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SOUHRN

Prace se zabyva studiem ulohy ristovych faktorti v patogenezi nadord §titné Zlazy.
Mnoho studii popisuje produkci &i pfitomnost ristovych faktord pfimo v thyroidélni tkani.
Cilem této prace bylo zjistit, zda existuji rozdily v sérovych koncentracich vybranych
ristovych faktorti u pacientl s adenomem a papilarnim karcinomem §titné Zlazy a u zdravych
osob. Nalezeni vhodného periferniho markeru by v budoucnu mohlo byt vyuZito k diagnostice
nadord $titné Zlazy. V modelu pritokové tkaniové kultury byla také zkoumana produkce
nékterych ristovych faktord tkdni papilarniho karcinomu a normalni tkéni 3titné Zlazy pod
vlivem stimulaénich latek. Cilem bylo bliZ8i pochopeni tlohy jednotlivych ristovych faktori
v procesu thyroidalni onkogeneze.

Ristové faktory jsou polypeptidy, proteiny a glykoproteiny s informa¢nimi a
regulaénimi u¢inky. V tkanich pisobi pfedev§im lokaln¢ — autokrinn€ a parakrinng.
V organismu tvoii rozsédhlou cytokinovou sit’ se sloZitymi synergickymi i antagonistickymi
vazbami. Nejsou specifické pro urdité buriky, tkan ani patologické procesy. Mnoho rlistovych
faktori je produktem onkogeni a u¢astni se procesu vzniku a ristu nadord.

Ve vztahu k naddorovému onemocnéni §titné Zlazy jsou v literatufe nejéastéji
zmifiovany IGF-I (insulinu podobny rustovy faktor I), bFGF (bazicky fibroblastovy rlistovy
faktor), TGFB1 (transformujici ristovy faktor 1), HGF (hepatocytarni ristovy faktor) a
VEGF (vaskularni endotelovy ristovy faktor). VSechny tyto cytokiny, kromé& IGF-I, maji
dediferenciaéni Géinky na thyrocyty a s vyjimkou TGF@1 a VEGF jsou i silnymi mitogeny.
VEGF a bFGF jsou navic vyraznymi aktivatory angiogeneze.

V této praci byly detekovany koncentrace IGF-I, bFGF, TGFB1, HGF a VEGF v séru
z periferni krve u pacientti s adenomem a papilarnim karcinomem §titné Zlazy a porovnény

s koncentracemi u zdravych osob. V dynamickém modelu pritokové tkéanové kultury byla



zkoumana produkce bFGF a HGF tkani papilarniho karcinomu §titné Zlazy a normadlni
thyroidalni tkani po stimulaci TSH a EGF (epidermalnim ristovym faktorem).

Bylo zjit€no, Ze sérové koncentrace ristovych faktorti ne vZdy odpovidaji literdrnim
tdajim o jejich pritomnosti v tkani $titné Zlazy. Vyznamné vyssi sérové koncentrace HGF a
bFGF u pacientt s adenomem a papildrnim karcinomem S§titné Zlazy vSak vedou k domnénce,
7e tyto dva ristové faktory by mohly byt sensitivnimi (ne vSak specifickymi) markery
papilarniho karcinomu §titné Zlazy.

Pokusy s tkanlovou kulturou ukazaly, Ze HGF se podili pfedeviim na udrZovani
maligniho potencialu papilarniho karcinomu $titné Zlazy, neindukuje viak pravdépodobné
samotnou maligni transformaci folikularnich buné&k. Nartist produkce bFGF je zfejmé spojen
se zvySenymi metabolickymi ndroky tkén& §titné Zlazy a zajiStuje tak jeji dostate¢nou
vaskularizaci. Zablokovani u¢inku HGF a/nebo bFGF by tedy mohlo vést k zastavé ristu

benigni i maligni strumy.



SUMMARY

This thesis deals with the role of growth factors in the pathogenesis of thyroid gland
tumors. There exist a lot of studies describing growth factors production or occurrence
directly in the thyroid tissue. The aim of this thesis was to find possible differences in serum
concentrations of growth factors in patients with thyroid adenoma and papillary cancer and in
healthy people. The finding of suitable peripheral marker could be used in thyroid tumors
diagnosis in the future. There was also detected growth factors production by normal thyroid
gland and papillary thyroid cancer in a dynamic model of flow tissue culture, under the
influence of stimulating substances. The aim was a more detailed understanding of particular
growth factors role in a process of thyroid oncogenesis.

Growth factors are polypeptides, proteins and glycoproteins with an informative and
regulatory function. They have mainly local effects in tissues — autocrine and paracrine. They
form an extensive cytokine network in the organism, with complicated synergic and
antagonistic linkages. They are not specific for concrete cells, tissues or pathological
processes. Many growth factors are products of oncogenes and take part in a process of
tumors origin and growth.

The most frequently refered growth factors related to thyroid gland tumors are IGF-I

(Insuline-Like Growth Factor I), bFGF (basic Fibroblast Growth Factor), TGFpI

(Transforming Growth Factor B1), HGF (Hepatocyte Growth Factor) and VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor). All of these cytokines, except of IGF-I, have dedifferentiating
effects on thyrocytes and they are also strong mitogens (except of TGFB1 and VEGF). In

addition, VEGF and bFGF are important activators of angiogenesis.

In this thesis, there were detected peripheral serum concentrations of IGF-I, bFGF,
TGFB1, HGF and VEGF in patients with thyroid adenoma and papillary cancer and compared

with those in healthy people. There was also examined the production of bFGF and HGF by



papillary thyroid cancer and normal thyroid gland in a model of flow tissue culture, after the
stimulation by TSH (thyrotropin) and EGF (Epidermal Growth Factor).

There was found, that growth factors serum concentrations are not in accordance at all
times with literary data about their occurrence in thyroid glang tissue. Significantly higher
serum levels of HGF and bFGF in patients with thyroid adenoma and papillary cancer lead to
a hypothesis, that these two growth factors could be sensitive (but not specific) markers of
papillary thyroid cancer.

Experiments in tissue culture showed the HGF part in the maintaining of papillary
thyroid cancer malignant potential. Nevertheless, HGF probably does not initiate the
malignant transformation of thyroid follicular cells. Increased bFGF production can be
induced by higher metabolic requirements of thyroid tissue; it ensures the sufficient
vascularization. The inhibition of HGF and/or bFGF effects could lead to the stop of benign

and malignant goitre growth.



1. PREHLED

A) KARCINOMY STITNE ZLAZY

Podle histopatologické klasifikace rozeznadvame nékolik typd karcinomi §titné Zlazy.
Mezi dobte diferencované karcinomy, které vychazeji z folikularnich bun€k (thyrocyti), patii
papilérni karcinom (60-80 %), folikularni karcinom (10-20 %) a karcinom z Hiirtleho buné&k
(4-10 %). Z parafolikuldrnich bunék (tzv. C-buné€k) vychazi medularni karcinom §titné Zlazy
(10 %). 1-10 % thyroidélnich karcinomu tvofi anaplasticky karcinom. Velmi vzécnym
nadorem §titné Zlazy je spinocelularni karcinom, jehoZ nédlez nas vzdy nuti myslet pfedevsim

na metastazu z jiné, primarni lokality.

1.1 Epidemiologie

Karcinomy $§titné Zlazy predstavuji 1-2 % vSech malignich nadort (4stl 2002, Bauer
1993). Zeny byvaji postizeny 3x &ast&ji neZ muzZi. Incidence thyroidalnich karcinomti ma
vzestupnou tendenci. Zatimco v roce 1988 byla v Ceské republice incidence karcinomu §titné
Zlazy na 100 000 obyvatel u muzi 1,88 a u Zen 6,24, v roce 2002 jiZ ¢inila u muza 2,5 a u Zen
7.8 (dle UZIS — Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky).

Rizikové faktory karcinomi S$titné zlazy lze rozdé€lit na inicia¢ni a stimulaéni.
Nejvyraznéj$im iniciaénim rizikovym faktorem je zevni i vnitini radiace. Je prokdzan vzestup
incidence thyroidalnich karcinomt u pacientd po zevni aktinoterapii krku (Stdrka 1999).
Dulezitou roli hraje také stoupajici radiaéni zaté¢Z Zivotniho prostfedi. Piikladem miiZe byt
havarie jaderné elektrarny v Cernobylu, kdy doslo jiZ n&kolik let po nehod& k vyraznému

vzestupu poctu nadort Stitné zlazy (Likhtarov et al. 2005, Stdarka 1999). Mezi faktory



stimulujici rist karcinomt §titné Zlazy patii ptedevs§im TSH (thyroideu stimulujici hormon)
(Stdrka 1999). Proto jsou endokrinologem u pacient s karcinomem $titné Zlazy po operaci
trvale podavany vysoké davky thyroidalnich hormoni. Cilem je nejen substituce, ale i

zpétnovazebna suprese tvorby TSH a sniZeni rizika recidivy onemocnéni (Stdrka 1999).

1.2 Biologie

Nej¢astéj$im malignim nadorem §titné Zlazy je papilarni karcinom (PTC) (60-80 %).
Zahrnuje v8echny nadory s pfitomnosti matnicovych jader, nehled€ na uspofadani nadorovych
bun&k. PTC metastazuje pfevaZzné lymfogenné, uzlinové metastazy jsou pomérné ¢asté. 10-20
% thyroidalnich malignit tvofi folikularni karcinom (FTC). Jeho nadorové buriky maji
hyperchromni jadra. FTC ma vét$i tendenci k zakladani hematogennich metastdz, ptedev§im
do skeletu a plic. Zvlastni agresivn&jdi variantou FTC je karcinom z Hiirtleho bun¢k (HCC),
pfedstavujici 4-10 % malignit $titné Zlazy. Tyto tfi histopatologické typy karcinomu patfi
mezi dobfe diferencované thyroidalni karcinomy (WDTC, well differentiated thyroid
cancers).

Prognoza karcinomi $titné Zlazy se plynule zhorSuje s vékem pacienta (Jukkola et al.
2004). PTC ma lep$i prognozu nez FTC. Desetileté pteziti pacienti s PTC je kolem 90 %, u
FTC 87 % (Nowak et al. 2004). Peziti 36 let u PTC bez uzlinového postiZeni se uvadi 82 %,
u FTC pouze 50 % (Starka 1999). Ptitomnost uzlinovych metastaz prognozu zhor$uje (Nowak
et al. 2004), oboustranny uzlinovy syndrom o vice neZ 10 %. Vyznamnym prognostickym
faktorem WDTC je hladina thyroglobulinu (Tg) u pacientd po totdlni thyroidektomii
(Schlumberger 1999). Prognoza klesa plynule s rostouci hladinou Tg (Stdrka 1999). Umrtnost
pacienti s karcinomem 3titné Zlazy na 100 000 obyvatel dle UZIS CR v roce 2002 je u muZi

0,8, u zen 1,5 (UZIS. CR).



Medularni karcinom (MTC) tvofi asi 10 % karcinomt S§titné Zlazy. Vychazi
z parafolikularnich bungk (C-bunék), jeho markerem je hormon kalcitonin. Je agresivnéjsi neZ
WDTC, &asto a ¢asné metastazuje lymfogenni cestou. U pacienti s MTC byla prokézéna
mutace Vv ret-protoonkogenu (Brauckhoff et al. 2004). Vyskytuje se ve &tyfech klinickych
variantach — sporadicky (70-80 %), familiarni, syndrom MEN 2A, syndrom MEN 2B
(mnohodetna endokrinni neopldzie). U sporadického MTC byla zjiSt€éna mutace ret-
protoonkogenu pouze v naddorovych buitkéch, u ostatnich forem MTC v nadorovych buitkach
i vkrvi (Stdrka 1999). Familiarni forma MTC vykazuje autosomalné dominantni dédi¢nost a
neni spojena s vyskytem jinych endokrinopatii. Syndrom MEN 2 ma také autosomalné
dominantni dédi¢nost. Syndrom MEN 2A (Sippletiv syndrom) zahrnuje MTC, adenom
parathyroidey a/nebo méné ¢&asto i feochromocytom. U syndromu MEN 2B se MTC
kombinuje s feochromocytomem (zfidka s adenomem parathyroidey) a ¢asto téZ s vyskytem
slizni¢nich neurofibromi. Nejptizniv&jsi prognozu ma familiarni forma MTC, nejhorsi potom
syndrom MEN 2B. 15-leté pfeziti pacientti s familiarni formou MTC je aZ 100 %, u syndromu
MEN 2A 85-90 %, u sporadického MTC 75 % (d4stl 2002, Starka 1999). V pooperaénim
obdobi se u pacienti s MTC sleduje sérova hladina kalcitoninu a CEA (karcinoembryonalni
antigen).

Anaplasticky karcinom §titné zlazy (ATC) tvofi 1-10 % thyroidalnich karcinomi a
vyskytuje se pfedevdim u pacientti starSich 70 let. Je velmi agresivni, vykazuje &asto
extrathyroidalni propagaci. Casto je charakterizovan rychlym ristem a &asnym
metastazovanim hematogenni cestou. PreZiti pacientd s timto typem karcinomu je vétinou
méné neZ 8 mésict (4stl 2002, Kebebew et al. 2005).

Spinocelularni karcinom (SCC) s primarnim vyskytem v §titné Zlaze je velmi vzacny,
vét§inou se jednd o metastazu ¢&i prorustani z okolnich organd. Z neepitelovych zhoubnych
nadori byvaji ve §titné Zlaze relativné ¢asto lokalizovany maligni lymfomy (1-5 %). Vé&tsinou

jde o non-hodgkinsky B-lymfom (4st/ 2002).



1.3 TNM Kklasifikace a stadia onemocnéni

V soudasnosti pouzivand TNM klasifikace WDTC z roku 2002 (Tab. 1.1) posunula
hranici mezi T1 a T2. Pravé velikost primarniho nadoru je v3ak vyznamnym uréujicim

faktorem zplsobu 1€¢by (Sobin a Wittekind 2004).

Tab. 1.1 TNM HKlasifikace dobre diferencovanych karcinomu Stitné Zlazy z roku 2002 (6.

vyddni, dle UICC), upraveno dle ceské verze z r. 2004 (dle UZIS CR).

T — Prim4rni nador

TX ' Primarni nador nelze hodnotit

TO | Bez znamek primarniho nadoru

Tl | Nédor < 2 cm, omezeny na $titnou Zlazu

T2 Nador > 2 cm a < 4 cm, omezeny na $titnou Zlazu

T3 Nador > 4 cm, omezeny na §titnou Zlazu nebo néador jakékoliv velikosti

s minimalnim §ifenim mimo §titnou zlazu (okolni mékké tkané, infrahyoidni

svaly)
T4 'Nador jakékoliv velikosti $ifici se mimo pouzdro $titné Zlazy, infiltrujici:
T4a | podkozi, larynx, tracheu, jicen, n. laryngeus recurrens
T4b prevertebralni fascii, cévy mediastina ¢i obristajici a. carotis
Pozn, J'Multifokélni nador se oznauje pismenem m na poslednim mist¢ T-

klasifikace (T-klasifikaci uréuje nador nejvétsiho rozméru).

N - Regiondlni mizni uzliny

NX Nelze hodnotit

NO Regionalni uzliny bez metastaz

Nla Metastazy v oblasti VI

NI1b Metastazy v regionalnich uzlinéch ostatnich oblasti

Pozn. Regionalnimi uzlinami jsou uzliny kréni a horni mediastinalni.

M - Vzdalené metastazy -
MX Nelze hodnotit

MO Nejsou vzdalené metastazy

Ml Vzdélené metastazy

10



Vsechny anaplastické a nediferencované karcinomy $titné Zlazy jsou klasifikovany
jako T4, pti¢emz T4a oznaluje naddor omezeny na Stitnou Zlazu, T4b nador $ifici se mimo
Stitnou Zlazu.

Z pohledu 1é¢by je dilezité stanoveni stadia onemocnéni (staging). Klasifikace stadii
nadorového onemocnéni je u jednotlivych histologickych typt karcinomt: §titné Zlazy odlisna

(Tab. 1.2) (Sobin a Wittekind 2004).

Tab. 1.2 Stadia onemocnéni pacienti s karcinomem $titné Zlazy (dle UICC).

PTC a FTC (mladsi 45 let):
Stadium I jakékoliv T jakékoliv N MO
Stadium II jakékoliv T jakékoliv N Ml

PTC a FTC (45 let a starsi) a MTC:

Stadium I TI NO MO
Stadium II T2 NO MO
Stadium III T3 NO MO

TI, T2, T3 Nla MO
Stadium IV A TI, T2, T3 Nlb MO

T4a NO, N1 MO
Stadium IV B T4b jakékoliv N MO
Stadium IV C jakékoliv T jakékoliv N Ml

ATC/nediferencovany karcinom (v3echny ptipady jsou stadium IV):
Stadium IV A T4a jakékoliv N MO
Stadium IV B T4b jakékoliv N MO

Stadium IV C jakékoliv T Jakékoliv N M1

11



1.4 Diagnostika

U kazdého pacienta se zdufenim §titné zlazy musime vZdy myslet na pfitomnost
zhoubného nadoru. Anamnesticky zjidtujeme rychlost ristu strumy, pfitomnost rizikovych
faktorti (pfedevsim radioaktivniho zafeni), znamky mechanického syndromu (tlak na krku,
dugnost, dysfagie). Podezfelé jsou vZdy rychle rostouci nadory a také paréza hlasivky, ktera
dasto znamena pokrotilejsi stddium nadoru s proristanim mimo pouzdro §titné zlazy.

Nezastupitelnou roli v diagnostice karcinomi §titné Zlazy mé endokrinologické
vySetfeni. Endokrinolog provadi laboratorni vy$etfeni, kdy stanovuje funkéni stav $titné zlazy
(T3, T4, fT3, {T4, TSH), markery thyroidalnich karcinomti (Tg, kalcitonin), thyroidalni
autoprotilatky (TPO, TRAK).

Zobrazovaci metodou volby u onemocnéni $titné Zlazy je ultrasonografie (USG). Pt
USG vySetfeni popisujeme uloZeni §titné Zlazy, velikost jejich lalokd a $ifi isthmu, strukturu
parenchymu a pfitomnost loZiskovych 1ézi. Déle vy$etfujeme pfitomnost krénich uzlin a jejich
vztah k velkym krénim cévam. V ptipadé dopplerovské (duplexni) USG miZeme popsat
rychlost krevnich pritokt §titnou zlazou ¢&i jejimi uzly, které byva zvy$ené u toxickych strum
&i toxickych adenomii.

Velkou vyhodou je moZnost sonograficky asistované punkéni biopsie (Ultrasound
Guided Fine Needle Aspiration Biopsy — G-FNAB). Tato invazivni vy$etfovaci metoda ma u
onemocnéni §titné Zlazy velmi vysokou sensitivitu a specificitu (kolem 90 %) (Boland. et al.
1993, Cochand-Priolett et al. 1994). VyZaduje dostate¢nou erudici jak ultrasonografisty, tak i
odetitajiciho patologa-cytologa. Ultrasonografii vyuzivame také v pooperaénim sledovani
pfipadnych regeneratii tkané $titné Zlazy ¢i uzlinovych krénich metastaz.

