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Az elmult években tobb munkacsoportnak sikeriilt olyan szomatikus mutacidkat (BRAF, NRAS, HRAS, KRAS
génekben) és géndtrendez&déseket (RET/PTC, PAXS8 /PPAR-gamma) azonositani, amelyek osszefiiggést mutat-
nak a pajzsmirigydaganatok kialakulasaval. Jelen vizsgalatban 11 személy 22 (11 kéros és 11 betegségmentes) intra-
operativ pajzsmirigy-szovetmintdit elemezték. A RAS géncsaldd és a BRAF gének szomatikus egypontos nukleotid
polimorfizmusait LigthCycler olvadispontanalizis-mddszerrel, mig a génatrendez8déseket valds idejli polimeriz
lancreakcié moédszerével vizsgiltak. A daganatos mintikban 3 BRAF-, 2 NRAS-, 1 HRAS-mutaciot, valamint 1
RET/PTCI atrendez6dést taldltak. Az eredmények megerdsitik a nemzetkozi adatokat, miszerint ezek az egypon-
tos nukleotidpolimorfizmusok és génatrendez8dések megtalilhaték a daganatos pajzsmirigyszovetekben. Valé-
szintsithet$, hogy ezen genetikai vizsgdlatokkal kiegésziilt citologiai vizsgalat segitheti a malignus gobok azonosi-
tasat, illetve elképzelhetd, hogy prognosztikai faktorként elére jelezhetik a kés6bbi daganatos atalakuldst.
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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, PAXS8 /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 identified 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/PTCI translocation. Results confirm 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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Roviditések

BRAF = v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog Bl;
FNAB = fine 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-
génaktivélt proteinkindz; 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 utébbi években az évente felderitett pajzsmirigy-
rikos megbetegedések szdma drdmaian emelkedett.
Ennck egyik oka lehet az, hogy a modern rutindiagnosz-
tika egyre kifinomultabb mddszereket alkalmaz. Az el-
mult évtizedben sikeriilt olyan muticidkat felderiteni,
amelyek el6forduldsa gyakoribb egyes pajzsmirigyda-
ganatokban [1, 2]. Ezen mutacidk idGben torténd felis-
merése nagyban hozzdjarulhat a diagnézis pontositasa-
hoz és a malignitisra hajlamos gobok eltavolitisihoz.
Ez hazai viszonylatban annal is fontosabb, mivel évente
korilbeliil 550 1) pajzsmirigydaganatos megbetegedést
regisztralnak Magyarorszagon [3].

A leggyakoribb pajzsmirigydaganat a papillaris carci-
noma, ez teszi ki a pajzsmirigytumorok 60-80%-at. Leg-
inkabb fiatal nSkben alakul ki. Jellemz&en tomott, ke-
mény gobok jelennek meg a nyakon. A tumor gyakran
multifokdlis és bilaterdlis elhelyezkedésti, korin ad me-
tasztazisokat a nyaki nyirokcsomokba. A follicularis car-
cinoma a pajzsmirigydaganatok koriilbelil 12-15%-4t
adja. Jellemz&en az idGsebb korosztalynal, f6leg nok-
ben alakul ki. Férfiakban a korjéslat rosszabb. Tipusosan
nem fajdalmas csomd jelenik meg a nyakon, ami tobb-
nyire szoliter, és metasztizisokat képezhet a csontok-
ban vagy a tiid6ben. A medullaris carcinoma a C-sejtek
kéros elviltozasabdl ered. Ez az Osszes pajzsmirigyda-
ganat 5-7%-at képezi. Megjelenését tekintve a 40-50
éves korosztilyt veszélyezteti leginkibb, a nemek kozt
cgyforman oszlik meg. Tomott, kemény gob formaju
tumorok és amiloidlerakddas jellemzi a stromdjat. Me-
tasztazist ez is adhat a nyaki nyirokcsomok mellett a
tiid6be, majba, csontokba, bdrbe és az agyba is. A diffe-
rencidlatlan, anaplasticus pajzsmirigydaganatok a rossz-
indulatt tumorok 2-5%-4t teszik ki jellemzéen idGsebb
nékben. Prognézisukat tekintve a legkedvezGtlenebbek.
Oly mértékben agressziv elvaltozasok, hogy mir felis-
merésekor dttétek mutathaték ki a nyaki és mediasti-
nalis nyirokcsomékban vagy akdr tivolabbi helyeken
[4,5,6,7].

