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Santrauka

Dauginiy endokrininiy naviky sindromo antrasis
tipas - retas autosominiu dominantiniu badu pa-
veldimas sindromas, kuriam badingi skydliaukés
medulinés karcinomos deriniai su feochromo-
citoma ir(ar) prieskydiniy liauky pazeidimais,
taip pat kitiems sindromo potipiams badingais
navikais. Lietuvoje iki $iol nebuvo atlikta tyrimy,
jvertinanc¢iy MEN2 sindromg sukeliancias RET
protoonkogeno mutacijas.

Tikslas - nustatyti ir apibadinti MEN2 sindroma
sukeliancias RET protoonkogeno mutacijas, ba-
dingas sergantiesiems MEN2 sindromu Lietuvoje.
Nustatyti MEN2 sindromo probandy daznj tarp
serganciyjy skydliaukés meduline karcinoma
Lietuvoje.

Tirti 47 skydliaukés meduline karcinoma sergan-
tys ir giminystes rysiais nesusije pacientai. Pacien-
tams atlikti genetiniai tyrimai siekiant nustatyti
MEN2 sindromui badingas germinacines RET
protoonkogeno mutacijas, kurios buvo nustatytos
ir vertintos atliekant DNR sekoskaita.

MEN2 sindromui badingas germinacines RET
protoonkogeno mutacijas nustatéme 8 i§ 47
skydliaukés meduline karcinoma serganciy
pacienty - 17,02 proc. (Pl 95 proc. 6,4-27,7
proc.). DaZniausiai (62,5 proc.) nustatytos ME-
N2A sindromg sukeliancios RET protoonkogeno

mutacijos, esancios 611 (N2), 618 (N1) bei 634
(N2) kodonuose, kiek reciau - MEN2B sindroma
sukelianti mutacija, esanti 918 kodone (N2),
reciausiai - Seiminés skydliaukés medulinés
karcinomos sindromgq sukelianti mutacija, esanti
791 kodone (N1). Pacientams, kuriems nustatytos
MEN2 sindromg sukeliancios RET protoonkoge-
no mutacijos, skydliaukés meduliné karcinoma
atsirasdavo jaunesniame amziuje - 29,8+16,1
mety, nei neturintiems mutacijy - 49,5+10,7
mety amZziaus.

Tirtoje giminystés rysiais nesusijusiy pacienty, ser-
ganciy skydliaukés meduline karcinoma, imtyje
MEN 2 sindromg sukelianc¢iy germinaciniy RET
protoonkogeno mutacijy ir $io sindromo proban-
dy daznis buvo 17,02 proc. (Cl 6,4-27,7 proc.).
Nustatyta RET protoonkogeno mutacijy reiksmé
skydliaukés medulinés karcinomos klinikinéms
ypatybéms.

IVADAS

Dauginiy endokrininiy naviky sindromo antrasis tipas
(angl. multiple endocine neoplasia syndrome type 2,
arba MEN2 sindromas) - retas autosominiu dominantiniu
btdu paveldimas sindromas, kuriam badinga skydliau-
kés medulinés karcinomos deriniai su kitais endokrininés
organy sistemos navikais - feochromocitoma bei priesky-
diniy liauky pazeidimais, taip pat skirtingiems sindromo
potipiams badingais ne endokrininiais pazeidimais [1,2].
MEN2 sindromas skirstomas j tris potipius: MEN2A
sindromui badingi skydliaukés medulinés karcinomos
deriniai su feochromocitoma bei prieskydiniy liauky
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pazeidimais, taip pat kai kuriems pacientams atsiranda
odos lichen amiloidozé ir(ar) Hirschsprung liga; MEN2B
sindromui badinga skydliaukés medulinés karcinomos
deriniai su feochromocitoma, taip pat daugeliui Siy pa-
cienty nustatoma ir gleiviniy ganglioneuromatozé bei
marfanoidiniai kiino bruozai; $eiminés skydliaukés me-
dulinés karcinomos sindromui (SSMK) badinga paveldi-
ma skydliaukés meduliné karcinoma, jiems nenustatomi
kitiems sindromo potipiams badingi pazeidimai [1,2].
MEN2 sindromui badingy naviky atsiradimo daznis skir-
tingais sindromo potipiais sergantiems pacientams pa-
teiktas 1 lenteléje [1]. Skydliaukés meduliné karcinoma
- pagrindinis MEN2 sindromo paZzeidimas, atsirandanti
beveik visiems sergantiesiems Siuo sindromu [1-3]. Tarp
serganciyjy skydliaukés meduline karcinoma net 15-30
proc. atvejy yra susije su MEN2 sindromu [1-3].
MEN2 sindroma sukelia germinacinés RET protoon-
kogeno mutacijos, dél kuriy pakinta jo koduojamo Ias-
telés receptoriaus RET tirozino kinazés morfofunkcija, jis
tampa nuolat aktyvuotu, net ir nesant ligandy [4-7]. RET
protoonkogena sudaro 21 egzonas [1,7]. RET tirozino
kinazé embriogenezés metu reguliuoja lasteliy diferen-
ciacijg, migracija, proliferacija, gyvybinguma, apoptoze

1 lentelé. Dauginiy endokriniy naviky sindromo antrojo tipo
Idinikos ypatumai (1).

