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Summary

In our study we present chosen elements of microarray
analysis of gene expression profile in papillary thyroid
cancer. The study group included 16 papillary thyroid
cancer tissues and 16 corresponding normal tissues.
Samples were analyzed on high density oligonucleotide
microarrays (GeneChip HG-U133A) which contain
22.000 genes. 110 genes, which had significant changed
expression, were selected by MAS 5.0 program. 3 genes
were chosen to the deeper analysis: dipeptidylpeptidase
4 (DPP4), fibronectin 1 (FN1), tissue inhibitor of
metalloproteinase 1 (TIMP1). DPP4-RNA were absent

in normal tissue while in cancer tissue it was detected in
large amount. FN1 and TIMP1 expression were detected
in normal tissue but markedly increased in papillary
thyroid cancer. Among these 3 genes DPP4 seems to be
the best molecular marker for papillary thyroid cancer.

(Pol | Endocrinol 2005; 5(56): 752-757)
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Streszczenie

W pracy przedstawiamy wybrane elementy analizy profilu
ekspresji raka brodawkowatego tarczycy, przeprowadzonej
przez nas u 16 chorych na raka brodawkowatego tarczycy.
U wszystkich z nich przeprowadzono dwa badania profilu
ekspresji — jedno w RNA izolowanym z guza, drugie w
RNA izolowanym z niezmienionej makroskopowo tkanki
tarczycy. Badanie przeprowadzono na mikromacierzach
oligonukleotydowych wysokiej gestosci HG -U133A
zawierajacych 22 tysigce ludzkich gendéw, selekcjonujac
przy uzyciu programu MAS 5.0 110 genéw, ktérych
ekspresja byla w znaczacy sposéb zmieniona we wszystkich
16 parach. Dalszej analizie poddano wybrane 3 geny — gen
peptydazy dipeptydylowej IV (DPP4), gen fibronektyny 1
(FN1) oraz gen tkankowego inhibitora metaloproteinazy
typu 1 (TIMP1). DPP4 - RNA byl praktycznie nieobecny
w tkankach zdrowych, natomiast w tkankach raka
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brodawkowatego tarczycy byl wykrywany w bardzo duzej
ilosci. Pozostale dwa geny wykazaly znaczaca ekspresje w
tkance zdrowej i jej bardzo wyrazne wzmocnienie w raku
tarczycy. Dlatego sposréd tych trzech genéw najwieksze
znaczenie jako marker raka brodawkowatego tarczycy na
poziomie RNA wydaje sie¢ mie¢ gen DPP4.

(Endokrynol Pol 2005; 5(56): 752-757)

Stowa kluczowe: mikromacierze, rak brodawkowaty
tarczycy, ekspresja genow
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Wstep

Badanie profilu ekspresji genéw metoda mikroma-
cierzy DNA jest jednym z najnowoczesniejszych
narzedzi, jakim dysponujemy dzieki zsekwencjo-
nowaniu ludzkiego genomu. Sondy dla wykrycia
ekspresji poszczegdlnych genéw sg nakladane
lub syntetyzowane in situ na bardzo niewielkiej
powierzchni, tak Ze na jednym szkietku miesci
sie ich tysigce. W ten sposéb, poprzez naloZenie
ekstraktu z guza nowotworowego mozemy anali-
zowad, ktore geny ulegly aktywacji a ktére zostaly
wyciszone. W takiej analizie potrzebujemy poréw-
nania badania guza do wynikéw uzyskanych w
tkance zdrowej. Mozemy je wykona¢ albo nakla-
dajac obydwa ekstrakty jednoczesnie na te samgq
mikromacierz - obecne w nich transkrypty
konkuruja wtedy o te same sondy genowe — albo
wykonujac dwa réwnolegte oznaczenia na dwéch
osobnych mikromacierzach.

Stosujac te technike, juz w 2001 roku wykazano,
iz profil ekspresji raka brodawkowatego tarczycy jest
stosunkowo stabilny [1], a ostatnio ukazato sie kilka
prac typujacych zestawy genéw o znaczeniu diagno-
stycznym [2-5]. W naszym Zakladzie rozpoczeliSmy
takze badania ekspresji genéw raka tarczycy [6,7].
Niniejsza praca porusza wybrane aspekty analizy
poréwnawczej uzyskanych wynikéw, ktérych zrozu-
mienie jest konieczne dla wytypowania zestawow
genoéw uzytecznych dla ostatecznego celu badania.

