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Abstract

Introduction: The aim of this study was to analyse the di-
stribution and frequency of mutations and their correlations
with clinical phenotypes of patients with MTC, to reveal
the differences between sporadic and familial type of MTC,
and to describe the phenotypes of patients.

Materials and methods: 212 patients with medullary thy-
roid cancer (MTC) were treated in Cancer Centre in War-
saw between 1997 and 2005. In most patients, DNA isolated
from peripheral blood leukocytes was tested for RET gene
mutations by sequencing and accordingly MTC form was
assessed. Genetic testing was performed in the relatives of
patients with familial MTC in order to distinguish asymp-
tomatic mutation carriers from noncarriers.

Results: RET gene mutations were identified in 46 patients
(22%). The others were found noncarriers and sporadic MTC
was diagnosed. MEN 2A/FMTC syndrome (multiple endo-
crine neoplasia type 2A/ familial type of MTC) was diagnosed
in 44 patients, MEN 2B syndrome (multiple endocrine neopla-
sia type 2B) in 2 patients. In patients with sporadic and fa-
milial MTC, age at diagnosis and multifocal occurrence was
analysed, and the results were found to be in accordance

with those of other research centres. However, the distri-
bution and frequency of mutations, as well as some clinical
data, such as the frequency of pheochromocytoma occur-
rence as the first manifestation of MEN syndrome, differed
from the published data, and further studies are necessary
to reveal the reasons of these differences.

Conclusions: DNA testing for RET gene mutations is relia-
ble as a diagnostic tool and therefore it should be perfor-
med for screening of all patients with MTC or other dise-
ases of MEN syndrome.

(Pol ] Endocrinol 2006; 4 (57): 415—419)
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Streszczenie

Wstep: Celem pracy jest analiza wynikéw badan genetycz-
nych: rozkladu lokalizacji i czestosci mutacji oraz ujawnie-
nie korelacji prezentowanych klinicznie fenotypéw u cho-
rych z rakiem rdzeniastym tarczycy (MTC, medullary thyro-
id carcinoma), wykazanie réznic miedzy postacia spora-
dyczna i dziedziczna, a takze okreslenie odrebnosci
wystepujacych w grupie chorych pozostajacych pod stalg
obserwacja osrodka autoréw niniejszej pracy.

Material i metody: W Centrum Onkologii w Warszawie
w latach 1997-2005, leczono 212 chorych z rakiem rdzeniastym
tarczycy. U wiekszosci z nich wykonano badanie genetycz-
ne DNA uzyskanego z leukocytéw krwi obwodowej w celu
zidentyfikowania mutacji genu RET i ustalenia postaci MTC.
Badaniu DNA poddano takze krewnych chorych z rodzin-
nym rakiem rdzeniastym tarczycy, aby wyodrebni¢ bezob-
jawowych nosicieli od 0séb nieobcigzonych patogenng
mutacja.

Wyniki: W grupie chorych, u ktérych zakonczono analize
genetyczng, mutacje w genie RET stwierdzono w 46 przy-
padkach (22%). U pozostatych chorych nie ujawniono pa-
togennej mutacji i rozpoznano sporadycznego MTC. Ze-
sp6l mnogiej gruczolakowatosci wewnatrzwydzielniczej
typu 2A i rodzinnego typu MTC (MEN 2A/EMTC, multiple
endocrine neoplasia type 2A/familial type of MTC syndrome) roz-
poznano u 44 pacjentéw, natomiast zesp6l mnogiej gruczo-

lakowatosci wewnatrzwydzielniczej typu 2B (MEN 2B,
multiple endocrine neoplasia type 2B) — u 2 0s6b.

W trakcie badania poréwnano wiek rozpoznania i wielo-
ogniskowosc raka u chorych ze sporadycznym i rodzinnym
MTC. Uzyskane wyniki koreluja z danymi z innych osrod-
kéw. Natomiast, rozklad lokalizacji mutacji i ich czestos,
a takze niektére dane kliniczne, takie jak czestos¢ ujawnie-
nia guza chromochlonnego nadnerczy jako pierwszej pa-
tologii z zespotu wielogruczolowego, r6znig sie od prezen-
towanych w literaturze i wymagajq znalezienia przyczyn.

Whioski: Badanie mutacji genu RET jest wiarygodnym
narzedziem diagnostycznym i nalezy je traktowac jako ba-
danie przesiewowe u wszystkich chorych z MTC i innymi
sktadowymi zespolu wielogruczolowego.

(Endokrynol Pol 2006; 4 (57): 415—419)

Stowa kluczowe: rak rdzeniasty tarczycy, mutacje genu RET,
zesp6t mnogiej gruczolakowatosci wewnatrzwydzielniczej typu 2,
pheochromocytoma
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Wstep

Rak rdzeniasty tarczycy (MTC, medullary thyroid carci-
noma) jest nowotworem wywodzacym sie z okolope-
cherzykowych komérek C produkujacych kalcytonine.
W 20-25% przypadkéw jest uwarunkowany genetycz-
nie i wigze si¢ z mutacja germinalng protoonkogenu
RET, natomiast pozostate 75-80% to rak rdzeniasty spo-
radyczny [1].

