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Bevezetés

A D-vitamin szerkezete, hatasmechanizmusa, D-vitamin ellatottsag

A kolekalciferol egy gytiriis szerkezetti, lipofil molekula. Mivel a vegyiilet szintézise az
emberi szervezetben is megtorténhet, a vitamin elnevezés nem allja meg a helyét. A
vegyiiletet sokan a hormonok k6zé soroljak. Eléallitasa a bérben 7-dehidrokoleszterinbdl
(7-DHC) torténik. UVB fény hatasara a 7-DHC pre-D3-vitaminné alakul. Ez a reakci6 a
bor epidermalis rétegében, azon beliil is a stratum basaléban €s a stratum spinosumban
torténik a legnagyobb mértékben. Ezt kovetden a pre-D3-vitamin a majban talalhato
CYP27Al enzim hatasara 25-hidroxi-kolekalciferolla alakul. A vérben keringé 25-
hidroxi- kolekalciferolb6l a CYP27B1 enzim késziti el a bioldgiailag aktiv 1,25-
dihidroxi-kolekalciferolt. Az 1,25-dihidroxi kolekalciferol a VDR-hez (D-vitamin
receptor) kotédve fejti ki hatdsat. A vegyllet inaktivalasat 1,24,25-
trihidroxikolekalciferolld a CYP24A1 enzim végzi. Az inaktiv forma kalcitriol savva
alakul, ami egy hidrofil vegyiilet, és a szervezetbdl a vesén keresztiil kivalaszthato.

A VDR egy Zn-ujjas doménnel rendelkezé magi receptor fehérje. A ligandjat megkotve
hatasat a sejtmagban a génexpresszid befolyasolasaval valtja ki.

A magi receptorokon kifejtett lassu, génexpresszio valtozast okozé hatasokon kivil a D-
vitaminnak ismertek gyorsan kialakul6 hatéasai is. A vékonybélben az emelkedett Ds-
vitamin szint Ca2+ és foszfat gyors felszivodasat okozza. Ennek a hatterében a sejtfelszini
1,25-D3-MARRS (Membrane Associated Rapid Response Steroid Receptor) receptor all.
Ez a fehérje hatdsat CAMP emelkedés révén valtja ki.

A D-vitamin és a WNT utonal kapcsolata a csontanyagcserében

A D-vitamin és a WNT utvonal kozétti legfontosabb kapocs a Dickkopf-fehérje (DKK).
A DKK2 feheérje expresszidja D-vitamin jelenléte mellett jelent6s emelkedést mutat mind
normoxia, mind hypoxia esetén, azonban a differencialod6 osteoblastokban a DKK2
expresszid csokkenese kovetkezik be emelt D-vitamin koncentracio mellett. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a két utvonal kdz6tt bonyolult, illetve még nem teljesen

tisztazott kolcsonhatasok vannak, feltételezhetd, hogy a WNT utvonal szerepe a korai



osteoblast  differencidciéban jatszik szerepet, mig a D-vitamin a kés6i

differencializal6dasban, valamint a megfeleld szervetlen matrix kialakitasaban fontos.

D-vitamin és tumorgenezis

A D-vitamin daganatellenes szerepét szamos vizsgalatban siker(lt bizonyitani. A vitamin
szintje forditott aranyossagban all szdmos daganattipus eléfordulasi gyakorisagaval. A
daganatos megbetegedések szama az egyenlitotdl a sarkkorok felé novekszik, tehat a
napfényes orak csokkenésével emelkedik. Ez a megfigyelés is mutatja, hogy valamilyen
Osszefiiggés van a fény expozicio és a daganatok kozott, ezt pedig a D-vitamin medialja.
Az aktiv Ds-vitamin helyi szintjét a szdveti szinten megtalalhato szintetizald-lebontd
enzimek arénya is meghatarozza. Igaz, hogy a D-vitamin szintézis legf6bb helyszine a
vese, de a szervezet tobb szOvete is képes a D-vitamin metabolizmus enzimeit helyi
szinten elGallitani.(Bikle 2011) Nincs ez masképp a vastagbélhdm esetén sem. A
vastagbélben kimutathatd mind a 25-hidroxivitamin D3 1-a-hidroxilaz (CYP27B1), mind
az la,25-dihidroxivitamin Ds-24-hidroxilaz (CYP24Al) is. A CYP27B1 a D vitamin
szintjét emeli, a CYP24A1 azt csokkenti, ezzel a VDR szdmara meghatarozzak a
szubsztrat kinalatot, amivel kdzvetetten befolyasoljak a receptor aktivitast. A korai CRC
elvaltozasban kimutathat6 a CYP27B1 szint emelkedése. Ez a tumor részérdl egy korai,
endogén antiproliferativ mechanizmusnak tekinthetd. (Bareis, Kallay et al. 2002)
Azonban kiilonboz6 sejtvonalakon végzett vizsgalatokat attekintve megfigyelhetd, hogy

