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Abstract

Introduction: The studies of papillary thyroid cancer (PTC)
gene expression profile have shown changes in expression
of genes involved in transport of several ions. The aim of
our study was a real-time PCR evaluation of three of them:
KCNJ2, SLC4A4 and SLC34A2.

Material and methods: The analysis was carried outin PTC
tumors and normal thyroid samples gained from 38 patients.
Real-time quantitative PCR (Q-PCR) was performed (Ta-
gman) with g-glucuronidase (GUS) as the reference gene.
Results: We observed 20 X increase of SLC34A2 expression
in PTC. This gene encodes Na*/PO,* cotransporter. Consi-
derable increase of gene expression has been shown also
for KCNJ2, encoding a potassium ion channel. SLC4A4,
which encodes the Na*/HCO,* cotransporter, exhibited
a 7-fold decrease in PTC.

Conclusions: The performed study revealed that SLC34A2
gene exhibited the most distinct change in expression and
may become a molecular marker of papillary thyroid cancer.

(Pol ] Endocrinol 2006; 57 (supl. A): A26-A31)
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Streszczenie

Wstep: Badania profilu ekspresji genéw wykazaly, ze
w raku tarczycy dochodzi do znaczacych zmian w ekspresji
szeregu gendéw kontrolujacych transport réznych jonéw
przez blone komdrkowa. Celem niniejszej pracy byla oce-
na zmian w ekspresji dla trzech z nich: KCNJ2, SLC4A4
i SLC34A2, poprzez badanie metodg ilosciowej reakcji PCR
W czasie rzeczywistym.

Material i metody: Material do badan stanowilo 38 prébek
raka brodawkowatego tarczycy (PTC, papillary thyroid carci-
noma) i odpowiadajace im utkanie prawidlowe pobrane $r6-
doperacyjnie. Ekspresje badanych genéw oceniano przy
uzyciu iloéciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym (Q-PCR,
Tagman). Jako kontrole endogenna zastosowano gen ko-
dujacy B-glukuronidaze (GUS).

Wyniki: Sposréd analizowanych gendéw najwyzszy, bo az
20-krotny, wzrost ekspresji wykazal gen SLC34A2 kodujacy
kotransporter fosforanu zalezny od sodu. Znaczny wzrost
ekspresji w PTC zaobserwowano réwniez dla genu KCNJ2

kodujacego kanal potasowy typu 2. Gen SLC4A4, kodujacy
kotransporter dwuweglanu sodu, jako jedyny wykazat spa-
dek ekspresji (7-krotny).

Whioski: Wéréd badanych genéw najlepiej réznicujacym
PTC od tarczycy zdrowej okazal sie gen SLC34A2. Koniecz-
ne sg dalsze badania w celu potwierdzenia jego znaczenia
diagnostycznego.

(Endokrynol Pol 2006; 57 (supl. A): A26-A31)

Stowa kluczowe: rak brodawkowaty tarczycy, ekspresja
gendw, ilosciowa reakcja PCR w czasie rzeczywistym
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Wstep

Jak dotad, mechanizmy kancerogenezy raka brodaw-
kowatego tarczycy (PTC, papillary thyroid carcinoma) nie
zostaly jeszcze w pelni zidentyfikowane. Wiadomo, ze
najbardziej charakterystycznym zdarzeniem inicjuja-
cym transformacje nowotworowa w tym raku sg chro-
mosomowe rearanzacje protoonkogenu RET i TRK
zjednej strony i mutacje BRAF z drugiej. Protoonkoge-
ny RET i TRK sa zlokalizowane odpowiednio na chro-
mosomie 10 (10q11.2) i 1 (1q32-41), a ich aktywacje
stwierdzono w okoto 33% (RET) i 17% (TRK) przypad-
kéw rakéw brodawkowatych u dorostych [1]. W popu-
lacji polskiej rearanzacje RET/PTC sa obecne w 27%
przypadkow PTC [2]. Odsetek ten zwieksza sie do 80%
w przypadkach przebytej ekspozycji na promieniowa-
nie X i w grupie rakow, ktére wystapily po awarii
w Czarnobylu [3]. Mutacja BRAF™79%4, ktéra po raz
pierwszy zostala opisana w raku jajnika i czerniakach
(transwersja tyminy do adeniny w pozycji 1796), jest

najczestsza mutacjg tego genu w PTC — zidentyfi-
kowano jg w 36-69% przypadkéw PTC [4]. Jej obec-
no$¢ wigze sie z bardziej agresywna postacia raka
oraz inwazja pozatarczycowa. Niewiele jednak wia-
domo o molekularnych nastepstwach tych mutacji
inicjujacych.

