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KLINICKE I EPIDEMIOLOSKE KARAKTERISTIKE SINDROMA
MULTIPLE ENDOKRINE NEOPLAZIJE TIP 1 | MEHANIZMI
INAKTIVACIJE MEN1 GENA U TUMORSKIM TKIVIMA ENDOKRINOG |
VAN ENDOKRINOG SISTEMA

REZIME:

Multipla endokrina neoplazija tip 1 (MEN1) je nasledni tumorski sindrom koji
se u svom klasi¢nom obliku karakterise pojavom primarnog hiperparatiroidizma
(PHPT), neuroendokrinih tumora pankreasa (pNET) i pituitarninh adenoma (PA). Gen
odgovoran za nastanak sindroma jeste MEN1 gen koji kodira protein menin, ubikvitarno
eksprimirani protein koji ucestvuje u brojnim celijskim procesima. Germinativna
mutacija u MEN1 genu i gubitak heterozigotnosti (GH) govore u prilog tumor-
supresorske uloge menina u ovim tumorima. Uprskos ubikvitarnoj ekspresiji menina, za
MENL1 je karakteristi¢na predilekcija za endokrine organe. Ipak, ni svi endokrini organi
nemaju istu predispoziciju za nastanak tumora. Iako je GH ocekivani mehanizam
inaktivacije, izvesni stepen heterogenosti medu tumorima postoji i u pogledu

inaktivacije gena. Razlozi ovakve tkivne specifi¢nosti nisu razjasnjeni.

Cilj studije: Cilj ove doktorske disertacije jeste da se ispitaju klinicke,
patohistoloske i1 genetske karakteristike pacijenata sa MEN1 sindromom, kao i analiza

inaktivacije MEN1 gena u endokrinim i neendokrinim tumorima ovih pacijenata.

Materijal i metode: retrospektivnho su analizirane geneticke, klinicke i
patohistoloSke karekteristike 102 uzastopna pacijenta sa MEN1 sindromom (prose¢na
starost 41,1 + 18,7 godina, od 3 do 72 godine, zene 68,6%, muskarci 31,4%). Direktno
sekvenciranje i MLPA MEN1 gena sprovedeno je kod svih pacijenata. Gubitak genskog

materijala 11q13 ispitivan je na 30 razli¢itih uzoraka MEN1 tumora od 10 ispitanika.

Rezultati: Analizirano je 75 indeksnih pacijenata i njihovih 27 srodnika koji su
pripadali 31 razli¢itoj porodici. PHPT je naden kod 70/88, (79,5%), PA kod 59/88
(67%) a pNET kod 27/88 (30.7 %) pacijenata. Cetrnaest (20,9%) pacijenata je bilo
asimptomatsko. Mutacija u MEN1 genu je nadena kod 53,3% (40/75) indeksnih

slucajeva, odnosno 65,7% u ukupnom broju ispitanika. Vecina pacijenata su bile Zene,



ali je ovo narocito bilo izrazeno medu MEN1-negativnim pacijentima (86% odn. 59%
kod nosilaca, p<0.01). Opisano je 6 novootkrivenih mutacija (W220G, 941delG,
1088del7, 1184insA, 1473dell0, 1602dell7). Mutacije koje dovode do skracenja
proteina predvidele su pojavu pNET (OR=5.8, 95% CI 1.7 — 19.7%) i PHPT (OR= 4.3,
95% CI 1.5 — 12.4%). Nosioce mutacije u MEN1 genu odlikovala je znaajno ranija
pojava svih klasi¢cnih MENT1 tumora, dok ni u jednog od MEN1-negativnih pacijenata
nije dijagnostikovano vise od 2 klasi¢cna MEN1 tumora. PA su bili ¢es¢i kod nosilaca
mutacije  (83% odn. 57%, p<0.01), ali je akromegalija gotovo isklju¢ivo
dijagnostikovana kod MEN1-negativnih pacijenata (41% vs. 3% kod nosilaca, p<0.001).
PNET su dominantno dijagnostikovani kod nosilaca mutacije (45% odn. 9% kod
MEN1-negativnih, p<0.01), a u vecini slu¢ajeva se radilo o multiplim tumorima (58%).
PHPT je bio podjednako zastupljen u obe grupe, ali je postojanje poliglanularne bolesti
bilo glavno obeleZje nosilaca mutacije (77% odn. 0 kod MEN1-negativnih). Gubitak
heterozigotnosti je naden kod 100% pNET, ukljucuju¢i i dva uzorka nezidioblastoze,
77,8% paratiroidnih lezija (adenoma i hiperplazije), ni u jednom od uzoraka pituitarnih
adenoma (3/3) i bronhijalnih NET (2/2), u dva uzorka tumora nadbubrega, jednom

uzorku adenokarcinoma dojke, NET timusa i papilarnom karcinomu §titnjace (100%).

Zakljucdak: zastupljenost mutacije u MEN1 genu kod pacijenata sa MEN1
sindromom kao i veliki broj novootkriveninh mutacija u skladu su sa podacima u
literaturi. Pankreasni NET i PHPT su bili zna¢ajno ¢e$¢i kod pacijenata sa mutacijama
koje dovode do skracenja proteina. Pacijenti sa MEN1 fenokopijom razlikuju se od
genetski potvrdenog MENI1 sindroma u nekoliko aspekata: postojanju najvise dva
solitarna, koegzistetna tumora koji nastaju u kasnijm godinama Zivota, znacajno ¢e$¢oj
zastupljenosti Zena, ¢estom pojavom akromegalije i retkom pojavom pNET. Razli¢ita
zastupljenost GH medu MENT1 tumorima godovi u prilog izrazene tkivne specifi¢nosti i
kod klasi¢énih MEN1 tumora.

Kljuéne re¢i: MEN1 sindrom, MEN1 gen, MEN1 fenokopija, novootkrivene
mutacije, gubitak heterozigotnosti, endokrini i neendokrini tumori
Naucna oblast: medicina

UZa naucna oblast: Interna medicina - endokriologija



CLINICAL AND EPIDEMIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF MULTIPLE
ENDOCRINE NEOPLASIA TYPE 1 AND MECHANISMS OF MEN1 GENE
INACTIVATION IN ENDOCRINE AND NON-ENDOCRINE TUMOR TISSUES

Tatjana Isailovi¢

ABSTRACT:

Multiple endocrine neoplasia type 1 (MENZ1) is an autosomal dominant heritable
cancer syndrome characterized by the occurrence of primary hyperparathyroidism
(PHPT), pancreatic neuroendocrine tumor (pNET) and pituitary adenoma (PA). The
gene responsible for MEN1 is MEN1 tumor suppressor gene which encodes menin,
ubiquitously expressed scaffold protein, influencing various cellular processes. The
coexistence of heterozygous germline mutation in MEN1 gene, and loss of
heterozygosity (LOH) in tumor tissues, demonstrates tumor suppressor role of menin in
these tumors. Despite ubiquitous expression of menin, there is strong tissue specificity
for endocrine tissue, but some endocrine organs are more frequently affected than other.
Although LOH is an expected mechanism of gene inactivation in tumor-suppressor

genes, there is heterogeneity in types of gene inactivation among tumors.

The aim of the study: The aim of this doctoral thesis is to examine clinical,
pathohistological and genetic characteristics of patients with MEN1 syndrome, and to
analyze mechanisms of inactivation of MEN1 gene in endocrine and non-endocrine

MENL1 tumors in these patients.

Materials and methods: Genetic, clinical and histopathological features were
analyzed in a retrospective study of 102 consecutive patients with MEN1 (mean age
41,1 + 18,7 years, range 3 — 72, females 68,6%, males 31,4%). Direct sequencing and
MLPA of MEN1 gene were performed in all patients. The presence of 11q13 loss was
examined in 30 different MEN1 tumors belonging to 10 patients.

Results: We have analyzed 75 index cases and 27 family members, belonging to
31 different families. PHPT was found in 70/88, (79,5%), PA in 59/88 (67%) and pNET
in 27/88 (30.7 %) patients. Fourteen (20,9%) patients were asymptomatic. Mutation in



MEN1 was found in 53,3% index cases (40/75), or 65,7% of all patients. Women were
more prevalent among all patients, but this was especially pronounced in mutation-
negative patients (86% vs. 59% in mutation-positive, p<0.01). Six novel point mutations
(W220G, 941delG, 1088del7, 1184insA, 1473dell0, 1602dell7) were found.
Truncating mutations predicted development of pNETs (OR=5.8, 95% CI 1.7 — 19.7%)
and PHPT (OR= 4.3, 95% CI 1.5 — 12.4%). MEN1 mutation carriers. All major MEN1
tumors appeared earlier in mutation carriers, and none of mutation-negative patients had
more than two major MEN1-tumors. PA was more frequent in mutation-negative than
in mutation-positive patients (83% vs. 57% respectively, p<0.01). Acromegaly appeared
almost exclusively in mutation-negative patients (41% vs. 3% in mutation positive,
p<0.001). PNETSs predominantly appeared in mutation-positive patients (45% vs. 9% in
mutation-negative, p<0.01), and majority of them were multiple (58%). PHPT was
equally distributed, but the presence of polyglandular disease was a major feature of
mutation carriers (77% vs. none in mutation-negative). The LOH was found in 100% of
PNETSs, including two samples of nesidioblastosis, 77, 8% of parathyroid lesions (both
adenoma and hyperplasia), two samples of adrenal tumors, and one sample of
adenocarcinoma of the breast, thymic NET, and papillary thyroid carcinoma (100%).
None of PA (3/3) and brNETSs (2/2) displayed loss of 11q13.

Conclusions: the frequency of MEN1 mutation carriers does not differ from
previously reported. Large number of novel mutations among MEN1 patients confirmed
previously reported data. PNETs and PHPT were more frequent in patients with
truncating mutations. MEN1 phenocopy differs from genetically confirmed MEN1
syndrome in several aspects: the presence of only two, solitary, coexisting major
MENZ1-tumors that develop later in life, marked female predominance, frequently
occurring acromegaly, and rare pNETS. Different LOH rate among tumors suggest that

the mechanism that drives LOH may be influenced by the tissue context.

Key words: MEN1 syndrome, MEN1 gene, MEN1 phenocopy, novel

mutations, loss of heterozigosity, endocrine and nonendocrine tumors
Scientific area: medicine

Scientific field: internal medicine - endocrinology
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1.1. Definicija, istorijat i podela

Multipla endokrina neoplazija tip 1 ili (MEN1, OMIM 131100) je autozomno
dominantni, nasledni tumorski sindrom koji se u svom klasicnom obliku karakterise
pojavom tumora parastitastastih zlezdi, neuroendokrinih tumora pankreasa i tumora

hipofize.

Prvi opis pacijenta sa MEN1 sindromom datira iz 1903. godine od strane
Erdhajma, koji je opisao autopsijski nalaz kod pacijenta sa akromegalijom, pituitarnim
adenomom i Cetiri uvecane parastitaste zlezde [1]. Nasledna osnova sindroma
predlozena je 1939. godine prikazom dve sestre sa primarnim hiperparatiroidizmom i
tumorima pankreasa, a prva geneaoloska studija sprovedena je tek 1954. godine od
strane Pola Vermera [2]. Vermer je klinickom opservacijom viSe generacija americke
porodice italijjanskih emigranata sa tumorima hipofize, ulkusnom boleSéu i
hiperkalcemijom, dosao do zakljucka da se radi o naslednom oboljenju uzrokovanom
mutacijom u genu koji se prenosi autozomno dominantno, da je bolest multiorganska i
multifokalna zbog Cega je mutirani gen ili prisutan u svakoj celiji datog organa ili

odsutan iz svih, te da je aktivnost datog gena verovatno plejomorfna. [2].

Gen je tek 1988. godine lociran na dugom kraku 11 hromozoma, a 10 godina
kasnije i pozicioniran unutar regiona od 2 Mb na 11q13, gotovo istovremeno od strane
dve grupe istrazivaca [3,4]. Danas se zna da MEN1 gen zauzima oko 10 Kb, sastoji se
od 10 egzona i kodira protein menin od 610 amino-kiselina, a u prvoj dekadi od
njegovog pronalaska identifikovano je vise od 1300 razli¢itih germinativnih i somatskih
mutacija. [5] Poslednjih godina su genetskim inZenjeringom razvijeni misji modeli
MENI1 na kojima se proucava tumorigeneza MENI1 tumora, metaboli¢ki putevi
ukljuceni u inicijaciju i evoluciju ovih tumora, kao i potencijalni farmakoloski agensi

kojima bi se sprecio rast tumora [6-8].



Uvod

MENI1 sindrom moze biti familijaran i sporadi¢an. Familijarni MEN1 sindrom
odlikuje pojava klini¢kih manifestacija MEN1 sindroma u viSe ¢lanova unutar nekoliko
generacija jedne porodice i najceS¢e je vezan za postojanje tackaste mutacije u MEN1
genu. Sporadicni MENI sindrom se javlja kod osoba kod kojih je mutacija u MEN1
genu nastala u ranim fazama embrionalnog razvoja (de novo) te je prisutna u svim
¢elijskim linijama, ali nije nasledena i nema obolelih predaka. Pacijenti kod kojih nije
detektovana mutacija u MEN1 genu ali imaju fenotip MEN1 sindroma predstavljaju
MENL1 fenokopije.
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1.2. Epidemiologija MEN1 sindroma

MENZ1 sindrom sa prevalencijom od 1 na 30000 jedinki spada u retke bolesti [9].
Javlja se u 1-18% pacijenata sa primarnim hiperparatiroidizmom (PHPT), 16-38% sa
gastrinomoma i u manje od 3% pacijenata sa pituitarnim tumorima [10]. Distribucija
medu polovima je jednaka, 40 : 60 u korist zena. Ne postoji rasna ili etnicka
predilekcija. Javlja se u svim uzrastnim grupama od prve do devete dekade Zivota, ali je
dijagnoza pre 10. godine retka [11]. Odlikuje ga izrazena penetrantnost, tako da do pete
dekade zivota oboli vise od 98% nosilaca mutacije [11]. Najvecu penetranstost u oviru
sindroma ima primarni hiperparatiroidizam, nesto manju neuroendokrini tumori
pankreasa (pNET) a najmanju tumor hipofize. Penetrantnost PHPT je takva da gotovo

svi pacijenti obole do svoje 60 godine [12] (slika 1).
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Slika 1. Penetrantnost pojedinih komponenti MEN1 sindroma u odnosu na starost.

Preuzeto iz De Lat i sar.[13]

Ekspresija MENI1, medutim, moZe znacajno varirati u odnosu na geografski
region, pa se izdvaja nekoliko fenotipskih varijanti. MEN1guin fenotip javlja se na
Njufaundlendu i na Mauricijusu, a odlikuje se visokom zastupljenos¢u prolaktinoma
(32%) i niskom ucestalo$¢u gastrinoma [14-16]. MEN1tasmanian fenotipska varijanta
takode odlikuje znacajna zastupljenost prolaktinoma, koja u nekim porodi¢nim linijama
ide 1 do 76% a karakteristicna je za region Tasmanije [17]. MEN1przi odlikuje slicna

zastupljenost prolaktinoma kao i MEN1gyrin, 29,6% [18].



Uvod

1.3. Klinicka prezentacija

MEN1 sindrom odlikuje pojava klasi¢nih MEN1 tumora, tzv. 3P tumora — tumor
hipofize u 30-40% (engl. Pituitary), primarni hiperparatiroidizam - PHPT u 90% (engl.
Parathyroid) i neuroendokrini tumor pankreasa - pNET (engl. Pancreatic
neuroendocrine tumor) u 30-70% pacijenata. U manjem broju slucajeva mogu se javiti i
ostali tumori: neuroendokrini tumori Zeluca (10%), bronha (2%), timusa (2%), tumori
kore nadbubrega (40%) i feohromocitom (<1%) [10]. Za sindrom je patognomoni¢na
pojava odredenih tumora van endokrinog sistema, poput angiofibroma (85%),
kolagenoma (70%) i lipoma (30%). Sve je ve¢i broj dokaza da menin ucestvuje u
onkogenezi i brojnih drugih tumora, poput adenokarcinoma dojke, meningeoma,

ependimoma i dr [19-21].

1.3.1. Primarni hiperparatiroidizam

PHPT predstavlja naj¢es¢u manifestaciju MEN1 sindroma. Kao i kod sporadi¢ne
forme bolesti (sPHPT) odlikuje ga povecana proliferacija paratiroidnih éelija i Ca?*-
nezavisna hipersekrecija parathormona (PTH). Dijagnostikuje se dve ili tri decenije pre
sporadi¢ne frorme bolesti, naj¢esc¢e u drugoj i tre¢oj dekadi zivota. Odlikuje ga gotovo
potpuna penetrantnost, tako da skoro svi nosioci mutacije obole od PHPT do svoje 50.
godine. [22] Retko se dijagnostikuje pre 10 godine, iako 75% MENL1 pacijenata
djagnostikovanih ispod 21 godine ima PHPT [23]. Za razliku od sPHPT koji se
prezentuje solitarnim adenomom, PHPT u MENL1 odlikuje multiglandularna bolest. Bilo
da se radi o hiperplaziji ili adenomima, zahvadene su sve paratiroidne zlezde,
istovremeno ili metahrono. Najc¢eS¢e se radi o asimetri€noj, asinhronoj hiperplaziji,
buduci da je svaka paratiroidna zlezda monoklonalna lezija, a inaktivacija drugog alela
ta koja diktira pojavu tumora u zlezdi [24]. U oko 20% slucajeva se srece ektopicna
paratiroidna Zlezda, najceS¢e locirana u predelu timusa, rede u Stitastoj zlezdi,

predenjem medijastinumu ili perikardu.

Klinicki bolest dugo ostaje asimptomatska ali se povecane vrednosti kalcijuma
mogu detektovati ve¢ u 15. godini Zivota. Nivo kalcijuma je naj¢es¢e lako povecan, dok

je PTH neadekvatno normalan za nivo hiperkalcemije [25]. Nefrolitijaza je rede
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zastupljena nego u sPHPT ali je kost zahvacena cesce, tako da je koStana mineralna
gustina niza nego kod pacijenata sa sSPHPT. Za razliku od sPHPT gde ¢es¢e oboljevaju
zene, u MEN1 sindromu podjednako oboljevaju oba pola [26].

Optimalan hirurski pristup pacijentu je i dalje predmet diskusije. Trenutno se
preporucuju subtotalna paratiroidektomija sa uklanjanjem 3 ili 3 i1 42 Zlezde ili totalna
tiroidekotmija sa autolognom implantacijom paratiroidnog tkiva u radijalni misic¢
nedominantne ruke. Zbog Ceste ektopije neophodna je intraoperativna vizualizacija sve
Cetiri paratiroidne Zlezde. Ekstenzivna hirurgija povecava rizik od primarnog
hipoparatiroidizma, dok je manje ekstenzivna hirurgija skopana sa ¢es¢im recidivom

bolesti.

Nesuglasice postoje i oko trenutka u kojem se preporucuje hirursko lecenje.
Prerana operacija moze biti komplikovana ¢injenicom da su parastitaste zlezde jos uvek
male pa je rizik od rekurentnog hiperparatiroidizma visok; kasna operacija znaci i
dugotrajniju bolest, te nastanak kostanih i renalnih komplikacija [27]. Prema vazecem
vodiCu operiSu se svi pacijenti sa simptomatskom boles¢u (nefrokalcinoza ili
hiperkalciurija > 400mg/dan, smanjenje GFR < 30ml/min, osteoporoza), asimptomatski
pacijenti izmedu 15. i 50. godine Zzivota i svi pacijenti sa Colinger-Elisonovim

sindromom [28,29].

1.3.2. Neuroendokrini tumori pankreasa i duodenuma

Neuroendokrini tumori pankreasa i duodenuma (dpNET) ¢ine drugu najcescu
komponentu MEN1 sindroma. Najces¢i su gastrinom, nefunkcijski tumori pankreasa
(NF-pNET), insulinom, glukagonom i vipom. Opste karakteristike svih dpNET u okviru
MENL1 jesu rana pojava tumora sa pojavom do dve ili tri dekade pre sporadi¢nih
dpNET, pojava multiplih, sinhronih ili metahronih tumora i izrazen maligni potencijal

[30].

