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A PARP-inhibitor-terapia varhatd hatékonysaganak legjobb
prediktiv markerei prosztata-adenokarcinomak esetén
a BRCA1/2 vagy egyéb homoldg rekombinacids hibajavitd
gének mutacioi. Ezek vizsgalata a rutin molekularis patoldgiai
diagnosztika részét képezi. 281 prosztata-adenokarcinomas
beteg vizsgalata soran az esetek 21,4%-aban azonositottunk
a fenti gének valamelyikében szomatikus patogén mutaciot.
Az esetek 28,5%-aban volt sikertelen a vizsgalat, a sikeres
vizsgalat legfébb korlatja a paraffinos blokkok kora, illetve
az alacsony DNS-koncentracid volt. A BRCA1/2 vizsgalata
esetén az 5 évesnél régebbi, mig a szélesebb, tobb homoldg
rekombinacids hibajavité gént érint6 vizsgalat esetén a 2
évesnél régebbi mintak esetében a vizsgalat sikeressége
jelentésen romlott. Ezért nagyon fontos, hogy magas rizikéju
prosztatarak esetén a vizsgalat a primer diagnozis idépont-
jaban megtorténjen, illetve varhatoéan a jovében a folyadék-
biopszias, keringé tumor-DNS-bél torténd vizsgalatoknak is
egyre nagyobb szereplk lesz. Magy Onkol 68:137-141, 2024

Kulcsszavak: prosztata-adenokarcindma, homoldg rekom-
bindcids hibajavitd rendszer, PARP-inhibitor-terapia

The best predictive marker for the expected efficacy of PARP
inhibitor therapy is mutations in BRCA1/2 or other homol-
ogous recombination repair genes. These tests are part of
routine molecular pathology diagnostics. Among 281 patients
with prostate adenocarcinoma, somatic pathogenic muta-
tions in one of these genes were identified in 21.4% of pa-
tients. In 28.5% of the patients, the test was unsuccessful; the
main limitation of successful testing was the age of the paraf-
fin blocks and low DNA concentration. In the case of BRCA1/2
testing, the success rate was significantly reduced for sam-
ples older than 5 years, while in tests involving a broader set
of homologous recombination repair genes, the success rate
was significantly reduced for samples older than 2 years.
Therefore, it is very important to test high-risk prostate can-
cers at the time of primary diagnosis, and probably also liquid
biopsy testing of circulating tumor DNA will play an important
role in safe diagnosis in the near future.

Melegh Z, Csernak E, Kohanka A, Rubovszkyné Gallai M,
Bencze E, Széke M, Pap L, Simon A, Kironya Z, Biré K, Géczi
L, Téth E. Mutation frequency of homologous recombination
repair genes in prostate adenocarcinomas. Magy Onkol
68:137-141, 2024
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A DNS karosodasainak javitasaért a sejtekben tobb mechaniz-
mus felelds. Ezek koziil a homolég rekombinacié és a mismatch
repair rendszer hibainak terapias jelentésége a legismertebb
(1). A kett8sszald DNS egyik hibajavité rendszere, a homoldg
rekombinacids repair [HRR) rendszer génjeinek csirasejtes és
szomatikus mutaciéja 10-15%, illetve 20-25% gyakorisaggal
fordul elé metasztatikus prosztatakarcinémakban. Leggyak-
rabban a HRR rendszerben végrehajto szerepet jatsz6 BRCA1/2
gének karosodasa okozza a hibat, kisebb aranyban a PALB2,
RADS51, BARD1, CHEK2, CDK12, ATM/ATR gének mutacioi.
Ezen gének altal kodolt fehérjéknek kiilonboz6 feladatuk van
a HRR rendszerben, ami magyarazza, hogy kiilonbozd lehet
a hatasuk a genetikai eltérések kialakulasara.