Na poziomie mRNA ekspresja genéw moze by¢ ana-
lizowana réznymi technikami, jak: Nothern blot,
Q-PCR, mikromacierze DNA. Szczegdlnie mikromacierze
DNA, pozwalajace na analize kilkudziesieciu tysiecy
genéw podczas jednego badania, umozliwiaja postep
w badaniach nad ekspresja genéw w nowotworach
tarczycy [5]. Metoda referencyjna pozostaje jednak me-
toda ilosciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym
(Q-PCR). We wczesniejszych badaniach profilu ekspresji
gendéw, prowadzonych w naszym osérodku [6], wyka-
zano, ze w raku tarczycy dochodzi do znaczacych zmian
w ekspresji wielu genéw, w tym genéw kontrolujacych
transport przez blone komérkowa réznych jonéw. Ce-
lem prezentowanej pracy bylo potwierdzenie tych
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Tabela I
Funkcje biatek kodowanych przez analizowane geny

Table I
Functions of proteins encoded by analyzed genes

Gen Funkcja biatka kodowanego przez gen Zrodto

KCNJ2 Tworzy kanat jonowy biorgcy udziat w transporcie jonéw K+ do wnetrza komérki, odgrywa [7-9]
istotna role w regulacji, kontroli i utrzymaniu pobudliwo$ci komérek

SLC4A4 Kotransporter dwuweglanu sodu, uczestniczy w transporcie Na* i HCO,?, bierze udziat [10, 11]
w utrzymaniu wewnatrzkomérkowego pH

SLC34A2 Kotransporter fosforanu zalezny od sodu; jest silnie wrazliwy na zmiany pH [12]

zmian w ekspresji metoda iloSciowej reakcji PCR dla
trzech z nich: KCNJ2, SLC4A4 i SLC34A2 (tab. I).

Materiat i metody

Material do badan stanowily fragmenty zdrowej i no-
wotworowo zmienionej tkanki tarczycy pobrane $r6-
doperacyjnie od 38 chorych operowanych w Klinice
Chirurgii Onkologicznej Instytutu Onkologii w Gliwi-
cach (rednia wieku chorych 36 lat, zakres 5-78 lat).

Izolacja RNA

Catkowite RNA zostalo wyizolowane z fragmentéw
tkanki o wielkosci 30-50 mg przy uzyciu RNeasy Total
Midi, a nastepnie oczyszczone przy uzyciu RNeasy Mini
Kit (Qiagen) z trawieniem DNA-azq wedlug zalecen
producenta. Stezenie RNA oznaczono metoda spektro-
fotometryczng poprzez pomiar absorpcji $wiatta w nad-
fiolecie przy dlugosci fali 260 nm. Spektrofotometrycz-
nie sprawdzano réwniez czysto$¢ RNA. Wartos¢ wspot-
czynnika A, /A . miedcila si¢ w granicach 1,8-2,1, co
$wiadczylo o czystosci preparatu (preparat byt wolny
od zanieczyszczen bialkami). Dokonano oceny jakoscio-
wej preparatu RNA, wykorzystujac jako wzorzec wiel-
kosci marker pUCMix oraz marker RNA L.

Synteza cDNA

Synteze cDNA przeprowadzono na matrycy wyizolo-
wanego catkowitego RNA. Wykorzystano do tego celu
cDNA Omniscript (Qiagen), w sklad ktérego wchodza:
odwrotna transkryptaza RT-O zoptymalizowana w sto-
sunku do enzyméw AMV i MMLYV, 10 X bufor RT,
deoksyrybonukleotydy (dNTPs), startery Random Hek-
samery oraz woda wolna od RNaz.

