PRACE POGLADOWE/REVIEWS

I

Endokrynologia Polska

DOI: 10.5603/EPa2016.0042
Tom/Volume 67; Numer/Number 2/2016
ISSN 0423-104X

Mouse models of papillary thyroid carcinoma — short review
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Abstract

Thyroid carcinoma (TC) is the most common endocrine malignancy, and its frequency is still rising. Papillary thyroid carcinoma (PTC)
accounts for 80% of all TCs and usually is related to a very good prognosis. However, the standard therapeutic approaches are not always
sufficient and disease progression is sometimes observed. These data highlight the limitation of our understanding of molecular mechanisms
underlying tumorigenesis and how they vary between individual patients. Over the last 19 years mouse models of thyroid cancers have
been developed in order to give answers to questions about their genetic background, relations of key molecular events with pathways
fundamental for cancer, and many others. Among these models genetically engineered mice were of utmost importance regarding the
input of knowledge about human tumorigenesis. In the present review the most significant mouse models of PTC are described with
particular emphasis on BRAFV600E-induced ones, for the sake of its frequency in PTC, relation to factors of poor prognosis, and the fact
that, since its identification, it became an attractive target in novel therapies. For the presented mouse models phenotype consequences
of particular genetic alterations are described as well as the limitations of the used methods. (Endokrynol Pol 2016; 67 (2): 212-223)
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Streszczenie

Rak tarczycy (TC) stanowi wiekszo$¢ nowotworéw zlodliwych uktadu endokrynnego. Obserwuje sie staly przyrost zachorowalnosci na
TC, szczegblnie na raka brodawkowatego tarczycy (PTC), ktéry stanowi az 80% wszystkich TC. Rak brodawkowaty tarczycy wigze sie
najczeéciej z bardzo dobrym rokowaniem. Zdarzaja si¢ jednak chorzy, w przypadku ktérych standardowe leczenie okazuje sie niewy-
starczajace i obserwuje sie progresje choroby, co podkresla ograniczenia naszego zrozumienia mechanizméw molekularnych lezacych
u podloza raka, jak réwniez indywidualnych réznic. Przez ostatnich 19 lat zostalo opracowanych wiele mysich modeli raka tarczycy,
w celu odpowiedzi na pytania dotyczace jego podloza genetycznego, zwiazku kluczowych zmian genetycznych z fundamentalnymi
dla raka $ciezkami sygnalowymi oraz wiele innych aspektéw. Ze wzgledu na wklad w poznanie mechanizméw ludzkiej kancerogenezy
najwieksze znaczenie odegraly modele oparte o genetyczne modyfikacje. W ponizszym przegladzie przyblizone zostaly najwazniejsze
mysie modele raka brodawkowatego tarczycy. Najwiecej uwagi poswiecono modelom PTC indukowanym mutacja BRAFV600E w zwigzku
z najwieksza czestoscia tej zmiany w PTC, jej zwigzkiem z gorszym rokowaniem oraz faktem, ze od momentu odkrycia stala sie jednym
z bardziej atrakcyjnych celéw w nowych terapiach. Dla prezentowanych mysich modeli PTC podano konsekwencje fenotypowe po-
szczegblnych zmian genetycznych, jak réwniez ograniczenia wynikajace z zastosowanej metody. (Endokrynol Pol 2016; 67 (2): 212-223)

Stowa kluczowe: mysi model; rak brodawkowaty tarczycy; BRAFV600E

Introduction

Thyroid carcinoma (TC) constitutes the vast majority
of all endocrine malignancies and is one of the few
neoplasias that are more common in females than in
males, comprising 2.1% of cancers in women [1]. What
is more, the estimated risk of thyroid cancers may be
increased by the initial diagnosis of breast cancer in
women, or prostate cancer in men, or in case of initial
primary cancers of the oral cavity and pharynx, kid-
ney and renal pelvis [2]. Since the 1980s an increase
in thyroid carcinoma incidence has been observed

in developed countries, mostly due to more effective
diagnostic tools headed by ultrasonography and fine
needle aspiration biopsy, which enable detection of
subclinical tumours. However, this rise in frequency
seems to be greater than could be predicted only from
improved diagnostics and heightened medical surveil-
lance. The largest increase in incidence over time is seen
in papillary thyroid carcinoma (PTC) [3], being the most
frequent among all thyroid cancer types (80% of cases).
PTC along with follicular thyroid carcinoma (FTC) con-
stitutes well differentiated TC (DTC), which together
with poorly differentiated (PDTC) and undifferentiated
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thyroid carcinomas (ATC) represents epithelial thyroid
cancers, which arise from follicular cells (also named
non-medullary thyroid cancers, NMTC).

The prognosis for patients with thyroid cancers is
very good, with the overall free survival rate > 95% at
five years. However, there is a subset of patients who
develop metastases and do not respond to systemic
therapy mainly due to resistance to radioiodine treat-
ment. This strengthens the need for the development
of new targeted therapies, adapted more individually to
a patient. The study of molecular mechanisms underly-
ing thyroid cancers has shed some light on their patho-
genesis and possible targets that could be used in dif-
ferent schemes of treatment. It has been shown that the
biological behaviour of cancers is determined by their
genotype, which may also influence tumour response to
specific therapies. Thus, molecular analyses of cancers
enable improvement of diagnostics and prediction of
prognosis, which in turn has an impact on decisions
about supplementary therapy and follow-up. Of all
thyroid cancer types papillary thyroid carcinoma is the
one with the broadest genetic background knowledge.

There are many different approaches available to
model thyroid cancer. However, each has its own limita-
tions. Taking into consideration not only the tumour but
also the patients heterogeneity, human thyroid cancer is
challenging to study. Limited human material availabil-
ity makes it impossible to compare genetic, epigenetic,
and proteomic profiles with all potentially affecting
factors being included. There are well-established hu-
man cell line models almost for each thyroid cancer
type. These are useful in primary analyses concerning
drug development, prediction of tumour response
to pharmaceutical agents, and the study of signalling
pathways. However, in monolayered cultures the three-
dimensional thyroid follicle, being the basic thyroid unit,
is lost. The two-dimensional cultures of thyrocytes in
turn may lose normal functions as TSH responsiveness
[4]. Toda et al. in 2002 established new organotypic
culture with the use of 3D collagen gel culture of thyroid
tissue fragments with improved oxygenation through
air exposure [5]. These models, by recreating thyroid fol-
licles in vitro, give the opportunity to study information
about tumour-stromal interactions [6]. However, when
working with cell lines their uniqueness or derivation
from the original tumour should be verified. In 2008
Schweppe et al. demonstrated significant redundancy
and cross-contamination among almost 50% of analysed
thyroid cell lines, with only 23 out of 40 cell lines having
unique genetic profiles [7]. Itis believed that mice are the
best model for cancer investigation that give comprehen-
sive information about tumour behaviour, its molecular
background, clinical consequences, as well as response
to specific drugs. There are three ways of inducing

