
nalis tumorokra hasznalt primitiv neuroektodermalis
tumor (PNET) megnevezést.' Ennek hétterében egy-
részt specidlis molekuléris genetikai hattérrel rendel-
kez6 entitasok definidldsa 4ll, masrészt zavaré volt a
nem kozponti idegrendszeri PNET-el valé Osszeté-
veszthet6ség. A molekuldrisan specifikus csoportba
nem sorolhat6 tumorokra a 2016-os WHO a ,,K6zponti
idegrendszeri embryonalis tumor,
klasszifikalhat6”
idegrendszeri embryonalis tumorok definici6 szerint a
WHO grade IV. csoportba tartoznak (3. dbra).

mashogy nem
kifejezést hasznalja.' A kozponti

Medulloblastoma

A medulloblastoma az egyik leggyakoribb malignus
gyermekkori kézponti idegrendszeri tumor, mely az
esetek kb. 20%-at teszi ki.** Az utébbi években végzett
széleskord molekuléris genetikai vizsgélatok feltarték,
hogy egy kifejezetten heterogén tumorcsoportrél van
sz0, kllonb6z6 molekularis hattérrel, korlefolyassal és
prognézissal.***® NGS és metilaciés profil analizisek
alapjan négy nagy molekularis alcsoport kertilt megha-
tarozasra, ezek a wingless (WNT)-aktivélt, sonic
hedgehog (SHH)-aktivalt, 3. csoport és 4. csoport, me-
lyeket a 2016-0s WHO is atvett. Az alcsoportok elkiilo-
nitése immunhisztokémiai és molekuldris genetikai

TANULMANY

vizsgalatokkal  lehetséges  [béta-katenin, = GRB2
associated binding protein 1 (GAB1), YAP1, p53],
azonban az utébbi két alcsoportot (3 és 4 alcsoport) ha-
sonl6 prognozis és a nehezebb elkilonités alapjan
egyuttesen non-WNT/non-SHH alcsoportnak hivjuk.
Emellett a WHO klasszifikdcié megtartotta a morfolégi-
ai alapd besorolast is, tgymint klasszikus, desmo-
plasticus nodularis, extenziv noduléris és anaplas-
ticus/nagysejtes. A kiilonbozé morfolégiai altipusok
egyes molekuléris altipusokkal asszocialtak; példaul a
desmoplasticus noduléris altipus gyakran a WNT akti-
valt genotipussal asszociélt, tovabbd az anaplasticus
/nagysejtes morfolégia leginkdabb a non-WNT/non-
SHH alcsoportban jelentkezik. Fontos megjegyezni,
hogy a négy nagy genetikai alcsoporton belil a metila-
ci6s vizsgalatok tobb kisebb, visszatérd metilacids és
mutédciés mintézattal rendelkezd alcsoportot kiilonitet-
tek el, ennek megfelelen a beosztés a jovében feltehe-
téen béviilni fog, mely meghatarozhatja és specifiku-
sabbd teheti a terapiat.

WINT jelatviteli ut aktivalt medulloblastoma

A legritkabb (10%) és a legjobb prognézissal biré al-
csoport, melynek hatterében a béta-katenin fehérjét ko-
dolé CCTNB1 gén szomatikus mutaci6ja all. Altaldban
idgsebb gyermekekben fordul eld, a cerebellum és a
hid kozétti szégletben.*

SHH jelatviteli ut aktivalt medulloblastoma

A medulloblastomdk megkozelit6leg 30%-at kitevé
SHH aktivalt medulloblastomakban az SHH jelatviteli
utvonal csiravonali és szomatikus mutaciéi mutathaté-
ak ki és barmely életkorban jelentkezhetnek, leggyak-
rabban a cerebellum &lloméanyéban, legf6képpen a
hemispheriumok tertiletén. A leginkabb érintett fehér-
jék a Patched1 (PTCH1), smoothened (SMO) és
suppressor of fused (SUFU) proteinek. Kalonosen
rossz a betegség prognézisa SUFU mutaci6é és PTEN
deléci6 esetén, ilyenkor mar a betegség korai stadiuma-
ban észlelhetd KIR disszeminacio.’ Emellett SHH akti-
valt medulloblastomas esetek kb. negyedében csiravo-
nali TP53 vagy BRCA mutacié is kimutathaté, melyek
megléte a progndzist tovabb rontja.”’

3. alcsoportu medulloblastoma
Az 6sszes medulloblastomés eset kb. negyedét al-

kot6 alcsoport szinte kizardlag gyermekekben fordul
elé. Gyakran a kozépvonalban, a 4. kamrdba dombo-
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rodva helyezkedik el és rendkiviil rossz prognézissal
rendelkezik. Az esetek 20-25%-4ban MYC amplifika-
cio, illetve 17q izokromoszéma mutathat6 ki. A esetek
nagy részébenkorai recidiva és liquor éltali disszemi-

nacio észlelhets.*®

4. alcsoportu medulloblastoma

A leggyakoribb medulloblastoma altipus, amely
szintén gyakran 4. kamrai tumorként jelentkezik és
magas aranyban mutathaték ki ebben a tumorcsoport-
ban kromoszéma abnormalitdsok. Az esetek 80%-aban
17q izokromoszéma detektalhatd, emellett kisebb
ardnyban NMYC amplifikéci6 is megfigyelhets.*®

Egyéb embryonalis tumorok

Az egyéb, non-medulloblastoma embryonalis
tumorcsoportba tartozik két, genetikailag j61 definialt
entitas; az atipusos teratoid/rhabdoid tumor (ATRT) és
tobbrétegli  rozettakkal

(Embryonal tumor with multilayered rosettes, ETMR).

az embryonalis tumor
Emellett tobb morfolégiai alcsoport is létezik, melyek
egy része méar a korabbi WHO kiadésokban is szerepelt;
dgymint medulloepithelioma, KIR neuroblastoma, KIR
ganglioneuroblastoma és ependymoblastoma.*’ Az
utébbi években egyre nagyobb teret h6dité metilacids
vizsgélatok, valamint transzkripciés profil analizis a
mashogy nem osztalyozhaté csoportbél Gjabb entitéso-
kat vélasztottak le specifikus genetikai hattér alapjan;
tgymint ,FOXR2 aktivalt KIR neuroblastoma”, a ,KIR
high-grade neuroepithelialis tumor BCOR alteracié-
val”, a ,KIR Ewing-sarcoma csalad tumora CIC
alteracioval”, illetve a ,KIR high-grade neuroepithe-
lialis tumora MN1 alteraciéval”.*'

Atipusos teratoid/rabdoid tumor (ATRT)

Viszonylag ritka (1-2%) embryonalis tumor, mely
legf6képpen a 3 éves kor alatti korosztalyt érinti. Az
esetek kétharmada cerebellaris lokalizdci6ji, azonban
gyakran jelentkezik supratentorialisan is. A progndzisa
alapvetéen rendkivill rossz, azonban a molekularis
hattér pontos feltarasa felvetheti célzott terapiak lehe-
téségét.* A morfoldgiaja kifejezetten diverz, a klasszi-
kus rhabdoid sejtek mellett kiilonféle, epithelialis,
mesenchymalis és neuroepithelialis differencidciot is
mutathat. A tumor hatterében a SMARCB1 vagy
SMARCA4 gének biallelikus vesztése és/vagy a protein
termék INI-1 vagy BRG-1 vesztése allhat. Az esetek
20-35%-aban a betegség hétterében csiravonali biallé-

likus mutaci6 4ll, ezen betegek egy része rhabdoid tu-
mor prediszpoziciés szindrémaban szenved.** Az ak-
tualis genetikai, epigenetikai és transzkripcionalis
vizsgélatok az ATRT csoportot 3 alcsoportra osztotték,
tgymint ATRT-SHH, ATRT-TYR és ATRT-MYC, mely
tumorcsoportok a lokalizdciéban és beteg korcsoport-
ban kiilénbézhetnek.**

Embryonalis tumor tébbréteqgu rozettakkal (ETMR)

Az ETMR-t 2009-ben irtdk le egy specifikus mole-
kularis eltéréssel jellemezheté embryonalis tumor alti-
pusként.*> A 2016-os WHO beosztds a hattérben 4llé
genetikai eltérés alapjan a korabban ependymoblasto-
maként és medulloepitheliomaként megnevezett tu-
morok egy részét is ebbe az embryonalis tumor-
csoportba sorolta." Az esetek nagy részében a tumor
supratentorialisan jelentkezik, a kérlefolyas rendkiviil
agressziv. C19MC-alterdciét mutaté tumorok (mely az
Gjabb vizsgalatok alapjan az esetek 90%-dban lathatd)
esetében korai neuronalis gének amplifikdcidja lathato,
mely magyarédzza az agressziv korlefolyast. Az ETMR-
ek 10%-aban DICER1 gén mutaci6t irtak le.*®

Egyéb, specifikus genetikai eltéréssel karakterizalt
embryonalis tumorok

A ,KIR embryonalis tumor, méshogy nem klasszifi-
kalhat6” rendkiviil diverz tumorcsoport, amelyen be-
lil széleskord metildciés és genetikai vizsgalata alap-
jan négy molekuldrisan jellemzett tumortipus kertlt le-
irasra. Az egyik ezek koziil a korabban embryonalis,
vagy high-grade glialis tumorként karakterizalt KIR tu-
mor, BCOR internal tandem duplikéci6éval. Morfolégi-
ailag jellemz6 lehet réd a high-grade glialis tumorokban
is lathat6 paliszad nekrézis és microvascularis proli-
feracio. A masodik tumortipus a FOXR2 aktivalt neuro-
blastoma, mely neuroblastos és neurocytas differen-
cidciét mutathat. Emellett ide tartoznak az MN1
alterdcidval tarsul6 high-grade neuroepithelialis tumo-
rok, melyek a korabbi astroblastoma csoporttal atfedést
mutathatnak. A primer KIR Ewing-sarcoma csaladba
tartozo CIC alteraciot mutaté tumorban a CIC gén fazi-
6s partnere jellemz6en a NUTM1 fzi6s partnerrel ren-
delkeznek a KIR teriiletén.'"*!

Kovetkeztetések

A kozponti idegrendszeri tumorok klasszifikaciéja
a molekuldris genetikai vizsgalatok egyre szélesebb ko-
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rd elérhetésége mellett egyre részletesebbé és specifi-

kusabbd valik. Ennek kovetkeztében egyre tobb beteg-

ség esetén valik ismertté a hattérben allé specifikus

molekularis eltérés és koros jelatviteli itvonal aktivé-

ci6, mely megalapozhatja és kiszélesitheti az dltalaban

rossz prognézissal rendelkez6 betegségek célzott tera-

pias lehetdségeit, illetve az eddiginél lényegesen pon-

tosabb prognosztikai becsléseket tesz lehetgvé.
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Az NTRK génfuziok, mint sz6vet-agnosztikus biomarker szerepe kiilonboz6
daganatok diagnosztikajaban és célzott kezelésében

The role of NTRK gene fusions as tissue-agnostic biomarkers in the diagnostic and targeted therapy
of different tumors

Lippai Zoltan, Sapi Zoltan
|. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato Intézet, Semmelweis Egyetem, Budapest
E-levél: sapi.zoltan.dr@gmail.com

0SSZEFOGLALAS A neurotrofikus tropomiozin receptor tirozin-kindz (NTRK) géncsaldd tagjai (NTRK1, NTRK2, NTRK3) dltal kodolt TrkA, TrkB, TrkC
tropomiozin receptor tirozin-kinaz fehérjék fiziologiasan alapveten az idegsejtek fejlédéséért, éréséért, mikodéséért felelések. Az NTRK gének eltérései
leggyakrabban kromoszomalis transzlokaciok, 4j fuzids fehérjék létrejottével jellemezheték, melyek szamos rosszindulati daganat kialakulasahoz vezet-
hetnek. Azok a daganatok, melyekre egyértelmden jellemzéek az NTRK génfuziok, igen ritkak, mint példaul az infantilis fibrosarcoma, a congenitalis
mesoblastos nephroma vagy a secretoros carcinoma, mig a gyakran el6fordulo daganatokban (pl. vastagbélrak, tiidérak) joval ritkabban (csupan néhany
szazalékos el6forduldssal), de szintén talalhatunk NTRK génfizi6t. A legujabb, igen hatékony Trk-ellenes célzott kezelések miatt az NTRK fuziés gének di-
agnosztikaja még nagyobb jelentdséguivé valt. A cikk 6sszegezi mindazokat a diagnosztikai eljarasokat, melyeknek szerepe van az NTRK géneltérések fel-
deritésében, valamint kitér roviden a célzott kezelési lehetdségekre.

KULCSSZAVAK daganatok, receptor tirozin-kindz, génfuzio, diagnozis

SUMMARY  The neurotrophic tropomyosin receptor tyrosine kinase (NTRK) gene family members (NTRK1, NTRK2, NTRKS3), encoding tropomyosin re-
ceptor tyrosine kinase proteins (TrkA, TrkB, TrkC) are responsible for the maturation, proliferation and maintenance of neurons. The genetic alterations of
the NTRK family (caused mostly by chromosomal translocation) can lead to the development of several malignant tumors. These gene rearrangements
are characteristic in some rare tumors such as infantile fibrosarcoma, congenital mesoblastic nephroma, secretory breast carcinoma and mammary
analogue secretory carcinoma. However, we can detect them in very common malignancies (i.e.: colorectal carcinoma, lung cancer) too, but with low
incidence rate (usually only in a few percent of the cases). Considering the newly discovered, highly selective Trk inhibitors, used with high overall
response rate, we highlight the growing importance of an appropriate diagnostic approach for tumors harboring NTRK gene alterations. This review
discusses the different diagnostic methods, that can be used to identify NTRK gene fusions and shortly summarizes the possibility of the NTRK targeted
therapies.

KEY WORDS tumors, receptor protein-tyrosine kinase, gene fusion, diagnosis

A neurotrofikus tropomiozin receptor tirozin-kinaz (1g23), NTRK2 (9921) és NTRK3 (15925). Mindhdrom
(NTRK) géncsalad gén szerkezetében taldlhaté leucinban gazdag ismétlé-

déseket tartalmazdé extracellularis régiét, immunglobu-
A neurotrofikus tropomiozin receptor tirozin-kindz ~ lin-szerd fehérjét, transzmembran régiot, illetve
(NTRK) géncsaladhoz harom gén tartozik — NTRK1  tirozin-kindzt kédol6 szakaszok. Az NTRK1 gén mint-

Roviditések

AKT protein-kindz-B NGF nerve growth factor / idegsejt-névekedési faktor

ALK anaplasztikus lymphoma kindz-receptor tirozin-kindz NGS next generation sequencing / Ujgenerdcios szekvendlds

ATP adenozin-trifoszfdt NT-3 neurotrophin-3 / neurotrofin-3 - névekedési faktor

BDNF brain-derived neurotrophic factor / agyi eredetti NT-4/5 neurotrofin-4/5-névekedési faktor
neurotrofikus faktor PI3K foszfatidil-inozitol-3-kindz

CDKN2A/B  ciklin-dependens kindz inhibitor — tumorszuppresszor gén PIP2 foszfatidilinozitol-bifoszfdt

DAG diacil-glicerol PKC protein-kindz-C

DNS dezoxiribonukleinsav PLC foszfolipdz-C

EGFR epidermal growth factor receptor / epidermalis névekedési PTB phosphotyrosine binding / foszfotirozin koté - domén
faktor receptor adaptor fehérjéken

ERK extracellular signal-regulated kinase / extracelluldris RAF rapidly accelerated fibrosarcoma - protein-kindz
szigndl-reguldlt kindz Ras rat sarcoma - GTPdz

IP3 inozitol-trifoszfat RNS ribonukleinsav

MEK mitogén aktivdlt protein kindz kindz, extracelluldris ROST c-ros - receptor tirozin-kindz
szigndl-reguldlt kindz kindz SH2 Src homoldg 2 - domén adaptor fehérjéken

mRNS messenger ribonukleinsav
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egy 21 kb hossztsagi. Az NTRK2 és NTRK3 gének
17-18-szor hosszabbak, koszonhetéen az exonokat el-
vélasztd, kivételesen nagy intronoknak. Az Ensembl
genom adatbazis alapjan mindezidaig az NTRK1 gén
10, az NTRK2 gén 8, az NTRK3 gén 21 kiilonbo6z6 splice
varidnsa keriilt lefrsra." *

Az altaluk kédolt fehérjék (rendre TrkA, TrkB,
TrkC) plazmamembranban elhelyezked6 receptorok.
A receptorok ligandjai a neurotrofinok (idegsejtekre
hat6é novekedési faktorok). Leggyakrabban a receptort a
sajat, elsddleges ligandja aktivalja. A TrkA receptorhoz
az NGF, a TrkB receptorhoz a BDNF, a TrkC receptor-
hoz az NT-3 neurotrofinok kapcsoldédhatnak. Viszont
val6szintsithetd az, hogy az egyes neurotrofinok nem
csupéan egyetlen receptortipust aktivalhatnak, és az
egyes receptorokhoz nemcsak egyetlen fajta neurotro-

fin kapcsolédhat. Ez elsésorban a sejttipustél és a
ligandkoncentréaciotol figghet. Egy tanulmany szerint
a TrkA receptort aktivalhatja az NT-3 neurotrofin is, to-
vabbé a TrkB receptorhoz az NT-3, NT-4/5 ligandok is
kotédhetnek. A ligand kotédése utédn receptor homo-
dimerizédcio, majd autofoszforilacié kovetkezik be. Az
igy létrejott foszforizalt tirozint tartalmazo6 szakaszok,
mintegy kotéhelyiil szolgalnak olyan adaptor fehérjék
szaméra, melyek SH2 vagy PTB doménnel rendelkez-
nek. Az adaptor molekuldk kot6dése révén egyes, mar
jol ismert jelatviteli utak — PI3K/AKT, RAS/MEK/ERK,
PLC/PKC - aktival6déasa kovetkezik be, s ezéltal a sejt-
ciklus szabélyozasaban fontos transzkripciés faktorok
és gének miikodése valtozik meg (1. dbra).* *

A Trk fehérjék fontos szerepet jatszanak az ideg-
rendszer fejlédésében és mikodésében. Tobb alapvetd

PROLIFERACIO DIFFERENCIACIO

TULELES

1. dbra: A Trk-receptoroktdl indulé jelatviteli ttvonalak
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idegrendszeri funkcié szabalyozasaért felelgsek, mint
példaul a fajdalom, termoregulacié (TrkA), memoria,
kognitiv funkciék, hangulat, étvagy, testsily (TrkB) és
propriocepcio (TrkC). Fizioldgidsan a kozponti és peri-
férids idegrendszer idegsejtjei proliferaci6janak, diffe-
renciaciojanak, apoptdzisanak és sejtciklusanak szaba-
lyozaséban, szinaptikus plaszticitdsanak valtozdsaban
és a neurodegeneracié megelGzésében van szerepiik,
de egyéb, nem neurondlis sejtekben és szovetekben
(példaul monocyta, lymphocyta, keratinocyta, proszta-
ta, here, tiidg, csont, hasnyalmirigy, simaizom) is ex-
presszalédik a Trk receptor valamelyik formaja.>®

TANULMANY

Az NTRK gének eltérései és azok megjelenése
kiilonb6z6 daganatokban

Az NTRK géneltérések kialakulasanak ismert
mechanizmusai

Az NTRK géneket érinté genetikai eltérések leg-
gyakrabban kromoszomadlis transzlokacié kovetkezté-
ben jonnek létre. K6zos jellemzgjitk az, hogy a kar-
boxi-terminélis (3’ vég) tirozin-kinazt kédolé domén
mindig intakt marad. Ennek megfeleléen a téréspont
szinte barhol lehet (bar mindkét gén esetében féként

1. tablazat: Az NTRK gének leggyakoribb fiiziés partnerei kiilénb6zd daganatokban

3’ NTRK GEN |5 PARTNER GEN | DAGANATTIPUSOK
NTRK1 MPRIP tiuddrak
RABGAP1L cholangiocarcinoma
TPM3 taddrak, vastagbélrak, gyermekkori glioma, lagyrész-sarcoma, papillaris pajzsmirigyrak,
mellrdk, méhnyakrak, cholangiocarcinoma, infantilis fibrosarcoma, uterussarcoma
TPR papillaris pajzsmirigyrak, tiidérak, uterus sarcoma, gyermekkori mesenchymalis tumor
CHTOP glioblastoma
ARHGEF2 glioblastoma
LMNA Spitzoid neoplasma, vastagbélrak, tiddrék, lagyrész-sarcoma, lipofibromatosis-szerd
neurdlis tumor, mellrdk, cholangiocarcinoma, htgyhdlyagrak, appendix-adeno-
carcinoma, uterussarcoma
AFAP1 glioblastoma
SQSTM1 infantilis fibrosarcoma, tiidérak, pajzsmirigyrak
SSBP2 pajzsmirigyrak
TRIM63 melanoma
NTRK2 QKI astrocytoma
BCR glioma
DAP2IP vastagbélrak
ETV6 akut myeloid leukaemia
GNAQ csont sarcoma
NOS1AP astrocytoma, glioma
PRKAR2A glioma
RBPMS lagyrész-sarcoma
NTRK3 ETV6 infantilis fibrosarcoma, congenitalis mesoblastos nephroma, emlé secretoros carcino-
maja, nydlmirigy secretoros carcinomdja, akut lymphoid leukaemia, akut myeloid
leukaemia, papillaris pajzsmirigyrak, glioma, inflammatoricus myofibroblastos tumor,
mellrdk, vastagbélrak, gastrointestinalis stromalis tumor, tiidérak, melanoma, neuro-
endokrin tumor, sinonasalis adenocarcinoma, lagyrész sarcoma, Spitzoid neoplasma
EML4 infantilis fibrosarcoma, congenitalis mesoblastos nephroma, glioma, pajzsmirigyrak
BTBD1 glioma
RBPMS pajzsmirigyrak, uterussarcoma
SPECC1L uterussarcoma
TFG szoliter fibrosus tumor
TPM4 lagyrész-sarcoma

2021; 3:301-620.
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intronok teriiletén vannak), kivéve a tirozin-kinéazt ké-
dolé szakaszon (a tirozin-kinazt kédolé exonoktdl 5’
iranyban van a téréspont). Az amino-terminalis (5’ vég)
partner szdmos gén lehet. Mindezidaig kozel 80 gén ke-
riilt lefrasra, mint lehetséges partner az NTRK géneket
érintd fazios gének létrejottében, a leggyakoribbak az 1.
tablazatban talalhatok. Figgetleniil a partnergéntdl, a
létrejové fazios gén altal kodolt kiméra fehérje
ligand-fiiggetlen, igy folyamatos jelatviteli itvonal ak-
tivécio figyelheté meg. A fazids fehérje nem rendelke-
zik a normal Trk protein extracellularis ligandkoté
doménjével, igy attél fuggetlenné valik a mikodése.
A legtobb partnergén rendelkezik dimerizaciés
doménnel. Viszont a dimerizaciés doménnel nem ren-
delkez6 partnergének is folyamatos aktivaciéhoz ve-
zetnek. Lehetséges, hogy az NTRK gének 5’ szekvenciai
kozott vannak olyanok, melyek autoinhibitorikus
funkciéval rendelkeznek. Ezek elvesztése vezethet a
faziés fehérje aktivacidjahoz. Ennek kovetkeztében a
sejtciklus szabalyozasa zavart szenved, ami tumor-
genezishez vezet.” Erdemes megjegyezni, hogy kiméra
transzkriptum nem csupédn gének fazidja kovetkezté-
ben johet létre. Szomszédos gének cis-splicingja, illet-
ve trans-splicing révén is kialakulhat faziés transz-
kriptum.? Az NTRK1 gén flizi6s partnerei nagyobbrészt
(korulbelil a 66%-uk) intrakromoszomalis atrendezd-
dés kovetkeztében keriil az NTRK1 gén mellé, ellentét-
ben az NTRK2 és NTRK3 génekkel, ahol (mindkét gén
esetében 70% folotti aranyban) interkromoszomalis
transzlokacié révén alakul ki a ftzié.
Kopiaszam-eltérések (copy number variation) fi-
gyelhet6k meg szdmos daganattipus esetében, tobbek
kozott az emlérakok és a tudérakok 12%-dban a
cBioPortal adatai alapjan.’ Bollig-Fischer és mtsai
NTRK1 amplifikdciét irtak le négy emlérédkos betegnél
agyi attétekkel, mely felveti annak a lehetdségét, hogy a
nem megfelelGen szabalyozott Trk jelatvitel fontos sze-
repet jatszhat az 4ttétképzédésben.'” A TrkA mRNS
szintjét vizsgalva, mely egyes hasnyalmirigy-, petefé-
szek-, nyel6csé-, higyhdlyag-, endometriumdagana-
tok, illetve phaechromocytomék esetében emelkedett

s

volt, valészintsithetd, hogy az NTRK1 gén amplifika-
ci6jarél van sz6.'* Wilms-tumorban szenvedé betegek-
nél mért magasabb TrkB mRNS szint révidebb relap-
szus nélkiili tiléléssel parosult.’> A TrkA fehérje til-
termel6dés (overexpression) jobb, a TrkB fehérje és az
azt aktivdl6 BDNF ligand tualtermel6dése rosszabb
prognézisti neuroblastoma kialakuldsdhoz vezetett.
A cBioPortal adatai alapjan deléciék is leirasra keriil-
tek, bar jelent§ségitk most még ismeretlen. Az NTRK1

gén in-frame delécidjat talaltdk akut myeloid leukaemi-

as betegeknél.'* *® Neuroblastoma kialakulasahoz ve-
zetett az NTRK1 gén alternativ splicingja (a transz-
kriptumbél hianyzotta 6.,a 7. és a 9. exon) révén létre-
jové, folyamatosan aktiv fehérje.'"® Szamos pont-
mutaci6 (single nucleotide variant) ismert, bar ezek ko-
zil kevés bizonyult onkogénnek. A tiidében észlelt
neuroendokrin tumorok kortilbeliil 10%-aban irtak le
az NTRK2 vagy NTRK3 gént érinté pontmutaciét.'” Az
NTRK géneket érinté pontmutaciékat irtak le az elére-
haladott pajzsmirigyrdkban szenvedd betegek 9%-
aban.'® Tekintettel arra, hogy az extracellularis régi6-
nak jelent6s szerepe van a szabélyozasban, annak bar-
miféle szerkezeti eltérése (delécio, splice varians vagy
egyéb méd utjan) folyamatos jelatviteli aktivaciohoz és
igy daganat kialakuldsahoz vezethet.

Az NTRK génaberraciok tumorokban

Az NTRK géneltérések eléfordulasi gyakorisaga tu-
morokban egyelére még nem pontosan ismert. Egy ku-
tatocsoport 1272 lagyrészdaganat vizsgalata soran 8
esetben tudott kimutatni NTRK1 (5) vagy NTRK3 (3)
génaberraciot DNS és RNS szekvendlas segitségével,
valamint a CDKN2A/B tumorszuppresszor gén delé-
cidjat talaltak négy esetben a nyolcbdl, mig az Gsszes
vizsgalt sarcoma csupan 14%-dban volt jelen ez az elté-
rés.19 Szintén DNS és RNS szekvenalést alkalmazva
2031 — huszonegy évesnél fiatalabb betegt6l szarmazé
— daganatmintat vizsgaltak meg, mely soran 9
(5 NTRK1, 4 NTRK3) NTRK génfuziot taléltak, mind-
annyiszor mesenchymalis tumor volt a diagnézis.
Ezekben az esetekben 3 alkalommal CDKN2A/B deléci6
is jelen volt.”® Osszesen 11 502 kiilonféle tumor (tiid6-
rak, vastagbélrak, emldrak, glioma, ldgyrész sarcoma,
pajzsmirigyrak, méhnyakrak) DNS és RNS szekvena-
ldsa nyoman 31 NTRK génfaziét (8 db NTRK1, 10 db
NTRK2, 13 db NTRK3) detektaltak. Az 592 gén vizsgéla-
tara alkalmas NGS panel segitéségével az NTRK génfi-
zi6t tartalmazé daganatok 29%-dban (9 eset) nem volt
mas patogén genetikai eltérés.”! Az NTRK géneltérések
legnagyobb részét Gj generacids szekvendlassal detek-
taljak. Az egyre széleskoribb elérhet6ség és hasznalat
révén mind pontosabb képet kaphatunk a valés érté-
kekrél. Egyelére az NTRK gént érinté valtozasok el6for-
dulasi gyakorisagat mindezek alapjan is csak becstilni
tudjuk. Az 6sszes daganat esetében koriilbeliil 1% alat-
ti incidenciéarél beszélhetiink.

Az NTRK faziéval rendelkezé tumorok mind a gyer-
mekkorban, mind a felnéttkorban jelen vannak. Az el-
mult évek kutatasi eredményei alapjan aranyait tekint-
ve a gyermekkori daganatok kialakuldsédban jelentd-
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sebb szerepe lehet az NTRK génfizidknak, mint a fel-
néttkori tumorokéban.

Az NTRK géneltéréssel rendelkezd tumorokat két
nagy csoportra oszthatjuk aszerint, hogy milyen gyak-
ran fordulnak el§ egyes daganattipusoknél. Az elsG
csoportba tartoznak azok a rendkiviil ritka tumorok,
melyeknél kifejezetten gyakran lehet NTRK géneltérést
detektalni. Az eml6 secretoros carcinomaiban és a
nyalmirigy secretoros carcinomédiban t6bb mint 90%-
os gyakorisdggal mutathaté ki ETV6-NTRK3 génfu-
zi6.?*% Szintén ugyanez a fizié van jelen majdnem az
0sszes congenitalis mesoblastos nephroma bizonyos
altipusaiban (cellularis, kevert), de mar taldltak
EML4-NTRK3 faziét is.*** Az infantilis fibrosarcomédk
70-90%-4ban detektalhaté ETV6-NTRK3 génftzi6.*
Egyes ETV6-NTRK3 f0zi6 negativ infantilis fibrosarco-
mak esetén mar leirtak LMNA-NTRK1, illetve
EML4-NTRK3 génfiziét is.”>**® A nemrégiben 1j enti-
tasként leirt lipofibromatosis-szerd neuralis tumorok
jelent6s részében NTRKI génfazié mutathaté ki.*
A masik csoportot azok a gyakori daganattipusok alkot-
jak, melyeknél NTRK génaberraciot csak ritkdn tudunk
azonositani. Papillaris pajzsmirigyrakoknal NTRK1 fa-
ziot allapitottak meg, tobb génpartnerrel is (TFG, TPR,
TPM3). Sugérzas-asszocialt pajzsmirigyrakok esetében
ETV6-NTRK3 génfuziot irtak le. A gyermekkori papilla-
ris pajzsmirigyrakok 25%-dban talaltak NTRK génfizi-
6t, mig a felnGttek esetében kevesebb, mint 10%-
ban.”"* Gyermekkori gliomak 7%-aban, felnéttkori
gliomék 2%-aban talaltak NTRK faziot.*"?*

LMNA-NTRK1 génftziot talaltak mér vastagbélrak-
ban, tiidérdkban, melanoméban, lagyrész-sarcomaban,
illetve a mar emlitett lipofibromatosis-szert neuralis
tumorban.? %*3°

Nemrégiben kertilt leirasra egy 4j differencialatlan
uterussarcoma-varians, mely morfoldgiailag fibro-
sarcomara hasonlit. Négy esetben sikeriilt NTRK1 vagy
NTRK3 génfuziét detektdlni, DNS szekvendlas, RNS
szekvenalés, FISH, illetve immunhisztokémia médsze-
rekkel.”

Egyes lagyrész-sarcomakban, melyek myo/haem-
angiopericytds mintazattal rendelkeznek, NTRK1 gén-
fziét mutattak ki, DNS és RNS szekvenalassal, break-
apart FISH médszerrel.”’

Terapias lehetoségek az NTRK géneltérést
tartalmazo daganatokban

Az els6 NTRK gént 1986-ban fedezték fel, de csak az
utébbi 3-4 évben keriilt a géncsalad a figyelem kozép-

TANULMANY

pontjaba.* Ennek oka a nemrég kifejlesztett, nagy haté-
konysaggal alkalmazott szelektiv terdpia megjelenése.
lentgségtivé vélik a daganatok genetikai profilozasa és
az igy detektalhat6 tdimadasi pontok felismerése. A ge-
netikai eltérések (pontmutécié, inzercié, delécid,
amplifikdci6), mint biomarkerek, el6re jelzik az
onkogén-targetalt terdpia hatdsossagat. Receptor
tirozin-kindz gének mutéci6ja esetén bekovetkezé fo-
lyamatos jelatviteli itvonal aktivacié gatldsara tirozin-
kinéz inhibitorokat fejlesztettek mar ki és alkalmaztak
sikeresen. Példaul EGFR mutaciéval rendelkez6 nem-
kissejtes tiidérakok esetén az EGFR tirozin-kindz-gatl6
terapia sokkal hatdsosabb, mint a hagyomanyos kemo-
terdpia.

Jelenleg is tobb Trk inhibitort vizsgélnak fazis 1
vagy fazis 2 vizsgélatokban. Ezek vagy specifikusak a
Trk fehérjékre, vagy pedig multi-kinaz-inhibitorként
tobbféle tirozin-kindz mtikodését is gatoljak. Az eddigi
két legismertebb és legnagyobb tapasztalattal hasznalt
gyogyszerek az entrectinib és a larotrectinib. Mindkét
szer olyan szajon at adhaté kis molekula, mely mar
nanomolos koncentracidoban képes hatasat kifejteni.
Mindkett6 a Trk receptorok ATP-kotGhelyét blokkolja.
Ezek az ATP-kot6 helyek mindhérom receptorban na-
gyvon hasonlék. Az entrectinib és a larotrectinib is
mindharom Trk fehérje miikodését gatolja, az entre-
ctinib pedig tovdbbi két receptor tirozin-kinazt, a
ROS1-et és az ALK-ot is.

Doebele és munkatdarsai 2015-ben sikerrel alkal-
maztak larotrectinibet (LOX0O-101) egy LMNA-NTRK1
génfazioval rendelkezd, tiidébe tobbszorosen attétet
ado, lagyrész sarcomas betegben. A standard kemotera-
pia (sorafenib, epirubicin, doxorubicin) és a primer tu-
mor (bal comb) miitéti eltdvolitdsa utén is progredialo
allapott beteg mellkas CT-jén mar szamos tiidGattét ke-
riilt leirasra, a legnagyobb 7 cm atméréjd volt, és a je-
lentds mennyiségl pleuralis fluidum kovetkeztében
silyos nehézlégzése alakult ki. Négy honapos larotre-
ctinib kezelés utédn a beteg allapota jelentdsen javult
(nehézlégzése megsziint, oxigén pdtlasra a tovabbiak-
ban nem szorult), CA-125 szintje rendezddott, mellkas
CT-jén szinte teljes remisszié képe abrazolédott. Mel-
lékhatasok nem jelentkeztek. A larotrectinib in vitro
hatdsossagat igazoltdk harom kalonb6z6 sejtmodell
(tiid6rakbol szarmazé MPRIP-NTRK1 fazi6t tartalmazo
sejtek, vastagbélrak TPM3-NTRK1 faziéval rendelkezd
sejtjei, akut myeloid leukaemia ETV6-NTRK3 fazids
sejtjei) proliferaci6s vizsgalataval, mely alapjan a proli-
feracié dézisfiiggs gatlasat tapasztaltak. A larotrectinib
in vivo eredményességét bizonyitottak egérbe oltott
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NTRK1 fazioval rendelkezé vastagbélrakos sejtek do-
zisfiiggd proliferdcié gatlasaval."

Drilon és munkatdrsai 55 olyan daganatos (17 ki-
16nb6z6 szovettani diagnozist) beteget kezeltek laro-
trectinibbel, akiknél NTRK fazi6t tudtak igazolni. Kor-
tol és tumortipustdl fuggetleniil kezelték Gket, az egyet-
len feltétel az NTRK fizi6 jelenléte volt. A teljes valasz-
adasi arany 75% volt. Egy év utdn a terdpiara reagal6
betegek 71%-anél folytattdk még a terdpiat, igy az
Osszes beteg 55%-a volt progressziémentes. A terdpiara
adott valaszok fliggetlenek voltak a kortél, a partner-
géntdl, az érintett NTRK géntdl, a daganattipustdl. Az
0sszes mellékhatas 93%-a volt grade 1 vagy grade 2 si-
lyosséagu. Grade 3 stlyossagi nem kivant hatés a bete-
gek kevesebb, mint 5%-4ban jelentkezett. Grade 4 vagy
5 stilyossag mellékhatds nem volt. Nem volt olyan be-
teg, aki reagalt a szerre, de azt le kellett volna allitani
mellékhatas miatt. A stabil vagy progredidlé betegek-
nél a kindz domén tobbféle mutaciosjat talaltak, melyek
szerzett rezisztenciahoz vezettek.*

Mind az entrectinib, mind a larotrectinib jél toleral-
hat6, kevés mellékhatast kifejt6 szer. ElsGsorban
neuropszichiatriai mellékhatdsok jelentkezhetnek (fa-
radtség, szédiilés, paresztézia, szorongés, tudatzavar),
mert a Trk receptorok fiziolégidsan az idegrendszer
miikodésében jatszanak szerepet. Ezeken kiviil ané-

mia, neutrophilia, majenzim-emelkedés jelenhet meg
nem kivant hatasként. A legtobb mellékhatas grade 1-2
silyossagi. A kezelt betegek minddsszesen 5%-aban
jelentkezett grade 3—4 stilyossagii mellékhatés.*

Az Amerikai Elelmiszer- és Gyoégyszerfeliigyelet
(Food and Drug Administration) 2018 novemberében
jovahagyta a larotrectinib alkalmazédsat NTRK génelté-
réssel rendelkez6 tumorokban. Fontos kiemelni a
tumoragnosztikus terdpia jelentGségét, azaz egyaltalan
nem szempont a szovettani diagnodzis, csak az NTRK
géneltérés igazolasa sziikséges,*' ugyanakkor értelem-
szerlien szovettani diagnozis szitkséges ahhoz, hogy el-
s6sorban olyan daganatokat vizsgédljunk melyekben
gyakoribb az NTRK géneltérés.

Az NTRK gén tirozin-kinazt kédol6 doménjében be-
kovetkezd masodlagos mutédcié szerzett rezisztencia ki-
alakuldsdhoz vezethet. Entrectinib alkalmazasa tébb
alkalommal is, d6zisfiiggéd modon vezetett killonbozé
masodlagos mutaciokhoz. Ez azért lehet kiillonosen
fontos, mert egyes mutaciok esetében a larotrectinib
hasznalata még hatékony lehet, viszont vannak olyan
mutaciok, ahol mar a larotrectinib sem. Szerzett rezisz-
tencia mar larotrectinib kezelés sordn is kialakult. Az
egyre tobb alkalommal leirt szerzett rezisztencia miatt
tovabbi Trk targetalt terapia kifejlesztésére lesz sziik-
ség. Ezért zajlik jelenleg masodik generaciés Trk inhi-

2. tablazat: Az NTRK génfiiziéval rendelkez6 daganatok esetében hasznalhaté szelektiv és multi-kindz inhibitorok

HATOANYAG TARGET GENEK

larotrectinib NTRK1, NTRK2, NTRK3

entrectinib NTRK1, NTRK2, NTRK3, ALK, ROS1

crizotinib NTRK1, ALK, ROS1, MET

TSR-011 NTRK1, NTRK2, NTRK3, ALK

DS-6051b NTRK1, NTRK2, NTRK3, ROS1

PLX7486 NTRK1, NTRK2, NTRK3, CSF1R

MGCD516 NTRK1, NTRK2, NTRK3, DDR2, MET, KIT, KDR, PDGFR
TPX-0005 NTRK1, NTRK2, NTRK3, ALK, ROS1

LOX0O-195 NTRK1, NTRK2, NTRK3

ONO-5390556

nincs adat egyeldre

foretinib NTRK1, MET, KIT, FLT4, KDR, VEGFR, RON, AXL
ponatinib NTRK1, ABL, FGFR, PDGFR, SRC, RET, KIT, FLT1
nintedanib NTRK1, NTRK2, NTRK3, PDGFR, FGFR
cabozantinib NTRK1, NTRK2, KDR, MET, RET, AXL, KIT, FLT1, FLT3, FLT4
lestaurtinib NTRK1, NTRK2, NTRK3, JAK2, FLT3
merestinib NTRK1, NTRK2, NTRK3, MET, AXL, ROS1, MKNK1, MKNK2, FL3, TEK DDR1, DDR2
altiratinib NTRK1, NTRK2, NTRK3, MET, KDR, TIE2, VEGFR2
460 ORVOSKEPZES XCVI. EvFOLYAM / 2021.
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bitorok kutatasa, fejlesztése. Ezeket mar tobbszor is si-
keresen alkalmaztdk els6 generacios tirozin-kinaz inhi-
bitorok okozta masodlagos rezisztenciat mutat6 daga-
natok esetében (2. tabldzat).***!

A diagnosztika nehézségei

Az NTRK géneltérések identifikéalasa tobbféle diag-
nosztikai maddszer alkalmazasaval torténhet. A leg-
gyakrabban hasznélt moédszerek az immunhiszto-
kémia, a fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH), a
reverz transzkripcié-polimeraz lancreakcié (RT-PCR),
(NGS).
Az immunhisztokémia, FISH és PCR mddszerek egy-

valamint az 1Gj generdcidés szekvenalas
szerre csak egy (vagy kevés) biomarker vizsgalatara ké-
pesek. Egyes klinikai esetekben ezek lehetnek a megfe-
lel6 a médszerek, de mindinkabb a hattérbe szorulnak
majd az 4j generdciés szekvendlas elérhet6vé véalasé-
valik a genetikai elvaltozasok egyre pontosabb megha-
tarozasa (a felfedezett onkogén elvéltozasok és bio-
markerek szdma emelkedik), gy lesz egyre nagyobb
sziikség olyan diagnosztikai eljarasokra melyekkel egy-
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szerre tobb géneltérés vizsgélata is lehetséges. Ezzel
egyre tobb génaberracié rutin detektalasa is megtortén-
het anélkiil, hogy specifikusan kellene tesztelni egy-
egy feltételezhetS elvaltozdst, ugyanakkor a ,cost-
benefit” szempontokat is figyelembe véve a célzott
meghatarozasok jo része tovabbra is val6szintileg meg-
marad (3. tdbldzat).

Immunhisztokémiai modszerek

A legtobb laboratériumban elérhet6 immunhiszto-
kémia kifejezetten olcsé és gyors, valamint alkalmaza-
sdhoz elegendd lehet akar egyetlen metszet is. Tovabbi
elényei kozé tartozik, hogy nem szitkséges specialis
el6készités, nem kell a minta nagyfoku tisztasdgara to-
rekedni. Alkalmazasanak elve azon alapul, hogy a gén-
atrendez6dés miatt a fehérje fokozottan fog expressza-
16dni. Mindezidaig pan-Trk és TrkA antitesteteket fej-
lesztettek ki és vizsgaltak. A pan-Trk antitest révén
mindharom Trk fehérje kimutathaté. Az antitest a
tirozin-kindz domén egyik epitépjahoz kotédik.
Hechtman és munkatdrsai®® olyan tumormintét vizs-
galtak meg pan-Trk antitestet hasznélva, melyekben

3. tablazat. Az NTRK génfiiziék azonositdsdhoz alkalmazott laboratériumi technikdk, diagnosztikai metédusok

DIAGNOSZTIKAI | ELONYOK HATRANYOK
MODSZEREK
immunhisztokémia |» koltséghatékony » avad tipusi és a fizi6s fehérje tiltermelddése
» nagyon széles korben elérhetd kozott nem tud kiilonbséget tenni
» kevés idét igényel » alpozitiv (idegszoveti, simaizomszoveti
» kevés mintaanyagot igényel differenciécio esetén)
» nem igényel kiillonleges elGkészitést » alnegativ (egyes NTRK3 fuzidk esetén)
» fehérje expresszion alapul » egyszerre egy vagy kevés biomarker vizsgalhato
» elfogadhaté szenzitivitas és specificitas
» magas negativ prediktiv érték
FISH » koltséghatékony » a harom NTRK génre harom kiillonb6z6 teszt
» széles korben elérhetd kell (egyszerre kevés biomarker vizsgélhato)
» nem igényel sok idét (kevesebb, mint egy hét) |» alpozitiv (lehet, hogy a DNS strukturalis eltéré-
» kevés mintaanyagot igényel sét nem koveti a funkcié valtozdsa; ko-lokali-
» elfogadhaté szenzitivitds (ha a téréspont az zacio)
eddig ismert helyen van) és specificitds » alnegativ (NTRK1 gén intrakromoszomalis
» toréspont FISH sorédn elegendd csak az egyik fazidja esetén)
fazi6s gén ismerete » a partnergén ismeretlen marad
RT-PCR » koltséghatékony » RNS alapa
» magas szenzitivitds és specificitas » ismerni kell mindkét gént, és a toréspontjaikat
» koriilbeliil egy hetet vesz igénybe » a célszekvencia ismerete szitkséges (nem képes
4j fazids génpartnereket detektalni)
» sokféle 5’ fizids génpartner lehetséges
NGS » nem szitkséges a partnergén ismerete » koltségigényes
» képes 1j fuziés génpartnereket detektalni » laboratdrium, felszerelés, gyakorlatigényes
» képes 1j toréspontokat detektalni » az eredményig, tobb mint két hét telik el
» képes egyszerre tobb gént vizsgalni » a DNS alapti NGS hasznélhat6sagét az intronok
» tobbféle géneltérést is kimutat mérete, felépitése korlatozhatja
» dlpozitiv (a DNS strukturalis eltérését nem
koveti a funkci6 valtozasa)
» az RNS alapti NGS elvégzésénél j6 mindségi
RNS-re van sziikség
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el6tte DNS és RNS alapu szekvendlas segitségével
NTRK génfaziét mutattak ki. Az igy megvizsgalt 21
mintabol 20-nal tapasztaltak pozitivitast, ami 95%-os
szenzitivitasnak felel meg. Tovabba megvizsgaltak 20
olyan mintat, melynél szekvenaldssal nem volt igazol-
hat6 NTRK fazi6. Mindegyik eset negativ volt immun-
hisztokémiai mddszerrel vizsgalva, igy ez a mddszer
100%-o0s specificitast adott.** Rudzinski és munkatdr-
sai pan-Trk antitestet hasznalva 97%-os szenzitivitast
(29/30) és 98%-os specificitast (47/48) igazoltak. TrkA
antitestet vizsgélva 100%-o0s (26/26) szenzitivitést ta-
pasztaltak (koztik voltak olyan esetek is, amelyek
NTRK2 vagy NTRK3 génfaziét tartalmaztak), de a spe-
cificitas csak 63% volt. A 49 esetbdl 6sszesen 14 minta-
ban észleltek gyenge pozitivitast és tovabbi 4 esetben
pedig kozepes intenzitast fest6dést talaltak.*® A mar
fentebb hivatkozott Gatalica és munkatarsai altal vizs-
géalt 4136 tumormintabol 28 esetben detektaltak NTRK
génfiziot, Gj generdciés szekvenaldssal. EbbGl a 28
esetbdl 21 alkalommal tapasztaltak pozitivitast pan-
Trk immunhisztokémiat alkalmazva, ami csupén
75%-0s szenzitivitasnak felel meg. Az NTRK3 génfuazi-
6k 45%-a (5/11) lett negativ pan-Trk immunhiszto-
kémiai médszerrel vizsgalva. Abbél a 4108 tumorbdl,
melynél nem lehetett NTRK génftziét igazolni
szekvenaléssal, 3942 eset immunhisztokémiai vizsga-
lattal is negativnak bizonyult, ez 96%-0s specificitast
mutat.”’ Az ETV6-NTRK3 faziéval rendelkezé tumorok-
nal — infantilis fibrosarcoma, congenitalis mesoblastos
nephroma, secretoros carcinoma — a relativ alacsony
szenzitivitas miatt a latott negativ eredmény konnyen
alnegativ lehet, ezért ezekben az esetekben mas maéd-
szer (példaul FISH) hasznalata is sziikséges. Pan-Trk
antitest alkalmazdsa 100%-os negativ prediktiv értéket
mutatott 192 tumorminta vizsgalatat kovetGen. Pozitiv-
nak {télték az immunhisztokémiai eredményt, ha a
tumorsejtek legalabb 5%-a mutatott akarcsak gyenge
intenzitdst festést is.** Osszességében a pan-Trk anti-
test alkalmazasa alapvetGen célszertinek ttnik, kilo-
nosen annak eldontésére, hogy tovabbi vizsgélatokra
sziikség van-e.

Tekintettel arra, hogy a Trk fehérje fiziol6gidsan
tobbek kozott az idegszovetben és a simaizomszovet-
ben is expresszalédik, eléfordulhat, hogy immun-
hisztokémiai mddszerrel pozitivnak bizonyultak
olyan, egyébként NTRK fizi6 negativ daganatok, me-
lyek idegszoveti vagy simaizomszdveti differencidciét
mutattak, példdul neuroblastoma, glioma, gastrointes-
tinalis stromalis tumor.***®

A legtobb NTRK fazidval rendelkezé daganat eseté-
ben a fest6dés citoplazmatikus, de mar tobb esetben is

leirtak a fest6dés kiillonbozd szubcellularis lokalizacio-
jat, a génpartnert6l fuggéen. Példaul az ETV6-NTRK3
fazi6 esetén nukleéris (az ETV6 transzkripcids faktor,
ezért a sejtmagon bell helyezkedik el), LMNA-NTRK1
fazié soran perinukledris (az LMNA gén altal kodolt
lamin a sejtmaghértya része), TPM-NTRK fazi6 kovet-
keztében pedig sejtmembrént érint6 (a tropomiozin a
citoszkeleton alkotéeleme) festédés lesz lathat6.45
Mindezek alapjan az érintett sejtek fest6dési mintazata
utalhat a partnergénre.

Fluoreszcens in situ hibridizacio

Kissé kevésbé széles korben elérhetd, szintén kevés
minta szitkséges hozz4, és itt sem fontos a minta tiszta-
saga. Az atfutési ideje altaldban kevesebb, mint egy hét.
Hasznalhaté faziés préba, illetve toréspont préba.
A fazids proba esetén feltételezniink kell mindkét gént,
amely csak kivételes esetekben valdsul meg. Példaul
infantilis fibrosarcomdaban, congenitalis mesoblastos
nephromédbam, valamint secretoros carcinomaban
ETV6-NTRK3 génftziét varunk. De maér leirdsra keriil-
tek ETV6-NTRK3 fizi6 negativ esetek is. Tovabbi hatra-
nya az alpozitivitas a véletlenszerd ko-lokalizdcié mi-
att. A toréspont préba elénye, hogy nem kell ismer-
niink a partnergént. Elméletben lehet alnegativ, ha a to-
réspont érinti a gént, de az nem a két préba kozotti sza-
kaszon van. Tovabba lehet dlnegativ vagy nehezen di-
agnosztizalhat6 azokban az esetekben is, amikor intra-
kromoszomalis transzlokacié révén jon létre a génfa-
zi6. A FISH modszer egyik nagy hatranya, hogy bar
strukturalis elvaltozast ki tudunk vele mutatni, azt
nem koveti feltétlentil mindig funkcionalis eltérés, igy
nem biztos, hogy az igy felfedezett elvaltozas lesz az
oka a daganat kialakulasdnak. Tovabba, ha mindharom
NTRK gént atfogéan meg akarjuk vizsgalni, akkor ha-
rom kiilonb6z6 tesztre lesz sziikség. Leggyakrabban az
olyan ritka tumorok esetében hasznaljak, ahol az NTRK
géneltérés rendkiviil gyakori. Azokban a tumorokban,
ahol a két gén fuzi6ja karakterisztikus, ftizi6s prébat al-
kalmazhatunk. Ha viszont tobb 5’ partnergén is val6-

s

szintsithetd, akkor érdemes toréspont préobat végezni.
Reverz transzkripcid-polimeraz lancreakceid

Az RT-PCR olyan RNS alapt vizsgalat, mely a fazi-
0s transzkriptum detektaldséra képes. Ehhez a teszthez
sziikséges tudni mindkét érintett gént és azok torés-
pontjait is. Példaul a nyalmirigy secretoros carcino-
maiban ETV6(exon5)-NTRK3(exon15) fizid talalhat6 a
legtobb esetben, de nem mindig.*” A klinikai hasznél-
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hatésagat korlatozza az NTRK faziés partnerek
diverzitasa, és a toréspontok valtozatossaga. Tovabbi
problémat jelentenek egyes preanalitikus tényezdk
(ischaemids idd, fixalas, RNS extrakci6), amelyek mind
befolyasolhatjak a vizsgalat hasznalhat6sagat. Ezért is
szlikséges a kinyert RNS mindgség kontrollja. Egy alter-
nativ RT-PCR moédszer az NTRK gén transzkrip-
tuménak 3’ és 5’ expresszidbeli kiilonbségét vizsgalja.
A faziés gén 5 génjének promoterével magasabb
expresszi6ja lesz a fazids partner NTRK gén 3’ végé-
nek, mig az NTRK 5’ vége expresszi6ja alacsony lesz,
ha ennek a 3’ partnere nem expresszalédik vagy csak
alacsony szinten. Igy a felborult NTRK 3’/5” arany alap-
jan lehet kovetkeztetni géneltérésre, akar a faziés part-
ner ismerete nélkiil is

Ujgeneracios szekvenalas

Az NGS vizsgalatok a mintdb6l nyert DNS vagy
RNS segitségével akar a teljes genom, exom és
transzkriptom analizisére képesek. Lehetséges olyan
panel létrehozésa is, amely csupan néhdny gén vizsga-
latéra korlatozodik, és igy magasabb szenzitivitas érhe-
té el. A teljes genom szekvendlas ehhez képest csok-
kent szenzitivitasi és sokkal nagyobb szamit6gépes
analitikai forrasokat igényel. Ahogy a daganatok keze-
lésében egyre fontosabb a genetikai hattér mind ponto-
sabb ismerete, annél inkabb az a diagnosztikai modali-
tas keriil elétérbe, mely a lehetd legkevesebb szovet-
minta felhasznalasaval a lehet6 legtobb informaciot ké-
pes nyujtani. A DNS alapi NGS panelek fokuszalhat-
nak kevés vagy sok génre, akar teljes exom vagy teljes
genom szekvenadlasra is képesek. Ezen tesztek segitsé-
gével egyszerre akdr tobb szaz gén vizsgalata is tortén-
het. Tobbféle géneltérés (pontmutéacid, amplifikécio,
delécid, inzercid, fuzié, mikroszatellita instabilitas) is
azonosithat6 a vizsgalat segitségével. A DNS alapua
NGS szenzitivitasat befolyasolja az, hogy a panel egy
adott fazi6 toréspontjat lefedi-e és az mekkora lefedett-
séget jelent. Az NTRK2 és NTRK3 géneknek csak az
exon régidi vizsgalhatok, viszont a toréspont altalaban
az intron régiokban szokott lenni, igy az eredmény al-
negativ lehet. Az intron régi6k nagy mérete, illetve
azok felépitése is korlatozhatja az eljaras hasznélhaté-
sdgét. Ugyanis az intronok gyakran ismétlédé, repetitiv
szakaszai, illetve magas guanidin-citidin tartalma meg-
nehezitik a vizsgalatot. Osszességében elmondhatd,
hogy az NTRK2 és NTRK3 faziék detektalasanak szenzi-
tivitdsa korlatozott. Ami a specificitast illeti, itt is
ugyanaz mondhaté el, ami a FISH-r6l. A strukturalis
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valtozds 6nmagédban nem jelenti feltétlentil a funkci6
véltozasat is. A DNS alapt NGS panelek nagy tisztasa-
gl tumorszovetet igényelnek, és altaldban tobb mint
két hét, amig az eredmény megérkezik.*®

Az RNS alapt NGS legfébb korlatja maga az RNS,
amely nagyon labilis. A formalin fixélt, paraffinba
agyazott szovetekben az RNS degradalédik az idé eld-
rehaladtaval. Az RNS izolélés kiilonleges laboratériu-
mi kériilményeket, felszerelést és nagy gyakorlatot igé-
nyel. Ennélfogva mindenképp sziikséges a kinyert RNS
kvantitativ és kvalitativ kontrollja. Mar van olyan RNS
alapt NGS eljaras, amely képes detektalni génfuziot
csupén az egyik gén ismeretével. Az in. anchored mul-
tiplex PCR segitségével a fizi6s partnergén és a torés-
pont ismerete nélkil is lehetséges a fuziés transz-
kriptum detektéldsa. Egy ,univerzalis” adaptert ligal-
nak a transzkriptum 5 végéhez. Ezutan egy gén-
specifikus primer hibridizadlédik az NTRK gént kédolo
szekvencidhoz, amig egy madsik ,univerzélis” primer
hibridizalédik az Gjonnan ligalt adapter szekvencia-
hoz. Az RNS szekvenalds elényei a DNS szekve-
nalashoz képest tobbek kozott a kisebb szekvenalasi te-
her (az mRNS intronokat mar nem tartalmaz), maga-
sabb feltételezett szenzitivitds a faziés transzkrip-
tumok amplifikacioja révén, illetve maga a tény, hogy a
transzkriptumot az érintett gének és exonok alkotjék,
ezaltal az mRNS fokozott expresszidja szinte biztosan
fokozott fehérje termel6déshez vezet és igy a daganat
kialakuldsanak valédi oka lehet.**

A hibrid DNS/RNS alapt szekvenalas sordan rendki-
vill magas szenzitivitassal (98—-100%) és specificitassal
(96-100%) mutathato ki fazioé, splice varians, inzercio,
delécio, pontmutacié és kopiaszam-eltérés.

Egyes preanalitikus tényezdk, legf6képp a nem
megfelel6 fixdciés paraméterek (id6, hémeérséklet)
nagy hatassal lehetnek az immunhisztokémiai, illetve
az RNS, de akar a DNS alapt vizsgalatok eredményeire
is, minthogy alnegativ eredményeket adhatnak.**

Javasolhato diagnosztikai algoritmus

A megfelel6 diagnosztikai stratégia felépitéséhez
sziikséges figyelembe venni a mér korabban leirt, kii-
l6nb6z6 tumoroknal latott el6fordulési gyakorisdgokat,
tovdbba azt a tényt, hogy a legtobb esetben mas on-
kogén eltérések felderitése elkeriilhetetlen lesz. Bar az
idedlis az lenne, ha minden esetben széleskord NGS
vizsgalat torténne, ennek nincs realitasa a magas kolt-
ségek, a megfeleld laboratériumi hattér és a szaktudas
hidnya miatt. Azon entitdsoknél, melyek jelentés ha-
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.

2. dbra. A: Myofibroblastos sarcoma széveti képe, hematoxilin-eozin festés; B: pan-Trk immunreakcié egyértelmdi fokdlis pozitiv fes-
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tédéssel; inzert) FISH reakcio NTRK3 split/break-apart prébdval. A szigndlszétvdlds (kiilondllé zéld és piros szigndl) jelzi, hogy NTRK3

fuzié tértént, a partnergén nem ismert.

nyadénél mutathaté ki NTRK fazids gén, javasolt els-
szor pan-Trk antitesttel immunhisztokémiai vagy to-
réspont FISH vizsgélatot végezni (leggyakrabban az
ETV6-NTRK3 faziét feltételezve), majd annak eredmé-
nyétdl fiiggden érdemes szekvendlni. A legtobb tumor
esetében, melyek Trk expresszidja alacsony, akarcsak
az NTRK fazi6é incidencidja is, alapvet6en mas
targetalhat6 onkogén eltéréseket is feltételezve, széles-
kord NGS-vizsgalat javasolt (mely magéaban foglalja a
nagyobb gyakorisagu feltételezett onkogéneket, de az
NTRK géneket is). Azoknal a daganatoknal, melyeknél
rutinszerden nem torténik szekvendlds, ajanlatos
pan-Trk immunhisztokémiét végezni, és az igy kiszirt
pozitiv eseteket valamilyen molekuléris vizsgalatnak
alavetni. Példaként emlitiink egy olyan sajat esetet,
ahol miofibroblasztos sarcoma esetén mintegy ,.el6sz-
résként” pan-Trk immunreakciét végeztiink, és miutan
ez pozitiv lett, FISH reakcioval (split préba) igazoltuk
az NTRK3 gén érintettségét (2. dbra). Olyan tumorok-
nal, melyeknél a vad-tipusa Trk expresszié magasabb,

mint egyéb szovetekben (neuroendokrin tumorok,
gastrointestinalis stromalis tumor, agyi tumorok), az
immunhisztokémia alpozitiv lehet, ezért érdemes egy-
bél molekularis vizsgalatot végezni.

Osszefoglalas

Az NTRK génfuzié szamos daganattipusban eléfor-
dul, néhany rendkiviil ritka tumorban kifejezetten gya-
kori, mig szamos gyakori tumorban az incidencidja 1%
koral lehet. Az 6sszességében alacsony incidencidji
génfazi6 felismerésének a jelentGsége a nemrégiben ki-
fejlesztett terapiaban rejlik. A nagyon hatékonynak bi-
zonyult szelektiv tirozin-kinaz inhibitor és a tobbi, fej-
lesztés alatt allé szelektiv- vagy multi-kindz-inhibitor
révén az NTRK génftuziéval rendelkezé tumorok keze-
lése meglehetdsen igéretesnek tinik. A cikkben ajan-
lott diagnosztikai algoritmust alkalmazva a lehetd leg-
hatékonyabban talalhatjuk meg azokat a daganatokat,
melyekben van NTRK génfuzi6.
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bilis, és a P-kezelés megszakitaséaval, illetve kortikoszteroidok (kszt-ok) alkalmazéséaval és/vagy szupportiv ellatassal kezelhet6 volt. Immunrendszerrel 6sszefliggé mellékhatasok
el6fordultak a P utols6 adagja utan is és érinthetnek tobb szervrendszert is. A feltételezett, immunrendszerrel 6sszefligg6é mellékhatasok esetén megfeleld értékelésre van sziikség
az etioldgia igazoldsahoz, valamint az egyéb okok kizaraséhoz. A P-kezelés alatt monitorozni sziikséges az immunrendszerrel kapcsolatos mellékhatéasokkal 6sszefligg6é panaszo-
kat, tiineteket és laboratériumi eltéréseket. Tovabbi, részletes informaciok az alkalmazasi el6iras 4.4 pontjaban. A P-kezelés novelheti a szervtranszplantéltak esetében a rejectio
kockéazatat, illetve allogén Gssejt-transzplantacio komplikacidinak potencialis kockazatat — ideértve a graft-versus-host betegséget (GVHD) is. Betegkartya: A készitményt felird
minden orvosnak ismernie kell az orvosoknak sz616 tajékoztatot és kezelési iranyelveket és ismertetnie kell a beteggel a P-kezelés kockézatait. A beteg minden egyes vénnyel egyltt
megkapja a Betegkartyat. Kilonleges betegcsoportok: Dozismddositas nem sziikséges: enyhe vagy kozepesen sulyos vesekarosodasban, vagy enyhe majkarosodasban szenvedd
betegek esetében. Iddskoruak: Biztonsdgossag vagy hatasossag tekintetében dsszességében nem szamoltak be az id6s (265 év) és fiatalabb (<65 év) betegek kozotti kiilonbségek-
rél. Gyermekek: A P biztonsdgossagat és hatasossagat 18 évesnél fiatalabb gyermekeknél nem vizsgaltak, kivéve cHL esetén. Fébb mellékhatasok: Klinikai vizsgalatokban a Mt-ban
adott P biztonsagossagat 6185, elérehaladott melanomaban, reszekalt, lll. stadiumi melanomaban (adjuvans terépia), NSCLC-ban, cHL-ban, urothelialis carcinomaban, CRC-ben
vagy HNSCC-ban szenved6 betegnél vizsgaltak, ahol a leggyakoribb mellékhatasként a faradtsag (32%), a hanyinger (21%), a hasmenés (21%) volt. A gyermekeknél megfigyelt
biztonsdgossagi profil altalaban hasonlé volt a pembrolizumabbal kezelt feln6tteknél megfigyeltekhez. A Mt esetén jelentett mellékhatasok tobbségének sulyossaga 1. vagy 2.
fokozatu volt. A kemoterapiaval kombinacidban adott P biztonsagossagat 1067 NSCLC-ban vagy HNSCC-ben szenvedd beteg részvétele mellett vizsgaltak, ahol a leggyakoribb mel-
lékhatés a hanyinger (50%), az anaemia (50%), a faradtsag (37%) volt. A 3-5. fokozatu mellékhatésok el6fordulasi gyakorisdga a P kombinécios terapia mellett NSCLC esetén 67%,
mig az 6nmagéban alkalmazott kemoterapia mellett 66% volt, illetve HNSCC esetén a P kombinacids terapia mellett 85%, mig a cetuximabbal kombinaciéban adott kemoterapia
esetén 84% volt. Az axitinibbel kombinacioban adott P biztonsagossagat 429 elérehaladott RCC-ban szenved6 betegnél vizsgaltak, ahol a leggyakoribb mellékhatas a hasmenés
(54%), a hypertensio (45%), a faradtsag (38%) volt. A 3-5. fokozatu mellékhatasok el6fordulasi gyakoriséga a P kombinacios terapia esetén 76%, mig az dnmagaban alkalmazott
szunitinib esetén 71% volt.

Feliras el6tt kérjiik, olvassa el a teljes alkalmazasi el6irast, killonos tekintettel a pontos indikaciokra (4.1), adagolasra és alkalmazasra (4.2), ill. a figyelmeztetésekre (4.4)! 09/03/2021 Keytruda
-EMEA/H/C/003820 - 11/0090
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Az immuncheckpoint-gatlok biomarkereinek molekularis diagnosztikai
vizsgalata

Molecular diagnostic methodology of the immun checkpoint inhibitor biomarkers

Regds Eszter', Lotz Gabor’
"1, Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato Intézet, Semmelweis Egyetem, Budapest
2 |I. Sz. Patolgiai Intézet, Semmelweis Egyetem, Budapest

E-levél: regos.eszter@med.semmelweis-univ.hu

0SSZEFOGLALAS Az immuncheckpoint-gatiok bevezetésiik 6ta forradalmasitottdk az onkoldgiai kezelést, szamtalan betegnek nyujtva ezzel djabb terapias
lehetéségeket akar mono- akar kombinéciés terapiaban. A megfelel terapia megvalasztasaban segitséget nytjtanak a kiilonbdz6 prediktiv markerek, me-
lyek az immunoonkoldgidban kezdetben a PD-L1 immunhisztokémiat jelentették, mara azonban az Ujabb szdvetagnosztikus terapiak kordban a
mikroszatellita instabilitds és a tumor mutaciés terhelés is a vizsgalandé markerek kdzé kertilt. Cikkiinkben attekintjiik a régi és tjabb markerek molekula-
ris diagnosztikus modszertanat és esetleges buktatoit, valamint bemutatjuk a Semmelweis Egyetem két patologiai intézetében szerzett tapasztalatokat.

KULCSSZAVAK immuncheckpoint-galtok, PD-L1, mikroszatellita instabilitas, TMB

SUMMARY Immune checkpoint inhibitors have revolutionized the oncology treatment since their introduction, providing patients with new therapeutic
options in either mono- or combination therapy. Many predictive markers aid the choice of appropriate therapy, that initially represented only PD-L1
immunohistochemistry, but today, in the age of novel tissue agnostic therapies, microsatellite instability and tumor mutational burden are also at the point
of interest. In our article, we review the molecular diagnostic methodology and possible pitfalls of old and new predictive markers, and we present the
experiences of the two pathology institutes at Semmelweis University.

KEY WORDS immune checkpoint inhibitors, PD-L1, microsatellite instability, TMB

Bevezetés terét attekintve dsszefoglaljuk a patoldgiai rutin diag-
nosztika médszertanét és annak esetleges buktatéit, va-
Az immunterapidk megjelenése 6ta a patolégusok  lamit bemutassunk néhény a kozeljovében megjelend
fontos feladata a kezelés hatdsossaganak el6re jelzésére  Gjabb biomarkert.
szolgal6 prediktiv markerek meghatéarozéasa. A kezdeti
marker kutatdsok soran a PD-L1 mennyiségi meghata-

sz 7

rozaséra 6sszpontositottak, késébb azonban a mikro- Az immuncheckpoint-gatlé gyogyszerek

miikddésének bioldgiai hattere

szatellita instabilitas és legijabban a tumor mutéciés
terhelés (TMB, tumor mutational burden) is a minden-

napi diagnosztika részévé valt. Jelen cikk célja, hogy az
immuncheckpoint-gatlok mikodésének biol6giai hat-

Roviditések

CPS Combined proportion score

EMA European Medicines Agency

FDA Food and Drug Administraion

GEP T-cell inflamed gene expression profile
IC Tumor infiltrating immune cells %
MMR  Mismatch repair

NGS Next generation sequencing

PD-L1  Programmed death-ligand 1
TC Tumor cell %

T™MB Tumor mutational burden
TPS Tumor proportion score

WES Whole exome sequencing

Az immunsejtek fontos feladata az Gjonnan képzé-
dott daganatos szovet elpusztitdsa. A tumoros szovet
eliminéldsanak els6 1épése, hogy az antigénprezental6
sejtek a tumoros sejtekbdl szdrmazé fehérjéket bemu-
tatjak az MHC receptorokon keresztiil a T-sejt recepto-
roknak, melyek aktivalédnak, igy pusztitva el a daga-
natos sejteket. Ezt a mechanizmust szamtalan ko-
receptor szabélyozza, mely receptorok akar serkenthe-
tik, illetve akar gatolhatjak a fenti folyamatot, igy az
Osszes receptor hatasanak ereddje hatdrozza meg az ef-
fektiv immunvalaszt.”* A legismertebb inhibitor funk-
rendelkezd

cidval ko-receptor-ligand  péarok a
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atezolizumab

pembrolizumab

antigén-
prezentald
sejt

CTLA4
ipilimumab

D80

Y pembrolizumab Y atezolizumab v ipilimumab

1. dbra: A daganatok elimindcidjdban szerepet jdtszo immunsejt-receptorok, valamint az ezeket gdtlé immuncheckpoint inhibitorok

CTLA4/CD86, valamint a PD1/PD-L1. Ezen gatlo jelpa-
lydk immuntoleranciat alakitanak ki, igy pl. a PD-L1-et
hordozé daganatsejtek a tumor elleni T-sejtes vélaszt
blokkoljak (1. dbra), mig az antigénprezentéld sejtek
PD-L1 expresszi6ja is gatolja az effektor T-sejteket. Igy
a gatlas gétlasa elven alapuld gyogyszerfejlesztések
eredményeként ezen molekuldk ma mar a mindennapi
rutinban hasznalt immuncheckpoint-gatlé gydgysze-
reink célpontjai.’*

A daganatellenes immunvalasz kivaltasaban fontos
szerepet jatszanak a neoantigének, melyek megnove-
kedett mutécids terhelés hatdsara alakulnak ki. Minél
nagyobb a mutdciés terhelés egy daganatos szovetben,
annal nagyobb val6szintiséggel keletkeznek immuno-
gén neoantigének a daganatos sejtek felszinén.® Azok-
nal a daganatoknal lehet varni megnovekedett mutaci-
0s terhelést, amelyek kornyezeti karosit6 agensek idiilt
expozici6 hatasara (pl. dohanyzas, UV sugarzas) vagy a
DNS hibajavité rendszerek (pl. mismatch fehérjék —
MMR fehérjék, POLE) kdrosodasa kovetkeztében ala-
kulnak ki.°

Mikroszatellitdknak vagy ,short-tandem repeat”-
eknek olyan egy-hat bazishossztisdgt szakaszokat ne-
veziink, melyek a gének nem kédolé, valamint kodold
régioiban egyarant elhelyezkedhetnek. A DNS-poli-
meraz miikodése soran fellépd hibak esetén a mutaciok
létrejotte kapcsan a mikroszatellitdk hossza megvaltoz-
hat, és az MMR fehérjék szerepe ezen hibak korrekcié-

ja.” Négy fajta MMR fehérjét kiilonitiink el, melyek
heterodimer formaban mtikodé képesek: az MSH2 az
MSH6-tal, mig az MLH1 a PMS2-vel képez hetero-
dimert. A négy emlitett fehérjén tal mikroszatellita in-
stabilitashoz vezethet még az EPCAM gén mutacidja is,
mely az MSH2 expresszi6janak egyik szabalyozé génje,
és Lynch-szindromaés betegek egy része esetében ennek
a génnek a funkciévesztéssel jar6 mutacidjaval allunk
szemben.”?

PD-L1 immunhisztokémiai reakciok vizsgalatanak
mddszertana

Kereskedelmi forgalomban t6bb PD-L1 ellenes di-
agnosztikus antitest érhetd el, melyeket a kiilonb6zd
gyogyszerek szamos klinikai vizsgélataba vontak be.
Az egyes ellenanyagok legfontosabb tulajdonsagait az
1. tablazat foglalja 6ssze.

A PD-L1 immunhisztokémiai (IHC) tesztek elsé 1é-
péseként meg kell vizsgdlni a bekiild6tt minta alkal-
massagat. A minimalis diagnosztikus pontossaghoz al-
talaban legalabb 100 (az SP142 esetében 50) viabilis
daganatsejtet tartalmaz6é hagyomanyos, paraffinba
agyazott szovettani blokk vagy citolégiai mintdbol ké-
sziilt sejtblokk sziikséges. A jelenleg hasznalt diag-
nosztikus THC kit-ek keneteken nem alkalmazhaték.
A masik fontos preanalitikai szempont, hogy az anyag
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1. tabldzat: Kereskedelmi forgalomban kaphaté PD-L1 antitestek és el6hivérendszereik gyarté és gyégyszer tipus

szerint

PRIMER ANTITEST PRIMER ANTITEST PD-L1 EPITOP ELOHIVO RENDSZER |HATOANYAG

KLONJA TIPUSA GYARTOJA

22C3 nyul, monoklonalis ECM Agilent (Dako) pembrolizumab
(Keytruda, MSD)

28-8 egér, monoklonalis ECM Agilent (Dako) nivolumab
(Opdivo, BMS)

SP142 nyul, monoklonalis ICM Ventana atezolizumab
(Tecentrig, Roche)

SP263 nyul, monoklonalis ICM Ventana durvalumab
(Imfinzi, AstraZeneca)

73-10 nyul, monoklonalis ICM Agilent (Dako) avelumab
(Bavencio, Merck)

dekalcindlva volt-e. Minthogy szdmos daganat (pl. ti-
dé vagy emld) csontattét kapcsan keriil diagnosztiza-
lasra, igy az elsé elérhetd szovettani minta is csontb6l
szarmazik. A feldolgozdshoz azonban elengedhetetlen
az anyagbdl a mész eltavolitasa, mivel enélkiil a csont-
szovet metszetkészitéshez til kemény. Dekalcinacio
céljéra leggyakrabban a keldtképz6 EDTA vagy kiilon-
bo6z6 savak hasznalatosak, mely anyagok alkalmazasa
az ellenanyag &ltal vizsgalni kivént epitépot tonkrete-
heti. Kutatdsok kimutattdk, hogy az EDTA kevésbé
gyengiti a jelet, mint a sav tartalmu oldatok, azonban a
pozitiv daganatos sejtek aranyanak csokkenése EDTA
esetén is megfigyelhets volt.’ Ez a jelenség azért 1énye-
ges, mert azon betegek esetében, akiknek PD-L1 meg-
hatarozasa egyéb szovettani minta hidnyaban més
anyagbol nem lehetséges, preanalitkai okok miatt alne-
gativ eredményt kaphatunk, mely a kezelés elmarada-
sat eredményezheti.

Az egyes daganattipusok diagnosztikajdhoz kap-
csolt kiilonbozd ellenanyagok esetében eltérd kiértéke-
lési szempontokat és score értéket kell megadni az
adott terdpia alkalmazasdhoz. A PD-L1 értékek megha-
tdrozdsa sordn TPS (tumor proportion score), CPS
(combined proportion score), TC (tumor cell %) és IC
(tumor infiltrating immune cells %) adhaték meg.
A TPS- és TC-érték esetén a PD-L1-pozitiv daganatsej-
tek szazalékos aranyét adjuk meg az 6sszes tumorsejt
viszonylatdban, mig CPS esetében a PD-L1-pozitiv tu-
morsejtek és mononuclearis immunsejtek ardnyat a
tumorsejtek fiiggvényében.'"!" Az IC-érték soran a tu-
mor stromdjaban PD-L1-pozitiv reakciét mutaté im-
munsejtek ardnyat adjuk meg tumoros szovet teriileté-
re vetitve.'*"?

Az egyes antitestek analitikai pontossdgat tobb
vizsgélat keretében is Gsszehasonlitottak, melyek iga-

zoltdk, hogy az egyes el6hivéasi metodikak és a kilonfé-
le diagnosztikus antitestek segitségével kapott eredmé-
nyek a legtobb esetben jo egyezést mutatnak, azonban
nem minden score rendszer vizsgalatdban talaltak ma-
radéktalan azonossagot, igy a betegellatas kapcsan a
legnagyobb prediktiv haszonnal akkor jarhatunk el, ha
az adott indikdcios korben a klinikai vizsgalat soran
hasznalt, gyart6i ajanlasa ellenanyagot és pontrend-
szert hasznalunk.”

A Semmelweis Egyetem (SE) patolégiai intézetei a
PD-L1 diagnosztikai indikécids kor teljes spektruma-
nak vizsgélatat nagy esetszammal végzik. Az I. Sz. Pa-
tologiai és Kisérleti Rakkutat6 Intézetben 2017. januar-
t6l 2020. juniusig terjedd idészakban 6sszesen 2011 ér-
tékelhetd vizsgalat tortént a Dako 22C3 PD-L1 antitest
felhasznalasaval. Az igénynovekedést j6l mutatja, hogy
mig 2017 elején havonta atlagosan 10-12 ilyen vizsga-
latkérés érkezett, 2020-ban mar 4tlagosan havi 80-90
PD-L1 immunhisztokémiai vizsgalatra kertlt sor, me-
lyeknek 94%-a tiid6daganatokbél tortént. Osszegezve
elmondhaté, hogy a vizsgélt idészakban a Dako 22C3
antitesttel végzett vizsgalatok alapjan a negativ (<1%),
az 1-50% és az 50% feletti TPS csoportok kozotti meg-
oszlas a tiidGcarcinomak esetén 38-32-30% volt. A 1L
Sz. Patolégiai Intézetben hasonlé idGszakban 6sszesen
197 értékelhet6 PD-L1 vizsgalat tortént, 22C3 antitest-
tel 54 NSCLC tiidérak PD-L1 statusza keriilt meghaté-
rozasra, melyekben a negativ (<1%), az 1-50% és az
50% feletti TPS csoportok megoszlasa hasonl6 volt:
44-26-30%. Osszességében elmondhaté, hogy mind-
két intézetben a bekiildott mintak legalabb 70%-aban
sikeriilt terapias konzekvenciaval jar6 PD-L1-ex-
pressziot kimutatni. A két intézetben elvégzett uro-
thelialis rakok esetében 17-bél 10 bizonyult pozitivnak
CPS210 kritérium alapjén, a fej-nyaki laphdmrakokban
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2. dbra: Réprezentatl'v PD-L1immunhisztokémiai képek. Tlid6carcinomdk PD-L

s G
1immunhisztokémiai (Dako 22C3) vizsgdlata: A: TPS<1%,

B: TPS 1-50%, C: TPS>50%. Tripla negativ emlécarcinomdk PD-L1 immunhisztokémiai (Ventana SP142) vizsgdlata: D: IC<1, E: IC>1.
Urothelialis carcinomdk PD-L1immunhisztokémiai (Dako 22C3) vizsgdlata: F: CPS<10, G: CPS>10

10-bél 5 eset volt CPS>1 (elsévonalbeli kezelés) vagy
TPS>50% (masodvonal) szempontjabdl pozitiv.

Mindkét intézetben a Dako 22C3 mellett elérhetd a
Ventana SP142 ellenanyag is, melyet elsGsorban az
urothelialis carcinoma és tripla negativ emlérakok di-
agnosztikajdban hasznédlunk az atezolizumab kezelésre
adott prediktiv markerként. Emlécarcinoméban PD-L1
vizsgélatot 2019 juniusa 6ta végziink, mely id§ alatt a
két intézetben 6sszesen 78 értékelhetd vizsgalatot sike-
rilt elvégezni. A kezelési diagnosztikus hatart (IC>1%)
elér6 expressziot az Gsszes esetet tekintve 41,5%-ban
tudtunk kimutatni, a két intézetben igen hasonl6 40%
és 43%-os aranyban. A két intézet laboratériuméatél
osszesen 23 esetben kértek urothelialis carcinomébél
SP142 PD-L1 meghatérozast, melyekbdl 4 bizonyult IC
>5% kritérium alapjan pozitivnak.

A tidd, emld, valamint urothelialis daganatokbol
késziilt PD-L1 immunhisztokémiai reprezentativ dbrait
lasd a 2. abrdban.

