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ROVIDITESEK JEGYZEKE
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1. BEVEZETES

A pajzsmirigy egy kicsi, elhanyagolhat6, jelentds torédést nem igényld szerviink,
legalabbis sokan ily moddon vélekednek rola, helytelenil. A pajzsmirigy az
alapanyagcserét szabalyozza, milkodése minden ¢letfolyamatunkra hatdssal van,
ezaltal az emberi szervezetben nélkiilozhetetlen szerepet tolt be. Ha miitkodésében
barmilyen zavar all be, egész szervezetiink normal ritmusa borul fel.

Hazénkban a pajzsmirigy betegségei a lakossdg nagy hanyadat érintik, ezért
népbetegségnek tekintjiik. A legismertebb pajzsmirigy rendellenességek (alul-és
talmiikodés, gyulladdsok) gyakori eléfordulasa mellett ma a pajzsmirigydaganatok
incidencidja is folyamatosan novekszik vildgszerte. Hazankban a pajzsmirigyrak a
leggyakrabban el6forduld endokrin tumor, melyek tobbnyire un. hideg gobokben
alakulhatnak ki, ezek prevalenciaja pajzsmirigyben 4-7% [1]; azonban e géboknek
csak egy része (5-10%) valik késébb tumorossa.

A Klinikai gyakorlatban jelenleg alkalmazott eljarasok sokszor csak megkésve jelzik
a daganatos elvaltozasokat. Napjainkban sziikségessé valt egy olyan célzottabb, korai
felismerést lehetévé tevd vizsgalomodszer bevezetése, mely alkalmas a klinikai
diagnosztika pontositasara és a malignizalédasi hajlam megitélésének segitésére is. A
genetika és az informatika tudoméanyéanak robbanasszer(i fejlddését kihasznalva nyilt
meg az ut a molekularis géndiagnosztikai modszerek legujabb generdcioja eldtt, mely
teret nyujt az ujgeneracios szekvenaldsi (NGS) technikak hasznélatara €s innovativ

daganat diagnosztikai eljarasok kialakitasara.

1.1. A pajzsmirigy jelentésége

A pajzsmirigy (glandula thyreoidea) egy pillang6 alakt, belsé elvalasztast mirigy,
mely a nyak eliils6, alsé részén, a 1égcso, illetve a gége elbtt pajzsszertien helyezkedik
el. A felnétt pajzsmirigy atlagos tomege kb. 15-25 gramm, és egészséges allapotban
nem is valtozik (kivéve: terhességben, ahol novekszik a tomege) [2]. Két oldalso,
szimmetrikus lebenybdl és az ezeket 6sszekotd kozépsé részbol, az isthmusbol all (1.

abra). A mirigyet egy kotdszovetes tok veszi koriil, melynek behuzodasai kisebb,
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lebenyszerti képzddményekre tagoljak. A funkciot tekintve a szerkezeti alapegységei
a folliculusok (vagy mas néven acinusok), melyek szabalytalan gémbalakua, 200-800
um atméréji, egyrétegli kobhammal (follicularis sejtek) bélelt vesiculak, benniik stirii
kolloid talalhato.

A pajzsmirigy 6 funkcidja a pajzsmirigyhormonok eléallitdsa, azok raktarozasa és a
keringésbe vald kijuttatasa. A follicularis sejtek, vagy mas néven thyreocitdk altal
termelt hormonok a tetrajod-tironin, azaz tiroxin (T4) és a trijod-tironin (T3). E
hormonok az egész szervezetre kifejtik hatasukat: esszencidlisak a kdzponti
idegrendszer postnatalis fejlédésében, miikodésében, sziikségesek a zavartalan
postnatalis novekedésben, meghatarozzak a bor feszességét, beallitjak a szervezet
alap-energiaforgalmat, és kozvetlen hatassal vannak a szivre is. A folliculusok kozott
a parafollicularis sejtek (C-sejtek) helyezkednek el, melyek a kalcitonin termelésért
felelések, igy a pajzsmirigy a kalcium-anyagcsere szabalyozasaban is jelentds
szerepet jatszik. A pajzsmirigyhormonok legfobb feladata, hogy képesek szabalyozni
a sejtek génexpresszidjat és igy befolyasoljak a kiilonboz6 anyagcsere-folyamatokat.
A T4 és T3 hormonok két aromas gy(irib6l (fenil- és tirozin-gytirii) allnak, melyekhez
jodatomok kapcsolodnak [2]. A jod nélkiilozhetetlen a pajzsmirigyhormonok
megfeleld6 mukodéséhez. A nem megfeleld jodbevitel stlyos egészségiigyi
problémakat okozhat. A pajzsmirigy csokkent miikodésének legkdzismertebb oka is a

jodhiany.

Légcsd
1. dbra: A pajzsmirigy elhelyezkedése és részei.

(Abra forrasa: [3])
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1.2. A pajzsmirigy betegségei

A pajzsmirigy legismertebb rendellenességei kozé tartozik a pajzsmirigy alul-és
talmtikodése (hypo-és hyperthyreosis), illetve a kiilonb6z6 gyulladasai
(thyreoiditisek). E pajzsmirigybetegségek fordulnak elé a leghagyobb szamban a
populacidban.

A pajzsmirigybetegségek legtobbszor a pajzsmirigy tartos, tobbnyire lathatd és
tapinthat6 megnagyobbodéasaval jarnak egyiitt, melyet striménak vagy golyvanak
hivunk. Megkiilonboztetliink difftiz és gobos golyvat, melyek gyakori oka a jodhiany
[4]. A nem elégséges jodellatottsag hatasara a pajzsmirigy sejtjei osztodnak, szamukat
megnovelve probaljak a szervezet szdmara megfeleld mennyiségli hormonokat (T4,
T3) eldallitani. Abban az esetben, amikor a pajzsmirigy egésze nagyobbodik meg,
difftz stramérol; mig a pajzsmirigy egyes, kisebb részeiben jonnek létre gyorsabban
novekvé sejthalmazok, akkor gobos strimarél beszéliink. Altalaban a diffiz tipust
golyvak joindulatuak (benignusak), de esztétikai problémakat okoznak, illetve
komprimélhatjak és/vagy diszlokalhatjdk a nyeldcsovet és a légesdvet. A gdbos
strtamak 2-10%-anal daganatos elvaltozas alakulhat ki. Kiilonb6z6 méretl
pajzsmirigygdbok a lakossag tobb mint felében észlelhetdk ultrahangos vizsgalati
modszerek segitségével [5]. Jodhianyos teriileteken elterjedtebbek és foként néknél
(30-50%), illetve az idésebb korosztalyoknal figyelheték meg [6]. A gobok
normalméretii, tehat nem megnagyobbodott pajzsmirigyben is fellelhetdek, szamuk és
nagysaguk valtozo, altaldban néhany milliméteresek, de tobb centiméteresek is
lehetnek, illetve, tobb, kiilonboz6é méreti gob is kialakulhat egy pajzsmirigyben. A
goboket csoportosithatjuk funkciojuk alapjan szcintigrafia segitségével, mely
eredményeként megkiilonboztethetiink: normal (meleg gob), fokozott (forrd gob) és
csokkent (hideg gob) jodfelvételi eltéréseket. Hazankban a hideg gobok eléfordulasa
a leggyakoribb (85%), melyek 5-10%-a az id6 el6érehaladtaval tumorossa valhat [7].
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1.3. A pajzsmirigy tumoros elvaltozasai

A pajzsmirigy rosszindulatu daganatainak legnagyobb része (90%) a folliculus
epithélsejtekbdl szarmazo jol differencialt carcinomak (DTC) kozé tartozik, amelynek
70-80%-a papillaris (PTC), mig 10-15%-a follicularis (FTC) pajzsmirigy tumor. A
differencialatlan rosszindulatu daganatok, vagyis az anaplasztikus
pajzsmirigytumorok (ATC) el6fordulésa ritkdbb, az 6sszes pajzsmirigydaganat 1-3%-
at teszik ki. Ezeken kiviil megkiilonboztetiink egy negyedik tipust, a medullaris
pajzsmirigy carcinomat (MTC), melynek el6fordulasat 2-5%-ra tehetjiik. Utobbi a

pajzsmirigy parafollicularis C-sejtjeib6l szarmazo ritka neuroendokrin daganat.

1.3.1. Differencialt pajzsmirigy daganatok

A differencialt pajzsmirigy daganatos betegek szama vilagszerte lényegesen
megndvekedett az utobbi évtizedekben, Magyarorszagon évente kb. 500-800 ¢j DTC-
s pacienst regisztralnak [8, Nemzeti Rakregiszter]. E ndvekedés okat vitatjak ugyan,
de a legnagyobb valoészinliséggel az egyre érzékenyebb diagnosztikus modszerek
elterjedése segiti eld a hatékonyabb felismerést, melynek soran egyre kisebb géboket
is észlelnek a pajzsmirigyben [9].

A papillaris carcinoma a leggyakoribb a pajzsmirigy rosszindulatu daganatai koziil,
melynek eléfordulasat a jodellatottsag is befolydsolja: a jodban gazdag teriileteken
kiss¢ tobb a PTC a follicularis carcinomas esetekhez képest, mig jodszegény
teriileteken ez éppen forditva figyelhet6 meg. Bar mindkét daganattipust a
differencialt pajzsmirigy carcinomdk kozé soroljak, mégis fontos Oket elkiilonitve
targyalni, mert a kétféle daganat szamos tekintetben (el6fordulasi gyakorisag, szoveti

szerkezet, attétképzés modja, progndzis, stb.) eltér egymastol.

Papillaris carcinoma

A PTC ndknél gyakrabban fordul eld (nd/férfi arany: 2:1), az incidencia a korral n6
¢s a gesztacids korban 1évo néknél a leggyakoribb az eléforduldsa, ami hormonalis,

reproduktiv tényezokkel allhat Osszefiiggésben. Karakterisztikajat tekintve igen
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széleskori: a kis (néhdny mm) indolens tumoroktdl egészen a nagy (tobb cm), gyorsan

novekvd, lokélisan invaziv, metasztatizalo valtozatig barmelyik eléfordulhat.

A PTC clnevezése szovettani jellemz6in alapszik, a klasszikus forma papillaris

struktarakat mutat, elagazodasokkal, amelyhez follicularis elemek tarsulhatnak. A

papillak felszinén tobbrétegli ham talalhatd, a sejtmag oraiiveg vagy kavébab formaju.

A tumor variansai prognosztikailag kiilonboznek a klasszikus formatol. A

leggyakrabban el6fordulé altipusai: [10]

Follicularis varians: Képes betorni a kornyezb szovetekbe, és ott attétet

képezni, leggyakrabban fiatalokon jelentkezik. E varians jodfelhalmozas6dast
mutat, mig a tisztan papillaris carcinoma a jédot nem halmozza. Ez a
tulajdonsag az attétek képalkotod diagnosztikdjat megneheziti.

Az utdbbi néhany évben e tipuson beliil elkiilonitettek egy jabb varidnst, a
NIFTP-t (noninvasive follicular thyroid neoplasm with papillary-like nuclear
features, vagyis nem-invaziv follicularis pajzsmirigy neoplazma papillaris
jellegli nuklearis jellemzdékkel), mely szovettanilag follicularis felépitést mutat
PTC sejtmagi jellemzdékkel, azonban az invazi6 nem jellemzdé ra.
Osszességében azonban nem sorolhatd egyértelmiien a joindulati tumorok
kozé.

Microcarcinoma: Az elvaltozas kiterjedése maximum 1 cm, igy nagy résziik

nem keriil felismerésre, csak boncolas soran, tehat a legtobb
microcarcinomabol nem fejlédik ki klinikailag is észlelhetd pajzsmirigyrak.
Kis résziik azonban agressziv, akar tavoli attét kialakitasara is képes.

Encapsuldlt varidns: E tipus kotdszovetes tokkal van korbe véve és jo

prognozissal rendelkezik, azonban focalis invazivitast mutat.

Hiirthle-sejtes varidns: Szovettani felépitésében nagyban hasonlit a klasszikus

formahoz, a sejtmag felépitésében térnek csak el, mig a papilladkat oxyphil
sejtek hataroljak. A jodot szintén nem halmozza fel, igy szcintigrafia, illetve
jodizotop kezelés korlatozottan alkalmazhato a pacienseknél. A Hiirthle-sejtes
varians ritka, azonban agressziv fajta, gyakran kitjulhat és nagy mortalitési

mutatokkal rendelkezik.

10
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— Oncocyter varidns: A klasszikus formahoz hasonlé prognozissal rendelkezik,

azonban nagyobb folliculus hamsejtek talalhatok benne, ¢és nagy
hyperchromaticus sejtmag jellemz6.

— Magas sejtes (tall cell) varians: E daganattipus olyan hamsejtekbdl épiil fel,

melyek magassaga kétszerese a szélességének. Foként idésebb korban fordul

eld, agresszivek, képes attétet adni a tiidébe, a mellhartyaba és az agyba is.
Ezeken kiviill ritkdbban eldfordulhatnak a diffuz sclerotizalo, solid és
macrofollicularis tipusok is.
Papillaris carcinoma esetében altaldban egy tomott, kemény gob jelenik meg a
nyakon, mely encapsulalt vagy tok nélkiili daganatot tartalmaz. E sziirkésfehér
daganatos gob lehet szolid, cisztikus vagy kevert felépitésti. A PTC-k limfogén aton
terjednek, és rovid id6 elteltével attét képzddik a nyaki nyirokcsomodkban, tdvoli
attétként megjelenhet a tiidében, a majban, ritkabban az agyban is. A klasszikus forma
jo prognozisu, a 30 éves talélés meghaladja a 90%-0t, mig a betegség-specifikus
haldlozas kicsi (1% alatti). A kiils0, ionizal6o sugarzas, illetve korabbi pajzsmirigy
elvéltozasok novelik a tumor megjelenésének kockazatit, a betegek anamnézisét
tekintve kozel 30%-uknak volt mar kordbban valamilyen pajzsmirigy betegsége
(példaul: g6bos struma, Hasimoto-thyreoditis, Basedow-Graves betegség). A csaladi

halmozddas elérheti a 10%-o0t.

Follicularis carcinoma

Az esetek tobbségében tomott (néha fajdalmas) csomoként jelentkezik, inkabb
kozépkort (50 éves kor koriil) vagy iddsebb betegeken. NOknél ez a tipus is
gyakoribb, a nd/férfi arany: 3:1.

Viselkedését tekintve az FTC invazivabb ¢s joval agresszivebb, mint a papillaris
carcinoma. Terjedésére a hematogén Ut a jellemzd. Nyirokcsomokba ritkan ad attétet,
azonban a daganat felismerésekor 10-20% a tavoli attétek meglétének esélye, mert
legtobbszor attori a pajzsmirigy tokjat, betor az erekbe, és mar igen korai szakaszban
attétet képez a csontokban vagy a tiidoben.

Az FTC nem mutat olyan sejtmagra jellemz6 eltéréseket, mint a papillaris carcinoma,
igy diagnosztizalasa a latott citologiai kép alapjan nem egyszerli (a minimalisan

invaziv, nem encapsulalt forma elkiilonitése a follicularis adenomatoél citologiailag
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nem lehetséges), ezért pontos diagndzist csak mitét utan, a hisztoldgiai képbdl lehet
megmondani.

Négy kiilonb6z6 altipusat kiilonithetjiik el: minimalisan invaziv follicularis
carcinoma, invaziv forma, ,,clear cell” carcinoma és Hiirthle-sejtes carcinoma.

A prognézis szorosan Osszefligg a daganat invazivitasdval. A kis invazivitassal
rendelkezd esetekben a prognozis kivalo, az 6t éves tulélés eléri a 98%-ot, azonban a
mérsékelten invaziv formanal, ahol érbetorés €s akar mar tokattorés is megfigyelhetd,

ez a talélési esély mar csak 80%, mig az invaziv formanal 38%-ra csokken.

1.3.2. Differencialatlan, vagyis anaplasztikus pajzsmirigy daganatok

Az ATC-s betegek atlagéletkora a diagndzis idején 65 év, mely magasabb, mint a
DTC-ben szenvedd pacienseké. Az anaplasztikus daganatok 70%-a nékben fordul eld,
¢és a betegek 20%-anal mar eléfordult kordbban differencidlt pajzsmirigy daganat,
illetve 20-30%-anak az ATC megjelenésekor is van. A szinkron tumorok tobbsége
papillaris carcinoma. A rendszeresen kovetett betegek esetében leirtdk, hogy a DTC
atalakulhat anaplasztikussa [11].

Az esetek 90%-aban mar a diagnézis pillanataban helyi-, és tavoli metasztazisok is
megfigyelhetéek. Legtobbszor nyirokcsomo- és trachea attétek, illetve tiidd-, csont-,
mig a betegek 5%-4anal agyi metasztazis fordul eld.

A differencialt pajzsmirigytumorokkal szemben az ATC rendkiviil agressziv
daganatforma, a betegség-specifikus halalozas 100%. A betegség rendkiviil gyors
lefolyasti, mikdzben a kezelési lehet6ségek igen csak korlatozottak, igy a korai

felismerés ebben a betegségben mindennél fontosabb.

1.3.3. Medullaris pajzsmirigy daganatok

Az MTC a pajzsmirigyben elhelyezkedd parafollikularis C-sejtekbdl szarmazik,
azonban ezen sejtek fejlodéstanilag nem innen szarmaznak, neuroectodermalis
eredetliek. A C-sejtek az embriondlis fejlddés soran vandorolnak a pajzsmirigy felsd
po6luséhoz.

E neuroendokrin daganatos esetek tobbsége sporodikus, mig kb. 25%-a familiaris

oroklodést, illetve a multiplex endokrin neoplasia 2-es (MEN2) tipusanak
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részjelenségeként figyelhetd meg. A sporadikus forma a péaciensek 40-60. éveiben
jelenik meg, altaldban egy soliter gob forméjaban. A betegek felében mar az elsd
vizsgalatkor  attétek figyelhetok meg, ezek mintegy 70%-aban nyaki
nyirokcsomékban taldlhatok, mig ritkabban méjban, tiidében vagy csontokban is

felfedezhetdk.

1.4. A pajzsmirigy gobok hagyomanyos vizsgalati médszerei

Az egyre szélesebb korben megjelend rakos megbetegedések minél kordbbi
felismerése, és megfeleld kezelése a legfontosabb. Napjainkban a végleges diagnozis
felallitasdhoz a klinikai gyakorlatban évtizedek alatt kialakitott hagyomanyos
pajzsmirigy vizsgalati modszereket alkalmazzak. A pajzsmirigy megbetegedések
laboratoriumi diagnosztikajara az Egészségiigyi Minisztérium szakmai protokollja a
mérvado [12]. A paciensek kivizsgalasa soran tobb modszert is igénybe vesznek a
kezeld orvosok (fizikalis vizsgalat, ultrahangvizsgalat, szcintigrafia, vékonytii-

aspiracios vizsgalat), amig kialakul a végleges diagnozis.

1.4.1. Anamnézis felvétel és fizikalis vizsgalat

A beteg kivizsgalasa elején fontos a kortorténet alapos, koriiltekintd felvétele. Ennek
mindenképp tartalmaznia kell a korabban nyaki régidt vagy egyéb testrészt ért
besugarzasra, a rokonsagban eléforduld daganatos betegségekre, illetve az esetleges
korabbi endokrin eredetli korképekre vonatkozo kérdéseket.

