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Roviditesek jegyzéke

1,25-D3-MARRS: 1,25-D3-vitamin membrane associated rapid response receptor
15-PGDH: 15-hidroxi-prostaglandin dehidrogenaz
25-OH-Da3: 25-hidoroxi D3-vitamin

5’-BrDU: 5’-bromo-deoxyuracil

7-DHC: 7-dehidrokoleszterin

AIPC: Activated in Prostate Cancer protein
ANCOVA: kovariancia analizis

APC: adenomatdzis polipozis coli

BMD: bone mineral density, csontsiiriiség

BMI: body mass index, testtémegindex

BRAF: b-Rapidly Activated Fibrosarcoma kinase
BSA: bovine serum albumin, borjd szérum albumin
CAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

CDC6: cell division cycle 6 protein

CDHL1: kadherin-1 gén

CDK: ciklin dependens kinaz

cDNS: copy dezoxiribonukleinsav

CEU: Central european population, kbzép-eurdpai populécio
COGAL: XVI tipusu kollagén alfa-lanc génje
COX2: ciklooxigenaz-2

CRC: vastagbelrak

CYP450: citokrom P450

CST5: cystatin D kddolo gén

DBP: D-vitamin koto fehérje

DKKZ1: Dickkopf-1 gén

DKK2: Dickkopf-2 gén

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
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DMSO: dimetil-szulfoxid

DNS: dezoxiribonukleinsav

DXA: Dual-energy X-ray Abrorption

ELEZ1: Nuclear Receptor Coactivator 4

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay

EMAS: European Male Ageing study

ER: dsztrogén receptor

FCS: Fetal Calf Serum, embrionalis borju szérum

FFPE: formalin fixated paraffin embedded, formalin fixalt, paraffinba agyazott
GAPDH: glukdz-aldehid-foszfat dehidrogenaz

gDNS: genomialis DNS

GPR177: G-protein coupled receptor 177

GWAS: Genome-ide Association Study

HIF1: Hypoxia Inducible Factor 1

IL: interleukin

LDH: Laktat-dehidrogenaz

LOH: Loss of heterozgosity, a heterozigétasag elvesztése
LRP5: Low-density lipoprotein receptor-related protein 5
M-MLV: Moloney Murine Leukaemia Virus

MMP9: Matrix metalloproteinaz-9

MPK5: Mitogén aktivalt protein kinaz

MRNS: messenger ribonukleinsav

NADH: Nikotinamid-adenin-dinukleotid

NF«kB: Nuklearis Faktor kB

NSAID: nem szteroid gyulladascsokkentd

PCA: fékomponens analizis

PCP: Planar Cell Polarity

PCR: Polimeraz lancreakcio

PTC: Papillaris pajzsmirigy carcinoma
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PTH: Parathormon

gPCR: quantitativ PCR

RANK: Receptor Activator of Nuclear kB
RNS: ribonukleinsav

RT-PCR: reverz transzkriptdz PCR

RXR: Retinoid X-receptor

SA: szelektiv aromatdz modulator

SD: standard deviacio

SDS: Nétrium-dodecil-szulfat

SFRP: secreted Frizzled-related protein-1
SNP: Egypontos nukleotid polimorfizmus
SRB: Szulforodamin-B

SV: Splicing variant

TCA: Trikloracetat

TCF/LEF: Transcription factor/Lymphoid Enhancer Binding factor
THP: tetrahidroxipiranil

TIMP-1: sz6veti metallopeptidaz
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VDR: D-vitamin receptor
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WHO: World Health Organization
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ZEB1/2: Zinc-finger E-box binding homeobox
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1. Bevezetés

1.1 A D-vitamin szerkezete és szintézise

A D-vitamin felfedezése az altala okozott hidnybetegseghez, a rachitishez, vagy kéznapi
nevén angol korhoz kothet6. A betegség a 19. szazadban iitotte fel a fejét a szennyezett
levegdjli eurdpai varosokban. Legfobb tiinetei a csdves csontok deformitasa, valamint a
ndvekedési retardacio. (2, 3) Mar koran felismerték, hogy a halmajolaj tartalmaz egy
rachitis ellenes faktort, valamint azt, hogy UVB besugarzéssal a betegség gyogyithato.
Arra is fény dertilt, hogy a zsirok rachitis ellenes faktor tartalma emelhetd UVB fénnyel.
UVB besugarzott bdrt rachitises patkanyokkal etetve, a hidnybetegség tiinetei
megsziintethetéek. 1936-ban sikerilt meghatarozni a D-vitamin szerkezetét, valamint
bizonyitani, hogy a halméjolaj rachitis ellenes faktora és a D-vitamin egy €s ugyanaz a

vegyllet. (4)

A D-vitamin a szterdnvazas vegyuletek csoportjaba, azon belil is a szekoszteroidok kdzé
tartozik. Szintézise soran a kiindul6 7-dehidrokoleszterin B-gyiiriije felhasad UVB fény
hatasara, a felhasadt B-gylr(i miatt soroljuk a vegyiiletet a szekoszteroidok kozé. (5)
Tobbféle D-vitamint kiilonboztethetiink meg. Az els6ként izolalt D1-vitaminrdl késébb
kiderult, hogy val6jaban egy keverék, lumistirol és ergokalciferol keveréke. A D2-
vitamin az ergokalciferol, amely ndvényi eredetli, az emberi szervezetbe exogén Uton
kerul be. A D3-vitamin, vagy kolekalciferol, allati eredetii, ennek elballitasara az emberi
szervezet is képes, valamint allati eredetli tdpanyagok fogyasztasaval juttathatjuk a

szervezetinkbe.

A kolekalciferol egy gytriis szerkezeti, lipofil molekula. Mivel a vegyulet szintézise az
emberi szervezetben is megtorténhet, a vitamin elnevezés nem allja meg a helyét. A
vegyliletet sokan a hormonok kozé soroljak. El6allitasa a bérben 7-dehidrokoleszterinbdl
(7-DHC) torténik. UVB fény hatasara a 7-DHC pre-D3-vitaminna alakul. Ez a reakci6 a
bor epidermalis rétegében, azon beliil is a stratum basaléban €s a stratum spinosumban
torténik a legnagyobb mértékben. Ezt kovetéen a pre-D3-vitamin a méjban talalhaté
CYP27AL1 enzim hatasara 25-hidroxi-kolekalciferolla alakul. (6-9) A vérben keringé 25-

hidroxi-
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kolekalciferolbol a CYP27B1 enzim keésziti el a bioldgiailag aktiv 1,25-dihidroxi-
kolekalciferolt. (9-11) Az 1,25-dihidroxi kolekalciferol a VDR-hez (D-vitamin receptor)
kotddve fejti ki hatasat. A vegyiilet inaktivalasat 1,24,25-trihidroxikolekalciferolla a
CYP24AL1 enzim végzi. (12-14) Az inaktiv forma kalcitriol savva alakul, ami egy hidrofil

vegyiilet, és a szervezetbdl a vesén keresztiil kivalaszthaté. (1. dbra)

1.2. D-vitamin ellatottsag és D-vitamin hiany

A D-vitamin hiany az egész vilagon elterjedt jelenség. Mint lathattuk a D-vitamin forrasa
lehet a taplalkozassal bevitt D-vitamin, valamint a szervezet altal termelt D-vitamin. A
szintézishez elengedhetetlen a napfény, azon belil is a 280-320 nm kozotti UVB fény.
Azonban a modern tarsadalmakban az ember egyre tobb iddt tolt a négy fal kozott, igy a
napfényen toltott idé gyakran nem elegendd a megfelelé D-vitamin szint fenntartasahoz.
Magyarorszagon a téli idészakban a D-vitamin hidnyos emberek aranya eléri a 70%-ot,
¢s ez a nyari iddszakban sem csokken szamottevéen. A napvédd krémek, a
levegGszennyezettség, valamint az ablakivegek mind kisziirik a napfény UVB
komponensét. A D-vitamin hidnyanak legismertebb kovetkezménye a csontok
mineralizdciojanak csokkenése. A vitamin legfontosabb hatdsa, hogy serkenti a bélbdl a
Ca?" ionok felszivodasat. Amennyiben a vitaminbél nincs elegendd a szervezetben, egy
masodlagos hyperparathyreoidizmus alakul ki, az emelkedett parathormon (PTH) a
elé. A D-vitamin hiany bizonyitottan szerepet jatszik szdmos extraszkeletalis
betegségben, mint pl. kiillonbozé tumorok, kardiovaszkularis megbetegedések, infekciok
gyakorisagaban. Indiai felmérések alapjan a D-vitamin hidny nagyban hozzajarul az
ottani populacié komorbiditasainak prevalenciajaban. Ebbdl kovetkezik, hogy a D-
vitamin poétlasaval szamos betegség incidencidja csokkenthetd lenne, ehhez azonban az
egyes orszagokban a D-vitamin hiany felmeérésére, egységes ajanlasokra, rendszeres

szlirésre, valamint a D-vitamin pétlasara van sziikség.
1.3. 25-hidroxivitamin D, 1-alpha-hydroxilaz (CYP27B1)
A CYP27BI1 enzim felelés a D3-vitamin aktiv formdjanak, az la, 25-dihidroxi-

kolekalciferolnak a szintéziséért. Az enzim altal katalizalt reakcidban a pre-D3-vitamint

az lo pozicidban hidroxilalja. Az enzimet kodolo gén a 12-es kromoszoma hosszu karjan
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talalhatdé. A huméan genomban egyetlen kdpia lelheté fel. Ez egy 5 kilobazis hosszusagu,
9 exont tartalmazd gén.(15, 16) Az mRNS Altal kodolt fehérje 507 aminosavbol all,
55kDa tomegt. (17, 18) Expresszids regulaciojaban szerepet jatszik mind a PTH és a
kalcitonin, melyek az enzim expresszidjat segitik, mind az aktiv D3-vitamin, mely
negativ feedback mechanizmussal csokkenti a CYP27B1 expressziot. (19) A kész fehérje
a bels6 mitokondridlis membranhoz kotddik. Expresszidja elsdsorban a vesék tubularis
sejtjeiben figyelheté meg azonban kimutathato mind keratinocitakban, mind human
placentdban. (20) Az enzim funkciovesztd mutacioja felelds a rachitis la tipusaért.
Daganatok patogenezisében is kimutattdk a szerepét. Csokkent expresszidja esetén
invaziv tipusu petefészek daganatok alakulnak ki. (21) LNCaP sejtek in vitro

transzfekcioja soran antiproliferativ hatasokrdl szamoltak be. (22)

1.4. Az 1a,25-dihidroxivitamin Ds3-24-hidroxilaz (CYP24A1)

A CYP24Al enzim a citokrém-P450 (CYP) enzimek csaladjaba tartozik. Ezek az
enzimek hem-doménnel rendelkeznek, a sejtek metabolizmusdban vesznek részt.
Feladatuk a sejtbe kertil6 kiillonboz6 szerves vegyiiletek oxidacidja, a szteroid szintézistol
a gyogyszer metabolizmusig nagyon sokrétii feladatokat latnak el. Funkcidjukat tekintve
monooxidazok, egy O-atomot visznek fel a szubsztratra, mikdzben az oxigén molekula
masik atomja vizzé redukalodik.

A CYP24A1 enzim egy protoporfirin-IX-hemoprotein, a genomban kodol6 régioja a 20-
as kromoszoma hosszukarjanak 13-as lokuszan helyezkedik el. A sejtben a
mitokondriumban foglal helyet. Miikddéséhez elengedhetetlen egy N-terminalis, 150
aminosavbol all6 szekvencia, mely a mitokondrium belsé membranjahoz kéti az enzimet.
Az enzim egy kevert funkcioju oxidoreduktaz, amely egy mini-elektrontranszportlanchoz
kotodik. A transzportlanc részei a NADPH-ferredoxin-reduktaz, a ferredoxin, valamint a
CYP24AL1.(23) Az enzim expressziOja egyutt jar az aktiv D-vitamin metabolit szintjének
csokkenésével, igy negativ feedback mechanizmusnak foghato fel. (24)

A CYP24Al a sejtekben alacsony szinten expresszalddik. (Kivétel a vese, ahol a
CYP24Al-nek konstitutiv enzim szerepe van) Ez az expresszido azonban gyorsan
indukalhato fiziologids koriilmények kozott. Génje a VDR egyik {6 célpontja,
transzkripcids aktivitasa joval szignifikansabb emelkedést mutat, mint a tébbi VDR altal

medialt géné, tobb szazszorosara emelkedik a kimutathatdo mRNS a sejtben D-vitamin

10
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kezelést kovetden. Normalis koriilmények kozott a D-vitamin emelkedése és a CYP24A1
expresszioja kozott 1-2 oras latencia id6 van. Azonban malignus sejtekben a bazalis
CYP24ALl is igen magas. Ezt a kiegyensulyozatlan emelkedést kimutattak a colon, cervix,
ovarium, oesophagus ¢€s a tiido rakos elvaltozasaibdl is. Ez az emelkedés nem a normalis
transzkripcids regulécié eredménye. Igazoltak, hogy vastagbél adenomakban és vastagbél
rdkokban az emelkedett CYP24Al szint nem jar emelkedett CYP27B1 és VDR
szintekkel, s6t az utobbi két fehérje inkabb csokkenést mutat a malignus elvaltozasokban.
Amennyiben a CYP24A1 emelkedés a megndvekedett VDR aktivitas kovetkezménye
lenne, véarhato lenne a VDR szintjének emelkedése is. Viszont colon carcinoméban
kimutathaté a CYP24A1 kodolo 20913 I6kusz amplifikacidja, a 20-as kromoszdéma
hosszU karjanak funkcioszerzése pedig 0Osszefluiggést mutat az adenoma-carcinoma
atalakulassal, valamint a majmetasztazisok eléfordulasaval.(24)

A sejtvonalakbol és biopszids anyagokbdl kimutatott mMRNS és a szintetizalt CYP24A1
enzim szintje kdzott azonban diszkrepancia van. Ezt az eltérést magyarazhatja az, hogy
az mRNS poszttranszkripcios valtozasokon megy keresztiil Az alternativ splicing
eredmeényeképpen kiilonb6z6 mRNS variansok (splicing variants, SV) jonnek létre.
Horvath H és munkatérsai vizsgalataik soran 3 SV-t mutattak ki. Az SV1 varians
Mivel igy nem fér hozza a mitokondridlis elektron transzportlanchoz, ezért enzimatikus
aktivitasat elvesziti. Az SV2-es varians funkcionalisan hasonlé az SV1-hez. Az SV3-as
varians mitkddésbeli eltérése nem ismert, de férfi paciensek biopszids mintaibol nagyobb
mennyiségben mutathaté ki, mint n6kbél. Feltételezhet6 tovabbi SV-k jelenléte is, a 10-
es exon eltavolitasa az enzim hemkotd képességét venné el, amely szintén katalitikus
diszfunkcioval jar. Az 1-es és 2-es exon splicingja az enzim szubsztratk6to kapacitasanak
elvesztésével jarna. Az, hogy a kiilonbozé SV-k milyen Klinikai kdvetkezményekkel
jarnak, még nem tisztazott, azonban feltételezhetd, hogy a D-vitamin mikrokodrnyezet

megvaltoztatasaval a vitamin génregulacios tulajdonsagait megvaltoztathatjak.(23)

1.5. A D-vitamin hatasmechanizmusa

A D-vitamin fejezetben részletezett hatdsmechanizmusat sematikusan a 2. abra tekinti at.
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1.5.1. D-vitamin receptor (VDR)

A D-vitamin hatas kdzvetitéseben ennek a receptornak van a legfontosabb szerepe. A
VDR egy Zn-ujjas doménnel rendelkez6 magi receptor fehérje. A ligandjat megkotve
hatasat a sejtmagban a genexpresszié befolyasolasaval véltja ki. A VDR a DNS
ugynevezett D-vitamin reszponziv elemeihez (VDRE) ko6tédik. A receptor homodimerek
vagy a retinoid-X-receptorral (RXR) kialakitott heterodimerek utjan tudja hatasat
kifejteni. A DNS-hez kotott receptorkomplex mellett komodulator fehérjékre van
szlikség, melyek lehetnek hiszton modifikdtorok, RNS transzkriptdz aktivalast végzo
fehérjék vagy kromatin modulatorok. A bekotddott komplex Osszetételétdl fliggden tudja

serkenteni vagy gatolni a génatirast.

A VDR receptor a D-vitamin metabolizmus elemeinek &tirodasat is szabalyozza. A
CYP24A1 fehérje expressziojat emelve gatolja a talzott D-vitamin szintemelkedest és a

kdvetkezményes hypercalcaemiat.

