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Expression of metallothionein and its correlation with Ki-67 antigen
in bitch’s mammary gland adenocarcinomas

Summary

The aim of the research was to show the immunocytochemical expression of MT and Ki-67 and the correlation
between these markers in spontaneous epithelium mammary gland cancer in bitches. The samples used in the
research were extracted during surgical procedures from 20 bitches of different breeds, ranging from 6 to 15
years of age who had been diagnosed with mammary gland tumors. The prepared samples were then photo-
graphed with a microscope, to be later analyzed by a workstation comprised of a computer hooked up to a Carl
Zeiss microscope model: Axiophot. The workstation was able to register images and then digitally analyze them.
The MultiScaneBase V 8.08 program working on a Microsoft Windows platform was used to gather readings.
The average correlation value between the Ki-67 and MT expression confirmed by many tests indicated a high
index value of Ki-67 antigen as the prognostic agent. The study concluded that the presence of metalotionein
in adenocarcinamas of the mammary gland in bitches does not indicate its connection with an increased pro-
liferation potential of the cancer cells as is in the case in women’s mammary gland tumors.
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Nowotwory gruczotu sutkowego suk naleza do naj-
czesciej wystepujacych zmian rozrostowych u tego
gatunku zwierzat (10,16), a liczba diagnozowanych
przypadkow, zwlaszcza ich form ztosliwych, stale ros-
nie (1). W nowotworach sutka okreslono wiele czyn-
nikow prognostycznych, m.in. wielko$¢ guza, obec-
nos$¢ przerzutow, typ histologiczny czy stopien zrdz-
nicowania komorek. Z kolei postep biologii moleku-
larnej pozwolit na wykrycie wielu innych czynnikow,
tzw. markeré6w nowotworzenia, stwierdzanych z re-
guly w wyzszym stezeniu w tkance nowotworowej niz
prawidtowej. Do najwazniejszych, aktualnie wykorzys-
tywanych w medycynie, zalicza si¢ receptory estroge-
nowe (ER), receptory progesteronowe (PR), markery
proliferacji komorkowej, np. Ki-67 czy jadrowy anty-
gen proliferacyjny (PCNA), a ostatnio takze metalo-
tioneiny (MT) (13).

Metalotioneiny sa biatkami poznanymi blisko 50 lat
temu, a pierwsza udang izolacj¢ tych zwiazkow do-
konano z czes$ci korowej nerki konskiej (23). Naleza
one do grupy niskoczasteczkowych biatek o masie
6-10 kD. Zbudowane sa z tancucha polipeptydowego
sktadajacego si¢ w zaleznosci od typu MT z 61-68 ami-
nokwasow z wyrazna dominacja (30%) cysteiny. Resz-

ty cysteiny sa istotnym sktadnikiem MT ze wzgledu
na ich grupy tiolowe (-SH), ktére umozliwiaja wiaza-
nie z jonami metali (9). Biatko to zawiera 4-12 ato-
mow metali cigzkich, zwiazanych przez grupy sulthy-
drylowe wykazujace duza konserwatywnos$¢ sktadu
aminokwasowego. Wyizolowane MT z r6znych narza-
dow zwierzat tylko w niewielkim stopniu ro6znia si¢
migdzy soba skladem aminokwaséw. Strukturg meta-
lotionein tworza dwie domeny (« i ) sprzgzone di-
merem lizynowym. Domena a wiaze cztery jony Cd,
a domena f trzy jony metali — dwa Zn i jeden Cd (12).
Metalotioneina wystgpuje w wielu izoformach, tj.
MT-I, MT-II, MT-III i MT-1V, kodowanych przez r6zne
geny (17, 20). Ekspresje gendéw dla MT-11 MT-II spo-
tyka si¢ w wielu typach komorek prawidlowych, jak
rowniez zmienionych nowotworowo. Ekspresje genu
dla MT-III stwierdza si¢ w neuronach mozgu, nato-
miast dla MT-IV jedynie w nablonku wielowarstwo-
wym ptaskim skory oraz poczatkowego odcinka prze-
wodu pokarmowego (28). Wzrost czgstosci transkryp-
cji genow dla metalotionein, prowadzacy do syntezy
MT, indukuja metale cigzkie, gtownie kadm, cynk, rte¢
i miedz (3, 26, 29, 32).
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Metalotioneiny wykazuja duze powi-
nowactwo do metali i to zarowno tych
niezbgdnych do prawidtowej funkcji or-
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Tab. 1. Pélilosciowa skala IRS uwzgledniajaca zar6wno odsetek komorek
pozytywnych (A), jak i intensywno$¢ koloru reakeji (B), gdzie ostateczny wy-
nik jest iloczynem tych parametrow (A x B)

