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Beyezetés: Vékonytl-biopszids pajzsmirigygdbmintik 25%-anal bizonytalan citolégiai eredményt kapunk. A gobok
genetikai vizsgdlata hozzajirulhat a pontos diagnoézishoz.

Célkitiizés: Europaban az els6 és a legtobb, 23 relevans pajzsmirigyonkogént (568 mutacidval) tartalmazé génpanel
kialakitasa.

Modszer: A biopszids mintdkbdl izoldlt DNS vizsgilata Ion Torrent Gjgenericids szekvendldssal tortént.

Eredmények: Modszeriink validicidjat tumorszévetmintikon végeztiik, ennek sordn 127, a pajzsmirigydaganatokban
eddig nem ismert eltéréseket azonositottunk. Az AXINI a legpolimorfabb génnek, miga BRAFc.1799T>A (V600E)
a leggyakrabban azonositott muticiénak bizonyult. A vékonyt(i-biopszids mintdinkban 36-féle, klinikailag relevins
varidnst detektaltunk, melyek 75%-a az irodalomban még nincs leirva. A citoldgiailag malignus nyolc mintink koziil
hatban, a bizonytalan citol6gidj tizennégy mintink koziil nyolcban, mig a citolégiailag benignus huszonnyolc min-
tank koziil htiszban azonositottunk patogén varianst valamely driver génben (BRAF c.1799T>A, NRAS c.181C>A).
Kovetkeztetés: Olyan validalt, megbizhatéan miikods Gjgenericids szekvendldson alapti médszert fejlesztettiink ki,
amely nagy pozitiv prediktiv értékkel (89%) és szenzitivitassal (79%) képes a pajzsmirigy rosszindulatt elviltozasainak
korai felismerésére.
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Genetic testing of thyroid nodules using a gene panel developed on a new
generation sequencing platform

Introduction: Twenty-five percent of fine-needle aspiration biopsy samples of thyroid nodules produce indeterminate
cytological results. Genetic testing of nodules can contribute to accurate diagnosis.

Aim: Developing the first gene panel in Europe utilizing the 23 most relevant thyroid oncogenes with 568 muta-
tions.

Method: Examination of the isolated DNA from biopsy samples by Ion Torrent new generation sequencing.

Results: The validation of our method was performed on tumor tissue samples, in which 127 genetic variations were
identified, yet unknown in thyroid tumors. AXINI was the most polymorphic gene, while BRAF c.1799T>A
(V600E) was the most frequently identified mutation. We detected 36 clinically relevant variants, 75% of which have
not been described in the literature. Six of our 8 cytologically malignant and 8 of our 14 indeterminate as well as 20
of our 28 cytologically benign samples were identified as containing pathologic variants in a driver gene (BRAF
c.1799T>A, NRAS c.181C>A).
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Conclusion: We have developed a validated, reliable new generation sequencing-based method with high positive
predictive value (89%) and sensitivity (79%), suitable for the early detection of malignant lesions in the thyroid.

Keywords: thyroid tumors, genetic testing of thyroid nodules, new generation sequencing, gene panel

Kocsis-Desk B, Balla B, Arvai K, Tobids B, Gy6ri G, Jaray B, Székely E, Podani J, Késa J, Lakatos P. [ Genetic testing
of thyroid nodules using a gene panel developed on a new generation sequencing platform]. Orv Hetil. 2019;

160(36): 1417-1425.

(Beérkezett: 2019. mircius 27.; elfogadva: 2019. aprilis 25.)

Roviditések

ATC = (anaplastic thyroid cancer) anaplasticus pajzsmirigy-car-
cinoma; COSMIC = (Catalogue of Somatic Mutations in Can-
cer) A rakos szomatikus muticiok katalégusa; CT = (computed
tomography) szamitégépes tomogrifia; DNS = dezoxiribo-
nukleinsav; DTC = (differentiated thyroid cancer) differencialt
pajzsmirigy-carcinoma; ETT-TUKEB = Egészségiigyi Tudo-
mdnyos Tanacs, Tudomanyos és Kutatdsetikai Bizottsig; FNAB
= (fine-needle aspiration biopsy) vékonyti-aspiricids biopszia,
FTC = (follicular thyroid carcinoma) follicularis pajzsmirigy-
carcinoma; ISP = Ton Sphere Particle; MAPK = (mitogen-acti-
vated protein kinase) mitogén 4altal aktivilt proteinkiniz;
MEN2 = (multiple endocrine neoplasia type 2) multiplex en-
dokrin neoplasia-2; miRNS = mikro-RNS; MNV = (multi-nuc-
leotide variant) tobbszoros nukleotidvarians; MR = (magnetic
resonance) magneses rezonancia; mRNS = (messenger RNA)
hirvivé RNS; MTC = (medullary thyroid cancer) medullaris
pajzsmirigyrak; NGS = (next generation sequencing) jgenera-
cids szekvendlas; NPV = (negative predictive value) negativ
prediktiv érték; PBS = (phosphate-buffered saline) foszfitpuf-
feres s6oldat; PCR = (polymerase chain reaction) polimeriz-
lancreakcié; PI3K/AKT = foszfatidil-inozitol-3-kindz/AKT;
PPV = (positive predictive value) pozitiv prediktiv érték; PTC
= (papillary thyroid carcinoma) papillaris pajzsmirigy-carcino-
ma; RNS = ribonukleinsav; SNV = (single-nucleotide variant)
egyedi nukleotidvarians; UH = ultrahang

Az elmult évtizedekben a pajzsmirigytumorok a leggya-
koribb endokrin daganatta valtak, és vilagszerte folyama-
tosan emelkedd incidencidt mutatnak [1]. Tapinthaté
g6bok a pajzsmirigyek 4-7%-4ban fordulnak el§ a hazai
populiciéban [2], mig a nem tapinthato és ultrahanggal
nem lithaté gobok jéval gyakoribbak. Ezeket az elvalto-
zasokat sokszor egyéb indikaciéja képalkotd vizsgilatok
elvégzésekor azonositjak, mint példaul a nyaki erek
Doppler-vizsgilata, illetve a nyaki CT /MR sorin. Igy a
hazai lakossig 20-50%-4aban fedezhetnek fel goboket,
vizsgalati modszertdl fuggden [3], melyek kb. 2-10%-
iban daganat alakul ki.