Az anamnézis felvételét koveti a fizikalis vizsgalat, amelynek soran a vizsgalatot
végzd orvos — kihasznalva a pajzsmirigy feliiletes elhelyezkedését — ujjainak
segitségével Kitapintja az esetleges goboket, megbecsiili a mirigy méretét, viszonyat
a kornyezetéhez, stb. Ily modon észlelhetd a megszokottnal tomottebb pajzsmirigy
allomany, tapintésra jelentkezd fajdalom vagy a kornyezetéhez fixalt, tomott, gyorsan

novekvo terime jelenléte is, amelyek malignitas gyanujat vethetik fel.
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1.4.2. Ultrahangvizsgalat

A képalkoto eljarasok kozil a leggyakrabban az ultrahangvizsgalatot (UH)
alkalmazzak, mert nagy felbontoképessége révén alkalmas a pajzsmirigy morfologiai
elvaltozasainak kimutatasara, az esetleges gobok felfedezésére és azok szamanak,
illetve szerkezetének vizsgalatara. Az ultrahang modszer egyik hatranya, hogy az
észlelt eltérések egyike sem jelzi teljes biztonsaggal a malignus elvaltozast, azonban
egyes jelek megléte noveli a daganatos elfajulas gyanujat [13]. Ezekbdl a gyanus
gobokbdl vékonytl aspiracios biopsziaval mintat kell venni és citoldgiai vizsgalatnak
alavetni. Az ultrahangvizsgélat masik, talan legnagyobb hatranya a szubjektivitas,
hiszen a pajzsmirigygobok ultrahangos kiértékelése nagymértékben fligg a vizsgalatot
végz6 személyt6l. Emiatt fontos, hogy az értékelés egységes standardizalt rendszer
alapjan torténjen. Ma mar tobb nemzetkdzi iranyelv is kialakult [14], ezek alapjat az
elséként leirt Thyroid Imaging—Reporting and Data System, vagyis a TIRADS
elnevezésli besorolasi rendszer adja [15]. Az iranyelvek kozos koncepcidja, hogy a
pajzsmirigygdboket malignitasi kockézatuk alapjan csoportositjak, és kiilonbozd

kategoridkba soroljak 6ket. A TIRADS 6sszesen 6 kategoriat kiilonit el (1. tablazat).

1. tablazat: A TIRADS rendszer altal elkiilonitett hat kategoria, amely alapjan
egyszerlien €s egységesen elkiilonithetdk az ultrahanggal vizsgalt pajzsmirigygobok;
¢és az egyes csoportokba tartozo gobok malignitasi esélye [15].

Malignitas esélye

TIRADS kategoériak

(%)
1 normalis pajzsmirigy -
2 benignus elvaltozas 0
3 valdszintileg benignus gob <5
4 malignitasra gyanls gob 5-80
5 valoszinlien malignus gob >80
6 malignus gob 100

(biopsziaval igazoltan)
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A 2009-es TIRADS megjelenése 6ta tobb munkacsoport is atvette vagy modositotta,
leegyszerisitette az eredeti besorolast, ezért napjainkban mar szdmos valtozata van
hasznalatban, és a mindennapi klinikai dontéshozatalban rutinszertien alkalmazzak.
Ilyen példaul a francia TI-RADS, melyet a Francia Radiologus Tarsasag hozott 1étre
[16], és az EU-TIRADS is, amelyet az Eurdpai Pajzsmirigy Tarsasag alakitott ki [17].
Ezen iranyelvek valdjaban egyszeriiek, és lehetévé teszik az egységes ultrahang
leletezést. Jelenleg Magyarorszagon nincs egységesen elfogadott és alkalmazott
rendszer, tandcsos lenne az EU-TIRADS irdnyelveit kdvetve a napi rutin hasznalatban
is alkalmazni azt, amelynek kapcsan az ultrahang vizsgalatok kevésbé szubjektiv, azaz

a vizsgalo személy kilététol fiiggetleniil is hasznalhatd eredményt adnanak [18].

1.4.3. Pajzsmirigy-szcintigrafia

A pajzsmirigy gobok funkcidéjat a pajzsmirigy-szcintigrafia segitségével
vizsgalhatjuk. Ilyen in vivo izotopvizsgalat soran kis mennyiségii radioaktiv izotopot,
altaldban 99mTc-t (technécium) juttatnak a pdaciensbe — intravénds injekcid
forméjaban vagy szdjon at —, mely a jodhoz hasonldéan a pajzsmirigyben feldusul.
Egészséges pajzsmirigyben a lebenyek csaknem ugyanugy, egyenletesen dusitjak az
izotopot. Az alapjan, hogy a gob milyen mértékben veszi fel a bejuttatott izotopot — a
korilotte 1€vé normal szovethez viszonyitva — megkiilonboztetiink forrd, meleg és
hideg goboket. Forr6 gobrdl abban az esetben beszéliink, ha a vizsgalt gob fokozott
mértékben veszi fel a bejuttatott izotopot. Amennyiben azonos mértékben torténik
izotopfelvétel, mint a kornyezd pajzsmirigyszovetben, akkor meleg gobrdl van szo.
Azonban, ha egy gob nem veszi fel az izotopot, vagy csak kisebb mértékben, mint a
kornyez0 mirigysejtek, akkor hideg gobrdl beszéliink. A forré és meleg gobok
legtobbszor joindulatuaknak mutatkoznak, és tovabbi, malignitdsi iranyba vald
kivizsgélast ritkdn igényelnek. A meleg géb megléte pajzsmirigy tilmiikodésre
jellemz6 tiineteket eredményez, példaul heves szivdobogas, idegesség, illetve normal
étkezés melletti fogyas. A hideg gobok esetén tovabbi vizsgalatok sziikségesek, mivel
5-10%-uk rosszindulatu elvaltozast takarhat [19-20].
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1.4.4. Vékonytii-aspiracios vizsgalat

A pajzsmirigygobok diagnosztikdjanak leghatdsosabb eszkdze évek ota a vékonytii-
aspiracios vizsgalat (fine needle aspiration biopsy, FNAB), a segitségével altalaban
megerdsithetd vagy kizarhatdé a malignitds, igy a felesleges sebészi beavatkozasok
szama is csOkkenthetd. A biopszia soran, ultrahang segitségével, egy vékony tit (23-
27G, kb. 0.6 mm vastag) vezetnek a pajzsmirigybe és sejteket szivnak Ki az adott
elvaltozasbol. Ez a mintavételi eljaras ma a legegyszeriibb és leggyorsabb technika,
mely a paciens szamara mindossze egy kis kellemetlenséggel, minimalis fajdalommal
jar. Az FNAB mintavételt megfeleléen képzett orvos végzi. Hazai irodalmi adatok
alapjan a mintavétel abban az esetben a leghatékonyabb, amikor a radiologusok,
illetve a citologusok nem onalléan, hanem egyiitt végzik a biopsziat, igy csokkenthetd
leginkabb az értékelhetetlen mintak szama [21]. A kinyert sejtek kiilonb6zo
tulajdonsagainak (sejtmorfologia, elrendezddés stb.) citologiai vizsgalata alapjan a
legtobb esetben meghatarozhaté a pontos diagndzis. A kiértékelést itt is egy
kategoriakba vald besorolason alapuld rendszer segiti, akar csak az ultrahang

esetében. A mintdkat ebben az esetben is 6 kategoridba sorolhatjuk (2. tablazat).

2. tablazat: A ,Bethesda rendszer” hat besorolasi kategoriaja (C1-C6). Az egyes

kategoriakhoz kiilonbdz6 malignitasi kockazatok tartoznak [22].

Bethesda kategériak Mallgnitas Tovabbi teendék
esélye (%)
C1 értékelhetetlen minta 1-4 ismételt mintavétel
C2 benignus elvaltozas 0-3 utankovetés
C3  atipusos, nem meghatarozhat6é minta ~5-15 ismételt mintavétel
C4 follicularis neoplasia vagy annak 15-30 lobectomia
gyanuja

C5 malignitasra gyaniis minta 60-75 kozel teljes

thyroidectomia vagy
lobectomia

C6 egyértelmiien malignus daganat 97-99 kozel teljes

thyroidectomia
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A besorolasi rendszer alapja a Bethesda System for Reporting Thyroid Cytopathology
[23], mely mar vilagszerte, igy Magyarorszagon is elterjedt, és a legtobb
intézményben ezt alkalmazzak [24]. A citologiai kiértékelés soran megvizsgalt gobok
kb. 8%-anal értékelhetetlen a biopszias minta, ezen eseteknél késébbi, ismételt
mintavétel torténik. A kiértékelt mintak legnagyobb részében (kb. 70%) végiil
joindulatu elvaltozasok igazolodnak [25], mig az esetek kb. 7%-aban egyértelmiien
malignus elvaltozasokat allapitanak meg (2. abra). A megvizsgalt mintak mintegy
negyede bizonytalan kategoriaba (Bethesda 3, 4 és 5) sorolhatd, ahol a malignitasi
kockazat kb. 14-48% [26-28], ezen betegek esetében késébbi, ismételt mintavétel

ajanlott, azonban a kezel6orvos gyakran miitéti beavatkozas mellett dont.

M Benign (C2)
M Bizonytalan kategdriaju
(C3, C4, C5)

W Malignus (C6)

M Elégtelen mintavétel (C1)

2. abra: A vizsgalt pajzsmirigy gobok citologiai eredményeinek atlagos, szazalékos

eloszlasa a kiilonb6z6 ,,bethesdai” kategoriakban (C1-C6).

1.5. A pajzsmirigy gobok genetikai vizsgalatai

Napjainkban a hagyomanyos vizsgalati mdédszerek alkalmasak egyes, rosszindulata
elvaltozasok, gyanus képletek elkiilonitésére, azonban az esetek jelentds hanyadaban
— mint fentebb lattuk — a kapott diagnozis bizonytalan. Ilyen esetekben a hagyomanyos
ajanlasok szerint késébbi, ismételt mintavétel sziikséges vagy pajzsmirigy lobectomia

elvégzését javasoljak. A sebészi beavatkozas soran nyert mintadk kisebbik részében
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igazolodik a pajzsmirigy rosszindulatu daganata, mig az esetek nagyobbik részében
benignus elvaltozasrol van szo, a bizonytalan kategoridkba es¢ gdbok malignitasi
esélye 5-30% kozé tehetd [29]. Ilyen esetekben nyujthatnak segitséget az elmult
évtizedek genetikai kutatomunkai, melyek a pajzsmirigydaganatok kialakulasaban

szerepet jatszo genetikai faktorok meghatarozasara koncentraltak.

15.1. A pajzsmirigy daganatok Kkialakulasat befolyasolé genetikai
faktorok

A pajzsmirigysejtek tumorgenezisének folyamata soran a magasan differencialt,
joindulata thyreocitak fokozatosan alakulnak at malignussa, és ezen atalakulas oka a
genomialis DNS-ben felhalmozodd specifikus csiravonalas és/vagy szomatikus
mutaciok megjelenése. A kiillonboz6 pajzsmirigy daganatokban észlelt szovettani
jellemzok kialakuldsaban szerepet jatszo genetikai faktorok kozott szamos szomatikus
onkogén mutéacidt és génatrendezddést irtak mar le. A megfigyelt génhibdk két
utvonal, a mitogénaktivalt proteinkinaz (MAPK) ¢és a foszfatidilinozitol-4,5-
biszfoszfat 3-kinaz/protein kinaz B (PI3BK/AKT) konstitutiv —aktivaciojat

eredményezik (3. abra).

PI3K/AKT
utvonal 1

FTA

RAS

+ egyéb PI3K/AKT aGtvonal tagjai
pl.: PTEN, PIK3CA

= ﬁ ivons
utvonal
tagjai | 1

BRAF

RAS :

RET/PTC . . MAPK
MAPK utvonal
Gtvonal 1 tagjai t 1

3. abra: A pajzsmirigysejtek tumorgenezisében résztvevo két legfontosabb titvonal a

Folllcularls
sejt

MAPK ¢s a PIBK/AKT ttvonal, amelyeken a bekdvetkezd genetikai valtozasok a

kiilonb6z6 daganattipusok kialakulasahoz vezetnek [30].
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A MAPK utvonal tagjaiban (példaul: BRAF, RET/PTC) bekovetkezett genetikai
valtozasok elsddlegesen papillaris pajzsmirigyrdk kialakulasdhoz vezetnek. A
follicularis pajzsmirigysejtekben végbemend genetikai valtozasok/sériilések hatésara
— mint példaul a RAS, a PTEN ¢és a PIK3CA génben (PI3K/AKT utvonal tagjai) —
elsésorban a follicularis pajzsmirigy adenoma (FTA) és a follicularis pajzsmirigy
carcinoma alakulhat ki. Az FTA allapotrél az FTC-re valo atalakulast a PI3K/AKT
utvonal tovabbi, fokozott aktivalasa valthatja ki. A PTC és FTC allapotbdl tovabbi,
nagymértékii genetikai mutaciok felhalmozodasaval kialakulhat az anaplasztikus

carcinoma.

A legfontosabb jelatviteli utvonalak

1. MAPK utvonal (mitogén-aktivalt proteinkinaz).

A MAP-kinaz enzimcsaladba tartoz6 komponensek szerin/treonin specifikus protein
kindzok, melyeknek fontos szabalyozo6 szerep jut a szervezetben, hatissal vannak a
génexpressziora, ezzel szabalyozva a sejtek osztddasat, differencialodésat és talélését.
A MAP-kinazok altal szabalyozott kaszkad egy extracellularis jel hatdsara aktivalodik
(4. abra), ezek kiilonb6ozé novekedési faktorok lehetnek (példaul: epidermalis
novekedési faktor (EGF), fibroblaszt novekedési faktor (FGF)). A jel hatdsara a
receptor tirozin kinadz (RTK) az utvonal elsd tagjat, a Ras fehérjét aktivalja, mely a
GTP-koté fehérjék csaladjahoz tartozik. Az inaktiv allapotban 1évé Ras az
aktivalodasa soran a hozza kot6dé GDP-t GTP-re cseréli. Igy ez az aktiv allapotba
jutésa beindit egy un. foszforilacios kaszkadot, mely soran a kindzok foszforilaljak és
ezaltal aktivaljdk is egymast. A MAPK utvonal végiil elinditja jelatvitelt beindito
novekedési faktor altal szabalyozott folyamatokat a célgének kifejezédésével. Attol
fliggden, hogy a sejt milyen extracellularis jelet kap, meghatarozza, hogy mely gének
aktivalodjanak, és igy mely funkciok induljanak be az adott sejtben. A kaszkad
rendszer barmelyik tagjaban bekdovetkez6 mutaciok tumor kialakulasahoz

vezethetnek.
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2. PI3K/AKT utvonal (foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat 3-kinaz/protein kinaz B).

A PI3K/AKT utvonal tagjai szintén sokféle sejtes funkcid/cellularis folyamat
szabélyozéséban jatszanak fontos szerepet, beleértve a glﬁk()zfelvételt, az
a talélésiiket. Az utvonalat szintén a tirozin kindz receptorhoz torténd hgandkétes,
majd az aktivalodott Ras fehérje inditja be, ami a MAPK futvonal foszforilacios
kaszkad mechanizmusat is elinditja (4. abra). A Ras hatasara a PI3-kinazok
aktivalédnak, ezeknek szamos osztalyat kiilonitjiik el, melyek koziil az 1. osztalyba
tartozok a legfontosabbak a tumorgenezis soran. Altalaban egy p85-0s szabalyzo
régiobol és egy p110 katalitikus alegységbdl allnak. Az utdbbi alegység két tipusa, az
a- (PIK3CA) és a B-tipus (PIK3CB) expresszalodik a legtobb szdvetben és ezek
mutacioi a leggyakoribbak a pajzsmirigytumorokban [31], ugyanis ezen alegységeken
talalhato egy Ras-t felismerd kotohely, mely sziikséges a PI3K foszforilalasdhoz. A
foszforilalt PI3K (PIP3) képes a protein kinaz B (AKT), az pedig az mTOR
(mammalian target of rapamycin) aktivalasara. Ezen foszforildcidk és aktivaciok
soran a szignal végiil bejut a sejtmagba, hogy ott elinditsa a kiilonb6z6 novekedési

faktorok altal szabalyozott célgének atirodasat.

prpnassanananzeeneasanlilessensrsanesy
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RET/PTC
NTRK

PI3K
gras l — ( PTEN
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ERK mTOR
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B-catenin/Wnt \ ;

PAX8-PPARy

Transcription factors -
CREB3L2-PPARy

4. abra: A MAPK (bal oldalon) és a PI3K/AKT ttvonal (jobb oldalon) sematikus
abraja, a legfontosabb tagokkal. (Kép forrasa: [32])
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3. WNT qtvonal (az elnevezés a ,wingless” = szarny nélkiili, Drosophila
melanogasterben leirt gén és az egérben megtalalhato homologja, az Int-1 (Wnt-1)
alapjan alakult ki) [33].

A jelatviteli utvonal egész életen at kulcsszerepet jatszik a kiillonb6zd élettani
folyamatokban. Részt vesz az embriondlis fejlédésben, a kiilonbdzd tipusu tumorok

kialakulasdban és az dregedési folyamatokban is. A legtobb szerviinkben szabalyozza

crer

------

csoda, hogy a WNT ttvonal folyamatainak megfeleld szabalyozasa igen jelentds. A
receptoraik a Frizzled (Fz) csalad tagjai, melyeket kiillonboz6, a Wnt csaladba tartozo
molekulak aktivaljak, egyéb koreceptorok (LRP5/6 (low-density lipoprotein related
protein 5 és 6)) segitségével. A 1étrejovo receptor komplexbdl harom {6 utvonal indul
Ki, melyek koziil az utobbi években a kanonikus, B-katenin fiiggé atvonal (5. abra)
kapta a legnagyobb figyelmet a tumoros allapotokban betoltott kritikus szerepe
folytan.
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5. abra: A kanonikus, B —katenin fiiggé WNT tutvonal. (Kép forrasa: [34])
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A kanonikus utvonalat kiilonb6z6 Wnt faktorok (példaul: Wntl, Wnt3, Wnt3A,
Wnt7A vagy Wntl0B) kotddése képes aktivalni az Fz receptoron. Hatdsara a
Dishevelled (Dsh) harom doménje foszforilalodik, amely egy citoszolikus jelatvivo
molekula és a glikogén szintdz kinaz-3 B (GSK-3 B) gatlasat eredményezi, mely egy
tobb komponensbdl felépiild ,,pusztité komplex™ egyik tagja (tovabbi tagok példaul:
Axin, APC). Ezen komplex gatlasanak kovetkeztében a B-katenin stabilizalodni képes
és a fehérje felhalmozodik a citoplazmaban, majd bejut a sejtmagba, ahol a TCF/LEF
transzkripcios faktorokhoz kotédik, ami végiil a célgénjeinek aktivacidjat okozza
(példaul: cyclin-D1, c-myc, c-jun, Fra-1, VEGFR). Amennyiben a Wnt faktorok
nincsenek jelen, a citoplazmatikus B-katenin lebomlik és a célgénjei nem ir6dnak at.
Szamos publikaci6 hangsulyozza a Wnt/B-Katenin Gtvonal szerepét a

pajzsmirigyrakokban is [35-36], foként papillaris carcinomakban [37-38].

