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Souhrn: Vyzkumy poslednich 10 let prokazaly patogenetickou roli RET proto-onkogenu u niddorovych onemocnéni titné zla-
zy - medularniho karcinomu $titné zlazy (MTC), papilarniho karcinomu $titné zlazy (PTC), u syndromi@t MEN 2 a u Hirsch-
sprungovy choroby, kterd muze byt spojena s MTC ¢i MEN 2. Molekuldrné genetickd diagnostika umoziuje nalézt mutace ge-
nu, na zakladé nichz lze predvidat priibéh onemocnéni, ale zejména je pfinosna u rizikovych osob, v jejichZ pripadech je moz-
no pii pozitivnim nédlezu mutace terapeuticky zasdhnout jiz v presymptomatickém stadiu onemocnéni. Nositelim zirodecné
mutace je doporucena profylakticka totdlni tyreoidektomie. Nyni se intenzivné zkoum4 fyziologicka role RET proto-onkogenu
v normalni proliferaci, diferenciaci a prezivani bunék. Diky novym poznatkiim se rysuje i moznost terapeutického vyuziti geno-
vé terapie na drovni RET signaliza¢ni kaskddy.
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Thyroid carcinomas and Hirschsprung’s disease — 10-year experience with molecular
genetic testing of the RET proto-oncogene

Summary: In the last ten years, research has confirmed the role of the RET proto-oncogene in the pathogenesis of thyroid can-
cer such as medullary thyroid carcinoma (MTC) and papillary thyroid carcinoma (PTC), multiple endocrine neoplasia type 2
(MEN 2) and Hirschsprung’s disease that can be associated with MTC or MEN 2. Through the use of molecular genetic testing,
we are able to detect gene mutations and the course the disease might take can be predicted, thus enabling us to cure mutation
carriers among the high-risk patients can at a very early, clinically asymptomatic stage of the disease; prophylactic total
thyreoidectomy in said patients is recommended. At this juncture, there is extensive on-going research on the physiological role
played by the RET proto-oncogene on the normal proliferation, differentiation and survival of the cell. Thanks to the new find-
ings there are now possibilities of the theurapeutic use of gene therapy on an RET signaling cascade level in near future.

Key words: medullary thyroid carcinoma - papillary thyroid carcinoma - Hirschsprung’s disease - molecular genetic testing -
RET proto-oncogene - gene therapy

Uvod

Jiz téméf 10 let studujeme molekular-
né genetické pfic¢iny medularniho kar-
cinomu stitné zlazy, novéji i papilar-
niho karcinomu $titné zldzy a Hirsch-
sprungovy choroby. Tato klinicky
zdanlivé vzdalend onemocnéni maji
spole¢nou patogenetickou pric¢inu -
mutace v RET proto-onkogenu. Stu-
dium RET proto-onkogenu ma vy-
znam nejen védecky, ale detekce ge-
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netickych alteraci tohoto genu slou-
zi dnes jiz k rutinni molekuldrné
genetické diagnostice, kterd vyznam-
né prispiva k predikci onemocnéni
a umoznuje v¢asny profylakticky za-
krok snizujici morbiditu a mortalitu
spojenou s témito onemocnénimi.

RET proto-onkogen — normalni funkce
Proteinkindzy jsou zapojeny do vét-
$iny signalnich cest. Velkou skupinu

(90 z 518 znamych proteinkindz)
predstavuji receptorové ¢i nerecepto-
rové tyrozinkinazy, v jejichz aktivaci
hraji roli specifické tyrozinové zbyt-
ky [39]. Defekty tyrozinkinazovych
receptort jsou pri¢inou fady one-
mocnéni a tyrozinkindzové recepto-
ry jsou tak slibnymi terapeutickymi
cili [24]. Jsou to transmembranové
receptory s vnitini kindzovou aktivi-
tou, kterd je stimulovdna ligandy.
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Schéma 1. RET proto-onkogen s vyznacenymi typickymi funkénimi doménami.

Gen je tvofen 21 exony, coz predstavuje 55 kb genetického materialu. Rizikové exony 10, 11, 13, 14, 15 a 16 pro

vznik MTC jsou vyznaceny Srafované.

Navézani extraceluldrniho ligandu
vede k dimerizaci receptoru, kdy do-
jde ke spojeni dvou katalytickych do-
mén, coz umozni transfosforylaci ty-
rozinovych zbytku. Fosfotyroziny $ifi
dale signdl prostiednictvim intrace-
lularnich proteind, které nesou SH2
(src-homology 2) a fosfotyrozinové
vazebné domény. Aktivace tyrozinki-
ndz tak iniciuje intracelularni signa-
liza¢ni kaskadu, kterd nakonec vede
k modulaci genové exprese a biolo-
gické odpovédi [50].

