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1. PREHLED
1.1 Karcinomy §titné Zlazy

Karcinomy §titné Zlazy pfedstavuji 1-2 % vSech malignich
nadort (4st! 2002, Bauer 1993). Zeny byvaji postizeny 3x &astéji
neZ muzZi. Incidence thyroidalnich karcinomii ma vzestupnou
tendenci. V roce 2002 byla v Ceské republice na 100 000 obyvatel
u muzi 2,5 a u Zzen 7,8 (UZIS CR). Rizikovymi faktory pro vznik
karcinomu §titné zlazy jsou pfedev§im zevni i vnitfni radiace a
zvy$ené hladiny thyrotropinu (TSH). Mezi dobie diferencované
thyroidalni karcinomy s pomérné pfiznivou prognosou patfi
karcinom papilarni (PTC), folikularni a =z Hurtleho bunék.
Z parafolikuldarnich C-bunék vychazi medularni karcinom. Velmi
nepfiznivou prognosu ma anaplasticky karcinom. PTC je
nej¢astéjsi thyroidalni malignitou (60-80 %).

V diagnostice karcinomu &titné Zlazy ma nezastupitelnou
tlohu sonografie doplnéna o punkéni cytologii (FNAB) (Cochand-
Priolett et al. 1994). V poopera¢nim obdobi je pro ¢asny zachyt
recidivy dobfe diferencovanych karcinomi sledovdna sérova
hladina thyroglobulinu (Schlumberger 1999).

Lécebny postup u pacientd s karcinomem §titné zlazy
zavisi na histologickém typu karcinomu a stadiu onemocnéni
(ACOR, UICC). U vétSiny dobfe diferencovanych karcinomi

(krom¢ mikrokarcinomt a velmi pokroéilych stadii) se provadi
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totalni thyroidektomie (TTE) nasledovana terapii I~ a trvalym

substitu¢né-supresnim podavanim thyroidalnich hormon.

1.2 Cytokiny

Cytokiny jsou buiikkami produkované molekuly s
informa¢nimi a reguladnimi UCinky. Podileji se na udrZeni
homeostazy celého organismu. Pulsobi pfedevdim lokalng -
autokrinné a parakrinng. Pro funkci cytokini je dilezita pfitomnost
jejich receptori na povrchové membrané bunék (Klener 1997,
Sterzl 1999). Jednou ze skupin latek patficich mezi cytokiny jsou
ristové faktory, které se uplatiiuji pfi ristu a diferenciaci tkani.

Velkd pozornost je v posledni dobé vénovana dloze
cytokinl pfi vzniku a ristu nadord. Cytokiny ovliviiuji rist nadord
nejen pifimym plsobenim na buné&nou proliferaci, ale i nepfimo
svym vlivem na imunitni systém a angiogenezi (Klener 1997).
Podileji se také na mechanismu nadorového metastazovani.
Existuje cela fada praci popisujicich u¢ast rlznych cytokini pri
vzniku benigni a maligni strumy. Zkoumany byly pfedeviim EGF
(epidermalni rastovy faktor), IGF (insulinu podobny rlstovy
faktor), FGF (fibroblastovy rastovy faktor), TGF (transformaéni
ristovy faktor), HGF (hepatocytarni ristovy faktor) a VEGF
(vaskularni endotelovy ristovy faktor). Bylo zjidténo, Ze viechny
tyto ristové faktory (kromé IGF) maji dediferenciaéni u¢inek na

folikularni buriky 3titné Zlazy, a Ze v3echny, s vyjimkou TGFp a

VEGF, jsou potencidlnimi mitogeny téchto bunék. Expanze
thyroidalni tkang¢ je provazena expanzi vaskularni sité,
neovaskularizaci. PFi angiogenezi se uplatiuji hlavné bFGF,
VEGF, PIGF (placentarni ristovy faktor) a endoteliny (Bunone et
al. 1999, Ramsden 2000).

