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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb réznicowania zmian nowotworowych tarczycy obejmuja-
cych gruczolaka pecherzykowego i raka pecherzykowego oraz zastosowanie metalotioneiny
do réznicowania zmian nowotworowych tarczycy ww. typdéw. Przedmiotowy wynalazek nalezy
do dziedziny diagnozowania i réznicowania nowotworow tarczycy z wykorzystaniem metod immu-
nohistochemicznych.

Raki tarczycy sg najczestszymi nowotworami uktadu endokrynnego. Z komoérek pecherzykéw
tarczycy rozwijajg sie raki wysokozrdéznicowane (brodawkowaty i pecherzykowy), wystepujgce naj-
czesciej u 0s6b mtodych, oraz niskozréznicowane raki anaplastyczne, wystepujgcy zwykle u ludzi
po 60. roku zycia. Rak brodawkowaty stanowi 70-80% nowotwordéw tarczycy i jest uwazany za najta-
godniejszg postaé sposréd rakdéw tego narzadu. Z kolei rak pecherzykowy stanowi 5—15% rakéw gru-
czotu tarczowego. Z powodu trudnosci w odrdznieniu go od gruczolaka pecherzykowego, ktéry jest
zmiang tagodng, stosuje sie wzgledem obu opisanych zmian termin guza pecherzykowego. Ich rézni-
cowanie mozliwe jest wytgcznie w preparacie pooperacyjnym, natomiast zmiany te sg nie do odroz-
nienia w celowanej biopsji cienkoigtowe;j.

Do grupy najczesciej oznaczanych markeréw proliferacyjnych nalezy Ki-67. Wykazano wysokg
ekspresje Ki-67 w rakach m.in. gruczotu sutkowego, ptuc, prostaty, guzach tkanek miekkich oraz méz-
gu, jednak jego biologiczna funkcja nadal pozostaje nie do konca poznana. W wielu dotychczas opu-
blikowanych pracach poréwnywano ekspresje metalotioneiny (MT) i antygenu Ki-67 w réznych typach
nowotworéw. Badano dotychczas nowotwory jelita grubego, kory nadnerczy, jamy ustnej, prostaty,
gruczotu piersiowego, jajnika, miesaki tkanek miekkich oraz niedrobnokomoérkowe raki ptuc. W wiek-
szo$ci badan zaobserwowano wyrazng korelacje miedzy ekspresjg MT a antygenem Ki-67. Niemniej
jednak dotychczasowe prace nad ekspresjg MT i jej izoform w tagodnych i ztoSliwych zmianach gru-
czotu tarczowego prezentujg czesto niejednoznaczne wyniki.