1.5.2. 1,25-D3-MARRS receptor

A magi receptorokon kifejtett lasst, génexpresszio valtozast okozé hatasokon kivil a D-
vitaminnak ismertek gyorsan kialakul6 hatasai is. A vékonybélben az emelkedett Ds-
vitamin szint Ca2+ és foszfat gyors felszivddasat okozza. Ennek a hatterében a sejtfelszini
1,25-D3-MARRS (Membrane Associated Rapid Response Steroid Receptor) receptor all.
Ez a fehérje hatasdit cAMP emelkedés révén valtja ki. Elképzelhetd, hogy szdmos
sejtproliferacidval kapcsolatos hatés hatterében ez a receptor all. Emlédaganat sejtekben
kimutattak, hogy a receptor inaktivilasa a D3-vitamin antiproliferaciés hatésat
megnyujtja. A jovében ez a receptor akar ) timadaspontot is nyithat az eddig megismert

D3-vitaminhoz kot6do jelatviteli ttvonalakon.

1.6. A D-vitamin eés a WNT (Wingless type) utvonal kapcsolata a
csontanyagcserében

1.6.1. Altalanos attekintés

A D-vitamin és a WNT utvonal kozotti legfontosabb kapocs a Dickkopf-fehérje (DKK).

A DKK2 fehérje expresszidja D-vitamin jelenléte mellett jelentés emelkedést mutat mind
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normoxia, mind hypoxia esetén, azonban a differencialéd6 osteoblastokban a DKK2
expresszid csokkenése kovetkezik be emelt D-vitamin koncentracid mellett. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a két utvonal kdzott bonyolult, illetve még nem teljesen
tisztazott koélcsdnhatasok vannak, feltételezhetd, hogy a WNT Utvonal szerepe a korai
osteoblast  differencidciéban jatszik szerepet, mig a D-vitamin a kés6i

differencializalodasban, valamint a megfelel6 szervetlen matrix kialakitasaban fontos.

A csontanyagcsere és a WNT jelatviteli utvonal kapcsolata az oszteoldgia sokat kutatott
teriilete. A WNT rendszer egy olyan kiterjedt jelatviteli utvonal, ami kulcsszerepet jatszik
az embriogenezis soran. Az utvonal kdzponti elemét a szolubilis WNT-fehérjék képezik,
melyek receptorukhoz lekotddve sejtfolyamatok igen széles palettajat képesek elinditani.

Alapvetden két formdjuk van, az ugynevezett kanonikus és nem kanonikus ttvonalak.

A kanonikus Utvonal a sejtek genexpresszids mintazatat valtoztatja meg. A WNT fehérjék
a lipoprotein receptor-related protein 5/6 (LRP5/6) receptor és a Frizzled (Fz) receptor
altal alkotott komplexhez kot6édve kivaltjak a 3-katenin felszaporodasat a sejtmagban, igy
beinditjak a TCF/LEF (Transcription factor/Lymphoid Enhancer Binding factor)
transzkripcids faktor csalad mitkodését. WNT fehérjék hianyaban a B-katenint lebontja

egy szamos fehérjébdl allo destrukcios komplex.

A nem kanonikus Gtvonalaknak két tagjat kilonboztetjuk meg, a PCP (Planar Cell
Polarity) és a kalcium Gtvonalat. Ezek az Utvonalak nem az LRP5/6 receptoron keresztil

fejtik ki a hatasukat. A PCP tUtvonal a sejtek polaritasaért felelds, mig a kalcium utvonal

= sz

=z

13



DOI:10.14753/SE.2018.2136

‘ojeyie] 9daI1ozs 1101[019q ueqsepoIzsolfas e ueiqe Nl (D) © ‘uaqIasodelurjuoso
ulwelA-q e ueiqe ns9[orel (g) v (v) 1 nloy uehn ioydeocor YA 1Sew e ABen ‘101deoal SSHVIN
110103 Zoyuelgquiaw ® Jeseiey UIWRNIA-G W 9S1uIxale SNXITeWas Yeuesniziueydawserey UulwelA-a W :elge g

. shs|dnu _ J _
2Aw-> _ _
| — _
(RVIEZC RN —
L uruayey-sj HAA | |

|0Z50}D _

sn9a>nu _
-

INM b

191 s1g|N|[22e1IX3 — LY¥CdAD
71-ia €—

-3
n

95d0 V110D

Xuny ‘xs ulusaley-
47 ‘NJO 2xuny 50 ——— uIuR}ey-g |

TINVY 1LSOS Mad %

|0ZS0}D

|0ZS031D

19} slig|n||aoeIIXa

INY/££14dD 131 sUg|n||deiIxd

9
1INM

14



DOI:10.14753/SE.2018.2136

1.6.3. Az LRP5 gén szerepe a csontanyagcserében

Az LRP5 gén a 11-es kromoszéma hosszU karjan, a 11g13.4 pozicioban helyezkedik el.
A gén kozelitéleg 137 kilobazis hosszu, €s 23 exont tartalmaz. Az altala kodolt fehérje
egy membranreceptor. Ennek a receptornak kulcsszerepe van a kanonikus WNT utvonal
aktivalodasaban.

A csontanyagcserében valo szerepére egy ritka genetikai megbetegedés, az osteoporosis-
pseudoglioma szindroma vilagitott rd. Ez a betegség egy alacsony csontdenzitassal,
valamint kompresszios torésekkel, és vaksaggal jaré allapot. Ezidaig az LRP5 génen
kivul nem hoztak dsszefuiggésbe méas géneket a betegséggel. A szindroma kialakulasahoz
az LRP5-6t érintd biallélikus funkciovesztd mutacid sziikséges. A betegség hatterében
allo mutaciot heterozigotaként hordozd egyének esetében is megfigyelhetd csokkent
csonttémeg, valamint azt is leirtak, hogy a gén gyakori polimorfizmusai is 6sszefliggésbe
hozhatdk egészséges egyenek denzitas értékeivel, igy osteoporosisra vald hajlammal is.
Bizonyos vizsgélatok kapcsolatot véltek felfedezni a polimorfizmusok és a csipdtdji

torések kozott, de az ezzel kapcsolatos eredmények mind a mai napig ellentmondasosak.

Azt azonban elmondhatjuk, hogy szdamos GWAS (Genome Wide Association Study)
vizsgalatnak sikertlt kimutatnia 6sszefliggést az LRP5 gén polimorfizmusai €s a vizsgalt
egyének csonttdmege kozétt. Fontos kihangsulyozni, hogy a GWAS vizsgalatok altal
kimutatott dsszefliggéseket nem lehet definitivnek tekinteni, amig egy fliggetlen vizsgalat

azokat meg nem erdsiti.

1.6.4. GPR177 és csontanyagcsere

A GPR177 (G Protein-Coupled Receptor) gén az 1-es kromoszéman talalhato, 135
kilobazis nagysagu, 18 exonos gen. Az altala kodolt fehérje a G-protein kapcsolt
membranreceptorok csaladjaba tartozik. Az, hogy receptor funkciot is bet6lt-e, még
tovabbi vizsgalatok targya. A szerkezeti vizsgalatok ellentmondanak abban, hogy 4, 7

vagy 8 transzmembran hurokkal rendelkezik-e.
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Szerepe a szintetizalt WNT fehérjék exkrécidja a Golgi-késziilékbol az extracellularis
térbe. Szerepét a csontanyagcserében tobb vizsgélat is feltételezi: a GPR177
funkcidvesztése a tengelyiranyu fejlédés zavarat okozza. A megfigyelt elvaltozasok a
Wnt3 fehérje hianyahoz hasonléak. Heterozigota GPR177 knock-out (KO) egerekben
sulyos csontrendszeri defektusok figyelhetok meg, a total KO egerek in utero elhalnak.
Feldusulasat a Wnt fehérjét expresszald sejtekben figyelték meg, az ellene termelt
antitestekkel kimutathato, hogy mely szévetek termelnek Wnt fehérjéket. Atirodasat a p-

katenin serkenti, igy egyfajta pozitiv feedback mechanizmus figyelheté meg.

Ezek az eredmények mind arra utalnak, hogy a gén nagyon fontos szerepet jatszik a WNT
utvonal miikodésében. Legiijabb GWAS vizsgalatok feltételezik szerepét az emberi

csonttdmeg kialakulasaban is.

1.6.5. SP7 —egy WNT regulal6 transzkripcios faktor?

Az SP7 vagy masik nevén osterix fehérje egy cink-ujjas doménnel rendelkez6
transzkripcids faktor, melynek legfontosabb tulajdonsaga, hogy a mezodermalis sejteket
a porc sejtvonal helyett a csont sejtvonal iranyaba differencialja. SP7 knock-out egerek

¢ép porcokkal rendelkeznek, am teljesen hidnyzik beldliik a csont.

Az SP7 a HIF-1a-val (Hypoxia inducible factor 1a) egyittesen képes gatolni a WNT
fehérjék expressziojat, ezen kivil serkenti a DKK-1 expressziot is, mely szintén a WNT
utvonal ellen hat. Osteoporoticus személyek keringd mesenchymalis 0Ossejtjeiben
csokkent SP7 expresszié mutathato ki egészséges egyénekhez viszonyitva. A Sister Study
soran kimutattak, hogy az SP7 gén polimorfizmusai 6sszefliggést mutatnak afro-amerikai

ndk csonttomegével.

1.7. D-vitamin és carcinogenezis

A D-vitamin daganatellenes szerepét szamos vizsgalatban sikerdlt bizonyitani. A vitamin
szintje forditott aranyossagban all szamos daganattipus el6fordulasi gyakorisagaval. A
daganatos megbetegedések szama az egyenlit6t6l a sarkkorok felé ndvekszik, tehat a
napfényes 6rak csokkenésével emelkedik. Ez a megfigyelés is mutatja, hogy valamilyen

Osszefligges van a fény expozicié és a daganatok kozott, ezt pedig a D-vitamin medilja.
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1.7.1. A D-vitamin és tumorgenezis biokémiaja

A szervezet D-vitamin statuszdnak meghatarozdsara a 25-hidroxi D3 szint mérését
hasznaljuk. Ezt 32 ng/ml alatt tartjuk szuboptimalisnak, ami a tumor progndzisa
szempontjabol nem megfeleld. Vashi és munkatarsai egy retrospektiv tanulmanyban
kimutattak, hogy az altaluk vizsgalt 2198 beteg atlagos 25-(OH)-Ds szintje 25,1 ng/ml
volt, ami alatta van az optimalis szintnek. Késobbi vizsgalataik soran megprobaltak a D-
vitamin szintet emelni oralis D-vitamin potlassal. A legjobb valaszt prosztata- és tiidérak
esetén érték el, a betegek 70, illetve 69,2 szazaléka reagalt oralis D-vitamin kezelésre,
mig colorectalis és pancreas carcinoma esetén érték el a legrosszabb eredményt (46,7
szazalék mindkét esetben).(25)

De milyen mechanizmus figyelhet6 meg a tumorok részérél? A D-vitamin altalanos
antiproliferativ hatdsaban részt vevo mechanizmusokat korabban attekintettiik. Az egyes
tumor tipusok azonban kiilonbozé specialis folyamatokat inditanak el, amelyek a
betegség progndzisara jo, vagy rossz hatassal is lehetnek.

Prosztatarakos betegekben megfigyelhet6 a DBP (D-vitamin kot6 fehérje) fehérje
antiproliferativ hatdsa. Ez a fehérje a D-vitamin szallitdsat végzi a vérben. Szelektiv
deglikozilaciojaval egy DBP-maf (DBP-macrophag aktival6 faktor) fehérje keletkezik.
Ennek a fehérjének szamos antiproliferativ hatasa van. Egyrészt serkenti a tumor sejtek
antigén expressziojat, ezzel gatolja a metasztazis képzodeést, és eldsegiti a tumoros klonok
elpusztitasat. Leirtak a fehérje osztodas gatld hatasat, valamint az uPAR (urokinaz tipusu
plazminogén aktivator receptor) termelés gatlasat, ami megszinteti a tumoros
sejtmasszéban az angiogenezist, aminek hatasara megall a tumor névekedeése is.(26)

A prosztatarak a jo prognozist daganatok kozé tartozik. Kezelése soran az androgének
megvonasara torekszink. A rdkos sejtek ezek utan inszenzibilissé valnak az
androgénekre, ami egy nehezen kezelhetd, mai tudasunkkal nem befolyasolhato andorgén
fliggetlen prosztata carcinoma (AIPC) kialakulasat vonja maga utan. Jelenleg arra
torekszik az orvostudomany, hogy az AIPC kialakulasat késleltesse, mivel az hamarosan
metasztazisokhoz, majd halalhoz vezet.(27)

A prosztata rak kialakulasaban fontos szerepet jatszik a gyulladas. Gyulladasos
folyamatok vezetnek a prosztata proliferativ gyulladdsos atrofiajahoz. Ezt kovetden a

benignus és a malignus szovetek jegyeit is magéan viseld, prosztata intraepithelidlis
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neoplazias (PIN) szigetek alakulnak Kki. Ezekben a szigetekben emelkedett COX-2
aktivités, és gyulladasos jelek mutathatok ki.(28)

A prosztata rak eseten kialakuld tumor ellenes hatas kialakulasaban fontos szerepet
jatszik a D-vitamin. Antimitotikus-proapoptotikus szerepe mellett jotékony hatasa van a
gyulladdsos folyamatokra is. A prosztata sejtjeiben a D-vitamin a kovetkezo
antiinflammatorikus hatésokkal rendelkezik: csokkenti a COX-2 szintjét, ezéltal a
keletkez0  prosztaglandinokat, emeli ~a  prosztaglandin  inaktivalé  15-
hidroxiprosztaglandin dehidrogenaz szintjét (15-PGDH), valamint csokkenti a
prosztaglandin receptorok szintjét is. Osszességében a tumoros teriileteken kialakuld
mikrokdrnyezetben a prosztaglandinok aktiv metabolitjai, és az &ltaluk medialt
proinflammatorikus citokinek szama csokken.(27) Ezek az antiinflammatorikus hatasok
a vastagbélrak esetén is kimutathatok. A 15-PGDH-t tartalmazo6 vektorral transzfektalt
egerekben a tumorok novekedési uteme csokken, a tumor formacio gatlas alé keril.(29)
Prosztatarakban szintén kimutattak az NFxB (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
Prosztata tumoros esetekben a D-vitaminnal egyidejiileg adott NSAID kezelés javitja a
prognozist. Metasztazisokban a COX-2 gatlas gatolja a ndvekedést. Ez alatdmasztja azt a
feltételezést, hogy a D-vitamin gyulladascsokkenté hatasa mellet lassitja a sejtosztodast
igy hozzajarul a tumor ellenes effektusok kialakulasahoz.(30)

A D-vitamin altal szintén serkentett mitogén aktivalt protein kinaz foszfataz 5 (MPKD5)
szintén csokkenti az inflammatorikus citokinek szintjét. (31)

Ezeken a hatdsokon kiviil megfigyelhetd ebben az esetben is a p21/27 expressziod
fokozodasa, ami p53 dependensen gatolja a Go-G1 atmenetet.(32, 33)

A D-vitamin az angiogenezist is gatolja prosztata rakos esetekben. Hypoxia hatasara a
hypoxia indukalta faktor-1 (HIF-1) emeli a vaszkularis endothelialis ndvekedési faktor
(VEGF) szintjét, ami endothel toborzéashoz, és angiogenezishez vezet. A D-vitamin ezt a
mechanizmust két ponton is gatolja. Egyreszt csbkkenti a VEGF szintjét, valamint in vitro
vizsgalatokban teljesen, in vivo vizsgalatok alapjan részlegesen meggatolja az endothel
csO kialakitasat, és a tumor vérellatast.(34, 35)

Szintén csokken a matrix-metalloproteinaz 9 (MMP-9), valamint emelkedik a szdveti
metallopeptidaz inhibitor-1 (TIMP-1) szintje D-vitamin hatasra, ami az attétképzés, és az

invazivitas csokkenését vonja maga utan.(36)
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Az emldrak Eurdpéaban a ndk rakos haldlozési okai kdzott vezetd szerepet tolt be. 2008-
ban az Eurdpai Unidban 332800 haléleset hatterében mutathaté ki emlé carcinoma,
amivel a vastagbélrakot megel6zve els6 helyen végzett.(37)

Osztrogén receptor pozitiv emldrakos esetekben (ER+) sincs ez masképp. Az ER+
emldrakok az Osszes emlérak 70 %-at teszik ki. Az egyre szélesedd terapias spektrum
ellenére az emldrak incidencidja novekvoben van. Ennek a tendencianak a megforditasara
jelenthet megoldast olyan kemopreventiv agensek és étrendi kiegészitok bevezetése,
amely az emlérak megel6zését elésegiti.(38)

Kimutathatd, hogy azokon a terileteken, ahol a napsutotte 6rdk szdma magasabb, az
emlorak incidenciaja alacsonyabb. Ezen felil kimutattak azt is, hogy a kering6 25-OH D-
vitamin szintje a mellrék incidenciajaval forditott aranyossagot mutat.(39)

Mellrék esetén is kimutathatok azok a mechanizmusok, amelyeket prosztata, illetve
vastagbél carcinoma esetén kimutattak, mint a sejtciklus szabalyozésa, adheziv fenotipus
kialakitasa, az antiinflammatorikus hatasok.

