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Abstract

Introduction: Medullary thyroid carcinoma occurs both as
asporadic and a familial disease. Inherited MTC (iMTC) pa-
tients usually exhibit better prognosis than patients with
sporadic form of MTC (sMTC), however, in both subtypes
the outcome is unpredictable. No molecular markers con-
tributing to the prognosis or predicting the type of therapy
have been introduced to clinical practice until now.

The aim of this study was to analyze gene expression pattern
of MTC by high density oligonucleotide microarray.
Material and methods: 24 samples were studied: 12 MTC
and 12 corresponding normal tissues, (Affymetrix HG-U
133A). Among MTC patients there were half inherited ca-
ses and half sporadic ones.

Results: First, the differences between MTC and thyroid
tissue were analyzed by Singular Value Decomposition
(SVD) which indicated three main modes determining the
variability of gene expression profile: the first two were re-
lated to the tumor/normal tissue difference and the third
one was related to the immune response. The characteristic
expression pattern, beside of numerous changes within can-
cer-related genes, included many up-regulated genes speci-
fic for thyroid C cells. Further analysis of the second compo-
nent revealed two subgroups of MTC, but the subdivision
was not related to the iMTC/sMTC difference. Recursive
Feature Replacement (RFR) confirmed the very similar

expression profile in both forms of MTC. With subsequent
ANOVA analysis some genes with differential expression
could be specified, among them monoamine oxidase B
(MAOB) and gamma-aminobutyric acid receptor (GABRR1)
which were consistently up-regulated in sMTC. In contrary,
some genes involved in regulation of cell proliferation: opioid
growth factor receptor(OGFR) and synaptotagmin V (SYT 5)
were up-regulated in iMTC.

Conclusions: The obtained data indicate a very similar gene
expression pattern in inherited and sporadic MTC. Minor
differences in their molecular profile require further analysis.

(Pol | Endocrinol 2006; 4 (57): 420-426)
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Streszczenie

Wstep: Rak rdzeniasty tarczycy (MTC, medullary thyroid carci-
nomay) jest nowotworem wywodzacym sie z okolopecherzy-
kowych komoérek C tarczycy. W okolo 20-30% przypadkéw
rak ma charakter dziedziczny, a jego wystgpienie zwigzane
jest z mutacja germinalng w genie RET.

Celem pracy byla analiza profilu ekspresji genéw charakte-
rystycznego dla raka rdzeniastego tarczycy przy zastoso-
waniu mikromacierzy oligonukleotydowych wysokiej
gestosci (HG U133A, Affymetrix) oraz poréwnanie profilu
ekspresji pomiedzy postacig dziedziczng i sporadyczna tego
nowotworu.

Material i metody: Analizie poddano 24 prébki tkankowe,
w tym 12 prébek MTC oraz 12 odpowiadajgcych im tkanek
zdrowych. Polowe grupy stanowily przypadki dziedzicz-
ne (iMTC), a potowe sporadyczne (sMTC).

Wyniki: Réznica w ekspresji genéw pomiedzy tkanka
zdrowa a tkanka raka rdzeniastego byla bardzo wyrazna
i wynikata nie tylko z istnienia procesu nowotworowego,
lecz réwniez z odmiennego pochodzenia komérkowego.
W analizie rozkladu na wartosci osobliwe (SVD, singular
value decomposition) dwie pierwsze skladowe gtéwne obra-
zowaly réznice guz/tkanka zdrowa, trzecia byla zwigzana
przynajmniej czeéciowo z odpowiedziag immunologiczna.
Glebsza analiza drugiej sktadowej gtéwnej za pomoca testu
ANOVA pozwolita wyodrebni¢ dwie podgrupy w obrebie
guzéw nowotworowych, podziat ten nie byl jednak zwia-
zany z r6znicag iMTC/sMTC. Dopiero zastosowanie analizy
wariancji w grupie genéw wyodrebnionych za pomoca tech-
niki maszyn podpierajacych (SVM, support vector machine)

