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1. BEVEZETES

A pajzsmirigyrdk a leggyakoribb endokrin daganattipus, vilagszerte
évente tobb mint 800000 uj esettel. Az esetek korilbelil 90%-at a
differencialt pajzsmirigyrak (DTC) teszi ki, melyek koziil a leggyakoribb a
papillaris (PTC) szOvettani tipus. A klasszikus szOvettani kategorizalas
mellett egyre nagyobb hangsulyt kap a molekularis jellemzOk szerinti
osztalyozas, mivel ezek prognosztikai és terapias jelentdsége is novekszik.

A betegség kezelése az Amerikai Pajzsmirigy Tarsasag (ATA)
iranyelvei szerint, a korkép rizikdbesorolasa alapjan torténik, mely foként a
szdvettani tulajdonsagokat veszi figyelembe. A PTC elsédleges kezelési
modja a sebészi eltavolitas, amit szikség esetén radiojod (1131) terapia
kdvethet. Terépiarefrakter esetekben célzott molekuléris terapidk (pl.: RET,
NTRK ellen) is széba johetnek mésodvonalbeli kezelési lehetdségként.

A molekuléris  terdpidk indikacidjanak és a pontosabb
differencialdiagnosztikdnak az alapjat a molekuléris diagnosztikai
profilalkotas jelenti, mely részét képezheti a ,,driver” génfuziok, illetve az
egyre inkabb el6térbe keriild mikroRNS (miRNS) expresszios eltérések
kimutatasa. Emiatt a molekularis diagnosztika rutinszerlibb alkalmazasa a
jovoben a Klinikai dontéshozatal sarokkdvét és a személyre szabott medicina
fontos eszkdzét jelentheti. Ennek ellenére az ilyen jellegii, a PTC molekularis
etiologiajat feltard, eredeti genetikai kutatdsok — kiilondsen kelléen nagy
esetszdmu kontrollcsoporttal és klinikopatoldgiai adatokkal Kiegészitve —

még mindig igen korlatozott szamban allnak rendelkezésre.



2. CELKITUZESEK

Kutatdsunk célja a papillaris pajzsmirigyrak (PTC) molekularis
hatterének atfogd vizsgalata volt hazai kohorszokon a molekuléris
profilalkotas diagnosztikai, prognosztikai és terapias jelentdségének

hangsulyozésa érdekében.

Munkank soran az alébbi két {6 teriiletre Gsszpontositottunk:

1. relevans génflzidk gyakorisagi eloszlasdnak meghatarozasa és ezek
esetleges Osszefliggéseinek feltdrasa a rutinszerlien vizsgalt
klinikopatologiai jellegekkel,

2. a PTC kialakulasdban a miRNS-ek lehetséges kdroki szerepének
aladtamasztdsa és részletes feltérképezese, valamint a miRNS
expressziés mintdzatok Osszefiiggéseinek meghatarozasa egyes
klinikopatoldgiai jellegekkel és mas, hasonlé genetikai hattérrel

rendelkez6 korallapotokkal.



3. MODSZEREK

3.1. Vizsgalati populacio

A kutatas két kilénallo hazai PTC betegkohorszra épilt. A
génflzids vizsgalatba torténé bevonasra a kizarasokat kovetden 100 eset
szovettani mintaja bizonyult alkalmasnak. A diagndzis felallitasakor az atlag
életkor 45 + 15,64 év volt (n6knél: 46 + 16,15 év; férfiaknal: 44 + 14,52 év).
32 betegnek a PTC-n kivil egyéb tarsbetegsége nem volt. A bevont betegek
69%-a klasszikus tipusu PTC-vel volt diagnosztizélva.

A miRNS-vizsgalatunkba a kizarasok utdn 118 eset kerilt
bevonasra, melyek tumoros és tumormentes pajzsmirigyszovet mintait
egyarant vizsgaltuk. Ebben a kohorszban a bevont PTC-k 81%-a volt
klasszikus tipust. A kovetkez6 klinikopatologiai valtozokat mindkét kohorsz
esetén elemeztik: életkor a diagnozis idején, nem, ATA rizik6 pontszam,
TNM stadium és tumorstadium (az Amerikai Réakbizottsdg 8. kiadéasa

szerint).

