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1. BEVEZETES

A pajzsmirigy miikodése minden életfolyamatunkra hatéssal
van, az alapanyagcserét szabalyozza, ezaltal az emberi
szervezetben  nélkiilozhetetlen szerepet tolt be. Ha
milkodésében barmilyen zavar all be, egész szervezetiink
normal ritmusa borul fel.

Hazankban a pajzsmirigy betegségei a lakossag nagy hanyadat
érintik, ezért népbetegségnek tekintjik. A legismertebb
pajzsmirigy rendellenességek (alul-és talmiikodés,
gyulladdsok)  gyakori  el6forduldsa  mellett ma a
pajzsmirigydaganatok incidenciaja is folyamatosan novekszik
vilagszerte. Hazankban a pajzsmirigyrdk a leggyakrabban
eloforduld endokrin tumor, melyek tobbnyire Un. hideg
gobokben alakulhatnak ki, ezek prevalencidja pajzsmirigyben
4-7%; azonban e goboknek csak egy része (5-10%) valik
kés6bb tumorossa. A pajzsmirigy rosszindulati daganatainak
legnagyobb része (90%) a folliculus epithélsejtekbol
szarmazo jol differencialt carcinomdk (DTC) kozé tartozik,
amelynek 70-80%-a papillaris (PTC) pajzsmirigy tumor.

A Kklinikai 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 malignizal6dasi hajlam
megitélésének segitésére is. A genetika és az informatika
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tudomanyénak robbanasszerii fejlodését kihasznalva nyilt meg
az Ut a molekularis géndiagnosztikai moddszerek legujabb
generacidja elétt, mely teret nyUjt az Gjgeneracios szekvenalasi
(NGS) technikdk hasznalatara ¢és innovativ daganat

diagnosztikai eljarasok kialakitasara.



2. CELKITUZES

Munkacsoportunk 2010-ben egy 8 onkogén vizsgalatan
alapuld panelt fejlesztett ki, mely egy adott pajzsmirigy
elvaltozas pontosabb diagnézisahoz és az esetleges malignitas
elorejelzéséhez  jarul hozzad. Ezutan egy kiterjedtebb,
pontosabb és koltséghatékonyabb modszer kifejlesztését

thztuk ki célul.

1. Elsddleges célunk egy ujgeneracios szekvenalason alapulo
genetikai diagnosztikai eljaras kialakitasa volt, amely képes
megjosolni a még citologiailag benignus hideg gobok
malignizalédasanak kockazatat, illetve a bizonytalan citologiai
kategoriaba sorolt eseteknél segithet a végleges diagnozis
felallitasaban.

2. A fenti cél megvalositasa érdekében, elészor egy 1)
génpanel kialakitasat tiiztiik ki célul.

3. Az 10 génpanelt szOvettanilag igazolt tumoros és nem
tumoros mintakon terveztiik validalni.

4. Az 1j génpanelt vékonytlibiopsztias mintak értékelésére is
alkalmassa kivantuk tenni.

5. Célunk volt tovabba az, hogy az altalunk kifejlesztett
modszer nemzetkdzi viszonylatban is a legszélesebb korti és
leginkabb koltséghatékony géndiagnosztikus panel legyen a
pajzsmirigy daganatok korai, hideg gobbol torténd
elorejelzésére ¢és a bizonytalan citologiai eredmények

kiegészitésére, esetleges terapias konzekvencidkkal egyiitt.
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3. MODSZEREK

3.1. Géndiagnosztikai panel kidolgozasa
Az altalunk kifejlesztett NGS metodika a Thermo Fisher
Scientific altal forgalmazott Ion Torrent PGM™ rendszeren
alapul. Egy egyedi AmpliSeq hot spot panelt terveztiink,
amely Osszesen 23 gént (AKT1, APC, AXIN1, BRAF, C160rf3,
CTNNB1, DICER1, EIF1AX, GNAS, HRAS, IDH1, KRAS,
LPAR4, MET, NRAS, PIK3CA, PTEN, RET, SMAD4, TERT,
TP53, TSHR és VHL) és azokon beliil 568 ismert onkogén
mutaciot tartalmaz. A vizsgalatba bevont géneket, illetve
mutaciokat korabban, a nemzetkdzi szakirodalomban mar
leirtdk  pajzsmirigy ~ daganatokkal  kapcsolatban. Az
ujgeneracios szekvendldson alapuld géndiagnosztikai panel
képes pajzsmirigy szoveti mintabol, egy idében szamos, a
pajzsmirigydaganat kialakulasdban szerepet jatszo gén

vizsgalatara.

