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Daganatos megbetegedések célzott diagnosztikajat és kezelését tamogato
molekularis diagnosztikai eljarasok a mindennapokban

Routine application of molecular diagnostic techniques for precision diagnostics and therapy
in oncology
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amolekularis patoldgiai vizsgalatok. A diagnosztikus, prognosztikus és prediktiv biomarkerek szenzitiv azonositdsa és nyomonkdovetése jelenti a precizios
medicina alappillérét, amely szamos daganattipus esetében vezetett a betegek életkilatasainak jelentds javulasahoz, paradigmavaltast eredményezve az
onkoldgiaban. Osszefoglald kizleményiinkben a precizios medicina legkorszer(ibb eszkdztérat ismertetjiik a Semmelweis Egyetem orszégos szintti mole-
kularis patoldgiai tevékenységének és az elmult évek fejlesztéseinek attekintése altal.

KULCSSZAVAK molekularis diagnosztika, prediktiv biomarkerek, preciziés medicina, Gjgeneracids 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 the-patierwide

moelectiarpathelogy-activities and recent developments at Semmelweis University.

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

Bevezetés

A patolégia egyike az onkolégiai betegellatas leg-
fontosabb tertleteinek, szerepe azonban az elmilt idé-
szakban jelent6sen megvaltozott. A szovettani és mor-
fologiai eltérések vizsgélata mellett napjainkban egyre
nagyobb hangsulyt kapnak a daganatos megbetegedé-
sek genetikai hatterének megismerését célzo vizsgala-
tok, melyek szamos malignitas esetében 1j 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 meérheté/minimdlis rezidudlis betegség
MSI mikroszatellita instabilitds

NGS Ujgenerdcios szekvendlds (next generation sequencing)
RQ-PCR valés idejd, kvantitativ PCR

PCR polimerdz Idncreakcié

TKI tirozin-kindz-inhibitor

TMB tumor mutdcids terhelés

prediktiv biomarkerek megjelenését eredményezték.
Az igy kialakult 4j diszciplina, a molekularis patolégia
szolgéltatja napjainkban a preciziés medicina alappil-
lérét. Az elmult évtizedben a molekularis biolégiai
technol6gidk robbanasszerd fejlédésének koszonhets-
en exponencidlisan felgyorsult a killonb6z6 daganatti-
pusok genomikai hatterének megismerése, ami szdmos
4j terdpids célpont felfedezését és molekularis tama-
daspontt célzott terapia bevezetését eredményezte az
onkolégidban; arai tobb szolid és hematoldgiai dagana-
vezetett az elmult években.

A klasszikus immunhisztokémiai (IHC) és fluoresz-
cens in situ hibridizacios (FISH) vizsgalatok mellett ma
mar rutinszerden alkalmazott DNS- és RNS-alapt mo-
lekuléris vizsgélatokkal olyan prognosztikai és predik-
tiv biomarkerek, célzott terdpids célpontok és rezisz-
tenciat el6rejelzé mutéciok, valamint a minimd. 161-
heté rezidudlis betegség (MRD) monitorozasara alkal-
mas eltérések azonosithatok, melyek egytittes vizsgéla-
ta megteremtette a daganatok atfogé genetikai profilo-
zasénak alapjait. Az egyes eltérések vizsgalatara szorit-
koz6 diagnosztikai panelek mellett egyre tobb entitas-
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ban kertilnek el6térbe a komplex (in. multigénes) ge-
netikai vizsgalatok, melyek a nagy ateresztGképességt
és érzékenységl molekularis modszerek alkalmazasa-
val minden eddiginél pontosabb képet nyujtanak a
tumorgenezis genetikai hétterérél. A molekularis diag-
nosztikai eszkoztar legkorszertibb komponenseit jelen-
tik a nagy ateresztéképességi tjgeneracios szekvenalas
(NGS, next generation sequencing), valamint a geneti-
kai eltérések nagy érzékenységl kimutatdsara alkalmas
droplet-digitalis PCR (ddPCR).