RET proto-onkogen je transmem-
branovou receptorovou tyrozinkina-
zou s typickymi strukturnimi a funk¢-
nimi oblastmi (schéma 1) [34]. Jeho
extraceluldrni ¢ast obsahuje 4 kad-
herinu podobné domény, doménu
vézajici vipnik a oblast bohatou na
cysteiny. Tato oblast obsahuje 28 cys-
teinovych zbytk, z nichz 27 je kon-
zervovano a vyskytuje se u mnoha
zivocisnych druhti. Mezi cysteiny se
tvofi disulfidické vazby, které jsou
rozhodujici pfi formovani tercidrni
struktury RET proteinu. Intraceluldrni
¢ast obsahuje typickou tyrozinkinazo-
vou doménu. V dutsledku alternativ-
niho sestfihu vznikaji izoformy RETu.
RET9 a RETS51 jsou dvé hlavni pro-

teinové izoformy o 1072 a 1114 amino-
kyselinach [15].

Aktivace RETu je velmi prisné re-
gulovany, tkariové specificky proces.
Za normadlnich okolnosti je RET
protein exprimovan v ranych vyvojo-
vych fazich v burkich odvozenych
od neuroektodermu, tedy z neurdlni
listy. RET protein je pii aktivaci sou-
c¢asti multikomponentniho komplexu,
ktery vaze rtstové faktory z rodiny
GDNF (glial cell line-derived neu-
rotrophic factor). Byly izolovany 4 li-
gandy aktivujici RET, jejichz specifita
se vzdjemné ¢astecné prekryva. Jsou
to GDNF, neurturin, artemin a pet-
sefin. Ligandy se nejprve musi nava-
zat na své specifické koreceptory
(GFRa.1-4), které jsou ukotveny
v membrané prostiednictvim glyko-
sylfosfatidylinositolu. Ligandy se po-
té spolu se svymi koreceptory vizou
na dvé molekuly RETu, dojde k di-
merizaci receptoru, kterd spusti
autofosforylaci kli¢ovych tyrozino-
vych zbytkt a naslednou intracelu-
larni signalizaci (schéma 2) [1,38,49].
Vazbou GDNF na koreceptor se za-
roven méni lipidové okoli RETu
v plazmatické membrané. Intracelu-
larni doména RETu obsahuje nejmé-
né 12 autofosforyla¢nich mist. Tyro-

zinové zbytky (Tyr) Tyr1090 a Tyr1096
jsou pritomny pouze u izoformy
RETS1. Fosforylované tyroziny RETu
slouzi jako mista vazebné interakce
s intracelularnimi signaliza¢nimi pro-
teiny. Tyr905 je vazebnym mistem
pro adaptory Grb7/10, Tyr101S pro
fosfolipdzu Cy, Tyr981 pro c-Stc
a Tyr1096, specificky jen pro RETS51,
pro Grb2. Tyr1062 je vazebnym mis-
tem pro takové proteiny, jako jsou
Shec, SheC, IRS1/2, FRS2, DOK1/4/5
a Enigma. Tvorba téchto proteino-
vych komplexti s Tyr1062 vede ke sti-
mulaci Ras/ERK a fosfatidylinositol-
3-kindza/AKT kaskady. Dle vysledkua
studii provadénych na bunéénych kul-
turdch a transgennich zvifecich mo-
delech je pritomnost tyrozinu v po-
zici 1062 nezbytnou podminkou pro
transformacni schopnost RET pro-
to-onkogenu [14,26,33,36,46]. Ligan-
dy ovlivriuji aktivaci RET proteinu
nejspise autokrinnim, mozna i para-
krinnim mechanizmem. RET je nepo-
stradatelny pro vyvoj sympatického,
parasympatického a enterického ner-
vového systému a ledvin [43,51].

Poruchy RET signalizace

Za normalnich okolnosti je aktivita
receptorovych tyrozinkindz pfisné
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regulovana. Pokud dojde k poruse té-
to regulace, stavaji se i¢innymi onko-
geny [23,49]. K onkogenni konverzi
tyrozinkinadzovych receptort dochdzi
v dasledku rtiznych mechanizmad, ze-
jména retrovirovou transdukci, v di-
sledku genomového preskupeni, bo-
dovymi mutacemi, pfipadné zvysenou
expresi [6]. RET je jedinym ptikladem
tyrozinkindzového receptorového ge-
nu, jehoz alterace zptsobuyji rtizné ty-
py lidskych nadord. Dysfunkce RET
signaliza¢ni kaskady je pfi¢inou na-
dorovych onemocnéni $titné zlazy -
medularniho karcinomu a papilarni-
ho karcinomu, kdy dochézi k nepat-
fi¢né aktivaci této kaskady. U Hirsch-
sprungovy choroby je naopak RET
signalizace inhibovana [22].

