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Bevezetés

A pajzsmirigy az emberi szervezetben nélkiilozhetetlen szerepet tolt be. Hatdsara az
adott pillanatnak megfeleléen gyorsulnak vagy lassulnak kiilonb6z6 szellemi és fizikai
folyamataink. Ha valamilyen okbol ez az egyensuly megbomlik, akkor beszéliink
betegségrol. Hazankban a pajzsmirigy problémak népbetegségnek szamitanak. A
magyar emberek pajzsmirigye mar gyermekkorban nagyobb, mint a megfeleld
jodellatottsagt orszagokban €16 hasonld korosztalyuaknak. A megfigyelések alapjan
mondhatjuk, hogy a nék korében sokkal gyakoribb az e mirigyet érinté megbetegedés,
mint a férfiak esetében.

Az Osszes mirigyeS szerviinkkel kapcsolatban irtak mar le valamilyen daganatos
megbetegedést. Az utdbbi években a pajzsmirigy keriilt gércsé ald, ami részben a
molekularis biologia egyre novekvd térnyerésének is koszonhets. A teljes human
genom megszekvenalasa ota jelentdsen atalakult a tudoményos vilag €s jelentds
szemléletvaltas kovetkezett be. Az 0j technologiak (NGS, next generation sequencing)
révén az informdcidaramlas felgyorsult, a koltséghanyadok jelentdsen lecsokkentek és a
kutatékon kiviil mar a mindennapok emberéhez is kozelebb keriilt a genetika. Korabban
a genetikai kutatdsok, diagnosztikak kozéppontjaban &ll6 egy pontos nukleotid
polimorfizmusok (SNP) vizsgalatat mara felvaltotta a robosztus génmutacios panelek

vizsgalata.



Celkitlizes
Jelen munkank soran a kovetkezd célokat tliztiik ki:

1.) Szomatikus onkogén BRAF mutacio vizsgalata hazai differencialt pajzsmirigy
tumor mintakban és ezen mutacido Osszefliggésének analizise a mutacio
pozitivitas, valamint a tumor agresszivitasa tekintetében.

2.) Szomatikus onkogén RAS géncsalad (NRAS, HRAS, KRAS) mutacidinak
vizsgalata hazai differencidlt pajzsmirigy tumor mintakban és ezen mutéaciok
Osszefliggésének analizise a mutacio pozitivitas, valamint a tumor agresszivitasa
tekintetében.

3.) Szomatikus onkogén RET/PTC génatrendez6dés vizsgalata hazai differencialt
pajzsmirigy tumor mintakban és ezen génatrendez6dés Osszefliggésének
analizise a mutacio pozitivitas, valamint a tumor agresszivitasa tekintetében.

4.) Szomatikus onkogén PAX/PPARgamma génatrendez6dés vizsgalata hazai
differencialt pajzsmirigy tumor mintdkban ¢és ezen génatrendezddés
Osszefliggésének vizsgalata a mutdcid pozitivitds, valamint a tumor
agresszivitasa tekintetében.

5.) Az SFN, HMGA2, MRC2 gének expresszios mintazatanak vizsgalata hazai
papillaris pajzsmirigy tumor mintakon.

6.) A CYP24A1 és CYP27B1 gén kifejez6désének vizsgalata papillaris pajzsmirigy
tumor mintdkon ¢és Osszefiiggést keresni a CYP24A1 ¢és CYP27B1 gén
expresszids mintazata, valamint a tumor agresszivitasa kozott.

7.) A SFN, HMGA2, MRC2 génexpresszid és CYP24Al génkifejez6dés

0sszehasonlitdsa hazai papillaris pajzsmirigy tumor mintakon.



Modszerek
Mintak gyiijtése

A felhasznalt vizsgélati mintdinkat két nagy csoportra oszthatjuk: intraoperativ, friss
szovetmintak és formalinba fixalt paraffinba agyazott, archivalt mintak. A friss matéti
mintdk a Semmelweis Egyetem 1. sz. Sebészeti Klinikdjardl szarmaztak, amelyekbdl
patologus segitséggel kaptunk szovetdarabokat. A beagyazott mintdkat a Semmelweis
Egyetem II. sz. Patoldgiai Intézet, a Szegedi Tudoméanyegyetem Szent-Gyorgyi Albert
Klinikai Kdzpont Altalanos Orvostudoméanyi Kar Patologiai Intézet és az Orszagos
Onkoldgiai Intézet archivumabol szarmaztak. Osszesen 436 mintat gydjtottiink, 218
tumoros €s 218 ugyanazon minta egészséges, a tumor altal nem érintett teriiletének
részlete. A genetikai vizsgalatok etikai engedéllyel rendelkeztek: ETT-TUKEB 1160-
0/2010-1018EKU. Minden beteggel beleegyez6 nyilatkozatot toltettiink ki.