A rosszindulata elviltozasok tobbségét tn. hideg, azaz
radioaktiv jédot nem felhalmozé gobokben azonositjik.
A ma alkalmazott pajzsmirigyvizsgalati médszerek koziil
rutinszerien alkalmazzik az ultrahang (UH)-vizsgalatot.
Ennek segitségével olyan jellegzetességek fedezhetdk fel,
amelyek segitenek kovetkeztetni a gob esetleges malignus

tulajdonsagaira. Ennek tisztdzdsa azonban tovabbi vizsga-
latokat igényel. Vékonytii-aspirdciés biopszia (fine-needle
aspiration biopsy = FNAB) segitségével torténhet minta-
vétel a malignitdsra gyanas gobokbdl. A mintakat a cito-
l6giai kiértékelés folyaman hatféle kategoériaba soroljik a
Bethesda-rendszer alapjan [4]: C1 — értékelhetetlen min-
ta, C2 — benignus elvaltozis, C3 — nem meghatirozhato,
atipusos minta, C4 — follicularis neoplasia vagy annak gya-
nja, C5 — malignitasra gyantas és C6 — egyértelmiien
rosszindulatt daganat. A kinyert sejtek vizsgilata az ese-
tek kb. 25%-dban bizonytalan eredményt ad. A mintak
3-20%-a a C3-as kategdéridba sorolhaté, ahol a malignita-
si kockazat 5-15% koril mozog [5]; ilyen esetekben a ma
alkalmazott megoldas a késGbbi ismételt mintavétel, illet-
ve ha sziikséges, akkor miitéti beavatkozis.

Az utébbi évtizedben tovabbi — az FNAB-alapt citol6-
giat kiegészitS — diagnosztikus médszerek utdn kutattak,
melyek csokkenthetnék ezen bizonytalan kategériaba ke-
rilé mintak szamat. Tobb tanulmanyban is felvetették a
gobok genetikai vizsgalatinak lehetéségét, melynek se-
gitségével mélyebb betekintést kaphatunk ezen elvilto-
zasok molekularis hitterébe, ami hozz4jarulhat a pontos
diagnézishoz. A pajzsmirigyrakban megismert szamos
genetikai elvaltozas hatékonyan alkalmazhaté a moleku-
laris diagnosztika teriiletén. Vildgszerte a papillaris pajzs-
mirigy-carcinoma (PTC) el6forduldsa a leggyakoribb a
pajzsmirigytumorok kozott, a magyar populacidban is ez
a tipus fordul el 60-85%-ban [6].

Egy malignitasra gyanas gob komplex genetikai hat-
térrel rendelkez6 megbetegedés, melynek vizsgalatara
ma az ujgeneracids szekvenalason (NGS) alapulé plat-
formok a legalkalmasabbak. Ezek kozos tulajdonsiga,
hogy képesek parhuzamosan, egy id6ben tobb millid
DNS-szal pontos leolvasasara, tehat nagy az dteresztSké-
pességiik; sokkal gyorsabbak, rovidebb id6 alatt képesek
eredményt adni, és mindezt joval kedvez6bb dron képe-
sek elvégezni, mint a hagyomdnyos Sanger-szekvendlas.
Az NGS-platformok éltal hatalmas mennyiség( genetikai
informacidéhoz jutunk, melyeket bioinformatikai szoftve-
rekkel és online adatbazisokkal tudunk elemezni. Tovab-
bi el6nye a Sanger-szekvenilassal szemben, hogy nem
csupan egy gén célzott hot spotjait képes azonositani,
hanem tobb tiz vagy szaz gén teljes bazissorendjének le-
olvasdsara képes.
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E jellemz6k alapoztik meg az dltalunk kifejlesztett
génpanel bevezetését és klinikai validilasat, mely egy
id6ben vizsgilja szamos, pajzsmirigyrakban ismert gén
szomatikus eltérését, Ion Torrent platformon. Az élta-
lunk tervezett multiplex PCR-alaptt AmpliSeq hot spot
panel 23 rakgént (AKT1, APC, AXINI, BRAF, Cl60rf3,
CTNNBI, DICERI, EIFIAX, GNAS, HRAS, IDH],
KRAS, LPAR4, MET, NRAS, PIK3CA, PTEN, RET,
SMAD4, TERT, TP53, TSHR, VHL) és azon beliil 568
ismert onkogén mutaciot tartalmaz. Médszeriink kidol-
gozdsa sordn alapvet$ célunk volt egy kiterjesztett panel
létrehozasa, mely nemcsak a leggyakrabban mutalt géne-
ket (példaul BRAF, RAS) tartalmazza, hanem tobb
olyan gént is, amelynek mutdcidja ritkibban fordul el
bizonyos pajzsmirigytumorokban. Végsé célunk egy
olyan diszkriminativ géncsoport, illetve muticiés mintd-
zat meghatdrozasa, amely hozzajarulhat a pajzsmirigy-
g6bok malignizacidjanak elbrejelzésére.

Modszer
Vizsgalt mintik

A vizsgalat bedllitasat és validalasat kétféle mintacsopor-
ton végeztik:

1. Igazoltan PTC-s paciensekbdl szairmazd tumoros és
ép/egészséges pajzsmirigyszovet-mintik, melyeket ope-
raci6 soran gytjtottink.

2. FNAB segitségével vett biopszids mintak.

1. Miitéti mintikon végzett validdlisi vizsgdlnt
Vizsgalatsorozatunk els§ felében PTC-s szovetbdl és
ugyanazon beteg normadl-pajzsmirigyszévetébdl szarma-
z6 izolalt DNS-t elemeztiink. Ezen mintakat 40 betegtél
gy(jtottiitk be 2010 és 2016 kozott, a Semmelweis Egye-
tem Sebészeti Klinikdjin. Osszesen 67 darab pajzsmirigy-
mintit vizsgiltunk meg: 39 PTC-s és 28, szovettanilag
tumormentes pajzsmirigyszovetet. Ezek koziil 27 minta
volt parban (vagyis a PTC és az ép minta is ugyanabbdl a
betegbdl szairmazott), mig 12 csak PTC-s és 1 ép szovet-
bdl szarmazott. A vizsgalatot a Nemzeti Kutatasi Etikai
Bizottsig hagyta jovd, és minden beteg irdsban beleegye-
zett a vizsgilat elvégzésébe (ETT-TUKEB 1160-
0/2010-1018EKU).