A hideg gobok koriilbelill 5%-a malignus [8, 9].
A diagnosztika feladata azt megallapitani, hogy melyik
hideg gob malignizalédott méar vagy fog daganatosan
atalakulni. A mindennapi diagnosztikiban rutinnd valt
az ultrahangvizsgalat. A hideg gobok ultrahangvezérelt
vékonytid-biopszids citologiai vizsgalatival informaciot
kaphatunk a gobok természetérsl, am ez a modszer 10—
40%-ban bizonytalan eredményt ad. Jelenleg a mtitétileg
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eltdvolitott, malignusnak gondolt pajzsmirigygoboknek
csak az 56%-a malignus val6jiban, igy a mtitétek kozel
fele felesleges megterhelést jelent a betegek és az egész-
ségiigyi rendszer szamara [2]. Ezért fontos olyan 4j di-
agnosztikai eszkozok fejlesztése, amelyek segitségével a
diagnosztika pontosabba valhat.

A malignus szovetmintik vizsgilata sordn fény de-
rilt jellemz6 génmutacidkra, amelyek a RAF és RAS
géncsalddba tartoz6 BRAF, HRAS, NRAS, KRAS gé-
neket érintik [2, 10]. Ezek a szomatikus muticidok a
pajzsmirigy-carcinomdk 70%-dban megtalilhaték. Folli-
cularis carcinomdban a RAS-muticiok vagy a PAX-8/
PPAR-gamma génitrendez8dések jelenléte 80% feletti
[11].

Vizsgilatunk célja az volt, hogy ép és tumoros pajzs-
mirigyszovetekben tobb génre kiterjedd, dsszehasonlitd
genetikai vizsgalatokat végezziink, ezaltal képet kapjunk
a pajzsmirigydaganatok ¢és a szomatikus mutaciok, il-
letve génatrendez&dések kapcsolatirdl.

Anyagok és a modszerek
Vizsgalt betegek

Osszesen 11 személy miitét sordn eltdvolitott 22 pajzs-
mirigy-szovetmintdjat vizsgaltuk — 11 koros szovetet és
11 kontroll-pajzsmirigymintit ugyanabbdl a személybdl,
a daganat altal nem érintett ép teriiletrél. Az eltavolitott
pajzsmirigytumorok hisztoldgiai vizsgilata sordn 6 eset-
ben papillaris carcinoma, 2 esetben follicularis carci-
noma igazoloédott. A mintak kozott szerepelt még egy
nodosus strima, egy benignus follicularis adenoma és
egy papillaris hyperplasia. A vizsgalt betegek korit, ne-
mét és szovettani eredményét a genetikai adatok mel-
lett az 1. tdblazatban foglaltuk Ossze. A vizsgilatot az
Egészségiigyi Tudoményos Tanics Tudomdnyos és
Kutatdsetikai Bizottsiga hagyta jova (ETT-TUKEB
1160-0,/2010-1018EKU). Minden betegtdl — részletes
felvilagositds utin — irdsos beleegyez$ nyilatkozatot is
kaptunk.

Genetikai vizsgalatok

A BRAF gén 601-es kodon rs113488022 szimu,
a HRAS gén 61-es kodon rs28933406 szamu, az NRAS
gén 6l-es kodon rs79057879 szamu és a KRAS gén
12-es kodon rs118135424 szamt SNP-jét, valamint a
RET/PTCI1, RET/PTC3, PAX8 /PPAR-gamma génit-
rendez6dések expresszidjit vizsgaltuk.

A mitéti beavatkozds soran az egészséges és a beteg
szovetbdl egyarant tortént mintavétel, amelyeket a fel-
dolgozasig =72 °C-on tiroltunk. A folyamat elsé 1épése
a felolvasztott szovetmintidk phosphate buffered saline
(PBS) oldatban torténé apritisa volt, amit Fisher
Scientific PowerGen 125 (Fisher Scientific GmbH,
Németorszag) szovethomogenizitorral végeztiink. Ezt
koveten a szovethomogenizaitumbol parhuzamosan
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1. tablizat | A vizsgilt betegek neme, kora, szévettani és genetikai eredményei
# Nem  Eletkor Szovettani eredmény Szovet tipusa Genetikai eredmény
Ep -
PM1 Férfi 78 Papillaris cc.
Papillaris cc. -
Ep -
PM2 Né& 59 Follicularis cc.
Follicularis cc. HRAS-pozitiv
Ep -
PM3 Férfi 36 Papillaris cc.
Papillaris cc. RET/PTCI pozitiv
Ep -
PM4 Né§ 67 Papillaris cc.
Papillaris cc. BRAF-pozitiv
Ep -
PM5 Férfi 45 Papillaris cc.
Papillaris cc. -
Ep -
PMo6 N6 45 Papillaris hyperplasia
Papillaris hyperlasia NRAS-pozitiv
Ep -
PM7 Férfi 77 Papillaris cc.
Papillaris cc. BRAF-pozitiv
Ep -
PMS N6 25 Papillaris cc.
Papillaris cc. BRAF-pozitiv
Ep -
PM9 N& 22 Benignus follicularis adenoma .
Benignus follicularis adenoma -
Ep -
PM10 Né& 68 Nodosus strima
Nodosus struma RET/PTCI pozitiv
Ep -
PM11 Né§ 68 Follicularis cc.

