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Abstract

Introduction: Apoptosis (programmed cell death) is the best
described mode of physiological cell death. During embry-
onal development and morphogenesis, apoptosis may be
induced by two pathways. The first is external protein si-
gnal originating from other cell — also named as “death
signal”. Another one is specific cell reaction for external
stress factors. Blood concentration of proteins regulating
both pathways of apoptosis may be useful in early diagnosis
and staging of thyroid tumors. The aim of study was evalu-
ation of p53 and sFasL blood concentration in patients with
benign follicular adenoma and follicular thyroid cancer.
Materials and methods: The study population was com-
posed of 28 patients: 14 with thyroid carcinoma and 14 pa-
tients with follicular neoplasm (NF). All patients underwent
surgical treatment. P53 and sFasL levels were evaluated
before surgery and related to the histopathological diagno-
sis obtained post-surgery.

Results: The analysis revealed high sFasL blood concentra-
tion in patients with follicular thyroid cancer in compari-
son with the group with follicular adenoma. There was no
statistically significant difference between levels of p53 in
both groups.

Conclusions: Evaluation of sFasL serum level concentra-
tion may be useful in preoperative diagnosis of follicular
thyroid tumors.

(Pol ] Endocrinol 2006; 4 (57): 320-325)
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Streszczenie

Wstep: Apoptoza, nazywana programowang Smiercig ko-
morki, jest najlepiej opisang postacia fizjologicznej $mierci
komorki. W trakcie rozwoju i morfogenezy komoérki moze
przebiega¢ dwoma szlakami. Pierwszy z nich to zainicjo-
wanie $mierci komérki przez zewnetrzny sygnat natury
bialkowej pochodzacy od innej komoérki, tak zwany ,sygnat
$mierci”, drugi to swoista reakcja komorki na stres srodo-
wiskowy. Ocena stezen bialek w plynach ustrojowych,
uczestniczacych w obu wymienionych szlakach procesu
apoptozy, moze by¢ przydatna we wczesnej diagnostyce
guzéw pecherzykowych tarczycy oraz ocenie stopnia ich
zaawansowania. Rak pecherzykowy tarczycy nalezy do
nowotwordéw, ktére przysparzaja wiele probleméw
w przedoperacyjnej diagnostyce cytologicznej. Rozpoznanie
przedoperacyjne dokonane na podstawie badania klinicz-
nego, badan dodatkowych, obrazowych i biopsyjnych cze-
sto nie znajduje potwierdzenia w pooperacyjnym badaniu
histopatologicznym. Celem pracy jest ocena stezen biatka
p53 oraz rozpuszczalnej formy liganda FasL (sFasL) we krwi
obwodowej u chorych zlagodnym gruczolakiem pecherzy-
kowym oraz rakiem pecherzykowym tarczycy.

Material i metody: Badaniem objeto 28 chorych: 14 cho-
rych z rozpoznanym rakiem tarczycy i 14 chorych z rozpo-
znanym nowotworem pecherzykowym (NF, neoplasma fol-

liculare). Wszystkich chorych leczono operacyjnie. Badane
czynniki oznaczano przed zabiegiem operacyjnym i poréw-
nywano z wynikiem pooperacyjnego badania histopatolo-
gicznego.
Wyniki: Na podstawie analizy uzyskanych wynikéw wy-
kazano wystepowanie wysokiego stezenia sFasL u chorych
z rakiem pecherzykowym tarczycy w stosunku do grupy
z gruczolakiem pecherzykowym. Nie stwierdzono staty-
stycznie istotnie wyzszych wartosci, poréwnujac stezenie
biatka p53 w obu grupach.
Whioski: Oznaczanie stezenia sFasL w surowicy chorych
moze by¢ przydatne w przedoperacyjnej diagnostyce gu-
z6w pecherzykowych tarczycy.

