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Az elmúlt években több munkacsoportnak sikerült olyan szomatikus mutációkat (BRAF, NRAS, HRAS, KRAS 

 génekben) és génátrendeződéseket (RET/PTC, PAX8/PPAR-gamma) azonosítani, amelyek összefüggést mutat-

nak a pajzsmirigydaganatok kialakulásával. Jelen vizsgálatban 11 személy 22 (11 kóros és 11 betegségmentes) intra-

operatív pajzsmirigy-szövetmintáit elemezték. A RAS géncsalád és a BRAF gének szomatikus egypontos nukleotid 

polimorfi zmusait LigthCycler olvadáspontanalízis-módszerrel, míg a génátrendeződéseket valós idejű polimeráz 

láncreakció módszerével vizsgálták. A daganatos mintákban 3 BRAF-, 2 NRAS-, 1 HRAS-mutációt, valamint 1 

RET/PTC1 átrendeződést találtak. Az eredmények megerősítik a nemzetközi adatokat, miszerint ezek az egypon-

tos nukleotidpolimorfi zmusok és génátrendeződések megtalálhatók a daganatos pajzsmirigyszövetekben. Való-

színűsíthető, hogy ezen genetikai vizsgálatokkal kiegészült citológiai vizsgálat segítheti a malignus göbök azonosí-

tását, illetve elképzelhető, hogy prognosztikai faktorként előre jelezhetik a későbbi daganatos átalakulást.

Orv. Hetil., 2011, 152, 672–677.

Kulcsszavak: pajzsmirigytumor, molekuláris genetikai vizsgálat, RAS, BRAF, RET/PTC, PAX8

Comprehensive examination of somatic oncogene mutation in normal 

and pathologic thyroid tissues

It is established that numerous somatic oncogene mutation (BRAF, NRAS, HRAS, KRAS) and gene translocations 

(RET/PTC, PAX8/PPAR-gamma) are associated with the development of thyroid cancer. In this study 22 intraop-

erative thyroid tissue samples (11 pathologic and 11 normal) were examined. Somatic single nucleotide polymor-

phisms were analyzed by LigthCycler melting method, while translocations were identifi ed by real-time polymerase 

chain reaction technique. In tumorous sample 3 BRAF, 2 NRAS and one HRAS mutations were found, as well as 

one RET/PTC1 translocation. Results confi rm international data showing that these oncogene mutations and trans-

locations are linked to thyroid cancer. Cytological examination completed with genetic data may support the diagno-

sis of thyroid malignancies. In addition, genetic alterations may indicate malignant transformation and may become 

prognostic factors in future. Orv. Hetil., 2011, 152, 672–677.
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Rövidítések

BRAF = v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1; 

FNAB = fi ne needle aspiration biopsy; HRAS = v-Ha-ras 

 Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog; KRAS =  v-Ki-ras2 

Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog; MAPK = mito-

génaktivált proteinkináz; NRAS = neuroblastoma RAS viral 

(v-ras) oncogene homolog; PAX8/PPAR-gamma = paired box 

8/peroxisome proliferator-activated receptor gamma; RET/

PTC = RET tyrosine-kinase protooncogene/papillary thyroid 

carcinoma

Az utóbbi években az évente felderített pajzsmirigy-

rákos megbetegedések száma drámaian emelkedett. 

 Ennek egyik oka lehet az, hogy a modern rutindiagnosz-

tika egyre kifi nomultabb módszereket alkalmaz. Az el-

múlt évtizedben sikerült olyan mutációkat felderíteni, 

amelyek előfordulása gyakoribb egyes pajzsmirigyda-

ganatokban [1, 2]. Ezen mutációk időben történő felis-

merése nagyban hozzájárulhat a diagnózis pontosításá-

hoz és a malignitásra hajlamos göbök eltávolításához. 

Ez hazai viszonylatban annál is fontosabb, mivel évente 

körülbelül 550 új pajzsmirigydaganatos megbetegedést 

regisztrálnak Magyarországon [3].

