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Bevezetés
Torténelemiink soran a leggyakoribb halalok a fertdz6 megbetegedés volt egészen a 20.
szdzadig, amikor is az életszinvonal javuldsaval a kronikus betegségek vették at a vezetd
halaloki szerepet. A Fold lakosaira vonatkozoan a sziv-, és érrendszeri megbetegedések,
daganatos betegségek, 1éguti megbetegedések és a cukorbetegség felel a halalozasok 70%-ért
az urbanizécionak, globalizacionak, egészségtelen életmddnak és a lakossag eloregedésének
koszonhetéen. A daganatos megbetegedés a masodik leggyakoribb halalok kozé tartozik
vilagszerte, mely koziil legnagyobb szamban a bérdaganatok fordulnak eld, bar a daganatos
haldlozast nem ez a betegségcsoport vezeti.
A sztratoszféra 6zon rétege alapvetd védelmi szerepet tolt be a Foldon el6forduld valamennyi
¢l6lényre karos ultraviola sugarzdssal szembeni védelemben. Az UV B sugarzés
elektromagneses spektruma 290-320 nm koz¢ esik, ez a hullamhossz tartomény vonhato
leginkabb feleldsségre a napégésért és barnulasaért, valamint a sejtek DNS alloméanyanak
karositasaért: az erételjes UV sugarzas a genetikai allomanyban mutaciokat okoz, amelyek
daganatképzdodéshez vezethetnek.
A melanoma malignum viszonylag ritka daganatos megbetegedés, ugyanakkor a legmagasabb
halalozési arannyal birok koz¢é tartozik, valamint az eléforduldsi gyakorisdga folyamatosan
novekszik. Viselkedése nehezen megjésolhatd, még igen vékony, csupan néhany tized
milliméteres tumorvastagsag esetén sem elhanyagolhatod a tavoli attétképzés esélye, ezért a
legagresszivebb daganatok koz¢é sorolhatd. Statisztikai adatok alapjan a 65-74 éves
korosztalyban a legnagyobb a melanoma okozta haldlozas el6fordulasi valdszinlisége az
Amerikai Egyesiilt Allamokban. Figyelemre mélto tovabba a betegséggel kapcsolatban, hogy
regressziora képes, vagyis az elsddleges daganat latszolag eltlinik a kiiltakarorol, azonban ez
nem szab gatat az attétképzOdésnek, ami végill a beteg haldldhoz vezethet. Tovabbi
érdekessége, hogy az attétképzddés akar 5 év utan, sot, évtizedek mulva is bekdvetkezhet.
Leggyakoribb forméja a bort érinti, de az elsédleges daganat kiinduldsanak akar a szem
érhartydja (uvea), vagy a lagy agyhartya (leptomeninx) is otthont adhat, melynek magyaréazata
a melanoma keletkezésében kulcsszerepet jatsz6 pigment sejtek  (melanocita)
fejlédésbiologidban rejlik. Az egyre szélesedd gyogyszeres kezelési lehetdségek ellenére a
melanoma tovabbra is komoly kihivast jelent az onkologusok szdmadara az eltérd etiologiai
faktorok (UV-indukalta, nem UV-indukalta), kiilonb6z6 biologiai viselkedés (érhartya
melanoma vs. bér melanoma), mas-mas genetikai eltérés (BRAF, NRAS, KIT, GNAQ gének)
¢s a sokszor nehezen kiszamithato végkimenetel miatt.
Sajnalatosan a hazai haldlozasi adatok az eurdpai daganatos haldlozdsok ¢lén allnak ¢€s

bizonyos becslések szerint 2030-ra a 20-39 éves korosztalyban a melanoma eléfordulasi



gyakorisaga meg fogja kozeliteni a vastagbél daganatok szamat, ami manapsadg a masodik
leggyakoribb daganat tipus mindkét nemben.

Csirasejteket érintd mutaciok mar a megtermékenyitett petesejtben - ezaltal a szervezet
valamennyi sejtjében - jelen vannak, azonban a daganatos megbetegedésekért a sejtosztodas
késébbi szakaszaban keletkez6 mutaciok felelések, melyek csupan 1-1 szervrendszert
érintenek. Altaldnossagban igaz, hogy a daganatos megbetegedések szorvanyosan
jelentkeznek ¢és a sejtciklus szabalyozasaban szerepet jatszd fontos fehérjéket kodolod
génekben keletkelett mutaciok felhalmozddasdval hozhatok Osszefiiggésbe, ugy mint a

sejtosztodas ¢€s differencialodas, valamint a programozott sejthalalért felelés gének
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osztodasa szamtalanszor végbemegy, melybe olykor hibak cstGsznak be, ezen hibak
megjelenésének valdszinliségét fokozzak bizonyos negativ kornyezeti tényezdk. A legtobb
sejtosztodasi hiba végiil kijavitasra keriil, azonban néhanyuk kijavitasa elmaradhat, ezek
mutaciok formajaban fixalodnak.

Onkogéneknek nevezziikk azokat a normadlis sejtmiikodésért (osztodas, differencialodas,
sejthalal) felelos géneket, melyek irdnyitd (driver) mutaciot hordoznak. Az egyes betegekben
(személyre szabott orvoslas) az ezen génekben fellelhetd mutaciokat célzo uj gyogyszeres
kezelések (célzott terdpia) dramai modon valtoztattdk meg az onkoldgiai betegellatast. Az
elsd ilyen szer a CML-ben alkalmazott imatinib volt, ami egy sz4jon at szedhetd tirozin-kinaz
gatlo, ma mar GIST-es és melanomas betegek is profitdlhatnak ezen innovativ szer jotékony
esetén csupan csak a 3. leggyakrabban el6forduld onkogén is a KIT. A bér melanomajanak
esetében a leggyakrabban el6forduld onkogén a BRAF, az esetek kb. 50%-ban talaltak
mutaciot ebben a MAPK jelatviteli Gitvonalban szereplé génben, 99%-ban a 15. exon 600 -as
kodonjaban (V660E). Ennek a pontmutacionak egyik szelektiv gatloszere a vemurafenib.
Tovabbi 15-20%-ban irtak le egy szintén MAPK jeldtviteli utvonalhoz tartoz6 génben
mutéciot, ez pedig az NRAS. Habar a RAS géncsalad valamely tagjanak mutacidja az emberi
daganatok mintegy harmadéban el6éfordul, szelektiven hatdé RAS gatldszert nem sikeriilt a mai
napig eldallitani.