1.3 Riistové faktory zkoumané v této praci

IGF-I (insulinu podobny ristovy faktor I)

IGF-1 stimuluje bunéCnou utilizaci glukosy, ucinkuje
mitogenné a podporuje funkce mnoha typl bunék. Ve §titné Zlaze
IGF-I stimuluje fibroblasty, folikularni buiiky a snad i endotelie.
Jako jeden =z malarastovych faktord podporuje specifické
thyroidalni funkce (Bachrach et al. 1988). Pro stimulaci rlstu a
funkce folikularnich bunék ;je nezbytna synergie IGF-l1 s TSH,
samotny IGF-1 je netginny. TSH stimuluje produkci IGF-I v tkéni
Stitné Zlazy (Eggo et al. 1990).

IGF-1 i jeho receptory byly prokdzany v normalni 3titné
Zlaze, u adenomi i diferencovanych karcinomi §titné Zlazy
(Maiorano et al. 2000). Silva Filho 1999 popisuje u pacientl
s papilarnim karcinomem §titné Zlazy zvy3enou produkci IGF-I ve
vice nez 90 % nadorovych bunék, a tojak v primarnim tumoru, tak

i v uzlinovych metastazach (Silva Filho et al. 1999).



HGF (hepatocytarni ristovy faktor)

HGF ma velmi silny mitogenni efekt, uplatiiuje se
pfedevdim ve fazi rychlého rlstu buné€né masy (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 adenom je pfitomnost HGF i jeho receptoru

velmi nizka (Trovato et al. 1998).
bFGF (bazicky fibroblastovy ristovy faktor)

bFGF stimuluje rist folikularnich bunék §titné zlazy, ma
mitogenni a dediferenciaéni uinky (Logan et al. 1992). Je také
vyraznym aktivatorem angiogeneze (Sterzl 1999). Zvy$ena
produkce bFGF trva jen po dobu rychlého ristu strumy, ve fazi
stabilizace velikosti strumy syntéza bFGF i jeho receptorl ustava
(Becks et al. 1994).

Vyrazn€ zvySeny vyskyt bFGF byl prokazan ve
folikularnich  buiikach u  diferencovanych i anaplastickych
karcinomi $titné zlazy a méné zvy3eny vyskyt u folikularnich
adenomi. Ve folikuldarnich buikkach normalni thyroidalni tkané se

imunoreaktivni bFGF téméF nevyskytoval (Eggo et al. 1995).

TGIBI (transformacni rustovy faktor 1)

TGFB | ma vétdinou inhibiéni vliv na bunéénou proliferaci,
za ur&itych podminek v3ak muze proliferaci bunék i stimulovat.
Zvysuje syntézu kolagenu a inhibitorl proteas a uplatiluje se pfi
tvorbé extracelularni matrix (Klener 1997).

TGFBl ma antiprolifera¢ni efekt na thyrocyty. Je
produkovan i ve zdravé thyroidalni tkani, jeho tvorba stoupa po
stimulaci TSH (Mak et al. 1984). Po dosaZeni ur¢ité koncentrace
pak indukuje pokles exprese mRNA pro TSH-receptory a sniZuje
TSH-indukovanou tvorbu cAMP. Uplatiluje se tak zfejmé pfi
stabilizaci velikosti strumy (Cowin et al. 1996, Franzén et al.
1999). Na povrchu nadorovych thyrocytl byla prokazana snizena

exprese TGFB1-receptorll (West et al. 2000).

VEGF (vaskularni endotelovy rastovy faktor)

Vlivem TSH dochazi v thyrocytech k indukci tvorby
VEGF, coz vede k zastavé mitogenni TSH stimulace folikularnich
bunék a k iniciaci angiogeneze (Wang et al. 1998). VEGF se podili
také na tvorbé lymfatickych cév a ovliviiuje tak Sifeni nadorovych
bunék do regionalnich lymfatickych uzlin. Jeho produkce je
vysokd u papilarniho karcinomu 3titné Zlazy, ktery metastazuje

pievazné lymfogenné (Bunone et al. 1999, Fellmer et al. 1999).