tumours in mice, involving carcinogenic compounds,
xenograft models based on implantation of human
tumour cells as a subcutaneous or orthotopic transplants
into severe combined immunodeficient (SCID) mouse
strains or genetically engineered models. The first ap-
proach mentioned takes into consideration not only
some chemical agents but also physical agonists as well
as radiation. It gives insight mainly into the influence
of environmental factors on carcinogenesis. In the case
of thyroid cancers these are mostly goitrogens that
significantly decrease thyroid hormone levels, which
in turn leads to TSH elevation, goitre development,
and some follicular neoplasm induction [8]. It is also
known that ionising radiation is a well-established risk
factor in PTC. The consequences of X-irradiation were
studied in xenograft models demonstrating induction of
RET/PTC1 and/or RET/PTC3, the second most frequent
molecular events in PTC, of which induction of the first
one was dose-dependent [9, 10]. An advantage of xeno-
grafting is that the studies employ real human cells or
human cancers, which are implemented into the mouse.
On the other hand, these models require changes in
the hostimmune system, which in consequence do not
mimic the situation in actual patients. What is more, the
tumour implantation site affects the tumour behaviour,
for instance orthotopic implantation facilitates growth
and metastases [11]. The most comprehensive and reli-
able results are provided by models using genetically
engineered mice. It is quite impressive how far we can
go in the manipulation of the mouse genome in order
to study human tumorigenesis. We can now easily
generate mice in which the function of a particular gene
is lost, mutated, up-regulated, or down-regulated, and
the introduced changes in the genome may be limited
to appropriate cell types.

In this review we will present the state-of-the-art
in the development of genetically engineered mouse
models of human papillary thyroid carcinoma. The vast
majority of human thyroid cancer mouse models were
based on the production of transgenic lines by pronu-
clear DNA microinjection into the fertilised egg cells
and of knockout lines (conventional or conditional) by
homologous recombination in mouse embryonic stem
cells. However, new technologies have been introduced
in order to control the time and location of onset of the
studied alteration, including recombinase-mediated
gene modification (Cre/Lox), inducible exogenous genes
(tetracycline/doxycycline system), and drug-inducible
Cre activity (usually the Cre-ERT2 transgene, activated
by tamoxifen treatment). In the present review the ma-
jor PTC mouse models will be presented with particular
emphasis on models with PTC induced by the most
frequent genetic event, BRAFV600E mutation. There is
strong belief that mouse models may be of high impor-
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tance as pre-clinical models for therapeutic evaluation
and development of new therapies.

Molecular biology of papillary thyroid
carcinoma

There are four molecular alterations associated with
PTC, some of which have diagnostic and/or prognostic
value. These are somatic point mutations of the BRAF
and RAS genes and rearrangements of RET and NTRK1
genes. It is well known that ionising radiation is a risk
factor in PTC development, especially in children. Key
molecular alterations observed in radiation-induced
PTCs are RET rearrangements. RET gene is normally
not expressed in follicular thyroid cells. However, its
rearrangements with constitutively expressed genes
results in unregulated expression of chimeric onco-
protein with tyrosine kinase activity. These chromo-
somal aberrations take the form of intrachromosomal
inversions and interchromosomal translocations. RET/
/PTC1 and RET/PTC3 account the vast majority of all
RET rearrangements identified in PTC. The first is
formed by fusion with the H4 gene (D10S170) and the
latter by fusion with the NCOA4 gene (named also as
ELE1, RFG, or ARA70). The prevalence of RET/PTC in
papillary thyroid carcinoma varies in different studies
from 0 to 87% [12, 13]. This high discrepancy is partly
due to geographic variability, higher incidence of RET
rearrangements in radiation-related PTCs, and the
type of detection method used. Rearrangements of
NTRK1, a receptor tyrosine kinase normally involved
in nerve growth factor signalling, are less frequent
than RET/PTC and account for less than 12% of PTCs
[14]. The most frequent molecular event in papillary
thyroid carcinoma, present in 45% of PTC cases [15], is
BRAFV600E mutation, which involves a substitution of
valine for glutamate at residue 600 due to a point muta-
tion at nucleotide 1799 [16]. The presence of this BRAF
mutation is believed to be associated with particular
factors of poor prognosis, such as lymph node metas-
tases, extrathyroidal invasion, advanced disease stage,
lack of tumour capsule [17-19], and, according to the
last multicentre study of Xing et al., increased cancer-
related mortality among PTC patients [20]. However,
there are studies contradicting these data [21-23]. The
most recent data indicate mutations in the promoter
of the TERT gene that, coexisting with BRAFV600E,
may determine the aggressive course of PTC and play
a key role in preoperative diagnostics [24, 25]. When
it comes to RAS point mutations, these are present in
up to 16% of PTCs, with N-RAS being most common
[26], and are mostly detected in the follicular variant
of PTC. BRAF, RET, and RAS encode proteins of the
MAPK pathway, and their alterations are believed to be
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alternative events in PTC, usually not coexisting within
the same tumour [26, 27]. Mutations/rearrangements
of these genes lead to two different signalling conse-
quences. Tumours harbouring BRAFV600E mutation
do not respond to negative feedback from ERK (since
mutated RAF signals as a monomer), which results in
constitutive high MAPK signalling [28]. PTCs driven by
RAS and RTK (receptor tyrosine kinase) fusions in turn
signal via RAF dimers that respond to ERK feedback,
resulting in lower MAPK signalling. These differences
are reflected in the cancer phenotype as, for instance,
expression of genes responsible for iodine uptake, and
metabolism is downregulated in BRAFV600E tumours
on alarger scale compared to tumours harbouring RET
rearrangements or RAS mutations [29]. MAPK pathway
seems to be the key one in PTC progression. However,
as presented in many studies, other pathways such as
PI3K and/or AKT/mTOR are altered as well, depending
on the type of molecular event [30, 31]. Accordingly, the
TCGA study distinctly highlighted two types of PTC
phenotype: BRAF-like and RAS-like [32].

BRAFV600E-induced papillary thyroid
carcinoma mouse models

Since BRAFV600E mutation is present in almost half
of PTC cases, extensive studies were carried out on its
molecular and clinical consequences and its impact on
patient response to standard and novel therapies. This
genetic event is capable of initiating oncogenesis and
PTC development, which was demonstrated in cell
line, xenograft tumour systems as well as transgenic
mouse models [33-35]. However, BRAFV600E mutation
may occur as a secondary event as well, as presented
by Vasko et al. who detected BRAF alteration in lymph
node metastases from primary PTC that did not harbour
this nucleotide substitution [36].