1. Medularni karcinom $titné Zlazy,
syndromy MEN 2

Zarodeéné bodové mutace v RETu
jsou pri¢inou 3 nddorovych syndro-
mu s autozomélné dominantnim ty-
pem dédic¢nosti: mnohocetné endo-
krinni neoplazie typu 2A (MEN 2A),
typu 2B (MEN 2B) a familidrniho
medularniho karcinomu $titné zlazy
(FMTC) (Multiple Endocrine Neo-
plasia Type 2: www.genetests.org)
[41]. Pro tyto hereditirni nadorové
syndromy je pfizna¢ny familidrni vy-
skyt meduldrniho karcinomu $titné
zlazy (MTC), coz je maligni tumor
vychdzejici z parafolikuldrnich bunék
(C-buneék) stitné zlazy secernujicich
kalcitonin. Feochromocytom je pri-
tomen u pfiblizné 50 % postizenych
v rodindch s MEN 2A, hyperparaty-
redza pak asi u 15-30 % pacientd. Pa-
cienti se syndromem MEN 2B miva-
ji typicky astenicky marfanoidni ha-
bitus, u vice nez poloviny pacientti je
pritomen feochromocytom, casta je
ganglioneuromatdza gastrointesti-
néalniho traktu, mukdzni neurinomy
na rtech a jazyku, pripadné dalsi 1éze.
V rodindch s FMTC se vyskytuje pou-
ze MTC bez dalsich 1ézi. U pacientti
s MEN 2B se MTC manifestuje jiz
v raném détstvi, u pacienttt s MEN
2A obvykle v rané dospélosti a u FMTC

928

RET signaliza¢ni komplex a jeho aktivace
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Schéma 2. Signalizace RET.
zrodiny GDNF (GDNF - glial cell line-derived neurotrophic factor,
NTN - neurturin, ART - artemin, PSP - persephin) na svt1j koreceptor
(GFRa1-4) ukotveny v bunééné membrané dojde k interakei s extra-
celularni ¢asti RET receptoru, k dimerizaci komplexu, poté dojde k ak-
tivaci tyrozinkindzové domény. Autofosforylaci tyrozinovych zbytkd je
iniciovan prenos signdlu.
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B) Schematicky nikres signalizace RET s vyznacenim klicovych tyro-
zint (Y) v katalytické doméné a interagujicich proteint - prenasecti
signalu

ve stfednim véku. Pies 95 % pacientt
se syndromy MEN 2 a az 88 % pa-
cienttl1 s FMTC nese zarode¢né mu-
tace v RET proto-onkogenu. Tento
nélez vedl k zavedeni genetického

screeningu, ktery umoznuje véasnou
diagnézu hereditarniho MTC u pii-
buznych v riziku onemocnéni, u pa-
cientti pak predikci vyvoje onemoc-
néni. Vétsina mutaci nalézanych
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Tab. 1. Typy fiznich gentt RET v patogenezi papilirniho karcino-
mu $titné Zlazy [49]. Majoritni formou je RET/PTC1, druhou
nejcastéj$i RET/PTC3, ostatni fiizni formy jsou vzacné.

Typ preskupeni Fizni partner RETu
RET/PTC1 H4/D10S170
RET/PTC2 PKA, Rl
RET/PTC3 RFG/Elel
RET/PTC4 RFG/Elel
RET/PTCS RFGS/golgin-84
RET/PTC6 HTIF1
RET/PTC7 RFG7/HTIFy
RET/PTCS8 KTN1/kinectin
RET/PTCY RFGY
ELKS-RET ELKS
PCM1-RET PCM1
RFP-RET RFP

u pacienttt s MEN 2A a s FMTC po-
stihuje extracelularni oblast RETu bo-
hatou na cysteiny. MEN 2A feno-
typ je spojovan nejcastéji s mutace-
mi v kodonu 634 (85 %), hlavné
Cys634Arg, zatimco mutace spojené
s FMTC fenotypem postihuji rovno-
mérné ruzné cysteiny extracelularni
domény. FMTC muize byt také spojen
s bodovymi mutacemi v kindzové do-
méné RETu (Glu768Asp, Leu790Phe,
Tyr791Phe, Val804Leu, Val804Met,
Ser891Ala). Vétsina pacienttt s MEN
2B nese mutaci Met918Thr v tyro-
zinkindzové doméné, jen u malé
frakce téchto pacientt1 byla nalezena
mutace Ala883Phe. Vétsina MTC
(75 % pripadu) vsak vznika sporadic-
ky. Zhruba u poloviny nadorovych
tkdni jsou pak detekovany somatické
mutace pouze v nadorové tkini, nej-
castéji Met918Thr. Vzhledem k to-
mu, Ze az u 5-20 % prvotnich zachy-
ta MTC je detekovdna zirodec¢na, te-
dy na potomstvo pfenosnd mutace,
doporucuje se geneticky testovat i ty-
to rodiny [8,9,21,31,37]. Mutace v RET
proto-onkogenu jsou vzacné deteko-
vany i u sporadickych feochromocy-
tomu [5]. Mechanizmus vedouci k on-
kogenni konverzi RET proteinu zavi-
si na typu a misté aminokyselinové
zamény. RET s mutaci v extracelu-
larni doméné v kodonu pro néktery
z kli¢ovych cysteinti tvoii kovalentni