A leggyakoribb pajzsmirigydaganat a papillaris carci-

noma, ez teszi ki a pajzsmirigytumorok 60–80%-át. Leg-

inkább fi atal nőkben alakul ki. Jellemzően tömött, ke-

mény göbök jelennek meg a nyakon. A tumor gyakran 

multifokális és bilaterális elhelyezkedésű, korán ad me-

tasztázisokat a nyaki nyirokcsomókba. A follicularis car-

cinoma a pajzsmirigydaganatok körülbelül 12–15%-át 

adja. Jellemzően az idősebb korosztálynál, főleg nők-

ben alakul ki. Férfi akban a kórjóslat rosszabb. Típusosan 

nem fájdalmas csomó jelenik meg a nyakon, ami több-

nyire szoliter, és metasztázisokat képezhet a csontok-

ban vagy a tüdőben. A medullaris carcinoma a C-sejtek 

kóros elváltozásából ered. Ez az összes pajzsmirigyda-

ganat 5–7%-át képezi. Megjelenését tekintve a 40–50 

éves korosztályt veszélyezteti leginkább, a nemek közt 

egyformán oszlik meg. Tömött, kemény göb formájú 

 tumorok és amiloidlerakódás jellemzi a stromáját. Me-

tasztázist ez is adhat a nyaki nyirokcsomók mellett a 

 tüdőbe, májba, csontokba, bőrbe és az agyba is. A diffe-

renciálatlan, anaplasticus pajzsmirigydaganatok a rossz-

indulatú tumorok 2–5%-át teszik ki jellemzően idősebb 

nőkben. Prognózisukat tekintve a legkedvezőtlenebbek. 

Oly mértékben agresszív elváltozások, hogy már felis-

merésekor áttétek mutathatók ki a nyaki és mediasti-

nalis nyirokcsomókban vagy akár távolabbi helyeken 

[4, 5, 6, 7].

A hideg göbök körülbelül 5%-a malignus [8, 9]. 

A  diagnosztika feladata azt megállapítani, hogy melyik 

hideg göb malignizálódott már vagy fog daganatosan 

 átalakulni. A mindennapi diagnosztikában rutinná vált 

az ultrahangvizsgálat. A hideg göbök ultrahangvezérelt 

vékonytű-biopsziás citológiai vizsgálatával információt 

kaphatunk a göbök természetéről, ám ez a módszer 10–

40%-ban bizonytalan eredményt ad. Jelenleg a műtétileg 

eltávolított, malignusnak gondolt pajzsmirigygöböknek 

csak az 56%-a malignus valójában, így a műtétek közel 

fele felesleges megterhelést jelent a betegek és az egész-

ségügyi rendszer számára [2]. Ezért fontos olyan új di-

agnosztikai eszközök fejlesztése, amelyek segítségével a 

diagnosztika pontosabbá válhat.

A malignus szövetminták vizsgálata során fény de-

rült jellemző génmutációkra, amelyek a RAF és RAS 

géncsaládba tartozó BRAF, HRAS, NRAS, KRAS gé-

neket érintik [2, 10]. Ezek a szomatikus mutációk a 

pajzsmirigy-carcinomák 70%-ában megtalálhatók. Folli-

cularis carcinomában a RAS-mutációk vagy a PAX-8/

PPAR-gamma génátrendeződések jelenléte 80% feletti 

[11].

Vizsgálatunk célja az volt, hogy ép és tumoros pajzs-

mirigyszövetekben több génre kiterjedő, összehasonlító 

genetikai vizsgálatokat végezzünk, ezáltal képet kapjunk 

a pajzsmirigydaganatok és a szomatikus mutációk, il-

letve génátrendeződések kapcsolatáról.