Scintigrafie s pouzitim **'I se uplatiiuje pfedev§im v diagnostice hyperthyreozy a
v pooperaénim sledovani perzistence &i recidivy diferencovanych karcinomu §titné Zlazy a

jejich metastaz. Zvysenou akumulaci radiofarmaka vykazuje toxicka struma a také autonomni

12



toxicky adenom. Pogitadova tomografie (CT) stejné jako nuklearni magnetickd rezonance
(Magnetic Resonance Imaging — MRI) maji dopliikovy charakter. Tato vySetfeni jsou
indikovdna u velkych strum & strum s retrosternalni propagaci ke stanoveni vhodného
operaéniho pfistupu (kr&ni & thorakalni). Tyto zobrazovaci metody maji také vyznam pfi
uréeni operability krénich uzlinovych metastdz ¢i primarniho nadoru infiltrujiciho tkané

v okoli $titné Zlazy.

1.5 Terapie

V piipadé suspekce ¢&i potvrzené diagnozy karcinomu $titné Zlazy je indikovana totalni
thyroidektomie (TTE). U pacienti po netotalnim chirurgickém vykonu na 3titné Zlaze, u nichz
definitivni histologické vySetfeni prokézalo pfitomnost karcinomu, je indikovéana totalizace
vykonu. V piipad¢ familiarni formy MTC v rodinné anamnéze a pozitivniho genetického
screeningu (mutace res-protoonkogenu) je indikovéna u osob starSich 5 let elektivni TTE
(tedy TTE bez prokazatelného nadorového postiZeni $titné Zlazy) (4stl 2002, Starka 1999).

Blokovou kréni disekci indikujeme p#i prokdzaném nadorovém postiZeni krénich
lymfatickych uzlin (N+). Spadovymi lymfatickymi uzlinami pro $titnou Zldzu jsou kréni
uzliny oblasti III, IV, Vb a VI. Elektivni blokova kréni disekce (pfi rozsahu NO) se v Ceské
republice u pacientd s karcinomem §titné Zlazy neprovadi (4stl 2002).

Pooperaéni pé€e zavisi na histopatologickém vySetfeni a TNM klasifikaci ptivodniho
nadoru. U WDTC rozsahu T1aNOMO je pacient po operaci $titné Zlazy pouze dispenzarizovan
spadovym endokrinologem a otorinolaryngologem (Hay et al. 1992, Stdrka 1999). U WDTC
viech ostatnich rozsaht je indikovana pooperadni terapie radioaktivnim jodem "'I na
oddéleni nuklearni mediciny. U nadorti s nizkou akumulaci radiojodu (WDTC u star$ich

pacientd, MTC) je v pooperaénim obdobi indikovana zevni aktinoterapie (Stdrka 1999). Po
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provedené TTE pacienti trvale uZivaji peroralni substitu¢n&-supresni terapii hormony $titné
Zlazy, kterou je nutno vysadit mésic pfed planovanou terapii radiojodem. Po skond&eni
podavani radiojodu je tato substitu¢né-supresni terapie podavana jiz trvale.

Lé¢ba pacientt s anaplastickym karcinomem §titné zlazy spo¢iva v zevni aktinoterapii,
pfipadné s konkomitantni chemoterapii. Chirurgickd 1é¢ba je zpravidla pouze paliativni
k zaji$téni pruchodnosti dychacich a polykacich cest.

Lé&ebny postup u pacientd s karcinomem §titné Zlazy zavisi na histologickém typu
karcinomu a stadiu onemocnéni (ACOR, UICC).

Dobte diferencované karcinomy §titné Zlazy (WDTC):

Stadium [ a II 1. totélni thyroidektomie (TTE)

2. terapie I'*! (u pacientd s PTC pod 10mm postatuje pouze TTE)
Stadium III 1. TTE (+ selektivni blokova kréni disekce)

2. terapie I'!

3. zevni ozafeni (pokud neni dostate¢na akumulace I'3 1)
Stadium IV 1. terapie 1'*! (pokud je dostatetna akumulace 1'*! v metastazach)
2. zevni ozéfeni (pokud neni dostatedna akumulace I'*' & odpovéd’ na
podany I'*!)
3. chirurgicka resekce omezend na symptomatické metastazy (pokud
neni dostatedna akumulace I'?")
4. supresni terapie thyroidalnimi hormony s cilem sniZit hladinu TSH

(pokud neni dostate&na odpovéd’ na I'*!)
Anaplasticky karcinom §titné Zlazy (ATC):

1. Chirurgicka terapie: Nadory rozsahu T4a jsou povaZovany za operabilni.

2. Zevni ozafeni: Standardni lé¢ebna metoda u pacientd s ATC.
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3. Chemoterapie: ATC neakumuluje 13!, U n&kterych pacientii 1ze dosahnout regrese nadoru

podavanim cytostatik, napf. doxorubicinu.

Medularni karcinom §titné Zlazy (MTC):
1. TTE (+ blokova kr¢ni disekce): U nadord omezenych na $titnou Zlazu, bez vzdalenych

metastaz.

2. Zevni ozéfeni: Po chirurgickém zakroku ¢&i primarné u nadord $ificich se mimo $titnou

Zlazu.
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B) CYTOKINY

Cytokiny je mozZno chépat jako lokalni analoga klasickych endokrinnich hormontl.
Existuje uzké propajeni imunitniho a endokrinniho systému na bun&né a molekularni Grovni.
Na endokrinnich bufikich byly prokdzany receptory pro vétSinu cytokind, naopak

imunokompetentni buiiky maji geneticky zaklad pro tvorbu hormont a jejich receptorti.

1.6 Obecna charakteristika cytokini

Cytokiny jsou polypeptidy, proteiny a glykoproteiny produkované somatickymi
burikami. Maji informaéni a regulaéni Géinky. Podileji se na udrZeni homeostazy celého
organismu. Utastni se naptiklad imunitnich reakci, bundného ristu a diferenciace,
gametogeneze, hematopoézy, procesu apoptdzy (programované bunééné smrti). Hraji v3ak
ulohu také pfi mnoha patologickych situacich, jako je vznik a rist nadorové tkan& &i
autoimunitni choroby (Rosypal 1999, Sterzl 1999).

Na rozdil od klasickych hormoni, jejichZz u¢inek je celkovy (endokrinni), piisobi
cytokiny pfedeviim lokaln¢ — autokrinné a parakrinn& (obr. 1.1). Autokrinnim G&inkem
rozumime stav, kdy ur€itd butika produkuje cytokin, ktery tuto butiku zpé&tné& ovliviiuje.
Zaroveil muize pusobit i na daldi buriky v t&€sném okoli, coZ pfedstavuje parakrinni uginek.
Pfitom u€inné hladiny cytokini jsou velmi nizné, fadov&€ nanogramy aZ pikogramy na

miligram tkané (Klener 1997).
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Obr. 1.1 Schéma ucinkii cytokinu (podle Klenera 1997).

f
pozitivni nebo negativni
mitogenni signl
a) zevni autokrinni b) vnitfni autokrinni c) parakrinni

Vyskyt a u¢inek cytokind v organismu je pleiotropni, pisobi na celou fadu bunék.
V souéasné dobé zname vice neZz 120 riznych cytokint, které tvofi rozsédhlou cytokinovou sit’
se vzdjemnymi komplexnimi stimuladnimi i inhibi¢nimi vazbami (HoFejsi & Bartuarikovd
2002). Kombinace né&kterych cytokini je schopna vyvolat pfislusnou reakci buiky jiz
v niz8ich koncentracich neZ kdyby pusobily jednotlivé, napt. aktivace makrofagi spole¢nym
u¢inkem IFNy (interferon y) a TNF (tumor nekrotizujici faktor). Potenciace muzZe spocivat
také v indukci syntézy dal$iho cytokinu s podobnym ucinkem, napf. reciprokd indukce
syntézy IL-1 (interleukin 1) a TNF v makrofazich pfi amplifikaci €asného stddia zénétlivé
reakce. Pfikladem vz4jemnych inhibiénich vazeb muZe byt pisobeni protizanétlivych
cytokini IL-10 a TGFp (transformujici ristovy faktor ) na aktivované monocyty a
makrofagy, kde inhibuji tvorbu prozanétlivych cytokinid (IL-1, IL-6, TNF) i tvorbu sebe sama
(IL-10) (Sterzl 1999).

Pro funkci cytokinid je dilezitd pfitomnost jejich receptorti na povrchové membrané
bunék. Tyto receptory je moZno, stejn€ jako cytokiny, rozdélit do nékolika strukturnich rodin
(Klener 1997). Né&které cytokiny tak mohou aktivovat receptory jinych cytokind, napf. TGFa
aktivuje receptory pro EGF (epidermélni ristovy faktor) (Gorgoulis et al. 1992). Po vazbé na

tyto membranové receptory dochézi k aktivaci signalizaéni kaskady. Casto jde o vazbu
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nereceptorovych proteinkindz Janusova typu a pfevod do jadra prostfednictvim
cytoplasmovych transkrip&nich faktord (Horejsi & Bartirikova 2002, Sterzl 1999). Konednym
vysledkem je ovlivnéni genové exprese buiiky. Utinek cytokint tedy zavisi také na aktualnim
stavu cilové buiiky, &ili na stupni exprese povrchovych receptort pro dany cytokin.

Dal$im faktorem ovliviiujicim u¢inky cytokinl v organismu je pfitomnost ptirozenych
vazebnych proteinli, které vyvazuji volné cytokiny a zabrafluji tak jejich interakci se
specifickym receptorem. Pfikladem mohou byt vazebné proteiny pro IGF (insulinu podobny

rastovy faktor) (Bachrach et al. 1989).

1.7 Klasifikace cytokini

1.7.1 Klasifikace podle struktury

Cytokiny jsou strukturn€ velmi riznorodé latky. U v&tsiny cytokind je znidma jejich

primarni struktura (sekvence) (obr. 1.2).
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Obr. 1.2 Primdrni struktura molekuly interferonu a-2a (podle Klenera 1997).

U fady znich zndme i strukturu sekundarni (tab. 1.3), ktera je duleZitd pro jejich

biologicky u¢inek.
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Tab. 1.3 Klasifikace cytokinii podle sekunddrni struktury (podle Klenera 1997).

Struktura cytokini Struktura cytokinovych receptorii
1. Cytokiny se 4 raménky se strukturou o-helixu a kratkymi raménky

IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-13, IL-15 hemopoetinova rodina se spole¢nym 7v-

fetézcem
IL-3, IL-5, GM-CSF hemopoetinova rodina

imunoglobulinova rodina s tyrosinkinasovou
M-CSF, SCF aktivitou
IFNy interferonova rodina

| 2. Cytokiny se 4 raménky se strukturou a-helixu a dlouhymi raménky

IL-6, IL-11, G-CSF, EPO hemopoetinova rodina

IL-10, IFNa, IFNf interferonova rodina

3. Cytokiny s dlouhymi Fetézci struktury -skladaného listu, struktura trojlistku
IL-1a, IL-1 imunoglobulinova rodina

4. Cytokiny s dlouhymi Fetézci struktury B-skladaného listu, struktura rolky (jellyroll)
TNFa, TNFp, Fas-ligandy rodina TNF-receptort

5. Cytokiny s dlouhymi Fetézci struktury f-skladaného listu, struktura s cystinovymi
uzly

TGFpB, BMP receptor s aktivitou serin/threoninové kinasy

VEGE. PDGF imunoglobulinové rodina s tyrosinkinasovou
’ aktivitou

NGF tyrosinkinasa bohata na cystein

6. Cytokiny obsahujici kratké retézce jak struktury o-helixu, tak struktury f-
skladaného listu

IL-8 receptor se 7 transmembranovymi doménami
7. Cytokiny s mozaikovou strukturou
EGF, TGFa tyrosinkinasa bohata na cystein

IL-12 hemopoetinova rodina
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Stejné jako cytokiny lze sdruZit do nékolika strukturnich skupin i jejich receptory
(napt. receptory pro interferony a IL-10). Tyto receptorové rodiny pak obvykle maji i

spole¢ny signaliza¢ni mechanismus (Horej$i & Bartinkova 2002).

1.7.2 Klasifikace podle funkce

Z obecné charakteristiky cytokinti vyplyva, Ze G¢inek kaZdého cytokinu v ramci
komplexni cytokinové sit¢ zavisi na mnoha riznych faktorech. Svou roli hraje napfiklad
spektrum pfitomnych cytokint a jejich aktuélni koncentrace a pomérné zastoupeni, urover
exprese bun&¢nych membranovych receptori pro cytokiny, pfitomnost cytokinovych
vazebnych proteind. Navic se zde uplatiiuje i pleiotropie (pfekryvnost) u¢inku jednotlivych
cytokint (Sterzl 1999).

Podle pfevazujiciho u¢inku je moZno cytokiny rozdélit do nasledujicich skupin
(Klener 1997):

e Riistové faktory
» Buné&né — TGF (transformujici ristovy faktor), FGF (fibroblastovy rlistovy
faktor), IGF (insulinu podobny riistovy faktor)
Uplatiiuji se pifi ristu a diferenciaci tkani, napf. v obdobi embryogeneze,
gametogeneze, pii fyziologické obnové povrchovych epitell, angiogenezi, ale i
pfi vzniku a ristu nadorovych bunék.
» Kolonie stimulujici — G-CSF (rGstovy faktor prekurzori granulocytd), EPO
(erytropoetin)
Hraji dilezitou ulohu v hematopoeze, jsou ristovymi faktory prekurzord

krevnich element.
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e Zandtlivé cytokiny — IL-1 (interleukin 1), IL-6, IL-10
Stimuluji jednotlivé funkce zan&tlivé reakce, napf. aktivuji B a T lymfocyty, NK
butiky, granulocyty, stimuluji tvorbu dalich zanétlivych cytokinti a proteint akutni
faze.

e Protizanétlivé cytokiny — IL-10, TGFf
Inhibuji makrofagy, proliferaci B a T lymfocyta, tvorbu zanétlivych cytokind.

e Cytokiny uplatiiujici se v bun&éné imunit¢ (Thl typ) — IL-2, TNFa (tumor nekrotizujici

faktor o), IFNy (interferon y)

Aktivuyji B a T lymfocyty, NK buriky a makrofédgy. Stimuluji diferenciaci Thl
lymfocytl, &imZ se rozviji cytotoxicka reakce bunééného typu namifend zejména proti
intracelularnim patogenim.

e Cytokiny uplatiiyjici se v humoralni imunité (Th2 typ) — IL-4, IL-5, IL-10
Aktivuyji B a T lymfocyty, stimuluji diferenciaci Th2 lymfocytd a indukuji tak
humoralni imunitni reakci, €ili aktivaci B lymfocytd s produkci protilatek a aktivaci
eosinofilt. Tato reakce je namifena pfedev§im proti extracelularnim patogentm.

e Antivirové cytokiny — IFN (interferony)
IFNa a IFNB maji pfedeviim antivirovy u¢inek, kdeZzto IFNy u¢inkuje pfedev§im
imunomodula¢né. Antivirovy G¢inek spodiva v aktivaci intracelularni proteinkindzy a
nasledné inhibici syntézy novych virovych partikuli. Interferony maji téz
protinadorové u¢inky spocivajici v pfimém antiproliferativnim ptsobeni, stimulaci

buné&éné diferenciace, inhibici angiogeneze a imunomodulaénich u¢incich.

Vé&tSina cytokini m4 3ir$i spektrum u¢inkt, né€kdy i protichidnych. Proto miZe byt

né€ktery cytokin zafazen do né€kolika skupin.
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1.8 Cytokiny v onkologii

V posledni dobé& se v etiologii a patogenezi nadorovych onemocnéni vénuje velka
pozornost vlivu ristovych faktori. Rustové faktory a jejich receptory jsou produkty
onkogenti. Je otazkou, nakolik se pfimo podileji na nddorové transformaci bunék. Bylo v3ak
prokdzano, Ze vétdina ristovych faktord ma proliferatni a dediferenciatni G€inky. Svym
autokrinnim a parakrinnim ptisobenim zaji$t'uji autonomni rist populace naddorovych bunék.
Cytokiny ovliviiuji rist nddord nejen pfimym pisobenim na buné&nou proliferaci, ale i

nepfimo svym vlivem na imunitni systém a angiogenezi (Bartolone et al. 1998, Klener 1997).

1.8.1 Cytokiny a angiogeneze

Cévni zasobeni rostouci naddorové masy je zajist€no zvysenou tvorbou angiogennich
rastovych faktorti, jako bFGF (bazicky FGF), PDGF (z desti¢ek derivovany rastovy faktor),
EGF (epidermélni ristovy faktor), VEGF (vaskularni endotelovy ristovy faktor), jejichZ
produkce ziejmé stoupd v disledku naristajici hypoxie uvnitf nadoru.

Angiogenni kaskdda mé dvé etapy. V Casné fazi dochizi u¢inkem angiogennich
cytokinli k aktivaci endotelu. V extracelularni matrix nastava exprese adhezivnich molekul,
proteolyza a degradace matrix. V pozdni fazi se uplatiiuje mitogenni u¢inek ristovych faktora
vedouci k migraci a proliferaci endotelii (Klener 1997).

Angiogeneze mé i své inhibitory, napf. TGFB1 (transformujici rastovy faktor 1), IFN
(interferony), IL-6, trombospondin (Ramsden 2000). Cytokin TNFa (tumor nekrotizujici
faktor o) zplisobuje hemokoagulaci a nekrézu tumoru. Extravaskuldrné ma v3ak ucinek

opacny, vede k degradaci extracelularni matrix a angiogenezi (Klener 1997).
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Obr. 1.3 Schéma angiogenni kaskddy (podle Klenera 1997).
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1.8.2 Cytokiny a nadorové metastazovini

V prvni fazi metastazovani dochazi k invazi nadoru do okoli priinikem bun&k pfes
bazalni membranu a intersticidlni stroma. Zde se uplatiiuje zvy¥ena exprese adhezivnich
molekul na povrchu nadorovych bun€k a sekrece proteds. Takto dochdzi i k priniku
nadorovych elementii do krevnich a lymfatickych cév. Tyto procesy mohou byt podporovényr
n€kterymi cytokiny, jako FGF, EGF, VEGF, TGFp.

V druhé fazi metastatického rozsevu nadoru dochézi k transportu nadorovych buné&k
krevni &i lymfatickou cestou, jejich prichodu sténou kapilar v cilovych organech. To je
usnadnéno agregaci nadorovych bun&k skrevnimi destickami (vznikem mikroembold).
Adhezi ke st€n€ kapilar zajistuji adhezivni molekuly na povrchu desti¢ek. Nasledny priinik
nadorovych bunék do cilové tkané je stejny jako v prvni fazi metastazovani.

Posledni fézi pfedstavuje rist mikrometastazy, ktery podporuji mitogenni riistové

faktory uvolnéné z adherovanych desti¢ek (PDGF) i autokrinni sekrece cytokinii nadorovymi
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burikami. Postupné pak dochézi i k aktivaci angiogeneze (Klener 1997).

