DENEYSEL TIP DERGISI | CiLT: 7 | SAYI: 13 | 2017 Makale | 101-107

SPOR_ADilS M_EDULLER TIROID KANSERLI BIR HASTADA
NADIR GORULEN RET PROTO-ONKOGEN MUTASYONU:
D631Y

A RARE RET PROTO-ONCOGENE MUTATION IN A SPORADIC MEDULLARY
THYROID CARCINOMA: Dé631Y

Feyza Nur Tuncer'’, Yildiz Tiitiincii?2, Sema Yarman?

!{stanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Genetik Anabilim Dali,
Istanbul, Tiirkiye.
2 Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, ¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Endokrinoloji ve Metabolizma
Hastaliklar1 Bilim Dali, Istanbul, Tiirkiye.

Sorumlu Yazar : Feyza Nur Tuncer
Yazigma adresi : Istanbul Universitesi,
Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisti,
Genetik Anabilim Dali, Vakif Gureba Cad.
34093 Fatih/Istanbul, Tiirkiye
Telefon : +90 212 414 2000 /33355
Faks : +90 212 532 4171
E-mail adres : ftuncer@istanbul.edu.tr



102 Deneysel Tip Arastirma Enstitiisi dergisidir

OzET

Amag: Multipl endokrin neoplazi tip 2 (MEN2), otozomal dominant kalitim sergileyen bir sendrom
olup, germ hattinda meydana gelen yanlis anlamli RET proto-onkogen mutasyonlari ile iliskilendiril-
mistir. Mutasyon tasiyicilarinin yaklasik %90’ inin meduller tiroid karsinomu (MTK) gelistirdigi bilin-
mektedir. Hastalarda RET mutasyon taramasi ile genetik tani saglanmakta ve ailede hentiz semptom
gostermeyen bireylerin mutasyon tipine gore onleyici cerrahi miidahaleye yonlendirilmeleri saglana-
bilmektedir. Bu baglamda, calismamiz sporadik MTK teshisli bireyin klinik takiplerinin saglanmasi ve
iki oglu ile birlikte RET proto-onkogen genetik tanilarinin gerceklestirilmesini amaglamistir.

Yontem: indeks vakanin detayli klinik degerlendirmeleri ile pre-operatuvar ve post-operatif histo-
patolojik incelemeleri gerceklestirilmistir. Boyun ultrasonografisi ve biyokimyasal dederlendirmeler de
dahil olmak lzere rutin klinik takip yapilmistir.

RET proto-onkogenin rutin genetik tanisi, genin 10, 11, 13-16"inc1 ekzonlarinin PZR amplifikasyo-
nunu takiben Sanger dizilemesi yontemleri ile gerceklestirilmistir. Mutasyon tasiyan ekzon hastanin
asemptomatik iki oglunda taranmistir.

Bulgular: indeks vaka Klinik incelemeler ve histopatolojik tani ile sporadik MTK tanisi almistir. RET
gen mutasyon taramasi sonucunda hastanin 11. ekzonunda c.1891G>T (D631Y) mutasyonu ile 11 ve
13. ekzonlarinda sirasiyla rs1799939 ve rs1800861 polimorfizmleri tespit edilmistir. Hastanin her iki
oglu da RET geni 11. ekzon icin taranmis ancak mutasyon tasimadiklari bildirilmistir.

Sonug: Genetik tani hem indeks vakanin sporadik MTK tanisini kesinlestirmis hem de ogullarinda
saglikli oldugunu gostermistir. Bu calisma, literatiirde ilk defa feokromasitomaya eslik etmeyen spo-
radik meduller tiroid kanserli bir olguda D631Y mutasyon varligini gostermektedir.

Anahtar Kelimler: MEN2, Mediiller tiroid karsinomu, RET proto-onkogeni, D631Y, mutasyon.

ABSTRACT

Objectives: Multiple endocrine neoplasia type 2 (MENZ2) syndrome is associated with germ-line
missense mutations in RET proto-oncogene, inherited in an autosomal dominant manner. Approx-
imately 90% of RET mutations were shown to develop medullary thyroid carcinoma (MTK). Genetic
testing is accomplished through RET mutation screen and asymptomatic first degree relatives of index
cases are recommended to be tested for preventative surgical operations. Thus, we aimed to perform
clinical follow-up of a sporadic MTK case, as well as to carry out RET proto-oncogen genetic diagnosis
on the index case and her two sons.