Ze stanu techniki znana jest publikacja Fenario i wsp. (Fenario C, Lavagni P, Gariboldi M, Mi-
randa C, Losa M, Cleris L, Formelli F, Pilotti S, Pierotti MA and Greco A: Metallothionein IG acts as
an oncosupressor in papillary thyroid carcinoma. Lab Invest 88: 474—-481, 2008, w ktorej autorzy wy-
kazali spadek ekspresiji funkcjonalnych izoform MT w raku brodawkowatym (MT1E, MT1C, MT1F oraz
MT2A) oraz w oparciu 0 model komérkowy wskazali na mozliwg role MT-1G jako supresora rozwoju
procesu nowotworowego. Publikacja odnosita sie jednie do problemu réznicowania zmian zto$liwych
typu rak brodawkowaty i rak pecherzykowy, natomiast nie poruszata problemu diagnostycznego gru-
czolaka pecherzykowego i raka pecherzykowego. Praca Huang Y. ujawnia, iz do spadku ekspres;ji
MT-1G w raku brodawkowatym gruczotu tarczowego dochodzi na skutek hipermetylacji promotora
tego genu (Huang Y, de la Chapelle A and Pellegata NS: Hypermethylation, but not LOH, is associa-
ted with the low expression of MT1G and CRABP1 in papillary thyroid carcinoma. Int J Cancer 104:
735-744, 2003). W pracy Huang Y. przedstawiono wyniki badan na tkankach zdrowych tarczycy oraz
raku brodawkowatym i jego wariancie pecherzykowym (FVPTC), nie dostarczono jakkolwiek obserwa-
cji na temat gruczolaka pecherzykowego oraz mozliwosci diagnozowania tego typu wzgledem raka
pecherzykowego. Badania Liu i wsp. dowodzg, iz kazda z 8 funkcjonalnych izoform MT moze ulec
ekspresji pod wptywem stymulujgcego dziatanie kadmu oraz aktywacji kinaz ERK1/2 w komaérkach
raka brodawkowatego tarczycy. Komérki, w ktérych ekspresji ulegty te izoformy cechowaty sie krétszg
fazg G1 oraz szybszym przej$ciem w faze S oraz M cyklu komérkowego (Liu ZM, Hasselt CA, Song
FZ, Vlantis AC, Cherian MG, Koropatnick | and Chen GG: Expression of functional metallothionein
isoforms in papillary thyroid cancer. Mol Cell Endocrinol 302: 92-98, 2009). Badania przeprowadzone
przez Liu i wsp. w zakresie ekspresji metalotioneiny w nowotworze tarczycy zostaty przeprowadzone
jedynie na jednej linii komoérkowej raka brodawkowatego (KATS5) wyizolowanej z materiatu pochodza-
cego od jednego pacjenta. Praca nie dostarcza wynikéw z badan na materiale klinicznym od réznych
pacjentéw, co mogtoby zapewni¢ réznorodno$é przypadkéw i zobrazowaé stan faktyczny. Autorzy
publikacji nie poruszajg takze problemu diagnostycznego gruczolaka pecherzykowego w odniesieniu
do raka pecherzykowego i skupiajg sie na analizie mechanizméw regulujacych poziom ekspresji MT
w linii raka brodawkowatego.

Do indukcji izoform MT dochodzi rowniez w komoérkach raka anaplastycznego tarczycy pod
wptywem jonéw wapnia, gdzie ich zwiekszona ekspresja skutkowata réwniez skréceniem bazy G1
cyklu (Liu ZM, Chen GG, Shum CK, Vlantis AC, Cherian MG, Koropatnick J and van Hasselt CA:
Induction of functional MT1 and MT2 isoforms by calcium in anaplastic thyroid carcinoma cells.
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FEBS Lett. 581: 2465-2472, 2007). Badania przeprowadzone w tym zakresie rowniez nie poruszajg
kwestii mozliwosci réznicowania raka pecherzykowego wzgledem gruczolaka pecherzykowego z wy-
korzystaniem pomiaru poziomu ekspresji MT.

Istnieje wiec potrzeba dostarczenia efektywnego markera dla zmian nowotworowych tarczycy
typu gruczolak pecherzykowy i rak pecherzykowy utatwiajgcego postawienie trafnej diagnozy i podje-
cie odpowiednich dziatan terapeutycznych. Pomimo wieloletnich badan nad funkcjg biatka metalotio-
neiny w ré6znych typach nowotwordéw ztosliwych nie potwierdzono jednoznacznie jej wysokiej wartosci
prognostycznej i rokowniczej dla rzeczonych typéw nowotworéw tarczycy.

Przedmiotem wynalazku jest sposéb réznicowania gruczolaka pecherzykowego i raka peche-
rzykowego tarczycy prowadzony w warunkach in vitro, charakteryzujgcy sie tym, ze w probce tkanki
nowotworowej pochodzgcej od pacjenta bada sie ekspresje biatka metalotioneiny (MT) metodg immu-
nohistochemiczng z uzyciem przeciwciat monoklonalnych anty-MT-I/-ll, ocenia sie stopien nasilenia
ekspresji metalotioneiny w mikroskopie Swietinym pétilosciowg metodg IRS wg Remmele, przy czym
gdy stopien nasilenia ekspresji metalotioneiny jest réwny lub wiekszy 8 na pofilosciowej skali IRS
stwierdza sie wéwczas obecnos$¢ raka pecherzykowego.

Korzystnie, bada sie ekspresje izoform metalotioneiny MT-1i MT-II.

Korzystnie, ekspresje metalotioneiny bada sie w materiale od pacjenta po zabiegu usuniecia
gruczotu tarczowego wraz z guzem.

