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1. ELOZMENYEK ES CELKITUZESEK

A pajzsmirigy daganatok etiopatogenetikai kutatdasa, annak kilonleges
bioldgiai tulajdonsagai miatt rendkiviil szerteagazd. A sokszin(, az egész vilagon folyo
Ujabb tudomanyos vizsgalatokkal parhuzamosan, tébb mint hlsz éve inditottuk el
azokat a kutatasokat, amelyek eredményeit a mellékelt publikaciokban
dsszefoglaltuk.

A pajzsmirigy karcindma molekularis alapjaival foglalkoz6 ismeretek gyorsan
és folyamatosan novekednek. Az immunszisztéma valaszkészségének megértése
azonban még varat magara. Az immunvalasz és a pajzsmirigy karcindma
Osszefliggésének szempontjabdl értékes, de egyben egymasnak ellentmondd
eredmények sziilettek szamos szerz6 tollabal.

Az eredmények és vélemények igen kiilonbozoek az irodalomban. E sok

kérddjelet tartalmazd probléma hatarozta meg célkitlizéseinket.

Vizsgalni kivantuk :

1.) a pajzsmirigy karcindmaban szenvedd betegek HLA antigénjeit azzal
a céllal, hogy talalunk-e olyan allélt, amely a betegekben
szignifikdnsan  gyakrabban fordul el6, jelezve valamilyen
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Osszefliggést a betegség manifesztacidéjaval, a rosszindulatisag



2.)

3.)

4.)

5.)

6.)

7))

8.)

9.)

fokaval, a metasztazis kiterjedésével, lokalizaciéjaval, vagy az
immunszisztéma valaszkészségével.

Ugyanilyen szempontokbdl tanulmanyoztuk az IgG nehéz lanc
allotipusait (Gm).

Megfeleld matematikai analizisek segitségével kivantuk
eredményeinket elemezni.

HLA tipizalast, bazalis/stimuldlt kalcitonin meghatarozasokat,
valamint csaladvizsgalatot végeztiink medullaris  karcindmas
betegekben és csaladtagjaikban azzal a céllal, hogy 0Osszefliggést
keressiink az immungenetikai determinaci6 és a betegség
kialakulasa és lefolyasa kozott.

Kimutathato-e citogenetikai moddszerekkel olyan kromoszoma-
eltérés, ami altalaban jellemz6 a benignus és malignus pajzsmirigy
daganatokra?

Kilonbdznek-e  szOvettanilag  eltér6  pajzsmirigydaganat  tipusok
citogenetikailag?

Van-e 0sszefliggés a kromoszOma-eltérések és a betegség
progresszidja kdzott?

Jo-és rosszindulati human daganatokban egyarant megtalalhato Ha,
N, K ras oncogen mutacid a jol differencidlt malignus (PTC, FTC,
FPTC) és a benignus follikularis pajzsmirigy tumorokban milyen
gyakorisaggal fordul el6?

Milyen szerepe lehet a ras onkogéneknek a pajzsmirigy neoplaziak

kialakulasaban, fenntartasaban és progresszidjaban?



10.) Van-e kiilonbség a foldrajzilag tavoleso /Kelet-Magyarorszag,
NewFoundland/Kanadal teriileteken élok benignus és malignus pajzsmirigy
daganataiban észlelt ras onkogén mutacioé gyakorisagaban, illetve, hogy
milyen kornyezeti hatasok befolyasolhatjak a pajzsmirigy neoplaziak

létrejéttét.

A DE OEC I sz. Sebészeti Klinika endokrin sebészeti munkacsoportja évtizedek
ota nagy szamban végez pajzsmirigymitéteket és ezen tevékenysége generaciok ota
elismert mind a sebészek mind a belgydgyaszok korében. Ezt az ismertséget
nagytekintély(i vezet6 sebészek Szeleczky, Baldzs, Lukacs professzorok és
munkatarsaik hosszu évek faradsagos munkajaval érték el.

A pajzsmirigy mitétek szdma Magyarorszagon 1990 és 2001 kozoétt 4000-6000
volt, amelyeknek 4, 2 %-a mutatott malignitast. Ugyanezen id6szakban az I sz.
Sebészeti Klinikan 238-510/év mditéti szamban a malignus tumorok el6fordulasa
atlagosan 8, 2 % volt. A rosszindulatl pajzsmirigytumorok csaknem kétszer
gyakoribb el6fordulasa vélhetéen a mas intézetekbdl tovabbi kezelésre ide iranyitott
betegek nagy szamaval magyarazhatd. Ez a helyzet a tradiciondlis hattérrel egyiitt,
kivételesen nagyszamu, rosszindulatl pajzsmirigy betegségben végzett kutatas
alapjaul szolgalt, valamint lehetOséget kindlt a betegség patogenetikdjanak és

kérlefolyasanak tanulmanyozasara.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Pajzsmirigy neoplaziak epidemioldgiai adatai, etioldgidja

2.1.1. Differencidlt pajzsmirigydaganatok

Az emberi szervezet malignus daganatainak 0,5-1%-at képez0 rosszindulatu
pajzsmirigydaganatok viszonylag ritkdn fordulnak el6, noha golyvaendémias
orszagokban az el6fordulas incidencidja nagyobb (Sherman és mtsai 1998, Sokal és
mtsai 1960, Mustacchi és mtsai 1956, Young és mtsai 1981, Verby és mtsai 1969).
Az életkort is figyelembe vevl incidencia arany (Age Adjusted Incidence Rates -
AAIR) vilagszerte kis ingadozassal 3 /100000 lakos, vagy 30 /1 millié lakos alatt van.
A pajzsmirigy daganatok prognodzisa elsGsorban azok szOvettani tipusatol,
differencialtsagi fokatdl, a tumor hisztogenezisétol fiigg. A szbveti felépités
alapvetéen meghatarozza a kovetend0 sebészi, radioldgiai, citosztatikus kezelés
modjait is.

A statisztikai mutatdk értelmezését nehezitd korilmény az, hogy jelentGs
kiilonbség mutatkozik a pajzsmirigydaganatok incidencidgja és az autopszias
eredmények kozott. Az utdbbiban, pl. a férfi-n6 arany 1:1, szemben a nem
autopszias anyagbol nyert adatokkal, ahol ugyanezen érték 0,4-1-ig terjed. A
pajzsmirigydaganatos betegek életkorat tekintve két életkori csucs figyelhetd meg: 7
és 20 év kozott, valamint 40 és 65 év kozott, de természetesen minden életkorban

el6fordul. A pajzsmirigydaganatos betegek 25%-anak volt megel6zéen golyvaja.



Az utdbbi négy évtizedben ndvekvO pajzsmirigy karcindma incidencia néhany
orszagban szorosan Osszefliggott a nyaki régid, nagyrészt gyermekkorban végzett
sugarkezelésével (Mempelmann és Furth 1978), ami rairanyitotta a figyelmet azokra
a kornyezeti tényezokre, melyek jelentdsen novelik a pajzsmirigy karcindma
kialakuldsanak kockazatat. Duffy és Fitzgerald 1950-ben kozoltek elGszor
bizonyitékokat arra, hogy csecsemo- és kisgyermekkorban benignus megbetegedés
miatt a fej és nyaktajra tortént rontgen besugarzast kdvetéen pajzsmirigy karcindma
keletkezett. SzerzOk keloid, ekcéma, timus megnagyobbodas, haemangioma,
seborrhoea, kronikus tonsillitis irradiacids kezelése utan a pajzsmirigyben keletkezett
gobokrol szamolnak be (Baldzs és mtsai 1973, De Groot 1973a, Favus és mtsai.
1976, Witt és mtsai 1979, Csaky és mtsai 1981). A vizsgalatok kimutattak hogy két
Gy, (200 rad) vagy ennél nagyobb sugardozissal tortént kezelés utan a betegek 1/4-
ének pajzsmirigyében pajzsmirigy karcindma fejlodott ki 10 vagy 15 évvel a kezelés
utan. Ezekben az esetekben az ilyen irradiaciot kdvetden szinte kizardlag papillaris
tipusi karcinoma keletkezett (Refetoff 1975). A hirosimai és nagasakii
atomrobbanast kovetben kimutattak, hogy az ionizald sugarzas és a kifejlodott
pajzsmirigyrakok kozott szoros kapcsolat van, mely a kapott ddézissal egyenes
aranyban novekedik. Parker és mtsai (1974) a Marshall-szigeteki radioaktiv
szennyezOdés hatasat vizsgaltak és az el6bbivel egyez6 megallapitasra jutottak. A
terdpids céli és dozisi jod™! kezelés rakkeltd hatdsa mar kdzel sem ennyire
egyértelm{. Sok ezer radio-jodizotoppal kezelt beteg utanvizsgalata soran kiderdilt,

d®' nincs oki kapcsolatban a pajzsmirigy karcindma

hogy a terapidas dozisu jo
kialakulasaval (McDougall és mtsai.1971, Wienner 1975, Balazs és mtsai.1979, Hoff

és Rheinvein 1980).



Az 1920-as éveket megel6zOen Eurdpa szarazfoldi, kontinentdlis éghajlatu
részein a golyva el6forduldasa gyakori volt. Az Alpok vidékén (Svajc, Bajororszag,
Tirol, Salzburg tartomanyok) az ugynevezett golyva endémias teriiletein helyenként a
lakossag 30%-a szenvedett pajzsmirigy megnagyobbodasban. A kivaltd okként
felfedezett és feltételezett jodhiany ugy tlint - a jédozott asztali s6 adagolasaval -
megsziintethetd, igy a golyva endémia és a malignus pajzsmirigy betegségek
visszaszorithatdk lesznek. Az utdbbi vonatkozasaban azonban a remények
szertefoszlottak. Az elébb emlitett golyvaendémias teriileteken a pajzsmirigyben
el6forduld rosszindulati daganatok gyakorisiga nem csokkent, de nem
elhanyagolhatd tényként bizonyossa valt, hogy a magasan differencialt, s igy jo
progndzisu karcindmak javara bekdvetkezett konverzid javitotta a betegek tulélését
(Harach és Williams 1985).

Az Ugynevezett golyvaendémias, jodhianyos vidékeken a follikularis
pajzsmirigy karcindma gyakoribb, mint a papillaris tumor, ugyanakkor ennek
ellenkezGje figyelhetd meg a joddal megfeleléen ellatott teriileteken (Mempelmann
és Furth 1978). A jodhiany megsziintetése Harach és Williams (1995, 1995a)
legutébbi megfigyelése alapjan, 6t éven beliil megforditja a follikularis karcinéma
tulstlyat a papillaris tumorok javara. A jodhiany a golyvaendémias teriiletek
kialakulasaban f0 szerepet jatszott, de nem tilnt jelentéktelennek a jodhiany
karcinogén hatasa sem. Mar 1928-ban medfigyelték, hogy golyvaendémias
teriileteken tartott patkanyokon gyakrabban fordul el pajzsmirigydaganat (Wegelin
1928, Pendergast és mtsai 1961). Az Amerikai Egyesiilt Allamokban végzett
vizsgalatok a pajzsmirigy karcindma incidencidjaban nem taldltak kilonbséget a

golyvaendémids és nem golyvaendémids vidék kozott. Ugy talaltdk, hogy a



pajzsmirigyrak miatti halalozds az Egyesiilt Allamokban az utébbi 50 évben
emelkedett, mig az endémias golyvak szama csokkent. Svajcban az étrendi sé
jodozasa csokkentette a golyvak szamat, de a rosszindulati daganatokét nem. A
jodhiany és a pajzsmirigy daganat kozotti oki kapcsolatot egyesek tamogattak (Silink
1966, Beregi és mtsai 1967, Ramalingsawami 1969), mig masok, (Fuchsig és
Keminger 1967, Winship 1967, Riccabona 1972) nem. Utdbbiak ezen Osszefiiggést
tanulmanyaikban nem tartottak valdszinlinek. Williams (1977) a kiilénb6zd szbvettani
tipusu pajzsmirigy karcindmat hasonlitotta 6ssze egy jédban gazdag (Izland) és egy
atlagos jodellatottsagu (Eszak-Skocia) populacid kozétt. Megallapitotta, hogy ha a
taplalkozasban magas a jodfelvétel papillaris, ha alacsony follikularis tipusi rakok
alakulnak ki. Izlandon a differencialt karcindmak szama egyébként haromszorosa volt
annak, mint Eszak-Skdcidban, mig Japanban, pl. kizardlag papillaris tipust rakok
fordulnak eld. Mindezek okan természetesen a pajzsmirigy gobok rosszindulatisagat

targyalva a foldrajzi és etnikai kiilonbségeket nem lehet figyelmen kiviil hagyni.

