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Souhrn : 
Uzly štítné žlázy p�edstavují nej�ast�jší endokrinní lézi v populaci, je nutné z nich 
rozlišit nádory štítné žlázy. Cílem práce bylo ov��it praktickou  možnost  užití  
cytozolových extrakt� ke kvantitativnímu zkoumání vybraných faktor� angiogeneze, 
proliferace a  apoptózy. Celkem bylo získáno 166  vzork� tkán� (85 strum, 34 
benigních adenom� a 10 nádor�), u kterých byly v cytozolu stanoveny kvantitativn�
markery:  VEGF, bFGF, Endostatin, Tymidinkináza a TPS. Odb�r vzorku  je jedním 
z hlavních úskalí celého postupu, nelze získat léze menší než 1cm3, variabilita je 
ovlivn�na nehomogenitou vzorku. Jako optimální se jeví krom� tkán� léze získat i �ást 
zdravé tkán�  jako individuální referen�ní normál 
Byly prokázány statisticky významné rozdíly mezi jednotlivými histologickými 
skupinami jak u pro-angiogenních (VEGF, bFGF), tak anti-angiogenních marker�
(Endostatin) tak i v. hodnotách prolifera�ních faktor� tymidinkinázy a TPS 
Cytosolové markery nedosahují dostate�n� významných rozdíl�, aby je bylo možno 
použít k diferenciální diagnostice mezi strumami a benigními lézemi. 
Nebyla prokázána signifikantní vazba mezi imunohistochemickými markery 
angiogeneze �i proliferace a markery cytosolovými. Analýza cytozolu  není schopna  
odhalit výkyvy v aktivit� �i expresi jednotlivých analyt� v jednotlivých fokusech 
odebraného vzorku, ale je schopna kvantitavn� stanovit pr�m�rné 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. 
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I. Úvod 
Uzly štítné žlázy p�edstavují nej�ast�jší endokrinní lézi v populaci. Jejich 

d�ležitost tkví v  nutnosti rozlišení  od zhoubného  nádoru štítné žlázy.  Význam této 
diferenciální diagnostiky vzr�stá se vzr�stající  �etností detekce uzl� štítné žlázy 
zavedením ultrazvukového vyšet�ení štítné žlázy.  Ur�ování parametr� biologické 
aktivity t�chto lézí je  p�edm�tem intenzivního výzkumu. Analýza  cytozolu 
(tká�ového extraktu) m�že být p�ínosným analytickým postupem kvalitativní i 
kvantitativní analýzy. 

I.1.  Epidemiologie uzl� štítné žlázy  
Uzly ve štítné žláze jsou  jednou z nej�ast�jších patologií štítné žlázy a riziko vzniku je 
5-10 % b�hem života (life time risk). Ro�ní incidence se v USA pohybuje 0,1%  
(AACE Clinical Practice Guidelines ).   V�tšina uzl� je tedy nehmatná,o pr�m�ru do 1 
– 1, 5 cm, p�esto jsou klinicky významné,  nebo� podíl maligních    chirurgicky  
resekovaných   uzl� se pohybuje mezi 10 – 30 %.    
I.2.  Epidemiologie nádor� štítné žlázy 
Nádory štítné žlázy, p�estože pat�í k nej�ast�jším endokrinním nádor�m, jsou relativn�  
vzácná onemocn�ní 0,5-1% všech karcinom�.  Ve v�ku mezi 15-45 rokem jde však o 
5. nej�ast�jší  maligní nádor. Více postihují ženy.  Ve sv�t� se incidence karcinom�
štítné žlázy pohybuje od 0,5 -10 p�ípad� /100 000 obyvateli. Je zde však trvalý trend 
v nár�stu incidence od roku 1972 do roku 1992 o 28%.  
V �eské republice byl nár�st mezi lety 1984 -1995 o 54,3 % tj. 240 nových p�ípad�
v roce 1984 a 369 v roce 1995)., p�i�emž po�et úmrtí na tuto diagnózu z�stává 
prakticky stejný.   U muž� došlo k nár�stu  mnohem menšímu, p�esto je trend 
jednozna�ný. V�tší nár�st je však u žen  1984 - 173 p�ípad�……1994 -266 a v roce 
1997- 374 nových p�ípad�. (IARC).  (graf � 1). 
Distribuce podle histologického typu ukazuje, že relativní proporce ve výskytu 
diferencovaných (folikulárních a papilárních) tyreoidálních malignit v dané 
geografické oblasti závisí na p�íjmu jódu v potrav�. Celkov� papilární karcinomy 
p�evažují v oblastech se suficientním p�íjmem jódu, zatímco folikulární karcinomy 
jsou spojeny s jódovým deficitem. Suplementace jódu v endemických oblastech vede 
k zvýšení výskytu papilokarcinomu.  
V souboru karcinom� profesora Dvo�áka z let 1992 -1996 byl papilární karcinom 
v 68,8% , folikulární v 18,6 %. Ze zdroj� NOR z let 1977 -1995 bylo zastoupení 
jednotlivých histologických typ�:  papilární karcinom v 46,4 % (n=1421) , folikulární 
v 32,2 % (n=984), anaplastický a medulární karcinom byly zastoupeny p�ibližn� každý 
5 %. 
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I.3  Klasifikace   uzl� štítné žlázy    

Klasifikace dle  p�í�iny  tyreoidálních uzl� (AACE Clinical Practice Guidelines) 
 Benigní 

1. Multinodulární struma 
2. Hashimotova tyreoiditida 
3. Prostá �i  hemoragická cysta 
4. Folikulární adenom 
5. Subakutní tyreoiditida 

Maligní 
1. Papilární karcinom 
2. Folikulární karcinom 
3. Hürthle cell karcinom 
4. Medulární  karcinom 
5. Anaplastický karcinom 
6. Primární lymfom štítné žlázy 
7. Maligní metastatické léze 