Pazeidimai Pazeidimy daZnis procentais
MEN2A MEN2B SSMK

Skydliaukés meduliné karcinoma 100 100 100

Feochromocitoma -

50-60 50
Pirminis hiperparatiroidizmas 10-35 -
Hirschsprung liga Retai
Odos lichen amiloidozé 9-24 -
Marfanoidiniai bruoZai - 92-100
Gangli ¢ 96-100

SSMK - Seiminés skydliaukés medulinés karcinomos sindromas.

2 lentele. MEN2 sindroma sukleianc¢iy RET protoonkogeno
mutacijy lokalizacija.

RET RET protoonkogeno kodonai, kuriuose
protoonkogeno | jvykus mutacijoms atsiranda MEN2
egzonas sindromas

5 292

8 SIS, S50 S8

10 600, 603, 606, 609, 611, 618, 620, 630
11 633 (dupl.), 634, 635 (ins.), 649, 666
i3 768,777, 790, 791

14 804, 804 (+778; 805; 806; 904), 844
15 883, 891

16 912,918

[7,8]. RET protoonkogenas reiksmingas embriogenezés
metu vystantis endokrininei organy sistemai - skyd-
liaukés parafolikulinéms lasteléms, antinksciy Serdinei
daliai, taip pat virskinimo trakto autonominei nervy si-
stemai bei inkstams [1,7,8]. ISsivysCiusiame organizme
Sio protoonkogeno ekspresija vyksta tik nedaugelyje
lasteliy, tarp jy skydliaukés parafolikulinése lastelése,
prieskydiniy liauky, antinksciy Serdinés dalies bei kai
kuriose nervy sistemos lastelése, taip pat i$ jy kilusiuose
navikuose - skydliaukés medulinés karcinomos, feoch-
romocitomos, neuroblastomos lastelése [1,6,7]. [vykus
mutacijai nepazeistame RET protoonkogeno alelyje
sutrinka lastelés augimas, diferenciacija, proliferacija,
sutrinka apoptozés reguliacija, atsiranda navikinés laste-
lés [4-8]. Pacientams, sergantiems MEN2 sindromu, yra
nustatyta sasaja tarp jvairiy $j sindroma sukelian¢iy RET
protoonkogeno mutacijy ir skirtingy sindromo potipiy
atsiradimo - genotipo sasaja su fenotipu [9-13]. Siuo
metu literatiroje aprasytos ir eksperimentiniais tyrimais
jrodytos astuoniuose RET protoonkogeno egzonuose
esancios mutacijos, kurios sukelia MEN2 sindroma
[6,12,13]. MEN2 sindroma sukelian¢iy RET protoonko-
geno mutacijy pasiskirstymas egzonuose ir kodonuose
pateiktas 2 lenteléje [6,13]. Nustatytas didelis MEN2
sindroma sukelian¢iy RET protoonkogeno mutacijy
penetrantiskumas, siekiantis 95-100 procenty [1,13,14].

MEN2 sindroma sukelianc¢iy RET protoonkogeno
mutacijy nustatymas ir molekulinés MEN2 sindromo
patogenezés samprata svarbi klinikinéje praktikoje:
atlikus genetinius tyrimus galima ne tik diagnozuoti
MEN2 sindroma jam badingais navikais jau sergantiems
pacientams, bet ir nustatyti asimptominius sindromo pa-
veldétojus tarp MEN2 sindromu serganciyjy pirmos eilés
giminiy. Genetinis MEN2 sindromo diagnozés pagrindi-
mas jgalina MEN2 sindromu sergancius pacientus ir $io
sindromo asimptominius paveldétojus kryptingai tirti,
stebéti, siekiant anksti diagnozuoti ikivézinius susirgimus
ir(ar) ankstyvas vézio stadijas, laiku nustatyti grésmingas
endokrinopatijas, laiku pradéti gydyma, pritaikyti vézio
profilaktika, pagerinti pacienty prognoze [1,2].

Darbo tikslas - nustatyti ir apibtadinti MEN2 sindroma
sukeliancias RET protoonkogeno mutacijas, badingas
serganc¢iyjy MEN2 sindromu probandams Lietuvoje.
Nustatyti MEN2 sindromo probandy daznj tarp sergan-
Ciyjy skydliaukés meduline karcinoma Lietuvoje. Tai
originalus mokslinis tyrimas.

TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI
Mokslinis tyrimas atliktas Lietuvos sveikatos moksly
universiteto Medicinos akademijos Onkologijos klini-
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koje. Darbui su tiriamaisiais pacientais ir genetiniams
tyrimams atlikti gautas Lietuvos bioetikos komiteto
Leidimas (2007-12-21 Nr. 57).

Kadangi iki atliekant §j tyrima Lietuvoje dar nebuvo
genetiskai diagnozuojamas MEN2 sindromas, MEN2
sindromo probandy buvo ieskoma tarp giminystés rysiais
nesusijusiy pacienty, serganciyjy skydliaukés meduline
karcinoma, kuri yra pagrindinis, anksciausiai ir beveik
visiems sergantiesiems MEN2 sindromu atsirandantis
navikas. Tyrime sutiko dalyvauti 47 giminystés rysiais
nesusije skydliaukés meduline karcinoma sergantys pa-
cientai: 34 moterys (72,3 proc.) ir 13 vyry (27,7 proc.),
pacienty amziaus vidurkis - 46,1+13,8 metai (jauniau-
siam - 8 metai, vyriausiam - 76 metai). Pacientai tirti ir
gydyti Lietuvos sveikatos moksly universiteto ligoninéje
Kauno klinikose bei Vilniaus universiteto Onkologijos
institute ir Santariskiy klinikose 2000-2010 metais. Visi
pacientai buvo konsultuojami klinikinio genetiko pries
atliekant genetinius tyrimus ir juos atlikus klinikinio
genetiko Lietuvos sveikatos moksly universiteto Kauno
kliniky Konsultacinéje poliklinikoje.

