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ABSZTRAKT

Az ujgenerdcids szekvenalds megjelenése az elmult évtizedben az onkoldgiai entitdasok
molekularis hatterének részletes megismeréséhez vezetett. A technoldgiai fejlédéssel
parhuzamosan Uj célzott terapids lehet8ségek valtak elérhetévé az onkoldgiai betegek
szamara. A folyamat eredményeképpen a molekularis diagnosztikai vizsgalatok a prediktiv
biomarkerek vizsgdlatanak készénhet6en mara a precizidos medicina alappillérévé valtak. A
klasszikus monogénes vizsgalatok mellett az elmult években el6térbe keriiltek a célzott
terdpiatervezést tdmogatd, Ujgeneracidés szekvenaldson alapuld multigénes genetikai
vizsgalatok. Osszefoglalé kozleményiinkben a multigénes Ujgeneracids szekvendlas
alkalmazasa és az eredmények interpretacioja kapcsan felmeril6é legfontosabb szakmai

szempontokat tekintjuk at.

Kulcsszavak: preciziés medicina, Ujgeneracids szekvenalds, molekularis diagnosztika, célzott
terapiak
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ABSTRACT

Over the past decade next-generation sequencing has led to the in-depth understanding of
the molecular background and driving mechanisms in most types of cancer. Parallel to the
technological advances, novel targeted therapies have become available for oncology
patients. As a result of this process, molecular diagnostics is now one of the main
cornerstones of precision medicine with predictive biomarkers aiding patient care in
oncology. In addition to standard monogenic testings, recently multigene testing methods
based on next-generation sequencing came into view, supporting targeted therapeutic
decisions and personalized medicine. In this review, we aim to depict the most important
professional aspects related to the reasonable application of next-generation sequencing and

the interpretation of its results.

Keywords: precision medicine, next-generation sequencing, molecular diagnostics, targeted
therapies
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Bevezetés

A molekularis genetikai vizsgalatok az elmult idészakban robbandsszer( fejl6désen
mentek keresztil, melynek legijabb mérféldkéve az Ujgenerdcids szekvenalas (NGS: next
generation sequencing) megjelenése volt. Az NGS az elmult években a preciziés medicina
alappilléreként forradalmasitotta a modern molekularis patoldgia miikddését, alkalmazasa
pedig jelent6sen atrajzolta az onkologiai korképek genetikai hatterérdl alkotott képiinket. Az
egyes onkoldgiai entitasok genomjanak megismerését célzd, nemzetkdzi konzorciumok
részvételével megvaldosulé NGS vizsgalatoknak kdszénhet6en szamos Uj prognosztikai,
prediktiv és terdpias relevancidval biré biomarker kerilt leirasra, melyek rovid id6én belll a
mindennapi diagnosztika részévé valtak.[1] A diagnosztikaban mar rutinszerlen alkalmazott
monogénes vizsgalatok mellett az NGS megteremtette a tumorok multigénes és
komprehenziv genetikai profilozasanak technikai alapjait is, amelyek a pontosabb
diagnosztikai besorolasok és rizikdbecsl6é algoritmusok létrehozasa mellett az optimalis
terapias stratégia megvalasztasaban is egyre nagyobb szerepet jatszanak.

Az Ujonnan megjelend technoldgia azonban egyuttal kihivas elé allitja az onkoldgiai
betegelldtasban dolgozd szakembereket, hiszen egyértelm( szakmai Utmutatdsok és
standardok hidnydban az alkalmazasaval azonosithatd genetikai eltérések jelent6ségének
interpretacioja és az eredmények klinikai gyakorlatban torténd hasznositasa kapcsan szamos
nyitott kérdéssel szembesilink. Ez a jelenleg is zajlo folyamat, amely sordan az egyre
koltséghatékonyabbd valéd multigénes vizsgdlatok térnyerése figyelhet6 meg, egyike a
modern molekularis patoldgia/onkolégia forrongo terileteinek.

Az NGS klinikai alkalmazasanak lehet6ségeivel és felmeril6 kérdéseivel kapcsolatban
az Eurdpai Klinikai Onkoldgiai Tarsasag (ESMO: European Society for Clinical Oncology) 2020
nyaran id@szer(inek érezte egy ajanlas megfogalmazasat, amely az eredmények klinikai
hasznosithatosagat helyezi a kdzéppontba.[2] A kiadott ajanlds, amely az els6 szakmai
allasfoglalas az NGS onkoldgidban torténd alkalmazdasarol, az egyes szolid tumoros
megbetegedések mindennapi diagnosztikaja soran indokolt NGS vizsgalatokat és vizsgalando
eltéréseket is tartalmazza. A tovabbiakban az NGS technikai hatterének révid ismertetése és
az eredmények interpretdcidja mellett az ESMO ajanlas attekintésével a technoldgia

alkalmazasanak el6nyeit és jelenlegi dilemmait is bemutatjuk.
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Az NGS vizsgalatok alapfogalmai

Az NGS a jelenleg elérhet6 legkorszer(ibb szekvendlasi metodika, mellyel egyszerre
szamos genomi l6kusz vizsgalhaté nagy érzékenységgel. Az eljaras soran az egyes célrégiok
nukleotidsorrendjét a szekvenaldsi read-ek referencialdkuszhoz torténd illesztésével
hatarozzuk meg, melynek kiértékeléséhez komplex bioinformatikai hattérre van sziikség.
Fontos kiemelni, hogy az NGS elnevezés szamos eltéré eljarast foglal magaba. Az NGS nagy
atereszt6képességl és érzékeny molekuldris vizsgdlati eszkdzként akar a teljes exom, illetve
genom vizsgalatara is alkalmas. Teljes genom szekvendlds (WGS: whole genome sequencing)
soran a human sejtek DNS-ének teljes szekvencidja kerll meghatarozasra, mig teljes exom
szekvendlds esetén (WES: whole exome sequencing) a DNS kdédolé régidi, a gének
nukleotidsorrendjét hatarozzuk meg massziv parhuzamos szekvendlassal.[3] A WGS és WES
jelenleg még csak az onkoldgiai kutatasok és a klinikai genetika eszkoztardba tartozd
eljarasok, rutinszer( alkalmazasuk az onkolégiai diagnosztikaban napjainkban nem indokolt.