3.2. Mintagyiijtés és szovettani feldolgozas

A mintdk a Semmelweis Egyetem Belgydgyaszati és Onkoldgiai
Klinikdjahoz, valamint az Orszagos Onkolodgiai Intézethez tartozo esetek
formalinban  fixalt, paraffinba 4gyazott (FFPE) szdvetblokkjaibdl
szarmaztak. A szdvettani tipusokat és a daganatszovet ardnyat hematoxilin-
eozin festéssel, patolégus szakorvos segitségével ellendriztik. A

megfelelének itélt mintdkbol makrodisszekcidval metszeteket készitettiink.
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Kizarolag az el6zetes szovettani vizsgalat alapjan validalt, legalabb 80%-0s
tumor tartalmd PTC mintak keriiltek bevonasra. A miRNS kohorsz esetén
kontrollmintakat is vizsgaltunk, melyeket a tumortol lehet6 legtavolabb esd,
szdvettanilag tumormentes pajzsmirigyszovetekbdl nyertink. Az esetekhez
tartoz6 klinikopatolégiai adatokat (pl.: életkor, nem, tarsbetegségek)
anonimizalt modon, retrospektiv lekérdezéssel gytijtottiik ki a medikali
rendszerekbdl. A kovetkezé klinikopatoldgiai adatokat mindkét kohorsz
esetén elemeztik: életkor a diagnozis idején, nem, ATA rizik6 pontszam,
TNM stadium és tumorstadium. Ezen tilmenden, a génflzids kohorszban sok
tovabbi klinikopatologiai jelleget is megvizsgéltunk. llyenek voltak: a PTC
szdvettani szubtipusa, az agresszivitds, az R stadium, a tumorméret, az
érinvazid, a perineurdlis terjedés, a kapszulainvazid, az extrathyreoidalis
terjedés, a fokalitas, a mikrokarcindma jelleg, a tumorlokalizacié, az
oldalisag, egyes preoperativ képalkotd jellemzék, az elvégzett sebészeti
eljaras tipusa, az indikalt kezelések, a relapszuskészség, a szovédmények és

az anamnesztikus adatok, beleértve a tarsbetegségeket is.

3.3. Molekularis vizsgalatok

3.3.1. Génfuziok vizsgalata

A vizsgalatok soran a kovetkezd 23 onkogén génfuzid jelenlétét
szlirtiik: ABL1, AKT3, ALK, AXL, BRAF, EGFR, ERBB2, ERG, ETV1, ETV4,
ETV5, FGFR1, FGFR2, FGFR3, MET, NTRK1, NTRK2, NTRK3, PDGFRA,
PPARG, RAF1, RET, ROS1. Az RNS-izolalds RecoverAll™ nukleinsav
izolacios szetten tortént. Az Oncomine Focus amplikon kdényvtarat az lon

AmpliSeq Library Kit 2.0 segitségével allitottuk eld. A végsé konyvtar



koncentrécidja QuantStudio eszkdzdn végzett gPCR segitségével kerilt
megéallapitadsra. OneTouch eszk6zon emPCR  modszerrel — torténd
mintael6készitést kovetden szekvendlast végeztiink lon S5 Sequencing Kit
hasznalataval. A fenti génflzidk azonositdsa érdekében bioinformatikai
analizis tortént lon Reporter 5.18 platform segitségével, mely soran
variansannotaciot és felhdalapl adatelemzést végeztiink. A molekularis
adatgytijtést kovetden az eredményeket kiegészitettiik a klinikopatoldgiai
adatbazissal, majd statisztikai kiértékelést végeztiink, mely soran
konvencionalis statisztikai eljarasok mellett az (], tobbvaltozos analizisekre

kifejlesztett d-korrelécid alapu fékomponens analizist (PCA) is alkalmaztuk.