Az el6z6ekben bemutatott, eurépai (EMA) torzs-
konyvezéssel biré terapiak prediktiv diagnosztikaja
mellett egyedi méltanyosségi kérelem alapjan is szé-
mos PD-L1 expressziés vizsgalatot indikalnak az onko-
logusok, elsGsorban az amerikai (FDA) jovahagyéssal
rendelkezé daganatfajtak esetében. Igy a II. Sz. Patolé-

giai Intézetben 22 colorectalis adenocarcinoma (2 pozi-
tiv TPS>5% alapjan), 12 gyomor adenocarcinoma (6
pozitiv CPS>1 alapjén), 8 nyel6cs6 laphdmrék (3 pozi-
tiv CPS>10 alapjan), 3 méhnyakrak (2 pozitiv CPS>1
alapjan) vizsgalata mellett tobbek kozott melanomak,
mesotheliomék, pancreas, ovarium, duodenum, endo-
metrium adenocarcinomdk, cholangio- és adreno-
corticalis carcinomak esetében kértek PD-L1 vizsgala-
tot. Az 1. Sz. Patolégiai és Kisérleti Rdkkutat6 Intézet-
ben a hasonlé szovettani entitasok mellett lagyrész- és
csonttumorok széles spektrumébél kértek PD-L1 vizs-
galatot 6sszesen 15 esetben, melyek koziil nagymérté-
kd pozitivitassal egyetlen osteoblastos osteosarcoma
esetén talalkoztunk (CPS 60).

Mikroszatellita instabilitas vizsgalatanak
mddszertana

A mikroszatellita instabilitds vizsgalatanak a szolid
tumorok esetében jelenleg harom metodikai megkoze-
litése lehetséges, mely eltérg arkoltséggel és technikai
feltételekkel jar. A mikroszatellitak vizsgélata régebben
a Lynch-szindromas esetek kisziirése miatt volt fontos,

azonban az FDA 2017. méjus 23-4an els6ként szovetag-
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3. dbra: A: Mikroszatellita immunhisztokémiai vizsgdlatok endometrioid carcinoma mintdbdl. Megtartott MLH1 és PMS2 immun-
hisztokémiai reakcick mellett kiesett MSH2 és MSH6 magi reakciok Idthatok. B: Mikroszatellita fragment vizsgdlat sordn az NR24 reakcio
stabilitdsa esetén a normdl szévetével megegyezd fragmenthosszok detektdlhatok, mig instabilitds esetén azoktdl eltérs hossz figyelhe-

té meg.

nosztikus terapiaként engedélyezte a pembrolizumab
terapia alkalmazasat mikroszatellita instabil felnétt és
gyermek betegek esetében nem rezekalhatd, illetve
metasztatikus daganatok esetében. A FDA tovabbi kisé-
rédiagnosztika fejlesztéséhez nem kototte az engedély
megadasat, mivel a mikroszatellitak vizsgalata a geneti-
kai vizsgalatok kapcsdn mar megbizhaté moédszertan-
nal rendelkezett."

A legkonnyebben és leggyorsabban elvégezhetd
vizsgilat a négy MMR fehérje immunhisztokémiai
vizsgdlata. A megdrzott MMR expresszio jeleként a
négy fehérje sejtmagi pozitivitasat varjuk, melynek ér-
tékelésében segitséglinkre van a koérnyezé ép sejtek
magjaban belsd pozitiv kontrollként megjelend reakcioé
is (3A dbra) pozitivitasa a daganatsejtekben nem detek-
talhat6, a heterodimer parok figyelembevételével az
érintett fehérje alapjan kovetkeztethetink az érintett
génre (2. tablazat). Ha mindegyik fehérje megtartott
magi pozitivitdst mutat, akkor nagy valdszintiséggel
mikroszatellita stabil a daganatos szovet."” Eléfordul-
hat az esetek kis részében, hogy a fehérjét kodolo6 gén-
ben olyan mutécié van, mely soran a fehérje az
immunogenitdsat megérzi, tehat immunhisztokémiai

reakciéval kimutathatd, azonban funkci6jat nem tudja
ellatni.” Az immunreakciék kiértékelése azonban még
ettdl eltekintve sem nem mindig konnyd feladat. Egy-
részt el6fordulhatnak alnegativ esetek, féleg az MSH6
immunhisztokémiai reakci6 esetében, kiillondsen, ha a
daganat kemoirradatiot kovetden keriil vizsgalatra.®'®
Amennyiben citoplazmatikus reakciét tapasztalunk
magi reakcié nélkiil, azt elsésorban a fehérje magi
transzportjdnak elmaradasaval lehetne magyarazni,
azonban ilyen esetekben a PCR reakcié sordn a minta
altalaban mikroszatellita stabilnak bizonyul,® ami elsé-
sorban a nem megfeleld preanalitikai kezelés miatti
aspecifikus antitestkotédés szerepét veti fel a citoplaz-
matikus pozitivitas hatterében. Ez is mutatja, hogy az
immunhisztokémiai vizsgélatokkal talan a legnagyobb
gondot a mintdk megfeleld fixaltsaga, illetve annak hia-
nya okozza. A mikroszatellita immunhisztokémiai
vizsgélatok soran erdsebb és megbizhatobb reakciok
varhatéak biopszids mintakbdl, mint miitéti rezekatu-
mokbél.?

Lehetséges a mikroszatellita instabilitast PCR vizs-
galattal is kimutatni, mely soran az amplifikélt mikro-
szatellita szakaszok hosszét vizsgaljuk elektroforézis-
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sel vagy liquid kromatografids vizsgalattal. A mikro-
szatellitdk PCR vizsgélata esetén lehetséges az 1n.
Bethesda-panel hasznélata, mely sordan 2 mononukleo-
tid és 3 dinukloetidot vizsgalunk, vagy alkalmazhat6 a
Promega cég altal forgalmazott panel, mely sordn 5 mo-
nonukleotidot és 2 pentanukleotidot vizsgalunk.
A fragmentek méretét a beteg normal szovetének
mikroszatellita fragmentjével hasonlitjuk 6ssze, mely
lehet a betegtdl szarmazo6 vérminta vagy normal szove-
tet tartalmazé paraffinos blokk (3B dbra).'® A Bethesda
és a Promega rendszerek esetén legalabb két 16kuszon
talalt eltérés esetén a tumort MSI-H (microsatellite
instability-high) csoportba, mig egy lékuszon megfi-
gyelt instabilitas esetén a daganat MSI-L (microsatellite
instability-low) csoportba soroljuk. Amennyiben
egyetlen l6kuszon sem lathato eltérés, akkor a daganat
mikroszatellita stabilnak tekinthets (MSS)."”

A Bethesda-panelek alkalmazasat elséként a vas-
tagbéldaganatokra fejlesztették ki, igy figyelembe kell
venni annak korlatait is, amikor mas daganatok esetén
alkalmazzuk. Az immunhisztokémiai és a PCR vizsga-
latok kozotti legnagyobb korrelacié a colorectalis daga-
natok esetén figyelheté meg (98%). Az endometrioid
carcinoméak esetén a konkordancia valamennyivel ki-
sebb, kb. 94%. Diszkonkordancia f6leg MSH6 és MSH2
kiesés esetén fordulhat el6.'® Kuismanen és munkatdr-
sai Lynch-szindréméban szenvedd betegek colon- és
endometriumcarcinomait vetették ©ssze, melynek
vizsgélata sordn a péciensek endometrium daganatai
esetében rovidebb ,shift”-et tapasztaltak, mely a frag-
mentanalizis vizsgalatat megnehezitheti.'® Az eredmé-
nyek lehetséges eltéré volta miatt ha endometrioid
carcinoma esetén a mikroszatellita instabilitds immun-
hisztokémiai vizsgalattal torténd kiesését sikeriil kimu-
tatni, de a fragmentanalizis azt nem erGsitette meg, ér-
demes tjgeneracios szekvenalast végeztetni.

A harmadik megkozelités a mikroszatellita instabi-
litds meghatarozasa tjgeneraciés szekvenalassal (NGS,
next generation sequencing). A PCR fragment vizsgala-
tokkal ellentétben az NGS vizsgalat esetén akar szédz
ktlonb6z6 mikroszatellita 6sszehasonlitdsara is mod
van, melyek lehetnek mono-, di-, tri-, tetra- és penta-
merek egyarant. A bioinformatikai analizis soran a
mikroszatellita ismétlgdések ,,read” hosszai 4ltaldban a
beteg normal szovetében (pl. nem-daganatos, tumor
kornyéki szovet vagy vérminta) taldlhaté mikro-
szatellitak hosszéaval vetik 6ssze, vagy meglévé mikro-
szatellita adatbazisok alapjan elemzik. Ezekhez olyan
publikélt és szabadon elérhet6 analitikai algoritmusok

is rendelkezésre 4allnak, mint az mSINGS, az
MSIsensor és a MANTIS."®

A mikroszatellita instabilitdsanak gyakorisaga az
egyes daganatokban eltérd lehet, de akar egyes popula-
ciokban ugyanazon daganat tipusban sem biztosan
mutatkozik ugyanolyan gyakorisag. A nemzetkozi iro-
dalmi adatok alapjan gyakoribb az instabilitds endo-
metrialis és colorectalis carcinomakban, mig pl. az
osteosarcomak esetében gyakorlatilag nem talalunk in-
stabil daganatokat.” Attekintve az SE I. Sz. Patoldgiai és
Kisérleti Rakkutaté Intézetben 2018 jiiniusa és 2020 ja-
niusa kozott elvégzett 6sszesen 418 mikroszatellita
vizsgalatot elmondhaté, hogy mikroszatellita instabili-
tds legnagyobb ardanyban a vékonybélre lokalizdlédé
adenocarcinomék esetén volt megfigyelhet6 (67%),
melyet az endometrioid tipust endometriumcarcino-
mak kovettek 33%-ban. Nagyobb ardnyban fordult még
el6 mikroszatellia instabilitdas gyomor és colorectalis
adenocarcinomékban (20 és 17%). A II. Sz. Patolégiai
Intézetben 434 MMR vizsgédlatbdl 118 esetben volt
mikroszatellita-instabilitasra utalé expresszi6 kiesés.
A 292 colorectalis adenocarcinoma esetében 71 (24%),
mig a 23 endometrialis rakbdl 12 (52%), tovabbé a meg-
vizsgalt 11 gyomorrakbdl 4, a 10 pancreasrakboél 2 bizo-
nyult instabil fenotipustinak, és mindkét vizsgalt
Vater-papilla adenocarcinoma esetében is instabilitas-
ra utalé kiesés volt észlelhetd, ami az 1. Sz. Patolégiai és
Kisérleti Rakkutat6 Intézet adataival j6 egyezést mutat.
Tobb vizsgalt daganattipus (pl. hepatocellularis car-
cinoma) esetén nem taldltunk mikroszatellita-instabil
esetet, mely magyarazhat6 az alacsony esetszdmmal,
azonban populacios sajatsdgokkal is dllhatnak a hattér-
ben. Egy japan tanulmanyban 55 hepatocellularis
carcinomas beteg mintdjat vizsgdlva igen alacsony
mikroszatellia instabilitasi aranyt sikertilt igazolniuk,

hasonléan az intézeteinkben végzett vizsgalatokkal 2’

Tumor mutacios terhelés (TMB, tumor mutational
burden) vizsgalatanak nehézségei

A tumor mutaciés terhelés vizsgélata az immun-
checkpoint-gatlok biomarkerei koziil az egyik legtjabb
eszkoz. Legfontosabb aktualitaséat az adja, hogy 2020.
junius 16-an az FDA szovetagnosztikus indikaciéban
engedélyezte a pembrolizumab alkalmazasat magas tu-
mor mutécids terheléssel bir6, nem rezekalhat6 vagy
metasztatikus felnétt és gyerekkori tumorok kezelésé-
re, kordbbi terapias lehetdségeket kimeritd esetekben.
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A tumor mutdciés terhelést a tumoros szovet
DNS-ében vizsgélt mutdci6k megjelenésének aranya-
ként lehetne definidlni, azonban az egyszertinek tting
megfogalmazas az egyes vizsgalati metodikak és plat-
formok esetében részletekbe menden mar kordntsem
jelenti ugyanazt a fogalmat. A TMB arany standardja-
nak a teljes exomszekvenalds (WES, whole exome
sequencing) tekinthets, mely soran kb. 20 000 gént
vizsgalnak meg, és idealis esetben a beteg sajat normal
mintédjaval vetik 6ssze a kapott eredményeket, mely so-
rdn a missense mutaciékat veszik figyelembe.* Tekin-
tettel azonban arra, hogy a WES egy igen koltséges és
idGigényes vizsgalati metodika, jelenleg rutin diag-
nosztikaban valé alkalmazasa nem életszerd, igy a
TMB meghatarozéasara kisebb, néhany széz gént tartal-
mazo6 NGS paneleket haszndlunk. Ilyen panelek koziil
kereskedelmi forgalomban kaphaté egyebek mellett a
Roche FoundationOne (F1CDx), a Memorial Sloan
Kettering (MSK-IMPACT) és az Illumina TruSight
Oncology (TSO-500). Az F1CDx esetében 342, a daga-
natok biolégidjaban relevans gént vizsgalnak (kb. 0,8
megabdzis vizsgalt DNS tartalommal), melyben a kddo-
16 missense mutacié mellett az inzerciéval/delécidval
jar6 (indel) mutécidék jelenlétét is meghatarozzak
megabdézis (Mb) parra viszonyitva. Az MSK-IMPACT
rendszer 468 gént vizsgal, 6sszesen 1,22 Mb szakaszt
felolelve, mely szakaszokban a missense mutaciok ara-
nyat hatédrozzdk meg egy megabazisra vetitve. Mig a
Foundation Medicine platformja normal szoveti refe-
renciaként adatbazisokat hasznal, addig az MSK vizs-
gélatok soran altaldban a beteg sajat referenciamintaja-
val hasonlitjdk 6ssze a kapott értékeket. Amennyiben
az adott platformban a beteg sajét referenciamintéjaval
torténik az Osszehasonlitds, gy csokkenthet§ az
alpozitiv mutaciok meghatarozésa, azonban ez nyil-
vanvaléan jelentds koltségnovekedéssel jar."** Az
Mlumina Trusight 500-as paneljében 523 gént és 1,9
Mb DNS-t vizsgdlva a TMB szamitasba a kédol6 régié-
ban fellelheté SNV-k mellett az indel eltéréseket is fi-
gyelembe veszik. Mankor és munkatdrsai megvizsgal-
tak a WES és 7 kiilonboz6 NGS panel altal adott TMB
eredményt, és akar 20-30%-os kiilonbség is megfigyel-
het6 volt az egyes platformok kozott, mely ravilagit az
egyes assay-k kozotti eltérd klasszifikaciok okozta za-
varokra. Ezen eltérések miatt sziikséges lenne az egyes
platformok kozotti harmonizécié nemcsak a TMB defi-
nicié meghatarozéasa tekintetében, hanem az egyes da-
ganatokban alkalmazott hatdrok megadéasakor.?*** To-
vabbi gondot jelenthet, hogy minél kisebb NGS panelt
alkalmazunk, annal nagyobb esélye van, hogy a TMB

TANULMANY

értéket tal- vagy alabecsiiljiitk.”* A TMB leggyakrabban
alkalmazott definicidi a gének amplifikdcidit nem ve-
szik figyelembe, mely jelenséga CD2.74 és PDCD.2LG4
gének esetén ismerten fogékonnyd teszi a Hodgkin-
lymphomads és a mediastinalis nagy B-sejtes lympho-
maban szenved6 betegeket az immuncheckpoint-
gétlékra.?

A TMB alkalmazasa sordn figyelembe kell venni azt
is, hogy a szomatikus mutaciéknak csak kis része fog
majd olyan antigént eredményezni, mely az MHC re-
ceptorokon valé megjelenéssel val6di immunogén va-
laszt képes létrehozni. Természetesen minél nagyobb a
tumor mutacios terhelés annal nagyobb valdszintiség-
gel képzédnek immunogén hatdssal rendelkezé neo-
antigének.”’ A képz6dott neoantigének mindsége és
immunogenitdsa is fontos szempont. Ismert, hogy a
Merkel-sejtes carcinomak polyomavirussal asszocialt
csoportja kifejezetten jol reagal az immuncheckpoint-
gatldra, habar TMB aranyuk inkabb a kozepes csoport-
ba tartozik.***°

Osszességében elmondhaté, hogy a TMB valdszi-
niileg inkabb mas prediktiv markerekkel egytitt fogja
legjobban megjésolni az egyes daganatok immun-
checkpoint-géatlékra adott valaszat.”’

Egyéb, kutatasok targyat képzd prediktiv markerek

T-sejt gén expresszios profil (GEP, T-cell inflamed gene
expression profile)

A GEP 18 gén expresszids profiljat jelenti és a daga-
natok stromdjaban 1évé T-sejtek aktivacidjat hivatott
meghatdrozni. A 18 gén kivélasztasanak alapjat az ad-
ta, hogy az tumorok kivéltasat segité hatasok (pl. UV
vagy dohéanyzés) hatasara IFN-y képzddik, mely T-és
NK-sejtek aktivaciéja mellett fokozza a PD-L1 ex-
presszidjat, ezzel gatolja az immunrendszer tumor elle-
ni védekezését.”® A GEP meghatérozasat RNS-alapt
vizsgélattal a Nanostring nCounter platformon vége-
zik, mely sordn olyan gének expresszidjat vizsgéljak,
mint a LAG3, az IDO1 vagy kiilonboz6 kemokin
ligandok (pl. CXCL10, CXCL9).*®

A Keynote-028-as vizsgalat soran 20 kiilonbozé da-
ganatban hataroztak meg a PD-L1 immunhisztokémiai,
TMB és GEP értékeket. Ezen biomarkerek egymastél
fuggetlentl, illetve kombindciéban is jol korreléltak a
pembrolizumab terdpia eredményességével. Tovabbi
kutatasok targya azonban, hogy az egyes biomarkerek
milyen kombinédcidban alkalmazva milyen hatarérté-
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kek mellett adjék a legjobb predikciét a kezelés hata-
sossagéra.”

PD-L2 immunhisztokémiai marker

A PD1 legismertebb ligandja a PD-L1, azonban ha-
sonlé immungéatlo hatas figyelhet6 meg a PD-L2
liganddal val6 kapcsol6désa sorédn is. A PD-L2 immun-
hisztokémiai kimutatdsa sordan nagyfoka ko-lokaliza-
cio6t tapasztaltak a PD-L1-gyel mind a daganatos, mind
a stromalis sejtek esetében és kevés daganatos sejt fel-
szinén expresszélédott PD-L2 a PD-L1-negativ esetek-
ben. Fej-nyaki laphdmrakokat vizsgalva magasabb
PD-L2 expresszi6 esetén jobb progressziémentes til-
élés volt megfigyelhetd, azonban a vizsgalat sordn a
legjobb hatéarértéket nem sikertilt kivélasztani, az min-
denképpen tovabbi vizsgélatok targyat képezi.*°

Osszefoglalva elmondhaté, hogy az immun-
checkpoint-gatl6 kezelésekkel egy 1j fejezet vette kez-
detét az onkoldgidban, amely szdmos, kordbban nem,
vagy csak nehezen gyégyithat6 daganatfajta hatasos ke-
zeléséhez fog hozzajarulni. Azonban ehhez a prediktiv
diagnosztika fejlesztése és napi gyakorlatanak preciz
miivelése elengedhetetlen, ami ismételten felhivja a fi-
gyelmet a patologia és a molekularis patoldogia diag-
nosztikus és tudomanyos jelentgségére. A két patologi-
ai intézet munkatérsai eltokéltek abban, hogy az Gjabb
és tjabb prediktiv markerek kimutatésa az elérhetd ru-
tin diagnosztika részét képezze, ezzel segitve a klinikus
kollégédkat és a betegeket a legjobb terdpia megvalaszta-
sdban.
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a szllészndk, a védoéndk, a laboratériumi analitiku-
sok képzése. A kdnyvet forrasként hasznaldk nem-
csak racsodakozhatnak gyakori betegségek varat-
lan ok-okozati 6sszefliggéseire, hanem a logikus
és patomechanizmus alapu betegség-klasszifika-
cidkkal kdbnnyebben régzithetnek alapvetd korélet-
tani 6sszefliggéseket.
e 20 esettanumany kérdésekkel és részletes, U]
informaciot is tartalmazé magyarazé megolda-

GeryD. Hammer, StephenJ. McPhee
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A tumorszdvet metabolikus heterogenitasa — anyagcsere-valtozasok
vizsgalati lehetségei és jelentosége a daganathiologiaban

Metabolic heterogeneity in malignant tissues — the importance of bioenergetic alternatives in tumour
biology
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0SSZEFOGLALAS Az intratumoralis heterogenitas, mint a tumor evolticio egyik legfontosabb eleme, napjaink talan legnagyobb kihivasa a daganatok keze-
Iésében. A daganatok jellegzeteségei kozé tartoznak az anyagcsere Gtvonalak atrendezédései is, aminek kivetkezménye, hogy a tumort alkoto sejtekben a
metabolikus folyamatok aktivitasa, azok aranya a szévet killonbzG teriiletein eltérd lehet. A metabolikus heterogenitas és alkalmazkodas jellegzetességei,
amegvaltozd szerkezeti vagy mennyiségli anyagcseretermékek befolyasoljak a terapias kezelések hatasait, a betegség progressziojat. Az elmult évtized-
ben megjelent a daganatos sejtek metabolikus atprogramozéasaval, annak a daganatndvekedést el6segit6 hatasaval kapcsolatos eredményeket foglaljuk
0ssze a kozleményben. Ezekkel 6sszefliggésben j markerek keriiltek jellemzésre, amelyek nemcsak a diagnosztikaban, a terapias eredmények monitoro-
zasaban, hanem a daganatok kezelésében mint j terapias célpontok is teret nyerhetnek. Szamos metabolikus hatasu, nem onkoldgiai kezelés esetében
ismertiik meg, hogy azok daganatnévekedést gatlo hatassal is rendelkezhetnek. A daganatok metabolikus valtozasainak térképezésében a genomikai és
transzkriptomikai adatok kiegésziilnek a metabolomikai, biokémiai és in situ metabolikus karakterizalas komplex eredményeivel. Ezeknek a jelenleg még
inkabb alapkutatasi, de egyre névekvé szamban klinikai vizsgalatoknak remélhet6en pozitiv terapias kévetkezménye lesz.

KULCSSZAVAK alkalmazkodas, heterogenitas, metabolizmus, tumor

SUMMARY  Intratumoral heterogeneity — as a key element of tumour evolution — represents one of the most complex ongoing challenge in the field of
current cancer. Alterations are considered as hallmarks of cells. As a consequence, the activity and the ratio of metabolic processes can be highly various
in tumour cells in different tissue areas. Therapeutic outcome and disease progression can be affected by metabolic heterogeneity and the features of
adaptation capacity; furthermore, altered structures or amounts of metabolites are also denoted to be influencing factors. We summarised the results
from the last decade dealing with the metabolic reprogramming and its tumour promoting effects in cancers. In line with these, new markers were
characterised, which could be novel tools not only in diagnostics and monitoring, but in developing targeted therapies. It was revealed that several
metabolic treatments (apart from oncological therapy) can have tumour growth inhibitory effects. Due to mapping metabolic alterations in tumour
metabolism-related research, genomic and transcriptomic data are completed with the complex results obtained from metabolomic, biochemical and in
situ metabolic characterisation. Hopefully, these currently mainly basic research projects and the increasing number of clinical studies will have
therapeutic implements and success.

KEY WORDS adaptation, heterogeneity, metabolism, cancer

Roviditések

2HG 2-hidroxiglutardt IHC immunhisztokémia

3BP 3-brémpiruvdt LAM lymphangioleiomyomatosis

ACC acetil-koenzim-A-karboxildz LDHA  laktdt-dehidrogendz-A

ACSS2  acetil-koenzim A-szintetdz 2 LC3 Microtubule-associated protein 1A/ 1B-light chain 3
AML akut myeloid leukaemia mTOR  mammalian target of rapamycin

aKG a-ketoglutardt MCT monokarboxildt transzporter

AMPK  adenozin-monofoszfdt-aktivdlta kindz OXPHOS oxidativ foszforildcié

BPTES  bisz-2-(5-fenilacetamido-1,3,4-tiadiazol-2-il) etil szulfid PDK piruvdt-dehidrogendz-kindz

CPTI1A  karnitin-palmitoil-transzferdz 1A PFK foszfofruktokindz

EMT epithelialis-mesenchymalis tranzicié PI3K foszfoinozitol-3-kindz

FASN  fatty acid synthase PKM2  piruvdt-kindz M2 izoforma

FH fumardt-hidratdz RAPA  rapamycin (mTORCT inhibitor)

GABA  gamma-amino-vajsav SAMS-  adenozilmetionin

GAPDH  glicerin-aldehid-3-foszfdt-dehidrogendz SDH szukcindt-dehidrogendz

GLS glutamindz SSADH  szukcindt-szemialdehid-dehidrogendz

GLUT1  glucose transporter-1 TCA citrdtciklus

HIFI/HIF1a  hypoxia indukdlta faktor la transzkripcios faktor T™™Z temozolomide

HK2 hexikondz-2 VEGFR  vaszkuldris endothel névekedési faktor receptor

IDH izocitrdt-dehidrogendz
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Koszonetnyilvanitas

Vizsgalataink kullonb6z6 szakaszaiban kollaborédcids partnereinknek, korabbi munkatérsainknak és szamos jelen-
legi kollégdnknak (Szoboszlai Norbert, Tretter Laszl6, Patdcs Attila, Charles D. Burger, Mészéros Katalin, Hujber

Zoltan, Hajdu Melinda, Raffay Regina, Kaminszky Zsuzsa, Kurucz Csilla, Nagy Noémi, Olah Jalia, Sztodola And-

222

ras) munkajaért, segitségéért, illetve az intézeti projektjeinket tamogaté kutatasi, egyetemi és intézeti forrasoknak
(NKFI-FK 128404, MTA-Doktori pélyazat, UNKP-19-3-1/3, ED_17-1-2017-00009 Nemzeti Bionika Projekt,
NVKP_16-1-2016-0004 FIKP, illetve Semmelweis Egyetem FIKP Projekt) pedig a vizsgalatokhoz nyujtott timogata-

sért szeretnénk kifejezni koszonetiinket.

Bioenergetikai valtozas mint a daganatsejtek
jellegzetessége

Hanahan és Weinberg 2011-ben a tumorsejtek jel-
legzetességei kozé sorolta a megvéltozo bioenergetikai
sajatsagokat (1. dbra)." Bar a daganatok eredetbeli, ge-
netikai és szovettani sokféleségt6l fiiggetleniil hasonlé
anyagcsere utvonal-atrendezédésekkel rendelkeznek,
a sejtekben a metabolikus folyamatok aktivitasa, azok

Sejthalal,
elkertlés,
tulélés
Novekedési
szignalok
fenntartdsa

% Mutaciok,

genom
instabilitas

Novekedésgatlok
hatdsaval szembeni

rezisztencia /@"
Immunvalasz N
Korlatlan Tuimmar

osztédas

novekedést segit6é
gyulladas

¢

aranya a tumorszovet killonboz6 teriiletein eltérd le-
het. Ez okozza a tumorszovet jellegzetes metabolikus
heterogenitasat, amelyet a szoveti mikrokornyezet és
az aktuadlis kezelés is befolyésol.

Az intratumordlis heterogenitas mint a tumor evo-
lacié egyik legfontosabb eleme, napjaink talan legna-
gyobb kihivédsa a daganatok kezelésében. Az Gjgenera-
ci6s szekvendldsok igazoltdk az evoliciébiol6gusok
mar tobb mint 50 éves feltevését, hogy a tumorszovet

Invazio,
metasztazis

elkertilése

1. dbra: A daganatos sejtek jellegzetességei k6z6tt Hanahan és Weinberg Gsszefoglaldsa szerint megtaldljuk a sejtek bioenergetikai
folyamatainak dtrendezédését is. Hanahan D és Weinberg A kozleménye alapjdn késziilt, médositott dbra’
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sejtjei rendkiviil kiillonbozéek (sokféle mutacié kombi-
nacioi). Az eltéré mutaciok 6sszessége nagyon hasonlé
szabélyozasi zavarokat okoz, amiben kitlintetett szere-
pe van a sejtek miikodését szabalyozé jelatviteli halo-
zatok csomoponti aktivitdsvéltozasainak. Az 4j sejtek
keletkezéséhez sziikséges bioszintetikus folyamatok-
ban (membrénok, nukleinsavak és fehérjék szintézise)
a daganatszovetnek optimalizalnia kell az eréforrasok
felhasznalasat. Ehhez alkalmazkodva a tumorsejtek at-
programozzak sajat, de akar a mikrokérnyezetben 1évé
nem tumoros sejtek anyagcseréjét is, hogy novekedé-
siikhoz felhasznaljak ezek eréforrasait (ez a metabo-
likus szimbiézis).?

Otto Warburg a metabolikus alkalmazkodas egyik
elemét méar az 1920-as években felismerte. A r6la elne-
vezett Warburg-effektus 1ényege, hogy a tumorsejtek
tobbsége a gliik6zt tejsavva alakitja a rendelkezésre allo
oxigén mennyiségétdl fiiggetlentil. Ilyenkor 1 mol glii-
kéz lebontasdval ugyan kevesebb ATP keletkezik,
azonban a folyamat nagyon gyorsan biztosit energiat és
épitéelemeket a névekedéshez.® Az intracelluléris tér-
ben megjelend tejsav (a savas kérnyezet) mikrokornye-
zeti hatdsai pedig segitik pl. a lokdlis immun-
szuppressziot, a matrixbonté enzimek aktivalasat, a
szoveti elemek lebontasat, fokozzdk a fibroblastok
VEGF, az endothelsejtek VEGFR2 expresszidjat, az ér-
képzddést, illetve a sejtek migracios (metasztaziskép-
z6) képességét.*

A tumorsejtek fokozott gliikézfelvételét, a tumor-
novekedés és a metasztazisok klinikai kovetésében
hasznosithatjuk. PET-CT vizsgélatokban a radio-
farmakonok - leggyakrabban '*F-fluoro-2-dezoxi-
glitkéz (FDG) - szoveti felhalmoz6dasa segiti az inten-
ziven gliikézt felvevé (Warburg/glikolitikus fenoti-
pust) tumorok feltérképezését, a kezelések eredmé-
nyeinek klinikai kovetését. A daganatok metabolikus
alkalmazkodasanak tobbféle lehet6ségét jol mutatja,
hogy ez az eljaras a glikozt nem (vagy kevéssé) haszno-
sité daganatok — pl. prosztata-, egyes emlédaganatok
sth. — esetében nem megfeleld, emiatt egyéb radio-
nyomjelzék (pl. "'C-acetat vagy ''C- és '*C-laktat) fej-
lesztése folyamatos.’

Bar az eddigi eredmények nem mutatnak egyetlen,
a tumorokban kizarélagos metabolikus jellegzetessé-
get, az elmult évtizedben a daganatos sejtek metabo-
likus atprogramozésénak, az adott tumorszovetet alko-
té sejtek metabolikus tulajdonsdgainak vizsgalataval
olyan valtozéasok, markerek keriiltek jellemzésre, ame-
lyek nemcsak a diagnosztikaban, a terapids eredmé-
nyek monitorozasdban, hanem a daganatok kezelésé-
ben mint 4j terdpias célpontok is teret nyerhetnek. Sza-

TANULMANY

mos metabolikus inhibitor esetén megismertiik, hogy
adott nem onkoldgiai kezelések daganatnovekedés-gat-
16 hatassal rendelkezhetnek.

Metabolikus alkalmazkodasi stratégiak,
metabolikus fenotipusok a daganatokban

A Warburg-effektust (glikolitikus fenotipus) évekkel
ezel6tt még a daganatok domindns metabolikus tulaj-
donséagénak tartottak és osszefiiggésbe hoztak a mito-
kondrialis funkciévesztéssel. Mara mar tudjuk, hogy a
tumorsejtek tobbségének mitokondriumai bioener-
getikai szempontbédl épek (hianyukban a tumor mas
sejtektdl atvéve is repopuldlhatja ezeket), igy képesek
oxidativ foszforilaciéra (OXPHOS). Igazolédott az is,
hogy intenziv novekedéskor a daganatsejtek tobbségé-
re a glikolitikus fenotipus jellemzg8, azonban a sejtek
egy része — és ezek a tumorprogresszi6 szempontjabél a
legveszélyesebb és legagresszivebb tumorsejtek lehet-
nek — Gn. hibrid fenotipussal rendelkezik. Ezek a hib-
rid sejtek biztositjak a tumorszovet extrém metabolikus
plaszticitasét, igy felelhetnek a terdpiarezisztencia és a
metasztazisok kialakuldsaért.’

A metabolikus atrendezédések hatterében jol is-
mert onkogén szabalyozasi zavarokkal 0Osszefiiggd
transzporterek, enzimek expresszidvéltozasait figyel-
hetjitk meg. A gliikoz, illetve a monokarboxilat transz-
porterek (GLUT, MCT) és a glikolizis enzimek (pl.
PKM2, PFK, LDHA) expresszidjat fokozo6 génregulécids
valtozéasokbdl (pl. MYC, RAS, AMPK, HIF-1, VHL, PI3K,
AKT, TP53) sokféle kombinaci6 jellemzi a magas
glikolitikus aktivitast, FDG-PET-CT pozitiv daganato-
kat. Nem véletlen, hogy a glikolizis gatldszerei mellett
az étrendi- vagy életmoddvaltozasok is kitlintetett figyel-
met kaptak az elmilt id6ben.”

Intenziv glikoliziskor a piruvat-kinaz alacsony akti-
vitasti (PKM2) és a laktat-dehidrogenéz A izoforma tal-
silya segiti a piruvat-laktat (piroszélésav-tejsav) atala-
kulast, illetve a glikolitikus intermedierek hasznosita-
sat. Ekkor a citratciklusba (TCA) piruvétbél szdrmazo
acetil-koenzim-A (acetil-KoA) alig jut, igy a TCA ki-
egyensulyozott metabolit feltoltése (kata- és anaple-
rozis egyensitlya) felborulna. A glikolizis intermedier-
jei ennek ellenére biztositjdk a sziikséges energiat
(ATP) és a szintetikus folyamatok épitékoveit (pl.
gliikoz-6-foszfat, ribuléz-5-foszfat, dihidroxi-aceton).
Elébbiek kiegyenstlyozasdban szamos TCA feltolt
mechanizmus jatszhat szerepet. A glutaminolizis, a
glutamin-glutamat-a-ketoglutarat tutvonalon a citrat-
kori intermedierek akar 30-40%-ét és jelentés mennyi-
ségli ATP-t termelhet.® Az a-ketoglutarat (aKG) hozzé-
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jarulhat az ATP termeléséhez a mitokondrialis oxidéci-
6ban vagy reverz Gton izocitrat-citrat atalakuldson at
tamogathatja a zsirsav- és a lipidszintézist. ElGbbiek
magyarazzak a proliferdlo sejtek magas glutamin-igé-
nyét, amihez a glutamin-hasznositas tovabbi funkciéi
is hozzéjarulnak (fehérje- és nukleotidszintézis, N- és
O-glikolizacid, bioenergetikai és transzamindz szub-
sztrat, antioxidans glutation képz6dés - oxidativ
stresszhatasok kivédése).” Osszességében a fehérjék le-
bontéasabdl szarmaz6 aminosavak, koztiik a glutamin, a
szervezet 10-15%-anak energiaellatasat is adhatja, mig
egyes aminosavak adott tumorsejtek szdméara esszenci-
alisak lehetnek. Az anyagcserefolyamatok tumor-
biolégiai jelentdségét hangsilyozzak azok az adatok is,
amelyek az epigenetikai szabalyozési zavarokban eme-
lik ki a treonin, a metionin és az S-adenozil metionin
(SAM) szint fenntartdsdnak hiszton- és DNS-meti-
laciéban jatszott szerepét.” Energiainségben nemcsak
fehérjék és aminosavak, hanem zsirsavak és keton-
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testek reduktiv karboxilaciéja, oxidaciéja is bekovet-
kezhet, és a reverz Warburg-effektus laktat visszaforga-
tasaval is nyujt kapacitas lehetsséget.”

Az energiaeléallitdsban, taroldsban, membranok
felépitésében és kapcsolédé szabalyozasokban részt
vesznek a lipidek és a zsirsavak. A lipidanyagcsere di-
namikus alkalmazkodasa a daganatos progressziéban
fontos tényezd, sok esetben biztositja a sejtek meta-
bolikus alkalmazkodasét, plaszticitasat. Nem meglepd,
hogy a B-oxidécié és lipidszintézis szabédlyozédsaban
onkogén és transzkripcids faktor dtvonalak (c-Myec,
MYCN, MYCL, B-katenin) vesznek részt. Egyre ismer-
tebb az elhizas, a diabétesz és a metabolikus szindroma
— mint lipidmetabolizmust is érint6 koéros allapotok —
daganatkialakuldst segit6 hatdsa. Példaul a lipid-
lebonté és -szintetikus folyamatok valtozasaival fiigg-
nek Ossze az acetil-KoA karboxildz (ACC) — zsirsav-
szintézis sebességmeghatarozo enzime — és a karnitin-
palmitoltranszferaz-1A (CPT1A) — zsirsavanyagcsere
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2. dbra: Kiilénbdz6, a daganatsejtek anyagcsere-dtrendezédéseiben jelentds metabolikus folyamatok és gatloinak vdzlatos dsszefogla-
Idsa a teljesség igénye nélkil. Az dbrdn feltiintetett metabolikus fehériék — LDHA: laktdt-dehidrogendz A; GLS: glutamindz; ACSS2:
acetil-koenzim-A-szintetdz-2; ACC: acetil-koenzim-A-karboxildz-2; MCT: monokarboxildt transzporterek; GLUT: gliikdz transzporterek,
G6PD:  gliikéz-6-foszfdt-dehidrogendz; SCLIAS: glutamin transzporter; CPTI1A: karnitin-palmitoiltranszferdz-1A; PDH: piruvdt-
dehidrogendz - kiilénb6z6 metabolikus folyamatokban (kék hdttérben) jdtszanak szerepet, amelyek aktivitdsdban szdmos onko- és
tumorszuppresszor génnek (példdk fekete keretben) és fehérjéik aktivitds vdltozdsdnak van szerepe. A metabolikus ttvonalak gdtlésze-

reit piros keretben tiintettiik fel. Tovdbbi magyardzat a sz6vegben.
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masik fontos enzime — mennyiségi és aktivitas véaltoza-
sai.”!

Az OXPHOS fenotipusi sejtekben, oxigén jelenlé-
tében a glikolizisben képz3d4 piruviat belépve a mito-
kondriumba, acetil-KoA-n keresztiil a TCA ciklusban
alakul tovabb kiulonb6zé intermedierekké. A mito-
kondrium métrixban NADH*+H"* és FADH2 keletke-
zik, és az elektrontranszportlancban, a terminélis oxi-
dacioban ATP keletkezik. Természetesen az el6bbiek-
ben bemutatott TCA-t felt6lté mechanizmusok, koztik
a lipidbontas termékei vagy a glutaminolizis, a fehér-
jék, aminosavak bontdsa mas intermediereken keresz-
tul is bekapcsoldodhatnak az oxidaciéba.

Ideédlis allapot a tumorsejtekben, ha a Warburg-
glikolizis, a TCA-feltolt6 és az OXPHOS mechanizmu-

Oxigén szint csokkenése

TANULMANY

sok egyensulyban vannak és egyarant elérhetéek (2.
abra). A legtjabb elképzelések szerint a hibrid meta-
bolikus fenotipusu sejtekben, jelentds aerob glikolizis
és parhuzamosan OXPHOS is zajlik.>® Egyes hipotézi-
sek szerint az adott folyamatok gyors re- és inakti-
vécioja torténik ezekben a sejtekben, igy a hibrid feno-
tipus inkabb a metabolikus szimbiézis és a tumor-
szovet jellegzetessége (3. dbra). A metabolikus feno-
tipusok kapcsan a nyugvo sejtek — és igy az Gssejtek —
megfeledkezniink. A tumordssejtek metabolikus akti-
vitasarol szamos tanulmany érhetd el, és bar az adatok
kozott ugyan vannak ellentmondésok, az eredmények
tobbsége az Gs- és a nyugvo sejtek OXPHOS bioener-
getikai hatterét tamasztja ald. Ezeket az OXPHOS

Aerob tumorsejt

Tumor-asszocialt

fibroblaszt
L —-_—

i cliikéz " Glutamin

0 Laktat

N

3. dbra: Metabolikus szimbidzis. A metabolikus szimbidzisban az j sejtek keletkezéséhez sziikséges energia és épitéelemek biztositdsa ér-
dekében a daganatszévetnek optimalizdlnia kell az eréforrdsok felhaszndldsdt. Ehhez alkalmazkodva a tumorsejtek dtprogramozzdk
sajdt, de akdr a mikrokérnyezetben lévé, nem tumoros sejtek anyagcseréjét is. A hypoxids vagy pseudohypoxids tumorsejtek nagy-
mennyiségli glikézt vesznek fel, laktdttermelés kozben az extracelluldris térben azonban a laktdt sem vész el. Amellett, hogy a savas
mikrokdrnyezet legkiilonbozébb hatdsaival segiti a tumorsejtek tulélését, mds magasabb oxigénelldtottsdgu sejtek szdmdra mint ener-
giaforrds is hozzdférhetd (teljes oxiddcidja a reverz Warburg-effektus segitségével megtérténhet). [gy bsszességében rendkiviil hatéko-
nyan hasznositja a tumorszévet tdpanyagforrdsait; a gyors nvekedésti teriileteken gyorsan energidt nyer a Warburg-effektus segitsé-
gével, és a citrdtkor feltoltése is megtdrténhet ekézben egyéb C forrdsok felhaszndldsa mellett (pl. glutamin — csonka citrdtkor).
A metabolikus szimbidzis gy segiti a tumor névekedését, hogy alapvetéen a tumorsejtek szelektiv ndvekedési elénye mellett az eréfor-
rdsok jol hasznosuljanak a szévetben (,a tumorsejtek semmiképp ne szenvedjenek hidnyt semmiben”).
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fenotipust tumor Gssejteket, ,dormant” sejteket, a tera-
piarezisztencia kialakuldsaban jatszott szerepiiket egy-
re tobb tumortipusban vizsgaljak.?

A novekvd tumor oxigénhianyos (hypoxias) tertile-
tei, a kezelések, a tumorsejtek keringésbe keriilése, az
(EMT)
metasztazisok esetében az Gj mikrokornyezethez alkal-

epithelialis-mesenhymalis &talakulas és a
mazkodas a sejtek anyagcsere-véltozasa, metabolikus
atprogramozasa nélkill nem, vagy csak ritkdn mehet
végbe. Az alkalmazkoddképességet (plaszticitast) az
onko- és szuppresszor gének (pl. MYC, TP53, PTEN,
TSC1/2) vagy jelatviteli itvonalak (pl. PI3K/mTOR/Akt,
Ras) szabalyozatlan talmtikodése segiti.">"® A hypoxia

kovetkezménye a HIF1-a (HIF1) expresszié fokoz6da-
sa, ami serkenti az angiogenezist (pl. VEGF), illetve
parhuzamosan a glikolizis enzimek, a glukoztransz-
porterek expresszidjat, a glutaminolizist, illetve a cson-
ka citratkor alapa zsirsavszintézist. Tdpanyaghiany
(ATP-szint csokkenése) aktivdlja az AMP-aktivalt
protein-kinazt (AMPK), ami a lebont6 folyamatokat ta-
mogatja, gatolja az mTOR-aktivitast, parhuzamosan
beinditja a lizoszoma-biogenezist és az autofagiat.
Elébbiek segitségével a tumorsejtek alacsonyabb
metabolikus aktivitassal, de talélhetnek. Egyes tumor-
sejtekben a glikolitikus flux, a glutaminolizis, mig mas
sejtekben a glikolizis és parhuzamosan az OXPHOS

Nincs vagy alacsony
metabolikus plaszticitas

Magas metabolikus plaszticitas

Magas szoveti heterogenitas

Alacsony szoveti heterogenitds

¥ ". ‘
J6 prognozis
(rezidualis tumorsejtek nélkili szovet)

o
Rossz prognézis @
(tuléls, proliferalé tumorsejtek)

. magas metabolikus plaszticitasu sejtek. immunsejtek @ normal sejtek . egy bizonyos metabolikus

P o . Utvonal irdnydban
‘ OXPHOS fenotipusu ,,nyugvd” sejtek ' fibroblasztok (9 elkstelezédstt tumorsejtek

4. dbra: A metabolikus plaszticitds tumorbioldgiai jelentSsége. A legktilénbéz6bb terdpidkkal szemben kialakulé rezisztencidk egyik fon-
tos tényezdje a tumorok heterogenitdsa, kéztiik a metabolikus heterogenitdsa, ami a bioenergetikai alkalmazkodds feltételeit teremti
meg. Ennek sordn azok a sejtek rendelkeznek szelektiv el6nnyel a normdl és mds tumorsejttel szemben, amelyekben a gyors és sokirdnyu
metabolikus dtrendezédés alapfeltételei adottak, a megfelelé enzimek azonnal rendelkezésre dllnak. Sokszor az is segiti ebben a sejte-
ket, hogy egy alacsonyabb metabolikus szinten hasznositjdk a rendelkezésre dll6, akdr sejten bellili eréforrdsaikat, igy a kérnyezet hatd-
saitdl védettebben vészelik dt az dtmenetileg elvileg toxikus hatdsokat, majd tulélve reaktivdlédhatnak. Azokban a tumorokban, ame-
lyek nem rendelkeznek csak t6bbségében olyan tumorsejtekkel, amelyek akdr genetikai hibdik miatt erésen elkételezettek bizonyos
metabolikus utvonalak irdnydba (pl. OXPHOS eltoléddsra kevésbé gyorsan képesek), olyan mértékben csékkenhet az alkalmazkoddsra
képes tumorsejtek szdma, amivel végdil tilélni a tumorsejtek egyike sem képes, ez a metabolikus katasztrofa. Sajnos a rezisztens tumorok
kialakuldsa kézben a metabolikus adaptdciés mechanizmusok is segitik, hogy sikertelen terdpidk eredményeként a szelekciés nyomds
hatdsdra a tumorprogresszié szempontjdbdl legveszélyesebb és legagresszivebb, metabolikusan plasztikus tumorsejtek tuléljenek vagy
metasztdzis Gtjdn dj kérnyezetben jelenjenek meg. [gy mds terdpiarezisztencia mechanizmusok gdtldsa mellett, a tumorszévet meta-
bolikus plaszticitdsdanak gdtldsa egy olyan ,uj” target, amivel érdemes szamolni a jévében.
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lesz aktivabb, a zsirsavszintézis aktivitasa pedig csok-
kenhet.
OXPHOS fenotipus és a kiegyensulyozott redoxi-

A keringé tumorsejtekre leginkabb az
allapot fenntartésa jellemz6."* A metasztatikus sejtek-
nek ismét alkalmazkodniuk kell, pl. a méjba, csontba
metasztatizalé sejtek inkabb Warburg-fenotipusuak,
mig az agyi- és a tidémetasztdzisokban az OXPHOS
fenotipus jelentésebb.” Ezek a véltozasok persze a
tumorsejt tipusatél is figgnek, de lehetGségeik széles

spektruma a rezisztencia alapja lehet (4. dbra).

Metabolit, onkometabolit koncentracidvaltozasok
a daganatokban

Bizonyos funkciévesztd vagy -nyerd enzim mutéci-
6k (pl. citrat-szintaz, akonitdz, fumarat-hidratdz — FH,
szukcinat-dehidrogenaz — SDH, izocitrat-dehidrogenéz
— IDH) az oxidéciés folyamatokat stlyosan karosithat-
jak, hatasukra kéros mennyiségben felhalmozédhat-
nak egyes metabolitok. Példaul a fumarét-, a szuk-
cinétszint emelkedése és a D-2-hidroxiglutarat (2HG)
megjelenése olyan génreguldcids zavarokhoz (metila-
cid, acetilacio), illetve HIF1 stabilizaci6hoz vezethet,
amelyek a laktat hatasaihoz hasonl6é novekedési elényt
biztositanak a sejteknek. Azokat az anyagcsere koztes
termékeket (metabolitokat), amelyek mennyiségiitkben
vagy szerkezetiikben megvéltozva segitik a tumor-
novekedést, onkometabolitoknak tekintjuk. Az onko-
vagy méas metabolitok mennyiségi valtozasai jellegze-
tes képet adhatnak a metabolikus mtikodésrél, valto-
zésrol."

A definici6 alapjan a daganatos sejtek altal termelt,
a tumor mikrokoérnyezetét befolyasolé nagymennyisé-
gt laktat is onkometabolit. Szintjének emelkedése gya-
kori a legkiilonb6zébb daganatos betegektél szérmazo
szérumokban vagy mas testfolyadékokban (ligour,
pleuralis folyadék stb.) is. Végstadium, cachexias be-
tegekben, a szervezet metabolikus 6sszeomléasaval par-
huzamosan a betegek laktat szérumszintje akar extrém
magas is lehet."”

A fent emlitett specidlis onkometabolitok ritkabb
daganatok el6forduldsaval és adott anyagcsere-enzim
mutaciokkal fiiggnek 6ssze. Az izocitrat-dehidrogenaz
enzimek (IDH1-3) aKG, CO2 és NADH" +H" keletkezé-
sét katalizaljak. Mutécioik eredményeként nem aKG,
hanem 2HG keletkezik. A mutans enzim NADPH-t fo-
gyaszt, igy hozzajarul a szabadgyok termeléshez is, il-
letve kompetitiven két6dve mas enzimekhez, fokozza
pl. a HIF1 mennyiségét, stabilitasat, gatolja a hiszton-
és DNS-metildzok funkcioit, DNS-hipermetilaciét, epi-
genetikai véltozasokat okoz. Az IDH mutacidk astro-
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cytomdakban, oligodendrogliomakban, szekunder
glioblastomédkban gyakoribbak (~70-80%); a felngtt-
kori akut myeloid leukaemidk (AML) 15-20%-aban, a
chondrosarcomék ~50%-dban jelenhetnek meg; mig
pajzsmirigy-, colorectalis és cholangiocarcinoméaban
ritkabbak. A jelenlegi kezelések mellett az IDH mutacio
gliomadk esetében a jobb, mig a tébbi daganattipusban
rosszabb prognézissal tarsul. Az SDH funkci6vesztd
mutécio kovetkeztében a szukcinat-fumarat atalakulas
karosodik, eredményeként a szukcinat mint onko-
metabolit halmoz6dik fel, az el6bb a 2HG-nél ismerte-
tett hatasok mellett, fokozott aszpartatszintézis is beko-
vetkezhet. Ez gastrointestinalis stromalis tumor, vese-
carcinoma, paraganglioma vagy phaeochromocytoma
kialakulasanak esélyét fokozza az érintettekben.
A citratkori FH mutéciéit elséként leiomyomatosisban
és Il-es tipusu papillaris vesedaganatokban irtak le, de
szerepiik lehet egyéb daganatok kialakuldsaban is.
A funkcidkiesés miatt felhalmoz6dé fumarat a szukci-
nathoz hasonléan jarul hozza az onkogenikus véltoza-
sokhoz.'%"?

Az onkometabolitok termelése felhivhatja a figyel-
met a daganatok megjelenésére vagy terapids vélaszt
kovetd kitjulasara, metasztazisiara. A 2HG nemcsak
AML-es betegek vérében, de gliomas betegek liquor-
jdban is monitorozhat6va teszi a mutans IDH funkcio-
gatlo kezelések hatasait vagy az IDH mutédns malignus
sejtek szamanak emelkedését.'®°

Az adott tumorszovetek metabolitkoncentracié vi-
szonyainak elemzése fontos informéciokat adhat a da-
ganatszovet metabolikus allapotéarol, esetleg dominans
metabolikus ttvonalair6l. Ha ismerjiik adott daganat-
szovet jellegzetes kiindulési vagy az alkalmazott tera-
pia esetén varhat6 adaptaciés anyagcsere-véltozésait,
akkor azokat gatolva, metabolikus katasztréfat elgidéz-
ve jarulhatunk hozz4 a terapiak sikeréhez.

Tumorsejtek anyagcseréjét befolyasold
hatéanyagok, metabolikus off-target hatasok

A tumormetabolizmussal foglalkozé tanulmanyok,
fejlesztések novekvs szama egyre tobb lehet6séget ad
arra, hogy a daganatok jellemz6 bioenergetikai ttvona-
lait gatoljuk (2. dbra).

Nagy figyelmet kaptak a glikolizisgatlék; a tumor-
sejtekben fokozottan expresszal6dd, emelkedett aktivi-
tdst mutat6 transzporterek (pl. GLUT-gatl6k: phloretin,
WZB117; vagy MCT-gatlok: Cinnamate, AZD3965)
vagy glikolitikus enzimek [HK2: 2-deoxi-D-gliikéz,
lonidamine; GAPDH: 3-bréompiruvat (3BP), konin-
ginsav; LDHA: oxamat vagy PDK: dikléracetét] jo cél-
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pontok lehetnek.”* A WZB117 GLUT gatl6 + kemotera-
pids szer kombinécidk (ciszplatin, paclitaxel) sziner-
gikus tumornovekedés-gatlo hatdsokat mutattak, a leg-
sikeresebb vizsgalatok a GAPDH-gétl6 koninginsav és a
piruvat anal6g 3BP kezelések voltak. 2016-ban azon-
ban minden glikolizisgatlé fazisvizsgélatot leallitottak
a stlyos mellékhatasok miatt.??> A glikolitikus feno-
tipust sejtek esetében a laktat- és piruvattranszport, il-
letve az MCT-k gatlasa (Cinnamate és AZD3965) mint
lehet6ség azonban még kihasznélhato, illetve mas ke-
zelések ismert bystander hatdsdn keresztil sziikség
szerint megvalésulhat (pl. mTOR-gatlék).”

A mitokondrium bioenergetikai gatlasanak két kon-
cepcibja a 1égzési lanc oxidéacids folyamatéanak, illetve
a mitokondrium proteinszintézisének gatldsa. Egyes
antibiotikumok (pl. tetraciklinek) in vitro és in vivo mo-
dellekben hatdsos tumornovekedés-gatlé kezelések.
A tigeciklin monoterdpia és imatinib kombinéacidja to-
xikus pl. krénikus myeloid leukaemia Gssejtekben;**
mig eml6daganatos betegekben a doxycycline kezelés
csokkentheti a daganatdssejtek szamat, javitva ezzel a
betegek prognézisat.”® A 1égzési lanc komplex-I-et gatlo
metformin/phenformin preklinikai vizsgalatokban iga-
zolt tumornovekedést-gatlo hatdsa utén tobb fazisvizs-
gélat is folyik.”® A komplex-III-gatl6 arzén-oxidot az
az FDA. Off-target hatasai miatt a komplex-II-gatlé
E-vitamin-analdg o-tokoferil-szukcinat és a malériael-
lenes atovaquone tumornovekedés-gatl6 hatasai is fon-
tosak lehetnek a jovében. Emellett elektrontranszport-
lancot indirekt m6don gatlé (venetoclax) + glutamino-
lizisgatlé kombinaciokat is tesztelnek maér jelenleg.””

A glutaminazgatlé kezelések (BPTES, dibenzo-
fenantriridin-968 és CB-839) a TCA anaplerézisét ga-
toljak. A CB-839 specifikus glutaminazgatlé pre-
klinikai hatdsossagat tobb szolid tumor fazisvizsgalata-
ban (pl. glioblastoma, vesedaganat, tripla-negativ em-
1614k) tesztelték.”® A lipidanyagcsere-targetek koziil az
SREBP-1 transzkripci6s faktor, illetve a CD36 (zsirsav-
felvétel) funkcidjanak gatlasa mutatott pozitiv eredmé-
(C75,
cerulenin, orlisztat) tumornovekedést gatl6 hatasai

nyeket, mig a lipidszintézis-inhibibitorok
nem voltak egyértelmtiek. Kedvez4 mellékhatas profil-
ja miatt igéretes lehet az etomoxir (CPT1A-B-oxidacié-
gatld), de az autofagia tumorsejtek ttlélését befolyasolo
hatdsai is nagy figyelmet kapnak jelenleg (pl.
chloroquine kombinaciék). A vizsgélatok arra utalnak,
hogy egy komplex szabalyozasi rendszeren beliil a tu-

morok metabolikus éllapotatdl fiiggéen a zsirsav-

anyagcserét és az autofagia folyamatait gatlé és foko-
26 kezelések is szerepet kaphatnak a jévében.*

Vannak egyéb metabolikus hatasu gatloszer keze-
lések, idetartoznak pl. mutans IDH enzim gatlék pl. az
AG-221 (enasidenib) — IDH2; az AG-120 — IDH1; illetve
AG-881 pan-IDH1/2 gétl6 szerek. Ezek kozil egyel6re
az enasidenib az AML relapszus kezelésében kapott
FDA engedélyt 2017-ben.*

Az egyéb metabolikus gatlészerek kozé sorolhatjuk
a PI3K/Akt/mTOR gétl6 kezeléseket. Az mTOR
(mammalian target of rapamycin) komplexek érzékelik
a sejtek energia- és tdpanyagellatottsagét, integraljak a
kialonboz6 novekedési faktorok jelatviteli hadlézati ha-
tasait, és ennek fiiggvényében szamos sejtfunkciét sza-
balyoznak (novekedés, proliferacio, tilélés és anyag-
csere). Az mTOR komplexek célfehérjéi részt vesznek
katabolikus és anabolikus folyamatok szabalyozasa-
ban, ezaltal nem meglepd, hogy a sejt anyagcseréjének
szabalyozasaban is kozponti szerepiik van. Emellett a
legtobb daganat esetében hiperaktivitasuk is ismert.
A rapamycin szarmazékait kiilonb6zd indikaciés terii-
leteken alkalmazzdk az onkolégiaban (AML, el6rehala-
dott vesecarcinoma, neuroendokrin tumorok, hasnyal-
mirigy-, emésztérendszeri, tiid6daganatok). Az mTOR-
gatlok f6 alkalmazasi teriilete kiilonb6zé receptor
tirozin-kindz és més tumorokban hiperaktivalt itvona-
lak gatléinak kombindcidjaval varhat6, kemoterdpias
vagy célzott terapids kezelés kombinacidk vizsgalatai
vannak folyamatban.*®* A metformin, illetve autofagia
és az mTOR-inhibitorok kombindciéjaval is kezdédtek
faziskisérletek.*** Az adatok szerint a metabolikus al-
kalmazkodas kozponti tényezdjeként az mTOR gatlasa
mas metabolikus gatlészer vagy egyéb célzott kezelés
kombindaciékban a rezisztencia problémak attérésében
lehet sikeres.

Tobb tovabbi metabolikus folyamatot (lipidanyag-
csere, autofagia, pentdz-foszfat ut) gatlé vagy aktivalo
hatéanyag preklinikai és klinikai kiprébalasa zajlik,
nem daganatterdpias gy6gyszerek tumornévekedés gat-
16 off-target hatasa valik ismertté. Az optimalis addicio-
nalis kezelési lehetségekhez, a megfelel§ betegcsopor-
tok kivélasztasdhoz azonban meg kell ismerni a daga-
natok metabolikus heterogenitasat, a tumorsejtek és a
tumorszovet metabolikus adaptacios képességét. Az el-
mult évtizedben indult fejlédésnek a daganatok meta-
bolikus valtozasainak térképezése, ami a genomikai és
transzkriptomikai adatokat egésziti ki metabolomikai,
biokémiai és in situ metabolikus karakterizalas komp-
lex eredményeivel.
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Daganatsejtek bioenergetikai és metabolomikai
vizsgalata

A daganatprogresszié metabolikus véltozasainak
megismeréséhez az orvosbioldgiai, biokémiai/biofizi-
kai ismeretek komplex értelmezésére van szitkség. Eb-
ben a kiilonboz6 omikai teriiletek, koztitkk a meta-
bolomika, a mesterséges intelligencia- és a hal6zatku-
tatas eszkozei is sziikségesek, amelyek kéz a kézben se-
githetik a megfelel6 biomarkerek, terdpids targetek és
személyre szabott célzott kezelések fejlesztését.
A metabolomikai vizsgalatok sziikebb értelmezése, a
metabolitokat (mint anyagcseretermékeket) érinté fo-
lyamatok tudoményos vizsgalatit; a metabolitok
mennyiségének, mennyiségi és mingségi véaltozasainak
meghatarozasat jelenti. Akar egy sejtrdl szerzett geno-
mikai, transzkriptomikai és proteomikai adatokat ki-
egészitve metabolomikai vizsgédlattal aktuélis képet
kaphatunk a sejt fizioldgiai allapotardl. A felvetés, hogy
mindenkinek sajét ,,anyagcsereprofilja” lehet, ami akar
a testfolyadékbol meghatarozhato, az 1940-es évekbdl
ered.’® Ezt kovetSen az 1970-es évek technolégiai fejlé-
dése inditotta el az anyagcsereprofilok (kvali- és kvan-
titativ) meghatarozasanak lehet6ségét (tomegspektro-
metria majd NMR, GC-, LC-MS MALDI-TOF stb.).
2007-ben a Human Genom Projekthez hasonldéan elké-
szitették a human metabolom térképet is, 2013-ra mar
tobb mint 80 000 metabolitot jellemeztek. A meta-
bonomika — ahova a daganatok metabolikus jellemzése
tartozik — a metabolomikanak az a tertilete, amely a
patofiziolégids ingerekre vagy genetikai mddositasra
bekovetkezé dinamikus, sokparaméteres anyagcsere-
vélaszok kvantitativ mérése.

A tumorok metabolikus jellemzése, biomarkerek
keresése kozben a metabolomikai mérések nagy segit-
séget nytjtanak daganatos és nem daganatos testfolya-
dékok, bioldgiai mintdk 6sszehasonlité elemzésében.
Eltéré mennyiségl vagy szerkezetd metabolitok mutat-
hatok ki a betegek vérében, vizeletében, liquorjdban,
daganatszovet mintaiban a diagnézis felallitasakor, a
kezeléskor vagy relapszusok monitorozéasakor, illetve a
kigjult daganatban. A citratkori, glikolitikus meta-
bolitok vagy egyes onkometabolitok mennyisége jel-
lemzi az adott sejtpopuldcié metabolikus allapotét,
anyagcsere-folyamatainak eltoléddsat. A laktat és
egyes citrakori metabolitok mennyiségének valtozasa a
glikolizis és az OXPHOS eltol6désara utalhat. Jél kiva-
lasztott metabolitok koncentraciéjanak, tomegspektro-
metriai mérésével in vitro vagy akar in vivo folyamatok-
ban is nyomon kovethetjilkk az anyagcsere-valtozaso-
kat. Kisérleteinkben a folyamatokban részt vevé fehér-
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jék, a szabalyozasukat iranyité gének expresszi6 és ak-
tivitasvaltozasait hasonlithatjuk az eredményekhez.
Vannak speciélis lehetGségek is, pl. radioaktiv vagy ne-
héz izotéppal jelolt biokémiai szubsztratok segitségé-
vel kovethetjitk adott tapanyagokbdél meghatérozott
atomok beépiilésének tutvonalat, ,labnyoméat”. Megha-
tdrozhatjuk a sejtek vagy akar egy szervezet CO,-ter-
melését, O,-fogyasztasat vagy cukor-, acetat-, gluta-
min- vagy zsirsav-hasznositésat (*’C, **C-jelélt moleku-
1ak). Sajét vizsgélatainkban a citratkr/OXPHOS funk-
cidjanak jellemzéséhez tobbféle mérési médszert alkal-
maztunk vagy dolgoztunk ki, illetve tumorszovetek (in
vivo xenograft tumorok), szérummintdk metabolit-
koncentracidjanak elemzésével is nyertiink adatokat,
elsésorban az onkometabolitok terdpias kezelést kove-
t6 valtozasaival kapcsolatban.”” A metabolitkoncen-
tracié-vizsgalatoknak sejt- vagy szovet-homogeniza-
tum volt a kiinduladsa, melyekbdl a teljes sejt populacio
0,-fogyasztasat, az extracellularis tér savasodasat, il-
letve a kibocsajtott CO, mennyiségét hataroztuk meg.
Ezekkel a tumorsejt-populdci6 vagy a tumorszovet in
situ metabolikus heterogenitasérol kevés informaciét
nyerhetiink. Utébbi vizsgilatdhoz egysejt analitikai
technikakra (pl. aramlési citometria) vagy a tumorok
morfolégiai vizsgélatokkal kombinélt elemzésére van
szitkség (MALDI-imaging). In vitro kisérleteinket kiegé-
szitettiik (O,-fogyasztas,
extracelluldris savasodas), szubsztrat hasznositast ko-

Seahorse  mérésekkel
vet6 *C izotépok beépiilésének kovetésével, ATP-
szint, metabolikus enzimek mint fehérjék mennyiségi
és aktivitds vizsgdlataval. Metabolikus és terdpias
tumornovekedés gatlast kovetGen a metabolit koncent-
raciévéltozasokkal 6sszefiiggé glikolitikus és citratkori
valtozasokat jellemeztiink in vitro és in vivo. Osszeha-
sonlit6 vizsgalataink (in vitro és xenograft, illetve hu-
man szovetek) utan olyan immunhisztokémiai (IHC)
marker kombinéciékat vélasztottunk ki, amelyekkel a
human tumorszévetek, azok metabolikus heterogenita-
sa, az eltér6 metabolikus fenotipusa sejtek vagy a
metabolikus adaptaciot segit6 bioenergetikai mecha-
nizmusok hattere in situ jellemezheté. A kovetkezsk-
ben sajat munkainkb6l mutatunk példakat a tumorok
metabolikus jellemzésére.

Glioma sejtvonalak és biopszias mintak
jellemzése

Humaén glioma sejtvonalak metabolikus jellemzése
és in vitro kezelések valtozasainak vizsgdlata kozben
alatdmasztottuk: a) vad és IDH mutédns gliomasejtek

2021; 3:301-620.
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Metabolikus fehérje expresszios profil
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5. dbra: Humdn glioma sejtvonalak metabolikus fehérje expresszids profilja és temozolomide, illetve metabolikus gdtloszer érzékenysé-
gei in vitro. Glioma sejtekre (a vizsgdlt négy sejtvonalra) IDH mutdciétél fliggetlentil jellemzé a magas mTOR aktivitds és a metabolikus
plaszticitdssal 6sszefiiggé mds metabolikus fehérjék jelentds expresszidja (Western blot eredmények — fels6 dbra). Az intracelluldris
metabolit koncentrdciok alapjdn az IDH vad tipusu sejtvonalakban alapvetéen kiegyenstlyozott metabolikus fenotipus, jelentés
OXPHOS kapacitds, mig a mutdns sejtvonalban csékkent OXPHOS kapacitds figyelheté meg (jobb felsé dbra). ElGbbiekkel Gsszefliggés-
ben a sejtvonalak proliferdcidjat (Alamar Blue proliferdcids teszt — 72 h) az mTOR gdtlék (Rapa — rapamycin 50 ng/ml; BEZ —
NVP-BEZ235 dudl mTOR inhibitor 1uM,), a temzolomide (TMZ 100 uM), illetve a vizsgdlt tovdbbi metabolikus inhibitorok (doxycycline —
Doxy 10 uM; chloroquine — Chl 50 uM; etomoxir — Eto 50 uM) monoterdpidban in vitro jelentésen nem gdtoltdk (k6zépsé dbra). Kombind-
Cios kezelésekben (alsé dbra) azt figyeltiik meg, hogy a doxycycline és a rapamycin szignifikdnsan fokozta a temozolomide hatdsdt, illet-
ve a két kiilbnb6zé tdmaddspontu anti-metabolikus kezelés (rapamycin+doxycycline) kombindlt hatdsai is rendkiviil jelent&s
tumornévekedés gdtlé hatdst mutattak. (LDHA - laktdt-dehidrogendz A; LDHB - laktdt-dehidrogendz B; HK2 — hexokindz 2; GLS -
glutamindz; ACSS2 - acetil-koenzim A-szintetdz 2) *p<0,05.
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metabolikus kiillonbségeit (kiegyensulyozott metabo-
likus aktivitds, ami az IDH mutans sejtekben médosul a
2HG termelés miatt); b) az IDH mutans glioma sejtvo-
nal 2HG termelésében a glutaminhasznositas jelentds
szerepét. Elébbieken tul C jelzett szubsztratvizs-
gélataink arra is felhivtdk a figyelmet, hogy: a) az acetat
alternativ 2HG forras az IDH mutans sejtekben, illetve,
b) a nem mutans gliomasejtek jelentés gamma-amino-
vajsav (GABA) oxidéacids kapacitassal rendelkeznek,
amiben a human gliomaszovetekben kimutathaté foko-
zott szukcinét-szemialdehid-dehidrogendz (SSADH)
expresszionak lehet szerepe. Vizsgdlataink szerint a
GABA-oxidacié 2HG jelenlétében az IDH mutans sej-
tekben gatolt, ami 6sszefligghet a két betegcsoport
prognézisdnak, tumorainak biolégiai viselkedés kii-

lénbségeivel.*®

TANULMANY

A gliomasejtek metabolikus jellemzésekor megfi-
gyeltiik, hogy az intracellularis metabolit arany kii-
l6nbségei bizonyos enzimek pl. a sejtekben kimutatha-
té HK2, LDHA és GLS mennyiségével fiiggnek 6ssze.
Az IDH mutans sejtek esetében a magas GLS expresszi6
mellett alacsony LDHA expressziét és alacsony
OXPHOS kapacitast figyeltiink meg, ami metaboliku-
san érzékennyé, kevésbé alkalmazkodod képessé teheti
ezeket a sejteket. Temozolomide (TMZ), mTOR-gatl6
rapamycin (RAPA) és més metabolikus gatlé mono-
terdpias kezelésekben az alacsony szenzitivitas mellett
a metabolikus enzimek és az mTOR markerek véltoza-
sait irtuk le. TMZ-rezisztens gliomasejtekben a TMZ
kezelés mTOR aktivitasvaltozast, autofagiaval, illetve
lipidoxidacioval 6sszefiigg6 valtozasokat okozott
(FASN csokkent, CPT1A és LC3 emelkedett). Kombi-

Human glioma sejtek metabolikus jellemzo6i

IDH vad

IDH vad

N

p-(Serd73)-Akt

IDH vad

IDH mutans

IDH vad

IDH mutans

— 50um

IDH mutans

6. dbra: Potencidlis terdpids jelentségli metabolikus kilonbségek IDH vad és mutdns humdn gliomdkban. Tébb metabolikus enzim és az
mTOR aktivitds markerek vizsgdlata alapjdn a normdl szévethez képest jelentésen emelkedett mTOR aktivitdst (p-mTOR és p-S6) mutat-
tunk ki valamennyi esetben. Az esetek nagy szdzalékdban mTORC2 aktivitdsra utalé emelkedett p-Ser473-Akt és Rictor expresszid is jelle-
mezte az IDH vad tipusu, rosszabb progndzisu gliomdkat. Az IDH mutdns esetekben pedig fokozott glutamindz enzim (GLS) expressziét
tapasztaltunk, ami a 2HG onkometabolit termeléssel fiigg dssze. Végil a bemutatott és a gliomdkban dltaldnosan jellemzé
szukcindt-szemialdehid-dehidrogendz (SSADH) fokozott expresszié metabolikus jelentSsége, hogy alternativ szubsztrdthasznositdsi le-
hetGséget biztosit a glioma sejteknek. Azimmunhisztokémiai reakcioban a mdsodlagos peroxiddz jel6lt ellenanyagok elhivdsdhoz DAB
kromogént (barna) majd hematoxilin hdttérfestést alkalmaztunk, a metszetek digitalizdldsa utdn az értékelésekhez Panoramic Viewer

programot haszndltunk (nagyitdst feltiintettiik).
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nacios kezelésekben a megnovekedett szenzitivitas
hatterében a monoterapias alkalmazkodassal 6sszefiig-
g6 utvonalak gétlasa, a metabolikus adaptaci6 gatlasa
lehet. A TMZ kombinécidk kozott a rapamycin ismert
potencidlis érzékenyit6 hatdsa mellett, a doxycycline
és chloroquine hatasait is megfigyeltiik. EI6bbi harom
kezelés kombinacioi szignifikdnsan csokkentették a
gliomasejtek proliferaciéjat TMZ-dal és méds metaboli-
kus gatloszerekkel kombinécidban is (5. dbra). Az
egyik leghatdsosabb kombinédciét, a rapamycin +
doxycycline kezelést tobb (kézel 30) carcinoma sejtvo-
nal esetében is vizsgaltuk, azok 2/3-dban hasonl6an ef-
fektiv tumornovekedést gatlé hatasokat figyeltiink
meg.* Elébbiek alapjan az adott sejtvonalakban megfi-
gyelt fehérje expresszio kulonbségek jelentGségét hu-
mén gliomak IHC vizsgalataval erdsitettitk meg (IDH

vad, illetve mutans gliomak metabolikus jellemzése),
kimutattuk: a) a gliomak jelent6s SSADH expresszi6jat,
b) IDH vad tipust gliomék jelent6s mTOR-mTORC2
aktivitasat, illetve ¢) IDH muténs esetek extrém magas
GLS fehérje expresszidjat (6. dbra) (40). Eddigi vizsga-
latainkat tovabbi metabolikus festésekkel és esetekkel
kiegészitve még atfogébb képet kaphatunk a gliomak
potencialisan akar targetdlhat6 in situ metabolikus jel-
legzetességeirdl.

Mas malignitasok metabolikus heterogenitasa

A lymphangioleiomyomatosis (LAM) a tiidé rend-
kiviil ritka daganata, TSC1/2 mutdciéval és mTOR
hiperaktivitassal a héattérben. Munkankban az ismert

"R
FL AU

e 2 I~ ;
GAPDH & ‘;,;;-?*" &

Y 1.;1'5""'?*

%)

7 abra Metabollkus enz:mek (ATPB, p-F1-ATP-dz; GLUT1 glukoz-transzporter I GAPDH gllcerlnaldehld -3- foszfat dehldrogenaz GLS,
glutamindz; MCT1, monokarboxildt-transzporter-1; ACSS2, acetil-KoA-szintetdz; CPTI1A, karnitin-palmitoiltranszferdz-1A), mTOR-
aktivitds (p-S6, Rictor) és LAM markerek (SMA, o. simaizom aktin; 3-katenin) expresszidja lymphangioleiomyomatosisban. A bemutatott
39 éves nébeteg egyike a vizsgdlt eseteinknek, kétoldali tiidétranszplantdciét kovetéen az explantdlt tidSben Idthaté LAM
nodulusokban (i£) és kontrollként a bronchialis és vaszkuldris (*) simaizomsejtekben mutatjuk be a fenti fehérjék expresszidjat. A foko-
zott mTORC-aktivitdsra utalé emelkedett p-S6 expresszié mellett a Rictor (nTORC2 komplex karakterisztikus eleme) expresszidja is ma-
gasabb a LAM-sejtekben, mint a kontroll simaizomsejtekben. Ez a LAM-sejtek mTORC2 aktivitdsdnak jelentGségére hivja fel a figyelmet.
A metabolikus fehérjék kozil a GLUT1és a f-F1-ATPdz expresszicjdban nem figyeltiink meg szignifikdns kilénbséget; a GLS, az MCT1, az
ACSS2 és a CPT1a fokozott expresszidja viszont arra utal, hogy a glutaminolizis, az acetdt-hasznositds és a zsirsavak p-oxiddcidja ki-
emelt fontosdgu a LAM-sejtek metabolizmusdban. A nagyitdshoz megadott skdla 100 um, a reakciéban kromogénként DAB-ot (barna)
haszndltunk.
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8. dbra: Példdk a metabolikus heterogenitds in situ immunhisztokémiai vizsgdlatra emlé és tiidé adenocarcinomdkban. A bemutatott
reprezentativ képeken megfigyelheté a GLUT1 (gliikoz-transzpoter-1), a HK2 (hexokindz-2, glikolizis enzim), a GLS (glutamindz), az
ACSS2 (acetil-KoA-szintetdz-2, az acetdthasznositds fontos enzime) és a p-ACC (az acetil-KoA karboxildz AMPK diltal foszforildlt, ezdltal
inaktivdlt formdja) heterogén festédési mintdzata. A GLS a mitokondridlis lokalizdcié miatt jellegzetes granuldris festédést mutat. Az
ACSS2 esetén a heterogenitds nemcsak a citoplazmatikus, hanem a magi expresszié esetén is megfigyelheté. Az ACSS2 a citoplazmdban
az acetat citrdtkori hasznositdsdhoz jdrul hozzd, a sejtmagba traszlokdlddva viszont kiilénb6zé epigenetikai — elsésorban hiszton-
acetildciéval 6sszefliggs — folyamatokban jdtszhat fontos szerepet. A nagyitdshoz megadott skdla 50 um, a reakciéban kromogénként
DAB-ot (barna) haszndltunk.
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magas mTOR aktvitds mellett az esetek felében magas
mTORC2 aktivitast igazoltunk. Eredményeink érde-
kessége, hogy ezzel osszefiiggésben alacsony glikoli-
tikus enzim expressziok mellett, jelentds in situ GLS,
CPT1A és MCT, valamint ACSS2 fehérje expressziot ir-
tunk le, ami terapidsan is célozhat6 glutamin és acetét
hasznositast jelent (7. dbra).*' Ez alatdmasztja annak
lehetéségét, hogy az mTOR-gatlok hatasat egyes bio-
energetikai folyamatok gatlasa segitheti. A glioma és a
LAM-sejtek in situ vizsgalataiban megfigyelt kiillonbsé-
gek mas daganatok intratumoralis metabolikus hetero-
genitdsaban még kifejezettebb (8. dbra), ezek jellemzé-
se és a heterogenités adott tumorok terdpia rezisztenci-
ajaban jatszott szerepe tovabbi vizsgalatokat igényel a
jovGben.

Konkliizio

Adott tumorok metabolikus jellemzését, metabo-
likus timadaspontjainak meghatarozasat segit6, majd a
metabolikus gatl6szerek tumornévekedés-gétlé hatasa-
it tesztel§ vizsgalatok, klinikai fazisvizsgalatok nagy
szamban indulnak. A tumormetabolizmussal foglalko-
70 kozlemények szdma, idézettsége nd, folyodirat szek-
ciok és kilonszamok szerkesztése torténik egyre na-
gyobb érdeklédés mellett a témakorben. Tumormeta-
bolizmus konferencidk szervezddnek; tarsasdgok,
egyestiletek és diviziok alakulnak Eurépa és vilagszer-
te. Reménykedhetiink, hogy a jovében ezeknek a jelen-
leg még inkabb alapkutatasi, de egyre novekvd szdm-
ban klinikai vizsgalatoknak hamarosan pozitiv terapias

eredményei lesznek.
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0SSZEFOGLALAS A szervezet mikrobidlis k6zosségei mar régebb 6ta ismertek, azonban részletes vizsgalatuk csak az jgeneracios szekvendlas elterjedé-
sével valt lehetségessé. Ezen kozosségek koziil a bélmikrobiom szerepe a leginkabb ismert, eltéréseit szamos betegség esetében leirtak, és az immun-
rendszert befolyasolo funkcidja is igen kutatott terilet. A bélmikrobiom diszbidzisa nem csak a lokalis szoveti kornyezetre, hanem tavoli szervekre is ha-
repet jatszhat. A vastagbélben lokalis pro-inflammatorikus hatés, genotoxikus hatasu metabolitok termelése és a tumorellenes immunitas csendesitése
révén szerepe lehet kolorektalis carcinoma kialakuldsaban. A bakterialis eredetd antigének és metabolitok a portélis vénaba kertilve a majban is elésegit-
hetik a karcinogenezist, szisztémas keringésbe jutva pedig tavoli szervek, mint példaul a tiidé daganatos megbetegedéseinek kialakulasat is serkenthetik.
A bélmikrobiom enzimatikus aktivitasabal kifoly6lag hormonok szintjét is befolyasolhatja, ezzel hozzajarulva példaul emi6 vagy prosztata daganat kialaku-
lasahoz. Bizonyos esetekben ismertek ugyan a betegségre jellemzé mikrobialis mintazatok, a pontos dsszefliggések a daganat megjelenése és a mikro-
biom eltérései kdzott azonban még feltarasra varnak. A mikrobiom véltozasai hatassal lehetnek tovabba a daganatellenes kezelések hatdsossagara és to-
xicitasuk mértékére is. Mindezek alapjan felmeril a mikrobiom moduldcio lehetGsége, mint kiegészit§ kezelés, azonban ehhez tovabbi kutatasok sziksé-
gesek.

KULCSSZAVAK mikrobiom, diszbidzis, karcinogenezis, metagenom

SUMMARY  The detailed investigation of the human microbial communities has only become possible with the emergence of next generation sequencing.
The role of the gut microbiome has been extensively investigated, its alterations have been described in multiple diseases, and its function of influencing
the immune system is well known. Intestinal microbiome dysbiosis affects the local tissue environment as well as distant organs via the production of
microbial metabolites and immunomodulation, thereby playing a role in carcinogenesis. In the colon, local pro-inflammatory effects, production of
genotoxic metabolites, and silencing of antitumoral immunity contributes to the development of colorectal carcinoma. Bacterial antigens and metabolites
can also promote carcinogenesis in the liver through the portal vein and they can also stimulate cancer development in distant organs such as the lung via
the systemic circulation. Intestinal microbiome can also affect hormone levels; therefore, it can contribute to breast and prostate cancer development. In
some cases, although the microbial patterns are characteristic of the disease, the nature of the correlations are unknown. Microbiome changes similarly
affect the efficacy and toxicity of anti-tumor treatments. Based on the available information, modulation of the microbiome arises as a potential adjunct
treatment, but further research is still needed.