dimery, které vykazuji konstitutivni
kindzovou aktivitu nezavislou na li-
gandu. Zaména cysteinu za jinou
aminokyselinu totiz zabrani tvorbé
intramolekuldrnich disulfidickych
vazeb a umozni tvorbu intermoleku-
larnich disulfidickych vazeb mezi
neparovymi cysteiny [48]. Mutace
spojené s FMTC mivaji niz$i trans-
formaéni aktivitu nez mutace aso-
ciované s MEN 2A [55]. Mutace
Met918Thr, typicka pro syndrom
MEN 2B, je spojena se zménou
substratové specifity. Dochdzi k akti-
vaci RET signaliza¢ni kaskddy neza-
visle jak na ligandu, tak na dimeriza-
ci. V tomto ohledu jsou mutace spo-
jené s MEN 2B rozdilné od mutaci
spojenych s MEN 2A, lisi se ve ste-
chiometrii fosforylace tyrozintt RET
proteinu a dalsich intracelularnich
proteintl. Navic nadory typu MEN
2B maji odli$ny genovy expresni pro-
fil oproti nddortim typu MEN 2A
[27]. VSechny mutace RET proto-
onkogenu asociované se syndromy
MEN 2 ¢i s FMTC zvysuji aktivaci ki-
nazy a onkogenni konverzi (gain-of-
function). Nddorovy fenotyp muze
jesté zhorSovat nerovnoviha mezi
mutantni a zdravou alelou, napf. na-
lez zarode¢nych mutaci na jedné ale-
le a somatickych mutaci na druhé, ¢i
ztrata heterozygozity a/nebo amplifi-
kace mutantniho RET proteinu [25].
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2. Papilarni karcinom Stitné Zlazy

Papilarni karcinom Stitné zlazy (PTC)
predstavuje 80-90 % vsech karcino-
mii $titné Zlazy [53]. Castou genetic-
kou pri¢inou PTC jsou somatické
chromozomalni inverze nebo trans-
lokace, které zptisobuji rekombinaci
intracelularni kindzové domény RET
proto-onkogenu s heterolognimi ge-
ny za vzniku chimérickych onkoge-
ntt RET/PTC (tab. 1) [28]. Dnes jiz
neni pochyb o tom, Ze nej¢astéjsi pri-
¢inou vzniku RET/PTC pieskupeni
je radioaktivni ozafeni. Rtizné typy
RET/PTC pieskupeni byly nalezeny
u vice nez 60 % ,,postéernobylskych®
nadorovych tkdni PTC [57]. Indukce
tvorby RET/PTC onkogenti vlivem
radiace byla potvrzena i experimen-
talné, jak in vivo, tak in vitro [40].
Jak ionizujici zdfeni mtize indukovat
vznik RET/PTC preskupeni vysvét-
luje zajimavy model, ktery doklada,
Ze ac jsou fuzni geny, napt. v pripadé
RET/PTC1 geny RET a H4, od sebe
daleko vzdalené na linedrni mapé
10. chromozomu, v jadrech bunék 3tit-
né zlazy jsou vlivem tercidrni a kvar-
térni struktury casto blizko sebe, coz
umoziuje jejich rekombinaci [42].
Vlivem faze RET/PTC dojde k zaha-
jeni exprese RET fazniho proteinu,
ktery ovsem muze byt exprimovan
pouze v cytoplazmé, transmembri-
nova a extracelularni ¢ast proteinu
totiz chybi. Cést partnerského genu
umozni dimerizaci tyrozinkinizo-
vych domén a aktivaci RETu.

3. Hirschsprungova choroba

Hirschsprungova choroba (HSCR) je
vrozené onemocnéni enterického
nervového systému, pii kterém chybi
gangliové bunky v myenterickém
a submukéznim plexu. Nad aganglio-
narnim stfevnim tsekem, ktery je
v 75-80 % ptipadti HSCR lokalizo-
van v rektu a colon sigmoideum,
vznikd typické megakolon. Aganglio-
narni tsek muze ve 3-12 % posti-
hovat celé tlusté stievo a prechazet
na ileum. Vzicné se muze vyskyt-
nout i excesivni stfevni aganglionéza
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Tab. 2. Geny asociované s nesyndromickymi formami Hirschsprungovy choroby (HSCR)
(Hirschsprung Disease Overview: www.genetests.org).