Pacientams buvo atlikti genetiniai RET protoonkoge-
no 8 padidintos rizikos egzony tyrimai siekiant nustatyti
germinacines MEN2 sindroma sukeliancias RET pro-
toonkogeno mutacijas. Genetiskai diagnozavus MEN2
sindroma, pacientai tolimesniam istyrimui ir gydymui
buvo siunciami endokrinologo konsultacijai.

Pacienty dezoksiribonukleininé ragstis (DNR) isskirta
i$ 200 pl kraujo panaudojant DNR gryninimo rinkinj -
SORPQ®, pagal rinkinio aprase pateikta standartine DNR
gryninimo i$ kraujo metodika. Siekiant nustatyti RET
protoonkogeno mutacijas amplifikuoti 5, 8, 10, 11, 13,
14, 15 ir 16 egzonai. Atliktos Siy egzony polimerazés
grandininés reakcijos. Pradmeny poros panaudotos 8
RET protoonkogeno egzonams amplifikuoti pateiktos
3 lenteléje. Polimerazés grandininés reakcijos salygos:
pradiné denataracija - 94°C 3‘; amplifikacijos ciklas
(cikly skaicius 35) - denatdracija 94°C 30“, pradmeny
hibridizacijos temperatiry diapazonas priklausomai
nuo amplifikuojamo egzono - 5, 8, 11, 14-15 egzonams
-54,0°C 30“,010, 13, 16 egzonams - 60,0°C 30", DNR
grandinés sintezé 72°C 45”; terminaliné sintezé 72°C 3;
reakcijos pabaiga 4°C. Ciklinei sekoskaitos PGR reakcijai
amplifikuojant 10, 13 ir 16 egzonus naudoti pirmojo
PGR pradmenys (3 lentelé), o amplifikuojant 5, 8, 11, 14
bei 15 egzonus naudoti vidiniai pradmenys. Pradmenys
panaudoti DNR sekoskaitai pateikti 4 lenteléje. PGR
produkty sekoskaita atlikta naudojant kapiliarinj sekve-
natoriy - 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems),

3 lentelé. RET protoonkogeno padidintos rizikos egzony am-
plifikavimui naudoti pradmenys.

Egzonas | Pradmens pavadinimas ir nukleotidy seka pradmenyje PGR
Produkto ilgis
(baziy poros)
5 RET-5F 5'-GCG CTC TGATGT ACA CCT -3' 1045
RET-5R 5'-TAC ACC AGC CTG TTT AGC AG -3'
8 RET-8 F 5'-GCT GTT CCC TGT CCT TGG-3' 357
RET-8 R 5'- CTATGC TGG CAT CGAGAG C -3'
10 RET-10 F 5'-GGG CCT ATG CTT GCG ACA CCA -3' 373
RET-10 R 5'-CCA GAG GGA GGG AGG GAAGTTT-3'
1 RET-11 F 5'-TGT AAG AGG GCA ATA GTG GTC -3' 667
RET-11 R 5'-GAA CGG CAC CTC ATC ACA GTC -3'
13 RET-13 F 5'-AGAAGC CTC AAG CAG CAT CGT C -3' 348
RET-13 R 5'-AGG AGC AGT AGG GAAAGG GAG AAA -
3
14-15 | RET-14F 5'-GTC CAC CCC CTTACT CATT-3' 977
RET-15R 5'-GGT TGA GCG GAG TTC TAATTG -3'
16 RET-16 F 5'-GGC CTT CTC CTT TAC CCC TCC TT-3' 337
RET-16 R 5'-CAG CCATTT GCC TCA CGAACAC -3'

4 lentelé. Vidiniai pradmenys, naudoti ciklinés sekoskaitos
PGR reakcijai.

Egzonas | Vidinio Nukleotidy seka pradmenyje PGR
pradmens produkto
pavadini ilgis (bazés)

5 RET-5 F seq 5'-CTATGG GCT GTG TGG GAC-3' 714
RET-5 R seq 5'-CCC ATG AAG AGC GAG CAC-3' 694
8 RET-8 F seq 5'-CTT GGG CAC TAG CTG GAC 344
GC-3'
1 RET-11 F seq 5'-CAT ACG CAG CCT GTA CCCA - 525
RET-11 R seq 3 610
5'-AAATGG GGG CAGAACACAG -
3
14 RET-14 R seq 5'-GGG CAT GGT GGG CTAGAGT - 460
3
15 RET-15 F seq 5'-ACA CAC CAC CCCTCT GCT-3' 399

5 lentelé. MEN2 sindroma sukelianc¢iy RET protoonkogeno
mutacijos, ju daznis, MEN2 sindromo potipis.