Nukleinsav (DNS, RNS) izolalas

A friss szovetmintakat a miitétet kovetden azonnal -80 °C-ra fagyasztottuk le,
egészen a feldolgozas pillanatdig. A blokkokba dgyazott mintdkat szobahdmérsékleten
taroltuk. A fagyasztott (a tumor altal nem érintett és a tumoros szévetbdl) mintak
feldolgozasanak els6 1épése volt, hogy egy foszfattal-pufferelt oldatban (PBS) apritottuk
fel a Fisher Scientific PowerGen 125 szovethomogenizator (Fisher Scientific GmbH,
Germany) segitségével. A genomialis DNS izolalasa a Roche High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche, Indianapolis, IN, USA) felhasznalasaval, az RNS-t Roche High
Pure RNA Isolation Kittel (Roche) nyertiik ki a mintakbol. Minden esetben a cég altat
eloirt protokollt hasznaltuk. A paraffinos mintak (a tumor altal nem érintett és a tumoros
szOvetrész) genomialis DNS-ét a Roche High Pure PCR Template Preparation Kit
(Roche) segitségével allitottuk eld, mig az RNS-eket Roche High Pure RNA Paraffin

Kittel (Roche) sikertilt a legnagyobb tisztasagban €s koncentracidban eldallitani.

Szomatikus onkogén mutaciok vizsgalata melting curve analizis segitségével

A DNS mutaciok - BRAF codon 600 (rs113488022), NRAS codon 61 (rs79057879),
HRAS codon 61 (rs28933406), KRAS codon 12 és 13 (rs121913535) — fluoreszcens
detektalasdhoz Roche LightCycler késziiléket hasznaltunk (Roche Light Cycler 2.0

Instrument, Roche). Mindegyik mutaciohoz elére megtervezett primer part és



oligonukleotid probakat alkalmaztunk. A melting gérbét a fluoreszcens jel hdmérséklet
szerinti negaitv derivaltjabol (-dF/dT) hatarozta meg a szoftver. A modszer
mutacioszenzitivitasa 10% volt, ami azt jelenti, hogy minimum 10%-ot kell elérniiik a
mutans alléltt hordozo sejtek aranyanak a mintaban. Mindezt a pozitiv kontrollok

higitasi soran végzett vizsgalatokra alapoztunk.

Szomatikus onkogén génatrendezodések vizsgalata real-time-PCR késziilékkel

Az RET/PTC1, RET/PTC3, PAX8ex9/PPARgamma, PAX8ex7/PPARgamma
génatrendezddéseket valos-idejii PCR technikéaval vizsgaltuk ABI Prism 7500 (Applied
Biosystem, Foster City, CA, USA) rendszeren. Gén-specifikus TagMan proba alapu
génexpresszios eljarast alkalmaztunk, ahol minden gén-specifikus szett tartalmazott egy
5’ iranyu és egy 3’ iranyu primert, valamint egy fluoreszcens jelo16 molekulaval ellatott

probat.

A ,,3 gén modell” expressziés mintazatanak vizsgalata valos idejii, real-time-PCR

késziilékkel

A total RNS-ek izolalasat minden mintanal a Roche High Pure Total RNA Isolation
kit felhszanalasaval végeztiik. 500 ng mennyiségli RNS-t hasznaltunk a reverz
transzkripciohoz, a CDNS eldallitasakor. A kiilonbozé gének expresszidjat (1D
CYP24A1: Hs00167999 m1, Applied Biosystems ID SFN: Hs.PT.51.20789121.g, ID
MRC2: Hs.PT.51.20692535, ID HMGA2: Hs.PT.51.2803297, Integrated DNA
Technologies) Tagman proba alapu kvantitativ real-time PCR segitségével hataroztuk
meg. Endogén kontrollnak és az adatok normalizalasdhoz a GAPDH gént hasznaltuk. A
kapott értékek alapjan (threshold ciklusszdm) a relativ kvantifikacio az Applied
Biosystem 7500 késziiléken SDS 1.3-as programmal tortént.

