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1. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW | TERMINOW

Akt — kinaza B, kinaza biatkowa serynowo-treoninowa (zwana tez PKB)

ATC (Anaplastic Thyroid Cancer) — rak anaplastyczny tarczycy

ATP (Adenosine TriphosPhate) - adenozynotrdjfosforan

DTC (Differentiated Thyroid Cancer) — zr6znicowany rak tarczycy

EGF (Epidermal Growth Factor) - nablonkowy czynnik wzrostu

EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) - receptor nabtonkowego czynnika wzrostu
FTC (Follicular Thyroid Carcinoma) — rak pecherzykowy tarczycy

ERK, MAP (Extracellular signal-Regulated Kinase, Mitogen Activated Protein kinase) - kinazy

regulowane sygnatami zewnatrzkomorkowymi z grupy kinaz aktywowanych mitogenami
FNAB (Fine Needle Aspiration Biopsy) — BACC (biopsja apiracyjna cienkoigtowa celowana)
GPCR (G-Protein Coupled Receptors) - receptory sprzezone z biatkami G

IHC (immunohistochemistry) - immunohistochemia

IR (Incidence Rate) - wspotczynnik zapadalno$ci (zachorowalno$ci)iczba nowyeh przypadkéw w danym roku na 100 000

mieszkancow

IM (Juxtamembrane Domain) - domena podbtonowa

INK (c-Jun N-terminal kinase) — jedna z czterech grup kinaz zidentyfikowanych u ssakéw, okre$lane

tez jako kinazy aktywowane stresem

MAP (Mitogen-Activated Protein) — biatko aktywowane mitogenami (grupa kinaz serynowo-
treoninowych)

MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) - kinazy biatkowe aktywowane mitogenami (grupa kinaz

serynowo-treoninowych)
MTC (Medullary Thyroid Carcinoma) — rak rdzeniasty tarczycy

NTRK1 (Neurotrophic Tyrosine Kinase Receptor Type 1) - neurotropowy receptor kinazy
tyrozynowej typu 1

OPC (Occult Papillary Carcinoma) — ukryty (niemy klinicznie) rak brodawkowaty tarczycy



Artur Antolak

PCR (Polymerase Chain Reaction) — reakcja tancuchowa polimerazy

PKC (Protein Kinase C) - kinaza biatkowa C

PMC (Papillary Microcarcinoma) — mikrorak brodawkowaty tarczycy

PTC (Papillary Thyroid Carcinoma) - rak brodawkowaty tarczycy

PTCC (Papillary Thyroid Carcinoma, Classical) - rak brodawkowaty tarczycy, typ klasyczny

PTCFV (Papillary Thyroid Carcinoma, Follicular Variant) - rak brodawkowaty tarczycy, wariant
pecherzykowy

RAS - rodzina biatek wewngtrzkomérkowych o aktywnosci GTPazowej, uczestniczacych w

transdukcji sygnalow wewnatrzkomérkowych

RET —receptor z grupy receptoréw wykazujacych aktywnos¢ kinazy tyrozynowej (RTKs)
RTKSs (Receptor Tyrosine Kinases) - receptor kinaz tyrozynowych

SH1 — (Src homology 1) - Src homology domain

T3 (Triiodothyronine) - trijodotyronina

T4 (Thyroxine) - tyroksyna

TBG (Thyroxine-Binding Globulin) — biatko wiazace tyroksyneg

TC (Thyroid Cancer) — rak tarczycy

TKD (Tyrosine Kinase Domain) - domena z aktywnoscig kinazy tyrozynowe;j

TGD (Thyroglossal Duct) - przewdd jezykowo-gardiowy

TR (Thyroid Hormone Receptor) — receptor dla hormonu tarczycy

TRH (Thyrotropin-Releasing Hormone) - tyreoliberyna, hormon uwalniajacy tyreotroping
TSH (Thyroid-Stimulating Hormone) - tyreotropina, hormon tyreotropowy

TTR (Transthyretin) - transtyrenina
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3. WSTEP

3.1.Epidemiologia raka tarczycy

Rak tarczycy (Thyroid Cancer — TC) jest nowotworem rzadkim i jest jednym z niewielu
nowotworow spoza uktadu rozrodczego, czesciej wystepujacych u kobiet niz u mezczyzn [1]. Raki
tarczycy stanowia zdecydowana wigkszo$§¢ (>90%) wszystkich nowotworéw uktadu
endokrynnego [2]. Srednia czesto$é wystgpowania TC na terenach na ktorych nie bylo katastrof
nuklearnych i narazenia na promieniowanie radioaktywne wynosi okoto 2,0-3,8 na 100 000
mieszkancoéw u kobiet oraz odpowiednio 1.2-2,6 na 100 000 u mezczyzn [3][4]. Najwyzsza
obecnie (2012) zachorowalnos¢ na TC (mierzong wspotczynnikiem zapadalno$ci — IR) obserwuje
si¢ na Litwie (IR — 15,5), we Wtoszech (IR — 13,5), w Austrii (IR — 12,4), a najnizsza Albanii,
Bosni i Grecji (IR - 1,9) [5] (Tabela 1). Stosunkowo wysoki IR (8,9-1-,1) zaobserwowano we
Francji, Islandii, Japonii i na Hawajach, a w niektorych krajach europejskich takich jak: Szwecja,
Dania, Holandia i Stowacja jest on wyraznie nizszy (3-5) [4][5]. Przyczyny tych réznic nie do

konca sg jasne.
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Tabela 1. Wspotczynnik zapadalnosci (liczba nowych zachorowan na 100 000 na rok) na raka tarczycy u obu
ptci, WHO 2012
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Geograficzne réznice w czestosci wystepowania TC mogg by¢ zwigzane z wielkoscig podazy
jodu, jednak uwaza si¢ obecnie, ze wysokie spozycie jodu jest zwigzane jedynie z niewielkim
wzrostem mozliwosci rozwoju TC [4]. Co wigcej, nie stwierdzono znamiennego wptywu innych

czynnikow wynikajacych ze stylu zycia na rozwdj TC [4].

Oddzielng kwestig jest wystgpowanie TC u dzieci ponizej 15 roku zycia — analogiczna czestos$¢
wystepowania tego nowotworu w tej grupie wiekowej wynosi $rednio 1-2 zachorowan na
1 000 000 mieszkancow, a wigc jest stosunkowo niska [6]. W analizach przeprowadzonych w
latach 1980 — 2000 w Polsce u dzieci w wieku do 15 lat stwierdzono 91 nowych zachorowan na
TC [7], w tym tylko 6 przypadkéw w latach 1980-1986 i az 85 w latach 1987 — 2000. Po roku
1986, w ktorym doszto do awarii elektrowni w Czarnobylu, na terenie Polski i krajéw o$ciennych
przeprowadzono liczne analizy dotyczace zwigkszonego wystgpowania schorzen tarczycy (w tym

nowotworow ztosliwych) [3].



Rycina 1. Rak brodawkowaty tarczycy, typ klasyczny (HE, x200). Zbiory wlasne.

v

3.2. Embriologia i rozwdj tarczycy

Gruczot tarczowy powstaje ok. 4 tygodnia ciazy przez pogrubienie endodermy zlokalizowanej
w $rodkowej czgsci dna prymitywnej gardzieli, pomiedzy pierwszym a drugim uchytkiem
gardlowym [8]. Prymitywna tarczyca rozwija si¢ z uchytka ktory poczatkowo ma ksztatt
sferyczny, a pdzniej przybiera ksztalt placikowy. Przez nastgpne trzy tygodnie prymitywna tkanka
tarczycowa penetruje lezacg ponizej tkanke mezenchymalna, przemieszczajac si¢ do przodu i dotu
w kierunku kosci gnykowej i chrzastek krtaniowych, ostatecznie osiggajac przednio-dolng czesé
szyi. Droga przemieszczania si¢ uchytka formuje si¢ w tzw. przewod jezykowo-gardtowy (TGD),
ktory dalej podlega dalszej ewolucji. Rozwoj i ksztaltowanie si¢ gruczotu tarczowego w trakcie
embriogenezy, sg kontrolowane przez zaprogramowane w genomie informacje, ktore uwalniane w
odpowiednim czasie, miejscu i na odpowiednim poziomie, sg instrukcjami rozpoznawalnymi przez
odpowiednie specjalizujace si¢ komorki. Intensywne badania ostatnich 30 lat wykazaty, ze wiele

tych procesow sygnalizacji komoérkowej w trakcie embriogenezy jest posredniczone przez
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wydzielanie 1 wigzanie blonowe odpowiednich molekut [9], a szlaki sygnalowe wykorzystujace

receptory o aktywnosci kinaz tyrozynowych jednymi z wazniejszych.

3.3.Patofizjologia tarczycy.

Hormony produkowane przez komorki pecherzykowe tarczycy maja istotne znaczenie dla
prawidlowego wzrostu i rozwoju tkanek, procesow rdéznicowania (w szczegdlnosci rozwoju
osrodkowego uktadu nerwowego, na wczesnych jego etapach [10]) i mechanizmoéw rownowagi
oraz regulacji metabolizmu [11][12][13]. Dziatanie hormondéw tarczycy jest mozliwe dzigki
obecnosci receptoréw w tkankach docelowych, ktore naleza do nadrodziny receptorow jadrowych
[11] i sg czynnikami transkrypcyjnymi, aktywujacymi lub hamujacymi ekspresje wielu genow
docelowych [14]. Wyrdznia si¢ dwa rodzaje jadrowych receptoréw dla hormonow tarczycy (TR —
thyroid hormone receptor) — TRa 1 TR, ich geny lokalizuja si¢ na dwoch réznych chromosomach
— odpowiednio 17 i 3 chromosomie [11][13]. Receptory te sg rowniez docelowym punktem
uchwytu dla innych ligandow takich jak: retinoidy, witamina D, kwasy tluszczowe i

prostaglandyny [11].

Komorki nabtonka pegcherzykowego tarczycy produkuja duze ilosci tyroksyny (T4) oraz
zdecydowanie mniejsze ilosci trijodotyroniny (T3) [15]. Druga z nich jest aktywna postacia
hormonu tarczycy i w wiekszosci jest wytwarzana z T4 w tkankach docelowych. Oba hormony
uwalniane sg do krwioobiegu (posta¢ nieaktywna T4 ~ 80% i aktywna T3 ~ 20% [13]), gdzie 1acza
si¢ odwracalnie z biatkami osocza — globuling (TBG) i transtyrening (TTR) [15] oraz albumina.
Tylko niewielka frakcja T3 i T4 wystgpuje w osoczu w stanie niezwigzanym (wolnym). Biatka te
petig funkcje bufora stabilizujacego poziom zwigzanej i niezwigzanej T4 i T3 w osoczu krwi,
zapewniajagc w ten sposob ich stata dostgpnos$¢ dla tkanek obwodowych. Konwersja T4 do T3
odbywa si¢ przez odjodowanie (przy udziale dejodynazy D1 w watrobie i nerkach, dejodynazy D2
w mozgu i przysadce oraz dejodynazy D3 wstepujacej w mozgu, tozysku i macicy ciezarnej, ktora
deaktywuje (przez dejodyzacje) zarowno T3 jak i T4, chronigc w ten sposob plod przed
nadmiarem hormonéw tarczycy) [14]. Hormony tarczycy pozostaja w ujemnym sprzezeniu
zwrotnym z hormonem tyreotropowym (TSH) produkowanym przez przysadke, ktory jest
kontrolowany w tym samym mechanizmie przez tyreoliberyng (TRH) produkowanga w

podwzgorzu.

10



3.4. Onkogeneza raka tarczycy.

Czynniki genetyczne odgrywajg istotna role w powstawaniu TC. Obecnie nie ma
przekonywujacych dowodow na to, ze TC wywodzg si¢ z komorek pnia, uwaza si¢ ze PTC i FTC
wywodzg si¢ z wysokozroznicowanej komorki pecherzykowej gruczotu tarczowego [16].
Wysokozréznicowane TC wykazuja najmniej cech niestabilnos$ci chromosomalnych, nieco wigcej
niskozréznicowane, a najwigcej anaplastyczne raki tarczycy (ATC). Badania wykonane metodami
PCR wykazaly, Ze liczba uszkodzen genomu PTC jest bardzo duza, szczegdlnie statystycznie
najwigksza u miodych pacjentéw. Stosunkowo tagodny przebieg tego nowotworu wskazuje, ze
uszkodzenia te majg niewielki wptyw na progresj¢ ztosliwosci biologicznej [16]. Wykazano
ponadto, ze mikroogniska PTC oraz ATC znalezione w tym samym guzie mogg zawierac te same
zaburzenia genetyczne, co moze potwierdzaé teori¢ rozwoju postaci bardziej ztosliwej TC z mniej
ztosliwej (np. PTC). Mimo znacznej klinicznej heterogennosci PTC, stwierdzono duze
podobienstwa w profilu ekspresji genow w tych nowotworach. Nieprawidtowosci genetyczne
zwigzane z rozwojem PTC, najczesciej dotycza gendw kodujacych biatka o aktywnosci kinaz
takich jak: BRAF, RET, RAS, NTRKI. Mutacja genu BRAF jest najczestszym genetycznym
zaburzeniem w PTC, w ok 40-45% tych guzow [13]. Najczgstsza mutacja BRAF w PTC jest
punktowa mutacja, w pozycji 1796 (BRAF V600E), ktora obejmuje 98% do 99% wszystkich
mutacji BRAF w PTC. Biatko BRAF wykazuje aktywnos$¢ kinazy serynowo-treoninowej jest
odpowiedzialne za transdukcje sygnatu mitogennego od RAS i RET do szlaku kinaz MAP.
Obecno$¢ tej mutacji wigzana jest z wyzszym stopniem zaawansowana klinicznego nowotworu
[16] (pozatarczycowe szerzenie si¢, przerzuty odlegle), ale nie wigze si¢ - wg niektorych badan - z
gorszym rokowaniem [17]. Kolejnym najczgstszym zaburzeniem genowym, charakterystycznym
dla PTC [18], jest rearanzacja genu RET, zwana RET/PTC, kodujacego receptor kinazy
tyrozynowej (RTK), rearanzacja ta obecna jest w 10-20% PTC, czeg$ciej u dzieci i mtodych
dorostych narazonych na promieniowanie radioaktywne. W populacji dzieci narazonych na
promieniowanie radioaktywne w Czernobylu w okresie 4-10 lat stwierdzono wyrazny wzrost
podtypu tej mutacji — RET/PTC3 [19]. Mutacja RET/PTC jest ponadto wigzana ze zwigkszona
sktonno$cia do przerzutow odlegtych, ale mniejszym stopniem zaawansowania w trakcie
rozpoznania. Punktowa mutacja genu RAS obecna jest w ok. 10% PTC i dotyczy prawie
wylacznie jego podtypu pecherzykowego [20]. Mutacja RAS aktywuje ciagla stymulacje kilku
drog przewodzenia sygnatowego, przede wszystkim MAPK i PI3/AKT i jest wigzana — oprocz
pecherzykowego podtypu PTC — z wigksza sklonnoscia guzoéw do otorebkowania, mniej

wyrazonymi cechami jadrowymi i mniejsza sktonnos$cia do przerzutow w weztach chlonnych [21].
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Rearanzacja genu NTRK! kodujgcego btonowy receptor o aktywnosci kinazy tyrozynowej,
nazywana rearanzacja TRK, jest obecna w < 5% PTC 1 jest mutacja zdolng aktywowac szlak
MAPK. Nalezy nadmieni¢, ze zarowno gen RET jak i NTRK1 nie wykazujg ekspresji w zdrowych
komorkach pecherzykowych tarczycy.

3.5.Szlaki sygnatowe komorek i ich receptory.

Do kazdej zywej komorki organizmu wielokomorkowego w jednostce czasu docierajg liczne
sygnaty, zarowno z innych komorek (hormony, neuroprzekazniki, czynniki wzrostu — lipidowe,
peptydowe, rozne substancje niskoczasteczkowe etc.), jak réwniez ze Srodowiska (antygeny,
substancje zapachowe, kwanty $§wietlne, bodzce termiczne, czuciowe). Komodrki organizmu
wielokomorkowego posiadajg wiele ztozonych mechanizmow komunikacji miedzy soba.

Mechanizmy te ogoélnie dzielimy na:

1. Autokrynne — komorki wysytajg informacje do samych siebie (komunikacja autokrynna).
2. Parakrynne — komorki przekazujg sygnaty do komorek sgsiadujgcych (k. parakrynna)

3. Endokrynne — komorki przekazujg sygnaty do komorek oddalonych (k. endokrynna)

Jak juz wspomniano, do komoérki w organizmie wielokomoérkowym dociera olbrzymia liczba
sygnalow [22]. Komorki maja za zadanie nie tylko sortowanie sygnatoéw na wazne i nieistotne, ale
takze wykrywanie stabych (ale istotnych). Pierwsze zadanie jest realizowane za pomoca
receptorow z wysokim stopniem specyficzno$ci, drugie przez receptory z wysokim
powinowactwem, dodatkowo polaczone z systemem wzmocnienia. Ponadto komoérki maja za
zadanie  tlumaczenie  rdéznorodnych  sygnaldow na  prosty, uniwersalny ,jezyk”
wewnatrzkomorkowy, co odbywa si¢ przez aktywacje szlakow sygnatowych zwigzanych z
ograniczong liczbg procesow komorkowych. Komorki odpowiadajg przez: zmiany metaboliczne,
pobudzenie, wzrost, podzialty, przez zaprogramowang $mier¢ komorki [23], przez zmiang ekspresji

genow [22].

Miegjscem docelowym kazdego sygnatu docierajacego do komorki jest receptor. Receptor, po
zwigzaniu z substancja sygnatowa zwang agonista (najczesciej sa to zwiazki naturalne), moze by¢
pobudzony — dochodzi wtedy zazwyczaj do wigzania odwracalnego i do wewnatrzkomorkowe;j
kaskady reakcji lub po zwiazaniu z tzw. antagonista (czesto zwigzki syntetyczne) — hamowany
(czesto wigzanie to bywa nieodwracalne). Agonisci i antagoni$ci wykazujg z reguty duzy stopien

powinowactwa tzn. wigzg sie specyficznie z receptorem w bardzo matych stezeniach.

