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Abstract

Introduction: Cancer of thyroid gland is the most common
malignancy of the endocrine system. The treatment impro-
vement could be achieved by early diagnosis. The aim of
the study was to identify cancer specific antigenes with use
of peptide libraries.

Material and methods: The material from 6 patients with
thyroid cancer (4 with papillary cancer, 1 with follicular can-
cer and 1 with oxyphilic tumor) were analyzed. It was per-
formed with use of lipophylic peptide libraries by direct
comparison of staining of specimens prepared from nor-
mal and malignant tissue.

Results: Preliminary results confirm practical value of pep-
tide libraries in early diagnostics of thyroid cancer.
Conclusions: It is important to optimize construction of pep-
tide libraries by using different staining agents hydrolyzed
by proteases.

(Pol ] Endocrinol 2006, 4 (57): 307-313)
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Streszczenie

Wstep: Nowotwory zloSliwe tarczycy naleza do najczest-
szych nowotworéw zlodliwych uktadu endokrynnego. Po-
prawa wynikéw leczenia wigze sie z postepem wczesnej
diagnostyki raka. Celem niniejszych badan jest poszukiwa-
nie wskaznikéw nowotworowych za pomocg bibliotek pep-
tydowych umieszczonych na podlozu z bibuty.

Material i metody: Analizie poddano tkanki pobrane od
6 pacjentow: 4 z rakiem brodawkowatym tarczycy, 1 z no-
wotworem pecherzykowym oraz 1 pacjenta z rakiem oksy-
filnym. Badania wykonywano z wykorzystaniem bibliotek
peptydowych lipofilowych, poréwnujac tkanke zdrowa
i chora oraz oceniajac zmiane zabarwienia w poszczegoél-
nych bibliotekach.

Wyniki: Wstepne wyniki wskazuja, Ze biblioteki peptydowe
mozna zastosowaé w diagnostyce nowotworéw tarczycy.

Whioski: Niezbedna jest optymalizacja budowy bibliotek
peptydowych, gdzie konieczne jest zastosowanie innego
barwnika hydrolizowanego przez proteazy.

(Endokrynol Pol 2006; 4 (57): 307-313)
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Wstep

Nowotwory zlosliwe tarczycy naleza do najczestszych
nowotwordéw ukladu endokrynnego. W statystykach
onkologicznych zajmuja odlegle miejsce i stanowig 1-2%
wszystkich nowotworéw zlosliwych. Wystepuja 3 razy
czesciej u kobiet niz u mezczyzn [1]. Polska nalezy do
krajow o niskim statystycznie wskazniku zachorowal-
nosci na raka tarczycy. W 1989 roku wskaznik zachoro-
walnosci dla mezczyzn wynosit 0,6/100 tys., a dla kobiet
— 1,6/100 tys. [2]. Poczawszy od 1990 roku, obserwuje
sie wzrost zapadalnosci na raka wysokozréznicowane-
go — brodawkowatego i pecherzykowego. Zmiany te
sa odnotowane zaréwno w centralnym rejestrze onko-
logicznym w Instytucie Onkologii w Warszawie, jak
i w rejestrach regionalnych. W Gliwicach w 1990 roku
wskaznik zapadalnosci wynosil 1,7, a w 1999 roku
wzrést do 6,87. Podobne dane odnotowano w Olszty-
nie i Krakowie [3]. Z drugiej strony rozwdj badan dia-
gnostycznych, a zwlaszcza zwigkszona dostepnos¢ do
USG i biopsji cienkoiglowych, doprowadzit do czest-
szego i wcze$niejszego rozpoznania raka. Poprawa
wynikow leczenia raka zalezy od wczesnej diagnosty-
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ki. Mimo szerokiego wachlarza badan diagnostycznych,
zaden pojedynczy test nie jest wystarczajacy do posta-
wienia wiarygodnej diagnozy. Dla istotnej oceny kli-
nicznej pacjentéw z rakiem tarczycy niezbedne sa: do-
ktadny wywiad, badanie przedmiotowe, USG szyi,
biopsja aspiracyjna cienkoigtowa (BAC) tarczycy, bada-
nie hormonu tyreotropowego (TSH, thyroid stimulating
hormone), RTG Klatki piersiowej w ujeciu A-Pibocznym,
badanie laryngologiczne w celu oceny funkgji strun glo-
sowych oraz oznaczenie stezenia wapnia zjonizowane-
go w surowicy. Obecnie najskuteczniejsza metoda
pozwalajaca na réznicowanie tagodnych i zlosliwych
guzkoéw tarczycy jest biopsja cienkoigtowa. Czultoé¢ tego
badania wynosi 90-95%, a swoisto§¢ — 60-80% [4].
W badaniu cytologicznym nie ma mozliwosci zrézni-
cowania gruczolaka pecherzykowego i raka pecherzy-
kowego. Wyniki budzace watpliwos¢ w badaniu cyto-
logicznym przez cytologéw sg okreslane jako nowotwor
pecherzykowy (NF, neoplasma folliculare). Czestos¢ roz-
poznania raka pecherzykowego w badaniu histopato-
logicznym po leczeniu operacyjnym z powodu podej-
rzanego wyniku BAC wynosi 20-30% [5]. Z tego powo-
du poszukuje sie dalszych metod diagnostycznych,
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ktére moglyby precyzyjniej diagnozowaé dane scho-
rzenie. Zwiekszenie mozliwosci diagnostycznych wia-
ze sie z badaniami nad molekularnymi wskaznikami
raka tarczycy. Sg nimi: peroksydaza tarczycowa (TPO,
thyroid peroxidase) [6, 7], galektyna-3 [8] i telomeraza [9].