1.8.3 Lé¢ebné vyuZiti cytokini v onkologii

Dlouhodobé je pouZivan IFNa. Dobré u¢inky ma hlavné u adenokarcinomu ledvin,
maligniho melanomu a neuroendokrinnich nadori. V kombinaci s retinoidy se pouzivé i
v 1é¢bé karcinomu déloZniho &ipku. Dilezité misto ma IFNa v terapii chronické myeloidni
leukémie, kdy na poéatku chronické faze miiZze navodit kompletni remisi. Pouziva se také
v 1é&b& non-hodgkinskych lymfomi, koZnich T-lymfomt a primarni polycytémie. IL-2 se
v kombinaci s IFNa pouZiva v terapii metastazujiciho adenokarcinomu ledviny.

IFNB se zkousi podavat pacientlim s malignimi gliomy a trichoceluldrni leukémii.
Lokalné se IFNP aplikuje do tkané karcinoma in situ déloZniho &ipku, pouZiva se také
k intrapleuralni &i intraperitonedlni aplikaci v 1é¢bé malignich vypotki. IFNB indukuje
syntézu estrogennich receptorl, proto je pouZivan k posileni u¢innosti postmenopauzalni
hormonalni terapie u metastazujiciho karcinomu prsu ¢i endometria.

IFNy je u¢inny pfi adenokarcinomu ledvin a lokalné se pouziva u mesoteliomu pleury.

Erytropoetin (EPO) je podavan onkologickym pacientim s anémii, kterda byva
multifaktoridlni etiologie. PouZiva se také v symptomatické terapii mnoho&etného myelomu,
non-hodgkinskych lymfom a chronické lymfatické leukemie.

V terapii granulocytopenie po chemoterapii je vyuZivan GM-CSF (faktor stimulujici
kolonie granulocyti a makrofagli) ve formé& preparati molgramostim a sargramostim.
Z podobné indikace se podava také G-CSF (faktor stimulujici kolonie granulocyti) (filgrastim
a lenograstim).

IL-2 (interleukin 2) se jako aldesleukin pouZivd v terapii metastazujiciho

adenokarcinomu ledvin (¢asto v kombinaci s IFNa). Uginny je také u maligniho melanomu &i
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pii intravezikalni aplikaci u karcinomu mo¢ového méchyte (Klener 1997).

1.8.4 Ukast jednotlivych cytokini v tumorigenezi

(Souhrn z literdrnich udaji)

IL-1 ma u¢inky stimula¢ni i inhibi¢ni. Aktivuje tvorbu ristovych faktorti a angiogenezi,
naproti tomu ma4 antiproliferativni G¢inky a aktivuje builky imunitniho systému.

IL-2 udinkuje protinadorové, zpétn€ stimuluje Th-buriky, zpisobuje proliferaci Tc-
bun&k, NK-bun¢k a tvorbu TNFa a IFNy. Pouzivad se proto v terapii u onkologickych
pacientt.

IL-6 je autokrinnim stimula¢nim faktorem u mnoho&etného myelomu. U n&kterych typud
nadord ma viak antiproliferativni u¢inky, napf. u karcimu prsu.

EGF aktivuje proliferaci epitelovych a mezenchymovych bun&k a vede k jejich
dediferenciaci. Uplatiiuje se vieobecné v patogenezi malignich epitelovych nadort.

TGFa uéinkuje podobné jako EGF, maji i spole¢né receptory. Je mitogenem né&kterych
nadori a aktivuje angiogenezi.

TGFp tlumi proliferaci bun€k. Pokud v3ak buiiky ztrati TGFB-receptory, prajevi se jeho
nepfimy stimula¢ni u¢inek — imunosuprese a angiogeneze. Byl prokazan jeho antiangiogenni
efekt.

TNFa ufinkuje cytotoxicky. Zpisobuje lokalni nekr6zu nadorovych buné&k tim, Ze
vnadorové tkéni indukuje intravaskuldrni koagulaci. Extravaskularngé vsak aktivuje
angiogenezi. Ma vyrazny katabolicky vliv ¢imz pfispiva k nadorové kachexii.

TNFP maé cytotoxické u¢inky.

IGF podporuji buné¢nou proliferaci a urychluji tak rust n¢kterych nadordi, nepisobi
viak dediferencia¢né.

FGF (fibroblastové ristové faktory) maji mitogenni G¢inek na mezenchymové a
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neuroektodermové buriky. Stimuluji migraci endotelii, &imz se vyrazn& uplatiiuji pfi
angiogenezi (zejmeéna bazicky FGF). Aktivuji kolagenasy a uplatiiuji se tak v procesu
nadorového metastazovani.

PDGF (z desti¢ek derivovany ristovy faktor) ma angiogenni efekt, stimuluje proliferaci
endotelii a fibroblastu.

HGF (hepatocytarni ristovy faktor) plsobi siln& mitogenné a ma také dediferenciaéni
adinky.

VEGF (vaskularni endotelovy rustovy faktor) je vyraznym mitogenem endotelovych
bun&k, indukuje angiogenezi.

IFNo. ma protivirové a protinddorové wCinky, inhibuje bun&nou proliferaci a
angiogenezi, stimuluje diferenciaci bun€k. M4 téZ imunomodulaéni efekt, aktivuje Tc-buriky a
makrofagy, i kdyZ v mensi mife nez IFNy.

IFNy méa hlavné¢ imunomodula¢ni G¢inky. Aktivuje makrofagy, podporuje imunitni

reakci Thl-typu. Inhibuje expresi n&kterych onkogenti. Uginkuje synergicky s TNFo.

1.9 Cytokiny a nadory S§titné Zlazy

Existuje cela fada praci popisyjicich uéast riznych cytokini pfi vzniku benigni a
maligni strumy. Zkoumany byly pfedev§im EGF, IGF, FGF, TGF, HGF a VEGF (tab. 1.4).
Bylo zji§téno, Ze vS8echny tyto ristové faktory (kromé& IGF) maji dediferenciaéni u€inek na
folikularni buriky §titné Zlazy, a Ze v3echny, s vyjimkou TGFP a VEGEF, jsou potencialnimi
mitogeny téchto bun&k. Expanze thyroidalni tkan¢ je provézena expanzi vaskularni sité,
neovaskularizaci. Tyto dva procesy se do jist¢ miry vzdjemné limituji. Pfi angiogenezi se
uplatriuji hlavné bFGF, VEGF, PIGF (placentarni ristovy faktor) a endoteliny (Bunone et al.

1999, Ramsden 2000).
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Tab. 1.4 Produkce vybranych cytokinii ve folikuldrnich burkdch zdravé Stitné Zlazy a

thyroidalnich nddori. (souhrn literdrnich udaji)

zdrava tkan karcinom
cytokin s s x1x adenom
Stitné Zlazy (histologicky typ)
11 (diferencovany
IGF-I T ™M ( )
- , *}_ (anaplasticky, malo diferencovany)
bFGF N2 ) 11 (diferencovany i anaplasticky)
CToRpl Y M
- ‘ ' T‘TT PN
1 apilarni
HGF . | (papilarni)
] ¢ (ostatni)
‘ i T (papilarni)
VEGF J | ) | { (folikularni)
- LTT (nediferencovany)
1 (diferencovany
IL-6 | T ? v ¥)

o l i I (nediferencovany)
T zvysena produkce, J sniZena produkce, ? neni dostate¢né objasnéno

1.9.1 IGF-I (Insulin Like Growth Factor I, insulinu podobny riistovy faktor I)

IGF-I je nazyvan téZ somatomedin C, jeho produkci ovliviiuje ristovy hormon
(akromegalie se zvy$enou hladinou IGF-I v séru je v 70 % asociovéana se strumou) (Tsakuda
et al. 1998, Wuster et al. 1991). Ma podobnou sekvenci jako proinsulin, stimuluje buné€nou
utilizaci glukézy (Sterzl 1999). Utinkuje mitogenn& a podporuje funkce mnoha typt buné&k.
Tvoti komplexy s IGF-vazebnymi proteiny (IGFBP), které tak ovliviiuji jeho dostupnost pro
buiiky (Modric et al. 1999).

Ve &titné zlaze IGF-I stimuluje fibroblasty, folikularni butiky a snad i endotelie. Jako
jeden z mala rstovych faktord neinhibuje specifické thyroidalni funkce, naopak podporuje

napiiklad tvorbu cAMP po stimulaci TSH, expresi mRNA pro TSH-receptory, organifikaci
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jodu (Bachrach et al. 1988, Beere et al. 1991). Pro stimulaci riistu a funkce folikularnich
bunek je nezbytna synergie IGF-1 s TSH, samotny IGF-I je netdinny (Eggo et al. 1990, Deleu
et al. 1999, Ollis et al. 1989). Proto u pacientl s hypopituitarismem nevede zvy$ena sérova
hladina IGF-I (zplisobena substitu¢ni terapii ristovym hormonem) k naristu thyroidalni
tkang, jelikoz chybi TSH (Cheung et al. 1996). Tvorba IGF-I ve folikularnich burikach je
snizena u Graves-Basedowovy toxikozy, jelikoZ je nizsi i sekrece TSH (Eggo et al. 1996,
Hofbauer et al. 1995).

Dostupnost IGF-I pro bufiky je regulovana IGFBP, které jsou secernovéany thyrocyty
(Minuto et al. 1989). Sekreci IGFBP inhibuje TSH, &imz zvySuje dostupnost IGF-I pro
thyroidalni bufiky a tim i rist a funkci folikularniho epitelu (Eggo et al. 1991, Torre et al.
2000, Wang et al. 1991). Inhibitory funkce §titné Zlazy (thyrostatika) vétsinou zvy3uji syntézu
IGFBP (Bachrach et al. 1991, Eggo et al. 1996). Sekreci IGFBP z folikularnich bunék
stimuluje také aktivace proteinkinasy C a EGF-receptort (vlivem G¢inku EGF nebo TGFa)
(Eggo et al. 1996).

Na regulaci dostupnosti IGF-I se také podili dodavka jodu. Intracelularni organicky jod
inhibuje tvorbu a sekreci IGF-I a stimuluje syntézu IGFBP (Beere et al. 1995, Hofbauer et al.
1995). Naopak v pokusech in vitro bylo prokdzéano, Ze nedostatek jodu syntézu a sekreci IGF-

I podporuje, coz miiZe byt pfi¢inou vzniku endemické strumy (Bachrach et al. 1991).

1.9.2 bFGF (basic Fibroblast Growth Factor, bazicky fibroblastovy ristovy faktor)

FGF je rodina heparin-vazebnych proteinii se stimulaénim u¢inkem na rist, diferenciaci
a funkci mnoha druht mezodermalnich bungk (Sterzl 1999). FGF se nachézeji v normélnich
tkanich, kde jsou skladovany v bazalni membran¢ a extraceluldrni matrix ve vazbé& na
heparansulfatové proteoglykany. Pro jejich tG&inek je nezbytna aktivace uvolnénim

z komplex, coz vyzaduje pfitomnost specifickych proteas (podobné jako u TGFB1). Témito
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aktivatory by snad mohli byt aktivator plasminogenu, katepsin &i metaloproteinasy (Mak et al.
1984).

In vitro bFGF stimuluje rdst folikularnich bun&k $titné Zlazy a inhibuje tvorbu cAMP,
ma mitogenni a dediferenciatni u€inky (Gerard et al. 1989, Logan et al. 1992, Roger &
Dumont 1984). Je vyraznym aktivatorem angiogeneze, aktivuje fibroblasty, stimuluje rist a
migraci endotelii (Sterzl 1999).

Becks 1994 uvadi, Ze v priibéhu vzniku strumy u krys (v dtisledku podavani metamizolu
a omezeni pfisunu jodu) dochazi k podstatnému zvy3eni exprese mRNA pro bFGF a FGF-
receptory. Tato zvy3end produkce v3ak trva jen po dobu rychlého rdstu strumy. V tomto
obdobi také dochézi k pfesunu bFGF z extracelularni matrix do cytoplasmy folikularnich
bun&k. Ve fazi stabilizace velikosti strumy syntéza bFGF i jeho receptorti ustava (Becks et al.
1994).

Podle Emota 1998 je u papilarniho karcinomu S§titné Zzlazy uvoliiovani bFGF
z extracelularni matrix vyrazné€ vy3$8i nez u zdravé tkané (Emoto et al. 1998, Emoto et al.
2000).

U pacientl s toxickym adenomem, studenymi uzly a Graves-Basedowovou chorobou
byl zjidtén zvy3eny vyskyt bFGF ve fibroblastech z t€sného okoli folikul. To podporuje fakt,
e bFGF se uplatriuje v komunikaci mezi endotelovymi buitkami a fibroblasty (Gartner et al.
1996).

Na krysich thyrocytech in vitro bylo zji§téno, Ze TSH zvySuje produkci bFGF a jeho
receptoru 1 (FGFR-1) a také receptoru pro angiopoetiny (Tie-2). Tim je zajiSténa koordinace

mezi ristem strumy a jeji vaskularizaci (Cocks et al. 2000).
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1.9.3 TGFp1 (Transforming Growth Factor 1, transformaéni ristovy faktor 1)

TGFp superrodina zahrnuje TGFP, aktiviny a BMP (bone morphogenetic protein).
Jedna se o multifunkéni dimerni proteiny, které reguluji riist a diferenciaci bungk a tvorbu
extracelularni matrix (Sterzl 1999). Pro jejich utinek je nezbytna pfitomnost dvou hlavnich
receptoril — typ I a II, které maji povahu serin/threonin kinasy. Na intracelularnim pfenosu se
podileji hlavné tzv. Smad-proteiny. TGFB1 a aktivin A inhibuji rist a funkci thyrocytii. BMP-
7 inhibuje jen bun&¢nou funkci, nikoliv rust, ktery dokonce v kombinaci s EGF podporuje.
Ztoho plyne dilezitd dloha TGFP superrodiny pfi negativni regulaci 3titné Zzlazy,
nejvyraznéjsi u€inky ma TGFB1 (Franzén et al. 1999).

TGFp je secernovan riznymi typy bunék v inaktivni formé&. K jeho aktivaci mize dojit
acidifikaci nebo alkalizaci. Ma vétSinou inhibi¢ni vliv na buné&nou proliferaci, za urgitych
podminek v3ak muZe proliferaci buné€k i stimulovat. ZvySuje syntézu kolagenu a inhibitord
proteas a uplatiiuje se pfi tvorb€ extracelularni matrix. Jeho imunosupresivni G¢inky jsou dany
inhibici produkce imunoglobulini a aktivity NK bunék. Potlacuje mitotickou aktivitu
endotelii, uplatfiuje se tak jako inhibitor angiogeneze. V soutasné dob¢ je znamo pét izoforem
TGFB (Klener 1997).

Aktivaci TGFB1 ve §titné Zlaze zajituje zigjmé systém plasminogen/aktivator
plasminogenu jako odpov&d’ na stimulaci TSH (Mak et al. 1984, Phillips et al. 1989). TGFB1
je inhibitorem proliferace folikularnich bun&k in vitro (Morris et al. 1988, Taton et al. 1993).

U &lovéka zvy3uje tvorbu IGFBP, &¢imZ sniZuje dostupnost IGF-I pro buriky a posiluje tak

sviij pfimy antiproliferaéni u¢inek (Beere et al. 1991, Eggo et al. 1996). Jeho mRNA byla

prokazana ve folikularnich buiikach mnoha zvifat, zatimco mRNA TGFf2 ani TGFB3 nikoliv

(Cowin et al. 1992). Tvorbu TGF1 in vitro sniZuje nedostatek jodu a zvySuje stimulace TSH.

31



In vivo proto miiZe byt sniZeni hladiny TGFp1 p#i nedostatku jodu maskovéno jeho zvy$enou
syntézou v disledku naristu produkce TSH (Cowin & Bidey 1994, Cowin & Bidey 1996).

U mnoholetnych adenomu $titné Zlazy byla zjisténa lokalni rezistence folikularnich
punek k TGFB1 zplisobena zmé&nami exprese TGFp1-receptorti, poruchou signalni transdukce
i mutacemi samotnych receptorti. Tato rezistence zplisobuje zpétnovazebné zvySeni hladiny
endogenniho TGFB1l a indukuje tak expanzi mezenchymu. To vysvétluje &asty nalez

zmnoZeného perifolikularniho mezenchymu u polynodosni strumy (4smis et al. 1996, Cowin

& Bidey 1996).

1.9.4 HGF (Hepatocyte Growth Factor, hepatocytarni riastovy faktor)

Mitogenni u€inek HGF je vyrazné€ vy$$i neZ u ostatnich ristovych faktord. Ovliviiuje
rist a déleni epitelovych bunék, hepatocyti, keratinocyti a epidermalnich melanoblastu
(Sterzl 1999).

HGF je potencidlnim mitogenem pro folikularni buiiky a C-buriky §titné zlazy. Jeho
prorustovy a dediferencia¢ni efekt se uplatiiuje pfedevsim ve fazi rychlého ristu bunééné
masy, exprese HGF-receptoru je zfejmé zavisla na bun&né hustoté (Dremier et al. 1994,
Eccles et al. 1996).

Produkce HGF a jeho receptoru (c-met) je typickym znakem papilarniho karcinomu
§titné zlazy. V tkani normalni §titné Zlazy a thyroidalnich adenomi je pfitomnost HGF i jeho
receptoru c-met velmi nizka, na rozdil od intenzivniho imunohistochemického signalu u
papilarniho i folikularniho karcinomu (#ppolito et al. 2001, Trovato et al. 1998).

Bylo zjidténo, Ze zvysena exprese HGF a c-met je spojena s vy$3im rizikem tvorby
metastaz a nadorové rekurence u mladych osob s papilarnim karcinomem §titné Zlazy

(Ramirez et al. 2000). HGF zvy$uje migraci a invazivitu nadorovych bunék papilarniho
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karcinomu §titné Zlazy a podporuje tak metastazovani do regionélnich lymfatickych uzlin

(Ruco et al. 2001, Scarpino et al. 1999).

1.9.5 VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor, vaskulirni endotelovy ristovy

faktor)

VEGF, nazyvany téZ vaskulotropin, je dimericky polypeptid vazajici heparin. M4 silnou
mitogenni aktivitu pro endotelové butiky a zvySuje cévni permeabilitu. Uplattiuje se pfi hojeni
ran, ale i p¥i neovaskularizaci nadorové tkang (Klener 1997, Sterzl 1999).

Na proliferaci folikularnich bungk $titné Zlazy plisobi VEGF nejspise podobné jako
TGFpB1. Vlivem TSH dochazi v thyrocytech k indukci tvorby VEGF, coZ vede k zastavé
mitogenni TSH stimulace folikularnich bunék a k iniciaci angiogeneze (Sato et al. 1995, Sato
etal. 1997, Viglietto et al. 1997, Wang et al. 1998).