Daganatos halalozas leggyakrabban a létfontossagi szerveket érintd attétképzés miatt
kovetkezik be, mégis kevés a tudasunk az attétképzddés bioldgidjarol, annak molekularis
hatterér6él. Doktori értekezésemben a bor elsédleges ¢és attéti melanomdjanak irdnyitod
mutacioit kerestem (KIT epidemioldgia Kozép-Eurdpaban), BRAF/NRAS mutans allélok

eléfordulasanak gyakorisdgat (MAF), vagyis klondlis heterogenitasat vizsgaltam.



Célkitilizés
KIT és mas melanoma onkogének elofordulasi gyakorisaganak meghatarozasa
Magyarorszagon
A kiiltakar6 melanomajanak 3. leggyakoribb onkogénje a KIT. Azonban a kronikus
napfénynek kitett borteriiletekrdl kiinduld6 melanoma (lentigo maligna melanoma, LMM) KIT
mutacids ratdja magasabb, illetdleg érdekes modon pont a nem-UV indukélta melanomak
koz¢ tartozo, a végtagok disztalis részérdl kiinduld melanomaké (acrolentiginous melanoma,
ALM), valamint a nem-bér, hanem egyéb kiindulasi melanomak koziil a nyalkahartya
kiinduldstt melanomaké. A kaukazusi populdcioban ezek meglehetdsen ritka formak, azonban
az azsiai emberekben az ALM ¢és a nyalkahartya melanoma joval gyakoribb, ezért naluk
gyakrabban vizsgalt molekularis eltérés a KIT mutécio.
Egyéb rosszindulati megbetegedésekben is el6fordulnak KIT mutaciok, a mutacios profil
azonban eltér6 lehet. Példaul a 8. exon kizarélag AML és masztocitozis altal érintett, azonban
GIST és melanoma esetén sok az atfedés. Altalanossigban elmondhatd, hogy mutacio
leggyakrabban a 11. exonban talalhatd, GIST esetén is ez a leggyakoribb lokalizécio, de a 13.
és 17. exon is érintett lehet a kiilonb6zd daganat tipusokban. A KIT mutdcié pontos
elhelyezkedésének az ismerete azért fontos, mert ez befolyasolja a KIT gatlo terapia
sikerességét, ugyanis nem minden KIT mutans daganat KIT gatlora adott érzékenysége
egyforma.
Célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk a magyar populacioban a KIT gén mutacids gyakorisagat
borbdl kiinduld kiilonb6zé melanoma formakban - mivel az irodalomban csupan Szlovén
adatokat talaltunk Ko6zép-Eurdpabol -, illetéleg meghatarozzuk ezen mutaciok pontos helyét,
hiszen KIT mutacio esetén tobb mutacios forropontrol (hotspot) beszélhetiink.
BRAF/NRAS mutans allél frakcio (MAF) meghatarozas bér melanoma esetén és annak
progresszidja soran
Az UV-indukalta borbdl kiinduld6 melanomék esetétn a BRAF ¢és NRAS gének
funkcionyeréses szomatikus alapitd muticidi jol ismertek, melyek a legtobb esetben
vagylagos formaban fordulnak el6. Ezen aktivalé mutaciok domindnsak, vagyis
heterozig6tak, azaz a daganat genomjéban csupan az egyik allél érintett a mutéci6 altal. Ez azt
is jelenti, hogy amennyiben 100% a vizsgalt mintaban a tumoros Sejtek aranya, vagyis nem
tartalmaz a kornyezd normdl szovetbdl sejteket, valamint a mutdcio altal minden egyes
daganatsejt érintett, vagyis a mutacié monoklonalis formaban van jelen, a MAF maximalisan
csupan 50% lehet. Ugyanakkor néhany tanulmany ravildgitott, hogy nem minden BRAF
mutacié esetén igaz a heterozigbta monoklonalis megnyilvanulasi forma, 50%-nal

alacsonyabb ¢és magasabb ardnyban is leirtdk a BRAF mutacidk eléforduldsat. Ez tobb okkal



1s magyarazhato, példaul 50% alatti MAF esetén a mutéciot ,,irdnyitd” onkogén nem minden
egyes daganat sejtben talalhaté meg (szubklonalis el6fordulas), vagyis az adott onkogénre
nézve mutans és vad allélok is kimutathatok a mintdban, valamint az 50% feletti MAF
magyarazata lehet a vad tipusu allélok elvesztése (heterozigotasag elvesztése). Eléfordulhat a
kopiaszam novekedése altal a mutans onkogén abszolut vagy relativ felszaporodasa is, ami
persze dnmagaban nem befolyasolja a klonalitdst (mono/poliklonalis).

A klinikai onkoldgia mindennapi gyakorlatdnak része az elsddleges daganat irdnyitd
mutacidjanak felkutatasa, igy van ez melanoma esetében is. Ez az adat persze csak abban az
esetben hasznalhato fel sikerrel a beteg kezelésében, ha a beteg ¢letét veszélyeztetd attét
ugyanazzal az iranyité mutécioval bir, mint a sokszor évekkel korabban mar a betegbdl
sebészileg eltavolitott elsddleges tumor. Az irodalomban errdl pro és kontra is olvashatunk
eseteket. Tudomanyos berkekben a szolid tumorok genetikai soksziniisége mara mar
elfogadott tény, de a daganatos betegség eldre haladtaval bizonyos klonok kiszelektalodasaval
és az agresszivebb klonok felszaporodasaval az elsddleges daganatban észlelt genetikai
heterogenitas eliithet az attétben tapasztalhatotol. Vizsgalataink ennek a sokszinliségnek a
valtozasaba engednek betekintést az egyazon betegbdl szarmazo kiilonbozd iddpillanatban
keletkezett elsddleges ¢€s sokszor tobbes attéti daganat elemzése altal, hiszen ahogy mar
emlitettem, a betegek donto tobbsége a daganatos progresszio késébbi fazisaban veszti életét,
vagyis az attétek okozta Iétfontossagl szervek leallasa miatt.

Célul thztik ki tehat a melanomat iranyitd onkogének mutans allél frekvencidjanak
feltérképezését szervi attétekben. Ez azért birhat komoly klinikai jelentséggel, mert
eléfordul, hogy az elsédleges tumor BRAF mutécios statuszéra alapozva mégsem vezet
sikerhez a BRAF+MEK inhibitor kezelés és ennek magyardzata akar az elsddleges és attéti
daganat eltér6 BRAF/NRAS MAF-jdban is keresendd, hiszen vannak irodalmi adatok arra
vonatkozoan, hogy eltér6 (magasabb) BRAF MAF esetén eltéré (kedvezObb) terapias

valasszal szamolhatunk.