2.1.2. Medullaris pajzsmirigy karcinoma (MTC)

A szolid pajzsmirigy daganatok egy részérdl Hazard (1959) ota tudjuk, hogy
szokatlanul kedvez6 klinikai lefolyasukat egészen egyedi tulajdonsaguknak egy
specidlis proteint termeld képességiiknek, a kalcitoninnak koszonhetik. Ezek a
tumorok, melyek az 0Osszes pajzsmirigy karcindma mintegy 8-10%-at foglaljak
magukba és parafollikularis C sejtekbdl éplilnek fel, a vérbe jelentds mennyiségi
kalcitonint valasztanak ki és ultimobranchialis eredetliek (Williams 1966,1966a). A

neuralis lécbdl fejlédé C sejtek az APUD szisztéma tulajdonsagait mutatjak (Le
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Douarin 1970, Pearse 1971, Polak és mtsai 1974). A parafollikularis sejtek szama és
elhelyezkedése igen valtozatos. Nagyrészt a pajzsmirigyben fordulnak eld, esetenként
azonban a mellékpajzsmirigyben, ritkdbban a timusban talaljuk 6ket. A sejtek kdzos
tulajdonsaga a kalcitonin szekretald képesség, amely lehetdvé teszi a tirokalcitonin
kimutatdsat a vérbdl. Ez a marker rendkivil megkonnyiti a medullaris
karcindmasejtek kimutatasat, helyezkedjenek el barhol is a szervezetben.

A C sejtek altal szekretalt kalcitonin 32 aminosavbol felépiilé polypeptid
(Foster 1964), amelynek immunreaktiv formai (4-7-ig) kilonboznek egymastol
molekulasuly, immunolégiai jellegzetességek, bioldgiai aktivitas tekintetében
(Dermody és mtsai 1981, Tobler és mtsai 1982). A nem endokrin tumorok mintegy
1/5-ében lehet kimutatni emelkedett szérum kalcitonin szintet. A daganatsejtek
tipusat tekintve 8%-ban tlid6, 24%-ban colon karcinoma, 38%-ban emld, és 42 %-
ban pancreas karcinomaban észlelhetd emelkedett szérum kalcitonin szint.

A daganatot alkotd C sejtek a kalcium homeostasisban normalisan is szerepet
jatszo kalcitonint (CT) termelik patoldgias - emiatt jol detektalhatd - mennyiségben.
A kalcitonin mellett szamos peptid és amin (ACTH, szomatosztatin, substantia-P,
neurotensin, béta-endorfin, szerotonin, gasztrin, vasoactiv intesztinalis polipeptid,
karcinoembriondlis antigén) termelését mutattak ki a MTC sejtjeiben (Holm és mtsai
1985). A parafollikularis sejtek bioldgiai sajatossagai és elektronmikroszkdpos képe,
valamint a termelt hormonok természete alapjan valdjaban sokkal inkabb az APUD
(Amin and Precursor Uptake and Decarboxylation) rendszer rosszindulati
burjanzasarol beszélhetiink MTC esetén, mint a pajzsmirigy meglehetésen ritka

daganatardl (Pearse 1966, 1966a). Ma inkabb 6sszefoglald néven neuroendokrin
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daganatoknak nevezziik dket s kiilénds természetiik miatt tovabbra is igen intenziven
kutatott téma.

Az MTC diagnosztikajaban és a betegség klinikai kovetése soran az 1970-es
években bevezetett és klasszikus tumormarkerként alkalmazott calcitonin (CT)
meghatarozas ma is az egyik leghasznosabb, leggyakrabban hasznalt, specifikus,
szenzitiv. mddszer (Bussolati és Pearse 1967, Deftos 1973, Deftos és mtsai 1980,
Telenius-Berg 1976, Heizmann és mtsai 2005).

A CT meghatdrozas érzékenysége provokacids tesztekkel (pentagastrin és
kalcium stimulacioval) tovabb ndvelhetd, amelynek értékét az adja, hogy egyéb
vizsgalatokkal nem megkozelithetd, igen kicsiny mennyiségli tumorszovet
kimutatasara is alkalmas, valamint az okkult tumorként, vagy prekancerdzisként
felfoghato, C sejt hiperplazias esetek felfedezését is biztosithatja.

A bazdlis és a stimuldlt szérum kalcitonin szint mérése igy a csaladi
halmozddasu familiaris tipusi medullaris karcindma diagndzisanak, posztoperativ
utankdvetésének, a recidivak korai felfedezésének egyik legfontosabb eszkozévé valt.

A pajzsmirigy rosszindulatl daganatainak 8-10%-a medullaris rak, amely
sporadikusan vagy familidrisan (autoszomalis dominans oroklodéssel) fordul el6. A
két tipus hisztoldgiailag vagy biokémiailag nem kiilonithet6 el egymastdl, viszont
molekularis genetikai vizsgalattal az 6roklott valtozat a 634 codon (exon 11) illetve
609, 611, 618, 620 codon (exon 10) mutacidja révén nagy valdszinliséggel igazolhato
(Hofstra és mtsai 1994, Mulligan és mtsai 1994, Santoro és mtsai 1995).

A familiaris tipust medullaris karcindma (FMTC) a 2. tipusu multiplex endokrin
neoplazia (MEN 2a) részjelensége lehet, vagy attol fiiggetlendl jelenik meg. MEN 2a-

ban feokromocitdma és /vagy paratiroidea adendma, MEN 2b-ben, pedig
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feokromocitoma, mukozalis neurindma, autondm ganglion neuromatosis, Marfanoid-
alkat fordul eld6 medullaris pajzsmirigyrakkal (Duncan 1980, 1980a, Wells és mtsai
1985).

Az autoszomalis dominans 6roklodés miatt a familiaris tipusban egyenlé nemi
megoszlas van, mig a sporadikus formdra ndi tdlstly a jellemz6. Irodalmi adatok
szerint az atlagos életkor a sporadikus formaban 40 és 60 év kozott van, a familiaris
tipusban ez a szam a fiatalabb kor felé tolddik el (Duncan 1980). Az MTC etioldgiaja
sokdig altalanossagban ismeretlen volt, kialakuldsaban fontos szerepet
tulajdonitottak a pajzsmirigyet ért el6zetes rontgen besugarzasnak, illetve genetikai
faktoroknak, vagy meghatarozott kérnyezeti tényezéknek (Perkel és mtsai 1988). Az
utdbbi megallapitas elméleti alapjait azonban csak 1993-ban teremtették meg azok a
mutaciokat tették feleléssé a betegség kialakulasaért (Hofstra és mtsai 1984,
Mulligan és mtsai 1994, Santoro és mtsai 1995). A klinikailag is nyilvanvaldan
genetikai hatter( medullaris pajzsmirigy karcindmak (MEN2a, MEN2b, ill. nem MEN
tipusi FMTC) patomechanizmusaban, kialakuldasaban mara bizonyithatéva valt a 10.
kromoszoman lokalizalddd ret-protoonkogén mutacidja.

A medullaris pajzsmirigy karcindmak egy részében 5-34%-ig (familiaris forma)
autoszomalis dominans Oroklodést mutattak ki. Bergholm és mtsai (1990) a Svéd
Nemzeti Regiszterben bejelentett 6513 pajzsmirigy karcindma kozétt 22%, mig
Bottger Németorszagban (1991) hasonld felmérés kapcsan 34% familiaris format
talalt. Mindezen adatok a genetikai prediszpozicid és a betegség keletkezése kozotti
szoros kapcsolat mellett szdlnak, de jelent6s szerepet tulajdonitanak emellett a

kornyezeti hatasoknak is. Valdszini, hogy a ret fehérje egy membranhoz kotott,
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hormonaktivalt tirozinkindz. Egyel6re azonban nem ismert, hogy a mutacié ebben az

esetben miért onkogén hatasu.

2.2. Az MHC genetikai szervezettsége

A HLA antigének sejtfelszini strukturak, melyek kddold génszakaszai emberben
a 6. kromoszéma rovid karjan helyezkednek el. Genetikailag az MHC-t régiokba lehet
sorolni. Az MHC régié a komlexnek egy olyan része, amely genetikailag ,crossing
over”-el elhatarolhato és legalabb egy marker l6kuszbal all.

Az 1. osztalyba tartoznak a HLA-A, HLA-B, HLA-C ldkuszok. Ezen osztaly
antigénjei minden membranon megtalalhatok a korai embrionalis sejteken és néhany
malignus sejt membranjan is. Az MHC II. osztalyt a HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP
génrégiok kodoljak. A II. osztalybeli antigének megtalalhatdk a B sejteken, aktivalt T
limfocitakon, monocitakon, makrofagokon, dendrikus sejteken, korai hemopoetikus
endotél sejteken és néhany daganatsejten. A III. osztalyba tartoznak a C2, Bf, C4A,
C4B komplement fehérjék termelodésért felelés gének, a hdsokk protein, valamint
egy steroid enzimet (21-hidroxilaz) és egy citokint (tumor nekrozis faktor) kddold

gén.

2.3. A f6 hisztokompatibilitasi komlex (MHC) és a betegségek Osszefliggése

Kozel 30 éve annak, hogy Amiel (1967) elsOként kozolte azt, hogy azok az
egyének, akik HLA (Human Leukocita Antigén)-B5, B35 vagy B18 antigénnel
rendelkeznek gyakrabban betegszenek meg Hodgkin-kérban, mint azok, akik ezen

antigénnel nem rendelkeznek. Ez és mas kutatasok eredményei vezettek a HLA és a
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betegségek kapcsolatanak kutatdsahoz. A vizsgalt betegségek szama ma mar
meghaladja az 500-at (Thorsby 1997). Ezen eredmények tobbségét széles korben
nem erdsitették meg. Egyes betegségekben azonban a HLA asszociacié olyan erds,
hogy a minden kétséget kizar6 a kapcsolat egy vagy tobb génkomplex szintjén
résztvesz a betegség patogenezisében.

A f0 kérdés az, hogy melyik HLA komplex gén érintett elsddlegesen. Ezek
kozil melyek a peptid prezentald6 HLA molekuldak a HLA komplex tébb, mint 200
génjébdl. Mintegy 130 koril van azon funkciondlis gének szama melyeknek
immunfunkciojuk van.

A fo problémat az erGs linkage disequilibrium (nem vart kapcsoltsagi
gyakorisag), vagy non-random asszociacid okozza, illetve a HLA komplexben
talalhatd gén(ek), amelyekrdl nem tudjuk, hogy részt vesznek-e elsddlegesen a
folyamatokban (Thorsby 1970). A nemzetkdzi kollaboracié elengedhetetlen annak a
kérdésnek a megkdzelitéséhez, hogy a HLA gének linkage disequilibriumai milyen
folyamat soran jottek létre és miért valtoznak bizonyos népcsoportok és etnikai
csoportok kozott. E kérdések vizsgalata kiilonbdzo populaciokban megkoénnyiti a HLA
gén(ek) megismerését, azok érintettségét a kilonboz0 betegségekben, pl.
narcolepsia, Bechterew-kor.

K6ztudott, hogy az MHC (Main Histocompatibility Complex)-hez tartozé gének
Osszessége a bioldgia legpolimorfabb rendszere, melyhez tartozé génallomany képes
a sajat és a szervezet szamara idegen fehérjékbdl szarmazd peptideket megragadni
és prezentalni. Igy alapvetd szerepet jatszanak az antigén felismerésében és az

immunrendszer specifikus sejtkozvetitett és humoralis reakcidinak meginditasaban.
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A HLA rendszer bonyolultsaga egyrészt olyan kiilonboz6 gének jelenlétébdl
adodik, amelyek hasonld molekulaféleségeket kddolnak, szoros kapcsolatban vannak
és feltehetben génduplikacid eredményei. A bonyolultsdg masrészt abbdl a nagy
polimorfizmusbdl adddik, hogy minden Idkusznak tobb allélja van, melyek
kodominansak. A komplexitas harmadik szintje az els6 ketté kombinacidja, a varttol
eltérd kapcsoltsagi gyakorisag, amely nagymértékben koti az egyik ldkusz bizonyos
alléljeit a masik 16kusz bizonyos alléjeihez.

1. abra

A 6. kromoszdma rovid karja

HLA

OSZTALY | OSZTALY Ill OSZTALY Il
[ | [ | [
C2
A CB Bf C4A C4B D
210H 210H

A HLA antigének és egyes betegségek kozotti Osszefiiggést elsGsorban
statisztikai Uton sikeriilt megtaldlni. Vannak olyan betegségek, melyek csaladi
halmozddast mutatnak és jollehet az 6roklédés nem koveti a Mendel szabalyt, mégis
kapcsolddnak genetikai markerekhez, beleértve a HLA antigéneket is. Ez azt jelenti,
hogy a betegek bizonyos allélokat egy adott genetikai rendszeren beliil gyakrabban

hordoznak, mint a nem betegek.
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A legtobb HLA kapcsolatot mutatd betegség nem haldlos kimenetelli a
reproduktiv életkor elérése el6tt. Bizonyos asszociaciokat ki lehet mutatni fert6z6

betegségekkel is (typhus, malaria, lepra).

