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ABSTRACT 

Il carcinoma tiroideo non midollare (NMTC) è il tumore endocrino più comune, 

originato dalle cellule epiteliali follicolari della tiroide. La variante familiare 

(FNMTC), definita quando due o più parenti di primo grado sono affetti senza altri 

fattori ambientali, si manifesta precocemente con un esito peggiore rispetto ai casi 

sporadici. La predisposizione genetica del FNMTC e i suoi meccanismi sono poco 

chiari, sottolineando l'importanza della ricerca sui geni di suscettibilità per 

migliorare diagnosi e trattamento. Si intende qui analizzare un articolo recente, 

pubblicato nel 2024, in cui è stato condotto uno studio su una famiglia con cinque 

membri affetti dalla malattia. Analisi di whole-exome sequencing hanno portato ad 

individuare in tali soggetti, nonché in altri pazienti con FNMTC e con carcinoma 

tiroideo non midollare sporadico, una mutazione missenso del gene PAK4 (I417T). 

Inoltre, sono stati condotti esperimenti sul fenotipo cellulare in vitro e modelli di 

metastasi a distanza polmonare in vivo per poter confrontare le differenze tra le 

linee cellulari PAK4 wild-type e PAK4 mutanti. Studi funzionali di PAK4 I417T 

mostrano che questa mutazione altera la struttura della proteina compromettendone 

la stabilità, l'idrofobicità e i siti di fosforilazione. Rispetto alla linea cellulare wild-

type, PAK4 I417T dimostra una maggiore proliferazione, invasività e inibizione 

dell'apoptosi. I risultati ottenuti suggeriscono che PAK4 possa essere un potenziale 

gene di suscettibilità per FNMTC.



INTRODUZIONE 
 
CARCINOMA TIROIDEO NON-MIDOLLARE (NMTC) 

Il carcinoma tiroideo non midollare (NMTC) è la forma più comune di cancro alla 

tiroide, rappresentando oltre il 95% dei casi e negli ultimi decenni è diventato la 

neoplasia endocrina più frequente. Secondo l’ultima classificazione dell’OMS 

(Organizzazione Mondiale della Sanità) dei tumori della tiroide, e in conformità 

con quella precedente rilasciata nel 2004, le neoplasie tiroidee di origine follicolare 

sono classificate in papillari versus follicolari e benigne versus maligne. [1] [2] 

Il tumore alla tiroide è il tumore maligno in più rapido aumento nel mondo, 

principalmente a causa del carcinoma tiroideo papillare sporadico. Le forme 

maligne possono essere classificate in base alle caratteristiche istologiche in 

carcinoma papillare della tiroide (PTC), carcinoma follicolare della tiroide (FTC), 

carcinoma tiroideo scarsamente differenziato (PDTC) e carcinoma anaplastico della 

tiroide (ATC).  Il PTC rappresenta circa l’85% di tutti i tumori della tiroide mentre 

il FTC è meno frequente (ma più frequente nelle donne), rappresentando solo il 

15% di tutti i tumori della tiroide. Il resto dei tumori della tiroide è rappresentato 

dai tumori rari, che occorrono in 5% dei casi. [1] [2] 

Le alterazioni somatiche coinvolte nella patogenesi dei tumori derivati dalle cellule 

follicolari sporadiche sono ben conosciute, mentre le alterazioni predisponenti 

implicate nei tumori follicolari ereditari sono meno note. 

IL FNMTC: CARATTERISTICHE, AGGRESSIVITÀ E 
DIFFERENZE RISPETTO ALLA FORMA SPORADICA. 

Il carcinoma tiroideo non-midollare (NMTC) è la forma più comune di tumore alla 

tiroide e costituisce 1-5% di tutti i tumori. NMTC origina dalle cellule epiteliali 

follicolari della tiroide e si verifica spesso all’interno di una famiglia. La forma 

familiare di NMTC (FNMTC) viene definita come la comparsa della malattia in 

due o più parenti di primo grado del paziente, in assenza del contributo dei fattori 



ambientali [1]. I casi di NMTC familiare sono multifocali, bilaterali, presentano 

metastasi ai linfonodi, mostrano un tasso di recidiva più alto ed un'età di insorgenza 

più precoce. Sebbene ancora dibattuto, sembra che FNMTC sia più aggressivo 

rispetto alla controparte sporadica. 

Negli studi clinico-patologici esaminati in un altro lavoro, pubblicato nel 2002, si 

notano nette differenze clinico-patologiche tra il FNMTC e SNMTC; la 

disseminazione intraghiandolare del tumore è risultata più frequente nei pazienti 

con FNMTC rispetto ai pazienti con carcinoma tiroideo sporadico, noduli multipli 

benigni sono stati riscontrati più frequentemente nei pazienti con FNMTC e la 

recidiva del tumore è stata osservata più frequentemente nei pazienti con FNMTC 

rispetto ai pazienti con carcinoma tiroideo sporadico. La tiroidectomia totale, la 

tiroidectomia subtotale e la dissezione dei linfonodi sono state più frequenti nei 

pazienti con FNMTC rispetto ai pazienti con carcinoma tiroideo sporadico. [3] 

Una revisione critica delle diverse famiglie con individui affetti da NMTC ha 

suggerito che FNMTC mostra un modello di ereditarietà compatibile con un 

carattere autosomico dominante con penetranza variabile o con un disturbo 

poligenico probabilmente associato ad alleli a bassa penetranza e un alto grado di 

eterogeneità genetica. Tuttavia, il modello di ereditarietà, monogenico o poligenico, 

è ancora dibattuto. [1] 

LE FORME SINDROMICHE E NON-SINDROMICHE DI 
FNMTC 

FNMTC costituisce circa il 5-15% di tutti i casi di NMTC, includendo sia le forme 

sindromiche che quelle non-sindromiche. Anche se le forme sindromiche si 

verificano a bassa frequenza, sono stati identificati diversi geni responsabili di 

diversi sindromi, come per esempio PTEN nella sindrome di Cowden, APC nella 

sindrome di Gardner e DICER1 nella sindrome di DICER1. [1] Tuttavia, le 

alterazioni genetiche alla base della forma non-sindromica sono ancora in gran 

parte sconosciute. Questa mancanza di conoscenza sulla biologia del carcinoma 

tiroideo familiare non-sindromico (NS-FNMTC) potrebbe essere dovuta all'assenza 

di un consenso sulla definizione clinica di NS-FNMTC, alla mancanza di 

caratteristiche istopatologiche tipiche del tumore e al numero di geni di 



suscettibilità al NS-FNMTC potenzialmente descritti. Gli studi clinici mostrano che 

l’NS-FNMTC presenta una maggiore estensione extratiroidea, multifocalità, 

combinazione con noduli tiroidei benigni e malattia di Hashimoto, e un'età di 

insorgenza più giovane. [2] 

GENI SOSPETTI PER LA SUSCETTIBILITA’ AL FNMTC 

Mutazioni in geni come SRGAP, FOXE1, DUOX2, CHEK2 e NOP53 sono state 

segnalate come potenzialmente partecipanti alla suscettibilità di FNMTC. Tuttavia, 

in altri geni di suscettibilità noti, come MNG1, PTCSC1, SRRM2, MAP2K5 e 

HABP2, la maggior parte delle variazioni esiste solo in famiglie specifiche studiate 

(assenti nelle altre famiglie) o non possono essere replicate nell'ereditarietà. [1] 

UN NUOVO GENE CANDIDATO PER L’INSORGENZA DEL 
FNMTC: PAK4 

Un lavoro recente, su cui si concentra questo elaborato di tesi, ha individuato un 

nuovo gene candidato per l’insorgenza della malattia FNMTC. Si tratta del gene 

PAK4 che codifica per una proteina appartenente alla famiglia delle chinasi attivate 

da p21 (PAK). Queste chinasi sono coinvolte in una varietà di processi cellulari e 

sono importanti per la regolazione del ciclo cellulare, controllo della motilità e 

adesione cellulare, sviluppo, differenziamento e cancerogenesi. 

Un fattore che distingue PAK4 dagli altri membri della famiglia PAK è il loro 

modello di espressione. PAK4 è espresso in tutti i tessuti e la sua eliminazione nei 

topi porta alla letalità embrionale. Tuttavia, in molti tessuti adulti, i livelli di 

proteina PAK4 sono bassi e la sovraespressione di PAK4 è spesso collegata al 

cancro. PAK1 è altamente espresso nel cervello, nei muscoli e nella milza. PAK2 è 

elevato nelle cellule endoteliali, mentre PAK3 è principalmente espresso nel 

cervello. PAK5 si trova principalmente nel cervello e nel pancreas, mentre PAK6 è 

rilevato nei testicoli, nella prostata e nel cervello. Nella maggior parte delle cellule 

tumorali, PAK1 e PAK4 sono spesso sovraregolati e iperattivati. 

Attualmente, un numero crescente di studi ha dimostrato che PAK4 è sovraespresso 

in vari tumori e che la sua disfunzione è associata alla progressione del cancro. 

Inoltre, gli inibitori di piccole molecole di PAK4 sono già entrati nella fase I degli 



studi clinici. Pertanto, PAK4 è considerato un potenziale nuovo biomarcatore e un 

attraente bersaglio terapeutico per la diagnosi e la terapia del cancro. [4] 

Una forma mutata di PAK4 ha mostrato una funzione oncogenica che coinvolge 

diversi meccanismi, indicando il suo potenziale come nuovo marker molecolare 

diagnostico per FNMTC. 

 

 



 

MATERIALI E METODI 
 

CRITERI DI INCLUSIONE PER I PEDIGREE FAMILIARI 

• Tre o più parenti di primo grado diagnosticati con il carcinoma tiroideo non 

midollare; 

• Presenza di controlli adulti anziani, rappresentati dai parenti del primo 

grado che avevano più di 50 anni e nessuna storia di tumori; 

• Nessun matrimonio interetnico; 

• Nessuna consanguineità tra i coniugi; 

• Nessuna chiara storia di esposizione a radiazioni; 

• Nessuna altra malattia genetica. 

È stata inclusa una famiglia composta da cinque membri affetti, con tutti i membri 

sottoposti a screening sanitario, inclusi esami ecografici della tiroide e dei linfonodi 

cervicali, nonché test sierologici della funzione tiroidea. Inoltre, sono stati ottenuti 

i campioni di DNA del sangue periferico da una coorte di validazione comprendente 

la famiglia con 5 membri affetti, ulteriori 31 pazienti con FNMTC e 280 pazienti 

con carcinoma tiroideo sporadico senza una storia familiare. 