CYP24A1 és CYP27B1 gének expressziojanak vizsgalata real-time-PCR-rel
A kivalasztott gének (ID CYP24Al: Hs00167999 ml, ID CYP27BL1:

Hs00168017_m1) expresszios kiillonbségeinek méréséhez elére megtervezett és validalt
gén specifikus TagMan probakat hasznaltunk real-time RT-PCR késziiléken (Applied
Biosystems). Minden szett gén specifikus reverse és forward primereket, fluoreszcens
jelolésti probakat tartalmazott. A probak egy exom-exom hatdron atnyulo teriiletet

oleltek fel és genomialis DNS-t nem mutattak ki.



Altalanos ,housekeeping” — belsé kontroll - génként a GAPDH-t (ID:
Hs99999905 ml) hasznaltuk az adatok normalizalasahoz.

A relativ  kvantifikdciés  vizsgalatot az adatok Osszegyljtése utan
(ktiszob/threshold ciklusszam, Ct) a 7500 System SDS software 1.3 (Applied
Biosystems) segitségével végeztilk el. A gén specifikus mRNS relativ mennyiségét
(RQ) a dCt atlagértékébol (target gén Ct - endogén kontroll gén Ct) hataroztuk meg
7500 System SDS software 1.3 (Applied Biosystems) a gyart6 ajanlasai alapjan.

A tumoros mintak relativ génexpresszio valtozasanal a kontroll szovetekhez
képest vizsgaltuk és cutoff értéknek a kétszeres ndovekedés vagy felére csokkenést

fogadtuk el.

Immunhisztokémia

A CYP24A1 fehérje mennyiségi detektalasdhoz pajzsmirigybdl szarmazo,
formalinban fixalt, paraffinba agyazott szoveti (FFPE) mintakat vizsgaltuk
immunhisztokémiai modszerrel. A vizsgalathoz elsOdleges antitestként tisztitott, anti-
human CYP24A1 nyul poliklonalis antitestet (Prestige Antibodies, Sigma-Aldrich;
1:200) hasznaltunk. A folyamat els6 Iépése soran a 2 wum-es vastagsagu
pajzsmirigyszovetet deparaffinaltuk, majd az endogén peroxidaz aktivitast 1,5% (v/v)
hidrogen-peroxid tartalmi etanollal gatoltuk. Az antigének feltarasahoz sziikséges
hokezelést elektromos kukta (Avair IDA) alkalmazasaval, 10 mmol/l (pH 10,5) TRIS
pufferben végeztiik el. A fehérjék pH 7,4-es TRIS-puffer oldatban t6rténdé blokkolasa
utan 5%-os (w/v) alacsony zsirtartalmu tejpor oldatban szobahdmérsékleten, 70 percig
inkubaltuk a mintat. A detektadlast Novolink polymer kittel (Leica
Biosystems/Novocastra) végeztiik. A sejtmagok festés¢hez Mayer-féle hematoxylin
oldatot hasznaltunk. Az immunhisztokémiai festéseket 4 csatornds Freedom Evo

(TECAN, Mannedorf, Svéjc) folyadékkezeld rendszeren végeztiik.

Statisztikai analizisek

» Szomatikus onkogén mutaciok statisztikai analizise differencialt pajzsmirigy
carcinomakban

A vizsgélati mintdinkat harom csoportra osztottuk fel a klinikai és szdvettani

adatok alapjan, majd Osszefliggést kerestiink a csoportok és a genetikai eltérések

jelenléte kozott.



1. csoport: azon mintdk, amelyek metastasist, érbetdrést nem mutattak és a
tumor mérete 10 mm vagy kisebb volt

2. csoport: azon mintdk, amelyek metastasist, érbetorést nem mutattak és a
tumor atméréje 10 mm-t meghaladta

3. csoport: azon mintak, amelyek metastasist, érbetorést mutattak és a tumor
atmér6je 10 mm-t meghaladta

Az 1igy kapott adatok kozott Khi-teszt segitségével kerestiink szignifikans
valtozasokat. Mindehhez az SPSS Statistic 20 programcsomagot hasznaltuk.

» Génexpresszios vizsgalatok statisztikai analizise papillaris carcinomakban

(PTC-kben)

A CYP24A1 ¢és CYP27B1 gének expresszios szintjének valtozasat 100 papillaris
carcinomas mintan vizsgaltuk, amelyekben a ,sajat” egészséges szovetparhoz
viszonyitottuk az expresszios kiilonbségeket.