Gastrinom je najces¢i funkcijski pNET u okviru MENT sindroma (40%), dok se
MENT sre¢e u 12-15% pacijenata sa gastrinomom. Klinicki se odlikuje ekscesivnom

produkcijom gastrina i pojavom multiplih ulceracija mukoze zeluca i duodenuma
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(Colinger — Elisonov sindrom). Za razliku od sporadi¢nih koji su veé¢inom locirani u
pankreasu, MEN1 gastrinomi su u 80% slucajeva locirani u prvoj i drugoj trecini
duodenuma i gotovo su bez izuzetka mutipli [31]. Nastaju iz multifokalnih,
hiperplasticnih proliferacija gastrin-produkuju¢ih ¢elija, te su najeS¢e udruzeni sa
difuznim hiperplastiénim promenama i1 multicentricnim mikrotumorima < lcm duz
duodenuma. Ove lezije nisu nadene kod sporadi¢nih gastrinoma [32]. I pored toga Sto se
uglavnom radi o malim tumorima, odlikuje ih visok maligni potencijal — oko 50%
MENT1 gastrinoma je ve¢ dalo udaljene metastaze u trenutku postavljanja dijagnoze.
Metastaziraju najces¢e u jetru i regionalne limfne noduse, a diseminacija u jetru
predstavlja lo§ prognosticki znak. Dijagnoza se postavlja ultrasonografski, CT/NMR -
om, selektivnom arterijskom angiografijom, sintigrafijom somatostatinskih receptora i
Ga% PET CT-om.

Insulinomi se vidaju u oko 10% pacijenata sa MEN1 sindromom [10]. Najcesce
se radi o solitarnim ili multiplim tumorima nastalim na terenu hiperplazije endokrinih
ostrvaca pankreasa i nezidioblastoze, iako 1 sporadi¢ni insulinomi mogu biti multipli u
manje od 4%. Javlja se ranije od ostalih gastroentero-pankreaticnih NET (GEP NET),
zbog Cega je neophodno rano poceti sa skriningom. Odlikuje ih ekscesivna produkcija
insulina, a klini¢ki se prezentuju Viplovom trijadom: hipoglikemija, simptomi
hipogllikemije i prestanak simptoma po davanju glukoze. Maligni su u 5-20%
pacijenata. Zlatni standard u dijagnostici insulinoma predstavlja 72h test gladovanja, a
od dijagnostickih metoda se koriste endoskopski ultrazvuk koji uspesno lokalizuje
insulinom u 70-95% slucajeva, CT/NMR i Ga® PET CT. Zbog ¢injenice da se radi o
malim tumorima cesto ih je tesko lokalizovati, pa se radi selektivna angiografija sa
intraarterijskom stimulacijom kalcijumom i venskim uzorkovanjem insulina, kojim se

uspesno lokalizuje insulinom u vise od 80% sluc¢ajeva [33].

Nefunkcijski pankreasni neuroendokrini tumori (NF-pNET) se javljaju u 20-
30% MENI1 pacijenata, ali je uvodenje endoskopskog ultrazvuka u dijagnostiku
povecalo broj dijagnostikovanih NF-pNET na 55% [10,34]. Mogu biti solitarni ili
udruzeni sa drugim funkcijskim i nefunkcijskim pNET. Prirodni tok NF-pNET je i dalje
nepoznat. Naj¢esce su indolentni i sporog rasta, sa vcemenom udvostru¢avanja od 5-10

godina. Ove karakteristike su dovele do zvani¢nog stava koji je joS uvek aktuelan u
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vaze¢em vodicu, da nefunksijske tumore manje od 2cm ne treba operisati ve¢ pratiti
[35]. Medutim, Donegan i sar. su u velikoj retrospektivnoj studiji pokazali da postojanje
metastaza nije prediktovano veli¢inom tumora, te da je 24% pacijenata sa tumorima
ispod 2cm umrlo tokom perioda pracenja, tako da sve veéi broj centara zagovara stav
rane hirurgije umesto pazljivog pracenja (engl. watchfull waiting) [36]. Nasuprot njima,
Grupa za porucavanje endokrinih tumora (fra: Groupe d’Etude des Tumeurs
Endocrines, GTE) je pokazala postojanje niske stope mortaliteta, ali je znacajna
progresija zabelezena u 36% pacijenata [37]. U velikoj studiji Gudea i sar. na vise od
800 simptomatskih MEN1 pacijenata NF-pNET su nosili najveéi rizik od smrti odmah
iza karcinoida timusa i GVS (glukagonom/vipom/somatostatinom) tumora (HR = 3.43,
95% CI = 1.71-6.88) [38]. Klinicki znadaj ranog otkrivanja NF-pNET ogleda se u
¢injenici da predstavljaju najceS¢i uzrok smrti pacijenata sa MENI 1 imaju loSiju
prognozu od ostalih, funkcijskih, pNET. Desetogodinje prezivljavanje iznosi 23-62%.
[39]

GVS tumori se javljaju u manjem broju pacijenata, ali se radi o tumorima sa
izrazenim malignim potencijalom. Prema studiji Gudea i sar. rizik od smrti (HR) za
GVS tumore je iznosio 4,29, 95% CI = 1,54 — 11,93 [38]. Kao i kod drugih funkcijskih
pNET zlatni standard leCenja je hirurgija, a u slucaju metastatske bolesti primena
bioloske (analozi somatostatina, interferon alfa), sistemske hemioterapije
(temozolomid/kapecitabin, streptozotocin/5-FU protokoli), ciljane antitumorske terapije
(everolimus, sunitinib) ili primenom radionuklidne terapije (engl. peptide receptor
radiotherapy, PRRT), prema vodic¢u za leCenje pNET [40].

1.3.3. Tumori hipofize

Prevalencija tumora hipofize u MENL1 sindromu varira od 10 - 76%, dok se
MENL1 sindrom javlja u 2-3% pacijenata sa pituitarnim tumorima [18,41,42]. Najéesce
se radi o klinicki funkcijskim, neretko plurithormonskim tumorima, pri ¢emu su
najzastupljeniji prolaktinomi (25%) i somatotropinomi (10%). Prevalencija MEN1
sindroma medu obolelima od prolaktinoma iznosi 14 % [42]. Cesée se javljaju kod

zena. Vreme dijagnoze je najcesce u Cetvrtoj dekadi zivota [43,44]. Kao i kod ostalih
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familijarnih tumora ¢eS¢e se prezentuju kao makroadenomi, invazivniji su, agresivniji i
rezistentniji na leCenje [45]. Tako nisu najces$¢i, tumori hipofize predstavljaju najraniju
klini¢ku prezentaciju MENI sindroma, sa opisom ACTH-sekretuju¢eg makroadenoma
kod petogodisnjeg decCaka [46,47]. lako je za MENL1 tumore Kkarakteristicna multipla
pojava, kod tumora hipofize to nije Cest slucaj, mada su ceSc¢e multipli nego kod
pacijenata van MEN1 sindroma (4% vs. 0,1%). Maligni tumor hipofize opisan je samo

kod jednog pacijenta [48].

Klinicka slika zavisi od hormonske hipersekrecije 1 posledica lokalne
invazivnosti tumora (hipopituitarizam, kompresija opsticke hijazme, invazija
kavernoznih sinusa, efekat mase) i u tom smislu se ne razliuju od sporadi¢nih tumora
hipofize [49]. Indikacije za operaciju su iste kao i kod sporadi¢nih tumora, s tim da
treba imati na relativnu rezistenciju na somatostatinske receptore koja je ipak manje

izrazena nego kod nosilaca mutacije u AIP genu.

1.3.4. Ostali tumori
1.3.4.1. Tumori nadbubreZnih Zlezda

Prevalencija tumora nadbubreznih zlezda u MENI1 sindromu varira medu
studijama od 9 - 73% [50]. Najveca studija koja je ispitivala karakteristike adrenalnih
lezija kod 146 MENL1 pacijenata pokazala je da MENL1 pacijenti oboljevaju ranije od
pacijenata sa sporadi¢nim incidentalomima nadbubrega (46,1 + 1,4 odn. 55 + 0,9
godina) ali da se ne razlikuju u pogledu distribucije polova ili veli¢ine tumora [51]. U
poredenju sa incidentalomima, MENT pacijenti su imali ¢eS¢i primarni aldosteronizam,
manje feohromocitoma i vise adrenokortikalnih karcinoma (13,8% u MENL grupi i
1,3% u grupi incidentaloma) [51]. I druge studije su pokazale znacajnu zastupljenost
karcinoma kore nadbubrega [52,50]. Gude i sar. su pokazali da tumor nadbubrega nije
nosio povecan rizik od smrti, iako je dostigao grani¢nu statisticku znacajnost (HR =
1,72, 95% CI 0,97 — 3,06, p = 0,064), a tri pacijenta su umrla od adrenokortikalnog
karcinoma [38]. Iako nema zvani¢nog konsenzusa, zbog izrazenije progresije tumora
nadbubrega u adrenokortikalni karcinom, opste je prihva¢ena preporuka da se operisu

sve adrenalne lezije veée od 3cm [53].
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1.3.4.2. Neuroendokrini tumori bronha

Prevalencija brNET u MENL1 varira od 3 — 31% [54-56]. U studiji Lekomta i
saradnika na 1023 MENL1 pacijenata brNET je dijagnostikovan kod 5% pacijenata,
podjednako su bila zastupljena oba pola, a pored tipicnog i atipi¢nog karcnoida
zabalezeni su 1 sitnocelijski (SCNEC) 1 krupnocelijski (LCNEC) karcinomi pluca.
Bronhijalni NET nisu zna¢ajno menjali ukupno prezivljavanje MEN1 pacijenata, ali su
bili uzrok smrti u 47% umrlih [54]. U studiji de Lat i sar. zastupljenost brNET medu
MENI1 pacijentima je iznosila 13%, nije bilo razlike medu polovima ali je vreme
udvostrucavanja veli¢ine tumora bilo dvostruko vec¢e kod muskaraca nego kod Zena
[56]. Cesto se vide multipli brNET koji se mogu javiti sinhrono ili metahrono, najéesée
su nefunkcijski ali se retko mogu prezentovati atipi¢nim karcinoidnim sindromom ili
ektopicnom ACTH sekrecijom ili sekrecijom hormona rastenja. I pored toga Sto nastaju
iz difuznih neuroendokrinih ¢elija bronha, difuzna idiopatska neuroendokrina celijska

hiperplazija je opisana samo u jednog pacijenta sa MEN1 [57].

1.3.4.3. Neuroendokrini tumori timusa

Neuroendokrini tumori timusa se javljaju u 1 — 8% MENL1 pacijenata [41,58].
Vecina pacijenata je asimptomatska, a trenutak kada se razviju nespecifi¢ni simptomi,
poput kaslja ili bola u grudima, najceS¢e oznacava uznapredovalu bolest. Nasuprot
sporadi€nim karcinoidima timusa gde je ektopi¢na sekrecija Cesta pojava, MENI -
asocirani karcinoidi timusa su u vecini slucajeva nefunkcijski a ektopi¢na sekrecija je
izuzetno retka. [59]. Gotovo isklju¢ivo se javljaju kod muskaraca i povezani su sa
pusenjem [56]. Zbog Ceste ektopije paratiroidnih Zlezda u regiji timusa ali i visokog
mortaliteta zbog karcnoida timusa, predloZena je cervikalna timektomija prilikom
totalne odn. subtotalne paratiroidektomije. Medutim, izgleda da ova procedura ne
eliminiSe u potpunosti pojavu karcinoida timusa, te neki autori preporucuju i primenu

preoperativne zra¢ne terapije [60,58,26].
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1.3.4.4. NeuroendoKkrini tumori Zeluca

Neuroendokrini tumori zeluca, tumori ¢elija nalik enterohromafinim celijama (engl.
enterochromaffine-like cells — ECLoma) se javljaju u oko 7% pacijenata sa MEN1. U
pitanju su ECLoma tip 2 tumori, koji se javljaju u Colinger-Elisonovom sindromu odn.
gastrinomi. Lezije su najc¢eS¢e male i multiple, imaju mali metastatski potencijal ali
nesto vec¢i nego kod ECLoma koji se javljaju na terenu hroni¢nog atrofi¢nog gastritisa
(ECLoma tip 1) [61]. Za razliku od sporadi¢nog Colinger-Elisonovog sindroma gde su
NET Zeluca retki, uprkos hipergastrinmiji, ECLoma se javljaju u 13-30% pacijenata sa
Colinger-ELisonovim sindromom u MEN1 [62]. Optimalni terapijski pristup ovim
pacijentima jo$ uvek nije definisan. Prema ENETS (engl. European Neuroendocrine
Tumor Society) preporukama polipe ispod 10mm treba pratiti, a vece od 10cm
endoskopski resekovati. Ukoliko ima vise od 6 polipa vec¢ih od 10mm, predlazu se bilo

hirurska resekcija bilo antrektomija [63].

1.3.5. Ne-endokrini tumori

Tumori van endokrinog sistema, poput facijalnih angiofibroma, kolagenoma i
lipoma predstavljaju znacajnu komponentu MEN1 sindroma. Ovi tumori su estrogen-
zavisni i ne mogu se sresti kod pacijenata pre puberteta. Kada se jave kod mlade osobe
udruzeni sa nekom drugom komponentom MENI1 sindroma, poput hiperkalcemije ili
tumora hipofize, u 100% slucajeva potrduju dijagnozu MEN1 sindroma. I druge kutane
lezije, poput multiplih gingivalnih papula i hipopigmentnih makula koze, mogu biti deo
MENL1 sindroma [64]. Sve je ve¢i broj opisa za sindrom netipi¢nih, neendokrinih
tumora, poput meningeoma, ependimoma, lejomioma, adenokarcinoma dojke
[20,21,19]. Gubitak heterozigotnosti - GH (engl. loss of heterozigosity - LOH) 11913 u
ovim tumorima pokazao je ulogu MEN1 gena u onkogenezi ovih tumora i jednu opS$tu

tumor-supresorsku ulogu menina, koja nije ograni¢ena samo na neuroendokrina tkiva

[21,65,66].
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1.3.6. MENL1 fenokopije

Oko 10% pacijenata sa MEN1 sindromom nema mutaciju u MEN1 genu [10].
Ovo je delom pripisano ogranicenjima same metode detekcije (mutacije u
netranslantiranim regionima, intronima, pormotoru, veliki genski rearanzmani), a delom
mutacijama u drugim genima koje dovode do sindroma nalik MEN1 sindromu, kada
govorimo o MEN1 fenokopijama ili MEN1-slicnom sindromu (engl. MEN1-like
sundrome). Prvi takav gen bio je cdknlb gen, otkriven 2006. godine na modelu misa
koji je u isto vreme imao znake i MEN1 i MEN2 sindroma (MENX sindrom). Nedugo
potom mutacija je pokazana i u homolognom CDKN1B genu pacijenta sa
akromegalijom i PHPT, a sindrom je nazvan MEN4 [67]. CDKN1B (12p13) je tumor-
supresorski gen koji kodira ciklin-zavisni Kkinazni inhibitor 1B ili p27Kipl, koji
ucestvuje u regulaciji Celijskog ciklusa i procesima proliferacije, diferencijacije i

apoptoze. Nishodna regulacija CDKN1b dovodi do nastanka brojnih neoplazmi.

Do momenta kada nastaje ova teza, MEN4 je dijagnostikovan u svega 19
pacijenata, bliza karakterizacija i preporuke za skrining i pracenje pacijenata jos uvek ne
postoje. Primarni hiperparatiroidizam je opisan kod svih pacijenata, tumor hipofize u
oko 40% (HR, PRL, ACTH-sekretuju¢i i nefunkcijski tumori), a opisano je i postojanje
karcinoida bronha, neuroendokrinog karcinoma cerviksa, gastrinoma i tumora
nadbubrezne zlezde [68,69].

| mutacije u drugim genima, poput mutacije u genu koji kodira aril
hidrokarbonski receptor - interaktivni protein (AIP, engl. aryl hydrocarbon receptor
interacting protein), kao i duplikacija GPR101 odgovorna za nastanak akrogigantizma
vezanog za X romozom (XLAG, engl. X-linked acrogigantism) mogu biti udruzene sa
MEN1-like sindromom [49,70]. Mutacije u genima za druge ciklin-zavisne kinaze, kao
Sto su CDKN2b (p15), CDKN2c (p18) and CDKN1a (p21), takode dovode do fenotipa

slicnog MEN1 sindromu, ali su za sada okrivene kod veoma malog broja pacijenata

[71].
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1.3.7. Dijagnoza i pradenje pacijenata sa MEN1 sindromom

Prema vazecem vodicu za dijagnozu i leCenje pacijenata sa MENI1, multipla
endokrina neoplazija tip 1 je definisana klinickim, familijarnim 1 genetskim
kriterijumima. Klini¢ke kriterijume ¢ini postojanje dva ili vise od MEN1-asociranih
tumora tumora: tumor hipofize, tumor parastitastih zlezda i pankreasni neuroendokrini
tumor, tzv. 3P tumori (engl. Pituitary, Parthyroid, Pancreatic NET). Familijarne
kriterijume ¢ini postojanje jednog MEN1 -asociranog tumora i srodnika prvog stepena sa
klinickom dijagnozom MENI. Genetske kriterijume za dijagnozu c¢ini postojanje
mutacije u MEN1 genu, ukljuujuéi i asimptomatske nosioce [28]. Genetskom
ispitivanju podleZzu svi pacijenti koji ispunjavaju kliniCke kriterijjume za MENI,
dijagnoza multiplih adenoma paraStitastih Zlezda pre 40. godine, rekurentni
hiperparatiroidizam, gastrinom, multipli neroendokrini tumori pankreasa u bio kom
uzrastu, kao i pacijenti sa atipiénim MEN1 [28]. Atipicni MEN1 sindrom nije jasno
definisan, ¢ini ga udruzena pojava klasi¢cnog MENI-asociranog tumora i nekog od
tumora koji su netipi€ni za sindrom, npr. primarni hiperparatiroidizam udruzen sa
tumorom nadburezne Zlezde [28]. Ne postoje studije koje su ispitivale ucestalost
atipicnih formi medju MENI1 pacijenata, niti ucestalost mutacije MEN1 gena medu

atipicnim MEN1 pacijentima.

Biohemijski skrining za detekciju MENZ1-asociranih tumora omogucava
detekciju tumora 10 ili 20 godina pre nego $to se bolest klinicki manifestuje. Prema
vazeéim kriterijumima skrining za odredeni tumor pocinje u godinama u kojim je dati
tumor najranije otkriven, iako po nekim autorima skrining moze poceti i kasnije, u
adolescenciji [28,72]. Rana dijagnoza omogucava raniji pocetak le¢enja, iako ne postoje
studije koje su eksplicitno pokazale da rana diagnostika dovodi do smanjenja ukunog
mortaliteta MEN1 pacijenata [35]. Program skrininga za pacijente sa tipiénim MEN1

tumorima prikazan je u tabeli 1.
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Tabela 1. Smernice za pracenje nosilaca mutacije u MEN1 genu. Preuzeto iz
Brandi i sar. [35]

Tumor Starost na pocetku Biohemijsko Radiolosko
pradenja pracenje pracenje
PT Zlezde 8 godina Ca’*, PTH nije potrebno
pNET
Gastrinom 20 godina Gastrin (+ pH Nije potrebno
zeluca)
Insulinom 5 godina Glik. naste, insulin ~ Nije potrebno
OstaliNET  <10. godine Hromogranin A, PP, NMR, CT ili EUZ
glucagon, VIP godisnje
Hipofiza 5 godina Prolaktin, IGF-1 NMR svake 3.
godine
Nadbubreg < 10. godine Nije potrebno NMR ili CT,
ukoliko nema godisnje
klini¢kih znakova
i/ili je tumor > 1cm
Bronh, timus 15 godina Nije potrebno CT iliNMR,

godisnje ili svake 2.

godine

PT — paratiroidne, PTH — pratiroidni hormon, pNET — pankreasni neuroendokrini tumor, NET —
neuroendokrini tumor, PP — pankeasni polipeptid, VIP — vazointestinalni peptid, EUZ — endoskopski

ultrazvuk

1.3.8. Mortalitet

Nekoliko studija je pokazalo da su MENI1 pacijenti u veéem riziku za
prevremenu smrt u odnosu na opstu populaciju ili njihove srodnike koji nisu nosioci
mutacije [73,43,74]. De Lat i sar. su pokazali da se prezivljavanje razlikuje i u odnosu
na postojanje MEN1 mutacije, odn. da nosioci mutacije imaju manje prezivljavanje od
MENL1 fenokopija (73 godine (95%CI 69,5 — 76,5) kod mutiranih u odnosu na 87
godina (95%CI nije dostupan) kod nemutiranih MEN1 pacijenata, p=0,001) [13]. U

13



Uvod

studiji Gudea i sar. je pokazano da najveéi rizik od smrti imaju oboleli od karcinoida
timusa, glukagonoma, somatostatinoma i vipoma, nefunkcijskog pNET i gastrinoma. Sa
druge strane, tumori hipofize, insulinom i brNET nisu povecavali rizik od smrti [38]
(tabela 2). U oko 60% pacijenata uzrok smrti je neposredno vezan za postojanje MEN1
sindroma, bilo da se radi o ulkusnoj bolesti, komplikacijama hiperkalcemije ili
malignom neuroendokrinom tumoru, koji je poslednjih godina vodeéi uzrok smrti u

MEN1 pacijenata [74,43,73,13].