(Endokrynol Pol 2006, 4 (57): 320-325)
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Wstep

Mimo zauwazalnego postepu w rozpoznawaniu rakéw
tarczycy, ciagle aktualnym problemem jest brak metod
umozliwiajacych postawienie pewnej diagnozy przed-
operacyjnej. Szczegélne problemy diagnostyczne wsréd
rakéw tarczycy przysparza jego postac¢ pecherzykowa.
Czestos¢ zmian zlosliwych w guzkach pecherzykowych
tarczycy okresla sie na okoto 6-28% [1]. Obecnie wéréd
szerokiego grona badaczy istnieje zgodna opinia, ze
diagnoza przedoperacyjna raka pecherzykowego tarczy-
cy na podstawie szerokiej diagnostyki wraz z badaniem

biopsyjnym nie pozwala na pewne przedoperacyjne
rozpoznanie zmiany zlosliwej w guzkach pecherzyko-
wych. Oczywiste jest, ze prawdopodobienstwo to
zmniejsza sie w przypadku wola wieloguzkowego.
Czesto pooperacyjne badanie histopatologiczne nie
potwierdza rozpoznania dokonanego na podstawie ob-
jawow klinicznych, badan dodatkowych, obrazowych,
biochemicznych i biopsyjnych. Konsekwencja tego sta-
nu rzeczy jest wiec koniecznos¢ dalszego poszukiwania
wiarygodnej przedoperacyjnej metody diagnostycznej,
ktéra moglaby jednoznacznie okresli¢ sposob i zakres
zabiegu.
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Proces apoptozy bedacy postacia fizjologicznej
$mierci komorek jest jednym z gléwnych mechani-
zméw warunkujacych homeostaze ustroju. Apoptoza
jest SciSle zaplanowana kaskada reakcji enzymatycz-
nych, prowadzacych do degradacji DNA oraz do dez-
integracji struktur komérkowych [2]. Jedna z podsta-
wowych funkcji apoptozy jest eliminacja komorek,
w ktérych uszkodzenia materiatu genetycznego nie
moga by¢ naprawione [3].

Apoptoza komérek moze przebiega¢ dwoma szla-
kami: za posrednictwem sygnaléw natury bialkowej
— ,sygnaléw $mierci”, pochodzacych od innych komoé-
rek, lub w wyniku reakcji na dzialanie czynnikéw stre-
su (niedotlenowanie komoérek, uszkodzenia DNA,
aktywacja onkogenéw) [4-6]. R6zne rodzaje sygnatéw
aktywuja enzymy nalezace do grupy enzymoéw prote-
olitycznych, tak zwanych kaspaz [7, 8].

,Biatkowe sygnaly $mierci” s odbierane przez ko-
morki za podrednictwem swoistych receptoréw. Dobrze
poznane receptory ,sygnaléw $mierci” nalezg do rodzi-
ny receptoréw czynnika martwicy nowotworéw (TNEF,
tumor necrosis factor). Do tej grupy zalicza sie receptor
Fas, ktory, wiazac swoisty ligand FasL (CD95L), akty-
wuje kolejno kaspazy 8, 3, 6, 7, doprowadzajac komor-
ke do $mierci na drodze apoptozy [3].

Ekspresja receptora Fas w komoérkach prawidlo-
wych wystepuje na limfocytach T'i B oraz w wiekszosci
tkanek i narzagdéw, miedzy innymi w nablonku jelito-
wym, hepatocytach, §ledzionie, sercu, prostacie, ner-
kach ijajnikach. Ligand FasL wystepuje na limfocytach T
oraz komérkach ,naturalnych zabdjcach” (NK, natural
killer) [9].

Kolejnym krokiem w poznawaniu roli FasL w pro-
cesie apoptozy komoérek nowotworowych staly sie ba-
dania jego formy niezwigzanej z blong komoérkows,
formy rozpuszczalnej sFasL [10, 11]. Coraz wiecej do-
niesient naukowych opisuje jego podwyzszone steze-
nie w surowicy oséb z nowotworami zlosliwymi,
w zwiazku z czym podejmuje si¢ proby oznaczania ste-
zenia sFasL jako wskaznika progresji nowotworowej.

Apoptoza moze by¢ réwniez zapoczatkowana
w komérkach ré6znymi czynnikami stresu [12]. Reakcja
komorki przebiega wéwczas z udzialem biatka p53. Bial-
ko to ulega tak zwanej modyfikacji potranslacyjnej, co
prowadzi do uruchomienia transkrypcji wielu genéw
kodujacych inne bialka, w tym kluczowego dla proce-
su apoptozy biatka Bax [3].

