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Vizsgalatunk célja volt, hogy kiilonbézé proliferativ mellékpajzsmirigy-elvaltozasok (hyperplasia, ade-
noma) fontosabb, apoptézissal kapcsolatos génjeinek expresszios mintdzatat tanulmanyozzuk cDNS-
microarray technikéval, elgsegitendd a normalistol (ép mellékpajzsmirigy) eltérd génkifejez6dés eset-
leges diagnosztikus, ill. terapias felhasznalasat. A felhasznalt mintak sebészi titon eltavolitott, 2 hyper-
plasiat, 2 adenomat mutat6 és 2 ép mellékpajzsmirigybdl szarmaztak. Vizsgalatainkhoz a GEArray Q
series Human Apoptosis Gene Array-t (Superarray) hasznaltuk fel. Erre 112 gént nyomtattak, tetraspo-
tos elrendezésben, a probak mérete 250-600 bazispar. Az elkészllt array-re Streptavidint kotottiink. A
detektalashoz CDP Star TM kemilumineszcens szubsztratot hasznaltunk. Az elemzés soran a normalis
(kontroll) mellékpajzsmirigyekhez hasonlitottuk a hyperplasias mellékpajzsmirigy, ill. a mellékpajzs-
mirigy-adenoma mintakat. Kimutattuk, hogy mind hyperplasidban, mind adenomaban overex-
presszaltak a CHEK 1, ATM, BCL-XL, FAS, TNF, cIAP-1, TRAIL, FADD, CASP 4,5,6,8, CD120b, CD137,
LTA, TANK, TARF2, CAD, LIGHTR, DR3LG, alulexpresszaltak a CASP1,10, BFAR, BOD, BCL2L2,
TRANCE gének. Csak hyperplasidban overexpresszalt gének: MDM2, MCL1, BCL2A1, BLK, RIPK2,
CD40LG, TRAF5, HUSI, BNIP3. Csak hyperplasidban alulexpresszaltak: BOK, CIDEA, TRAF1, TRIP
gének. Csak az adenomak overexpresszaljak az APOLLON, RIPK1, LTB, LTBR, CASP2,13, cIAP2,
CIDEB géneket, alulexpreszaljak a TRAF4-et és a FASLG-t. Overexpressziordl, ill. alulexpressziorol ak-
kor szolunk, ha a vizsgalt mintak atlagértéke legalabb masfélszer tobb, vagy masfélszer kevesebb a
normalis atlagértéknél. Eredménynek tekintjiik, hogy a mellékpajzsmirigy-hyperplasiaban és -adeno-
maban azonositottunk sejtciklust szabalyozo géneket, anti-apoptotikus és néhany pro-apoptotikus gént
is. A megnovekedett proliferacioval egyiitt jar az apoptotikus aktivitas névekedése is, azonban a tu-
morsejtek képesek ezt tulélni, anti-apoptotikus gének overexpresszidjat okozo szignalutvonalak akti-
valodasaval. Magyar Onkologia 50:137-140, 2006

The aim of this study was to investigate the changes in expression pattern of the most important genes
connected with apoptosis in proliferative apoptotic lesions (hyperplasia, adenoma), applying cDNA
microarray technique, in order to promote the possible diagnostic or therapeutic utilisation of any
difference in gene expression compared to the healthy (normal) parathyroid gland. Samples were taken
from surgically removed 2 hyperplasias, 2 adenomas and 2 normal parathyroid glands. The Apoptosis
Gene Array (Superarray) was used. This contains 112 genes, in tetraspot arrangement. The probes
measured 250-600 base pairs. Streptavidin was bound to the array. CDP Star TM chemiluminescent
substrate was used for detection. The samples deriving from hyperplasia or adenoma were compared to
samples from normal parathyroid glands. The following genes were overexpressed in both hyperplasia
and adenoma: CHEK1, ATM, BCL-XL, FAS, TNF, cIAP1, TRAIL, FADD, CASP 4,5,6,8, CD120b, CD137,
LTA, TANK, TARF2, CAD, LIGHTR, DR3LG. CASP1,10, BFAR, BOD, BCL2L2, TRANCE were under-
expressed in both hyperplasia and adenoma. Genes overexpressed only in hyperplasia were: MDM2,
MCLI1, BCL2A1, BLK, RIPK2, CD40LG, TRAF5, HUSI, BNIP3. Underexpressed only in hyperplasia: BOK,
CIDEA, TRAF1, TRIP. Overexpressed only in adenoma: APOLLON, RIPK1, LTB, LTBR, CASP2,13, cIAP2,
CIDEB. Underexpressed only in adenoma: TRAF4 and FASLG. Overexpresion or underexpression meant
1.5-fold difference from normal average values. As a result of this study, both pro-apoptotic and anti-
apoptotic genes were identified in hyperplasia and adenoma of the parathyroid gland. It seems that
increased proliferation is connected also with increased apoptotic activity, but tumor cell candidates are
able to survive, by activation of signal pathways resulting in overexpresion of anti-apoptotic genes. Szende
B, Arvai K, Petdk I, Nagy K, Végsé G, Perner F. Changes in gene expression during the proliferative processes of
parathyroid gland. Hungarian Oncology 50:137-140, 2006