W innej korzystnej realizacji wynalazku obecno$¢ raka pecherzykowego lub gruczolaka peche-
rzykowego stwierdza sie przy jednoczesnym adekwatnym obrazie histopatologicznym dla ww. zmian.

Innym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie metalotioneiny do réznicowania nowotworéw
tarczycy typu rak pecherzykowy i gruczolak pecherzykowy.

Korzystnie, izoformy metalotioneiny oznaczajg MT-I i MT II.

Metalotioneiny (MT) sg rodzing biatek 0 matej masie czgsteczkowej, a ich obecnos¢ wykazano
gtébwnie w organizmach zwierzecych. Sg one wysoko konserwatywne i wystepujg w postaci 4 gtow-
nych izoform o réznym umiejscowieniu zaréwno w tkankach zdrowych i nowotworowych. tancuch
polipeptydowy MT jest zbudowany z 61 do 68 aminokwasoéw (zaleznie od izoformy), z ktérych 30%
reszt aminokwasowych stanowig reszty cysteiny. Czgsteczka MT sktada sie z dw6ch domen potgczo-
nych dimerem lizynowym. Fizjologiczng rolg MT jest wigzanie i transport jonéw cynku i miedzi oraz
detoksykacja organizmu (poprzez wigzanie) z metali ciezkich, np. kadmu, rteci i otowiu. W komoérkach
intensywnie dzielgcych sie (m.in. komérkach nowotworowych) zaobserwowano wzrost ekspresji MT
dostarczajgcych jonéw cynku (Zn) dla enzymoéw biorgcych udziat w procesie replikacji DNA, a takze
wzrost ekspresji MT chronigcych komérki przed apoptozg. MT mogg wptywaé rowniez na dziatanie
niektérych chemioterapeutykdéw (dezaktywujg wolne rodniki tworzone w wyniku metabolizmu niekt6-
rych cytostatykdw np. antracyklin, a z innymi mogag sie wigza¢ jak np. cisplatyna). R6znica w ekspresji
MT miedzy gruczolakiem pecherzykowym i rakiem pecherzykowym wskazuje na mozliwos¢ wykorzy-
stania MT jako pomocniczego markera w réznicowaniu ww. zmian. MT jest tez o wiele lepszym mar-
kerem diagnostycznym réznicujgcym zmiany typu gruczolak pecherzykowy oraz rak pecherzykowy
w poréwnaniu do Ki-67, gdyz miedzy tymi guzami wystepuje istotna statystycznie réznica w ekspresiji
MT. Brak natomiast takich istotnych réznic w ekspresji antygenu Ki-67. Zastosowanie przedmiotowe;j
metody diagnostycznej stanowi pomocniczg metode dla trudnej diagnostyki histopatologicznej tych
dwdch zmian rozrostowych tarczycy.

Przedmiot wynalazku w przyktadzie realizacji uwidoczniono na figurach, gdzie Fig. 1 przedstawia
ekspresje jadrowo-cytoplazmatyczng MT w gruczolaku pecherzykowym (1A) i raku pecherzykowym
(1B) oraz ekspresje jgdrowg antygenu Ki-67 w gruczolaku pecherzykowym (1C) i raku pecherzyko-
wym (1D). Fig. 2 przedstawia nasilenie ekspresji MT w ré6znych typach zmian tarczycy. Znaczacg staty-
stycznie réznice wykazano pomiedzy rakiem pecherzykowym a rakiem brodawkowatym (p < 0,001)
oraz gruczolakiem pecherzykowym (p < 0,05). Istotna statystycznie wyzsza ekspresja wykazana zo-
stata réwniez pomiedzy rakiem pecherzykowym oraz rakiem rdzeniastym (Fig. 2; p < 0,0001). Istotnie
statystycznie mniejszg ekspresje w stosunku do wola guzowatego zaobserwowano dla raka brodaw-
kowatego (p < 0,0001) oraz raka rdzeniastego (p < 0,005). Fig. 3 przedstawia nasilenie ekspresji an-
tygenu Ki-67 w réznych typach zmian tarczycy. Znaczaca statystyczne réznice zaobserwowano mie-
dzy rakiem rdzeniastym a gruczolakiem pecherzykowym (p < 0,05) oraz rakiem rdzeniastym a wolem
guzowatym (p < 0,05).