Receptory z uwagi na ich lokalizacje w komorce mozemy podzieli¢ na [22]:

12



1. Receptory btonowe,
2. Receptory cytoplazmatyczne,
3. Receptory jadrowe.

Pobudzenie (lub blokowanie) receptorow cytoplazmatycznych i jadrowych odbywa si¢ za
pomocg czynnika (liganda) przenikajacego przez blong¢ komodrkowa, tzn. wykazujacego
wiasciwosci hydrofobowe. Dzieje si¢ tak m.in. w przypadku hormondw steroidowych (ptciowych
— progesteron, estradiol, testosteron, mineralokortykoidow — np. aldosteron, glukokortykoidow —
np. kortyzol) oraz hormondéw tarczycy 1 witaminy D. Receptory cytoplazmatyczne po zwigzaniu z
ligandem przemieszczajg si¢ do jadra gdzie inicjuja transkrypcje (po zwigzaniu si¢ ze specyficzng
sekwencja regulatorowg DNA) i dalej translacje. Obecnie wiadomo, Ze ten sam czynnik (ligand)

moze by¢ wigzany przez rézne rodzaje receptoréw i uruchamia¢ odmienne szlaki sygnatowe [22].

3.6.Budowa receptoréw btonowych, ze szczegdinym uwzglednieniem

receptordéw kinaz tyrozynowych

Receptory blonowe sa obecnie najwigksza poznang grupg receptordw uczestniczacag w
przekazywaniu sygnatow komorkowych, stanowigc réwnoczesnie obszar intensywnych badan,
zwlaszcza w kontek$cie wigzania i powinowactwa do rdéznych ligandow oraz efektow
metabolicznych ich przylaczania [24]. W blonach komodrkowych rozmieszczonych jest wiele
funkcjonalnie wszechstronnych receptoréw. Co wigcej, ich stan czynno$ciowy ulega zmianie w
zaleznosci od ich konfiguracji oraz dynamicznego rozmieszczenia w blonach komoérkowych —
receptor tego samego typu w réznych okoliczno$ciach moze wigza¢ ligand mocno, stabo lub nie

wigzac¢ si¢ z nim w ogodle [25][26].

Wyrézniono cztery duze nadrodziny receptorow btonowych:
1. Receptory metabotropowe (sprzezone z biatkami G)
2. Receptory jonotropowe (zwigzane z kanatami jonowymi)
3. Receptory zwigzane z kinazg tyrozynowa
4. Receptory zwigzane z kinazg serynowo-treoninowg

Receptory metabotropowe sprzezone z biatkkami G (GPCR - ang. G-Protein Coupled
Receptors) stanowiag najwigksza (ok. 1000) i najbardziej roznorodna grupg receptoréw btonowych

— w organizmie cztowieka koduje je ok. 1% genow. Ich agonistami sg zwigzki hydrofilowe,
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niektore hormony i neuroprzekazniki ( np.; adrenalina - receptor -adrenergiczny i noradrenalina)
oraz nukleotydy. Receptory te reaguja na bodzce fizyczne (czuciowe), jak i $wietlne (receptor
$wiatta, rodopsyna). Wszystkie receptory GPCR maja niezaleznie od funkcji ten sam plan budowy
— sg dlugimi pojedynczymi tancuchami biatkowymi, siedmiokrotnie przenikajacymi btong

plazmatyczng.

Receptory jonotropowe sg bezposrednio polaczone z kanatami jonowymi i — w przeciwienstwie
do receptorow metabotropowych — nie sg zwigzane ze szlakami wtornych przekaznikéw. Przez
przytaczenie liganda do miejsca allosterycznego dochodzi do zmian konformacyjnych w rezultacie
prowadzacych do otwarcia kanatu jonowego, umozliwiajac naptyw jonow (Ca?, Na*, K" i CI).
Taki system komunikacji komorki jest mozliwy przy dzialaniu niektorych hormondéw i
neuroprzekaznikow (acetylocholina, serotonina, kwas y-aminomastowy). Proces ten jest o wiele
szybszy niz sygnalizacja z udziatem receptorow metabotropowych. Jako taki musi by¢ precyzyjnie
regulowany, a receptory jonotropowe biorgce w nim udziat majg budowe bardziej skomplikowana
— sktadajg si¢ z wielu podjednostek, z ktorych kazda moze wystgpowaé w wielu wariantach
molekularnych oraz posiadaja wiele miejsc, do ktorych przytaczaja si¢ roézne modulatory

zapewniajgce precyzyjng regulacje czasu otwarcia kanatu.

Receptory jonotropowe, bezposrednio zwigzane z kanatem jonowym, przekazuja sygnat w
ciggu milisekund, receptory metabotropowe, zwigzane z biatkiem G, potrzebuja sekund na
wywotanie w komoérce okreslonej odpowiedzi. Jeszcze wolniejsze s3 - opisane nizej - receptory
zwigzane z kinazami (3 i 4) - odpowiedz pobudzonego receptora osigga szczyt w okresie kilku

minut. Najwolniejsze sg receptory wewnatrzkomorkowe (cytoplazmatyczne i jadrowe).

Receptory z wewnetrzng aktywno$cig kinaz (tyrozynowej 1 serynowo-treoninowej)
charakteryzuja sig¢, podobnie jak nadrodziny innych receptorow, swoistym podobnym schematem
budowy [22]. Ludzki genom koduje ok. 58 takich receptoréw, ktore podzielono na 20 podrodzin
[27].

Receptory z aktywnoscig kinazy tyrozynowej (RTK — ang. Receptor Tyrosine Kinase).
Receptory te sktadaja si¢ z trzech domen:
domeny zewnetrznej (receptorowej) — zbudowanej z tancucha polipeptydowego, wiazacej ligand.

domeny $rodbtonowej — o strukturze a-helisy

domeny cytozolowej (katalitycznej) — rowniez utworzonej przez tancuch polipeptydowy,
zawierajacej integralnie sekwencje z aktywnoscia kinazy tyrozynowej (TKD — ang. tyrosine
kinase domain).
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Cze$¢ zewngetrzna RTK jest umieszczona na zewnatrz btony cytoplazmatycznej (ektodomena),
zawiera N-koniec biatka receptorowego i odpowiedzialna jest za wigzanie liganda, ktory nie ma
zdolnos$ci samodzielnego przenikania do komorki oraz takze odpowiada za dimeryzacje i
oligomeryzacj¢ [28] receptorow (tworzenie kompleksow), zarowno homodimeryzacj¢ (w obrgbie
tej samej klasy receptora), jak i heterodimeryzacj¢ (pomigdzy poszczegdlnymi klasami jednej
podrodziny, w tym przypadku podrodziny HER). Budowa ektodomeny rézni si¢ pomigdzy
poszczegdlnymi podrodzinami receptorow, co warunkuje wysokg specyficznos$¢ receptora,
zabezpiecza przed niechciang amplifikacja sygnalu i zwigksza sygnalowa precyzje [27].
Zewnetrzna domena EGFR/HER1 sktada si¢ z ok. 600 reszt aminokwasowych, zawiera N-koniec
biatka receptorowego i mozna w niej wyrozni¢ 4 podjednostki - I i III zwarte, wykazujace
pofaldowanie B-helisy oraz podjednostki II i IV wydluzone, bogate w cysteing. Przytaczenie EGF
powoduje zmiany konformacyjne w obrebie monomeru EGFR, ktore prowadza w rezultacie do
potaczenia z drugim monomerem EGFR (homodimeryzacja) i wytworzeniem kompleksu EGFR.
Nadmieni¢ nalezy, ze przylaczenie liganda nie nast¢puje w miejscu polgczenia dwoch
monomerow, ale w miejscu oddzielnym specjalnie do tego wyznaczonym (w obrebie domen I 1 11,
z N-koncem). Polgczenie (dimeryzacja) dwoch receptoréw odbywa si¢ gtownie w obrgbie ich
domen zewngtrznych w cze$ciach bogatych w cysteing (gldéwnie za posrednictwem domeny II
[28]) — za pomoca sztywnej ,,wystajace]j” petli w kierunku jej odpowiednika w drugim monomerze
(tzw. ramig¢ dimeryzujace), co powoduje stabilizacje kompleksu receptorowego — przez
oddziatywanie sit elektostatycznych [27][29]. Przylaczenie liganda powoduje rotacje o ~ 130°
podjednostki I i II, zachowujac wzglednie potozenie podjednostki III i IV [28]. Domeny
zewngtrzne s3  miejscem  docelowym  terapii  przeciwnowotworowych  opartych na
humanizowanych monoklonalnych przeciwciatach  [30] — np. anty-ErbB2 - trastuzumab
(Herceptin) w raku piersi, anty-EGFR - cetuximab (Erbitux) w raku jelita grubego [30]. Ponadto
nadmieni¢ nalezy, ze domeny zewngtrzne receptorow grupy HER sa mocno uglikozylowane, co

ma istotne znaczenie dla ich dojrzewania i przemieszczania si¢ na powierzchnie komorki [28][31].

Domena $rédblonowa RTK (transblonowa) — o strukturze pojedynczej o helisy, taczy domene
zewnetrzng 1 wewnetrzng. Czgs¢ wewnetrzna RTK (cytozolowa) — znajduje si¢ po wewngtrznej
stronie btony cytoplazmatycznej, zbudowana jest z elementu podbtonowego (ang. juxtamembrane
domain - JM), sasiadujacego z btona, czesci o aktywnosci kinazy tyrozynowej oraz konca C-
terminalnego. JM zawiera ok. 50 aminokwasow [32], jest miejscem oddziatywania receptora z
hamujacymi zwrotnie jego aktywno$¢ kinazami (PKC — kinazg biatkowa C, ERK/MAP — kinaza

regulowana przez sygnaty zewnatrzkomoérkowe z grupy kinaz aktywowanych mitogenami) oraz
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prawdopodobnie jest miejscem wigzania bialkka G [32]. Czgs¢ podblonowa odgrywa
najprawdopodobniej kluczowsg rol¢ w fosforylacji czgsci C-terminalnej oraz aktywacji kinazy [28].
Cze$¢ wykazujaca aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej (domena SH1 — Scr homology 1, Src homology
domain) zbudowana jest z okoto 250 reszt aminokwasowych. Trzecia czg$¢ - C-terminalna
zbudowana jest z ok. 229 reszt aminokwasowych, zawiera miejsca autofosforylacji,
transfosforylacji, internalizacji, posiada miejsca aktywacji degradacji proteolitycznej biatka
receptorowego oraz — co nalezy podkresli¢ - posiada funkcj¢ hamowania wtasnego receptora
(autoinhibicji) — bez jej autofosforylacji lub bez jej usunigcia nie ma mozliwosci aktywnosci
kinazowej receptora [32]. Miejsca wigzania ATP w domenie C-terminalnej Kkatalizuja
przeniesienie reszty fosforanowej z ATP na wlasng czasteczke (autofosorylacja) lub inne biatko

(transfosforylacja).

Nalezy jeszcze raz zaznaczy¢ ze budowa domen wewngtrznych kinaz tyrozynowych jest w
istocie podobna, roznig si¢ one jednak mig¢dzy sobg istotnie budowa domen zewnetrznych

odpowiedzialnych za kontakt z ligandami [27].

3.7.0modwienie receptordéw rodziny Erb (HER).

Rodzina ta sktada si¢ z czterech receptoréw btonowych o aktywnosci kinazy tyrozynowej typu
I: ErbB1 (EGFR/HER1), ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) i ErbB4 (HER4). Bialka te zawieraja
pozakomoérkowa domene wigzaca ligand, hydrofobowy komponent przezblonowy oraz domene
wewnatrzkomorkowa o aktywnosci kinazy tyrozynowej. Receptory z rodziny HER uczestniczg w
regulacji proliferacji, przezycia, migracji, inwazyjnosci, angiogenezy oraz W procesie
roznicowania komorek. Ludzki receptor nablonkowego czynnika wzrostu (EGFR, znany tez jako
HER1 lub ErbBl1) byl pierwszym receptorem btonowym komorki odkrytym i uznanym jako
onkogen [33]. Zostat opisany przez Stanleya Cohena i Rit¢ Levi-Montalcini, za co otrzymali w
1986 roku nagrode Nobla w dziedzinie medycyny [34]. Kolejno opisano receptory tej rodziny:
HER?2 (znany rowniez jako neu oncogene), HER3 oraz HER4. Grupa tych receptorow kontroluje
m.in. wzrost i réoznicowanie komorek, wywotuje mocng odpowiedz mitogenng, a zaburzenia
genetyczne tych receptoréw sa jednym z najbardziej rozpowszechnionych defektéw komorek
nowotworowych [35]. Co najmniej 30% rakéw gruczotu piersiowego [36], 60% rakow
niedrobnokomoérkowych ptuc [37] oraz 40% glejakow [38] wykazuje nadekspresj¢ albo zawiera
aktywne mutacje receptorow grupy ErbB [29]. Mimo tego, ze wszystkie te receptory tworza jedng
rodzine, réznig si¢ migdzy soba mechanizmem aktywacji. Na poszczegdlnych etapach ewolucji

doszto do zaburzen genetycznych (duplikacji genéw kodujacych [39] prowadzacych do
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nieprawidlowos$ci budowy biatek receptorowych, co obserwujemy w grupie HER — HER?2 utracit
zdolno$¢ wigzania si¢ z ligandem i funkcjonuje gtéwnie przez tworzenie heterodimeréw z innymi
receptorami tej grupy [40]. HER3 wykazuje uposledzong aktywno$¢ kinazy tyrozynowej [41], nie
ma zdolno$ci homodimeryzacji 1 wymaga do sprawnego dziatania heterodimeryzacji [42].
Uaktywnienie szlaku sygnatowego przez grup¢ ErbB/HER jest poczatkiem kaskad przekazywania
sygnatow gtownie RAF/MEK/MAPK lub PI3K/AKT i JNK, co prowadzi w rezultacie do

syntezy DNA 1 proliferacji komorek.

3.8.Model aktywacji receptoréw kinaz tyrozynowych.

Efekty sygnalizacji rodziny HER zalezg od kooperacji pomi¢dzy receptorami, modulacji przez
kinazy innych receptorow i wplywu integryn oraz interakcji miedzy drugimi przekaznikami.
Istotnym mechanizmem kontroli dziatania sieci receptorow HER jest kompartmentalizacja
komoérkowa. Na przyktad, zinternalizowany receptor w kompartmencie wewngtrzkomorkowym
moze oddziatywac na efektory i aktywowac szlaki sygnalizacyjne inne, niz dzialajgc z lokalizacji
btonowej. Moze tez potencjalnic peli¢ funkcje zblizone do czynnikow transkrypcyjnych.
Podstawowym mechanizmem aktywacji receptorow grupy ErbB/HER jest tworzenie dimerdw i
wysokouporzadkowanych oligomeroéw [43][44][45]. Przytaczenie liganda do
zewnatrzkomorkowej czesci receptora zapoczatkowuje proces dimeryzacji, m.in. przez efekt masy
co jest istotnym mechanizmem rozwoju nowotworu. Proces heterodimeryzacji pomiedzy
poszczegdlnymi receptorami ErbB/HER jest szczeg6lnie istotny dla aktywacji HER3, z uwagi na
uszkodzenie aktywnosci kinazowej tego receptora. HER2 z kolei, mimo nieuszkodzonej
aktywnosci kinazy, w normalnych warunkach nie tworzy homodimeréw (nie ma tez zdolnos$ci
faczenia si¢ z ligandem), aby by¢ aktywowanym potrzebuje przytaczenia do receptora majacego
zdolno$¢ wigzania liganda, do tego celu uzywa HER3. HER4 nie tworzy homodimeréw i
przekazuje sygnal aktywacji z blony komorkowej do wewngtrz komorki, ale po przylaczeniu
liganda jego domena o aktywnosci kinazy ulega oderwaniu od reszty receptora i przemieszcza si¢
w glab cytoplazmy. Dokonuja tego proteazy zwigzane z btong komorkowa [46]. Domena
zewnetrzna receptorow ErbB/HER przyjmuje jedynie dwie okreslone struktury przestrzenne, ktore
m.in. warunkuja zdolno$¢ do tworzenia dimerow [47]. Pierwsza z nich to struktura nazwana
~rozwinietg” (,,extended”), w ktorej element odpowiedzialny za taczenie si¢ z dimerem (w obrebie
podjednostki II tzw. ,rami¢ dimeryzujace”) jest aktywny, druga forma ,zwinigta” w ktorej
podjednostka II jest zamknieta w monomerze. Te dwa uktady przestrzenne sa m. in skutkiem

aktywnosci autoinhibicyjnej podjednostki IV , ktorej usuniecie powoduje uaktywnienie ramienia
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dimeryzujacego [48]. Przylaczenie liganda powoduje, jak wspomniano wyzej, duze zmiany
konformacyjne, rotacje o ~130° podjednostek I i II, przy wzglednym zachowaniu polozenia
podjednostek Il i IV i przeksztatcenie czgéci zewnetrznej na forme aktywna (,,extended”) gotowa
do tworzenia dimeru. Nalezy zaznaczy¢, ze powierzchnia polaczenia dimeru jest w catosci
utworzona przez receptor — ligand jest z nim potaczony na zewnatrz, poza tg powierzchnia [28].
Struktura przestrzenna czg¢$ci zewnetrznej ErbB2/HER2 jest ,rozwinigta” na stale przez brak
autoinhibicyjnej funkcji podjednostki IV [28] i nie ma ona zdolno$ci tworzenia homodimerow,
prawdopodobnie na skutek innych dyskretnych réznic strukturalnych w poréwnaniu do rozwinigtej
formy EGFR/HERI. Struktura heterodimeru zawierajgcego ErbB2/HER2 na obecnym etapie

wiedzy nie jest znana [28].