A poli-ADP-ribéz-polimeraz (PARP) enzim az egyszall
DNS-torések javitasaban részt vevd bazisexcizids repair rendszer
tagja. Amikor a PARP enzim miikddését gatoljuk, az egyszalu
DNS-torések, majd kovetkezményesen a kétszall torések is
halmozddnak. Megtartott HRR esetén ezek a hibak kijavitddnak,
a sejt talél. Amikor a HRR rendszerben valamelyik fehérje ma-
kodésében a kddold gén mutacidja vagy epigenetikus eltérése
miatt zavar van, ezek a torések halmozodnak, ami végiil a sejt
halalahoz vezet. Ezt nevezziik az Un. kettds letalitas elvének (2, 3).

Napjainkra szamos klinikai vizsgalat bizonyitotta a me-
tasztatikus kasztracidrezisztens prosztatardkokban (mCRPC])
a PARP-inhibitor-terapia hatékonysagat; 2020-ban az FDA jo-
vadhagyta mCRPC-ben (4). Azon betegek esetén, akiknél 14
HRR-rel kapcsolatos gén (BRCA1/2, ATM, BARD1, BRIP1,
CDK12, CHEK1/2, FANCL, PALB2, RAD51B, RAD51C, RAD51D,
RAD54L] kozil valamelyik mutacidja azonosithaté, Magyar-
orszagon is elérhetdvé valt a PARP-inhibitor-terapia.

Az Orszagos Onkoldgiai Intézet Sebészeti és Molekularis
Patoldgiai Osztalyanak molekularis patoldgiai laboratériu-
maban prosztata-adenokarcindmak esetén 2021 dta torténik
a szomatikus BRCA1/2 mutacid analizise, illetve 2022 6ta ezzel
parhuzamosan egyéb HRR-ben részt vevé gének szomatikus
mutacidinak vizsgalata Ujgeneracids szekvenalassal (NGS).
A prosztata-adenokarcindmak formalinban fixalt, paraffinba
agyazott blokkjaibdl torténd molekuldris patoldgiai vizsgalat
soran szamos kihivassal nézlink szembe. Az ezzel kapcsola-
tos tapasztalatainkrol és a mutacidanalizisek eredményérdl
szamolunk be jelen munkankban. Eredményeinket elemezziik
a rendelkezésre allé irodalmi adatok tiikrében is.

Munkank soran 281 prosztata-adenokarcindmas beteg minta-
jat vizsgaltuk Ujgeneracios szekvenalassal (NGS). A BRCA1/2
szam-eltérések (exondelécidk, duplikacidk) kimutatasara az
esetek egy részében az Oncomine BRCA Research Assay-t
(BRCA RA, Thermo Fisher Scientific, USA), illetve a BRCA1/2
és tovabbi HRR-ben részt vevd gének mutacidinak azonosita-
saraa 161 gént tartalmazé Oncomine Comprehensive Assay
v3 (0CAv3) [Thermo Fisher Scientific, USA) tesztet hasznaltuk.
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DNS-izolalas

A DNS izolalasa formalinfixalt, paraffinba agyazott (FFPE)
szovetblokkokbol tortént. El6zetesen a mintak HE-festett met-
szetein a diagnozist uropatolégus ellendrizte, és meghatarozta
a tumorsejttartalmat. A mintak >10%-os tumorsejttartalom
mellett voltak alkalmasak a vizsgalatok elvégzéséhez. Na-
gyobb mditéti anyagok esetén 1-2 5 um-es metszetet hasznal-
tunk fel. A nukleinsav-izolalas a Maxwell RSC DNA FFPE Kittel
tortént, Maxwell RSC automata rendszeren (Promega, USA),
a gyarto utasitasai szerint. Kis biopszids anyagok izolalasat
manualisan végeztiik, 4-6 5 pm-es metszet felhasznalasaval
a ReliaPrep DNA Clean-Up and Concentration System (Pro-
mega, USA] izolald segitségével. A DNS-mintak koncentra-
ci6jat Qubitfluorométeren mértiik meg a Qubit dsDNA HS
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével.