pozwolilo wskaza¢ grupe genéw réznicujacych. Do gendéw
o podwyzszonej ekspresji w raku sporadycznym nalezy
oksydaza monoaminowa B (MAOB, monoamine oxidase B)
oraz receptor kwasu gamma-aminomaslowego (GABRR1,
gamma-aminobutyric-acid receptor rho-1). W raku dziedzicz-
nym podwyzszong ekspresje wykazywaly: receptor opio-
idowego czynnika wzrostowego (OGEFER, opioid growth fac-
tor receptor) i synaptotagmina V (SYT5, synaptotagmin V), za-
angazowane w regulacje cyklu komoérkowego.

Whioski: Uzyskane dane nie pozwalaja na wyodrebnienie
istotnych réznic w profilu ekspresji genéw pomiedzy spora-
dycznym i dziedzicznym rakiem rdzeniastym tarczycy, co
przemawia za wspélnym torem transformacji nowotworowe;j.

(Endokrynol Pol 2006, 4 (57): 420—426)
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Wstep

Rak rdzeniasty tarczycy (MTC, medullary thyroid carci-
noma) wywodzi sie z okolopecherzykowych komorek
C tarczycy ijest w okolo 20-30% przypadkéw uwarun-
kowany dziedzicznie, co wiagze sie z obecnoscig muta-
cji germinalnych w genie RET i prowadzi do rozwoju
dziedzicznych zespoléw chorobowych. Zespoét gruczo-

lakowatosci wewnatrzwydzielniczej typu 2 (MEN 2,
multiple endocrine neoplasia type 2) rozwija sie jako MEN
2A i MEN 2B, rodzinny rak rdzeniasty (FMTC, familial
medullary thyroid carcinoma) traktowany jest jako pod-
typ zespolu MEN 2A [1-3]. Choroby te dziedzicza sie
w spos6b autosomalny dominujgcy na poziomie klinicz-
nym, mutacja wywiera takze efekt dominujacy na
poziomie komérkowym. Zidentyfikowanie mutacji
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protoonkogenu RET pozwolilo na wprowadzenie dia-
gnostyki DNA do rozpoznawania tych choréb, co znacz-
nie zwiekszylo wykrywalno$¢ dziedzicznej postaci raka
rdzeniastego tarczycy [1, 4]. Histopatologicznie dzie-
dziczny i sporadyczny rak rdzeniasty tarczycy nie od-
rézniaja sie od siebie. Ocena przebiegu klinicznego
irokowania — zaréwno w dziedzicznej, jak i sporadycz-
nej postaci choroby — takze czesto nie pozwalaja na
wyodrebnienie ré6znic w ich przebiegu, oczywiscie poza
wspotwystepowaniem innych endokrynopatii w postaci
dziedzicznej [4-6]. Jakkolwiek cze$¢ przypadkéw,
szczegOlnie dziedzicznych, ma przebieg wieloletni,
dotychczas nie znaleziono wskaznikéw molekular-
nych, ktére pozwolilyby na wiarygodne prognozowa-
nie raka rdzeniastego tarczycy. Ponad 95% pacjentéw
z objawami pelnego zespolu MEN 2A wykazuje obec-
nos$¢ mutacji w jednym z kodonéw cysteinowych
— do 85% przypadkéw w kodonie 634 eksonu 11, rza-
dziej w eksonie 10 (kodony: 609, 611, 618, 620). W EMTC
na ogol stwierdza sie mutacje w kodonie 618 i 620 eks-
onu 10 i w kodonie 634 eksonu 11, stanowig one 60%
wszystkich przypadkéw dziedzicznych (stad traktowa-
nie FMTC jako podtypu MEN 2A). Znacznie rzadziej
spotyka sie mutacje w eksonach 13 (kodon 790, 791, naj-
rzadziej 768) i 14 (kodon 804).

