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Відомо, що тиреоїдна пероксидаза (ТПО) — фер­
мент, розміщений на апікальній поверхні мікровор­
синок клітин фолікулярного епітелію щитоподібної 
залози (ЩЗ). У численних дослідженнях встановле­
но, що ТПО каталізує процеси органіфікації та окис­
ної конденсації, необхідні для утворення біологіч­

но активних тиреоїдних гормонів — трийодтироніну 
і тироксину [1–4]. Зниження процесу органіфікації, 
яке здійснюється в результаті зменшення експресії 
ТПО, призводить до швидкого ефлюксу радіойоду 
з клітини та зменшує ефективність його акумуля­
ції. Це може бути однією з причин розвитку радіо­
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йодорезистентності, яка є серйозною проблемою 
в  діагностиці та лікуванні тиреоїдних папілярних 
карцином (ПК) [5–8]. Деякі дослідження свідчать, 
що експресія ТПО може бути не тільки маркером 
малігнізації тиреоїдних пухлин, але і прогностич­
ним чинником їх клінічної поведінки. Продемон­
стровано зворотну залежність між рівнем експресії 
ТПО у тканині пухлини та стадією за ТNM [9, 10]. 
У біохімічних дослідженнях встановлено, що актив­
ність ТПО у  злоякісних новоутвореннях ЩЗ зна­
чно знижена у порівнянні з доброякісними пухли­
нами та нормальною тиреоїдною тканиною. Редук­
ція активності ТПО та її матричної рибонуклеїнової 
кислоти (мРНК) при диференційованій ПК стано­
вить 55–70% [11, 12]. Біохімічний метод — найточ­
ніший метод визначення активності ферменту. Але 
його неможливо пристосувати при цитологічній ді­
агностиці, оскільки для здійснення біохімічного ме­
тоду необхідна значна кількість матеріалу, якого ви­
являється недостатньо при проведенні тонкоголко­
вої аспіраційної пункційної біопсії (ТАПБ).

За допомогою антитіл до ТПО визначається екс­
пресія ензиму в  нормальних тканинах та добро­
якісних новоутвореннях, але тільки у 3% злоякіс­
них пухлин. Показано, що в пунктатах 68–87% до­
броякісних новоутворень з антитілами реагує більше 
ніж 80% клітин, а в пунктатах карцином — менше 
ніж 80% клітин. Тому імуноцитохімічне визначення 
ТПО в пунктатах активно використовують для ди­
ференційної цитологічної діагностики доброякісних 
та злоякісних новоутворень ЩЗ [13–16]. Імуноци­
тохімічний метод виявлення ТПО використовують 
у багатьох лабораторіях світу, але він дозволяє вияв­
ляти лише окремі епітопи антигену, а не активність 
ферменту, зміни якої відбуваються при малігніза­
ції. Крім того, для здійснення методу необхідні ви­
соковартісні реактиви. Перспективним для визна­
чення активності ТПО в пунктатах здається цитохі­
мічний метод, оскільки він виявляє саме активність 
ферменту і не потребує високовартісних реактивів. 
Але поодинокі давнішні спроби цитохімічного ви­
значення активності ТПО в матеріалі ТАПБ ново­
утворень ЩЗ були невдалими [17–19].

Мета виконаної роботи — визначення експре­
сії ТПО в пунктатах новоутворень ЩЗ і післяопе­
раційних метастазах ПК ЩЗ; порівняння результа­
тивності цитохімічного та імуноцитохімічного ме­
тодів визначення експресії ензиму до оперативного 
втручання для прогнозування радіойодорезистент­
ності зазначеного типу карцином.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Імуноцитохімічні та цитохімічні дослідження 

проводили на матеріалі ТАПБ 30 пацієнтів із карци­
номами ЩЗ, у 33 осіб з доброякісними новоутворен­
нями ЩЗ, а також при вивченні 20 метастазів, вияв­
лених після проведення тиреоїдектомії та радіойодо­
терапії: 10 — радіойодочутливі метастази (РЙЧМ), 
10 — радіойодорезистентні метастази (РЙРМ). Па­

цієнти проходили обстеження, хірургічне лікування 
та радіойодотерапію в клініці ДУ «Інститут ендокри­
нології та обміну речовин імені В.П. Комісаренка». 
Усі вони дали інформовану згоду на  використан­
ня їх біологічних матеріалів у дослідницьких цілях.