Posta¢ dziedziczna raka rdzeniastego tarczycy moze
wystepowac samodzielnie jako tak zwany rodzinny rak
rdzeniasty tarczycy (FMTC, familial medullary thyroid car-
cinoma) albo w skojarzeniu z innymi endokrynopatia-
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mi, tworzac zespoly mnogiej gruczolakowatosci wew-
natrzwydzielniczej typu 2A (MEN 2A, multiple endocrine
neoplasia type 2A) i typu 2B (MEN 2B, multiple endocrine
neoplasia type 2B). W sklad zespotu MEN 2A, obok MTC,
wchodzg guz chromochlonny rdzenia nadnerczy i gru-
czolak przytarczyc. W zespole MEN 2B oprécz MTC
stwierdzono réwniez pheochromocytoma, nerwiaki bton
Sluzowych oraz dysfunkcje zwojow autonomicznych
[2-7]. Zespolowi MEN 2A w rzadkich przypadkach to-
warzyszy¢ moze choroba Hirschsprunga (brak splotow
nerwowych i komoérek zwojowych w warstwie podslu-
zéwkowej i miesniowej jelita) [8, 9].
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Dominujaca mutacja autosomalna genu RET zloka-
lizowanego w regionie okolocentromerowym chromo-
somu 10, wystepujaca w dziedzicznym MTC warun-
kuje znacznie wcze$niejsze rozpoznanie tej postaci niz
w postaci sporadycznej [10]. Wieloogniskowos¢ obser-
wuje sie czesciej w postaci dziedzicznej MTC.

Cele pracy byty nastepujgce:

* analiza wynikéw badaft DNA: rozklad lokalizacji
i czestosci mutacji oraz stwierdzanych korelacji pre-
zentowanych klinicznie fenotypéw u chorych na
MTC;

* wykazanie réznic miedzy postacia sporadyczna
a dziedziczng MTC w leczonej grupie chorych;

* analiza odrebnosci stwierdzanych u chorych na
MTC pozostajacych pod obserwacjg Centrum Onko-
logii w Warszawie w poréwnaniu z danymi z pi$mien-
nictwa.

Materiat i metody

W latach 1997-2005 w Centrum Onkologii w Warsza-
wie leczono 212 chorych na raka rdzeniastego tarczy-
cy, w tym 163 kobiety w wieku 16-82 lat (mediana wie-
ku: 40,5 roku) oraz 49 mezczyzn w wieku 12-76 lat
(mediana wieku: 39 lat) (tab. I).

Tabela I
Porownanie postaci sporadycznej i dziedzicznej raka
rdzeniastego tarczycy (MTC, medullary thyroid carcinoma)

Table I
Comparison of sporadic versus familial MTC (medullary
thyroid carcinoma)

Postaé Sporadyczna Dziedziczna

K M K M
Liczba przypadkéw 166 (3,7:1) 46 (2,8:1)

131 35 34 12
Mediana wieku
zachorowania 53 49 39 (-14) 36(-13)
Wieloogniskowo$é 23 66

U wszystkich chorych przeprowadzono wstepna
diagnostyke wedlug schematu przyjetego w Centrum
Onkologii w Warszawie (schemat przedstawiononaryc. 1).

We wszystkich przypadkach 2-krotnie wykonano
badanie DNA uzyskanego z leukocytéw krwi obwodo-
wej. Izolowano DNA metoda fenolowo-chloroformowg
przy uzyciu proteinazy K, a w ostatnim okresie przy
uzyciu gotowych zestawdéw do izolacji genomowego
DNA (Genomic Midi AX A&A Biotechnology). Obie te

Badanie Kalcytonina CEA’ PTH® Katecholaminy we krwi
DNA Test z pentagastryna Ca Metabolity w moczu
USG szyi ABP®
ECHO®
Badanie DNA ujemne Badanie DNA dodatnie

Dalsze leczenie wg
ustalonych zasad

Badania genetyczne krewnych 171 2

Odpowiednie

Badanie DNA dodatnie

Badanie DNA ujemne

leczenie

Nosiciele bezobjawowi

Zdrowi wykluczeni
z diagnostyki

Tyroidektomia
profilaktyczna

°PTH (parathormone) — parathormon; "ABP (ambulatory blood pressure monitoring) — catodobowy
zapis cisnienia tetniczego krwi; °ECHO (echocardiography) — badanie echokardiograficzne;
‘CEA (carcinoembrionic antigen) — antygen karcinoembrionalny

Rycina 1. Schemat diagnostyki u chorych z rakiem rdzeniastym tarczycy

Figure 1. Diagnostic algorithm in patients with MTC
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metody pozwalajg na uzyskanie wielkoczgsteczkowe-
go DNA o stezeniu wystarczajacym do badan moleku-
larnych. Nastepnie DNA poddawano amplifikacji me-
toda PCR w zakresie eksonéw: 10, 11, 13, 14, 15 i 16.
Zamplifikowane fragmenty genu RET sekwencjonowa-
no przy uzyciu fluorescencyjnie znakowanych nukle-
otydéw (BIG DYE v.3.1 Applera) i poddawano elektro-
forezie za pomoca aparatu ABI PRISM 377.