Anyagok és a módszerek

Vizsgált betegek

Összesen 11 személy műtét során eltávolított 22 pajzs-

mirigy-szövetmintáját vizsgáltuk – 11 kóros szövetet és 

11 kontroll-pajzsmirigymintát ugyanabból a személyből, 

a daganat által nem érintett ép területről. Az eltávolított 

pajzsmirigytumorok hisztológiai vizsgálata során 6 eset-

ben papillaris carcinoma, 2 esetben follicularis carci-

noma igazolódott. A minták között szerepelt még egy 

nodosus strúma, egy benignus follicularis adenoma és 

egy papillaris hyperplasia. A vizsgált betegek korát, ne-

mét és szövettani eredményét a genetikai adatok mel-

lett az 1. táblázatban foglaltuk össze. A vizsgálatot az 

Egészségügyi Tudományos Tanács Tudományos és 

 Kutatásetikai Bizottsága hagyta jóvá (ETT-TUKEB 

1160-0/2010-1018EKU). Minden betegtől – részletes 

felvilágosítás után – írásos beleegyező nyilatkozatot is 

kaptunk.

Genetikai vizsgálatok

A BRAF gén 601-es kodon rs113488022 számú, 

a HRAS gén 61-es kodon rs28933406 számú, az NRAS 

gén 61-es kodon rs79057879 számú és a KRAS gén 

12-es kodon rs118135424 számú SNP-jét, valamint a 

RET/PTC1, RET/PTC3, PAX8/PPAR-gamma génát-

rendeződések expresszióját vizsgáltuk.

A műtéti beavatkozás során az egészséges és a beteg 

szövetből egyaránt történt mintavétel, amelyeket a fel-

dolgozásig –72 °C-on tároltunk. A folyamat első lépése 

a felolvasztott szövetminták phosphate buffered saline 

(PBS) oldatban történő aprítása volt, amit Fisher 

Scientifi c PowerGen 125 (Fisher Scientifi c GmbH, 

 Németország) szövethomogenizátorral végeztünk. Ezt 

 követően a szövethomogenizátumból párhuzamosan 
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1. táblázat A vizsgált betegek neme, kora, szövettani és genetikai eredményei

# Nem Életkor Szövettani eredmény Szövet típusa Genetikai eredmény

PM1 Férfi 78 Papillaris cc.
Ép –

Papillaris cc. –

PM2 Nő 59 Follicularis cc.
Ép –

Follicularis cc. HRAS-pozitív

PM3 Férfi 36 Papillaris cc.
Ép –

Papillaris cc. RET/PTC1 pozitív

PM4 Nő 67 Papillaris cc.
Ép –

Papillaris cc. BRAF-pozitív

PM5 Férfi 45 Papillaris cc.
Ép –

Papillaris cc. –

PM6 Nő 45 Papillaris hyperplasia
Ép –

Papillaris hyperlasia NRAS-pozitív

PM7 Férfi 77 Papillaris cc.
Ép –

Papillaris cc. BRAF-pozitív

PM8 Nő 25 Papillaris cc.
Ép –

Papillaris cc. BRAF-pozitív

PM9 Nő 22 Benignus follicularis adenoma
Ép –

Benignus follicularis adenoma –

PM10 Nő 68 Nodosus strúma
Ép –

Nodosus struma RET/PTC1 pozitív

PM11 Nő 68 Follicularis cc.
Ép –

Follicularis cc. NRAS-pozitív

DNS-izolálás a Roche High Pure PCR template Pre-

paration Kit (Roche, Indianapolis, IN, Amerikai Egye-

sült Államok) segítségével, és teljes RNS-izolálás a Roche 

High Pure RNA Isolation Kit (Roche) segítségével, 

a gyártók előírása szerint történt. Az izolált RNS és 

DNS mennyiségét és minőségét NanoDrop spektrofo-

tométerrel (Nanodrop Technologies, Montchanin, DE, 

Amerikai Egyesült Államok) ellenőriztük 260/280 nm 

hullámhossztartományon.

A DNS-mutációk – KRAS, HRAS, NRAS, BRAF – 

fl uoreszcens detektálásához Roche LightCycler készü-

léket használtunk (Roche LightCycler 2.0 Instrument). 