Для імуноцитохімічних досліджень використову­
вали фіксовані метанолом та забарвлені за методом 
Романовського пунктати. Застосовували непрямий 
імунопероксидазний метод із використанням моно­
клональних антитіл (МкАт) миші до ТПО (ТРО-47, 
DakoCytomation, Denmark, розведення 1:50). Як ан­
титіла другого шару використовували МкАт проти 
g-глобулінів миші (DakoCytomation, Denmark, роз­
ведення 1:100).

Для цитохімічного виявлення активності ТПО 
в епітелії пункційного матеріалу використовували 
модифікований нами бензидиновий метод. Нефік­
сований та висушений на повітрі пунктат первинно­
го новоутворення чи матастазу, який містив достат­
ню кількість епітеліальних клітин (що встановлено 
при мікроскопічному дослідженні нативних пунк­
татів), обробляли буфером Трис-НCl (рН 6,0–6,15) 
протягом декількох секунд. Буфер обережно злива­
ли. Після висушування препарату його обробляли 
0,1% розчином NH4Mo на 0,85% розчині NaCl про­
тягом 10 хв при 4 °С. Після обережного зливання за­
значеного розчину з препарату на останній нано­
сили реакційну суміш, яку готували безпосередньо 
перед проведенням реакції: 1 мг бензидину розчи­
няли у 3 мл диметилформаміду чи ацетону, додава­
ли 1,5 мл буферу Трис-НСl (рН 6,0–6,15), 1,9 мкл 
Н2О2, 10 мкл трилону Б та 10 мкл насиченого роз­
чину NH4Cl у воді; після закінчення реакції (при­
близно 5 хв), препарат обережно промивали дисти­
льованою водою та висушували. При кімнатній тем­
пературі на повітрі препарати втрачають яскравість 
реакції та знебарвлюються через 2–4 тиж. Як пози­
тивний контроль цитохімічної реакції використову­
вали відбитки тканини дифузного токсичного зобу, 
як негативний контроль — відбитки тканини меду­
лярної карциноми, у клітинах якої активність ТПО 
відсутня. Додатковим негативним контролем реак­
ції виявлення активності ТПО слугували препара­
ти пунктатів, фіксовані метанолом, який пригнічує 
активність ферменту.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
У  результаті проведеної роботи запропонова­

но нову модифікацію цитохімічного бензидиново­
го методу визначення ТПО, яка дозволила виявля­
ти активність ферменту в  матеріалі ТАПБ добро­
якісних та злоякісних новоутворень ЩЗ. При цьому 
нам вдалося позбутися недоліків методу ван Дейна, 
який брали за основу [18]. Так, при зміненні спосо­
бу розчинення бензидину позбавилися кристалічно­
го осаду та артефактного забарвлення ядер клітин. 
Введення до інкубаційної суміші буферу зі стабіль­
ним рН дозволило стабілізувати умови реакції та до­
сягати постійного яскравого забарвлення цитоплаз­
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ми тиреоцитів. Введення обробки препарату буфе­
ром перед проведенням реакції усувало проблему 
забарвлення еритроцитів замість цитоплазми тирео­
цитів. Обробка препарату розчином NH4Mo посили­
ла інтенсивність реакції. Таким чином, вдалося роз­
робити модифікацію цитохімічного бензидинового 
методу, яка дозволила виконувати ефективніше ви­
значення активності ТПО в пункційному матеріалі 
новоутворень ЩЗ. За допомогою модифікованого 
методу досліджено активність ТПО в цитологічних 
препаратах, отриманих під час ТАПБ новоутворень 
ЩЗ у пацієнтів, які згодом були прооперовані. Згід­
но з патогістологічним післяопераційним діагнозом, 
у 30 з них були карциноми (26 папілярних, 3 фолі­
кулярних та 1 анапластична), у 26 — аденоматозні 
вузлові зоби та у 7 — фолікулярні аденоми. У пунк­
татах 29 (88%) із 33 доброякісних новоутворень ЩЗ 
практично всі тиреоцити яскраво забарвлювались, 
що свідчило про високу активність ТПО в їх цито­
плазмі. У 4 (12%) із 33 випадків активність ТПО була 
виявлена не в усіх тиреоцитах (рис. 1). Цим хворим 
встановлено гістологічний діагноз «аденома мікро­
фолікулярної будови».

