Univerzita Karlova v Praze

Prirodovédecka fakulta

Katedra Biochemie

Mgr. Eliska Vaclavikova

Genetické pri¢iny medularniho karcinomu stitné zlazy
a Hirschsprungovy choroby

Genetic causes of medullary thyroid carcinoma
and Hirschsprung’s disease

Disertacni prace

Disertacni prace byla vypracovana na Oddéleni molekularni endokrinologie
Endokrinologického uUstavu v Praze

Skolitel: Doc. RNDr. Béla Bendlova, CSc.

Praha, 2015



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavérecnou prdci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prdce ani jeji podstatna cast nebyla

predloZena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 29. 5. 2015



Podékovani

Uvodem bych rada podékovala zejména své $kolitelce doc. RNDr. Béle Bendlové, CSc.
za jeji neustdlou podporu a eldn, za trpélivost a cenné rady pfi sepisovani disertacni
prace a publikaci. TaktéZz dékuji mym nepostradatelnym radkynim a spolupracovnicim
RNDr. Sarce Dvordkové a PhD. Mgr. Vlasté Sykorové, PhD. za vzajemnou podporu a
pomoc na spole¢ném tématu — studiu genetickych pricin nador stitné zlazy. V neposledni
fadé patfi mlj dik Mgr. Josefu VEeldkovi za uvedeni do taji haplotypové analyzy, jakozto
i vSemoinych metodickych poznatkd. Deékuji také vSem dalSim milym koleglm
z Oddéleni molekuldrni endokrinologie za vytvoreni skvélého, pratelského pracovniho

prostiedi, vSestrannou podporu a ochotu pomoci.

Disertacni prace by nevznikla bez spoluprace s klinickymi pracovisti, predevsim s Fakultni
nemocnici v Motole. Dékuji zvlast prof. MUDr. Petru VIckovi, CSc. z Kliniky nuklearni
mediciny a endokrinologie 2. LF UK a FNM, ktery zajistoval klinickou stranku vyzkumu
pacientll s medularnim karcinomem $titné 7lazy, a prof. MUDr. Richardu Skabovi, CSc.
a MUDr. Lucii Po$ zKliniky détské chirurgie 2. LF UK a FNM za vstficnost a milou
spolupraci pti zajisténi vzork(a pacientd s Hirschsprungovou chorobou. Dékuji také vsem

pacientdm a jejich rodinnym pfislusnikiim Ucastnicich se této studie.

Zvlastni  podékovani patfi mé sestre Adélce a vprvni fadé mym rodicim
Vladimiru VAclavikovi a in memoriam Zdence Vaclavikové za dlleZzitou podporu,

pochopeni a ¢as, ktery mi vidy vénovali.
Kazdy ma na této praci svlj podil, bez kterého by nemohla vzniknout, a za to jim nalezi
maj velky dik.

Tato prace byla podporovéna grantovymi projekty GAUK 411611, GACR 301/06/P425,
IGA MZ CR NR/7806-3, IGA MZ CR NR/9165-3, IGA MZ CR NT13901-4 a RVO MZ CR
00023761.



Obsah

Abstrakt (Cesky) ....
Abstract (anglicky)
1.Uvod ..................

1.1 NeUuroKristoPatie ..........ccccoceiieieeieee et st st s st s e

1.2 RET proto-o

nkogen a RET tyrozinkindazovy receptor ..........cccoeevervenvevenencncnnen

1.3 Medularni karcinom Stitné ZIAzy ...............cocoveveeveeiiiie e

1.3.1 Stitna 7

JAZ e ettt s e ettt e e et et ra et aesaeteteesatreraeaas

1.3.2 Karcinomy StitN@ ZIAZY ......ccceveeeeeieie ettt
1.3.3 KINICKE 1YSY IMITC .ottt sttt ee e se s e sttt st e e sae e
1.3.4 KIQSITIKACE MTC ..ot ettt st e eae e enas
1.3.5 Diagnostika @ IECDa IMTC ....c.couieuiviireireeececece ettt e e aesaenens
1.3.6 Genetické PHCINY IMTC ..ottt st st st s e e e
1.3.7 Molekularné geneticky screening a management u pacientd s MTC ......

1.4 Hirschsprun

BOVA ChOroba ...

1.4.1 Epidemiologie HSCR ...t sttt st s se et s e e e st e ennan
1.4.2 HiSTONI@ HSCR ..ttt et sttt et s et et es e e et sae e
1.4.3 SYmMpPLomy HSCR ...ttt et st st aes st e et aeaee s aeaseas
1.4.4 Diagnostika @ [EEDa HSCR .......ccucuiieieiieiietierist ettt ete v sae v s
1.4.5 Genetické PrCIiNY HSCR ...ttt ettt ere st st sae v e

2. Cile a hypotézy

I 1Y/ =3 o T 1T
3.1 StUOVANE SOUDOTY .........ooieiececece et r e e s s eraer e

3.1.1 Soubor
3.1.2 Soubor
3.1.3 Kontrol

PACIENTU S IMTC .ottt e s e r s s
PACIENTU S HSCR ..ottt et st st st
NESOUDON ittt b et

3.1.4 Klinicko-patologickd data .......ccccevieeeicice e
3.2 Molekularné genetickd analyza ............c.ooeeeveee et

3.2.1 lzolace

DINA o e

3.2.2 Sekvenacni analyza (SANGEIrOVA) .....cccveveereiieiecieere e eereerree e sresre e
3.2.3 SekvenOoVANTI NOVE ZENEIACE ....c.vcveceiee ettt ste st et sr s aes e ereeaes

3.2.4 Genoty
3.3 Inssilico ana

pizace polymorfism( pomoci TagMan sond .........ccceceveeeireececrnnnnne
IWZQ ..t st st e s neen

3.4 Statistickd @NAlYZa ..........oocviiii e e e s

4. Vysledky, kome

NEAFE @ ISKUZE ...ttt et et st e

4.1 Detekce zarodecnych mutaci v RET proto-onkogenu u pacienttis MTC ......
.11 VYSIEAKY vttt et et erv et et st ste e aesaeb e e e sbesbesnsesaesaennenen
4.1.2 Diskuze a komentar k prilohdam €. 7—11 .....covveveieieceeeerreeeeee e reeenes

4.1.2.1 Zachyt zarodecnych mutaci v ¢eskych rodinach s MTC ......................

4.1.2.2 Ko

relace genotypu RET proto-onkogenu s fenotypovymi projevy ....

4.1.2.3 Mutace Tyr791Phe ve 13. exonu RET proto-onkogenu ...........ccuueu.

4.1.3 Shrnuti

O 00 00N O

12
12
13
15
15
16
19

28
29
29
30
31
31
36
37
37
37
37
38
38
39
39
39
43
44
45
46
47
47
47
50
50

52
55



4.2 Detekce somatickych mutaci v RET proto-onkogenu u pacientti s MTC ......... 57

.21 VYSIEAKY oo eeeceeees s s seesesseeses e sesesssesesess s ees e ses e ees s eesen 57

4.2.2 Diskuze a komentar k pfilohdm €. 12—13 ... 58

A ] 10 11 U 60

4.3 Studium polymorfismu v RET proto-onkogenu u pacienttis MTC .................. 61
.31 VYSIEAKY oo eesceeees e eee e see s sesseeses e sesesssessness s ses s ses e ees s eeeen 61

8.3.2 DISKUZE vttt e et et e e e e e e e et e et aeete s eeaaeesbesvsennnesaeeenbe sreenes 65

B.3.3 SNINULT ettt ettt et et bt sae e e sae st e e saseenaee saeseseens 68

4.4 Detekce zarodeénych mutaci v RET proto-onkogenu u pacientti s HSCR ...... 69
DAL VYSIEAKY oo ees e see e sesseesesseesesesssssenessesses e ses e ees e eesen 69

4.4.2 Diskuze a komentar k pFilohdm €. 14—15 ...t 71

A.4.3 SAINULT ottt te e testeste s testestestesae e e e e e e e essessessensansens 75

4.5 Studium polymorfisml v RET proto-onkogenu u pacientti s HSCR ............... 76
A.5. 1 VYSIEAKY .ottt sttt eae s teete st st saesae e e e e e e nean 76

4.5.2 Diskuze a komentar k priloze €. 16 ......cceeevveieicricieiee e 78

B.5.3 SHINULT ottt et st ste st ste st ste st st e e e e e e e s e s sensensans 80

T - 1 V- OO TSRO U SRR 81
I} =T o= 0 - O SPRRRSPR R 84
SEZNAM ZKIALEK ettt sttt e e e s sre e r et e e e nee e eas 98
S€ZNAM OBIFAZKU ..o e ettt et r et s s ere e e asaasaaeeaeareeaeereeee 99
SEZNAM LADUIEK . et st ste s s n et e e e st e ens 100
Publikacni a prezentalni aktivita .......cccooeeeeeeiceie e ettt et s 101
PUDBITKACENT CINNOST .ttt sttt sttt st a s e s s sesaenaenaes 101
Prezentalni CINNOST .......cccieieieic ettt ste st st st st st se e se e e e eaen 103
SEZNAM PFIION e ettt ane 109
PEIONY ettt et et st et et st et st sttt e s e s bt bes b et aen s s benaer et sesensanns 110



Abstrakt

Medularni karcinom S$titné Zlazy (MTC) a Hirschsprungovu chorobu (HSCR) spojuje jejich
spoleCné zarazeni mezi neurokristopatie, Cili onemocnéni spjata stkanémi a burikami,
jejichz plvod je v neurdlni listé. Pravé v burikdch pochdzejicich z neuralni listy, kam pat¥i
i parafolikularni burky Stitné Zlazy, jejichz zmnozenim vznikd MTC, a enterické gangliové
buriky, jejichz absenci v gastrointestindlnim traktu se manifestuje Hirschsprungova
choroba, se exprimuje membranovy tyrozinkinazovy receptor RET. Tento receptor ma
vyznamnou Ulohu pfi proliferaci, diferenciaci a prezivani téchto bunék a jeho
prostfednictvim je aktivovdno mnoho signdlnich drah. Pokud dojde k poruseni pfisné
regulované aktivace, napf. vlivem mutaci v konkrétnich mistech jeho genu, stava se RET
velmi u¢innym onkogenem. Aktivujici zarode¢né mutace v RET proto-onkogenu vedou
ke vzniku familidrnich forem MTC, zatimco sporadické formy MTC jsou zpUsobeny
somatickymi mutacemi v nddorové tkdni. Naopak inhibujici mutace vyvolaji poruchu
migrace prekurzord gangliovych bunék pfi vyvoji enterického nervového systému a vznik
HSCR. V ojedinélych pfipadech se obé onemocnéni u pacienta sdruzuji vlivem mutaci
schopnych aktivace i inaktivace. | v pfipadech, kdy kauzdlni mutace neni v celém genu
zastizena, vazebné studie poukazuji na majoritni Ucast RET proto-onkogenu v patogenezi
obou onemocnéni. Pozornost se proto soustfedi také na vyznam polymorfismG jako
modifikujicich faktord, schopnych ovlivnit expresi proteinu a podilet se na vzniku
a modulaci onemocnéni. Disertacni prace zde predklada rozsahlou studii zamérenou
na zkoumani rtiznych roli RET proto-onkogenu v souvislosti s MTC a HSCR. Kromé detekce
hlavnich genetickych pti¢in MTC a HSCR bylo u pacientd s HSCR vymezeno riziko vzniku
MTC. U pacientll byly studovany polymorfismy vybrané z rliznych casti genu a bylo
zjisténo zvyseni Ci sniZeni rizika ve spojeni s konkrétnimi variantami. Genetické zmény,
mutace i polymorfismy, byly korelovédny s fenotypovymi projevy, pficemz byla vyuzita
obsahla klinicko-patologickd data pacientli poskytujici informace o formé, agresivité
a vyvoji onemocnéni, z nichz bylo mozné usuzovat na prognézu nemoci a riziko pro
rodinné pfislusniky. Vzhledem k mozZznostem molekularné genetického vysetieni
se v rodindch s familidrni formou MTC zasadné zménila prevence a |é¢ba MTC, kdy lze

onemocnéni predikovat jiz v preklinickém stadiu a predejit mu profylaktickym vykonem.



Abstract

Medullary thyroid carcinoma (MTC) and Hirschsprung’s disease (HSCR) are classified as
simple neurocristopathies, i.e. diseases linked to neural crest-derived cells. MTC is derived
from parafollicular cells of the thyroid and HSCR is characterized by absence of enteric
ganglia in the gastrointestinal tract. The RET proto-oncogene is only expressed in neural
crest-derived cells, including parafollicular cells and enteric neurons. The RET encodes
a transmembrane tyrosinekinase receptor that plays an important role during
proliferation, differentiation and cell survival, and activates many signaling pathways. If
the strictly regulated activation fails, e.g. due to mutations in the specific gene locations,
the RET becomes a highly effective oncogene. Activating germline mutations in the RET
proto-oncogene lead to hereditary forms of MTC, whereas sporadic forms of MTC are
caused by somatic mutations in the tumor tissue. On the contrary, inactivating mutations
induce migration failure of ganglion cell precursors during the development of enteric
nervous system and result in the development of HSCR. In rare cases, the coexistence
of both diseases is caused by mutations with a dual gain-of-function and loss-of-function
character. Linkage studies confirm the influence of the RET proto-oncogene in the
pathogenesis of diseases even in patients without a detected causing mutation.
Therefore, the attention has also been turned on polymorphisms such as modifying
factors which may affect protein expression and contribute to the disease formation and
modaulation. The thesis is focused on different roles of the RET proto-oncogene in the
pathogenesis of MTC and HSCR. In addition to detection of the major genetic causes
in MTC and HSCR patients, the risk of MTC in HSCR patients was defined. Polymorphisms
in selected regions were studied and the risk in association with specific variants was
evaluated. Genetic alterations - mutations and polymorphisms, were correlated with
phenotype manifestation using extensive clinical and pathological data of patients
providing information on the form, aggressiveness and development of the disease.
Genotype-phenotype correlations enabled to deduce the disease prognosis and the risk
for family members. Thanks to molecular genetic testing in families with MTC and HSCR,
the prevention and treatment of hereditary MTC have been improved and resulted in the
disease prediction in preclinical stage and prevention by early intervention with

prophylactic thyroidectomy.



1. Uvod

1.1 Neurokristopatie

Vr. 1974 americky patolog Robert P. Bolande zavedl pro onemocnéni odvozena
od neurdlni liSty termin neurokristopatie (Bolande 1997). Bunky neurdlni liSty se pfi
embryondlnim vyvoji rozptyluji po celém organismu, diferencuji do mnoha tkani a vznika
tak mnoho bunéénych populaci. Mezi né fadime napf. parafolikuldrni buriky stitné Zlazy,
enterické gangliové bunky a chromafinni buriky dfené nadledvin. Neurokristopatie jsou
klasifikovany na jednoduché, pro néz je charakteristicky pouze jeden patologicky proces,
a komplexni, sdruZujici vice jednoduchych neurokristopatii (Tab. 1). Medularni karcinom
Stitné zldzy (MTC), Hirschsprungova choroba (HSCR) ¢&i feochromocytom patfi
k jednoduchym neurokristopatiim. Syndrom mnohocetné endokrinni neoplazie (MEN)
typu 2, ktery sdruzuje meduldrni karcinom Stitné zldzy zejména s feochromocytomem,

fadime mezi komplexni neurokristopatie.

Tab. 1 Klasifikace neurokristopatii (podle Bolande 1997)

Jednoduché neurokristopatie
Dysgenetické:
Hirschsprungova choroba
Albinismus
Mandibulofacialni dysostdza
Otocefalie
Neoplastické:

Medularni karcinom stitné Zlazy
Feochromocytom
Neuroblastom
Melanoticky progonom
Nonchromafinni paragangliom
Karcinoidni nadory

Komplexni neurokristopatie
Mnohocetna endokrinni neoplazie typu 1
Mnohocetna endokrinni neoplazie typu 2A
Mnohocetna endokrinni neoplazie typu 2B
Neurofibromatdéza (von Recklinghausenova choroba)
Neurokutanni melandza
Familidarni neuroblastom s Hirschsprungovou chorobou




1.2 RET proto-onkogen a RET tyrozinkinazovy receptor

Velmi podstatnou ulohu v patogenezi nékterych neurokristopatii, jako jsou syndromy
mnohocetné endokrinni neopldzie typu 2, meduldrni karcinom Stitné Zlazy,
feochromocytom a Hirschsprungova choroba, ma RET (REarranged during Transfection)
proto-onkogen. RET proto-onkogen je gen lokalizovany na 10. chromozému (10q11.2), je
dlouhy pfiblizné 55 kb a ma 21 exonl (Pasini et al. 1995). Je velice dllezity pfi vyvoji
jedince a pfi proliferaci, diferenciaci a prezivani bunék. Uplatiuje se pfi morfogenezi
ledvin, maturaci periferniho nervového systému a spermatogenezi (Pachnis et al. 1993,
Schuchardt et al. 1994). Tento gen kéduje membranovy tyrozinkindzovy receptor, ktery je
exprimovan v urogenitdlnich prekurzorovych bunkach, ale predevsim v bunkach

pochazejicich z neurdlni listy (Avantaggiato et al. 1994).

RET

Kadherinova
doména

Cysteinova
doména

unécéna
embrana

3

Tyrozinkinazova
doména

Tyrozinkinazova
doména

RET9 (1072 AK)
RETA3 (1106 AK)
RET51 (1114 AK)

Obr. 1 Schéma RET proteinu (podle de Groot et al. 2006)

RET protein ma stejné jako jiné tyrozinkindzové receptory intraceluldrni,
transmembranovou a extracelularni doménu (Takahashi et al. 1988). Extracelularni

doména obsahuje ¢tyri kadherinu podobné domény, zavislé na pfisunu vapenatych iontd,



které vyvolavaji a stabilizuji konformacni zmény potfebné pro interakci s ligandy
a koreceptory, dale oblast bohatou na cystein, zodpovédnou za terciarni strukturu
a utvoreni dimerd pomoci disulfidickych vazeb, a také nespocet glykosylacnich mist (Obr.
1). Intraceluldarni doména zahrnuje dvé tyrozinkindzové domény, které jsou zapojeny
do aktivace mnoha signalnich drah (de Groot et al. 2006). RET ma tfi izoformy vznikajici
alternativnim sestfihem na 3’konci, které obsahuji 9 (RET9), 43 (RET43) ¢i 51 (RET51)
aminokyselin za glycinem v kodénu 1063 (Myers et al. 1995). Hlavnimi izoformami in vivo

jsou RET9 a RET51.

Dimerizace

Obr. 2 Schéma aktivace RET tyrozinkinazového receptoru za normdlnich podminek — vazba
ligandu na koreceptor a nasledna dimerizace receptoru

Za normalnich podminek je RET protein aktivovan komplexem ligandu a koreceptoru.
Mezi jeho ligandy se fadi glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF), neurturin
(NTN), artemin (ART) a persefin (PSP). Koreceptory patfi k rodiné GDNF-family receptor a
(GFRa) a jsou na povrchu bunky ukotveny glykosylfosfatidylinositolovou vazbou. Kazdy
ligand GDNF, NTN, ART a PSP ma sv{j specificky koreceptor GFRa 1-4 (v poradi, ve kterém
jsou uvedeny). Po interakci komplexu ligand-koreceptor sreceptorem RET dochazi
k dimerizaci receptoru (Obr. 2), jeho aktivaci a autofosforylaci a k pfenosu signalu
do burky. Bylo identifikovano nejméné 18 specifickych fosforylaénich mist (zejména

tyrozinovych zbytkd), které jsou zapojeny do fosforylace RET proteinu a aktivace

-10 -



signalnich drah (Liu et al. 1996, Ichihara et al. 2004, Santoro et al. 2004). RET receptor pak
prostfednictvim RAS proteinu aktivuje MAP kindzovou signdlni drdhu a je zapojen
i do aktivace PI3K-AKT, p38MAPK, Src/JAK/STAT3, JNK a proteinkindzy C (Lodish et al.
2008). Pokud dojde k poruseni této prisné regulované aktivace, napf. vlivem mutaci
v konkrétnich mistech RET proto-onkogenu, stava se RET velmi u¢innym onkogenem.

a) b)

Obr. 3 Aktivace aberantniho RET tyrozinkinazového receptoru s mutaci a) v extracelularni doméné
a b) vintracelularni doméné

Aktivace aberantniho RET tyrozinkindzového receptoru je zaloZena na tfech rliznych
mechanismech, v zavislosti na lokalizaci dané mutace (Machens et al. 2008). Mutace
lokalizované v extracelularni doméné, konkrétné v doméné bohaté na cystein, zpUsobi
dimerizaci a fosforylaci proteinu nezavisle na jeho ligandu (Obr. 3a). Mutace
vintraceluldrni doméné umozini vlivem zmény tercidrni struktury pfistup ATP
k vazebnému mistu vtyrozinkinazové doméné. Podobné mutace nachazejici se
v intraceluldrnim katalytickém jadre (Obr. 3b) usnadni pristup substratu do katalytického
jadra. Aktivace se tak vlivem mutaci vintraceluldarni doméné stava nezdvisld jak
na ligandu, tak na dimerizaci (Santoro et al. 1995, Pasini et al. 1997, Plaza-Menacho et al.

2005).

-11 -



1.3 Medularni karcinom stitné zlazy
1.3.1 Stitna zlaza

Stitnd 7laza (Obr. 4) je endokrinni organ skladajici se ze dvou lalokél ovalného a?
trojuhelnikového tvaru, které naléhaji na hrtan a pradusnici, pfed kterou jsou propojeny
istmem. Na zadni strané lalok( jsou pak uloZeny horni a dolni parové utvary zvané
pristitnd téliska. Velikost Sstitné Zlazy je zavisld na véku, pohlavi a geografickych
podminkdach, je vét$i u Zen nez u muzd a jeji hmotnost se pohybuje mezi 20 a7 60 g. Stitna
Zlaza je obklopena mnoha lymfatickymi uzlinami, které jsou klasifikovany do Sesti krénich
sektoru. Tkan Stitné Zlazy je ¢lenéna na lobuly skladajici se z vacka, tzv. folikull, které jsou
vzajemné oddéleny vazivem a kapilarnimi a lymfatickymi pletenémi. Sténa folikull je
tvorfena jednou vrstvou folikuldrnich bunék, které nasedaji na bazalni membranu. Folikuly
jsou vyplnény koloidem, jehoZ hlavni slozkou je glykoprotein tyreoglobulin. Z krevniho
fecisté je vychytavan jéd a transportovan do koloidu, kde se podili na tvorbé hlavnich
hormont Stitné Zlazy — tyroxinu a trijodtyroninu. Tyto hormony v cilovych tkanich
a bunikach reguluji oxidacni déje spojené se spotiebou kysliku a termoregulaci a ovliviuji
rast a vyvoj. Soucasti folikulG nejsou parafolikularni bunky stitné zZlazy, tzv. C-bunky, které
produkuji dal$i hormon kalcitonin. Tento hormon snizuje hladinu vdpenatych iontd v krvi,
jeho cilové bunky jsou v kostech, ledvinach a tenkém stfevé a je antagonistou

parathormonu, ktery je produkovan burikami pfistitnych télisek.

PREDNi POHLED ZADNi POHLED

Chrupavka
stitna

Horni
= N pristitna
Stitna_ [ ' téliska
#laza |

Dolni
Trachea pristitna

téliska

Obr. 4 Stitna 7ldza (www.ofhealthandbeauty.co.uk)
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1.3.2 Karcinomy §titné Zlazy

Karcinomy Stitné Zlazy celkové tvofi asi 1 % vSech onkologickych onemocnéni, avsak

predstavuji nej¢astéjsi malignitu endokrinnich zIaz (90 %). Jedna se o heterogenni skupinu

nadoru, které se lisi ve své morfologii i biologickym chovanim. Vyskytuji se ve vsech

vékovych skupinach a 3-5 x ¢astéji u zen nez u muz(i (Obr. 5, 6).