Mindegyik mutációhoz előre megtervezett primer 

párt és oligonukleotid próbákat alkalmaztunk [2]. Az 

amplifi káláshoz felhasználtunk 1 μl izolált DNS-t, 0,5-

0,5 μl-t mindkét primerből (TIB MOLBIOL Berlin), 

0,5-0,5 μl-t mindkét hibridizációs próbából (TIB 

MOLBIOL Berlin), 1,5 μl vizet, 0,5 μl bovine serum 

albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Ameri-

kai Egyesült Államok) és 5 μl JumpStartTaq ReadyMix 

PCR polymerase (LCA) (Sigma-Aldrich) oldatot. A vizs-

gálatot a következő protokoll alapján végeztük: 5 percen 

át 95 ºC-on történő denaturálás; 60 cikluson át 10 s 

95 ºC, 10 s 54 ºC és 15 s 72 ºC, majd a készülék által 

40–80 oC között fl uoreszcens jelzéssel detektált mel-

ting görbét elemeztük.

Mintánként 10 μl RNS-t reverz transzkripció során 

cDNS-re fordítottunk 200 U SuperScriptIII RN-áz 

H reverz transzkriptáz (Invitrogen Life Technologies, 

Carlsbad, Kalifornia, Amerikai Egyesült Államok), 40 U 

RNaseOUT ribonukleáz-inhibitor (Invitrogen Life 

Technologies) és 2 μl random primer (Promega, Madi-

son, WI, Amerikai Egyesült Államok) felhasználásával. 

A RET/PTC1, RET/PTC3, PAX8ex9/PPAR-gamma, 

PAX8ex7/PPAR-gamma génátrendeződéseket valós 

idejű PCR-technikával vizsgáltuk ABI Prism 7500 

( Applied Biosystem, Foster City, CA, Amerikai Egyesült 

Államok) rendszeren. Génspecifi kus TaqMan-próba-

alapú génexpressziós assay-t alkalmaztunk [2], ahol 

 minden génspecifi kus szett tartalmazott egy 5’ irányú és 

egy 3’ irányú primert, valamint egy fl uoreszcens jelölő-

molekulával ellátott próbát. A PCR-reakció 20 μl vég-

térfogatban zajlott, amely tartalma volt 2 μl cDNS, 10 μl 

TaqMan 2x Universal PCR Master Mix NoAmpErase 

UNG (Applied Biosystems), 0,5 μl validált génspecifi kus 

TaqMan-próba 20x (Applied Biosystems) és 7,5 μl víz. 

Minden gént 2-2 párhuzamos méréssel vizsgáltunk 96 

lyukú lemezeken a következő protokoll szerint: első 

 lépésként 2 perc 50 ºC-on és 10 perc denaturálás 

95 ºC-on, majd 60 cikluson keresztül 15 s denaturálás 

95 ºC-on, 15 s 55 ºC-on és 1 perc szintézis 60 ºC-on.
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Eredmények

A BRAF-mutációt 3, NRAS-mutációt 2 és HRAS-mu-

tációt egy esetben, a RET/PTC1 átrendeződést kettő 

esetben találtunk. A papillaris carcinomás betegek között 

csak BRAF-mutációt, valamint RET/PTC1 átrendező-

dést találtunk. Follicularis carcinomás szövetben NRAS- 

és HRAS-mutációt fedeztünk fel, továbbá egy nodosus 

strúmás szövetben RET/PTC1 átrendeződést detektál-

tunk. A betegadatok mellett a minták szövettani és ge-

netikai eredményét az 1. táblázatban foglaltuk össze.

Megbeszélés

Napjainkban a pajzsmirigyrák korai és pontos diagnosz-

tizálása egyre fontosabb kérdés, ugyanis a magyar popu-

lációban is jelentős az évente regisztrált új daganatos 

megbetegedések száma. A napi gyakorlatban már egyre 

kifi nomultabb módszereket alkalmaznak, mégis ezek ha-

tékonysága nem megfelelő. A molekuláris genetika mint 

diagnosztikus eszköz ma már egyre több kórkép igazo-

lásához nélkülözhetetlen. Ezért cél egy olyan genetikai 

vizsgálati módszert kifejleszteni, ami ezt a szakadékot 

 áthidalja, és akár már jóval korábban, a kóros folyamat 

manifesztálódása előtt is kimutathatóvá válik a betegség 

ténye.