A leggyakoribb szomatikus onkogének

BRAF gén (v-RAF murine sarcoma viral oncogene homolog B, serine/threonin-
protein kinase B-RAF).

szerin-treonin kinaz fehérjét kodolod protoonkogén [39]. A MAPK jelatviteli utvonal
szabalyozasanak fontos tagja, mely minden human sejtben expresszalodik, igy a
pajzsmirigy sejtjeiben is. Az altala kodolt fehérje képes hatni a sejtosztdodasra, a
differencialodasra és az apoptozisra [40]. A BRAF gén egyik szomatikus
pontmutaciojat (V600E, akkor még VS599E néven) 2003-ban hoztak elészor
Osszefliggésbe a pajzsmirigy daganatokkal [41], ahol az 600. kodonnal a valin
glutamatra cserélédik ki, és ennek hatasara fokozodik a kinaz-aktivitds, ez
folyamatosan stimulalja a MAPK utvonalat, ami tumor kifejlédéséhez vezethet (6.
abra). A BRAF génben bekovetkezett valtozas mar a papilldris pajzsmirigy carcinoma
tumorgenezisének korai fazisaban jelentkezik, igy azota a BRAF V600E egy
specifikus tumormarkerré valt. A PTC-s pacienseknél azt is megfigyelték, hogy a
BRAF statusza és egyéb klinikai jellemzdi (attétképzés, kitjulas, agresszivitas) kozott

szoros Osszefliggés van [42]. Igy példaul a V60OE pontmutaciot hordozo paciensek
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esetében a papillaris pajzsmirigyrak joval agresszivebb, és mar korai stddiumban
attétképzésre hajlamos, nagyobb az esély a kiujuldsra és konnyebben alakulhat at
anaplasticus carcinomava [43-45]. Tehat elmondhato, hogy a BRAF V600E mutacio

megléte mar 6nmagaban is rossz prognozissal tarsul [46-47].
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6. abra: a) A MAPK utvonal normalis miikddése, ha az adott utvonalon nem
talalhato a BRAF génben mutacido. b) A MAPK utvonal konstitutivan aktiv
extracellularis jel nélkiil is a BRAF génben talalhatd6 V600E pontmutacié hatasara,

melynek kovetkezményeként tumor fejlédhet ki. (Képek forrasa: [48])

RAS gének (Rat sarcoma).

A human rakkutatasban a RAS gének harom formaja a legjelentésebb: HRAS (Harvey
rat sarcoma viral oncogene homolog), NRAS (Neuroblastoma rat sarcoma viral
oncogene homolog) és KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog), amelyek
mind a MAPK, mind a PI3K/AKT névekedési faktor jelatviteli utvonalat képesek
befolyasolni. A RAS gének a protoonkogének csaladjaba tartoznak. Az altaluk kodolt
fehérjék nagyon hasonlitanak egymasra, melyek inaktiv allapotukban guanozin-
difoszfatot (GDP) kotnek. A fehérjéken — aktivalas hatasara — a guanine nucleotide
exchange factor (GEF) lecseréli a GDP-t guanozin-trifoszfatra (GTP), mig 0jboli
inaktiv allapotba jutasuk a fehérjék sajat GTP-az aktivitisan alapul (7. abra).

Amennyiben a gének valamelyikében pontmutacio torténik, olyan hibas Ras fehérje

23



DOI:10.14753/SE.2020.2371

alakul ki, amely nagyobb affinitassal kotédik a GTP-hez vagy a GTP-az funkcio
inaktivalodik. A patologias fehérje allandoan aktiv allapotba keriil, és ennek
kovetkeztében beindulnak a jelatviteli palyak [49-50]. A RAS géneket el6szor 1988-
ban hoztak §sszefiiggésbe a pajzsmirigy daganatokkal [51], azota kideriilt, hogy a RAS
pontmutaciok a differencialt pajzsmirigydaganatok koziil elsésorban a FTC-ben és a
PTC follicularis variansaban alakulnak ki, illetve gyakran kimutathatok anaplasticus
carcinomakban is [52]. Ezeken kiviil gyakran megtalalhatok még a FTA-ban is. A RAS
géncsalad pontmutacidja szintén a pajzsmirigy tumorgenezisének korai fazisaban
alakul ki, illetve ezen mutaciok megléte elére jelezheti a pajzsmirigydaganat

agresszivebb tulajdonsagat [53].

GTP (GEF ' GDP GTP GDP
“Off ﬁ “Oon’ > i,
GDP GTP GDP GTP

. Ras @ . Ras*

1
\ ’
\\\ "/
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|
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7. abra: Normal sejtekben a tirozin kindz receptorhoz torténd ligandkdtés hatasara a
guanine nucleotide exchange factor (GEF) aktivalja a Ras fehérjéket, melyek
ilyenkor GTP-t kétnek meg, és ily moédon képesek beinditani a foszforilacios

kaszkadot. Jel hianyaban a Ras fehérjék inaktiv allapotba kertilnek sajat GTP-az

aktivitasuk segitségével. Mig tumoros sejtekben, ligand kotédése nélkiil is aktivak a

Ras fehérjék, és inaktiv allapotba nem képesek visszatérni, igy folyamatosan aktiv

marad az altaluk iranyitott itvonalak. (Képek forrasa: [54])
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A leggyakoribb géndtrendezodések

RET/PTC (rearranged during transfection / papillary thyroid cancer).
A RET egy tirozin-kinaz aktivitasu transzmembran receptort kodold protoonkogén,
mely a 10. kromoszémén helyezkedik el (10q11.2). A normal follicularis
pajzsmirigysejtekben a RET nem expresszalodik, azonban PTC-kben génatrendez6dés
kovetkeztében RET/PTC alakul ki, melynek hatasara egy patoldgias tirozin-kinaz
receptor keletkezik, igy az aktivacidbhoz nincs sziikség ligandra. A RET/PTC
génatrendezddést eldszor a papillaris pajzsmirigy carcinomak esetében irtak le 1992 -
ben [55], azoéta tobb tipusat fedezték fel. A génatrendezédéseknek harom
leggyakoribb tipusat az alapjan kiilonboztetjik meg, hogy mely szakaszok
rendezddnek at:
1. RET/PTC1:aRET ésa CCDCG6 (coiled-coil domain containing 6, régebbi neve:
D10S170) gének fazidja révén a 10. kromoszéma hosszu karjan talalhatod

intrakromoszomalis szakasz inverzidja kovetkezik be [55] (8. abra).

RET
! | Coiled-coil
domain
10q11.21 Ret < i
== ¢ = Tyrosine
10g21 ™ PTC1 4 e yrosir
0ge (CCDC6) kinase
' p RET/PTC1
CCDC86 v

8. abra: A RET/PTC1 kialakulasa a RET és a CCDC6 gének fuzidja soran.
(Kép forrasa: [56])

2. RET/PTC2: a RET gén tirozin-kindz doménje és a 17. kromoszoéman 1évo
PRKAR1A (cAMP-dependent protein kinase type I-alpha regulatory subunit)
gén szabalyozé alegysége kozott 1étrejovo transzlokacio hozza 1étre [57] (9.
abra).
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9. abra: A RET/PTC2 kialakulésa. A 17. kromoszéma hosszu karjan talalhato

AT

PRKARTA ¢és a 10. kromoszéma hosszt karjan 1évé RET gének transzlokécioja

révén jon 1étre ez a RET/PTC génatrendez6dés. (Képek forrasa: [58-59])

3. RET/PTC3: szintén a 10. kromoszoma hossza karjan talalhato
intrakromoszomalis szakasz inverzidja miatt alakul ki, a RET és az NCOA4

(nuclear receptor coactivator 4/RFG) gének kozotti fuzio révén [60] (10. abra).

RET RET/PTC

RFG

10. abra: A RET/PTC3 kialakulasa a RET és az NCOA4 vagy masik nevén RFG

gének fuzidja soran. (Kép forrasa: [58])

A RET génatrendezddések kialakulasa és tipusa fiigg a nemtdl, az életkortol és korabbi
sugarexpoziciotol is [49,61], példaul a RET/PTC3 sokkal gyakrabban alakul ki fiatal
¢letkorban végzett sugarterhelés kovetkeztében, illetve e valtozat klinikai lefolyésa
sokkal agresszivebb a tobbi tipushoz képest [62]. A RET/PTC kialakulasa szintén a

tumorgenezis korai szakaszara tehetd, igy ennek vizsgélata is fontos a pajzsmirigy
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tumordiagnosztikdjaban, melyben szintén nagy segitséget ad az a fontos felfedezés,

hogy a RET/PTC pozitiv daganatok nem alakulnak at anaplasticussa [63].

PAXS8/PPARy (paired box 8 / peroxisome proliferator activated receptor 7).

A PAX8 gén (2ql4.1) egy transzkripcios faktort kodol, mely nélkiilozhetetlen a
normal szoveti differencidléddshoz. A pajzsmirigy specifikus gének (példaul:
thyroglobulin, thyroid peroxiddz) expressziojaban is jelentds szerepet kap.

A PPARy gén (3p25.2) egy sejtmagi receptort kodold tumorszupresszor, mely a
zsirszovet mester regulatora, sziikséges a zsirszovet fejlédéséhez, a lipid
metabolizmushoz és a szervezetiink inzulinérzékenységének kialakitasahoz.

A PAXS8/PPARy génatrendezddést foként follicularis carcinomakban mutattak ki (30-
60%) [64-65], de néhany esetben megtalalhato a follicularis adenomakban is [66]. A
génatrendezddéshez a 2q13 és 3p25 kromoszoma régidk transzlokacidja vezet, az

ennek hatasara expresszalodo fehérje csokkenti az apoptozis mértékét.

1.5.2. Géndiagnosztikai panelek

Az eddig 0sszegyljtott molekularis genetikai hattértudas egyre szélesebb kori és
modernebb vizsgalati eljarasok el6tt nyitotta meg az utat a pajzsmirigydaganat
diagnosztika teriiletén, melyeknek legnagyobb elényei a citologiailag bizonytalan
diagnozisok biztossa tétele, a felesleges miitéti beavatkozasok elkeriilése és a
ténylegesen nagy kockézatu betegek kiemelése.

E genetikai tudas hatékony felhasznalasahoz sziikség volt a molekularis genetika és
azon beliill is a DNS szekvencia meghatarozas elképeszté fejlodésére, melyet az
Ujgeneracios szekvenalasi vizsgalatoknak (NGS) kdszonhetiink. Ezen legmodernebb
labordiagnosztikai eljarasok bevezetése a napi, rutin vizsgéalatokba megadta a kelld
laboratoriumi hatteret a tumordiagnosztikanak is.

Az NGS platformok nagy ateresztoképességgel rendelkeznek, a szekvenalasi reakciod
sokszorosan parhuzamositva zajlik, tehat egyszerre tobb millio DNS szal leolvasasa
torténik. Egyazon reakcid soran akar tobb szaz gén teljes szekvencidjat (6sszes exon,
intronikus szakaszok, nem-transzlal6do, illetve promoter régiok) is képesek vagyunk

meghatarozni, ellentétben a korabbi szekvenalasi modszerekkel, ahol csak egyes hot
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spottok/ismert mutaciés pontok statuszat azonosithattuk célzottan. Az NGS nagy
felbontasu genetikai vizsgalé modszer, melynek segitségével a szomatikus mutacidok
joval kisebb tumorarany mellett (akar 10% alatti allélfrekvencidval) is
meghatarozhatok, ez a klasszikus Sanger-szekvendlasnal még joval magasabb volt
(atlagosan 30%). Az Gijgeneracios szekvenalas végére rengeteg genetikai informaciot
kapunk, 1ényegesen rovidebb id6 alatt, és e nagy mennyiségii adatot — az informatika
fejlodésének jovoltabol — bioinformatikai szoftverek, illetve online adatbazisok
segitségével elemezhetjiik. E mddszernek is vannak azonban korlatai, példaul az
elemzést végzé szoftver mindossze 1-t6]1 néhany tiz nukleotidig képes nagy
pontossaggal meghatarozni az eltéréseket, és a rovid ismétlddéseket nem képes
biztonsaggal megéallapitani.

A pajzsmirigy tumorgenezisrél megszerzett hattértudds ¢és a sziikséges NGS
modszerek kifejlodése egyiitt lehetové tette a kutatok szamara pajzsmirigy specifikus
génpanelek kidolgozasat, melyek kiegészithetik a citoldgiai vizsgalatok eredményeit.
Ezen molekularis genetikai vizsgalatok segitségével felfedezett génmutécidok
elsédlegesen a citologiailag bizonytalan kategoriaba sorolt gobok vizsgalatakor
hasznalhatok fel, de akar benignus eredményt mutato elvaltozasok esetében is elére
jelezhetik a malignus atalakulas lehetdségét.

Napjainkra mar tobb pajzsmirigytumorra specifikus géndiagnosztikai ujgeneracios
szekvenalason alapul¢ tesztet fejlesztettek ki [67-70]. E tesztek szamos, a pajzsmirigy
tumorgenezissel kapcsolatban bizonyitottan fontos szerepet jatszo gének (driver
gének) egyidejii vizsgalatat teszik lehetové, illetve elérhetOk nagyobb, kiterjesztett
génpanelek is, melyeket tovabbi, esetlegesen kisebb jelentdségii génekkel is
kiegészitettek. A kiilonbdz6 génpanelek szenzitivitdsa és specificitdsa meglehetdsen
magas (>80%), mig pozitiv (PPV) és negativ prediktiv értékiik (NPV) valtoz6 (PPV:
37-89%, NPV:75-100%) [30]. Ezek a paneleket azonban els6sorban az Egyesiilt
Allamokban alkalmazzak, mivel aruk kifejezetten magas (2500-4500 USD per minta).

A kiterjesztett, tobb gént egyszerre vizsgalo panelek felhasznaldsa pajzsmirigygdbok
esetében igen elony0ds. Az egyes daganattipusok kialakulasdhoz egyszerre akar tobb
gén mutacioja is sziikséges, €és amennyiben ezen gének teljes csoportjat képesek

vagyunk egyszerre vizsgalni, a megszerzett genetikai informacid nagy segitséget

28



DOI:10.14753/SE.2020.2371

nyujthat az adott gob végleges diagndzisanak felallitdsdban, illetve annak iddbeni
valtozasairol, a tovabbi teenddkkel, esetleges miitéti beavatkozasokkal vagy a

terapiaval kapcsolatban.
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2. CELKITUZESEK

Munkacsoportunk 2010-ben egy 8 onkogén vizsgalatan alapuld panelt fejlesztett ki.

A teszt egy citologiat kiegészitd eljaras, mely az adott pajzsmirigy elvaltozas (hideg

gbb) pontosabb diagnozisahoz és az esetleges malignitas el6rejelzéséhez jarul hozza.

E kezdeti génpaneliink bevezetése utan egy sokkal kiterjedtebb, pontosabb ¢és

koltséghatékonyabb modszer kifejlesztését tiiztiik ki célul.

1. Jelen munkank soran elsddleges célunk egy ujgeneracids szekvenalason alapuld

genetikai diagnosztikai eljaras kialakitasa volt, amely nagy pozitiv prediktiv

értékkel és szenzitivitassal képes megjosolni a még citoldgiailag benignus hideg

gobok malignizalddasanak kockazatat, illetve a bizonytalan citoldgiai kategoriaba

sorolt paciensek esetében Segithet a végleges diagnozis felallitdsaban.

Eljarasunk kialakitdsanak lépései a kovetkezok:

1.

Nemzetkdzi adatok alapjan, a lehetd legtobb relevans gént magaba foglalo

genetikai panel kialakitasa.

. NGS-en alapul6 szekvenalasi folyamat kifejlesztése laboratoriumunkban.

. A kialakitott molekuléris diagnosztikai panel optimalizaldsa és validalasa a

pajzsmirigy biobankunkban tarolt 67 darab ismert szdvettani hatterli miitéti

mintan.

. A szekvendlasi eredmények gyors és effektiv kiértékeléséhez sziikséges

bioinformatikai technolédgia, folyamat és szoftver fejlesztése.

. Uj statisztikai modszer bevezetése a kapott eredmények elemzéséhez.

. A kialakitott genetikai panel sikeres alkalmazasa pajzsmirigy vékonytii-

biopszias mintakon.

2. Célunk, hogy az altalunk kifejlesztett modszer nemzetkdzi viszonylatban is a

legszélesebb kort és leginkabb koltséghatékony géndiagnosztikus panel legyen a

pajzsmirigy daganatok korai, hideg gobbdl torténd elérejelzésére és a bizonytalan

citologiai eredmények kiegészitésére, esetleges terapids konzekvenciakkal egyiitt.
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3. MODSZEREK

3.1. A pajzsmirigy diagnosztikajaban alkalmazhat6é széleskorid génpanel

kialakitasa

Vizsgalatunk célja egy ujgeneracids szekvendldson alapuld géndiagnosztikai panel
kidolgozasa volt, mely pajzsmirigy szoveti mintabol egy idében képes szamos, a

pajzsmirigydaganat kialakulasdban szerepet jatsz6 gén vizsgalatara.

Az altalunk kifejlesztett NGS metodika a Thermo Fisher Scientific altal forgalmazott
lon Torrent PGM™ rendszeren alapul. Egy egyedi AmpliSeq hot spot panelt
terveztliink, amely Osszesen 23 gént tartalmaz (3. tablazat). Ezen géneken beliil
Osszesen 568 ismert onkogén mutaciora terveztiik a primereket. A vizsgalatba bevont
géneket, illetve mutaciokat kordbban, a nemzetkdzi szakirodalomban mar leirtdk
pajzsmirigy  daganatokkal kapcsolatban [71-75]. Ko6zottik természetesen
megtalalhatjuk a mar jol ismert, Gn. driver géneket (BRAF, RAS), melyek a
pajzsmirigy tumorgenezisében mar jelentds helyet foglalnak el, illetve egyéb, kisebb
jelent6séggel bird gének is bekeriiltek génpaneliinkben, igy eldsegitve, hogy ritkabban
el6fordulé mutaciokat is azonosithassunk.

Az lon Torrent PGM™ rendszerrel kb. 1-40 nukleotid hosszisagt eltéréseket tudunk
detektalni, mig a génatrendez6déseket nem lathatjuk, hiszen a téréspontok ismerete
nélkiil (nem mindig ugyanott kovetkezik be a torés) az adott régiot nem tudjuk
amplifikalni konyvtarkészitéskor. A szekvenalashoz egy altalunk tervezett multiplex
primer poolt alkalmaztunk, a tervezési folyamat Osszesen 101 amplikont
eredményezett. Annak érdekében, hogy a szamunkra fontos génteriiletek minél
nagyobb lefedettséget kapjanak, a primereket ugy terveztilk meg, hogy azok a kozeli
intronok egyes részeit is tartalmazzak. E multiplex primer pool segitségével

konnyedén tudtuk sokszorositani a szekvenalashoz sziikséges DNS szakaszokat.
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3. tablazat: Génpaneliink altal vizsgalt 23 gén, teljes neviikkel, illetve azon
pajzsmirigy tipusok feltiintetésével, melyekben mar azonositottak e gének mutacioit
(gyakorisag szerinti sorrendben — a leggyakoribb tipus az elsd, jelolések jelentése:
P-papillaris carcinoma, F-follicularis carcinoma, A-anaplasztikus carcinoma, M-
medullaris carcinoma, NA-nincs adat, nincs meghatarozva a pontos tipus, zarojellel
jelolt-ritkan el6fordul az adott tipusban) [76].

Milyen tipusu

Gének egyéb nevei pajzsmirigyrakban

irtak le?