Drugim waznym elementem dziatania receptorow grupy HER jest mozliwo$¢ tworzenia tzw.
asymetrycznych dimerdéw przez polgczenia w obrebie domen kinazowych [49]. W obrebie czesci
wewnetrznej (cytozolowej) receptora, w domenie kinazowej istnieja dwa kluczowe elementy
strukturalne, warunkujgce mozliwo$¢ potaczen na ich poziomie, sg to: tzw. rami¢ aktywacyjne
(,,activation loop”) z ustalong sekwencjg trzech aminokwaséw (kwasu asparaginowego,
fenyloalaniny 1 glicyny) oraz helisa aC — obie sktadowe pelnig role regulatorowa i decydujg o
gotowosci tej czesci do tworzenia dimeru. Co wigcej, wykazano ze do aktywacji czesci kinazowe;j
nie jest konieczna fosforylacja reszt tyrozynowych w petli aktywacyjnej [50][51], podobnie
tworzenie dimeru na poziomie czgéci kinazowych nie wymaga transfosforylacji (jak wczesniej
uwazano), a odbywa si¢ w mechanizmie allosterycznym, w ktérym domeny kinazowe dwoch
receptorow HER (aktywator i odbiorca) asymetrycznie ze sobg oddziatuja, tworzac
niesymetryczny dimer [52]. Odkrycie niesymetrycznych dimeréw powstajacych na drodze
mechanizmu allosterycznego protein doprowadzito do zrozumienia sposobu dziatania uszkodzone;j
domeny kinazowej HER3, ktoéra posiada zdolnosci aktywowania innych heterodimerow, zwtaszcza
HER?2. Ustalona sekwencja reszt aminokwasowych w koncu C (ang. C-lobe, aktywator)
koresponduje do sekwencji w podobnych lokalizacjach innych czlonkéw rodziny HER, natomiast
sekwencja w koncu N (ang. N-lobe, odbiorca) jest inna. Ostatecznie wykazano, ze oddziatywanie
allosteryczne pomiedzy biatkami kinaz i ich nastepstwo, w postaci zmian konformacyjnych, jest
podstawa tworzenia niesymetrycznych dimerow (np. HER2-HER3) na poziomie kinaz i nie
wymaga fosforylacji tyrozynowej petli aktywacyjnej [53]. Wykazano, ze zarowno HER4 jak i
HER?2 tworza asymetryczne (allosteryczne) dimery na poziomie domen kinazowych [54][55].
Zainteresowanie domeng kinazy EGFR i HER2 istotnie wzrosto po odkryciu onkogennej mutacji

w jej obrebie, najczestsza mutacjg okazata si¢ mutacja w obrebie petli aktywacyjnej — L834R
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[56][57]. Wykazano, ze zmutowana forma L834R utrzymuje kinaz¢ w nieodwracalnej aktywnej
konfiguracji, ktéra migdzy innymi powoduje zwigkszong wrazliwo$¢ enzymu na inhibitory kinaz
tyrozynowych [58], takich jak gefitinib i erlotinib — stosowanych od niedawna w onkologii. Znana
jest robwniez wtdrna mutacja powodujgca opornos$¢ na inhibitory kinaz — T766M [59]. Doktadne
poznanie struktury domeny kinazowej, jak opisano wyzej, ma istotne znaczenie dla poznania
onkogenezy nowotworOw oraz umozliwia stosowanie coraz bardziej precyzyjnych lekow
przeciwnowotworowych, wykorzystujacych onkogenny charakter zmutowanych form receptorow.
Nalezatoby jeszcze pokrotce wspomnieé o autoinhibicyjnym charakterze segmentu podbtonowego
(JM), ktory w postaci nicufosforowanej reaguje z helisg aC kinazy i utrzymuje nieaktywng jej
forme¢ [60]. Metodami ,,in vitro” wykazano, ze rejon podbtonowy powoduje dimeryzacje i
aktywuje domeng kinazowg EGFR [61]. Zmutowane formy JM upos$ledzaja aktywacje EGFR [62].
Element $rodbtonowy rowniez odgrywa znaczacg role - wg niektorych badaczy - w tworzeniu
dimeru - potgczenie N-koncoéw i C-koncoéw powoduje powstanie rowniez potgczenia pomigdzy

helisami $§rodbtonowymi [63].

Podsumowujac za Endresem i Arkhipovem [64][65] powstanie przestrzennej struktury domeny
zewnetrznej zwigzane] z ligandem wywotuje dimeryzacje czesci srodblonowych (ahelis), blisko
ich koncow N-terminalnych, dimeryzacj¢ segmentéw podblonowych oraz wytworzenie
asymetrycznych dimerow kinazowych (aktywnych). W dimerach pozbawionych liganda domeny
zewngtrzne faworyzuja potaczenie C-koncow helis $rodblonowych, rozdzielenie segmentéw
podblonowych i powstanie symetrycznego nieaktywnego dimeru kinaz. Analizy monomerow i
dimeréw EGFR wykazaly, ze EGFR moze istnie¢ w postaci dimeru pozbawionego liganda — jego
przylaczenie powoduje rotacje segmentu przezbtonowego, JM oraz w konsekwencji reorientacje
cze$ci cytoplazmatycznej i powstanie asymetrycznego aktywnego dimeru kinazowego [66].
Wykazano ponadto, ze najprawdopodobniej dopiero kilka mutacji moze doprowadzi¢ do

uszkodzenia potaczenia przezbtonowego [64].

Podsumowujac: klasyczny model niepotaczonego z ligandem monomeru i jego przeksztatcenie
w dimer po polaczeniu z ligandem, jest — na podstawie ostatnich doniesien - zbyt uproszczony.
Przyjmuje si¢ obecnie, ze EGFR wystepuje w postaci monomeru, pozostajacego w réwnowadze z

pozbawionym liganda dimerem (nieaktywnym) [28].

UZASADNIENIE WYBORU TEMATU

Receptory nabtonkowych czynnikéw wzrostu wykazujace aktywnos$¢ kinaz tyrozynowych staty

si¢ przedmiotem licznych prac naukowych, a ich odkrycie w okre§lonych nowotworach (rak piersi,
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gruczolakorak Zotadka, jelita grubego czy ptuc) dostarczylo dodatkowy czynnik predykcyjny i
umozliwito zastosowanie celowanej terapii przeciwnowotworowej, w oparciu o przeciwciala
monoklonalne i inhibitory drobnoczasteczkowe [67]. Ponadto nalezy nadmieni¢, ze odkryte w
ostatnich dekadach zaburzenia genetyczne w PTC, takie jak: BRAF/V600E, RET/PTC, RAS, TRK
sa zwigzane z zaburzeniami szlakow przewodnictwa sygnatowego wewnatrzkomorkowego
(MAPK, PI3K/AKT, PI3K/PTEN/AKT) oraz w wigkszosci z nieprawidtowos$ciami struktury
biatek o aktywnosci kinaz, w tym takze bedacych receptorami.

Temat ekspresji receptoréw o aktywnosci kinaz tyrozynowych, do ktorych zalicza si¢ rodzina
receptorow ErbB/HER, w rakach brodawkowatych tarczycy (Papillary Thyroid Carcinoma — PTC)
jest mniej znany, a literatura nie zawiera tak wielu prac temu tematowi poswigconych jak np. w
raku piersi. Co wigcej, nie jest do konca poznana rola receptoréw rodziny HER w TC, nie jest w
petni znane ich powigzanie z poszczegdlnymi cechami patomorfologicznymi i klinicznymi w
przypadku PTC. Poszukiwanie dodatkowych czynnikdéw prognostycznych jest szczegélnie istotne
dla wykrywanych coraz cz¢éciej mikroognisk raka brodawkowatego tarczycy (PMC), dla ktorych
nic mozna zastosowa¢ czynnikow prognostycznych zwigzanych z wyzZszym stopniem
zaawansowania klinicznego PTC, takich jak: $rednica guza, pozatarczycowe szerzenie sig,
obecno$¢ przerzutow w weztach chlonnych. Powyzsze stato si¢ powodem wyboru przeze mnie

tematu tej pracy.
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5. CELE PRACY

Celem niniejszej pracy jest odpowiedz na nastepujace pytania:

5.1. Czy w badanej grupie PTC obecna jest immunohistochemiczna ekspresja receptorow grupy
ErbB/HER.

5.2. Czy w badanej grupie wystepuje zalezno$¢ pomigdzy ekspresja receptorow ErbB/HER a

wybranymi cechami patomorfologicznymi i klinicznymi.

5.3. Czy w badanej grupie obserwuje si¢ zalezno$¢ ekspresji immunohistochemicznej pomiedzy

poszczegdlnymi receptorami grupy ErbB/HER.
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6. MATERIALY | METODY

6.1. Charakterystyka grupy badanej

Badania przeprowadzono na archiwalnych przypadkach guzéw tarczycy. Material tkankowy
archiwizowany w blokach parafinowych w Zaktadzie Patomorfologii pochodzit od pacjentow
Szpitala Sw. Wojciecha w Gdansku Zaspie Copernicus Podmiot Leczniczy Sp. z o0.0., poddanych
zabiegowi operacyjnemu w latach 1996-2002 z powodu TC. Do badan zakwalifikowano
wylacznie przypadki z rozpoznaniem pierwotnego PTC. Z badanej grupy wylaczono przypadki z
rozpoznaniem brodawkowatego guzka hyperplastycznego oraz innych nowotwordw tarczycy —
raka rdzeniastego (MTC) i1 pecherzykowego (FTC), jak i nowotworow typu gruczolaka
pecherzykowego i kwasochtonnego. Po dokonaniu ponownej weryfikacji utworzono grupg 45
guzow z rozpoznaniem PTC, pochodzacych od chorych w wieku od 17 do 82 lat (mediana — 50).
Wsrdd nich byto 41 (91,1%) kobiet i 4 (8,9%) mgzczyzn. W grupie tej znalazto si¢ 29 przypadkow
PTC jednoogniskowych - ognisko tylko w jednym ptacie gruczotu tarczowego (64,4%
przypadkow) i 16 PTC wieloogniskowych (35,5%). Sposréd PTC wieloogniskowych, 6
przypadkow byto zlokalizowanych w jednym ptacie (13,3% wszystkich przypadkow) oraz 10 w
obu ptatach (22,2%). Powyzsze dane ilustruje Rycina 2 i Rycina 3:

Rycina 2. Liczba PTC jednoogniskowych, wieloogniskowych - jedno- i obustronnych

M PTC jednoogniskowy

¥ PTC wieloogniskowy,
jednostronny

m PTC wieloogniskowy,
obustronny
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Rycina 3. Liczba PTC jednoogniskowych, wieloogniskowych - jedno- i obustronnych.

30 29

PTC JEDNOOGNISKOWY PTC WIELOOGNISKOWY, PTC WIELOOGNISKOWY,
JEDNOSTRONNY OBUSTRONNY

Stopien patomorfologicznego zaawansowania choroby nowotworowej (pTNM) oceniano w
oparciu o skale TNM zgodnie z 7 wydaniem AJCC/UICC TNM [68], wykorzystujac dane z
raportow histopatologicznych poszczegdlnych przypadkow.

Guz pierwotny (pT)

pTX: Brak mozliwosci oceny

pTO: Brak obecnosci guza

pTla: Wymiar guza do 1 cm ograniczony do tarczycy

pT1b Guz wigkszy niz 1 cm i mniejszy niz 2 cm ograniczony do tarczycy

pT2: Guz wiekszy niz 2 cm ale nie wiekszy niz 4 cm i ograniczony do tarczycy

pT3:  Guz wigkszy niz 4 cm i ograniczony do tarczycy lub kazdy guz z minimalnym
naciekiem tkanek poza torebka tarczycy (np. naciek mie$nia mostkowo-tarczowego lub tkanek

migkkich okototarczycowych)

pT4a: Kazdy guz przekraczajacy torebke tarczycy i naciekajacy podskérne tkanki migkkie,
krtan, tchawice, przetyk lub nerwy krtaniowe wsteczne
pT4b: Guz naciekajacy powiez przedkregostupowa lub tetnice szyjna lub naczynia Srodpiersia
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Rak niezréznicowany (anaplastyczny — ATC)
pT4a: ATC ograniczony do tarczycy usuni¢ty operacyjnie

pT4b: ATC z naciekiem poza tarczyce nie usuni¢ty radykalnie

Regionalne wezly chlonne (pN)
pNX: Brak mozliwosci oceny
pNO: Nie stwierdza si¢ przerzutdéw w regionalnych weztach chtonnych

pNla: Obecne przerzuty w grupie VI (przedtchawiczny, okototchawiczny i

przedkrtaniowy/delficki)

pN1b: Obecne przerzuty w weztach szyjnych po stronie guza, obustronnie lub po drugiej
stronie (grupy LILIILIV,V) Ilub zagardlowych lub w weztach srodpiersiowych gornych (grupa
VII).

Przerzuty odleglte (pM)
pMX: Brak mozliwosci oceny

pM1:  Obecno$¢ przerzutow odlegtych

Zaawansowanie choroby nowotworowej, w badanej grupie przedstawialo si¢ nastepujaco:

1. Guz pierwotny (pT): pTla — 2 przypadki (4,4%), pT1b — 4 przypadki (8,9%), pT2 — 21
przypadkow (46,7%), pT3 — 6 przypadkéw (13,3%), pT4 — 12 przypadkdéw (26,7%), co

przedstawia Rycina 41 5.
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Rycina 4. Porownanie liczby przypadkow wg cechy pT

= R
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2. Regionalne wezly chtonne (pN): pNO — 34 przypadki (75,6%), pN1 — 11 przypadkow
(24,4%), co przedstawia Rycina 61 7.

Rycina 6. Regionalne wezty chlonne - cecha pN

Rycina 7. Regionalne wezty chtonne - cecha pN

pNO m pN1

3. Przerzuty odlegte (pM) — tylko w 1 przypadku stwierdzono przerzuty odlegte (2,2%).
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6.2.Charakterystyka grupy kontrolne;.

Grupe kontrolng stanowily fragmenty migzszu tarczycy, pochodzace z niezmienionego
drugiego ptata gruczotu tarczowego tego samego chorego lub innego fragmentu migzszu tarczycy,

o prawidtowej strukturze makro- i mikroskopowej (45 przypadkdow).

6.3.Materiat badawczy

W kolejnym etapie dokonano przegladu preparatoéw histopatologicznych barwionych rutynowo
hematoksyling i ecozyng (H-E) dotyczacych poszczegdlnych 45 przypadkéow PTC, wybierajac
wycinki kwalifikujgce si¢ do badan i spetniajace nastgpujace kryteria:

a. wycinek zawierajacy reprezentatywng dla danego rozpoznania tkanke nowotworowa.

b. wycinek pozbawiony zmian autolitycznych, zawierajacy dobrze zachowany nieskoagulowany

material tkankowy
c. wycinek zawierajacy wystarczajacg ilo$¢ tkanki nowotworowej (tzn. minimum 0,5¢m?).

d. w przypadku grupy kontrolnej wybierano wycinki zawierajace zdrowa niezmieniong tkanke
gruczolowyg tarczycy, bez cech nasilonego zapalenia i morfologicznych wykladnikow

zaburzen czynno$ciowych.

Do wyselekcjonowanych preparatow H-E, zawierajacych reprezentatywng do badan tkanke,
dopasowano odpowiednie bloki parafinowe wykonane rutynowa procedura patomorfologiczna
(utrwalenie nadestanego preparatu w 4% zbuforowanym roztworze formaldehydu, pobranie
podczas opracowania makroskopowego reprezentatywnych wycinkow, kolejne utrwalanie w ww
formaldehydzie, ptukanie w wodzie, przeprowadzanie przez odczynniki: alkohol absolutny — 6h,
ksylen — 3h, zatopienie w niskotopliwej parafinie). Z tak przygotowanych blokéw parafinowych
krojono (mikrotom saneczkowy) skrawki grub. 3pum (3 mikrometréow = 3 mikron6w) przeznaczone

do dalszych badan odczynéw immunohistochemicznych (IHC).

6.4.0dczyny immunohistochemiczne i metody ich oceny

Przeciwciata uzyte do oceny IHC:

a. przeciwciato anty-EGFR/HER1 (klon 5B7) - Ventana Medical Systems/Roche Diagnostics
Ltd, nr kat 05278457001 — rozcienczone, monoklonalne, p-ciato krolicze, skierowane na

wewnetrzng domene ludzkiego EGFR.
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b.

C.

d.

przeciwciatlo anty-HER2, PATHWAY HER2/neu (klon 4B5) - Ventana Medical
Systems/Roche Diagnostics Ltd, nr kat 5278368001 - rozcienczone, monoklonalne, p-ciato

krolicze, skierowane przeciwko wewngetrznej domenie onkoproteiny c-ErbB2 (HER2).

przeciwciato anty-HER3 (klon DAK-H3-IC) - Dako, nr kat M7297 — stezone monoklonalne p-

ciato mysie, skierowane przeciw domenie wewngetrznej HER3.

przeciwciato anty-ErbB4/HER4 (klon HFR-1) - Abcam, nr kat AB19391 — stezone

monoklonalne p-cialo mysie.

Wszystkie wykonane odczyny IHC wykonano metodg automatyczng przy uzyciu aparatu

Benchmark Classic.

a.

b.

C.

d.