Modszerek
A kutatashoz sziikséges vizsgalatokat a Helsinki Nyilatkozat betartdsa mellett elézetes etikai
engedély birtokéban végeztiik (SE TUKEB 114/ 2012).
Altalanossagban elmondhatd, hogy valamennyi mintat elészor BRAF RFLP-nek vetettiink
ald, majd a mutacidt Sanger szekvenaldssal azonositottuk. Amennyiben a BRAF gén 15.
exonjaban nem talaltunk mutaciot, az elemzést NRAS 2. és 3. exon szekvenalassal folytattuk.
NRAS vad tipusu eseteket KIT mutacié analizisnek vetettiik ala, a KIT molekularis
epidemiologiai vizsgalatban 5 exont néztiink (9,11,13,17 és 18), a MAF vizsgalatban a 11. és
a 13. exonban kerestiink mutaciot. A primer tervezést az Array Designer szoftverrel végeztiik
(Premier Biosoft International, Palo Alto, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok) és az
eléallitasukban az Integrated DNA Technologies segitett (Coralville, lowa, Amerikai
Egyesiilt Allamok).
Betegek kivalasztasa
KIT molekularis epidemiologiai vizsgalathoz dsszesen 227 db borbdl kiinduldé melanomat
tartalmazo paraffinos blokkot hasznaltunk fel a Semmelweis Egyetem I.sz. Patologiai és
Kisérleti Rakkutatd Intézetbdl, a I1.sz. Patologiai Intézetbdl, valamint a Bor-, Nemikortani €s
Bdronkologiai Klinika archivuméabdl, melyeken 2014-2018 kozo6tt BRAF mutacidra
vonatkozoan rutin diagnosztikai vizsgalatot végeztek. A bér melanomak kozt akadtak UV-
indukalta (SSM, NM, LMM) és nem-UV indukalta (ALM) forméak. A 79 BRAF/NRAS dupla
vad kohorszbol, amelyekben KIT mutaciot kerestiink 5 exonban, 55 primer melanoma és 24
metasztazis szerepelt. Lehetdségilink nyilt a KIT mutacio eléfordulasra vonatkozé adatainkat
egy limitalt, 17 elembdl all6 nyalkahartya melanoma kohorsszal Osszevetni, amelyben
hasonl6 aranyban voltak a BRAF/NRAS vad melanomék képviselve, mint a borbdl kiindulo
melanomakat tartalmazo6 csoportban.
A klonalis heterogenitas, MAF valtozas vizsgalathoz egyazon beteg autopszids metasztazisait
és primer paraffinos melanoma blokkjat hasznaltuk fel az alabbi intézményekkel vald
egyiittmikodésben: (1) Semmelweis Egyetem 1.sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet,
II.sz. Patoldgiai Intézet, valamint BoOr-, Nemikortani és Bdronkologiai Klinika, (2) Fejér
Megyei Szent Gyorgy Egyetemi Oktaté Korhaz és (3) Zala Megyei Szent Rafael Korhaz. A
primer és hozzajuk tartozoé attéti melanomakat magaba foglald kohorsz 187 formalinnal fixalt,
paraffinba agyazott blokkbdl és 2 aspiracios citologiai mintabol allt. A 189 szdvet 50 betegtol
szarmazott, vagyis 50 primer melanomat és 139 attétet tartalmazott. Az agressziv melanoma
csoportban férfi dominancia volt megfigyelhetd, az atlagéletkor 50 év volt, 4 darab IB
stadiumu, regressziot mutatd melanoma is bevalogatasra keriilt, valamint a primer tumorok

majdnem 50%-at kifekélyesedés jellemezte. A leggyakoribb attétek a kodzponti



idegrendszerbdl, tiidobol és a majbol keriiltek ki, melyek kortilbeliil a metasztazisok felét
tették ki. Alacsonyabb szamban mellékvese-, emésztérendszer- és tavoli bor-, illetdleg vese
attéteket is vizsgaltunk, néhany ritka lokalizacidju metasztazis mellett, mint példaul prostata
vagy nyelvgyok.

DNS izolalas

DNS izolalast megelézden a blokkokbol egy hematoxilin-eozin festéssel késziilt metszeten
40x nagyitas mellett meghatarozasra keriilt a tumorsejt arany. A tumorsejteket legnagyobb
aranyban tartalmazo teriiletr6l makrodisszekcioval végeztiik a mintak kinyerését és High Pure
PCR Template Preparation Kit-et (Roche Holding Ltd., Basel, Svajc) hasznaltunk a DNS
izolalashoz, amit aztdin NanoDrop ND-1000 UV-Vis spektrofotométerrel (NanoDrop
Technologies, Wilmington, Delaware, Amerikai Egyesiilt Allamok) quantifikaltunk.

PCR

Reakcionként 1 uM-os primer koncentracioval dolgoztunk AmpliTagq Gold 360 Master Mix
segitségével (Applied Biosystems, Life Technologies Corporation, Carlsbad, Kalifornia,
Amerikai Egyesiilt Allamok). A PCR reakciok 6ssztérfogata 25 pl volt és minimum 200 ng
genomialis DNS-t tartalmazott, Swift MaxPro Thermal Cycler-t (ESCO Healthcare,
Szingaptr) hasznaltunk az alabbi beallitasokkal: (1) aktivacio 95 °C-on 10 percig, (2)
amplifikacio (38 ciklus): denaturacio 95 °C-on 1 percig, anellacié 55 °C-on 1 percig, extenzio
72 °C-on 2 percig és (3) a végsd extenzio 72 °C-on 5 percig. A PCR termékek szeparalasat
2%-o0s agardz gélen végeztiikk. A termék kivagasa és tisztitasa EZ-10 SPIN Column DNA Gel
Extraction Kit-tel (Bio Basic Inc., New York, Amerikai Egyesiilt Allamok) tortént.

BRAF 15. exon PCR termék RFLP vizsgalata

A BRAF 15. exon specifikus primerekkel végzett PCR utan 197 bazispar nagysagi terméket
kaptunk, melyet aztan a TspRI enzim segitségével (New England Biolabs, Ipswich,
Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok) RFLP-nek vetettiink al4, hogy a mutans BRAF
600-as kodon jelenlétét kimutassuk. Az elemésztett terméket 3%-os agar6z gélen futtatva
szeparaltuk és etidium-bromiddal jeloltik, ezek utan mutans BRAF esetén a keletkezett
fragmentum a gélen jol lathatova valt. Ennek a technikanak az alapja, hogy V600 mutécid
esetén az enzim nem fér hozza a restrikcios helyhez, melynek kovetkeztében a mutans allél
vizsgalata soran egy nagyobb, 212 bazispar nagysagu termék keletkezik, ellenben BRAF vad
minta esetén az enzimes emésztés teljességgel végbemegy, ami Kisebb, 125 bazispar
nagysagu terméket eredményez.

