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El6zmények

Magyarorszagon a halalozasi statisztikak masodik helyén allnak a malignus tumorok,
a cardiovaszkuléris mortalitas mogott. A pajzsmirigy tumorok az europai és magyarorszagi
statisztikdk szerint nem tul gyakori, mind a férfiak, mind a nék rakos haldlozasi mutatdi
esetében. A pajzsmirigy tumorok kialakulasanak riziko faktorai kozé tartozik az ionizald
sugarzas, beleértve az esetleges sugarterapiakat és a nuklearis katasztrofakat. Megemelkedett
incidenciat irtak le a Csernobili atomreaktor baleset utan, valamint a Japant ért nukleéaris
tamadéasok utohatasakent is.

A thyroid tumorok kialakulasa az epitelialis carcinogenezis tobblépcsés modelljeként
irhatd le. Tumor szuppresszor gének, és az onkogének harom fé csoportjaba tartozé genek
(GTP-koté protein, sejtmagi transzkripcids faktor, tirozin kinaz) mutacidinak, expresszios
mint4zatanak megvéltozésa szerepet jatszik a tumor kialakulasaban, progresszigjaban.

Celkitiizéseink kozott szerepelt az irodalomban kozolt génexpresszidés mintazatok
magyarorszagi populacion vald vizsgalata, valamint egyeni rizikobecslés alatdmasztasa
érdekében egyes gének genetikai polimorfizmusanak vizsgélata pajzsmirigy tumoros betegek
mintéibol. RNS micro-array segitségével meghatarozzuk kilénbozé, de foként hameredetii
pajzsmirigy tumorok jellemzé génexpresszios profiljat, mely megalapozza egy, un: ,.,thyroid
chip” megszerkesztését, létrehozasat.

Eredményeink azt mutatjak, hogy meghatarozhato egy jellegzetes — 90-100 genbdél allo
— génexpresszios profil pajzsmirigy tumorok esetén, de kutatasi eredményeink még
kvantitativ RT-PCR-o0s alatdmasztasra szorulnak (jelenleg folyé kisérlet), valamint nagyobb

mintaszamon vissza kell ellenérizni hipotezisiuinket.

Eredmények

Protein expresszids vizsgalatok

Tobbek kozott a Ha-ras gén mutacioit, a pajzsmirigy tobb tipusu tumoraiban is kimutattak,
mely mutéciok feltételezhetéen a rak kialakulasanak egyik korai eredményei.
Cyclin D1, cyclin dependens kindz inhibitor, p21, 6sztrogén receptor emelkedett expresszidjat is
kimutattak.
Munkank soran az onkogének kozul a Ha-ras, a c-myc amplifikacidinak, p53 gén deléciojanak
gyakorisagat vizsgaltuk pajzsmirigy hameredetii tumoraiban, valamint ciklin D1, p53, p21,

0sztrogén receptor fokozott expressziojat hataroztuk meg immunhisztokémiai modszerekkel.
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Kisérleteink soran a vizsgalt tumorok 50%-aban mutattunk ki immunhisztokémiai mddszerekkel
p21 overexpresszidt, a mintdk 66 %-aban p53 overexpresszidt, melyek nem tarsultak DNS
amplifikacioval (hibridizacids assay), szignifikans 0Osszefliggést talaltunk a ciclin Dles a p21
expresszidja kozott, a ciklin dependens kindz inhibitor (p21/WAF1) gyakran tarsult ciklin D1

pozitivitassal

Genetikai polimorfizmus

Els6 kisérletsorozatunkban arra kerestik a valaszt, hogy a pajzsmirigy hameredeti
tumorainak kialakulasaban és a betegség lefolyasaban szerepet jatszhatnak-e olyan immungenetikai
faktorok, amelyek az emberi f6 hisztokompatibilitasi rendszeren (MHC) belul talalhatok. 74
pajzsmirigy tumoros betegnél végeztiink HLA tipizalast, 54 betegnél papillaris karcindmat, 16-nal
follikularis karcinomat, 4-nél anaplasztikus tumort igazoltak a szdvettani vizsgélatok. Kontrollként
pajzsmirigytumortdl mentes egyének mintait hasznéltuk (170 f6). Az HLA I. oszaly vizsgélatakor
nem talaltunk szignifik&ns kilonbséget a beteg és a kontrollcsoport HLA eloszlasa kdzott, azonban
a HLA Il. osztaly vizsgalatakor megallapitottuk, hogy a HLA-DR1 és HLA-DR11 gyakrabban
fordult el6 pajzsmirigy tumoros paciensek esetén.