WHOLE-EXOME SEQUENCING [5] 

Il sequenziamento dell'intero esoma (WES) è stato eseguito a partire dal DNA 

genomico estratto dal sangue periferico di ciascun componente della famiglia. 

Il WES (Whole Exome Sequencing) è una tecnica che permette di identificare 

varianti geniche nella porzione esonica del DNA (circa l'1,2% dell'intero genoma). 

Inizialmente, il campione di DNA di partenza del paziente viene frammentato. 

Poiché l'interesse è focalizzato sugli esoni, si utilizzano tecniche di cattura o 

amplificazione per isolare tali porzioni. Una volta isolati gli esoni, si procede con 

il sequenziamento tramite NGS (Next-Generation Sequencing), utilizzando 

piattaforme come Illumina o PacBio. 



Il sequenziamento produce dati grezzi (raw data) che necessitano di ulteriore 

elaborazione per interpretare i risultati. Il processamento dei dati grezzi avviene 

tramite applicazioni bioinformatiche, che includono il controllo di qualità e la 

rimozione del rumore di fondo. Successivamente, le sequenze dell’esoma vengono 

confrontate con l’esoma di riferimento umano, permettendo l’identificazione delle 

varianti geniche presenti nel paziente e rilevando eventuali cambiamenti nella 

sequenza. 

SELEZIONE DEI GENI CANDIDATI 

Attraverso l'analisi dei dati WES, sono state ricercate varianti di sequenza condivise 

dai cinque pazienti affetti (I1, II2, II9, II11 e III6) all'interno di questa specifica 

famiglia. Successivamente, sono state escluse le varianti introniche, le mutazioni 

sinonimo e le varianti omozigoti in tutti i soggetti analizzati. 

Gli esami patologici hanno rilevato che tutti e cinque i pazienti sono affetti da 

carcinoma papillare tiroideo e risultano positivi alla sindrome di Hashimoto. 

Inizialmente, gli autori hanno ipotizzato una possibile correlazione tra la sindrome 

di Hashimoto e una maggiore suscettibilità al carcinoma tiroideo. Tuttavia, questa 

ipotesi è stata successivamente scartata, poiché l'analisi del paziente II5 ha rivelato 

la presenza della sindrome senza evidenza di carcinoma. L'intera indagine clinico-

patologica è riassunta nella Tabella 1. 

 

Tabella 1              Nella tabella sono riportati i risultati di vari esami patologici condotti su cinque 
pazienti affetti da carcinoma papillare tiroideo. Si nota che i pazienti II2 e II9 presentano tumori di 
dimensioni più rilevanti rispetto ai pazienti II11 e III6, mentre la sindrome di Hashimoto è presente 
in tutti e cinque i pazienti. Dopo il trattamento con radioiodio 131, nei pazienti II11 e III6 lo stadio 
del carcinoma è rimasto invariato. Per il paziente II9 la malattia è progredita al quarto stadio, mentre 
il paziente II2, che non è stato trattato, è rimasto nello stadio II/III. 



Oltre a tali filtri, sono state escluse le mutazioni con la frequenza >0.001 utilizzando 

due banche dati, ExAC e gnomAD. Le varianti di sequenza restanti sono state 

prioritizzate utilizzando previsioni in silico di patogenicità prodotte da PolyPhen-

2, SIFT e MutationTaster. L'accento è stato posto sui geni associati alla funzione 

della tiroide e al cancro. Per confermare le varianti considerate candidate e la loro 

co-segregazione con il fenotipo nella famiglia è stato utilizzato il sequenziamento 

Sanger. 

PREDIZIONE DELLA STRUTTURA PROTEICA 

La predizione della struttura e le informazioni sulla conservazione genica sono state 

ottenute dal Ensembl Genome Browser. La predizione di struttura tridimensionale 

è ricavata utilizzando Swiss-Model Server, mentre la previsione dei siti di 

fosforilazione delle proteine è stata eseguita utilizzando il server NetPhos. DeepSite 

è stato utilizzato come predittore dei siti di legame. 

IMMUNOISTOCHIMICA 

I campioni di tessuto tiroideo da pazienti con FNMTC e SNMTC sono stati raccolti 

e fissati. In questo caso, il tessuto del paziente con SNMTC ha il genotipo WT del 

gene PAK4 mentre il tessuto proveniente dal paziente con FNMTC ha il genotipo 

PAK4 mutato. L'immunoistochimica è stata eseguita incubando i campioni con 

anticorpi primari (p-PAK4) specifici per le proteine target, seguita da incubazione 

con anticorpi secondari. 

COLTURE CELLULARI 

Per gli studi in vitro sono state utilizzate due tipi di cellule; Nthy-ori-3-1 e TPC-1. 

Queste linee cellulari sono state impiegate per vari saggi funzionali, tra cui 

formazione delle colonie, proliferazione e divisione cellulare, migrazione, 

regolazione dell’espressione di specifiche proteine e regolazione dell’apoptosi. 

La linea cellulare di tiroide umana Nthy-ori-3-1 è stata acquistata dalla European 

Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC). Le cellule epiteliali follicolari 

tiroidee umane primarie normali sono state trasfettate con un plasmide contenente 

un genoma SV40 per immortalizzarle. L'antigene T del virus delle scimmie 40 



(SV40) si è dimostrato estremamente efficace nella regolazione della proliferazione 

cellulare manipolando il ciclo cellulare dell'ospite. 

La linea TPC-1 deriva invece da tumore papillare tiroideo umano ed è stata 

acquistata dalla American Type Culture Collection (ATCC). Le cellule sono state 

mantenute in RPMI o nel mezzo di coltura modificato da Dulbecco, integrato con 

il 10% di siero fetale bovino a 37°C e 5% di CO2 in un incubatore per colture 

cellulari. 

COSTRUZIONE E TRASFEZIONE DI VETTORI LENTIVIRALI 

SOVRAESPRESSI 

Utilizzando il vettore Oligobio-LV-003, sono stati creati costrutti per 

sovraesprimere il trascritto del gene PAK4 di tipo selvatico (WT) e mutante (MUT), 

oltre ai lentivirus di controllo. Questi costrutti sono sotto il controllo del promotore 

PCDH-CMV-MSCEF1-copGFP-T2A-Puro. L’efficienza della trasfezione è stata 

infine verificata mediante qPCR e Western blotting. 

STUDI FUNZIONALI IN VITRO 

Sono stati condotti esperimenti di immunofluorescenza cellulare, saggi di vitalità 

cellulare, saggi di formazione di colonie, saggi di guarigione delle ferite, saggi 

transwell, saggi di incorporazione di 5-etinil-2’-deossiuridina (EDU) e 

citofluorimetria. 

PREPARAZIONE ANIMALI IN VIVO 

Topi BALB/c femmine di quattro settimane (Beijing Vital River Laboratory 

Animal Technology Co., Ltd.) sono state isolate nel centro sperimentale. 

I topi BALB/c sono tra i più comunemente utilizzati nei campi della ricerca 

oncologica, infiammatoria e autoimmunitaria. I sottogruppi BALB/c sono 

particolarmente noti per la produzione di plasmocitomi mediante iniezione con olio 

minerale [6], un processo importante per la produzione di anticorpi monoclonali. 

Hanno una bassa incidenza di tumori mammari, ma sviluppano altri tipi di tumori 



in età avanzata, più comunemente neoplasie reticolari, tumori polmonari e tumori 

renali. 

Le cellule TPC-1-NC, TPC-1-WT e TPC-1-MUT sono state raccolte, lavate con 

soluzione salina tamponata con fosfati, risospese in un mezzo privo di siero e 

preparate in una sospensione di 100 µL per topo con 1×10^5 cellule. 

Successivamente, la sospensione cellulare è stata iniettata nella vena della coda per 

stabilire un modello di metastasi polmonare. 

SEQUENZIAMENTO ED ANALISI DEL TRASCRITTOMA, 

IMMUNOPRECIPITAZIONE 

Le cellule Nthy-ori-3-1-NC, Nthy-ori-3-1-WT e Nthy-ori-3-1-MUT sono state 

utilizzate per il sequenziamento del trascrittoma mentre TPC-1-WT e TPC-1-MUT 

sono state utilizzate per gli esperimenti di immunoprecipitazione e saggio a 

luciferasi duale, usato per studiare l’attivazione e la regolazione dell’espressione 

genica. 

ANALISI STATISTICHE 

È stato utilizzato il software SPSS (IBM SPSS Statistics). Le figure sono state 

create con il software GraphPad Prism ed R. Tutti gli esperimenti sono ripetuti 

indipendentemente almeno tre volte. Un valore di p <0.05 è stato considerato 

statisticamente significativo per entrambi i test. Tutti i test erano a due code. 

RISULTATI E DISCUSSIONE 
 

Identificazione del PAK4 come gene candidato per la famiglia 

FNMTC 

Attraverso il processo di screening, rappresentato nella Figura 1, sono state 

identificate due varianti di geni candidati PAK4 e CLDN17 (Tabella 2), in base alla 

loro frequenza allelica e l'analisi in silico. Entrambe le varianti sono considerate 

dannose o potenzialmente dannose dalle analisi in silico ed entrambi i geni sono 

coinvolti nella cancerogenesi. Tuttavia, non ci sono prove solide che CLDN17 sia 

coinvolto nella cancerogenesi della tiroide. Inoltre, le frequenze della variante di 



CLDN17, prese dai database gnomAD e ExAC, superano leggermente 0.001, 

suggerendo una possibile ricorrenza della variante nella popolazione. 

 

Figura 1               Dalle analisi di sequenziamento dell'esoma intero (WES), sono stati applicati filtri 
per selezionare geni candidati escludendo pazienti anziani, varianti introniche, mutazioni sinonime, 
omozigoti per il gene di interesse e varianti comuni. Successivamente, previsioni in silico con SIFT, 
PolyPhen-2 HDIC e MutationTaster hanno identificato due varianti genetiche per ulteriori studi. 
Test sul loro coinvolgimento nella cancerogenesi tiroidea hanno portato all'identificazione del gene 
umano PAK4 come nuovo candidato per la suscettibilità al carcinoma papillare tiroideo non 
midollare familiare. 