Dle patogeneze uzl� m�žeme rozlišit 5. základních skupin: 
1. hyperplastický uzel 
2. neoplastický uzel 
3. koloidní uzel 
4. cystický uzel  
5. nodulární  Hashimotova tyreoiditida 
6. málo �asté (pyogenní infekce, de Quiervainova tyreoiditida, Riedlova 

tyreoiditida, parazitární, amyloidóza, histiocytóza X, granulomatóza 
z plazmatických bun�k) 

I.4.  Patogeneze   benigních uzl� štítné žlázy    
Základními patologickými faktory indukující vznik uzl� jsou strumigeny a 
karcinogeny.   
I.4.A.Hyperlastický uzel 
V experimentálních studiích byla prokázána dvoufázová reakce  na strumigení podn�t: 

1. vaskulární reakce  
2. replikace folikulárních bun�k 

Rozhodují roli v indukci hyperplazie hraje stimulace TSH receptoru a následná 
stimulace systém�  cAMP/proteinkináza A, aktivace fosfolipázy C  a aktivace 
fosfolipázy A2.  
Nedílnou sou�ástí   vzniku hyperplazie štítné žlázy jsou tedy vzájemné interakce: 
autokrinní, parakrinní �i hormonální.   
I.4.B. Koloidní uzel: 
Etiologie vzniku koloidní uzl� dodnes není jednozna�ná, když je z�ejmé, že se jedná o 
fokální poruchu rovnováhy mezi produkcí  a  sekrecí Tg (tyreoglobulinu) do folikulu a 
jeho zp�tnou pinocytózou a degradací.   
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I.4.C.Cystický uzel:  
Pravé cysty jsou ve štítné žláze vzácné, zde se jedná v�tšinou o pseudocysty a 
nacházíme je u 15-40% všech uzl�.  Tyto pseudocyty vznikají v míst� nekrózy a 
kolikvace p�vodních struktur štítné žlázy a na jejich vzniku se významn� podílí  
zvýšená angiogeneze a permeabilita kapilár a apoptotické p�sobení VEGF a VPF. 

I.4.D.Nodulární  Hashimotova tyreoiditida: 
Jde  o minimální procento p�ípad�, v�tšinou se jedná o difúzní proces. Etiologie  
modulárního pr�b�hu není známa.  Je zde asociace mezi lymfocytární infiltrací a 
rizikem vzniku lymfou štítné žlázy 

I.5. Klasifikace nádor� štítné žlázy a charakteristika  
Bylo navrženo n�kolik 

klasifika�ních schémat, z nichž se nejvíce osv�d�ila klasifikace založená na 
doporu�eních WHO a AFIP  viz následující tabulka. 

Typ nádoru Benigní Maligní

EPITELOVÉ z
folikulárních bun�k 

dob�e diferencované 
st�edn� diferencované 
špatn� diferencované 

C-bun�k 

adenomy 
folikulární a 
papilární karcinom 
inzulární karcinom 
anaplastický karcinom

medulární karcinom 
NEEPITELOVÉ
Mezenchymové 

Neuroektodermové 

angiom, lipom aj. 

neurinom, paragangliom

maligní lymfom 
angiosarkom 

BRANCHIOGENNÍ
(ze zbytk� branchiogenních struktur)

ektopický thymom SETTLE
CASTLE 

Vysv�tlivky: SETTLE, v�etenobun��ný epiteliální tumor s diferenciací podobnou 
thymu, angl. spindle epithelial tumor with thymus-like differentiation; CASTLE, 
karcinom vykazující thymu podobné elementy, angl. carcinoma showing thymus-like 
differentiation. 

I.6.Patogeneze karcinom� štítné žlázy obecná:  
Vznik jak benigních  tak maligních nádor� štítné žlázy je dán  kaskádou zm�n exprese 
�i funkce  onkogen� a  tumor supresorových gen�.  
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Faktory podporující nádorovou proliferaci 
TSH          Stimuluje r�st tyreocyt� a produkci hormon�
GSP           Podporují vazbu TSH receptor a ligand  a tím zvyšují koncentraci cAMP 
EGF           Inhibuje diferenciaci, podporuje  proto-onkogeny 
VEGF        Podpora r�stu nádoru pomocí zvýšením intenzity  angiogeneze 
IGF-I         Podporuje proliferaci tyreocyt�
MET          Váže  HGF a stimuluje proliferaci tyreocyt�
MYC          Ú�astní se kontroly r�stu a diferenciace 
RAS            Zprost�edkovává signály z receptoru pro tyrosine kinázu na kaskádu 
                        MAP kinázy 
BRAF        Váže se na  RAS a aktivuje MAP kinázovou kaskádu 
RET/PTC    Tyrosine-kináza receptor, 
cyclin D1     Mediátor progrese bun��ného cyklu 
Faktory  bránicí  proliferaci nádor�
TGF-beta   Blokuje na  cAMP závislou proliferaci tyreocyt�
p21              Inhibitor  Cyclin dependentní  kinázy, efektor  p53 
p27              Inhibitor Cyclin cyklu 
p53              Transkrip�ní faktor,  
E-Cadherin   
Faktory ovliv�ující bun��nou imortalitu a smrt 
Telomerase Reverse transcriptase         udržuje bu�ku živou prodlužováním  telomer 
Rodina Bcl protein�                              pro- �i anti-apoptotická funkce 
Fas/Fas-L Ligand/receptor systém        podporuje  apoptózu skrze aktivaci kaspáz 
PTEN Lipid phosphatase                      pomocí PI-3K �i Akt/PKB zp�sobuje apoptózu 
�i G1 arest 

I.7. Patogeneze nádor� štítné žlázy v krocích 
1. Podpora prolifera�ní aktivity : 

a.  r�stové  faktory  
b. angiogeneze 
c. onkogeny 
d.  inhibice kontroly bun��ného cyklu  

2.  Vy�azení p�irozené inhibice (faktor�) vzniku maligních klon�
3.  Inhibice apoptotických mechanizm� spolu s expresí imortalizovaného fenotypu. 