A 25 pajzsmirigy tumoros paciens paraffinos blokkjaibdl izolalt DNS-en XRCC1 gén
polimorfizmusat vizsgéltuk, multiplex PCR-RFLP-vel. Kontrollként archiv anyagokat hasznaltunk,
tumortdl mentes paciensek szovetmintait. A génben a 6. exon 194 kodonjat (Arg/Arg) valamint a
10. exon 399 kodonjat (Glu/Glu) vizsgaltuk. Eredményeink szerint a 6. exon 194 kodonjan a vad
tipus a pajzsmirigy tumorok protektiv faktoraként jelentkezett a 10. exon 399 kodonja esetén nem
fedeztiink el szignifikans kilonbséget.

A 17-es kromoszdma révid karjan levé p53 tumor szuppresszor génnek kulcsszerepe van
a sejtciklusnak, illetve a sejt fontos eéletfolyamatainak (replikacié, DNS-repair, apoptdzis)
szabalyozésaban. A p53 tumor szuppresszor gén az “egyéni érzékenyseg” tipusu hatést is kifejthet:
a p53 génnek ismeretesek genetikai polimorfizmusai is. E polimorfizmusok egy része intronok
tertiletére esik, tehat fehérjeszinten egyaltalan nem jelentkezik, de van olyan allélpolimorfizmus is,
amely a kodolt aminosav megvaltozasahoz vezet. Ez azonban feltehetéen nem okozza a fehérje
tulajdonsagainak nagymérvii valtozasat, és ezaltal a bioldgiai funkcidkra sincsen olyan dramai
hatassal, mint a mar emlitett pontmutaciok.

Az allélpolimorfizmus a 72-es kodon teriletén talalhaté G-C baziscsere, amely a fehérjében
Arg/Pro (CGC - Arg, CCC - Pro) formaban jelentkezik. A kétfajta p53 protein tulajdonsagait,
illetve kilonbségeit nem ismerjik pontosan, de feltételezheté, hogy a transzaktiviciés domén




teruletén levé szubsztiticio (arginin — nagy polaros oldallanc, prolin — kis apolaros oldallanc)
valamelyest megvaltoztatja a fehérje viselkedését. Az allélek megoszlasa érdekes foldrajzi
valtozékonysagot mutat: A Pro allél gyakorisaga északrél del felé haladva novekszik. A Svédorszag
északi részén él6 lappok kozott a Pro allélgyakorisag kb 17%, majd dél felé haladva (finnek 24%,
svédek 28%, kinaiak 38%, indiaiak 54%) egyre no, és Nigériaban eléri a 63%-ot.

Molekularis biologiai vizsgalatok szerint az Arg allélnek az apoptézist indukald képessége
valamivel erésebb, mint a Pro allélé. Ezen elméleti megfontolasok alapjan elképzelhets, hogy a Pro
allél valamelyest emeli egyes daganatok kialakulasanak kockazatat.

Beteg Kontroll
136 Arginin homozigota 281
21 Prolin homozigo6ta 18
50 Heterozigo6ta 129

Vizsgélataink soran a p53 Pro allélre vonatkozd esélyhanyadost 2.484-nek szamoluk,
(95%C1=1.049-6.020) mely kockazati tenyezének tekintheto

RNS micro-array

A pélyazat soran egy olyan oligonukleotid alapd human DNS-chipet hasznaltunk fel, amely t6bb,
mint 18.000 génspecifikus mintat tartalmaz, és amelyet az MTA Szegedi Bioldgiai Kdzpont
Funkcionalis Genomika Laboratériumaban nyomtattak (MicroGrid 11, Genomic Solutions,
Cambridge, UK csipkészit6 robot segitségével). A csipen 18.500 darab oligonukleotidot tartalmazé
human génspecifikus konyvtarbol szarmaz6, 60 nukleotid hosszisagu amino-mdédositott
oligonukleotidok vannak rogzitve, amely 17.260 egyedi gén expressziojanak egyidejii sztirését teszi
lehet6ve.