There have been many genetically engineered BRAF
mouse models developed, and these are very coher-
ent in the obtained PTCs in terms of clinical features.
The first transgenic model of BRAFV600E-induced
PTC was published by Knauf et al. in 2005 [34]. The
authors created BRAFV600E mice under control of the
bovine Tg promoter. Two distinct lines were studied,
which differed in the level of transgene expression.
Higher BRAF expression was associated with higher
incidence of PTC and more aggressive course, includ-
ing local invasion. However, distant metastases were
not observed. The presence of BRAF mutation led to
dedifferentiation of thyroid cells and consequently to
TSH elevation compared to wild-type mice. On the one
hand dedifferentiated cells show decrease of thyroid
specific genes and are tended to lose expression of the
Tg-controlled transgene. However, due to the fact that
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the Tg promoter is regulated by TSH, the higher TSH
levels led to increased oncogene expression deviating
from the human PTCs. To circumvent these problems,
the authors engineered a tetracycline-inducible mouse
model (Tg-rtTA/tetO-BRAFV600E) in which thyroid-
targeted BRAFV600E expression was driven by the tetO
transactivator, which in turn was under the control of Tg
promoter [37]. After just one week of doxycycline (dox)
administration an eight-fold increase in thyroid mass
was observed, which decreased in 72 hours, reaching
normal size by seven weeks when dox was withdrawn.
The histopathological analysis revealed the presence
of papillary thyroid cancers in mice exposed to dox,
which exhibited features typical for human PTC. Also,
dedifferentiation of PTC was observed in several cases
with extrathyroidal extension of the tumour. However,
no lymph node or distant metastases were detected.
All these changes regressed upon withdrawal of dox
with the presence of hyperplastic features after two
weeks since transgene deinduction and completely
normal thyroid histology after seven weeks. Moreo-
ver, restoration of RAI uptake was observed. The
authors using this dox-inducible mouse model ana-
lysed not only consequences of direct “switching off”
the oncogene but also the impact of pharmacological
inhibition of this oncoprotein expression (inhibitor
PLX4720) and MEK (PD0325901). However, the use of
specific inhibitors did not give such spectacular effects
of tumour regression and RAI uptake restoration as
withdrawal of dox and de-induction of BRAFV600E.
In another mouse model of BRAFV600E-induced PTC
Tpo-driven cre was used in order to activate BRAF
[35]. However, the mice did not survive long after the
birth, suggesting that BRAFV600E expression may have
caused deleterious developmental effects. In order to
induce the oncogene expression in the adult thyroids,
the authors developed Thyro::CreERT2 mice carrying
Cre-activated BRAFV600E allele, in which expression of
CreERT2 was controlled by the thyroglobulin promoter.
Mice were treated with tamoxifen at one month of age
and followed up for 12 months. The first indication
of thyroid malignancy was detected six months after
BRAFV600E expression, and by 12 months extensive
PTC was observed. Comparable to other models, these
mice also exhibited loss of thyroid-specific functions.
The positive effects in anti-tumour activity obtained
after administration of MEK inhibitor (PD0325901) sug-
gest that BRAFV600E-induced PTC may critically rely
on MEK1/2 signalling. Within the model with thyroid-
specific knock-in of oncogenic BRAF (LSL-BrafV600E/
/TPO-Cre) developed by Franco et al. in turn, mice ex-
hibited progression to invasive PTCs with a very short
latency (PTCs with full penetrance were observed by
three weeks of age) [38]. The authors studied whether

TSH signalling cooperates with oncogenic BRAF in PTC
progression. They knocked out the TSH receptor, which
resulted in attenuation of cancer phenotype. Similar ef-
fects were obtained when Gsa was knocked out in the
thyroid, suggesting that the cooperation of TSHR and
mutated BRAF is mediated partly by cAMP signalling.
The authors indicate a key role of TSH signalling in
BRAFV600E-induced PTC oncogenic transformation.

Ourresearch group also developed a transgenic mouse
model of BRAFV600E-induced PTC with use of the bovine
Tg promoter, which provided the oncogene expression ex-
clusively in thyroid cells. Papillary thyroid carcinoma was
observed in 61% of all BRAF(+) mice. Contrary to all previ-
ous studies in our model, 15% of mice with PTC developed
distant metastases to lungs. Local extrathyroidal invasion
was observed as well. What is more, some of the BRAF(+)
mice exhibited borderline thyroid lesions, which showed
single features of neoplastic transformation, and some
of the mice developed benign hyperplastic lesions. Us-
ing our mouse model and human microarray data we
selected a list of 18 genes deregulated in a BRAFV600E-
dependent manner, which might be involved in early
stages of PTC development [39].

PTC mouse models induced
by RET rearrangements

RET/PTC1

The first RET/PTC1 mouse models were generated in
1996 independently by two research groups [40, 41].
Jhiang et al. developed a transgenic model in which
targeted expression of RET/PTCI in thyroid was
achieved by using the bovine Tg promoter [40]. They
analysed two groups of RET/PTC1 mice, with low and
high copy numbers of the transgene, which displayed
different tumour behaviour. All transgenic mice de-
veloped PTC; however, PTCs in low copy number
mice were characterised by a longer latency (up to
21 days of age) contrary to the high copy number group,
in which mice had bilateral thyroid tumours by four
days of age [40, 42]. Congenital hypothyroidism was
observed in the high copy line. The authors indicate
the possible importance of TSH stimulation within this
model. In 1996 the RET-PTC1 transgenic mouse model
was also generated by Santoro et al., who utilised the
rat Tg promoter, obtaining PTC only in about 30% of
mice by 16 months [41]. In none of these models were
distant metastases observed. It was the additional
mutation, like knock-out of the tumour suppressor
p53, that caused invasiveness in RET/PTCI mice with
the presence of distant metastases [43]. There was an
attempt to generate doxycycline-inducible RET/PTC1
model;, however, the expression of the transgene was
too low to initiate the neoplastic transformation [44].
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RET/PTC3

Transgenic model of RET/PTC3-induced thyroid cancer
was generated by expression of RET/PTC3 targeted
to the thyroid cells with the bovine Tg promoter [45].
Most cases of transgenic mice developed follicular cell
hyperplasia by the age of three months (9/13; 69%),
whereas the solid variant of papillary thyroid carcinoma
was observed in 42% of cases (10/24). There was no
dedifferentiation of thyroid tumours, and lymph node
metastases were detected only in two out of six mice
studied in more advanced age. Only when crossing the
Tg-RET/PTC3 transgenic mice with mice null for the
p53 gene PTCs with poorly differentiated areas were
obtained [46]. The tumours of RET/PTC3P*- mice were
highly proliferative and, unlike the thyroid tumours
derived from the parental RET/PTC3 lines, grew in
SCID mice but not in syngeneic immunocompetent
mice. However, lymph node metastases were still rare
(1/11 cases), and no distant metastases were detected.
What is interesting is that the expression of RET/PTC3
oncoprotein in older RET/PTC3%7~ mice (> 6 months
of age) was reduced to undetectable levels, which may
suggest that this rearrangement is necessary only as a
first hit in PTC initiation and that continued elevated
expression may not be relevant for tumour progression.

