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Souhrn :

Uzly S§titné Zlazy ptedstavuji nejcastéjsi endokrinni 1ézi v populaci, je nutné z nich
rozliSit nadory S§titné Zlazy. Cilem prace bylo ovéfit praktickou moZnost uziti
cytozolovych extraktii ke kvantitativnimu zkoumdani vybranych faktori angiogeneze,
proliferace a apoptdzy. Celkem bylo ziskdno 166 vzorkl tkané (85 strum, 34
benignich adenomii a 10 nadoril), u kterych byly v cytozolu stanoveny kvantitativné
markery: VEGF, bFGF, Endostatin, Tymidinkindza a TPS. Odbér vzorku je jednim
z hlavnich uskali celého postupu, nelze ziskat léze mens$i nez 1cm3, variabilita je
ovlivnéna nehomogenitou vzorku. Jako optimalni se jevi kromé tkdné 1éze ziskat 1 cast
zdravé tkané jako individudlni referen¢ni normal

Byly prokazany statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi histologickymi
skupinami jak u pro-angiogennich (VEGF, bFGF), tak anti-angiogennich markera
(Endostatin) tak i v. hodnotach proliferacnich faktor tymidinkinazy a TPS

Cytosolové markery nedosahuji dostate¢né¢ vyznamnych rozdild, aby je bylo mozno
pouzit k diferencidlni diagnostice mezi strumami a benignimi lézemi.

Nebyla prokdzdna signifikantni vazba mezi imunohistochemickymi markery
angiogeneze Ci proliferace a markery cytosolovymi. Analyza cytozolu neni schopna
odhalit vykyvy v aktivité¢ ¢i expresi jednotlivych analytd v jednotlivych fokusech
odebrané¢ho vzorku, ale je schopna kvantitavné stanovit primérné hodnoty daného
markeru.

Abstract:

Thyroid nodules represent the most frequent endocrine lession in our population and
it is neccessary to differentiate malignant lessions from them. The aim of the study
was to validate determination of selected angiogenic, proliferative, and appptotic
markers in cytosol tissue extracts. We analysed 166 tissue samples (85 goitres, 34
benign adenomas and 10 malignat tumours in which VEGF, bFGF, Endostatin,
Thymidinkinase ans TPS were determined. Main limitation of cytosolic analysis is
tissue sample volume, that must be about 1cm3 and interindividual variability caused
by tissue sample heterogeneity. Best way is to compare normal with pathological
tissue samples from one patient. We fund significant differences amog histological
groups in VEGF, bFGF, Endostatin and maily Tymidinkinase and TPS. These
differences are not sufficiently huge to distinguish goitres and benign lessions .

We also did not find any correlation between cytosolic markers and
iminuhistochemistry markers . Cytosol analysis is not able to measure local expression
and its differences in anylysed tissue, but it is able to quantitatively determine mean
levels of selected markers.



I. Uvod

Uzly S§titné zladzy predstavuji nejCastéjsi endokrinni 1ézi v populaci. Jejich
dualezitost tkvi v nutnosti rozliSeni od zhoubného nadoru stitné Z1azy. Vyznam této
diferencidlni diagnostiky vzrlstd se vzrlstajici Cetnosti detekce uzld Stitné Zlazy
zavedenim ultrazvukového vySetieni Stitné zlazy. Urcovani parametrii biologické
aktivity téchto 1ézi je pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Analyza cytozolu
(tkdnového extraktu) muize byt pfinosnym analytickym postupem kvalitativni 1
kvantitativni analyzy.

I.1. Epidemiologie uzlu stitné zlazy

Uzly ve §titné Zlaze jsou jednou z nejcastéjSich patologii Stitné Zlazy a riziko vzniku je
5-10 % bé&hem zivota (life time risk). Ro¢ni incidence se v USA pohybuje 0,1%
(AACE Clinical Practice Guidelines ). VétSina uzll je tedy nehmatnd,o priiméru do 1
— 1, 5 cm, presto jsou klinicky vyznamné, nebot’ podil malignich chirurgicky
resekovanych uzli se pohybuje mezi 10 — 30 %.

1.2. Epidemiologie nadori $titné zlazy

Nadory stitné zlazy, ptestoze patii k nejcastéjSim endokrinnim nadoriim, jsou relativné
vzacnd onemocnéni 0,5-1% vSech karcinomti. Ve véku mezi 15-45 rokem jde vSak o
5. nejcastéj§i maligni nador. Vice postihuji Zeny. Ve svété se incidence karcinomt
Stitné Zlazy pohybuje od 0,5 -10 ptipadi /100 000 obyvateli. Je zde vSak trvaly trend
v nartstu incidence od roku 1972 do roku 1992 o 28%.

V Ceské republice byl narist mezi lety 1984 -1995 o 54,3 % tj. 240 novych piipadd
vroce 1984 a 369 vroce 1995)., pficemz pocet umrti na tuto diagndézu zlstava
prakticky stejny. U muZz doSlo k narGstu mnohem menSimu, pfesto je trend
jednoznaény. VEtsi narist je vSak u Zzen 1984 - 173 ptipadd...... 1994 -266 a v roce
1997- 374 novych ptipada. (IARC). (graf¢ 1).