I.8. Diferenciáln� diagnostická problematika  
Tyreoidální nádory p�edstavují pom�rn� široké spektrum tumor� r�zné histogeneze a 
biologického chování. Nejfrekventovan�jší z nich jsou tumory vycházející 
z folikulárních bun�k, jejichž diagnoza je založena na specifických morfologických, 
p�ípadn� imunohistochemických kritériích. V p�ípad� folikulárních neoplázií 
(adenom� a karcinom�) m�že být diferenciální diagnóza n�kdy velmi obtížná, nebo�
odlišení folikulárního adenomu od minimáln� invazivního folikulárního karcinomu dle 
platných hledisek WHO spo�ívá pouze na pr�kazu kapsulární a/nebo vaskulární 
invaze, pro jejíž posouzení existují pom�rn� striktní kriteria . Z praktického hlediska je 
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�asto i navzdory extenzivnímu vyšet�ení celého pouzdra jednozna�ný pr�kaz invaze 
neuspokojivý a bývá n�kdy ovlivn�n fixa�ními a jinými artefakty, p�ípadn� vlivy 
subjektivními. Navíc existují n�které varianty folikulárních tumor� (hyalinizující 
trabekulární adenom HTA, atypický adenom) za�azované do skupiny adenom�, jejichž 
biologické chování je nejisté.  Proto se se používá celá �ada rádoby specifických 
marker� za ú�elem kvalitní diferecinonální diagnostiky. 

Diagnostické markery 
1. stanovení tyreoglobulinu  jako markeru  folikulárních bun�k, jichž je 

produktem. 
2. kalcitonin marker a produkt parafolikulárních, tzv.C-bun�k – typický pro 

medulárn karcinom 
3. S100 protein  u nádor� z Hürthleho bun�k  
galectin-3,  
dipeptidyl(amino)peptidáza IV (DPPIV) k diferenciaci mezi benigními a 

maligními  nádory 
prolifera�ní markery Ki-67 (MIB-1), topoizomeráza II	 k posouzení nádorové 

proliferace a progrese      
RET/PTC u papilárního karcinomu  (Medulární karcinomy rovn�ž disponují 

postižením RET genu, v n�mž dochází  k mutacím v r�zných kodonech, které jsou 
odpov�dné za r�znou klinickou manifestaci. P�i mutaci v germinální linii se 
manifestuje jako MEN2A, MEN2B nebo prostý familiární medulární thyreoidální 
karcinom) . Somatické bodové mutace RET genu se vyskytují až v 70% p�ípad�. 
Nízká exprese kalcitoninu, chromograninu a bcl-2 je spojena s agresivn�jším 
chováním medulárního karcinomu. 

I.9.Cytosolové markery u tkání štítné žlázy 
U nádor� a benigních lézí štítné žlázy dosud nebyla publikována data v�novaná 
stanovení marker� ve tká�ovém extraktu formou kvantifikace imunoanalýzou. 
Cytosolový tká�ový extrakt však p�edstavuje  reprodukovatelou techniku získávání 
bun��ného extraktu ze solidních tkání s následnou kvantifikací pomocí imunoanalýzy 
(citlivost pmol – fmol) Studie se v�nují  kvantifikaci angiogenních faktor� u štítné 
žlázy a to v�tšinou pomocí imunohistochemických metod na parafínových blo�cích �i 
pomocí kvantifikace mRNA sledovaných parametr�. Vyšet�ování �ady t�chto faktor�
vede v sou�asné dob� ke zlepšení diagnostiky maligních onemocn�ní štítné žlázy, 
jejich p�esn�jšímu histopatologickému za�azení a zlepšuje znalosti o biologické 
podstat� tohoto procesu.  To krom� zlepšení diferenciální Diagnostiky nám 
v budoucnu umožní individualizaci  protinádorové terapie, dle biologické povahy 
nádorové tkán�. 
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II.Hypotéza 

Cílem práce bylo ov��it praktickou  možnost  užití  cytozolových extrakt� z tkání 
štítné žlázy jako technologie ke kvantitativnímu zkoumání biologických vlastností 
štítné žlázy.  
                  a) angiogeneze (VEGF, bFGF, Endostatinu)... markeru malignity v�etn�
hematogeního ší�ení 
                  b) prolifera�ních marker� (thymindinkináza) ….. potencionální marker 
agresivity 
                  c)  markeru apoptózy (TPS – tká�ový specifický antigen) …...marker 
degradace cytoskeletonu p�i apoptóze. 

Zárove� jsme cht�li zhodnotit jejich potenciální význam v diferenciální diagnostice 
maligních a benigních uzl� štítné žlázy, jako i parciální rozdíly mezi papilárním a 
folikulárním karcinomem.  

IIII.Metodika 
Charakteristika souboru:  
Bylo užito �erstv� získaných tkání. Tká� byla ihned transportována na patologii, kde 
byl odd�len o velikosti cca 1 cm3. Tento vzorek byl ihned rychle zmražen v tekutém 
dusíku a poté uchován p�i –80.0°C až do zpracování tkán�. Celkem bylo získáno 166  
vzork� (85 strum, 34 benigních adenom� a 10 nádor�). 