A statisztikai analizis soran non-parametrikus eljarast alkalmazva, Mann-Whitney
U-tesztet hasznaltunk. Az eredményeknél a p-érték 0,05 vagy kisebbet fogadtuk el
szignifikdnsnak. Pearsons-korrelacioval vizsgaltuk az allandé valtozok (CYP24A1
expresszio és a PTC diagnoziskori életkor) kozotti 6sszefliggéseket

Négy funkciondlis alcsoportot alkottunk a CYP24Al1 overexpresszalt, csokkent
expressziot mutato és valtozast nem mutatd mintak kiértékeléséhez:

1. csoport: valamely szomatikus onkogén mutacio (BRAF, HRAS, NRAS, KRAS)

¢és/vagy génatrendez6dés (RET/PTC1, RET/PTC3) jelenléte

2. csoport: klasszikus papillaris carcinoma vagy mas szOvettani variansa

(follicularis, Hiirthle-sejtes, tall cell, encapsulalt és microcarcinoma)

3. csoport: egyéb pajzsmirigyet érinté betegség a PTC mellett (Hashimoto

thyreoiditis, hypothyreosis, hyperthyreosis)

4. csoport: nyirokcsomo attétet és/vagy érbetorést mutaté PTC

Khi-tesztet hasznaltunk a tumor mintak eloszlasanak vizsgalatahoz a CYP24Al1
expresszid (csokkent, emelkedett, nem valtozott) tekintetében.

Egyvaltozos Mann-Whitney U-tesztet is lefuttattunk az adatok vizsgalata soran, de
nem kaptunk hasznalhato eredményeket, ezért multivaracios adatelemzést végeztiink.

» Fokomponens analizis



A fokomponens analizis (Principal Components Analysis, PCA) egy standard
technika, amely széles korben alkalmazhat6 az orvosbioldgiai kutatdsokban, kiilondsen
microarray €s egyéb génexpresszios adattomegek statisztikai kiértékelésében. A
modszer Osszegzi a multivariacios adatrendszereket néhany fontos, egymastol fliggetlen
¢s az eredeti adatstrukturat jol tiikr6z6 dimenzidba, mely dimenzidkat komponenseknek
neveziink. Minden komponens az 0sszvariancia egy téredéke. A kvantitativ RT-PCR
adatok feldolgozédsa soran standardizalt PCA metodikat hasznaltunk, vagyis minden
valtozot (génmutaciot, demografiai, hisztologiai, klinikai adatot) egyforma sullyal
szerepeltettiink az elemzésben. Az eredmények grafikus dabrazoldsa ordinacios
diagramon, illetve kettds szorasdiagramon (biplot) tortént. A személyek koordinatait az
eigenvektorokbol kapjuk meg, ugyanakkor a gének koordinatait a valtozok
komponensekkel vald korrelacidjabol szamolt értékei adjdk. Ez az 4abrazoldsmoéd
megengedi a tumoeos vs. kontroll mintacsoportok és a gének, ill. CYP24 A1 expresszio
korfolyamati jelentdségének egyidejii értékelését. Az egy csoportba tartozd személyek
konvex sokszdgekbe zarhatok, amely vizualizacios technika alkalmazéasa egyértelmiibbé
teszi a csoportok elkiiloniilését a diagramon. A PCA szelektalja azokat a géneket,
amelyek a leginkabb felelossé tehetOk a beteg és kontroll csoportok kozotti
kiilonbségekért. Scree diagram segitségével dontottiik el, hogy egy komponens valoban
hasznos informaciokat foglal magaban vagy az csupan véletlenszerii eltérés az
adatokban. gy meghataroztuk azt a toréspontot, ahol az eigenértékek nagyon lassan
csokkenni kezdenek. A  szamitasokat a SYN-TAX 2000 programcsomag

felhasznalasaval készitettik.



Eredmények

» Szomatikus onkogén BRAF mutacié vizsgalata hazai differencialt pajzsmirigy

tumor mintakon

A BRAF mutacid esetében Osszesen 218 differencidlt pajzsmirigy carcinomas
mintat vizsgaltunk, amelybdl 70 szarmazott férfitél (atlag életkor 50,5+ 15,2), 148 pedig
ndi (atlag életkor 48,6 £ 16,5) betegtdl. A vizsgélat soran a differencialt pajzsmirigy
tumorok kozott 7 esetben talaltunk dupla genetikai eltérést (1 KRAS, 3 NRAS mutacid
¢s 3 RET/PTC génatrendez6dés), 91 tumoros minta hordozta a gén defektusat és 127
mintaban nem mutattunk ki eltérést. Talaltunk 4 olyan follicularis carcinomat, amely
BRAF mutacioét hordozott. Az 0Osszes tumoros mintat figyelembe véve 41,7%-uk
hordozott BRAF mutaciot. Egy egészséges, kontroll mintdban sem mutattunk ki
genetikai elvaltozast. Megvizsgaltuk a PTC altipusai és a BRAF mutacid 6sszefliggését
¢s a statisztikai analizis sordn nem taldltunk kapcsolatot a genetikai adatok, ill. a
betegség sulyossaga kozott. Az megfigyelheté volt, hogy a BRAF mutacid6 magasabb
aranyban volt jelent a tall cell varidnsi PTC-ben, de szignifikdns Osszefliggést nem
tudtunk kimutatni az altipusok és a mutaciok gyakorisaga kozt.
» Szomatikus onkogén RAS géncsalad (NRAS, HRAS, KRAS) mutacidinak