Wynalazek ilustruje nizej podany przykfad.
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Do badan wykorzystano 186 bloczkéw parafinowych réznych zmian tarczycy otrzymanych z Za-
ktadu Patomorfologii Akademii Medycznej we Wroctawiu. Badane bloczki zawieraty 92 przypadki ra-
kéw, w tym: 48 rakdéw brodawkowatych, 35 rakéw pecherzykowych, 9 rakéw rdzeniastych, 31 gruczo-
lakéw oraz 63 przypadki wola guzowatego tarczycy.

A. Immunohistochemia

Wycinki z guzéw zostaty utrwalone w roztworze 10% zbuforowanej formaliny, odwodnione
a nastepnie zatopione w bloczkach parafinowych. Wszystkie reakcje immunohistochemiczne (IHC)
zostaty przeprowadzone na skrawkach parafinowych o grubo$ci 4 um, odparafinowanych w ksylenie
i nawodnionych. W przypadku reakcji IHC anty-Ki-67 skrawki byty inkubowane w buforze cytryniano-
wym (pH 6, 10 mM) w temperaturze 95-98°C przez 20 minut celem odstoniecia epitopéw. Aktywnos$é
endogennej peroksydazy zostata zablokowana przez 5-minutowg inkubacje z 3% roztworem H:Oo.
Ekspresja MT-I/-Il (Klon E9) i Ki-67 (Klon MIB-1) zostata wykazana przy uzyciu mysich przeciwciat
monoklonalnych firmy DakoCytomation (Glostrup, Dania). Badane antygeny zostaty uwidocznione
przy uzyciu biotynylowanych przeciwciat oraz streptawidyny koniugowanej z peroksydazg chrzanowg
(DakoCytomation LSAB+ System-HRP). Jako substratu uzyto diaminobenzydyny (DAB, DakoCytoma-
tion). Wszystkie reakcje zostaty przeprowadzone z zastosowaniem kontroli negatywnej. Wszystkie
preparaty zostaty poddane barwieniu kontrastujgcemu hematoksyling.

B. Ocena nasilenia reakcji IHC

Do oceny nasilenia ekspresji MT wykorzystano pétilosciowg metode IRS wg Remmele, w ktorej
brano pod uwage intensywno$¢ reakcji barwnej oraz odsetek pozytywnych komérek nowotworowych
w preparacie. Skala ta ma zakres 0—-12 punktéw: 0 — brak reakcji, 1-2 — staba reakcja, 3—-4 — umiar-
kowanie silna reakcja, 6—12 — silna reakcja. Nasilenie ekspresji antygenu Ki-67 w komérkach nowo-
tworowych byto ocenione wg skali okres$lajgcej odsetek pozytywnych komérek nowotworowych w sto-
sunku do wszystkich komérek nowotworowych. Skala ta przyjmuje nastepujgce wartosci: 0 pkt — brak
reakcji, 1 pkt — 1-10%, 2 pkt — 11-25%, 3 pkt — 26-50%, 4 pkt — >50%.

C. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki zostaty poddane analizie statystycznej z uzyciem programu Prism 5.0 (GraphPad,
CA, USA). Zastosowane zostaty testy korelacji Spearmana, test Kiuskall-Wallis’a oraz test U Mann-
-Whitney’a. R6znice istotne statystycznie uznano dla p < 0,05.

Sposéréd badanych 186 zmian gruczotu tarczowego, w 180 (96,79c) stwierdzono jgdrowo-
-cytoplazmatyczng ekspresje MT (Fig. 1A, 1B). Wysoka ekspresja MT (6—12 pkt) zostata wykazana
w: 73% przypadkdéw zmian typu wola guzowatego, 70,9% przypadkéw gruczolaka pecherzykowego
(Fig. 1A), 45,8% przypadkow raka brodawkowatego oraz 85,7% raka pecherzykowego (Fig. 1B). Wy-
sokg ekspresje MT stwierdzono w 33% przypadkow raka rdzeniastego.

