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Bepezetés: A periférids vérben szabadon keringd tumoreredeti DNS-ck lehet6vé teszik cholangiocarcinomdkban a
molekularis genetikai eltérések tanulmanyozasat, akdr a kemoterapidra adott vilasz hatékony kovetését is.

Célkitiizés: A liquid (’folyékony’) biopszia alkalmazdsa kedvezd megoldds, hiszen a szovetinél sokkal egyszer{ibben
kivitelezhetd, és elkeriilhets az ismételt invaziv szovettani mintavétel. A liquidbiopszia-alapa szekvenalds hatékonysa-
ga a tumor progresszidjaval és ezdltal a nagyobb mennyiségt szabad DNS felszabadulasaval névekszik.

Modszer: A jelen vizsgilatban klinikailag relevins pontmuticidkat mutattunk ki epetti tumorok mind szévettani,
mind liquid biopszids mintaibol.

Eredmények: Ujgenerécios szekvendlas alkalmazésival 33 betegbdl szarmazoé, szévettani és liquid biopszia sordn nyert
DNS-mintikat analizaltunk 67 génes szolidtumor-panelt felhasznilva.

Megbeszélés: Dolgozatunkban egy minimadlisan invaziv vizsgédlati megkozelitést mutatunk be a cholangiocarcinoma és
az epeholyag-daganat molekuldris genetikai eltéréseinek azonositisdra.

Kovetkeztetés: A szabad DNS diagnosztikai alkalmazdsa a tumorok térbeli heterogenitasat tiikrozi, ezdltal egy Gj meg-
kozelités a precizids onkoldgiai kezelésekben.
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Molecular analysis of cell-free DNA in peripheral blood in biliary tract
malignancies

Introduction: Tumor-derived free-circulating DNA in peripheral blood allows the study of the molecular genetic
profile in cholangiocarcinomas and even the effective monitoring of the response to chemotherapy.

Objective: The use of a liquid biopsy is a favourable solution, as repeated invasive histological sampling is much more
practicable and avoidable. The efficiency of liquid biopsy-based sequencing increases with tumor progression and
thus with the release of larger amounts of free DNA.

Method: In the present study, clinically relevant point mutations were detected from both histological and liquid
biopsy specimens of bile duct tumors.

Results: During next-generation sequencing, histological and DNA samples obtained during liquid biopsy from 33
patients were analyzed using a 67-gene solid tumor panel.

Discussion: In our prospective study, we present a minimally invasive approach to identify molecular genetic changes
in cholangiocarcinoma and gallbladder tumors.

Conclusion: The diagnostic application of free DNA reflects the spatial heterogeneity of tumors, making it a new ap-
proach to precision oncology treatments.
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Roviditések

CA = (cancer antigen) rakantigén; cfDNS = (cell-free DNS)
szabad DNS; CK = citokeratin; COSMIC = (Catalogue of So-
matic Mutations in Cancer) tumorok szomatikus mutdciéinak
katalégusa; CT = (computed tomography) komputertomogra-
fia; DNS = dezoxiribonukleinsav, EDTA = (ethylenediam-
inetetraacetic acid) etilén-diamin-tetraccetsav; ETV = (esti-
mated tumor volume) becsiilt tumortérfogat; FFPE =
(formalin-fixed paraffin-embedded) formalinfixilt, paraffinba
dgyazott; FOLFOX = fluorouracil-oxaliplatin; HSA = hepato-
cytaspecifikus antigén; MRI = (magnetic resonance imaging)
midgnesesrezonancia-képalkotds; PD1 = (programmed cell
death protein 1) programozott sejthaldl fehérje-1; PDL1 =
(programmed death-ligand 1) programozott sejthaldl ligand-1;
SNP = (single nucleotide polymorphism) egy nukleotidot érin-
t6 polimorfizmus; SNV = (single nucleotide variant) egypontos
nukleotidvaridns; TMB = (tumor mutational burden) tumor-
mutacios terhelés; TVB = (tumor varitational burden) tumor-
varidns-terhelés; VAF = (variant allele frequency) varidns-al-
lélfrekvencia

Az epetti daganatok (biliary tract cancers) egy ritka, ki-
fejezetten rossz prognézist betegségesoport, melyre je-
lenleg korlitozottak az onkolégiai kezelés lehetGségei.
Nagy mortalitdsa leginkdbb a késéi felismerésének tud-
hat6 be [1, 2]. Anatémiai csoportositds alapjan intra-
hepaticus cholangiocarcinomarél, extrahepaticus cho-
langiocarcinomardél, valamint epehdlyagtumorrdl (cho-
lecystacarcinoma) beszélhetiink [3]. A cholangiocarci-
nomds betegek kétharmadiban extrahepaticus tipusa a
betegség [4]. Az elmult évtizedben a betegség prevalen-
cidja novekvé tendencidt mutatott. Egy vizsgdlat szerint
az intrahepaticus csoportba tartoz6 betegek Otéves tal-
¢élési aranya 12%, mig az extrahepaticus tipustaké 30%
[3]. Annak ellenére, hogy a kiillonb6z8 szubtipusokba
tartoz6 daganatok eltéré molekuldris aberricidkat hor-
dozhatnak, a betegek hasonld kezelésben részesiilnek.
A terapia alapvetSen a teljes reszekilhaté tumor eltavoli-
tasan alapul, ez viszont gyakran nem oldhaté meg, igy
személyre szabott kemoterapids kezelésre lenne sziikség
[2, 5]. Altalanossagban gemcitabin és kapecitabin adju-
vans terapia tlinik igéretesnek, epehodlyagtumorok ese-
tében pedig gemcitabin és ciszplatin kombinacidja
alkalmazandé els6 vonalbeli kemoterdpiaként [6-9].
A progredialé betegség kezelésére nincs egyértelmiien
meghatarozott protokoll. Egyes tanulmanyok szerint a
FOLFOX-kezelés lehet mdsodvonalban a legkedvezGbb
[2, 10]. Ezek mellett szamos vizsgalat szerint széba jo-
het az immunteripia abban az esetben, ha a programo-
zott sejthalal ligand-1 (PDL1) és a programozott sejt-
halal-1 (PD1) gének expresszidja megfelel§ mértékd
[11-13].