Sanger szekvenalas

A szekvenalasi reakcidhoz BigDye Terminator vI1.1 Cycle Sequencing Kit-et (Life

Technologies Corporation) hasznaltunk az alkalmazési elGiratot pontosan kovetve és a



terméket egy 4 Kkapillarisi automata szekvenatoron (Applied Biosystems 3130 Genetic
Analyzer) futtattuk meg ugyanazokkal a primerekkel, mint amiket a PCR reakciohoz
hasznaltunk. A szekvenal6 reakcidhoz hasznalt terméket a szekvenalast megeléz6en BigDye
XTerminatorTM Purification Kit-tel (Life Technologies Corporation) tisztitottuk meg. A
keletkezett nukleotid szekvenciat a Chromas Lite Version 2.1 szoftver segitségével a NCBI
Nukleotid BLAST Human Adatbazisahoz hasonlitottuk, igy azonositottuk be a mutaciokat. A
fenti modon végzett Sanger szekvenalas érzé¢kenysége 15%.

Piroszekvenalas

Azon néhany minta esetében, ahol a primer és a hozza tartozé attét mutacids analizise Sanger
szekvenalassal eltér6 eredményt adott, egy nagyobb szenzitivitdsi mddszerrel, a
piroszekvenalassal ellendriztiik méréseinket, amely mar 2% mutans allél esetén pozitiv
eredményt jelez. PyroMark Q24 rendszeren (Qiagen, Hilden, Németorszag) végeztiik
méréseinket Therascreen NRAS Pyro Kit és Therascreen BRAF Pyro Kit (Quiagen)
segitségével az alkalmazasi eldiratban szereplé informéaciokat kdvetve. A BRAF gén 601-es
kodonjanak vizsgalatdhoz sziikséges primert a korabban emlitett szoftver segitségével
terveztilkk és az Integrated DNA Technologies altal gyarttattuk le. A szekvendlod reakcid
Osszesen 25 pl-es elegye a kovetkezOket tartalmazta: 5 pl genomialis DNS, 12.5 pl a 2x
PyroMark PCR MasterMix-bél, 2.5ul a 10xCoral-Load koncentratumbol, 1 ul PCR primer
(BRAF vagy NRAS) és 4 ul viz. A PCR reakcid az alabbi volt: 15 perc 95 °C, (42 ciklus)
denaturacio 20 mésodperc 95 °C-on, anellacié 30 masodperc 53 °C, extenzidé 20 masodperc
72 °C, végso extenzio 5 perc 72 °C. Az elegybdl 10 pl-t adtuk a piroszekvenald reakcidhoz. A
pirogramot a PyroMarkQ24 szoftver segitségével értelmeztiik, a gdrbén észlelt csucsok
magassaga alapjan hataroztuk meg a muténs allél vadhoz viszonyitott szazalékos aranyat.
MAF meghatarozas

Egy, a piroszekvendldséhoz hasonld semiquantitativ moddszert hasznaltunk a Sanger
szekvenogramok alapjan végzett mutans allél szézalékos aranyanak meghatarozashoz: az
érintett nukleotidnal kirajzol6dé mutans allélt jelzd gorbe nagysagat viszonyitottuk a vad allél
gorbéjéhez. Ezutan a kapott eredményt a mintara jellemz6 T/N arannyal korrigdltuk. Az igy
szamitott MAF értékeket 3 csoportba soroltuk nagysaguk szerint: alacsony (15%-nal kisebb),
kozepes (15-40% kozott) és magas (40% feletti) MAF.

Statisztika

SPSS 20.0 (IBM Corporation, Chicago, Illinois, Amerikai Egyesiilt Allamok) szoftvert
hasznaltunk a klondlis heterogenitds, MAF valtozas vizsgalathoz, x2 probat a KIT

molekuléris epidemioldgia meghatarozashoz.



Leird statisztikat alkalmaztunk az irdnyitdé mutaciok lokécio specifikus eloszlasanak
meghatdrozasahoz valamint a mutaciok gyakorisdganak szamitdsahoz a primer tumorok
esetén.

Az egymashoz tartozd primer és attéti melanomak mutans allél frekvenciaja (MAF) kozotti
Osszefliggést kétmintas t-probaval adtuk meg a BRAF mutans mintak esetén valamint nem
parametrikus Wilcoxon-féle rangdsszegteszttel az NRAS mutans mintak esetében, az ebben a
csoportban 1évo alacsony elemszdm miatt, ahogyan az attétek kiilonbozo eléfordulasi helyét
illetden is ezzel a modszerrel szamoltunk.

Khi-négyzet probat és a Fisher-egzakt tesztet hitvuk segitségiil a harom MAF kategoria
(alacsony, kozepes és magas) kozti korrelacio elemzéséhez az elsédleges és attéti daganat
parok kozt BRAF és NRAS mutécidé esetén egyarant, valamint a tumorprogresszié soran
bekovetkezd MAF valtozas megadasahoz.

A tumorprogresszié sordn bekdvetkezd allél frekvencia valtozast négyféle kategoéridba
soroltuk attol fiiggben, hogy a primer tumorhoz viszonyitva az attétben észlelt MAF
nagysagrendileg nem valtozott, ndvekedett, csokkent vagy a mutans allél az 4ttétben nem volt

mar egyaltalan kimutathato.



