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Razlikovanje sporadičnog i nasljednog medularnog karci­
noma štitnjače od velikog je kliničkog značenja kako zbog raz­
like u prognozi, tako i potrebe za presimptomatskom dijag­
nostikom i genskim savjetovanjem u potonjem slučaju. 
Nasljedne mutacije proto-onkogena ret dovode do nastanka 
sindroma multiple endokrine neoplazije tipa 2. Somatske
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točkaste mutacije ovog gena prisutne su u sporadičnim medu- 
larnim karcinomima štitnjače. Metode molekularne medicine 
omogućuju genetičke analize kojima se potvrđuje ili isključuje 
prisustvo nasljedne mutacije. Ujedno omogućuju i presimpto­
matsko otkrivanje bolesti u zdravih ljudi.

Ključne riječi: medulami karcinom štitnjače, analiza DNA, 
presimptomatska dijagnostika.

UVOD

Zloćudni tumori štitnjače zastupljeni su 1.5% u 
sveukupnoj incidenciji zloćudnih tumora u SAD. Medulami 
karcinom štitnjače, (MTC od engl. medullary thyroid carci­
noma) porijeklom C stanica, dijagnosticira se samo u 5-10% 
slučajeva (16). Najčešće se javlja u sporadičnom obliku 
(80%), a rjeđe u sklopu tri različita sindroma koji se 
nasljeđuju autosomno dominantno (19):

1. Multipla endokrina neoplazija tip 2 A (MEN 2A od 
engl. multiple endocrine neoplasia type 2A); osim medu­
larnog karcinoma štitnjače u ovom se sindromu javljaju 
feokromocitom (u 50% slučajeva) i hiperparatireoidizam (u 
10-35% slučajeva) (10);

2. Multipla endokrina neoplazija tip 2 B koju, uz pojavu 
medularnog karcinoma štitnjače, karakterizira i pojava 
feokromocitoma, te mnogobrojne nepravilnosti u razvoju 
(ganglioneuromatoza probavnog sustava, atipičan oblik 
lica, marfanoidan izgled) (26);

3. Obiteljski medulami karcinom štitnjače (FMTC od 
engl. familial medullary thyroid carcinoma) koji je karak­
teriziran samo pojavom navedenog tumora koji se autosom­
no dominantno nasljeđuje unutar obitelji (6).

Sva tri entiteta su, zajedno s Hirschprungovom bolešću, 
objedinjena nazivom neurokristopatije. Njihov nastanak 
povezan je s poremećajima proliferacije, diferencijacije i 
migracije stanica neuralnog grebena koje nastaju kao 
posljedica promjene funkcije proto-onkogena ret (22).

Proto-onkogen ret

Nalazi se na dugačkom kraku kromosoma 10 (10q 11.2)
i velik je 30 kb (11,15). Sastoji se od 20 eksona, a njegovim 
prepisivanjem nastaju dvije različito velike glasničke 
molekule RNA, zbog čega i proteinski produkt ovog gena 
može biti različito velik ( 1072 i/ili 1114 aminokiselina) (23, 
24). Proteinski produkt proto-onkogena ret je receptor s 
tirozin kinaznom aktivnošću, prikazan na slici 1.

Sastoji se od: a) velike izvanstanične domene koja 
pokazuje visok stupanj homologije s kadherinima; u ovoj 
domeni, kodiranoj eksonima 1-11, nalazi se šest molekula 
cisteina koje imaju ključnu ulogu u vezivanju liganda; b) 
dijela koji prolazi kroz staničnu membranu i c) 
unutarstanične tirozin kinazne domene (3). Ligand za ovaj 
receptor nazvan je GDNF (ođ engl. glial cell line derived 
neurotrophic factor) (25). U transgeničnih miševa, 
homozigota koji ne posjeduju ovaj gen (-/-), u crijevu se ne 
razvijaju neuroni zbog izostanka migracije stanica neuroek- 
todermalnog grebena, a ne razvija se ni urinami sustav (21).