Models of NTRK1 activation

It was shown that NTRK1 translocations promote in
vitro transformation of NIH3T3 cells [47, 48] but not
normal thyroid cells [49]. However, an in vivo study
by Russell et al. demonstrated the initiating potential
of TRK-T1 rearrangement in PTC formation [50]. All
mice aged seven months or over developed thyroid
abnormalities such as follicular hyperplasia and/or carci-
noma but withoutlocal or distant metastases. However,
TRK-T1 tumours failed to induce inflammation, which
is characteristic for human PTCs. When crossed with
knockout mice of the tumour suppressor gene p27,
decreased latency and increased PTC frequency with
higher proliferation index were observed, suggesting
its role in PTC progression [51].

RAS as PTC inducer?

The attempts to obtain mouse model of RAS induced PTC
were not as spectacular in their results as was seen in the
case of the above-mentioned other key molecular PTC
drivers, since most engineered models did not exhibit
papillary thyroid carcinoma. In a mouse model with
KRASGI12V expression under the control of rat Tg pro-
moter thyroid abnormalities were observed; however,
these were all benign with very low incidence and long
latency [52, 53]. When mice were treated with goitrogens
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the FTC development was observed in one mouse (out
of 51), which suggests that RAS is a predisposing factor
that requires additional multiple genetic alteration for
thyroid carcinogenesis [52, 53]. A later model, this time
with HRASG12V under the bovine Tg promoter, showed
the presence of PTC in single cases [54]. However, the
number of mice with PTC was limited and they could
not pass this phenotype on to the next generation.
Furthermore, concurrent lung carcinoma was observed
with papillary architecture that represented primary
rather than metastatic tumours. Also, the initial poten-
tial of NRAS was studied. Transgenic mice with human
NRAS (GIn61Lys) were generated in which a progres-
sion from hyperplasia through adenoma to follicular
thyroid carcinoma was observed [55]. No case of typical
PTC was detected. Among FTCs 30% of cases were of
mixed papillary and follicular features. Additionally, 25%
displayed invasive carcinoma with poorly differentiated
areas. Since aberrant activation of the PI3K/AKT path-
way plays an undeniable role in thyroid carcinogenesis,
double-mutant mice with knock-in KRASG12D gene
and PTEN®" deletion targeted to the thyroid were en-
gineered [56]. In most mice the presence of aggressive,
invasive, and metastatic FTC was detected with lung
metastases observed in all mice above 12 weeks of age.
These mouse models suggest that RAS mutations may
lead to FTC development, but in the case of PTC these are
rather a secondary event, not sufficient alone to induce
carcinogenesis. Although in one transgenic model sin-
gle cases of PTCs were obtained there are doubts about
how much the overexpression of the transgene reflects
the activity of endogenous mutated RAS expressed at
a physiological level.

Conclusions

Although papillary thyroid carcinoma has a very good
prognosis, currently used therapeutic approaches and
new molecular-based therapies highlight the limitation
of our understanding of molecular mechanisms and
how they vary between individual patients. Cancer is
very complex and the heterogeneity of human popula-
tion, considering genetic background, diet, and envi-
ronmental exposures, does not help in its exploration.
However, as presented over many years, mouse models
seem to be the best approach to study human diseases.
These systems enable us to study hypotheses generated
from the analyses of human tumours as well as provide
opportunities to discover novel mechanisms that can
be further researched in humans. Mouse models are
a powerful tool not only in studying the molecular
background of cancers but also new therapy effects
with the use of an individual patient’s genetic pattern
of key alterations.
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Polish version

Wstep

Rak tarczycy (TC, thyroid carcinoma) stanowi wiekszo$¢é
nowotworéw zlosliwych ukladu endokrynnegoijedno-
cze$nie 2,1% wszystkich rakéw u kobiet [1]. Co wiece;j,
szacunkowe ryzyko TC moze wzrasta¢ w zwiazku
z wyjéciowa diagnoza raka piersi u kobiet lub raka
prostaty u mezczyzn, raka jamy ustnej i gardla, czy tez
nerki i miedniczki nerkowej [2]. Poczawszy od lat 80.
XX wieku w krajach rozwinietych obserwuje sie wzrost
zachorowalnosci na raka tarczycy, co ttumaczy sie
przede wszystkim skuteczniejsza diagnostyka, na czele
z USG oraz aspiracyjna biopsja cienkoiglowa, umozli-
wiajacg wykrywanie guzéw subklinicznych. Jednak
wzrost czestoéci TC wydaje sie by¢ wiekszy niz mozna
by bylo szacowaé wylacznie na podstawie ulepszonej
diagnostyki i podwyzszonej kontroli medycznej. Naj-
wiecej nowych chorych odnotowuje sie w przypadku
najczestszego sposrod wszystkich rakéw tarczycy, raka
brodawkowatego tarczycy ([PTC, papillary thyroid carci-
noma); 80% wszystkich TC) [3]. PTC oraz pecherzykowy
rak tarczycy (FTC, follicular thyroid carcinoma) stanowia
zréznicowane TC (DTC, differentiated TC), ktore tacznie
ze slabo zréznicowanym (PDTC, poorly differentiated thy-
roid carcinomas) oraz odréznicowanym rakiem tarczycy
(ATC, undifferentiated thyroid carcinoma) reprezentuja
raka nablonkowego tarczycy, wywodzacego sie z ko-
mérek pecherzykowych. Rokowanie u chorych z PTC
w wiekszosci przypadkéw jestbardzo dobre, a 5-letni czas
przezycia jest wyzszy od 95%. U czesci pacjentéw obser-
wuje sie jednak rozwdj przerzutéw odlegtych oraz brak
odpowiedzi na standardowg terapie, bedacy w duzej
mierze konsekwencja braku wrazliwosci na dzialanie
radiojodu. Te dane podkreslaja potrzebe poszukiwan
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nowych terapii celowanych, dobranych indywidualnie
do pacjenta. Analiza molekularnych mechanizméw
lezacych u podloza raka tarczycy przybliza pewne
aspekty jego patogenezy oraz pozwala na wytypo-
wanie potencjalnych markeréw, ktére moglyby zostaé
wykorzystane w nowych schematach postepowania
terapeutycznego. Wiadomym jest, ze biologia raka
jest zdeterminowana przez jego genotyp, ktéry moze
takze warunkowac odpowiedz na poszczegodlne terapie.
Badania molekularne raka sa wiec istotnym elemen-
tem jego poznania, umozliwiajacym opracowywanie
efektywniejszych metod diagnostycznych, predykcje
prognozy, a przez to, majacym wplyw na decyzje
o terapiach uzupelniajacych czy tez okresie obserwacji.