Az elkészitett DNS-chipeket follikularis adenomabdl, karcindmabdl, papillaris karcindmabdl
és normal pajzsmirigy szovetbol nyert, majd fluoreszcensen jelzett, atirt RNS-sel hibridizaltuk és
lezerszkenner (Agilent) segitségével leolvastuk.

Els6 1épésben a kulonb6z6 pajzsmirigy szoveteket poritottuk, majd teljes RNS-t nyertlink ki bel6lik
RNS tisztito kit felhasznaldsaval (Macherey-Nagel, Duren, Németorszag). A tisztitas protokoll f6
elénye, hogy nagyon jé mindségii RNS-t szolgaltat genomialis DNS szennyezédést szinte

egyaltalan nem tartalmaz. Minden egyes mintacsoportbol egyenként 4 egyedi mintat dolgoztunk fel.




A Kkét fluoreszcens festékkel torténé jelolés helyett egy (Cy5) festéket hasznaltunk, ami egyrészrol
lehetéve tette barmelyik mintacsoport 0sszehasonlitasat, masrészrol azt talaltuk, hogy az altalaban
hasznalt két fluoreszcens festék eltéré viselkedése miatt igy lecsokkentettiik a fals pozitiv
eredmeények szdmat. Tovabba sokkal tobb ardnypér allithato fel, amely megbizhatobb statisztikai
elemzést tesz lehetévé.

A mintak feldolgozasanal még egy ujitast vezettiink be. Az eddigi linearis mintasokszorozasi eljaras
helyett egy sokkal hatékonyabb jel6lési stratégiat allitottunk be, mely jelsokszorozason alapul, igy
nem torzitja a kiindulasi RNS-ek mennyiségi aranyat és nem fiigg a mintasokszorozas egyedi
eltéréseitol. A jelolés Iényege, hogy két 1épcsés hibridizalas soran a chipre mar bekotédott cDNS
molekulakhoz egy 350-900 fluoreszcens festéket tartalmazo gémbszeri 6riasmolekula kétodik, igy
egy hibridizacios eseményt 350-900 festékmolekula emisszidja kovet, ami az érzekenységet két
nagysagrenddel megnéveli. A technika a Genisphere™ jelolési stratégiat koveti egyedi
modositasokkal. Ezzel a technikaval mar 1 ug alatti teljes RNS is jel6lhet6, ami igen fontos Kis

bioldgiai vagy klinikai mintak esetében.

Oligonukleotid alapd human DNS-chip egy részlete




A DNS-chipeket egy automata hibridizacios kdzpont (Ventana Discovery) segitségevel végeztik,
amely alkalmas DNS-chipek validalt kérilmények kodzotti gyors és hatékony hibridizacidjara.
Segitségével egyenletes prdbaeloszlas érheté el a DNS-chipek feliiletén, ami pontosabb és
reprodukalhatobb kisérleteket tesz lehetové.
A négy csoportbol (follikularis adenomabdl, karcinomabol, papillaris karcinomabol és normal
pajzsmirigy szovet) oOsszesen 16 jelolest és chip hibridizalast vegeztink el. Paronkent 4-4
Osszehasonlitast tettlink, amelynek soran 9-14 ardnyt (MEAN) hataroztunk meg. T-prdobaval
meghatéroztuk a szignifikans (p<0.05) ardnyparokat. Ez az érték azt mutatja meg, hogy az adott
mintaban egy adott gén kifejezédése hanyszorosa a kontrollehoz képest.
Osszesen 4 dsszehasonlitast végeztiink el:

1. follikularis adenoma - normal pajzsmirigy szévet

2. follikularis adenoma - follikul&ris carcinoma

3. papillaris carcinoma - normal pajzsmirigy szovet

4. follikularis carcinoma - normal pajzsmirigy szvet

Minden egyes Osszehasonlitdsban csak azokra a génekre Osszpontositottunk, amelyek (1) szignifikdns valtozast
mutattak; (2) relativ génkifejezédési kilonbség legalabb kétszeres volt; (3) amelyek minden egyedi dsszehasonlitas

esetében (9, illetve 14) hasonlé valtozéast mutatott.