Ponizej przedstawiono szczegoty barwien specjalnych dla poszczegdlnych p-ciat:

anty-EGFR/HER1 (klon 5B7) - do odstaniania antygenu zastosowano bufor CC1 (Cell
Conditioner 1 pH 8-8,5; Ventana Medical Systems/Roche Diagnostics Ltd, nr Kkat
05279801001), czas inkubacji dla przeciwciata pierwotnego wynosit 20 minut. Zastosowano
multimerowy zestaw detekcyjny ultraView DAB Universal Detection Kit (Ventana Medical
Systems/Roche Diagnostics Ltd, nr kat 05269806001).

anty-HER2, PATHWAY HER2/neu (klon 4B5) - do odstaniania antygenu zastosowano bufor
CC1 (Cell Conditioner 1 pH 8-8,5; Ventana Medical Systems/Roche Diagnostics Ltd, nr kat
05279801001), czas inkubacji dla przeciwciala pierwotnego wynosit 20 minut. Zastosowano
multimerowy zestaw detekcyjny ultraView DAB Universal Detection Kit (Ventana Medical

Systems/Roche Diagnostics Ltd, nr kat 05269806001).

anty-HER3 (klon DAK-H3-IC) - przeciwciato rozcienczono 1:100 za pomoca Antibody
Diluent (Ventana Medical Systems/Roche Diagnostics Ltd, nr kat 05261899001). Do
odstaniania antygenu zastosowano bufor CC1 (Cell Conditioner 1 pH 8-8,5; Ventana Medical
Systems/Roche Diagnostics Ltd, nr kat 05279801001), czas inkubacji dla przeciwciata
pierwotnego wynosit 32 minuty. Zastosowano multimerowy zestaw detekcyjny ultraView
DAB Universal Detection Kit (Ventana Medical Systems/Roche Diagnostics Ltd, nr kat
05269806001).

anty-ErbB4/HER4 (klon HFR-1) — przeciwciato rozcienczono 1:100 za pomoca Antibody
Diluent (Ventana Medical Systems/Roche Diagnostics Ltd, nr kat 05261899001). Do
odstaniania antygenu zastosowano bufor CC1/CC2/enzym Protease 1* (Cell Conditioner 1 pH

8-8,5; Ventana Medical Systems/Roche Diagnostics Ltd), czas inkubacji dla przeciwciata

28



pierwotnego wynosit 32 minuty. Zastosowano multimerowy zestaw detekcyjny ultraView
DAB Universal Detection Kit (Ventana Medical Systems/Roche Diagnostics Ltd, nr
kat 05269806001).

Kontrol¢ negatywna wykonano wykorzystujac ww metod¢ automatyczng, stosujagc w miejsce
przeciwcial pierwotnych roztwory surowicy od nieimmunizowanego zwierzgcia, odpowiednio
krolicze 1 mysie. Kontrole pozytywna wykonano stosujac tkanki referencyjne zalecane przez
producentow p-cial: anty-EGFR/HERI (klon 5B7) — tozysko, anty-HER2 (klon4BS5) — rak piersi,
anty-HER3 (klon DAK-H3-IC) — $luzéwka jelita grubego, anty-ErbB4/HER4 (klon HFR-1) —

migsien serca.

W wykonanych preparatach immunohistochemicznych dokonano potilosciowej oceny ekspresji
biatek rodziny HER, biorac pod uwagg obecno$¢ antygenu w blonie komorkowej (odczyn

btonowy), w cytoplazmie (0. cytoplazmatyczny) oraz jadrze komorkowym (o. jadrowy).

Dla poszczegoélnych antygendw zastosowano nastepujace (rozne) skale ocen:

6.4.1. EGFR (HER1)

EGFR - oceniano odczyn blonowy i cytoplazmatyczny (zarowno ich intensywnos$¢, jak i %

komorek go wykazujacych); odczynu jadrowego nie stwierdzono.

6.4.1.1. odczyn btonowy (intensywnos$¢ odczynu i % komorek):

ilosciowe przedziaty komoérek wykazujacych
EGFR (HER1) - odczyn btonowy (intensywno$¢ odczyn EGFR (% komoérek wykazujacych

odczynu) odczyn)

0 — brak odczynu

1 — stabo nasilony
0-10%; 10-50%; 50-80%; 80-100%

2 — érednio nasilony

3 — mocny odczyn
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6.4.1.2. odczyn cytoplazmatyczny (intensywnosc¢ i % komorek)

ilosSciowe przedziaty komdrek wykazujgcych

EGFR (HER1) - odczyn cytoplazmatyczny odczyn EGFR (% komérek wykazujacych

(intensywnos¢ odczynu) odczyn)

0 — brak odczynu
1 — stabo nasilony 0-10%; 10-50%; 50-80%; 80-100%

2 — $rednio nasilony

6.4.2. HER2

HER2 — oceniano odczyn blonowy i cytoplazmatyczny (zaréwno ich intensywno$¢ jak i %

komorek go wykazujgcych), odezynu jadrowego nie stwierdzono.

6.4.2.1. odczyn btonowy (intensywnos¢ i % komérek):

ilosciowe przedziaty komérek wykazujgcych
odczyn HER2 (% komodrek wykazujacych

HER?2 - odczyn btonowy (intensywno$¢ odczynu) odczyn)

0 — brak odczynu
1 — stabo nasilony 0%; 1-10%; 10-40%; >40%;

2 — érednio nasilony

6.4.2.2. odczyn cytoplazmatyczny (intensywnos¢ i % komaorek):

ilosSciowe przedziaty komdrek wykazujgcych

HER?2 - odczyn cytoplazmatyczny (intensywno$é odczyn HER2 (% komorek wykazujacych

odczynu) odczyn)

0 — brak odczynu

1 — stabo nasilony 0%; 1-10%; 10-40%; >40%;

2 — érednio nasilony
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6.4.3. HER3

HER3 — poddano ocenie wylacznie odczyn jadrowy (intensywno$¢ w skali dwustopniowej oraz %

komorek go wykazujacych), odczyn cytoplazmatyczny oraz blonowy nie zostat odnotowany.

6.4.3.1. odczyn jadrowy (intensywnosc i % komorek):

HER3 - odczyn jadrowy (intensywno$¢ odczynu)

ilosciowe przedziaty komorek wykazujacych
odczyn HER3 (% komoérek wykazujacych
odczyn)

0 — brak odczynu

1 — obecny (staby i $redni)

0%; 1-5%;

6.4.4. HER4

HER4 — poddano ocenie odczyn jadrowy i cytoplazmatyczny (zardwno ich intensywnos$¢ jak i

procent komoérek wykazujacych), odczyn btonowy nie ujawnit sie.

6.4.4.1. odczyn jadrowy (intensywnosc i % komorek):

HER4 - odczyn jadrowy (intensywnos$¢ odczynu)

ilosSciowe przedziaty komdrek wykazujgcych
odczyn HER4 jadrowy (% komodrek
wykazujgcych odczyn)

0 — brak odczynu

1 — odczyn obecny (staby)

<80%; 80-90%; >90%;

6.4.4.2. odczyn cytoplazmatyczny (intensywnosé i % komérek):

HER4 - odczyn cytoplazmatyczny (intensywnosé

odczynu)

ilosciowe przedziaty komoérek wykazujacych
odczyn HER4 (% komorek wykazujacych
odczyn)

0 — brak odczynu

0%; >90%;
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1 — stabo nasilony

6.5.Analiza statystyczna

Przed przystapieniem do wlasciwej analizy przeprowadzono walidacje danych. Sporzadzono
standardowe statystyki opisowe oraz oceniono zgodno$¢ rozkladéw zmiennych o charakterze
ciggtym z rozktadem normalnym (wzrokowa ocena histogramu i test Kolmogorowa-Smirnowa).
Zmienne, ktorych rozktad odbiegat znacznie od normalnego poddawano transformacji celem

uwzglednienia ich w analizach parametrycznych.

Do charakterystyki odczynéw IHC zastosowano wskaznik "score", ktory integruje dwa
niezalezne od siebie parametry tj. intensywno$¢ odczynu oraz procent komorek z odczynem

dodatnim. Wskaznik ten obliczano wg nast¢pujacego wzoru:
Score = % komorek x intensywnos¢
Gdzie % komorek przyjmowat wartosci od 0 do 100, a intensywnos¢ od 0 do 3.

Zatem score moze przyjmowaé wartosci od 0 do 300.

Wskaznik posiada nastepujace cechy:

- przyjmuje warto$¢ minimalna, tj. 0, gdy nie stwierdza si¢ komodrek z dodatnim odczynem [HC

(tj. zerowa intensywnos¢ §wiecenia w komorkach)

- przyjmuje wartos¢ maksymalna, tj. 300, gdy we wszystkich komorkach obserwuje sie

maksymalng intensywno$¢

- przyjmuje wartosci pomigdzy 0 a 300 w pozostalych sytuacjach, przy czym warto$¢ ta jest
pochodna liczby komoérek z dodatnim odczynem oraz intensywno$ci tych odczynow.

Zastosowanie tego wskaznika utatwito interpretacje uzyskanych wynikow.

Porownania pomiaréw uzyskanych w tkankach zdrowych oraz tkankach nowotworowych

dokonano przy uzyciu testu U Manna-Whitneya.

Korelacje pomiedzy badanymi zmiennymi oceniano metodg Pearsona lub Spearmana.
Zalezno$ci pomiedzy zmiennymi jako§ciowymi oceniano przy pomocy testu chi-kwadrat Pearsona

(z poprawka Yatesa, jesli zachodzita taka konieczno$¢).
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Za istotne statystycznie uznawano wyniki, dla ktérych wspotczynnik p byt mniejszy od 0.050.
Ze wzgledu na eksploracyjny charakter analizy (a nie konfirmacyjny) nie stosowano poprawki na

wielokrotne poréwnania.

Wszystkie operacje na danych oraz analizy statystyczne przeprowadzono przy pomocy
komputera osobistego z zastosowaniem pakietu statystycznego STATA 13.1 firmy StataCorp LP
(Stany Zjednoczone Ameryki Pin.).
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7. WYNIKI
7.1.0cena ekspresji badanych antygendow

7.1.1. Wyniki pomiaréw IHC

7.1.1.1. ErbB1/EGFR/HER1

W zbadanym materiale stwierdzono ekspresje antygenu ErbB1 w lokalizacji blonowej w 44 na

45 przypadkow (97,8%PTC). Wigkszos¢ tkanek PTC (27 z 45) wykazywato intensywno$¢

odczynu na poziomie 2 (Rycina 8), a w 82,3% probek odsetek komorek wykazujacych dodatnia
reakcje IHC byt wickszy od 50% (37 z 45).
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Ekspresja ErbB1 w lokalizacji cytoplazmatycznej byta dodatnia w 43 przypadkach (95,6%
PTC), w wickszosci (35 z 45) byla na poziomie 1 (Rycina 9). W 72% probkach co najmniej
potowa komorek wykazywata reakcj¢ pozytywna.

Rycina 9. Ekspresja EGFR w PTC w lokalizacji cytoplazmatycznej na poziomie 1 oraz w lokalizacji blonowe;j
na poziomie 2 (EGFR, x200)

- : >

Uzyskane wyniki przedstawia Tabela 2.

Tabela 2. Ekspresja antygenu ErbB1 w ocenie immunihistochemiczne;.

Intensywnos$¢ odezynu Odsetek komoérek z dodatnim odczynem
Lokalizacja 0 1 2 3 0-10% | 10-50% | 50-80% | 80-100%
Btonowa n 1 15 27 2 2 6 21 16
% | 2,2 | 333 | 60,0 | 4,4 44 13,3 46,7 35,6
cytoplazma- | n 2 35 8 - 4 9 10 22
wesma g [ 718 | 178 | - 8,9 200 | 222 489
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7.1.1.2. ErbB2/HER2

Wyniki oceny ekspresji antygenu ErbB2 przedstawiono w Tabeli 3. Stwierdzono stabg
ekspresje antygenu w lokalizacji blonowej. Immunoreaktywnos¢ wystepowata w 86,7% probek
(39 guzow), w wigkszosci na poziomie 1 (Rycina 10), w mniejszej czesci na poziomie 2 (Rycina

11). Odsetek komorek z ekspresja ErbB2 nie przekraczat 40%.

Rycina 10. Ekspresja HER2 w PTC na poziomie 1 (HER2, x400)
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Rycina 11. Ekspresja HER2 w lokalizacji blonowej na pozio

mie 2 (HER2, x200)

Ekspresja ErbB2 w lokalizacji cytoplazmatycznej byta sladowa — w 68,9% probek nie

obserwowano zadnego mierzalnego odczynu, w pozostatej czeSci intensywnos$¢ byta prawie

wylacznie na poziomie 1. Podobnie, odsetek komodrek z dodatnim odczynem byt niski. Tylko 31%

komorek wykazywalo cytoplazmatyczng ekspresje ErbB2 na poziomie 1 - 40% (Tabela 3).

Tabela 3. Ekspresja antygenu ErbB2 w ocenie immunohistochemiczne;j.

Intensywnos$¢ odczynu Odsetek komoérek z dodatnim odczynem

Lokalizacja 0 1 2 3 0 1-10% | 10-40% >40%
blonowa n 6 31 8 - 6 18 21 -
% | 13,3 | 68,9 | 17,8 - 13,3 40,0 46,7 -
cytoplazma- | n 31 12 1 1 31 6 8 -
tyczna % | 68,9 | 26,7 | 2,2 | 22 68,9 13,3 17,8 -
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7.1.1.3. ErbB3/HER3

Wyniki oznaczen ekspresji ErbB3 przedstawia Tabela 4. Wykazano staba ekspresje antygenu
ErbB3 w lokalizacji jadrowej. Dodatni odczyn wykazywato 86,7% przebadanych probek (39),
przy czym liczba komoérek z odczynem dodatnim nie przekraczala na ogoét 10%, a intensywno$é

odczynu nie byta wigksza niz 1 (Rycina 121 13).

Rycina 12. Ekspresja HER3 w lokalizacji jadrowej w PTC (HER3, x400)
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Rycina 13. Ekspresja HER3 w lokalizacji jadrowej w PTC (HER3, x200)
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Nie stwierdzono zadnej ekspresji ErbB3 w lokalizacji blonowej ani praktycznie w

cytoplazmatycznej.

Tabela 4. Ekspresja antygenu ErbB3 w ocenie immunohistochemiczne;j.

Intensywnos$¢ odczynu Odsetek komoérek z dodatnim odczynem
Lokalizacja 0 1 2 3 0-1% 1-10% | 10-20% | 20-30%
jadrowa n 6 39 - - 21 19 4 1
% | 13,3 | 86,7 - - 46,7 42,2 8,9 2,2
btonowa n | 45 - - - 45 - - -
% | 100 - - - 100 - - -
cytoplazma- | n | 44 1 - - 44 1 - -
tyczna % | 97,8 | 2,2 97,8 2,2
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7.1.1.4. ErbB4/HER4

W przebadanym materiale stwierdzono umiarkowang ekspresj¢ antygenu ErbB4, zarowno w
lokalizacji jadrowej, jak i cytoplazmatycznej (Rycina 14). We wszystkich przebadanych probkach
odczyn IHC byl dodatni i w wigkszosci dotyczyt co najmniej 90% komorek. Szczegoly

przedstawia Tabela 5.

Rycina 14. Ekspresja HER4 w PTC w lokalizacji jadrowej na poziomie 2 oraz w lokalizacji cytoplazmatyczne;j

Tabela 5. Ekspresja antygenu ErbB4 w ocenie immunohistochemiczne;j.

Intensywnos¢ odczynu Odsetek k-k z (+) odczynem
Lokalizacja 0 1 2 3 <80% | 80-90% | >90%
jadrowa n - 16 28 - - 8 36
% - 36,4 | 63,6 - - 18,2 81,8
cytoplazma- | n 0 45 - - - - 45
tyczna % 0 100 - - - - 100
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7.1.2. Zaleznosci pomiedzy liczbg komaérek a intensywnoscig odczynu IHC

W zakresie wszystkich analizowanych antygenow, z wyjatkiem ErbB4, nasilenie odczynu IHC
korelowalo z liczba komorek z pozytywnym odczynem w sposdb znamienny statystycznie.
Szczegotowe wyniki przedstawia Tabela 6. Korelacje te byly umiarkowanie silne dla ErbB1 oraz
ErbB3 (wspotczynniki korelacji miescity si¢ w zakresie 0,35-0,45) oraz bardzo silne dla ErbB2
(wspolezynniki korelacji w zakresie 0,7-1,0). Brak istotnej korelacji dla ErbB4 jest najpewniej

wynikiem zbyt matych réznic w ekspresji tego antygenu pomie¢dzy probkami.

Tabela 6. Korelacje pomigdzy iloscia komorek z pozytywnym odczynem IHC a nasileniem tego odczynu.

Antygen | Lokalizacja Wep. P
korelacji
ErbB1 BL 0,46 0,002
ErbB1 Cyt. 0,34 0,020
ErbB2 BL 0,71 <0,001
ErbB2 Cyt. 0,98 <0,001
ErbB3 Jadr. 0,40 0,007
ErbB4 Jadr. 0,26 0,093

7.1.3. Ocena ekspresji badanych antygendéw przy uzyciu wartosci score

Wartos$¢ score odzwierciedla ekspresje antygenu zaré6wno w zakresie intensywnosci, jak i
liczby komorek z pozytywnym odczynem. Ocene wyrazonej w ten sposob ekspresji

poszczegdlnych antygenow w przebadanych probkach przedstawia Tabela 7.

W tkance PTC najwyzsze mediany score obserwowano dla antygenow ErbB4 w lokalizacji
jadrowej oraz ErbB1 w lokalizacji blonowej. Umiarkowane wartosci score dotyczyly odczynu
ErbB1 cytoplazmatycznego oraz ErbB4 cytoplazmatycznego. Wartosci score dla ErbB2 oraz

ErbB3 przyjmowaty niskie wartosci. [lustracje tych wynikow przedstawia Rycina 15.

Tabela 7. Ekspresja antygenow ErbB wyrazona w punktacji score (0-300) w PTC i tkance zdrowe;j.
IQR - rozstep migdzykwartylowy.