Водночас епітеліальні клітини з  активністю 
ТПО не виявлені в пунктатах у 20 (67%) із 30 паці­
єнтів із карциномами. Серед інших 10 (33%) випад­
ків досліджених карцином наявні поодинокі клі­
тини, що проявляли зазначену активність. Таким 
чином, за  допомогою адаптованого нами цитохі­
мічного методу виявлення активності ТПО доведе­
но, що в більшості пунктатів доброякісних новоут­
ворень усі епітеліальні клітини демонстрували таку 
активність. Навпаки, серед 30 вивчених карцином 
не було жодної, в пунктаті якої ферментативна ак­
тивність виявлялася б в усіх клітинах тиреоїдного 
епітелію (рис. 2).

Це дозволяє вважати метод цитохімічного ви­
явлення активності ТПО в  пунктатах корисним 
у передопераційній цитологічній диференційній ді­
агностиці новоутворень ЩЗ. Якщо в пунктатах до­
сліджуваного новоутворення ЩЗ всі клітини пластів 
тиреоїдного епітелію містять ТПО, слід вважати но­
воутворення доброякісним. При відсутності актив­
ності ТПО в епітелії пунктату — висока ймовірність 
злоякісного характеру новоутворення. Усі випадки, 
в яких відповідно до результатів проведеної реакції 
в пунктатах ми надали висновок «папілярна карци­
нома, Bethesda-6», підтверджені при післяоперацій­
ному гістологічному дослідженні. У 20% усіх випад­
ків ПК вдалося діагностувати карциному на перед­
операційному етапі внаслідок відсутності реакції 
ТПО в пунктатах, коли використання лише цито­
логічних ознак було недостатнім (були відсутні вну­
трішньоядерні інвагінації, які вважаються найточні­
шою цитологічною ознакою карцином ЩЗ). Таким 
чином, нами був запропонований спосіб передопе­
раційної діагностики ПК ЩЗ за допомогою цито­
хімічного визначення активності ТПО в пунктатах 
новоутворень. Досить високі показники точності 

позитивного прогнозування (100%), специфічнос­
ті (88%) та чутливості (70%) методу ще раз свідчать 
про його важливість. Однією з переваг цього мето­
ду є те, що він дозволяє виявляти саме активність 
ферменту (а не лише наявність антигенних детермі­
нант) та дозволяє обходитися без високовартісних 
реактивів. Використання цитохімічного визначен­
ня активності ТПО в пунктатах особливо доцільне 
у складних для цитологічної діагностики випадках, 
коли пунктати ПК не  містять повного комплексу 
цитологічних ознак малігнізації, таких як внутріш­
ньоядерні інвагінації.

Раніше виявлено дуже високозначиму відмін­
ність (при рівні значимості р<0,001) між часткою ти­
реоцитів, які експресують ТПО в РЙРМ, та РЙЧМ 
ПК ЩЗ. На  підставі цього запропоновано новий 
метод передопераційного прогнозування ефектив­
ності радіойодотерапії метастазів ПК ЩЗ, виявле­
них після проведення тиреоїдектомії та радіойодо­
терапії. При цьому відсутність ТПО в пунктатах ме­
тастазів ПК, виявлених у післяопераційний період, 

88%

12%

1 2

Рис. 1. Розподіл доброякісних новоутворень ЩЗ за наяв­
ністю в пунктатах ТПО-позитивних клітин: 1 — пухлини, 
в яких всі клітини мають активність ТПО; 2 — пухлини, 
в яких лише частина клітин проявляє ТПО-активність