Magyarországon elsőként kutatócsoportunk vizsgálta 

a daganatos pajzsmirigyszövetekben fellelhető szoma-

tikus mutációk és génátrendeződések arányát. A BRAF 

gén szerin-treonin fehérjét kódoló protoonkogén, 

amely szerepet játszik a mitogénaktivált proteinkináz- 

(MAPK-) útvonal szabályozásában, ezáltal képes befolyá-

solni a sejt osztódását, differenciálódását és apoptózisát 

[12]. Korábban mutációját (rs113488022) coloncar-

cinomában és malignus melanomában mutatták ki, 

mára kapcsolatba hozták az agresszív papillaris és follicu-

laris, anaplasticus pajzsmirigy-carcinomákkal is. Basolo és 

mtsai [13] arról számoltak be, hogy a BRAF-mutációk 

a papillaris carcinomák 44,6%-ában jelen vannak. Saját 

vizsgálatunkban a 8 tumoros mintából 6 szövettanilag 

igazolt papillaris carcinoma volt, amelyből 3 bizonyult 

BRAF-pozitívnak, ezzel szemben a 2 follicularis carcino-

mában nem találtunk ilyen típusú elváltozást (1. ábra).

A RAS géncsaládnak több tagját ismerjük: NRAS, 

HRAS, KRAS. A kódolt fehérjék három jelátviteli rend-

szert aktiválnak: MAP-kináz-útvonalat, az apoptózist 

szabályozó foszfatidilinozitol-3-kináz/protein-kináz-b 

(AKT) útvonalat, valamint az adhéziót és a migrációt 

 befolyásoló pályákat. A RAS-gének mutációjának kö-

vetkeztében létrejövő patológiás fehérje nagyobb affi -

nitással kötődik a GTP-hez, illetve inaktiválja annak 

GTP-áz hatását, ezáltal a RAS-fehérje állandó aktív for-

mában van jelen a szervezetben, és genomiális instabili-

tást alakít ki, valamint fokozott sejtproliferációt okoz 

[10]. Három esetben (mind a két follicularis carcinomá-

ban és a papillaris hyperplasiában) sikerült kimutatnunk 

RAS géneket érintő eltéréseket (2. és 3. ábra).

1. ábra Egészséges és mutációt hordozó BRAF (rs113488022) gén 

LightCycler készüléken mért leolvadási görbéje

2. ábra Egészséges és mutációt hordozó NRAS gén (rs79057879) 

LightCycler készüléken mért leolvadási görbéje

3. ábra Egészséges és mutációt hordozó HRAS gén (rs28933406) 

LightCycler készüléken mért leolvadási görbéje

4. ábra A RET/PTC1 transzlokálódott gének expressziós görbéje az ép 

és a tumoros szövetekben

A 10q11.2 kromoszómán elhelyezkedő RET proto-

onkogén egy tirozinkináz-aktivitású transzmembrán 

 receptort kódol [14]. Elsősorban sporadikus papillaris 

pajzsmirigyrákokban fordul elő, és az egyéb carcinomák-

hoz hasonlítva a RET/PTC1 enyhébb lefolyású, a RET/

PTC3 agresszívabb és rossz prognózisú, a RET/PTC2 

pedig egy ritkán jelentkező génátrendeződés. Korábbi 

vizsgálatokban a 2A és 2B típusú multiplex endokrin 

neoplasia szindrómás magyar betegeknél csírasejtes 

 RET-mutációt írtak le medullaris carcinomában [15, 
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16]. A RET/PTC1-et – a RET és a CCDC6 (coiled-coil 

domain containing 6) gének átrendeződése – az irradiá-

ció után később kialakuló, kevésbé agresszív pajzsmi-

rigyrákokban mutatták ki. A RET/PTC3 – a RET és 

az ELE1 (RET-activating gene) gének átrendeződése – 

szintén egy ionizáló sugárzás hatására létrejövő intra-

kromoszomális átrendeződés eredménye [17]. A RET/

PTC2 a 10. és a 17. kromoszómák genetikai anyagá-

nak transzlokációja révén alakul ki. A RET/PTC2 és a 

többi kilenc újabban kimutatott RET/PTC-típus mind 

interkromoszomális transzlokáció eredménye [18, 19]. 