 

Tabella 2               Attraverso la selezione descritta nella Figura 1, sono state identificate due 
varianti geniche candidate per la suscettibilità al carcinoma papillare tiroideo. Successivamente, 
ulteriori filtri di selezione, basati su modelli di previsione, hanno permesso di valutare se una 
variante fosse potenzialmente dannosa. Lo studio del loro coinvolgimento nella cancerogenesi ha 
rivelato che solo il gene PAK4 è associato alla cancerogenesi tiroidea. Inoltre, la tabella fornisce 
informazioni aggiuntive utili per studi successivi, tra cui la posizione della variante, l'aminoacido 
mutato, la frequenza allelica e gli SNP associati. 

La variante PAK4:c.T1250C: p.I417T è stata selezionata per ulteriori studi. La sua 

frequenza allelica è risultata essere 0.00023 in gnomAD e 0.0003 in ExAC_EAS 

confermando che si tratta di una variante estremamente rara. Inoltre, esistono 

informazioni a supporto del coinvolgimento del gene PAK4 nella cancerogenesi 

della tiroide. 

A quanto rappresentato nel pedigree sotto, il sequenziamento Sanger ha rivelato che 

i soggetti non affetti II7, III1, III3, III4 e III5 sono WT, mentre III2 e III8 portano 

la mutazione PAK4 I417T ma non presentano il carcinoma. La presenza di questi 

due casi sostiene l'ipotesi di una penetranza variabile associata a questa variante 



genica. Per confermare questa ipotesi, sarebbe necessario disporre di un numero 

maggiore di famiglie affette per esaminare diversi pedigree e determinare la 

frequenza della penetranza variabile. Inoltre, un'analisi più approfondita di questi 

due pazienti potrebbe rivelare le cause del silenziamento di questa variante e offrire 

potenziali spunti per una cura. Tuttavia, ciò non è attualmente possibile in quanto 

il paziente III2 presenta noduli tiroidei sospetti rilevati durante un'ecografia ed è 

sottoposto a stretto monitoraggio, mentre il paziente III8 ha solo 10 anni e non può 

essere sottoposto a ulteriori studi. 

 

Pedigree               Dal pedigree è possibile identificare il probando, ovvero il primo membro della 
famiglia a cui viene diagnosticata la malattia. Si tratta della femmina II9, portatrice della variante 
I417T e affetta da carcinoma tiroideo. Analizzando i suoi antenati, si è riscontrato che I1 ha il 
carcinoma tiroideo ed è portatore della stessa variante. È interessante notare la possibile presenza di 
penetranza ridotta, poiché III2 e III8 portano la variante di interesse nel loro genotipo ma non 
manifestano il carcinoma. Tuttavia, è rilevante che III2 presenti noduli tiroidei. T/C sta per 
eterozigote per un allele. 

La mutazione I417T non è stata rilevata nei 280 casi sporadici aggiuntivi né nel 

database TCGA. Tra i dati del sequenziamento Sanger di altri 31 pazienti FNMTC, 

un paziente è risultato portatore della stessa mutazione. Purtroppo, nessun altro 

paziente di questa famiglia (composta da tre membri) era disponibile per l’analisi 

molecolare. È, però, importante notare che la presenza della stessa mutazione in un 

paziente di una diversa famiglia, combinata con la funzione oncogenica esibita dal 



PAK4 I417T, indica il suo potenziale come nuovo gene di suscettibilità per il 

FNMTC. 

I risultati dell'immunoistochimica (Figura 2) dei tessuti del FNMTC e SNMTC 

hanno rivelato che la proteina p-PAK4 era espressa sia nel citoplasma che nel 

nucleo nei pazienti con FNMTC (genotipo mutante PAK4), mentre non è stata 

rilevata un'espressione significativa nei pazienti con SNMTC (genotipo WT 

PAK4). 

Questa osservazione suggerisce che potrebbero esserci differenze nei meccanismi 

sottostanti dell'insorgenza della malattia tra individui con FNMTC e SNMTC, il 

che è coerente con le caratteristiche genetiche del FNMTC. Inoltre, questo fatto 

conferma l’ipotesi del PAK4 come gene candidato in quanto, come spiegato 

nell’Introduzione, la proteina PAK4 è di solito sottoespressa nelle cellule umane 

sane. Il fatto che la sua elevata espressione sia stata osservata solo in FNMTC, ma 

non in SNMTC, potrebbe fungere da conferma che PAK4 è coinvolto solo con la 

forma familiare del cancro. 

 

Figura 2            La figura mostra sezioni istologiche di tessuto tiroideo di due pazienti: uno con 
carcinoma papillare tiroideo familiare (FNMTC) e uno con carcinoma papillare tiroideo sporadico 
(SNMTC). Nella riga superiore, le immagini del FNMTC mostrano, a destra, tessuto tiroideo sano 
con follicoli ben formati e cellule normali, e a sinistra, tessuto alterato con follicoli disorganizzati e 
cellule con nuclei grandi e scuri. Nella riga inferiore, le immagini del SNMTC mostrano, a destra, 
tessuto sano con follicoli più piccoli e, a sinistra, cellule anomale con nuclei grandi e alterata 
organizzazione follicolare. 



Predizione funzionale della proteina PAK4 I417T 

La struttura della proteina PAK4 consiste in un dominio di legame e uno catalitico, 

la cui la struttura viene rappresentata nella Figura 3. 

 

Figura 3              Nella parte superiore della figura sono rappresentati gli esoni e gli introni del gene, 
con gli esoni indicati da blocchi gialli. La struttura funzionale della proteina è mostrata con i suoi 
domini principali: il binding domain e il catalytic domain, in cui si localizza la mutazione I417T. 
Nella parte inferiore dell'immagine, sono presentate sequenze proteiche allineate utilizzando un 
algoritmo bioinformatico. È possibile osservare una posizione conservata in tutte le sequenze 
allineate, che corrisponde al sito della mutazione 
I417T. 
 
Figura 4               La figura mostra la previsione della 
struttura secondaria della proteina PAK4, con α-eliche 
(spirali) e foglietti β (frecce). Gli amminoacidi 
idrofilici sono evidenziati in rosso e quelli idrofobici 
in blu, indicando le proprietà specifiche della proteina. 
Nella parte inferiore, vengono confrontate due 
configurazioni dello stesso sito proteico: a sinistra, la 
conformazione mutata con treonina in posizione 417; 
a destra, la versione normale con isoleucina. L'analisi 
conferma che la mutazione si trova su una β-elica. 

La mutazione I417T si verifica sull'esone 6 e 

coinvolge una regione conservata del gene in 

prossimità del sito catalitico della proteina. 

Consiste in una mutazione missenso dove l’aminoacido isoleucina, nella posizione 

417, viene scambiato per una treonina. La previsione della struttura tridimensionale 



(Figura 4) rivela che il cambiamento aminoacidico è situato su una beta-elica. Nella 

Figura 5a, ottenuta attraverso NetPho prediction, risulta presente un nuovo sito di 

fosforilazione che potrebbe portare alle alterazioni nella fosforilazione della 

proteina. 

 

Figura 5         a. Sono mostrati due grafici che illustrano condizioni diverse: uno rappresenta il 
genotipo WT per il gene PAK4 (in alto) e l'altro la variante di interesse, PAK4 I417T (in basso). 
Questi grafici descrivono il potenziale di fosforilazione di ciascun amminoacido, indicato con le 
posizioni nella sequenza. Nella variante mutata, si evidenzia un nuovo sito di fosforilazione nella 
posizione 417, con uno score superiore a 0.5, un valore significativo che altera il normale pattern di 
fosforilazione della proteina. b. Formazione delle linee cellulari, WT e MUT, e conseguente 
controllo dell’espressione della proteina PAK4. È possibile osservare quasi equa espressione di 
partenza in tutte e due linee cellulari. c. Controllo della presenza delle proteine attraverso il loro 
isolamento e la corsa elettroforetica. 

Gli scienziati hanno ipotizzato che la presenza della treonina in questa posizione 

induca la formazione di un ulteriore legame idrogeno intramolecolare con 

l’asparagina presente nella posizione 413. Di conseguenza, ciò comporta 

l'instabilità strutturale della proteina e suggerisce che il residuo mutato potrebbe 

formare nuove interazioni con altre molecole o ligandi, influenzando così la 

funzione o la stabilità della proteina. Inoltre, la sostituzione della treonina in 

posizione 417 porta ad un aumento dei siti di fosforilazione e di legame nella 

proteina PAK4. La mutazione PAK4 I417T può promuovere la traslocazione e 

l'espressione nucleare della proteina PAK4 fosforilata. Inoltre, promuove i livelli di 

fosforilazione di JNK, NFκB e c-Jun, attivando il pathway del TNF. 



Saggi nelle colture cellulari 

A partire dalle cellule Nthy-ori-3-1 e TPC-1 sono state create le linee cellulari che 

sovraesprimono PAK4 MUT e PAK4 WT, come confermato dall’analisi 

dell’espressione di mRNA e l’espressione delle proteine (Figura 5b-c). 

L’immunofluorescenza cellulare ha confermato una continua espressione di PAK4 

nel citoplasma mentre PAK4 fosforilato era localizzato sia nel citoplasma che nel 

nucleo (Figura 6). La linea PAK4 MUT ha mostrato una maggiore intensità di 

fluorescenza nucleare e livelli di espressione proteica di p-PAK rispetto al gruppo 

WT (Figura 7), come previsto, poiché la forma mutata della proteina presenta un 

sito di fosforilazione aggiuntivo. 

 

Figura 6      La figura mostra i risultati di un esperimento di immunofluorescenza che evidenzia la 
localizzazione delle proteine PAK4 e p-PAK4 in condizioni di tipo selvatico (WT) e mutato (MUT) 
nella linea cellulare Nthy-oro-3-1. La prima colonna mostra immagini con DAPI, un colorante per i 
nuclei cellulari, per tre genotipi cellulari. La colonna centrale presenta cellule colorate in rosso per 
la proteina PAK4, mentre l'ultima colonna mostra il "merge", che combina i due coloranti per 
determinare la localizzazione della proteina. Si osserva che p-PAK4 è maggiormente espressa nella 
linea MUT rispetto alla proteina non fosforilata e si trova sia nel nucleo che nel citoplasma. 
 