Sposréd wszystkich TC rak brodawkowaty tarczycy
jestjednym z lepiej poznanych pod katem podloza ge-
netycznego. Opracowano wiele r6znych metod mode-
lowania raka tarczycy. Kazda jednak ma swoje ograni-
czenia. Dodatkowo PTC wykazuje duza heterogennosc,
co w polaczeniu z ré6znorodnoscig cechujaca materiat
ludzki, nie ulatwia tego typu analiz. Jedna z metod
wykorzystywanych do analiz szlakéw sygnalowych
w TC, podstawowych badan dotyczacych rozwoju
lekéw i przewidywania odpowiedzi na érodki farma-
ceutyczne sa badania in vitro prowadzone na zdefinio-
wanych liniach komérkowych. W jednowarstwowych
kulturach komérek brak jest jednak podstawowej
anatomicznej i czynnosciowej jednostki gruczolu tar-
czowego, czyli tréjwymiarowego pecherzyka tarczycy,
a w dwu-wymiarowych z kolei, tyreocyty moga traci¢
typowe dla nich funkcje, w tym wrazliwo$é na TSH [4].
Dopiero, opracowanie w 2002 roku kultury organotypo-
wej z uzyciem tréjwymiarowej macierzy kolagenowej
o efektywniejszym natlenieniu poprzez ekspozycje na
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powietrzu, pozwolilo na odtworzenie pecherzykéw
tarczycowych, a tym samym analize interakcji guz—-
podscielisko [5, 6]. Praca z 2008 roku autoréw Schweppe
i wsp. zademonstrowala jednak, jak duza ostroznosé
nalezy zachowa¢, pracujac na liniach komérkowych,
ijak istotna jest kwestia weryfikacji unikalnosci profilu
linii oraz jej pochodzenia. Autorzy poddali analizie
40 linii komérkowych, z ktérych az 50% wykazata
nadmiarowo$¢ oraz kontaminacje krzyzowe [7]. Uwaza
sie wiec, ze obecnie najlepsza metoda modelowania
ludzkiego raka sa mysie modele. Daja one najwieksza
kompleksowo$¢ informacji dotyczacych biologii guza,
jego podloza genetycznego, klinicznych konsekwencji
oraz odpowiedzi na specyficzne farmaceutyki. Dotych-
czas opracowano 3 gléwne drogi indukcji raka u myszy,
obejmujace czynniki karcinogenne, modele ksenogra-
ficzne oparte na implantacji komérek ludzkiego guza
podskérnie lub ortotopowo do myszy z niedoborem
odpornosci (SCID) oraz modele myszy genetycznie
modyfikowanych. W pierwszej ze wspomnianych drég
indukgji raka, dajacej poglad na wplyw czynnikéw
§rodowiskowych w procesie nowotworzenia, wyko-
rzystuje sie przede wszystkim zwiagzki chemiczne, ale
takze fizyczne agonisty, jak rowniez promieniowanie.
W przypadku modeli raka tarczycy stosowane sg goitro-
geny, ktére znamiennie obnizaja stezenie hormonéw
tarczycowych, co w konsekwencji prowadzi do wzrostu
stezenia TSH w surowicy, rozwoju wola oraz indukcji
nowotworéw pecherzykowych [8]. Wiadomo réwniez,
ze promieniowanie jonizujace jest dobrze znanym
czynnikiem ryzyka w PTC. Konsekwencje napromie-
niowania badano na modelach ksenograficznych, wy-
kazujac indukcje rearanzacji RET/PTC1 i/lub RET/PTC3
(drugiego co do czestosci zdarzenia molekularnego w
PTC), z ktérych indukcja pierwszego byla zalezna od
dawki promieniowania [9, 10]. Niepodwazalng zale-
ta modelu ksenograficznego jest mozliwo$¢ analizy
ludzkich komoérek, ludzkich rakéw implantowanych
do myszy. Z drugiej jednak strony modele te wyma-
gaja zmian w ukladzie odpornosciowym myszy, co
w konsekwencji nie odzwierciedla rzeczywistej sytuacji
obserwowanej u pacjenta. Ponadto miejsce implantacji
guza ma duzy wplyw na jego zachowanie. Przyktado-
wo ortotopowa implantacja sprzyja tworzeniu prze-
rzutéw [11]. Najbardziej kompleksowe i wiarygodne
wyniki uzyskuje sie z wykorzystaniem modeli myszy
genetycznie modyfikowanych. Obecnie manipulacje
mysim genomem pozwalajg na generowanie myszy
z utratg funkcji konkretnego genu, z ekspresja genu
zmutowanego, podwyzszong lub obnizong ekspresja
genu, a zakres wprowadzanych zmian moze dotyczy¢
tylko okre$lonego typu komorek.

W niniejszej pracy pogladowej przedstawiono obec-
ny stan wiedzy dotyczacy modeli raka brodawkowa-

tego tarczycy z wykorzystaniem myszy genetycznie
modyfikowanych. Wiekszos¢ z tych modeli opierala
sie na modelach transgenicznych, powstatych poprzez
mikroiniekcje DNA do przedjadrzy zaplodnionej my-
siej komorki jajowej oraz na modelach typu knock-out
(konwencjonalne lub warunkowe) zwigzanych z mo-
dyfikacja pierwotnych komorek zarodkowych. W celu
kontroli czasu oraz miejsca aktywacji wprowadzo-
nych zmian, opracowano nowe technologie zwigzane
z wykorzystaniem modyfikacji genéw w systemie
Cre/Lox, indukowalng ekspresja genéw w systemie
tetracyklinowym oraz indukowang przez farma-
ceutyki aktywnoscia rekombinazy cre (zwykle jest
to transgen Cre-ERT2, aktywowany podawaniem
tamoxifenu). W pracy przedstawiono takze najwaz-
niejsze z opracowanych do tej pory mysich modeli
PTC, ze szczegblnym uwzglednieniem modeli PTC
indukowanych mutacjg BRAFV600E. Istnieje glebokie
przekonanie, ze mysie modele moga w przysztosci
odgrywac¢ wazna role jako modele przed-kliniczne
w rozwoju nowych terapii.