Eredmények
Magyarorszagi KIT molekularis epidemioldgia, KIT mutaciéo meghatarozas
A hazai KIT molekularis mintazatrol szold vizsgalatunkhoz 227 darab bérbol kiinduld
melanomat hasznaltunk, késobb 17 darab nyalkahartyarol kiindulé melanoma is bevondasra
kertilt.
Melanoma esetén a leggyakrabban mutacio altal érintett onkogén, vagyis a BRAF gén 45.4%-
ban volt mutans (103/227). A 124 BRAF vad minta tesztelése soran 20%-ban sikeriilt NRAS
mutaciot kimutatni (45/227).
Ezzel a szelektald mechanizmussal allt ¢lé egy 79 tagh BRAF/NRAS vad, vagyis dupla vad
bér melanoma kohorsz, melyben zomével UV-indukalta melanomak voltak képviselve,
csupan a csoport harmadat tették ki a nem-UV indukalta melanoméak (ALM). Miutan a KIT
gén 5 exonjat (9,11,13,17,18) atvizsgéltuk ezekben a mintakban, 43.04%-nak adodott a KIT
mutacido (34/79). A nem-UV indukdlta dupla vad csoportban a mutins esetek szama
szignifikansan magasabbnak mutatkozott, mint az UV-indukalta leggyakoribb melanoma
altipusokat felvonultatd csoportban (58.8% szemben 31.1%, p=0.014).
Amennyiben a dupla vad mintdban kimutatott KIT mutacids gyakorisagot visszaszamoljuk az
Osszes esetre (227 minta), eléggé magas aranyt, 15%-ot kapunk.
Rendelkezésiinkre allt a bér melanomabdl szarmazo adatainkat nyalkahartya melanomaval
Osszevetni, KIT mutacid incidencidja nagysagrendileg egyformanak adodott a két csoportban
(7/17, 41.2%). Harom mintat érdemes kiemelni, melyeket miutan Sanger szekvenalast
kovetden piroszekvenaltunk is, BRAF és KIT kettds mutaciot hordoztak bizonyitva a primer
tumor heterogenitasat, mely a nagyobb érzékenységii modszerrel kimutathato volt.
Pontos exon és kodon érintettség a KIT mutans esetekben
A 34 KIT mutans bér melanomaban 6sszesen 38 KIT mutaciot sikeriilt azonositani, amely
ugy adodott, hogy két paciens dupla KIT mutacidt hordozott, egy pedig triplat. Miutan mind
az 5 exont megvizsgaltuk, a 11. exont talaltuk a mutaciok altal leggyakrabban érintettnek
(44.7%). A masodik leggyakrabban mutaciot hordoz6 exon KIT gén esetén a 9. volt 21.1%-
kal, ezt kovette a 13. és 17. exon egyarant 13.2%-kal, végiil a 18. exon 7.9 %-kal. 9. és 11.
exon ¢érintettségben az UV-indukélta és ALM formak kozt nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget, ugyanakkor 18. exon mutacioét csak UV-indukalta melanoma esetén lattunk,
illet6leg 13. és 17. exon mutacio ALM-ben gyakoribb volt.
A 7 KIT muténs nyalkahartya melanoma esetében a 9. exon volt a leggyakrabban mutans
(37.5%), ezt kovette a 13. és 17. exon egyarant 25-25%-kal, majd csak ez utan jott a 11. exon.

Ebben a kohorszban is taldltunk dupla KIT mutaciot hordozé melanomat.



Amennyiben az egyes KIT exonok tekintetében mutaciés forropontot szeretnénk
meghatarozni, az alabbiak jel6lhetoek ki: a 9. exonban 482/491/492 kodonok, a 11. exonban
559/570/572 kodonok, a 13. exonban 642-es kodon, a 17. exonban 822-es kodon és a 18.
exonban 853-as kodon. Ezen kiemelt kodonok kornyezetében klaszterekbe rendezddve
tovabbi KIT mutaciok helyezkednek el.

Tumorprogresszié soran észlelt klonalis heterogenitas és mutans allél frekvencia (MAF)
valtozas

Ehhez a vizsgalathoz 50 melanomas beteg primer és tavoli attéti daganatat hasznaltuk fel,
koziilik 29 esetben egyazon betegbdl szarmazd tobb attétet is modunkban allt elemezni.
Osszesen 189 mintat Sanger szekvendltunk 3 génre, melyben tehat 50 primer melanoma és
139 hematogén metasztazis szerepelt, ezek 18 kiilonb6z6 szervbol szarmaztak.

Ami az irdnyitd mutdcid meghatarozasat illeti, 32/50 primer melanoma, vagyis az esetek
64%-a hordozott BRAF mutaciot és 12/50, vagyis 24% NRAS mutaciot. KIT mutans esetet
nem sikeriilt igazolni ebben a kohorszban. Ennek magyardzata a magyarorszagi KIT
molekularis epidemiologia targyl publikdcionk fényében tobbek kozt az is lehet, hogy itt
BRAF/NRAS vad, vagyis dupla vad esetek 6/50, 12%-ban fordultak eld, mig a masik
vizsgalatban ennél joval magasabb, 79/227 35% aranyban.

Az attétek vizsgalata soran a mintak 73%-a hordozott BRAF mutéciot (101/139), 17%-a
NRAS (24/139) mutéciot és 10% volt a BRAF/NRAS/KIT tripla vad melanoma attétek
aranya. Az elsddleges ¢€s attéti daganatok kozti mutdcios statuszbeli eltérés nem bizonyult
szignifikansnak (BRAFmut/NRASmut/tripla vad p=0.25/0.29/0.70).

A BRAF mutécidk a 600-as és 601-es kodonra lokalizalddtak, a leggyakoribb V60OE mutacio
a 32 BRAF mutans melanoma koziil 26 esetben, vagyis 81.25%-ban volt kimutathato, V600K
5 esteben (15.6%). Igazoltunk egy ritka, K601E mutaciét egyetlen betegnél (1/32 3.15%).
NRAS mutaciok esetén Q61K és Q61R egyarant 5-5 esetet érintett a 12-bol (42-42%), egy
betegnél Q61L mutacio (8%) és egy betegnél G12C mutacio (8%) keriilt leirasra. A betegek
talélését a mutacids statusz nem befolyésolta.

Az elsédleges és az attéti melanomak mutacios allél frekvenciaja (MAF)

Mind BRAF, mind NRAS mutécié esetén igen széles tartomanyban mozgott a MAF (2.2-
80.3% ¢és 4.6-71.0%). Az egyes mintak kozt észlelt meglepden eltér6 MAF mogott nem
allhatott eltéré tumorsejtarany, mivel ezt figyelembe véve adtuk meg a MAF-ot, valamint
extrém alacsony és extrém magas tumorsejtardny arany esetén egyarant lattunk alacsony
illetve magas MAF-ot.

BRAF Kklonalis szelekcié tumorprogresszio soran



A heterozigéta statusz miatt a MAF-ot 50% koriil vartuk, de a BRAF-MAF 24.7+/-16.3-nak
adodott, ahogyan az NRAS-MAF 30.7+/-20.9-nek. A BRAF muténs primer €s attéti mintak
kozt a MAF emelkedés szignifikdnsnak adodott.