Materiat i metody

Materiat stanowito 16 guzéw i 16 tkanek zdrowych,
pobranych srédoperacyjnie u chorych operowanych
z powodu raka brodawkowatego tarczycy, przy
czym wstepne rozpoznanie zostalo potwierdzone
w pooperacyjnym badania histopatologicznym
u wszystkich z nich. Zestaw ten stuzyl jako tak
zwany zestaw uczacy (dokonywane byly na nim
rézne analizy bioinformatyczne dla wytypowania
najlepszego zestawu gendéw, praca przyjeta do
druku w Cancer Research). Na prowadzenie badari
uzyskaliSmy zgode Komisji Etyczne;.

Catkowity RNA izolowany byl przy pomocy
RNeasy Midi i Mini Kits (Qiagen, Hilden, Germany)
z 100-150 mg tkanki, uprzednio poddanej homoge-
nizacji. Jakos¢ otrzymanego RNA analizowano
za pomoca bioanalizatora typ 2100 (Agilent) oraz
poprzez elektroforeze w 1% zelu agarozowym.

Materialem  wyjSciowym do analizy byt
catkowity RNA w ilosci 5-8 pg zawierajacy mRNA,
na matrycy ktérego syntetyzowano dwuniciowe
cDNA, a pézniej po fragmentacji uzyskany cRNA
hybrydyzowal ze specyficznymi sondami oligonu-
kleotydowymi na mikromacierzy Human Genome
U133A array (Affymetrix) w obecnosci buforu
hybrydyzacyjnego oraz odczynnikéw zapewniaja-
cych specyficznos¢ reakcji (BSA, Herring Sperm)

Wyniki badan opracowano za pomoca programu
MAS 5.0 dostarczonego przez firme Affymetrix oraz
programu Genespring. Oceniano stosunek ekspresji
genu w tkance guza i tkance prawidlowej tarczycy,
a nastepnie wyliczano mediane dla tego stosunku.
Wykonano takze poréwnanie testem t Welcha.

Wyniki

Przeprowadzona analiza wykazala, ze profil
ekspresji raka brodawkowatego tarczycy bardzo
wyraZnie rézni si¢ od otaczajgcej tkanki zdrowe;j.
Przy poziomieistotnosci p<0.01 zpoprawkanawielo-
krotne analizy wyodrebniono testem Welcha ponad
1800 genéw wykazujacych znamienng statystycznie
réznice ekspresji miedzy guzami nowotworowymi
a tkankg zdrowa. Przebieg ekspresji tych genéw
pokazano na ryc. 1, ktéra bardzo wyraznie obrazuje,
ze istnieja zaréwno geny, ktérych nadekspresja
w raku jest zwiekszona w stosunku do tkanki
zdrowej tarczycy, jak i geny, ktdérych ekspresja
jest zahamowana. Niezaleznie od tej podstawowej
réznicy obserwuje si¢ jednak bardzo wyraZzna
zmiennos¢ ekspresji wyselekcjonowanych gendéw,
i to zaréwno w obrebie tkanek nowotworowych
jak i tych tkanek tarczycy, ktdre nie ulegly transfor-
macji nowotworowej. Konieczne jest wiec podjecie
dalszych analiz dla wytypowania tych gendw,
ktorych ekspresja stanowi najistotniejsza réznice
dla poréwnania guz/tkanka zdrowa.

Zeby wstepnie wyselekcjonowaé zestaw genéw
do dalszych analiz, przeprowadzono poréwnanie za
pomocg programu MAS 5.0. W tej analizie wytypo-
wano 110 gendéw, ktére wykazywaly znamienna
réznice w ekspresji miedzy rakami brodawkowa-
tymi a tkankami zdrowymi, przyjmujac warunek,
ze w kazdej badanej parze guz/tkanka zdrowa
ta réznica w ekspresji musiala by¢ znamienna
(w ocenie testem Manna-Whitney’a przy p<0.025)
(ryc. 2, ryc.2a)

Genem, ktéry wykazywal najwyrazniejsze
zmiany w ekspresji, okazal si¢ gen dla DPP4. Ta
proteaza serynowa, zwana peptydaza dipeptydy-
lowa IV, uczestniczy w inaktywacji wielu cytokin
i chemokin. Gen DPP4 praktycznie nie ulegal
aktywacji w prawidlowej tkance tarczycy, jego
ekspresja w tkance raka byla natomiast wyraznie
zwigkszona, a jej mediana wynosita 171 (ryc. 3).
W stosunku do tkanki zdrowej obserwowano 137-
krotne zwigkszenie ekspres;ji.