VEGEF se podili také na tvorbé lymfatickych cév a ovliviiuje tak $ifeni nadorovych
bunék do regiondlnich lymfatickych uzlin. Tim se také vysvétluje jeho vysoka produkce u
papilarniho karcinomu $titné Zlazy, ktery metastazuje pfevazné lymfogenné (Bunone et al.
1999, Fellmer et al. 1999, Lennard et al. 2001), a nizka tvorba u folikularniho karcinomu,

jehoZ 8ifeni je hematogenni (Huang et al. 2001).
1.9.6 IL-6 (interleukin-6)

IL-6 je produkovan celou fadou bun&k, makrofégy, T lymfocyty, fibroblasty,
polymorfonukleary, endoteliemi a téméf viemi mezenchymalnimi butikami. Uplatiiuje se pfi

stimulaci proliferace T bungk a makrofagl, indukuje tvorbu protilatek v B lymfocytech,

syntézu proteini akutni faze v jatrech, umociiuje aktivitu hematopoetickych ristovych
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faktord. U n€kterych nadorovych onemocnéni vykazuje antiproliferativni uginky (karcinom
prsu), u n€kterych naopak rist podporuje (myelomové butiky) (Klener 1997, Sterzl 1999).
ZvySena produkce IL-6 byla prokdzana ve folikularnich buiikach zdravé §titné Zlazy
(Aust et al. 1996, Basolo et al. 1998). Basolo 1998 popisuje mirn& sniZenou tvorbu IL-6 u
dobte diferencovanych karcinoml a vyrazn& sniZenou produkci u nediferencovanych
karcinomu §titné Zlazy. IL-6 by tedy mohl byt markerem urovné diferenciace nadoru (Basolo
et al. 1998). Naproti tomu podle Asakawy 1999 je tvorba IL-6 u malo diferencovanych a

anaplastickych karcinomtl $titné Zlazy zvy3ena (4sakawa & Kobayashi 1999).

1.9.7 EGF (Epidermal Growth Factor, epidermalni ristovy faktor)

EGF je G¢innym mitogenem epitelovych a mezenchymalnich bunék, je dilezZity pro
obnovu epiteld. Aktivuje i fibroblasty a endotelie. Ma podobné spektrum w¢inki jako TGFa,
maji také podobnou strukturu a spole¢né receptory. Jeho receptory byly #edezeny u mnoha
malignich bun&nych linii, zvla$t¢ hojné jsou u epitelovych nadord (Klener 1997, Sterzl
1999).

Ve zdravé §titné Zlaze je hladina EGF minimalni, jeho produkce stoupa u folikularniho
adenomu a folikularniho i papilarniho karcinomu §titné zlazy (Gartner et al. 1996). EGF
stimuluje proliferaci thyrocytd in vitro, ve vys$§ich koncentracich vede k bun&né
dediferenciaci (Klener 1997). Ve spolupraci s TGFa se EGF uplatiiuje pfi autokrinni a
parakrinni regulaci ristu papilarniho a folikularniho karcinomu $titné zlazy (Gorgoulis et al.

1992).
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1.9.8 ET (endoteliny)

Jde o skupinu peptidd, jejichZ nazev je odvozen od hlavniho mista vzniku, endotelovych
bunék. Ovliviiuji vazomotoriku a stimuluji proliferaci bun&k, predeviim hladké svaloviny
(Klener 1 997).

ET-1 vznikd proteolytickym 3$tépenim z velkého prekurzoru, vlivem endotelin-
konvertyjiciho enzymu (ECE), ktery ma povahu membranové neutralni metaloproteinasy.
ECE je syntetizovan zejména cévnim endotelem. ET-2 a ET-3 jsou tvofeny hladkou
svalovinou cév. Receptory ET-A se vyskytuji na hladké svaloviné cévni stény a zaji$t'uji
vazokonstrikci. Receptory ET-B jsou lokalizovany na endotelovych burikach a zprosttedkuji
uvolfiovani oxidu dusnatého, prostacyklinu a atridlniho natriuretického proteinu.

ET-1 je tvofen také folikularnimi burikami §titné Zlazy krys, prasete i ¢lov&ka (Colin et
al. 1994, Tseng et al. 1993). U prasecich thyrocyti inhibuje vychytavani jodu (Tsushima et al.
1994). V kultufe lidskych folikularnich bun€k maji nanomolarni koncentrace ET-1 pozitivni
vliv na buné&nou proliferaci (Eguchi et al. 1993). TGFB1 zvy$uje sekreci ET-1 a expresi ET-
receptord. TSH nema na tvorbu ET ani jejich receptort Zadny vliv (Tseng et al. 1993).
V endotelovych buiikach stimuluje ET-1 produkci VEGF (Pedram et al. 1997). U krys byly

zjidt&ny Sx vyssi hladiny ET-1 v tkani hyperplastické §titné Zlazy (Colin et al. 1994).

1.9.9 ANP (atridlni natriureticky peptid)

ANP i jeho receptory byly detekovéany v prasedich i lidskych folikularnich burikéach
Stitné Zlazy (Sellitti & Hughes 1990). In vitro ANP inhibuje uvolfiovani thyroglobulinu
z thyrocytt a tvorbu VEGF v endotelovych buiikach (Pedram et al. 1997, Sellitti et al. 1989).
Podili se tak, spole¢n& s ET-1, na regulaci endotelové proliferace a invaze, ¢imZ pfispiva

k rovnovaze mezi bun&&nym riistem a s nim spojenou neovaskularizaci pfi vzniku strumy.
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2. CILE PRACE

Diserta¢ni prace se zabyva studiem ulohy ristovych faktor v procesu vzniku a riistu
papilarniho karcinomu §titné Zlazy. Byly vy$etfovany koncentrace vybranych rdstovych
faktord v perifernim séru pacientd s nadory §titné Zlazy. V systému dynamické priitokové
tkaflové kultury byla zkoumdna role nékterych rustovych faktorti v procesu onkogeneze

nadoru §titné Zlazy.

Cile diserta¢ni prace:

e Stanoveni rozdilt v produkci vybranych ristovych faktori (IGF-I, bFGF, TGFpI,
HGF a VEGF) tkani papilarniho karcinomu §titné zldzy v porovnani s tkani
adenomu a zdravou tkéni $titné Zlazy.

e Studium tlohy ristovych faktord bFGF a HGF v onkogenezi papilarniho karcinomu
§titné Zlazy.

e Moznosti vyuziti ristovych faktori v diagnostice nadord S§titné Zlazy, predevsim

v diferencialni diagnostice benigni a maligni strumy.
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3. METODIKA

3.1 Stanoveni sérovych hladin ristovych faktor

Studie zahrnuje 28 pacient (23 Zen a 5 muzi) s nadorem §titné Zlazy operovanych na
Klinice otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku 1. LF UK a FN Motol od ¥ijna 2000 do
biezna 2001. U v8ech téchto pacientii byla provedena totdlni thyroidektomie s naslednym
histologickym vySetfenim $titné Zlazy. U 14 osob (12 Zen, 2 muzi) byl zji$tén benigni adenom
§titné Zlazy, u dal3ich 14 pacientii papilarni karcinom (11 Zen, 3 muzZi). Anamnesticky nebylo
u zadného z pacientli v souboru zji§téno zadné jiné nadorové onemocnéni ani akutni &i
chronicka zanétlivd choroba (v&etn€¢ autoimunitnich), které by mohly ovlivnit vysledky
vyzkumu.

Od kazdého pacienta bylo na operaénim sale pfed zatatkem operace odebrano 20 ml
krve z kubitalni Zily do zkumavky s EDTA (nesrazliva krev). Po 30 minutach byla tato
periferni krev centrifugovana po dobu 10 minut pfi 10 G. Takto ziskané sérum bylo okamZité
zamraZeno v tekutém dusiku (-196 °C) a uchovavano v uzaviené plastové nadobce pii —80 °C.
Stejné byly zpracovany vzorky krve od kontrolni skupiny 8 zdravych osob.

Sérové koncentrace IGF-I, bFGF, TGFB1, HGF a VEGF byly méfeny v laboratofich
Oddéleni klinické imunoendokrinologie Endokrinologického tustavu v Praze metodou ELISA
(Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay). PouZity byly ELISA kity firmy R&D Systems
(Minneapolis, USA), detekce sérovych hladin cytokinii prob&hla na pfistroji Dynatech
Immuno Assay System — DIAS photometer firmy DYNEX Technologies (Guernsey, Channel
Island, Velka Britanie).

Pfi statistickém zpracovani naméfenych hodnot byla pouZita jednocestna analyza

rozptylu (pro IGF-I a TGFB 1) a Kruskal-Wallistiv test (pro bFGF, HGF a VEGF).
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3.2 Dynamicky model priitokové tkafiové kultury

Vzorky tkani papilarniho karcinomu §titné Z2lazy byly ziskdny od pacientd
operovanych na Klinice otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku 1. LF UK a FN Motol.
Odbér vzorku tkan€ prob&hl okamzité po resekci tumorem postiZzeného laloku 3titné zlazy.
Vzorky zdravé thyroidalni tkan€ byly odebrany z makroskopicky zdravé &asti resekované
stitné Zlazy. Zbyla odebrana tkan byla odeslana k standardnimu histopatologickému vy3etfeni.
Vzorky tkani o objemu asi 0,5 cm’ byly okamZit&¢ po odebrani vloZeny do uzaviratelnych
plastovych nadobek s kultivatnim médiem a na ledu transportovany k dal§imu zpracovani.
Jako kultivaéni médium bylo v celém experimentu pouZito médium HAM’S F10 (BioTech
s.r.0.) doplnéné o 10 ml/l HEPES (SIGMA, Aldrich s.r.0.), 1 ml/l 2-merkaptoetanolu
(SIGMA, Aldrich s.r.0), 5% fetdlni bovinni sérum (Flow Laboratories) a 2 ml/l
penicilinu/streptomycinu (Sevac). pH média bylo upraveno hydrogenuhli¢itanem sodnym na
hodnotu 7.4.

V Ustavu histologie a embryologie 1. LF UK v Praze byly tkafiové vzorky zality
parafinem a po zatuhnuti nakrajeny na mikrotomu na fezy tloustky 70 pm, vloZeny do
nadobek s Cerstvym kultivaénim médiem a na ledu transportovany do Endokrinologického
ustavu v Praze.

Zbyvajici &ast experimentu probihala na Oddéleni klinické imunoendokrinologie
Endokrinologického ustavu v Praze. Systém ACUSYST-S™ (Endotronics Inc.) tvoti model
krevniho ob&hu s moZnosti sériového ¢&i paralelniho zapojeni. Cely systém je sterilni.
Kultivaéni médium ze zasobnich lahvi cirkuluje v systému plastovych hadi¢ek. Nastavitelnou
rychlost pritoku udrzuje peristaltickd pumpa pomoci pfitla¢nych rotujicich valch. Do systému
jsou zapojeny tkatiové kultivaéni komory umisténé v inkubaénim prostoru s udrZzovanou
teplotou 37 °C. Médium v zasobnich lahvich je kontinualné¢ vzdu3néno smési 95 %

syntetického vzduchu a 5 % oxidu uhli¢itého.
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V experimentu bylo pouZito &tyf izolovanych cirkulagnich okruhi, rychlost pritoku
kultivaéniho média byla 0,5 ml/min. Do kultiva¢ni komory ka?dého okruhu bylo vloZeno 50
pg vlhké tkan¢ (vaZeno na mikrovahach v sterilnim boxu), do dvou komor tkaii papilarniho
karcinomu 3titné Zlazy, do dalich dvou zdrava thyroidalni tkan. Nasledovala 24 hodinova
cirkulace kultivatniho média z divodu dostatedné adaptace bun&k. Poté prob&hlo 60
minutové promyti &erstvym kultivatnim médiem. Dalgich 8 hodin byly tkan& vystaveny
pasobeni stimulyjici latky pfidané do kultivalniho média. Kazdy typ tkan& byl stimulovéan
jednak thyrotropinem (TSH) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko) v koncentraci
1,5 IU/ml, jednak epidermalnim rustovym faktorem (EGF) (BioSource International,
Camarillo, California, USA) v koncentraci 0,2 pg/ml. Tento puls byl ukonen opét 60

minutovym promytim &istym médiem (tab. 3.1).

Tab. 3.1 Schéma zapojeni tkani §titné Zlazy v dynamickém modelu pritokové tkarnové kultury.

i adaptace ‘promyti puls promyti
(24 hod.) (60 min.) (8 hod.) (60 min.)

PTC TSH

PTC Cisté Cisté EGF Cisté

zdrava tkat médium médium TSH médium

zdrava tkai EGF

PTC =-papildrni karcinom $titné Zlazy, TSH = thyrotropin, EGF = epidermdlni ristovy faktor

Vzorky média na vystupu z komor byly odebirdny sbé&radem frakci Retriever II
(Endotronics Inc.) v intervalech 60 minut po dobu stimula¢niho pulsu a v intervalech 10
minut b&hem nasledného promyvani. V odebranych vzorcich média byly stanoveny
koncentrace bFGF a HGF metodou ELISA za pouZiti kitd firmy Oncogene Research Products
(Boston, Massachussets, USA) pro detekci bFGF a kiti firmy BioSource International

(Camarillo, California, USA) pro detekci HGF.
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4. VYSLEDKY

4.1 Sérové hladiny ristovych faktoru

V tabulce 4.1 jsou uvedeny primé&rné hodnoty sérovych koncentraci riistovych faktord
IGF-1, HGF, bFGF, TGFB1 a VEGF u skupin pacientii s adenomem a papildrnim karcinomem
gtitné Zlazy a u kontrolni skupiny zdravych osob. Namé&fené koncentrace riistovych faktort
v séru z periferni krve jednotlivych pacientl s nadorem §titné Zlazy a zdravych osob ukazuje

tabulka 4.2.

Tab. 4.1 Primérné hodnoty sérovych koncentraci rustovych faktori u pacientii s adenomem a
papilarnim karcinomem (PTC) S$titné Zldzy a u zdravych osob (vietné smérodatnych

odchylek). Tucné jsou zndzornény statisticky vyznamné rozdily.

cytokin adenom PTC zdravi

IGF-I (ng/ml) 105,5 + 38,2 131,4 £47,2 163,6 + 42,9
bFGF (ng/ml) 4,93 + 3,42 5,69 +£5,58 1,47 + 1,77
”TGFBI (ng/ml) 35,9+ 10,5 37,7+ 12,5 §29’0 + 18,7
HGF (pg/ml) 1496 + 810 1137 + 862 361 + 83

VEGF (pg/ml) 213+ 197 210+ 179 - 227 + 231
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Tab. 4.2 Sérové koncentrace ristovych faktoris u jednotlivych pacientsi s adenomem a

papildrm’m karcinomem (PTC) §titné Zldzy a u zdravych osob.

Skupina Pacient IGF-I bFGF TGFpI HGF VEGF
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Adenom 1 52 6,78 10,14 1759 9
2 93 13,37 33,90 2749 89
3 78 8,15 26,73 508 204
4 50 4,20 31,17 1072 40
5 124 2,02 38,61 2803 66
6 146 3,24 25,29 2106 46
7 89 7,47 49,17 1629 735
8 55 3,24 49,53 1292 219
9 123 9,25 33,93 616 292
10 189 1,34 40,59 915 511
11 107 3,65 46,47 887 73
12 118 2,43 46,98 575 147
13 141 2,02 37,86 1192 334
14 112 1,89 31,74 2844 221
PTC 1 133 2,97 43,17 440 276
2 88 21,67 6,63 3295 --
3 101 4,74 17,19 2285 -
4 227 5,83 50,61 807 140
5 89 0,80 46,56 1487 311
6 213 1,89 36,87 277 26
7 128 6,10 55,02 512 232
8 91 2,02 50,49 427 599
9 112 0,26 37,41 378 91
10 117 6,78 43,29 707 312
11 79 6,38 37,32 866 465
12 108 0,67 35,37 712 20
13 152 13,64 32,55 1811 352
14 201 5,97 35,76 1910 111
Zdravi 1 123 0,39 47,64 348 293
2 161 - 11,67 347 39
3 164 - 27,15 330 127
4 234 5,83 52,86 380 732
5 207 1,48 15,72 419 196
6 89 1,07 16,89 334 27
7 184 1,89 55,05 523 400
8 147 1,07 4.83 210 ---

--- znamen4 nedetekovateln& nizké hodnoty
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Pii statistickém zpracovani vysledki byla pouzita jednocestna analyza rozptylu (one-
way ANOVA). Pokud nebyly splnény piedpoklady normality a homoskedasticity dat
(homoskedasticita znamena stejné rozptyly u viech posuzovanych skupin), byla nasledna
statistickd analyza provedena Kruskal-Wallisovym testem (tab. 4.3). Pro vicenasobné
porovnani vysledkd (porovnani n€kolika skupin mezi sebou) byl pouZit Tukey-Kramertv test
vicenasobného porovnavani (Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test — vhodny tam, kde
byla pouZita one-way ANOVA) a Kruskal-Wallisiiv test vicenasobného porovnavani

(Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test — v pfipad¢ pouZiti K-W testu).

Tab. 4.3 PouZiti statistickych testii u jednotlivych ristovych faktori.

Rustovy faktor  Normalita Homoskedasticita Test Vicenzisoblfé
porovnani
IGF-1 | ano ano ANOVA T-K
HGF | ne ne K-W Z
bFGF ne ne K-W Z
TGFpI ano ano L ANOVA T-K
VEGF ne ano K-W Z

ANOVA = jednocestna analyza rozptylu

K-W = Kruskal-Wallistv test

T-K = Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Z = Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test
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IGF-1

U IGF-I byly zjiStény statisticky vyznamné niz3i sérové koncentrace u pacientdl s
adenomem $titné Zlazy (p=0,02) v porovnani s kontrolni skupinou zdravych osob. Sérové
koncentrace IGF-I byly niZsi i u pacientd s papilarnim karcinomem §titné zlazy, avsak tento

rozdil nebyl statisticky vyznamny (tab. 4.4, graf 4.1).

Tab. 4.4 Statisticka analyza primérnych sérovych hladin IGF-I u pacientu s adenomem a
papildarnim karcinomem (PTC) $titné Zldzy a zdravych osob. Poufita jednocestnd analyza
rozptylu (one-way ANOVA), pro vicendsobné porovnadni vhodnéjsi Tukey-Kramer Multiple-

Comparison Test.