Tekintettel a betegség incidencidjanak novekedésére és
a korlatozott onkologiai kezelési lehetSségekre, sok erd-
feszités tortént az epetti daganatok kialakuldsanak hat-
terében 4ll6 molekuldris mechanizmusok megismeré-
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sére [4]. Osszességében elmondhaté, hogy a hosszi tava
megoldast egy olyan biomarker azonositisa jelentené,
amely megkonnyitené ezen daganatok korai diagnoszti-
zalasanak lehetGségét, szubtipusokba valé besoroldsat,
valamint az onkoldgiai terdpia kivalasztdsat is.

Az Gjgeneraciés szekvendlas egy manapsig népszerd
technolégia, amely lehet6vé teszi tobb gén egyideji vizs-
gilatat. A személyre szabott preciziés onkomedicina
korszakaban alapvetd szerepet jatszik az aberricidk azo-
nositasaban, ami segitheti a kezelés megvilasztsat és a
prognézist is [14].

A daganatos betegek testfolyadékai valtozé mennyisé-
gli, a tumorbdl szirmazd nekrotikus sejteket és apoptod-
zis soran felszabadulé szabad DNS-t (cell-free, cfDNS)
tartalmaznak, melyek vizsgalatira a liquid (’folyékony”)
biopszidnak nevezett modszerrel van lehet6ség. Liquid
biopszia sordan barmilyen testfolyadékbél minta nyerhe-
t6, mely alkalmas a cfDNS izoldlasara. A leggyakrabban
alkalmazott liquid biopszids mintavételi mod a periférias
vérvétel. Ez a minimélis beavatkozast igényl6 mintavétel
bekeriilt a klinikai rutingyakorlatba, hiszen a betegek
szempontjabol sokkal egyszeribb eljirds, mint egy
tumorszoveti biopszids mintavétel. A liquid biopszia so-
ran kvantitativ (tumoros betegek esetében magasabb
cfDNS-mennyiség) és kvalitativ (genetikai eltérések) in-
formacidkat nyerhetiink a cfDNS analizisével. A cfDNS
mennyiségét és Osszetételét szamos tényezd befolyasolja,
beleértve a tumor stadiumdt és anatomiai lokalizaciéjat,
a daganatos szubklonok relativ tomegét, a novekedési
sebességet, a stromalis és gyulladdsos komponenst, az
apoptézis ¢s a nekrézis mértékée [15]. A cfDNS a daga-
natos betegek periférias vérében nagyobb mennyiségben
fordul el6, mint egészséges, tumorral nem rendelkezsk
vérében (6,58 »s. 0,33 ng/ml) [16]. Tekintettel arra,
hogy a ctDNS-ek alacsony koncentraciéban vannak jelen
a periférids vérben, nagy dteresztképességli modszer
szlikséges a vizsgalatukhoz, mint példaul az Gjgenericios
szekvenalds. A liquid biopszia minimdlis kockazattal jar,
megismételhetd, ezért tgy gondoljuk, hogy oriasi el6re-
1épés lehet olyan esetekben, amelyeknél a szovettani
mintavétel nem kivitelezhetd.

Munkank célkitizése az epetti daganatokbdl szarma-
z6 cfDNS mennyiségi meghatarozasa, a becsiilt tumor-
térfogat (estimated tumor volume, ETV) és a c¢fDNS
koncentricidja kozotti Osszefiiggés vizsgalata. Mindezek
mellett a szomatikus muticiok azonositasit, valamint a
tumorvarians-terhelés (TVB) szadmszer(Gsitését és Ossze-
hasonlitisat is elvégeztiik. Vizsgiltuk az epetti tumor
hirom altipusdban el6fordulé nukleotidvaridnsok meg-
oszldsit. Az Gjgeneracios szekvenalds sorin ugyanazon
betegbdl szirmazo, szovettani és liquid biopszia soran
nyert DNS-mintakat analizaltunk 67 génes szolidtumor-
panelt alkalmazva. A vizsgilatokat 33 epetti tumoros
beteg szovettani és parositott liquid biopszids mintdjan
végeztiik el.
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Betegek és modszer

A betegek mintii

Osszesen 33 epetti daganat formalinban fixalt paraffinba
agyazott szovettani mintdin és a hozzajuk parositott 33
liquid biopszids mintan végeztiik el az Gjgenericids szek-
venalasi vizsgalatot. Tekintettel arra, hogy a betegek
dontd része hasonlod kezelésben részesiilt, a liquid biop-
szids mintat a szovettani mintavételtdl atlagosan 24 ho-
napra vettiilk (tartomdny: 12-36 hénap) a kemoteripia
hatdsossaginak értékelése miatt (az etikai engedély sza-
ma: 60355-2,/2016/EKU és 4648-6,/2018 /EUIG).