2.4. A HLA és a betegségek Osszefliggéseinek kutatasaban alkalmazott szamitasi

modszerek

A HLA és betegségek Osszefiiggésének kutatasaban szamos, elengedhetetlen
genetikai és matematikai modszert, statisztikai szamitast kell alkalmazni. Fontos a
nagyszamu, azonos etnikai csoporthoz tartozd, azonos diagndzisu beteg tipizalasa, az
egészséges kontroll, mint 0Osszehasonlitasi alap és a megfeleld statisztikai
analizis(ek). Kevés olyan betegséget tudunk felsorakoztatni, ahol a HLA asszociacio
olyan erds, hogy az illeté antigén jelenlétébdl diagnosztikus kovetkeztetést lehetne
levonni. Példanak hozzuk fel az "asszociacidk kirdlynojét", a Bechterew-kort
(spondylitis ankylopoetica). Kozismert, hogy e betegek korében kb. 90 %-ban fordul
eld a HLA-B27 antigén, mig az egészséges kontrollban csupan 8 %-ban. Ez a
kiilonbség kétségteleniil erdsen szignifikans. Mégis ismert, hogy a Bechterew-korban
szenvedOk 10 %-abdl hianyzik a B27 allél és a B27 pozitiv egyének koziil is csupan 2
% az, aki Bechterew korban szenved (Van der Linden 1984).

A molekularis genetikai modszerek bevezetése az MHC polimorfizmusanak
vizsgalataban nagy |épéssel vitte el6re az ilyen iranyl kutatasokat és ravilagitott a
rendszer bioldgiai és klinikai jelentoségére is.

A HLA tipizalas korszer(i modszere a polimeraz lancreakcidval (PCR) végzett

genotipus meghatarozas, amely akar egyetlen aminosavcsere kimutatasara is
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alkalmas. Ezen modszer segitségével, a szeroldgiai eljarassal azonosithatd
allotipusoknal Iényegesen tobb allél, szubtipus mutathatd ki az emberi populacidban.
A nagy felbontd képességli DNS vizsgalatokkal meghatarozhatok a I6kuszok olyan
allotipus sajatsagai is, amelyek egyes betegségek, vagy betegség csoportok

megjelenési formaival allnak kapcsolatban (Thorsby 1997).

2.5. A daganatok genetikai hatterérol

A malignus transzformacié Iényege a kiindulasul szolgald sejt genetikai
megvaltozasa. Ez a valtozas bekdvetkezhet kromoszomaszinten (kromoszéma
atrendezOdések, tobbletek, hianyok), vagy molekularis szinten (génmutacio, delécid,
tumor prométer beépiilése stb). Mind a kromoszoma eltérések, mind a génszintd
elvaltozasok a sejtproliferaciot és differenciaciot , a sejciklust és a az apoptozist
szabalyozd, vagy a DNS replikacioban szerepet jatszd gének karositasa révén

A felel6s gének két legfontosabb csoportjat a protoonkogének- onkogének és
a tumorszupresszor gének (antionkogének) képviselik

Az onkogének dominansan hatd gének, melyek az embrionalis életben aktivak,
posztnatdlisan nyugalomban vannak. Aktivalddasuk kromoszomaaberraciok,

pontmutaciok, rivalis tumorprométerek beépiilése révén kdvetkeznek be.
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2.6. Pajzsmirigy neoplazidk citogenetikai vizsgalatai

A tumor citogenetika részben a savtechnika alkalmazasanak kdszonhetGen
szamos adatot szolgaltatott azokrdl a kromoszéma-valtozasokrol, amelyek a
hemopoetikus és a szolid tumorokban megjelennek.

A daganatspecifikus un. primer kromoszéma-eltérések mar a betegség
kezdetén kimutathatok, jellemzbek az érintett sejttipusra, vagy a kivalté tényezore. E
primer aberracidokhoz a betegség progresszidja soran Ujabb Ugynevezett masodlagos
kromoszoma-aberraciok tarsulnak.

A specifikus kromoszdéma-eltérések tanulmanyozasa ahhoz a megfigyeléshez
vezetett, hogy a kromoszoma-eltérések szelektiv, proliferativ elonyt biztositanak
azoknak a sejteknek, amelyekben megjelennek, és ezaltal fontos szerepet jatszanak
a malignus folyamat kialakulasaban.

Az aberraciot hordozd sejteknek szelektiv proliferativ elonyt biztosito
molekularis mechanizmus a korszeri molekularis genetikai mddszerekkel valt
megismerhetové. Nyilvanvaldva valt, hogy a cellularis onkogének aktivalddasa
fokozott vagy kérosan megvaltozott expresszidja a malignus transzformaciod
kulcslépése. A kromoszdma abnormalitas, feltehetben ezzel a Iépéssel van
Osszefiiggésben, akar a géndozis megvaltozasa, akar azaltal, hogy gén-atrendezodés
révén az addig nyugalomban lévé protoonkogének aktiv gének transzscripcids
kontrollja ala keriilnek (Olah és mtsai 1989). A Yunis (1981) altal bevezetett nagy
feloldasi savtechnika a megkiilonboztethetd kromoszoma savok szamat
négyszeresére novelte és ez lehetdvé tette a hagyomanyos technikaval fel nem

ismerhetd kromoszoma elvaltozasok kimutatasat, ill. a valtozasban érintett
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kromoszomalis toréspontok pontos meghatarozasat. A szolid tumorok megbizhatd
vizsgalatat a taplaléd fibroblaszt layerek alkalmazasa és a ndvekedési faktorok
elérhetGsége tette lehetové.

A legtobbet tanulmanyozott szolid tumor a retinoblasztéma, ahol a 13-as
deléciét. A Wilms-tumor és a retinoblastoma konstitucionalis, herediter formaiban a
deléci6 minden szomatikus sejtben megdfigyelhetd, mig a gyakori sporadikus
formaban csak magaban a tumorsejtekben mutathatd ki (Cory 1986, Slater és mtsai
1982, Yunis és mtsai 1983). Itt egy kis szegment kovetkezetes hianya, a
retinoblastoma és Wilms-tumor konstitucionalis, herediter és sporadikus formaiban
egyarant az elvesztett DNS szekvenciak és a tumor kialakuldasa kozotti szoros
Osszefliggésre utal.

A fentiekhez hasonldoan citogenetikai technikaval és Ugynevezett restrictios
fragment-hossz  polymorphizmus (RFLP) segitségével kilonboz6 epitelidlis
tumorokban, kissejtes tlidorakban (Whang-Peng 1982), hdlyag (Fearon és mtsai
1985) és vastagbél rakban (Feinberg 1988) szenvedd betegek fehérvérsejtjeiben a
tumorsejtekben mindkét allél hidanyzott, vagy karosodott. /heterozigdtasag
elvesztése: Loss of heterozygosity. (LOH)/. Ma mar bizonyitott, hogy ez a génvesztés
a legaltalanosabb genetikai esemény a szolid tumorok Iétrejottében.

A pajzsmirigy magasan differencialt epitelidlis daganataiban, follikularis és
papillaris karcindmakban, illetve benignus pajzsmirigy betegségekben, igy pl.
follikularis adendmakban kevés citogenetikai vizsgalatrol tudunk. Ennek okat a

technikai nehézségeken kivil, vélhetéen a differencidlt pajzsmirigyrakok és a
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benignus adendmak lassu ndvekedési potencialjaval, valamint a hosszu tavd, human
pajzsmirigydaganat sejtvonalak életben tartasanak nehézségeiben latjak. Follikularis
adendma citogenetikai vizsgalatardl csupan két munkacsoport (Bondeson és mtsai
1989 és Bartnitzke és mtsai 1989) kdzleményében olvashatunk, amikor is az el6z6
munkacsoport 9 follikularis adendma koziil kettében, utébbi 8 adendmabdl egyben
igazolt kariotipus eltérést. Egy Ujabb t/7; 10/ transzlokacids esetrél Antonini és mtsai

(1989) szamoltak be.

2.7. Pajzsmirigy neoplaziak molekularis genetikai vizsgalatai.

Az orvostudomany minden teriletén éreztetik hatasukat a molekularis bioldgia Ujabb
és Ujabb felfedezései az egyes szub-diszciplindakban természetesen mas és mas
sullyal. ElsGsorban haematoldgusok, onkoldgusok, immunoldgusok azok, akik klinikai
gyakorlatukban ma mar egyre gyakrabban alkalmazzak a citogenetika és a
molekularis genetika kutatasi eredményeit. Klinikai szempontbdl a molekularis
bioldgiai modszerek  kiilonboz6  célokat szolgalhatnak. Igy 1. segithetik,
megerdsithetik, kiegészithetik a morfoldgiai diagndzist, 2. bizonyos esetekben
jellemzik a progndzist és 3. lehetové teszik a minimalis rezidudlis betegség
kimutatasat. A 80-as évek végén inditott monstre program, a Human Genome Project
— amely a teljes emberi genom foltérképezését tlizte ki célul és 13 évig tartott —
2003-ban befejezodott

http://www.ornl.gov/sci/techresources/Human Genome/home.shtml.

Bovery 1929-ben kozolt megfigyelései ota egyre gyarapodnak a bizonyitékok, melyek

szerint az emberben el6forduld malignus daganatok keletkezését a sejtek genetikai
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karosodasa idézi eld. Kilonbdzd 6roklodd és nem oroklédd betegségekben mintegy
80-90 %-ban mutathatd ki kromoszOdma aberracié. E téma a ma onkoldgiai
kutatasanak egyik legintenzivebben vizsgalt legizgalmasabb teriilete.

A genetikai hibak érinthetnek proto-onkogéneket, tumorszupresszor géneket,
illetve kapcsolatosak lehetnek virus infekcidkkal. A transzlokacidk és strukturalis hibak
a proto-onkogének aktivacidjat eredményezhetik, azaz olyan m(ikddé onkogéneket
produkalnak melyek a sejtndvekedés és -proliferacidé valamely lépését serkentik. A
tumorszupresszor génmiikddés hianya viszont ezzel szemben a sejtnévekedés és a
sejtszaporodas fiziologias gatlasanak elmaradasat eredményezi. A tumorszupresszor
gének mindkét alléljanak inaktivacidjara sziikség van ahhoz, hogy miikodésiik
kiesése malignus transzformaciéhoz vezessen. A patogenetikai hattér leggyakrabban
az egyik allél delécidja egyidoben a masik mutacidjaval. A virusok szerepe még nem
teljesen tisztazott, de ma mar altalanosan elismert, hogy bizonyos betegségek
(limfomak) patogenézisében a virusok alapvet6 szerepet jatszanak (EBV, HTLV-1,
HHV-8).

Az onkogének a géntermékek funkcidi szerint lehetnek: (1) a proliferaciot
el6segitd és/vagy a sejtpusztulast gatldo gének hibai, (2) a proliferaciot gatld és/vagy
a sejtpusztulast el0segité gének hibai. Latszdlag ellentmondasos, hogy ugyanaz a
tényez6 sejttipusonként ellentétes hatast valthat ki, és az aktudlisan jelenlévo egyéb
tényezoktdl fliggben ugyanabban a sejttipusban is el6fordulhat. Az atfedésektol
eltekintve altalanossagban elmondhatjuk, hogy az elsd csoportba az onkogének, a
masodikba pedig a szuppresszor gének sorolhatdk.

Az onkogének szama 100 koril van. Megismerésiik a virusokban kezd6dott,

majd a human daganatokban folytatddott, illetve késobb kideriilt: hibatlan valtozataik
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normal sejtekben is el6fordulnak, Oket protoonkogéneknek nevezzikk. A
protoonkogének hibai kozott leggakrabban mutdaciok, transzlokacidk, amplifikaciok,
vagy inzerciok fordulnak el6. A hibas gén dominans, mig a legtébb szupresszor gén
recessziv génként viselkedik. A protoonkogén funkcidja szerint ndvekedési faktor,
novekedési faktor receptor, szerin-treonin és tirozin kindz, G-fehérje, transzkripcids
faktor lehet.

A G-fehérjék (guanin nukleotid kotd) membranhoz kapcsolddd molekuldk,
amelyek legfontosabb képvisel6je a tobb mint 20 tagbdl allé ras csalad, amely az
igen fontos jelatviteli mechanizmusban jatszik kiemelked6 szerepet. Legismertebb a
Ha-ras(Harvey), Ki-ras(Kirsten) és az N-ras, melyek mutacidi, illetve amplifikacioi igen
sok tumorban megtalalhatok. A ras fehérje amplifikacié miatti tultermel6dése, vagy a
ras ismert kodonokban (12, 13, 59, 61) bekOvetkezd mutacidja koztes biokémiai
folyamat végén a sejt genomja felé folyamatosan proliferaciora serkentd jeleket kdild.
A ras gének hibait igen sok benignus és malignus tumorban, de normal szévetekben,
egészséges egyénekben is kimutattak, ami arra utal, hogy a daganat kialakulasaban
tovabbi, genetikai, kornyezeti faktorok kozrem(ikddése sziikséges. A G-fehérjék
egyéb tipusai jelenlegi ismereteink szerint nem jatszanak lényeges szerepet a
daganatok képzédésében.

