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0SSZEFOGLALAS

Cikklinkben réviden bemutatjuk a folyadékbiopszidt, annak médszertanat és eszkdztarat. Meg-
beszéljiuk a folyadékbiopszia f6 alkalmazasi terlleteit, kiemelten targyaljuk a prenatélis (magza-
ti) tesztelésben és a tumordiagnosztikaban elfoglalt jelenlegi, illetve esetleges késébbi alkalma-
zasi lehetbségeit.

ABSTRACT
In our paper we introduce liquid biopsy, its methodology and the equipment needed. We de-
scribe the main applications of liquid biopsy, in particular, we discuss prenatal (fetal) tests and

its current and possible application options in tumour diagnostics.
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BEVEZETES

A tumorok genetikai hatterii betegségek, a jelenlegi ismereteink szerint a dagana-
tos megbetegedéseket a genomot érintd specialis, a tumorkialakulasban szerepet
jatszo eltérések (mutaciok) okozzak. Ezen genetikai eltéréseket, kdszonhetden a
molekularis genetika tertiletén az elmult idészakban tapasztalhaté jelentds fej-
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16désnek, egyre kiterjedtebben ismerjlik, ezen tudast az orvostudomany a napi
klinikai gyakorlatban is felhasznalja.

A legtobb tumor esetében ismert, hogy legkiilonbdzébb, a tumorral kapcsolatos
biologiai anyagok keriilnek a véraramba mind korai, mind kés6bbi tumorstadium
esetében. Ezek az anyagok lehetnek a véraramban keringd tumorsejtek, tumorbol
felszabadult DNS, exoszomak, microRNS-ek, illetve kiilonb6z6 szubcellularis
komponensek (mint példaul tumorral 6sszefiiggésbe hozott virusok nukleinsa-
vai), kiilonboz6 fehérjék és glitkkoproteinek is. Ezek koziil a keringd tumorsejtek
vagy a kering6 tumor-DNS vérarambol torténd vizsgalatat folyadékbiopszianak
nevezziik (NIH, é. n.). A folyadékbiopszia tehat nem tobb, mint kiilonb6z6 mole-
kularis bioldgiai technoldgiak kombinaldsa a vérben vagy egyéb testfolyadékok-
ban keringd biomarkerek azonositasdra, azonban elmondhatjuk, hogy megvan
benne a lehetdség, hogy gydkeresen megujitsa az egészségiligyet. A vérbol valo
vizsgalat elénye a sebészeti uton elérhetd tumormintaval szemben, hogy elvileg
korlatlanul elérhet6 és naprakész mintabol dolgozik, igy a kapott genetikai ered-
mény az adott pillanatot mutatja, és nem hetekkel vagy honapokkal korabbi alla-
potot, amikor a vizsgalt tumor esetleg még eltéré genetikai profilt mutatott. Osz-
szefoglalonkban — elsOsorban a keringd tumor-DNS-re fokuszalva — bemutatjuk
azt az utat, amelyen a folyadékbiopsziahoz eljutottunk, megvizsgaljuk elonyeit és
korlatait. Mindezek mellett foglalkozunk a legtjabb molekularis genetikai esz-
koztar (NGS és ddPCR) klinikai alkalmazhatdsagaval els6sorban az onkologia
teriiletén, kiemelve a folyadékbiopszia szerepét a korai felismerés, a prognoézis,
a terapias dontés tamogatasa €s a terapiara adodo valasz eldrejelzése teriiletén.