Egzonas | Kodonas | Nukleotido substitucija Baltymo | Atvejai | DaZnis MEN2
poky¢iai o) (%) sindromo

potipis

10 611 TGC>TGG | ¢.1833C>G| p.C611W | 2 25,0 MEN2A
10 618 TGC>CGC | ¢.1852T>C| p.C618R | 1 12,5 MEN2A
1 634 TGC>CGC | ¢.1899T>C| p.C634R | 2 25,0 MEN2A
13 791 TAT>TTT | ¢.2372A>T| p.Y791F 1 12,5 SSMK
16 918 ATG>ACG| ¢.2753T>C| p.M918T | 2 25,0 MEN2B

naudotas rinkinys - BigDye®Terminator v3.1, Cycle
Sequencing Kit (BDT v3.1) (Applied Biosystems). Nus-
tatytos DNR sekos analizuotos naudojant programine
jranga - Vector NTI Advance™ 10 (Invitrogen).

Tyrimo duomenu statistiné analizé atlikta panaudo-
jant SPSS Statistics 17.0 programa. Naudojant Shapiro-
Wilk testa nustatyta, kad masy imtyje pacienty amziui
badingas normalusis skirstinys (p>0,05), todél vertindami
pacienty, serganciy sporadine ir paveldima (dél MEN2
sindromo atsiradusia) skydliaukés meduline karcinoma,
naudojome Stjudento t-testa. Jvertinome MEN2 sin-
dromui badingy RET protoonkogeno mutacijy daznj,
santykinj daznj, daznio 95% pasikliautinius intervalus.
Dazniy skirtumo palyginimui naudotas Pearson y? krite-
rijus. Naudotas reiksmingumo lygmuo - p<0,05.
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TYRIMO REZULTATAI

ISanalizavus 47 skydliaukés meduline karcinoma
serganciy giminystés rysSiais nesusijusiy pacienty RET
protoonkogeno astuoniy egzony [5, 8, 10, 11, 13, 14,
15, 16] sekoskaitos duomenis, 8 pacientams nustatéme
MEN2 sindroma sukeliancias RET protoonkogeno muta-
cijas. MEN2 sindroma sukeliancios RET protoonkogeno
mutacijos ir jy sukeliami MEN2 sindromo potipiai pa-
teikti 5 lenteléje. MEN2 sindroma sukeliancios RET
protooonkogeno mutacijos nustatytos 10, 11, 13 ir 16
egzonuose, 0 5, 8, 14 ir 15 egzonuose MEN2 sindroma
sukelianciy RET protoonkogeno mutacijy nenustatéme.
MEN2 sindromo mutacijy daZnis tarp giminysteés rysiais
nesusijusiy pacienty, serganciy skydliaukés meduline
karcinoma, masy tirtoje imtyje buvo 17,02 proc. (Cl95
proc. 6,4-27,7 proc.). Skydliaukés meduline karcinoma
serganciy pacienty, kuriems diagnozuotos MEN2 sindro-
ma sukeliancios RET protoonkogeno mutacijos, daznis
statistiskai reiksmingai skyrési nuo sporadine skydliaukés
meduline karcinoma serganciyjy daznio (p<0,001): jie
buvo nustatomi reciau nei sergantieji sporadine skyd-
liaukés meduline karcinoma.

MEN2 sindroma sukelianc¢iu RET protoonkogeno
mutaciju kokybinis jvertinimas. RET protoonkogeno
10 egzono 611 kodono mutacijos jvertinimas. RET
protoonkogeno deSimtame egzone dviem giminystés
rysiais nesusijusiems pacientams nustatéme 611 kodono
mutacija - ¢.1833C>G. RET protoonkogeno 10 egzono
611 kodono mutacija (chromatogama) pavaizduota
1 paveiksle. Abiem pacientams nustatyta analogiska
mutacija. Analizuojant chromatograma pastebime, kad
pacientai yra heterozigotai $ios mutacijos atzvilgiu:
viename i3 aleliy jvykusi citozino substitucija guaninu,
deél kurios RET tirozino kinazéje pakei¢iama amino

Heterozigotas
TGC611TGG
cC T & BB T T C C C T
Pradmuo RET-10F -
c T & 6 T T C C C T

./\\ ."I |I
ANV

|
Iprasta nukleotidu seka c T
T

]
1
9]

.

=1 ]

T
T

[l ¥

]
[
I
]

-+ 2

1 paveikslas. RET protoonkogeno 10 egzono 611 kodono mu-
tacijos chromatograma.

ragstis - cisteinas pakeiciamas triptofanu - p.C611W.
Amino rhgsties pakeitimas jvyksta ekstraceliuliniame
RET tirozino kinazés domene.

RET protoonkogeno 10 egzono 618 kodono mu-
tacijos jvertinimas. RET protoonkogeno 10 egzono
618 kodono mutacija - ¢.1852T>C nustatéme vienam
skydliaukés meduline karcinoma serganc¢iam pacientui.
RET protoonkogeno 10 egzono 618 kodono mutacija
pavaizduota 2 paveiksle. Analizuojant chromatograma
pastebime, kad pacientas yra heterozigotas $ios mutaci-
jos atzvilgiu: viename i$ aleliy jvykusi timino substitucija
citozinu, dél kurios RET tirozino kinazéje pakeiciama
amino ragstis - cisteinas pakei¢iamas argininu. Amino
ragsties pakeitimas jvyksta ekstraceliuliniame RET tiro-
zino kinazés domene.