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

V souboru karcinomil profesora Dvotfdka zlet 1992 -1996 byl papilarni karcinom
v 68,8% , folikularni v 18,6 %. Ze zdroji NOR zlet 1977 -1995 bylo zastoupeni
jednotlivych histologickych typl: papilarni karcinom v 46,4 % (n=1421) , folikuldrni
v 32,2 % (n=984), anaplasticky a meduldrni karcinom byly zastoupeny ptiblizné¢ kazdy
5 %.



I.3 Klasifikace uzli §titné zlazy

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

Multinodulérni struma

Hashimotova tyreoiditida

Prosta ¢i hemoragicka cysta

Folikularni adenom

. Subakutni tyreoiditida

igni

. Papiléarni karcinom

Folikuldrni karcinom

Hiirthle cell karcinom

Meduléarni karcinom

Anaplasticky karcinom

Primarni lymfom §titné Zlazy

Maligni metastatické 1éze

Ma

R

NSk

Dle patogeneze uzli miZeme rozlisit 5. zakladnich skupin:

hyperplasticky uzel

neoplasticky uzel

koloidni uzel

cysticky uzel

noduldrni Hashimotova tyreoiditida

malo casté (pyogenni infekce, de Quiervainova tyreoiditida, Riedlova
tyreoiditida, parazitdrni, amyloiddza, histiocytéza X, granulomatdza
z plazmatickych bunék)

DU AL

1.4. Patogeneze benignich uzli $titné zlazy
Zakladnimi patologickymi faktory indukujici vznik wuzli jsou strumigeny a
karcinogeny.
1.4.A.Hyperlasticky uzel
V experimentélnich studiich byla prokazana dvoufdzova reakce na strumigeni podnét:
1. vaskuldrni reakce
2. replikace folikularnich bunék
Rozhoduji roli vindukci hyperplazie hraje stimulace TSH receptoru a nasledna
stimulace systémi cAMP/proteinkindza A, aktivace fosfolipAzy C a aktivace
fosfolipazy A2.
Nedilnou soucasti  vzniku hyperplazie §titné Zlazy jsou tedy vzdjemné interakce:
autokrinni, parakrinni ¢i hormonalni.
1.4.B. Koloidni uzel:
Etiologie vzniku koloidni uzli dodnes neni jednoznacna, kdyz je ziejmé, zZe se jednd o
fokalni poruchu rovnovahy mezi produkci a sekreci Tg (tyreoglobulinu) do folikulu a
jeho zpétnou pinocytdzou a degradaci.



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 plivodnich struktur §titné Zldzy a na jejich vzniku se vyznamné podili

zvysSena angiogeneze a permeabilita kapilar a apoptotické pisobeni VEGF a VPF.

[.4.D.Nodularni Hashimotova tyreoiditida:
Jde o minimélni procento ptipadli, vétSinou se jednd o diftzni proces. Etiologie
Je zde asociace mezi lymfocytarni infiltraci a

moduldrniho pribéhu neni znama.

rizikem vzniku lymfou §titné zlazy

L.5. Klasifikace nadoru Stitné zlazy a charakteristika

Bylo

nékolik

navrzeno

klasifikacnich schémat, znichZz se nejvice osvéd¢ila klasifikace zaloZzena na
doporucenich WHO a AFIP viz nésledujici tabulka.

Typ nadoru Benigni Maligni
EPITELOVE z
folikularnich bunék
folikularni a
dobie diferencované adenomy papilarni karcinom

stiedné diferencované
Spatné diferencované

inzularni karcinom
anaplasticky karcinom

C-bunék meduldrni karcinom

NEEPITELOVE

Mezenchymové angiom, lipom a;. maligni lymfom
angiosarkom

Neuroektodermové neurinom, paragangliom

BRANCHIOGENNI ektopicky thymom SETTLE

(ze zbytkl branchiogennich struktur) CASTLE

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.

I.6.Patogeneze karcinomii $titné Zlazy obecna:
Vznik jak benignich tak malignich nddor Stitné zlazy je dan kaskddou zmén exprese
¢1 funkce onkogentli a tumor supresorovych geni.



Faktory podporujici nadorovou proliferaci

TSH Stimuluje riist tyreocytl a produkci hormonti

GSP Podporuji vazbu TSH receptor a ligand a tim zvySuji koncentraci cAMP
EGF Inhibuje diferenciaci, podporuje proto-onkogeny

VEGF Podpora riistu nadoru pomoci zvySenim intenzity angiogeneze

IGF-I Podporuje proliferaci tyreocyti
MET Véaze HGF a stimuluje proliferaci tyreocytti

MYC Ucastni se kontroly ristu a diferenciace
RAS Zprostiedkovava signdly z receptoru pro tyrosine kindzu na kaskadu
MAP kinazy