Produkce VEGF je nizka ve zdravé thyroidalni tkdni, 2. CILE PRACE

stoupd vSak u adenomil a pfedev$im papilarnich karcinomi $§titné

Zlazy (Bunone et al. 1999, Fellmer et al. 1999). Disertalni prace se zabyva studiem ulohy rastovych
faktorl v procesu vzniku a rdstu papilarniho karcinomu §titné
Zlazy. Byly vySetfovany koncentrace vybranych rstovych faktord
v perifernim séru pacientl snadory §titné Zlazy. V systému
dynamické pritokové tkariové kultury byla zkoumdna role
nékterych rustovych faktorti v procesu onkogeneze nadort §titné

Zlazy.

Cile diserta¢ni prace:

e Stanoveni rozdili v produkci vybranych ristovych faktort
(IGF-1, bFGF, HGF, TGFBl a VEGF) tkani
papilarniho karcinomu §titné Zlazy v porovnani s tkani
adenomu a zdravou tkani §titné Zlazy.

e Studium dlohy rastovych faktord HGF a bFGF
v onkogenezi papilarniho karcinomu $titné zlazy.

e Moznosti vyuziti ristovych faktorl v diagnostice nadori
Stitné zlazy, predev§im v diferencidlni diagnostice

benigni a maligni strumy.



3. METODIKA

3.1 Stanoveni sérovych hladin rastovych faktor

Studie zahrnuje 28 pacienti (23 Zen a 5 muZzi) s nadorem
Stitné Zlazy operovanych na Klinice otorinolaryngologie a
chirurgie hlavy a krku 1. LF UK a FN Motol od fijna 2000 do
bfezna 2001. U 14 osob (12 Zen, 2 muzi) byl zji§t¢n benigni
adenom &titné zlazy, u dalich 14 pacientd papilarni karcinom (11
Zen, 3 muzi).

Pfed operaci bylo kazdému pacientovi odebrano 20 ml
krve z kubitalni zily do zkumavky s EDTA (nesrazlivd krev).
Centrifugaci ziskané sérum bylo zamraZeno v tekutém dusiku (-
196 °C) a uchovavéano v uzaviené plastové nadobce pfi —80 °C.
Stejné byly zpracovany vzorky krve od kontrolni skupiny 8
zdravych osob. Sérové koncentrace IGF-1, HGF, bFGF, TGFBI a
VEGF  byly meéfeny v laboratofich Oddéleni klinické
imunoendokrinologie Endokrinologického {istavu v Praze metodou
ELISA (Enzyme Linked ImunnoSorbent Assay). Pfi statistickém
zpracovani naméfenych hodnot byla pouzita jednocestna analyza
rozptylu (pro IGF-1 a TGFB1) a Kruskal-WallisGv test (pro HGF,
bFGF a VEGF).

3.2 Dynamicky model pratokové tkaiiové kultury

Vzorky tkéani papilarniho karcinomu $titné Zzlazy byly
ziskany od pacientdi operovanych na Klinice otorinolaryngologie a
chirurgie hlavy a krku 1. LF UK a FN Motol. Odbér vzorku tkané
prob&hl okamzité¢ po resekci tumorem postizeného laloku Stitné
?lazy. Vzorky zdravé thyroidalni tkan¢ byly odebrany
z makroskopicky zdravé ¢asti resekované §titné Zlazy. Po nakrajeni
na 70 um tlusté fezy byly tkaiové vzorky transportovany
v kultivagnim médiu k dal3imi zpracovani.

Tkan& byly kultivovany v systému ACUSYST-S™
(Endotronics Inc.), ktery pfedstavuje dynamicky model pritokové
tkaniové kultury simulujici fyziologické podminky. V experimentu
bylo pouzito ¢ty izolovanych cirkulagnich okruhi, do dvou byla
vlozena tkaf papilarniho karcinomu $titné zlazy, do dalsich dvou
zdrava thyroidalni tkan. Po uvodni 24 hodinové cirkulaci
kultivaéniho média prob&hlo 60 minutové promyti Cerstvym
médiem. Nasledoval 8 hodinovy puls stimulujici latky. Kazdy typ
tkang¢ byl stimulovan jednak thyrotropinem (TSH), jednak
epidermalnim rustovym faktorem (EGF). Puls byl ukon¢en opét 60
minutovym promytim ¢istym médiem. Po dobu stimula¢niho pulsu
a nasledného promyvani byly z kazdého samostatného okruhu
odebirany vzorky média, vnémZ byly stanoveny koncentrace

bFGF a HGF metodou ELISA.