KERINGO DNS A VERPLAZMABAN FIZIOLOGIAS ES PATOLOGIAS ALLAPOTOKBAN

Erdekes modon, a vérkeringésben leirt tumor-DNS leirdsa néhany évvel megel6z-
te a szakirodalomban a keringd DNS-ek varandossag alatti sziiréssel kapcsolatos
felhasznalasat (Stroun et al., 1989; Lo, 1997). Ennek ellenére mégis a kiilonb6zo,
elsOsorban a 13-as, 18-as és 21-es kromoszomak szambeli eltéréseinek szirésé-
re hasznalt, a varandos vérébdl elvégezhetd, tn. nem invaziv prenatalis tesztek
(NIPT) voltak az els6k, amelyek megbizhatd, nagy specificitasi és szenzitivitasi
tesztekké valtak. Elmondhatjuk, hogy NIPT-teszteket napjainkban a terhességek
egyre novekvo aranyaban hasznalnak fel rutinszertien. Ezzel szemben a tumoros
paciensek szamadra tervezett folyadékbiopszia eljarasok fejlesztése eleinte komoly
akadalyokba iitkdzott. Nézziik, ez miért lehetett igy!

Az elso, sejtmentes, DNS-alapt tumorazonositas varandosban a véletlen mive
volt, 2013-ban. C. Michael Osborne és munkatarsai (2013) egy 37 éves holgyet
irtak le, akinek a NIPT eredménye a 13-as és a 18-as kromoszomak eltérd szamat
mutatta (amelyek megfelelnek az Edwards- és Patau-szindromaknak egytittesen),
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am a megsziiletett fitcsecsemd semmiféle ilyen kromoszoma-rendellenességet
nem mutatott. A nd kés6bbi vizsgalatai viszont kissejtes tumort mutattak ki a
hiivelyi szovetmintaban, amelyekben érdekes modon a NIPT altal kimutatott
kromoszéma-rendellenességek voltak kimutathatoak — igy ezt tekintjiik az elso,
ctDNS-alapti tumorkimutatasnak.

A terhesség egy nagyon jol ismert, nagyon jol reprodukalhato fiziologias ese-
mény, amely esetében az anya vérében a magzatbol szarmazo keringé DNS ardanya
a 9. terhességi héttdl rendszeresen eléri vagy meghaladja a 10%-ot is. Valdjaban
ugy néz ki, hogy a jelenlegi NIPT-technologiak 3-4%-o0s magzati DNS-koncent-
racio alatt jellemzden nem is adnak ki eredményt, mivel ebben az alacsony, ke-
ringé DNS-tartomanyban fals negativ eredményeket is eredményezhetnek. Ezzel
szemben a tumoros allapot egy erdsen heterogén, nagyon valtozatos patoldgias
esemény, amely mindamellett, hogy dinamikusan valtozo betegség, jelentds sza-
mu — és valtozo — genetikai eltéréssel €s komplex betegséglefolyassal bir. Maga
a tumor is valtozik, és a keringésbe bocsatott DNS mennyisége €s mindsége is
széles hatarokon beliil ingadozhat. Ennek kovetkeztében a gyakran 4% alatti kon-
azonos tumorstadiumu betegek korében is. Ezért a keringd tumor-DNS- (circu-
lating tumour DNS, ctDNS) analizist sokkal nehezebb standardizalni, kiilonosen
a korai betegségszakaszok kimutatasara, amelyre a folyadékbiopszat alkalmazni
szeretnénk (Heitzer et al., 2017).