W obu opisanych powyzej szlakach, w skutek dzia-
tania szlaku enzymatycznego kaspaz, nastepuje dysper-
sja jadra komorki, a ostatecznie jej rozpad na tak zwa-
ne ciatka apoptotyczne, fagocytowane przez komorki
zerne [3, 13].
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Cel i zalozenia

Wykazywana istotna rola sFasL oraz biatka p53 w za-
inicjowaniu i przebiegu procesu apoptozy wielu guzéw
nowotworowych oraz ciggly brak odpowiedzi na pyta-
nie, czy bialka te moga znalez¢ zastosowanie jako wy-
znacznik zagrozenia rozwojem nowotworu, skionily
autoréw niniejszej pracy do podjecia badani nad oceng
ich stezen w surowicy krwi u chorych z tagodnymi

i zloSliwymi pierwotnymi nowotworami pecherzyko-

wymi tarczycy.
Celem pracy byly:

* ocena stezenia sFasL oraz p53 w surowicy u chorych
z lagodnymi i zlodliwymi pierwotnymi nowotwora-
mi pecherzykowymi tarczycy, z uwzglednieniem
rozpoznania BACC oraz rozpoznania histopatolo-
gicznego nowotworu;

* ocena przydatnosci uzyskanych wartosci stezen ba-
danych parametréw w réznicowej diagnostyce
przedoperacyjnej tagodnych i ztosliwych nowotwo-
row pecherzykowych tarczycy.

Materiat i metody

Badaniem objeto 28 chorych (21 kobiet i 7 mezczyzn,
§r. wieku: 52 1ata). Chorych operowano w dwoéch osrod-
kach: na Oddziale Chirurgii Ogélnej Szpitala MSWiA
w Lodzi oraz w Klinice Chirurgii Endokrynologicznej
i Ogoélnej UW w bodzi w latach 2000-2004 z powodu
fagodnych i zlosliwych guzéw tarczycy, niewykazuja-
cych nadczynnosci hormonalnej. Na przeprowadzenie
badania uzyskano zgode Komisji Bioetyki Uniwersyte-
tu Medycznego w Lodzi/nr RNN/148/04/KE z 18.05.2004
roku.

Pierwsza badana grupa skladata si¢ z 10 chorych,
u ktérych na podstawie wynikéw biopsji aspiracyjnej
celowanej cienkoiglowej podejrzewano, a na podstawie
badania histopatologicznego rozpoznano, raka peche-
rzykowego tarczycy. Do drugiej grupy natomiast za-
kwalifikowalo sie 4 chorych, u ktérych na podstawie
wyniku badania bioptatu okreslono zmiane jako gru-
czolaka pecherzykowego (NF, neoplasma folliculare), zas
pooperacyjny wynik histopatologiczny zmienit rozpo-
znanie na raka pecherzykowego. Grupe trzecig stano-
wili chorzy, u ktérych zaréwno w badaniu cytologicz-
nym przedoperacyjnym, jak i pooperacyjnym histopa-
tologicznym, dokonano rozpoznania neoplasma follicu-
lare. Wszystkie badane osoby zakwalifikowano do
3 grup, co przedstawiono w tabeli L.

Krew do badan pobierano prézniowa metoda bez-
kontaktowg, po wyrazeniu $wiadomej pisemnej
zgody przez pacjenta, przed planowanym zabiegiem
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Tabela I

Liczba chorych w poszczegolnych grupach z uwzglednieniem rozpoznania BACC i histopatologicznego

Table I

Division into subgroups in selection to the tine needle biosy diagnosis and histopatological evaluation

Grupa Liczba chorych Rozpoznanie BACC i histopatologiczne
| 10 Rak pecherzykowy tarczycy (RPT) podejrzewany juz na podstawie BACC
I 4 Guz pecherzykowy tarczycy (NF) w BACC; rozpoznanie zweryfikowane
po badaniu histopatologicznym na RPT
Il 14 Guz pecherzykowy (NF), gruczolak pecherzykowy tarczycy po badaniu histopatologicznym

RPT, rak pecherzykowy tarczycy; BACC, biopsja aspiracyjna cienkoigtowa celowana; NF (neoplasma folliculare) — nowotwor pecherzykowy

operacyjnym. Oznaczano stezenia sFasL oraz p53 w su-
rowicy. Oznaczen dokonano metoda immunoenzyma-
tyczna ELISA przy uzyciu powszechnie dostepnych ze-
stawow firmy Bender Medsystems.