Becsiilt tumortérfogat

A daganatok térfogatit CT és/vagy MRI képalkotdi fel-
vételek alapjan hatdroztuk meg a ’szélesség’ és *hosszu-
sdg’ paraméterek segitségével [17]. A felvételek a szovet-
tani mintavétel elétti vagy pedig a reszekcid el6tti
allapotot tikrozték. A tumor maximilis szélességének
(w) és hosszasiganak (/) értékébdl becsiilt tumortérfo-
gatot szdmitottunk az alibbi képlet segitségével [18]:

w2 (mm?) x I (mm)
2

Vimm?) =

Immunbhisztokémia

A daganatok szoévettani jellemzésére a kovetkez§ antites-
teket hasznaltuk: CK7 (OV-TL klon 12/30, 1 : 100 hi-
gitds, Dako, Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA), CK18/8 (5D3 klén, 1 : 100 higitis, Leica Bio-
systems, Wetzlar, Németorszag), CK19 (Ks19.1 klén,
1 : 200 higitas, Biocare Medical, Concord, CA, USA),
CK20 (Ks20.8 klon, 1 : 200 higitas, Leica Biosystems),
CA19-9 (C241:5:1:4 klén, 1 : 200 higitas, Leica Biosy-
stems), HSA (OCHI1E5 klon, 1 : 700 higitis, Dako,
Agilent Technologies), arginaz (poliklondlis, 1 : 20 000
higitas, Merck, Darmstadt, Németorszdg) és glipikian-3
(1G12 klén, 1 : 50 higitds, Biocare Medical).

DNS-1zo0ldlas

A liquid biopszia periférids vérvétellel tortént EDTA an-
tikoagulalt vérvételi csovekbe. A liquid biopszids minta
feldolgozasa sordn a plazma centrifugildsa (16 000 x g,
10 perc) utdn nyertiik a ¢fDNS izolalasira alkalmas fe-
lilaszot.

A koérszovettani mintik DNS-izoldlasihoz QIAamp
DNA FFPE Tissue Kitet, mig a periférids vérben szaba-
don kerings, tumorbdl szirmazé DNS kivondsihoz
QIAamp Circulating Nucleic Acid Kitet (Qiagen, Hil-
den, Németorszag) alkalmaztunk. A DNS-koncentracio-
kat Qubit dsDNA HS Assay Kittel mértiik Qubit 4.0
fluorométer haszndlataval (Thermo Fisher Scientific,
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Waltham, MA, USA). Liquid biopszia esetében a kapott
DNS-koncentraciobol  DNS-hozamot szamoltunk az
alabbi képlet segitségével:

DNS-hoznm( ”_ﬂl plﬂzmn) =
m

n
DNS-koncentricio ( —Jj ) x eludldsi tévfogat (35 pl)
n

plazmatérfogat (ml)

Ujpgenerdcios szekvenalis

Az Gjgenericids szekvendlasi vizsgilatra 67 génes Archer
VariantPlex Solid Tumor Kitet (ArcherDX, Boulder,
CO, USA) alkalmaztunk. A konyvtarak koncentricidjat
KAPA Universal Library Quantification Kit (Hoffmann-
La Roche, Bazel, Svijc) segitségével mértiikk. A szek-
vendalas [llumina MiSeq késziiléken tortént (MiSeq Rea-
gent Kit v3 600 ciklus, Illumina, San Diego, CA, USA).
A végs6 tutdsi koncentracié 8 pM konyvtar és 1% PhiX
volt. A FASTQ-fijlokat az Archer Local Virtual Machine
alkalmazasaval elemeztiik (6.2.7-es verzid, ArcherDX).
Referenciagenomnak a GRCh37 human genomot hasz-
néltuk.

A szekvencia mingségét figyelembe véve a varidns-al-
lélfrekvenciat (VAF) FFPE-mintdk esetében 3%-ra, liquid
biopszias mintak esetében 2%-ra allitottuk. Nagy méretd
insertiok /deletiok (>50 bp) és komplex szerkezeti vélto-
zasok kimutatisira a mddszer nem alkalmas. Az azonosi-
tott mutdciok klinikai jelentségének meghatirozisihoz
a COSMIC adatbazist haszndltuk, mig a terdpids lehetd-
ségek megitélése az OncoKB adatbdzis alapjan tortént.

Statisztikai analizis

A statisztikai analizist GraphPad Prism 9 programmal
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) végeztiik.
Az epetti betegek hirom altipusiban az ETV-k, a
cfDNS-hozamok ¢és a TVB 6sszehasonlitasihoz parosi-
tatlan z-prébat alkalmaztunk. Az ETV és a cfDNS-ho-
zam kozotti Osszefiiggés vizsgalata, az ETV és a TVB,
valamint a plazma-cfDNS-mennyiség és a plazma-TVB
osszehasonlitdsa Pearson-féle korrelacios analizissel tor-
tént. A p<0,005 értéket tekintettiik statisztikailag szigni-
fikansnak.