AKT Serine/Threonine Kinase 1;

AKT1 V-Akt Murine Thymoma Viral Oncogene AP
Homolog 1

APC Adenomatous Polyposis Coli P,AF

AXINL Axis Inhibition Protein 1; AP

Protein Phosphatase 1, Regulatory Subunit 49

V-Raf Murine Sarcoma Viral Oncogene
BRAF Homolog B; P,A, M

Serine/Threonine-Protein Kinase B-Raf

Chromosome 16 Open Reading Frame 3;
C16orf3 ] _ P F
GASS8 Antisense Gene Protein 1

CTNNB1 Catenin Beta 1 AP F

Dicerl, Dcr-1 Homolog;
DICER1 _ P, F,A
Dicer 1, Ribonuclease 111

Eukaryotic Translation Initiation Factor 1A X-
EIF1AX _ F AP
Linked

Guanine Nucleotide Binding Protein (G
GNAS ) _ ] F,P,A
Protein), Alpha Stimulating

V-Ha-Ras Harvey Rat Sarcoma Viral Oncogene

HRAS M, F, P, A
Homolog

IDH1 Isocitrate Dehydrogenase (NADP(+)) 1 P,F, (A, M)
V-Ki-Ras2 Kirsten Rat Sarcoma 2 Viral

KRAS P,F,A, M

Oncogene Homolog
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LPAR4 Lysophosphatidic Acid Receptor 4 NA

MET Proto-Oncogene, Receptor Tyrosine
MET Kinase; F,P,A
Hepatocyte Growth Factor Receptor

V-Ras Neuroblastoma RAS Viral Oncogene

NRAS P,F, A
Homolog
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-
PIK3CA ] ) _ A P F
Kinase Catalytic Subunit Alpha
PTEN Phosphatase And Tensin Homolog A FP
RET Rearranged During Transfection P,F,M(A)
SMAD4  SMAD Family Member 4 P, F, (A)

Telomerase Reverse Transcriptase;
TERT . . AP F
Telomerase-Associated Protein 2

Tumor Protein P53;

TP53 ) ) A, F, P, (M)
Transformation-Related Protein 53

TSHR Thyroid Stimulating Hormone Receptor P, F, (A)

VHL Von Hippel-Lindau Tumor Suppressor M, P, (A)

3.2. Pajzsmirigy mintak gyiijtése

Munkank soran kétféle pajzsmirigy mintaval dolgoztunk.

1. Moddszeriink optimalizalasdhoz ¢és validalasahoz hisztologiailag igazoltan
papillaris carcinomdban szenvedd paciensek pajzsmirigyszovetébdl, miitéti
beavatkozas soran vett szovetet analizaltunk.

2. A kialakitott eljarasunkat ezutan malignitasra gyanus gobokbdl, ultrahang-

vezérelten vett FNAB mintakon is teszteltiik.

3.2.1. Pajzsmirigy szovetmintak gyiijtése

Validalasi vizsgalatunkhoz 40 papillaris pajzsmirigy daganatban szenvedd pacienstdl

(31 nd és 9 férfi) gyijtottiink be intraoperativ, friss szovetmintakat. Minden beteg
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daganatos szovetrészébdl és normal, a tumor altal nem érintett és szdvettanilag
egészséges/€p pajzsmirigyszovetébol is megtortént a mintavétel, a Semmelweis
Egyetem Sebészeti Osztalyan, 2010-2016 kozoétt. A mitét sordn begyljtott
pajzsmirigy szévetmintakat a beavatkozast kovetéen azonnal lefagyasztottuk és —
80°C-on taroltuk feldolgozasig. A vizsgélatot a Nemzeti Kutatdsi Etikai Bizottsag
hagyta jova, és minden beteg irdsban beleegyezett a vizsgalat elvégzésébe. (ETT-
TUKEB 1160-0/2010-1018EKU).

Osszesen 67 darab pajzsmirigyminta vizsgalata tortént meg, ebbdl 39 darab szarmazik
papillaris pajzsmirigydaganatbol, mig 28 darab szovettanilag egészséges (normal)
pajzsmirigyszovetbodl. 27 paciens esetében voltak megfeleldek, mind a PTC-s mind a
normal pajzsmirigy részbdl szdrmazo szoveti mintdk, igy ezen parok mindegyike, azaz
27 PTC-s és 27 normal minta keriilt be a vizsgalatba, ezek mellett 12 pacienst6l csak
a carcinomas, mig egy pacienstl csak a normal szovetbdl szarmazoé minta keriilt

bevonasra.

3.2.2. Pajzsmirigy FNAB mintak gyiijtése

Osszesen 51, ultrahanggal gyan@snak itélt pajzsmirigy gobbdl szarmazé FNAB mintat
analizaltunk. A levett mintakat egy specidlis tartositd oldatban, 4°C-on taroltuk az
izolalasig. A mintavételek 2018-ban zajlottak, a Semmelweis Egyetem Sebészeti
Klinik4jan, illetve az Istenhegyi Magénklinikan. A vizsgalatot a Nemzeti Kutatasi Etikai

Bizottsag hagyta jova, és minden beteg irasban beleegyezett a vizsgalat elvégzésébe
(ETT-TUKEB 1160-0/2010-1018EKU).

3.3. Genomialis DNS izolalasa

3.3.1. Pajzsmirigy szoveti mintak

A feldolgozds megkezdésekor a fagyasztott mitéti mintdkat, felolvasztis utéan,
foszfattal pufferelt s6oldatban (PBS) felapritottuk Fisher Scientific PowerGen 125

szovethomogenizator (Fisher Scientific GmbH, Németorszag) altal.
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3.3.2. FNAB mintak

Az FNAB mintakat szobahdére melegedés utan 10 percig 2000 rpm-en centrifugaltuk,

majd a feliiluszot leszivtuk, és csak a pelletet Oriztiik meg.

Mind a PBS-ben 1év6 szoveti mintakbol és az FNAB mintakbol szarmazo sejtekbol
genomialis DNS-t izolaltunk a Roche High Pure PCR Template Preparation Kit
(Roche Indianapolis, IN, USA) segitségével. Minden mintanal a gyartd altat eldirt
protokollt hasznaltuk. Az izoldlt DNS mindségét NanoDrop spektrofotométerrel
(NanoDrop Technologies, Montchanin, DE, USA) 260/280 nm-en mértiikk meg és csak
a megfelel6 mindségii DNS-t fogadtuk el (ahol a 260/280 arany legalabb 1,8 volt). A
DNS koncentracidjat a Qubit dSDNA HS assay Kit (Thermo Fisher, Waltham, MA,
mintakat kizartuk a tovabbi vizsgalatbol, ugyanis a szekvenalashoz sziikséges

minimalis DNS koncentraciéo minimum 10 ng/ul.

3.4. Ujgeneracios szekvenalas

A szekvendlas laboratoriumi munkafolyamata harom 6 lépésbdl all:

konyvtarkészités, emulzios PCR €s szekvenalas.

1. Konyvtarkeészites

Az eljaras sordn a kordbban izolalt DNS-t felhasznalva, annak specifikus régioit
felsokszorozva DNS konyvtarat készitettiink. A DNS konyvtar elnevezése alatt az egy
mintahoz tartozd, felsokszorozott DNS fragmentek osszességeét értjiik.

A konyvtarak elkészitése az Ton AmpliSeq™ Library Kit 2.0 (Thermo Fisher,
Waltham, MA, USA) alkalmazasaval tortént (11. abra). Az 5X Ton AmpliSeq™ HiFi
Mixbdl, az egyedi multiplex primer poolbdl és 10 ng genomidlis DNS-b6l mixet
készitettlink, ezutdn PCR-rel felamplifikaltuk, melyet a kdvetkezd protokoll alapjan
végeztiik: 2 perc 99°C-on, 21 cikluson 4at: 15 sec 99°C-on és 4 perc 60°C-on, végiil
10°C-on tartva (11. abra a) rész). A PCR reakcié utan a primereket részben

visszaemésztettilk FuPa reagens segitségével. Az emésztéshez sziikséges kornyezet:
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10 perc 50°C-on, 10 perc 55°C-on, 20 perc 60°C-on, végiil 10°C-on tartva (11. abra
b) rész). Ezutan a szekvendld adaptereket és egyedi barkddokat ligaltunk az
amplikonok végére. A folyamathoz sziikséges kornyezet: 30 perc 22°C-on, 10 perc
72°C-on, végiil 10°C-on tartva (11. abra c) rész). Ezutan a kész konyvtarakat
Agencourt® AMPure® XP Reagent (Beckmann Coulter, CA, USA) segitségével

kitisztitottuk.

G ic DNA
enomic

[r—
I—> Amplify targets

a) s E—|
S ) —
| I —
[— ]
l Partially digest primer sequences
b) e
[T
(T |
[I—
Adapters A o
P1

OR

Barcode Adapters Ligate adapters
Pl s

A P1
C) N N Monbarcoded Llibrary

OR
X P1

N | Barcoded library

11. abra: A szekvenalasi protokoll elsé részének, a konyvtarkészitésnek a
folyamata: a) a sziikséges DNS szakasz felamplifikalésa, b) primerek részleges

visszaemésztése, c) adapterek és barkodok ligalasa. (Abra forrasa: [77])

A folyamat sikerességét csak a DNS konyvtarak qPCR modszerrel torténd
koncentracié meghatarozasaval tudjuk megitélni, melyhez a reakciot az lon Library
TagMan Quantitation Kit (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) felhasznalasaval
mértiik 0ssze, a gyari protokoll alapjan. A reakcio egy ABI 7500 Real-Time PCR
késziiléken tortént. A vizsgalt mintdkat ismert koncentracioji kontrollok mellett
vetettiik ald a PCR reakcionak, mely sordn a keletkezett termék mennyiségét valos
idében monitoroztuk. Az ismert kontrollokhoz hasonlitva megallapitottuk az

ismeretlen mintak DNS tartalmat (12. abra). A mérés soran a kovetkezd protokollt
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hasznaltuk: 2 perc 50°C-on, 20 sec 95°C-on, majd 40 cikluson at: 1 sec 95°C-on és
20 sec 60°C-on.

(] 7500 System SDS Software - [NGS library quantitation 181106 {Absolute Quantification)]
File ¥iew Tools Instrument Analysis Window Help -8 x
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12. abra: qPCR segitségével hataroztuk meg a konyvtaraink DNS koncentraciojat.
Ot ismert kontrollhoz (S) és egy negativ kontrollhoz (N) hasonlitva hataroztuk meg
az ismeretlen mintdk (U) DNS tartalmat.

A futast akkor tekintjiik megfeleldnek, ha a parhuzamos standard értékekre illesztett

egyenes (standard curve) R? értéke a lehetd legkozelebb esik az 1-hez, a qPCR reakci6
altal mért értékeket 0,95-6s R? értéktél fogadjuk el megbizhatonak (13. dbra).
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{] 7500 System SDS Software - [NGS library quantitation 181106 (Absolute Quantification)]
Fle Yew Tools Instrument Analysis Sindow Help BEES

U b S BEHE -O(»?

Sefup Y Instrument ¥ Results:
Plate ¥ Spectra ¥ Component ¥ Amplification Plot ¥ Standard Curve Y Dissociation ¥ Report

Standard Cure

28
B Detector. |ACPS |

Slope: -3513493

26 Intercept: 16648010
Rz 0999782

Ct
w

-3.50 -3 -2.50 -2 -1.50 -1 -050 0 0.50 1

Log CO
Ready Disconnected MU

13. abra: Az ismert kontrollok értékeire illesztett egyenes. Jelen dbran az R? érték
kerekitve 0,99 volt, mely alapjan a mért konyvtarak koncentracioja megbizhatonak

adodott.

Azokat a mintakat, melyek koncentracioja a qPCR mérés soran 100 pM feletti értéket

mutatott, szekvenalasra alkalmas mintanak itéltiik meg.

2. emulzios PCR

A folyamat soran az elkészitett DNS konyvtarmolekuldkat, meghatarozott
koncentracioban ¢és aranyban, az lon Szekvenalé Részecskék (ISP, lon Sphere
Particles, szekvenal6 gyongyok) felszinére kotottik és felsokszoroztuk, egy emulzios
PCR (emPCR) reakcio soran (14. abra). A reakcioba bekeriild konyvtarakat nem
egyenkeént, hanem kis csoportokban (5 minta/csoport) kezeltiik ettdl a 1épéstdl kezdve,
egészen a szekvenalas végéig.

A templat el6készitését lon PGM™ Hi-Q View OT2 Kittel (Thermo Fisher, Waltham,
MA, USA) végeztiik egy félautomata lon OneTouch 2 késziiléken. A tobblépésbdl
allo folyamat elsé 1épéseként az egyiitt vizsgalt mintdk konyvtarait 100 pM
koncentraciora higitottuk, majd egy konyvtar mixet készitettiink beldlik. Az igy
kialakult, most mar egy csében 1évd minta keriilt bele az lon OneTouch 2 késziilékbe.
Az emPCR soran a reakcidé egy olaj-viz emulzioban zajlik, melynek segitségével

parhuzamosithatd az amplifikdci6, a DNS fragmentumok felsokszorositasa
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mikrométer nagysagrendii, az adapterekkel komplementer oligonukleotidokkal

boritott szekvenald gyongyok feliiletén zajlik.

3. Extension : polymerase

amplifies the forward 2. Annealing : ONE fragment
strand starting from the (reverse strand) anneals to
bead towards the primersite adaptersite on the bead 1. Denaturation of ~g

library fragment

‘/@W'\ 5

.

4. Denaturation : onigigal reverse strand denatures
from the bead, the forfyard strand is connected to
the bead by the phate backbone of DNA

N
et
N ( .
Mg W, ,
, o 7. Repeat PCR staps
ANNANNNN . Annealing : reverse ; :

o et 6. Extension : polymerase s 4-5-6 for 30- 60 cycles,
aday amplifies the forward strand starting =y

ptersite on the : -
boad, primer anncala from the bead Mardsm:nmr:erslte. and m
(o foruard sirand the reverse strand starting the primer towards the bead

14. abra: Az emPCR folyamata egy mikroreaktorban. 1. Denaturacié: A konyvtar
fragmens denaturacidja. 2. Annealing: A fragmes reverz szala a gyongy felszinén
talalhato oligonukleotidhoz kotédik. 3. Extension: A DNS-polimeraz 1étrehozza a
hianyzo, forward szalat. 4. Denaturacio: Megtorténik a denaturacio, majd a levalo
szal (reverz) is hozzakapcsolodik a gyongyhoz. 5. Annealing: A primerek a forward
szalak végéhez kapcsolodnak. 6. Extension: A DNS-polimeraz 1étrehozza a hianyzo
szalakat, a reverz szalon a gyongytdl a primerhelyig, mig a forward szalon a
primertdl a gyongy felé épiti be a nukleotidokat. 7. A PCR 1épései ciklusosan
ismétlédnek (4-5-6. 1épés, 30-60 ciklus). (Kép forrasa: [78])

Az elkészilt szekvenald gyongyoknek Osszesen 10-30%-a hasznalhato fel a
szekvenalds soran, melynek okai a kovetkezok:

— nincs templat a reaktorban

tobbféle templat van a reaktorban (poliklonalis gyongydk)
— nincs primer a reaktorban

— nincs PCR mix a reaktorban

— nincs gyongy a reaktorban

— 1res a reaktor
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Azon gyongyoket, amelyek barmilyen okbdl is, de nem hordoztak a felsziniikon
szekvenalhatdo DNS szakaszt, egy dusitdsi eljaras segitségével eltavolitottuk az
elkésziilt templat oldatbdl. Az eltavolitds az lon OneTouch ES (Thermo Fisher,
Waltham, MA, USA) késziilék segitségével tortént, melynek alapjat a biotin és a
streptavidin nagy affinitasu kolcsonhatasa adta. Az ISP gyongyok feliiletére kotott
DNS szakaszok végei biotinilaltak, ezekhez a dusitasi eljaras soran olyan magneses
gyongyoket kevertiink, melyeknek felszinére streptavidint rogzitettek. A streptavidin
mindegyik alegysége egy biotin megkotésére képes. Ezutan képesek vagyunk a
magneses gyongyok segitségével e molekulak elkiilonitésére (15. abra). Egyediil a
poliklonalisan amplifikalodott gyongyoket nem tudjuk eltavolitani. Az igy elkészitett

ISP-k alkalmasak az lon Torrent PGM™ késziiléken vald szekvenalashoz.

Automated
Magnetic 7

Enrichment .~ ‘

Isolate Positive
lon Sphere Particles ™.

MyOne Bead +

Biotinylated
- Streptavidin

plate + ISP

Non-Templated
ISP

15. abra: A dusitasi eljaras Ion OneTouch ES késziilék segitségével, kihasznalva a

biotin-steptavidin kdlcsonhatast. (Kép forrasa: [79])

3. Szekvendlas
A teljes eljaras utolsod, laboratdriumban torténd fazisa maga a szekvenalasi folyamat.
Az elkészitett ISP gyongyoket szekvenald chipbe toltottiik és meghataroztuk a
gyongyok felszinén 1évé DNS fragmensek nukleotid szekvencidjat az eldzetesen
inicializalt Ion Torrent PGM™ szekvenator segitségével.
A szekvenalas elOkészitéseként szekvenald primert €s polimerazt adtunk a templatot

tartalmazo gyongyokhdz, majd az igy teljesen elokészitett ISP gyongyoket egy lon
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314™ Chip v2 BC szekvenald chipbe toltottiik, és elinditottuk a szekvenalast az lon
PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Kit (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA)
segitségével.

Az Ion 314™ Chip v2 BC szekvenalo chipek feliiletét 1,2 millié paranyi well boritja,
melyek mindegyikébe egyetlen ISP gyongy keriilhet. Minden egyes well rendelkezik
egy ion szenzorral, amely érzékelni képes egy adott gyongyon 1évéo DNS szal

szekvenalasa soran bekovetkez6 H* felszabadulast (16. abra).

Sensing Layer
Sensor Plate

Drain Source To column
Silicon Substrate receiver

16. abra: Egy Ion 314™ Chip v2 BC szekvenal6 chip, és annak felszine kozelrdl,

illetve egy wellhez tartozo ion szenzor milkodésének vazlata. (Képek forrasa: [80])

Minden nukleotid beépiilésekor egy H* felszabadul. A nukleotidok egyesével adodnak
a reakciohoz, igy abban az esetben, ha a kovetkezd beépitendd nukleotid nem azonos
az éppen bemért nukleotiddal, akkor nem tapasztalunk H* felszabadulast; ha azonos
(és be is épiil) akkor viszont igen (17. abra). Minden nukleotid bemérés és detektalas
utdn mosassal a gép eltdvolitja a megmaradt nukleotidokat, majd johet a kovetkezd

ciklus.
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17. abra: A szekvendlas folyamata. H* felszabadulas kovetkezik be, ha az éppen
soron kovetkezd, szekvenator altal bejuttatott nukleotid azonos a beépitendd

nukleotiddal.

3.5. Genetikai adatok elemzése

A szekvendlas végére hatalmas mennyiségii, tobb gigabdjtnyi adatot kapunk, melynek
értelmezéséhez, kiértékeléséhez szoftveres segitségre van sziikségiink. Vizsgalatunk
soran a validalasi mintakbol szarmazo6 adatokat szoftveres elemzés utan statisztikailag
is analizaltuk. Az FNAB mintakbol szarmaz6 eredményeket csupan szoftveres

elemzésnek vetettiik ala.