Ezzel a megkdzelitéssel sokkal megbizhatobba tettik az eredményeket és igy pontosabb

interpretalasra nyilik mod.

Megbeszélés

Eredményeink alkalmazasaval Magyarorszagon valogatott beteganyagon RNS micro-array
technikat alkalmaztunk, melynek eredményei publikalas és interpretalas alatt allnak.
A hagyomanyos protein és RNS alapu technikaktdl az OTKA pélyazat felépitésének megfeleléen
jutottunk el a legkorszeriibb technikahoz.

Eredményeink ismeretében tovabbi célunk, gyakoribb tumorok esetén is egy néhany tucat
celgen kivalasztasa, amelynek alkalmazésaval jobb prevenciot, prognozis, predikciot, progressziot

érhetiink el.
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Follikularis adenoma - normal pajzsmirigy szovet dsszehasonlitasa
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Follikularis adenoma - follikularis carcinoma szévet 6sszehasonlitasa




Papillaris carcinoma - normal pajzsmirigy szévet 6sszehasonlitasa
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Follikularis karcindma - normal pajzsmirigy szovet dsszehasonlitasa

Jelmagyarazat a diagramokhoz

AB002388_1 0i:2224720 - kiaa0390

AB004677_1 0i:2224590 - kiaa0325

AB017566_1 0i:4586379 - lipoyltransferase

AB017642_1 0i:4519628 — oxidative-stress responsive 1

AB036991_1 0i:22831321 - developmentally regulated rna-binding protein 1
AB040528_1 0i:13359304 - mage-elb




AB044385_1 0i:8439530 - transmembrane molecule with thrombospondin module
AB083586_1 0i:20152235 - putative g-protein coupled receptor

AF013488_1 0i:4758055 - creb binding protein

AF022913 1 gi:2558890 - gpi transamidase

AF023130_1 0i:2522207 - ras-grf2

AF038392_1 0i:3123907 - pre-mrna splicing factor

AF042857_1 0i:2952271 - lung cancer antigen ny-lu-12 variant a

AF059194 1 gi:3068760 - basic-leucine zipper transcription factor mafk

AF087918_1 gi:7144622 - olfactory receptor 17-7

AF090905_1 0i:6690185 - pro0233

AF110265_1 gi:4731317 - elastase 1 precursor

AF112210_1 0i:21322261 - interleukin enhancer binding factor 2

AF120493_1 gi:14790160 - caspase 2, isoform 2 precursor; casp2

AF126372_1 0i:6563207 - heat shock protein hsp70-related protein

AF140630_1 0i:5902613 — urotensin-ii

AF152323 1 gi:4506176 - pregnancy specific beta-1-glycoprotein 7

AF153762_1 0i:7157918 - bruton's tyrosine kinase

AF160499 1 0i:6651285 - arylsulfatase d beta

AF169692_1 0i:9845484 - protocadherin-9

AF172850_1 0i:606756 - diacylglycerol kinase

AF208694_1 0i:11494011 — impact

AF237772_1 0i:21536441 - b-cell cll/lymphoma 7a

AF244088_1 0i:8453102 - zinc finger protein

AF307338_1 0i:12751138 - b aggressive lymphoma long isoform

AF308292_1 0i:190892 - ras inhibitor

AF308819_1 0i:18027485 - nuclear receptor-interacting factor

AJ250014_1 0i:8250235 — cyld

AKO000573_1 gi:7020760 - cdna clone unnamed protein product.

AK022728 1 0i:10434296 - cdna clone unnamed protein product.

AK022854 1 0i:10434489 - cdna clone unnamed protein product.

AK025478_1 0i:10438003 - homo sapiens cdna: flj21825 fis, clone hep01348; unnamed protein product.
AK027159 1 gi:10440217 - homo sapiens cdna: f1j23506 fis, clone Ing03055; unnamed protein product.
AKO027619_1 0i:14042420 - cdna clone moderately similar to putative serine/threonine-protein kinase p78 (ec 2.7.1.-)
AK058200_1 0i:16554280 - cdna clone unnamed protein product.