A Semmelweis Egyetem orszagos centrumként a
hazai onkoldgiai és onkohematolégiai betegek jelentds
részének molekularis diagnosztikai ellatasat végzi,
évente a tizenotezret is meghalad6 vizsgalatszammal.
Az elmult négy évben a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és
Innovaciés Hivatal (NKFIH) tamogatasaval megval6-
sult Nemzeti Versenyképességi és Kivalosagi Program
(NVKP16) Magyar Onkogenom és Személyre Szabott
Diagnosztika és Terdpia Programjanak, valamint ipari
szereplékkel valé egyuttmiikodésnek koszonheten az
I. Sz. Patolégiai és Kisérleti Rakkutato6 Intézet Moleku-
laris Diagnosztikai részlegében a legkorszertibb NGS és
ddPCR technolégidkra épiilg, valamennyi klinikai
igényt kielégit6 laboratériumi és bioinformatikai inf-
rastruktarat alakitottunk ki (1. dbra); emelyrek a min-
dennapi betegallatdsba val6 bevonasaval a kordbban
kizér6lag magéanszolgéltatok altal ajanlott korszerd mo-

lekuléris diagnosztikai vizsgalatok valtak elérhetévé
Egyetemiinkon.

Molekularis vizsgalatok jelentdsége
az onkohematolégiaban

Az 1. Sz. Patolégiai és Kisérleti Rakkutaté Intézet
2001 6ta mikodé Onkohematolégiai Kézpontja méra
szinte orszagos lefedettséggel, tobb mint hisz févarosi
és vidéki klinikai hematolégiai centrum részére végez
molekuléris diagnosztikai vizsgalatokat (2. dbra). Az
onkohematolégiai korképek rendkiviil heterogén klini-
kai megjelenéssel és eltérd genetikai héttérrel bir6 enti-
tdsok. A kordbban szinte kizar6lag klinikai és morfolé-
giai jellemzdk alapjan diagnosztizalt betegségcsoport
esetében mara a molekularis vizsgalatok elengedhetet-
lenek a genetikai alapt diagnozis feléllitasdhoz, vala-
mint a betegek személyre szabott, célzott kezeléséhez
és nyomonkovetéséhez. Az elmult néhany évben a kii-
lonboz6 onkohematolégiai korképek genetikai hatteré-
nek megismerésével parhuzamosan emelkedett a min-
dennapi molekularis onkohematologiai diagnosztiké-
ban vizsgélando genetikai eltérések szama. A szovetta-
ni, hagyomanyos citogenetikai, FISH és aramlési cito-
metriai vizsgalatok mellett ma mér kozel 40-féle DNS-
és RNS-alapa vizsgdlat alkotja a molekularis onko-

1. dbra. Az I. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet Molekuldris Diagnosztikai részlegén 2046—2020 koz6tt kialakitott korszerd tjge-
nerdcids szekvendlds és droplet digitdlis PCR-alapu laboratdriumi infrastruktdra,
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hematolégia vizsgalati palettajat (3. dbra). A médszer-
tani repertodr tekintetében pontmutaciék szekvena-
lassal vagy val6s-idejd allélspecifikus PCR-rel torténd
kimutatasa, immunglobulin (Ig) és T-sejt-receptor
(TCR) gének fragmenshossz-analizissel torténé azono-
sitdsa, visszatérd fuziés transzkriptumok RNS-alapt
mennyiségi PCR-rel torténd érzékeny nyomonkovetése
mellett az elmilt néhany évben bevezetésre keriiltek az
NGS-alapu vizsgalatok is, melyek szaménak folyama-
tos emelkedése figyelhetd meg laboratériumunkban (4.
dbra).* Figyelembe véve a betegek pontosabb riziké-
besorolasa és célzott kezelési lehetéségeinek azonosi-
tasa kapcséan egyre béviilg klinikai igényeket, a kozeljo-
vében a nagyobb éteresztéképességli NGS-vizsgélatok
tovédbbi térnyerése varhaté a lymphomak és leukaemak
molekularis diagnosztikéjédban.

Mivel az Orvosképzés jelen tematikus szdméaban a
legf6ébb onkohematoldgiai entitdsok molekularis vo-
natkozésai kiilonall6 kozlemények formajaban kifejtés-
re keriilnek, az alabbiakban mind6ssze néhany kiemelt
kérkép esetében véazoljuk a molekularis diagnosztikai
vizsgalatok jelentdségét.