GENETIKAI ELTERESEK TUMOROKBAN

A tumor egy komplex patologias allapot, amelynek tobb mint szaz kiilonb6zo
forméajat ismerjiik, mindegyikhez valtozatos kockazatokkal €s epidemioldgiai
adatokkal. Tumoros elfajulas kialakulhat gyakorlatilag a szervezet barmely sejt-
vagy szovettipusabol. Viszonylag féktelen sejtosztodas jellemzi, amely soran az
osztodo tumorsejtek be tudnak hatolni a kdrnyez6 szovetekbe, és emellett tavoli
attéteket is képezhetnek. Ami egyértelmtien megkiilonbozteti a tumorsejtet az
egészséges sejtektdl, az a genomjaban létrejovo elvaltozasok, genetikai mutaciok.
Ezek az elvaltozasok tobbfélék lehetnek, igy mint egypontos nukleotid variaciok
(SNV) az adott génen beliil vagy a szabalyzo régidiban, kromoszéma szerkezetbe-
li valtozasok, DNS-metilacid-valtozasok és kopiaszdm-valtozasok (CVN). Ezeket
a sokféle genetikai eltéréseket nagy nemzetkozi adatbazisok rendszerezik — mint
példéaul az International Cancer Genome Consortium (ICGC) és a The Genomic
Atlas of Cancer (TCGA) — azért, hogy a kiilonboz6 rakok hatterét, kialakulasat,
rizikofaktorait vagy kezelését minél jobban megismerhessiik. Az ujgeneracios
szekvenalasi (NGS) modszerek megjelenésével, amelyek lehetévé tették nagy-
mennyiségli genetikai informacié parhuzamos kinyerését a kiilonb6z6 tumor-
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mintakbol, lehetdvé valt a legkiilonbozobb tumorok mintainak karakterizalasa.
Igy leirhattuk az egyes tumorokban gyakrabban (esetenként kizarélagosan) el6-
forduld mutaciokat, lehetdvé téve nemcsak az adott tumorok diagnozisat, hanem a
célzott daganatterapiat is. Ez utobbinal, tehat a célzott vagy mas néven személyre
szabott tumorterapia esetében, minden egyes tumort az adott tumorban eléfordu-
16 genetikai mutacié (mintdzat) alapjan kezeliink, igy el6fordulhat, hogy morfolo-
giailag két azonos vastagbéltumort eltéréen kell kezelniink, mivel az elvaltozasok
mogott eltéré DNS-mutéciok, igy eltérd biologiai mechanizmusok allhatnak.

FOLYADEKBIOPSZIA TUMOROK ESETEBEN

A mar emlitett, kiragadott példak mellett sok esetben olyan helyen levé tumorok
vizsgalata is lehetové valik folyadékbiopszidval, amely tumorokbol az elhelyezke-
désiikbdl kifolyolag nehéz szovettani mintdhoz jutni (mint példaul az agyban 1év6
daganat vagy hasnyalmigyrak esetében). A sebészi mintak tovabbra is kiemelten
fontosak lesznek a tumodiagnosztikdban vagy a kezelés iranyanak és moddjanak
eldontésében, azonban belathatjuk, hogy a sebészi mintaknak vannak limitacioik
is. Felismertiik, hogy a tumorok nem statikusak, hanem dinamikusan valtozé ge-
netikai képet mutato patologias szovetek, amelyek egy adott pillanatbani vizsgalata
eltérd képet mutat egy korabbi vagy késobbi id6hoz képest (ezt nevezziik tumore-
volucionak). A tumorok genetikai mintazata idordl idore valtozik spontan modon is,
illetve példaul adott célzott daganatterapiara valaszul is. Ezeknek a valtozasoknak
a kovetésére kimondottan alkalmas a folyadékbiopszia, mivel nem egy historikus
adatot nyujt (példaul egy sebészileg eltavolitott vagy szovetmintavétel soran kivett
tumordarabbol), hanem tovabbi invaziv mintavétel nélkiil is mindig az adott pilla-
natban a keringésbe keriil6é tumor-DNS-ek vizsgalatat teszi lehet6ve.

Jelenleg harom nagy teriileten varhat6 eredmény a folyadékbiopszia technologia-
tol (NIH, é. n.): a tumorok detektalasa (Stroun et al., 1989), kimenetelének prog-
ndzisa, illetdleg a tumorellenes kezelésekre valo érzékenység megallapitasa (Lo,
1997). Es bar a sebészi mintak genetikai vizsgalata nem sziinik meg, tigy gondol-
juk, hogy a kovetkez6 néhany éven beliil a folyadékbiopszias eljarasok — kiegészit-
ve a jelenlegi technologiakat — gyorsan fejlodnek, €s el is terjednek a korai detek-
talas és terapia monitorozasa érdekében. Tudomanyos bizonyitékok sora tamasztja
ala, hogy a hasnyalmirigy-, ovarium-, hdlyag-, vastagbél-, melanoma és emlérakok
75%-4ban kimutathatoak keringd tumor-DNS-ek, mig a fej-nyaki- vagy pajzsmi-
rigyrakok esetében is ez az érték tdbb mint 50%. Ezek a szamok azt mutatjak,
hogy reélis ennek a modszernek a kozeljovoben torténd rutinszeri elterjedése.