Ami Ujdonsag mellrakos esetekben az el6z6khez képest, az a D-vitamin regulalo szerepe
az Osztrogén szintéziseben. A D-vitamin a sejt génexpresszidjanak befolyasolasaval
csokkenti az emldrakos sejtek, valamint az Oket koriilvevd zsirszovet Osztrogén
szintézisét, az emld szoveteinek aromatdz aktivitdsat, valamint az 0sztrogén receptor o
(ERa) expresszidjét.

Az aromataz enzim (CYP19A1) a CYP450 szupercsalad tagja. Az enzim legnagyobb
mennyiségben az ovariumban expresszalodik, itt késziil a szervezet szdmara a keringd
Osztrogén tulnyom¢ tdbbsége. Ezen fellil még néhany szovettipus képes az enzim
indukcidjara, tobbek kozott az emld is. Posztmenopauzas allapotban, amikor az ovarium
Osztrogén szintézise lecsokken, az emld szovete az ER+ emldérdk szamara
kulcsfontossagu Osztrogén szintézisének legfobb helyszine, igy posztmenopauzaban az
ER+ emlérak legfobb ndvekedési szignalja itt kertil szintézisre. A D-vitamin a genomban
elhelyezkedd VDRE-hez kotddve képes elnyomni az aromatdz szintézisét. Ezt a hatést
mind az ER+, mind az ER- emlérakos esetekben kimutattak.(40)

Amennyiben a D-vitamin kezelést szelektiv aromataz inhibitorral egészitjik ki, a tumor
novekedése jocskan lelassul a csak aromatéz inhibitorral végzett kezeléshez képest. Ez

arra utal, hogy a D-vitamin az Ugynevezett szelektiv aromataz modulatorok (SAM)
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csalddjdba tartozik. Ezek a vegyiletek szovet specifikusan képesek maodositani az
aromatdz aktivitast, szignifikansan csokkentve azt az emldrakos sejtekben, illetve az ket
koriilvevo zsirszovetben. Ezzel a tulajdonsagukkal nagy mozgasteret engednek a mellrak
kezeléseben, hiszen nem gatoljak az aromataz aktivitast a szervezetnek azon helyein, ahol
ez a hatas nem kivanatos (pl. csontszdvet).(41)

Tovabbi fontos tulajdonsdga a vitaminnak az ERa expresszidjanak csokkentése. Ez a
mechanizmus a transzkripci6 direkt gatlasan alapszik. igy az 6sztrogén szinte dsszes, a
tumor szempontjabol kedvez6 hatasat csokkenteni tudja. Abban az esetben, ha a D-
vitamin kezelést ERa antagonistakkal folytatjuk, a hatas sokszorozodik. (42, 43)

Ezen ismeretek tiikrében elmondhatjuk, hogy a D-vitamin potens inhibitora a prosztata,
illetve eml6 carcinoma novekedésének. Hatasait mind a tumor ndvekedésén, vérellatasan,

migracios készségén, valamint a gyulladasos faktorok befolyasolasa révén éri el.

1.7.2. D-vitamin és vastagbélrak (CRC)

A CRC kialakulasaban és prognézisaban tébb biokémiai folyamat vesz részt: ezek kozil
a legfontosabbnak a SNAIL transzkripcios faktor, az E-kadherin transzkripcio, a VDR
transzkripcio, valamint a D-vitamin szintézisben szereplé enzimek transzkripcios

modosulasai tinnek.

SNAIL és CRC

A SNAIL fehérje egy Zn-ujjas doménnel rendelkezé transzkripcios faktor, ami
fiziologiasan a veldcso sejtjeinek duclécbe vandorlasat segiti eld. A fehérje aktivalodasa
tumoros sejtekben az adherens forma elvesztését, a sejtek migracios aktivitasat, valamint
csokkenti a VDR expressziot, valamint direkt csokkenti a citoszolban a VDR mRNS
féléletidejét. Allatkisérletekben kimutattak, hogy amennyiben egereket emelkedett
SNAIL transzkripcios aktivitasu SW480-AD (CRC eredetii sejtvonal) sejttenyészetbdl
eléallitott  sejtekkel transzfektaljuk, azok nem reagalnak seocalcitol (nem
hypercalcaemizald D-vitamin analdg) terapiara, ellentétben a bazalis SNAIL aktivitasu
SW480-AD sejtekkel transzfektalt egerekkel. Mindezek mellett a SNAIL/VDR arany
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kritikus az E-kadherin atiras aktivitdsa szempontjabol. Minél inkabb a SNAIL iranydba
tolddik el az arany, annal alacsonyabb az E-kadherin expresszid. Ebbdl kovetkezik, hogy
a magasabb SNAIL aktivitasi vastagbélrakban szenved6 betegek kevésbé, vagy

egyaltalan nem reagalnak D-vitamin terapiara.(44, 45)

E-kadherin és CRC

AZ E-kadherin az epithelialis sejt-sejt kozotti adheziv kapcsolatok kialakitasaért felelds.
Amennyiben szintje lecsokken, a sejtek fibroblastoid morfologiat vesznek fel, invaziv és
migracios tulajdonsagaik keriilnek el6térbe, ami rossz klinikai prognoézist jelent. Az E-
kadherint a genomban a CDH1 gén kddolja. A szint csokkenésében szerepet jatszhat a

heterozigotasag elvesztése (Loss Of Heterozigosity, LOH), a CDH1 gén promoter

=77

crer

hogy ugyanezeért a régidért kompeticio all fenn a SNAIL és a ZEB1/2 homolog Zn-ujjas
fehérjék kozott. Kulon-kilon mind a SNAIL, mind a ZEB1/2 csokkenti az E-kadherin
atirast, azonban a két fehérje egyidejii jelenléte esetén a SNAIL sejten beliili szintjének
emelkedése sem okoz E-kadherin hianyt. Ennek hétterében az allhat, hogy a ZEB1/2
SNAIL és egyéb kofaktorok jelenlétében elvesziti a deregulacios aktivitasat, és
kompetitiven gatolja a SNAIL aktivitasat.(46) Mint kordbban lathattuk, a VDR ezzel
szemben emeli az E-kadherin atirast. Tovabbi megfigyelés, hogy ha a D-vitamin szint
magasabb tartomanyban helyezkedik el, akkor Ca?" szubsztiticioval megelézheté az
adenoma kiujulasa. Ez alapjan elmondhatd, hogy a ZEB1/2-VDR-SNAIL arany
meghatarozza az E-kadherin expresszios karakterisztikajat, ezzel a tumor migracios
kézségét, és invazivitdsat. Ez a D-vitamin terdpia szempontjabdl bizonyos péciens

szelekciora ad lehetéséget. (45, 46)

Wnt-$-katenin Gtvonal és CRC

A Wnt-B-katenin Utvonal az E-kadherin Gtvonal antagonistaja. Ismereteink szerint ezen

utvonal aktivacioja, vagy az utvonal inhibitorainak megvaltozasa (DKK-1, SFRP, WIF)
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a CRC kialakulasanak kezdeti lépései kozé tartozik. Olyan gének tartoznak ide, mint az
APC, AXIN, CTNNBI1/pB-katenin.(47)

Normal mucosaban a B-katenin az E-kadherinhez kotve a sejtkapcsolatokban tolt be
szerepet. A P-katenin tirozin-foszforilacioja az E-kadherin- p-katenin komplex
felbomlasat vonja maga utan. A citoszolban a 3-katenin az APC-hez kotédik, ami gatolja
a fehérje sejtmagba torténd lokalizaciojat, ezzel megakadalyozva a B-katenin Utvonal
aktivalodasat. A B-katenint a citoszolban a 26S proteaszoma bontja. Amennyiben az APC
fehérje mutacioja kovetkezik be, ez a hatas elvész. A B-katenin a magba lokalizalddik,
ahol kotddve a TCF-hez a sejtosztddas serkentését idézi eld, aktivalva a ciklin D-t,
valamint a c-myc transzkripcios faktort. A VDR és a f-katenin fehérje kdlcsonhatasa
stabilizalja a [B-katenint, megakadalyozza a magi lokalizaciét, valamint a
tumorgenezisben szerepld gének transzkripcios aktivitas fokozodasat.(48)

Egerekben a 3-katenin Utvonal aktivalodasa a kovetkez6 hatasokat valtja ki:

1. Emelkedett ciklin D1 expresszid, ami a sejtosztodas fokozodasahoz vezet

2. Emelkedett Stat-3 szint, ami szintén a fokozott osztodasi készség jele. A Stat-3
képes a c-myc és a ciklin D1 serkentésére. Ez a mechanizmus valdszintileg a
tumor kialakuldsaban jatszik szerepet.

3. A vimentin-1 szintjének emelkedése, ami az epithelidlis-mesenchymalis
atalakulas jele. A mesenchymalis fenotipus a fokozott invazids és migracios

potencialt vonja maga utan, ami a metasztazis képzésben fontos faktor.

A D-vitamin és analdgjai ezen feliil csokkentik a B-katenin Gtvonal kovetkezd termékeit:
ciklin D1, c-myc illetve COX-2. Ezen felll kimutathatd, hogy a p21/27 CDK inhibitorok
szintje D-vitamin hatdsara megemelkedik, igy tovabbi tumor ellenes hatasokkal
szamolhatunk. A megnovekedett tumor méret a p21 és p27 szintjének csokkenésével jar
egyutt.(48)

D-vitamin anyagcserét meghatarozo enzimek expresszioja és CRC

Az aktiv Ds-vitamin helyi szintjét a szdveti szinten megtalalhato szintetizalé-lebontd

enzimek ardnya is meghatarozza. Igaz, hogy a D-vitamin szintézis legf6bb helyszine a
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vese, de a szervezet tdbb szOvete is képes a D-vitamin metabolizmus enzimeit helyi
szinten eléallitani.(49) Nincs ez masképp a vastagbélhdm esetén sem. A vastagbélben
kimutathatd mind a 25-hidroxivitamin D3 1-a-hidroxilaz (CYP27B1), mind az 1a,25-
dihidroxivitamin Dgz-24-hidroxilaz (CYP24Al) is. A CYP27B1 a D-vitamin szintjét
emeli, a CYP24A1 azt csokkenti, ezzel a VDR szdméara meghatarozzak a szubsztrat
kinalatot, amivel kozvetetten befolyasoljak a receptor aktivitast. A korai CRC
elvaltozasban kimutathatd a CYP27B1 szint emelkedése. Ez a tumor részérdl egy korai,
endogén antiproliferativ mechanizmusnak tekinthet6. (50) Azonban kiilénb6z6
sejtvonalakon végzett vizsgalatokat attekintve megfigyelhet6, hogy ez a hatds a
kés6bbiekben elveszik.

A CACO-2 human sejtvonal egy vastagbél eredetii, epitheloid adenocarcinoma sejtvonal.
A sejtvonalat 2 klénra oszthatjuk. Ezek egyike a CACO-2/15, mely a korai tumoros
elvaltozas jellemzdit viseli magan, a masik klon a CACO-2/AQ, amely a késdi tumorokra
jellemzé karakterrel bir. Kallay E. és munkatarsai ezt a két klont, valamint a COGA1
sejtvonalat (tulajdonsagait tekintve a késdi elvaltozasra hasonlit) vizsgalva a kovetkezd
eredményre jutott: a CACO-2/15 sejtvonalon a D-vitamin szint emelése a CYP27B1,
valamint a VDR szint emelkedését okozza. Azonban a késéi tipusa CACO-2/AQ Kklén és
COGAL1 sejtvonal a D-vitamin emelésre nem valtoztatja meg a CYP27B1 és VDR
expressziot, ezzel ellentétben emelik a CYP24AL1 szintet, ezzel eliminalva a D-vitamint
a sejtekbol.(50) Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy in vivo a CRC-s sejtek elveszitik
endogén antiproliferativ mechanizmusukat, és a CYP24A1 emelésen keresztil, mely a
VDR aktivitas csokkenését vonja maga utan, kivédik a D-vitamin antiproliferativ hatasat.
Ezzel a cyclin D felszabadul a D-vitamin altali gatlas alol, és elésegiti a tumor sejt G1-
S atmenetét.(24, 51)

1.7.3. A D-vitamin szerepe a pajzsmirigy daganatok patogenezisében

A papillaris pajzsmirigyrak a leggyakoribb pajzsmirigy daganat tipus, az 0sszes
pajzsmirigy daganat korilbelil 85%-at adja. Gyakoribb az eléfordulasa ndkben. Lassan
nové daganat, ritkdn ad tavoli attétet, azonban nem ritka a regiondlis nyirokcsomok
érintettsége. Sebeszi rezekcioval illetve jod izotop kezeléssel nagyon jo eredmények

érheték el. A D-vitamin szerepe a pajzsmirigyrak patogenezisében még nem teljesen
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tisztdzott. Sharma és mtsai. kimutattdk, hogy a magas bazélis CYP24A1 expresszio
alacsony D-vitamin stimulécioval és a ndvekedés inhibicid hianyaval jar pajzsmirigy
sejtvonalakban. A leginkdbb érzékeny sejtkultira a papillaris pajzsmirigy daganat
sejtvonal (TPC1) volt. A TPCL1 sejtvonalban a D-vitamin kezelés nagy CYP24A1 mRNS
expresszios valaszt valt ki. (52) Laney és mtsai azt talaltdk, hogy a pajzsmirigy
nodulusokkal, remisszidban 1év6 vagy aktiv pajzsmirigy daganattal rendelkezd betegek
esetében a D-vitamin szintje nem tér el Iényegesen (53), azonban az egeszséges alanyok
és a pajzsmirigy daganatokban szenvedok (papillaris, follicularis, anaplasticus) kdzott
szignifikans eltérés van a D-vitamin szintjében. (54) Ismert az is, hogy a differencialt
pajzsmirigy rakokban a D-vitamin metabolizmus Kkulcsszerepléi magasabb szinten

expresszalddnak. (55)

A papillaris daganatok gyakran hordoznak szomatikus BRAF vagy RAS mutécidkat és
RET atrendezédéseket. (56-58) A BRAF gén genetikai valtozésai a leggyakoribb
eltérések a PTC-kben, és ezek a daganatok agresszivabb viselkedést is mutatnak, tébbek
kdzott pajzsmirigyen Kivili szovetinvaziot, nyirokcsomo attéteket, valamint rezisztenciat
a radioaktiv joédkezelésre, és gyakoribb relapszust. (59-61) Korabban kimutattak, hogy a
CYP24A1 mRNS jelentésen emelkedett papillaris pajzsmirigy daganatokban a normal

pajzsmirigy szdvethez képest.
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2. Célkituzések

Jelen dolgozat elkészitésekor elsédleges célunk a D-vitamin medidlt szoveti
mechanizmusok mélyebb megismerése volt. Vizsgalataink soran elsésorban a daganatos
megbetegedésekre — tekintettel azok emelkedé incidencidjara és magas halalozasara -
valamint a csontanyagcsere betegségekre — hisz a posztmenopauzas nék donté tobbségét

érintik - koncentraltunk.
A kovetkez6 kérdésekre kerestiink valaszt:

e Val6ban képes-e a D-vitamin tumor sejtek ndvekedésének gatlasara?

o Képesek-e a tumoros sejtek kivedeni a D-vitamin altal kozvetitett antiproliferacios
hatést?

e Tudjuk-e a daganatos sejtek védekezését szelektiven gatolni gy, hogy az ép
szovetek ne szenvedjenek kart?

e Megfigyelhetok-e a fenti mechanizmusok in vivo korilmények kozott, human
eredetli szovettani mintakban?

e Milyena CYP24Al enzimill. a CYP27B1 enzim expresszioja papillaris pajzsmirigy
tumor sz@vetben?

e Osszefiigg-e a CYP24Al expresszio demografiai, hisztologiai és klinikai
paraméterekkel?

e Milyen a magas CYP24A1 expressziot mutatd daganatok eloszlasa a PTC mintak
funkcionalis alcsoportjai kozott?

o Megfigyelhet6-e 0sszefiggés a D-vitamin és a WNT utvonal kozott a
csontanyagcserében?

e A csontanyagcserében mar leirt WNT utvonalakat érinté polimorfizmusok és a

keringd D-vitamin szint kozott talalunk-e dsszefliggést?
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3. Anyagok és modszerek

3.1 A 24-hidroxilaz (CYP24A1) és 1-alfa hidroxilaz (CYP27B1) gén, valamit
fehérje szintii expresszios vizsgélata differencialt pajzsmirigy tumorokban

3.1.2. Vizsgélt populécio

A génexpresszios vizsgalatokat 100 magyar, kaukazusi, nem rokon betegen végeztik.
Minden betegtdl gyijtottiink papillaris tumor mintat, valamint szovetmintat az ép
pajzsmirigy teriiletr6l a SE I. sz. Sebészeti Klinikajaval és az Orszagos Onkologiai
Intézettel egylittmiikodve. A betegektdl részletes anamnézist vettiink fel, melyben kiilon
Kitértink a pajzsmirigy funkciokra, egyéb pajzsmirigy betegség el6fordulasara,
pajzsmirigy hormon szintekre és a hormonpotlasra. Minden esetben a sebészileg
eltavolitott mintat részletes szdvettani vizsgalatnak vetettilk ala a SE. Il. sz. Patoldgiai
Intézetének segitségével. Csak azokat a mintakat vizsgaltuk, amelyek esetén papillaris
carcinomat allapitottak meg. Az atlagos tumoratméré 17,25 mm volt. A mintadkban
meghataroztuk a szomatikus mutacio statuszt, vizsgaltuk a BRAF 600-as kodont, a HRAS
61-es kodont, a KRAS 12, 13-as kodont, az NRAS 61-es kodont, az ELE1/RET, a
CCDCG6/RET atrendezédéseket. A vizsgalatot a Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsaga
elfogadta (SOTE-TUKEB 1160-0/2010-1018EKU), minden beteg irasos beleegyezést
adott.