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

transzkriptum azonositasat kovetGen a myeloprolifera-
‘v neoplasmdk (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 elGsegi-
tette a precizios onkologia megjelenéséhez vezetd para-
digmavaltast az onkolégidban. Egyediilall6 médon a
CML maéra egy kronikus betegséggé szelidiilt, melynek
varhat6 talélése megegyezik a normal populédciééval.
A sikeres kezeléshez ugyanakkor elengedhetetlen a be-
tegek molekuléris szintd nyomon kovetése, amelyre a
TKI terdpia célpontjat jelent6 BCR-ABL1 faziés transz-
kriptum valésideji PCR-rel zajl6 mennyiségi analizise
nyujt lehetdséget. A periférias vérmintdb6l haromha-
vonta elvégzendd vizsgalat informalja a klinikust a ke-
zelés hatékonysédgérol, a fizids transzkriptum szintjé-
nek emelkedése pedig elére jelezheti az alkalmazott
TKI-val szemben fellépd rezisztenciat. Az alkalmazott
TKI kezelés hatdstalansaga esetén az ABL1 gén kindz
doménjének mutacibanalizise sziikséges a reziszten-
ciamutéciok azonositasdhoz, ami timpontot nydjthat a
kovetkez vonalban alkalmazhaté TKI kivalasztasa-
hoz. Napjainkban mar masodik és harmadik generéci-
6s TKI-k is elérhet6ek a CML kezelésében, melyek meg-
felel6 alkalmazéasdhoz és hatasuk nyomonkovetéséhez
elengedhetetlen segitséget nytjt a molekularis diag-
nosztika.’ Intézetiinkben mintegy 800 CML-ben szen-
vedd beteg rendszeres molekuldris nyomonkovetését
végezziik a nemzetkozi szakmai protokolloknak megfe-
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BTL

ABL1 seq
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JAK2 V617F
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NGS panel vizsgalatok

3. dbra. A Semmelweis Egyetem, |. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rdkkutatd Intézet Molekuldris Onkohematoldgia laboratdriuma dltal
2020-ban végzett 6858 DNS- és RNS-alapu vizsgdlatek megoszidsa a kiilonbézé korképekben. Roviditések: 2222222222222

lel6en, ami a molekularis onkohematolégiai diagnosz-
tikai vizsgalatok megkozelit6leg negyedét jelenti (3. ab-
raj.

Philadelphia kromoszéma negativ myeloproliferativ
neoplasmak (MPN)

Bar a Philadelphia kromoszéma negativ (P.., . IPN-
ak csoportjdba tartozé essentialis thrombocytaemia
(ET), polycytaemia vera (PV) és primer myelofibrosis
(MF) genetikai hatterét csak az elmult évtizedben is-
mertiik meg, a kérképekben azonosithat6 genetikai el-
térések vizsgalata rovid id6 alatt alapvetd szerephez ju-
tott a betegségcsoport mindennapi diagresztikébany
A betegek donté hanyadaban (70-98%) azonosithato
JAK2, CALR vagy MPL gének valamelyikének mutacioi
napjainkban mar major diagnosztikai kritériumként
szerepelnek a betegségcsoport diagnosztikus algorit-
musdban. Vizsgédlatuk periférids vérbél Sanger-szek-

............. 4

venalas vagy nagy érzékenységi allélspecifikus PCR
segitségével torténik.*

A JAK2, CALR és MPL mutéciok diagnosztikus érté-
kiik mellett prognosztikus szereppel is birnak. Az ut6b-
bi években egyre inkébb el6térbe keriil a mutdciok
mennyiségi kimutatasa is, melynek prognosztikai és te-
rapids relevancidja is ismert. Az Gn. mutans allél-
terhelés (,allele burden”) a mutaciét hordozé klén mé-
retére utal és prognosztikus jelentdséggel is birhat.
A JAK2 célzott terapia nyomonkovetésére alkalmas le-
het a JAK2 V617F muténs alléltémeg mennyiségi meg-
hatédrozdsa ddPCR eljarassal. Intézetiinkben a Pl
MPN-dk molekularis diagnosztikaja serén évente tobb
mint 1500 vizsgélatot foglal magaban (3. dbra).’

Krénikus lymphocytas leukaema (CLL)

A CLL molekularis vizsgalata a rendkiviil hetero-
gén genetikai hatterének koszonhetéen az eddig ismer-
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NGS VIZSGALATOK SZAMANAK ALAKULASA

(SE I. Sz. Patolégia 2017-2020)
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4. dbra. Az ujgenerdcios szekvendlds alapu vizsgdlatok szdmd-
nak emelkedése az onkohematoldgiai korképekben a 2018. évi
bevezetést kovetden a Semmelweis Egyetem, I. Sz. Patoldgiai és
Kisérleti Rakkutatd Intézet Molekuldris Onkohematoldgia labo-
ratériumdban.