C73 - ZN #titné Zlazy
taszovd vivoj hrubé incidence

16 -

Potet pFipadd na 100 000 ozob

- celd populace
- muZi
& Zeny

Zdroj dat: 0ZIS CR

SEEEELESELEEESSEES @g’é ESOSTISIIEEY

http:d A svod .oz

Obr. 5 Vyvoj hrubé incidence karcinomu stitné Zlazy (pocet novych pripadl na 100 000 osob)

u Ceskych pacientll mezi lety 1977-2011 ve srovnani celé populace s populaci muzid a Zzen

C73 - ZN #titné Zlazy
vékovd struktura populace pacientl za obdobi 1977 - 2011
12 -

10 -

ve pEkoue kategorii
[=)]
T

Pofet pfipadd na 100 000 osob

- Incidence
- Mortalita

ZdPDJ dat UZIS CR

Qg =

PE I ES IS EF LTS

http:d A svod .oz

Obr. 6 Vékova struktura pacientl s karcinomem Stitné Zlazy v obdobi let 1977-2011; incidence

a mortalita je vztaZzena na 100 000 osob v dané vékové kategorii
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Celosvétovy vzestup jejich incidence se ¢asteCné vysvétluje zlepSenim diagnostiky, coz ma
pfiznivy dopad na zachyceni nadoru v ranéjSich a |épe |éCitelnych stadiich onemocnéni.

Zaroven se vSak zvySuje agresivita karcinom( Stitné Zlazy. Znamymi rizikovymi faktory je

’

ionizujici zareni, nedostatek ¢i nadbytek jodu v potravé, jind onemocnéni Stitné Zlazy,
geografické rozdily & hormondlni a dé&di¢né vlivy. Ceska republika je ve srovnani
se svétem na 14. misté v incidenci karcinomu Stitné Zlazy a 7. misté ve srovnani s Evropou

(Obr. 7).

c73 - 5titnd Zliza
srovndni incidence v CR = ostatnimi zemémi svéta, pfepodet na 100 000 osoh
JiZzni Korea |
Howd Kaledonie ]
Francouzzkd Polunézie
Francie | ]
R S F—
Beloruzko |
[ETEL ER —
Spojend Statu Americke [ ]
[0 e RPE LA T S—
Vanuaty | ]
Rakousko [ ]
Lucembursko
=) R F—
Cezkd republiks |

e 0 5 10 15 20 25 a0 lal i) 45
PoFadi Ceské republiky: 14 httped A svod.cz Zdroj dat: GLOBOCAN 2008

Obr. 7 Srovnani hrubé incidence karcinomu §titné #lazy v Ceské republice s ostatnimi zemémi
svéta

Karcinomy Sstitné Zldzy se Cleni na tfi zakladni varianty podle jejich plvodu a zpusobu
vzniku (Obr. 8). Z folikuldrniho epitelu stitné Zlazy vznikaji diferencované karcinomy, kam
se fadi nejcastéji se vyskytujici papildrni karcinom (44-81 %) a folikularni karcinom stitné
Zlazy (5-18 %). Jejich dediferenciaci vznikaji nddory nediferencované (3-15 %), nazyvaji se
anaplastické karcinomy Sstitné Zldzy a jsou velice agresivni. Do tfeti skupiny patfi
meduldrni karcinom stitné zlazy (MTC), ktery jako jediny vychazi z parafolikularnich bunék
Stitné Zlazy. Ma jiny embryonalni pavod neZ ostatni nadory, protoze parafolikularni bunky
vznikaji z neuroektodermu (neuralni listy), na rozdil od folikularnich bunék pochazejicich

z endodermu (VIcek et al. 2002).
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folikularni burka
§titné zlazy

parafolikularni bunka
§titné zlazy

Obr. 8 Bunky Stitné Zlazy

1.3.3 Klinické rysy MTC

MTC predstavuje 8 % vsech karcinoml Stitné Zlazy. Je tvoren vietenovitymi
¢i polygondlnimi burikami s nepravidelnou tramcinou. Za prekancerézu je povazovana
hyperplazie C-bunék (CCH), kterd se lisi od fyziologické CCH prikazem atypickych bunék
v neoplastické formé. MTC (i CCH) byva lokalizovan predevsim v hornich a stfednich
tfetinach lalokd §titné 7lazy. Casto také postihuje lokalni (kréni) lymfatické uzliny
a vzdalené metastazuje do jater (25-30 % MTC), plic a kosti. Primérna doba preziti 5 let se
uvadi u 83 % pacientd, dllezitym ukazatelem je TNM klasifikace nddoru, ktera popisuje
rozsah onemocnéni ve 3 slozkach: T (tumor) vyjadfuje rozsah primarniho nadoru,
N (nodus) postizeniregiondlnich lymfatickych uzlin a M (metastasis) pFitomnost

vzdalenych metastaz. Kombinaci rliznych hodnot T, N a M se urcuje stadium onemocnéni.

1.3.4 Klasifikace MTC

MTC se vyskytuje predevsSim ve sporadické formé (75 %), ale ve ctvrtiné pripadl se
onemocnéni dédi autosomalné dominantné. U familiarni formy a pfiblizné 30 %
sporadickych pfipadl vznika multicentricky a bilateradlné. Familidrni forma se vyskytuje ve
tfech variantach — jako soucast syndromu mnohocetné endokrinni neoplazie typu 2 (MEN
2), kterd ma dva podtypy 2A a 2B, a jako familidrni medularni karcinom Sstitné Zlazy

(FMTC). Prevalence MEN 2 je odhadovana na 2,5 : 100 000 obyvatel. U pacientl
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se syndromem MEN 2A (15-23 % MTC) byvda MTC asociovdn s feochromocytomem
a primarni hyperparathyredzou (Tab. 2) a onemocnéni se objevuje i pfed 20. rokem Zivota
pacienta. Pro pacienty s agresivnéjsSim syndromem MEN 2B (1 % MTC) jsou kromé MTC
a feochromocytomu typickymi symptomy marfanoidni habitus, slizniéni neurinomy,
ganglioneuromatéza a ocni anomalie (ztlustélé nervy vrohovce). Tyto vyrazné
v brzkém détském véku, k manifestaci MTC dochazi vétSinou mezi 10. — 20. rokem
pacienta, ale vyjimkou nejsou ani pfipady MTC u mnohem mladSich déti.
Feochromocytom se u MEN 2 vyskytuje vétSinou 8-10 let po manifestaci MTC. U FMTC
(1-9 % MTC) se zadné jiné asociované léze nevyskytuji. Za rodinu s FMTC je dle mirné;jsi
klasifikace pokladana rodina, kde byla diagnéza MTC, popf. CCH, potvrzena u dvou ¢len(
rodiny a vice. Pfisnéjsi mezindrodni pravidla pozaduji minimalné Ctyti postizené, aby byla
rodina hodnocena jako FMTC. Vék nastupu onemocnéni je u FMTC velice variabilni (mezi
20 — 70 lety) (VI¢ek et al. 2002, Becker et al. 2005, de Groot et al. 2006, Bendlova et al.
2009, Raue et al. 2012).

Tab. 2 Klinické projevy familiarnich forem MTC (podle de Groot 2006 et al.)

FMTC MEN 2A MEN 2B
MTC 100 % 100 % 100 %
Feochromocytom 0% 10-60 % 50 %
Primarni hyperparathyredéza 0% 10-30 % 0%
Marfanoidni habitus 0% 0% 100 %
Ganglioneuromatoza 0% 0% 60-90 %
Slizni€éni neurinomy 0% 0% 70-100 %
Oc¢ni anomalie 0% 0% 60-90 %
Hirschsprungova choroba vzacné vzacné 0%

1.3.5 Diagnostika a I1écba MTC

MTC vzhledem k odlisSnému embryonalnimu pdvodu nema na rozdil od diferencovanych
karcinomu schopnost akumulovat radiojod a tedy i diagnosticky a terapeuticky pfistup je
jiny (VIc¢ek et al. 2002). Pfi diagnostice MTC se vyuziva skutecnosti, Ze normalni i nadorové
transformované C-bunky produkuji hormon kalcitonin. Pfi nddorovém procesu hladiny

kalcitoninu v krvi stoupaji a kalcitonin tak slouZi jako nadorovy marker. Stanovuji se
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bazalni hladiny a hladiny stimulovaného kalcitoninu vyvolané podanim kalcia. Dfive se
ke stimulaci pouzival také pentagastrin, ale jiz neni v Ceské republice k dispozici.

Laboratorné Ize také zjistit zvySené hladiny karcinoembryonalniho antigenu (CEA).

Copyright © 2008 Wolters Kluwer Health | Lippincott Williams & Wilkins

Obr. 9 Aspiracni biopsie tenkou jehlou

Nepostradatelnou roli zde ma sonografické vysetfeni. Lze jej rovnéz vyuzit ke zjisténi
pfipadného postizeni krénich lymfatickych uzlin. Pfedoperacné je moziné potvrdit
pfitomnost MTC i po odbéru aspiracni biopsie tenkou jehlou (FNAB) (Obr. 9) pomoci
cytologického vysetreni a imunohistochemie (Obr. 10). NejlepSich vysledk( Ize dosahnout,
pokud je odbér materidlu proveden soucasné za sonografické kontroly. Pfi FNAB je nutné
ziskat urcity minimalni pocet bunék, material se zpracovavd jako hematologicky natér
a hodnoti jej makroskopicky i mikroskopicky cytolog zkuseny v thyreoidalni patologii. Pfi
imunohistochemickém barveni jsou nadorové burky negativni na tyreoglobulin a pozitivni

na kalcitonin, CEA a chromogranin A.

Obr. 10 Normalni nalez C-bunék pfi imunohistochemickém barveni (burky se barvi po reakci
s protilatkou proti kalcitoninu)
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Terapie spociva v radikalnim chirurgickém vykonu, jehoz zakladem je dokonalé odstranéni
celé stitné Zlazy, tzv. totdlni thyreoidektomie (TTE). Pfi postiZeni regionalnich lymfatickych
krénich uzlin je navic provedena modifikovana blokova kréni disekce. Histologické
vySetifeni odoperované nadorové tkdné potvrzuje diagnézu MTC. Pooperacné se
u pacientl dlouhodobé sleduje hladina kalcitoninu, jejiz opétovné zvyseni mize znamenat

recidivu onemocnéni. Pfi recidivé onemocnéni je nezbytnd reoperace.

Obr. 11 Scintigrafie **I-MIGB u pacienta s feochromocytomem
(en.wikipedia.org/wiki/lobenguane)

U pacientd s MTC je rovnéz provadén screening na pritomnost feochromocytomu
a primarni hyperparathyredzy, ktery je u feochromocytomu zalozen na méreni krevniho
tlaku a hladin mocovych ¢i plazmatickych katecholamin( a jejich metabolitli (metanefring,
adrenalinu, noradrenalinu, kyseliny vanilmandlové), a v pfipadé hyperparathyredzy
na méreni hladin parathormonu, fosfatu a sérového kalcia. Vyznamnou ulohu pro
monitorovani vzniku feochromocytomu a pfipadnych vzdalenych metastdz maji také dalsi

123|

zobrazovaci metody. Jednou znich je scintigrafie radiojodem znacenym

metajodobenzylguanidinem (MIBG), pfi které se snimky provadéji za 4 a 24 hodin
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po nitrozilni aplikaci radiofarmaka (Obr. 11). PFi pozitivni akumulaci radiofarmaka

1311_MIBG, kterd ma dobrou odezvu

v nadorové tkani je mozné podat terapeutickou davku
u 1/3 pacientl se vzdalenymi metastazami, zejména jater, a opakuje se v intervalu 6 az 12
mésictl. Casto md viak pouze paliativni charakter. Dal$imi zobrazovacimi metodami, které
se provadéji zvlasté u pokrocilych pripadl MTC, je pocitacova tomografie (CT) hrudniku
a bficha, scintigrafie skeletu, scintigrafie “’mTc-MIBI (methoxyisobutylisonitril),
h-Ostreoscan, magnetickd rezonance a pozitivni emisni tomografie (PET). Zevni
aktinoterapie je indikovdna po vykonu v pfipadé postizeni uzlin nebo po chirurgickém
odstranéni vzdalenych metastaz. Chemoterapie nebyva pfi |é¢bé MTC bézind, ale zvaZuje

se u nalezu mnohocetnych metastdz, které nelze chirurgicky odstranit (Vi¢ek 2011).

Nadéjné se jevi molekuldrné cilend terapie zaloZzend na farmakologické inhibici
tyrozinkinaz. V Ceské republice byla vroce 2014 zavedena lé¢ba preparaty vandetanib
(inhibitor tyrozinkindz RET, EGFR, VEGFR-2) a cabozantinib (inhibitor tyrozinkindz RET,
MET, VEGF). Jsou zatim indikovany u pacientl s progresivnim, inoperabilnim lokalné
pokrocilym nebo metastatickym MTC. V klinickych studiich bylo prokdzano statisticky
signifikantni prodlouzeni doby preziti bez progrese onemocnéni oproti placebu, a to
predevsim u pacientl s mutaci v RET proto-onkogenu. Do budoucna se zvaZuje i genova

terapie a vyuZziti mikroRNA.

1.3.6 Genetické priciny MTC

FMTC a syndromy MEN 2 jsou povazovany za monogenni onemocnéni, jelikoz
v soucasnosti je jedind znama pri¢ina téchto onemocnéni spojena se zarodeénymi
aktivujicimi  mutacemi v RET proto-onkogenu. RET proto-onkogen byl objeven
a lokalizovan na zdakladé vazebnych analyz u rodin s MEN 2 mezi lety 1985-1987
(Takahashi et al. 1985, Mathew et al. 1987, Simpson et al. 1987). Celd sekvence byla
publikovana vroce 1993 (Mulligan et al. 1993, Mulligan et al. 1994). Nasledné byly
objeveny mutace spojené s agresivnéjsimi formami familidrniho MTC (Donis-Keller et al.
1993, Mulligan et al. 1993, Hofstra et al. 1994). V souvislosti s MEN 2B bylo zjiSténo

majoritni postaveni mutace Met918Thr v 16. exonu RET proto-onkogenu, ktera zplsobuje
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konstitutivni aktivaci receptoru bez pfitomnosti ligandu a bez nutnosti dimerizace
receptoru. Mutace v cysteinovych kodénech 609, 611, 618, 620, 630, 634 v 10. a 11.
exonu byly shledany podstatnymi v manifestaci MEN 2A/FMTC. Tyto mutace zpUsobuji
dimerizaci RET receptoru (bez pfitomnosti ligandu) a tim aktivaci signaliza¢ni drahy. Poté
se hledani zarodeénych mutaci rozsifilo i do dalSich exonl a v letech 1995-1998 byly
detekovany mutace ve 13., 14. a 15. exonu v kodénech 768, 790, 791, 804 a 891, které

jsou prevaziné sdruzené s FMTC a mirnéjSimi projevy onemocnéni (Obr. 12).

Extracelularni Transmembrdnovd Intraceluldarni
doména doména doména
Kadherinova Cysteinova Tyrozinkindzova Tyrozinkind
doména doména doména 1 doména 2

Protein NH2

Gen

Mutované
kodony

Obr. 12 Schéma RET proto-onkogenu s lokalizaci zarodecnych mutaci specifickych pro MTC

Odlisné mechanismy aktivace mutovaného RET tyrozinkindzového receptoru se odrazeji
v korelaci genotypu s fenotypem. RGzné mutace se vyznamné [iSi svou agresivitou
a fenotypem onemocnéni a rizikem onemocnéni pro nositele mutace (Obr. 13). Dle
vysledovanych poznatk(i byla postupné vypracovdna a zdokonalovana klasifikace
zarodecnych mutaci, které byly rozttidény do tfi kategorii dle jejich rizikovosti (Tab. 3)
na (a) mutace s nejvyssim rizikem lokalizované v katalytickém jadfe intracelularni
domény, (b) mutace svysokym rizikem nachdzejici se v cystein-bohaté extraceluldrni

doméné a (c) mutace s vySSim rizikem umisténé v tyrozinkindzové intraceluldrni doméné.
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Z jednotlivych rizikovych skupin vyplyvaji doporuceni pro rodiny s familidrni formou MTC,
pfi ¢emZ American Thyroid Association jesté vyhradila samostatnou rizikovou kategorii
pro mutaci v kodénu 634, ktera se jevi jako mnohem agresivnéjsi nez mutace v dalSich
cysteinovych kodénech (Brandi et al. 2001, de Groot et al. 2006, Kloos et al. 2009,
Machens et al. 2012).

RECEPTOR
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Extracelularni ¢ast

Mutace specifické pro:
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Substrat O FMTC
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Obr. 13 Nejcastéjsi zarodec¢né RET mutace ve vztahu k mechanismu aktivace (podle Fialkowski
et al. 2006)

Screening rizikovych exonu se stal zakladem pro dnes jiz rutinni molekularné genetickou
analyzu vrodinach s MTC. Presto nékteré rodiny sfamilidarni formou MTC nebyly
rozieSeny a pfric¢ina dédicného onemocnéni zlstadva nenalezena, i kdyZ u téchto rodin byl
proveden screening celého RET proto-onkogenu. U nékolika rodin ale patrani v dalSich
exonech bylo Uspésné, zvlast v koddénu 533 v 8. exonu, kde byla mutace nalezena
u feckych a brazilskych pacientl (Da Silva et al. 2003, Peppa et al. 2008, Castro et al.

2013). Zasluhou naseho pracovisté byla v ceské rodiné s FMTC objevena mutace
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Gly321Arg v 5. exonu (Dvordkova et al. 2005, Vaclavikova 2006). Jako reakce na tato
zjisténi byla pfijata nova mezindrodni doporuceni pro screening zarodec¢nych mutaci v RET
proto-onkogenu. Kromé Sesti dosud testovanych exonl bylo doporudeno rozsifit
genetickou analyzu i 0 5. a 8. exon, bud' jako soucast rutinniho vySetieni nebo jako cilové
misto hledani u rodin s nenalezenou mutaci pti zdkladnim screeningu (de Groot et al.

2006).

Tab. 3 Klasifikace zarodecnych mutaci a doporuceni (Kloos et al. 2009, Machens et al. 2012, Raue
et al. 2012)

Nejnizsi popsany Vék nositele mutace, ve kterém je
Rizikova RET genotyp vék manifestace doporuceno provést profylaktickou
kategorie a onemocnéni TTE/zadit se screeningem

agresivita mutace

Exon Kodon MTC FEO pHPT Profylakticka Screening Screening

TTE FEO pHPT
... 16 918 02 12 -

D Nejvyssi 151 883 1 39 39 > <1 8 -
C Vyssi 11 634 0,8 12 5 <5 8 8

10 609 4 19 34

10 611 7 30 40
B Vysoka 10 018 > Bod <53 20 20

10 620 5 19 ?

111 6301 1 7 32

11 631 ? ? ?

8 533 21 35 ?

11 649° ? ? ?

13 768 9 59 ?

13 790 10 28 ?

A Mirna -103 20 20
! 13 7914 15 38 38 >-10

14 804 6 28 54
15 891 39 39 ?
dali 2

FEO — feochromocytom; pHPT — primarni hyperparathyredza

! pravdépodobné budou prefazeny do jiné kategorie (630 do C, 883 do A)

2 mutace v kodénech 321, 515, 531, 532, 600, 603, 606, 635, 666, 776, 777, 819, 833, 844, 861,
866, 912 mohou byt variantami nezndmého vyznamu, jelikoz byly nalezeny v omezeném poctu
rodin

* TTE maze byt odloZena az po véku 5 let, pokud jsou striktné splnéna tato kritéria: normalni
hladina bazalniho a stimulovaného kalcitoninu v krvi, normalni sonograficky nalez, méné agresivni
projevy onemocnéni v roding, rodinné preference

* mutace v kodénech 649 a 791 mohou byt dle poslednich studii benigni varianty (Erlic et al. 2010,
Prazeres et al. 2011, et al. Toledo 2015)
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Nékteré zarodecné mutace, zvlasté mutace v nejnizsi rizikové skupiné, jsou exprimovany
s rlznou penetranci a fenotypovymi projevy. Také mutace, které byly nové nalezeny
v ostatnich exonech RET proto-onkogenu, casto tfeba jen u jedné rodiny s MTC, jsou
vétSinou spojeny s mirnéjSimi projevy onemocnéni. U nové objevenych mutaci je vhodné
provést funkéni studie a ovéfit, zda jsou opravdu kauzdlni. Vzhledem k nizké penetranci,
fenotypické heterogenité a variabilité véku onemocnéni u téchto mutaci se hledaji jiné
genetické zmény v RET proto-onkogenu a jiné geny, které by se mohly podilet na vzniku
a modulaci klinického projevu MTC. Spekuluje se o vyznamu polymorfism(, zejména ve 2.,
7.,11.,13., 14. a 15. exonu a intronickych variant v RET proto-onkogenu, které mohou dle
nékterych publikaci predisponovat k rozvoji MTC & modifikovat fenotypické projevy
(Lesueur et al. 2006, Ceolin et al. 2012, Lantieri et al. 2013). DalSimi kandidatnimi geny
jsou ligandy a koreceptory RET proto-onkogenu (GDNF, NRTN, ARTN, PSPN, GRFa-1-4),
kde by mutace a polymorfismy mohly ovlivnit jejich funkci a aktivaci signalni drahy.
Ve Spanélské asociacni studii (Ruiz-Llorente et al. 2007) bylo identifikovano 7 dalsich gent
s nizkou penetranci, jejichZ polymorfismy asociovaly s rizikem sporadického MTC. Tyto
geny koduji proteiny z RET signalizacni kaskady (CDKN2B), nebo jsou zahrnuty v déjich,
ve kterych RET participuje - v apoptdze (BLC2), prenosu signdlu (COMT, H-RAS, AURKA) ¢i
v regulaci bunécného cyklu (CDK6, STAT1).

V pfipadé sporadického meduldrniho karcinomu jsou pfi¢inou onemocnéni genetické
alterace pfitomné pouze v nadoru, tedy na potomstvo neprenosné. Somatické mutace
v nadorové tkani byvaji pritomné u 43-65 % pacientd se sporadickou formou MTC,
vétSinou se jedna o mutaci Met918Thr v 16. exonu, ale vyjimkou nejsou ani bodové
mutace Ci delece cysteinovych kodon(l v 10. a 11. exonu RET proto-onkogenu. U 11-43 %
pacientd byly v nddorové tkani nalezeny i somatické mutace v H-RAS, K-RAS a N-RAS

genech (Moura et al. 2011, Boichard et al. 2012, Ciampi et al. 2013).

Objasnéni genetickych pficin vzniku MTC je podstatné nejen kvali predikci onemocnéni
u asymptomatickych jedinct a zpfesnéni diagndzy a progndézy onemocnéni u pacienta, ale
v budoucnu mUze také prispét k cilené genové terapii. Pomoci ni bude mozné selektivné
zacilit terapeutické geny do nadorovych bunék aplikaci tkariové specifickych promotord,

(napt. kalcitoninového promotoru), ¢imZz dojde ke snizeni mimondadorové toxicity.
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MozZnosti jsou zatim testovany zejména in vitro na tkanovych kulturach nebo na zvifecich
modelech (Castellone et al. 2008, Ceratto et al. 2009). Dalsi studované pristupy genové
terapie pak mohou pomoci pfi blokaci tyrozinkindzové funkce; jednd se o korektivni
genovou terapii (obnoveni normdlni funkce mutovaného genu ¢i zamezeni jeho Ucinku
expresi dominantné-negativni RET mutanty), cytoreduktivni genovou terapii (vpraveni
exogenniho ,sebevrazedného” genu) a imunomodulaéni genovou terapii (indukce genové
exprese, kterd zvysuje imunitni odpovéd’ proti nadorové tkani). Také molekularné cilena
|éCba je zaloZena na inhibici proteind a signalnich drah, které jsou vlivem mutace
abnormalné aktivovany, popf. signalnich drah, které podporuji rist nadoru. Mechanismus
inhibitor( tyrozinkindz (TKI) spociva v blokaci ATP vazebnych mist kindzy a tedy zabranéni
vazbé ATP, autofosforylace a aktivace tyrozinkindzy. TKI mohou plsobit i na vice
tyrozinkinaz, jelikoZz vazebné misto pro ATP je velice konzervativni. Nékteré preparaty jiz
v minulém roce vstoupily do klinické praxe u ¢eskych pacientll s metastatickymi stadii
MTC (vandetanib, cabozantinib). Vandetanib je inhibitorem receptoru VEGFR-2 (vascular
endothelial growth factor receptor) a efektivné blokuje fosforylaci RET proteinu
nesouciho nejcastéjsi mutace pri¢inné pro MEN 2A a MEN 2B. Neinhibuje vSak aktivaci
zpUsobenou mutaci v kodénu 804, kterou je vSak schopny inhibovat jiny TKI - sorafenib
(Plaza-Menacho et al. 2007, Santarpia et al. 2009). Tento |ék je jinak spiSe zaméfen na
pacienty s jinymi typy nadoru Stitné zlazy (PTC, FTC a ATC), ale plsobenim na stejnou
signalni drahu je Uspésny i u pacientll s MTC (Obr. 14). U pacientl je tedy vhodné jesté

pred zahdjenim |écby nejprve provést analyzu somatickych mutaci v nddorové tkani.