3.2. Pajzsmirigy mintak gyiijtése

Munkank soran kétféle pajzsmirigy mintaval dolgoztunk.

1. Moddszeriink  optimalizalasdhoz  és  validalasahoz
hisztologiailag igazoltan papillaris carcinomaban szenvedd
paciensek pajzsmirigyszovetébol, miitéti beavatkozis soran
vett szovetet analizaltunk. Osszesen 40 PTC-s pacienstdl (31
n6 ¢és 9 feérfi) gy(jtottink be intraoperativ, friss

szOvetmintakat. Minden beteg daganatos szdvetrészeébol és
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normal, szovettanilag egészséges pajzsmirigyszovetébol is
megtdrtént a mintavétel. Osszesen 67 darab pajzsmirigy
minta vizsgalata tortént meg, melyek kozil 39 darab
papillaris  pajzsmirigy  daganatb6l, mig 28 darab
szovettanilag egészséges pajzsmirigyszovetbol szarmazik.
27 paciens esetében a PTC-s és normal pajzsmirigy részbdl
szarmazoé szoveti mintdk is megfeleltek a vizsgalati
feltételeknek, ezek mellett 12 pacienstdl csak a carcinomas,
mig 1 pacienstdl csak a normal szévetbdl szarmazé minta

keriilt be vizsgalatunkba.

2. A kialakitott eljarasunkat ezutdn malignitasra gyanus
g0bokbdl, ultrahang-vezérelten vékonytii-aspiracios biopszia
(fine needle aspiration biopsy, FNAB) segitségével vett
mintakon is teszteltiik. Osszesen 51, ultrahanggal gyantisnak

itélt pajzsmirigy gobbdl szarmazé FNAB mintat analizaltunk.

3.3.  Genomialis DNS izolalasa
A szbveti mintakbol és az FNAB mintakbol szarmazé
sejtekbdl is genomialis DNS-t izolaltunk a Roche High Pure
PCR Template Preparation Kit (Roche Indianapolis, IN,
USA) segitségével, gyari protokoll alapjan. Az izolalt DNS
mindségét NanoDrop spektrofotométerrel (NanoDrop
Technologies, Montchanin, DE, USA) 260/280 nm-en
mértiik meg és csak a megfeleld minéségii DNS-t fogadtuk

el (ahol a 260/280 arany legalabb 1,8 volt). A DNS
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koncentracigjat a Qubit dsDNA HS assay Kit (Thermo
Fisher, Waltham, MA, USA) segitsé¢gével hataroztuk meg,
kizartuk a tovabbi vizsgalatbol (szekvenalashoz min. DNS

koncentracio: 10 ng/ul).

3.4. Ujgeneraciés szekvenalas

A szekvenalds laboratériumi munkafolyamata harom f6
lépésbol  all:  konyvtarkészités, emulzios PCR  és
szekvenalas.

A konytarkészités soran az izolalt DNS specifikus régidit
felsokszorozva DNS konyvtarat készitettiink.

Az emulziés PCR soran a DNS konyvtarmolekulakat,
meghatarozott koncentracioban ¢€s aranyban, az Ion
Szekvenaldé Részecskék (ISP, szekvendlé gyodngydk)
felszinére kotottik és  felsokszoroztuk. A reakcioba
bekeriild6 konyvtarakat nem egyenként, hanem kis
csoportokban (5 minta/csoport) kezeltik ettél a 1épéstél
kezdve, egészen a szekvenalas végéig. Azon gyongyoket,
amelyek valamilyen okbol nem hordoztak a felsziniikon
szekvenalhat6 DNS szakaszt, egy dusitdsi eljaras
segitségével eltavolitottuk az elkésziilt templat oldatbol.

