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I. Uvod

Uzly §titné zlazy predstavuji nejcastéjsi endokrinni 1ézi v populaci. Jejich dilezitost tkvi v nutnosti
rozliSeni od zhoubného néadoru §titné Zldzy. Vyznam této diferencidlni diagnostiky vzristd se vzristajici
cetnosti detekce uzla §titné zlazy zavedenim ultrazvukového vysSetfeni §titné Zzlazy. Urcovani parametri
biologické aktivity téchto 1ézi je predmétem intenzivniho vyzkumu. Mezi hlavni zkoumané oblasti
bezesporu patii faktory proliferacni aktivy a angiogeneze. Cilem vyzkumu je zlepSeni diferencidlni
diagnostiky, lepsi porozuméni patofyziologii nadorového bujeni a nésledné i1 zlepSeni progndzy lécenych
pacientli. Zakladem diferencialni diagnostiky je vzdy histologické, piipadné imunohistochemické vySetieni.
Analyza cytozolu (tkanového extraktu) muze byt piinosnym analytickym postupem kvalitativni i

kvantitativni analyzy.

I.1. Epidemiologie uzli Stitné zlazy

Uzly ve §titné Zlaze jsou jednou z nejcastéjSich patologii stitné zlazy a riziko vzniku je 5-10 % béhem zivota
(life time risk).  Jejich vzrlstajici incidence v poslednich letech je dana predevsim zlepSenim v oblasti
ultrazvukové diagnostiky. V jodové dostate¢n¢ zasobenych oblastech se incidence hmatnych uzlt pohybuje
okolo 4 % v bézné eutyreoidni populaci. (Pacini F) Incidence nehmatnych - US (ultrazvukove) zjisténych
uzli se vSak pohybuje mezi 20 — 76 %, coz je souladu s udaji diive ziskdvanych pfi pitvach. Incidence uzli
vrista s vékem, s jodovym deficitem a historii ozafeni a jsou Castéj$i u zen. Ro¢ni incidence se v USA
pohybuje 0,1% (AACE Clinical Practice Guidelines ). VétSina uzl je tedy nehmatnd,o primérudo 1 -1, 5
cm, presto jsou klinicky vyznamné, nebot’ podil malignich  chirurgicky resekovanych uzlli se pohybuje
mezi 10 — 30 %. V studii Kang et al byl vyskyt nehmatnych US diagnostikovanych uzli 13,4 %, z ¢ehoz
28,8% uzli bylo malignich. I pfes vysokou incidenci malignich uzll zjisténych pfi chirurgickych resekcich
Stitné zlazy ¢i pitvach je incidence klinicky vyznamného karcinomu §titné Zlazy jen 3 - 4 % vSech uzli a
mortalita je piiblizn¢ 0,4% vSech umrti na nddorové onemocnéni. V této souvislosti se pouzivd termin
mikrokarcinom ¢i okultni karcinom §titné zlazy. Tento fakt je podobné jako u karcinomu prostaty
zpusoben pomalym rstem a nizkym malignim potencidlem. Piesto vSechno je v€asna diagndza vcetné
diferencidlni diagnostiky uzla zakladem vcasného zachytu a uspésné 1écby klinicky vyznamného karcinomu

Stitné zlazy.

I.2. Epidemiologie nadoru Stitné zlazy
Nadory §titné Zlazy, ptestoze patii k nejcastéjSim endokrinnim nadortim, jsou relativné vzacna onemocnéni
0,5-1% vSech karcinomtl. Ve véku mezi 15-45 rokem jde vSak o 5. nejcastéjs$i maligni naddor. Vice postihuji

zeny. (Dvoték J.) Ve svété se incidence karcinomi S§titné Zlazy pohybuje od 0,5 -10 ptipadd /100 000



obyvateli (Pacini F.). Je zde vSak trvaly trend v nartistu incidence od roku 1972 do roku 1992 o 28%
(Mazzaferri E).

Zde je nutné zminit fenomén Cernobylu. Exploze této jaderné elektrarny v dubnu 1986 zvysila vyskyt
karcinomi §titné zlazy v détské dospé€lé populaci v oblastech postizenych spadem radioaktivniho jodu.

V letech 1971-85 bylo v Bélorusku zaznamenéano 8 ptipadii (vék 0-14 let), 21 ptipadd (v€k 15-19 let), a
1465 piipadii nad 19 let karcinomu §titné Zzlazy . V letech 1986 -2000 to bylo jiz celkem 703!!! Ptipada (v€k
0-14 let), 276 ptipadi (vék 15-19 let) a 7689 piipadi/rok (veék nad 19 let) (Demidchik E). V roce 186 byl
pocet karcinomt $§titné Zlazy u déti do 15 let 11 novych piipadi/rok, v roce 1990 jiz 57 novych piipadi/rok
a maximum bylo dosazeno vroce 1993 — 131 novych piipadi/rok. Zajimavé zjisténi zde bylo, Ze
nejrizikovéjsi skupinou déti, byla skupina s vyvijejici se Stitnou Zlazou, tedy piedev§im plody ( v obdobi
maximalniho spadu) a malé déti. Incidence karcinomu klesa s vékem postizeného skupiny. Casem doglo
rovnéz k poklesu incidence solidnich méné diferencovanych papilokarcinomt, ve prospéch dobie
diferencovanych typickych pro dospélou populaci, rovnéz mén¢ agresivnich.(Leenhardt L;Williams D )

V Ceské republice byl narist mezi lety 1984 -1995 o 54,3 % tj. 240 novych piipada v roce 1984 a 369 v roce
1995)., pti¢emz pocet imrti na tuto diagnoézu zistava prakticky stejny. U muzi doslo k nartistu mnohem
mensimu, presto je trend jednoznacny. VEtsi narist je vSak u zen 1984 - 173 ptipadd...... 1994 -266 a v roce
1997- 374 novych piipadu. (IARC). (graf¢ 1).

Prosta incidence zhoubnych nadord §titné Zlazy &ini v CR 7,02 (na 100 000), coZ je nejvice ve vychodni a
sttedni Evropé a tento udaj zhruba koresponduje s incidenci v USA. V celosvétovém métitku jsou na
prvnich mistech Polynésie (16,19), Island (12,80), Italie (10,39) a Finsko (10,00), nejmensi incidence na
sveté na Mauritiu (0,48), v Evropé v Irsku (1,89). Incidence u zen nartista s vékem a totéz v mensi miie plati
1 u muzi. Incidence u zen dosahuje 14,2 %, u muzi 7,9 % ve veéku nad 70 let. Na zvySené incidenci se
zcela jisté podili zlepSena diagnostika ( ultrazvukova spolu s tenkojehlovou aspiracni biopsii, coz zvysuje
Cetnost zachytu piedev§im mikrokacinomt). Dale se vSak zfejm¢ podili 1 narGstajici incidence
autoimunitnich lymfocytarnich zanéth S$titné zlazy a dostatecné zdasobeni jodem a jisté 1 fada zatim
neznamych environmentalnich a genetickych faktoroti, (Pecen et al. 1999).

Prevalence tyreoidalniho karcinomu (pocet Zijicich pacientl) narasta rychleji nez incidence (pocet nové
zachycenych piipadil) a odrazi skute¢nost, Ze podstatna ¢ast pacientli preziva desetileti.

Mortalita ro¢ni je nizka a ¢ini celosvétove v priméru 5 az 6 umrti na milion obyvatel (dle IARC), coz
koresponduje s vSeobecné dobrou progndzou tyreoiddlni rakoviny. Piezivani pacientl s karcinomy S§titné
zlazy do 49 let véku (kategorie 40 znamend vék 40 az 49 pii zachytu onemocnéni) je vynikajici a to
pfedev§im u Zen. Na rozdil od mnoha jinych nadorovych diagnéz, ptezivani pacientl s tyreoiddlnimi
malignitami se za poslednich 20 let vyrazné vylepsilo (log-rank a Wilcoxontv test se signifikanci p<0.0001),
peti a deseti-leté preziti se zvySilo o cca 20 %. Zatimco incidence stoupd, mortalita klesa diky casné

diagnoze, zlepSené 1écbé a poklesu incidence anaplastického karcinomu (Pecen et al 1999)



Distribuce podle histologického typu ukazuje, ze relativni proporce ve vyskytu diferencovanych
(folikularnich a papilarnich) tyreoidalnich malignit v dané geografické oblasti zavisi na pifjmu jodu
v potraveé. Celkové papilarni karcinomy pievazuji v oblastech se suficientnim piijmem jodu, zatimco
folikularni karcinomy jsou spojeny s jodovym deficitem. Suplementace jodu v endemickych oblastech vede
k zvySeni vyskytu papilokarcinomu.

V souboru karcinomii profesora Dvotdka z let 1992 -1996 byl papildrni karcinom v 68,8% , folikularni
v 18,6 %. Ze zdroji NOR zlet 1977 -1995 bylo zastoupeni jednotlivych histologickych typti: papilarni
karcinom v 46,4 % (n=1421) , folikularni v 32,2 % (n=984), anaplasticky a medularni karcinom byly
zastoupeny piiblizné kazdy 5 %.

1.3 Klasifikace wuzli Stitné zlazy

Klasifikace dle priciny tyreoidalnich uzli (AACE Clinical Practice Guidelines)
Benigni

1. Multinodularni struma

2. Hashimotova tyreoiditida

3. Prosta ¢i hemoragicka cysta

4. Folikularni adenom

5. Subakutni tyreoiditida
Maligni
Papilarni karcinom
Folikuldrni karcinom
Hiirthle cell karcinom
Medularni karcinom
Anaplasticky karcinom
Primérni lymfom §titné zlazy
Maligni metastatické 1éze

NNk W =

Dle patogeneze uzli mizeme rozlisit 5. zakladnich skupin:
1. hyperplasticky uzel

neoplasticky uzel

koloidni uzel

cysticky uzel

nodularni Hashimotova tyreoiditida

A i

malo cCasté (pyogenni infekce, de Quiervainova tyreoiditida, Riedlova tyreoiditida, parazitarni,

amyloiddza, histiocytdza X, granulomatdza z plazmatickych bunék)

I.4. Patogeneze benignich uzli Stitné zlazy

Zakladnimi patologickymi faktory indukujici vznik uzld jsou strumigeny a karcinogeny. Mezi strumigeny

patfi: jod, lithium, CLO4, TcO4, BF4,, thiokyanity (SCN’), Thioamidy, anilinové derivaty (vetné



tolbutamidu, sulfguanidinu, sulfmetoxazolu.... v terapeutickych davkach nejsou strumigeni), derivaty
fenolu, flavonoidy, derivaty DDT, DDD, chlorované bifenyly. Mezi chemické karcinogeny patii kromé
radioaktivnich izotopd jodu: thiourea, mathimazole, etylenthiourea(ETU)- degradac¢ni produkt fungicidu,
herbicid aminotriazol, acetylamnofluoren (insekticid), metylenbenzamin, oxydianilin, nitrosaminy,

nitrosurea (protinadorovy 1ék) (Salabe G.)

1.4.A.Hyperlasticky uzel

Difazni hyperplasticka struma vznikd nejcastéji na podkladé jodového deficitu, ale na vzniku se mohou
podilet 1 dal$i strumigeny a karcinogeny viz vySe. V experimentalnich studiich byla prokdzana dvoufazova
reakce na strumigeni podnét:

1. vaskularni reakce

2. replikace folikularnich bun¢k

Ad 1. Buiiky stitné zlazy jako odpovéd’ na stimulaci TSH produkuji VEGF (vascular endotelial growth

factor) a VPF (vascular permeability faktor). Ty se pak vazi na své specifické receptory endotelidlnich

bun¢k a indukuji neovaskularizaci, tj. vznik novych kapilar a soucasné i indukuji proteolytické enzymy,
které umoznuji expanzi do stromalni matrix.(Wollman SH)

Ad 2. Pak nasleduje druha faze- replikace folikularnich bun¢k a tvorba novych folikuli. Nové

folikuly vznikaji pravdépodobné vydélenim nékolika bunék z matetského folikulu a dale se jiz mnozi

monoklonalng€. To také vysvétluje i vznik rdznych okrskd (studenych, horkych uzlim koloidnich a

pseudocystickych) v jedné hyperplastické Stitné zldze. Na druhé stran€ je moznd 1 varianta , Ze vznika

celd tada identickych folikull a ty jsou az nasledné modifikovany a vznikaji monoklony. Neoplazie jsou
pak monoklonalni , vzniklé z jedné bunky.(Thomas GA)
Rozhoduji roli v indukci hyperplazie hraje stimulace TSH receptoru a nasledna stimulace systému:

a) cAMP/proteinkindza A: vznikld proteinkindza A se Stépi na aktivni C komponentu, ktera jadie
pomoci CRE (C component responsive element) indukuje replikaci specifickych genti zodpovédnych
za proliferaci tyreocytli

b) Aktivace fosfolipazy C .....ma minoritni efekt az pfi intenzivni stimulaci TSH receptorti

c) Aktivace fosfolipazy A2 ... ovlivnéni intraceluldrniho metabolizmu prostaglandini ma rovnéz
minoritni efekt.

Hlavni cestou je tedy stimulace TSH receptoru zvenci ¢i bodovym mutacemi TSH receptoru, cAMP, Gs
proteint.

Nedilnou soucasti vzniku hyperplazie §titné zlazy jsou tedy vzdjemné interakce: autokrinni, parakrinni ¢i
hormondlni. Mezi hormondlni vlivy patti TSH, hCG, GH (growth factor), EGF (epidermal growth factor),
jod. Autokrinni a parakrini stimuly (faktory) jsou produkovéany ve stromatu (20% tkéafiového objemu $titné

zlazy) IGF-1 a II (insulin like growth factor), basic FGF, endothelin I, TGF beta a cytokininy z infiltrujicich



lymfocyta jako jsou IL-1, IL-6(interleukiny), TNF (tumor necrosis factor), [IFN- gamma (interferon).(Tamai
KT)

1.4.B. Koloidni uzel:

Etiologie vzniku koloidni uzli dodnes neni jednoznac¢nd, kdyz je ziejmé, Zze se jednd o fokalni poruchu
rovnovahy mezi produkci a sekreci Tg (tyreoglobulinu) do folikulu a jeho zpétnou pinocytézou a
degradaci. Jednim z patogenti byl i exces jodu, klinicky vSak funguje az pii extrémnim piebytku naptiklad
podanim Lugolova roztoku, ktery dokaze preménit hyperplastickou strumu v strumu koloidni. V soucasné
dobé je nejvice akceptovdna teorie patologického zvySeni obsahu polymerizovaného Tg. Tento polymer
vznikly z n€kolika molekul Tg se i za normalni situace vyskytuje v 10-20% obsahu koloidu folikulu a jeho
funkci je zfejmé udrzovat pfiméfeny intrafolikularni tlak. U koloidni strumy dochazi k jeho kumulaci, jejiz

mechanizmus zatim neni znam. (Salabe G.)

1.4.C.Cysticky uzel:

Pravé cysty jsou ve §titné zlaze vzacné, zde se jedna vétSinou o pseudocysty a nachazime je u 15-40% vsech
uzli. Tyto pseudocyty vznikaji v misté nekrozy a kolikvace ptivodnich struktur §titné zldzy a na jejich
vzniku se vyznamné podili zvySend angiogeneze a permeabilita kapilar a apoptotické ptisobeni VEGF a
VPEF.

1.4.D.Nodularni Hashimotova tyreoiditida:
Jde o minimdlni procento piipadi, vétSinou se jednd o difuzni proces. Etiologie moduldrniho prib&hu neni

znama. Je zde asociace mezi lymfocytarni infiltraci a rizikem vzniku lymfou stitné zlazy.(Salabe G.)



L.5. Klasifikace nadoriu Stitné zlazy a charakteristika

Bylo navrZzeno nékolik klasifika¢nich schémat, znichz se

nejvice osvédcila klasifikace zaloZzena na doporuc¢enich WHO a AFIP viz nasledujici tabulka.

Typ nadoru Benigni Maligni
EPITELOVE z
folikuldrnich bunék
folikularni a
dobre diferencované adenomy papilarni karcinom
stiedné diferencované inzularni karcinom
Spatné diferencované anaplasticky karcinom
C-bunék medularni karcinom
NEEPITELOVE
Mezenchymové angiom, lipom aj. maligni lymfom
angiosarkom
Neuroektodermové neurinom, paragangliom
BRANCHIOGENNI ektopicky thymom SETTLE
(ze zbytk CASTLE
branchiogennich struktur)

Vysvétlivky: SETTLE, vietenobunéény epitelidlni tumor s diferenciaci podobnou thymu, angl. spindle
epithelial tumor with thymus-like differentiation; CASTLE, karcinom vykazujici thymu podobné elementy,
angl. carcinoma showing thymus-like differentiation.