IIIlIIIlIIIlIIIlIIIlIIIlIIIlIIIlIIIlIIIlIIIIIlIIIlIIIlIIIlIIIlIIIlIIIlIIIlIIIlIIIlI

VEGFR, EGFR, PDGFR /\ RET

Vandetanib, Sunitinib Vandetanib

Sorafenib, Axitinib Sunitinib

Sorafenib

<B_Rlﬁ> Motesanib
Imatinib

BRAF m CEP-751
Sorafenib CEP-701
PLX4032 X X XL-880

XL281 XL-184
RPI-1

Proliferace a prezivani
bunék

Obr. 14 Plisobeni inhibitord na signalni drahy
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1.3.7 Molekularné geneticky screening a management u pacienttis MTC

Vzhledem k moZnostem molekuldarné genetického vySetfeni se v rodindch s familiarni
formou MTC zdsadné zmeénila prevence a lé¢ba MTC (Obr. 15). Dfive se u rodinnych
pfislusnikd spoléhalo na sledovani hladin kalcitoninu v krvi a v pfipadé pozitivniho
screeningu byla indikovana profylakticka TTE. Zvysené hodnoty kalcitoninu vsak jiz ukazuji
na probihajici aktivitu nadorového procesu. Dnes ma nejdulezitéjSi ulohu pravé
molekuldarné genetické vysetreni, na jehoz zakladé je moziné predikovat vznik onemocnéni
v preklinickém stadiu. Jedinci, u kterych se nepotvrdi zdrode¢nd mutace detekovand
v rodiné, mohou byt ze sledovani zcela vyrazeni. Naopak u nositelll mutace se muize

I a4 P4 v,V

pfistoupit k preventivnimu odstranéni Stitné Zlazy jesté pred rozvojem onemocnéni.

Histologicky ovéfeny MTC

}

Genetické vySetieni RET proto-onkogenu
(krev i tumor)

o« Sy

Zarodeéna mutace Somatickd mutace
v krvi i vtumoru pouze v tumoru

Familiarni MTC Sporadicky MTC

Genetické vysetieni
u pokrevnich pfibuznych

Pozitivni vysledek | Negativni vysledek | — IVyFazeni ze screeningu

Zarodeéna mutace Zarodeéna mutace
rizikové tfidy D, C, B rizikové tFidy A
Profylakticka totdlni Biochemicky screening,

thyreoidektomie ultrasonografie

Obr. 15 Schéma diagnostiky MTC
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Systematicky by méli byt screenovani vSichni pacienti s MTC, protoZe ani sporadicky MTC
(manifestace u 1 ¢leny rodiny) nevylucuje zarodec¢nou mutaci de novo ¢i nevédomost
pacienta a lékafe o familidrni formé& MTC v rodiné. | mezi sporadickymi ptipady tak byva
zachyt zarodecné mutace ve 4-10 % (Elisei et al. 2007). Neinformativni vysledek vySetfeni,
kdy nebyla detekovana zadnda zarodecna mutace v analyzovanych exonech, jesté nemUze
zcela vyloudit pfitomnost minoritni mutace v nékterém z dalSich exonl. Avsak tato
pravdépodobnost je témér zanedbatelnd, jelikoz 98 % mutaci byvd zachyceno pravé
v osmi rizikovych exonech (Raue et al. 2012). Presto k potvrzeni sporadického vyskytu
MTC je optimalni provést genetickou analyzu z nddorové tkané. Pfitomnost somatické
mutace v RET proto-onkogenu (a neptritomnost zdrodecné mutace) vyvrati dédi¢nou

formu MTC a riziko pro rodinné pfislusniky.

Zvlast vyznamnym aspektem je nacasovani profylaktické operace u asymptomatickych
nositell mutace. Pokyny pro profylaktickou TTE zohlediuji zachyt nejmladSich pacient(
s histologicky potvrzenym MTC. MTC byl zastizen jiz u 2mési¢niho pacienta s mutaci
v kodénu 918, 10mésicniho pacienta s mutaci v kodénu 634, 12mésicniho pacienta
smutaci vkodénu 630, 4-7letych pacientll s mutacemi v cysteinovych koddnech
10. exonu a u 9-39letych pacientll s mutacemi v 8., 13., 14. a 15. exonu (Machens et al.
2012). Proto doporuceni pro TTE jsou vékové velice ptisna, ale bylo pozorovdno, Ze jediné
velice ¢asna TTE muUZe zabranit rekurenci onemocnéni a metastazdm v krcnich
lymfatickych uzlindch (Skinner et al. 2005). Stejné tak je navrZen i screening pfitomnosti

feochromocytomu a primarni hyperparathyredzy (Tab. 3).

Na toto téma jsme publikovali nékolik prehledovych ¢lankd, které jsou in extenso uvedeny

v pfilohach.

Priloha ¢. 1: Bendlova B, Dvorakova S, Vaclavikova E, Sykorova V, Vi¢ek P, Skaba R.
Nadory stitné Zlazy a Hirschsprungova choroba: Desetileté zkuSenosti s molekuldarné

genetickou diagnostikou RET proto-onkogenu. Vnitr Lék 2006; 52(10): 926-934.
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Pfiloha ¢. 2: Bendlova B, Dvorakova S, Vaclavikova E, Vicek P. Mnohocetna endokrinni

neoplazie typ 2 - syndrom MEN 2A. Klin Onkol 2009; 22 Suppl: S28-S31.

Priloha ¢. 3: Bendlova B, Dvorakova S, Sykorovda V, Halkova T, Vaclavikova E. Genetika

nadoru Stitné Zlazy a jejich molekularné cilena Iécba. Onkologie 2011; 5(6): 325-328.

Pfiloha ¢. 4: Bendlova B, Dvotakova S, Sykorova V, Vaclavikova E, Halkova T. Nadory §titné
7lazy — molekuldrné genetické pficiny a moznosti cilené |é¢by. Cas lék ces 2012; 151(3):

123-127.

Priloha ¢. 5: DvoFakova S, Vaclavikova E, Sykorova V, Halkova T, Bendlova B. Hereditarni

karcinomy §titné #lazy a jejich molekuldrni diagnostika. Cesk Patol 2014; 50(2): 81-86.
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1.4 Hirschsprungova choroba

Hirschsprungova choroba (HSCR), téZ megacolon congenitum, je vrozené onemocnéni
enterického nervového systému, které je charakterizovano absenci gangliovych bunék
submukdzniho Meissnerova a myenterického Auerbachova plexu podél variabilni délky

distalniho gastrointestindlniho traktu (Obr. 16).

Myentericky plexus -

Submukazni 77 o

Kruhova
plexus

svalovina

Submukdza

Podélna
] svalovina
|

7 Mukoéza

Obr. 16 Priifez stfrevem s vyznacenim submukdzniho a myenterického plexu (podle Heanue 2007)

Etiopatogenetickd pricina HSCR spociva predevsim v defektu migrace neuroblast(, které
maiji sv(j plvod v neuralni listé, a prispiva i porucha diferenciace neuroblastll v gangliové
buiky a jejich urychleny zanik. Onemocnéni tak patfi stejné jako napf. MTC
a feochromocytom mezi jednoduché neurokristopatie. Migrace neuroblastli probiha
v kraniokaudalnim sméru z jicnu az do analniho kandlu béhem 5. — 12. gestacniho tydne.
Rozsah postizeni stfeva se odviji od toho, v jaké fazi téhotenstvi dojde k preruseni
migrace. Cim dfive k poruse dojde, tim delsi Usek stfeva je bez inervace. Vidy ale zahrnuje
rektoandlni ohbi a postupuje proximalné. Nejleh¢i formou HSCR (10 % pacientll) je
ultrakratkd forma, kdy je postizen pouze ultrakratky segment (UKS),
tj. nékolikacentimetrova distalni ¢ast rekta. Nejcastéjsi formou (75 %) je klasicka rekto-
sigmoidedlni forma (RS-HSCR) dosahujici esovité kli¢ky (sigmoidea). Dlouha forma (LCA —

long colonic aganglionosis) pak zasahuje vétsi ¢ast tlustého stieva, ¢asto pod lienalni ohbi,
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a v pfipadé totalni agangliondzy tlustého stfeva (TCA — total colonic aganglionosis) je
postizeno celé tlusté stfevo a ¢ast terminalniho ilea (8-10 % pacientu). Existuji i velice
vzacné diseminované formy, kdy je postiZzena také ¢ast tenkého stfeva (NTSBA - nearly
total small bowel aganglionosis) ¢i dokonce celé tenké stfevo (TIA — total intestinal

aganglionosis) (Holschneider et al. 2000, Amiel et al. 2008).

1.4.1 Epidemiologie HSCR

HSCR se vyskytuje cca u 1 z 5000 novorozencl, avsak incidence se mirné lisSi mezi
etnickymi skupinami. Z genetického pohledu rozeznavdme frekventovanéjsi kratkou
(S-HSCR, 80 %) a dlouhou (L-HSCR, 20 %) formu onemocnéni. Chlapci jsou postizeni 4x
Castéji nez divky, ale u L-HSCR je tato prevaha pouze v poméru 2:1. U potomk{ pacient(
s S-HSCR maiji chlapci 5 % riziko onemocnéni, divky 1-3 %. Probandi s L-HSCR predavaiji

svym potomkUlm riziko mnohem vyssi (9-33 %) (Amiel et al. 2008).

1.4.2 Historie HSCR

T

Fredericus Ruysch popsal pfipad enormni dilatace tlustého stfeva jako pri¢inu smrti
Sletého dévcatka. Onemocnéni dostalo své jméno po danském pediatru Haraldu
Hirschsprungovi, ktery v r. 1888 publikoval pfipad dvou chlapcl, ktefi zemfeli
na chronickou zdcpu a abdominadlni distenzi jako nasledek vrozeného megakolonu. Ve 40.
letech 20. stoleti bylo zjiSténo, Ze pti¢ina nemoci spociva v absenci intramuralnich
gangliovych bunék submukézniho a myenterického plexu za dilatovanym uUsekem stfeva.
Prvni chirurgickd |éc¢ba byla navriena a provedena vr. 1948 americkym chirurgem
Orvarem Swensonem. Jeho chirurgicky postup se spolu s dalsimi modifikacemi dle
doktorl Soavea, Duhamela a Boleye pouziva v rliznych obménach dodnes. Dlouhodobé
preziti pacientl diky Uspésné lécbé nasledné odhalilo prenos onemocnéni z rodicl

na potomky (Holschneider et al. 2000, Amiel et al. 2008).
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1.4.3 Symptomy HSCR

Absence gangliovych bunék v daném Useku stfeva zpUlsobi jeho zUZeni a ztrdtu motility,
které brani vyprazdnéni Useku nad nim, stfevo zde pak dilatuje, tvofi megakolon a dochazi
k obstrukci (neprlichodnosti) stfeva (Obr. 17). HSCR je diagnostikovana bud zahy
po narozeni pacienta, nebo v batolecim véku, vétSinou vsak do véku 2 let. Pokud je ale
postizeny Usek kratky (napf. UKS), mohou vzacné obtiZe nastat aZ v dospélosti, kdy se
projevi tézkou obstipaci. Typickym klinickym pfiznakem u novorozence je, Ze smolka
neodejde v obvyklé dobé (do 48 hod po porodu), novorozenec Spatné pfijima potravu,
zvraci, ma vzedmuté bficho, Zloutenku, prdjem, nadymdni a nepfibyva na vaze. U starsich
déti se onemocnéni projevi chronickou zacpou, vzedmutym bfichem, poruchou ristu,
podvyZivou a pacient neprospiva. Velice dlleZita je v€asna diagndza, aby nenastaly vazné
komplikace — enterokolitida nebo ruptura tlustého stfeva, coz jsou nejc¢astéjsi pfriciny
amrti pacientl s HSCR. Umrtnost byva od 80. let 20. stoleti pod 6 % (Skaba 2003,
Kessmann 2006, Mihal et al. 2009).

Dle vzhledu
Dilatovany a hypertroficky
usek streva

- .
- e )

Normalni velikost

Distalni
cast

Proximalni
cast

W -

- -

Usek s gangliovymi

Aganglionarni usek
bunkami

Linie resekce

Dle biopsie

Copyright @2006 by The McGraw-Hill Companies, Inc
All rights reserved.

Obr. 17 Dilatované stfevo nad aganglionarnim usekem
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1.4.4 Diagnostika a lIécba HSCR

Hlavni ulohu pfi diagnostice HSCR maji zobrazovaci metody spolu s manometrickym
vysetfenim. Pfi manometrickém vysetfeni se zjistuje, zda chybi rektosfinktericky reflex.
Rentgenové kontrastni vySetfeni tlustého stfeva (irigografie) zase zobrazi zuzeny
postizeny aganglionarni Usek, nad kterym se stfevo ndlevkovité rozSifuje. Pfi tomto
vySetfeni je ovSem prvni 3 mésice Zivota pacienta ndlez normalni, vyjimky mohou
predstavovat néktefi pacienti s TCA. Teprve potom zacind dilatacni proces. K potvrzeni
diagndzy se nasledné provadi biopsie rektalni sliznice a submukdzy saci sondou, ¢imz se
prokazuje absence gangliovych bunék a pritomnost zbytnélych parasympatickych
nervovych vlaken, kterd maji pozitivni reakci na acetylcholinesterazu. Lécba se provadi
chirurgicky, a to resekci agangliondrniho Useku stfeva s naslednou kolorektoplastikou.
Resektat je poslan na histologické vysetreni. Se spravnou IéCbou vétSina pacientll nema
dlouhotrvajici neptiznivé projevy onemocnéni a mize vést témér normdlni Zivot. Pacienti
by ale méli byt po mnoho let monitorovani kvili riziku enterokolitidy. Enterokolitida se
objevi u 17-50 % pacientd. U vétSiny z nich vznikne do dvou let po chirurgické [é¢bé,
predevsim kvuli obstrukci stfeva a zbytku aganglionarniho Useku. Jsou ale zndmy pfipady
enterokolitidy i po 10 letech po 1é¢bé, tudiz dlouhodoby screening je dlezity (Skaba
2003, Kessmann 2006, Mihal et al. 2009).

1.4.5 Genetické priciny HSCR

HSCR se v 70 % vyskytuje jako izolované nesyndromické onemocnéni, a to predevsim
sporadicky (80 %) nebo familiarné (20 %). Izolovand HSCR predstavuje multifaktorialni,
polygenni onemocnéni s nekompletni penetranci dependentni na pohlavi a variabilni
expresivitou v zavislosti na délce postizeného Useku, s principy nemendelovské
dédi¢nosti. Mendelovska dédi¢nost se naopak uplatiiuje u syndromické HSCR, kdy je HSCR
soucasti rGznych syndrom0O (Tab. 4). Ve 12 % pfipadd je nemoc spojena
s chromozomalnimi abnormalitami, z nichz v90 % je doprovdzena trizomii 21 (Down(v
syndrom), a 18 % pacientll ma i jiné vrozené anomadlie (Moore 2006). Trizomie 21

(Down(v syndrom) se naléza az u 10 % pacientl s HSCR. Nékteré studie popisuji u 5-30 %
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pacientd s HSCR dalSi vrozené izolované anomalie (kardiovaskularni, urologické,

neurologické, gastrointestinalni) (Amiel et al. 2008, Wallace et al. 2011). U L-HSCR je

navrhovan dominantni ¢i aditivni model dédi¢nosti, zatimco pro S-HSCR spiSe recesivni

¢i multifaktoridlni model dédi¢nosti. Do dnesni doby bylo objeveno 15 genl (RET, GDNF,

NTN, GFRA1, EDNRB, EDN3, ECE1, SOX10, ZFHX1B (SIP1), PHOX2B, KIAA1279/KBP, TCF4,

TTF-1, NRG1, NTRK3) a 5 chromozomalnich lokust (3p21, 4931-32, 9931, 16g23.3, 19q12)

segregujicich s HSCR (Amiel et al. 2008, Miao et al. 2010).

Tab. 4 Syndromickda a nesyndromicka HSCR

Gen (chromozomalni lokus)

Izolovana HSCR

RET (10g11.2)
GDNF (5p13)
NTN (19p13)
EDNRB (13g22)
EDN3 (20q13)
ECE1 (1p36)
SOX10 (22q13)
PHOX2B (4p12)
ZFHX1B=SIP1 (222)
TCF4 (18g21)
KIAA1279 (10g21.1)

Downlv syndrom, trisomie 21

delece 10gq11.2 RET
delece 13g22 EDNRB
Chromozomalni abnormality delece 2¢g22-g23 ZFHX1B
delece 17921 ?
duplikace 17921-g23 ?
triplikace 22pter-q23 ?
MEN2 RET
neurokristopatie Waardenburglv-Shah(v syndrom EDNRB, EDN3, SOX10
Haddaddv syndrom PHOX2B
bez Goldbergové-Shprintzenlv syndrom KIAA1279
Mowatdv-Wilsonové syndrom ZFHX1B

Syndromickd neurokristopatie

Cartilage-hair hypoplasia

HSCR

vzacné

Bardet(iv-BiedIGv syndrom
Kaufmanudv-McKusickQv syndrom
Smithav-Lemliho-Opitzlv syndrom
Werner mesomelic dysplasia
Clayton-Smithav syndrom
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Majoritni roli zde ovSem hraje RET proto-onkogen lokalizovany na chromozomu 10q11.2,
znamy spiSe ve spojitosti s aktivujicimi mutacemi zpusobujicimi syndromy MEN 2 a FMTC.
V patogenezi HSCR se uplatiuji naopak mutace inaktivujici, detekované u 50 % pacientl
s familiarni formou HSCR a u 15-20 % pacient( se sporadickym vyskytem. Mnohem vyssi
zachyt mutaci (70-80 %) byl zaznamenan u L-HSCR, zvlasté TCA, oproti S-HSCR (17-38 %)
(Amiel et al. 2008). Souvislost HSCR s RET proto-onkogenem byla objevena v r. 1993
za pomoci vazebnych analyz v postizenych rodinach poté, co byla rok predtim zjisténa
delece v oblasti 10q11.21-q21.2 u divky s TCA a mentalni retardaci (Martucciello et al.
1992, Angrist et al. 1993, Lyonnet et al. 1993). Nasledné bylo identifikovano velké
mnoistvi alteraci po celé délce RET proto-onkogenu véetné velkych deleci, mikrodeleci,

inserci, nesmyslnych, zaménnych a sestfihovych mutaci.

Bylo také vysvétleno, pro¢ je ve vzacnych pfipadech HSCR asociovana s MEN 2/FMTC.
Ptic¢inou jsou mutace v 10. exonu RET proto-onkogenu v cysteinovych kodénech 609, 611,
618 a 620, které mohou byt zdroven aktivujici a inaktivujici v zavislosti na tkani, kde se
RET protein exprimuje. Jejich dudlni charakter, ktery jim pfidélil oznaceni ,Janusovy
mutace” podle fimského boha se dvéma tvaremi, zpUsobi, Ze ve Sstitné Zlaze
a v nadledviné je nekontrolovatelné aktivovana signalizacni kaskada a spustén nadorovy
proces, zatimco dUlsledkem inaktivujiciho charakteru mutace ve stfevni inervaci je snizeno
mnozstvi RET proteinu a dochazi k jeho haploinsuficienci. To mGze byt dle jedné hypotézy
zplUsobeno tim, Ze proteinové izoformy obsahujici tyto specifické mutace pronikaji
na bunécny povrch s velmi malou Ucinnosti a RET proteinu je nedostatek. Dalsi teorii je
nastartovani apoptdézy v burnikach embryonalniho enterického ganglia jako odpovédi
na nepatficny mitogenni signal zplUsobeny mutovanou alelou RET proto-onkogenu
(Takahashi et al. 1999, Arighi et al. 2004). Riziko sdruzeni obou onemocnéni se vyskytuje
u obou forem HSCR, i kdyZz u dlouhych forem je vyssi. Vznik MTC hrozi nejméné 5 %
pacientd s detekovanou mutaci v RET proto-onkogenu. Screening zarodec¢nych mutaci

10. exonu je dirazné doporucovan zvlasté u pacientt s TCA (Moore et al. 2012).

PfestoZze zachyt mutaci v RET proto-onkogenu neni vysoky, vazebné analyzy odhalily
spojeni s RET proto-onkogenem u 90 % rodin s HSCR (Burzynski et al. 2005, Crockett et al.

2011). Kédujici mutace by tak nemusely byt pro vznik HSCR dostatecnym impulzem, pro
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coz svédci nekompletni penetrance mutovanych alel. Je mozné, Ze k expresi onemocnéni
je potifeba interakce nékolika genl. ZvaZuje se také zapojeni béZnych
jednonukleotidovych variant v RET proto-onkogenu ¢i jejich urcitych kombinaci, tzv.
haplotypl, které mohou mit funkci genetickych modifikatord a ovliviiovat expresi
proteinu. RovnéZz mohou byt ve vazbé s dosud neznamym pfric¢innym lokusem, ktery je
v blizkosti RET proto-onkogenu (Dvorakova et al. 2013). Nékteré studie prokazaly vazbu
HSCR s haplotypem v RET proto-onkogenu lokalizovanym ve vysoce konzervované oblasti
zvané MCS+9.7 (Multispecies conserved sequence). Oblast zac¢ina 4 kb pred transkripénim
startovnim mistem RET proto-onkogenu a konéi na zacatku 2. exonu (Burzynski et al.

2005, Emison et al. 2010).

V patogenezi HSCR se vzacné uplatiuji i geny koédujici dalsi proteiny signalizaéni drahy
RET/GDNF. Alterace byly u nékolika pacientl nalezeny v genech pro dva ligandy RET
proto-onkogenu — GDNF a NTN — a v genu pro koreceptor GFRa1. Vétsinou ale byly tyto
mutace nalezeny spolecné s mutaci v RET genu nebo trizomii 21, proto se zda, Ze samotné
nejsou dostacujici pro vznik HSCR. Také endothelinovd signaliza¢ni draha, regulujici
migraci neuroblastl, jejich proliferaci a diferenciaci, sdruzuje nékolik protein(
spojovanych s HSCR. Je jim endothelinovy receptor B (EDNRB), jeho ligand endothelin 3
(EDN3) a ECE 1 (endothelin converting enzyme) preménujici prekurzor EDN3 na aktivni
peptid (Obr. 18). Mutace v EDNRB a EDN3 jsou detekovany u 5 % pacientd s HSCR
a vyskytuji se kroméizolované HSCR i vramci syndromické HSCR spolu
s Waardenburgovym syndromem, coz je autosomalné dominantné dédi¢né onemocnéni
spojené s postizenim sluchu, zménami v pigmentaci vlast, kGiZze a o¢i a charakteristickou
fyziognomii. Do patogeneze izolované i syndromické HSCR se zapojuji také transkripéni
faktory exprimované burnkami neurdlni listy a ovliviiujici zminéné signalizaéni drahy
RET/GDNF a EDN3/EDNRB. Patfi sem transkripéni faktor SOX10 (SRY (sex determing
factor)-like region Y-box10) regulujici expresi RET a EDNRB, jehoz mutace byly také
u nékolika pacientl spojeny kromé HSCR i s Waardenburgovym syndromem, a PHOX2B
(pair-like homeobox 2b) regulujici expresi RET, jehoZz mutace byly detekovany u pacient(
s HSCR a Haddadovym syndromem (vrozeny centralni hypoventilaéni syndrom). DalSimi
popsanymi transkripénimi faktory jsou ZFHX1B (zink finger homeodomain), znamy také

pod ndzvem SIP1 (SMAD interagujici protein), ktery byvd spojovan s Mowat-Wilsonové
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syndromem (HSCR, tézka mentdini retardace, mikrocefalie, epilepsie, opozdény motoricky
vyvoj, facidlni postizeni, srde¢ni vada, urogenitalni anomadlie), a KIAA1279/KBP (kinesin-
binding protein), kde byly mutace zaznamenany v souvislosti se syndromem Goldbergové-
Shprintzenovym (mirna mentalni retardace, HSCR, mikrocefalie, rozstép patra, hypotonie,
maly vzrUst, silné fasy a fidké vlasy). V souvislosti s HSCR bylo popsano jesté mnoho
dalSich syndromu a také nékolik chromozomadlnich anomalii (Amiel et al. 2008, Wallace

et al. 2011).