KEY WORDS microbiome, dysbiosis, carcinogenesis, metagenome

Bevezetés

Roviditések
) A fejlett molekularis genetikai médszerek, igy az
GVHD  graft-versus host betegség . oL L . L.
HCC  hepatocelluldris carcinoma Gjgenerédcios szekvenalds (NGS) megjelenése 14j tavla-
LPS lipopoliszacharid

MAMP  mikrobaasszocidlt molekuldris mintdzat
NGS  djgenerdciés szekvendlds ségben érintettek csiravonali genetikai eltérései mellett
NKT természetes 616 T-sejt

PDAC  hasnydlmirigy duktdlis adenocarcinoma
Th T helper sejt génjeinek vagyis a mikrobiom feltérképezésében is.
TLR Toll-like receptor
Treg reguldtor T-sejt

tokat nyitott a daganatos sejtek szomatikus és a beteg-
a szervezetben él6 mikroorganizmusok, illetve azok

A mikrobiomkutatds viszonylag fiatal tudomanyterii-
letnek tekinthetd, holott az emberi szervezettel egyiitt
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él6 komplex mikrobidlis kozosségekrsl évtizedekkel
ezel6tt tudomast szereztiink. Az elmult években ez a
teriilet egyre nagyobb figyelmet kap, a PubMed adatba-
zisdban 2016-2020 kozott tobb mint 54 000 cikk sziile-
tett a témdban.

A kutatasok alapjan a mikrobiom zavarai egyértel-
mi kapcsolatot mutatnak szdmos betegséggel, mint
példaul a gyulladasos bélbetegségek, majbetegségek,
pszichés rendelleneségek, autoimmun megbetegedé-
sek, metabolikus szindréma, illetve szamos daganatos
betegség." Az eredmények alapjan napjainkra egyértel-
mivé valt, hogy bizonyos mikroorganizmusok novel-
hetik vagy adott esetben csokkenthetik egyes dagana-
tok kialakuldsanak valdszintségét. Ezen kiviil szolgal-
hatnak biomarkerként, illetve befolyasolhatjak a daga-
natellenes kezelések hatdsossagat, valamint a toxicitas
mértékét is. Mindezen hatdsok a mikrobiom élettani
szerepébdl és immunrendszert befolyasold tulajdonsé-
gaibdl ad6dnak.

Mikrobiom jelentdsége

Mikrobialis kozosségek szamos testtajon el6fordul-
nak. Megtalalhatok a szajureg és a hiively nyélkahér-
tyajan, a b6ron és a bélrendszerben egyarant. A kilon-
b6z6 lokédciokban eltérd kornyezeti hatasok érik a mik-
roorganizmusokat, ezért az egyes teriileteken mas és
mas Osszetételd kozosségek képesek fennmaradni
mutualista kapcsolatot kialakitva a szervezettel. Ossze-
tételiik az egyének kozott, egyazon anatomiai lokacié-
ban is nagy valtozatossdgot mutat, a f6ldrajzi helyzet,
életméd, diéta és gydgyszerek egyarant befolyasoljak.'
Ezen mikrobialis kozosségek kozil a bélmikrobiom a
legintenzivebben kutatott.

Jelenleg még nem ismert, milyen az egészségesnek
tekintheté bélmikrobiom 0Osszetétele, azonban ezen
mikrobidlis kozosség kérosnak tekinthet6 éllapotai
egyre inkébb korvonalazédnak. Kéros esetekben felbo-
rul az egyes fajok kozotti egyensuly, vagyis diszbidzis
alakul ki, melynek jellemzdje a mikrobidlis diverzitas
csokkenése, illetve jelentGs eltolédas a rezidens fajok
aranyaban. Ennek a folyamatnak kozismert példaja a
Clostridioides difficile infekci6, melynek soran jellem-
zG6en antibiotikus kezelés kovetéen a rezidens fajok
szaménak csokkenése a bél mikrokornyezet valtozasa-
hoz vezet, mely lehet6vé teszi a C. difficile elszaporoda-
sat, ami pseudomembranosus colitishez vezethet.”
A diszbidzis a béltraktusban gyulladasos jelatviteli at-
vonalakat aktivalhat, amely a lokalis hatdson tal a
szisztémas immunfunkcidkat is befolydsolhatja, vala-

mint a keringésbe juté mikrobiélis metabolitokon ke-
resztill kihathat tavoli szervek miikodésére is. Utébbi
esetre példa a cardiovascularis betegségek egy, az el-
mult években leirt metabolomikai biomarkere, a tri-
metilamin-oxid, melynek mennyiségére a bélmikro-
biom direkt hatassal van, ugyanis prekurzorat a bél
mikroorganizmusai allitjak el6 diétaval bevitt kolin-
bol.?

Mivel a test normal mtikodése sok ponton kapcso-
l6dik a mikrobiomhoz, ha zavar 1ép fel a szervezetben,
az hatdssal van a mikrobiom osszetételére is; ezzel par-
huzamosan, ha a mikrobiomot éri valtozas, az kihathat
a szervezetiink mikodésére. Az ismert kapcsolodasi
pontoknal a legtobb esetben nem tisztazott az ok-oko-
zati 6sszefliggés, vagyis nem egyértelmd, hogy a mikro-
bialis valtozas okozza a betegséget, vagy a betegség a
mikrobidlis véltozast. Jelenleg a bélmikrobiom legje-
lentgsebbnek tliné kapcsolédasi pontjai az immun-
rendszerrel ismertek.

Mikrobiom szerepe az immunitashan

Szamos bizonyiték utal arra, hogy a mikrobiom fon-
tos szerepet jatszik az immunitds formalaséban és fi-
nomhangolasédban. A bél mikrobialis k6zossége indu-
kélja a kommenzalista bélfléraval szembeni toleranci-
at, valamint részt vesz az immunrendszer ,tanitasa-
ban” is.

A velesziiletett immunitas és a mikrobiom folyama-
tos interakciéban vannak egymaéssal. Egérmodellben
végzett kisérletek azt mutatjdk, hogy a mikrobiom
Osszetétele, valamint a mikrobdk béltraktuson belali
térbeli elhelyezkedése szabja meg a tolerogén vagy
gyulladdsos immunvalasz kialakulasat.*

A mikrobdak felismerését a mintézatfelismerd recep-
torok teszik lehet6vé, ahova példaul a Toll-like recepto-
rok (TLR) vagy a Nod1 is tartoznak. A TLR2 receptoron
kapcsolddé bakterialis szignalok, mint példaul a
Bacteroides fragilis poliszacharid-A vagy a Bifido-
bacterium breve, gyulladéasgétlé jelatvitelt indukalnak
és a regulator T-sejtek (Treg) differencidlodasat segitik
el6.* A béltraktusbél szarmazé mikrobialis szignalok-
nak szisztémés hatdsa is van a természetes immunitas
miikodésére. Példaul a bakteriélis peptidoglikan atke-
riilhet a szisztémas keringésbe, ahonnan kozvetleniil
serkentheti a csontvel6i neutrophil granulocyta érést a
Nod1-receptor aktivaciéjan keresztiil.’

A szerzett immunités szabéalyozaséban is részt vesz
a bél bakteridlis kozossége. Egerekben végzett kisérle-
tek alapjan az adaptiv immunitas elemeinek korai éré-
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se fiigg a mikrobiomtél, annak hianydban vagy nem
megfelel6 0sszetétele esetén immundefficienciak ala-
kulnak ki.°

Az éretlen CD4+ T-sejtek differencidlédésa soran
két 6 tipus keletkezhet: a helper (Th1, Th2, Th17) és a
reguldtor T-sejtek, melyek érésében fontos szerepe van
a mikrobiomnak, melynek tagjai, azon belill is féleg a
szegmentélt fonalas baktériumok, indukaljak a Th17-
sejtek érését.” Steril egerekben, ahol a mikrobiom telje-
sen hidnyzik, a Th1/Th2 egyensily felborulasa, Th2-
talsdly is megfigyelhetd, amely allergidas betegségek
esetén jellemzd. Ismert tovabba, hogy a Bacteroides fra-
gilis eredett poliszacharid-A képes indukélni a Th1- és
Treg-sejtek érését.® A B-sejtek érésének elsédleges he-
lye felnétt korban a csontveld, azonban korai életsza-
kaszban a bélfal lamina propridjaban is végbemegy a B-
sejt-differenciacio, ahol a kommenzalista bélbaktériu-
mok szabalyozasa alatt 4ll, és amely folyamat befolyé-
solja a bél nyélkahértya késébbi immunoglobulin kész-
letét is.’

A mikrobiom tagjai képesek tolerogén kérnyezetet
indukalni, ezzel biztositva sajat talélésiiket. Az egyes
fajok direkt hatdsan tal az altaluk termelt mikrobialis
metabolitok, mint péld4ul a butirét, is képesek csok-
kenteni a gyulladas mértékét. A homeosztazis fenntar-
tdsa azonban ennél egy 1ényegesen bonyolultabb folya-
mat, amelynek sziikséges része a kismértéki gyullada-
sos valasz. Példaul egészséges mikrobiom esetén az ab-
bél szarmazé lipopoliszacharidok (LPS), valamint az
epesé-dekonjugaciobdl szarmazo taurin egy gyulladé-
sos kaszkddot indukal az NLRP6 inflammaszéma akti-
valaséan keresztiil, amely hataséara az epithelsejtek anti-
mikrobialis peptidek és a pro-inflammatorikus inter-
leukin-18 termelésébe kezdenek, igy szabélyozva a bél-
baktériumok szaporodésat. Amennyiben a mikrobiom
osszetétele megvaltozik, a bélfléra altal taltermelt
biogén aminok gatoljak ezt a jelatviteli kaszkadot, és a
homeosztazis felboruldsa révén gyulladast eredmé-
nyeznek.” A fent emlitett LPS talan a legismertebb
bakteridlis molekuldk kozé tartozik, a bélfalon atjutva
szisztémas gyulladéas kialakitdsara is képes, illetve
egyes kozlemények szerint tdmogathatja egyes tumo-
rok metasztazis képzését."! Az LPS azonban csak a bél-
fal megnovekedett ateresztéképessége esetén juthat a
véraramba, mely diszbidzis és gyulladas kovetkezmé-
nyeként alakulhat ki."> A mikrobiom ezen lokalis gyul-
ladéast és szisztémds immunvélaszt modulalé hatasa
karcinogenezishez is vezethet.

sziirésében és kezeléséhen

TANULMANY
Mikrobiom és a karcinogenezis

Daganatos betegségekre val6 hajlamot, illetve a mar
kialakult betegség elérehaladasat elsGsorban genetikai
és a kornyezeti tényez6k egymadsra gyakorolt hatasai
befolyasoljak. A kornyezeti hatasok néhéany j6l ismert
osszeftiggésen kiviil még tisztazasra varnak, ezek kozé
sorolhatok a szervezet mikrobidlis kozosségei is.
A mikrobiom a daganatos betegségekre elsGsorban a
gyulladasos folyamatok moduldlasdn, genomikus sta-
bilitas befolyasoldsan és epigenetikai véltozasok indu-
kalaséan keresztiil fejti ki a hatasat. Ez a hatas szintén le-
het kozvetlen vagy kozvetett. Kozvetlen hatas esetén a
mikrobiom fizikai kapcsolatba kertil a szovettel és arra
lokalisan hat, mig kozvetett hatas soran fizikailag tavol
16v6 szovetekre/szervekre fejt ki hatést, példaul rend-
szerszintd gyulladdsos folyamatok vagy metabolitok
révén (1. dbra).

A mikrobiom daganatkelté hataséra a legismertebb
és legkorabban felfedezett példdk a Salmonella typhi
epetti rakban és a Helicobacter pylori gyomorrakban.
Ut6bbi az Egészséguigyi Vilagszervezet altal 1. osztalya
karcinogénnek mindsitett, ugyanis lokalis proinflam-
matorikus és direkt genotoxikus hatdsa miatt jelenléte
gyomor adenocarcioma és mucosaasszocidlt lympha-
ticus szoveti lymphoma (MALT lymphoma) kialakula-
sahoz vezethet.” Ujabb fajok szerepének igazolasat a
karcinogenezisben a molekuléris genetikai vizsgalé-
modszerek megjelenése tette lehetGvé.

Mikrobiom vizsgalata

A mikrobiom és a szervezet kapcsolatanak vagy ép-
pen a mikrobiom betegségekben betoltott szerepének
vizsgélatara tobbféle kisérleti elrendezés is hasznalt.
Mint minden tudoményteriileten, itt is fontos adatokat
szolgaltatnak az allatkisérletekbdl szarmazé eredmé-
nyek. Az invaziv beavatkozéast nem igénylé kutatasok —
mint a széklet- vagy nydlmintak vizsgalata — human
kohorszokat is hasznéalnak. Ilyenkor elsésorban egy bi-
zonyos betegségben szenvedd, valamint egészséges
alanyok mikrobiom 6sszetételét hasonlitjak ossze, de
szép szammal taldlhatunk longitudinalis kutatasokbol
szarmaz6 adatokat is, melyek a mikrobiom véltozasat
kovetik nyomon a betegség elérehaladtaval. Mindkét
kisérleti elrendezésbdl értékes informaciék nyerheték,
azonban az adatok értelmezése és a konkluziék leszi-
rése sordan fontos figyelembe venntink a vizsgalati
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LOKALIS HATAS 7 TAVOLI HATAS
- N\ —

- LPS- és TNFa-hatast k6zombositd
organizmusok szintjének cstkkenése

- jellemz6 mikrobalis mintazatok, de
dontéen ismeretlen mechanizmusok

antitumoralis immunfunkciok ) o L

gyengitése - direkt bakterialis eredet(i antigén
és metabolithatas a portélis
vénan keresztil

- antitumoralis immunfunkciok

gyengitése

genotoxikus metabolitok
termelése

reaktiv oxigén szabad gyokok
termelése

krénikus gyulladasos allapot
kialakitasa

- jellemzd mikrobalis mintazatok,
de doéntéen ismeretlen
mechanizmusok

- keringd osztrogénszint
befolyasolasa

- antiproliferativ hatasu
metabolitok csékkenése

1. dbra: Bélmikrobiom lokdlis és szisztémds hatdsai a karcinogenezisre. A bélmikrobiom diszbiozisa kiilébnb6zé mechanizmusokon ke-
resztil befolydsolja a daganatok kialakuldsdt és fejlédését az egyes szervek, mint a vastagbél, tidé, mdj, hasnydlmirigy, eml és
prosztata esetében.
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mobdszertant, mint példaul a mikrobiom tagjainak azo-
nositasara hasznalt technolo6giat.

A bélmikrobiomot alkoté organizmusok 80%-a
nem tenyészthetd, tehat a hagyomanyos technikéakkal
nem azonosithatok, azonban a molekularis genetikai
modszerek fejlédésével ezek a fajok is vizsgalhatéva
valtak. A baktériumok és archedk azonositdsaban a je-
lenleg leginkabb elterjedt médszer a 16S riboszomalis
RNS szekvenilés. Ez a régio egy erGsen konzervalt és
egy hipervaridbilis genomi szakaszt is tartalmaz, mely
lehet6vé teszi az egyes mikroorganizmusok azonosita-
sat, azonban legtobb esetben csupan nemzetség szin-
tig, igy a vizsgalati modszer felbontésa és a kapott ered-
mények részletessége alacsonynak tekinthets. Az NGS
megjelenésével lehetGség nyilt a teljes kozosség
genomjanak szekvenalasara, vagyis a metagenom szek-
vendlasra, amellyel a mikrobiom minden tagjarél
izolatum szintd adatok nyerhet6k nagy bizonyossag
mellett, valamint az igy nyert adatok kozvetleniil hasz-
nalhatok a kozosség funkcionalis elemzésére is.

A mikrobialis k6zosségek, igy a mikrobiom vizsga-
latdban is a leginkébb elterjedt mennyiségi mérészam a
relativ abundancia, mely a k6z6sség tagjainak egymas-
hoz viszonyitott (relativ) aranyét hatarozza meg, vagyis

Bacterioides fragilis

o

NKT-sejt
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a szamszerd (abszoldt) mennyiségrdl ez a mérdszdm
nem hordoz informaciét. A mikrobiomkutatdsokban
hasznalt egyéb mérdszamok meghatarozasat, mint a
diverzitas, osszetétel és az egyes fajok jelenléte, ez a
megkozelités is lehet6vé teszi. A diverzitas, azaz a ko-
z0sség sokféleségének vizsgalata, egyéni (alfa-diver-
zitds) vagy csoport szinten (béta-diverzitas) is megtor-
ténhet. Az alfa-diverzitas és az 6sszetétel elemzése ra-
mutathat a k6z6sség egyensilyanak eltolodasara, tehat
a diszbiézisra. A béta-diverzitas a vizsgalati csoportok,
mint példdul beteg és egészséges csoport kozotti kii-
l6nbséget tarja fel. A mikrobiom egyes daganattipusok-
ra gyakorolt hatasara is e mérészamok alapjan kovet-
keztetiink.

Mikrobiom és egyes daganattipusok
Vastaghél

A colorectalis carcinoma (CRC) kialakulasat befo-
lyasol6 tényezdék kozott a bélmikrobiom szerepe csu-
pan a koézelmultban meriilt fel. A CRC esetében a
mikrobiom lokalis hatdsa dominél a karcinogenezis in-
dukalasaban. A pontos mechanizmus néhény baktéri-

Enterobacteriaceae

2. dbra: Bélmikrobiom lokdlis karcinogén hatdsai a vastagbélben. Bélmikrobiom diszbidzisa szadmos hatdson kereszttil névelheti a vas-
tagbél karcinoma kialakuldsdt, mint példdul genotoxikus és pro-inflammatdrikus metabolitok termelése.
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um esetében mar tisztdzott. A Fusobacterium nuclea-
tum példéaul gatolja a daganatos sejtek elpusztitdsaban
fontos természetes 616 T-sejtek (NKT) citotoxikus akti-
vitasat, mikozben a B-katenin Gtvonalon keresztiil koz-
vetleniil médositja a hamsejtek proliferacisjat, igy els-
segitve a karcinogenezist."* Az enterotoxikus Bacteroi-
des fragilis altal termelt toxin DNS-karosodast, reaktiv
oxigén szabad gyok termelését és erGteljes Th17-es im-
munvélaszt indukal, amelyek gyulladashoz és tumor-
genezishez vezetnek.'>'® Az Enterobacteriaceae csalad
tagjai altal termelt kolibaktin példaul szintén DNS-ka-
rosodast idéz elé (2. dabra)."’

Feng és mtsai vizsgalataik sordn arra kovetkeztet-
tek, hogy a CRC kialakuldsdban szerepet jatszé bél-
flératagok talszaporodésa a voros hasok talzott, vala-
mint a z6ldségek és gytimolcsok elégtelen mennyiségi
fogyasztashoz kothet6."® Ezen fajok koziil adenéma ki-
alakulasdhoz a Bacteroides dorei és a B. massiliensis re-
lativ abundanciajanak megemelkedése volt kothetd,
mig a carcinoma kialakuldsahoz, B. massiliensis, B.
ovatus, B. vulgatus és Escherichia coli jelentds emelke-
dése tarsult. Ezen felill mind az adendmaés, mind a
carcinomas betegek esetében igen alacsony volt a tej-
sav-termel§ kommenzalista baktériumok (pl. a Bifido-
bacterium genusz fajai) ardnya, melyek elgsegithetnék
a vastagbél hamrétegének napi szintd meguajulédsat, és
megakadalyoznak bizonyos patogének megtelepedé-
sét.

A daganat kialakuldsédban részt vevd fajok és me-
chanizmusok koziil azonban kézel sem ismerjiik mind-
egyiket, a huméan mintdkkal foglalkoz6, nagyobb
mintaelemszamu vizsgalatok, melyek célja a CRC diag-
nosztikajdban hasznalhat6 biomarkerek azonositésa,
még rengeteg kérdést vetnek fel. Ezen dontéen meta-
genom alapt vizsgélatok sordn genetikai és taxonémiai
markereket is figyelembe véve lehetséges olyan mik-
robiommintazatok meghatarozasa, melyek alapjan si-
kerrel kiilonithetdk el a CRC-s betegek az egészségesek-
t61."°

Tiid6é

A bélmikrobiom és a tiidétumorok kapcsolatat az
elmult néhany évben kezdték el vizsgélni, a kordbbi ta-
nulményok a tiidg sajat mikrobiomjédnak szerepét ele-
mezték a karcinogenezis folyamataban.*>*" A témaban
eddig harom publikécio jelent meg, a rendelkezésre al-
16 adatok 16S rRNS szekvenalasb6l szarmaznak, ame-
lyekbdl a betegség kialakulédsa és a mikrobiom nemzet-
ség szintl osszefiiggései vizsgalhatok.”*** Mindharom
vizsgédlatban egységes eredmény, hogy a daganatos be-

tegek bélflérdjdban az Actinobacteria relativ abundan-
cidja lecsokkent, emellett két vizsgalat eredményei sze-
rint a Proteobacteria torzs relativ abundanciaja meg-
nétt.*>** Ezeken feliil két publikacié eredményei azt
mutatjak, hogy a Bifidobacterium relativ abundanciéja
lecsékkent a daganatos betegekben.”*** A Bifidobac-
terium fajok képesek bizonyos karcinogének lebontasa-
ra, valamint a LPS és TNFa altal okozott gyulladas
csékkentésére.”>*° Nemrégiben igazoltdk, hogy a TNFa
el@segiti a tiid6rak metasztaziskészségét az epithelium-
mesenchyma atjarhatésaganak névelésén keresztiil.””
Liu és mtsai harom tumor biomarker, a citokeratin-19
fragment, a neuronspecifikus enoldaz és carcino-
embryonalis antigén, valamint a mikrobiom valtozasa-
nak osszefiiggését vizsgaltak tiidérdkos betegekben.”
A kis egyedszamu kohorszon végzett analizis bizonyos
mikrobidlis csoportoknal kapcsolatot mutatott a tu-
mormarkerek jelenlétével, a harom kiillonb6zé tumor-

s oz

marker szintjével, valamint eltéré mikrobialis 6sszeté-

telt tart fel a tiidérakos és az egészséges kontrollcsoport
mikrobiomja kozott.

Maj

A hepatocellularis carcinoma (HCC) kialakuldsa-
ban az elmalt évek vizsgalatai alapjan a bél-
mikrobiomnak is jelentds szerepe van. Mivel a m4j a
portalis vénan keresztil kozvetlen kapcsolatban van a
bélrendszerrel, igy elsédleges célpontja a bélmikro-
biomjébél szarmazé molekuldknak, mint a mikroba-
asszocialt molekularis mintazatoknak (MAMP), vagy
mikrobidlis eredet metabolitoknak. Normalis esetben
a bélfal megakadalyozza a gyulladdskelt6 MAMP-ok,
mint példdul az LPS véraramba jutdsat, ezzel csokkent-
ve a méjra gyakorolt hatdsukat. Ha azonban a bélfal at-
eresztGképessége megnd, példaul alkoholfogyasztéds
hatdsara, az a majban proinflammatorikus folyamatok
beinduldsdhoz vezethet, ezzel novelve a cirrhosis és a
HCC kialakulasanak kockézatat.”**

Amennyiben cirrhosis alakul ki, az a méj exokrin
funkciéjanak valtozasédn keresztiil visszahat a mikro-
biomra. Ilyen esetben a vékonybélben felszaporodnak
az oralis eredetd fajok, mint a Veillonella vagy Strepto-
coccus nemzetségek tagjai. Ennek oka val6szintleg az,
hogy a cirrhosis miatt a méj kevesebb epesot termel, igy
annak alacsonyabb koncentraciéja mellett a vékonybél
is alkalmas koérnyezetté valik az ordlis fajok tulélésé
re.’”

A bél mikrobiomjanak metabolikus aktivitdasabél
szarmaz6 molekuldk a méjban kozvetlenil is indukal-
hatjak a karcinogenezist. A vékonybél bakterialis ko-
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MAGAS MASODLAGOS
EPESOSZINT

sinusoidalis
endothel

ALACSONY MASOQLAGOS
EPESO-SZINT

3. dbra: Mdj-bél tengely. A bélmikrobiom dital dekonjugdlt egyes mdsodlagos epesok a szinuszoiddlis endoté| sejtjeinek CXCL16
expresszidjdt gdtoljdk, amely csGkkent természetes NKT-sejt infiltrdciohoz vezet. A bél mikrobdktdl szarmazo LPS és egyéb metabolitok a

portdlis véndn keresztiil kézvetlendil hatnak a mdjra.

zosségének egyik funkciéja az elsédleges epesok
dekonjugdlésa, igy a visszaszivasra alkalmas masodla-
gos epesok termelése. Egyes maésodlagos epesokrol
egérkisérletek soran kidertilt, hogy csokkentik a maj
kapillarisokat bélel6 endotél sejtek felszinén a CXCL16
expresszi6jat (mig az els6dleges epesdk novelik), amely
egyediili ligandja az NKT-sejtek CXCR6 receptordnak.
Az NKT-sejtek szerepet jatszanak a daganatellenes im-
munitasban, toborzasuk a CXCL16-on keresztiil torté-
nik, tehét a csokkent ligand expresszié elGsegitheti a
HCC kialakulésat (3. dbra).*!

Hasnyalmirigy

A hasnyalmirigy ductalis adenocarcinoma (PDAC)
esetében a bélmikrobiomon kiviil a szajiireg és az intra-
pancreaticus mikrobidlis kozosségek valtozasa is jelen-
t6séggel bir. Mivel a hasnyalmirigy altal termelt enzi-
mek kozvetlentil a bélbe iiriilnek, a hasnyalmirigy allo-
manyaban egy kis elvaltozas is befolyasolhatja a
mikrobiom 6sszetételét és funkcidjat. Half és mtsai kis
esetszdmu tanulmanyukban 30 hasnyalmirigyrédkos,
13 egészséges, 6 prekancerézus 1éziot hordozé és 16
nem-alkoholos zsirmadjjal rendelkez6 izraeli beteg
székletmikrobiom-vizsgalatat végezték el.*> A megfi-

igen nagy volt, azonban leirtak az adott csoportokra ka-
rakterisztikus valtozdsokat, mint a Bacteroidetes és
Firmicutes torzsek, valamint a Veillonellaceae és Verru-
comicrobiaceae csaladok dusulasa és a Clostridiacea,
Lachnospiraceae és Ruminococcaceae csaladok csok-
kent jelenléte a daganatos betegcsoportban a kontroll-
hoz képest.

Ren és mtsai 85 hasnyalmirigy-daganatos beteg és
57 egészséges kontroll székletmintajan végzett tanul-
manyuk soran a diverzitas csokkenését figyelték meg.*?
Half és mtsai eredményeihez hasonléan a kontrollhoz
képest a Bacteroidetes relativ abundacidja szignifikan-
san novekedett, mig a Firmicutes és a Proteobacte-
ria csokkent. Hét nemzetség szignifikans feldasulédsat
Veillonella, Klebsiella,
Hallella, Enterobacter és Cronobacter) és kilenc nem-

(Prevotella, Selenomonas,

zetség (Gemmiger, Bifidobacterium, Coprococcus,
Clostridium 1V, Blautia, Flavonifractor, Anaerostipes,
Butyricicoccus és Dorea) relativ abundancidjanak csok-
kenését figyelték meg.

EmIo és prosztata

A prosztata- és elmdédaganatok kialakulasédban egy-
arant fontos szerepe van 6sztrogénmedialt hatasoknak.
A bélmikrobiomra Plottel és mtsai irtak le elészor az
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4. dbra: Osztrogén kérforgds. A szervezet dltal termelt 6sztrogén a mdjban konjugdlédva deaktivdlédik. A bélbaktériumok
dekonjugdcidval djra aktivdlt formdt hoznak létre, ami a keringésbe visszaszivédva képes receptorhoz kétni. Ha az 6sztrobolom nem
dekonjugdlja az inaktiv formdt, az a széklettel (iriil. A vérbél a vese is kivdlasztja a konjugdlt 6sztrogént, ami vizelettel tdvozik.

6sztrobolom modellt, amely azon bakterialis gének
Osszessége, amelyek az 6sztrogén metabolizmusaban
részt vesznek.’* Az észtrobolom hozzajarul a normal
Osztrogénhéztartdshoz: a majban konjugal6dé, igy in-
aktivalodé 6sztogén a bélbe kertil, ahonnan a széklettel
urill. Azonban, ha a mikrobiom altal szekretalt B-glu-
kuroniddz dekonjugélt formava alakitja a konjugalt
Osztrogént, akkor ez az aktiv forma a bélbél visszaszi-
vodik a véraramba, és djra kapcsolddik az dsztrogén-
receptorokhoz.®® A mikrobialis kozosség perturbaciéja
vagy diszbi6zis eredményeképp valtozhat az 6sztro-
géndekonjugacié folyamata, ami megemelkedett
osztrogénterhelésen keresztiil hozzédjarulhat az 6sztro-
génfiiggs emlérak kialakulasdhoz,*® valamint elsegit-
heti prosztatikus neoplazia megjelenését (4. dbra).”’
Az emlédaganatokat érint6 tovabbi mikrobialis ha-
tasok féleg a bél mikrofléra metabolitjaihoz kotheték.

Példaul a lenmag, napraforgémag, koménymag vagy

szo6ja lignanokat enterolignan, enterolakton és entero-
diol metabolitokké alakitja, amelyeknek protektiv hata-
sa lehet az emlérakkal szemben.*® A masodlagos epeso,
a litokodlsav gatolja a daganat fejl6dését, az epithe-
lialis-mesenhymalis tranziciét és igy a metasztazis-
képzést. A csokkent mikrobiom diverzitas miatti meta-
bolikus valtozds igy hatdssal van az antiproliferativ
metabolitokra, ami a mellrak progresszi6jdhoz vezet-
het.*

Az antibiotikum-kezelés utani diverzitascsokkenés
prosztatacarcinoma tekintetében is rizikéfaktorként
azonositottdk.** A diverzitds csokkenése azon kom-
menczalistak aranyanak csokkenésével jar, melyek ro-
vid lanca zsirsavakat (példaul butirat, propionat és
acetat) termelnek. Ezek a molekulak szabalyozzdk az
apoptozist és sejtinvaziét, igy hatéssal lehetnek a
karcinogenezisre.
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Terapias vonatkozasok

A daganatok kezelésében hasznalt kemo- és im-
munterdpia hatdsossaga és toxicitasa, valamint a mik-
robiom kozotti kapcsolat is egy igen érdekes és felto-
rekvé kutatési teruilet. A kapcsolat egyértelmten két-
irdnyd: mikrobiom 6sszetétele befolyasolhatja a kemo-
terapias szerek hatasossagat, viszont ezek a készitmé-
nyek hatassal lehetnek a mikrobiom dsszetételére.

A bélmikrobiom kemoterdpidra gyakorolt hatdsa-
nak harom f6 klinikai kimenete lehet: 1, noveli a hata-
sossagot; 2, csokkenti a hatdsossagot; 3, véltoztatja a to-
xicitast. Ezen hatdsok transzlokacion, immunmodu-
lacion, metabolikus valtozason, enzimatikus lebonté-
son, redukalt diverzitdson és Gkologiai varidcion ke-
resztiil valésulnak meg, melyekre 0Osszefoglaléan
,TIMER”-ként hivatkozik az irodalom. Ezeket a mecha-
nizmusokat néhany kiragadott példaval ismertetjiik.

Transzlokaciés és immunmoduldciés mechaniz-
mus ciklofoszfamid kezelés esetében figyelheté meg,
amely az immunsejtek szamanak novekedését és a bél-
fal integritdsanak csokkenését okozza. Mint ahogy fen-
tebb mar targyaltuk, a Th17- és Th1-sejtek toborzasat
egyes Gram-pozitiv baktériumok befolyésoljdk. Ebben
az esetben a kezelés ezen baktériumok limfoid szervek-
be valé transzlokaci6jat okozza, és igy a baktériumok
szabélyozzak az immunvélaszt. Ezen baktériumok hia-
nyaban a ciklofoszfamid kezelés hatdsossdga csok-
ken.*!

Metabolikus valtozéds és enzimatikus lebontas pél-
daul az irinotekdn toxicitasdban okozhat véaltozast.
Ezen készitmény gyakori mellékhatasa a hasmenés,
ami az irinotekédn aktiv metabolitjdnak, az SN-38-nak a
toxikus hatdsa miatt alakul ki. Az SN-38 a méajban
glikuroniddal konjugalédik, igy inaktivalédik, majd az
epével a bélbe tiriil. A bélbaktériumok B-glitkuronidaz
enzimei a glukuronid csoport eltavolitdsaval Gjra akti-
valjak a metabolitot, igy az toxikus hatasa révén mel-
l6khatas megjelenéséhez vezet.**

Relativ diverzitason és 6koldgiai varidciéon alapul6
mechanizmusra példa az ipilimumab kezelés, melynek
sordn a betegek harmadanal lép fel kolitisz. Az ezzel
szemben rezisztens betegeknél a Bacteroidetes torzs
magasabb relativ abundancigjat figyelték meg. Akiknél
kialakult a mellékhatds, ott a mikrobialis poliamin
transzport és B-vitamin-szintézis hidnya volt azonosit-
haté.*

A mikrobiom daganatellenes kezelések hatasossa-
gét befolyasold potencialjat talan az immunellenérzé-
pont-gatl6 kezelések teriiletén lathatjuk legmarkansab-
ban tobb daganattipus esetében is. Az elsé kutatés,
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mely felhivta a figyelmet a bélmikrobiom esetleges ki-
emelt szerepére, melanomdas betegekben vizsgélta a
PDL1-gatl6 kezelés hatdsossdgat kezelés el6tt széles
spektrumt antibiotikus terdpidban részestlék eseté-
ben.** Eredményeik alapjan az antibiotikum terapia-
ban részesiilé betegek teljes tilélése szignifikdnsan
rosszabb volt az antibiotikumot nem kapo betegekhez
képest. Ujabb tanulmanyok immunellenérzépont-
gatlo kezelésben részesiil6 vesesejtes carcinomaban és
nem-kissejtes tiidérakban szenvedd betegek esetében
is igazoltdk az immunterapiat megel6z6 antibiotikus
kezelés negativ hatasat a teljes ttlélésre.*> Szamos
Gjabb preklinikai tanulmany tanulsdga alapjan kiilon-
b6z6 mikrobiom mintédzatok figyelheték meg a res-
ponder és non-responder csoportok kozott, melyek
egérmodellen végzett kutatdsok szerint széklettransz-
plantdciéval megvaltoztathatok, ezzel pedig a kezelés
hatasossaga is megvaltozik.**

A mikrobiom hematolégiai malignitasok kezelésére
is hatassal van. Ezen a teriileten az egyik elsg kozle-
mény szintén az antibiotikus kezeléshez kothetd,
2009-ben van Vliet és mtsai antibiotikus profilaxisban
részesuld akut myeloid leukaemias gyermekekben ir-
tak le kemoterapia soran a béltraktus fokozott kolonizé-
ciojat, melyhez patogén mikroorganizmusok megjele-
nése tarsulhat.*® Ezen feliil Gram-pozitiv kérokozok el-
len antibiotikummal kezelt ciklofoszfamid terapiaban
részestld kronikus lymphocytas leukaemias és cisz-
platinnal kezelt relabalt lymphomads betegek terdpias
valasz ardnya és teljes tulélése alacsonyabbnak bizo-
nyult egyes kutatasok szerint.*

Végezetil emlitésre méltd, hogy az autolég bs-
sejt-transzplantacio teriiletén egyre tobb bizonyiték ta-
masztja ala a bélmikrobiom jelentéségét. Graft-versus
host betegség (GVHD) egérmodellen végzett vizsgalata
soran a diverzitds csokkenését, Lactobacillales rend ex-
panzio6jat és a Clostridiales-eliminéciot azonositottak.
A Lactobacillales eliminaci6ja egérmodell mikrobiom-
jabol a csontvelé-transzplantacié el6tt sulyosbitotta a
GVHD-t, azonban érdekes mddon a predominans
Lactobacillus faj Gjra megtelepiilése jelentds védelmet
nyujtott a GVHD-val szemben.

A GVHD-ban szenvedd betegek mikrobiomjaban az
egérkisérleteknek megfelel§ eltérések jelentek meg, to-
vabba roviddel a csontveld transzplantaciét kovetGen
kialakulé mikrobialis ,kdosz” potens riziké faktornak
bizonyult a késébbiekben kialakul6 GVHD tekinteté-
ben.”” A mikrobiom-diverzitds és a csontveld-transz-
plantaciot kovetd talélés, illetve GHVD kialakulas ko-
zOtti 0sszefliggés nagy esetszamu multicentrikus vizs-
galat is megerdsitette. Egy harom f6ldrészre kiterjedd,
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négy centrum mintegy 1362 betegének székletmintéit
vizsgél6 tanulmany alapjan a transzplantaciot kovetd
magas diverzitds alacsonyabb haldlozédssal jar.
A transzplantaciot megeléz6 alacsony diverzitas pedig
kedvezétlen prediktiv markernek bizonyult a transz-
plantéciéhoz kotheté mortalitéds és a GVHD kialakula-
sanak vonatkozasaban.*®

Egyes kozlemények ezen jelenségeket a mikrobiom
altal termelt metabolitoknak tulajdonitjak. Példaul az
indol fontos a bél mucosa barrier funkciéjanak modu-
laldsdban és a hamsejtekben a pro- és antiinflamma-
torikus gének expresszi6jdnak szabalyozasaban. Az in-
dol konjugétumanak (3-indoxil-szulfat) alacsony szint-
je a vizeletben tiz nappal az ASCT utan korrelalt a
transzplantacidhoz kothetd mortalitassal és teljes tul-
éléssel 1 évvel a beavatkozas utan.*

Mindezen eredmények a mikrobiom biomarker
funkci6ja mellett felvetik a lehet8ségét a mikrobiomot
befolyasol6 kiegészité kezelésnek, mely novelhetné a

tumorellenes terapiak hatdsossagat.

Diszkusszid

A mikrobiom szerepe a daganatos betegségek kiala-
kuldsédban naprdl napra egyre vilagosabba valik, azon-
ban a pontos mechanizmus, mellyel befolyésoljak vagy
jelzik a tumorok kialakulasat sok esetben még ismeret-
len. Az eddigi eredmények alapjan egyértelmd, hogy a
bélmikrobiom hatéassal van az immunitasra, befolya-
solja egyes daganatok kialakulasdnak valdszintségét,
és hatassal van a daganatellenes kezelésekre, ezaltal

1. tabldzat. Mikrobiom moduldcié lehetbségei

felmeriil, hogy nem csupan biomarkerként, hanem te-
rapiés célpontként is szerepe lehet.

A mikrobiom kedvez§ irdnyt modulaci6jara négy
megkozelités lehetséges: széklettranszplantacio; pro-
biotikumok; prebiotikumok; és célzott diéta. Az egyes
modszerek elényeit és hatranyait az 1. tablazat 6sszeg-
zi. A teriiletben rejlé lehetéségeket mutatja, hogy sza-
mos klinikai tanulmény vizsgalja ezen intervencids
moédszerek hatdsét egyes tumorok kialakulasaban, tera-
pias valasz befolyasolasdban, kezeléshez tarsulé toxici-
tas modositasaban (1. tabldzat).”

Az eddigi vizsgalatok alapjan szervezetiink és a
mikrobiom interakciéja egy komplex, hal6zathoz ha-
sonlatos rendszert alkot, melynek tovabbi megértésé-
hez nem elégséges csupan a mikrobiomot vizsgélni.
A tovéabbi, mélyebb 6sszefiiggések feltarasdhoz vezet-
het a metagenom alapt vizsgalati mdédszerek elterjedé-
se, melyek a mikroorganizmusok pontos, faj szintd
azonositasa mellett lehet6vé teszik a virulenciafaktor-
gének kimutatasét, ezzel funkcionalis informéciot is
szolgaltatva az adott mikrobialis k6zosségrél. Szamos
esetben a mikrobialis eredetd, vagy a mikrobiom altal
modositott metabolitok allnak a betegséget, vagy teréd-
piat médosité hatds mogott, igy ezek vizsgélata, meta-
bolomikai analizise tovabbi ¢sszefiiggéseket fedhet fel.
Mindezeken fell a teljes komplexitas feltérképezésé-
hez sziikséges az egyén, mint gazdaszervezet részletes
vizsgélata, mely kiterjed a genetikai hattérre, gyogy-
szerszedési szokasokra, diétara és kornyezeti faktorok-
ra egyarant, ugyanis ezen tényezék mind hatassal le-
hetnek a mikrobiom 6sszetételére. Mindezek figyelem-
bevételével a mikrobiom vizsgédlata és modulécidja a

ELONYOK HATRANYOK KLINIKAI TANULMANY
Széklet- komplett mikrobialis 6kosziszté- | koltséges és nehezen hozzaférhe- | (NCT03341143)
transzplantdcié | ma atadasa t6, beavatkozas kockazattal jar, széklet transzplantacié és
egyéb betegségek is atadhatok immunellenérzépont gatlé egytit-
tes alkalmazdsa melanoméban
Probiotikumok | egyszertien alkalmazhato, olcs6, | véltozé megtapadas verseng6 (NCT01410955) vastagbélrak
elérhetd kommenzalistak esetén, csokkent- | irinotekan kezelés soran fellépé
heti a teljes diverzitast, nem meg- | toxikus mellékhatas mérséklése
felelG szabélyozas és mingségel- | probiotikummal
lenérzés
Prebiotikumok | egyszeriien alkalmazhatd, olcso, teljes értéku ételek fontosabbak (NCT03870607)
elérhet6 lehetnek, mint az izol4lt kemo- és radioterdpia hatdsossaga-
tdpanyag-kiegésztk nak novelése andlis
laphdmcarcinomaban pre- és
probiotikumok alkalmazdsaval
Diéta teljeskort véltozés, mely egyéb alacsony compliance, nehezen (NCT027663033)
kedvezd hatasokkal is jarhat fenntarthato, valtozo6 hatés taplalékkiegészit6 hatdsa allogén
Gssejt-transzplantaciot kovetd
akut GVHD kialakulasara
504 ORVOSKEPZES XCVI.EvFoLYAM / 2021.



Bélmikrobiom jelentésége daganatos betegségek kialakulasaban,
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jovében hasznos kiegészitGjévé valhat a daganatos be-

tegek komplex onkoldgiai kezelésének.
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A gyermekkori akut leukaemiak korszerii molekularis diagnosztikaja és
kezelése

State-of-the-art molecular diagnostics and treatment of pediatric acute leukemia
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0SSZEFOGLALAS A haemopoeticus rendszer mikodésének koros elvaltozasa nyoman kialakul6 leukaemidk a gyermekkor leggyakoribb rosszindulatu da-
ganatos megbetegedései. A malignus transzformacio kovetkeztében megjelend fokozott klonalis sejtproliferacio lymphoid és myeloid érési vonalakat
egyarant érinthet, ebben az életkorban az esetek dontd tébbségében heveny korlefolyassal tarsulva. A leggyakoribb gyermekkori leukaemiatipus az akut
lymphoblastos leukaemia (ALL), melynek kezelése az elmdlt évtizedekben latvanyos fejlédésen ment keresztiil. Jelenleg a komplex, citosztatikum alapu
onkoterapia ezen betegek korilbeliil 80-90%-anal vezet teljes gyogyulashoz. Ugyanakkor az ALL-es betegek egy részénél, tovabba a klinikai ellatas tekin-
tetében nagyobb kihivast jelenté akut myeloid leukaemias betegeknél a modern hematoldgia Uj lehetdségeit is ki kell aknazni a remisszio eléréséhez és
fenntartasahoz, melyben kiemelkedd szerepe lehet a kozelmditban elérhetévé valt célzott terapias szereknek, ugynevezett molekuldris inhibitoroknak. Az
rakterizalasa, amely korszer(i nagy atereszt6képesség technoldgidkkal ma mar a mindennapi diagnosztikdban is elvégezhetd. Kozleményiinkben rviden
attekintjiik a gyermekkori akut leukaemiak genetikai hatterének legfontosabb jellemz6it és vizsgalomaodszereit, kitérve arra is, hogy a modern genomikai és
transzkriptomikai vizsgalatok miként segitik a klinikai dontéshozatalt. Ezenkivill bemutatjuk a kozelmultban orszagos 0sszefogassal elinditott Magyar
Gyermekleukémia Molekularis Profilozasi Programot, aminek keretében biztositani kivanjuk minden hazai leukaemias gyermek szamara a jelenleg elérhe-
t6 legkorszertibb molekularis diagnosztikat, elésegitve ezéltal a leghatékonyabb terapias stratégiak betegagy melletti alkalmazasat.

KULCSSZAVAK gyermekkori leukaemia, molekularis diagnosztika, célzott terapia

SUMMARY Leukemia emerging due to malfunction of the hematopoietic system represents the most common type of childhood malignancies.
Unleashed clonal cell proliferation conferred by malignant transformation can affect the myeloid and/or lymphoid cell compartments; and in this age
group, itis associated with an acute disease course in vast majority of cases. Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the major type of pediatric leukemia.
During the past decades, the treatment of ALL showed remarkable improvement with around 80-90% of patients currently achieving clinical recovery with
complex cytotoxic oncotherapy. However, novel opportunities offered by modern hematology must be exploited in order to achieve and maintain
remission in a subset off ALL patients as well as in acute myeloid leukemia which currently poses more difficult challenges for clinical management.
Recent introduction of molecular inhibitors providing targeted therapies may have paramount importance in this regard. For optimal therapy selection,
comprehensive molecular characterization of the leukemic cell population in individual patients is essential, which has also become feasible in routine
diagnostics using high-throughput technologies. Here, we provide a brief overview of the main features and investigative methods of the genetic
background of pediatric leukemia, also demonstrating how cutting-edge interrogation of the genomic and transcriptomic landscape can aid advanced
clinical decision making. Furthermore, we introduce the Hungarian Pediatric Leukemia Molecular Profiling Program which has recently been established
with the aim to provide state-of-the-art molecular diagnostics for all Hungarian children with leukemia, ultimately also facilitating the application of the
most robust treatment strategies at the bedside.

KEY WORDS pediatric leukemia, molecular diagnostics, targeted therapy
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Roviditések
ALL akut lymphoblastos leukaemia ITD internal tandem duplication (belsé tandem duplikdcio)
allo-HSCT  allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allogén MDS myelodysplasids szindréma

vérképzd Bssejt-transzplantdcic) MLPA multiplex ligdcié-fliggé szonda amplifikdcio
AML akut myeloid leukaemia MRD minimdlis/mérheté rezidudlis betegség
AMKL akut megakaryoblastos leukaemia NGS next generation sequencing (Ujgenerdcios szekvendlds)
array-CGH  array comparative genomic hybridization (array kompara- ORR overall response rate (teljes vdlaszardny)

tiv genom hibridizdcio) oS overall survival (teljes tulélés)
ATRA all-trans-retinoic acid (csupa-transz retinsav) PCR polymerase chain reaction (polimerdz Idncreakcic)
CN-LOH copy neutral loss of heterozigosity (kdpiaszdm vdltozdssal Ph Philadelphia

nem jdrd heterozigotasdg vesztés) SNP single nucleotide polymorphism (egyedi nukleotid polimor-
EFS event-free survival (eseménymentes tulélés) fizmus)
FDA U.S. Food and Drug Administration (Amerikai Elelmiszer- és TKI tirozin-kindz-inhibitor

Gydgyszerengedélyeztetési Hivatal)
Bevezetés Kézleménytinkben réviden attekintjiikk a gyermek-

A baleseteket kovetden fejlett orszdgokban a rossz-
indulatd daganatos megbetegedések felelGsek legna-
gyobb mértékben az 1-18 éves korosztdlyban megfi-
gyelhetd mortalitasért." A vérképz6 szervrendszer sejt-
jeinek malignus elvéaltozasédbol kialakulé haemopoe-
ticus daganatok a leggyakoribb gyermekkori neo-
plasidk, melyek donté tobbsége akut leukaemia forma-
jdban jelenik meg.* Az akut leukaemias esetek szama a
modern iparosodott tirsadalmakban enyhe emelkedést
mutat, hazankban jelenleg évente 70-80 4j beteg kertil
diagnosztizalasra.® A leukaemias sejtek tébbnyire éret-
len (prekurzor) lymphoid vagy myeloid fenotipussal
rendelkeznek, esetenként kevert vagy érettebb fenoti-
pust mutatva, mely leginkdbb att6l fiigg, hogy a malig-
nus transzformdacié a haemopoeticus érési folyamat
melyik fazisdban vezet gatlashoz, ezéltal az érintett
sejttipus aranytalan klonalis felszaporodaséhoz.
A gyermekkori leukaemias esetek 80%-a akut lympho-
blastos leukaemiaként (ALL), 15%-a akut myeloid
leukaemia forméjdban (AML) jelentkezik, mig ritkab-
ban kronikus myeloid leukaemia, illetve juvenilis
myelomonocytds leukaemia is eléfordulhat ebben a
ALL-es betegek 85%-4nal a
leukaemiéas sejtek prekurzor B-sejtes fenotipust mutat-

korosztalyban. Az

nak, 10-15%-ukban prekurzor T-sejtes fenotipus fi-
gyelheté meg.* Az ALL kezelése az elmilt évtizedek-
ben latvanyos fejlédésen ment keresztiil, jelenleg a
komplex, citosztatikum alapt onkoterdpia ezen bete-
gek koriilbeltl 80-90%-anél vezet teljes gyégyulés
hoz.’ Az ALL-hez képest a gyermekkori AML terapija
napjainkban nagyobb kihivast jelent a klinikai ellatas
szaméara, amit a betegek valamivel alacsonyabb,
65-70%-0s 5 éves teljes tilélése (overall survival, OS)
jelez.® Mindkét akut leukaemiatipusra jellemzé, hogy a
véarhato talélés erGsen fiigg att6l, hogy az adott beteg az
entitds mely alcsoportjaba tartozik, azaz leukaemiaja
milyen fenotipusos, genomikai és transzkriptomikai
paraméterekkel rendelkezik.

kori akut leukaemidk legfontosabb genetikai és transz-
kriptomikai jellemzdit, valamint azokat a laboratériu-
mi mddszereket, melyek jelenleg rendelkezésiinkre all-
nak az egyes betegek mintainak vizsgalatdhoz. Ezenki-
vil betekintést nyajtunk abba, hogy a modern vizsgéla-
tok miként segitik a klinikai dontéshozatalt, végiil pe-
dig bemutatjuk a kozelmultban altalunk elinditott Ma-
gyar Gyermekleukémia Molekularis Profilozasi Progra-
mot, aminek keretében biztositani kivdnjuk a legkor-
szertibb molekularis diagnosztikat a hazai leukaemias
gyermekek szamara, ezaltal is elGsegitve a legmegfele-
16bb terapias stratégiak betegagy melletti alkalmazasat.

A gyermekkori akut leukaemiak genetikai hattere

A gyermekkori akut leukaemiak genetikailag hete-
rogén megbetegedések, melyeknél szamos visszatérd
modon megjelend primer aberraci6é hatdroz meg hiva-
talosan vagy el6zetesen (provizérikusan) elfogadott ge-
netikai alcsoportot (1. tdbldzat).” A genetikai szubtipu-
sokat definialé eltérések tobbségének a betegek prog-
nosztikai rizikdcsoportba val6 besoroldsédban is megha-
tarozo szerepe van, egy résziik pedig prediktiv értékkel
is bir.

Az ALL, kés6bb pedig az AML genetikai vizsgélata
kapcsan is szamos olyan tanulmany sziiletett, melynek

eredményei aldtdmasztjdk a gyermekkori akut
leukaemidk kialakuldsdnak tobblépcsés modelljét

(two-hit" model). Eszerint a klinikailag manifeszt
leukaemidhoz vezet6 folyamat mar sziiletést megel6z6-
en elkezdddik, az elsd genetikai aberraci6 in utero jele-
nik meg, hataséra pedig az érintett sejtbél elindul egy
limitalt intenzitast proliferacié. Az igy képz6dott rej-
tett, prae-leukaemids populdcié egyes sejtjeiben tovab-
bi, szelekcids elényt nyujté szekunder genetikai vagy
epigenetikai aberraciok jelennek meg, melynek kovet-
kezményeként kialakul a leukaemias kérkép.® Az in
utero eredetet kozvetve bizonyitjak olyan adatok, me-
lyek szerint ugyanazon tipusi leukaemiaban szenvedd
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1. tabldzat: A gyermekkori akut leukaemidk genetikai alcsoportjai

GENETIKAI ABERRACIO GYAKORISAG |5 EVES EFS (%)
ALL

1(9;22)(q34.1;q11.2) BCR-ABL1 génftzio 2-4% 70-80
t(v;11q23) KMT2A gén atrendezédés 4% 30-40
£(12;21)(p13.2;q22.1) ETV6-RUNX1 génfazid 25% 80-95
hiperdiploiditas 20-30% 85-95
hipodiploiditas 1-2% 35-40
t(5;14)(q31.1;932.3) IGH-IL3 <1% 27-30
£(1;19)(q23;p13.3) TCF3-PBX1 génfuzio 5% 80-85
BCR-ABL1-like génexpressziés mintazat (provizorikus) 10-20% 75-85
21-es kromoszéman beliili amplifikacié (IAMP21) (provizorikus) 2-3% 40-50
AML

1(8;21)(q22;q22.1) RUNX1-RUNX1T1 génfuzié 10-12% 60-85
inv(16)(p13.1q22) vagy t(16;16)(p13.1;q22) CBFB-MYH11 génfazio 10% 70-80
t(15;17)(q22;q21) PML-RARA génftzié 2-10% 65-85
£(9;11)(p21.3;q23.3) MLLT3-KMT2A génfuzio 6-11% 20-75
(6;9)(p23;q34.1) DEK-NUP214 génfuzio 1-2% 25-40
inv(3)(q21.3q26.2) vagy t(3;3)(q21.3;q26.2) GATA2, MECOM 1-5% <10
t(1;22)(p13.3;q13.3) RBM15-MKL1 génfizio 1-3% 45-60
NPM1 mutaci6 8-10% 70-90
biallélikus CEBPA mutéci6 5-10% 50-60
t(9;22)(q34;q11.2) BCR-ABL1 génfazi6 (provizoérikus) <1% ?
RUNX1 mutéci6 (provizorikus) 3% <10

Rovidités: EFS: eseménymentes tilélés (event-free survival)

monozigéta, monochorialis ikerparok malignus sejtjei
hajszalpontosan megegyez6, leukemogenezissel 6ssze-
fiiggd primer szomatikus genetikai markereket hordoz-
nak.”'® Ennek nem kizérélagos, de legval6szintibb ma-
gyarazata az, hogy a méhen belill megjelené prae-
leukaemiés sejtcsoport a két magzat kozott gyakran
megosztott vérkeringésen keresztiil atjut a testvérbe,
akiben igy szintén megteremti az adott leukaemiatipus
késébbi kialakulasanak emelkedett kockazatat. Késébb
tovabbi tdmogat6 adatokat szolgéltattak olyan tanul-
manyok, melyekben leukaemias gyermekek egészséges
monozigbta ikertestvéreinek pre-leukaemias sejtjeiben
is kimutattdk a leukaemia kifejlédését inicialo geneti-
kai 16zi6t."""* Végiil egyes klénspecifikus genetikai el-
téréseknek a leukaemias betegek sziiletéskor archivalt
koldokzsinér vércseppjeiben valo sikeres visszakeresé-
se szolgaltatott kozvetlen bizonyitékot a leukemogene-

zis primer aberraciéinak in utero megjelenésére.'***

A gyermekkori leukaemiak legnagyobb csoportjat
reprezental6 prekurzor B-sejtes ALL-ben a méasodlagos
genetikai aberraciék leginkabb DNS koépiaszam vélto-
zéasokat, illetve mutaciékat foglalnak magukban, me-
lyek lymphoid transzkripcids faktorokat kédolé géne-
ket, sejtciklus szabalyozasban és tumorszuppresszi6-
ban szerepet jatszo6 géneket, apoptdzisreguldtorokat, il-
letve epigenetikai szabalyozé géneket érintenek.'>'®
A szekunder aberrdcidk szama és tipusa genetikai al-
csoportonként valtozoé. A tipikusan egyéves kor alatt je-
lentkezs, KMT2A génétrendezbédéssel definidlt szub-
tipus betegeiben példaul alig detektalhat6 mésodlagos
eltérés, mely alapjan feltételezhetd, hogy a primer gén-
fazi6 jelenléte 6nmagaban elegendd a leukaemia kiala-
kul4sahoz.'” Ezzel szemben ETV6-RUNX1 génfiizi6t
hordozé betegekben atlagosan 6-7 DNS képiaszam val-
tozassal jaro eltérés, f6leg delécié mutathato ki diagné-
ziskor, mely valészintsiti, hogy ebben az esetben a pri-
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mer génfiizié mellett tovabbi aberraciok megjelenése is
szitkséges a betegség kialakuldsahoz."> BCR-ABL1 gén-
fazioval, illetve BCR-ABL1-like génexpressziés minta-
zattal rendelkezG betegekre jellemzé az IKZF1 gén gya-
kori aberréaci6ja, mig magas hiperdiploid kariotipussal
rendelkezé betegekben a masodlagos eltérések gyakran
érintenek Ras jelédtviteli Gtvonalban, illetve kromatin
médositdsban szerepet jatszo géneket.'*'*'? Diagnozis-
hoz képest ALL relapszusakor az aberracidk szamaban
emelkedés figyelhetd meg, az egyes eltérések kombina-
cidinak vizsgélata pedig segithet felderiteni az eltérd
id6pontokban dominal6 leukaemias sejtpopulaciok ko-
zotti klonalis kapcsolatot, evoltaciés dtvonalat ig.2021
Ezenkivil egy kozelmultbeli atfogd, kombinalt DNS-
(genom-exom) és RNS-szekvenalast, valamint digitalis
PCR-t és xenograft modelleket is alkalmaz6 tanulmany
szerzGi az ALL progresszidjaban tipikusan érintett gé-
neket csoportositani tudtak aszerint is, hogy melyek
mutécioi jelennek meg twjonnan relapszuskor (pl.
NCOR2, USH2A, NT5C2), illetve melyekben mutatha-
tok ki eltérések mar diagnoéziskor is, tobbnyire szub-
klonélis szinten (pl. CREBBP, NOTCH1 és Ras jelétvi-
telben szereplé gének).”*

Léteznek olyan gének, amelyek aberrdciéja mind az
ALL, mind pedig az AML leukemogenezisében kimu-
tathat6. Régéta ismert entitds a bifenotipusos, azaz
lymphoid és myeloid sejtfelszini immunol6giai marke-
reket egyarant expresszal6 leukaemia, az utébbi évek-
ben pedig az is bebizonyosodott, hogy molekularis ge-
netikai alapon is elkiilonitheték atfed6 lymphomyeloid
entitasok. Az akut myeloid/T-lymphoblastos leukaemi-
ara példaul visszatérG eltérések jellemz6k a WT1,
PHF6, RUNX1 és BCL11B génekben, a RUNX1 mutélt
éretlen fenotipusi AML-es betegek pedig rosszul rea-
gélnak az AML kezelésére elGirt kemoterdpias sémak-
ra.”®** A tisztdn myeloid differencialtsagti gyermekkori
akut leukaemia genetikai szempontbdl egy kiilon enti-
tast képez a joval gyakoribb felnéGttkori AML-hez ké-
pest. Altaldnossagban elmondhaté a gyermekkori
AML-16l, hogy a betegek 70-85%-dban mutathatok ki
klonélis numerikus vagy strukturalis kromoszéma el-
térések, amelyek kozil egyes eltérések életkor-specifi-
kus eloszlast mutatnak. Csecsemdkort betegeknél el-
s6sorban KMT2A génatrendezédés, valamint egyéb rit-
ka, szinte kizardlag csecsemdkorban eléfordulé génfi-
ziok (pl. CBFA2T3-GLIS2, NUP98-KMT5A) figyelhet6k
meg, mig az idGsebb gyermekeknél (3-14 év) mar gyak-
rabban mutatkozik a kedvezd prognézissal jaré t(8;21)
és inv(16), valamint ezek a betegek nagyobb aranyban
rendelkeznek normal kariotipussal. Gyermekkorban az

AML progressziéjat irdnyito eltérések koriilbelil fele
olyan citogenetikai abnormalitds, amely a blasztok
transzkripci6s faktor (pl. CBFB, RUNX1) miikodését be-
folyasolja.”® Hasonl6 életkor-specifikus 6sszefiiggések
figyelhet6k meg a mutéciok szintjén is: a Ras-jelatviteli
utvonalat érint6 mutédciok elsGsorban csecsemdékorban
dominalnak, mig az NPM1 és CEBPA mutaci6k eléfor-
dulési gyakorisaga az életkorral ns.*®

A gyermekkori leukaemiakat tobb, egymasbdl el-
dgaz6 maédon fejléds, egyedi genetikai tulajdonségok-
kal rendelkez6 szubklén és az igy kialakult komplex
szubklonalis szerkezet jellemzi,”” melyet kés6bb mas
malignitdsokban is megfigyeltek.”®** A jelenség felfe-
dezése, mint az szamos korabbi haemopoeticus daga-
natokon végzett kutatds eredményeirél is elmondhato,
altalanosan meghatarozo6 hatdstinak bizonyult a tumo-
rok fejl6désének, progresszidjanak és terapids rezisz-
tenciajanak megértése szempontjabol.*® A gyermekkori
leukaemidk genetikai hatterének és az egyes aberraciok
kovetkezményeinek egyre részletesebb megismerése
természetesen nagymértékben koszonhetd a genetikai,
genomikai és transzkriptomikai médszerek folyama-
tos, egyre gyorsulo fejlédésének is.

Molekularis vizsgalomédszerek

A betegségre jellemzd aberracidk valtozatos tipusai
miatt a gyermekkori leukaemidk genetikai karakteriza-
lasa komplex mddszertant igényel, mely Magyarorszé-
gon egészen a kozelmultig DNS-index mérést, karioti-
pizalast, valamint fluoreszcencia in situ hibridizaciés
és PCR-alapu vizsgélatokat foglalt magaban. Hazai kor-
nyezetben ez a modszertani megkozelités talélte a
microarray alapa technikdk megjelenését, virdgzéasat és
hanyatlasat, melynek oka nemcsak a koltséghatékony-
sdgban, hanem az egyes konvenciondlis moddszerek
egymast jol kiegészit6 elényeiben is keresendd. Az el-
mult évtizedben sok més daganatos megbetegedéshez
hasonldan, a gyermekkori leukaemiak kutatdsaban is
megfigyelhetd volt az Gjgenerécios szekvenalas (NGS)
jelentds térnyerése, mely olyan mennyiségt és mindgsé-
gl adatot képes szolgaltatni, ami alapjan a médszer di-
agnosztikai munkafolyamatba valé beépitése megke-
riilhetetlennek tnik. Az NGS eredmények ALL és
AML vonatkozésaban is jelentésen tagitottdk ismerete-
inket genom, epigenom és transzkriptum szinten egy-
arant.”®*'"3% A gyermekkori akut leukaemiak vizsgala-
tahoz leggyakrabban hasznélt modszereket a 2. tabla-
zat foglalja 6ssze.
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2. tablazat: A gyermekkori akut leukaemidk genetikai, genomikai és transzkriptomikai vizsgalémaodszerei

MODSZER

VIZSGALAT CELJA - KIMUTATANDO ELTERES*

Genetika-genomika

DNS index aneuploidia kimutatéas

Kariotipizalas mono-/tri-/tetraszémia, valamint delécid, tébblet-amplifikacié, transzlokécio,
inverzi6 azonositéasa teljes kariotipus szinten

FISH mono-/tri-/tetraszémia, valamint deléci6, tobblet-amplifikacio, transzlokécio,
inverzié célzott kimutatasa

MLPA delécio, tobblet-amplifikacid, esetleg pontmutécié célzott kimutatasa

array CGH delécio, tobblet-amplifikdcié kimutatédsa teljes genom szinten

SNP-array delécio, tobblet-amplifikdcid, valamint képiaszam véltozédssal nem jaré allélikus
kiegyenstulyozatlansdg (CN-LOH) kimutatésa teljes genom szinten

PCR pontmutécio, génatrendezédések DNS szintd célzott kimutatasa

digitéalis droplet PCR

pontmutécio, delécio, tobblet-amplifikdcié DNS szintd célzott kimutatésa

Sanger-szekvenalas

pontmutécio, kisméretd inszerciok és delécidk célzott kimutatasa

NGS

Teljes genom szekvenalas

genetikai eltérések atfogo vizsgélata teljes genom szinten

Exom szekvenalas

genetikai aberréaciok feltérképezése a kodolo régidoban

Célzott genom szekvenalas

klinikailag relevans genetikai aberraciok célzott DNS-szintd kimutatasa

Transzkriptomika

RT-PCR

génfuziok specifikus kimutatasa RNS-szinten, célzott génexpresszios vizsgalatok

NGS

Teljes transzkriptum szekvenalas

génexpresszios mintazatok és splice varidnsok felderitése, genetikai aberraciok
egyszerUsitett szirése teljes transzkriptum szinten

Célzott transzkriptum szekvenalas

RNS-szinten

génexpresszios véltozdsok és genetikai aberraciok egyszerisitett, célzott sziirése

Roviditések: FISH, fluoreszcencia in situ hibridizdcid; MLPA: multiplex ligdcio-fiigg6 szonda amplifikaci6; array CGH: array
komparativ genom hibridizacié; SNP: egyedi nukleotid polimorfizmus; CN-LOH: kdpiaszdm valtozdssal nem jaré hetero-
zigotasdg vesztés); PCR: polimeraz lancreakcid; LOH: loss of heterozygosity; NGS: tjgeneracios szekvendlds (next generation

sequencing).

* A téblazat az egyes modszerek leggyakoribb alkalmazasait mutatja be. Specialis, tobbnyire kutatési célu alkalmazasokat

nem tartalmaz.

Uj hatoanyagok és klinikai dontéshozatal
a korszerii leukaemia-genomikai vizsgalatok
tiikrében

A molekularis genetika vizsgdlomodszereinek
utébbi években tapasztalt robbanésszert fejlédéséhez
fel kellett zarkéznia az onkoterdpias gyogyszerkutata-
soknak és a gyakorlati betegellatdsnak is. Ismeretanya-
gunk az akut leukaemidk genetikajardl és biol6gidjarol
olyan mértékben megnovekedett, hogy egy adott beteg-
re és annak betegségprogresszi6jara torténd kiterjedt al-
kalmazasa mar adatbanyasz-technikakat igényel.**** A
genomikai eredmények klinikai gyakorlatba, terdpias
irdnyelvekbe val6 beillesztése hosszadalmas folyamat,
hiszen ezen a szinten mar csak a kell6en meggy6z6 evi-

dencidknak van helye. Az elmult évek tapasztalata

alapjan a kovetkezd, gyakorlati jelent6ségti kérdések

meriilnek fel a modern gyermekleukaemia-ellatas
genomikai-transzkriptomikai informaciokra épitkezd
fejlesztése kapcsan:

» Hogyan javithat6 a betegek rizikostratifikacidja, az
eltérd intenzitasu kezelést kijelold rizikocsoportok
kritériumainak meghatérozasa?

» Milyen mértékben kaphat teret az 4j célzott kis mo-
lekuldjt inhibitorok alkalmazasa? Mely betegeknek
javasolhaték az on-label vagy akar off-label készit-
mények?

» Erdemes-e kévetni a mutéciés profil kezeléshez tar-
sul6 dinamikus valtozasait, kihasznalhatjuk-e ezt a
terdpidban?
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A gyermekkori akut leukaemiédk ellatasa részletes
nemzetkozi egyeztetést kovetéen megfogalmazott ke-
moterapids protokollok alkalmazasédval torténik a vilag
fejlett orszdgaiban. Ezek dontd tobbsége az elmult évti-
zedekben harom prognosztikai csoportba osztotta a be-
tegeket, igymint alacsony, kozepes és magas rizikoju
agakba. Jelentds részben a kiillonb6z6 genetikai szub-
tipusok tuléléselemzéseivel nyert informécioknak ko-
szonhets,”"***>* hogy a protokollok megtjitdsakor
idérél idére kozponti téma a rizik6csoportok szdmanak
novelése, példdul nagyon alacsony vagy nagyon magas
rizik6agak l1étrehozéasaval, részben genetikai faktorokra
is alapozva. A jelenségre tekinthettink gy, mint a pre-
cizios onkolégia térnyerésére: tavlatokban gondolkod-
va elképzelhetd, hogy a klinikai iranyelvek jovébeli fo-
lyamatos reviziéjaval egyre tobb rizikécsoport keriil

meghatarozasra, egészen addig, amig egy csoportba
szinte csak egyetlen beteg tartozik majd. Ez a jelenleg
még utdpisztikus gondolat jelentené a személyre sza-
bott medicina szoros értelemben vett megvaldsulésat.

A gyermekkori ALL genetikai alapt stratifikdcio-
jaban felhasznalhat6 példaul a kiemelkedéen j6 prog-
nozist kilatasba helyezé ETV6-RUNX1 génfizid, az
ETV6-RUNX1-like génexpressziés mintazat, a DUX4
génatrendezddés, valamint a magas hiperdiploid kario-
tipus, mig jellemzden kedvezdtlen kimenetellel jar a
Philadelphia-transzlokéaci6 (BCR-ABL1 génfuzid), a
21-es kromoszoma intrakromoszémalis amplifikaci6ja
(iIAMP21), az IKZF1""™ csoportot definidlé DNS képia-
szam profil és a TCF3-HLF génfuzi6 (3. tdbldzat). Az
IKZF1*™ konstellaci6 és — kisebb mértékben — 6nmaga-
ban az IKZF1 allélikus hidnya is 6sszefiigg a révidebb

3. tablazat. Genetikai alcsoportok mint a legiijabb molekuldris indikdcids kérok és betegstratifikdacids vezérpontok gyer-

mekkori akut leukaemidkban

GENETIKAI ALCSOPORT CELZOTT LEUKAEMIAELLENES SZER(EK) REF.
VAGY LEHETSEGES RIZIKOBESOROLASI SZEMPONT
ALL
Ph+ (BCR-ABL1) TKI, Aurora-kinaz (alisertib) [45]
TCF3-PBX1 PI3Ki (idelalisib), kemoterapiara reagal [46]
TCF3-HLF terdpiarezisztens betegség, BCL2i (venetoclax) [47]
KMT2A-éatrendez6dés FLT3i (quizartinib), DOT1L-i (pinometostat), [48]
proteasoma-inhibitor (bortezomib), HDACi = DNMTi
rossz indukciés valasz esetén allo-HSCT
ETV6-RUNX1, ETV6-RUNX1-like, DUX4- kivalé prognozis miatt redukélt intenzitast kezelés [49]
atrendezddés (gyakori a koincidens ERGdel)
MEF2D-atrendezédés HDACI (panabinostat), proteasoma-inhibitor (bortezomib) [50]
ZNF384-atrendezddés FLT3i (sunitinib) [51]
NT5C2-eltérés tiopurin-rezisztencidval jar, relapszusra jellemzd eltérés [52]
CREBBP-eltérés kortikoszteroid-rezisztenciaval jar [53]
Hipodiploid BCL2i (venetoclax), allo-SCT [54]
Magas hiperdiploid kozvetlen alacsony rizikécsoportba sorolds [31]
iAMP21 kozvetlentil magas rizikdcsoportba sorolas [55]
NOTCH1+ PSENT1i (B-szekretdz komplex géatlasa) [56]
IKZF1P1us IKZF1 eltérés esetén a FAKi mas szereket potenciroz [57]
magas rizik6csoportba sorolds (kis MRD-vel is)
MYC-étrendezbdés rezisztens betegség, intenziv terdpiat igényel [58]
NUP214-ABL1 génfazié/amplifikdcio TKI [41]
onkogének (pl. TAL1, LYL1, LMO1, TLX1 TLX3) | valtozo, de jelentds prognosztikai szerep [59]
aktivacidja TCR génekhez torténd transzloka-
cio &ltal
CDKN2A/CDKN2B deléciok CDK4/CDK®i (palbociclib) [60]
KMT2A-ENL atrendezdédés T-sejtes ALL-ben az MLL transzlokéci6ja ellenére nem rossz a [61]
prognozis, az allo-SCT is elkertilhetd
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Ph-like prekurzor B-sejtes ALL
ABL-osztély (ABL1, ABL2, CSF1R, PDGFRA, dasatinib [62,63]

PDGFRB)

CRLF2-trendez6dés (IGH-CRLF2,
P2RY8-CRLF2, CRLF2™")

USP9Xi, HDACI (givinostat), ruxolitinib

JAK2/EPOR-osztaly (JAK2, EPOR, PAX5)

JAKi (ruxolitinib)

Ras/MAPK-osztaly (NRAS, KRAS, PTPN11,
NF1)

MEK:i (trametinib)

Ritka kinazfaziok (NTRK3, FGFR1, PTK2B,
TYK2, DGKH, LYN)

NTRKi (larotrectinib, NTRK3), ALKi/ROS1i (crizotinib, NTRK3),
ponatinib (FGFR1), FAKi (PTK2B), TYK2i (TYK2)

IKZF1-eltérés Ph-like betegekben

retinoidok adédsa eldnyds, mert potencirozza a TKI-k hatdsat

AML
KMT2A-atrendezbdés DOT1Li (pinometostat); kimondottan csecsemd- és kisgyermek- [64-66]
korra jellemzg; prognosztikai jelentésége a partnergéntdl fiigg
(pl. t(1;11): kedvezd prognozis, t(10;11): kedvezébtlen prognézis)
NUP98-NSD1 CDK®i (palbociclib), BCL2i (navitoclax); [67-69]
kedvezétlen progndzis; magas relapszus rata; 80-90%-nél egyide-
jlleg FLT3-ITD mutacié
CBF-AML (inv(16): CBFS-MYH11, t(8;21): 10-40%-ban KIT™, ekkor KITi (dasatinib) [70]
RUNX1-RUNX1T1) kozvetlentl alacsony rizikéju csoportba sorolas
PML-RARA ATRA, arzén-trioxid; kedvezd prognozis [71]
FLT3-aktivalé mutaciok (koztik dj, FLT3i (midostaurin, crenolanib, gilteritinib, lestaurtinib, [26]
gyermekspecifikus tipusok) quizartinib, sorafenib)
» FLT3-ITD + NPM1™" (DNMT3A™" nélkiil) |» koincidencidjuk prognosztikailag kedvezs; a kimenetel jobb,
» FLT3-ITD + WT1™" vagy NUP98-NSD1 mint az FLT3-ITD"*® esetekben
» gyakran sikertelen indukci6, kedvezétlen prognézis, kozvetle-
niil magas rizikdcsoportba sorolas (allo-HSCT)
IDH1/IDH2 mutaciok IDHi (enasidenib, ivosidenib); gyermekkori AML-ben lényegesen | [72]
ritkdbb, mint a felnétt korban
NPM1™" kedvezd prognézis (magas allélaranyd FLT3-ITD mutéci6 hianya- |[73,74]
ban)
CEBPA™" kedvezd prognozis biallélikus mutacié esetén [75]
-5/del(5q); -7/del(7q) kedvezétlen prognézis [76]
RUNX1™" kedvezétlen prognézis [77]
GATAT™™ fokozott érzékenység citarabin irant; elsgsorban [77]
Down-szindromahoz asszocialt myeloid leukaemidban fordul el§
MYST3-CREBBP 1 hénapnal fiatalabb csecseméknél spontdn remissziot is megfi- | [78]
gyeltek mar
CSF3R™! CEBPA mutéciot hordozo betegeknél magasabb relapszusrata [79]
inv(3)(q21.3q26.2) vagy t(3;3)(q21.3;q26.2) kedvezétlen progndzis [80]
GATA2, MECOM
DEK-NUP214 kedvezétlen prognoézis; 40%-nél egyidejiileg FLT3-ITD mutécio [81]
MNX-ETV6 kedvezétlen prognézis; kizardlag 2 éves kor alatt fordul elé [82]
CBFA2T3-GLS2 kedvezétlen prognoézis; AMKL-ben gyakori; kizarélag 3 éves kor [83]
alatt fordul el6
Ras/MAPK-osztaly (NRAS, KRAS, PTPN11, MEKi (trametinib) [84]

NF1)

Roviditések: ALL: akut lymphoblastos leukaemia; AMKL: akut megakaryoblastos leukaemia; AML: akut myeloid leukaemia;
Ph: Philadelphia; TKI: tirozin-kinaz-inhibitor; allo-HSCT: allogén vérképzg Gssejt-transzplantacié; MRD: minimélis/mérhetd
rezidualis betegség; ITD: internal tandem duplication, bels6 tandem duplikdcié; ATRA: all-trans-retinoic acid, csupa-transz-

retinsav.
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eseménymentes tléléssel, amelyet egy magyarorszagi
betegeket vizsgal6 kozelmultbeli tanulmanyunkban mi
is megerdsitettiink.”' Egyes eltéréseket tovdbbé 6ssze-
fiiggésbe hoztak a kemoterapidban alkalmazott cito-
toxikus szerekre mutatott rezisztenciaval (CREBBP-el-
térés esetén kortikoszteroidra, NT5C2-eltérés esetén
6-merkaptopurinra adott csokkent vélasz, 3. tablazat).
Gyermekkori AML-ben gyakorisaguk miatt kieme-
lend6k a NUP98 génétrendezidéssel, illetve az FLT3
speciélis aktivdl6 mutéciéjdhoz (internal tandem

mmmm klasszikus citotoxikus szerek

duplication, ITD) tarsul6, WT1-eltéréssel jar6 kérképek
(3. tabldzat), amelyek rossz prognozist vetitenek elére
és minden esetben allogén vérképzg Gssejt-transzplan-
tdcié iranyéba terelik a klinikai ellatast. Kemorezisz-
tenciaval, antraciklinekkel szembeni csokkent érzé-
kenységgel hozzak osszefiiggésbe a felnéttkori AML-

ben korai klonalis eseményként szamon tartott

DNMT3A mutaciét,” ez az eltérés azonban gyermek-
korban nagyon ritkan fordul el6.*®

s Celzott daganatellenes szerek

% 15 7 évszam  akut leukaemiaban indikaciot szerzett szer(ek)

E 2000 gemtuzumab ozogamicin*

e 2001 imatinib*

E 10 - 2006 dasatinib*

2 2012 ponatinib

5 2016 blinatumomab*

=3 2017 midostaurin, inotuzumab ozogamicin, enasidenib
5 2018 ivosidenib, gilteritinib, venetoclax, glasdegib
0 4

1 1 1 1 T T 1 1 1
D N D H A DND OBADNDONA ONDHADND HA DD DH A DPAND O Q0
'9& '\%b\%b '\%b@b '96'\%% '\%b \qb'\%b '96'\(5\'&3\@\'{5\ 'é\'@%@b@% '9%@% '\%q\%q '\%Q) '\%q @C‘b{&%(&b@%(&b (]96(]9\(9\(]9\@\ ‘19\
B
% %
" p— ==
E ~~~~~ 10-
80 i1 venetoclax, 80
glasdegib ! venetoclax,
3 i glasdegib
E enasidenib, %
60 ivosidenib 60 FE enasidenib,
nem 4 profital ivosidenib
alkalmas 11 midostaurin, célzott 51
célzott gilteritinib terapiabol midostaurin,
terapiara 5 - 1 gilteritinib
imitanib, imitanib,
1} dasatinib, dasatinib,
3 onatinib 4 onatinib
0 "0 4 P 0 L0 4 p
Osszes alkalmas Osszes elényt
gyermekkori gyermekkori szerez
akut leukaemias

akut leukaemias

1. dbra: Kis molekuldjui célzott daganatgdtlé anyagok megjelenése és jelentGsége a gyermekkori akut leukaemidk korszer(i kezelésében.