L.5.A. Folikularni karcinom (FC)

predstavuje asi 15% vSech zhoubnych nadort stitné zlazy. Jeho incidence je vyssi v oblastech endemickych
v souvislosti s deficitem jodu. Vyskytuje se spiSe ve vySSim veéku, pfevazuje u zen a ma tendenci
k hematogenimu metastazovani. (Némec et al) Podle jeho makroskopického vzhledu rozlisujeme dvé formy
FC: minimaln¢ invazivni a Siroce invazivni. Prvné jmenovand forma je makroskopicky opouzdiena a pouze
histologicky prokazeme hlavni kriteria malignity, tj. invazi pfes pouzdro a/nebo prinik do krevnich cév
lezicich vn€ pouzdra. Minimalné invazivni FC ma vybornou prognoézu na rozdil od $iroce invazivniho FC,
ktery vykazuje ¢astecné nebo uplné chybéni pouzdra a rozsdhlou angioinvazi spole¢n¢ s invazivnim §ifenim
do prilehlé tyreoidalni tkané. Tato Siroce invazivni varianta vétSinou neni diagnosticky obtiznd na rozdil od
minimalné invazivniho FC, ktery je nékdy Spatn¢ odlisSitelny od folikularniho adenomu, a to 1 pfi
mikroskopickém vysetfeni nadoru ve velkém rozsahu. Podle vzhledu a uspotfddani nadorovych folikularnich

bunék existuje neékolik podtypl FC, z nichz pomérné Casté je onkocytarni varianta. (Williams et al)
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I.5.B.Papilarni karcinom (PC) (Rosai et al, Ludvikova et al)

je zhoubny nédor vychazejici z folikularnich bunék, ptedstavuje asi 75% vSech malignich nadort §titné Zlazy
a vyskytuje se v kazdém veku. Vyznacuje se ¢asnym metastazovanim do krénich lymfatickych uzlin. Kromé
sporadickych ptipadl se vyskytuji rovnéZ agresivnéjsi familiarni formy. Rizikovymi faktory pro vznik PC je
ozateni hlavy a krku (z terapeutickych i ndhodnych diivodli), Hashimotova tyroiditida ¢i familidrni
adenomatdézni polypéza nebo Cowdenova choroba. Histologicky je PC charakterizovan papilarni
architektonikou a/nebo typickym vzhledem jader nddorovych buné¢k, ktery spociva v jejich projasnéni,
hypochromazii, v pfitomnosti jadernych zéatezi a intranuklearnich inkluzi, pfi¢emz vSechny tyto zmény
nemusi byt exprimovamy ve vSech nadorovych burikach. Ddéle ve stromatu byvaji pfitomna tzv.
psamomatozni téliska, coz jsou mikrokalcifikace odumielych nadorovych bun¢k. VSechny vyjmenované
znaky (s vyjimkou papilarniho uspofadani) jsou klicové pro diagndézu tyreoidalniho PC. Paradoxné
podminkou pro diagnézu neni ptitomnost papil, navzdory tomu, Ze od nich byl odvozen ndzev tohoto
tumoru. Jsou v8ak znamy i varianty PC, které maji pouze typické folikularni uspotradani nadorovych bunék
s charakteristickymi jadernymi znaky (tzv. folikularni varianta PC). Termin papilarni karcinom je tedy nutné
chapat jako nozologicky, oznacujici celou skupinu nadori $titné zlazy se stejnou patogenezi a stejnym nebo
podobnym klinickym chovanim. Ptfitomnost pouzdra neni rozhodujici pro diagnézu PC. Nékteré dalsi typy
PC jsou papilarni mikrokarcinom, onkocytarni PC, difuzni sklerozujici PC a papilokakarcinomy z vysokych
nebo kolumnarnich bunék. Posledni tii jmenované typy maji dle literarnich tidaji agresivngjsi chovani.
1.5.C.Spatné diferencovany karcinom

ptedstavuje skupinu zhoubnych nadort §titné zlazy, které podle histologického vzhledu a dignity lezi na
pomezi mezi dobie diferencovanymi malignitami z folikuldrnich bunék a anaplastickym karcinomem.
Inzulédrni varianta se vyznacuje typickym ostrivkovitym usporadanim uniformnich mensich nadorovych
bunck.

L.5.D.Anaplasticky (nediferencovany) karcinom

je agresivni tumor rozsahle invadujici Stitnou zldzu a €asto proristajici i do jejiho okoli. Reprezentuje asi 5%
malignit stitné zlazy. Mikroskopicky jsou nejCastéjsi varianty vietenobunécna (sarkomatoidni) a
obrovskobunécna. Existence puvodné vyclenéné malobunécné varianty byla zpochybnéna po zavedeni
imunohistochemie, nebot’ témét vSechny nadory z této skupiny byly reklasifikovany jako maligni lymfom,
medularni nebo insularni karcinom. (Rosai et al)

L.5.E.Medularni karcinom (MC) S§titné Zlazy (Rosai et al)

je tumor vznikly nddorovym zvratem C-bunék produkujicich kalcitonin. Téméet 80% piipadt predstavuje
sporadicky medularni karcinom, ktery se vyskytuje spiSe u starSich lidi bez preference pohlavi. Zbyvajici
¢ast medularnich karcinomi jsou familidrni formy vyskytujici se hlavné u mladych jedincti. Familidrni MC
jsou multicentrické a bilateralni, vznikaji na pozadi C-bun&cné hyperplazie spojené s germinalni mutaci

RET-genu a Casto se vyskytuji v rdmci syndromu MEN (multiple endocrine neoplasia). Mikroskopicky je
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tvofen z bun¢k variabilniho polygonalniho nebo vietenitého tvaru a vyznacuje se pfitomnosti amyloidu ve
stromatu.

L.5.F. Onkocytarni (oxyfilni) tumory §titné zlazy

se vyskytuji jako varianty vySe jmenovanych neoplédzii. Nadorové buriky vykazuji typickou eosinofilni
pfeménu podminénou nahromadénim mitochondrii v cytoplasmé, coz lze spolehlivé prokazat
imunohistochemicky s protilatkou proti mitochondridlnimu antigenu. Plvodni nazor, Ze vSechny oxyfilni
tumory S§titné Zlazy jsou maligni a agresivni se nepotvrdil, nebot’ nepochybné benigni onkocytarni adenomy
existuji. Onkocytdrni nadory jsou trvale pfedmétem vyzkumu z patogenetického 1 prognosticko-
prediktivniho hlediska (Maximo et al ).

L.5.G. Primarni maligni lymfomy $titné Zlazy

vznikaji vétSinou na podkladé Hashimotovy thyroiditidy, jsou nejcastéji B-typu a vyznacuji se pfiznivym
biologickym chovanim. Velka ¢ast lymfomi byla pted nastupem imunohistochemie mylné diagnostikovana
jako anaplastické karcinomy. Primdrni sarkomy §titné zlazy jsou extrémné vzacné, nejcastéji z nich se

vyskytuje angiosarkom.

I.6. Patogeneze karcinomii $titné zlazy obecna:

Vznik jak benignich tak malignich nadora §titné zlazy je dan kaskdadou zmén exprese ¢i funkce onkogent a
tumor supresorovych geni. Kromé lymfomu a meduladrniho karcinomu  vznikaji karcinomy $titné zlazy
z tyreocytl (folikularnich bunék). Na celé patogenezi se podili celd fada rustovych faktord, které podporuji
proliferaci, imortalizaci, metastazovani a blokuji kontrolni mechanizmy vcéetné apoptozy. Vycet téchto
faktorti nemtize byt diky probihajicimu intenzivnimu vyzkumu nikdy Gplny, ptfesto uvadim alespoii pro
ilustraci nasledujici seznam:

Faktory podporujici nadorovou proliferaci

TSH Stimuluje rist tyreocytii a produkci hormonti

GSP Podporuji vazbu TSH receptor a ligand a tim zvysuji koncentraci cAMP

EGF Inhibuje diferenciaci, podporuje proto-onkogeny

VEGF Podpora rastu nadoru pomoci zvySenim intenzity angiogeneze

IGF-I Podporuje proliferaci tyreocyta

MET Vyznamna tyreoidalni tyrosine-kindza vaze HGF a stimuluje proliferaci tyreocytli

MYC Nuclear transcription factor Gc¢astni se kontroly ristu a diferenciace

RAS Véazan na membranu zprostiedkovava signaly z receptoru pro tyrosine kinazu na kaskadu
MAP kinazy

BRAF Cytosolova serine/threonine kinase, vaze se na RAS a aktivuje MAP kinazovou kaskadu

RET/PTC Tyrosine-kinaza receptor, normaln¢ vaze TGF-beta podobné neurotropni faktory

TRK-T Peripheral nervous system tyrosine kindza- normalné vaze nerve growth faktor

cyclin D1 Mediator progrese bunécného cyklu, aktivuje cyclin dependentni kinazu, fosforyluje Rb

TPO Katalyzuje oxidaci jodu, jodaci tyreoglobulinu , a tvorbu jodotyroninu

DAP4 Exopeptidaza popsana pii aktivaci T-bunék, zvySena aktivita u mnoha malignit
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Faktory branici proliferaci nadoru

TGF-beta  Blokuje na cAMP zavislou proliferaci tyreocyti CDK a napomahé apoptdze

p21 Inhibitor Cyclin dependentni kinazy, efektor p53-mediovanou zastavou bunééného cyklu
v Gl fazi

p27 Inhibitor Cyclin dependentni kindzy, kontroluje ptechod z G1 do S faze

Rb  Foesforylovana forma umoziuje priibéh bunééného cyklu

pS53 Transkripcni faktor, esencialni mediator zastavy bunécného cyklu jako odpovéd’ na genetické
poskozeni

E-Cadherin  Glykoprotein podporuje bunéénou adhezi a udrzuje integritu epitelu, blokuje invazi

Galectiny Karbohydraty vézajici protein podporujici vzajemné bunécné interakce véetné s matrix

CD44 Membranovy glykoprotein spojeny s interakcemi buriky a matrix

Faktory ovliviiujici bunéénou imortalitu a smrt

Telomerase Reverse transcriptase udrzuje buriku Zivou prodluzovanim chromozomaélnich telomer
Rodina Becl proteini pro- ¢i anti-apoptoticka funkce

Fas/Fas-L Ligand/receptor systém podporuje apoptdzu skrze aktivaci kaspaz

PTEN Lipid phosphatase pomoci PI-3K ¢i Akt/PKB zpiisobuje apoptozu ¢i G1 arest

(Fagin JA et al, Dumont JE et al, Farid NR et al, Frauman AG et al ,Said S et al)

Karcinogeneze u §titné Z1azy je mnohastupiiovy proces, jehoz zakladni schéma nasleduje

Tyreocy

Benigni 1éze

Cell cycle? ras?Gsp?

Folikularni adenom

RET/PCT, TRK,c-MET
bRAF,p21?,ras?,Gal?

y 4
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Folikularni varianta
papilarniho karcinomu

Folikularni karcinom
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p53, p21, Rb
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Béhem tohoto mnohostupniového procesu je nejprve zédkladem je aktivace ras onkogenu bodovou mutaci.
Vysledkem je pak trvald stimulace proliferace. Por vznik papildrniho karcinomu je typicky nalez mutace ret
genu ( RET/PCT 1-8). RET/PCT 1 je paracentricka inverze chromozému 10 a vysledkem je trvala
fosforylace tyrosinu v doméné tyrosine kindzy.... trvald tyrosine-kindzova aktivita. Dale je to aktivace trk
onkogenu, vedouci k tvorbé receptoru pro Nervous growth hormone.

Ve findle pro pfechod na anaplastickou formu karcinomu je nutny dalsi krok a to inaktivace proteinu p53,

p21 ¢i RbD (retinoblastoma gene) potentniho inhibitoru ke kontrole bunééného cyklu. (Segev et al)

I.7. Patogeneze nadori Stitné zlazy v krocich

1. Podpora proliferacni aktivity :
a. rastové faktory
b. angiogeneze
c. onkogeny
d. inhibice kontroly buné¢ného cyklu
2. Vyftazeni pfirozené inhibice (faktoril) vzniku malignich kloni

3. Inhibice apoptotickych mechanizmil spolu s expresi imortalizovaného fenotypu.

Tyto jednotlivé slozky se vzajemné prolinaji a, kombinuji a podporuji. Nékteré zmeény jsou typické pro

jednotlivé histologické typy nadort Stitné zlazy

I.7.1.A. Podpora proliferacni aktivity

Proliferace bun¢k je ovlivilovana specifickymi pozitivnimi nebo negativnimi signdly vyslanymi jinymi
buitkami (parakrinni regulace) nebo vlastni buiikou (autokrinni regulace). Jsou nutné k tomu, aby cilova
buiitka bud’ prosla nebo neprosla kontrolnim G1 usekem do dalsi faze bunééného cyklu.

Nositelem téchto signala jsou rastové faktory (growth factors GF), které se nazyvaji rovnéz cytokiny
(glykosylované proteiny). Jejich ucinek zacCina navazanim ke specifickému membranovému receptoru
s enzymatickou aktivitou. Vysledkem této vazby je vytvofeni signalu, ktery je prenesen do jadra
k ptislusnému tiseku DNA (myc, fos a jun protoonkogenti nebo gent pro cykliny a Cdk proteiny) a zajisti
jeho naslednou transkripci. Timto zpiisobem je ovliviiovana nejen proliferace, ale rovnéz bunécny rist a
diferenciace. V soucasné dob¢ je znamo kolem 50 rlstovych faktort. Nekteré ristové faktory ovliviiuji
bunécnou proliferaci negativné. K onkogenni aktivité maji vztah zejména destickovy rastovy faktor (PDGF),
epidermalni rastovy faktor (EGF) a transformacni ristové faktory a a fp (TGF-a, TGF- B) a rodiny IGF
faktort.

Dalsi pifenos signalu zajiStuji proteinové kinazy, které se vyskytuji bud’ ve formé¢ membranovych

receptort rastovych faktori nebo cytoplasmatickych kinaz a ras proteini. Nejznaméjsi a nejstudované;si
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membranové receptory jsou zejména receptory pro EGF a PDGF. Ras proteiny slouZzi k pfenosu zevnich
signall iniciovanych ristovymi faktory k signdlnimu transdukénimu systému. Mutace ras pro-onkogenu na
onkogen vede k produkci mutantniho trvale aktivovaného ras proteinu. Asi 15% lidskych malignich nadori
obsahuje mutované ras geny.

Mezi inhibi¢ni faktory proliferace patii jednak nedostatek rastovych faktorti, jednak pfitomnost
produktli onkosupresorovych genti, které koduji inhibi¢ni proteiny. Mutace téchto genli vyvoldvaji absenci
inhibi¢nich proteinti nasledovanou neadekvatni proliferaci, kterd vyusti az ve vznik nadord. Zkratky
ptislusného tumor supresorového genu jsou vétSinou sloZeny z prvnich pismen slov, kterd oznacujici nador,
vznikly mutaci tohoto genu, napft. retinoblastom-Rb gen, Wilmstiv nddor-WT-1 gen, polyposis adenomatosa
coli-APC gen, BRCA gen, NF-gen , VHL gen apod.