Po stwierdzeniu patogennej mutacji protoonkoge-
nu RET w dwéch niezaleznych badaniach u chorego,
badanie DNA wykonywano u jego krewnych.

Wyniki

Badana grupa 212 chorych na raka rdzeniastego tarczycy
skladata sie ze 163 kobiet i 49 mezczyzn. Na podstawie
wynikow badan genetycznych, posta¢ sporadyczng
MTC rozpoznano w 166 przypadkach (78%), w tym
u 131 kobieti 35 mezczyzn, a postac dziedziczng w 46 przy-
padkach (22%), w tym u 34 kobiet i 12 mezczyzn (tab. I).

W analizowanej grupie 46 chorych z dziedzicznym
MTC, u 19 rozpoznawano takze guza chromochtonnego
nadnerczy, a u 3 patologie przytarczyc (gruczolaka lub
hiperplazje). U 13 z 19 pacjentéw (68 %) pierwsza ujaw-
niong patologia byl guz chromochtonny. U 12 z nich
rak rdzeniasty tarczycy mial $rednice ponizej 6 mm.
Wedlug danych z pisSmiennictwa pochodzacych z in-
nych osrodkéw, rozpoznanie MTC wystepuje znacznie
wczeéniej niz ujawnienie guza chromochlonnego nad-
nerczy.

Na podstawie danych klinicznych i genetycznych
46. chorych z rodzinnym MTC, u 8 0s6b rozpoznano
FMTC, u 20 — zesp6t MEN 2A, a u 2 — zesp6t MEN 2B
(tab. II). Natomiast w 16 przypadkach, ze wzgledu na
liczbe chorych w rodzinie mniejsza niz 4 i brak innych
endokrynopatii, rozpoznano FMTC/MEN 2A.

U 3 rodzin, u ktérych dodatkowo rozpoznano cho-
robe Hirschsprunga, stwierdzono mutacje w kodonie
620 eksonu 10.

Dyskusja

W niniejszej pracy $rednia wieku zachorowania na MTC
byta nizsza o 14 lat u kobiet i 13 lat u mezczyzn w po-
staci dziedzicznej w poréwnaniu z postacig spora-
dyczna. Dane te s3 podobne do danych publikowanych
przez Kouvaraki, Eastona i wsp. [7, 10]. Nalezy zazna-
czy¢, ze w dalszym ciggu u wielu dorostych chorych
rozpoznano dziedzicznego raka tarczycy.

Wieloogniskowos¢ stwierdzono blisko 3-krotnie cze-
Sciej w postaci dziedzicznej niz sporadycznej (odpo-
wiednio: 66% i23%) (tab. I).
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Tabela II

Czestosé mutacji genu RET i prezentowany klinicznie fenotyp
u chorych z rakiem rdzeniastym tarczycy (MTC, medullary
thyroid carcinoma)

Table II
Frequency of RET gene mutation and correlation with
phenotypes of patients with MTC

Liczba % Lokalizacja Fenotyp
przypadkow mutacji
exon/kodon

7,0 10/609 FMTC/MEN 2A
5 11,0 10/618 FMTC/MEN 2A

17,0 10/620 FMTC/MEN 2A
20 44,0 11/634 MEN 2A
4 9,0 13/7191 FMTC
2 4,0 14/804 FMTC
2 4,0 14/891 FMTC
2 4,0 16/918 MEN 2B

MEN 2A (multiple endocrine neoplasia type 2A) — zesp6t mnogiej
gruczolakowato$ci wewnatrzwydzielniczej typu 2A; FMTC (familial type
of MTC) — rodzinny typ MTC; MEN 2B (multiple endocrine neoplasia
type 2B) — zespdt mnogiej gruczolakowatos$ci wewnatrzwydzielniczej
typu 2B

Wedlug autoréw niniejszej pracy, jak i innych da-
nych z piémiennictwa najczestszg w grupie chorych
poddanych badaniu jest mutacja w kodonie 634 ekso-
nu 11 korelujaca z zespolem MEN 2A (tab. II), ktora sta-
nowila 44% wszystkich przypadkow i 55% zdarzen
zespolu MEN 2A. Wieksza czestos¢ mutacji obserwowa-
no natomiast w eksonie 13, kodonie 791, ktérg ujawnio-
no i opisano po raz pierwszy w 1998 roku [11]. Warto
dodag¢, ze autorzy niniejszej pracy rownoczesnie wy-
kryli te mutacje po raz pierwszy w Polsce. Wystepowala
u 4 chorych i wigzala sie z obrazem klinicznym FMTC,
podobnie jak w badaniu niemieckim. Wsr6d krewnych
chorych na MTC z patogenna mutacja w kodonie 791
eksonu 13, w 13 przypadkach stwierdzono nosicielstwo
bezobjawowe. U 4 0s6b wykonano tyroidektomie profi-
laktyczna w wieku 15, 16, 18 i 35 lat. W badaniu histopa-
tologicznym nie znaleziono ognisk raka.
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