Kozlésre érkezett: 2006. majus 16.
Elfogadva: 2006. majus 24.

Levelezési cim: Dr. Szende Béla, SE. 1. sz. Patologiai és Kisérleti Rdkkutat6 Intézet,
1085 Budapest, UllGi ut. 26. E-mail: bszende@korb1.sote.hu

© MAGYAR ONKOLOGUSOK TARSASAGA WWW WEBID HU MRAGYAR ONKOLGGIA 50_ VFOLYAM 2. SZAM 2006




Bevezetés

A mellékpajzsmirigy (mpm) sejtproliferaciéval
jaro folyamatai koziil a hyperplasia a leggyako-
ribb. Ez az elvaltozas az esetek tobbségében idult
veseelégtelenség kovetkeztében 1ép fel, és funk-
cionalisan un. secundaer hyperparathyreosissal
jar (5). Valamivel ritkabb a primaer parathyreo-

1. dbra. Hyperplasidt mutato és normdlis mpm génexpresszios mintdzatdnak

osszehasonlitdsa. Fekete kereszt: 1,5x-nél kisebb expresszios killonbség; piros
kereszt: 1,5x-nél nagyobb expressziondvekedes; zold kereszt: 1,5x-nél nagyobb
expressziocsokkenés. A kozépvonaltdl valo tdvolsag ardnyos az expresszios
killonbséggel.
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1. Sejtciklussal kapcsolatos gének: CHEKT, ATM, HUS1
2. Anti-apoptotikus gének: cl/AP1, MDM?2, BCL2AT, BCL-X(L)

3. Pro-apoptotikus gének: FAS, TRAIL, FADD, LTA, CASP1,4,6,8,10, DR3LG, CAD,

2. dbra. Mpm-adenoma és normdlis mpm génexpresszios mintdzatanak
Osszehasonlitdsa
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1. Sejtciklussal kapcsolatos gének: CHEK1, ATM
2. Anti-apoptotikus gének: clAP1,2, APOLLON, BCL-X(L)
3. Pro-apoptotikus gének: FAS, TRAIL, FADD, CAD, TA, TB, DR3LG, LTBR, CASP1,2,4,5,6,8,10,13,14,

MRAGYAR ONKOLGGIA 50. VFOLYAM 2. SZAM 2006

sist okozo mpm-adenoma (6). Kivételesen ritka
azonban a mpm klinikailag és patologiai vizsgala-
tokkal is egyértelmiien igazolt rakja (3).

Feltehetd, hogy a mpm proliferativ folyama-
tai soran a proliferdlé sejtekben olyan sajatos
génexpresszios profil alakul ki, amely a sejtsza-
porodas és sejthaldl egyensilyanak felbomlasat
csak egy bizonyos pontig teszi lehet6vé. Korabbi
vizsgalataink nyoman azt talaltuk, hogy mind a
mpm-hyperplasiat, mind az adenomat képezd
sejtekben kimutathaté a pro-apoptotikus bax és
az anti-apoptotikus bcl2, mig mpm-carcinomaban
a citoplazmaéban a bax- és bcl2-pozitivitas eltlinik,
mikozben a sejtmagban p53-pozitivitas jelenik
meg immunhisztokémiailag (8).