P�íprava tká�ového extraktu (cytosolu)   
P�íprava cytosolu je rozhodující    v celé analýze. P�i této procedu�e se tká�
zhomogenizuje, následn� se homogenizát rozmíchá v elu�ním pupfru a centrifugací se 
získá supernatant, který se použije k analýze. Jako základ jsem vycházeli z doporu�ení 
EORTC, 1973 a 1980, ke stanovení estrogenových receptor� v tká�ové extraktu 
nádoru prsní žlázy. Homogenizace probíhala na mechanickém oscila�ním 
homogenizátoru  za stálého chlazení tekutým dusíkem K získanému homogenizátu se 
následn�  p�idá  elu�ní pufr. Vzniklá sm�s se po vyvážení centrifuguje po dobu 60 
minut p�i 100 000x g. Následn� odsajeme  supernatant. V získaném supernantantu se  
provede stanovení koncentrace bílkoviny a následn� se na�edí, tak  abychom dosáhli 
optimálního m��itelnou koncentrací celkové bílkoviny a stanovovaných analyt�.  
Nakonec se op�t stanoví koncentrace bílkoviny ve vzorku, vzorek se rozd�lí na 
aliquoty, které se použijí p�i následné imunoanalýze. Pokud není provád�no 
imunoanalytické stanovení ihned jsou aliquoty uloženy p�i –80°C až do analýzy.   
Jako optimální  elu�ní pufr po testování byl vybráno složeníNa2H PO4 12 H2O 1.8 g/L; 
NaH2PO4  2 H2O  0.78 g/L;  Dithiothreitol  0.154 g/L ;  K2EDTA  0.61 g/L; Azid 
sodný  0.195 g/L; Glycerol 10% w/v;  Molibdenan sodný 2.42 g/L. 
Stanovení  obsahu celkové bílkoviny v tká�ovém extraktu: 
Analyzátor firmy Roche, analyzátor Hitachi 817. -bylo použito komer�n� dodávaného 
setu na stanovení  celkové bílkoviny v mo�i  �i mozkomíšním moku. Základem je  
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reakce  bílkoviny s benzethonium chloridem   v alkalickém prost�edí a m��í se vzniklá  
turbidita p�i 505 nm. 

Stanovení VEGF v cytosolu  
Bylo užito komer�n� dodávané imunoanalytické soupravy od firmy R&D Systems, 
USA. Jedná se o kvantitativní „sandwich“ nekompetitivní enzymoimunonanylýzu.  
Stanovení bFGF v cytosolu 
Bylo užito komer�n� dodávané imunoanalytické soupravy od firmy R&D Systems, 
USA. Jedná se o kvantitativní „sandwich“ nekompetitivní enzymoimunonanylýzu.  
Stanovení Endostatinu v cytosolu 
Bylo užito komer�n� dodávané imunoanalytické soupravy od firmy Chemicon 
International, USA. Jedná se o kvantitativní kompetitivní enzymoimunonanylýzu. 
Stanovení Thymidinkinázy v cytosolu 
Bylo užito komer�n� dodávané imunoanalytické soupravy od firmy AB Sangtec 
Medical , Švédsko. Jedná se o kvantitativní radioenzymoimunoanalýzu. Ke stanovení 
v cytosolu byl použit TK cytosol kit, který standardizuje stanovení cytozolu. 
Tká�ový polypetidický specifický antigen (TPS) v cytosolu 
Bylo užito komer�n� dodávané soupravy od IBL, Švédsko. Jedná se o kvantitativní 
nekompetitivní radioimunoanalýzu. 
Statistické zpracování 
Statistická analýza byla provedena s užitím statistického software S.A.S. (Statistical 
Analysis Software), release 8.02.  Pro m��ené parametry v celém souboru a 
v podskupinách byly po�ítány základní deskriptivní statistické údaje jako jsou pr�m�r, 
sm�rodatná odchylka, medián, minimum, maximum.  Dále byly po�ítány senzitivity, 
specificity, PV+, PV-, relativní riziko a diagnostická p�esnost, referen�ní meze (cut 
off) byly v�tšinou voleny tak, aby specificita byla 90 % (nebo 95 %), nebo byla 
použita  v literatu�e doporu�ovaná referen�ní mez. Na porovnání distribucí parametru 
v r�zných skupinách byly použity p�edevším neparametrické testy (protože rozložení 
výsledk� byla v�tšinou negaussovská) a to Wilcoxon�v test a mediánový test, pro 
p�edb�žné odhady byl použit též test ANOVA (jehož záv�ry vesm�s souhlasily se 
záv�ry Wilcoxonova a mediánového testu). Byly použity jak více-výb�rové varianty 
t�chto testu na zjišt�ní skute�nosti, zda v�bec existuje n�jaká diference mezi 
skupinami v rozložení zkoumaného parametru, dále byly pak používány dvou-
výb�rové varianty testu. Na ur�ení optimálních regresor� byla užita metoda logistické 
regrese s krokovým (stepwise) výb�rem optimálním regresor�. Byly zkoumány r�zné 
varianty - tedy nádorová skupina byla bu
 jen maligní nádory, nebo benigní nádory, 
nebo sjednocení obou. Též do  logistické regrese jako potenciální regresory vstupovaly 
bu
 výsledky imunohistochemických a cytozolových vyšet�ení a nebo jen výsledky 
cytozolových vyšet�ení. Protože ne u všech pacient� bylo z technických p�í�in  
provedeno jak vyšet�ení imunohistochemické tak analýza cytozolu, zmenší se rozsah 
souboru p�i uvažování obou skupin regresor� na tém�� t�etinu.  