Na ryc. 4 przedstawiono analogiczna analize dla
dwoch innych genéw wykazujacych bardzo silny
wzrost ekspresji w raku brodawkowatym tarczycy:
fibronektyny 1 i tkankowego inhibitora metalopro-
teinaz typu 1 (TIMP1).

Gen fibronektyny 1 (FN1), kodujacy glikopro-
teine uczestniczaca w procesach adhezji komor-
kowej, wykazywal znaczaca ekspresje w tkance
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Ryc. 1. 1800 gendw wykazujgcych
znamienng statystycznie roznicg
ekspresji miedzy tkankami zdrowymi
a guzami nowotworowymi.

Rak hroidsskiwary tarcayey

Ryc. 2. Wybranych 110 gendw roznicujgcych tkanke zdrowgq od nowotworowej.

prawidlowej tarczycy, ale jego ekspresja w
tkance nowotworowej byla wielokrotnie zwiek-
szona — od 16109 do 4620,3). Mediana wzrostu
ekspresji wyniosta 3101. Z kolei TIMP1 jest biatkiem
macierzy zewnatrzkomoérkowej, ktére hamuje
aktywnos¢ katalityczna metaloproteinaz i wykazuje
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wzor ekspresji podobny do FNI1, chociaz réznica
miedzy tkanka zdrowa i tkanka nowotworowa jest
tutaj mniejsza: mediana wynosila 2782. Mediana
stosunku ekspresji w guzach i tkankach zdrowych
wyniosta w tym przypadku 5,2.
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Ryc. 3. Poziom ekspresji genu DPP4 w tkance raka
brodawkowatego tarczycy, zmianach tagodnych i w tkance
prawidtowej
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Ryc. 4. Analiza ekspresji genu: fibrynonektyny 1(FN1)
i tkankowego inhibitora metaloproteinaz typu 1(TIMP1)

Dyskusja

Macierze oligonukleotydowe wysokiej gestosci,
ktérymi postugiwaliSmy sie w tej pracy, zawieraja
okolo 22 tysigce sond genowych, ktére pozwalajg
analizowad¢ ekspresje wigkszosci znanych gendéw
czlowieka. Wigkszo$é tych genéw (blisko 1) ulegala
ekspresji przynajmniej w jednej z 32 analizowa-
nych tkanek. Poniewaz na obecnym etapie analizy
nie jesteSmy w stanie okresli¢, ktére z nich maja
najwieksze znaczenie dla raka brodawkowatego,
uwazamy, ze postugiwanie si¢ takimi macierzami
jest lepsze niz dobieranie mniejszych zestawow
genéw wybranych wedlug okreslonego klucza
(na przyklad mikromacierzy zawierajacych tylko
onkogeny i geny supresorowe czy mikromacierzy
zawierajacych geny typowe dla danej tkanki). Juz
wczedniejsza analiza, wykonana przez Huanga
i wsp. [1,8], wykazala Ze w raku brodawkowatym
tarczycy przede wszystkim obserwuje si¢ aktywacje
genéw zwiazanych z adhezja, bioracych udziat
w komunikacji miedzykomdrkowej, a wiec istotnych
w procesach inwazji i przerzutowania.

Analiza profilu ekspresji genéw technikg
mikromacierzy = DNA  dostarcza  ogromnej
ilosci danych, ktérych znaczenie biologiczne
musi by¢ bardzo starannie przeanalizowane.
W tej pracy przedstawiamy pewne aspekty analizy
wykonanej w raku brodawkowatym tarczycy.
Najwazniejsze dane dotyczace tej analizy przed-
stawiliSmy w naszym wczedniejszym opraco-
waniu [6,7]. Tam tez zawarliSmy propozycje wielo-
genowego klasyfikatora molekularnego, ktéry
moze wspomaga¢ odréznienie raka brodawkowa-
tego tarczycy od rozrostéw nienowotworowych.
W biezacej analizie koncentrujemy uwage na
pelnym zrozumieniu znaczenia biologicznego
wynikéw tej czesci naszej analizy, ktéra zostala
przeprowadzona przy pomocy programu MAS 5.0.
Program ten stanowi rutynowy element systemu
firmy Affymetrix i podstawowa metode analizy
danych, uzywana w wielu doniesieniach. Takg
dokladna analize przeprowadzamy na przykla-
dzie trzech gendéw, ulegajacych bardzo znacznej
aktywacji w raku tarczycy.