Tabela 2. Rizik od smrti u odnosu na pojedine MEN1 komponente. Podaci iz Gude
i sar. [38]

Rizik 95% CI P

Z/M 0,46 0,28 - 0,76 0,003
Porodi¢na anamneza 0,46 0,27 -0,79 0,005
Period dijagnoze

1980-1989. vs <1980. 0,33 0,18 -0,60 <0,001

1990-1995. vs <1980 0,18 0,09-0,35 <0,001

>1996 vs. <1980. 0,17 0,08 -0,40 <0,001
NET timusa 4,64 1,73-1241 0,002
GVS 4,29 1,54-1193 0,005
NF-pNET 3,43 1,71-6,88 0,001
Gastrinom 1,89 1,09 - 3,25 0,022
Tu nadbubrega 1,72 0,97 — 3,06 0,064
BrNET 1,55 0,64 — 3,77 0,332
Tu hipofize 1,17 0,72-1,90 0,536
Insulinom 0,85 0,39-1,86 0,679

Tabela prikazuje rezultate najvecée studije o uzrocima smrti u MENI1, sprovedene na 758 MENI1
pacijenata. Pozitivna porodi¢na anamneza za MEN1, zenski pol i dijagnoza MEN1 nakon 1980.
godine su asocirani sa manjim rizikom od smrti. Postojanje pankreasnog NET, bez obzira na tip
tumora, je bilo povezano sa povec¢anim rizikom od smrti, narocito ako se radi o tumorima iz GVS
grupe. Najvedi, pojedinacni rizik od smrti bio je povezan sa postojanjem karcinoida timusa. Tumori
nadubrega nisu povecavali rizik od smrti, iako je karcinom kore nadbubrega bio uzrok smrti kod tri
pacijenta [38]; GVS - glukagonom, vipom, somatostatinom, NF-pNET - nefunkcijski NET
pankreasa, brNET — bronhijalni NET,;

14



1.4. Genetika MENL1 sindroma

1.4.1. MEN1 gen

MEN1 gen je lociran na hromozomu 11ql3, prostire se na nesto viSe od 9 Kb 1
sastoji se od 10 egzona, od kojih egzoni 2 - 10 kodiraju protein menin, sastavljen od 610
aminokiselina [3,4] (slika 2).

A Mutation
frequency

| 504 —
Ml v v v Vil g 21

sbc d efdh i i Kk I mnop gs t |u v o ow x 0%~
Y i e T s
ATC T’GA
B ‘\Gl G2 G3 G4 NLS1 NLSa NL‘S‘?

b ()
b

B O | i

A: MENL1 gen se sastoji od 10 egzona koji se prostiru na preko 9kb genomske DNK, i kodira protein
od 610 aminokiselina. Kodiraju¢i region od 2 — 10 egzona oznacen je tamnijim kvadrati¢ima. ATG i
TGA predstavljaju pocetni odnosno stop kodon. Egzon 115’ deo egzona 2, kao i 3’ deo egzona 10
su nekodirajuéi delovi gena. Prikazane sui pozicije 9 najces¢ih mutacija (I — IX) ¢ije su ucestalosti
prikazane vertikalnim linijama i skalom sa desne strane. B: Prikazan je menin i tri nuklearna

lokalizaciona signala (NLS) kao i pet guanozin-trifosfataza (GTPaze) G1-G5.

Slika 2. Shematski prikaz strukturne organizacije MEN1 gena i menina. Preuzeto
iz Taker isar.[10]

Menin je ubikvitarno eksprimiran, predominantno jedarni, skafoldni protein,
premda se u deobnim ¢elijama nalazi uglavnom u citoplazmi [75]. Menin intereaguje sa
brojnim proteinima (Jun-D, NK-kB, Smad3, RPA2, FANCD?2 itd.) i na taj nacin
uCestvuje u procesima regulacije transkripcije, stabilnosti genoma, diferencijacije i

proliferacije ¢elija [5]. Tumor-supresorska uloga menina u tumorima endokrinog
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sistema pokazana je postojanjem heterozigotne germinativne mutacije u MEN1 genu i

gubitkom heterozigotnosti (GH) u tumorskom tkivu [76].

U skladu sa Knudsonovom hipotezom tumorigeneze o dva pogotka, inaktivacija
MENT gena je dvostepena (slika 3). Prva inaktivacija je najceSce tackasta, heterozigotna
mutacija koja se dogada u germinativim celijama. Drugi pogodak se deSava u
endokrinim tkivima i dovodi do inaktivacije preostale, normalne kopije MEN1 gena, $to

za posledicu ima gubitak funkcije menina i formiranje tumora [41].

MEN1 Gene
QO Normal
1st Hit 2nd Hit % Inactivated
Pagent({ g %
wit 3
MEN1 —> A
1st Hit 2nd Hit
(] 2 (] ]
Patient 2N X X ;.E >
without * =
MEN1 i % —> l % —> i 5
L 1 | |
Chromosome 11 Chromosome 11
n Changes in
Germline Somatic
Nucleus Nucleus

Svaka kopija hromozoma 11 nasledena je od drugog roditelja (obelezeno razli¢ito). Prvi pogodak je
obi¢no tackasta mutacija, nasledena od jednog roditelja, kojom je inaktivirana jedna kopija MEN1
gena (heterozigotno stanje). PoSto se deSava u germinativnoj éeliji, prisutna je u svakoj ¢eliji u
organizmu. Drugi pogodak se deSava u postzigotnim, somatskim ¢éelijama i obi¢no zahvata veéi deo
(delecije) druge, normalne kopije hromozoma 11 (gubitak heterozigotnog stanja). Time je
inaktivirana i druga, normalna kopija MEN1 gena, §to dovodi do promocije proliferacije tumorskog
klona [41].

Slika 3. Dvostepena inaktivacija MEN1 gena. Preuzeto iz Marx S i sar.[41]
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1.4.2. Menin

Menin spada u visoko konzervirane proteine tokom evolucije i naden je u
nekoliko razli¢itih vrsta, od Drozofile do ljudi [77]. Spada u ubikvitarno eksprimirane
proteine, sa dominantnom lokalizacijom u jedru. Menin poseduje dva glavna nuklearna
lokalizaciona signala (NLS 1 i 2) i treéi, akscesorni NLS-3, koji se nalaze u C-
terminalnoj Cetvrtini proteina (slika 1). Zanimljivo je da nijedna tackasta mutacija ne
pogada sekvence NLS1-2, dok mutacije koje dovode do skracenja proteina (besmislene,
engl. nonsense i mutacije pomaka, engl. frameshift) pogadaju bar jedan od NLS-a [78].
Ukoliko dode do skracenja proteina i gubitka jednog od dva glavna NLS-a, izostaje
jedarna lokalizacija menina, protein ostaje u citoplazmi i podleze degradaciji i
inaktivaciji [79].

Uloga menina je po svemu sudeci visoko tkivno zavisna, ponekad sa potpuno
suprotnim efektima u razli¢itim tkivima: u endokrinim organima je poznat kao tumor-
supresorski protein a u isto vreme ima vaznu ulogu u promociji leukemogeneze [80].
Analizom amino-kiselinske sekvence menina nije nadena homologija ni sa jednim
poznatim proteinskim motivom i sekvencom, tako da je vecina podataka o funkciji
menina dobijena in vitro studijama. Zbog toga su veliki napori uloZeni u proucavanje
odnosa menina sa njegovm brojnim proteinskim partnerima: 1) aktivatorima
transkripcije - c-Myb, Protein-energy malnutrition (Pem) i runt-related transcription
factor 2 (Runx2), mixed lineage leukemia proteins (MML1-2), histon H3 lizin 4 (H3K4)
metiltransferaza; 2) represorima transkripcije - Jun-D, NF-kB, homeobox HB9 HIxh9,
histon deacetilaza 1/2 (HDAC1/2), histon deacetilaza Sirtl, histon H3 lizin 27
metitransferaza EZH2, protein arginin metiltransferaza 5 (PRMTS); 3) celijskim
signalnim proteinima - SMAD, B-katenin, nuklearni receptori poput estrogenog
receptora i PPARy, Ras-aktivirajuéi protein SOS1 i brojnim drugim proteinima koji

ucestvuju u regulaciji popravke DNK i integriteta celije (Tabela 3).
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Tabela 3. Proteini koji intereaguju sa meninom i njihove funkcije. Preuzeto iz

Agarwal SK [81]

Protein

Funkcija

Literatura

Jedarni

Faktori modifikacije hromatina
DAXX

HDACs, mSIN3A

LEDGF

MLL complex (H3K4me3)
(KMT2A/MLL1 or MT2B/MLLZ2;
ASH2L, hDPY30, HCF-2,
RBBP5, RPB2/RNA-Pol-II,
WDR5)

PRMT5

SuV39H1 (H3K9me3)
Faktori transkripcije
DNMT1 (Hedgehog put)
FBP1

FOXA2

HLXB9/MNX1

JUND

c-MYB

c-MYC

NF«B - p50, p52, p65
Nuklearni receptori (AR, ERa,
LXRa, PPARa, PPARY, RXR,

VDR)

PEM

Regulacija transkripcije
Regulacija transkripcije

Regulacija transkripcije

Regulacija transkripcije

Regulacija transkripcije

Regulacija transkripcije

Regulacija transkripcije
Regulacija transkripcije
Regulacija transkripcije
Regulacija transkripcije

Regulacija transkripcije

Regulacija transkripcije
Regulacija transkripcije
Regulacija transkripcije

Regulacija transkripcije

Regulacija transkripcije

Feng (2017)

Kim (2003)

Yokoyama & Cleary
(2008)

Hughes (2004)
Yokoyama (2005)

Gurung (2013)
Yang (2013)

Cheng (2016)
Zaman (2014)
Bonnavion (2017)
Shi (2013)
Agarwal (1999)
Gobl (1999)

Jin (2010)

Bres (2009)
Heppner (2001)
Cheng (2011, 2015)
Dreijerink et al.
(2006, 2009),Malik
(2015)

Lemmens (2001)
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RUNX2 (BMP2 signaling) Regulacija transkripcije Sowa (2004)
SMADs (TGFp signaling) Regulacija transkripcije Sowa (2004)
(SMAD1, SMAD3, SMADS5)

SIRT1 Regulacija transkripcije Gang (2013)
SON Regulacija transkripcije Kim (2016)

TCF3, TCF4, B-Catenin  (Wnt Regulacija transkripcije Cao (2009)
signaling)

Faktori inicijacije transkripcije ili elongacije

RNA-Pol-Il izoforme (pSer5 Regulacija transkripcije Francis (2011)
and pSer2)

SKIP (HIv-1 Tat:P-TEFb Regulacija transkripcije Bres (2009)
transkripcija)

Faktori koji nisu asocirani sa transkripcijom

ASK Replikacija i1 popravka Schnepp (2004)
DNK
CHES1 Replikacija i popravka Busygina (2006)
DNK
FANCD2 Replikacija i1 popravka Jin (2003)
DNK
RPA2 Replikacija i popravka Sukhodolets (2003)
DNK
ARS2 MicroRNA biogeneza Gurung (2014)
CHIP Degradacija proteina Yaguchi (2004)
Citoplazmatski
AKT1 Signalni putevi Wang (2011)
FOXO1 Signalni putevi Wuescher (2011)
NM23p Signalni putevi Yaguchi (2002)
GRB2, RAS, SOS1 Signalni putevi Wu (2012)
GFAP Deoba/Adhezija/Motilitet Lopez-Egido (2002)
IQGAP1 Deoba/Adhezija/Motilitet  Yan (2009)
NMMHC-ITA Deoba/Adhezija/Motilitet  Obungu (2003)
VIMENTIN Deoba/Adhezija/Motilitet  Lopez-Egido (2002)
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Funkcionalna karakterizacija menina je znacano napredovala otkricem
trodimenzionalnog (3D) modela strukture Nematostella i humanog menina (Banka
proteinskih podataka broj 3RE2 i 3U84) [82] (slika 4). Kristalna struktura menina ima
izgled zakrivljene leve Sake i sastoji se od cetiri domena: dugacki [-hairpin, N-
terminalni domen, transglutaminaza—slican domen koji predstavlja palac, heliksni
domen koji sadrzi tri tetraikopeptidna motiva i predstavlja dlan i C-terminalni domen
koji prestavlja prst. “Dlan” formira duboki dzep koji je kljucan za vezivanje MMLL1 ali i

drugih intereagujucih proteina, poput Jun Di kompleksa AP-1.

A (1) Transcription activators (8)
c-Myb, MLL1, SMAD 1,35, Pem, Runx2, Hibx9,
ER, PPARY, vitamin D receptor

= (2} Transcription repressors
JunD, Sin3A, HDAC, EZH2, PRMTS,NFKB, Sirtl, CHES]

= (3) Cell signaling proteins

AKT, SO51/GEF, --catenin, SMAD 1,35, NFxB,
ER, PPARY, vitamin D receptor
(4) Other proteins

Cell cyche: RPA2, ASK
DNA repair: FANCD2 N-terminal S
Cell structure: GFAP, vimentin, NMMHCIA, domain
IQGAP]

Others: HSP70, CHIP

Slika 4. 3D model kristalne strukture menina. Preuzeto iz Huang J i sar [82].

1.4.2.1. Regulacija genske transkripcije

Transkripcija predstavlja kljucni korak u prenoSenju informacija sa DNK do
proteina 1 grubo receno predstavlja prepisivanje DNK u RNK. Menin kao skafoldni
protein (engl. scaffold, prev. skela) reguliSe transkripciju ciljnih gena tako §to se
udruzuje sa brojnim transkripcionim faktorima, poput JunD, NF-kB, Smad3 i dr. U
zavisnosti od tkiva i proteina sa kojima inrereaguje, menin istovremeno ucestvuje kako

u procesima supresije tako i u procesima aktivacije transkripcije gena.
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Menin ushodno regulise ekspresiju ciklin-zavisnih kinaznih inhibitora (CDKI). CDKI
imaju inhibitorni efekat na sve ¢lanove CDK koji ucestvuju u napredovanju cCelijskog
ciklusa (p21Cipl/Wafl, p27Kipl, p57Kip2) kao i CDK4 i CDK6 molekule (p15Ink4b,
pl6ink4a, pl8ink4c i p19nk4d) [83]. Ushodnom regulacijom odn. transkripcijom pl8 i
p27 proteina, menin redukuje proliferaciju beta ¢elija 1 na taj nacin sprecava nastanak
insulinoma. Ovaj process se bar delicim¢no odvija preko MMLI1 proteina, procesima
hromatinske modifikacije. MML1 ima histon metiltransferaznu aktivnost posto
poseduje domen za metilaciju lizina 4 na histonu H3 (H3K4), koji potom regrutuje
specificni vezuju¢i protein hromatin-remodeluju¢eg kompleksa sa ATP-aznom
funkcijom, koji dalje aktivira transkripciju gena remodeliranjem hromafina. Ovo je
pokazano i u in vivo modelu Menl knockout misa, gde je genetskom ablacijom H3K4

demetilaze postignuta je redukcija formiranja insulinoma [84].

Sa druge strane, interesantna je i neocekivana uloga menina u procesu
leukemogeneze gde menin kroz iste procese ima pro-okogeni efekat. Izostanak
metilacije H3K4 pod dejstvom menina dovodi do istovremene metilacije H3K27 koja je
epigenetski marker genske represije [85]. Translokacija MML1 gena (11923 hromozom)
sa drugim genima koji kodiraju transkripcione faktore dovodi do ekspresije MML1
fuzionih proteina (MML1-FP) koji aktiviraju ekspresiju HOX gena i dovode do

nastanka leukemije [86].

Represija transkripcije gena se odvija kroz interakciju menina sa brojnim
faktorima, poput JunD, NF-kB i sl. JunD reguliSe gensku ekspresiju u odgovoru na
razli¢ite stimuluse, citokine i faktore rasta. Menin inhibiSe JunD tako S$to blokira
njegovu fosforilaciju posredstvom c-Jun N-terminalne kinaze. JunD se vezuje za
promoter pro-proliferativnih gena, pa prisustvo ili odsustvo menina kontroliSe da li

JunD inhibira odn. aktivira eksresiju ovih gena [87].

Menin direktno deluje i sa p65 subjedinicom NF-kB i vrsi represiju Nf-kB-
zavisne transkripcije. NF-kB su glavni regulatori ¢elijskog odgovora na razlicite tipove
stresa. NF-kB se u nestimulisanoj ¢eliji nalazi u citoplazmi u neaktivnom obliku, vezan
za inhibitorni molekul I-kB. Pod dejstvom faktora rasta, citokina, junizuju¢eg zracenja,
I-kB se forsforilise, oslobada se NF-kB iz kompleksa i translocira u jedro. Menin u

¢elijama hepatocelularnog karcinoma inhibise NH-kB tako Sto preko histon deacetilaze
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Sirtl deacetiliSe lizin 310 (K310) subjedinice p65 1 na taj nain onemoguje njegovo

osobadanje iz inhibitornog kompleksa [88].

Menin smanjuje ekspresiju pojedinih gena i posttranskripciono, ushodnom
regulacijom mikro RNK koje redukuju translaciju proteina i stabilnost ciljine RNK.
Menin indukuje ekspresiju mikro RNK-26a (miR-26a) koja smanjuje ekspresiju SMAD
1, signalnog efektora kostanog morfogenetskog proteina BMP (negl. bone morphogenic
protein), ¢ijjom redukcijom dolazi do smanjenja osteoblasne diferencijacije i smanjenja

koStane gustine [89].

1.4.2.2. Regulacija signalnih puteva

Menin ucestvuje u brojnim signalnim putevima, poput Wnt puta u procesu
proliferacije pankreasnih B ¢elija, delom povecavajuci ekspresiju Pitx2 proteina a delom
i preko transkripcionog faktora -katenina. Menin intereaguje i sa nekoliko nuklearnih
receptorskih transkripcionih faktora, ukljucujuéi estrogeni receptor (ERa) i PPARY.
Direktnom, hormon-zavisnom interakcijom menin pojacava aktivnost ERa na MCF7
¢elijama karcinoma dojke, a njegova ekspresija koreliSe sa loSijom prognozom ER-
pozitivnih kardinoma dojke le¢enih tamoksifenom [90]. Menin inhibise ERK-zavisnu
fosforilaciju u Ras signalnom putu blokadom SOS1 i GRB2 proteina, ¢ime se inhibiSe
ERK aktivacija vazna u migraciji ¢elija karcinoma pluca [91]. Supresijom Akt-1-
zavisne proliferacije menin ucestuje u procesima apoptoze u neendokrinim i endokrinim
¢elijama. Direktnom interakcijom sa PRMTS5, negativnim regulatorom genske
transkripcije, menin ucestvuje u represiji pro-proliferativnog Hedzhog signalnog puta
vaznog za nastanak karcinoma pankreasa[92]. Farmakoloska inhibicija Hh signalnog

puta znacajno redukuje proliferaciju ¢elija insulinoma.

1.4.3. Germinativne i somatske mutacije u MEN1 genu

0Od 1997. godine kada je mapiran, opisano je vise od 1800 razlic¢itih germinativih
(85%) i somatskih (15%) mutacija u MEN1 genu [93]. Mutacije su rasporedene duz

celog kodiraju¢eg dela MEN1 gena, bez grupisanja odn. jasnih “hot-spotova” u
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odredenim delovima gena. Ne postoji o€igledna genotip — fenotip korelacija kao u
slu¢aju mutacija u RET protoonkogenu [10]. Dve velike studije su analizirale
germinativne mutacije u MEN1 genu prijavljene u periodu od 1997 — 2007. i od 2007-
2015. godine. Ukupno je identifikovano 576 jedinstvenih germinativnih mutacija u
MEN1 genu [5,94]. Vise od 75% ovih mutacija je inaktivirajuce, Sto je u skladu sa
tumor-supresorskom ulogom MEN1 gena [78]. Najve¢i broj mutacija dovodi do
skra¢enja proteina usled postojanja besmislenih mutacija — engl. nonsense (14%) i
mutacija koje menjaju okvir ¢itanja — engl. frame shift (42%), delecija egzona prilikom
splajsovanja — engl. splice site deletions (10,5%) 1 vecih delecija (2,5%). Pogresne
tackaste mutacije, engl. missense (25,5%) i pojedinacne unutar-okvirne amino-
kiselinske delecije ili insercije - engl. in frame del/ins (5,5%) ne dovode do ocigledne
inaktivacije menina, ali mogu dovesti do zamene ili brisanja znac¢ajnih amino-kiselina.
Za njihovu kona¢nu karakterizaciju kao benigne ili patoloske promene, neophodno je
dodatno ispitivanje i praéenje [94]. lako su mutacije prisutne u kompletnom
kodiraju¢em regionu MEN1 gena, moze se primetiti odredeni obrazac rasporeda
razl¢itih tipova mutacija. Pogresne missense i male in-frame del/ins su najfrekventntije
unutar evoluciono konzerviranih regiona menina. Nonsense mutacije su takode
neravnomerno rasporedene, ali ih ima i u evoluciono nekonzerviranim regionima, $to se
moze objasniti nejednakim rasporedom potencijalnih mesta gde se zamenom jednog
nukleotida mogu formirati stop kodoni. Mutacije pomaka imaju ujednaceniji raspored,

zabeleZene su u repetitivnim delovima sekvence [95].