AKO075042_1 gi:22760878 - cdna clone weakly similar to gc-rich sequence dna-binding factor (gcf)
AY099265_1 0i:22212926 - nuclear transcription factor, x-box binding 1 isoform 3; nfx1
AY122471_1 0i:22252913 - defensin beta 118

BC000814_1 0i:12654024 - tg-interacting factor (tale family homeobox)

BC001605_1 gi:12804406 - phosphoribosyl pyrophosphate synthetase 1

BC002375_1 0i:12803142 - similar to tumor protein d52-like 1

BC004470_1 0i:13325315 - unknown (protein for mgc:10332)

BC011027_1 gi:6467370 - thyrotropin-releasing hormone degrading ectoenzyme
BC011634_1 0i:15079632 - similar to g protein-coupled receptor 30

BC012611 1 0i:15214958 - similar to eukaryotic translation initiation factor 4e
BC015182_1 0i:15929505 - unknown (protein for mgc:10230)

BCO015753_1 0i:16041745 - gro2 oncogene

BC017798_1 gi:17389524 - unknown (protein for mgc:22343)

BC020633_1 0i:18088325 - similar to retinol binding protein 4, plasma

BC024939 1 0i:6650598 - epidermal growth factor receptor substrate eps15r




BC025786_1 0i:20986504 — mitogen-activated protein kinase 10, isoform 1; mapk10

D38076_1 0i:534871 - ran-bp1(ran-binding protein 1)

D87465_1 0i:1665814 - kiaa0275

K03208_1 0i:190509 - prb2

L38707_1 0i:5802880 - melanoma antigen

M29548_1 0i:181966 - eefla

M30627_1 0i:292161 - heat shock protein 86

M37191_1 gi:6006032 - integrin alpha 4 precursor

NM_000885_1 0i:11036541 - gamma-parvin

NM_000946_1 0i:4506050 - primase, polypeptide 1 (49kd); prim1

NM_001224 1 gi:5456935 - protocadherin gamma a3

NM_001559 1 0i:4504642 - interleukin 12 receptor, beta 2; il12rb2

NM_001932_1 0i:21536463 - palmitoylated membrane protein 3

NM_002076_1 0i:4504060 - glucosamine (n-acetyl)-6-sulfatase precursor

NM_002662_1 gi:4505872 - phospholipase d1, phophatidylcholine-specific; pld1

NM_002753 1 0i:20986504 — mitogen-activated protein kinase 10, isoform 1; mapk10
NM_002783_1 0i:15029639 - similar to leptin receptor gene-related protein

NM_003371_1 0i:4507870 - vav 2 oncogene

NM_003691_1 0i:4505836 - serine/threonine kinase 16

NM_004380_1 0i:19354217 - similar to ganglioside-induced differentiation-associated protein 1
NM_004380_1 0i:4758055 - creb binding protein

NM_005251_1 0i:4885236 — forkhead box c2

NM_005937_1 gi:5174576 - myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, drosophila); translocated to, 6; mlit6
NM_006484_1 0i:5922000 - dual-specificity tyrosine-(y)-phosphorylation regulated kinase 1b isoform ¢
NM_012231 1 gi:20336257 - retinoblastoma protein-binding zinc finger protein, isoform a; prdm2
NM_020993 1 0i:2343184 - tubulin folding cofactor b

NM_080798_1 gi:22027567 - alpha 1 type xiii collagen isoform 2

NM_144781 1 0i:21735593 - programmed cell death 2, isoform 2; pdcd2

NM_145752_1 0i:22027474 - cdp-diacylglycerol--inositol 3-phosphatidyltransferase isoform 2
NM_147134 1 0i:19343998 - retinoic acid- and interferon-inducible protein (58kd)

XM_012425 1 0i:22055334 - similar to lysyl oxidase-like 1

XM_030577_1 0i:22062140 - similar to potential phospholipid-transporting atpase iia
XM_040100_1 0i:15300400 - similar to c35d10.12.p

XM_051590 1 gi:18555980 - similar to nuclear pore protein gp210 precursor - rat

XM_098859 1 gi:22045568 - similar to riken cdna 1700021p10

XM_166349 1 0i:20555078 - similar to nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in b-cells inhibitor, epsilon; nfkbie
XM_172494 1 gi:22049660 - similar to nuclear receptor coactivator 4