Gen Protein Chromozomalni Typ Frekvence Typ HSCR
lokus dédi¢nosti
RET RET proto-onkogen 10q11.2 AD 17-38 % kratka forma
70-80 % dlouha forma
50% familidlni
3-10 % sporadicky
GDNF glial cell line-derived S5pl13.1-p12 AD <1% variabilni
neurotrophic factor
NRTN neurturin 19p13.3 AD <1% variabilni
EDNRB endothelin B receptor 13q22 AD/AR 3-7% variabilni
EDN3 endothelin-3 20q13.2-q13.3 AD/AR 5% variabilni
ECEI endothelin- converting 1p36.1 AD <1% variabilni
enzyme
postihujici nejen tlusté, ale i témér
celé tenké strevo. HSCR se ziidka vy- é\f\;%
Skytuje jako jeden ze symptomu (histologicky ovéfeny) krev
chromozomalnich abnormalit & né-
kterijh monogennlc}l Syndliomu’ genomickd DNA mutace v tumoru
Castéji pak samostatné bez jinych (krev i tumor) ivkrvi
anomalii. Fenotyp HSCR je tedy po- - i
v v ., F 1 , L. mutace ]en
@erne rozma?mty. am1 iarni i spora- v tumoru MTC
dické formy jsou asociovany s muta- ¥ familiarni
cemi nejméné 6 gend (tab. 2), ]echI}z Viore ¥
penetrace a exprese je velmi variabil- sporadicky piitomnost RET DNA test (krev)
s : ; SR < u pokrevnich
ni (Hirschsprung Disease Ov§fv1e§x.7: mutace piibuznych
WWW~ger}e{eSts.<grg) [jt4]._ Nejcastéji 10., 11., 16. exon l RET
jsou nalézany zarodecné inaktivujici 13.. 14.. 15. exon
NS o nepiitomnost
mutace RET proto-onkogenu, jejichz
dedic . iné d . totdlni tyreoidektomie A 4 mutace
édi¢nost je autonma né domi- biochemicky screening *
nantni [2]. Fenotypicka variabilita MEN2B < 6 mésicii = pozitivita e
zde muze byt ovlivnéna i nékterymi MEN2A, FMTC< S let ze screeningu
polymorfizmy ¢i haplotypy RET pro-

to-onkogenu [7]. Vztah genotypu
a fenotypu je stile predmétem vy-
zkumu. Kromé fady inaktivujicich
mutaci RET proto-onkogenu, které
jsou typické pouze pro HSCR, byly
nalezeny i mutace aktivujici (v 10. exo-
nu - v kodonech 609, 611, 618 a 620),
které jsou typické pro MTC - v téch-
to pripadech se HSCR sdruzuje s né-
dorovym postizenim Sstitné zlazy,
pripadné s feochromocytomem [16,
45]. Jednim z moznych vysvétleni ko-
existence MEN 2 a HSCR fenotypt
muze byt nastartovini apoptdzy
v bunkach embryondlniho ente-
rického ganglia jako odpovédi na ne-
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Schéma 3. Optimdlni schéma molekuldrné genetické diagnostiky
RET proto-onkogenu u meduldrniho karcinomu $titné zlazy (MTC)
a syndrom MEN2 (FNAB - biopsie tenkou jehlou).

patfi¢ny mitogenni signdl zptisobeny
mutovanou alelou RET proto-onko-
genu. Jinym vysvétlenim mitize byt
hypotéza, ze proteinové izoformy ob-
sahujici tyto specifické mutace pro-
nikaji na bunéény povrch s velmi ma-
lou G¢innosti - HSCR vznika v dua-
sledku nedostatku RET proteinu ve
vyvijejici se stfevni inervaci, zatimco
zaroven dochazi k aktivaci signali-
zaéni kaskddy RETu ve $titné zlaze
a v nadledviné, kterd postacuje ke

vzniku hyperplazie a k tvorbé niddo-
ru. Pfi 1écbé pacienttt s HSCR je du-
lezité si uvédomit, Ze nejméné u S %
pacientl s mutacemi RET proto-on-
kogenu je riziko vzniku MTC, proto
je doporucovan screening mutaci
RET proto-onkogenu, zejména 10. exo-
nu, i u pacientt s HSCR.