Do sada je identifikovano 7 polimorfizama koje ¢ine sinonimne ili nesinonimne
amino-kiselinske zamene u kodiraju¢im deovima gena. Njihovo poznavanje je vazno
kako bi se adekvatno okarakterisale kao nepatogene genske varijante koje ne dovode do
nastanka MEN1 sindroma (tabela 4). Ipak, neke od nesinonimnih zamena, poput
R171Q, su primecene i kod pacijenata sa sporadicnim i familijarnim MEN1 sindromom,

te je preporuka da se pacijenti sa ovom genskom alteracijom pazljivo prate [96].

Za razliku od germinativnih mutacija gde je prva inaktivacija alela germinativna
a druga somatska, sporadi¢ni tumori imaju dve somatske inaktivacije MEN1 gena.
Somatske mutacije u MEN1 genu su prijavljene u slede¢im tumorima: glukagonom
(60%), VIPom (57%), NF-pNET (44%), gastrinom (38%), brNET (35%), adenom
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parastitaste zlezde (35%), lipom (28%), insulinom (2-19%), angiofibrom (10%), tumori

adenohipofize (3,5%) i adrenokortikalni tumori (2%) [81]. Kao i kod gernimativnih

mutacija, ne postoje hot-spotovi niti genotip-enotip korelacija a tipovi mutacija se

javljaju sa istom ucestalos$¢u kao i u familijarnom MENI.

Tabela 4. Polimorfizmi MEN1 gena. Preuzeto iz Agarwal SK i sar [81]

Lokalizacija Zamena Posledica Tip Ucestalost
hg19 (dbSNP) kodona kraceg
alela (%)

1 11:64577552 G/T CTG/CTT  p.LeulOLeu  Sinonimna 0.07
(rs371192390)

2 11:64577147 C/IT AGC/AGT p.Serl45Ser  Sinonimna 2.9
(rs61736636)

3 11:64575505 G/A CGG/ICAG p.Argl71GIn Nesinonimna 1.2
(rs607969)

4 11:64572602 C/IT GAC/GAT p.Asp418Asp Sinonimna 39.3
(rs2071313)

5 11:64572560 CTG/ICTA  p.Leud432Leu Sinonimna 0.1
G/A(rs138770431)

6 11:64572557 C/IT CACI/ICAT p.His433His  Sinonimna 0.72
(rs540012)

7 11:64572018 G/A GCA/ACA p.Ala541Thr  Nesinonimna 6.2
(rs2959656)

Ucestalost kraceg alela dobijena iz baze podataka Exome aggregation Consortium-a (EXAC), koja

pokriva 60,706 nesrodnih ispitanika koji su sekvencirani u okviru razli¢itih populacionih genetskih

studija.
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1.4.4. Genotip — fenotip korelacija

Iako je u viSe velikih studija pokazano da ne postoji korelacija izmedu tipa ili
lokalizacije mutacija unutar gena (genotip) sa klinickom prezentacijom (fenotip),
postoje izuzeci. lzgleda da su mutacije koje skracuju protein (frame shift, splice site,
nonsense) povezane sa vecom incidencijom karcinoida timusa i malignih NET [97,98].
U studiji Lima i sar. mutacije koje skracuju protein su pokazane u vise od 90%
pacijenata sa karcinoidom timusa. Nadeno je da mutacije koje skracuju protein a
locirane su u N-terminalnom i C- terminalnom regionu (egzoni 2, 9 ili 10) odlikuje
znatno veca ucestalost malignih pNET 1 znatno kraéi period bez boesti (engl. disease
free survival), §to ide u prilog agresivnijeg tumora. [15]Nadena je i veca ucestalost
mutacija koje skracuju protein kod pacijenta sa MEN1gyrin fenotipskom varijantom, koja
se odlikuje visokom ucestalo$¢u prolaktinoma i niskom ucestalo$¢u gastrinoma [15,16].
Velika tasmanijska MEN1 prodica koja broji vise od 160 ¢lanova ima istu ¢.446-3C>G
mutaciju u MEN1 genu; jedna porodic¢na linija se prezentuje prolaktinom u vise od 50%
¢lanova, dok je PRL u drugoj porodi¢noj liniji redak [17]. Ovakav nalaz upucuje na
moguce dodatne genetske faktore koji mogu modifikovaati MENI ekspresiju.
Postojanje MEN1 mutacije pokazano je kod 42 porodice sa izolovanim PHPT a cak
38% pacijenata je imalo missens mutacije, koje ne bi trebalo da dovedu do skracenog
odn. inaktivnog proteina. Ovaj broj je znafajno vei nego zastupljenost missens
mutacija medu MENI1 pacijentima [5]. Konac¢no, u velikoj GTE studiji na 806 MEN1
pacijenata je pokazano da su mutacije koje zahvataju JunD intereagujuci deo proteina
povezane sa vec¢im rizikom od smrti (HR = 1.88: 95%-Cl = 1.15-3.07). Uprkos
navedenim primerima, direktna veza genotipa i fenotipa na ovako velikom broju

pacijenata nije nadena [6].
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Ciljevi istrazivanja

1. Ustanoviti prevalenciju MEN1 sindroma u nasoj populaciji
2. Analiza klinickih karakteristika pacijenata sa MEN1 sindromom
3. Analiza mutacija u MEN1 genu konstitutivne DNK i korelacija sa klini¢kom slikom

4. Analiza mehanizma inaktivacije MEN1 gena u MEN1 tumorima endokrinog i van

endokrinog sistema.
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Studija se sastoji iz dva dela. Prvi deo studije je retrospektivna studija kohorte,
kojom su analizirane klinicke, patohistoloske i genetske karakteristike pacijenata sa
MEN1 sindromom. Drugi deo studije je eksperimentalni, obavljen na uzorcima
tumorskih tkiva pacijenata sa MEN1 sindromom dobijenih iz parafinskih kalupa nakon
operacije tumora. Studija je odobrena od strane Etickog komiteta Medicinskog fakulteta

u Beogradu i svi ispitanici su potpisali pismeni pristanak za ucesée u studiji.

3.1. Ispitanici

Analizirana je medicinska dokumentacija 102 uzastopna pacijenta leCena u
Klinici za endokrinologiju, dijabetes i bolesti metabolizma Klinickog centra Srbije, na
Odeljenju za endokrine tumore i nasledne kancerske sindrome u periodu od 2004. do
2017. godine. Pacijenti su ukljuéeni u analizu ukoliko su zadovoljavali bar jedan od

navedenih kriterijuma:

1) postojanje dva ili vise od tri klasiéna MEN1 tumora — PHPT, pNET ili tumor hipofize
2) postojanje multiplih adenoma parastitastih Zlezdi dijagnostikovanih pre 40. godine

3) rekurentni hiperparatiroidizam

4) postojanje gastrinoma ili multiplih pNET dijagnostikovanih u bio kom uzrastu

5) postojanje jednog od klasi¢énih MEN1 tumora udruzenog sa drugim NET bilo koje
lokalizacije (atipi¢ni MEN1)

3.2. Dijagnosti¢ki kriterijumi za MEN1 sindrom i Kklasifikacija MEN1

sindroma

Dijagnoza MENI je postavljena na osnovu jednog od tri vazeca kriterijuma za

dijagnozu MEN1 sindroma:

1) klinicki — postojanje dva ili vise klasiénih MEN1 tumora (PHPT, pNET,

tumor hipofize)
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2) familijarni — postojanje jednog klasiénog MEN1 tumora i srodnika prvog
stepena sa klinickom dijagnozom MEN1
3) genetski — postojanje mutacije u MEN1 genu, ukljucujuéi i asimptomatske

nosioce [35].

MENI je oznaéen kao familijarni ukoliko je dijagnostikovan kod prvog srodnika
pacijenta sa jednim ili viSe MEN1 tumora. MEN1 je oznaden kao sporadic¢ni ukoliko
pacijent zadovoljava klinicke ili genetske kriterijume ali nema obolele srodnike. MEN1
fenokopija definisana je odsustvom mutacije u MEN1 genu kod pacijenta sa klinickom

dijagnozom MEN1 sindroma.

Vreme dijagnoze definisano je staroS¢u kada je bolest prvi put prepoznata kao
MENI sindrom. Pocetak bolesti definisan je uzrastom u kojem je dijagnostikovan prvi

tumor.

3.3. Dijagnoza MEN1 tumora

Primarni hiperparatiroidizam je definisan postojanjem hiperkalcemije u

prisustvu povecanog ili neadekvatno normalnog nivoa PTH u viSe merenja [99].

Dijagnoza pankreasnog neuroendokrinog tumora kod najveceg broja pacijenata
je postavljena na osnovu patohistoloskog nalaza po operaciji primarnog tumora ili
biopsiji sekundarnih depozita. Ukoliko tumor nije operisan, postojanje pNETa je
definisano CT/NMR nalazom, endoskopskim ultrazvu¢nim pregledom, pozitivnom
scintigrafijom neuroendokrinih tumora (Octreoscan) ili Ga%-PET CT vizualizacijom, sa
ili bez povecanja neuroendokrinih tumorskih markera (hromogranin A, neuron-

specifi¢na enolaza) [100].

Tumor hipofize je definisan postojanjem tumora na NMR selarne regije sa ili
bez povecanih hormona prednjeg reznja hipofize, kao i patohistoloskim nalazom
ukoliko je tumor operisan. Klasifikacija razlicitih tipova funkcijskih tumora hipofize
(prolaktinom, somatotrofni, kortikotrofni, tireotrofni ili gonadotrofni adenom) bazirana

je na vazeéim preporukama [101-104].
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Tumor nadbubrega dijagnostikovan je NMR/CT-om abdomena i
patohistoloskim nalazom kod operisanih pacijenata. Klasifikacija razlicitih tipova
funkcijskih tumora nadbubrega (feohoromocitom, korizol-sekretujuéi, androgen-

sekretujuci, aldosteron-sekretujuéi ili nefunkcijski tumori) vrSena je na osnovu vazecih

preporuka [105,103,106].

Neuroendokrini tumor bronha definisan je CT/NMR nalazom, Octreoscan-om ili
Ga®®-PET CT-om i patohistoloskom analizom dobijenom operacijom tumora ili
endoskopskom biopsijom. Neuroendokrini tumor timusa definisan je CT/NMR
nalazom, Octreoscan-om i patohistoloskim nalazom dobijenim transtorakalnom

bipsijom ili operacijom [107].

Tumori van endokrinog sistema definisani su patohistoloski po operaciji.

3.4. Prevalencija MENL1 sindroma

Za izraCunavanje prevalencije koriS¢eni su podaci iz Genteske laboratorije
Klinike za endokrinologiju, dijabetes i bolesti metabolizma, gde su dijagnostikovani svi
MENL1 pacijenti sa mutacijom u MEN1 genu na teritoriji Republike Srbije, ukupno 85
do 2016. godine.

Prevalencija je raCunata standradnim metodama, na dan 31.12.2016. uz
koris¢enje populacije Srbije za istu godinu, na dan 30.06. 2016. Intervali poverenja na
nivou 95% racinati su prema metodi za retke dogadaje. Standardizovana prevalencija
raCunata je metodom direktne standardizacije uz koriS¢enje Standradne populacije

Evrope, kao komparatora.

3.5. Genotipizacija

Svim pacijentima je u okviru standardne klinicke obrade za vreme
hospitalizacije uzet uzorak periferne krvi (6ml pune krvi) za analizu prisustva mutacija
u MEN1 genu, nakon $to je od strane svakog pacijenta dobijeno pismeno odobrenje za

izvodenje genske analize. Ukoliko direktnim sekvenciranjem MEN1 gena nije nadena
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tackasta mutacija, sprovedena je multipleks ligaciono zavisna amplifikacija proba u
cilju detekcije delecija i duplikacija regiona DNK. Ovako dobijeni podaci o genetskim
alteracijama MEN1 gena retrospektivno su analizirani u pogledu tipa mutacija,
lokalizacije u MEN1 genu, efekta mutacije i korelacije sa klinickom prezentacijom
MEN1 sindroma. Posto su podaci retrospektivno koris¢eni, proces detekcije alteracija

MEN1 gena nije detaljno naveden.

Analiza mutacija sprovedena je na genomskoj DNK, izolovanoj iz leukocita
periferne krvi koriste¢i Pure Link Genomic DNA Mini Kit (Termo Fisher Scientific,
SAD), prema instrukcijama proizvodada. Citav kodirajuéi region plus graniéni intronski
regioni MEN1 gena koji okruzuju mesta iskrajanja (egzoni 2-10) analizirani su PCR
sekvenciranjem (PCR, engl. Polymerase chain reaction) koristeci specificne prajmere.
Direktnno DNK sekvenciranje koriste¢i Big Dye Terminator v3.1 Ready Reaction
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, SAD) sprovedeno je na automatizovanom
ABI PRISM 3130 genetskom analizeru (Applied Biosystems, SAD) i analizirano
pomoéu ABI DNA Sequencing Analysis softvera v5.2. Svi uzorci kod kojih nije
pokazana tackasta mutacija u MEN1 genu analizirani su na postojanje delecija pomocu
SALSA MLPA P017-C1 MEN1 kita (MRC-Holland, Holandija). Za fragmentnu i
komparativnu analizu MLPA uzoraka koris¢en je Coffalyser.NET Software (MRC-
Holland, Holandija). Analizirani su i DNK uzorci dobijeni od zdrave i negativne
kontrole. Odnos ispod 0.7 ili preko 1.3 smatran je grani¢nim vrednostima za

heterozigotnu deleciju odn. amplifikaciju.

3.6. Analiza tumorskih tkiva

Gubitak heterozigotnosti 11q13 lokusa analiziran je na uzorcima 30 razlicitih
MEN1 tumora dobijenih ih parafinskog bloka nakon operacije tumora. Reprezentativni

uzorak tumorskog tkiva je odabran od strane patohistologa.
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3.6.1. Deparafinizacija tkiva

Tumorsko tkivo za izolaciju DNK dobijeno je deparafinizacijom 4-5 parafinskih
iseCaka (preseka) debljine do 10p, nakon Sto je u parafinskom bloku od strane
patohistologa identifikovano tumorsko tkivo. Deparafinizacija je postignuta
inkubacijom uzorka od 2-3 minuta u destilovanoj vodi, zagrejanoj do temperature od
90-95°C (tacka topljenja parafina iznosi oko 70°C). Ovaj proces je ponovljen tri puta,
¢ime je omoguceno topljenje kompletne koli¢ine parafina i odvajanje od tumorskog
tkiva [108].

3.6.2. lIzolacija DNK

Za izolaciju DNK iz uzoraka tkiva upotrebljen je standardni protokol za fenol-

hloroform-izoamilalkoholnu izolaciju (Modifikovano Holand JL i sar. 1995) [109]:

1. U tubu od 1.5 ml dodavano je tumorsko tkivo dobijeno deparafinizacijom, 400 pl
digestionog pufera (100 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI, 25 mM EDTA, pH8), 30 pl SDS
i 30 pul proteinaze K (Proteinase K Solution,20 mg/ml; Applied Biosystem, Foster City,
SAD).

2. Smesa je inkubirana preko no¢i na 37 °C.

3. Smesi je dodavano 30 pl proteinaze K, a zatim je inkubirana 60 minuta na 56 °C i
potom preko noc¢i na 37 °C.

4. U uzorke je dodavano 490 ul smese fenol-hloroform-izoamilalkohol u razmeri
25:24:1.

5. Uzorci su vorteksovani 15 s i centrifugirani na 5000 rpm 5 min.

6. Gornja faza je prebacena u novu tubu od 1.5 ml i dodavano je 490 pl smese
hloroforma-izoamilalkohol u odnosu 24:1.

7. Uzorci su vorteksovani 15 s i centrifugirani na 5000 rpm 5 min.

8. Gornja faza je prebacena u novu tubu od 1.5 ml i dodavani su natrijumacetat u
finalnoj koncentraciji od 0.3 M i 2.2 volumena 96 % etanola, zatim su ostavljani na - 20
0C preko no¢i.

9. Uzorci su centrifugirani na 10000 rpm 15 minuta, na 4 0C.
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10. Precipitat DNK je ispiran dodavanjem 500 pl 70 % etanola, a smeSa je zatim
centrifugirana na 10000 rpm 5min.

11. Etanol je odlivan i tube sa DNK su ostavljane na sobnoj temperaturi do potpunog
isparavanja tecnosti.

12. DNK je resuspendovana u TE puferu (pH 7.5) (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA,

pHB8) ili u dejonizovanoj vodi i inkubirana na 37 °C preko no¢i.

DNK je kvantifikovana koris¢enjem spektrofotometra, merenjem apsorbancije na

talasnoj duZini od 260 nm (GeneQuant, GE Helthcare, Svedska) i ¢uvana na - 20 °C.

3.6.3. Analiza gubitka heterozigotnosti 11913 lokusa

Devet polimorfnih mikrosatelitnih markera (tabela 5) koji okruzuju gen MEN1
(slika 5) amplifikovano je metodom lancane reakcije polimerizacije (engl. Polymerase
Chain Reaction, PCR) primenom MyTaq™DNA Polymerase PCR kita (Bioline, UK)
[110,111]. Komponente reakcione smese i temperaturni profili reakcije predstavljeni su

u tabelama 6 7.

Amplifikovani fragmenti su elektroforetski razdvojeni na automatskom cetvoro-
kapilarnom genetickom analizatoru 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
SAD). Duzina fragmenata je odredena poredenjem sa internalnim GeneScan™ - 500
LIZ™ Size standardom (Applied Biosystems, SAD). Intenzitet signala (visina pikova)
PCR produkata za svaki pojedinacni marker tumorskog tkiva poreden je sa intenzitetom
signala svakog pojedinaénog markera kontrolne DNK (DNK izolovana iz leukocita
periferne krvi pacijenata). GeneScan softver za analizu fragmenata (Applied
Biosystems, SAD) je koris¢en za merenje visine (h) dva glavna pika P1 (kra¢i) i P2
(duzi) 1 za izraCunavanje njihovog odnosa r=P2/P1. Gubitak heterozigotnosti je
odredivan izracunavanjem odnosa AIR (eng. Allelic Imbalance Ratio, AIR) prema
slede¢oj formuli AIR=r(normalno)/r(tumor). Kod uzoraka sa vrednostima AIR<0.5 za

bar jedan od ispitivanih markera potvrden je gubitak heterozigotnosti.
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Slika 5. Sematski prikaz lokalizacije MEN1 gena i 9 mikrosatelitnih
markera od D11S480 do D11S913 koris¢enih za analizu gubitka heterozigotnosti
(modifikovano Manikam i sar, 1997) [110].
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Tabela 5. Sekvenca prajmera koriséenih za amplifikaciju mikrosatelitnih markera

Ime markera  Sekvenca prajmera Duzina amplifikata Fluoroscentn T °C Program
(bp) i za PCR
marker reakciju
D11S480 F-CCCTCTGCCTCTCTTCAAAT* 189-201 *FAM 60°C GH9
R-TTTGAGGTAGGCTTCGTATA
D11S1883 F-TTCAGTAACAGGAGACAAAAGG* 264 *VIC 56°C GH8
TGGTTTCGGATCTCTTCTCA
PYGM F- CTAGCAGAGTCCACCTACTG* 156-190 *NED 56°C GH8
R- GCTGTCAGGTAGCAACTGAC
D11S449 F- GGTGAAAAAACACACTTGTCTG* 215 *PET 60°C GH9
R- GGCGACATAGTGAGATCCTGT
D11S913 F- CATTTGGGAAATCCAGAAGA* 221-227 *NED 50°C GH1
R- TAGGTGTCTTATTTTTTGTTGCTTC
D11S4936 F- GCTTGCAGTGAGCCGAGATTG* 142 *VIC 63°C GH6
R- CAAAACAACGACACAAAAAAGCC
D11S599 F- AGATCACCTGTCTGGCTTCAC* 170 *PET 60°C GH9

R- CAGCCTGGGCAAGAAGA
D11S4907 F- ACTGCCTCAAAAACACTCTCCTC* 115 *FAM 60°C GH9
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R-TCACCCTCTTGTCATCATCATCTC
D1154908 F- 168 *NED 60°C GH9
TGTTGAAAAATATGTATATGTAGGTTT
G*
R-CTGGGGCTATTGCTTTGTCC

GH - gubitak heterozigotnosti

Tabela 6. Komponente reakcione smesSe PCR reakcije

Reakciona smesa Finalna koncentracija  Zapremina (ul)

DNK 100 ng

MyTaq Reaction Buffer 1x 5ul

MyTag DNA Polymerase 2 U 0.2 pl

Prajmer miks (R i F) 0.2 uM po 0.25 pl

Rnase-free voda do finalne zapremine od 25 pl
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Tabela 7. Temperaturni profil PCR reakcije

GH9
Inicijalna denaturacija 35 ciklusa Finalna ekstenzija
94°C/4min Denaturacija | Hibridizacija | Elongacija 72°C/2min
94°C/30s 60°C/30s | 72°C/1min
GHS8
Inicijalna denaturacija 35 ciklusa Finalna ekstenzija
95°C/4min Denaturacija | Hibridizacija | Elongacija 72°C/5min
95°C/40s 56°C/40s 72°C/30s
GH1
Inicijalna denaturacija 30 ciklusa Finalna ekstenzija
94°C/4min Denaturacija | Hibridizacija | Elongacija 72°C/2min
94°C/30s 50°C/30s | 72°C/30s
GH6
Inicijalna denaturacija 35 ciklusa Finalna ekstenzija
95°C/4min Denaturacija | Hibridizacija | Elongacija 72°C/5min
95°C/40s 63°C/40s 72°C/30s
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3.7. Statisti¢ka analiza podataka

Statisticke analize su radene pomocu programa SPSS (SPSS for Windows,17.0).
Vrednost statistickih testova manja od 0.05 (p<0.05) je smatrana znacajnom.
Normalnost raspodele kontinuiranih varijabli je proveravana pomocu Kolmogorov-
Smirnov testa. Sve kontinuirane varijable sa normalnom raspodelom podataka su
prikazivane kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (SD), a razlike izmedu
grupa su analizirane parametrijskim Studentovim T testom. Kontinuirane varijable koje
nisu imale normalnu raspodelu su logaritamski transformisane i ukoliko se time
postizala normalnost raspodele, nadalje su analizirane gore navedenim parametrijskim

testom.