ON ON

Jadro: 7@\
PHOX2B /\

Obr. 18 Signalizace u HSCR

Pfiloha ¢. 6: Dvorakova S, Vaclavikovd E, Skaba R, Kavalcovd L, Bendlovd B.

Hirschsprungova choroba a jeji genetické pticiny. Ces-slov Pediat 2013; 68(3): 167-176.
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2. Cile

1. Detekce hlavnich genetickych alteraci u medularniho karcinomu stitné Zlazy

a Hirschsprungovy choroby.

2. Studium role polymorfismi v RET proto-onkogenu jako modifikujicich faktor(

v patogenezi meduldrniho karcinomu $titné Zlazy a Hirschsprungovy choroby.

3. Studium vztahu mezi genetickymi zménami a jejich fenotypickymi projevy u pacientt

s medularnim karcinomem stitné Zlazy a pacientd s Hirschsprungovou chorobou.

Pfedpokladem splnéni téchto cil( bylo

a) pokracovat ve shromazdovani DNA banky soubor( pacientl s medularnim
karcinomem S$titné Zlazy, pacientl s Hirschsprungovou chorobou a ¢lent jejich

rodin

b) tvorba databaze klinicko-patologickych dat

c) kompletace souboru zdravych kontrol
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3. Metody

3.1 Studované soubory

Studie byly schvdleny Etickou komisi Endokrinologického ustavu a Fakultni nemocnice
v Motole. VSichni pacienti, popf. jejich zakonni zastupci, a vSichni dobrovolnici podepsali

informovany souhlas s genetickou analyzou.

3.1.1 Soubor pacientti s MTC

Nas soubor pacientd s MTC zahrnuje 490 ceskych nepfibuznych rodin Citajicich 490
pacientd s MTC (prvozachyt v rodiné) a 381 testovanych pribuznych v riziku onemocnéni.
Dle jejich fenotypu je mizeme klasifikovat na rodiny s MEN 2B (9), MEN 2A (14), FMTC
(16) a pacienty se sporadickym MTC (451). Za rodinu s FMTC je na nasem pracovisti
pokladana rodina, kde byla diagnéza MTC, popf. hyperplazie C-bunék (CCH), potvrzena
minimalné u 2 ¢lenl rodiny. Mezinarodni pravidla jsou pfisnéjsi, pozaduji 4 postizené
a vice. Soubor pacientt se sporadickym MTC zahrnuje pacienty, u nichz byl predpokladan
sporadicky vyskyt MTC, nebot se jedna o prvozachyt MTC v rodiné. U nékterych pacient(
byl na zakladé zachytu zarodecné mutace RET genu sporadicky vyskyt vyloucen, avsak
kritéria FMTC zatim nesplniuji a zlstavaji zarazeni jako ,,zdanlivé” sporadické pripady.
Pacienti byli do souboru zaclenéni na zakladé zvysenych hladin bazalniho a stimulovaného
kalcitoninu, ale pfedevsim cytologicky a pooperacné histologicky potvrzené pritomnosti
MTC, popt. CCH. Za dobu feSeni disertacni prace (2006-2015) se soubor rozrostl o 342

pacientd s MTC a 99 jejich pribuznych v riziku onemocnéni.

3.1.2 Soubor pacientti s HSCR

Nase DNA banka shromazduje 214 pacientl s HSCR a 26 ¢lenl vySetfovanych rodin.
Soubor je klasifikovan dle fenotypu onemocnéni, tj. délky postizeného Useku streva,
na pacienty s nejcastéjsi kratkou (rekto-sigmoidedlni) formou HSCR (139) a dlouhou

formou HSCR (58) véetné 27 pacientl s totalni agangliondzou tlustého stfeva (TCA),
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5 pacientl s NTSBA a 2 pacient(l s TIA. Pacienti byli ke genetickému vysetfeni vybirani
prospektivné, tzn. pacienti operovani na Détské chirurgii ve FN v Motole od r. 2003
dodnes (121), ale i retrospektivné (93 pacientd operovanych od r. 1979 do r. 2003)

vaevys

se soubor rozrostl o 160 probandu a 19 pfibuznych.

3.1.3 Kontrolni soubor

Do kontrolniho souboru, ktery byl nezbytny v rdmci nasi studie polymorfism( pro
porovndni s pacienty s MTC a HSCR, bylo zatazeno 205 zdravych osob, 95 muzi a 110 Zen,
vjejichz rodinné anamnéze nebyla shleddna Zadna onemocnéni Stitné Zzlazy ani
Hirschsprungova choroba. Tito zdstupci béiné populace se dobrovolné zucastnili
vyzkumnych projektl provadénych na Endokrinologickém Ustavu a souhlasili s genetickou

analyzou.

3.1.4 Klinicko-patologicka data

Ke korelaci zjisténych genetickych zmén s fenotypovymi projevy onemocnéni jsou
ziskavana podrobna klinicko-patologicka data. U pacientl s MTC se zjistuje pohlavi, vék,
hladiny bazalniho a stimulovaného kalcitoninu pfed a po operaci, velikost tumoru,
pfitomnost metastaz v lymfatickych uzlinach a vzdalenych metastaz, multifokalita nadoru
a recidiva onemocnéni. Podle klinickych a histologickych zprav je na zakladé 7. edice
UICC/AICC TNM klasifikace uréeno TNM stadium. U pacientl s HSCR se kromé véku
a pohlavi zjistuje forma onemocnéni Cili délka a lokace aganglionarniho Useku stfeva

a pfitomnost onemocnéni v rodiné.
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3.2 Molekularné geneticka analyza

3.2.1 l1zolace DNA

V prabéhu predeslych let byla na naSem pracovisti izolovana DNA z periferni krve pomoci
nékolika riznych metodik. V soucasné dobé je izolace DNA zaloZena na principu kolonek
se silikdtovymi membrdanami - QuickGene DNA Blood Kit L (KURABO Industries) a provadi
se na poloautomatickém izoldtoru DNA QuickGene-610L (FujiFilm). Po lyze bunék se
uvolnéna DNA v pritomnosti chaotropnich soli a ethanolu zachyti na membrané kolonky.
Kolonka se ndsledné opakované promyva vhodnym pufrem, ¢imZ se odstrani zbytky
proteind a dalSi nezadouci/kontaminujici primési. Jiz Cista DNA se v poslednim kroku
z membrany uvolni eluénim pufrem. Po zméreni koncentrace a ovéreni Cistoty (pomér
absorbanci DNA 260 nm/proteiny 280 nm) byly roztoky DNA nafedény na pracovni
koncentraci 10 ng/ul a pouzity pro amplifikaci DNA.

Izolace DNA ze zamrazené odoperované nadorové tkané se provadi Trizolovou izolaci dle
firemniho ndvodu (Invitrogen). Z jedné izolace je moZné ziskat v dobré kvalité DNA i RNA.
Béhem homogenizace Trizol udriuje integritu RNA, lyzuje buriky a rozpousti bunécné
komponenty. Smés se rozdéli na dvé faze po pridani chloroformu a centrifugaci. Mezi
horni vodnou fazi s RNA a spodni organickou fazi obsahujici proteiny je vrstva srazené
DNA. RNA se z vodné faze ziska vysrazenim s izopropylalkoholem a DNA se vysrazi
pfidanim ethanolu. DNA z nadorové tkané v parafinovych bloccich se izoluje pomoci kitu

QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen).

3.2.2 Sekvenacni analyza (Sangerova)

U pacientd s MTC a HSCR byla v roce 2014 rutinni obousmérna sekvenace Sesti rizikovych
exon( (10., 11., 13,, 14., 15., 16.) navySena o sekvenaci 8. exonu. Sekvenacni analyza
z kontrolniho nadbéru u pozitivniho pacienta a cilova analyza zndmé mutace u pfibuznych
pacienta obnasi jiz pouze analyzu jednoho daného exonu. Ostatni exony byly sekvenovany
u vybranych jedincl s preferenci pacientli s podezienim na familidrni formu MTC, prvniho

sta pacientl s HSCR a dale u agresivnéjsich forem HSCR.
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Amplifikace DNA pomoci polymerazové retézové reakce (PCR) slouzi k namnozeni Useku

DNA. PCR se sklada z 35-40 opakovani tfi tepelnych cykll (denaturace, hybridizace,

elongace). Nejdrive se dvouretézcova DNA denaturuje (pfi 94-95 °C), po ochlazeni (kolem

60 °C - annealing) dochazi k renaturaci a nasednuti oligonukleotidd, které slouZi jako

primery pro DNA polymerazu pfi elongaci v tfetim kroku (72 °C), a zabudovdvanim

nukleotid(l zacind syntéza nového fetézce DNA komplementdrniho s templatem.

Tab. 5 Protokol pro amplifikaci exonli RET proto-onkogenu

Koncentrace MgCl, 2,0mM 1,5mM 1,0 mM 2,0 mM
Reagencie (] [wl] [wl] Reagencie [ml]
Sterilni H,0O 5,04 5,34 5,64 Sterilni H,0 4,2
25mM MgCl, 1,2 0,9 0,6 5x Buffer A 1,5
10x PCR Buffer Il 1,5 1,5 1,5 5x Buffer B 1,5
2mM dNTPs 1,2 1,2 1,2 2mM dNTPs 1,5
1uM Primer forward 1,5 1,5 1,5 1uM Primer forward 1,5
1uM Primer reverse 1,5 1,5 1,5 1uM Primer reverse 1,5
AmpliTaq Gold (5U/pl) 0,06 0,06 0,06 Elongase Enzyme Mix 0,3
DNA (10ng/ul) 3 3 3 DNA (10ng/pl) 3
Celkem: 15 15 15 Celkem: 15

Tab. 6 Podminky pro amplifikaci exonl RET proto-onkogenu

Exon Enzym Konc. MgCl, [mM] Teplota nasednuti primeru [°C]
2 AmpliTagGold 2,0 61
3 AmpliTaqgGold 2,0 61
4 AmpliTagGold 1,5 72
5 AmpliTaqgGold 2,0 61
6 AmpliTaqgGold 2,0 61
7 AmpliTaqGold 2,0 61
8 AmpliTaqGold 2,0 57
10 AmpliTaqGold 2,0 61
11 Elongase 2,0 63
12 AmpliTaqGold 2,0 57
13 AmpliTaqGold 1,5 61
14 AmpliTaqGold 1,5 65
15 AmpliTaqGold 2,0 61
16 AmpliTaqGold 2,0 61
17 AmpliTaqGold 2,0 61
18 AmpliTaqGold 1,0 61
19 AmpliTaqGold 2,0 61
20 AmpliTaqGold 2,0 61
21 AmpliTaqGold 2,0 61

Pozn: podminky pro 1. exon se nepodafilo optimalizovat
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Amplifikace exonli RET proto-onkogenu vyuZzivd dva enzymy - Elongase enzyme Mix
(Invitrogen) pro 11. exon a AmpliTaqGold with GeneAmp (Applied Biosystems) pro zbylé

exony. Protokol, podminky reakce a sekvence primer( jsou uvedeny v Tab. 5-7.

Tab. 7 Sekvence primerd na amplifikaci exon RET proto-onkogenu

Primery na amplifikaci (2. — 11. exon) Primery na amplifikaci (12. — 21. exon)

2F: 5°-AGT GGC ATT GGG CCT CTA C-3’ 12F: 5°-TCT TCT CCCCTT CCCTCAT-3’

2R: 5-TGC GGA CAC TGA GCT TCT C-3° 12R: 5’-CCC CGG AGA CTC CCC CAG-3’

3F: 5-ACC GCG GCTTTC CCCTGCT-3' 13F: 5"-AGA AGC CTC AAG CAG CAT CGT C-3°
3R: 5’-CTC CAG GAG CCT GTA GGC-3’ 13R: 5'-AGG AGC AGT AGG GAA AGG GAG AAA-3’
4F: 5'-CGA GGA AAG CGG CTG GCC CG-3’ 14F: 5'-CAC GAG CAG CAG GAG GCA GAG A-3’
4R: 5-AAC GAG AAA CGA ACT GTG GCC G-3° 14R: 5'-GAG TGT GGC ATG GTG GGG GAG TGG-3’
5F: 5"-GAC ACC GTG GTG GCC ACG C-3° 15F: 5°-CCC CCG GCC CAG GTC TC-3°

5R: 5°-TAT AGT CAT GTA CGG TCG C-3° 15R: 5°-GCT CCA CTA ATC TTC GGT ATC TTT-3’
6F: 5"-ATT GTT GTG CCC CTA CCT G-3° 16F: 5-GGC CTT CTC CTT TAC CCC TCCTT-3°

6R: 5"-CCC CAG ACA GGC AAT AGG TA-3’ 16R: 5-CAG CCA TTT GCC TCA CGA ACA C-3°

7F: 5-AAT CTC TAC CCT CAG GCC AT-3’ 17F: 5-CACTGG TCCTTT CAC TCT CT-3’
7R:5-ACC CTC CCT CCC TGG AG-3’ 17R: 5'-GGG AGG GAA TGC ACA CAG AT-3’

8F: 5'-TGG TGC TGT TCC CTG TCC-3’ 18F: 5-GGC TGT CCT TCT GAG ACCTG-3’

8R: 5°-CCA CCG GTG CCA TCG CCC CT-3° 18R: 5"-AAG TGC CCT GGG GTG AGG CT-3’

9F: 5'-GGA GGT GGT GGG GGC GTG TG-3’ 19F: 5°-TAG TTG TGG CAC ATG GCT TG-3’

9R: 5"-AAG CTG AAG TGC CTG TGG GAT C-3’ 19R: 5'-GAG AGG AAG GAT AGT GCA GA-3’

10F: 5 -GGG CCT ATG CTT GCG ACA CCA-3’ 20F: 5-AAA GGG AGT TTT GCC AAG GCC-3’
10R: 5'-CCA GAG GGA GGG AGG GAAGTT T-3’ 20R: 5'-CAA AGA AAG GGC CGG TAG AC-3’

11F: 5'-GGT CTA GGA GGG GGC AGT AAA TGG-3’ 21F: 5-CCG GGC CCA CCA CAT CATC-3’

11R: 5"-CAG CGT TGG CAG CCC CTC ACA G-3° 21R: 5-AGC CCA AAT TAG AGC CAG GTT ACG-3’

Kontrolni elektroforézou na agardzovém gelu se ovéri, zda se vSechny fragmenty
naamplifikovaly a zda neni kontaminovana kontrola bez DNA — non template control
(NTC). Amplifikované vzorky jsou prokazany vlivem interkala¢niho barviva (GelRed 10000x
in Water, Biotium) rozpusténého v 1,5% agarézovém gelu, které se vmezefuje mezi vldkna
DNA a je viditelné pod UV svétlem v podobé prouzkd. U vzorkd, kde k namnozeni

fragmentu nedoslo, se Zzadné prouzky nezobrazi.

PCR produkty se purifikuji s wvyuzitim technologie Agencourt zaloZzené na bazi
paramagnetickych ¢astic (Ampure XP). Na tyto castice se selektivné navazou amplikony
a umisténim zkumavky se vzorkem na magneticky stojanek se €astice s navdzanou DNA

lokalizuji na sténu zkumavky. Promyvacim postupem za pouziti 70% ethanolu se odstrani
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nadbytecné primery, nukleotidy, soli a enzymy. DNA je z paramagnetickych castic

uvolnéna sterilni vodou a za pomoci magnetického stojanku je Cisty roztok prenesen

do nové zkumavky. Purifikované PCR produkty jsou poté pfipraveny k sekvenacni reakci.

K sekvenacni reakci (Tab. 8, 9) je uzivan DTCS Quick Start Kit (Beckman Coulter). Jedna se

také o PCR, jiz se kromé nukleotidl uUcastni i mensi ¢ast fluorescentné znacenych

dideoxynukleotidl, které pfi zarazeni do retézce syntézu nového vlakna ukonci. Vznikne

tak smés fragment( DNA o r(izné délce primer + 1 aZ x nukleotid(l, kterd se opét purifikuje

pomoci paramagnetickych ¢astic CleanSEQ (Agencourt), které jsou pouzitelné i pro kratké

fragmenty DNA.

Tab. 8 Protokol sekvenacni reakce (30 cykld —96°C 20's, 50°C 20 s, 60°C 4 min)

Sekvenacni primer (F/R) 1,6 ul
Purifikované PCR produkty 4,4 ul
Quick Start Master Mix 4,0 pl

Tab. 9 Sekvence primerd na sekvenaci exonl RET proto-onkogenu

Primery na sekvenaci (2. — 11. exon)

Primery na sekvenaci (12. — 21. exon)

2F: 5"-AGT GGC ATT GGG CCT CTA C-3°
2R: 5"-TGC GGA CAC TGA GCT TCT C-3’

3F: 5"-ACC GCG GCT TTC CCCTGC T-3°
3R: 5"-CTC CAG GAG CCT GTA GGC-3’

4F: 5"-CGA GGA AAG CGG CTG GCC CG-3°
4R: 5'-AAC GAG AAA CGA ACT GTG GCC G-3’

5F: 5"-GAC ACC GTG GTG GCC ACG C-3’
5R: 5°-TAT AGT CAT GTA CGG TCG C-3’

6F: 5°-ATT GTT GTG CCC CTA CCT G-3°
6R: 5-CCC CAG ACA GGC AAT AGG TA-3’

7F: 5°-AAT CTC TAC CCT CAG GCC AT-3’
7R: 5-ACC CTC CCT CCC TGG AG-3’

8F: 5-TGG TGC TGT TCC CTG TCC-3’
8R: 5"-CCA CCG GTG CCA TCG CCC CT-3’

9F: 5'-GGA GGT GGT GGG GGC GTG TG-3’
9R: 5'-AAG CTG AAG TGC CTG TGG GAT C-3’

10F: 5'-GGA CAC TGC CCT GGA AAT A-3’
10R: 5°-CCT TGT TGG GAC CTC AGA TGT G-3’

11F: 5'-GGT CTA GGA GGG GGC AGT AAA TGG-3’
11R: 5"-CAG CGT TGG CAG CCC CTC ACA G-3'

12F: 5°-TCT TCT CCC CTT CCC TCA T-3’
12R: 5’-CCC CGG AGA CTC CCC CAG-3’

13F: 5"-AGA AGC CTC AAG CAG CAT CGT C-3°
13R: 5"-AGG AGC AGT AGG GAA AGG GAG AAA-3’

14F: 5°-CTG TGT CCA CCC CCT TACTCA TTG-3’
14R: 5'-GAG TGT GGC ATG GTG GGG GAG TGG-3’

15F: 5"-GTC TCA CCA GGC CGC TAC CC-3’
15R: 5°-GCT CCA CTA ATCTTC GGT ATC TTT-3’

16F: 5°-GGC CTT CTC CTT TAC CCC TCC TT-3’
16R: 5"-CAT GTA TAA GGG TGT TTC TG-3’

17F: 5-CACTGG TCC TTT CAC TCT CT-3’
17R: 5"-GGG AGG GAA TGC ACA CAG AT-3’

18F: 5-GGC TGT CCT TCT GAG ACCTG-3’
18R: 5"-AAG TGC CCT GGG GTG AGG CT-3’

19F: 5'-TAG TTG TGG CAC ATG GCT TG-3’
19R: 5'-GAG AGG AAG GAT AGT GCA GA-3’

20F: 5'-AAA GGG AGT TTT GCC AAG GCC-3’
20R: 5'-CAA AGA AAG GGC CGG TAG AC-3’

21F: 5-CCG GGC CCA CCA CAT CAT C-3’
21R: 5-AGC CCA AAT TAG AGC CAG GTT ACG-3’
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Pfi vlastni analyze na kapilarnim sekvendtoru CEQ 8000 (Beckman Coulter) se fragmenty
DNA dle jejich délky separuji v polyakrylamidovém gelu protékajicim kapilarami
a analyzatorem je snimano poradi znacenych dideoxynukleotidl, které udava sekvenci
daného useku DNA. Sekvence jednotlivych fragmentl DNA je porovnavana s referencni

sekvenci (NM_020975.4, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5979) a vyhodnocena.

3.2.3 Sekvenovani nové generace

Pro detekci alteraci v RET proto-onkogenu byla rovnéz zavedena metoda sekvenovani
nové generace. Sekvenovany jsou bud klasicky ptipravené amplikony zahrnujici jednotlivé
exony nebo dlouhé tetézce pokryvajici cely RET proto-onkogen (Tab. 10), které jsou
pfipraveny pomoci Long Range PCR (Qiagen). Sekvenace probihda na pfistroji MiSeq
(Hlumina) s vyuZzitim kitu na pfipravu genomové knihovny Nextera (lllumina). Princip
spocCivd nejprve v tagmentaci produktll PCR, kdy je DNA pomoci transpozéml
fragmetovana na Useky dlouhé pfiblizné 300 bp, na jejichz konce jsou navazany specifické
sekvence adaptor(. Nasledné jsou béhem amplifikace k fragmentim pfipojeny tzv.
indexy, které charakterizuji konkrétni vzorek, a také sekvence komplementarni
k sekvencim oligonukleotid( uchycenym na flow cell, na které pak v sekvenatoru probiha
vlastni sekvenacni reakce. Na tuto flow cell jsou v pfistroji nafedéné DNA knihovny
davkovany a klondlni amplifikaci jsou vytvoreny klastry, identické kopie jednotlivych
molekul DNA. Antikéduijici vlakna jsou po denaturaci uvolnéna a odmyta a na kddujicich
vldknech dochazi k tzv. sekvenaci syntézou, pfi niz je zaznamenavana intenzita uvolnéné
fluorescence specifické pro jednotlivé dideoxy-nukleotidy s fluorofory po excitaci LED.
Bioinformaticka analyza prevede zaznamenané zablesky fluorescence (TIFF, JPEG soubory)
na textové soubory s poradim nukleotidl v jednotlivych klastrech a s informacemi
o kvalité stanoveni kazdé baze (FASTQ soubory). Sekvence jsou raznymi algoritmy
filtrovany dle kvality, sesklddany a porovndny s referencni sekvenci (hg19). BAM soubory
(zarovnané sekvence) je moiné graficky zobrazit a vyhodnotit napf. v programu

Integrative Genomics Viewer (Broad Institute), stejné jako VCF soubory (odliSnosti
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od referencni sekvence), pro jejichZ vyhodnoceni je navic vyuzivan program Variant studio

(Hlumina), ktery zachycené varianty porovna s databazemi.