Az onkoldgiai betegellatashoz kapcsolddé molekuldris diagnosztikaban az NGS
vizsgalatok el6re kivalasztott, individualis gének (példaul BRCA1/2 gének) vagy genomi
régiok/géncsoportok szekvencidjanak meghatarozasat, un. célzott szekvenalast (mindennapi
sz6hasznalatban: , panelszekvenalds”) jelentenek, melyek segitségével az egyes kérképek
hatterében 4ll6, tumorigenezisben résztvev6 driver eltérések és potencialis
gyobgyszercélpontok azonosithatdk.[4] A valtozé méretli génpanelek atfogd képet nydjthatnak
az onkoldgiai entitdsok genetikai hatterérdl; a kisebb panelek elssorban az egyedi célzott
terdpias célpontok és rezisztenciamutaciok azonositasara alkalmasak, mig a nagyobb, (akar
tobb szdz gént tartalmazd) panelekkel tovdbbi biomarkerek, tobbek kozott példaul a
tumoragnosztikus terapidk indikacidjat képezé tumor mutacidés terhelés (TMB: tumor
mutation burden) és mikroszatellita instabilitds (MSI: microsatellite instability) is vizsgalhaté.

Az onkoldgiai kérképek genetikai hatterének vizsgalata soran napjainkban mar
alapvet6 elvaras a szomatikus és csirasejtes (germline) pontmutaciok kimutatdsa mellett a
kilonb6z6 génfuzidk és a hagyomanyosan fluoreszcens in situ hibridizacioval (FISH) vizsgalt
kopiaszam-eltérések (CNV: copy number variations) kozé tartozé delécidk és amplifikaciok
(duplikacidk) azonositasa. A DNS alapu NGS eljarasok mellett az elmult évek fejlesztéseként
az RNS-bél kiinduléd NGS vizsgalatok is megjelentek az onkoldgiai diagnosztikaban, melyekkel
fuzids transzkriptumok (tobbek kozott az ALK, ROS1, NTRK gének és fuzids partnereik) és a

sejtek génexpresszids profilja vizsgdlhaté szimultdn modon. Mindemellett egyre nagyobb
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klinikai igény mutatkozik a TMB és MSI NGS-alapu meghatdrozasara is. A biomarkerek ilyen
széles korét szimultan maédon, tobb szaz (jellemzéen 300-600) gén nukleotidsorrendjének
meghatdrozasaval azonositani képes NGS-alapu eljardst a mindennapi gyakorlatban
komprehenziv genomikai profilozasnak (CGP: comprehensive genomic profiling) nevezziik. [5-

7]

Uj tumoragnosztikus prediktiv biomarkerek: TMB és MSI

A TMB, amely a megabazisonként (Mb) elhelyezked6 non-szinonim mutdacidk
szamdval definidlhatd, a kilonb6z6 onkoldgiai kérképekben nagyfokd heterogenitast
mutat.[8] A magas mutacids terheléssel jellemezhet6 daganatok esetében (példaul
melanoma, tlid6rak) el6szor funkcionalis vizsgdlatokkal igazoltak, hogy ezen esetek fokozott
érzékenységet mutatnak azimmunterapiak alkalmazasaval szemben, amely a neoantigénként
viselked8, mutacidk hatasara létrejové karosodott fehérjék nagy szamaval magyardazhatd.[9]
Az els6 eredményeket kovetbéen szamos klinikai vizsgalat is jobb valaszaranyrdl szamolt be a
magas TMB-vel bird betegcsoportokban a kontrollcsoportokhoz képest.[10, 11] Ennek
hatdsdra az Amerikai Elelmiszer- és Gydgyszeriigyndkség (FDA: Food and Drug
Administration) 2017-ben szovettani tipustdl fliggetlenil, tumoragnosztikus indikaciéban
engedélyezte az elsé immuncheckpoint-gatld, PD-L1 inhibitor pembrolizumabot magas TMB-
vel rendelkez6 (>10 mutacié/Mb) malignitasok tobbedvonalbeli kezeléseként.

A legfrissebb eredmények alapjan a jelenleg elfogadott univerzalis TMB ,cut off”
értéke  tobb  malignitdsban  (els6sorban  egyes  ndégydgyaszati  tumorokban,
prostatadaganatokban és gliomakban) nem rendelkezik kell§ predikcids erével, ezért az egyes
onkoldgiai kérképekben eltéré hatarértékek meghatarozdsara van szikség.[12] Mig ezen
daganatspecifikus értékek definialdsa jelenleg is folyamatban van, szamos tovabbi entitas,
példaul pajzsmirigydaganatok, vagy ismeretlen kiindulasu daganat (CUP: cancer of unknown
primary) esetében a TMB prediktiv szerepe egyértelm(, vizsgdlata pedig az elérheté
tumoragnosztikus terapidak miatt ajanlott. [2]

A TMB meghatdrozas ,gold standardja” a WES, melynek alkalmazasa azonban a
mindennapi onkoldgiai diagnosztikaban nem életszer(, ezért a TMB széleskor( vizsgalata
jelenleg nagy (tobb szaz génes) génpanelek alkalmazasaval torténik. A multigénes NGS a TMB
megbizhatd vizsgalati eszkdze, a hasznalataval nyert eredmények tébb tanulmany adatai

alapjan kivaléan korreldlnak a WES mérésekkel.[13, 14]
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A TMB-hez hasonl6 terapias indikacidval biré MSI a DNS hibajavité mechanizmusainak
karosodasa révén alakul ki és szintén fokozott érzékenységet jelent az immunterdpidk
alkalmazasaval szemben. A magas TMB prediktiv hatasat igazolé6 KEYNOTE vizsgalatban,
valamint tovabbi klinikai tanulmanyokban a mikroszatellita instabil (MSI-H: microsatellite
instability high) betegcsoportban is hasonldéan jé vélaszarany volt megfigyelhet6, melynek
kdszonhet6en az FDA mar a TMB-t megel6z6en, MSI-H statusz esetén is engedélyezte a
pembrolizumab alkalmazasat, tumoragnosztikus indikdcidban.[15-17] Az MSI meghatdrozasa,
melyet a mindennapi molekularis diagnosztikaban immunhisztokémiai médszerekkel és PCR-
alapu fragmenthossz-analizissel végeznek, a TMB-hez hasonléan NGS vizsgalattal is
kivitelezhet6, amely a komprehenziv genomikai profilozas (CPG) keretében tovabbi genetikai

eltérések vizsgalataval egyitt torténik.