Eredmények

A Dbetegek atlagéletkora 63,69 év volt (tartomany: 41—
80), a nemek eloszlasa alapjan 17 /16 férfi/né kertilt be-
vonasra vizsgalatunkba. A tumorlokalizacié alapjan meg-
kalonboztettiink 17 intrahepaticus, 8 extrahepaticus
cholangiocarcinomads és 8, epehdlyagtumorral rendelke-
76 beteget. A tumorok térfogatinak mérésébdl az atla-
gos ETV-¢érték 189 747 mm? volt. 6 esetben metasztizis
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alakult ki (1., 2., 3., 13., 14. és 32. eset), ezek méretét
hozzaadtuk a primer tumor ETV-értékéhez. Intrahepati-
cus és extrahepaticus cholangiocarcinoma esetében szo-
veti biopszia tortént a diagnézis felallitasinak idSpontja-
ban, mig epehdlyagtumor esetén eltdvolitottik a tumort.
A legtobb esetben gemcitabinalapt kemoteripiit kaptak
a betegek. A klinikopatoldgiai adatokat részletesen az 1.
tablazat mutatja be.

1. tablazat A betegek klinikopatologiai adatai a kemoterdpia, illetve a mitéti
beavatkozds el6tt
Esctek Nem Eletkor (¢v)  ETV (mm?) BTC-tipus
1. N§ 80 83 349* IHCC
2. N6 75 88 200* IHCC
3. Férfi 76 56 784* IHCC
4, Férfi 59 37 044 IHCC
5. Férfi 68 168 000 IHCC
6. Férfi 68 37 462 IHCC
7. Férfi 60 259 200 THCC
8. Férfi 68 62 500 IHCC
9. N§ 63 1230187 IHCC
10. Férfi 53 263 250 IHCC
11. Férfi 70 12 800 IHCC
12. N6 61 283 500 ITHCC
13. Férfi 75 9126* THCC
14 N§ 49 140 625* IHCC
15 N§ 66 670 372 IHCC
16 Férfi 69 83 356 IHCC
17 NG 67 138 627 THCC
18 NG 64 36 162 EHCC
19 Férfi 43 952 544 EHCC
20 Férfi 51 6 664 EHCC
21 N§ 70 98 606 EHCC
22 N§ 71 32 000 EHCC
23 N§ 54 259 400 EHCC
24 N§ 64 10 236 EHCC
25. Férfi 72 526 345 EHCC
26. N§ 58 6750 GBC
27. Férfi 70 126 000 GBC
28. Férfi 68 3179 GBC
29. N§ 71 137 312 GBC
30. N§ 60 98 000 GBC
31. N§ 60 75 324 GBC
32. Férfi 58 16 000* GBC
33. Férfi 41 252 756 GBC

BTC = epetti tumor; EHCC = extrahepaticus cholangiocarcinoma;
GBC = epeholyag-daganat; IHCC = intrahepaticus cholangiocarcinoma
A *-gal jelolt becsiilt tumortérfogati (estimated tumor volume — ETV)
értékek tartalmazzik a metasztazisok méretét is
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Kérszovettani szempontbdl az epetti tumorok eseté-
ben a daganatsejtek pleomorfak, magas nukledris/cito-
plazma arannyal, kifejezett sejtmagatipidval rendelkez-
nek, grade 2-3. tipusba sorolva. Immunhisztokémiai
vizsgalatokkal CK7- (31/33, 93%), CK8,/18- (29/33,
87%), CK19- (33,/33, 100%) és CA19.9- (29/33, 87%)
pozitivitdst taldltunk, mig CK20 (27/33, 81%), HSA
(33/33, 100%), arginiz (29/33, 87%) és glipikin
(27/33, 81%) esetében immunnegativitist tapasztaltunk
(2. tablizat).

Nem talaltunk szignifikins eltérést a tumortdomeget
figyelembe véve az intrahepaticus és az extrahepaticus
csoport kozott (p = 0,5875), valamint az intrahepaticus
cholangiocarcinomaval és az epehdlyagtumorral rendel-
kezSk (p = 0,238), illetve az extrahepaticus cholangio-
carcinomdval és az epehdlyagtumorral rendelkez8k
(p = 0,5737) kozott sem.

Az atlagos ¢fDNS-hozam a plazmdban 36,42 ng/ml
(tartomdany: 6,18-98.9) volt. Statisztikailag nem volt
szignifikins eltérés az intra- és az extrahepaticus (p =
0,5196), valamint az extrahepaticus és az epehdlyagtu-
moros (p = 0,3282) csoportok cfDNS-hozama kozott,
azonban szignifikinsan magasabb cfDNS-mennyiséget
izolaltunk az intrahepaticus csoport esetén az epehdlyag-
tumorral rendelkezé alcsoporthoz képest (p = 0,03).
Emellett szignifikins kapcsolatot talaltunk az ETV és a
cfDNS-hozam kozott az Osszes esetet figyelembe véve,
Pearson-féle korrelaciét alkalmazva (r = 0,8776,
p<0,0001) (1. 4bra), mig a tumorméret és a TVB kozott
nem volt dsszefiiggés sem szoveti (r = —0,24; p = 0,088),
sem liquid biopszids mintik esetében (r = —0,02; p =
0,0458).