3.5.1. Szoftveres adatelemzés

A szoftveres adatelemzés soran bioinformatikai eszkozokkel értékeltiik ki az
ujgeneracios szekvenator altal eldallitott nagy mennyiségli genetikai adatot.

Az lon Torrent PGM™ futasabodl szarmazo adatokat egy platform-specifikus Torrent
Suite v5.0.4 szoftver segitségével elemeztiik. A szekvendlasi leolvasdsokat a
referencia genomhoz (hgl9) illesztettik, TMAP (https://github.com/iontorrent/
TMAP) algoritmus segitségével, majd a varians hivot agy allitottuk be, hogy a
szomatikus variansokat megtalalja az adott régiokban. Ion Reporter 5.0-t hasznaltunk
a variansok jelolésére. Az eredményes elemzéshez, €s a varidnsok megbizhato
azonositasdhoz megfeleld, vagyis minimum 5x-0s lefedettségre van sziikségiink.
Azon genetikai variansokat, amelyek populacios gyakorisaga 1%-nal nagyobb volt, a

tovabbi elemzésbdl kizartuk.
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3.5.2. Statisztikai adatelemzés

A genetikai kutatdsok eredményeként rengeteg hasznos informacié keriil a
birtokunkba, amelyek koziil gyakran, a fejlett bioinformatikai eszk6zok segitségével
sem tudjuk megtalalni a szamunkra leghasznosabb informaciokat, illetve a mélyebb
Osszefliggések meglatasa is nehézkes vagy hibas. Ezen kiviil a szamunkra nyilvanvalo
Osszefiiggéseket bonyolult lehet masok szamara egyértelmiien bemutatni. E
problémaékra nyujt megoldast a matematikai, statisztikai szemlélet.

Jelen kutatasunk soran fontos feladatunk volt az adatfeltaras, a 1ényeges informaciok
kiemelése, illetve a biologiai mintazat leirasa és az abbol torténd konklizid levonasa.
Ezeket kiilonféle matematikai metodikak segitségével tudtuk elérni. Az elemzés
folyaman az Un. tobbvaltozdés modszerek mintdzat-, vagy adatstruktara-feltaro
funkcidja bizonyult hasznosnak. E mddszerek biologiai jelentdsége mar régdta ismert,
példaul egy 1990-ben megjelent cikkben a tobbvaltozés mddszerek tobb mint 500
alkalmazasat emlitik [81]. A metodikak koziil az egyik leggyakrabban alkalmazott a
diszkriminancia analizis (canonical variate analysis, CVA) [82].

A CVA elemzés a csoportok elkiilonitését maximalizdlo mddszer, mely az egyes
csoportok kozotti varianciat maximalizalja, mig a csoportokon beliili varianciat a
minimumra probalja csokkenteni. F6 célja, hogy a leginkabb elkiiloniilé valtozokat
megtaldlja, és az 0) eseteket besorolja a megfeleld csoportba. A CVA alapjat a
kiilonboz6 valtozok altal 1étrehozott matrixok adjak, melyek nxn-es méretiiek.

A kapott NGS adatokat a diszkriminancia analizis segitségével osztalyoztuk, mig a
tumorkockazat becsléséhez az F-értékeket hasznaltuk. A statisztikai szamitasokhoz a
SYN-TAX 2000 csomagot alkalmaztuk [83]. Elemzésiink célja azon mutaciok és
gének csoportositasa és levalogatasa volt, amelyek a legmegbizhatobban
felhasznalhatoak a pajzsmirigy tumoros vagy benignus allapotanak elkiilonitésére.

A vizsgalt adatokat két szinten értelmeztiik: variansok €s gének szintjén. Az elsd,
vagyis a variansok szintjén egy 177 sorbdl (az azonositott mutaciok szama) és 67
oszlopbdl (pajzsmirigymintdk szdma) all6 matrixot allitottunk Ossze és ezt vetettiik
ald CVA elemzésnek. A matrixban az egyes mutaciok meglétét 1-es szammal jeldltiik
azon mintak esetében, ahol azokat megtalaltuk, mig abban az esetben, amikor adott

mintaban mutacidt nem talaltunk, 0-val jeleztiik. E matrix nagyon ritkas volt, ugyanis
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a legtobb varidnst csak 1 vagy 2 mintdban azonositottuk, ezek indikator értéke igen
alacsony, ezért e ritkan el6forduld mutaciokat kivettiik a tovabbi analizisbdl, és csak
azon elvaltozasokat hagytuk meg, amelyek legalabb haromszor eléfordultak.

A masodik szinten, a gének szintjén vizsgalt matrix 20 sorbol (gének szama (a vizsgalt
23 génbdl 20-ban talaltunk mutaciot)) és 67 oszlopbdl (pajzsmirigymintak szdma) allt.
Ezen a szinten minden mutaciot szdmitasba vettliink, amely egy adott génhez és
mintdhoz kothetd volt.

Mindkét adatmatrixot diszkriminancia analizisnek vetettiink ala. A CVA elég
robosztus modszer ahhoz, hogy durva becsléseket adjon a besorolas valoszintiségérol,
mig a kanonikus funkciok haszndlata az ismeretlenek besoroldsdra nem alkalmas.
Mivel csupan két csoportunk volt, igy az elemzés egyetlen kanonikus valtozatot
(CV1) eredményezett mindkét adatkészlet esetében. A kanonikus variansok és az
eredeti valtozok kozti Osszefiiggés révén elkiilonithetd volt a két vizsgalt csoport
(tumoros vagy egészséges/tumormentes), illetve a tumor kialakuldsanak
valdszinlisége. E tumorkockazat becsléséhez az F-értékeket hasznaltuk fel (minden
egyes valtozo csoportok kozotti és csoporton kiviili variancidjanak aranya), melyek

értéke minél nagyobb, anndl nagyobb a kockazat.
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4., EREDMENYEK

4.1. A vizsgalt paciensek adatai

4.1.1. Pajzsmirigy szoveti mintak

Validalasi vizsgéalatunkba 0sszesen 40 paciensbdl szarmazo pajzsmirigy szovetminta
keriilt bevonasra, melyek harmincegy néi és kilenc férfi betegtdl szarmaztak. A
paciensek atlagéletkoranak eloszlasa a kovetkezé volt: néi pacienseink esetében az
atlag 49,5 év (27-80 év kozott), mig férfi pacienseinké 55,1 évre (37-80 év kozott)
teheto.

4. tablazat: Harminckilenc PTC-s és 28 normal, szovettanilag tumormentes
pajzsmirigy szovetet gyljtottiink 40 pacienstol. A mintak tobb mint fele (n=24) a
klasszikus tipusba tartozik, mig a maradék 15 minta tobb hisztologiai varians kozott
oszlik meg.

Lebenyek Atlagos

Nyirokesomo
PTC mintak Férfi/no érintettsége tumor J

metasztazis

(n)

(n=39) (n) egy/mindketté atméro
(n) (mm)

Klasszikus PTC 717 18/6 14,8 9/24
(n=24)

Follicularis varians 1/3 4/0 18,8 1/4
(n=4)

Encapsuldlt varidns 0/3 1/2 14,3 0/3
(n=3)

Oncocyter varidans 0/4 4/0 16,3 3/4
(n=4)

Multifokdlis varidns 0/1 0/1 N/A 0/1
(n=1)

Microcarcinoma 0/3 3/0 3,3 0/3
(n=3)

A vizsgalt papillaris pajzsmirigy daganatoknak hét altipusat figyelhettiik meg.
Huszonnégy mintank klasszikus PTC tipusba tartozott, mig a tobbi 15 valamelyik PTC
varians kozé sorolddott: follicularis varians (n = 4), encapsulélt (n = 3), oncocyter (n
= 4), multifokalis (n = 1) és mikrocarcinoma (n = 3). A legnagyobb daganatméretet a

follicularis varidnsok esetében tapasztaltunk (4tlagos atméré = 18,8 mm). A
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multifokalis varians eseten kiviil még a klasszikus és az encapsulalt PTC tipusokban
jelent meg a tumoros elvaltozds a pajzsmirigy mindkét lebenyében. A mintdink

alapvetd jellemzdit az 4. tablazatban mutatjuk be.

4.1.2. FNAB mintak

Vékonytl-aspiracios biopszia segitségével 6sszesen 77 paciens ultrahanggal gyanus
pajzsmirigy gobébdl tortént mintavétel, majd DNS izolalas. A DNS-ek koncentracidja
igen kritikus az NGS modszer sikeressége szempontjabol, ezért a tal alacsony DNS
koncentracioval rendelkezé mintakat (<10 ng/ul) kizartuk a tovabbi fazisokbol. igy
végiil 51 gobot vizsgaltuk meg, melyek negyvenegy ndi (atlag életkor: 53 év) és tiz
férfi (atlag életkor: 45 év) pacienstdl szarmaztak.

A biopszia soran minden esetben két mintavétel is tortént egyidoben, melyek
egyikébdl az altalunk végzett genetikai vizsgdlat, mig a masikbol a citologiai
kiértékelés tortént, mely utdbbi Osszesitett eredményeit az 5. tablazat tartalmazza.
Ezek alapjan nyolc eset volt malignus, mig negativ, vagyis benignus/jéindulata gébot
28 esetben véleményezett a citologiai vizsgalat. Tovabbi 14 paciens eredménye a
malignitasra gyanus kategoriakba sorolodott. Egyetlen esetrél nincs citologiai
informéaciénk, a kenet sejtmentessége miatt, azonban a genetikai vizsgalathoz
szerencsére elegendd DNS mennyiséget tartalmazott az adott minta, igy rendelkeziink

genetikai eredménnyel ebben az esetben is.

5. tablazat: Az 51 megfeleld DNS koncentracioval rendelkezd biopszia minta

citologiai eredményei, illetve a paciensek nem eloszléasa.

Mintaszam No/Férfi (n)

Pozitiv citolégiai lelet 8 6/2
Negativ citologiai lelet 28 25/3
Gyanus citolégiai lelet 14 9/5
NA (Sejtmentes kenet) 1 1/0
Osszesen 51 51
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4.2. A szekvenalasi adatok minéségi értékei

A szekvenalas végeztével kapott eredmények megbizhatosagat, az egyes futdsokrol,
adott chipeken tortént leolvasasokrol minden esetben ellendrizniink kell.
El6szor szekvenalasi futasunk legalapvetobb jellemzdit kell attekinteniink:

1. chip toltottsége: min. 60%

2. ISP-k, melyek tartalmaznak templatot: min. 99%

3. monoklonalis:poliklonalis gyongyok eloszldsa: a poliklonalis gyongyodk

Maximum az 0sszes gyongy 1/3-at adhatjak ki
4. végs6 readszam: min. 450.000
5. megfelel6 hosszusagu readek: a 25 bp-nal rovidebb readeket a program

eltavolitja, mig a readek kozépértékének (mean) 135-155 bp kell lennie.

Egy reprezentativ futds ezen eredményeit lathatjuk az 18. abran, melyek mindegyike
tokéletesen megfelelt az elvardsoknak, igy a példanal maradva az ebbdl szarmazo

adatokat megbizhatonak tekintettiik.

C
a) 733M 99 b) 496,834 ) 148 bp 157 bp 181 bp
a
|||II oy ol 8% Read Length

1S Density ISP Summary

85% RELELL 15%
Loading npty Wel

100% RECEBLL 0%

Enrichment

60% [CEEALE 40%

Clonal

b
78% [RELEER ter Dimer 0 50 100 150 200 250 300

Final Librar aQ Read Length
Q

18. abra: Egy szekvenalasi futas legalapvet6bb jellemz6i. A chip toltottsége jol
latszik a megjelenitett a) abran, 6sszességében 85%-0s volt, vagyis a chip feliiletén
talalhatd wellek 85%-aba keriilt szekvenalo gyongy. b) A szekvenald gyongyodk
mindegyike tartalmazott templatot, tehat iires gyongy egy sem volt. A monoklonalis
gyongyok (clonal) elé6fordulasa 60%-ra tehetd. A poliklonalis (polyclonal) és az
alacsony mindségli szekvenalis readek kiszelektalddtak, igy azok nem keriiltek
elemzésre. Igy alakult ki a végsé readszam, ami 496.834 leolvasast tartalmazott.

Ezen readek atlagos hosszeloszldsa lathaté a c) abran.
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Ezek utan tovabbi paraméterek attekintésére is sziikség van. Az atlagos lefedettséget
és az 1x-es target lefedettséget kell ellendrizni minden minta esetében. Egy minta
atlagos elfedettségének 100x-0s felett, mig az 1x-es target lefedettség értékének 95%
folott kell alakulnia, hogy az adott mintab6l megbizhatd eredmény késziilhessen.

Az altalunk vizsgalt mintdk minden esetben megfeleld paraméterekkel rendelkeztek,
igy ezutan a variant caller (varians kivonatold program) segitségével megkereshettiik
¢s kigyljthettiik az illesztett szekvencidkban taldlhatd, referenciatdl valé eltéréseket.
A mintankénti atlagos readek szama 143.211 volt. Az atlagos lefedettségiink 642x
(121x-2.290x) (19-20. abra), mig az atlagos 1x-es target lefedettség 98,2%-0s Vvolt,
99% feletti atlagos pontossaggal. A lefedettségek uniformitasa 54,4 és 93,2% kozott
alakultak.

« Amplicon Coverage Chart Plot. Strand Reads |~ Owerlay. Mone v Zoom Out) ? A
4
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W

101 Binned Amplicons of 101 Selected y

19. abra: Az abran egy minta AmpliSeq amplikon konyvtaranak, amplikononkénti
lefedettségi értékei lathatdak (az ehhez a mintahoz rendelt read-ek szama), tizes
alapu logaritmikus skalan abrazolva, ahol az atlagos lefedettség 485x volt.
Leolvashat6 a forward (piros) és reverz (z6ld) szalon keletkezett szekvencia
leolvasdsok aranya, mind a 101 amplikonon. A hattérben lathatd, vildgosabb szinli
oszlopok az Gsszes leolvasas szamat mutatjak, amig az erdsebben szinezett 0szlopok
azok mennyiségét, amelyek végig érik a teljes amplikont. Megfigyelhetd, hogy
egyes amplikonok esetében a két szekvenalasi irany idealis 50-50%-o0s aranya kissé
az egyik iranyba eltolodott. Informacidt ezzel nem veszitiink, azonban egy varians

fals pozitivitasanak nagyobb lehet az esélye.
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20. abra: Az abran egy amplikonon beliil lathato a lefedettség eloszlasa,
bazisonként. A vilagos kék savok az off-target bazisokat és azok lefedettségét
jelolik. Az amplikonok sziikségszeriien tulnytlnak a vizsgalni kivant régidkon, igy a

primer kotéhelyek nem maszkolhatnak el genomi eltéréseket.

4.3. A pajzsmirigy szovetmintak mutacios profilja

A 67 pajzsmirigy szovetmintan 23 pajzsmirigy carcinoma kialakulasaban szerepet
jatszo gént vizsgaltunk meg 568 ismert mutacids hotspot teriileten. Ezen mintakban
Osszesen 177 nem-szinonim, vagyis aminosavcserével jar6 varianst azonositottunk,
ezek koziil 145 SNV (142 missense és 3 nonsense), 31 INDEL eltérés (27 inszercio,
3 delécid és 1 frameshift delécid), és 1 missense MNV kiilonithetd el. E genetikai
eltérések koziil 6tvenet mar leirtak a COSMIC adatbéazisban. Jelen vizsgéalatunkkal
tovabbi 127 10j varianst azonositottunk a célzott szekvenciak koriil. Ugyanis a
vizsgalati modszer jellegébdl adoddan a rendszer nemcsak a hotspot régiokat latja,
hanem a kornyez6 szakaszok egy részét is, igy talalhattunk olyan variansokat, melyek

nem a kezdeti 568 mutacio kozé tartoztak.

4.3.1. Tumoros szovetekben talalt mutaciok

A PTC-s szovetmintakban 0Osszesen 102 szomatikus mutacidét azonositottunk 20
génben. A legpolimorfabb génnek az AXIN1 mutatkozott, melynek 16 kiilonb6zo
variansat azonositottuk. Ez utan kovetkezik a PIK3CA, az APC ¢és a TSHR gén 15, 14,
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illetve 13 SNV-vel. Talalt mutacidink koziil a leggyakrabban eléforduldo a mar jol
ismert BRAF ¢.1799T>A (V600E) wvolt, ami 14 papillaris pajzsmirigy
daganatszovetben fordult eld. Emellett gyakran megjelend valtozatok voltak még a
TSHR ¢.1373T>C, amely ot esetben, illetve az APC ¢.636_637insAA frameshift
mutacio, amely négy tumorszoveti mintdban jelent meg.

Atlagosan egy PTC-s mintaban 5,74 darab mutaciét figyeltiink meg. Tizenkilenc
nukleotid valtozas volt a legmagasabb eltérésszam, amit felfedeztiink egy tumoros
mintaban, €és két olyan PTC-s mintank volt, amelyben nem azonositottunk egyetlen
szomatikus mutaciot sem a vizsgalt génekben.

A BRAF V600E mutaci6 tekintetében tobb megfigyelést is tettiink. EI6szor is azon
PTC-s mintak, amikben a BRAF V600E mutéicié megtalalhatd volt egyéb mutaciok
kevésbe fordultak el6 (AMD (atlagos mutacié stiriiség) = 3,8), mint ¢ mutacid nélkiili
tumoros szovetmintakban (AMD = 6,1). Masodszor a BRAF gén mutacioi koziil a
V600E-n kiviil masfajta SNV csak a klasszikus PTC-s mintdkban fordult eld, az
Osszes tobbi altipusban csak V600OE varidnst talaltunk. Csak a klasszikus tipusban
fedeztiink fel egy valdsziniileg patogén varidnst, a 1795A> G (T599A) SNV-t. A
vizsgalt mintdinkban szintén csak a klasszikus PTC-ben jelent meg a VHL
tumorszupresszor gén négy kiillonb6z6 mutacioja.

Két gén eltéréseit — a GNAS-t, amely a benignus gobok indikatora és a KRAS-t, amely
csak joindulati pajzsmirigy neoplaziat okoz — nem detektaltuk egyik PTC-s
mintankban sem. Ezeken kiviil a mar jol jellemzett TERT promoter elvaltozasaira sem

talaltunk példat vizsgalt tumormintaink kozott.

4.3.2. Szovettanilag egészséges, tumormentes szovetekben talalt mutaciok

A tumormintdkhoz képest a normal, szovettanilag egészségesnek/épnek
meghatarozott szovetmintdinkban kozel fele annyi mutaciot fedeztiink fel. Osszesen
52 szomatikus mutaciot detektaltunk 15 génben. A legpolimorfabb génnek itt is az
AXIN1 mutatkozott, azonban mutaciés mintazata eltért a PTC-s mintakban
talaltakétol. A leggyakrabban eléforduld mutacio az EIF1AX ¢.71G>A volt, amelyet

két mintaban taldltunk meg. Nyolc vizsgélt gén esetében nem taldltunk egyetlen
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szomatikus eltérést sem, ezek a kovetkezok: AKT1, BRAF, GNAS, HRAS, KRAS,
NRAS, TERT és VHL.

4.4. A genetikai adatok statisztikai elemzése

Az NGS adatok szoftveres elemzése alapjan felfedezett genetikai eltéréseket ezutan
diszkriminancia elemzésnek vetettiik ala. Ennek segitségével tovabbi, pontosabb
Osszefliggéseket szerettiink volna felfedezni, melyek alapjan 1étrehozhatunk egy olyan
score rendszert, aminek a segitségével el tudjuk kiiloniteni a tumoros pajzsmirigy
mintdkat a jéindulata elvaltozasoktol.