s 2

tetett onkohematolégiai korképekétdl eltéré megkozeli-
tést igényel, hiszen a nagyszamu eltérés azonositasa
csak tobb médszer egyiittes alkalmazasaval lehetséges.
Bér a CLL diagnodzisanak felallitisdhoz nem sziikséges
a genetikai eltérések ismerete, a kérképben alkalmazott
rizikébecslés soran egyes citogenetikai és molekularis
defektusok vizsgalata elengedhetetlen.® A sokaig csak
FISH-sel detektalhaté képiaszam-eltérések vizsgalata-
ra szoritkozé rizikostratifikdciés besoroldsban nagy
elérelépést jelentett a molekuléris vizsgalatok megjele-
nése, melyekkel Gjabb prognosztikai és prediktiv bio-

(SE I. "2z Patolégia 2017-2020)
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5. dbra. Az djgenerdcids szekvendldsi vizsgdlatok térnyerése a
Semmelweis Egyetem, I. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutaté In-
tézet Molekuldris Onkohematoldgia laboratdriumdban a TP53
mutdcié-analizis példdjdn szemléltetve.

TANULMANY

markerek is azonositdsra kertiltek. A prognosztikai és
prediktiv biomarkerek koziil kiemelend6k a Sanger-
szekvenalassal meghatarozott IGHV mutaciés statusz,
valamint a TP53 tumorszuppresszor gén teljes kodold
régidjat érinté patogén mutaciok, melyek detektaldsat
célzott szekvenalassal, végezzikk. A TP53 mutéacio-
analizis kivalé példaja az NGS-alapu eljarasok térnye-
résének: mig 2017-ben még valamennyi TP53 vizsgalat
hagyomanyos szekvenalassal zajlott laboratériumunk-
ban, 2020-ban az NGS mar teljesen felvéltotta a hagyo-
ményos szekvenalasi eljarast (5. dbra).

AzIGHV és TP53 mutacidanalizisek mar a CLL- ben
elérhetd célzott terapidk indikaciojét is jelentik, igy a
IGHYV statusz meghatarozas és az NGS-sel igazolt TP53
mutdcidk azonositasa rovid id§ alatt a CLL legfonto-
sabb molekuléris vizsgalataivé véltak. Intézetiinkben e
két biomarker vizsgalata 2017 6ta elérhetd, az elmilt 3
évben a European Research Initiative on CLL (ERIC)
nemzetkozi szervezet altal akkreditalt laboratérium-
ként jelentds évenkénti mintaszdmon végezziik a két
biomarker vizsgalatat (3. dbra).” ®

A terapias indikéciot jelent6 eltérések mellett az el-
mult par évben a célzott terdpidkkal (BTK gatloszerek
és BCL2 gatlészerek) szemben fellépé rezisztencia ge-
netikai hatterét is megismerhettiik CLL-ben, aminek
vizsgélatdban szintén megfigyelhet6 a nagy érzékeny-
ségli mddszerek térnyerése. Az ibrutinib rezisztencia-
asszocialt BTK p.C481S mutécié mellett jelenleg mar a
PLCG2 és a venetoclax rezisztencia hatterében allo
BCL2 mutéciok vizsgalata is ultraszenzitiv ddPCR-
modszerrel torténik és adataink alapjan elsé detektéla-
suk akar honapokkal megel6zheti a progresszid els
klinikai jeleit.”?

Akut myeloid leukaema (AML)

A myeloid rendszert érint6 onkohematolégiai kor-
képek kozé tartozo 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 szamos tj mutaci-
6s célpontot azonositott a betegségben, melyek kozott
szamos fehérje célozhato jelatviteli utak komponenseit
képviseli. Az Gj genomikai felfedezések nagyban hoz-
zajarultak az AML kezelésére alkalmas 1j terdpias meg-
kozelitések kidolgozasahoz, amit a betegség terapiaja-
ban alkalmazhaté szamos Gj géatlészer (tobbek kozott
FLT3-inhibitorok, IDH1/2 inhibitorok, kiillénb6zé anti-
test-toxin konjugatumok) megjelenése tiikkroz. Mara a
korabban kizarélag hagyomanyos eljardsok alkalmaza-

2021; 3:301-620.
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6. dbra. A Molekuldris Diagnosztika laboratériummal egytittm(ikddé klinikai onkoldgiai centrumok a 2020-as évben.

séval diagnosztizélt betegség korszerd, a nemzetkozi
standardoknak megfelel6 diagnézisdhoz, rizik6becslé-
séhez és terapias stratégidjanak megtervezéséhez nél-
kulozhetetlen t6bb gén mutacidanalizise is (CEBPA,
NPM1, FLT3, IDH1/2, RUNX1, TP53, ASXL1)grrelyek
folyamatosan noévekvd szdma indokolja a multigénes
NGS alapt eljarasok alkalmazasat, szemben a hagyo-

pancreascarcinoma

melanoma

ovariumcarcinoma

emlécarcinoma

colon-adenocarcinoma

ményos szekvenalasi eljarasokkal kivitelezett tn.