A génhibak lehetnek velesziiletettek vagy szerzettek. A génhibak okozdi azok a
fizikai, kémiai, bioldgiai daganatkeltok lehetnek, amelyeket 0Osszefoglaldan
karcinogéneknek, mutagéneknek neveziink. Sziikséges kiilonbséget tenni a fdleg
gyermekkorban megjelené betegségeket okozd, a csirasejtek karosodasa nyoman
létrejott oroklott génhibak és az endogén, exogén kornyezeti tényezok hatadsara

bekovetkezd Ugynevezett szomatikus génhibak kozott. Az elobbi esetben, a
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csirasejtben kimutathatd génhiba kovetkezményesen megjelenik a szomatikus
sejtekben is, mig az utdbbiban csupan a tumorsejtek hordozzak a karosodott
genetikai allomanyt. A hibas gének jellegét tekintve arra kell felhivni a figyelmet,
hogy az 6roklodd daganatok csirasejtjeiben meglévd hibak esetén csak kivételesen
talalunk onkogéneket. A kivétel éppen az MEN 2a, amely autoszomalis dominanciat,
inkomplett penetranciat, valtozd expresszivitast mutat. A génhiba ugy tlinik
bizonyithatéan a 10-es kromoszéman van és a ret onkogént teszik felelossé a MEN
2a kialakulasaért. Valdszind, hogy a ret fehérjéje membranhoz kétott, hormonaktivalt
tirozinkindz. EgyelGre azonban nem ismert, hogy a mutacid ebben az esetben miért

onkogén hatasu.
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3. BETEGEK ES MODSZEREK

3.1. HLA tipizalt betegek

Pajzsmirigydaganatos betegekben végzett elsd sajat vizsgalatainkban (Juhasz
és mtsai 1986) a HLA tipizalashoz szeroldgiai modszert hasznalva 52 hameredetii
pajzsmirigy rakban szenvedd beteget vizsgaltunk, akik az I sz. Sebészeti Klinikan
keriiltek m(itétre. Ebben a csoportban 43 n6 és 9 férfi volt, a kovetési ido 6 hénap és
13 év kozott valtozott (kozépérték 4, 73 + SD 4, 46 év). 12 betegben a klinikai
tiinetek, a képalkotd vizsgalatok (CT, MR, pajzsmirigy MIBI, I'*! teljes test izotdp
vizsgalat), az aspiraciés finomtl biopszia bizonyitottak a regiondlis vagy tavoli
attéteket. A hisztoldgiai vizsgalatok egységes megitéléséhez az eredeti szOvettani
blokkok revizidjat a DEOEC Patoldgiai Intézetének a pajzsmirigy hisztoldgiaban nagy
gyakorlattal rendelkez6 és a kozleményben szerepld betegek adatait nem ismer6
munkatarsa végezte el.

16 beteg papillaris, 16 follikularis, 18 follikulo-papillaris, kettd anaplasztikus
karcinomaban szenvedett. Mind az 52 beteget 58 HLA A,B,C és DR antigénre
tipizaltuk. A betegek fenotipus megoszlasat 380 egészséges kontrollal hasonlitottuk
Ossze, akik HLA A,B,C antigénekre, illetve kozilik 160-an DR allélekre is tipizalva
voltak. A HLA antigének kimutatasara a nemzetkdzi standard limfocita citotoxicitasi
mikromddszert alkalmaztuk (Terasaki, McLelland 1964).

EbbGl a betegcsoportbdl 50 egyént IgG nehéz-lanc Gm allotipusokra is

tipizaltunk. A szérumok Gm azonositasara a hemagglutinacids inhibicids tesztet
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hasznaltuk (van Loghem 1973). Alkalmazott reagenseinkkel 13 fenotipust tudtunk

kimutatni. Eredményeinket 228 egészséges egyén adataival hasonlitottuk 6ssze.

3.2. HLA antigének tipizaldsahoz hasznalt modszerek

3.2.1. Szeroldgiai modszer:

a) Limfocita szuszpenzid készitésére Boyum (1986) mddszerét

hasznaltuk. A DR antigének tipizalasahoz B sejtekbdl allo, legalabb 75-95%-0s
tisztasagl szuszpenzid sziikséges. Az altalunk hasznalt eljarast a 2. abraban
foglaltuk 6ssze, ilymddon egyszer(isitve a bonyolult szeparalas leirasat.

2. abra
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b)  Limfocita citotoxicitdsi teszt elve: a savoban 1évd citotoxikus

ellenanyag komplement jelenlétében karositja a sejtszuszpenzidban 1évo
limfocitakat. Az antigén-antitest reakcié kovetkeztében a sejthartya karosodik,
permeabilitasa fokozodik az eozin-Y (vagy tripankék) festék szamara — amely
az ép sejtbe nem tud behatolni — atjarhatova valik, a sejt megfestodik.
Elektronmikroszkoppal a sejt nagymérvi megduzzadasa, a riboszomak
eltinése, a mitokondriumok fragmentacidja is megfigyelhet6 a sejtek
pusztulasanak jeleként.

C) A teszt kivitelezése: a vizsgalatokat Terasaki talcaban végeztiik

paraffin olaj alatt, amely a kis mennyiségek kiszaradasanak meggatlasara
szolgal. Egy mirkoliter antitest tartalmi savéhoz 1 mikroliter megfeleld
sejtszaml (2500/mm?) limfocita szuszpenzidt fecskendeziink mikropipettaval.
Az elegyet szobahdmérsékleten 30 percig (DR antigén kimutatasahoz 60
percig) inkubaljuk, majd 5 mikroliter nyul komplementet adunk hozza és 60
percig (DR antigén esetében 120 percig) inkubdljuk. A lellepedett
sejtszuszpenzido felett 1év0 folyadékot leszivjuk és helyébe eozin-Y
festékoldatot, teszlink. 15 percig festjiik a sejteket szobahOmérsékleten. A
fellliszot Gjra leszivjuk és helyébe Hank oldatot pipettazunk. A Terasaki
talcat faziskontraszt inverz mikroszkdép ala tesszilk és a karosodott, azaz
megfestett sejtek aranyatdl fiiggoen jeldljik a pozitivitas mértékét. A
kontrollok hasznalata nagyon fontos a reakcio értékelésében. Ezért minden

alkalommal a tdalcakba negativ és pozitiv kontrollokat is elhelyeziink. A
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tipizaldst minden esetben két talcaban parhuzamosan végeztik, igy két
adatbol értékeltilk a végeredményt.

Ezt a mddszert ma is az egész vilagon minden HLA tipizalé laboratérium
kotelezOen alkalmazza a HLA antigének szeroldgiai tipizalasara. Ezek a vizsgalatok
alapul szolgalnak a szerv és szbvet cserék, valamint a nemzetkozi Gssejt bankok

mukodtetéséhez.

3.2.2. HLA DR antigén tipizalas DNS szinten.

2002-t6l vizsgalatainkat a HLA DR allélek DNS alapu tipizalasaval egészitettiik
ki (OLERUP-SSP). Ez egyben a korabbi szeroldgiai specifitdsok részletesebb
felbontasat is megengedte.

Ebbe a vizsgalati sorozatba 75 eddig HLA-ra nem tipizalt 1990 utan operalt
pajzsmirigy karcindmas beteg tartozott, 65 férfi és 10 nd. Az atlagéletkor a diagnozis
felallitasanak idopontjaban 40-53 év volt. A kdvetési id6 1-30 az atlag 8,6 év volt.
Husz beteg tumor mérete nem haladta meg az egy cm-t. A limfocitas infiltracié
mértékét figyelembe véve enyhe, atlagos, sulyos csoportba soroltuk a betegeket. A
DR antigének el6fordulasi gyakorisagat 170 egészséges véradé adataival

hasonlitottuk ossze.

Polimeraz lancreakcid (PCR)

A HLA antigének jorészt egyetlen aminosavban térnek el egymastdl a
polipeptid lancon. Ezeket a szekvenciakat szeroldgiailag azonositani szinte lehetetlen,

azonban DNS szinten, szintetikus oligonukleotidok segitségével identifikalhatok a
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nagyszamu HLA allélok. A PCR egy kiilonosen érzékeny mddszer, mellyel a legkisebb
mennyiségld DNS is megsokszorozhatd. A PCR-SSP mddszer specifikus primereket
hasznal az amplifikacié soran. A primer szekvenciak csak a teljesen azonos DNS
mintaban [év6 target szekvencidhoz képesek kotddni és a reakcid soran
amplifikalédni. A nem komplementer primerek nem kotddnek a DNS-hez és nem
torténik amplifikacio.

A tipizalasok a BIOTEST HLA SSP Kit hasznalataval torténtek. DNS
szeparalashoz és tisztitashoz ,,Generation Capture Column kit"-et hasznaltunk (Gentra
System Inc). A kit tartalmazza a DNS tisztitd oldatot, a DNS elucids puffert, illetve a
DNS szeparald oszlopot.

A DNS magas sokoncentracid mellett szelektiven kotddik az oszlopra. A mosas
szeparalas limfocita szuszpenzidbdl tértént.

A modszer kivitelezése: a megfeleld primereket elegyitjik a szeparalt DNS-el,
majd thermocyclerbe helyezziik és elinditjuk a PCR reakciét. A PCR termékeket
agaroz gélen futtatva UV lampa alatt azonositjuk.

A gélelektroforézis elve: a toltéssel rendelkez6 részecskék elektromos térben
toltésiiknek megfeleld iranyba mozognak. A DNS neutralis pH mellett negativ toltési
és az andd felé mozog. A kettOs szall DNS az elektromos térben orientalédik és a
méretének logaritmusaval forditott aranyban Iév0 sebességgel vandorol, azaz a
nagyobb DNS fragmentumok lassabban, a kisebbek gyorsabban mozognak a gélben.

Pozitivnak fogadjuk el az eredményeket, ha van specifikus csik a gélen (3. abra).
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3. abra

HLA DR tipizalas gélelektroforetikus képe

3.3. Alkalmazott szamitasi modszerek

3.3.1. Szignifikancia teszt

Egy bizonyos HLA antigén gyakoribb el6fordulasa a vizsgalt betegek kozott
nem feltétlenll jelent altalanos és lényeges Osszefliggést a betegséggel. Ezt a
kérdést csak a chi-négyzet préba Woolf (1955) mddszerének segitségével lehet

elddnteni, melynek els6 1épése a 2X2 kontingencia tablazat hasznalata.
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Szignifikancia szamitas

az antigénnel

Vizsgalt _ _ 3
rendelkezo nem rendelkezo 0sszesen

csoport

egyének szama
betegek a b a+b
kontroll C d c+d

n=a+b+c
0sszesen a+c b+d
+ d
2
B (ad —bc)"n
(a+c)b+d)a+b)c+d)

3.3.2. Relativ rizikd (RR)

Relativ rizikd (RR) az a szam, amely megmutatja, hogy hanyszor gyakrabban
fordul el6 a betegség az illeté antigént hordozdk kérében, mint ezen antigénnel nem
rendelkez6kben. Az el6bbi tabla jeltlését véve alapul
_ad

bd
A diszkriminacidés funkcidés analizist (Mclachlan 2004, 2005) az SPSS PC

RR

szoftver segitségével végeztiikk.A szamitdgépes analizishez a HLA DR tipuson kivill az

alabbi kritériumokat adtuk meg : életkor, nem, tumor szbvetteni klasszifikacidja,
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HLA-DR tipus, limfocitas infiltracid mértéke, regionalis és tavoli attétek, valamint a

tumor méret.

3.4. HLA tipizalas, kalcitonin meghatarozas, csaladvizsgalatok medullaris

pajzsmirigy karcinomaban szenvedd betegekben

Az 1 sz. Sebészeti Klinikdn 1950-1990 kozott operalt 30 medullaris (MTC)
pajzsmirigy rak kozil 12 betegben tudtuk egyidében elvégezni a HLA és a bazalis
valamint a stimulalt szérum kalcitonin vizsgalatokat. Kozilik 5 beteg csaladjaban
familiaris halmozddast talaltunk. A bazalis és stimulalt szérum kalcitonin vizsgalatokat
és a HLA tipizalast nemcsak a betegekben, hanem a familidris tipusi medullaris
karcindmas betegek egészséges (klinikai tiineteket nem mutatd) csaladtagjaiban is
elvégeztiik.