Konyvtarkészités és szekvenalas

A DNS-konyvtarak készitése az lon Chef automata (Thermo
Fisher Scientific) késziiléken tortént, amelyhez 20 ng nukle-
insavat hasznaltunk. A szekvenaldst lon S5 Plus rendszeren
(Thermo Fisher Scientific] végeztiik. A szekvenalds mingségi
értékelésének paraméterei egységesen a kovetkez6k voltak:
atlagos lefedettség >1200x, MAPD (CNV) <0,5, a lefedettség
egységessége >90%, a targetrégio aranya >90%.

A szekvenciaadatok automatikus elemzése a gyarto al-
tal biztositott Torrent szerveren m(ikddd Torrent Suite és
lon Reporter szoftverrel (Thermo Fisher Scientific) tortént.
A bazishivashoz és a hg19 referenciagenomra illesztés-
hez a Torrent Suite szoftver v5.18.1-es verzidjat hasznaltuk.
A szekvenciavariansok azonositasat, annotalasat az lonRe-
porter szoftver 5.20-as verzidjaval végeztiik.

Statisztika
Az adatok statisztikai vizsgalatara a parositatlan t-probat
a GraphPad alkalmazéason végeztiik el.

A vizsgalt idészakban (2022. januar 1.-2023. december 31.)
dsszesen 112 OCAv3 és 229 BRCA RA Ujgeneracios szekve-
nalasivizsgalatot végeztliink 281 beteg anyagan. Az altalunk
vizsgalt esetek mindegyike acinaris tipust adenokarcindma
volt. Duktalis adenokarcinomas komponensrél nem allt ren-
delkezésre informacid a bekiildGtt szovettani leletekben sem.

A vizsgalatok 28,5%-a volt sikertelen. A 112 OCAv3 vizs-
galatbdl 41 (36,6%), mig a BRCA RA vizsgalatoknal 56 (24,5%)
volt a sikertelen vizsgalatok szama. 60 beteg mintajan mind
az OCAv3, mind a BRCA RA vizsgalat elvégzésre keriilt, ezek
koziil 45 esetben adott legalabb az egyik vizsgalat értékelhetd
eredményt, mig 15 esetben mindkét vizsgalat sikertelen volt.

Mindkét mddszer esetén megvizsgaltuk, hogy a minta
DNS-koncentracidja, a minta kora, illetve a tumorsejtek
szazalékos aranya milyen mértékben befolyasolta a vizsgalat
sikerességét. Az OCAv3 vizsgalat esetén azt talaltuk, hogy
a sikertelen vizsgalatoknal a DNS koncentraciéja szignifi-



kansan alacsonyabb volt, mint a sikeres vizsgalatok esetén
(8 vs. 12,2 ng/pl, p=0,0255). Hasonld, de nagyobb mértéki
szignifikans kiilonbséget latunk a BRCA RA vizsgalatok soran
(4,9 vs. 12,3 ng/pl, p<0,0001). Emellett mindkét mddszer
alkalmazasakor azt talaltuk, hogy alacsony, 5 ng/ul alatti
DNS-koncentracié mellett a sikertelen vizsgalatok aranya
igen magas, 50% korilivolt (1., 2. dbral.

A minta (FFPE blokk] kora jelentésen befolyasolja a vizsga-
lat sikerességét. Az OCAv3 panel alkalmazasakor a sikertelen
eredményt adé mintak atlagos kora 4,4 év, mig a sikeres min-
taknal 2 év volt (p=0,0003). BRCA RA vizsgalatoknal a sikertelen
mintak atlagos kora 3,75 év, mig a sikereseké 2,83 év volt, azon-
ban itt a kiilonbség nem bizonyult szignifikdnsnak (p=0,1712).
Az OCAv3 vizsgalatok esetén a vizsgalat eredményessége
jelentésen romlani kezdett, ha a vizsgalt minta tébb mint 2
éves volt (80%-rél 62%-ra), mig tovabbi, kifejezett romlas mu-
tatkozott az 5 évnél régebbi mintak esetén (sikeres vizsgalatok

HRR-MUTACIOK PROSZTATARAKBAN 139

aranya 23,4%) (3. dbra). ABRCA RA vizsgalat sikerességének
romlasa az 5 évnél régebbi mintak esetén kovetkezett be, itt
a sikeres vizsgalatok aranya 81,5%-rol 51%-ra esett (4. dbra).