Wszystkie mutacje wykrywane u chorych z zespo-
tem MEN 2/FMTC powoduja aktywacje genu RET
w dominujacy gen transformujacy. Rak rdzeniasty
w zespole MEN 2A, szczeg6lnie w postaciach rodzinnych,
ktérym nie towarzyszy ryzyko guzéw chromochion-
nych, moze przebiegac jako choroba wieloletnia z wolng
progresja, podczas gdy w zespole MEN 2B choroba ma
przebieg agresywny i rozwija sie znacznie wczeéniej [3].
Mutacja somatyczna, charakterystyczna dla tego zespo-
tuiwystepujaca w kodonie 918, jest takze najczestszym
wydarzeniem molekularnym inicjujacym sporadyczne-
go raka rdzeniastego tarczycy (ok. 40% wszystkich przy-
padkow) i wigze si¢ ja z powazniejszym przebiegiem
Klinicznym choroby [1]. Rokowanie w raku rdzeniastym
tarczycy zalezy przede wszystkim od tego, na ile wcze-
$nie zostalo postawione rozpoznanie i czy mozliwe bylo
radykalne leczenie chirurgiczne. Niestety, czesto mimo
agresywnego leczenia operacyjnego remisje choroby
udaje sie uzyskac tylko u okolo polowy operowanych
chorych, u pozostalych stezenie kalcytoniny nie nor-
malizuje sie po zabiegu i ryzyko progresiji jest znacza-
ce. Dotychczasowe badania nie przyniosty w raku rdze-
niastym tarczycy zadnych wskaznikéw molekularnych,
ktére miatyby istotne znaczenie dla rokowania czy wy-
boru terapii, dlatego tez tym wieksze jest zaintereso-
wanie badaniami mikromacierzowymi.

Celem podjetej pracy byla wstepna charaktery-
styka profilu ekspresji genéw raka rdzeniastego tarczy-
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cy oraz poréwnanie raka sporadycznego i dziedzicz-
nego pod tym katem.

Materiat i metody

Materiat do badan stanowilo 6 préobek raka dziedzicz-
nego rdzeniastego i 6 probek sporadycznego raka rdze-
niastego oraz odpowiadajacych guzom 12 tkanek nie-
zmienionej makroskopowo tarczycy. Komisja Bioetycz-
na Instytutu Onkologii w Gliwicach wyrazita zgode na
przeprowadzenie badaf. Analiza protoonkogenu RET
wykazala u 4 chorych obecno$¢ mutacji germinalnych
w kodonie 634 oraz u dwoéch w kodonie 620. Wszystkie
tkanki pobrano Srédoperacyjnie i natychmiast umiesz-
czono w temperaturze —80°C. Catkowite RNA izolowano
z okolo 40-100 mg zamrozonej tkanki za pomoca RNe-
asy Total Midi i Mini Kit (Qiagen). Do syntezy cDNA
uzyto 8 ug RNA (SuperScript II, Invitrogen). Nastepnie
wykonano transkrypcje in vitro w celu uzyskania
biotynylowanego cRNA (BioArray High Yield RNA
Transcipt Labeling Kit, Enzo). Namnozony cRNA pod-
dawano fragmentacji pod wplywem wysokiej tempe-
ratury i jonéw magnezu, a nastepnie 16-godzinnej hy-
brydyzacji z mikromacierzami wysokiej gestosci Human
Genome U133A (Affymetrix) w temperaturze 45°C. Ilos¢
i jakos¢ uzyskanego RNA oraz cDNA i cRNA oceniano
spektrofotometrycznie oraz elektroforetycznie w 1-pro-
centowym zelu agarozowym oraz za pomoca bioanali-
zatora Agilent 2100. W dalszym etapie mikromacierze
barwiono kompleksem fikoerytryna—streptawidyna.

Skanowanie przeprowadzono w Gene Array Scaner
(Agilent).