Brak precyzyjnych metod diagnostycznych byt in-
spiracja do wykorzystania nowej dziedziny chemii, tak
zwanej chemii kombinatoryjnej, to jest wykorzystania
bibliotek peptydowych, w diagnostyce nowotworéw
tarczycy. Chemia kombinatoryjna polega na syntezie
bardzo duzej liczby substancji chemicznych (tak zwa-
nej biblioteki), wykorzystujac pewna liczbe matych
zwigzkéw wyjsciowych we wszystkich kombinacjach.
Biblioteki te zwykle wiaza sie ze stalym podlozem, ta-
kim jak celuloza, szklo lub polimerowa matryca. Biblio-
teki skonstruowane na szkle moga miesci¢ nawet 1024
rézne peptydy na 1,6 cm? powierzchni [10].

Poniewaz enzymy i inne biatka czesto wykazuja
aktywno$¢ wobec peptyddw, a ponadto peptydy moz-
na traktowac jako model reprezentujacy okreslony frag-
ment bialka, stosowanie bibliotek peptydowych daje
wyjatkowa szanse badania aktywnosci enzymatycznej
biatek, identyfikacji ich miejsc wigzacych oraz poszuki-
wania nowych inhibitoréw [11-21].

Celem niniejszej pracy bylo wstepne zbadanie uzy-
tecznosci kombinatoryjnych bibliotek peptydowych
w celu poszukiwania wskaznikéw nowotworéw zlo-
Sliwych tarczycy.

Materiaty i metody

Przygotowanie probek tkanek

Badane tkanki pobierano od chorych operowanych
w [ Katedrze i Klinice Chirurgii Ogoélnej, Gastroentero-
logicznej i Endokrynologicznej AM we Wroclawiu. Uzy-
skano zgode Komisji Etycznej na przeprowadzenie
badan. Fragmenty tkanek tarczycy pobierano z guza
nowotworowego i fragmentu z migzszu makroskopowo
niezmienionego drugiego plata (tkanka zdrowa). Ba-
dano tkanki tarczycy chorych, u ktérych rozpoznano:
raka brodawkowatego (carcinoma papillare) (4 chorych),
neoplasma folliculare w biopsji cienkoiglowej (2 chorych),
gdzie w pooperacyjnym badaniu histopatologicznym
rozpoznano przerost pecherzykowy (adenoma follicula-
re) i raka oksyfilnego (carcinoma oxyphilicum) (1 chory).
Pobrany material transportowano w cieklym azocie
i przechowywano w stanie glebokiego zamrozenia.
Skrawki tarczycy o masie 100 mg homogenizowano
w 1 ml 0,05 M buforu fosforanowego o pH 6,8. Proces
homogenizadji, jak tez inne etapy przygotowania pré-
bek do analizy, przeprowadzano w temperaturze 0°C.
Otrzymane homogenaty odwirowano (10 min, tempe-
ratura 3°C, sila — 7840 g), a nastepnie 400 ul superna-
tantu przeniesiono do urzadzenia filtrujgcego Micro-
con YM-3 (Millipore, Bedford, MA, USA). Ultrafiltracje