Kategoricke varijable su analizirane primenom %2 testa ukoliko su bili
zadovoljeni kriterijumi, odnosno Fisherovim testom tacne verovatnoce ako nisu bili

zadovoljeni kriterijumi.

Ukupno prezivljavanje procenjeno je na osnovu Kaplan Majerove metode, a

razlika izmedu prezivljavanja dve grupe analizirana je primenom Log rank testa.

Procena znacajnosti prediktora postojanja mutacije u MEN1 genu za postupak
binarne logisticke regresione analize je sprovodena pojedina¢nim forsiranim unosom

(Enter) varijabli u model.
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4.1. Prevalencija MENL1 sindroma

Podaci za ukupnu prevalenciju MEN1 sindroma, kao i prevalenciju MEN1
sindroma po polovima, prikazana je u Tabeli 8. Uzrastno specifi¢na prevalencija MEN1

sindroma na ukupnom broju MEN1 pacijenata data je u Tabeli 9.

Tabela 8. Prevalencija MEN1 sindroma (sa mutacijom u MEN1 genu)

Oboleli Populacija* Prevalencija/1000000 95%CI

Ukupno 61 7095383 8.59714 6,61-11,18
Muskarci 22 3455335 6.366966 3,89-9,80
Zene 39 3640048 10.71414 7,65-14,57

*Populacija Republike Srbije na dan 30.06. 2016. godine
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Tabela 9. Uzrastno specificna prevalencija MEN1 sindroma (pacijenti sa

mutacijom u MEN1 genu)

Broj Populacija* | Uzrastno ESP Ocekivani
Pacijenat specificna broj obolelih
a prevalencija
Muskarci
0-19 6 566561 10.59021 29000 3.071161
20-29 4 445217 8.984383 14000 1.257814
30-39 11 503545 21.84512 14000 3.058317
40-49 0 475190 0 14000 0
50+ 1 1318787 0.758273 29000 0.219899
7.60719
Zene
0-19 11 671757 16.37497 29000 4.748741
20-29 5 423745 11.79955 14000 1.651937
30-39 12 487721 24.60423 14000 3.444592
40-49 4 478846 8.353416 14000 1.169478
50+ 7 1577979 4.436054 29000 1.286456
12.3012
Ukupno
0-19 17 1238318 13.7283 29000 3.981207
20-29 9 868962 10.35718 14000 1.450006
30-39 23 991266 23.20265 14000 3.248371
40-49 4 954036 4192714 14000 0.58698
50+ 8 2896766 2.7617 29000 0.800893
10.06746
0-19 17 1238318 13.7283 29000 3.981207

*Populacija Republike Srbije na dan 30.06.

populacija

2016. godine; ESP — Evropska standardizovana
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4.2. OpSte karakteristike ispitanika

Studijom je obuhvacéeno 75 indeksnih pacijenata i 27 ¢lanova porodice sa MEN1
sindromom. Ukupno je analizirano 102 pacijenta sa MEN1 sindromom oba pola, ali su
zene bile zastupljenije od muskaraca (68,6% odn. 31,4%). Prosecni period pracenja

pacijenata iznosio je 9,6 + 7,0 godina.

Mutacija u MEN1 genu nadena je kod 53,3% indeksnih slucajeva (40/75), a u
65,7% ukupnog broja pacijenata (67/102). Familijarni MENL1 je dijagnostikovan u 59
(56,9%) pacijenata koji su pripadali 31 razli¢itoj porodici. Sporadicni MEN1
dijagnostikovan je u 43 (42,1%) pacijenta, od cega je bilo 8 nosilaca mutacije (11,9%
od svih nosilaca) (grafikon 1). Pedeset tri (79,1%) nosioca mutacije je imalo ispoljenu
klinicku sliku u trenutku dijagnoze, dok je 14 (20,9%) pacijenata pripadalo

asimptomatskim ¢lanovima porodice.

Prosecna starost ispitanika u trenutku kada je MENI1 dijagnostikovan iznosila
41,1 £+ 18,7 godina, u rasponu od 3 do 72 godine. Prosecna starost u trenutku pocetka
bolesti iznosila je 42.3 + 15,1 godinu. Medu pacijentima dijagnostikovanim u uzrastu
ispod 30 godina (28/102, 27,5%), svi osim jednog (96,4%) su bili nosioci mutacije.
Najmladi pacijent sa ispoljenim MEN1 sindromom imao je 13 godina, a inicijalni tumor
je bio tumor hipofize. Starost u trenutku postavljanja dijagnoze asimptomatskih
pacijenata bila je statisticki znacajno niza nego kod klinicki ispoljenih pacijenata (16,5

+ 13,6 odn. 44,9 + 16,3 godine).

80
67
60
40
35
20 34
0 1
mutacija + mutacija -
Mutacija + Mutacija - | familijarni sporadicni

Grafikon 1. Ucdestalost mutacija u MEN1 genu i zastupljenost familijarnih i

sporadi¢nih formi
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4.3. Fenotipske karakteristike

Nakon iskljucenja 14 asimptomatskih pacijenata, fenotipske karakteristike su

analizirane na 88 pacijenata. Fenotipovi MEN1 prikazani su na grafikonu 2.
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PA — pituitarni adenoma, PHPT — prim. hiperparatiroidizam, dpNET — duodenopankreasni
neuroendokrini  tumor, brNET - neuroendokrini tumor bronha, SCLNEC - sitnocelijski

neuroendokrini karcinom pluca, Pgl — paragangliom

Grafikon 2. MENL1 fenotipovi

4.3.1. Primarni hiperparatiroidizam

Primarni hiperparatiroidizam je bio naj¢es¢a komponenta MEN1 sindroma medu
pacijentima (70/88, 79,5%). Prosec¢na starost u trenutku dijagnoze iznosila je 45.9 +
14.9 godina. Kao prva manifestacija bolesti javio se kod 23 (26,1%) a kao jedina
komponenta kod 7 (8%) pacijenata sa MEN1 sindromom (prosec¢an period pracenja 7 +
6,4 godine). ProseCan preoperativni nivo jonizovanog kalcijuma iznosio je 1,47 + 0,2
mmol/l. Proseéna preoperativna vrednost PTH bila je 1494 + 164,1 ng/L.
Simptomatska bolest dijagnostikovana je kod 24 (34,3%) pacijenta, osteoporoza kod 12
(50%), kalkuloza bubrega kod 14 (58,3%).
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Operacija je sprovedena kod 44 (50%) pacijenta, a patohistoloski podaci su bili
dostupni za 40 pacijenata. Poliglandularna bolest dijagnostikovana je kod 25/40 (62,5%)
pacijenata, hiperplazija kod 24/40 (60%), adenom kod 18/40 (45%).

4.3.2. Tumor hipofize

Tumor hipofize dijagnostikovan je kod 59/88 (67%) pacijenata, a ¢ak kod 84,2%
mladih od 30 godina (16/19). Prosecan uzrast u kom je dijagnostikovan tumor hipofize
iznosio je 40.8 + 15.8 godina, $to ga ¢ini tumorom sa najranijom pojavom u ovoj grupi
pacijenata. Tumor hipofize je bio inicijalna manifestacija kod 41 (69,5%), sa proseénim
vremenom dijagnoze u 37.6 + 15.6 godini. Kao jedina MEN1 manifestacija
dijagnostikovan je kod 6/88 (6,8%), tokom prose¢nog perioda pracenja od 8,7 + 5,7

godina.

Makroadenomi su bili ¢e$¢i od mikroadenoma (42% odn. 23.9%), a funkcijski
tumori c¢es$¢i od nefunkcijskih (44,3% odn. 22,7%). Posmatraju¢i sveukupno tipove
tumora hipofize, najce$¢i su bili nefunkcijski tumori i1 prolaktinom (33,9%),
akromegalija je bila zastupljena kod 22% a Mb. Cushing i TSH-sekretujuc¢i adenom kod
5,1% pacijenata (Grafikon 3). Samo jedan (1,7%) pacijent je imao multicentri¢ni tumor

hipofize i taj pacijent je bio nosilac mutacije u MEN1 genu.
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NF — nefunkcijski tumor, PRL — prolaktinom, HR — akromegalija, ACTH - kortikotropinom, TSH —

tireotropinom

Grafikon 3. Ucestalost tipova tumora hipofize
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4.3.3. NET pankreasa i duodenuma

Neuroendokrini tumori duodenuma i pankreasa dijagnostikovani su kod 27/88
(30.7 %), sa prose¢nom staros¢u od 43.5 + 14.3 godina. Kao inicijalna manifestacija su

dijagnostikovani kod 15 (17.4%) pacijenata, prosecno u 43.2 + 16.2 godini. Multipli

-----

tumori (48,1%), potom gastrinomi i insulinomi (25,9%) (grafikon 4).
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NF — nefunkcijski, MiNEN — miksna neuroendokrina-neneuroendokrina neoplazma

Grafikon 4. Ucestalost podtipova dpNET

Osam (33,3%) je imalo metastatsku bolest: regionalni limfni nodusi 4 (50%),
nadbubreg (37,5%), jetra 2 (25%) i pluca 1 (12,5%). Operativno lecenje je primenjeno
kod svih pacijenata sa funkcijskim tumorima i 6 (46,2%) pacijenata sa nefunkcijskim
dpNET. Srednji dijametar tumora koji su operisani iznosio je 46,3 + 26,3 mm, dok je

srednji dijametar neoperisanih tumora iznosio 10,6 + 7,5 mm.
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4.3.4. Ostali endokrini tumori

Neuroendokrini tumori bronha dijagnostikovani su kod 20 (22.7 %) pacijenata, i
to 8 tipiénih (TK), 9 atipi¢nih karcinoida (AK), 3 sitnocelijska neuroendokrina
karcinoma plu¢a (SCLNEC) i 1 difuzna idiopatska hiperplazija neuroendokrinih ¢elija
pluca (engl. diffuse idiopatic pulmonary neuroendocrine cell hyperplasia, DIPNECH).
Prose¢na starost kada je dijagnostikovan brNET iznosila je 51,3 + 12,6 godina.
Metastatska bolest dijagnostikovana je kod 9 pacijenata: medijastinalni limfni nodusi 6
(66,6 %), jetra 4 (44,4 %), CNS 3 (33,3 %) i nadbubreg 1(1,1%).

Tumor nadbubrega dijagnostikovan je kod 15 (17%) pacijenata, prosecne
starosti u trenutku dijagnoze 49,6 + 11.1 godina. Kao prva manifestacija javio se kod 3
(3,4%) pacijenata. NajceS¢e su bili asocirani sa PA/PHPT/dpNET fenotipom (6/13,
46,2%). Osim kod jednog pacijenta sa KuSingovim sindromom, nefunkcijski tumor
nadbubrega je dijagnostikovan u 93,3% pacijenata. Svi analizirani tumori su imali
radioloske karakteristike tipi¢nih adenoma. Samo tri pacijenta su operisana, jedan sa
Kusingovim sindromom i dva tokom parcijalne pankreatektomije zbog NET pankreasa,

koji su odgovarali makronoduarnoj hiperplaziji nadbubrega.

Ekstra-adrenalni pargangliom, neuroendokrini tumor tankog creva, gastri¢ni

NET tip 2 i NET timusa dijagnostikovani su kod jednog (1,1%) pacijenta (Grafikon 5).
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brNET — neuroendokrini tumori bronha, Pgl — paragangliom, tcNET — neuroendokrini tumor tankog

creva, tNET — neuroendokrini tumor timusa, gNET tip 2 — gastri¢ni NET tip 2

Grafikon 5. Ucestalost ostalih endokrinih tumora

4.3.5. Atipi¢ni MEN1 sindrom

Medu 75 indeksnih pacijenata koji su ukljuceni u studiju, 58/75 (77.3%) je
zadovoljilo 3P kriterijume, dok 17/75 (22.7%) nije imalo dva ili visSe 3P tumora. Medu
ovim pacijentima koji su se inicijalno prezentovali atipicnim MENI sindromom,
mutacija u MEN1 genu je nadena kod 7/17 (41,2%) pacijenata (tabela 10). BrNET u
kombinacji sa PHPT otkriven je kod 6/40 (15%) nosilaca mutacije u trenutku kada je
postavljena dijagnoza MEN1. Cetiri od 40 (10%) pacijenata je zadrzalo isti fenotip u
trenutku ukljucenja u studiju (period pracenja 9,3 + 4,8 godina, u rasponu od 4 — 17
godina, proseCna starost 58,3 + 5,6 godina) dok su dva pacijenta stekla
brNET/PHPT/PA/ApNET i brNET/PHPT/dpNET fenotipove. Jedan pacijent (2,5%) se
prezentovao samo postojanjem brNET tokom celog perioda praéenja od 26 godina, a
jedan samo postojanjem sitnocelijskog karcinoma tokom godinu dana pracenja. Jedan
pacijent (2,5%) se incijalno prezentovao ekstra adrenalnim paragangliomom, a tumor
hipofize dijagnostikovan je tri godine kasnije. Sveukupno gledano, 17/88 (19,3%) od
ukupnog broja odn. 7/40 (17.5%) nosilaca MEN1 mutacije se preznetovalo van klasi¢ne

3P trijade, odn. atipicnim MENI1 sindromom (grafikon 6).
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Tabela 10. Postojanje aktuelnih Kklini¢kih Kkriterijuma (= 3P tumora) kod

pacijenata sa i bez MEN1 mutacije

Klini¢ke karakteristike indeksnih pacijenata

3P kriterijumi + 3P kriterijumi -
MEN1 mutacija + n/N (%) 33/40 (82.5%) 7/40 (17.5%)
MEN1 mutacija - n/N (%) 25/35 (71.4%) 10/35 (28.6%)
> 58/75 (77.3%) 17175 (22.7%)

3P — engl. pancreatic, pituitary, parathyroid tumors

O P N W b U1 O N O

brNET — neuroendokrini tumor bronha, SCLNEC - sitno¢elijski neuroendokrini karcinom pluéa,
PHPT — primarni hiperparatiroidizam, PA — pituitarni adenom, Pgl - paragangliom

Grafikon 6. Fenotip pacijenata sa atipi¢cnim MEN1 sindromom

4.3.6. Tumori van endokrinog sistema

Tumori van endokrinog sistema dijagnostikovani su kod 17 (19,3%) pacijenata.

-----

karcinom S$titaste zlezde, dijagnostikovan kod 6/88 (6,8%) pacijenata i karcinom dojke,
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dijagnostikovan kod 4/88 (4,5%) pacijenata. Detaljnije karakteristike ovih pacijenata

prikazane su u tabeli 11.

Tabela 11. Karakteristike pacijenata sa tumorima van endokrinog sistema

Pacijent  Ne-endokrini tumori MEN1 tumori Mutacija
(starost u trenutku (starost u trenutku
dijagnoze) dijagnoze)
1 Ca dojke (34) Makroprolaktinom (34) 1649insC
Angiolipom (?) Tumor nadburega (35)
pNET (36)
2 Ca dojke (60) PHPT (63) P188L
TK (56)
3 Ca dojke (48) NFPA (32) 1184 1185insA
4 Ca dojke (40) PHPT (36) M1V
5 PTK (52) Gastrinom (31) 1088del7
PHPT (52)
tNET (58)
6 PTK (55) PHPT (46) 865del4(CTCG)
PNET (36)
7 PTK (29) Mikrorolaktinom (29) 1053delG
PHPT (29)
pNET (28)
MAH (30)
8 PTK (54) PHPT (54) MENL1 fenokopija
Akromegalija (58)
9 PTK (59) PHPT (59) MENZ1 fenokopija
Akromegalija (57)
10 PTK (46) PHPT (46) MENL1 fenokopija
Fibroadenom dojke (46)  Akromegalija (46)
11 Meningeom (55) NFPA(53) MEN1 fenokopija
pNET (55)
AK (53)
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Tumor nadbubrega (53)
12 Hondroidni hordom (38)  Makroprolaktinom (34) S60delG
PHPT (34)
13 Lejomiosarkom  uterusa pNET (53) 1649insC
(72) PHPT (56)
14 Mesoteliom pleure (56) PHPT (52) W220G
Angiofibrom (?) Tumor nadbubrega (52)
15 Adenokarcinom  Zeluca PHPT (70) MEN1 fenokopija
(63) dNET (63)
16 Hondroidni hordom Acromegalija (48) MENL1 fenokopija
(48) TK (53)
Meningeom (48)
17 Adenokarcinom Prolaktinom (55) MENL1 fenokopija
pankreasa (62) AK (58)

PNET — neuroendokrini tumor pankreasa, PHPT — pimarni hiperparatiroidizam, TK — tipi¢ni
karcinoid, NFPA — nefunkcijski pituitarni adenom, PTK — papilarni tiroidni karcinom, tNET —
neuroendokrini tumor timusa, MAH — makronodularna hiperplazija, AK — atipi¢ni karcinoid, dNET

— duodenalni neuroendokrini tumor

4.4. Klinicke i patohistoloske razlike nosilaca mutacije i MEN1 fenokopija

Nosioci MEN1 mutacije razlikovali su se u odnosu na pacijente sa MEN1
fenokopijom u pogledu distribucije pola, fenotipu i patohistoloskim karakteristikama
MEN1 tumora.

Grupu MENI1 fenokopija odlikovao je statisticki znacano veci broj Zena nego
grupu nosilaca MEN1 mutacije (x%= 7.35, p = 0,006, OR = 4,25, 95%ClI 1,43 — 12,70).
Analizom samo pacijenata sa mutacijom nije dobijena razlika u distribuciji pola izmedu
asimptomatskih i pacijenata sa ispoljenim MEN1 tumorima (y?= 0,06, p = 0,54)
(grafikon 7).
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negativna MEN1 mutacija; distribucija pola u odnosu postojanje klinicke slike
Grafikon 7. Distribucija polova

Grupe su se medusobno razlikovale i u zastupljenosti odredenih fenotipova.
Najc¢esci fenotip u grupi nosilaca MEN1 mutacije bio je PA/PHPT/pNET, dok je u grupi
MENI1 fenokopija najces¢i fenotip bio PA/PHPT (p < 0,01). Niko od pacijenata sa
MENL1 fenokopijom nije imao vise od dva glavna MEN1 tumora, ali su dva pacijenta

imala pridruzene brNET (grafikon 8).