Rustové faktory:

Jejich nadprodukce ¢i alterace signalnich cest vede ke stimulaci rdstu a diferenciace specifickych tkani a
predpoklada se, ze se jednd o inicidlni fazi geneze nddorového onemocnéni.  Neékteré signaly kromé
stimulace ristu rovnéz vedou ke ztraté¢ schopnosti diferenciace a tedy i ke ztraté funkce tyreocytti jako
bun¢k produkujicich tyroxin a trijodotyronin. Pokud vSak nedojde k dalsim zménam, vyviji se prosta
hyperplazie stitné zlazy, jak jiz bylo zminéno viz vySe. Stimulace rGstovymi faktory je jak butikami

stromatu, ¢i auto nebo parakrinni. Mezi zakladni ristové faktory nadora $titné zlazy patii :

TSH-R (TSH receptor) : 7 transmembrane domain, patii mezi riistové receptory a jeho aktivace zvnéjsku ¢i

mutaci vede ke intenzivni stimulaci rastu pomoci cAMP/proteinkindza A systému.
Gs proteiny: proteiny kodované gsp genem , tii podjednotky (alfa, beta, gama) pienasi signal z TSHR na
adenylcyklazu a dale protein kindzu A, které nasledné v jadie aktivuji kaskadu déji vedoucich ke stimulaci

rastu

EGF (epidermal growth factor)

Stimuluje specifickou kindzovou kaskadu skrze MAPK (mitogen activated protein kinase),ktera fosforyluje
ribozomalni S6 kinazu, coz na jedné strané stimuluje rist tyreocytll a na druhé blokuje diferenciacni efekt
TSH (uptake jodu, produkci hormonil), pfitom naopak TSH nedeaktivuje kindzovou kaskddu EGEF.
Nadprodukce EGF je typicka u hyperfunkénich uzll, papilarniho a anaplastického karcinomu. Rovné muze
dojit k nadprodukci ligandu EGF-R (EGF receptoru), kédovanym c-erbB1 genu,coz pak vede vede ke
zvySeni po¢tu EGFR ¢i naslednému zvySeni aktivace met onkogenu. Tyto 1éze jsou pak klinicky vice

agresivni.
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IGF-1

Insulin-like growth factor (IGF-1) je exprimovan stromalnimi butikami $titné Zlazy a plni autokrinni roli ve
stimulaci proliferace tyreocytl. Ve zvySené mire lze nalézt jak u adenomi tak i1 karcinomu. IFG 1 podobné
jako TSH indukuje proliferaci a stimuluje diferenciaci svoji, ale také podporuje rlst stimulaci angiogeneze

a neovaskularizace, coZ bylo prokdzano na mysich modelech (Bergstrom JD)

1.7.1.B.. Angiogeneze

Bé&hem embryogeneze vnikaji nové cévy 2 rliznymi procesy:

vaskulogenezi a angiogenezi. Vaskulogeneze je inicialni proces vedouci k tvorbé novych cév. Béhem tohoto
procesu migruji prekurzory endotelidlnich bunék (angioblasty) na ur¢ené misto, diferencuji se a tvori
zakladni kostru, kterd dava nakonec vznik primarnimu kapilarnimu plexu. (Noden DM et al)

Dalsi rast, expanze a vyvoj téchto primitivnich cév je nazyvan angiogenezou. Angiogeneze je
charakterizovana pucenim cév z koncu jiz pre-existujicich ¢i longitudindlnim délenim existujicich cév
periendotelidlnimi buiikami (intususcepce). V dal$im vyvoji aktivované endotelidlni buiiky dale migruji a
proliferuji a vytvati tak nové cévy. Ty pak jsou rizné€ obklopeny vrstvami periendotelidlnich bunék
,pericyti, u malych cév a burikami hladkého svalstva u velkych cév(vaskularni myogeneze) (Hirschi KK et
al). Nakonec dochézi k dalSim funkénim modifikacim velkych cév ( arteriogeneze, kdy cévy ziskavaji tenky
plast’ svaloviny spolu elastickymi a vazomotorickymi elementy.

Vaskulogeneze a angiogeneze jsou tedy komplexni procesy, jejichz spravny vyvoj je regulovan komplexni
soustavou angiogenich a antiagniogenich faktort, které interaguji s celou fadou rtiznych bunék a tkéni.
Endothelidlni buiiky tedy samy por novotvorbu nestac¢i a pro kompletni novotvorbu je nezbytnd jejich
soucinnost s peri-endoteidlnimi buikami a matrici.

Vaskulogeneze:

Prvnim krokem je diferenciace pluripotentniho embryondlniho prekurzoru na hemangioblast, coz je
potencovano Fibroblasty stimulujicim faktorem (FGF) (Krah K, et al.). Hemangioblasty vytvareji malé
ostrivky, kde dale diferencuji. Z okrajovych bun¢k vznikaji prekurzory endotelidlni bun¢k, zatim co
z prostiednich vznikaji hematopoetické prekurzory a maji proto nékteré spolecné znaky jako CD31, CD34 a
receptor tyrosin kinazy typu-2 pro VEGF (,Yamaguchi TP et al.). Diferenciace angioblastii je dale
podporovany VEGF, VEGFR2 a bazickym fibroblasty stimulujicim faktorem (bFGF) (Ferrara N.et
al,Carmeliet P. et al , Shalaby F et al,).

Angiogeneze:

Molekularni bazi angiogeneze mnohastupiiovy proces. Pocatecni vazodilatace cév spolu se zvySenou
permeabilitou a degradaci okolni matrix umozni aktivovanym endotéliim migrovat ven a tvofit nové lumina.
Tyto nové tvofené cévy (puCenim) jsou podporovany okolni siti periendotelidlnich bun¢k a matrice.

Vazodilatace, zvySend permeabilita cév a degradace okolni matrice jako odpovéd’ na NO (oxid dusny) je
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prvnim krokem angiogeneze. VEGF, jehoZz transkripce je ¢astecné regulovana NO (Kimura H et al) vede
také ke zvySeni cévni permeability, redistribuci adhezivnich molekul (platelet endothelial cell adhesion
molecule (PECAM)-1 a vascular endothelial (VE)-cadherin). (Eliceiri BP et al, Gale NW et al). Extravazace
sérovych proteini, indukovand VEGF, je pak zékladem strukturalni podpory nové tvofenych cév. VEGF
inicializuje shromdzd’ovani endotelidlnich bun€k, PDGF-BB kontroluje pericyty a buiiky hladké svaloviny,
zatimco angiopoetin-1(Angl) a TGF-beta 1 stabilizuji nové vytvotené cévy .

Degradace extracelularni matrice je vysledkem prace celé fady proteindz, které nejen pfipravuji prostor pro
migrujici endotelidlni buiiky, ale rovnéZ uvoliuji ristové faktory véetné bFGF, VEGF ad insulin-like growth
factor-1 (IGF-1). Celkem jiz bylo identifikovano vice nez 20 matricovych metaloproteinaz (MMPs), které
se spolupodileji na angiogenezi, tumorogenezi a bunétné proliferaci. . MMPs maji klicovou postaveni
v degradaci extracelularnich membran a bazalni membrany.(Carmeliet P et al, Nelson AR et al)

Nadorova angiogeneze- neovaskularizace:

U dospélého jedince je angiogeneze vysoce potlacena a jen asi u 0,01% endotelialnich bunék probiha déleni.
Vétsina nadort u lidi perzistuje in situ po dlouhé mésice az roky bez znadmek cévni novotvorby.
Neovaskularizace zac¢ne, jakmile dojde ke zméné fenotypu u skupiny bunck tzv. angiogennimu zvratu
(angiogenic switch) . V prevaskularni fazi je nddor malokdy vétsi nez 2-3 mm a obsahuje asi okolo 1
milionu bunék , jejichz vyziv je zajiSténa prostou difuzi. Limitace zasobeni zivinami udrzuje rovnovazné
tempo mezi replikujicimi a zanikajicimi buiikami.

Angiogenni zvrat zahrnuje zménu lokalni rovnovahy mezi stimulatory a inhibitory ristu mikrocév.
Nédorové buiiky mohou vytvaret zvySené mnozstvi jednoho ¢i vice stimulatori, mobilizovat angiogenni
faktory z extraceluldrni matrice, ¢i stimuluji k jejich produkci buiiky hostitelského organizmu jako napf.
makrofagy, ¢i se jednd o kombinace téchto riznych vlivi. (Folkman J, Holmgren L et al, Dameron KM et
al,).

Mezi nejCastéji prokazané stimuldtory patii bazicky fibroblasty stimulujici rtstovy faktor (bFGF) a
vaskularni endotelidlni rastovy faktor (VEGF),ale v nadorovych tkanich byla prokdzéna cela fada dalSich

faktort (Pepper MS et al):

Stimulatory Inhibitory
Vascular endothelial growth factor (VEGF) Thrombospondin
Fibroblast growth factor (FGF) Angiostatin
Angiopoietins-1 a —2(Angi-1a-2) Endostatin
Angiogenin

Hepatocyte growth factor (HGF)
Nitric oxide (NO)

Interleukin-8 (IL 8)

Platelet-derived growth factor (PDGF)
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Placental growth factor (PLGF)

Proliferin

Endothelin

Nadprodukce angiogennich faktori neni vSak dostacujici, musi rovnéz dojit k potlaceni inhibitort, které za
normalnich okolnosti brani endotel pfed mitogenimi stimuly. Proliferace je rovnéz regulovana pericyty
(produkce mitogeni, ¢i sniZeni citlivosti k ristovym faktortm).

Na bunééné urovni neovaskularizace stimuluje nddorovy rast diky zvysSené perfizi a parakrinnimi ptsobky,
jako je produkce rtstovych faktori (bFGF,IGFs, PDGF, granulocyte colony-stimulating factor) ¢i jejich
uvolnénim z bunék hostitele a dopravenim do nadorové tkané.

Z klinického pohledu neovaskularizace umoziiuje nadoru rist a metastazovani, coz Casto vede ke klinické
symptomatologii nddorového onemocnéni. VétSinou nadory zacinaji byt klinicky zfejmé az po angiogennim
zvratu, ale to rovnéz neznamena ze to povede k rychle rostoucimu nadoru. . Nekdy také vzdalené metastazy
jsou potlacovany cirkulujicimi inhibitory z primarniho loZiska a za¢nou rust az po jeho odstranéni.
Paradoxné, neovaskularizace snizuje schopnost priniku chemoterapeutik do nadoru. Zatimco nadory mensi
nez 1 cm (v pocatecnim stadiu neovaskularizace) jsou dobie prokrveny vétsi nadory jsou diky utlaku cév
prokrveny hiie. Utlak je zpiisoben zvySenym intersticialnim tlakem pii zvy3ené permeabilité nove
tvofenych cév a snizenym poctem lymfatické drendze, coz vede Casto k centralnim nekrézam. Proto také
neni piekvapujici, Ze antioangiogeni latky snizenim intranddorového tlaku zlepsuji dostupnost chemoterapie.
Novotvorba cév je tedy procesem, bez kterého nemiize organizmus piezit, ale je 1 zakladni podminkou
pteziti a dalsi progrese a metastazovani nadorového onemocnéni. Jedna se o komplexni proces fizeny celou
fadou faktort a pouze jeden z biologickych rysti nddorového onemocnéni.(.Jaffe EA, Brooks PC et al, Rak

JW et al, O'Reilly MS et al, Teicher BA et al)

Angiogeneze u nadoru $titné zlazy:

Angiogeneze hraje vyznamnou roli u obou hlavnich typt malignich nadort stitné zlazy. U folikuldrniho
karcinomu byla prokazana nadprodukce VEGF a mé se zato, ze je jednim z divodi hematogeniho
metastazovani. Podani protilatek blokujicich VEGF vedlo ke zmenseni nddoru a metastatického potencialu,
¢ili o zde plni roli rastového faktoru. Naopak role VEGF u papilarniho karcinomu se zdala byt méné
vyznamnad a to i pies prikaz jeho zvySené produkce u nddorovych bun¢k. VEGF zvySenim permeability cév
facilituje metastazovani a predev§im VEGF-C skreze sviij VEGR 3 receptor hraje kli¢ovou roli v
neolymfagiogenezi, a tim i v lymfogennim Sifeni papildrniho karcinomu. Tento fakt podporuji prace
prokazujici jak zvySen hodnoty VEGF u metastazujicich nadort Stitné zlazy, tak zvySenou produkci piimo v
nadoru a to jak imunohistochemicky, tak analyzou mRNA.

(Mitchell C et al, Bunone G et al, Hung CJ et al, Poulaki V et al, . Hung CJ et al, Bauer AJ et al, Ye C et al,.
Fenton C, de la Torre NG et al, Hassan I et al, Kim DS et al, Stabenow E et al)
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Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

VEGF je jednim =z hlavnich stimulatori angiogeneze. Ve etiopatozenezi je jednim ze spoustécich
mechanizmil vzniku hyperplazie §titné zlazy viz vySe a rovnéz hraje klicovou roli v hematogennim §ifeni
nadort $titné Zlazy. Jde o heparin vazajici glykoproteinovy homodimer, velikosti 34 —42 kDa. Tento protein
je vysoce ucinny stimuldtor angiogenni, mitogenni aktivity endotelidlnich buné&k, zvySuje pearmeabilitu
cévni stény, stimuluje aktivator plasminogenu a inhibotor plasminogen aktivatoru v endotelidlnich butikach.
VEGEF je nezbytny pro normalni angiogenezu embrya a ztrata tohoto genu je pro embryo letalni.

Je strukturdln€ podobny se skupiné faktord oznacovanych jako rodina VEGF faktord, tj PIGF (placentarni
rustovy faktor), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D a Orf virem indukovany faktor (VEGF-E) (Ferrara and Davis-
Smyth, Erikson and Alitalo, Persico et al, Achen et al, ).

Gen pro lidsky VEGF je tvofen 8 exony a 7 introny. Na promotoru transkripce VEGF genu se nachazi
hypoxia response element (na hypoxii reagujici struktura). Mezi dalsi faktory indukujici tvorbu VEGF patii
nékteré mediatory zanétu (IL-1, IL-6, TNF-q,) a dale hormony jako jsou steroidy, tyreotropin, cortikotropin,
inzulinu podobny ristovy faktor 1(IGF-1) a inzulin.(Neufeld et al , Ferrara N. ).

Samotny VEGF ma minimalné 5 izoforem liSicich se délkou aminokyselinového fetézce tj 121, 145, 165,
189, 206 AMK. VEFG;; volny, rozpustny protein, ktery se nevdze na heparin, VEGF 45 , homodimer o
velokosti 45 kDa, je dominantni izoformou, kterd se vdze na heparin a ¢asteéné také na povrch bunék a
extracelularni matrix. Zbyvajici varianty VEGF4s, VEGF;g, a VEGF, se vséru nevyskytuji
v signifikantnich mnoZstvich protoze se vdzou na extracelularni matrix.

VEGF vykazuje vysokou afinitu ke 2 typiim tyrosin kindzovych receptorti, které vazou faktory z rodiny
VEGF: VEGFR-1 a VEGFR- 2, ty jsou produkovany predevsim endotelidlnimi buiikami. VEGFR1 je rovnéz
piitomen na trofoblastickych buiikach a makrofazich, zatimco VEGF2 je piitomen na hemopoetickych
kmenovych bunkach, megakaryocytech. VEGF 3 tyrosin kinazovy receptor vykazuje vysokou afinitu

s VEFG-C a VEGF- D a je zodpovédny za novotvorbu lymfatickych cév. (Saaristo A.).

Basic Fibroblast Growth Factor, bFGF

Pro schopnost se vazat na heparin a také aktivita bFGF je modifikovana heparinem, je nékdy nazyvan

Heparin vazajici ristovy faktor (HBGF-2). Spole¢né s acidic Fibroblast Growth Factor (aFGF) patii do celé
skupiny 7 strukturdlné podobnych proteind, které vykazuji shodu ve 30-50% jejich aminokyselinovém
fetézci. Basic FGF ma molekulovou hmotnost 18 kDa, zatimco acidic FGF 16 kDa. (Kurio K. and Toi M. ,
Baird A. and Bohlen )

Basic FGF byl izolovan v celé fad¢ tkani véetné endotelu a plni jak auto tak parakrinni roli. Bazicky FGF

stimuluje proliferaci bunék mesodermdlniho a neuroektodermalniho pivodu, coz zahrnuje fibroblasty,
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endotelialni bunky, astrocyty, oligodendrocyty, keratinocyty, osteoblasty. Je rovnéZz chemotakticky a
mitogeni faktor pro endotelidlni buriky in vitro, indukuje produkci faktori degradujicich bazalni
membranu a migraci endotelidlnich bun¢k do kolagenové matrix. Tato sledovani vedou k moznym zavérim,
ze bFGF hraje svoji roli pfi in vivo angiogenezi, reparaci poranéni, embryondlni vyvoj a diferenciaci.
Rovnéz se zda byt zfejmé, Ze neadekvatni produkce bFGF a ostatnich faktorl této skupiny se podili na

vzniku nadorového onemocnéni.( Baird and Bohlen , Fedi P J et all, Folkman J. )

1.7.1.C.Onkogeny

MET onkogen

Koéduje Hepatocyte growth factor/scatter factor (HGF/SF), potentni mitogen a stimulator riistu tyreocytl
skrze 190 kDa receptor tyrosine kindazy (RTK). Aplifiakce ¢i nadprodukce met oknogenu je popsana
ptiblizné v 75% papilarnich karcinomi, 25% folikularnich karcinomti a minimalni u benignich 1ézi a

normalni tkang $titné zlazy. Zatim neni jednozna¢ny vztah mezi expresi a agresivitou nadoru.

MYC onkogen

Transkripéni faktor c-myc aktivuje expresi n¢kolika gend regulujicich bunéény rist. Jeho syntéza je
snizena v pribéhu bunééného cyklu a kompletné¢ zastavena béhem diferenciace a s tim i zastavena
proliferace builky. Nektefi autofi prokazali souvislost mezi abundantnim myc mRNA a hife

diferencovanymi nadory §titné zlazy s mnohem agesivnénj$im ristem.(Hall, P. Et al, Miiller-Hocker, J)

RAS onkogen

Ras onkogeny zahrnuji geny Ha-rasl, K-ras2, N-ras. Produkce mutantnich (trvale aktivnich) ras protein (
21 kDa proteiny), které hraji klicovou roli nadorové genezi a progresi a to nejen ve Stitné zlaze. Mutace ras
genu vedou ke genové nestabilité, dalSim mutacim a maligni transformaci. Nadprodukce je tedy spojena
jak s normalni riistem , tak benignimi a malignimi neoplaziemi.(Krohn K, et al. Basolo F, et al.Esapa CT, et

al.)