Biologia molekularna raka
brodawkowatego tarczycy

Dotychczas opisano 4 gléwne wydarzenia molekularne
zwigzane z PTC, z ktérych czesci przypisuje sie znacze-
nie diagnostyczne i/lub prognostyczne. S to mutacje
punktowe genéw BRAF i RAS oraz rearanzacje RET
i NTRK1. Promieniowanie jonizujgce jest znanym czyn-
nikiem ryzyka w rozwoju PTC, szczeg6lnie u dzieci,
a rearanzacje genu RET sa kluczowym zdarzeniem
molekularnym obserwowanym w indukowanych
promieniowaniem PTC. RET normalnie nie ulega
ekspresji w komorkach pecherzykowych. Jednak jego
fuzje z konstytutywnie aktywnymi genami prowadza
w konsekwengji do niekontrolowanej ekspresji chime-
rycznej onkoproteiny z aktywnoscig kinazy tyrozy-
nowej. Wspomniane aberracje chromosomowe moga
mie¢ postaé wewnatrzchromosomowych inwersji lub
miedzychromosomowych translokacji. Najczestszymi
sposrod rearanzacji RET sa RET/PTC1 oraz RET/PTC3,
z ktérych w pierwszej genem fuzyjnym jest gen H4
(D10S170), a druga powstaje poprzez fuzje z NCOA4
(zwanym takze ELE1, RFG lub ARA70). Czestos¢ rearan-
zacji RET w raku brodawkowatym tarczycy jest bardzo
r6znaimiesci sie w zakresie 0-87% [12, 13]. Ta ogromna
rozbiezno$¢ czesciowo wynika z réznorodnosci po-
pulacyjnej w zaleznosci od geograficznej lokalizacji,
z wysokiej czestoéci RET/PTC w PTC indukowanych
promieniowaniem, jak réwniez z typu zastosowanej
metody detekcji. Rearanzacje NTRK1, receptorowej
aktywnosci kinazy tyrozynowej zaangazowanej w szlak
czynnika wzrostu nerwdéw, sa znacznie rzadsze i doty-
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cza mniej niz 12% PTC [14]. Najczestsza zmiang w PTC,
obecna w 45% przypadkéw, jest mutacja BRAFV600E.
Mutacja ta prowadzi do zamiany waliny na glutaminian
w pozycji 600, bedacej nastepstwem zmiany punktowej
w nukleotydzie 1799 [15, 16]. Uwaza sie, ze obecnosé
mutacji BRAF w PTC wiaze sie z czynnikami gorszego
rokowania, takimi jak przerzuty do weztéw chionnych,
poza-tarczycowa inwazja, zaawansowane stadium
choroby, brak torebki guza [17-19] oraz, wedlug naj-
nowszych danych opublikowanych przez Xinga i wsp.
w ramach wieloosrodkowego badania, podwyzszona
Smiertelnoscia zwiazang z rakiem [20]. Sa jednak prace,
w ktérych nie wykazano znamienno$ci miedzy wyste-
powaniem mutacji genu BRAF a powyzszymi czynnika-
mi [21-23]. Ostatnie doniesienia wskazuja na mutacje
w promotorze genu TERT jako zmiany genetyczne, ktére
towarzyszac mutacji BRAFV600E, warunkuja agresyw-
ny przebieg choroby i mogg odgrywac kluczowa role
w diagnostycznym postepowaniu przedoperacyjnym
[24, 25]. Kolejnym wspomnianym wydarzeniem mo-
lekularnym w PTC sg mutacje punktowe genéw RAS
z NRAS na czele, ktérych ogolna czestos¢ nie przekra-
cza 16% [26]. Zaréwno BRAF, RET, jak i RAS koduja
biatka biorace udzial w szlaku MAPK, a ich zmiany
uwazane s3 za alternatywne wydarzenia w PTC,
zwykle nie wspélwystepujace w obrebie tego samego
guza [26, 27]. Konsekwencje mutacji/rearanzacji tych
genéw moga mie¢ dwojaki charakter. Guzy z mutacjg
BRAFV600E nie odpowiadaja bowiem na negatywne
sprzezenie zwrotne ze strony ERK (w zwiazku z funk-
cjonowaniem RAF jako monomeru), co w rezultacie
prowadzi do konstytutywnej aktywnosci szlaku MAPK
[28]. Natomiast w PTC indukowanych mutacjag RAS
czy rearanzacjami RTK (receptor o aktywnosci kinazy
tyrozynowej) sygnal przenoszony jest przez dimer
RAE ktéry odpowiada na zwrotng informacje z ERK,
przez co aktywno$¢ MAPK jest znacznie mniejsza.
Mechanizmy te maja odzwierciedlenie w fenotypie
raka, miedzy innymi w ekspresji genéw odpowiedzial-
nych za wychwyt i metabolizm jodu, znaczaco nizszej
w BRAF(+) PTC w poréwnaniu z RET(+) i RAS(+)
PTCs [29]. Szlak MAPK wydaje sie by¢ kluczowym
w progresji PTC. Jednak, jak wykazano w wielu
pracach, takze inne szlaki, w tym PI3K oraz/lub AKT/
/mTOR, sa zmienione w zaleznosci od podtypu
molekularnego PTC [30, 31]. Odpowiednio, w pracy
projektu The Cancer Genome Atlas, na podstawie wiel-
koskalowych analiz transkryptomicznych, genomicz-
nych oraz proteomicznych, wyrézniono dwa podtypy
fenotypowe PTC: BRAF-podobne oraz RAS-podobne
raki [32].
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Mysie modele raka brodawkowatego
tarczycy indukowanego mutacja
BRAFV600E

