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Nowotwory gruczo³u sutkowego suk nale¿¹ do naj-
czê�ciej wystêpuj¹cych zmian rozrostowych u tego
gatunku zwierz¹t (10,16), a liczba diagnozowanych
przypadków, zw³aszcza ich form z³o�liwych, stale ro�-
nie (1). W nowotworach sutka okre�lono wiele czyn-
ników prognostycznych, m.in. wielko�æ guza, obec-
no�æ przerzutów, typ histologiczny czy stopieñ zró¿-
nicowania komórek. Z kolei postêp biologii moleku-
larnej pozwoli³ na wykrycie wielu innych czynników,
tzw. markerów nowotworzenia, stwierdzanych z re-
gu³y w wy¿szym stê¿eniu w tkance nowotworowej ni¿
prawid³owej. Do najwa¿niejszych, aktualnie wykorzys-
tywanych w medycynie, zalicza siê receptory estroge-
nowe (ER), receptory progesteronowe (PR), markery
proliferacji komórkowej, np. Ki-67 czy j¹drowy anty-
gen proliferacyjny (PCNA), a ostatnio tak¿e metalo-
tioneiny (MT) (13).

Metalotioneiny s¹ bia³kami poznanymi blisko 50 lat
temu, a pierwsz¹ udan¹ izolacjê tych zwi¹zków do-
konano z czê�ci korowej nerki koñskiej (23). Nale¿¹
one do grupy niskocz¹steczkowych bia³ek o masie
6-10 kD. Zbudowane s¹ z ³añcucha polipeptydowego
sk³adaj¹cego siê w zale¿no�ci od typu MT z 61-68 ami-
nokwasów z wyra�n¹ dominacj¹ (30%) cysteiny. Resz-

ty cysteiny s¹ istotnym sk³adnikiem MT ze wzglêdu
na ich grupy tiolowe (-SH), które umo¿liwiaj¹ wi¹za-
nie z jonami metali (9). Bia³ko to zawiera 4-12 ato-
mów metali ciê¿kich, zwi¹zanych przez grupy sulfhy-
drylowe wykazuj¹ce du¿¹ konserwatywno�æ sk³adu
aminokwasowego. Wyizolowane MT z ró¿nych narz¹-
dów zwierz¹t tylko w niewielkim stopniu ró¿ni¹ siê
miêdzy sob¹ sk³adem aminokwasów. Strukturê meta-
lotionein tworz¹ dwie domeny (a i b) sprzê¿one di-
merem lizynowym. Domena a wi¹¿e cztery jony Cd,
a domena b trzy jony metali � dwa Zn i jeden Cd (12).
Metalotioneina wystêpuje w wielu izoformach, tj.
MT-I, MT-II, MT-III i MT-IV, kodowanych przez ró¿ne
geny (17, 20). Ekspresjê genów dla MT-I i MT-II spo-
tyka siê w wielu typach komórek prawid³owych, jak
równie¿ zmienionych nowotworowo. Ekspresjê genu
dla MT-III stwierdza siê w neuronach mózgu, nato-
miast dla MT-IV jedynie w nab³onku wielowarstwo-
wym p³askim skóry oraz pocz¹tkowego odcinka prze-
wodu pokarmowego (28). Wzrost czêsto�ci transkryp-
cji genów dla metalotionein, prowadz¹cy do syntezy
MT, indukuj¹ metale ciê¿kie, g³ównie kadm, cynk, rtêæ
i mied� (3, 26, 29, 32).
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Metalotioneiny wykazuj¹ du¿e powi-
nowactwo do metali i to zarówno tych
niezbêdnych do prawid³owej funkcji or-
ganizmu (mied�, cynk), jak i toksycznych
(kadm). Te w³a�ciwo�ci MT warunkuj¹
ich wp³yw na utrzymywanie homeostazy
komórkowej metali (21). Wa¿na jest rów-
nie¿ rola tych bia³ek w usuwaniu wolnych
rodników, tak¿e tych generowanych przez
leki przeciwnowotworowe (np. antra-
cykliny). Ponadto bia³ka te bior¹ udzia³
w wielolekowej oporno�ci na cytostatyki (MDR �
Multi Drug Resistance) poprzez wi¹zanie niektórych
chemioterapeutyków (cisplatyna, karboplatyna), a¿ do
powstania form nieaktywnych. Dziêki tym w³a�ci-
wo�ciom wzrost ekspresji MT w komórkach nowo-
tworowych mo¿e korelowaæ ze zwiêkszon¹ oporno�-
ci¹ komórek guza na cytostatyki (24, 30, 33, 34).