3.1.3. RNS izolalas és kvantitativ valos ideji PCR

A vizsgalatokat 31 friss muitéti és 69 formalin fixalt, paraffinba &gyazott (FFPE) mintabol
végeztik el. Az intraoperativ pajzsmirigy mintakat (kb. 250 mg) a feldolgozésig -72 °C-
on taroltuk. A fagyasztott szovetmintakat Fisher Scientific PowerGen 125
szovethomogenizatorral homogenizaltuk. Minden mintaparbol teljes RNS-t izolaltunk (a
tumorszovetbdl és a kornyezo ép szovetbdl is) Roche High Pure Total RNS izolalo kittel
(Roche, Indianapolis, IN, USA) a gyarto protokollja szerint. Az FFPE mintakbol a Roche
High Pure RNA Paraffin kittel (Roche, Indianapolis, IN, USA) vontuk ki az RNS-t. Az

izolalt RNS mindségét és mennyiségét NanoDrop spektrofotométerrel ellendriztiik
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(Nanodrop Technologies, Montchanin, DE, USA) 260/280 nm-en. 200U SuperScriptll|
RNé&z H-Reverse Transcriptase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
segitségével 500 ng RNS-t forditottunk cDNS-sé, primerként 125 ng random hexamer
primert (Promega, Madison, WI, USA) hasznaltunk 40 U RNaseOUT Ribonuclease
Inhibitor jelenlétében 30 ul térfogatban.

A Kkivalasztott gének expresszios kulonbségét validalt, gyari Tagman proba alapu
kvantitativ valos idejii RT-PCR segitségével hataroztuk meg (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Minden szett tartalmaz egy forward, valamint egy reverz primert és egy
fluoreszcens prébat (ID CYP24A1: Hs00167999 m1, ID CYP27B1: Hs00168017_m1).
A probak exonok talalkozasat fedik le, igy nem detektaljak az esetleges genomi DNS
szennyez6dést. A PCR reakcio térfogata 20 ul volt, amelybe 2 ul cDNS-t, 10 ul Tagman
2x Universal PCR No AmpErase UNG MasterMix-et (Applied Biosystems), 1 ul 20x
Tagman Gene Expression Assay-t (Applied Biosystems) és 7 ul ultrapurified MilliQ vizet
mértlink. A mintak sokszorositasara és a fluoreszcencia detektalasara ABI Prism 7500
RealTime PCR rendszert hasznaltunk. Minden mintat 3 pArhuzamos méréssel hataroztunk
meg. 96-0s PCR plate-eket hasznaltunk a kdvetkezd protokollal: 10 perc denaturalas 95
°C-on, valamint 50 ciklus 15 s-0s denaturélds 95 °C-on és 1 min annelalas és amplifikalas
60 °C-on. Endogén kontrollként a GAPDH housekeeping gént vélasztottuk (ID:
Hs99999905 m1). Relativ kvantifikalasi vizsgalatunkat a 7500 System SDS szoftver 1.3-
as verzidjaval végeztik. Az mRNS-ek relativ mennyiségét az atlagolt dCt értékekbdl
szamoltuk, cut-off értékként a két nagysdgrendbeli mRNS expresszié valtozast

valasztottuk a tumoros és a sajat kontroll szovet kozott.

3.14 Genomi DNS izoldlas, szomatikus pontmuticiok és génatrendezdédések
analizise

A genomi DNS-t a Roche High Pure PCR template preparation kit segitségével izolaltuk.
Az izolalt DNS mennyiségét Qubit dsSDNA HS Assay Kit-tel mértik.

A genetikai eltérések azonositdsdhoz a Nikiforov és mtsai altal leirt protokoll egy
modositott verziojat hasznaltuk. A genomi DNS-ben BRAF (rs113488022), NRAS
(rs79057879), HRAS (rs28933406), KRAS (rs121913535) pontmutaciokat

azonositottunk valos idejii PCR segitségével (Roche LightCycler 2.0 Instrument, Roche
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Instrument Center AG, Rotkreuz, Svajc). Az amplifikalast 20-50 ng genomi DNS-bél
végeztiuk. Ehhez 40-40 pmol primert (TIB MOLBIOL, Berlin, Germany), 2-2 pmol
hibridizacios probat (TIB MOLBIOL), 1,5 ul ultratisztitott vizet, 0,5 ul marha szérum
albumint (BSA) és 5 ul JumpStartTaq ReadyMix PCR polimerazt adtunk. A reakcios
elegyet 60 ciklus alatt amplifikaltuk, minden ciklus 5 s denaturélas 95 °C-on, annelalas
54 °C-on 20 s-ig, es lanchosszabbitds 72 °C-on 12 s-ig. Az amplifikalas utani
fluoreszcencia olvadasi gorbét a hémérséklet 0,1 °C/s-0s emelésével vettik fel, a
homérséklet tartomany 45 és 95 °C kozott volt. Az olvadasi gorbéket a fluoreszcens jel
derivaltjaként 4&brazoltuk a homérséklet fliggvényében (-dF/dT). A mutaciok
detektaldsahoz a mintakban el kellett érni, hogy a sejtek min. 10%-a hordozz a vizsgalt

genetikai eltérést.

Az ELE1/RET ¢és a CDC6/RET génatrendezddéseket valos idejii RT-PCR technikaval
azonositottuk. A szlikséges prébakat ugy terveztik, hogy az mRNS-ek fuzids pontjait
ismerjék fel. A PCR reakcio térfogata 20 ul volt, amelyben 2 ul cDNS, 10 ul Tagman 2x
Universal PCR MasterMix No AmpErase UNG (Applied Biosystems), 40 pmol primer
probdk (Applied Biosystems) és 7,5 ul ultra-purified MilliQ viz volt. A mintak
sokszorositasara és a fluoreszcencia detektaldsara ABI Prism 7500 RealTime PCR
rendszert hasznaltunk. Minden mintat 2 paralell méréssel hataroztunk meg 96 lyuki PCR
plate-eken. A PCR protokoll a kovetkez6 volt: 2 perc 50 °C-os inkubdlas, 10 perc
denaturalas 95 °C-on, valamint 60 ciklus 15 s-os denaturalds 95 °C-on és 1 min annelalés

és amplifikalas 60 °C-on.

3.1.5. ACYP24A1 fehérje immunhisztokémiai detektalasa

A fehérje immunhisztokémiai azonositasa formalin fixalt, paraffinba agyazott
metszeteken tortént, nytl eredetd, tisztitott, antihuman CYP24ALl ellenes antitestekkel
(Prestige Antibodies, Sigma-Aldrich). A 2 um vastagsagu paraffin metszeteket
deparaffinaltuk, az endogén peroxidaz aktivitast 1,5%-o0s, alkoholos H202 oldattal
inaktivaltuk. A mintakat hékezeltik 10 mmol/L-es TRIS pufferben az antigén
visszanyerhetdség novelése érdekében. A hokezeléshez egy zart haztartasi f6z6automatat
hasznaltunk (Avair IDA). Miutan a metszeteket protein blokkoltuk TRIS pufferolt

sooldatban 5%-o0s alacsony zsirtartalmi tejpor jelenlétében, inkubaltuk Oket
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szobahdmérsékleten az elsddleges antitesttel 70 percig. A detektalast Novolink polimer
kittel hajtottuk végre, a magfestéshez Mayer-féle hematoxilint hasznaltunk. Az
immunhisztokémiai festést egy 4 csatornas Freedom Evo automata pipetta rendszerrel
veégeztik. (TECAN, Mannerdorf, Svajc)

3.1.6. Statisztikai analizis

A CYP24A1 és a CYP27B1 expressziot 100 human papillaris pajzsmirigy carcinomaban
(PTC) hasonlitottuk 0ssze a betegekbdl szarmazoé sajat kontroll szovettel. Az expresszios
értékek nem kovették a normal eloszlast, igy a nem paraméteres Mann-Whitney U tesztet
hasznaltuk. Azokat az eredmeényeket tekintettiik szignifikansnak, ahol a p-érték kevesebb
volt, mint 0,05.

Azokban az esetekben, ahol folyamatos valtozokat hasonlitottunk 6ssze, a Pearson-
korrelacié szamitast valasztottuk. Esetlinkben ez a CYP24A1 expresszid és a betegek

életkora volt.

A PTC mintakat 4 kiilonb6z6 csoportba soroltuk a tovabbi analizisekhez. A besorolast a

kovetkezo kritériumok szerint végeztiik:

1. Szomatikus onkogén mutaciok (NRAS, KRAS, HRAS, BRAF) és/vagy
génatrendezédések (ELE1/RET, CCDC6/RET) jelenléte, illetve hianya.

2. Konvencionalis PTC vagy mas hisztologiai tipust PTC (follikularis, Hurthle-
sejtes, magas sejtes, enkapszulalt varians és mikrocarcindmak).

3. A tumor mellett egyéb pajzsmirigy betegség jelenléte (Hashimoto-thyreoiditis,
hypothyreosis, hyperthyreosis), illetve hianya.

4. Nyirokcsomé metasztazis és/vagy vaszkularis invazio jelenléte, illetve hianya.

A tumorok CYP24A1 expressziojat a kiilonbozé csoportokban Khi-négyzet teszttel

hasonlitottuk 0ssze.

Az egyvaltozés Mann-Whitney U teszt nem képes az adatokban megblvé minden
informécid kinyerésére, igy tobbvaltozds adatelemzési mddszereket hivtunk segitségul.
Fékomponens analizist hasznaltunk arra, hogy ezeket az informacidkat is elemezni
tudjuk. Minden komponenst Ggy hataroztuk meg, hogy a varianciaja a teljes varianciabol

a lehet6 legnagyobb legyen. Az egyes vektorokbol megfigyelési koordinatakat
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szamoltuk, hogy megjelenithetéek legyenek a komponens térben. Grafikus
megjelenitéskor a valtozokat az irdnyukba mutat6 vonalak teszik hangsulyossa. A nyilak
hossza és iranya informativ a valtozok korrelacioival és relativ fontossagaval
kapcsolatban. A grafikus megjelenités abban is segitséginkre van, hogy kivalasszuk
azokat a valtozdokat, amelyek a legnagyobb dsszefiiggéseket mutatjdk az adatokban
megbivo trendekkel és kilonbségekkel. Az adatok elemzéséhez a SYNTAX 2000

program csomagot hasznaltuk.

3.2. D-vitamin kezelés és a 24-hidroxilaz (CYP24A1) gatlasanak vizsgalata in
vitro human colon tumor sejtvonalon

3.2.1. Hasznalt vegyuletek

A CYP24 enzim a CYP450 szupercsalad tagja. Ezen enzimek kozds tulajdonsaga az aktiv
helyen talalhaté hem domén, melynek Kkatalitikus funkcidja szempontjabdl fontos a
porfirin vazban elhelyezked6 Fe atom.(62)

Az enzim blokkoloknak ket tipusat kilonboztethetjuk meg. Az egyik csoport az
ugynevezett azol tipust inhibitor csaldd. Ezek a vegylletek a CYP450 enzimek hem
vasahoz kotddnek heterociklusos nitrogéntartalmt gytirlijiik segitségével. Ez egy igen
potens inhibitor hatast eredményez, de nem ad lehetdséget jelentds szelektivitasra. Mivel
a D-vitamin szintézis két masik kulcsenzime, a CYP27A1, illetve a CYP27B1 is a
CYP450 szupercsaldd tagja, ezért a D-vitamin sejtosztodast potencirozd hatasanak
felerésitésére ez a vegyliletcsoport nem a legjobb valasztas.(62)

Az ugynevezett nem azol tipusd inhibitorok hatasukat az enzim aktiv helyén H-kdtések
és hidroféb kolcsonhatasok kialakitasaval érik el. Mivel ez egy képlékenyebb
mechanizmus, ezért ezekkel a vegyiiletekkel jelentds szelektivitast érhetiink el, azonban
a gatlo hatas kisebb, mint az azol tipusu inhibitoroknal.(62)

Az altalunk vizsgalt vegyuletek a nem azol tipust inhibitorok kdzé tartoznak, mivel a
szelektivitas kulcskérdése a sikerességnek. A vegylletek nagyobb része tetralonvazas

szerkezettel bir, mig kisebb részik a szteranvazas vegytletek kozé tartozik.

A tetralon vegyiiletek elballitisa soran hasznalt metodika a 6-metoxi-1-tetralon

crer
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65) A kereskedelmi forgalomban kaphaté 6-metoxi-1-tetralont a 4%-0s etanolos KOH
oldatban oldott benzaldehidekhez adtuk. A reakcios elegyet szobahOmérsékleten
kevertiik 1-8 oran keresztil. A kiindulasi anyagok elfogyasa utan az oldatot egy éjszakan
at inkubaltuk szobahomeérsékleten. A képz6dé csapadékot vizzel tobbszor atmostuk. A
képz6dott reziduumot kromatografids eljarassal tisztitottuk, majd etanolban ujra
kristalyositottuk. A hidroxil-tetralon szarmazék szintéziséhez a 4-hydroxylbenzaldehid
védelmére volt sziikség, melyet tetrahydropyranyl (THP) csoport szubsztitualasaval
értink el. THP csoport disszocialasat etil-acetat, etil-metil-keton és klorossav elegyében
torténd hevitéssel értiik el. A kovetkezd 1épésben a képz6dott 2-(szubsztrat)-benzilidén-
6-metoxitetralon (3a-m) vegyiileteket etil-acetdtban oldottuk, majd pallddium-szén
(Pd/C) katalizatorral hidrogenizaltuk szobahdmérsékleten, 1 atmoszféra nyomassal 1
oran keresztil. A palladiumot szilikongél szlir6vel tavolitottuk el, az oldészert in vacuo
vontuk Kki. Kromatografids tisztitas utan a 2-szubsztrat-benzyl-6-metoxi-1-tetralon
szarmazékot nyertik vissza. (4a-m) (Id. 3. abra).

A Kisérletek soran altalunk hasznélt vegyiletek szintézisét korabbi CYP-450 enzim
inhibitorok alapjan a Szegedi Tudomanyegyetem Szerves Vegytani Intézete végezte.
Ezek a vegyuletek szterdn-, illetve tetralonvazas vegyiiletek kiilonb6zé halogénezett
szarmazékai. A vegyilleteket 10° mol/l-es koncentracioban, dimetil-szulfoxidban
(DMSO) oldva taroltuk 4 °C-on. Kodzvetlenil a kiserletek elétt az oldatok tovabbi
higitasra keriiltek steril tapoldatban (GIBCO’S OPTI-MEM) a kisérletben megkivant
tdmeénysegre.
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3. dbra: A CYP24A1 enzim inhibicios kisérletben hasznalt vegytiletek szintézisét a fenti
abran tekinthetjuk at. A tetralon szarmazékokat a megfelelden szubsztitudlt
benzaldehidekkel reagaltattuk. A hidroxil szarmazékok szintéziséhez a 4-
hydroxybenzaldehid hidroxil csoportjanak THP védelmére volt sziikség. A THP csoport
eltavolitasat a Pd/C katalizator jelenlétében végeztiik, szobahémérsékleten, 1 atm
nyomas alatt. A kapott reakcio termékeket kromatogréfias eljarassal tisztitottuk.