Szignifikans MAF emelkedés szervspecifikus BRAF mutans attétekben

Bar a leggyakoribb attét daganatos megbetegedések esetén €s a mi mintankban is a kdzponti
idegrendszert €s a majat érinti, méréseink alapjan a BRAF mutans esetek MAF-ja a tiid6-,
mellékvese-, ¢és gyomor-bélrendszeri metasztazisok esetében mutatott szignifikans
emelkedést. NRAS mutans daganatoknal nem tapasztaltuk szignifikdns MAF valtozast a
kiilonboz6 lokalizacioja attétekben.

Primer melanoma MAF profiljat megtarté, illetve azt enyhe, vagy kifejezett médon
valté metasztazisok

Az egyes betegeket kiilon-kiilon szemlélve harom mintézatra lettiink figyelmesek. Az elsd
csoportba azok az esetek tartoznak, amelyek MAF-ja nem valtozik progresszio alkalmaval, a
masodikba azok, amelyek enyhe ndvekedést/csokkenést mutatnak MAF tekintetében az
attétekben a primer tumorhoz viszonyitva (alacsonybol kozepes, kozepesbdl magas és
forditva), a harmadikba pedig azok a betegek sorolhatdk, akiknél kifejezett MAF valtozast
(magasbol alacsony, vagy alacsonyb6l magas) mértiink. Ebben a tekintetben szervspecifikus
eltérést nem talaltunk.

A 44 (BRAF vagy NRAS) mutans primer melanoma 129 metasztazisat tekintve két BRAF
mutaciot és egy NRAS muticiot hordozd betegnél, Gsszesen 4 attétben (3.1%) a MAF
valtozas olyan extrém fokunak bizonyult, hogy nem lehetett a mutans allélt detektalni az
attétben még a Sangernél nagyobb szenzitivitast piroszekvenalassal sem. Erdekes tény, hogy
ezek az attétek a majbol €s a 1€pbdl keriiltek ki.

Magas, kozepes és alacsony MAF kategoriaba sorolhato attétek lehetnek homogének
vagy heterogének a tobbes attétel biro betegek esetén

Eredményeink szemléltetése kedvéert harom kategoriaba soroltuk a kapott MAF értékeket,
mely tartomanyok a heterozigotasdg meglétén ¢és a mintdinkban észlelt 80% korili
tumorsejtaranyon alapultak: alacsony MAF 15% alatt, kozepes MAF 15-40% kozt és magas
MAF 40% felett.

Mindkét ,,iranyitd” mutacid esetén taldltunk homogén és heterogén attéttel bird betegeket a
tobbes attétekre vizsgalt paciensek kozt. Homogén metasztazis kifejezéssel azt jeloltiik,
amikor is a MAF ugyanazon kategoriaba sorolhato az egyes attétekben, ez a 32 BRAF mutans
betegbdl 23-nal volt megfigyelhetd (72%) és a 12 NRAS mutans betegb6l pedig 9-nél (75%).
Heterogén metasztazis esetén a az attétek kozt eltérd MAF kategoridkat figyeltiink meg, ez a

32 BRAF mutans betegbdl 9-et (28%), a 12 NRAS mutansbol pedig 3-at érintett (25%). Sem



a BRAF, sem az NRAS mutans attétek esetén észlelt homogén vagy heterogén mintdzat nem
bizonyult szignifikdnsnak.

Klinikai szempontbo6l viszont a Kifejezett MAF valto esetek kiemelt jelentdséggel birnak: 32
betegbdl 6 (18.75%) a BRAF mutans homogén esetek koziil, 4 (12.5%) a BRAF mutans
heterogén esetek koziil és 2 (16.7%) a 12 NRAS mutans esetek koziil tartoztak a kifejezett
MAF valté csoportba.

Pozitiv  szelekcidora wutaldo eltérés volt ¢észlelhet6 a BRAF mutans melanomak
tumorprogresszidja soran amennyiben annak tekintjiik a kozepesrdl magas (6/32), alacsonyrol
kozepes (3/32), vagy alacsonyrdl magas (7/32) MAF-ra torténd valtozast az attétben a primer
daganathoz képest, 0sszességében 16/32 50%, ha a magasrol kdzepesre (3/32), kozepesrol
alacsonyra (3/32) vagy magasrol alacsonyra (3/32) torténd MAF valtozashoz hasonlitjuk,
mely Osszességében 9/32 28.1%.



Kovetkeztetések
KIT molekularis epidemiologia vizsgalat
Boér melanoma KIT molekularis epidemiologiara vonatkozd Kozép-Eurdpabol szarmazéd
megbizhat6 adatot nehéz talalni az irodalomban. Ennek az ismerete azért lenne fontos, mert a
KIT mutacids gyakorisagot befolyasoljak a geografiai viszonyok, valamint megléte esetén
célzott terdpidban részesiilhetnek a paciensek.
Tobbszaz magyar betegbdl 4llo reprezentativ melanoma kohorszot vizsgalva a BRAF mutacio
45.4%-nak, az NRAS mutacids rata pedig 20%-nak adodott, amely adatok egybecsengenek
egyéb etnikai csoportokéval és mas foldrajzi régiobol szarmazé adatokkal. Azonban
Klinikusok és kutatok fejében altalanosan é16 vélemény, hogy a KIT mutacios arany boérbol
kiindulé melanomak esetén alacsony, ezért nem is gyakran végzett vizsgalat. Ha utananéziink
az irodalomban, 9.5% koriili értéket talalunk, de az adatokat nagy szoras jellemzi. A KIT
mutans melanoma néhany specidlis tulajdonsaggal rendelkezik, ezért ezekben az esetekben
fokozottan gondolni kell KIT mutacid vizsgalatra: iddsebb betegekben gyakoribb, kronikus
napfény artalommal Szoros Osszefiiggésben all és gyakran nyalkahartya melanoma vagy az
akrdkat érintd melanoma (ALM) képében jelentkezik. Példanak okaért alljon itt egy veliink
szomszédos orszag, Szlovénia KIT mutacios frekvenciaja, mely 1.3%, ami igen alacsony,
hogyha az olaszorszagi adatokhoz hasonlitjuk, ami 10% koriili (UV indukalta és nem-UV
indukélta melanoma formak), ahogyan 10% koriil mozog egy cikk szerint a franciaorszagi
KIT mutécios rata is (nyalkahartya melanoma). A nagy szoras oka a vizsgéalatokba bevont
eltéréd melanoma altipusok, melyek érzékeny paraméterei a KIT mutacids ratanak, illetdleg a
mutacid kimutatdsanak moddja, foként a vizsgalt exonok szama, mert a legtobb elemzés
csupan a GIST-re jellemz6 exonokat vizsgalta, masok pedig egyéb exonokat is.
Eredményeink a magyarorszdgi KIT mutaciora vonatkozoéan 15%-ot mutattak, ami eléggé
magasnak tlinhet, azonban megbizhat6, mert kutatécsoportunk 5 exont is megszekvenalt és
meglehetésen nagy elemszamu és homogén mintan dolgoztunk.
A BRAF/NRAS dupla vad bor melanoma kohorszunk KIT mutécids rataja megegyezett az
ugyan kis 1étszamq, de szintén BRAF/NRAS dupla vad nyalkahartya melanoma csoportéval.
Fontos azonban megemliteni, hogy nyalkahartya melanomak esetén sokkal ritkdbb a
BRAF/NRAS mutacié el6fordulasa, ezért sziikségszertien a KIT mutacios rata magasabbnak
adodik.
Elgondolkodtatd, hogy az altalunk vizsgalt melanoma csoport KIT mutaciés mintdzata az
irodalomban ko6zolt GIST (mint a KIT mutans daganatok prototipusa) KIT mutécios
mintazataval mely pontokon egyezik vagy tér el. Irodalmi adatok alapjan GIST esetén a KIT