Figura 7       Questa figura confronta 
statisticamente a quanto notato nella 
figura 6.; nel grafico a barre sinistro è 
rappresentata l’espressione della 
proteina PAK4 mentre in quello a destra 
l’espressione della p-PAK4. Si nota che 
la differenza nell’espressione di p-PAK4 
tra il genotipo WT e quello MUT sia più 
significativa rispetto alla differenza di 
espressione della proteina non fosforilata 
nel primo grafico.; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005, e ****p < 0.001 

La sovraespressione di PAK4 MUT aumenta significativamente la proliferazione 

cellulare rispetto al WT, come mostrato dalla formazione di colonie (Figura 8a-b), 

dai saggi di proliferazione CCK-8 e dai saggi EDU (Figura 8c-d). Inoltre, le cellule 



che sovraesprimono PAK4 MUT mostrano una maggiore invasività e capacità 

migratoria rispetto al gruppo WT nei saggi transwell (Figura 8e-f) e nei saggi di 

migrazione. La sovraespressione di PAK4 MUT porta a una riduzione del numero 

delle cellule in fase G1 e conseguente aumento delle cellule nella fase S, risultando 

in una divisione cellulare accelerata. Questo effetto potrebbe essere dovuto alla 

sovraregolazione dell'espressione di Cyclin D1 e CDK4/6 (Figura 9g). Entrambi i 

gruppi WT e MUT mostrano inibizione dell'apoptosi cellulare, con il MUT che 

mostra un effetto più forte e statisticamente significativo rispetto al WT in quanto 

la sovraespressione di PAK4 promuove l'espressione di Bcl-2, mentre inibisce 

l'espressione di Bax e caspase-3, sopprimendo così l'apoptosi cellulare.

Questi esperimenti hanno in parte verificato l’ipotesi iniziale del coinvolgimento di 

PAK4 come gene di suscettibilità al FNMTC. In tutti i casi, le caratteristiche 

tumorali aumentano (o compaiono) nella linea MUT, mentre sono trascurabili (o 

addirittura assenti) nella linea WT. 

 

 



Figura 8           a. Le fotografie delle piastre mostrano che le 
cellule con il genotipo MUT formano colonie e si dividono più rapidamente rispetto alle cellule WT, 
sia nelle linee TPC1 che Nthy-ori-3-1. b. I dati statistici confermano che il numero di colonie è 
significativamente maggiore nelle cellule MUT rispetto a quelle WT. c. Il saggio EdU evidenzia una 
maggiore proliferazione cellulare nelle cellule PAK4 MUT rispetto a WT e controllo. d. I risultati 
statistici dell'EdU confermano che la proliferazione è significativamente più alta nelle cellule MUT 
rispetto a WT e controllo. e. e f. Le immagini e i dati del saggio transwell mostrano che la migrazione 
è più pronunciata nelle cellule MUT rispetto a WT e controllo. g. L'elettroforesi proteica mostra un 
aumento di Cyclin D1 e CDK6, suggerendo una maggiore proliferazione cellulare, mentre l'assenza 
di Bax e Bcl-2 indica un'inibizione dell'apoptosi, più evidente nelle cellule MUT. 
 

PAK4 I417T dimostra una notevole capacità di metastasi in vivo. 

Dopo otto settimane dalla somministrazione delle cellule TPC1-NC,-WT e -MUT, 

i topi sono stati sacrificati, i polmoni sono stati rimossi, fissati con formaldeide al 

4% e colorati con ematossilina ed eosina per l'analisi istologica. 

Il gruppo MUT ha mostrato una maggiore incidenza di metastasi polmonari rispetto 

ai gruppi NC e WT, il che ha confermato l’ipotesi dell’aggressività di FNMTC 



rispetto alla controparte SNMTC. I risultati di immunoistochimica e della 

colorazione con ematossilina sono rappresentati nella figura 9. 

 

Figura 9             a. L'immagine mostra tessuto tiroideo di controllo negativo con due metastasi 
evidenziate. Le sezioni inferiori colorate con HE e IHC mostrano i dettagli cellulari e la presenza 
della proteina Tg, rispettivamente. b. Le sezioni dei topi con cellule TPC1-WT mostrano più 
metastasi rispetto al gruppo di controllo. c. Nei topi con cellule TPC1-MUT, il numero di metastasi 
è ancora maggiore rispetto ai gruppi di controllo e WT. d. Il grafico conferma statisticamente che i 
topi con cellule TPC1-MUT hanno un numero significativamente più alto di metastasi nei polmoni 
rispetto agli altri gruppi. 
 

PAK4 WT e MUT modulano l'espressione di diverse famiglie di 

metalloproteinasi della matrice attraverso la via di segnalazione del 

fattore di necrosi tumorale 

L’analisi del trascrittoma è stata condotta in due linee cellulari di interesse (MUT e 

WT), identificando un totale di 86 geni differenzialmente espressi (DEGs). I DEGs 

che erano sottoregolati in WT rispetto a NC e sovraregolati in MUT rispetto a NC 

erano arricchiti in alcuni pathway di segnalazione correlati al cancro, in particolare 

pathway del fattore di necrosi tumorale (TNF). In tale pathway, il gene MMP3 [7] 

(Figura 10a) è coinvolto insieme ad un altro membro della stessa famiglia, MMP9. 

Le analisi GSEA hanno rivelato che MMP3 è sovraregolato nelle condizioni MUT 

rispetto al controllo (NC), mentre MMP9 è sovraregolato nelle condizioni WT 

rispetto al NC (Figura 10d). Inoltre, nella Figura 10c, si può osservare che MMP3 

e MMP9 occupano rispettivamente gli estremi della scala log2FoldChange, 

evidenziando la loro rilevanza nelle condizioni MUT e WT. 



• MMP3, noto anche come stromelisi-1, è un enzima che degrada diverse 

proteine della matrice extracellulare (collagene di tipo III, fibronectina, 

laminina e proteoglicani). Ha un ruolo importante nella degradazione del 

tessuto connettivo durante i processi di riparazione e rimodellamento. In 

contesti tumorali, MMP3 può contribuire alla progressione del cancro 

facilitando l'invasione e la metastasi delle cellule tumorali attraverso la 

degradazione della matrice extracellulare e la promozione dell'angiogenesi. 

• MMP9, nota anche come gelatinasi B, è specializzata nella degradazione 

del collagene di tipo IV, uno dei principali componenti della membrana 

basale. È coinvolta nella rimodellazione tissutale, infiammazione, e 

angiogenesi. Nel cancro, MMP9 è spesso associata a una maggiore capacità 

invasiva e metastatica delle cellule tumorali, poiché facilita la degradazione 

della membrana basale e della matrice extracellulare circostante, 

permettendo alle cellule tumorali di invadere i tessuti adiacenti e diffondersi 

ad altre parti del corpo. 

PAK4 I417T attiva la via di segnalazione del percorso TNF 

promuovendo i livelli di fosforilazione di PAK4, JNK, NFκB e c-Jun 

Il TNF-α (Tumor Necrosis Factor-alpha) è una citochina pro-infiammatoria che 

gioca un ruolo cruciale nella regolazione dell'infiammazione, dell'apoptosi e 

dell'immunità. Il legame del TNF-α al suo recettore (TNFR1 o TNFR2) sulla 

superficie cellulare innesca una cascata di eventi di segnalazione intracellulare, tra 

cui l'attivazione delle vie NF-κB e JNK. 

Con l’attivazione del TNFR, viene fosforilata la porzione che manteneva inattivo 

NF-κB che, di conseguenza, viene rilasciato. Una volta libero, NF-κB trasloca nel 

nucleo e attiva l'espressione di geni coinvolti in processi infiammatori, immunitari, 

di sopravvivenza e proliferazione cellulare, tra cui anche i geni di MMP. 

L'attivazione persistente di NF-κB, tipica in alcuni tipi di cancro, può portare a un 

aumento della trascrizione di MMP3 e MMP9. Inoltre, l’attivazione di JNK porta 

alla fosforilazione e all'attivazione di c-Jun, un componente del fattore di 

trascrizione AP-1, che regola l'espressione di geni coinvolti nella proliferazione 

cellulare, differenziazione e apoptosi. Una volta attivato, AP-1 si lega al DNA e 



stimola la trascrizione di geni, inclusi quelli delle MMP. La sovraregolazione della 

via JNK, come accade in condizioni tumorali (es. stress ossidativo) può contribuire 

alla sovraespressione di MMP-3 e MMP-9. 

  

 

 
Figura 10         a. Il grafico a dispersione mostra l'analisi dell'espressione genica differenziale, dove 
ogni punto rappresenta un gene. I punti rossi indicano geni con espressione aumentata, quelli blu 
con espressione ridotta. La dimensione dei punti riflette la significatività statistica. b. L'analisi 
dell'espressione di MMP3 e MMP9 nelle linee cellulari TPC1 e Nthy-ori-3-1 mostra che MMP9 è 
maggiormente espresso nelle condizioni WT, mentre MMP3 è più elevato nelle condizioni MUT. c. 
L'analisi GSEA rivela che solo il pathway di TNF mostra differenze significative tra i gruppi MUT 
e WT. d. I grafici a barre indicano che l'espressione di MMP3 è maggiore nelle cellule MUT, mentre 
l'espressione di MMP9 è più elevata nelle cellule WT. La colorazione delle barre rappresenta la 
significatività statistica delle differenze osservate. 

PAK4 I417T stimola il percorso di segnalazione del TNF aumentando la 

fosforilazione di PAK4, JNK, NFkB e c-Jun. Entrambi, p-PAK4 I417 e T417, 

interagiscono direttamente con NFkB, agevolando il trasferimento di gruppi fosfato 



(Figura 11). Tuttavia, solo T417 ha la capacità di legarsi direttamente a JNK. 

Inoltre, p-PAK4 T417 interagisce direttamente sia con MMP3 che con MMP9 nel 

nucleo, promuovendo simultaneamente la loro espressione, mentre p-PAK4 I417 

interagisce direttamente solo con MMP9. Infatti, i livelli di MMP9 erano più alti 

nel gruppo WT rispetto al gruppo MUT, mentre l’espressione di MMP3 era più 

bassa nel gruppo WT in quanto la diretta interazione con p-PAK4 è presente solo 

nella linea MUT. Infine, p-PAK4 MUT può amplificare l’effetto oncogenico 

attraverso l’interazione con le proteine e la regolazione dell’attività del promotore 

MMP3, agendo come fattore di trascrizione. 