Az NGS eredmények interpretacidja

A szekvenaldsi reakcidt kovetd, bioinformatikai algoritmusok segitségével végzett
kiértékelés eredményeként a multigénes NGS vizsgalatok soran gyakran tobb szdz varians
kerul azonositasra, melyek klinikai relevancidjanak meghatarozdsa a vizsgalatot végz6 és
értékel6 szakemberek alapvetd feladata. Fontos kiemelni, hogy ez a folyamat
multidiszciplinaris megkdzelitést igényel, amelyben a molekularis patolégus, molekularis
diagnoszta és bionformatikus is szerepet vallal. Az eredmények klinikai értelmezése a klinikai
onkoldgussal, a beteg kezel6orvosaval vald szoros konzultaciét igényel. A nemzetkozi
Utmutatasok és jogyakorlatok is az ilyen Osszetételli, un. molekuldris tumor board-ok
szerepére hivjak fel a figyelmet az NGS adatok kiértékelése és klinikai értelmezése soran. A
folyamatban szamos adatbazis, szoftver és nemzetkdzi ajanlas nyudjthat tampontot, melyek a
pontos (nukleotidra és aminosavra kiterjed6) lokalizacié mellett az egyes mutdcidk varians
allélfrekvencia (VAF) értékeit és patogenitdsat is meghatarozzak (annotacid).

Az azonositott eltérések annotacidja soran egyuttesen alkalmazott adatbazisok
(dbSNP, ClinVar, COSMIC) a szakirodalomban korabban leirt mutaciok attekintése mellett
fehérje predikcids (SIFT, PolyPhen) és génfuziok detektdlasara (STAR-Fusion, Fusion Catcher)
képes szoftverek eredményeit is integraljak.[18-23] Az ezek alapjan feldllithato ,klasszikus”
evidenciaszintek szerint a genetikai eltérések o6t csoportja kulonithetd el: patogén,
feltehetbleg patogén, benignus, feltehetbleg benignus és ismeretlen jelent8ségli varidnsok

(VUS: variant of unknown significance).[24] Az variansok annotdcidja mellett az eredmények
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kiértékelése soran tovabbi adatbazisok alkalmazasaval a genetikai eltérések jelenlétében
alkalmazhatd kezelések és elérhetd klinikai vizsgalatok is azonosithatok.

Bar a mutacidk klasszikus evidenciaszintekbe torténd besorolasa széleskérben — és
altalaban egyértelmlen — alkalmazhatd osztalyozas, a kiilonb6z8 kiértékelési algoritmusok
miatt az egyes molekularis laboratériumok altal kiadott leletekben az eltérésekhez
kapcsolédd terdpids javaslatok jelentdsen eltérhetnek egymastél. Ezen javaslatok és a
leletalkotds egységesitésére az Amerikai Molekularis Patoldgiai Tarsasag (AMP: Association
for Molecular Pathology) 2016-ban masodik alkalommal tett kozzé egy ajanlast, melyben a
genetikai eltérések klasszifikacidja a patogenitds mellett a kdzvetlen terapids relevancian
alapul.[25] Az AMP dltal az I. csoportba (, Tier”) sorolt eltérések jelentds klinikai relevanciaval
birnak, melyek kozll a legmagasabb, IA evidenciaszintd mutaciok az Amerikai Gyogyszer- és
Elelmiszeriigyi Hatésag (FDA: Food and Drug Administration) &ltal jovahagyott és klinikai
iranyelvekben is ajanlott célzott terapids szerek célpontjai. A Tier IB-be tartozé eltérések a
hivatalos ajanlasokban nem szerepld, de tébb nemzetkdzi tanulmany és szakértd altal ajanlott
célzott terapidk kdzvetlen indikacioi. A Tier Il-be tartoznak azon eltérések, melyek potencialis
klinikai relevanciaval rendelkeznek; a /IC evidenciaszinti mutacidk a tobb tanulmany
eredményei alapjan elfogadott, FDA-engedéllyel rendelkezd, de mds entitds kezelésére
jovahagyott off-label szerek célpontjai, mig a /ID alcsoportba sorolt eltérések pedig a
specifikus célzott terapids szerek esettanulmdanyokban leirt, szakmai konszenzussal nem
rendelkez6 indikacidit jelentik. A Tier Ill-ba tartoznak az ismeretlen jelent&ségl VUS eltérések,
mig a benignus vagy feltehetéleg benignus mutacidk a legalacsonyabb szintli, Tier IV-be
sorolanddk. (1. dbra)

Az AMP patogenitdson és célozhatdsagon alapuld klasszifikaciéjahoz hasonldéan az
ESMO precizids medicina munkacsoportja is kidolgozott egy ajanlast, amely az NGS-sel
azonosithato genetikai eltérések osztalyozasa soran az egyes mutdacidkhoz kapcsolddo célzott
terdpiak validaltsagat helyezi k6zéppontba és amely elsésorban a NGS/CPG vizsgalatok
eredményeinek interpretdciéja soran alkalmazhatd.[26, 27] A hat ESCAT (ESMO Scale of
Clinical Actionability for molecular Targets) csoportba sorolhaté eltérések kozil az ESCAT |
mutaciokhoz validalt, a mindennapi onkoldgiai betegellatasban haszndlt célzott terapia
rendelhetd (példaul EGFR exon 19 delécié tid6 adenocarcinomaban). Az ESCAT Il csoport
eltéréseihez retrospektiv vagy fazis I/Il klinikai vizsgalatokban igazoltan hatékony célzott

terdpia kapcsolodik (példaul a tumoragnosztikus immuncheckpoint-gatldszerek indikaciojat