Rak tarczycy Tkanka zdrowa
Antygen | Lokalizacja | Mediana IQR Mediana IQR p
ErbB1 Bt 150 105 90 0 <0,001
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ErbB1 Cyt. 90 60 90 0 0,011
ErbB2 Bt. 5 20 0 0 <0,001
ErbB2 Cyt. 0 5 0 0 0,004
ErbB3 Jadr. 5,5 5 0 0 <0,001
ErbB3 BL. 0 0 0 0 *
ErbB3 Cyt. 0 0 0 0 *
ErbB4 Jadr. 190 95 95 0 <0,001
ErbB4 Cyt. 95 0 95 0 *

* - brak zmiennosci; pordwnanie met. statystycznymi niemozliwe

Rycina 15. Ekspresja antygenow ErbB wyrazona w punktacji score (0-300). Poziome linie oznaczaja mediany.
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W badaniu oceniono takze réznice ekspresji badanych antygenéw pomigdzy tkanka PTC a
zdrowg tkankg tarczycy. Zestawienie pomiaréw oraz wyniki statystycznych poréwnan przedstawia

Tabela 7.

W tkankach PTC stwierdzono znacznie wyzsza ekspresj¢ odczynu blonowego ErbB1 (mediana
score 150 vs 90 w tkance zdrowej; p<0,001) oraz ErbB4 w lokalizacji jadrowej (mediana 190 vs

95 w tkance zdrowej; p<0,001).

W zakresie ErbB1 cytoplazmatycznego mediany score byty takie same (=90) w tkankach PTC i
tkankach zdrowych, jednak w tkankach raka ekspresja byta heterogenna (rozstep
migdzykwartylowy = 60), podczas gdy w tkankach zdrowych idealnie homogenna (rozstep
migdzykwartylowy = 0). Ta réznica byta znamienna statystycznie przy p=0,011.
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W tkankach PTC wartos$ci score dla ErbB2 w lokalizacji blonowej oraz cytoplazmatycznej,
ErbB3 w lokalizacji jadrowej byty niskie. Jednak, wobec faktu, ze w tkankach zdrowych nie
obserwowano zadnej ekspresji tych antygendw, roznica okazala si¢ by¢ istotna statystycznie (vide
Tabela 7). Nie stwierdzono natomiast réznic w ekspresji ErbB3 w lokalizacji blonowej oraz

cytoplazmatycznej, a takze ErbB4 w lokalizacji cytoplazmatyczne;j.

Oceniono takze wzajemne korelacje warto$ci score dla poszczegdlnych antygenow. Wyniki
przedstawia Tabela 8. Stwierdzono istnienie umiarkowanych korelacji pomiedzy warto$ciami
score dla antygenu ErbBl1 w lokalizacji cytoplazmatycznej i blonowej (r=0,51; p<0,001).
Analogiczng korelacje o poréwnywalnej sile stwierdzono dla ErbB2 pomigdzy lokalizacja
cytoplazmatyczng i btonowag (r=0,51; p<0,001). Stwierdzono ponadto znamienng korelacje
pomigdzy warto$ciami score dla blonowych lokalizacji ErbB1 oraz ErbB2 (r=0,36; p=0,015).

Pozostale korelacje okazatly si¢ nie by¢ istotne statystycznie.

Tabela 8. Wzajemne korelacje pomiedzy warto$ciami score.

ErbB3 | ErbB4
ErbB1 bt. | ErbB1 cyt. | ErbB2 bl. | ErbB2 cyt. | ErbB3 jadr. bt. jadr.
ErbB1 bt 1,00
ErbB1 cyt. 0,51%* 1,00
ErbB2 bt. 0,36** 0,26 1,00
ErbB2 cyt. 0,05 -0,10 0,51%* 1,00
ErbB3 jadr.| -0,03 -0,20 0,01 0,10 1,00
ErbB3 bt. 0,03 -0,07 -0,09 0,25 0,24 1,00
ErbB4 jadr. 0,19 0,06 0,15 0,18 -0,08 0,13 1,00

W tabeli podano wspotczynniki korelacji. Symbol ,,*”” oznacza istotnos$¢ statystyczna: * p<0,001; ** 0,001 <p < 0,01

Zbadano takze korelacje pomiedzy score a intensywnosciag odczynu oraz liczbg komorek z
pozytywnym odczynem IHC. Wyniki przedstawia Tabela 9. Stwierdzono, ze dla poszczego6lnych
antygenow wartosci score silnie 1 znamiennie statystycznie koreluja zaréwno z intensywno$cia

odczynu, jak i liczba komorek wykazujacych dodatni odczyn w ocenie IHC.
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Tabela 9. Korelacje pomiedzy warto§ciami score a intensywnoscia odczynu oraz liczba komoérek wykazujacych

dodatni odezyn w ocenie IHC.

ErbB1 score ErbB2 score ErbB3 score ErbB4 score
ErbB1 bt. 0,72 10,87
ErbB1 cyt. 0,72 10,87
ErbB2 bt. 0,88 0,96
ErbB2 cyt. 0,99 10,99
ErbB3 jadr. 0,63 10,96
ErbB3 bt. 1,0]1,0
ErbB4 jadr. 0,9310,58
W tabeli podano pary wspotczynnikow korelacji — pierwsza warto$¢ to korelacja pomiedzy score a
intensywnoscia odezynu, druga wartosé to korelacja pomiedzy score a % komérek wykazujacych dodatni
odezyn THC. Dla wszystkich korelacji wartosci p<0,001

Uzyskane wyniki przemawiaja za tym, ze wartosci score reprezentuja jednocze$nie
intensywnos$¢ odczynu oraz liczbg komorek, w ktorych odczyn byt pozytywny. Dlatego wtasnie ta
zmienng wybrano do przeprowadzenia analizy zwigzkow pomiedzy ekspresja ErbB-ow w

badanych tkankach a danymi kliniczno-patologicznymi.

7.2. Zaleznosci miedzy ekspresja (wskaznik score) badanych antygendow a

danymi kliniczno-patologicznymi

7.2.1. Pteéi wiek

W badanym materiale stwierdzono istnienie znamiennej statystycznie zalezno$ci pomiedzy
picig a ekspresja antygenow ErbB2, zar6wno w lokalizacji btonowej jak i cytoplazmatycznej. U
kobiet mediana score wyniosta 5 (95% CI: 5-25) dla lokalizacji btonowej oraz 0 (95% CI: 0-0) dla
lokalizacji cytoplazmatycznej. Wsrod mezczyzn mediany te wyniosty odpowiednio 50 (95% CI:
25-50) oraz 25 (95%CI: 0-50). Wyniki te ilustruje na Rycina 16. Wspoétczynniki istotno$ci
statystycznej dla réznic pomigdzy plciami (test nieparametryczny) wyniosty odpowiednio p=0,006
oraz p=0,015 . Nalezy jednak zaznaczy¢, ze liczebno$¢ w grupie mezczyzn byta bardzo niewielka i

zaobserwowana znamienno$¢ statystyczna moze by¢ wynikiem biedu statystycznego I rodzaju.
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Rycina 16. Ekspresja antygenow ErbB2 w zaleznosci od plci pacjentéw. Poziome linie oznaczaja mediang
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Nie stwierdzono znamiennych statystycznie zaleznosci pomigdzy ptcia a ekspresja pozostatych
badanych antygenow. Nie stwierdzono zalezno$ci pomiedzy ekspresja badanych antygenow

(wskaznik score) a wiekiem. Zestawienie korelacji przedstawia Tabela 10.
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Tabela 10. Zaleznosci pomiedzy ekspresjg badanych antygendw a wiekiem i plcia pacjentow.

W tabeli podano wspolczynniki korelacji. Symbol ,,*”” oznacza istotno$¢ statystyczna 0,001 <p <0,01.

Antygen | Lokalizacja Wiek Ple¢
ErbB1 Bt 0,04 0,16
ErbB1 Cyt. -0,02 0,04
ErbB2 Bt -0,01 0,40%
ErbB2 Cyt. -0,07 0,36*
ErbB3 Jadr. -0,03 0,07
ErbB3 Bt 0,21 -0,05
ErbB4 Jadr. 0,211 0,02

7.2.2. Zaawansowanie kliniczne nowotworu

7.2.2.1. Wielkos¢ guza

Nie stwierdzono istotnych statystycznie zalezno$ci pomiedzy ekspresja badanych antygenow a

wielko$cig guza. Zestawienie korelacji przedstawia Tabela 11.

Tabela 11. Zaleznosci pomigdzy ekspresja badanych antygenow a wielko$cia pierwotnego ogniska
nowotworowego. W tabeli pokazano wspotczynniki korelacji. Wspotczynniki istotnosci statystycznej wynosity
p>0.1 dla wszystkich przedstawionych korelacji.

Antygen | Lokalizacja Wielkos¢

[cm]
ErbB1 BL -0,02
ErbB1 Cyt. -0,01
ErbB2 BL -0,09
ErbB2 Cyt. -0,03
ErbB3 Jadr. -0,09
ErbB3 BL -0,19
ErbB4 Jadr. 0,19
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7.2.2.2. Zajecie weztéw chtonnych

Nie stwierdzono istotnych statystycznie zalezno$ci pomigdzy ekspresja badanych antygenow a

zajgciem wezlow chlonnych. Zestawienie korelacji przedstawia Tabela 12.

Tabela 12. Zaleznosci pomiedzy ekspresja badanych antygendéw a zajgciem weztow chtonnych.
W tabeli pokazano wspotczynniki korelacji. Wspotczynniki istotnosci statystycznej wynosity p>0.1 dla
wszystkich przedstawionych korelacji.

Antygen | Lokalizacja pN+
ErbB1 BL -0,27
ErbB1 Cyt. 0,04
ErbB2 BL 0,03
ErbB2 Cyt. -0,02
ErbB3 Jadr. 0,02
ErbB3 BL -0,09
ErbB4 Jadr. -0,04

7.2.3. Cechy histopatologiczne nowotworu

7.2.3.1. Wieloogniskowosé

Nie stwierdzono istotnych statystycznie zalezno$ci pomigdzy ekspresja badanych antygenow a

wieloogniskowym wystepowaniem nowotworu. Zestawienie korelacji przedstawia Tabela 13.

Tabela 13. Zaleznosci pomiedzy ekspresja badanych antygendéw a wieloogniskowym wystgpowaniem
nowotworu. W tabeli pokazano wspotczynniki korelacji. Wspotczynniki istotnosci statystycznej wynosity p>0.1
dla wszystkich przedstawionych korelacji.

Antygen | Lokalizacja | Wieloogniskowosé¢

ErbB1 Bt -0,01

ErbB1 Cyt. -0,15

ErbB2 Bt 0,12

ErbB2 Cyt. 0,04

ErbB3 Jadr. 0,15

ErbB3 Bt -0,11

ErbB4 Jadr. -0,24
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7.2.3.2. Wystepowanie obustronne (prawy i lewy ptat tarczycy)

Nie stwierdzono istotnych statystycznie zalezno$ci pomigdzy ekspresja badanych antygenow a

obustronnym wystepowaniem nowotworu. Zestawienie korelacji przedstawia Tabela 14.

Tabela 14. Zaleznosci pomiedzy ekspresja badanych antygendw a wystepowaniem nowotworu w obu platach
tarczycy jednoczesnie. W tabeli pokazano wspotczynniki korelacji. Wspotczynniki istotnosci statystycznej
wynosity p>0.1 dla wszystkich przedstawionych korelacji.

Antygen Lokalizacja Obustronno$é¢
ErbB1 BL -0,03
ErbB1 Cyt. 0,06
ErbB2 BL 0,20
ErbB2 Cyt. 0,12
ErbB3 Jadr. 0,07
ErbB3 BL -0,08
ErbB4 Jadr. 0,08
7.2.3.3. Naciekanie naczyn

Nie stwierdzono istotnych statystycznie zalezno$ci pomiedzy ekspresja badanych antygenow a

naciekaniem naczyn krwiono$nych. Zestawienie korelacji przedstawia Tabela 15.

Tabela 15. Zaleznosci pomigdzy ekspresja badanych antygenoéw a naciekaniem naczyn przez nowotwor.
W tabeli przedstawiono wspotczynniki korelacji. Wspolezynniki istotnos$ci statystycznej wynosity p>0.1 dla
wszystkich badanych korelacji.

Antygen | Lokalizacja Inwazj’a

naczyn
ErbB1 Bt -0,08
ErbB1 Cyt. -0,25
ErbB2 Bt -0,06
ErbB2 Cyt. 0,06
ErbB3 Jadr. -0,05
ErbB3 Bt -0,06
ErbB4 Jadr. 0,13

48



7.2.3.4. Naciekanie torebki guza

Nie stwierdzono istotnych statystycznie zalezno$ci pomigdzy ekspresja badanych antygenow a

naciekaniem torebki guza. Zestawienie korelacji przedstawia Tabela 16.

Tabela 16. Zaleznosci pomiedzy ekspresja badanych antygendw a naciekaniem torebki guza przez nowotwor.
W tabeli pokazano wspotczynniki korelacji. Wspotczynniki istotnosci statystycznej wynosity p>0.1 dla
wszystkich przedstawionych korelacji.

Naciekanie
Antygen | Lokalizacja torebki

guza
ErbB1 Bt -0,10
ErbB1 Cyt. -0,11
ErbB2 Bt 0,02
ErbB2 Cyt. 0,01
ErbB3 Jadr. 0,11
ErbB3 Bt 0,13
ErbB4 Jadr. 0,06

7.2.35. Naciekanie torebki tarczycy

Stwierdzono wyzsza ekspresje¢ ErbB4 w lokalizacji jadrowej w nowotworach naciekajacych
torebke tarczycy w porownaniu do nowotworéw nie naciekajacych tej torebki (Rycina 17).
Mediany score wyniosty odpowiednio 190 oraz 132. Ta rdznica byla istotna statystycznie przy

p=0,010.

Roéznice w ekspresji pozostatych antygenow nie byly znamienne statystycznie. Zestawienie

korelacji przedstawia Tabela 17.
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Rycina 17. Ekspresja ErbB4 w lokalizacji jadrowej w guzach naciekajacych i nienaciekajacych torebke tarczycy.
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Tabela 17. Zaleznosci pomiedzy ekspresja badanych antygendéw a naciekaniem torebki tarczycy. W tabeli
pokazano wspotczynniki korelacji. Wspotczynniki istotnosci statystycznej wynosity p=0,010 dla * oraz p>0.1
dla wszystkich pozostatych korelacji.

Naciekanie
Antygen Lokalizacja torebki
tarczycy
ErbB1 BL 0,13
ErbB1 Cyt. 0,05
ErbB2 BL 0,04
ErbB2 Cyt. 0,04
ErbB3 Jadr. 0,19
ErbB3 BL 0,22
ErbB4 Jadr. 0,39*

7.3.Analiza wieloczynnikowa

Zwigzek pomiedzy ekspresja IHC poszczegdlnych antygenéw a danymi kliniczno-
patologicznymi oceniono przy uzyciu modelu regresji liniowej wieloczynnikowej. Zmienna
niezalezna byta ekspresja kolejnych antygenow wyrazona wartoscia score. Zmienne zalezne do

modelu dobierano metoda krokowa wsteczng a poczatkowy zestaw zmiennych zawieral: wiek
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pacjenta, wielko$¢ guza, zajecie weztdow chlonnych, wieloogniskowos¢, naciekanie naczyn,

naciekanie torebki guza, naciekanie torebki tarczycy.
7.3.1. ErbB1

7.3.1.1. Lokalizacja btonowa

Do ostatecznego modelu zakwalifikowaly si¢ zmienne: naciekanie torebki guza (p=0.161),
naciekanie torebki tarczycy (p=0,077) oraz obecno$¢ przerzutow w weztach chtonnych (p=0.031).
W tym modelu obecnos$¢ przerzutow w weztach wiazato si¢ z nizsza o 48,3 (95%CI 4,6-92,2)
$rednig wartoscig score. Model wyjasnial 16% zmienno$ci zmiennej zaleznej. Ilustracje

stwierdzonej zaleznosci pokazuje Rycina 18.
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Rycina 18. Analiza wieloczynnikowa - zwigzek pomig¢dzy ekspresja ErbB1 (odczyn blonowy) a wystepowaniem
przerzutow w weztach chtonnych.
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Na osi odcigtych wartosci score dla ErbB1 przewidywane przez model wieloczynnikowy. Wykres przedstawia
$rednie oraz ich 95% przedziaty ufnosci.

7.3.1.2. Lokalizacja cytoplazmatyczna

W ostatecznym modelu pozostala jedna zmienna — naciekanie naczyn, jednak jej istotno$¢

statystyczna (p=0,085) nie przekroczyta zaktadanego w badaniu progu.
7.3.2. ErbB2

7.3.2.1. Lokalizacja btonowa

Wszystkie zmienne zalezne zostaty usunigte z modelu ostatecznego.

7.3.2.2. Lokalizacja cytoplazmatyczna

Wszystkie zmienne zalezne zostaty usunigte z modelu ostatecznego.
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7.3.3. ErbB3

W ostatecznym modelu pozostata jedna zmienna — naciekanie torebki tarczycy. Wystepowanie
tej cechy wigzato sie¢ z wyzsza o 3.4 (95%CI 0.1-6.8) srednig wartoscia score. Model wyjasniat

9,2% zmienno$ci zmiennej zaleznej. llustracj¢ stwierdzonej zalezno$ci przedstawia Rycina 19.

Rycina 19. Analiza wieloczynnikowa - zwigzek pomigdzy ekspresja ErbB3 (odczyn jadrowy) a naciekaniem
torebki tarczycy.
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Na osi odcietych wartosci score dla ErtbB3 przewidywane przez model wieloczynnikowy. Wykres przedstawia
$rednie oraz ich 95% przedziaty ufnosci.

7.3.3.1. Lokalizacja cytoplazmatyczna

Brak zmiennos$ci zmiennej zaleznej. Analiza nie byta mozliwa.