Figura 10               La figura mostra i risultati della co-immunoprecipitazione delle proteine p-PAK4 
T417 (MUT) e PAK4 I417 (WT) con quattro proteine del pathway TNF: NFkB, JNK, MMP3, e 
MMP9. Entrambe le varianti di p-PAK4 interagiscono con NFkB, mentre solo p-PAK4 T417 
interagisce con JNK. La variante PAK4 I417 interagisce fortemente con MMP9, mentre l'interazione 
di p-PAK4 T417 con MMP9 è trascurabile. Entrambe le varianti interagiscono in modo simile con 
MMP3. La colonna di controllo (IgG) non dovrebbe mostrare bande, ma alcune bande aspecifiche 
suggeriscono legami non specifici o impurità dei campioni. 

 

CONCLUSIONE 

In conclusione, lo studio analizzato in questo elaborato di tesi ha cercato di 

identificare un nuovo gene candidato per il carcinoma tiroideo non midollare 

familiare (FNMTC). Dopo vari filtri nella selezione dei geni candidati, è stato 

isolato il gene umano PAK4 come possibile gene di suscettibilità al FNMTC. 

Quattro dei cinque membri di una famiglia coinvolti nello studio, affetti da 



carcinoma tiroideo, presentavano alti livelli di anticorpi anti-tireoglobulina e anti-

tireoperossidasi, suggerendo la presenza della malattia di Hashimoto. Tuttavia, 

l'esame del paziente II5, che aveva la malattia di Hashimoto ma non il cancro, ha 

escluso una correlazione diretta tra le due condizioni. 

Successivi studi hanno rivelato che la variante PAK4: c.T1250C: p.I417T è 

associata a manifestazioni più aggressive, probabilmente a causa di alterazioni 

strutturali che compromettono l'attività funzionale della proteina. La proteina 

PAK4 con la variante I417T mostra un cambiamento aminoacidico, acquisendo una 

treonina in posizione 417. Come ipotizzato dagli autori, questa treonina induce 

cambiamenti conformazionali aumentando la fosforilazione complessiva della 

proteina (introducendo un nuovo sito di fosforilazione) e creando nuovi legami 

intramolecolari che causano instabilità. Inoltre, tutti i saggi funzionali nelle colture 

cellulari hanno evidenziato caratteristiche tipiche delle cellule tumorali: elevata 

proliferazione e formazione di colonie, maggiore migrazione, apoptosi attenuata e 

aumento della fosforilazione delle proteine coinvolte nella via di segnalazione del 

TNF. 

I geni MMP3 e MMP9 sono emersi come arricchiti nell’analisi dei geni 

differenzialmente espressi. Queste proteine, appartenenti alla matrice 

extracellulare, sono coinvolte in processi come la degradazione di componenti della 

ECM, la motilità, l'adesione e il rimodellamento cellulare. In letteratura, sono note 

per il loro contributo alla progressione del cancro, facilitando l'invasione e la 

metastasi. Questo studio ha dimostrato, attraverso diversi esperimenti, una loro 

maggiore espressione in presenza di PAK4 I417T. Grazie all'interazione diretta di 

p-PAK4 T417 con alcuni fattori del pathway TNF, si osserva un'accelerata e 

aumentata espressione genica, in particolare di MMP3, con cui p-PAK4 T417 

interagisce direttamente (Figura 12). 



 

Figura 12               Nella parte sinistra della figura, la proteina p-PAK4 T417 promuove la 
fosforilazione di JNK e NFκB. Una volta fosforilati e attivati, questi due fattori traslocano nel 
nucleo. Qui, JNK attiva c-Jun, un componente del fattore di trascrizione AP-1, che a sua volta induce 
la trascrizione di geni coinvolti nella proliferazione cellulare, nella differenziazione, nell'apoptosi e 
anche dei geni MMP. Parallelamente, NFκB si lega direttamente al promotore di MMP3, 
stimolandone la sintesi e aumentandone l'attività, con conseguente aumento della proliferazione e 
divisione cellulare. La parte sinistra della figura mostra anche l'interazione diretta di NFκB con 
MMP9, che, tuttavia, non induce un significativo accrescimento cellulare. 

Attualmente, gli studi hanno dimostrato che PAK4 può influenzare l'espressione di 

MMP9 in pazienti con adenomiosi, cancro del colon-retto e cancro al seno, ma il 

suo meccanismo d'azione non è stato spiegato né verificato nel cancro alla tiroide. 

Una delle limitazioni evidenziate dagli autori è la mancanza di un’analisi completa 

delle mutazioni somatiche, avendo testato solo le mutazioni BRAF nel paziente II9. 

Questa valutazione limitata potrebbe aver tralasciato mutazioni importanti per lo 

studio della progressione della malattia. Un altro gene che poteva essere testato è 

RAS. Le mutazioni dei geni RAS (HRAS, KRAS e NRAS) sono state rilevate nei 

carcinomi papillari e follicolari della tiroide. Queste mutazioni causano una crescita 

incontrollata e aumentano l’aggressività del tumore. Come per BRAF, anche per 

RAS la metodica più efficace sarebbe il sequenziamento e la ricerca della variante 



mutata del gene, nonostante sia una tecnica costosa e poco utilizzata nella pratica 

clinica diffusa. Inoltre, l’analisi dell’oncogene RAS sembra migliorare la sensibilità 

della citologia del cancro, sebbene la possibile presenza di queste mutazioni negli 

adenomi follicolari ne renda l’uso potenzialmente meno specifico. [8] 

Un’altra limitazione è assenza della linea cellulare BRAFV600E del paziente II9, in 

quanto era solo esso ad essere testato. 

Inoltre, una delle limitazioni potrebbe essere utilizzo di certi protocolli piuttosto 

che altri, come per esempio il whole genome sequencing. La scelta del WES come 

test del DNA presenta vantaggi e svantaggi; rispetto alla genotipizzazione, il WES 

fornisce informazioni su tutti i geni e le loro varianti presenti nel genoma, il che è 

particolarmente utile in quanto non si conoscono esattamente i geni coinvolti nella 

cancerogenesi della tiroide. Tuttavia, la regolazione genica (upregulation o 

downregulation) può essere influenzata anche da mutazioni nelle sequenze 

introniche, che però non vengono studiate nel WES. In questi casi, il WGS (Whole 

Genome Sequencing) sarebbe più appropriato. Nonostante ciò, il WES, combinato 

con altri esperimenti visti nello studio, è risultato un'ottima metodica grazie al 

bilanciamento tra costi e la quantità di informazioni fornite. 

In conclusione, il modello genetico del FNMTC è complesso, con una patogenesi 

unica che potrebbe essere presente in diverse famiglie colpite. Come visto in questo 

lavoro, in una famiglia il gene PAK4: c.T1250C: p.I417T potrebbe rappresentare 

un potenziale gene di suscettibilità per il FNMTC. Tuttavia, sono necessari più studi 

su pedigree e studi di replicazione per confermare questo risultato. 
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APPENDICE 
 

STAGE 

Il progetto a cui ho partecipato mirava a identificare nuovi geni candidati per 

l'insorgenza del carcinoma papillare della tiroide. In letteratura sono già noti alcuni 

geni associati a questa malattia. Il gruppo di ricerca ha identificato dei nuovi geni 

candidati che sta attualmente studiando in vitro impiegando la linea cellulare Nthy-

ori 3-1 costituita da cellule tiroidee immortalizzate derivate da una donatrice senza 

una storia di tumori. Queste cellule sono state sottoposte a gene editing utilizzando 

la tecnica CRISPR/Cas9 per ottenere il knockout del gene di interesse. L'obiettivo 

era capire se il gene candidato avesse un ruolo di oncogene o oncosoppressore e 

determinare il suo coinvolgimento nell'insorgenza del carcinoma papillare della 

tiroide. 

I geni analizzati sono stati identificati sulla base della loro associazione in famiglie 

con una storia di tumore tiroideo, partendo dal presupposto di una predisposizione 

ereditaria. Un’analisi di Whole-Exome Sequencing (WES) condotta nei pazienti di 

tali famiglie, ha infatti rivelato diverse mutazioni con un forte impatto funzionale 

(come stop codon e frameshift) in geni potenzialmente coinvolti nella 

predisposizione al carcinoma tiroideo.   

Le cellule sono state sottoposte a trasfezione con sonde per il silenziamento genico 

tramite CRISPR/Cas9. Dopo la trasfezione, è stata effettuata una selezione con 

antibiotici per identificare le cellule effettivamente modificate. Una semina molto 

diluita ha permesso di ottenere una selezione clonale con cloni singoli, dai quali 

sono stati derivati gruppi di cellule da testare. Il primo screening, effettuato tramite 

PCR, ha verificato se il taglio del DNA fosse avvenuto su entrambi gli alleli 

(omozigote) o su uno solo (eterozigote). Successivamente, è stata eseguita una 

valutazione con qPCR per verificare il silenziamento del gene a livello di 

espressione. Inoltre, il gruppo ha condotto un'analisi di Western blot per 

determinare la presenza o l'assenza della proteina corrispondente. Una volta 

confermata l'assenza della proteina, si è proceduto con i saggi funzionali in vitro. 



Sono stati studiati parametri come la proliferazione cellulare, la formazione di 

colonie, la capacità di migrazione e l'invasività attraverso saggi funzionali. In 

questa fase dell'indagine, ho partecipato attivamente e assistito ai saggi di 

proliferazione e migrazione cellulare, oltre ai cambiamenti di terreno e alla 

valutazione della capacità invasiva.  

Durante la fase iniziale di screening per identificare omozigoti ed eterozigoti, ho 

contribuito seguendo il protocollo di estrazione del DNA dalle cellule utilizzando 

la proteinasi K e successivamente eseguendo la PCR. L'obiettivo era verificare la 

presenza di omozigoti, poiché la maggior parte delle cellule risultava eterozigote. 