A begytjtott szovetmintakat —80 °C-on taroltuk fel-
dolgozasig, majd PBS-ben homogeniziltuk Fisher Sci-
entific  PowerGen szovetdariléval (Fisher Scientific
GmbH, Schwerte, Németorszag), és genomidlis DNS-t
izolaltunk Roche High Pure PCR Template Preparation
Kit (Roche, Indianapolis, IN, Amerikai Egyesiilt Alla-
mok [USA]) segitségével, a gyartd elGirasa szerint. Az
izolalt DNS koncentricidjit a Qubit dsDNA HS assay
kit segitségével (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA),
mig a DNS mindségét NanoDrop spektrofotométerrel
(NanoDrop Technologies, Montchanin, DE, USA)
260,/280 nm-en hataroztuk meg.
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2. Biopszids mintiakon végzett vizsgilat
Vizsgilatsorozatunk masodik felében  pajzsmirigy-
FNAB-mintikbdl izoldlt DNS-t elemeztiink. Osszesen
77 paciens ultrahanggal gyantsnak itélt pajzsmirigygo-
bébdl tortént mintavétel, melyeket specidlis tartositdol-
datban, 4 °C-on taroltunk. A mintavételek 2017 és 2018
kozott, a Semmelweis Egyetem Sebészeti Klinikajan, il-
letve az Istenhegyi Maganklinikan torténtek. A vizsgdla-
tot a Nemzeti Kutatasi Etikai Bizottsag hagyta jova, és
minden beteg irasban beleegyezett a vizsgilat elvégzésé-
be (ETT-TUKEB 1160-0,/2010-1018EKU).

A biopszids mintakbél a DNS-izolalds a QIAamp
DNA Blood Mini Kittel tortént, a gyarté el6irasa szerint,
majd az izolalt DNS koncentriciéjat Qubit dsDNA HS
assay kit segitségével, mig a DNS mingségét NanoDrop
spektrofotométerrel 260,280 nm-en hatiroztuk meg.

Szekvenalds és adatelemzés

A DNS-konyvtirakat az ITon AmpliSeq Library Kit 2.0
(Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) alkalmazdsaval ké-
szitettiik el: a multiplex primer poolokhoz 10 ng geno-
midlis DNS-t adtunk, majd PCR-rel felamplifikaltuk
(2 perc 99 °C-on, 15 masodperc 99 °C-on és 4 perc
60 °C-on [21 ciklus], végiil 10 °C-on tartva). A PCR
utin FuPa reagens segitségével a primereket részben
visszaemésztettiik, ezutin szekvenaléadaptereket és
egyedi birkédokat ligiltunk az amplikonokhoz. A
konyvtarakat kitisztitottuk Agencourt AMPure XP rea-
genssel (Beckman Coulter, Sacramento, CA, USA),
majd a végleges konyvtarak koncentracidjat Ion Library
TagMan Quantitation Kit (Thermo Fisher, Waltham,
MA, USA) segitségével hatiroztuk meg. A templat el6-
készitését lon PGM™ Hi-Q View OT2 Kittel (Thermo
Fisher, Waltham, MA, USA) végeztik egy félautomata
Ion OneTouch 2 késziiléken, emulziés PCR-modszer-
rel; ilyenkor a DNS-fragmentumokat mikrométer nagy-
sigrendd szekvenaldégyongyok feliletén amplifikaljuk,
viz-olaj emulziéban. Ezutin Ion OneTouch ES (Ther-
mo Fisher, Waltham, MA, USA) segitségével a templatot
nem tartalmazé gyongyoket eltavolitottuk. Szekvenalo-
primert és -polimerdzt adtunk a templitot tartalmazé
gyongyokhoz, majd az igy el6készitett Ion Sphere Par-
ticle (ISP-) gyongyoket egy Ion 314v2 BC szekvena-
lochipbe toltottiik, és elinditottuk a szekvendlast Ion
PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Kit (Thermo Fisher,
Waltham, MA, USA) segitségével.

Az Ion Torrent szekvendtor futdsibol szairmazé adato-
kat a platformspecifikus Torrent Suite v 5.0.4 szoftver
(Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) segitségével kiér-
tékelttiik. Az eredményes elemzéshez és a varidansok azo-
nositisihoz megfelel§ lefedettség sziikséges. Az altalunk
vizsgalt mutacioknil minimum 10x-es volt a lefedettség,
és akar 5%-os allélgyakorisagot is detektaltunk. Atlagos
lefedettségiink minden esetben meghaladta a 400x-t.
A népességben 1%-ndil nagyobb gyakorisiggal el6forduld
valtozatokat a tovabbi elemzésbdl kiszirtik. A szek-
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vendlds sordn kapott leolvasisokat a referenciagenomhoz
(hg19) illesztettiik a TMAP (https://github.com/ion-
torrent/TMAP) algoritmus segitségével, majd a varidns
hivét agy dllitottuk be, hogy a szomatikus varidnsokat
megtallja az adott régiékban. Ion Reporter 5.0-t (Ther-
mo Fisher, Waltham, MA, USA) hasznaltunk a varidnsok
jelolésére.

Eredmények

1. A miitéti mintakon végzett validalisi
vizsgalat evedményes

Piciens/minta adatok

Validalasi vizsgalatunkba 31 ndi (atlagéletkor: 49,5 év)
és 9 férfi (adagéletkor: 55,1 év) pacienstdl szirmazo
pajzsmirigyszoveti minta keriilt bevonasra. A vizsgilt 39
PTC-minta 7 kiilonb6zé varidnsat azonositottuk. A leg-
tobb esetben 24 klasszikus PTC, illetve 4 follicularis va-
rians, 3 enkapszuldlt, 3 Hiirthle-sejtes, 1 oncocyter, 1
multifokdlis és 3 microcarcinoma fordult el. A tumoros
elvaltozas harom tipusnal (klasszikus, enkapszulalt, mul-
tifokdlis varidns) jelent meg mindkét lebenyben. Az atla-
gos tumoratmérGt megvizsgalva a legnagyobb daganat-
méretet a follicularis varidnsok esetében tapasztaltuk
(atlagos tumoratmérs: 18,8 mm). Mintdink ezen jellem-
z6it az 1. tablazatban foglaltuk Ossze.