7.3.3.2. Lokalizacja btonowa

W ostatecznym modelu pozostata jedna zmienna — naciekanie torebki tarczycy, jednak jej

istotno$¢ statystyczna (p=0,138) nie przekroczyta zaktadanego w badaniu progu. \
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7.3.4. ErbB4

7.3.4.1. Lokalizacja jgdrowa

Do ostatecznego modelu zakwalifikowatly si¢ zmienne: naciekanie torebki tarczycy (p=0.007),
oraz wieloogniskowo$¢ (p=0.119). W tym modelu naciekanie torebki tarczycy wigzalo si¢ z
wyzsza 0 39,5 (95%CI 11.6-67.4) $rednig warto$cig score. Model wyjasniat 21% zmiennoSci
zmiennej zalezne;j.

7.3.4.2. Lokalizacja cytoplazmatyczna

Brak zmienno$ci zmiennej zaleznej. Analiza nie byla mozliwa.

7.4.Podsumowanie wynikow

W przebadanych prébkach pochodzacych z pierwotnych ognisk PTC stwierdzono:
= umiarkowanie silng ekspresje¢ antygenu ErbB1 w lokalizacji blonowej oraz ErbB4 w
lokalizacji jadrowej
= umiarkowang ekspresje antygenu ErbB1 w lokalizacji cytoplazmatycznej oraz ErbB4 w
lokalizacji cytoplazmatycznej
= niska ekspresj¢ antygenow ErbB2 btonowego oraz ErbB3 jadrowego.
Nie stwierdzono lub wykryto jedynie §ladowa ekspresje antygenu ErbB2 cytoplazmatycznego,
ErbB3 btonowego oraz ErbB3 cytoplazmatycznego

Stwierdzono znaczne réznice pomigdzy ekspresja btonowego ErbBl1 oraz jadrowego ErbB4

pomigdzy tkankami raka tarczycy a tkankami zdrowymi.

W przebadanych probkach wykazano znamiennie statystycznie istnienie korelacji pomigdzy
ekspresja ErbB1 w lokalizacji btonowej a ErbB1 w lokalizacji cytoplazmatycznej, ekspresja
ErbB1 w lokalizacji blonowej a ErbB2 w lokalizacji btonowej, a takze znamienna korelacje
pomiedzy ekspresjg ErbB2 w lokalizacji blonowej a ErbB2 w lokalizacji cytoplazmatyczne;.

Nie stwierdzono zalezno$ci pomigdzy ekspresja poszczegdlnych antygenow a wigkszoscia
parametréw klinicznych i patomorfologicznych. Jedyne zaobserwowane istotne statystycznie

zaleznosci to:
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= wyzsza ekspresja ErbB2 w lokalizacji btonowej oraz cytoplazmatycznej w guzach
pochodzacych od m¢zczyzn niz od kobiet (jednak liczba probek od mezezyzn wynosita tylko
4)

= obecnos¢ przerzutdow w weztach chtonnych wigzata si¢ z nizsza ekspresja ErbB1 w lokalizacji
btonowej

» naciekanie torebki tarczycy wigzato si¢ z wyzsza ekspresja ErbB3 w lokalizacji jadrowej oraz
wyzszg ekspresja ErbB4 w lokalizacji jadrowej

Stwierdzono przydatno$¢ kliniczna wskaznika score jako miary ekspresji antygenow. Dla

badanych antygenow wskaznik ten silnie korelowat zarowno z intensywno$cig odczynu jak i

odsetkiem komoérek wykazujacych dodatni odczyn IHC.
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8. DYSKUSIA

Rak brodawkowaty tarczycy (PTC) jest w wielu krajach najczestsza postacig histopatologiczng
raka gruczohu tarczowego [69], ktoéry w wielu przypadkach pozostaje niemy klinicznie, az do jego
przypadkowego wykrycia w badaniu autopsyjnym lub rutynowym badaniu histo-patologicznym,
po usuni¢ciu chirurgicznym. Czgsto$¢ wystepowania PTC w badaniach autopsyjnych wynosi od
3% do 36% [70]. W krajach skandynawskich wspotczynnik zapadalnosci, wg danych WHO z
2012, wynosi od 3,6 do 6,3 [5][71] i chociaz w poréwnaniu do innych nowotworow, jest
stosunkowo niski to czesto$¢ wystgpowania tzw. ukrytego raka brodawkowatego (OPC) jest o
wiele wicksza i waha si¢ pomiedzy 5,6% a 28,4% [72][73][74]. Rozw6j nowoczesnych technik
ultrasonograficznych oraz biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej celowanej (BACC, ang. FNAB) [75]
przyczynit si¢ w znacznym stopniu do zwigkszenia wykrywalnosci PTC niemego klinicznie (w
tym mikroraka brodawkowatego tarczycy — PMC). Posrod wszystkich wykrywanych klasycznych
PTC ponad 30% przypadkow stanowig PMC [76], czyli raki o klasycznej histopatologicznej
strukturze PTC, ktore nie przekraczaja najwigkszego wymiaru 10mm. Bardzo dobre rokowanie u
pacjentow u ktorych wykryto PMC nie zmienia faktu, ze wspotczynnik §miertelnosci zwiazany z
PMC wynosi ok. 1% [77], a prawdopodobienstwo nawrotu w regionalnych weztach chtonnych ok.
5% [77]. Wedtug Yasuhiro i wsp. mozliwo$¢ pojawienia si¢ nowych przerzutow w regionalnych
weztach chtonnych w okresie 5 lat wynosi 1,4%, a 3.,4% po 10 latach [75], natomiast
prawdopodobienstwo przerzutow odlegtych ok. 2,5% [77]. Wielko§¢ guza jest istotnym
czynnikiem prognostycznym w przypadku PTC. W dobrze zréznicowanych PTC (z wyjatkiem
PMC) za czynniki prognostyczne, ktore zwiekszaja prawdopodobienstwo nawrotu choroby uwaza
si¢: wiek powyzej 45, ple¢ meska, niski stopien zréznicowania histologicznego, $rednice guza
powyzej 3-4cm, zajecie naczyn limfatycznych (tac. lymphangitis carcinomatosa), pozatarczycowe
szerzenie si¢, obecnos¢ przerzutdow w trakcie rozpoznania oraz obecno$¢ przerzutow odleglych
[78][79]. W analizach wieloczynnikowych w PTC za istotne czynniki prognostyczne dla kobiet
przyjmuje si¢: wiek, wielko$¢ guza oraz obecnos$¢ zajecia naczyn limfatycznych, a dla mezczyzn

obecnos¢ przerzutdow w trakcie rozpoznania oraz torbielowaty charakter wzrostu [78].

Rozwd6j nowoczesnych technik biologii molekularnej w ostatnich dwdch dziesigcioleciach
pozwolit na wyodrebnienie innych czynnikow prognostycznych w zréznicowanych rakach
tarczycy (DTC) do ktorych zalicza si¢ PTC. Posrod wazniejszych nalezy wymieni¢: mutacje genu
BRAF (zwanego proto-onkogenem B-Raf) kodujacego bialtko B-Raf o aktywnosci kinazy
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serynowo-treoninowe;j, uczestniczacego w kaskadzie przekazywania sygnatow
wewnatrzkomorkowych. Mutacja genu BRAF jest najczgstsza zmiang genetyczng w TC i
wystepuje w okolo 45% postaci sporadycznej PTC [17][80], szczegolnie w podtypach uwazanych
za bardziej agresywne, takich jak wysoko-komorkowy PTC. Mutacja BRAF wystepuje wylacznie
w PTC i wywodzacych si¢ z PTC rakach niskozréznicowanych tarczycy, w tym ATC [81]. Mimo
czestej obecnosci rearanzacji genu RET (zwanej mutacjg RET/PTC) [82], szczeg6lnie w PTC u
mtodych o0sob i u pacjentow po radioterapii, nie stwierdzono jej istotnej korelacji z innymi
czynnikami kliniczno-patologicznymi [17]. Podobnie, obecna w <10% PTC rearanzacja NTRK1
(receptor blonowy neurotropowej kinazy tyrozynowej) rowniez nie ma znaczenia prognostycznego
[83]. Do niedawna uwazano, ze rearanzacje genOw sg charakterystyczne glownie dla nowotwordéw
hematologicznych. Sposrod guzéw litych zaobserwowano je gtownie w migsakach i TC. Nie jest
do konca jasne dlaczego komorki pecherzykowe tarczycy wykazuja wyrazng zwigkszong
predyspozycje do mutacji genowych [84], szczegolnie w TC u ludzi mtodych [85] 1 nie jest do

konca zrozumiale, ze jest to zwigzane w wigkszosci przypadkow z dobrym rokowaniem.

Celem niniejszej pracy jest ocena IHC obecnosci receptorow HER w PTC, ich korelacja z
wybranymi parametrami morfologicznymi i klinicznymi oraz ewentualne zalezno$ci migdzy nimi.
Nieprawidtowa, nadmierna aktywacja receptorow HER w nowotworach moze wynika¢ z
amplifikacji lub mutacji punktowej genu, a takze nadekspresji lub rodzaju ekspresji jego produktu
biatkowego. Lepsze zrozumienie funkcji receptorow HER moze przyczyni¢ si¢ do identyfikacji
nowych biomarkerow PTC. Dodatkowo receptory HER moga stanowi¢ nowy cel terapeutyczny
dla selektywnych inhibitorow lub pan-ErbB inhibitorow, w uzupetnieniu do chemio- i radioterapii

w guzach o niekorzystnym rokowaniu.

W badanej grupie 45 PTC stwierdzitem za pomoca IHC ekspresje wszystkich receptoréw grupy
HER. Receptor EGFR/HER1 w lokalizacji blonowej ujawnit si¢ w 44 przypadkach (97,8%), przy
czym w 29 przypadkach jego intensywno$¢ byta wyrazona na poziomie odczynu 2 i 3 (64,4%). W
wiekszo$ci badanych skrawkéw PTC (37) odsetek komorek nowotworowych wykazujacych
dodatni odczyn blonowy HER1 byl powyzej 50%. Wyliczona warto$¢ score wahata si¢ pomigdzy
0 a 270, a mediana wskaznika score dla odczynu btonowego HERI1 wyniosta 150 (jedna z
najwyzszych). W grupie kontrolnej (45 skrawkow nienowotworowych) w lokalizacji btonowej
intensywnos$¢ odczynu EGFR byla wyrazona na poziomie 1 w 34 probkach (75,6%), a antygen nie
ujawnil sie¢ w 11 przypadkach. Odczynu EGFR na poziomie 2 i 3 w tkance zdrowej nie
obserwowano. Wyzej wymieniona roznica jest statystycznie znamienna (p<0,001). Stwierdzitlem

umiarkowang zalezno$¢ pomig¢dzy nasileniem odczynu btonowego a % komodrek go wykazujacych
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(p=0,002, 1=0,46). Stwierdzilem roéwniez obecno$¢ odczynu ErbBl w lokalizacji
cytoplazmatycznej. I tak cytoplazmatyczng ekspresj¢ HER1 znalaztem w 43 probkach (95,6%), w
35 intensywnos$¢ odczynu byla na poziomie 1 (77,8%), a jedynie w 8 przypadkach (17,8%) na
poziomie 2. Mediana warto$ci score wyniosla 90. Obserwowalem ponadto mniejsza niz w
odczynie btonowym zalezno$¢ pomigdzy intensywno$cia reakcji cytoplazmatycznej HER1 a
procentem komorek ja wykazujacych (p=0,020, r=0,34). W grupie kontrolnej odczyn
cytoplazmatyczny EGFR wypadt na poziomie 1 w 44 skrawkach tkanki zdrowej, a nie ujawnit si¢
w jednym przypadku. Wspotczynnik p wynosi 0,011, a wigc ww rdéznice w odczynach
cytoplazmatycznych pomi¢dzy PTC a tkankg zdrowg sg takze znamienne statystycznie.
Dodatkowo znalaztem istotng statystycznie, umiarkowanie silng zalezno$¢ pomiedzy wartosciami
score odczynu cytoplazmatycznego 1 blonowego ErbB1 (r=0,51, p<0,001). Z powyzszych danych
wynika, wyrazny, znamienny statystycznie wzrost ekspresji EGFR w lokalizacji btonowej w
tkance PTC w stosunku do tkanki zdrowej, mniejsza zalezno$¢ choé rowniez znamienna
statystycznie dotyczy odczynu cytoplazmatycznego. W opracowaniu Wisemana i wsp. [86]
receptor EGFR/HER1 zostal wykazany w 76% przypadkow zréznicowanych rakow tarczycy
(DTC), a jedynie w 59,6% zmian tagodnych, roznica byta znamienna statystycznie (p=0,013).
Niestety, to badanie dotyczy catej grupy DTC, nie ma w niej odniesienia wytacznie do grupy PTC,
nie ma roéwniez wyraznego rozréznienia pomi¢dzy odczynem EGFR/HER1 cytoplazmatycznym a
btonowym. Przez to potaczenie, obie zmienne zostaly uznane za znamienne statystycznie, co moze
prowadzi¢ do btednych wnioskéw. Wg Marti i wsp. [87] cytoplazmatyczny odczyn EGFR jest
charakterystyczny dla tkanki zdrowej (obecny jest rowniez, silny wg autora w chorobie Graves-
Basedowa), co moze potwierdza¢ tezg nieistotnosci statystycznej odczynu cytoplazmatycznego
EGFR w PTC. Dodatkowo w pracy tej wykazano obecno$¢ odczynu jadrowego EGFR w tkance
zdrowej, gruczolakach i FTC, w przeciwienstwie do wyraznego braku tego odczynu w PTC. W
moich badaniach nie stwierdzilem w zadnej z tkanek, ani zdrowej ani chorej, jadrowego odczynu
IHC dla EGFR (w tym rowniez wyrazny brak jadrowego odczynu IHC dla EGFR w PTC).
Wynika to z mojego zatozenia, ze stabe zabarwienie w rzucie jadra komodrkowego jest efektem
raczej nakltadajacej sig, wykazujacej odczyn IHC cytoplazmy a nie rzeczywistego odczynu
jadrowego. Nie moge w zwigzku z tym uzna¢ za istotne, znaczenia odczynu jadrowego EGFR w
PTC. W pracy Westermarka i wsp. [88] zasugerowano zmienno$¢ dystrybucji btonowego odczynu
EGFR, ktory - wg autorow - miatby dotyczy¢ calosci blony w komoérkach nowotworowych, a w
tkance zdrowej i1 zmianach nienowotworowych - cze$ci bocznych i1 podstawnych bton
komoérkowych. Powyzsze dane nie znajduja potwierdzenia w moich badaniach, nie

zaobserwowatem istotnych powtarzalnych réznic w dystrybucji btonowego EGFR pomiedzy
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tkanka zdrowg a PTC. Poza tym wspomniana publikacja obejmuje jedynie dwa przypadki PTC,
czyli grupa badana jest mato reprezentatywna. Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze w badanej
grupie wystapity wyrazne statystycznie znamienne ilo$ciowe roznice w ekspresji blonowego
EGEFR (odczyn blonowy EGFR czg¢sciej wypadatl na poziomie odczynu 2 i 3 w PTC w poroéwnaniu
do niezmienionej tkanki tarczycy), co mogloby mie¢ znaczenie diagnostyczne w powigzaniu z
innymi cechami histo-patologicznymi i mogtoby stanowi¢ podstawe do dalszych badan nad rola
HER1 w onkogenezie PTC. Mniejszag zmiennos¢, cho¢ roéwniez znamienng statystycznie
obserwowatem w odczynie cytoplazmatycznym EGFR. Wykazana dodatnia korelacja pomig¢dzy
btonowym a cytoplazmatycznym odczynem EGFR moze by¢ - w mojej ocenie — dowodem na to,
ze cytoplazmatyczny odczyn nie jest artefaktem (np. utrwalenia), ale moze by¢ wyktadnikiem
zwigkszonej obecnoSci receptora w cytoplazmie PCT, co rdéwniez moze mieé znaczenie

diagnostyczne.