NGS a klinikai onkolégiaban

jelent6 TMB). Az ESCAT Il mutaciok jelent6sége a kezelendd entitdsban még nem ismert,
azonban mas kérképben jovahagyott terapia rendelhet6 hozza (off-label indikacio). Az ESCAT
IV-es csoportba azon eltérések sorolhatdk, melyek célozhatdsagat preklinikai adatok
tamasztjak ald, mig az ESCAT V csoport mutdcidi 6nmagukban nem jelentenek terapias
indikacidt, azonban feltehet6leg mas eltérésekkel egyltt alkalmasak lehetnek célzott
terapidra. Az ESCAT VI eltérések célozhatdsagardl jelenleg még nem all rendelkezésiinkre
kell6 mennyiségli adat. (1. tdbldzat)

A molekuldris diagnosztikai leletben az azonositott eltérések tipusa és klinikai
relevancidja mellett minden esetben szerepelnie kell a mutaciok varians allélfrekvencia (VAF)

III

értékének, amely azok ,,mennyiségérél” ad informaciot. A VAF befolydsolhatja az optimalis
kezelési stratégia megvalasztdsat, hiszen célzott terdpia alkalmazasa soran elsésorban azon
eltérések gatlasatdl varhato a legjobb eredmény, amelyek a tumorsejtekben magas VAF-fal
detektalhatdk (a tumorsejtek nagy részében jelenlévé driver eltérések). Bar a terapias
indikaciot jelentd hatarérték meghatarozasaban jelenleg még nincs nemzetkézileg elfogadott

konszenzus, az 5% alatti VAF-fal rendelkez6 eltérések feltehetSleg csekély bioldgiai hatdssal

rendelkeznek.[28]

Gyakorlati megfontolasok az NGS klinikai alkalmazasaval kapcsolatban

Az NGS megjelenése egyértelmlien Uj tdvlatokat nyitott a molekuldris
diagnosztikaban, azonban a multigénes vizsgdlatok alkalmazasanak pontos indikacidja, a
valasztando génpanel mérete, valamint az eredmények interpretacidja szamos — jelenleg még
megvalaszolasra varé — kérdést felvet. A fentebb emlitett els6 ESMO NGS ajanlas mindezek
figyelembevételével visszafogott allaspontot képvisel a multigénes panelek alkalmazasaval
kapcsolatban, amely els6sorban a nagyobb génpanelek altal nyujtott klinikai haszonra és

terapias kovetkezményeire fokuszal.

Klinikai relevancia és az NGS indikdcidi

Az ESMO a multigénes szekvenalas klinikai indokoltsagat az egyes tumortipusokban a
varhatd genetikai eltérések korabban ismertetett ESCAT-osztalydzasatol teszi fliggévé,
melynek alapjan harom szintet kilonit el: i) az ESCAT | mutdcidk vizsgalatdt a mindennapi
betegellatasban; ii) az akadémiai vagy egyetemi centrumokban végzett multigénes

panelszekvendldsokat és végll iii) a személyre szabott, individudlis esetek NGS vizsgalatat.[2]
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Az elsé csoportba tartozé entitasok, példaul nem-kissejtes tiidérakok (NSCLC: non-small cell
lung cancer) esetében a multigénes vizsgalatok elsGdleges célja az ESCAT | eltérések
azonositdsa (példaul EGFR 19-es exon delécié tlid6 adenocarcinomaban), mig a masodik
csoportba sorolt kérképekben (példaul pancreas- és eml6tumorokban) a TMB meghatarozas
és a kisebb panelekkel nem azonosithatd, de alacsonyabb (lI-1V) ESCAT szint(i eltérések
detektdlasa indokolja a multigénes panel, illetve CGP alkalmazasat.

Mig az ESCAT | mutacidkhoz kdzvetlen terapias relevancia, validalt és a mindennapi
betegelldtasban alkalmazott célzott terapia kapcsolddik, a masodik csoportba tartozé
esetekben a vizsgdlatot végzd klinikai kézpontnak az egyes eltérések interpretacidjakor az Uj
(rendszerint off-label indikacidban hozzaférhetd) gydgyszerek alkalmazasat és az elérheté
klinikai tanulmanyok jelent6ségét/lehetGségét kell mérlegelnie. A harmadik csoportba
tartozé esetekben, melyekben a multigénes NGS egyébként nem indokolt, a bizonytalan
relevanciaju, jellemz6en ESCAT IlI-IV eltérések azonositasa soran tovabbi aspektusok, igy az
egészségligyi rendszer terhelése és a vizsgalat koltségessége is jobban el6térbe keriilnek.
Mindemellett az ESMO az utolsé csoportba sorolt esetekben felmerilé etikai dilemmakra is
felhivja a figyelmet, melyek a késébbiekben részletesen is bemutatasra keriilnek.

Ezen kritériumrendszer mentén az ESMO jelenleg mind6sszesen négy onkoldgiai
entitds (NSCLC, cholangiocarcinoma, prostata- és ovariumdaganatok) esetében javasolja a
multigénes NGS rutinszerl elvégzését, melyet tovdbbi o6t korkép (jél és kozepesen
differencialt neuroendokrin tumorok, cervixcarcinoma, nydlmirigy-, pajzsmirigy- és
vulvadaganatok) esetében a TMB meghatarozasa miatt tart indokoltnak. (2. tdbldzat) [2] Az
ESMO az NTRK fuzidk NGS-alapu vizsgalatat, melyek a TMB-hez hasonléan tumoragnosztikus
terapia (TRK inhibitor entrectinib és larotrectinib) indikaciéjat képezik, alacsony incidencidjuk
miatt csak azokban az esetekben ajanlja, ahol a multigénes NGS a tovabbi genetikai eltérések
vizsgalata miatt elengedhetetlen. A szigoru, konzervativ megkozelitésnek kdszonhetben az
ajanlasban leirt sz(ik indikacids kérben az NGS az elérhetd legnagyobb klinikai haszonnal bir,
hiszen ezekben az entitdsokban az ESCAT | eltérések mellett off-label és tumoragnosztikus
terapias indikaciot jelent6 mutaciok azonositasa varhaté.