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Skupina Potet vzorkii Prﬁmf;';/a:n lll;adina Statis:i;ll:;i;(;zdﬂné
Adenom 14 105,5 zdravi
PTC 14 131,4 -
Zdravi 8 163,6 adenom
Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test
IGF-I Adenom PTC Zdravi
Adenom --- 1,1574 2,6111
PTC 1,1574 --- 1,624
Zdravi 2,6111 1,624 -

Statistickd vyznamnost v pFipadé Z.> 1,96.
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Graf 4.1 Priimerné sérové koncentrace IGF-I u zdravych osob a pacientii s thyroiddlnim

adenomem a papilarnim karcinomem (PTC). * oznacuje statisticky vyznamné rozdily.
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HGF, bFGF

Sérové hladiny HGF byly statisticky vyznamné vy38i (p<0,001) u pacientl
s adenomem 1 papilarnim karcinomem §titné Zlazy v porovnani se zdravymi osobami. Také u
bFGF byly prokazany statisticky vyznamné vy33i sérové koncentrace (p<0,01) u pacientli
s adenomem a papilarnim karcinomem §titné zlazy oproti zdravym osobam. Nebyly zjistény
statisticky vyznamné rozdily sérovych hladin HGF ani bFGF mezi skupinami pacientd

s adenomem a papilarnim karcinomem §titné Zlazy (tab. 4.5 a 4.6, graf 4.2 a 4.3).
Tab. 4.5 Statistickd analyza priumérnych sérovych hladin HGF u pacientit s adenomem a
papilarnim karcinomem (PTC) §titné Zlazy a zdravych osob. PouzZit Kruskal-Wallisuv test, pro

vicendasobné porovnani vhodnéjsi Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test.

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

. o Primérna hladina  Statisticky rozdilna
Skupina Polet vzorki (pg/ml) skupina
Adenom 14 1496 zdravi
PTC 14 1137 -
Zdravi 8 361 adenom
Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test
HGF Adenom PTC Zdravi
Adenom - 1,3632 3,9543
PTC 1,3632 - 2,7917
Zdravi 3,9543 2,7917 -

Statisticka vyznamnost v pfipadé Z > 1,96.

45



Graf 4.2 Prumérné sérové koncentrace HGF u zdravych osob a pacientii s thyroiddlnim

adenomem a papildrnim karcinomem (PTC). * oznacuje statisticky vyznamné rozdily.
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Tab. 4.6 Statisticka analyza prumérnych sérovych hladin bFGF u pacienti s adenomem a
papildrnim karcinomem (PTC) Stitné Zlazy a zdravych osob. Pouzit Kruskal-Wallisiiv test, pro

vicendsobné porovnani vhodnéjsi Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test.

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Skupina Potet vzorkii Prﬁmf;g/a;lnlll)ladina Statistsilflll(;i;(;zdilné
Adenom 14 493 ——
PTC 14 5,69 ---
Zdravi 8 1,47 ———
Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test
bFGF Adenom PTC Zdravi
Adenom --- 0,3860 2,9031
PTC 0,3860 --- 2,5740
Zdravi 2,9031 2,5740 -

Statistickd vyznamnost v pfipadé Z > 1,96.
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Graf 4.3 Prumérné sérové koncentrace bFGF u zdravych osob a pacientit s thyroiddlnim

adenomem a papilarnim karcinomem (PTC). * oznacuje statisticky vyznamné rozdily.
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TGFB1, VEGF

U TGFBl ani VEGF nebyly prokazany statisticky vyznamné rozdily sérovych

koncentraci mezi Zadnymi skupinami vysetfovanych osob (tab. 4.7 a 4.8, graf 4.4 a 4.5).

Tab. 4.7 Statisticka analyza primérnych sérovych hladin TGFBI u pacientii s adenomem a
papilarnim karcinomem (PTC) S$titné Zlazy a zdravych osob. Pouzita jednocestnd analyza
rozptylu (one-way ANOVA), pro vicendsobné porovnani vhodnéjsi Tukey-Kramer Multiple-

Comparison Test.

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

. Primérnd hladina  Statisticky rozdilné
Skupina Podet vzorki (ng/ml) skupina
Adenom 14 359 ---
PTC 14 37,7 —
Zdravi 8 29,0 —
Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test
TGFpB1 Adenom PTC Zdravi
Adenom - 0,6278 0,5239
PTC 0,6278 --- 1,0593
Zdravi 0,5239 1,0593 -

Statisticka vyznamnost v pFipadé Z > 1,96.
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Graf 4.4 Priimérné sérové koncentrace TGFBI u zdravych osob a pacientit s thyroidalnim

adenomem a papilarnim karcinomem (PTC).
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Tab. 4.8 Statisticka analyza primérnych sérovych hladin VEGF u pacientii s adenomem a
papildrnim karcinomem (PTC) $titné Zldzy a zdravych osob. Pouzit Kruskal-Wallisiv test, pro

vicendsobné porovnani vhodnéjsi Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test.

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Skupina Potet vzorkit Primérna hladina Statisticky‘rozdilné
(pg/ml) skupina
Adenom 14 213 -—-
PTC 14 210 -
Zdravi 8 227 -

Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test

VEGF Adenom PTC Zdravi

Adenom --- 0,0718 0,1683
PTC 0,0718 - 0,1071

Zdravi 0,1683 0,1071 -

Statisticka vyznamnost v pFipadé Z > 1,96.
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Graf 4.5 Primérné sérové koncentrace VEGF u zdravych osob a pacientii s thyroiddlnim

adenomem a papilarnim karcinomem (PTC).
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4.2 Dynamicky model priitokové tkarfiové kultury

HGF
U zdravé $titn€ zlazy dochazi pti stimulaci TSH v modelu priitokové tkanové kultury

k postupnému poklesu produkce HGF. Podobny efekt ma i stimulace EGF (graf 4.6).

Graf 4.6 Produkce HGF tkani zdravé stitné Zlazy po stimulaci TSH a FEGF v modelu
priitokové tkarnové kultury. Zdporné hodnoty na casové ose znamenaji promyvdni Cistym

médiem.

| zdrava $Z-TSH — zdrava SZ-EGF

min.

SZ = §titnd zldza, TSH = thyrotropin, EGF = epidermalni riistovy faktor
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U tkan¢ papilarniho karcinomu 3titné zlazy bylo zjisténo prechodné zvyseni produkce

HGF po stimulaci TSH 1 EGF (graf 4.7).

Graf 4.7 Produkce HGF tkdni papilarniho karcinomu $titné zlazy (PTC) po stimulaci TSH a
EGF v modelu priitokové tkanové kultury. Zdporné hodnoty na casové ose znamenaji

promyvani cistym médiem.

| PTC-TSH —PTC-EGF|

min.

PTC = papildrni karcinom titné #ldzy, TSH = thyrotropin, EGF = epidermalni riistovy faktor
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bFGF

Produkce bFGF tkani zdravé 8titné zlazy i papilarniho karcinomu v modelu pritokové
tkanové Kultury méla po stimulaci TSH i EGF podobnou dynamiku. Po po&ate¢nim
kratkodobém poklesu po zahajeni stimulace do3lo k ptechodnému zvyseni produkce bFGF.
Nasledoval deli atlum a opétovné kratkodobé zvyseni produkce bFGF po skonleni

stimulagniho pulsu (graf 4.8).

Graf 4.8 Produkce bFGF tkani zdravé stitné Zldazy a papildrniho karcinomu Stitné Zldzy
(PTC) po stimulact TSH a EGF v modelu priitokové tkanové kultury. Zdporné hodnoty na

casové ose znamenaji promyvani cistym médiem.
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EGF = epidermalni ristovy faktor
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5. DISKUSE

Mnoho autorti jiZ popsalo produkci jednotlivych ristovych faktord u nadort §titné
Zlazy. V téchto studiich byly nistové faktory detekovany pfimo v tkani §titné Zlazy
metodami PCR, imunohistochemické detekce ¢&i in situ hybridizace. Cilem prace bylo
zjistit, jak se zmény v produkci ristovych faktorl thyroidalni tkani projevi v jejich
sérovych koncentracich a identifikovat tak vhodny periferni marker nadort §titné Zlazy,
protoZe periferni krev je nejdostupnéjsi biologicky material pro rutinni screening. Dal3im
cilem bylo &astené objasnit ulohu né&kterych ristovych faktorti v procesu onkogeneze

thyroidalnich nadort.

IGF-1

IGF-I i jeho receptory byly prokdzdny v normdlni §titné Zldze, u adenomi i
diferencovanych karcinomi §titné zlazy (Belfiore et al. 1999, Maiorano et al. 2000, Vella et
al. 2001). Silva Filho 1999 popisuje u pacientli s papilarnim karcinomem S§titné Zlazy
zvy$enou produkci IGF-I ve vice nez 90 % nadorovych bunék, a to jak v primarnim tumoru,
tak i vuzlinovych metastazach (Silva Filho et al. 1999). Produkce IGF-I klesd u
anaplastickych a mélo diferencovanych karcinomi (4sakawa & Kobayashi 1999).

V této studii zjisté€né niZsi sérové koncentrace IGF-I u pacienti s adenomem §titné Zlazy
(statisticky vyznamné) a PTC (bez statistické vyznamnosti) nekoreluji s literarn¢ uvadénou
produkci IGF-I, detekovanou pfimo v tkéni §titné Zlazy. Moznym vysvétlenim je autokrinni
uloha IGF-I v proliferaci folikularnich bun&k. Zvy3eny vyskyt IGF-I u adenomil §titné Zlazy
byl prokazan v cytoplasmé folikularnich bunék (Maiorano et al. 1994). Navic bylo zji§t€no,
Ze proliferace folikularnich bunék ze solitarniho uzlu §titné Zlazy je nezéavisla na exogennim
IGF-I, coZ potvrzuje autokrinni ulohu IGF-I u proliferativniho onemocnéni §titné Zlazy

(Williams et al. 1988).
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Dal3i moznou pfi€inou vysledku zjisténych v této studii je zvy$ena konsumpce IGF-I
pfimo v nadorové tkani $titné Zlazy a z toho vyplyvajici nepfima uméra mezi tkatiovymi a
sérovymi hladinami IGF-1. Torre 2000 vyslovil hypotézu, Ze zvy$eni koncentrace IGF-I
v tkani thyroidalnich nodult je provazeno sniZenim jeho hladiny v séru (Torre et al. 2000).
Tuto domnénku ve své praci ¢asteéné podporuje také Iglesias 2001, ktery prokéazal niZsi
sérové hladiny IGF-I u pacientd s hypothyroidismem v porovnani se skupinou zdravych osob
a pokles sérovych koncentraci IGF-I u pacienti s hyperthyroidismem po nastupu u¢inka
thyrostatické 1éEby (Iglesias et al. 2001). Bylo totiZ opakované prokazano, Ze TSH stimuluje
produkci IGF-I v tkani $titné zlazy (Cheung et al. 1996, Deleu et al. 1999, Eggo et al. 1996).
U hyperthyroidismu je v disledku zpétnovazebného sniZeni hladiny TSH sniZend téZ tvorba
IGF-I ve folikularnich buitikéch. V ptipadé hypofunkce §titné Zlazy je tomu naopak.

IGF-I se také ucastni velkého mnozstvi fyziologickych procesi v organismu. Podporuje
vyuziti glukosy (podobné jako insulin), stimuluje syntézu DNA a ucastni se tak regulace
bun&ného cyklu, je jednim z aktivatori steroidogeneze, stimuluje produkci kolagenu a
proteoglykanti. Jeho sérova koncentrace odrazi funkéni stav mnoha organovych systémi a je

proto velmi obtiZné vztahovat jeji zmé&ny pouze k tkani §titné zlazy.
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HGF

Trovato 1998 popisuje velmi nizkou turoveti exprese HGF a jeho receptoru (znamého
jako c-met) v tkani zdravé §titné Zlazy, benignich adenomii a nepapilarnich karcinomt (v¢etn&
anaplastickych). U papilarnich karcinomu §titné Zlazy prokazal zvy$enou pfitomnost HGF u
86 % a c-met u 93 % pacientl (Trovato et al. 1998).

Ippolito 2001 vySetfoval pfitomnost c-met ve vzorcich z FNAB (fine needle aspiration
biopsy) Stitné Zlazy, v nichZz byl cytologicky nalez nadoru nejisté biologické povahy.
Nasledné histopatologické vySetfeni prokazalo vysokou korelaci mezi pfitomnosti c-met
v punktatu a nalezem papilarniho karcinomu, zatimco u viech benignich 1ézi byla pfitomnost
c-met v punktatu nizka (Ippolito et al. 2001).

HGF je velmi silnym mitogenem folikularnich bunék $titné Zlazy. Jeho proliferaéni a
dediferencia¢ni u€inky se uplatiiuji pfedev§im ve fazi rychlého ristu strumy, kdy jsou pacienti
¢asto indikovani k opera¢nimu teSeni (Dremier et al. 1994, Eccles et al. 1996). V souladu
stimto faktem byly zji$t€ny vy3$3i sérové koncentrace HGF u pacientd s thyroidalnim
adenomem a papilarnim karcinomem. Mezi hladinami HGF v séru pacient s adenomem a
papilarnim karcinomem §titné Zlazy v$ak statisticky vyznamné rozdily prokazany nebyly.

V dynamickém modelu pritokové tkanové kultury bylo zjisténo, ze TSH zvy$uje
produkci HGF buirikami papilarniho karcinomu §titné zlazy. Lze proto pitedpokladat, ze HGF
je dilezitym faktorem udrZujicim maligni potencial nadorovych bun¢k PTC. U zdravé §titné
zlazy vsak stimulace TSH ani EGF nevedla kzvy$eni produkce HGF, ktery se tak
pravdépodobné nepodili na iniciaci maligni transformace folikularnich bun&k. Ne&které
hypotézy viak pfedpokladaji, Ze dysregulace c-met je findlnim krokem k maligni transformaci

thyrocytt (Ruco et al. 2001).
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bFGF

bFGF stimuluje proliferaci folikularnich bunék §titné Zlazy, fibroblastl a endotelii. Ma
také dediferenciaéni ucinky a je silnym aktivatorem angiogeneze. Jeho produkce, podobng
jako u HGF, stoupd ve fazi rychlého ristu strumy (Becks et al. 1994). Pt
imunohistochemickém vy3etfeni byl prokdzan vyrazné zvySeny vyskyt bFGF ve folikularnich
buitkach u diferencovanych i anaplastickych karcinomdi §titné Zlazy a méné zvyseny vyskyt u
folikularnich adenomi. Ve folikularnich butikdich normdlni thyroidalni tkan& se
imunoreaktivni bFGF témé&f nevyskytoval (Eggo et al. 1995, Patel et al. 1996). Shingu 1998
zjistil imunohistochemicky zvy$enou ptitomnost bFGF i FGF-receptoru 1 (FGFR-1) u vice
nez 80 % pacientl s karcinomem $titné Zlazy. U benigniho adenomu byl bFGF zvySenu 17 %
osob, kdezto FGFR-1 u 68 %. bFGF byl také zvy$en v endotelovych burikach mikrokapilar
stromatu v t&¢sném sousedstvi tumoru, z<¢ehoZ plyne mozZnost autokrinniho ovlivnéni
neovaskularizace u karcinomu §titné zlazy (Shingu et al. 1998).

S uvedenymi udaji koreluji zvy$ené sérové koncentrace bFGF u pacientd s adenomem a
papilarnim karcinomem §titné Zlazy zji$téné v této studii. Dynamicky model prutokové
tkafiové kultury prokazal nartst produkce bFGF po zahdjeni proliferaéni stimulace tkané
normalni §titné Zlazy i papilarniho karcinomu. Dal$i pfechodné zvy$eni produkce nastalo po
ukongeni stimulagniho pulsu. Tyto vysledky vedou k hypotéze, Ze produkce bFGF v S§titné
Zlaze stoupd v zavislosti na zvy$enych metabolickych narocich tkan€. Nasledna aktivace
angiogeneze a neovaskularizace pak zajisti zvySené prokrveni tkan€ a dostatedny pfisun
pottebnych latek. Impulsem pro aktivaci produkce bFGF mizZe byt hypoxie v centru rostouci
tkafiové masy, stimulace ristu §titné Zlazy vlivem prolifera¢nich latek (TSH &i EGF), ale
paradoxné& i nahly atlum této stimulace, ktery miiZze vést ke zvySeni produkce bFGF ve snaze

udrzet dostate&né podminky pro bun&&nou proliferaci.
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TGFpB1

TGFB1 ma antiproliferadni efekt na thyrocyty. U nediferencovanych karcinomi $titné
zlazy je tvorba TGFB1 sniZena (Basolo et al. 1998, Blaydes & Wynford-Thomas 1996, Patel
et al. 1996).

Role TGFp1 pfi vzniku strumy neni zcela objasnéna. Je produkovén i ve zdravé
thyroidélni tkani, jeho tvorba stoupa po stimulaci TSH (Mak et al. 1984, Phillips et al. 1989).
Po dosazeni ur¢ité koncentrace pak indukuje pokles exprese mRNA pro TSH-receptory a
snizuje TSH-indukovanou tvorbu cAMP (Depoortere et al. 2000). Uplatiiuje se tak zfejmé pti
stabilizaci velikosti strumy (Aust & Scherbaum 1996, Cowin et al. 1996, Franzén et al. 1999).
Bylo zjisténo, Ze hyperplazie §titné Zlazy nasledkem nedostatku jodu u krys je spajena
s naristem produkce TGFB1 a zastavou ristu strumy po 4 tydnech (Logan et al. 1994).

V posledni dob¢ se také objevuji studie prokazujici rezistenci karcinomu §titné zlazy k
TGFB1, ktery tak nemizZe uplatnit svij antiproliferaéni u¢inek. Pfi€inou je pravdépodobné
sniZzena exprese TGFp1-receptorid na povrchu nadorovych thyrocytt (Asmis et al. 1996, West

et al. 2000).

V této studii nebyly prokéazany statisticky vyznamné rozdily mezi sérovymi hladinami
TGFB1 u zdravych osob a pacienti sadenomem a papilarnim karcinomem $§titné Zlazy.
Diivodem miZe byt skutednost, Ze pacienti s netoxickou strumou jsou ¢asto operovani ve fézi
rychlého rtstu strumy, kdy je produkce TGFP1 jesté nizka. Navic jsou tito pacienti ¢asto lé¢eni
supresnimi dévkami thyroidalnich hormoni z divodu dosaZeni zpétnovazebného snizeni

hladiny TSH. NemZe tak u nich dajit k TSH-indukovanému zvyseni produkce TGFp1.
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VEGF

Uloha VEGF v patogenezi nadort &titné Zlazy je velmi nejasna. Inhibuje proliferaci
folikularnich bunék, ale zaroveri stimuluje angiogenezi a tim pfispiva k vaskularizaci rostouci
nadorové masy. Ve zdravé tkani §titné Zlazy byla zjisténa produkce VEGF pouze
v epitelovych buiikach izolovanych folikuld, zatimco u folikularniho adenomu exprimovala
mRNA pro VEGF vétdina nadorovych bun&k. Je§té vyrazn&j§i produkce VEGF byla
prokézana u papilarniho karcinomu a nediferencovanych karcinomi $titné zlazy (Bunone et
al. 1999, Fellmer et al. 1999, Katoh et al. 1999). Histologicky typ nadoru si tak parakrinn&
uréuje miru své vaskularizace pomoci tvorby VEGF (Belletti et al. 1999). Zablokovani u¢inku
VEGF, napfiklad monoklondlni protilatkou, tak muizZe vést k zastavé ristu thyroidalniho
nadoru (Soh et al. 2000).