11

IV.Výsledky a diskuse 
Již samotná metodika p�ípravy cytosolu byla jedním z limitujících faktor� získaných 
výsledk�.  
1.  Rozhodují roli je nutnost získat min 1cm3 tkán� k p�íprav� cytosolu . Odebrané 

tkán� však musí být v prvé �ad� dostatek na b�žná rutinní patologická vyšet�ení. 
Malé léze, tedy prakticky nelze získat, vzorky jsou získány p�evážn� z v�tších 
benigních a nádorových lézí.  Tomu odpovídá i histologická skladba získaných 
vzork�, kde p�evažují strumy a benigní adenomy (Tab.1).  

2. Získaný vzorek m�že mít zcela jiné vlastnosti než histologem popisovaný 
(heterogenita vzorku). Výb�r vzorku ovliv�uje  patolog, který morfologicky 
vyšet�uje nádor a  je rozhodujícím p�i odb�ruu vzorku pro další zpracování. Je 
t�eba také zmínit, že tento postup neumož�uje následné zhodnocení struktury 
nádoru, zastoupení normální tkán�, nekróz, stromatu a vlastního nádoru, ale je  
kvantitativní  analýzou pr�m�rné hodnoty sledovaného analytu v tká�ovém vzorku. 
Je jasné, že �ím je odebraná tká� více homogenní, tím lépe je možné usuzovat na 
možnou kvantitativní expresi analytu.  �áste�nou korekcí tohoto problému je 
vyjad�ování získaných hodnot v��i koncentraci proteinu v získaném extraktu 
(EORTC 1980). To však vyvolává další možné úskalí, nebo� je nutné mít 
dostate�n� specifickou, citlivou a p�esnou metodiku na stanovení proteinu. Pro 
r�zné analyty stanovované z extraktu jsou vhodné r�zné koncentrace 
proteinu,v�tšinou v závislosti na koncentracích analytu v extraktu. 

3. Centralizace lé�by nádor� štítné žlázy p�edevším do pražských center vedla k 
tomu, že v�tšina získaných tkání byla benigních, nebo� maligní nádory resekované 
na našich pracovištích byly velice �asto do 1-2 cm a zjišt�né až periopera�n�.  

V našem souboru jsme získávali supernatant o pr�m�rné koncentraci proteinu15-25 
g/l. p�i této koncentraci lze provád�t stanovení proteinu klasickou biuretovou metodou 
pouze orienta�n�, nebo�  se výsledky pohybují na dolní �ásti kalibra�ní k�ivky, kde je 
p�esnost stanovení s CV 20% a citliv�jší metodiky  nemají v této oblasti lineární 
kalibraci. V�tšina t�chto metodik je použitelné v koncentra�ním rozsahu 0,01- 5 g/l 
bílkoviny. To nás vedlo k �ed�ní získaného supernatantu na koncentrace mezi 0,01 –5 
g/l s následným p�esným stanovením koncentrace proteinu pomocí  benzethonium 
chloridu   v alkalickém prost�edí  . �ed�ní se provád�lo pufrem užívaným p�i tká�ové 
extrakci. 

 Celkem bylo získáno  166 tká�ových vzork� (Tab.1) z nichž pro následnou 
homogenizaci s extrakcí bylo použitelných 150 vzork�,  u 16 tká�ových vzork�, bylo 
odebráno p�íliš malé množství tkán�, aby bylo možno provést homogenizaci. Pro další 
statistické zhodnocení pak byly vytvo�eny menší podskupiny ze sledovaného souboru 
a to (Tab.1):    

1. Strumy (S) 
2. Tyroiditidy (T) 
3.  Benigní nádory (BN) 
4.  Maligní nádory (MM)  
5.  Ostatní  
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U t�chto vzork� bylo provedeno stanovení  VEGF, bFGF, TPS, TK a Endostatinu a 
základní výsledky vztažené na protein jsou sumarizovány  v tabulce �. 2.  Tato 
základní tabulka poskytuje základní orientaci o hodnotách sledovaných parametr� ve 
vyšet�ovaném souboru.  Jak vyplývá z Tab �.2 p�i stanovení TPS bylo dosaženo 
vysokých koncentrací a proto ve v�tšin� p�ípad� bylo nutno vzorky ješt� dále �edit a 
to v pom�ru 1:500. Linearita �ed�ní se pohybovala v pásmu 85–115% o�ekávaných 
hodnot a tedy nebyla prokázána závislost na �ed�ní. Kone�né výsledky se 
pohybovaly ve st�ední �ásti kalibra�ní k�ivky, tj mezi 2.a 4. standardem.  Rovn�ž u 
ostatních metod byla testována závislost na �ed�ní a získané výsledky se pohybovali 
v rozsahu 80-120% o�ekávaných hodnot, tedy rovn�ž nebyla zjišt�na závislost na 
�ed�ní.  
  
Ve sledovaném souboru jsme hodnotili možné korelace mezi jednotlivými 
parametry, provád�no Spearmanovým po�adovým testem. Výsledky jsou shrnuty do 
tabulky �.3. Protože u �ásti vzork� bylo provedeno rovn�ž imunohistochemické 
vyšet�ení vzorku na MIB-1 a CD-31 bylo možné provést  korelaci mezi 
imunohistochemickými a cytosolovými parametry. Ve sledovaném souboru jsem 
nalezli  pouze slabou korelaci mezi markeru CD-31  a tymidinkinázou, jinak spolu 
cytosolové a imunohistochemické parametry nekorelují. Tento fakt si vysv�tlujeme 
p�edevším rozdílným metodickým postupem, rovn�ž tak imunohistochemie popisuje 
p�edevším strukturální zm�ny a jejich kvantifikace je provád�na semikvantitativn�, 
naopak imunoanalytické stanovení v cytosolu je kvantitativní stanovení pr�m�ru bez 
ohledu na strukturu.  U MID –1 je nutno také poukázat na fakt, že nádory štítné žlázy 
jsou pomalu rostoucí nádory s nízkou prolifera�ní aktivitou, tj maximální hodnoty 
MIB –1 indexu byly 5,5 % z vyšet�ovaných bun�k.  Tymidinkináza je také 
prolifera�ním markerem s maximální aktivitou  G1/S fázi.  Hodnoty TK v cytosolu 
zobrazují pr�m�rnou prolifera�ní aktivitu celého vzorku a je tedy otázkou jak velké 
procento stanovené aktivity tvo�í tymidinkináza z MIB-1 pozitivních bun�k.  V 
sou�asnosti nejsou známe práce o stanovení tymidikinázy v cytozolu bun�k u tkání 
štítné žlázy, je n�kolik publikací zabývající se významem TK u karcinom� prsu a 
kolorekta (v�tšinou imunohistochemické �i  stanovení obsahu mRNA(He Q et el, 
Gilles SI et al, Wu J et al). Tyto práce potvrzují vztah mezi hodnotami TK a  jeho 
prolifera�ní aktivitou. Výjimku tvo�í práce (Broet S et al a Romain SM et al), kde 
auto�i rovn�ž užívali radioenzymatické analýzy cytosolu ke stanovení aktivity TK a 
potvrzují její význam jako indexoru prolifera�ní aktivity u nádor� prsu. 
  