4. VYSLEDKY A JEJICH ZHODNOCENi

V tabulce 4.1 jsou uvedeny primérné hodnoty sérovych
koncentraci ristovych faktort IGF-1, HGF, bFGF, TGFB1 a VEGF
u skupin pacientl sadenomem a papilarnim karcinomem 3titné

Zlazy a u skupiny zdravych osob.

Tab. 4.1 Prumérné hodnoty sérovych koncentraci ristovych
Jaktorii u pacientii s adenomem a papildrnim karcinomem (PTC)
Stitné Zlazy a u zdravych osob (véetné smérodatnych odchylek).

Tucné jsou zndzornény statisticky vyznamné rozdily.

cytokin adenom PTC zdravi

IGF-I (ng/ml) 105,5 + 38,2

359+ 10,5 37,7+ 12,5 29,0 + 18,7

HGF (pg/ml) 1496 + 810 1137 + 862 361 + 83

131,4+£472 1163,6 42,9

bFGF (ng/ml) 4,93 + 3,42 5,69 + 5,58 1,47 £ 1,77

VEGF (pg/ml) 213197 210+ 179 227+ 231

V dynamickém modelu pritokové tkarové kultury dochazi
u zdravé 3titné Zlazy pfi stimulaci TSH k postupnému poklesu
produkce HGF. Podobny efekt ma i stimulace EGF. U tkané
papilarniho karcinomu titné Zl4zy bylo zjisténo pfechodné zvy3eni
produkce HGF po stimulaci TSH i EGF. Produkce bFGF tkani
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zdravé $titné 2lazy i papildrniho karcinomu méla po stimulaci TSH
i EGF podobnou dynamiku. Po po&ate¢nim kratkodobém poklesu
na zalatku stimulace doslo k pfechodnému zvy3eni produkce
bFGF. Nasledoval delsi utlum a opétovné kratkodobé zvy3eni

produkce bFGF po skonéeni stimulaéniho pulsu.

Vysledky disertaéni prace lze shrnout do nésledujicich bodi:

. Zjisténé ni2si sérové koncentrace IGF-I u pacienti
s adenomem §titné Zlazy (statisticky vyznamné) a PTC (bez
statistické vyznamnosti) nekoreluji s literdrné¢ uvadénou
produkci [GF-I detekovanou imunohistochemicky pfimo
v tkani $titné 2lazy. MoZnym vysvétlenim je pfisn¢ autokrinni
uloha IGF-I v proliferaci folikularnich bunék (Maiorano et al.
1994). Dal§i moznou ptFi¢inou vysledka zjidténych v této studii
je zvysena konsumpce IGF-I pfimo v nadorové tkani Stitné
Zlazy a z toho vyplyvajici nepfima uméra mezi tkalovymi a
sérovymi hladinami IGF-I (Iglesias et al. 2001).

. HGF je velmi silnym mitogenem folikuldrnich bun&k
Stitné 2lazy, jeho uUlinky se uplatiiuji pfedeviim ve fézi
rychlého ristu strumy, kdy jsou pacienti €asto indikovani
k operaénimu feleni (Eccles et al. 1996). V souladu s timto
faktem byly zjistény vyssi sérové koncentrace HGF u pacientt
s thyroiddlnim adenomem a papilarnim karcinomem. Mezi

hladinami HGF v séru pacientd s adenomem a papildrnim

12



karcinomem &titné Zlazy v3ak statisticky vyznamné rozdily
prokdzany nebyly. V dynamickém modelu pratokové tkanové
kultury bylo zjisténo, Ze TSH zvy$uje produkci HGF buiikami
papilarniho karcinomu §titné Zlazy. Lze proto ptedpokladat, Ze
HGF je dulezitym faktorem udrZujicim maligni potencidl
nadorovych bun&k PTC. U zdravé §titné Zlazy v3ak stimulace
TSH ani EGF nevedla k zvy3eni produkce HGF, ktery se tak
pravdépodobné nepodili na iniciaci maligni transformace
folikularnich bunék.