Do statystycznego poréwnania wynikéw miary
$redniej (mediany) wybrano nieparametryczny test
U Manna-Whitneya. Wybér ten uzasadniono matymi
probami, ktére implikowaly niemoznoé¢ weryfikacji po-
chodzenia wszystkich préb z populacji o rozkladzie nor-
malnym. W obu rodzajach badan statystycznych przy-
jeto wspolczynnik istotnosci na poziomie p mniejszy
niz 0,05.

Wyniki

Srednie stezenie sFasL w grupie pierwszej, a wiec
u chorych, u ktérych w badaniu cytologicznym biopta-
tu podejrzewano, a w pooperacyjnym badaniu histo-
patologicznym rozpoznano, raka pecherzykowego tar-
czycy, wyniosto 0,34 + 0,1 ng/ml. Srednie stezenie tego
biatka w grupie drugiej, gdzie rozpoznanie NF doko-
nane na podstawie badania cytologicznego bioptatu
zweryfikowano ostatecznie w badaniu histopatologicz-
nym i okres$lono jako rak pecherzykowy, wyniosto
0,27 = 0,1 ng/ml

Srednie stezenie sFasL w surowicy 0sob z ostatecznie
rozpoznanymi rakami tarczycy (tj. w grupie pierwszej
i drugiej 1acznie) wynioslo 0,3 + 0,1 ng/ml. Natomiast
Srednie stezenie sFasL w grupie trzeciej z przedopera-
cyjnie i pooperacyjnie rozpoznang zmiang NF wynio-
sto 0,1 = 0,05 ng/ml.

W poréwnaniu wartosci Srednich stezeni sFasL u cho-
rych z grupy pierwszej (0,34 = 0,1 vs. 0,1 + 0,05 ng/ml;
p = 0,002), a nastepnie grupy drugiej (0,27 * 0,1 vs.
0,1 = 0,05 ng/ml; p = 0,001), w stosunku do grupy cho-
rych z grupy trzeciej, wykazano statystycznie wyzsze
warto$ci w obu grupach z rozpoznanymi ostatecznie
rakami tarczycy w stosunku do grupy chorych ze zmia-
nami tagodnymi rozpoznanymi zaréwno w badaniu

cytologicznym bioptatu, jak i w badaniu histopatolo-
gicznym. W poréwnaniu wartosci $rednich stezen sFasL
w surowicy krwi chorych z rakami pecherzykowymi
z grup pierwszej i drugiej, traktowanych tacznie, z cho-
rymi z fagodnymi gruczolakami pecherzykowymi, tj.
z grupy trzeciej, wykazano statystycznie istotnie wyzsze
Srednie stezenie sFasL (0,3 = 0,1 vs. 0,1 = 0,05 ng/ml;
p = 0,001) w grupie chorych z rakami pecherzykowymi
tarczycy. Natomiast w pordwnaniu wartosci $rednich
stezen sFasL u chorych z grupy pierwszej z chorymi
z grupy drugiej (0,34 = 0,1 vs. 0,27 = 0,1 ng/ml; p = 0,06)
nie wykazano réznic istotnych statystycznie.

Srednie stezenie biatka p53 w grupie pierwszej wy-
niosto 18 * 12,4 U/ml., w grupie drugiej zas — 14 +
+ 11,2 U/ml. Srednie stezenie p53 w surowicy 0sob
z ostatecznie rozpoznanymi rakami tarczycy (w grupach
pierwszej i drugiej tacznie) wyniosto 16 = 12,4 U/ml.
Srednie stezenie p53 w grupie trzeciej z przedopera-
cyjnie i pooperacyjnie rozpoznang zmiang NF wynio-
sto 8,2 = 1,15 U/ml.

W poréwnaniu wartosci Srednich stezef p53 w suro-
wicy krwi chorych z rakami pecherzykowymi, tj. z grup
pierwszej i drugiej, traktowanych facznie, z chorymi
zlagodnymi gruczolakami pecherzykowymi, tj. z grupy
trzeciej, nie wykazano statystycznie istotnych réznic
w $rednim stezeniu p53 (16 + 12,4 vs. 8,2 = 1,15 U/ml;
p = 0,14).