Follicularis cc. NRAS-pozitiv

DNS-izolalds a Roche High Pure PCR template Pre-
paration Kit (Roche, Indianapolis, IN, Amerikai Egye-
siilt Allamok) segitségével, és teljes RNS-izoldlds a Roche
High Pure RNA Isolation Kit (Roche) segitségével,
a gyartok el6irdsa szerint tortént. Az izolalt RNS és
DNS mennyiségét és mindségét NanoDrop spektrofo-
tométerrel (Nanodrop Technologies, Montchanin, DE,
Amerikai Egyesiilt Allamok) ellendriztiik 260,/280 nm
hullimhossztartomanyon.

A DNS-muticiok — KRAS, HRAS, NRAS, BRAF -
fluoreszcens detektdldsihoz Roche LightCycler készii-
léket haszndltunk (Roche LightCycler 2.0 Instrument).
Mindegyik muticiéhoz el6re megtervezett primer
part és oligonukleotid probdkat alkalmaztunk [2]. Az
amplifikilashoz felhasznaltunk 1 pl izoldlt DNS-t, 0,5-
0,5 pl-t mindkét primerbsl (TIB MOLBIOL Berlin),
0,5-0,5 pl-t mindkét hibridizaciés prébabol (TIB
MOLBIOL Berlin), 1,5 pl vizet, 0,5 ul bovine serum
albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Ameri-
kai Egyesiilt Allamok) és 5 pl JumpStartTaq ReadyMix
PCR polymerase (LCA) (Sigma-Aldrich) oldatot. A vizs-
galatot a kovetkezd protokoll alapjan végeztiik: 5 percen
it 95 °C-on torténd denaturilds; 60 cikluson at 10 s
95 °C, 10 s 54 °C és 15 s 72 °C, majd a késziilék altal
40-80 °C kozott fluoreszcens jelzéssel detektalt mel-
ting gorbét elemeztiik.

Mintanként 10 pl RNS-t reverz transzkripcié sorin
cDNS-re forditottunk 200 U SuperScriptlII RN-iz
H reverz transzkriptiz (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok), 40 U
RNaseOUT  ribonukledz-inhibitor (Invitrogen Life
Technologies) és 2 ul random primer (Promega, Madi-
son, WI, Amerikai Egyesiilt Allamok) felhasznalasaval.
A RET/PTCI1, RET/PTC3, PAX8ex9/PPAR-gamma,
PAX8ex7 /PPAR-gamma  génatrendez6déseket  valds
idej  PCR-technikdval vizsgiltuk ABI Prism 7500
(Applied Biosystem, Foster City, CA, Amerikai Egyestilt
Allamok) rendszeren. Génspecifikus TagMan-proba-
alapa génexpresszids assay-t alkalmaztunk [2], ahol
minden génspecifikus szett tartalmazott egy 5’ irdnyt és
egy 3’ iranyu primert, valamint egy fluoreszcens jelol6-
molekulaval ellatott probat. A PCR-reakcié 20 pl vég-
térfogatban zajlott, amely tartalma volt 2 pl cDNS, 10 ul
TagMan 2x Universal PCR Master Mix NoAmpErase
UNG (Applied Biosystems), 0,5 pl validalt génspecifikus
TagMan-préba 20x (Applied Biosystems) és 7,5 pl viz.
Minden gént 2-2 parhuzamos méréssel vizsgiltunk 96
lyukd lemezeken a kovetkezd protokoll szerint: elsé
1épésként 2 perc 50 °C-on és 10 perc denaturdlds
95 °C-on, majd 60 cikluson keresztil 15 s denaturdlds
95 °C-on, 15 s 55 °C-on és 1 perc szintézis 60 °C-on.
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Eredmények

A BRAF-muticiét 3, NRAS-muticiét 2 és HRAS-mu-
taciot egy esetben, a RET/PTCI1 dtrendezbédést kettd
esetben taldltunk. A papillaris carcinomas betegek kozott
csak BRAF-muticiét, valamint RET /PTC1 atrendez6-
dést taldltunk. Follicularis carcinomas szovetben NRAS-
és HRAS-muticiét fedeztiink fel, tovibba egy nodosus
stramads szovetben RET /PTC1 atrendezédést detektal-
tunk. A betegadatok mellett a mintdk szovettani és ge-
netikai eredményét az 1. tdblizatban foglaltuk ossze.