Atumorsejtek atlagos szazalékos aranyaban (az él6 tumor-
sejtek aranya a mintaban talalhatd 6sszes sejthez viszonyitva)
nem talaltunk kiilonbséget a sikertelen és sikeres vizsgalatok
kozott. Az OCAv3 vizsgalatok esetében az atlagos tumorsejttar-
talom 46,4% (sikeres: 46,2%; sikertelen: 46,7%), mig a BRCA1/2
vizsgalatok esetén az atlagos tumorsejttartalom 40% volt (si-
keres: 39,5%, sikertelen: 41,2%). A mintak tumorsejttartalom
szerinti 0sszesitett szazalékos megoszlasa az 5. dbran lathato.

A BRCA1/2 mutécid tekintetében 199 beteg mintajaban
kaptunk legaldbb az egyik mddszerrel sikeres eredményt.
BRCA1/2 gént érinté patogén mutécié 21 betegnél volt detek-
talhat6 (10,6%); 19 esetben BRCAZ2-, 2 esetben BRCAT-muta-
cié volt jelen. A leggyakrabban érintett exonok a BRCAZ gén
mutdcidi kozilil a 11-es és a 15-0s exonok voltak 5, illetve 4
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5. ABRA. A mintak tumorsejttartalom szerinti eloszlasa

betegnél (6. dbra). A 83 sikeres OCAv3 vizsgalat soran 9 eset-
ben talaltunk egyéb, HRR géneket érint6 patogén mutaciot
(10,8%): 5 esetben ATM-, 1-1 esetben RAD51-, CDK12-, ATR-és
PALB2-mutéciét (7. dbra). Akét vizsgalomddszerrel 6sszesen
a sikeres vizsgalatok 21,4%-aban azonositottunk a BRCA1/2
vagy mas HRR génben terapias jelent6ségi patogén mutaciot.
Egy esetben talaltunk ismeretlen jelentéségli BRCA2-varianst
(VUS) (BRCA 2, p.? c.632-55_632-55delinsAAA]. 50% mutans-
allél-aranyt meghaladd patogén BRCA2-mutaciét 5 esetben

6. ABRA. A BRCAT/2 géneket érinté patogén variansok eloszlasa az el-
térések tipusa szerint
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ATM

BRCA1

7. ABRA. A HRR géneket érinté patogén mutaciok eloszlasa

detektaltunk. Emellett az 5 patogén ATM-mutaciét mutaté
esetbdl 3 mintaban talaltunk 50%-ot meghalado allélaranyt.

A leletatfutds a minta molekuléris laboratériumba valé
beérkezésétdl a lelet leadasaig eltelt munkanapok szama,
eseteink 20%-aban 10 vagy kevesebb, 44%-ban 11-15, 22,8%-
ban 16-20, 22,5%-ban tébb mint 20 munkanap volt.

MEGBESZELES

Napjainkra az elérehaladott, kasztraciérezisztens prosz-
tata-adenokarcinomak kezelésében jelentds szerepe van
a PARP-inhibitor-terapidknak (5). Ezek varhaté hatékonysa-
ganak legjobb prediktiv markere a BRCAT/2 vagy mas HRR
gének mutacidinak azonositasa (6). 2022 6ta az Orszagos
Onkoldgiai Intézet Sebészeti és Molekularis Patoldgiai Osztalya-
nak laboratériumaban NGS-alapu modszerekkel rutinszerden
vizsgaljuk ezen eltéréseket. Az irodalmi adatokhoz hasonléan
az altalunk vizsgalt esetekben is viszonylag magas, 30% korili