Materials and Methods: Index case has been subjected to detailed clinical evaluations, as well as
to pre- and post-operative hystopathological examinations. Routine clinical follow-up including neck
ultrasonography and biochemical evaluations have been performed. RET proto-oncogene routine
diag-nostic test was performed on 10, 11, 13-16" exons of the gene through PCR-amplification
followed by Sanger sequencing. Exon with a mutation was screened on index cases’ two sons.

Results: Clinical evaluations diagnosed index case as MTK. RET genetic screen revealed c.1891G>T
(D631Y) in 11% exon confirming diagnosis. The two sons were found negative for RET gene mutations
in their 11% exons.

Conclusion: Genetic diagnosis both confirmed clinical diagnosis of the index case and showed that
the sons are healthy. This is the first report of a D63 1Y mutation in a case of sporadic medullary thyroid
cancer without pheochromocytoma in the literature.

Keywords: MENZ, Medullary thyroid carcinoma, RET proto-oncogene, D631Y, mutation.
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1. Giris:

Multipl endokrin neoplazi tip 2 (MENZ2), otozomal
dominant Kkalitim sergileyen ve meddller tiroid
karsinomu (MTK), feokromositoma, paratiroid
hiperplazisi, paratiroid adenomu ve/veya bu en-
dokrin neoplazilerden en az ikisinin birlikte bu-
lunmasi ile karakterize nadir bir ailesel sendrom-
dur (1). RET proto-onkogenindeki mutasyonlarin
neden oldugu MEN2 sendromu, hiperparatiroidi,
feokrositoma ve mediiller tiroid kanserinin karak-
teristik Kklinik bulgularinin varligi/yokluguna gére
MEN2A, MEN2B (MEN3) ve ailesel MTK (FMTK)
olmak tzere Ug alt gruba ayrilmaktadir (2).

MENZ2 sendromu yaygin olarak germ hattinda
meydana gelen yanlis anlamli (missense) RET
proto-onkogenini aktive eden mutasyonlar ile
iliskilendirilmistir (3, 4).

Aktive eden RET gen mutasyonu taslyicilari-
nin yaklasik %90’ inin mediiller tiroid karsinomu
(MTK), %50’sinin Unilateral veya bilateral feo-
kromositoma ve %20-30’unun da primer hiper-
paratiroidi gelistirdikleri gozlemlenmistir (5).
Hastalarda Klinik bulgularin gozlemlenme yasi
ve penetransi spesifik RET mutasyonlarina gore
degisebilmektedir (6, 7, 8). Bu dogrultuda, Ame-
rikan Tiroid Dernedi (ATA) RET mutasyonlarin
MTK fenotipi olusturma riskini yiksekten dusu-
de dogru D’den A’ya Kkatogerize etmis ve profi-
laktik tiroidektomi zamanlamasina dair onerileri
standardize etmistir (9). ATA’nin belirledigi bu
kilavuzda genetik tani sonucuna gore profilaktik
total tiroidektomi gerceklestirilerek MTK olusu-
mu engellenecek ve metastazlarin oniine gegile-
bilecektir (6, 10).

Tum tiroid Kanserlerinin  %3-5’ini olusturan
MTK'nin %75’i sporadik, geri kalanin ise Kalit-
sal MEN2 sendromlarinin ana bilesenlerinden
biridir (11, 12). Bu nedenle, RET proto-onkogen
mutasyon taramalari aile oykisu gozetmeksizin
sporadik MTK oldugu disunulen vakalarda da
gerceklestirilmektedir (6). Literatlirde, RET ge-
ninin 10, 11, 13-16’Inc1 ekzonlar yanlis anlamli
mutasyonlar icin sicak bélgeler (hot-spot) olarak
belirlenmis ve rutin genetik taramalar kapsamina
alinmistir (13, 14, 15).