BRAF Véze se na RAS a aktivuje MAP kinazovou kaskadu
RET/PTC Tyrosine-kindza receptor,

cyclin D1 Medidtor progrese bunécného cyklu

Faktory branici proliferaci nadoru

TGF-beta Blokuje na cAMP zavislou proliferaci tyreocytii

p21 Inhibitor Cyclin dependentni kindzy, efektor p53

p27 Inhibitor Cyclin cyklu

pS3 Transkripéni faktor,

E-Cadherin

Faktory ovliviiujici bunéénou imortalitu a smrt

Telomerase Reverse transcriptase udrzuje buriku Zivou prodluZzovanim telomer
Rodina Bcl proteini pro- ¢i anti-apoptotickd funkce

Fas/Fas-L Ligand/receptor systém podporuje apoptdzu skrze aktivaci kaspaz
PTEN Lipid phosphatase pomoci PI-3K ¢i Akt/PKB zpiisobuje apoptozu

¢1 G1 arest

I.7. Patogeneze nadoru Stitné zlazy v krocich

1. Podpora proliferacni aktivity :
a. rastové faktory
b. angiogeneze
c. onkogeny
d. inhibice kontroly bunééného cyklu

2. Vyftazeni ptirozené inhibice (faktorl) vzniku malignich klont

3. Inhibice apoptotickych mechanizmi spolu s expresi imortalizovaného fenotypu.

I.8. Diferencialné diagnosticka problematika

Tyreoidalni nadory predstavuji pomérné Siroké spektrum tumort rizné histogeneze a
biologického chovani. Nejfrekventovangj§i znich jsou tumory vychdzejici
z folikularnich bunégk, jejichz diagnoza je zaloZena na specifickych morfologickych,
piipadné¢ imunohistochemickych kritériich. 'V ptipadé folikuldarnich neoplazii
(adenomii a karcinomii) mize byt diferencidlni diagndza nékdy velmi obtizna, nebot’
odliSeni folikularniho adenomu od minimalng invazivniho folikularniho karcinomu dle
platnych hledisek WHO spociva pouze na prikazu kapsularni a/nebo vaskuldrni
invaze, pro jejiz posouzeni existuji pomérné striktni kriteria . Z praktického hlediska je
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Casto 1 navzdory extenzivnimu vysSetifeni celého pouzdra jednoznacny priikaz invaze
neuspokojivy a byva n€kdy ovlivnén fixa¢nimi a jinymi artefakty, ptipadné vlivy
subjektivnimi. Navic existuji nckteré varianty folikuldrnich tumorl (hyalinizujici
trabekularni adenom HTA, atypicky adenom) zatazované do skupiny adenomtl, jejichz
biologické chovani je nejisté. Proto se se pouziva cela tada rddoby specifickych
markerl za ¢elem kvalitni diferecinonélni diagnostiky.

Diagnostické markery

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

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

3. S100 protein u naddort z Hiirthleho bun¢k

galectin-3,

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

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

RET/PTC u papildrniho karcinomu (Meduldrni karcinomy rovnéz disponuji
postizenim RET genu, v némZ dochdzi k mutacim v rliznych kodonech, které jsou
odpovédné za rlznou klinickou manifestaci. Pfi mutaci v germindlni linii se
manifestuje jako MEN2A, MEN2B nebo prosty familiarni meduldrni thyreoidalni
karcinom) . Somatické bodové mutace RET genu se vyskytuji az v 70% ptipada.
Nizkd exprese kalcitoninu, chromograninu a bcl-2 je spojena s agresivnéjSim
chovanim medularniho karcinomu.

1.9.Cytosolové markery u tkani §titné zlazy

U nadort a benignich 1ézi §titné zlazy dosud nebyla publikovana data vénovana
stanoveni markerd ve tkanovém extraktu formou kvantifikace imunoanalyzou.
Cytosolovy tkanovy extrakt vSak ptfedstavuje reprodukovatelou techniku ziskavani
bunécného extraktu ze solidnich tkani s naslednou kvantifikaci pomoci imunoanalyzy
(citlivost pmol — fmol) Studie se vénuji kvantifikaci angiogennich faktort u Stitné
zlazy a to vétSinou pomoci imunohistochemickych metod na parafinovych bloc¢cich ¢i
pomoci kvantifikace mRNA sledovanych parametrii. VySetfovani fady téchto faktora
vede v soucasné dobé ke zlepSeni diagnostiky malignich onemocnéni §titné zlazy,
jejich presnéjSimu histopatologickému zatazeni a zlepSuje znalosti o biologické
podstaté tohoto procesu. To kromé =zlepSeni diferencidlni Diagnostiky ndm
v budoucnu umozni individualizaci protinddorové terapie, dle biologické povahy
nadorové tkané.



II.Hypotéza

Cilem prace bylo ovéfit praktickou moznost uziti cytozolovych extraktt z tkani
Stitné Zlazy jako technologie ke kvantitativnimu zkoumani biologickych vlastnosti
Stitné zlazy.

a) angiogeneze (VEGF, bFGF, Endostatinu)... markeru malignity vCetné
hematogeniho §iteni

b) proliferacnich markera (thymindinkinaza) ..... potenciondlni marker
agresivity

c) markeru apoptdzy (TPS — tkanovy specificky antigen) ......marker
degradace cytoskeletonu pii apoptoze.