A teljes eljaras utolsd, laboratériumban torténd fazisa maga
a szekvenalasi folyamat. Az elkészitett ISP gyongyoket

szekvenalo chipbe toltottik és meghataroztuk a gyongyok
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felszinén 1évé DNS fragmensek nukleotid szekvencidjat az

lon Torrent PGM™ szekvenator segitségével.

3.5. Genetikai adatok elemzése

A szekvendlas végére hatalmas mennyiségli, tobb
gigabdjtnyi adatot kapunk, melynek értelmezéséhez,
kiértékeléséhez szoftveres segitségre van sziikségiink
(platform-specifikus Torrent Suite v5.0.4 szoftver). A
szoftveres elemzés alapjan felfedezett genetikai eltéréseket
ezutan diszkriminancia elemzésnek (canonical variate
analysis, CVA) vetettilk ala. Ennek segitségével tovabbi,
pontosabb 0Osszefiiggéseket szerettiink volna felfedezni,
melyek alapjan létrehozhatunk egy olyan score rendszert,
aminek a segitségével el tudjuk kiiloniteni a tumoros
pajzsmirigy mintakat a joindulata elvaltozasoktol.
Vizsgalatunk soran a validalasi mintakbol szarmazé
adatokat szoftveres elemzés wutan statisztikailag is
analizaltuk, mig az FNAB mintakbol szarmazé

eredményeket csupan szoftveres elemzésnek vetettiik ala.



4. EREDMENYEK
4.1. A pajzsmirigy szovetmintak mutacios profilja

A 67 pajzsmirigy szOvetmintaban &sszesen 177 nem-Szinonim,
vagyis aminosavcserével jard varidnst azonositottunk, ezek
koziil 145 SNV (142 missense és 3 nonsense), 31 INDEL
eltérés (27 inszercio, 3 delécio és 1 frameshift delécio), és 1
missense MNV Kkiilonithetd el. E genetikai eltérések koziil
Otvenet mar leirtak a COSMIC adatbazisban. Jelen
vizsgalatunkkal tovabbi 127 1ij varianst azonositottunk a

célzott szekvenciak koriil.

4.1.1. Tumoros szovetben talalt mutdaciok
A PTC-s szovetmintakban dsszesen 102 szomatikus mutéciot
azonositottunk 20 génben. A legpolimorfabb génnek az AXIN1
mutatkozott (16 kiilonb6zé varianssal). A leggyakrabban
eléforduldé mutacio a mar jol ismert BRAF ¢.1799T>A
(V600E) volt, ami 14 papillaris pajzsmirigy daganatszovetben
fordult el. Atlagosan egy PTC-s mintaban 5,74 darab
mutaciot figyeltiink meg. Tizenkilenc nukleotid valtozas volt a
legmagasabb eltérésszam, amit felfedeztiink egy tumoros
mintaban, és 2 olyan PTC-s mintank volt, amelyben nem
azonositottunk egyetlen szomatikus mutaciot sem a vizsgalt
génekben. Két gén eltéréseit — a GNAS-t, amely a benignus

gobok indikatora és a KRAS-t, amely csak joindulatu



pajzsmirigy neoplazidt okoz — nem detektaltuk egyik PTC-s

mintankban sem.

4.1.2. Szovettanilag egészséges szovetekben taldlt
mutdciok
Osszesen 52 szomatikus mutdciot detektaltunk 15 génben. A
legpolimorfabb génnek itt is az AXIN1 mutatkozott, azonban
mutacios mintazata eltért a PTC-s mintakban talaltakétol. A
leggyakrabban eléfordulé mutacié az EIF1AX ¢.71G>A volt

(2 mintaban).

4.2. A genetikai adatok statisztikai elemzése
A CVA elemzés soran az adatokat két szinten elemeztiik.
Az egyik adatmartix tartalmazta azon
mutaciokat/variansokat, melyek legalabb  haromszor
eléfordultak a vizsgalt mintakban, mig a masik matrix a
gének szintjén Osszesitette a mintakban  talalhatd

elvaltozasokat.