monogénes teszteléssel.'’ Intézetiink Molekularis
Onkohematolégiai kutatocsoportja kifejlesztett egy 54
génes NGS-alapt vizsgalati eljarast, amely alkalmas a
felnétt és gyermekkori AML komplex molekularis pro-
filjainak meghatarozéasara. A vizsgalat jelenleg egyedi

méltanyossagi finanszirozéassal érhetd el.

prostata-adenocarcinoma

urothelialis carcinoma

tudé-
adenocarcinoma

tudé laphamrakja

7. dbra. A Molekuldris Diagnosztika laboratérium dltal molekuldris szinten vizsgdlt kilonbézé daganattipusok megoszldsa 2020-ban.
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Szolid tumorok molekularis diagnosztikaja

A molekuléris diagnosztika eszkoztaranak fejlédé-
se az onkohematolégiai kérképekhez hasonléan a szo-
lid daganatok genetikai hatterének vizsgélataban is je-
lentds attoréseket hozott az elmilt évtizedben. Szamos
daganattipus diagnoézisdnak és klasszifikacidjanak el-
engedhetetlen része lett bizonyos molekularis eltéré-
sek kimutatasa, és az 4j kezelési lehetGségek megjele-
nésével a prediktiv biomarkerek nagy érzékenységi ki-
mutatasa a célzott- és immunterapiak sikeres alkalma-
zasanak feltételévé valt. Az I. Sz. Patoldgiai és Kisérleti
Rakkutaté Intézet Molekuléris Diagnosztika laboratéri-
uma hazank egyik vezetd molekularis patologiai cent-
rumaként mintegy harminc klinikai onkolégiai cent-
rum szdmara végez komplex molekularis diagnosztikai
vizsgalatokat (6. dbra). Evente tobb mint 2000 beteg
esetében végzink molekularis vizsgalatokat, amelyek
tobbségét tiidé-, vastaghél, ovarium- és emlGdaganatok
teszik ki, de melanoma és pancreastumorok is szere-
pelnek a vizsgalt entitasok kozott (7. dbra). A szolid tu-
morok molekuléris diagnosztikajaban a prediktiv bio-
markerek tgynevezett monogénes tesztelése valt a
mindennapi gyakorlatta az elmult években, amely so-
ran az egyes molekuléris eltérések vizsgélata egyen-
ként torténik, gyakran eltéré technoldgiat/vizsgalé-

PD-L1 (IHC)

PIK3CA
ALK-rezisztencia
APC
béta-katenin
PDGFRA

c-KIT

MSI

BRCA1/2

EGFR T790M
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mébdszert alkalmazva. A prediktiv biomarkerek vizsga-
latanak médszertani palettdjan napjainkban a FISH és
a PCR alapu hagyomanyos szekvenalasi eljarasok mel-
lett bizonyos biomarkerek (PD-L1, ALK, ROS1) fehérje-
szintd immunhisztokémiai kimutatasai is jelentds sze-
reppel bir. Intézetiinkben a 2020-as évben 10000 feletti
monogénes molekuldris vizsgalatot végeztiink, melyek
részét képezik a transzplantacié kapcsan vizsgalt vi-
ruskimutatasok is (8. dbra).

A szolid tumorok genetikai héitterének egyre ponto-
sabb megismerésével és az 1j terapiés lehetségek meg-
jelenésével parhuzamosan emelkedik a vizsgalandé
biomarkerek szdma, ami jelentds terhet r6 a molekulé-
ris diagnosztikat végzd laboratériumokra. Méra egyér-
telmtvé valt, hogy a b6vilé klinikai igényeknek az j,
nagyobb ateresztéképességl, a genetikai eltéréseket
szimultan moédon vizsgalni képes technolégidk bevo-
nésaval lehet megfelelni.'” Ennek megtestesitéje az tj-
generdci6s szekvenalas, melynek jelentds térhéditasa
figyelhet6 meg napjainkban. A multigénes tesztelés
koltséghatékony lehet6sége mellett az NGS nagymeére-
td gének gyors és érzékeny mutdcidanalizisére is kiva-
l6an alkalmazhat6, amire remek példat szolgéltatnak a
BRCA1 és BRCA2 gének, melyek vizsgalata nagy mére-
titkbél kifolyélag csak NGS alkalmazasaval életszert."
Intézetiinkben évek 6ta zajlik a BREA®/2 gének NGS-