Metalotioneina wykrywana jest w komórkach tka-
nek p³odu oraz wielu histogenetycznie ró¿nych typów
nowotworów zarówno niez³o�liwych, jak i z³o�liwych,
g³ównie w fazie S cyklu komórkowego, kiedy nastê-
puje podwojenie ilo�ci DNA w j¹drze (21, 25, 29).
Dlatego uwa¿a siê, ¿e MT mo¿e byæ dobrym wska�ni-
kiem aktywno�ci proliferacyjnej komórek, a przez to
wyznacznikiem progresji nowotworowej (6, 8, 21, 31).

Inn¹, aktualnie wykorzystywan¹ w onkologii meto-
d¹ oceny stopnia proliferacji komórek jest wykrywa-
nie charakterystycznych bia³ek pojawiaj¹cych siê
w czasie cyklu komórkowego, np. antygenu Ki-67.
Bia³ko to nale¿y do grupy niehistonowych zwi¹zków
wystêpuj¹cych w j¹drze komórkowym (15). Jego obec-
no�æ wykrywa siê ju¿ w fazie G

1
 cyklu, nastêpnie wy-

ra�nie wzrasta w fazie S i G
2,
 ze szczytem w fazie M

i gwa³townym zanikiem w G
0
. Czasowy uk³ad eks-

presji tego bia³ka sprawia, ¿e jest ono wykrywane
tylko w komórkach proliferuj¹cych (5, 16). Stosunek
komórek wykazuj¹cych ekspresjê Ki-67 do komórek
nie wykazuj¹cych jej nosi nazwê indeksu proliferacyj-
nego, bêd¹cego wyk³adnikiem stopnia aktywno�ci pro-
liferacyjnej komórek (2). Skuteczno�æ tego markera
zosta³a potwierdzona wieloma badaniami, m.in. Gi-
ziñskiego i wsp. (16), w których autorzy po przebada-
niu 60 guzów gruczo³u sutkowego suk, wykazali do-
datni¹ korelacjê miêdzy wysok¹ warto�ci¹ indeksu
Ki-67 a ma³ym stopniem zró¿nicowania komórek,
obecno�ci¹ przerzutów, z³ym stanem ogólnym i krót-
kim czasem prze¿ycia po zabiegu.

Celem niniejszych badañ by³o immunocytochemicz-
ne wykazanie ekspresji MT i Ki-67 oraz korelacji miê-
dzy tymi markerami w spontanicznych nowotworach
nab³onkowych gruczo³u sutkowego suk.

Materia³ i metody
Materia³ do badañ pobrano w trakcie zabiegu chirurgicz-

nego od 20 suk, ró¿nej rasy, w wieku od 6 do 15 lat,
u których zdiagnozowano nowotwór sutka. Guzy nowotwo-
rowe weryfikowano histopatologicznie.

Wycinki nowotworów utrwalano w 10% zbuforowanej
formalinie, odwadniano, a nastêpnie zatapiano w bloczki
parafinowe. Do oznaczania ekspresji MT (MT-I i MT-II)
i antygenu Ki-67 na skrawkach parafinowych wykorzysta-
no mysie monoklonalne przeciwcia³a anty-MT (klon E9)
oraz anty-Ki-67 (klon MIB-1). Do wizualizacji badanych
antygenów u¿yto zestaw odczynników LSAB2+ oraz di-
aminobenzydynê (DAB). Badane skrawki parafinowe na
ekspresjê j¹drowego antygenu Ki-67 poddano procedurze
gotowania w kuchence mikrofalowej w Antigen Retrieval
Solution, celem odblokowania determinant antygenowych.
Za ka¿dym razem przeprowadzano równie¿ kontrolê ujemn¹
z wykorzystaniem Primary Negative Control. Wszystkie
przeciwcia³a oraz odczynniki pochodzi³y z firmy Dako-
-Cytomation.