Ujabb, prospektiv tanulmanyunk célja volt,
hogy mpm-hyperplasia és -adenoma sejtjei fonto-
sabb, apoptozissal és sejtproliferacioval kapcsola-
tos génjeinek expressziés mintdzatat tanulma-
nyozzuk cDNS-microarray technikaval, elésegi-
tend6 a normalistol (ép mpm) eltérd génkifejezo-
dés esetleges diagnosztikus, ill. terapias felhasz-
nalasat.

Anyag és modszer

A felhasznalt mintak sebészi uton eltavolitott 2
hyperplasiat, 2 adenomat mutat6 és 2 ép mpm-
b6l szarmaztak, melyeket -192°C-on folyékony-
nitrogén-tartalyban, fagyasztéampullaban tarol-
tunk a feldolgozasig.

A molekularis patologiai vizsgalathoz a
GEArray Q series Human Apoptosis Gene Array-t
(Superarray) hasznaltuk. Erre 112 gént nyomtat-
tak, négy pontos (tetraspotos) elrendezésben. A
probak mérete 250-600 bazispar, ami specifikus
kotodést tesz lehet6vé, maximalizalja a szenziti-
vitast és kizarja a kereszthibridizacit. A proba-
szintézist linedris polimeraz reakcioval (LPR) vé-
geztiik el. Els6 lépésben az izolalt RNS-b6l reverz
transzkripcioval cDNS-t készitettiink. Ezutan ha-
gyomanyos PCR-reakciot végeztiink, a cDNS-hez
hozzaadtunk egy olyan specifikus primer-keveré-
ket, mely mindegyik vizsgalt génre tartalmaz
primer-part. A reakci6hoz adtunk biotin-16-
dUTP-t, igy az elkésziilt proba biotinilalt lett. A
probat denaturaltuk, a membranra térténd hibri-
dizalas egy éjszakan at tartott. Az elkészilt array-
re enzimmel kapcsolt streptavidint kotottink. A
detektalashoz CDPStar TM kemilumineszcens
szubsztratot hasznaltunk. Az elemzés soran ha-
rom Osszehasonlitast végeztink: a normalis
(kontroll) mpm-ekhez hasonlitottuk a hyperpla-
sias mpm, ill. a mpm-adenoma mintakat, tovabba
osszehasonlitottuk egymassal a mpm-hyper-
plasia és -adenoma mintakat is. Overexpressziot,
ill. alulexpressziot akkor allapitottunk meg, ha a
vizsgalt mintdk atlagértéke legaldbb mastélszer
tobb, vagy masfélszer kevesebb volt a normalis
atlagértéknél.

Az elkésziilt array-k validacigjat real-time
PCR modszerrel végeztilk, SYBR GREEN
(Applied Biosystem) hasznélataval. A PCR-reak-
ci6hoz adott SYBR GREEN interkalalodik a két-
szalu DNS-be és fluoreszcens jelet ad. A ciklus
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kezdetekor a SYBR GREEN szabad formaban van
jelen, a hémérséklet csokkenésével és a prime-
rek kotédésével parhuzamosan kotddik be a fes-
ték és ad egy alacsony intenzitasu jelet. Az elon-
gacional a festék gyorsan interkalalodik a kelet-
kez6 termékbe és erds jelet ad, majd a ciklus vé-
gén Ujra szabad formaba kerill a hémérséklet
emelkedésével. A fluoreszcencia aranyos a reak-
ciotermék mennyiségével, igy a reakcié mennyi-
ségileg meghatarozhat6. Ezzel a modszerrel az
APOLLON génre vonatkoz6 vizsgalatot végez-
tink.

Eredmények

* Talaltunk olyan géneket, amelyek mind hy-
perplasidban, mind adenomdban overex-
presszaltak. Ezek: CHEKI1, ATM, BCL-XL,
FAS, TNF, cIAP1, TRAIL, FADD, CASP
4,5,6,8, CD120b, CD137, LTA, TANK, TARF2,
CAD, LIGHTR, DR3LG.

* Mind hyperplasidban, mind adenoméban
alulexpresszaltak a CASP 1,10, BFAR, BOD,
BCL2L2, TRANCE gének.

* Csak hyperplasidban overexpresszalt gének:
MDM2, MCL1, BCL2Al, BLK, RIPK2,
CD40LG, TRAF5, HUS1, BNIP3.

* Csak hyperplasidban alulexpresszalt gének:
BOK, CIDEA, TRAF1, TRIP.