A TVB a detektalt génvaridnsok szamat jeloli mindha-
rom csoportban és mindkét mintatipusban (>2% VAEF-fel
rendelkez$ SNP-k szama, 2. dbra). A legnagyobb gene-
tikai terheltség a 2., 20., 28. és 32. esetnél figyelhetd

cfDNS hozam (ng/ml plazma)

ETV (mm3)

1. dbra A becsiilt tumortérfogat (ETV) és a tumorbdl szirmazoé szabad
(cell-free) DNS hozama kozotti Osszetiiggés. A Pearson-féle
egyiitthaté szignifikins korreliciét mutatott (r = 0,8776,

p<0,0001)
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2. tablazat | A betegek immunhisztokémiai jellemzéi
Esetek CK7 CK8/18 CK19 CK20 CA19.9 HSA Argindz Glipikin PDLI (SP142)

1. + + + - + - - - -

2. + + + + + - - - -

3. + + + - + - - - -

4. + + + - + - - - -

5. + + + - + - - - -

6. + - + - + - - - -

7. + + + - + - - - -

8. + + + - + - - + -

9. + + + + + - - - -
10 + + + - + - - - -
11 + + + - + - + - -
12 + + + + + - - - -
13 + + + - - - - - -
14 + + + - + - - + -
15. + - + - + - - - -
16. + - + - + - - + -
17. + + + - + - - - -
18. + + + - + - - - -
19. + + + - + - - - -
20. - + + - + - - - -
21 + + + - - - - - -
22. + + + - + - - - -
23. + - + - + - - - -
24. + + + - + - - - -
25. - + + + - - - + -
26. + + + - + - - - -
27 + + + + + - - - -
28. + + + - + - + + -
29. + + + - + - + - -
30. + + + - + - - - -
31. + + + - + - - + -
32 + + + + + - - - -
33. + + + - - - + - -

CA = rikantigén; CK = citokeratin; HSA = hepatocytaspecifikus antigén; PDL1 = programozott sejthaldl ligand-1

meg, migaz 1.,16.,19.¢és21. beteg esetében nukleotid-
eltérés nem fordult elS. 4 esetben (12., 22., 23. és 31.
beteg) csak a liquid biopszia bizonyult informativnak a
mutdciék kimutatdsa szempontjabdl. A szoveti és a liquid
biopszids mintakat dsszehasonlitva nem volt szignifikdns
kiilonbség a harom altipus atlagos TVB-értékében (sz6-
veti »s. liquid biopszia intrahepaticus cholangiocarcino-
méban: 1,94 »s. 1,588, p = 0,3839; szoveti vs. liquid bi-
opszia extrahepaticus cholangiocarcinomaban: 1,125 ps.
0,75, p = 0,0155; szoveti »s. liquid biopszia epehdlyag-
tumorban: 3,375 vs. 2, p = 0,1708). Nem talaltunk kor-
relaciot a plazmabdl izolalt ¢tDNS-hozam és a plazma-

TVB kozott az Gsszes esetet figyelembevéve (r=-0,06824;
p =0,353).

A betegek 88%-aban nukleotideltérést igazoltunk
(29/33), mig az 1., 16., 19. és 21. esetben a nukleotid-
szekvencidaban eltérést nem detektaltunk. Az analizis so-
rdn 4 esetben csak a liquid biopszias minta volt informa-
tiv (a szoveti biopszidbdl szirmazé DNS mennyisége
nem volt megfelel6 a molekularis analizishez: 12., 22.,
23.¢és 31. eset) (3. tablazat).