Z otrzymanych preparatów wykonano zdjêcia mikrosko-
powe, które poddano komputerowej analizie na stanowis-
ku z³o¿onym z komputera sprzê¿onego z mikroskopem fir-
my Carl Zeiss model Axiophot. Ca³y zestaw mia³ mo¿li-
wo�æ zapisu obrazu i jego cyfrowej analizy. Do pomiarów
wykorzystano program MultiScaneBase V 8.08 pracuj¹cy
w �rodowisku Windows.

Dla oceny ekspresji MT zastosowano zmodyfikowan¹
skalê pó³ilo�ciow¹ IRS (tab. 1) (27). Metoda ta uwzglêdnia
zarówno odsetek komórek pozytywnych, jak i intensyw-
no�æ koloru reakcji, a ostateczny wynik jest iloczynem tych
parametrów i wynosi od 0 do 12 pkt. (brak reakcji � 0 pkt.
(�); s³aba reakcja 1-2 pkt. (+), �rednia reakcja 3-4 pkt. (++),
intensywna reakcja 6-12 pkt. (+++)). Ekspresjê Ki-67 ozna-
czono równie¿ pó³ilo�ciowo, oceniaj¹c odsetek pozytyw-
nych komórek (0-5% � brak reakcji (�), 6-25% s³aba reak-
cja (+), 26-50%, �rednia reakcja (++), powy¿ej 50% inten-
sywna reakcja (+++)). Otrzymane wyniki poddano anali-
zie statystycznej z zastosowaniem programu Statistica PL
(StatSoft, Polska), wykorzystuj¹c analizê korelacji Spear-
mana.

Wyniki i omówienie
Wykrywanie ekspresji MT w komórkach ró¿nych

tkanek mo¿na przeprowadziæ wieloma specyficznymi
metodami, m.in. testem ELISA, metodami radioim-
munologicznymi, immunohistochemicznymi oraz
Western-blot, w których bezpo�rednio lub po�rednio
ocenia siê ilo�æ i rodzaj tych bia³ek. W przypadku tka-
nek nowotworowych najpopularniejsz¹ metod¹ jest
badanie immunohistochemiczne, w którym wykorzys-
tuje siê specyficzne przeciwcia³a skierowane przeciw-
ko determinantom antygenowym MT (12). Metoda ta

Tab. 1. Pó³ilo�ciowa skala IRS uwzglêdniaj¹ca zarówno odsetek komórek
pozytywnych (A), jak i intensywno�æ koloru reakcji (B), gdzie ostateczny wy-
nik jest iloczynem tych parametrów (A × B)

A B

¹jckaer¹nwytyzopzkerómokkarb�tkp0 ijckaerurolokkarb�tkp0

einwytyzophcyc¹jugaerkerómok%01od�tkp1 ijckaerrolokynwysnetnio³am�tkp1

einwytyzophcyc¹jugaerkerómok%05-11�tkp2 ijckaerrolokynwysnetnioinder��tkp2

einwytyzophcyc¹jugaerkerómok%08-15�tkp3 ijckaerrolokynwysnetni�tkp3

einwytyzophcyc¹jugaerkerómok%08.wop�tkp4



Medycyna Wet. 2006, 62 (4) 429

pozwala na mikroskopow¹ ocenê miejsca ekspresji
bia³ka i jego dok³adnej lokalizacji w komórce, jak rów-
nie¿ na ocenê stopnia nasilenia reakcji barwnej. Sto-
pieñ reakcji, jak równie¿ lokalizacja, mo¿e byæ ró¿na
w zale¿no�ci od rodzaju tkanki czy typu nowotworu
(4).