Zaroven jsme chtéli zhodnotit jejich potencidlni vyznam v diferencidlni diagnostice
malignich a benignich uzli §titné Zlazy, jako 1 parcialni rozdily mezi papildrnim a
folikularnim karcinomem.

ITIII.Metodika
Charakteristika souboru:
Bylo uzito Cerstvé ziskanych tkani. Tkan byla ihned transportovdna na patologii, kde
byl oddélen o velikosti cca 1 cm3. Tento vzorek byl ihned rychle zmraZen v tekutém
dusiku a poté uchovan pii —80.0°C azZ do zpracovani tkané. Celkem bylo ziskdno 166
vzorkl (85 strum, 34 benignich adenomt a 10 naddort).

Priprava tkanového extraktu (cytosolu)

Ptiprava cytosolu je rozhodujici v celé analyze. Pfi této procedute 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 doporuceni
EORTC, 1973 a 1980, ke stanoveni estrogenovych receptori v tkanové extraktu
nadoru prsni Z7ladzy. Homogenizace probihala na mechanickém oscilaénim
homogenizatoru za stalého chlazeni tekutym dusikem K ziskanému homogenizatu se
nasledn¢ piidad elucni pufr. Vznikld smés se po vyvazeni centrifuguje po dobu 60
minut pfi 100 000x g. Nasledné odsajeme supernatant. V ziskaném supernantantu se
provede stanoveni koncentrace bilkoviny a néasledné se natedi, tak abychom dosahli
optimalniho méfitelnou koncentraci celkové bilkoviny a stanovovanych analytt.
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 pii —80°C az do analyzy.

Jako optimélni elu¢ni puftr po testovani byl vybrano slozeniNa,H PO, 12 H,O 1.8 g/L;
NaH,PO, 2 H,0 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.

Stanoveni obsahu celkové bilkoviny v tkanovém extraktu:

Analyzator firmy Roche, analyzator Hitachi 817. -bylo pouZito komeréné dodavaného
setu na stanoveni celkové bilkoviny v mo¢i ¢ mozkomiSnim moku. Zékladem je
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reakce bilkoviny s benzethonium chloridem v alkalickém prostiedi a méti se vznikla
turbidita pti 505 nm.

Stanoveni VEGF v cytosolu

Bylo uzito komeréné doddvané imunoanalytické soupravy od firmy R&D Systems,
USA. Jedna se o kvantitativni ,,sandwich* nekompetitivni enzymoimunonanylyzu.
Stanoveni bFGF v cytosolu

Bylo uzito komeréné doddvané imunoanalytické soupravy od firmy R&D Systems,
USA. Jedna se o kvantitativni ,,sandwich* nekompetitivni enzymoimunonanylyzu.
Stanoveni Endostatinu v cytosolu

Bylo uzito komeréné dodavané imunoanalytické soupravy od firmy Chemicon
International, USA. Jednd se o kvantitativni kompetitivni enzymoimunonanylyzu.
Stanoveni Thymidinkinazy v cytosolu

Bylo uzito komer¢né dodadvané 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.

Tkanovy polypetidicky specificky antigen (TPS) v cytosolu

Bylo uzito komerénd dodavané soupravy od IBL, Svédsko. Jedna se o kvantitativni
nekompetitivni radioimunoanalyzu.

Statistické zpracovani

Statistickd analyza byla provedena s uzitim statistického software S.A.S. (Statistical
Analysis Software), release 8.02. Pro meéfené parametry v celém souboru a
v podskupindch byly pocitany zakladni deskriptivni statistické udaje jako jsou primér,
smérodatnd odchylka, median, minimum, maximum. Dale byly pocitany senzitivity,
specificity, PV+, PV-, relativni riziko a diagnostickd ptesnost, referen¢ni meze (cut
off) byly vétSinou voleny tak, aby specificita byla 90 % (nebo 95 %), nebo byla
pouzita v literatuie doporuovana referen¢ni mez. Na porovnani distribuci parametru
v riznych skupinach byly pouzity predev§im neparametrické testy (protoze rozlozeni
vysledkl byla vétSinou negaussovskd) a to Wilcoxonlv test a medidnovy test, pro
predbézné odhady byl pouzit téz test ANOVA (jehoz zdvéry vesmeés souhlasily se
zavéry Wilcoxonova a medidnového testu). Byly pouZity jak vice-vybérové varianty
téchto testu na zjiSténi skuteCnosti, zda vibec existuje néjakd diference mezi
skupinami v rozlozeni zkoumaného parametru, dale byly pak pouzivany dvou-
vybérové varianty testu. Na ur€eni optimalnich regresort byla uzita metoda logistické
regrese s krokovym (stepwise) vybérem optimalnim regresorti. Byly zkoumany rtzné
varianty - tedy naddorova skupina byla bud’ jen maligni nddory, 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 vySetfeni. ProtoZze ne u vSech pacientli bylo ztechnickych pficin
provedeno jak vySetfeni imunohistochemické tak analyza cytozolu, zmenS$i se rozsah
souboru pii1 uvazovani obou skupin regresorti na témét tetinu.