Mikromacierze oligonukleotydowe wysokiej
gestosci majq bardzo powazng zalete w stosunku
do macierzy cDNA - pozwalaja nie tylko
poréwnad, czy ekspresja danego genu jest zwigk-
szona, ale takze oceni¢ ja ilosciowo. Przyklady
genéw, ktére poddaliSmy poglebionej analizie
w tej pracy, wyraZnie wskazuja, ze taka analiza
pozwala przede wszystkim ocenié, czy ekspresja
danego genu pojawia sie de nowo w badanej tkance
— tak jest w przypadku DPP4 — czy tez mamy do
czynienia ze zwiekszeniem ekspresji w stosunku do
i tak wysokiego poziomu wyjéciowego, jak to jest
chociazby w przypadku TIMP1.
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Geny analizowane w tej pracy majgq znaczenie
dla inwazyjnosci raka i sq zwigzane z mechani-
zmem tworzenia przerzutéw. Nie sg to zresztg geny
charakterystyczne wylacznie dla raka brodawkowa-
tego tarczycy. Gen DPP4 (znany réwniez jako CD 26)
nie wykazuje ekspresji w zdrowej tkance tarczycy,
natomiast w raku brodawkowatym jego mRNA
znajdowane jest w duzych ilosciach, dodatnie sa
takze odczyty immunohistochemiczne. Byly one
zresztg przedmiotem szeregu wczesniejszych analiz
[9-11]. Rzadziej ekspresja DPP4 obserwowana jest w
tagodnych chorobach tarczycy, niemniej swoistosé
DDP4 dla rozpoznania raka tarczycy byla kwestio-
nowana przez tych autoréw.

Funkcja DPP4 zalezy od komorki, w ktdrej gen
ulega ekspresji. Jezeli analizujemy komérki biorace
udziat w odpowiedzi immunologicznej to gen DPP4
uczestniczy w aktywagji limfocytéw T i transdukgji
sygnatu poprzez degradacje takich cytokin jak TNF,
IL2 czy chemokin i innych peptydéw biologicznie
czynnych. Skoro w raku brodawkowatym tarczycy
ekspresja DPP4 dotyczy komorki nowotworowej
(a tak wynika z prac immunohistochemicznych
[9,11]), mozna sie spodziewaé ze funkcja biatka
zwigzana jest tez z przekazywaniem (czy raczej
wygaszaniem) sygnaléw cytokinowych i chemoki-
nowych do komorki raka. Nalezy tez zaznaczy¢, ze
ekspresja DPP4 jest zwigekszona nie tylko w raku
tarczycy, ale takze w wielu innych nowotworach
ztosliwych [12,13].

Jakkolwiek obecnos¢ DPP4 w raku tarczycy
znana jest juz od dawna, na sile ekspresji tego
genu w profilu ekspresji raka tarczycy zwrdcili
uwage dopiero Huang i wsp. [1] wykonujac po raz
pierwszy badanie z uzyciem mikromacierzy. Nasza
analiza jednoznacznie potwierdza ich wniosek, ze
jest to gen o najwyraZniejszym wzroscie ekspresji
w raku brodawkowatym [6,7], jezeli jest ona
oceniana na poziomie mRNA. Niemniej, proby
zastosowania przeciwcial przeciw DPP4 w raku
tarczycy wykazaly, ze obecnos¢ tego biatka nie jest
cechgq stalg. W zwigzku z tym Kholova i wsp. [9,11]
nie uznali tego antygenu za przydatny w immuno-
diagnostyce raka tarczycy. Aktualne badania mikro-
macierzowe stawiajg ten wniosek w nowym $wietle
- by¢ moze DPP4 okaze sie lepszym markerem na
poziomie RNA niz na poziomie ekspresji biatka.
Ciekawe jest natomiast, ze badania profilu ekspresji
wykonane innymi technikami nie wskazuja na taki
wniosek. Zrozumiale jest to w analizie wykonanej
przez Waseniusa i wsp. [14] na blonach nylono-
wych, w ktérych badanie dotyczylo okoto 1200
gendw i gen CD 26 nie znajdowal sie wsréd nich.
Mniej oczywisty wydaje sie brak takiego wniosku
w pracy Mazzantiego [3] czy Finley’a i wsp. [2].