A: Az Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerengedélyeztetési Hivatal (FDA) dltal térzskényvezett dj daganatellenes szerek szimdnak éven-
kénti eloszldsa. Kilon gorbe jeldli a klasszikus citotoxikus (kék) és a célzott daganatellenes (narancs) szereket. Az engedélyezett hato-
anyagok robbandsszer(i emelkedésébdl jol Idthatd a molekuldrisan célzott terdpia térnyerése az utébbi években. A tdbldzatbetét az akut
leukaemidkra térzskényvezett célzott terdpids szereket foglalja 6ssze, kozliliik a gyermekkorban is on-label hatéanyagok csillaggal (*)
keriiltek megjellésre. B: A halmozott oszlopdiagram Gsszefoglalja az akut leukaemidkban genetikai alapon on-label célzott terdpids
készitmények indikdcios kritériumainak megfelel6 betegek ardnydt az akut leukaemids gyermekpopuldcioban. C: Az oszlopdiagram az

akut leukaemids gyermekek azon hdnyadat jeléli, akik a feltiintetett kis molekuldju inhibitorokra jé vdlaszt adnak, igy a B dbrdhoz ké-
pest azokat a betegeket emeli ki, akik valéban terdpids elényhéz jutnak.
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A célzott daganatgatlas hatasa a gyogyszeripar tevé-
kenységére kordbban soha nem latott méreteket 6lt: az
Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerengedélyeztetési Hi-
vatal (FDA) a 2010-es években tobb kis molekul4ja in-
hibitort torzskonyvezett, mint az azt megel6z4 hat évti-
zedben 6sszesen (1A dbra). A hatéanyagok széles kord
klinikai gyakorlatba torténd bevezetése ugyan hossza-
dalmas tanulméanyokat igényel, kizarélag a gyermekko-
ri leukaemiakat tekintve, vilagszinten jelenleg 60-nal is
tobb olyan klinikai vizsgalat van folyamatban, amely-
ben molekularis genetikai kritériumok teljestilésére
alapozva tesztelnek célzott terapids készitményt.*®
A torzskonyvbe vett indikacidés koroket figyelembe vé-
ve jelenleg 6sszesen 12 célzott daganatellenes szer van
elfogadva az Egyesiilt Allamokban akut leukaemiédk ke-
zelésére (on-label indikacié), ebbdl 3 immunterdpias
készitmény, gyermekkorra pedig a mai napig mind-
0ssze 4 kapott indikéciét (1A dbra szoveges része).
Megvizsgéltuk, hogy ezen beliil a 9 genetikai indikacio6-
ju hatéanyagot szakirodalmi leirasok alapjdn a gyer-
mekkori akut leukaemids populdcié mekkora hanya-
dén lehetne alkalmazni (1B dbra), és mekkora az aré-
nya azoknak, akik a hatéanyagoknak koszénhetGen
varhatéan terapias elényhoz is jutnanak (1C dbra). Az
eredmény napjainkban még alacsony kihasznalhatdsa-
got mutat: a betegek 6sszesen 14,4%-a teljesiti valame-
lyik indiké4ciés kritériumot, és a teljes akut leukaemias
gyermekpopulacié tsszesen 8,9%-a profitdlhat a cél-
zott szerekbdl. Megjegyzendd tovabba, hogy a vizsgalt
adott
response rate, ORR) széles skalan, 40 és 85% kozott

hat6anyagokra teljes valaszarany (overall
mozog. Ez nem jelenti azt, hogy nem is varhat6 ezek-
nek az aranyszdmoknak a novekedése, egyel6re azon-
ban szdmos kis molekuldju inhibitor csak preklinikai
vizsgalatokban, azaz betegeredeti tumormintakbdl
képzett xenograftokon, illetve sejtvonalakon végzett ki-
sérletekben bizonyult hatékonynak, vagy mas dagana-
tos megbetegedésben keriilt torzskonyvezésre. A 3. tab-
lazatban feltiintetett célzott bioldgiai terdapias lehetdsé-
gek nagyobb része is egyel6re csak ilyen adatokon
nyugszik, nem betegeken folytatott klinikai tanulma-
nyok eredményein. Az amugy elfogadhat6 prognozisa
betegeknél ezeknek a gyermekkorra nem torzskonyve-
zett, gyermekkori dozirozédsi informaci6 nélkili sze-
reknek az alkalmazasa nem jon széba, kényszerhely-
zetben azonban hasznalatuk mérlegelhetd. Gyakori je-
lenség, hogy ezeknek a hatéanyagoknak az indikéciés
kore idével béviil, ezzel tobb tumortipusnél is alkal-
mazhat6va valnak. Kiemelkedd figyelmet érdemelnek
a tirozin-kinaz-inhibitorok (TKI), amelyek évek 6ta ré-
szét képezik a BCR/ABL1+ ALL-es gyermekek proto-

diagnosztikaja és kezelése
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koll szerinti kezelésének. Ebben a betegcsoportban a
TKI attorésszert elérelépést hozott, a korabban csak
vérképzd Gssejt-transzplantacioval kezelhet§ betegek
ma tobb esetben sejtterapia nélkil is gondozhatdk.
Ujabban tovabbi genetikai alcsoportokban is felmeriilt
a TKI-k hasznalata. Meglepfen gyors és tartds
dasatinib-valaszrol szdmoltak be NUP214-ABL1-pozi-
tiv T-sejtes és NCOR1-LYN-pozitiv BCR/ABL1-szer(
(Ph-like) ALL-es betegekben.***" A rendszerint kedve-
z6tlen prognozist, kemoterdpidra rosszul reagald
Ph-like ALL érdekessége, hogy az aberrans gének alap-
jan tovébbi alosztalyokra tagolhat6 (3. tdbldzat), és az
elkiilonitett 5 alosztdly mindegyikében més-més cél-
zott terdpids szer alkalmazasa vethet§ fel, jelenleg
off-label indik4ci6 keretében. Kiemelendé még az az
AML-ben tapasztalt jelenség, hogy az egyes genomi-
kai-transzkriptomikai eltérések megjelenése kiilénbo-
76 életkorokban lényegesen eltér6. A KMT2A- és
NUP98 génatrendezddések példaul tipikus gyermekko-
ri aberraciék, mig az IDH1 és IDH2 vagy a DNMT3A
mutécioi felnéttkorban jelennek meg.** Ennek kévet-
kezménye, hogy a felnétt AML-es betegekre kifejlesz-
tett célzott terdpids szerek nehezen illesztheték be a
gyermekek kezelési protokolljaba.

Akut leukaemias betegeknél ismert jelenség a csira-
vonalbeli, a de novo betegségre jellemzg, illetve a re-
labalt betegségre jellemzé 6rokitéanyag egymashoz vi-
szonyitott jelentds eltérése, tehat a mutacios profil, il-
letve azzal pdrhuzamosan a biolégiai viselkedés idGbe-
li valtozasa.**** A relapszuskori klonélis mutaciék
gyakran olyan szubklonokra vezetheték vissza, ame-
lyek mér a de novo betegség diagnézisakor is jelen vol-
tak a betegben. A legtjabb irodalmi adatok szdmos kli-
nikailag is hasznos informaciéval szolgdlnak a relap-
szushoz vezet6 (driver) mutdciés mechanizmusokkal
kapcsolatban:**

» A szekunder leukaemiék, beleértve az eredeti be-
tegségtdl 1ényegesen eltéré immunfenotipusd, tn.
lineage-shift eseteket is, leggyakrabban egy archai-
kus klénbdl alakulnak ki, nem pedig faggetlen,
Gjabb els6dleges leukemogenezissel.

» A hipermutaci6 relabalt ALL-es betegekben altala-
nos jelenség, ami neoepitépok prezentacidjaval jar.
Az érintett blasztsejtek potenciélisan érzékennyé
valhatnak

szemben — ennek alapos vizsgalata azonban még

immunellenérzépont-inhibitorokkal

nem kezddédott el.

» Mivel az ALL kitjuldsakor megjelennek kizarélag a
relapszusra specifikus, jellemz6 géneltérések is (pl.
NCOR2, USH2A, NT5C2 variansai), ezek célzott ke-
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resése és kovetése a de novo betegségperiédusban

2 2

elérejelezhet egy késébb bekovetkez relapszust.

Mindezek arra utalnak, hogy az akut leukaemiés
megbetegedések idébeli kovetése szempontjabél a mi-
nimalis/mérhet6 rezidualis betegség (MRD) szdmsze-

risitése mellett kiemelked&en fontos a leukaemia rész-

letes genomikai-transzkriptomikai karakterizélésa,
mely terdpia relevans informaciét nyudjthat a betegek

precizids kezeléséhez.

»Magyar Gyermekleukémia Molekularis
Profilozasi Program”

Az akut leukaemias gyermekek szdméra a gyogyu-
lasi esélyek tovébbi novekedése a kordbban bemuta-
tott, fejlett laboratériumi technikék klinikopatolégiai
diagnosztikdba valé hatékony bevezetésétsl varhato.
A 2019-es évben ebbdl a célbdl inditottuk ttjara a Ma-
gyar Gyermekleukémia Molekularis Profilozasi Progra-
mot, amely egy orszagos tsszefogds keretében biztosit-
ja a hazai leukaemias gyermekek mintdinak korabbinal

MAGYAR GYERMEKLEUKEMIA MOLEKULARIS PROFILOZASI PROGRAM

KONVENCIONALIS VIZSGALATOK

MORFOLOGIA FCM
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2. dbra. Magyar Gyermekleukémia Molekuldris Profilozdsi Program. A kezdeményezés kiemelt célja a gyermekkori leukaemidban szenve-
dé betegek diagnosztikus és relapszuskor vett csontvel6 mintdinak dtfogé genomikai és transzkriptomikai karakterizdldsa annak érde-
kében, hogy klinikailag relevdns aberrdciok azonositdsdval el6segitsiik a betegek hatékonyabb rizikébesoroldsdt, illetve molekuldris in-
hibitorok alkalmazdsdt lehet6vé tevd célpontokat azonositsunk az egyes betegekben. A Program a Magyar Gyermekonkoldgusok és
Gyermekhematoldgusok Tdrsasdgdnak kezdeményezése nyomdn, az ésszes hazai gyermekhematoldgiai kbzpont részvételével és tdmo-
gatdsdval valésul meg. A citogenetikai vizsgdlatokat a Il. Sz. Gyermekgydgydszati Klinika Genetikai Részlege, a genomikai és
transzkriptomikai vizsgdlatokat az I. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutaté Intézet Molekuldris Onkohematoldgiai Laboratériuma végzi.
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3. dbra. A Magyar Gyermekleukémia Molekuldris Profilozdsi Program keretében eddig azonositott genetikai aberrdciok. A: Multiplex
ligdciéfiiggé szonda amplifikdciéval kimutatott, DNS kopiaszdm-vdltozdssal jdré aberrdcidk gyermekkori ALL-ben szenvedé betegek
csontvelémintdiban. B: DNS alapu djgenerdciés mélyszekvendldssal detektdlt mutdciok gyermekkori ALL-ben szenveds betegek csontve-
I6mintdiban. C: RNS alapu Ujgenerdcids szekvendldssal azonositott génflzidk gyermekkori ALL-ben szenvedd betegek csontvelémintdi-
ban. D: DNS alapu ujgenerdcids mélyszekvendldssal detektdlt mutdciok gyermekkori MDS/AML-ben szenvedé betegek csontvel6mintdi-
ban.
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joval részletesebb molekularis patolégiai vizsgalatat (2.
dbra). A kombinalt DNS és RNS alapt, tébbségében
Gjgeneracios szekvenalasi technikat alkalmazé vizsga-
latok olyan részletgazdag és atfog6 képet nyujtanak az
egyes leukaemidkrél, mely lehet6vé teszi a betegek
nemzetkozileg elvart pontossdgt prognosztikai besoro-
lasat, illetve segiti az esetlegesen alkalmazhaté, célzott
terapias stratégia hatékony kivalasztasat. A Program
keretében eddig 126 beteg diagnosztikus és/vagy
relapszus idején vett mintajat vizsgaltuk meg, az azo-
nositott eltérésekrél a 3. dbra nyjt attekintést. Szandé-
kaink szerint a kezdeményezés modszertani hattere a
kozeljovében tovabb béviil, tobbek kozott lehet6vé té-
ve a minimalis/mérhetd rezidualis betegség még ponto-
sabb és megbizhatobb meghatédrozasat is.

Osszefoglalas

A gyermekkori akut leukaemiaban szenvedd bete-
gek kezelése 6ridsi fejlédésen ment keresztiil az elmult
évtizedekben. Az Gjonnan elérhet6 célzott terapidk to-
vabb javithatjak a betegek egy részének tulélését, alkal-
mazasukhoz azonban a citogenetikai, molekularis cito-
genetikai és hagyomanyos molekuléris genetikai vizs-
galatok mellett szitkség van a betegmintdk modern
genomikai és transzkriptomikai mddszerekkel valé
analizisére is. Ezt teszi lehetévé a kozelmultban életre
hivott Magyar Gyermekleukémia Molekularis Profilo-
zasi Program, mely korszert molekuléris diagnosztikai
vizsgalatot biztosit a hazai leukaemiés gyermekek sza-
mara, ezaltal elérhetévé téve szamukra a terdpiés lehe-
t6ségek korabbinal szélesebb repertoarjat.

Irodalom

1. Asselin BL. Epidemiology of childhood and adolescent
cancer. In: Kliegman RM, Stanton BF, St Geme JW, Schor
NF, eds. Nelson Textbook of Pediatrics. 20th ed.
Philadelphia: Elsevier, 2016; 2416-8.

2. Howlader N, Noone AM, Krapcho M, Miller D, Bishop K,
Kosary CL et al. SEER Cancer Statistics Review.Internet
Bethesda, MD; Available from:
https://seer.cancer.gov/csr/1975 2014/

3. Garami M, Schuler D, Jakab Z. Az Orszdgos Gyermek-
tumor Regiszter jelentGsége a gyermekonkolégiai elld-
tasban. Orv Hetil 2014; 155:732-9.

4. Vardiman JW, Thiele J, Arber DA, Brunning RD, Borowitz
M]J, Porwit A, et al. The 2008 revision of the World Health
Organization (WHO) classification of myeloid neoplasms
and acute leukemia: rationale and important changes.
Blood 2009; 114:937-51.

5. Teachey DT, Pui CH. Comparative features and outcomes
between paediatric T-cell and B-cell acute lymphoblastic

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

20.

21.

22.

leukaemia. Lancet Oncol 2019; 20:e142-54. Available
from: http://dx.doi.org/10.1016/S1470-2045(19)30031-2
Rubnitz JE. How I treat pediatric acute myeloid leukemia.
Blood 2012; 119:5980-8.

Arber DA, Orazi A, Hasserjian R, Thiele ], Borowitz MJ, Le
Beau MM, et al. The 2016 revision to the World Health
Organization classification of myeloid neoplasms and
acute leukemia. Blood 2016; 127:2391-405.

Greaves M. Darwin and evolutionary tales in leukemia.
Hematology 2009; 2009:3-12.

Ford AM, Bennett CA, Price CM, Bruin MCA, Van Wering
ER, Greaves M. Fetal origins of the TEL-AML1 fusion gene
in identical twins with leukemia. Proc Natl Acad Sci U S
A 1998; 95:4584-8.

Alpar D, Wren D, Ermini L, Mansur M, van Delft F,
Bateman C, et al. Clonal origins of ETV6-RUNX1+ acute
lymphoblastic leukemia: studies in monozygotic twin.
Leukemia 2015; 29:839-46.

Hong D, Gupta R, Ancliff P, Atzberger A, Brown J, Soneji
S, et al. Initiating and cancer-propagating cells in
TEL-AML1-associated childhood leukemia. Science
2008; 319:336-9.

Bateman C, Alpar D, Ford A, Colman S, Wren D, Morgan
M, et al. Evolutionary trajectories of hyperdiploid ALL in
monozygotic twins. Leukemia 2015; 29:58-65.

Wiemels ], Cazzaniga G, Daniotti M, Eden O, Addison G,
Masera G, et al. Prenatal origin of acute lymphoblastic
leukaemia in children. Lancet 1999; 354:1499-503.

Wiemels JL, Xiao Z, Buffler PA, et al. In utero origin of
t(8;21) AML1-ETO translocations in childhood acute
myeloid leukemia. Blood 2002; 99:3801-5.

Mullighan CG, Goorha S, Radtke I, Miller CB, Coustan-
Smith E, Dalton JD, et al. Genome-wide analysis of genetic
alterations in acute lymphoblastic leukaemia. Nature
2007; 446:758-64.

Tacobucci I, Mullighan CG. Genetic basis of acute
lymphoblastic leukemia. J Clin Oncol 2017; 35:975-83.
Dobbins SE, Sherborne AL, Ma YP, Bardini M, Biondi A,
Cazzaniga G, et al. The silent mutational landscape of
infant MLL-AF4 pro-B acute lymphoblastic leukemia.
Genes, Chromosomes Cancer 2013; 52:954-60.
Mullighan C, Su X, ZhangJ, Radtke I, Phillips LAA, Miller
CB, et al. Deletion of IKZF1 and prognosis in acute
lymphoblastic leukemia. N Engl ] Med 2009; 360:470-80.

. Paulsson K, Lilljebjorn H, Biloglav A, Olsson L, Rissler M,

Castor A, et al. The genomic landscape of high hyper-
diploid childhood acute lymphoblastic leukemia. Nat
Genet 2015; 47:672-6.

Mullighan CG, Phillips LA, Su X, Ma J, Miller CB,
Shurtleff SA, et al. Genomic analysis of the clonal origins
of relapsed acute lymphoblastic leukemia. Science 2008;
322:1377-80.

Kiss R, Gango A, Benard-Slagter A, Egyed B, Haltrich I,
Hegyi L, et al. Comprehensive profiling of disease-
relevant copy number aberrations for advanced clinical
diagnostics of pediatric acute lymphoblastic leukemia.
Mod Pathol 2020; 33:812-24.

Waanders E, Gu Z, Dobson SM, Anti¢ Z, Crawford JC, Ma
X, et al. Mutational landscape and patterns of clonal
evolution in relapsed pediatric acute lymphoblastic
leukemia. Blood Cancer Discov 2020; 1:1-16.

518 ORVOSKEPZES

XCVI. BvFoLYaM / 20271.



A gyermekkori akut leukaemiak

(OSSZEFOGLALO

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

korszerii molekularis diagnosztikaja és kezelése

Gutierrez A, Kentsis A. Acute myeloid/T-lymphoblastic
leukaemia (AMTL): a distinct category of acute
leukaemias with common pathogenesis in need of
improved therapy. Br ] Haematol 2018; 180:919-24.

Bond J, Krzywon A, Lhermitte L, Roumier C, Roggy A,
Belhocine M, et al. A transcriptomic continuum of
differentiation arrest identifies myeloid interface acute
leukemias with poor prognosis. Leukemia 2020;
https://www.nature.com/articles/s41375-020-0965-z.

de Rooij J, Zwaan C, van den Heuvel-Eibrink M. Pediatric
AML: From biology to clinical management. J Clin Med
2015; 4:127-49.

Bolouri H, Farrar JE, Jr TT, Ries RE, Lim EL, Alonzo TA, et
al. The molecular landscape of pediatric acute myeloid
leukemia reveals recurrent structural alterations and
age-specific mutational interactions. Nat Med 2018;
24:103-12.

Anderson K, Lutz C, van Delft F, Bateman C, Guo Y,
Colman S, et al. Genetic variegation of clonal architecture
and propagating cells in leukaemia. Nature 2011;
469:356-61.

Gerlinger M, Rowan A, Horswell S, Larkin J, Endesfelder
D, Gronroos E, et al. Intratumor heterogeneity and
branched evolution revealed by multiregion sequencing.
N Engl ] Med 2012; 366:883-92.

Alpar D, Barber L, Gerlinger M. Genetic intratumor
heterogeneity. In: Gray S, eds. Epigenetic Cancer
Therapy. Elsevier, 2015; 571-93.

Greaves M. Leukaemia ‘firsts’ in cancer research and
treatment. Nat Rev Cancer 2016; 16:163-72.

. Gu Z, Churchman ML, Roberts KG, et al. PAX5-driven

subtypes of B-progenitor acute lymphoblastic leukemia.
Nat Genet 2019; 51:296-307.

Coccaro N, Anelli L, Zagaria A, Specchia G, Albano F.
Next-generation sequencing in acute lymphoblastic
Leukemia. Int ] Mol Sci 2019; 20:2929.

Cai SF, Levine RL. Genetic and epigenetic determinants of
AML pathogenesis. Semin Hematol 2019; 56:84-9.
Easton J, Gonzalez-Pena V, Yergeau D, Ma X, Gawad C.
Genome-wide segregation of single nucleotide and
structural variants into single cancer cells. BMC
Genomics 2017; 18:906.

Ma X, Edmonson M, Yergeau D, Muzny DM, Hampton
OA, Rusch M, et al. Rise and fall of subclones from
diagnosis to relapse in pediatric B-acute lymphoblastic
leukaemia. Nat Commun 2015; 6:1-12.

Hamadeh L, Enshaei A, Schwab C, et al. Validation of the
United Kingdom copy-number alteration classifier in
3239 children with B-cell precursor ALL. Blood Adv
2019; 3:148-57.

O’Connor D, Enshaei A, Bartram J, Hancock J, Harrison
CJ, Hough R, et al. Genotype-specific minimal residual
disease interpretation improves stratification in pediatric
acute lymphoblastic leukemia. J Clin Oncol 2018;
36:34-43.

Guryanova OA, Shank K, Spitzer B, et al. DNMT3A
mutations promote anthracycline resistance in acute
myeloid leukemia via impaired nucleosome remodeling.
Nat Med 2016; 22: 1488-95.

U.S. National Libray of Medicine ClinicalTrials.gov.
Internet Available from: https://clinicaltrials.gov

Dai H-P, Yin J, Li Z, Yang C-X, Cao T, Chen P. Rapid
molecular response to Dasatinib in a pediatric relapsed

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

TANULMANY

acute lymphoblastic leukemia with NCOR1-LYN fusion.
Front Oncol 2020; 10:1-6.

Deenik W, Beverloo H, van der Poel-van de Luytgaarde S,
Wattel M, van Esser J, Valk P, et al. Rapid complete
cytogenetic  remission  after  upfront dasatinib
monotherapy in a patient with a NUP214-ABL1-positive
T-cell acute lymphoblastic leukemia. Leukemia 2009;
23:627-9.

Lonetti A, Pession A, Masetti R. Targeted therapies for
pediatric AML: Gaps and perspective. Front Pediatr 2019;
7:1-11.

Farrar JE, Schuback HL, Ries RE, Wai D, Hampton OA,
Trevino LR, et al. Genomic profiling of pediatric acute
myeloid leukemia reveals a changing mutational
landscape from disease diagnosis to relapse. Cancer Res
2016; 76:2197-205.

Li B, Brady SW, Ma X, Shen S, Zhang Y, Li Y, et al.
Therapy-induced mutations drive the genomic landscape
of relapsed acute lymphoblastic leukemia. Blood 2020;
135:41-55.

Okabe S, Tauchi T, Tanaka Y, Ohyashiki K. Therapeutic
targeting of Aurora A kinase in Philadelphia
chromosome-positive ABL tyrosine kinase inhibitor-
resistant cells. Oncotarget 2018; 9:32496-506.

Eldfors S, Kuusanmiki H, Kontro M, Majumder MM,
Parsons A, Edgren H, et al. Idelalisib sensitivity and
mechanisms of disease progression in relapsed
TCF3-PBX1 acute lymphoblastic leukemia. Leukemia
2017; 31:51-7.

Fischer U, Forster M, Rinaldi A, Risch T, Sungalee S,
Warnatz H-J, et al. Genomics and drug profiling of fatal
TCF3-HLF-positive acute lymphoblastic leukemia
identifies recurrent mutation patterns and therapeutic
options. Nat Genet 2015; 47:1020-9.

Winters AC, Bernt KM. MLL-rearranged leukemias — an
update on science and clinical approaches. Front Pediatr
2017; 5:1-21.

LiJ-F, Dai Y-T, Lilljebjorn H, Shen S-H, Cui B-W, Bai L, et
al. Transcriptional landscape of B cell precursor acute
lymphoblastic leukemia based on an international study
of 1,223 cases. Proc Natl Acad Sci U S A 2018;
115:11711-20.

Gu Z, Churchman M, Roberts K, Li Y, Liu Y, Harvey RC, et
al. Genomic analyses identify recurrent MEF2D fusions in
acute lymphoblastic leukaemia. Nat Commun 2016;
7:13331.

Griffith M, Griffith OL, Krysiak K, Skidmore ZL, Campbell
KM, Lesurf R, et al. Comprehensive genomic analysis
reveals FLT3 activation and a therapeutic strategy for a
patient with relapsed adult B-lymphoblastic leukemia.
Exp Hematol 2016; 44:603-13.

Moriyama T, Liu S, Li J, Meyer ], Zhao X, Yang W, et al.
Mechanisms of NT5C2-mediated thiopurine resistance in
acute lymphoblastic leukemia. Mol Cancer Ther 2019;
18:1887-95.

Mullighan CG, Zhang J, Kasper LH, Lerach S, Payne-
turner D, Phillips LA, et al. CREBBP mutations in relapsed
acute lymphoblastic leukaemia. Nature 2011; 471:235-9.
Diaz-Flores E, Comeaux EQ, Kim KL, Melnik E, Beckman
K, Davis KL, et al. Bcl-2 Is a therapeutic target for
hypodiploid B-lineage acute lymphoblastic leukemia.
Cancer Res 2019; 79:2339-51.

2021; 3:301-620.

ORVOSKEPZES 519



OSSZEFOGLALO

Alpar Donat és munkatarsai

TANULMANY

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

520

. Tasian SK, Loh ML,

Harrison CJ, Moorman A V, Schwab C, Carroll AJ, Raetz
EA, Devidas M, et al. An international study of intra-
chromosomal amplification of chromosome 21 (iIAMP21):
cytogenetic characterization and outcome. Leukemia
2014; 28:1015-21.

Habets RA, Bock CE De, Serneels L, Lodewijckx I, Verbeke
D, Nittner D, et al. Safe targeting of T cell acute
lymphoblastic leukemia by pathology-specific NOTCH
inhibition. Sci Transl Med 2019; 11:eaau6246.

Marke R, van Leeuwen FN, Scheijen B. The many faces of
IKZF1 in B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia.
Haematologica 2018; 103:565-74.

Sakaguchi K, Imamura T, Ishimaru S, et al. Nationwide
study of pediatric B-cell precursor acute lymphoblastic
leukemia with chromosome 8q24/MYC rearrangement in
Japan. Pediatr Blood Cancer 2020; 67:1-8.

Van Vlierberghe P, Ferrando A. The molecular basis of T
cell acute lymphoblastic leukemia. J Clin Invest 2012;
122:3398-406.

Carrasco Salas P, Fernandez L, Vela M, Bueno D,
Gonzalez B, Valentin J, et al. The role of CDKN2A/B
deletions in pediatric acute lymphoblastic leukemia.
Pediatr Hematol Oncol 2016; 33:415-22.

Rubnitz JE, Camitta BM, Mahmoud H, Raimondi SC,
Carroll AJ, Borowitz M]J, et al. Childhood acute
lymphoblastic leukemia with the MLL-ENL fusion and
t(11;19)(q23;p13.3) translocation. J Clin Oncol 1999;
17:191-6.

Tran TH, Loh ML. Ph-like acute lymphoblastic leukemia.
Hematology 2016; 1:561-6.

Hunger SP. Philadelphia
chromosome-like acute lymphoblastic leukemia. Blood
2017; 130:2064-72.

Stein EM, Garcia-Manero G, Rizzieri DA, Tibes R, Berdeja
JG, Savona MR, et al. The DOT1L inhibitor pinometostat
reduces H3K79 methylation and has modest clinical
activity in adult acute leukemia. Blood 2018; 131:2661-9.

Chen Y, Kantarjian H, Pierce S, Faderl S, O’Brien S, Qiao
W, et al. Prognostic significance of 11q23 aberrations in
adult acute myeloid leukemia and the role of allogeneic
stem cell transplantation. Leukemia 2013; 27:836-42.

Balgobind B V., Raimondi SC, Harbott ], Zimmermann M,
Alonzo TA, Auvrignon A, et al. Novel prognostic
subgroups in childhood 11q23/MLL-rearranged acute
myeloid leukemia: Results of an international
retrospective study. Blood 2009; 114:2489-96.
Schmoellerl ], Barbosa I, Eder T, Brandstoetter T, Schmidt
L, Maurer B, et al. CDK6 is an essential direct target of
NUP98-fusion proteins in acute myeloid leukemia. Blood
2020; 136:387-400.

Kivioja JL, Thanasopoulou A, Kumar A, Kontro M, Yadav
B, Heckman CA. Dasatinib and navitoclax act
synergistically to target NUP98-NSD1+/FLT3-ITD+
acute myeloid leukemia. Leukemia 2019; 33:1360-72.
Akiki S, Dyer SA, Grimwade D, Ivey A, Abou-Zeid N,
Borrow J, et al. NUP98-NSD1 fusion in association with
FLT3-ITD mutation identifies a prognostically relevant
subgroup of pediatric acute myeloid leukemia patients
suitable for monitoring by real time quantitative PCR.
Genes Chromosomes Cancer 2013; 52:1053-64.

Paschka P, Schlenk RF, Weber D, Benner A, Bullinger L,
Heuser M, et al. Adding dasatinib to intensive treatment

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

in core-binding factor acute myeloid leukemia — results of
the AMLSG 11-08 trial. Leukemia 2018; 32:1621-30.

von Neuhoff C, Reinhardt D, Sander A, et al. Prognostic
impact of specific chromosomal aberrations in a large
group of pediatric patients with acute myeloid leukemia
treated uniformly according to trial AML-BFM 98. J Clin
Oncol 2010; 28:2682-9.

Stein EM, DiNardo CD, Fathi AT, et al. Molecular
remission and response patterns in patients with
mutant-IDH2 acute myeloid leukemia treated with
enasidenib. Blood 2019; 133:676-87.

Brown P, McIntyre E, Rau R, Meshinchi S, Lacayo N, Dahl
G, et al. The incidence and clinical significance of
nucleophosmin mutations in childhood AML. Blood
2007; 110:979-85.

Hollink IHIM, Zwaan CM, Zimmermann M, Arentsen-
Peters TCJM, Pieters R, Cloos J, et al. Favorable prognostic
impact of NPM1 gene mutations in childhood acute
myeloid leukemia, with emphasis on cytogenetically
normal AML. Leukemia 2009; 23:262-70.

Hollink IHIM, van den Heuvel-Eibrink MM, Arentsen-
Peters STCJM, et al. Characterization of CEBPA mutations
and promoter hypermethylation in pediatric acute
myeloid leukemia. Haematologica 2011; 96:384-92.
Harrison CJ, Hills RK, Moorman A V., Grimwade DJ, Hann
I, Webb DKH, et al. Cytogenetics of childhood acute
myeloid leukemia: United Kingdom Medical Research
Council Treatment Trials AML 10 and 12. J Clin Oncol
2010; 28:2674-81.

Yamato G, Shiba N, Yoshida K, Hara Y, Shiraishi Y, Ohki
K, et al. RUNX1 mutations in pediatric acute myeloid
leukemia are associated with distinct genetic features and
an inferior prognosis. Blood 2018; 131:2266-70.

Classen CF, Behnisch W, Reinhardt D, Koenig M, Moller
P, Debatin K-M. Spontaneous complete and sustained
remission of a rearrangement CBP (16p13)-positive
disseminated congenital myelosarcoma. Ann Hematol
2005; 84:274-5.

Maxson JE, Ries RE, Wang Y-C, Gerbing RB, Kolb EA,
Thompson SL, et al. CSF3R mutations have a high degree
of overlap with CEBPA mutations in pediatric AML.
Blood 2016; 127:3092-4.

Balgobind B V., Lugthart S, Hollink IH, Arentsen-Peters
STJCM, Van Wering ER, De Graaf SSN, et al. EVI1
overexpression in distinct subtypes of pediatric acute
myeloid leukemia. Leukemia 2010; 24:942-9.

Sandahl JD, Coenen EA, Forestier E, Harbott J, Johansson
B, Kerndrup G, et al. t(6;9)(p22;q34)/DEK-NUP214-
rearranged pediatric myeloid leukemia: An international
study of 62 patients. Haematologica 2014; 99:865-72.
von Bergh A, van Drunen E, van Wering E, van Zutven L,
Hainmann I, Lonnerholm G, et al. High incidence of
t(7;12)(g36;p13) in infant AML but not in infant ALL, with
a dismal outcome and ectopic expression of HLXB9.
Genes Chromosomes Cancer 2006; 45:731-9.

Noort S, Zimmermann M, Reinhardt D, et al. Prognostic
impact of t(16;21)(p11;q22) and t(16;21)(q24;q22) in
pediatric AML: A retrospective study by the I-BFM study
group. Blood 2018; 132):1548-92.

Borthakur G, Popplewell L, Boyiadzis M, et al. Activity of
the oral mitogen-activated protein kinase kinase inhibitor
trametinib in RAS-mutant relapsed or refractory myeloid
malignancies. Cancer 2016; 122:1871-9.

ORVOSKEPZES

XCVI. BvFoLYaM / 20271.



SEMMELWEIS KIA

®

DO SZAK- ES TANKONYVEI

Tarsadalomtudomanyok / Neuroldgia

Konyveink megvasarolhatok

a Legendus Konyvesbholtban, illetve a Lira

Kereskedelmi halézaton beliill az egész orszaghan, de egyre nagyobb

igényt elégit ki webshopunk.

A haldlkdzeli élmények

tudoményos olvasata

Zsemberi-Szigyarté Miklés

ZSIBBADAS

Kényv a panikbetegségrél

Kényv mlvészi kifejezése a panikbeteg érzéseirdl, kiizdel-
meirdl, az atélés megtanulasardl panikbetegeknek és a o
nem panikbetegeknek (csalddtagoknak, baratoknak, jaré-
kel6knek, orvosoknak...) —a megértésért, az elfogadaseért, I

Pim van Lommel

VEGTELEN TUDAT

A halalkézeli élmények tudomadnyos olvasata

A holland Pim van Lommel (1943) kardiolégusként te-
vékenykedett 1977 és 2003 kozo6tt. Miutan a halalkozeli
élményekrdl készilt elsé tanulmanya megjelent a tekinté-
lyes The Lancet c. orvosi lapban (2003), Dr. van Lommel
felhagyott kardiolégusi palyajaval, hogy idejét a halalkd-
zeli élményekrdl valé tovabbi kutatdsoknak és vilagszer-
te tartott eléadasainak szentelje. A kdnyv Hollandidban
bestseller lett 2007-ben, jelenleg a 24. kiadasat éli.

372 oldal Ara: 3800 Ft

==

F——

a segitségnyujtasért vagy csak ugy a nagyvilag felé. l

936 oldal Ara: 9800 Ft

Konyvek E-kéonyvek

Folydiratok Apropé Poszter Box

Semmelweis Kiado [ s

Tel.: 210-4408, 459-1500/56353

1089 Budapest, NagyVérad tér e Nyitva tartds: H-Sz: 9.00-16.00,

WWwWW.semmelwe

" . Cs:9.00-18.00, P: 9.00-14.00
iskiado.hu E-mail: info@semmelweiskiado.hu



Takeda ONCOLOGY

Takeda Pharma Kft.,

1138 Budapest, Népflrdé u. 22., Magyarorszag
Tel: +36-1-270-7030 / Fax: +36-1-239-0968
C-APROM/HU/NINL/018

Lezaras datuma: 2021.03.30



0SSZEFOGLALO
TANULMANY

TP53 diszfunkciés myeloma multiplex és kezelési lehetoségei
Treatment of multiple myeloma with 7P53 disfunction
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0SSZEFOGLALAS A rosszindulat( daganatok, igy a myeloma multiplex kezelési eredményei egy adott szévettani (al)tipuson belil is jelentés heterogenitst
mutatnak, melynek hatterében az egyes tumorok eltéré genetikai hattere all. A kdzelmult tudomanyos fejl6dése ravilagitott, hogy a TP53
tumorszuppresszor gén miikodészavara nagyfoku terapiarezisztenciat eredményezhet. Kozleményiinkben az érdekl6dé klinikus szamara bepillantast
nydjtunk a p53 fehérje komplex sejtbioldgiai szerepébe, molekuldris és citogenetikai eltéréseinek kovetkezményeibe, lehetdséget adva az érkezd genetikai
leletek jobb megértéséhez. Ezt kdvetGen pedig attériink a mutans vagy haploinszufficiens p53-t hordozo myelomas betegek jelenleg még kiabrandito ke-
zelési eredményeire, a jelen és a jov0 terapias lenetGségeinek kritikai analizisére.

KULCSSZAVAK p53, tumorszuppresszor, del(17p), myeloma multiplex, terapiarezisztencia

SUMMARY  Treatment results of malignant tumors, including multiple myeloma show great divergence even within the same histological (sub)type.
Basis of this phenomenon is the different genetic background of individual tumors. Recent scientific advance highlighted the fact that dysfunction of the
tumor suppressor gene TP53 results in extensive therapy-resistance. In this review, we attempt to provide a cell biology oriented insight for clinician
readers aimed at appreciating the complex biological role of protein p53, the consequences of its molecular and cytogenetic alterations; to better
appreciate the received laboratory results. Afterwards, treatment results of myeloma patients with mutant or haploinsufficient TP53 are detailed, together
with the critical analysis of presently available disappointing and possibly more effective future therapeutic options.

KEY WORDS p53, tumor suppressor, del(17p), multiple myeloma, therapy resistance

Bevezetés legesen csontveldi malignoma, a masodik legnagyobb

incidencidji hematolégiai rosszindulattt daganat.
A myeloma multiplex a terminalisan differencidlt A thalidomid 1999-es terapias bevezetésével kezdve a

B-sejtek rosszindulatu elfajulasa, a leggyakoribb elséd- ~ betegség gyodgykezelése gyokeresen atalakult, az ,4j”

Roviditések

ALL akut lymphoid leukaemia MRD minimdlis, mérhetd rezidudlis betegség
AML akut myeloid leukaemia NES nukledris export szigndl

CCF tumorsejtfrakcioé NGS Ujgenerdcids szekvendlds

CLL krénikus lymphocytds leukaemia NLS nukledris lokalizdciés szigndl

CTD C-termindlis reguldtordomén oS Osszesitett tulélés

DNS dezoxiribonukleinsav PARP poli(ADP-ribéz) polimerdz

DBD DNS-kété domén PFS progressziémentes tulélés

DLBCL  diffuz nagy B-sejtes lymphoma P proteaszoma-gdtlo szer

FDA Amerikai Elelmiszer- és Gydgyszerengedélyeztetési Hivatal PRD prolingazdag domén

FISH fluoreszcencia in situ hibridizdcié R-ISS mddositott nemzetkozi prognosztikai rendszer
HDACi  hiszton-deacetildz-gatlé szer RNS ribonukleinsav

IHC immunhisztokémia SDS ndtrium-dodecil-szulfdt

IMID immunmoduldtor szer SIRT1  sirtuin 1

kDa kilodalton SV40  Simian virus 40

LDH laktdt-dehidrogendz TP53 tumorprotein-53

MDM2  Mouse double minute 2 TAD transzaktivdlé domén

MGP Myeloma Genome Project ™D tetramerizdcics domén

MLPA  multiplex ligdciéfiiggé szondaamplifikdcié
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myelomaellenes szerek bevezetésével a hagyomanyos
citosztatikus szerek terapias jelentésége lecsokkent,
mikozben a betegség tulélése latvanyosan javult. Az 4j
szerek kozé tartoznak az immunmodulator szerek
(IMID-ek), (PI), a hiszton-
deacetilaz-gatlok (HDACI) és a monoklonalis antites-

a proteaszomagatlok

tek. Bar a myelomas betegek csoportszintd progresszié-
mentes (PFS) és teljes tulélése (OS) jelentGsen meg-
novekedett, az elért klinikai el6ny nem egyenletes, az
Gn. nagy riziké6ja betegségben szenvedd paciensek ke-
zelése terén elért el6relépés csak meérsékeltnek
mondhaté.

Jelen irdnyelveink szerint a modositott nemzetkozi
prognosztikai rendszer (R-ISS)" a legkiterjedtebben al-
kalmazhat6 moédszer a kedvezétlen korjoslata betegek
azonositasara. Az R-ISS egyik kulcspontja a nagy rizi-
két jelz6 citogenetikai eltérések azonositdsa, mig a
B2-mikroglobulin- és az albuminértékek a tumortome-
get, az LDH-érték pedig a tumorsejtek proliferativitasat
jellemzik. Kedvezétlen citogenetikai prognoézis eléhir-
nokei a t(4;14) vagy t(14;16) transzlokaciék vagy a 17-s
kromoszéma p karjanak deléciéja [del(17p)]. A score
nem tartalmazza, de kiemelt fontossagtiak még 1q és 1p
kromoszéma régidkat érinté anomaliak, illetve a TP53
gén mutécioi. Utébbi a del(17p) kromoszéma-aberraci6
legfontosabb célgénje. Osszefoglalénkban a ,genom
6rének” is nevezett p53 fehérje mikodésének majd
diszfunkcidjanak bemutatasat kovetGen ismertetjik a
TP53 mikodésében megzavart myeloma kezelésében
az eddig elért terapias eredményeket és a jov6 terapids
lehetGségeit.

A p53 fehérje szerkezete és miikodése

A p53 fehérje felfedezésére 1979-ben, SV40
polyomavirussal transzformélt egérsejtek vizsgélata

kapcsan keriilt sor, mint egy, a virus T- (tumor)- anti-
génjéhez kotéds sejtfehérje.” Vilagossa valt, hogy az
SDS akrilamidgélen 53 kDa molekulatomegtinek mért
(ma maéar tudjuk, hogy nem ekkora, val6jdban 43.7
kDa-os) fehérje tumorszuppresszorként miikodik és a
virus T-antigénje (tobbek kozott) ezt a hatast iktatja ki
és biztositja a virus szaporoddsahoz sziikséges proli-
ferativ sejtbioldgiai kornyezetet. 40 év elteltével ma
mar altaldnosan elfogadott, hogy a p53 talan a legfonto-
sabb tumorszuppresszor fehérje, de patobioldgiai sze-
repe myeloma multiplexben és annak terapias valasza-
ban is folyamatosan novekvé jelentdségti.>*°

A p53 fehérje egy tobb doménbdl, 393 aminosavbol
allo foszfoprotein, mely fizioldgias szerepét homo-
tetramer formédban képes betolteni. A fehérje-mono-
merben hat {6 domén és két szignélpeptid kiilonithetd
el: két N-terminalis transzaktival6 domén (TAD), egy
prolingazdag domén (PRD), a kozponti DNS-kot6
domén (DBD), melyet a nukleéris lokalizaciés szignal
(NLS), majd tetramerizaciés domén (TD), a nuklearis
export szignal (NES) és a C-terminalis regulatordomén
(CTD) kovet (1. dbra). A helyzetet bonyolitja, hogy a
fenti leiras a teljes hossztsagi p53 fehérjére vonatko-
zik, de az emberi TP53 gén 11 exonbdl all és nem keve-
sebb, mint 12 alternativan Gjraszerkesztett és dramaian
eltér6 sejtbioldgiai tulajdonsagot mutaté p53(x) izo-
forma termelGdése lehetséges (2. dbra). A teljes hosszi-
sagi C-terminussal rendelkezé p53 fehérje az a-p53
izoforma, melybdl a ,koézbeszédben” az a éltalaban el-
hagyasra kertil. Az egyéb izoformak funkcionélis tulaj-
donségai részletesebb megismerése céljabol utalunk a
szakirodalomra.®

A p53 fehérje tumorellenes hatésait transzkripcio-
tol fiiggs és attdl fiiggetlen médon is képes kifejteni,
sokréti szerepet jatszik a sejt jelatviteli mechanizmu-
sainak szabalyozédsaban, melyek koziil kiemelhetd a
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1. dbra: A p53 fehérje doménszerkezete és legfontosabb szabdlyozd szerepli médositdsi pontjai. A fehérje ubikvitindldsi, foszforildcios,
metildcios és acetildcios pontjait az dbra sematikusan illusztrdlja. Az egyes modositdsok kozott interakcidk dllinak fenn: a homogén mo-
dositdsok (pl. két foszforildcié) egymds hatdsdt jellemzGen erdsitik, mig a heterogén médositdsok (pl. ubikvitindlds vagy acetildcié azo-
nos helyen) dltaldban kompeticiét mutatnak. TAD: N-termindlis transzaktivdcids domének, PRD: prolingazdag domén, DBD: DNS-kété
domén, TD: tetramerizdcicért felel6s domén és nukledris export-szigndl, CTD: C-termindlis szabdlyozé domén
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2. dbra: A humdn p53 fehérje és izoformdi. A 11 exonbdl dllé gén hdrom alternativ promotert haszndl és két poziciéban alternativ
RNS-Ujraszerkesztésre is lehetGséget biztosit, 6sszesen 12 kiilénb6zé izoforma-fehérje szintézisét teszi lehetévé. A D40p53 izoformdk a 2.
exon alternativ kiszerkesztésének eredményei, bel6liik hidnyzik az MDM?2 interakciés domén és a 6 aktivdld foszforildcids helyek, de
oligomerizdcidra képes. A D133p53 izoformdkbdl nemcsak a transzaktivdciés domén, hanem a DNS-k6té domén egy része is hidnyzik, a
fehérje mégis paradox miik6déképes: a p53 fliggé apoptdzist és G1szintli dtmenetet gdtolja, de a G2 szintli apoptdzist nem. A D160p53

izoformdk sejtélettani hatdsa a p53 mutdnsokéhoz hasonlé.

DNS-karosodas kijavitasa, a sejtdifferenciacio és apop-
tozis, a sejt éregedése és a stresszhelyzetekre adott va-
laszreakcié, melyek mind a p53 aktivaciéjahoz vezet-
nek.’

TP53 diszfunkci6 mas malignus betegségekben

Publikalt vizsgélati eredmények szerint — diagno-
ziskor — az emberi rosszindulati daganatok mintegy
50%-4ban mutathaté ki TP53 diszfunkcié (delécid,
mono- vagy biallélikus mutacié). A Cancer Genome
Atlas adatbazis szerint — melyben 33 kiillonb6z6 vizsga-
lat mintegy 10 ezer tumorét dolgoztak fel —a TP53 delé-
ciok gyakorisaga 15,9%, a mutdcidk 15,2%-os, mig a
biallélikus inaktivacié az esetek 22,02%-dban azonosit-
hat6 (ismét hangstlyozva, hogy diagnéziskor vett
tumormintakban).” Leggyakrabban az ovarium cyst-
adenocarcinomajaban, uterus- és tiidérakokban (kb.
90%), mig legritkdbban paragangliomaban (0.5%) ész-
lehet6 a TP53 abnormalitdsa. Mas vizsgal6k az ova-
rium-, a pancreas-, az emlé- és a kissejtes tiidédagana-
tokban hangstilyozzak a p53 eltérések jelentGségét. Ki-
lenc megbetegedésben a TP53 mutaciok kedvezétlen

prognosztikai hatasa igazolt: ide tartozik a tid-adeno-
carcinoma, a hepatocellularis carcinoma, a fej-nyak
laphamrak, az akut myeloid leukaemia és a vildgos sej-
tes veserdk.”

Mind a sejtvonalak, mind pedig a betegminték vizs-
gélata kapcsan egyértelmd, hogy a TP53 monoallélikus
delécidja jelent6sen lecsokkent génexpressziét és fe-
hérjeszintézist eredményez (haploinszufficiencia). Az
egyik TP53 allélt érint6 delécié mellett jellemzének
mondhaté a masik TP53 allél misszenz (aminosav-
cserével jar6) mutacidjanak a megjelenése, igy a beteg
sejtben mér csak mutans p53 fehérje képzddik. Ezt a
mechanizmust szamos daganatban leirtak. Az egyik
TP53 allél vesztése (delécibja) mellett a mésik allél mu-
tdcidja 25-37%-os gyakorisdggal mutathaté ki, de vi-
szonylag gyakran el6fordul kettds (mindkét allélt érin-
t6) mutacié is.® A malignus daganatokban észlelhetd
TP53 mutdciok 80%-a a DNS-kot6 domént érinti és
misszenz mutacio. Koziilitkk 8 emelhet6 ki, mely sokfé-
le daganatban eléfordul és bizonyosan tulélési elényt
nyudjt a tumorsejt szamara: R175, V157F, Y220C, G245,
R248, R249, R273 és R282.° A p53 fehérje szintjének
csokkenését eredményezheti az MDM2 fehérje ex-
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presszidjanak fokozodésa is, mely szamos daganatti-
pusban tumorbiolégiai ,,driver” alapmechanizmus.'’

A TP53-expresszié csokkentésének egy masik lehe-
téségét az olvasdsi keret elcstiszasaval jar6 nonszenz
mutéciok jelentik, melyek a mutéaciok 10%-at képvise-
lik: ilyenkor egy korai stop kodon jon létre, ami a génat-
ir6dés korai leallasdhoz vezet, csonkolt fehérje képzé-
dését eredményezve.

Solid tumorokkal szemben a hematoldgiai malig-
nitdsokban a TP53 miikodésvaltozas viszonylag rit-
kabb, kiillonosen igaz ez diagnéziskori mintdkra, daga-
natellenes kezelés szelekciés hatdsara viszont az elté-
rés lényegesen gyakoribba valik. Diffiz nagy B-sejtes
lymphomaban (DLBCL) és akut myeloid leukaemiaban
(AML) a TP53 diszfunkcié mintegy 10-50% gyakoriséa-
gl. A biallélikus inaktivdciot DLBCL-ben egy tanul-
manyban 13%-os gyakorisagunak talaltdk, mig a delé-
ci6 vagy a monoallélikus mutaciok (20-20%) is jellem-
z6ek lehetnek. Kronikus lymphocytas leukaemiaban
(CLL) a gyakorisaga 8% koriili a diagnéziskor, de pro-
lymphocytds transzformdaciéoban sokkal gyakoribb,
50% koriili."

17p delécio myeloma multiplexben

A myeloma multiplex sejtjeiben a citogenetikai el-
térések csaknem minden esetben kimutathaték. Prog-
nosztikai hatdsuk elemzését neheziti, hogy nincsen
egységes konszenzus arrél, hogy a tumorsejtek hany
szazalékanak pozitivitasa (cancer cell fraction, CCF) je-
lent klinikailag is jelentds érintettséget. Ez a probléma
kiilonosen stjtja a 17p delécié hatasanak értékelését,
mig a transzlokéciok esetében a helyzet kevésbé ellent-
mond4sos.

Ujonnan diagnosztizélt és visszaes myelomaban a
17p deléciéra vonatkozoé publikélt adatokat az 1. tabla-
zat mutatja be. Az IFM99 klinikai vizsgalatban az els6k
kozott vizsgaltak CD138 szelektalt tumorsejteken a
FISH-sel detektalhaté del(17p) prognosztikai hatéasat."
Az eltérés a betegek 11%-aban volt kimutathat6, rovi-
diilt progressziomentes és teljes taléléshez vezetett.
Ebben a vizsgalatban a szelektélt plazmasejtek median
75%-a hordozta a 17p deléciot és a vizsgalok a 60% fe-
letti érintettséget (CF >0,6) tartottdk a rossz prognozis
meghatarozéjanak.'” Ezt kévetSen a vizsgalatok tébb-
ségében sok szerzg mar 20% feletti érintettséget is pozi-
tivnak tartott, mig mas vizsgéaldk kitartottak a 60%-os
érintettség jelentGsége mellett. A helyzetet bonyolitja,
hogy egyes tanulmanyokban 20% alatti limitet hataroz-
tak meg és volt olyan vizsgélat, ahol mar 1%-os érin-
tettség is a pozitivitas jeleként értékel6dott.'’ Ezen me-

todikai kiilonbségek hatésara a kiillonb6zd, még hason-
16 betegpopulaciékat elemzé tanulményok eredményei
sem O0sszehasonlithaték: mig az Gjonnan diagnosztizalt
myelomdban a del(17p) eltérést hordozé myelomasok
medidn progressziémentes talélése — szokasos kezelés
mellett — 15 hénapnak volt mondhatd, a teljes tarto-
many nagyon széles, 4 és 26 honap kozott terilt el. Mi-
vel az eredmények igy nem kizaré6lag az alkalmazott te-
rapiatol figgnek, elemzé 6sszehasonlitasuk igen ne-
héz, mindenesetre a deléciéval nem rendelkezd myelo-
mandl varhaté PFS-érték felénél is kevesebb. A szub-
klonalis 17p-eltérések szisztematikus analizisét a
Myeloma Genome Project (MGP) kisérelte meg.'* Eb-
ben a vizsgalatban az 55%-os érintettséget talaltak ha-
tarvonalnak: efelett nagyrizikéjunak és kedvezétlen ki-
meneteliinek tartottak a betegséget (605 Gjonnan diag-
nosztizélt beteg analizisekor: PFS 14 hénap, OS 36 hé-
nap). Alacsony CCF esetén (<0,55) az eredmények
kedvezébbek voltak (PFS 24 hénap, OS 84 hénap). Ha-
rom klinikai vizsgalat metaanalizise is megerdsitette az
55%-0s detektalasi hatdrvonal klinikai relevanciéjat.”

Visszaesd és refrakter myeloma multiplex esetén a
del(17p) eltérés gyakran megjelenik, mint 4j prog-
ressziés esemény. A Mayo Klinika munkatérsai 76
olyan myeloméas beteg adatat elemezték, ahol diagné-
ziskor nem, csak progressziékor volt a del(17p) FISH-
eltérés kimutathaté.'® A FISH-eltérés atlagosan 3 évvel
a diagndézis utén jelent meg, medidn 2 terdpias vonalat
kovetéen. A progresszidmentes és teljes tulélés rovi-
debb lett, mint az eltérést nem mutat6 kontroll beteg-
csoportban. Relabalt betegségben a del(17p) eltérést
hordozé myelomasok median progressziémentes til-
élése rendkiviil heterogén, a fentebb leirtaknak megfe-
lel6en mind a detekcids kiiszobt6l, mind a terapia tipu-
satdl fugg, a teljes publikalt PFS tartoméany 3,4-21,4
hénap kozétt teril el.'®

Osszefoglaléan megallapithaté, hogy a FISH
del(17p) eltérés minden klinikai helyzetben kedvezét-
len kovetkezményt, magas tumorsejt-pozitivitasi frak-
ci6 esetén a korai progresszio és terdpiarezisztencia ri-
zikéja kiemelkedGen magas.

Monoallélikus TP53 mutéacio myeloma
multiplexben

A szekvenalési technikdk fejlédése kovetkezmé-
nyeként szamos tanulmany kisérelte meg a TP53 muté-
ciok prognozisra gyakorolt hatasdnak elemzését myelo-
maban is.
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Ujonnan diagnosztizalt myeloméban a TP53 muté-
ci6k az esetek mindossze 3-8%-ban detektalhatok.'”
Maés daganatokhoz hasonléan, a TP53 mutacidk a gén
barmely szakaszén eléfordulhatnak, de koncentral6d-
nak a DNS-ko6t6 régiéban. Bar a TP53 mutaciok onkolé-
giai driverként funkciondlnak myeloméaban, a mono-
allélikus TP53 mutéciot eddig nem sikertilt fiiggetlen
prognosztikus tényezéként bizonyitani ebben a beteg-
ségben. Ennek oka valdszintileg az, hogy frontline ke-
zelés el6tt viszonylag ritkdn detektdlhatok ezek a muta-
ciok, és ritkasaguk akadélyozza a statisztikai szigni-
fikanciahoz sziikséges esetszam elérését.

Az MGP vizsgélatban 33/605 esetben talaltak TP53
mutéciot diagnoéziskor és ennek nem volt teljes talélést
tekintve kimutathat6 negativ hatdsa.'* Val6szintileg
nagyobb betegszdm és hosszabb kovetés szitkséges a
monoallélikus TP53 mutaciok valédi jelentGségének
tisztazasara. Ugyanakkor figyelemre mélté, hogy még
ebben a viszonylag nagy betegszamu vizsgalatban is a
TP53 mutacidk szubklonalisaknak bizonyultak, egyéb
mutacidk mellett a myelomas kl6nok fennmaradasa-
ban és (extramedullaris?) terjedésében fontos additiv
szerepet jatszhatnak. Jellemzg, hogy a kezelések haté-
sara a TP53 mutéciét hordozo klénok szelekcids elény-
re tesznek szert, aranyuk nd, elérevetitve a kovetkezd
vonallal szembeni rezisztenciat."

Biallélikus TP53 inaktivacio myelomaban

Mar korai tanulmanyok felhivtak a figyelmet arra a
biolégiai helyzetre, hogy egy 17p allél elvesztését kove-
t6en a masik allélon elhelyezkedd TP53 gén mutacitja
a p53 funkcio teljes elvesztéséhez vezet. A kis beteg-
szdmok miatt ezek a korai tanulmanyok nem tudtak a
bialléllikus és a monoallélikus inaktivacié prognoszti-
kai kiilonboz6ségét bizonyitani. Mas betegségekhez
hasonléan (pl. CLL), egy 779 Gjonnan diagnosztizalt
myelomds beteg anyagat vizsgal6é tanulméanyban (72
p53 gén-deletalt eset alapjan) azt talaltak, hogy szignifi-
kans korrelaci6 van a delécidk és a mutaciok megjele-
nése kozott.

Ezen a ponton kell megemliteniink a Myeloma
Genom Projekt altal bevezetett ,,double hit” myeloma
fogalmat, mely molekuléris szempontbdl kissé zavar6
definiciét kovet.'® Ezt a szerzék altal definialt és
validalt (Gjonnan diagnosztizalt myeloméban szenve-
dé) ,double hit” betegcsoportot két genetikailag eltérd
alcsoport alkotja: 1. a TP53 biallélikus inaktivaciéja jel-
lemezte (6-7%) csoport és a 2. a >4 kdopia 1q21 ampli-
fikacié mellett ISS 3 stadiumu (3-4%) betegcsoport.
A publikalt analizisekben a két csoport aggregalt ered-

ményei szerepelnek: 15,4 hénap PFS és 20,7 hénap OS
(igy nem konnyen azonosithatok a TP53 kettds talalatot
hordoz6 betegek). Ebben a vizsgalatban a biallélikus
TP53 inaktivalt csoport szignifikdnsan révidebb PFS-t
mutatott, mint a monoallélikus del(17p) csoport
(18 hénapos értékek: PFS 36% vs. 76%; OS 58% vs.
90%)."® Lényeges azonban, hogy ebben az 6sszehason-
litasban a del(17p) szempontjab6l minor szubklénokat
is bevettek, nem pedig a szokdsos CCF >0,5-0,5 hatar-
értéket alkalmaztak. Ugyanakkor gy ttinik, hogy a ha-
tarérték valodi eltéré bioldgiai viselkedést tukroz: a
masodik allél TP53 mutaci6jat mutaté 28 beteghdl 27
esetben olyankor mutattak ki, amikor a CCF>0,55 volt.

Indirekt mechanizmusokkal kialakulo TP53
diszfunkcio

A TP53 fehérje funkcidjanak vesztése nemcsak a
TP53 gént kédol6 DNS-szakaszt kozvetlentil érinté val-
tozasok kovetkeztében alakulhat ki, hanem epigene-
tikus, poszttranszkripciés és fehérjeszintd szabélyoza-
si pontokon is bekovetkezhet katasztrofélis hiba.

A DNS-metil4cié az egyik legismertebb epigene-
tikus szabélyozé folyamat, mely a p53 expresszio sza-
balyozaséaban is szerepet jatszik. A TP53 promoter régi-
6janak CpG szigeten bekdvetkez6 metilaciéja régota is-
mert és szdmos daganatban bizonyitott jelentéségi
(Ewing-sarcoma, glioblastoma, ALL, de myelomaban is
kimutatott).”® A DNS-metilacié megvaltoztatasara vég-
zett in. demetilalo kezelés (pl. azacytidin alkalmazasa)
ALL-ben aktivalta a p53 jelatvitelt és az apoptézis foko-
z6déasahoz vezetett.”' Hasonl6 eredményeket myeloma
sejtvonalakon is taldltak.”* Olyan TP53 deléciés
myelomdban (p53 WT/-), ahol p53 fehérje-expresszié
nem volt kimutathat6, a nem deletdlt masik allél
promoter-hipermetilacidjat talaltak, mely felelds lehet
az épen maradt gén inaktivalasaért.”®

A microRNS-ek olyan kis nemkédolé RNS-mole-
kuldk, melyek a génexpresszi6 poszttranszkripcids sza-
balyozasédban jatszanak szerepet. A kozelmult kutata-
sai ramutattak, hogy a p53 expresszi6 szabélyozéasaban
tobb ponton is belépnek:** a p53 fehérje szabalyozza
szamos microRNS transzkripciéjat, expresszidjat és
érését és viszont, miRNS-ek a TP53 mRNS 3’ UTR régi-
6jahoz kotédve a TP53 mRNS degradécio6jat és transz-
laciéjanak géatlasat okozzak.”> Myeloméban is vizsgél-
tak a fenti RNS-szintd interakcidt: a miR-25 és miR-30d
mennyisége myelomaban csokkent,”® myelomasejtek-
be beviteliik a p53 célmolekuldk aktivacidjan keresztiil
apoptozishoz vezetett. A t(4;14) transzlokaciés myelo-
maban a miR-125a-5p expresszidja fokozott, mely di-
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rekt gatolja a p53 mRNS miikodését.”” Tébb, myelo-
maban is deregulalt miRNS-r61 més betegségekben mar
bebizonyosodott, hogy a TP53 3’ UTR szabéalyozoi (pl.
miR15a/miR-16-1 CLL-ben).?®

A p53 fehérje egy rovid életd, a sejtekben folyama-
tosan termel6dé és gyorsan lebomlo fehérje. Legfonto-
sabb fehérjeszintii szabalyozéja az MDM2 fehérje.’* Az
MDM2 p53-ra gyakorolt hatasa sokrét: a fehérje
facilitdlja a p53 sejtmagbdl a citoplazmaba torténd
transzportjat, ubikvitin-ligaz aktivitdsanal fogva a p53
fehérje proteaszémdban torténd lebontésat idézi eld,
akadalyozza és gatolja a p53 fehérje transzaktivalé ha-
tasait. Normélis sejtekben az MDM2 folyamatosan ala-
csony p53 fehérjeszintet tart fenn a képz6dott p53 fe-
hérje folyamatos ubikvitin-fiiggé degradédcidja édltal (3.
dbra). A sejtet érg stresszfolyamatok kovetkeztében a
p53 és az MDM2 kapcsolata megszakad, a p53 fehérje
stabilizalédik és elvégzi funkcidjat. Az MDM2 magas
szintd expresszidja plazmasejtes leukaemidban és
egyes myeloma sejtvonalakban ismert onkogén hatasa
a p53 funkci6 gatlasa révén.”® Sajnos az MDM2-gatlas
mutédns p53 fehérje esetén nem jar klinikailag haszno-
sithat6 eredménnyel.

TANULMANY

A microRNS-ek a p53 fehérje fehérjeszintd regula-
torainak szabalyozasa révén is hatni képesek a p53
funkciora. Példdul a miR-34a a SIRT1 fehérje gatldja:
ez a fehérje pedig a p53 deacetilalaséaért felelGs, mellyel
gatolja annak transzaktival6 hatasat. MiR-34a kifejezé-
dés hatasara a p53 tGtvonalak aktivaci6ja kovetkezik be.
Myelomaban ez kiilonosen fontos lehet, mert a beteg-
ség kezelésében alapvetd szerept dexamethason hata-
sara expresszi6ja indukalédik. A miR-192,-194 és -215
RNS-ek expresszidja csokkenti az MDM2 fehérje ex-
presszidjat, viszont 6k maguk a p53 fehérje transzkrip-
cids szintd aktivadlé szabalyozéasa alatt éallnak, p53
diszfunkcio esetén ez a hatas kieshet.

A TP53 diszfunkciés myeloma multiplex jelenlegi
terapias ajanlasai

A TP53 diszfunkciés myeloma kezelésére jelenleg
egyetlen hatarozott és széleskorten elfogadott irdnyelv
sincsen. Az ajanlasok korlatozott érvényének okai az
kertiltek.
Ugyanakkor, mivel az eltérések visszaesé myelomaban

el6zéekben  széleskortien bemutatasra

ktalonosen gyakoriak és a modern kezelések mellett fo-

DNS-karosodas

N

- acetilacio
¥
\g ()
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-
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3. dbra: A p53-MDM2 kélcs6nhatds. A p53 és az MDM2 fehérjék autoreguldcios kért tartanak fenn. A p53 fokozza az MDM2 expresszidjat,
mig az MDM2 gdtolja a p53 aktivitdsdt: gdtolja a transzkripcids aktivitdsdt, fokozza nukledris exportjdt és serkenti a fehérje lebontdsait.
A DNS-kdrosodds vagy egyes onkogének aktivdcidja a p53 fehérje aktivdcidjdhoz vezet. DNS-kdrosodds hatdsdra a p53 fehérje
foszforildlédik, ami megakaddlyozza az MDM2 fehérjéhez kapcsoldddsdt. Aktivdlt onkogének az ARF fehérje aktivdciojdt eredményezik,
ami akaddlyozza a p53 fehérje MDM2-fligg6 degraddcidjat.
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lyamatosan novekvé gyakorisdgtak, az alacsonyabb
evidenciaszintd javaslatokat is érdemes attekinteni.
Ami a publikélt adatok alapjan igen val6szint az 1.
a proteaszomagatlé (bortezomib) alapt indukci6 és
fenntartas hatdsossaga,” illetve 2. a kettés (tandem)
transzplantacié elényos volta.®’ Ezeket az elveket a ha-
zai gyakorlatban is probéljuk éltalaban alkalmazni,
azonban az Gjabb szerekkel kapcsolatban az adatok ke-
vésbé vilagosak. Az utébbi évek nagy klinikai vizsgala-
tai hajlamosak voltak a gyakoribb nagyrizikéja FISH
csoportokat [t(4;14), t(14;16) és del(17p)] egybevonni,
ami lehetetlenné teszia 17p alcsoport eredményeinek a
kiilon értékelését. Sajnos nagyon valdszind, hogy ezek-
nek a vizsgédlatoknak a nagyrizikéja és hosszua taléléi
leginkabb a t(4;14) csoportbol keriilnek ki, ami szintén
heterogén, egy tujabb prognosztika score alapjan a
t(4;14) betegeknek csak 29%-a valéban nagyrizikéji.*
Ezzel egyttt val6szind, hogy az djabb szerek (carfil-
zomib, daratumumab, ixazomib, pomalidomid) mind
képesek valamit javitani ennek a rossz prognézisi cso-
portnak a klinikai viselkedésén, de hogy pontosan mit
varhatunk, az nem vildgos. Bér az adatok ellentmonda-
sosak, a lenalidomid alig hatdsos p53 diszfunkcids
myelomaban,®® ezért 6nallé alkalmazasa nem javasolt,
a thalidomid monoterdpia pedig nagy vizsgélatban bi-
zonyitottan arthat ennek a betegpopulacionak, ezért

egyértelmtien keriilend6.**

Altaldnosan elfogadott elv,
hogy nagyrizikéja csoportban az a beteg, aki képes
MRD negativitast elérni, a prognézisa attél fogva koze-
lit a standard rizikéjihoz, ezért ez terapias célnak te-
kintendd. Az azonban nem vildgos, hogy a 17p deletalt/
muténs eseteknél ez milyen gyakorisaggal érhetd el és
mennyire relevans a napi gyakorlat szempontjabol.

Régebbi tapasztalat, hogy a dexamethason nagy dé-
zisban adva hatékony a TP53 eltérést mutaté esetekben
is, azonban ez hossza tadvon nem mtikodéképes straté-
gia a toxicitds miatt.*® A bendamustin esetében is van-
nak adatok p53-fiiggetlen tumorellenes aktivitasra,*
de a klinikai tapasztalat szerint az igy elért remissziok
rovidek.

A selinexor egy 4j gyogyszercsoport, a szelektiv
nukleéris transzport gatlo molekulak csoportjanak elsé
tagja, szamos célmolekula mellett tobbek kozott a p53
fehérje sejtmagmembréanon valé atjutasat is képes aka-
dalyozni, ezzel biztositva a hatékony, apoptézisinduk-
ciéra képes p53-szintet a magban akkor is, ha a fehérje-
molekula expressziéja alacsony.*” Kedvezs, hogy dexa-
methasonnal a selinexor klinikailag jelentds sziner-
gizmust mutat, mely a torzskonyvezett terapias kombi-
naci6.*® Ujabb molekula ebben az osztalyban az elta-

nexor, melynek mellékhatés-profilja kedvezébbnek ti-
nik.*

Szintén érdekes és terapidsan relevans megfigyelés,
hogy a t(11;14) transzlokalt myeloma-csoportban a
BCI2 gétlé venetoclax hatékony készitmény lehet, még
akkor is, ha jelen van a TP53 utat inaktivalé delécio
és/vagy mutacié.*® Ez azért kiilonosen fontos megfigye-
lés, mert a t(11;14) gyakran jelentkezik TP53 eltérések-
kel egytitt olyan nagyrizikéja helyzetekben, mint pl.
plazmasejtes leukaemidban vagy myeloma t6bbedik
relapsusa esetén.

A TP53 diszfunkcios daganatsejtek
Achilles-sarkai: a jovo terapias lehetdoségei

A 17p régié delécidjaval érintett kromoszomarégio
nemcsak a TP53 fehérje szintéziséért felel6s. A TP53
génlékusz kozvetlen szomszédja az mRNS-ek szintézi-
séért felels RNS-polimeraz-1I komplex legnagyobb al-
egységét kodolé gén (POLR2A). Szamos daganatsejtben
igazolt, hogy a TP53 delécidval egyiitt a POLR2A gén is
hemizig6tava valik, egyik képiaja elvész.*' Mig a TP53
fehérje mennyiségi szabalyozasa poszt-transzkripcio-
nélis és poszttranszlacios, a POLR2A kifejez6dése a gén
képiaszdmaval aranyos. A hemizigota del(17p) tumor-
sejtek in vitro igen érzékenyek az RNS-polimeraz-gatlé
a-amanitin gombameéreggel szemben. Bar a gyilkos ga-
l6ca mérgét legfeljebb antitest-drog-konjugatumokban
hasznalhatjuk gydgyitdsra, indirekt médon az RNS-
polimerazt gy6gyszeresen tdimadhatjuk: a fehérje szin-
tézisét szabalyozo6 E3 ligdz Ring-Box 1 fehérje gatlasa
TP53-deletalt kasztracio-rezisztens prosztatardkban
igéretes klinikai kutatés targyat képezi.*'

Misszenz mutéaciok esetén esetleg hatdsos lehet
APR-246 néven vizsgalt kismolekula, amit myelo-
displasia kezelésére az FDA két vizsgdlat alapjan mar
gyorsitott eljarasra be is fogadott.**** Ez a gyégyszer a
TP53 mutans és inaktivalt formait képes reaktivalni.
A nonszenz mutaciok esetében is folynak kisérletek
gyogyszerekkel, melyek képesek a beépilt stop-kodo-
non 4tléptetni az RNS transzkripciés komplexet.**

A p53-deficiens daganatsejtek proliferativ elényét a
G1/S sejtciklus-ellenérzépont elvesztése okozza, DNS-
karosodas esetén a sejtek genomintegritasa teljesen a
G2/M ellenérzéponttdl fiigg. Onmagaban hatéstalan
genotoxikus stressz (irradidcié vagy DNS-karosité cito-
sztatikumok) és egyes kinazok (pl. ATR, Chk1, PLK1,
Weel) egyideji géatlasa esetén a p53-deficiens sejtek
nagyfoki érzékenységet mutatnak.”> A p38MAPK tt-
vonal is igen fontos a p53-deficiens sejtek DNS-kéroso-

530 ORVOSKEPZES

XCVI. BvFoLYaM / 20271.



TP53 diszfunkcids myeloma multiplex és kezelési lehetéségei

(OSSZEFOGLALO

dast kovetd tulélésében. DNS-karosodast kovetden
ezek tutvonal gatldsa mitotikus katasztréfahoz és
tumorregresszidhoz vezethet.*®

Myeloma multiplexre jellemzé a tumorsejtek
genominstabilitdsa, mely novekedési elényt biztosit és
drogrezisztencidhoz is vezethet. Ugyanakkor ez a bio-
logiai helyzet terapias lehetéségekre is felhivja a figyel-
met. Egy ilyen lehetéség a proteaszomagatlast kovetéen
kialakulé poli(ADP-ribéz) polimeraz (PARP) inhibito-
rokra valé indukalt érzékenység.*’ Proteaszémagatlok
jelenlétében in vitro a myelomasejtek nem képesek a
DNS-toréseket kijavitani és ez sejthaldlhoz vezet.
A proteaszémagatlo és PARP-inhibitor kombinacié kli-
nikai tesztelése folyamatban van.

Zar6 gondolatok

A p53 fehérje a sejt életének egyik legfontosabb
tumorszuppresszor hatdst fehérjéje. Fontossagat igen
bonyolult szabélyozésa is alatdmasztja, de ez a bonyo-
lultsag szdmos hibara, kisiklasi lehetéségre ad maodot.
Maés tumorokhoz hasonl6an myeloma multiplexben is
egyre tobbet tudunk a p53 fehérje szerepérdl és ez befo-
lyasolja terdpias torekvéseink iranyat is. Jelenleg a su-
lyosan karosodott p53 diszfunkciés myeloméas betege-
ink terapias eredményei kidbranditok, de bizunk ben-
ne, hogy a legtijabb terapias lehetdségeink e teriileten is
meghozzak a varva vart attorést.
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0SSZEFOGLALAS A kronikus myeloid leukaemia (CML) a modern onkoldgia mintabetegsége. A CML-re jellemz6é kéros BCR-ABL1 fehérjét célzo
nul hatékony kezelését fejlett molekularis genetikai modszerek is segitik, lehetGvé téve a terapia hatékonysaganak pontos kovetését, a relapszus idejeko-
ran torténd felismerését, valamint a megfeleld kovetkezG vonalbeli kezelés kivalasztasét. Az elmult években felmeriilt a terdpiamentes remisszio (TFR) le-
hetésége is, mely TKI kezelésre rendkivill jol reagald, tartosan remisszioban lévé betegek mintegy felében sikerrel kivitelezhetd, azonban a TFR Klinikai kri-
tériumaiban a nemzetkozi ajanlasok még nem egységesek. Intézetiinkben az elmult 17 évben tébb mint 13,000 BCR-ABL1 mennyiségi meghatarozast vé-
geztiink, valamint 157 terapia rezisztens esetben végeztiink szekvenalas. Az altalunk vizsgalt betegcsoportban a TFR egyik kritériumanak megfeleld mély
molekularis véalasz arany 61%-volt. A jovében varhatdan a terapias stratégia tovabbi fejl6désével, valamint a TFR bioldgiai hatterével kapcsolatos ismere-
teink bdviilésével egyre szélesebb korben lesz lehetdség a terapia tartos felfliggesztésére.

KULCSSZAVAK kronikus myeloid leukaemia, BCR-ABL1, TKI-terapia, molekularis monitorozas, terapiamentes remisszio

SUMMARY  Chronic myeloid leukemia (CML) is a model disease of modern precision oncology. Tyrosine kinase inhibitor (TKI) treatment targeting the
pathological BCR-ABL1 protein characteristic of the disease has revolutionized the therapy of CML, thus taming it into an easily treatable, chronic disease.
Unparalleled efficacy in the treatment of CML is also aided by advanced molecular genetic techniques, allowing accurate monitoring of treatment efficacy,
early detection of relapse, and selection of appropriate next-line therapy in case of treatment resistance. In recent years, the possibility of treatment free
remission (TFR) has also emerged, which can be successfully achieved in about half of patients in long-term remission who respond well to TKI, but
international recommendations for TFR are not yet uniform. In our institution, we have performed more than 13,000 BCR-ABL1 quantifications in the last
17 years, as well as sequencing 157 therapy-resistant cases. In our group of patients, the deep molecular response rate, which is one of the major criteria
for TFR, was 61%. In the future, it is expected that with the further development of the therapeutic strategy and the expansion of our knowledge about the
biological background of TFR, there will be an increasing possibility of permanent suspension of therapy.

KEY WORDS chronic myeloid leukemia, BCR-ABL1, TKI therapy, molecular monitoring, treatment free remission
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Roviditések

CML krénikus myeloid leukaemia

DMR  mély molekuldris vdlasz

ESMO  European Society of Medical Oncology

ELN European Leukemia Net

EMR korai molekuldris vdlasz

FDA amerikai Elelmiszer- és Gydgyszerengedélyeztetési Hivatal
IS nemzetkézi skdla

KD kindz domén

MMR  major molekuldris vdlasz

NCCN  National Comprehensive Cancer Network
oS teljes tulélés

PFS progressziémentes tulélés

RQ-PCR valds ideji PCR

TFR terdpiamentes remisszié

TKI tirozin-kindz-gatlé

Bevezetés

A kronikus myeloid leukaemia (CML) paratlanul
hatésos tirozin-kinaz-gatlé (TKI) kezelése paradigma-
valtast jelentett az onkolégidban, és ezzel megnyitotta
az utat a malignus kérképek genetikai hatterének fel-
térképezés és célzott terdpidja el6tt. Napjainkban a
CML kezelésében szamos kiillonb6z6 TKI elérhetd, me-
lyek kiilonbozé mellékhatasprofillal rendelkeznek, a
BCR-ABL1 fehérje eltér6 régiéihoz kotédnek, igy
kiilonbo6z6 rezisztencia mutacidk esetében hatasosak.

Az els6 generaciés TKI, az imatinib esetében mar
tobb mint 20 éves kezelési tapasztalat all rendelkezés-
re. Az imatinib mellékhatasprofilja igen kedvezg, és el-
s6vonalas TKI-ként tovabbra is széles korben alkalma-
zott. Ugyan a molekularis vélasz gyorsasaga tekinteté-
ben mindhdrom tgynevezett masodik-generacios TKI
(nilotinib, dasatinib és bosutinib) feltilmulja az ima-
tinibet, hatasukra az Osszesitett talélés nem nétt to-
vabb, igy az imatinib megtartotta szerepét az els6-
vonalbeli kezelések kozt. A mésodik generdciés TKI-k
viszont bizonyitottak, hogy elsévonalbeli alkalmaza-
suk esetén a molekularis valasz gyorsabban jon létre,
igy mindharom szert elsGvonalas gyégyszerként is
torzskonyvezték a kronikus fazist CML kezelésében.
Napjainkra nilotonib kezeléssel 6sszefuiggésben valés
lehet6séggé valt a terdpia tartos felfiiggesztése, kroni-
kus fazist betegség, tipusos BCR-ABL1 fizids transz-
kriptum, 5 évig tarté kezelést kovetGen létrejott tartés
(legaldbb 2 éves) mély molekularis valasz és optimalis
molekularis kontroll-lehetéség esetén. Mindez a gyogy-
szer alkalmazasi eldirataba is belekeriilt. Ma hazank-
ban elsGvonalas gyogyszerként adhaté TKI-k az elsé ge-
nerédciés imatinib, és a harom masodik-generaciés TKI
koziill ketts, a nilotinib és a dasatinib. Ezen TKI-k
mellékhatasprofilja - bizonyos k6zos vonasok mellett —
egymastdl jelentGsen kiillonbozik, és éppen ez adja a
CML kezelésében a finomhangolds lehetéségét, azt

eredményezve, hogy a CML-es betegek tulélése nem
kulonbozik az atlagos populaciéétol.

Ma méar a CML-es betegeket tulélését nem a
leukaemia, hanem més kisérébetegségeik hatarozzak
meg.! Ugyanakor az is igaz, hogy a TKI kezelésekkel
szemben jelentds ardnyban alakul ki intolerancia vagy
rezisztencia. Ezen betegek szamara egyedi kérvénnyel
van lehetdség hozzajutni egy harmadikgeneracios
TKI-hoz, a ponatinibhez, amely kronikus, akceleralt
vagy blasztos fazistt CML-ben is alkalmazhat6 két ma-
sodik-generdciés TKI-val (dasatinib vagy nilotinib)
szembeni rezisztencia, vagy intolerancia esetén. A po-
natinib kulonleges sajatossdga ezen kiviil, hogy ez az
egyetlen TKI, amely a T315I rezisztencia mutécioval
szemben is hatédsos, és az eddigi vizsgalatok alapjan re-
mélhetd, hogy a szer cardiovascularis toxicitidsa az
adag csokkentésévél tartésan mérsékelhetd.

A 2021-es évre mas kérvényezési eljarassal, de elér-
het6vé valt egy Gj molekularis tdimadasponta szer, az
asciminib (ABL001) is. Az asciminib az ABL1 mirisz-
toil zsebét veszi célba, és igy BCR-ABL1 rezisztencia-
mutacié fennallasa esetén is hatdsos lehet. Ezt a szert
az amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerengedélyeztetési
Hivatal (FDA) egyel6re kisérleti jelleggel engedélyezte
részben két vagy tobb TKI-val szemben rezisztens, kré-
nikus fazisa CML-ben szenvedd betegek szamara, illet-
ve abban az esetben, ha a kronikus fazist CML-es be-
tegben T3151 mutdciét mutattak ki. Finanszirozas te-
kintetében kedvezd, hogy az imatinib generikumai
évek ota elérheték, hatasossaguk pedig az eredeti ké-
szitménnyel megegyez6.

A terapids és monitorozasi lehetségek béviilésével
véltozott a kezelés célja is. A tartés remisszié mellett
egyre inkabb elétérbe keriilt a kezelés tartds felfiggesz-
tése, vagyis az ugynevezett terdpia mentes remisszio
(TFR) elérése. Ennek fényében a molekularis monitoro-
zas kiemelt jelentdséget kap, ugyanis a betegségre jel-
lemz6 BCR-ABL1 fazi6s transzkriptum valds idejid
kvantitativ PCR (RQ-PCR) reakcidval torténd érzékeny
mennyiségi kimutatdsa, és az eredmények kifejezése
egy standardizalt nemzetkozi skdlan (IS) a betegség ha-
tékony kezelésének és a TFR elérésének egyarant alap-
kévetelménye.”

A CML kezelésére és monitorozasdra vonatkozo
legfrissebb eurdpai és nemzetkozi ajanldsok a TKI tera-
pia soran molekularis mérfoldkoveket hataroznak meg,
melyek elérése esetén optimalis vélaszrdl, vagy elhiba-
zéasuk esetén terapids kudarcrél beszéliink. Mindennek
célja a kezelés hatékonysagdnak maximalizalasa, va-
gyis a tartés és mély molekularis vélasz elérése, a tera-
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1. dbra: BCR-ABL1 onkoprotein kialakuldsa és a CML molekuldris vizsgdlatdnak célpontjai.

