Transformačná aktivita novoobjavenej mutácie v RET proto-onkogéne v súvislosti s MEN 2A syndrómom
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RET proto-onkogén kóduje transmembránový receptor, ktorý je súčasťou rodiny tyrozínkinázových receptorov a hrá dôležitú úlohu v embryogenéze, vo vývoji neurálnej lišty, neuroendokrinných tkanív a vývoji obličiek [1]. Mutácie v RET géne sú zodpovedné za dedičnú formu rakoviny štítnej žľazy – mnohopočetnú endokrinnú neopláziu typ 2A (MEN 2A), MEN 2B a Familiárny medulárny karcinóm štítnej žľazy (FMTC). U pacientov s MEN 2A syndrómom s výskytom 1 : 30 000 dochádza najčastejšie k mutáciám v cysteínových zvyškoch extracelulárnej domény RET receptora [2]. V 90 % prípadov pacientov s MEN 2A dochádza k aktivácii RET génu vplyvom mutácie v kodóne 634 vedúcej k zmene cysteínu na arginín, čoho následkom je aktivácia jeho transformačného potenciálu a rozvinutie ochorenia s takmer 100 %-nou penetranciou u postihnutých jedincov.
Cieľom práce je ocharakterizovať transformačný potenciál novoobjavenej dvojitej zárodočnej mutácie Cys634Ser a Ser641Ala, ktorá bola objavená v rámci skríningu jednej slovenskej MEN 2A rodiny [3].
Najskôr sme vytvorili bakteriálne konštrukty, obsahujúci RET gén s oboma mutáciami. Pomocou cielenej mutagenézy a špecifických mutačných primerov sme vytvorili tri konštrukty. Prvý obsahujúci samotnú mutáciu Cys634Ser, druhý Ala641Ser a tretí obsahujúci pôvodnú sekvenciu bez mutácií. Z bakteriálnych konštruktov sme RET inzert s mutáciami preklonovali do retrovírusových vektorov.

Transformačná aktivita retrovírusových konštruktov po ich transfekcii do NIH 3T3 bunkovej línie potvrdila stratu kontaktnej inhibície a tvorbu nádoru podobným fokusom, pričom v pôvodnej NIH 3T3 línii k náhodnému rastu fokusov nedochádzalo ani pri vysokej konfluencii. Schopnosť rastu transformantov s dvojitou mutáciou Cys634Ser a Ala641Ser na mäkkom agare bez ukotvenia potvrdila transformačný efekt aktivovaného onkogénu v našom konštrukte, čo je typický prvok nádorových buniek. Ďalšie experimenty spojené s testovaním tejto mutácie v podmienkach in vitro a in vivo v porovnaní s pripravenými konštruktmi s Cys634Ser alebo Ala641Ser, prípadne mutáciou samotnou nám poskytnú podrobnejšie informácie o MEN 2A ochorení.
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