4.2.1. Statisztikai elemzés variansok alapjan
A mutaciok kozil 16 bizonyult a leginformativabbnak (e
variansok fordultak el legalabb harom mintaban), igy a
végleges CVA elemzés e mutaciok szintjén tortént. Az
elemzés végére a mintak mindegyike kapott egy szamértéket

(F-érték), amely alapjan azok tumorkockazata megbecsiilhetd:



- pozitiv F-értékkel rendelkezé mintak nagy korrelaciot
mutatnak a tumor meglétével,

- negativ F-értékek a tumormentes allapotot jelzik.
A két pacienscsoport viszonylag jol elkiiloniil egymastol egy
tengely mentén, a CVA analizis soran kapott értékek jol
korrelalnak a tumor jelenlétével.
A BRAF ¢.1799T>A mutacio rendelkezik a legnagyobb
tumorjelz6 képességgel, hiszen 14 tumoros szévetmintaban
volt jelen és egyetlen normal, tumormentes mintaban sem
fordult el6. Tovabbi 5 olyan varidnst kiilonitettiink el,
amely szintén nagy szerepet kap a két csoport elkiilonitése
soran (TSHR ¢.1373T>C, APC c.636_637insA, LPAR4
.137A>G, TSHR ¢.1963A>G és SMAD4 ¢c.964T>A). Igy a
genetikai elemzés, abban az esetben is hasznos lehet, ha

csak e 6 pontmutaciot elemezziik.

4.2.2. Statisztikai elemzés gének alapjan
Hasonlo CVA elemzést végeztiink a vizsgalt gének
koziil azon 20 génen, amelyben legalabb egy mutacid is
el6fordult. Itt is minden mintahoz hozzarendeltiink egy F-
értéket, amely a segitségiinkre volt a tumorkockazat
becslésében. A gének szintjén vizsgalva a 0,24 F-értéknél
lehetett meghuzni a hatart a két csoport elkiilonitése
érdekében, melyek egy tengely mentén viszonylag jol

elkiiloniilnek egymastol:
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- 0,24-nél nagyobb F-értékkel rendelkezé mintak a
tumor jelenlétével korrelalnak,
- 0,24-n¢l kisebb F-érték a tumormentes allapotot
tiikkrozi.

A BRAF génben fellelhetd mutaciok megléte korrelalt
legjobban a tumor jelenlétével. Ez utan tovabbi 6 génben
talalhato eltérések azok, amelyek fontosak lehetnek a
kockazatbecslésben (TSHR, TP53, PIK3CA, VHL, AKT1 és
APC). Az els6 gén, melynek mutacidéi joindulata
pajzsmirigyben taldlhatok, az EIF1AX, ezt kdveti tovabbi 4
gén (RET, NRAS, DICERL1 és PTEN).
A paciensek jelenlegi allapota/szovettani mindsitése és a
statisztikai elemzések alapjan tortént besorolasok a legtobb
esetben jol korrelaltak egymaéssal. A legtobb valdban
tumormentes paciens mintajat sikeriilt az egészséges
csoportba, mig a PTC-s mintdk tOobbségét a tumoros
csoportba sorolni.
A  mutaciok szerinti statisztikai elemzés alapjan a
szenzitivitas 79%, a specificitas 86%, a PPV 89%, mig az
NPV 75%. A gének szerinti statisztikai elemzés alapjan a
szenzitivitas 87%, a specificitas 68%, a PPV 79%, mig az
NPV 79%.
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4.3. Vékonytii biopszias mintak mutacios profilja
Az analizalt 51 FNAB mintabol, harmincttben talaltunk
minimum egy klinikailag relevans genetikai eltérést a
megvizsgalt 23 gén egyikében, mikdzben 16 minta esetében
egyet sem fedeztiink fel.
Az FNAB mintakban 0Osszesen 36 aminosavcserével jard
mutaciot azonositottunk, 15 génben: 24 SNV-t (24 missense),
7 INDEL-t (1 inszerci6, 6 delécio), 2 splice site varianst, 1
intronikus régidba esé mutaciot és 2 MNV-t fedeztiink fel. A
talalt eltérések  koziil huszonhetet azonositottunk 1)
mutacioként.
A 8 pozitiv, tehat malignus citoloégiai eredményt kapott
mintank koziil 6 esetben talaltunk genetikai eltérést.
A citologiailag negativ, benignus elvaltozast hordoz6 28
paciens koziil 20 esetben fedeztiink fel genetikai eltérést, mely
a késobbi rosszindulatu daganat kialakuldsat vetitheti eldre.
Ezen mintakban a COSMIC azonositoval rendelkezé mutaciok
koziil tobbet azonositottunk, a legismertebb ezek koziil a
HRAS c.181C>A. A tovabbi 8 citologiailag negativ esetben
nem talaltunk elvaltozast a vizsgalt génekben.
A 14 malignitasra gyanus/bizonytalan kategdriaba sorolt
paciensek mintai koziil 6 esetnél nem fedeztiink fel eltéréseket,
mig 8 mintanal detektaltunk mutaciét (pl.: BRAF ¢.1799T>A,
NRAS c.181C>A).
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Hat kiilonb6zé variansaval az AXIN1 gén mutatkozott a
legpolimorfabbnak, mig az LPAR4 c¢.137A>G volt a
leggyakrabban el6fordulé mutacio (11 mintaban): 6 esetben a
citologia negativ, 2 esetben pozitiv, tovabbi 2 gobnél
bizonytalan eredményt adott, mig 1 esetben értékelhetetlen
volt a minta (sejtmentes kenet). E gén szerepe még nem
tisztazott az irodalomban.