RET protoonkogeno 11 egzono 634 kodono mutaci-
jos jvertinimas. Dviem giminystés rysiais nesusijusiems
pacientams nustatéme RET protoonkogeno 11 egzono
634 kodono mutacija - ¢.1899T>C, sukelian¢ig MEN2A
sindroma. RET protoonkogeno 11 egzono 634 kodono
mutacija pavaizduota 3 paveiksle. Abiem pacientams
nustatyta identiska mutacija. Analizuojant chromatog-

Heterozigotas
TGC618CGC

Pradmuo RET-10F

c

SR

=]

G Q
1

Iprastiné nukleotidy seka

2 paveikslas. RET protoonkogeno 10 egzono 618 kodono mu-
tacijos chromatograma.

Heterozigotas
TGC634CGC
Pradmuo RET-11F seq A G CT G Y G C C G C
A G C T G Y G C C G C
N
s \\ f\
| [
{ /\/\] \
Iprastiné nukleotidy seka A G C T G G C C G ¢
A G C T G T G Cc Cc G C
+

3 paveikslas. RET protoonkogeno 11 egzono 634 kodono mu-
tacijos chromatograma.
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Heterozigotas

TAT791TIT
A T T G T W T G G G G
Pradmuo RET-13F
A T T G T W T G G G G

Iprastiné nukleotidy seka

z’:'fT '\//\'W Vvl '\M

T G T A T G G G G
T G T T G G G G

4 paveikslas. RET protoonkogeno 13 egzono 791 kodono mu-
tacijos chromatograma.

rama pastebime, kad pacientai yra heterozigotai $ios
mutacijos atzvilgiu: viename i$ aleliy jvykusi timino
substitucija citozinu, dél kurios RET tirozino kinazéje pa-
kei¢iama amino ragstis - cisteinas pakeic¢iamas argininu.
Amino ragsties pakeitimas jvyksta ekstraceliuliniame RET
tirozino kinazés domene.

RET protoonkogeno 13 egzono 791 kodono muta-
cijos jvertinimas. RET protoonkogeno 13 egzono 791
kodono mutacijg - ¢.2372A>T, sukeliancia Seiminés
skydliaukés medulinés karcinomos sindroma, nustatéme
vienam pacientui, serganc¢iam skydliaukés meduline
karcinoma. RET protoonkogeno 13 egzono 791 kodono
mutacija pavaizduota 4 paveiksle. Analizuojant chroma-
tograma pastebime, kad pacientai yra heterozigotai $ios
mutacijos atzvilgiu: viename i$ aleliy jvykusi adenino
substitucija timinu, dél kurios RET tirozino kinazéje pa-
keic¢iama amino ragstis - tirozinas pakeiciamas fenilala-
ninu. Amino ragsties pakeitimas jvyksta intraceliuliniame
RET tirozino kinazés domene.

RET protoonkogeno 16 egzono 918 kodono muta-
cijos jvertinimas. RET protoonkogeno 16 egzono 918
kodono mutacija - ¢.2753T>C, sukelianc¢ia MEN2B
sindroma, nustatéme dviem giminystés rysiais nesusi-
jusiems skydliaukés meduline karcinoma sergantiems
pacientams. RET protoonkogeno 16 egzono 918 kodono
mutacija pavaizduota 5 paveiksle. Abiem pacientams
nustatyta analogiska Sio kodono mutacija. Analizuojant
chromatograma pastebime, kad pacientai yra heterozigo-
tai Sios mutacijos atzvilgiu: viename i$ aleliy jvykusi timi-
no substitucija citozinu, dél kurios RET tirozino kinazéje
pakei¢iama amino rlgstis - metioninas pakeiciamas treo-
ninu. Amino ragsties pakeitimas jvyksta intraceliuliniame
RET tirozino kinazés domene. IStyrus abiejy pacienty
tévus nustatéme, kad abiejose Seimose yra de novo
RET protoonkogeno 16 egzono 918 kodono mutacija.

MEN2 sindroma sukelianc¢iu RET protoonkogeno
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5 paveikslas. RET protoonkogeno 16 egzono 918 kodono mu-
tacijos chromatograma.

6 lentelé. RET protoonkogeno jtaka skydliaukés meduline
karcinoma serganciy pacienty amziui.

PoZymis SMK (ne giminés) Sporadiné SMK MEN2 p
bendras SMK

AmZius 46,1+13,8 49,5+10,7 29,8+16,1 0,01

| (metai)

SMK - skydliaukés meduliné karcinoma
SMK MEN?2 - skydliaukés meduliné karcinoma, sukelta MEN2 sindromo