Az operici6 sordn a pdaciensek pajzsmirigyszovetébdl
vett mintakon szovettani vizsgalat tortént, melynek
eredménye alapjan kilonitettiik el a tumoros, illetve az
ugyanazon pdciensekbdl szarmazd egészséges/tumor-
mentes mintakat. Ezek alapjan kertiltek be a mintik ge-

1. tiblazat A pécienseinkben azonositott 39 PTC-s minta altipusba sorola-

sa és az ezen daganattipusokra jellemz§ tulajdonsagok

PTC-mintik N&/Férfi (n) Lebenyek Atlagos

(n=39) érintettsége  tumoritmérd
egy/ (mm)

mindkettd (n)

Klasszikus PTC 17/1 18/6 14,8

(n=24)

Follicularis varidns 3/1 4/0 18,8

(n=4)

Enkapszulalt varidns 3/0 1/2 14,3

(n=3)

Hiirthle-sejtes varidns 3/0 3/0 16,3

(n=3)

Oncocyter varidns 1/0 1/0 N/A

(n-1)

Multifokdlis varians 1/0 0/1 N/A

(n-1)

Microcarcinoma 3/0 3/0 3,3

(n=3)

n = darabszdm; N /A = nincs adat; PTC = papillaris pajzsmirigy-carci-
noma
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netikai vizsgalatunkba, igy kialakitva a két vizsgélati cso-
portot: 1. PTC-s tumorminta és 2. tumormentes,
egészséges minta.

A genetikai vizsgalat eredményei

A szekvenalas végén kapott adatok megbizhatosagat fu-
tasonként ellendrizniink kellett, hiszen ezen paraméte-
rek (példaul dtlagos leolvasisi szam, dtlagos lefedettség)
megfeleld értéke a varidnsok megbizhat6 azonositisihoz
sziikséges. A kapott NGS-eredményeknél mintinként
143 211 read volt az dtlagos leolvasisi szim. Az dtlagos
lefedettség 642x-esnek, mig az dtlagos 1x-es célszekven-
cia-lefedettség 98,2% koriil adédott. Az dltalunk vizsgalt
pajzsmirigymintik minden esetben megfeleld értékekkel
rendelkeztek, igy a kapott eltéréseket megbizhatonak
itéltiik.

A 67 pajzsmirigyszovet-mintiban Osszesen 177 ami-
nosavcserével jaré varianst taldltunk, ezek koziil 143
single-nucleotide varidnst (SNV; 142 misszenszt és 3
nonszenszt), 31 INDEL-t (27 insertiot, 3 deletiét és 1
frameshift deletiot) és 1 misszensz multiple nucleotide
varianst (MNV) azonositottunk. Ezek koziil 127 olyan
eltérést talaltunk, melyet eddig még nem irtak le pajzs-
mirigydaganatokban, mig a maradék 50 mutaciét korab-
ban mar azonositottak (tobbségiiket pajzsmirigyrakok-
kal, mig néhdnyat egyéb, nem pajzsmirigyrakos
megbetegedésekkel [példaul mellrik, hasnyalmirigyrak,
vastagbélrak] osszefliggésben).

a) PTC-szovetben taldlt muticiok

A bizonyitottan PTC-s szovetmintakban a 23 vizsgilt
génbdl 20 esetén taldltunk legalibb egy eltérést, Gssze-
sen 102 szomatikus mutdciét detektaltunk benniik. Az
AXINI mutatkozott a legpolimorfabb génnek, 16 vari-
anssal. Ezt kovette a PIK3CA-, az APC-ésa TSHR-gén,
melyeknek 15, 14, illetve 13 varidnsit azonositottuk. A
leggyakrabban azonositott muticié a jol ismert BRAF
c.1799T>A (V600E) volt, mely 14 PTC-sz6veti minta-
ban fordult el6. Emellett tovabbi 2 muticié fordult el§
gyakran: 5 esetben TSHR ¢.1373T>C, mig 4 esetben
APC c.636_637insAA frameshift muticio.

A PTC Klasszikus altipusiban a V60OE muticié mel-
lett egyéb BRAF-muticiok is megtalalhatok, mig a PTC-
variansokban csak a VO0OOE van jelen. A klasszikus tipus-
ban észleltiink egy nem bizonyitottan, de nagy
valészintiséggel patogén 1795A>G (T599A) varianst.
Kimutattuk, hogy a V60OE-pozitivitas mellett egyéb gé-
neket érinté muticiok kevésbé fordultak el6 adott PTC-
mintiban, mint azon tumoros mintikban, ahol a V60OE
mutacié nem volt jelen.

Egy tumoros mintiban dtlagosan 5,74 muticiét taldl-
tunk; egy PTC-mintiban a legtobb muticiészam 19
volt, mig két esetben egyetlen szomatikus mutaciot sem
tudtunk azonositani a vizsgalt génekben.

Tumoros mintiinkban a 23 gén koziil 3 génben egy
mutaciot sem talaltunk; TERT promoter elviltozasokat
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nem detektaltunk; illetve a GNAS- és a KRAS-génben
sem taldltunk eltérést.

b) Tumormentes, egészséqes szovetben talalt mutdciok

A szovettanilag egészséges mintidkban Gsszesen 52 szo-
matikus eltérést taldltunk, 15 génben. Itt is az AXINI-
gén volt a legpolimorfabb, ennek muticiés mintizata
azonban eltért a tumormintikban leirtakétol. Osszesen 8
génben egyetlen muticiét sem azonositottunk (AKTI,
BRAF, GNAS, HRAS, KRAS, NRAS, TERT, VHL).

2. A FNAB-mintikon végzett vizsgalat
evedmeényei

Paciens/minta adatok

FNAB segitségével Osszesen 77 paciens malignitisra gya-
nas pajzsmirigygobébdl tortént mintavétel. A mintakbol
izolalt DNS koncentraciéja kritikus az NGS-vizsgdlat si-
kerességét tekintve. A tal alacsony DNS-koncentriciéja
mintakat sikertelennek itéltiik, és kizartuk a tovabbi vizs-
galatbdl. Igy 6sszesen 51 sikeres mintank volt, melyek
41 ndéi (atlagéletkor: 53 év) és 10 térfi (dtlagéletkor: 45
év) pacienstdl szarmaztak.