ez a hatas a késObbiekben elveszik.
Célkitiizés

Vizsgalataink soran elsOsorban a daganatos megbetegedésekre — tekintettel azok
emelked6 incidenciajara és magas halélozésara - valamint a csontanyagcsere
betegségekre — hisz a posztmenopauzas nék dontd tobbségét érintik - koncentraltunk.

A kovetkez6 kérdésekre kerestink valaszt:

e Valdban képes-e a D-vitamin tumor sejtek ndvekedésének gatlasara?



o Képesek-e a tumoros sejtek kivédeni a D-vitamin altal kozvetitett
antiproliferacios hatast?

e Tudjuk-e a daganatos sejtek védekezését szelektiven gatolni ugy, hogy az ép
szovetek ne szenvedjenek kart?

o Megfigyelhetok-e a fenti mechanizmusok in vivo korilmények kozott, huméan
eredetl szovettani mintakban?

e Milyen a CYP24A1 enzim ill. a CYP27B1 enzim expresszidja papillaris
pajzsmirigy tumor szévetben?

o Osszefligg-e a CYP24A1 expresszi6 demografiai, hisztoldgiai és klinikai
paraméterekkel?

e Milyen a magas CYP24A1 expressziot mutat6 daganatok eloszlasa a PTC mintak
funkcionalis alcsoportjai kozott?

e Megfigyelheté-e 0Osszefliggés a D-vitamin és a WNT utvonal kozott a

csontanyagcserében?

e A csontanyagcserében mar leirt WNT utvonalakat érinté polimorfizmusok és a

keringd D-vitamin szint kozott talalunk-e dsszefliggést?

Moddszerek

A 24-hidroxilaz (CYP24A1) és 1-alfa hidroxilaz (CYP27B1) gén, valamit fehérje
szintll expresszios vizsgalata differencialt pajzsmirigy tumorokban

Vizsgélt populécid

A geénexpresszids vizsgalatokat 100 magyar, kaukazusi, nem rokon betegen végeztik.
Minden betegtdl gyljtottiink papillaris tumor mintat, valamint szOvetmintat az ép
pajzsmirigy teriiletr6l. A mintdkban meghataroztuk a szomatikus mutédcio statuszt,
vizsgéltuk a BRAF 600-as kodont, a HRAS 61-es kodont, a KRAS 12, 13-as kodont, az
NRAS 61-es kodont, az ELEI/RET, a CCDC6/RET atrendezddéseket. A vizsgalatot a
Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsaga elfogadta (SOTE-TUKEB 1160-0/2010-
1018EKU), minden beteg irasos beleegyezést adott.

RNS izoldlas és kvantitativ valos idejii PCR



A vizsgélatokat 31 friss miitéti és 69 formalin fixalt, paraffinba dgyazott (FFPE) mintabol
vegeztik el. Minden mintaparbol teljes RNS-t izolaltunk (a tumorszdvetbdl és a kornyezo
ép szovetbdl is) Roche High Pure Total RNS izolalé kittel (Roche, Indianapolis, IN, USA)
a gyarto protokollja szerint. Az FFPE mintakbol a Roche High Pure RNA Paraffin kittel
(Roche, Indianapolis, IN, USA) vontuk ki az RNS-t. Az izolalt RNS mindségét és
mennyiségét NanoDrop spektrofotométerrel ellendriztiik (Nanodrop Technologies,
Montchanin, DE, USA) 260/280 nm-en. 200U SuperScriptlll RNaz H-Reverse
Transcriptase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) segitségével 500 ng
RNS-t forditottunk cDNS-sé, primerként 125 ng random hexamer primert (Promega,
Madison, WI, USA) hasznaltunk 40 U RNaseOUT Ribonuclease Inhibitor jelenlétében
30 ul térfogatban.