ganizmu (miedz, cynk), jak i toksycznych

A B

(kadm). Te wtasciwosci MT warunkuja
ich wptyw na utrzymywanie homeostazy
komodrkowej metali (21). Wazna jest row-
niez rola tych bialek w usuwaniu wolnych
rodnikow, takze tych generowanych przez
leki przeciwnowotworowe (np. antra-

0 pkt - brak komdrek z pozytywna reakeja

1 pkt - do 10% komadrek reagujacych pozytywnie

2 pkt - 11-50% komdrek reagujacych pozytywnie

3 pkt - 51-80% komdrek reagujacych pozytywnie

4 pkt - pow. 80% komdrek reagujacych pozytywnie

0 pkt - brak koloru reakgji
1 pkt - mato intensywny kolor reakcji
2 pkt - Srednio intensywny kolor reakcji

3 pkt - intensywny kolor reakcji

cykliny). Ponadto biatka te biora udziat
w wielolekowej opornosci na cytostatyki (MDR —
Multi Drug Resistance) poprzez wiazanie niektorych
chemioterapeutykéw (cisplatyna, karboplatyna), az do
powstania form nieaktywnych. Dzigki tym wtasci-
wosciom wzrost ekspresji MT w komorkach nowo-
tworowych moze korelowac ze zwigkszona opornos-
ciag komorek guza na cytostatyki (24, 30, 33, 34).

Metalotioneina wykrywana jest w komorkach tka-
nek ptodu oraz wielu histogenetycznie r6znych typow
nowotwordw zardwno nieztosliwych, jak 1 ztosliwych,
gléwnie w fazie S cyklu komorkowego, kiedy naste-
puje podwojenie ilosci DNA w jadrze (21, 25, 29).
Dlatego uwaza sig, ze MT moze by¢ dobrym wskazni-
kiem aktywnosci proliferacyjnej komorek, a przez to
wyznacznikiem progresji nowotworowej (6, 8,21, 31).

Inna, aktualnie wykorzystywana w onkologii meto-
da oceny stopnia proliferacji komoérek jest wykrywa-
nie charakterystycznych bialek pojawiajacych sig
w czasie cyklu komérkowego, np. antygenu Ki-67.
Biatko to nalezy do grupy nichistonowych zwiazkow
wystepujacych w jadrze komorkowym (15). Jego obec-
no$¢ wykrywa sig juz w fazie G, cyklu, nastgpnie wy-
raznie wzrasta w fazie S 1 G, ze szczytem w fazie M
i gwaltownym zanikiem w G, Czasowy ukfad eks-
presji tego biatka sprawia, ze jest ono wykrywane
tylko w komorkach proliferujacych (5, 16). Stosunek
komoérek wykazujacych ekspresje Ki-67 do komoérek
nie wykazujacych jej nosi nazwe indeksu proliferacyj-
nego, bedacego wyktadnikiem stopnia aktywnosci pro-
liferacyjnej komorek (2). Skutecznos$¢ tego markera
zostala potwierdzona wieloma badaniami, m.in. Gi-
zinskiego 1 wsp. (16), w ktorych autorzy po przebada-
niu 60 guzéw gruczohu sutkowego suk, wykazali do-
datnia korelacj¢ migdzy wysoka wartoscia indeksu
Ki-67 a malym stopniem zrdéznicowania komorek,
obecnoscia przerzutow, ztym stanem ogolnym 1 krét-
kim czasem przezycia po zabiegu.