Az ESMO altal képviselt visszafogott hozzaallassal szemben tobb szervezet és klinikai
vizsgalat szélesebb kord alkalmazast javasol, igy példaul a National Comprehensive Cancer
Network (NCCN) legfrissebb ajanlasaiban az ESMO ajanlasban szerepld kérképek mellett az

uterus sarcoma, endometriumcarcinoma, csonttumorok és CUP esetében is javasolja a
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multigénes tesztelést, dont6en a TMB célzott szekvenalassal torténé meghatarozasanak
céljabol.[29-31]

Logikusnak felvetésnek tlinik, hogy a genetikai hattér széleskorl feltérképezésével
nagyobb valdszin(iséggel azonosithatdk olyan potencidlis gydgyszercélpontok, melyek gatlasa
sikeres lehet, ezért az Amerikai Klinikai Onkoldgiai Tarsasdg (ASCO: American Society of
Clinical Oncology) 2017-es kdzleménye és tobb, azdéta megjelent tanulmany ezt az elvet
kovetve szovettani tipustdl flggetlendl ajanlja a multigénes NGS elvégzését azokban az
esetekben, melyekben el6zetesen kimeritették a standard terdpias lehet6ségeket.[32-34] A
gyakori onkoldgiai kérképek (példaul NSCLC) mellett hasonlé megkozelités alkalmazhaté a
ritka tumorok (epeuti daganatok, sarcoma, mesothelioma, CUP) molekularis vizsgalata soran
is, melyekben a kis betegszam miatt a terapia refrakter/recidivalé esetek masodvonalbeli
kezelésében nincs elfogadott konszenzus és amelyek kézil néhany korkép mar az ESMO
ajanlasban is vizsgalando entitasként szerepel.[2, 33]

Az ESMO ajanlasndl megenged6bb nemzetkdzi iranyelvek és a klinikusok oldalardl
tapasztalhato megnévekedett igény hatdsara napjainkban az NGS minden eddiginél szélesebb
korben torténd alkalmazasa figyelheté meg, és bar a vizsgalatbdl profitald betegek aranya
jelenleg még elmarad a varttdl, az elmuilt években ezen téren is jelentés el6relépések
torténtek. A célzott terapids gyogyszerek szamanak emelkedésével 2006 6ta a molekularis
profilozassal azonositott, kozvetlen terapias célpontként vagy annak prediktiv
biomarkereként szolgalé genetikai eltérést hordozd betegek aranya az 6sszes vizsgalt eset
0,4%-3arol 12 év alatt, 2018-ra 8-9%-ra emelkedett, a kozlemény irdsanak id6pontjaban pedig
mar a 30%-ot is meghaladja.[5, 35-38] Mindezek ellenére rendkiviil fontos kiemelni, hogy az
elméletileg célozhaté genetikai eltérések hordozdsa nem minden esetben jelent redlisan
alkalmazhatd célzott terapias indikacidt, valamint elérhet6 és finanszirozott terapias
lehet&séget.

A multigénes panelekkel végzett molekuldris profilozas altal vezérelt, off-label
terdpiavalasztds hatékonysagat szdmos kdzlemény, valamint tébb lezarult (SHIVA, I-PREDICT,
MOSCATO) és jelenleg is folyé (TAPUR, NCI-MATCH, WINTHER, DRUP) klinikai tanulmany is
vizsgalta.[39-46] A jellemz8en nagy betegszamu, ,,basket” és precizids onkoldgiai vizsgalatok,
melyekbe a betegek tumortipustol flggetlendl, a genetikai eltérések figyelembevételével
kerilnek bevdlasztasra, valtozd, de Gsszességében igéretes eredményekrdl szamoltak be

(teljes valaszadasi ardny: 10-30%, O6sszességében azonban szerény tulélési elény), melyek
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alapjan az alacsonyabb evidenciaszintli mutacidk és az ESMO ajanlasban rutinszer(ien nem
vizsgalandd tumortipusok esetében is megfontolandd a multigénes panelek alkalmazasa. [28,
33, 34, 47] Fontos kiemelni ugyanakkor, hogy az ilyen helyzetben indikdlt NGS vizsgalatok
elvégzése csak megfelel6 gydgyszerhozzaférési program elérhetGsége esetén racionalis és

etikus.

Az NGS vizsgdlatok kéltséghatékonysdga

Az ESMO az ajanlas megfogalmazasakor a kdzvetlen terapias relevancia mellett az NGS
alkalmazasanak tovabbi aspektusait is meghatarozta, melyek kozil hangsulyos szerepet kap
a vizsgalat egészségligyi ellatorendszerre gyakorolt hatasa. Bar a nagy atereszt6képességl
NGS vizsgdlatok, igy a multigénes panelekkel végzett szekvenalds koltsége is
nagysagrendekkel csokkent a mddszer megjelenése Ota, ezen eljarasok jelenleg még
dragabbak a hagyomanyos, szekvencidlisan végzett monogénes tesztelésnél, melyhez az NGS
eredmények kiértékeléséhez sziikséges bioinformatikai hattér biztositasa is hozzajarul.[48-
50] Az NGS és az eredmények alapjan alkalmazott célzott/tumoragnosztikus terdpias szerek
koltségeit szem el6tt tartva az ESMO az alacsonyabb evidenciaszintl mutdacidk vizsgalatat
nem tartja indokoltnak a mindennapi onkolégiai betegellatas soran, mérsékelve ezzel az
onkoldgia egészségligyi ellatérendszerre jelents terhét. A guideline alapjan a multigénes NGS
panelek alkalmazasa a klinikai kutatdékdzpontokban javasolt, ahol a célozhatd eltérést
hordozé betegek szamara a finanszirozas mellett az eredmények pontos interpretacidja, az
Uj, potencialisan alkalmazhatd gyogyszerek és a klinikai tanulmanyokban vald részvétel is
biztosithaté.[2]