10



IV.Vysledky a diskuse

JiZ samotna metodika ptipravy cytosolu byla jednim z limitujicich faktor ziskanych

vysledkd.

1. Rozhoduji roli je nutnost ziskat min lcm’ tkané k piipravé cytosolu . Odebrané
tkan¢ vSak musi byt v prvé fad¢ dostatek na bézna rutinni patologicka vySetieni.
Malé 1éze, tedy prakticky nelze ziskat, vzorky jsou ziskdny pievazné z vétSich
benignich a nadorovych 1€ézi. Tomu odpovida i histologick4 skladba ziskanych
vzorkl, kde ptfevazuji strumy a benigni adenomy (Tab.1).

2. Ziskany vzorek miize mit zcela jiné vlastnosti nez histologem popisovany
(heterogenita vzorku). Vybér vzorku ovliviluje patolog, ktery morfologicky
vySetiuje nador a je rozhodujicim pii odbéruu vzorku pro dalsi zpracovani. Je
treba také zminit, Ze tento postup neumoziiuje nasledné zhodnoceni struktury
nadoru, zastoupeni normdlni tkané, nekrdz, stromatu a vlastniho nadoru, ale je
kvantitativni analyzou priimérné hodnoty sledovaného analytu v tkanovém vzorku.
Je jasné, ze ¢im je odebrana tkan vice homogenni, tim 1épe je mozné usuzovat na
moznou kvantitativni expresi analytu. Céasteénou korekci tohoto problému je
vyjadfovani ziskanych hodnot vii¢i koncentraci proteinu v ziskaném extraktu
(EORTC 1980). To vSak vyvolavd dalsi mozné uskali, nebot’ je nutné mit
dostatecné specifickou, citlivou a piesnou metodiku na stanoveni proteinu. Pro
rizné analyty stanovované zextraktu jsou vhodné rizné koncentrace
proteinu,vétSinou v zavislosti na koncentracich analytu v extraktu.

3. Centralizace 1écby nadort $titné Zlazy ptedevSim 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 zji§téné az perioperacné.

V naSem souboru jsme ziskavali supernatant o priimérné koncentraci proteinul5-25

g/1. pti této koncentraci 1ze provadét stanoveni proteinu klasickou biuretovou metodou

pouze orienta¢né, nebot’ se vysledky pohybuji na dolni ¢asti kalibra¢ni kiivky, kde je

pfesnost 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. To nas vedlo k fedéni ziskaného supernatantu na koncentrace mezi 0,01 —5

g/l snaslednym pifesnym stanovenim koncentrace proteinu pomoci benzethonium

chloridu v alkalickém prostiedi . Redéni se provadélo pufrem uZivanym pii tkatiové

extrakei.

Celkem bylo ziskdno 166 tkanovych vzorki (Tab.1) z nichZ pro naslednou
homogenizaci s extrakci bylo pouZzitelnych 150 vzorkid, u 16 tkanovych vzorkd, bylo
odebrano prili§ malé mnoZstvi tkané, aby bylo mozno provést homogenizaci. Pro dalsi
statistické zhodnoceni pak byly vytvoreny mens$i podskupiny ze sledovaného souboru
ato (Tab.1):

1. Strumy (S)

2. Tyroiditidy (T)

3. Benigni nddory (BN)
4. Maligni nadory (MM)
5. Ostatni
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U téchto vzorki bylo provedeno stanoveni VEGF, bFGF, TPS, TK a Endostatinu a
zdkladni vysledky vztaZzené na protein jsou sumarizovany v tabulce ¢. 2. Tato
zakladni tabulka poskytuje zékladni orientaci o hodnotach sledovanych parametri ve
vySetfovaném souboru. Jak vyplyva z Tab ¢.2 pfi stanoveni TPS bylo dosazeno
vysokych koncentraci a proto ve vétSing piipada bylo nutno vzorky jesté dale tedit a
to v poméru 1:500. Linearita fedéni se pohybovala v pdsmu 85-115% ocekavanych
hodnot a tedy nebyla prokdzana zdvislost na fedéni. Konecné vysledky se
pohybovaly ve stiedni ¢asti kalibracni kiivky, tj mezi 2.a 4. standardem. Rovnéz u
ostatnich metod byla testovana zavislost na fedéni a ziskané vysledky se pohybovali
v rozsahu 80-120% ocekavanych hodnot, tedy rovnéZ nebyla zjiSténa zavislost na
fedéni.