Patogén varidnsok az esetek 70%-aban jelentek meg
(23/33), leginkabb az epetti daganatokra specifikus gé-
nekben, mint példaul FGFR2, IDH]I, IDH2, KRAS és
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8= = Szoveti biopszia TVB
= Liquid biopszia TVB
7H @
®
ove?
Esetek
2. abra A tumorvarians-terhelés (TVB) mértéke az egyes betegek esetében. A TVB-t a 2% VAF (varidns-allélfrekvencia) feletti génvariansok szimanak meg-
addsaval fejeztiik ki
3. tablazat A kimutatott nukleotideltérések varidnsallélfrekvencia-megoszlisa (VAF%) szoveti és liquid biopszids mintikban. A genetikai elvaltozdsok klinikai
jelentéségét a COSMIC adatbézis alapjan hatéroztuk meg
Esetek  Gén Nukleotidviltozds ~ Aminosav-valtozis VAF (%) szoveti biopszia ~ VAF (%) liquid biopszia  Klinikai jelentéség
2. KRAS c.407G>A p.Serl36Asn 50 21,3 Patogén
IDH]I c.395G>T p.Argl32Leu 25 19,6 Patogén
PTEN c.925G>A p.Ala309Thr 20 15,2 Neutrdlis
FBXW7 c.239C>T p.Thr80Ile 6 0 FeltehetSen patogén
IDH?2 c.332G>A p-Glyl11Asp 4,6 0 FeltehetSen neutralis
CDH1 c.596C>T p.Thr1991le 4,3 0 FeltehetSen neutralis
3. PIK3CA  c.1634A>C p-Glu545Ala 3 3 Patogén
6. FOXL2 c.536C>G p.Alal79Gly 57,6 15,2 Neutrilis
APC c.7504G>A p-Gly2502Ser 495 6,7 FeltehetSen patogén
PIK3CA  c.1634A>C p.Glu545Ala 3,8 0 Patogén
7. JAK3 c.2164G>A p-Val722Ile 455 6,9 Neutralis
TP53 c.518T>C p.Vall73Ala 13,2 49 Patogén
KRAS ¢.35G>T p-Glyl2Val 12,8 3,6 Patogén
8. TP53 c.460G>A p-Glyl54Ser 4 2,1 Patogén
9. FGFR2 c.827T>G p.Phe276Cys 37 6,3 Patogén
10. IDH?2 c.515G>T p-Argl72Met 24,3 21,5 Patogén
11. IDH2 c.359G>A p.Argl20Lys 27,6 8,4 Patogén
12. KDR c.1444T>C p-Cys482Arg o 472 Patogén
STK11 c.1189G>A p.Ala397Thr alacsony tumorsejt ardny 46,3 Neutrdlis
13. TP53 c.536A>G p-His179Arg 62,6 5,6 Patogén
IDH?2 c.359G>A p-Argl20Lys 30,2 4,2 Patogén
14. MET c.2975C>T p.Thr9921le 0 45,8 Patogén
15. CSFIR c.2916C>G p.Cys972Trp 0 7.9 Neutralis
RET c.1946C>T p-Ser649Lcu 0 7,8 FeltehetSen patogén
FOXL2 c.536C>G p-Alal79Gly 61,6 45 Neutralis
17. FOXL2 ¢.536C>G p-Alal79Gly 0 65,23 Neutrilis
18. TP53 c.796G>T p.Gly266Ter 29,2 5,2 Patogén
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3. tablazat folyt.
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Esetek  Gén Nukleotidvaltozds ~ Aminosav-viltozis VAF (%) szoveti biopszia ~ VAF (%) liquid biopszia  Klinikai jelent6ség
20. MET c.1124A>G p.Asn375Ser 59,7 48,21 Patogén
HRAS c.182A>G p-GIn61Arg 33,3 0 Patogén
PIK3CA  c44T>G p.Leul5Trp 7,3 0 Neutrdlis
PIK3CA  c40C>A p-His14Asn 7,2 0 FeltehetSen neutralis
PIK3CA  c42C>G p-His14GIn 7,1 0 Neutrilis
PIK3CA  ¢.1634A>C p.Glu545Ala 4,6 0 Patogén
22. FOXIL2 c.536C>G p.Alal79Gly . 67,5 Neutralis
PIK3CA  ¢.1571G>A p-Arg524Lys alacsony tumorscjt ardny 7,7 Patogén
24. KRAS ¢.35G>A p-Glyl2Asp 8,4 0 Patogén
25. KRAS c.35G>A p-Glyl2Asp 15 5,6 Patogén
26. NRAS c.104C>T p.Thr351le 8,3 2,6 Neutralis
27. CDKN2A c.442G>A p.Alal48Thr 57,8 52 Neutralis
EGFR c.2543C>T p.Pro848Lecu 41 39 FeltehetSen neutralis
28. CDKN2A c.442G>A p.Alal48Thr 49 52,8 Neutralis
CDH1 c.2474C>T p.Pro825Leu 46 50,7 Patogén
MLH]I c.1044G>T p-Leu348Phe 248 0 Neutrilis
HNFIA ¢.862delG p-Pro291GInfsTer51 5,2 5,14 FeltehetSen patogén
TP53 c.325T>G p.Phel09Val 49 0 Patogén
PTEN c.802G>T p-Asp268Tyr 4,6 0 Patogén
29. STKI11 c.842del p.Pro281ArgfsTer6 6,3 0 Patogén
30. MLH]I c.1321G>A p.Ala441Thr 46,2 49,1 Patogén
TP53 ¢.707_711del p.Tyr236LeufsTer2 12,1 34 FeltehetSen patogén
PIK3CA  c1571G>A p.Arg524Lys 11,3 5,3 Patogén
CTNNBI ¢.133T>C p.Ser45Pro 11,2 24 Patogén
KRAS c.34G>T p-Glyl2Cys 6,6 0 Patogén
FOXL2 c.743T>C p.Leu248Pro 0 3,1 FeltehetSen patogén
32. EGFR c.2518G>A p.Ala840Thr 49,52 48,1 Patogén
TP53 c.817C>T p.Arg273Cys 36,49 0 Patogén
CDKN2A ¢.247C>T p.His83Tyr 25,61 0 Patogén
SRC c.1571C>T p.Thr524Met 25,26 0 Patogén
PIK3CA  ¢.3140A>G p.His1047Arg 11,22 0 Patogén
33. FGFR4 c.407C>T p.Phel36Leu 90 90 Neutrilis
MYC c.217A>C p.Thr73Phe 234 254 Patogén
TP53. Legtobbjiiket a liquidbiopszia-eredetdi ¢fDNS- Megbeszélés

ben is azonositottuk. Vizsgalatunk sordn 35 gén volt
érintett. Ezek koziil a FOXIL.2, PIK3CA, KRAS és TP53
SNV-k minden epetti tumoros alcsoportban megjelen-
tek, mig a CDH1, CDKN2A, FBXW7, H3F3A, MLH]1,
PTEN és STK11 aberriciok az intrahepaticus és az epe-
holyagtumoros esetekben voltak kimutathaték. MET-
aberriciot intrahepaticus és extrahepaticus cholangio-
carcinomdban is igazoltunk. A HRAS c.182A>G
(p-GIn61Arg) és MAP2KI1 c.308delT (p.lle103Thrfs)
variansok csak az extrahepaticus szubtipusba tartozé be-
tegek mintdjiban volt kimutathaté (3. dbra).