VEGF ma4, podobné¢ jako TGFp1, inhibi¢ni vliv na proliferaci folikularnich bunék §titné
zlazy. TSH stimuluje tvorbu VEGF v thyrocytech (Safto et al. 1995), coz ma za nasledek
zastavu mitogenniho plisobeni TSH a iniciaci angiogeneze (Viglietto et al. 1997, Wang et al.
1998).

V této studii nebyly zjidt€ny rozdily v sérovych hladindich VEGF u zdravych osob a
pacientl s adenomem a papilarnim karcinomem $titné Zlazy. Podobné jako u TGFB1 lze tento
fakt vysvétlit supresni l1é¢bou thyroidalnimi hormony a niz8i hladinou TSH u pacientt
s nodosni strumou. Tato navozena suprese tvorby TSH je dtlezita téZ z hlediska sniZeni rizika
vzniku regionalnich lymfogennich metastdz, protoze VEGF podporuje také formovéni

lymfatickych cév (Fellmer et al. 1999, Lennard et al. 2001).
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Zavérem lze Fici, Ze ristové faktory, stejné jako ostatni cytokiny, maji pfedevsim
autokrinni a parakrinni G¢inky. Jejich produkce v organismu je ubikviterni, nejsou specifické
pro urdity typ tkané. Jejich sérové koncentrace odrazZeji viechny fyziologické i patologické
procesy v organismu.

Utinnost rastovych faktort v tkanich nezavisi pouze na trovni jejich produkce, ale také
na expresi pfisludnych membranovych receptorii. Zvysena produkce ristového faktoru v tkani
muiZe byt doprovazena zaroveti jeho zvySenou lokalni konsumpci a nema tak Zadny vliv na
koncentraci rustového faktoru v periferni krvi.

Dalsim faktorem ovliviiujicim produkci ristovych faktord v tkani thyroidalnich nadort
je aktudlni funkeni stav $titné Zlazy. Vyznamny vliv ma rychlost ristu strumy a jeji velikost.
Dulezita je také hladina TSH, ktery reguluje tvorbu mnoha rustovych faktorid ovliviiujicich
proliferaci folikularnich bun¢k §titné Zlazy a uroven angiogeneze.

HGF a bFGF by pfesto mohly byt vhodnymi sensitivnimi (ne v8ak specifickymi)
perifernimi markery papilarniho karcinomu §titné zlazy. Tuto hypotézu viak bude nezbytné
potvrdit v rozséhlej$i klinické studii.

Poznatky o uloze HGF a bFGF v patogenezi nadort §titné Zlazy by v budoucnu mohly
byt vyuZity i v onkologické terapii. Protilatky proti t€émto ristovym faktorim ¢&i jejich
receptorim by mohly navodit zastavu ristu benigni i maligni strumy, podobné jako tomu bylo

prokazano u VEGF.
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6. ZAVERY

o U pacientl s adenomem a papilarnim karcinomem $titné Zlazy jsou statisticky vy3si

sérové koncentrace HGF a bFGF v porovnani se zdravou populaci.

. Sérové hladiny ristovych faktord odraZeji mnoho fyziologickych i patologickych

procesu v organismu. Nejsou specifické pro uréity typ tkané ¢ onemocnéni.
. HGF se svym prolifera¢nim a dediferenciaénim U¢inkem pravdépodobné podili na
udrzovani maligniho potencidlu papilarniho karcinomu §titné Zlazy, aviak nevede

k maligni transformaci folikularnich bunék.

. Produkce bFGF se zd4 byt zavisla na aktualnich metabolickych potfebach tkané $titné

Zlazy. bFGF pak zaji$t'uje neovaskularizaci rostouci nadorové masy.

. Vhodnymi sensitivnimi (ne v8ak specifickymi) perifernimi markery papildrniho

karcinomu §titné zlazy by mohly byt HGF a bFGF.

o Terapeutické mozZnosti skyta pouZiti protilatek proti HGF a bFGF ¢i jejich receptorim

ve snaze zabranit rdstu strumy.
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8. PREHLED POUZITYCH ZKRATEK

ACOR - Association of Cancer Online Resources

ANOVA - analysis of variance, analyza rozptylu

ANP - atrialni natriureticky peptid (atrial natriuretic peptide)

ATC - anaplasticky karcinom §titné Zlazy (anaplastic thyroid cancer)
bFGF - bazicky fibroblastovy ristovy faktor (basic FGF)

BMP - protein kostni dfené (bone marrow protein)

cAMP - cyklicky adenosinmonofosfat

CEA - karcinoembryonalni antigen

c-met - receptor pro HGF

CT - potitatova tomografie (computer tomography)

ECE - endotelin-konvertujici enzym (endothelin converting enzyme)
EDTA - kyselina ethylendiaminotetraoctova

EGF - epidermalni ristovy faktor (epidermal growth factor)

ELISA - enzyme linked immunosorbent assay

EPO - erytropoetin

ET - endoteliny

FGF - fibroblastovy riistovy faktor (fibroblast growth factor)

FGFR - receptor pro fibroblastovy rstovy faktor

FNAB - aspiraéni biopsie tenkou jehlou (fine needle aspiration biopsy)
fT3 - volny trijodthyronin

fT4 - volny thyroxin

FTC - folikularni karcinom 3titné Zlazy (follicular thyroid cancer)
G-CSF - faktor stimulujici kolonie granulocyti (granulocyte colony stimulating factor)
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G-FNAB - navigovana aspiradni biopsie tenkou jehlou (guided fine needle aspiration
biopsy)
GM-CSF - faktor stimulujici kolonie granulocyti a makrofiagh (granulocyte and

macrophage colony stimulating factor)

HCC - Hiirtleho karcinom (Hurtle cell cancer)

HGF - hepatocytarni ristovy faktor (hepatocyte growth factor)

IFN - interferon

IGF - insulinu podobny ristovy faktor (insulin like growth factor)

IGFBP - vazebné proteiny pro insulinu podobny ristovy faktor (IGF binding proteins)
IL - interleukin

K-W test - Kruskal-Wallistv test

M-CSF - faktor stimulujici kolonie makrofagt (macrophage colony stimulating factor)
MEN - mnohodetna endokrinni neoplazie

MRI - nuklearni magneticka rezonance (magnetic resonance imaging)

mRNA - informaéni ribonukleova kyselina (messenger ribonucleic acid)

MTC - medularni karcinom $titné Zlazy (medullary thyroid cancer)

NGF - nervovy rustovy faktor (nerve growth factor)

NK butiky - pfirozené zabijeské buiiky (natural killer cells)

PDGF - z destitek derivovany ristovy faktor (platelets derived growth factor)
PIGF - placentarni rustovy faktor

PTC - papilarni karcinom §titné Zlazy (papillary thyroid cancer)

SCC - spinocelularni karcinom (squamous cell cancer)

SCF - ristovy faktor kmenovych bun&k (stem cell factor)

T3 - trijodthyronin

T4 - thyroxin

Te lymfocyty - cytotoxické T lymfocyty

77



Tg - thyroglobulin
TGF - transformaéni ristovy faktor (transforming growth factor)

Th lymfocyty - pomocné T lymfocyty

TNF - tumor nekrotizujici faktor (tumor necrosis factor)

TNM - tumor, node, metastase

TPO - thyroidalni peroxidasa

TRAK - thyroideu stimulujici protilatky, protilatky proti TSH receptoru

TSH - thyrotropin, thyroideu stimulujici hormon (thyroid stimulating hormone)

TTE - totalni thyroidektomie

UICC - International Union Against Cancer

USG - ultrasonografie

UzIs - Ustav zdravotnickych informaci a statistiky

VEGF - vaskularni endotelovy ristovy faktor (vascular endothelial growth factor)

WDTC - dobfe diferencované karcinomy titné zlazy (well differentiated thyroid
cancers)
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Summary

IGF-1, HGF, TGFp1, bFGF and VEGEF are involved in the pathogenesis of thyroid gland tumors and their growth. We
decided to find whether changes in the production of these cytokines by thyroid tumor cells are reflected by changes of
their peripheral blood. Using ELISA kits, we measured the concentrations of growth factors in the peripheral blood
serum in 28 patients with thyroid gland tumors (14 adenomas, 14 papillary carcinomas) and compared these
concentrations with those in healthy people. We found significantly lower serum levels of IGF-I in patients with thyroid
adenoma compared to the healthy population. Serum levels of HGF and bFGF were significantly higher in patients with
thyroid adenoma and papillary carcinoma compared with those in healthy subjects. Serum concentrations of TGFB! and
VEGF were not significantly different in any groups of investigated subjects. Changes in the production of these
cytokines by thyroid gland tumor cells are reflected in their peripheral blood levels, but these levels also depend on a
number of other physiological and pathological processes in the organism. However, significant differences of HGF and
bFGF serum levels can be explained by their very high production by thyroid tumor cells and by their strong effect on
the follicular and endothelial cell proliferation.

Key words
Growth factors  Thyroid gland e Thyroid adenoma e Thyroid papillary carcinoma e Angiogenesis

Introduction

Growth factors and their receptors are products
of oncogenes. Most of them have proliferative and
dedifferentiating effects. They ensure autonomic growth
of the tumor cell population by their autocrine and
paracrine effects. Growth factors affect tumor growth not

only by their direct effect upon cell proliferation, but also
indirectly by influencing immunity and angiogenesis.
Vascularization of enlarging tumor mass is
ensured by higher production of angiogenic growth
factors, such as bFGF (basic Fibroblast Growth Factor),
PDGF (Platelet Derived Growth Factor), EGF (Epidermal
Growth Factor) and VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor). Their production may rise owing to growing
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hypoxia in the center of the tumor. Of course, there are
also inhibitors of angiogenesis, for example TGFp
(Transforming  Growth  Factor ), interferons,
interleukine-6, trombospondin. TNFa (Tumor Necrosis
Factor a) is responsible for hemocoagulation and tumor
necrosis. It has an opposite effect in the extravascular
space, it leads to a degradation of extracellular matrix and
to angiogenesis (Patel et al. 1996, Klener 1997, Sterzl
1999).

The production of IGF-I (Insulin-like Growth
Factor I, known as somatomedin C) is influenced by STH
(Somatotropic Hormone). IGF-I has a mitogenic effect
and stimulates the function of many cell types. It forms
complexes with IGF-binding proteins (IGFBP) that
regulate free IGF levels (Bachrach et al. 1989, Klener
1997, Sterzl 1999). In the thyroid gland, IGF-I stimulates
fibroblasts, follicular cells and endothelial cells. It does
not inhibit specific thyroidal functions, in contrast to
most of other growth factors. The synergy between IGF-I
and TSH is necessary for the stimulation of follicular cell
growth and function, because IGF-I is ineffective alone
(Bachrach er al. 1988, Eggo et al. 1990, Beere et al.
1991). TSH also inhibits secretion of IGFBP. Inhibitors
of thyroid gland function (thyreostatics) mostly raise
IGFBP synthesis (Bachrach ez al. 1989, 1991, Eggo et al.
1996).

Mitogenic effect of HGF (Hepatocyte Growth
Factor) is more expressive than that of other growth
factors. HGF affects proliferation of epithelial cells,
hepatocytes, keratinocytes and epidermal melanoblasts
(Klener 1997, Sterzl 1999). HGF is a potential mitogen
for follicular cells and C-cells of the thyroid gland. Its
proliferative and dedifferentiating effect seems to take
part especially in the phase of rapid growth of the tumor
mass (Dremier et al. 1994, Eccles et al. 1996).

TGFpB1 usually inhibits cell proliferation, but
under some conditions it can also stimulate cell
proliferation. It increases the intensity of the secretion of
collagen and protease inhibitors and takes part in the
production of extracellular matrix. TGFBl has also
immunosupressive effects. It inhibits the production of
immunoglobulines and NK-cell activity. It suppresses
mitotic activity of endothelial cells and acts as an
inhibitor of angiogenesis (Patel et al. 1996, Klener 1997,
Sterzl 1999). TGFBIl inhibits the proliferation of
follicular thyroid cells, it further raises the production of
IGFBP (Bachrach et al. 1991, Beere et al. 1991). TGFB1
in the thyroid gland is activated by the plasminogen/
plasminogen activator system in response to TSH
stimulation. This may be the mechanism involved in the

stabilization of goiter volume (Cowin and Bidey 1994,
1996, Cowin et al. 1996, Franzen et al. 1999).

bFGF stimulates follicular cell growth and has
mitogenic and dedifferentiating effects. It is a very strong
activator of angiogenesis, it fibroblasts,
endothelial proliferation, and migration. Higher
production of bFGF was found in follicular cells of
thyroid gland carcinomas (Eggo et al. 1995, Patel et al.
1996, Shingu et al. 1998).

VEGF is a strong mitogen for endothelial cells

activates

and raises vascular permeability. It takes part in the
neovascularization of the tumor tissue (Klener 1997,
Sterzl 1999). It has a similar effect on the proliferation of
follicular cells as TGFB1. Owing to TSH, the production
of VEGF is activated in thyrocytes that leads to the end of
mitogenic TSH stimulation and to the initiation of
angiogenesis (Sato et al. 1995, 1997, Viglietto er al.
1997, Wang et al. 1998). The VEGF production is
increased in thyroid gland adenomas and especially
carcinomas so that histological type of the tumor thus
regulates its own vascularization intensity (Fellmer et al.
1999, Katoh er al. 1999). VEGF also takes part in the
lymphatic vessel formation and affects tumor cell
dissemination into regional lymphatic nodes (Fellmer et
al. 1999).

The aim of our study was to find out whether
differences in the growth factors production by the cells
of thyroid gland adenoma and papillary carcinoma
described in the literature are reflected by their peripheral
blood levels.

Methods

The study involved 28 patients (23 women and
5 men) with a thyroid gland tumor, who were operated at
the Clinic of Otorhinolaryngology and Surgery of the
Head and Neck in Faculty Hospital Motol from October
2000 until March 2001. In all these patients, total
thyroidectomy was carried out and then the thyroid gland
tissue was histologically investigated. In 14 persons a
benign thyroid adenoma (12 women, 2 men) and in other
14 subjects papillary carcinoma (11 women, 3 men) was
found.

From every patient, 20 ml of blood were
withdrawn from cubital vein in the operating-room before
the start of the operation. After 30 min this peripheral
blood was centrifuged for 10 min at 2600 rpm. The serum
thus obtained was frozen in liquid nitrogen and stored in
a closed plastic tube at —80 °C. Measurements of serum
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concentrations of IGF-I, HGF, TGFB1, bFGF and VEGF  adenomas and papillary carcinomas. These serum levels

were performed by the ELISA method. were also compared with serum levels in a group of
Serum levels of mentioned growth factors were  healthy people.

compared among groups of patients with benign thyroid

Ta:le 1. Particular serum concentrations of. growth factors in patients with thyroid adenoma and papillary carcinoma and in healthy
subjects.

Group Pacient IGF-1 bFGF TGFbl HGF VEGF
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml)

1 52 6.78 10.14 1759 9
2 93 13.37 339 2749 89
3 78 8.15 26.73 508 204
4 50 42 31.17 1072 40
5 124 2.02 38.61 2803 66
6 146 3.24 25.29 2106 46
7 89 7.47 49.17 1629 735
8 55 3.24 49.53 1292 219
9 123 9.25 33.93 616 292
10 189 1.34 40.59 915 511
11 107 3.65 46.47 887 73
12 118 243 46.98 575 147
13 141 2.02 37.86 1192 334
14 112 1.89 31.74 2844 221
Papillary carcinoma 1 133 297 43.17 440 276
2 88 21.67 6.63 3295 0
3 101 4.74 17.19 2285 0
4 227 5.83 50.61 807 140
5 89 0.8 46.56 1487 311
6 213 1.89 36.87 277 26
7 128 6.1 55.02 512 232
8 91 2.02 50.49 427 599
9 112 0.26 37.41 378 91
10 117 6.78 43.29 707 312
11 79 6.38 37.32 866 465
12 108 0.67 35.37 712 20
13 152 13.64 32.55 1811 352
14 201 597 35.76 1910 111
Healthy 1 123 0.39 47.64 348 293
2 161 0 11.67 347 39
3 164 0 27.15 330 127
4 234 583 52.86 380 732
5 207 1.48 15.72 419 196
6 89 1.07 16.89 334 27
7 184 1.89 55.05 523 400
8 147 1.07 4.83 210 0
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Results

Table 1 shows individual data of all patients. All
patients had a nodal goiter for several months or years
from the first diagnosis and there was a growth
progression of nodules in the last months. There was
anamnestically no other tumor disease, or any acute or
chronic inflammation (including autoimmune diseases)

where production of cytokines can be changed (Hrdé et
al. 2003).

Average values of serum concentrations of
individual growth factors are shown in Table 2 and
Figure 1. The results were statistically evaluated by one-
way analysis of variance (IGF-1, TGF$1) and by Kruskal-
Wallis test (HGF, bFGF, VEGF).

IGF4 bFGF
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| ] !
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TGFbetat HGF
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i P > o0 |
k2 41 %
Adenoma  Papll.ca. Health Adenoma Papli.ca. Health
\a. VEGF .
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180 || 45 |
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Fig. 1. Graphs with average serum growth factors concentrations * denotes significant differences.

Table 2. Mean values of growth factors serum concentrations in patients with thyroid adenoma and papillary carcinoma and in healthy

subjects.
Cytokine Adenoma Papillary carcinoma Healthy
IGF-I(ng/ml) 105.5 £ 38.2 13141472 163.6 £42.9
bFGF (ng/ml) 493 +342 5.69+5.58 147+ 1.77
TGFBI (ng/ml) 359105 377+ 125 290+ 18.7
HGF (pg/ml) 1496 + 810 1137 + 862 361 +83
VEGF (pg/ml) 213 £197 210+ 179 227 £ 231

Data are means = S.D.
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We found significantly lower serum
concentrations of IGF-I in patients with thyroid adenoma
compared to the healthy population (p=0.02). There were
no significant differences in serum IGF-I levels between
the group of patients with thyroid papillary carcinoma
and the healthy population and between groups of
patients with thyroid adenoma and papillary carcinoma.

There were significantly higher serum
concentrations of HGF in both groups of patients with
thyroid adenoma and papillary carcinoma compared to
the healthy population (p<0.001). HGF
concentrations in patients with thyroid papillary
carcinoma were higher (but not significantly) than in
patients with thyroid adenoma.

We also found significantly higher serum levels
of bFGF in both groups of patients with thyroid adenoma
and papillary carcinoma compared to the healthy
population (p<0.01). Similarly as HGF, bFGF serum
levels were somewhat higher in patients with thyroid
papillary carcinoma compared with thyroid adenoma, but
the difference was also not significant.

TGFp1 serum concentrations in healthy subjects
were lower than in patients with thyroid adenoma and
even lower than in patients with thyroid papillary
carcinoma, but less significantly. We found a tendency to
higher VEGF serum levels in the healthy population
compared to patients with thyroid adenoma and papillary

serum

carcinoma.
Discussion

Several studies have described the production of
particular growth factors in thyroid gland tumors. In these
studies, the expression or occurrence of growth factors in
thyroid gland was examined by their direct detection in
the thyroid tissue, using PCR, immunohistological
methods or in situ hybridization. We tried to elucidate,
how these changes in the growth factor production by the
thyroid gland tissue can be reflected by changes of their
serum concentrations. Peripheral blood is still the most
accessible biological material for routine screening
investigation.