W zwiazku z faktem, ze mutacja BRAFV600E jest
obecna w prawie polowie przypadkéw PTC, od kil-
kunastu lat prowadzone sa intensywne badania nad
jej molekularnymi oraz klinicznymi konsekwencjami,
jak réwniez wplywem na odpowiedZ pacjentéw na
standardowe i nowe terapie. Zmiana ta jest zdolna
do indukcji PTC, co zademonstrowano zaréwno na
liniach komérkowych, w modelach ksenograficznych,
jak i transgenicznych [33-35]. Z drugiej jednak strony
mutacja BRAFV600E moze pojawic sie jako wtdrne
wydarzenie molekularne, co wykazali Vasko i wsp. [36].
Autorzy zaobserwowali obecno$¢ BRAFV600E w prze-
rzutach w wezlach chtonnych przy jednoczesnym jej
braku w pierwotnym PTC. Opracowane dotychczas
modele genetycznie modyfikowanej myszy BRAF(+)
sa bardzo zblizone w kwestii klinicznych konsekwencji.
Pierwszym modelem transgenicznej myszy z PTC in-
dukowanym mutacja BRAFV600E byl model stworzony
przez grupe Knaufa i wsp. w 2005 roku [34]. Autorzy
opracowali BRAF(+) mysz pod kontrolg bydlecego
promotora Tg, uzyskujac dwie linie r6Zniace sie pozio-
mem ekspresji transgenu. Wyzsza ekpresja zmutowanej
kinazy BRAF wiazala sie z wieksza czestoscig PTC oraz
jego bardziej agresywnym przebiegiem, wlgczajac
poza-tarczycowa inwazje. Nie zaobserwowano jed-
nak przerzutéw odleglych. Obecno$¢ mutacji BRAF
wigzala sie¢ natomiast z lokalnym odréznicowaniem
komérek tarczycowych i w konsekwencji podwyz-
szeniem stezenia TSH w surowicy w poréwnaniu ze
stezeniem TSH obserwowanym u myszy kontrolnych.
Z jednej strony odréznicowane tyreocyty wykazuja
obnizony poziom genéw tarczycowo-specyficznych i
tendencje do utraty ekspresji transgenu pozostajacego
pod kontrolg Tg. Z drugiej jednak strony, w zwiazku
z faktem, ze promotor Tg jest regulowany przez TSH,
wyzsze stezenie TSH prowadzi do wzrostu ekspresji
onkogenu, odbiegajacej od obserwowanej u chorych
z PTC. Celem przezwycigzenia tych sprzecznoéci auto-
rzy zaprojektowali model myszy indukowanej tetracy-
kling (Tg-rtTA/tetO-BRAFV600E), w ktérym ekspresja
BRAFV600E byla indukowana przez transaktywator
tetO, ktéry z kolei pozostawal pod kontrola promotora
Tg [37]. Zaledwie po pierwszym tygodniu podawania
doksycykliny (dox) wykazano 8-krotny wzrost masy
tarczycy. Po jej wycofaniu natomiast zaobserwowano
spadek masy gruczolu tarczowego po 72 godzinach,
a powr6t do normalnych rozmiaréw po 7 tygodniach.
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Analiza histopatologiczna wykazata obecnos¢ raka
brodawkowatego tarczycy, o cechach typowych
dla ludzkiego PTC, u myszy poddanych dzialaniu
dox. Odnotowano takze odréznicowywanie sie PTC
w kilku przypadkach z poza-tarczycowa inwazjg guza,
przy jednoczesnym braku przerzutéw do wezléw
chionnych czy tez przerzutéw odleglych. Wszystkie te
zmiany ustepowaly po wycofaniu dox, poprzez obec-
nos¢ cech rozrostowych po 2 tygodniach od inaktywacji
transgenu, az po normalng histologicznie tarczyce po
7 tygodniach lacznie z przywréceniem wychwytu
radiojodu (RAI). Autorzy, wykorzystujac powyzszy
model, sprawdzili rowniez wplyw farmakologicz-
nej inhibicji ekspresji kinazy BRAFV600E (inhibitor
PLX4720) oraz MEK (PD0325901). Inhibitory te nie daly
jednak tak spektakularnych efektéw w regresji guza
i odzyskaniu wrazliwosci na RAI, jaki zaobserwowano
przy bezposredniej inaktywacji BRAFV600E poprzez
wycofanie dox. W innym modelu PTC indukowanym
mutacja BRAF zastosowano system rekombinazy cre
pod kontrolg Tpo [35]. Myszy umieraly jednak krétko
po urodzeniu, co moze sugerowac szkodliwy wpltyw
BRAFV600E juz w okresie rozwoju zarodkowego.
Dlatego tez autorzy opracowali myszy Thyro:Cre-
ERT2 z allelem BRAFV600E indukowanym przez Cre,
w ktérych ekspresja CreERT2 pozostawata pod kon-
trola promotora Tg. Myszy traktowano tamoksyfenem
W pierwszym miesigcu zycia i obserwowano przez okres
do 12 miesiecy. Por6wnywalnie z innymi modelami,
myszy wykazywaly utrate specyficznych dla gruczotu
tarczowego funkcji. Pozytywna anty-nowotworowa od-
powiedz uzyskana dla inhibitora MEK (PD0325901) su-
geruje, ze PTC indukowane mutacja BRAFV600E moga
w spos6b krytyczny polegaé na sygnalizacji MEK1/2.
Z kolei w ramach modelu typu knock-in grupy badaw-
czej Francoi wsp. z wlgczang ekspresja BRAF w tarczy-
cy (LSL-BrafV600E/TPO-Cre) otrzymano PTC cechujace
sie krotkim okresem latencji (PTC o pelnej penetracji
obserwowane byly juz w 3. tygodniu Zycia myszy)
[38]. Autorzy wykorzystali uzyskany model do analizy
sygnalizacji TSH pod katem jej potencjalnej wspélipra-
cy z BRAFV600E w progresji PTC. Zaobserwowano
oslabienie fenotypu raka przy ,wylaczeniu” receptora
TSH. Podobne efekty otrzymano po usunieciu w ko-
morkach tarczycy Gse, co sugeruje, ze we wspolpracy
TSHR ze zmutowana kinaza BRAF, przynajmniej
czesciowo, posredniczy sygnalizacja cAMP. Autorzy
wskazuja na kluczowa role TSH w nowotworowej
transformacji PTC indukowanego mutacjg BRAFV600E.

Grupa badawcza ponizszej pracy pogladowej réw-
niez opracowala transgeniczny model PTC z mutacja
BRAFV600E, w ktérym tarczycowo-specyficzna ekspre-
sja zmutowanej kinazy BRAF zostala osiagnieta dzieki
promotorowi bydlecej Tg. Obecnos¢ PTC wykazano

w 61% przypadkéw myszy BRAF(+). W przeciwien-
stwie do wszystkich wcze$niejszych modeli u 15%
myszy z PTC autorzy zaobserwowali przerzuty odle-
gle do pluc. Réwniez poza-tarczycowa inwazja byla
obecna w niewielkim procencie myszy. W uzyskanym
modelu u czesci myszy BRAF(+) rozwinely sie rozrosty
graniczne, ktére reprezentowaly pojedyncze cechy
transformacji nowotworowej, jak réwniez rozrosty
tagodne. Wykorzystujac uzyskany model oraz ludz-
kie dane mikromacierzowe, wyselekcjonowano liste
18 gendéw deregulowanych w BRAFV600E-specyficzny
sposob, ktére moga by¢ zaangazowane w poczatkowe
etapy rozwoju PTC [39].

Mysie modele PTC indukowanego
rearanzacjami genu RET

RET/PTC1

Pierwsze mysie modele RET/PTC1 zostaly opracowane
w 1996 roku niezaleznie przez dwie r6zne grupy badaw-
cze [40, 41]. Jhiang i wsp. uzyskali ekpsresje RET/PTC1
w tarczycy mysiej z wykorzystaniem promotora bydlecej
Tg [40]. Autorzy analizowali dwie linie myszy RET/PTC1,
rézniace sie liczbg kopii transgenu oraz wykazujace
odmienne zachowanie guza. Wszystkie myszy trans-
geniczne rozwinely PTC, jednak PTC w grupie z niska
liczba kopii charakteryzowaly sie dluzszym okresem
latencji (do 21 dni zycia) w przeciwienstwie do grupy
z duza liczba kopii, w ktérej myszy rozwijaly bilate-
ralne guzy tarczycy do 4. dnia zycia [40, 42]. Réwniez
w tej ostatniej grupie obserwowano wrodzong niedo-
czynno$¢ tarczycy. Autorzy wskazujg na potencjalne
znaczenie stymulacji TSH w badanym modelu. W 1996
roku model myszy transgenicznej RET/PTC1 zostal
opracowany takze przez Santoro i wsp. W modelu tym
zastosowano promotor szczurzej Tg, a PTC bylo obecne
zaledwie w 30% myszy w wieku do 16 miesiecy [41].
W Zadnym z powyzszych modeli nie wykazano obecno-
Sci przerzutéw odlegtych. Dopiero usuniecie genu su-
presorowego p53 prowadzilo do inwazji u myszy RET/
/PTC1 i wyksztalcenia przerzutéw odleglych [43]. Po-
dejmowane byly préby opracowania modelu RET/PTC1
indukowanego doksycykling, jednak ekspresja trans-
genu byla zbyt niska, zeby wyindukowac raka [44].