Analize bioinformatyczng wynikéw przeprowadzo-
no technika rozktadu na wartosci osobliwe (SVD, sin-
gular value decomposition). Jest to analiza poszukujgca
glownych trendoéw (charakterystycznych wzorcow)
w profilu ekspresji, prezentujacych najwieksza zmien-
no$¢ w analizowanym materiale. Do wyodrebnienia
optymalnego zbioru genéw (klasyfikatoréw molekular-
nych) réznicujacych badane grupy zastosowano anali-
ze Recursive Feature Replacement (RFR) wykorzystu-
jaca technike maszyn wektoréw podpierajacych (SVM,
Support Vector Machine). Do oceny istotnosci réznic
stosowano analize wariancji (ANOVA) z odpowiedni-
mi poprawkami na wielokrotne powtérzenia. Do spo-
rzadzenia rycin zastosowano program GeneSpring 7.2.

Wyniki

W pierwszym etapie analizy autorzy niniejszej pracy
skupili sie na charakterystyce profilu ekspresji genéw
raka rdzeniastego tarczycy. Analiza wariancji ANOVA,
z zastosowaniem poprawki Westfalla-Younga uwzgled-



Endokrynologia Polska/Polish Journal of Endocrinology 2006; 4 (57)

1082
& |
.I. II
k. b f 1
%% i !
i
-
=
o ik
g i f b I.r-. 2 'l_\. ]
i oA s TR
% = 1 '|'||_ e
i I e
E | ag
&3 ¥ . i
1 1
1
-a&ll.rlgnlw NITE mbwwad 24D sponade NINT vl

el wv A el s e

%8 riwilen

Sobren
LZET ol
Byt porpis

7L nEeried
Farere bt

A0 npmyep s

Rycina 1. Profil ekspresji gendw roznicuje raka rdzeniastego tarczycy od tkanki tarczycy niezmienionej makroskopowo, nie obserwuje

sig roznic w profilu raka sporadycznego i dziedzicznego

Figure 1. The gene expression profile differentiated medullary thyroid carcinoma from macroscopically unchanged thyroid tissue. The
distinct differences in gene expression profile between sporadic and hereditary is not observed

niajacej wielokrotnosé poréwnan, wykazata, Ze réznica
w profilu ekspresji miedzy prébkami raka a niezmieniong
makroskopowo tarczyca dotyczy ponad 7000 genéw
(ryc. 1). Do analizy gtéwnych Zr6det zmiennosci w ba-
danym materiale zastosowano nienadzorowang tech-
nike rozkladu na wartosci osobliwe (SVD) [7], w ktérej
wykazano, ze 3 pierwsze trendy (sktadowe gtéwne) opi-
suja ponad polowe zmiennosci (stanowia 55% calego
zréznicowania). Pierwsza i druga sktadowa odnosza sie
do réznicy guz/zdrowa tarczyca, a trzecia — gléwnie
do odpowiedzi immunologicznej (ryc. 2). W celu wy-
brania optymalnego zbioru genéw réznicujacych probki
guza od tarczycy prawidlowej autorzy zastosowali me-
tode RFR [8] opracowang przez nich z wykorzystaniem
maszyn wektoréw podpierajacych. Uwzglednia ona
interakcje miedzy genami, dzieki czemu wybiera sie
najlepszy zbiér genéw, a nie pojedyncze najlepiej
réznicujace geny. Wyselekcjonowany klasyfikator wie-
logenowy sklada sie z 19 genéw, wérdd ktdrych jest mie-
dzy innymi gen kodujacy fibronektyne (FN 1, fibronec-
tin 1), glikoproteine uczestniczaca w procesach adhezji
komorkowej i tkankowy inhibitor metaloproteinaz typu
1 (TIMP1, tissue inhibitor of metaloproteinases 1) kodujacy
bialko macierzy zewnatrzkomérkowej (ryc. 3). Wzoér
ekspresji charakterystyczny dla raka rdzeniastego obej-
mowal nie tylko zmiany w obrebie genéw zwigzanych