3.3.2. miRNS-expresszids vizsgalat

A miRNS-ek izolélasa az FFPE metszetekb6l Zymo Quick RNA
FFPE készlettel tortént. Az RNS koncentraciék meghatarozasa Qubit™ HS
RNA Assay Kit segitségével val6sult meg Qubit™ 3.0 fluorometer-en. A
konyvtarkészitéshez NEXTFLEX® Small RNA-Seq Kit v4-et alkalmaztunk.
A szekvenalas Illumina NextSeq 2000 platformon zajlott. A nyers adatok
mindségellenérzését (FastQC, PEAR, Trim Galore), az adatbazisokra
illesztést (Bowtiel) és a kvantifikalast (SAMtools) standard bioinformatikai
metodika szerint végeztiik. Mivel a miRNS-ek expressziok nagységrendnyi
eltéréseket mutathatnak, az adatainkat logaritmikus skalakon értékeltiik. A
statisztikai kiértékeléshez R v4.2.1 szoftverkdrnyezetet alkalmaztunk. A
miRNS expresszios killénbségeket DESeq2 csomag segitségével szamoltuk.
Atfogobb kiértékelés érdekében a PTC-ben azonositott miRNS expresszios
mintazatokat dsszehasonlitottuk mas korallapotok és bioldgiai folyamatok
molekularis profiljaival nagy nemzetkdzi genetikai adatbazisok (KEGG,

GeneOntology) bevonasaval.
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3.4. Irodalomkutatas

Az irodalomkutatast 2024. oktéber 31-ig végeztiik az NCBI
PubMed adatbazisanak felhasznalasaval. A keresési kifejezéseink a
kovetkezOk voltak: “papillary thyroid carcinoma”, “PTC”, “thyroid

carcinoma”, “fusion mutation”, “gene fusion”, “miRNA" és “microRNA".



4. EREDMENYEK

4.1. Génfaziok el6fordulasa és klinikopatologiai dsszefiiggései

A génflzi6s kohorszba bevont mintak 27%-ban 9 kiilonb6z6 génhez
kothetden volt kimutathato flziés mutécio jelenléte. A leggyakrabban érintett
géneknek a RET (28,6%) és NTRK3 (16,3%) mutatkoztak. Ezen onkogének
maér effektiv terdpids célpontként is sikeresen alkalmazhatok.

A d-korrelacié alapjan a génflziok féként egymassal, egyes
hisztopatoldgiai valtozokkal (pl.: mikrokarcinéma karakter, kétoldalisag) és
bizonyos tarsbetegségekkel (pl.: Hashimoto-betegség, hypothyreosis,
COPD), valamint a sebészi beavatkozas tipusaval mutattak pozitiv
korrel&ciét.

Az NTRK3/ETV6 génflziok mélyebb statisztikai vizsgalatara
(logisztikus regresszid) is sor keriilt, mely alapjan ezen génfuzidk jelenléte
szignifikans dsszefuggést mutatott a Hashimoto-thyreoiditisszel, az
endometridzissal, valamint a teljes pajzsmirigyeltavolitdas igényével a
féloldali lobektémidval szemben.

A fazios génmutacioval rendelkez6 paciensek (32-35 €v)
Iényegesen fiatalabbak voltak, a génfiziét nem hordoz6 betegekhez (48 év)

képest.

4.2. miRNS-expresszids profil és klinikopatologiai 6sszefliggések

A miRNS vizsgalati kohorszban a 2656 vizsgalt miRNS kozill
dsszesen 30 esetén volt szignifikdnsan eltérd expresszio a tumorszovet és az

egészséges kontroll pajzsmirigyszdvet kozott. Ezek kozil 27 miRNS (pl.:
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miR-551b-3p, miR-146b-3p, MiR-9983-3p, miR-221-3p, mMiR-222-3p és
miR-375-3p) jelentdsen thlexpresszalt, mig 3 miRNS (miR-206, miR-873-3p
és miR-204-3p) alulexpresszalt volt a daganatban. A legkifejezettebb
eltéréseket a miR-551b-3p, miR-146b-3p, miR-146b-5p, miR-221-3p, miR-
375-3p, miR-873-3p és miR-204-3p esetében tapasztaltuk. 582 miRNS tipus
esetén nem volt kimutathaté kifejezédés a pajzsmirigyszovet teriiletén.