Mindezek ellenére az akadémiai/egyetemi centrumokban végzett fejlesztéseknek és
az egyedi NGS panelek megjelenésének készonhetéen az ASCO és tdbb klinikai tanulmany is
hangsulyozza, hogy a multigénes panelek észszer(i alkalmazasaval olyan mértékben
optimalizalhato a vizsgdlat koltsége, amely végsdsoron a szekvencialisan végzett monogénes
tesztelésnél olcsdbbd teheti az NGS hasznalatat.[32, 34, 51] Bar a téma jelentlségéhez
mérten viszonylag kis szamu tanulmany vizsgalta eddig az NGS klinikai alkalmazasanak pontos
koltségeit, eredményeik alapjan a maddszer koltséghatékonysdga madr napjainkban is
megkérddjelezhetetlen azokban az onkoldgiai korképekben, melyekben a vizsgalando
célrégidk (célozhatd eltérések és rezisztenciamutdciok) nagy szama miatt tobb eltérd

monogénes teszt egylittes vizsgalatdra van szikség.[33, 38, 52-54]
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A paradigmavaltast, amely feltehet6leg a szekvencialis monogénes vizsgalatokrdl a
multigénes NGS panelekre vald attéréshez vezet majd a kdzeljovében, legjobban az NSCLC
modern molekularis diagnosztikajanak fejlédése mutatja be. Az NSCLC genetikai hatterének
feltérképezése soran ajanlott nagy szamu vizsgalandd biomarker egylttes analizise
szekvencialis monogénes teszteléssel rendkiviil id6-, minta- és koltségigényes, igy az NGS (20-
50 gént tartalmazd panelek) a nagyszamu vizsgalat egyértelmien koltséghatékonyabb
alternativajaként jelenleg mar egyre szélesebb korben valik az NSCLC mindennapi
diagnosztikajanak alapvet6 eszkozévé. (3. tdbldzat) (Mindemellett a kozeljov6ben a TMB
varhatéan ebben az entitasban is nagyobb szerephez jut majd, igy ezen prediktiv biomarker
vizsgalata sziikségessé teheti az atfogd, minimum 300 gént feldlel§ multigénes panelek
alkalmazasat is.) A nagyszamu ESCAT I-ll szint{ eltérés miatt az ESMO ajanlas alapjan is
jelenleg mar indokolt a multigénes panelek alkalmazdsa az NSCLC molekuldris diagnosztikai
algoritmusaban. A folyamat, melynek sordn a kérképben az egyes eltérések monogénes
vizsgalatat felvaltotta a multigénes molekularis profilozas, szép példaja a preciziés medicina
térnyerésének és egyuttal elére vetitheti az NGS kdzponti szerepét mds onkoldégiai korképek
vizsgalatabanis.[2, 32, 34]

Korabbi eredmények alapjan a multigénes panel alapu genetikai profilozas a
hagyomanyos molekularis és citogenetikai mddszerekkel vizsgdlt ,negativ’ NSCLC esetek
tobb mint felében azonositott célozhatd eltérést, amely szam az uUjonnan leirt prediktiv
biomarkerek és célzott/tumoragnosztikus terapias szerek megjelenésével azéta feltehetleg
tovabb emelkedett, aldtamasztva ezzel az NGS klinikai hasznossagat.[55]

Nagy el6relépést jelenthet a multigénes szekvendlas azokban a kérképekben, ahol a
sok kiilonallé vizsgdlat elvégzéséhez relative kevés mennyiségli minta elérhetd (példaul
vékonytl aspiracios biopszia esetén), hiszen ezen entitasokban az eltérések szimultdn
vizsgalata soran a koltségek mellett a mintaigény jelentésen nagyobb lehet, mint a multigénes
panelszekvenaldasok soran. Mindemellett azonban a minta megfelel6 min&ségére és idedlisan
magas tumorsejtaranyara mar a vizsgalat tervezésekor érdemes figyelmet forditani.[32]
Megjegyezziik, hogy bar technoldgiailag a multigénes NGS vizsgalatok ma mar likvid biopszias
mintakbdl is elvégezhetéek, a mindennapi diagnosztikai gyakorlatban tovabbra is a
szOvetmintak genetikai profilozasa ajanlott elsésorban.

Az NGS altal jelentett anyagi teher a megfelel6 vizsgalati modalitds megvalasztasa

mellett a klinikailag indokolt esetek azonositasaval tovabb csokkenthet6. Barmilyen
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molekuldris és citogenetikai eljaras alkalmazasa azokban az esetekben sziikségszerd, ahol a
vizsgalatok eredményei kozvetlenll befolyasoljdk az onkoldgiai betegellatast. Mindezek
figyelembevételével a diagndziskor korai stadiumban lévs, definitiv terapidban részesils,
valamint a gyorsan progrediald, rossz teljesitménystatuszu betegeknél a multigénes NGS
csekély klinikai haszonnal bir, igy alkalmazasa nem indokolt.[33] (2. dbra) Ennek megitélése a
klinikusok és a patologusok egylittes feladata, amiben nagy segitséget nyujthatnak a

multidiszciplinaris jellegli oncoteam megbeszélések.

Az NGS alkalmazdsdnak etikai aspektusai

Az NGS egyre szélesebb korl elterjedésével alkalmazasanak etikai szempontjai is
egyre inkdbb el6térbe keriltek. A felmerilé kérdésekre reagalva az ESMO az ajanlasaban
roviden ismerteti az NGS alkalmazasaval kapcsolatos etikai szempontokat és dilemmakat,
melyek elsésorban a személyre szabott, egyéni megitélés alapjan (dont6en a klasszikus
vizsgalati modalitasok kimeritését kovetGen és/vagy a standard terdpidk hianyaban) végzett
multigénes szekvenaldsok soran kerilhetnek elStérbe.[2]

A multigénes panelek alkalmazdasaval minden eddiginél nagyobb szamu gén és genomi
|6kusz vizsgalhatd parhuzamosan, azonban ennek kdszénhetéen a tumortipustdl figgetlendl
alkalmazhatd és kereskedelmi forgalomban elérhetd NGS panelek és a CGP olyan régidkat is
tartalmazhatnak, melyek eltéréseinek klinikai relevancidja jelenleg még nem ismert. A
kordbban bemutatott VUS mutacidk és CNV-k, valamint a nem kddold régid eltéréseinek
interpretdcidja a vizsgalatot értékel6 molekularis patolégust/diagnosztat és a klinikust
egyarant kihivasok elé allithatja, hiszen az eltérések jelent6sége sokszor a rendelkezésre allé
szakirodalmi adatok és predikcios szoftverek eredményei alapjan sem hatarozhaté meg
egyértelmden. Tovabbi etikai kérdéseket vethet fel a vizsgdlat soran azonositott, a korképtdl
feltehet6leg fliggetlen (,incidental finding”) csirasejtes mutaciok véleményezése, melyek
relevancidjanak megitélésében a herediter megbetegedések fokozott kockazata miatt klinikai
genetikai szaktanacsadas javasolt és melyek hordozasa a beteg csaladtagjaira is kihathat.[56]