Ve sledovaném souboru jsme hodnotili mozné korelace mezi jednotlivymi
parametry, provadéno Spearmanovym pofadovym testem. Vysledky jsou shrnuty do
tabulky ¢.3. Protoze u Casti vzorkl bylo provedeno rovnéz imunohistochemické
vySetteni 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 tymidinkinazou, jinak spolu
cytosolové a imunohistochemické parametry nekoreluji. Tento fakt si vysvétlujeme
ptedevsim rozdilnym metodickym postupem, rovnéz tak imunohistochemie popisuje
piedevsim strukturdlni zmény a jejich kvantifikace je provadéna semikvantitativné,
naopak imunoanalytické stanoveni v cytosolu je kvantitativni stanoveni priméru bez
ohledu na strukturu. U MID —1 je nutno také poukdzat na fakt, Ze nadory Stitné zlazy
jsou pomalu rostouci nadory s nizkou proliferacni aktivitou, tj maximalni hodnoty
MIB -1 indexu byly 5,5 % zvySettovanych bunck. Tymidinkindza je také
prolifera¢nim markerem s maximalni aktivitou G1/S fazi. Hodnoty TK v cytosolu
zobrazuji primérnou proliferacni aktivitu celého vzorku a je tedy otdzkou jak velké
procento stanovené aktivity tvofi tymidinkindza z MIB-1 pozitivnich bunék. V
souasnosti nejsou zndme prace o stanoveni tymidikindzy v cytozolu bun€k u tkani
Stitné Z1azy, je nékolik publikaci zabyvajici se vyznamem TK u karcinomi 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
proliferac¢ni aktivitou. Vyjimku tvoii prace (Broet S et al a Romain SM et al), kde
autofi1 rovnéz uZivali radioenzymatické analyzy cytosolu ke stanoveni aktivity TK a
potvrzuji jeji vyznam jako indexoru proliferacni aktivity u nadort prsu.

. Cytosolové parametry vykazuji stiedné silnou vzdjemnou korelaci, kterd statisticky
vysoce signifikantni, dle o¢ekdvani spolu siln¢ koreluji proangiogenni faktory bFGF
a VEGF, které se stejnou silou koreluji 1 Endostatinem, tj angiostatickym faktorem.
Toto zjisténi si je ve shodé¢ sGaiso M, 1999, Vychazime-li z frekvence
histologickych typil ve sledovaném souboru, pak Fakt, Ze je zvySen jak pozitivni, tak
1 negativni marker angiogeneze u nezhoubnych 1ézi neni piekvapujici. Jde o
fyziologicky mechanismus udrzovani rovnovahy mezi pro a proti angiogennimi
12



pusobky. Tato vazba je pak narusena u malignich nadord, coz se vSak vzhledem
k nizkému poctu malignich 1ézi nedalo statisticky vyhodnotit. Nejnizsi zjisténé
vzajemné korelace byly u faktoru VEGF, coz je nejspiSe ovlivnéno skuteCnosti, Ze
stanovovany VEGF g5 je vyznamné navazan na trombocyty a pii jejich aktivaci se
znich uvoliuje. To znamend, ze hodnoty VEGF v cytosolu jsou ovlivnény
mnozstvim pfitomné krve ve vzorku. (Dittati et ale 2001). V séru je tak mozna
standardizace pomoci specielnich odbérli stabilizujici trombocyty v plné krvi (
zkumavky s ptidavkem CDTA). Tato stabilizace vSak neni na tkdniové urovni mozna.

Tymidinkinaza nejsilnéji koreluje s TPS, coZ by naznaovalo moZnou souvislost TPS
a proliferacni aktivity a to ve shod¢ s Kausitz J, 1991, rovnéz tak se muize jednat o
zvySenou apoptotickou aktivitu v uvedenych lézich, nebot’ vétSina byla benigniho
plvodu, kde je zachovana relace mezi stupném proliferace a apoptoézy. V sledovaném
souboru byla také prokazdna vyznamnd korelace mezi proliferanimi markery a
angiogenetickymi faktory. Tento nalez odpovida faktu, Ze zvySena proliferacni aktivita
u §titné Zlazy je doprovazena i zvySenym prokrvenim dané tkané.