Tab. 10 Sekvence primer( pro Long Range amplifikaci Usekl RET proto-onkogenu

Oznaceni . Délka
. Lokalizace . o s o
primeru Sekvence primert (5°-3) fragmentu
s fragmentu
(gen, cast) (bp)
5‘UTR - F: 5'-GGTTGTAGTTGAGAAGCCCAAGGAGAAGTTGTAAA-3’
Hs_RET_0Ola_LR 10179

Intron 1 R: 5"-CTCCCCATTTGACCTCATAGTCCCACTGA-3’

F: 5"-TGCAGAGGCACTTCCTTTCCACTTCAG-3’
Hs_RET_02a_LR Intron 1 9158
R: 5"-CGTCCTGCTCTCTTCCTAAATTCCCTGTGT-3"

F: 5'-GGGCACTGTCTGTCAGCCTCATACTCTTG-3’
Hs_RET_03a_LR Intron 1 10 699
R: 5"-CCTGGTCCACATACAGCTTCTCCCAGTAA-3’

Intron1—  F:5-GGGTGACCTGTTGAGAAGTCTGTATGGTTCA-3"
Hs RET _04a_LR 10 360
Intron 6 R: 5'-GCAGCTGAATTCTTTCAACCTCTTGGCAAC-3’

Intron 6 — F: 5'-CGTGGTGTTCTTTCTGGGATGTTTCTCGTAAG-3’
Hs_RET_05a_LR 10 881
Intron 15 R: 5'-GCCCACTGCCTGTTTCATAGACTTGGACAA-3’

Exon 15—  F:5-TCGGATTTCGGCTTGTCCCGAGATGTTTA-3’
Hs_RET 06a_LR 9 685
Intron 20 R:5-CGTGTCCAATAAGCATTTTTCAAACTCTCC-3’

Intron 20 — :5°- -3’
Hs_RET 07a_LR F: 5"-AGCCACTACCCCTGATGAGAACAGTATGAAG-3 9911

3'UTR R: 5-TGAGCCCTCCACGACAGAGCATCTTTAC-3’

3.2.4 Genotypizace polymorfismi pomoci TagMan sond

Pro genotypizaci polymorfismd RET proto-onkogenu byly navrieny TagMan sondy
(Applied Biosystems). Analyza byla provedena pomoci metody real-time PCR na pfistroji
Light Cycler 480 (Roche). Amplifikace probihaly za nasledujicich podminek: pocatecni
denaturace pfi 95 °C 10 min, ndasledovalo 50 cykld (92 °C 15 s, 60 °C 1 min) a pro vétsi
rozliSeni jednotlivych genotypl byla provedena barevna kompenzace (95 °C 10 s, 50 °C
30 s a 70 °C dale). Pti analyze byly vidy pouZity negativni kontroly a predem znamé
kontrolni vzorky pro heterozygorni variantu a obé homozygotni varianty konkrétniho

polymorfismu (Tab. 11).
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Tab. 11 Protokol genotypizacni analyzy pomoci TagMan Assay

Reagencie Mnozstvi [ul]
DNA 1,5
Mastermix: 4,0
40x TagMan Assay (Applied Biosystems) 0,14
Sterilni H,0 1,11
2x TagMan Genotyping Master Mix (Applied Biosystems) 2,75
Celkem 5,5

3.3 In silico analyza

Nové nalezené mutace ¢i varianty nezndmého vyznamu byly otestovany in silico pomoci

verejné dostupnych programul pouzivajicich rizné algoritmy:

PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) dokdze predikovat potencidlni
dopad zamény aminokyseliny nebo nukleotidu na strukturu a funkci lidského proteinu
tim, Ze porovnava fyzikalné-chemické rozdily mezi proteinem se substituci aminokyseliny
a wild-typem. Zdménu aminokyseliny klasifikuje vzestupné od ,benigni“ pres ,mozind

patogenni” (mensi jistota predikce) k ,pravdépodobné patogenni“ (vétsi jistota predikce).

SIFT (http://sift.jcvi.org/) predpovida, zda zdaména aminokyseliny ovlivni funkci proteinu.
Predikce je zaloZena na stupni konzervace dané aminokyseliny u proteinovych homologt
napri¢ nékolika Zivo¢isSnymi druhy. V klasifikaci je zaména aminokyseliny v proteinu

tolerovana (a neovliviiuje funkci proteinu) ¢i netolerovana (a ovliviiuje funkci proteinu).

Align-GVGD (http://agvgd.iarc.fr/) predikuje, vjakém misté genu jsou zamény
aminokyselin patogenni na zdkladé kombinace dvou proménnych GV (Grantham
Variation) a GD (Grantham Deviation) a biofyzikalnich vlastnosti aminokyselin. GV urcuje
rozsah variability pro pozici aminokyseliny v sekvenci u proteinovych homologli napfic¢
zivocCiSnymi druhy, GD posuzuje zdménu aminokyseliny v této pozici ve vztahu k GV.
Vystupem je klasifikace posuzované zdmény ve stupnici od mutace ,s nejmensi
pravdépodobnosti patogenni“ (CO) po mutaci ,s nejvétsi pravdépodobnosti patogenni”

(C65).
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3.4 Statisticka analyza

Frekvence polymorfisml byly statisticky zhodnoceny a porovnany mezi studovanymi
soubory pomoci chi-kvadrat testu a programu NCSS 2004. Vysledky analyzy byly
povazovany za statisticky vyznamné, pokud hladina vyznamnosti statistického testu
(p-hodnota) byla nizsi nez 0,05. Relativni riziko bylo uréeno jako odds ratio (OR) s 95%

konfidenc¢nim intervalem (Cl).

Analyza vazby mezi polymorfismy byla provedena za pomoci programu Haploview (verze
4.1), ktery dokaze identifikovat haplobloky zahrnujici polymorfismy v silné vazebné
nerovnovaze. Tento program také generuje haplotypy, tj. nejpravdépodobnéjsi
kombinace polymorfismi na rodicovskych chromozomech, a vyhodnocuje distribucni
rozdily mezi studovanymi skupinami. Nasledné byl vyuZit program PHASE (verze 2.1),
ktery na zdkladé zadanych genotypovych dat jednotlivych polymorfismd generuje

haplotypy a diplotypy (dvojice haplotyp( z kazdé alely) u kazdého studovaného jedince.
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4. Vysledky, komentare a diskuze

V této Casti disertacni prace jsou dokumentovany a diskutovany vysledky publikovanych
praci vztahujicich se kanotovanym cilim, u kterych jsem hlavnim autorem

Ci spoluautorem.

4.1 Detekce zarodecnych mutaci v RET proto-onkogenu u pacientd s MTC

4.1.1 Vysledky

Vysledky vysetfeni zdrode¢nych mutaci v RET proto-onkogenu u pacientd s MTC jsou
shrnuty v Tab. 12, 13. V Tab. 14 jsou uvedena klinicko-patologickd data pacientli s MEN
2B. Zachyt mutaci a korelace genotypu RET proto-onkogenu s fenotypovymi projevy
onemocnéni jsou podrobnéji rozebrany v diskuzi a komentafi k prilozenym publikacim

(Priloha ¢. 7-11), které se detekci zarodecnych mutaci u ¢eskych pacientli s MTC vénuiji.

Tab. 12 Zichyt zarodeénych mutaci RET proto-onkogenu u Ceskych pacientd s MTC a vysledky
genetické analyzy u rodinnych pfislusniki (celkem testovano 871 osob)

Sporadicky  tyire MEN2A  MEN2B Celkem
MTC

Pocet testovanych rodin s MTC 451 16 14 9 490
Zachyt zdrode¢né mutace 27 11 13 9 60
Procentualni zachyt 6 % 69 % 93 % 100 %

Pocet index pacientti s MTC 451 16 14 9 490
Zachyt zdrode¢né mutace 27 11 13 9 60
Neinformativni vysledek 424 5 1 0 430
Pocet rodinnych prislusniku 215 74 72 20 381
Zachyt zarodecné mutace 17 26 27 3 73
Negativni vysledek 27 26 44 17 114
Neinformativni vysledek 171 22 1 0 194

Index pacient — zakladni pacient, ktery byl jako prvni z rodiny poslan na genetické vySetfeni.
Neinformativni vysledek - nenalezena zarode¢na mutace v Sesti vySetfovanych rizikovych exonech
RET proto-onkogenu. Negativni vysledek - nenalezena zdrode¢na mutace RET proto-onkogenu,
ktera byla cilené vysSetfovana vzhledem k jejimu zachytu v rodiné
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Tab. 13 Zarodecné mutace v RET proto-onkogenu detekované v ceskych rodinach s MTC

Zaména
Exon Mutace nukleotidu Sporadicky MTC FMTC MEN2A MEN2B
n=451 n=16 n=14 n=9
5 Gly321Arg GGG/AGG - 1 - -
10 Cys609Tyr TGC/TAC - 1 - -
Cys611Arg TGC/CGC 1 - - -
Cys611Tyr TGC/TAC 2 1 - -
Cys618Arg TGC/CGC - 2 - -
Cys620Arg TGC/CGC - - 1 -
Cys620Phe TGC/TTC - - 1 -
11 Cys634Arg TGC/CGC 1 - 8 -
Cys634Tyr TGC/TAC 1 - 1 -
Cys634Ser TGC/AGC - 1 1 -
Cys634Ser TGC/TCC - - 1 -
Cys634Trp TGC/TGG - 1 - -
Cys634Phe TGC/TTC 1 - - -
Ser649Leu TCG/TTG 3 - - -
13 Glu768Asp GAG/GAC - 1 - -
Leu790Phe TTG/TTT 3 - - -
Tyr791Phe TAT/TTT 3 2 1 1
14 Val804Leu GTG/TTG 3 - - -
Val804Met GTG/ATG 8 1 - -
15 Ser891Ser TCG/TCA 1 - - -
16 Met918Thr ATG/ACG - - - 9

Tab. 14 Pacienti s MEN 2B se zarode¢nou mutaci Met918Thr v 16. exonu RET proto-onkogenu

Pacient Pohlavi Vék dg MTC TNM Vék feo Pozn.

Al M 31 TAN2M1pp 41 zemrel v 51 letech
B1 VA 14 T2NOMO 31 zemfrela v 33 letech
B2 M 7 TINOMO - matka s MEN 2B
B3 M 4 TINOMO - matka s MEN 2B
c1 VA 25 T3N2M1h 29 mutace de novo
D1 V4 16 T2N2MO 21 mutace de novo
El V4 15 TINIMO - mutace de novo
F1 V4 14 T2NOMO - mutace de novo
G1 V4 11 T2N1MO - mutace de novo
H1 M 25 T2N2MO - mutace de novo
11 M 6* CCH - matka s MEN 2B

*pacient s profylaktickou TTE na zakladé genetického screeningu; pp — plice; h - jatra
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4.1.2 Diskuze a komentafr k priloham ¢. 7-11

4.1.2.1 Zachyt zarodecnych mutaci v ¢eskych rodinach s MTC

Vysetfeni zdrodecnych mutaci v RET proto-onkogenu u pacienta s MTC predstavuje
sekvenacni analyzu rizikovych exond (10., 11., 13., 14., 15. a 16. exon). V téchto exonech
bylo dle odborné literatury zachyceno 98 % zdrodeénych mutaci v souvislosti s fenotypem
MTC (Raue et al. 2012). Od r. 2014 byla u Ceskych pacient(l genetickd analyza rozsifena
také o 8. exon, jehoZz mutace byly v nékolika rodinach s FMTC popsdany jako kauzalni (Da
Silva et al. 2003, Peppa et al. 2008, Castro et al. 2013). JestliZze je u pacienta detekovana
zarodecna mutace, je zhodnocena jeji agresivita dle klasifikace rizika jednotlivych mutaci
(Tab. 3) a predikovan dalsi pribéh onemocnéni. V nékterych pfipadech je diagndza
potvrzena az na zdkladé molekularné genetického vySetrfeni. Posléze je rodinnym
pfislusnikiim pacienta, ktefi jsou v riziku onemocnéni, nabidnuto cilené genetické
vySetieni zjiSténé mutace. Pfi pozitivnim zachytu je indikovana profylaktickd TTE
a screening feochromocytomu a primarni hyperparathyredzy. Doporuceni ohledné véku
TTE a screeningu jsou zavisla na typu konkrétni mutace (Kloos et al. 2009). Naopak
negativni vysledek znamend, Ze testovany pribuzny pacienta nema riziko vzniku
onemocnéni vyssi oproti normalni populaci a mlze byt z pravidelného screeningu MTC,

feochromocytomu a hyperparathyredzy vylouéen.

Z celkového poctu 490 testovanych pacientd a 381 rodinnych pfislusnikd byla zarodec¢na

mutace nalezena u 60 pacient( a 73 jejich ¢len rodin (Tab. 12, 13).

Vsichni pacienti s MEN 2B (100 %) byli nositeli mutace Met918Thr v 16. exonu. U Sesti
pacientd s MEN 2B jsme potvrdili mutaci de novo, kdyz u rodi¢(i pacienta nebyla mutace
Met918Thr detekovana. Ve dvou rodindch byla mutace prenesena z matky na potomky.
V prvni rodiné (Priloha ¢. 7) pacientka s MEN 2B predala dvojitou mutaci Met918Thr
symptomy MEN 2B (fibropapilomy na jazyku, marfanoidni habitus). Od 3 let byla u nich
sledovana hladina kalcitoninu stimulovana kalciem a pentagastrinem. U starSiho syna
doslo k vzestupu kalcitoninu v 7 letech, mladsi syn mél zvySené hladiny kalcitoninu jiz

ve 3 letech. Po vykonu TTE (u mladsiho syna az ve 4 letech po opakovaném pozitivnhim
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testu) byl histologicky prokazan nalez MTC (TINOMO) a oboustranné CCH u obou
pacientd. Ve 12 letech se u obou chlapcli hladina kalcitoninu opét zvysila a oba
podstoupili exstirpaci lymfatickych uzlin pro recidivu MTC. Ve druhé rodiné byla
provedena TTE u syna pacientky s MEN 2B ve véku 6 let na zakladé pozitivniho
genetického vysetreni s histologickym ndlezem CCH. V odborné literature je ve spojitosti
s mutaci Met918Thr uveden vék nejmladsiho pacienta s MTC 9 mésicli (de Groot et al.
2006). Dle mezindrodnich doporucéeni se proto navrhuje vysetfit hladiny kalcitoninu
a provést ultrasonografické i genetické vysSetreni jiz béhem prvnich 6 mésici Zivota.
V pfipadé pozitivniho genetického vysledku je indikovana profylaktickd TTE s centraini
disekci lymfatickych uzlin pfed dovrSenim véku 1 roku. Pfedpoklada se, Ze pouze co
nej¢asnéjsi profylaxi lze zamezit rozvoji nadorového onemocnéni, které je navzdory
provedené TTE demonstrovdno na predchozich dvou pftikladech, kde se s odstranénim
Stitné Zlazy cekalo az na pozitivni kalcitoninovy test. Je nutné vsak zminit vysokou
obtiznost chirurgického vykonu a hlavné ndarocnost substituce hormoni Stitné zlazy

u pacientl v takto nizkém véku.

U pacientll s MEN 2A byla nejéastéji (79 %) detekovana zarodecna mutace v 11. exonu
v kodénu 634, kde byl cystein nahrazen jinou aminokyselinou, zpravidla argininem,
tyrosinem a serinem, ale u dvou rodin také fenylalaninem a tryptofanem. Casty zachyt
této mutace u Ceskych rodin s MEN 2A odpovida svétovym datlim, s ¢imZ souvisi i vysoké
riziko feochromocytomu a primarni hyperparathyredzy. Presto tato mutace byla
zaznamendna také v rodinach s FMTC, kde MTC neni asociovan s dalSimi fenotypovymi
projevy. Do dalsi kategorie agresivnich mutaci, asociovanych s MEN 2A i FMTC, spadaji
mutace zachycené v 10. exonu v cysteinovych koddénech 609, 611, 618 a 620, které byly
v ¢eskych rodinach rovnéz hojné detekovany. Rodiny s FMTC, které maji mirnéjsi klinické
projevy onemocnéni a predevsim pozdni vék diagndzy, maji mutaci potvrzenou ve 13.
a 14. exonu. Velmi ¢astd mutace je Val804Met ve 14. exonu. Pravdépodobné z divodu
mirnéjSich klinicko-genetickych kritérii pro zarazeni do rodin s FMTC je nds detekéni
zachyt mutaci v RET proto-onkogenu u FMTC nizsi (69 %) neZ udavaji svétové studie,
i kdyZ jsme screenovali cely gen. Geneticky nedoresené rodiny jsou pro nas velkou vyzvou,
protoze v souvislosti s FMTC jiny gen neZz RET neni dle literatury asociovan. Také jsme

potvrdili, Ze je velice prospésné geneticky vysetrovat i vSechny sporadické pfipady MTC.
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Zachyt zarodecné mutace byl 6 % a vyloucil tak predpokladany sporadicky vyskyt u téchto
pacientl. Zaroven vsak tito pacienti a jejich rodiny nesplfiuji pfisnou podminku zafazeni
do kategorie rodin s FMTC, pfestoze mnohé z nich maji zarode¢nou mutaci potvrzenou
i u dalSich, ale zatim zdravych rodinnych pfislusnikd. U fady pacientl vzhledem k jejich
vysSimu véku jiz nelze zjistit, zda se jedna o mutace de novo nebo se jiz u rodiCe pacienta

nachdzely. V nasem souboru tedy z(stdvaji zafazeni jako ,,zdanlivé” sporadické pripady.

4.1.2.2 Korelace genotypu RET proto-onkogenu s fenotypovymi projevy

Sledovéani a vyhodnoceni vztahu mezi nalezenymi mutace v RET proto-onkogenu a jejich
fenotypovymi projevy je nezbytné pro zhodnoceni rizika onemocnéni, moznost predikce

jeho priibéhu a genetické poradenstvi rodinam s detekovanou mutaci.

V Priloze ¢. 8-10 je popsano nékolik zajimavych kazuistik (smiSeny medularni a folikularni
karcinom Stitné Zlazy u pacienta s historii maligniho melanomu; dva velmi vzacné ptipady
»paraganglioma-like“ MTC s detekci zarodecné/somatické mutace Met918Thr; rodina

s MEN 2A se zarode¢nou mutaci Cys634Arg).

Vsouladu se svétovymi studiemi bylo v nasem souboru pozorovdno, Ze mutace
Met918Thr v 16. exonu predstavuje nejvyssi riziko a manifestaci MTC v rozmezi véku 4-31
let, pfi ¢emz vysoké hladiny stimulovaného kalcitoninu ukazujici na aktivitu onemocnéni
byly zaznamendny jiz u 3letého chlapce (Tab. 14). Mutace v 10. a 11. exonu korelovaly
s vékem diagnézy mezi 20. - 40. rokem, zatimco mutace ve 13. a 14. exonu se projevovaly

jako velice variabilni ve véku onemocnéni (50 - 80 let).

4.1.2.3 Mutace Tyr791Phe ve 13. exonu RET proto-onkogenu

Prekvapivé vysoky byl vyskyt mutace Tyr791Phe ve 13. exonu RET proto-onkogenu, kterd
byla zaznamenana u vSech nami studovanych souborli pacientl s neurokristopatiemi,
tj. onemocnénimi odvozenymi od neutralni listy. Mutace se zvlast béhem poslednich péti

let stala velice diskutovanou a rozporuplnou a také nase pracovisté prispélo k hodnoceni
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jejiho vyskytu a klinického impaktu. Nas screening zahrnul 490 rodin s MTC, 214 pacient(
s HSCR a 97 pacientli s feochromocytomem. Mutace byla detekovdna u 3 pacientl
se zdanlivé sporadickym MTC, u 4 rodin s familiarni formou MTC (MEN 2/FMTC), 9 rodin
s HSCR a 1 pacienta se vzacnou maligni formou feochromocytomu. Vsichni nositelé
mutace byli téZ nositeli polymorfismu Leu769Leu ve 13. exonu. U 3 rodin byla nalezena
i druhd zarodec¢nd mutace (Priloha ¢. 7) na stejné alele (v cis pozici): u rodiny s MEN 2B
mutace Met918Thr v 16. exonu, u rodiny s MEN 2A mutace Cys620Phe v 10. exonu
a u pacienta s HSCR mutace Ser649Leu v 11. exonu. | kdyZ se muze zdat, Ze dvojité
mutace by mély mit vétsi klinicky dopad na projev onemocnéni, u nasich dvou rodin
s MEN 2 nebyl potvrzen rozdil oproti rodinam s jednoduchymi mutacemi. Vypada to, ze
agresivnéjsi mutace, tedy mutace v 10. a 16. exonu, urCuje charakter nemoci. Vysoky
zachyt mutace u rodin s HSCR nabizi otazku, zda tato mutace ma také dudini charakter,
tedy zda mUze byt zaroven i inaktivujici, podobné jako ,Janusovy” mutace v cysteinovych

koddnech 10. exonu RET proto-onkogenu u pacientl s HSCR.

Mutace Tyr791Phe byla prvné publikovana jako de novo prédvé u pacienta s HSCR (Seri
et al. 1997). O rok pozdéji byla popsana jako jedna z kauzalnich zarode¢nych mutaci pro
vznik MTC (Berndt et al. 1998), coz vedlo k podrobnéjsSimu zkoumani jejiho vlivu a bylo
provedeno nékolik funkénich studii. Bylo zjiSténo, Ze vlivem mutace dochazi ke zméné
tercidrni struktury katalytické domény, ¢imZ je protein vice pfistupny k substratu
a konformaci potrebné pro vazbu ATP. Mutace zpUlsobi autofosforylaci a aktivaci
receptoru RET i nezavisle na ligandu GDNF a mutantni RET protein je vice exprimovan
v plazmatické membrané (Plaza-Menacho et al. 2005). Byly také pozorovany zvysené
proliferacni vlastnosti, podporené tvorenim kolonii a nadorovym rdstem, a zvysena
resistence k apoptdze v in vitro studiich (Mise et al. 2006). Funkéni studie ve spojeni

s HSCR patrné nebyla provedena.

Mutace byla proto dlouhou dobu jednoznaéné povazovana za aktivujici mutaci
zpusobujici FMTC. Byla vydana mezinarodni doporuceni, jak postupovat pfi detekci této
mutace u nositel( (Brandi et al. 2001, de Groot et al. 2006, Kloos et al. 2009). Zarazena
byla do skupiny nejméné agresivnich mutaci s rizikem vzniku MTC, které se vyznacuji

nizkou penetranci, fenotypickou heterogenitou a variabilitou véku onemocnéni, a u nichz
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se profylaktickd TTE provadi mezi 5. a 10. rokem véku. Dle tohoto doporuceni byli
i nositelé vnasSich rodindch indikovani kTTE, konecné rozhodnuti je ale vidy
na pacientech. U rodiny s MEN 2A a s MEN 2B byl fenotyp onemocnéni ovlivnén
predevsim agresivnéjSimi mutacemi v 10. a 16. exonu, na zakladé jejichZz detekce je
indikace TTE nesporna. U rodin s FMTC, sporadickou formou MTC a feochromocytomem
podstoupilo TTE 6 nositelll mutace, u 5 z nich byla zaznamenana CCH, a 9 ¢len( rodin
s detekovanou mutaci operaci odmitlo ¢i jesSté nepodstoupilo. Pacientim s HSCR a jejich
zdravym pftibuznym, ktefi byli nositeli mutace, se rovnéz dalo na zvazeni, zda pfistoupi
k profylaktické TTE ¢i zvoli méné radikdlni postup a budou pouze dispenzarizovani
na endokrinologii. Profylaktickou TTE nezvolil vzhledem k jeji nizsi agresivité a u pacient(

s HSCR vzhledem k jejich nizkému véku ani jeden.

Pozdéji se vSak objevila studie (Erlic et al. 2010), kterd popisuje tuto variantu jako
polymorfismus ¢i variantu nejasného vyznamu a své tvrzeni doklada nékolika dakazy.
Vychazi ze svych zjisténi, kdy zachyt této wvarianty v souboru pacientd
s feochromocytomem a/nebo paragangliomem porovnavala s kontrolni skupinou, kterou
tvorilo 1000 zdravych jedincl. Nositeli této varianty bylo 13 vysetfenych pacientll z 1475
(0,9 %) a 8 osob z1000 kontrol (0,8 %). Vyskyt mutace byl tedy srovnatelny v obou
skupinach. Byla pfezkoumana klinickd data a rodinnd anamnéza pacient(, pficemz nebyly
zjiStény zadné symptomy ukazujici v rodinach na MEN 2. U nositelll, ktefi podstoupili
profylaktickou TTE, nebyl v odoperované tkani stitné Zlazy nalezen MTC. Pouze jeden
pacient mél histologicky potvrzenou hyperplazii C bunék (CCH). CCH mUze ale, jak se
ve studii uvadi, souviset i s jinymi onemocnénimi stitné Zlazy nebo se nachdazet ve zdravé
populaci. U tohoto pacienta byla CCH monofokalni a u MEN 2 pacientli byva CCH
multifokalni a monoklondlni. Stémito zavéry byla varianta Ty791Phe prohlasena
v souvislosti s MEN 2 za nepatogenni, i kdyZ autofi nevylucuji jeji moznou modifikujici
funkci ve vazbé na nékterou vysoce penetrantni patogenni mutaci. Studie byla vsak
provedena u pacientl s feochromocytomem a ne u pacientl s MTC ¢i HSCR. Screening
u nasich zdravych kontrol zaznamenal tuto mutaci u jednoho jedince, pficemz bylo
pozdéji zjisténo, Ze se tato osoba zacdala Ié¢it se Stitnou Zlazou a byla timto z kontrolniho
souboru vyrazena. Je ale pravda, Ze soubor nasich kontrol byl méné pocetny (205 jedinct)

nez ve zminéné némecké studii. NejnovéjSi brazilskd studie (Toledo et al. 2015)
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shromdzdila sekvenacni data 3000 brazilskych zdravych kontrol a dalSich 8000 jedinc( bez
nadorového onemocnéni zjinych laboratofi a vefejnych databazi a dosla k zavéru,
ze frekvence Tyr791Phe v souboru zdravych kontrol je charakteristicka pro vzacné benigni

varianty a sama o sobé nezvysuje riziko pro vznik MTC.