A kivalasztott gének expresszids kulonbségét validalt, gyari Tagman préba alapu
kvantitativ valos idejii RT-PCR segitségével hataroztuk meg (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Minden szett tartalmaz egy forward, valamint egy reverz primert és egy
fluoreszcens probat (ID CYP24A1: Hs00167999 m1, ID CYP27B1: Hs00168017_m1).
A prébék exonok talalkozasat fedik le, igy nem detektéaljak az esetleges genomi DNS
szennyez6dést. A PCR reakcio térfogata 20 ul volt, amelybe 2 ul cDNS-t, 10 ul Tagman
2x Universal PCR No AmpErase UNG MasterMix-et (Applied Biosystems), 1 ul 20x
Tagman Gene Expression Assay-t (Applied Biosystems) és 7 ul ultrapurified MilliQ vizet
mértlink. A mintak sokszorositasara és a fluoreszcencia detektalasara ABI Prism 7500
RealTime PCR rendszert hasznaltunk. Relativ kvantifikalasi vizsgalatunkat a 7500
System SDS szoftver 1.3-as verzidjaval végeztik. Az mRNS-ek relativ mennyiségét az
atlagolt dCt értékekbdl szamoltuk, cut-off értékként a két nagysdgrendbeli mRNS

expresszid valtozast valasztottuk a tumoros és a sajat kontroll szévet kozott.

Genomi DNS izolalas, szomatikus pontmutdciok és géndtrendezodések analizise

A genomi DNS-t a Roche High Pure PCR template preparation kit segitségével izolaltuk.
Az izolalt DNS mennyiségét Qubit dsSDNA HS Assay Kit-tel mértik.

A genetikai eltérések azonositdsdhoz a Nikiforov és mtsai altal leirt protokoll egy
modositott verzidjat hasznaltuk. A genomi DNS-ben BRAF (rs113488022), NRAS
(rs79057879), HRAS (rs28933406), KRAS (rs121913535) pontmutaciokat



azonositottunk valos idejii PCR segitségével (Roche LightCycler 2.0 Instrument, Roche
Instrument Center AG, Rotkreuz, Svgjc).

Az ELEL1/RET és a CDC6/RET génatrendezédéseket valos idejii RT-PCR technikaval
azonositottuk. A szikséges probakat ugy terveztik, hogy az mRNS-ek fuzids pontjait

ismerjék fel.

A CYP24A1 fehérje immunhisztokémiai detektalasa

A fehérje immunhisztokémiai azonositadsa formalin fixalt, paraffinba &gyazott
metszeteken tortént, nytl eredeti, tisztitott, antthuméan CYP24A1 ellenes antitestekkel
(Prestige Antibodies, Sigma-Aldrich). A detektalast Novolink polimer Kittel hajtottuk
végre, a magfestéshez Mayer-féle hematoxilint hasznaltunk. Az immunhisztokémiai
festést egy 4 csatornds Freedom Evo automata pipetta rendszerrel végeztik. (TECAN,

Mannerdorf, Svajc)

Statisztikai analizis

A CYP24Al és a CYP27B1 expressziot 100 human papillaris pajzsmirigy carcinoméaban
(PTC) hasonlitottuk ssze a betegekbdl szarmazé sajat kontroll szovettel. Az expresszios
értékek nem kovették a normal eloszlast, igy a nem paraméteres Mann-Whitney U tesztet
hasznaltuk. Azokat az eredményeket tekintettlik szignifikansnak, ahol a p-érték kevesebb
volt, mint 0,05.
Azokban az esetekben, ahol folyamatos valtozokat hasonlitottunk 6ssze, a Pearson-
korrelacié szamitast valasztottuk. Esetlinkben ez a CYP24A1 expresszio és a betegek
életkora volt.
A PTC mintakat 4 kiilonb6z6 csoportba soroltuk a tovabbi analizisekhez. A besorolast a
kovetkezd kritériumok szerint végeztiik:
1. Szomatikus onkogén mutaciok (NRAS, KRAS, HRAS, BRAF) és/vagy
génatrendezddések (ELE1/RET, CCDC6/RET) jelenléte, illetve hianya.
2. Konvencionalis PTC vagy mas hisztoldgiai tipusd PTC (follikularis, Hirthle-
sejtes, magas sejtes, enkapszulalt varians és mikrocarcinémak).
3. A tumor mellett egyéb pajzsmirigy betegség jelenléte (Hashimoto-thyreoiditis,
hypothyreosis, hyperthyreosis), illetve hianya.



4. Nyirokcsomd metasztazis es/vagy vaszkularis invazio jelenléte, illetve hianya.

A tumorok CYP24A1 expresszidjat a kiilonb6z6 csoportokban Khi-négyzet teszttel
hasonlitottuk Gssze.