volt a sikertelen vizsgalatok aranya (7). Ennek elsddleges oka
arendelkezésre allé formalinfixalt mintak paraffinblokkjainak
kora. A vizsgalatok sikertelensége egyértelmi dsszefliggést
mutatott a blokkok életkoraval. 5 évnéliddsebb blokkok esetén
51% volt a sikertelen vizsgalatok aranya. Ez is az oka annak,
hogy a jelenlegi nemzetkozi irdnyelvek magas rizikéju prosz-
tatakarcindmak esetén a diagndzis idépontjaban javasoljak
a molekularis patologiai vizsgalatot. Ilyenkor, ha a preanalitika
megfeleld, még nagyobb eséllyel optimalis minéségl a minta.
Ugyanakkor a prosztatakarcindomak esetén gyakori tébbgocu-
sag miatt, nem csirasejtes HRR-génmutacio esetén nem biz-
tos, hogy a primer biopsziabol végzett vizsgalat reprezentalja
a metasztatikus daganat genetikai statuszat, mivel a kiilonalld
gbocok egymastdl gyakran eltérd genotipust mutathatnak (8).

HRR gének szomatikus patogén vagy valdszintileg patogén
mutéci6jakor minden esetben javasolt a genetikai konzultacié (9).
Eseteink kozott a tumorsejtaranyt és a mutansallél-frekvenciat
figyelembe véve legalabb 33%-ban valdszin(sithetd orikletes
mutacid, de teljes biztonsaggal ez a szomatikus mutacidk vizs-
galata soran nem adhatd meg, mivel nagy delécidk, exondup-
likaciok esetén az allélfrekvencia meghatarozasa bizonytalan.

Ablokkok kora mellett a masik leggyakoribb limitalo tényezé
a mintak tumorsejttartalma. Altaldnossagban azt mondhatjuk,
hogy 10% alatti tumorsejtarany esetén a minta nem alkalmas
NGS-alapu vizsgalatra. Annak ellenére, hogy az Ujgeneracios
szekvenalas DNS-igénye altaldban kisebb, sokszor az alacsony
tumorsejttartalmu, preanalitikai hiba vagy a blokk életkora miatti
csokkent mingségl mintakbdl nem lehet elegendé mennyiség
és mindségl DNS-t kinyerni. Azokban az esetekben, ahol nincs
megfeleld patoldgiai minta szomatikus mutaciok vizsgalatara,
illetve a klinikai jellemzék alapjan felmerdil rokletes daganat
lehetésége, mindenképpen csirasejtes mutacioé vizsgalata,
genetikai konzultacio javasolt. Alternativaként széba jon még
keringd tumor-DNS (ctDNS) vizsgalata. Ennek elsddleges kor-
latja a vérbdl kinyert ctDNS kis mennyisége lehet. Kiterjedten
metasztatikus, nagy tumortomeggel rendelkezd betegeknél
varhaté elsdsorban sikeres véralapu folyadékbiopszias vizsgalat.
Emellett negativ eredmény esetén nem tudjuk biztonsaggal
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elddnteni, hogy a modszeriink elégtelen érzékenysége miatt
volt negativ az eredmény, vagy valdban nincs HRR-génmutacio
adaganatban. ctDNS-vizsgalat eredménye csak pozitiv esetben
fogadhato el egyértelmien. Mindezen korlatok ellenére a ko-
zeljovében a folyadékbiopszids vizsgalatok a jelentds technikai
fejlédésnek koszonhetden is egyre nagyobb szerepet téltenek
majd be a szolid tumorok, ezeken belil a prosztatadaganatok
molekularis diagnosztikajaban (10).

Az altalunk vizsgalt esetekben azonositott BRCA1/2 és
egyéb HRR-génmutacidk gyakorisaga 21,4% volt. Irodalmi
adatok szerint metasztatikus duktlis adenokarcindmakban
gyakoribb (40%) a BRCA1/2 vagy egyéb HRR gének mutécidja
(11). Robinson és munkatarsai a metasztatikus kasztraciore-
zisztens prosztatarakok 23%-aban azonositottak szomatikus
HRR-génmutaciot, 20%-ban a BRCA1/2 és ATM gének érintett-
ségét talaltak. Eredményeink ezzel egybevagnak (12). Leleteink
dontd tobbsége a nemzetkdzi elvarasoknak megfeleld 10-15
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