Se si fosse ottenuto almeno un omozigote, sarebbe stato possibile descrivere più 

dettagliatamente la funzione dei geni testati. Tuttavia, durante il periodo della mia 

partecipazione, non è stato possibile individuare alcun clone omozigote, 

suggerendo l'ipotesi che la condizione di omozigosi possa essere letale. Tuttavia, 

ulteriori studi in diverse condizioni sperimentali sono necessari per confermare o 

escludere questa ipotesi. 
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Identification of P21 (CDKN1A) Activated Kinase 4
as a Susceptibility Gene for Familial Non-Medullary

Thyroid Carcinoma

Yu-Jia Jiang,1 Yun Xia,2,3,* Yi-Xuan Hu,1 Zhuo-Jun Han,1 An-Yuan Guo,3 and Tao Huang1

Background: Familial non-medullary thyroid carcinoma (FNMTC) is a genetically predisposed disease with
unclear genetic mechanisms. This makes research on susceptibility genes important for the diagnosis and treat-
ment options.
Methods: This study included a five-member family affected by papillary thyroid carcinoma. The candidate
genes were identified through whole-exome sequencing and Sanger sequencing in family members, other
FNMTC patients, and sporadic non-medullary thyroid carcinoma patients. The pathogenicity of the mutation
was predicted using in silico tools. Cell phenotype experiments in vitro and models of lung distant metastasis
in vivo were conducted to confirm the characteristics of the mutation. Transcriptome sequencing and mecha-
nistic validation were employed to compare the disparities between PAK4 wild-type (WT) and PAK4 mutant
(MUT) cell lines.
Results: This mutation alters the protein structure, potentially increasing instability by affecting hydropho-
bicity, intra-molecular hydrogen bonding, and phosphorylation sites. It specifically promotes phosphorylated
PAK4 nuclear translocation and expression in thyroid tissue and cell lines. Compared with the WT cells line,
PAK4 I417T demonstrates enhanced proliferation, invasiveness, accelerated cell division, and inhibition of cell
apoptosis in vitro. In addition, it exhibits a significant propensity for metastasis in vivo. It activates tumor
necrosis factor signaling through increased phosphorylation of PAK4, JNK, NFjB, and c-Jun, unlike the WT
that activates it via the PAK4-NFj-MMP9 axis. In addition, PAK4 MUT protein interacts with matrix met-
alloproteinase (MMP)3 and regulates MMP3 promoter activity, which is not observed in the WT.
Conclusions: Our study identified PAK4: c.T1250C: p.I417T as a potential susceptibility gene for FNMTC. The
study concludes that the mutant form of PAK4 exhibits oncogenic function, suggesting its potential as a novel
diagnostic molecular marker for FNMTC.

Keywords: familial non-medullary thyroid carcinoma, thyroid carcinoma, genetic susceptibility, PAK4,
molecular diagnosis

Introduction

Familial non-medullary thyroid carcinoma

(FNMTC) refers to families in which two or more first-
degree relatives have thyroid carcinoma of follicular epi-
thelial cell origin, unrelated to specific thyroid pathogenic
factors. FNMTC represents *5% of all non-medullary thy-
roid carcinoma cases.1,2 While non-medullary thyroid car-

cinoma was initially considered sporadic, recent studies have
established a genetic predisposition for FNMTC, which
results in a more aggressive behavior and worse prognosis
compared with sporadic non-medullary thyroid carcinoma
(SNMTC).3–6

Although a small proportion of FNMTC families is classified
as syndromic FNMTC,most FNMTC cases are non-syndromic,
and the underlying genetic mechanisms remain uncertain.7
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Mutations in genes such as SRGAP1 (12q14),8 FOXE1

(9q22.33),9–15 DUOX2 (15q21.1),16 CHEK2 (22q12.1),17–19

and NOP53 (19q13.33)20 have been reported to poten-
tially participate in the occurrence of FNMTC. However,
in other known susceptibility genes and chromosomal
loci, such as 14q32 locus (MNG1),21–25 PTCSC1 (8q24),26

SRRM2 (16p13.3),27 MAP2K5 (15q23),28–30 HABP2

(10q25.3),31–34 19q13 locus (TCO, MYO1F, GRIM19,
and TIMM44),21–25,35–39 2q21 locus (NMTC1),23,25,35,40,41

8p23.1-p22 locus (PTEN),42 1q21 (fPTC/PRN),23,25,43,44

BROX (1q41),45 POT1 (7q31.33),46–48 WDR77 (1p13.2),49

and 6q22 locus,43 most of these variations only exist in
specific study families and have not been validated in other
families or cannot be replicated in heredity.

Thus, FNMTC may have significant genetic heteroge-
neity, with each family having its unique pathogenic
gene. Our study identified a novel mutation, PAK4 I417T,
for the first time. The mutated form of PAK4 exhibited
oncogenic function and distinct mechanisms, indicating
its potential as a new diagnostic molecular marker for
FNMTC.

Materials and Methods

Ethics statement

This study was approved and conducted by the Ethics
Committee of Union Hospital Tongji Medical college,
Huazhong University of Science and Technology (2017-
S062). All participants were informed of their rights to
consent and signed an informed consent form. Animal
experiments were approved by the Animal Ethics Committee
of Tongji Medical College, Huazhong University of Science
and Technology (2021-3247). Our research was carried out
in accordance with relevant ethical regulations.

Patients and management

The inclusion criteria for family pedigrees were as follows:
(1) Three or more first-degree relatives who have been
pathologically diagnosed with non-medullary thyroid cancer;
(2) older adult controls: first-degree relatives who were over
50 years old and had no history of tumors; (3) no inter-
marriage with ethnicities other than Han in the family; (4)
no consanguinity between spouses; (5) no clear history
of external radiation exposure; and (6) no other genetic
diseases.

A five-member affected family was included, with all
members undergoing health screening, including ultrasound
examination of the thyroid and cervical lymph nodes, as well
as serological thyroid function testing. Clinicopathological
information was collected during preoperative and postop-
erative follow-up, with regular reassessment every six
months. In addition, peripheral blood leukocyte DNA sam-
ples were obtained from validation cohort comprising 31
additional FNMTC patients and 280 sporadic thyroid cancer
patients without a family history.

The selection of the validation cohort is described in detail
in the Supplementary Methods section of Supplemen-
tary Data S1. Please refer to Supplementary Figure S1 and
Supplementary Table S1 for the flow diagram, demogra-
phic characteristics, and clinical features of the validation
cohort.

Peripheral blood whole-exome sequencing

Peripheral blood DNA extraction and whole-exome sequ-
encing (WES) were processed according to the procedures
outlined in the Supplementary Methods section of Supple-
mentary Data S1.

Table 1. Clinical Characteristics of Family Members

I1 II2 II3 II5 II7 II9 II11 Reference range

Age, years 79 58 57 56 54 39 45 —
Sex Male Female Male Female Female Female Male —
fT3 5.10 4.70 6.49 4.76 5.09 4.69 4.89 3.1–6.8 pmol/L
fT4 15.10 22.50 15.10 18.00 16.00 23.40 21.90 12–22 pmol/L
TSH 4.52 0.12 1.79 3.50 1.40 0.10 0.54 0.27–4.2 mIU/L
ATG 13.40 135.90 <10 <10 <10 324.70 34.70 0–115 IU/mL
ATPO 24.60 128.80 <9 69.70 <9 117.40 68.20 0–34 IU/mL
Ultrasonographya Clinical

thyroid
cancer

After total
thyroid-
ectomy

Normal Normal Thyroid
nodule

After total
thyroid-
ectomy

After total
thyroid-
ectomy

—

III1 III2 III3 III4 III5 III6 III8 Reference range

Age, years 36 32 30 25 32 23 10 —
Sex Female Female Female Male Female Female Male —
fT3 3.47 5.64 6.17 5.35 3.96 4.97 4.23 3.1–6.8 pmol/L
fT4 12.10 18.20 19.40 17.10 13.38 21.67 17.29 12–22 pmol/L
TSH 1.08 1.29 2.39 2.61 3.28 0.67 3.86 0.27–4.2 mIU/L
ATG <10 56.60 <10 <10 <10 123.00 <10 0–115 IU/mL
ATPO 11.10 <9 <9 <9 13.00 89.70 <9 0–34 IU/mL
Ultrasonographya Normal Thyroid

nodule
Normal Normal Thyroid

nodule
After total
thyroid-
ectomy

Normal —

aUltrasound report results at final follow-up.
ATG, anti-thyroglobulin; ATPO, anti-thyroid peroxidase; fT3, free triiodothyronine; fT4, free thyroxine; TSH, thyrotropin.
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Polymerase chain reaction amplification

and Sanger sequencing

We obtained DNA fragment primers (Supplementary Data
S1) of selected candidate genes using the Primer-Blast
website.50 Purified polymerase chain reaction (PCR) prod-
ucts were sequenced using the BigDye Terminator v3.1
sequencing kit (Thermo ABI) and analyzed on an ABI3730xl
sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Selection of candidate genes

Through WES data analysis, shared mutation sites were
identified in the exomes of five thyroid cancer patients (I1, II2,
II9, II11, and III6) within this specific family. Subsequently,
the older adult normal controls (II3, II5), introns, synonymous
mutations, and fully homozygous genes were sequentially
excluded. The ExomeAggregation Consortium (ExAC)51 and
Genome Aggregation Database (gnomAD)52 were utilized to
exclude mutations with allele frequencies >0.001 in Asians.
In silico predictions, including PolyPhen-2,53 SIFT,54 and
Mutation Taster55 models, were used to screen candidate
genes for the identified variants. Emphasis was placed on
genes associated with thyroid and cancer function.

Sanger sequencing was utilized within the family to con-
firm the co-segregation of the gene with the phenotype. It was
also employed among different families to determine whe-
ther there are shared susceptibility genes, and for verification
in sporadic cases. The Cancer Genome Atlas (TCGA) data-
base56 was also consulted for additional validation in spo-
radic cases.

Protein structure model prediction

The domain structure model prediction and gene con-
servation information were obtained from The Ensembl
Genome Browser website.57 The three-dimensional struc-
ture models were generated using The Swiss-Model
Server.58 Protein phosphorylation site prediction is per-

formed using NetPhos Server,59 whereas DeepSite website60

is utilized as a binding pocket predictor.

Immunohistochemistry

Tissue samples from FNMTC and SNMTC were collected
and fixed. Immunohistochemistry was performed by incu-
bating the samples with primary antibodies (p-PAK4) spe-
cific to the target proteins, followed by incubation with
secondary antibodies. Please refer to the Supplementary
Methods section for detailed information on the sample
processing procedures.

Cell culture

The normal human thyroid cell line Nthy-ori-3-1 and the
human thyroid cancer cell line TPC-1 were purchased from
European Collection of Authenticated Cell Cultures and
American Type Culture Collection, respectively. The cells
were maintained in RPMI (Viva Cell) or Dulbecco’s modi-
fied Eagle’s medium (HY CEZMBIO) medium supple-
mented with 10% fetal bovine serum (Viva Cell) at 37�C and
5% CO2 in a cell culture incubator.