Z samym procesem nowotworowym, lecz réwniez pod-
wyzszona ekspresje genéw ulegajacych ekspresji
w komorkach C, takich jak gen GFRA 4, kodujacy kore-
ceptor dla biatka RET. Ekspresja tego genu byla wyraz-
nie zwiekszona gléwnie w prébkach raka przy braku lub
bardzo niskiej aktywacji w prébkach tarczycy prawidlo-
wej. Réwnoczesnie, w obrebie drugiej skladowej ujaw-
nily si¢ dwie wyrazne podklasy w obrebie probek no-
wotworowych, jednak podzial ten nie wigzat sie
z r6znicg rak sporadyczny/rak dziedziczny. Analiza wa-
riancji ANOVA nie ujawnila zadnych genéw réznicujacych
te dwie postaci raka rdzeniastego tarczycy. Zastosowanie
metody nadzorowanej — RFR — takze nie okazalo sie sku-
teczne dla znalezienia wyraZznej r6znicy w profilu ekspresji
pomiedzy tymi dwoma grupami rakéw. Dopiero zastoso-
wanie analizy wariangji na grupie genéw wyodrebnionej
wczesniej metodg RFR pozwolito wskaza¢ na niewielka
liczbe genéw réznicujacych. W grupie tej znalazly sie geny
o podwyzszonej ekspresji w raku sporadycznym, w tym
oksydaza monoaminowa B (MAOB, monoamine oxidase B)
czy receptor kwasu gamma-aminomastowego (GABRRI,
gamma-aminobutyric-acid receptor rho-1). W raku dziedzicz-
nym podwyzszona ekspresje wykazywaly: receptor opio-
idowego czynnika wzrostowego (OGEFER, opioid growth fac-
tor receptor) i synaptotagmina V (SYT5, synaptotagmin V),
zaangazowane w regulacje cyklu komérkowego (ryc. 4).
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Rycina 2. Analiza zmiennosci profilu ekspresji w probkach raka rdzeniastego tarczycy sporadycznego i dziedzicznego, wykonana
nienadzorowang techniky rozktadu na wartosci osobliwe (SVD, singular value decomposition)

Figure 2. Gene expression variability in MTC and normal thyroid, analyzed by Singular Value Decomposition (SVD)
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Rycina 3. Klasyfikator molekularny roznicujgcy raka rdzeniastego tarczycy od niezmienionej makroskopowo tarczycy, wykonany technikg

RER (recurrent feature replacement)

Figure 3. The molecular classifier which differentiates MTC from normal thyroid tissue, selected by RFR method

Dyskusja

Gléwnym zrédlem zmiennosci w badanym materiale
raka rdzeniastego tarczycy okazala sie r6znica w profilu
ekspresji genéw pomiedzy prébkami raka rdzeniaste-
go a probkami niezmienionej makroskopowo tarczy-
cy. Nalezy podkresli¢, ze réznica ta wynika nie tylko
zistnienia procesu nowotworowego, lecz réwniez z od-

miennego pochodzenia komérkowego, gdyz rak rdze-
niasty rozwija sie z komoérek C, ktére w otaczajacej tkance
zdrowej sa rzadkie i stanowia zaledwie kilka procent
wszystkich komorek. Jednakze, wsréd réznicujacych
genoéw znalazly sie takze fibronektyna FN1 i inhibitor
metaloproteinaz typu 1 TIMP1, opisywane jako istotne
dla procesu nowotworzenia w raku brodawkowatym
tarczycy [9] i wyodrebnione takze przez innych auto-
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Rycina 4. Geny rdznicujgce raka rdzeniastego dziedzicznego od sporadycznego