DPP4 wykazuje zdolnos¢ wigzania z fibronek-
tyna, produktem biatkowym genu FNI1, ktérego
ekspresja byla takze silnie wzmozona w naszych
badaniach raka brodawkowatego tarczycy. FN1
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wystepuje w dwéch formach — jako biatko cytopla-
zmatyczne o zdolnosci wigzania si¢ z kolagenem,
fibryna, aktyna i DNA oraz jako biatko powierzch-
niowe — w tej postaci wystepuje na przyklad na
fibroblastach. FN1 uczestniczy w procesach adhezji
komoérkowej, wplywa tez na morfologie, przede
wszystkim uksztaltowanie powierzchni komérki.
Sposréd innych proceséw, w ktérych uczestni-
czy, nalezy wymieni¢ stymulacje endocytozy,
transdukcje sygnatu, prawdopodobnie dziala tez
antyapoptotycznie [15].

FN1  wykazuje podwyzszona  ekspresje
w wigkszo$ci rakéw brodawkowatych tarczycy [3],
a takze w rakach anaplastycznych. Istotne jest, ze
jej ekspresja dotyczy nie tylko samych komorek
raka brodawkowatego, ale takze komdrek podscie-
liska guza nowotworowego, stad szczegdlnie silne
wzmocnienie sygnatu tego mRNA, wykrywanego
w wigkszo$ci badart wykonanych technikgq mikro-
macierzy DNA [1,2]. Z weczesdniejszych badan
mikromacierzowych wysuwano wniosek, ze
w tkance prawidlowej poziom biatka jest bardzo
niski badZ nie wykrywalny [14,16]. W naszej analizie
obserwowaliSmy znaczacy poziom FN1-RNA we
wszystkich badanych tkankach normalnej tarczycy.
Podobne wnioski wyplywaja z badari immunohi-
stochemicznych, w ktérych obserwowano ekspresje
fibronektyny tak w komérkach raka brodawkowa-
tego tarczycy jak i w komorkach podscieliska.

Z procesami inwazji nowotworowej wigze sie na
0go6l wzmozona ekspresja metaloproteinaz i biatek
pelniacych funkcje ich inhibitoréw [17]. Jedno
z tych ostatnich — TIMP1, wykazywalo w naszych
badaniach silny wzrost ekspresji w raku brodawko-
watym tarczycy. Réwniez w tym przypadku obser-
wagja ta potwierdza sie w wiekszosci badan profilu
ekspresji raka brodawkowatego, opublikowanych
dotychczas [1,5,14].

Nadekspresje tego biatka zaobserwowano
w wielu nowotworach min. w raku piersi [18],
czerniaku [19]. Uwaza sie, ze wigkszo$¢é trans-
kryptéw mRNA dla TIMP-1 pochodzi z podscieli-
ska, a nie z komérek nowotworowych [20]. Zwigk-
szong ilos¢ biatka wiaze sie z wiekszg agresywnoscia
nowotworu i szybszym wystapieniem przerzutéw
[14,20]. Wydaje nam sie jednak, ze wniosek ten nie
sprawdzi sie¢ w raku brodawkowatym tarczycy,
skoro wigkszos¢ przypadkéw tego nowotworu
to guzy o niewielkiej agresywnosci biologicznej
a nadekspresja TIMP1 jest w naszych badaniach
raczej uniwersalng cecha tego nowotworu.

Przedstawione w tym doniesieniu badania
stanowia pewien wycinek prowadzonej przez nas
analizy profilu ekspresji raka brodawkowatego
tarczycy [7], ich szersza interpretacja w kontek-
Scie wspdldzialania innych genéw jest wiec jeszcze
przedwczesna. Nie mamy takze jeszcze odniesienia
do raka pecherzykowego i innych nowotworéw
tarczycy. Niemniej, na podstawie uzyskanych
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wynikéw mozna jednoznacznie stwierdzié, ze
sposrod trzech analizowanych genéw, z ktérych
kazdy jest kandydatem na markera molekularnego
raka brodawkowatego tarczycy, najwyrazZniejszymi
réznicami w ekspresji charakteryzuje sie gen DPP4,
dlatego jego przydatnos¢ powinna by¢ badana w
pierwszej kolejnosci.
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