A folyadékbiopszia korai diagnosztikara torténd alkalmazhatosagat megeldzte
a vezetO laboratoriumok altal mar ma is elérhetévé tett vizsgalatcsoport a tumor-
terapia monitorozasara (amely szorosan 0sszefiigg a terdpia személyre szabha-
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tosagaval). Kimutattak, hogy tiidérakok (els6sorban a nem kissejtes valtozat, az
NSCLC) esetében a terapia soran rendszeres idokozonként elvégzett folyadék-
biopszias meghatarozasok pontos képet adnak az alkalmazott tirozin-kinaz-gatlo
(TKI) tipusu célzott gyogyszerekre vald rezisztencia kialakulasarol. A jelenleg
hasznalt TKI-k esetében a paciensek akar felében is kialakulhat egy olyan mu-
tacié az EGFR-génben (in. T790M), amely hatdsara a tumor érzéketlen lesz az
alkalmazott gyogyszerre. Ehhez az informaciohoz eddig csak sorozatos tiido-
biopszidkkal juthattunk hozzd, amely mindamellett, hogy invaziv beavatkozas,
sok esetben egyszerlien a tumor mérete, elhelyezkedése, illetve a paciens allapota
miatt kivitelezhetetlen. Az ESMO (European Society for Medical Oncology) igy
hivatalosan az ajanlasaba vette a folyadékbiopsziat az ismételt klasszikus biopszia
alternativdjaként EGFR-mutacioval rendelkezo paciensek esetében. Tovabbi vizs-
galatok jelentds egyezést mutattak ki mas tumorok esetében is. Vastagbéltumor-
ban a sebészi szovetminta ¢s a folyadékbiopszia eredménye kozott szignifikans
korrelaciéo mutathato ki, igy varhatoan a vastagbéltumorokban is hamarosan meg-
jelennek a hivatalos ajanlasok a keringdé tumor-DNS vizsgalatara.

EGYEB FOLYADEKBIOPSZIAS BIOMARKEREK

frasunk elején megemlitettiik, hogy a vérben vagy egyéb testfolyadékokban kiilon-
boz6 fajtaji tumor-biomarkereknek is alkalmas vegyiiletek vagy formaciok van-
nak. Ilyenek példaul maguk a keringé tumorsejtek, amelyek szintén megjelennek
a vérben. Kimutattdk, hogy alacsony szamu, 1-10 darab tumorsejt talalhatd 1 ml
vérben kiilonféle, mar attéteket képzett tumorok esetében. De ilyen markerek le-
hetnek kiilonb6zo kisebb sejtdarabok, mint az exoszoémak, a kis gomb alakt vezi-
kulak, amelyeknek kiilonféle DNS-, RNS- vagy fehérjetartalma lehet specifikus
az adott betegségre. Napjainkban jelentOs és eredményes eréfeszitések torténnek
az exoszomak klinikai diagnosztikaba vald beemelésére. Nem mehetiink el a kii-
l6nféle RNS- (elsésorban miRNS) molekulak biomarkerként torténd alkalmazasa
vagy a tumorbol kiszabadulo, mutaciot hordozé mitokondrialis DNS felhasznalasa
mellett sem, a&m jelenleg tigy tlinik, hogy a legstirtibben felhasznalt vagy leginkabb
a rutinszer{i napi felhasznalast elérd, vérben keringé biomarker a keringé DNS.