Najwieksza ekspresja MT zostata odnotowana w rakach pecherzykowych (9,14+3,32), nizsza,
lecz wcigz znaczaca w wolu guzowatym (7,25+3,41), gruczolaku pecherzykowym (6,54+3,40) nato-
miast najnizsza w raku brodawkowatym (4,47+3,14) oraz raku rdzeniastym (3,22+2,54). Zaobserwo-
wano istotng statystycznie réznice ekspresji MT miedzy poszczegdlnymi zmianami tarczycy (Fig. 2).

Zauwazono istotng statystycznie rdéznice pomiedzy nasileniem ekspresji MT w rakach pecherzy-
kowych (Fig. 1B) oraz gruczolakach pecherzykowych (Fig. 1A), ktére sg trudne w réznicowaniu histopa-
tologicznym (Fig. 2; p < 0,05). Istotna statystycznie wyzsza ekspresja wykazana zostata pomiedzy
rakiem brodawkowatym a rakiem pecherzykowym (Fig. 2; p < 0,0001) oraz rakiem rdzeniastym (Fig. 2,
p < 0,0001). Istotnie statystycznie mniejszg ekspresje w stosunku do wola guzowatego zaobserwowano
dla raka brodawkowatego (Fig. 2; p < 0,0001) oraz raka rdzeniastego (Fig. 2; p < 0,005).

Posréd 131 zbadanych zmian, w 118 wykryto jadrowg ekspresje antygenu Ki-67. Najwyzszg
ekspresje (Figura 3) odnotowano w raku pecherzykowym (1,13+0,92), niewiele nizsze w gruczolaku
pecherzykowym (1,0810,4), raku brodawkowatym (1,05+0,52) i wolu guzowatym (1,05+0,22) oraz
najnizszg w raku rdzeniastym (0,56+0,53).

Nie zaobserwowano réznicy istotnej statystycznie w stopniu nasilenia ekspresji antygenu Ki-67
miedzy gruczolakiem pecherzykowym (Fig. 1C) i rakiem pecherzykowym (Fig. 1D). Istotng statystycz-
nie réznice ekspresji dla tego antygenu wykryto pomiedzy rakiem rdzeniastym i wolem guzowatym
(p < 0,05), oraz miedzy rakiem rdzeniastym a gruczolakiem pecherzykowym (p < 0,05) (Fig. 3).

Zalezno$¢ ekspresji metalotioneiny i antygenu Ki-67 w zmianach typu adenoma folliculare oraz
carcinoma folliculare zbadana testem Speaimana wykazata brak korelacji ww. antygenéw (r = 0,12;
p > 0,05).
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Zastrzezenia patentowe

Sposo6b rdéznicowania gruczolaka pecherzykowego od raka pecherzykowego tarczycy, pro-

wadzony w warunkach in vitro, znamienny tym, ze:

a) w prébce tkanki nowotworowej pochodzacej od pacjenta mierzy sie ekspresje izoform
MT-I i MT-Il biatka metalotioneiny (MT) za pomocg metod immunohistochemicznych
Z uzyciem przeciwciat monoklonalnych anty-MT,

b) stopien ekspresji MT-I i MT-Il mierzy sie w mikroskopie Swietinym stosujgc metode IRS
Remmele,

przy czym gdy stopien nasilenia ekspresji metalotioneiny jest rowny lub wiekszy 8 na skali

IRS stwierdza sie obecnos$¢ raka pecherzykowego.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze ekspresje MT-I i MT-1l bada sie w materiale

od pacjenta.

Sposob wedtug zastrz. 1 albo 2, znamienny tym, ze obecno$¢ raka pecherzykoweqo lub

gruczolaka pecherzykowego stwierdza sie przy jednoczesnym adekwatnym obrazie histopa-

tologicznym dla ww. zmian.

Zastosowanie izoform MT-1 i MT-1l metalotioneiny do réznicowania in vitro raka pecherzyko-

wego od gruczolaka pecherzykowego tarczycy jak okre$lono w zastrz. od 1 do 3.

Rysunki

Fig. 1
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Fig. 2
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