vizsgalata hazai differencialt pajzsmirigy tumor mintakon

A RAS géncsalad mutacidinak esetében Osszesen 218 differencidlt pajzsmirigy
carcinomas mintat vizsgaltunk, amelybdl 70 szarmazott férfitdl (atlag ¢életkor 50,5+
15,2), 148 pedig nodi (atlag €letkor 48,6 + 16,5) betegtdl. Az eredményeink alapjan PTC-
ben 8 (4,1%), FTC-ben pedig 6 (28,6%) RAS mutéciét sikeriilt kimutatni. Ot esetben
kettds mutaciot detektaltunk: egy KRAS és BRAF, harom NRAS és BRAF, valamint
egy NRAS és RET/PTC3. Altipusokra bontva a PTC-ben két HRAS, egy KRAS ¢és 5
NRAS elvaltozast detektaltunk. A follicularis carcinoma esetében egy minta volt HRAS
¢s Ot minta pedig NRAS pozitiv.
» Szomatikus onkogén RET/PTC génatrendez6dés vizsgalata hazai differencialt

pajzsmirigy tumor mintiakon

A RET/PTC génatrendezddések esetében Osszesen 218 differencialt pajzsmirigy
carcinomas mintat vizsgaltunk, amelybdl 70 szarmazott férfitél (atlag életkor 50,5+
15,2), 148 pedig ndi (atlag életkor 48,6 + 16,5) betegtdl. Az Gsszes tumoros mintat
figyelembe véve a PTC-s esetekben kilenc RET/PTC1 ¢és egy RET/PTC3



génatrendezOdést sikeriilt kimutatni. Négy esetben volt kettds genetikai elvaltozas,
mégpedig 3 RET/PTCI és BRAF, valamint egy RET/PTC és NRAS mutacid. Az Osszes
tumoros PTC mintara vonatkoztatva elmondhatjuk, hogy 5,1%-uk hordozta ezt a
variaciot. Az FTC-esetében csak egy RET/PTC3 génatrendezddést talaltunk, mai az
Osszes mintara nézve 4,8%-os gyakorisagot jelent. Ha mindkét carcinoma tipust
egyiittesen vizsgaljuk, akkor elmondhatd, hogy 11 mintaban (5,0%) sikeriilt kimutatni
valamely RET/PTC génatrendezddést.

» Szomatikus onkogén PAX/PPARgamma génatrendezodés vizsgalata hazai

differencialt pajzsmirigy tumor mintakon

A PAX/PPARgamma génatrendezddés esetében Osszesen 218 differencialt
pajzsmirigy carcinomds mintat vizsgaltunk, amelybdl 70 szarmazott férfitél (atlag
¢letkor 50,5+ 15,2), 148 pedig ndi (atlag €letkor 48,6 + 16,5) betegtdl. Egy tumoros €s
kontroll mintaban sem sikeriilt PAX/PPARgamma génatrendezddést kimutatni.

Az SFN, MRC2, HMGA?2 gének expresszios mintazatanak vizsgalata hazai
papillaris pajzsmirigy tumor mintakon

A ,3 gén-modell” vizsgalatat 58 papillaris carcinoma és a hozza tartozd ép
szOvetmintan vizsgaltuk, amelyb6l 23 szdrmazott férfi betegtdl, 35 pedig ndi betegtol
(18-81 éves korig, atlag életkor 47,7 + 12,4 év).

A szomatikus onkogén mutaciot (BRAF, NRAS, HRAS és KRAS) hordozd és
muticiot nem tartalmazd mintdk expressziojat Osszehasonlitdsakor a Sszomatikus
mutacidra pozitiv tumor mintak nagyobb aranya mutatott emelkedett expressziot az
SFN (69,7% vs. 57,1%) MRC2 (59,4% vs. 45,0%) HMGA2 (60,6% vs. 42,9%) gének
esetén, de statisztikailag szignifikans kiilonbséget nem taldltunk egyik gén
vonatkozasaban sem a mutacidokra negativ tumor mintakhoz viszonyitva.