.  Cytosolové parametry vykazují st�edn� silnou vzájemnou korelaci, která statisticky 
vysoce signifikantní, dle o�ekávání spolu siln� korelují proangiogenní faktory bFGF 
a VEGF, které se stejnou silou korelují i Endostatinem, tj angiostatickým faktorem. 
Toto zjišt�ní si je ve shod� s Gaiso M, 1999, Vycházíme-li z frekvence 
histologických typ� ve sledovaném souboru, pak  Fakt, že je zvýšen jak pozitivní, tak 
i  negativní marker angiogeneze u nezhoubných lézí není p�ekvapující. Jde o 
fyziologický  mechanismus udržování rovnováhy mezi pro a proti angiogenními 
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p�sobky. Tato  vazba je pak narušena u maligních nádor�, což se však vzhledem 
k nízkému po�tu  maligních lézí nedalo statisticky vyhodnotit. Nejnižší zjišt�né 
vzájemné korelace byly u faktoru VEGF, což je nejspíše ovlivn�no skute�ností, že 
stanovovaný  VEGF165 je významn� navázán na trombocyty  a p�i jejich aktivaci se 
z nich uvol�uje. To znamená, že hodnoty VEGF  v cytosolu jsou ovlivn�ny 
množstvím p�ítomné krve ve vzorku. (Dittati et ale 2001).  V séru je tak možná 
standardizace pomocí specielních odb�r� stabilizující trombocyty v plné krvi ( 
zkumavky s p�ídavkem CDTA). Tato stabilizace však není na tká�ové úrovni možná.  

 Tymidinkináza nejsiln�ji koreluje s TPS, což by nazna�ovalo možnou souvislost TPS  
a prolifera�ní aktivity a to ve shod� s Kaušitz J, 1991, rovn�ž tak se m�že jednat o 
zvýšenou apoptotickou aktivitu v uvedených lézích, nebo� v�tšina byla benigního 
p�vodu, kde je zachována relace mezi stupn�m proliferace a apoptózy.  V sledovaném 
souboru byla také prokázána významná korelace mezi prolifera�ními markery a 
angiogenetickými faktory. Tento nález odpovídá faktu, že zvýšená prolifera�ní aktivita 
u štítné žlázy je doprovázena i zvýšeným prokrvením dané tkán�. 
 Následn� jsme provedli zhodnocení jednotlivých parametr� dle 
histologických skupin (strumy, tyroiditidy, benigní a maligní nádory). Základní 
charakteristiky sledovaných soubor� jsou shrnuty v tabulkách �. 4, 5, 6 a 7.  V tab �. 8 
jsou pak sumarizovány statisticky  významné rozdíly v distribucích hodnot 
sledovaných marker� mezi jednotlivými skupinami. Nevýznamn�jší rozdíly byly 
zjišt�ny mezi strumami a  benigními nádory, a to  prakticky ve všech parametrech, 
krom� VEGF a hrani�n� u bFGF.  Mezi strumami  a maligními nádory byl zjišt�n 
rozdíl pouze u TPS;  mezi strumami a tyroiditidami se lišily TPS , TK a  hrani�n�
bFGF.  Mezi skupinou benigních a maligních nádor� nebyl zjišt�n žádný statisticky 
významný rozdíl. Nevýznamné rozdíly u VEGF jsou zp�sobeny vysokou variabilitou 
dat  v jednotlivých skupinách na �emž se nejspíše podílí již zmín�ný fakt, tj. 
prokrvácení tkán�.  Obecn� však lze �íci, že nejvyšších hodnot bylo dosaženo u 
benigních nádor�, a ne u maligních. Tento fakt je zp�soben, jak si vysv�tlujeme, 
zastoupením p�edevším papilárních karcinom�, tj s nádor� s nízkým prolifera�ním 
indexem a novotvorbou cév. V t�chto jednotlivých histologických skupinách  jsme 
rovn�ž provedli vzájemnou korelaci analyt� Spearmanovým po�adovým korela�ním 
testem (Tab. �. 9,10,11). Ve všech p�ípadech došlo k oslabení �i vymizení signifikance 
korela�ních koeficient� oproti tabulce �.3. Pouze u skupiny tyroiditid došlo ke zvýšení 
jak korela�ního koeficientu (r), tak signifikance mezi VEGF a TK. Tyto rozdíly jsou  
p�edevším zp�sobeny sníženým po�tem pozorování v jednotlivých skupinách, proto 
také nebyla provád�na korelace u maligních nádor�.  Nízké po�ty a závislost na 
prokrvení tkán� vzork� nádor� a adenom� oproti skupinám  tyroiditid a koloidní 
strumy jsou nejpravd�podobn�jším vysv�tlením vysv�tlením, pro� nebyly nalezeny 
významné zm�ny v produkci angiogenních faktor� jako v pracích (de la Torre NG et 
al, Viera JM et al, Hung CJ et al 
Mezi skupinou strum a benigních nádor� byla  zhodnocena diskrimina�ní schopnost 
jednotlivých nádorových marker�. Jako normální skupina byly použity strumy a pro 
benigní nádory byly vypo�teny parametry: senzitivita (SN), pozitivní prediktivní 
hodnota (PV+), negativní prediktivní hodnota (PV-), relativní riziko (RR) a správnost . 
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Jako marker s nejlepšími diskrimina�ními schopnostmi byl vyhodnocen TPS se 
senzitivitou 61%(Tab. �.12). 
Jako poslední tabulku  �. 13 uvádíme výsledky 6 kazuistiky, kdy se poda�il odb�r jak 
normální tkán� tak uzlu.  Ve všech p�ípadech byly markery signifikantn� vyšší u uzlu 
než v okolní tkáni. Z této tabulku vyplývá jak rozhodující pro kone�né výsledky je  
volba vzorku. Rovn�ž tak poukazuje na rozdíly intraindividuální mezi lézí a zdravou 
tkání, které  mohou být významn�jší než srovnání jednotlivých skupin, kde jsou 
rovn�ž významné interindividuální rozdíly. Tyto rozdíly jsou však v souladu  
s publikovanými pracemi Fenton C, Francis G. et al ; Shushanov S et al. a m�žeme 
p�edpokládat, že rozdíly mezi jednotlivými histologickými skupinami jsou ve 
skute�nosti v�tší než jsme nalezli. 