Kalcitonin (CT) meghatarozast a BYK Mallinckrodt tesztjével, illetve a stimulalt
kalcitonin (s-CT) meghatarozast Wells szerint végeztik.

A basalis és stimuldlt calcitonin meghatarozasokat RIA mddszerekkel a INC
/Immuno Nuclear Corporation, Stillwater, Minesota/ Calcitonin II 125] Human
Calcitonin és a Byk-Sangtec Diagnostica RIA-ma + Calcitonin II tesztjeivel végezte a
DOTE 1. Belgydgyaszati Klinika, ill. a Kozponti Klinikai Kémiai Intézet Kozponti
Izotopdiagnosztikai Laboratoriuma. A levett vérmintakat azonnal jég kdzé helyeztiik
és hideg centrifugalas utan felhasznalasig a savdkat -200C-on taroltuk.

Az értekezésben részletezett stimuldlt kalcitonin meghatarozasok pentagastrin
(Peptavlon ICI Pharmaceuticals, Macclesfield Cheshire) felhasznalasaval torténtek 0,5
Hg/kg/5mp (Wells és mtsai 1975). A pentagastrin beadasat 60-90 mp alatt végeztiik

i.v., esetenként infuzids pumpa segitségével.
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Calcium infuzios tesztet csupan néhany alkalommal végeztiink I,5-10 perc alatt
beadott 15mg/kg Ca-gluconat alkalmazasaval. Ezekben az esetekben pentagastrinnal
Osszehasonlitva elnylltabb valaszt, alacsonyabb cstcsértékeket kaptunk, ezért a

monitorozas sziikségessége miatt ezt a provokacids tesztet elhagytuk.

3.5. Citogenetikai vizsgalatok papillaris karcindmaban és follikularis adendmaban

Hat beteg miitéttel eltavolitott pajzsmirigy daganatanak citogenetikai
vizsgalata soran négy esetben, harom papillaris karcindmaban, és egy follikularis
adendmaban kaptunk értékelhetd metafazisokat.

Minden esetben a primer tumort vizsgaltuk a kovetkez0 moddszerrel: a
sejtszuszpenziét a tumorszévet mechanikus felaprézasa utan +4°C-on 16-20 6ran &t
tartd tripszines emésztéssel /0,25 %/ nyertiik. A tenyésztés 10 % fetalis borjusavot
tartalmaz6 DMEM /GIBCO/ tapfolyadékban, Greiner T25 tenyésztbéedényben, 5 %
széndioxidot tartalmazd ASSAB /Sandbyberg/ tipusu termosztatban tortént 7-60
napig. Megfeleld szamu sejt esetén a tenyészethez 24-36 drara colchicint /0,1 ug/ml
végkoncentracid/ adtunk, majd a feldolgozast a hagyomanyos mddszerrel végeztiik.
Két savozasi eljarast alkalmaztunk: G-savozast (Seabright és mtsai 1971), és Q-
savozast (Caspersson és mtsai 1970). A kariotipizalas a papirképek kivagasaval
tortént. A kariotipus jeldlésében az International System for Human Cytogenetic

Nomenclature /ISCN/ /1978/ elOirasait kovettik.
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3.6. Molekularis genetikai vizsgalatok benignus és malignus pajzsmirigy

neoplazidban.

Véletlenszerlien valasztottunk ki 16 follikularis és 22 papillaris pajzsmirigy
karcindmaban és 25 follikularis adendmaban szenvedd beteg paraffinba agyazott
szOvettani blokkjait a kanadai St-John’s (New Foundland) Egészségtudomanyi
Kozpontjanak és a DEOEC, akkor Debreceni Orvostudomanyi Egyetem Patoldgiai
Intézetének archivumabdl. Kanadanak ezen a vidékén a napi jod felvétel tébb mint
elégséges 190-550 pg/nap, mig Magyarorszag Dunatdl keletre fekvo teriiletein a jod
felvétel 46-70 pg/nap.

A Debrecenbdl szarmazd metszeteket a St-John’s-ban dolgozd patolégusok
revidealtak, hogy ki lehessen zarni az eltér0 diagnosztikai kritériumokbdl adodo
tévedést. A paraffinba agyazott blokkokbdl 5 mpu vastagsagi metszetek késziiltek,

amelyeket PCR céljaira Shibata és mtsai. (1991) leirasa szerint preparaltunk.

3.6.1. Szintetikus oligonukleotid és PCR

A szintetikus oligomerek a Clontech (Kalifornia) cégtl szarmaztak. Az
oligonukleotid szekvenciak teljes listajat itt nem részletezziik. A metszeteket 400 pl
xylennel deparaffinizaltuk majd két alkalommal abszolit alkoholban mostuk. A
szoveteket szaritds utan 50 pl pufferben (100mM Tris, 5mM EDTA, pH 8,0)
emésztettiik, amelyhez 40 pg Proteindaz K —t adtunk. A keveréket egy éjszakan
keresztiil 37°C-on inkubaltuk, ezutan a Proteinaz K inaktivalasahoz 10 percig 95°C-ra

hevitettiik. A PCR-hoz 5 pl feliiliszot tettiink 50 pl Gene Amp Kithez (Perkin Elmer,
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Cetus, Kalifornia), az eldallitd hasznalati elGirasa szerint. A primerek 20 bazis
hosszisaguak voltak és minden parhoz egy 100 bazisparbdl alld6 amplifikalt régid
tartozott. A mintakat 3 percig 94°C-on denaturaltuk, majd hirtelen 4°C-ra leh(itottiik.
40 ciklusban végeztiink amplifikacidt a kovetkezOk szerint: denaturacid 30
masodpercig 94°C-on, oligonukleotid primer kotédés 30 masodpercig 56°C-on, és
végiil 30 masodperc, amig a DNS polimerdz enzim masolatot készit a primerek
kozotti DNS szakaszrél 74°C-on. 5 pl amplifikdtumot futtatunk 2 % agardz gélen,

hogy megbizonyosodjunk a specifikus kétédésrdl.

3.6.2. Southern Blot és Oligonukleotid Probe Hibridizacio

Kezdeti mennyiségi mérés utan 2-10 pl amplifikdtumot futtattunk 1, 5%
agaroz gélen, amit nylon membranra (Hybond-N; Amershem Canada) vittlink at.
Filter masolatokat készitettiink és a DNS-t UV fénnyel fixaltuk. A filtereket
prehibridizaltuk egy éran at 56°C-on, a szondaszekvenciatdl fliggben 5x SSC(1xSSC
0,15 mol NaCl, 0,015 mol natriumcitrat, 5x Denhardt’s oldatban (1x Denhardt’s oldat
0,02% Ficoll, 0,02% polivinilpirrolidon, 0,02% marhasavd), 0,5% NaDodSO4 és 10
mmol natriumpirofoszfat. A hibridizaciét ugyanilyen koriilmények kozott végeztik 2
oran at [y- 32P]-vel jelolt ATP és 20 nukleotidbdl allé végjeldlt oligonukleotid
szondavall. A filtereket 2 x mostuk, 2 x SSC, 0,1% NaDodS04-ban 25°C-on 20 percig
»high stringency” mosast kévetden 2 x SSC, 0,1% NaDodSO4-ban 10-20 percig 60-

700C-on. Végiil a filtereken 12 dra elteltével autoradiografiat készitettiink -70°C-on.
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4. EREDMENYEK

4.1. HLA DR antigén megoszlasa pajzsmirigy karcindmaban szenvedd betegekben

A karcinogenézis egy komplex patogenetikai folyamat, amely magaba foglalja
nemcsak a malignus sejtek genetikai és kovetkezményes funkcionalis valtozasait,
hanem az extracellularis kornyezeti hatasokat is. A szervezet valasza viszont
befolydsolja a tulélést, a malignus sejtek ndvekedését és szétterjedését. Az
immunvalasz résztvesz ebben a folyamatban, melyet folyamatosan érzékel.

A kiilonbozd szoveti tipusu pajzsmirigytumorokban szamos szerz6 vizsgalta a
HLA antigének megoszlasat. Az eredmények megegyeznek abban, hogy az I.osztaly
(HLA A,B,C lokusz) antigénjeinek el6fordulasa nem kiilénbozik a normal kontrolltol.
Kilonbdzd paramétereket figyelembe véve eltérést tapasztaltak ugyanakkor az egyes
DR antigének szerepét illetben. Az 1. tablazatban foglaltuk 6ssze a kiilénb6z6

kutatocsoportok eredményét dsszevetve sajat adatainkkal.
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1. tablazat

kdzleményeiben

.....

. . . betegszam/ . L .
Szerzok ev antigén tumortipus Osszefliggés orszag
Panza es 1982  B35/DR1 20 PTC sz. Olasz
mtsai
Sridama€s 1986 pRr7 74 FPTC sz. USA
mtsai
Juhasz es 1986 DRI 52 PTC/ FTC sz. Magyar
mtsai
Larsen és 1986  Nincs 45 0 Kanada
mtsai kapcsolat
Dralle €s 1986  DRS® 24/ PTC N.Sz. Német
mtsai

DR6 13/ FTC N.Sz. Német
DR3 11/ MTC N.Sz. Német
Juhasz €s 1989 DRI 84 FTC/PTC Sz. Magyar
mtsai
Rigopoulou €s 1994 pRry3” 137/ PTC sz. Spanyol
mtsai
Juhasz es 2005 DRi1* 75 PTC/ FTC sz. Magyar
mtsai

* A HLA DR11 a DR5 része

PTC- papillaris pajzsmrigy karcindma
FTC- follikularis pajzsmrigy karcindma

FPTC- follikulo-papillaris pajzsmrigy karcindéma

MTC- medullaris pajzsmrigy karcindoma

Sz- szignifikans

N.Sz.- nem szignifikans

ElsO sajat vizsgalatunkban (Juhasz és mtsai 1986) szeroldgiai modszert

hasznalva

52 hameredetl

pajzsmirigyrakban

szenvedo

beteget

tipizalva

megallapitottuk, hogy a HLA DR1 antigén szignifikansan gyakran ( 53,8 % vs. 19,4
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%) fordult el6 (2. tablazat). Kimutattuk, hogy tizenkét metasztazissal rendelkezd
FTC,PTC-s betegbdl tiz DR1 pozitiv volt. HLA asszociacios vizsgalatainkat harom
eltérd periodusban végeztiik 1986, 1989, 2005.

2. tablazat

HLA DR antigén megoszlasa 52 pajzsmirigy karcinomaban szenvedd betegben és 170
egészséges kontrollban

HLA-DR allél beteg kontroll RR )(2
1 26 (53,8) 31(19,4) 4,85 21,26
2 11(21,1) 32 (20,0) 1,07 0,03
3 14 (26,9) 28 (17,5) 1,74 2,16
4 7 (13,9 40 (25,0) 0,47 2,93
5 10 (19,2) 36 (22,5) 0,82 0,25
7 11 (21,2) 42 (26,3) 0,75 0,54

4.2, HLA-DR antigének és az IgG nehéz-lanc (Gm) fenotipus megoszlasa epitelialis

pajzsmirigy tumorokban

Az immunvalasz szerepének fontossaga szempontjabdl vizsgaltuk a szoveti
(HLA) antigének és az IgG nehézlanc allotipusok (Gm) el6fordulasat a pajzsmirigy
karcinomaban szenvedd betegekben és esetenként csaladjukban, annak
megkozelitésére, hogy ezek a genetikai faktorok milyen szerepet jatszanak a
betegség etiopatogenézisében.

A Gm allotipusok el6forduldasa nem mutatott eltérést a kontrolltdl. HLA
antigének mellett a betegek Gm allotipusainak vizsgalatatol azt reméltiik, hogy a
pajzsmirigy karcindmara vald hajlam megbecsiiléséhez kozelebb jutunk. A
vizsgalatokba 50 differencidlt pajzsmirigytumoros beteget és 168 egészséges

véraddbdl allé kontrollt vontunk be. Az 50 beteg és a kontrollok mindegyike tipizalt



volt az MHC 1. és II. osztalyanak antigénjeire. A 3. tablazatban lathatd, hogy egyedill
az fb fenotipus mutatatott emelkedett értéket ( = 4,50, p < 0,05) a kontrollhoz
képest. A follikularis (11/16), papillaris (8/16), follikulo-papillaris (10/18) tumorban
szenvedOk a megjeldlt aranyban fb homozigoétak voltak.

Nem taldltunk Osszefiiggést a kiilonb6z6 Gm genotipusok és a pajzsmirigy
karcindma szovettani tipusa kozott.

A tovabbiakban a Gm és HLA fenotipusok lehetséges interakcidjat vizsgaltuk.
Csoportositottuk a betegeket és a kontrollokat DR1 pozitivitdas és Gm fb
homozigdtasag szerint. Ebben a csoportositasban jol megfigyelhetd, hogy HLA DR1+
fb+ betegek relativ kockdzata a kontrollhoz és az Osszes tdbbi csoporthoz képest
extrém mértékben megemelkedett. A HLA DR1+ fb+ relativ kockazata példaul a
DR1- fb- -al szemben 37, 48-szor nagyobb volt.