prowadzono przez 95 minut, w temperaturze 3°Ci przy
sile odsrodkowej 13 400 g. Proces ten powtérzono dla
drugiej porcji supernatantu. Otrzymane frakcje nisko-
i wysokoczasteczkowe zamrozono w cieklym azocie
i zliofilizowano. W tej formie prébki przechowywano
w zamrazarce. Przed analizg liofilizaty rozpuszczono
w 700 ul (frakcje niskoczasteczkowe) lub 1000 ul wody
(frakcje wysokoczasteczkowe).

Biblioteki peptydowe

Biblioteki peptydowe wykorzystane w doswiadcze-
niach zsyntetyzowano w Instytucie Chemii Politechni-
ki bodzkiej [22]. Biblioteki mialy format krazkéw o $red-
nicy 6 mm. Wykorzystano 2 rodzaje bibliotek (A i B):

Biblioteka A

Biblioteka ta na kazdym krazku zawierala inny peptyd
N-acylowany kwasem tluszczowym, immobilizowany
do podloza celulozowego od konca C, za posrednic-
twem lacznika triazynowego [22].

Biblioteka B

Biblioteka B zawierala na kazdym krazku inny peptyd
N-acylowany dabcylem (kwasem 4-dimetylaminofeny-
lazobenzoesowym), ktéry zostal zimmobilizowany do
podioza celulozowego od kofica C, za posrednictwem
tacznika triazynowego [22].

Analiza sktadu tkanek za pomocq bibliotek

Na kazdy celulozowy krazek (pole biblioteki) naniesiono
niewielka ilos¢ (5 ul) roztworu frakeji niskoczasteczkowej
(dla bibliotek A) i frakcji wysokoczasteczkowej (dla biblio-
tek B) ekstraktow uzyskanych z tkanek tarczycy. Krazki
biblioteki B umieszczono na 24 godziny miedzy dwoma
plytkami szklanymi, w celu ochrony przed utratg wilgoci.
Po tym czasie biblioteki wyptukano wodg i zeskanowano.
Dzigki programom Adobe PhotoShop 4.0 i Image Quant
5.0 zmierzono intensywnos¢ich zabarwienia. Natomiast bi-
blioteki B moczono w roztworze zélcieni brylantowej, po
czym nadmiar barwnika usunieto i wykorzystujac wyzej
opisana metode, odczytano intensywnos¢ ich barwy.

Wyniki i dyskusja

Biblioteki A

Biblioteki te zawieraly lipopeptydy immobilizowane
na celulozowych bibutkach. Zasada dzialania tych bi-
bliotek sa sity przyciggania miedzy niskoczasteczkowymi,
hydrofobowymi skladnikami ekstraktéw (ryc. 1 — prosto-
kat) a hydrofobowymi krazkami bibliotek (ryc. 1). Po wy-
suszeniu sa one nasaczane roztworem barwnika (na
rycinie — owal), ktéry wypiera lub nie jest zdolny wy-
prze¢ zwiazanej substancji, co powoduje rézne zabar-
wienie biblioteki. Jezeli badana tkanka nie zawiera hy-
drofobowych substancji lub zawarte w niej substancje
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Rycina 1. Zasada funkcjonowania biblioteki peptydowej (opis w tekscie); prostokgt — hydrofobowe sktadniki ekstraktdw; owal — barwnik

Figure 1. Scheme of peptidyl library (description in the test); Square hydrophobic components of extracts; Oval dye
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Rycina 2. Porownanie zabarwieri bibliotek po badaniu neoplasma folliculare — tkanka zdrowa