Korabban, a ,,Mddszerek” részben, emlitettek alapjan az adatokat kétféle szinten
elemeztiikk. Az egyik adatmartix tartalmazta azon mutacidkat, melyek legalabb
haromszor el6fordultak a vizsgalt mintdkban, mig a mésik matrix a gének szintjén

Osszesitette a mintakban talalhato elvaltozasokat.

4.4.1. Statisztikai elemzés variansok alapjan

Az elsddleges vizsgalatok alapjan a mutaciok koézil 16 bizonyult a
leginformativabbnak (e varidnsok fordultak eld legaldbb hiarom mintdban), igy a
végleges CVA elemzés e mutaciok szintjén tortént.

Az elemzés végére a mintak mindegyike kapott egy szamértéket (F-érték), amely
alapjan azok tumorkockéazata megbecsiilhetd. A pozitiv F-értékkel rendelkezd mintak
nagy korrelacidét mutatnak a tumor meglétével, mig a negativ értékek a tumormentes
allapotot jelzik. A két pacienscsoport viszonylag jol elkiiloniil egymastol egy tengely
mentén (21. abra), ezért biztonsaggal allithatjuk, hogy a CVA analizis soran kapott

értékek jol korrelalnak a tumor jelenlétével.
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-4

Mintak

21. abra: A PTC-s (fekete sav) és a normal, tumormentes pajzsmirigy mintak (fehér

sav) eloszlasanak grafikus abrazoldsa, a 16 variansbol szadmolt F-érték alapjan.

A variansok kozil a BRAF ¢.1799T>A (V600E) pontmutacié rendelkezik a
legnagyobb tumorjelzd képességgel. Ez a mutacid Osszesen 14 tumoros
szovetmintaban volt jelen, és egyetlen normal, tumormentes mintaban sem fordult eld.
Tovabbi 6t olyan varianst kiilonitettiink el, amely szintén nagy szerepet kap a két
csoport elkiilonitése soran. A hat legfontosabb varianst F-értékiik alapjan
kiilonithettiik el a tobbitdl (6. tablazat), igy ha egy varianshoz tartozo F-érték nagyobb,
mint 1, az adott varians j6 indikdtor a tumorkockézat becslésekor, hiszen féként a
tumoros mintakban figyelheték meg. Abban az esetben, ha F<1-nél, a varians nem
hasznos eléjelzdje a tumoros allapotnak, mert el6fordulasa véletlenszert a kiillonb6zo
szovetmintakban. Ezek alapjan a genetikai elemzés, abban az esetben is hasznos lehet,
ha csak e hat pontmutaciot elemezziik (amennyiben a varidansok F-értékének
korrelacidja CV1-el nagyobb 0,22-nél). E hat elkiilonitésben fontos varians: BRAF
€.1799T>A, TSHR ¢.1373T>C, APC c¢.636_637insA, LPAR4 c.137A>G, TSHR
c.1963A>G ¢és SMAD4 c.964T>A.
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6. tablazat: A 16 varidns, melynek indikéator értéke a legnagyobb a diszkriminancia
analizis soran, hisz e variansok fordultak eld legalabb harom mintdban. A varidnsok
F-értékiik alapjan csokkend sorrendben lettek feltiintetve, mig az utolsé oszlopban a
kanonikus varianssal val6é korrelacio értéke lathato. Az F-érték minél nagyobb, annal

nagyobb a malignitasi kockdzat. A mas szinnel kiemelt, fels6 6 varians a legjobb

indikator a tumorkockézat becslésekor.

Protein Varians Korrelacio
CV1-el
BRAF p.Val600Glu  ¢.1799T>A 16,978 0,637
TSHR p.Phe458Ser €.1373T>C 3,995 0,337
APC p.Arg213fs €.636_637insA 3,104 0,299
LPAR4 p.Tyrd6Cys c.137A>G 2,859 -0,287
TSHR p.Thré55Ala  ¢.1963A>G 2,447 0,267
SMAD4 p.Tyr322Asn  c.964T>A 1,707 -0,224
Ci160rf3 p.Val64fs €.190_191insA 0,795 -0,154
LPAR4 p.Leu86Ser c.257T>C 0,743 -0,149
TP53 p.Thrl50Ser  c.448A>T 0,722 -0,147
APC p.Ala289Asp  €.866C>A 0,482 0,12
AXIN1 p.Lys719Glu  ¢.2155A>G 0,482 0,12
TP53 p.Val216fs c.647delT 0,482 0,12
APC p.Thr288Pro  ¢.862A>C 0,189 0,075
EIF1AX p.Glul8fs c.51_52insA 0,115 -0,059
AXIN1 p.GIn769Arg  ¢.2306A>G 0,007 0,014
LPAR4 p.Val83Ala .248T>C 0,001 -0,006

Amennyiben csak a hat legnagyobb F-értékkel rendelkez6 varians alapjan végeztiik
az elemzést, a tumormentes mintdk F-értéke -0,513 volt vagy annal kisebb. Ezen
gondolatmenetet kovetve ismeretlen pajzsmirigyminta esetében, amennyiben < -0,513
eredményt kapunk F-értékként, az adott pacienst a tumormentes csoportba
sorolhatjuk, mig ettdl pozitiv irdnyba eltérd esetben a tumoros csoportba kertil a beteg.
A 7. tablazatban a paciensek jelenlegi allapotat/szovettani mindsitését (tumoros,

egészséges/tumormentes) és az Osszes, 16 varians elemzése alapjan tortént
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kockazatbecslést figyelhetjik meg. Ezek alapjan jol latszik, hogy a szovettani
eredményekkel jol korrelal a genetikai vizsgalat alapjan végzett statisztikai besorolas.
Az F-értékek alapjan a legtobb egészséges, tumormentes beteget ténylegesen az
egészséges csoportba, mig a valoban PTC-s paciensek mintainak tobbségét a tumoros

csoportba soroltuk.

7. tablazat: A 67 pajzsmirigy szovetmintank csoportositasa, a jelenlegi allapot
(szbvettan) és a 16 varidns szerinti elemzés (CVA) alapjan. A 28 szovettanilag
egészséges mintank koziil huszonnégyet valoban az egészséges csoportba soroltunk
a statisztikai elemzés segitségével. Mig a 39 PTC-s paciens mintajabol harmincegy
keriilt a tumoros csoportba, CVA szerint.

CVA szerint _ .
CVA szerint Osszes minta
egészséges
tumoros mintak (szovettan)
mintak

Szovettanilag

egészséges

mintak

Szovettanilag

tumoros mintak

Osszes minta

(CVA)

A 7. tablazatban feltlintetett szdmadatok alapjan kiszamolhatjuk e mddszer aldbbi
fontos értékeit:
- szenzitivitas: 31/39 =0,79 79%

- specificitas: 24/28 = 0,86 86%
- PPV:31/35=0,89 89%
- NPV:24/32=0,75 75%
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4.4.2. Statisztikai elemzés gének alapjan

Hasonlé CVA elemzést végeztiink a vizsgalt gének koziil azon 20 génen, amelyben
legalabb egy mutaci6 is eléfordult.

Az elemzés végére ebben az esetben is minden mintdhoz hozzarendeltiink egy F-
értéket, amely a segitségiinkre volt a tumorkockazat becslésében. A gének szintjén
vizsgalva a 0,24 F-értéknél lehetett meghtizni a hatart a két csoport elkiilonitése
érdekében, melyek egy tengely mentén viszonylag jol elkiiloniilnek egymastol (22.
abra). A 0,24-nél nagyobb F-értékkel rendelkezd mintdk a tumor jelenlétével

korrelalnak, mig a <0,24 F-érték a tumormentes allapotot tiikkrozi.

F-érték 0

Mintak

22. abra: A PTC-s (fekete sav) és a normal, tumormentes pajzsmirigy mintak (fehér

sav) eloszlasanak grafikus abrazolasa, a megvizsgalt 20 gén F-értékei alapjan.

Az elsd, variansokon alapuld elemzéshez hasonloan itt is a BRAF génben fellelhetd
mutaciok megléte korrelalt legjobban a tumor jelenlétével. Ez utan még tovabbi hat
génben talalhatd eltérések azok, amelyek fontosak lehetnek a kockazatbecslésben,
ezek a kovetkezOk: TSHR, TP53, PIK3CA, VHL, AKT1 és APC. Az els6é gén, melynek

mutécidi a joindulatd pajzsmirigyben talalhatok, az EIF1AX, ezt kdveti tovabbi négy
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gén, a RET, az NRAS, a DICERL1 és a PTEN, melyek F-értéke még 1 felettinek adodott.
Az ennél is alacsonyabb F-értékkel rendelkezd gének tumorindikatorként nem jol
alkalmazhatok, mert nem korreldlnak egyértelmiien a tumorallapottal. Ezen géneket,

s

tartalmazza.

8. tablazat: Az elemzésbe bekeriilt 20 gén, amelyben legalabb egy mutéaciot
felfedeztiink. A gének F-értékiik alapjan csokkend sorrendben lettek feltlintetve, mig
az utolsé oszlopban a kanonikus varidnssal vald korrelacio értéke lathatd. Az F-érték

minél nagyobb, annal nagyobb a malignitdsi kockazat.

Gén F-érték Korrelacio CV1-el
TSHR 3,786 0,329
TP53 3,435 0,314
PIK3CA 3,226 0,305
VHL 3,104 0,299
AKT1 2,264 0,257
APC 2,011 0,243
EIF1AX 1,741 -0,226
RET 1,702 0,224
NRAS 1,468 0,208
DICER1 1,238 0,191
PTEN 1,155 -0,185
Cl60rf3 0,792 -0,154
HRAS 0,715 0,146
MET 0,676 0,142
AXIN1 0,47 0,119
SMAD4 0,334 -0,1
LPAR4 0,196 -0,077
IDH1 0,178 -0,073
CTNNB1 0,13 -0,063
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A vizsgalt teriileteken mutaciot nem hordozo paciensek F-értéke -0,822 volt, vagy
annal kisebb. Igy minden olyan péacienstél szarmazé mintat, melynek F-értéke < -
0,822-al a tumormentes csoportba, mig ett6l pozitiv iranyba eltéré eseteket a tumoros
csoportba sorolhatunk.

A 9. tablazatban a paciensek jelenlegi allapotat/szovettani mindsitését (tumoros,
egészséges/tumormentes) ¢s a 20 gén elemzése alapjan tortént besorolast figyelhetjiik
meg. Mint ahogyan a varians szintli elemzés soran, igy itt is a legtobb esetben a
szovettani eredmények ¢€s az altalunk végzett analizisbdl levont kovetkeztetések jol
korreldlnak egymassal. A legtobb valoban tumormentes paciens mintdjat sikeriilt az

egészséges csoportba, mig a PTC-s mintak tobbségét a tumoros csoportba sorolni.

9. tablazat: A 67 pajzsmirigy szovetmintank csoportositasa, a jelenlegi allapot
(szOvettan) és a 20 gén szerinti elemzés (CVA) alapjan. A 28 szdvettanilag
egészséges mintak kozil tizenkilencet valoban az egészséges csoportba soroltunk a
statisztikai elemzés segitségével. A 39 PTC-s paciens mint4ajabol harmincnégy kertilt
a tumoros csoportba CVA elemzéssel.

CVA szerint ; .
CVA szerint Osszes minta
egészséges
tumoros mintak (szovettan)
mintak
Szovettanilag
egészséges

mintak

Szovettanilag

tumoros mintak

Osszes minta

(CVA)

Ebben az esetben a 9. tablazatban feltiintetett szamadatok alapjan a kovetkez6 éréteket
szamolhattuk ki:

- szenzitivitas: 34/39 = 0,87 87%

- specificitas: 19/28 = 0,68 68%

- PPV: 34/43=0,79 79%
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- NPV:19/24=0,79 79%

4.5. Vékonytii biopszias mintak mutacios profilja

Az altalunk vizsgalt 51 pajzsmirigy vékonytii biopszia mintabol szarmazé szekvenalasi
értékek minden esetben megfelelonek bizonyultak. Az atlagos leolvasasi szam
mintanként 243.955 read, az atlagos lefedettség 4312x, mig az atlagos, 10x-es
célszekvencia lefedettség 87% volt. Ezen adatok alapjan — a variant caller utan — kapott
eltéréseket megbizhatonak itéltiik.

Az analizalt 51 mintabol, harmincétben talaltunk minimum egy klinikailag relevans
genetikai eltérést a megvizsgalt 23 gén egyikében, mikdzben tizenhat minta esetében

egyet sem fedeztiink fel (10. tablazat).

10. tablazat: Az 51 biopszia minta besorolasa a citologiai eredményeik alapjan, és azok

felosztas aszerint, hogy a genetikai vizsgalat soran talaltunk-e benniik mutaciot vagy

sem.
Mintaszam Nincs mutacié | Van mutacio
Pozitiv citologiai lelet 2 6
Negativ citologiai lelet 28 8 20
Gyaniis citolégiai lelet 14 6 8
NA (Sejtmentes kenet) 1 0 1
Osszesen 51 16 35

Az Otvenegy vékonytli biopszias mintaban 36 aminosavcserével jar6 mutaciot
azonositottunk, tizenot génben (11. tablazat): huszonnégy SNV-t (24 missense), hét
INDEL-t (1 inszercio, 6 delécid), két splice site varidnst, egy intronikus régioba eso
mutaciot és két MNV-t fedeztiink fel. A talalt eltérések koziil huszonhetet azonositottunk
Uuj mutacioként, melyekrél nincs szakirodalmi adat pajzsmirigy daganatokkal
Osszefiiggésben. Kilenc azonositott mutaciot korabban mar leirtdk, megtalalhaték a
szakirodalomban, illetve online adatbazisokban is, melyek tobbségét pajzsmirigy
tumorokban, mig néhanyat egyéb, nem pajzsmirigy daganatos betegekben (pl.: vastagbél

daganat, hasnyalmirigy daganat, stb.) azonositottak.
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11. tablazat: A vékonytii biopszia mintakban azonositott 36 mutacid, azok tipusos
besorolésa ¢s a hozzajuk tartoz6 COSMIC azonositdjuk (amennyiben az adott varidns
megtalalhato a szakirodalomban). A tablazat legutols6 oszlopaban feltiintettiik, hogy az
adott mutéaciot milyen citologiai besorolast kapott mintdban/mintakban azonositottuk.

(P=pozitiv, malignus; N=negativ, jéindulata; Gy=gyanus; bizonytalan kategoriaja

minta; NA=nincs adat, sejtmentes kenet)

Milyen
Muticié “fl‘l‘)tlj‘::’ cosmic ~ chove
talaltuk?
APC c.1758A>C Missense - P
APC C.2788A>C Missense - GY
APC €.4343C<G Missense - 2N
APC C.4679A>T Missense - N
AXIN1 €.120_122delCAGIinsAGC MNV - P
AXIN1 .1326delC Delécio - GY
AXIN1 €.1887_1891delCCAGA Delécio -
AXIN1 C.2155A>G Missense -
AXIN1 €.2392A>G Missense - GY
AXIN1 c.476A>G Missense - GY
BRAF c.1799T>A Missense COSM476 4P, GY
EIFIAX ¢c17G>T Missense - N
EIFIAX  ¢.338-1G>C Splice site COSM3372212 N
EIFIAX  c¢.51 52insA Inszercio - 2N
EIFIAX  c.75delA Delécio - N
HRAS c.181C>A Missense COSM496 N
IDH1 c.142A>G Missense - N
LPAR4 c.137A>G Missense - 2P, 6N, 2GY,
1NA
LPAR4 €.824T>C Missense - N
MET c.4079C>T Missense - N
NRAS c.181C>A Missense COSM580 GY
PIK3CA .1034A<G Missense -
PTEN €.398T>A Missense -
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PTEN €.409G>C Missense -

PTEN c.411_413delATA Delécio -

PTEN €.634+2T>G Splice site COSM1968251 N
SMAD4  ¢.1561A>G Missense - GY
SMAD4  ¢.1569C>G Missense COSM14115 P
SMAD4  ¢.919G>A Missense - N
TERT c.-245T>C Intronic - N, GY
TSHR g é%:lg(_jlcléldelACCCCCAms MNV i N
TSHR €.1887G>T Missense COSM26422 N
TSHR €.1895C>T Missense COSM26418 N
TSHR c.745delC Delécio - N
TSHR €.749_753delAGGAA Delécio - P
VHL c.148G>A Missense COSM17999 GY

A nyolc pozitiv, tehat malignus citologiai eredményt kapott mintank koziil hat esetben
talaltunk genetikai eltérést (BRAF ¢.1799T>A, LPAR4 c.137A>G, APC c.1758A>C,
AXIN1 €.120_122delCAGinsAGC, SMAD4 c.1569C>G €s TSHR
€.749_753delAGGAA).

A citologiailag negativ, benignus elvaltozast hordozo 28 paciens koziil hisz esetben
sikertilt felfedeztlink genetikai eltérést, mely a kés6bbi rosszindulatu daganat kialakulasat
vetitheti elére. EQy-egy ilyen mintdban a COSMIC azonositoval rendelkezé mutaciok
kozil az EIF1AX ¢.338-1G>C, a HRAS c.181C>A, a PTEN ¢.634+2T>G, a TSHR
c.1887G>T és c.1895C>T varidnsokat azonositottuk, melyeket a pajzsmirigy malignus
elvaltozéasaival kapcsolatban mar leirtak. A legismertebb varians ezek koziil a HRAS
€.181C>A, mely foként differencialt pajzsmirigy tumoros mintdkban fordul eld a
leggyakrabban [84]. A leggyakrabban azonositott mutacié az LPAR4 ¢.137A>G volt,
melyet a szakirodalom a PTC-s allapottal hoz kapcsolatba [72]. Ezen mutaciok
eléfordulasa a citologiailag benignus mintdkban eldre jelezhetik a kés6bbi malignus
allapot kialakulasat. A tovabbi nyolc citologiailag negativ esetben nem talaltunk
elvaltozast a vizsgalt 23 génben.

A 14 malignitasra gyants/bizonytalan kategdriaba sorolt paciensek mintai koziil hat

esetnél nem fedeztiink fel eltéréseket, mig nyolc mintanal detektaltunk mutaciot, melyek
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koziil a jol ismert BRAF ¢.1799T>A és NRAS c.181C>A variansait azonositottuk egy-egy
paciens mintajaban. A tobbi mintaban az APC, AXIN1, LPAR4, SMAD4, TERT és VHL
génekben fedeztiink fel genetikai eltéréseket.

Abban az egy mintabdl, ahol a citologiai kiértékelés soran — a kenet sejtmentessége miatt
— nem kaptunk eredményt, az NGS vizsgalatra parhuzamosan levett mintabol sikeriilt

rosszindulatu eltérést (LPAR4 ¢.137A>@G) detektalnunk.