A 9-es és 22-es kromoszémdk reciprok transzlokdcidja sordn kialakulé Philadelphia kromoszéma G-sdvos kariotipizdldssal és FISH vizs-
gdlattal egyardnt kimutathatd. A BCR-ABL1fuzids gén egyes mutdcidi, mely Sanger szekvendldssal meghatdrozhatdk, bizonyos TKI-k ha-
tdstalansdgdhoz vezethetnek. A fuziés transzkriptum RQ-PCR-rel térténé mennyiségi meghatdrozdsdval pedig a kezelés hatdsossdga ér-

tékelhet6. TKI: tirozin-kindz-gatlé, RQ-PCR: valds idejii PCR

pias kudarc idejekoran torténd felismerése, ezzel is no-
velve a TFR-t potenciélisan eléré betegek aranyat.’

Molekularis monitorozas

A CML-re jellemz6 BCR-ABL1 fazi6, vagyis a 9-es és
22-es kromoszomak reciprok transzlokaciéja révén ki-
alakul6 Philadelphia kromoszéma csontvel6i mintabél
torténd konvencionalis G-savos kariotipizalason ala-
pul6 kimutatasanak napjainkban csak a diagnézis fel-
allitasakor, az atipusos torésponttal rendelkezé bete-
gek azonositdsaban van jelentdsége (1. dbra). A 22-es
kromoszéman 1évé BCR gén téréspontjanak helye sze-

rint a reciprok transzlokacié tobbféle BCR-ABL1 faziés
gén kialakuldsdhoz vezethet. A leggyakoribb esetben a
BCR gén 13-as vagy 14-es exonja és az ABL1 gén a2-es
exonja kozott jon létre a fizid. Az igy keletkezett gének-
re e13a2 és el14a2-ként hivatkozunk (Gn. major torés-
pont). Az esetek koriilbelill mintegy 5%-aban fordul
el6 az e19a2 fizi6 (minor téréspont), ami egy nagyobb
molekulaméretd BCR-ABL1 fazi6s protein kialakulasa-
hoz vezet. Ritkdn el6fordul még az ela2 fazié (mikro-
toréspont), de ez 1ézi6 gyakrabban tarsul Philadelphia-
pozitiv akut lymphoblastos leukeaemiakkal.

Az egyes transzkriptumok prognosztikai jelentdsé-
gét a hosszua tavi kimenetel szempontjabdol mar szamos
tanulmény vizsgélta. Major toréspont sordn kialakul6
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e13a2 és el4a2 gének esetében egyarant kedvezg prog-
nozis varhatd, azonban az atipusos minor- és mikro-
toréspontok kimutatdsa nehézséget jelenthet a betegség
monitorozésaban.*

A molekuléris monitorozas sordn a BCR-ABL1 gén
termékének mennyiségét RQ-PCR moddszerrel vizsgal-
juk. A faziés transzkriptum mennyiséget egy kontroll
gén mennyiségéhez viszonyitva a nemzetkozi skélan
fejezziik ki, ezaltal a vilag kiillonb6z6 laboratériumai-
ban mért értékek 6sszehasonlithatéva valnak. Ahhoz,
hogy egy labor a RQ-PCR vizsgalattal meghatarozott
BCR-ABL1 szintet a nemzetkozi skalan fejezhesse ki,
rendelkeznie kell egy laboratérium-specifikus konver-

zios faktorral, amit standard mennyiségti BCR-ABL1-et
tartalmazé minta korkontrollja soran lehet meghata-
rozni. A konverziés faktor alkalmazasaval kikiiszobol-
het6k az eredményt befolydsol6 laboratériumspeci-
fikus tényezdk, mint az eltérd reagensek, mérémisze-
rek és mintakezelési technikakbol ad6dé valtozasok.
A kontroll génhez viszonyitva a BCR-ABL1%-szint a
kezelés kezdetén altaldban 100% koriili érték. Ehhez
képest 3 nagysagrendnyi csokkenést (0,1%) nevezzik
major molekularis valasznak (MMR) vagy MR3.0-nak.
Az an. mély molekuléris véalaszok a BCR-ABL1 transz-
kriptum szint tovabbi csokkenésével jonnek létre: négy
esetétn  MR4.0-rél

nagysagrendnyi  csokkenés

1. tdbldzat: Nemzetkézi ajanldsok dltal meghatdrozott molekuldris monitorozdsi mérféldkovek

‘ OPTIMALIS VALASZ

FIGYELMEZTETO JEL

‘ TERAPIAS KUDARC

3. hénap
ELN |BCR-ABL1™ <10% BCR-ABL1" > 10% Nincs hematolégiai valasz
NCCN | BCR-ABL1" < 10% BCR-ABL1% > 10% -
ESMO |BCR-ABL1™ <10% BCR-ABL'™ > 10% Nincs hematolégiai valasz
6. honap
ELN |BCR-ABL1" < 1% BCR-ABL1" 1-10% BCR-ABL1" > 10%
NCCN | BCR-ABL1" < 10% - BCR-ABL1" > 10%
ESMO |BCR-ABL1" < 1% BCR-ABL1" 1-10% BCR-ABL1" > 10%
12. hénap
ELN  |BCR-ABL1®<0,1% BCR-ABL1" 0,1-1% BCR-ABL1" > 1%
NCCN | BCR-ABL1" < 1% BCR-ABL1" 1-10% BCR-ABL1" > 10%
ESMO |BCR-ABL1" < 0,1% BCR-ABL1" 0,1-1% BCR-ABL1" > 1%
18. hénap

‘ESMO ‘BCR-ABLIIS < 0,01%

BCR-ABL1" 0,1-1%

Béarmikor 12. hénapon tul

ELN BCR-ABL1" <0,1% Komplex kariotipus, Ph-negativ | Komplett hematoldgiai vélasz el-
CML vesztése
MMR elvesztése
KD mutéacié
BCR-ABL1" > 1%
NCCN | BCR-ABL1" < 0,1% BCR-ABL1" 0,1-1%

Klinikai megfontoldso

k

Terdpias valasz és mellékhata-

sok monitorozasa

Compliance és gydgyszer-
interakciok

Compliance és gydgyszer-
interakciok

Terapia folytatdsa

Mutécibanalizis megfontolasa

Mutécibanalizis megfontolasa

TKI véltas amennyiben nem all
fent complience probléma vagy
gyo6gyszerinterakcio

ELN: European LeukemiaNet, ESMO: European Society for Medical Oncology, KD: kindz domén, MMR: major molekularis

valasz, NCCN: National Comprehensive Cancer Network
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(BCR-ABL1 < 0,01%); 4,5 nagysagrendnyi csokke-
nés esetén MR4.5-r6] (BCR-ABL1" < 0,0032%); 5
nagysagrendnyi csokkenés esetén MR5.0-rél
(BCR-ABL1" < 0,001%) beszéliink. A korabban al-
kalmazott komplett molekularis vélasz kategéria
(CMR) ma mar nem hasznalatos, ugyanis tényleges
komplett valasz nem érhet6 el, csak az adott vizs-
galati mddszer érzékenysége melletti BCR-ABL1-
negativitas. Ezért negativ eredmény esetében csu-
pén az adott RQ-PCR vizsgalat érzékenysége mel-
letti negativitasrol beszélhetiink. Ennek megfelels-
en, negativ vizsgélati eredmény esetében, a kont-

Molekularis genetikai vizsgalatok jelentdsége 0OSSZEFOGLALO
krénikus myeloid leukaemiaban TANULMANY
A
= 100
[2]
Y
o
< 10
14
o
o
1,0
0,1
DIAGNOZIS 3. 6. 12.
hoénapok
B

roll gén képiaszdma nytjt informéciot az adott mé-
rés érzékenységér6l. Ezaltal a kilonbozé szintd
molekuléris valaszok (MR 4.0, MR 4.5, MR 5.0)
pontos meghatérozasahoz sziikséges az adott min-
tdban meghatérozott kontroll gén koépiaszama.
BCR-ABL1-negativitas mellett MR 4.0-r61 beszél-
hettink, ha a standard gén képiaszdma >10 000,
MR 4,5-r6l, ha >32500, és MR 5.0-r6l, ha
>100 000. Igy lényegében az MR 5.0 azt jelenti,
hogy 100 000 vizsgalt sejt koziil egy sem tartalma-
zott BCR-ABL1 fazi6s gént, viszont 5 nagysagrend-
nyi molekuléris valasz mellett is milliés nagysag-
rendben lehetnek jelen leukeaemias sejtek a szer-
vezetben, ami a hosszt tdva molekuléris monitoro-
zas jelentGségére mutat ra.

Fontos megjegyezni, hogy a RQ-PCR eredmé-
nyek idével némileg fluktualhatnak, részben labo-
ratériumi technikai okokbdl. Amennyiben egy ko-
vetési mintdban a transzkriptumszint minimum
Otszorosére novekszik, és a beteg elvesziti az
MMR-t, a vizsgalatot gyakrabban kell elvégezni, a
beteget pedig a compliance-t illet6en ki kell kér-
dezni. A mindennapi gyakorlatban a vizsgalatot
leginkabb befolyédsol6 tényezd a minta mindgsége.
Az RNS degradaciéja csokkenti a médszer érzé-

2. dbra: Terdpids vdlasz értékelése a BCR-ABL1*-szint alap-
jan.

A: Megfelel6 terdpids vdlaszhoz tdrsulé optimdlis
BCR-ABLT*-szintek a kezelés elsé évében. B: Figyelmeztetd
jelnek mindsiilé BCR-ABLT -szint a kezelés 3. és 6. honapjd-
ban, majd optimdlis vdlasz a 12. hénapra. C: Terdpids ku-
darcnak mindsiilé BCR-ABLT*-szint, majd TKI-vdltdst kove-
téen optimdlis vdlasz a 12. hénapra. D: Optimdlis terdpids
vdlaszokat kévetéen MMR elvesztése KD mutdci6 kdvetkez-
tében, majd TKI vdltdst kévetéen ujra MMR. TKI: tirozin-
kindz-gdtlé, MMR: major molekuldris vdlasz, KD: kindz
domén
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kenységét, ezért kiemelt fontossagu a rovid transzport-
lehet tébb, mint 12-24 6ra.’
A BCR-ABL1" mennyiségi meghatdrozasaban egyéb
moédszerek is elérhetek, mint a digitalis PCR és a DNS
alapt Q-PCR, azonban ezek a médszerek, bar némikép-

id6, mely nem

pen novelhetik a szenzitivitast, nem terjedtek el a klini-
kai gyakorlatban.® ’

Minden els6 vonalban alkalmazott TKI esetében a
kezelésre kialakuld, adott idépontban mért molekula-
ris védlasz mélysége fontos prognosztikus faktor, igy
ezen idépontokban a nemzetkozi ajdnlasok bizonyos
mérfoldkoveket hatdroznak meg a kezelés soran, vagyis
a terapia sikerességének megitélésekor a BCR-ABL1"
szintet adott id6pontokban kell elemezni, vagyisa 3., 6.
és 12. hénapban (1. tdbldzat).® Az idéfiiggs terdpias
mérfoldkovek jelentGségét mar szdmos klinikai tanul-
many megerdsitette, melyek a European Leukemia Net
(ELN), a National Comprehensive Cancer Network
(NCCN) és a European Society of Medical Oncology
(ESMO) ajanlasok alapjét képezték.”"" Ezek alapjan a
terdpids vélaszok 3 {6 csoportba sorolhaték: ,,optimalis
valasz”, ,figyelmeztetd jel” és ,terapias kudarc”. ,,Opti-
malis vélasz” esetén szamithatunk a legkedvezdébb,
hosszt tavi kimenetelre, vagyis tartés és mély
remissziéra. ,, Terapids kudarc” esetében, néhany kivé-
teles esettdl eltekintve, szitkséges a kezelés modositasa
abetegség progresszidjanak és akceleracidjanak elkerii-
lése végett. ,Terdpids kudarc” esetén a BCR-ABL1-
kindz domén (KD) mutaci6analizisét kell elvégezni,
mely a TKI rezisztencia leggyakoribb okaként ismert.*?
A ,figyelmeztet6 jel” kategoriaba es6 (korabban szub-
optimalis valasz) betegeknél az optimélis stratégia to-
vabbra is kérdéses, kiillonosképpen a korai, 3. és 6. havi
mérések alkalmaval. Az egyes terapias vélaszok értéke-
lésére a 2. dbra szolgéltat példakat.

Korai molekularis valasz (EMR)

A kezelésre nem megfelelGen valaszold, igy kedve-
z6tlen prognézisra szamité betegek minél hamarabb
torténd azonositasa szdmos kutatds targyat képezte.
A korai prognosztikus markerek koziil a korai moleku-
laris valasz (EMR) jelentéségét, melyet hagyoményo-
san a 3. hénapban mért BCR-ABL1" < 10%-ként defini-
alunk, mér tobb tanulmany is megerdsitette. Ez a mole-
kuléris mérfoldké prediktivnek bizonyult a kedvezébb
teljes tulélés (OS), a progressziémentes talélés (PFS),
és az MMR elérése tekintetében elsévonalbeli imatinib
kezelésben részesiilé betegeknél.'® ' Az EMR pre-

diktiv tovdabba a késébbi lehetséges TFR-re is, ugyanis
az EMR-t el nem ér6 betegeknek van a legkisebb esé-
lytk tartés és mély molekularis véalasz elérésére, mely a
TFR el6feltétele.”

Az EMR jelentésége masodik generaciés TKI keze-
lés esetében is bizonyitott. Az ENESTnd tanulmany
eredményei alapjan az EMR-t eléré betegek szignifi-
kansan nagyobb ardnyban értek el az MR4.5-t a kezelés
5. évére, valamint az OS és PFS is kedvezébbnek bizo-
nyult."® A SPIRIT2 vizsgalat dasatinib csoportjanak
adatai alapjan az EMR-t el nem éré betegek szignifikan-
san kisebb ardnyban érték el az MMR-t és az MR4.5-t a
kezelés 24 honapjara.'* A DASASION tanulmény 5
éves adatai szerint az EMR-t elérd betegek szignifikan-
san nagyobb valdszintiséggel érték el az MR4.5-t, rit-
kébban fordult elé transzformacid, és kedvezdbbek vol-
tak a talélési mutatdik.

Ugyan az EMR elérése egy egyértelmten fontos
prediktiv faktor, jelenleg nem tdmasztja ala elég bizo-
nyiték a terapiavaltast ilyen esetben, ugyanis néhany
beteg, aki nem éri el az EMR-t, terdpiavaltds nélkil is
kedvezd valaszt alakit ki a késébbiekben.'”” Az NCCN
ajanldsa szerint a 3. havi BCR-ABL1'-szintet 6vatos-
séggal kell értékelni, amennyiben az érték kis mérték-
ben nagyobb 10%-nél, kiillonosen akkor, ha a diagno-
ziskor mért szinthez képest meredek csokkenés tapasz-
talhat6."® A 3. és 6. hénapban mért eredmények kombi-
nalasaval pontosabban azonosithaték lehetnek a ked-
vezétlen progndzisi betegek, azonban ez a megkozeli-
tés késleltetheti a hatasosabb kezelésre val6 korai val-
tast.'® "

Egy masik mddszer, az EMR el nem ér6 betegek to-
vabbi differencidlasra a BCR-ABL1'" csékkenés kineti-
kajanak meghatarozasa. Egy vizsgélat szerint azon
EMR-t nem elérd betegek, akiknél a BCR-ABL1" felezé-
si ideje kevesebb, mint 76 nap, jobb prognézissal ren-
delkeztek, mint a lassabb csokkenés mellett EMR ku-
darct betegek.'® Ezenfeliil a CML IV tanulményban is
kedvezébb OS és PFS értékekkel voltak jellemezheték
azon betegek, akik a kezelés 3. hénapjéra legalabb fél
nagysagrend csokkenést értek el a BCR-ABL1'- szint-

ben.*®

Major molekularis valasz (MMR)

Az ELN- és ESMO-ajénlésai a 12. h6napban leg-
alabb MMR-szintd (0,1% BCR-ABL1'S) valaszt tartanak
optimalisnak, azonban az NCCN-ajanlasa eltér ettdl, és
elfogadja az 1%-os valaszt is ebben az id6pontban. En-
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nek a diszkrepancidnak a hatterében ellentmond6 ku-
tatdsi eredmények allnak. Az IRIS vizsgalat hosszt ko-
vetési idejli eredményei alapjan a 12. hénapban az
MMR-t eléré betegek 10 éves OS értéke valoban kedve-
z6bb volt, és a CML IV vizsgalat 10 éves kovetési adatai
szintén kedvezdbb OS-t, PFS-t és késébbi DMR elérési
aranyt mutattak ki.*!

Ugyan a DASASION vizsgélatban 3 éves kovetés
mellett kedvezébb volta 12. hénapban MMR-t eléré be-
tegek PFS-e, ez nem bizonyult statisztikailag szignifi-
kansnak.” Tovabba, a 12. hénapban az 1%-os valasz
elérése prediktiv volt a teljes tulélésre, fiiggetleniil az
MMR statusztél.”* Hasonlé eredményrsl szamolt be
egy ausztrdl tanulmény, melyben a 12. hénapban elért
1%-os vélasz korrelélt az 5 éves tiléléssel, mig az MMR
elérése nem mutatott semmilyen statisztikai korrelaci-
6t. Egy masodik generdciés TKI-k elsGvonalbeli alkal-
mazésat vizsgal6 tanulmény szerint az eseménymentes
talélés hasonléan kedvezé volt azon betegeknél, akik a
12. hénapra elérték az 1%-os BCR-ABL1'-szintet, fiig-
getleniil az MMR statuszuktél.*® A CML IV vizsgalat
adatainak tovéabbi elemzése soran megerdsitették a 12.
és 15 havi 1%-os szint jelentGségét. Az eredmények
szerint a ,terdpias kudarc” meghatarozasdnak optimé-
lis ideje MMR-elérése szempontjabol a 2,5 év, ezzel
tdmpontot adva azon betegek kezelésében, akik tarto-
san a ,figyelmeztetd jelnek” mindsiilg tartomanyba es-
nek.*

Ugyan a 12. havi MMR jelentGsége a varhato talélés
tekintetében ellentmondésos, a korai MMR egyértel-
mten prognosztikus a kés6bbi DMR elérésére, mely ki-
emelten fontos a TFR szempontjabél. A CML 1V vizsga-
lat adatai alapjan az MMR elérésének ideje szorosan
Osszefligg a késébbi legaldbb MR4.5 szintd valasz el-
érési aranyaval. A 3. hénapnél ez 83,3%, 6. honapban
69,2%, 12. hénapban 56,7%, 18 hénapban pedig csu-
pan 51,1% volt.”® Ezzel szemben a 12. hénapra 0,1-1%
kozotti valaszt elér6 betegek MR4.5 szintd valaszt
14,5%-ban értek el, mig azoknal, akik ezt a valaszt csak
a 18. hénapban érték el, ez 5%-volt.”® Ezen eredménye-
ket egy ausztral kutatécsoport is megerdsitette, vala-
mint eredményeik szerint az MMR korai elérése nem
csupéan az MR4.5 vélasz kumulativ incidencidjaval, ha-
nem a valasz tartdssdgaval is 0sszefligg, mely szintén
kritikus tényez6je a TFR-nek."

A BCR-ABL1"-szint RQ-PCR-rel val6 meghatéroza-
sa az ajdnlasok szerint nem kotelezd a diagndzis felalli-
tdsakor, ugyanakkor a faziés transzkriptum csokkené-
sének mértéke hasznos prognosztikus marker lehet, igy
ajanlott a vizsgalatot elvégezni.'> *° A TKI kezelés meg-

TANULMANY

kezdését kovetéen 3 havonta, majd az MMR elérést ko-
vetéen 3-6 havonta kell ~meghatdrozni a
BCR-ABL1%-szintet.” ' A gyakoribb molekularis mo-
nitorozas (3—4 vizsgélat évente) egyes eredmények sze-
rint magasabb TKI compliance-szel tarsul, ezzel sugall-
va, hogy a 3 havonta végzett vizsgialat noveli az
adherenciat.”® Ennek alapjan ajanlott lehet a legtobb
esetben fenntartani a 3 havonta torténd vizsgalati gya-
korisagot, kulonosképpen az MMR elérése ellenére
compliance-problémaéra gyants, a TFR-re aspiral6, va-
lamint az Gj TKI-ra valt6 betegeknél.

Ezen feliil bizonyos esetekben sziikséges lehet en-
nél is gyakoribb vizsgalatra, igy terhesség miatti TKI
felftiggesztés esetében, a TFR elsé 6 honapjaban, vala-
mint a 6 hénapon tili TFR-ben a DMR elvesztését ko-
vetéen havonta érdemes BCR-ABL1" meghatérozast
végezni.®

Mély molekularis valasz (DMR)

A molekuléris valasz mélysége a tartés remisszo és
a TFR egyik legfontosabb tényezdje. A ,teljes moleku-
laris valasz” kifejezés napjainkban mér nem hasznala-
tos, ugyanis a BCR-ABL1" kimutathatésdga megfeleld
terapias vélasz esetén gyakorta csak a minta minéségé-
t6l és a vizsgalat valtozo érzékenységétdl fiigg, igy leg-
tobbszor mély molekularis vélaszrol, vagy DMR-rél be-
széliink, mely alatt legalabb MR4.0 szintd valaszt ér-
tiink.”

Mar a kezelés els6 vonaldban alkalmazott poten-
sebb, 2. generaciés TKI-k meggyorsithatjak a DMR el-
érését, és novelhetik az azt elérd betegek szazalékos
aranyat. Az ENESTnd vizsgalat tizéves kovetési adatai
azt mutattak, hogy az imatinib-kezelt csoport 31%-a ér-
te el az MR4.5-6t, mig a nilotinib kar 54%-a érte el ek-
korra ezt a szintd molekuléris valaszt.

Hasonl6 eredményeket figyeltek meg a DASISION
vizsgalat ot éves eredményeiben, ahol a dasatinib keze-
lés magasabb MR4.5 ardnyhoz térsult, mint imatinib
esetében (42% vs 33%).”” A nagy dézisti imatinibbel
(azaz napi 800 mg, szemben a napi 400 mg-mal) hason-
16 MR4.5 arany érhetd el, mint a masodik generaciés
TKI-kkel, bar a magasabb dézis tébb nemkivénatos
mellékhatas megjelenéséhez tarsul, igy manapsag rit-
kan alkalmazzék.” Ettél fiiggetleniil a TKI kivalaszta-
sdban a DMR elérése érdekében mérlegelni kell a tera-
piés toxicitast, ugyanis mindegyik gyogyszer viszony-
lag egyedi mellékhatés profillal rendelkezik. Azoknal a
betegeknél, akik nem tartjak a TFR-t kiemelt prioritas-
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nak (azaz idések és jelentds tarsbetegségben szenve-
dék), az MMR elérése megfelelG terapias végpont lehet,
és ennek figyelembevételével a terapia kivélasztasa
testreszabhato.

A frontvonalbeli imatinibbel torténd DMR elérésé-
nek elmulasztiasa miatt a mésodik vonalbeli terapiara
val6 attérés sikeres stratégia lehet. Az ENESTnd vizsga-
lat 48 hénapos elemzése kimutatta, hogy azoknél a be-
tegeknél, akik imatinib kezelés sordn nem értek el mély
molekularis valaszt, a nilotinibre val6 4ttérés jelentd-
sen megnovelte az MR4.5 elérésének val6szintiségét.?’

Azoknél az imatinib-kezelt betegeknél, akiknél a
legjobb valasz az 1% BCR-ABL1%, a nilotinibre val6 at-
térés szintén MR4.5-et indukalhat,
imatinib-intolerancia vagy kudarc utan dasatinibra tor-

valamint az

ténd 4tallas is lehetGvé teheti az MR4.0 elérését és az
esetleges sikeres TFR-kisérleteket.*

Mutacioanalizis

A TKI kezelés soran fellépd ,terdpias kudarc” hatte-
rében az esetek tobbségében a BCR-ABL1 KD mutacio6i
allnak. Ilyenkor a kovetkezd vonalban alkalmazott
TKI-t minden esetben szekvendlds soran azonositott
mutaciés profil alapjan kell kivalasztani (2. tabldzat).*'

A KD mutaciéinak meghatarozasara jelenleg a
Sanger-szekvenadlas a standardnak tekintett médszer,
azonban ez a metodika viszonylag alacsony érzékeny-
ségl, a mintdban legaldbb 10-20% Philadelphia-pozi-
tiv sejtnek kell jelen lennie. Az esetek tobbségében ez
az érzékenység megfelel6 a BCR-AB1" transzkriptum
szint emelkedéséhez vezetd rezisztens klénok domi-
nans mutaciéinak meghatérozasahoz.**

A mutdciéanalizist a TKI leallitdsat megel6z6en le-
vett mintabdl kell elvégezni. Ennek oka, hogy a TKI le-
allitdsa utdn a mutaciok gyorsan detektalhatatlanna
valhatnak a szelekci6s nyomas megsztinésével tjra ex-
pandélédé, vad tipusi KD-t hordozé leukaemias sejtek
miatt. Az érzékenyebb technikdk, példaul a tomeg-
spektrometria, a digitélis droplet PCR és az tjgeneraci-
0s szekvendlas javithatjak a kimutatdsi hatart akar
0,2%-ra, azonban ezek a modszerek még nem éllnak
széles korben rendelkezésre, valamint a csupan magas
érzékenységli modszerekkel kimutathaté mutédciok
klinikai jelentsége megkérddjelezhetd.

A KD domén mutaciékat csak az imatinib rezisz-
tens betegek mintegy felében lehet azonositani, és a be-
tegek nem mindig reagalnak a megfelelGen kivalasztott
szerre, ami sok esetben mas rezisztencia titvonalak je-
lenlétére utal.

2. tablazat: TKI-kkal szembeni rezisztencidhoz vezetd
BCR-ABL1 KD mutdcick

TKI BCR-ABL1 KD REZISZTENCIA MUTACIO

M237V, 1242T, M244 V, K247R, L248V,
G250E, G250R, Q252R, Q252H, Y253F,
Y253H, E255K, E255V, E258D, W261L,
L273M, E275K, E275Q, D276G, T277A,
E279K, V280A, V2891, V2891, V289A, E292Q,
E292V, 1293V, L298V, F311L, F311I, T315I,
F317L, F317V, F3171, F317C, Y320C, L324Q,
Y342H, M343T, A344V, A350V, M351T,
E355D, E355G, E355A, F359V, F3591, F359C,
F359L, D363Y, L3641, A365V, A366G, L370P,
V371A, E373K, V3791, A380T, F382L, L384M,
L387F, L387V, M388L, H396R, H396P,
H396A, A397P, S417F, S417Y, 1418S, 1418V,
A433T, S438C, E450K, E450G, E450A, E450V,
E453G, E453A, E453K, E453V, E453Q, E459K,
E459V, E459G, E459Q, M4721, P480L, F486S

Imatinib

Dasatinib V299L, T315I, T315A, F317L, F317V, F3171,
F317C

Nilotinib Y253H, E255K, E255V, T315I, F359V, F3591,
F359C

Bosutinib | E255V, E255K, V299L, T3151

Ponatinib | T315M, T315L

TKI: tirozin-kinaz-gatlé, KD: kindz domén

Terapiamentes remisszio (TFR)

A TFR biztonsagossagat és kivitelezhet6ségét a TKI
kezelésre jol reagald betegek korében mar szamos klini-
kai vizsgalat igazolta, igy napjainkra beépiilt a CML ke-
zelésének szakmai irdnyelveibe, mint terdpias cél a pa-
ciensek egy részénél.” '° A sikeres TFR kapcsan a CML
kezelésének koltségei drasztikusan csokkentheték. Ezt
példéazza, hogy a Euro-SKI tanulmanyban csak a gyogy-
szerkoltségen megtakaritott 6sszeg mintegy 22 millié
eur6 volt. A koltségesokkentésen til azonban a TFR a
betegek életmindségének jelentds javulasédhoz is vezet-
het a TKI terdpia mellékhatdsainak megsziinése ré
vén.*?

Kiilonbo6zé vizsgalatok alapjan a TFR a bevont bete-
gek mintegy 40-60%-4anal sikeres. A terapia felfiggesz-
tését kovetGen relabédlé betegek esetében a korabban al-
kalmazott TKI Gjboli bevezetésével a betegség feletti
kontroll hamar visszanyerhets. Mindez azon betegek
korében all fenn, akik a TKI kezelésre rendkiviil jol vé-
laszoltak, melynek legerdsebb mutatéja a DMR.
Az egyik elsé TFR vizsgalatban, melyben a bevalasztasi
kritérium 2 éves MR5.0 szintd molekuléris valasz volt,

542 ORVOSKEPZES

XCVI. BvFoLYaM / 20271.



Molekularis genetikai vizsgalatok jelentésége

(OSSZEFOGLALO

kronikus myeloid leukaemiaban

a terapiat pedig BCR-ABL1'%-szint egy nagysagrend no-
vekedése esetén inditottak djra, a betegek 43%-a muta-
tott TFR-t a 6. hénapban, és ez az ardny a 60. hénapra is
csak 38%-ta esett vissza.** Hasonl6 eredményeket irtak
le az ausztral TWISTER tanulményban is, ahol a belé-
pési kritérium 2 évig kimutathatatlan BCR-ABL1" szint
volt; itt a 24 hénapos sikeres TFR arany 47%-nak bizo-
nyult.*®

A késébbi TFR vizsgélatok kritériumai mar kevésbé
voltak szigoraak, mind a bevalogatéds, mind terapia dj-
rakezdésének tekintetében. Az A-STIM vizsgalatban,
mely az MMR elvesztését tekintette a TKI tGjrakezdés
feltételeként, a TFR ardny a 36. honapban 61% volt.
A Euro-Ski tanulményban, mely jelenleg az eddigi leg-
nagyobb TFR vizsgalat, az egy évig legalabb MR4 szin-
td vélaszt mutaté betegek 50%-a volt MMR-ben, vagy
annal mélyebb valaszban, a TFR 24. hoénapjaban.
Mindebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az MMR a
TKI folytatasdnak biztonsagos kiiszobértéke lehet.*
Bar a TKI felfiiggesztése elétti elérendd molekularis va-
lasz optimalis szintje és ideje még nem tisztazott, az
eredmények szerint legalabb 24 hénapos DMR esetén
magas TFR arany érheté el.”’

A masodik generédciés TKI-k felfiiggesztése kapcsan
magasabb aranyt TFR-r6l szdmol be a nemzetkozi iro-
dalom, mely az MMR gyorsabb elérésével, és a maga-
sabb DMR elérési arannyal allhat ¢sszeftiggésben. En-
nek megfeleléen az ENESTnd vizsgélat 10 éves koveté-
si adatai alapjan az elsGvonalbeli nilotinib kezelés so-
ran 17%-kal tobb beteg teljesitette a TFR kritériumait.*®

A legfrissebb ELN-ajénlas a kovetkezéket tekinti a
TFR optimalis feltételeinek: legalabb 5 éves DMR, eb-
bél legutobbi 3 év legalabb MR4.0 vagy 2 év MR4.5
szintd valasz. Az egyes nemzetkozi szakmai kollégiu-
mok ajanldsai némiképp eltérnek egymastél, f6leg a
DMR mélységének és tartdéssaganak tekintetében, me-
lyek a TFR kritériumainak legjelentésebb valtozoinak
tlnnek (3. tablazat).

Molekularis monitorozas TFR-ben

A DMR eléréséhez és fenntartisdhoz, ezaltal a
TFR-hez is feltétlentl szitkséges a legalabb MR4.5 szin-
td molekularis vélasz kimutatasara alkalmas, az ered-
ményeket a nemzetkozi skédlan kifejez6, negativitas
esetén pedig a vizsgédlat mélységét is megadé RQ-PCR
alapt vizsgalathoz valé biztos hozzaférés.*

A TFR tanulményokban ttlnyomoérészt havi rend-
szerességgel végeztek BCR-ABL1" meghatarozast az el-

TANULMANY

s6 6-12 hénapban, ugyanis a molekularis relapszus a
TKI felftiggesztését kovetSen f6ként az els6 6 honapban
alakul ki. Ezt kovetden ritkabb, vagyis 2-3 havonta vég-
zett monitorozas is elégséges, mivel a késéi molekula-
ris relapszusok ritkdn fordulnak el6. Amennyiben a
monitorozds sordan emelkedés tapasztalhaté a
BCR-ABL1%-szintben, havonta kell transzkriptumszint
meghatarozast végezni, ugyanis a TFR 3. hénapjaban
az MR4.5 elvesztése eldre jelezheti a TFR tényleges ku-
darcat a késébbiekben, azonban a betegek egy része
DMR és MMR kozott fluktudlé transzkriptum szint
mellett is TFR-ben marad.*® Noha a késéi relapszusok
ritkak, ilyen esetekben is eléfordul, hogy a betegek el-
veszitették az MMR-t, és tjra alkalmazni kell a TKI-
kezelést, igy a latszolagos tartds TFR ellenére is folytat-
ni kell a molekularis monitorozéast 3-6 havi gyakorisag-
gal a TFR els6 évét kovetden is.

Minden nemzetkozi ajanlasban kozos ugyanakkor
az el6rehaladott allapota betegek kizarasa, valamint a
TFR els6 6 honapjaban havi rendszerességgel végzett,
legalabb MR4.5 szintd valasz kimutatasara alkalmas,
RQ-PCR vizsgélat eléirdsa (3. tabldzat).

TKI-kezelés TFR kudarcot kovetéen

Az MMR elvesztése, vagyis molekularis relapszus
esetében a TKI Gjboli alkalmazasa mellett 1-2 honapos
gyakorisdggal érdemes monitorozni a BCR-ABL1"-
szintet. Ezen esetekben a betegek donté tobbsége to-
vabbra is érzékeny a kordbban alkalmazott TKI-re, KD
elvétve talalhatok kozlések.*" **

A nemzetkozi irodalomban maig csupén egyetlen eset-

mutaciérél csak

ben szdmoltak be sikertelen TFR-t kovetd blasztos kri-
zisr6l, mely az imatinib Gjrainditasat kovetd 9. hénap-
ban jelentkezett annak ellenére, hogy a beteg vissza-
nyerte az MMR-t (36).

A betegek tobbsége gyorsan valaszol az Gjrainditott
kezelésre, a STOP 2G TKI-vizsgélat eredményei szerint
az MMR 1jboli elérésénének median ideje 2 hénap, a
DMR-¢ pedig 3 hénap.*® Tovabbi TFR vizsgalatok ha-
sonl6 eredményekkel szolgaltak, azonban bar a betegek
tobbsége valéban gyorsan tjra eléri az MMR-t és
DMR-t, egy kis csoport esetében el6fordul, hogy ez nem
sikeriil ** 3% 3¢ 4143 4% Tlyenkor, amennyiben a kezelés
Gjrainditdsat kovetden 6-12 honappal sem sikertil elér-
ni az MMR-t, KD mutéci6 elemzésre és TKI valtasra
van sziikség.

2021; 3:301-620.
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3. tablazat: Nemzetkézi tanulmdnyokban megfolgalmazott TFR-kritériumok

HUGHES ESMO NCCN FRANCIA ELN
CML
MUNKA-
CSOPORT
2016 2017 2017 2018 2020
ZOLD SARGA PIROS
BCR-ABL1 tipusos, atipusos, mér- | nem mérhet§ | tipusos, tipusos, E13a2, e14a2, | tipusos,
transzkript mérhetd hetd mérhetd mérhetd el3a2 + mérhetd
el4a2
CML kortorté- | krénikus fazis | rezisztencia | akceleralt kronikus kronikus kronikus kronikus
net vagy KD mu- | vagy blastos | fazis fazis fazis fazis
tacio fazis
Sokal score nem magas magas - nem magas - -
ElsGvonalbeli | optimalis figyelmeztet§ | kudarc optimalis nincs rezisz- | Nincs prog- | Minimum:
TKI-re adott jel tencia resszio, re- nincs elézetes
vélasz zisztencia, rezisztencia
szuboptimalis | (kivéve into-
vagy figyel- lerancia elsé
meztetd vonalbeli
véalasz TKI-re)
DMR <MR4.5 <MR4.0 >MR4.5 <MR4.5 <MR4.0 <MR4.5 <MR4.0
DMR hossza |>2 év 1-2 év <1év <MR4.5>2 év |>2 év >2 év Optimélis: >3
év ha MR4.0,
>2 év ha
MR4.5
Minimum:
>5év (>4 év
2. generacios
TKI-vel)
TKI kezelés | >8 év 3-8 év <3 év >5 év >3 év >5 év Optimélis: >5
hossza év
Minimum:
>MR4.0 >2
év
Megszakitési | - - - - MMR elvesz- | MMR elvesz- | MMR elvesz-
feltétel tése tése tését kovet6-
en 4 hét
Monitorozasi | Havonta az elsé 6 hénapban Havonta az Havonta az Havonta az Havonta az
gyakorisag elsé fél évben | elsé 12 ho- els6 6 honap- | elsé 6 honap-
napban ban ban
2-3 havonta ezt kovetéen 6 hetente a 6 hetente a Kéthavonta az | 2 havonta a
masodik 13-24. hénap |7-12. hénap | 7-12. hdénap-
félévben kozott kozott ban
3 havonta ezt | 3 havonta ezt | 3 havonta a 3 havonta ezt
kovetGen kovetGen masodik kovetGen
évben

3-6 havonta
ezt kovetden

ELN: European LeukemiaNet, ESMO: European Society for Medical Oncology, KD: kindz domén, MMR: major molekuléris
valasz, NCCN: National Comprehensive Cancer Network, TFR: terdpiamentes remisszi6

TFR sikerességének prediktiv markerei

A TFR sikerességét szamos tényez6 képes eldre je-
lezni, ilyen a TFR elétti TKI kezelés hossza is. A STIM

544

vizsgélat adatai alapjan a legalabb 54 h6napos imatinib

kezelés esetében alacsonyabb a molekuléris relapszus

kockazata TFR soran, mely eredményt szamos més kli-

nikai vizsgalat is igazolta.’® ** ** ** Ezzel szemben az
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imatinib-rezisztencia a hatékony masodik generécios
TKI-kezelés ellenére is csokkenti a sikeres TFR esé
lyét.SO‘ 40

A TKI elétti korszakban megalkotott prognosztikai
modellek, példaul a Sokal score tovabbra is hasznosak
a betegség viselkedésének jellemzésére, igy a TFR sike-
rének eldre jelzésére is hasznalhaték. Ezért az alacsony
Sokal score ritkdbb molekularis relapszushoz tarsul
TFR soran, azonban ez az Osszefiiggés nem allt fenn
minden vizsgalatban.**?% %

A DMR hossza szintigy 6sszefiiggésben 4ll a TFR
sikerével, ahogyan azt a EURO-SKI vizsgalat is leirta,
tovabba az eredmények szerint minden DMR-ben tol-
tott év 3%-kal noveli a valdszintségét annak, hogy a
beteg TFR 6. honapjdban is még legalabb MMR-ben
marad.*'

Bér egyetlen egyéni véltoz6 sem képes pontosan
megj6solni a TFR sikerét, mindet figyelembe kell venni
a TFR kisérletei elétt, és a betegeknek a TKI leéllitasa
el6tt tandcsot kell adni a molekularis relapszus kocka-
zatarol.

TFR kapcsan fellépd nehézségek

A TFR-re alkalmas betegek korultekint6 kivalaszta-
sa kulcsfontossagti a terapiafelfiiggesztés sikerességi
ratdjanak novelése, és az azzal jar6 esetleges kéaros ha-
tasok csokkentése szempontjabdl. A TFR sordn kiulo-
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nos figyelmet kell forditani az atipusos transzkrip-
tummal rendelkezé betegekre, ugyanis amennyiben a
monitorozast végzd laboratérium nem képes azt kimu-
tatni, vagy tévesen a major toréspontot vizsgaljak, a
relapszus a hematolégiai tiinetek megjelenéséig rejtve
maradhat.** Minden beteg esetében fontos a megbizha-
t6 laboratériumi hattér, amely képes gyors atfutasi idé
mellett a BCR-ABL1"® eredmények megadéséra, igy
molekuléris relapszus esetén lehetséges a gyors inter-
vencid, megelGzve ezzel a hematoldgiai remisszi6t.

JelentGs kérdés még a betegek compliance-e, ugyan-
is a javasolt monitorozasi titemterv betartasaval mini-
malizalhaték a késleltetett beavatkozdsbdl eredd
komplikéaciok, igy fontos a TFR-t megkisérlé betegek
szoros kontrollja.*®

Sajat tapasztalatok

A Semmelweis Egyetem I. Sz. Patolégiai és Kisérleti
Rakkutat6 Intézetben a BCR-ABL1 vizsgalat 2003-as
bevezetése orszagszerte 30 hematoldgiai centrumbél
szdrmaz6, 1413 beteg 13 568 mintdjan végeztiink
BCR-ABL1"-szint meghatédrozast (3. dbra). A vizsgala-
tok szdma évr6l-évre szigord-monoton névekedést mu-
tatott (4. dbra). A 2020-as évben fordult elé elészor,
hogy a megel6z6 évnél kevesebb vizsgalati minta érke-
zett, mely feltehetéen a SARS-CoV-2 jarvanynak tud-

haté be. A mintak 70,5%-ban azonositottunk kimutat-

© Belgydgyaszati és Hematologiai Klinika

© Belgyogyaszati és Onkoldgiai Klinika

@ Szolnok
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3. dbra: Betegmintdkat kiildé hematoldgiai centrumok. Az I. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rdkkutaté Intézet 2003-2020 kéz6tt a Semmelweis
Egyetem belgydgydszati klinikdin tul tovdbbi 28 hematoldgiai centrumbdl kapott mintdt BCR-ABL1-szint meghatdrozdsra az orszdg kii-

16nbdz6 régisibal.

2021; 3:301-620.
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haté6 BCR-ABL1 transzkriptumot, 27,6%-ban negativ
BCR-ABL1 szint mellett a referencia gén mennyisége
alapjan hataroztuk meg a molekuléris védlasz mélysé-
gét. Az Osszesitett sikertelenségi rata 1,9% volt, mely-
nek leggyakoribb oka val6szintileg a mintak RNS tartal-
manak degradéalédasa volt (5. dbra/A).

A 2020-as évben BCR-ABL1IS szinttel rendelkezg,
aktivan monitorozott, mintegy 625 beteg mintajanak
vizsgélatakor 79,9%-ban mutattunk ki legalabb MMR
szintd molekuléris vélaszt, 17,9%-ban MR4.0, 17,9%-
ban MR4,5, 25,12%-ban pedig MR5.0 szintd molekula-
ris vélaszt azonositottunk (5. dbra/B).

A sikertelen
1,90%

negativ -
27,57%

N = 13568

NTUICEIR NN I PRI
PR R D P PP

4. dbra: BCR-ABL1® -vizsgdlatok az évek
sordn. A BCR-ABLT® -meghatdrozdsok
szdmdban a vizsgdlat 2003-as beveze-
tése 6ta évrdl-évre folyamatos néveke-
dés tapasztalhato, mely tendencidban
csupdn a 2020-as év jelentett torést,
feltehetéen a SARS-CoV-2-jdrvdny ké-
vetkeztében.

N
5

Osszegzés

A CML kezelését forradalmasité elsé TKI, az
imatinib FDA engedélyezése 6ta immaron 20 év telt el.
Napjainkra a kezelés elsé vonaldban is szamos TKI el-
érhet6vé valt, igy lehetséges a paciens komorbidita-
sainak, illetve a vélasztott terapids végpontnak megfe-
lel6 kezelés kivélasztasa. Az érzékeny molekularis ge-
netikai mdédszereken alapulé monitorozas segitségével
a terdpia rezisztencia idejekoran észlelhetd, valamint a
rezisztencia mutaciok meghatarozasa révén az adott el-
térés jelenléte mellett is hatékony kovetkez6 vonalbeli

5. dbra: BCR-ABLT® -vizsgdlatok dsszesitett eredményei. A: A BCR-ABLT°-vizsgdlatok 70,53%-dban azonositottunk kimutathaté BCR-ABL1
transzkriptumot 1,9%-os sikertelenségi rdta mellett. B: A 2020-as évben monitorozott betegek 79,9%-a volt legaldbb MMR-ben, mig a
legaldbb MR4.0 szinti mély molekuldris vdlasz ardnya 61,1%-nak bizonyult.
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kezelés valaszthat6. Mindezek alapjan tekinthet6 a
CML a modern onkolégia modellbetegségeként, azon-
ban tovabbra is példaként szolgal, ugyanis a TFR-en ke-
resztil latétérbe keriilt a kurativ kezelés lehetGsége. Je-
lenleg a terdpia felfiggesztése az igen tartés és mély
molekuldris valaszban 16vé betegek csak mintegy felé-
ben tarsul tart6s remisszioval. Maig feltaratlan kérdés,
hogy mi jelenti a kiillonbséget a terapia felfiiggesztésére
adott valaszban. Egyes vizsgalatok szerint az NK sejtek
killer
receptor polimorfizmusainak

mennyiségének, immunfenotipusdnak, a
immunoglobulin-like
egyarant szerepe lehet ezekben a kiilonbségekben. Egy
teljes exom szekvenadlasi vizsgalatban felmertilt tovab-
ba a PARP9, CYP1B1, ALPK2 és IRF1 génekben hordo-
zott mutacidk szerepe, valamint a CML §ssejtek
miR-126 mikro-RNS expressziés szintjének jelentGsé-
ge. 4050

A sikeres TFR kialakitdsaban szerepet jatszo tovab-
bi tényezdk felismerése és a betegek fejlett molekuléris
mobdszerekkel tdmogatott személyre-szabott kezelése a
CML-ben szenveddk egyre szélesebb korében fogja le-
het6vé tenni a TFR elérését. Ezaltal a jov6ben remélhe-
téleg a CML-r6l nem csak mint egy jol kezelhetd,
hanem gydgyithaté betegség beszélhetiink.
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A kronikus lymphocytas leukaemia genetikai hattere és szemeélyre szabott
terapiaja
Genetic landscape and targeted therapy of chronic lymphocytic leukemia
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0SSZEFOGLALAS A kronikus lymphocytas leukaemia (CLL) terdpiaja az onkohematoldgia dinamikus fejlédésének kdszonhetden az elmult években jelen-
t6s valtozasokon ment keresztiil. A citogenetikai és molekularis genetikai vizsgalati madszerek fejlesztéseivel parhuzamosan szamos olyan genetikai elté-
réstismerhettiink meg, melyek fontos szerepet toltenek be a korkép patogenezisében, valamint prognosztikai és prediktiv markerként kozvetleniil befolya-
soljak a CLL korlefolydsat és kezelését. A kedvezétlen progndzissal tarsulo genetikai eltérések, mint a 17p kromoszomarégio delécioja, a TP53 gén muta-
cidi, valamint a mutaciét nem hordozo /GHV gén rutinszer(i vizsgalata 6sszetett rizikdbesorolasok megjelenését eredményezte CLL-ben, melyek a prog-
pias és kemoimmunoterapias kezelések mellett napjainkban olyan célzott terapids gyogyszerek valtak hozzaférhetGvé, mint a BTK-gatlo ibrutinib és a
BCL2-inhibitor venetoclax, melyekkel a korabban kedvezGtlen progndzisa betegcsoportokban is atiité eredmények érhetdk el. A genetikai defektusok azo-
nositasara alkalmas vizsgalati modszerek mindemellett jelenleg mar a terapiarezisztenciaért felelés mutaciok detektalasaban és monitorozasaban is fon-
tos szerepet téltenek be, igy a CLL genetikai hatterének komplex feltérképezése a korkép modern diagnosztikaja és kezelése soran egyarant elengedhetet-
len.

KULCSSZAVAK kronikus lymphocytas leukaemia, célzott terapia, prognosztikai markerek

SUMMARY  Dynamic evolution of today’s oncohematology has revolutionized the treatment of chronic lymphocytic leukemia (CLL). In line with the recent
development of cytogenetic and molecular methods, several distinct genetic alterations were found to be associated with adverse disease prognosis with
many of them directly affecting the therapeutic choices for CLL. Screening for genetic abnormalities conferring adverse prognosis, such as the deletion of
chromosomal region 17p, TP53 mutations and unmutated /GHV status led to the development of risk stratification models changing the fundamental
principles of CLL therapy. Patients harboring adverse prognostic genetic alterations defined by these algorithms fail to respond to standard
chemotherapeutic and chemoimmunotherapeutic regimes but novel targeted therapies such as the BTK inhibitor ibrutinib and BCL2 inhibitor venetoclax
have achieved remarkable results in these high-risk patient groups. Besides of their important role in risk stratification models and therapeutic decisions,
ultra-sensitive molecular methods can now also be used for monitoring the efficacy of targeted therapies as well as to timely detect the emergence of
distinct gene mutations associated with therapy resistance in CLL. These cytogenetic and novel molecular methods contribute greatly to our
understanding of CLL’s genetic background and are now essential to the modern diagnostics and therapy of this disease.

KEY WORDS chronic lymphocytic leukemia, targeted therapy, prognostic markers

Az elmult évtizedben robbandasszert fejlédés ment  emelten igaz ez a kronikus lymphocytds leukaemia

végbe a hematologiai malignitdsok genetikai hatteré-  (CLL) genetikai hatterének megismerésére, melyben
nek megismerésében, amely a diagnosztikai, prognosz-  bér egyes napjainkban is vizsgalt citogenetikai eltéré-
tikai és terdpias eszkoztar boviilését hozta magéval. Ki-  sek progressziora és talélésre gyakorolt jelentGsége mar
Roviditések

BCL2 B-sejtes lymphoma 2 protein MLPA  multiplex ligdciéfiiggé szondaamplifikdcié

BCR B-sejt receptor NGS Ujgenerdcios szekvendlds

BTK Bruton-féle tirozin-kindz RFC rituximab-fludarabin-cyclophosphamid

CLL kronikus lymphocytds leukaemia R/RCLL relabdld/refrakter CLL

ddPCR  digitdlis droplet PCR SMH szomatikus hipermutdcié

ERIC European Research Initiative on CLL TP53 tumor protein 53

FC fludarabin-cyclophosphamid VAF varidns allélfrekvencia

FDA Amerikai Elelmiszer és Gydgyszeriigynokség WES teljes exomszekvendlds

FISH fluoreszcens in situ hibridizdcié WGS teljes genomszekvendlds

IGHV  immunglobulin gén
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régota ismert, az azonositott genetikai variansok a tera-
pids dontéshozatalban egészen a kozelmultig nem jat-
szottak fontos szerepet. Az elmult évek Gjgeneracios ta-
nulményainak koszonhetéen azonban feltarult el6t-
tink a CLL genomja és a valtozatos hatdsmechanizmu-
st célzott gyogyszerek kifejlesztése napjainkban mar a
CLL-es betegcsoport jelentds részében lehet6vé teszi a
személyre szabott kezelés alkalmazasat."* Osszefogla-
16 kozleménytinkben roviden attekintjitk a CLL diag-
nosztikajat, a hagyomanyosan alkalmazhat6 kemo-
immunoterdpids modalitdsokat, valamint részleteseb-
ben ismertetjiik a prognosztikai és prediktiv szempont-
bol jelentds genetikai markereket és a CLL molekuléris

A CLL klinikai megjelenése és diagnosztikaja

A CLL a leggyakrabban eléfordulé felnéttkori
leukaemia a fejlett orszdgokban, Magyarorszagon éven-
te mintegy 300-500 1j esetettel. A CLL az érett B-lym-
phocytékat érint6 malignitds, melyben a korlatlan
proliferaciés képességiiknek koszonhetGen CD5 és
CD19 sejtfelszini markereket hordozé klonalis B-sejtek
szaporodnak fel a periférids vérben, a csontvel6ben és a
nyirokszervekben. A kérkép jellemzdéen az idGsebb
korosztélyt érinti, a betegek median diagnéziskori élet-
kora 72 év, amely kifejezett férfi dominanciaval tarsul,
és az esetek tilnyomé részében sporadikusan jelenik
meg, csaladi halmozédast ritkan mutat.>”

A CLL klinikai megjelenése nagyon valtozatos, a be-
tegek jelentds részében a periférids vérben mérhetd
lymphocytosistdl eltekintve a betegség akar évekig tii-
netmentes maradhat, mig masoknél mar a diagndzis
idépontjaban megfigyelheték a szertedgazo klinikai tii-
netek. A klinikai manifesztacioval jaré esetekben az
emelkedett fehérvérsejtszam mellett gyakori tiinet a
nyirokcsomé-megnagyobbodds, amely jellemz&en mar
a korkép kezdeti stddiumaban jelen van, és amely tébb
klinikai rizikébecslg algoritmus részét képezi (Rai- és
Binet-féle osztalyozasok).”® A betegség progresszi6ja-
val parhuzamosan 1ép- és méjmegnagyobbodas, vala-
mint a jellegzetes B-tiinetek (1az, éjszakai verejtékezés,
fogyas) is jelentkezhetnek. A nem megfelelGen funkci-
onal6 daganatos B-sejtek gétoljdk az immunrendszer
egészséges miikodését, ezéltal a CLL-es betegeknél gya-
koribbak az elhtiz6d6, gyakran atipusos fert6zések, va-
lamint egyes autoimmun folyamatok is (autoimmun
anaemia, thrombocytopenia), melyek sok esetben a be-
tegség elsd alarmirozoé tiinetei lehetnek. Mindemellett

a gyorsan 0szt6do6 tumorsejtek miatt az egészséges vér-
képzés kiszorulhat a csontvel6bdl, melynek kovetkez-
tében a betegség kés6bbi stddiumaiban tobb sejtvonalat
érint6 eltérések, leggyakrabban anaemia és thrombocy-
topenia alakulhat ki, tovabb silyosbitva a klinikai ké-
pet.

A heterogén klinikai megjelenés miatt a CLL diag-
nozisa a szakmai iranyelvek alapjan a periférias vérben
mérhet§ 5 x 10%/1-t meghaladé keringé lymphocyta-
szam, valamint az dramlasi citometriaval igazolt klo-
nalitds jelenlétén alapszik, a klinikai tiinetek nem sze-
repelnek a diagnosztikus kritériumok kozott.'” ™
A csontvelémintdb6l vagy nyirokcsomo-biopszidbol
végzett patoldgiai vizsgalatok segithetik a diagnozist,
ezért arutin diagnosztikai panelben alkalmazott perifé-
rids vérkenet és a periférids vérbgl végzett aramlasi
citometrids mérések mellett egyes esetekben szintén az
elvégzendé vizsgalatok kozé tartoznak. A nyirokcso-
mo6bo6l szarmazé core-biopszia a CLL mellett a kis lym-
phocytds lymphoma (SLL) differencidldiagnézisa so-
ran is hasznos kiegészit6 vizsgalatként szolgalhat, hi-
szen utdbbi entitas egyediil periférids vér érintettségé-
ben tér el a CLL-t6l.” A laboratériumi paraméterekben
tapasztalhat6 eltérések koziil kiemelendd az LDH szé-
rumszint-emelkedés, valamint a megnovekedett
B2-mikroglobulin szérumszint, mely utébbi paraméter
a CLL-IPI rizikébecslé algoritmusban is (CLL-IPI) vizs-
géland6 eltérés.'”” Az emelkedett szérum P2-mikro-
globulin- és LDH-szint nem minden beteg esetében
azonosithato eltérések, jelenlétiik agresszivebb kérle-
folyésra és kedvezé6tlenebb prognozisra utal, ezért elsé-
sorban a betegség elérehaladott stddiumaiban figyelhe-

t6k meg.

Kemoterapia és kemoimmunoterapia CLL-ben

A CLL szerteagazo klinikai megjelenését jol szem-
lélteti, hogy a betegek jelent6s hanyadéban a korkép in-
dolens lefolyést és az esetek mintegy harmadaban éve-
kig nem igényel terdpiat (,watch and wait” stratégia),
azonban a betegek egy tovabbi részének agressziv be-
tegséggel kell szembenéznie. A gyors progressziéval és
gyakori relapsusokkal tarsulé relabédlé/refrakter CLL
(R/R CLL), valamint az igen kedvezdétlen prognézist
Richter-transzforméaci6 azonnali terapids beavatkozast
igényel, de egy éveken keresztiil stabil betegség Gjon-
nan induld, lasst progresszidja esetén is sziikségessé
valhat a betegség kezelése."® A kezelést igényls esetek-
ben az Gjonnan megjelend markans klinikai tiinetek és
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az éallapotromlés jelentik a legfontosabb terdpids indi-
kacioét. A CLL kordbban ismertetett klinikai manifesz-
tacioi koziil a hematoldgiai eltérések (stulyos, csontve-
16-infiltraci6 okozta anaemia, thrombocytopenia,
szteroidrefrakter immuncytopenia) mellett a leggyak-
rabban a gyorsan novekedd nyirokcsomaék, maj- és 1ép-
megnagyobbodas, rapidan emelkedd lymphocytaszam,
valamint a betegség aktivitasara utalé B-tiinetek indo-
kolhatjék a kezelés megkezdését, illetve korabban ke-
zelésben részesiilG beteg esetén a terapiavaltést.

A CLL terapidja sorédn a j6 allapotu, fiatal és kedve-
zG6tlen genetikai eltérést nem hordozo betegek esetében
a kemo-, illetve kemoimmunoterdpias szerek szerepel-
nek els6vonalban vélasztandé modalitasként. A kor-
kép elsé szisztémas kezelését az 1950-es években beve-
zetett alkilalé dgensek (chlorambucil, cyclophospha-
mid) és a szteroidok jelentették, melyek antimetaboli-
tokkal (fludarabin) egytitt, kombinalt terapiaként alkal-
mazva keriiltek be a terdpias protokollokba. A szamos
hatéanyag és kombinécié kozil a fludarabin-cyclo-
phosphamid (FC) kombinélt terdpia a két szer szi-
nergista hatdsdnak koszonhetéen olyannyira feliilmul-
ta a korabban elérhet6 kemoterapidk hatékonysagat,
hogy az FC kombinaci6 napjainkban is a CLL kemote-

ez

2 2

A kovetkez6 attorést az immunterapia megjelenése
jelentette a CLL kezelése sordn. Az anti-CD20 mono-
klonalis antitest rituximab és a korabban is alkalmazott
FC kombindci6ja (RFC) a teljes talélés tekintetében
meghaladta az FC kombinacié hatékonysagat, valamint
alkalmazésaval els6ként elérhetévé valt a tartds teljes
remisszi6 is."® A rituximab, amely az elsé B-lympho-
cytak CD20 sejtfelszini markere ellen kifejlesztett hu-
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manizalt antitest, direkt és immunmedidlt modon is
akadalyozza a CD20 antigént expresszalé sejtek talélé-
sét, nagyban hozzajarulva ezzel az RFC erds daganatel-
lenes hatdsahoz, melynek koszonhet6en a kombinacié
2009 6ta a fiatal, j6 allapotd CLL-es betegek els6-
vonalbeli kezelési médjava valt.

A jelenleg is alkalmazott RFC mellett az elmlt id6-
szakban tovabbi kemo- és immunterapias szerek (ben-
damustin, alemtuzumab) jelentek meg a CLL kezelésé-
ben, alternativat nyujtva ezzel az agresszivebb RFC
kombindciét rosszul toleral6 betegcsoportok szamara.
Mindemellett a rituximab sikerét kovetéen napjaink-
ban mar médsod- és harmadvonalbeli anti-CD20 antites-
tek (ofatumumab, obinutuzumab) is elérhetévé valtak,
melyek kedvezébb mellékhatasprofiljuknak és na-
gyobb specificitasuknak készonhetéen jelentésen hoz-
zéajarulnak a rosszabb édllapotad, tgynevezett ,,slow-go”
nak sikeréhez.'®

Bér a CLL-ben alkalmazott kemoimmunoterapia a
betegek tobbségénél hatékony kezelési mddot jelent, az
esetek egy kis hanyadaban az adekvat terapia ellenére
is progresszio figyelheté meg, melynek pontos mecha-
nizmusét a CLL genetikai hatterének feltérképezésével
ismerhettitk meg. A kemoterapias szerek 4ltal a tumor-
sejt-populacioéra gyakorolt pozitiv szelekciés hatas a ra-
termettebb, tilélést elGsegits genetikai eltéréseket hor-
dozé sejtek szdmara szelekcids eldnyt jelent, melyek
ennek koszonhetéen domindnssa valnak és kemo-
rezisztens betegség kialakulasdhoz vezetnek (1. db-
ra)."’” A terdpia indukalta klonalis evoltici6 és a hatésa-
ra létrejovG terapiarezisztencia sokaig kedvezétlen
prognozissal tarsult, azonban a késébbiekben ismerte-
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1. dbra: A terdpia indukdlta klondlis evolucié folyamata CLL-ben. A kiilnbézé kemoimmunoterdpids kezelési vonalak dltal kifejtett
pozitiv szelekcios nyomds hatdsdra a kiinduldsi tumorsejtpopuldcioban kis ardnyban jelen Iévé, szubklondlis genetikai eltéréseket
hordozé CLL-es sejtek ardnya a szelekciés elénynek kbszonhetéen megné. A szubklon expanziéjdt kbvetéen a CLL az eredetitdl eltéré
genetikai profillal jellemezheté. [Kotmayer Lili, Rektori pdlydzat (2019) alapjdn mddositval
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tett molekularis célzott terapidk megjelenése atutd
eredményeket hozott ezen kordbban nehezen kezelhe-
t6 esetekben is.

Prognosztikai és prediktiv markerek CLL-ben
Citogenetikai eltérések

A CLL patogenezisében fontos szerepet bet6ltd cito-
genetikai eltérések prognosztikai jelentGsége a célzott
terapiak térnyerésének koszonhetéen egyre inkabb eld-
térbe kertil. A citogenetikai vizsgalati modszerekkel,
kariotipizalassal és fluoreszcens in situ hibridizaciéval
(FISH) azonosithat6 aberraciok, melyek az 6sszes meg-
betegedés mintegy 80%-aban detektalhatdk, a klinikai
paraméterek mellett szintén fontos informéaci6t szol-
galtatnak a CLL varhaté korlefolyasardl. Déhner és
mtsai 2000-ben egy olyan prognosztikai modellt irtak
le, melyben a betegek az egyes citogenetikai eltérések
hordozasa alapjan egymastdl jol elkiillontilé prognosz-
tikai alcsoportokba sorolhaték.'® Az altaluk definialt
betegcsoportokban a progresszio és a teljes talélés id6-
tartama négy fuggetlen citogenetikai eltérés jelenlété-
vel mutat szoros Osszefliggést, melyek a 11q, 13q és
17p kromoszémarégiok delécidja, valamint a 12-es kro-
moszoéma triszémidja.

A citogenetikai prognosztikus markerek koziil
egyediiliként a 13q deléci6 bizonyult a 1ézi6t nem hor-
dozé normal kariotipusnal kedvezdbb eltérésnek, mig
a 12-es kromoszéma triszémidja intermedier progno-
zist jelent. Az algoritmus alapjan a 11q és 17p régiok
vesztései tarsulnak a legrovidebb teljes taléléssel, mi-
vel az ezen a kromoszémakarokon elhelyezkedd
BIRC3, ATM és TP53 tumorszupresszor gének deléciéi
az apoptézis elmaradésahoz és a tumorsejtek fokozott
taléléséhez vezetnek.® A kedvezétlen prognézisu elté-
rések koziil jelentSségét tekintve kiemelendd a 17p kro-
moszoémarégié delécidja, amely a TP53 diszfunkciok
csoportjaba tartozik, és amely a gyors progresszié mel-
lett a terapia indukélta klondlis evoltcié miatt rovid
id6n beliil kemorezisztens CLL kialakulasahoz vezet.

Az egyes citogenetikai 1ézi6k prognosztikai jelentd-
sége mellett az eltérések egyiittes eléfordulasa is fiig-
getlen prognosztikai marker CLL-ben, a 3 vagy tobb ci-
togenetikai abnormalitas jelenléte kedvezétlen prognoé-
zissal tarsul. Az tgynevezett komplex kariotipus ese-
tén a teljes tulélés idGtartamat a FISH-sel azonositott
eltérések szama is befolyasolja, igy a tobb 1ézi6 hordo-
zasa rovidebb tuléléshez és gyors progresszi6hoz ve-

zet."® Bar a komplex kariotipus fiiggetlen kedvezétlen
prognosztikai marker, vizsgédlata jelenleg nem része a
rutin diagnosztikai paneleknek, mivel a FISH prébak-
kal egyszerre csak limitalt szamu eltérés detektalhato,
azonban a CLL kutatdsdban elterjedt a vizsgalata.

A CLL genetikai hatterének feltérképezésével a cito-
genetikai 16ziok mellett szamos tovabbi molekuléris el-
térést ismerhettink meg, melyek hordozasa szintén
moédositja a betegség prognozisat és amelyek szintén
hozzéjarulnak a CLL-ben megfigyelhetd rendkiviil he-
terogén klinikai lefolyas létrejottéhez. Ezeket a geneti-
kai eltéréseket a napjainkban alkalmazott integralt
prognosztikai modell foglalja magaba és a tovdbbiak-
ban részletesen is bemutatésra keriilnek."

IGHV mutacids statusz

A korlefolyast befolyasolé és prediktalé faktorok
kozil kiemelend6 az immunglobulin gén (IGHV) muté-
cios statusza, amely az egyik legfontosabb prognoszti-
kai marker. A B-sejtek érési folyamatédnak utolsé lépé-
seként az IGHV gén nukleotidsorrendje a folliculusok
csiracentruméban lejatszodé szomatikus hipermutacio
(SMH) soran szamos ponton megvaltozik, médositva
ezzel a keletkez6 fehérje térszerkezetét. A fiziologidsan
is végbemené SMH-nak koszonhetéen a médosult
IGHV lehet6vé teszi a specifikusabb antigénfelisme-
rést, valamint nagysagrendekkel néveli a felismert an-
tigének szamat.*

CLL-ben a tobbi érett B-sejtes malignitastél eltérGen
a folyamat az esetek mintegy 50%-dban nem megy vég-
be és az IGHV gén szekvencidja a CLL-es tumor-
sejtekben megegyezik a csiravonalbeli DNS nukleotid-
sorrendjével. Amennyiben az IGHV az SMH elmarada-
sa miatt minimum 98%-os csiravonali homolégiat mu-
tat, mutdciét nem hordozé IGHV-rél (unmutated
IGHV, IGHV-U) beszéliink, amely polireaktiv B-sejt-re-
ceptor és tulaktivalt jelatviteli Gtvonal létrejottéhez ve-
zet, fokozva ezzel a CLL sejtek proliferacios készségét.
97% alatti csiravonali homolégia mutélt IGHV-t
(IGHV-M) jelent, melynek hordozésa a kedvezGtlen
prognézist IGHV-U jelenlététdl eltéréen a kedvezébb
kérlefolyasu csoportba sorolja a betegeket. A 97-98%
kozotti atmeneti zéna az tigynevezett borderline IGHV
(IGHV-B), amely intermedier prognézissal tarsul.*’

Az eltér6 IGHV mutécios statuszok a koérlefolyds
modositdsa mellett kozvetleniil is befolyéasoljak a tera-
pias dontéseket. Az IGHV-M gént hordozo betegek ki-
tinden reagilnak a korabban ismertetett kemo-
immunoterdpids rezsimekre, melyekkel ebben a beteg-
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populaciéban akar meérhet6 reziduélis betegség
(measurable residual disease, MRD) nélkiili remisszi6
is elérhetd.*" ** Ezzel szemben a kedvez6tlen prognézi-
st IGHV-U betegcsoportban gyakori az R/R CLL eléfor-
dulédsa, amely a hagyomanyos kezelési modalitasok
mellett rovidebb teljes talélést eredményez. Az
IGHV-U betegek szamara napjainkban mar elérhetd
célzott terapia, mely az elmilt években alapjaiban raj-
zolta 4t a kedvezétlen prognozist betegcsoportok keze-
lését és amelyet a késGbbiekben részletesen is bemuta-
tunk.

Mivel az IGHV mutaciés statusz kozvetlentl befo-
lyasolhatja a terdpids dontéseket, meghatarozasa jelen-
leg mar a CLL modern kezelésének elengedhetetlen ré-
sze. A monoklonalis csiravonali homolégia a betegség
lefolyésa alatt alland6, mértéke nem valtozik, ezért a
mutacios statuszt a terapia sordn a ,European Research
Initiative on CLL” (ERIC) nemzetkozi ajanlasainak
megfeleléen elegendd egyszer meghatérozni.*® Intéze-
tinkben az IGHV mutéciés statusz meghatdrozasa
2017 6ta elérhetd, melynek koszonheten az elmult 4
évben 28 magyarorszagi onkohematoldgiai centrumbél
szdrmaz6 Osszesen 1298 beteg mintajan végeztiik el a
vizsgalatot. A nemzetkozi viszonylatban is jelentds
mintaszam 53%-aban IGHV-U, 42%-aban IGHV-M im-
munglobulint azonositottunk, az esetek fennmaradé
részében pedig az IGHV-B alcsoportba tartozé szekven-
ciat detektaltuk Sanger-szekvenéléssal, az ERIC nem-

zetkozi ajanlasnak megfeleléen (2A dbra).
A CLL molekularis hattere

A citogenetikai 1éziék és az IGHV mutaciés statusz
mellett olyan molekularis eltérések is ismertek, melyek
CLL-ben tovébbi prognosztikai és prediktiv markerek-
ként alkalmazhaték. Az elmult évtizedben a teljes
(whole
sequencing, WGS és whole exome sequencing, WES)

genom- és exomszekvendlast genome
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alkalmazé tanulményoknak koszonhetéen megismer-
hettitk a CLL genetikai hatterét, melynek kompexitasa
elmarad a szolid tumorokban és mas hematolégiai enti-
tasokban tapasztaltaktél.” > * ** A leggyakoribb beteg-
ség-asszocialt visszatér6 mutacick CLL-ben a
NOTCH1, ATM, SF3B1, valamint a TP53 géneket érintd
eltérések.” ** Ezen driver mutaciok kéziil a legkorabban
azonositott genetikai 1ézick a NOTCH1 gén mutaciéi
voltak, melyek az esetek mintegy 10%-aban detektélha-
tok.* A NOTCH1 egy transzkripciés faktort kédol,
amely a sejtproliferdcié jelatviteli itvonaldnak szaba-
lyozaséért felelés. A gén 34-es exonjét érintd frameshift
keletkezd
ubiquitinmedialt degradaciéjat, amely a NOTCH1
intracellularis felhalmozédésahoz vezet.** A NOTCH1
eltérései kedvezdétlen prognézissal tarsulnak, valamint

mutédciok megakadélyozzdk a fehérje

egyes specifikus IGHV alcsoportokhoz hasonléan
(subset CLL#8 IGHV) fokozzék a Richter-transzforma-
ciéra valé hajlamot.?*°

A TP53 gén mutaciéi a legtobb szolid és hematolo-
giai malignitashoz hasonléan CLL-ben is eléfordulnak,
hordozasuk igen kedvez6tlen progndzissal tarsul.
A ,,genom 6rzdjének” is nevezett TP53 kiemelt szerepet
jatszik a DNS-karosodas altal indukalt apoptozis létre-
hozasaban és szabalyozasaban, ezaltal az egyik legfon-
tosabb tumorszupresszorunk. A gént érint6 defektusok
gatoljak az atir6do fehérje normalis miikodését, amely
DNS-kérosodas esetén a sejtciklus felfiggesztésének
elmaradasahoz vezet. A TP53-defektusok két csoportra
oszthatok, melyek koziil a gén 16kuszat tartalmazé 17p
kromoszomarégié delécidjat a citogenetikai eltérések
kozott mar ismertettik. A TP53-diszfunkciok masik
csoportjat a gént érinté mutdcidk alkotjak, melyek ko-
zil leggyakrabban aminosavcserével jar6 missense
mutaciok fordulnak elg, de frameshift, nonsense, vala-
mint splice site mutaciok is ismertek, melyek a gén va-

lamennyi exonjat érinthetik.*”2°

2 dbra: A hazai CLL-es betegpopuldcié mintdin végzett
IGHV mutdcids stdtusz meghatdrozdsok (A) és TP53 NGS
vizsgdlatok (B) szdma a Semmelweis Egyetem

I. Sz. Patoldgiai és Rdkkutato Intézetben, 2017-2021
kozott.
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CLL-ben a TP53-diszfunkciok erds prediktiv fakto-
rok, melyek vizsgalata a kozvetlen terapias relevancia
miatt elengedhetetlen. Mivel a DNS-karosodasra adott
valasz karosodik, a TP53-defektust hordoz6 betegek
igen kedvezétlenil reagdlnak a konvencionalis kemo-
immunoterapiakra. Mindemellett a kemoterapia indu-
kalta szelekciés nyomas hatésara a TP53-defektust hor-
doz6 szubklénok szelekcids elédnyhoz jutnak és ezaltal
a kemorefrakter CLL sejtek aranya jelentGsen megnd,
amely korabban igen kedvezétlen prognozist jelen-
tett.”® A TP53-defektust hordozé betegek terapiaja az is-
mertetett mechanizmusok miatt sokaig nagy kihivast
jelentett, azonban a TP53-fiiggetlen célzott terapiak
megjelenése ezekben az esetekben is hatalmas attorést
hozott.*® A CLL-ben el6fordulé klonélis és szub-
klonélis TP53 mutécidk vizsgédlatara ezen kozvetlen te-
rapias jelentdség miatt kiemelten szitkség van, detekta-
lasukhoz jelenleg a nemzetkozi ERIC ajanlasanak meg-
feleléen mar hazankban is az érzékeny tjgenerédcios
szekvendlast (NGS) alkalmazzuk, mellyel a gén teljes
kédolé régidjaban el6forduld eltérések azonositha-
tok.’" ¥ A TP53-at érint6 mutaciék NGS-vizsgalata je-
lenleg mar az 6sszes hazai CLL-es beteg szaméra elér-
het6. 2018-t6] kezdve az ERIC nemzetkozi ajanlasnak
megfeleléen NGS alkalmazasaval végezziik a diagnosz-
tikus méréseket a gén valamennyi exonjanak célzott
szekvenadldsaval, folyamatosan novekvé mintaszdm-
mal. A cikk irdsdnak idépontjdban 6sszesen 742 beteg
esetében végeztiik el a TP53 szekvenalést, melybdl az
esetek 23,3%-aban azonositottunk patogén varianst
(2B dbra). Mivel a kemoterapia hatdsara a TP53 defek-
tust hordozé klénok aranya valtozik, a gén NGS-vizs-
galatat valamennyi kezelési vonal elétt érdemes tjbdl
elvégezni.

A NOTCH1 és TP53 mutéaciok mellett CLL-ben a kii-
16nbo6z6 jelatviteli ttvonal tagjainak mutécidi is gyako-
ri driver eltéréseknek szamitanak, melyek koziil klini-
kai relevancia és gyakorisdg alapjan kiemelenddk a
MYD88 és BIRC3 géneket érint6 eltérések. Mindkét gén
az NF-«B jelatviteli itvonal reguléldsaban jatszik szere-
pet. A MYD88 éltal kédolt transzkripcids faktor funk-
ciényeré mutaci6i, melyek kizarélag IGHV-M esetek-
ben fordulnak elg, ligandkotés nélkiil is folyamatos ak-
tivacios szignalt kozvetitenek a downstream NF-«B jel-
atvitel tagjai felé, amely konstitutiv NF-kB aktivitashoz
vezet.> A BIRC3 mutéciok a jelatvitel negativ regulato-
raként mikodé BIRC3 fehérje funkcidjat karositjak,
amely ezaltal szintén fokozott NF-kB mtkodést ered-
ményez.* *

Az ismertetett gének eltérései a CLL legfontosabb
visszatérd driver mutacidi, azonban érdekes médon

még ezen leggyakrabban azonosithaté 1éziék gyakori-
saga sem haladja meg a 15%-ot a teljes CLL-es betegpo-
puléciéban.>* ** A heterogén genetikai hattér vizsgala-
tat célz6 WES és WGS tanulményok szdmos tovabbi, a
CLL patogenezisében résztvevd gén és jelatviteli ttvo-
nal érintettségét irtdk le, melyek koziil kiemelendék az
SF3B1, DDX3X és XPO1 gének mutacidi, amelyek a
spliceoszéma-mtikodés és az RNS-processzalés fontos
regulatorai.* ** A CLL-ben érintett intracellularis jelat-
viteli Gtvonalakat és a résztvevd géneket a 3. dbra
szemlélteti.

Bar az Gjonnan leirt nagyszamu mutéacié CLL pato-
genezisében betoltott szerepe sok gén esetében ismert,
klinikai jelent&ségiik sok esetben tovabbra sem teljesen
feltérképezett. Ennek ellenére napjainkban egyre tobb
gén mutécids statusza keriil be a CLL-ben hagyomaé-
nyosan alkalmazott prognosztikai és prediktiv faktorok
kozé, melyek koziil szamos eltérés mar kozvetlen teré-
pias relevanciaval rendelkezik."” ** ** Ezen mutécick
vizsgalata kiilonosen a célzott terapiak megjelenésének
koszonhetGen a molekularis patolégia egyik fontos te-
riiletévé valt, hiszen a kedvezétlen prognézisa eltéré-
sek detektalasaval azonosithaté az a magas rizikéju be-
tegcsoport, akik a legtobbet profitalnak a CLL-ben elér-
het6 1j, célzott terapidk alkalmazasabol.

Célzott terapias lehetéségek CLL-ben

A CLL genetikai hatterének megismerése az 1j, cél-
zott terapiak fejlesztésében is hatalmas attorést hozott,
melynek koszonhetéen a kordbban csak prognosztikai
és prediktiv jelentGségt citogenetikai eltérések vizsga-
lata napjainkban méar koézvetlen klinikai relevanciaval
is rendelkezik. Az adekvét terapiavalasztashoz jelenleg
mar elengedhetetlen egyes molekuléris eltérések vizs-
gélata, hiszen a kordbban ismertetett mutaciék hordo-
zasa a citogenetikai 1ézidk jelenlététdl fiiggetleniil a
CLL-ben alkalmazhaté célzott terapids gyogyszerek in-
dikécidit képezi. A CLL kezelésében elérhet6 kis mole-
kulasilya gatlészerek kozott hatdsmechanizmusuk
alapjan két nagy csoportot kiilonithetiink el, melyek a
B-sejt-receptor (BCR) jeléatviteli dtvonal gétlészerei
(Bruton-féle tirozin-kinaz-inhibitorok, foszfatidilino-
zitol-3-kindz-8-inhibitorok, Syk-inhibitorok), valamint
az antiapoptotikus B-sejtes lymphoma 2 (BCL2) fehérje
inhibitorai. Ezen készitmények, melyek forradalmasi-
tottdk a kordbban nehezen kezelhetd, kemorefrakter
pusétdl fuggetleniil rendkiviil hatdsosnak bizonyultak
a kedvezGtlen prognézisa betegcsoportokban és a ko-
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4. dbra: A CLL kezelésében jelenleg alkal-
mazott célzott terdpids készitmények és
molekuldris célpontjaik. A B-sejt receptor
(BCR) jelatviteli utvonalon haté szerek
koziil kiemelend6 az irreverzibilis BTK-
gatld ibrutinib, valamint a PI3Ko-inhi-
bitor idelalisib, amely az ibrutinibrezisz-
tencidt mutato betegek esetében fontos
terdpids alternativdt jelenthet a kdzeljo-
vében. A venetoclax az antiapoptotikus
BCL2 gdtlészereként a BCR utvonaltdl
fliggetlen hatdsmechanizmussal fokozza
a ClL-es sejtek apoptdzisdt. AG: antigén;
BCR: B-sejt-receptor

ANTIAPOPTOZIS

rabban ismertetett terapia indukalta klonalis evolici6
célzott terapids készitményeket és azok molekularis
célpontjait a 4. dbra szemlélteti.