ALK (IHC)

EGFR (IHC)
ROS1 (IHC)

MSI (IHC)

HPV

Immunmnisztokémia

Szekvenalas

Valésidejli PCR (virusok kimutatasa)

Ujgeneraciés szekvenalas

n = 10465

8. dbra. Monogénes molekuldris patoldgiai vizsgdlatok tipusai az I. Sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet Molekuldris Diagnosztika

laboratériumdban 2020-ban,
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9udbran Ujgenerdcids szekvendldssal végzett BRCAT- és BRCA2-vizsgdlatok szdma és vizsgdlt daganattipusok az I. Sz. Patolégiai és Kisér-
leti Rdkkutatd Intézet Molekuldris Diagnosztika laboratériumdban 2020-ban. A: i icié izi i

7

DNS és RNS egyidejii vizsgalata
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SNV
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523 gén mutacios 55 gén esetében

statusza génfaziok
mikorszatellita tumor mutéaciés
instabilita (MSI) terhelés (TMB)

ol

UJGENERACIOS SZEKVENALAS

bioinformatika analizis

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

jdrds dttekintd dsszefoglaldsa.
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alapt analizise szomatikus (szovetmintdbol) és csira-
vonalbeli (periférids vérbél) mutaciok meghatarozasa-
nak céljabdl ovarium- és emlédaganatok, valamint a
legutobbi idgszakban pancreas és prosztata tumorok
esetében is, évente kozel 700 esetet vizsgalva (9. dbra).
A leggyakoribb daganattipusok molekularis hatterének
ismertetésére jelen tematikus szdm tovéabbi kozlemé-
nyiben keril sor, igy az aldbbiakban az elmilt év jelen-
t6s NGS fejlesztésének, a komprehenziv genomikus
profilozés bevezetésének ismertetésére szoritkozunk.

Multigénes NGS vizsgalatok, komprehenziv genomikus
profilozas

Az NGS nyuijtotta legjelentGsebb elérelépés a
multigénes tesztelés lehetdsége, amely sordn DNS és
RNS egyideji vizsgédlataval nagyszamu (akar tobb széz)
gén vizsgalatdra nyilik lehet6ség. Az NGS alapt, un.
génpanelvizsgalatok elterjedése figyelhet6 meg napja-
inkban a szolid tumorok molekuléris diagnosztikaja-
ban, amelyek alkalmazasaval a megfeleld célzott tera-
pia kivélasztasdhoz sziikséges prediktiv biomarkerek
azonosithatok a legkiilonboz6bb daganattipusokban.
Az NGS tesztek pontos indikaci6s tertilete, alkalmaza-

TANULMANY

suk idézitése, az alkalmazand6 génpanel mérete, vala-
mint az eredmények interpretdcidja a molekularis diag-
nosztika forrongé tertilete. Az ilyen tipust vizsgélatok
alkalmazédsa kapcsan az els6 szakmai éallasfoglalas
2020 nyaran kozolték az Eurépiai Klinikai Onkoldgiai
Tarsasdag (ESMO) szakért6i, amelyet jelen tematikus
szém kovetkezé kozleményében tekintiink at."*

Az NGS metodikék legkorszertibb, legszélesebb ko-
rd analizist biztosité képviselGje az az tn. kompre-
henziv genomikus profilozds (CPG: ,comprehensive
meleewtay profiling”), amely jellemzGen tobb szaz gén
(300-600) egyidejd vizsgalata soran képes pontmuta-
ciok, kopiaszdmeltérések, génfuziok (fizids transz-
kriptumok), valamint a mikreszattelita instabilitas
(MSI), tumor mutaciés terhelés (TMB) meghatarozasa
és egyéb tumoragnosztikus biomarkerek azonositasé
ra."> ' A 2020-as évben az I. Sz. Patoldgiai és Kisérleti
Rakkutaté Intézetben kidolgoztunk egy CPG eljarast,
amely a legkorszeriibb szekvenalasi technolégidkon
(NextSeq200, Illumina) és bioinformatikai értékeld és
klinikai interpretdlé rendszereken (Clinical Insight,
Qiagen; PierianDx) alapul (10. dbra). Az Gn. TSO500
panelen elaptdé eljardssal 523 gén esetében van lehetd-
ség pontmutaciok, kopiaszameltérések és génfuziok