3.2.2. Sejtvonal

Kisérletek soran CACO-2 human sejtvonalat hasznaltunk, mely az ATCC-t61 (American
Type Cultutre Collection, Manassas Virginia, USA) kerilt megrendelésre. Ez egy
vastagbélrak eredetii adherens, epithelialis sejtvonal. A sejtkultdrat Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (D-MEM) téptalajon tenyésztettiik, 10 %-os FCS (Fetal Calf Serum),
valamint 1 %-o0s antibiotikum-antimikotikum (penicillin, streptomycin) oldat
jelenlétében (Sigma, St. Louis, MO, USA). Az inkubatorban 37 °C-os, parasitott kdzeget
hoztunk létre, 5%-0s CO2, valamint 95%-0s O2 gazkeverék mellett. A sejteket 90 %-0s
konfluencia elérése utan passzaltuk. A sejteket 96-o0s plate-eken tenyesztettiik, 24 oraval
a kisérletek Osszeallitasa el6tt a D-MEM taptalajt GIBCO’S OPTI-MEM téptalajra

cseréltik.
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3.2.3. Sejtproliferacios esszék

A sziirovizsgalatok menete

A kezdeti kisérletek célja az volt, hogy a rendelkezésre all6 vegyuletek kozil izolaljuk
azokat, amelyek 6nmagukban nem toxikusak a CACO-2 sejtvonalra, azonban D-vitamin
jelenlétében a tumoros sejtek szamanak csokkenését okozzak. Ennek a megoldasara SRB
toxicitas mérést hasznaltunk. A hasznalt Sulforhodamine-B (SRB) a sejtekben talalhat6
fehérjékhez  kotddik. Mosast  kovetéen a  lekotdtt SRB  visszaolddséaval
optikodenzitometrias eljaras sordn mérhetd az egyes wellekben a fehérje tartalom, igy
kovetkeztethetlink arra, hogy az adott wellben mennyi életképes sejt volt. Az abran
lathatdak a plate-elrendezések. A sziirGvizsgalatok soran egy plate-n 6t kiilonb6z6
vegyliletet vizsgaltunk, melyeket harom koncentracidban és két parhuzamosban vittlink
fel etanol (kontroll, a D-vitamin oldoszere) illetve D-vitamin jelenlétében. A kovetkezo

eredményeket figyeltik meg:

1. A vegyllet mind etanol, mind D-vitamin mellett sejtszdm csokkenést okozott.
2. A vegyllet sem D-vitamin, sem etanol mellett nem okozott sejtszamcsokkenést
3. A vegyilet etanol mellett nem, D-vitamin mellett azonban okozott sejtszam

csokkenést.

Az elsd két esetben a vegyliletet kizartuk a tovabbi vizsgalatokbdl. A harmadik esetbe
tartozo vegyuleteknél harmadol6 higitasi sort vettiink fel (0-3 umol/l kozétt), és hat
parhuzamossal végeztik el az SRB toxicitas vizsgalatot D-vitamin (100 nmol/l), illetve
etanol jelenlétében. Ezen vegyilletek kdzil a leghatékonyabbat kivalasztva LDH toxicitas
tesztet, illetve 5-BrDU (5-bromo-deoxy-uracil) in korporéacids tesztet végeztink.. Célunk
a pontos hatdsmechanizmus (citotoxikus vagy antiproliferativ) tisztazasa volt. A

vizsgélatok soran haszndlt plate elrendezéseket a 4. dbra tekinti at.
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} 0 nmol/l D-vitamin

}100 nmol D vitamin

} 0 nmol/l D-vitamin } 0 nmol/l D-vitamin

}100 nmol D vitamin }100 nmol D vitamin

4. abra: A sziirévizsgadlatok soran hasznalt plate elrendezések. A pilot study sordan 3
parhuzamosban vittik fel a vegyuleteket D-vitamin jelenlétében, illetve a D-vitamin
olddszereként hasznélt etanollal. A vegyleteket 0; 0,1; 1; 10 umol/l koncentracidban
vittik fel. Azokat a vegylleteket valasztottuk ki, melyek dnmagukban nem voltak
toxikusak, D-vitamin jelenlétében azonban sejtszamcsokkenest véltottak ki. (SRB
toxicitds mérés) (bal felsé dbra)
Az igy kivalasztott vegyuleteket 0-3 umol/l kdz6tti koncentrécidban, 6 parhuzamossal
vittlik fel, D-vitamin ill. etanol jelenlétében. Ebben a vizsgalatban azt lattuk, hogy a
KD-35 jelii vegyiilet koncentracio fiiggéen csokkenti a CACO-2 sejtvonal
életképességet. (jobb felsé dbra)
A KD-35 jelii vegyiilettel citotoxicitdsi illetve antiproliferdcios esszéket végeztunk el.
Ezek elrendezése a bal alsé (LDH citotoxicitas teszt), illetve a jobb alsé (5-BrDU
antiproliferacids teszt) abran lathato.

SRB toxicitas mérés

A kezdeti vizsgalatok célja az volt, hogy a rendelkezésre allé vegyiiletek halmazabol
kivalasszuk azokat, amelyek a sejtszam csokkenését érik el D-vitamin jelenlétében, de
nem csokkentik azt D-vitamin hianyaban. Ehhez idealis eljardsnak bizonyult a
proteinfestésen alapulé Sulforhodamine- B (SRB) vizsgalat, amely egyszerre olcsé és
megbizhat6. A teszt elve az, hogy az SRB festékkel megfestjik a wellek fehérje tartalmat,
majd ezt visszaoldva optikodenzitometrids mddszerrel  szemikvantitativan
kovetkeztethetlink a wellben 1évd fehérje mennyiségre, mely ardnyos az életképes sejtek
szamaval. A megkivant inkubacios id6 letelte utan a sejttenyészté edényekrdl
eltavolitottuk a tapoldatot, majd a sejteket fixaltuk 10* mol/l-es triklorecetsav (TCA) 30
perces alkalmazasaval. A fixalas utan otszori oblités kovetkezett desztillalt vizzel, hogy
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eltavolitsuk a TCA reziduumot a plate-rél. Ezt kovet6en 30 percig inkubaltuk a sejteket
0,4%-0s SRB ecetsavas oldataval. Ezutan a felesleges festékanyagot négyszeres 1%-0s
ecetsavas mosassal tavolitottuk el. A plate-cket szobahdmérsékleten szaritottuk. A
megkdtott festékmolekulakat Trisma-Sol-ban oldottuk vissza, majd a plate-et 520 nm-es
hulldmhosszon mértik ELISA leolvasd segitségevel. (ThermoFisher Luminoskan
Ascent, Waltham, MA, USA)

lgy szemikvantitativan megallapithatd volt, hogy a hasznalt vegyiilet koncentracio

fliggben csokkenti-e a sejtszamot D-vitamin (100 nmol/l) jelenlétében.

LDH citotoxicitas teszt

A vegyiletek citotoxicitasanak mérését a sejtfeliiluszoban mérhet6 LDH (laktat-
dehidrogendz) aktivitds meghatarozasaval vittuk véghez. Az LDH egy stabil
citoplazmatikus enzim, ami gyorsan kiszabadul a sejtekbOl, amennyiben azok
megsérllnek, vagy elpusztulnak. A kisérlet alapelve a kovetkezd: A laktat-dehidrogenaz
enzim laktatot alakit at piruvatta, mikdzben egy molekula NAD*-b6l egy molekula
NADH/H* keletkezeik. A NADH/H"-n talalhaté H/H" csoportot egy katalizalé enzim
(diaphoraz) éatviszi az INT((2-[4-iodofenil]-3-[4-nitrofenil]-5-feniltetrazolium klorid)
tetrazolium sora. A reakcid soran a tetrazolium so formazéan sovéa alakul, ami az oldat
szinvaltozasaval jar egyltt, halvanysarga szine pirossd alakul. A kit hasznalati
utmutatdjaban  megadott inkubaciés id6n beliil az oldat abszorbanciajat
spektrofotométerrel meghatarozzuk, és a keletkezett formazéan sé mennyisége aranyos a
csOben talalhatd sériilt plazmamembranu, vagy elpusztult sejtekkel. A formazéan s6 500
nm-es hulldamhosszon rendelkezik elnyelési spektrummal, mig a tetrazolium so ezen a
hulldmhossz tartomanyon gyakorlatilag nem nyel el fényt. A méréshez szlkseges
anyagokat a Cytotoxicity Detection Kit™"YS (LDH) (Roche, Indianapolis, IN, USA)
tartalmazta. A gyarto eléirasa szerint, spektrofotometerrel tortént a méres. (ThermoFisher
Luminoskan Ascent, Waltham, MA, USA)

Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) BrdU inkorporacids mérés
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Annak eldontésére, hogy a sejtszamcsokkenés milyen természetli (citotoxikus vagy
citosztatikus), mértiik a sejtosztodads aktivitdsat a kezelést kovetden. Ehhez a Cell
Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) (Roche, Indianapolis, IN, USA) Kitet
hasznaltuk. A vizsgalat elve a kovetkezd: A kit hatdbanyaga az 5-brom-2-deoxyuridin (5-
Brdu). Ez a vegyulet beépiil a DNS-be, és hamis nukleotidként id6 el6tt terminalja a DNS
szintézist. A kit tartalmaz egy fixalo oldatot, ami a sejtek genomiélis DNS-ét elérhet6vé
teszi antitestek szamara, valamint egy peroxidaz-konjugalt antitestet, ami specifikus az
5-Brdu-ra. Az antitest kotédését kovetdéen a feliiliszohoz a peroxidaz szubsztratjat
hozzédadva a DNS szintézissel egyenesen aranyos szinvaltozas detektalhatd a csOben,
melyet ELISA olvasdval mérhetlink. A gyarto elbirasa szerint, spektrofotométerrel tortént
a mérés. (ThermoFisher Luminoskan Ascent, Waltham, MA, USA)

3.2.4. RNS izolalas és kvantifikalas

Az RNS izolalas elengedhetetlen elézmény a sejt expresszids mintdzatdnak
vizsgalatdhoz. Ehhez a High Pure RNA Isolation Kit-et (Roche, Indianapolis, IN, USA)
hasznaltunk. A sejtek lizalasat kovetGen a lizatumot atcentrifugaljuk egy specialis
Uvegszalas filtert tartalmazé csévon, ami megk6ti a nukleinsavakat. A megkotdtt DNS-t
DNaz enzim hasznalataval eliminaljuk. Ezt kdvetéen a kontaminans anyagok (RT-PCR
inhibitorok, sok, proteinek) eltavolitasa torténik tobbszords centrifugalassal. A
megkotott, tisztitott RNS-t végiil elucios pufferrel tavolitjuk el a filterb6l. A megtisztitott
RNS-t MMLYV reverz transzkriptaz enzim segitségével cDNS-sé alakitottuk a gyartd
instrukcidit kdvetve (Promega, Madison, WI, USA). A génexpresszids vizsgalathoz
kvantitativ valos ideji PCR modszert alkalmaztunk. 2 pl cDNS-t amplifikaltunk 1x
TagMan universal PCR mastermix (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA)
hasznalataval. Az amplifikaciohoz gén specifikus Tagman proba alapu eljarasokat
alkalmaztunk, melyhez a kovetkezé protokollt hasznaltuk: denaturécié (10 perc, 95 °C),
majd 45 ciklus: denaturacié (95 °C, 10 mp), annelalas és elongacié (1 perc, 60 °C). A
felhasznalt gén specifikus Taqman szettek azonositdi a kovetkezok voltak:
GAPDH: hs00167999 _m1, CYP24Al: hs99999905 ml. Az mRNS relativ
mennyisegének meghatarozasara a GAPDH mennyisegre normalizalt értékeket

hasznaltunk. Minden mintat duplikdtumokban vizsgaltunk ABI Prism 7500 real-time
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PCR rendszeren (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A relativ mennyiségeket
a 7500 System SDS software 1.3 (Applied Biosystems) segitségevel hataroztuk meg.

3.2.5. Statisztika

A kiilonb6z6 csoportok Osszehasonlitdsat ANOVA modszerrel végeztiik, a post hoc
tesztelés Tukey HSD teszt segitségével tortént. Az SPSS 18 for Windows szoftver

segitségével.

3.3. AWNT jelatviteli rendszer kapcsolata a D-vitamin és csontanyagcserével

3.3.1. Vizsgélt populacio

A vizsgalatba 932 nem rokoni kapcsolatban 4116, posztmenopauzas ndbeteget vontunk be.
A posztmenopauzas csoportba torténd besorolas kritériumai a kovetkezOk voltak: 40
évnél magasabb életkor, és tobb, mint egy éve elmaradt menstruacid. Mértik a betegek
magassagat, testsulyat és rogzitettilk a betegek életkorat. Teljes csip6 és lumbalis gerinc
(L2-L4) BMD értékeket mértiink Lunar Prodigy DXA scanner (GE Healthcare, Little
Chalfont, Egyesiilt Kiralysag) segitségevel, majd kiszamitottuk a betegek T-score
értékeit. A betegek 3 kiilonboz6é diagnosztikai csoportba keriiltek a T-score értékek
alapjan, ehhez a WHO ajanlasait vettik figyelembe. Azok a betegek, akiknek T-score
értéke barmely mérési ponton kevesebb volt, mint -2,5, azokat osteoporosisosnak
tekintettik. Akik -2,5 és -1,0 kozotti T-score értékkel rendelkeztek barmely mérési
ponton, az osteopenias csoportba kertltek. Akiknek minden T-score értéke magasabb
volt, mint -1,0, azok egészséges csont denzitassal rendelkeztek. 385 betegtol
rendelkeztlink részletes torési anamnézissel. Nem vertebralis osteoporoticus térésnek
azokat az alacsony traumas toréseket vettiik, amelyek a 40-ik életév utan kovetkeztek be,
és nem érintették az arcot, koponyat, kéz és labujjakat, valamint a gerincet. Ebben a
vizsgalatban a kompressziés csigolyatdréseket nem vizsgaltuk. A betegek egy
alcsoportjaban mértiik a szérum D-vitamin értékeket (146 alany). Minden betegt6l irasos
beleegyezést kaptunk.

37



DOI:10.14753/SE.2018.2136

3.3.2. Egypontos nukleotid polimorfizmus (SNP) valasztas

Nyilvanosan elérhet6 adatbazisok segitségével valasztottuk ki a vizsgalni kivant SNP-ket
(http://genome.ucsc.edu/, http://www.genome.gov/gwastudies/,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim) az LRP5, GPR177 és SP7 génekbdl.

9 SNP-t valasztottunk funkcidjuk alapjan, valamint figyelembe vettiik, hogy az adott SNP
feltlint-e mar korabban GWAS vizsgalatokban. Az els6 kritérium alapjan misszenz SNP-
ket vélasztottunk, a méasodik kritérium alapjan pedig olyan SNP-ket, melyek p-értéke
kisebb volt, mint 5x10%. (A kivalasztott SNP-ket, azok lokalizaciojat, illetve a p-

értékeket Id. az Eredmények fejezetben)

Genotipizalas

A Dbetegektol genomidlis DNS-t gyljtottiink a buccalis nyalkahartya felszinének
kaparékabdl. A DNS-t Roche HighPure PCR Template Purification kit-tel nyerttk ki. A
DNS mindségét, illetve mennyiségét NanoDrop B-100 spektrofotométerrel hataroztuk
meg. (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA Minden mintat 10 ng/ul
koncentracidra higitottunk, a genotipizalast pedig egy Sequenom MassARRAY 4-es
késziiléken végeztik el.