3. tablazat

HLA-DR antigének és a Gm
fenotipus megoszlasa epitelidlis pajzsmirigytumorokban és 168 egészséges

kontrollban
HLA antigén és  HLA antigénés  HLA antigén és  HLA antigen és
Vizsgélatban  Gm fenotipus Gm fenotipus Gm fenotipus Gm fenotipus
résztvevik DR1* fb* DR1* fb DR1 fb* DR1 fb
betegek /n=50/ 15 /30.0/ 12 /24.0/ 15 /30.0/ 8 /16.0/
kontroll /n=81*/ 2 /2.47/ 10 /12.34/ 29 /35.80/ 40 /49.38/
RR 37.48 6.00 2.58 1
szignifikancia < 0,005 < 0,0005 < 0,0005 _

* A 168 kontroll egyénbdl 81 volt Gm allotipusra tipizalva.
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Mindez azt igazolja, hogy az fb homozigétasag a HLA-DR1 pozitiv betegekben

kifejezetten fokozott hajlamot jelent a pajzsmirigy karcindma kialakulasara.

4.3. HLA DR allélek DNS alapu tipizalasa

Vizsgalatsorozatunk masodik periddusaban (Juhasz és mtsai 2005) a HLA DR
allélek DNS alapu tipizalasat végeztiik el (OLERUP-SSP). Ez egyben a korabbi
szeroldgiai specifitasok részletesebb felbontasat is megengedte.

75 eddig nem vizsgalt, de a korabbival megegyez6 hisztoldgiai tipusu
daganatos beteget tipizalva a HLA DR11 antigén szignifikdnsan gyakori el6fordulasat
mutattuk ki a 170 egészséges kontrollhoz képest (4. tablazat).

Ez jellemz6 volt mind a follikularis, mind a papillaris karcinomara. Ugyanakkor
a betegség prognosztikai faktoraival - mint a tumor mérete, limfocitas infiltracié
mértéke, a regionalis nyirokcsomdé és a tavoli metasztazis el6forduldsa - nem

talaltunk DR11 asszociaciot.
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4.tablazat
HLA DR allélek megoszlasa 75 differencialt
pajzsmirigy karcinomaban és 170 egészséges kontrollban

HLA-DR pozitiv pozitiv RR chi-négyzet p<

betegek kontrollok

szama szama
1 17 29 1.329 0.737 0.391
15 (2) 16 41 0.885 0.097 0.756
16 (2) 1 4 0.567 0.001 0.976
4 13 38 0.775 0.52 0.471
11 (5) 34 36 2141 13.72 0.000
12 (5) 0 4 0 0.628 0.428
13 (6) 9 28 0.729 0.500 0.479
14 (6) 1 6 0.378 0.266 0.593
7 22 39 1.279 0.821 0.365
8 2 10 0.453 0.568 0.451
9 3 5 1.36 0.002 0.968

4.4. A differenciadlt pajzsmirigy karcinoma prognosztikai faktorai és a HLA-DR 11

kozotti 6sszefiiggés vizsgalata

A betegség manifesztacidja és a DR1 eldforduldsa kozott korabban talalt
asszociacid miatt azonos mddon hasonlitottuk 6ssze az ezen csoportban bemutatott
betegek adatait és ugy talaltuk, hogy ebben a betegcsoportban nincs dsszefiiggés a

kérlefolyas és a DR11 antigén elofordulasa kozott.
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5. tablazat.
A differencialt pajzsmirigy karcinoma lefolyasa és a HLA-DR 11 pozitivitas

kozotti 6sszefliggés vizsgalata

HLDR11
A betegség 2
manifesztacidja X p<
+ -
metasztazis
+ 5 9 0.84 0.35
- 30 31
limfocitas infiltracié
1 28 28
2 1 1 1.15 0.58
3 6 11
tumor nagysag
1 11 10
2 21 28 0.92 0.63
3 3 2
nyirokcsomo
metasztazis
1 30 31
2 1 4 1.72 0.42
3 4 5

A limfocitas infiltracid mértékének megallapitasakor azt (1) enyhe (2) kdzepes
és (3) sulyos fokunak hataroztuk meg. A tumor méret megadasanal < 1 cm (1),
1.1-2 (2) ill. > 2 cm (3) mérethatarokat allapitottunk meg. A nyirokcsomo
érintettség alapjan a betegek csoportjai: nincs (1) , regionalis nyaki nyirokcsomd

metasztazis (2) és tavoli metasztazis (3) (5.Tablazat).
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Diszkriminans analizist alkalmazva matematikai mddszerrel igazoltuk, hogy a
tumor méretével a metasztazis gyakoribb eloforduldsa és a limfocitas infiltracio
csokkent mértéke mutatott szignifikans kapcsolatot.

Irodalmi adatok szerint ismert, hogy Osszefliggés mutathatd ki a pajzsmirigy
karcinoma el6fordulasa és bizonyos onkogén mutacidk (RET, MET) kozott, mely
utdbbiak fokozzak a HLA II. osztaly antigénjeinek expresszidjat és igy attételesen a
tumor limfocitas infiltraciojat is.

A két vizsgalati periddus kozotti DR antigén eltérés, valamint az irodalomban is
tapasztalt ilyen iranyd ellentmondasok valdszinlileg a betegség kialakulasara
hajlamositd valtozd kornyezeti, kockazati tényezék kilonbozéségében rejlik.
Gondolhatunk itt arra a tényre is, hogy a csernobili katasztréfa az els6 tanulmanyunk
megjelenése utan tortént, s amelynek hatasat a pajzsmirigyrak kialakulasara nem

lehet vitatni.

4.5. Kalcitonin meghatarozasok és a csaladvizsgalatok eredményei medullaris

pajzsmirigyrakban

Az irodalmi attekintés fejezetben részletesen foglalkoztunk a medullaris
pajzsmirigy karcindma kiilonleges helyzetével a pajzsmirigyrakok kozott. Itt a
csaladvizsgalatok szamara elérhetd betegek és hozzatartozoinak HLA tipusat és a
bazalis, valamint a provokalt szérum kalcitonin értékek 0Osszefiiggéseit értékeltiik.
1950 és 1990 kozott operalt 30 medullaris pajzsmirigyrak koziil 12 betegben
genetikai vizsgalatokat (HLA) és szérum kalcitonin meghatarozast végeztiink. (6.

tablazat).
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6. tablazat

HLA-antigének el6fordulasa és a HLA-tipizalas idején mért b-CT-szintek

medullaris pajzsmirigy karcindmaban

Betegek HLA HLA HLA HLA b-CT Vizsgalatok
lokusz A lokusz B lokusz C lokusz DR | pg/ml idépontja

1.K.L. 3 9 12 - 4 - 2 7 1000 Mu

2.Cs.], 2 3 7 13 |1 3 4 7 100 Mu

3.0.L+ 1 1 22 35 |4 - - 7 675 (X) Me
0

4.KIL+++ 2 3 15 - 2 4 7 30 Mu

S.N.G.++ 1 11 |35 13 |4 - 1 7 100 Mu

6.0.]. 1 2 7 40 |- - 4 7 70 Mu

7FES+++ |1 10 |8 12 |3 - 6 7 480 (x) Me

B.F.J. 1 11 |8 18 |5 - 1 3 100 Mu

9.KG.++++ | 3 - 7 14 - - 2 7 1300 (x) Me

10.F.J. 3 9 12 - 1 3 - 3 1300 (x) Me

11.B.S. 2 3 22 35 |5 - 2 4 1000 (x) Me

12.5.T. 1 - 7 14 |2 6 7 790 (x) Me

+ = anyja MCT-ben halt meg

++ = novére MCT-ben halt meg

+++ = apja MCT-ben halt meg

++++= anyai nagynénje MCT-ben halt meg

b-CT = bazalis kalcitonin

Me = m{tét elotti b-CT

Mu = m{tét utani b-CT

X = mdtét utan kozvetlenll normalizalddott b-CT érték volt mérheto

Tizekét beteg esetében statisztikai analizis nem végezhetd, mert a kis szamok

miatt fennall a tévedés lehetGsége. Ennek ellenére nem tartjuk véletlennek azt, hogy

12 betegbdl 9 DR7 pozitiv volt. A DR7 antigén el6forduldasa Magyarorszagon 23 %. A

kilenc DR7 pozitiv betegbdl 6t esetben bizonyitott, vagy feltételezhetd volt tovabba a

csaladi elofordulas is.

Nem volt mddunk tobb MTC-s beteget tipizalni a korai halalozasok miatt, de a

DR7 antigen jelenlétének meghatarozd fontossagat és a betegségre utalé markerként

valé alkalmazasat csaladvizsgalatokkal igyekeztiink megerdsiteni.
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A betegek csaladtagjaiban észlelt bazalis és/vagy stimulalt kalcitoninszint -
emelkedés a csaladi elofordulds lehetGségét jelzi, hiszen a szérum CT-értéke
nemcsak a kifejlett MTC-ben lehet magasabb, hanem a daganatban szenvedd
betegek egyébként egészséges, de mar rosszindulatl sejteket hordozo
csaladtagjaiban is.

Az 4. dbra azt az ot csaladfat mutatja, amelyekben a DR antigéneken tul a
manifeszt betegséget (FMTC) és a kalcitonin értékeket is feltlintettiik, ramutatva

ezzel a DR7 és ezen laboratoriumi érték Osszefiiggésére.

4. abra
Csaladvizsgalatok medullaris pajzsmirigyrakban
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14 csaladtag pentagasztrin terheléses calcitonin (s-CT) meghatarozasat
végeztik el. Ezek kozil 7 olyan csaladtag pentagasztrin terheléses szérum CT szint
(s-CT) meghatarozasat végeztiikk el, akiknek bazalis CT értéke (két csaladtagban)
100-299 pg/ml, illetve (négy csaladtagban) 300 pg/ml. folott volt. A stimulalt CT (s-
CT) szint a bazalis értékhez képest mind a 7 csaladtagban megemelkedett, noha igen
magas 1300 pg/ml CT értéket csak azon két csaldadtag esetében mutattunk ki,
akiknél a medullaris pajzsmirigy karcindbma diagnézisat is feldllitottuk. Total
thyreoidectomia utan mindkét beteg CT szérum szintje normalizalddott. A részletes
szovettani vizsgalat azonban C sejtes hiperplazia morfoldgiai jelei ellenére MTC-t nem
tudott bizonyitani. A hiperplazia vonatkozasaban viszont minden szerz0 egyetért
abban, hogy a C sejtes hiperplazia olyan preblasztomatdzisnak tekintendd, amelyet

klinikailag karcinomaként sziikséges megitélni és kezelni.

4.6. Citogenetikai vizsgalatok eredményei

A citogenetikai vizsgalat eredményeit a 7. tablazatban foglaltuk 6ssze, mig a 8.

tablazatban a vizsgalt betegek klinikai jellemzdit tiintettiik fel.
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7. tablazat

Pajzsmirigydaganatos betegek citogenetikai adatai

in vitro szamolt , i 18 Acio markerrelkonstitucio-
Bete- | korszévettani | vizsgalat|enyésztés|  (analizalt) kromoszéma Visszatérd aberraciok biot scirek]  mdlis
gek diagnozis szama | tartama sejtek szama szam szambeli szerkezeti szama | kariotipus
1. | papillaris 1. 7 52(31) 46(40—48) |-10 (22) | del (11) (q21) 25 46,XY
karcinéma —X dup (1)
(q23-qter) 27
—Y (10) | egy6b
2. | papillaris 1. 16 10(2), 44(41—47) 2
karcinéma 2. 30 15(9) 45(41—47) | -22(3) | del (11) (q23) 5 46,XX
3. 55 53) 47(43—47) 2
3. | papillaris 1. 30 4(1) 46(45—A47) — — —  |nem tortént
karcinéma 2. 60 7-(3)
4. | follikularis 1. direkt
adenéma 2. 10 7(3) 46 — — — 46,XX
3. 17 8(3)
8.tablazat
A betegek klinikai jellemzOi
Be- | kor klinikai elézmény, | szov. dg. postop.  Miitét ota
te- | (év) mitét kezelés eltelt id6
gek| nem (hd)
. ’ HIES 131 .
1. | 13/f | lobectomia utén, papillaris T ™" ablativ 20
1 hé mulva recidiva cc. izotop
és nyirokcsomo Szupressz.
metasztazis miatt re- ddzisu
operacio: near totalis hormon
tireoidektomia
2. | 71/n | tartds Thyroxin szup- papillaris — 16,
resszié ellenére nem cc.
csokkend gébméret miatt
tireoidektomia
3. | 32/n | 6t évig tartd Meto- papillaris — 17
thyrin kezelés hiper- cc.
tiredzis miatt, maid
6 héttel a mitét elott
észlelt tumor miatt
lobektomia
4, | 37/n | 9 évvel korabban atipusos — 18
nyaki réntgen besugarzas| follikularis
carotis angiografia soran adendéma
pajzsmirigygob
m{tét: azonos oldali
lobektomia
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Follikularis adenomaban kariotipus eltérést nem észleltiink. A harom sikeresen
vizsgalt papillaris karcinoma koziil kettdben klondlis szambeli és szerkezeti
eltéréseket igazoltunk.