A FNAB-mintak kozil a citolégiai kiértékelés 8 eset-
ben adott malignus eredményt (2. tdblizat). Negativ
citologiai lelet keletkezett 28 pdciensnél (ez eseteink
55%-a), tehat ezen mintikban malignitasra utalé elvalto-
zias nem volt. Tizennégy esetben a mintdk a malignus
gyanus kategoriak egyikébe estek. Mig egy esetben nincs
informdciénk a citolégiai eredményrdl a kenet sejtmen-
tessége miatt, azonban az NGS-vizsgilathoz elkiilonitett
mintibdl elegend§ volt a DNS-mennyiség, igy genetikai
eredmény késziilhetett.

A genetikai vizsgalat eredményei
A kapott NGS-eredményeknél mintanként 243 955 read
volt az atlagos leolvasisi szim. Az atlagos lefedettség
4312x-es, mig az atlagos 10x-es célszekvencia-lefedett-
ség 87% volt. Az altalunk vizsgilt pajzsmirigymintak
minden esetben megfelels értékekkel rendelkeztek, igy a
kapott eltéréseket megbizhaténak itéltiik.

A vizsgilt 51 mintab6l 35-ben taldltunk klinikailag re-
levans genetikai eltérést. Osszesen 36-féle aminosavese-
rével jir6 varidnst azonositottunk (24 SNV [24 misz-

2. tablazat | A citoldgiai vizsgilat eredményei az 51 FNAB-minta esetében
Mintaszdm (n) N&/Férfi (n)
Pozitiv citologiai lelet 8 6/2
Negativ citolégiai lelet 28 25/3
Gyans citologiai lelet 14 9/5
N/A (Sejtmentes kenet) 1 1/0
Osszesen 51 51

FNAB = vékonyt(-aspiricids biopszia; n = darabszam; N/A = nincs
adat

EREDETI KOZLEMENY

szensz], 7 INDEL [1 insertio és 6 deletio], 2 splice site
varidns, 1 intronikus régidba es§ mutici6, 2 MNV) (3.
tablazat). Ezek kozil 27 olyan eltérést talaltunk, ame-
lyet eddig még nem irtak le pajzsmirigydaganatokban,
mig 9-et mar azonositottak korabban. Ezek tobbségét
pajzsmirigyrakokban ismerték fel, mig néhinyat nem
pajzsmirigy-daganatos megbetegedésekkel (példaul has-
nyalmirigyrak, vastagbélrak stb.) is Osszetiiggésbe hoz-
tak.

A 8 pozitiv citolégiai/malignus megjelolés FNAB-
mintink kozil 6-ban kilonbozé patogén eltéréseket
azonositottunk (BRAF ¢.1799T>A, LPAR4 c.137A>G,
APC ¢.1758A>C, AXINI ¢.120_122delCAGinsAGC,
SMAD4 c.1569C>G, TSHR ¢.749_753delAGGAA). A
citolégia alapjan negativ besoroldst kapo, a vizsgalat pil-
lanatiban malignitasra utal6 jeleket nem mutat6 28 min-
taink koztl 20 esetben taliltunk genetikai elvédltozast,
mely kockazatot jelenthet pajzsmirigydaganat kialakuld-
sdra; a mar ismert eltérések koziil egy-egy mintiban
megtaliltuka EIFIAX c.338-1G>C,a HRASc.181C>A,
a PTEN c.634+2T>G, a TSHR c.1887G>T ¢és
¢.1895C>T muticidkat. A legtobbszor (6 mintiban) az
LPAR4 ¢.137A>G mutacié fordult el§, mely irodalmi
adatok alapjan a PT'C malignus allapotaval 4ll kapcsolat-
ban [7]. Tovabbi 8 esetben, ahol a citolégiai eredmény
nem mutatott ki malignus elvaltozast, nem detektaltunk
eltérést a vizsgilt génekben. A 14 malignitisra gyands
(bizonytalan) citolégiai eredményt mutaté mintanil 6
esetben nem talaltunk genetikai eltérést, mig 8-ban de-
tektdltunk valamilyen patogén varianst. Ezek koziil a jol
ismert BRAF c.1799T>A és az NRAS-gén c.181C>A
variansat fedeztik fel egy-egy mintiban, mig a tobbi pa-
ciensnél az APC, AXINI, LPAR4, SMAD4, TERT és
VHL génekben azonositottunk muticidkat. Anndl az
egy paciensnél, akinél a citolégiai értékeléshez sejtmen-
tes kenet késziilt, a genetikai vizsgalatra pirhuzamosan
félretett mintabdl sikeriilt kimutatnunk egy LPAR4
¢.137A>G génhibat. Az eredményeket a 4. tdblazatban
foglaltuk Gssze.

A megvizsgilt mintdinkban 6sszesen 36-féle, klini-
kailag relevins mutaciét azonositottunk, 15 génben.
A legpolimorfabb gén az AXINI volt, 6 kiilonboz6 va-
ridnssal. A citologiai eredményekkel Osszevetve e 6 vari-
ans kozil egyet (¢.120_122delCAGinsAGC) pozitiv,
harmat (c.1326delC, ¢.2392A>G és ¢.476A>G) malig-
nitdsra gyands gobokben fedeztiink fel, mig a
c.1887_1891delCCAGA és ¢.2155A>G varidnsait nega-
tiv citol6gidja mintdkban. Az AXINI utdn 5 varidnssal a
TSHR-gén (citolégiai eredmények: 1 pozitiv, 4 negativ)
fordult el6 a legtobbszor. A leggyakoribb muticidonk az
LPAR4c.137A>G (p.Tyr46Cys) volt, amely egy amino-
saveserével jaréd misszensz muticié, melyet 11 mintank-
ban azonositottunk. Az LPAR4 c.137A>G eltérést hor-
dozé mintdk tobbsége negativ citologiai eredményt
mutatott (11/6 eset), mig 2 esetben pozitiv, masik 2
esetben malignitasra gyants kategoériaba soroltik ezeket,
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3. tablazat A 36-féle mutdcié, melyet FNAB-pajzsmirigymintikban azonositottunk. Feltiintettiik a mutdciok tipusit és COSMIC-azonositéjukat is, amennyiben
az adott varidnst mdr leirtdk a szakirodalomban, illetve az utolsé oszlopban leirtuk, hogy a citoldgiai kiértékelés soran milyen besoroldst kapott az adott
minta, amelyben az adott varidnst megtaldltuk