Az epetti daganatok ritka, rossz prognézist malignita-
sok, melyek terapias lehet&ségei korlatozottak. A haté-
kony terapia kivalasztisahoz és a betegség lefolydsanak
pontosabb megismeréséhez elengedhetetlen a molekula-
ris hattér feltirasa. A precizids onkoldgia korszakiban a
korai diagnézis kiemelten fontos. Prospektiv vizsgila-
tunk célja a cholangiocarcinoma hatterében all6 predik-
tiv genetikai aberrdciék kimutatdsa volt.

A genetikai elviltozasok ismerete nélkiilozhetetlen a
célzott terapia pontos kivalasztisihoz. A molekularis
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vizsgalatokhoz sziikséges tumorszovet-biopszia gyakran
kockizatos és nehezen kivitelezhet§. A hagyomdnyos
szoveti biopszidhoz képest a liquid biopszia nem invaziv,
megismételhetS eljards, potencidlisan alternativ mod-
szernek tekinthetd. A periférias vérvétellel torténd liquid
biopszidt ma mdr szimos rosszindulatt daganat moleku-
laris diagnosztikajaban alkalmazzik, mint példaul tid6-
és colorectalis adenocarcinomak, valamint melanomak
esetében [15,19-21]. Vizsgilatok torténtek mar a liquid
biopszia hasznalatirdl agressziv lymphomék genotipiza-
lasanak kapcsan is [22].

Kevés informaciéval rendelkeziink epetti carcinomais
betegek liquid biopszias vizsgilatarél [23], ezért célunk
a cfDNS kvalitativ és kvantitativ elemzése volt. Nem all-
nak rendelkezésre irodalmi adatok a tumortomeg és a
liquid biopszia soran nyert nukleinsav mennyiségi dssze-
fiiggéseinek vizsgalatarél, ezért erre vonatkozodan is vé-
geztiink elemzéseket. Statisztikailag szignifikans korreld-
cidtigazoltunk a tumor térfogata és a periférias vérplazma
cfDNS-hozama kozott. Az in vivo CT/MRI felvételek
alapjan szamitott nagyobb daganattomeg magasabb
cfDNS-koncentriciét idézett el6. A metasztizisok eseté-
ben (1., 2., 3., 13., 14. és 32. eset) az ETV meghatiro-
zasihoz a metasztatikus tumor térfogatat is hozzaadtuk
a primer tumor méretéhez. A liquid biopszidt dtlagosan
24 hénappal a szovettani mintavételt kovetSen végeztiik.
Az intrahepaticus és az extrahepaticus csoport kozott
nem volt szignifikins kiilonbség a tumorméret tekinteté-
ben, és mivel nem volt kivitelezhet§ a reszekcid, maga-
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sabb plazma-cfDNS-mennyiséget mértiink. Epehdlyag-
tumor esetében, amelynél mdtéti eltivolitis tortént,
alacsonyabb volt a ¢fDNS-hozam.

A rosszindulatd daganatok széles korében a tumormu-
taciés terhelés (TMB) specifikus biomarker, melyet a
molekuliris diagnosztikiban hasznalnak az immunteri-
piara adott valasz el6rejelzésére [24]. A TMB a neo-
plasztikus szovetmintibdl izoldlt Mbp-egységnyi DNS
mutdciéinak szimat jelenti. Viszonylag kevés vizsgilat all
rendelkezéstinkre epetti carcinoma esetén TMB-adatok-
r6l [25]. Munkank sordn a TVB-t mind a szoveti, mind
a liquid biopszids mintdk esetében szimoltuk. A TVB a
2% VAF feletti SNP-k szdmit jeloli. A tumorszoveti és a
liquid biopszids eredményeket 6sszehasonlitva a legtobb
esetben hasonlé TVB-t figyelhettiink meg. Nem volt
szignifikans eltérés a harom altipus szoveti és liquid biop-
szids eredetti TVB-je kozott sem. Osszesen 63 genetikai
elvaltozast azonositottunk a szévetmintikban, ebbdl
35-6t kimutattunk a plazmdkban is (55,5%). 4 SNV-t ki-
zardlag a plazmaban detektaltunk, mig szintén 4 esetben
csak a liquid biopszia volt informativ a molekularis anali-
zis sordn.