ABL1 cD74 EPHAT7 GPR124 IL7R MEF2B PIK3C2G RNF43 SUFU FUSIONS +
ABL2 CDC73 EPHB1 GPS2 INHA MEN1 PIK3C3 RPSEKA4 - SUZ12
ACVR1 CDK8 ERCC3 GREM1 INHBA MGA PIK3R2 RPSEKB2 - SYK SPLICE
ACVRIB - CDKN1A - ERCC4 GRIN2A INPP4A - MITF PIK3R3 RPTOR TAF1 VARIANTS
ALOX12B - CDKN1B - ERCCS GRM3 INSR MST1 PIM1 RUNX1 TBX3
ANKRD11 - CDKN2B ERRFI1 GSK3B IRF2 MST1R 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 ETVA H3F3C IRS2 NAB2 PMS1 SDHAF2 TERC AR KMT2A
ARID1B CHD4 ETVS HGF JAK1 NCOA3 PNRC1 SDHB TET1 AXL (MLL)
ARID2 cic ETV6 HISTIHIC JUN NCOR1 POLD1 SDHC TFE3
ARID5B CRKL EWSR1 HIST1H2BD - KATBA NEGR1 POLE SDHD TFRC BCL2 MET
ASXLA CRLF2 FAM123B - HIST1H3A KDMSA NF2 PPARG SETBP1 TGFBR1 BRAF MLLT3
ASXL2 CSF3R FAMA6C - HIST1H3B KDMSC - NFE2L2 PPM1D SETD2 TGFBR2 BRCA1 - MSH2
ATRX CSNK1A1 - FANCA HIST1H3C KDMEA - NFKBIA PPP2RIA - SF3B1 TMEM127 BRCA2 - MYC
AURKA CTCF FANCC HIST1H3D KEAP1 NKX2-1 PPP6C SH2B3 TMPRSS2 CDK4 NOTCH1
AURKB CTLA4 FANCD2 - HISTIH3E KEL NKX3-1 PRDM1 SH2D1A TNFAIP3 GSE1R » NOTGH?
AXIN1 CTNNA1 FANCE HIST1H3F KIF5B NOTCH4 PREX2 sHQt TNFRSF14
AXIN2 cuLs FANCF HISTIH3G - KLF4 NSD1 PRKAR1IA - SLIT2 ToP1 EGFR NOTCH3
AXL cuxi1 FANCG HIST1H3H KLHL6 NTRK1 PRKCI SMAD2 TOP2A EML4 NRG1
B2M CXCR4 FAS HIST1H3I KMT28 NTRK2 PRKDC SMAD3 P63 ERBB2 - NTRK1
BBC3 CYLD FAT1 HIST1H3J KMT2C - NTRK3 PRSS8 SMARCA4 - TRAF2 ERG NTRK2
BCL10 DAXX FGF19 HIST2H3A KMT2D - NUP93 PTPRD SMARCD1 - TRAF7 ESR1 NTRK3
BCL2L1 DCUN1D1 - FH HIST2H3C LAMP1 NUTM1 PTPRS SMC1A TSHR ETS1 PAX3
BCL2L11 - DDX41 FLCN HIST2H3D LATS1 PAK1 PTPRT sMc3 U2AF1
BCL2L2 DHX15 FLI1 HIST3H3 LATS2 PAK3 QKI 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 RADS0 sS0X2 XIAP FGFR1 - PPARG
BLM DNMT3B - FRS2 HOXB13 MAGI2 PAX5 RAD52 SOX9 XPO1 FGFR? - RAF1
BMPRIA - DOTIL FUBP1 HSD3B1 MALT1 PAX7 RAF1 SPEN YAP1
BRD4 E2F3 FYN HSPI0AAT - MAP2K4 - PAX8 RANBP2 SPOP YES1 FGFR3 - RET
BTG1 EED GABRA6 ICOSLG MAP3K1 - PBRM1 RARA SPTA1 ZBTB2 FGFR4 ROS1
C110rf30 - EGFLT GATA1 ID3 MAP3K13- PDCDI1 RASA1 SRSF2 ZBTB7A FLI1 RPSGKB1
CALR EIF1AX GATA2 IFNGR1 MAP3K14- PDCDILG2 - RBMI10 STAG1 ZFHX3 FLT1 TMPRSS?2
CASP8 EIF4A2 GATA3 IGF1 MAP3K4 - PDK1 RECQL4 STAG2 ZNF217 FLT3
CBFB EIFAE GATA4 IGF1R MAPK1 PDPK1 REL STAT3 ZNF703
CBL EML4 GATAS IGF2 MAPK3 PGR RFWD2 STAT4 ZRSR2 JAK2
CD274 EPCAM GID4 IKBKE MAX PHF6 RHEB STAT5A
CD276 EPHA3 GLI IKZF1 MDC1 PHOX2B RHOA STATSB