W poréwnaniu wartosci srednich stezef p53 u cho-
rych z grupy pierwszej (18 + 12,4 vs. 8,2 + 1,15 U/ml;
p = 0,16), a nastepnie grupy drugiej (14 + 11,2vs. 8,2
+ 1,15 U/ml; p = 0,14) z grupa chorych z grupy trzeciej
nie wykazano statystycznie wyzszych wartosci w obu
grupach w stosunku do grupy chorych ze zmianami
tagodnymi rozpoznanymi zar6wno w badaniu cytolo-
gicznym bioptatu, jak i w badaniu histopatologicznym.
W poréwnanie wartosci Srednich stezeri p53 u chorych
z grupy pierwszej z chorymi z grupy drugiej (18 + 12,4
vs. 14 = 11,2 U/ml; p = 0,07) takze nie wykazano réznic
istotnych statystycznie.
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Dyskusja

W procesie karcynogenezy bardzo istotny jest proces
apoptozy [14]. W prowadzonych na calym Swiecie ba-
daniach dotyczacych apoptozy coraz czesciej podkre-
$la sie jej kluczowa role w regulacji naturalnego prze-
biegu nowotworu. Jak we wszystkich nowotworach
ustroju ludzkiego, tak i w nowotworach tarczycy decy-
dujacy wplyw na przebieg procesu chorobowego oraz
wyboér wlasciwego leczenia operacyjnego ma trafnie po-
stawiona diagnoza przedoperacyjna okreélajaca postac
histopatologiczng zmiany. Badania przedoperacyjne
i srodoperacyjne pozwalajg na trafne rozpoznanie
60-70% nowotwordw zlosliwych tarczycy. Pozostale
diagnozy stawia sie dopiero na podstawie pooperacyj-
nego badania histopatologicznego [15].

W 1966 roku udokumentowano ekspresje FasL na
wiekszosci komoérek nowotworowych o charakterze
przerzutowym w raku jelita grubego [16], w czernia-
kach [17], rakach watroby [18, 19]. Stworzono wéwczas
teorie, zakladajaca ze nowotwory, dzieki silnej ekspre-
sji FasL na swoich komérkach, maja tak zwany status
suprzywilejowania immunologicznego”. Wedlug tej
teorii komoérki nowotworowe sg zdolne do skuteczne-
go atakowania komérek ukladu immunologicznego
gospodarza, a to pozwala na rozwdj guza i tworzenie
zmian o charakterze przerzutowym.

Prowadzone badania dowiodly, ze poziom ekspresji
FasL koreluje dodatnio z gorszym rokowaniem klinicz-
nym nowotworu. W wiekszosci badanych guzéw
stwierdzono takze podwyzszone stezenia sFasL.

Szeroko dyskutowany jest problem funkgji sFasL.
Poczatkowo przypisywano mu funkcje FasL blonowe-
g0, chociaz o mniejszej sile oddzialywania. Dzisiaj czes¢
badaczy twierdzi, ze czynna funkcjonalnie jest tylko
forma blonowa sFasL [20]. Zaobserwowano jednak, ze
sFasL moze czeSciowo znosi¢ efekt dziatania FasL blo-
nowego, a nawet doprowadza¢ do $mierci komoérki
wykazujacej nadekspresje receptora Fas [21-23].

Préby oznaczania w surowicy stezenia FasL jako
wskaznika progresji nowotworowej czyni sie rzadko.
Podwyzszone stezenia sFasL odnotowano w réznych
chorobach watroby takich jak: piorunujgce zapalenie
watroby, marsko$¢ poalkoholowa, pierwotne nowotwo-
ry watroby [24-26] oraz w chorobach zapalnych nerek [27],
u chorych z nowotworami zlodliwymi pecherza moczo-
wego [10], w rakach uktadu plciowego kobiet [21], raku
piersiijelita grubego, czerniaku, miesaku, chloniakach
i biataczkach [11].

W 2001 roku grupa badaczy japonskich przeprowa-
dzila prébe oceny stezenia sFasL jako wskaznika no-
wotworowego u pacjentéw z rakami zoladka. Stwier-
dzono statystycznie wyzsze stezenia sFasL u 0s6b cho-
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rych w poréwnaniu z grupa oséb zdrowych, jednak
tylko w grupie mezczyzn powyzej 50. roku zycia [28].