Fékomponens analizist haszndltunk arra, hogy ezeket az informéciokat is elemezni
tudjuk. Minden komponenst ugy hataroztuk meg, hogy a varianciaja a teljes varianciabol
a lehetd legnagyobb legyen. Az egyes vektorokbol megfigyelési koordinatakat
szamoltuk, hogy megjelenithetdek legyenek a komponens térben. Az adatok elemzéséhez

a SYNTAX 2000 program csomagot hasznaltuk.

D-vitamin kezelés és a 24-hidroxilaz (CYP24A1) gatlasanak vizsgalata in vitro
humaén colon tumor sejtvonalon

Hasznalt vegyuletek

A CYP24 enzim a CYP450 szupercsalad tagja. Ezen enzimek k6zds tulajdonsaga az aktiv
helyen taldlhato hem domén, melynek katalitikus funkcidja szempontjabdl fontos a
porfirin vazban elhelyezkedd Fe atom.

Az enzim blokkoldknak két tipusat kulonboztethetjik meg. Az egyik csoport az
ugynevezett azol tipusu inhibitor csalad. Ezek a vegyiletek a CYP450 enzimek hem
vasahoz kotddnek heterociklusos nitrogéntartalma  gylrlijilk segitségével. Az
ugynevezett nem azol tipust inhibitorok hatasukat az enzim aktiv helyén H-kotések és
hidroféb kdlcsonhatasok kialakitasaval érik el. Mivel ez egy képlékenyebb mechanizmus,
ezért ezekkel a vegyiiletekkel jelentés szelektivitast érhetiink el, azonban a gatlo hatas
kisebb, mint az azol tipusd inhibitoroknal.

Az altalunk vizsgalt vegyiletek a nem azol tipust inhibitorok kozé tartoznak, mivel a
szelektivitas kulcskérdése a sikerességnek. A vegyliletek nagyobb része tetralonvazas

szerkezettel bir, mig kisebb résziik a szteranvazas vegyuletek kozeé tartozik.

A tetralon vegyiiletek elballitisa soran hasznalt metodika a 6-metoxi-1-tetralon
vegyiiletek szubsztitualt benzaldehidekkel torténd kondenzacidjat foglalta magaban.

A Kisérletek soran altalunk hasznélt vegyiletek szintézisét korabbi CYP-450 enzim
inhibitorok alapjan a Szegedi Tudomanyegyetem Szerves Vegytani Intézete végezte.

Ezek a vegyuletek szterdn-, illetve tetralonvazas vegyuletek kilonbozé halogénezett



szarmazékai. A vegylleteket 102 mol/l-es koncentracioban, dimetil-szulfoxidban
(DMSO) oldva taroltuk 4 °C-on. Kozvetleniil a kisérletek elétt az oldatok tovabbi
higitasra kertiltek steril tapoldatban (GIBCO’S OPTI-MEM) a kisérletben megkivant

tdménységre.
Sejtvonal

Kisérletek sordn CACO-2 human sejtvonalat hasznaltunk, mely az ATCC-t61 (American
Type Culture Collection, Manassas Virginia, USA) kertlt megrendelésre. A sejteket 90
%-0s konfluencia elérése utan passzaltuk. A sejteket 96-0s plate-eken tenyesztettik, 24
oOraval a kisérletek osszeallitasa el6tt a D-MEM taptalajt GIBCO’S OPTI-MEM téptalajra
cseréltik.

Sejtproliferacios esszék

A Kkezdeti vizsgalatok célja az volt, hogy a rendelkezésre all6 vegyiletek halmazabol
kivalasszuk azokat, amelyek a sejtszam csokkenését érik el D vitamin jelenlétében, de
nem csokkentik azt D vitamin hianydban. Ehhez idedlis eljardsnak bizonyult a
proteinfestésen alapuléd Sulforhodamine- B (SRB) vizsgalat, amely egyszerre olcsé és
meghizhato. A teszt elve az, hogy az SRB festékkel megfestjik a wellek fehérje tartalmét,
majd ezt visszaoldva optikodenzitometrids modszerrel  szemikvantitativan
kovetkeztethetlink a wellben 1évd fehérje mennyiségre, mely ardnyos az életképes sejtek
szamaval. A megkotdtt festékmolekulakat Trisma-Sol-ban oldottuk vissza, majd a plate-
et 520 nm-es hullamhosszon mértik ELISA leolvaso segitségével. (ThermoFisher
Luminoskan Ascent, Waltham, MA, USA)

Igy szemikvantitativan megallapithaté volt, hogy a hasznalt vegyiilet koncentracio

fiiggben csokkenti-e a sejtszamot D vitamin (100 nmol/l) jelenlétében.