A jol ismert BRAF ¢.1799T>A mutaciot 5 biopszia mintaban
azonositottuk. A citoldgiai eredményekkel dsszevetve 4 mintat
helyesen a malignus kategoriaba, mig 1 mintat a bizonytalan
kategoridba soroltak és késObbi, ismételt mintavételt
javasoltak.

Harminc olyan FNAB mintank volt, amelyben felfedeztiink
genetikai eltéréseket, amelyek nem a BRAF génben voltak.
Ezen mutaciok nagyrészét citologiailag negativ, tehat

joindulata gobokben talaltuk meg.
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5. KOVETKEZTETESEK

Kutatasunk soran sikeriilt egy 10j, pajzsmirigy specifikus
géneket vizsgald, ujgeneracios szekvenalason alapuld
diagnosztikai eljarast kifejleszteniink, mely az elsod,
legszélesebb korti génpanel Eurdpaban. A szekvenalas
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
malignizalédasanak kockazatat.

A korabban megismert, pajzsmirigy tumorgenezisben
fontos, BRAF driver gén jelent6ségét a mi eredményeink is
alatamasztottak. Azonban a vizsgalatba bevont egyéb gének
is — melyekhez korabban talan kisebb jelentGséget
tarsitottak — hasznosnak bizonyultak. A paneliinkbe
bevalogatott génekben szdmos, eddig nem ismert mutdciot
azonositottunk, amelyek  hozzajarultak  moddszeriink
diszkriminativ erejének noveléséhez.

A klinikai gyakorlatban napi, rutinszeriien alkalmazott
vizsgalati moédszerek az esetek tobbségében megfeleld
diagnozist adhatnak. Azonban a bizonytalan kategoriakba
es6 mintak tovabbi vizsgalatokat, kés6bbi mintavételt,
végsd soron miitéti beavatkozast igényelnek, a mai standard
alapjan.  Amennyiben e  vizsgalati = moddszereket

kiegészitenénk  molekularis  genetikai  diagnosztikai
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technikdkkal, a  citologiai  eredményekhez  plusz
esetek szamat csokkenthetnénk, sot a citologiailag benignus
elvaltozasok pontos genetikai hatterének megismerésével
esetleg megbecsiilhetnénk azok malignitasi kockazatat.

Diagnosztikai génpaneliinket pajzsmirigy biobankunkban
tarolt, ismert szOvettani hatteri mutéti mintakon
optimalizaltuk. E szovettani mintdkon végzett vizsgalat
soran sikeriilt kialakitanunk egy helyesen alkalmazhatd
NGS-alapokon nyugvé metodikat. Az FNA biopszia
mintakon is alkalmazott génpaneliink kell6en széleskoriinek
bizonyult. Az eredmények alapjan jol latszik, hogy a
modszer megfeleld kiegészitést nyujt a bizonytalan
citoldgiailag benignusnak mutatkozott mintaknal plusz

informécidkat nyujthat a betegek szamara.
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