3.3.3. Statisztikai vizsgalat

A betegeket 3 csoportba soroltuk a genotipizalasi eredmény alapjan: homozigota
recessziv, homozigéta dominans, illetve heterozigéta csoportokba. A csoportok
normalitasat és variancia homogenitasat Shapiro-Wilk és Levene teszttel ellenériztiik. A
csoportokat ANCOVA segitségével hasonlitottuk dssze, post-hoc tesztként Bonferroni
korrekciot hasznaltunk. A BMD értékeket korra és BMI-re normalizaltuk. A teszteket
SPSS 21 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). A polimorfizmusok kapcsoltsagat Haploview
4.0 programmal vizsgaltuk. A kiilonb6z6 gének kapcsolatait az R programnyelv

SNPassoc fliggveny csomagjaval vizsgaltuk. Az alfa-érteket 0,05-nek valasztottuk.
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4. Eredmeények

4.1. A 24-hidroxilaz (CYP24A1) és 1-alfa hidroxildz (CYP27B1) gén,
valamint fehérje szintii expresszios vizsgélata differenciélt pajzsmirigy
tumorokban

4.1.1. A vizsgalt populécié és a minték leir¢ statisztikaja

A vizsgalatban 31 férfi és 69 n6 vett részt. Az atlagos életkor 49.1 év volt (13-85 év) és a
vizsgalt betegek 42%-a volt 45 évesnél fiatalabb. 56 konvenciondlis PTC és 44 PTC
szovettani varians (follikularis, Hurthle-sejtes, magas sejtes, enkapszulédlt vagy
mikrocarcinoma) volt a mintaink k6zoétt. Az AJCC/UICC 2010 kritériumrendszer szerint,
72 l-es stadiumua, 6 ll-es stadiumi és 22 Ill-as stadiumi daganatot azonositottunk.
Osszesen 52 BRAF, 2 HRAS, 1 KRAS és 4 NRAS muticiot, 1 ELE/RET és 8
CCDCO6/RET atrendezddést talaltunk. 38 mintaban nem detektaltuk a vizsgalt szomatikus
mutaciokat, 6 minta pedig ket kiilonb6z6é mutaciot is hordozott. NRAS és BRAF mutacid
egyiittesen 3 daganatban fordult el6, egy Il-es stadiumu és ket Il11-as stddiumu mintaban.
Két mintaban volt BRAF és CCDC6/RET atrendezddés, ebbdl egy I1I-as stadiumu és egy
I-es stadiumd volt, mindkét esetben regionalis nyirokcsomé metasztazisokkal. Egy
tumorban volt KRAS és BRAF mutécio, ez a tumor I-es staddiumu volt nyirokcsomo
metasztazis nélkual. A papilléaris tipust carcinoma mellett 31 mintdban volt mas
pajzsmirigybetegség is (Hashimoto, struma gobok, hyperfunkcio illetve gatloszeres
kezelés kovetkezményei).

412. A CYP24A1 és CYP27B1 gének expresszio Valtozadsa papillaris
tumorszovetben a sajat ép kontrollhoz képest

A CYP24A1 expresszio jelent6sen emelkedett 52 papillaris karcindma esetében a sajat
tumor mentes szovethez képest, ebbdl volt olyan, amelyiknél ezerszeres expresszid
novekedést mertiink. Ezekben a mintakban a CYP24A1 GAPDH-hoz viszonyitott relativ
emelkedése statisztikailag szignifikans, a p-érték 0,00001-nél kisebb volt. 24
rosszindulatt tumorban csokkent CYP24A1 expressziot tudtunk kimutatni. 13 esetben az

egészséges kontroll és a tumoros szbvet kozott nem volt statisztikailag szignifikans
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eltérés. 11 mintaparban a CYP24A1 mRNS nem volt mérhetd. 69 formalin fixalt (FFPE)
és 31 friss fagyasztott mintabdl izolaltunk RNS-t. Az mRNS expresszié mintazataban a

két mintatipus kdzo6tt nem volt statisztikailag szignifikans eltérés.

A betegek 31%-a rendelkezett valamilyen pajzsmirigyet érintd tarsbetegséggel, igy az 6
kontroll mint4juk nem tekinthet6 egészségesnek. Ennek ellenére e betegek kontroll mintai
¢s a tarsbetegséggel nem rendelkezd betegek kontroll mintadi kozott nem talaltunk
statisztikailag szignifikans kilonbséget a CYP24A1 mRNS relativ mennyiségében (dCt:
11,0 vs. 8,33, p=0,13). A CYP24A1 expresszid nem mutatott dsszefiiggést a betegek
nemével (r=0,019), illetve életkoraval (p=0,97).

A CYP27B1 expresszioja nem mutatott kiilénbséget a tumoros és a normal szovetekben.
A CYP27B1 gén kifejez6désének relativ eltérése az esetek 90%-aban nem érte el a
kliszObértéket, a kétszeres vagy azt meghaladd valtozést (A GAPDH kifejez6désre

normalizalt relativ  expressziés valtozds atlaga: 0,88+0,44). (5. 4&bra)

1000 - p= 0.57 1%107 p< 0.00001
[ |

1410° 1

1*10° 1 ‘|V

1*10* 1

100 A

GAPDH-ra normalizélt CYP27B1 expresszi6 (AU)
GAPDH-ra normalizélt CYP24A1 expresszi6 (AU)

T T
Kontroll szévet (n=52) PTC szévet (n=52) Kontroll szévet (n=52) PTC szévet (n=52)

5. abra: Az abraa CYP27B1ill. a CYP24A1 mRNS expresszidjat mutatja. Bal oldalon
lathatjuk, hogy nincs statisztikailag szignifikans kilonbség a kontroll csoport és a
tumoros csoport kozott a CYP27B1 expresszio tekintetében, mig a CYP24A1
expresszio a tumorokban szignifikans emelkedést mutat.

4.1.3. CYP24A1 fehérjeszintii expressziéja immunhisztokémiai modszerrel

Azokban a mintdkban, amelyekben CYP24A1 mRNS Kkimutathatd volt,
immunhisztokémiai festést végeztiink. A tumoros szOvetben erds festddés volt

kimutathat6 a kdrnyez6 nem tumoros szovetekhez képest, azokban a daganatokban, ahol
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a CYP24A1 mRNS szintje is emelkedett volt. A tumoros papillak diffGz, granuléris,
citoplazmatikus valamint kisfoki magi festédést mutattak, ellentétben a normalis
szovettel, amelyben nem vagy alig lathatdo CYP24A1 festodés. (6. abra) Azokban a
tumorokban, ahol nem volt mérhetd CYP24A1 emelkedés, a kontroll és a tumoros minta
nem mutatott eltérd6 CYP24A1 festddést. Az immunhisztokémia mindig azonos
eredményt adott, mint a gPCR, minden esetben emelkedett fehérje mennyiség kovette az

MRNS szint emelkedését.

6. abra: A CYP24A1 immunhisztokémiai detektilasa PTC szovetben. Az A és B jelii
felvétlen egészséges peritumoralis folliculusokat (a képek felsé része), illetve PTC
szOvetet lathatunk (a képek alsd része). Lathatd, hogy a tumoros szOvetben
kifejezettebb a CYP24A1 expresszio. A C jelii képen egészséges veseszdvet lathato,
mint pozitiv kontroll.

4.1.4. A papillaris tumormintak funkciondlis és patoldgiai alcsoportok szerinti
felosztasa és a CYP24A1 gén kifejez6dése

A kiilonbozé csoportok CYP24A1 expresszidja tendencidzus volt, de — Khi-négyzet
teszttel vizsgalva - statisztikailag nem szignifikans. Gyakrabban figyeltiink meg
CYP24A1 emelkedést azokban a mintakban, melyek szomatikus onkogén mutaciokat
hordoztak (60,7 vs. 54,5%). A konvencionalis PTC mintdk nagyobb CYP24Al
emelkedést mutatnak, mint az egyes PTC altipusok (65,3% vs. 50,0%). Azokban a
betegekben, akikben a PTC mellett nem volt jelen pajzsmirigy tarsbetegség, magasabb
CYP24A1 expressziot mertiink (59,4 vs. 56,0%). Mindemellett a CYP24A1 expresszio
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hajlamos volt nagyobb emelkedést mutatni azokban a PTC mintédkban, amelyeknél

vaszkuléris invazio és/vagy nyirokcsomo metasztazisok voltak jelen. (7.4bra)
CYP24A1 expressziod

100% A
90% -
80%

70% 4

B Csokkent
M Viltozatlan
B Emelkedett

60% -

50% o

40%

30% -~

Pajzsmirigy szévetmintak

20%

10%

0%

Nincs mutacid
Konvencionalis PTC
PTC varians
PTC + kisérébetegség
vaszkularis invazio
Alacsony malignitasu PTC

Szomatikus onkogén mutacié
Nyirokcsomé metasztézis +

Funkciondlis csoportok

7. abra: Emelkedett expresszidju, valtozatlan és alacsony expresszidju mintak aranya
a négy funkcionalis alcsoportban. A kétszeres expresszids kilénbséget hasznéltuk
cutoff értékként az emelkedett illetve csokkent expresszi6 meghatarozasara. A
vizsgalatban az alacsony malignitasi PTC kritériumaként a McLeod és mtsai altal
felallitott rendszert hasznaltuk. (1)

4.1.5. A CYP24Al expresszio, valamint a tumorszovet egyéb hisztologiai és genetikai
jellemzdinek multiparaméteres fokomponens analizise

A PCA diagram megmutatja a kapcsolatot a 26 vizsgalt demografiai, klinikai, szovettani
¢és genetikai valtozd kozott a 86 PTC mintdban. Az elsé két fokomponens a teljes
variabilitas 10,4 és 9%-at magyarazza meg. Az emelkedett CYP24A1 génexpresszids rata
¢és a tumor malignitast jelemz6 értékek (érinvazid, nyirokcsomo metasztazis, tumorméret)
kozott pozitiv Osszefugges mutatkozik a 2. tengelyen. Az életkor és a papillaris
mikrocarcinoma negativ korrelaciot mutatott ezzel az adatcsoporttal. Azok a tumorok,
amelyek mindkét lebenyt érintik, pozitiv 0sszefuiggésben allnak a tumor térfogattal.
HRAS, KRAS és ELE/RET mutaciot keves mintaban taldltunk, ezért ezek az adatok a

centroid régioban helyezkednek el, beldliik kovetkeztetéseket nem vonhatunk le. A
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tumorspecifikus CYP24A1 mRNS szint, melyet a sajat kontroll szdvetre normalizaltunk,
kevéssé befolyasolja az adatok kiértékelését. (8. abra)

No PTC
ubtype/variant

[

Lymph node metastasis

CCDC6/RET Hypothyreosis Tumor size

Tumor
localization 3

Vascylar invasion

(3]

Component 2
o

'
(93]

Component 1

8. abra: A fékomponens analizis ordindcios diagramja. Az &bran feketével jelolt
valtozok asszociaciot mutatnak a CYP24A1 expresszidval. Pozitiv korrelaciot talaltunk
a CYP24A1 expresszio, valamint a malignitast tiikrozé klinikai paraméterek
(nyirokcsomd metasztazis, tumor méret, érbetorés), az ELE1/RET, HRAS, BRAF
onkogéen mutéciok, valamint a klasszikus PTC hisztoldgia kozott.

4.2. D-vitamin kezelés és a 24-hidroxilaz (CYP24A1) gatlasanak vizsgalata in
vitro human colontumor sejtvonalon

4.2.1. A CYP24A1 expresszioé id6- és koncentraciofiiggé valtozasai 1,25-D3 vitamin
kezelést kovetéen CACO-2 sejteken
A CYP24A1 mRNS expresszio emelkedésében mar nagyon rovid inkubécids id6 utan is

6 nagysagrendbeli valtozas figyelhetd meg. Az mRNS szint emelkedését mar az

inkubacio 30-ik percében ki tudtuk mutatni, mig a maximumat 12-16 oraval a 1,25-D3-
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Inkubacids idé

9. &bra: A CYP24A1 mRNS szintje CaCO2 sejtekben 100 nmol/l D-vitamin
hozzaadasat kovetéen. Mint lathato, 30 perccel az inkubdciot kévetéen szignifikans
emelkedés mutathato ki, mely 12-16h mulva éri el a cstcspontjat.

W KD35 0 umol/l OKD35 2umol/I

800000
700000
600000
500000
400000
300000

200000

CYP24A1 mRNS szint (arb. unit)

100000

0 ——— 2 |
0nM 1,25-D3 1nM1,25-D3 10 nM 1,25-D3

10. bra: A KD35 vegytlet nem befolyasolja a CYP24A1 mRNS expressziot. Mint
lathato, mind a vegyiilet jelenlétében, mind anélkiil ugyanolyan mértékii emelkedés
detektalhato.

vitamin adast kovetden érte el (Id. 9. &bra). 4 draval az inkubécio kezdete utan 1 ill. 10
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nmol/l-es 1,25-D3-vitamin koncentracid mellett a CYP24A1 mRNS szintje 311,405-

szorosre, illetve 612,801-szeresre emelkedett a kezeletlen sejtekéhez képest. (1d. 10. abra)

4.2.2. Tetralon szarmazékok és a CYP24Al inhibitor, KD-35 vegytlet hatasa a
CACO-2 sejtvonalra

Eldzetes vizsgalatok soran kimutattuk, hogy bizonyos szintetizalt tetralon szarmazeékok
in vitro képesek voltak csokkenteni a CACO-2 sejtek szaméat D-vitamin jelenlétében.
Ezeket a vegylleteket valtozé koncentracioban (1 nmol/l-t6l 10 umol/l-ig), tébbféle
inkubacids idével (1 naptol 4 napig) vizsgaltuk. Az SRB festéses tesztek eredményei
alapjan a KD-35 jelii vegyiiletet valasztottuk ki tovabbi vizsgalatok céljabdl. Ezen
vegyllet 6nmagaban nem befolyasolta a sejtek életképességét, azonban D-vitamin

jelenlétében koncentréacio fiiggden csokkentette a sejtszamot.

A CACO-2 sejtvonalat 4 napig inkubaltuk 100 nmol/I 1,25-D3-vitamin és 0.1, 0.3, 1,0ll.
3,0 umol/l KD-35 jelenlétében. A kezelés hatdsara a sejtek SRB festédésében (vagyis a
sejtek életkeépességében) koncentraciofiiggd (2.17, 5.07, 6.18 ill. 10.93%-0s) csokkenést
figyeltink meg azokhoz a kontrollsejtekhez képest, amelyeket csak 100 nmol/l-es D-
vitamin koncentracié mellett, CYP24A1 gatl6 KD-35 nélkdl tenyészettiink. (11. abra)

45



DOI:10.14753/SE.2018.2136

EmKD-35 0OKD-35 + 100 nmol 1,25-D3
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KD-35 koncentrécid

11. &bra: Az SRB tesztek eredménye a KD-35 vegyllet és D-vitamin jelenlétében.
Lathato, hogy a vegyiilet koncentraciofiiggoen csokkenti a sejtekben szintetizalodo
fehérjék mennyiségét.

4.2.4. A citotoxicitas tesztek eredménye

Hogy meghatarozzuk a KD-35 vegyiilet altal okozott sejtszam csokkenés természetét, a
sejteket citotoxicitas méerésnek vetettilk ala. Az altalunk hasznalt médszer a sejtfeliiliszo
laktat-dehidrogendz (LDH) koncentracio merésén alapul. A sejtek kezeléséhez hasznalt
KD-35 koncentracio 0,04 és 5 umol/l kozoétt valtozott, az 5 umol/l-es koncentracids
plafont a sejtéletképességi vizsgalatok alapjan valasztottuk. A CACO-2 kultura egyik
részét csak KD-35 gatlo szerrel a masik részét csak 100 nM 1,25-D3-vitaminnal kezeltiik.
Minden mérest 3 parhuzamossal végeztiink, 4 napos inkubacios idé mellett. Egyik
kisérleti felallasban sem tudtunk kimutatni jelentés valtozast a sejtfeliilisz6 LDH
koncentraciojaban. Ez arra enged koOvetkeztetni, hogy a vegyulet altal kozvetitett

sejtszamcsokkenés oka nem citotoxikus reakcio. (Id. 12. abra)

46



DOI:10.14753/SE.2018.2136

BKD-35 OKD-35+100nM 1,25-D3

1,8

1,6
e 1,4
o 1,2 -

nzitas

ikai d

S 08 -
0,6 -
0,4

0,2

Op

Kontroll 0,04 0,08 0,16 0,3125 0,625 1,25 2,5 5 umol/I
umol/l umol/l  umol/l umol/l umol/l umol/l umol/I

KD-35 koncentracio

=77

sejtekhez képest a vegyllet nem véltoztatta a fellllisz6 LDH aktivitasat, mely a
sejtszétesés ellen szol.