A vegyliletek citotoxicitasdinak mérését a sejtfeliilluszoban mérheté LDH (laktat-
dehidrogendaz) aktivitas meghatarozasaval vittik véghezA méréshez sziikséges anyagokat
a Cytotoxicity Detection Kit"'S (LDH) (Roche, Indianapolis, IN, USA) tartalmazta. A
gyarto eldirasa szerint, spektrofotométerrel tortént a mérés. (ThermoFisher Luminoskan

Ascent, Waltham, MA, USA)



Annak eldontésére, hogy a sejtszamcsokkenés milyen természetli (citotoxikus vagy
citosztatikus), mértiikk a sejtosztodas aktivitasat a kezelést kovetden. Ehhez a Cell
Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) (Roche, Indianapolis, IN, USA) Kitet
hasznaltukA gyart6 eldirasa szerint, spektrofotométerrel tortént a mérés. (ThermoFisher

Luminoskan Ascent, Waltham, MA, USA)

RNS izolalas és kvantifikalas

Ehhez a High Pure RNA Isolation Kit-et (Roche, Indianapolis, IN, USA) hasznaltunk.
Minden mintat duplikatumokban vizsgaltunk ABI Prism 7500 real-time PCR rendszeren
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A relativ mennyiségeket a 7500 System
SDS software 1.3 (Applied Biosystems) segitségével hataroztuk meg.

Statisztika

A kiilonbozd csoportok sszehasonlitaisit ANOVA modszerrel végeztiik, a post hoc
tesztelés Tukey HSD teszt segitségével tortéent. Az SPSS 18 for Windows szoftver

segitségével.

A WNT jelatviteli rendszer kapcsolata a D-vitamin és csontanyagcserével

Vizsgélt populécid

A vizsgalatba 932 nem rokoni kapcsolatban allo, posztmenopauzas nébeteget vontunk be.
A posztmenopauzas csoportba torténé besorolas kritériumai a kovetkez6k voltak: 40
évnél magasabb életkor, és t6bb, mint egy éve elmaradt menstruacio. Mértiik a betegek
magassagat, testsulyat és rogzitettiik a betegek életkorat. Teljes csipd és lumbalis gerinc
(L2-L4) BMD értékeket mértiink Lunar Prodigy DXA scanner (GE Healthcare, Little
Chalfont, Egyesilt Kiralysag) segitségevel, majd kiszamitottuk a betegek T-score
értékeit. A betegek 3 kiilonb6zé diagnosztikai csoportba keriiltek a T-score értékek
alapjan, ehhez a WHO ajanlasait vettiik figyelembeNem vertebralis osteoporoticus
torésnek azokat az alacsony traumas toréseket vettilk, amelyek a 40-ik életév utan

kovetkeztek be, és nem érintették az arcot, koponyat, kéz és labujjakat, valamint a



gerincet. Ebben a vizsgélatban a kompresszios csigolyatoréseket nem vizsgaltuk. A
betegek egy alcsoportjdban mértilk a szérum D-vitamin értékeket (146 alany). Minden

betegtdl irasos beleegyezést kaptunk.

Egypontos nukleotid polimorfizmus (SNP) valasztas

Nyilvanosan elérhet6 adatbazisok segitségével valasztottuk ki a vizsgalni kivant SNP-ket
(http://genome.ucsc.edu/, http://www.genome.gov/gwastudies/,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim) az LRP5, GPR177 és SP7 génekbdl.

9 SNP-t valasztottunk funkcidjuk alapjan, valamint figyelembe vettik, hogy az adott SNP
feltlint-e mar kordbban GWAS vizsgalatokban. Az elsd kritérium alapjan misszenz SNP-
ket vélasztottunk, a méasodik kritérium alapjan pedig olyan SNP-ket, melyek p-értéke
kisebb volt, mint 5x10%. (A kivalasztott SNP-ket, azok lokalizaciojat, illetve a p-

értékeket Id. az Eredmények fejezetben)

Genotipizalas

A Dbetegektdl genomialis DNS-t gyijtottink a buccalis nyalkahartya felszinének
kaparékabol. A DNS-t Roche HighPure PCR Template Purification kit-tel nyerttk ki. A
DNS mindségét, illetve mennyiségét NanoDrop B-100 spektrofotométerrel hataroztuk
meg. (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA Minden mintat 10 ng/ul
koncentraciora higitottunk, a genotipizalast pedig egy Sequenom MassARRAY 4-es

készlléken végeztik el.