Nase zkusenosti

Na naSem pracovisti provadime ru-
tinné u pacientd s MTC a novéji
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i u pacientdt s HSCR molekuldrné
geneticky screening 6 rizikovych exo-
nt (exon 10, 11, 13, 14, 15 a 16) RET
proto-onkogenu pomoci sekvenace.
Pfi pozitivnim zachytu mutace vy-
Setfujeme cilené i pribuzné v riziku.
Tab. 3a a 3b udavaji typy zachyce-
nych mutaci a zichyt mutaci u jed-
notlivych fenotypt. Na zakladé mo-
lekuldrné genetického stanoveni by-
la retrospektivné u fady pacientl
potvrzena diagndza a dle typu muta-
ce predikovin dal$i praibéh onemoc-
néni, u mnoha prediktivnich jedinct
byla na zakladé detekované mutace
doporucena profylakticka totdlni ty-
reoidektomie, fada pribuznych moh-

la byt na zédkladé negativniho vysled-
ku genetického screeningu vyfazena
z pravidelného biochemického testo-
vani [29,30]. Diky vyzkumnym pro-
jektim mutizeme patrat i po vyskytu
minoritnich mutaci a polymorfizmu
ve zbyvajicich 15 exonech a v pfileh-
lych intronickych oblastech. U jedné
rodiny s FMTC jsme nalezli dosud
nepopsanou mutaci v 5. exonu, kte-
rd je zfejmé zodpovédnd za onemoc-
néni [18]. Objevili jsme také zajima-
vé kazuistiky, podle kterych jsou pa-
cienti nositeli dvojitych ¢i trojitych
mutaci, kdy se zda, Ze vysledny feno-
typ determinuje vzdy ta nejagre-
sivnéj$i z mutaci [19,20]. Snazime se

Tab. 3a. Typy detekovanych zirodeénych mutaci RET proto-
onkogenu v naSem souboru pacienti s FMTC, MEN 2A, MEN 2B
a klinicky sporadickou formou MTC.
Rodiny

mutace RET proto-onkogenu spor. MTC FMTC MEN2A MEN 2B
exon 5 Arg321Gly 1
exon 10 Cys609Tyr 1

Cys611Tyr 1

Cys620Phe 1
exon 11 Cys634Arg 7

Cys634Tyr 1

Cys634Ser 1 2

Cys634Trp 1
exon 13 Glu768Asp 1

Tyr791Phe 2 1 1 1
exon 14 Val804Met 3 1
exon 16 Met918Thr S
celk. pocet pozitivnich rodin 8 S 11 S
celk. pocet testovanych rodin 147 10 12 S
zachyt mutaci v procentech 54 % 50 % 92 % 100 %
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prosadit optimalni protokol genetic-
kého testovani RET proto-onkogenu
u pacientt s MTC (schéma 3). Aby-
chom mohli jednoznacné vyloucit
familiaritu klinicky sporadického
MTC (prvotni zichyt v roding), je
treba mit k dispozici i odoperovanou
nadorovou tkan.

U S rodin s HSCR (celkem testova-
no zatim 57 rodin) jsme zachytili
mutace v 10. exonu spojené s MTC,
nebo atypické mutace v rizikovém
13. exonu (tab. 4) [17]. Tti z nich do-
sud nebyly popsany, bez provedeni
funkéni studie Ize jen tézko spekulo-
vat, jaky dopad budou mit na feno-
typ. Problémem je i netplnid pe-
netrace v rodiné. To doklad4, Ze ani
molekularné genetickd diagnostika
neposkytne vzdy jednozna¢né dopo-
ruceni. Nejvétsi prinos genetického
testovani vidime tedy v moznosti
vcasné predikce, kdy l1ze dosud kli-
nicky asymptomatickym nositeliim
mutace nabidnout profylaktickou
totalni tyreoidektomii (TTE), pii-
padné s disekci krénich lymfatickych
uzlin, kam nador casto jiz ve velmi
ranych fazich karcinogeneze me-
tastazuje [12]. Otazkou je, jak tento
chirurgicky vykon nacasovat. O Cas-
nosti a radikalnosti zdkroku rozho-
duje typ nalezené zirode¢né mutace.
Doporuceni se s ptfibyvajicim poc-
tem diagnostikovanych rodin, kdy se
peclivé vyhodnocuje korelace mezi ge-
notypem a fenotypem, méni a obecné
zptisnuji [32,35,37,54,58]. Dle kon-

Tab. 3b. Procentudlni zichyt zarodeénych mutaci RET proto-onkogenu v nasem souboru pacientii
s FMTC, MEN 2A, MEN 2B a klinicky sporadickou formou MTC.