Rak sutka u kobiet by³ jednym z pierwszych nowo-
tworów, w którego komórkach uda³o siê stwierdziæ
obecno�æ MT, wykorzystuj¹c metody immunohisto-
chemiczne. W wiêkszo�ci badañ wykazano wyra�n¹,
dodatni¹ korelacjê miêdzy nasileniem ekspresji MT
a gorszym rokowaniem (37). Dodatni¹ korelacjê za-
obserwowano tak¿e miêdzy ekspresj¹ MT a stopniem
zró¿nicowania guza (G-grading) oraz ekspresj¹ anty-
genu Ki-67 (21, 22) i pojawianiem siê przerzutów (35).
W badaniach w³asnych, przeprowadzonych na gruczo-
lakorakach gruczo³u sutkowego suk (potwierdzonych
badaniem histopatologicznym), wykazano równie¿
dodatni¹ korelacjê miêdzy ekspresj¹ MT a Ki-67
(ryc. 1), jednak jej poziom (r = 0,33112) by³ �redni,
czym ró¿ni siê od wyra�nie wy¿szych warto�ci kore-
lacji uzyskiwanych w analogicznych badaniach gru-
czolakoraków sutka u kobiet. W 95% przebadane gru-
czolakoraki wykazywa³y ekspresjê zarówno MT (ryc. 2
do 4), jak i Ki-67 (ryc. 5 i 6) na przynajmniej +. W ca-
³ym przebadanym materiale 35% guzów wykazywa³o
s³ab¹ ekspresjê MT (+), a 5% jej brak (�), co jest zbie¿-
ne z wynikami uzyskanymi przez Dincer i wsp. (11),
w których na 67 przebadanych z³o�liwych nowotwo-
rów gruczo³u sutkowego suk w ponad 40% przypad-
ków nie stwierdzono ekspresji MT. W badaniach w³as-
nych 35% guzów wykaza³o ekspresjê MT na pozio-
mie +, 30% na poziomie ++ oraz 30% na poziomie
+++ (ryc. 7). W przypadku Ki-67 70% guzów wyka-
za³o ekspresjê Ki-67 na poziomie +, 20% na poziomie
++ oraz 5% na poziomie +++ (ryc. 8). Nale¿y dodaæ,
¿e w 40% przypadków �rednia (3-4 pkt. skali IRS) oraz
intensywna (6-12 pkt.) ekspresja MT korelowa³a ze
s³ab¹ (+) ekspresj¹ antygenu Ki-67 uwa¿anego za
sprawdzony czynnik prognostyczny guzów nowotwo-
rowych. Potwierdza to wyniki badañ przeprowadzo-
nych na nowotworach gruczo³u sutkowego suk przez
Cardoso i wsp. (7), gdzie opisano d³u¿szy czas prze-
¿ycia pacjentów, u których w usuniêtych guzach stwier-
dzono wy¿sz¹ ekspresjê MT ni¿ u tych, u których eks-
presja MT by³a ni¿sza. Nale¿y zaznaczyæ, ¿e okre�le-
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Ryc. 1. Korelacja Spearmana przedstawiajaca miarê skoja-
rzenia miêdzy warto�ciami nasilenia ekspresji MT i KI-67.
Wsp. korelacji r = 0,33112

Ryc. 2. Niska ekspresja metalotioneiny w gruczolakoraku
gruczo³u sutkowego suk. Pow. 400 ×

Ryc. 3. Wysoka ekspresja metalotioneiny w gruczolakoraku
gruczo³u sutkowego suk. Pow. 400 ×