A modalis kromoszémaszam mindharom papillaris karcindmaban a diploid
tartomanyba esett, de hipodiploiditast eredményezd kromoszomavesztéseket és -
néhany sejtben - szamfeletti kromoszomakat is megfigyeltiink. Mig a tri-, és
tetraszomiak nem bizonyultak kovetkezetesnek, az 1. és 2. sz. betegben nonrandom

kromoszomavesztéseket igazoltunk:

9. tablazat:
Visszatéré marker tipusok az 1. sz. betegben
M:(;':_er markerrel rendelkezd
szama szerkezeti eltérés sejtek szama / n =31
1. dup(1) (923;gter) 27/31
2. del (11) (g21) 25/31
3. del (13) (q12;922) 9/31
4, del (14) (q21;924) 3/31
5. del (16) (q22) 12/31
6. i(179) 5/31
7. t (?;20) (?;923) 5/31
8. del (X) (923) 4/31
19. del (5) (q13) 14/31
10. del (5) (p13) 6/31
11. ace 2/31
12. 12/31
EE— nem azonositott kis
metacentrikus
kromoszéma
13. DM-ok 5/31
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Az 1. szamu beteg 31 analizalt sejtje koziil 22-ben 10-es monoszomiat, vagy
mindkét homoldg elvesztését, 15-ben az X, 10-ben az Y hidnyat észleltik. A
hipodiploid sejtek mellett néhany hiperdiploid és hipotetraploid sejt is megjelent. A 2.
szamu betegben a 22-es monosomiat talaltuk klonalis jelleglinek. Ugyanezen két
betegben hasonld szerkezeti eltérés, a 11q delécidja volt kimutathato, g21, ill. g23
toréspontokkal (7. tablazat). Az 1. szamu betegben a 11q delécidhoz tovabbi -
deléciokbol és pontosan nem identifikalhatd transzlokaciokbdl szarmazé - marker
kromoszomak tarsultak /9. tablazat/. Kozottik az 1-es kromoszoma q23-qter
részében génamplifikacidra utald ,double minute-ok” is megjelentek.

A betegek konstitucionalis kariotipusa - PHA-val stimuldlt periférias limfocita

kultdraban vizsgalva - normalisnak bizonyult.

4.7. ras onkogénmutacio benignus és malignus pajzsmirigy neoplaziaban

PCR és oligonukleotid hibridizacio felhasznalasaval vizsgaltuk az N-ras, Ha-ras,
magyarorszagi jodhianyos teriileteken él6 (46-70mikrogramm/nap joédbevitel) és
Kanada északkeleti részén (New-Foundland) lako és megfeleld jédellatottsagu
foldrajzi teriileten él6 betegekben (190-550mikrogramm/nap jodbevitel).

25 follikularis pajzsmirigy adendma 16 follikularis karcindma és 20 papillaris

karcindma onkogén mutacios frekvencidjat elemeztiik. A betegek megkdzelitden fele
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Kelet-magyarorszagi, a Tiszantul, Debrecen térségébdl, mig a masik fele Kanada
keleti vidékérol, New Foundlandrol (St. John’s) szarmazott. A vizelettel Uritetett jod
mennyisége alapjan az eldbbi kifejezetten jodhianyos, mig utdbbi jéddal megfelelen,
a kivanatosnal is jobban ellatott teriiletnek tekintheto.

Mutacidt szenvedett ras onkogéneket azonositottunk 13 pajzsmirigy adendmas
debreceni beteg koziil 11 esetben (85%), illetve hat pajzsmirigy karcinoma kozil
harom esetben (50%). Az adendmak 80%-a makrofollikularis szerkezeti volt, mig a
maradék kevert, mikro és makrofollikuldris strukturat mutatott. Ras onkogén
mutaciét 12 papillaris karcinoma kozil egy esetben sem taldltunk. A leggyakoribb
mutacié a 61-es codonban GIn—Arg csre volt. A mutacidk 93%-a ehhez a helyhez
kotédott, mig a 12,13-as codonban nem tudtunk mutdciét kimutatni. Egy
tumormintaban két ras mutaciot is taldltunk, amely szovettanilag tipikusan
mikrofollikularis szerkezet(i volt /codon 61 (GIn—Lys N-ras, ill.GIn Arg—Ha-ras)/.
SzerzOk tobbsége a mikrofollikularis adendmat preblasztomatdzisnak tartja, igy a
kettbs mutaciét is szenvedett adendma magasabb malignitasi potencidljat,
igazolhatja a beteg fokozott megdfigyelése soran esetleg bekdvetkez6 malignus
transzformacio.

A St. John’s-ban operalt betegekbdl szarmazd hisztoldgiai mintakban sokkal
kisebb szamban taldltunk ras mutaciét, mint a kelet-magyarorszagi régidban
operaltakban. Itt a follikularis adendmak 16%-aban (2/12) mutattunk ki ras mutaciot,
amely szignifikdnsan alacsonyabb incidenciat jelez (2 =5,695, P <0,02). Tiz
pajzsmirigy karcindmabdl csupan egy betegben lehetett ras mutaciét kimutatni New
Foundlandon. Follikuldris karcindma tekintetében azonban nem volt szignifikans

kiilonbség a ras mutacidk incidencidjaban New Foundland és a Tiszantul kozott
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(x2=1,423, P<0,02). A mutacidk célpontja viszont itt is a 61-es codonon (GIn—Arg
szubsztitucidval) helyezkedett el. A magyarorszagi betegekhez hasonldéan az itt

operalt 10 papillaris pajzsmirigyrak egyikében sem lehetett ras mutaciot észlelni.
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5. KOVETKEZTETESEK

Attekintettiik vizsgalataink eredményeit az MHC I és II osztaly antigénjeinek
el6fordulasat a magasan differencialt pajzsmirigy rakokban Kelet-Magyarorszagon
szeroldgiai és DNS technikat alkalmazva.

A pajzsmirigy karcindma szovettani tipusatdl fliggetlen, szignifikdnsan gyakori
DR1 antigén el6fordulast kdzoltiink (Juhasz és mtsai 1986). Ebben a vizsgalati sorban
52 hameredetli pajzsmirigyrakban szenved0 beteget tipizaltunk szeroldgiai
modszerrel. A DR1 antigén 53,8 %-ban fordult el6 a kontroll 19,4 %-aval szemben .
A 12 regionalis nyirokcsomé metasztazisban szenvedd betegbdl 10 DR1 pozitiv volt. A
Gm allotipusok el6forduldsa ugyanebben a betegcsoportban nem mutatott eltérést a
normal kontrolltol.

A Gm és HLA fenotipusok lehetséges interakcidjat vizsgalva csoportositottuk a
betegeket és a kontrollokat DR1 pozitivitas és Gm fb homozigdtasag szerint. Ebben a
kontextusban az lathatd, hogy HLA DR1+ fb+ betegek relativ kockazata a kontrollhoz
és az Osszes tobbi csoporthoz képest extrém mértékben megemelkedett. A HLA
DR1+ fb+ relativ kockazata példaul a DR1- fb- -al szemben 37, 48-szor nagyobb. Az
MHC II osztaly és az IgG nehéz-lanc (Gm) allotipusainak Osszefiiggését pajzsmirigy
karcinomaban mas kutaték korabban nem vizsgaltak, az 0Osszefliggés
patomechanizmusban jatszott szerepe ma is tisztazatlan.

A masodik vizsgalati sorban 75 beteget molekularis genetikai moddszerrel

tipizalva, szignifikdns kapcsolatot taldltunk a HLA DR11 és a diffrencialt
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pajzsmirigydaganatok (PTC,FTC) kozott (Juhasz és mtsai 2005). A kontroll
populaciétdl ez az egyetlen antigén mutatott szignifikans eltérést. A tobbi antigén
el6fordulasat nem torzitotta a DR11 magas frekvencidja, amit a DR11 pozitivok
kizarasa utani relativ rizikd (RR) szamitas is igazolt. A DR11 mind a papillaris, mind a
follikularis formaban gyakrabban fordult el6, ami kiilénésen az utdébbiban volt
megfigyelhet6. Ez a kiilonbség azonban nem volt szignifikans. A DR 11 fenotipus
nem volt befolyassal a tumor méretére, a limfocitas infiltraci6 mértékére valamint a
nyirokcsomo, illetve a tavoli metasztazisok el6fordulasara. Hét papillaris karcindmas
betegnek jelentds cervikalis limfadenopatiaja volt, igy az intraoperative észlelt 1,5-2,5
cm nagysagu metasztatikus nyirokcsomok miatt modositott nyaki disszekciot
végeztiink. Ezek a nyirokcsomdk szdvettanilag nem bizonyultak malignusnak, viszont
mind a hét beteg DR1 pozitiv volt. A nagyméreti nyirokcsomdk jelenléte nem
bizonyitja tehat 6nmagaban a malignitast és felveti az intraoperativ fagyasztott
szOvettani vizsgalat sziikségességét vagy a csupan makroszkopos/klinikai megitélés
alapjan végzett nyaki disszekcid indikacidjanak fellilvizsgalatat.

Hagyomanyosan az egy cm-es tumor atméré az elkilonités hatara a
mikrotumorok és a klinikailag relevans karcindmak kozétt. A mikrotumorok ugyanis
bioldgiailag kiilonboznek a nagyobb daganatoktdl, amit tobb szerzd is bizonyitott
(Asa és mtsai 2004). Igy megvizsgaltuk a kiilonbozé paraméterek hatasat a
mikrotumor, klinikailag relevans karcindma atmenetre. A diszkriminacios faktor
analizis soran csak két tényez6 mutatott szignifikans 6sszfiiggést a tumor méretével:
a tavoli metasztazis jelenléte pozitiv mdédon és a limfocitas infiltracid6 mértéke
forditott aranyban. Az utobbi eredmény azt sugallja, hogy a klinikailag észlelhetd

tumor kialakuldsa kapcsolatban van az immunrendszer karosodasaval, ami a
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limfocitas infiltracion keresztiil jut érvényre. A tobbi valtozd, mint példaul a DR
fenotipus, a nem, az életkor, a szévettani tipus nem bizonyult meghatarozdnak.

Két alapvetd kérdést lehet feltenni: 1/ mi a pajzsmirigyrak és a HLA allélek
kapcsolatanak jelent6sége 2/ mi a magyarazata annak, hogy olyan sok allél szerepét
kozolték a kiilonboz6 szerzOk beleértve a mi eredményeinket is is ?

Az MHC 1I osztaly molekuldi kdzponti szerepet jatszanak az immunvalaszban,
mint az antigén prezentald sejtek restrikciés elemei a T sejtekkel folytatott
kooperacidban. Ezeknek a molekuldknak a polimorfizmusa, valamint a kapcsolt
lokuszok alléljaival fennalld linkage disaequilibrium (haplotipusok) meghatarozhatjak
a mennyiségi valaszt a késobbi termékek, kiilondsen a citokinek produkcidjaban
(Farid 1989, van der Bruggen és mtsai 2002, Lio és mtsai 2001, Wong és mtsai 2003,
Lee és mtsai 2002).

Az utobbi idoben kozolték, hogy a RET/PTC onkogének az MHC II osztaly
antigénjeinek expresszidjat fokozzak (Hwang és mtsai 2004). Valoszinlinek tlinik,
hogy a pajzsmirigy tumorsejtek olyan citokineket termelnek, amelyek elémozditjak a
limfocitas infiltraciot. Ezt korabban a MET fokozott expresszidjaval kapcsolatban is
kimutattak, mind papillaris és mind follikularis karcindmaban. Ezi 6sszhangban van
azzal, hogy az MHC II osztaly expresszidja és a limfocitas infiltracid miért nemcsak a
papillaris tipusra korlatozddik. A vad tipusi p53 onko-szuppresszor gén stabilizald
hatassal van az MHC II osztaly antigénjeinek expresszidjara csak a hatast a mutans
p53 nem tudja kifejteni (Zeki és mtsai 1998).