Megbeszélés

Napjainkban a pajzsmirigyrak korai és pontos diagnosz-
tizaldsa egyre fontosabb kérdés, ugyanis a magyar popu-
liciéban is jelents az évente regisztralt 4j daganatos
megbetegedések szama. A napi gyakorlatban mar egyre
kifinomultabb médszereket alkalmaznak, mégis ezek ha-
tékonysiga nem megfelel§. A molekularis genetika mint
diagnosztikus eszk6z ma mar egyre tobb korkép igazo-
lasahoz nélkiilozhetetlen. Ezért cél egy olyan genetikai
vizsgalati modszert kifejleszteni, ami ezt a szakadékot
athidalja, és akir mdr jéval kordbban, a kéros folyamat
manifesztalédasa elStt is kimutathatéva vélik a betegség
ténye.

Magyarorszagon els6ként kutatécsoportunk vizsgilta
a daganatos pajzsmirigyszovetekben fellelhet6 szoma-
tikus mutaciok és génatrendezédések aranyat. A BRAF
gén szerin-treonin fehérjét koédold  protoonkogén,
amely szerepet jatszik a mitogénaktivilt proteinkindz-
(MAPK-) ttvonal szabdlyozasiban, ezdltal képes befolya-
solni a sejt osztodasdt, differencidloddsat és apoptozisit
[12]. Koribban muticiojat (rs113488022) coloncar-
cinomdban ¢és malignus melanomdban mutattidk ki,
mira kapcsolatba hoztak az agressziv papillaris és follicu-
laris, anaplasticus pajzsmirigy-carcinomakkal is. Basolo és
misai [13] arrdl szamoltak be, hogy a BRAF-muticiok
a papillaris carcinomak 44,6%-dban jelen vannak. Sajat
vizsgilatunkban a 8 tumoros mintibdl 6 szovettanilag
igazolt papillaris carcinoma volt, amelyb&l 3 bizonyult
BRAF-pozitivnak, ezzel szemben a 2 follicularis carcino-
mdban nem taldltunk ilyen tipusu elvéltozist (1. dbra).

A RAS géncsaladnak tobb tagjit ismerjilk: NRAS,
HRAS, KRAS. A kédolt fehérjék hirom jelatviteli rend-
szert aktivilnak: MAP-kindz-Gtvonalat, az apoptoézist
szabalyoz6  foszfatidilinozitol-3-kindz /protein-kindz-b
(AKT) ttvonalat, valamint az adhéziét és a migraciot
befolyasol6 palydkat. A RAS-gének muticidjinak ko-
vetkeztében 1étrejovs patoldgids fehérje nagyobb affi-
nitdssal kotédik a GTP-hez, illetve inaktivilja annak
GTP-4z hatasat, ezaltal a RAS-fehérje dllandé aktiv for-
midban van jelen a szervezetben, és genomiilis instabili-
tast alakit ki, valamint fokozott sejtprolifericiot okoz
[10]. Hirom esetben (mind a két follicularis carcinoma-
ban és a papillaris hyperplasidban) sikeriilt kimutatnunk
RAS géneket érint§ eltéréseket (2. és 3. dbra).
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4. ibra A RET/PTCI transzlokilédott gének expresszids gorbéje az ép