A papillaris carcinoma kiilonb6z6 altipusai/variansai (follicularis, Hiirthle-sejtes, tall
cell, encapsulalt és microcarcinoma) vs. klasszikus PTC kozotti eltéréseket vizsgalata
soran az SFN (65,2% vs. 64,5%) és HMGA2 (56,5% vs. 51,6%) gének nagyobb
szazalékban mutattak fokozott expressziot a kiillonbozé PTC szdvettani altipusokban.
Ezen valtozasok szignifikans eltérést nem mutattak.

A PTC-n kiviill még egyéb pajzsmirigy betegséggel bird (Hashimoto-thyreoiditis,
hypothyreosis, hyperthyreosis), illetve a csak PTC-s betegek expresszios eredményeit
hasonlitottuk 6ssze, ahol a HMGA2 (75,0% vs. 44,7%) és MRC2 (57,1% vs. 52,6%)
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gének esetében emelkedd trendet lehetett megfigyelni az egyéb pajzsmirigy betegséggel
tarsult PTC szovetmintak vizsgalatakor, szemben az SFN (56,3% vs. 68,4%) génnel,
amely a tarsbetegség nélkiili csoportban mutatott nagyobb expressziods aktivitast. Az
expresszids valtozasok p<0,05 szignifikancia értéket nem érték el.

Osszevetettiik az agresszivabb tulajdonsagokkal rendelkezd és a kevésbé malignus
mintdk expresszios mintdzatait. Agressziv tulajdonsaguak koz¢é soroltuk a nyirokcsomo
attétet és vascularis invazidt mutatd tumorokat. Minden mas tumor az alacsonyabb
agresszivitasu, kevésbé malignus csoportba keriilt. Megfigyelhetd volt, hogy az SFN
gén (82,6% vs. 51,6%) ¢s HMGA2 gén (65,2% vs. 45,2%) expresszidja jelentdsen
megemelkedett a rosszabb prognozisi daganatok esetében, szemben az alacsonyabb
malignitasfoka tumorokkal. Az expresszios értékek szignifikans valtozast nem mutattak
a vizsgalat soran.
> A CYP24A1 és CYP27B1 gén expressziojanak vizsgalata papillaris pajzsmirigy

tumor mintakon

Osszesen szaz (31 férfi, 69 nd) papillaris pajzsmirigy carcinomajiban és ezek
egészséges, tumor altal nem érintett szoveti parjaban vizsgaltuk a CYP24A1 ¢és
CYP27B1 gének relativ expresszios mintazatat.

A CYP24A1 mRNS expresszioja 52 esetben megemelkedett a tumoros mintaban az
egészséges szdvethez viszonyitva. Volt olyan eset, ahol az ép szovethez képest tobb
mint 1000-szeres emelkedést detektaltunk. Ezen mintakban a CYP24Al1 specifikus
mRNS relativ mennyiségének emelkedése statisztikailag szignifikancidt mutatott. 24
malignus minta alacsonyabb CYP24A1 specifikus génexpresszios értékeket adott, mint
az ép szovetparja. 13 személyben nem volt detektalhato CYP24A1 expresszio sem a
tumoros, sem egészséges szovetben.

Nem volt szignifikans Osszefiiggés a CYP27B1 gén expresszidjaban a tumor mintak
¢s kontroll parjaik kozt. A mintdk tobb mint 90%-4aban a CYP27B1 expresszid nem érte
el a cutoff értéket, azaz nem néttek 2-szeresiikre vagy nem csokkentek a kontroll mintak
értékeinek felére. Az altagos valtozas 0,88+0,44 volt.

Az immunhisztokémiai vizsgalatok eredményei egy az egyben megerdsitették a
real-time PCR altal kapott eredményeket, emelkedett CYP24A1 expresszidhoz mindig

emelkedett fehérjekifejez0dés parosult.
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A CYP24A1 expresszio6 tekintetében emelkedd tendenciat figyeltiink meg a PTC
altipusaival 6sszefliggésben, ellenben a statisztikai analizis (Khi-négyzet teszt) nem
erdsitette ezt meg, szignifikans valtozasokat nem kaptunk, de a kovetkez6 trendeket
figyeltilk meg: Magasabb CYP24A1 expresszio volt megfigyelhetd, ha a tumorszovet
szomatikus onkogén mutaciot hordozott (60,7% vs. 54,5%). A CYP24A1 expresszid
emelkedését tapasztaltunk a klasszikus PTC-s mintdkban a PTC variansokhoz képest
(65,3% vs. 50,0%). Ha azon PTC-s eseteket, ahol nem volt tarsbetegség, hasonlitjuk
0ssze azon esetekkel, ahol pajzsmirigy egyéb megbetegedése is tarsult, ott a csak PTC-s
mintakban mértiink magasabb CYP24A1 kifejezddest (59,4% vs. 56,0%).