pocet testovanych rodin
zachyt mutace

procentudlni zichyt

pocet pacientdt MTC

zachyt mutace
neinformativni vysledek
pocet rodinnych prislusnikt
zachyt mutace

vylouceni ze screeningu
neinformativni vysledek

Fenotyp
spor. MTC FMTC MEN 2A MEN 2B celkem

147 10 12 S 174

8 S 11 S 29

5,4 % 50 % 92 % 100 % 16,6 %
147 10 12 5 174

8 S 11 5 29
139 S 1 0 145
172 54 48 9 283

7 13 16 2 38

9 19 31 7 66
156 22 1 0 179
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senzu [8] byly mutace podle agresivi-
ty rozdéleny do 3 skupin, od toho se
odviji i doporuceni, v jakém véku
provést TTE, abychom skute¢né pre-
desli rozvoji onemocnéni:

Skupina 3 - nejagresivnéjsi muta-
ce v kodonech 883, 918, 922, byvaji
pri¢inou MEN 2B (az v 50 % pfipadi
vznikaji de novo) - TTE provést bé-
hem prvnich 6 mésict zivota, nejlépe
do 1 mésice po narozeni.

Skupina 2 - mutace v kodonech
609, 611, 618, 620, 630, 634, byvaji
pri¢inou MEN 2A, piipadné FMTC,
prvni Ctyfi se vyskytuji u pacientit
s HSCR spojenym s MTC - TTE pro-
vést do 5 let véku.

Skupina 1 - nejméné agresivni mu-
tace v kodonech 768, 790, 791, 804,
891 - TTE provést mezi S. a 10. ro-
kem zivota.

Pacienti by i po provedené TTE
méli byt nadale sledovani pro moz-
nost rozvoje rezidudlniho ¢i metasta-
tického MTC, feochromocytomu
a sledovana by méla byt i pfipadna
hypoparatyre6za u odoperovanych
pacientl. Pacienti odoperovani pro
mutaci v kodonu 634 by méli byt sle-
dovéni pro moznost piipadného roz-
voje adenomu ¢i hyperplazie pristit-
nych télisek. V nékterych zahrani¢nich
laboratorich se provadi i prenatdlni
diagnostika, u nas jsme zatim toto
vySetfeni prenatilné neprovadéli.

Studujeme i genetické alterace u pa-
pilarnich karcinomu $titné zlazy. Za-
vedena byla detekce RET/PTC forem
ze zamrazenych nadorovych tkdni
i z biopsii, problematictéjsi je zatim
stanoveni téchto forem u nddorovych
bunék izolovanych ze star$ich para-
finovych bloc¢kt, kde je geneticky
materidl zna¢né narusen. Pfesto véfi-
me, ze se ndm podafi zhodnotit vliv
cernobylské havirie na patogenezi
PTC v Ceské republice.

Moderni strategie lécby karcinomu
Stitné Zlazy zaloZend na inhibici

RET kindzové aktivity
Tyrozinkindzové geny jsou velmi
slibnymi terapeutickymi cili [13].
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Tab. 4. Typy detekovanych ziarodeénych mutaci RET proto-onko-
genu u pacientii s Hirschsprungovou chorobou (HSCR).

mutace RET proto-onkogenu

exon 10 Cys609Tyr
Cys620Arg
del603(A)

exon 13 Tyr791Phe
Tyr798Ser

celk. pocet pozitivnich rodin
celk. pocet testovanych rodin
zachyt mutaci v procentech

rodiny s HSCR

1
1
1
1
1
N

57
8,8 %

Pro blokaci tyrozinkindzové funkce
RETu je k dispozici nékolik strategii,
zahrnujicich RNA interferenci k za-
staveni exprese RETu, genovou terapii
s dominantné negativni mutantou
nebo vyuziti malych molekul, které
slouzi jako inhibitory tyrozinkinazy
[24]. Genova terapie je pro lé¢bu na-
dort stitné zlazy zvlasté atraktivni,
protoze je zde moznost selektivniho
zacileni terapeutickych genti do né-
dorovych bunék aplikaci tkariové spe-
cifickych promotort, jako je napf.
kalcitoninovy promotor u MTC,
¢imz dochazi ke snizeni mimondado-
rové toxicity. Moznosti terapie karci-
nomu $titné zlazy, které jsou testova-
ny zatim zejména in vitro na tkano-
vych kulturich nebo na zvifecich
modelech, jsou nasledujici [3,4,52]:
1. Korektivni genova terapie: cilem
je obnoveni normdlni funkce mu-
tovaného genu nebo alespori zame-
zeni jeho uéinku, coz predstavuje
inhibici onkogenni RET signaliza-
ce expresi dominantné-negativni
RET mutanty. Gen nesouci jeji
sekvenci je zabudovan do adenovi-
rového vektoru a exprimovan pod
kontrolou promotoru pro kalcito-
nin nebo tyreoglobulin. Dominant-
né-negativni mutanty dimerizuji
s onkogennim RET proteinem v en-
doplazmatickém retikulu, a tak
brani expresi jak dominantné ne-
gativniho, tak onkogenniho RET
proteinu na bunééném povrchu.
Vysledkem je silnd inhibice pfezi-
vani bunék zptisobena indukci
apoptézy.