4.2.5. A sejtproliferacios esszé eredménye

A CACO-2 sejtvonalon 2 umol/l KD-35 mellett valtozo 1,25-D3-vitamin koncentraciokat
hasznaltunk, a kovetkezOk szerint: 7,4; 22,2; 66,6 ill. 200 nmol/l. A kontroll sejteket csak
KD-35-tel kezeltiik. 4 napos inkubacios id6t hasznaltunk. Ezt kdvetden a sejteket 2 oran
at 5-BrDU-val jeloltik. A kontrollhoz viszonyitott relativ sejtproliferacio csokkenés 3,43,
14,81, 22,49, ill. 35,81% volt, aranyosan az alkalmazott névekvd 1,25-D3-vitamin

koncentraciokkal. (13. &bra)
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13. &bra: Eletképes sejtek aranya az 5-BrDU inkorporaciot kovetben. Lathato, hogy
a KD-35 vegyiilet koncentracio fiiggden csokkenti az életkepes sejtek aranydt. 66,6
nmol/l koncentracid felett a csdkkenés statisztikailag szignifikans. (p<0,05)

4.2.6. Valtozasok a CYP24A1 mRNS expresszioban 1,25 D3-vitamin és KD-35
vegytlet hatdsara a CACO-2 sejtvonalon

Az expresszalt CYP24A1 specifikus mRNS szintje nem véltozott szignifikansan azokban
a sejtekben, amelyeket KD-35-tel is kezeltlink, azokhoz képest, amelyeket csak 1,25-D3-
vitaminnal inkubaltunk. A KD-35 6nmagaban nem ndvelte a CYP24A1 expressziot. Mig
D-vitamin jelenlétében a CYP24A1 expresszid meredeken emelkedett. A CYP24Al
MRNS szintje nem fliggott sem a KD-35 koncentraciotdl, sem az inkubacios id6tol. (14.

abra)
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14. abra: A fenti dbran a CYP24A1 mRNS szintjét dabrazoltuk az inkubdcios idd
figgvényében. Mint lathatd, a KD-35 vegyiilet 6nmagaban nem eelte meg a CYP24A1
szintet. Ez az eredmény azt tdmasztja ala, hogy a vegyllet hatasat nem a VDR
serkentésen keresztill fejti ki, hisz ebben az esetben a negativ feedback
mechanizmussal 6nmagaban emelné a CYP24A1 mRNS szintet. A D-vitamin mind
d6nmagaban, mind a tetralon szarmzék jelenlétében emelte a CYP24A1 mRNS szintet.

4.3. AWNT jelatviteli rendszer kapcsolata a D-vitamin és csontanyagcserével

4.3.1. A vizsgélt betegek leir¢ statisztikaja

Avizsgélati csoport leird statisztikaja az 1. tAblazatban lathato. Az egyes csoportok kdzott
a BMI-ben nem volt szignifikans kilonbség (p > 0,05). A csoportok kdzotti életkor
szignifikdns kiilonbséget mutatott, az egészséges csontozattal rendelkezd betegek
szignifikdnsan alacsonyabb életkorral rendelkeztek mind az oszteopénids, mind a
porotikus csoporthoz képest. Az oszteopénias €s az oszteopordzisos csoportok kozt nem
volt kilénbség az életkorban (p <0,05, atlag + SD: 57,3 £ 8,7, 62,3 £ 9,9, 63 + 10,0, az
egészseges, oszteopenias ill. oszteopordzisos csoportokban). Az eredeti 932 mintabol 43
esetben nem tudtunk a genotipizalashoz elegendé mennyiségii vagy mindségli gDNS-t
izolalni, igy ezeket kihagytuk a tovabbi analizisbdl. A publikalt adatok a maradék 889
minta eredményein alapulnak. Az 2. tablazatban a vizsgalt nék denzitometrias

paraméterei lathatoak.
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1. tablazat: A vizsgalt betegcsoport leird statisztikaja.

N=889 Atlag +Std.Dev.
Kor (évek) 61,05579 9,951067
BMI (kg/m?) 28,06399 4,800989
Gerinc (L2-L4) BMD (g/cm?) 0,823829 0,326662
Gerinc T-score -1,60151 1,173225
Teljes csip6 BMD (g/cm?) 0,755713 0,121174
Teljes csip6 T-score -1,83702 1,102675

2. tablazat: Az egyes betegcsoportok dsszehasonlitasa. A kontroll csoportba azokat a
betegeket vettlik be, akik egyetlen mérési ponton sem mutattak -1,00-nél alacsonyabb
T-score értéket. Az oszteopénids csoportba azok a betegek keriltek, akik barmely
méreési ponton -1,00 és -2,50 koz6tti T-score-t mutattak Az oszteopordzis csoportban
a betegek valamely mérési ponton -2,50 alatti T-score-ral rendelkeztek. A tablazatban
az atlagot, illetve a standard deviaciot tuntettik fel.

A vizsgalt betegcsoportok Atlag +SD*
Egészséges kontroll Gerinc BMD (g/cm?) 1,08 0,31
N=90 Gerinc T-score -0,13 0,62
Teljes csip6 BMD (g/cm2) 0,96 0,086
Femur T-score -0,18 0,64
Oszteopénia Gerinc BMD (g/cm?) 0,86 0,33
N=455 Gerinc T-score -1,29 0,82
Teljes csipé BMD (g/cm?) 0,79 0,12
Teljes csip6 T-score -1,56 0,65
Oszteoporozis Gerinc BMD (g/cm?) 0,71 0,27
N=344 Gerinc T-score -2,35 1,14
Teljes csipd (g/cm?) 0,67 0,11
Teljes csip6 T-score -2.61 0.99

4.3.2. Genotipizaléasi eredmények

A genotipizalasi eredmények altalanos attekintése az 3-as tablazatban lathato. Az 6sszes

genotipizalt SNP kovette a Hardy-Weinberg eloszlast. A genotipizalasi rata minden SNP
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esetében elérte vagy meghaladta a 98,54%-ot. Egy vizsgalt SNP (SP7 rs191240606)
monomorfikus volt annak ellenére, hogy az 1000 genom projekt minden populacidjaban
polimorfikusnak mutatkozott. Ez az SNP nem szerepel a HapMap adatbazisban. A
genotipizalt SNP-k a GPR177 génben két, az LRP5 génben egy haplotipus blokkot
alkottak.
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43.3. Az LRP5 gén polimorfizmusainak hatasa a csonttomegre és a torési
kockazatra

Vizsgélatunk azt talaltuk, hogy az LRP5 gen rs4988300 és az rs64008 szdmi SNP-i
Osszefiiggést mutatnak a csonttomeggel. Bonferroni korrekciot kovetden az rs4988300
hatdsa mutatkozott statisztikailag szignifikansnak (p=0,004). Azok a ndk, akik a vizsgalt
SNP heterozigota genotipusat hordozték, szignifikansan magasabb csipé6 BMD értékkel
rendelkeztek. Tovabbi Osszefiiggést tudtunk kimutatni a csip6 T-score értékek es az
rs599083, rs634008 SNP-k kozott (p=0,040, p=0,034), de ez az 6sszefliggés nem
bizonyult szignifikdnsnak a Bonferroni korrekciot kovetéen. Nem sikeriilt kimutatni

Osszefiiggést az osteoporoticus tdrések és a vizsgalt LRP5 genotipusok kozott.

4.3.4. Az LRP5 gén haplotipus analizisenek eredményei és gén-gén interakciok

A gén-gén interakcios abra elkészitéset a SNPassoc programcsomag segitségével
veégeztik (66). Az elemzés soran az LRP5 gén két SNP-je (rs634008, rs599083) és a
gerinc BMD kozott talaltunk osszefliggést (p = 0,009), de a Bonferroni korrekciot
kovetden az eredmény nem volt statisztikailag szignifikans. (15.4bra) Méas SNP-k kozt
nem vetddott fel az interakciok lehetdsége. A haplo.stats csomag haplo.score fliggvényét
hasznalva nem tudtunk 6sszefliggést kimutatni a vizsgalt haplotipusok és a BMD

valamint T-score értékek kozott.
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15. abra: SNP interakciok a vizsgalt géneken. Az rs 4988300 és az rs634008 SNP-k
kozott mutatkozott szignifikancia szintet elérd osszefiiggeés, azonban a post hoc tesztek
soran ez fals pozitivnak bizonyult.

4.3.5. A GPR177 és SP7 gének hatasa a csonttdmegre, valamint a torési kockazatra

Nem tudtunk dsszefliggést kimutatni a két gén vizsgalt SNP-i és a csonttdmeg kdzott. A
vizsgalt genotipusok nem mutattak Osszefliggést a torési kockazattal egyetlen torési

ponton sem.

4.3.6. A vizsgalt polimrizmusok és a keringdé D-vitamin szint dsszefliggése

Nem talaltunk Osszefiiggést a keringd D-vitamin koncentracidja és a vizsgalt
polimorfizmusok kdzott.
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5. Megbeszéles

5.1. CYP24A1 expresszid és CYP24A1 gatlas tumorokban

5.1.1. CYP24A1 expresszio pajzsmirigy daganatokban

Vizsgalatunk soran 100 papillaris carcinomaban szenvedd betegtél gytjtottiink
egészseges ill. daganatszdvet mintakat. A vizsgalat Ujdonsaga az, hogy a betegek tumor
szOvetét a sajat egészséges szovethez tudtuk hasonlitani a CYP24Al expresszio
tekintetében. A CYP24Al és CYP27B1 expresszion Kivil meghataroztuk a BRAF,
HRAS, KRAS, NRAS onkogének mutécids statuszat, valamint az ELEL/RET és a
CCDO/RET génatrendezddések jelenlétét. A genetikai eredményeket 0sszevetettilk
szamos klinikai és hisztologiai adattal. A vizsgalt papillaris pajzsmirigy daganatok tébb,
mint felében emelkedett CYP24A1 expressziot lattunk. Az immunhisztokémiai festés
eredményei 0sszhangban voltak a PCR vizsgalati eredményekkel. A fokozott fehérje
festodés megfigyelhet volt a daganatos szovetekben a kontrollokhoz képest. Szintén
¢észrevehetd volt bizonyos trend a CYP24 mRNS expresszio és kiilonbozo PTC

hisztolégiai variansok kozott.

A pajzsmirigy daganatok a leggyakoribb endokrin neoplaziak (Az USA-ban Ujonnan
diagnosztizalt daganatok 1-1,5 %-a). (67) Az 1973-2003 kozOtti periédusban a
pajzsmirigy daganatok incidenciaja 189%-kal ndvekedett. (68) A daganat megelézésében
a D-vitamin szerepe egyelore nem egyértelmii, tovabbi vizsgalatok véaratnak magukra.
Sikeriilt egy jelentés CYP24A1 enzim expresszi6 emelkedést kimutatnunk a
szOvetmintak tobb, mint felében, ezzel egyidejlileg a szintetizalt fehérje mennyiségének
emelkedését is bizonyitani tudtuk. A megfigyelt emelkedés a kordbban a CRC esetében
ismertetett, ugynevezett ,,onvédelmi mechanizmus” lehet a kalcitriol tumorellenes
hatasaval szemben. Sharma és mtsai azt figyelték meg, hogy in vitro pajzsmirigydaganat-
sejtvonalak CYP24A1 expresszidja emelkedik. (52) Clinckspoor és mtsai. azonban egy a
miénknél Kkisebb, 38 mintabol allé csoportban alacsonyabb aranyban (kb. 18%-ban)
tudtak emelkedett CYP24A1 expressziot mérni. (69) A mi csoportunk altal végzett

vizsgalat mellett sz6l a nagyobb mintaszam, és a kontroll ill. tumoros csoportok
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stratifikalasa azaltal, hogy ugyanazon péciensbdl szereztiik mind a kontroll, mind a

tumoros mintat is.

Eredmenyeink azt mutatjak, hogy a CYP24A1 mRNS expresszio kifejezettebb azokban
a mintékban, ahol nyirokcsomo6 metasztazis és/vagy vaszkularis invazio is jelen volt. Egy
korabbi vizsgalat azonban azt talalta, hogy az N1 stadiumu tumorok alacsonyabb
CYP24AL1 expresszios szintekkel rendelkeznek, mint az NO stadiumua tumorok (fehérje
szinten 18% a 11%-kal szemben). (70) Ebben a vizsgalatban azonban nem kozolték a

statisztikai szignifikancia szinteket.

Papillaris pajzsmirigy daganatokban tobb kiilonboz6 mutacio is jelen lehet (RAS, RET,
BRAF). (71) Megvizsgaltuk, hogy az eddig leirt genetikai eltérések és a CYP24Al
expresszid kozott kimutathatd-e 6sszefiiggés. Fokomponens analizis segitségével arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy enyhe 6sszefiliggés taldlhatd a vizsgalt mutéacidk és a
CYP24 expresszio kdzott, azonban ez az eredmeny tovabbi vizsgalatok targya kell, hogy

legyen.

Khadzkou és mtsai. bizonyos foku tendenciat lattak CYP27B1 expresszid esetén arra,
hogy a PTC mintak magasabb CYP27B1 expresszioval rendelkeznének, mint a normal
pajzsmirigy szovet. (72) Ezt a mi vizsgalatunk nem erdsitette meg, Sharma és mtsai
kutatasdhoz hasonl6an mi is azt a kdvetkeztetést tudtuk levonni, hogy nincs szignifikéans
Osszefliggés a PTC és a CYP27B1 enzim expresszitdja kozott in vivo. (52)

5.1.2. CYP24A1 gétlas colorectalis carcinoma sejtekben

SikerUlt azonositanunk egy Uj vegyiletet, a KD-35-6t, amely D-vitamin jelenlétében
hatékonyan képes gatolni a vastagbél daganatsejtvonal (CACO-2) osztodasat.

A CYP241 enzim, amely a CYP450 enzimcsalad egyik tagja, kulcsenzim a D-vitamin
aktiv forméajanak eliminalasaban, és igy a D-vitamin szint szveti szintli szabalyozasaban.
A CYP450 enzimek mindannyian rendelkeznek egy hem-doménnel az aktiv helyen.
Kétféle enzimblokkolo vegyiilet 1étezik: az azol és a nem azol-tipusu vegyiiletek. (73) Az
azol-tipusu gatloszerek N-heterociklusos gytirije kozvetleniil a hem-csoport vas

atomjahoz kotédik. Ez egy nagyon hatékony gatlast jelent, azonban ez nem egy szelektiv
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reakcio. Mivel a CYP27A1 és CYP27B1 enzimek is a CYP450 csaladba tartoznak, igy
van hem-csoportjuk, az azol-tipust vegyiiletek nem szelektiv gatlomechanizmusa az

aktivalasban részt vevo enzimeket is gatolna, ami a mi esetiinkben nem volna szerencsés.

A nem azol-tipusu vegyuletek hatdsukat hidrogén kotések és hidroféb kdlcsonhatasok
révén fejtik ki. Ugyan ez a mechanizmus kevesbé potens, am joval szelektivebb gatlast
tesz lehetové. (62) 13 tetralon (nem azol-tipust) vegyuletet vizsgaltunk, hogy
azonositsunk egy olyan szert, ami nehezen szivadik fel, és helyileg fejti ki a hatasat
komoly szisztémas mellékhatasok nélkil. A 13 vizsgalt vegyllet nagyrésze vagy toxikus
vagy hatéstalan volt még D-vitamin jelenlétében is. Csak a KD-35 vegyiilet gatolta a
sejtek novekedését D-vitamin jelenlétében a tetralon vegyulet toxicitdsanak megléte
nélkdl. A 3 hatésos tetralon szarmazék kozil két vegyiilet nagyobb toxikus potencialllal

rendelkezett 6nmagaban, ezért ezeket kizartuk a tovabbi vizsgalatokbdl.

Felmertl a kérdés, hogy a KD-35 esetében ténylegesen az enziminhibicio all-e a hatdsok
hatterében. Nem mertik kdzvetlenll a CYP241 enzim aktivitasat, mert ez technikailag
tal komplikalt lett volna a rendelkezéstinkre &ll6 infrastruktira mellett. A CYP24A1
enzim termékeinek mérése is tl sok hibalehetdséget rejtett volna magéban. Emiatt egy
indirekt megkdzelitést valasztottunk: kimutattuk, hogy a vegyulet jelenlétében a D-
vitamin ismert antiproliferativ hatasa jelenik meg, amelyet bizonyitott a csokkent BrDU
beépilés is. A citotoxikus hatast Ki tudtuk zarni a sejtfellilisz6 LDH meghatarozasaval,
valamint kimutattuk, hogy a vegyilet jelenlétében nem valtozik szamottevéen a VDR
expresszidja sem. Ugyan kozvetlen bizonyitékot nem nyertlink a tényleges CYP24A1l

inhibiciorol, de mas mechanizmus a fentiek tiikrében nem valoszind.

A VDR receptor tumorokban két jelentés utvonalat medial: a WNT-B-katenin és az E-
kadherin Utvonalat. A WNT- B-katenin Gtvonal az adherens sejt fenotipus elvesztésében
jatszik szerepet, mig az E-kadherin atvonal a sejt differencialédasaban fontos. (46, 74) A
D-vitamin elnyomja a B-katenin utvonalat, és emeli az E-kadherin expressziot. A WNT-
B-katenin utvonal konstitutivan tulexpresszalt szamos CRC daganattipusban az Gtvonal
fehérjéinek (APC, AXIN2) mutaciéi miatt.(75) A CRC daganatok patogenezisében
szerepet jatszd szamos faktor ezeken a pontokon hat a sejtekre: az 6sztrogén receptorok
példaul emelik a VDR szintet az emésztdszervek mucosajaban, vagy a SNAIL fehérje,

amely mind a VDR, mind az E-kadherin szintjét csokkenti. (44-46, 76-80) Ezek mellett
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szintén fontos a malignus elfajulasban a CYP24A1 fehérje: a fehérje szintje korrelaciot
mutat a daganat agresszivitasaval. (81)

A mi eredményeink megerdsitik azokat a korabbi vizsgalatokat, melyek szerint a D-
vitamin drdmaian emeli a CYP24Al enzim expresszidjat CRC sejtekben. (82) A
CYP24A1 enzim génjének promoter regidjaban ket VDR is elhelyezkedik. (83, 84)
Egeszséges szovetekben ez a negativ feedback mechanizmus akadalyozza meg a D-

vitamin szint emelkedését.