Promjene proto-onkogena ret u čovjeka

Točkaste mutacije proto-onkogena ret nađene su u 
genomskoj DNA većine bolesnika oboljelih od sindroma 
MEN 2A, MEN 2B i FMTC. U sindromima MEN 2A i 
FMTC točkastom mutacijom u eksonima 10 i 11 mijenja se 
jedna od šest visoko konzerviranih molekula cisteina ("hot 
spot" mjesta) izvanstanične domene onkoproteina ret 
(kodoni 609, 611,618, 620, 630 i 634); za ovu domenu veže
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se ligand (4,12). Uočena je povezanost između promjene 
pojedinog kodona i kliničke slike u prije navedenim sin­
dromima. Na primjer, točkasta mutacija cisteina na kodonu 
634 nađena je u više od 85% ispitanika oboljelih od MEN 
2A, dok je samo 12% mutacija bilo prisutno u kodonima 
618 i 620. Pretpostavljamo da ovim slučajevima dolazi do 
dimerizacije receptora i stalnog prijenosa signala u stanicu, 
neovisno o ligandu (autoaktivacija receptora) (13). 
Nedavno su dokazane još dvije mutacije u obiteljima sa sin­
dromom nasljednog medulamog karcinoma štitnjače: prom­
jene kodona 768 i 804. Do sada su pokazane samo u jednoj 
studiji (1). U sindromu MEN 2B poznata je samo jedna 
mutacija proto-onkogena ret i to na kodonu 918 posljedica 
čega je zamjena metionina treoninom. Od 86 ispitanika 
oboljelih od sindroma MEN 2B, koji su bili ispitivani u 
četiri odvojene studije, samo četvoro nije imalo ovu mutaci­
ju (2, 5, 9, 17). Većina autora smatra da je posljedica ove 
mutacije stalno aktivirana kataiitička podjedinica enzima. 
Ove mutacije nasljeđuju se od roditelja i nalaze se u svim 
stanicama ispitanika, lako je jedan alel mutiran, a drugi 
zdrav, krajnja posljedica je zloćudna preobrazba C-stanica 
štitnjače. Zbog toga je ret i svrstan u skupinu dominantnih 
onkogena.

FIGURE 1.
Ret proto-oncogene

Iako postoji nekoliko studija o mutacijama proto-onko­
gena ret u sporadičnim medulamim karcinomima, rezultati 
su zbunjujući. Čini se daje mutacija karakteristična za sin­
drom MEN 2B prisutna u 30% ovih tumora (5, 7). Upravo 
spoznaje o postojanju točkastih mutacija u ovom genu 
omogućuju nam razlikovanje sporadičnih i nasljednih 
medulamih karcinoma štitnjače.

METODE

Lančana reakcija polimeraze (PCR od engl. polymerase 
chain raction) je enzimska metoda kojom je u uvjetima in 
vitro omogućeno umnažanje željenog odsječka gena u vrlo 
velikom broju kopija (14). Analizu je moguće učiniti s 
ukupnom DNA ispitanika izdvojenom iz vrlo malog broja 
stanica. Za analizu tumorske DNA koristimo 5jim tanak rez 
tkiva fiksiranog formalinom i uklopljenog u parafin na 
kojem smo prethodno učinili mikrodisekciju (8). Netumors- 
ka DNA ispitanika najčešće se izdvaja iz stanica periferne 
krvi (18). Nakon provjere uspješnosti umnažanja reakcije 
PCR horizontalnom elektroforezom u gelu agaroze, 
dobivene odsječke proto-onkogena ret (veličine 
130-250 pb) možemo analizirati sljedećim metodama:
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1. SSCP (single stranded conformational polymor­
phism);

2. HDGE (heteroduplex gel electrophoresis);
3. RFLP (restriction fragment length polymorphism);
4. sekvencioniranje umnoženog odsječka (28).
U našem Zavodu koristimo metodu RFLP koja se zasni­

va na spoznaji da će određena mutacija u umnoženom 
odsječku stvarati novo, odnosno uklanjati postojeće restrik- 
cijsko mjesto. To u konačnici dovodi do stvaranja restrikci- 
jskih ulomaka različite duljine, ovisno o tome da lije traže­
na mutacija prisutna ili ne. Nakon završene restrikcije, uzo­
rak se nanosi na 60 cm dugačak gel poliakrilamida i, po 
završenoj okomitoj elektroferezi, boji srebrom. Veličina 
odsječaka očitava se uz pomoć odsječaka DNA poznatih 
veličina (DNA standardi).