Az MHC II osztdly indukcidja, melyet kiilonb6z6 onkogének valthatnak ki,
megmagyarazza, hogy a korabbi vizsgdlatokban taldlt MHC 1II expresszid

szabalyozasa miért térel a pajzsmirigyrakban a normal pajzsmirigysejtekhez képest.
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Az infiltrald mononuklearis sejtek biztositjak a ko-stimulacioban szerepld molekulakat,
amelyek egyébként nem expresszalddnak a pajzsmirigyrak sejtekben, ami lehetové
teszi a hatékony immunvalaszt. Ezek az infiltral6 mononuklearis sejtek azonban a
kétélli kard szerepét is jatszhatjak, amennyiben a gyulladast okozé mediatorok
paracrine modon el6sgithetik a tumor ndvekedését.

Bizonyiték van arra, hogy a pajzsmirigyrak specifikus tumor antigének
(RET/PTC) ellen humoralis és cellularis immunvalaszt indulhat, amely esetleg képes
az immunmodulacié révén sikeresen eliminalni a mutans onkogéneket hordozd
sejteket. Az immunmodulacié atformdlhatja a tuléld tumort az immunrendszer
szelektiv nyomasa altal. Ez egy a korabbitdl gyodkeresen kiilonb6z6 tumortipus
megjelenéséhez vezethet. A tumor "darwini evollcidja" lényeges lehet a
mikrokarcindma - Kklinikailag relevans tumoratmenet szempontjabdl. A tumor
evolicid nagy kihivas a hatékony vaccindk kifejlesztésében, ami tumorspecifikus
neoantigénekre alapoz.

A pajzsmirigy karcindma DR kapcsolatardl megjelent kozlemények emlitik a
DR1, DR7, DR11-et, vagy nem taldltak kapcsolatot egyaltaldn. Magunk a DR11
szignifikdns emelkedését igazoltuk ugyanabban a populacidban (de nem ugyanazon
betegekben), amelyben korabban a DR1 asszociaciot kozoltiik Ez nem lehet technikai
probléma, amit a csontvel6 donorok HLA vizsgalata is igazolt, amikor a szeroldgiai
modszerrol a DNS alapu tipizalasra valtottunk a laboratériumban. Az MHC II osztaly
antigénkiilonbség 0Osszefliggésben lehet a valtozd kornyezeti kockazati tényezbk
hatasaval a kiilonbdzé érzékenységl populacidkban. A heterogenitas példajat adja
Sridama és mtsai (1986), akik az irradiaciohoz kapcsolédd pajzsmirigyrakban

kimutattak, hogy a DR7 pozitiv betegekben a latencia id6 sokkal révidebb, mint a
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DR7 negativokban. Fontos, hogy hét PTC-s beteg nyilvanvaldan sikeres
immunvalasszal tarsuldé DR1 pozitiv volt. A DR1 antigén gyakorisagat korabban mi is
észleltiik. Megjegyezziik, hogy az utdbbi vizsgalatunkban négy betegben a korkép
1986 eldtti és 17-ben 1996 utani manifesztalddott. A csernobili radioaktiv felhd a
katasztréfa utan Magyarorszagot néhany nappal késobb érte el. A kombinacié esetleg
spekulativ, de mégis ez volt a legdramaibb kornyezeti, kockazati tényez6 a két
kozléslink kdzotti intervallumban.

Megjegyezni kivanjuk, hogy a csaladi halmozddast mutatd kisszami medullaris
karcindmas csopoertban 12 betegbdl kilencben taldltunk DR7 pozitivitast, amely
vizsgalat folytatasa a betegszam novelésével hozzajarulhat a genetikai prediszpozicid
pontosabb megitéléséhez.

A betegeinkben DR11-el taldlt asszociaciot megerésitették Dralle és mtsai
(1986), amikor follikularis karcindbmaban a DR5 (a DR11 a DR5 egy része)
szignifikdnsan gyakori elO6fordulasat észlelték, mig Rigopoulou és mtsai (1994)
papillaris karcindbmaban talaltdk ugyanezt. A korabbi kozlésiink a DR1 fokozott
gyakorisagarol meger0siti Panza és mtsai (1982) megallapitasat, akik egy kisebb
olasz betegcsoportban hasonlé eredményre jutottak.

Citogenetikai  vizsgalatainkrél —Osszefoglaldan megallapitottuk hogy a
pajzsmirigy differencialt daganataira jellemz06 a diploid modalis kromoszémaszam és
a hipodiploiditasra valé hajlam. Hiperdiploid, poliploid sejtek megjelenése
anaplasztikus elfajulasra figyelmeztet. A papillaris karcindma patogenézisében a 10-
es kromoszoma illetve a 11q jatszhat szerepet. A valtozatos markerek, foleg az 1q
triszomia és a ,double minute”-ok megjelenése kedvezOtlen prognodzist jelez.

Ugyanazon betegek kiilonb6z6 ideig tenyésztett in vitro kultdrajaban a marker
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kromoszomak ugyanazok maradtak, azaz az atrendez6dott kromoszomak nagy
valészinliséggel a primer tumorban megjelend, neoplasztikus transzformacioval
Osszefiiggb aberracidkat képviselik.

Vizsgalataink igazoljak, hogy a pajzsmirigydaganatok citogenetikai vizsgalatai
diagnosztikus és prognosztikai érték(i kromoszéma-eltérések kimutatasat teszik
lehetbvé. Az észlelt szambeli és szerkezeti eltérések specifikus szerepét molekularis
vizsgalatokkal kell bizonyitani. Varhatd, hogy az egyes tumorokra jellemzd
atrendezOdések és az érintett gének tovabbi megismerése a jovOben Uj terapids és
megeldzési stratégiat tesz lehetové.

A citogenetikai és a MHC II. osztaly antigén vizsgalatok valamint a Gm
polimorfizmusbeli eltérések felhivtak a figyelmet arra, hogy molekularis bioldgiai
vizsgalatok részletesebb magyarazatot adhatnak a pajzsmirigy karcindma kialakulasat
vagy a fokozott tumor képzddési hajlamot illetden.

A ras protoonkogén csalad harom legismertebb tagja a Ha-ras, K-ras és az N-
ras. Ezek a gének a sejtnOvekedésben és a sejtdifferencialddasban jatszanak
szerepet (Barbacid 1987) és a 12, 13, 61-es codonon bekdvetkezO mutacidk aktiv
onkogének létrejottéhez vezetnek. Mutans ras gének mutathatdok ki a human
tumorok mintegy 30%-aban, ahol a daganatok kifejlédésében tettenérhetd szerepiik
miatt fokozott jelent6séget kapnak (Bos 1990). A mutdciok egy része bizonyos
emberi daganatokban taldlhaté meg: K-ras onkogen mutacidja a 12-es codonon
pankreasz karcindmaban (Almoquera 1988, Smit 1988) és tiid6 adenokarcindmaban
(Rodenhuis 1992, Rodenhuis 1997), illetve Ha-ras 61-s codon Gly—Arg

szubsztitucidval follikularis pajzsmirigy karcindmaban (Lemoine1989).
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A 61-es codon GIn—Arg szubsztiticidja a legmarkansabb valtozas a ras
proteinek szerkezetében, amelyek normal koriilmények kozott nélkilozhetetlenek a
GTP hidroliziséhez (GTP-az gatl6 mutacié Krengel és mtsai 1990) A mutans fehérje
kotédhet a GTP-az aktivald fehérjéhez, amely a jelatvitelben kozvetit a ras fehérje és
a sejt kozott (Trahey és mtsai 1987, McCormick 1989).

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a ras gének joval gyakrabban
aktivalédtak Kelet Magyarorszagon, mint New Foundlandon. Hasonlé ras gén
aktivalddas figyelheté meg follikularis adendmakban mint a tumorgenezis késoi
fazisanak megfeleld follikularis karcindmaban, mely utdbbiban erfsen szignifikans
kilonbséget talaltunk. A kisszamU minta miatt a magyarorszagi adatokat Lemoine
(1988) cardiffi (Wales) betegeinek ras eredményeivel kibdvitettiik és igy hasonlitottuk
0ssze a new foundlandi mintakkal. A ras onkogén mutacid igy is szignifikansan
gyakoribb volt, mint New Foundlandon (chi2 = 14,03; p<0,0001). Az
Osszehasonlitast az engedte meg, hogy a wales-i populaciéban a vizelettel Uritett jod
mennyisége atlagosan 90 pg/nap, ami megfelel annak a ténynek, hogy a jédbevitel
Wales-ben sem éri el sziikséges 150-300ug-ot (Koutras 1980, Gutekunst és Scriba
1989).

Allatkisérleti adatokbdl ismert hogy a jodhidny pajzsmirigy hiperplazidhoz,
gbbképzOdéshez és végiil rosszindulatl daganatok kifejlédéséhez vezethet (Schaller
és mtsai 1966). Néhany tanulmany golyvaendémias vidékeken a follikularis tumorok
gyakoribb el6forduldsat igazolta, amelynek ndvekedett ras mutdcids frekvencidjat
ebben a tanulmanyban mi is megallapitottuk.

Emlitésre érdemes, hogy 22 papillaris karcindmaban, egy esetben sem tudtunk

ras mutaciot kimutatni. Lemoine és mtsai (1988), Wright és mtsai (1989) 20 %-ban
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talaltak ras mutaciot, mig Fusco és mtsai (1987) egy ugyancsak jédhianyos teriileten
20 papillaris karcindmaban nem talaltak egyet sem. Ezek az adatok azt mutatjak,
hogy a papillaris pajzsmirigyrak keletkezésében valodszinlileg nincs szerepe a ras
mutacids aktivitasnak. Bongarzone és mtsai (1989) szerint ezekben a tumorokban két
tirozinkindz onkogén mutacié szerepe latszik fontosnak, de 6k is felhivjak a figyelmet
a kornyezeti hatasok nagy jelent6ségére.

Vizsgdlataink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a joédhianyos
vidéken kimutathato ras onkogén aktivacié nagyon fontos szerepet jatszik a daganat
keletkezésében/fenntartasaban. Természetesen nem allithatjuk, hogy egyetlen
tényezo (ras onkogén mutacid) elegendd a tumoros folyamat elindulasahoz, hiszen a

multifaktorialis etiologia altalanosan elfogadott a témat kutatok kdrében.
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6. Koszonetnyilvanitas

Ez az értekezés bizonyara nem késziilhetett volna el munkatarsaim odaadd
tamogatasa és segitsége nélkiil.

Amikor mindnyajuknak kdszonetet mondok, kifejezem halamat Balazs Gyorgy
Professzor Urnak, aki egyetemi palydmon elinditott és megismertette velem a
sebészet szépségeit és nehézségeit.

Koszonetet mondok Lukécs Géza Professzor Urnak a DEOEC 1. sz Sebészeti
Klinika vezetGjének szakmai és témavezetdi segitségéért és kilon azért a barati
hangnemért, amely jelentésen megkonnyitette azokat az erdfeszitéseket, amelyek
nelkilozhetetlenek voltak a munka elkésziilése soran.

Koszondm GyOry Ferencnek, Bodrogi Péternek kdzvetlen munkatarsaimnak
szakmai és barati segitségét, amellyel lehetové tették azokat a hattérmunkakat,
amelyek nélkdl biztosan nem késziilt volna el ez az értekezés.

KOszonet illeti Medgyessy Ildikdt, Stenszky Valériat és Kozma Laszlot a Megyei
Vértranszfuzios Intézet tudomanyos munkatarsait, akik a HLA kutatds és gyakorlat
eredményeinek értékelésében messzemend segitséget és Utmutatast nyljtottak.

Megkdszondm Oldh Eva  Professzor Urndnek, a DEOEC Gyermekklinika
vezetdjének nemzetkdzi mércével is kivételes citogenetikai vizsgalatait, melynek
eredményei nagyban segitették munkank elismerését.

Kiilon koszondm Nadir R. Farid Professzor Urnak értékes tdmogatasat, aki a

Memorial University of Newfoundland kutatdja és az Amerikai Pajzsmirigy Tarsasag
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(ATA) vezetOségi tagja és tObb pajzsmirigy témaju konyv szerzlje.
Kozrem(ikodésével szamos nemzetkdzi férumon mutattuk be eredményeinket és
elismert folyoiratokban jelentek meg kdzleményeink.

Haldval tartozom Nemes Zoltdn Professzor Urnak, a DEOEC Patoldgiai
Intézetének igazgatdjanak és munkatarsainak értékes tanacsaiért, Utmutatasaiért, a
patoldgiai diagndzisok pontossagaért.

KO6szondm Petri Idikonak az Orszagos Vérellatd Szolgalat Szegedi Regionalis
VértranszfUzidos Kozpont munkatarsanak (Szegedi Tudomany Egyetem) a high
resolution HLA tipizalas elvégzését és nélkiilozhetetlen tanacsait.

Végiil kdszondm csaladomnak a tiirelmet, a megértést és a tamogatast amely

lehetdvé tette, hogy toliik oly sok id6t tavol toltve elkészithettem ezt a disszertaciot.
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