Bu bilgiler cercevesinde, calismamizda aile
anamnezi negatif oldugundan goriinirde spora-

dik MTK olarak kabul edilen hasta, merkezimizde
calisilmakta olan rutin RET proto-onkogen gene-
tik tani testine tabi tutulmustur. Ancak hastada
tespit edilen bu nadir D631Y mutasyonu Klinik
bulgulari olmamasina ragmen her iki oglunda da
taranmis ve bu bireylerde tasiyicilik saptanma-
mistir.

2. Gereg ve Yontem:
2.1. Klinik Degerlendirmelerin Gergeklestirilmesi:

51 yasindaki kadin hasta istanbul Universitesi,
istanbul Tip Fakiiltesi ic Hastaliklari Anabilim
Dali, Endokrinoloji ve Metabolizma Hastalikla-
ri Bilim Dali poliklinigine ilk defa kontrol amacli
basvurmustur. Hastanin muayenesinde ve hika-
yesinde bir dis merkezde tiroid ameliyati gegir-
mis oldugu anlasilmistir. Ameliyatin tiroid ultra-
sonografisinde (USG) 32x22 mm capli, heterojen,
kalsifiye odaklar iceren nodil nedeniyle yapilmis
oldugu anlasilmistir. Hasta ameliyat oncesi ve
sonrasl mevcut biyokimyasal tetkikleri ve ultra-
sonografik bulgulari ile dederlendirilmistir.

2.2. Patolojik incelemeler:

Pre-operatuvar dis merkezde istenen tetkikler
arasinda Karsino embriyojenik antijen (CEA) de-
gerinin yuksek oldugu fark edilerek dis merkez
patoloji preparatlari fakultemizin Patoloji Ana-
bilim Dali’nda konsiilte edilmistir. immiinohis-
tokimyasal olarak MTK belirtegleri olan CEA ve
kromogranin A ile preparatlarin boyanmasi is-
tenmistir.

2.3. Genetik incelemeler:

Hasta ve ogullari istanbul Universitesi Aziz San-
car Deneysel Tip Arastirma Enstitlisu Genetik
Anabilim Dali biinyesinde gerceklestirilen rutin
RET proto-onkogen genetik tani testine tabi tu-
tulmustur. Bu test bulinyesinde bireylerden elde
edilen periferik kandan DNA materyalleri Pure-
Link Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Carls-
bad, CA, USA) kullanilarak izole edilmistir. Test,
indeks vakanin RET geninin sicak bolgeleri olan
10, 11, 13-16’inc1 ekzonlari polimeraz zincir re-
aksiyonu (PZR) ile amplifiye edilip, dogrudan
dizileme hizmeti icin gonderilmesini icermekte-
dir. Daha sonra hastada tespit edilen mutasyon
ogullarinda da taranmistir. Bu baglamda, PZR ve
dizileme primerleri ayni olup, Primer3 programi
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kullanilarak ekzon ve ekzon-intron araliklarini
kapsayacak sekilde tasarlanmistir. Sanger dizi-
lemesi cift yonli olacak sekilde Macrogen Korea,
Inc. firmasinda gercgeklestirilmis olup, dizi analiz-
leri CLC Main Workbench 6.5 programi kullani-
larak gerceklestirilmistir. RET proto-onkogenine
ait NM_020975.4 referans transkript olarak Kul-
lanilmistir.

3. Bulgular:
3.1 Klinik degerlendirmelere iliskin bulgular:

51 yasindaki kadin hastada ge¢mis patoloji pre-
paratlar Uzerinde gerceklestirilen histopato-
lojik incelemeler sonucu 3,5 cm capli timorde
Kalsifikasyon ve nekroz, vaskiler, tiroid kapsulu
ve tiroid disi yumusak doku invazyonlar tespit
edilmis ancak tiroid ici yayilim tespit edilmemis-
tir. Bunlarin disinda ek bir timor odadi gozlen-
memistir. immiinohistokimyasal olarak tiimoriin
kalsiton ve kromogranin A ile pozitif boyandigi
tespit edilmis ve patoloji konsliltasyonu sonucu
tani MTK olarak rapor edilmistir.