Celem niniejszych badan byto immunocytochemicz-
ne wykazanie ekspresji MT 1 Ki-67 oraz korelacji mig-
dzy tymi markerami w spontanicznych nowotworach
nabtonkowych gruczotu sutkowego suk.

Materiat i metody

Materiat do badan pobrano w trakcie zabiegu chirurgicz-
nego od 20 suk, réznej rasy, w wieku od 6 do 15 lat,
u ktoérych zdiagnozowano nowotwor sutka. Guzy nowotwo-
rowe weryfikowano histopatologicznie.

Wycinki nowotworow utrwalano w 10% zbuforowane;j
formalinie, odwadniano, a nastgpnie zatapiano w bloczki
parafinowe. Do oznaczania ekspresji MT (MT-I i MT-II)
i antygenu Ki-67 na skrawkach parafinowych wykorzysta-
no mysie monoklonalne przeciwciata anty-MT (klon E9)
oraz anty-Ki-67 (klon MIB-1). Do wizualizacji badanych
antygenow uzyto zestaw odczynnikéw LSAB2* oraz di-
aminobenzydyng¢ (DAB). Badane skrawki parafinowe na
ekspresje jadrowego antygenu Ki-67 poddano procedurze
gotowania w kuchence mikrofalowej w Antigen Retrieval
Solution, celem odblokowania determinant antygenowych.
Zakazdym razem przeprowadzano réwniez kontrolg ujemna
z wykorzystaniem Primary Negative Control. Wszystkie
przeciwciala oraz odczynniki pochodzity z firmy Dako-
-Cytomation.

Z otrzymanych preparatéw wykonano zdjgcia mikrosko-
powe, ktore poddano komputerowej analizie na stanowis-
ku ztozonym z komputera sprzg¢zonego z mikroskopem fir-
my Carl Zeiss model Axiophot. Caly zestaw miat mozli-
wos¢ zapisu obrazu i jego cyfrowej analizy. Do pomiaréw
wykorzystano program MultiScaneBase V 8.08 pracujacy
w srodowisku Windows.

Dla oceny ekspresji MT zastosowano zmodyfikowana
skale potilosciowa IRS (tab. 1) (27). Metoda ta uwzglednia
zarébwno odsetek komorek pozytywnych, jak i intensyw-
nos¢ koloru reakcji, a ostateczny wynik jest iloczynem tych
parametrow i wynosi od 0 do 12 pkt. (brak reakcji — 0 pkt.
(-); staba reakcja 1-2 pkt. (+), sSrednia reakcja 3-4 pkt. (++),
intensywna reakcja 6-12 pkt. (+++)). Ekspresje Ki-67 ozna-
czono rowniez potilosciowo, oceniajac odsetek pozytyw-
nych komorek (0-5% — brak reakcji (-), 6-25% staba reak-
cja (+), 26-50%, $rednia reakcja (++), powyzej 50% inten-
sywna reakcja (+++)). Otrzymane wyniki poddano anali-
zie statystycznej z zastosowaniem programu Statistica PL
(StatSoft, Polska), wykorzystujac analiz¢ korelacji Spear-
mana.

Wyniki i omowienie

Wykrywanie ekspresji MT w komoérkach réznych
tkanek mozna przeprowadzi¢ wieloma specyficznymi
metodami, m.in. testem ELISA, metodami radioim-
munologicznymi, immunohistochemicznymi oraz
Western-blot, w ktorych bezposrednio lub posrednio
ocenia sig ilo$¢ 1 rodzaj tych biatek. W przypadku tka-
nek nowotworowych najpopularniejsza metoda jest
badanie immunohistochemiczne, w ktorym wykorzys-
tuje si¢ specyficzne przeciwciala skierowane przeciw-
ko determinantom antygenowym MT (12). Metoda ta
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Ryec. 1. Korelacja Spearmana przedstawiajaca miare skoja-
rzenia miedzy wartosciami nasilenia ekspresji MT i KI-67.
Wsp. korelacji r = 0,33112