Nieco inaczej przedstawia si¢ immunohistochemiczna ekspresja receptora HER2 w badanej
grupie. W wickszosci probek (39; 86,7%) stwierdzitem dodatni odczyn blonowy HER2, ale
jedynie w 8 (17,7%) ekspresj¢ na poziomie odczynu 2, a w pozostatych 31 (68,9%) na poziomie 1.
Ponadto stwierdzitem bardzo silng korelacje pomiedzy intensywnos$cia odezynu a % komorek go
wykazujacych (1=0,71, p<0,001). Wskaznik score odczynu btonowego HER2 przyjmowat niskie
warto$ci pomiedzy 0 a 50, przyjmujac mediang 5. W grupie kontrolnej nie wykazatem obecnosci
btonowego odczynu HER2, w zwigzku z tym wspotczynnik istotnosci statystycznej wyniost p <
0,001. Mimo niskich wartosci score blonowego HER2, nalezy przyja¢ ta zmiennos$¢ za istotng
statystycznie. Jeszcze stabiej ujawnit si¢ odczyn cytoplazmatyczny HER2 — w 31 przypadkach
PTC (68,9%) nie obserwowalem zadnego mierzalnego odczynu, a w pozostatych w wigkszosci na
poziomie 1 (12; 26,7%), w dwoch probkach (4,4%) na poziomie odczynu 2 i 3 nalezy uznaé
najprawdopodobniej jako rezultat wynik wadliwego utrwalenia materialu pooperacyjnego.
Stwierdzitem silna korelacje pomiedzy % komoérek go wykazujacych a intensywnoscig (r=0,98;
p<0,001). Srednie wartosci score przyjmowaty dla cytoplazmatycznego HER2 niskie wartosci (od
0 do 75), z mediang 0. W grupie kontrolnej odczyn cytoplazmatyczny HER2 nie ujawnit sig.
Mimo tego nalezy uznaé, ze wystepujace réznice odczynu cytoplazmatycznego HER2 sa
znamienne statystycznie (p=0,004). Obserwowalem réwniez podobnie jak w przypadku EGFR
umiarkowang korelacje, statystycznie znamienng (p<0,001; r=0,51) pomiedzy cytoplazmatycznym
i blonowym odczynem. Kremser i wsp. [89] wykazali obecno$¢ odczynu HER2 zarowno
btonowego, jak i cytoplazmatycznego, porownujac ten ostatni parametr w dwoch grupach

pacjentow (po ok. n=20), z i bez przerzutow odlegtych. W opracowaniu tym uzyto mieszaniny

59



Artur Antolak

dwoch monoklonalnych p-ciat mysich skierowanych na domen¢ wewngtrzng (cytozolowa) HER2.
Wiseman i wsp. [86] wykorzystujac poliklonalne przeciwciata krolicze, wsrod 96 DTC (90 PTC,
6 FTC) wykazali ekspresj¢ HER2 jedynie u 2% DTC, w tym byly to wylacznie odczyny btonowe.
Nie zaobserwowali oni takze statystycznie znamiennej roznicy pomig¢dzy tkanka DTC a zdrowa (z
powodu niskiego odsetka komodrek pozytywnych). W mojej pracy wysoki odsetek komorek PTC
wykazujacych dodatni odczyn blonowy HER2, niski % komorek wykazujacych odczyn
cytoplazmatyczny HER2, przy jednoczesnym braku ekspresji w probie kontrolnej, moze byc¢
zwigzany z wysoka specyficznoscig klonu uzytego p-ciala pierwotnego — klon 4B5, ktory wg
niektorych opracowan wykazuje mniejszy odsetek niespecyficznego odczynu cytoplazmatycznego
[90]. Powyzsze m.in. dowodzi trudnosci w ocenie poréwnawczej wynikow badan opisanych w
dostepnym pismiennictwie, w przypadku stosowania nieco odmiennych narzgdzi diagnostycznych,
na przyktad uzycie klonow p-cial skierowanych w stosunku do réznych epitopdéw tego samego
receptora. Jednoczes$nie nalezy przypuszczac, ze odmiennos¢ wynikoéw ekspresji HER2 (a moze i
innych receptorow grupy ErbB) w PTC nie musi $wiadczy¢ o btednie wykonanych odczynach
IHC. Podobne wyniki ekspresji receptora HER2 w PTC (blonowej i cytoplazmatycznej) uzyskali
Haugen i wsp. [91] z wykorzystaniem przeciwciata poliklonalnego. W opracowaniu Mondiego i
wsp. [92] wykazano obecno$¢ receptora HER2 jedynie w lokalizacji blonowej w stopniu
umiarkowanym (w 2 przypadkach na 11 PTC). Konkludujac nalezy stwierdzi¢, ze w PTC obecna
jest staba immunohistochemiczna ekspresja receptora HER2, zar6wno w lokalizacji blonowej jak i
cytoplazmatycznej, przy czym za mocniej istotng statystycznie nalezy uzna¢, wg moich badan,
ekspresje btonowa, co znajduje potwierdzenie w cze$ci dostgpnych publikacji. Wykazana
umiarkowana dodatnia korelacja odczynow btonowych i cytoplazmatycznych w HER2 (mimo ich
mniejszego score niz w EGFR - patrz Tabela 7) rowniez nie pozwala deprecjonowaé¢ odczynu
HER2 w lokalizacji cytoplazmatycznej i moze przemawia¢ za dystrybucjg receptora w
cytoplazmie komorki. Brak odczynu w tkance zdrowej tarczycy moze sugerowaé wykorzystanie

gtéwnie blonowego odczynu HER?2 jako markera diagnostycznego w PTC lub DTC.

Odmiennie przedstawia si¢ ekspresja receptora HER3 - w badanej grupie stwierdzitem do$¢
staba ekspresje jadrowa tego receptora, nie znajdujac odczynu w lokalizacji cytoplazmatycznej (z
wyjatkiem jednego przypadku, by¢ moze z powodu btedu wynikajacego ze ztego utrwalenia
materialu) oraz w zadnej z probek w lokalizacji blonowej. Ekspresja jadrowa HER3 uwidocznita
sie¢ w 39 probkach PTC (86,7%), w wigkszosci nie przekraczata 10% komorek. Nie uwidocznita
si¢ natomiast w tkance zdrowej (p < 0,001), wiec zmienng nalezy uzna¢ za istotna statystycznie.

Wiseman i wsp. [86] opisuje obecnos¢ odczynu HER3 cytoplazmatycznie i btonowo w 57% DTC
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(sposrod wszystkich 96) w porownaniu do tkanki nienowotworowej (tylko 34,3% przypadkow
wykazywalo ekspresj¢ HER3). Stosowal on poliklonalne przeciwcialo krolicze i wykazat istotng
znamiennie zalezno$¢ (p=0,003). Inng zalezno$¢ opisal Haugen i wsp. [93], ktory, w
przeciwienstwie do Wisemana, stosujagc monoklonalne p-cialo mysie nie wykazatl obecnos$ci
ErbB3 w kontrolnej grupie tkanek nienowotworowych, natomiast wykazat odczyn HER3 w 53 na
56 PTC — w 8 PTC wylacznie odczyn cytoplazmatyczny, w 45 wylacznie odczyn
cytoplazmatyczno-blonowy. Rowniez nie opisat on ekspresji jadrowej HER3. Koumakpayi i wsp.
[94] wykazali, stosujgc monoklonalne p-cialo mysie (takie jak w mojej pracy), istotng
statystycznie obecnos¢ odczynu jadrowego HER3 w rakach prostaty w stosunku do zmian
tagodnych (p<0,001), szczegolnie wysoki odsetek dotyczyt rakow prostaty hormono-wrazliwych.
Ponadto, w opracowaniu tym wykazano istotng statystycznie ekspresj¢ cytoplazmatyczng HER3
oraz zwigzek ekspresji jadrowej i cytoplazmatycznej HER3 z wyzszym stopniem Gleasona.
Autorzy ci wysungeli hipoteze, ze jadrowy odczyn HER3 moze rozni¢ tkanke nienowotworowa od
nowotworowej. Do podobnych wnioskéw mozna by dojs¢ w mojej pracy, ekspresja HER3
(chociaz staba i w niewielkiej czesci komoérek) obecna byta wytgcznie w PTC, nie byta obecna w
tkance niezmienionej, co sugeruje potencjalng mozliwo$¢ uzycia diagnostycznego HER3 w
przypadkach PTC. Moje badania obejmuja jedynie DTC, interesujaca bytaby wiedza na temat
obecnosci HER3 w rakach gorzej zréznicowanych (np. ATC). Wiseman i wsp. w opracowaniu
dotyczacym ATC [95] wykazali w 10 na 94 ATC obecno$¢ odczynu HER3 btonowego i
cytoplazmatycznego, stosujac poliklonalne przeciwciato krolicze. Nasuwa si¢ wyraznie wniosek,
ze odczyn jadrowy wypadt dodatnio tylko w tych badaniach, w ktorych uzyto p-ciata
monoklonalnego mysiego. Konkludujac, mozna kolejny raz wysnu¢ tezg, ze bardzo trudna jest
analiza porownawcza odczynow IHC wykonywana na bazie roznych p-ciat pierwotnych. Aby
potwierdzi¢ wyzej wymieniong zalezno$¢ odczynu jadrowego HER3 nalezatoby wykona¢ badania
na wigkszych liczbach przypadkéw DTC, a takze w innych, gorzej zréznicowanych rakach

tarczycy stosujac jeden rodzaj monoklonalnego przeciwciata pierwotnego.

Receptor HER4 w moich badaniach wykazal staba i umiarkowang ekspresje jadrowa na
poziomie odczynu 1 i 2 (odpowiednio w 16 i 28 przypadkach) oraz staby odczyn
cytoplazmatyczny (na poziomie 1) we wszystkich przypadkach. Istotny statystycznie okazat sie
jedynie odczyn jadrowy (p<0,001), przy medianie score 190. Odczyn cytoplazmatyczny nie réznit
si¢ w PTC w porownaniu do tkanek zdrowych, wiec nie byt brany w analizie poréwnawczej. W
swojej pracy Haugen i wsp. [93] wykazal za pomoca poliklonalnego p-ciata kréliczego ekspresje
HER4 w niemal wszystkich badanych przypadkach PTC (w 55 na 56) a w 39 wykazal reakcje
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silniejsza (cytoplazmatyczng i blonowa) w stosunku do tkanek nienowotworowych (nie
wykazywaly one ekspresji blonowej). Srinivasan i wsp. [96] wykazala (wykorzystujac zarowno
mysie p-ciato monoklonalne jak i poliklonalne krolicze) obecno$¢ jadrowego odczynu HER4 w
49% badanych rakach piersi (w stosunku do < 5% w przylegajacym zwyklym nablonku
gruczolowym). Ponadto, rowniez stwierdzita obecno$¢ odczynu cytoplazmatycznego HER4 o
roznym nasileniu w komorkach raka piersi oraz cytoplazmie komorek nienowotworowych, przy
czym odczyn ten byl wyraznie mniej istotny statystycznie. Cickawym opracowaniem dotyczacym
rozbieznosci lokalizacyjnej ekspresji HER4 jest praca Tovey 1 wsp. [97], ktora udowadnia istotne
réznice w lokalizacji ekspresji HER4 w zalezno$ci od rodzaju uzytego p-ciala pierwotnego.
Opisuje ona rowniez ekspresjc HER4 w lokalizacji jadrowej w rakach piersi, ktora - wg tego
autora - ma wyrazny zwigzek z gorszym rokowaniem. Na tej podstawie mozna by wysnué
wniosek, ze jadrowy odczyn HER4, ktory wykazalem w mojej pracy jako istotny statystycznie

(p<0,001), moze sugerowac znaczenie receptora HER4 w onkogenezie PTC.

Poréwnujac odczyny ErbB miedzy sobg nalezy réwniez podkresli¢ fakt, ze w grupie badanych
PTC wykazatem wyrazng, statystycznie znamienng (p<0,001), korelacj¢ pomig¢dzy ekspresja
btonowego odczynu EGFR a blonowym HER2 (Tab. 8). Nie wykazatlem korelacji pomigdzy
innymi receptorami (niezaleznie od ich lokalizacji). U Wisemana i wsp. [86] wykazano
statystycznie znamienne korelacje w DTC pomiedzy HER1 a HER3 w porownaniu do tkanki
zdrowej (p=0,002) oraz pomiedzy HER1, HER3 oraz HER4 (p=0,033) w poréwnaniu do tkanki
zdrowej. Haugen i wsp. [93] zaobserwowal — nie opisujac jednak dokladnie wynikow —
koekspresje wszystkich czterech receptorow w 36 (64%) przypadkach PTC sposrod z 56
badanych. W opracowaniu Wisemana i wsp. [98] dotyczacego raka piersi wykazano,
wykorzystujac metod¢ analizy wieloczynnikowej, koekspresje trzech ERbB (HERI, HER2 i
HER3), wykazano statystycznie istotny zwigzek tej kooekspresji z grupa chorych o gorszym
rokowaniu. Wykazana przeze mnie dodatnia korelacja (r=0,36) pomiedzy btonowsa ekspresja
ErbB1(HER1)) i ErbB2(HER2) moze by¢ wyktadnikiem kooperacji tych receptoréw w PTC
(tworzenie heterodimeru) i moze by¢ inspiracja do dalszych badan. W mojej pracy nie wykazatem
najbardziej oczywistego - wydaje si¢ - zwigzku HER2 i HER3, ktore tworza wspdlny heterodimer.
Przyczyna tego moze leze¢ w stabej btonowej ekspresji HER2 w grupie badanych PTC, braku
wsrod nich btonowej ekspresji HER3, co moze mie¢ zwiazek ze znikoma rolg — wg niektorych
badaczy - tych receptorow w molekularnej biologii DTC [99] oraz z rodzajem zastosowanych p-
cial pierwotnych. Nie znalaztem publikacji, ktore nie tylko by pokazywaty przyblizone wyniki, ale

rowniez stosowaty takie same metody badawcze.
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Omawiajac zwigzek ekspresji receptorow grupy HER w PTC z poszczegdlnymi parametrami
morfologicznymi i klinicznymi, nie sposob pomina¢ faktu, ze badana grupa PTC obejmuje
wylacznie klasyczne jego postaci, co jest wyraznym ograniczeniem tego badania. Obecnos$¢ w niej
na przyktad grupy ATC, a wigc rakéw réwniez wywodzacych si¢ z nabtonka pecherzykowego,
daloby mozliwo$¢ szerszej analizy porownawczej. W opracowaniu Ito i wsp. [100] dotyczacym
5768 PTC (608 mezczyzn — 10,5% 1 5160 kobiet — 89,5%) wykazano silny zwigzek czynnikéw
prognostycznych PTC, takich jak pozatarczycowe szerzenie si¢, obecno$¢ przerzutow w wezlach
chtonnych (N>3cm) z plcig i wickiem. Na do$¢ duzej grupie badanej (podobnej odsetkowo do
mojej 4 M — 8,9%, 41 K — 91%) wykazano, ze pozatarczycowe szerzenie si¢ PTC jest najbardziej
istotnym czynnikiem prognostycznym dla starszych osob (niezaleznie od plci) oraz dla mtodych
me¢zezyzn. Z Kolei Lee 1 wsp. [101] wykazal w grupie 168 pacjentow z PTC wyrazny zwigzek
EGFR (HER1) — razem z p53 - z plcig meska oraz z obecnoscia przerzutow w weztach chtonnych.
Nie wykazano natomiast statystycznego zwigzku ekspresji EGFR z wiekiem i pozatarczycowym
szerzeniem si¢. Schiff i wsp.  [102] wykazali, w badaniu wykorzystujacym techniki
mikromacierzy tkankowych, wyrazng nadekspresjc¢ EGFR w ATC oraz hamowanie proliferacji
komoérkowej gefitinibem ludzkich hodowli linii komorkowych ATC. Powyzsze badania moga
sugerowac znaczaca role EGFR w procesie onkogenezy PTC i ATC oraz ustawiaja jego ekspresje
wsrod istotnych czynnikow prognostycznych oraz by¢é moze predykcyjnych [102] w TC
wywodzacych si¢ z nablonka pecherzykowego. W mojej pracy nie wykazalem znamiennego
zwigzku EGFR (odczynu btonowego 1 cytoplazmatycznego), zarowno w analizach
jednoczynnikowych, jak i w analizie wieloczynnikowej z wybranymi parametrami
histopatologicznymi i klinicznymi. Nie wykazalem statystycznie znamiennego, opisanego w
publikacjach, zwiazku ekspresji EGFR z plcig (Tab. 10) ani z zajeciem weztow chtonnych (Tab.
12), cho¢ nalezy zaznaczy¢ ze liczba przypadkow z cechg pN1 wynosita 11 (24,4% badanej
grupy). Co wigcej w analizie wieloczynnikowej ekspresja blonowego EGFR wykazata odwrotng
zaleznos$¢ z zajeciem wezlow chtonnych (Rycina 18), cho¢ model statystyczny wyjasniat jedynie
16% zmiennej zaleznej. Dlatego nalezy wysnué tezg ze na ekspresje blonowego EGFR w 84%
maja wplyw inne czynniki w tej pracy nie uwzglednione. Brak istotnej zaleznosci statystycznej
moze by¢ tez skutkiem zbyt matej liczebnosci grupy badanej — 45, w poréwnaniu do badan Ito i
wsp. [100] obejmujacych 5768 przypadkow PTC oraz braku niskozréznicowanych, jak

wspomniano wyzej, rakow ATC.