1 2

33%67%

Рис. 2. Розподіл злоякісних новоутворень ЩЗ за наявніс­
тю в пунктатах клітин з активністю ТПО: 1 — пухлини, 
в пунктатах яких відсутня активність ТПО; 2 — пухлини 
з поодинокими клітинами з активністю ТПО
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свідчить про  нездатність їх клітин до  зв’язування 
радіойоду, безперспективність лікування цим пре­
паратом у разі наявності таких метастазів і доціль­
ність їх хірургічного видалення. Якщо більше 77,5% 
тиреоцитів пунктату метастазу містять ТПО, мож­
на прогнозувати високу ефективність радіойодоте­
рапії та доцільність її подальшого використання. 
Це може позбавити пацієнтів із РЙРМ зайвих кур­

сів радіойодотерапії, а пацієнтів із РЙЧМ направи­
ти на радіойодотерапію замість виконання опера­
тивного втручання [20].

Результати проведеного аналізу ефективнос­
ті радіойодотерапії свідчать, що у 12,5% пацієнтів 
з  РЙЧМ, в  яких спочатку клітини метастазів по­
мірно накопичували радіойод, з часом вони втра­
чали цю здатність. Тобто розвивалася вторинна ра­
діойодорезистентність. Подібні метастази видале­
но хірургічним шляхом (частка ТПО-позитивних 
клітин у пунктатах таких метастазів становила 30–
46%). Це демонструє, що проміжні значення частки 
клітин з експресією ТПО (30–46%), хоча й зумов­
люють помірне накопичення радіойоду, але можуть 
не бути достатніми для успішної радіойодотерапії. 
Саме в цих випадках важливо мати уявлення про ак­
тивність ТПО, що визначається за допомогою ци­
тохімічного методу.

Проведено порівняльні дослідження експре­
сії ТПО в  пунктатах післяопераційних РЙЧМ 
та  РЙРМ ПК ЩЗ за  допомогою методів цитохі­
мічного та імуноцитохімічного дослідження. У ре­
зультаті виконаних досліджень за допомогою обох 
методів не виявлено експресії ТПО у групі РЙРМ. 
Водночас у пунктатах пацієнтів із РЙЧМ наявна 
експресія ТПО в  усіх випадках. При  імуноцито­
хімічному дослідженні експресію ТПО відзнача­
ли у  68–100% епітеліоцитів. При  цитохімічному 
дослідженні експресію ТПО також спостерігали 
у більшості клітин. Однак точні підрахунки частки 
ТПО-позитивних клітин були невдалими у зв’язку 
з неможливістю дозабарвлення ядер клітин гема­
токсиліном та точної оцінки їхнього вмісту. Таким 
чином, результати вивчення експресії ТПО в пунк­
татах післяопераційних метастазів ПК ЩЗ, отри­
мані з використанням цитохімічного та імуноци­
тохімічного методів, зіставні й свідчать про те, що 
метод цитохімічного дослідження не виявляє до­
даткової активності ферменту порівняно з імуно­
цитохімічним. Обидва методи можуть бути придат­
ними для передопераційного прогнозування радіо­
йодорезистентності ПК ЩЗ (рис. 3).

Для передопераційної диференційної діагнос­
тики цитохімічний метод визначення активнос­
ті ТПО в пунктатах має в певних випадках перева­
гу перед імуноцитохімічним, дозволяючи швидко 
виявити активність ТПО, а при визначенні радіо­
йодочутливості післяопераційних метастазів необ­
хідно мати достатню кількість пункційного матері­
алу для проведення цитологічного та цитохімічно­
го досліджень. Забарвлені препарати можуть бути 
використані одночасно для проведення цитологіч­
ного дослідження та імуноцитохімічного виявлен­
ня ТПО. Водночас цитохімічна реакція виявлення 
експресії ТПО проводиться на нефіксованих та не­
забарвлених цитологічних препаратах. Тому в кож­
ному випадку слід вирішувати, який з методів (іму­
ноцитохімічний або цитохімічний) доцільніше ви­
користовувати.