pozwala na mikroskopowa oceng¢ miejsca ekspresji
biatka 1 jego doktadnej lokalizacji w komorce, jak row-
niez na oceng stopma nasilenia reakcji barwneJ Sto-
pien reakcji, jak rowniez lokalizacja, moze by¢ r6zna
w zaleznosci od rodzaju tkanki czy typu nowotworu
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Ryc 2. Niska ekspresla metalotlonelny w gruczolakoraku

gruczohu sutkowego suk. Pow. 400 x
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Ryec. 3. Wysoka ekspresja metalotioneiny w gruczolakoraku
gruczohu sutkowego suk. Pow. 400 x
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Rak sutka u kobiet byt jednym z pierwszych nowo-
tworow, w ktorego komodrkach udato si¢ stwierdzi¢
obecnos¢ MT, wykorzystujac metody immunohisto-
chemiczne. W wigkszos$ci badan wykazano wyrazna,
dodatnia korelacje migdzy nasileniem ekspresji MT
a gorszym rokowaniem (37). Dodatnia korelacjg za-
obserwowano takze migdzy ekspresja MT a stopniem
zréznicowania guza (G-grading) oraz ekspresja anty-
genu Ki-67 (21, 22) i pojawianiem sig przerzutow (35).
W badaniach wtasnych, przeprowadzonych na gruczo-
lakorakach gruczotu sutkowego suk (potwierdzonych
badaniem histopatologicznym), wykazano réwniez
dodatnia korelacje migdzy ekspresja MT a Ki-67
(ryc. 1), jednak jej poziom (r = 0,33112) byt $redni,
czym rozni si¢ od wyraznie wyzszych wartosci kore-
lacji uzyskiwanych w analogicznych badaniach gru-
czolakorakow sutka u kobiet. W 95% przebadane gru-
czolakoraki wykazywaly ekspresj¢ zar6wno MT (ryc. 2
do 4), jak 1 Ki-67 (ryc. 51 6) na przynajmniej +. W ca-
tym przebadanym materiale 35% guzow wykazywato
staba ekspresje MT (+), a 5% jej brak (-), co jest zbiez-
ne z wynikami uzyskanymi przez Dincer 1 wsp. (11),
w ktorych na 67 przebadanych ztosliwych nowotwo-
réw gruczotu sutkowego suk w ponad 40% przypad-
kéw nie stwierdzono ekspresji MT. W badaniach wtas-
nych 35% guzow wykazato ekspresje MT na pozio-
mie +, 30% na poziomie ++ oraz 30% na poziomie
+++ (ryc. 7). W przypadku Ki-67 70% guzoéw wyka-
zato ekspresje Ki-67 na poziomie +, 20% na poziomie
++ oraz 5% na poziomie +++ (ryc. 8). Nalezy dodac,
ze w 40% przypadkow $rednia (3-4 pkt. skali IRS) oraz
intensywna (6-12 pkt.) ekspresja MT korelowata ze
staba (+) ekspresja antygenu Ki-67 uwazanego za
sprawdzony czynnik prognostyczny guzéw nowotwo-
rowych. Potwierdza to wyniki badan przeprowadzo-
nych na nowotworach gruczotu sutkowego suk przez
Cardoso 1 wsp. (7), gdzie opisano dluzszy czas prze-
zycia pacjentéw, u ktorych w usunigtych guzach stwier-
dzono wyzsza ekspresj¢ MT niz u tych, u ktorych eks-
presja MT byla nizsza. Nalezy zaznaczy¢, ze okresle-