PREANALITIKA ES VIZSGALATI ELJARASOK CTDNS-EK KIMUTATASARA
Miel6tt magukra a laboratoriumi diagnosztikai eljarasokra térnénk, meg kell em-
liteni, hogy a folyadékbiopsziara torténd mintavételezés meglehetdsen specialis
mintavételi eljaras. Mivel a vérben szabadon keringé DNS-eket szeretnénk ki-

mutatni, meg kell akadalyozni, hogy a mintavétel soran az érintetlen sejtek — jel-
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lemzden fehérvérsejtek — , kipukkadjanak”, igy belekeriiljon a plazmaba a sajat
DNS-iik, elfedve az eredetileg ott levd szabad-DNS-mintazatot. A piacon még
alig néhany gyartotol érhetdek el, és meglehetdsen dragan olyan specialis vér-
vételi csovek, amelyekben ez a folyamat minimalizalhato az alatt az id6 alatt,
ameddig a minta eljut a meghatarozasig. Ugyelni kell a megfeleld és vatos min-
tavételre is, illetve maganak a mar levett vérmintanak a szallitasara a sejtek 0sz-
szetoredezddésének minimalizaldsa érdekében.

A laboratoriumi vizsgalatokat a teljesség igénye nélkiil csoportosithatjuk asze-
rint, hogy milyen tipust eltéréseket szeretnénk kimutatni (Dominguez-Vigil,
2018) (1. tablazat).

1. tablazat. A folyadékbiopsziaban hasznalt leggyakoribb modszerek

Moédszer Technologia Erzékenység Vizsgalni kivant eltérés
ARMS-Scorpions PCR 0,05-0,1%
aPCR Ismert egy vagy néhan;
(mennyiségi Clamping PCR 0,1-1% s gy vagy Y
PCR) mutacio
TagMan 0,1-1%
1 o, r I
Digitalis PCR — 0.01% Ismert' cgy vagy nehany
ddPCR 0,001% ulniigly
Amplikon NGS >1%
Célzott o Mutaciok a vizsgalt
szekvenalas SAFE-SeqS 0,1% génszakaszokban
CAPP-Seq 0,01%
Teljes genom | Digitélis kariotipizlas 0,001% Genombeli képiaszam-valtozés
vizsgalat (aCGH)
(WGA) PARE 0,001% Genom-atrendez8dés

0SSZEFOGLALAS

A folyadékbiopszia folyamatosan béviild elérhetévé valasa varhatdan jelentds
mértékben kiegészitheti, megvaltoztathatja a jelenlegi tumordiagnosztikai és ke-
zelési stratégiakat, a sebészi mintavételezés alternativajaként. A folyadékbiopszia-
val kozel valos idejii tumorgenetikai informaciohoz juthatunk, amelynek segitsé-
gével megvalosithato a korai észlelés és pontosabba tehetd a betegség prognozisa.
A terapiara valo reagalas felmérése és az esetleges rezisztencia kialakulasa is
gyorsabban és kevésbé invazivan valhat vizsgalhatova. Tovabbi vizsgalatokra van
sziikség, hogy megfelelden alatdmasztott tudomanyos és klinikai adatok birtoka-
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ban mieldbb széleskdriien bevezethessiik ezt a forradalmian Gj modszert a napi
klinikumba.

A cikkben el6fordulé néhany, a szaknyelvben stirtibben eléfordulo kifejezés forditasa
és magyarazata

Magyar megnevezés Angol megnevezés

keringd tumorsejtek circulating tumour cells — CTC

tumorbol felszabadult DNS (ctDNS), keringd tumor-DNS | circulating tumour DNA — ctDNA

exoszomak exosomes

microRNS (miRNS) microRNA (miRNA)

ujgeneracios szekvenalas (NGS) next-generation sequencing (NGS)

digitalis droplet PCR (ddPCR) digital droplet PCR (ddPCR)

nem invaziv prenatalis tesztelés (NIPT) non-invasive prenatal testing (NIPT)
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