BTK-inhibitorok

A BCR jelatviteli itvonal tagjai koziil kiemelendé a
Bruton-féle tirozin-kindz (BTK), amely fontos szerepet
tolt be mind a B-sejt-érés folyamatdban, mind az
antigénstimulaciora adott proliferdciés valasz koordi-
nélasdban és melynek CLL sejtekben mérhet6 magas
expresszi6ja idealis gyogyszercélpontta teszi a fehérjét.
Mindennek koszonhetden az elsd sikeres célzott terapi-
at CLL-ben a BTK-inhibitor ibrutinib jelentette, amely
hazdnkban mar 2014 6ta elérhet6.**®” Az ibrutinib
mellett a kozelmultban egy Gj BCR jelatviteli itvonalon
haté szer is engedélyeztetésre kertilt: a BTK-inhibitor
acalabrutinibet az Amerikai Elelmiszer és Gyégyszer-

tigynokség (U.S. Food and Drug Administration, FDA)
utan 2020 jaliusaban az Eurépai Gyogyszeriigynokség
(European Medicines Agency, EMA) is torzskonyvezte
R/R CLL kezelésében.*® **

Az ibrutinib kovalens kotéssel kapcsolddik a BTK
fehérje aktiv centrumaban elhelyezkedd 481-es ciszte-
inhez (C481), melynek kovetkeztében irreverzibilisen
gatolja az enzim foszforilaci6jat és ezaltal a tovabbi
downstream jelatvitelt.'”” A BTK-gatlas kovetkezmé-
nyeképpen a mintegy tulélési szignalként funkcionalé
BCR jelatviteli at blokkolddik, amely apoptézist indu-
kal a gatolt sejtekben. A direkt hatds mellett az ibru-
tinibterdpidnak szdmos tovabbi, ,off-target” kovetkez-
ménye ismert, igy példdul a gyogyszer hatdsdra a
CLL-es sejtek migracids és adhézids képessége is szig-
nifikdnsan csokken.*” *! Az ibrutinib kézvetett médon
gétolja tovabba a PI3K/PKB és NF-kB utvonalakat is,
melyek kovetkeztében a MAPK kaszkad aktivitdsa
csokken, tovabb gatolva ezzel a CLL-es sejtek aktivacio-
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1. tablazat: A CLL diagnosztikdja sordn vizsgdlt fliggetlen prognosztikai markerek és az egyes eltérések vizsgdlatdnak
indikdcioi [Kotmayer Lili, Rektori palydzat (2019) alapjan mdédositva]

GENETIKAI LEZIO

MODSZER

VIZSGALAT ELVEGZESENEK

JELENTOSEG

INDIKACIOJA

IGHV mutécios statusz

mutélt IGHV: j6 prognozis

Sanger-szekvenalés

elsg kezelési vonal elétt/
progresszi6 esetén

TP53 pontmutéciok kedvezétlen progndzis NGS elsé kezelési vonal el6tt/
progresszio esetén

del(11)q kedvezétlen prognozis FISH minden kezelési vonal el6tt

del(13q) j6 prognozis FISH minden kezelési vonal el6tt

del(17p) kedvezétlen prognozis FISH minden kezelési vonal el6tt

+12 intermedier prognézis FISH minden kezelési vonal el6tt

komplex kariotipus

kedvezétlen prognozis

G-savos kariotipizalas/MLPA

klinikai tanulmanyokban

+12: 12-es kromoszoéma triszémiaja; del: deléci6; FISH: fluoreszcens in situ hibridizacié; IGHV: immunglobulin nehéz lanc
variablilis régi6 gén; MLPA: multiplex ligaciofiiggd szondaamplifikacié; NGS: Gj generacios szekvenalas; TP53:

tumorszuppresszor protein 53 gén

jat és proliferdcids készségét in vitro és in vivo egy-
ardnt.*”** A CLL sejtekre gyakorolt kézvetlen hatdsa
mellett az ibrutinib azok mikrokérnyezetében, vala-
mint az immunsejteken indukalt vélaszreakcidkkal is
hozzédjérul a CLL-es sejtszam csokkenéséhez.* Erdekes
jelenség az ibrutinibterdpia els6 hénapjaiban a periféri-
as vérben észlelhetd dtmeneti lymphocytosis, amely a
lymphocyték ,,homing” folyamatéban részt vevé kemo-
kinek felszabaduldsédnak gatldsa miatt jon létre.**

Az orélisan adagolhat6 ibrutinib a korabban nem
latott eredményeknek és a kedvezd mellékhatéasprofil-
nak koszonhet6en forradalmasitotta a kedvezétlen
prognozisu genetikai eltéréseket hordozé, R/R CLL te-
rapidjat, azonban a latvanyos sikerek ellenére a betegek
egy részénél rezisztencia alakul ki. Az ibrutinib-
rezisztencia hétterében rendszerint a BTK és az attdl
downstream elhelyezked6 PLCG2 gének eltérései azo-
nosithaték, melyek a BCR jelatviteli Gtvonal reaktivé-
ci6jahoz vezetnek.* *® A BTK mutaci6 koziil kiemelen-
dék a C481-es kodon baziscseréi, melyek kozott a leg-
gyakoribb C481S aminosavcserén kivill a C481R,
C481F, C481Y és C481T mutdciok is eléfordulnak,
amelyek mind az ibrutinib és a BTK kozotti kovalens
kotés létrejottét akadalyozzak. Az aktiv centrumon ki-
vil es6 mutéaciok az ibrutinib BTK iranti affinitasét
csokkentik, melyek indirekt médon szintén reziszten-
cia kialakuldsat eredményezik.*” **

Bar a rezisztens esetek szdma lassan novekszik, je-
lenleg mar az ibrutinib mellett progrediélé CLL-es bete-
gek szamara is van elérhetd terapia. A masodik genera-
cids irreverzibilis BTK-inhibitor acalabrutinib, amely
az ibrutinibnél aktivabb és szelektivebb BTK-gatlast

tesz lehet6vé, szintén az aktiv centrumban elhelyezke-
dé C481 aminosavhoz kotédik, ezért az ibrutinib tera-
piat kovetd rezisztencia kezelésére nem alkalmas,
azonban egyes 4j fejlesztésti nonkovalens BTK-inhibi-
torokkal igéretes eredményeket értek el ibrutinib-
rezisztens CLL kezelésében.*” A rezisztencia lekiizdé-
sére tovabbi lehetséges megoldést jelenthet a jelatviteli
utvonalban a BTK-t6l downstream elhelyezkedd enzi-
mek gatlasa, amely a Lyn és Syk inhibitoraival (dasa-
tinib, fostamatinib, cerdulatinib) egytitt a PLCG2 BTK-
fiiggetlen aktivalasat is akadalyozza.”” A szamos poten-
cidlis target és gatloszer ellenére a BCR jelatviteli tton
haté célzott terapidk helyett a klinikai gyakorlatban az
ibrutinibrezisztens esetek kezelésére egy eltéré hatas-
mechanizmusi készitmény, a venetoclax terjedt el,

eliminacidjat.
BCL2-gatlas

Az apopt6zis alapvetd élettani jelenségként a sziik-
ségtelen sejtek eliminacidjat szolgal6 folyamat, amely
azonban a daganatos megbetegedésekben igen gyakran
karosodést szenved, melynek kovetkeztében a hibas
genetikai informéaciét hordozé tumorsejtek kontrolla-
latlan proliferaciéba kezdenek.** Az anti- és pro-
apoptotikus szingalok érzékeny intracellularis egyen-
sulydnak fenntartdi a kaszpazok, melyek az apoptdzis
szabalyozé kaszkadjaként a halélreceptorok (extrinsic
at) és a cellularis stress (intrinsic ut) altal kozvetitett
szignalok hataséra is aktivalodhatnak. Mindkét ttvo-
nalban fontos szerepet jatszanak a BCL2 fehérjecsalad
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jelintenzitas (vad BTK fluoreszcencia csatorna)

5. dbra: Az dbrdn a digitdlis droplet PCR (ddPCR) kiértékelést kbvets eredményei Idthatok, ,dot plot” megjelenitésben. Az x tengelyen a
vad tipusu BTK génhez tartozé fluoreszcens jel intenzitdsa, az y tengelyen pedig a BTK C481S mutdciohoz rendelt fluoreszcens jelintenzi-
tds dbrdzolddik. A csak vad BTK-t tartalmazé dropleteket z6ld, a mutdns BTK-t tartalmazé dropleteket kék szinnel jeléltiik. A két csoport
ardnydbdl meghatdrozhaté a mutdcio varidns allélfrekvencidja, melybdl kbvetkeztethetiink az eltérést hordozo sejtek ardnydra a vizs-

gdlati mintdban.

tagjai, melyek a mitokondrium kiils6 membran integri-
tdsanak szabalyozasat végzik. A fehérjecsalad legfonto-
sabb tagja az antiapoptotikus BLC2, amely CLL-ben
gyakran overexpresszi6t mutat és amely onkogenikus
hatésat az apoptotikus atvonal gatlasan keresztil fejti
ki.** A BCL2 a fehérjecsalad proapoptotikus effektor
tagjai, a BAX és BAK fehérjék homo-oligomerizaciojat
gétolva felftiggeszti azok kiilsé mitokondrialis memb-
ran perforal6 hatasat. Az effektor fehérjék mellett a
BCL2 az ugynevezett ,csak BH3 homol6g” doménnel
rendelkezg fehérjéket is gatolja, melyek a BAX/BAK ak-
tivacidjaért és az antiapoptotikus proteinek direkt gat-
lasaért felelések. A BCL2 a tovabbi antiapoptotikus fe-
hérjékkel (BCL-XL, MCL-1, BCL-W) egytitt a proapop-
totikus fehérjék szekvesztraci6javal gatoljak azok
apoptozist kivalté hatasait, melynek kovetkeztében a
BCL2 overexpressziét mutaté tumorsejtek érzéketlen-
né valnak az éket éré apoptotikus szignalokra.'® *

A CLL-es sejtekben kéros overexpressziot mutatod
BCL2 gatlasa az apopt6zis folyamatanak helyreallitasa-
val a leukaemias sejtek szaménak gyors csokkenését
idézi eld, melynek koszonhetéen a BCL2-inhibitor
venetoclax rovid idén belil az R/R CLL kezelésének
igéretes lehetdségévé valt. Az FDA altal 2019 nyardn
torzskonyvezett venetoclax a BCL2 szelektiv gatlosze-
re, amely a BH3-mimetkumok csoportjaba tartozik.>® !
A BH3-mimetikumok az antiapoptotikus fehérjék, igy a
BCL2 hidroféb, BH3 domént kot6 arkahoz kapcsolédva
gitolja azok proapoptotikus fehérjékre gyakorolt
szekvesztral6 hatasat. Az apoptézis indukcidja mellett
a venetoclaxnak tobb, a BCL2-gatlastél fuggetlen

off-target hatésa is ismert, melyek kozul kiemelendé a
mitokondrialis oxidativ foszforilacié (OXPHOS) és a
citratkor gatlasa, amely metabolikus tGjraprogramozas
hétterében az integrélt stresszvalasz, valamint egyes
transzkripciés faktorok szerepe igazolédott.”

A venetoclax a szertedgazo6 proapoptotikus hatasai-
nak, valamint kedvezé mellékhatasprofiljanak koszon-
het6en az ibrutinibhez hasonl6an nagy elérelépést je-
lentett az R/R CLL betegcsoport terdpidjaban. A BCL2-
inhibitor venetoclax 2019 6ta mar hazankban is elérhe-
t6, R/R CLL-ben rituximabbal, els6vonalbeli terdpia-
ként 53, 54

A venetoclax terapia elénye a kemoterapeutikumok

obinutuzumabbal valé kombinéciéban.
nélkil is elérhet6 MRD-negativitds, amely megteremti
a fix id6tartama terapia lehetGségét, és melynek moni-
torozédsdhoz sziikséges laboratoriumi hattér, az NGS és
dramlasi citometriai vizsgalatok Intézetiinkben rendel-
kezéstuinkre allnak.

A kedvezétlen prognosztikai eltérések jelenlététdl
fuggetlentil alkalmazhat6 szer a kordbban ismertetett
ibrutinibrezisztens esetek terdpidja mellett elsé valasz-
tandé célzott terdpiaként is elérhetf, azonban a
venetoclax bevezetése 6ta eltelt rovid idé alatt egyes
betegeknél mar megfigyelhetd a gyogyszerrel szembeni
rezisztencia.”® Bar a pontos mechanizmus a veneto-
claxrezisztens esetek kis szama miatt még nem teljesen
feltérképezett, a folyamat hatterében gyakran azonosit-
hat6ok a BCL2 mutaciéi, melyek koziil gyakorisdg szem-
pontjabol kiemelendék a fehérje 101-es glicin aminosa-
véanak valinra térténé cseréjével jaré pontmutaciok.’®
A tovabbi, BCL2 gént érint6 baziscserék mellett ritkan a
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6. dbra: Az dbrdn a BTK C481S mutdcié varidns allélfrekvencidjdnak (VAF) vdltozdsa Idthaté ibrutinib- és venetoclaxterdpia mellett egy
beteg kovetéses mintdiban. Az x tengelyen a célzott terdpia hossza ldthatd, honapokban kifejezve. Az y tengelyen az egyes idépontokbdl
szdrmazé mintdkban mért BTK C481S VAF-értékeket dbrdzoltuk. A mintdkban a BTK mutdcié mdr 12 hénappal a klinikai progressziét
megel6zéen detektdlhaté volt. A betegnél a klinikai progresszié miatt venetoclax-kezelésre tértek dt, melynek hatdsdra a BTK C481S mu-

tdcio VAF-értéke drasztikusan lecsékkent.

proapoptotikus BCL-XL overexpresszi6ja is detektalha-
t6, amely a szintén ritkan el6fordulé MCL-1 amplifi-
kaciokkal egytitt a gatolt BCL2-t megkertilve vezetnek

az apoptézis felfiiggesztéséhez.”” °°

A CLL molekularis genetikai hatterének korszerii
vizsgalata

A CLL genetikai hatterének vizsgalata, amely a be-
tegség modern diagnosztikaja és a betegkovetés soran
is nagy jelent6séggel bir, a molekularis vizsgélati méd-
szerek dinamikus fejlédésének koszonhetéen az elmult
években jelentds valtozasokon ment keresztil. Az al-
kalmazott médszerek szenzitivitdsanak novekedésével
a kordbban is vizsgélt prognosztikai markerek mellett
jelenleg mar a célzott terapidkkal szembeni rezisz-
tenciamutaciok is nagy érzékenységgel detektalhatok,
segitve ezzel a kezelések hatékonysaganak monitoroza-
sat.

Bar a kutatasban elterjedt WES és WGS jelentds
mértékben hozzajarult a CLL genetikai hatterének meg-
ismeréséhez, alkalmazasuk elsGsorban magas koltsé-
giik és iddigényiik miatt még nem keriilt be a minden-
napi diagnosztikai algoritmusokba. Tovabbi érdekes és
a genetikai hattér vizsgalata soran egyre nagyobb teret
nyerd eljaras a multiplex ligdciéfiiggé szondaampli-
fikaci6 (MLPA), amely a CLL-ben el6fordulé kiegyen-
stulyozatlan képiaszam-eltérések detektalasara alkal-
mas médszer. Az MLPA a WES és WGS vizsgalatokhoz

hasonléan elssorban a kutatdsban terjedt el, ahol a
komplex kariotipus meghatdrozasdra hasznalhat6.
A CLL diagnosztikajaban torténd alkalmazasat elsGsor-
ban az eredmények bizonytalan interpretaci6ja akada-
lyozza, azonban az egyre tobb képiaszam-eltérés klini-
kai relevancidjanak megismerésével a modszer feltehe-
t6leg a kutatas mellett a diagnosztikaban is egyre job-
ban elétérbe keriil majd.*

A nehézségek ellenére a molekuléris patologia sza-
mos modszert dtemelt a kutatési tertiletrél a rutin diag-
nosztikaba, igy példaul a CLL-ben prognosztikai jelen-
t6séggel bird citogenetikai eltérések vizsgalatara soran
hagyomanyosan alkalmazott FISH és az IGHV mutaci-
6s statusz meghatarozdsa sordan hasznalt Sanger-
szekvenalas mellett a legijabb ajanldsok alapjan a TP53
gén mutacidinak azonositasara jelenleg mar NGS eljé-
rasokat (célzott szekvenalas) alkalmazunk.** Az NGS-
sel torténd vizsgalat a TP53 mutaciok detektalasa soran
kiemelt jelent6ségli, hiszen a korabban Sanger-
szekvenalassal végzett vizsgalatok sordan a szubklona-
lis TP53-eltérések nem keriltek felismerésre, pedig a
nagyszamu betegmintan végzett tanulményok alapjan
a kis varians allélfrekvenciaval (VAF) azonosithato
mutéciok a klonalis eltérésekkel egyenértéktek, hordo-
zéasuk kedvezétlen prediktiv marker.”

Az NGS alkalmazasa mellett a CLL vizsgalata soran
hazankban is egyre inkdbb el6térbe keriil a digitalis
droplet PCR (ddPCR) hasznalata, mellyel a kérképben
el6fordulo

rezisztenciamutaciok vizsgalhatok.

2021; 3:301-620.
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A ddPCR kiértékelését kovets dot plot-ot az 5. dbra
szemlélteti. ddPCR alkalmazaséaval a kordbban ismer-
tetett célzott terapias gyogyszerekkel szembeni rezisz-
tencia hatterében 4116 mutéciok akar 0,001%-os szenzi-
tivitdssal detektalhatok, amely leheté6vé teszi az
ibrutinib/venetoclax rezisztens CLL szubklénok azo-
nositdsat akar tobb honappal a klinikai progressziot
megel6zGen. Mindemellett a mutaciok VAF-janak mo-
nitorozasaval a kezelés hatékonységa és a terdpiavaltas
hatasara bekovetkezd valtozasok is nyomon kovethe-
ték (6. dbra).

Intézetinkben a rezisztenciamutacidk vizsgalatat
jelenleg ddPCR alkalmazésaval végezziik, melynek ko-
szonhetGen a nagyszamu vizsgalt betegminta koziil ed-
dig Osszesen 40 esetben azonositottuk az ibrutinib-
rezisztencidhoz vezetd BTK C481S mutdciét. Bar a mu-
tacié detektédlasa esetén a periférias vérbdl izolalt min-
takban a nemzetkozi és hazai adatok alapjan nem indo-
kolt az ibrutinibterdpia felfiiggesztése, az eltérés megje-
lenése felhivhatja a figyelmet egy esetlegesen bekovet-
kezd relapszus létrejottére, amely szitkségessé teheti a
betegek gyakori utdnkovetését. Bar a mutécio rendsze-
res monitorozaséra jelenleg még nincs nemzetkozileg
elfogadott ajanlas, a kutatécsoportunk elézetes adatai
alapjan az eltérést hordoz6 betegek kozel 80%-aban
varhat6 a manifeszt ibrutinibrezisztencia klinikai meg-
jelenése. A venetoclaxrezisztens esetek tilnyomé ré-
széért felelés BCL2 G101V aminosavcserét eddig egy
esetben, a masodik leggyakoribb BCL2 D103Y cserét
pedig tovabbi 4 beteg esetében azonositottuk, ami a
venetoclaxrezisztens betegek kis szama miatt nemzet-
kozileg is figyelemremélté eredménynek mondhato.

A CLL-ben prognosztikai és prediktiv biomarkerek,
valamint a célzott terapidk hatékonysdgéanak monitoro-
zéasara alkalmas eltérések vizsgalata tobb molekularis
modszer egyideji alkalmazésaval lehetséges. Intéze-
tinkben, amely a cikk irasakor az egyetlen ERIC altal
akkreditalt laboratérium hazankban, jelenleg mar vala-
mennyi bemutatott vizsgalat rendelkezésiinkre 4ll,
mellyel a hazai CLL-es betegek jelentds részének mo-
dern, szakszerd ellatdsa biztosithat6.

A vizsgélatok rovid ismertetésébdl az is jol lathato,
hogy a CLL modern diagnosztikdja a hagyomanyos
vizsgéalati modalitasok mellett napjainkban mar a nagy
ateresztéképességl és szenzitiv molekularis genetikai
moédszerek alkalmazdsara épiil, melyek segitségével
nem csak a kozvetlen klinikai relevanciaval biré prog-
nosztikai és prediktiv markerek detektédlhatok, hanem
a célzott terapiak hatékonysédga is megbizhat6an moni-
torozhaté. Mindez a folyamatos gyogyszerfejlesztések-

kel és az 4j célzott terapiakkal egytitt alapjaiban rajzol-
ta at a korabban nehezen kezelhet6 R/R CLL betegek te-
rapidjat, melynek koszonhetéen ezen betegcsoport sza-
mara olyan kezelési lehetéségek véltak széleskorben
elérhet6vé, melyek minden eddiginél hosszabb talélést
és jobb életmingséget eredményeznek.
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0SSZEFOGLALAS Az akut myeloid leukaemia (AML) a nyugati vilagban a masodik leggyakrabban el6fordulé leukaemia tipus, melyre a heveny korlefolyas
jellemzd. Mig az elmult évtizedekben a legtobb hematoldgia malignitas kezelésében latvanyos javulas volt figyelhetd, addig az AML kezelésének terén csak
viszonylag szerény elGrelépés tortént, igy napjainkban is komoly kihivés elé dllitja a hematologusokat az AML-es betegek kezelése. A molekularis bioldgiai
vizsgalomodszerek robbanasszer( fejlddésének kdszonhetden kozelebb jutottunk az AML genomszintli feltérképezéséhez. Mindezek révén ma mar is-
mert, hogy az AML genetikai szempontbdl rendkiviil heterogén korkép, amelyre komplex klonalis architekttra és dinamikus klondlis evolicio jellemzd. A
mutéciok altal érintett gének transzkripcios faktorokat, hiszton-modifikaciot szabalyozo fehérjéket, szignaltranszdukcios faktorokat, RNS-splicing faktoro-
kat, sejtciklus-szabdlyozokat, tumorszuppresszor géneket, DNS-metilaciot szabalyozo fehériéket és a kohezin komplex tagjait kodoljak. Ezen Ujonnan
megismert genetikai eltéréseknek diagnosztikus és prognosztikus jelentdségiik van, igy mara mar a nemzetkozi ajanlasok részét képezik. A betegség ke-
zelése napjainkban is az intenziv kemoterapias kezelésen és az allogén csontveld dssejt transzplantacion nyugszik, azonban az elmult években tobb aj,
célzott kezelést biztosito kis molekulaja gyogyszert térzskonyveztek az AML gyogyitasara. Az AML diagnosztikaja, rizikobesorolasa és kezelése terén is je-
lentds el6relépések torténtek, amelyek révén egyre kozelebb jutunk ahhoz, hogy az AML-es betegek esetében is elérhetévé valjon az individudlis genetikai
profilozason alapulo személyre szabott kezelés.

KULCSSZAVAK akut myeloid leukaemia, molekularis diagnosztika, célzott terapia, prognozis

SUMMARY  Acute myeloid leukemia (AML) is the second most common leukemia type in the western world, characterized by rapid progression. In recent
years, with the rapid advent of molecular biological techniques, our understanding of the molecular pathogenesis of hematological malignancies,
including AML, has been growing rapidly. It has become clear that AML is a genetically heterogeneous and complex disease characterized by complex
clonal architecture and dynamic clonal evolution. Recurrent gene mutations can be classified into distinct functional categories as transcription factors,
epigenetic modifiers (DNA methylation and chromatin modification), signaling pathways, spliceosome complex, tumor suppressors, cell cycle regulators
and cohesin complex. Some recurrent mutations are now incorporated in the diagnostic algorithms, while others provide relevant clinical information. The
main treatment of AML is still based on intensive chemotherapy and allogeneic stem cell transplantation, however in the last years novel targeted
therapies have been approved. Recent advances in the diagnosis and management of AML may shift the paradigm of AML treatment by replacing the
traditional one-size-fits-all approach with a more personalized treatment strategy based on the molecular characterization of the leukemic cells.

KEY WORDS acute myeloid leukemia, molecular diagnostics, targeted therapy, prognosis
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Koszonjitk a kovetkezd hematoldgiai centrumoknak és a klinikus kollégaknak a betegminték kiildését és a szak-
mai egylttmiikodést az elmult évtizedben: Semmelweis Egyetem Belgydgyaszati és Hematolégiai Klinika, Sem-
melweis Egyetem Belgydgyaszati és Onkoldgiai Klinika, Bacs-Kiskun Megyei Kérhaz, Békés Megyei Kézponti Kér-
haz Pandy Kalmén Tagkérhdz, Borsod-Abatj-Zemplén Megyei Kozponti Kérhaz és Egyetemi Oktatékorhaz,
Csolnoky Ferenc Kérhaz, Fejér Megyei Szent Gyorgy Kérhéz, Jésa Andréas Oktat6kérhéz, Karolina Kérhéz és Ren-
delGintézet, Magyar Honvédség Egészségiigyi Kozpont, Markhot Ferenc Oktatékorhaz és RendelGintézet,
Markusovszky Egyetemi Oktatokorhaz, Orszagos Onkologiai Intézet, Petz Aladar Egyetemi Oktaté Korhéaz, Szent
Borbéla Korhaz, Toldy Ferenc Korhaz és Rendeléintézet, Uzsoki Utcai Kérhaz és Vaszary Kolos Kérhaz.

Roviditések

ALL akut lymphoblastos leukaemia CBF core binding factor

AML akut myeloid leukaemia CEBPA CCAAT/Enhancer Binding Protein Alpha
BCL2 B-sejtes lymphoma 2 protein ELN Eurdpai Leukaemia NET
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EMA European Medicines Agency (Eurdpai Gydgyszeriigynokség) NGS next generation sequencing (Ujgenerdcids szekvendlds)
FDA U.S. Food and Drug Administration (Amerikai Elelmiszer- és NPM1 nucleophosmin 1
Gydgyszerengedélyeztetési Hivatal) PCR polymerase chain reaction (polimerdz Idncreakcic)
FISH fluoreszcens in situ hibridizdcié R/R relabdld/refrakter
IDH izocitrdt-dehidrogendz RUNX1 Runt related transcription factor 1
ITD internal tandem duplication (belsé tandem duplikdcio) TKD tirozin-kindz domén
MDS myelodysplasids szindréma TP53 tumor protein 53
MRD minimdlis/mérheté maradék betegség WHO World Health Organization (Egészségligyi Vildgszervezet)

A molekularis biolégia robbanasszert fejlédésének
és az ujgeneraciés szekvenalas (NGS) térhéditasanak
koszonhetben az elmult évtizedben lehetdség nyilt az
akut myeloid leukaemia (AML) genomjanak széles ko-
rd feltérképezésére. Az NGS-sel azonositott genetikai
eltérések nagy szama és valtozatos kombinéciéja alap-
jan nyilvanval6va valt, hogy az AML genetikailag sok-
kal heterogénebb, mint azt korabban gondoltuk. Az
Gjonnan azonositott genetikai eltérések koziil tobb he-
lyet kapott a betegség osztalyozasaban, vagy prognosz-
tikus jelentésége miatt a rizikdstratifikdcié részévé
valt, mig egyes mutédcidkkal szemben célzott gyogysze-
rek kifejlesztésére keriilt sor. Osszefoglalé kézlemsé-
nytinkben roviden attekintjik az akut myeloid
leukaemia genetikai hatterének legfontosabb jellemzé-
it, kiemelve a klinikai szempontbdl legfontos prog-
nosztikus markereket. Emellett betekintést nyajtunk
abba, hogy a modern genomikai vizsgalatok miként se-
gitik a klinikai dontéshozatalt, valamint kitértink az 4j
célzott terapiakra is.

Az AML klinikai megjelenése és diagnosztikaja

Az akut myeloid leukaemia (AML) a masodik leg-
gyakoribb leukaemia tipus a krénikus lymphocytas
leukaemiat kovetGen, mig a myeloid neoplazmak koziil
az AML fordul elé leggyakrabban. Hazankban jelenleg
évente 300-350 1j AML-es esetet diagnosztizalnak. Az
AML incidenciaja az életkorral parhuzamosan ng, a be-
tegek median életkora diagnoéziskor 68 év, azonban
fontos kiemelni, hogy az AML barmely életkorban ki-
alakulhat.'

Az AML a hemopoetikus Gssejtek és progenitor sej-
tek klondlis megbetegedése, melyre a differencialédas-
ban gétolt éretlen sejtek kontrolaltalan proliferdcija
jellemzd. A betegség legfébb tiineteit, mint a visszatérd
fert6zéseket, lazat, faradékonysagot és vérzékenységet
az okozza, hogy a leukaemias sejtek kiszoritjak a nor-
mal hemopoézist a csontvel6bél, amely kovetkezmé-
nyes anémidval, neutropeniaval és thrombocytopenia-
val jar. Az AML-re heveny kérlefolyas jellemzg, oly-

annyira, hogy kezelés nélkil néhany héten vagy héna-
pon beliil a beteg halaldhoz vezethet.

Az esetek dont6 tobbségében az AML de novo ala-
kul ki, azonban a betegek 20-25%-anél szekunder mé-
don jon létre myelodysplasids szindréma talajén,
myeloproliferativ neoplazma transzformaciéja révén,
illetve kemoterapiat vagy sugéarkezelést kévetSen.”™*
Az utobbit terdpiaindukalt AML-nek nevezik, és leg-
gyakrabban az emlddaganat, valamint a lymphopro-
liferativ betegségek kezelése utan alakul ki>®

Az AML dontéen sporadikus kérkép, azonban rit-
kan megfigyelhet6 6roklgdé familidris formaja, amely-
nek hatterében csiravonali mutédciokat detektaltak tob-
bek kozt a RUNX1, GATA2, CEBPA, DDX41, ANKRD26,
ETV6, SAMD9 és SAMDIL génekben.* ® E mutaciok je-
lenléte kiilonb6zé klinikai képpel tarsulhat, és korai
felismerésiik elengedhetetleniil fontos a kezelési stra-
tégia megtervezéséhez, valamint az esetlegesen érintett
csaladtagok kisztlirése és szoros kovetése szempontja-
bél.

Korlefolyasat tekintve az AML az egyik legrosszabb
progndzisi hematoldgia malignités, az dsszes leukae-
miatipus kozil az AML-nek a legmagasabb a mortalita-
sa.! Napjainkban a 60 évnél fiatalabb betegek
35-40%-a, mig a 60 év felettiek csupan 5-15%-a gyo6gy-
ul meg.” Fontos hangstlyozni, hogy a varhaté talélést
az életkoron tul jelentdsen befolyasolja a beteg altala-
nos allapota és kisérGbetegségei, az intenziv kemotera-
piéra val6 alkalmassag, valamint, hogy a leukaemia mi-
lyen fenotipusos, genomikai és transzkriptomikai para-
méterekkel rendelkezik. Mindezen tényezdék ismerete
elengedhetetlentil fontos a pontos rizikébecsléshez és
az ezen alapulé rizikéadaptalt kezeléshez.?

Az AML diagnézisa hisztolégiai, citologiai, dramlés
citometriai, citogenetikai és molekularis genetikai vizs-
gélatokon alapul. A diagnézis felallitasdhoz a periférias
vérben vagy a csontvelében 20% feletti blasztarany
szitkséges. Bizonyos transzlokaciéok esetén [t(15;17),
t(8;21), inv(16), t(16;16)] 20% alatti blasztarany esetén
is kimondhat6 az AML diagnézisa.* Az AML diagnézi-
sakor az dramlési citometriai vizsgélattal hatarozzdk
meg a leukaemias sejtek fenotipuséat és mennyiségét.
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A multiparaméteres aramlasi citometria azonban nem
csupén a diagnozis alkotasban t6lt be fontos szerepet,
hanem a remisszi6 megitélésében, valamint a rezidua-
lis betegség kvantifikalasdban és a relapszusok korai
felismerésében is.

Az AML klasszifikaci6ja még napjainkban is donté-
en a citogenetikai eltéréseken nyugszik, melyet az
(World Health
Organization, WHO) legfrissebb, 2016-0s osztalyozasa

Egészségligyi Vilagszervezet
is j6l tikroz. A WHO klasszifikaciéban a citogenetikai
eltérések mellett helyet kapnak még a morfoldgia elté-
rések is, amelyek a kordbban alkalmazott French-
American-British osztalyozason alapszanak (1. tabla-

1. tablazat: Az akut myeloid leukaemia és tarsult
neoplasmak 2016-os WHO osztdlyozdsa

AML, visszatérd genetikai eltérésekkel
AML, 1(8;21)(q22;q22.1); RUNX1-RUNX1T1

AML, inv(16)(p13.1922) vagy t(16;16)(p13.1;q22);
CBFB-MYH11

APL, t(15;17); PML-RARA
AML, t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A
AML, t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

AML, inv(3)(q21.3q26.2) vagy t(3;3)(q21.3;q26.2);
GATA2, MECOM

AML, (megakaryoblastos) t(1;22)(p13.3;q13.3);
RBM15-MKL1

AML, NPM1 mutacioval

AML, biallélikus CEBPA mutacioval
Provizérikus entitasok: AML, BCR-ABL1
Provizoérikus entitasok: AML, RUNX1 mutacidval

AML, myelodysplasids vonasokkal
AML, terdpia indukalta
,Masként nem osztilyozhat6” AML

AML, miniméalisan differenciélt
AML, érés jelei nélkiil
AML, érés jeleivel

Akut myelomonocytas leukaemia

Akut monoblastos/monocytés leukaemia

Akut erythroleukaemia

Akut megakaryoblastos leukaemia

Akut basophil leukaemia

Akut panmyelosis myelofibrosissal

Myeloid sarcoma

Myeloid proliferacié6 Down-szindrémahoz kétotten

Atmeneti abnormalis myelopoesis

Down-szindrémahoz asszocialt myeloid
leukaemia

AML: akut myeloid leukaemia, APL: akut promyelocytas
leukaemia, WHO: Egészségiigyi Vilagszervezet

TANULMANY

zat). A 2008-as verzi6hoz képest elérelépést jelentett,
hogy az NPM1 és a CEBPA mutaciok is helyet kaptak az
osztalyozasi rendszerben, valamint a RUNX1 mutacio,
mint provizorikus entités keriilt be a legtjabb osztélyo-
zasba.? A kariotipizélas, valamint a FISH vizsgalat 1ét-
jogosultsagat alatdimasztja, hogy az AML-es betegek ko-
zel felénél lehet kimutatni valamilyen, a betegség
patogenezisében bizonyitottan szerepet jatszé kromo-
szoma eltérést, amely a betegség korlefolydsat is jelen-
tésen befolyasolhatja.’

Molekularis genetikai eltérések AML-ben és
prognosztikai jelentoségiik

Az Euré6pai Leukaemia NET (ELN) 2017-es ajdnlasa
irdnymutatast nydjt az AML-es betegek genetikai alapt
rizikébesorolasaban (2. tablazat)."® Az AML-es betegek
~20%-a hordoz kedvezd progndzisi citogenetikai elté-
rést, amely elsGsorban a fiatal, de novo AML-ben szen-
vedd betegekben fordul el6." J6 prognézissal jarnak az

tn. CBF (,core binding factor”) leukaemiék:
RUNX1-RUNX1T1 génfuziét eredményezd
t(8;21)(q22;q22) atrendezddés, illetve az
inv(16)(p13.1;q22) vagy t(16;16)(p13.1;q22)

CBFB-MYH11 génfuziéval. A CBF leukaemias betegek
kemoterapiés kezeléssel j6 eséllyel gyégyithatok.'

Amennyiben a betegnél harom vagy tébb kromo-
szoma eltérés detektalhato, melyek kozul egyik sem
tartozik a visszatérg genetikai eltérések kozé, akkor an.
komplex kariotipus all fenn. A betegek 10-12%-4naél le-
het kimutatni komplex kariotipust, amely kedvezétlen
prognézissal tarsul és elsGsorban idésebb betegekben,
illetve MDS-asszocialt és terdpiaindukalt AML-ben for-
dul el6."”® Kiilénosen kedvezétlen a prognézisa azok-
nak a komplex kariotipussal rendelkezd betegeknek,
akiknél a TP53 gén mutdci6ja is kimutathat6."

Az AML-es betegek mintegy 40-50%-a nem hordoz
kromoszoma-eltérést, tgynevezett normalis kario-
tipussal (NK) rendelkeznek, amely intermedier rizikot
jelent.” '® Mindazonaltal a normal kariotipust betegek
kérlefolyasa rendkiviil heterogén lehet, igy esetitkben
kiemelten fontossa valt olyan molekularis markerek
azonositasa, amelyek segithetnek a rizikébecslésben és
terapiatervezésben.’

A molekularis biol6gia robbanésszerti fejlédésének
koszonhetGen lehetség nyilt arra, hogy a NK-AML ge-
netikai hatterét is feltérképezzék. A valaha volt elsé tel-
jes genom szekvenalast is egy NK-AML-es beteg minta-
jan végezték el 2008-ban Ley és munkatdrsai.'® Az tjge-
neraciés szekvendlas elterjedésével olyan kutatdsok
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valosulhattak meg, mint a ,,The Cancer Genome Atlas
Research Network” vizsgalata, melynek keretei kozott
200 AML-es beteg mintéjat vizsgéaltak meg: 50 betegnél
teljes genom-, mig 150 betegnél teljes exom szekve-
nalast végeztek. A vizsgalat sordn 23 gént azonositot-
tak, melyek visszatéré mutéaciét hordoztak, mig tovabbi
237 génben mutattak ki mutaciét legalabb kettd beteg-
nél.'* A nagyszabast ,The Cancer Genome Project”
1540 AML-es beteg bevonasaval végzett vizsgalatanak
eredményeit 2016-ban publikaltdk. A munkacsoport
kimutatta, hogy a betegek 96%-dban jelen volt legaldbb
egy driver mutaci6, mig a betegek 86%-aban kettd vagy
tobb driver mutaciét is talaltak. Osszesen 76 génben és
genomi régioban detektaltak mutaciokat, mely alapjan
a betegek 80%-at 11 genetikai alcsoportba lehetett be-
sorolni.'”” A fent emlitett vizsgilatokban azonositott
mutécidkat hordoz6 fehérjék funkci6juk alapjan sza-
mos funkciondlis csoportba sorolhatéak:
transzkripcios faktorok (CEBPA, RUNX1),
sejtciklus szabalyozok (NPM1),
tumorszuppresszorok (TP53, WT1, PHF6),
epigenetikai szabélyozok (DNMT3A, IDH1, IDH2,
TET2),
» szignaltranszdukciés faktorok (FLT3, RAS, KIT,
PTPN11),
» hisztonmodifikaciét szabélyoz6 fehérjék (MLL,
ASXL1, EZH2),
» kohezin-komplex tagjai (STAG2, SMC3, SMC1A,
RAD21),
» RNS-splicing faktorok (SRSF2, SF3B1, U2AF1).

v v v Vv

Ezen mutaciok koztl tobbnek prognosztikai jelen-
tésége van, igy helyett kaptak a ELN 2017-es rizikobe-
sorolasban (1. és 2. dbra).

A NK-AML-ben a leggyakoribb genetikai eltérés az
NPM1 (nucleophosmin 1) gén mutéciéja, a betegek
48-64%-anal lehet kimutatni.’® Az NPM1 egy foszfo-
protein, mely képes lokalizaci6jat a citoplazma és a
sejtmag kozott folyamatosan valtoztatni. Szerepet jat-
szik a riboszéma biogenezisében, mitézis sordn a
centroszéma duplikaci6jaban, a sejtproliferaciéban és
az apoptdzisban. Az NPM1 leggyakoribb mutacidja egy
4 bézisparnyi inzerci6é a 12-es exon teriiletén, amely
hatasara az aminosavsorrend gy médosul, hogy nuk-
leéris export szignal jon létre, igy a fehérje tartésan
citoplazmatikus lokaliz4ciét mutat.'® Bizonyitott, hogy
az NPM1 mutéacié6 onmagaban kedvezd prognézissal
jar, azonban FLT3-ITD és NPM1 mutéci6 egyideji fenn-
allésa esetén a varhaté prognozis fugg az FLT3-ITD mu-
tdns/vad allélaranytél. Amennyiben a betegben NPM1

mutacio van jelen és az FLT3-ITD allélaranya kevesebb
mint 0,5, abban az esetben a beteg a kedvezd prognézi-
st csoportba sorolhat6, ha viszont a mutans allél ara-
nya magasabb mint 0,5 abban az esetben az intermedi-
er prognoézisu csoportba tartozik a beteg.'

Az ASXL1
criptional regulator 1) gén altal kédolt fehérje az

(additional sex combs like trans-

epigenetikai szabalyozasban vesz részt. Funkcidvesztd
mutacidja a betegek 5-17%-anal fordul el6, dontéen
idGsebb betegekben, valamint szekunder médon kiala-
kult AML-es betegekben fordul el6.” A TP53 (tumor
protein 53) klasszikus tumorszuppresszor génként a
sejtciklus szabalyozésaban és a DNS hibajavitasi folya-
mataiban jatszik szerepet. Mutaci6jat az AML-es bete-
gek 6-8%-anal lehet kimutatni, gyakrabban fordul el
idGsebb életkort betegekben, valamint szekunder
AML-ben.”" A RUNX1 (runt-related transcriptional

KEDVEZO

- 1(8;21)(922;922.1); RUNX1-RUNX1T1

- inv(16)(p13.1922) vagy t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11

- Mutalt NPM1, FLT3-ITD mutécié nélkul (vagy alacsony allélarannyal)
- Biallélikus CEBPA mutéacio

- Mutélt NPM1, FLT3-ITD mutaciéval (magas allélarany)
- Vad tipust NPM1, FLT3-ITD mutacié nélkul
(vagy FLT3-ITD mutaci6 alacsony allélarannyal)
- 1(9;11)(p22;923); MLLT3-KMT2A
- Egyéb citogenetikai eltérés, mely mas rizikécsoportba nem sorolhaté

KEDVEZOTLEN

- inv(3)(q21;926.2) vagy (3;3)(q21.3;926.2); GATA2, MECOM (EVI1)
- 1(6;9)(p23;934); DEK-NUP214

- t(v;11)(v;923.3); KMT2A génatrendezédés

- 1(9;22)(934.1;911.2); BCR-ABL1

- -5 vagy del(5q); -7; -17 vagy abn(17p)

- komplex kariotipus**, monoszémias kariotipus
- vad tipust NPM1, FLT3-ITD mutaciéval (magas allélarannyal)
- RUNXT mutacié

- ASXL1 mutacié

- TP53 mutacio

ek

1. dbra: AML citogenetikai és molekuldris genetikai alapu
rizikdbesoroldsa az ELN 2017-es ajdnlds alapjdn. Az ELN 2017-es
ajdnldsa értelmében a betegeket kedvezd, intermedier és kedve-
z6tlen prognosztikai csoportba lehet besorolni. A 2010-es verzié-
hoz képest eldrelépést jelent, hogy hdrom kedvezétlen progné-
zissal jaré génmutdcié (ASXL1, RUNXT, TP53) is bekeriilt az ajdn-
Idsba, igy még precizebb rizikobecslésre nyilik lehet6ség.

* alacsony allélardny: mutdns/vad allélardny <0,5; magas
allélardny: mutdns/vad allélardny >0,5

** 3 vagy tébb fliggetlen kromoszéma eltérés, visszatéré
transzlokdciok kizdrdsa mellett

*** 1 kromoszéma monoszdmidja (a nemi kromoszémdk kivé-
telével) mellett legaldbb 1 addiciondlis monoszémia vagy struk-
turdlis kromoszémaaberrdcié
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factors 1) gén egy transzkripciés faktort kodol, mely
szerepet jatszik a hemopoetikus sejtek differencial6da-
sanak szabalyozdsaban. A RUNX1 mutaciéval jard
AML 2016-ban mint provizionalis entitas kerilt felvé-
telre a WHO klasszifikaciés rendszerbe.* Mutaciéjat a
betegek 5-15%-4nal lehet kimutatni, f6leg idGsebb élet-
korban fordul el6.”” *° Az ASXL1, a TP53 és a RUNX1
mutéciék kedvez6tlen prognézissal jarnak.'

TANULMANY

A CEBPA (CCAAT/enhancer binding protein alpha)
gén egy myeloid sejtekre jellemzé transzkripci6s fak-
tort k6dol, mely a DNS CCAAT motivumaihoz kotédve
a génatiras szabalyozaséban jatszik szerepet. Dontéen a

.......

neutrofil felelGs.
A CEBPA mutaci6i leggyakrabban az N- és a C-termina-
lis régiot érintik. Az esetek 35%-aban csak az egyik ré-
gioban fordul el6 mutacid, mig 65%-ban mindkét régi6

érintett, ezt nevezzik biallélikus mutaciéonak. AML-
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2. dbra: Akut myeloid leukaemidban mutdcidk dltal leggyakrabban érintett fehérjék funkciondlis csoportjai
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ben szenvedd betegek 6—10%-anél, mig NK-AML-es be-
tegek 15-18%-anél lehet kimutatni a CEBPA gén muta-
cisjat.” ** A CEBPA mutaci6é kedvezé prognézisi elté-
rés, azonban ez csak biallélikus mutaciéra igaz."’

A 2017-es ELN rizikébesorolas jelentGs el6relépés
volt az AML rizikdstratifikaciéjaban, hiszen a fent em-
litett molekularis genetikai eltérések bekeriiltek az
ajanlasba. Felmeriil azonban, hogy a rizikébecslést to-
vabb lehetne finomitani, hiszen 2017 6ta mar tovabbi
genetikai eltérésekrdl igazoltdk, hogy prognosztikai je-
lent6ségiik van. Eisfeld és munkatérsai eredményeik
alapjéan felvetették, hogy a BCOR, a SETBP1, az IDH2, a
ZRSR2 és a WT1 keruljon be az ELN rizikébesoro-
lasaba.”’ Kimutattak ugyanis, hogy BCOR vagy SETBP1
mutaciét hordozé kedvezé progndzisi, nem
CBF-AML-es betegek, illetve IDH2 mutéciot hordozd
kedvezdétlen prognézisa betegek kérlefolydsuk alapjan
az intermedier prognozisa csoportba sorolandék. Azok
a betegek, akik vagy ZRSR2 mutaci6t, vagy NPM1 mu-
tacioval egyidejtileg WT'1 mutaciét is hordoznak a ked-
vezétlen rizikécsoportba tartoznak, hiszen ezeknek a
betegeknek a 3 éves betegségmentes (DFS) tulélése
szinte megegyezik a kedvezétlen rizik6ja betegekével
(DFS: 11% és 5% vs. 10%). Erdemes még kiemelni azt a
megfigyelésiiket, mely szerint a magas allélaranyd
FLT3-ITD mutécié semlegesitheti az NPM1 pozitiv
prognosztikai hatasat, ugyanis nem volt szignifikans
kulonbség megfigyelhetd betegségmentes- és teljes tul-
élés szempontjabol a vad tipust és a mutéalt NPM1 ese-

tén.?!

Minimalis/mérhetd rezidualis betegség

A diagnéziskor elvégzett genetikai vizsgélatok alap-
jan torténd rizikobesoroldson tilmenden fontos figye-
lembe venni a terdpidra adott véalaszt is. A kezelés hata-
sossaganak megitélésében még napjainkban is részben
az 1956-ban megalkotott kritériumrendszerre tdmasz-
kodunk. A betegek kezelésének célja a komplett re-
misszi6 elérése, amelyen 5% alatti blasztaranyt értiink
teljes csontvel6i regeneracié mellett. Fontos azonban
kiemelni, hogy a komplett remissziéba jutott betegek-
ben is gyakran alakul ki relapszus, ami arra utal, hogy a
kemoterapias kezelés ellenére sem sikerill a
leukaemiés sejtek teljes eradikdcidja. A morfoldgiai
modszerek nem elég érzékenyek az alacsony szamban
jelenlévé leukaemias sejtek kimutatdsara. A mikro-
szképos detektdlhatésag szintje alatti, polimeraz-
lancreakciéval (PCR) vagy aramlési citometridval de-

tektalhat6 leukaemiat nevezik minimalis/mérhetd

rezidualis betegségnek (MRD). A terapias valasz felmé-
résében és a relapszusok korai felismerésében fontos
szerepe van az MRD kimutatasanak. Az MRD monito-
rozas torténhet aramlasi citometriai vizsgélattal, mely
sordn az un. leukaemia asszocialt immunfenotipusi
(LAIP) sejteket azonositjdk, valamint PCR is, amely so-
rdn az NPM1 mutaciét, valamint a CBFB-MYH11,
RUNX1-RUNX1T1, BCR-ABL1, PML-RARA fazi6s gének
expresszidjat lehet nyomon kévetni.'> ** A legijabb
ajanlasokban mar szerepet kap az MRD pozitivitas a
rizikd-stratifikaciéban, azonban ellentétben a kronikus
myeloid leukaemiaval, ahol vildgszerte standardizalt
modon torténik az MRD monitorozéasa, az AML eseté-
ben ilyen szintd harmonizacié még nem tortént, azon-
ban az ELN MRD munkacsoportja t6bb ilyen iranyu to-

rekvést tett az elmult években.'®

Célzott terapias lehet6ségek AML-ben

Az AML genetikai szempontbdl rendkiviil hetero-
gén korkép, azonban ez a sokszintiség a terapids reper-
toarban sokdig nem tikr6zédott. Az AML-es betegek
.7 +3” kezelés szolgal, amely citarabin hét napos folya-
matos infziéjabdl és hdrom napos rovid daunorubicin
infaziébdl all. Kivételt képez ez aldl az akut pro-
myelocytds leukaemia (APL), amely altipusnél a diffe-
rencialodast serkentd csupa-transz retinsav (ATRA) és
az arzén-trioxid jelenti a kezelés alappillérét. Mig az el-
mult évtizedekben a legtobb hematolégiai malignitas
kezelésében jelentds eldrelépések torténtek a célzott te-
rapiak bevezetésével, AML-ben azonban csak kozel
négy évtized elteltével torzskonyveztek 4j gyogyszere-
ket (3. dabra). A 2010-es években engedélyeztek két
intravénasan vagy szubkutan alkalmazhaté hipo-
metilalé szert, az azacitidint (Vidaza®) és a decitabint
(Dacogen®), melyek koziil az azacitidin (Onureg®) mar
per os alkalmazhat6 formaban is elérheté az USA-ban
2020 szeptembere 6ta.'* Az AML patogenezisében fon-
tos szerepet jatszik a DNS-metilaci6 és a hiszton modi-
fikdci6 diszregulacioja, ezért igéretes terapidnak tiint
az epigenetikai kezelés. Habar a hipometilalo szerek
nem hoztak igazan attord sikert, azonban toleralhato
toxicitds mellett javitjdk az idGs, komorbiditdsokkal
terhelt betegek ttlélését.** 2018-ban térzskonyveztek
egy régi szert ,4j kontosben”: a CPX-351 (Vyxeos®)
citarabin és daurorubicin rogzitett d6zist kombinacié-
ja liposzomélis formdaban, amelyet terapiaindukalt
AML-ben vagy MDS-asszocialt AML-ben szenvedd be-
tegek kezelésére lehet alkalmazni.”
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(iDH1 inhibitor)**

2015 2017 2018 2019 2020

| Decitabin I

A 4

| | |
Enasidenib Gemtuzumab- Gilteritinib Venetoclax Azacitidin
(IDH 2 inhibitor) ozogamicin {F173 inhibitor) {BCL-2 inhihitor) {CC-486)

Gemtuzumab | Azacitidin I
- ozogamicin®

{CD33-antitest

gydgyszer
konjugdtum)

3. dbra: Az AML kezelésére az FDA dltal engedélyezett gydgyszerek. Amerikai Elelmiszer- és Gydgyszerengedélyeztetési Hivatal (FDA)
dltal térzskényvezett AML kezelésére alkalmazhatd készitmények idévonalon dbrdzolva. Az AML kezelésében a molekuldrisan célzott
terdpia térnyerése a 2017-es évtdl figyelheté meg. Az FLT3-inhibitorok kéziil a midostaurin elsévonalban alkalmazhaté, mig a
gilteritinib R/R betegek kezelése torzskényvezték. Az IDH-inhibitorokat eredetileg csak R/R AML kezelésére hagytdk jovd, azonban
2019 dta az ivosidenib elsévonalban is adhatd.

* a gemtuzumab-ozogamycin forgalmazdsdt 2010-ben visszavontdk a mellékhatdsok miatt és a klinikai hatékonysdg hidnya miatt,
azonban a randomizdlt klinikai vizsgdlatok metaanalizise alapjdn uj indikdcidval csékkentett dézisban 2017-ben djra jévdhagyta az

FDA

** 4j indikdcid jovdhagydsa értelmében ujonnan diagnosztizdlt betegeknek is adhaté

Az AML-es betegek kezelésében a fordulépontot a
2017-es év hozta el, hiszen tobb évtizedes varakozést
kovetden torzskonyvezték az elsd célzott terdpiét, ame-
lyet azdta tovabbi gyégyszerek kovetettek. Az Gj terapi-
ak kozott megtaldlhatok olyanok, amelyek egy adott
mutédciét céloznak (FLT3-inhibitorok, IDH1/2-inhi-
bitorok) vagy specidlis jelatviteli Gtvonalat gatolnak
(SMO-inhibitor, BCL-2 inhibitor), illetve toxinnal kon-
jugélt antitest is (gemtuzumab-ozogamycin). Az alab-
biakban roviden attekintjiikk az elmult években torzs-
konyvezett célzott kezeléseket.

FLT3-inhibitorok

Az FLT3 egy IIl. tipust receptor tirozin-kinaz,
amelynek konstitutiv aktivaciéjat okoz6é mutacidja az
AML-es betegek mintegy harmadaban mutathaté ki."”
Az aktivalédott FLT3 a PI3K/AKT, a MAPK és a PKC
jelatviteli ttvonalakon keresztill szabélyozza a
hemopoetikus Gssejtek és progenitor sejtek prolifera-
cisjat és differencidlédasat.”® Az FLT3 mutacidknak két
tipusat lehet elkiiloniteni: az FLT3 mutéciék 70-80%-
aért felel6s juxtamembran domént érintd tin. belsé tan-
dem duplikaciét (ITD),
domént (TKD) érinté mutaciét, amely jéval ritkabban

valamint a tirozin-kindz
fordul el6.”” Az FLT3-ITD mutéaci6 rossz prognoézissal
tarsul, gyakori a primer rezisztencia a hagyoményos
kemoterapias kezeléssel szemben, valamint nagyobb
aranyban lép fel relapszus, kiillonosen magas mu-

tans/vad allélarany esetén.’® Ezzel szemben az
FLT3-TKD mutéci6 prognosztikus értéke kevésbé tisz-
tazott.”” Az FLT3 receptor gatlasa igen vonzé célpont,

mivel a szignalizaci6 gatldsa a sejtciklus leédllasat és

apoptoézist indukal FLT3-ITD vagy TKD mutans recep-
torokat expresszalé leukaemias sejtekben.*

Az els@ torzskonyvezett FLT3-inhibitor a mido-
staurin (Rydapt®) volt: 2017-ben mind az Amerikai
Hivatal
(FDA), mind pedig az Eurdépai Gyodgyszeriigynokség
(EMA) jovahagyta a fazis III RATIFY klinikai vizsgélat
eredményei alapjan.”® A midostaurin az elsé generaci-

Elelmiszer- és Gyogyszerengedélyeztetési

0s receptor tirozin-kindz-gatlék csalddjaba tartozik,
amelyek kevésbé specifikusak, ugyanakkor multi-
kindz-inhibitor aktivitassal rendelkeznek, igy a mido-
staurin az FLT3 receptor mellett gatolja a KIT,
PDGFRo/B és a protein-kinaz-C csalad tagjait is. A mi-
dostaurin egyes tipust FLT3 inhibitor, igy ITD és TKD
mutécié esetén is alkalmazhat6.”® Indukciés és konszo-
lidaciés kemoterédpias ciklusok 8-21. napjan per os al-
kalmazhaté, ezen felill Eurépdban fenntart6 kezelés-
ként monoterdpidban is adhato.

Az els6 generdciohoz képest a masodik generaciés
FLT3 inhibitorok jéval hatékonyabbak és szelektiveb-
bek, mikézben kedvezébb mellékhatas profillal rendel-
keznek. A mésodik generacids inhibitorok koziil eddig
a gilteritinibet (Xospata®) torzskonyvezték mono-
terapiaként R/R FLT3 mutaci6t hordozoé betegek kezelé-
sére. A fazis III ADMIRAL klinikai vizsgalat eredmé-
nyei alapjdn a gilteritinib monoterdpia gyakrabban
eredményezett komplett remisszi6t, valamint a betegek
teljes tulélése is jelentdsen hosszabb volt, mint a ha-
gyoményos mentd kezelés esetén.*

A fent emlitett két gyogyszeren kivil egyéb FLT3
inhibitorokkal is zajlanak klinikai vizsgalatok, amelyek
tobb irdnyba is folynak: konvencionalis kemoterdpia
kiegészitéseként, 0j célzott terdpidval vagy hipometi-
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1416 szerekkel kombinédciéban, valamint allogén Gssejt
transzplantacioét kovetden fenntart6 kezelésként alkal-
mazva monoterépidban vagy kombinaciékban.*'?*

Az onkohematoldgidban elséként a kronikus mye-
loid leukaemidban ismerték fel, hogy a molekularis cél-
zott terapia alkalmazasakor a betegek egy részénél teré-
pias rezisztencia alakul ki. Hasonlé tendenciét lehet
megfigyelni az FLT3-inhibitorokkal is. Terdpiés rezisz-
tencidhoz tobb mechanizmus is vezethet, példaul, ha
rezisztenciat okozé 4j mutaciok alakulnak ki, vagy az
ezt hordoz6 klén keriil tilsilyba (F691L és N676D mu-
taciok a leggyakoribbak), vagy ha a FLT3 jelatviteli at-
vonaldnak downstream effektoraiban, példaul a RAS
csalad tagjaiban (NRAS, PTPN11, CBL) j6n létre muta-
¢i6.°>*” Emellett FLT3-inhibitor alkalmazasakor a ma-
jor klén elttinésével szelekcids elényhoz juté szubkléon
is felelds lehet a relapszus kiindulasaért.*®

IDH-inhibitorok

Az IDH inhibitorok kifejlesztése igazi sikertorténet-
nek tekinthetd, hiszen AML-ben az elsé IDH mutacid
leirdséat kovetéen kevesebb mint egy évtizeddel késébb
az FDA mar torzskonyvezett ra célzott terdpiat. Az
AML-es betegek 6-16%-dban mutathaté ki IDH1 muta-
ci6, mely dontéen a mutédcids forrépontot jelentd
132-es kodont érinti, mig az IDH2 mutéci6ja a betegek
8-19%-aban fordul el6 és leggyakrabban a 140-es és a
172-es kodonokat érinti."” ***° Az IDH1 a citoszélban,
mig az IDH2 a mitokondriumban taldlhat6 enzim,
amely a TET2 kofaktordaul szolgélé alfa-ketoglutarat
elgallitasaért felelds, igy kozvetett médon szerepet jat-
szik a DNS-metilaciés mintdzat szabédlyozasaban. Az
IDH1/2 gének funkcidnyeréses mutédcidja kovetkezté-
ben alfa-ketoglutarat helyett 2-hidroxiglutarat onko-
metabolit képzbdik, amely gatolja a myeloid progenitor
sejtek differencidlédasat.*' A per os alkalmazhaté kis
molekuldju IDH-inhibitorok célzott oki terapiat bizto-
sitanak: az enzim aktiv részéhez kotédve csokkentik az
alfa-ketoglutarat 2-hidroxiglutarat atalakulast. Az FDA
2017-ben torzskonyvezte az IDHZ2 inhibitor enasi-
denibet (Idhifa®), majd 2018-ban az IDH? inhibitor
ivosidenibet (Tibsovo®) IDH mutéciét hordozé R/R be-
tegek kezelésére. 2019 6ta els6vonalban is adhato6 az
ivosidenib olyan IDH1 mutaciét hordoz6 betegeknek,
akik 75 éven feliliek vagy kisérébetegségeik miatt nem
alkalmasak intenziv kemoterapias kezelésre.*” Fontos
azonban kiemelni, hogy az IDH inhibitorokat csak az
FDA engedélyezte, Eurépdban egyel6re nem elérheté-
ek, mivel a gyartok visszavontak a forgalomba hozatali
engedély iranti kérelmet.

Erdemes megemliteni, hogy az IDH1/2 mutaciét
hordozé sejtek BCL2-dependensek, ezaltal racionalis-
nak ttnik esetiikben BCL2-inhibitor alkalmazasa.*’
A Fézis Il VIALE-A klinikai vizsgalat eredményei ezt a
feltevést alatamasztottak, hiszen intenziv kemoteréapia-
ra nem alkalmas, IDH1/2 mutélt betegeknél a BCL2-
inhibitor venetoclax és az azacitidin kombinaci6javal a
komplett remisszi6 ardnya 75,4%, mig azacitidin

monoterapia esetén csupan 10,7% volt.** *°

Gemtuzumab ozogamycin

A gemtuzumab ozogamycin (GO) (Mylotarg®) egy
olyan antitest-gydgyszer konjugatum, amely anti-CD33
monoklonalis antitestb6l és az ehhez kapcsolt cali-
cheamicin citotoxikus dgensbdl all. A GO-t 2000-2010
kozott forgalmaztak, eredetileg idds CD33-pozitiv
relabélt betegek kezelésére alkalmaztdk monotera-
pidban, azonban a gy6gyszert gyarto cég visszavonta a
nem megfelelden megtervezett klinikai vizsgalatokbol
levont kovetkeztetések miatt.*® 2014-ben 6t randomi-
zalt klinikai vizsgalat metaanalizise kimutatta, hogy a
GO csokkenti a relapszus rizikéjat és hosszabb teljes
taléléssel jar elsGsorban kedvezd prognézisu citogene-
tikai eltérés esetén, ugyanakkor kedvezétlen prognoézi-
su citogenetika esetén a GO alkalmazasa nem jart tera-

pias elénnyel.”

Mindezek alapjan 2017 szeptemberé-
ben tjra engedélyezték a GO-t csokkentett d6zisban
Gjonnan diagnosztizélt CD33-pozitiv AML-es betegek
indukciés és konszolidaciés kezelésére kombinacio-
ban és monoterdpidban is, valamint R/R CD33-pozitiv

AML-es betegek monoterapias kezelésére.*

Glasdegib

A glasdegib (Daurismo®) a Hedgehog (Hh) szignal-
transzdukcios Gtvonal inhibitora. A G-fehérje-kapcsolt
receptor Smoothened-hez (SMO) kotédve gatolja an-
nak aktivacidjat, ezaltal csokkenti a glioma-asszocialt
onkogén (GLI) transzkripciés faktor aktivitisat és a
downstream szignalizaciét. A hedgehog jelatviteli at-
vonal fiziologids korulmények kozott elsGsorban az
embryonalis fejlédésben jatszik szerepet, azonban he-
matolégia malignitasokban leirtak, hogy a Hh dtvonal
szignalizacidja szerepet jatszik a leukaemids Gssejt po-
pulacié fenntartdsaban.*® A Hedgehog jelatviteli titvo-
nal gatlasdval a relapszus kialakuldsaért felelGs (és
gyakran a hagyomanyos kemoterdpiaval és a célzott te-
rapidval szemben rezisztens) leukaemias Gssejtek cél-
zott elpusztitasa nyilik méd. A glasdegibet Gjonnan di-
agnosztizalt, intenziv kemoterapias kezelésre nem al-
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kalmas AML-es betegek kezelésére engedélyezték ala-
csony doézisa citarabinnel kombinaciéban alkalmaz

49
va.

Venetoclax

A venetoclax (Venclyxto®) a BCL2 (B-cell lym-
phoma 2) antiapoptotikus fehérjének szelektiv inhibi-
tora, amely kozvetleniil a BCL-2 BH3 kétGhelyéhez
kapcsolédik, leszoritva a BH3 motivumot tartalmazo
proapoptotikus fehérjéket.’® Mig krénikus lymphoid
leukaemidban a BCL2 fokozott expresszidja mutathato
ki, AML-ben ez nem figyelhet§ meg, viszont tobb ta-
nulmanyban is igazoltak, hogy AML-ben a leukaemias
sejtek tilélésében jelentds szerepet jatszhat a BCL2. **
A Kklinikai vizsgédlatok sikeresen aladtamasztottdk ezt a
hipotézist, igy az FDA 2018-ban gyorsitott eljarasban
engedélyezte a venetoclaxot hipometilalé szerekkel
vagy alacsony doézist citarabinnal kombinélva olyan
Gjonnan diagnosztizalt betegeknek, akik 75 éven felili-
ek vagy kisérébetegségeik miatt nem alkalmasak inten-
ziv kemoterapias kezelésre.’®

Uj iranyok az AML kezelésében

A ClinicalTrials.gov weboldal adatai alapjan az el-
mult két évtizedben AML-es betegek bevonaséaval 167
gyogyszerrel osszesen 397 fazis II klinikai vizsgélatot
végeztek el. A jelenleg zajlo klinikai vizsgélatok egy
igen jelentds hanyadanak racionélis meggondolasbol
elsésorban az a célja, hogy megtalaljak a mar torzs-
kényvezett gyogyszerek optimélis kombinéci6jat.>
Szamos Gj hatdsmechanizmusi gyégyszerrel, illetve
egyéb koérképben mar engedélyezett gyogyszerekkel
zajlanak igéretesnek ting klinikai vizsgalatok (pl.
crenolanib — 2. generadciés FLT3-inhibitor, sorafenib —
1. generaciés FLT3-inhibitor, eprenetapopt (APR-246)
— TP53-aktivator, entospletinib — spleen tyrosine
kinase inhibitor, bortezomib — proteoszémainhibitor,
vorinostat — hiszton-deacetilaz-gatl6).%® Uj lehet6ség az
AML-es betegek immunterapidja is. Eddig a mono-
klonalis antitestek koziil egyediil a GO torzskonyve-
zett, de szamos egyéb antigén ellen irdnyulé konjugalt
és nemkonjugalt antitesttel zajlanak fazis I klinikai
vizsgélatok (pl. magrolimab — CD47-ellenes monoklo-
nalis antitest, daratumumab — CD38-ellenes monoklo-
nélis antitest, flotetuzumab — CD123 x CD3 DART bi-
specifikus antitest).”®

TANULMANY

Az elmult években tobb olyan klinikai vizsgalatot is
inditottak AML-ben, ahol biomarker alapjan részestil-
nek a betegek kezelésben.’® > Az elsé ilyen vizsgalatot
a ,Leukemia and Lymphoma Society” inditotta el
2016-ban ,Beat AML Master Trial” néven. A klinikai
vizsgalatba kizéardlag 60 éven feliili betegeket vontak
be, akik az individualis genetikai profiljuk alapjan ré-
szestltek személyre szabott célzott kezelésben. A vizs-
galat elsGdleges célkitizése az volt, hogy minden beteg
esetében 7 napon beliill megtorténjen a genetikai profil
meghatarozéasa, mely alapjan algoritmus hasznélataval
kertilnek besorolasra a betegek az egyes terapias karok-
ra. A klinikai vizsgalatban 6j terapiak hatékonysagat is
vizsgaljak, melyeket akdr egymassal kombinaci6ban is
alkalmaznak, ebbdl a szempontbdl is eltér ez az tn. ,er-
nyG”-vizsgélat a hagyomanyos klinikai vizsgélatoktol.
A vizsgalatban 6sszesen 11-féle kezelést alkalmaznak,
melyek kozott olyan 4j gyogyszerek is szerepelnek,
mint a SYK inhibitor entospletinib, a Nedd8 inhibitor
pevonedistat és a CD33-ellenes monoklonalis antitest
BI 836858. ElGzetes eredmények alapjan a vizsgéalatban
részt vevs 395 beteg 94,7%-anél 7 napon belil el tud-
tak végezni a genetikai profil meghatarozasat.”® Kiilon
kiemelendé emellett, hogy a terapia megkezdésének 7
napos késleltetése nem befolyasolta a betegek ttilélését.
Erre vonatkozoéan eddig csak retrospektiv adatok alltak
rendelkezéstinkre, azonban a Beat AML Master Trial
prospektiv médon is igazolta ez a megfigyelést.”®

Sajat tapasztalat

A Semmelweis Egyetem I. Sz. Patolégiai és Kisérleti
Rakkutaté Intézet Onkohematolégiai Kozpontjdba az
elmult 10 évben tobb mint 1200 AML-es betegtdl érke-
zett vizsgalati az orszag 18 hematoldgiai centrumébél
(4. abra). Az intézetiinkben tGjonnan diagnosztizalt
AML-es betegek szama megkozelitleg folyamatos no-
vekedést mutatott egészen 2020-ig, amikor is a megeld-
76 évhez képest kevesebb AML-es beteget diagnoszti-
zaltunk, mely 6sszefiigghet a SARS-CoV-2 pandémia-
val (5. dbra). 964 betegnél keriilt sor citogenetikai vizs-
galatra, amely alapjan kedvezd prognoézisa csoportba a
betegek 13%-a (n=122), az intermedier csoportba
65%-a (n=628), mig a kedvezétlen csoportba 22%-a
(n=214) tartozott (6. dbra). A betegek 48%-a (n=463)
normalis kariotipusti volt. A molekuléris genetikai
vizsgalatok kozil az FLT3-ITD és NPM1 vizsgalatokat
2008 ota, a CEBPA mutdaciéanalizist 2014 6ta, mig az
FLT3-TKD, IDH1 és IDH2 mutaciok vizsgalatat 2018
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4. dbra: Betegmintdkat kildé hematoldgiai centrumok. Az I. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutaté Intézet Onkohematoldgiai Centru-
mdba az elmdlt 10 évben a Semmelweis Egyetem belgydgydszati klinikdin tul orszdgszerte 16 hematoldgiai centrumbdl érkezett vizs-

gdlati minta.
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5. dbra: Az I. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato Inté-
zetbe ujonnan diagnosztizdlt AML-es betegek szdma az
elmdilt tiz évben. Az intézetlinkben djonnan diagnoszti-
zdlt AML-es betegek szdma az elmdilt tiz évben szinte
folyamatos ndvekedést mutatott egészen 2020-ig, ami-
kor az el6z6 évhez képest 23%-os csGkkenés volt megfi-
gyelhetd (feltehetéen a COVID-19-pandémia miatt).

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Gsze Ota végezzik rutinszertien. Az altalunk vizsgalt
betegpopuldciéban megfigyelhet6 mutéaciok gyakorisa-
ga a 7. abran lathaté.

A pontos rizikébecsléshez és a megfelel§ terapia
megvalasztasdhoz szamos kromoszomalis és moleku-
laris genetikai eltérés vizsgélata szitkséges, amelyek
egyedi vizsgalata idGigényes és koltséges folyamat a ha-
gyomanyos technikakkal. Eppen ezért jelent kivélo le-
hetdséget az AML diagnosztikajaban az NGS alkalma-
zasa, hiszen ezaltal az 6sszes klinikai szempontbdl re-

levans gén egyidejiileg vizsgalhat6. Intézetiinkben ed-
dig t6bb mint kétszdz AML-es beteg NGS vizsgélatat
végeztiik el. Ennek eredményei koziil az ELN 2017-es
rizik6besorolas szempontjabol érdekes 80, a citogeneti-
kai vizsgélat alapjan intermedier prognézissal biré be-
teg esetét érdemes kiemelni (8. dbra). A rutinszertien
vizsgalt FLT3-ITD, NPM1 és CEBPA mutaciés statusz
alapjan kedvezd prognézist 31 beteg 29%-anal, mig az
intermedier prognézisi 49 beteg 30%-dnal detektél-
tunk ASXL1, RUNX1 vagy TP53 mutacitkat, amelyek
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6. dbra: Citogenetikai eltérések a vizsgdlt betegcsoportban (n=964). A kedvezd prognosztikai csoportba tartozo eltérések zéld, az in-
termedier sdrga, mig a kedvezétlen vorés szinnel jeldltek. A t(6;9), az inv(3) és a t(v;11) kedvezétlen progndzisu és relative ritka gene-
tikai eltéréseket a vorostdl eltérd szinnel jeldltek a kbnnyebb dttekinthet6ség végett.

kedvezétlen prognézissal jarnak. Vizsgalatunk ered-  kidolgozott, amely alkalmas az AML komplex geneti-
ményei alapjan az NGS alkalmazasdval potencidlisana  kai jellemzésére. Az elkovetkezé idészak rendkiviil
betegek harmadanal lehetéség nyilna a nemzetkozileg ~ fontos 1épése lesz az AML NGS-alapti molekularis di-
elvart pontossagu prognosztikai besoroldsra. Az elmult ~ agnosztika finanszirozasanak megteremtése.

évben kutatécsoportunk egy sajat fejlesztést eljarast is

FLT3-ITD NP M1 CEBPA
pozitiv, 21% pozitiv, 26%

pozitiv, 2%

n =884

FLT3-TKD IDH1 IDH2
pozitiv, 4%

pozitiv, 8%

pozitiv, 14%

n =606 n =591 n =590

7. dbra: Intézetiinkben rutinszerten vizsgdlt génekben detektdlt mutdcidk gyakorisdga. A betegekben leggyakrabban az NPM1 (26%),
az FLT3-ITD (21%) és az IDH2 (14%) mutdcidjdt lehetett kimutatni. A CEBPA mutdcidk esetében csak a kedvezd progndzist jelentd
biallélikus mutdciot tiintettiik fel az dbrdn.

2021; 3:301-620. ORVOSKEPZES 577



OSSZEFOGLALO
TANULMANY

Krizsan Szilvia és munkatarsai

FLT3-ITD
NPM1

ST

ELN 2017

OB [ THITnmmn
ST nnnnm

P53 ([

[I vad tipus I mutécio I FLT3-ITD>0,5 I kedvezé [I intermedier I kedvezétlen

8. dbra: Ujgenerdcios szekvendldssal azonositott genetikai eltérések 80 intermedier progndzisu citogenetikai csoportba tartozé beteg
esetén. A hétérképen az oszlopok egy-egy beteget jeldinek. Ha az ELN 2017 rizikébesoroldsbdl csak a rutinszerdien vizsgdlt citogenetika
eltéréseket, valamint az FLT3-ITD, NPM1és CEBPA mutdcids stdtuszt vessziik figyelembe (ELN 2017%), akkor a kedvezé prognosztikai cso-
portba 31beteg tartozik, mig az intermedier csoportba 49 beteg. Azonban, ha figyelembe vettiik az ELN 2017 rizikébesoroldsba tjonnan
bekertilt ASXL1, RUNXT és TP53 mutdci6s stdtuszdt az NGS vizsgdlat eredményei alapjdn, akkor az dltalunk vizsgdlt betegek 30%-dndl
(24/80) volt kimutathaté mutdcié a fent emlitett hdrom génben, amely alapjdn a betegek a kedvezétlen rizikdcsoportba sorolandok. Az

Ujgenerdcios szekvendldsi vizsgdlat alkalmazdsa pontosabb rizikébecslést tett lehetévé. ELN: Eurdpai Leukaemia NET

Osszegzés

Az akut myeloid leukaemidban szenvedd betegek
kezelésében jelentGs eldrelépések torténtek az elmult
években. A pontos rizikébesorolashoz és a megfeleld
terdpias stratégia megvalasztdséhoz azonban atfogd
genomikai és transzkriptomikai karakterizélas sziiksé-
ges, amelyhez a citogenetikai és a hagyoményos mole-
kularis genetikai vizsgalatok mellett sziikséges a beteg-
mintdk modern genomikai mdodszerekkel val6 analizi-
se is. A betegek nemzetkozileg elvart pontossdga prog-
nosztikai besorolasédhoz a vizsgélandé gének szdma fo-
lyamatosan novekszik, és ezzel a tendenciaval a hagyo-
manyos Sanger-szekvenaldssal nem lehet 1épés tartani.
Emiatt napjainkban egyre tobb laboratérium tér at az
NGS alkalmazaséra, hiszen az Gn. célzott Gjraszekve-
nalassal (génpanelek vizsgalataval) valamennyi klini-
kailag relevans gén vizsgalatéra lehet6ség nyilik gyors
és koltséghatékony moddon. Intézetiinkben az akut
leukaemidk NGS vizsgéalata egyel6re a gyermekeknél
valt a rutin diagnosztika részévé a Magyar Gyermek-
leukémia Molekularis Profilozasi Program keretében,
azonban varakozasaink szerint a kozeljovében a felné6tt
betegek diagnosztikajdban is alkalmazésra kertil.
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A diffaz nagy B-sejtes lymphoma legujabb molekularis klasszifikacidja és
ennek terapias vonatkozasai

New molecular classifications and their therapeutical consequence of diffuse large B-cell lymphoma

Timar Botond
HCEMM-SE Molekularis Onkohematoldgia Kutatocsoport, |. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato Intézet, Semmelweis Egyetem,
Budadapest

E-levél: timar.botond@med.semmelweis-univ.hu

0SSZEFOGLALAS A diff(iz nagy B-sejtes lymphomak (DLBCL) érett B-sejtekbdl all6 magas malignitdst neoplasiak, amelyek klinikailag is sokszind, hetero-
gén csoportot alkotnak. A nagy B-sejtes lymphomak jelenlegi legfrissebb, az Egészségiigyi Vildgszervezet (WHO) dltal kiadott 2016-o0s klasszifikécioja
(1. tabldzat)' is szamos alcsoportot kiilénit el. A szervspecifikus altipusok mellett virusfertézéssel, kronikus gyulladéssal asszocialt, jellegzetes visszatérg
genetikai eltérésekkel asszocidlt formak, tovabb nem klasszifikalhatd atmeneti entitasok vannak. A nagy B-sejtes lymphomak egy jelentds része azonban
tovabbra is az Un. tovabb nem osztalyozhato csoportba (DLBCL, NOS — ,not otherwise specified”) tartozik. Ez a csoport az 6sszes non-Hodgkin-
lymphoma (NHL) esetek 25-30%-at teszi ki, amellyel igy az egyik leggyakoribb felnéttkori lymphoma tipus, de fejl6dé orszagok esetén ez az arany még
ennél is magasabb lehet." Az utébbi évek Klinikai tanulmanyaiban nem sikeriilt talélésbeli elényt kimutatni a standard kemoimmunoterapis kezelések cél-
zott terapids szerekkel torténd kiegészitésével, melynek hatterében a DLBCL heterogenitasa, illetve a jelenlegi klasszifikacios rendszerek pontatlansaga
allhat. A legtjabb molekuldris alapt, multiplatformos analiziseknek koszonhetden jelentds elGrelépés tortént a csoportositas terén, amelyek részben a mar
futo, részben a jovében indulo Klinikai vizsgalatok tervezésére is kihatnak, és amelyek segitségével kozelebb keriilhetiink a célzott terapia megvalositasa-
hoz, végs6 soron pedig az eddigieknél joval magasabb gydgyulasi aranyhoz.

KULCSSZAVAK lymphoma, DLBCL, molekuléris klasszifikacio, terdpia

SUMMARY  The diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is a clinically heterogeneous, high grade neoplasia composed of mature B-cells. The current
WHO classification (2016, 4th edition, 2nd revision) of the large B-cell ymphomas recognises many separate entities (Table 1.).1 There are several organ
specific variants, as well as subtypes associated with viral involvement, chronic inflammation, recurrent genetic alterations and entities that show
intermediate features and not further classifiable. However, most of the large B-cell lymphomas still belong to the so called diffuse large B-cell lymphoma,
NOS (not otherwise specified) group. These lymphomas account for approx. 25-30% of all non-Hodgkin lymphoma cases and are therefore the most
frequent lymphoma types in adults. In recent clinical trials no survival benefit was found with the addition of targeted therapies to standard of care
chemoimmunotherapy, which may be due to the underlying heterogeneity of DLBCL and the inaccuracy of current classification systems. Recently, new
multiplatform analysis of molecular genetic changes led to new molecular based classifications of this entity. These new classifications are already in use
in several past or ongoing or planned future clinical trials in the hope that they may lead to a better patient selection for a more precise targeted therapy
which would increase the overall survival of these patients.