a

б

в
Рис. 3. Цитохімічне (a) та імуноцитохімічне (б) визначен­
ня експресії ТПО в пунктатах РЙЧМ та цитохімічне визна­
чення експресії ТПО в пунктатах РЙРМ ПК ЩЗ (в). х 400
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ВИСНОВКИ
1. У результаті проведеної роботи запропоновано 

модифікацію цитохімічного визначення активності 
ТПО в епітелії пунктатів пухлин ЩЗ, яка ефективна 
в диференційній цитологічній діагностиці злоякіс­
них та доброякісних тиреоїдних пухлин.

2. Проведення порівняння цитохімічного 
та  імуноцитохімічного методів визначення екс­
пресії ТПО в  епітелії пунктатів післяоперацій­
них РЙРМ і  РЙЧМ демонструє зіставні резуль­
тати обох методів дослідження, що обґрунтовує 
можливість використання обох методів в перед­
операційному прогнозуванні радіойодорезистент­
ності ПК ЩЗ.
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CYTOCHEMICAL 
AND IMMUNOCYTOCHEMICAL STUDIES 
OF THYROID PEROXIDASE’ EXPRESSION 
IN PREOPERATIVE DIAGNOSIS 
OF THYROID PAPILLARY CARCINOMA 
AND ITS RADIOIODINE RESISTANT 
METASTASES

G.V. Zelinska
SI «V.P. Komisarenko Institute of Endocrinology 

and Metabolism, NAMS of Ukraine», Kyiv, Ukraine

Summary. Objective: determination of thyroid peroxi­
dase’ (TPO) expression in punctates of  thyroid gland 
tumors (TG) and postoperative metastases of papillary 
thyroid cancer; comparison of  the effectiveness of cy­
tochemical and immunocytochemical methods for de­
termining the  expression of  enzyme to surgical inter­
vention for prediction of  radioiodine resistance of  the 
mentioned type of  carcinoma. Object and methods: 
immunocytochemical and cytochemical investigations 
were performed on the material of aspiration puncture 
biopsies in 30 patients with malignant and 33 with be­
nign thyroid tumors, as well as in the study of 20 me­
tastases detected after thyroidectomy and radioiodine 
therapy (10 — radioiodine susceptible, 10 — radioio­
dine resistant metastases). An indirect immunoperoxi­
dase method was used using McAB to TPO. The ben­
zidine method modified by the authors was used for cy­
tochemical detection of TPO activity. Results: with our 
adapted cytochemical method of detection of TPO ac­
tivity in punctates, it has been proved that in most be­
nign tumors all epithelial cells exhibited this  activity. 
On the contrary, none of  the carcinomas studied did 
not meet, at which point this activity would have all ep­
ithelial cells. This suggests that the method of cytochem­
ical detection of TPO activity in FNA smears is useful 
in preoperative cytological differential diagnosis of thy­
roid tumors. Pretty high indicators of accuracy of posi­
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tive prediction (100%), specificity (88%) and sensitiv­
ity (70%) of the method indicate its usefulness. The re­
sults of TPO expression in papillary thyroid carcinoma 
metastases detected in the postoperative period, obtained 
using cytochemical and immunocytochemical methods, 
coincide and demonstrate that both methods may be suit­
able for preoperative prediction of radioiodine resistance 
of papillary thyroid carcinoma. Conclusions: modifica­
tion of the cytochemical determination of TPO activi­
ty in the epithelium of punctates is effective in the dif­
ferential cytological diagnosis of malignant and benign 
thyroid tumors. The coincidence of the results of cyto­
chemical and immunocytochemical methods for the in­
vestigation of TPO expression in epithelium of punctates 
of postoperative radioiodine resistance and radioiodine-

sensitive metastases substantiates the possibility of using 
both methods in preoperative prediction of radioiodine 
resistance of papillary thyroid carcinoma.

Key Words: thyroid gland, papillary carcinoma, 
metastases, radioiodine resistance, fine needle 
aspiration puncture biopsy, thyroid peroxidase.
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