Gén Muticié A mutici6 tipusa ~ COSMIC-azonositd Milyen citol6giai mintiban
talaltuk?
APC c.1758A>C Misszensz - P
APC c.2788A>C Misszensz - GY
APC c.4343C<G Misszensz - 2N
APC c.4679A>T Misszensz - N
AXINI ¢.120_122delCAGinsAGC MNV - P
AXIN1 c.1326delC Deletio - GY
AXINI c.1887_1891delCCAGA Deletio - N
AXINI1 c.2155A>G Misszensz - N
AXINI c.2392A>G Misszensz - GY
AXINI1 c.476A>G Misszensz - GY
BRAF c.1799T>A Misszensz COSM476 4D, GY
EIFIAX c.17G>T Misszensz - N
EIFIAX c.338-1G>C Splice site COSM3372212 N
EIFIAX c.51_52insA Insertio - 2N
EIFIAX c.75delA Deletio - N
HRAS c.181C>A Misszensz COSM496 N
IDHI c.142A>G Misszensz - N
LPAR4 c.137A>G Misszensz - 2P,6N,2GY, 1 N/A
LPAR4 c.824T>C Misszensz - N
MET c.4079C>T Misszensz - N
NRAS c.181C>A Misszensz COSM580 GY
PIK3CA c.1034A<G Misszensz - N
PTEN c.398T>A Misszensz - N
PTEN c.409G>C Misszensz - N
PTEN c.411_413delATA Deletio - N
PTEN c.634+2T>G Splice site COSM1968251 N
SMAD4 c.1561A>G Misszensz - GY
SMAD4 c.1569C>G Misszensz COSM14115 P
SMAD4 c.919G>A Misszensz - N
TERT c.-245T>C Intronikus - N, GY
TSHR ¢.1115_1121delACCCCCAinsCCCCCCG MNV - N
TSHR c.1887G>T Misszensz COSM26422 N
TSHR c.1895C>T Misszensz COSM26418 N
TSHR c.745delC Deletio - N
TSHR c.749_753delAGGAA Deletio - P
VHL c.148G>A Misszensz COSM17999 GY

COSMIC = A rikos szomatikus muticiok katalégusa; FNAB = vékonytii-aspiraciés biopszia; Gy = gyanus; bizonytalan kategéridji minta;
Misszensz (missense) muticié = a DNS bazissorrendjénck aminosaveserét eredményezé véltozasa; MNV = tobbszoros nukleotidvarians; N =
negativ, jéindulatt kategdridji minta; N /A = nincs adat, sejtmentes kenet; P = pozitiv, malignus kategéridju minta

illetve 1 esetben a sejtmentes kenet miatt nincs informa- | 1 esetben a bizonytalan kategdériidba soroltik. Negativ

ciénk a citologiai értékelésrol. citolégiai mintdban nem azonositottunk BRAF-muti-
A detektilt muticiék koziil kimagasodott a BRAF | cibt.

c.1799T>A (V600E), melyet 5 mintiban fedeztiink fel. A kapott eredmények alapjin megallapithat6, hogy

Ezen mintak tobbsége (4 eset) a citoldgiai vizsgilat sze- | modszeriink nagy pozitiv prediktiv értékkel (89%) és

rint is egyértelmdien malignus eredményt mutatott, mig | szenzitivitassal (79%) képes megjésolni egy pajzsmirigy-
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4. tiblazat A tablizat a vizsgalt 51 FNAB-minta citologiai vizsgalat alapjan
végzett besoroldsit foglalja 6ssze (1. oszlop), valamint hogy az
egyes citologiai kategoridkba sorolt mintak genetikai vizsgilata
azonositott-e mutdciét az analizalt génekben

Mintaszdm Nincs Van muticidé
(n) mutdcié (n) (n)
Pozitiv citologiai lelet 8 2 6
Negativ citolégiai lelet 28 8 20
Gyanus citologiai lelet 14 6 8
N/A (Sejtmentes kenet) 1 0 1
Osszesen 51 16 35

FNAB = vékonyt(-aspiriciés biopszia; n = darabszam; N/A = nincs
adat, sejtmentes kenet

gob malignizalédasinak kockdzatat [8]; a hozza tartozd
specificitasi (86%) és NPV-értékek (75%) is megfelelSek,
igy nagy segitséget nyjt a malignitdsra gyanus, bizony-
talan citolégiai eredményt kapott pajzsmirigy-elviltoza-
sok végleges diagnodzisiban.

Megbeszélés

Napjainkban a klinikai gyakorlatban alkalmazott vizsga-
lati moédszerek sokszor késén jelzik a pajzsmirigy tumo-
ros elviltozasat, a rosszindulati daganatok korai felisme-
rése azonban mind a talélés, mind a teripiamegvilasztas
szempontjabol nagyon fontos. A pajzsmirigyben fellel-
het$ malignus elvaltozasok miel6bbi felismerésére, a bi-
zonytalan citolégiai eredmények kiegészitésére 0 vizsga-
lati médszerek sziikségesek. Erre ma mar egyre inkiabb
modot ad a molekularis diagnosztika.

PTC-ben a leggyakoribbak a BRAF- és a RAS-gén
szomatikus muticioi [9]. A PTC-s esetek felében a
BRAF-gén egyik pontmuticiéja, a VO0OE fordul el6. E
muticié konstitutivan aktivilja a MAPK (mitogén altal
aktivalt proteinkindz) jelatviteli Gtvonalat, igy az érintett
sejtek korlatlan novekedését okozza, ami végiil daganat
kialakuldsihoz vezet. A RAS-gének (NRAS, KRAS,
HRAS) a MAPK-utvonal mellett hatissal vannak a
PI3K/AKT (foszfatidil-inozitol-3-kindz /AKT) kaszkad-
ra is. RAS-muticidk a PTC-s esetek 30—45%-dban for-
dulnak el6, mds tipusa (follicularis mintizatd) pajzsmi-
rigytumorok esetében azonban gyakoribbak, példaul
FTC-ben az el6fordulisuk 40-75% is lehet [10, 11]. E
leggyakoribb, nagy hatdst gének mellett azonban szi-
mos egyéb genetikai eltérés is szerepet jatszik a pajzsmi-
rigyrdkok patogenezisében [12].