BRAF

RAF protein maji podobnou signélni cestu jako ras, jsou reguloviany vazbou na ras proteiny BRAF je
nejdilezitéjsim proteinem fosforylujicim MAPK family kindzy a zapojuje se do regulace apoptézy a
proliferace. Plivodné nalezen u melanomd, pozdéji prokdzan u kolorektalnich nddord a nadort $titné Z14zy.

(Davies H, et al.,Rajagopalan H, et al.,,Cohen Y, et al.,Kimura ET, et al.)
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RET/PTC

Nejcast¢jsi genetickd abnormalita u nadort $titné zlazy. Papilarni karcinomy zahrnuji ret, protoonkogen ,
ktery koduje povrchovou RTK (receptor tyrosine kinase). Nalez ret onkogenu je typicky pro nadory §titné
zlazy, ptedevSim papilarni karcinom. Jeho single mutace vSak zplsobujic u C-bunék vznik medularniho
karcinomu. V soucasnosti se real time PCR RET/PCT onkogenu pouziva k diagnostice malignit u FNAB.
Kromé& medularnich karcinomi se prokazala silnd korelace mezi expozici radiaci vznikem RET mutace a
nasledng indukei papildrniho karcinomu. V oblastech postizenych Cernobylskym vybuchem je nejasté;si
mutaci RET/PTCS. Medularni karcinom vznikd ze sporadickych mutaci.(Pierotti MA, et al.,Salassidis K, et
al., Learoyd DL, et al,Nikiforov YE, et al.,Mizuno T, et al., Klugbauer S, et al., Klugbauer S et al)

TRK-T

Onkogen trk (NTRK, trkA) kdduje povrchovy protein receptoru tyroxin kinazy, ktery vaze nerve growth
factor (NGF) Normaln¢€ je tento onkogen exprimovan v perifernich nervovych gangliich: Zatim pouze par
studii prokazuje nepifitomnost v benignich 1ézich a ptitomnost v malignich nadorech $titné zlazy. (Greco A,
et al., Greco A, et al., Portella G, et al.)

1.7.1.D inhibice kontroly bunééného cyklu

Bunéény cyklus je velmi komplexni d¢j, ktery je regulovan celou fadou mechanismti  stimulujicich i
inhibujicich proliferaci. Deregulace bunécné proliferace mize vyustit napf. v nddorové bujeni. Podstatou
regulace je vzdjemnd interakce specifickych proteinti. Ve standardné probihajicim bunééném cyklu je
regulace zajiSténa predevsim zastavenim cyklu v tzv. kontrolnich bodech, coz jsou specifické useky v
prabéhu faze G1, G2 a mitozy. Teprve poté dochazi k posunuti buiiky do dalsi faze. Hlavni G1 kontrolni bod

je pod vlivem rtstovych faktor (mitogenti). Buné¢ny cyklus je regulovan nasledujicimi faktory:

e Proteiny a geny fidiciho systému bunééného cyklu

Tyto proteiny jsou reprezentovany jednak klicovymi pozitivnimi regulatory bunééného cyklu: cykliny a
cyklin-dependentnimi proteinkindzami, jednak klicovymi negativnimi reguldtory bunécného cyklu-
inhibitory proteinkinaz, napt. p15, pl6, p21, p27. U vyssich zivocichu se rozliSuje 8 typu cyklini (A-H)
typickych pro urcité faze bunécného cyklu. Cykliny C, D a E kontroluji vstup bunky do S-faze, zatimco
cykliny A,B reguluji piechod burky do mitézy. Cyklin-dependentni proteinkinazy (Cdk) jsou ucinné ve
spojeni s cykliny. U vysSich obratlovcil rozliSujeme 7 typu cyklin-dependentnich proteinkindz. Cyklické
napojovani a odpojovani cyklinu je hlavni déj zajist'ujici sekvenci pochodli bunééného cyklu.

V pozitivni a negativni regulaci bunécného cyklu zaujimaji rovnéz vyznacné postaveni geny ucastnici se
jeho regulace - protoonkogeny a tumor supresorové geny. Protoonkogeny (proliferani geny) jsou geny,
které reguluji prostfednictvim jimi kodovanych proteini normalni buné¢nou proliferaci. Zejména reguluji

transkripci gent pro cykliny a Cdk proteinkinazy. Jejich pfitomnost je nutnd k piekonani G1 kontrolniho
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bodu. Produkty protoonkogenti se uplatiiuji jako rlstové faktory nebo membranové receptory ristovych
faktori ¢i cytoplasmatické kindzy, ras proteiny (GTP vézici proteiny) a jaderné proteiny. Aktivace
protoonkogentl a jejich pfeména na onkogeny se uskuteciiuje bodovou mutaci, translokaci, deleci nebo
amplifikaci. Vysledkem téchto zmén je zvySend produkce genového produktu-proteinu, a tim i vystupfiovana
bunécna proliferace. Tumor supresorové geny (antiproliferacni geny, antionkogeny, onkosupresorové geny)
jsou geny, jejichz produkty omezuji aktivitu fidictho systému a podileji se na zastaveni cyklu v Gl
kontrolnim bodé¢. Kromé restrikce prolifera¢ni aktivity ovliviiuji v normélnich buiikdch rovnéz bunéénou
diferenciaci a apoptézu. Mutace téchto genii mohou vyznamné ovlivnit bunécnou proliferaci ve smyslu
jejiho zvySeni, coz mize vést az k nddorovému bujeni. Tato skupina genti ma pii vzniku neoplasii stéZejni

vyznam. (Holland et al)

Cyklin D 1 je hlavnim regulatorem bunécného cyklu - ptechodu z Gl do S faze. Tento piechod je
realizovan interakci mezi cyklinem D1 a specifickymi cyklin dependentnimi kindzami, které nasledné
deaktivuji  pRb genovy produkt. Tato Inaktivace vede k ptechodu z G1 faze do S faze bunééného cyklu.
Protein je kodovan genem CCNDI1 na chromozomu 11g23 a jeho exprese je zvySena u celé fady nadort.
Nadprodukce cyklinu D1 byla prokdzana jako nezdvisly predikator lymfatickych metastaz u papilarniho
karcinomu .(Basolo F, et al., Khoo ML, et al.,Wang S, et al.)

Thymidinkindza (TK) katalyzuje pfeménu deoxythymidinu na deoxythymidinmonofosfat (dTMP) za
pfitomnosti adenosintrifosfatu (ATP). TMP je pteveden v nékolika krocich na trifosfat, ktery je zabudovan
do DNA. Protoze lze do DNA zabudovat thymidin jen ve fosforylované formé&, hraje thymidinkinaza
podstatnou roli pii zpracovani thymidinu v buiice. De novo syntéza thymidinfosfatu normalné probiha za
katalyzy thymidylatsyntetdzy z deoxyuridinmonofosfatu za ptitomnosti kyseliny listové a vitaminu Bi.
Thymidinkindza na rozdil od thymidylatsyntetdzy pouziva jako substrat bud’ exogenni thymidin z potravy
nebo endogenni thymidin uvolnény z odbouravacich reakci. Je oznaCovéna také jako ,,salvage enzyme"
(z&chranny enzym). V eukaryotnich burikdch se nachazeji dva isoenzymy thymidinkindzy, které se odlisuji
biochemicky a elektroforeticky TK 1- fetdlni a TK 2 — dospéla. TK1 izoenzym je asociovan s délenim bunck
a je lokalizovan v cytoplazmé , TK2 je lokalizovanda v mitochondriich. Maximum aktivity TK1 je na
pfechodu G1/S faze buné¢ného cyklu, zatimco aktivita TK 2 je konstantni v priibéhu celého cyklu. Proto je
mozné pozit stanoveni TK 1 jako mozny marker proliferacni aktivity jak v séru tak v tkaniovém extraktu. U
zdravého dospélého jedince se nachdzeji v séru jen nizké koncentrace TK 1, vysSi hodnoty se mohou
vyskytnout u neoplastickych onemocnéni a nékterych virovych infekci. Tymidinkindza tedy neni
reguldtorem, ale markerem intenzity proliferace jako napt imunohistochemicky marker Ki-67.
Tymidinkindze je vénovana tada publikaci z 80.-90 let 20.stoleti pfedev§Sim zaméfené na oblast

hematookologie. Jeji vyznam v monitoringu vyvoje hemoblastdz je nesporny a patii mezi rutinni analyzy.
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Co se tyce analyzy TK v cytozolu existuje jen nékolik publikaci vénujici se danému tématu. Prace jsou
vénovany nadortim prsu, jsou pievazné imunohistochemické. (Addler, Mc Auslan, O 'Neill et all , Robertson
JFR et al,. Lejcko et al ,Spani P et al, , He Q et al,Gilles SI et al, Wu J et al.,Broet P et al, Romain S et al).

V roce 2000 vyslo doporuceni na stanoveni tymidikindzy v cytozolu, jednozna¢né potvrzujici nutnost
uzivani jinych pufrii nez pro sérum. Ani tato standardizace nevedla ke zvySeni poctu novych publiaci, prace
jsou stale spiSe vyjimkou a jsou vénovany tkafiovym extraktim karcinomu prsu. Tymidinkinaze se zde jevi
jako slibny marker proliferéni aktivity, jejiz vysoké koncentrace jsou spojeny s vétsi agresivitou nadoru a

neptiznivou prognézou. (Spani P et al, He Q et al, Gilles SI et al, Wu J et al, Broet P et al, Romain S et al)

1.7.2.Vyrazeni prirozené inhibice (faktori) vzniku malignich klonii:
Inhibitory prolifera¢ni aktivity za normalnich okolnosti ptisobi proti vzniku neoplastickych klont, jejich

snizend ¢i chybna (aberantni inaktivni varianty) exprese vede k dalsi progresi nadorové geneze.

TGF-beta

Cytokin TGF-beta, znam jako epithelial cell growth inhibitor funguje skrze vazbu na svij receptor typu II,
ktery nasledné tvoii komplex s receptorem typu I. TGF-beta indukuje apoptozu a alteruje regulacni drahy
bunééného cyklu, ve §titné zldze blokuje drahu cAMP, a tim i rist. Exprese poskozeného TGF-beta

expression byla prokézana u malignich nadorti ve srovnani s normalnim epitelem.(Depoortere F, et al)

p21
Dals$im inhibitorem je protein p21 CDKI (inhibitor cyklin dependentni kindzy) Zastavuje bunécny cyklus
v G1 fazi, coz je mediovano proteinem p53, Nadory s mutovanym p53 maji nizké hodnoty p21.

(Zedenius J, et al., Ito Y, et al.)

p27

KIP1 (kinase inhibitor protein), ja zndm spiSe jako p27. Jde o nddory suprimujici gen patiici do skupiny
nukledrnich proteini ....CDK Inibitori. Tyto proteiny negativné regulujic cyklinovou aktivitu a kontroluji
pfechod G1 do S faze. Haldiny p27 jsou u nadorli snizeny v porovnani snormalnimi tkanémi.
Imunohistochemické studie prokazaly silnou negativni korelaci mezi mnozstvim p27 a prognédzou. Protein

p27 je nezavislym predikatorem postizeni uzlin.(Khoo ML, et al.,Troncone G, et al.)
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Endostatin

Patii mezi inhibitory angiogeneze, jednd se o C-termindlni fragment kolagenu XVIII o molekulové
hmotnosti 18 kDa . Je exprimovan hepatocyty a nddorovymi buiikami a inhibuje proliferaci endotelidlnich
bun¢k.. V experimentélnich studiich plisobil synergicky s dal§im vysoce u¢innym inhibitorem angiogeneze
Angiopoetinem. Obé tyto molekuly jsou pivodné soucasti vétSich proteinti a jejich tvorba je vyvolana
enzymatickym odstépenim. To vede kteorii, Ze antiangiogenni latky jsou ,ulozeny” ve velkych
proteinovych molekuldch a jsou aktivovany pii angiogenezi za ucelem jeji kontroly. U nadorovych
onemocnéni musi byt tento mechanizmus zablokovén jinak proangiogenni faktory neptevazi udrzovanou
rovnovahu. Vyznbam Endostatinu pak potvrzuji prace, které ho vyuzivaji terapeuticky k blokaci
angiogeneze a nadorového rastu(O Reilly et al 1997,Boehm et al 1997)

Rb retinoblastomovy gen

se nachazi na dlouhém raménku chromozomu 13. K jeho expresi dochazi za normalnich okolnosti ve vSech
somatickych bunkach, kde je negativnim reguldtorem bunécného cyklu. Produkt tohoto genu, Rb protein,
inhibuje ¢innost regulacnich proteint, které jsou produkty protoonkogeni myc, fos, jun apod. Jeho mutace
podmitiuje vznik retinoblastomu-nadoru o¢ni sitnice. Mutovany Rb gen lze prokdzat v buiikdch mnoha

jinych nadort. (Hong FD, et al., Ewen ME, et al.. Hatakeyama M et al,Holm R, et al)

Onkosupresorovy gen p53

je lokalizovan na kratkém raménku chromozomu 17. Jeho produktem je za normalnich okolnosti
nemutovany (divoky, angl.wild) jaderny fosfoprotein p53. Tento protein ovliviiuje expresi cilovych gent,
jejichz proteinové produkty p21 a Bax zastavi bunéény cyklus v G1 a S fazi a navodi reparaci poSkozené
DNA nebo apoptozu a inhibuji CDK-cyklinové komplexy. Mutovany gen p53 naopak dovoli poskozené
burice pokracovat v cyklu a vznikld mutace je ptenesena do dalSich bunécnych generaci. Produktem tohoto
mutovaného genu je konformovany protein, ktery je stabilnéjs$i a mize se akumulovat v buiice v mnozstvi
detekovatelném imunohistochemicky. P53 je pravdépodobné nejfrekventovanéj$im abnormalnim genem
v bunikach lidskych nadorii. Mutace p53 genu vede k progresi dediferenciace nadoru stitné zlazy a v prechod
na anaplasticky fenotyp.(Vogelstein B et al, Gottlieb et al, Moretti F, et al., Fagin JA, et al,Hassan I et al,
Quiros RM,et al, Nasir A et al)

1.7.3. Inhibice apoptotickych mechanizmu spolu s expresi imortalizovaného fenotypu.
Kromé& nadprodukce pro proliferacnich, angiogennich faktorti a soucasné potlaceni faktorti inhibi¢ni, musi
nadorova buiika zménit svlij genotyp tak, aby zajistil nesmrtelnost svého klonu. Zajisténi imortality spolu
s blokadou apoptozy zajisti nadorovym bunikdm definitivni pfevahu nad normalnimi tkdnémi a imunitnim

systémem . Zakladem imortalizace nddorové burika je schopnost zajistit nezkracovani telomer na kocich
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chromozémt. Jejich postupné ubyvani pii kazdém bunéném cyklu, limituje pocet bunécénych cykli
jednotlivé buriky. Jakmile dojde ke sniZeni poctu telomer na kritickou hranici, neni burika se schopna znovu
vstoupit do bunééného cyklu.

Blokace apoptotickych mechanizmi ( pfirozend bunéénad smrt) zajisti pak nadorové bunce ochranu pred

induktory apopt6zy ( cytokininy, butiky imunitniho systému, parakrinni ¢i autokrinni ptlisobky).

Telomeraza

Telomeraze je enzym zodpovédny za udrzeni dostate¢ného poctu telomer potfebnych k proliferaci.
Telomerdza zajistite zpétnou syntézu telomery (kratké sekvence DNA na konci kazdého chromozomu).
Tato aktivita je esencidlni pro ziskdni imortality. U dobfe diferencovanych karcinomi Stitné zlazy je
telomerazova aktivita ptitomna ve 100% folikularnich karcinomt a cca 67% papilarnich karcinomt.

(Umbricht CB, et al., Saji M, et al., Zeiger MA, et al.).

Apoptoza

Pohled na nadorové onemocnéni jako na vysledek abnormalné vystuptiované proliferace by byl znaéné
jednostranny. Porucha regulace mezi mnoZenim bunék a jejich zanikem mulze nastat i tehdy, jestlize se
omezi jejich zénik. Blokada pfirozené (tzv. programové) smrti nadorové buriky prodlouzi jeji Zivotnost a
muze vést k postupné bunécné akumulaci a tim k progresi nadorového onemocnéni. Naopak indukce této
programové smrti buriky vede ke snizeni ¢etnosti nadorové populace a z klinického hlediska k regresi
nadoru. Programova smrt buriky, nebo-li apoptdza je geneticky podminény proces. Pii apoptéze dochazi
k expresi specifickych genli (tzv. geny bunééné smrti), které aktivuji endonukleazy. Endonukledzy pak za
pritomnosti CA*" a Mg®" $t&pi DNA na &etné oligonukleosomalni fragmenty a piisobi rozpad bun&&ného
jadra a zanik bunky. Morfologicky se apoptoticky zanik bunky zcela jednoznacné odliSuje od zaniku burky
nekrdzou. Pti apoptdze dochazi ke kondenzaci jaderného chromatinu, k agregaci organel a ke svrastovani
buiiky. Na bunéné membrané se objevuji puchyiky. Z bunky se postupné uvoliuji fragmenty s intaktnimi
zbytky bunécnych organel, tzv. apoptoticka téliska, jez jsou postupné fagocytovana. Pfi nekréze dochazi
naopak k tézkému poskozeni buiiky, z vnéjSiho prostiedi (hypoxii, toxiny, tepelnymi zménami apod.).
Skodlivy inzult vede k dizrupci membrany a obsah buiiky se uvoliiuje do okoli, &¢imZ se prostiednictvim
riznych mediatort a cytokinii indukuje zanétliva reakce.