Ilosciowa analiza ekspresji poszczegolnych
genow

Iloéciowa reakcja PCR przeprowadzona zostala w apa-
racie ABI PRISM 7700 na ptytkach, z ktérych kazda za-
wierala 96 dolkéw. Na pojedynczej plytce oprécz ba-
danych prébek naktadano rozcienczenia standardéw
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w dwodch powtdrzeniach oraz kontrole negatywna,
pozbawiong matrycy, réwniez w dwoéch powtérze-
niach. Fluorescencje odczytywano przy dlugosci fal
odpowiadajacych barwnikowi FAM (1 = 518 nm), kt6-
ry byl skladnikiem sond dla poszczegélnych gendw,
oraz przy dlugosci fal odpowiadajgcych barwnikowi
VIC (A = 554 nm), ktéry wchodzil w sklad sondy dla
kontroli wewnetrznej — genu GUS. Ustawiano odpo-
wiednie parametry: zakres linii bazowej i linii odciecia
w takim miejscu, gdzie zaczynal sie wzrost logarytmicz-
ny, dla wszystkich plytek takie same: linia odciecia
—0,02; linia bazowa — 3-16. Powstate dane analizowa-
no przy uzyciu programu Sequence Detector i wyniki
przedstawiano w postaci raportu, z ktérego odczytywa-
no wartoé¢ Ct oraz wyznaczong na podstawie krzywej
standardowej wzgledna ilo$¢ matrycy.

Statystyczna ocena wynikow

Wiyniki ekspresji gendw poddawano analizie po prze-
ksztalceniu logarytmicznym. Zgodnos¢ rozkladu war-
todci ekspresji genéw z rozktadem normalnym ocenio-
no za pomocy testu Shapiro-Wilka. Ze wzgledu na od-
chylenie od rozktadu normalnego w czesci badanych
genéw, analize prowadzono za pomocg testéw niepa-
rametrycznych niewrazliwych na rozklad zmiennej.
Ekspresje kazdego genu w ukladzie tarczyca zdrowa—
-PTC poréwnywano za pomoca testu Kolmogorowa-
-Smirnowa. Ekspresje wielu genéw poréwnywano za
pomocy testu Kruskala-Wallisa. We wszystkich anali-
zach uwzgledniono poprawke na krotnos$é poréwnan
wedlug Bonferroniego, kompensujaca wplyw wielo-
krotnego powtarzania analiz statystycznych na zna-
mienno$¢ wyniku. Za istotne statystycznie przyjeto
réznice o poziomie istotnosci p < 0,002.

Wyniki

Ilosciowa ocena ekspresji badanych gendw

Dla kazdego z badanych genéw rezultatem analizy byl
raport przedstawiajacy surowe wyniki: warto$¢ Ct oraz
wzgledng ilos¢ matrycy odczytang z krzywej standar-
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Tabela II

Wartosci wzgledne odzwierciedlajgce ekspresje poszczegdlnych gendw w nowotworowych i zdrowych tkankach tarczycy,
uzyskane po znormalizowaniu wynikow wzgledem kontroli wewngtrznej

Table I

Relative expression of genes in tumor and normal tissues after normalization by internal control

KCNJ2 Mediana Najnizsza Najwyisza Srednia Odchylenie
warto$é warto$é wartos¢ standardowe

Tkanka zdrowa 0,495 0,00001 15,359 1,049 2,876

PTC 3,430 0,00001 20,492 5,195 5,743

SLC34A2 Mediana Najnizsza Najwyzsza Srednia Odchylenie
warto$¢ wartos¢ warto$¢ standardowe

Tkanka zdrowa 0,053 0,0086 0,737 0,092 0,139

PTC 1,170 0,00001 6,721 1,811 1,626

SLC4A4 Mediana Najnizsza Najwyzsza Srednia Odchylenie
warto$¢ warto$¢ warto$¢ standardowe

Tkanka zdrowa 27,371 0,485 60,806 27,541 12,940

PTC 3,606 0,561 28,218 6,435 6,155

PTC (papillary thyroid carcinoma) — rak brodawkowaty tarczycy

dowej. Wartosci ekspresji poszczegdlnych genéw dla KCNJ2

kazdej badanej tkanki normalizowano wzgledem kon- 50,0000

troli wewnetrznej, jaka byt gen S-glukoronidazy (GUS).