W raku gruczotu piersiowego ludzki receptor epidermalnego czynnika wzrostu 2 (HER2) jest

dobrze rozpoznanym czynnikiem prognostycznym i predykcyjnym, natomiast jego rola w
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przypadkach DTC w dalszym ciagu pozostaje niejasna [103]. Analiza jednoczynnikowa w moich
badaniach immunohistochemicznej ekspresji ErbB2 wykazala zwigkszong ekspresje tego receptora
(cytoplazmatyczng 1 blonowa) u pacjentéw ptci meskiej (Rycina 16), odpowiednio wspotczynniki
korelacji wynosily 1=0,36 i r=0,40 (Tab. 10). Jednak grupa badana liczyta tylko 4 (8,9%)
mezezyzn 1 byla w zwigzku z tym mato reprezentatywna. Obserwacji tej nie potwierdzita analiza
wieloczynnikowa. Nie wykazatem réwniez zwiazku innych cech kliniczno-patrologicznych z
ekspresja ErbB2. W opracowaniu Mdah i wsp. [103] podobnie nie wykazano statystycznie
znamiennego zwigzku pomiedzy ekspresja HER2 a parametrami kliniczno-patologicznymi,
analizujac 69 przypadki DTC, w tym 58 PTC. Stwierdzono metodami IHC i hybrydyzacji ,,in
situ” ekspresj¢ HER2 na 1+/2+ u 4 pacjentow PTC i nie stwierdzono zwigzku z takimi cechami
kliniczno-patologicznymi jak: wieclko$¢ guza, stopien zréznicowania histopatologicznego,
obecnos¢ przerzutow w weztach chtonnych szyi. Probe oceny obecno$ci amplifikacji ErbB2 w
nowotworach tarczycy metoda hybrydyzacji ,,in situ” podjeli juz w 1988 Aasland i wsp. [104]
wykazujac obecnos$¢ 2-3 krotnej zwigkszonej ekspresji (takze koekspresji) onkogenu c-erbB2 i c-
erbB2/neu w trzech z pigciu badanych PTC oraz w trzech przerzutach w weztach chtonnych (w
opracowaniu nie podano histologicznego typu wtornych ognisk w badanych weztach chtonnych).
Jednak nie byla to taka ekspresja jaka wykazano jednocze$nie w raku piersi - ponad 20-krotna
amplifikacja genu c-erbB2/neu (nie onkogenu c-ErbB2, ktory zaobserwowano w tkance
nienowotworowej — tozysku). Ponadto niskie poziomy c-ErbB2 i c-ErbB2/neu wykazano w ATC.
Istotng warto$¢ poznawcza wydaje sie mie¢, w tych badaniach, fakt umiarkowanej amplifikacji
onkogenu c-ErbB2/neu w PTC. Haugen i wsp. [91] wykazali w 1992 metoda IHC, wykorzystujac
mrozone skrawki tkankowe, wyrazng ekspresj¢ c-ErbB2 (btonowg i cytoplazmatyczng) w 12 na 17
PTC, nie wykazujac natomiast ekspresji w 5 przypadkach FTC, w 5 gruczolakach
pecherzykowych i w 1 przypadku MTC. Wyniki te potwierdzono metodg hybrydyzacji (slot-blot),
stwierdzajac wyraznie podwyzszony poziom Her2/neu mRNA w tych probkach. Powyzsze
obserwacje zasugerowaty jednak innym badaczom prawdopodobny mozliwy zwiazek amplifikacji
ErbB2 w PTC z jego biologicznym zachowaniem i innymi danymi klinicznymi. Utrilla i wsp.
[105], wykorzystujac poliklonalne p-ciato skierowane na domene cytozolowa ErbB2, w grupie 25
PTC stwierdzit w 13 (52%) wyrazng rozlang ekspresj¢ cytoplazmatyczng HER2 (oprocz stabej
btonowej) oraz cytoplazmatyczna reakcje we wszystkich badanych 18 przypadkach MTC. Nie
stwierdzil tej ekspresji w gruczolakach i FTC oraz w przypadkach ATC. Na tej podstawie
wnioskowal, ze podwyzszony poziom biatka ErbB2 jest typowa cecha PTC. Tej ostatniej tezy nie
potwierdzity badania Kremsera i wsp. [89] ktoérzy nie tylko stwierdzili obecno$¢

cytoplazmatycznej reakcji HER-2 w FTC, ale rowniez zaobserwowali wyrazng znamienna
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korelacj¢ pomigdzy cytoplazmatyczng ekspresja HER-2/neu w PTC i w FTC a obecnoscig
przerzutow w weztach chlonnych (ale tylko odlegltych — nie wykazano zwigzku zwigkszenia
ekspresji ErbB2 z przerzutami w weztach chtonnych szyi) oraz z wiekiem, nie wykazujac zwigzku
z plcig. Ponadto Kremser i wsp. [89] nie wykazali zwigzku pomig¢dzy ekspresja HER-2 a miejscem
wtorego ogniska DTC. Lemoine i wsp. jeszcze w 1990 [106] na duzej grupie badanych (w
fagodnych i ztosliwych guzach tarczycy) stosujac metode¢ hybrydyzacji Southerna, PCR oraz IHC
nie wykazal zmian w strukturze i ekspresji proto-onkogenu c-ErbB2 i stad wnioskowal, Ze
aktywacja tego onkogenu niekoniecznie musi by¢ obecna w transformacji nowotworowej guzoéw
tarczycy 1 mie¢ znaczenie prognostyczne. U badanych 127 pacjentow z PTC tarczycy Akslen i
wsp. [107] wykazali ekspresj¢ ErbB2 btonowa w 52% 1 cytoplazmatyczng w 88% 1 stwierdzili
jedynie zalezno$¢ statystyczng wsrod kobiet: spadek ekspresji biatka c-ErbB2 zwigzanego z
obnizeniem czasu przezycia chorych. W mojej pracy, w trakcie gromadzenia danych klinicznych,
wszyscy pacjenci zyli, wigc nie uwzgledniano tego parametru klinicznego. W analizie
wieloczynnikowej Akslen i wsp. (1995) [107] wykazali ponadto niezalezny zwigzek ptci meskiej,
starszego wieku i niskiego stopnia zrdznicowania histologicznego z czasem przezycia. Nie
wykazali zwigzku ekspresji ErbB2 z tymi parametrami. We wcze$niejszym opracowaniu (1993)
Akslen 1 wsp. [108] sugerowali zwigzek cytoplazmatycznej ekspresji ErbB2 z obecnoscia inwazji
pozatarczycowej oraz wznowy miejscowej oraz zwigzek ekspresji btonowej ErbB2 z brakiem
przerzutow w weztach chtonnych. Sugg i wsp. [109] wykorzystujac monoklonalne p-ciato
skierowane do zewnetrznej domeny HER2 w DTC w grupie 34 PTC nie wykazal mutacji ani
amplifikacji genu c-ErbB2. Metodg PCR stwierdzit statystycznie znamienny podniesiony poziom
mRNA w 11 PTC w stosunku do zwyklej tkanki tarczycowej, nie obserwowatl jednak jego
zwigzku z czynnikami prognostycznymi. Ponadto stwierdzono immunohistochemicznie,
wykorzystujac monoklonalne p-cialo skierowane do zewnetrznej domeny HER2, wzmozony
odczyn cytoplazmatyczny HER2, ktory wg tych autoréow korelowal z wysokim zréznicowaniem
tych nowotworow i mogtby by¢ wskaznikiem dobrego rokowania. Nalezy jeszcze wspomnie¢, dla
petnego obrazu ztozonos$ci oceny immunohistochemicznej ekspresji ErbB2, o badaniach Pottera i
wsp. [110] ktory odkryt homolog biatkowy o nazwie pl55, zlokalizowany w grzebieniach
mitochondriow, odpowiedzialny za wzmozony odczyn cytoplazmatyczny HER2 w rakach
urotelialnych pecherza moczowego. Moze to $§wiadczy¢ o niestabilno$ci samej onkoproteiny,
powodujac silny, w czgsci ziarnisty odczyn cytoplazmatyczny HER2 w tych nowotworach [110].
Na koniec nalezy wspomnie¢ o koncepcji Soares i wsp. [111] ktory opisat nieuglikozylowana
forme biatka ErbB2 w cytoplazmie w PTC, ktora miataby nie przemieszczac si¢ w kierunku btony

komoérkowej 1 by¢ odpowiedzialna za wzmozony odczyn cytoplazmatyczny. Nalezy podkresli¢
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fakt stosowania rdéznych metod diagnostycznych (PCR, hybrydyzacja, IHC) w celu oceny
nadekspresji HER2. Zadna z nich w mojej ocenie, nie dostarczyta przekonywujacych dowodéw na
obecno$¢ znaczacej amplifikacji HER2 w PTC. Ponadto, jedng z glownych przyczyn
roznorodnosci wynikow IHC w ocenie ekspresji biatka c-ErbB2 w PTC, jest - oprocz zbyt matej
liczebnosci badanych (rowniez w mojej pracy) - duza rdéznorodno$¢ p-cial pierwotnych
stosowanych do oceny poziomu ErbB2. Stosowane przeciwciata byly czegsto poliklonalne oraz
skierowane do roznych czesci strukturalnych receptora (domen), ktérego ztozonos¢ budowy
wykazano we wstepie mojej pracy. Nie brano takze pod uwage niestabilnosci biatka ErbB2, ktore
moga teoretycznie doprowadzi¢ do jego braku ekspresji btonowej, a tym samym braku realizacji
podstawowe] funkcji receptora, jakim jest posrednictwo w przekazywaniu sygnalow
komoérkowych. Ponadto, na podstawie mojego badania, niec mozna oceni¢ korelacji pomigdzy
ekspresja receptora HER2 a stopniem zrdznicowania histo-patologicznego, poniewaz grupa
badanych rakow zawierata wylgcznie dobrze zréznicowane nowotwory. Podsumowujgc, biorgc
pod uwage szereg przytoczonych wyzej badan oraz brak w mojej pracy istotnej statystycznie
zaleznosci pomi¢dzy ekspresjg IHC biatka ErbB2 w PTC a czynnikami kliniczno-patologicznymi,
nalezy przyja¢, ze HER-2 nie moze by¢ uznany w PTC za istotny czynnik prognostyczny i

predykcyjny, a opisane w pismiennictwie zaleznosci, nie znalazty potwierdzenia w mojej pracy.

Najmniej poznang grupa receptorow nablonkowych czynnikéw wzrostu w PTC sa HER3 i
HER4, o czym moze $wiadczy¢ zdecydowanie mniejsza liczba publikacji dostepnych w
literaturze. Haugen i wsp. [93] w grupie 56 przypadkéw PTC, metodami IHC na mrozonych
skrawkach tkankowych, wykazat wzrost ekspresji bialek ErbB3 i1 ErbB4 w stosunku do
nienowotworowej tkanki tarczycowej. Nie stwierdzil on jednoczesnie amplifikacji
odpowiadajacych im gendéw. W mojej pracy metoda analizy wieloczynnikowej stwierdzitlem
wyrazny, znamienny statystycznie zwigzek ekspresji jadrowej ErbB3 i ErbB4 z naciekaniem
torebki gruczolu tarczowego (a wigc potencjalnym szerzeniem si¢ pozatarczycowym nowotworu).
Liczba przypadkow wykazujacych ceche pT4 wynosita 12 (26,7%). W pracy Wisemana i wsp.
[86] btonowo-cytoplazmatyczna ekspresja HER3 (57% DTC), ujawniona poliklonalnym p-cialem
kroliczym, wykazywata dodatni zwiagzek z obecnoscia przerzutow PTC w weztach chtonnych,
natomiast ekspresja biatka HER4 (73% DTC) - rdéwniez wykazana poliklonalnym p-cialem
kroliczym - korelowala ujemnie ze stopniem zaawansowania T. Ponadto wg niektorych autoréw
istnieje zwigzek pomigdzy mutacja BRAF a ekspresja HER3 [17][112]. Podsumowujac, nalezy
stwierdzi¢ na podstawie uzyskanych wynikow oraz dostgpnego pismiennictwa, ze ekspresja HER3

i HER4 w PTC moze by¢ zwigzana z parametrami morfologicznymi i klinicznymi sugerujacymi
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zwickszong agresywnos$¢ PTC. Stabo dodatnia korelacji, wykazana w moim badaniu, pomi¢dzy

jadrowa ekspresja HER4 a wielkoscia PTC, nie miala znamion znamiennosci statystycznej
(p>0,1).

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze wykonane przeze mnie badania ekspresji rodziny
receptorow ErbB/HER w PTC, dowiodty obecnosci tych bialek w dobrze zréznicowanych rakach
gruczolu tarczowego, co potwierdza zasadno$¢ podjetych badan. Nie wykazatem, w analizach
wieloczynnikowych, istotnej statystycznie korelacji pomigdzy ekspresja ErtbB/HER a wigkszoscia
parametréw klinicznych i patomorfologicznych. Wykazana odwrotna, statystycznie znamienna,
korelacja btonowej ekspresji EGFR/HER1 z zajeciem weztow chtonnych oraz dodatnia korelacja
jadrowej ekspresji HER3 i HER4 z naciekaniem torebki gruczotu sugeruje konieczno$¢ wykonania
dalszych badan na wigkszej liczebnie grupie guzéw oraz poszerzenie jej o przypadki o nizszym

stopniu zréznicowania histo-patologicznego.
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9. WNIOSKI

1.

68

Stwierdzono ekspresj¢ wszystkich czterech receptorow nabtonkowych czynnikow wzrostu

(ErbB/HER) w rakach brodawkowatych gruczotu tarczowego.

W badanej grupie stwierdzono zalezno$¢ pomigdzy nastgpujacymi receptorami a
wybranymi parametrami klinicznymi i morfologicznymi: ekspresjag blonowa ErbBl1 a
obecno$cig przerzutow w wezlach chlonnych oraz jadrowg ekspresja ErbB3 1 ErbB4 a

naciekaniem torebki narzadowe;.

Stwierdzono istnienie korelacji pomigdzy: btonowa i cytoplazmatyczng ekspresja ErbB1,
btonowsa i cytoplazmatyczng ekspresja ErbB2 oraz btonowa ekspresja ErbB1 i blonowa
ekspresjg ErbB2.



10.STRESZCZENIE

Rak brodawkowaty tarczycy (PTC) jest nowotworem stosunkowo rzadkim, czesciej
wystepujacym u kobiet, z zaobserwowanymi wyraznymi roéznicami w zapadalnosci w
poszczegdlnych krajach. Uwaza si¢ obecnie, ze zwigkszone spozycie jodu nie jest zwigzane z
istotnym zwigkszeniem zachorowalnosci na ten nowotwor. Udowodniono wyrazny zwigzek
pomigdzy wzrostem zachorowalno$ci na nowotwory tarczycy a zwigkszong ekspozycja na
promieniowanie radioaktywne. Ponadto w ostatnich latach, dzigki rozwojowi technik biologii
molekularnej, wykazano wyraznie zwickszong predyspozycj¢ komorek raka tarczycy do mutacji
genowych (podobnie jak w nowotworach hematologicznych i migsakach). Odkryto kilka istotnych
w procesie onkogenezy PTC punktowych mutacji genowych (BRAF, RAS) oraz rearanzacji
chromosomowych (RET, NTRKI). Aktywacja tych protoonkogenéw moze prowadzi¢ miedzy
innymi do zaburzen w systemie szlakow sygnalizacji wewnatrzkomérkowej, zmian strukturalnych
biatek o aktywnos$ci kinazowej i w rezultacie do przemiany nowotworowej. Rodzina receptoréw
ErbB/HER, zwigzana z system transdukcji sygnatowej wewnatrzkomorkowej, jest jednym z
elementéw wigkszej grupy receptorow nabtonkowych czynnikéw wzrostu o aktywnoS$ci kinaz

tyrozynowych.

Celem pracy byta ocena immunohistochemicznej ekspresji receptorow nabtonkowych
czynnikéw wzrostu (ErbB/HER) w PTC, ich wzajemne korelacje oraz ewentualne powigzanie z

wybranymi cechami patomorfologicznymi i klinicznymi.

Do badan zakwalifikowano 45 guzéw z rozpoznaniem PTC, pochodzacych od chorych w
wieku 17 do 82 lat (41 kobiet i 3 mezczyzn), zarchiwizowanych w blokach parafinowych w
Zaktadzie Patomorfologii Szpitala Sw. Wojciecha w Gdansku Zaspie Copernicus Sp. z 0.0. Grupe
kontrolng (45) stanowity fragmenty migzszu tarczycy, pochodzace z niezmienionego drugiego
ptata gruczotu tarczowego lub innego fragmentu migzszu tarczycy, o prawidlowej strukturze
makro- i mikroskopowej. Wszystkie odczyny immunohistochemiczne wykonano metoda
automatyczng, wykorzystujac monoklonalne przeciwciala skierowane przeciw domenom

wewnetrznym receptorow HER, zgodnie z zaleceniami producentow.

W wykonanych badaniach stwierdzono ekspresje wszystkich 4 receptoréw grupy ErbB/HER w
rakach brodawkowatych tarczycy, najsilniejsza w lokalizacji btonowej ErbB1/EGFR oraz
lokalizacji jadrowej ErbB4/HER4. Stwierdzono znamienng statystycznie korelacj¢ pomigdzy
btonowa 1 cytoplazmatyczna ekspresja ErbB1/HERI1, blonowa i cytoplazmatyczna reakcja
ErbB2/HER2 oraz btonowa ekspresja ErbB1/HER1 i blonowa reakcja ErbB2/HER2. Ponadto
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stwierdzono ujemng korelacj¢ pomigdzy obecno$cia przerzutdow w wezlach chtonnych a ekspresja
ErbB1 w lokalizacji btonowej oraz dodatnig korelacj¢ ErbB3/HER3 i ErbB4/HER4 w guzach
naciekajacych torebke tarczycy. Nie stwierdzono statystycznej zalezno$ci pomigdzy ekspresja

receptorow ErbB/HER a pozostatymi parametrami klinicznymi i patomorfologicznymi.
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11.SUMMARY

Papillary thyroid carcinoma (PTC) is a relatively rare cancer, more common in women with
observed distinct differences in the incidence in different countries. It is now believed that
increased intake of iodine is not associated with a significant increase in the incidence of this
cancer. It has been shown a clear link between the increase in the incidence of thyroid cancer and
increased exposure to radiation. Moreover, in recent years through the development of molecular
biological techniques clearly demonstrated increased predisposition risk of thyroid cancer cells to
genetic mutations (as in haematological malignancies and sarcomas). Discovered several
significant in the process of oncogenesis PTC gene point mutations (BRAF, RAS) and
chromosomal rearrangements (RET NTRK1). Activation of proto-oncogenes can lead among other
things to disturbances in the system of intracellular signaling pathways, structural change of the
protein kinase activity and, consequently, to neoplastic transformation. ErbB receptor family /
HER associated with intracellular signal transduction system, is one element of a larger group of

epithelial growth factor receptor tyrosine kinases.

The aim of the study was to evaluate the immunohistochemical expression of epithelial growth
factor receptor (ErbB / HER) in PTC, their correlations and possible link with selected features of

pathomorphological and clinical.

The study enrolled 45 diagnosed with PTC tumors derived from patients aged 17 to 82 years
(41 women and 3 men), archived in paraffin blocks in the Department of Pathology of the Hospital
of St. Adalbert in Gdansk Zaspa Copernicus Sp. 0.0. The control group (45) were fragments of
flesh thyroid unchanged from the second panel of the thyroid gland or other fragment of the
thyroid parenchyma, with proper macro and microscopic structure. All immunohistochemical
staining was performed using an automated method using monoclonal antibodies directed against

domains of the internal HER receptor in accordance with the manufacturer's recommendations.

Laboratory tests found the expression of all four receptors of the ErbB / HER in papillary
thyroid carcinomas, the strongest in the location membrane ErbBl1 / EGFR and nuclear
localization ErbB4 / HER4. There was a significant correlation between the membrane and
cytoplasmic expression of ErbB1 / HER1, the cytoplasmic and membrane reaction ErbB2 / HER2
and membrane expression of ErbB1 / HER1 and membrane reaction ErbB2 / HER2. In addition, a
negative correlation was found between the presence of metastases in the lymph nodes and the
expression of ErbB1 the location of the membrane and a positive correlation ErbB3 / HER3 and
ErbB4 / HER4 in tumors infiltrating the thyroid capsule. There was no statistical relationship
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between the expression of the receptors of the ErbB / HER and other parameters of clinical and

pathomorphological changes.
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