Burika potiebuje urcity impuls k tomu, zda bude proliferovat, ¢i nastoupi cestu programové smrti. Za jeden
z klicovych regulac¢nich mechanizmi je povazovan onkogen c-myc, ktery miize indukovat jak apoptozu, tak
bunécnou proliferaci. O tom, ktery z téchto pochodii v pribéhu bunécného cyklu nastane, rozhoduji tzv.
inhibitory a induktory apoptozy. Latky plsobici selektivné stimulaci proliferace zpravidla inhibuji apoptdzu
a naopak. Mezi inhibitory apoptdzy patii rizné ristové faktory, pohlavni hormony a produkty onkogent.

Nejvice je v tomto sméru prostudovan ucinek onkogenu bel-2 (antiapoptotického genu). Produktem tohoto
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onkogenu je protein bcl-2, jehoz nadbytek inhibuje zanik buiiky apoptdézou a podporuje bunécnou
proliferaci. K dal§$im mechanizmim, které navozuji inhibici apoptdzy patii napf. snizend exprese proteinu
bax, nebo snizend exprese antionkogenu p 53. Protein bax vytvafi s proteinem bcl-2 dimer a neutralizuje
antiapoptotickou funkci bel-2. SniZzend koncentrace proteinu bax se tedy projevi vyraznéjSim ucinkem bcl-2.
V inhibici apoptdzy se déle uplatituje chimericky protein ber-abl a ddle se mohou uplatiiovat mutované ras-
geny (Klener P).

K induktorim apoptozy patii latky pisobici antagonisticky proti zminénym inhibitorim (napf. ucinek
antiestrogenll a antiprogestinii u karcinomu prsu lze vysvétlit pfedev§sim indukci apoptoézy). Mohutnym
induktorem apoptozy je antionkogen p 53 (tumor supressor gen). P 53 ucinkuje jako reguldtor transkripce,
indukuje zéastavu tranzitu G; — S a pisobi represi genu bcl-2. Naopak indukuje expresi genu bax, jehoz
vyznam byl zminén vyse. Mutace antionkogenu p 53 vede ke ztraté jeho funkce, ustava inhibice proliferace
a z klinického hlediska znamena vznik agresivni formy nadorového onemocnéni. Mezi dalsi induktory
apoptozy patii protein p 21, ktery je inhibitorem cyklinovych kindz a ptisobi zastavu bunécéné proliferace.
K dal$im induktorim patii i MTS; (multiple tumor supressor) kddujici protein p 16, ktery je téZ inhibitorem

kindz, na nichz jsou zavislé cykliny, které jsou dulezité pro regulaci bunééného cyklu (Klener P).

Rodina Bcl proteint

Prvni popsand molekula této skupiny byla Bcl-2 u 1 folikuldrnich lymfomt z B bunék. Nyni byla prokézéna
celd rodina proteinti, z nichZ nékteré maji anti-apoptoticky efekt (Bcl-2, Bcl-x, Bel-w) a  dalsi zase pro
apoptoticky efekt (Bax, Bak, Bok, Bad, Blk). Podobn¢ jako Fas/Fas-L ucinkuji ptes interakci s kaspazovou
drdhou. Zatim vyznam jejich exprese neni zcela jasny, u anaplastickcyh nadorti byla nalezena vyssi

koncentrace Bcl-2 (Adams JM etr al, Branet F, et al., Pollina L, et al.).

Fas/Fas-L

Fas ligand (Fas-L) vaze jeden zrodiny homotrimerickych receptorovych proteinli znamych jako Fas.
Fas/Fas-L. draha podporuje apoptdézu aktivaci kaspazové drahy (Giordano C, et al., Mitsiades N, et
al.Mitsiades N.,).

Tkanovy specificky polypeptidicky antigen (TPS)

Patii do skupiny cytokeratinovych markert a detekuje specificky M3 epitop cytokeratinu 18
(Correale, M. et al 1994). Cytokeratiny patii do skupiny proteint tvoficich intermedidlni filamenta, které
jsou hlavni slozkou cytoskeletonu bunck. Existuje 20 rtiznych cytokeratinti, s molekulovou hmotnosti mezi
40 az 70 kilodaltony, které jsou klasifikovany podle izoeletrického bodu do dvou hlavnich podskupin:
acidické (typ I) a bazické (typ II) (Moll et al 1982).
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Exprese jednotlivych cytokeratinli je zavisla od typu tkéané a stupné diferenciace a rychlosti rastu (Fuchs et
al). Ctyfi typy cytokeratini charakterizuji jednoduchy epitel, dva acidické (Gislo 18 a 19) a dva bazické
(¢islo 7 a 8). Pomoci imunohistochemického vySetfeni je lze prokazat v cytoplazmé jak nddorovych bunék
epitelidniho ptvodu, tak i normdlnich epitelidlnich bunék. PrestoZze jsou cytokeratiny za fyziologickych
podminek nerozpustné v séru a tkanovych tekutindch, v té€lesnych tekutinach prokazujeme jejich, ve vodném
prostiedi solubilni, fragmenty vzniklé proteolyzou (Siindstrom, B.E. et al, 1995).

Zvysené hodnoty cytokeratinii 1ze nalézt u vétSiny nddorovych onemocnéni epitelidlniho pivodu. Rovnéz
tak byly publikovany prace vénované vyznamu stanoveni cytokeratind v cytosolu, které naznacuji, Ze
detekce cytokeratinnovych fragment by mohla souviset se stupném apoptozy a jsou tedy spiSe pozitivhim

prognostickym markerem. (Gion et al, 1986, Gion et al 1994).

1.8. Diferencialné diagnosticka problematika

Tyreoidalni nadory pfedstavuji pomérné Siroké spektrum tumori rizné histogeneze a biologického chovani.
Nejfrekventovanéj$i z nich jsou tumory vychdazejici z folikularnich bunék, jejichz diagnoza je zalozena na
specifickych morfologickych, pfipadné imunohistochemickych kritériich. V ptipad€ folikuldrnich neoplazii
(adenomii a karcinomii) mize byt diferencidlni diagn6za n€kdy velmi obtizné, nebot’ odliSeni folikularniho
adenomu od minimaln¢ invazivniho folikularniho karcinomu dle platnych hledisek WHO spociva pouze na
prikazu kapsuldrni a/nebo vaskuldrni invaze, pro jejiz posouzeni existuji pomérné striktni kriteria (Hedinger
et al 1988, Rosai et al 1992). Z praktického hlediska je ¢asto i navzdory extenzivnimu vySetfeni celého
pouzdra jednoznaény prukaz invaze neuspokojivy a byva nékdy ovlivnén fixaénimi a jinymi artefakty,
ptipadné vlivy subjektivnimi. Navic existuji n¢které varianty folikularnich tumort (hyalinizujici trabekularni
adenom HTA, atypicky adenom) zatfazované do skupiny adenomd, jejichz biologické chovani je nejisté.
Proto se se pouziva cela fada radoby specifickych markerti za ucelem kvalitni diferecinonalni diagnostiky.

Diagnostické markery

1. stanoveni tyreoglobulinu jako markeru folikularnich bunék, jichz je produktem.

2. kalcitonin marker a produkt parafolikularnich, tzv.C-bunék — typicky pro medularn karcinom

3. S100 protein u nadort z Hiirthleho bun¢k

galectin-3,

dipeptidyl(amino)peptidaza IV (DPPIV) k diferenciaci mezi benignimi a malignimi nadory

proliferacni markery Ki-67 (MIB-1), topoizomeraza Ila k posouzeni nadorové proliferace a progrese

RET/PTC u papilarniho karcinomu (Medularni karcinomy rovnéz disponuji postizenim RET genu,
v némz dochazi k mutacim v rtiznych kodonech, které jsou odpovédné za riiznou klinickou manifestaci. Pii
mutaci v germindlni linii se manifestuje jako MEN2A, MEN2B nebo prosty familiarni medulérni
thyreoidélni karcinom) . Somatické bodové mutace RET genu se vyskytuji az v 70% ptipadi. Nizka exprese

kalcitoninu, chromograninu a bcl-2 je spojena s agresivnéj$im chovanim medularniho karcinomu.
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1.9.Cytosolové markery u tkani Stitné zlazy

U nadord a benignich 1ézi §titné zlazy dosud nebyla publikovana data vénovana stanoveni markeri ve
tkdnovém extraktu formou kvantifikace imunoanalyzou. Cytosolovy tkanovy extrakt vSak predstavuje
reprodukovatelou techniku ziskavani bunééného extraktu ze solidnich tkéni s naslednou kvantifikaci pomoci
imunoanalyzy (citlivost pmol — fmol) Studie se vénuji kvantifikaci angiogennich faktori u §titné zlazy a to
vétSinou pomoci imunohistochemickych metod na parafinovych bloccich ¢i pomoci kvantifikace mRNA
sledovanych parametri. ( Sato et al 1995, Soh et al 1997, Iitaka et al 1998, Klein M. 1999, Fenton 2000).

Vysetfovani fady téchto faktorti vede v soucasné dobé ke zlepSeni diagnostiky malignich onemocnéni §titné
zlazy, jejich presnéjSimu histopatologickému zafazeni a zlepSuje znalosti o biologické podstaté tohoto
procesu. To kromé zlepSeni diferencidlni Diagnostiky ndm v budoucnu umozni individualizaci

protinddorové terapie, dle biologické povahy nddorové tkané.
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II.Hypotéza

Cilem prace bylo ovéfit praktickou moznost uZziti cytozolovych extraktl z tkani $titné Zl1azy jako
technologie ke kvantitativnimu zkoumani biologickych vlastnosti §titné Zlazy.
a) angiogeneze (VEGF, bFGF, Endostatinu)... markeru malignity v¢éetné hematogeniho §ifeni
b) prolifera¢nich markert (thymindinkinaza) ..... potencionalni marker agresivity
¢) markeru apoptozy (TPS — tkanovy specificky antigen) ......marker degradace cytoskeletonu

pii apoptoze.

Zaroven jsme chtéli zhodnotit jejich potencidlni vyznam v diferencidlni diagnostice malignich a benignich

uzlt stitné zlazy, jako i parcialni rozdily mezi papilarnim a folikularnim karcinomem.
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ITII.Metodika

Charakteristika souboru:

Pro imunoanalytické stanoveni v cytosolu bylo uzito Cerstvé ziskanych tkéani, které byla odebrany béhem
operace, tkan byla ihned transportovana na patologii tj béhem 30 —45 minut, kde byl odd¢len o velikosti cca
1 cm3. Tento vzorek byl ihned rychle zmraZzen v tekutém dusiku a poté uchovan pii —80.0°C az do
zpracovani tkané. Tento postup je nutné provést co nejrychleji, abychom zablokovali autolytické procesy
probihajici v mrtvé tkani. Celkem bylo ziskano 166 vzorkt (85 strum, 34 benignich adenomt a 10 nadort).
Jiz zde jsme narazili na né€kolik zasadnich problémi. Diky zlepsené USG diagnostice jsou operované uzly
velmi malé a pokud musime zachovat dostate¢né mnozstvi tkané pro rutinni histologickou analyzu, zbyva
Casto minimalné tkané¢ k analyze cytozolu. Rovnéz koncentrace vétSiny resekci nadorovych 1ézi do
prazskych center (pfedevSim Motol), zplsobila, ze v souboru bylo zastoupeno minimalni mnozstvi
malignich nadort a nebylo mozné provést diferencialni diagnostiku. Pouze 6 ptipadech jsme ziskali jak 1ézi

tak okolni zdravou tkan.

Piiprava tkanového extraktu (cytosolu)

Zavedeni vysetfeni markeri z cytosolu vzniklo z pozadavku na kvantifikaci mnozstvi estrogenovych a
progesteronovych receptori u nédorti prosu, v dobé, kdy neexistovaly specificke protilatky, tedy i
imunohistochemické vySetfeni. Metoda byla zaloZzena na principu radoiosaturacni analyzy za pouZziti
aktivniho uhli a Scatchardovi analyzy a vztazeni koncentrace na obsah proteinu ve vzorku. Ve stanoveni
analytu v cytosolu je dilezitd ptedevSim faze pfipravy vzorku. Tato preanalytickd ¢ast zahrnuje ziskani
nekonzervované tkang, jeji urychlené zmrazeni a uchovani. Nasledné je tkan homogenizovana a buiiky jsou
lyzovany. Oddéleni cytosolu od nerozpustnych bunéénych a mezibunéénych struktur pak probiha
ultracentrifugaci pti 100 000g. (EORTC 1973, 1980). Od té doby vznikla celd tfada publikaci, zhodnocujici
vyznam stanoveni nadorovych markert v cytosolu (Mansour EG., et al; Gion et al). Stanoveni v cytosolu se
tedy stalo jednou z moznosti kvantifikace analyti ve tkani. Oproti imunohistochemickému vySetfeni
poskytuje kvantitativni vysledek bez zavislosti na hodnotici osobé, ale ztraci se vsak jakékoliv informace o
struktuie tkané.

Piiprava cytosolu je rozhodujici v celé analyze. Pfi této proceduie se tkan zhomogenizuje, nasledné se
homogenizat rozmicha v elu¢nim pupfru a centrifugaci se ziska supernatant, ktery se pouzije k analyze. Jako
zaklad jsem vychazeli z doporuc¢eni EORTC, 1973 a 1980, ke stanoveni estrogenovych receptorti v tkanové
extraktu nddoru prsni zlazy. Rozhodujicim na celé proceduife je volba spravného pufru. Nasledna
imunoanalytickd reakce je totiz zdvisla na urcitém pH, koncentraci proteinil a slozeni reakéniho roztoku.
Kazda metoda vSak mlze vyzadovat své specifické reakéni podminky. To by znamenalo piipravit pro

kazdou jednotlivou analyzu jiny elu¢ni puft. To je jak nepraktické, tak rovnéz neproveditelné, nebot” zvlasté
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u nadorovych 1ézi je ziskano minimalni mnozstvi materidlu, takze lze provést homogenizaci pouze
jednorazové a homogenizat pouzit pouze v jednom elu¢nim pufru, proto v prvé fazi probihala optimalizace
elu¢niho pufru.

Vsechny vzorky byly ulozeny do zpracovani (homogenizace) ulozeny pii — 80°C, zpracovani
probihalo v sériich  minimaln€é po 6 homogenizatech. Limitujicim faktorem zde byla kapacita
ultracentrifugy. Homogenizace probihala na mechanickém homogenizatoru firmy Verder, 1 cm’ tkan& se
homogenizuje v mechanickém oscilacnim homogenizatoru  za stadlého chlazeni tekutym dusikem.
Homogenizace probihd v homogeniza¢ni teflonové tubé, ktera obsahuje 2 wolframkarbidové kulicky.
Homogenizat- jemny prasek je ziskan po asi 50-90 s. K ziskanému homogenizatu se nasledné piida elu¢ni
pufr. Vznikla smés se po vyvazeni centrifuguje po dobu 60 minut pii 100 000x g. Néasledné¢ odsajeme
supernatant. V ziskaném supernantantu se provede stanoveni koncentrace bilkoviny a nasledné¢ se natedi,
tak abychom dosahli optimalniho métitelnou koncentraci celkové bilkoviny a stanovovanych analyti.
Nakonec se opét stanovi koncentrace bilkoviny ve vzorku, vzorek se rozdé€li na aliquoty, které se pouziji pfi
nasledné imunoanalyze. Pokud neni provadéno imunoanalytické stanoveni ihned jsou aliquoty ulozeny pfi —
80°C az do analyzy.