Post-operatif degerlendirmeler kapsaminda ger-
ceKlestirilen biyokimyasal tetkikler Tablo 1’de
Ozetlenmistir. Feokromositoma ve primer hi-
perparatiroidisi saptanmayan hastada MEN2A
dislanmistir (Tablo 2). Hastanin kontrol tiroid
USG’sinde sol lob orta Kisim posterolateralinde
3.7x3.6x2.0 mm diizgiin konturlu, periferik mik-
rokistik alanlar iceren hiperekoik nodiil (kolloi-
dal nodiil) saptanmis olup, patolojik LAP tespit
edilmemistir. Bu bilgiler 1siginda hastaya tamam-
layici tiroidektomi ve boyun lenf diseksiyonu uy-
gulanmistir. Post-operatif histopatolojik incele-
meler sonucunda kolloidal nodil ve boyun sol,
sag ve santral lenf bezlerinde reaktif degisiklik-
ler saptanmistir. Biyokimyasal takibi devam eden
hastanin bir yil sonraki kontrol serum Kalsitonin
ve CEA degerlerinin normal sinirlar icinde oldugu
tespit edilmistir (Tablo 3).

3.2 Genetik incelemelere iliskin bulgular:

51 yasindaki indeks kadin hasta, istanbul Univer-
sitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Ens-
titlsl Genetik Anabilim Dali’nda rutin RET pro-
to-onkogen genetik tani testine tabi tutulmustur.
Hastanin RET geninin 11. ekzonunda heterozigot
c.1891G>T (D631Y) mutasyonu tespit edilmistir

(Tablo 4). Buna ek olarak, hastanin 11 ve 13. ek-
zonlarda sirasiyla G691S (rs1799939) ve L769L
(rs1800861) polimorfizmleri tespit edilmistir
(Tablo 4). Bunun lizerine, hastanin iki oglunun
RET proto-onkogen 11. ekzonlari taranmistir.
Ancak cocuklarda D631Y mutasyonu tespit edil-
memistir.

4. Tartisma ve Sonug:

MTK, tiroidin parafolikiiler C hicrelerinden kay-
naklanan nadir bir timor olup, hemen hemen he-
rediter vakalarin timinde, sporadik vakalarin ise
% 40’indan fazlasinda RET proto-onkogen mutas-
yonu ile Karakterizedir (12). Genetik taramalarla
tani alan MTK erken tiroidektomi ile onlenebilen
bir kanser turadur (16). MTK degerlendirmesinde
klinik bulgularin yani sira, RET proto-onkogen
mutasyon taramasinin aile oykusl aranmaksizin
gerceklestirilmesi ile genotip-fenotip risklerinin
belirlenmesi ve hastaligin idamesi agisindan co-
gunlukla sporadik ve ailesel vakalari ayirt etme-
de siddetle onerilmektedir (17).

Bu bilgiler 1siginda gergeklestirdigimiz calisma-
da, klinik ve histopatolojik bulgular dogrultusun-
da sporadik MTK tanisi alan 51 yasindaki kadin
hasta, RET proto-onkogen rutin genetik tani tes-
tine tabi tutulmustur. RET geninin 11. ekzonun-
da c.1891G>T (D631Y) mutasyonu tespit edilen
olgunun, ATA risk grubu degerlendirmesinde B
sinif bir mutasyon (ATA-B) tasidigi kanitlanmis-
tir (Tablo 4). Bunun yaninda hastada tespit edi-
len rs1799939 ile rs1800861 polimorfizmlerinin
toplumda sik rastlanan genetik varyasyonlar ol-
dudu, hastalikla dogrudan iliskileri bulunmadigi
bilinmektedir (Tablo 4) (18).