V. Záv�ry:  
1. Byl vypracován a ov��en metodický postup odb�ru vzork�, uchování a extrakce 

cytosolu u vzork� tkán� štítné žlázy. 
2. Odb�r vzorku  je jedním z hlavních úskalí celého postupu, nelze získat léze menší 

než 1cm3, variabilita je ovlivn�na nehomogenitou vzorku. 
3. Existují významné interindividuální rozdíly mezi sledovanými parametry v 

jednotlivých skupinách, což významn� snižuje výt�žnost kvantitativního stanovení 
4. Jako optimální se jeví krom� tkán� léze získat i �ást zdravé tkán�  jako individuální 

referen�ní normál 
5. Je nezbytná optimalizace elu�ního pufru a metodik vhodných pro analýzu 

tká�ových faktor� jako nezbytný p�edpokladem reprodukovatelné  kvantitativní 
analýzy cytosolu. 

6. Byly prokázány statisticky významné rozdíly v hodnotách prolifera�ních faktor�
tymidinkinázy a TPS mezi  jednotlivými histologickými skupinami.  

7. Mezi prolifera�ními  faktory existuje významná korelace, nedosahuje však takové 
síly, aby bylo možno hovo�it o stejné diagnostické výpov�dní hodnot�. 

8. Byly prokázány statisticky významné rozdíly mezi jednotlivými histologickými 
skupinami jak u pro-angiogenních (VEGF, bFGF), tak anti-angiogenních marker�
(Endostatin). 

9. U proangiogenních faktor� byly zjišt�ny st�edn� významné korelace, rovn�ž 
nedosahující úrovn� umož�ující zám�nu makrer�. 

10. Byla nalezena významná  pozitivní korelace mezi pro-angiogenními faktory a 
antiangiogenním markerem Endostatinem,  jako známka dosud neporušené zp�tn�
vazebné regulace obou proces�. 

11. Cytosolové markery nedosahují dostate�n� významných rozdíl�, aby je bylo 
možno použít k diferenciální diagnostice mezi strumami a benigními lézemi. 

12. Nebyla prokázána signifikantní vazba mezi imunohistochemickými markery 
angiogeneze �i proliferace a markery cytosolovými. 
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VI. Záv�ry pro praxi:  

1. Odb�r �erstvé tkán� a extrakce cytosolu je možným postupem ke kvantifikaci 
vybraných parametr� tká�ových extrakt�.  Je však t�eba si být v�dom 
limitací celého postupu, p�edevším možné ovlivn�ní  nehomogenitou vzorku a 
zpr�m�rováním hodnot na celý vyšet�ovaný vzorek. Metoda není schopna 
odhalit výkyvy v aktivit� �i expresi jednotlivých analyt� v jednotlivých 
fokusech odebraného vzorku. 

2. Odb�r, uchování  a zpracování tkán� pro stanovení cytosolových parametr� je 
p�íliš složitý postup pro rutinní analýzu, kterou z�stává klasické histologické 
�i imunohistochemické vyšet�ení. 

3. Stanovení cytosolových marker� poskytuje p�ídatnou informaci o pr�m�rné 
kvantit� sledovaných analyt� ve tká�ových vzorcích. 
  

4. Není korelace mezi imunohiostochemií a stanovením v cytosolu, což je 
zp�sobeno jak rozdílným p�ístupem zpracování vzork�, užíváním odlišných 
parametr�, ale i r�zným zp�sobem vyhodnocení analýzy. 