Statisztikai vizsgélat

A csoportokat ANCOVA segitségével hasonlitottuk 6ssze, post-hoc tesztként
Bonferroni korrekcidt hasznaltunk. A BMD értékeket korra és BMI-re normalizéltuk. A
teszteket SPSS 21 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). A polimorfizmusok kapcsoltsagat
Haploview 4.0 programmal vizsgaltuk. A kiilonb6z6 gének kapcsolatait az R
programnyelv SNPassoc fuggvény csomagjaval vizsgaltuk. Az alfa-értéket 0,05-nek
valasztottuk.
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Eredmények

A CYP24A1 és CYP27B1 gének expresszid valtozasa papillaris tumorszovetben a sajat
ép kontrollhoz képest

A CYP24A1 expresszid jelentésen emelkedett 52 papillaris karcindma esetében a sajat
tumor mentes szdvethez képest, ebbdl volt olyan, amelyiknél ezerszeres expresszio
ndvekedést mértlink. Ezekben a mintdkban a CYP24A1 GAPDH-hoz viszonyitott
relativ emelkedése statisztikailag szignifikéans, a p-érték 0,00001-nél kisebb volt. A
CYP27B1 expresszioja nem mutatott kiilénbséget a tumoros és a normal szévetekben.
(1.4bra)

160 - p=057 —_ p < 0.00001
| |

110°

1%10° 1 ‘IV

1*104

100 4

GAPDH-ra normalizélt CYP27B1 expresszi6 (AU)
GAPDH-ra normalizalt CYP24A1 expresszié (AU)

1 . 1*10° T
Kontrol szévet (n=52) PTC szévet (n=52) Kontrol szévet (n=52) PTC szévet (n=52)

1. abra: A CYP27B1 és CYP24A1 mRNS expresszio valtozasa kontrol szdvetekben és
tumorokban. A CYP24A1 expresszio szignifikansan nd, mig a CYP27B1
expresszidban nincs kuldénbseg.

CYP24A1 fehérjeszintii expresszidja immunhisztokémiai modszerrel

Azokban a mintakban, amelyekben CYP24A1 mRNS kimutathato volt,
immunhisztokémiai festést végeztiink. A tumoros szévetben erds festddés volt

kimutathato a kérnyezé nem tumoros szovetekhez képest, azokban a daganatokban, ahol

a CYP24A1 mRNS szintje is emelkedett volt.

A PCA diagram megmutatja a kapcsolatot a 26 vizsgalt demografiai, klinikai, szOvettani

és genetikai valtozo kozott a 86 PTC mintaban. (2. abra)
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2. &bra: A fékomponens analizis ordinacios diagramja. Az &bran feketével jelolt
valtozok asszociaciot mutatnak a CYP24A1 expresszidval. Pozitiv korreléciot talaltunk
a CYP24A1 expresszio, valamint a malignitdast tiikrozé klinikai paraméterek
(nyirokcsom6 metasztazis, tumor méret, érbetdrés), az ELE1/RET, HRAS, BRAF
onkogén mutaciok, valamint a klasszikus PTC hisztoldgia kdzott.

CYP241 inhibitorok hatasa a CRC sejtek névekedésére

A CYP24A1 expresszio id6- és koncentrdaciofiiggd valtozasai 1,25-D3 vitamin kezelést
kovetéen CACO-2 sejteken
A CYP24A1 mRNS expresszid emelkedésében mar nagyon rovid inkubacids id6 utan is

6 nagysagrendbeli véltozas figyelhetd meg. Az mRNS szint emelkedését mar az
inkubéacid 30-ik percében ki tudtuk mutatni, mig a maximumat 12-16 6raval a 1,25-D3-
vitamin adast kovetben érte el (Id. 9. bra). 4 oraval az inkubacio kezdete utan 1 ill. 10
nmol/l-es 1,25-D3-vitamin koncentracio mellett a CYP24A1 mRNS szintje 311,405-

szOrosre, illetve 612,801-szeresre emelkedett a kezeletlen sejtekéhez képest. (3.4bra)
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Tetralon szarmazékok és a CYP24A1 inhibitor, KD-35 vegytlet hatasa a CACO-2
sejtvonalra

Eldzetes vizsgalatok soran kimutattuk, hogy bizonyos szintetizalt tetralon szarmazékok
in vitro képesek voltak csdkkenteni a CACO-2 sejtek szamat D-vitamin jelenlétében.
Ezeket a vegyiuleteket valtozd koncentraciéban (1 nmol/I-t61 10 umol/l-ig), tobbféle
inkubacids iddvel (1 naptdl 4 napig) vizsgaltuk. Végil a KD-35 jelli vegyiiletet

valasztottuk Ki tovabbi vizsgalatok céljabdl.