Nasledn¢ jsme provedli zhodnoceni jednotlivych parametri dle
histologickych skupin (strumy, tyroiditidy, benigni a maligni nadory). Zakladni
charakteristiky sledovanych soubort jsou shrnuty v tabulkach ¢. 4,5, 6 a 7. Vtab €. 8
jsou pak sumarizovany statisticky = vyznamné rozdily v distribucich hodnot
sledovanych markerd mezi jednotlivymi skupinami. Nevyznamngj§i rozdily byly
zjistény mezi strumami a benignimi nadory, a to prakticky ve vSech parametrech,
kromé VEGF a hrani¢né u bFGF. Mezi strumami a malignimi nddory byl zjistén
rozdil pouze u TPS; mezi strumami a tyroiditidami se liSily TPS , TK a hrani¢né
bFGF. Mezi skupinou benignich a malignich nddort nebyl zjistén Zzadny statisticky
vyznamny rozdil. Nevyznamné rozdily u VEGF jsou zplisobeny vysokou variabilitou
dat v jednotlivych skupinich na ¢emz se nejspiSe podili jiz zminény fakt, tj.
prokrvaceni tkdng. Obecné vSak Ize fici, ze nejvySSich hodnot bylo dosazeno u
benignich nadorli, a ne u malignich. Tento fakt je zpusoben, jak si vysvétlujeme,
zastoupenim piedev§im papilarnich karcinomd, tj s nadord s nizkym proliferaénim
indexem a novotvorbou cév. V téchto jednotlivych histologickych skupinach jsme
rovnéz provedli vzajemnou korelaci analytli Spearmanovym potfadovym korela¢nim
testem (Tab. €. 9,10,11). Ve vSech ptipadech doslo k oslabeni ¢i vymizeni signifikance
korela¢nich koeficientil oproti tabulce €.3. Pouze u skupiny tyroiditid doSlo ke zvysSeni
jak korela¢niho koeficientu (r), tak signifikance mezi VEGF a TK. Tyto rozdily jsou
predevs§im zpisobeny snizenym poctem pozorovani v jednotlivych skupinach, proto
také nebyla provadéna korelace u malignich nddorti. Nizké pocty a zdvislost na
prokrveni tkané vzorkd nadord a adenomi oproti skupindm tyroiditid a koloidni
strumy jsou nejpravdépodobngj§im vysvétlenim vysvétlenim, pro¢ nebyly nalezeny
vyznamné zmény v produkci angiogennich faktorti jako v pracich (de la Torre NG et
al, Viera JM et al, Hung CJ et al
Mezi skupinou strum a benignich néddort byla zhodnocena diskrimina¢ni schopnost
jednotlivych nddorovych markert. Jako normalni skupina byly pouzity strumy a pro
benigni nadory byly vypoclteny parametry: senzitivita (SN), pozitivni prediktivni
hodnota (PV+), negativni prediktivni hodnota (PV-), relativni riziko (RR) a spravnost .
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Jako marker snejlepSimi diskrimina¢nimi schopnostmi byl vyhodnocen TPS se
senzitivitou 61%(Tab. ¢.12).

Jako posledni tabulku ¢. 13 uvadime vysledky 6 kazuistiky, kdy se podatil odbér jak
normdlni tkané tak uzlu. Ve vSech ptipadech byly markery signifikantné vyssi u uzlu
neZ v okolni tkani. Z této tabulku vyplyva jak rozhodujici pro kone¢né vysledky je
volba vzorku. RovnéZ tak poukazuje na rozdily intraindividudlni mezi 1ézi a zdravou
tkani, které mohou byt vyznamnéj$i nez srovnani jednotlivych skupin, kde jsou
rovnéz vyznamné interindividualni rozdily. Tyto rozdily jsou vSak v souladu
s publikovanymi pracemi Fenton C, Francis G. et al ; Shushanov S et al. a mizeme
pfedpokladat, Ze rozdily mezi jednotlivymi histologickymi skupinami jsou ve
skuteCnosti vétsi neZ jsme nalezli.

V. Zavéry:

1. Byl vypracovéan a ovéfen metodicky postup odbéru vzorkd, uchovani a extrakce
cytosolu u vzorka tkanég stitné Zlazy.

2. Odbér vzorku je jednim z hlavnich uskali celého postupu, nelze ziskat 1éze mensi
nez lcm3, variabilita je ovlivnéna nehomogenitou vzorku.

3. Existuyji vyznamné interindividualni rozdily mezi sledovanymi parametry v
jednotlivych skupinach, coZ vyznamné snizuje vytéZnost kvantitativniho stanoveni

4. Jako optimalni se jevi kromé tkan¢ 1éze ziskat 1 ¢ast zdravé tkan¢ jako individudlni
referencni normal

5. Je nezbytnd optimalizace elu¢niho pufru a metodik vhodnych pro analyzu
tkanovych faktorti jako nezbytny piedpokladem reprodukovatelné kvantitativni
analyzy cytosolu.

6. Byly prokazany statisticky vyznamné rozdily v hodnotach prolifera¢nich faktort
tymidinkindzy a TPS mezi jednotlivymi histologickymi skupinami.

7. Mezi proliferacnimi faktory existuje vyznamna korelace, nedosahuje vSak takové
sily, aby bylo moZno hovofit o stejné diagnostické vypoveédni hodnoté.

8. Byly prokazany statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi histologickymi
skupinami jak u pro-angiogennich (VEGF, bFGF), tak anti-angiogennich markert
(Endostatin).

9. U proangiogennich faktorli byly zjistény stfedné¢ vyznamné korelace, rovnéz
nedosahujici trovné umoznujici zZaménu makrera.

10.Byla nalezena vyznamna pozitivni korelace mezi pro-angiogennimi faktory a
antiangiogennim markerem Endostatinem, jako zndmka dosud neporusené zpétné
vazebné regulace obou procestl.

11. Cytosolové markery nedosahuji dostate¢né¢ vyznamnych rozdilti, aby je bylo
mozno pouzit k diferencialni diagnostice mezi strumami a benignimi lézemi.

12.Nebyla prokazana signifikantni vazba mezi imunohistochemickymi markery
angiogeneze ¢i proliferace a markery cytosolovymi.
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VI. Zavéry pro praxi:

. Odbér Cerstvé tkané a extrakce cytosolu je moZnym postupem ke kvantifikaci
vybranych parametra tkanovych extrakti. Je vsak ti‘eba si byt védom
limitaci celého postupu, predev§im mozné ovlivnéni nehomogenitou vzorku a
zprumérovanim hodnot na cely vySetiovany vzorek. Metoda neni schopna
odhalit vykyvy v aktivité ¢i expresi jednotlivych analyti v jednotlivych
fokusech odebraného vzorku.