Jako ptivodni pufr bylo uzito EORTC pufru o slozeni:

1,211 g/l TRIS base, 0,558 g EDTA (dinatrium dihydrat), 1,210 g/l Natrium Molybdenat. pomoci HCL je
nastaveno pH na 7,4-7,5 pti pokojové teploté, a tésné pred pouzitim pufru se ptiddvd Monothioglycerin-
MTG ( natedény z koncentratu v poméru 1:10 000) . Tento pufr vyhovoval pii vétSiné testovanych metod,
kromé stanoveni VEGF a bFGF, kdy se v analyze projevil matricovy efekt, tj. vysledek analyzy byl siln¢
ovlivnén stupném fedéni. Bylo proto vyzkouseno nékolik riiznych podvariant tohoto zakladniho roztoku.
Jako optimalni byl po konzultaci a vzdjemné spolupraci s pracovistém v Dr. Giona z Benatek, Italie vybran
pufr o nasledujicim slozeni:

Na,H PO4 12 H,O 1.8 g/L; NaH,PO4 2 H,O 0.78 g/L; Dithiothreitol 0.154 g/L ; K;EDTA 0.61 g/L; Azid
sodny 0.195 g/L; Glycerol 10% w/v; Molibdenan sodny 2.42 g/L
Této pufr jiz nevykazoval matricovy efekt u stanoveni VEGF a bFGF a byl rovnéz pouzitelny pro ostatni

imunoanalytické metody.
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Stanoveni obsahu celkové bilkoviny v tkanovém extraktu:

Zde plivodné testovali fotometrické stanoveni dle Bradforda (Stoscheck Ch ), ale zarovein jsem testovali i
metodu na automatickém analyzatoru firmy Roche, analyzator Hitachi 817. Bylo pouzito komer¢né
dodavaného setu na stanoveni celkové bilkoviny v moc¢i ¢i mozkomiSnim moku. Metoda byla popsana
Iwata a Nishikaze 1979 a modifikovana Luxton et al 1989. Zakladem je reakce bilkoviny s benzethonium
chloridem v alkalickém prostiedi a méti se vznikla turbidita pti 505 nm, ktera je stabilnéj$i nez u metod
pouzivajicich trichloracetoctovou kyselinu a sulfosalicylovou kyselinu. Tato metoda vykazuje dobrou
reaktivitu k proteinim, ale neinterferuje s malymi peptidy. Interference s magnéziovymi ionty je
eliminovana ptidanim EDTA. Linearita kalibra¢ni kiivky byla v oblasti 0,02 — 2 g/L.

Obé metody poskytovaly srovnatelné vysledky, ale vzhledem k moZnosti automatizace stanoveni byla

vybrana metoda s benzethonium chloridem.

Princip imunoanalytickych meteod
Imunoanalyza patii mezi analytické postupy zalozené na reakci ligandu a vhodného vazebného reagens
"ligandova analyza".
Nejobvyklejsi variantou jsou imunoanalytické metody, vyuzivajici reakci mezi antigenem a specifickou
protilatkou, tedy imunochemicky princip. Protilatka musi byt specifickd tj. musi reagovat pouze
s ptislusnym antigenem, ktery se s jeji pomoci stanovuje.

Ptednosti imunoanalytickych metod proti metodam klasické klinické chemie je jejich vysoka
citlivost a pfesnost a to pii koncentracich stanovovaného analytu 10° az 10™"° mol.1".
Za objevitele imunoanalytickych metod jsou povazovani R.Yalowovd S. Berson, 1960 .Zavedeni
imunoanalytickych metod znamenalo revoluci v medicinskych oborech, a proto byla R Yalowova
odmeénéna v roce 1977 Nobelovou cenou.
Typy immunoanalytickych metod:

A. kompetitivni
B. nekompetitivni.

A. Pti kompetitivnich metoddach je specificka protilatka (Ab), jako vazebny reagent, v reakci pfitomna v
nedostatku. O jeji vazebna mista soutézi (kompetuji) vhodné znaceny antigen (Ag*) se stejnym neznacenym
antigenem (Ag), ktery je pfitomen v analyzovaném vzorku, a dochdzi tak postupné k saturaci vazebnych
mist protilatky obéma antigeny. Kvantifikace analyzy je umoznéna ptitomnosti zna¢eného antigenu. Priibéh
1ze zjednodusené popsat vztahem
Ag + Ag* + Ab > Ag-Ab + Ag*-Ab
Vysledkem reakce je vznik dvou komplexti, neznadeného (Ag-Ab) a znadeného (Ag -Ab), ve kterych jsou
antigeny vazany na protilatku. V reak¢ni smési zlstavaji soucasn¢ i antigeny nevazané tj.volné (Ag*, Ag).

Mnozstvi vznikajicitho znaeného komplexu (Ag*-Ab) je nepfimo umérné mnozstvi piritomného
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neznaceného antigenu (Ag). Podil znaceného antigenu (Ag*), vdzaného na protilatku (tj.mnozstvi znaceného

komplexu Ag*-Ab ) se oznacuje jako véazana frakce B (z anglické terminologie ,,bound). Volna frakce

znacencho antigenu je oznacovana F (z angl. ,,free*). Pro kvantitativni vyhodnoceni je nutna separace volné
frakce od vazané, kterd se provadi riznymi fyzikalné-chemickymi postupy.

Podle druhu pouzitého indikatoru Ize, po oddé€leni vdzané (B) a volné (F) frakce, kvantifikovat pribeh

reakce zméfenim radioaktivity,absorbance, fluorescence, luminiscence apod., alesponi jedné z frakci.

Soucasné¢ s vzorky se vzdy stanovuje obsah sledované latky ve vzorcich o zndmé koncentraci

(kalibratorech). Tim lze znazornit grafickou zavislost méfené odezvy (osa y) na koncentraci antigenu (osa

x) a tak sestrojit kalibra¢ni zavislost. Jestlize se za stejnych podminek jako kalibratory analyzuje vzorek

s nezndmym obsahem antigenu, pak po skoneni reakce, separaci a zméfeni odezvy lze urcit z kalibra¢ni

zavislosti jeho piislusnou koncentraci.

B. Nekompetitivni metody jsou charakterizovany tim, ze specificka protilatka je v reakci pfitomna
v nadbytku. S ni tentokrat reaguje pouze jeden antigen, ktery je urcovanou latkou (Ag) a pro
kvantifikaci slouzi vhodné oznacend samotna specificka protilatka (Ab*). Prib¢h lze opét zjednodusené
popsat vztahem:

Ag + Ab* > Ag-Ab* +  Ab*

Mnozstvi komplexu (Ag-Ab*) je tentokrat pfimo imérné mnozstvi stanoveného antigenu.

Nekompetitivni imunoanalytické metody jsou ¢asto oznaovany jako imunometrické metody. V praxi se

pouziva v modifikované formé tzv. "two-site" imunometrické analyza, kdy ligandem je stanovovany antigen

a do reakce vstupuji v nadbytku dvé specifické protilatky jako vazebné regens. Kazdéa z nich je namitfena

proti jiné antigenni determinanté stanovovaného antigenu, pfiCemz jen jedna je vhodnym zplsobem

oznacena a slouzi tak jako indikator prub&hu reakce. Schematicky je pak mozno princip této metody popsat
pomoci vztahu:

Ab; + Ag + Aby* > Abj-Ag-Aby* + Ab; + Aby*

Neznacend protilatka byva vétSinou zakotvena na sténu reakéni zkumavky nebo na jinou pevnou fazi

(partikule, kuli¢ky,...) a usnadiuje tak podstatnym zplisobem separacni krok metody.

U nekompetitivnich imunoanalyz je konstantni mnozstvi znaCené protilatky, proménlivé je mnozstvi

antigenu, ktery je urCovan . Mnozstvi vzniklého znaeného komplexu [Ab;-Ag-Ab,*], je piimo tmérné

mnozstvi urCovaného antigenu,.

Rovnéz u této metody je tfeba pro vyhodnoceni reakce separovat vazanou frakci indikatoru, tedy komplex

[Ab;-Ag-Ab,*] od volné (nezreagované) znacené protilatky Ab,*.

Kalibra¢ni zavislost zmétené odezvy (osa y) jako funkce koncentrace stanovovaného antigenu (osa x) ma v

uréitém rozsahu koncentraci vice ¢i mén¢ linedrni charakter. (Zavada M., Topol¢an O., et al, 1982, Chard,

1990,Dolezalova V. et al 1995)
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Typy imunoanalytickych metod:

A. radioizotopové (RIA, IRMA)

B. enzymatické (EIA, ELISA, MEIA...)

C luminiscenc¢ni (LIA, ILMA)

D. Fluorescen¢ni(FIA, FPIA, TRACE)

E. Specidlni typy

A. radioizotopové (indikatorem je Ijzs)......... jejich vyhodou vysoka citlivost, reprodukovatelnost, relativné
snadné znaceni a minimalni prostorova interference indikatoru v reakci, ...... nevyhodou je nutnost drahého
detek¢niho zafizeni a dodrZzovani pravidel zachdzeni s radioaktivnimi latkami vcetné¢ odpadového
hospodarstvi, minimalni moznost automatizace, kratka expirace souprav.

B. Enzymatické metody ..... pouzivaji jako indikator enzym (nejcastéji kenovou peroxidazu, alkalickou
fosfotazu) a pifi nasledné reakci se substratem vznikd produkt, ktery je po zastaveni reakce méfen
fotometricky. Mezi vyhody patii jak snadnost sestaveni novych metod, moznost automatizace, malé naroky
na pfistrojové vybaveni a bé&zné podminky na zachazeni s odpadem, relativné dlouha expirace........
nevyhodami pak jsou nizs$i citlivost a specificita ( do reakce pak vstupuje i kvalita probehlé enzymatické
reakce), nutnost méteni v kratkém Casovém useku po dokonceni reakce s nemoznosti opakovani po nékolika
hodinach, vétsi citlivost reakce k matricovym efektl jako je hemolyza, lipémie a apod.)

C. Luminiscen¢ni metody ..... pouzivaji jako indikator rozpad luminiskujici molekuly, kterd uvoliuje
svételné zareni, které je detekovano. Luminiscence je spousténa chemickou ¢i enzymatickou reakci. Mezi
vyhody patii jak vysokd citlivost, moznost automatizace a bézné podminky na zachdzeni s odpadem,
relativné dlouhd expirace........ nevyhodami pak jsou drahé pfistrojové vybaveni ,méfeni v extra kratkém
casovém useku, s nemoznosti opakovani.

D Fluorescencni metody ..... pouZzivaji jako indikator fluorescence molekul indikatoru, ktera je indukovana
ozarenim laserovym paprskem. U nékterych metod je eliminace piirozené fluorescence zajisténa molekulami
s prodlouzenou fluorescenci a méfenim v ¢asovém tuseku po vyhasnuti ptirozené fluorescence (tzv. Time -
resolved fluorescence). Jedna se o metody s nejvyssi citlivosti specificitou s moznosti automatizace a ,
relativné dlouhou expiraci........ nevyhodami pak jsou drahé piistrojové vybaveni, a vysoké nédklady na
jednotlivé méieni, pfesto tato technologie ziskala pfevahu v rutinni automatizované imunoanalyze v

poslednich letech.

E. Specidlni typy
Vedle metod vyuzivajicich reakci mezi specifickou protilatkou a antigenem, existuji i analogy téchto metod,
zalozené na neimunologickém charakteru vazby ligandu a vazebného reagens. Mezi né patii naptiklad:

- Metoda kompetitivni vazby s proteiny (CPBA), ktera pouZziva jako vazebného reagentu transportni proteiny
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séra, napi. globulin vazajici tyroxin (TBG)

- Receptorova analyza (RA) pouziva jako vazebného reagentu receptory, t.j. bunééné vazebné bilkoviny

~ Enzymova analyza (EA), pouzivajici jako vazebného reagentu enzym
Mezi tyto metody je nutné zminit metodu REA, kterd je wuzivana ke stanoveni aktivity
Tymidinkinazy......... aktivita enzymu tymidinkindzy je imérnd mnozstvi fosforylovaného specifického

1251 (125

produktu- I-iododeoxyuridine). Tato technologie umoziiuje stanoveni biologické aktivity enzymu,

na rozdil od stanoveni kvantity enzymu (mnoZstvi molekul enzymu bez znalosti biologické aktivity)

Stanoveni VEGF v cytosolu

Bylo uzito komeré¢né dodavané imunoanalytické soupravy od firmy R&D Systems, USA. Jedna se o
kvantitativni ,,sandwich* nekompetitivni enzymoimunonanylyzu. Prvni specifickd monoklonalni protilatka
je potazena na sténach jamek mikrotitra¢ni desticky, standardy a vzorky jsou napipetovany do téchto jamek
a ptitomny VEGF je imobilizovan vazbou na prvni protilatku (1. inkubace 2 h pii pokojové teploté bez
ttepani). Po promyti nenavazanych substanci se pfida druhd protilatka s navdzanym enzymem (kienovou
peroxidazou), ktera je rovnéz specifickd pro VEGF(2. inkubace 2 h pfi pokojové teploté bez tfepani). Po
dal§im promyti se piidd substrat, ktery enzymatickou reakci méni své zabarveni a to imérné mnozstvi
pritomného enzymu (3. inkubace 20min ve tmé, pii pokojové teploté bez tfepani). Reakce je po urcité dobé
zastavena a intezita barevného zabarveni je méfena na fotometru 450 nm. Stadardem je rekombinantni
lidsky VEGF 65 . Kalkulace vysledkti byla provedena pomoci software, prolozeni kiivky bylo provedeno
pomoci 4 parametrové logistické analyzy (4-PL). Specificita — metoda nevykazuje zkiiZzenou reakci

s asociovanymi latkami jako jsou s FGF faktory, PDGF, IL 1 — 13, Angiogenin.

Stanoveni bFGF v cytosolu

Bylo uzito komer¢né doddvané imunoanalytické soupravy od firmy R&D Systems, USA. Jedna se o
kvantitativni ,,sandwich* nekompetitivni enzymoimunonanylyzu. Prvni specifickd monoklonalni protilatka
je potazena na sténach jamek mikrotitra¢ni desticky, standardy a vzorky jsou napipetovany do téchto jamek
a pritomny bFGF je imobilizovan vazbou na prvni protilatku (1. inkubace 2 h pfi pokojové teploté bez
tfepani). Po promyti nenavazanych substanci se pfidd druha protilatka s navdzanym enzymem (kienovou
peroxidazou), ktera je rovnéz specificka pro VEGF(2. inkubace 2 h pii pokojové teploté bez tfepani). Po
dalsim promyti se pfid4 substrat, ktery enzymatickou reakci méni své zabarveni a to imérné mnozstvi
ptitomného enzymu (3. inkubace 30min ve tmé, pii pokojové teploté bez tfepani). Reakce je po urcité dobe
zastavena a intenzita barevného zabarveni je méfena na fotometru 450 nm. Standardem je rekombinantni
lidsky basic FGF . Kalkulace vysledkl byla provedena pomoci software, prolozeni kiivky bylo provedeno

pomoci vazené linearni regrese v log log zobrazeni, ¢imz bylo dosazeno optimalni linearizace kalibra¢ni
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kiivky. Specificita — metoda nevykazuje zkiiZzenou reakci s asociovanymi latkami jako jsou s VEGF

faktory, PDGF, IL 1 — 13, Angiogenin, ale vykazuje 100% cross reaktivitu s hovézim basic FGF.

Stanoveni Endostatinu v cytosolu

Bylo uZzito komeréné doddvané imunoanalytické soupravy od firmy Chemicon International, USA. Jedna se
o kvantitativni kompetitivni enzymoimunonanylyzu. Jamky mikrotitracni desticky jsou potazeny na sténach
kozi anti krali¢i protilatkou, standardy, vzorky, endostatin s navazanym biotinem a krali¢i protilatka proti
Endostatinu jsou napipetovany do téchto jamek. Béhem inkubace (1. inkubace 3 h pii pokojové teploté bez
ttepani) dojde ke kompetici Endostatinu obsazeném ve vzorku ¢i standardu s Endostatinem s biotinem o
limitované mnozstvi polyklonalni krali¢i protilatky. Vytvofené komplexy jsou pak vychytany antikrali¢i
kozi protilatkou na stén¢ jamek. Po promyti nenavdzanych substanci se pifida streptavidinem znacena
alkalicka fosfatdza a prob&hne dalsi inkubace (2. inkubace 30min pii pokojové teploté bez trepani)druha
protilatka s navazanym enzymem (kfenovou peroxidazou), ktera je rovnéz specificka pro VEGF. Po dalsim
promyti se ptida substrat, ktery enzymatickou reakci méni své zabarveni a to nepfimo umérné koncentraci
Endostatinu ve standardu ¢i ve vzorku (3. inkubace 20min ve tmé, pii pokojové teploté bez tfepani).
Reakce je po urcité dobé zastavena a intezita barevného zabarveni je méfena na fotometru 490 nm.
Kalkulace vysledkti byla provedena pomoci software, prolozeni kiivky bylo provedeno pomoci 4
parametrové logistické analyzy (4-PL). Specificita — metoda nevykazuje zkifizenou reakci s asociovanymi

latkami jako jsou s cytokiny, ristové faktory, , mouse Endostatin, Angiogenin.