A PTC mellett megkiilonboztetiink egyéb pajzsmi-
rigytumor-fajtikat is. A differencidlt pajzsmirigyrikok
(DTC) csoportjiba tartozik a pajzsmirigytumorok
~90%-a, melyek a pajzsmirigy folliculusainak epithelse;jt-
jeibdl szarmaznak. A PTC mellett idesorolhaté a follicu-
laris rdk (FTC) is, bar ezen esetek el6fordulasa ritkabb,
az Osszes DTC 10-15%-a. Az FTC-kben leginkibb a
PI3K/AKT tutvonal génmuticiéit irtak le (példaul

5-15%-ban PIK3CA-, 10-15%-ban PTEN-génekben)
[5]. A pajzsmirigytumorok mdsik csoportjiba tartoznak
a pajzsmirigy follicularis epitheliumdnak differencialatlan
malignus tumorai, az tn. anaplasticus pajzsmirigy-carci-
nomdk (ATC). Az ATC a legagresszivabb fajtdja a pajzs-
mirigy rosszindulatt daganatainak, mortalitisa 100%-o0s.
El6fordulasa szerencsére ritka, az ¢sszes pajzsmirigyda-
ganat ~1-3%-dt teszi ki. Leirtik, hogy ha egy DTC-ben
mind a MAPK-, mind a PI3K/AKT utvonal konstituti-
van aktiv, az ATC kialakulasinak nagyobb a valészintsé-
ge. Bizonyos genetikai eltérések megléte ugyanis akdr
PTC- vagy FTC-allapotbdl is ATC kialakulasahoz vezet-
het. Az ATC-s esetek ~25%-aban a MAPK-atvonalon a
BRAF-gén V6OOE muticidjat fedezték fel, mig a PI3K/
AKT utvonal tagjai koziil a PIK3CA-és a PTEN-génben
taldltak eltéréseket a leggyakrabban [13]. A pajzsmirigy-
daganatok harmadik csoportja a medullaris pajzsmirigy-
rik (MTC), mely egy neuroendokrin daganat, az 9sszes
pajzsmirigy-carcinoma 2-5%-a. E tipus a pajzsmirigyben
taldlhat6, de fejlédéstanilag nem onnan eredd, tn. para-
follicularis C-sejtekbdl szarmazik. A MTC kialakulasa-
ban a legjelentGsebbek a RET-gén mutacidi (tobb szdz-
rol szamoltak mar be), ezenkiviil szimos egyéb RAS- és
TSHR-mutdci6 is érintett a kialakuldsdban.

2010-re munkacsoportunk kidolgozott egy 8 gén
vizsgilatin alapul6é panelt (4 szomatikus génmuticié:
BRAF, HRAS, NRAS, KRAS és 4 génatrendez6dés:
RET/PTCI, RET/PTC3, PAX8ex7/PPARgamma,
PAX8ex9/PPARgamma), mely pajzsmirigyszoveti min-
tak szomatikus mutdciés mintdzatinak elemzését végzi
Light Cycler leolvadasigorbe-analizissel [6]. Ezt a kez-
deti génszettiinket tovabbfejlesztettiik egy kiterjesztett,
sokkal tobb gén vizsgalatit magdaban foglalé mddszerrel,
mely a legmodernebb molekularis genetikai diagnoszti-
kai eljardson, az NGS-technikdn alapul. A géndiagnosz-
tikus panel megtervezése, kialakitdsa és ismert hisztopa-
tologiai eredményd miitéti pajzsmirigyszévet-mintikon
valé validaldsi folyamata utdn célunk volt azt FNAB-min-
takra is alkalmazhatévd tenni, igy kiegészitve a citologiai
eredményeket.

Vizsgilatsorozatunk els§ felében irodalmi adatok
alapjan 0j, a legtobb relevans gént magiban foglal6 pa-
nelt alakitottunk ki, mely az els6 és a legszélesebb kord
Eurdpaban. Ezt kovetGen mbdszeriinket sikeresen alkal-
maztuk FNAB-mintakon is, j6 pozitiv prediktiv és szen-
zitivitdsi értékekkel. Kapott eredményeink a mar jol is-
mert un. driver génben, a BRAF-ban bekovetkezd
muticiok jelent8ségét sikeresen megerdsitették, mig a
génpanelbe bevont egyéb gének elemzése is értékesnek
mutatkozott.

Az LPRA4-gén szerepe a mai napig nem tisztizott,
szomatikus mutacioit kiilonboz6 rosszindulatt dagana-
tokban azonositottdk mar (példdul vastagbélrak, a fej és
nyak laphamsejtes carcinomdija [14, 15]), mig Pan és
mtsai a PTC-ben mint létfontossagi onkogént detektal-
tak [7]. Az APC-gén mutacioi f6ként PTC-re jellemzok,
de megfigyelték mir ATC-ben is: egy japin populiciot
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vizsgdl6 tanulmanyban példdul a megvizsgalt ATC-s pa-
ciensek 9%-a hordozott az APC-génben mutaciét [16],
az dltalunk megtaldlt variansiat azonban eddig még nem
irtak le. Az AXINI-gént a leginkdbb az ATC kialakuld-
saval hozzak kapcsolatba [17], a talalt MNV-t és a benig-
nus allapott citologiai mintakban felfedezett varidnsokat
(c.1887_1891delCCAGA ¢és ¢.2155A>G) eddig még
nem irtak le a szakirodalomban. A SMAD4 c.1569C>G
variansat 1 mintinkban fedeztiik fel, melyet t6ként vas-
tagbélrikban jegyeznek [18]. A TSHR-génnek alapvetd
rencialédasaban [19], igy muticiéi daganat kialakulasa-
hoz vezethetnek. A TSHR megtaldlt misszensz varidnsai
az irodalomban patogén besoroldstiak [20-22], esetiink-
ben 1-1 citoldgiailag negativ eredmény(i mintaban vol-
tak jelen. A TSHR misik 2 deletiés és 1 MNV varidnsa-
ol (3. tablazat) szakirodalomi adat még nem érhet§ el,
els6ként azonositottuk.

Két olyan pozitiv citolégiai eredményd pacienstink
volt, akik esetében nem tudtunk detektalni eltérést egyik
vizsgilt génben sem; ennek tobb magyarizata is lehet.
Egyrészt az alkalmazott NGS-rendszer technikai bealli-
tasa nem vagy csak limitaltan képes a génatrendez6dések
és nagy deletiok /insertiok vizsgalatira. Masrészt ismert,
hogy a daganatok kialakuldsiban a génexpressziot érinté
szabdlyozasi hibak is allhatnak, melyek csak mdis mod-
szerrel detektalhatok. Ezenkiviil meg kell emliteni, hogy
bar napjainkig a fellelhet§ Osszes, pajzsmirigytumorral
Osszefiiggésben leirt, relevians gént bevilogattuk pane-
litnkbe, maradhattak még eddig fel nem tirt gének és
varidnsok.