ATA-B sinifi mutasyonlarda profilaktik tiroidek-
tominin, yillk serum Kalsitonin ve boyun USG
takiplerinin normal dederlerde seyretmesi ve
daha az agresif MTK aile oykistnun bulunmasi
halinde, 5 yas sonrasina ertelenebilecegi one-
rilmektedir (9). Bu nedenle, indeks olgunun iki
oglu, D631Y mutasyonunu %50 kalitma riski goz
onunde bulundurularak, RET proto-onkogeninin
11. ekzonu icin mutasyon taramasina tabi tutul-
muslardir. Her iki oglu da D631Y mutasyonu bu-
lunmadigindan ve ailede baska birinde MTK oy-
kiisu olmadigindan, indeks vakanin sporadik MTK
tanisi kesinlik kazanmistir.
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D631Y mutasyonu gozlemlenen RET proto-on-
kogen mutasyonlarin yaklasik %1’ini ihtiva eden
nadir bir mutasyondur (6). Glinimize kadar lite-
raturde iki Koreli ailenin toplam 11 bireyi ile bir
Alman ailenin tek bireyinde D631Y mutasyonu
tespit edilmistir (19,10). Bunlarin disinda 20 bi-
reyde daha D631Y mutasyonu bildirilmistir (10).
D631Y mutasyonu tespit edilmis ailevi ve spora-
dik vakalarin ortak o6zelligi feokromositoma kli-
nik bulgularinin bulunmasidir (6, 10, 19). Oysa bu
mutasyonu taslyan hastamizda feokromositoma
bulunmamaktadir. Bununla birlikte baslangicta
feokromositomasi olan D631Y mutasyonlu has-
talarin Klinik takiplerinde bir Kisminin MTK gelis-
tirdigi tespit edilmis, ancak D631Y ile MTK ara-
sinda Kesin bir iliski bulunamamistir (10).

Bitun bu literatur bilgileri altinda gerceklestir-
digimiz calismada ilk kez feokromositomaya ait
klinik bulgulari bulunmayan MTK ile karsimiza
gelen bir hastada D631Y mutasyonu tespit
etmis bulunmaktayiz. Hastanin iki cocugu da bu

Cikar Uyusmazligi: Yazarlar cikar uyusmazligi
bildirmemektedir.

Tablo 1: indeks vakanin post-operatif biyokimyasal
tetkikleri

Biyokimyasal

belirtecler Degeri | Normal araligi | Birimi
Serum kalsitonin | 0,93 0-10 pg/ml
CEA* 1,67 0-3 ng/mL

*CEA: Karsino Embriyojenik Antijen

Tablo 2: indeks vakanin feokromositoma acisindan
degerlendirilmesinde kullanilan biyokimyasal tetkikler

Biy_okimyasal . . | Normal | ... .
belirtecler Degeri .| Birimi
(24 saatlik idrarda) araligy

Adrenalin 1,13 4-20 | pg/24hr
Noradrenalin 33,73 | 23-105 | pg/24hr
Metanefrin 41,86 | 74-297 | pg/24hr

Not: Feokromositoma dislanmistir.

Tablo 3: indeks vakanin operasyondan bir yil sonraki

mutasyonu tasimadigindan profilaktik
tiroidektomi s6z konusu olmamistir. Ancak MTK ~ MTC kontrol biyokimyasal tetkikleri
ile sk birliktelik gogtermeyep ‘ D631\{ Biyokimyasal Deteri Normal Birir
mutasyonur\a ba‘k“a\rak. |:.1rof|la‘kt.|k“tlrou.:lektoml belirtecler g aralig
karari alabilmek Ilq(.;m:llnlk takibi dizenli Dl631Y Serum Kalsitonin 0.02 0-10 pg/ml
mutasyonuna! sa ||? asta sayisinin arttiriimasi CEA* 0.904 0-3 ng/mL
gerekmektedir. Diger taraftan bu mutasyonu
tasiyan MTK  hastalarinin  takibinde  Not: Normal sonuclar
feokromositomanin ortaya cikabilme ihtimaline  *CEA: Karsinom Embriyojenik Antijen
karsi da dikkatli olunmalidir.
Tablo 4: indeks vakada gerceklestirilen rutin RET proto-onkogen mutasyon tarama testi sonuclari
Lokasyon Kodon Kgfiqn . Prgte_in_ CI.)NA Klasifikasyon ATA Risk MAF Degeri
Numarasi Degisimi Degisimi pozisyonu Grubu
Ekzon 11 631 GAC>TAC D631Y c.1891G>T Mutasyon B -
Polimorfizm
Ekzon 11 691 GGT>AGT G691S c.2071 G>A (rs1799939) - 0,17 (A)
Polimorfizm
Ekzon 13 769 CTT>CTG L769L .2307 T>6 (rs1800861) - 0,29 (G)

Hastalikla iliskili ATA-B sinifi c.1891G>T (D631Y)
heterozigot mutasyonu ile 11 ve 13. ekzonlarda
saptanan ve hastalikla dogrudan iliskili olmayan
yaygin polimorfizmler gosterilmektedir.
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