mutaciju jtaka skydliaukés medulinés karcinomos
atsiradimo laikui nustatymas. Skydliaukés meduline
karcinoma serganciy ir giminystés rysiais nesusijusiy pa-
cienty, kuriems nustatyta MEN2 sindroma sukelianti RET
protoonkogeno mutacija ir kuriems §i mutacija nenusta-
tyta, amziaus vidurkiy palyginimas pateiktas 5 lenteléje.
MEN2 sindromu sergantiems pacientams statistiskai
reikSmingai anksciau atsirasdavo skydliaukés meduliné
karcinoma lyginant su sporadinés skydliaukés medulinés
karcinomos atvejais - 29,8 vs. 49,5 metai (p=0,01), taip
pat Siems pacientams skydliaukés meduliné karcinoma
atsirasdavo anksciau ir uz bendra serganciy skydliaukés
meduline karcinoma ir giminystés rysiais nesusijusiy pa-
cienty amziaus vidurkj - 29,8 vs. 46,1 metai (p=0,025).
Tarp bendros serganciyjy skydliaukés meduline karcino-
ma grupés ir sporadine skydliaukés meduline karcinoma
serganciy pacienty statistiskai reikSmingo amziaus vidur-
kio skirtumo nenustatéme (p=0,211). (6 lentelé).
Bendroje serganciyjy skydliaukés meduline karci-
noma grupéje Si liga statistiskai reikSmingai dazniau
diagnozuota moterims (N34) nei vyrams (N13) - 72,3
proc. (Pl 95 proc. 61,5-87,2 proc.) vs. 27,7 proc. (Pl
95 proc. 12,8-38,5 proc.) (p=0,002), reiksmingas skir-
tumas isliko ir pacienty, kuriems nenustatyta mutacija
grupéje, - moterys (N29) vs. vyrai (N10) — 74,4 proc. (Pl
61,5-87,2 proc.) vs. 25,6 proc. (PI 95 proc. 12,8-38,5
proc.) (p=0,002). Taciau skydliaukés meduline karci-
noma serganciy ir MEN2 sindroma sukeliancias RET
protoonkogeno mutacijas paveldéjusiy pacienty grupéje
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skirtumas tarp motery (N5) ir vyry (3) buvo statistiskai
nereiksmingas - 62,4 proc. (P195 proc. 25,0-87,0 proc.)
vs. 37,5 proc. (PI'95 proc. 12,5-75,0 proc.) (p=0,48).

REZULTATU APTARIMAS

Dauginiy endokrininiy naviky sindromo antrasis tipas
- retas autosominiu dominantiniu badu paveldimas en-
dokrininés organy sistemos dauginius navikus sukeliantis
sindromas. Sio sindromo atsiradimo daZnis bendroje
populiacijose yra 2,5-3 atvejai 100 000 Zmoniy [3,12].
Tarp serganciyjy skydliaukés meduline karcinoma MEN2
sindromas nustatomas 15-30 proc. atvejy [3,12]. Tai
labai retas sindromas, kurj galima nustatyti tarp taip
pat reto skydliaukés naviko: skydliaukés meduliné kar-
cinoma sudaro apie 4 proc. visy skydliaukés naviky.
Lietuvoje kasmet vidutiniskai diagnozuojama apie 11
skydliaukés medulinés karcinomos atvejy. Tai pagrindZia
masy imties tarj - 47 giminystés rysiais nesusije skyd-
liaukés meduline karcinoma sergantys pacientai. Masy
tyrimo duomenys atitinka literatiros duomenis: nusta-
tytas MEN2 sindromo probandy, serganciy skydliaukés
meduline karcinoma, daznis tarp visy tirty skydliaukeés
meduline karcinoma serganciy pacienty buvo 17,02
proc. (P16,4-27,7 proc.). Reikéty atkreipti démes;j j tai,
kad pacienty Seimose yra ir daugiau MEN2 sindromu
serganciy pacienty, kurie tyrime nedalyvavo, todél
MEN2 sindromo daznis bendroje skydliaukés meduline
karcinoma serganciyjy populiacijoje gali bati didesnis
nei masy nustatytas daznis.

Literatiros duomenimis, tarp serganciyjy MEN2
sindromu dazniausiai nustatomas MEN2A sindromas
(56-90 proc. atvejy), kiek reciau - Seiminés skydliaukeés
medulinés karcinomos sindromas (20-35 proc. atvejy),
reCiausiai - MEN2B sindromas (5-9 proc. atvejy) [3,12].
Ivertinus genetiniy tyrimy bei klinikinius duomenis, taip
pat pacienty $eimos anamneze, nustatéme, kad mdsy
tirtoje imtyje dazniausiai nustatytos MEN2A sindroma
sukeliancios RET protoonkogeno mutacijos bei $is sin-
dromas (62,5 proc.), kiek re¢iau - MEN2B (25,0 proc.),
reCiausiai - Seiminés skydliaukés medulinés karcinomos
sindroma (12,5 proc.). MEN2 sindromui badinga tai, kad
navikai atsiranda anksciau nei sporadiniais atvejais [1-3].
Masy tirtoje imtyje MEN2 sindroma sukelianc¢ias RET
protoonkogeno mutacijas paveldéjusiems pacientams
skydliaukés meduliné karcinoma atsirasdavo statistiskai
reik§smingai anksciau nei sporadiniais atvejais - 29,8 vs.
49,5 metai (p=0,01).

LiteratGros duomenimis, nenustatyta statistiSkai
reik§mingo vyry ir motery sergamumo MEN2 sindromu
ar jam badingais navikais dazniy skirtumo [1]. Masy

tirtoje imtyje sporadine skydliaukés meduline karcinoma
moterys sirgdavo statistiskai reikSmingai daZniau nei
vyrai - 72,3 proc. vs. 27,7 proc. (p=0,002), taCiau tarp
MEN2 sindromui bddingas RET protoonkogeno mutaci-
jas turinciy pacienty nenustatytas statistiskai reikSmingas
dazniy skirtumas - 62,4 proc. vs. 37,5 proc. (p=0,48).
Tai galima paaiskinti tuo, kad paveldima skydliaukés
meduliné karcinoma atsirada dél RET protoonkogeno
mutacijy, kurios paveldimos autosominiu dominantiniu
badu, esant 50 proc. paveldéjimo tikimybei bei beveik
pilnai iSreikstam mutacijos penetrantiSkumui, neturéty
bati reiksmingo vyry ir motery sergamumo paveldima
skydliaukés meduline karcinoma dazniy skirtumo.