Hat kiilonb6z0 variansaval az AXIN1 gén mutatkozott a legpolimorfabbnak, ezek koziil a
€.120_122delCAGInsAGC varianst malignus, a ¢.1326delC, ¢.2392A>G és c.476A>G
variansait bizonytalan, tehat malignitdsra gyants, mig a c¢.1887 1891delCCAGA ¢és
felsorolt varidnsait eddig még nem irtdk le a szakirodalomban. Az kovetkezd
leggyakrabban eléforduld gének: 6t variansaval a TSHR (citologiailag ezek a mintak: 1
pozitiv, 4 negativ), majd 4-4 variansukkal az APC (1 pozitiv, 1 gyanus, 2 negativ), az
EIF1AX (4 negativ) és a PTEN (4 negativ) gének. A TSHR génben felfedezett mutaciok
koziil kett6t irtak mar le (c.1887G>T és a ¢.1895C>T), melyek patogénként szerepelnek
a szakirodalomban [85-87], azonban az FNAB mintaink kozott egy-egy negativ
citologidjuban fordultak eld.

Vizsgalt mintdinkban az LPAR4 ¢.137A>G, egy aminosav cserével jaré missense varians
volt a leggyakrabban el6fordulé muticid, Gsszesen tizenegy mintankban fedeztiik fel,
melyek koziil hat esetben a citologia negativ, két esetben pozitiv eredményt adott, tovabbi
két gobnél bizonytalan kategoridba sorolta az adott mintakat, mig egy esetben
értékelhetetlen volt a minta (sejtmentes kenet). E gén szerepe még nem tisztazott az
irodalomban, szomatikus varidnsait kiilonb6z6 daganatokban, mint példaul
vastagbélrakban és fej-és nyak laphamsejtes daganatokban mar azonositottak [88-89],
mig van olyan kdzlemény, melyben a papillaris carcinoma egyik alapvet6 onkogénjeként
irtak le [72].

A jol ismert BRAF ¢.1799T>A (V600E) mutaciot 6t biopszia mintaban azonositottuk. A
citologiai eredményekkel Osszevetve a mintak tobbségét — négy mintat — helyesen a

s

gyanus eredményt kapott csupan €s késobbi, ismételt mintavételre jegyezték elo.
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Harminc olyan FNAB mintank volt, amelyben felfedeztiink genetikai eltéréseket,
amelyek nem a BRAF génben voltak (23. abra). Ezen mutaciok nagyrészét citologiailag
negativ, tehat joindulati gobokben talaltuk meg. Két pozitiv/malignus citoldgiai
eredménnyel rendelkezé minta esetében taldltunk BRAF géntdl eltéré6 génben 1évo

varianst, illetve hét olyan esetben, ahol csak a malignitds gyantja allt fenn.

W pozitiv citoldgiai lelet
M negativ citoldgiai lelet
gyanus citoldgiai lelet

M NA (Sejtmentes kenet)

23. abra: A BRAF génen kiviili még 14 masik génben talaltunk mutaciot a vizsgalt 23
génbdl, melyek 0sszesen 30 mintdban taladlhatdéak meg. Ezek koziil 20 negativ, kettd

malignus és hét gyants/bizonytalan kategoriaja citologiaval rendelkezik.

r1r 1

kiemelni, hogy természetesen a genetikai eredményt csak Onmagiban nem
hasznalhatjuk a tumorstatusz besorolasara, minden paciens esetében sziikséges emellé
a citologiai eredmény is. A kettét egyiitt értelmezve kell kialakitani a végsd
diagnozist. Bar ez felveti azt a kérdést is, hogy egy szdvettanilag ép pajzsmirigy minta
estében mi a megoldas, ha a genetikai vizsgélat soran kideriil, hogy a paciens mar
hordozza a tumorral Osszefiiggésbe hozhat6 mutacidk egyikét. Ugyanis nagy
valosziniiséggel ezen eseteknél a vizsgalt géb eldbb vagy utdobb malignizaldédni fog.
Ilyen esetekben a genetikai eredmény plusz informaciot ad, igy — akar egy megfeleld
sebészeti beavatkozassal — megeldzhetd a rosszindulati daganat kialakuldsa, azonban

ennek tényleges bizonyitdsa még a jovo feladata.
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5. MEGBESZELES

A molekuléris genetika teriiletén az utobbi idében paratlan fejlédésnek lehettiink
szemtanui, ennek hatdsara mara megvaltoztak, kiegésziiltek a régi, rutin klinikai
diagnosztikus modszerek. A klinikai dontéshozatalban a gyakorlo orvosok szamara is
elérhetové valtak a genetikai meghatarozasok.

Az elmult évtizedekben a legfobb népbetegségekrdl, mint példaul kardiovaszkularis,
daganatos, metabolikus, autoimmun, idegrendszeri és mozgasszervi korképekrol
kideriilt, hogy ezek sok komponensii, multifaktorialis, azaz komplex betegségek. Ezen
felfedezés tiikkrében a genetikai vizsgéalatok egyre nagyobb szerepet jatszanak a
klinikumban, a diagndézisok felallitasaban, a célzott terapiak, kezelések
kivalasztasaban, illetve a betegségek kialakulasahoz kapcsolatos
kockazatbecslésekben. A genetikai tesztek eredményei komoly kovetkezményekkel
jarhatnak az adott beteg szamara, s6t hozzatartozoi részére is jelentds informacioval
birnak.

Annak érdekében, hogy ma ilyen genetikai vizsgalatokat végezhessiink, a molekularis
biologia teriiletén hatalmas mértékli technoldgiai véltozasokra volt sziikség. A
kozelmultban felgyorsult a nagy ateresztOképességii, un. high-throughput metodikak
fejlesztése (nukleotid szekvencia-meghatarozas, microarray technologia, teljes genom
vizsgalatok), melyek segitséget nyujtottak ezen a teriileten. Kiilon kiemelenddk az
ujgeneracios szekvendlasi eljarasok, amelyek az elsd, hagyomanyos szekvenalési
modszerek (pl.: Sanger-féle moddszer) utan keriiltek kifejlesztésre. Kordbban a
szekvenald metodikak koziil — a Federick Sanger nevéhez flizhet6 [90] — Sanger-féle
szekvenalds volt az 4ltalanosan hasznélt mddszer, mely sordn izotopok segitségével,
direkt szekvenaléassal hataroztdk meg a DNS egy-egy szakaszanak bazissorrendjét. Ezt
a késobbiekben felvaltotta a fluoreszcensen jelolt DNS-fragmentumok elvélasztdsan
alapulé metodika, amelynek automatizalt valtozata is megjelent. Az elsé human
genom bazissorrendjét is ezzel a modszerrel sikeriilt meghatarozni. A Sanger-
szekvenalds nagy biztonsagli és pontossagi modszer, mely konnyen kiértékelhetd
szekvenciaeredményt ad, hatranya, hogy draga és rendkiviil idéigényes.

E problémak kikiiszobolésére dolgoztak ki az tjgeneracids szekvenaldsi modszereket.

Ko6z06s tulajdonsaguk, hogy a szekvenalasi reakcid sokszorosan parhuzamositva zajlik,
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vagyis egyszerre tobb milli6 DNS szal leolvasasa torténik meg, €s igy szdmottevéen
tobb informaciot kapunk sokkal rovidebb id6 alatt, rdadasul az elsd generacids
szekvenaldsi moédszerekhez képest 1ényegesen kedvezObb aron. Az ujgeneracios
szekvenaldsok az egyes 1épéseknél kiilonféle eljardsokat alkalmaznak, azonban
Osszességében elmondhatd, hogy az uj technoldégia minden szinten meghaladja a
Sanger-szekvenalas teljesitményét és komplexitasat. Hiszen azon kiviil, hogy tobb
molekularis technikat kombinal, a keletkezd nagy mennyiségli adat kezeléséhez
bioinformatikai szoftvereket, illetve online adatbazisokat hasznal fel.

Ma maér az orvostudomany teriiletén tobbféle megkozelitésben is alkalmazni tudjuk az
NGS-en alapul6 technikakat. Az ujgeneracios szekvenalds a pontmutaciok okozta
betegségek felderitésében valik nagy hasznunkra. Pontmutaciok, rovidebb delécidk és
inszerciok esetében az adott DNS-szakasz szekvenalasaval tudunk pontos
informacidhoz jutni. Az NGS technikaval igen hosszt DNS-szakaszokat is nagyon
gyorsan le tudunk olvasni. Egy adott betegséghez asszocialt gének teljes
szekvenciavizsgalataval megtalalunk olyan genetikai eltéréseket, amelyek az adott
betegségben relevansak, vagy diagnosztikus értékiiek, ezen kiviil feltarjuk ritka
betegségek genetikai hatterét is. A relevans gének feltérképezésével bizonyos
betegségek kialakulasara vonatkozo kockazatbecslést is képesek vagyunk adni a
vizsgalt személynek. Ezen feliil e modszer segitségével lehetéségiink van
aldtdmasztani Ordkletes betegségek diagnodzisat, illetve képesek vagyunk
tanulmanyozni a daganatos betegségek kialakulasdhoz vezetd genetikai elvaltozasokat

is.

A pajzsmirigy daganatok egyre stiriibben jelennek meg vilagszerte, melynek oka nem
tisztazott. Az egyik leggyakrabban emlegetett és vizsgéalt okok kozé tartozik a
jodellatottsag. Egy felndtt szervezet teljes jodtartalma 8-9.000 pg, ugyanis a
pajzsmirigy € mennyiség taroldsara képes, amelyet kb. 2 honap alatt hasznal fel a
szervezet. Az optimalis jodbevitel felnéttek esetében a napi 150 pg, mig varanddsok
esetében napi 220 pg. Hazankban az atlagos jodbevitel kb. 100 pg naponta. Jodhiany
kb. 80 pg-nal alacsonyabb rendszeres napi bevitelnél alakul ki. A jodellatottsagot a
vizelettel torténd napi jodidiiritéssel lehet a legpontosabban kdvetni. A jodbevitelt

akkor tartjuk kielégitonek, ha a vizelettel valo iirités meghaladja az 100 ng/lI-t, az 50-
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99 ng/l iiritése enyhe, a 20-49 pg/l iiritése kozepes, mig 20 pg/l alatti {irités stulyos
jodhianyt jelez [91]. A Fold kiilonb6z6 teriiletein a viz és a talaj, illetve a taplalékok
jodtartalma igen eltérd, példdul Magyarorszag ivovizkészletének kb. 80%-aban a jod
koncentracioja alig éri el a 25 pg/l-t, ezért hazank jodhianyosnak mondhat6. E hiany
jelentds kovetkezményekkel jar, csokken a pajzsmirigy normal miikddése, kognitiv
zavarokat okozhat, illetve a pajzsmirigyben golyvéak fejlédhetnek ki, amely végiil
daganat kialakulasédhoz is vezethet.

A kornyezeti adottsagokon kiviil a pajzsmirigy gobok vizsgalati modszereinek
fejlédése is magyarazatot adhat a daganatos betegségek szamanak emelkedésére. A
mai korszerii technikdk segitségével mar a legaprébb gobok is felfedezhetdk,
melyeket par évtizede még nem lathattak volna meg a kezeld orvosok. Az ultrahang
vizsgalat sokkal kifinomultabbd és pontosabba valt, szdmos malignitasra utald jelet
fedezhetiink fel a segitségével. A gyanusnak itélt gobokbdl ma mar egyszeriien
vehetlink mintat vékonytli-biopsziaval, és azt értékelhetjiik citologiai modszerekkel.
Azonban a citologiai vizsgalat sem képes minden alkalommal pontos diagnézist adni,
illetve egy adott pillanatban benignusnak titulalt gob iddvel rosszindulatuva valhat,
melynek kockazati becslésére a hagyomanyos vizsgalati modszerek nem képesek
valaszt adni. llyen esetekben nyujthatnak segitséget a genetikai vizsgalatok, melyek
kiegészithetik €és pontosithatjak a végleges diagndzist.

Az utobbi években tobb munkacsoport is olyan genetikai diagnosztikai teszt
kifejlesztését tlizte ki célul, aminek a segitségével, mar az egyértelmii hisztoldgiai
patologias folyamatok kialakulasa eldtt, elére jelezhetd a betegség. A pajzsmirigy
daganatok kialakulasdban szerepet jatszd mutaciok és génatrendezddések
megismerése €s az Ujgeneracios, illetve génexpresszios technikak fejlédése lehetdvé
tette ezen 1), pajzsmirigy szovetre specifikus tesztek kidolgozasat. Tobb kiilfoldi
szolgaltato altal forgalmazott géndiagnosztikai teszt érhetdé mar el, melyek a
pajzsmirigytumor kialakuldsaban bizonyitottan fontos szerepet jatsz6 gének
vizsgalatan alapulnak. A génpanelek két tipusat kiilonithetjiik el az alkalmazott
modszer alapjan: 1. a rule-in tesztek a vizsgdlat sordan képesek megerdsiteni a
malignitas gyanujat, 2. a rule-out tesztek a vizsgédlat soran képesek kizarni a

malignitas meglétét.
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Az USA-ban jelenleg négy génpanel érhetd el a pajzsmirigygobok tesztelésére (24.
abra).

A Veracyte cég Afirma tesztje egy microarray alapu, 167 gén mRNS expresszidjanak
elemzését végzi [92]. Modszere alapjan rule-out teszt, azaz képes kizarni a
malignitast, a joindulati mintakat nagy hatékonysaggal megtalalja a citologiailag
bizonytalan mintak kozott (szenzitivitas: 92%, NPV: 94-95%). A benignusnak
besorolt mintdk malignitasi esélye: 5-6%, javaslat: a paciens kovetése, miitét nélkiil.
Ha a vizsgalat gyants eredményt ad, akkor a pacienst tovabbra is a bizonytalan
kategoriaba sorolando, ennek oka a teszt til alacsony, 37-38%-0s, PPV értéke [68].
Osszegzésként elmondhatd, hogy ez a platform alkalmas a citolégiai eredmény
kiegészitésére, mert kiszliri azon pacienseket, melyeknek biztosabb megoldast nyujt a
miitéti beavatkozas.

A Rosetta Genomics, Inc. altal forgalmazott Rosetta GX Reveal modszer is a rule-out
tesztek kozé sorolandd, mely microRNS-ek (24 darab miRNS) vizsgalatan alapul
pajzsmirigy citologiai kenetekbdl, real-time PCR segitségével. A modszer
szenzitivitasa 85%, specificitasa 72%, PPV-je 59%, mig NPV értéke 91% kortil
adodik [93].

Y Afirma

Thyroid FNA Analysis

Thyrg”?eq'

Thyroid Genomic Classifier

. ROSETTAGX

24. abra: Az USA-ban forgalomban 1év6 génpanelek besorolasa az alkalmazott
modszer alapjan. Az abra bal oldalan 1év0 tesztek (Afirma, Rosetta GX) rule-out, a
jobb oldali részen talalhatdo ThyGenX rule-in, mig a kdzéps6 cikkelyben talalhato

tesztek, a ThyroSeq és a ThyGenX kiegészitve a ThyraMIR -rel mindkét tipust

modszert alkalmazzak vizsgalataik soran. Abra forrasa: [94].
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Az Asuragen cég miRinform panelje egy rule-in, azaz malignitas gyanujat meger6sito
vizsgalat. A teszt 4 gén pontmuticidit (BRAF, HRAS, NRAS és KRAS) és 3
génatrendezédést (RET/PTC1, RET/PTC3 és PAXS/PPARy) vizsgal. Magas PPV
értékkel rendelkezik, igy alkalmas a malignitas megerdsitésére [67]. Ma mar ez a teszt
ThyGenX néven elérhetd az Interpace Diagnostics jovoltabol, mely tobb modositason
ment keresztiil: multiplex-PCR segitségével vizsgalnak nyolc gént, tobb mint 100
ponton. Magas PPV értékkel rendelkezik, azonban NPV értéke alacsony. Késobb ezt
a panelt is kiegészitettétk 10 miRNS expresszid elemzésével, igy alakult ki a
ThyraMIR. A két panel egymast kiegésziti, olyan esetekben, amikor a ThyGenX
negativ eredményt ad, egy masodik vizsgalatot is végeznek ThyraMIR-en.
Amennyiben egyiittesen alkalmazzdk dket a teszt PPV értéke 74%, amig az NPV 94%
[68]. A mindkét platform altal negativnak, vagyis benignusnak besorolt mintak
malignitasi esélye: 6%.

A University of Pittsburgh altal kifejlesztett modszer a ThyroSeq, mely ujgeneracios
szekvenaldson alapul, és felméri a malignitds kockdzatat a pajzsmirigygdbokben.
Napjainkra mar harom kiilonb6z0 véltozata jelent meg. Az alap panel 12 onkogénben
284 hotspotban megtalalhatdo mutacidkat és génfuziokat vizsgal [69]. A ThyroSeq v2
mar 13 gént és 42-f¢le génfuziot elemez [70]. E teszt PPV értéke 68-87%, mig NPV-
je 95-98%. A tovabbi fejlesztéseknek hala 2018-t6l mar elérhetd a legujabb verzidja,
a ThyroSeq v3 [95], mely 112 gént elemez (pontmutaciokat, inszerciokat, deléciokat,
génfuziokat és kopiaszamvaltozasokat), DNS- és RNS alapi NGS segitségével. Az
elemzés soran genetikai osztalyozassal kiilonitik el egymastdl a tumoros €s joéindulata
mintdkat. A ThyroSeq v3 minden Bethesda kategoridban magas szenzitivitasi (91-
97%), NPV (89-100%) és PPV (50-80%) értéket ért el, az eredményeket a
pajzsmirigyrak osszes f6 tipusan validaltak.

Az ismertetett amerikai génpanelek a paciensek szamara is elérhetdek, aruk 2500-
4500 USA dollar kozott mozognak és 1-2 hetes leletatfutasi idovel képesek eredményt
adni. A mi moddszeriink koltsége 430 USA dollarnak fele meg, amely toredéke a
fentiekének.

Hazankban egy — munkacsoportunk altal kialakitott — 8 genetikai elvaltozast vizsgalod
modszer volt elérhetd 2010-t61 [46], mely 4 szomatikus génmutaciot (BRAF, HRAS,
NRAS ¢és KRAS) ¢és 4  génatrendezdédést (RET/PTCL, RET/PTCS,

67



DOI:10.14753/SE.2020.2371

PAX8ex7/PPARgamma ¢s PAX8ex9/PPARgamma) elemez. Jelen munkank alapjat e
8-génes vizsgalati modszer adta és célunk ennek a tovabbfejlesztése volt. Egy olyan
génpanel kialakitasat tiiztiik ki célul, mely a legkorszertibb diagnosztikai technikat
Otvozi a mai legszélesebb korti pajzsmirigy tumorgenezissel kapcsolatos genetikai

tudasunkkal.

Kutatasunk soran kifejlesztettiink és validaltunk egy 23 onkogén elemzésén alapulo,
célzott szekvenaldsi modszert, mely pontosabb diagnézist tesz lehetévé papillaris
pajzsmirigy daganatok esetében. Ezen vizsgalatunk sordn mér 568 mutaciot
elemeztiink ki (és a kornyez0 szakaszokbol szarmazé informacidkat), igy
Osszességében rengeteg varians vizsgalatat végeztiik el egyidében. A hotspot
paneliink a rule-in és a rule-out megkozelitést is alkalmazza. E16szor hasznaltunk egy
tobbvaltozos  statisztikai  modszert, a  diszkriminancia analizist, hogy
meghatarozhassuk az elkiilonitéshez hasznalhatdo F-értékeket, melyek segitségével
1étrehozhato egy score-rendszer, amely képes a szovetmintdkban megbecsiilni a tumor
el6fordulasanak kockazatat. Ezzel az eljarassal sikeresen valasztottuk szét a tumoros

¢és joindulata esetek nagy részét.