KEY WORDS lymphoma, DLBCL, molecular classification, therapy

Roviditések
ABC aktivdlt B-sejtes GCB centrum germinativum B-sejtes
BTK Bruton’s Tyrosine Kinase GEP gene expression profile — génexpresszios profil
CARD11 Caspase Recruitment Domain-containing protein 11" HGBL high grade B-sejtes lymphoma
ccq candidate cancer genes” HGBL-DH/TH high grade B-sejtes lymphoma, double-hit/triple hit
CLUMPS Clustering of Mutations in Protein Structures — protein- HGBL-DH/
struktura alapu mutdcié halmozdédds TH-BCL2 high grade B-sejtes lymphoma, double-hit/triple hit,
coOo cell of origin - sejteredet MYC és BCL2 eltéréssel
DA-EPOCH-R dose adjusted etoposide, prednisone, vincristine, IPI international prognostic index — nemzetkézi prognosztikus
cyclophosphamide, doxorubicin, rituximab index
DEL double” expresszor lymphoma, egytittes BCL2 és MYC IRAK2 Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase 2
expresszio IRF4/MUM1  Interferon Regulatory Factor 4 / Multiple Myeloma 1
DHiITsig double hit signature — double hit lymphomdra jellemzé JAK Janus kinases
expresszios profil MALT1 Mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma
DLBCL diffuz nagy B-sejtes lymphoma translocation protein 1
DLBCL, NOS  diffuz nagy B-sejtes lymphoma, mdsként nem besorolt MYD88 Myeloid Differentiation Primary Response 88
EBV Epstein-Barr-virus NCCN National Comprehensive Cancer Network
EFS event free survival — eseménymentes tulélés NF-kappaB  Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
FDA Food and Drug Administration — amerikai Elelmiszer- és B cells
Gyogyszerengedélyeztetési Hivatal NHL non-Hodgkin lymphoma
FFPE formalin-fixdlt paraffinba dgyazott minta oS overall survival - teljes tulélés
FL follicularis lymphoma PCNSL primer kézponti idegrendszeri lymphomdk
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PFS progression free survival — progressziomentes tulélés

PI3K Phosphoinositide 3-Kinase

PMBCL primer mediastinalis nagy B-sejtes lymphomdk

PTLD poszt-transzplantdciés lymphoproliferativ betegségek

R/RDLBCL  relabdld/refrakter diffiz nagy B-sejtes lymphoma

R-CHOP Rituximab, cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine,
prednisone

R-CODOX-M/

VAC Rituximab, cyclophosphamide, vincristine, doxorubicin,

high-dose methotrexate / ifosfamide, etoposide, high-dose
cytarabine

R-hyper-CVAD
SCNA

STAT

N%

TLR

WES
WHO

hiperfrakciondlt Rituximab, Cyclophosphamide,
Vincristine, Doxorubicin, Dexamethasone
Somatic Copy Number Alteration — szomatikus
kdpiaszdmeltérés

signal transducer and activator of transcription
proteins”

structural variant - strukturdlis varidns
Toll-Like Receptor

whole exome sequencing - teljes exom szekvendlds
World Health Organisation — Egészségligyi
Vildgszervezet

1. tdblazat: A nagy B-sejtes lymphomdak WHO osztdlyozdsa

Diffdz nagy B-sejtes lymphoma (DLBCL), NOS*

Morfolégiai variansok:

Centroblastos

Immunoblastos

Anaplasticus

Egyéb, ritka varidnsok

Molekularis szubtipusok (sejteredet szerinti):

Centrum germinativum B-sejt tipus (GCB-DLBCL)

Aktivalt B-sejt tipus (ABC-DLBCL)

Egyéb nagy B-sejtes lymphoma entitasok

T-sejt/histiocyta gazdag nagy B-sejtes lymphoma

Primer kozponti idegrendszeri DLBCL

Primer cutan DLBCL, ,leg-type”

EBV pozitiv DLBCL, NOS

Kroénikus gyulladas asszocialt DLBCL

Lymphomatoid granulomatosis

Nagy B-sejtes lymphoma, IRF4 génatrendezddéssel

Primer mediastinalis nagy B-sejtes lymphoma

Intravascularis nagy B-sejtes lymphoma

ALK-pozitiv nagy B-sejtes lymphoma

Plasmablastos lymphoma

HHV8-pozitiv DLBCL

Primer efftziondlis lymphoma

High-grade B-sejtes lymphoma (HGBL)

High-grade B-sejtes lymphoma MYC és BCL2 és/vagy BCL6 génatrendezddéssel

High-grade B-sejtes lymphoma, NOS

B-sejtes lymphoma, nem klasszifikalhat6

gokkal

B-sejtes lymphoma, nem klasszifikdlhat6, DLBCL és klasszikus Hodgkin lymphoma ko6zotti 4tmeneti tulajdonsé-

*NOS - ,not otherwise specified” — méasként nem osztalyozhat6
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A diffuz nagy B-sejtes lymphoma legujabb molekularis klasszifikacidja
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és ennek terapias vonatkozasai

Bevezetés

A diffadz nagy B-sejtes lymphomaban szenvedd be-
tegek nagyjabol kétharmada reagél jol az elsé vonalbeli
kemoimmunoterapidkra, ezek a betegek meg is gyo-
gyulnak, mig a betegek egyharmadaban primer terapia
refrakter vagy relabal6 betegség alakul ki, melynek 1é-
nyegesen kedvezdtlenebb a prognézisa. A kiilonbozd
terapiakra adott valtozatos klinikai kimenetel is utalhat
a héattérben meghiz6d6 genetikai sokszintiségre. Jelen-
leg tobb klasszifikdciés séma is hasznélatban van, ame-
lyek koziil a mar régota hasznéalt nemzetkozi prognosz-
tikus indexnek (IPI) még mindig jelent6s szerepe van a
klinikai rizikébesorolasnal, de az IPI-n kivil a sejtere-
det (cell of origin — COO) meghatarozasnak, a kiillonbo-
76 ,,double-hit”/,triple-hit” lymphomakat (DHL/THL)
kisztir6 médszereknek is nagy a jelentGségiik. Az ut6b-
bi két és fél évben tobb kisérlet sziiletett a DLBCL-ek
genetikai eltéréseit figyelembe vevé modern, még pre-
cizebb osztalyozasok kialakitasara, melyeknek a min-
dennapos hasznalatba torténé bevonasaval az egyes
esetek prognozisa és terdpidkra adott valasza pontosab-
ban elére jelezhetd.

Morfoldgiai osztalyozas

A nagy B-sejtes lymphomak WHO szerinti klasszi-
fikdci6ja ma is még a tumorsejtek morfoldgiaja,
immunfenotipusa és egyes genetikai eltérései alapjan
torténik. A diagnosztika soran fontos felderiteni az al-
taldnos ttineteket, a koroki szempontbdl jelentds
anamnesztikus adatokat (korabbi malignitasok, meg-
el6z6 kemo- vagy radioterdpia, illetve autoimmun,
vagy immundeficiencidval jaré korképek jelenlétét).
Annak ellenére, hogy praktikus lenne pusztan moleku-
laris alapokra helyezett diagnézisokat adni és a tumo-
rokat is e szerint osztalyozni, ez a morfoldgiai vizsgala-
tok nélkil gyakorta vezetne pontatlansaghoz. A diffaz
nagy B-sejtes lymphoma (DLBCL, NOS) diagnézisa egy
kizarasos folyamat végeredménye, ahol a tumor-
morfolégiat, a fenotipust, valamint a mar az el6z6ek-
ben is emlitett anamnesztikus adatokat figyelembe vé-
ve, egyes specifikus nagy B-sejtes entitasokat és tovab-
bi B-sejtes neoplasidkat kell kizarni. A teljesség igénye
nélkil ide tartoznak a jellegzetes szévettani képet mu-
taté primer mediastinalis nagy B-sejtes lymphomak
(PMBCL), az EBV-pozitiv DLBCL-ek, a pleomorph és
blastoid kopenysejtes lymphomak, a poszt-transzplan-
tdcids lymphoproliferativ betegségek (PTLD), a primer
kozponti idegrendszeri lymphomék (PCNSL), de az in-
dolens lymphomak transzformaciéja soran kialakul6

TANULMANY

magas malignitdst folyamatok is. A specifikus DLBCL
entitdsok ardnya az 6sszes nagy B-sejtes lymphoma
nagyjabol 10%-at teszik ki. A ,,maradék” 90% a tovabb
nem osztilyozhaté diffaz nagy B-sejtes lymphoma
(DLBCL, NOS), aminek morfol6gidja leggyakrabban
centroblastos, immunoblastos és anaplasticus lehet,
bar jelentésebb prognosztikai informaciét a morfolégi-
ai kép altaldban nem hordoz.

A ,double-hit” és ,triple-hit” B-sejtes lymphomak
elkiilonitésének jelentdsége

A jelenlegi WHO klasszifikaci6 (2016) minden MYC
transzlokacidval egytitt BCL2 és/vagy BCL6 transzloka-
,double-hit” vagy
,triple-hit” aggressziv B-sejtes lymphomat (DHL, THL)
6nallé diagnosztikus kategériaként  definidl
»high-grade” B-sejtes lymphoma (HGBL) MYC és BCL2
és/vagy BCL6 génatrendez6déssel vagy ,high-grade”
double-/triple-hit
A DLBCL diagnosztikdjaban elsé 1épésként ezen
HGBL-DH/TH entitasok kizarasara kell a hangsulyt fek-
tetni a rosszabb prognézis miatt. MYC atrendezddés a
DLBCL-ek 10-15%-aban detektalhat6. Az 6nalléan eld-
fordulé6 MYC atrendezdédés az esetek 5%-at teszi.
A MYC atrendez6déshez tarsul6 BCLZ2 érintettség
(HGBL-DH-BCL2) 6%-ot, a MYC mellett a BCL6 gén at-
rendezddésével jaré esetek pedig 1%-ot tesznek ki.
A TH-esetek szintén 1%-ra teheték.” Eleinte a DH/TH
folyamatok kezelésére

ciét is mutaté tUgynevezett

B-sejtes  lymphoma - néven.

alkalmazott kemoterdpiak
(rituximabbal vagy anélkiil), nem mutattak szignifi-
kans talélésbeli kiillonbséget (2 éves tulélés alacso-
nyabb mint 50%), igy ezen entitdsok kezelésére inten-
zivebb sémakkal probalkoztak (pl. DA-EPOCH-R,
R-hyper-CVAD, R-CODOX-M/IVAC).> Megemlitendd,
hogy egyetlen klinikai vizsgalat sem bizonyitotta egy-
értelmden az intenzivebb kemoterdpids kombinéciok
elényét ebben az alcsoportban.* Figyelemre mélto,
hogy az Gjabb tanulmanyokban, ahol a DH/TH geneti-
kai eltérések kimutatdsara minden esetben elvégezték a
fluoreszcens in situ hibridizaciés (FISH) vizsgélatot, az
5 éves progressziomentes talélés (PFS) a HGBL-DH/TH
esetekben R-CHOP (rituximab, cyclophosphamide,
doxorubicin, vincristine, prednisone) hasznélata mel-
lett a 60%-ot is elérte.> ® Ennek felteheten az az oka,
hogy kordbban a DH/TH esetek felderitésére végzett
FISH vizsgalatokat csak az agresszivebbnek tiing mor-
fologiai esetekben végezték el és igy a DH/TH esetek
egy része diagnosztizalatlan maradt. A DLBCL-ek rutin
kivizsgalasa sordn ezért kiemelt jelentésége van ennek

2021; 3:301-620.

ORVOSKEPZES 585



OSSZEFOGLALO Timar Botond

TANULMANY

a vizsgalatnak és a mai ajanlasok szerint minden egyes
esetben el kellene végezni.

DLBCL, NOS diagnézis esetén a génexpresszios
profil analizis alapjan meghatarozott sejteredet (,,cell of
origin” — COO) szubtipust is meghatérozzuk.

Sejteredet (C00) meghatarozas génexpresszios
profil és immunhisztokémia alapjan

Az elsé jelentGsebb 1épést a DLBCL komplexitasa-
nak feltdrasdban a génexpresszi6s profil meghatarozas
(GEP) jelentette. A 2000-es évek elején a cDNS-alapta
microarray vizsgalatok eredményének analizise veze-
tett a DLBCL két {6 sejteredet tipusdnak azonositasa-
hoz. A ,centrum germinativum B-sejt” géncsoport ex-
presszi6jahoz hasonlit6 csoportot centrum germina-
tivum tipust DLBCL-nek (GCB-DLBCL), az in vitro ak-
tivélt B-sejtek expresszids profiljara utalé csoportot pe-
dig aktivalt B-sejt tipusi DLBCL-nek (ABC-DLBCL) ne-
vezték el. A két dominans csoporton feliil volt egy har-
madik csoport is, amely a nem klasszifikalhat6
(,unclassified”) nevet kapta. A GCB-szert alcsoportba
tartozo eseteknél példaul a 2p kromoszéman talalhat6
c-REL gén amplifikacio6jat lehetett gyakrabban megfi-
gyelni és jellemzg volt a csoportra a centrum germina-
tivum asszocialt B-sejt fejlédéssel 6sszekotott felszini
fehérjéket kodolé gének fokozott expresszidja, igy a
CD10, BCL6 géneké is. Az ABC-szerd csoportba tartozo
eseteknél a keringd, aktivalt B-sejtekre jellemz6 gének
expresszi6ja volt megfigyelhets. Az ABC-DLBCL kiala-
kulédsédban két f6 mechanizmus jatszik szerepet, ame-
lyek koziil az egyik az NF-kB jelatviteli at konstitutiv
aktivdcidja, a masik a termindlis plazmasejt iranya
differenciécié blokkja. Igy a csoportra az NF-kB ttvo-
nal célgénjeinek expresszi6ja és az IRF4/MUM1, FLIP és
BCL2 gének expresszidja is jellemzé volt.” A vizsgalat
maig nagy jelentéségét az adja, hogy az alcsoportok kli-
nikai lefolydsa jelent6s eltérést mutat és mind a
rituximab elétti, antraciklin alapt kemoterapia (ABC-
alcsoport 35%-0s, GCB-alcsoport 60%-0s 5 éves tul-
élés), mind a késébb hasznélatos elsévonalbeli
R-CHOP esetén (45%- és 80%-os 3 éves talélés, ABC-,
illetve GCB-alcsoport) is megmaradt a kiillonbség a két
csoport kozott.?

A microarray alapt sejteredet klasszifikdcié magas
koltsége, laborintenziv jellege tette sziikségessé az
immunhisztokémiai (IHC) alapt médszerek kidolgoza-
sat. A felallitott algoritmusok szdma az évek soran fo-
lyamatosan gyarapodott, de reprodukalhatésiguk,
prognosztikai értékiik és a GEP-pel valé gyengébb kor-
relaci6juk miatt jelentGségiik méig vitatott. A legszéle-

sebb korben a Hans-féle algoritmus terjedt el, ami a
CD10, BCL6 és MUM1 antigének expresszi6ja alapjan
hatédroz meg centrum germinativum tipusta (GCB), il-
letve az ABC-szert és ,unclassified” mintdkat magaba
foglal6, non-GCB csoportokat. Ezekkel az algoritmu-
sokkal kapott sejteredet a tovabbra is arany-standard-
nak szamité GEP besoroldssal nem mutat teljes atfe-
dést.’ Az immunhisztokémiai vizsgédlat szenzitivitdsa
~70% korili a GCB- és ~90% kortili a non-GCB cso-
port esetén.'® Az immunhisztokémia hatranyai kézé
tartozik, hogy a kiilonb6z6 médszerek kozott kifejezet-
ten alacsony konkordancia volt megfigyelhets."
Néhany vizsgalat a MYC és BCL2 fehérjéket fokozot-
tan expresszalo (,,double expressor” lymphoma (DEL)),
de MYC és BCL2 &trendez6dés nélkilli DLBCL-ek
rosszabb talélését mutattak ki. Ezek az esetek gyakrab-
ban a non-GCB csoportbdl kertilnek ki, de rosszabb ki-
menetelitk feltehetGen fiiggetlen a COO besoroléstol.
A standard és az intenzivebb kezelésre adott valaszok-
ban azonban jelentds kiillonbség eddig nem volt kimu-
tathatd, igy elkiilonitésiik jelent6sége ma még kérdé-

ses.'?

Nanostring / sejteredetet meghatarozo
molekularis médszerek

Az GEP alapt klasszifikaciét nehezebben kovetd
immunhisztokémiai besoroléds helyett, a GEP analizis-
nél gyorsabb és olcsébb megoldasként johet széba az
mRNS transzkriptumok kvantitativ elemzésére alkal-
mas NanoString nCounter rendszer, ami egy magas
szenzitivitast és reprodukalhatésagot biztosité eljaras.
DLBCL esetén a friss fagyasztott mintdk mellett a
konnyebben hozzéaférheté formalinfixalt paraffinba
agyazott mintakon (FFPE) is elvégezhetd vizsgalat 20
gén (15 gén + 5 ,housekeeping” gén) expresszidja alap-
jan a gének abszolut expresszi6jabdl és sulytényezok-
bél egy tn. ,linear predictor score” (LPS) értéket ad
meg. Az LPS alacsony értéke a GCB csoportra, magas
értéke pedig az ABC csoportra jellemzé. Ha az LPS koz-
tes értéket mutat, a minta ABC/GCB szerint nem beso-
rolhatd, és az ,unclassified” csoportba keriil. A hagyo-
ményos GEP analizissel 6sszehasonlitva a friss fa-
gyasztott mintakon a sejteredetet tekintve 95% feletti
az egyezés."”

COO klasszifikacion alapulo klinikai vizsgalatok

Ahogy az egyre pontosabb és megbizhatébb sejtere-
det meghatarozas kozelebb keriil a mindennapi alkal-
mazés lehetéségéhez, megjelentek GCB és ABC alcso-
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portokra specifikus terdpias lehetségeket célzo klini-
kai kutatdsok. Ilyen lehetdségeket rejthet az
ABC-DLBCL-ben konstitutiv aktivitast mutat6 NF-kB
jelatviteli at, ami az NF-«kB aktivitast szabélyozo
inhibitor bortezomib, BTK-inhibitor
ibrutinib és a komplex hatdsmechanizmusi lenalido-

proteaszéma

mid potenciélis ABC-specifikus alkalmazésat veti fel.

Els6vonalbeli kezelést illetéen a rossz prognézist
non-GCB csoportban 1j célzott kemoterapiés szerek al-
kalmazésaval tobb klinikai kutatds is javuldst mutatott
ki."* Egy fazis I/Il vizsgalatban bortezomib (az NF-kB
inhibitor IkBa degradaci6jat csokkenti) bevezetésével
rituximabbal (R) kiegészitett szisztémas kemoterapia
mellé non-GCB populaciéban a GCB-DLBCL-es beteg-
csoport PFS és OS értékeihez hasonld eredményeket si-
keriilt elérni.’® Ujabban viszont a REMoDL-B fazis III
vizsgélat, COO-t6] fiiggetleniill sem tudott mérhetd
PFS-t elérni a bortezomib hozzaadaséval, pedig a vizs-
gélat soran a COO besorolés a pontosabb teljes transz-
kriptom génexpresszids profil analizis alapjan tor-
tént."

A PHOENIX fazis III, placebokontrollalt kutatés
ibrutinibbel kiegészitett R-CHOP kombinacié haté-
konysagat vizsgélta korabban kezeletlen, Hans-algorit-
mus alapjan non-GC DLBCL-es betegeken. A GEP vizs-
galatok ujgeneraciés szekvenalds (Next Generation
Sequencing, NGS) alapt EdgeSeq eljarassal torténtek.
Az elvarasokkal ellentétben az immunhisztokémiaval
meghatarozott non-GC és a GEP-pel meghatarozott
ABC szubpopulédciékban az R-CHOP kezelés ibrutinib-
bel val6 kiegészitése nem javitotta a terapia hatékony-
sdgét. Tovabbi analizisek viszont azt mutattdk, hogy je-
lent6s 0sszefiiggés van a betegek életkora és a kezelés
hatékonysaga kozott. A 60 év alatti betegpopulédcidban
az ibrutinib és R-CHOP koz0s alkalmazasa megnyult
eseménymentes talélést (EFS), progressziémentes til-
élést (PFS) és teljes talélést (OS) eredményezett. A si-
lyos mellékhatdsok ardnya a 60 év alatti és f6l6tti popu-
laciéban egyarant magasabb volt a placebo és a csak
R-CHOP kezelésben részestlt populdciéhoz képest. Ez
a 60 év alattiak korében nem befolyasolta az R-CHOP
ciklusok szamat, ellenben az idésebb korosztalyok ese-
tén a hozzdadott ibrutinib altal megnovekedett mellék-
hatasok szdma tobb esetben is az R-CHOP kezelés fel-
fiiggesztéséhez vezetett."”

A lenalidomiddal kiegészitett R-CHOP terapia
(R2CHOP) az ECOG-ACRIN1412 Gjonnan diagnoszti-
zalt DLBCL-es betegeken végzett fazis II randomizalt
vizsgélata a progressziémentes ttlélést tekintve szigni-
fikans javulast mutatott."® Tovabbi két R2CHOP terapi-
at alkalmazo fazis II kinikai vizsgalat a non-GC csoport
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kétéves teljes tulélésének GCB sejteredettd DLBCL-hez
val6 felzarkoztatdsat érte el (a sejteredet meghatarozas
mindkét vizsgédlat soran immunhisztokémidval tor-
tént).">*° A lenalidomiddal kiegészitett R-CHOP tera-
pia hatékonysagat génexpresszi6s profil alapjan elkii-
lonitett Gjonnan diagnosztizalt ABC-DLBCL-es populé-
cion vizsgalo fazis III ROBUST klinikai vizsgélat jelen-
leg is folyamatban van.*’ A lenalidomid a 2020-as
NCCN (National Comprehensive Cancer Network)
ajanlasok kozott FDA (Amerikai Elelmiszer- és Gyogy-
szerengedélyeztetési Hivatal) engedélyezett opciondlis
elsé vonalbeli konszolidacids terdpias szerként szere-
pel 60 és 80 éves kor kozotti betegek szamara.

A féazis Ib/I CAVALLI vizsgélatban a kemoimmun-
terapiat a BCL2-gatl6 venetoclax addsaval egészitették
ki. A vizsgalt esetekben a COO szubtipus meghatarozas
mellett a BCL2 és MYC magas expresszi6jat is figyelem-
be véve hataroztak meg ezek prediktiv értékét. Az ered-
ményeket a régebbi GOYA kisérlettel 6sszevetve azt ta-
laltak, hogy a klinikai kimenetel a double expresszor
lymphomakban (DEL) jobb lett, de nem volt kiilonbség
a GCB/mon-GCB csoportok kozott. Ugyanakkor a kii-
lonboz6 vizsgalatok kozotti osszehasonlitast mindig
érdemes fenntartasokkal kezelni és a kérdés megvala-
szolasahoz 1j tanulmanyokat tervezni.*

Relabalo, betegség reftakter DLBCL (R/R DLBCL)
kezelése

A jelentdsen kevesebb rendelkezésre allé klinikai
adatmennyiség miatt relabdlé DLBCL-ben nehezebb
meghatarozni a sejteredet terapids jelentGségét. Az
ABC-szert alcsoportok elsg vonalbeli terapidra muta-
tott kedvezdétlen valasza a relabal6 populaciéban annak
aranyosan magasabb reprezentaltsdgat sugallja, de ez
egyes kutatasok fényében megkérdéjelezhets.'* Egy fa-
zis I/IT klinikai vizsgélatban R/R DLBCL-es betegeken
vizsgaltdk az ibrutinib monoterdpia alkalmazasat, ahol
a COO alcsoport meghatdrozas génexpresszi6s profil
(GEP) vizsgélattal tortént. Az ABC alcsoportban 37%-
ban volt kivélthat6 teljes- vagy részleges vélasz, mig a
GCB alcsoportban ez csupan 5% volt.”® A lenalidomid
R/R ABC-DLBCL-ben valé alkalmazasanak elényeit
széamos kutatéds alatdmasztotta mér."*

Az el6zbekben emlitett korai (fazis I/II) tanulma-
nyok mutattak biztat6 eredményeket, de a COO alapu
fézis III vizsgalatoknak nem sikertilt kielégitd terdpias
kilonbségeket kimutatni a vizsgalt csoportokban. En-
nek oka feltehetéen az, hogy a COO klasszifikaciok
nem kelléen pontosak és a terapia szempontjabél fon-
tos genetikai eltéréseket nem titkrozik. Részben a fenti
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sikertelenségek miatt tovabbi GEP alapt és Gjabb mole-
kularis genetikai alapu klasszifikaciés rendszerek ke-
riiltek kidolgozasra.

Tovabbi génexpresszio alapu klasszifikaciok

A sejteredet (COO) alapt besoroldson kiviil maés
transzkriptomikai klasszifikaciéra is torténtek kisérle-
tek. Génexpresszids vizsgélattal az alapvetéen kedve-
z6bb prognézisi GCB-DLBCL-eken beliil elkiilonithet
egy un. ,,DHITsig” csoport, melynek génexpresszids
profilja a kedvezétlen prognézisit HGBL-DH/TH-BCL2
lymphomakra jellemz6.>* A GEP jellemzdk alapjan az
Osszes vizsgalt, FISH-sel igazolt HGBL-DH/TH-BCL2
eset ,DHITsig” szubtipusba keriilt egy nagyjabdl ha-
sonléan nagy mintaszamd DLBCL, NOS eset
(non-HGBL-DH/TH-BCL2) mellett. Fontos megjegyez-
,DHITsig”

illetve

ni, hogy a csoportba  sorolt
HGBL-DH/TH-BCLZ2, FISH-sel

transzlokaciéval nem rendelkezd esetek hasonlé tal-

igazolhat6

élést mutattak R-CHOP kezelés utan. Génexpresszids
profilozéssal a FISH alapt teszteléshez képest a rossz
prognézisi GCB sejteredetd HGBL esetek ardnya mint-
egy megkétszerezédik. Ujabb eredmények arra is ramu-
tatnak, hogy a MYC és BCL2 gének atrendezdédései a
,DHITsig” pozitiv esetek ~20%-aban FISH-sel ki nem
mutathaté médon, dn. kriptikus eltérésként lehetnek
jelen, ami alapjan ennek a csoportnak a molekularis
adhat a
GCB-DLBCL alcsoporton belili agresszivebb kimene-

1.25

alapt elkulonitése pontosabb  képet
telt mutaté esetekrél.™ A ,,DHITsig” alcsoporttal nagy-
ban é&tfeds, a DLBCL és Burkitt-lymphomakhoz
(DLBCL/BL) hasonlé génexpresszi6s tulajdonsagokkal
rendelkezd, rossz progndzisi alcsoport is azonosithat6
GEP-pel, amelyet molekularis , high-grade” DLBCL-nek
(MHG-DLBCL) neveznek.?® Ezekre az eredményekre
éptlé frissebb tanulmanyban az MHG-DLBCL alcso-
portba tartozo esetek 4j generdcios szekvendldsaval
(NGS) olyan gyakoribb genetikai eltérések keriiltek
azonositasra (tobbek kozott a MYC génben megfigyelt
mutéciok), amelyek follicularis lymphomara (FL), illet-
ve transzformalt FL-ra jellemzéek. Az eredmények fel-
vetik, hogy a HGBL-DH-BCL2 és a csak BCL2 généatren-
dez6dést mutaté (single hit) DLBCL-ek FL-bdl, esetleg a
FL prekurzor 16zi6bél alakulhatnak ki.*” A ,DHITsig”
és MHG-DLBCL-eknek a genetikai héttere nagyon ha-
sonl6: halmozottan figyelhet6k meg mutaciok az epi-
genetikai modositokban, igy az EZH2-ben és CREBBP-
ben. Egyes Burkitt-lymphoméban (BL) gyakoribb mu-
taciok, igy a DDX3X és a BCL7A eltérései is gyakoribbak

ebben a csoportban, ugyanakkor mas specifikusabb
BL-re jellemzd6 eltérések nem figyelheték meg (pl. ID3,
TCF3),”® ami a két entitas (DLBCL és BL) kozétti tulaj-
donsagokat hordoz6 szubtipusra utal. Ezen eredmé-
nyek alapjédn az eddigi HGBL-DH/TH és GCB-DLBCL
entitdsok kozotti hatarokat érdemes lehet Gjra definiél-
ni.

Tovabbi génexpressziés vizsgalatok mind a GCB,
mind az ABC csoportban megfigyelhet6 Gjabb moleku-
laris profilokat azonositottak, amelyek a tumor mikro-
kornyezettel vannak 6sszefiiggésben és amik a betegség
kimenetelével is korrelaciét mutatnak. A prognosztika-
ilag kedvezébb csoportot alkoté ,stromal-1" ex-
presszids profil aktiv immunrendszert, Gjraprogramo-
zott stromalis sejteket és extracellularis métrixot takar.
A kevésbé kedvezd kimenetelt mutaté ,,stromal-2” cso-
port fokozott angiogenezissel és érstirtiséggel jellemez-
heté. Az eredmények arra utalnak, hogy a metabolikus
és mikrokornyezeti hatésok is jelentés mértékben hoz-
zajarulnak a DLBCL-ek patogeneziséhez. Ezeket a mo-
lekuléris profilokat viszont csak twjabban sikertlt
konnyebben kivitelezhetd platformokra helyezni, amik
segitségével lehetévé valt a betegek szelekcibja és ezal-

tal a megfelelé terapias modszer kivalasztasa.2%?°

A DLBCL genetikai eltérései és mutacids profilja

A sejteredet (COO) meghatarozas részleges magya-
razattal szolgélt arra, hogy miért reagilnak a betegek
kilonb6z6 moédon a DLBCL kezelésének egyik lehetsé-
hibitorara, az ibrutinibre.”® Ugyanakkor a COO alapti
elkiilonités nem ad teljes magyarédzatot arra, hogy miért
ilyen heterogén az akar R-CHOP-ra, akar a célzott tera-
pidra adott valasz és a betegség kimenetele. A gén-
expresszios analizisek elsGsorban a tumor fenotipusara
utal6 eltéréseket mutatnak ki, igy nem adjak vissza azt
a genetikai sokszintiséget, amellyel a DLBCL jellemez-
hetd.

A DLBCL kialakulasdban szerepld eltérések okai le-
hetnek kromoszomalis transzlokécidk, az aberrans szo-
matikus hipermutaci6 altal generalt génmutaciok, ala-
csony frekvenciaja sporadikus pontmutéciok, struktu-
ralis variansok (SV) és kopiaszam eltérések (SCNA).
Alegtijabb tanulmanyok integrélt genetikai és matema-
tikai modellezéssel probaljak a DLBCL-eket, részben
sejteredet meghatérozast6l fliggetlentl, osztalyozni.
Ilyen osztalyozast javasoltak 2018-ban Schmitz és
munkatéarsai (National Cancer Institute, USA — NCI),
valamint Chapuy és munkatarsai (Harvard, USA), akik
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a DLBCL genetikai altipusait teljes exom (WES),
transzkriptom- és célzott amplikonszekvenalassal, va-
lamint DNS-képiaszdm-analizissel hataroztdk meg.*'
A két csoport alapvetGen hasonld, de egymasnak telje-
sen nem megfeleltethetd genetikai klasszifikdciojat egy
harmadik kutatécsoportnak sikeriilt tovabb finomita-
ni.**

Schmitz és munkatdrsai a genetikai eltérések egytit-
tes el6forduldsai alapjan olyan algoritmust allitottak
fel, amin kereszttil négy kiemelked§ genetikai alcso-
portba sorolhaték a DLBCL-ek, amit a csoport késébb
kiegészitett tovabbiakkal: MCD (MYD88 és CD79B mu-
taciokkal), BN2 (BCL6 fazi6 és NOTCH2 mutaciéval),
N1 (NOTCH1 mutaciéval), EZB MYC+, illetve EZB
MYC- (EZH2 mutécié, BCL2 transzlokacioval és MYC
eltéréssel vagy a nélkiil), ST2 (JAK2/STAT3, NF-«B),
A53 (TP53 inaktivacio). A kapott klasszifikaciés rend-
szer héatranya, hogy csak az 6sszes vizsgalt eset 47%-4t
(elsé tanulmény), illetve 57%-4t tudtak csak besorolni
a fenti kategériakba.*#

A DLBCL-ben is kimutathaték random m6don meg-
jelend és a determinisztikus szelekcié hatdsara fenn-
maradé genetikai aberraciék, amik a progressziét ve-
zérlik (driver mutéaciok).

Chapuy és munkatdrsai fagyaszott anyagokon feliil
FFPE-s mintdkat is feldolgoztak. A DLBCL-ek teljes
exom szekvenalasdval (WES) kozel 100 potencialis
tumorgenezis driver gént (,candidate cancer gene” —
CCG) azonositottak, koztitk méar korabban is mutaciés
driver-ként ismert géneket, mint a tumorszuppresszor
TP53-at; a kromatin moédosité KMT2D, CREBBP és
EP300-at; BCR, TLR és NF-kB szignéaltutvonalak eleme-
it, mint CD79B, MYD88, CARD11 és TNFAIP3; RAS 1t-
vonal elemeket, mint KRAS és BRAF; a NOTCH2 és
NOTCH szignal médosité SPEN-t; és immunmodula-
cids utvonal komponenseket, mint B2M, CD58, CD70
és CIITA-t. Emellett a DLBCL patogenezisében eddig le
nem irt CCG-ket is azonositottak: BCR, TLR és NF-xB
szigndalatvonal-szabélyoz6 géneket, hiszton géneket,
IL6, CCL4 és a PD1 ligand CD274-et. A fehérjék 3D-s
térszerkezetét is figyelembe vevs halmozott mutaciok
elemzésével (Clustering of Mutations in Protein
Structures — CLUMPS) tovabbi CCG-k feltarasara ke-
riilt sor. A mddszer ralatast nyujtott egyes mutaciok va-
l6szintisithets funkciéjara is.’> A kromoszémaatrende-
z6dések és a szomatikus képiaszam eltérések (SCNA)
vizsgélata az esetek 64%-dban téart fel legalabb egy
strukturélis kromoszémaaberraciot, tobbnyire géneket
erds regulator elemek mellé helyezd transzlokaciokat,
ahol az IGH, BCL2, BCL6 és MYC gének voltak a leg-

gyakrabban atrendezédott gének.** A visszatérs
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SCNA-k vizsgalata a WES adatok elemzésén keresztiil
tortént, aminek sordan 18 kromoszémakar-szintd és 18
fokalis génamplifikdciot; illetve 2 kromoszémakar-
szintd és 32 fokalis deléciot fedtek fel, 5% és 32% ko-
z6tti el6fordulédsi gyakorisaggal. Az igy meghatérozott
driver mutéaciok prognosztikai jelentéségének vizsgala-
ta progressziémentes tulélést (PFS) és teljes tulélést
(OS) tekintve rituximabbal kiegészitett szisztémas ke-
moterdpidban részesiilé betegcsoportban azt mutatta,
hogy az 1q42.12 delécié, MYC SV-k és 18q21.33/BCL2,
13931.3/miR-17-92, és 18p amplifikdciok egymastol
faggetlenil a rosszabb PFS prediktorai, és a MYC SV-k,
13q31.3 amplifikacio és 1q41.12 delécié megrovidilt
teljes tuléléssel (OS) tarsultak onall6an és az IPI-vel
egylutt vizsgilva is. Az egyes DLBCL mintdkon észlelt
genetikai driverek szdma median 17-nek bizonyult, az
egyiitt el6fordulé driverek nemnegativ matrix faktori-
zaciéval.* torténd elemzésével 5 meghatarozott geneti-
kai mintdzattal rendelkezé tumorcsoportot hatéroztak
meg, az ugynevezett C1-C5 klasztereket és a CO
klasztert, utébbi csoportot a jellegzetes genetikai elté-
rés hianya vagy alacsony szama jellemezte.

Lacy és munkatdrsai a fenti tanulményoknal na-
gyobb esetszdmmal (n = 928) dolgozva 293 génes pa-
nelt hasznaltak a vizsgélatukhoz, de az elemzés nem
SCNA-re utalé
A halmozottan el6fordul6 genetikai eltérések alapjan 6t
ktlonb6z6 csoportot azonositottak: MYD88, BCL2,
TET2/SGK1, SOCS1/SGK1, és NOTCH2.*

Az MCD csoportban, amely a C5%** 6s MYD88** cso-
portokhoz igazodik, és a sejteredetet tekintve az ABC

tartalmazott SV-ra, informacidkat.

spektrumba tartozik, halmozottan talalhatok meg a
MYD88 gén (MYD88"*%*F) és a CD79B gén mutacidi,
amelxek végsG soron az NF-«B jelatviteli at aktivaci6ja-
hoz vezetnek. Egy tGjabb klinikai tanulméany alapjan
ugyan a MYD88 muténst hordozo esetek nem reagaltak
jol a BTK-gatlasra, de a MYD88 és CD79A/B mutaciok
egytittes el6fordulasa esetén kivételesen jo terapias va-

lasz érhetd el ibrutinibbel.?®

A csoportra jellemzéek a
18q kromoszémaaberraciék is (tobblet/amplifikdci6),
ahol a 18q21 szubkromoszémalis régiéban tébb
driver-gén, igy a BCL2, NFATC1 és a MALT1 is megtalal-
haté. Ennek gyakori kovetkezménye a BCL2 fokozott
expresszi6ja, ami rosszabb prognézissal jar. Ebben a ré-
giéban taldlhat6 a TCF4 gén is, aminek az eltérései a
MYC gén enhancer szakaszdnak szabélyozasan keresz-
tiil fokozott MYC expresszidohoz vezet.”” Az MCD cso-
portba halmozottan fordulnak el6 még a PRDM1
(BLIMP1) és SPIB gének elvéaltozéasai is. A SPIB egy
olyan transzkripciés faktort kodol, ami az IRF4-gyel
egyutt ABC-fenotipust hatdroz meg és a plazmasejt ira-
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A diffuz nagy B-sejtes lymphoma legujabb molekularis klasszifikacidja

(OSSZEFOGLALO

és ennek terapias vonatkozasai

nyu differencidciot segiti elé. A teljes differenciaciot a
PRDM1-et inaktivalé mutaciék akadalyozzak meg.*® A
TP53 tumorszuppresszor gén mutdciéi ebben a cso-
portban fordulnak el a legalacsonyabb ardnyban.’

A BN2 csoport, ami a C1 és NOTCH2 csoportokkal
mutat 4atfedést, sejteredet alapjan elsGsorban az
ABC-DLBCL és az ,unclassified” DLBCL eseteket fog-
lalja magaban. Az ide tartozo esetek az el6z6 csoport-
hoz képest kedvezébb klinikai kimenetelt mutatnak.
Jellemzdek a BCL6 transzlokéciok, a NOTCH2 aktivalo
mutacioi és az esetek egy részében az NF-«B aktivacidja
is, amit leggyakrabban a TNFAIP3 deléci6ja és BCL10
gén amplifikaciéja okoz. A gyakoribb TMEM30A muta-
ci6 a fokozott phagocyta aktivitdson és a kemoterapias
szerek akkumulaci6jan keresztiil vezet kedvezdébb
prognézishoz.*

Az EZB csoportba tartozo legtobb eset az el6z6ekkel
ellentétben inkabb a GCB-DLBCL-ek kozé tartozik és {6
jellemzéjitk az EZH2 mutéciok és a BCL2 transzlokéci-
ok jelenléte. Ezeken til a kromatin-moédosité gének
inaktivdlé mutaci6éi (CREBBP, EP300, KMT2D), a REL
amplifikacioi, a TNFRSF14 funkci6veszté mutacidi és a
PTEN inaktivécidja is halmozottan fordulnak els. Az

Toll like receptor
B-sejt-receptor

"/" _gb.

TANULMANY

EZH2 gén funkcionyer6 mutaciéi a centrum germina-
tivum eredetd lymphomak kialakulasdnak egyik leg-
gyakoribb driver-e azaltal, hogy a proliferaci6 ellenér-
z6pontok (pl. CDKN1A) és a B-sejt-fejlédés terminalis

bélyozza. Az EZB csoportot a mar korabban emlitett
,DHITsig” génepxresszids tulajdonsagok alapjan is to-
véabbi két alcsoportra lehet bontani (EZB MYC+ és EZB
MYC-).

A C4 Klaszterbe (Chapuy és munkatdrsai) tartozé
esetek, amik szintén tartalmaznak GCB-DLBCL-eket,
sokkal jobb klinikai prognézist mutatnak, mint az EZB
csoportba tartozoé esetek. A C4 klaszterre jellemzbek a
H1 hiszton gének és tovabbi core hiszton gének eltéré-
sei, de gyakrabban fordul el szamos ismert driver-gén,
igy a CD58, CARD11, KLHL6 mddosulésa is. Lacy és
munkatarsai ezt a csoportot két tovabbi alcsoportra
bontjak aszerint, hogy az esetek az SGK1 és TETZ2 gének
mutécidit (TET2/SGK1 csoport) hordozzdk vagy az
SGK1 gén mellett a SOCS1 gén mutaciéi mutathatok ki
(SOCS1/SGK1 csoport) és amely csoportok az ST2 cso-
porttal is jelentds atfedést mutatnak.’®**

B-sejt-receptor

CD19

rituximab —{

Sl
( STAT )
oo
STAT

* sTAT
AG

~
M

idealisib
ibrutinib

}—— bortezomib

2. dbra: Az dbrdn a diffuz nagy B-sejtes lymphomdban szereplé fontosabb jeldtviteli utak és azok fébb elemei Idthatok. Egyes elemek -
re, mint terdpids célpontokra hatd szerek nevei is fel vannak tiintetve.
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Az A53 csoportra, amely a C2 klaszterrel mutat
nagyfoku egyezést, a TP53 gén mutdcidi, kopiaszam va-
ridcidi és ploiditas-eltérések (fokozott ploiditas) jellem-
z6k.

A Schmitz és munkatdrsai altal leirt N1 csoportra a
NOTCH1 gén mutécidja jellemzd, de a tobbi csoport-
hoz képest ez egy ritka valtozatnak bizonyult, a tébbi
tanulmény nem is definialta 6néll6 entitasként (1. db-
ra). Az egyes alcsoportokban halmozottan eléfordul6
genetikai eltérések a késébbiekben terdpids célpont-
ként, a célzott terapia megvaldsuldsaban is szerepet
jatszhatnak (2. dbra).

Osszefoglalas

A diffdz nagy B-sejtes lymphomak diagnosztikéja
mar a modern, azéta mér a negyedik frissitett kiadast is
megért WHO klasszifikdciok kezdete 6ta is jelentds val-
tozason esett at. Szamos specifikusabb forma valt le ré-
la, kapott 6néllé nevet és ezaltal tiinhetett tgy, hogy a
kordbban csak diagnosztikai gytjtékoséarnak is hivott
betegségcsoport egyre pontosabban definidlhat6va va-
lik." Ezzel ellentétben a kezelésekre adott kiilénbozé
valaszok és a betegek talélésében észlelt jelentds kii-
lonbségek, valamint az utébbi két évtizedben a mole-
kularis biolégiaban elért jelentds elérelépések odaig ve-
zettek, hogy a ma ismert DLBCL a kordbbiaknal is hete-
rogénebb betegségnek tekinthetd, szamos, kilonbozd
modszerrel (citogenetika, FISH, molekuléris genetika,
immunhisztokémia stb.) meghatarozhato szubtipussal.
A legijabb kutatasok alapjan feltart eredmények ramu-
tattak, hogy a szubtipusok meghatarozésa alapvetd fon-
tossagu lehet a diagnosztika, a prognosztika és az alkal-
mazott terdpia szempontjabol is. Ezen eredmények
tukrében és azaltal, hogy egyes genetikai eltéréseket ki-
mutaté6 médszerek a rutin diagnosztikaba is bekeriil-
nek, egyre inkédbb elérhetévé valik az a cél, hogy a bete-
gek sokkal pontosabb, személyre szabott terapiaban ré-
szesiiljenek, ami végsé soron a gyégyulasukhoz vezet.
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A mérhetd rezidualis betegség szerepe az onkohematoldgiai betegségek
diagnosztikajaban és kezelésében

The role of measurable residual disease in the diagnostic and treatment of oncohematological
diseases

Barna Gabor', Erdélyi Daniel’, Varga Gergely’, Masszi Andras’, Mark Agnes', Szal6ki Gabor'
"1, Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato Intézet, Semmelweis Egyetem, Budapest

2 |I. Sz. Gyermekgydgyaszati Klinika, Semmelweis Egyetem, Budapest

® Belgy6gyaszati és Hematoldgiai Klinika, Semmelweis Egyetem, Budapest

E-levél: barna.gabor@med.semmelweis-univ.hu

ban kiemelkedden fontos. Az MRD eredmények megmutatjak, hogy a betegek hogyan reagaltak a kapott terapidra, alkalmazasukkal kiilonbdz6 prognoszti-
kus csoportok llithatoak fel és befolyasolhatjak a tovabbi kezelések mennyiségét és mindségét. Viszont a kis mennyiségui tumorsejt populaciok kimutata-
sa gyakran kihivasok elé llitja a diagnosztikdban dolgozo szakembereket. Milyen technikaval, mib6l és hogyan mutassuk ki az MRD-t? Osszefoglal6 cik-
kiink igyekszik bemutatni az MRD kimutatasanak diagnosztikai lehetdségeit és a hazai felhasznalasat a klinikai gyakorlatban.

KULCSSZAVAK meérhetd rezidudlis betegség, akut leukaemia, lymphoma, aramldsi citometria, PCR, NGS

SUMMARY  The role of measurable or minimal residual disease (MRD) detection is prominently important in oncohematology, principally in the therapy of
acute leukemias. MRD results reveal how patients responded to the therapies, different prognostic groups can be created based on them and they can
influence the quantity and quality of the subsequent treatments. On the other hand, the detection of small tumor cell populations challenges the specialists
working in the diagnostic field: what kind of method and what kind of material should be used to detect MRD? The aim of our review is to introduce

methods for MRD detection and their application in the clinical practice in Hungary.

KEY WORDS measurable residual disease, acute leukemia, lymphoma, flow cytometry, PCR, NGS

Meérheté vagy minimalis rezidudlis (MRD) beteg-
ségként definidljuk azt, amikor nagyon kis mennyiségi
tumorsejt megmarad a kezelés sordan vagy utdna, mi-
kozben a klinikai vagy mikroszkopos vizsgéalat komp-
lett remisszi6t (CR) véleményez és a beteg nem mutatja
a betegségnek semmilyen jelét. Mivel az MRD segitsé-
gével lathat6 legjobban a kezelés hatékonységa és a be-

Roviditések

ASO-PCR allélspecifikus oligonukleotid PCR

CR komplett remisszio

ddPCR droplet digitdlis PCR

DFN difference from normal, normdiltdl eltéré fenotipus

EFS event free survival, eseménymentes tuilélés

ELN European Leukemia Network

LAIP leukaemiaasszocidlt fenotipus

LOD limit of detection, kimutathatdsdg hatdra

LoQ limit of quantification, értékelhet6ség hatdra

MFC multiparaméteres dramldsi citometria

MRD mérheté vagy minimdlis rezidudlis betegség

NGS next generation sequencing, Ujgenerdcios szekvendlds

NGF next generation flow cytometry, djgenerdcids dramldsi
citometria

RQ-PCR real-time kvantitativ PCR

TCR T-sejt-receptor

tegség relapszusa, ennek detektalasa és az eredmények
helyes értékelése igen fontos ma és az elkovetkezd
id6kben, legf6képpen a hematoldgiai betegségek eseté-
ben.

MRD torténeti attekintés

A mult szdzadban a kezelGorvosok tébbnyire a kli-
nikai vizsgalatok, valamint a vér, illetve a csontveldi
kenetek mikroszkopos morfolégiai vizsgélataval allapi-
tottdk meg a kemoterapias kezelések hatékonysagat, és
soroltdk kiillonb6z6 progresszios csoportokba a betege-
ket a valasz alapjan.

Az els6 MRD vizsgalatokat az 1990-es évek végén
végezték tobb centrumban is. Azt vizsgaltdk, hogy
CR-ben 1év6 gyerekkori ALL-es betegekben a relap-
szusok megjelenése és a kezelések utan kimutathaté
reziduélis betegség kozott van-e dsszefiiggés.'” Azt ta-
laltdk, hogy a kezelések soran kimutathaté rezidualis
sejtek mennyisége alapjan megkiilonboztethetiink j6 és
rossz prognoézisi betegeket. 10°-107? feletti mennyi-
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ségben megjelend rezidudlis sejtek jol jelezték eldre a
késébbi relapszus kialakulasat. Mig Cave H. és van
Dongen munkacsoportjai PCR médszer segitségével
mutattdk ki a rezidudlis sejteket, addig Coustan-Smith
E. csoportja multiparaméteres dramlasi citometridval
(MFC). Ekkor latszott, hogy a technika fejlédésével a
kimutatési reakciok érzékenyebbek lettek és a korabbi
CR definici6ja mar nem volt kielégits. Mara mar meg-

tumortomeg

ktilonboztetiink tobb CR-t a kimutatasi médszerektdl
fiiggéen: klinikai vizsgalat (klinikai CR), mikroszképos
morfologiai vizsgélat (hematoldgiai CR), kariotipizalas
és FISH (citogenetikai CR), RT-PCR vagy PCR (moleku-
laris CR), dramlési citometria (citometriai CR) vagy 4j-
generdcios szekvenalds (NGS CR). Tobb tanulmany is
kimutatta, hogy myelomas betegeknél egyediil a hema-
tolégiai és klinikai CR nem elegendé a pontos riziké-
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1. dbra: MRD meghatdrozads filozofidja és a kimutatdsi technikdk érzékenysége. A kezelések hatdsdra a tumor sejtek mennyisége csok-
ken. Az MRD mértéke alapjdn becsdilni lehet a recidiva esélyét, és a névekedése beavatkozdsra ad lehetSséget a kezeléorvos szamdra.
A jobb oldalon Idthatdk az alkalmazott technikdk érzékenység szerint, bal oldalon a kiilonbdz6 érzékenységti dramldsi citometriai meto-

dikdk.
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csoport meghatarozashoz. Meta-analizisek erds ossze-
figgést mutattak az MRD meértéke és a kezelések sike-
ressége kozott.>

MRD mint prognosztikai faktor

Manapsag szamos olyan faktor van (diagnézis so-
ran megallapitott klinikai értékek, kiilonb6zé bio-
markerek), melyek alapjan megprébéljak besorolni a
betegeket prognosztikai csoportokba, prébéljak megjo-
solni a kezelések hatékonysagat, a betegség lefolyasit,
kimenetelét. De néha megesik, hogy ezek a faktorok el-
vesztik a prognosztikus értékiiket a kiilonb6zé kezelé-
sek soran.® Ezzel szemben az MRD kimutatasa tobbnyi-
re fuggetlen a kezelésektdl és alland6 segitséget nyjt-
hat a relapszus kialakuldsanak kimutatdsdban. Az is-
mert, hogy minél mélyebb remisszi6t sikertil elérni egy
betegnél, a relapszus annal késébb kovetkezik be és
MRD negativ betegeknél akér a terapia elhagyasat is je-
lentheti (1. dbra). Tehat az MRD statusz egy 6nall6
prognosztikai faktorként is hasznalhat6. Az MRD pozi-
tivitds viszont nem jelenti azt, hogy mindenképpen
relapszus kovetkezik be. Lehetséges, hogy a marad-
vany tumorsejtek a kezelések hatasara mar nem képe-
sek szaporodni vagy az immunrendszer kordaban tart-
ja 6ket.” Napjainkban az MRD mérés mar a rutin diag-
nosztika részévé valt, és gyakran ennek a segitségével
torténik a betegek rizik6csoportokba soroldsa. NGS
hasznélataval példaul olyan kérdésekre is vélaszt kap-
hatunk, hogy mely beteg csoportnél alkalmazhaté ha-
tdsosan allogén transzplantdcié a CAR-T sejt terdpia
utan.®

TANULMANY
MRD kimutatasara hasznalhato technikak

Az MRD vizsgalata sordn nagyon kis mennyiségt
tumorsejtet kell kimutatni az egészséges sejtek kozott:
legalabb 10*-10°, azaz 1 tumorsejtet kell megtalalni
10 000 vagy akar 1 000 000 sejt kozott. Ez pedig nagy
érzékenységi technikat igényel. Ma ilyen érzékenysé-
gl tesztek a molekularis médszereken alapulé vizsga-
latok (PCR, NGS), valamint az dramlési citometriai mé-
rések. Mindegyik vizsgdlatnak van elénye és hatranya,
viszont barmilyen technikat is hasznalunk, az MRD ki-
mutatdsa mindenképpen kihivas. A technikdk érzé-
kenységét, elényeit és hatranyait mutatja be az 1. tabla-
zat.

Molekularis technikak

A molekuléris technikak legtobbje PCR-reakcién
alapul. Legtobbszor olyan DNS- vagy RNS-szakaszokat
vizsgalnak, amelyek vagy a leukaemiagenezisben jat-
szanak szerepet, vagy a leukaemias sejtekre specifiku-
san jellemzé mutdcidkat hordozhatnak. A DNS-alapi
meghatéarozasokban leggyakrabban kromoszéma aber-
racidkat pl. transzlokacidkat, mint a t(8;21), vagy im-
munglobulin és T-sejt-receptor- (TCR) atrendezédést
vizsgéljak. Utébbi esetekben a V(D)] régi6 génatrende-
z6dését vizsgaljak, mivel a B- vagy T-sejtes leukaemia
kialakulasa soran egy egyedi immunglobulin vagy TCR
génétrendezddés jellemz6 a teljes leukaemias sejtpopu-
laciéra. A magas érzékenység eléréséhez egyénre sza-
bott allél-specifikus oligonukleotid PCR (ASO-PCR) re-
akciokat végeznek, melyek specifikusak bizonyos

1. tablazat: Az MRD kimutatdsi médszereinek tulajdonsagai

ERZEKENYSEG TECHNIKA TIPUSA ELONYOK HATRANYOK
10%-10° PCR (IgH, TCR primer mix) standardizalt limitalt érzékenység
MFC (gyenge LAIP, AML) gyors, relativ olcso limitalt érzékenység, szakember
igényes
10°-10 MFC (ALL) gyors, relativ olcso szakember igényes
10*-10° ASO-PCR (IgH, TCR) személyre szabott laboratérium igényes
RQ-PCR (DNS, RNS alapu) nagy érzékenység, standardizalt |laboratérium igényes, relativ
kvantifikacio, RNS instabilités,
10°-10® NGF (B-ALL, MM, CLL) relativ gyors, olcso eszkoz, id6-, szakemberigényes
ddPCR kvantitiv részben standarizalt, laboratéri-
um igényes
NGS széles spektrumd és egyedi dréga, részben standarizalt
klénokat is kimutat
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leukaemias klénokra. Emiatt ezek a reakciék laboraté-
rium-, id6- és pénzigényesek. Az ASO-PCR reakcidk
nagy érzékenységiick (10°-10°), viszont mivel sze-
mélyre szabottak, ezért egy bizonyos préba csak egy-
azon személyen alkalmazhat6 és Gj klén kimutatdséra
nem alkalmas. Viszont mivel a VDJ régi6 rekombinaci-
6ja folyamatos a terapiak soran, ezért 4j és Gj klénok je-
lenhetnek meg, amit mar a kezdeti primerek nem tud-
nak kimutatni.

Az RNS-alapti meghatdrozasok fuzids fehérjék
mRNS-ének mennyiségét mutatjak ki. Ezeket a teszte-
ket, akkor hasznaljak, amikor a DNS-alapt tesztek nem
praktikusak. Ilyen teszt példaul a kronikus myeloid
leukaemidban megjelen6 BCR-ABL1 fazi6s fehérje
mRNS-ének kimutatésa. A t(9;22) transzlokécié esetén
tal hosszu lenne a 9-es és 22-es kromoszéma DNS-sza-
kaszéanak vizsgalata, ezért az mRNS vizsgalata sokkal
praktikusabb. Reverz transzkripciét kovetGen real-time
kvantitativ-PCR (RQ-PCR) vizsgélattal 10*-10° érzé-
kenységgel mutathatdk ki a keresett szakaszok. Hason-
16 moédszerrel vizsgéljadk a t(15;17) PML-RARA és a
t(12;21) ETV6-RUNX1 faziés fehérjék mRNS-ét is.
Ezek ma maér rutinszerden, standardizéltan mdkodd
vizsgalatok és nem egyénre specifikusak, mivel ezek a
fazioés fehérjék egyéntdl fuggetleniil jellemzGek ezekre
a leukaemids sejtekre. Az RNS-alapu teszteknek vi-
szont a hatranya, hogy az RNS kevésbé stabil, mint a
DN, a killonb6z6 terdpias szerek tovabb novelhetik az
instabilitdsat és ezért a DNS-nél évatosabb kezelést,
el6készitést igényel. Az RNS-alapi mddszerek pontat-
lansagat noveli a sejtek valtozé mRNS expresszidja is,
szemben az allandé DNS-mennyiséggel, DNS-allél-
szammal.

Ujabb médszerként az elmilt évtizedben megjelent
a droplet digitalis PCR (ddPCR). Ez ugyan mar 2011-t61
elérhetd volt kereskedelmi forgalomban, az MRD méré-
sére csak joval késébb hasznaltak. Coccaro és mtsai
Philadelphia pozitiv ALL-es eseteket vizsgaltak ddPCR
és RQ-PCR segitségével. A ddPCR érzékenyebbnek bi-
zonyult sok esetben.’ Ebben a technikédban a PCR reak-
ci6k nem egy relativ nagyobb, 20 pl térfogatta elegyben
zajlanak, hanem kis cseppekben elkiiloniilten, ahol 1
vagy néhany DNS-molekula talalhaté. Igy valédi kvan-
titativ mérésre ad lehetdséget belsd kontroll gén jelen-
léte nélkiil, nagy érzékenységgel (10°) a RQ-PCR-rel
szemben, ahol relativ kvantifikacié térténik.'® Viszont
mivel itt is egyénre szabott probdk vannak, ezért az
ASO-PCR-hez hasonléan idé-, eszkoz- és koltségigé-
nyesebb, mint a RQ-PCR.

A molekuléris médszerek kozil pedig a legijabban
hasznalt technika az Gjgeneracids szekvenalas (next

generation sequencing, NGS). Ez szekvenalasi techni-
kék gytjténeve, melyek a hagyomanyos Sanger-szek-
venaldsnal gyorsabb és olcsobb szekvenalast tesznek
lehet6vé: kis génszakaszok szekvenaldsa utéan all 6ssze
a teljes DNS szakasz.'" A legelterjedtebb eljaras az
onkohematolégidban a célzott, tin. génpanelek vizsgé-
lata. Itt a betegségre jellemz§ gének mutécidinak vizs-
galata zajlik. Az NGS fejlédésével lehetdség nyilik
nemcsak a killéonb6z6 ismert mutaciék és transzlokéaci-
6k keresésére, hanem akér az 9sszes klonalis mutacioé
vagy génatrendezddés vizsgélatara. Pulsipher és mtsai
transzplantalt ALL-es betegek relapszus rizikéjat vizs-
galtdk NGS-sel és MFC-vel. NGS segitségével sikertilt a
betegeket alacsony és magas rizik6ja csoportokba so-
rolni, mig ezek a betegek MFC-vel egységesen MRD ne-
gativak voltak.’> AML-ben szintén jél hasznalhaté a
modszer a gének epigenetikus véltozasainak kimutata-
sara.’® Az NGS érzékenysége nagy elény az MRD vizs-
gélatoknél, viszont hétranya, hogy nagy bioinforma-
tikai analizis igénye van és még nem eléggé standardi-
zaltak az eljarasok.

Aramlasi citometria

A multiparaméteres dramlasi citometriai (multi-
parameter flow cytometry, MFC) vizsgélatok soran spe-
cifikus antitest panelek segitségével hatarozzdk meg a
leukaemids sejtek fenotipusat és mennyiségét.
A leukaemias sejtek altaldban specidlis fenotipussal
rendelkeznek: részben hasonlitanak a normal myeloid
vagy lymphoid sejtekre, de bizonyos markerekben el-
térnek télik. Ezt nevezik a norméltél eltéré fenoti-
pusnak (difference from normal, DFN). A leukaemias
sejtek legtobbszor egyénre jellemzé DFN-t mutatnak a
diagnoézis soran. Ezt nevezik leukaemia asszocialt
fenotipusnak (LAIP). A DFN/LAIP-ba szdmos aberrans
fenotipus tartozhat, ami MFC-vel kimutathaté: a) aber-
rans, mas sejtvonalba tartozé antigének expresszidja
(pl. CD7-expresszi6 myeloid sejteken), b) normal anti-
gének megvaltozott expresszidja, ¢) normal antigének
aszinkron kifejez6dése. Az MFC MRD vizsgélatok pon-
tossaga novelhetd, ha a LAIP-ot és DFN-t is figyelembe
vessziik a vizsgalatok soran."*

Az MFC MRD vizsgélatok érzékenysége a rutin di-
agnosztikaban &ltalaban 10°-10° kézott valtozik. Az
MFC mérések érzékenységét befolydsolja az alkalma-
zott panel specificitdsa, a LAIP eltérése a normal feno-
tipustdl és a lemért események szama.

A nemzetkozi irodalomban egyre tobb ajanlés jele-
nik meg, hogy egyes megbetegedésekhez milyen pane-
leket és markereket érdemes hasznélni és azokat mi-
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lyen fluoreszcens csatornaban érdemes detektalni. Az
AIEOP-BFM-ALL 2000 és BIOMED-1-ben Dworzak és
mtsai olyan paneleket dolgoztak ki, melyekkel hatéko-
nyan meghatarozhatdk a rezidudlis sejtek B-sejtes akut
leukaemiaban.'® A Euroflow Konzorcium nagy eréfe-
szitéseket tett, nemcsak a panelek standardizalasa te-

DIAGNOZIS

38% koros sejt

TANULMANY

rén, hanem a citométerek beallitdsa terén is, hogy a mé-
rések meghizhatéak és pontosak legyenek.'® "’

A diagnoziskor a LAIP meghatarozasra kertl, vi-
szont a kezelések sordn ez valtozhat (2. dbra). Ezért
fontos, hogy panelek és ezaltal a LAIP is minél tébb
markert tartalmazzanak és segitségiikkel konnyebben
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2. dbra: Fenotipusvdltozds (LAIP vdltozds) kimutatdsa dramldsi citometridval AML-ben. Egy AML-es beteg mintdit Idthatjuk a diagné-
ziskor, valamint 7 és 12 hénappal a diagnézist kévetden. A 7. hdnapban megjelent egy uj fenotipusu (CD19+) populdcio. A 12. hénap -

ban mdr csak a CD19+ populdcio mutathatd ki.
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elkiilonithet6k legyenek a tumoros sejtek a normélisan
fejl6dé sejtektdl. Igy egy tapasztalt elemzé nagyon kis
mennyiségi MRD populaciét is megtalalhat. Altaldban
10-50 esemény az alsé detektédldsi hatdra ezeknek a
vizsgélatoknak (limit of detection, LOD). Ennyi a legke-
vesebb esemény, amit ki kell mutatni, hogy megbizha-
téan valds populaciérol beszélhessiink. Viszont ennél
valamivel nagyobb az az eseményszdm, aminek mar a
mennyiségét értékelni lehet. Ez az értékelhetésége a
mérésnek (limit of quantification LOQ). A mérések so-
rdn ezekbdl az értékekbdl ki lehet szamolni, hogy
mennyi esemény lemérése sziitkséges a megfelels érzé-
kenység eléréséhez.'® Rawston és mtsai kronikus
lymphocytéds leukaemia (CLL) MRD vizsgalata soran
osszedllitottak egy panelt, mely esetén 20 sejtben hata-
roztdk meg a vizsgalat als6 detektalasi hatarat és 50
sejtben az értékelhetségét.'” Ennek a panelnek a segit-
ségével 2 millié esemény lemérése esetén érheté el a
10°-es detektalasi hatar: LOD=20/2 000 000x100%.

Abban az esetben, amikor MRD kimutathato, de az
értékelhetéség hatara alatt van (<LOQ), akkor a lelet-
ben fel kell tintetni, hogy az MRD mennyisége ponto-
san nem hatarozhaté meg. Abban az esetben, ahol tu-
moros sejtek azonosithatok, de a kimutathatésagi hatar
alatt jelennek meg (<LOD), ekkor a leletben jelezni
kell, hogy megjelentek, de a jelentségiik kérdéses és
klinikai kévetés ajanlott."*

Vannak mar tanulmanyok, ahol B-sejtes ALL-ben
és myelomaban is sikeriilt 10°-0s, PCR-hez hasonl6 ér-
zékenységet elérni.’®*' Ezt nevezik j generacids dram-
lasi citometridnak (next generation flow cytometry,
NGF). Itt 3-10 milli6 eseményt mértek le 1 vagy 2 csé6-
ben dsszesen. Viszont ennyi sejt el6készitése, mérése
és kiértékelése problémakba titk6zhet a rutin diagnosz-
tikai laboratériumokban. Ennyi sejt el6készitéséhez
un. bulk lizis szitkséges, amely sorédn tobb ml csontvel§
aspirdtum feldolgozasa torténik meg tobb centrifugala-
si és lizalasi 1épésen keresztiil. Ez minta- és idGigényes
eljaras és jelenleg nehezen illeszthetd be a rutin diag-
nosztikai laboratériumok munkamenetébe.

Milyen minta sziikséges az MRD vizsgalatokhoz?

Az MRD vizsgélatok soran nemcsak a hasznélt
technika kivalasztdsa, hanem a minta mindsége is na-
gyon fontos. A legtébb esetben: AML, B-sejtes ALL és
myeloma esetén az MRD kimutataséra csontvel i min-
tat ajanlatos hasznalni, mivel ezeknél a betegségeknél
nagy eltérések lehetnek a csontvel§ és a vér tumor-
sejttartalma kozott.”* Cousten-Smith E. és mtsai 6ssze-
hasonlit6 vizsgalatokat végeztek lymphoid leukaemidk

esetén és azt talaltak, hogy ahol B-sejtes leukaemias be-
tegeknél az MRD kimutathat6 volt a vérbdl, ott a relap-
szusnak nagy volt a val6szintisége. T-sejtes leukaemi-
dknal viszont mind a vér, mind a csontveléi minta ha-
sonl6 eredményt adott.”®** CLL esetében a nemzetkozi
ajanlasok szerint az MRD-vizsgalatokat vérbdl kell vé-
gezni és ha az eredmény negativ, akkor a csontveldi
minta csak megerdsitésre szolgal.”> AML-ben is vizs-
galtak, hogy vénas vért is lehetne hasznalni MRD-meg-
hatérozas céljabol. Egy tanulmanyban mind az induk-
ci6, mind a konszoliddcié utdan a blasztok ardnya a
csontvelében és a periférias vérben szignifikans kon-
kordanciat mutatott (indukcié: r=0,86, konszolidacio
r=0,82, mindkét esetben p<0,001).26 Azonban a csont-
vel6hoz képest a vér legaldbb egy nagysagrenddel keve-
sebb rezidualis sejtet tartalmazott, igy a kiiszobértékek
mashova teend6k. A 2018-as ELN guideline nem java-
solja 6bnmagédban a periférias vér vizsgalatan alapul6
MRD-meghatarozast.”” A csontvel6i MRD-mérés prog-
nosztikai/ prediktiv értékét nagyban meghatarozza a
minta mindsége is. Myeloma esetén kimutatték, hogy a
csontveldi minta vérrel valé higulasa jelentésen csok-
kenti a detektdlhat6 myelomasejtek mennyiségét, ezért
fontos, hogy a csontvelé megfelel6 mingségii legyen.”®
Az NGF hasznalatanal 2—4 ml mintavételbdl szdrmazo,
EDTA-val kezelt, vérrel nem keveredett csontvelSi
minta sziikséges, hogy megfeleld eredményt kapjunk.
A myeloma MRD kimutataséara szolgal6 panel tartal-
maz olyan markereket, melyek segitenek megallapita-
ni, hogy mennyire higult vérrel a minta. A kovetkezé
sejt populaciék aranyat hatarozzak meg: magvas voros-
vértestek, mastocytak, fejlédé B-sejtek, valamint korai
myeloid és erythroid alakok.”® A csontvelsi mintavétel
technikai nehézségeihez az is hozzdaddédik, hogy a
rezidualis betegség eloszldsa inhomogén a szervezet-
ben.*® Eppen ezért meriilt fel a PET/CT hasznalata a

remisszié kontroll céljabél.*!

Az MRD jelentésége akut leukaemiakban és
lymphomakban

MRD ALL-ben

Mivel ALL-ben a morfoldgiai vizsgalatokkal nem le-
het kiilonbséget tenni a fejl6dé lymphoid alakok
(hematogénok) és a lymphoid blastok kozott, ezért az
MRD vizsgélatoknak dont6 jelentéségiik van. Ez kiilo-
nosen fontos a kemoterapia vagy transzplantacié utan
regeneral6dé csontvel§ esetén, ahol a hematogénok
akar 10%-nal is magasabb ardnyban lehetnek jelen. Az
MRD vizsgéalatokat tobbnyire MFC-vel és RQ-PCR-rel
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végzik. Mindkét technika megbizhat6 és a Euroflow
Konzorcium altal kidolgozott NGF B-ALL panel hasz-
nalatdval az esetek 98%-dban az RQ-PCR-rel egyezd
eredményeket kaptak.”’ Ehhez viszont az kellett, hogy
a csontvel6i mintakbdl is legalabb 4 milli6 eseményt
mérjenek le. Igy az RQ-PCR-hez hasonl6 10 érzékeny-
séggel lehetett meghatarozni a tumorsejt populacié mé-
retét.** Az MRD meghatarozasa viszont mindkét tech-
nika segitségével nehézségekbe tuitkozhet: valtozhat a
klénok génatrendezddése (Ig/TCR), amelyek a RQ-PCR
vizsgélatok célpontjai, de a kezelések sordn valtozik a
leukaemias sejtek fenotipusa is, ami az MFC eredmé-
nyek kiértékelésekor okozhat nehézséget. Az NGS se-
githet a kiilonb6z6 Ig/TCR klénok azonositasdban, de
ma még ez a technika nem eléggé standardizalt és
széleskorben elterjedt ahhoz, hogy a rutin diagnosztika
részévé valjon.

Az akut leukaemidk végleges gydégyuldsa csak a
leukaemia utolso sejtig valé elpusztitasaval valdsul
meg. Az akut leukaemias gyermekek szinte mindegyi-
két MRD-negativva lehet tenni 1-2 hénap kezeléssel,
de nemcsak a klasszikus értelemben vett remisszi6, ha-
nem még az MRD-negativitds hatdra is messze van a
gyogyulastol. A kezelés elején mérjik az MRD-t - a ké-
s6bbi idépontokban ugyanis a betegek nagyon nagy
tobbségénél mar méréshatar alatt lenne az MRD. Gyer-
mekkori ALL-ben egy-egy konkrét idépontban mért
MRD erésebb prognosztikus faktornak bizonyult, mint

(logaritmikus skala)
o

teljes test leukaemias sejtszam

terapias
valasz
felmérési
10 idépontja
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béarmilyen mas, kordbban ismert faktor. Jelentds javu-
lashoz vezetett a tulélésben a kezelés intenzitdsanak
stratifikalasa a betegek korai terapias vélasza alapjan
(3. dbra). Ez a filoz6fia a fejlett viligban minden kezelé-
si protokoll részévé valt a 2000-es évektél. Ma Eurdpa
nyugati felén jellemz6en IgH/TCR RQ-PCR-n, Eur6pa
keleti felén és Eszak-Amerikaban dontSen aramlési
citometrian alapulnak a kezelési protokollok.

A Magyar Gyermekhematolégiai Munkacsoport
elGszor az ALL-IC BFM 2009 nemzetkozi klinikai ta-
nulmény keretében alkalmazta ezt a kezelési stratifika-
cids elvet. Az indukci6 15. napjan 10% feletti MFC-vel
meghatarozott csontvel6i MRD-vel rendelkezéket egy
lényegesen intenzivebb kemoterapias dgra soroljak,
mig 0,1% alatti MRD esetén deintenzifikaljak a kezelést
a protokoll f6 torzsét alkoté aghoz képest. A késGbbi
idépontokban mért MRD értékelése kevéshé kébe vé-
sett. Az altalanos gyakorlat szerint a 33. napon 1% fe-
letti, illetve a 78. napon 0,1%-ot elér6 MRD allogén
csontvel6-transzplantdciot indikal az elsé komplett re-
missziéban.

Hasonl6an nagy az MRD-monitorozés jelentGsége a
gyermekkori ALL recidivak esetében. Az ALL-REZ
BFM P95/96 tanulményban az intermedier rizikécso-
portba tartozé ALL recidivas betegeknél megfigyelték
az indukciés blokk végi csontvel6 MRD érték és a tul-
élés kozti erds osszefiiggést: MRD<10™ esetén a 10
éves eseménymentes tilélés (EFS) 80% =+ 7% standard

100%

2
— — 10% (107)
remisszioé

MRD-pozitiv

4
— 0,01% (10°)

csontvel6i leukaemias sejtarany

remisszié

MRD-negativ

L

7

id6 (linearis skala)

3. dbra: MRD meghatdrozds és annak hatdsa a kezelésre. A korai id6pontokban (pl. 15., 33. és 78. nap) mért MRD alapjdn logikus és prakti-
kus a kezelést stratifikdlni. A j6 progndzisu betegek (z61d) viszonylag kevés kemoterdpidval is meggydgyulnak. A rosszul reagdlé betegek-
nek (voros) ugyanaz a kemoterdpia nem pusztitand el az Gsszes leukaemids sejtjét, ezért ilyenkor hosszabb, intenzivebb kezelésre van
sziikség a gydgyuldshoz. Anélkiil recidivdlni fognak, az MRD negativitds ellenére.
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hiba (SE) volt, 10*<MRD<10? esetén 64% = 15%,
10°<MRD<10" esetén 36% = 14%, 10°<MRD esetén
4,8% * 4,6%.> A munkacsoport ezen eredmények
utan az indukcié végén >10” csontvelsi MRD-vel ren-
delkez6 betegek allogén Gssejt transzplantaciéja mel-
lett dontott az ALL-REZ BFM 02 tanulmany keretében.
Az indukci6 végi MRD>10" rosszul reagal6 csoportban
transzplantaciéval 64% =+ 5% 5 éves EFS-t értek el, mig
a donorral nem rendelkezd hasonl6 betegeknél transz-
nélkal 24% = 10%-ot,
ugyanakkor az MRD< 10 csoportban nem transzplan-
taltak, csak kemoterapiaval 70% =+ 5% EFS-t értek el.*®

plantécio kemoterapidval

MRD AML-ben

Az MRD meghatarozasa AML-ben nagyobb kihivas,
mint ALL-ben, mivel egyrészt AML-en beliil t6bb sejt-
vonalroél beszéliink, méasrészt PCR technikakkal csak az
AML-ek kb. 50%-a kovethetd, mivel ezekben talalunk
megfelel6 molekularis célpontot. RQ-PCR méddszerrel
az NPM1 mutdci6, a RUNX1-RUNXT1 (t(8,21)), a
CBFB-MYH11 (inv(16)) és a PML-RARA (t(15,17)) ki-
mutatdsa hasznalhaté a relapszus prognosztikai mar-
kereként. Ezeknek a vizsgalatoknak az érzékenysége
10*-10°. NPM1 mutaciét hordozé AML-ben két ciklus
utdn a betegek 15%-aban maradt kimutathaté a muta-
ci6. A pozitivitds szoros Osszefiiggést mutatott a
relapszussal a 3 éves kovetési idGszak alatt (82% vo.
30%, p<0.001).** Ez klinikailag azt jelenti, hogy a diag-
nosztikai fazisban j6 progndzist csoportba sorolt és
primeren transzplantaci6 nélkili konszolidaciéra
szant betegek koziil kisztrhet6k azok, akik szorosabb
kovetésre szorulnak. A European Leukemia Net (ELN)
guideline az ilyen esetekben periférids vérbél és csont-
velébdl is javasolja az MRD mérését: amennyiben a ke-
zelés végén a vérbsl nem mutathato ki a mutécié, de a
csontvelében igen, abban az esetben havonta javasolt
az ismétlés és az MRD mennyiség novekedése esetén a
beteg kezelése sziikséges.”’

A preleukaemia alapité klénokra jellemzé mutéci-
ok, mint a DNMT3A, az ASXL1 vagy a TET2 mutacio
nem hasznalhatéak kovetésre, mivel ezek egészséges
emberekben is el6fordulnak az életkor novekedésével
egyre nagyobb frekvenciaval. Az FLT3 kindz mutaci6ja
AML-ben prognosztikai marker a relapszus és a teljes
talélés tekintetében.”> MRD kévetésére azonban szin-
tén nem javasolt, mert az FLT3 mutéciét hordozoé bete-
gekben a relapszus egy része nem hordozza mar a mu-
taciét vagy més mutacié mutathaté ki, illetve az FLT3
negativ betegségek is relabalhatnak FLT3 mutaciéval.*

Ahol nincs molekuléris célpont, azokban az esetek-
ben FCM segitségével lehet meghatarozni az MRD-t.
AML-ben a kezelések soran a lymphoid leukaemiaknal
gyakrabban véltozhat a leukaemias sejtek fenotipusa.
A kovetések sordn nemcsak a leukaemia asszocialt
fenotipust (LAIP) érdemes vizsgélni, ami a diagnoézis
alkalmaval felallithat6, hanem egyéb normaéltdl eltérd
fenotipust (DFN) is. Igy azokban az esetekben, amikor
nincs molekuléris kovetési lehetGség, a DFN/LAIP-ok
szintje, a hattérben 16vé normal fejléds progenitor sej-
tek mennyisége, valamint az alkalmazott antitest panel
is megszabja a vizsgélatok érzékenységét. Ezért a lehet6
legtobb marker vizsgalata javasolt, hogy az aberrans
expressziok és mas eltérések azonosithatok legyenek.
Ma rutinban leggyakrabban AML-ben a 0,1%-os érzé-
kenységet tekintik megfelelének és a European
Leukemia Network (ELN) is ezt ajanlja, még akkor is,
ha alacsonyabb értékek is detektalhatok.'**” Az egyes
vizsgalatokban a 0,1%-o0s hatéarérték alatt kimutatott
LAIP sejteknek szintén volt prognosztikai értéke. Eze-
ket az ELN ajanlds, mint ismeretlen jelentéségi
reziduélis leukaemids sejt javasolja megjeleniteni. Je-
lent6ségiik tovabbi kutatdsokat igényel.

A terdpias eredmények a felnGttkori leukaemidaban
tavol allnak az idealistél: az indukciés kezeléssel az
esetek nagy részében elérheté a komplett remisszi6
(nem idés AML-es betegek 60-80%-dban), de a késGb-
biek sordn ez nehezen tarthat6 meg. A remissziéba juté
betegek nagy része relabdl, és a talélési mutatok
rosszak.*® MRD kontroll tobbszor ajanlott a kezelés so-
ran: az NCCN Guideline legalabb az indukcios kezelés
utdn és az allogén csontvelG-transzplantacio elétt java-
solja, illetve az alkalmazott kezelési regimennek meg-
felelGen. A mintavétel ideje a kezelés 21-28. napja ko-
z0tt javasolt. A gyakorlatban ez minden kezelési ciklus
utan a rekonstittcié alatti napokban térténik.*” Gyer-
mekkori AML-ben, ha a masodik kemoterapias blokk
utdn vett csontvelében még kimutathaté barmennyi
maradék leukaemia, akkor allogén csontvelé-transz-
plantacié javasolt.

Ma maér elképzelhetetlen az akut leukaemidk
allogén Gssejt transzplantécié kortli ellatasa MRD mo-
nitorozas nélkiil. ALL-ben erdsebb, AML-ben valami-
vel gyengébb a transzplantécio el6tti két hétben mért
MRD és a transzplantéci6 utani recidiva kozotti 6ssze-
fliggés. Rezisztens leukaemia esetén emiatt cél a minél
alacsonyabb MRD elérése, illetve a transzplantaciés
kondicionalads, a graft Osszetételének és a GVHD-
profilaxis/GVL hatasnak MRD-t6] fiigg6 megvélasztasa.
A transzplantaci6 utdn mért MRD is igen erds prog-
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nosztikus marker a tovdbbi recidiva tekintetében.
Aleukaemias klon rendszeres, érzékeny monitorozasa-
val, 4n. molekuléris relapszus észlelése esetén az
immunszuppresszié csokkentésével vagy donor lym-
phocyta infazidkkal, esetleg leukaemia elleni kemo-,
biolégiai- vagy immunterdpiaval jelentésen novelni le-
het a tartés gydgyulas esélyét. Viszont kb. 10° feletti
blaszt arany, vagy akar a mikroszképosan is észlelhetd
relapszus esetén ezen kezelések mar elégtelenek.”®

MRD plazmasejtes myelomaban

Az MRD kimutatdsa myeloméban az elmult évti-
zedben kapott nagyobb jelentdséget, mivel a kezelés
hatékonyséaga sokat fejlédott. Szamos 1Gj kezelés (pl.
proteaszémagatlék, immunmoduldns szerek, célzott
antitestterdpidk) jelent meg, igy méar a myeloma diag-
nosztikajaban sem elegend6 a morfologiai és klinikai
CR.*® De mig a gyerekkori B-sejtes ALL esetén a 10™-es
érzékenységi szint altaldban megfelel6 az MRD vizsga-
latok esetén, addig tobb vizsgalatbdl is kiderilt, hogy
myelomdban ennél nagyobb érzékenység sziikséges.
Rawston mtsai kimutattdk, hogy az MRD érzékenységi
szintjének 10-szeres novelése kb. +1 év progresszié-
mentes taléléssel tarsul.*® Paiva és mtsai NGF segitsé-
gével értek el 2x10°-o0s érzékenységi szintet, mig Perrot
és mtsai NGS-sel vizsgaltdk az immunglobulin génat-
rendezédést 10°%-o0s érzékenységgel.*"*! Ez utoébbi vizs-
gélatban kimutattdk, hogy azoknak a betegeknek, akik
MRD negativak voltak 10°-0s érzékenységi szintnél, jo-
val hosszabb volt a progressziémentes tulélésiik, mint
a tébbi betegnek, rendelkezzenek akar 10”° mennyiség
MRD populéciéval. Viszont ezek a technikak (NGS,
NGF) jelenleg még a rutin diagnosztikdban nem elérhe-
téek.

Az NGF esetén az el6készitési nehézségek mellett
sziikség van nagy teljesitményd szdmitogépekre, ame-
lyek képesek tobb millié esemény kiértékelésére, vala-
mint specidlis kiértékel6 szoftverre (pl. Infinicyt 2.0
(Cytognos, Spain)) is, amely automata analizisre képes.
Ezek az eszk6zok viszont a legtobb laboratériumbdl hi-
anyoznak. NGS esetén pedig a standardizécio, vala-
mint a megfelel§ infrastruktiira megléte szitkséges a
diagnosztikus kozpontokban.