bFGF stimuluje proliferaci folikularnich bunék §titné Zlazy
a je silnym aktivatorem angiogeneze. Jeho produkce, podobné
jako u HGF, stoupd ve fazi rychlého ristu strumy (Becks et al.
1994). S uvedenymi udaji koreluji zvy3ené sérové koncentrace
bFGF u pacientli s adenomem a papilarnim karcinomem §titné
Zlazy zjisténé vtéto studii. Vysledky zdynamického
pratokového modelu tkafové kultury vedou k hypotéze, Ze
produkce bFGF v &titné Zlaze stoupa v zavislosti na zvy$enych
metabolickych nérocich tkané&. Nasledna aktivace angiogeneze
a neovaskularizace pak zajisti zvy3ené prokrveni tkané¢ a
dostate€ny pfisun potiebnych latek. Impulsem pro aktivaci
produkce bFGF muzZe byt hypoxie v centru rostouci tkanové
masy, stimulace ristu §titné zlazy vlivem proliferaénich latek
(TSH ¢i EGF), ale paradoxné& i nahly atlum této stimulace,
ktery miZe vést ke zvy3eni produkce bFGF ve snaze udrZet

dostate¢né podminky pro buné&énou proliferaci.

V této studii nebyly prokazany statisticky vyznamné
rozdily mezi sérovymi hladinami TGFB1 a VEGF u zdravych
osob a pacientl s adenomem a papilarnim karcinomem S$titné
zlazy. TGFBl i VEGF maji inhibiéni vliv na proliferaci
folikularnich bun&k &titné Zlazy, jejich tvorba je stimulovana
vlivem TSH (Mak et al. 1984, Wang et al. 1998). Uplatiiuji se
tak zfejmé& pfi stabilizaci velikosti strumy. Pacienti s nodosni
strumou jsou Casto lé¢eni supresnimi davkami thyroidélnich
hormond z dvodu dosaZeni zpétnovazebného sniZeni hladiny

TSH. Nemuze tak u nich dojit k TSH-indukovanému zvyS3eni

produkce TGFB1 a VEGF.



5. ZAVERY

o U pacientd sadenomem a papilarnim karcinomem §titné
Zlazy jsou statisticky vy§8i sérové koncentrace HGF a bFGF
v porovnani se zdravou populaci.

. Sérové hladiny rastovych faktorG odrazeji mnoho
fyziologickych i patologickych procest v organismu.
Nejsou specifické pro ur€ity typ tkané ¢i onemocnéni.

o HGF se svym proliferaénim a dediferencia¢nim G¢inkem
pravdépodobné podili na udrzovani maligniho potencialu
papilarniho karcinomu §titné 2lazy, av§ak nevede k maligni
transformaci folikularnich bunék.

. Produkce bFGF se zda byt zavislA na aktudlnich
metabolickych potfebach tkan¢ S§titné Zzlazy. bFGF pak
zajidt'uje neovaskularizaci rostouci nadorové masy.

. Vhodnymi sensitivnimi (ne v8ak specifickymi) perifernimi
markery papilarniho karcinomu §titné zlazy by mohly byt
HGF a bFGF.

o Terapeutické moznosti skyta pouziti protilatek proti HGF a

bFGF ¢ijejich receptoriim ve snaze zabranit rlistu strumy.
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9. 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 molecules with an informative and
regulatory function. They have mainly local effects in tissues —
autocrine and paracrine. Many growth factors arc 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 1GF-1 (Insuline-Like Growth Factor I),
bFGF (basic Fibroblast Growth Factor), TGFB1 (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, HGF, bFGF, TGFB1 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
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inhibition of HGF and/or bFGF effects could lead to the stop of

benign and malignant goitre growth.
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