. Odbér, uchovani a zpracovani tkané pro stanoveni cytosolovych parametru je
prili$ slozity postup pro rutinni analyzu, kterou zustava klasické histologické

¢i imunohistochemické vySetieni.

. Stanoveni cytosolovych markeri poskytuje pridatnou informaci o priimérné
kvantité sledovanych analyti ve tkanovych vzorcich.

. Neni korelace mezi imunohiostochemii a stanovenim v cytosolu, coZ je
zpusobeno jak rozdilnym pristupem zpracovani vzorki, uzivanim odliSnych
parametri, ale i riznym zpusobem vyhodnoceni analyzy.

VII. Tabulky a grafy
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Graf &.1: Trend v poétu novych piipadi v CR 1983-1997 dle IARC
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Tab. ¢. 1: Pfehled histologickych typu ziskanych tkafovych vzorku

Diagnoéza N %
Difuzni parenchymatézni 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 150 712,5  654,5 350 27 1600
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Tab. ¢. 3: Spearmanovy poiadové korelace srovnani s imunohistochemickym vySetienim MIB-1 a CD 31

VEGF |VEGF bFGF| TPS TK Endostatin MIB/cd_31mean
1

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 bFGF TPS TK Endostatin M1IB cd_31mean
r= 0,4354 0,4582/0,4999 0,4173
p value <,0001 <,0001 <,0001 0,001 ns Ns
n 143 87 100 59

TPS VEGF bFGF TPS | TK Endostatin MIB
1 cd_31mean

r= 0,3181/0,4582 0,5701, 0,4194
p value 0,009 <,0001 <,0001| <,0001 ns Ns
n 105 87 133 94
TK VEGF bFGF TPS TK Endostatin MIB cd_31mean
1
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 MIB cd_31mean
1
r= 0,3408/0,4173 0,4194/0,4189
p value 0,0021 0,001 <,0001 <,0001 ns Ns
n 79 59 94 95
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Tab.¢. 4: Zakladni charakteristika parametri u skupiny S (strumy)

Metoda Jednotky | N primér SD |Median Minimum Maximum
VEGF ng/g proteinu| 86 352,1 876,77 150 28 7077
TPS U/g proteinu | 79 126120132978 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| 88 225,4 164,68 185 27 724

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

Metoda Jednotky N primér SD Median Minimum Maximum
VEGF ng/g proteinuf 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 5455 126 930
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Tab.¢. 6: Zakladni charakteristika parametri u skupiny BN (benigni nadory)

Metoda Jednotky N prdmér, 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 primér SD  Median Minimum Maximum
VEGF ng/g proteinu| 5 339,6 163,3 411 134 524

TPS  U/g proteinu | 8 245991251104 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 1814 235 62 480
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Tab.¢. 8: Diference v distribucich hodnot jednotlivy parametri mezi jednotlivymi skupinami

ANOVA't. Wilcoxonlvt.[ 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
Svs 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

maligni nadory; T....tyroiditidy
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Tab. ¢. 9: Spearmanovy poiadové korelace u strum a srovnani s imunohistochemickym vySetifenim MIB-1 a CD 31

VEGF| VEGF bFGF TPS TK Endostatin cd_31mean MIB_1proc
r= 0,41183
p value <,0001 ns ns Ns ns ns
n 86
bFGF| VEGF bFGF TPS TK Endostatin cd_31mean MIB_1proc
r=0,41183 0,30085
p value| <,0001 ns 0,0046 Ns ns ns
n 86 87
TPS| VEGF bFGF TPS TK Endostatin cd_31mean MIB_1proc
= 0,54779
p value| ns ns <,0001 Ns ns ns
n 79
TK| VEGF bFGF TPS TK Endostatin cd_31mean MIB_1proc
r= 0,30085 0,54779
p value ns 0,0046 <,0001 Ns ns ns
n 87 79
Endostatin| VEGF bFGF TPS TK Endostatin cd_31mean MIB_1proc
r= 0,20185 0,20185
p value| ns 0,0726/ ns 0,0726 ns ns
n 80 80
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Tab. ¢. 10: Spearmanovy poradové korelace cytosolovych markerti 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
r =

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 poradové korelace cytosolovych markeru 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
= 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 0,46536

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 tkan u jednotlivych Klinickych pripadi

Diagnoza VEGF TPS TK bFGF
ng/g proteinu U/g proteinu U/g proteinu ng/g proteinu
U normal 146 38785 7 40,5
U uzel 1700 15489 17 187.,9
KS norma 87 96515 15 340,4
KS uzel 1700 176119 30 361,7
KS norma 38 , 6 58,3
KS uzel 1700 124453 10 146,3
KS norma 87 46273 6 87,4
KS uzel , . 51 441,3
FA norma 94 68328 13 63,9
FA uzel 330 145000 21 222,3
PC norma 270 , 1 38,7
PC uzel 1700 , 6 2345
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