25
20
15
10
5
0 I . .
L A& A A N SN & A& A& A& K& K L0 0 o K& (Lo
R A AP AP A L SR G Ll o
QQg/\ QVQg’\ TRV K QVQSZ QV\Q/\\
R R R WX KR NS
\a PANMPANIP I
N Q' R Q
RN
A\
s

B mut+ mut-

PA — pituitarni adenom, PHPT — primarni hiperparatiroidizam, dpNET — duodenopankreati¢ni
neuroendokrini tumori, brNET - neuroendokrini tumori bronha, SCLNEC - sitnocelijski

neuroendokrini karcinom pluca, Pgl - paragangliom

Grafikon 8. Fenotipovi nosilaca MEN1 mutacije i MENL1 fenokopija
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Primarni hiperparatiroidizam bio je podjednako zastupljen u obe grupe
ispitanika, ali su pacijenti sa mutacijom u MEN1 genu bilo stataisticki zna¢ajno mladi u
trenutku dijagnoze MEN1 sindroma (t = 4,45 p = 0,000). Medu operisanim pacijentima,
u grupi nosilaca MEN1 mutacije 76,6% je imalo poliglandularnu bolest, dok su pacijenti
sa MEN1 fenokopijama imali isklju¢ivo solitarni adenom paratiroidne Zlezde (p<
0,001). Hiperplazija paratiroidnih Zlezda je dijagnostikovana u 80% slucajeva, dok su
solitarni adenomi dijagnostikovani kod 26,7% pacijenata, za period pracenja od 9,9 +
7,1 godinu. Nije bilo razlike u pogledu preoperativnih vrednosti kalcijuma, PTH i
klinicke slike (tabela 12).

Tabela 12. Klini¢ke i patohistoloSke karakteristike pacijenata sa PHPT u grupi
nosilaca MEN1 mutacije i MENL1 fenokopija

Nosioci mutacije MENL1 fenokopija P

n/N, % 43/53 (81,1%) 27135 (77,1%) 0,42
Starost (godine) 40,4 +13,4 55,0 +12,7 <0,001
Operacija, n/N, % 32/43 (74,4%) 12/27 (44,4%) 0,01
Poliglandularna bolest n/N, % 23/30 (80%) / <0,001
Hiperplazija, n/N, % 24/30 (80%) / <0,001
Adenom, n/N, % 8/30 (26,7%) 10/10 (100%) <0,001
Ca?*, mmol/l * 15+0,3 14+0,1 0,3
PTH, ng/L* 179,9 + 43,6 124 +160,3 0,34
Simptomatska bolest, n/N, % 21/43 (48,8%) 13/27 (48,1%) 0,61

* vrednosti prikazane kao aritmeti¢ka sredina * standardna devijacija; PTH — paratiroidni hormon

Tumor hipofize je bio znacajno ¢es¢i u grupi pacijenata sa MEN1 fenokopijom
nego kod nosilaca MEN1 mutacije (32 = 6,58, p = 0,009). Makroadenomi su bili ¢e$¢i u
obe grupe ispitanika, nije bilo razlike u zastupljenosti funkcijskih u odnosu na
nefunkcijske tumore medu grupama (y? = 1,01, p = 0,23). Najces¢i tumor u grupi
MENTI fenokopija je bio somatotrofni adenom, dok je u grupi nosilca mutacije najcesci

tumor bio prolaktinom (tabela 13).
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Tabela 13. Klini¢ke karakteristike pacijenata sa tumorima hipofize u grupi

nosilaca MEN1 mutacije i MEN1 fenokopije

Nosioci mutacije  MEN1 fenokopija P

n/N (%) 30/53 (56,6%) 29/35 (82,9%) 0,009
Starost (godine)* 31,9+138 50,0 £12,2 <0,001
NF tumori, n/N (%) 12/30 (40%) 8/29 (27,6%) 0,23
Prolaktinom, n/N (%) 14/30 (46,7%) 6/29 (20,7%) 0,03
Akromegalija, n/N (%) 1/30 (3,3%) 12/29 (70%) < 0,001
Makroadenom, n/N (%) 17/30 (56,7%) 20/29 (70%) 0,24

* vrednosti prikazane kao aritmetiCka sredina + standardna devijacija; NF tumori — nefunkcijski

tumori

Neuroendokrini tumori pankreasa su se gotovo iskljucivo javljali u grupi
nosilaca MEN1 mutacije. ProseCna starost ispitanika u trenutku dijagnoze je bila
statisticki znac¢ajno manja u grupi nosilaca mutacije nego u grupi MENI1 fenokopije (t =
2,43, p = 0,04). Nefunkcijski tumori pankreasa su bili naj¢es¢i, potom gastrinom i
insulinom, dok su se ostali tumori pankreasa (somatostatinom, VIP-om, glukagonom,
MiINEN) javljali samo sporadicno. Multipli tumori pankreasa nadeni su u 58.3%

pacijenata sa MEN1 mutacijom (tabela 14).

Tabela 14. Klini¢ke razlike pacijenata sa pNET u grupi nosilaca MEN1 mutacije i
MEN1 fenokopija

Nosioci mutacije MEN1 fenokopija P

n/N (%) 24/53 (45,3%) 3/35 (8,6%) < 0,001
Starost (godine)* 41,0+ 13,5 58,3+ 10,6 0,04
Multipli tumori, n/N (%)  14/24 (58,3%) 1/3 (33,3%) 0,56
NF-pNET, n/N (%) 10/24 (41,7%) 3/3 (100%) 0,09
Gastrinom, n/N (%) 7124 (29,2%) / 0,40
Insulinom, n/N (%) 7124 (29,2%) / 0,39
Somatostatinom, n/N (%)  2/24 (8,3%) 1/3 (33,3%) 0,31
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VIP-om, n/N (%) 1/24 (4,2%) / 0,89
Glukagonom, n/N (%) 1/24 (4,2%) / 0,89
MINEN, n/N (%) 1/24 (4,2%) / 0,89

*Rezultat prikazan kao aritmeticka sredina + standardna devijacija; NF-pNET — nefunkcijski

neuroendokrini tumori pankreasa, MiNEN — miksna neuroendokrina — neneuroendokrina neoplazma

Neuroendokrini tumori bronha su bili statisticki znacajno zastupljeniji u grupi
MEN1 fenokopija (y? = 4,42, p = 0,03). Starost u trenutku dijagnoze brNET bila je
statisti¢ni znac¢ajno manja u grupi pacijenata sa mutacijom u MEN1 genu nego u grupi
fenokopija (x2 = 2,34, p = 0,03). Nije bilo razlike u zastupljenosti pojedinih vrsta
brNET (tipi¢ni, atipi¢ni karcinoid, SCLNEC) (tabela 15).

Tabela 15. Karakteristike pacijenata sa brNET u grupi nosilaca MEN1 mutacije i
MEN1 fenokopija

Nosioci mutacije  MENL1 fenokopija P

n/N (%) 8/53 (15,1%) 12/35 (34,3%) 0,03
Starost (godine)* 43,5+10,6 56,6 +11,3 0,02
TK, n/N (%) 4/8 (50%) 4112 (33,3%) 0,61
AK, n/N (%) 3/8 (37,5%) 6/12 (50%) 0,24
SCLNEC, n/N (%) 1/8 (12,5%) 2/12 (16,7%) 0,61

* Rezultat prikazan kao aritmeti¢ka sredina + standardna devijacija; TK — tipi¢ni karcinoid, AK —

atipi¢ni karcinoid, SCLNEC - sitno¢elijski neuroendokrini karcinom pluéa

Tumori nadbubrega su se podjednakom ucestaloS¢u javljali u obe grupe
pacijenata (11/53 (20,8%) u grupi pacijenata sa mutacijom i 4/35 (11,4%) u grupi
pacijenata sa MEN1 fenokopijom). Nije bilo razlike u starosti ispitanika kada je tumor
dijagnostikovan (47,7 + 11,2 u grupi mutiranih, odn. 55,5 + 9,8 godina u grupi MEN1
fenokopija).
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Nije bilo razlike u ucestalosti tumora van endokrinog sistema medu grupama
(10/53 (18,9%) u grupi mutiranih i 7/35 (20%) u grupi pacijenata sa MEN1
fenokopijom (tabela 6).
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4.5. Mortalitet i prezivljavanje

Tokom perioda pracenja od 6.9 + 5.8 godina, 19/102 (18.6%) pacijenata je
umrlo: 10/67 (14.9 %) nosilaca mutacije i 9/35 (25.7 %) pacijenata sa MEN1
fenokopijom. Ukupno prezivljavanje za celu grupu iznosilo je 28.4 godinu (95%CI 22.6
— 33.9 godina) (grafikon 9). Nije bilo razlike u starosti u trenutku smrti ( 56,4 + 15,3
godine kod nosilaca i 67,3 + 9,5 kod MEN1 fenokopija, p= 0,08) i ukupnom
prezivljavanju izmedu nosilaca mutacije (31,6 godina (95%CI 24,6 — 38,5 godina) i
pacijenata sa MEN1 fenokopijom (18,9 godina (95%CI 13,4 — 24,3%).

Osim dva pacijenta sa mutacijom u MEN1 genu koji su umrli zbog
kardiovaskularnog uzroka, 17/19 (89.4 %) pacijenata je umrlo zbog malignog tumora a
5/17 (29.4%) je umrlo zbog tumora van endokrinog sistema (tabela 16). BrNET je bio
uzrok smrti kod 3/10 (33.3%) pacijenata sa mutacijom u MENL1 genu, odn. 7/9 (77.8%)
pacijenata sa MEN1 fenokopijom ali nisu uticali na ukupno prezivljavanje pacijenata sa
MEN1 mutacijom (16.8 godina (95%CI 8.9 — 24.4) kod pacijenata sa brNET odn. 25.8
godina (95%CI 20.7 — 30.9) kod pacijenata bez brNET, p= 0.11). Nasuprot tome, u
grupi pacijenata sa MENI1 fenokopijom, brNET je znacajno skratio ukuno
prezivljavanje afektiranih pacijenata (9.3 godina (95%CI 5.8 — 12.8) sa brNET odn. vs.
27.8 godina (95%CI 25.6 — 30.1) bez brNET, p<0.001) (grafikon 10).
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Grafikon 9. Ukupno prezivljavanje pacijenata u odnosu na postojanje mutacije

Tabela 16. Uzroci smrti pacijenata sa MEN1 sindromom

Pacijent Uzrok smrti MENL1 status

1 Metastatski karcinom dojke Nosilac mutacije
2 Pleuralni mezoteliom Nosilac mutacije
3 Infarkt miokarda Nosilac mutacije
4 Metastatski AK Nosilac mutacije
5 Metastatski AK MENL1 fenokopija
6 Metastatski AK Nosilac mutacije
7 Metastatski SCLNEC Nosilac mutacije
8 Metastatski pNET Nosilac mutacije
9 Lejomiosarkom uterusa Nosilac mutacije
10 tNET Nosilac mutacije
11 Cerebrovaskularni insult Nosilac mutacije
12 Hondroidni hordom MEN1 fenokopija
13 HHM, metastatski AK MENL1 fenokopija
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14
15
16
17
18
19

Metastatski AK
Metastatski AK

SCLNEC

Adenokarcinom pankreasa
SCLNEC

Metastatski AK

MENZ1 fenokopija
MENZ1 fenokopija
MENL1 fenokopija
MENL1 fenokopija
MEN1 fenokopija
MENZ1 fenokopija

AK — atipi¢ni karcinoid, SCLNEC - sitnocelijski neuroendokrini karcinom pluc¢a, pNET -

neuroendokrini tumor pankreasa, tNET — neuroendokrini tumor timusa, HHM - humoralna

hiperkalcemija u malignitetu
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Grafikon 10. Ukupno prezivljavanje u odnosu na postojanje brNET
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4.6. Prediktori mutacije u MEN1 genu

Kao statisticki znacajni klinicki prediktori MEN1 mutacije izdvojile su sledece

varijable: zenski pol, godine u trenutku dijagnoze, postojanje tumora hipofize, pNET,

akromegalije, prolactinoma i poliglandularna bolest parastitastih zlezda (tabela 17).

Tabela 17. Univarijantna logisticka regresiona analiza klini¢kih prediktora MEN1

mutacije

Model B (SE) ExpB (95%Cl) P
Konstanta 0.03 (0.26)

Zenski pol 1.45 (0.56) 4.26 (1.43-12.7) 0.01
Konstanta 4.75 (1.03)

Starost -0.09 (0.02) 0.91 (0.88 - 0.95) 0.00
Konstanta 1.34 (0.46)

PA -1.31 (0.53) 0.27 (0.10 — 0.76) 0.01
Konstanta -0.09 (0.26)

pNET 2.18 (0.67) 8.83 (2.40 — 32.43) 0.00
Konstanta 0.67 (0.26)

brNET -1.08 (0.52) 0.34 (0.12 - 0.95) 0.04
Konstanta 0.53 (0.31)

Akromegalija -3.02 (1.09) 0.05 (0.01 -0.41) 0.01
Konstanta -0.36 (0.32)

Prolaktinom 1.21 (0.59) 3.35 (1.06 — 10.59) 0.04
Konstanta -0.51 (0.52)

Poliglandularni PHPT 3.69 (1.14) 40 (4.25 - 376.43) 0.00

PA — pituitarni adenoma, pNET — neuroendokrini tumor pankreasa, brNET — neuroendokrini tumor

bronha, PHPT — primarni hiperparatiroidizam
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4.7. Mutacije u MENL1 genu

Ukupno je identifikovano 28 razlicitih tackastih mutacija duz kodirajuceg dela
MEN1 gena, jedna intronska mutacija i jedna velika delecija 8. egzona (tabela 18).
Mutacije su nadene kod ¢lanova 31 razlicite MEN1 porodice, $to govori o odsustvu

interfamilijarnih veza.

Devetnaest (65,5%) mutacija je za efekat imalo skradenje proteina.
Identifikovano je 11 (37,9%) frameshift, 9 (31%) missense, 6 (20,7%) nonsense, 1
(3,5%) in-frame delecija i 1 (3,5%) splice-site mutacija. Mutacije su rasporedene duz

¢itavog kodrajuceg regiona MEN1 gena, bez formiranja “hot-spotova” (slika 6).

Number of
Patients

7

6

5 3 20 26

3 ) 7 17 22 23

5 1 1516]18 19 25 27 28

1 | 214 5 6 1314 |21 24 I

[ 1 I |

Exon
NH2 1 2 3 7 8 9 10 COOH
Egzoni su obelezeni brojevima 1 — 10. Zasenceni deo gena predstavlja kodirajuéi region,

netranslatirani delovi su prikazani belim pravougaonicima. Germinativne mutacije su prikazane
vertikalnim linijama, a skala sa leve strane predstavlja broj afektiranih pacijenata. Brojevi pored
vertikalnih linija predstavljaju mutacije na slede¢i nac¢in: 1- M1V; 2- Y77X; 3- 359_362del4; 4-
247delC; 5- H139R; 6- C165Y; 7- A176S; 8- P188L; 9- W220G; 10- 865del4; 11- IVS4das -1G—A;
12- 794 802del9; 13- 941delG; 14- H317Y; 15- 960delG; 16- 1088 1095del7; 17- 979delT; 18-
W341X; 19- E392X; 20- E358X; 21- R355W; 22- Q395X; 23- Y351H; 24- 1184 1185insA; 25-
1473 _1483del10; 26- 1546_1547insC; 27- R527X; 28- 1602_1618dell7. Velika delecija 8 egzona
(MENZ1ex8del) nije prikazana na grafikonu

Slika 6. Identifikovane mutacije, frekvencija i pozicija u MEN1 genu
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Tabela 18. Mutacije i efekti mutacija identifikovanih u MEN1 genu

Mutacija Egzon Kodon Pozicija Bazni parovi Tip mutacije  Efekat mutacije
960delG 7 321 1072delG AT(G) Frameshift skracen protein
1088_1095del7 7 326 978 985delCTGTCGC CA(CTGTCGC)A  Frameshift skraéen protein
AC
1473 1483dell10 10 455 1363 1373delGTGCGC  AAG(GTGCGCA  Frameshift skracen protein
ATAG TAG)TGAGC
4 359_362del4 2 83 249 252delGTCT CT(GTCT)ATC Frameshift skraéen protein
5  979delT 7 327 1089delT (MHAC Frameshift skra¢en protein
6 1546 1547insC 10 516 1650insC CCCCCCC(/C)GG  Frameshift skracen protein
7 941delG 7 314 1051delG TATC(G)GGAT Frameshift skracen protein
8 1602_1618del17 10 534 1712delGGCTCAGGTG AGCAC(GGCTC  Frameshift skracen protein
CCAGCAC AGGTGCCAGCA
C)CC
247delC 2 83 358delC GAC(C)TGTCT Frameshift skracen protein
1184 1185insA 8 395 1285insA AGCCA(/A)G Frameshift skracen protein
865del4 4 252 756_759delCTCG ACCGA(CTCG)C Frameshift skracen protein
TG
MENZ1ex8del 8 ne zna se pozicija  in-frame velika del. egzona
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Sest mutacija je po prvi put opisano, do sada nisu prijavljene u svetskoj bazi podataka

(Humane Gene Mutation Database, HGMD). Njihove karakteristike i kosegregirajuéi

fenotip prikazani su u tabeli 19.

Tabela 19. Karakteristike 6 novooktivenih mutacija i velike delecije 8. egzona

Mutacija Egzon  Zamena nukleotida Tip Fenotip (starost)
W220G 4 TGG—-GGG Missense IS: PHPT (52), AA
(52)
CP: pNET (30)
941delG 7 TATC(G)GGAT Frameshift  IS: PA (28), pNET
(29)
1088_1095del7 7 CA(CTGTCGC)AAC Frameshift  1S: pNET (31),
PHPT (52), tNET
(54)
CP: Asimpt. (19)
1184 1185insA 8 AGCCA(/A)G Frameshift  1S: PA (61), PHPT
(63)
1473 _1483del10 10 AAG(GTGCGCATAG)TG  Frameshift  IS: pNET (51),
AGC PHPT (51), AA (51),
PA (52)
CP: pNET (30)
1602_1618del17 10 AGCAC(GGCTCAGGTGC Frameshift  IS: PHPT (25)
CAGCAC)CC CP: PHPT (50),
brNET (52), AA
(52)
MEN1ex8del* 8 Precizna pozicija i broj In-frame IS: PA (19), PHPT
deletiranih parova nije delecija (22)

poznat

IS — indeksni slu¢aj, CP — ¢lan porodice, brNET — bronhijalni neuroendokrini tumor, PA — pituitarni

adenom, Asimpt — asimptomatski, PHPT — primarni hiperparatiroidizam, AA — adrenalni adenom,

PNET — pankreasni neuroendokrini tumor, tNET — neuroendokrini tumor timusa
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NajceS¢a mutacija je bila P188L misens mutacija identifikovana kod 5 (7.9%)
indeksnih slu¢ajeva. Svi pacijenti su imali prisutan samo tumor hipofize, bez drugih
komponenti MENI1 sindroma, dok su ¢lanovi njihovih porodica bili asimptomatski
nosioci. Uprkos tome, P188L mutacija nije bila prediktivna za nastanak tumora hipofize
(p=0.07).

Nije nadena korelacija izmedu pozicije (egzon) ili tipa mutacije sa fenotipom i
staro$¢u kada je tumor dijagnostikovan (p > 0,05). Mutacije koje dovode do skracenja
proteina su nadene znacCajno ¢eS¢e kod pacijenata sa pNET nego kod pacijenata bez
PNET (20 (83.3%) odn. 4 (16.7%), p= 0.003; OR=5.8, 95% CI 1.7 — 19.7%). Vecina
ovih mutacija nalazila se u egzonima 7, 8 i 10 (kodoni 314 — 527). Tip pankreasnog
neuroednokrinog tumora nije korelirao sa efektom mutacije (p > 0.05). Mutacije koje
dovode do skradenja proteina su bile znacajno ¢eSée i kod pacijenata sa primarnim
hiperparatiroidizmom (31 (72.1%) kod pacijenata sa PHPT i 12 (27.9%) bez PHPT,
p=0.006; OR= 4.3, 95% CI 1.5 — 12.4%)), rasporedenje duz ¢itavog kodirajuceg regiona
MENL1 gena. Nije bilo razlike u postojanju mutacija koje dovode do skrac¢enja proteina u

odnosu na postojanje tumora hipofize, brNET ili tumora nadbubrega (p > 0.05).