Vzhledem k tomu, o jak zavazné dusledky se v ptipadé Spatné interpretace této varianty
jednd, jsou nutné dalsi dlkazy a Sirsi studie na velikém souboru zdravych jedinc,
ke kterym budou dostupnd podrobna klinicka a anamnesticka data, aby bylo zjisténo, zda
tato varianta hraje roli v patogenezi MTC ¢i HSCR. ZpUsobem, jak interpretovat ndlez této
mutace, se zabyvala i evropskd organizace The European Molecular Genetics Quality
Network (EMQN), kterd kazdorocné porada externi kontrolu kvality pro genetické
vySetieni syndromu MEN 2, jiz se nase oddéleni jiz od jejiho pilotniho schématu v roce
2008 ucastni. S umyslem ujednotit doporuceni ohledné nalezu varianty Tyr791Phe byl
v roce 2013 mezi rozeslané kontrolni vzorky zafazen i vzorek s touto variantou. Z usneseni
EMQN vyplyva, Ze kazda laboratof mliZze zaujmout vlastni stanovisko, zda k této varianté
bude pfistupovat nadale jako k patogenni mutaci ¢i jako k varianté nezpusobujici MTC.
Ve zpravé o vysledku genetického vysetieni je vSak jeji nespornou povinnosti uvést, ze
interpretace této varianty je kontroverzni, a laboratof musi seznamit |ékafe, ktery

vySetieni pozadoval, s obéma interpretacemi této varianty.

4.1.3 Shrnuti

Karcinomy Stitné Zlazy predstavuji nejcastéjsi onkologické onemocnéni v endokrinologii.
Identifikace jednotlivych genetickych zmén v RET proto-onkogenu je podstatnd nejen
kvlli véasnému terapeutickému zasahu u rizikovych osob jesté v presymptomatickém
stadiu onemocnéni, ale mlze také u pacientll pomoci zpresnit diagnézu a odhadnout
progndzu onemocnéni. V ramci genetického testovani rodin bylo popsano nékolik
unikatnich kazuistik. V pfipadé mutace Tyr791Phe doslo k pfirozenému vyvoji ve vykladu
uc¢inku mutace na zakladé nové opublikovanych védeckych zjisténi a stejné tak
i v doporucenich, jak tyto sporné varianty interpretovat. V obecném pojeti je bohuzel také

zfejmé, jak zavainé a ireverzibilni mohou byt dopady pro zdravé nositele, kdyZz se
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detekovana varianta nesprdavné interpretuje. Soucasna praxe naseho pracovisté navrhuje
pfistupovat k mutaci naddle jako k patogenni, nez budou k dispozici exaktnéjsi zjisténi
ohledné jeji role v patogenezi MTC, ale radikalni profylaktickou TTE jiz v souvislosti s touto
mutaci nedoporucuje. Tim spiS je vSak nutné dlsledné a pravidelné ultrasonografické

vysSetreni stitné zlazy a biochemicky screening na MEN 2 u nositel( této varianty.
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4.2 Detekce somatickych mutaci v RET proto-onkogenu u pacientti s MTC

4.2.1 Vysledky

Z 90 pacientll se sporadickym MTC byla mutace v nddorové tkani detekovana u 40 z nich
(44 %). Nejcastéjsi somatickou mutaci v RET proto-onkogenu nalezenou u pacientl
se sporadickym MTC je Met918Thr v 16. exonu (65 %). Vyjimku netvofi ani mutace
v cysteinovych koddnech v 10. a 11. exonu, at uZ bodové (Cys618Ser, Cys620Ser,
Cys630Arg, Cys634Trp), nebo delece nékolika koddonl - 628-632del (c.1882-1896del),
628-633del (c.1884-1898del), 632-633del (c.1894-1899del). Pfehled zachycenych mutaci

v nadorovych tkanich pacienttd se sporadickym MTC je uveden v tabulce Tab. 15.

Tab. 15 Somatické mutace detekované u ¢eskych pacientt se sporadickym MTC

Exon Somaticka mutace Exon Somaticka mutace
10 Val591lle 15 Leu881Pro
10 Cys618Ser 15 Ala883Phe
10 Cys620Ser 15 Ala883Ser
11 Cys630Arg 15 Glu884Lys
11 Cys634Trp 15 Arg908Lys
11 Ala639Gly 16 Gly911Asp
11 Alab41Arg 16 Met918Thr
11 628-632del (c.1882-1896del) 16 Ala919val
11 628-633del (c.1884-1898del) 16 Glu921Lys
11 632-633del (c.1894-1899del) 16 Ser922Pro
14 Val804Met 16 Thr930Met

Priloha ¢. 12: Dvorakova S, Vaclavikova E, Sykorova V, Duskova J, Vicek P, Ryska A, Novak
Z, Bendlova B. New Multiple Somatic Mutations in the RET proto-oncogene Associated

with a Sporadic Medullary Thyroid Carcinoma. Thyroid 2006; 16(3): 311-316. (IF — 3,843)

Priloha ¢. 13: Dvorakova S, Vaclavikova E, Sykorova V, Vcelak J, Novak Z, Duskova J, Ryska
A, Laco J, Cap J, Kodetova J, Kodet R, Krskova L, Vicek P, Astl J, Vesely D, Bendlova B.
Somatic mutations in the RET proto-oncogene in sporadic medullary thyroid carcinomas.

Mol Cell Endocrinol 2008; 284(1-2): 21-27. (IF — 4,241)
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4.2.2 Diskuze a komentafr k priloham ¢. 12-13

Somatické mutace v RET proto-onkogenu zpUsobuji nepfetrzitou aktivaci RET proteinu,
ktera vede az ke vzniku a manifestaci MTC. Prevalence somatickych mutaci v RET proto-
onkogenu je v naSem souboru pacient(l se sporadickym MTC srovnatelna (44 %) s jinymi
studiemi, kde se frekvence detekovanych mutaci pohybuje mezi 40 % (Ciampi et al. 2013)

a 65 % (Moura et al. 2009).

Variabilita zachytu somatickych RET mutaci neni zcela vysvétlena, jednou z mnoha
hypotéz jsou etnické Ci geografické rozdily mezi studovanymi soubory. Pfesto i v ramci
jednoho naroda byly zaznamenany znacné rozdily mezi rlznymi studiemi. DalSim
aspektem muizZe byt odlisSny primarni materidl, ze kterého se DNA izoluje. Pfi analyze
somatickych mutaci je vhodnéjsi pouzit cerstvé zamraZenou ndadorovou tkdn nez
nadorovou tkan uchovdvanou v parafinovych bloc¢kach, ve kterych je DNA degradovana

vlivem formalinu a analyza tak nebyva vzdy Uspésna (Oczko-Wojciechowska et al. 2015).

Také pouziti odliSnych metod muze mit vliv na zachyt somatickych mutaci. Donedavna
byla vétSina vySetfeni provedena pomoci klasického Sangerova sekvenovani, které ale
v nékterych pfipadech nedokdzalo zachytit somatickou mutaci v odoperované tkani
s malym zastoupenim nddorovych bunék. Proto se stalo velice prospéSnym vyuziti
sekvenovani nové generace, které dokaze odhalit mutaci i ve smiSeném vzorku nadorové
a zdravé tkané, kde mohou byt nadorové bunky zastoupeny jen v malém procentu.
Pomoci NGS jsme i my u pacientky se sporadickym MTC odhalili somatickou mutaci
Met918Thr (ATG/ACG), kterd byla zachycena pouze v7 % osekvenovanych fragment(
DNA. Pfedchozi vysledek vySetfeni Sangerovo sekvenovanim byl u této pacientky sice
,podeziely” (na sekvenogramu byl zobrazen mirné snizeny pik baze T oproti negativnim

vzorkdm), le¢ v obou smérech sekvenace negativni (pik baze C nebyl zaznamendn).

Somaticka mutace Met918Thr v 16. exonu RET proto-onkogenu je majoritni mutaci
u pacientll se sporadickym MTC. Methionin v kodénu 918 je vysoce konzervovany a je
lokalizovan v katalytickém jadre tyrozinkinazové domény. Mutace v tomto misté zpUsobi
snazsi pristup substratu do katalytického jadra a zvySenou autofosforylaci tyrozinkindzové

domény (Santoro et al. 1995). V naSem souboru byla tato mutace detekovana u 29 %
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pacientl, coZ predstavuje 65 % vSech zachycenych somatickych RET mutaci. Uvedené
frekvence jsou konzistentni s recentni studii spojujicici vysledky genetické analyzy

somatickych mutaci u sporadického MTC ze Ctyr italskych center (Ciampi et al. 2013).

U dvou nasich pacientd byly kromé mutace Met918Thr zaznamenany i dalsi pridavné
mutace. U prvniho pacienta se jednalo o mutaci Gly911Asp a Glu921Lys rovnéz v 16.
exonu, druhy pacient mél navic detekovanou mutaci Val591lle v 10. exonu RET proto-
onkogenu. Pfi porovnani klinickych a biologickych rysd tumoru u pacient( s jednou mutaci
a pacientl s ndsobnou mutaci nebyly shledany zadné rozdily. Nasobné mutace se v RET
proto-onkogenu vyskytuji zfidka, protoZe jedna somatickd mutace je zde dostatecna

k rozvoji karcinogeneze a vzniku MTC (Marsh et al. 1996).

Dalsi somatické mutace v RET proto-onkogenu jsou detekovany zejména v 10., 11. a 15.
exonu, a to bodové mutace (Casto v cysteinovych koddnech ¢i kodénu 883) i delece
(predevsim v 11. exonu). Vnasem souboru byly tyto mutace odhaleny u 16 %
vySetfovanych tumord, v dalSich studiich se zachyt mutaci pohyboval od 12 % do 30 %
(Moura et al. 2009, Boichard et al. 2012, Ciampi et al. 2013, Oczko-Wojciechowska et al.
2015).

Pfi korelaci klinicko-patologickych dat pacientl s ndlezem somatické RET mutace byla
v nasem souboru zjisténa asociace s horsim klinickym vystupem a vétsi velikosti nadoru.
V jiné studii (Moura et al. 2009) byli geneticky vySetfeni pacienti rozdéleni do tfi skupin
dle detekované somatické mutace. Prvni skupina pacientl s mutaci v 15. exonu (kodén
882, 883) a 16. exonu (Met918Thr) méla na zakladé signifikantnich klinicko-patologickych
charakteristik nejagresivnéjsi chovani sporadického MTC. Se stfednim rizikem agresivniho
klinického vystupu predstavovala skupina pacientl se somatickou RET mutaci v jinych

exonech nez 15. a 16.

Zatim neni zcela znamo, jaké genetické pficiny stoji za vznikem sporadického MTC
u pacientll bez somatické RET mutace. Z¢asti byla dalsi ptic¢ina odhalena, kdyz byl u MTC
zjistén vyskyt somatickych mutaci také v RAS genech. Jen vyjimecné je RAS mutace

detekovana u pacienta jiz se somatickou RET mutaci (Moura et al. 2011). Zachyt RAS
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mutaci se pohybuje od 11 % do 43 % pacient(i se sporadickym MTC, ¢i také od 18%
do 81% RET negativnich pacientl se sporadickym MTC (Moura et al. 2011, Boichard et al.
2012, Ciampi et al. 2013). Predevsim se jednd o mutace v genech K-RAS a H-RAS, u genu

N-RAS je zachyt somatické mutace velice vzacny (Oczko-Wojciechowska et al. 2015).

4.2.3 Shrnuti

Vysetfeni somatickych mutaci v nadorové tkani pfispiva predevsim ke zlepseni diagnostiky
sporadickych MTC. PrestoZe je pravdépodobnost hereditarni formy MTC u pacientl bez
zarodecné mutace v rizikovych exonech RET proto-onkogenu zanedbatelnd, pfitomnost
minoritni mutace v jiném, rutinné nescreenovaném exonu neni zcela vyloucena. Detekce
somatické mutace pak mlze hereditarni formu onemocnéni vyvratit. Vyznamnou ulohu
ma znalost somatické mutace také pfi predikci vyvoje onemocnéni a také pfi terapii
pomoci tyrozinkindzovych inhibitort, pfi které je znalost konkrétni mutace stéZejni pro

vybér vhodného preparatu.
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4.3 Studium polymorfismt v RET proto-onkogenu u pacientd s MTC

4.3.1 Vysledky

PFi studii vlivu polymorfismi v RET proto-onkogenu na vznik onemocnéni a schopnosti jej

modulovat byl porovnan soubor 341 pacientl se sporadickym MTC a kontrolni soubor 205

zdravych jedincd (Tab. 16). Frekvence variantnich alel se signifikantné lisily pouze u dvou

studovanych polymorfism( - IVS14-24G/A (p=0,002) a rs2435355 (p=0.04), kde minoritni

alela byla signifikantné v mensim zastoupeni u pacientll nez u kontrol (v poradi, 16.3 % vs.

24.1%, 19,7 % vs. 25,1 %).

Tab. 16 Alelicka distribuce RET variant u pacient se sporadickym MTC a u kontrol

MTC Kontroly
SNP Exon/ Zdména Zaména (n=341):  (n=205): p-value OR
(rs No) Intron (cDNA) (Protein) Variantni  Variantni (xz) (95% Cl)

alela (%) alela (%)
rs1864410 Intronl c.73+2846G/T IVS1+2846G/T (2122:5) (2171'36) 0,31725 (0,62'—82,13)
rs2435357 Intronl ¢.7349277C/T IVS1+9277C/T (;57'11) (;L;z) 0,31160 (01650'_861113)
rs2506004 Intronl ¢.73+9494C/A IVS1+9494C/A (;Z,(;) (;;%) 0,28623 (0’63'_851’12)
rs1800858 Exon2 c.135G/A Ala45Ala (;2,98) (;;'é) 0,39135 (0,66(3)'—8?1,16)
rs1800860 Exon7 c.1296G/A Ala432Ala (32333) (;33'%) 0,99537 (0,7;)'_991,29)
rs1799939 Exonll c.2071G/A Gly691Ser (;;é) (292"19) 0,86490 (0’73'_9?1’29)
rs1800861 Exonl3 c.2307T/G Leu769Leu (;??,28) (281?8) 0,50804 (0,8?::['—1?1,50)
rs1800862 Exonl4 €.2508C/T Ser836Ser (5,38) (21,29) 0,16699 (O,Sélfi,SO)
rs2472737 Intronl4 c.2608-24G/A  1VS14-24G/A (113;) (2?1?1) 0,00183 (0,45?'—6:(1),83)
rs1800863 Exonl5 €.2712C/G Ser904Ser (;25;) (221,‘9) 0,86490 (0,7;)'?61,29)
rs2565200 Intron19 c.3188-627C/T IVS19-627C/T (11;"01) (1;?8) 0,97205 (0,72’?21,39)
rs2435355  3'UTR c.4461T/C (11:;) (213’31) 0,04046 (0,52'_7?),98)

Variantni alela je vyznacena tuc¢né za lomitkem v oznaceni polymorfismu na Urovni cDNA.
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RovnéZ byla studie zamérena na korelaci studovanych variant s klinicko-patologickymi
daty pacientd. Byl posuzovdn vztah polymorfismu kvelikosti nadoru, pfitomnosti
lokalnich ¢i vzdalenych metastaz, k hladiné kalcitoninu, k pfipadné recidivé onemocnéni
a ke klinickému vystupu. V souboru 341 pacientl se sporadickym MTC bylo 169 pacient
bez recidivy onemocnéni. Tito pacienti neméli vdobé studie lokdlni ani vzddlené
metastdzy, nicméné jsou nadale klinicky sledovani. Prehled klinicko-patologickych dat

pacientl s recidivou onemocnéni je uveden v Tab. 17.

Tab. 17 Klinicko-patologicka data pacientd s recidivou sporadického MTC

Pacienti s recidivou sporadického MTC

(n=159)
Lokalni metastazy Ano Ne NZ
(n=116) (n=36) (n=7)
Vzdalené metastazy Ano Ne Ano Ne Ano NZ
(n=64) (n=52) (n=8) (n=28) (n=1) (n=6)
Klinicky vystup
Umrti (n=8)
Vzdalené metastazy (n=56) (n=8) (n=1)
Lokalni metastazy (n=52)
Zvyseny CT bez Iolfallzovanych (n=28) (n=6)
metastaz

U nékterych pacientd nebylo mozné dohledat vSechna klinicko-patologicka data. NZ: neni znamo.
Klinicky vystup: uvedena nejzavazinéjsi soucasna anamnéza; pacienti se zvySenym kalcitoninem
(CT) nemaji lokalni ani vzdalené metastazy; pacienti s lokalnimi metastazami nemaji vzdalené.

Variantni alely rs1864410, rs2435357, rs2506004 a rs1800858 byly zastoupeny
signifikantné vice u pacient s TNM klasifikaci T2-T4 vs. T1 (p=0,003) a N1 vs. NO (p=0,03-

0,05). Frekvence variantnich alel u téchto soubor( jsou porovnany v Tab. 18.
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Tab. 18 Alelicka distribuce studovanych variant v RET proto-onkogenu u pacientl se sporadickym
MTC s TNM stadiem T1 vs. T2, T3 a T4 a NO vs. N1

T1 T2-T4 NO N1
SNP (n=120): (n=175): p-value OR (n=209): (n=104): p-value OR
(rs No) Variant Variant (xz) (95% Cl) Variant Variant (xz) (95% Cl)
alela (%) alela (%) alela (%) alela (%)
SIS0 oy 09028 11500 hom @ss) O (1ossaag
152435357 (12?7) (297?4) 0,00318 (1,251,?2,86) (291(,)5) (22(,)9) 0,05483 (1,011f82,16)
152506004 (12(,)7) (297?4) 0,00318 (1,251’?2,86) (zi?a) (2?3(,)9) 0,04650 (1,021’52,19)
11800858 (1:(,)7) (297?4) 0,00318 (1,251,i392,86) (2?,31) (2?3?9) 0,03922 (1,021—522,23)
r51800860 (3?,58) (;;,Zl) 0,60600 (0,64(1)’?2,27) (;:,i) (25;?4) 0,03163 (o,4g'fg,95)
151799939 (2?)(,)8) (Zi(,)9) 063013 (0,72’—131,68) (211(1),325) (1:(,)2) 0,15627 (0,4:3)'—731,10)
rs1800861 (126,52) (2?3?4) 009317 (o,9éfi,15) (2?,31) (256?4) 0,15798 (0,911’—351,99)
r1800862 (j,%i) (:,79) 0,96536 (0,491'?3,31) (31,2) (é,é;) 016060 (0,871'2,79)
152472737 (132?9) (12?9) 0,23359 (0,8;3,19) (153?2) (211,‘2) 0,01365 (1,1:'—772,74)
11800863 (256(,)8) (2?9) 0,63015 (0,76:3[,—131,68) (214(1),36) (12(,)2) 0,15627 (0,4:3)’—731,10)
12565200 (13;4) (22,13) 086352 (0,93f2,16) (177?5) (1:,17) 0.56438 (o,7é'—li,77)
152435355 (1?5) (ZZ)(,)O) 01324 (0,771’—181,80) (1?5) (255?0) 0,01521 (1,121{592,53)

Variantni alela kazdého polymorfismu je uvedena v Tab. 16.

Distribuce téchto 4 polymorfismli se také vyznamné liSila u pacientl bez recidivy
vs. s recidivou (p=0,01) a pacient(l bez lokalni vs. s lokalni recidivou (p=0.02) (Tab. 19). Pfi
porovnani pacientl se sporadickym MTC z hlediska pritomnosti vzdalenych metastaz byla
variantni alela polymorfismu v 7. exonu rs1800860 zastoupena vice u pacientll bez

vzdalenych metastaz (p=0,03).

Za pomoci programu Haploview byl identifikovan haploblok tvoreny polymorfismy
rs1864410, rs2435357, rs2506004 a rs1800858, které jsou v silné vazebné nerovnovaze.

Program PHASE vygeneroval haplotypy tohoto haplobloku u kazdého jednotlivce
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a odhadnul kombinace haplotypl na obou aleldch. Distribuce haplotypu a diplotypl byla
nasledné porovndna mezi pacienty se sporadickym MTC srecidivou a bez recidivy

(Tab. 20) a bylo zjisténo, Ze se signifikantné lisi (p=0,02).

Tab. 19 Alelicka distribuce studovanych variant v RET proto-onkogenu u pacientl se sporadickym
MTC srecidivou v porovnani s pacienty bez recidivy a u pacientd s lokdlnimi metastazami
vs. bez lokdInich metastaz

Pacienti s MTC Lokalni metastaza
- Bez
?:fgg’; recidivy Ano Ne
SNP Va_riantr'\ (n=169): p-value OR (n=116): (n=169): p-value OR
(rs No) , Variantn (xz) (95% Cl) Variant Variant ()(2) (95% Cl)
ialela , o o,
(%) ialela alela (%) alela (%)
(%)
91 66 1,65 67 66 1,67
s1864410  586) (19,5 %0840 (115-237) (289) (195 %7 (113-247)
91 69 1,56 67 69 1,58
(2435357 (186)  (204) 01898 (100_224) (289) (204) %9%78 (107-233)
91 68 1,59 67 68 1,61
rs2506004 g6 (201) %0139 (111-228) (289) (201) %2052 (109-238)
91 67 1,62 67 67 1,64
rs1800858 .86  (19,8) 01105 (113-233) (289) (198 01619 (111_243)

V porovnavaném souboru pacientl bez lokdlnich metastaz byli zahrnuti pouze pacienti, ktefi
rovnéz neméli ani vzdalené metastdzy ani v soucasné dobé zvyseny kalcitonin

Tab. 20 Distribuce haplotypl a diplotypl haplobloku 1. intronu a 2. exonu
u pacientll se sporadickym MTC s recidivou vs. bez recidivy

Recidiva (%) Bez recidivy (%) p-value p-value

Haplotyp (n=159) (n=169) (for x2) OR (95% C1) (for OR)

1 TTAA 91 (28,6) 65 (19,2) 0,00477 1,68 (1,17 -2,42) 0,00633
2 GCCG 227 (71,4) 269 (79,6) 0,01449 0,64 (0,45 -0,92) 0,01858
. Recidiva (% Bez recidivy (% -value -value
Diplotyp (n=159() ) (n=169\), % :)for X2) OR (95% C1) (ri)’or OR)

1,1 TTAATTAA 8(5,0) 9(5,3) 0,90445 0,94 (0,35 -2,50) 0,89724
1,2 TTAA,GCCG 75 (47,2) 47 (27,8) 0,00029 2,32 (1,47 - 3,67) 0,00045
2,2 GCCG,GCCG 76 (47,8) 110 (65,1) 0,00159 0,49 (0,32 -0,77) 0,00231

* Haplotypy/diplotypy s vyskytem < 1% nebyly zahrnuty.

Publikace uvedenych vysledkl je v pripravé.
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4.3.2 Diskuze

Vzhledem k variabilni expresivité a penetranci, fenotypické heterogenité a variabilité véku
onemocnéni u pacientl s toutéZ mutaci se hledaji jiné genetické zmény v RET proto-
onkogenu a jiné geny, které by se mohly podilet na vzniku a modulaci klinického projevu
MTC. Z vazebnych studii vyplyva, Ze i u pacientd, u kterych nebyla v RET proto-onkogenu
detekovana kauzalni mutace, je RET proto-onkogen tim genem, ktery v patogenezi
onemocnéni ma nejvyznamnéjsi roli. Predpoklada se, ze také béiné polymorfismy se
mohou podilet na vzniku onemocnéni a maji vyznam modifikujicich faktor(, schopnych
ovlivnit expresi a vlastnosti proteinu. UvaZzuje se o vyznamu polymorfismd, zejména ve 2.,
7.,11.,13., 14. a 15. exonu a intronickych variant v RET proto-onkogenu, které mohou dle
nékterych publikaci predisponovat k rozvoji MTC ¢i modifikovat fenotypické projevy

(Lesueur et al. 2006, Ceolin et al. 2012, Lantieri et al. 2013).