Stanoveni Thymidinkinazy v cytosolu

Bylo uzito komeréné dodavané imunoanalytické soupravy od firmy AB Sangtec Medical , Svédsko. Jedna se
o kvantitativni radioenzymoimunoanalyzu. Ke stanoveni v cytosolu byl pouzit TK cytosol kit, ktery
standardizuje stanoveni cytozolu (Spani P et al) Standardy a vzorky jsou inkubovéany se substratem pro
tymidinkinazu, ktery je znacen 'I ('*’I-iododeoxyuridine). Pfi nasledné 4 hodinové inkubaci pii teploté
37°C tymidinkinaza fosforyluje ptidany substrat. Pak je reakce zastavena a fosforylovany produkt je
separovan pomoci separacnich tablet. Po té¢ je celd smés 4x promyta. Nasledné se méti radioaktivita
fosforylovaného produktu na gamaméfici, kterd je piimo umeérna aktivité tymidinkindzy. Kalkulace vysledka

byla provedena pomoci software, prolozeni kiivky bylo provedeno pomoci spline analyzy.

Tkanovy polypetidicky specificky antigen (TPS) v cytosolu
Bylo uzito komeréné dodavané soupravy od IBL, Svédsko. Jedna se o kvantitativni nekompetitivni
radioimunoanalyzu. Zkumavky jsou potazeny monoklondlni protildtkou proti M3 epitopu cytokeratinu 18.

Standardy a vzorky jsou inkubovany s 2. monoklondlni protilatkou po dobu 2 hodin. Po té je oddélena

vvvvv
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koncentraci TPS. Kalkulace vysledkli byla provedena pomoci software, prolozeni kiivky bylo provedeno

pomoci spline analyzy.

Statistické zpracovani

Statistickd analyza byla provedena s uzitim statistického software S.A.S. (Statistical Analysis Software),
release 8.02. Pro méfené parametry v celém souboru a v podskupindch byly pocitany zékladni deskriptivni
statistické udaje jako jsou primér, smérodatnd odchylka, median, minimum, maximum. Dale byly pocitany
senzitivity, specificity, PV+, PV-, relativni riziko a diagnostickd piesnost, referenéni meze (cut off) byly
vétSinou voleny tak, aby specificita byla 90 % (nebo 95 %), nebo byla pouzita v literatute doporu¢ovana
referenéni mez. Na porovndni distribuci parametru v riznych skupiniach byly pouzity piedev§im
neparametrické testy (protoze rozlozeni vysledkli byla vétSinou negaussovskd) a to Wilcoxontiv test a
medianovy test, pro piredbézné odhady byl pouzit téz test ANOVA (jehoz zavéry vesmés souhlasily se
zavéry Wilcoxonova a medianového testu). Byly pouzity jak vice-vybérové varianty téchto testu na zjisténi
skute¢nosti, zda viibec existuje néjaka diference mezi skupinami v rozlozeni zkoumaného parametru, dale
byly pak pouzivany dvou-vybérové varianty testu. Na urceni optimdlnich regresorti byla uzita metoda
logistické regrese s krokovym (stepwise) vybérem optimalnim regresorti. Byly zkoumany rtizné varianty -
tedy nadorova skupina byla bud’ jen maligni nadory, nebo benigni nadory, nebo sjednoceni obou. Téz do
logistické regrese jako potencidlni regresory vstupovaly bud vysledky imunohistochemickych a
cytozolovych vySetfeni a nebo jen vysledky cytozolovych vysetieni. Protoze ne u vSech pacientli bylo
z technickych pfi¢in provedeno jak vySetfeni imunohistochemické tak analyza cytozolu, zmensi se rozsah

souboru pii uvazovani obou skupin regresord na témef tretinu.

Senzitivita = pravdépodobnost zvyseni parametru (koncentrace >= cut off) za predpokladu malignity.
Senzitivita (SN) = Pravdépodobnost (koncentrace >= cut off | malignita )
Na fadku vySe svisla ¢ara ,,|“ znadi ,,za podminky*.

Slovni vyjadieni pojmu senzitivita - kolik procent ptipadli s malignim ma zvysené koncentrace parametru.

Specificita = pravdépodobnost normalni koncentrace (koncentrace < cut off) za predpokladu benigniho
onemocnéni nebo zddného onemocnéni

Specificita (SP) = Pravdépodobnost ( koncentrace < cut off | zdravy + benigni )

Slovni vyjadfeni pojmu specificita - kolik procent pfipadii zdravych osob a benignich onemocnéni ma

normalni koncentrace parametru.

PV+ (pozitivni prediktivni hodnota) = pravdépodobnost malignity pfi zvySené koncentraci parametru.

PV+ = Pravdépodobnost ( malignita | koncentrace >= cut off)
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Slovni vyjadfeni pojmu pozitivni prediktivni hodnota - kolik procent piipadii se zvySenou koncentraci

parametru ma maligni onemocnéni.

PV- (negativni prediktivni hodnota) = pravdépodobnost benigniho onemocnéni + zdravé osoby pfi
normalni koncentraci parametru

(t.j. kolik procent z nizkych hodnot je u benignich onemocnéni a zdravych osob)

PV - =Pravdépodobnost (zdravy + benigni | koncentrace < cut off)

Slovni vyjadfeni pojmu negativni prediktivni hodnota - kolik procent piipadi s normalni koncentraci

parametru je bez malignity.

RelRisk (relativni riziko = relative risk v anglické terminologii) = pomér pravdépodobnosti malignity pfi
zvyseni parametru a pravdépodobnosti malignity pfi normalni koncentraci parametru
RelRisk = Pravdépodobnost ( malignita | koncentrace >= cut off) /
Pravdépodobnost ( malignita | koncentrace < cut off)
Slovni vyjadieni pojmu relativni riziko - kolikrat se zvysi riziko maligniho onemocnéni zvySenim parametru

nad cut off oproti riziku malignity pii normalni koncentraci parametru.

Diagnosticka ptesnost (accuracy v anglické terminologii) = pravdépodobnost souhlasu testu s klinickym
nalezem (tj. pozitivita testu u malignity a negativni vysledke testu u benignich onemocnéni a zdravych osob)
Accuracy = Pravdépodobnost ( malignita AND koncentrace >= cut off ) +

Pravdépodobnost ( zdravy + benigni AND koncentrace < cut off)
Slovni vyjadieni pojmu diagnosticka pfesnost - v jakém procentu z celkového rozsahu dat souhlasi zavér

testu s klinickym nélezem.

LR+ (T+) vérohodnostni pomér pozitivniho testu = pomér pravdépodobnosti pozitivniho vysledku testu pii
malignim onemocnéni a pravdépodobnosti pozitivniho vysledku testu za predpokladu benigniho onemocnéni
+ zaddného onemocnéni
LR+ (T+) = Pravdépodobnost (koncentrace>=cut off | malignita ) /

Pravdépodobnost (koncentrace>=cut off | zdravy + benigni)
Slovni vyjadfeni pojmu vérohodnostni pomér pozitivniho testu - kolikrat je vyssi pravdépodobnost zvyseni
parametru nad cut off pfi malignim onemocnéni oproti pravdépodobnost zvySenim parametru nad cut off

bez malignity.
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LR- (T-) vérohodnostni pomér negativniho testu = pomér pravdépodobnosti negativniho vysledku testu
testu za pfedpokladu benigniho onemocnéni + Zadného onemocnéni a pravdépodobnosti negativniho
vysledku testu za pfedpokladu maligniho onemocnéni
LR- (T-) = Pravdépodobnost (koncentrace< cut off | zdravy + benigni ) /

Pravdépodobnost (koncentrace< cut off | malignita )
Slovni vyjadfeni pojmu vérohodnostni pomér negativniho testu - kolikrat je vys$Si pravdépodobnost
koncentrace parametru pod cut off bez malignity oproti pravdépodobnost koncentrace parametru pod cut

off pfi malignim onemocnéni.
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IV.Vysledky a diskuse

Jiz samotna metodika pfipravy cytosolu byla jednim z limitujicich faktort ziskanych vysledkii.

1. Rozhoduji roli je nutnost ziskat min lem® tkéng k pripravé cytosolu . Odebrané tkang vsak musi byt v
prvé fadé dostatek na bézna rutinni patologickd vysetieni. Malé 1éze, tedy prakticky nelze ziskat, vzorky
jsou ziskdny pievazné z vétSich benignich a nadorovych 1ézi. Tomu odpovida 1 histologickd skladba
ziskanych vzorkd, kde prevazuji strumy a benigni adenomy (Tab.1).

2. Ziskany vzorek miize mit zcela jiné vlastnosti nez histologem popisovany (heterogenita vzorku). Vybér
vzorku ovlivituje patolog, ktery morfologicky vySetfuje nador a je rozhodujicim pii odbéruu vzorku pro
dalsi zpracovani. Je tieba také zminit, ze tento postup neumoziiuje nasledné zhodnoceni struktury nadoru,
zastoupeni normalni tkané, nekrdz, stromatu a vlastniho nadoru, ale je kvantitativni analyzou primérné
hodnoty sledovaného analytu v tkaniovém vzorku. Je jasné, Ze ¢im je odebrand tkan vice homogenni, tim
1épe je mozné usuzovat na moznou kvantitativni expresi analytu. Casteénou korekei tohoto problému je
vyjadfovani ziskanych hodnot vii€i koncentraci proteinu v ziskaném extraktu (EORTC 1980). To vsak
vyvolava dal$i mozné uskali, nebot” je nutné mit dostate¢né specifickou, citlivou a pfesnou metodiku na
stanoveni proteinu. Pro rGzné analyty stanovované z extraktu jsou vhodné rGzné koncentrace
proteinu,vétSinou v zavislosti na koncentracich analytu v extraktu.

3. Centralizace 1écby nadort §titné zlazy predevSim do prazskych center vedla k tomu, Ze vétSina ziskanych
tkani byla benignich, nebot’ maligni nadory resekované na naSich pracovistich byly velice ¢asto do 1-2
cm a zjisténé az perioperacne.

V nasem souboru jsme ziskdvali supernatant o primérné koncentraci proteinul5-25 g/l. pfi této koncentraci

lze provadét stanoveni proteinu klasickou biuretovou metodou pouze orientacné, nebot’ se vysledky

pohybuji na dolni ¢asti kalibracni ktivky, kde je ptesnost stanoveni s CV 20% a citlivéjsi metodiky nemaji

v této oblasti linedrni kalibraci. VétSina téchto metodik je pouzitelné v koncentracnim rozsahu 0,01- 5 g/l

bilkoviny. (Stoscheck Ch. 1990). To nas vedlo k fedéni ziskaného supernatantu na koncentrace mezi 0,01 —5

g/l s nadslednym pfesnym stanovenim koncentrace proteinu pomoci benzethonium chloridu v alkalickém

prostfedi . Redéni se provadelo pufrem uzivanym pfti tkanové extrakei.

Celkem bylo ziskdno 166 tkanovych vzorkl (Tab.1) z nichz pro néslednou homogenizaci s extrakci
bylo pouzitelnych 150 vzorkl, u 16 tkanovych vzorkd, bylo odebrano piili§ malé mnozstvi tkané, aby bylo
mozno provést homogenizaci. Pro dalsi statistické zhodnoceni pak byly vytvofeny mensi podskupiny ze
sledovaného souboru a to (Tab.1):

1. Strumy (S)
2. Tyroiditidy (T)
3. Benigni nadory (BN)
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4. Maligni nadory (MM)
5. Ostatni

U téchto vzorki bylo provedeno stanoveni VEGF, bFGF, TPS, TK a Endostatinu a zdkladni vysledky
vztazené na protein jsou sumarizovany v tabulce €. 2. Tato zdkladni tabulka poskytuje zakladni orientaci o
hodnotéch sledovanych parametrii ve vySetfovaném souboru. Jak vyplyva z Tab ¢.2 pfi stanoveni TPS bylo
dosazeno vysokych koncentraci a proto ve vétSin€ piipadii bylo nutno vzorky jesté dale fedit a to v poméru
1:500. Linearita fedéni se pohybovala v pasmu 85-115% ocekavanych hodnot a tedy nebyla prokazana
zavislost na fedéni. Kone¢né vysledky se pohybovaly ve stifedni casti kalibracni kiivky, tj mezi 2.a 4.
standardem. RovnéZz u ostatnich metod byla testovana zavislost na fedéni a ziskané vysledky se pohybovali

v rozsahu 80-120% ocekéavanych hodnot, tedy rovnéz nebyla zjisténa zavislost na fedéni.

Ve sledovaném souboru jsme hodnotili mozné korelace mezi jednotlivymi parametry, provadéno
Spearmanovym potfadovym testem. Vysledky jsou shrnuty do tabulky ¢.3. Protoze u ¢asti vzorkl bylo
provedeno rovnéz imunohistochemické vySetieni vzorku na MIB-1 a CD-31 bylo mozné provést korelaci
mezi imunohistochemickymi a cytosolovymi parametry. Ve sledovaném souboru jsem nalezli pouze
slabou korelaci mezi markeru CD-31 a tymidinkindzou, jinak spolu cytosolové a imunohistochemické
parametry nekoreluji. Tento fakt si vysvétlujeme predev§im rozdilnym metodickym postupem, rovnéz tak
imunohistochemie popisuje predev§Sim strukturdlni zmény a jejich kvantifikace je provadeéna
semikvantitativné, naopak imunoanalytické stanoveni v cytosolu je kvantitativni stanoveni priiméru bez
ohledu na strukturu. U MID —1 je nutno také poukézat na fakt, Ze nadory stitné zlazy jsou pomalu rostouci
nadory s nizkou prolifera¢ni aktivitou, tj maximalni hodnoty MIB —1 indexu byly 5,5 % z vySetfovanych
bun¢k. Tymidinkindza je také proliferanim markerem s maximalni aktivitou G1/S fazi. Hodnoty TK
v cytosolu zobrazuji primérnou proliferacni aktivitu celého vzorku a je tedy otazkou jak velké procento
stanovené aktivity tvofi tymidinkindza z MIB-1 pozitivnich bunék. V soucasnosti nejsou zname prace o
stanoveni tymidikinazy v cytozolu bunék u tkani §titné zlazy, je n€kolik publikaci zabyvajici se vyznamem
TK u karcinomt prsu a kolorekta (vétSinou imunohistochemické ¢i stanoveni obsahu mRNA(He Q et el,
Gilles SI et al, Wu J et al). Tyto prace potvrzuji vztah mezi hodnotami TK a jeho proliferacni aktivitou.
Vyjimku tvofi prace (Broet S et al a Romain SM et al), kde autofi rovnéZ uzivali radioenzymatické analyzy

cytosolu ke stanoveni aktivity TK a potvrzuji jeji vyznam jako indexoru proliferacni aktivity u nadort prsu.
. Cytosolové parametry vykazuji stfedné silnou vzéjemnou korelaci, kterd statisticky vysoce signifikantni,

dle oc¢ekavani spolu silné¢ koreluji proangiogenni faktory bFGF a VEGF, které se stejnou silou koreluji i

Endostatinem, tj angiostatickym faktorem. Toto zjisténi si je ve shod¢ s Gaiso M, 1999, Vychazime-li
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z frekvence histologickych typt ve sledovaném souboru, pak Fakt, Ze je zvySen jak pozitivni, tak i
negativni marker angiogeneze u nezhoubnych 1€zi neni piekvapujici. Jde o fyziologicky mechanismus
udrzovani rovnovahy mezi pro a proti angiogennimi ptsobky. Tato vazba je pak naruSena u malignich
zjisténé vzajemné korelace byly u faktoru VEGF, coz je nejspiSe ovlivnéno skutecnosti, Ze stanovovany
VEGF 65 je vyznamné navazan na trombocyty a pfi jejich aktivaci se z nich uvoliiuje. To znamena, Ze
hodnoty VEGF v cytosolu jsou ovlivnény mnozstvim pifitomné krve ve vzorku. (Dittati et ale 2001). V
séru je tak moZna standardizace pomoci specielnich odbért stabilizujici trombocyty v plné krvi ( zkumavky

s ptidavkem CDTA). Tato stabilizace vSak neni na tkdfiové Grovni mozna.

Tymidinkinaza nejsilnéji koreluje s TPS, coz by nazna¢ovalo moznou souvislost TPS a proliferacni aktivity

a to ve shod¢ s Kausitz J, 1991, rovnéz tak se mlze jednat o zvySenou apoptotickou aktivitu v uvedenych
1ézich, nebot’ vétSina byla benigniho pivodu, kde je zachovana relace mezi stupném proliferace a apoptozy.
V sledovaném souboru byla také prokazana vyznamna korelace mezi proliferaénimi markery a
angiogenetickymi faktory. Tento nalez odpovida faktu, ze zvySend prolifera¢ni aktivita u §titné zlazy je
doprovazena i zvySenym prokrvenim dané tkan¢.