Figure 4. Set of genes differentiating between hereditory and sporadic medullary thyroid carcinoma

réw analizujgcych profil molekularny raka brodawko-
watego tarczycy [10, 11]. Oba geny charakteryzuja sie
podobnym wzorem ekspresji zar6wno w raku brodaw-
kowatym, jak i rdzeniastym tarczycy, gdzie obserwo-
wana jest znacznie podwyzszona ekspresja w stosunku
do probek prawidlowej tarczycy. Moze to oznaczaé, ze
w profilu ekspresji genéw istotng role odgrywa takze
zmieniona ekspresja genéw w komoérkach guza. Uzy-
skanie RNA z prawidlowych komérek C jako punktu
odniesienia dla raka rdzeniastego jest niezwykle trud-
ne i na obecnym etapie zaawansowania mikrodyssek-
cji laserowej praktycznie niemozliwe do zrealizowania.
Na dalszym etapie badan autorzy niniejszej pracy pla-
nuja poréwnanie profilu ekspresji genéw raka rdzenia-
stego tarczycy do komérek linii TT, obecnie najlepiej
scharakteryzowanej i stabilnej linii komérkowej wywo-
dzacej sie z ludzkiego raka rdzeniastego tarczycy. Nie
rozwigze to problemu poréwnania miedzy zdrowa
a transformowang nowotworowo komérka C, ale
przynajmniej pozwoli wyodrebni¢ ,czysty” profil raka
rdzeniastego. Wstepna analiza poréwnawcza spora-
dycznego i dziedzicznego raka tarczycy wskazuje na
podobienstwo wzoru ekspresji genéw tych dwdch ty-
pow raka. Praca Jain i wsp. [12], jedyna tego typu wcze-
$niejsza analiza w piSmiennictwie, takze nie wykazuje
wyraznych réznic miedzy postacig sporadyczng i dzie-
dziczng MTC, podkreslajac jednoczesnie heterogennosc¢
profilu molekularnego rakéw sporadycznych. Autorzy
prezentowanego badania postanowili wiec zastosowaé
metode nadzorowang, wykrywajaca nawet niewielkie
réznice. Do tego celu postuzyli sie technika maszyn

wektoréw podpierajacych, co wraz z pdzniejsza ana-
lizg wariancji pozwolilo na wybranie 9 genéw wyka-
zujacych réznice w ekspresji przy poréwnaniu raka spo-
radycznego i dziedzicznego. Powyzsze wyniki moga
jednak stanowi¢ dopiero wstepng wskazoéwke i wyma-
gaja potwierdzenia na wigkszej liczbie guzéw. Nie-
mniej, godne zainteresowania jest wytypowanie nie-
ktorych genéw zwigzanych z neuroendokrynnym cha-
rakterem guza. W raku sporadycznym wzrost ekspre-
sji dotyczyl oksydazy monoaminowej B i receptora
GABA, a w raku dziedzicznym genu opioidowego czyn-
nika wzrostowego i synaptotagminy V.

Whioski

1. Profil ekspresji gendw raka rdzeniastego tarczycy
bardzo znacznie r6zni sie od profilu niezmienionej
makroskopowo tarczycy, niemniej czes¢ gendéw
wykazuje podobne zmiany jak w raku brodawko-
watym tarczycy.

2. Wsréd genéw wykazujacych wzrost ekspresji
w raku rdzeniastym tarczycy jest gen kodujacy kore-
ceptor GFRA4 dla biatka RET, ktéry nalezy do biatek
charakterystycznych dla komérek C, oraz fibronekty-
na I i gen inhibitora metaloproteinaz typu I, ktérych
ekspresja jest zwiekszona w wielu nowotworach.

3. Uzyskane dane nie pozwalaja na wyodrebnienie
istotnych r6znic w profilu ekspresji genéw pomiedzy
sporadycznym i dziedzicznym rakiem rdzeniastym
tarczycy, co przemawia za wsp6lnym torem transfor-
macji nowotworowej w obu postaciach choroby.
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