Az G4j monoklondlis antitest (anti-CD38) terdpidk
soran az MRD kimutatésa Gjabb nehézségekbe titkozik,
mivel az egyik f6 plazmasejt marker, a CD38 valik ki-
mutathatatlanna a terdpids antitest miatt. A CD138
gyakran nem elegendd a plazmasejtek kimutatasara,
mivel a sejtek oregedésével a CD138 elttinik a sejtek fel-
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szinér6l. Emellett Krejcik és mtsai kimutattak, hogy a
daratumumab kezelés hatdssal van nemcsak a CD38
expresszi6jara, kimutathatésagdra, hanem mas
myeloma markerek, mint a CD138, CD56, CD49d
expresszidjara is.** Bar megjelentek olyan aramlasi
citometrias multiepitop anti-CD38 antitestek, melyek
alkalmasak a CD38 kimutatdsara a monoklonélis tera-
pias antitest kapcsolédasa utan is, de ezek sem tudjak
kivédeni a CD38 szint csokkenésének a hatdsat, melyet
ezek a szerek idéznek el6.* Olyan kisérletek is zajla-
nak, amelyek célja olyan Gj markerek azonositasa, me-
lyek helyettesithetik a CD38-at a plazmasejtek azonosi-
tdsaban (pl. CD229, CD54), de még nincs elég adat a
megfelel§ ajanlas kialakitdsahoz.** A CD229 erés ex-
presszi6t mutatott mind kéros, mind normél plazma-
sejteken, ami nemcsak a plazmasejtek azonositdsaban,
hanem 1j monoklonélis terdpidban is igéretes ered-
ménynek latszik.*

Mindazonaltal az MRD egyelére csak klinikai vizs-
galatokban, kisérletes jelleggel szabja meg, hogy mi-
lyen kezelést kapjon a beteg (intenzifikalas, fenntarté
kezelés felftiggesztése MRD eredményektdl fiiggéen).
Viszont a gyakorlatban mindig kialakulnak olyan hely-
zetek, amikor az MRD eredmény befolyassal lehet a
dontésre, példaul ha valaki nehezen tolerdl egy terapi-
at, akkor nyugodtabb szivvel csokkentjiik a d6zist, ha
mar sikeriilt MRD negativitast elérni.

Erdekes megfigyelés viszont, hogy a legtjabb
CAR-T sejtes terdpidk rapidan képesek MRD negati-
vitast elérni, viszont ennek ellenére gyakoriak a korai
relapszusok, mutatva, hogy myeloméaban még az MRD
negativ betegek is képesek reprodukalni a betegséget.*®

MRD CLL-ben

CLL esetén szintén az utébbi években jelent meg
szamos célzott terdpia, amelynek segitségével a tumor-
sejtek ardnya minimalisra csokkenthet6 és az MRD mé-
rése jelentéséget nyert. Ilyen terapidk voltak elGszor a
kemo- és immunterdpidk, ahol monoklonalis ellen-
anyagot hasznéltak (rituximab, alemtuzumab) a ciklo-
foszfamid és fludarabin mellett.*** A kemo- és im-
munterdpia, valamint a BTK inhibitor ibrutinib utan
pedig a BCL2-gatl6 venetoclax jelent meg, amely na-
gyon hatékonyan képes csokkenteni a CLL sejtek ara-
nyat.* Az MRD méréseket megfelels érzékenységgel
NGS és MFC segitségével lehet elvégezni, de ezek a
vizsgalatok jelenleg még nem képezik a rutin diagnosz-
tika részét. Mivel NGS kevés helyen &ll rendelkezésre,
ezért a hazai laboratériumok legtobbje MFC-vel végzi

2021; 3:301-620.

ORVOSKEPZES 603



OSSZEFOGLALO

Barna Gabor és munkatarsai

TANULMANY

ezeket a méréseket. A klinikai szerepe még kérdéses:
nincsenek egyértelmd nemzetkozi ajanlasok azzal kap-
csolatban, hogy mikor vegyék figyelembe az MRD ered-
ményeket. Jelenleg zajlanak olyan klinikai vizsgalatok,
amelyek eredménye dont6 lesz ilyen tekintetben. Le-
hetséges, hogy ezek alapjan az MRD vizsgélata majd a
rutin diagnosztika részét fogja képezni.”

Osszefoglalas

Mind a kezelszerek, mind a kimutatési technikdk
fejlédésével az MRD meghatarozasa egyre fontosabba
valt. Lathatjuk, hogy semelyik médszer sem minden-
haté és gyakran érdemes parhuzamosan tobb technikat
hasznalni.

A mai klinikai gyakorlatban az MRD kimutatasanak
f6képp az akut leukaemidk esetében van jelentGsége,
terdpias kovetkezménye. Az MRD egyre érzékenyebb
kimutatdsaval 1j lehet6ségek nyiltak a betegek csopor-
tositasara, riziké csoportok kialakitaséara és 1j kezelé-
sek bevezetésére. Ez nagyban javitja a kezelések haté-
konységat, de sok feladat még megoldasra var:

» az Gj modern médszerekhez szitkséges eszkozpark
biztositasa a rutin laboratériumok szamara,

» az eddig még nem eléggé standardizalt médszerek
standardizédlasa és beallitasa a rutin diagnosztikaba
(NGS, ddPCR, NGF),

» a metodikak fejlesztése a terdpidkkal parhuzamo-
san (pl. plazmasejtek kimutatasa anti-CD38 terapia
utdn, 4j molekuléris markerek keresése),

» a periférias vérmintak hasznalata AML MRD meg-
hatédrozasra,

» arelabalé/refrakter AML-es esetekben hogyan érté-
kelhet6ek a kiilonb6z6 MRD mérések,

» az MRD figyelembevétele nemcsak az akut
leukaemidk, hanem a lymphomak klinikai proto-
kolljanak kialakitasa sorén is.

Ezek lehetnek a kovetkezd évek feladatai mind a
kutatdék, mind a klinikusok, mind a gyégyszerfejleszt
cégek szamdra. Az, hogy ez sikeres legyen, tovabbi szo-
ros egytuttmikodés és egymas munkajanak timogatasa
sziikséges.

Irodalom

1. Cave H, van der Werff ten Bosch ], Suciu S, Guidal C,
Waterkeyn C, Otten J, et al. Clinical significance of
minimal residual disease in childhood acute
lymphoblastic leukemia. European Organization for
Research and Treatment of Cancer—Childhood Leukemia

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Cooperative Group. The New England journal of
medicine 1998; 339:591-8.

van Dongen JJ, Seriu T, Panzer-Grumayer ER, Biondi A,
Pongers-Willemse MJ, Corral L, et al. Prognostic value of
minimal residual disease in acute lymphoblastic
leukaemia in childhood. Lancet 1998; 352:1731-8.

Coustan-Smith E, Behm FG, Sanchez ], Boyett JM,
Hancock ML, Raimondi SC, et al. Immunological
detection of minimal residual disease in children with
acute lymphoblastic leukaemia. Lancet 1998; 351:550-4.
Landgren O and Rajkumar SV. New Developments in
Diagnosis, Prognosis, and Assessment of Response in
Multiple Myeloma. Clin Cancer Res 2016; 22:5428-33.
Munshi NC, Avet-Loiseau H, Rawstron AC, Owen RG,
Child JA, Thakurta A, et al. Association of Minimal
Residual Disease With Superior Survival Outcomes in
Patients With Multiple Myeloma: A Meta-analysis. JAMA
Oncol 2017; 3:28-35.

Sehn LH. Optimal use of prognostic factors in
non-Hodgkin lymphoma. Hematology Am Soc Hematol
Educ Program 2006; 295-302.

Campana D. Should minimal residual disease monitoring
in acute lymphoblastic leukemia be standard of care?
Curr Hematol Malig Rep 2012; 7:170-7.

Kansagra AJ, Frey NV, Bar M, Laetsch TW, Carpenter PA,
Savani BN, et al. Clinical utilization of Chimeric Antigen
Receptor T-cells (CAR-T) in B-cell acute lymphoblastic
leukemia (ALL)-an expert opinion from the European
Society for Blood and Marrow Transplantation (EBMT)
and the American Society for Blood and Marrow
Transplantation (ASBMT). Bone Marrow Transplant
2019; 54:1868-80.

Coccaro N, Anelli L, Zagaria A, Casieri P, Tota G, Orsini P,
et al. Droplet Digital PCR Is a Robust Tool for Monitoring
Minimal Residual Disease in Adult Philadelphia-Positive
Acute Lymphoblastic Leukemia. ] Mol Diagn 2018;
20:474-82.

Hindson CM, Chevillet JR, Briggs HA, Gallichotte EN, Ruf
IK, Hindson BJ, et al. Absolute quantification by droplet
digital PCR versus analog real-time PCR. Nat Methods
2013; 10:1003-5.

Behjati S and Tarpey PS. What is next generation
sequencing? Arch Dis Child Educ Pract Ed 2013;
98:236-8.

Pulsipher MA, Carlson C, Langholz B, Wall DA, Schultz
KR, Bunin N, et al. IgH-V(D)] NGS-MRD measurement
pre- and early post-allotransplant defines very low- and
very high-risk ALL patients. Blood 2015; 125:3501-08.
Bibault JE, Figeac M, Helevaut N, Rodriguez C, Quief S,
Sebda S, et al. Next-generation sequencing of FLT3
internal tandem duplications for minimal residual
disease monitoring in acute myeloid leukemia.
Oncotarget 2015; 6:22812-21.

Fuda F and Chen W. Minimal/Measurable Residual
Disease Detection in Acute Leukemias by Multiparameter
Flow Cytometry. Curr Hematol Malig Rep 2018;
13:455-66.

Dworzak MN, Buldini B, Gaipa G, Ratei R, Hrusak O,
Luria D, et al. AIEOP-BFM consensus guidelines 2016 for
flow cytometric immunophenotyping of Pediatric acute
lymphoblastic leukemia. Cytometry B Clin Cytom 2018;
94:82-93.

604 ORVOSKEPZES

XCVI. BvFoLYaM / 20271.



A mérhetd rezidualis betegség szerepe az onkohematolagiai

(OSSZEFOGLALO

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

betegségek diagnosztikajaban és kezelésébhen

van Dongen JJ, Lhermitte L, Bottcher S, AlmeidaJ, van der
Velden VH, Flores-Montero J, et al. EuroFlow antibody
panels for standardized n-dimensional flow cytometric
immunophenotyping of normal, reactive and malignant
leukocytes. Leukemia 2012; 26:1908-75.

Kalina T, Flores-Montero J, van der Velden VH, Martin-
Ayuso M, Bottcher S, Ritgen M, et al. EuroFlow
standardization of flow cytometer instrument settings
and immunophenotyping protocols. Leukemia 2012;
26:1986-2010.

Arroz M, Came N, Lin P, Chen W, Yuan C, Lagoo A, et al.
Consensus guidelines on plasma cell myeloma minimal
residual disease analysis and reporting. Cytometry B Clin
Cytom 2016; 90:31-9.

Rawstron AC, Fazi C, Agathangelidis A, Villamor N,
Letestu R, Nomdedeu J, et al. A complementary role of
multiparameter flow cytometry and high-throughput
sequencing for minimal residual disease detection in
chronic lymphocytic leukemia: an European Research
Initiative on CLL study. Leukemia 2016; 30:929-36.
Theunissen P, Mejstrikova E, Sedek L, van der Sluijs-
Gelling AJ, Gaipa G, Bartels M, et al. Standardized flow
cytometry for highly sensitive MRD measurements in
B-cell acute lymphoblastic leukemia. Blood 2017;
129:347-57.

Paiva B, Puig N, Cedena MT, Rosinol L, Cordon L,
Vidriales MB, et al. Measurable Residual Disease by
Next-Generation Flow Cytometry in Multiple Myeloma. J
Clin Oncol 2020; 38:784-92.

Chen X and Wood BL. Monitoring minimal residual
disease in acute leukemia: Technical challenges and
interpretive complexities. Blood Rev 2017; 31:63-75.
Coustan-Smith E, Sancho ], Hancock ML, Razzouk BI,
Ribeiro RC, Rivera GK, et al. Use of peripheral blood
instead of bone marrow to monitor residual disease in
children with acute lymphoblastic leukemia. Blood 2002;
100:2399-402.

van der Velden VH, Jacobs DC, Wijkhuijs AJ, Comans-
Bitter WM, Willemse MJ, Hahlen K, et al. Minimal
residual disease levels in bone marrow and peripheral
blood are comparable in children with T cell acute
lymphoblastic leukemia (ALL), but not in precursor-
B-ALL. Leukemia 2002; 16:1432-6.

Hallek M, Cheson BD, Catovsky D, Caligaris-Cappio F,
Dighiero G, Dohner H, et al. iwCLL guidelines for
diagnosis, indications for  treatment, response
assessment, and supportive management of CLL. Blood
2018; 131:2745-60.

Maurillo L, Buccisano F, Spagnoli A, Del Poeta G, Panetta
P, Neri B, et al. Monitoring of minimal residual disease in
adult acute myeloid leukemia using peripheral blood as
an alternative source to bone marrow. Haematologica
2007; 92:605-11.

Schuurhuis GJ, Heuser M, Freeman S, Bene MC,
Buccisano F, Cloos J, et al. Minimal/measurable residual
disease in AML: a consensus document from the
European LeukemiaNet MRD Working Party. Blood 2018;
131:1275-91.

Manasanch EE, Salem DA, Yuan CM, Tageja N, Bhutani
M, Kwok M, et al. Flow cytometric sensitivity and
characteristics of plasma cells in patients with multiple
myeloma or its precursor disease: influence of biopsy site

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

TANULMANY

and anticoagulation method. Leukemia & lymphoma
2015; 56:1416-24.

Flores-Montero J, Sanoja-Flores L, Paiva B, Puig N,
Garcia-Sanchez O, Bottcher S, et al. Next Generation Flow
for highly sensitive and standardized detection of
minimal residual disease in multiple myeloma. Leukemia
2017; 31:2094-103.

Vanderhoek M, Juckett MB, Perlman SB, Nickles RJ and
Jeraj R. Early assessment of treatment response in patients
with AML using [(18)F]FLT PET imaging. Leuk Res 2011;
35:310-6.

Han EJ, Lee BH, Kim JA, Park YH and Choi WH. Early
assessment of response to induction therapy in acute
myeloid leukemia using (18)F-FLT PET/CT. EJNMMI Res
2017;7:75

Eckert C, von Stackelberg A, Seeger K, Groeneveld TW,
Peters C, Klingebiel T, et al. Minimal residual disease after
induction is the strongest predictor of prognosis in
intermediate risk relapsed acute lymphoblastic
leukaemia - long-term results of trial ALL-REZ BFM
P95/96. Eur | Cancer 2013; 49:1346-55.

Eckert C, Henze G, Seeger K, Hagedorn N, Mann G,
Panzer-Grumayer R, et al. Use of allogeneic hematopoietic
stem-cell transplantation based on minimal residual
disease response improves outcomes for children with
relapsed acute lymphoblastic leukemia in the
intermediate-risk group. J Clin Oncol 2013; 31:2736-42.
Ivey A, Hills RK, Simpson MA, Jovanovic JV, Gilkes A,
Grech A, et al. Assessment of Minimal Residual Disease in
Standard-Risk AML. The New England journal of
medicine 2016; 374:422-33.

Kottaridis PD, Gale RE, Langabeer SE, Frew ME, Bowen
DT and Linch DC. Studies of FLT3 mutations in paired
presentation and relapse samples from patients with
acute myeloid leukemia: implications for the role of FLT3
mutations in leukemogenesis, minimal residual disease
detection, and possible therapy with FLT3 inhibitors.
Blood 2002; 100:2393-8.

Grimwade D, Walker H, Oliver F, Wheatley K, Harrison C,
Harrison G, et al. The importance of diagnostic
cytogenetics on outcome in AML: analysis of 1,612
patients entered into the MRC AML 10 trial. The Medical
Research Council Adult and Children’s Leukaemia
Working Parties. Blood 1998; 92:2322-33.

Tallman MS, Wang ES, Altman JK, Appelbaum FR, Bhatt
VR, Bixby D, et al. Acute Myeloid Leukemia, Version
3.2019, NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology. ]
Natl Compr Canc Netw 2019; 17:721-49.

Lamble A, Phelan R and Burke M. When Less Is Good, Is
None Better? The Prognostic and Therapeutic
Significance of Peri-Transplant Minimal Residual Disease
Assessment in Pediatric Acute Lymphoblastic Leukemia.
J Clin Med 2017; 6:66.

Chim CS, Kumar SK, Orlowski RZ, Cook G, Richardson
PG, Gertz MA, et al. Management of relapsed and
refractory multiple myeloma: novel agents, antibodies,
immunotherapies and beyond. Leukemia 2018;
32:252-62.

Rawstron AC, Gregory WM, de Tute RM, Davies FE, Bell
SE, Drayson MT, et al. Minimal residual disease in
myeloma by flow cytometry: independent prediction of

2021; 3:301-620.

survival benefit per log reduction. Blood 2015;
125:1932-5.
ORVOSKEPZES 605



OSSZEFOGLALO

Barna Gabor és munkatarsai

TANULMANY

41.

42.

43.

44.

45.

Perrot A, Lauwers-Cances V, Corre J, Robillard N, Hulin
C, Chretien ML, et al. Minimal residual disease negativity
using deep sequencing is a major prognostic factor in
multiple myeloma. Blood 2018; 132:2456-64.

Krejcik J, Frerichs KA, Nijhof IS, van Kessel B, van Velzen
JF, Bloem AC, et al. Monocytes and Granulocytes Reduce
CD38 Expression Levels on Myeloma Cells in Patients
Treated with Daratumumab. Clin Cancer Res 2017;
23:7498-511.

Takamatsu H, Yoroidaka T, Fujisawa M, Kobori K,
Hanawa M, Yamashita T, et al. Comparison of minimal
residual disease detection in multiple myeloma by SRL
8-color single-tube and EuroFlow 8-color 2-tube
multiparameter flow cytometry. Int ] Hematol 2019;
109:377-81.

Pojero F, Flores-Montero J, Sanoja L, Perez JJ, Puig N,
Paiva B, et al. Utility of CD54, CD229, and CD319 for the
identification of plasma cells in patients with clonal
plasma cell diseases. Cytometry B Clin Cytom 2016;
90:91-100.

Olson M, Radhakrishnan SV, Luetkens T and
Atanackovic D. The role of surface molecule CD229 in
Multiple Myeloma. Clin Immunol 2019; 204:69-73.

46.

47.

48.

49.

50.

Sidana S and Shah N. CAR T-cell therapy: is it prime time
in myeloma? Blood Adv 2019; 3:3473-80.

Eichhorst B, Fink AM, Bahlo J, Busch R, Kovacs G, Maurer
C, et al. First-line chemoimmunotherapy with
bendamustine and rituximab versus fludarabine,
cyclophosphamide, and rituximab in patients with
advanced chronic lymphocytic leukaemia (CLL10): an
international, open-label, randomised, phase 3,
non-inferiority trial. The Lancet. Oncology 2016;
17:928-42.

Geisler CH, van T” Veer MB, Jurlander J, Walewski J,
Tjonnfjord G, Itala Remes M, et al. Frontline low-dose
alemtuzumab with fludarabine and cyclophosphamide
prolongs progression-free survival in high-risk CLL.
Blood 2014; 123:3255-62.

Roberts AW, Davids MS, Pagel JM, Kahl BS, Puvvada SD,
Gerecitano JF, et al. Targeting BCL2 with Venetoclax in
Relapsed Chronic Lymphocytic Leukemia. The New
England journal of medicine 2016; 374:311-22.

Takacs F, Kardos I, Czeti A, Aczél D, Illés S, Balogh A, et
al. A minimalis rezidualis betegség vizsgéalata kronikus
lymphoid leukaemiaban. 2020; 53:17.

ORVOSKEPZES

XCVI. BvFoLYaM / 20271.



0SSZEFOGLALO
TANULMANY

Molekularis genetikai modszerek az orokletes rakszindromak klinikai
diagnosztikajaban
Molecular genetic methods in clinical diagnosis of hereditary cancer syndromes
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(0SSZEFOGLALAS Az orokletes rakszindromak ritka klinikai kérképek, de a gyakori megjelenésii szolid tumorok (pl. eml6rak, vastagbélrak) kozott is mintegy
5-10%-ban jelen lehetnek. A molekularis genetikai diagnosztikai munkat rendkiviili mértékben atalakitotta az Gj generacios szekvenalasi technoldgiai tér-
hoditasa. Az Uj technoldgia elsésorban a molekularis patoldgiai diagnosztikat forradalmasitotta. Ennek oka, hogy az onkoldgiai kezelések indikaciohoz
egyre tobb molekularis genetikai marker azonositasa sziikséges. Az alkalmazott technoldgiak lehetdséget adnak tobb tucat, vagy akar tébb szaz gén vagy
varians egyideju vizsgalatara, ami az eddig ritkan azonositott szindromas esetek felismert szamanak noveléséhez is vezethet. A daganatszévetekben azo-
nikai oldalrél minden olyan latszolag sporadikus daganat esetében, ahol az 6rokletesség esélye nagyobb mint 10%, indokolt molekularis genetikai vizsga-
lat végzése. A komplex fenotipussal rendelkez6 betegek molekuldris genetikai kivizsgalasa soran a kivizsgalas soran a szekvencialis megkozelitést alkal-
mazzuk. A rakszindromaért felel6s gén célzott molekularis genetikai vizsgélatara kertil sor els6 megkozelitésben, majd, amennyiben egyéb patogenetikai
ok is feltételezhetd, keriil sor a célzott génpanel alkalmazasara. Természetesen az Uj generdacios szekvenalasi modszertan itt is bevezetésre kerilt. Ugyan-
akkor az Orokletesség vizsgalata soran a molekularis vizsgalé modszer analitikai teljesit6képessége mellett egyéb jogi és etikai megfontoldsokat is figye-
lembe kell venni.

KULCSSZAVAK Orokletes rakszindroma, genetikai tanacsadas, molekularis genetikai vizsgalat, j generacios szekvenalas

SUMMARY Hereditary cancer syndromes are rare entities, but they can be found among prevalently occurring solid tumours (ie. breast and colon). The
technical developments due to Next generation sequencing (NGS) lead to revolution and spead-up of molecular genetic diagnostics. This new
methodology revolutionized the diagnostic workflow of molecular pathology. In these cases, many novel targeted therapeutics need the identification of
genetic markers. Using next generation sequencing technologies from couple toward hundreds of genes and variants can be assessed parallel, resulting
in identification of cases harboring hereditary mutations. In addition, somatic mutations of cancer susceptibility genes indicate the genetic counselling of
these patients. In cancer cases where the chance for detection of mutation is >10%, genetic testing is recommended. In molecular genetic testing of
genes responsible for a hereditary cancer syndrome, the sequential approach is recommended. In the first line analysis the evaluation of a single gene
should be performed, then if other genes are involved, small gene panel testing is recommended. NGS-based techniques can be also used in these cases.
Besides the analytical performance of the molecular genetic testing, other ethical and legal aspects should be taken into consideration.

KEY WORDS hereditary cancer syndromes, genetic counseling, molecular genetic testing, next generation sequencing

A molekularis genetikai mddszerek rohamos fejl-  alakuldasdhoz vezet. Korabban a genetikai vizsgélatok

dése és terjedése a klinikai genetikai diagnosztika at-  soran a monogénes korképek esetében édltaldban egy

gén vagy a leggyakoribb mutaciok vizsgélatat végezték

el polimeraz lancreakciét (PCR) kovetd bidirekcionalis
Roviditések 14 4 4 s
Sanger-szekvenalassal. Azonban méar korabban is is-

ACMG  The American College of Medical Genetics and Genomics

FFPE  formalinnal fixdlt és parafinba dgyazott szévetminta

FIHPT  familidris izoldlt hyperparathyreosis

FHH familidris hypercalcaemids hypocalciuria

GATK  Genome Analyser Tool Kit

LRG Locus reference genomic

MEN1  mulitplex endokrin neoplasia 1-es

NGS Ujgenerdcios szekvendldsi technikdk (next-generation
sequencing, NGS)

PCR polimerdz Idncreakcio

vus variant with unknown significance

mert volt, hogy akar az orokletes daganatok esetében is,
szamos szolid tumor kialakuldsanak hatterében nem-
csak egy, hanem tobb gén kérosodasa is felmeril.
Olyan szolid tumorok esetében is, mint pl. az emld
vagy vastagbélrak hatterében is tobb, altalaban 5-8, kii-
16nb6z6 gén patogenetikai szerepét igazoltak mar eddig
is, igy a diagnosztikus értékd genetikai vizsgélatok,

2021; 3:301-620.
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ezeknek a géneknek a vizsgalatat is magaba kell, hogy
foglalja." A hagyomanyos médszerekkel ezek a vizsga-
latok hatalmas koltséget jelentenek és a mintavételtél
az eredmény kiadésdig eltelt id6 nagyon gyakran a tobb
hoénapot is meghaladhatja. A diagnosztikai munka fel-
gyorsitasat tette lehet6vé a molekularis genetikai vizs-
géalatokat forradalmasité 10j generaciés szekvenalési
mobdszerek elterjedése, amelyek alkalmazaséra az 6rok-
letes daganatszindromak klinikai genetikai vizsgalata-
ban is alkalmaznak.

Modszertani alapok

Az Ttjgeneracios szekvenalasi technikdk (next-
generation sequencing, NGS) alkalmazaséaval egy id6-
ben tobb tiz, szaz vagy akar a teljes genom vizsgalatara
van lehet6ség. A betegségspecifikus molekularis diag-
nosztikai tevékenység soran é4ltaldban a vizsgélt gének
szdma nem haladja meg az 6tvenet, de pl. komplex on-
koldgiai szomatikus mutaci6 profilozas sordn tobb szaz
gént (nagy panel) vizsgélnak egyidejtileg. Az alkalma-
zott technologiatol fiiggéen kisebb génpanelek sordan
tobb tiz vagy szdz minta egyidejd mérése is kivitelezhe-
t6. A koltséghatékonysagot és a diagnosztikai tevé-
kenységet jol jellemz6 Gn. lelet-atfordulasi idét (TAT —
turn around time) is szem el6tt tartva minden laboraté-
riumnak meérlegelnie kell az alkalmazott mddszer és a
vizsgdlati igényt, és ezek alapjan kialakitania sajat
munkafolyamatat.

Az NGS munkafolyamat elsé 1épése a mintaelGké-
szités és konyvtdarkészités. Orokletes szindréomék soran
csirasejtes DNS-t haszndalnak, amit leggyakrabban peri-
férids vérmintakbol, esetleg szajnyalkahartya epitél sej-
tekbdl vonnak ki. Ezekben az esetekben, szemben a for-
malinnal fixalt és parafinba agyazott (FFPE) szovet-
mintakkal, a DNS j6 minGségti és elegend6 mennyiségt
a vizsgalatok kivitelezéséhez. Az FFPE mintakbol ki-
nyert DNS lehet toredezett, de szemben a Sanger-
szekvendldssal az NGS konyvtarkészitésre ezek a min-
tdk is alkalmasak, mivel a konyvtérkészités soran a
DNS porlasztasa torténik annak érdekében, hogy a
platform-fiiggs adapter szekvenciak bekotése (ligalasa)
megtorténjen. Az adapter-szekvencidkkal kiegészitett
DNS molekuldk felsokszorozasa a kovetkezd 1épés,
amit vagy PCR-rel vagy hibridizaciéval végeznek.'®
A konyvtar mérete a vizsgélt gének méretétél és szdma-
tol fiigg. A szekvendlasi eredményt befolyasolja az tn.
lefedettség (,,read” altal lefedett szekvencia). Ez az a pa-
raméter, ami azt mutatja meg, hogy az adott nukleotid
poziciét hanyszor szekvendltuk meg. Az orokletes rak-
szindrémdk vizsgalata soran a minimalisan 20 read

(allélonként 10-10) az a mennyiség, amit elfogadha-
tunk. T6bb ajdnlds a minimum 100-as lefedettséget ja-
vasolja. Molekuldris patolégiai vizsgalatok esetében a
tumor heterogenitast is figyelembe véve kisebb le-
fedettség eredmények is elfogadhaték. A lefedettség
mértéke a géneket érintd kopiaszamvaltozasok igazolé-
sédban lehet kritikus. Szdmos gén esetében a mutaciok
mellett a gének nagyobb szakaszait (teljes exonok, vagy
teljes gének) érint6 deléci6 (hemizigocidja) is lehet
patogén. Leggyakrabban a von Hippel-Lindau-szindré-
maért felelés VHL gén, de a MEN1 szindrémat okoz6
menin, valamint a TP53, SDHB, PTEN, de a BRCA1,
BRCAZ2 és a Lynch-szindromat eredményezd gének ese-
teiben is 5-20%-ban talalhatunk ilyen eltéréseket,
amelyek kimutatasaban az NGS mellett egyéb metodi-
kak: val6s idejd kvantitativ PCR vagy multiplex liga-
ci6s préba amplifikacié (MLPA) is alkalmazasra kertil-
nek.

Az NGS adatok feldolgozasa, interpretalasa,
tarolasa és ujraértékelése, bioinformatikai
elemzések

A szekvenaldsi adatok elsédleges értékelése az
adott platformot gyart6 altal rendelkezésre bocsatott
specifikus programcsomaggal torténik. A feldolgozas
sordn tobb jol elkiilontilt 1épést kiillonboztetink meg: 1.
a szekvendldsi adatok mingségének elemzése, 2. az
adapter szekvencidk levagasa, 3. a célgénekre specifi-
kus szekvenalasi adatok illesztése a referencia adatba-
zisokhoz, majd a 4. a kiilonb6zdéséget mutaté poziciok
tovabbi elemzése (interpretaci6). Az 1-3. lépés soran
bioinformatikaban jartas szakemberekre és nagy sza-
mitdsi kapacitassal rendelkezd szamitégépekre van
sziitkség. Az illesztését kovetGen minden egyes bézis-
hoz megkapjuk a lefedettséget. A korabban részletezett
minimalis lefedettség mellett csirasejtes DNS esetében
fontos paraméter a heterozigéta mutaciék/variansok
beazonositdsa, amihez sziikséges, az, hogy a két allél
kozotti read megoszlés az idedlis 50%-t61 csak minimé-
lisan térjen el.®”

Az elsé két 1épés analizisében a szekvenalé mod-
szer és annak gyartoi ajdnlasait kell kovetni. Az adapter
szekvencidk minden esetben gyarté specifikusak, igy
ezek levagésa (trimmelése) soran ezek ismerete nélkii-
l6zhetetlen. A mindségi elemzés soran tobb paramétert
javasolt ellendrizni. Fontos meghatédrozni az 0ssz-
lefedettség mindségi mutatéit, de minden egyes pozi-
ci6 mindségi mutatoinak ismerete is elengedhetetlen
az értékeléshez. Génpanelek esetén ritkabban, de exom
vagy teljes genom esetében gyakran el6fordul, hogy a
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lefedettség nem homogén a teljes szekvenélasi teriile-
ten, egyes teriiletek egyeltalan, vagy rossz mingségben
reprezentaltak. Altaldnossagban a kiilonboz6 konyv-
tarkészitd protokollok a 96-98%-os lefedettséget garan-
taljak. A nem kell6 mindségben lefedett régidkat
egyedileg, hagyomanyos Sanger-szekvenalassal sziik-
séges vizsgalni.

A referenciagenomra torténé illesztése szintén
bioinformatikai feladat. Célzott szekvendlds sordn a re-
ferenciagenombdl a célgének koordinétait veszik ala-
pul (transzkript specifikus koordinétak sziikségesek),
mig exom vagy teljes genom szekvenalaskor a teljes
genomra torténik az illesztés. Szamos kihivassal kell
szembesiilni, mert a killonb6zé adatbazisokban egy
adott génnek szamos transzkriptje szerepel, és a leg-
tobb illeszt6 algoritmus mindegyikre megcsinalja az il-
lesztést. Igy elsfordultat, hogy olyan transzkriptre is
keletkezik hivés (call), ami egy splice varianst jelent és
csak bizonyos szovetekben expresszalodik. Csirasejtes
vizsgélatkor célszerd elkésziteni a kotelezden ripor-
talandé gének egyedi adatbazisat, amihez javasolt az
LRG (Locus reference genomic) azonositékat alkalmaz-
ni. Ez az az adatbazis, ami kifejezetten a klinikai geneti-
kai munkara lett 1étrehozva, megbizhaté, pontos kro-
moszéma lokalizaciokat tartalmaz és rendszeresen ma-
nualis ellendrzésen esik at. A t6bbi (NCBI, ENSEMBL
stb.) adatbézisok esetében a kiillonbozd verzidk kozotti
kalonbségek miatt ugyanannak a varidnsnak az eltérd
nomenklatdréja és eltéré beazonositasa fordulhat elé.
Sajat tapasztalataink alapjan exom szekvenalas soran
akdr 10-15%-os eltérés is el6fordulhat csak az adatba-
zisok verziészam kozotti kiilonbségek miatt.

Az illesztés utan kovetkezik a beazonositott varian-
sok klinikai értelmezése (interpretaci6ja). Ennek soran
elemzésre keriil minden olyan eltérés, aminek potenci-
alis szerepe lehet a betegség kialakulasdban. Szamos
integrélt algoritmus pl. a Genome Analyser Tool Kit
(GATK)-val biztositja komprehenziv médon tébb adat-
bazisbdl szarmazé informaciék kigydjtését. A klinikai
interpretdcidban elengedhetetlen ismerni az allél meg-
oszlasi adatokat (patogén eltérések altalaban ritkak,
extrém ritkak), és amennyiben nem szerepel az adott
eltérés a betegség-specifikus adatbazisokban (pl.
HGMD, Human Gene Mutation Database:
https://go.qiagen.com/HGMD, dbSNP, ClinVar, Exom
Variant Server stb.) az interpretaciéban segithetnek az
in silico funkcidelemzések is. Ezek a nukleotid eltérést
transzformaljak fehérje szintre és a keletkezett mutans
fehérje szerkezeti valtozasai alapjan prediktaljak a ko-
ros funkciékat. A leggyakrabban hasznalt algoritmusok

TANULMANY
a SIFT (Sorting intolerant from tolerant -
https://sift.bii.a-star.edu.sg/) és a Polyphen
(Polymorphism phenotyping -

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml) al-
goritmusok. Ebben a folyamatban kertil sor a beazono-
sitott varidnsok osztalyozésara is. Az ACMG (The
American College of Medical Genetics and Genomics)
javaslat alapjan jelenleg az 6sszes varianst 6t kategéria-
ba soroljuk. Az 5-6s, 4-es és 3-as csoportba sorolt elté-
rések (Pathogenic, likely pathogenic és VUS - variant
with unknown significance) feltintetése a Molekularis
genetikai leleten elengedhetetlen. Az 1-es és 2-es
(benign és likely benign) csoportba sorolt eltérések kli-
nikailag inszignifikans eltéréseket jelentenek.’ Fontos
azonban kiemelni, hogy a szinonim varidnsok koziil,
azok, amelyek kozel taldlhatok az exon-intron hatarhoz
sziikséges kiilon is elemezni, a rejtett splice hatds mi-
att. Sajat tapasztalat alapjan szdmos BRCA1/2 génvari-
ans esetén a szinonim varidns splice hatastinak bizo-
nyult igy a jéindulatt csoportbél a patogén csoportba
keriilt atsorolasra.

A szekvenalasi adatok feldolgozéasa és interpretala-
sa soran egy adatbazis (variant calling file -vcf) keletke-
zik, ami tartalmazza az 6sszes varidnsra vonatkozéan
elérhet6 osszes adatot (lefedettség, allélmegoszlas, gya-
korisdg, patogenitas). Ahhoz, hogy ebbdl az adatbazis-
bél a klinikum szdmara is hasznosithat6 lelet keletkez-
zen, szitkséges a klinikai genetikusok bevonésa.

A klinikai genetikusok szerepe a teljes molekuléris
genetikai diagnosztikai munka sordn nélkiilozhetetlen.
A legutobbi Klinikai Genetikai Szakmai Kollégium
ajanlasa tartalmazza az onkogenetikara vonatkozé ha-
zai irdnyelveket is.’ Ennek értelmében a vizsgalat el6tti
és uténi tajékoztatasok soran ugyanazokat a szempont-
ok kell érvényesiteni, mint az egyéb 6rokletes betegség
esetén. Fontos azonban felhivni a figyelmet a rakos be-
tegség kialakuldsi kockédzatanak az ismertetésére.
A rékrizik6 emelkedéssel jar6 varidnsok kozlése soran
a tandcskérg és csaladtagjai szamara tajékoztatast kell
adni az elérhetd betegségmegelGzési és kezelési lehetd-
ségekrdl, egyidejiileg hangstlyozni kell a mar azonosi-
tott betegségkockézat novels kornyezeti faktorok szere-
pét is, a vizsgélat eredménye hatassal lehet egy esetleg
egyéb szervrendszert érinté daganatok kialakulasanak
kockézatara, és a rendszeres klinikai nyomonkéovetés-

re.”

A gyakoribb orokletes rdkszindrémék esetén kove-
tendd molekuléris genetikai diagnosztikai eljarasokat
foglalja 0ssze az 1. dbra.
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OROKLETES RAKSZINDROMA KLINIKALI

DIAGNOZISA FELALLITHATO

1

Daganatok, amelyben az
Orokletesség esélye > 10%
vagy a csaladi anamnézis felveti
szindréma lehetéségét

Daganatok, amelyben az
Orokletesség esélye < 10%
és a csaladi anamnézis

5 1

negativ

célzott genetikai vizsgalat az
adott szindromaért felelés gén
érintettségének kimutatasara

génpanel, ha tébb gén
vagy nagy méretl gének
vizsgalata szikséges

nem indokolt
genetikai vizsgalat

1. dbra. Sematikus dbra az 6rokletesség vizsgdlatdra onkoldgiai esetekben

Uj generécios szekvenalassal vizsgalt daganatok

Orékletes emld és petefészekrak molekuldris genetikai
vizsgalata

A nék masodik leggyakoribb daganata, amely min-
den harmadik rakhoz kothet6é haldlozasért felelds. Az
Osszes emlérak genetikai determinaltsdga kb. 5-8%, de
bizonyos sziikebb populaciékban 20% is lehet. Ilyen
hatalmas szam mellett a hazai incidencia és az ismerte-
tett genetikai prevalencia alapjdn évente mintegy
600-800 14j esetet kellene beazonositanunk. Ett6l a ha-
zai adatok elmaradnak, évente kb. 3—-400 eset felisme-
rése valdsul meg. A genetikai vizsgalatok indikacids
kritériumait tobb szakmai szervezet is frissitette, t6bb
kilonbség van ezek kozott, de a legfontosabb indikéci-
6s kritériumok azonosak. Igy, az 50 éves életkor el6tt
megjelend emlérék, a ,tripla-negativ” (6sztrogén-, pro-
geszteron-receptor és HER2/neu-negativ) szovettan, a
>2 primer eml6daganat ugyanabban a betegben, a >3
emld-, petefészek, hasnyalmirigy- és/vagy agressziv
prosztatadaganat kozeli rokonokban, beleértve a pro-
bandot és az emldérakot is magéba foglalé rakszindré-
mak klinikai diagnézisa esetén javasolt a vizsgalat.'®
Petefészekrak és férfiakban kialakulé emlddaganat
minden esetben a genetikai vizsgalat indikaciéjat jelen-
ti.lO,ll

Az eml6- és petefészekrak esetén a BRCA1/BRCA2
gének vizsgalata az elsGdlegesen javasolt genetikai
vizsgalat (a kis genomi eltérések vizsgalata mellett a
nagy deléciok vizsgalata is javasolt). A gének viszony-
lag nagy mérete és a vizsgalatokra var6 betegek szdma
az NGS alapti modszerek hasznalatat indokolja. Fontos

megjegyezni, hogy a klinikai genetikai diagnosztikai
munkdban az Gn. mingsitett (IVD-CE, in vitro fiagnosz-
tikdban hasznalhatd) reagenskészlet és bioinformatikai
algoritmusok hasznalata sziikséges.

Amennyiben orokletes rakszindréma részeként ke-
ral felismerésre emls- vagy petefészekrak az adott
szindroméért felelGs gén egyedi vizsgalata javasolt. Itt
hagyomanyos vizsgalé médszerek: Sanger-szekvena-
las, multiplex ligaciés proba amplifikaciéval képia-
szam meghatarozas is sziikséges (1. tdbldzat). A leggya-
koribb szindrémaék, amelyekben emldrak is el6fordul, a
Li-Fraumeni-szindréma (kotdszovetes tumor, osteo-
sarcoma, agytumor, melldaganat, adrenocorticalis tu-
mor, laeukaemia, bronchoalveoléris tumor, vastagbél-
rak), a Peutz-Jeghers szindréma, a Cowden-kér és a
CDH1 mutaciokhoz tarsul6 (lobuléris emlécarcinoma
és difftz gyomortumor) kérkép (1. tabldzat).

Amennyiben a BRCA1/2 gének vizsgalata negativ
eredménnyel zarult, de csalddi anamnézis alapjan az
orokletesség esélye magas javasolt egyéb gének vizsga-
lata is. Itt fontos kiemelni, hogy elsésorban azoknak a
géneknek a vizsgalata indokolt, ami szitkséges klinikai
dontéshez (célzott diagnosztikai és/vagy terdpids be-
avatkozéasokat: terdpia vagy mitéti). Ezek a gének a
BRCA1, BRCA2, TP53, PTEN, CDH1 és PALB2.'''*
A vizsgalatok és az adatok béviilésével a BRCA1/2 ne-
gativ esetek tovabbi 2-8%-dban igazolhat6 patogén elté-
rés.'*'* A nagy génpaneles esetleg teljes exom vagy
genom vizsgalatok soran azonban ki kell emelni, hogy
a kereskedelmi forgalomban elérhetd, fizetGs szolgalta-
tdsként megrendelt genetikai vizsgédlatok kozel fele
fals-pozitiv vagy fals-negativ eredményt mutatott, ami
a betegellatast veszélyezteti."*
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1. tdbldzat: Tumortipusok, amelyek érékletesség esélye nagyobb, mint 10% és érékletes rakszindromdak a vizsgdlandé
gének és a javasolt molekuldris genetikai modszer

TUMOR

VIZSGALNI JAVASOLT GENEK

JAVASOLT VIZSGALATI MODSZER

Emlérak, petefészekrak

Klinikai dontéssel biré gének (1-es és 2-es csoport) vizsgalata feltétleniil indokolt.
Negativ eredmény esetén a 3-as csoport génjeinek vizsgalata javasolt.

1. BRCA1, BRCA2

Célzott génpanel és MLPA (validalas
Sanger-szekvenélassal)

2. TP53, PTEN, CDH1, STK11

Célzott, egyedi génvizsgélata vagy gén-
panel és MLPA (validalas Sanger-
szekvenaléssal)

3. ATM, CHEK2, PALB2, BARD1,
BRIP1, MRE11A, NBN, RADS50,
RAD51C, RAD51D, XRCC2,
ABRAXAS

Nagy génpaneles, onkopanelek vagy
exom szekvendlas és képiaszam megha-
térozas. Validalas Sanger-szekvenalassal
és MLPA

Vastagbélrak

Mikroszatellita instabil daganatok (els6-
ként javasolt vizsgalat a daganatszovet
immunhisztokémiai vizsgédlata) eseté-
ben javasolt gének: mismatch repair hia-
nyért felelés fehérjék, MLH1, MSH2,
MSHG6, PMS2, EPCAM

A kiesett fehérjét k6dolé gén vizsgélata
egyedi Sanger-szekvenaldssal, célzott
génpanel vagy nagy génpanellel
(validalas Sanger-szekvenalassal) és
MLPA

Phaeochromocytémak és
paragangangliomak

RET, VHL, NF1, SDHA, SDHB, SDHC,
SDHD, SDHAF2, MAX, FH, KIF1B,
MDH2, GOT2, TMEM127, MAX

Célzott génpanel, esetleg exom
szekvenalas (validalas Sanger-
szekvenalédssal) és MLPA. Korlatozott le-
hetéség esetén a RET és SDHB gének el-
s6dleges vizsgdlata indokolt.

Multiplex endokrin neoplasia 1-es tipus | MENIN célzott vizsgalat (Sanger-szekvenalés) és
MLPA

Multiplex endokrin neoplasia 2-es tipus | RET célzott vizsgélat (Sanger-szekvenalds)

és sporadikus medullaris pajzsmirigyrak

von Hippel-Lindau-szindréma VHL célzott vizsgalat (Sanger szekvendlds) és
MLPA

Familiaris hypophysis adenoma AIP célzott vizsgalat (Sanger-szekvenalés) és
MLPA

Neurofibromatosis 1-es tipus NF1 célzott vizsgélat (Sanger-szekvenalas),
célzott génpanel és MLPA

Li Fraumeni-szindréma TP53 célzott vizsgélat (Sanger-szekvendlds) és
MLPA

Cowden/BRR szindréma PTEN célzott vizsgalat (Sanger-szekvenalés) és
MLPA

Peutz-Jeghers-szindroma STK11 (LKB) célzott vizsgélat (Sanger-szekvenalds) és
MLPA

Carney-komplex PRKAR1A célzott vizsgalat (Sanger-szekvendlas) és
MLPA

Tuberosus sclerosis TSC1, TSC2 célzott vizsgalat (Sanger-szekvenalas),
célzott génpanel és MLPA

Orokletes melanoma CDK2A, CDK4 célzott vizsgélat (Sanger-szekvenalas),

célzott génpanel és MLPA

BRR szindréoma: Bannayan—Riley—Ruvalcaba szindroma; LKB1/STK11: szerin, treonin-kindz 11-et kddol6 gén; PTPN11: 11-es
nem receptor tipusu fehérje tirozin-foszfatazt kodol6 gén; MLPA: mulitplex ligaciés préba amplifikacié, PRKAR1A: cAMP-fiiggd
fehérje kindz 1 a-alegységét szabalyozé gén; NF1: neurofibromatosis 1-es tipusaért felelds gén; SDH: szukcinat dehidrogendz al-
egységeit kodolé gének; TP53: p53 tumorszuppresszor gén; TSC1, TSC2: hamartint és tuberint kédolé gének; VHL: von

Hippel-Lindau betegség

2021; 3:301-620.
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A colorectalis daganatok molekularis genetikai vizsgalata

Colorectalis daganatok kb. 5-10% vezethet6 vissza
orokletes genetikai hibara. Erre utalhat a daganatok ki-
alakulasa 50 évnél fiatalabb betegekben, >50 év és els6-
fokt rokon colorectélis vagy endometrialis daganat iga-
zolasa, synchronous vagy metachronous colorectalis
vagy endometridlis daganatok ugyanabban az egyén-
ben, colorectalis tumor mismatch repair-deficiencié-
val, valamint a colorectélis tumor és Lynch-szindré-
mara utalé daganatok megléte. A ritka, o6rokletes rak-
szindromak koziil a Cowden-kér, Li-Fraumeni szindroé-
ma (részletesebb leirdsukat az 1. tabldzat tartalmazza)
valamint a polipézissal jaré tumorszindrémakra utal6
fenotipus jegyek is a molekularis genetikai vizsgalatok
indikéciéit jelentik.

Ezekben az esetekben az els6dlegesen javasolt vizs-
gédlat a Lynch-szindromaért (OMIM120435) felelds ge-
netikai eltérések kimutatdsa. Minden 1j colorectalis
daganat esetén javasolt a mismatch repair hianyért fe-
lelgs fehérjék (MLH1/MSH2/MSH6/PMS2) vizsgalata
immunhisztokémiai mddszerrel és a mikroszatellita
instabilitds vizsgalata a daganatszovetben.'> Minden
MLH1-hianyt mutat6 daganat esetében javasolt a BRAF
genetikai vizsgdlata és az MLHI1 gén promoterének
hipermetilaciés vizsgalata. Az 6sszes olyan esetben,
ahol nem igazolédik BRAF mutéaci6 vagy hiper-
metilacid, indokolt a Lynch szindrémaért felelés gének
(MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 és EPCAM) koziil annak a
vizsgalata, amelynek kiesése az immunhisztokémiai
vizsgalat alapjan valdszintsithetd. Talédlati gyakorisag
alapjan az MSH2 60%, MLH1 30%, MSH6 7-10%, és el-
vétve a PMS2 és EPCAM gén mutaciok igazolhatok.

A vizsgalat m6dszertanaban mind a hagyoményos
Sanger szekvendlas, mind pedig a kereskedelmi forga-
lomban is elérhetd Gn. vastagbélrak génpanelek, illetve
a molekuldris patol6gidn alkalmazott kiilonb6z6 mére-
td (kis és nagy) génpanelek is alkalmazhatéak.

Phaeochromocytoma, paraganglioma

Az orokletes rakszindrémak koziil tobb az endokrin
szoveteket érinti. A szindromak megjelenése hetero-
gén, klinikai felismerésiik nehéz a valtozé penetrancia
miatt is. Genetikai hattér alapjan a mellékvesevel6bdl
kiindul6 phaeochromoctoma az egyik legtsszetettebb
genetikai hatterd daganat (jelenleg mintegy 16 gén
patogenetikai szerepe igazolédott). A klinikai gyakorlat
szamara legfontosabb kizarni a multiplex endokrin
neoplazia 2-es tipusat (MEN2), valamint a szukcinat-

dehidrogenaz-B alegységét kédol6 SDHB gén érintett-
ségét. Ezek mellett a tobbi lehetséges gén egyidejd vizs-
galata javasolt. Ez alapjan célzott génpanel alkalmaza-
sa tudja a legjobban kielégiteni a klinikai igényeket és
koltséghatékonyan biztositani a molekularis genetikai
eredményt.'®"’

A Pheo/PGL NGS alapt molekularis genetikai diag-
nosztikajaban mind a génpanel, mind pedig exom
szekvenalas hasznalhaté.'®*® Laboratériumunkban egy
18 gén vizsgélatara alkalmas panelt fejlesztettiink, ami
a tobbi 6rokletes endokrin szindréma (pl. MEN1) vizs-
gélatat is lehet6vé teszi. Figyelembe véve ezeknek a rit-
ka korképeknek az incidenciajat, igy a havi egyszeri
mérés rentdbilisan biztositja a klinikai igényeknek
megfelel§ leletatfordulasi id6t. Természetesen a klini-
kai alkalmazhatésdg el6tt a teljes munkafolyamat
validdlasa szitkséges. A szekvendlasi 1épések és a
bioinformatikai elemzések standardizdldsa mellett a
klinikai validalas elvégzése is javasolt.*** Amennyi-
ben a jellegzetes fenotipus egyértelmiien csak az egyik
szindrémaéra utal, Ggy annak célzott vizsgélata javasolt.

Célzott génvizsgalattal vizsgalt rakszindrémak

A leggyakrabban felismert és vizsgalt tumor-
szindromék a Mulitplex Endokrin Neoplasia 1-es
(MEN1) és 2-es tipusa (MENZ2), a von Hippel-Lindau
szindroma, Neurofibromatosis 1-es tipusa, Cowden
kér, Carney komplex. Kozos jellemzdjitk az autoszo-
malis dominans ¢rokl6désmenet, ami azt jelenti, hogy
az utéodoknak 50 % az esélye, hogy a betegséget okoz6
eltérést orokoljék."”

Mulitplex endokrin neoplasia 1-es (MEN1) tipusé-
ban mellékpajzsmirigy adenoma vagy hyperplasia,
hasnyalmirigy neuroendokrin daganat és hypophysis
daganat térsulasa figyelhet6 meg. Hétterében a MEN1
tumorszuppresszor gén orokletes mutacioi alnak. A be-
tegségokozé mutédciok lehetnek pontmutaciok, de
deléciok és inszercidk is azonositdsra keriiltek, ame-
lyek a gén teljes szakaszén el6fordulhatnak. A mellék-
pajzsmirigy adenéma, ha fiatal életkorban jelentkezik,
utalhat egyéb orokletes szindréméra is (pl. MEN2
szindroma, a familiaris hypercalcaemias hypocalciuria
— FHH, familiéris izolalt hyperparathyreosis — FIHPT
vagy mellékpajzsmirigy adenoma-édllkapocs tumor-
szindroma). A genetikai vizsgalatoknak igy ki kellene
terjednie azokra a génekre is, amelyek a fent emlitett
szindrémékat (RET a MEN2-t, CaSR az FHH-t és FIHP-t
és a HPRT2 a mellékpajzsmirigy adenoma-allkapocs
tumorszindrémét) okozzak.**
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Mulitplex endokrin neoplasia 2-es (MEN2) tipusa-
ban medullaris pajzsmirigyrak, phaeochromocytoma
és a mar emlitett hyperparathyreosis figyelheté meg.
A klinikai megjelenés alapjan tobb klinikai altipus is-
mert, amelyek koziil kiemelend§ a rendkiviil sdlyos le-
folyast mutaté MEN2B szindréoma, amelyben a fent is-
mertetett tumorokhoz jellegzetes kilsé jelek (marfa-
noid alkat, ajak- szaj- és szemhéj nyédlkahartyan kiala-
kul6 neuromadk) tarsulnak. A betegségért a RET proto-
onkogén aktivalé mutécioi a felelsek. Ebben a kérkép-
ben a RET protoonkogén mutaciok igazolasénak nem-
csak a diagnézis felallitasaban, hanem a betegség prog-
nozisanak a megitélésében is oridsi szerepe van. Szoros
genotipus-fenotipus osszefiiggések ismertek, amelyek
alapjan a mutaciét hordozékban preventiv pajzsmi-
rigy-eltavolitds indokolt. Ennek idépontjat donti el a
mutaci6 tipusa. A latszélag sporadikus medullaris
pajzsmirigyrakos esetekben is kimutattdk, hogy a RET
mutaciék 1-7%-ban jelen lehetnek.**

A gén-specifikus molekularis genetikai vizsgalatok
mellett foglalt allast az Amerikai Endokrin Tarsasag,
ami fenotipus-orientélt algoritmust dolgozott ki a klini-
kai genetikai vizsgalatok végzésére.*®

A tumorszuppresszor génekhez tarsulé daganatok
esetén a molekuléris genetikai vizsgélatok soran nem
elegendd csak a DNS szekvenalas, mivel a patogén mu-
taciok, géntdl fiiggben, az esetek 5-25%-ban tn,
hemizigota eltérések. Ezek igazolasara MLPA és
gRT-PCR alapt metodikédkat alkalmazunk. A médszer
elengedhetetlen a VHL, TP53, SDHx, BRCA1/2, MEN1,
NF1, PRKAR1A, PTEN, Lynch-szindréma génjeinek
vizsgélata soran is (1. tdbldzat).

Etikai kérdések

Az orokletesség, a rakriziké alapjat jelent6 geneti-
kai vizsgélatok indikélasa, végzése és az eredmények
kiadésa csak a megfeleld szakemberek egytiittes munka-
javal biztosithat6. A hatalyos jogszabalyok alapjan
minden beteget a vizsgalat el6tt tajékoztatni kell a vizs-
galatrol, a varhat6 eredményrdl és azt, hogy ez miként
érinti a beteget és a csaladjat (részletezve a Klinikai Ge-
netikai tagozat szakmai irdnyelvében). A tesztelés el6t-
ti konzultacién a beteg irdsos beleegyez6 nyilatkozat-
ban nyilatkozik a vizsgédlatban torténd részvételrdl.
A tajékoztatas sordn ki kell térni arra is, hogy az NGS
alapi modszerekkel sziiletett adatok a késébbiekben is
felhasznalasra keriilhetnek. Eléfordulhat, hogy az
adott betegségre jellemz6 genetikai eltérés késébb valik
ismertté, igy a molekularis genetikai diagnosztikat

TANULMANY

végz6 laboratériumoknak fel kell késziilniiik, hogy
retrospektiven is sziikségessé valhat az adatok tdjra
elemzése.

A vizsgélatot kovet6 poszt-tandcsadason keriil sor
az eredmények megbeszélése. Itt a legfontosabb kérdé-
sek a rakriziko ismertetése, a csaladtagok preszimpto-
matikus tesztelésének sziikségessége és a beteget érintd
diagnosztikai és terdpias lehet6ségek ismertetése. On-
kologiai esetek soran elengedhetetlen a multidiszcip-
lindris orvosi team bevondsa (onkoteamek). VUS eseté-
ben 1j vizsgalatok pl. RNS alapt funkcionélis vizsgéla-
tok esetleg a daganatszovetek analizisének sziikséges-
sége is felmerul. Ezek segithetnek az adott nem klasszi-
fikalt varians patogenitasanak megitélésében.

Osszefoglalas

Az NGS alapt vizsgélé médszerek elterjedtek a na-
pi klinikai diagnosztikaban. Az orokletes daganatos
korképek sorédn is alkalmazasra kertiltek, de a legtobb
korkép, amelynek megléte a klinikai megjelenés alap-
jan igazolt, tovabbra is a hagyomanyos molekuléris bi-
olégiai médszerek hasznélata javasolt. A modszerek
kapacitasa és aruk kedvezd, ami szdmos egészségiigyi
szolgaltatot csabit a kereskedelmi forgalomban elérhe-
t6 reagensek, technoldgiai hattér beszerzésére. Ugyan-
akkor, a klinikai genetikai diagnosztikdban csak olyan
eljarasok fogathatok el, amelyeknek a minden lépése
validalt, mindségbiztositott, teljesitéképessége ismert.
A genetikai vizsgalatok végzése etikai és jogi szempont-
bl is szigortian szabalyozott. Az orvos-szakmai tarsa-
sdgok szakmai ajanldsai irdnymutaték, 6vatossdgra
intenek és javasoljak a nagyon szoros egytittmtikodést
az onkoldgiai betegellatasban dolgozo6 szakmék képvi-
sel6i kozott.
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0SSZEFOGLALAS A genetikai tanacsadas egy olyan kommunikacios folyamat, mely soran a klinikai genetikus tajékoztatast ad a genetikai vizsgalatok el6-
nyeir6l és kockazatairdl, feltarja a lehetséges kovetkezményeket, illetve segit a genetikai betegség megértésében. A genetikai tanacsadas onkoldgiai indi-
kaciokban kilondsen fontos, mivel az onkoldgiai betegségek 5-10%-a orokletes, a megel6zésnek altalaban vannak lehetGségei, ugyanakkor az ilyen be-
tegségek diagndzisa nagy pszichés terhet ro a genetikai vizsgalatot kérdre, illetve csalddjukra. A szoban forgo betegségek ismeretén til a genetikai ta-
nacsadas és genetikai tesztelés folyamatanak megértéséhez fontos tisztaban lenniink a genetikai tesztek tipusaival, lehetséges eredményével is. A klinikai
genetikus szerepének megértése végsd soron segiti az 6rokletes onkoldgiai betegségek altal érintett betegek diagndzisat és managementjét, ezaltal csok-
kenti a mortalitast és morbiditast.

KULCSSZAVAK genetika, onkoldgia, genetikai tanacsadas, tumorszindromak, onkogenetika

SUMMARY  Genetic counselling is a communication process during which the clinical geneticist advises the patient about the advantages and risks of
genetic tests, possible outcomes and helps the understanding of the genetic disease. Genetic counselling in oncology is especially important since
5-10% of oncological disorders are hereditary, prevention is usually a possibility, while on the other hand the diagnosis of such disorders is a big
psychological burden for the patient and for their family. It’s important to know these disorders and the process of genetic counselling and testing but it’s
also crucial to be familiar with the available genetic test types and their possible outcomes. Understanding the role of the clinical geneticist helps the
diagnosis and management of hereditary oncological disorders, thus reduces mortality and morbidity.

KEY WORDS genetics, oncology, genetic counselling, tumor syndromes, oncogenetics

A 2008. évi XXI. torvény a humangenetikai adatok
védelmérdl, a humangenetikai vizsgélatok és kutata-
sok, valamint a biobankok mtikodésének szabélyairdl
megfogalmazza a genetikai tandcsadas definici6jat.
Eszerint els6sorban olyan kommunikacios folyamat,
amely soran erre jogosult személy tdjékoztatast ad a kli-
nikai genetikai vizsgalatok elényeirél vagy kockazatai-
rol, feltarja a humangenetikai vizsgéalatok eredményei-
nek lehetséges kovetkezményeit, és segiti a betegség

Roviditések

ACMG  American College of Medical Genetics and Genomics
CML krénikus myeloid leukaemia

HGP Humdn Genom Projekt

LFS Li Fraumeni-szindréma

LOH loss of heterozigosity

OMIM  Online Mendelian Inheritance in Man

PGD preimplantdciés genetikai diagnosztika

VHL Hippel Lindau-betegség

természetének megértését. A jogszabaly alapjan jogo-
sult személy klinikai genetikus lehet, aki ismeri a gene-
tikai vizsgalatok kullonb6z6 aspektusai mellett a kiilon-
b6z6 etikai, pszichés konfliktusokat, amelyekkel a
vizsgalatra jelentkezd személynek a jogszabélyban is
el6irt megfeleld preteszt és posztteszt (genetikai teszt
el6tti és utani) tandcsadas hidnyaban magénak kell
megkiizdenie.! Bar ezen jogszabalyok 2008 6ta vissza-
vonasig hatalyosak, mégis el6fordul, hogy nem a jog-
szabélyban eléirtak szerint jarnak el a kiillonb6z4 szak-
tertiletek képvisel6i. Cikkiink a genetikai tanacsadés
fontossdgara kivanja irdnyitani a figyelmet.

A Humén Genom Projektnek (HGP) és a molekula-
ris genetikai technikai fejlédésnek koszonhetGen az
1990-es évek 6ta az onkolégiai betegségek természeté-
r6l is egyre tobbet tudunk. A molekularis genetikai me-

chanizmusok megismerése a kezelések vonatkozasé-

2021; 3:301-620.
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ban is elérelépést jelentettek, ezéltal az onkologia valt a
személyre szabott medicina elsédleges szakteriiletéveé.
A daganatok tobbsége a testi sejtekben az élet soran
szerzetten alakul ki, de régbta ismeretes, hogy 5-10%-
ban 6roklédé tumor szindrémék kovetkeztében jon 16t-
re. Ilyen esetben az onkogén mutédcié mar a csirasejtek
szintjén jelen van, legtipikusabb esetben heterozigéta
formdaban, és az élet soran kiillénbozg aktivalé mecha-
nizmusok valtjak ki a mésodik allél karosodasat, azaz a
heterozigdtasdg tigymond ,elveszik” (loss of hetero-
zigosity).? Els6sorban ezekben az esetekben javasolt
klinikai genetikus kozremtkodése és genetikai tanacs-
adas.

A herediter rdkszindréoma eléfordulaséra hivhatja
fel a csalddon beliil a szokatlanul korai manifesztacio,
a csalddban halmozottan fordulnak elé ugyan olyan ti-
pust, vagy egymashoz kapcsolédé daganatok (pl. em-
16- és petefészekrak, bél- és endometriumrék), paros
szerv esetén kétoldali tumor, tobb primer tumor jelen-
léte egyszerre, esetleg jellegzetes fenotipusos jegyek
eléforduldsa, pl. melanosis Peutz-Jeghers-szindré-
méban.”

Az ACMG (American College of Medical Genetics
and Genomics) 2015-ben ajanlést fogalmazott meg az
orokletes rakszindrémék kivizsgédlasa és menedzs-
mentje tekintetében.” Az itt leirtak alapjan az onko-
genetikai tandcsadast végz6 klinikai genetikus feladata

a csaladi anamnézis felvétele, a genetikai vizsgalat
megszervezése, a differencidldiagnosztikai szempont-
bél kulcsfontossdga egyéb megbetegedések, szindro-
mak elkiilonitése. Emellett a megfelel6 managementre
is ki kell térnie a tandcsadasnak, az utankovetés és pre-
venciés ajanlasok, illetve minden fokozott rizikénak
kitett/érintett csalddtag genetikai tandcsadésa, tesztelé-
se mellett.’ Bar minden genetikai vizsgalatot pre- és
posztteszt tandcsaddsnak kellene megeléznie, taldn a
herediter rakszindromédk esetében a legtényszertibb
ezek haszna. Amennyiben szakképzett klinikai geneti-
kushoz iranyitjuk a beteget, akkor a megfeleld geneti-
kai teszt fog kivalasztasra kertilni. Ne felejtsiik el, hogy
a csaladot érinté pszichoszocialis tehertétellel is a ge-
netikus van tisztdban, illetve a rossz hir kozléséhez
megfelel6 kommunikaciés stratégia birtokaban is 6
van. A legfontosabb herediter rakszindrémakat (az at-
tekinthetéség végett a teljesség igénye nélkiil) 6sszefog-
lal6 tablazatot az ACMG ajanlas alapjan készitettiik (1.
tablazat).

A XX1/2008. szamu ,,A humdngenetikai adatok vé-
delmérdl, a humdngenetikai vizsgalatok és kutatdsok,
valamint a biobankok miikédésének szabdlyairol” c.
torvény alapjan az Egészségiigyi Minisztérium 2010-
ben szakmai protokollt jelentetett meg a csaladon belii-
li betegséghalmoz6dasrol (a familidris megbetegedések
genetikai héatterének felderitésére)."

1. tablazat: A legfontosabb herediter tumorszindrémak ésszefoglalasa®

HEREDITER OROKLES- |ERINTETT JELLEMZOK/MIKOR REFERALJUK?

RAKSZINDROMA MENET GEN

Carney-komplex AD PRKAR1A Lentiginosis, sziv, b6r, emlé myxomak, endokrin tumorok (ezek kozul

(OMIM 160980) a primer pigmentalt nodularis adrenocorticalis tumorok el6fordulasa
mar elégséges a referdlashoz. A diagnosztika kritériumrendszer,
McCune-Albright-szindroma elkiilonitésében segit Stratakis és tarsai
kézleménye®®

Cowden-szindréoma AD PTEN Kulcstiinete a macrocephalia, az arcon trichilemmomak, egyéb bértii-

(OMIM 158350) netek. Korai emlérak, follicularis thyreoid carcinoma, vesesejtes,
endometrium-, colorectalis carcinoma, melanoma tarsulhat. A diag-
nosztikus kritériumrendszert Tan és tarsai foglaltak dssze™*

Familiaris AD APC Klinikai diagnézis: >100 polyp a colonban, de mar 10 feletti adeno-

adenomatosus matosus colon polyp mellett referdlni sziikséges; fokozott duodenum,

polyposis-szindréma pancreas- és pajzsmirigyrak kockéazattal kell szdmolni'?

(OMIM 175100)

Familiaris eml6- és AD BRCA1, Korai eléfordulast emlé és petefészekrdkra hajlamosit, férfiaknal is

petefészekrak BRCA2 okozhat emlé- vagy prostatardkot. Pancreasrak, melanoma tarsuldsa

(OMIM 604370, gyakori. Ashkenazi zsid6knél prevalencidja magasabb, fiatal életkor-

612555) ban eléfordul6 emléréak, 60 évesnél fiatalabb korban el6fordulé tripla
negativ emléréak is genetikai tandcsadésra irdnyitando

Familidris melanoma | AD CDKN2A/ ARF | Tipusosan >50 festékes naevus, pozitiv csalddi anamnézis esetén

(OMIM 155600) CDK4 vagy tobb. mint 3 melanoma szimultan el6fordulédsa esetén referdlan-
dé
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HEREDITER
RAKSZINDROMA

OROKLES-
MENET

ERINTETT
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JELLEMZOK/MIKOR REFERALJUK?

Li-Fraumeni-
szindréoma
(OMIM 151623)

AD

TP53

EmlG-, agy-, adrenocortex-carcinoma, leukaemia, lagyszovet-sarcoma,
osteosarcoma, bronchoalveolaris rak, colorectalis carcinoma tartoznak
az LFS spektrumba, és gyakran mar 50 éves kor el6tt megjelennek.
A TP53 mutaci6 valdszintisége né, ha mar 30 éves kor elétt jelentkezik
az els@ tumor. Az aldbbi 2020-as guideline rendkiviil részletes ajanla-
sokat fogalmaz meg a %enetikai tesztelés, preszimptomas sztrés,
surveillance tekintetében'*

Lynch-szindroma
(OMIM 120435,
120436)

AD

MLH1, MSH2

Urothelialis carcinoma, glioblastoma, lagyszoveti sarcomaék, colorec-
talislgarcinoma, pancreasrak. A legfrissebb guideline 2020-ban jelent
meg

Gorlin-Goltz-
szindréma
(OMIM 109400)

AD

PTCH1,
PTCH2, SUFU

Jellegzetes fenotipussal, legtobbszor szembeting arcdysmorphiaval
jaré basal sejtes neavusok el6forduldsa. A macrocephalia és a skeletalis
eltérések egyittes jelenléte konnyen felismerhet6vé teszik a korképet.
A diagnézis kimondasahoz két major és egy minor, vagy egy major és
hérom minor kritériumnak kell teljestilnie 6

Multiplex endokrin
neoplasia I
(OMIM 131100)

AD

MEN1

Két vagy tobb kilonb6z6 MEN1-asszocidlt tumor tarsuldsa esetén
(mellékvese-, mellékpajzsmirigy-, agyalapi mirigy, hasnydmirigy-,
thymustumor vagy bronchialis carcinoid tumor) referdlandé. Gastri-
noma 6nmagaban is elegendd kritérium, vagy tobb kiilonbozé panc-
reas neuroendokrin tumor eléforduldsa ugyanannal a személynél'”

Multiplex endokrin
neoplézia II.
(OMIM 171400,
155240, 162300)

AD

RET

Medullaris pajzsmiri§yrék, phaeochromocytoma, mellékpajzsmirigy-
carcinoma tarsuldsa’

Neurofibromatosis I.
(OMIM 162200)

AD

NF1

Cafe-au-lait foltok, Lisch-nodulusoik, hénalji szepldk, fibromatosus
tumorok jellemzik elsésorban, ,periférids neurofibromatosis”

Neurofibromatosis II.
(OMIM 101000)

AD

NF2

Bilateralis acusticus neurinoma, meningeomék, scwannomaék jellem-
zik els@sorban, ,,centralis neurofibromatosis”

Retinoblastoma
(OMIM 180200)

AD

RB1

5 éves kor alatt el6fordulé retinatumor, legalabb 40%-ban 6roklott, po-
zitiv csalddi anamnézis, bilateralis tumorok a legfébb hajlamosité té-
nyezdk.

Peutz—Jeghers-
szindréma
(OMIM 175200)

AD

STK11

Mucocutan hyperpigmentatio szajban, ajkakon, orron, szemen, geni-
talidkon, ujjakon, gastrointestinalis traktus hamartomatosus polypusai
mellett, illetve a colorectalis carcinoma, pancreasrak és gyomor-
carcinoma el6fordulési val6szintisége magasabb'®

Sclerosis tuberosa
(OMIM 191100)

AD

TSC1, TSC2

Agy-, vese-, sziv-, bir- és idegrendszeri tumorok el6fordulésa jellemzad.
Legalézlgb két minor vagy major kritérium eléforduldsa esetén refera-
land6

Von Hippel-Lindau-
szindréoma
(OMIM 193300)

AD

VHL

Vilagos sejtes veserakhoz haemangioblastoma, phaeochromocytoma
is tarsulhat

A genetikai torvény alapjan a genetikai tanacsadd
orvos diagnosztikai, preszimptomas, prediktiv, farma-
kogenomikai és carrier tesztelés, prenatalis és pre-
implantaciés genetikai vizsgalatokat rendelhet el.*

Diagnosztikai tesztelés egy adott betegségben érin-
tett személy célzott genetikai vizsgalatat jelenti, de az
eredménytdl fiiggéen a vizsgélat a késGbbiekben kiter-
jedhet a csaladtagokra is, az oroklésmenet fliggvényé-
ben.® Amint azt az 1. tabldzatban is lathatjuk, szamos
onkogenetikai betegség esetében van létjogosultséga a
célzott genetikai tesztelésnek. Sajnos ott még nem tar-

tunk, hogy minden esetben maga a célszemély profital-
jon a tesztelésbdl, de a csaladtagok vizsgalatanak hasz-
na prevencids célzattal nem megkérdgjelezhets, mint
ahogy ezek pszichoszocidlis hatdsa sem. Ismét hangsi-
lyozzuk, hogy a rossz hir kozlésében, a megkiizdési
stratégidkra, tovabbi életvezetésre torténd javaslattétel-
ben egy szakképzett klinikai genetikus nytjthat megfe-
lel6 segitséget, a pre- és posztteszt tandcsadas vonatko-
zasaban. Genetikai mintavételt csak az érintett irasbeli
beleegyezését kovetGen lehet végezni, 18 éven aluliak
esetében a sziil6k hozzajarulasa szitkséges a vizsgalat-
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hoz." Itt jegyeznénk meg azt is, hogy 18 éven aluliak ge-
netikai vizsgédlatat nemzetkozi gyakorlatban is csak tii-
netek megjelenése vagy varhat6 megjelenése esetén
ajanljak.

Preszimptéomas tesztelés nagy kockézatnak kitett
egyeneségi csalddtag genetikai tesztelését jelenti, még a
tinetek megjelenése el6tt, mely tiinetek megjelenése
pozitiv esetben varhaté. A prediktiv genetikai tesztelés
egy egészséges személy fokozott rizikdjat vizsgélja és
némileg hasonlé a preszimptomas genetikai teszthez.’
Ebben az esetben a vizsgalt betegség jovibeni kialaku-
lasat tekintve tobb a bizonytalansag, nem kell feltétle-
niil a talalt betegség manifesztaciojara szamitani.

Altalanossagban herediter rakszindrémak esetén
elmondhatjuk, hogy az idedlis életkor a tesztelésekre
nézve a hiszas életévekre tehetd. Nagyon fontos hang-
stlyozni mind a sziil6k, mind a gyermekeik felé, hogy
val6ban nem elhanyagolhaték a prevenciés lehetdsé-
gekbdl és utankovetésbdél szarmazoé elényok, de a vizs-
gélat végzése minden esetben egyéni dontés eredmé-
nyeként kell megsziilessen, és a valasztasi lehetéséget
fel kell ajanlani. A vizsgalat eredménye az élet barmi-
lyen tertletére kihatassal lehet, befolyasolhatja a pa-
lyavalasztast, a csaladalapitast, a tarsadalmi beilleszke-
dést, err6l mind tdjékoztatni sziikséges az érintetteket.

Egy 152 fiatal felnéttet vizsgdlé tanulmanyban az
atlagéletkor a teszteléskor 20 év kortilinek mondhato,
altalanossagban 5 és 30 éves koruk kozott értestltek a
fokozott rizikérél, donts tobbségiik (111-en kozuluk) a
18. sziiletésnapja utdn kapta meg a tajékoztatast,
54-iikkel az édesanya kozolte, 19-tikkel az édesapa, 16
esetben a sziil6k egyuttesen, és minddsszesen 26-an
beszéltek genetikai tandcsaddval/orvossal elGszor (a
fennmaradé esetekben tdvolabbi csaladtagtol értesiil-
tek). A vizsgalatban résztvevék donté tobbsége, 105 f6
sajat maga dontott a genetikai vizsgélat végzésérdl, a
tobbiek erds pressziérél szamoltak be a csalad részérél.
Alegjelentésebb aggodalomnak a részt vevé fiatalok ré-
szérdl a gyermekvallalas kérdése bizonyult, az érintett
sziil6k szinte egyontetien a gyermekeik tesztelését ta-
mogattak, és jelentés btintudatrél szdmoltak be (kiilo-
nosen az anyak).*

Onkogenetikai vonatkozasban legtobbet targyalt te-
rillete a BRCA1 és -2 gének altal okozott 6rokletes emls-
rédk.® A korai eléfordulasi emlérdk hétterében
40-50%-ban mutathat6 ki a BRCA1 gén genetikai hiba-
ja, mig BRCA2 génben eléfordulé hibak tovabbi
30-40%-ért felelGsek. Abban az esetben, ha egy né bi-
zonyitottan BRCA1 mutéciét hordoz, 60-85% esélye
van arra, hogy az élete sordn mellrak fog kialakulni na-
la, BRCA2 gén esetén is hasonld a véarhaté kockézat.

Ilyen esetekben a petefészekrédk rizikéja is emelkedett,
illetve férfiak esetén emelkedett prosztatarak kockazat-
tal és az egyébként alacsony eléfordulasi gyakorisagi
férfi mellrdk akar 100-szoros rizikéemelkedésével kell
szamolnunk. Orokletes emlérak gyantijat veti fel emlé-
rak eléfordulasa tobb kozeli csalddtagnal, fiatal életkor,
emld és petefészekrak el6forduldsa a csaladban, akér
ktlon-kiillon csalddtagokban, vagy ugyanazon egyén-
nél, kétoldali eml6rak, illetve emlérak el6fordulasa fér-
fiak esetében.”

A BRCA gének vizsgalatat kovetGen a prevencio ma-
gaban foglalhat bizonyos életmd6dbeli valtoztatdsokat,
rizikora specifikus sztiréseket, megel6z6 miitéti eltavo-
litast, esetleg gyogyszeres terdpiat.” Nagy figyelmet ka-
pott Angelina Jolie profilaktikus mastectomiaja 2013-
ban, pro és kontra is szdmos kérdés meriilt fel, pl. a be-
iiltetett implantatumok mellett a képalkotd vizsgala-
tokkal

A preteszt genetikai tanacsadasnak ki kell térnie arra is,

torténd sztrés hatékonysaga csokkenhet.
hogy sem a pozitiv, sem a negativ eredmény nem jelent
az emldrak esetében definitiv diagnézist (életmédbeli,
kornyezeti tényezdk, akar egy kordbbi eltérés atmindgsi-
tése miatt).

Az American College of Medical Genetics and
Genomics 2015-6s frissitett guideline-ja° alapjan a ge-
ria kulonithets el, ezek a ,pathogenic (patogén)”,
wlikely pathogenic (valdsziniileg patogén)”, ,,uncertain
significance (ismeretlen jelentdségii)”, ,likely benign
(valésziniileg benignus)” és ,,benign (benignus)” eltéré-
sek. Ez kiillonosen nehéz kihivas elé 4allitjdk a genetikai
tandcsadas sordn az orvost. Nem mindig konnyd példa-
ul eldonteni, hogyan interpretaljuk a lehetséges kocka-
zatokat egy megtalalt eltérés esetében, illetve példaul
egy olyan egyén tekintetében, aki abban a tudatban jott
be a rendel6be, hogy teljesen egészséges.

Kiemelendd, hogy a manifeszt tumorok genetikajat
vizsgalo tesztek a precizids orvostudomany/személyre
szabott medicina fontos részei, annak vizsgéalatat takar-
jak, hogy az adott egyén genetikai hattere hogyan befo-
lyasolhatja a gyégyszerre adott reakcigjat. Ilyen infor-
maciok alapjan az egyén szamara legmegfelelébb keze-
lés indikalhat6, nem véletlen, hogy leginkabb az onko-
logia szaktertileten tudjak ezen informéciokat felhasz-
nélni és rendkiviil dinamikus fejlédésnek lehetiink a
szemtanui. A rakgenom feltérképezésével célzott tera-
pia rendelhetd el, és megfelel6en megvalasztott terapi-
as célpontok mellett a kemoterdpias szerek akar alacso-
nyabb dézisban is alkalmazhatdk, igy kevesebb toxici-
tassal is jarhatnak. A CML-re jellemz6 t(9;22)(q34;q11)
reciprok transzlokédci6 hordozasa esetén alkalmazott
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tirozinkinaz-géatl6 kezelés volt az elsG alkalmazasa a
személyre szabott medicindnak az onkolégidban.?
Azonban mivel leggyakrabban sporadikus eltérésekrdl
van sz0, legtobbszor a beteg nem talalkozik klinikai ge-
netikussal a kivizsgalas soran.

Manapsag a terapiés célpontként szolgélé genetikai
hibak jelentds része un. ,liquid biopszia” végzésével a
vérb6l kimutathaté (a tumorszovetbl bizonyos
mennyiségli DNS a keringésbe keriil).” Magyarorsza-
gon egyeldre egynéhdny daganat esetében érhet6 el az
eljaras, de amennyiben széleskoértien hozzaférhetévé
valik, mintegy szirévizsgalatként forradalmasithatja
az onkogenetika szakteriiletét.

A teljesség kedvéért megemlitendd, hogy a carrier/
hordozésagi tesztelést altaldban autoszomaélis re-
cessziv és X-hez kotott betegségek esetében végziink
sziil6kben, praenatalisan vagy csalddtervezés kereté-
ben, az egészséges utdd biztositasa céljabol. A par altal
rejtetten hordozott eltérések kiszirése torténik meg.
Praenatalis vizsgalat alatt a koraterhességben végzett
genetikai vizsgalatot értjik, amennyiben a magzatra
nézve fokozott kockézatu genetikai eltérés val6szint-
sithetd. Preimplantaciés genetikai diagnosztika (PGD)
sordn a praeembryo vizsgélata torténik a csaladban is-
mert genetikai eltérésre nézve, IVF technolégidhoz
kapcsoltan.* Onkogenetikai vonatkozasban nem jel-
lemz6 ilyen tesztek végzése.

Tapasztalataink szerint Magyarorszagon kevés
praenatalis vizsgalat torténik onkogenetikai indikacio-
val. Olyan kifejezetten stilyos kérképekben megfonto-
land6 a végzése, mint a von Hippel Lindau-betegség
(VHL) vagy a Li Fraumeni-szindréma.” Az ezen beteg-
ségre hordozé személyeknek az életiik sordn igen jelen-
tés rizikoval kell szamolniuk és az els6 megjelenés
érintheti a gyermekkort is. A BRCA praenatalis teszte-
16s is komoly vita targyat képezi,® itt a legfébb ellenérv,
hogy lehet6ség nyilik profilaktikus mastectomia/
oophorectomia végzésére. A PGD alkalmazasa ilyen in-
dikaciéban jelenleg is nagy vita targyat képezi szakmai
korokben, de az érintettek részérdl régéta ismeretes
ilyen igény megfogalmazédasa.’

Napjainkra jelent6s mértékben megnétt az igény az
onkologiai betegek genetikai vizsgélatara, és a gyakorl6
klinikusra harul a teher, hogy eldontse sziikséges-e a
tesztelés, illetve mi a megfeleld sziirési stratégia. Az ér-
vényes jogszabdly értelmében ezen dontést a klinikai
genetikus hozhatja meg, jelen cikkiink a genetikai ta-
nécsadasra iranyitds eldontésében kivan segitséget
nyujtani és az multidiszciplindris management sziiksé-
gességére kivanja iranyitani a figyelmet.
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