Végezetiil a CYP24A1 overexpresszid jelenléte azon PTC mintdkra volt jellemzd,

ahol nyirokcsom¢ attét €s/vagy érbetorés volt megfigyelhetd (65,7% vs. 52,9%).

Ninecs PTC
szubtipus/varians

Nyirokcsomé attét
CERCORET Hygothyreosis Tumor mérete

CYP24Al pdny

Tumor
lokolizacié 3

Komponens 2
o

Komponens 1

1. abra PCA fékomponens analizis a CYP24A1 expressziéo vonatkozasaban, ahol komponens 1 és
komponens 2 kozotti osszefiiggéseket abrazoltuk.

A fékomponens (PCA) diagram 26 altalunk vizsgalt paraméter (demografiai,
klinikai, hisztologiai és genetikai) véltozasait és Osszefliggéseit mutatja 89 PTC-s
mintara vonatkoztatva. Az elsé két eigenvektor 10,4% és 9% az Osszes valtozora.
Jelentds pozitiv korrelacié 1athatd a CYP24A1 expresszios emelkedés (CYP24Al irany)

¢és a tumorok malignitasaval dsszefliggésben allo valtozok csoportja kozt (nyirokcsomo
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attét, tumor mérete, érbetorés), valamint kismértékli Osszefliggés mutatkozik a

kiilonbdz6é szomatikus onkogén mutaciokkal (BRAF, HRAS, RET/ELE1l). A PTC-s

csoportba csak azon mintak keriiltek be, amelyek klasszikus PTC-k és nem volt

semmilyen pajzsmirigyet érintd tarsbetegség az anamnézisben. (1. abra)

> A SFN, MRC2, HMGA2 génexpresszi6 é CYP2A1l génexpresszié
osszehasonlitasa hazai papillaris pajzsmirigy tumor mintakon

A szomatikus onkogén mutaciét (BRAF, NRAS, HRAS, KRAS ¢s RET/PTC
génatrendezddés) hordozd ¢€s mutacidt nem tartalmazd mintdk expresszidjat
hasonlitottuk 6ssze. A CYP24A1 gén esetében nem volt jelentds valtozas a két csoport
kozott, a ,,3 gén-modell” expresszidja enyhe novekedést mutatott az onkogén mutaciot
hordoz6 mintak esetében.

A PTC kiilonboz6é altipusai/variansai (follicularis, Hiirthle-sejtes, tall cell,
encapsulalt és microcarcinoma) vs. klasszikus PTC kozotti 6sszefliggéseket vizsgaltuk,
Az expresszi0s eredmények szignifikans valtozds nem mutattak, az MRC2 gén (60,0%
vs. 45.5%) ¢és a CYP24Al1 gén (66,7% vs. 50,0%), ahol emelkedett expresszid
jelentkezett a klasszikus PTC csoportban. A tobbi génnél az emelkedett tendencia a
PTC varidnsok kozott figyelheté meg (SFN (65,2% vs. 64,5%) ¢s HMGA2 (56,5% Vvs.
51,6%).

A PTC-n kiviil még egyéb pajzsmirigy betegséggel bird (Hashimoto-thyreoiditis,
hypothyreosis, hyperthyreosis), illetve a csak PTC-s betegek expresszios eredményeit
hasonlitottuk 6ssze, ahol a HMGA2 (75,0% vs. 44,7%) ¢s MRC2 (57,1% vs. 52,6%)
gének esetében szignifikdns valtozast nem, ugyanakkor emelkedd trendet lehetett
megfigyelni a pluszban még valamilyen pajzsmirigy betegséggel rendelkezd betegeknél,
ellenben az SFN (68,4% vs. 56,3%) és CYPP24A1 (65,8% vs. 47,0%) génekkel, ahol a
csak PTC-s eseteknél volt megfigyelhetd ez a nem szignifikans, névekvo valtozas.