Dzieki temu otrzymano wzgledne wartosci, umozliwia- 5,0000 E

jace dokonania poréwnan pomiedzy ré6znymi préba- 0,5000 s

mi. Transkrypt dla genu GUS byl obecny we wszyst- >

kich badanych tkankach, co dowodzi integralnosci 5 00500

RNA. Ekspresja genu GUS byla stabilna w tkankach 0,0050

prawidlowych i w guzach, co potwierdzono testem

Kruskala-Wallisa (p = 0,321, n = 96). 0,0005 Mediana

Zaobserwowano znaczne réznice w ekspresji bada- 5E-5 == 25-75%
nych genéw w analizowanych tkankach (tab. II). —I- Zakres nieodstajacych
Najwyzszy, bo az 20-krotny, wzrost ekspresji wykazat Ztg;‘:]‘l’(": FTC

gen SLC34A2. Znaczny wzrost ekspresji pomiedzy
tkanka prawidlowa a rakiem zaobserwowano réwniez
dla genu KCNJ2. Gen SLC4A4, kodujacy kotransporter
dwuweglanu sodu, jako jedyny wykazal spadek eks-
presji (7-krotny). Korzystajac z testu Kruskala-Wallisa,
poréwnano ekspresje kazdego z genéw miedzy frag-
mentami zdrowej tarczycy a PTC (ryc. 1-3), stwierdza-
jac znamienna réznice (p < 0,002).

Dyskusja

Zmiany w ekspresji genéw w PTC mozna interpreto-
waé w réznym kontekscie: mozna sobie zadaé pytanie,
czy wzrost lub spadek ekspresji tego genu ma znacze-
nie dla diagnostyki danego raka lub tez analizowac zna-
czenie funkcjonalne obserwowanych zmian w ekspre-
sji. W ostatnim czasie wiele badan koncentruje sie na
aspekcie diagnostycznym. Niestety, wiekszo$¢ marke-
réw zaproponowanych dla raka brodawkowatego [5]
nie spelnia kryteriéw markera idealnego. Dlatego tez

Rycina 1. Porcwnanie ekspresji genu KCNJ2 w raku brodawkowatym
tarczycy i zdrowym gruczole przy uzyciu testu Kruskala-Wallisa.
Rdznica w ekspresji jest znamienna statystycznie (p < 0,002), PTC
(papillary thyroid carcinoma) — rak brodawkowy tarczycy

Figure 1. Comparison of KCN]J2 expression in PTC (papillary
thyroid carcinoma) and normal thyroid tissue samples (Kruskal-
Wallis test). The difference between PTC and normal tissue is
statistically significant

duzy nacisk kladzie sie ciggle na poszukiwanie nowych
kandydatéw na markery molekularne raka tarczycy.
W PTC pierwsze badania mikromacierzowe zostaty
przeprowadzone w 2001 roku w Ohio przez grupe prof.
de la Chapelle z Columbus [5]. Wytypowanych zostalo
wowczas okoto 50 genéw, z ktérych czes¢ wykazywata
nadekspresje w PTC, a pozostale ulegaly wyciszeniu.
Geny te zostaly dokladniej przeanalizowane w kolej-
nej publikacji pod katem ich znaczenia w transformacji
nowotworowej komérki pecherzykowej tarczycy,
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Rycina 2. Pordwnanie ekspresji genu SLC4A4 w raku brodawko-
watym tarczycy (PTC) i zdrowym gruczole przy uzyciu testu
Kruskala-Wallisa. Réznica w ekspresji jest znamienna statystycznie
(v < 0,002)

Figure 2. Comparison of SLC4A4 expression in PTC (papillary
thyroid carcinoma) and normal thyroid tissue samples (Kruskal-
Wallis test). The difference between PTC and normal tissue is
statistically significant

bowiem wiele z nich bylo po raz pierwszy wigzane
z PTC [13]. Ekspresja 9 genéw poddana byla weryfika-
¢ji metoda RT-PCR i wykazata zgodnoé¢ z wynikami
uzyskanymi na mikromacierzach DNA. Nasze badania
mikromacierzowe rowniez udowodnily charaktery-
styczny profil ekspresji genéw dla PTC [6], wykazuja-
cych znacznie zmieniong ekspresje w poréwnaniu
z tkanka prawidlowg tarczycy, i rozszerzono zbiér ge-
néw zaproponowany przez zesp6t z Ohio [5].