Figure 2. Comparison of libraries, study of neoplasma folliculare compared to healthy thyroid tissue

daja sie tatwo wyprzeé przez czasteczki barwnika, to
krazek biblioteki bedzie intensywnie zabarwiony. Na-
tomiast, jezeli substancje obecne w tkankach sa silnie
hydrofobowe, to nie zostang wyparte lub zostana
w niewielkim stopniu wyparte przez barwnik.
Biblioteka, na ktéra nie naniesiono zadnego ekstraktu
z tkanek, byla duzo intensywniej zabarwiona od bibliotek
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potraktowanych ekstraktami tkanek nowotworowych.
Wyniki badan przedstawiono w formie wykreséw réz-
nicowych, gdzie dla kazdej biblioteki od intensywno-
Sci zabarwienia tkanki zdrowej odejmuje sie zabarwie-
nie tkanki chorej tego samego pacjenta. Zatem stupki
skierowane pod lini¢ zerowa wykresu oznaczajq silne
odbarwienie biblioteki (ryc. 2—4).
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Rycina 3. Pordwnanie zabarwieri bibliotek po badaniu carcinoma papillare u dwdch pacjentéw — tkanka zdrowa

Figure 3. Comparison of libraries, study of two patients, carcinoma papillare compared to healthy thyroid tissue
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Rycina 4. Pordwnanie zabarwier bibliotek po badaniu nowotworu Huerthla — tkanka zdrowa

Figure 4. Comparison of libraries, study of oxyphilic carcinoma compared to healthy thyroid tissue
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Rycina 5. Rdznica w zabarwieniu krgzkdéw biblioteki potraktowanej enzymami z probki tarczycy zdrowej (lewa) i rakowej — rak

brodawkowaty (prawa)

Figure 5. Differences in colour of libraries treated with enzyms from healthy thyroid (left hand side) and papillare thyroid cancer (right

hand side)

Mimo ograniczonej liczby przypadkéw uzyskane
wyniki sg obiecujace i wskazuja na mozliwos¢ réznico-
wania nowotworéw zlodliwych (ryc. 3i4) od tagodnych
(ryc. 2— w obu badanych przypadkach wykres ten byl
bardzo podobny). Wykazuja one réwniez duze zrézni-
cowanie miedzyosobnicze (ryc. 3) — to jedna z istot-
nych przeszkéd napotykanych w trakcie badan biolo-
gicznych i medycznych.

Biblioteki B

Zasada dzialania tych bibliotek jest hydroliza pep-
tydéw znakowanych barwnikiem (dabcyl) przez spe-
cyficzne proteazy zawarte w ekstraktach z tkanek (ryc. 5).
Zhydrolizowane peptydy sa odplukiwane i zabarwie-
nie pola biblioteki zmienia si¢. Zatem intensywnos¢
zabarwienia poszczegélnych pol biblioteki $wiadczy
o aktywnosci enzymatycznej badanych tkanek. Wstep-
ne wyniki wskazuja na mozliwos¢ zastosowania tej
metody. Jednak réznice w zabarwieniu poszczegdlnych
bibliotek sg niewielkie i dlatego s3 one mato diagno-
styczne. Wskazuje to na potrzebe dobrania innej barw-
nej substancji réznicujacej.

Wstepne wyniki uzyskane z badan z uzyciem biblio-
tek znakowanych dabcylem sugeruja, iz aktywnos¢
enzymoéw proteolitycznych z tkanek rakowych jest
wieksza niz aktywno$¢ enzymow z tkanek zdrowych.
Jednak dabcyl okazat sie bardzo niedokltadnym znacz-
nikiem peptydoéw, gdyz jego barwa jest zalezna od pH,
co znacznie utrudnialo badania.
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Whioski

Lipopeptydowe i peptydowe biblioteki moga stanowié¢
interesujaca alternatywe w rozpoznawaniu nowotworéw
tarczycy. Jednak prezentowane badania majg charakter
wstepny i niezbedna jest optymalizacja budowy tych
bibliotek.
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