Sejtéletképesség (SRB) mérés eredménye
A CACO-2 sejtvonalat 4 napig inkubaltuk 100 nmol/I 1,25-D3-vitamin és 0.1, 0.3, 1,0 ill.

3,0 umol/l KD-35 jelenlétében. A kezelés hatasara a sejtek SRB festddésében (vagyis a
sejtek életképességében) koncentraciofiiggd (2.17, 5.07, 6.18 ill. 10.93%-0s) csokkenést

3. bra: A CYP24A1 mRNS szintje CaCO2 sejtekben valtoz6 koncentracidju D-
vitamin hozzaaddsat kovetéen. A D-vitamin koncentracio fiiggéen emeli a CYP24A1
mRNS szintjét, ezt a KD-35 jelenléte nem befolyasolja.

figyeltink meg azokhoz a kontrollsejtekhez képest, amelyeket csak 100 nmol/l-es D-
vitamin koncentracio mellett, CYP24A1 gatl6 KD-35 nélkul tenyészettiink. (4. abra)
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A citotoxicitas tesztek eredménye

Hogy meghatarozzuk a KD-35 vegyiilet altal okozott sejtszdm csokkenés természetét, a
sejteket citotoxicitas mérésnek vetettlk ala. Az altalunk hasznalt madszer a sejtfeliiliszé
laktat-dehidrogenaz (LDH) koncentracio merésén alapul. Egyik kisérleti felallasban sem
enged kovetkeztetni, hogy a vegyllet altal kozvetitett sejtszdmcsdkkenés oka nem
citotoxikus reakcio. (Id. 12. &bra)
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4. abra: Az SRB tesztek eredménye a KD-35 vegyilet és D-vitamin jelenlétében.
Lathato, hogy a vegyiilet koncentraciofiiggéen csokkenti a sejtekben szintetizalodo
fehérjék mennyiségét.

A sejtproliferacios esszé eredménye

A CACO-2 sejtvonalon 2 umol/l KD-35 mellett valtozo 1,25-D3-vitamin koncentraciokat
hasznaltunk, a kovetkezOk szerint: 7,4; 22,2; 66,6 ill. 200 nmol/l. A kontroll sejteket csak
KD-35-tel kezeltiik. 4 napos inkubacids id6t hasznaltunk. Ezt kdvetden a sejteket 2 6ran
at 5-BrDU-val jeloltik. A kontrollhoz viszonyitott relativ sejtproliferacio csokkenés 3,43,
14,81, 22,49, ill. 35,81% volt, aranyosan az alkalmazott novekvé 1,25-D3-vitamin
koncentraciokkal. (5. abra)
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5. dbra: Eletképes sejtek aranya az 5-BrDU inkorporacict kévetéen. Lathato, hogy a
KD-35 vegyiilet koncentracio fiiggden csokkenti az életképes sejtek aranyat. 66,6
nmol/l koncentracid felett a csdkkenés statisztikailag szignifikans. (p<0,05)

Az expresszalt CYP24A1 specifikus mRNS szintje nem valtozott szignifikdnsan azokban
a sejtekben, amelyeket KD-35-tel is kezeltlink, azokhoz képest, amelyeket csak 1,25-D3-
vitaminnal inkubaltunk. A KD-35 énmagéaban nem novelte a CYP24A1 expressziot. Mig
D-vitamin jelenltétében a CYP24A1 expresszio meredeken emelkedett. A CYP24Al
mMRNS szintje nem fliggott sem a KD-35 koncentraciotol, sem az inkubacios id6tol. (14.

abra)

A WNT utvonal szerepe posztmenopauzads nok csontanyagcseréjére

Vizsgalatunk azt talaltuk, hogy az LRP5 gén rs4988300 és az rs64008 szamu SNP-i
Osszefliggest mutatnak a csonttémeggel. Bonferroni korrekciot kovetéen az rs4988300

hatasa mutatkozott statisztikailag szignifikdnsnak (p=0,004). Azok a ndk, akik a vizsgalt
SNP heterozigota genotipusat hordoztak, szignifikdnsan magasabb csipé6 BMD értékkel
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rendelkeztek. Nem sikerilt kimutatni 6sszefliggést az osteoporoticus térések és a vizsgalt
LRP5 genotipusok kozott.