gén 11. és 9. exonjanak mutacioi a leggyakrabbak (~70% and 10%), mig melanoma esetén



nem egységesek a kozlemények, hiszen sajnalatos moédon nagy részikk nem mind az 5,
leggyakrabban szamitasba keriild exont vizsgdlja. Méréseink alapjan borbdl kiinduld
melanoma esetén a 11. exonban fordulnak eld leggyakrabban mutaciok (44.7%), de még igy
is alacsonyabb ez az arany, mint GIST esetén. A masodik helyen a 9. exon all 21.1%-kal,
amely arany azonban tobb mint a duplaja, mint GIST-ben. Ezeket koveti a 13., 17. és 18.
exonban fellelhetdé mutaciok, melyeknek vizsgalata gyakorisdguk alapjan véleményiink
szerint szintén nem elhanyagolhatdé melanoma esetén, még akkor sem, ha GIST-ben
eléfordulasi valdszinliségiik Osszesen is csak 20% alatt van. Adataink a Kinabol kozolt
adatokkal nagyjabol Osszecsengenek, azonban ott a masodik leggyakoribb mutaci6 altal
érintett exon a 13-as volt.

Amennyiben a mutéciés forropontok kozti kiilonbséget tekintjiik at GIST és melanoma
esetén, a 9. exon esetében az 502/503 kodon a leggyakrabban érintett GIST-ben, vizsgalataink
alapjan ugyanakkor melanomaban a 491/492 kodon. A 11. exon 557/558-as kodonjaban
megegyezik a mutacids hotspot GIST és melanoma esetén, ugyanakkor a szomszédos, vagyis
559-es kodon mutacidja melanoma esetén szintén meglehetdsen gyakori. A 13. exonban GIST
és melanoma ugyanazon a mutacios forroponton 0sztozik, amely a 642-es kodon, habar
melanoma a kornyezd kodonokat is érintheti. A 17. exonban mindkét daganat azonos hotspot-
tal bir, ez a 822-es kodon, mig a 18. exonban GIST esetén a KIT mutaci6é a 842-es kodont
érinti, melanomaban pedig nem. Klinikai jelentésége van a GIST és melanoma kozti hasonlo,
vagy kiilonb6z6 mutacios hotspot-oknak akkor, amikor aktivald mutaciorol beszéliink és
gyogyszeres gatlas sikerrel alkalmazhatd, mivel a kiilonb6z6 KIT inhibitorokkal GIST-ben
szerzett tapasztalatok atiiltethetbek melanoma kezelésére. A melanomaban leirt
magyarorszagi és kinai KIT mutacios forropontok szinte egyeznek.

Az onkologusoknak KIT inhibitor terapiaval szerzett tapasztalata nagyobb, mint a
dermatoonkologusoknak, mivel melanoma mellett GIST, AML és pajzsmirigy daganat esetén
is sikerrel alkalmazhat6. GIST esetén amennyiben a KIT mutéacié a 9., 11., 13. exont érinti,
imatinib vagy sunitinib adasa sikerrel jarhat, mig AML esetén nincs informacionk a 17-es
exon (816-os kodonjanak) mutacidja esetén a KIT inhibitorok hatasossagarol. Pajzsmirigy
karcinéma is lehet KIT mutécio hordozo, ebben az esetben a 9. exon 490-es kodonjéban és a
11. exon 553, 557, 559 és 576-os kodonjban észlelt mutaciok reagéltak a KIT inhibitor
kezelésre, a 17-es exon (820-as kodonjanak) mutacidja szintén nem.

Melanoma esetén tobb vizsgalat is tortént KIT inhibitor imatinib adasaval. A 9-es exonban
észlelt mutaciok esetén nem sikeriilt még részleges valaszt sem elérni, az inkabb sunitinib

érzeékeny, azonban a 11-es exonban az alabbi kodonokat érinté KIT mutécio esetén viszont



igen: 576, 577, 557, 559, 560, tovabba a 13. exon 642-es kodonjanak mutacidja esetén is
leirtak részleges valaszreakciot imatinibre.

Summa summarum, mivel a BRAF/NRAS vad melanomak tobb, mint 50%-a hordoz KIT
mutaciot a 11. és 13. exonban, ami egy jelentds betegpopulacid, akik KIT inhibitorral
kezelhetoek lennének, ezért legalabb ennek a két exonnak a vizsgalata elengedhetetlen lenne a
melanoma altipusatol fiiggetlendil.

Tumorprogresszio soran észlelt klonalis heterogenitas és mutans allél frekvencia (MAF)
valtozas

KIT mutans mintat ebben a vizsgéalatban nem talaltunk, melynek magyarazata tobbek kozt az
is lehet, hogy a klonalis heterogenitas vizsgalatban BRAF/NRAS vad, vagyis dupla vad
esetek 6/50, 12%-ban fordultak el6, mig a KIT epidemiologia targyu kutatas soran elemzett
mintdkban ennél joval magasabb, 79/227, 35% aranyban fordult el6 dupla vad minta,
valamint esetlegesen az is okolhatdo a KIT mutans esetek tdvol maradasaért, hogy itt az
igazoltan célzott terapiaval biré mutacidkat néztiik, vagyis a KIT gén esetén csupan a 11. és a
13. exont vizsgaltuk.

Nagy szadmu parositott primer és attéti melanoman végzett mutans allél frekvencia
vizsgalatunk extrém tumor heterogenitdst mutatott mind BRAF mind NRAS mutéciot
hordoz6 mintdkban, amely heterogenitds hatterében nem allhatott T/N arany eltolodas, sem
technikai ok.