29 Dbetegben azonositottunk SNV-ket, melyek 6ssz-
hangban vannak a szakirodalmi adatokkal (3. 4bra) [26—
28]. A legtobb érintett gént (n = 23) az intrahepaticus
tipusban talaltuk, de ezek kozil 12 elGfordul az extrahe-
paticus vagy az epehdlyagtumor-tipusban is. Az extrahe-
paticus szubtipusban minddssze 7 géneltérést azonosi-
tottunk, melyek koziil 5 kdzos volt a tobbi altipussal is,

Intrahepaticus
cholangiocarcinoma

APC, ATM, CSFIR, ERBB4, FGFR2,
FGFR3, IDHI, IDH2, JAK3, KDR, RET

CDHI, CDKN24,

FBXW7, H3F34,

MLHI, PTEN,
STK11

Epeholyag-
carcinoma

CTNNBI, DDR2, EGFR,
FGFR4, HNF14, MPL, MYC,
NRAS, SMO, SRC

3. 4bra

MET

Extrahepaticus
cholangiocarcinoma

HRAS, MAP2K1

| Az epetiti tumorokban megjelend genetikai aberraciok csoportositasa
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mig a MAP2K]1 és HRAS varidnsok kizarélag ebben a
csoportban fordultak el8. Az epehdlyagtumorokban
detektalt 21 aberraci6 koziil 10-et csak az ebbe az anat6-
miai csoportba tartozd betegeknél azonositottunk.
A CDHI, CDKN2A, FBXW7, H3F3A, MLHI, PTEN
és STK11 elvaltozasokat az intrahepaticus és az epe-
holyagtumor-csoportban detektiltuk, mig a FOXL2,
PIK3CA, KRAS és TP53 variansokat mind a hirom szo-
vettani altipusban kimutattuk. Irodalmi adatok szerint
ezek a varidciok a leggyakrabban az extrahepaticus cso-
portba tartozé betegeknél mutathaték ki, mig intrahepa-
ticus cholangiocarcinoma esetén el6forduldsuk kedve-
zGtlen prognézissal jar [4, 26, 29].

Cholangiocarcinomaban a leggyakoribb génmuticié
az IDHI1/IDH?2 géneket érinti, melyek a leginkibb az
intrahepaticus csoportban fordulnak el6. Hasonl6 ered-
ményt kaptunk mi is, mivel ezek csak intrahepaticus cho-
langiocarcinoma esetén fordultak el6 (2., 10., 11. és 13.
eset) [1, 3, 26]. Az FGFR2-gén érintettsége az intrahe-
paticus csoportra jellemzé [30-32], melyet 1 esetben mi
is igazoltunk (9. eset).

A genetikai elviltozasokat a COSMIC adatbazis dltal
meghatarozott klinikai jelent&ségiik szerint kategorizal-
tuk. 33 beteg koziil 23-ban (70%) észleltiink patogén
mutdciét. Az epetti tumorokban leggyakrabban érintett
gének vizsgilatunkban az FGFR2, IDHI1, IDH2, KRAS
és TP53 voltak, melyek a parositott liquidbiopszia-erede-
t cfDNS-ben is kimutathaték voltak. A KRAS és BRAF
mutdcidk, az EGFR overexpresszioja, a HER2 onkogén
jelatviteli utak aktivalasa, a DNS-amplifikicié és a deleti-
Ok rossz prognoézissal jarnak [33, 34].

Opcionilis onkoterdpias szert mindossze 4 esetben ta-
laltunk az OncoKB adabazis alapjin, melyek koziil 1 volt
specifikus epeati tumorokra. Az IDHI p.Argl32Leu
aberracié esetén alkalmazhaté ivoszidenib (2. eset) az
FDA dltal jovahagyott terapids szer cholangiocarcinoma-
ban [35, 36]. Az AZD4547,a BGJ398, a Debiol347 és
az erdafitinib az 6sszes patogén FGFR2-muticiora, a ti-
pifarnib a HRAS-eltérésekre alkalmazhaté.

Kovetkeztetés

Az epeuti carcinomak ritka, rossz prognézissal jar6é daga-
natok, melyek esetén a diagnosztikai célt mintavétel
gyakran rendkiviil nehéz a specialis anatémiai lokalizacio
vagy a részleges szoveti érintettség miatt. Ezen problé-
mak megolddsa lehet a liquidbiopszia-alapt, nagy at-
eresztGképességii tjgeneracios szekvenalas alkalmazasa.
Munkank soran a 67 gént vizsgilé Gjgenericios szek-
vendlasi panel mindkét mintatipusban hatékonynak tdint,
ugyanakkor nem fedte le teljesen az epetti tumorokban
érintett Osszes gént. A mddszer korlatja tovabb4d, hogy
kopiaszam-variaciok (ERBB2) és génfuziok (FGFR2,
NTRK) nem vizsgalhatok.
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Anyagi tamogatis: A kozlemény megirdsiért a szerz6k
anyagi timogatdsban nem részesiiltek.

Szerzdi munkamegosztis: Cs. Sz. L., M. A.: Koncepcid,
tervezés, a vizsgalatok kivitelezése. A. Cs., A. A.: A be-
teganyag rendelkezésre bocsatisa. B. J., Cs. Sz. L.,
M. A, V. G.: Adatgy(ijtés és ellendrzés. Cs. Sz. L., M. A.:
A kézirat megirasa. M. A., M. G.: A projekt koordinala-
sa. A cikk végleges viltozatat valamennyi szerz§ elolvasta
és jovahagyta.

Erdekeltség: A szerzéknek nincsenek érdekeltségeik.
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