Construction and transfection of over-expression

lentiviral vectors

Using the Oligobio-LV-003 vector, constructs weremade to
overexpress wild-type (WT)PAK4, mutant (MUT)PAK4, and
control lentiviruses. These constructs were controlled by the
PCDH-CMV-MSCEF1-copGFP-T2A-Puro promoter. The
transfection efficiency was finally verified by reverse tran-
scription quantitative polymerase chain reaction and Western
blotting. The samples were processed according to the pro-
cedures outlined in the Supplementary Methods section.

Phenotypic experiments in vitro

Cell immunofluorescence, cell viability assay, colony
formation assay, wound healing assay, transwell assay,

‰

FIG. 1. The identification of candidate genes. (a) Flowchart for the selection of candidate genes. (b) Pedigree: Genotypes
and phenotypes of family members. (c) Immunohistochemical experiment validation of p-PAK4 expression in thyroid
cancer tissue and adjacent normal tissue in patients with FNMTC, representing the presence of the mutant PAK4 genotype,
and SNMTC representing the WT PAK4 genotype. FNMTC, familial non-medullary thyroid carcinoma; SNMTC, sporadic
non-medullary thyroid carcinoma; WT, wild-type.

Table 2. Pathological Characteristics of Patients

II2 II9 II11 III6

Pathology type Papillary thyroid
carcinoma

Papillary thyroid
carcinoma

Papillary thyroid
microcarcinoma

Papillary thyroid
microcarcinoma

Number of tumoral foci 4 2 4 1
Maximum diameter, cm 3 4.5 0.3 0.8
Overall diameter, cm 5.9 6.6 0.8 0.8
Extrathyroidal extension No Yes No No
Central lymph node metastasis 1/23 2/2 2/12 9/26
Lateral lymph node metastasis No 7/14 No 5/32
Hashimoto’s disease Yes Yes Yes Yes
Stage (TNM) at diagnosis T2N1aM0 T3bN1aM0 T1aN1aM0 T1aN1bM0
Number of treatments with radioiodine 131 0 4 1 1
Total follow-up period, months 54 144 84 102
Stage (TNM) after the end of follow-up T2N1aM0 T4bN1bM1 T1aN1aM0 T1aN1bM0
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Table 3. Information of Candidate Genes

Gene CytoBand SNP
AA

change
ExAC_
EAS gnomAD

In silico tools
Cancer
gene

Related
to thyroidSIFT Polyphen2 MutationTaster

PAK4 19q13.2 chr19-39665969-
T-C

I417T 0.0003 0.00023 D D D Yes Yes

CLDN17 21q22.11 chr21-31538643-
C-T

G98D 0.0012 0.00145 D D D Yes —

ExAC, Exome Aggregation Consortium; gnomAD, Genome Aggregation Database.

FIG. 2. Protein structure prediction. (a) Protein secondary structure prediction and conservation analysis. (b) Protein
tertiary structure prediction and Hydrophilicity analysis. (c) Phosphorylation site prediction. (d) Protein binding site
prediction and alteration of intermolecular forces.
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FIG. 3. Changes in protein localization and expression after mutation. (a, b) Successful construction of overexpressing
WT and mutant cell lines at mRNA and protein expression levels. (c, d) The differences in PAK4 and phosphorylated PAK
(p-PAK4) expression between the NC, WT, and MUT groups. (e–g) Immunofluorescence localization and nuclear fluo-
rescence level of PAK4 and p-PAK4. *p< 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005, and ****p < 0.001. MUT, mutant.

‰

FIG. 4. Functional validation of WT and mutant PAK4 in vitro. (a, b) Number of colonies formed from plate cloning
experiment after nine days (mean–SD). (c)ODvalue (mean–SD) ofCCK-8 cell proliferation assay at 24, 48, 72, and 96 hours. (d,
e) EDU-positive cells rate (mean–SD). (f, g) Number of migrated cells (mean–SD) in the transwell assay. (h, i) Scratch healing
rate after 24 hours in the wound healing assay. (j) Inhibitory effects of mutant and WT on cell apoptosis. (k) Changes in the
expression of proteins related to cell cycle and apoptosis. (l) Changes in cell cycle phases G1, S, and G2 caused by the mutant and
WT. *p< 0.05, **p< 0.01, and ***p< 0.005. EDU, 5-ethynyl-2-deoxyuridine; OD, optical density; SD, standard deviation.
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5-ethynyl-2-deoxyuridine (EDU) incorporation assay, and
flow cytometry were conducted following the procedures
outlined in the Supplementary Methods section.

Animal preparation in vivo

Four-week-old female BALB/c nude mice (Beijing Vital
River Laboratory Animal Technology Co., Ltd.) were housed
in the isolation facility of the experimental center. TPC-1-
NC, TPC-1-WT, and TPC-1-MUT cells were collected,
washed with phosphate-buffered saline, resuspended in
serum-free medium, and made into a suspension of 100lL
per mouse with 1· 105 cells.

The cell suspension was injected into the tail vein to
establish a pulmonary metastasis model. After eight weeks,
the mice were sacrificed, the lungs were removed, fixed with
4% paraformaldehyde, and stained with hematoxylin and
eosin for histological analysis.

Transcriptome sequencing and analysis

The samples of Nthy-ori-3-1-NC, Nthy-ori-3-1-WT, and
Nthy-ori-3-1-MUT cells were used for transcriptome sequ-
encing. The detailed data processing and analysis strategies
are described in the Supplementary Methods section.

Immunoprecipitation, chromatin immunoprecipitation,

and dual-luciferase reporter assay

TPC-1-WT and TPC-1-MUT cells were used for experi-
ments. The samples were processed following the procedures
described in the Supplementary Methods section.

Statistical analysis

SPSS software (version 22.0; IBM Corp., Armonk, NY)
was used for statistical analysis. Figures were created by
GraphPad Prism software (version 9.1.2; GraphPad Software,
La Jolla, CA) and R (4.0.3; R Development Core Team).
Following the evaluation of normal distribution and similarity
of variances, one-way ANOVA with Tukey’s post hoc test
was conducted. All experiments were independently repeated
at least three times. A p-value <0.05 was considered statisti-
cally significant for both tests. All tests were two-sided.

Results

PAK4: c.T1250C: p.I417T identified as FNMTC family

candidate gene

We studied a family with five members across three gen-
erations affected by papillary thyroid carcinoma. Total thy-
roidectomy with central or lateral neck dissection was carried

out on II2, II9, II11, and III6. Patient I1 declined surgery but
underwent fine needle aspiration, which revealed papillary
thyroid carcinoma. Our experienced director of thyroid sur-
gery diagnosed the patient with clinically significant thyroid
cancer.

During the 79-month follow-up period after diagnosis,
distant metastases (lung and brain) were observed in the
proband II9. Further, as indicated by the test report, a somatic
mutation BRAF

V600E was also detected using fluorescence
quantitative PCR. The clinical and pathological information
of these patients is summarized in Tables 1 and 2.

Using the screening process illustrated in Figure 1a, we
identified two candidate gene variants based on their allele
frequency and in silico analysis (Table 3). Finally, PAK4:
c.T1250C: p.I417T was selected for further study. Its allele
frequency was found to be 0.0003 in ExAC_EAS and
0.00023 in gnomAD. Moreover, SIFT, Polyphen2, and
MutationTaster analyses all indicated that the variant is pot-
entially damaging.

The pedigree of the FNMTC family is illustrated in
Figure 1b. Sanger sequencing results revealed that II7, III1, III3,
III4, and III5were found to beWT,whereas III2 and III8 carried
the PAK4 I417T mutation. Patient III2 has suspicious thyroid
nodules detected on a thyroid ultrasound and is currently being
closely monitored. Patient III8 is only 10 years old. Hence,
further observation is necessary for these two individuals.

The PAK4: c.T1250C: p.I417T mutation was not detected
in the additional 280 sporadic cases (0/280) or in the TCGA
database (0/481). Among the Sanger sequencing data from 31
other FNMTC patients, one patient was found to carry the
same mutation (1/31). Regrettably, in the newly identified
pedigree, only the son from a three-member affected family
was able to participate in the experiment and provide
peripheral blood, as the mother has passed away and the other
daughter is unable to participate for personal reasons.

IHC (Fig. 1c) results of thyroid cancer tissues and adjacent
non-cancerous tissues revealed that p-PAK4 protein was
expressed in both the cytoplasm and nucleus in FNMTC
(representing the mutant PAK4 genotype), whereas no sig-
nificant expression was detected in patients with SNMTC
(WT PAK4 genotype).

Protein functional prediction of PAK4 I417T

The PAK4 protein’s domain structure consists of a protein-
binding domain and a catalytic domain, as shown in Figure 2a.
The I417Tmutation occurs at the catalytic site in exon 6 and is
located in a conserved region of the gene. Three-dimensional
structure prediction (Fig. 2b) reveals that the amino acid
change caused by this missense mutation is situated on a

‰

FIG. 5. Tumor lung metastasis in vivo and transcriptome sequencing identifies differences between WT and mutant PAK4.
(a) HE staining and IHC image of lung tissue and the number of lung metastatic nodules (scale bars: 2.5mm). (b) Analysis
of differential gene expression. Group1: Screening for Group WT versus Group NC. Group2: Screening for Group MUT
versus Group NC. Selection criteria: All DESeq2 (log2jFoldChangej > log1.5 and p-value <0.05; log2FoldChange1 ·
log2FoldChange2 < 0; indicating opposite trends: red and blue areas). (c, d) KEGG pathway enrichment analysis of sig-
nificantly upregulated genes in group 1 (c) and group 2 (d). (e) GSEA analysis of the transcriptional misregulation, IL-17,
and TNF signaling pathways identified significant differences between the MUT and WT groups in only the TNF pathway.
(f) Boxplots were generated to illustrate the expression of MMP3 and MMP9 in all tested groups. The Y-axis represents the
normalized raw count values by TMM normalization method. *p< 0.05, **p< 0.01, and ***p < 0.005. HE, hematoxylin and
eosin; IL, interleukin; KEGG, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; MMP, matrix metalloproteinase; TMM,
trimmed mean of M-values; TNF, tumor necrosis factor.
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b-helix. Themutation leads to reduced hydrophobicity, which
may contribute to increased protein instability.