BRAF gén mutacioinak eléfordulasa:

Eredményeinkben leggyakrabban a BRAF gén ¢.1799T> A (V600E) mutacidja fordult

eld, dsszesen 14 papillaris pajzsmirigyszovetmintaban volt jelen. A leglijabb irodalmi
eredmények alapjan a BRAF V600E varians a PTC-k mintegy 45%-aban fordul el6
[96-97]. A BRAF a RAF kinaz-csalad egyik fontos tagja, mely eldsegiti a jelatvitelt
RAS/RAF/MAPK jelatviteli kaszkadon. A BRAF gén mutacidja révén expresszalddo
patologias fehérje a jelatviteli Gt konstitutiv aktivaciojat okozza, mely rossz klinikai
prognézishoz, tumorhoz is vezethet. A BRAF V600E mutaci6 a PTC Gsszes szovettani
altipusaban megtaldlhat6 volt, mig a klasszikus PTC-s mintdinkban egy tovabbi,
valoszinlileg patogén BRAF varianst is taldltunk: c.1795A>G (T599A). Zheng és
munkatarsai irtak le, hogy ebben az 599. pozicidbban mutacié esetén a treonin egy
alaninra cserélédik, mely valtozas a kindz-aktivitas teljes sikertelenségét okozza [98].
E megallapitasuk &sszhangban van Wylie és munkatarsai munkajaban leirtakkal is,

miszerint a BRAF T599A szubsztitucid nem csak, hogy nem indukalja a MAPK
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jelatviteli utat, de karositja is azt [99]. Ezek és sajat eredményeink alapjan
kijelenthetjiik, hogy a BRAF génben a V600E hotspot kornyezetében bekdvetkezo

valtozasok jelentds klinikai kovetkezményekkel jarhatnak.

RAS géncsalad mutdcioinak eléforduldsa:

Mira mar altaldnosan elfogadotta valt, hogy a RAS géncsaladban ¢s a BRAF génben
bekovetkezd bizonyos mutaciok kolesondsen kizarjak egymast egy paciensen beliil
[100]. Az altalunk vizsgalt 14 PTC-s esetben, amelyekben BRAF V600E pozitiv
eredményt kaptunk, valoban nem talaltunk RAS mutaciokat. Erdekes azonban, hogy
abban az egy esetben, amelyben a BRAF T599A pontmutacio talalhato, megfigyeltiink
egy NRAS ¢.235C>T (L79F) mutécidt is. Tovabbi két PTC-s esetben talaltunk a RAS
géncsaladhoz tartozd mutaciokat: NRAS c.181C>A ¢és HRAS c¢.73C>G, melyek a
papillaris carcinoma follicularis variansaiban voltak jelen; mig harmadik formajaban,
a KRAS génben mutaciot (mely benignus pajzsmirigy neoplasiat okoz) egyetlen PTC-
s mintankban sem talaltunk. Napjainkra mar — tobb vizsgalat alapjan — elfogadott tény,
hogy a RAS gének mutacioi a follicularis daganatokban gyakrabban fordulnak eld,
mint papillaris carcinomakban. A PTC-s esetekben a follicularis variansra, illetve az
encapsulalt altipusra jellemz6 e mutaciok megjelenése [97]. Nikiforov és munkatarsai
példaul 462 FNAB minta analizisét végeztek el, amely sordn 0sszesen csak 8 esetben
talaltak RAS mutéaciokat (5 NRAS és 3 HRAS), ezek koziil 5 eset tartozott a PTC
follicularis variansai ko6zé, 2 FTC-snek, mig 1 eset follicalaris adenomanak

mutatkozott a szovettani vizsgalat soran [101].

AXINI gén mutacioinak elofordulasa:

Kutatasunk soran az AXIN1 gén bizonyult a legvaltozatosabb onkogénnek a vizsgalt
gének kozil, mert 16 kiilonbozd varidnsat is azonositottuk a mintdinkban. Az AXIN1
egy tumorszupresszor fehérjét kodol, mely a WNT jelatviteli ttvonal jelentds
komponense. Mutédcido hatdsara PB-katenin felhalmozddas kovetkezik be, amely
transzlalodik a sejtmagba és célgénjeinek expressziojat megvaltoztatja [33]. Tumoros
¢s szOvettanilag egészséges mintdinkban 6sszesen 30 genetikai eltérést észleltiink az
AXIN1 génben, azonban a mutaciés mintazatuk eléggé kiilonbozének mutatkozott. A

PTC-s mintainkban azonositottunk 3 INDEL, 2 nonsense és 11 missense varianst, mig
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az egészséges szovetmintakban csak missense eltérések fordultak eld. Az emlitett 30
eltérés koziil négy (c.2306A>G, c.2155A>G, c.2098G>C ¢és ¢.1877 _1878delCQ)
eléfordult mind a tumoros, mind a benignus mintakban is. A CVA moédszer alapjan az
AXIN1 gén korrelacidja a tumoros allapottal nem volt egyértelmii, azonban a varians
szintjén alkalmazott elemzés soran két eset (c.2306A>G ¢és €.2155A>G, melyek
el6fordultak mindkét csoportban) bekeriilt azon 16 lokusz koz¢é, melyek indikator
értéke fontos volt az elemzés folyaman, bar igaz, hogy csak alacsony F-értéket kaptak,
igy a tumoros allapottal vald korrelacidjuk nem a legmegbizhatobb. Jelenleg csak
korlatozott informacid all rendelkezésiinkre az AXIN1-ben bekovetkezé mutaciok
kovetkezményeir6l, azonban a legtobb kutatasi eredmény szerint inkabb a rosszul
differencialt, anaplasztikus pajzsmirigydaganatokban mutatkoznak [102], a DTC-k
kialakitasaban, illetve azok viselkedésében betoltott lehetséges szerepliik még nem

tisztazott.

APC gén mutacioinak elofordulasa:

A WNT utvonal egy masik kulcsfontossagu szabalyozé eleme, az APC szintén
jelentésen polimorf génnek mutatkozott a kiértékelés soran, 0sszesen 14 mutéacidjat
azonositottuk PTC mintdinkban. A funkciovesztéssel jar6 APC mutaciok hatasara
expresszalodo patologias fehérje a WNT/B-catenin jelatviteli utvonal aktivalodasat
okozza, amely meginditja a tumorgenezis folyamatat [33].

Kezdetben az APC génben bekovetkezd valtozasokat a familiaris adenomatozus
polipézis (familial adenomatous polyposis, FAP) szindromaval hoztak 6sszefliggésbe,
e betegség kialakulasanak kivaltojaként azonositottak [103]. A sporadikus APC
mutaciokat a FAP soran kialakul6 ritka papillaris pajzsmirigy carcinoma altipussal, a
cribriform-morularral tarsitottak, azonban kés6bb nem FAP szindromas betegekben is
felfedezték [104].

Emellett az anaplasztikus pajzsmirigy daganatokban is megfigyeltek APC mutaciokat
[105]. Talalunk mar olyan PTC exom vizsgalatokat is, melyek eredményeként az APC
egy potencialis driver gén a pajzsmirigyrak diagnosztikdjaban [106]. Ezen
kovetkeztetés hasonlit a sajait NGS eredményeinkhez, mely szerint az APC
megbizhato elkiilonitd génként szerepel, és a benne bekdvetkezd mutdciok a

rosszindulatu transzformaciéval hozhatok kapcsolatban.
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PIK3CA gén mutacidinak eldforduldsa:

A PIK3CA gén azon mutécidi, amelyek a PI3K p110a katalitikus alegységét kodoljak,
gyakran el6fordulnak pajzsmirigydaganatokban. A CVA elemzésiink soran a PIK3CA
mutaciol fontos indikatorai a tumoros allapot fennallasdnak, mely eredmény a
szakirodalmi adatokkal is megegyezik [31]. Masrészr6l a PI3K/AKT utvonal
tagjainak, mint a PIK3CA, az AKT1 és a TP53 mutacioi ritkan fordulnak el6 jéindulata
pajzsmirigy gobokben [107]. Pan és munkatarsai tanulmanyukban Kijelentik, hogy a
PI3K/AKT utvonal génjeinek mutéacioi (PIK3CA, PIK3R2, AKT2, PTEN és TP53)
kolcsonodsen kizarjak egymast, igy azok nem fordulnak eld egy paciensen beliil, ezt az
altaluk vizsgalt kinai PTC-s paciensek 12,1%-aban figyelték meg [72]. Ennek ellent
mondanak sajat eredményeink. Esetlinkben taldltunk olyan PI3K/AKT utvonal
tagokat kodold géneket, amelyek mutacioi egyiittesen fordulnak eld 8 PTC-s
esetiinkben, tehat tumoros mintaink kb. 20%-aban. Azonban 20 tumormintank csupan
egy mutaciot tartalmazott ezen utvonalon fellelhetd gének valamelyikében.

A PI3K/AKT utvonal a MAPK kaszkdaddal szoros kapcsolatban all, igy érthetd, hogy
szamos olyan PTC-s eset fellelhet6, ahol a PIK3CA mutaciok egyiitt vannak jelen RAS
vagy BRAF gének variansaival [31]. Eredményeink aldtamasztjak ezt a megfigyelést,
hiszen kilenc tumoros mintanal talaltunk egyidejiileg BRAF és PIK3CA mutacidkat is.

EIF1AX gen mutdcioinak eloforduldsa:

Vizsgalatunkban az EIF1AX volt az els6 olyan gén, melynek mutacioi jellemzden a
hisztologiailag egészséges pajzsmirigy szovetekben fordultak eld. Az EIF1AX gén az
eukariota transzlacios iniciacios faktor 1A-t (elFla) kodolja, amely fontos résztvevdje
a transzlacid iniciacids fazisdnak. EQy 2016-os tanulmany szerint az EIF1AX
mutaciok jellemzben a papillaris pajzsmirigy daganatok follicularis variansaiban és a
follicularis adenomakban, illetve a benignus gébdkben fordulnak eld leginkabb [74].
E tanulmany szerint az EIF1AX mutacidk eléforduléasi gyakorisaga 2,3% volt PTC-
kben, mig joindulatt gébokben 8,7%. Sajat vizsgalatunkban 6t kiilonbozé EIF1AX
varianst azonositottunk, ezek koziil csak egy volt jelen harom tumoros mintankban, a

tobbi mutacid csak joindulatl, tumormentes szovetmintakban fordult eld.
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TERT gén mutdcidinak eldforduldsa:

crey

(C228T és C250T), és azok fontos szerepével a pajzsmirigytumorok esetében [108-
109]. Az eddigi kutatasok alapjan ezen promoter régiokban talalhatdé mutaciok igen
ritkdn fordulnak el6 papillaris pajzsmirigy carcinomékban, azonban a tumoros
allapottal szoros kapcsolatot mutatnak [110]. Vizsgalatunk soran TERT promoter
mutaciokat azonban nem fedeztiink fel egy mintankban sem. A fentiek alapjan a TERT
promoéter mutacioinak diagnosztikai €s prognosztikai hasznossdga a papillaris
elvaltozasokban eléggé ellentmondésos, igy e teriilet tovabbi vizsgalatokat igényel,

hogy biztos kovetkeztetéseket vonhassunk le.

Osszegzésként  elmondhatjuk, hogy NGS-elemzésiink aldtdmasztja azon
kozelmultbeli megallapitasokat, miszerint a papillaris pajzsmirigy daganatok
genetikailag sokkal valtozatosabbak, mint azt korabban feltételezték [106]. Szamos
eredményiink 6sszhangban van a jelenlegi, nemzetkozi irodalmi adatokkal, azonban
egy Uj nézbépontbol is bemutattuk a papillaris pajzsmirigy carcinomak mutacios
profiljat és genetikai markereit, egyuttal tobb 1j varidnst is azonositottunk.
Munkacsoportunk volt az els6, amely diszkriminancia analizist alkalmazott, hogy a
pajzsmirigyszovetek  tumorkockazatat megbecsiilhessik. A CVA elemzés
segitségével a legtobb mintankat sikeriilt a mutaciok gyakorisaga és a kivalogatott
gének kiilonbozd varidnsai alapjan a megfeleld csoportba sorolnunk. Az altalunk
kifejlesztett, 0j, NGS-en alapulé modszer megfeleld valasztas lehet elsésorban azon
FNAB mintdk esetében, melyek bizonytalan kategoriaba keriiltek a citologiai
vizsgalat soran. Ezzel nagy segitséget nyujthat a klinikai dontéshozatalban. Ezen kiviil
e modszer nagy ateresztoképességli technika €s nem utols6 sorban koltséghatékony,

melyek alapjan sikeresen integralhaté a mindennapi Klinikai rutinba.
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6. KOVETKEZTETESEK

Kutatasunk sordn sikeriilt egy 1j, pajzsmirigy specifikus géneket vizsgalo,
ujgeneraciods szekvenalason alapuld diagnosztikai eljarast kifejleszteniink, mely az
elsd, legszélesebb korti génpanel Eurdpaban. A szekvendlas soran kapott
eredményeket a szoftveres elemzés utan 1j statisztikai megkozelitéssel is analizaltuk,
melynek koszonhetéen modszeriink képes nagy pozitiv prediktiv értékkel és
szenzitivitassal megjosolni egy pajzsmirigygdb malignizalddasanak kockazatat.

A genetikai alapkutatdsoknak koszonhetden évrdl évre egyre tobb genetikai faktort
ismeriink meg, amelyek kisebb-nagyobb jelentdséggel ugyan, de kiveszik résziiket a
pajzsmirigydaganatok kialakuldsaban. A  kordbban megismert, pajzsmirigy
tumorgenezisben fontos, BRAF driver gén jelent6ségét a mi eredményeink is
alatamasztottak. Azonban a vizsgalatba bevont egyéb gének is — melyekhez korabban
talan kisebb jelent6séget tarsitottak — hasznosnak bizonyultak. A paneliinkbe
bevalogatott génekben szamos, eddig nem ismert mutacidt azonositottunk, amelyek
hozzajarultak modszeriink diszkriminativ erejének noveléséhez. A  klinikai
gyakorlatban napi, rutinszeriien alkalmazott vizsgalati modszerek, mint az ultrahang
altal vezérelt vékonytii-aspirdcidos biopszia €s citologia, az esetek tobbségében
megfeleld diagnozist adhat. Azonban a bizonytalan kategéridkba esé mintak tovabbi
vizsgalatokat, késObbi mintavételt, végsd soron miitéti beavatkozast igényelnek, a ma
hasznalatos standard alapjan [111]. Amennyiben e vizsgalati modszereket
kiegészitenénk a napjainkban rohamos fejlédést mutatd molekularis genetikai
diagnosztikai technikdkkal, a citologiai eredményekhez plusz informacidkat
citologiailag benignus elvaltozasok pontos genetikai hatterének megismerésével
esetleg megbecsiilhetnénk azok malignitasi kockazatat.

Diagnosztikai génpaneliinket pajzsmirigy biobankunkban tarolt, ismert szovettani
hatter(i miitéti mintdkon optimalizaltuk. E szovettani mintdkon végzett vizsgalat soran
sikeriilt kialakitanunk egy helyesen alkalmazhat6 NGS-alapokon nyugvo metodikat,
melynek tovabb fejlesztésével tagithatjuk a vizsgalt mintak tipusat. Az FNA biopszia
mintdkon is alkalmazott génpaneliink kellden széleskorlinek bizonyult. Az

eredmények alapjan jol latszik, hogy a moédszer megfeleld kiegészitést nyujt a
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bizonytalan kategoridju citologiai eredményt kapott eseteknél, mig a citoldgiailag

benignusnak mutatkozott mintaknal plusz informaciokat nyujthat a betegek szamara.
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7. OSSZEFOGLALAS

Hazankban az endokrin tumorok koziil a pajzsmirigy daganatos elvaltozasai fordulnak
el a leggyakrabban, melyek koziil a differencialt papillaris tipusok szama a
legmeghatarozobb (80-85%). E daganatok elsésorban hideg gobokben alakulnak ki,
melyek 5-10%-a id6vel rosszindulatava valik. A klinikai gyakorlatban alkalmazott
hagyomanyos eljarasok sokszor csak megkésve vagy bizonytalanul jelzik e tumoros
elvaltozas meglétét. Ily modon napjainkra sziikségessé valt egy uj diagnosztikai
modszer bevezetése, amely képes a tumoros allapot korai felismerésére, esetleges
kialakulasanak eldrejelzésére. Napjainkban nagymértékben fejlédnek a molekularis
genetika teriiletén alkalmazott modszerek, mint példaul az Gjgeneracios szekvenalasi
technikak, melyek képesek akar tobb szdz mutacié egyideji vizsgalatara.

Erre alapozva, célul tiztiik ki, hogy az utobbi évtizedekben felfedezett szamos gént
¢s a hozzajuk kapcsolddo rengeteg mutaciot, melyek a pajzsmirigy tumorgenezisében
jatszanak meghatarozo szerepet, egyiitt vizsgaljuk meg NGS segitségével pajzsmirigy
gobokbdl szarmazod szovettani, majd vékonytli biopszias mintakon.

Szekvenaldsi eredményeinket a szoftveres elemzés soran egy human referencia
genomhoz illesztettiink, majd az ennek sordn kapott genetikai eltéréseket egy ujfajta,
egyediilall6 modon alkalmazott statisztikai megkozelités révén analizaltunk. A
leggyakoribb mutaciok és a legmutaltabb gének alapjan, illetve a diszkriminancia
analizis segitségével sikeriilt egy score-rendszert kialakitanunk, ami nagy
pontossaggal diagnosztizalni képes a papillaris pajzsmirigy carcinomat. Egy adott
mintan igy képesek vagyunk a tumorkockéazat becslésére.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a pajzsmirigy gobok vizsgalatakor a
célzott panelek igen eldnydsen hasznalhatok, hiszen a tumorok kialakulasaban tobb
gén mutacidja is szerepet jatszhat. Modszeriinkkel a pajzsmirigy mintakbol
egyediilallo modon azonosithatunk genetikai eltéréseket, melyek a citoldgiai
eredményekkel egyiitt megbizhatobb klinikai diagndzist biztositanak pacienseink

szamara.
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8. SUMMARY

In Hungary, thyroid cancers are the most common malignant endocrine tumors; the
biggest percent of which are varioius differentiated papillary types (80-85% of all
malignant thyroid tumors). These usually develop from cold nodules, and 5-10% of them
becomes malignant over time. Diagnostics procedures used in clinical care find these
lesions to be ambiguous or too late. Therefore, developing a new diagnostic method that
Is capable of diagnosing a tumor in its early stage, or predict its malignization is
important. Nowadays molecular genetic methods (such as new generation sequencing
techniques (NGS), capable of the simultaneous examination of a hundred or more
mutations) are rapidly evolving.

Our goal was to study the genes discovered in the last decades; their mutations (having a
crucial role in the tumorgenesis of tyroid cancers) with the help of NGS, acquired from
cold nodule tissue and fine needle aspiration biopsy samples, respectively.

We adjusted our sequencing results from software analysis to a human reference genome,
then analysed the acquired genetic differences with a new, unique statisctical method.
Based on the most common mutations, the genes that had the most mutation, and
discriminant analysis, we developed a score system that is able to diagnose papillary
thyroid carcinomes with high accuracy. Therefore, we are able to estimate the risk of
developing malignancies on a certain sample.

Our results show that targeted panels can be useful in the examination of cold nodules,
since it is possible that not only one gene is responsible for tumor genesis. Our method
can help us identify genetic abnormalities from thyroid samples uniquely. Together with
the results of cytology tests, we could provide a more accurate clinical diagnosis to our

patients.
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