Sposrdd przeanalizowanych gendéw najwieksze zna-
czenie diagnostyczne moégltby mie¢ gen SLC34A2, kto-
ry wykazal znaczny (20-krotny) wzrost ekspresji. Gen
SLC34A2 koduje transporter anionéw fosforanowych
ibierze udzial w utrzymaniu homeostazy komérkowej.
Nie opisano go dotychczas w raku tarczycy, stwierdzo-
no natomiast, Zze wzrost jego ekspresiji jest szczegdlnie
charakterystyczny w raku jajnika [12]. Gen KCNJ2,
kodujacy transporter jonéw potasowych, wykazywat
kilkukrotny wzrost ekspresji w PTC w poréwnaniu
ze zdrowa tarczyca. W przypadku genu SLC4A4, nale-
Zgcego rowniez do rodziny transporteréw anionowych,
zaobserwowano spadek ekspresji w PTC wzgledem
tarczyc zdrowych. Biatko kodowane przez ten gen jest
szczegOllnie charakterystyczne dla kanalikéw nerko-
wych blizszych, gdzie uczestniczy w filtracji i ponow-
nym wchianianiu HCO,>.

Nasuwa sie pytanie, czy zbadane przez nas geny
moga mie¢ znaczenie funkcjonalne w patogenezie PTC.
Niestety, nie ukazala sie dotychczas zadna praca opi-
sujaca mechanizmy regulujace ekspresje tych genéw
w nowotworach tarczycy. Mozna jedynie przypuszczaé,
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Rycina 3. Pordwnanie ekspresji genu SLC34A2 w raku
brodawkowatym tarczycy (PTC) i zdrowym gruczole przy uzyciu
testu Kruskala-Wallisa. Roznica w ekspresji jest znamienna
statystycznie (p < 0,002)

Figure 3. Comparison of SLC34A2 expression in PTC (papillary
thyroid carcinoma) and normal thyroid tissue samples (Kruskal-
Wallis test). The difference between PTC and normal tissue is
statistically significant

ze geny KCNJ2 i SLC34A2, wykazujace podwyzszona
ekspresje w PTC, moga podlega¢ podobnym mechani-
zmom regulacyjnym. W przypadku genéw SLC4A4
oraz SLC34A2, nalezacych do rodziny transporteréw
anionowych, brak jest rowniez jakichkolwiek doniesief
z piSmiennictwa odnosnie ich ekspresji w prawidlowym
gruczole, czy tez tarczycy zmienionej nowotworowo.
Najwiecej danych dotyczy ekspresji dwdch innych ge-
néw z tej rodziny: NIS (SLC5A5) i PDS (SLC26A6) [14].
Sa to geny, ktére przyczyniajq sie do transportu jod-
kéw najpierw z krwi do cytoplazmy (NIS), a potem
z cytoplazmy komoérek pecherzykowych do koloidu
(PDS). Zaobserwowano wysoce znamienng korelacje
pomiedzy ich ekspresjg w raku tarczycy [14, 15]. Mozna
zatem przypuszczaé, ze w przebiegu transformacji no-
wotworowej NIS i PDS podlegaja wspélnemu mecha-
nizmowi regulacyjnemu, powodujacemu znaczne ob-
nizenie ich ekspresji w poréwnaniu z tkanka prawi-
dlowa. W naszych badaniach zauwazyliémy, ze znacz-
nie obnizonej ekspresji genu SLC4A4 towarzyszyl
wzrost ekspresji SLC34A2, nie obserwowaliémy jednak
zadnej korelacji z genem NIS (niemniej te korelacje
poréwnywalismy tylko na podstawie danych z mikro-
macierzy).

Whioski

Wsréd badanych genéw najlepiej réznicujagcym PTC od
zdrowej tarczycy okazal sie gen SLC34A2. Konieczne
sa dalsze badania dla potwierdzenia jego znaczenia dia-
gnostycznego.
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