* Csak adenomdban overexpresszalt gének:
APOLLON, RIPK1, LTB, LTBR, CASP 2,13,
cIAP2, CIDEB.

¢ (Csak adenomdban alulexpresszalt gének:
TRAF4 és FASLG.

A fentieket és az expresszionak a kontrollhoz
viszonyitott mértékét mutatja az 1-3. dbra.

Real-time PCR vizsgalattal kimutattuk, hogy
az APOLLON génre vonatkoz6 gorbe a kontroll-
hoz viszonyitva 7 ciklussal hamarabb indul el
vagyis adenomaban az APOLLON mennyisége a
normalis tébbszérose (4. dbra).

Megbeszélés

Tiz éves mutéti anyagunkban 54 mpm-hyperpla-
sia, 50 mpm-adenoma és egyetlen mpm-carcino-
ma fordult el6 (8). Ez a tény is alatdmasztja, hogy
ebben a szervben ritkasagszamba megy a malig-
nus atalakulds. Altaldnosan elfogadhatonak te-
kinthet6, hogy a daganatos progresszié soran az
anti-apoptotikus gének fokozott kifejezédése és a
pro-apoptotikus gének csokkent mértéki kifeje-
z6dése kovetkezik be (4). Ez a jelenség nemcsak
a carcinomara, hanem a joindulatu proliferativ
folyamatokra is érvényes. Vizsgalatunk soran a
mpm-hyperplasidban és -adenoméban azonosita-
ni tudtunk sejtciklust szabalyoz6 géneket, anti-
apoptotikus és pro-apoptotikus géneket egyarant.
Figyelemre mélt6, hogy mind hyperplasiaban,
mind adenomaban overexpresszaltak a CHEKI,
az ATM, a BCLXL és a cIAP-1 anti-apoptotikus gé-
nek és a FAS, TRIAL, FADD pro-apoptotikus gé-
nek. Az apoptézis szabalyozasaban fontos szere-
pet jatsz6 MDM-2 antiapoptotikus gén viszont

MELLEKPRJZSMIRIGY DAGANAT

csak a hyperplasia esetében mutatott fokozott ki-
fejezG6dést, mig egy masik jelentés anti-apoptoti-
kus gén, az APOLLON, csak az adenomaban
overexpresszalt, amit real-time PCR-rel is igazol-
ni tudtunk. A fenti két gén meghatarozasa kétes
esetekben még a két proliferativ folyamat elkiilo-
nitésében is segitségiinkre lehet.

Anyagunkbél sajnos hidnyzik a mpm-
carcinoma sejtproliferacios és apoptézist szaba-
lyoz6 génjeinek molekularis patoldgiai szinten
torténé meghatarozasa. Ennek oka, hogy a mpm-
carcinoma ritka el6fordulasa miatt molekularis
vizsgalatra alkalmas anyaghoz nem jutottunk
hozza. A rendelkezésre all6 mpm-hyperplasia és
mpm-adenoma mintak vizsgalata alapjan - meg-
erdsitve a magunk és masok korabbi, immunhisz-
tokémiai tanulmanyok soran elért eredményeit
(1, 2, 7-9) - azt a kovetkeztetést vonhatjuk le,
hogy a megnévekedett proliferacioval egyiitt jar
a pro-apototikus aktivitas névekedése is, azonban

3. dbra.
Mpm-adenoma és
hyperplasidat mutato

a sejtek nagyobb hanyada képes ezt tulélni, anti- mpm génexpresszios
apoptotikus gének fokozott kifejez6dését okozo mintdzatdnak
jelatvivé ttvonalak aktivalodasaval. dsszehasonlitdsa
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Hyperplasia
1. Sejtciklussal kapcsolatos gének:
2. Anti-apoptotikus gének: DCR1, clAP1, NAIP, ICAD, BCL-X(L),
3. Pro-apoptotikus gének: CAD, LTA, [TB, [TBR, BAD, CASP4,5,10, DR5,

4. dbra. Az APOLLON gén mennyiségi meghatdrozdsa mpm-adenomdban és
normdlis mpm-ben real-time PCR mddszerrel. Adenomdban 7 ciklussal hamarabb
indul el a gorbe, mint a normdlis mintaban, vagyis adenomdban tobbszoros az
APOLLON mennyisége a normdlishoz képest, ahogy ezt az array-vizsgdlat is jelezte.
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