2. Cytoreduktivni genova terapie:
principem je vpraveni exogenni-
ho ,sebevrazedného® genu, ktery
zpusobuje zastaveni syntézy DNA
a bunéénou smrt nebo umoznuje
aplikaci cytotoxické latky do na-
dorové tkané. V praxi doslo u la-
boratornich zvifat k destrukci ne-
bo stabilizaci jen malych tumort,
zatim bez terapeutického efektu
na vétsi nadory.

3. Imunomodulacni genovi terapie:
smyslem této metody je indukce
genové exprese, kterd zvySuje imu-
nitni odpovéd proti nadorové tka-
ni. Mnoho tumort exprimuje na-
dorové asociované antigeny, které
mohou byt rozeznatelné imunit-
nim systémem. Tyto antigeny jsou
uvolnovany z nadorovych bunék
fyziologicky nebo po cytotoxické
lécbé. Antigeny jsou pak vychyta-
vany fagocytézou pomoci antigen
prezentujicich bunék. Nadory cas-
to vyvolavaji slabou T-bunéénou
odpovéd, a tak unikaji imunitni-
mu systému. Lokaln{ expresi urci-
tych cytokint je tak mozno vyvo-
lat reakci imunitniho systému
proti nadoru. Cytokiny s protina-
dorovou aktivitou zahrnuji inter-
feron y, tumor nekroticky faktor o
(TNF-0), interleukiny 2 a 12 (IL-2,
IL-12). Vysledkem pokust prova-
dénych na zviratech byla regrese
malych nadort a stabilizace velkych
nadort, coz ukazuje na vyvoj dlou-
hotrvajici protinddorové imunity.

4. Monoklonalni protilatky: pri-
prava nékolika lidskych monoklo-
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nélnich protilatek proti RETu byla
jiz publikovana, ale zatim nebyly
pouzity v 1écbé [47].

5. Inhibitory tyrozinkindzy: dalsi

skupinou nadéjnych protinadoro-
vych 1é¢iv jsou malé molekuly ty-
rozinkinazovych inhibitort, které
kompetuji s adenozintrifosfitem
(ATP), a tim brani autofosforylaci,
blokuji kindzovou aktivitu a sig-
nalni transdukci [10,24]. Inhibice
RETu muze byt efektivni strategii
pro lécbu MTC, ovsem selektivni
tyrozinkindzovy inhibitor vyuzi-
telny pro lécbu MTC nebyl zatim
nalezen. Nejslibnéjsim kandida-
tem z testovanych potencidlnich
léciv se zatim jevi anilinquinazolin
ZD6474, protoze efektivné bloku-
je fosforylaci a signalizaci RETu in
vivo, inhibuje nadorovy rust a pu-
sobi zaroven jako antiangiogenni
agens, pfitom md nizkou toxicitu
pro okolni tkané [11].
Vzhledem k tomu, zZe se pocet
objevenych malych organickych
sloucenin, které blokuji RET tyro-
zinovou fosforylaci, stale zvysu-
je, doufame, ze se uz brzy pouziji
pro lécbu RET-pozitivnich nadort
a mozna se zapoji do preventivni
strategie 1écby pacientii se zaro-
de¢nymi mutacemi RET proto-
onkogenu.

Zaver

Nédory $titné zlazy predstavuji nej-
pocetnéjsi skupinu onkologickych
onemocnéni v endokrinologii. Jejich
incidence, zejména incidence papi-
larnich karcinomd, bohuzel rok od
roku stoupd. V patogenezi medular-
niho a papilarniho karcinomu, ale
i zdanlivé klinicky vzdélené Hirsch-
sprungovy choroby hraji roli genetické
aberace RET proto-onkogenu. Iden-
tifikace jednotlivych genetickych
zmén v RET proto-onkogenu miize
u pacienttt pomoci odhadnout pro-
gnézu onemocnéni, popf. zpfesnit
diagnézu, ale hlavné indikuje véasny
terapeuticky zasah u rizikovych osob

jesté v presymptomatickém stadiu
onemocnéni.

Timto ¢lankem jsme cheéli upo-
zornit nasi lékafskou vefejnost a pa-
cienty na dostupnost tohoto stano-
ven{ v Ceské republice.

Podpofeno granty IGA MZ CR
NR/7806-3 a GACR 301/06/P425.
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