NetPho prediction (Fig. 2c) indicates that the I417T mu-
tation introduces a phosphorylation site with a SCORE >0.05,
indicating potential alterations in protein phosphorylation. In

addition, DeepSite predictions (Fig. 2d) demonstrate that
the mutation of amino acid 417T creates a nearby binding
site (id2). The presence of the mutated Threonine (Thr) at
position 417, forming an intramolecular hydrogen bond with
the neighboring Asparagine (Asn) at position 413, leads to
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protein structural instability. This implies that the mutated
residue may interact with other ligands, potentially affecting
the protein’s function and stability.

PAK4 I417T promotes phosphorylated PAK4 nuclear

translocation and expression

Cell lines overexpressing WT and MUT PAK4 were suc-
cessfully generated using Nthy-ori-3-1 and TPC-1 cells, as
confirmed by mRNA expression, and protein expression
analyses (Fig. 3a–d).

Cell immunofluorescence localization revealed continuous
expression of PAK4 in the cytoplasm, whereas phosphory-
lated PAK4 was primarily localized to the cytoplasm
and nucleus (Fig. 3e–f). The MUT group displayed higher
nuclear fluorescence intensity and protein expression levels
of p-PAK compared with the WT group, and these differ-
ences were statistically significant (Fig. 3d, g).

PAK4 I417T demonstrates enhanced proliferation,

invasiveness, accelerated cell division, and inhibition

of cell apoptosis in vitro

Overexpression of PAK4 MUT significantly enhances cell
proliferation compared with the WT, as shown by cloning
formation (Fig. 4a,4b), CCK-8 proliferation (Fig. 4c), and
EDU assays (Fig. 4d, e). In addition, MUT-overexpressing
cells exhibit increased invasiveness and migratory abilities
compared with the WT group in transwell (Fig. 4f, g) and
scratch assays (Fig. 4h, i).

Overexpression of MUT leads to a reduction in the pro-
portion of cells in the G1 phase and an increase in the S phase,
resulting in accelerated cell division (Fig. 4j). This effect is
likely due to the upregulation of Cyclin D1 and CDK4/
6 expression (Fig. 4k). Both the WT and MUT groups exhibit
inhibition of cell apoptosis, with MUT showing a stron-
ger and statistically significant effect compared with WT
(Fig. 4l). PAK4 overexpression promotes the expression of
Bcl-2, while inhibiting the expression of Bax and caspase-3,
thereby suppressing cell apoptosis, particularly in the MUT
group (Fig. 4k).

PAK4 I417T demonstrates a significant ability

for metastasis in vivo

The MUT group demonstrated a higher incidence of lung
metastases in comparison to the NC and WT groups (NC:WT:
MUT= 1.75:3.75:7, mean). The statistical analysis further
confirmed the presence of a significant disparity (Fig. 5a).

PAK4 WT and MUT modulate the expression

of different matrix metalloproteinase families

through tumor necrosis factor signaling pathway

A total of 86 differential expression genes (DEGs)
(Fig. 5b) were gained according to the DEGs screening
strategy in the method section. The Kyoto Encyclopedia of

Genes and Genomes enrichment analysis results showed
that the DEGs that were upregulated in WT versus NC and
downregulated in MUT versus NC were enriched in some
cancer-related signaling pathways, particularly those related
to thyroid cancer, such as transcriptional misregulation,
interleukin-17, and tumor necrosis factor (TNF) pathways
(Fig. 5c), whereas differentially expressed genes that were
downregulated in WT versus NC and upregulated in MUT
versus NC were enriched in transcriptional misregulation
signaling pathways (Fig. 5d).

GSEA analysis between theWT andMUT groups revealed
that only the TNF signaling pathway showed significant
enrichment (Fig. 5e). In the TNF signaling pathway, the
differentially expressed gene MMP9 (Fig. 5b) is involved,
along with other genes in the same family such as MMP3.
Further, MMP3 was significantly upregulated in the MUT
group compared with the NC group (Fig. 5f). In addition,
GSEA analysis showed that MMP3 and MMP9 were res-
pectively at the front and end of the log2FoldChange ranked
list, suggesting their significant roles in the MUT and WT
groups, respectively (Fig. 5e).

The levels of MMP9 were higher in the WT group com-
pared with the MUT group, whereas the expression of MMP3
was lower in theWT group, consistent with the transcriptome
sequencing results (Fig. 6g).

PAK4 I417T activates the signaling pathway

of the TNF pathway by promoting phosphorylation

levels PAK4, JNK, NFjB, and c-Jun

MUT enhanced the protein phosphorylation levels of
PAK4, JNK, and NFjB (Fig. 6a–d). Due to JNK activation,
downstream c-Jun was also activated, resulting in a protein
kinase cascade reaction (Fig. 6e–f).

The mutant PAK4 can enhance the oncogenic effect

by interacting with proteins and regulating MMP3

promoter activity

Both p-PAK4 I417 and T417 were found to directly
interact with NFjB, facilitating the transfer of phosphate
groups. However, only T417 can directly bind to JNK
(Fig. 6h).

Further, p-PAK4 T417 exhibited direct interactions with
both MMP3 and MMP9 in the nucleus, leading to simulta-
neous promotion of their expression. However, p-PAK4 I417
only displayed direct interaction with MMP9 (Fig. 6i).

The chromatin immunoprecipitation experiments and dual
luciferase assays (Fig. 6j) provided further evidence that
p-PAK4, acting as a transcription factor, can bind to and
increased activity of the MMP3 promoter in the MUT group.

Discussion

This study explores the genetic susceptibility of FNMTC
starting from one family. At the same time, the variant PAK4:
c.T1250C: p.I417T was not detected in sporadic thyroid

‰

FIG. 6. Changes in the expression of related proteins through the TNF signaling pathway. (a–f) Increased expression of
phosphorylated proteins NFjB (a, b), JNK (c, d), and c-Jun (e, f). (g) The expression of MMP9 and MMP3 in WT and
mutant PAK4. (h, i) The co-IP experiment results. (j) ChIP experiment and Dual luciferase assays provide evidence that the
mutant form of PAK4 can regulate the transcriptional expression of MMP3. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.005. ChIP,
chromatin immunoprecipitation; IP, immunoprecipitation.
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cancer. This observation suggests that there may be differ-
ences in the underlying mechanisms of disease onset between
individuals with FNMTC and SNMTC, consistent with the
genetic characteristics of FNMTC.

Moreover, the presence of the samemutation in one patient
from a different pedigree, combined with the enhanced
oncogenic function exhibited by PAK4: c.T1250C: p.I417T,
indicates its potential as a novel susceptibility gene for
FNMTC.

In previous studies, we have observed significant gene-
tic heterogeneity in FNMTC, with many findings specific
to individual families. Some identified susceptible genes
are related to FNMTC’s specific combined diseases. For
example, 1q21 (fPTC/PRN) is a specific locus for FNMTC
combined papillary renal neoplasms (PRN)44; the 2q21
(NMTC1) locus is associated with follicular variant papillary
thyroid carcinoma (fvPTC)40; TTF-1 may be a susceptible
gene for FNMTC combined multinodular goiter (MNG).61

In our study, patients II2, II9, II11, and III6 exhibited el-
evated levels of anti-thyroglobulin or anti-thyroid peroxidase
(ATPO), and their pathological results indicated Hashimoto’s
thyroiditis. However, PAK4 WT family member II5 also
showed elevated levels of ATPO without thyroid cancer.
Therefore, the role of mutated PAK4 in the development
of FNMTC associated with Hashimoto’s disease remains
unclear, but it shows potential as a specific susceptible gene.
And further research is needed.

Our research findings indicate that the PAK4: c.T1250C:
p.I417T mutation is associated with more aggressive malig-
nant characteristics. We analyze the reasons for the enhanced

functionality of the oncogene. First, starting from the fun-
damental change in protein conformation, it is possible that
the mutation of the amino acid at position 417 to Thr results
in the formation of an intramolecular hydrogen bond with the
nearby Asn at position 413.

As a result, it leads to structural instability of the protein.
This suggests that the mutated residue may form new inter-
actions with other molecules or ligands, thus affecting the
function or stability of the protein. In addition, the substitu-
tion of Thr at position 417 leads to increased phosphorylation
and binding sites in the PAK4 protein.

Changes in protein structure often affect protein function.
Further, combining transcriptomic data, we have discovered
that PAK4 I417T can promote phosphorylated PAK4 nuclear
translocation and expression. It also promotes the phos-
phorylation levels of JNK, NFjB, and c-Jun, activating
the TNF pathway (Fig. 7). This conclusion validates our
prediction.

The downstream of the TNF signaling pathway involves
the matrix metalloproteinases (MMPs) family. Currently,
studies have shown that PAK4 can affect the expression of
MMP9 in patients with adenomyosis, colorectal cancer, and
breast cancer,62–64 but its mechanism of action has not been
explained and has not been verified in thyroid cancer. Our
study found that both the mutant and WT forms can promote
MMP9 expression through direct binding, but this effect is
more pronounced in the WT form.

There are also studies showing the association between
MMP3 gene and the occurrence of thyroid cancer,65,66 but
there is currently no study exploring the association between

FIG. 7. Changes in the mechanism of
mutant PAK4 in the TNF signaling pathway.
The diagram mechanisms of WT and mutant
PAK4 in the TNF signaling pathway
(by Figdraw).
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PAK4 and MMP3. In our verification experiment, PAK4
I417T not only has the ability to directly bind to the promoter
region of MMP3 but also exerts an influence on its tran-
scription and expression. This functionality has not been
observed in the WT PAK4 (Fig. 7).

The limitations of our study include the lack of compre-
hensive somatic mutation analysis, as we only tested for
BRAF mutations in patient II9 and did not screen for other
commonly observed mutations such as TERT promoter or
TP53. This limited evaluation may have missed important
mutations that contribute to disease progression. Another
limitation is the absence of a papillary thyroid carcinoma cell
line with the same BRAFV600E mutation as patient II9.

This introduces variability in the results and may limit
generalizability. Future studies should broaden somatic
mutation analyses and utilize cell lines with matched geno-
types to gain a comprehensive understanding of the molec-
ular landscape.

Finally, the genetic causal relationship model of FNMTC
is complex, with unique pathogenesis likely present in dif-
ferent affected families. In one family, PAK4: c.T1250C:
p.I417T could represent a potential susceptibility gene for
FNMTC. However, more pedigrees and replication studies
are needed to confirm this finding.
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