A genomi hatdsok mellett leirtak azonnali D-vitamin valaszt is tumoros sejtekben. Ezek
egyike a RhoA-ROCK-p38MAPK-MSK jelatviteli utvonal. Ez az dtvonal a CST5
indukcid utjan hat, a CSTS fehérje pedig a tumorszuppresszioért felelds. A tumorsejtek
felszinén talalhaté D-vitamin receptorok azonnali Ca2+ influxot generalnak, ami aktivalja
a RhoA-ROCK komplexet, majd a p38-MAPK-MSK-1 utvonalat. (74) Az Gtvonal nem
RhoA fehérje fontos szerepet jarszik az E-kadherin Utvonal aktivalasaban, ezen keresztil

a polarizalt, adheziv sejtstruktura kialakitasaban. (75)

Eredmeényeink birtokadban elmondhatd, hogy a tetralon szarmazékok Gj tamadaspontot
jelenthetnek a CRC elleni kiizdelemben, a szelektiv, lokalis CYP24A1 gétlas pedig in
vivo lehetdséget nyajt a D-vitamin tumorellenes hatasanak fokozaséara a szisztémas

hypercalcaemiat okoz6 mellékhatasok megjelenése nélkiil. (82)

5.2. A D-vitamin és a WNT utvonal kapcsolata a csontanyagcserében

Vizsgalatunkban a WNT Gtvonal kandidans génjeinek polimorfizmusai és a
csontdenzitas/csonttorés kozti Osszefuggéseket vizsgaltuk. Szignifikans kapcsolatot
tudtunk kimutatni az LRP5 gén rs4988300 polimorfizmusa és a teljes csipd csontslirliség

kozott az eddig vizsgalt legnagyobb homogén posztmenopauzas betegcsoportban.

Az LRP5 gén a WNT utvonal egyik koreceptora. GWAS vizsgalatok a gén szamos
I6kuszat hoztdk osszefliggésbe a csontritkuldssal. (85) A gén funkciéveszté mutacioi
osteoporosis-pseudoglioma szindromat okoznak, mig a funkcidszerz6 mutaciok esetén
magas csonttomeget latunk. (86-88) A csonttoresek, a csontdenzitds es az LRP5 gen

polimorfizmusai kozott erés Osszefiiggéseket irtak le. (89-93) Xiong és mtsai. 4 gént
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talaltak, amely a gerinc BMD-vel szoros §sszefuggést mutatott (LRP5, DBP, CYP17,
RANK). Vizsgalatuk alapjan az rs4988300 polimorfizmus és az rs 634008 polimorfizmus
befolyasolta az alanyok gerinc ill. disztalis radius csontritkulasat, azonban a tébbszoros
tesztelés korrigalasa utan az eredmények nem mutatkoztak statisztikalag szignfikansnak.
(94) A mi vizsgélataink soran az s4988300 polimorfizmus Bonferroni korrekciét
kovetden is statisztikai szignifikanciat mutatott a teljes csipd BMD-vel. ami megerdsiti
Kiel és mtsai. kutatasi eredményeit. (95) Az altalunk vizsgalt kohorsz posztmenopauzas
nék tekintetében nagyobb volt, mint a Kiel altal vizsgalt populacié, mig 6k 646
posztmenopauzas ndt vizsgaltak, addig mi 889 alanyrdl gytijtottiink informéciot. Kiel és
mtsai. kimutattdk, hogy férfiakban a rs4988300 polimorfizmus &sszefliggést mutat a
femur test keresztmetszetével is. Mivel a vizsgalati alanyok egy alcsoportjanél részletes
torési anamnézissel is rendelkeztiink, megnéztiik, hogy a polimorfizmus mutat-e
Osszefiiggést a csonttorések gyakorisagaval. Méréseink alapjan nem talaltunk
statisztikailag szignifikans Osszefliggést a csonttorések és az rs4988300 genotipusok
kozott. Erre magyarazat lehet az, hogy a torések hatterében mas tényezok is szerepet
jatszanak a BMD-n kivil, mint példaul a csont mikroarchitektira vagy a kortikalis

csontvastagsag. (96)

Nem talaltunk bizonyitékot arra, hogy az SP7 vagy a GPR177 gén szignifikans szerepet
jatszana a posztmenopauzas ndk csonttomegében. A GPR177 fehérje egy glikoprotein,
amely a WNT fehérjék Golgi exkrécidjaban vesz részt. (97) Ragcsalokban a fehérje a
teljes €let soran expresszalddik, jelenléte elengedhetetlen a megfeleld szervtejlédéshez,
emellett sziikkség van ra a megfelelé antero-posterior fejlddéshez is. (98) Fu és mtsai.
szerint a GPR177 és a WNT fehérjék kozott egy reciprok kolcsonhatas all fenn. A
GPR177 szintje WNT fehérjék hatasara emelkedik, hiszen a GPR177 a WNT fehérjék
egyik célpontja, ez pedig, a WNT fehérjék fokozott Golgi-exkréciéja miatt, a WNT
fehérjék szintjének tovabbi emelkedésével jar. (99) Kumar és mtsai nem tudtak
Osszefuiggest kimutatni a BMD és az altaluk vizsgalt GPR177 SNP-k kozott (rs983034,
rs3748705, rs2566755, rs2820475) fiatal ndkben. (100) Az rs983034 és az rs2566755
SNP-k a mi vizsgalatunkban sem bizonyultak szignifikdns tényezének a BMD
tekintetében. Roshandel és mtsai. 2359 ferfi alanyban vizsgaltdk a gerinc BMD és a
GPR177 kapcsolatat (European Male Ageing Study (EMAS)). Ugy talaltak, hogy az
rs1430742 SNP szignifikans 0sszefuiggést mutat a vizsgalt fenotipussal. (101) A mi
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eredményeink ezt nem erdsitették meg, amire magyarazat lehet, hogy a két vizsgalat
kiilonb6z6 nemii alanyok bevonasaval tortént. Az altalunk vizsgalt SNP-k kozul az
rs983034 és az rs3748704 is misszenz variaciot kddol, azonban nem tudtuk bizonyitani
kapcsolatukat posztmenopauzas nék BMD-jével. Annak ellenére, hogy GWAS
vizsgalatok felvetették az rs2566755 és az rs1430742 SNP-k szerepét a BMD

varianciajaban, mi ezt nem tudtuk kimutatni.

Az SP7 fehérje egy jol ismert faktor a csontfejlédésben és az embriogenezisben. (102)
Oszteoporozisban szenved6 emberek keringd mesenchymalis dssejtjeiben szignifikansan
alacsonyabb az SP7 expresszio, mint az egészseges emberekben. (103) Azonban olyan
vizsgalat is ismert az irodalomban, ami a gén polimorfizmusai és a csonttdmeg kozott
nem talalt dsszefuggést. (104) A mi vizsgalatunkban nem talaltunk 6sszefliggést a
vizsgalt SNP-k és a csonttomeg kozott. Az rs191240606 polimorfizmus monomorf SNP-
nek adddott, annak ellenére, hogy az 1000 genom projekt adatbazisban a polimorfizmus
nem monomorf. Ez a jelenség talan azzal magyarazhato, hogy az 1000 genom projektben
a kaukéazusi népcsoportot a CEU populacio (USA allampolgarok észak- és nyugat-europai
6sokkel) fedi le, ami nem biztos, hogy teljes mértékben egyezik a kelet-eurdpai
populdciodval.
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6. KOvetkeztetések

Vizsgalatainak alapjan lathatd, hogy a D-vitamin utvonalban szereplé CYP24A1 enzim
nagyon fontos szerepet jatszik a daganatok patogenezisében. Az irodalomban szdmos
cikket talalhatunk, melyben sorra bizonyitjak, hogy az alacsony D-vitamin szint szerepet
jatszik tldo6-, prosztata-, pajzsmirigy-, gyomor-, illetve vastagbél daganatok
kialakuldsdban. Normalis D-vitamin szint esetén a tumorok képesek a daganatellenes
hatést a vitamint inaktivald CYP24A1 enzim fokozott termelése Utjan semlegesiteni.

Pajzsmirigy daganatokban kimutattuk, hogy a CYP24A1 mRNS szintje 0sszefliggést
mutat a daganatok invazivitasaval, vaszkularizacidjaval, attétképz6é tulajdonsagaval.
CYP27B1 enzim esetében ezt az dsszefliggést nem tudtuk kimutatni. Ennek oka lehet,
hogy a vesében megfelel6 mennyiségii, aktiv D-vitamin termelddik, ezért a daganatban
az aktiv D-vitamin szint nem tér el lényegesen az egészséges szovegekben mért
intercellularis D-vitamin szintt6l. Azonban a CYP24A1 enzim segitségével a tumor sejt
képes az intracellularis térben csokkenteni az aktiv D-vitamin szintet, ezaltal akadalyozva

a vitamin receptorahoz val6 kotodést.

Ahogy a bevezetésében is lattuk, a D-vitamin jelatviteli Gtvonala és a WNT utvonal kozott
szoros kapcsolat all fenn a DKK fehérjén keresztul. Emiatt vizsgaltuk, hogy a D-vitamin
szintje dsszefuggeést mutat-e a WNT Utvonalban fontos szerepet bet6lté LRP5, gprl77
illetve sp7 gének polimorfizmusaival. Ezen kiviil vizsgaltuk, hogy a fent emlitett gének
SNP-i 6sszefiiggenek-e a vizsgalatba bevont posztmenopauzas nék csonttomegével
illetve torlési kockazataval. Arra az eredményre jutottunk, hogy ezen fehérjék
polimorfizmusai nem mutatnak szignifikans 6sszefuiggést a D-vitamin szinttel. Azonban
az LRP5 geén rs4988300 polimorfizmusa 0sszefligg a betegek teljes csipé6 BMD-jével.
Ismert, hogy ez a gén fontos szerepet tolt be a csontszévet remodellingjében. Az altalunk
vizsgalt polimorfizmus heterozigota hordozdi szignifikansan magasabb csont tdmeggel
rendelkeznek, mint a homozigéta varians hordozéi. Ennek egyik oka lehet, hogy az
rs4988300 polimorfizmus nem felelés a biologiai hatasért, azt egy masik, vele egy
haplotipus blokkban elhelyezkedé SNP hordozza. Ez az SNP hatasat a splicing soran az

intron-exon hataron elhelyezkedve a splicingot végz6 RNaz modulalasa utjan, splicing
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variansok kialakitdsaval hajthatja végre. Ennek tovabbi vizsgalata, a pontos

hatasmechanizmus megismerése tovabbi vizsgalatok targyat kell, hogy képezze.

Fentiek alapjan nyilvanvalo, hogy az europai populacidban igen elterjedt D-vitamin hiany
nem csak az osteoporosis, hanem a daganatok el6fordulasi gyakorisaganak
ndvekedésében is szerepet jatszhat. Tovabba a nemzetkozi szakirodalomban leirtak, hogy
a D-vitamin szerepet jatszik az obezitds, a cirkadian ritmus szabalyozédsaban, a
kardiovaszkularis betegségek patogenezisében, illetve fontos immunmodulalo hatasa van
granulomatosus megbetegedésekben is. (10, 105-111) Ezért nagyon fontos, hogy az
alapellatdsban dolgoz6 orvosok is tisztaban legyenek a D-vitamin potlas

szlikségességével, illetve az arra vonatkozé legfrissebb nemzetk6zi ajanlasokkal.
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7. Osszefoglalas

A D-vitamin szerepe az emberi szervezetben messze tulmutat a csontanyagcserére
gyakorolt hatdsokon. Az endokrin hatdsokon kiviil jelentds szerepe van a szdveti
mikrokornyezet kialakitdsaban, a sejtosztodas szabalyozésdban. Tumoros elfajulést
mutat6 szévetekben a D-vitamin gatolja a sejtosztddast, es tumorellenes hatasokat fejt ki.
Ez a hatas a tumorok széles kérében kimutathato. Vizsgalataink soran bizonyitottuk, hogy
a D-vitamin inaktivalasat végzé CYP24A1 enzim fokozott expresszidja dsszefuggest
mutat a papillaris pajzsmirigy daganatok invazivitdsdval, metasztazis képzo
tulajdonsagukkal. (112) Az enzim expressziojanak fokozasa a tumorok részér6l egy
menekulési Utvonalnak foghato fel. Colon tumoros sejtvonalon végzett vizsgalataink
megmutattdk, hogy ez a hatds Gjra megfigyelheté abban az esetben, ha a CYP24Al1
enzimet gatoljuk miikodésében. Vizsgalatunk sordn bizonyitottuk, hogy az altalunk
szintetizalt KD35 vegyllet a CYP24A1 enzim gatlasan keresztiil antiproliferativ hatast
fejt ki, 6Gnmagaban a sejtvonal sejtjeire nem toxikus, D-vitamin jelenlétében azonban

koncentracio fliggben csokkenti az életképes tumorsejtek szamat a sejtkulturaban. (113)

Az irodalomban leirt 6sszefliggések alapjan vizsgaltuk, hogy a D-vitamin szintje és a
WNT datvonal fontos szerepldi kozott talalunk-e Osszefliggést posztmenopauzas nék
csoportjaban. Vizsgalataink alapjan nincs statisztikailag szignifikans dsszefiiggés a D-
vitamin szint, illetve a vizsgalt polimorfizmusok kozétt. Vizsgaltuk azt is, hogy ebben a
kohorszban talalunk-e 0sszefiiggést a vizsgalt gének polimorfizmusai, illetve a betegek
torési kockazata, csonttomege kozott. Azt talaltuk, hogy az LRP5 gén rs4988300
polimorfizmusa statisztikailag szignifikans Osszefiiggést mutat a betegek teljes csipd
BMD értékével. A tobbi polimorfizmus tekintetében nem talaltunk ilyen ésszefuiggést.
(114)

A fentiek alapjan 6sszességében elmondhatd, hogy a széveti mikrokdrnyezet D-vitamin
homeosztazisanak felborulasa véltozatos betegsegekhez vezet, kardiovaszkularis,

immunoldgiai, endokrin, illetve onkolodgiai tekintetben is.

Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a D-vitamin altalunk leirt sejtszintli hatasai 1;

terapias beavatkozasok kifejlesztésének lehetdségét vetik fel.

63



DOI:10.14753/SE.2018.2136

8. Summary

The role of vitamin D in the human body is much more complex than the regulation of
bone metabolism. Apart from the endocrinological features it is an important factor in
tissue microenvironment. It is also a regulator of cell division. In cells that undergo
malignant transformation vitamin D is an antiproliferative agent. This effect is present in
many different tumors. We proved that the vitamin D inactivating CYP24A1 enzyme’s
over-expression is correlated with the invasiveness and metastizing capabilities of
papillary thyroid tumors. (112) Increased expression of CYP24Al is an escape
mechanism from the vitamin’s anti-tumor effects. Our studies performed on colon tumor
cells showed that the anti-tumor effect can be observed after treatment with CYP24A1
inhibitors. We also proved that the compound KD35 synthetized by our group can
effectively inhibit CYP24A1 enzyme, it is not cytotoxic, and it inhibits cell proliferation
in a concentration dependent manner in the presence of vitamin D. (113)

Based on the proven correlation between the vitamin D and WNT pathways we measured
whether we can find a connection between vitamin D levels and genetic polymorphisms
of the key genes in the WNT pathway. There were no significant correlations between
the vitamin D levels and the selected gene polymorphisms. We also tested for correlations
between gene polymorphisms and bone parameters (fracture risk, BMD, T-score) in our
cohort. SNP rs4988300 of LRP5 gene showed a statistically significant effect on total hip
BMD of our patients. We did not find any effect of the other polymorphisms on bone
parameters. (114)

Based on our results we can state that vitamin D is a very important regulator on a wide
variety of cellular function. The imbalance of the tissue level vitamin D
microenvironment leads to a variety of disease such as cardiovascular disease,
immunologic and endocrine disorders, and neoplasms. It is of utmost importance to
educate the population on the importance of vitamin D supplementation as modern day’s

people do not spend enough time outside to sustain adequate levels of vitamin D.

The new cellular level effects described by our study group open a possible opportunity

for the development of new therapeutic agents.
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