A miRNS profil alapjan a tumoros és kontroll halmazok egyértelmii
elkilonilésének vizualizalasa érdekében tobb kiilonboz6 adatmegjelenitési
modszert alkalmaztunk (f6komponens analizis, vulkan diagram, hétérkép).

Mind a tumoros, mind a kontroll csoportbdl szarmazé miRNS-
specifikus molekularis adatainkat 0Osszevetettik egyes, a Kklinikai
dontéshozatalban relevans valtozokkal. Eredményeink alapjan tébb miRNS
mutatott szignifikans dsszefliggést a beteg TNM stadiumaval, valamint az
ATA rizikdbesorolaséval.

Kiegészitésként, dsszevetettilk a PTC miRNS profiljat a KEGG és a
GeneOntology adatbazisaiban szerepld, mas korképekben és biologiai
folyamatokban leirt molekularis mintdzatokkal. Az eredmények alapjan a
PTC kialakuldsa a miRNS kifejez6dés szempontjabol kozds t6rol
eredeztethetd bizonyos élettani folyamatokkal (pl.: prosztatatumor

patogenezise, névekedési faktorra adott sejtvalasz).

4.3. Kitekintés a klinikopatoldgiai valtozok egyméashoz valé viszonyara

A genetikai eltérésektol fiiggetleniil végzett elemzések igazoltak, hogy
a klinikai jellemz6k tobbsége a vartnak megfelelden viselkedik: a kisebb
méretli, alacsonyabb stadiumt PTC-k ritkdbban UGjulnak ki, mig az

elérehaladott, agresszivabb megbetegedések esetén gyakoribb volt a



relapszus. Feltind azonban, hogy a molekularis terapiak alkalmazasa
jellemzden csak el6rehaladott korképben, sllyosabb klinikai allapotban
tortént meg, annak ellenére, hogy a d-korrelacios elemzés soran a molekuldris
terapiak célpontjaként szolgalo flzids mutacidk foként a kevéshé agressziv
klinikopatoldgiai jellemz6kkel klaszterez6dtek. Ez ramutat a molekularis
diagnosztika — és kdvetkezetesen terapia — korai alkalmazasanak lehetséges

elényeire.
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KOVETKEZTETESEK

A PTC-ban el6fordulé génfuziok — kiilonosen a RET és NTRK3
partnergének — gyakoriak a magyar betegpopulacidban, és ésszefliggés
mutathato ki jelenlétiik és bizonyos klinikopatologiai tényezok (pl.:
Hashimoto-thyreoiditis,  fiatalabb  életkor,  indikalt  sebészeti
beavatkozas) kdzott.

A génflziés mutaciok tobb esetben kevésbé agressziv Klinikai
jellemzékkel tarsultak, ellenben a molekuldris terapidk indikélasanak
korilményeit. Ez felveti a korai molekularis diagnosztika indokoltsagat
akar mar a betegség kezdeti szakaszaban is.

A miRNS-expresszios vizsgalat soran szamos miRNS (pl.: miR-146b,
miR-221, miR-222, miR-204, miR-375) szignifikans expresszids
eltéréseit mutattuk ki PTC-ben, mely eltérések hatékonyan elkulonitik a
daganatos és az egészséges szoveteket egyméastol. Ez a képesség a
citologiailag kérdéses esetekben segitheti a differencidldiagnosztikat.

A miRNS-ek expresszids eltérései dsszefliggést mutatnak egyes klinikai
donteshozatali valtozokkal, mint a TNM stadium és az ATA riziko.

A KEGG és GeneOntology adatbazisokkal torténd osszehasonlitas
alapjan a PTC miRNS expresszids profilja hasonlosagot mutat mas
korképekével és élettani folyamatokéval (pl.: egyéb neoplazidk). Ez
meger6siti a miRNS-ek potencialis szerepét a betegség kialakulasaban.
A feltart genetikai eltérések — kiléndésen, ha klinikopatoldgiai
adatokkal kombinalva értékeljiik 6ket — fontos diagnosztikus és
prognosztikus értékkel birnak a PTC tekintetében. Eredményeink
alatdmasztjdk a rutinszeriibb molekuléris profilalkotés relevanciajat a

mindennapi klinikai dontéshozatalban.
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