Drugim biatkiem niezbednym do przeprowadzenia
procesu apoptozy komoérki w odpowiedzi na szeroko
rozumiany stres srodowiskowy jest bialko p53, bedace
produktem genu o tym samym oznaczeniu. Zmodyfi-
kowane biatlko p53 uruchamia transkrypcje szeregu
genéw kodujacych bialka, biorgcych udziat w rozpo-
czeciu i przebiegu apoptozy [29].

Gen p53 jest jednym z najlepiej opisanych zmuto-
wanych genéw w réznych ludzkich rakach: okreznicy
[30], ptuc, przelyku [31], watroby, mézgu, skory [32].
W genie tym wykryto i opisano Iacznie ponad 500 mu-
tacji doprowadzajacych do przemiany nowotworowej
komorek. Za niepodwazalny uznaje si¢ dzi$ fakt, ze
tylko niezmutowany gen p53 inicjuje proces apoptozy,
za$ zmutowany blokuje ja [33].

W uzyskanym materiale wykazano wysokie steze-
nie sFasL w grupie chorych z rakami pecherzykowymi
tarczycy, ktérych rozpoznanie nasuwalo sie juz w ba-
daniu cytologicznym bioptatu i zostalo potwierdzone
w badaniu histopatologicznym oraz w grupie chorych,
w ktérej rozpoznanie pierwotnie na podstawie bada-
nia cytologicznego bioptatu, okreslone jako NF, zwe-
ryfikowano w pooperacyjnym badaniu histopatologicz-
nym jako rak pecherzykowy, w stosunku do grupy cho-
rych ze zmianami przedoperacyjnie i pooperacyjnie
okredlonymi jako NF. Natomiast w przypadku ozna-
czenia bialka p53 nie wykazano takiej zaleznosci.

W przeprowadzonej analizie poréwnujacej Srednie
stezenia biatka p53, takie jak sFasL, w grupie chorych
z guzami pecherzykowym, ktére juz w badaniu cytolo-
gicznym bioptatu wykonanym przed zabiegiem opera-
cyjnym wykazywaly pewne cechy zlosliwosci pozwala-
jace podejrzewac raka, z grupa chorych z rakami peche-
rzykowymi rozpoznanymi trafnie dopiero w poopera-
cyjnym badaniu histopatologicznym, nie wykazano
statystycznie istotnych r6znic miedzy obiema grupami.

Niewielka liczba badanych nie pozwala jednak na sta-
wianie daleko idacych i kategorycznych wnioskéw. Nie-
mniej, skoro przedoperacyjne rozpoznanie raka pecherzy-
kowego jest niemozliwe w badaniu cytologicznym, warto
zwroci¢ uwage na dodatkowa informacje uzyskiwana
dzieki badaniu stezenia FasL. Poréwnanie ze soba grup cho-
rych zrakami pecherzykowymi oraz z gruczolakami peche-
rzykowymi ukazato zasadnos¢ okreslania sFasL w réznico-
waniu zmian o charakterze tagodnym i ztodliwym.

Wyniki autoréw niniejszej pracy potwierdzaja teze,
ktérej postaci rozpuszczalnej sFasL, obok postaci blono-
wej, przypisuje sie znaczaca role w inicjowaniu procesu
apoptozy na drodze przekazanego sygnatu $mierci.
W prezentowanym badaniu uwage zwraca fakt braku
przydatnosci okreslania stezenia biatka p53 jako proby
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rozgraniczania zmian o charakterze tagodnym i ztosli-
wym tarczycy, mimo potwierdzonej od lat roli p53
w inicjowaniu procesu apoptozy w formie odpowiedzi
na stres Srodowiskowy. Wydaje sie, ze na podstawie
przeprowadzonych juz badah mozna stwierdzi¢, ze
ocena stezen sFasL w surowicy moze by¢ uzyteczna
w przedoperacyjnym rozpoznaniu zlo§liwych nowo-
tworéw pecherzykowych tarczycy.

Stezenie sFasL w surowicy u chorych z rakami pe-
cherzykowymi jest znamiennie wyzsze w poréw-
naniu z grupa z tagodnymi gruczolakami pecherzy-
kowymi.

Stezenie bialka p53 w surowicy u chorych z rakami
pecherzykowymi nie jest znamiennie wyzsze
w poréwnaniu z grupg z fagodnymi gruczolakami
pecherzykowymi.
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