A pajzsmirigy-carcinogenesis többlépcsős lefolyásának 

fontos mozzanata, hogy papillaris microcarcinomában 

gyakran észlelhető a RET/PTC expresszió, tehát ezek 

az eltérések a pajzsmirigy-carcinogenesis korai fázisában 

már részt vesznek [17]. Két esetben (a nodosus strúmá-

ban és hatból egy papillaris carcinomában) sikerült ki-

mutatnunk RET/PTC1 pozitivitást (4. ábra).

A PAX8 (paired box 8) gén egy transzkripciós faktort 

kódol, aminek jelentős szerepe van az embrionális fej-

lődés során a szöveti differenciálódásban [20]. A PAX8/

PPAR-gamma-1 átrendeződések főleg a follicularis 

pajzsmirigy-carcinomára jellemzőek, és nagyobb száza-

lékban találunk allélvesztést, aneuploidiát és kromoszo-

mális instabilitást. A PPAR-gamma-1 over expressziója 

pajzsmirigyrákos sejtvonalakban gátolja a sejtnöveke-

dést, és ezt a hatást a PPAR-gamma-1-agonisták fokoz-

zák [17, 21]. Ilyen átrendeződést nem találtunk a vizs-

gált szövetminták között.

A fenti mutációkat vizsgálták amerikai mintákban 

Nikiforov és mtsai [2]. Azt találták, hogy a mutációk 

 jelenléte malignus daganatok indikátora. Harmincegy 

esetben a műtét utáni szövettani vizsgálat igazolta, 

hogy kapcsolat áll fenn a vizsgált mutációk és a rosszin-

dulatú elváltozások között. A betegeket követték és azt 

találták, hogy körülbelül kétharmaduk pajzsmirigymű-

téten esett át, illetve voltak olyan esetek, ahol az ismételt 

FNAB-t követő hisztológiai és genetikai vizsgálat ne-

gativitást mutatott. Az Amerikai Egyesült Államokban 

a jódellátottság kifejezetten jó [22], szemben a hazai 

jódhiányos állapottal [23]. A jódhiány, illetve a megfe-

lelő jódellátottság befolyásolja a differenciált pajzs-

mirigydaganatok előfordulási gyakoriságát: az alacsony 

jódellátottságú területeken inkább a follicularis, míg 

 jódban gazdagabb területeken a papillaris carcinomák 

megjelenése a jellemzőbb [23].

Húsz évvel ezelőtti kanadai-magyarországi kutatás 

eredménye alapján – amely szerint Debrecen környéki 

mintákból 13 follicularis adenomásból 11 esetben, és 6 

follicularis carcinomásból 3 esetben mutattak ki RAS-

mutációt – elmondható, hogy szignifi kánsan magasabb 

az onkogén mutációk (NRAS, HRAS, KRAS) aránya a 

jódhiányos területeken [24]. Az általunk elvégzett mo-

dernebb és több gént, valamint génátrendeződéseket is 

érintő vizsgálat alapján is igazoltnak tekinthető, hogy a 

pajzsmirigydaganatok kialakulásában fontosnak gondolt 

génmutációk a hazai mintákban megtalálhatóak.

A fenti génmutációk jelenlétének nagyobb mintaszá-

mon való igazolása után a genetikai vizsgálat hasznos 

kiegészítője lehet a citológiai vizsgálatnak, növelve annak 

szenzitivitását és specifi citását, lehetőséget adva agresszí-

vabb kezelésre a rosszabb prognózist jelentő mutációk 

jelenléte esetén. Emellett a mutációk jelenléte benignus 

laesiókban előrevetítheti a malignus átalakulás lehetősé-

gét, hozzájárulva annak eldöntéséhez, hogy melyik „hi-

deg” göb műtéti eltávolítására van feltétlenül szükség.
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