O presném mechanismu vlivu polymorfism0 na vznik ¢i progresi MTC se stale spekuluje,
zatim bylo provedeno jen malo funkénich studii. Zdména bazi v DNA mizZe narusit
¢i vytvofrit alternativni misto sestfihu vedouci k syntéze alterovaného proteinu s jinou
kapacitou vazebnych mist pro ligandy neZ plvodni protein. Polymorfismy také mohou
pozménit strukturu mRNA, cozZ ovlivni jeji stabilitu ¢i pocet kopii. | neutrdlni varianta navic
mUzZe byt ve vazebné nerovnovaze s jinou nezndmou funkéni variantou. U nesynonymnich
polymorfismli se predpokladd vliv na dimerizaci RET proteinu ¢i tvorbu novych

fosforylaénich mist v tyrozinkinazové doméné.

Pfesto nékteré studie tyto hypotézy vyvraceji, napf. nebyly zjistény rozdily v mnozstvi
mMRNA v zdavislosti na jednotlivych polymorfismech (Elisei et al. 2004), dalsi studie ukazuje,
Ze polymorfismus Ser836Ser ve 14. exonu neovliviiuje sestfih RNA a stabilitu transkriptu

(Griseri et al. 2000).

V nasi studii byly frekvence 12 vytipovanych polymorfism( porovnavany mezi soubory
pacientd a souborem zdravych kontrol. Byly vybrany polymorfismy, které se vyskytuji
v rizikovych, rutinné screenovanych exonech, ve kterych se nachdazi vétSina kauzalnich
mutaci, ale také rlizné varianty v nekddujicich intronovych c¢astech genu. Pfi porovnani

distribuce studovanych polymorfism{ mezi pacienty a kontrolami pouze varianta ve 14.
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intronu (rs2472737) a v 3’UTR (rs2435355) byly signifikantné odlisSné. U ostatnich

polymorfism( nebyly zjistény Zadné statisticky vyznamné rozdily.

Mezi ¢asto studovanymi polymorfismy pouze jediny zplsobuje substituci aminokyselin,
a to rs1799939 (Gly691Ser) v 11. exonu RET proto-onkogenu. Proto se stal prvnim
studovanym polymorfismem v souvislosti s MTC. Nékteré studie jej popisuji v asociaci
s MTC (Elisei et al. 2004, Cebrian et al. 2005), jiné ji vyvraceji (Baumgartner-Parzer et al.
2005, Siqueira et al. 2010, Sromek et al. 2010, Ceolin et al. 2012). Byla popsana souvislost
minoritni alely polymorfismu Gly691Ser s vékem pacienta v dobé diagndzy (Robledo et al.
2003), pricemz homozygoti AA byli o 10 let mladsi neZz heterozygoti GA ¢i wild type GG.
Témér vSechny studie vietné této nasi potvrdily kosegregaci a silnou vazebnou

nerovnovahu Gly691Ser a polymorfismu rs1800863 (Ser904Ser) v 15. exonu.

Také polymorfismus rs1800861 (Leu769Leu) ve 13. exonu je popisovan s mladsim vékem
nastupu onemocnéni (Sromek et al. 2010) ¢i vyssi frekvenci variantnich alel neZz u kontrol
(Ceolin et al. 2012) a naopak studie, ve kterych neni asociovan s MTC (Elisei et al. 2004,

Cebrian et al. 2005, Siqueira et al. 2010).

Polymorfismus rs1800862 (Ser836Ser) ve 14. exonu RET proto-onkogenu je méné castou
variantou v populaci i u pacientll, a proto je homozygot minoritni alely zaznamenan jen
zcela raritné, v naSem souboru pouze u jedné kontroly. | tento polymorfismus byl popsan
s vyssi frekvenci variantni alely v souborech pacientli s MTC (Gimm et al. 1999, Ruiz et al.
2001, Baumgartner-Parzer et al. 2005, Ceolin et al. 2012) a c¢asnéjSim ndstupem
onemocnéni ¢i vyvojem metastaz (Siqueira et al. 2010). Byla také popsana korelace
Ser836Ser se somatickou mutaci Met918Thr v 16. exonu (Gimm et al. 1999, Ruiz et al.
2001). Jiné studie naopak nenasly spojitost s MTC (Elisei et al. 2004, Baumgartner-Parzer
et al. 2005, Cebrian et al. 2005, Lesueur et al. 2006, Sromek et al. 2010).

Mnohé studie se tedy ve svych zavérech velmi rozchazi. Také my jsme u jmenovanych
polymorrfism( nenasli Zadnou asociaci s MTC. Tyto velké rozdily mohou vyplyvat
z klinické  heterogenity pripadd s MTC, odliSnostmi etnickymi, geografickymi

¢i v genetickém pozadi nebo jinou metodologii.
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Zamérili jsme se také na polymorfismy ne tak Casto studované, jelikoz se nenachazeji
v rizikovych exonech - polymorfismus rs1800858 (Ala45Ala) ve 2. exonu a rs 1800860
(Ala432Ala) v 7. exonu. Oba maji srovnatelné zastoupeni u pacientd i kontrol, ovsem pfi
korelaci s klinicko-patologickymi daty pacient s MTC bylo zjiSténo, Ze pacienti s variantni
alelou Ala45Ala maji horsi prognézu (velikost nadoru, postiZzeni lymfatickych uzlin),

naopak u variantni alely Ala432Ala se zd3, Ze ma protetivni roli.

Z intronickych variant jsme studovali polymorfismus rs2472737 (IVS14-24G/A) ve 14.
intronu RET proto-onkogenu. Varianta je lokalizovdna 24 nukleotidi pred zacatkem 15.
exonu a spekuluje se, Ze zdména bazi mlze diky jeji poloze ovlivnit sestfih RNA. V nasem
souboru pacientd byla variantni alela asociovana s horsi progndzou, pfitomnosti lokalnich
metastdz. Vjiné studii byla vice zastoupena u pacientd s MTC vs. zdravé kontroly

a u pacientd s vysokymi hladinami calcitoninu (Baumgartner-Parzer et al. 2005).

Jednim z cil(l této studie bylo také se zaméfit na varianty v 1. intronu a 2. exonu, u kterych
byla zaznamendna souvislost s vysokym rizikem pro vznik HSCR (viz kapitola 4.5). Tyto
varianty jsou v silné vazebné nerovnovaze a tvofi jeden haploblok. Podle nasich zjisténi
nebyla studie téchto polymorfism{ u pacientll s MTC dosud Zadnou laboratofi provedena
Ci zverejnéna s vyjimkou polské studie (Borun et al. 2012), ve které byla porovnana
frekvence polymorfismu rs2435357 mezi souborem 48 pacientll s MTC a souborem 152
zdravych kontrol. Zatimco heterozygot C/T byl u polské zdravé populace zastoupen
ve 12 %, u pacientd s MTC nebyla variantni alela T nalezena vibec. Polymorfismus
rs2435357 je lokalizovan v enhanceru RET proto-onkogenu. Varianta T sniZuje
enhancerovou aktivitu, coz souvisi s vysokym rizikem pro vznik HSCR. Autofi se domnivaji,
Ze pritomnost varianty T muZe v populaci sniZzovat riziko vzniku MTC. V nasi studii
(provedené na vicepocetnych souborech) byly ovsem frekvence tohoto polymorfismu
u pacientd a kontrol srovnatelné (heterozygoti C/T u obou soubord 38 %) a na rozdil

od polské studie byli v obou skupinach zastoupeni dokonce homozygoti TT (6 % vs. 9 %).

Prestoze se distribuce studovanych variant 1. intronu a 2. exonu signifikantné nelisila mezi
kontrolnim souborem a pacienty, pfi korelaci s klinicko-patologickymi daty byly zjistény

vyznamné asociace minoritnich alel shorSim pridbéhem onemocnéni, konkrétné
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s klasifikaci nadorli TNM (rozsahem nddoru a pfitomnosti metastaz regionalnich krénich
lymfatickych uzlin a vzdalenych metastdz) a recidivou onemocnéni. Pacienti s recidivou,
lokalnimi metastazami a klasifikaci T2-T4 maiji vétsi zastoupeni minoritni alely (27 %) nez
pacienti bez recidivy, lokdlnich metastaz a klasifikaci T1 (16%). Je ale zajimavé, Ze pacienti
s recidivou, lokalnimi metastazamia klasifikaci T2-T4 maji zastoupeni minoritni alely
srovnatelné s kontrolami (28 %). Zda se, Ze pritomnost minoritni alely nesouvisi
se vznikem onemocnéni, ale s jeho modulaci a je u pacientli spojena s vyssim rizikem,

ze onemocnéni bude mit horsi pribéh.

4.3.3 Shrnuti

Zjisténd data ukazuji na moZny vliv nékterych variant v RET proto-onkogenu
na onemocnéni MTC. Zd3a se, Ze haplotyp v oblasti 1. intronu a 2. exonu RET proto-
onkogenu ma vliv na progresi MTC. Minoritni alela rs2435355 ma protektivni charakter.
U rs1864410, rs2435357, rs2506004 a rs1800858 byl zaznamendn moziny modifikujici
efekt v souvislosti s horSim prlibéhem onemocnéni - recidivou a klasifikaci TNM.
Na zakladé studii polymorfismli bude v budoucnu mozné predikovat horsi progndzu

Ci agresivnéjsi typ tumoru a modulovat tak i Ié¢bu pacient(.
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4.4 Detekce zarodecnych mutaci v RET proto-onkogenu u pacientt s HSCR

4.4.1 Vysledky

U pacientl s HSCR bylo vzhledem ke zvySenému riziku manifestace MTC analyzovano Sest
rizikovych exonu (10., 11., 13., 14., 15. a 16. exon) RET proto-onkogenu. Pfi hledani
zarodecnych mutaci spojenych s HSCR bylo u vétsSiny pacient(l vySetfeni rozsiteno také
na dalsi exony genu. Zarode¢né mutace byly nalezeny u 28 pacientd s HSCR, tj. 13,1 %
(Tab. 21, 22). U dvou rodin (3 pacientek s TCA a 1 ¢lenky rodiny bez HSCR) byly v 10.
exonu detekovany klasické zarodec¢né mutace s dudlnim charakterem (Cys609Tyr,
Cys620Arg). Tyto mutace v cysteinovych koddénech u vsech ¢Etyf nositelek zpUsobily také
MTC, popf. hyperplazii C-bunék (CCH), a to pravé i u zdanlivé zdravé nositelky mutace,
u niz byl MTC potvrzen aZ histologicky po profylaktické totdlni thyreoidektomii. Dalsi
skupinu detekovanych mutaci tvoti zdrodecné mutace dosud nalezené u familiarnich
forem MTC - u 2 pacientll byla detekovana Ser649Leu v 11. exonu a u 9 pacientd se
jednalo o Tyr791Phe ve 13. exonu. Pacienti s témito mutacemi méli predevsim kratkou
formu HSCR, pouze 2 pacienti méli TCA. Pacientim bylo doporuceno vysetieni
endokrinologem, kde budou pravidelné sledovdni kvali riziku MTC. Treti skupinu pak
tvorily nové objevené a dosud nepopsané mutace RET proto-onkogenu. U pacientl
s kratkou formou HSCR byla nalezena mutace Val373Ala v 6. exonu, u pacienta s dlouhou
formou Ala680Thr v 11. exonu, u pacientl s totalni agangliondzou tlustého stfeva byly
objeveny mutace Pro566Leu v 9. exonu, del630A v 10. exonu a Tyr798Ser ve 13. exonu
a u pacientl s totdlni intestindlni aganglion6zou byly objeveny mutace Ser339Leu
v 5. exonu a Arg969Gly v 17. exonu. Také byla zaznamenana ticha mutace Gly539Gly
v 8. exonu v rodiné se 4 postizenymi Cleny s rznymi formami onemocnéni a Tyr806Tyr
ve 14. exonu u pacienta s blize nespecifikovanou formou onemocnéni. Vsechny tyto
neznamé, dosud nepopsané varianty byly analyzovany in silico pomoci tfech rlznych
algoritmt (PolyPhen-2, SIFT, Align-GVGD) a byla tak predikovdna jejich patogenita

a schopnost ovlivnit funkci proteinu (Tab. 23).
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Tab. 21 Zachyt zarodecnych mutaci v RET proto-onkogenu u pacient(i s HSCR

. . Forma Histologie
Typ mutace Pacient Exon Mutace/Protein Mutace/cDNA HSCR Stitné 31.
Typicka Al 10 Cys609Tyr c.1826G>A TCA MTC
dudlni RET B1 10 Cys620Arg €.1858T>C TCA CCH
mutace B2 10 Cys620Arg ¢.1858T>C TCA MTC
C1 11 Ser649Leu €.1946C>T RS-HSCR
Ser649Leu + c.1946C>T +
b1 11,13 Tyr791Phe c.2372A>T TCA
E1l 13 Tyr791Phe C.2372A>T RS-HSCR
RET mutace F1 13 Tyr791Phe C.2372A>T TCA
s rizikem F2 13 Tyr791Phe C.2372A>T RS-HSCR
pro vznik Gl 13 Tyr791Phe C.2372A>T RS-HSCR
MTC H1 13 Tyr791Phe C.2372A>T RS-HSCR
11 13 Tyr791Phe C.2372A>T RS-HSCR
J1 13 Tyr791Phe C.2372A>T RS-HSCR
K1 13 Tyr791Phe C.2372A>T RS-HSCR
L1 13 Tyr791Phe C.2372A>T LCA
M1 5 Ser339Leu c.1016C>T TIA
M2 6 Ala373Val c.1118C>T RS-HSCR
M3 8 Gly539Gly c.1617C>T UKS
M4 8 Gly539Gly c.1617C>T LCA
N1 8 Gly539Gly c.1617C>T LCA
Nové RET 01 8 Gly539Gly c.1617C>T NTSBA
mutace P1 9 Pro566Leu c.1697C>T TCA
s nezndmou Q1 IVS9 c.1760-2_-1delAG NTSBA
funkci R1 10 Lys603delA c.1809delA TCA
S1 11 Ala680Thr €.2038G>A LCA
T1 13 Gly798Ser €.2392G>A TCA
Ul 14 Tyr806Tyr c.2418C>T ?
Vi 17 Arg969Gly €.2905C>G TIA
V2 17 Arg969Gly €.2905C>G ?

Tab. 22 Zachyt zarodecnych mutaci v RET proto-onkogenu dle fenotypu onemocnéni

Pacienti s HSCR (n=214)

Fenotyp HSCR S-HSCR L-HSCR
Pocet pacientu 139 58
Zachyt mutaci 9 16
Zachyt mutaci (%) 6,5 % 27,6 %
Fenotyp HSCR RS-HSCR LCA TCA NTSBA TIA
Pocet pacientt 139 24 27 5 2
Zachyt mutaci 9 4 8 2 2
Zachyt mutaci (%) 6,5 % 16,7 % 29,6 % 40 % 100 %

Fenotyp onemocnéni rozliSovan (1) dle genetické klasifikace na kratkou (S-HSCR) a dlouhou
(L-HSCR) formu a (2) dle chirurgické klasifikace na RS-HSCR, LCA, TCA, NTSBA a TIA. Pacienti s blize
nespecif. formou HSCR (n=16) v tab. neuvedeni. Pacienti s UKS nezarazeni do studie s vyjimkou
jednoho ¢lena rodiny s familiarni formou HSCR, proto zachyt u UKS v tab. rovnéZ neuveden.
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Tab. 23 In silico analyzy zarodecnych mutaci v RET proto-onkogenu detekovanych u pacientl
s HSCR

Exon Mutace Polyphen SIFT Align GVGD
5 Ser339Leu Benigni Tolerovdna C65
6 Ala373Val Benigni Tolerovdna C65
9 Pro566Leu Benigni Netolerovana C65
10 Cys609Tyr Pravdépodobné patogenni Netolerovana C65
10 Cys620Arg Pravdépodobné patogenni Netolerovana C65
11 Ser649Leu Pravdépodobné patogenni Tolerovana C65
11 Ala680Thr Benigni Tolerovana C55
13 Tyr791Phe Mozna patogenni Netolerovana C15
13 Gly798Ser Pravdépodobné patogenni Tolerovdana C55
17 Arg969Gly Pravdépodobné patogenni Netolerovana C65

Polyphen: stupnice od ,benigni“ zamény aminokyseliny pfes ,moznd patogenni“ (mensi jistota
predikce) k,pravdépodobné patogenni” (vétsi jistota predikce); SIFT: Zdména aminokyseliny
v proteinu tolerovana Ci netolerovana; Align GVGD: stupnice od CO (s nejmensi pravdépodobnosti
patogenni) az k C65 (s nejvétsi pravdépodobnosti patogenni)

Priloha ¢. 14: Skaba R, Dvorakova S, Vaclavikova E, Vicek P, Frantlova M, Bendlova B. The
risk of medullary thyroid carcinoma in patients with Hirschsprung's disease. Pediatr Surg

Int 2006; 22(12): 991-995. (IF — 1,061)

Priloha ¢. 15: Vaclavikova E, Kavalcova L, Skaba R, Dvorakova S, Macokova P, Rouskova B,
Bendlova B. Hirschsprung’s disease and medullary thyroid carcinoma: 15-year experience
with molecular genetic screening of the RET proto-oncogene. Pediatr Surg Int 2012; 28(2):

123-128. (IF—1,061)

4.4.2 Diskuze a komentaf k priloham €. 14-15

Systematicky screening zarodeénych mutaci RET proto-onkogenu u pacientli s HSCR neni
celosvétové béznou praxi. V nékterych centrech je sice rutinni screening zaveden, jedna
se ale vétSinou pouze o vysetrfeni mutaci v 10. exonu RET proto-onkogenu, a to ¢asto jen

u pacientd s L-HSCR, kde se riziko MTC udava vyssi. Mnoho publikaci, ve kterych se autofi
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zamérili na hledani zarodecnych mutaci v ostatnich rizikovych exonech genu, popf.
vySetfeni rozsifili na cely gen, neexistuje. Nej¢astéji jsou popisovany kazuistiky pacient(
s detekovanou mutaci v 10. exonu v cysteinovych koddnech 609, 611, 618 a 620,
u kterych byl kromé HSCR pozdéji zastizen i MTC. Koexistence obou dvou onemocnéni je
velice vzacna, uvadi se data srovnatelna s nasim souborem (Pakarinen et al. 2005, Amiel
et al. 2008). Mutace, které u pacienta obé& onemocnéni soucasné zpUsobi, maji dualni
charakter, tzn. Ze jsou aktivujici i inaktivujici, a v zavislosti na tkani, kde je RET
exprimovan, zpusobi ve stfevé ztratu funkce proteinu a poruchu migrace neuroblast(,
zatimco ve Stitné Zlaze vyvolaji nekontrolovatelnou aktivaci proteinu a spusténi
dopad a mutace v kodénu 620 je zachycena v 50 % téchto pfipad(, z nichZ nejéastéji se
jedna o zdménu Cys620Arg (Dvorakova et al. 2005). Studie ukazuji, Ze ¢im jsou mutace
blize k transmembranové doméné, tim mohou hrat vyznamnéjsi ulohu pfi bunécné
proliferaci a aktivaci nddorového procesu (Kjaer et al. 2006, Moore et al. 2012). Timto
zjisténim Ize objasnit skute¢nost, pro¢ jsou mutace v kodénu 620 u pacientt se sdruzenim
HSCR a MEN 2/FMTC castéjsi neZ v ostatnich cysteinovych kodénech 10. exonu. Poloha
10. exonu odpovida extraceluldrni doméné tyrozinkinazového receptoru, ale jiz 11. exon
Castec¢né koresponduje s transmembranovou doménou a kodén 620 ma ze zminénych

cysteinovych koddnu k transmembranové doméné nejblize.

V nasem souboru byly detekovany zarodecné mutace u 28 pacientd s HSCR (13,1 %).
Podivame-li se na zachyt zarodecnych mutaci v zdavislosti na fenotypu onemocnéni
(Tab. 22), vysokd detekce mutaci byla u pacientd s TCA; 8 z 27 (29,6 %) vysSetfenych
pacientd mélo detekovanou mutaci v RET proto-onkogenu. Mutace byla zjisténa také u
Ctyf z 24 pacientl s LCA (16,7 %), avSak ve dvou pfipadech se jednalo o sourozence

s tichou mutaci. Pacienti s kratkou formou meéli zachyt 6,5 %. Nejvyssi zachyt byl u

vvvs

vevs

uvadeéji zachyt mutaci v RET proto-onkogenu u NTSBA/TIA kolem 70 % (Tomiyama et al.
2001, Solari et al. 2003, Ruttenstock et al. 2009). Vétsinou jsou mutace detekovany po
celé délce genu, casto mimo exony vySetfované kvuli riziku MTC. Dalsim faktorem

vysokého zachytu v jinych studiich je zapocitavani béznych polymorfisml (Shimotake et
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al. 1997, Ishii et al. 2013). HSCR je ovsem polygenni onemocnéni a je moziné, Ze za

vzacnymi excesivnimi formami u nasich pacientd stoji také alterace v jinych genech.

Zminéné dudlni mutace byly zaznamendany ve dvou ¢eskych rodinach — v jedné Cys609Tyr
a ve druhé Cys620Arg, a u obou byly objeveny v retrospektivni analyze. Na ptikladech
téchto dvou rodin Ize demonstrovat oprdvnénost velmi prisnych doporuceni ohledné
vykonu profylaktické totalni thyreoidektomii (TTE) u téchto mutaci (Kloos et al. 2009).
V prvni rodiné byla probandce diagnostikovana a chirurgicky Ié¢ena TCA ve véku 3 mésic(.
V 21 letech byl u pacientky zjistén agresivni MTC a po ndasledném odhaleni zarodecné
mutace Cys609Tyr byla tatdZz mutace nalezena také u jeji matky, kterd neméla HSCR ani
zadné priznaky onemocnéni stitné zlazy. Teprve po dvouleté diskuzi pristoupila matka
probandky k profylaktické TTE. PrestoZe vySetfeni Stitné Zlazy ultrazvukem i hladiny
kalcitoninu byly pfed operaci normalni, histologicky byl jiz potvrzen ndlez MTC a PTC
in situ. Vidime zde, jak variabilni penetranci mize mutace Cys609Tyr také mit. Ve druhé
rodiné méla probandka i jeji matka diagnostikovanou TCA. Genetické vySetieni odhalilo
zarodecnou mutaci Cys620Arg u obou pacientek. Obé poté podstoupily profylaktickou
TTE s nalezem CCH u tehdy 8leté probandky a MTC u jeji 28leté matky. Je ziejmé,
Ze prisnd doporuceni, kterd u téchto mutaci indikuji provést profylaktickou TTE do 5 let
véku nositele mutace, jsou opravnéna, jestlize u teprve 8leté nositelky mutace byla jiz
zastizena CCH, tedy preneoplasticky proces. Pfipad této rodiny je navic dokladem pfinosu
cileného screeningu s negativnim vysledkem, diky kterému mohli byt dva pozdé&ji narozeni

sourozenci probandky vylouceni z rizika MTC i HSCR.

Dalsim vystupem screeningu zdrode¢nych mutaci v naSem souboru pacientt s HSCR byla
prekvapivé vysokd detekce mutace Tyr791Phe ve 13. exonu. Mutace byla detekovana
u 8 rodin (9 pacientl a 4 zdravych nositelll mutace), u 11 cilené testovanych pfibuznych
byla vylouéena. Pacienti méli pfedevsim kratkou rekto-sigmoidealni formu HSCR, ve dvou
pfipadech se jednalo o TCA. Mutace byla v dobé jejiho nalezu u pacientl dle svétovych
studii povazovdana za aktivujici mutaci zplsobujici MTC, s nizkou penetranci, fenotypickou
heterogenitou a variabilitou véku onemocnéni (Vaclavikova et al. 2009), u které se podle
mezinarodnich doporuceni provadi profylaktickd TTE mezi 5. a 10. rokem véku (Kloos

et al. 2009). Nositeldm mutace v naSem souboru se dalo na zvaZeni, zda pfistoupi
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k profylaktické TTE ¢i zvoli méné radikdlni postup a budou pouze dispenzarizovani
na endokrinologii. Profylaktickou TTE nezvolil vzhledem k jeji nizké agresivité ani jeden
nositel mutace, zatim jsou pravidelné sledovany hladiny kalcitoninu. Pozdéji se vsak
objevila studie (Erlic et al. 2010), kterd popisuje tuto variantu jako polymorfismus.
Kontroverznost a Uskali interpretace Ucinku této varianty v soucasné dobé byla jiz
rozebrdna v kapitole 4.1.2.3. Stejné tak byla ve zminéné studii zpochybnéna kauzalni
uloha varianty Ser649Leu, kterou jsme nalezli u 2 nasich pacient(, s rekto-sigmoidedlni
formou v prvnim a TCA ve druhém pfipadé, kde byla tato varianta navic detekovana spolu
s Tyr791Phe. Mutace Ser649Leu byla dfive popsana u MTC (Wiench et al. 2001,
Vierhapper et al. 2004, Colombo-Benkmann et al. 2008) jako mutace s nizkou penetranci
a agresivitou onemocnéni. V jedné funkéni studii, kde byl Ucinek Ser649Leu studovan
pomoci vektorl, nebyl vSak oproti wild-type RET proteinu zjistén signifikantni nardst
transformovanych bunék v tkanové kulture NIH3T3 (Prazeres et al. 2011). In silico analyzy
(PolyPhen, MutPred, PSAAP) naopak pomoci raznych algoritm( posoudily mutaci jako
patogenni (Crockett et al. 2010, Crockett et al. 2011).