Osszevetettiik az agresszivabb tulajdonsagokkal (nyirokcsomé attétet és vascularis
invasiot/érbetorést mutatd) rendelkezé és a kevésbé malignus mintak expresszios
mintazatait. Megfigyelhetd valtozasok szignifikans kiilonbséget nem mutattak. Az SFN
gén (82,6% vs. 51,6%) expresszioja jelentdsen, a HMGA2 (65,2% vs. 45,2%) ¢és
CYP24A1l (64,0% vs. 54,5%) gének expresszoja kissé emelkedett a rosszabb
progndzisti daganatok esetében, szemben az alacsonyabb malignitdsfokd tumorok

csokkent expresszidjaval, amely mindegyik csoportra igaz volt.
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Kovetkeztetések

Az altalunk elvégzett vizsgalatokon keresztiil képet kaptunk a hazai
pajzsmirigydaganatok genetikai variabilitasar6l. ElImondhatjuk, hogy néhany kivétellel
Magyarorszdgon is az irodalmi adatoknak megfelelden alakult a mutaciok és
génatrendez0dések ardnya. A RAS mutaciok aranya follicularis carcinomaban joval a
nemzetkdzi szint alatt maradt. A legnagyobb meglepetést az adta, hogy hazankban
egyaltalan nem jellemz6 a PAX/PPARgamma génatrendezédés a follicularis
pajzsmirigyrakokban. Ezen eltérések pontos okat nem tudjuk, de feltételezéseink szerint
a jodellatottsaggal lehetnek Gsszefliggésben.

Tovabba a komplex génexpresszids vizsgalatok megerdsitettek benniinket
abban, hogy a D-vitamin neutralizalasaban szerepet jatszo CYP24Al gén emelkedett
expressziot mutat agresszivabb (nyirokcsomoé attét, érbetorés) PTC daganatokban és
pozitivan korrelal az esetlegesen jelen lévd genetikai mutacidkkal, valamint a tumor
méretével. A relativ magas mintaszdmon végzett vizsgaltunk eredményei alapjan a D3-
vitamin inaktivalasaban szerepet jatszo CYP24A1 gén aktivitasa jelentOsen valtozik
PTC-s mintdkban az egészséges kontroll szovet expressziojahoz képest. A PCA analizis
soran pozitiv korrelaciot talaltunk a CYP24A1 expresszios ardny és a pontmutaciok
(BRAF, HRAS), génatrendezédések (RET/PTCI1) megléte és a tumor negativ
tulajdonsagai kozt. Ezek alapjan felmeriil, hogy a CYP24A1 enzim kozvetleniil is részt
vehet a pajzsmirigy tumorok kialakulasaban.

A differencialt pajzsmirigy daganatok jelent0s szazalékat teszik ki az Osszes
pajzsmirigyraknak. A genetikai alapkutatasoknak koszonhetéen egyre tobb genetikai
tényezOt ismerlink meg a tumor képzOdés folyamatdban. Ezen ismereteink alapjat
képezhetik 1j diagnosztikus mdodszereknek és ) gyogyszermolekuldk fejlesztésének.

A pajzsmirigy ,hideg”-gbok napi diagnosztikdjat ellatd ultrahang vezérelt
aspiracios citologiai vizsgalatokat célszerli lenne kiegésziteni molekularis biologiai
vizsgalatokkal is. Ez azért lenne fontos, mert a bizonytalan eredmények szamat még
jobban le lehetne csokkenteni, ill. a mar genetikai elvaltozdsokat mutatd, amugy
mikroszkop alatt egy benignus strima képét mutatd gobot mar a daganat
manifesztalodasa elott el lehetne tavolitani.

A munkank soran beallitott genetikai modszerek megteremtették az alapjat ezen

eljarasok hazai, rutinszerii bevezetésének.
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Az altalunk vizsgalt onkogének a MAP-kindz utvonal miikodésében, ezaltal a
sejtek osztodasaban, differencidloddsdban és apoptozis indukalasban jatszanak fontos
szerepet. A farmakogenomika rohamos fejlédésének kdszonhetden a személyre szabott
orvoslas egyre inkabb szerepet kap a betegségek, daganatok gydgyitdsaban. Nagy
attorés volt ilyen szempontbdl példaul az EGFR-gatld cetuximab bevezetése a
metastaticus colon carcinomdk kezelésében. A BRAF pozitiv melanoma gyogyitasara
hasznalt BRAF-gatlé vemurafenib is igéretes hatassal kecsegtet, am egyelore még a
pajzsmirigy tumorok nem szerepelnek az indikacios teriiletek kozott. Az a tény, hogy
ismerjiik melyik daganat tipusra melyik onkogén szomatikus mutacio jellemzd, alapjaul
szolgalhat 1) gyogyszermolekuldk fejlesztésének. Munkank tiikrében érdemes lenne
elgondolkodni egy CYP24A1 enzimet gatld vegyiilet kifejlesztésén, ezaltal lehetdség

nyilna a calcitriol antitumor hatdsat kihasznalni.
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