Kovetkeztetések

Vizsgalatainak alapjan lathatd, hogy a D-vitamin utvonalban szereplé CYP24A1 enzim
nagyon fontos szerepet jatszik a daganatok patogenezisében. Az irodalomban szamos
cikket talalhatunk, melyben sorra bizonyitjak, hogy az alacsony D-vitamin szint szerepet
jatszik tid6-, prosztata-, pajzsmirigy-, gyomor-, illetve vastagbél daganatok
kialakuldsdban. Normalis D-vitamin szint esetén a tumorok képesek a daganatellenes
hatast a vitamint inaktivalé6 CYP24AL1 enzim fokozott termelése Gtjan semlegesiteni.
Pajzsmirigy daganatokban kimutattuk, hogy a CYP24A1 mRNS szintje dsszefliggest
mutat a daganatok invazivitasaval, vaszkularizacidjaval, attétképzo tulajdonsagaval.
CYP27B1 enzim esetében ezt az dsszefiiggést nem tudtuk kimutatni. Ennek oka lehet,
hogy a vesében megfeleld mennyiségli, aktiv D-vitamin termelddik, ezért a daganatban
az aktiv D-vitamin szint nem tér el lényegesen az egészséges szOvetekben mért
intercellularis D-vitamin szinttél. Azonban a CYP24A1 enzim segitségével a tumor sejt
képes az intracellularis térben csokkenteni az aktiv D-vitamin szintet, ezaltal akadalyozva
a vitamin receptorahoz valo kotodést.

Ahogy a bevezetésében is lattuk, a D-vitamin jelatviteli Gtvonala és a WNT utvonal kdzott
szoros kapcsolat all fenn a DKK fehérjén keresztul. Emiatt vizsgaltuk, hogy a D-vitamin
szintje dsszefliggést mutat-e a WNT utvonalban fontos szerepet bet6lté LRP5, gprl77
illetve sp7 gének polimorfizmusaival. Ezen kivil vizsgaltuk, hogy a fent emlitett gének
SNP-i 0sszefuggenek-e a vizsgalatba bevont posztmenopauzas ndk csonttomegével
illetve torlési kockazataval. Arra az eredményre jutottunk, hogy ezen fehérjék
polimorfizmusai nem mutatnak szignifikans 0sszefuggést a D-vitamin szinttel. Azonban
az LRP5 gén rs4988300 polimorfizmusa 0sszefiigg a betegek teljes csip6 BMD-jével.
Ismert, hogy ez a gén fontos szerepet tolt be a csontszévet remodellingjében. Az altalunk
vizsgalt polimorfizmus heterozig6ta hordozdi szignifikansan magasabb csont tdmeggel
rendelkeznek, mint a homozigota varians hordozoéi. Ennek egyik oka lehet, hogy az
rs4988300 polimorfizmus nem felelds a bioldgiai hatisért, azt egy masik, vele egy

haplotipus blokkban elhelyezkedé SNP hordozza. Ez az SNP hatasat a splicing sordn az
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intron-exon hataron elhelyezkedve a splicingot végzé RNaz modulalasa ttjan, splicing
variansok kialakitdsaval hajthatja végre. Ennek tovabbi vizsgalata, a pontos
hatdsmechanizmus megismerése tovabbi vizsgalatok targyat kell, hogy képezze.

Fentiek alapjan nyilvanvalo, hogy az europai populacidban igen elterjedt D-vitamin hiany
nem csak az osteoporosis, hanem a daganatok el6fordulasi gyakorisaganak
ndvekedésében is szerepet jatszhat. Tovabba a nemzetkdzi szakirodalomban leirtak, hogy
a D-vitamin szerepet jatszik az obezitas, a cirkadian ritmus szabalyozasaban, a
kardiovaszkularis betegségek patogenezisében, illetve fontos immunmodulalo hatasa van
granulomatosus megbetegedésekben is. Ezért nagyon fontos, hogy az alapellatasban
dolgozo orvosok is tisztaban legyenek a D-vitamin potlas szlikségességével, illetve az

arra vonatkozé legfrissebb nemzetk6zi ajanlasokkal.
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