Misy atlikto tyrimo metu nustatéme literataroje
apradytas, dazniausiai pasitaikancias MEN2 sindroma
sukeliancias RET protoonkogeno mutacijas (2,9-13),
esancias 611, 618, 634 bei 918 kodonuose, taip pat
kiek re¢iau nustatoma - 791 kodono mutacija. Siy
mutacijy jtaka MEN2 sindromo atsiradimui jrodyta
eksperimentiniais tyrimais, pagrjsta klinikiniais tyrimais
bei praktika [13,15,16-18]. Tarp serganciyjy MEN2
sindromu dazniausiai atsiranda ekstraceliulinio RET
tirozino kinazés domeno amino ragsciy sudétj pa-
keiCianc¢iy RET protoonkogeno mutacijy, sukelianciy
MEN2A bei seiminés skydliaukés medulinés karcinomos
sindromus, reciau - intraceliulinio, dél kurio dazniausiai
atsiranda Seiminés skydliaukés medulinés karcinomos
bei MEN2B sindromai [3,6,10-13,19]. |Jvykus vieno
nukleotido substitucijai RET protoonkogene, pakinta
lastelés membranos receptoriaus RET tirozino kinazés
struktdra ir funkcija: receptorius tampa nuolat aktyvuotas
net ir nesant ligandy [4-8]. |vykus RET protoonkogeno
mutacijoms, dél kuriy pakei¢iama amino ragstis eks-
traceliuliniame RET tirozino kinazés domene, jvyksta
receptoriaus monomery dimerizacija nesant ligandy,
dél ko fosforilinama intraceliuliné receptoriaus dalis,
aktyvuojamas intaceliulinis signalo perdavimas [6,19].
Net 5 i$ 8 masy tirty pacienty (611, 618, 634 kodony
mutacijos) MEN2 sindromas atsirado dél $io RET tirozino
kinazés aktyvavimo mechanizmo. Jvykus RET protoon-
kogeno mutacijoms, dél kuriy pakaic¢iama amino ragstis
intraceliuliniame RET tirozino kinazés domene, bina
aktyvuoti net Sio receptoriaus monomerai [19]. Masy
tirtoje imtyje 3 pacientams (791, 918 kodony mutacijos)
MEN2 sindromas atsirado dél Sio RET tirozino kinazés
aktyvinimo mechanizmo.

MEN2B sindroma sukeliancios RET protoonkogeno
de novo mutacijos nustatomos apie 50 proc. Sio sin-
dromo atvejy [3,12]. Tarp masy tirty pacienty abiem
MEN2B sindromu sergantiems pacientams nustatytos
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germinacinés RET protoonkogeno 16 egzono 918 kodo-
no de novo mutacijos. Seiminés anamnezés nebuvimas,
taip pat naujai atsiradusios mutacijos apsunkina MEN2B
sindromo diagnostika.

Sergantiesiems MEN2 sindromu yra nustatyta ge-
notipo sasaja su ligos fenotipu: paveldéjus konkrecia
RET protoonkogeno mutacija galima prognozuoti, kuris
MEN2 sindromo potipis atsiras, kokia skirtingy naviky
atsiradimo rizika ar net klinikiné eiga [3,9-12]. Atsizvel-
giant j tai pacientai skirstomi j tris rizikos kategorijas,
kurios padeda pasirinkti tinkama skydliaukés medulinés
karcinomos profilaktikos strategija. Siuo metu MEN2
sindromui badingas RET protoonkogeno mutacijas
paveldéjusiems pacientams visuotinai priimta radikali
skydliaukés medulinés karcinomos profilaktika - daz-
niausiai sindromo paveldétojams atliekama profilaktiné
tiroidektomija [3,12,20]. Atsiradus galimybei genetiskai
diagnozuoti asimptominius MEN2 sindromo paveldéto-
jus $iuo metu retai taikomas pacienty stebéjimas siekiant
anksti diagnozuoti skydliaukés meduline karcinoma ir
jai atsiradus pradéti gydyma, nes atsiradus skydliaukeés
medulinei karcinomai didéja jos i$plitimo rizika, blogéja
pacienty prognozé [3,20]. Atsizvelgiant | MEN2 sindro-
ma sukelian¢iag mutacija skiriamos aukstos rizikos grupeé
(jai priskiriamos 609, 790, 791, 804, 649, 891 bei 768
kodony mutacijos, sindromo paveldétojams profilaktine
tiroidektomija rekomenduojama atlikti 5-10 mety am-
Ziaus), aukstesnés - (jai priskiriamos 611, 618, 620, 630,
631 ir 634 kodony mutacijos, sindromo paveldétojams
profilaktine tiroidektomija rekomenduojama atlikti 5-6
mety amziaus), auksciausios - (jai priskiriamos 883 ir
918 kodony mutacijos, Siy mutacijy paveldétojams reko-
menduojama profilaktine tiroidektomija atlikti iki 1 mety
amzZiaus, o vyresniems pacientams - i$ karto nustacius
genetine diagnoze) [3,12,20]. Tarp masy tirty pacienty
atsizvelgiant j nustatyta MEN2 sindromui badinga RET
protoonkogeno mutacijg, aukstos rizikos grupei buvo
priskitas 1 pacientas (791 kodono mutacija), aukstesnés
-5 (611, 618, 634 kodony mutacijos), auk$ciausios - 2
(918 kodono mutacija). Jvertinus RET protoonkogeno
mutacijas ir jy keliama rizika dél MEN2 sindromo atsira-
dusios skydliaukés medulinés karcinomos atveju galima
ne tik jvertinti $io naviko agresyvuma bei klinikine eiga,
bet ir prognozuoti kity naviky atsiradimo tikimybe, be to,
Sios rizikos jvertinimas svarbus ir pacienty pirmos eilés
giminéms, tarp kuriy, genetiniais tyrimy badais nustacius
MEN2 sindromo paveldétojus, galima jvertinti jy MEN2
sindromo eigos rizika, pasirinkti tinkama skydliaukeés
medulinés karcinomos profilaktikos strategija.