Nové detekované varianty byly otestovany in silico pomoci tfi modell odhadujici
Skodlivost mutace - PolyPhen-2, SIFT a Align-GVGD (Tab. 23). Pouze mutace Arg969Gly
v17. exonu byla presvédcCivé uréena jako patogenni vSemi tfemi algoritmy. Delece
c.1809delA zplsobi posunuti ¢teciho rdmce od koddnu Ala604 v délce 33 bp, kde konci
stop koddénem. Aberantni mRNA s predasné zafazenym stop koddénem je pak
pravdépodobné rozstipana mechanismem nonsence mediated decay. Zajimava je i 2 bp
delece c. 1760-2_1760-1delAG na konci 9. intronu v misté konsenzualni sekvence pro
fizeni sestfihu RNA. Tato delece, ktera pravdépodobné zplsobi abnormalni sestfih, byla
jiz vodborné literatufe popsdana u pacienta s HSCR (So et al. 2011), ale také jako
somaticka v nddorové tkani u pacienta s feochromocytomem (Beldjord et al. 1995). Je
tedy mozné, ze mlze mit aktivujici i inaktivujici funkci. Ostatni zdmény kazdy algoritmus
predklada s rlznymi vystupy. Je ziejmé, Ze jednotlivé algoritmy na posuzovani dopadu
mutace se mohou ve vystupu vyrazné lisit a je tézké dle nich usuzovat na jeji patogenitu.
Spolehlivéjsi metodou jsou jisté funkéni studie konkrétni mutace, ale pfi vysoké detekci
neznamych variant je dnes komfortnéjsi pfistoupit nejprve k in silico analyze a v souladu

s jejimi vystupy odfiltrovat benigni varianty. Z nasSich vysledkd vsak vyplyvd, Ze nelze
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vynaset zdvéry pouze na zakladé jednoho algoritmu a je nutné dané zamény porovnat

z nékolika Uhld pohledu.

4.4.3 Shrnuti

Z nasich vysledkd vyplyvd, Ze je prospésné u vsech pacient s HSCR vysSetfovat zarodecné
mutace RET proto-onkogenu. Screening klasickych dualnich mutaci v 10. exonu dokazal
zachytit meduldrni karcinom Stitné Zlazy i v casné fazi nebo dokonce v preklinickém stadiu
onemocnéni. Nejvétsi klinicky dopad na pacienta maji aktivujici mutace v 10. exonu
spojené s rizikem MEN 2/FMTC a v nasem souboru byly zjiStény pouze u pacientek s TCA.
Pfesto oproti nékterym pracovistim (Bltter et al. 2007, Kloos et al. 2009) preferujeme
sekvenovani vSech rizikovych exonl RET proto-onkogenu, a to u vSech forem HSCR. Je
pravda, Ze u nové detekovanych mutaci a dle novych poznatk( ani u mutaci v kodénu 649
a 791 nemUzZeme s jistotou tvrdit, Ze zvySuji riziko MTC, pacient ale muZe byt na zédkladé
detekované mutace alespon pod dohledem odbornika. Samoziejmé tu hraji roli financ¢ni
naklady genetického vysetieni i celoZivotni dispenzarizace u endokrinologa, na prvnim
misté by ale mélo byt zdravi a prospéch pacienta, nehledé na to, Zze Iécba karcinomu
RET proto-onkogenu, mohou byt navic kauzalni v souvislosti s HSCR a i to muUze byt

informace zajimava pro pacienta a jeho genetického poradce - klinického genetika.

-75 -



4.5 Studium polymorfismu v RET proto-onkogenu u pacientt s HSCR

4.5.1 Vysledky

Ke studiu modifikujiciho ucinku polymorfismi na vznik a fenotypické projevy
Hirschsprungovy choroby bylo vytipovdno 14 variant v RET proto-onkogenu. Zaméfili jsme
se na varianty detekované v rutinné screenovanych exonech, rizikovych pro vznik MTC,
ale také v zajimavych intronovych a nekddujicich oblastech genu. V souboru pacient
s HSCR byly v distribuci polymorfism( objeveny signifikantni odliSnosti od zdravych
kontrol u 11 studovanych variant (Tab. 24). Zvlasté vysoké riziko (OR=6,67; Cl 95% (4,82-
9,23), p<0.000001) bylo shleddano v souvislosti se 4 studovanymi polymorfismy -
rs1864410, rs2435357, rs2506004 (1. intron) a rs1800858 (2. exon), které tvofily jeden
haploblok. Tyto 4 varianty byly ve vzdjemné vazebné nerovnovaze a se stejnou
genotypickou distribuci u témér kazdého jedince. Zatimco u zdravych kontrol se variantni
alela vyskytovala pouze ve 28 %, u pacientl dominovala se zastoupenim v 72 %. Proto
také nejcastéjsi haplotypy byly zjistény pouze dva — TTAA, ktery prevaZzoval u pacientl
(70,7 %), a GCCG, ktery prevazoval u kontrol (71,2 %). Také dalSi dva polymorfismy
rs1800861 (13. exon) a rs2565200 (19. intron), jejichz variantni alely byly vice zastoupeny
u pacientll (postupné 43,5 % a 41,0 %) neZ u kontrol (21,8 % a 18,8 %), byly spojeny
se zvySenym rizikem (OR=2,76; Cl 95% (2,00-3,81) a OR=3,01; Cl 95% (2,16-4,20), oba
p<0.000001). U vSech 6 variant bylo zjisténo vétsi zastoupeni variantni alely u muzd nez
u zen a stejné tak u kratké vs. dlouhé formy HSCR. Naopak varianty rs1800860,
rs1799939 a rs1800863 (7., 11., 15. exon) maji protektivni ucinek. Vliv polymorfism( v 3°
oblasti genu byl také prezkouman nezavisle na efektu haplobloku v 5‘ oblasti genu, kdy
byla distribuce polymorfism( porovnana mezi nositeli rizikového TTAA a béZiného GCCG
haplotypu. | poté si polymorfismy zachovaly svoiji rizikovou/protektivni roli a rozdily mezi

obé&ma formami onemocnéni se jesté vice prohloubily.
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Tab. 24 Alelickd distribuce studovanych variant v RET proto-onkogenu u pacientd s HSCR

a u kontrol
HSCR Kontroly
SNP Exon/ Zaména Zaména (n=162): (n=205): p-value OR
(rs No) Intron (DNA) (Protein) Variantni Variantni (xz) (95% Cl)
alela (%) alela (%)
233 113 6,73
rs1864410 Intronl c¢.73+2846G/T IVS1+2846G/T (71,9) (27.,6) 0,00000 (4,86 -9,31)
234 115 6,67
73+ +
rs2435357 Intronl ¢.73+9277C/T IVS1+9277C/T (72,2) (28,0) 0,00000 (4,82 —9,23)
234 115 6,67
rs2506004 Intronl ¢.73+9494C/A IVS1+9494C/A (72,2) (28,0) 0,00000 (4,82 - 9,23)
231 112 6,61
rs1800858 Exon2 ¢.135G/A Ala45Ala (71,3) (27,3) 0,00000 (4,78 - 9,14)
82 139 0,68
rs1800860 Exon7 c.1296G/A Ala432Ala (25,8) (33,9) 0,01816 (0,49 — 0,94)
27 94 0,31
rs1799939  Exonll c.2071G/A Gly691Ser (8.3) (22,9) 0,00000 (0,19 - 0,48)
141 89 2,76
rs1800861 Exon13 c.2307T/G Leu769Leu (43,5) (21,8) 0,00000 (2,00 3,81)
rs111264957 Intron13 ¢.2393-94C/T 1VS13-94C/T 6 12 0,34978 0,63
' (1,9) (2,9) ’ (0,23-1,69)
8 12 0,84
rs1800862 Exonl4 c.2508C/T Ser836Ser (2,5) (2,9) 0,70528 (0,34 — 2,08)
82 99 1,06
rs2472737 Intronl4 c.2608-24G/A 1VS14-24G/A (25,3) (24,1) 0,71678 (0,76 — 1,49)
28 94 0,32
rs1800863 Exon15 c.2712C/G Ser904Ser (8,6) (22,9) 0,00000 (0,20 - 0,50)
c.3188- 133 77 3,01
rs2565200 Intronl9 627C/T IVS19-627C/T (41,0) (18,8) 0,00000 (2,16 — 4,20)
, 8 2 5,16
rs143948954 3’UTR c.4391G/C (2,5) (0,5) 0,02149 (1,09 — 24,49)
, 105 103 1,44
rs2435355 3’'UTR c.4461T/C (32,6) (25.1) 0,02579 (1,04 — 1,99)

Priloha ¢. 16: Vaclavikova E, Dvorakova S, Skaba R, Pos L, Sykorova V, Halkova T, Vcelak J,

Bendlova B. RET variants and haplotype analysis in a cohort of Czech patients with

Hirschsprung disease. PLoS ONE 2014; 9(6): €98957. doi:10.1371/journal.pone.0098957

(IF — 3,534)
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4.5.2 Diskuze a komentar k ptiloze ¢. 16

Vazebna analyza u pacientl s HSCR ukazuje, Ze onemocnéni je spojeno s RET proto-
onkogenem zpravidla i v pfipadé, kdy nebyla detekovana Zadnd mutace (Lantieri et al.
2006). Proto se predpokladd, Ze i nekddujici varianty a bézné polymorfismy mohou mit
napf. v konkrétnim haplotypu modifikujici roli a vliv v patogenezi onemocnéni.
Z vytipovanych 14 polymorfismU prdvé varianty v 1. intronu a 2. exonu (rs1864410,
rs2435357, rs2506004, rs1800858) ukazuji, jak vyrazné jsou s chorobou asociovany, kdyz
variantni alely, které jsou u normalni populace zastoupeny pouze ve 28 %, se u pacientu
projevuji jako dominantni v 72 %. Nase kontrolni populace byla porovnana s dostupnymi
daty evropské normalni populace a frekvence studovanych polymorfismi jsou
srovnatelné (Lesueur et al. 2002). Haplotyp TTAA, ktery je definovdn variantnimi alelami
zminénych polymorfismQ, je spojen s vysokym rizikem (OR=6,83) a homozygotni diplotyp
TTAA,TTAA riziko jesté zvySuje (OR=17,56). Tato zjiSténi jsou konzistentni s jinymi
studiemi, ze kterych vyplyva, Ze uvedené polymorfismy se nachazeji ve 27 kb dlouhé
vysoce konzervované oblasti zvané MCS+9.7 (Multispecies conserved sequence). Ta
zac¢ind 4 kb pred transkripnim startovnim mistem RET proto-onkogenu a pokryva oblast
az do 2. exonu. Haplotyp TTAA snizuje promotorovou aktivitu, vazebnou afinitu TTF-1
(thyroid transcription factor 1), narusuje vazebné misto pro transkrip¢ni faktor SOX10,
a tak reguluje expresi RET proteinu, coz bylo potvrzeno in vitro (Burzynski et al. 2005,

Garcia-Barcelo et al. 2005, Emison et al. 2010, Sribudiani et al. 2011).

Nékteré predchozi studie navrhuji hypotézu o rozdilné roli polymorfisma ve dvou rdznych
oblastech, kdy vedle rizikového haplotypu v 5 oblasti genu existuje naopak protektivni
3‘ oblast. Ta ma obsahovat celou fadu markerd pocinaje rs1799939 v 11. exonu az
do 3’UTR (Lantieri et al. 2006, Griseri et al. 2007, Pan et al. 2012). Z naSich vysledk( ale
vyplyva, Ze nelze oznacit 3‘ oblast za protektivni, protoze kromé protektivnich
polymorfism( rs1799939 a rs1800863 jsme v této Casti genu zaznamenali u pacient(
i varianty spojené se zvySenym rizikem oproti béiné populaci. Jedna se o rs2565200
v 19. intronu, rs2435355 v 3’UTR a rs1800861 ve 13. exonu, ktery byl jako rizikovy popséan
jiz dtive (Lantieri et al. 2006, Tou et al. 2011). Riziko spojené s variantnimi alelami

polymorfisml rs1800861 a rs2565200 bylo nami potvrzeno i nezdvisle na efektu
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haplobloku v 5 oblasti. Polymorfismus rs2435355 v 3’UTR byl u cinskych pacient(
oznaten za protektivni (Pan et al. 2012). Nesoulad mezi naSimi vysledky a teorii
o 3 protektivni oblasti proto muze byt zplsoben odliSnymi studovanymi soubory

a etnickymi rozdily.

Dals$im nasim vyznamnym cilem bylo posoudit vliv studovanych polymorfism
na agresivitu onemocnéni (kratkou a dlouhou formu HSCR) a také, zda hraje roli pohlavi
pacienta v souvislosti s polymorfismy. Zajimavé je, ze ackoli u obou forem HSCR bylo
riziko spojené s variantnimi alelami 5 haplobloku vysoké, frekvence téchto rizikovych alel
byly o 6 % vyssi u méné agresivni kratké formy HSCR. Podobny rozdil byl zpozorovan
u rs2435357 (Emison et al. 2010) a rs1800858 (Fitze et al. 2002), ale v nékterych studiich
zadné odliSnosti nalezeny nebyly (Lantieri et al. 2006). V naSem souboru ale mohla byt
tato skutecnost ovlivnéna také tim, Ze u pacientd s kratkou formou je vétsi zastoupeni
muzl (78 %) nez u pacientl s dlouhou formou (71 %). Byl totiZz zaznamenan vliv pohlavi
na frekvenci variantni alely, ktery byl jiz popsan u polymorfismu rs2435357, kdy byla
variantni alela pfitomna u 65 % muzl a pouze 56 % Zen (Nunez-Torres et al. 2011). Nase
studie ukazuje, Ze nejen u polymorfismU 5 haplobloku je vys$si zastoupeni variantni alely
u muzll (76 %) nez u Zen (60 %), ale tento trend byl zaznamendn také u rs1800861
ve 13. exonu a rs2565200 v 19. intronu, a¢ nesignifikantné. Frekvence rizikovych alel
téchto polymorfism0 byla u muzli o 10 % vyssi. U variant haplobloku bylo ale riziko
spojené s onemocnénim vyraznéjsi (OR=8 u muzl vs. OR=4 u Zen). Neni tedy jasné, zda
dalsi objevena skutec¢nost, a to vysSi zastoupeni variantnich alel rs1800861 (47 %)
a rs2565200 (45 %) u kratké formy oproti dlouhé formé (postupné 33 % a 29 %) nema
souvislost s rozdily v zastoupeni pohlavi mezi soubory. Riziko spojené s dlouhou formou
HSCR bylo naopak spojeno s polymorfismy rs2472737 ve 14. intronu a rs2435355 v 3'UTR,
kde bylo 2x vyssSi v porovnani s kratkou formou. Obé dvé zjisténi — tedy vétsi zastoupeni
variantnich alel rs1800861 a rs2565200 u kratké formy a rs2472737 a rs2435355 u dlouhé

formy — byla potvrzena u nositelll TTAA haplotypu.
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4.5.3 Shrnuti

Nase studie polymorfisml v RET proto-onkogenu si dala za cil identifikovat varianty
a haplotypy, které mohou byt ve vazbé s Hirschsprungovou chorobou. Na zdkladé nasich
analyz byly navrieny rizikové a protektivni markery, u nichz byl zkouman nejen vliv
na agresivitu onemocnéni, ale také souvislost s pohlavim pacient(l. Je znamo, Ze HSCR
postihuje 4x vice chlapce a v souladu s touto skutecnosti byla nase zjisténi, Ze markery
nesouci vysoké riziko HSCR jsou vice zastoupeny u muzského pohlavi. Naopak prekvapivé
byly tyto rizikové varianty zaznamenany v méné agresivnim fenotypu onemocnéni. To ale

doklada, jak komplexni a multifaktoridlni je genetika HSCR.
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5. Zavér

Karcinomy S$titné Zlazy predstavuji nejcastéjsi onkologické onemocnéni v endokrinologii.
Disertacni prace se zaméruje na studium vztahu mezi genetickymi zménami a jejich
fenotypickymi projevy u pacientd s meduldarnim karcinomem Stitné Zlazy (MTC)
a Hirschsprungovou chorobou (HSCR). V patogenezi obou onemocnéni hraji vyznamnou
roli mutace RET proto-onkogenu — v pfipadé MTC aktivujici, v pfipadé HSCR inaktivujici.
Existuji vSak i mutace s dudlnim charakterem a pacienti s HSCR jsou tak vystaveni

zvySenému riziku MTC.

Byly shromdidény rozsdhlé soubory pacientl a rodinnych pfislusnikl a zpracovana
podrobna klinicko-patologickd data, kterd byla korelovana s nalezenymi genetickymi
alteracemi. V nasem souboru 490 pacientl s MTC a 381 jejich pfibuznych v riziku
onemocnéni byla zarodecna mutace zjiSténa u 60 pacientl a 73 rodinnych pfislusnik,
z nichZ naprostd vétSina podstoupila profylaktickou totdlni thyroidektomii. DalSich 114
¢lenl rodin se zndmou kauzalni mutaci mohlo byt diky negativnimu vysledku genetického
vySetieni z klinického screeningu vyrazeno. ldentifikace jednotlivych genetickych zmén
v RET proto-onkogenu je podstatnd nejen kvilli véasnému terapeutickému zdsahu
u rizikovych osob jesté v presymptomatickém stadiu onemocnéni, ale u pacientli pomUze
zpresnit diagndézu a odhadnout progndézu onemocnéni. V ramci genetického testovani

rodin bylo popsano nékolik unikatnich kazuistik.

U sporadického MTC byly detekovany somatické mutace v nadorové tkani, znichz
majoritni postaveni méla mutace Met918Thr v 16. exonu, ktera byla asociovdna s horsim
klinickym vystupem a vétsi velikosti nddoru. Publikovali jsme prioritni zachyty nasobnych
mutaci. Identifikace somatické mutace pfispiva ke zlepSeni diagnostiky sporadickych MTC,
kdy je mozné hereditarni formu onemocnéni jiz zcela vyvratit. Vyznamnou ulohu ma
znalost somatické mutace také pfi predikci vyvoje onemocnéni a také pfti terapii pomoci
tyrozinkinazovych inhibitord, pfi které je znalost konkrétni mutace stézejni pro vybér

vhodného preparatu.

Systematicky screening zarodecnych mutaci RET proto-onkogenu u pacientd s HSCR neni

celosvétové béznou praxi. V nékterych centrech je zaveden rutinni screening 10. exonu
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RET proto-onkogenu, ale ¢asto jen u pacientl s dlouhou formou HSCR, kde je riziko MTC
vys$si. V nasem souboru 214 pacientll s HSCR byla u 28 z nich zachycena zarodecna
mutace, a to prekvapivé casto i vjinych pro MTC rizikovych exonech, nez pouze
v 10. exonu. Proto preferujeme sekvenovani viech pro MTC rizikovych exonl RET proto-
onkogenu u vsech forem HSCR a u familidrnich forem vysSetfeni rozsifit na cely RET proto-
onkogen. U nové detekovanych mutaci nemlzZeme s jistotou tvrdit, Ze zvySuji riziko MTC,
pacient ale mUZe byt na zakladé detekované mutace alespor pod klinickym dohledem
endokrinologa. Informace o kauzalni mutaci v souvislosti s HSCR je také duleZita z hlediska
genetického poradenstvi v rodinach s familiarni formou HSCR a v budoucnu mizZe byt

prospésna ve spojitosti s preimplantacni diagnostikou.

ProtoZe vazebné studie i u pacientl bez zjiSténé kauzdalni mutace ukazuji, Ze RET proto-
onkogen je majoritnim genem v patogenezi obou onemocnéni, byla v rdmci diserta¢ni
prace studovdna pravé role polymorfism( jako modifikujicich faktord, podilejicich se

na vzniku a modulaci MTC a HSCR.

Vysledky studie polymorfismd u pacientd s MTC poukazaly na zjisténi, Ze také
polymorfismy v nekddujicich oblastech RET proto-onkogenu, konkrétné v 1. intronu,
mohou mit vliv na onemocnéni. U polymorfismG rs1864410, rs2435357, rs2506004
(1. intron) a rs1800858 (2. exon) byl zaznamenan mozny modifikujici efekt v souvislosti
s horSim pribéhem onemocnéni — velikosti nadoru, pfitomnosti lokalnich metastaz
lymfatickych uzlin a recidivou onemocnéni. Byl identifikovan rizikovy haplotyp TTAA

tvofeny minoritnimi alelami téchto 4 polymorfisma.

Pfi studiu polymorfismi u pacientd s HSCR byly identifikovany rizikové varianty
v 1. intronu RET proto-onkogenu a urcen rizikovy haplotyp, ktery byl ve vazbé s HSCR. Byl
také zkouman vliv studovanych variant na agresivitu onemocnéni a souvislost s pohlavim
pacientd. HSCR postihuje 4x vice chlapce a vsouladu stouto skutecnosti byla nase

zjisténi, Zze markery nesouci vysoké riziko HSCR jsou vice zastoupeny u muzského pohlavi.

NaSe pracovisté je jedinym v republice, které zavedlo rutinni genetickou diagnostiku
u pacient s MTC a HSCR. V soucasné dobé se snaZime objasnit genetickou podstatu

nékolika nevyfeSenych rodin s klinicky suspektni hereditarni formou MTC, u kterych
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nebyla mutace v celém RET proto-onkogenu zjisténa. V ramci prvotni studie bylo pomoci
sekvenovani nové generace a panelu s vice nez 90 geny souvisejicich s predispozici

k rakoviné identifikovano nékolik slibnych kandidatnich gen( a konkrétnich variant.

Vystupem disertacni prace je 18 publikaci mapujicich nase studium genetickych pfFicin
u MTC a HSCR. Vysledky prace jsem prezentovala formou 22 predndasek a diskutovanych
posterli na mezinarodnich ¢i domacich konferencich. Prace pfispéla k ziskani novych
védeckych poznatk(, k rozifeni molekuldrné genetické diagnostiky MTC a HSCR v Ceské
republice a jeji vysledky se staly velice prospésné jak lékafliim, tak i pacientlim a jejich

pfibuznym.
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TTE
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artemin

adenosintrifosfat (adenosin triphosphate)
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deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

familiarni meduldrni karcinom Stitné Zlazy (familial MTC)
aspiracni biopsie tenkou jehlou (fine needle aspiration biopsy)
glial cell line-derived neurotrophic factor

GDNF family receptor a

Hirschsprungova choroba

dlouha forma stfevni agangliondzy (long colonic aganglionosis)
dlouhd forma Hirschsprungovy choroby

mnohocetna endokrinni neoplazie typu 2A

mnohocetna endokrinni neoplazie typu 2B

medularni karcinom Stitné Zlazy (medullary thyroid carcinoma)
neurturin

témér totdlni forma agangliondzy tenkého stfeva (nearly total small bowel
aganglionosis)

polymerdzova retézova reakce (polymerase chain reaction)
persefin

REarranged during Transfection

rekto-sigmoidealni forma Hirschsprungovy choroby

kratka forma Hirschsprungovy choroby

totdlni agangliondza tlustého stfeva (total colonic aganglionosis)
totdlni intestinalni agangliondza (total intestinal aganglionosis)
tyrozinkinazovy inhibitor

tumor-uzlina-metastaza (tumor-node-metastasis)

totédlni thyreoidektomie

ultrakratky segment Hirschsprungovy choroby

neprekladana oblast (untranslated region)
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