IGF-I has proliferative effects and takes part in
many physiological processes in the organism. The serum
levels express the functional state of many organ systems
and it is therefore very difficult to relate such changes to
a single particular tissue. Our measured IGF-I serum
levels can be explained as follows: they are lower in
thyroid adenoma and papillary carcinoma than in the
healthy population. These results are in contrast with

literary data about the .IGF-I production examined
directly in the thyroid tissue. This may be due to the fact
that IGF-I takes part in a large number of various
physiological processes in the organism (Klener 1997,
Sterzl 1999) and its peripheral blood levels are not
specific for a particular disease.

HGF is a very strong mitogen for follicular
thyroid cells. Its proliferative and dedifferentiating effects
take part especially in the phase of rapid goiter growth
and this is just the most common indication for total
thyroidectomy in patients with nontoxic goiter (Dremier
et al. 1994, Eccles et al. 1996). According to this fact, we
found high serum HGF concentrations in patients with
thyroid adenoma and papillary carcinoma. Trovato et al.
(1998) described very low concentration of HGF and low
density of its receptor in the normal thyroid tissue, but
also in benign thyroid adenomas and non-papillary
carcinomas (including anaplastic carcinoma). In papillary
thyroid carcinomas the authors found a higher production
of HGF and its receptor (known as c-met) in 86 % and
93 % of patients, respectively (Trovato ez al. 1998).

TGFB1 and VEGF have antiproliferative effect
on thyrocytes. They are involved in the stabilization of
goiter volume, their production increases successively
and at the final level the goiter stops to grow (Cowin and
Bidey 1996, Cowin et al. 1996, Fellmer et al. 1999,
Katoh et al. 1999). We found lower TGFBl serum
concentrations in healthy people than in patients with
thyroid tumors. However, these differences were not
statistically significant. Patients with nontoxic goiter are
often operated in the early phase of rapid goiter growth.
That is the time, when TGFB1 and VEGF concentrations
are still low.

The role of VEGEF in thyroid gland tumors is not
yet quite clear. It inhibits follicular cells proliferation, but
it also supports angiogenesis and tumor tissue
vascularization (Sato et al. 1997, Viglietto et al. 1997,
Wang et al. 1998). It is proved that VEGF is produced
only in the isolated follicles of the normal thyroid gland.
Its production rises in thyroid adenomas and especially in
carcinomas (except of the follicular carcinoma) (Fellmer
et al. 1999, Katoh et al. 1999). Our VEGF serum
concentrations are not in accordance with these data. We
have shown that VEGF serum levels are inversely related
to its levels detected directly in the thyroid tumor tissue
(Fellmer et al. 1999, Katoh et al. 1999). It can be
explained by a higher growth factor consumption in the
tissue, which is reflected by its lower serum
concentration. This negative relationship might be
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dependent on the expression of VEGF receptors in the
tissue.

bFGF stimulates the proliferation of thyroid
follicular cells, fibroblasts and endothelial cells. It has
also dedifferentiating effects and it is a very strong
activator of angiogenesis. Its production rises in the phase
of a rapid goiter growth, similarly to HGF. Higher bFGF
production has been described in thyroid adenomas and
carcinomas, while this production is minimal in the
normal thyroid gland tissue (Becks et al. 1994, Eggo et
al. 1995, Patel et al. 1996, Shingu et al. 1998). We also
found higher HGF serum levels in patients with thyroid
adenoma and papillary carcinoma compared to the
healthy population.

Growth factors, such as other cytokines, have
primarily Their
production in the organism is ubiquitous; they are not

autocrine and paracrine effects.

specific for particular tissues or diseases. Their serum
concentrations express all physiological and pathological
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Abstract OBJECTIVE: Angiogenic growth factors bFGF and VEGF ensure vascularisation
of the growing tumor tissue. We decided to investigate their peripheral serum
concentrations in patients with thyroid gland adenoma and papillary carcinoma
and with parathyroid adenoma. We wanted to find the possible serum marker of
these tumor diseases.

METHODS: 28 patients with thyroid gland tumor (14x adenoma, 14x papillary
carcinoma) and 12 patients with parathyroid gland adenoma. Growth factors
serum levels were measured by ELISA method.

RESULTS: We found significantly higher serum levels of bFGF in both groups
of patients with thyroid adenoma (4.93 + 3.42 ng/ml) and papillary carcinoma
(5.69+5.58 ng/ml) compared to the healthy population (1.47+1.77 ng/ml).
There were no significant differences of VEGF serum levels between all exam-
ined groups of patients (adenoma 213+ 197, papillary carcinoma 210+ 179,
healthy 227 + 231 pg/ml). We found significantly higher serum levels of bFGF in
patients with parathyroid gland adenoma (7.59 + 9.12 ng/ml) compared to those
in healthy people (1.47 + 1.77 ng/ml).

CONCLUSIONS: Higher bFGF serum concentrations in patients with thyroid
and parathyroid tumors are in accordance with their immunohistochemical
tissue levels described in the literature. Not so in VEGF. bFGF may be a serum
marker of thyroid and parathyroid neoplasms.
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Introduction

Vascularisation -of the enlarging tumor mass is en-
sured by the higher production of angiogenic growth
factors, like bFGF (basic Fibroblast Growth Factor),
PDGF (Platelet Derivated Growth Factor), EGF (Epi-
dermal Growth Factor) and VEGF (Vascular Endo-
thelial Growth Factor). Their production may raise
owing to a growing hypoxy in the middle of the tumor.
Of course, there are also inhibitors of angiogenesis, for
example TGFB1 (Transforming Growth Factor B1),
interferons, IL-6, trombospondin.

bFGF stimulates follicular cells growth, it has mi-
togenic and dedifferential effects. It’s a very strong
activator of angiogenesis, it activates fibroblasts and
endothelial cells proliferation and migration. Higher
production of bFGF was found in follicular cells of thy-
roid gland carcinomas [1, 2, 3]. bFGF is also produced
by cells of parathyroid adenoma [4, 5].

VEGF is a strong mitogene for endothelial cells
and it raises vascular permeability. It takes part in
the neovascularisation if the tumor tissue [6,.7].
Owing to TSH, the VEGF production is activated in
thyreocytes, that leads to the end of mitogenic TSH
stimulation and to the initiation of angiogenesis [8, 9,
10, 11]. VEGF also takes part in the lymphatic vessels
formation and affects tumor cells dissemination to-the
regional lymphatic nodes [12].

The aim of our study was to find serum concen-
trations of bFGF and VEGF in patients with thyroid
gland adenoma and papillary carcinoma and bFGF
gerum levels in patients with parathyroid adenoma.

Patients and methods

All patients were operated on The Department of
Otorhinolaryngology and Head and Neck Surgery in
Faculty Hospital Motol from October 2000 until March
2001. The study involved 28 patients with thyroid
gland tumor (14x adenoma, 14x papillary carcinoma)
and 12 patients with parathyroid gland adenoma. In
all cases total thyroidectomy or parathyroid adenoma
exstirpation was carried out. There was anamnesti-
cally no other tumor disease and acute or chronic in-
flammation in these patients.

From every patient 20 ml of blood from cubital vein
was obtained on the operating-room before the start of
the operation. After 30 minutes this peripheral blood
was centrifuged for 10 min. at 2600 turns/min. Thus
obtained serum was freezed in liquid nitrogen and
stored in a closed plastic tube at —-80 °C. Measurements
of serum concentrations of bFGF and VEGF were ex-
ecuted by ELISA method.

We also measured serum levels of bFGF and VEGF
in the control group of healthy people.

Results

Differences in bFGF and VEGF serum concentra-
tions in patients with thyroid gland tumors are shown
in Figure 1. Results were statistically evaluated by
Kruskal-Wallis test.

We found significantly higher serum levels of bFGF
(p<0.01) in both groups of patients with thyroid ad-
enoma (4.93 +3.42 ng/ml) and papillary carcinoma
(5.69 £ 5.58 ng/ml) compared to the healthy popula-
tion (1.47 = 1.77 ng/ml). There were no significant dif-

Figure 1. Graphs with average bFGF and VEGF serum concentrations in patients with thyroid gland tumors.

bFGF
| T
Adenoma Healthy

Figure 2. Graph with average bFGF serum concentrations in patients with parathyroid gland adenoma.
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ferences of VEGF serum levels between all examined
groups of patients (adenoma 213 + 197, papillary car-
cinoma 210 + 179, healthy 227 + 231 pg/ml).

bFGF serum levels in patients with parathyroid
gland adenoma are shown in Figure 2. Results were
statistically evaluated by Kruskal-Wallis test.

We found significantly higher serum levels of bFGF
(p<0.01) in patients with parathyroid gland adenoma
(7.69 £ 9.12 ng/ml) compared to those in healthy peo-
ple (1.47 = 1.77 ng/ml).

Discussion

There are many works describing the level of par-
ticular growth factors production in thyroid gland
tumors, but a little of those in parathyroid gland. In
these works the expression or occurrence of growth
factors is examined by their direct detection in the
tissue, using PCR, immunohistochemical methods or
in situ hybridization. We tried to find out, whether
changes in the angiogenic growth factors production
by the thyroid and parathyroid gland tissue are ex-
pressed by changes of their serum concentrations.

bFGF stimulates a proliferation of thyroid follicu-
lar cells, fibroblasts and endothelial cells. It has also
dedifferential effects and it’s a very strong activator
of angiogenesis. Its production rises in the phase of
a rapid goitre growth. In the literature, there is de-
scribed higher bFGF production in thyroid adenomas
and carcinomas, while this production is minimal in
the normal thyroid gland tissue [1, 2, 3, 13]. We also
found higher bFGF serum levels in patients with thy-
roid adenoma and papillary carcinoma compared to
the healthy population.

Komatsu et al. 1994 describe higher bFGF expres-
sion in patients with MEN-1 syndrome [5]. bFGF has
a mitogenic effect on the parathyroid tissue in vitro
[4]. Our results confirm these facts. We found higher
bFGF serum concentrations in patients with parathy-
roid gland adenoma compared to the healthy popula-
tion.

The role of VEGF in thyroid gland tumors hasn’t
been quite cleared up yet. It inhibits follicular cells
proliferation, but it also supports angiogenesis and
tumor tissue vascularisation. It’s proved, that VEGF
is produced only in the isolated follicles in the normal
thyroid gland. Its production rises in thyroid adeno-
mas and especially in carcinomas (except for follicular
carcinoma) (12, 14]. Our obtained VEGF serum con-
centrations aren’t in accordance with these data. We
can say, that VEGF serum levels negatively correlate
with its levels detected directly in the thyroid tumor
tissue (described in the literature). It can be explained
by the higher growth factor consumption in the tissue,
that is reflected by its lower serum concentration. This
negative correlation may be dependent on the expres-
sion of VEGF receptors in the tissue.

In conclusion, we can say, that bFGF is possible
serum marker of thyroid and parathyroid gland neo-
plasms. Its peripheral serum concentrations reflect
the level of angiogenesis in the tumor tissue.

Serum bFGF and VEGF in thyroid and parathyroid tumors
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Cytokiny u nadoru stitné zlazy
Cytokines in Thyroid Gland Tumors
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SOUHRN

Cytokiny jsou informaéni a regulaéni molekuly peptidové a glykoproteinové povahy s pleiotropnim vyskytem v organizmu. Uginkuji ptede-
viim autokrinné a parakrinné. Tvoti spoleénou cytokinovou sif se sloZitymi pozitivnimi i negativnimi vazbami. Ucastni se nejriznéjsich
fyziologickych i patologickych pochodd. Velk4 pozornost je vénovéna vztahu cytokind k tumorogenezi. Existuje celd fada praci popisujicich
ucast riznych cytokind pti vzniku benignich i malignich nddord 3titné Zlazy. Zkoumany byly hlavné epidermélni ristovy faktor (EGF),
inzulinu podobny ristovy faktor (IGF), fibroblastovy ristovy faktor (FGF), transformaéni ristovy faktor (TGF), hepatocytarni ristovy
faktor (HGF) a vaskuldrni endotelovy ristovy faktor (VEGF). Bylo zji¥téno, Ze viechny tyto riistové faktory (kromé IGF) maji dediferenci-
aéni uginek na folikuldrni buiiky titné Zlazy, a Ze viechny, kromé TGFP a VEGF, jsou potenciélnimi mitogeny téchto bunék. S expanzi
thyroidélni tkdné uzce souvisi téZ expanze vaskulrni sité. Pti angiogenezi se uplatfiuji pfedevdim bFGF a VEGF.

Klidovd slova: cytokiny, cytokinova sit, nadory titné 2lazy, angiogeneze

SUMMARY

Cytokines are informatory and regulatory peptides and glycoproteins that are ubiquitous in the organism. Their effects are autocrine and
paracrine above all. They form a cytokine network with complex positive and negative linkages. They take part in various physiological and
pathological processes. A huge interest is devoted to the cytokine role in tumorigenesis. There is a lot of articles about the involvement of
particular cytokines in the etiology and pathogenesis of benign and malign thyroid gland tumors. Epidermal growth factor (EGF), insulin-like
growth factor (IGF), fibroblast growth factor (FGF), transforming growth factor (TGF), hepatocyte growth factor (HGF) and vascular
endothelial growth factor (VEGF) were. mainly studied. All of these growth factors were found to support a thyroid follicular cells
dedifferentiation (except of IGF) and proliferation (except of TGFPB1 and VEGF). The vascular expansion is closely connected with the
expansion of the thyroid tissue. bFGF and VEGF play an important role in angiogenesis.

Key words: cytokines, cytokine network, thyroid tumors, angiogenesis

Cytokiny v onkologii kaskada méa dvé etapy. V ¢asné fazi dochazi k aktivaci

endotelu. V extracelularni matrix nastava exprese adhe-

V posledni dobé se v etiologii a patogenezi nadorovych
onemocnéni vénuje velka pozornost vlivu ristovych fak-
tord. Ruistové faktory a jejich receptory jsou produkty
onkogen. Je otazkou, nakolik se pfimo podileji na nddo-
rové transformaci bunék. Bylo v§ak prokazano, Ze vétSina
ristovych faktorit ma proliferaéni a dediferenciaéni uéin-
ky. Svym autokrinnim a parakrinnim pisobenim zajistuji
autonomni rist populace nadorovych bunék. Cytokiny
ovliviiuji ritst nadord nejen pfimym pisobenim na bu-
néénou proliferaci, ale i nepfimo svym vlivem na imunit-
ni systém a angiogenezi.

Cévni zasobeni rostouci nadorové masy je zaji§téno
zvydenou tvorbou angiogennich ristovych faktori, jako
bFGF (bazicky FGF), PDGF (z destiek derivovany nis-
tovy faktor), EGF, VEGF, jejichZ produkce zfejmé stoupa
v disledku nanistajici hypoxie uvnitf naddoru. Angiogenni

Alergie 3/2001

zivnich molekul, proteolyza a degradace matrix.
V pozdni fazi se uplatiiuje mitogenni ucinek ristovych
faktord vedouci k migraci a proliferaci endotelii. Angi-
ogeneze ma samoziejmé i své inhbitory, napfiklad TGFB,
IFN (interferony), IL-6, trombospondin. TNFa (tumor
nekrotizujici faktor o) zpisobuje hemokoagulaci a ne-
krézu tumoru. Extravaskularné ma vSak uéinek opacny,
vede k degradaci extracelularni matrix a angiogenezi.

Ukast jednotlivych cytokind v tumorogenezi

IL-1 ma uéinky stimulaéni i inhibi€ni. Aktivuje tvorbu
ristovych faktord a angiogenezi, naproti tomu ma anti-
proliferativni u¢inky a aktivuje buifiky imunitniho systé-
mu.

IL-2 u¢inkuje protinadorové, zpétné stimuluje Th-buii-
ky, zpisobuje proliferaci Tc-bunék, NK-bunék a tvorbu
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TNFa a IFNY. Pouziva se

Tab. I: Produkce nékierych cytokinit ve folikuldrnich butkdch zdravé $titné tldzy a thyroldainich nddord

il:o:’]o v t.erapii u onkOIOSic‘ cytokin zdravé tkdf adenom karcinom

)’(’:rg;;leuf;?lkuj dobné §titné Hazy (histologicky typ)

e podobn

jako EGF, maji i spolecné IGF-I T Tt T1 (diterencovany)
receptory. Je mitogenem né- (anaplasticky, mélo diferencovany)
k.tery’ch n.adorﬁ a aktivuje an- bFGF l 1 TT (diterencovany i anaplasticky)
giogenezi.

TGFB tlumi proliferaci | TSFP! ' " !
bunék. Pokud v3ak buiiky | wgr i i 1

ila

ztrati TGFB-receptory, pro- i iﬁ:f.mf)" ¥
jevi se jeho nepfimy stimu-
laéni u€inek - imunosupre- VEGF ¢ T H (papilérnl)
se a angiogeneze. #‘r (( fot::’ e v

TNFa u¢inkuje cytotoxic- redleronconny
ky, zpisobuje lokalni nekré- | -8 T ? $ (diferencovany)
zu nadorovych bunék. Extra- 4L (nediterancovany)

vaskularné viak aktivuje
angiogenezi.®

TNFP ma cytotoxické
ucinky.

IGF podporuji bunéénou proliferaci a funkci, nepiso-
bi dediferenciaéné.

FGF maji mitogenni uéinek na mezenchymové a neu-
roektodermové buriky, aktivuji kolagendzy a stimuluji mi-
graci endotelii, ¢imZ se vyrazné uplatiiuji pfi angiogenezi
(zejména bazicky FGF).

PDGEF stimuluje proliferaci endotelii a fibroblastd.

EGF aktivuje proliferaci epitelovych bunék a vede
k jejich dediferenciaci. Uplatiiuje se vieobecné
v patogenezi malignich epitelovych nadori.

IFNo méa protivirové a protinadorové uéinky, inhi-
buje bunéénou proliferaci a angiogenezi, stimuluje di-
ferenciaci bunék. M4 téZ imunomodulaéni efekt, akti-
vuje Tc-buitky a makrofagy, i kdyZ v mensi mife neZ
IFNy.

IFNyY mé hlavné imunomodulaéni uéinky. Aktivuje
makrofagy, podporuje imunitni reakci Thl-typu. Inhibu-
je expresi nékterych onkogend. Uéinkuje synergicky
s TNFa.

dostateéna objasnéno

Cytokiny u nadort &titné Zlazy

Vliv cytokind na rist a funkci §titné Zlazy je dosud
nejasny, piedeviim z hlediska mechanizmu regulace
a zakladniho nastaveni systému. Vznik benignich ade-
nomt i malignich nadord §titné Zlazy je ve vztahu
k aktivit& nékterych cytokini a sam i vede k jejich tvor-
bé.