4.8. Gubitak heterozigotnosti 11913 lokusa u tumorima

Ukupno je analizirano 42 tumorska tkiva, ali je izolacija DNK i analiza gubitka
heterozigotnosti 11q13 bila uspeSna u 34 tkiva. Analizirano je 9 uzoraka
neuroendokrinih tumora pankreasa, ukljucujuéi i dva uzorka sa nezidioblastozom, 11
uzoraka adenoma/hiperplazije parastitastih Zlezda, 2 uzorka tumora nadbubrega, 1
uzorak karcinoma dojke, 1 uzorak papilarnog karcinoma, 1 uzorak lipoma, 2 uzorka
tumora nadbubrega, 1 uzorak neuroednokrinog tumora timusa, 2 uzorka
neuroendokrinog tumora pluca, 3 uzorka adenoma hipofize, 1 uzorak neuroendokrinog
tumora duodenuma. Primer gubitka heterozigotnosti lokusa 11q13 u tkivu insulinoma
jednog od ispitanika prikazan je na slici 7. Rezultati analize tkiva za sve pacijente

prikazani su u tabeli 20.
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Marker Zdrava kontrola Tumorsko tkivo
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Slika 7. Gubitak heterozigotnosti 11913 u tkivu insulinoma
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Rezultati

Tabela 20. Rezultati gubitka heterozigotnosti 11913 za sva analizirana tkiva

Pacijent Tkivo D11S4907 D11S4908 D11S913 D11S599 D11S480 D11S1883 PYGM  D115449 D1154936
Pacijent 1 Homo
1 Insulinoma . . . NI 0 0 0 NI .
2 Nezidioblastoza * 0 0 0 0 0 0 NI 0
3 Tunadbubrega . 0 0 NI O 0 0 NI 0
4 NF-dNET 0 0 0 0 0 0 ¢ NI 0
Pacijent 2 Homo
5 PT hiperplazija . . NI . . NI . NI NI
6 NF-pNET . - NI * - NI . NI NI
Pacijent 3 Homo
7 PT adenoma O - 0 NI . 0 0 0 NI
Pacijent 4
8 PT hiperplazija O 0 O NI O 0 O 0 .
9 NF-pNET ¢ * . NI ¢ 0 0 . 0
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10 PTC © 0 0 NI - - 0 0 .
11  Tu nadbubrega . O NI NI O . O . NI
Pacijent 5 Homo Homo Homo
12 tNET 0 NI NI . O 0 . NI NI
13  Glukagonom ¢ NI NI . . ¢ NI NI NI
14 Vipom * NI NI 0 NI * 0 NI NI
15 PT adenoma . 0 NI 0 . . . NI NI
Pacijent 6 Homo Homo Homo Homo
16 PT adenoma 0 0 NI 0 0 NI 0 NI 0
17 NF-pNET 0 NI NI NI 0 0 0 NI .
18 Insulinoma O NI O O 0 NI . NI .
19 Nezidioblastoza O . 0 0 0 NI O NI O
20 Tu hipofize 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pacijent 7 Homo
21  PT hiperplazija O - 0 NI - ¢ - 0 0
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22 PT adenoma . 0 0 0 NI NI 0 0 0

23 Tu hipofize O O O 0 0 0 0 0 0
Pacijent 8

24 PT adenoma 0 0 0 0 0 NI 0 0 0

25 brNET1 O O O NI 0 0 O 0 Y

26  brNET2 NI O 0 0 Y 0 NI 0 0
Pacijent 9

27  AdenoCa dojke O 0 0 0 ¢ 0 0 0 .

28 PT adenoma 0 NI 0 0 0 0 0 0 .

29 Lipoma O 0 0 0 0 0 0 0 0
Pacijent 10

30 Tu hipofize O O O 0 0 0 0 0 0

¢ - GH, ¢ - retencija genetskog materijala, NI — nije informativno, - nije dostupan rezultat
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Diskusija

Na samom pocetku diskusije treba ista¢i da se ova studija razlikuje od svih
drugih po tome Sto je ukljucila i pacijente koji formalno ne zadovoljavaju vazece
klinic¢ke kriterijume za MEN1 sindrom - tzv. “3P” kriterijume. Pored klasi¢nih tumora
iz 3P grupe, MEN1 sindrom odlikuje izrazita fenotipska varijabilnost uzrokovana
pojavom preko 20 razli¢itih kombinacija endokrinih i ne-endokrinih tumora [112]. Zbog
ovako izrazene fenotipske varijabilnosti multitumorskog sindroma, u studiju je
ukljuceno i 17 indeksnih pacijenata koji formalno nisu zadovoljili 3P kriterijume, ali su
imali udruzenu pojavu 3P tumora sa nekim drugim neuroendokrinim tumorom, ili
solitarni “non-3P” tumor dijagnostikovan kod mladog pacijenta — tzv. atipicni MEN1

sindrom.

Sam pojam atipicnog MEN1 sindroma je lose definisan. U vazeéem vodicu za
dijagnozu i leCenje MEN1 sindroma pod atipicnim MEN1 sindromom podrazumeva se
udruzena pojava klasiénog MEN1-tumora (3P tumora) i tumora netipi¢nog za sindrom,
poput kombinacije primarnog hiperparatiroidizma i tumora nadbubrega [35]. U literaturi
postoji samo jedna studija koja se bavi karakterizacijom pacijenata sa atipi¢cnim MEN1
sindromom, ali i ova studija je analizirala pacijente koji su uglavnom imali dva od tri
klasi¢cna MEN1-tumora i pridruZen netipi¢ni tumor [113]. Prakti¢no ne postoji nijedna

studija koja je za inkluzioni kriterijum odabrala 1 atipicni MEN1.

U naSoj seriji, 41.2% pacijenata koji su se incijalno prezentovali atipicnom
formom bolesti, je imalo mutaciju u MEN1 genu. Uklju¢enjem ovih pacijenata broj
indeksnih slu¢ajeva sa mutacijom u MEN1 genu povecan je za vise od 20%, nego da su
regrutovani pacijenti sa striktno zadovoljenim 3P kriterjjumima. Na ovaj nacin se 1 broj
asimptomatskih nosilaca mutacije pove¢ao za skoro 30%. Ovo je sa jedne strane
omogucilo pravovremeno i adekvatno pracenje i leCenje ovih pacijenata, ali je uticalo i

na ukupan broj MENL1 pacijenata.
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Cinjenica da je Klinika za endokrinologiju, dijabetes i bolesti metabolizma
jedina ustanova u kojoj je moguce sprovesti analizu MEN1 gena, omogudila je
izraCunavanje prevalencije MENI sindroma u naSoj zemlji. Prevalencija genetski
dokazanog MEN1 sindroma iznosi 0,85 obolelih na 100.000 stanovnika. Ovaj broj je
neSto manji nego u literaturi i razlog verovatno lezi u Cinjenici da genetsko testranje
pacijenata nije obavezno, te da odredeni broj ¢lanova porodice odbija da se testira.
Clanovi MEN1 porodica dijagnostikovanih u Klinici za endokrinolgiju, dijabetes i
bolesti metabolizma podlezu periodicnom skriningu i proveri iako su odbili testiranje,
tako da se verovatno radi o odredenom broju pre svega asimptomatskih nosilaca
mutacije. Sa druge strane, budu¢i da se radi o retkoj bolesti na koju se naj¢esc¢e ne misli,
moguce da je deo pacijenata ostao neprepoznat, a da se leCe pod dijagnozama

pojedinacnih tumorskih komponenti sindroma.

Ukoliko se gleda prevalencija po polu, nesto je izrazenija medu Zenama i ovo
odgovara literaturnim podacima. Najveci broj pacijenata nalazio se u starosnoj grupi od
30 — 39 godina, Sto odgovara podacima u literaturi kada se dijagnoza MEN1 najcesce i

postavlja.

Medu analiziranim pacijentima, mutacija u MEN1 genu nadena je kod 53,3%
indeksnih slucajeva, a u 65,7% kod ukupnog broja pacijenata. To prakti¢no znaci da je u
40,3% pacijenata sa mutacijom u MEN1 genu bolest oktrivena zahvaljujuéi skriningu
porodice. Nesto vise od polovine ¢lanova porodice (51,9%) nije imalo ispoljenu bolest u
trenutku dijagnoze, Sto je omogucilo blagovremeno planiranje pocetka 1 nacina pracenja
asimptomatskih pacijenata. Ovi pacijenti su bili znacajno mladi nego pacijenti sa
klinicki ispoljenim tumorima (16,5 + 13,6 odn. 44,9 + 16,3 godine), $to znaci da je
genetska dijagnoza MEN1 sindroma u nasoj kohorti prosecno predhodila klinickoj za

28,4 godine.

Studije su nesumnjivo pokazale da rani skrining usled pravovremenog lecenja
omogucava bolji dugoroéni ishod bolesti [114,115]. Biohemijski skrining omogucava
detekciju MEN1-tumora dve ili tri dekade pre nego S§to se bolest klini¢ki ispolji
[112,116]. Sa druge strane, za ocekivati bi bilo da je i mortalitet nizi, ipak, ne postoje
studije koje su eksplicitno pokazale da rana diagnostika dovodi do smanjenja ukupnog

mortaliteta MENL1 pacijenata [114,117,35]. Jedna od prvih studija koje su se bavile
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efektom ranog skriniga na ukupni morbiditet i mortalitet u MEN1 pacijenata bila je
studija Skogsajda i sar. 1998. godine. Rana dijagnoza tumora jasno je smanjila
morbiditet od odredenih bolesti ali efekat rane dijagnostike na ukupni mortalitet nije ni
potvrden ni opovrgnut [114]. Ipak, druge retrospektivne studije su pokazale da se
najveci benefit od ranog skrininga ogleda u profilaksi nastanka pojedinih tumora, $to se
najbolje vidi na primeru profilakticke timektomije koja redukuje udestalost
najmalignijeg medu MEN1 tumorima, karcinoida timusa [118]. Takode je pokazano da
odlaganje hirurgije nefunkcijskih pNET za godinu dana poveéava verovatnocu za
nastanak metastaza za 6%, §to je u direktnoj vezi sa pravovremenom dijagnozom pNET

i kasnijom prognozom bolesti [36].

Prosecna starost u trenutku dijagnoze MENI sindroma kod naSih pacijenata u
skladu je sa ranije objavljenim podacima [41,13,112]. Naizgled je paradoksalan rezultat
da je starost u trenutku postavljanja dijagnoze niza od starosti u trenutku pocetka
bolesti. Ovakav nalaz uslovljen je direktnim uticajem relativno velikog broja
asimptomatskih pacijenata kod kojih je genetska dijagnoza bolesti postavljena vrlo rano
(prosecno 16.5 godina). Najmladi pacijent sa ispoljenom klinickom slikom imao je 13
godina, a inicijalni tumor je bio nefunkcijski tumor hipofize. |1 ovo je u skladu sa
literaturnim podacima, buduci da tumori hipofize predstavljaju najraniju manifestaciju
MENTI sindroma, §to je verovatno i razlog zbog kojeg je period do dijagnoze drugog
MEN1-tumora znacajno duzi kada je inicijalna lezija tumor hipofize, nego kada su
inicijalne lezije PHPT ili pNET [46]. Najmladi ikada opisan pacijent sa MENI

sindromom je upravo pacijent sa tumorm hipofize [47].

Kao i u drugim studijama, i mi smo pokazali da se MEN1 sindrom nesto ¢es¢e
javlja kod Zena nego kod muskaraca, 69% prema 31% u nasoj kohorti [119,112,13].
Ovakav nalaz nije u skladu sa cinjenicom da se MENI nasleduje autozomno-
dominantno, te da je za oc¢ekivati da su oba pola podjednako zastupljena. Slican odnos
je zabelezen 1 u grupi asimptomatskih pacijenata (71% prema 29%), §to znaci da nije
uslovljen polnom predilekcijom za postojanje odredenih vrsta tumora, poput tumora
hipofize koji se ¢esce javljaju kod Zena. Medutim, komparativna analiza pacijenata sa i
bez mutacije mogucila nam je da po prvi put uoimo da je odnos Zena prema

muskarcima u grupi pacijenata bez mutacije, odn. u MENI fenokopijama, znacajno

73



Diskusija

drugaciji, 86% prema 14% u korist zena. Ovakav rezultat u grupi MEN1 fenokopija
verovatno je uslovljen distribucijom polova u nasoj populaciji, a da upravo postojanje
autozomno-dominantne mutacije dovodi do atenuacije ovog odnosa. Ranije je pokazano
da pol ima znacajnu ulogu u fenotipskoj ekspresiji MEN1 sindroma. Zene imaju veéu
verovatnocu da obole od tumora hipofize a muskarci od Colinger-Elisonovog sindroma,
oba pola nose isti rizik da obole od PHPT, dok je rizik za pNET ve¢i kod muskaraca
[119]. Karcinidi timusa se gotovo isklju¢ivo javljaju kod muskaraca, brNET su
podjednako zastupljeni u oba pola, ali je vreme udvostru¢avanja tumora dvostruko krace

kod zena [13].

Klinicki manifestna bolest je pokazana u 86,3% pacijenata. Ukupno je
identifikovano 13 rali¢itth MENT1 fenotipova. Najces¢i fenotipovi su bili PA/PHPT 1 to
dominantno na racun MENI1 fenokopija, potom PA/PHPT/dpNET koji se iskljucivo
javljao kod nosilaca mutacije, PA/dpNET, solitarni PHPT i PHPT/brNET.

Glavne MEN1 komponente su se javljale sa slicnom ucestaloS¢u kao u literaturi,
s tim da su tumori hipofize u nasoj kohorti bili znatno ¢es¢i nego u drugim studijama:
Verze i sar. 42%, O Brajan i sar. 43%, Oberg i sar. 42%, Skogsajd i sar. 20% [46,120-
122]. Sa druge strane, nas rezultat je u skladu sa prevalencijom tumora hipofize od 65%

u autopsijskoj studiji na MEN1 pacijentima [123].

pacijenata. BINET je bio znacajan uzrok smrti kod nasih pacijenata (30% uzroka) ali
nije uticao na ukupno prezivljavanje pacijenata. Slican podatak pokazan je i u do sada
najvecoj studiji koja je ispitivala ucestalost brNET na 1023 MENI pacijenata, s tim da
je ucestalost brNET bila daleko manja nego u naSoj studiji (15,1% medu nosiocima
mutacije u nasoj studiji i 4,8% u GTE studiji) [54]. Razlog ovome lezi u selekciji
pacijenata koja je podrazumevala pacijente sa isklju¢ivo zadovoljenim 3P
kriterijumima, za razliku od nase studije. Sa druge strane, brNET su znacajno skratili
prezivljavanje MEN1 fenokopija, verovatno usled veceg broja SCLNEC ¢ije je

prose¢no prezivljavanje 7 meseci 0d postavljanja dijagnoze [124].

Tumori nadbubrega su se javljali sa u€estalos¢u od 17% pacijenata i najcesce su

bli udruzeni sa PA/PHPT/dpNET fenotipom. Ucestalost tumora nadbubrega u MEN1
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varira medu studijama od 9 do 73% usled koriS¢enja razlicitih dijagnosti¢kih metoda 1
razli¢itih kriterijuma za uvecanje nadbubrega. Kao $to je opisano u uvodnom delu ove
teze, MEN1 tumori nadbubrega se razlikuju od sporadi¢nih tumora nadbubrega i u
pogledu sekrecije i u pogledu malignog potencijala, te je moguce da se ipak radi o dva
odvojena entiteta [51]. Ipak, nedostaju studije gubitka heterozigotnosti na tumorima

nadbubrega koje bi ovo i potvrdile.

U ostale retke tumore dijagnostikovane medu nasim pacijentima spadaju i
ekstra-adrenalni paragangliom i DIPNECH. | ekstraadrenalni paragangliom i DIPNECH
predstavljaju izuzetno retku pojavu u MEN1 sindromu i do su sada opisani samo u po
jednog pacijenta [125,126]. Ni u jednom od ova dva slucaja nisu sprovedene studije
gubitka heterozigotnosti, koje bi potvrdile da je gubitak funkcije menina odgovoran za

inicijaciju tumorigeneze.

Velike studije o prevalenciji ne-endokrinih tumora u MEN1 sindromu ne
postoje. Izuzetak je za sada najveca studija sprovedena od strane Internacionalne grupe
za izucavanje karcinoma dojke u MEN1, kojom je pokazano da relativni rizik za
nastanak karcinoma dojke u MEN1 pacijentkinja iznosi 2,83 (p<0,001). Prosecna starost
u trenutku dijagnoze iznosila je 48.0 + 8.8 godina, $to je znacajno nize u poredenju sa
pojavom Kkarcinoma dojke u opstoj populaciji (60 — 65 godina) [127]. Karcinom dojke je
u nasoj kohorti bio zastupljen sa 4.5%, $to odgovara podacima u gore navedenoj studiji
(6,5%). Najces¢i ne-endokrini karcinom kod nasih pacijenata bio je papilarni karcinom
Stitaste zlezde (6,8%). Njegova pojava u MENI1 je opisana kroz sporadi¢ne slucajeve,
ali pojedinacne i malobrojne studije GH nisu potvrdile da menin ucestvuje u
tumorigenezi papilarnog karcinoma Stitnjace [128,129]. Za raziku od literaturnih
podataka koji govore o patognomoni¢noj, pojavi angiofibroma i kolagenoma,

zastupljenost ovih tumora u nasoj populaciji je bila mala [10].

Atipicnom formom bolesti se manifestovalo 19,3% pacijenta sa klinicki
ispoljenim MEN1 sindromom. Ne postoje literaturni podaci o ovoj grupi pacijenata. Da
li je tzv. atipicni MEN1 samo deo kontinuuma fenotipa MEN1 sindroma ili njegova
posebna forma, ostaje da se vidi u ve¢im, prospektivnim studijama. U na$oj studiji dva
nosioca mutacije su se incijalno prezentovala atipi¢nim formama bolesti, ali su tokom

perioda pracenja ispoljili klasi¢an fenotip. Obrnuto, u grupi MEN1 fenokopija dva
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pacijenta su se incijalno prezentovala tipicnom formom bolesti ali su kasnije stekli i
netipi¢an tumor, iako je mutacija u MENI1 genu isklju¢ena. Osim kod pacijenta sa
ekstra-adrenalnim paragangliomom, brNET je dijagnostikovan kod svih pacijenata sa
atipicnim MENT1. Osim u dva slucaja kada su dijagnostikovani kao solitarni tumori, u
vecini slucajeva su bili asocirani sa nekim od 3P tumora. Solitarni brNET su zabelezni
kod dva pacijenta, kod kojih je dijagnoza postavljena pre 30. godine. U prvom slucaju
brNET (atipi¢ni karcinoid) je bio i ostao jedina manifestacija bolesti tokom perioda
pracenja od 26 godina, dok se u drugom radilo o SCLNEC, ali je period pracenja bio 12

meseci.

BrNET su bili najces¢i uzrok smrti u naSoj grupi pacijenata (58,8%) Sto je
posledica prosirenja inkluzionih kriterijuma koji su, opravdano, obuhvatili i SCLNEC,
buduéi da su ovi tumori i ranije opisani U MEN1 sindromu [54]. Interesantan je podatak
da su maligni ne-endokrini karcinomi bili drugi naj¢e$¢i uzrok smrti kod nasih
pacijenata. Ovaj podatak postoji i u literaturi i uglavhom je vezan za postojanje
karcinoma dojke, iako se smatra da broj smrti izazavan karcinomom dojke ne odstupa
bitnije od opste populacije [38]. lako je broj MENZ1-asociranih smrti u naSoj grupi
pacijenata bio mali, literaturni podaci pokazuju da je najve¢i broj smrti u MENI1
direktno ili indirektno vezan za sam sindrom [38,130]. Ukupno prezivljavanje nasih

pacijenata procenjeno je na 28,4 godine od trenutka dijagnoze.

Broj pacijenata kod kojih nije pokazano postojanje mutacije u MEN1 genu
iznosio je 34% od ukupnog broja pacijenata odn. 47% medu indeksnim pacijentima.
Ovaj broj znacajno varira u literaturi, 10 — 60% medu indeksnim pacijentima, ali su svi
ispitanici strogo ispunjavali 3P kriterijume [112,13,41,131]. Buduéi da su nasi MEN1
negativni pacijenti sa atipicnom prezentacijom oslikavali skoro 20% MENI1 fenotipa
(PHPT/brNET, PA/brNET, PA/SCLNEC, PHPT/SCLNEC, PA/PHPT/brNET i
PA/dpNET/brNET fenotip), ovi pacijenti su ukljuceni u analizu kao MEN1 fenokopije.
S obzirom da se drugi 3P tumori mogu pojaviti tokom Zivota, $to je i pokazano kod
naSih pacijenata, ovi pacijenti zaluzuju istu klini¢ku paznju kao i klasicne MENI

fenokopije.

Prva i za sada jedina studija koja je poredila karakteristike MEN1 pacijenata sa i

bez mutacije u MEN1 genu objavljena je 2016. godine [13]. Studijom je pokazano da se
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MENL1 pozitivni pacijenti razlikuju od MEN1 negativnih u broju, penetrantnosti tumora i
ukupnom prezivljavanju. Niko od MEN1 negativnih pacijenata nije imao vise od dva
glavna MEN1 tumora, tumori su se javljali u starijem dobu a tok bolesti je bio blazi
nego kod MEN1 pozitivnih pacijenata. Autori su zakljucili da se najverovatnije radi o
udruzenosti sporadi¢nih tumora, pre nego o nekoj drugoj naslednoj bolesti, buduci da je

kod svih osim jednog pacijenta isklju¢ena mutacija u CDKN1b genu.