A bizonytalan jelent6ségl eltérések mellett az onkoldgiai iranyelvek a klinikai
relevanciaval rendelkez6, célozhatd, de alacsony evidenciaszintl varidnsok esetében is
hidnyosak, amely kiléndsen az egyedi megitélés alapjan végzett szekvenaldas esetében
szembetlind. Bar a beteg és a klinikus egylittes dontése alapjan az ismertetett indikacidkon

kival is végezhetd multigénes NGS, az ajanlasban nem szerepl6 entitasok vizsgalata soran a
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varhatd eltérések tobbségében alacsonyabb evidenciaszintl (Tier 2C-D, ESCAT IllI-IV)
eltérések. Ezekben az esetekben a beteget el6zetesen tajékoztatni kell arrdl, hogy a realis
terapias célpont azonositasdara nagyon kicsi az esély, valamint arrdl, hogy az eltérés
jelenlétében indikalt gydgyszerek (rendszerint off-label) alkalmazasa a korlatozott hozzaférés
és koltségességik miatt is nehézségekbe Utkozhet.[2] A célzott/tumoragnosztikus szerek
magas koltsége a magasabb szint( (ESCAT Il) varidansok esetében is komoly limitalé tényez6
lehet.[35, 48, 57]

Tovabbi nehézséget jelenthet azon NGS eredmények klinikai felhasznalasa,
melyekben az eltérés alapjan indikalt gydgyszer nem széleskdrben elérhetd és elterjedt. A
preklinikai (és fazis I) tanulmdanyok, valamint a preciziés onkolégiai esettanulmdanyok
napjainkban egyre tobb esetben szamolnak be igéretes in vivo/in vitro eredményekrdl és
alacsony evidenciaszintli mutdcié alapjan alkalmazott sikeres terdpiakrél, azonban ezek
hatasa nem 0Osszemérhet6 a nagy betegszamu klinikai vizsgalatokkal, melyekben a
hatékonysag mellett a célzott terapias szerek alkalmazasa soran esetlegesen fellépd toxicitas
és mellékhatasprofil is meghatarozasra keril.[48] Mindezek figyelembe vételével az
elméletileg célozhatd, de jelenleg alacsony evidenciaszinttel bird eltérést (jellemz6en ESCAT
[1I-V) hordozd esetekben a betegelldtasban résztvevé szakembereknek a szubjektiv,
vagyvezérelt gondolkodas (,,wishful thinking”) keriilésével kell megitélniik, hogy melyik az a
redlisan elérhet6 terapia, amely a beteg szamara a legnagyobb klinikai haszonnal bir. A
preklinikai eredményekkel kapcsolatos etikai dilemmak feloldasaban az onkolégiai iranyelvek
részletes kidolgozasa mellett varhatdéan a szekvendlasi eredmények kiértékelése soran
alkalmazott szoftverek fejlesztése is nagy el8relépést jelenthet majd, melyek a preklinikai
eredmények és esettanulmanyok megfelel6 sulyozasaval, valamint a Tier és ESCAT
besorolasok haszndlataval segithetik a realisan elérhetd terapias opcidk azonositasat.

Az NGS vizsgdlat észszerl alkalmazasa, az eredmények etikus interpretdcidja és a
betegek megfelel§ tajékoztatdsa a redlisan varhaté terapids haszonrdl kiemelt jelentéséggel
bir az un. , direct to customer” szolgaltatdsok esetében is, ahol a kereskedelmi forgalomban
elérhetd, NGS alapu vizsgalatok eredményei kdzvetlenil a beteg tulajdonaba kerilhetnek. Az
NGS vizsgalatot és interpretaciot végzé magan és allami szolgaltaték megfelel§ mikodése
els6sorban a vizsgalatot végzd molekularis centrumok akkreditaciéjaval és szigoru

mindségbiztositasi rendszerek kialakitasaval garantalhata.
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Hazai gyakorlat az NGS klinikai alkalmazasaban

Mig korabban a multigénes NGS vizsgdlatok Magyarorszdgon jellemz6en csak
maganszolgaltatok altal voltak elérhetéek a klinikai onkoldgiai centrumok és a betegek
szamara, az elmult évek fejlesztéseinek kdszonhetéen a hazai molekuldris patolégiai
laboratériumok nagy része felkészilt a multigénes (jellemz6en 30-50 génes) NGS vizsgdlatok
széleskorl alkalmazasara az onkoldgiai kérképek vizsgalata soran.

Az elmult néhany évben a Magyar Onkogenom Nemzeti Kivaldsagi és
Versenyképességi Program (NVKP16), valamint tovabbi fejlesztési forrasok bevonasaval a
Semmelweis Egyetem |. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato Intézet Molekularis Diagnosztika
laboratdriumdban egy korszerl, akar WES vizsgdlatok kivitelezésére is alkalmas NGS
laboratdriumi és bioinformatikai infrastruktdrat allitottunk a mindennapi betegellatas
szolgdlataba. A fejlesztés keretén beliil a tavalyi évben kidolgoztunk egy CPG eljarast, amely
a rendelkezésre allé legkorszerlbb szekvenaldsi technolégidkon (NextSeq2000, Illumina),
valamint bioinformatikai értékel6 és klinikai interpretald rendszereken (Clinical Insight,
Qiagen; PierianDx) alapul. A TruSight Oncology 500 génpanel (un. ,TSO500 panel”)
alkalmazasaval egyidejlileg 523 gént érinté pontmutdacidk, CNV-k és génfuziok vizsgalhatok. A
modszer alkalmas tovdbba a TMB és MSI értékek meghatdrozasara is. (3. dbra) A kiértékelés
soran alkalmazott szoftverek a nagyszamu varians annotacidja mellett a meghatarozott
genetikai eltérések alapjan engedélyezett terapidk és valamennyi klinikai tanulmany
azonositasdra is képesek. A TSO500 vizsgalat jelenleg egyedi méltadnyossagi finanszirozas
keretében érhetd el Intézetiinkben.