Existuje celd fada praci popisujicich uéast riznych
cytokind pfi vzniku benigni a maligni strumy. Zkou-
many byly pfedeviim EGF, IGF, FGF, TGF, HGF
a VEGF. Bylo zjiiténo, Ze viechny tyto ristové faktory
(kromé& IGF) maji dediferenciaéni u¢inek na foliku-
larni buiiky 3titné Zlazy, a Ze viechny, s vyjimkou
TGF-f a VEGF, jsou potenciélnimi mitogeny téchto
bunék. Expanze thyroidéalni tkané je provazena expan-
zi vaskularni sit&, neovaskularizaci. Tyto dva procesy
se do jisté miry vzajemné limituji. Pfi angiogenezi se
uplatiiuji hlavné bFGF, VEGF, PIGF (placentarni ris-
tovy faktor) a endoteliny.

Vysvétlivky: T zvylena produkce, TT velmi zvydené produkce. | snitenad produkce, ? neni

IGF-I (Insulin Like Growth Factor I, inzulinu podobny
rustovy faktor 1)

IGF-l je nazyvan téZ somatomedin C, jeho produkci
ovliviiuje ristovy hormon (akromegalie se zvy$enou hla-
dinou IGF- v séru je v 70 % asociovéana se strumou). M4
podobnou sekvenci jako proinzulin, stimuluje bunéénou
utilizaci glukézy. Uinkuje mitogenné a podporuje funk-
ce mnoha typd bunék. Tvofi komplexy s IGF-vazebnymi
proteiny (IGFBP), které tak ovliviiuji jeho dostupnost pro
buiiky (41).

Ve ititné Zlaze IGF-I stimuluje fibroblasty, folikularni
buiiky a snad i endotelie. Jako jediny z ristovych faktord
neinhibuje specifické thyroidalni funkce, naopak podporu-
je napfiklad tvorbu cAMP po stimulaci TSH, expresi
mRNA pro TSH-receptory, organifikaci jodu. Pro stimula-
ci ristu a funkce folikularnich bunék je nezbytna synergie
IGF-1 s TSH, samotny IGF-I je neucinny. Proto u pacientil
s hypopituitarizmem nevede zvy3ena sérova hladina IGF-I
(zplisoben4 substituéni terapii ristovym hormonem)
k naristu thyroidalni tkané, jelikoZ chybi TSH. Tvorba IGF-
I ve folikuladrnich buiikdch je sniZena u Graves-Basedowo-
vy toxikozy, jelikoZ je niZdi i sekrece TSH (5, 11, 20).

IGFI i jeho receptory byly prokazany v normaini §tit-
né Zlaze, u adenomi i diferencovanych karcinoma $titné
#lazy (27). Silva Filho 1999 popisuje u pacientd
s papilarnim karcinomem §titné Zlazy zvy$enou produkci
IGF-I ve vice neZ 90 % nadorovych bunék, a to jak
v priméarnim tumoru, tak i v uzlinovych metastazach (40).
Produkce IGF-I klesa u anaplastickych a malo diferenco-
vanych karcinomi (1).

Dostupnost IGF-I pro buiiky je regulovana IGFBP,
které jsou secernovany thyreocyty. Sekreci IGFBP inhi-
buje TSH, &imzZ zvy$uje dostupnost IGF-I pro thyroidélni
buiiky, a tim i rist a funkci folikularniho epitelu. Inhibi-
tory funkce §titné Zlazy (thyreostatika) vét§inou zvySuji
syntézu IGFBP. Sekreci IGFBP z folikularich buné&k
stimuluje také aktivace proteinkinazy C a EGF-recepto-
ri (vlivem u¢inku EGF nebo TGFa).

Na regulaci dostupnosti IGF-I se také podili doddvka
jodu. Intracelularni organicky jod inhibuje tvorbu a se-
kreci IGF-I a stimuluje syntézu IGFBP. Naopak
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v pokusech in vitro bylo prokdzano, Ze nedostatek jodu
syntézu a sekreci IGF-I podporuje, coz miZe byt pfici-
nou vzniku endemické strumy (4, 6, 10, 22, 28).

bFGF (basic Fibroblast Growth Factor, bazicky fibro-
blastovy rastovy faktor)

FGF je rodina heparin-vazebnych proteini se stimu-
la¢nim u¢inkem na rist, diferenciaci a funkci mnoha dru-
hd mezodermélnich bunék. FGF se nachazeji v normal-
nich tkénich, kde jsou skladovany v bazilni membrané
a extracelulérni matrix ve vazbé na heparansulfatové pro-
teoglykany. Pro jejich icinek je nezbytna aktivace uvol-
nénim z komplexd, coZ vyZaduje pfitomnost specifickych
proteas (podobné jako u TGFB1). Témito aktivatory by
snad mohli byt aktivator plazminogenu, katepsin &i meta-
loproteinazy (31).

In vitro bFGF stimuluje rist folikularnich bunék §tit-
né Zlazy a inhibuje tvofbu cAMP, mé mitogenni a dedife-

~enciaéni uc€inky. Je vyraznym aktivitorem angiogeneze,
aktivuje fibroblasty, stimuluje rist a migraci endotelif. Pfi
imunohistochemickém vySetfeni byl prokazan vyrazné
zvy$eny vyskyt bFGF ve folikularnich buiikéch u diferen-
covanych i anaplastickych karcinomu §titné Zlazy a méné
zvy$eny vyskyt u folikularnich adenomu. Ve foliku lérnich
buitkach normalni thyroidédlni tkdné se imunoreaktivni
bFGF téméf nevyskytoval (21, 33). Shingu 1998 zjistil
imunohistochemicky zvy$enou piitomnost bFGF i FGF-
receptoru 1 (FGF-R1) u vice neZ 80 % pacientd
s karcinomem §titné Zlazy. U benigniho adenomu byl bFGF
zvy$en u 17 % osob, kdeZto FGF-R1 u 68 %. bFGF byl
také zvy$en v endotelovych buiikach mikrokapilar stromatu
v t&sném sousedstvi tumoru, z éehoZ plyne moZnost auto-
krinniho ovlivné€ni neovaskularizace u karcinomu $titné
Zlazy (39).

Becks 1994 uvadi, Ze v prib&hu vzniku strumy u krys
(v disledku podavani metamizolu a omezeni pfisunu jodu)
dochazi k podstatnému zvySeni exprese mRNA pro bFGF
a FGF-receptory. Tato zvy$ena produkce vSak trvé jen po
dobu rychlého ristu strumy. V tomto obdobi také dochézi
k ptesunu bFGF z extracelularni matrix do cytoplazmy
folikularnich bunék. Ve fazi stabilizace velikosti strumy
syntéza bFGF i jeho receptord ustava (9).

Podle Emota 1998 je u papilarniho karcinomu 3titné
#lazy uvoliiovani bFGF z extraceluldrni matrix vyrazné
vy$3i neZ u zdravé tkané (24).

U pacienti s toxickym adenomem, studenymi uzly
a Graves-Basedowovou chorobou byl zjistén zvySeny vy-
skyt bFGF ve fibroblastech z té&sného okoli folikuld. To
podporuje fakt, e bFGF se uplatiiuje v komunikaci mezi
endotelovymi buiikami a fibroblasty (27).

TGFP1 (Transforming Growth Factor B1, transformaé-
ni ristovy faktor p1)

TGF superrodina zahrnuje TGFB, aktiviny a BMP
(bone morphogenetic protein). Jedna se o multifunk&ni
dimerni proteiny, které reguluji rist a diferenciaci bunék
a tvorbu extracelularni matrix. Pro jejich ucinek je ne-
zbytné pfitomnost dvou hlavnich receptord - typ I a I,
které maji povahu serin/threonin kinazy. Na intracelular-
nim pfenosu se podileji hlavné tzv. Smad-proteiny. TGFB1
a aktivin A inhibuji rist a funkci thyreocytd. BMP-7 inhi-
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buje jen bunéénou funkci, nikoliv rist, ktery dokonce
v kombinaci s EGF podporuje. Z toho plyne dileZita ulo-
ha TGFP superrodiny pfi negativni regulaci stitné 2lazy,
nejvyrazné&j§i uginky ma TGFB1 (26).

TGFP je secernovan riznymi typy bunék v inaktivni
formé. K jeho aktivaci mizZe dojit acidifikaci nebo alkali-
zaci. M4 vétdinou inhibiéni vliv na buné&nou proliferaci,
za uréitych podminek viak miZe proliferaci bunék i sti-
mulovat. ZvySuje syntézu kolagenu a inhibitord proteas
a uplatiiuje se pfi tvorbé& extracelularni matrix. Jeho imu-
nosupresivni G€inky jsou dany inhibici produkce imuno-
globulind a aktivity NK bunék. Potladuje mitotickou ak-
tivitu endotelii, uplatiiuje se tak jako inhibitor angiogeneze.
V soucasné dobé je znamo pét izoforem TGFp (30).

Aktivaci TGFB1 ve §titné Zlaze zajistuje zfejmé sys-
tém plazminogen/aktivator plazminogenu jako odpovéd
na stimulaci TSH. TGFB1 je inhibitorem proliferace foli-
kuldrnich bunék in vitro. U &lovéka zvy$uje tvorbu IGF-
BP, ¢imZ sniZuje dostupnost IGF-I pro buiiky a posiluje
tak sviij pfimy antiproliferaéni u¢inek. Jeho mRNA byla
prokazana ve folikularnich buiikdch mnoha zvifat, zatim-
co mRNA TGF2, ani TGFP3 nikoliv. Tvorbu TGFB1i
in vitro sniZuje nedostatek jodu a zvy$uje stimulace TSH.
In vivo proto muze byt sniZeni hladiny TGFB1 pfi nedo-
statku jodu maskovano jeho zvy$enou syntézou v disledku
naristu produkce TSH (15, 16).

Role TGFB 1 pti vzniku strumy neni zcela objasnéna.
Je produkovan i ve zdravé thyroidélni tkéni, jeho tvorba
stoup4 po stimulaci TSH (3). V ur¢ité koncentraci pak
indukuje pokles exprese mRNA pro TSH-receptory
a snizuje TSH-indukovanou tvorbu cAMP. Uplatiiuje se
tak zfejmé pfi stabilizaci velikosti strumy (17, 26). Bylo
zjisténo, Ze hyperplazie §titné Zlazy nasledkem nedostat-
ku jodu u krys je spojena s naristem produkce TGFp1
a zastavou ristu strumy po 4 tydnech. U nediferencova-
nych karcinomi $§titné Zlazy je tvorba TGFBI sniZena
(8, 12, 32, 33).

U mnohoéetnych adenomu §titné Zlazy byla zjisténa
lokalni rezistence folikularnich bunék k TGFB1 zpiso-
ben4 zménami exprese TGFPi-receptord, poruchou sig-
nélni transdukce i mutacemi samotnych receptori. Tato
rezistence zplisobuje zpétnovazebné zvyieni hladiny en-
dogenniho TGFB1 a indukuje tak expanzi mezenchy-
mu. To vysvétluje €asty ndlez zmnoZeného perifoliku-
larniho mezenchymu u polynodézni strumy (2, 15).

HGF (Hepatocyte Growth Factor, hepatocytarni risto-
vy faktor)

Mitogenni u¢inek HGF je vyrazné vyssi neZ u ostat-
nich ristovych faktord. Ovliviiuje rist a déleni epitelo-
vych bunék, hepatocytd, keratinocytd a epidermalnich
melanoblasti (41).

HGEF je potencialnim mitogenem pro folikularni bui-
ky a C-buiiky §titné Zlazy. Jeho proristovy a dediferenci-
aéni efekt se uplatiiuje pfedevsim ve fazi rychlého ristu
buné&né masy, exprese HGF-receptoru je zfejmé zdvisla
na bunééné hustoté (18, 19).

Trovato 1998 popisuje velmi nizkou uroven exprese
HGF a jeho receptoru (znamého jako c-met) v tkéni zdra-
vé §titné Zlazy, benignich adenomi a nepapilarnich karci-
nomi (véetné anaplastickych). U papilarnich karcinomd

Alergie 3/2001

249




— prehledné Clanky -

Stitné Zlazy prokazal zvySenou pfitomnost HGF u 86 %
a c-metu 93 % pacientd (42).
Podle Scarpina 1999 HGF zvysuje migraci nddorovych

bunék u 5 ze 7 pFipadi papilarniho karcinomu $titné Zl4-
zy (36).

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor, vaskulami
endotelovy ristovy faktor)

VEGF, nazyvany téz vaskulotropin, je dimericky po-
lypeptid vazajici heparin. M4 silnou mitogenni aktivitu
pro endotelové buiiky a zvy$uje cévni permeabilitu. Uplat-
fuje se pfi hojeni ran, ale i pfi neovaskularizaci nadorové
tkané (30, 41).

Na proliferaci folikularnich bunék $titné Zlazy pisobi
VEGF nejspiSe podobné jako TGFBI. Vlivem TSH do-
chazi v thyreocytech k indukci tvorby VEGF, co% vede
k zastavé mitogenni TSH stimulace folikularnich bunék
a k iniciaci angiogeneze (34, 35, 44, 45).

Ve zdravé tkani 3titné Zlazy byla zjisténa produkce VEGF
pouze v epitelovych buiikach izolovanych folikuld, zatim-
co u folikularnfho adenomu exprimovala mRNA pro VEGF
vétsina nadorovych bunék. Je3té vyraznéjsi produkce VEGF
byla prokazana u papilarniho karcinomu a nediferencova-
nych karcinom §titné Zlazy. Histologicky typ nadoru si tak
parakrinné urCuje miru své vaskularizace pomoci tvorby
VEGF. V buiikach folikularniho karcinomu 3titné Zlazy
zvy3ené produkce VEGF zji§téna nebyla (25, 29).

VEGEF se podili také na tvorbé lymfatickych cév a ovliv-
fiuje tak 3ifeni nadorovych bunék do regiondinich lymfa-
tickych uzlin. Tim se také vysvétluje jeho vysoka produk-
ce u papilarniho karcinomu 3titné Zlazy, ktery metastazuje
pfevaZné lymfogenné, a nizk4 tvorba u folikulamiho kar-
cinomu, jehoZ $ifeni je hematogenni (25).

IL-6 (interieukin-6)

IL-6 je produkovan celou fadou bunék, makrofagy, T
lymfocyty, fibroblasty, polymorfonukleary, endoteliemi
a téméf viemi mezenchymalnimi buiikami. Uplatiuje
se pfi stimulaci proliferace T bunék a makrofagd, indu-
kuje tvorbu protilatek v B lymfocytech, syntézu protei-
nl akutni faze v jatrech, umociuje aktivitu hematopoe-
tickych rdstovych faktord. U nékterych nadorovych
onemocnéni vykazuje antiproliferativni ucinky (karci-
nom prsu), u nékterych naopak rist podporuje (myelo-
mové buiiky) (30, 41).

ZvySena produkce IL-6 byla prokazana ve folikular-
nich bufikach zdravé §titné zlazy (3, 8). Basolo 1998 popi-
suje mirné snizenou tvorbu IL-6 u dobfe diferencovanych
karcinomi a vyrazné snizenou produkci u nediferencova-
nych karcinomu $titné Zlazy. IL-6 by tedy mohl byt mar-
kerem trovné diferenciace nadoru (8). Naproti tomu pod-
le Asakawy 1999 je tvorba 1L-6 u malo diferencovanych
a anaplastickych karcinomi 3titné Zlazy zvySena (1).

EGF (Epidermal Growth Factor, epidermahu ristovy faktor)

EGF je uéinnym mitogenem epitelovych a mezenchy-
malnich bunék, je dilezity pro obnovu epiteld. Aktivuje i
fibroblasty a endotelie. Ma podobné spektrum icinki jako
TGFa, maji také podobnou strukturu a spoleéné recepto-
ry. Jeho receptory byly nalezeny u mnoha malignich buné¢-
nych linii, zvlasté hojné jsou u epitelovych nadora (30, 41).

Ve zdravé titné 2laze je hladina EGF minimalni, jeho
produkce stoupd u folikularniho adenomu a folikularni-
ho i papilarniho karcinomu titné Zlazy. (27) EGF stimu-
luje proliferaci thyreocytd in vitro, ve vy3dich koncentra-
cich vede k bunééné dediferenciaci (30).

ET (endoteliny)

Jde o skupinu peptidt, jejichZz nazev je odvozen od
hlavniho mista vzniku, endotelovych bunék. Ovliviuji
vazomotoriku a stimuluji proliferaci bunék, pfedeviim
hladké svaloviny (30).

ET-1 vznika proteolytickym §tépenim z velkého prekur-
zoru, vlivem endotelin-konvertujiciho enzymu (ECE), kte-
1y ma povahu membranové neutraini metaloproteinazy.
ECE je syntetizovan zejména cévnim endotelem. ET-2 a
ET-3 jsou tvofeny hladkou svalovinou cév. Receptory ET-A
se vyskytuji na hladké svaloviné cévni stény a zajituji vazo-
konstrikci. Receptory ET-B jsou lokalizovany na endotelo-
vych bunkach a zprostfedkuji uvolfiovani oxidu dusnatého,
prostacyklinu a atrialniho natriuretického proteinu.

ET-1 je tvofen také folikularmimi buiikami $titné Zlazy
krys, prasete i ¢lovéka. U prasecich thyreocytl inhibuje
vychytavani jodu. V kultufe lidskych folikularnich bunék
maji nanomolamni koncentrace ET-1 pozitivni vliv na bu-
néénou proliferaci. TGFBi zvySuje sekreci ET-1 a expresi
ET-receptord. TSH nema na tvorbu ET, ani jejich recepto-
rd Zadny vliv. V endotelovych buiikach stimuluje ET-1 pro-
dukci VEGF. U krys byly zji§tény Sx vy$3i hladiny ET-1
v tkani hyperplastické §titné Zlazy (13, 14, 23, 43).

ANP (atrialni natriureticky protein)

ANP i jeho receptory byly detekovany v prasecich
i lidskych folikularnich bufikach $titné 2lazy. In vitro ANP
inhibuje uvolfiovani tyreoglobulinu z thyreocyti a tvorbu
VEGEF v endotelovych bufikach. Podili se tak, spolecné
s ET-1, na regulaci endotelové proliferace a invaze, ¢imZ
prispiva k rovnovaze mezi bunéénym ristem a s nim spo-
jenou neovaskularizaci pfi vzniku strumy (37, 38).

Zaveér

Cytokiny se wznamné uplatiuji pri nddorové transforma-
ci hunék, véetné folikuldrnich hunék $titné ilazy a ovliviiuji
i biologickou povahu tumori. Nékteré dokonce mohou hyt
wugity jako markery tirowé diferenciace nddoru. Ucinky
jednotlivych cytokinii nelze posuzovat oddélené, ve svém pi-
sobeni se vydjemné ovliviiuji a dilezitou roli hraji také en-
dokrinni regulacni mechanizmy a imunitni systém. Vsech-
ny nové poznatky o této slogité regulaci ristu a funkce hunék
prFispivaji k roziireni a zdokonaleni diagnostického a tera-
peutického wuziti cytokini u nddorovych onemocnéni.
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