VII. Tabulky a grafy 



Graf �.1: Trend v po�tu nových p�ípad� v �R  1983-1997  dle IARC 
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Tab. �. 1: P�ehled histologických typ� získaných tká�ových vzork�

Diagnóza N %

Difúzní parenchymatózní struma  (DPS) 8 4,8

Koloidní struma (KS) 85 51,2

Hashimotova tyroiditis (HT) 12 7,2

Folikulární adenom (FA) 31 18,7

Onkocytární adenom (OA) 8 4,8

Konven�ní papilokarcinom (PC) 11 6,6

Folikulární karcinom (FC) 2 1,3

Ostatní 9 5,4

Celkem 166 100%

             
Strumy (S)                   = DPS a KS,   
Tyroiditidy (T)            =  HT 
Benigní nádory (BN)   = FA, OA 
Maligní nádory (MN)  = FC, PC,  
Ostatní
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Tab. �. 2: Základní výsledky sledovaného souboru 

Metoda Jednotky N pr�m�r SD Medián 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 µg/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 po�adové korelace   srovnání s imunohistochemickým vyšet�ením MIB-1 a CD 31 

VEGF VEGF bFGF TPS TK Endostatin MIB 
1 

cd_31mean

r =  0,4354 0,3181 0,2273 0,3408 
ns Ns p value  <,0001 0,009 0,017 0,0021 

n  78 105 110 79 
bFGF VEGF bFGF TPS TK Endostatin MIB 

1 cd_31mean
r = 0,4354  0,4582 0,4999 0,4173 

ns Ns p value <,0001  <,0001 <,0001 0,001 
n 143  87 100 59 

TPS VEGF bFGF TPS TK Endostatin MIB 
1 cd_31mean

r = 0,3181 0,4582  0,5701 0,4194 
ns Ns p value 0,009 <,0001  <,0001 <,0001 

n 105 87  133 94 
TK VEGF bFGF TPS TK Endostatin MIB 

1 
cd_31mean

r = 0,2273 0,4999 0,5701  0,4189 
ns 

0,3531 
p value 0,017 <,0001 <,0001  <,0001 0,0066 

n 110 100 133  95 58 
Endostatin VEGF bFGF TPS TK Endostatin MIB 

1 
cd_31mean

r = 0,3408 0,4173 0,4194 0,4189
ns Ns p value 0,0021 0,001 <,0001 <,0001

n 79 59 94 95
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Tab.�. 4: Základní charakteristika parametr� u skupiny S (strumy) 

Metoda Jednotky N pr�m�r SD Medián 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 µg/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: Základní charakteristika parametr� u skupiny T (tyroiditidy) 

Metoda Jednotky N pr�m�r SD Medián 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 µg/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: Základní charakteristika parametr� u skupiny BN (benigní nádory) 

Metoda Jednotky N pr�m�r SD Medián 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 µg/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: Základní charakteristika parametr� u skupiny MN (maligní nádory) 

Metoda Jednotky N pr�m�r SD Medián 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 µg/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 distribucích hodnot jednotlivý parametr� mezi jednotlivými skupinami 

ANOVA t. Wilcoxon�v t. Mediánový 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 
S vs T 
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 .... benigní nádory; MN.....maligní nádory; T....tyroiditidy
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Tab. �. 9: Spearmanovy po�adové korelace  u strum a srovnání s imunohistochemickým vyšet�ením MIB-1 a CD 31 

VEGF VEGF bFGF TPS TK Endostatin cd_31mean MIB_1proc
r = 0,41183

ns ns Ns ns ns p value <,0001
n 86

bFGF VEGF bFGF TPS TK Endostatin cd_31mean MIB_1proc
r = 0,41183

ns 
0,30085

Ns ns ns p value <,0001 0,0046
n 86 87

TPS VEGF bFGF TPS TK Endostatin cd_31mean MIB_1proc
r = 

ns ns 
0,54779

Ns ns ns p value <,0001
n 79

TK VEGF bFGF TPS TK Endostatin cd_31mean MIB_1proc
r = 

ns
0,30085 0,54779

Ns ns ns p value 0,0046 <,0001
n 87 79

Endostatin VEGF bFGF TPS TK Endostatin cd_31mean MIB_1proc
r = 

ns 
0,20185

ns 
0,20185

ns ns p value 0,0726 0,0726
n 80 80
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Tab. �. 10: Spearmanovy po�adové korelace cytosolových marker�  u tyroiditid 

VEGF VEGF bFGF TPS TK Endostatin 
r =  

ns ns 
0,87879 

ns p value 0,0008 
n 10 
bFGF VEGF bFGF TPS TK Endostatin 

r =  
Ns ns ns ns p value 

n 
TPS VEGF bFGF TPS TK Endostatin 
r =  

Ns ns ns ns p value 
n 
TK VEGF bFGF TPS TK Endostatin 
r =  0,87879 

ns ns ns p value 0,0008 
n 10 
Endostatin VEGF bFGF TPS TK Endostatin 
r =  

ns ns ns ns p value 
n 
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Tab. �. 11: Spearmanovy po�adové korelace cytosolových marker�  u benigních nádor�

VEGF VEGF bFGF TPS TK Endostatin 
r =  

ns 
0,38101 

ns ns p value  0,0345 
n  31 
bFGF VEGF bFGF TPS TK Endostatin 
r =  

ns 
 0,40925 0,419 

ns p value  0,0222 0,0136 
n  31 34 
TPS VEGF bFGF TPS TK Endostatin 
r =  0,38101 0,40925  0,46536 

ns p value 0,0345 0,0222  0,0083 
n 31 31  31 
TK VEGF bFGF TPS TK Endostatin 
r =  

ns 
0,419 0,46536 

ns p value 0,0136 0,0083 
n 34 31 
Endostatin VEGF bFGF TPS TK Endostatin 
r =  

ns ns Ns ns p value 
n 
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Tab. �. 12: Senzitivita(SN), PV+, PV-, RR a správnost pro jednotlivé markery pro rozlišení mezi strumami a 
benigními nádory p�i specificit� (SP) 90% 

Metoda SP SN PV-  PV+  RR Správnost 

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: Párové vyhodnocení  uzel vs normální tká� u jednotlivých  klinických p�ípad�

Diagnóza 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 , 6 234,5 
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