RET/PTC3

Transgeniczny model raka tarczycy indukowanego
RET/PTC3 opracowano z wykorzystaniem promotora
bydlecej Tg [45]. Wiekszoé¢ myszy transgenicznych
rozwinela pecherzykowy rozrost tarczycy w wieku do
3 miesiecy (9/13; 69%), podczas gdy u 42% wykazano
obecno$¢ wariantu litego PTC (10/24). Nie zaobser-
wowano odrdéznicowywania sie komérek, a przerzu-
ty do wezléw chlonnych obecne byly u 2/6 myszy,
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poddanych analizie w bardziej zaawansowanym
wieku. Dopiero skrzyZzowanie transgenicznych myszy
Tg-RET/PTC3 z myszami pozbawionymi genu p53 po-
zwolito na uzyskanie PTC z obszarami slabo zr6znicowa-
nymi [46]. Guzy myszy RET/PTC3P%7- cechowat wysoki
stopien proliferacjii, w odréznieniu od linii rodzicielskiej
RET/PTC3, wykazywaly one wzrost w myszach SCID, ale
nie w immunokompetentnych syngenicznych. Jednak
i w tym przypadku przerzuty do wezléw chlonnych
byly rzadkie (1/11). Nie wykazano obecnosci przerzu-
tow odleglych. Co wiecej, ekspresja biatka RET/PTC3
umyszy RET/PTC3P%7 powyzej 6. miesigca zycia ulegala
redukcji do praktycznie niewykrywalnych wartodci.
Dane te moga sugerowac, ze rearanzacja RET/PTC3 ma
znaczenie jedynie w pierwszym etapie indukcji PTC,
ajej pdzniejsza podwyzszona ekspresja moze juz nie by¢
istotna dla progresji choroby nowotworowe;.

Modele aktywacji karcinogenezy
poprzez NTRK1

Wykazano, ze translokacje NTRK1 in vitro prowadza
do transformacji komoérek NIH3T3 [47, 48], ale nie
zdrowych komorek tarczycowych [49]. Badania in
vivo przemawiaja jednak za inicjujagcym potencjatem
rearanzacji TRK-T1 w rozwoju PTC [50]. W badaniu
grupy Russella i wsp. wszystkie myszy transgeniczne
w wieku = 7 miesiecy rozwinely rozrosty pecherzy-
kowe tarczycy i/lub raka, bez widocznych przerzutow
lokalnych, czy tez odleglych. Co istotne, guzy TRK-T1
nie indukowaly stanéw zapalnych, ktére sa jedna z cech
charakterystycznych dla wiekszoéci ludzkich PTC. Po
skrzyzowaniu myszy TRK-T1 z linig pozbawiona genu
supresorowego p27, zaobserwowano skrécenie okresu
latencji oraz wzrost czestosci PTC z wiekszym indeksem
proliferacyjnym, sugerujac jego role w progresji PTC [51].

Mutacje RAS jako czynnik indukujacy PTC?

Préby opracowania mysiego modelu PTC induko-
wanego mutacjami RAS nie byly tak spektakularne
w swych wynikach jak opisane powyzej modele pozo-
statych kluczowych zmian w PTC. Wiekszo$¢ bowiem
myszy modyfikowanych pod katem genu RAS nie
wykazywato rozwoju PTC. Przykladowo w modelu
zekspresja KRASG12V pod kontrola promotora szczurzej
Tg obserwowano zmiany w tarczycy, jednak wszystkie
o charakterze lagodnym z dlugim okresem latencji
[52, 53]. Po podaniu goitrogenéw wykazano obecnosé
FTC tylko u 1/51 myszy, co sugeruje, ze RAS jest raczej
czynnikiem predysponujagcym w raku tarczycy, wy-
magajacym pojawienia sie dodatkowych wydarzen
molekularnych [52, 53]. P6zniejszy model, z 1996 roku,
tym razem z ekspresja HRASG12V pod kontrola promo-
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tora bydlecej Tg, wykazat rozw6j PTC w pojedynczych
przypadkach myszy transgenicznych [54]. Jednak liczba
myszy z PTC byla bardzo ograniczona i nie zdolaty one
przekaza¢ tej cechy potomstwu. Ponadto w modelu
tym pojawil sie rak pluc o architekturze brodawko-
watej, ktory reprezentowat raczej guza pierwotnego,
a nie guza przerzutowego. Analizie poddano takze
potencjal inicjujacy NRAS w raku tarczycy. Opraco-
wano model myszy transgenicznej z ludzkim NRAS
(GIn61Lys), w ktérym zaobserwowano progresje od
zmian rozrostowych tagodnych, przez gruczolaka, do
raka pecherzykowego tarczycy [55]. Nie odnotowano
zadnego przypadku typowego PTC. Natomiast 30%
FTC charakteryzowalo si¢ mieszaning cech charakte-
rystycznych dla FTC, jak réwniez PTC. W 25% przy-
padkéw myszy FTC wykazywaly cechy inwazyjnosci
z obecnos$cig obszaréw odr6znicowania. W zwigzku
z faktem, ze aktywacja szlaku PI3K/AKT odgrywa nie-
zaprzeczalna role w raku tarczycy, opracowano model
myszy podwoéjnie zmutowanej z ekspresjg KRASG12D
oraz brakiem genu PTEN(—/-) w obrebie tarczycy [56].
Wiekszoé¢ myszy transgenicznych w wieku powyzej
12. tygodnia zycia rozwinela agresywna, inwazyjna
i przerzutowa posta¢ FTC z przerzutami do ptuc.
Opisane powyzej modele pozwalaja wysnué hipo-
teze, ze mutacje RAS moga prowadzi¢ do indukcji FTC,
jednak w przypadku PTC stanowig wydarzenie wtérne,
niewystarczajace do samodzielnej indukcji transforma-
¢ji nowotworowej. Mimo ze w jednym modelu myszy
transgenicznej uzyskano pojedyncze przypadki PTC,
pojawiaja sie watpliwosci co do tego, na ile podwyzszona
ekspresja transgenu odzwierciedla aktywno$¢ endogen-
nego zmutowanego RAS w warunkach fizjologicznych.

Podsumowanie

Mimo ze rak brodawkowaty tarczycy wiaze sie z bardzo
dobrym rokowaniem, obecnie stosowane postepowa-
nie lecznicze oraz terapie celowane podkreslaja nasze
ograniczenia w zrozumieniu molekularnych mechani-
zmow lezacych u jego podloza, jak réwniez réznorod-
nosci PTCs miedzy poszczegdlnymi pacjentami. Rak
jest bardzo zlozonym schorzeniem, a heterogennos¢
w obrebie populacji, wynikajaca z réznic w genotypie,
diety, czynnikéw srodowiskowych i innych, nie utatwia
jegobadania. Na przestrzeni lat wykazano, ze najlepsza
metoda analizy ludzkich choréb, w tym raka, sa mysie
modele. Umozliwiajg one weryfikacje hipotez wysunie-
tych na podstawie analiz ludzkich guzéw, jak réwniez
odkrywanie nowych mechanizméw, ktére nastepnie sg
poszukiwane u ludzi. Mysie modele sg poteznym na-
rzedziem nie tylko w kwestii badan nad molekularnym
podlozem raka, ale rowniez w kwestii analizy efektéw
nowych personalizowanych terapii leczniczych.
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