Ryc. 4. Wysoka ekspresja metalotioneiny w czê�ci brze¿nej
wyspy rakowej w gruczolakoraku gruczo³u sutkowego suk.
Pow. 400 ×
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nie czasu prze¿ycia pacjentów z chorob¹ nowotworo-
w¹ jest najwa¿niejszym kryterium �wiadcz¹cym o agre-
sywno�ci, zaawansowaniu, jak równie¿ o efektywno�-
ci leczenia przeciwnowotworowego. Ponadto wspom-
niani autorzy wykazali brak korelacji miêdzy nadeks-
presj¹ MT a typem histologicznym guza oraz stopniem
jego z³o�liwo�ci, co jest kolejn¹ ró¿nic¹ w stosunku
do wyników badañ przeprowadzanych u kobiet. Po-
dobnie Fuentealba i wsp. (14), wykrywaj¹c ekspresjê
MT zarówno w z³o�liwych, jak i niez³o�liwych guzach
gruczo³u sutkowego suk, wskazali na dyskusyjn¹ war-
to�æ tego markera jako czynnika prognostycznego.
Tak¿e w niektórych typach nowotworów ludzi sytu-
acja nie jest jednoznaczna, a wielu autorów uwa¿a, ¿e
brak jest korelacji miêdzy ekspresj¹ MT a stopniem
zaawansowania choroby oraz czasem prze¿ycia.
Ioachim i wsp. (19) wykazali odwrotn¹ korelacjê miê-
dzy ekspresj¹ MT w komórkach raka jelita grubego
a ekspresj¹ antygenu CD44 bêd¹cego wska�nikiem
inwazyjno�ci i mo¿liwo�ci tworzenia przerzutów. Hi-
shikawa i wsp. (18) stwierdzili silny dodatni zwi¹zek
pomiêdzy ekspresj¹ MT w komórkach pierwotnego
gruczolakoraka jelita grubego a czasem prze¿ycia
i czêsto�ci¹ przerzutów do wêz³ów ch³onnych. Podob-
nie Tuccari i wsp. badaj¹c 112 przypadków pierwot-
nego raka ¿o³¹dka nie stwierdzili ¿adnej korelacji
z czynnikami kliniczno-patologicznymi ani te¿ z cza-

sem prze¿ycia pacjentów. Równie¿ Wirigley i wsp. (36)
badaj¹c guzy jajnika nie obserwowali zale¿no�ci miê-
dzy czasem prze¿ycia a ilo�ci¹ MT w tych nowotwo-
rach. Te ró¿nice, a niejednokrotnie sprzeczne wyniki
badañ dotycz¹cych wp³ywu ekspresji MT na przebieg
i rokowanie w chorobie nowotworowej, nie zosta³y do
dnia dzisiejszego dok³adnie wyja�nione ani w medy-
cynie, ani w weterynarii. Jednak wielu badaczy sk³a-
nia siê ku tezie, ¿e wp³yw na te rozbie¿no�ci ma du¿a
liczba izoform MT, brak jednorodnych grup badaw-
czych, jak równie¿ prawdopodobne ró¿nice w induk-
cji genów odpowiedzialnych za syntezê poszczegól-
nych izoform MT w ró¿nych nowotworach (20).

Uzyskana w badaniach w³asnych �rednia korelacja
miêdzy ekspresj¹ Ki-67 a MT, w �wietle potwierdzo-
nej wieloma badaniami du¿ej warto�ci ideksu antyge-
nu Ki-67 jako czynnika prognostycznego, pozwala
wnioskowaæ, ¿e obecno�æ metalotioneiny w komór-
kach gruczolakoraka gruczo³u sutkowego suk nie wy-
kazuje jednoznacznego zwi¹zku (koekspresji) ze
zwiêkszonym potencja³em proliferacyjnym komórek
nowotworowych, jak ma to miejsce w przypadku gu-
zów sutka u kobiet. Mo¿e mieæ to zwi¹zek z innymi
mechanizmami indukcji genów odpowiedzialnych za
syntezê metalotioneiny, jak równie¿ zró¿nicowanym
biologicznym behawiorem poszczególnych izoform
tego bia³ka u zwierz¹t.

Ryc. 5. Niska ekspresja bia³ka Ki-67 w gruczolakoraku gru-
czo³u sutkowego suk. Pow. 400 ×

Ryc. 6. Wysoka ekspresja bia³ka Ki-67 w gruczolakoraku
gruczo³u sutkowego suk. Pow. 400 ×
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Ryc. 7. Nasilenie ekspresji metalotioneiny (MT) w gruczola-
korakach gruczo³u sutkowego suk

Ryc. 8. Nasilenie ekspresji antygenu (Ki-67) w gruczolakora-
kach gruczo³u sutkowego suk
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