ISVADOS

1. Giminystés rySiais nesusijusiy pacienty, serganciy
skydliaukés meduline karcinoma, imtyje MEN 2 sin-
droma sukelianciy germinaciniy RET protoonkogeno
mutacijy ir $io sindromo probandy daznis Lietuvoje
buvo 17,02 proc. (Pl 6,4-27,7 proc.).

2. Skydliaukés meduline karcinoma segantiesiems
pacientams, kuriems nustatytos MEN2 sindroma suke-
liancios germinacinés RET protoonkogeno mutacijos,
daZzniausiai (62,5 proc. atvejy) buvo nustatomos MEN2A
sindroma sukelian¢ios mutacijos, esancios 611, 618,
634 kodonuose, reciau (25,0 proc. atvejy) - MEN2B
sindroma sukelianti mutacija, esanti 918 kodone, re-
Ciausiai - Seiminés skydliaukés medulinés karcinomos
sindroma sukelianti mutacija, esanti 791 kodone. Visi
pacientai, kuriems nustatomos MEN2 sindroma suke-
liancios germinacinés RET protoonkogeno mutacijos,
buvo heterozigotai mutacijos atzvilgiu.

3. Skydliaukés meduline karcinoma sergantiems
pacientams, kuriems nustatytos MEN2 sindroma suke-
liancios germinacinés RET protoonkogeno mutacijos,
dazniausiai nustatytos ekstraceliulinio RET tirozino ki-
nazés domeno amino ragsciy sudétj kei¢ian¢ios MEN2
sindroma sukeliancios germinacinés RET protoonkogeno
mutacijos - 62,5 proc., reCiau - intraceliulinio - 37,5
proc.

4. Pacientai, kuriems nustatytos MEN2 sindroma su-
keliancios germinacinés RET protoonkogeno mutacijos,
skydliaukés meduline karcinoma susirgdavo statistiskai
reiksmingai anksciau nei $iy mutacijy neturintieji - 29,8
vs. 49,5 metai (p=0,01).
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QUALITATIVE ANALYSIS OF RET PROTOONCOGENE MUTA-
TIONS CAUSING THE SECOND TYPE OF MULTIPLE ENDOCRINE
NEOPLASIA SYNDROME IN LITHUANIA

Linas Juodelé, Danielius Serapinas, Laimutis Kucinskas, Danuté
Mazgeliené, Elona Juozaityté

Summary

Key words: multiple endocrine neoplasia type 2, MEN2 syndrome,
RET protooncogene, genetic analysis.

Introduction. Multiple endocrine neoplasia type 2 (MEN2) is a rare
syndrome, inherited in an autosomal dominant pattern, characterized
by combination of medullary thyroid carcinoma with pheochro-
macytoma, tumors of the parathyroid glands and more rare tumors.
Therefore, up till now there are no data about RET protooncogene
mutations causing MEN2 syndrome in Lithuania.

The aim of the study. To determine and evaluate RET protoon-
cogene mutations in patients with MEN2 syndrome in Lithuania. To
determine frequency of MEN2 syndrome probands in patients with
medullary thyroid carcinoma in Lithuania.

Methods. A total of 47 unrelated patients with medullary thyroid
carcinoma were enrolled into the study. Patients underwent genetic
testing by DNA sequencing, detecting germline mutations causing
MEN2 syndrome.

Results. RET protooncogene mutations causing MEN2 syndrome
were detected in 8 patients of the 47 medullary thyroid carcinoma
cases — 17.02% (Cl 95% 6.4 — 27.7%). The most frequent RET pro-
tooncogene mutations (in 611 (N2), 618(N1), 634 (N2) codons) were
detected to cause MEN2A syndrome (62.5%), less frequent mutation
in 918 codone (N2) that caused MEN2B syndrome, most rare — familial
medullary thyroid carcinoma syndrome causative mutation in 791
codone (N1). In patients with detected MEN2 syndrome causative
mutations in RET protooncogene, medullary thyroid carcinoma ma-
nifested in younger age — 29.8 +16.1 years, comparing with sporadic
cases —49.5+10.7 years.

Conclusions. For the first time in Lithuania in unrelated patients
with medullary thyroid carcinoma detected frequency of probands
and germline RET protooncogene mutations causing MEN2 syndrome
was 17.02 (Cl 95% 6.4 — 27.7%). The study has also assessed the po-
tential role of RET protooncogene mutations to the clinical features
of medullary thyroid carcinoma.
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