Megallapitottuk, hogy BRAF mutacido esetén a MAF az attétekben novekedett a primer
tumorhoz viszonyitva, amelybdl az agresszivebb, mutans klon kiszelektalodasara
kovetkeztethetiink. A BRAF mutans klonok ndvekedése az attétekben elérte a szignifikancia
hatarat. Ezzel ellentétben az NRAS mutans klonok attétekben vald felszaporodasa nem volt
szignifikans. Miutan az egyes mintak MAF-jat nagysaguk alapjan harom kategoriaba soroltuk
(> 40% magas, 15-40% kozepes és < 15% alacsony), a BRAF mutans klonok felszaporodasa
még szembe tlinébb volt. Primer melanomék esetén a magas, kdzepes vagy alacsony MAF
incidenciak kozt nem volt kiilonbség, ellenben az attétekben a magas MAF kategoria keriilt
tobbségbe (15/32, 46.8%) ¢és az alacsony MAF eléfordulési valdszintisége csokkent (2/32,
6.25%).

50%-nal magasabb és 15%-nal alacsonyabb MAF értékkel is talalkoztunk mind primer
daganatok, mind attétek esetében. Extrém magas MAF érték mogott allhat a mutans gén
amplifikacidja, vagy a vad allél elvesztése, ahogyan a tilsagosan alacsony MAF hatterében is
lehet a mutans allél elvesztése vagy a vad allél amplifikacidja szomatikus iranyité mutaciok

esetében, amelyeket dominans heterozigota formaban hordoznak a sejtek. A fenti kérdés



tisztazasat kutatocsoportunkban aktudlisan zajlo kdpiaszam elemzésen alapuld vizsgalattol
varjuk.

Elsoként irtuk le a BRAF mutans klonok szignifikans felszaporodasat a tiid, mellékvese,
gyomor-bélrendszer €s vese vonatkozasaban, azonban a kozponti idegrendszerben és a
majban ez nem volt szignifikans. Nem talzo talan az a kovetkeztetés, hogy bizonyos szervi
preferencia genetikai alapjait talaltuk melanoma progresszioja soran. Eredményeink bizonyos
vonatkozédsban ugyan ellentmondanak a nemrég kozolt irodalomi adatoknak, mely szerint a
BRAF/NRAS mutdns melanomak nagyobb valdsziniiséggel adnak attétet a kozponti
idegrendszerbe ¢és majba, valamint hogy az NRAS mutins melanomak elOszeretettel
progredialnanak a tiddbe. Erdekes lenne latni egy nagyobb elemszamon torténd vizsgélat
a késdbbiekben kialakult szervi attétek lokalizaciojara.

Az éltaluk vizsgélt anyagban komoly eldnyt jelentett, hogy szdmos esetben egyazon betegbdl
szarmazo6 elsddleges daganatnak tobb hematogén attétjét is modunkban allt elemezni.
Kifejezett inter-metasztatikus MAF heterogenitast lattunk BRAF esetén 28.2%-ban, NRAS
esetén 25%-ban, ugyanakkor a mintdk dontd tobbségében az attétekben mért mutans allél
gyakorisdg nagysagrendileg megegyezett.

BRAF és NRAS mutans melanomak progresszioban bizonyos vonatkozasban eltérést
talaltunk. Az NRAS mutans melanomaban szenvedd betegek attétjei 50%-ben megtartottak a
primer daganat MAF-jat, ez a BRAF mutans melanomakban ez kevesebb aranyban volt
megfigyelheté (31.3%). Relativ nagy szamban lattuk a BRAF mutans esetekben a primer
tumor alacsony MAF-jarél az attétben magas MAF-ra torténd valtast mind a homogén, mind a
heterogén tobbes attéttel bird esetekben, ugyanakkor NRAS mutans daganatok esetében ez
nem volt elmondhato.

Molekularisan célzott daganat ellenes terapia a legtdbb esetben, igy melanoméban is az
adhatok BRAF mutdns primer tumorral bird betegek nagy tobbségének progresszid esetén,
ugyanakkor egy kisebb részilk a varakozéassal ellentétben nem reagdl a kezelésre és a
valdsaghoz tartozik az is, hogy akik eleinte pozitiv valaszt mutatnak, azoknal is rezisztencia
alakul(hat) ki a késébbieckben. A BRAF inhibitorok atmeneti hatasa, vagy éppen
hatastalansaga hatterében is a mutans allél extrém fokt heterogenitasa htizodhat meg, mely a
mi esetiinkben is széles skalan (2.2-80.3%) mozgott. Tovabba a multiplex attéttel bird esetek
szervenként eltérd terdpias valasza mogott is allhat mutans klon heterogenitasa és progressziod
soran bekovetkezett klonalis szelekcio. Ez a fajta sokszintiség kisebb mértékben ugyan, de

NRAS muténs daganatok esetében is kimutathato volt vizsgalatunkban.



A primer tumor molekuléris statuszan alapul6 célzott kezeléssel kapcsolatos dontéshozatal
esetinket nézve csupan 3.1%-ban bizonyult volna helytelennek 2%-os mutacio detekcios hatar
mellett. Azonban vizsgalataink nyoman kihangstlyozandd, hogy nem elég a mutacids statusz
ismerete a sikeres kezeléshez, hiszen a mutéans allél eléfordulasi gyakorisagat tekintve mind a
primer tumor, mind az Aattét heterogén ¢és ez nem az esetlegesen eltérdé T/N aranynak
koszonhetd. Hangsulyozottan fontos a kezelendd attétek vizsgalata, nem utols6 sorban azért
is, mert a beteg halaldért melanoma esetén az attét okolhato, nem pedig az apré primer tumor.

Eredményeink nem csupan alatamasztjak a multiklonalitas elméletét, hanem a metasztatikus
kaszkad megértéséhez is talan kozelebb vittek benniinket, valamint a klinikai dontéshozatalt is
befolyasoljak. Az a benyomasunk, hogy a célzott terdpidk kezdetben nagyon is kecsegtetd
eredménye, majd a gyakorlati alkalmazéas soran megismert korlatai mogott az egyes szervi
attétekben fellelhetd irdnyitd mutaciét hordozo klonok relativ alacsony mennyisége allhat.
Feltétleniil fontos lenne igazolni, a MAF célzott terdpidban betoltott prediktiv szerepét egy
nagy elemszamu, retrospektiv kohorszon, mivel az altalunk vizsgalt esetek koziil csupan 3

beteg részesiilt célzott terapiaban.
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