és a tumoros szovetekben

A 10ql1.2 kromoszéman elhelyezked6 RET proto-
onkogén egy tirozinkindz-aktivitisi transzmembran
receptort kodol [14]. Elsésorban sporadikus papillaris
pajzsmirigyrakokban fordul el§, és az egyéb carcinomak-
hoz hasonlitva a RET/PTCI1 enyhébb lefolyisa, a RET/
PTC3 agresszivabb és rossz prognézisu, a RET/PTC2
pedig egy ritkan jelentkezd génatrendez6dés. Korabbi
vizsgalatokban a 2A és 2B tipust multiplex endokrin
neoplasia szindrémds magyar betegeknél csirasejtes
RET-mutaciét irtak le medullaris carcinomdban [15,
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16]. ARET/PTCl-et—a RET és a CCDC6 (coiled-coil
domain containing 6) gének atrendezddése — az irradid-
ci6 utin késébb kialakuld, kevésbé agressziv pajzsmi-
rigyrakokban mutattak ki. A RET/PTC3 — a RET és
az ELE]l (RET-activating gene) gének atrendez6dése —
szintén egy ionizdldé sugdrzas hatdsira létrejové intra-
kromoszomalis atrendez6dés eredménye [17]. A RET/
PTC2 a 10. és a 17. kromoszémak genetikai anyagi-
nak transzlokicioja révén alakul ki. A RET/PTC2 és a
tobbi kilenc Gjabban kimutatott RET /PTC-tipus mind
interkromoszomalis transzlokicié eredménye [18, 19].
A pajzsmirigy-carcinogenesis tobblépcsGs lefolyasanak
fontos mozzanata, hogy papillaris microcarcinomiban
gyakran észlelhet6 a RET/PTC expresszio, tehit ezek
az eltérések a pajzsmirigy-carcinogenesis korai fazisiban
mir részt vesznek [17]. Két esetben (a nodosus stramé-
ban és hatbdl egy papillaris carcinomaban) sikertilt ki-
mutatnunk RET /PTCI pozitivitast (4 dbra).

A PAXS8 (paired box 8) gén egy transzkripcids faktort
kédol, aminek jelentSs szerepe van az embrionalis fej-
16dés soran a szoveti differencidlédasban [20]. A PAXS8 /
PPAR-gamma-1 atrendez6dések féleg a follicularis
pajzsmirigy-carcinomdra jellemz&ek, és nagyobb sziza-
lékban talalunk allélvesztést, aneuploidiat és kromoszo-
milis instabilitdst. A PPAR-gamma-1 over expresszidja
pajzsmirigyrikos sejtvonalakban gitolja a sejtnoveke-
dést, és ezt a hatast a PPAR-gamma-1-agonistak fokoz-
zdk [17, 21]. Ilyen dtrendezédést nem talaltunk a vizs-
galt szovetmintik kozott.

A fenti muticidkat vizsgiltdk amerikai mintakban
Nikiforov és mtsai [2]. Azt talaltdk, hogy a muticiok
jelenléte malignus daganatok indikidtora. Harmincegy
esetben a mutét utdni szovettani vizsgilat igazolta,
hogy kapcsolat all fenn a vizsgalt mutaciok és a rosszin-
dulatt elvaltozisok kozott. A betegeket kovették és azt
taldltak, hogy kortlbeliil kétharmaduk pajzsmirigym-
téten esett at, illetve voltak olyan esetek, ahol az ismételt
FNAB-t kovetd hisztologiai és genetikai vizsgilat ne-
gativitdst mutatott. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban
a jodellitottsag kifejezetten jo [22], szemben a hazai
jodhidnyos allapottal [23]. A jédhidny, illetve a megtfe-
lel6 jodellatottsag befolyasolja a differencidlt pajzs-
mirigydaganatok el6fordulasi gyakorisigit: az alacsony
jodellatottsagu teriileteken inkdbb a follicularis, mig
jédban gazdagabb teriileteken a papillaris carcinomdk
megjelenése a jellemzEbb [23].

Husz évvel ezelStti kanadai-magyarorszagi kutatas
eredménye alapjin — amely szerint Debrecen kornyéki
mintakbol 13 follicularis adenomasbdl 11 esetben, és 6
follicularis carcinomdsbol 3 esetben mutattak ki RAS-
mutaciot — elmondhaté, hogy szignifikinsan magasabb
az onkogén mutaciok (NRAS, HRAS, KRAS) ardnya a
jodhidnyos tertileteken [24]. Az dltalunk elvégzett mo-
dernebb és tobb gént, valamint génatrendez6déseket is
érint§ vizsgalat alapjin is igazoltnak tekinthetd, hogy a
pajzsmirigydaganatok kialakuldsiban fontosnak gondolt
génmutaciok a hazai mintdkban megtalalhatéak.

EREDETI KOZLEMENYEK

A fenti génmutaciok jelenlétének nagyobb mintasza-
mon val6 igazoldsa utin a genetikai vizsgalat hasznos
kiegészit6je lehet a citologiai vizsgalatnak, novelve annak
szenzitivitasit és specificitdsat, lehetséget adva agresszi-
vabb kezelésre a rosszabb prognoézist jelenté muticiok
jelenléte esetén. Emellett a mutacidk jelenléte benignus
laesidkban elSrevetitheti a malignus 4talakulas lehetSsé-
gét, hozzdjarulva annak eldontéséhez, hogy melyik ,,hi-
deg” gob mitéti eltivolitasara van feltétleniil sziikség.
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