Nasa studija je prva koja se bavi klinickim i patohistoloskim razilkama izmedu
MEN1 pozitivnih i MEN1 negativnih pacijenata. Kao i u pomenutoj studiji, niko od
MEN1 negativnih pacijenata nije imao vise od dva glavna MENI1 tumora, ali su dva
pacijenta imala pridruZzen drugi neuroendokrini tumor, brNET. Svi tumori, ukljucujuéi 1
brNET i tumore nadbubrega, su se javljali u zna¢ajno starijem dobu nego kod MEN1
pozitivnih pacijenata, a period izmedu prvog i drugog tumora je bio znacajno duzi nego
kod MENL pozitivnih pacijenata. Razlog ovome verovatno leZi u ¢injenici da su nosioci
mutacije skloniji nastanku tumora budu¢i da je jedan alel ve¢ inaktiviran germinativnom
mutacijom. lako se doprinos slabije penetrantnih mutacija u drugim genima ne moze
iskljuciti (p27, pl5, p18), verujemo da se zaista radi o slu¢ajnoj udruzenosti sporadi¢nih

neuroendokrinih tumora.

Zastupljenost glavnih MEN1 komponenti medu MEN1 pozitivnim pacijentima
se nije bitnije razlikovala u odnosu na podatke u literaturi [112,10]. Sa druge strane,
najées¢i tumor medu MEN1 negativnim tumorima je bio tumor hipofize (85%), sa
akromegalijom kao naj¢eS¢om manifestacijom. Akromegalija je bila negativan prediktor
postojanja mutacije u MEN1 genu. Ovakav nalaz takode upucuje na sporadi¢nu formu
bolesti, koja je izazvana drugacijim genetskim mehanizmima u kojim uéestvuju drugi

signalni putevi, poput cAMP, kalcijumskih kanali¢a i kohezionih puteva [132,133].

Neuroendokrini tumori pankresa su se gotovo isklju¢ivo javljali kod MENI
pozitivnih pacijenata a pNET su bili pozitivan klini¢ki prediktor mutacije u MEN1 genu.
Ovo se moZe objasniti generalno malom ucestaloS¢u pNET u opstoj populaciji, pa je
sporadi¢na pojava sa drugim retkim tumorima, poput PHPT ili tumora hipofize, manje
verovatna. I ovde, kao i kod drugih tumora, ve¢a verovatnoca za “second hit” odn.

drugu inaktivaciju preostalog alela omogucava da se ovakve fenotipske asocijacije

dogode [134].
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Dok je PHPT slicno zastupljen medu MEN1 pozitivnim i negativnim
pacijentima, poliglandularna polest parastitastih zlezda je bila glavna karakteristika
MEN1 pozitivnih pacijenata. Nasi podaci pokazuju da samo patohistoloske ali ne i
klinicke i biohemijske karakteristike bolesti, imaju prediktvinu vrednost za postojanje
MEN1 mutacije. Sa druge strane, malo je verovatno da sama hiperplazija ili multipli
paratiroidni adenomi predstavljaju specifi¢an morfoloski korelat MEN1 onkogeneze. 1
druge paratiroidne lezije, poput hiperplazije u sekundarnom hiperpartiroidizmu usled
bubrezne slabosti, predstavljaju monoklonalne, poliglandularne lezije. Gubitak alela na
MEN1 lokusu hormozoma 11ql3 naden je u 25 — 40% sporadi¢nih paratiroidnih
adenoma, a somatska homozigotna mutacija u MEN1 genu u skoro 50% ovih tumora
[135-137]. Pozitivna prediktivna vrednost poliglandularne bolesti veorovatno je i ovde

bazirana na vecoj verovatnoc¢i za nastanak tumora u nosilaca mutacije.

Sa druge strane, prevalencija brNET je bila ¢es¢a kod MEN1 negativnih nego
kod MEN1 pozitivnih pacijenata. Kao i u PHPT, nekoliko studija baziranih na
tehnikama komparativne genomske hibridizacije i studija gubitka heterozigonosti su
pokazale cCest gubitak 11ql3 materijala u sporadicnim tipi¢nim 1 atipi¢nim
karcinoidima, ali u patogenezi ovih tumora ucestvuju i brojni drugi genetski mehanizmi
[138,139]. Jasno je pokazano da verovatnoca za nastanak brNET raste sa staro$cu
MEN1 pacijenata [56,54]. Nasi rezultati pokazuju da se i brNET ranije javlljaju kod
MENL1 pozitivnih nego kod MEN1 negativnih pacijenata, al i da se brNET mogu javiti

udruzeno i sa sporadi¢nim i sa MEN1 tumorima.

Ukratko, pokazali smo da se MEN1 fenokopije razlikuju od nosilaca MEN1
mutacije po asocijaciji ne vise od dva solitarna, klasicna MEN1 tumora koji se javljaju
kasnije u Zivotu, predominaciji Zenskog pola, Cestoj akromegaliji 1 retkim pNET. Ovo
sve zajedno ukazuje da MENI1 fenokopije po svemu sudeci predstavljaju sporadiénu
pojavu dva neuroendokrina tumora, pre nego drugi nasledni, multitumoski sindrom.
Izgleda da kod pacijenata sa fenokopijom MENL sindroma, drugi, ne-naslesni faktori

ucestvuju u inicijaciji 1 razvoju koegzistiraju¢ih, multiplih neuroendokrinih tumora.

Identifikacija 28 razli¢itth mutacija kod pacijenata koji su pripadali trideset
jednoj razli¢itoj porodici govori protiv konsangviniteta medu porodicama. Kao i u

drugim studijama, najveci broj mutacija predstavljale su frameshift i missense mutacije.
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Sve ranije identifikovane missense mutacije su predhodno okarakterisane kao patoloske
ili verovatno patoloske, budué¢i da segregiraju sa MENI1 fenotipom [5,140]. Kao i u
drugim studijama, mutacije su bile rasporedene duz ¢itavog kodiraju¢eg regiona MEN1
gena, bez uocljivih “hot-spotova”, a identifikovana je jedna intronska mutacija (784-

1G—A) i jedna velika delecija 8. egzona (MEN1ex8&del).

Identifikovano je 6 novih mutacija u egzonima 4, 7, 8 i 10 koje do sada nisu
prijavljene u svetskoj bazi podataka. Ovako veliki broj novootkrivenih mutacija (21,4%)
u skladu je sa ranije objavljenim podacima u velikoj ucestalosti novoopisanih mutacija u
pacijenata sa MEN1 sindromom [141,142]. Mutacija W220G u egzonu 4 koja dovodi do
supstitucije triptofana glicinom (TGG—GGG) u kodonu 220, klasifikovana je kao
missense mutacija. lako missense mutacije nisu u stanju da predvide ociglednu
inaktivaciju menina, verovatno se radi o patogenoj mutaciji buduci da segregira sa
MENI1 fenotipom u porodici. Njihovu pravu patolosku prirodu moguce je proveriti
jedino pracenjem pojave bolesti kroz vise generacija u familiji [81]. Sve druge
novootkrivene mutacije dovodile su do promene okvira Citanja i do prevremene pojave
stop kodona na ranije nazna¢enim aminokiselinama. Svi pacijenti sa ovim mutacijama
imali su najmanje dva glavna MEN1-tumora kao i obolele ¢lanove porodice.

Nasa studija je pokazala da mutacije koje dovode do skracenja proteina dovode
do povecanog rizika za nastanak pankreasnih NET, ali nije primecena razlika u
ucestalosti ovih mutacija u odnosu na tip pNET, kao u predhodnim studijama [143]
[15,144]. Takode je pokazano da mutacije koje dovode do skraéenja proteina dovode do
ces¢e pojave PHPT, Sto ranije nije pokazano. Naprotiv, pokazano je da je vecina
mutacija u pacijenata sa familijarnim hiperparatirodizmom upravo missense, i njihova
zastupljenost je znacajno veca nego kod ostalih MENT1 pacijenata [5]. Presek literature

vezan za korelaciju genotipa i fenotipa detaljnije je dat u uvodnom delu ove teze.

Iako je analizirano 30 razli¢itih tumorskih uzoraka, ova studije predstavlja jednu
od vec¢ih kada je u pitanju analiza gubitka heterozigotnosti 11ql3. Gubitak
heterozigotnosti je naden kod 100% pNET, uklju¢ujuéi i dva uzorka nezidioblastoze,
77,8% paratiroidnih lezija (adenoma i hiperplazije), ni u jednom od uzoraka pituitarnih
adenoma (3/3) i bronhijalnih NET (2/2), u dva uzorka tumora nadbubrega, jednom

uzorku adenokarcinoma dojke, NET timusa i papilarnom karcinomu $titnjace (100%).
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Ovakva zastupljenost GH govori u prilog izrazene tkivne uslovljenosti, ¢ak i u
klasi¢cnim MEN1 tumorima. Veca zastupljenost GH u tumorima parastitastih zlezdi i
PNET u odnosu na pituitarne tumore u skladu je sa ranije objavljenim podacima, ali i
dalje ostaje nejasno na koji nacin tkivni milje uti¢e na mehanizam inaktivacije MEN1
gena. Razlike postoje i interindividualno, Sto takode govori u prilog tkivne predilekcije
odn. uslovljenosti lokalnim miljeom.

Istovremeno postojanje germinativne MEN1 mutacije i gubitka heterozigotnosti
koji ukljucuje region 11q13 u MENI1 tumorskim tkivima pokazatelj je jasne tumor-
supresorske uloge menina u onkogenezi neuroendokrinih tumora. Uprkos ocekivanom
za tumor-supresorski gen, oko 10% pacijenata sa MEN1 tumorima ne pokazuje GH u
tumorskom tkivu, $to ukazuje na neki drugi vid inaktivacije gena koji ukljucuje manje
delecije ili tackaste mutacije, a koje su retko opisivane u MEN1 tumorima [145].
Shodno Knudsonovoj hipotezi o dvostepenoj inaktivaciji, ove somatske mutacije
zahvataju alel koji nije predhodno pogoden germinativnom mutacijom i ovo je
pokazano na manjim studijama kod pacijenata sa MEN1 asociranim insulinomima i
adenomima parastitastih zlezda [146,147]. Ipak, sve ove studije su sprovedene na
malom broju uzoraka, te nema podataka u literaturi koji broj GH negativnih MEN1
tumora zaista pokazuje postojanje somatskih mutacija u MEN1 genu. U svim gore
pomenutim studijama deo tumora nije pokazivao postojanje tackaste mutacije iako se
radilo o MENI tumorima. U moguca objasnjenja spadaju postojanje mutacije u
nekodiraju¢im delovima gena ili promoteru, ali i epigenetsko utiSavanje tumor-
supresorkog MEN1 gena brojnim mehanizmima metilacije i histonske modifikacije
[148]. Uprkos identifikaciji gena davne 1997. godine i napretku molekularnih tehnika
koje bi treblo da prevazidu problem detekcije mutacija u nekodiraju¢im delovima gena,

ovi mehanizmi inaktivacije MEN1 gena su i dalje nepoznati.

Iako je menin Siroko eksprimiran u tkivima, za MEN1 sindrom je karakteristi¢na
visoka tkivna specifi¢nost i predilekcija za endokrine organe. Ipak, ni svi endokrini
organi nemaju istu predispoziciju za nastanak MEN1 asociranih tumora. Sa jedne strane
gotovo svi pacijenti obole od prim. hiperparatiroidizma, dok sa druge samo mali broj
pacijenata oboli od NET pluca ili feohromocitoma. Razlog za ovako visoku tkivnu
specificnost jo§ uvek nije poznat. Izgleda da tkivna specifi¢nost nije vezana za

ekspresiju samog menina u tkivima, ve¢ ekspresiju njegovih proteinskih partnera, u
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prvom redu MLL, p27kP! i p18i™k4c ¢ija je ekspresija daleko snaznija u endokrinim nego
u ne-endokrinim organima, dok je menin podjednako eksprimiran u svim tkivima [149].
Ova dva proteina predstavljaju ciklin-zavisne kinazne inhibitore koji imaju vaznju ulogu
u inhibiciji onkogeneze brojnih malignih i benignih tumora. Haploinsuficijencija MLL u
modelu miSa, koja moze biti izazvana i postojanjem GH MEN1 gena, dovodi do

redukcije ovih CDKI $to dovodi do tumorigeneze u endokrinim tkivima [149].

Heterogenost medu tumorima u pogledu inaktivacije MEN1 gena prvi put je
pokazana tek nedavno, 2017. godine tehnikom sekvenciranja celog egzoma (engl. whole
exome sequencing — WES) kod pacijenta sa MEN1 sindromom. U konstitutivnoj krvi
detektovana je frameshift delecija u MEN1 genu, GH 11913 je detektovan u sva tri
tumora parastitastih Zlezdi dok u tkivu insulinoma nije naden ni GH niti tackaste
mutacije u MEN1 genu [150]. Druge mutacije koje bi potencijalno doprinele
tumorigenezi nisu otkrivene. Ovakva heterogenost medu tumorima kod jednog istog
pacijenta mogla bi upucivati na poliklonalnu tumorigenezu uprkos predispoziciji za

nastanak tumora na terenu germinativne mutacije [150].

Sa druge strane, i sporadicni MEN1 tumori pokazuju gubitak 11q materijala ili
postojnje somatskih MEN1 mutacija. Gubitak alela na MEN1 lokusu hormozoma 11q13
naden je u ¢ak 25 — 40% sporadi¢nih parartiroidnih adenoma, a somatska homozigotna
mutacija u MEN1 genu u skoro 50% ovih tumora [135]. Gubitak heterozigornosti 11q ili
somatska MEN1 mutacija nadena je u 46% sporadi¢nih pNET, bez obzira na stadijum
tumora, $to ¢ini menin znacajnim faktorom u incijaciji sporadi¢nih pNET [151,152]. Za
razliku od paratiroidnih adenoma i pNET, somatske mutacije se retko nalaze u
pituitarnim tumorima (1/69, 0/45 u razli¢itim studijama), dok se GH 11q vida u oko
20% pituitarnin  tumora [153-155]. Za bolje razumevanje ovog kompleksnog
mehanizma neophodne su vece studije na vece broju tumorskih tkiva, koje ukljucuju

ispitivanje celog egzoma.

Najvece ogranicenje studije jeste realtivno mali broj ispitanika. Relativno,
imajuci u vidu da se radi o studiji jednog centra, ali i ¢injenici da je MENI1 retka bolest.
Multicentri¢ne studije koje bi obuhvatile ve¢i broj centara omogucile bi bolji uvid u
klinicke karakteristike, a narocito u postojanje eventualnih korelacija izmedu genotipa i

fenotipa MENL1 sindroma.
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Drugo ogranicenje jeste retrospektivni karakter studije. lako u literaturi nema
prospektivnih studija, njihovo postojanje omogucilo bi pracenje ovih pacijenata, §to je
narocito vazno za pacijente sa atipicnim MEN1 sindromom, kao i za pacijente sa MEN1
fenokopijama, za koje i dalje nije jasan mehanizam nastanka i nema konsenzusa za

pracenje tokom Zivota.
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1. Prevalencija MEN1 sindroma

Prevalencija MEN1 sindroma u Republici Srbiji iznosi 8,6 obolelih na 1,000,000
stanovnika. Najveca uzrastno specifi¢na prevalencija MENT1 sindroma nalazi se u grupi

od 30 — 39 godina, $to je u skladu sa literaturnim podacima.

2. Klini¢ke karakteristike pacijenata sa MEN1 sindromom

Osnovne klinicke karakteristike pacijenata multiple endokrine neoplazije tip 1 ne

odstupaju znacajno od podataka u literaturi:

i) Primarni hiperparatiroidizam prisutan je kod 79,5%, tumor hipofize kod 67%,
pNET kod 30.7%. Prosecna starost pacijenata sa MEN1 sindromom iznosila je
41,1 £+ 18,7 godina, u rasponu od 3 do 72 godine. Vecina pacijenata je bila

zenskog pola, uprkos autozomalno dominantnom nacinu nasledivanja.

-----

il) Kao statisticki znacajni klini¢ki prediktori MEN1 mutacije izdvojile su
slede¢e karakteristike: zenski pol, godine u trenutku dijagnoze, postojanje
tumora hipofize, pNET, akromegalija, prolaktinom i poliglandularna bolest

parastitastih zlezda.
Studija je po prvi put opisala kategoriju pacijenata sa atipiénim MENT1 sindromom:
ii) Atipicni MEN1 dijagnostikovan je kod 19,3% pacijenata, odn. kod 22.7%

indeksnih pacijenata. Mutacija u MEN1 genu je nadena kod 41,2% pacijenata sa

atipicnim MEN1, iz Cega prositi¢e zakljucak o obaveznom testiranju pacijenata

-----

-----

fenotip bio je brNET/PHPT. Bronhijalni NET bio je najc¢es¢i uzrok smrti ovih

pacijenata.

Studija je po prvi put ustanovila klinicke i patohistoloSke razlike izmedu nosilaca

MEN1 mutacije i MEN1 fenokopija:
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i) Pacijenti sa MEN1 fenokopijom imaju najvise dva klasi¢cna MEN1 tumora, za
razliku od nosilaca mutacije kod kojih je zabelezeno dva ili vise koegzistentnih
MENI tumora. Najces¢i fenotip pacijenata sa MENI fenokopijom bio je
PHPT/PA a nosilaca mutacije PHPT/PA/pNET. Akromegalija je gotovo
iskljucivo dijagnostikovana kod pacijenata sa MEN1 fenokopijom, a pNET kod
nosilaca MEN1 mutacije. Tumori pacijenata sa MEN1 fenokopijom su uvek
solitarni, za razliku od nosilaca mutacije kod kojih su tumori dominantno
multipli. Svi tumori pacijenata sa MEN1 fenokopijama javljaju se znacajno

kasnije nego tumori nosilaca mutacije.

i1) MENI1 fenokopije se znacajno CeS¢e dijagnostikuju kod Zzena, a pojava
mutacije u MEN1 genu dovela je do atenuacije odnosa polova. Nije bilo razlike
u starosti u trenutku smrti i ukupnom prezivljavanju izmedu nosilaca mutacije i
pacijenata sa MENI1 fenokopijom. Postojanje brNET znacajno je uticalo na
skrac¢enje zivotnog veka MENI1 fenokopija, dok postojanje brNET nije imalo

uticaja na prezivljavanje nosilaca mutacije

Iz svega navedenog proizilazi zaklju¢ak da MENI fenokopije po svemu sudeci
odgovaraju koegzistentnoj pojavi dva sporadicna MENT1 -asocirana tumora, ali se ne
moze iskljuciti ni postojanje manje penetrantnih mutacija u drugim, za sada

neotkrivenim genima

3. Analiza mutacija u MEN1 genu konstitutivne DNK i korelacija sa klini¢kom

slikom

i) MEN1 mutacija identifikovana je kod 65,7% pacijenata, najces¢e kao
frameshift i missense mutacije. Identifikovano je 6 novih mutacija koje do sada
nisu opisane u Humane Gene Mutation Database, HGMD: W220G, 941delG,
1088_1095del7, 1184 1185insA, 1473_1483del10, 1602_1618dell.

i) Nije zabelezeno postojanje opSte korelacije genotipa odn. vrste i pozicije
mutacije sa klinickom slikom. Mutacije koje dovode do skrac¢enja proteina nose

povecan rizik za nastanak pNET 1 PHPT.
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4. Analiza mehanizma inaktivacije MEN1 gena u MEN1 tumorima endokrinog i

van endokrinog sistema

1) Gubitak 11q13 materijala naden je u 100% pNET, ukljucujuéi i dva uzorka
nezidioblastoze, 77,8% paratiroidnih lezija (adenoma i hiperplazije), ni u jednom od
uzoraka pituitarnih adenoma i bronhijalnih NET. Inaktivacija MEN1 gena je visoko
tkivno specificna i podrazmeva postojanje drugih mehanizama inaktivacije osim gubitka
heterozigotnosti koji je o¢ekivan za tumor-supresorski gen. Gubitak heterozgotnosti u u

dva uzorka tumora nadbubrega govori u prilog meninom indukovane tumorigeneze.

i) Postojanje gubitka heterozigotnosti u neendokrinim tumorima -
adenokarcinomu dojke koje je predhodno pokazano u literaturi i u papilarnom
karcinomu Stitaste zlezde Sto je sada po prvi put pokazano, govori u prilog Sire tumor-

supresorke uloge menina koja izlazi iz okvira endokrinog sistema.
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