(83

Ryc. 4. Wysoka ekspresja metalotioneiny w czesci brzeznej
wyspy rakowej w gruczolakoraku gruczotlu sutkowego suk.
Pow. 400 x
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Rye. 5. Niska ekspresja bialka Ki-67 w gruczolakoraku gru-
czolu sutkowego suk. Pow. 400 x

nie czasu przeZycia pacjentdw z choroba nowotworo-
wa jest naJwazmeJ szym kryterlum $wiadczacym o agre-
sywnosci, zaawansowaniu, jak rowniez o efektywnos-
cileczenia przeciwnowotworowego. Ponadto wspom-
niani autorzy wykazali brak korelacji migdzy nadeks-
presja MT a typem histologicznym guza oraz stopniem
jego ztosliwosci, co jest kolejna réznica w stosunku
do wynikéw badan przeprowadzanych u kobiet. Po-
dobnie Fuentealba i wsp. (14), wykrywajac ekspresje
MT zarowno w ztosliwych, jak 1 nieztosliwych guzach
gruczohu sutkowego suk, wskazali na dyskusyjna war-
to$¢ tego markera jako czynnika prognostycznego.
Takze w niektérych typach nowotwordéw ludzi sytu-
acja nie jest jednoznaczna, a wielu autoréw uwaza, ze
brak jest korelacji migdzy ekspresja MT a stopmem
zaawansowania choroby oraz czasem przezycia.
Ioachim i wsp. (19) wykazali odwrotna korelacj¢ mig-
dzy ekspresja MT w komorkach raka jelita grubego
a ekspresm antygenu CD44 bedacego wskaznikiem
inwazyjnosci i mozliwo$ci tworzenia przerzutow. Hi-
shikawa 1 wsp. (18) stwierdzili silny dodatni zwiazek
pomigdzy ekspresja MT w komoérkach pierwotnego
gruczolakoraka jelita grubego a czasem przezycia
1 czgstoscia przerzutow do weztdw chtonnych. Podob-
nie Tuccari 1 wsp. badajac 112 przypadkdéw pierwot-
nego raka zotadka nie stwierdzili zadnej korelacji
z czynnikami kliniczno-patologicznymi ani tez z cza-
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Ryc. 6. Wysoka ekspresja bialka Ki-67 w gruczolakoraku
gruczohlu sutkowego suk. Pow. 400 x

sem przezycia pacjentow. Rowniez Wirigley 1 wsp. (3 6)
badajac guzy Jajmka nie obserwowali zalezno$ci mig-
dzy czasem przezycia a iloscia MT w tych nowotwo-
rach. Te roznice, a niejednokrotnie sprzeczne wyniki
badan dotyczacych wptywu ekspresji MT na przebieg
irokowanie w chorobie nowotworowej, nie zostaty do
dnia dzisiejszego doktadnie wyjasnione ani w medy-
cynie, ani w weterynarii. Jednak wielu badaczy skta-
nia si¢ ku tezie, ze wptyw na te rozbiezno$ci ma duza
liczba izoform MT, brak jednorodnych grup badaw-
czych, jak rowniez prawdopodobne rdéznice w induk-
cji gendw odpowiedzialnych za syntezg¢ poszczeg6l-
nych izoform MT w r6znych nowotworach (20).

Uzyskana w badaniach wlasnych $rednia korelacja
migdzy ekspresja Ki-67 a MT, w §wietle potwierdzo-
nej wieloma badaniami duzej wartosci ideksu antyge-
nu Ki-67 jako czynnika prognostycznego, pozwala
wnioskowac, ze obecno$¢ metalotioneiny w komor-
kach gruczolakoraka gruczotu sutkowego suk nie wy-
kazuje jednoznacznego zwiazku (koekspresji) ze
zwigkszonym potencjatem proliferacyjnym komorek
nowotworowych jak ma to mlejsce W przypadku gu-
zOow sutka u kobiet. Moze mie¢ to zwiazek z innymi
mechanizmami indukcji genéw odpowiedzialnych za
syntez¢ metalotioneiny, jak rowniez zréznicowanym
biologicznym behawiorem poszczegdlnych izoform
tego biatka u zwierzat.

MT

+++ -
++ 5% 5%

Ki-67

+++ 5%

0, +
. ‘
++

30%

Ryec. 7. Nasilenie ekspresji metalotioneiny (MT) w gruczola-
korakach gruczolu sutkowego suk

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