EPHAS5 GNA13 IL10 MED12 PIK3C2B RIT1 STK40

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

jdrds dltal vizsgdlt gének listdja,
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azonositasara (11. dbra). Az alkalmazott bioinforma-
tikai szoftverek pedig a mar engedélyezett terapiak
mellett valamennyi klinikai tanulmény azonositasara
is képesek a meghatarozott genetikai eltérések alapjan.
A vizsgdlat jelenleg egyedi méltanyossagi finanszirozas
keretében érhetd el Intézettinkben.

A vizsgalatot eddig 151 beteg estében végeztiik el, a
legkllonb6z6bb daganattipusok esetében (12. dbra).
A szekvenalasi eredmények részletes bemutatasa kii-
l6n kozlemény targyat képezi a kozeljovében, azonban
kiemelendd, hogy az eljardssal szdmos beteg esetében
azonositottunk célozhaté genetikai eltéréseket. A jol is-
mert és monogénes eljarasokkal is vizsgalt gének (ALK,
ROS1 faziok, EGFR, BRAF, BRCA1/2 mutéacidk és
képiaszameltérések eltérésein tal, a teljesség igénye

TUMORTIPUS

nélkil, tobb esetben azonositottunk terdpiés jelentd-
séggel biré NTRK1-3 fazidkat, RET mutdcidkat, a homo-
l6g rekombinécids ,,repair” rendszer komponenseinek
(ATM, CHEK2, FANCL, PALB2) mutacié6it, PIK3CA mu-
taciokat, IDH#1/2 mutédcidkat, valamint 4j hiszton
metiltranszferazokkal célozhaté EZH2, SMARCB1 és
SMARCA4 mutécidkat. fébra}

Fontos kiemelni, hogy a koiszerti multigénes NGS
vizsgélatok esetében is kiemelt jelentéséggel bir a meg-
felel6 mindségli és mennyiségii vizsgdlati minta. Az
NGS-vizsgélatok a szovettani mintdk mellett dltaldaban
citol6giai mintakbdl is elvégezhetk, azonban 20%
alatti tumorsejtarany esetében a vizsgalat elvégzése
nem javasolt.
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Daganatos meghetegedések célzott diagnosztikajat és kezelését

0OSSZEFOGLALO

tamogato molekularis diagnosztikai eljarasok a mindennapokban

Osszefoglalas

A daganatok genetikai hatterének alapos feltérképe-
zésével parhuzamosan szamos Gj molekuléris és im-
munoldgiai tdmadéaspontd kezelés keriilt bevezetésre
az onkolégidban, ami 4j tdvlatokat nyitott a legtobb da-
ganattipus kezelésében, hozzdjarulva a betegek
hosszabb vérhat6 tuléléséhez. Az igy kialakult precizi-
6s medicina egyik alappillérét nyujtjia a molekularis
patolégia/diagnosztika, melynek feladata az Gj kezelési
lehetdségek sikeres alkalmazésahoz sziikséges pre-
diktiv biomarkerek korszerd moédszerekkel valo érzé-
keny kimutatdsa. Mara a molekularis patologia multi-
diszciplinaris tertiletté valt, ahol a klinikus és a beteg
szamaéra hasznosithaté eredmények szolgéltatasdhoz a
korszert technoldgidk alkalmazasa mellett patolégu-
sok, molekularis diagnosztdk és bioinformatikusok
szoros egyuttmiikodése sziukséges.

Az elmult években e fejlédési folyamat magaval
hozta az Gjgeneraciés szekvenalasi technoldgiadk meg-
honositasat a mindennapi diagnosztikdban. Figyelem-
be véve a tényt, hogy a korszert NGS vizsgalatok kolt-
sége ma mar nem haladja meg a szekvencialisan vég-
zett monogénes vizsgalatok koltségét, a technoldgia to-
vébbi térnyerésére lehet szamitani a kozeljovében.
Ugyanakkor a vizsgélatokat végzd laboratériumok és az
4j technoldgiak akkreditaci6ja, valamint a megfeleld
mindségbiztositas kidolgozasa terén még szamos
teendd all a szakma képviseldi el6tt.
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