A vizsgalat pillanatiban citolégiailag benignusnak itélt
g6bok nagy részében (~70%) is talaltunk valamilyen mu-
taciét. Ezek kozil 5 olyan mutédciét azonositottunk, me-
lyeket mar a szakirodalomban is a pajzsmirigy rosszindu-
latd daganatival hoztak Osszefiiggésbe. Ezek koziil a
legismertebb a HRAS ¢.181C>A variansa, mely PTC-s
és FTC-s betegek mintaiban is gyakran el6fordul [23].
A citologiailag jéindulatd mintdkban a legtobbszor az
LPAR4 c.137A>G mutacidja fordult el8, ami a fentebb
emlitettek alapjan a PTC-s dllapottal van Osszefiiggés-
ben. Ezek alapjan a megtalalt mutaciok megléte egy cito-
l6gialag negativ mintdban el6re jelezheti a késGbbi ma-
lignitas kialakuldsat. Ezen pacienseknél csak egyéni
mérlegelés utin — citolégiai eredmény, UH-adatok,
egyéb elvégzett vizsgilatok, illetve az NGS sorin kapott
genetikai eredmények figyelembevételével — adhatunk ki
szakorvosi véleményt a szoban forgd gob(ok)rél. Termé-
szetesen ezen betegek hosszt tava kovetése fontos elSre-
jelzésiink pontossaganak megitéléséhez.

A malignitasra gyanus, bizonytalan citol6giaja mintik
tobb mint felében taldltunk genetikai eltérést, melyek
kozil a driver onkogén BRAF c.1799T>A és NRAS
c.181C>A el6forduldsa dontének bizonyult a végleges
diagnoézis kiadasakor, és mtéti beavatkozast javasoltunk.
A tobbi mintandl az APC, AXINI, LPAR4, SMADA4,
TERT és VHL génekben azonositottunk muticiokat,
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mely esetekben a paciensek jéval szorosabb szakorvosi
kovetése javasolt, és amennyiben az adott gob nagysaga
vagy ultrahangos jellege megviltozna, ismételt mérlege-
1és sziikséges az esetleges miitéti beavatkozds sziikséges-
ségérél. A negativ és bizonytalan citolégiai eredményt
mutatd gobokben felfedezett muticidk sok esetben el6-
revetithetik a rosszindulatd daganatok kialakuldsinak le-
hetSségét. Tehat a genetikai és a citologiai vizsgilat
egytittesen sokkal megbizhatébb eredményt nyajthat.

A vilagban tobb kiilfoldi cég is dolgozott mar ki pajzs-
mirigyszovet vizsgalatira alkalmas géndiagnosztikai tesz-
teket, melyek szenzitivitdsa és specificitisa, illetve pozitiv
¢és negativ prediktiv értéke kozel hasonlénak mutatkozik
az altalunk kialakitott paneléhez. A ThyGenX-ct — amely
PCR segitségével tobb szdz ponton vizsgil nyolc gént
(a BRAF, HRAS, NRAS, KRAS génmuticidit és a
RET/PTCI1, RET/PTC3, PAX8/ PPARy génitrendezs-
déseit) — kiegészitették a ThyraMIR-rel (tovabbi tiz
miRNS expresszidjinak elemzésével), igy ezek egyiittes
alkalmazasaval elérték a 74%-os PPV- és 94%-os NPV-
értékeket [24]. Az Afirma panelnek (167 gén mRNS-
magas értéket ért el (92%, illetve 94-95%), PPV-je azon-
ban igen alacsony (37%) [25], igy ha bizonytalan ered-
ményt ad, akkor az adott esetnek tovibbra sincs megbiz-
haté, végleges diagnézisa. A ThyroSeq v3-as, legtjabb
verzidja DNS-t és RNS-t is vizsgdl NGS segitségével,
osszesen 112 gént elemez. E teszt szenzitivitisa 91-97%
kozott alakul, PPV-értéke 50-80%, mig NPV-je 89-
100% kozott mozog [26]. Eurdpaban el6szor, az alta-
lunk kifejlesztett, 23 gént magdban foglald, pajzsmirigy-
gobbdl szirmazé mintdt vizsgild panel a mar meglévs
tesztek értékeihez hasonlé eredményeket mutat (szenzi-
tivitds: 79%, specificitas: 86%, PPV: 89%, NPV: 75%), igy
megbizhatéan hasznilhat6.

Kovetkeztetés

Elmondhatjuk, hogy egy olyan validalt, FNAB-minti-
kon is megbizhatéan mikodé NGS-alapt médszert fej-
lesztettiink ki, mely nemzetk6zi viszonylatban is megall-
ja a helyét. A munkacsoportunk 4altal kidolgozott
géndiagnosztikai panel sikeres elvégzéséhez a legfonto-
sabb a megfelel§ mennyiségi kezdeti DNS, melyet a jol
kivitelezett biopszids mintavételezés biztosit. Molekuld-
ris genetikai médszeriink segitséget nydjthat a klinikai
dontéshozatalban, mely alkalmas a pajzsmirigy rosszin-
dulata elviltozésainak korai elérejelzésére.

Anyagi tamogatds: A kozlemény megirasa, illetve a kap-
csol6dd kutatébmunka anyagi timogatisban nem része-
stlt.

Szerzdi munkamegosztis: K.-D. B.: A szakirodalom kuta-
tdsa, a kézirat Osszedllitisa, laboratériumi munkafolya-
matok elvégzése, adatok elemzése. B. B.: Irodalom-
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kutatds, a kézirat osszedllitisa. A. K.: Laboratériumi
munkafolyamatok elvégzése, adatok elemzése. T. B.:
Irodalomkutatas, a kézirat osszedllitisa. Gy. G., J. B.,
Sz. E.: Mintavételezés. P. J.: Adatelemzés. K. J., L. P.:
A kutatasi téma megtervezése és a kézirat kritikus atolva-
sdsa. A cikk végleges valtozatat valamennyi szerzé elol-
vasta és jovahagyta.

Erdekeltségek: A szerzéknek nincsenek érdekeltségeik.
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