A kozlemény irdsanak id6pontjaban mar kozel 160 beteg, kdztiik 40 gyermek és 119
feln6tt esetében végeztik el sikerrel az atfogd genetikai vizsgalatot, a legkiilonb6z6bb
tumortipusokban. Bar a szekvenalasi eredmények részletes bemutatdsa meghaladja jelen
kozlemény kereteit, kiemelendd, hogy az eljardssal szamos beteg esetében detektaltunk
magas evidenciaszintl, célozhatd genetikai eltéréseket. A monogénes eljarasokkal
rutinszer(ien vizsgalt gének (ALK és ROS1 fuzidk, EGFR, BRAF, BRCA1/2 mutécidk és CNV-k)
eltérései mellett tébb esetben azonositottunk tumoragnosztikus terapids indikaciot jelenté
NTRK1-3 fuzidkat és magas TMB értékeket (4. dbra), RET mutacidkat, a homoldg
rekombinacios ,repair” rendszer komponenseinek (ATM, CHEK2, FANCL, PALB2) eltéréseit,
PIK3CA hotspot mutacidkat, IDH11/2 mutacidkat, valamint EZH2, SMARCB1 és SMARCA4

mutaciokat, melyek az Uj hiszton metiltranszferazokkal célozhatoé eltérések.
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Konkluzio

Az NGS robbanasszer( fejl6désével és az egyedi multigénes panelek megjelenésével a
metodikai nehézségek jelent8s része elhdrult, azonban az eredmények interpretacidja és
klinikai hasznosithatdsdga sok esetben bizonytalan, a moddszer gyors elterjedése a
mindennapi diagnosztikaban ugyanis megel6zte az eredmények alkalmazasaval kapcsolatos
onkoldgiai iranyelvek kidolgozasat. Ugyanakkor fontos felhivni a figyelmet arra a
koncepcidvaltasra, miszerint az NGS vizsgalatokra ma mar egyértelmlien nem kizardlag a
monogénes eljarasok elvégzését kovetéen alkalmazandd eszkozként tekintliink, hanem a
szamos esetben a magas evidenciaszint( prediktiv biomarkerek mindennapi kimutatasanak is
legkoltséghatékonyabb mddjat jelentheti az eljaras. A vizsgalandd biomarkerek, valamint
Ujabb célzott terapidk szamanak emelkedésével és a vizsgalat ezzel parhuzamosan csdkkené

koltségeivel a multigénes NGS eljarasok tovabbi térnyerésére lehet szamitani a kézeljovében.
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Abra leirasok:
1. dbra: Az Amerikai Molekuldris Patoldgiai Tarsasag iranyelvei a varidnsok terapias
célozhatdsagan alapuld interpretdlasahoz.

FDA = Amerikai Elelmiszer- és Gydgyszeriigynékség (Food and Drug Administration)

2. abra: Az NGS alkalmazasanak indikacidi az egyes betegcsoportokban Colomer és mtsai.
alapjan. Az NGS vizsgalat klinikailag indokolt lehet az el6rehaladott NSCLC molekularis
diagnosztikaja soran a szekvencialisan végzett monogénes tesztelés idealis alternativajaként,
valamint egyes ritka tumorok esetében, melyekben a tébbedvonali terdpia megvalasztasa
sordn birhat kdzvetlen klinikai relevancidval (vildgossarga mezd6k). A multigénes panelek és a
CGP tumortipustdl fiiggetlen alkalmazasa a célzott terdpidra kiemelked6en jol reagalo
betegek (,exceptional responders”) [58, 59] azonositasa soran, valamint a molekuldris
profilozas altal vezérelt, off-label terapiavalasztds hatékonysagat vizsgald klinikai
tanulmanyokban is nagy el6relépést jelenthet a hagyomanyos citogenetikai és molekularis
vizsgalati modszerekhez képest (narancssdrga mezék). Csekély klinikai haszonnal jar, ezért
nem indokolt az NGS alkalmazdsa azokban az esetekben, ahol a diagndézis id6pontjaban korai
stadiumu tumor definitiv terdpidja elérhet6 (kék mez6), valamint a gyorsan progrediald, rovid
varhatd élettartamu betegek esetében (piros mezék).

Colomer et al. (2020) alapjén mddositva

NGS = ujgenerdcids szekvendlds (next-generation sequencing); NSCLC: nem-kissejtes tiidérak

(non-small cell lung cancer)

3. dbra: ASemmelweis Egyetem I. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetében kidolgozott
komprehenziv genomikus profilozasi eljaras személetes ismertetése.

CGP = komprehenziv genomikus profilozds

4. 3dbra: A Semmelweis Egyetem |. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetében a
TSO500 523 gént tartalmazo panellel végzett TMB mérések eredményei az egyes onkoldgiai
korképekben.

TMB = tumor mutdcids terhelés; TSO500 = TruSight Oncology 500
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1. tablazat: Az Eurdpai Klinikai Onkologiai Tarsasag preciziés medicina munkacsoportja altal a
komprehenziv genomikus profilozassal azonosithatd eltérések osztdlyozasara kidolgozott
ESCAT klasszifikacio

ESCAT = ESMO Scale of Clinical Actionability for molecular Targets

2. tablazat: Az Eurdpai Klinikai Onkoldgiai Tarsasag (ESMO) ajanldsa a multigénes NGS
alkalmazasa soran az egyes onkoldgiai kérképekben. Az ajanlasban nem szerepl8 entitasok
esetében az ESMO csak a kutatast végzé akadémiai/egyetemi centrumokban tartja
indokoltnak a multigénes panelek alkalmazasat.

CUP = ismeretlen kiinduldsu daganat; ESCAT = ESMO Scale of Clinical Actionability for
molecular Targets; ESMO = Eurdpai Klinikai Onkoldgiai Tdrsasdg, NGS = ujgenerdcios

szekvendlds; TMB = tumor mutdcids terhelés

3. tablazat: Célozhatd eltérések és a kapcsolodd célzott terapias szerek ESCAT besorolasa
nem-kissejtes tiddérakban. A szirke hattérrel jelolt géneket érint6 eltérések vizsgalata
hagyomanyosan szekvencialis monogénes teszteléssel zajlott, azonban az entitdsban az
egyidejlileg nagyobb szdmu vizsgalhaté célpontnak és koltséghatékonysaguknak
kdszonhetben jelenleg mar a multigénes panelek alkalmazdasa indokolt.

ESCAT = ESMO Scale of Clinical Actionability for molecular Targets
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