Nasledn¢ jsme provedli zhodnoceni jednotlivych parametrG dle histologickych skupin (strumy,
tyroiditidy, benigni a maligni nadory). Zakladni charakteristiky sledovanych souborti jsou shrnuty
v tabulkéch ¢. 4, 5, 6 a 7. V tab ¢. 8 jsou pak sumarizovany statisticky vyznamné rozdily v distribucich
hodnot sledovanych markerd mezi jednotlivymi skupinami. Nevyznamnéjsi rozdily byly zjiStény mezi
strumami a benignimi nadory, a to prakticky ve vSech parametrech, kromé¢ VEGF a hrani¢n¢ u bFGF. Mezi
strumami a malignimi nadory byl zjistén rozdil pouze u TPS; mezi strumami a tyroiditidami se liSily TPS ,
TK a hrani¢cn¢ bFGF. Mezi skupinou benignich a malignich nadorti nebyl zjistén zadny statisticky
vyznamny rozdil. Nevyznamné rozdily u VEGF jsou zptlisobeny vysokou variabilitou dat v jednotlivych
skupinach na ¢emz se nejspiSe podili jiz zminény fakt, tj. prokrvaceni tkan¢. Obecné vsak lze fici, Ze
nejvysSich hodnot bylo dosazeno u benignich nador, a ne u malignich. Tento fakt je zpusoben, jak si
vysvétlujeme, zastoupenim piedevsim papilarnich karcinomd, tj s nddorti s nizkym proliferacnim indexem a
novotvorbou cév. V téchto jednotlivych histologickych skupindch jsme rovnéz provedli vzajemnou korelaci
analyti Spearmanovym pofadovym korelacnim testem (Tab. ¢. 9,10,11). Ve vSech ptipadech doslo
k oslabeni ¢i vymizeni signifikance korelac¢nich koeficienti oproti tabulce ¢.3. Pouze u skupiny tyroiditid
doslo ke zvySeni jak korelaéniho koeficientu (r), tak signifikance mezi VEGF a TK. Tyto rozdily jsou
pfedevsim zpusobeny snizenym poctem pozorovani v jednotlivych skupinach, proto také nebyla provadéna
korelace u malignich nddort. Nizké pocty a zavislost na prokrveni tkdn¢ vzorkli nador a adenomu oproti

skupindm tyroiditid a koloidni strumy jsou nejpravdépodobnéj$im vysvétlenim vysvétlenim, pro¢ nebyly
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nalezeny vyznamné zmény v produkci angiogennich faktorti jako v pracich (de la Torre NG et al, Viera J]M
et al, Hung CJ et al

Mezi skupinou strum a benignich nddori byla  zhodnocena diskrimina¢ni schopnost jednotlivych
nadorovych markerti. Jako normalni skupina byly pouZzity strumy a pro benigni nadory byly vypocteny
parametry: senzitivita (SN), pozitivni prediktivni hodnota (PV+), negativni prediktivni hodnota (PV-),
relativni riziko (RR) a spravnost . Jako marker s nejlep§imi diskrimina¢nimi schopnostmi byl vyhodnocen
TPS se senzitivitou 61%(Tab. ¢.12).

Jako posledni tabulku ¢. 13 uvadime vysledky 6 kazuistiky, kdy se podafil odbér jak normalni tkané tak
uzlu. Ve vSech piipadech byly markery signifikantn€ vys$si u uzlu nez v okolni tkani. Z této tabulku vyplyva
jak rozhodujici pro kone¢né vysledky je volba vzorku. Rovnéz tak poukazuje na rozdily intraindividualni
mezi 1ézi a zdravou tkani, které mohou byt vyznamnéjsi nez srovnani jednotlivych skupin, kde jsou rovnéz
vyznamné interindividudlni rozdily. Tyto rozdily jsou vSak v souladu s publikovanymi pracemi Fenton C,
Francis G. et al ; Shushanov S et al. a miizeme piedpokladat, Ze rozdily mezi jednotlivymi histologickymi

skupinami jsou ve skutecnosti vétsi nez jsme nalezli.
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V. Zavéry:

1.

10.

11.

12.

Byl vypracovan a ovéien metodicky postup odbéru vzorki, uchovani a extrakce cytosolu u vzorkd tkané

Stitné Zlazy.

. Odbér vzorku je jednim z hlavnich uskali celého postupu, nelze ziskat 1éze mensi nez 1cm3, variabilita je

ovlivnéna nehomogenitou vzorku.

. Existuji vyznamné interindividualni rozdily mezi sledovanymi parametry v jednotlivych skupinach, coz

vyznamné sniZuje vytéznost kvantitativniho stanoveni

Jako optimalni se jevi kromé& tkdné 1éze ziskat i ¢ast zdravé tkan€ jako individudlni referen¢ni normal

. Je nezbytna optimalizace elu¢niho pufru a metodik vhodnych pro analyzu tkanovych faktorG jako

nezbytny predpokladem reprodukovatelné kvantitativni analyzy cytosolu.

Byly prokazéany statisticky vyznamné rozdily v hodnotach prolifera¢nich faktorti tymidinkindzy a TPS
mezi jednotlivymi histologickymi skupinami.

Mezi proliferacnimi faktory existuje vyznamnd korelace, nedosahuje vSak takové sily, aby bylo mozno

hovofit o stejné diagnostické vypovédni hodnoté.

. Byly prokazany statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi histologickymi skupinami jak u pro-

angiogennich (VEGF, bFGF), tak anti-angiogennich markert (Endostatin).
U proangiogennich faktorti byly zjistény stfedné¢ vyznamné korelace, rovnéz nedosahujici drovné
umoznujici zaménu makrerd.
Byla nalezena vyznamna pozitivni korelace mezi pro-angiogennimi faktory a antiangiogennim
markerem Endostatinem, jako znamka dosud neporusené zpétné vazebné regulace obou procesti.
Cytosolové markery nedosahuji dostate¢né vyznamnych rozdili, aby je bylo mozno pouzit
k diferencidlni diagnostice mezi strumami a benignimi lézemi.
Nebyla prokdzana signifikantni vazba mezi imunohistochemickymi markery angiogeneze ¢i

proliferace a markery cytosolovymi.
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VI. Zavéry pro praxi:

1. Odbér Cerstvé tkané a extrakce cytosolu je moZnym postupem ke
kvantifikaci vybranych parametri tkanovych extrakti. Je vSak tieba si
byt védom limitaci celého postupu, predev§im mozné ovlivnéni
nehomogenitou vzorku a zprimérovanim hodnot na cely vySetfovany
vzorek. Metoda neni schopna odhalit vykyvy v aktivité i expresi

jednotlivych analyti v jednotlivych fokusech odebraného vzorku.

2.0dbér, uchovani a zpracovani tkané pro stanoveni cytosolovych
parametru je prili§ slozity postup pro rutinni analyzu, kterou ziistava

klasické histologické ¢i imunohistochemické vySetieni.

3.Stanoveni cytosolovych markeri poskytuje pridatnou informaci o

prumérné kvantité sledovanych analyti ve tkanovych vzorcich.
4.Neni korelace mezi imunohiostochemii a stanovenim v cytosolu, coz je

zpusobeno jak rozdilnym pristupem zpracovani vzorki, uzivanim

odliSnych parametru, ale i riiznym zptisobem vyhodnoceni analyzy.
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VII. Tabulky a grafy
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Tab. ¢. 1: Piehled histologickych typu ziskanych tkanovych vzorku

Diagnoza N Y%
Diftzni parenchymatozni struma (DPS) 8 4.8
Koloidni struma (KS) 85 51,2
Hashimotova tyroiditis (HT) 12 7,2
Folikularni adenom (FA) 31 18,7
Onkocytarni adenom (OA) 8 4.8
Konven¢ni papilokarcinom (PC) 11 6,6
Folikularni karcinom (FC) 2 1,3
Ostatni 9 5,4
Celkem 166 100%
Strumy (S) =DPS aKS§,

Tyroiditidy (T) = HT

Benigni nadory (BN) =FA, OA
Maligni nadory (MN) = FC, PC,
Ostatni
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Tab. €. 2: Zakladni vysledky sledovaného souboru

Metoda Jednotky N pramér SD Median Minimum Maximum
VEGF ng/g proteinu 143 930,2 3128 305 1 36400
TPS U/g proteinu 135 191462 228679 108716 1 1363934
TK U/g proteinu 149 61,2 197,21 17 1 1600
Endostatin ug/g proteinu 132 4,92 19,65 1,5 0,2 220
bFGF ng/g proteinu 150 712,55 654,5 350 27 1600

49




Tab. €. 3: Spearmanovy poradové korelace celého souboru srovnani s imunohistochemickym vySetienim MIB-1 a
CD 31

VEGF VEGF DbFGF TPS TK  Endostatin MIB1 cd_31mean
r= 0,4354 0,3181 0,2273 0,3408
p value <,0001 0,009 0,017 0,0021 ns ns
n 78 105 110 79
bFGF VEGF DbFGF TPS TK  Endostatin MIB1 cd_31mean
r= 0,4354 0,4582 10,4999 0,4173
p value <,0001 \ <,0001  <,0001 0,001 ns ns
n 143 87 100 59
TPS VEGF DbFGF TPS TK  Endostatin MIB1 cd_31mean
r= 0,3181 10,4582 0,5701 0,4194
p value 0,009 <,0001 <,0001 <,0001 ns ns
n 105 87 133 94
TK VEGF DbFGF TPS TK  Endostatin MIB1 cd_31mean
r= 0,2273 0,4999 0,5701 0,4189 0,3531
p value 0,017 <,0001 <,0001 <,0001 ns 0,0066
n 110 100 133 95 58
Endostatin VEGF bFGF TPS TK Endostatin MIB1 cd_31mean
r= 0,3408 0,4173 0,4194 10,4189
p value 0,0021 0,001 <,0001 <,0001 ns ns
n 79 59 94 95

50



Tab.¢. 4: Zakladni charakteristika parametra u skupiny S (strumy)

Metoda Jednotky N pramér SD Median Minimum Maximum
VEGF ng/g proteinu 86 352,1 876,77 150 28 7077
TPS U/g proteinu 79 126120 132978 97029 8952 718831
TK U/g proteinu 87 24,0 42,60 14 1 345
Endostatin  ug/g proteinu 80 3,3 4,89 1,6 0,4 25,5
bFGF ng/g proteinu 88 2254 164,68 185 27 724

Tab.¢. 5: Zakladni charakteristika parametrua u skupiny T (tyroiditidy)

Metoda Jednotky N pramér SD Median  Minimum Maximum
VEGF ng/g proteinu 10 515,3 505,93 421 48 1393
TPS U/g proteinu 10 205755 133511 145154 70083 425789
TK U/g proteinu 11 33,2 18,42 25 12 61
Endostatin  ug/g proteinu 8 3,9 2,84 3,85 0,8 9,4
bFGF ng/g proteinu 4 536,8 372,94 545,5 126 930
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Tab.¢. 6: Zakladni charakteristika parametra u skupiny BN (benigni nadory)

Metoda Jednotky N pramér SD Median Minimum  Maximum
VEGF ng/g proteinu 31 566,5 1103,02 126 1 5203
TPS U/g proteinu 31 326004 309246 279808 1517 1363934
TK U/g proteinu 34 86,7 144,65 29 2 633
Endostatin  ug/g proteinu 29 7,2 8,98 3,9 0,8 34
bFGF ng/g proteinu 34 306,0 188,75 293 64 795

Tab.¢. 7: Zakladni charakteristika parametri u skupiny MN (maligni nadory)

Metoda Jednotky N primeér SD Median Minimum Maximum
VEGF ng/g proteinu 5 339,6 163,3 411 134 524
TPS U/g proteinu 8 245991 251104 130161 33589 657563
TK U/g proteinu 10 46,3 74,46 18 4 248
Endostatin  ug/g proteinu 4 2,4 1,51 2,3 0,6 4.2
bFGF ng/g proteinu 5 245,8 181,4 235 62 480
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Tab.¢. 8: Diference v distribucich hodnot jednotlivy parametri mezi jednotlivymi skupinami

ANOVA't. Wilcoxonlv t.| Medianovy t.
S vs BN p< p< p<
VEGF ns Ns ns
TPS <,0001 0,0002 0,0016
TK 0,0004 <,0001 <,0001
Endostatin | 0,0139 0,0025 0,0213
bFGF 0,0643 0,0644 0,07
S vs MN
VEGF ns Ns ns
TPS 0,03 0,094 0,0246
TK ns Ns ns
Endostatin ns Ns ns
bFGF ns Ns ns
SvsT
VEGF ns Ns ns
TPS 0,078 0,031 ns
TK ns 0,0038 0,0233
Endostatin ns Ns ns
bFGF 0,0013 0,0642 0,3062

S..... strumy; BN .... benigni nadory; MN.....maligni nadory; T....tyroiditidy
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Tab. €. 9: Spearmanovy poradové korelace u strum a srovnani s imunohistochemickym vySetifenim MIB-1 a CD 31

VEGF
r -

p value
n
bFGF
r =

p value
n

TPS

r —

p value
n

TK

r=

p value
n
Endostatin
r =

p value
n

VEGF

VEGF
0,41183
<,0001

86
VEGF

ns

VEGF
ns

VEGF

ns

bFGF TPS TK

0,41183
<,0001 ns ns

86

bFGF TPS TK

0,30085

ns 0,0046

| 87

bFGF TPS TK

0,54779

ns <,0001

79

bFGF TPS TK

0,30085 0,54779| |

0,0046  <,0001 |

87 79 |

bFGF TPS TK

0,20185 0,20185

0,0726  ns 0,0726

80 80

Endostatin cd_31mean

ns ns

Endostatin cd_31mean

ns ns

Endostatin cd_31mean

n
ns s

Endostatin cd_31mean

ns ns

Endostatin cd_31mean

| ns

MIB_1proc
ns
MIB_1proc
ns
MIB_1proc
ns
MIB_1proc
ns
MIB_1proc

ns
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Tab. ¢. 10: Spearmanovy poiadové korelace cytosolovych markera u tyroiditid

VEGF VEGF bFGF TPS TK Endostatin
r= 0,87879

p value ns ns 0,0008 ns

n 10

bFGF VEGF bFGF TPS TK Endostatin
|

p value Ns ‘ ns ns ns

n |

TPS VEGF bFGF TPS TK Endostatin
r=

p value Ns ns ns ns

n

TK VEGF bFGF TPS TK Endostatin
r= 0,87879

p value 0,0008 ns ns ns

n 10

Endostatin |VEGF bFGF TPS TK Endostatin
r=

p value ns ns ns ns

n
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Tab. ¢. 11: Spearmanovy poiadové korelace cytosolovych markert u benignich nadoru

VEGF VEGF bFGF TPS TK Endostatin
r= 0,38101

p value ns 0,0345 ns ns

n | 31

bFGF VEGF bFGF TPS TK Endostatin

r:

0,40925 0,419

p value ns 0,0222 0,0136 ns

n 31 34

TPS VEGF bFGF  TPS TK Endostatin
r= 0,38101 0,40925 0,46536

p value 0,0345  0,0222 0,0083 ns

n 31 31 31

TK VEGF  bFGF  TPS TK Endostatin
r= 0,419 046536 | |

p value ns 0,0136 0,0083 | ns

n 34 31 | |
Endostatin |VEGF bFGF TPS TK Endostatin

r -
p value ns ns ns ns
n
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Tab. €. 12: Senzitivita(SN), PV+, PV-, RR a spravnost pro jednotlivé markery pro rozliSeni mezi strumami a
benignimi nadory pri specificité (SP) 90%

Metoda SP SN PV- PV+ RR Spravnost
VEGF 89,39% 23,80% 74,68% 46,15% 1,82 70,65%
TPS 89,87% 61,29% 85,54% 70,37% 4,87 81,82%
TK 89,66% 31,25% 78,00% 52,63% 2,39 73,95%
Endostatin| 89,66% 30,43% 76,47% 53,85% 2,29 72,84%
bFGF 89,83% 20,00% 72,60% 45,45% 1,66 69,05%
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Tab. ¢. 13: Parové vyhodnoceni uzel vs normalni tkai u jednotlivych klinickych pripadi

Diagno6za

U normal
U uzel

KS norma
KS uzel
KS norma
KS uzel
KS norma
KS uzel
FA norma
FA uzel
PC norma
PC uzel

VEGF TPS TK bFGF
ng/g proteinu U/g proteinu U/g proteinu ng/g proteinu
146 38785 7 40,5
1700 15489 17 187,9
87 96515 15 340,4
1700 176119 30 361,7
38 , 6 58,3
1700 124453 10 146,3
87 46273 6 87,4

, , 51 441,3
94 68328 13 63,9
330 145000 21 222,3
270 , 1 38,7
1700 6 234,5
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Souhlasim s pij¢ovanim doktorandské prace: Analyza cytozolu tkani Stitné zlazy a jeji

ptinos v diferencialni diagnostice nodularnich 1ézi.
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