REZULTATI I RASPRAVA

U sporadičnom tumoru mutacija će biti prisutna samo u 
zloćudno preobraženom tkivu štitnjače. U pripadajućem,

netumorskom tkivu mutacija se ne može dokazati. Naprotiv, 
u slučaju nasljednog MTC, mutaciju proto-onkogena ret 
dokazat ćemo kako u tumorskom, tako i u netumorskom 
tkivu oboljelog. Zašto je ovo važno?

U približno 7% oboljelih od (naizgled) sporadičnog 
MTC postoji nasljedna, de novo mutacija koja se s 50% 
vjerojatnosti prenosi na potomstvo (27). Presimptomatsko 
otkrivanje promijenjenog gena u potomaka, kako bi se 
pravovremeno moglo intervenirati, moguće je samo ako je 
prije navedenim metodama u oboljelog dokazana nasljedna 
mutacija. Zbog toga je svakom oboljelom od MTC potreb­
no učiniti analizu proto-onkogena ret prema postojećem 
algoritmu (slika 2) (7).

S druge strane, dijete oboljelog roditelja koji ima 
nasljednu mutaciju može (opet s 50% vjerojatnosti) od 
roditelja naslijediti zdravi alel. 1 ovdje je važno učiniti anal­
izu DNA dobivenu iz stanica pune krvi djeteta kako bismo 
isključili nastanak obiteljske bolesti. Primjer je prikazan na 
slici 3.

U velikoj obitelji s osječkog područja analiza je učinje­
na u svih članova obitelji obilieženih zvjezdicom. U četvr-
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toj generaciji (IV-1) djevojčica rođena 1994. godine od 
bolesne je majke naslijedila zdravi alel i smatramo da je u 
nje vjerojatnost obolijevanja od MTC jednaka onoj u općoj 
populaciji. U ispitanice nije potrebno ponavljati biokemi­
jske pretrage, a ujedno izbjegavamo i testiranje njezinih 
potomaka.

U svibnju 1997. godine pokazano je da točkasta mutaci­
ja proto-onkogena ret dovodi do nastanka papilamog karci­
noma bubrega koji se također može pojavljivati u nasljed­
nom obliku (20). Prije navedenim algoritmom moguće je i 
u ovom slučaju presimptomatski otkrivati ugrožene članove 
obitelji.

ZAKLJUČAK

Ukratko je iznesen pristup koji koristimo u presimpto- 
matskoj dijagnostici medularnog karcinoma štitnjače. Prim­
jena metoda molekularne biologije i medicine dovela je do 
neočekivanog proboja u istraživanju raka, osobito 
nasljednog. Upoznavanjem novih gena i njihove uloge 
postaju nam jasniji mehanizmi nastanka zloćudne preo­
brazbe. Očekujemo da će u skoroj budućnosti presimpto- 
matska dijagnostika nasljednog raka metodama moleku­
larne medicine biti izbor svakog liječnika i (budućeg) 
bolesnika.
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Abstract
PRE-SYMPTOMATIC DIAGNOSTICS OF MEDULLARY THYROID CARCINOMA

USING r-DNA METHODS

Koraljka Gall-Trošelj

Institute Ruder Bošković, Zagreb

The distinction of sporadic from inherited medullary thy­
roid carcinomas (MTCs) is of clinical importance because of 
the differences in prognosis and the need for family screening

for genetic counselling required in the latter. Germline muta­
tions in the ret proto-oncogene are associated with multiple 
endocrine neoplasia type 2. Somatic point mutations in the 
same gene are identified in a subset of sporadically occurring 
MTCs. The methods of molecular medicine are suitable to dis­
tinguish heritable from non-heritable MTCs and identify 
asymptomatic individuals at risk.

Key words: medullary thyroid carcinoma, DNA analysis, 

pre-symptomatic diagnostics


