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1 UvOD

1.1 STITNJACA

Prevalencija ¢vorova u Stitnjaci kod odraslih raste s dobi i u€estalija je kod Zena,
a iako je vecina &vorova benigna, klini€ki su vazni prije svega zbog malignog
potencijala. lako su karcinomi relativno rijetki, predstavljaju najéeS¢e maligne tumore
endokrinog sustava i zna€ajan izazov citopatologu i kirurskom patologu u morfoloskoj
dijagnostici kao i kirurgu i onkologu u pogledu problema vezanih uz njihovo biolosko

ponaSanje, prognozu i terapiju.

Brojne suptilne morfoloSke karakteristike koriste se u razlikovanju
hiperplasti¢nih od neoplasti¢nih, benignih od malignih promjena, folikularne varijante
papilarnog karcinoma od folikularnog karcinoma i drugih stanja, Sto dodatno otezava
dijagnosti¢ku odluku. Unato¢ napretku u razumijevanju molekularne genetike tumora

stitnja¢e, molekularne analize joS nisu nasle mjesto u rutinskoj dijagnostici (1).

Klinicka vaznost ¢vorova stitnjace lezi u potrebi za isklju€ivanjem karcinoma koji
se javlja u 5 -15 % sluCajeva ovisno o dobi, spolu, izlaganju zracenju, obiteljskoj

anamnezi i drugim faktorima (2,3).

Pojedinacne ili multiple palpabilne ¢vorove Stitnjace nalazimo u 2-7 % odraslih
u dobi od 30 do 60 godina, uz znacajno viSu pojavnost u podrucjima s endemiénom
gusSavosti (1,4). Vise od 50 % Kklini¢ki pojedinacnih ¢vorova nalaze se u sklopu
multinodozne strume ili nejednolikin povecanja Stitnjace u razliCitim netumorskim
stanjima kao Sto je Hashimoto tireoiditis, dok solitarni &vorovi u vise od 90 % sluCajeva

predstavljaju adenome (5,6,7).

Karcinomi Stitnja¢e Cine 1 % svih malignih tumora u razvijenim zemljama s
godisnjom incidencijom od 122 000 sluajeva. Primarno se javlja u mladih i odraslih

srednje dobi, a rijetko u djece. Srednja dob pri postavljanju dijagnoze su srednje



Cetrdesete do rane pedesete godine za papilarni tip, pedesete za folikularni i medularni
tip i Sezdesete za znacajno rjede, slabo diferencirane i nediferencirane tipove. Brojne
studije pokazale su da je karcinom StitnjaCe dva do Cetiri puta ¢eS¢i u zena, ali je ta

razlika znatno manja u djece i starijih odraslih (8).

Diferencirani karcinom Stitnjace, koji uklju€uje papilarni i folikularni karcinom,
¢ini veliku vecinu (90 %) svih karcinoma Sstitnjace (9). Godisnja incidencija u
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD) narasla je 2,4 puta, s 3,6 na 100 000 u 1973.
godini na 8,7 na 100 000 u 2002. godini, i taj se trend nastavlja. Gotovo u potpunosti
ova se promjena povezuje s porastom incidencije papilarnog karcinoma koja se
povecala 2,9 puta od 1988. do 2002. godine, a 49 % rastuce incidencije €ine karcinomi
veli€ine 1 cm ili maniji (10). S obzirom na nepromijenjeni mortalitet u tom razdoblju, ova
pojava se moZe povezati s boljim dijagnosti¢kim mogucnostima, pogotovo ucestalim
koriStenjem ultrazvuka te postavljenjem dijagnoze u ranom, subkliniCkom stadiju
bolesti Sto utjeCe na tijek lijeCenja i pracenje bolesnika s karcinomom Stitnjace, ali u
obzir se mora uzeti i utjecaj okoline kao i molekularne promjene (10,11).

Djelomi¢no se odgovornom smatra i iradijacija u podrucju glave i vrata koja je u
proslosti primjenjivana kod mnogih dobrocudnih stanja kao Sto je povecéanje tonzila ili
timusa, akni te drugih dermatoloSkih poremecaja. Iradijacija u toku prva dva desetlje¢a
Zivota smatra se izrazito kancerogenom u odnosu na Stitnjacu (12,13). Radijacijska
terapija kod pedijatrijskih pacijenata zbog malignih bolesti, poput limfoma i leukemija,
takoder povecava incidenciju tumora Stitnjae (14,15). Unutar srednjeg razdoblja
latencije od 20 godina, 4-9 % ozraCene djece razvije karcinom Sstitnjace (5). Nuklearna
nesreéa u Cernobilu povecala je u tom podrugju incidenciju za 6-500 puta u odnosu
na prijasSnje godine, a vrijeme latencije izmedu nesrece i dijagnoze bilo je relativho
kratko, Sest do sedam. U vecini slu€ajeva to su pacijenti koji su u vrijeme nuklearne
nesrece bili in utero (1). Sedam posto Japanaca koji su prezivjeli eksplozije atomskih

bombi razvilo je karcinom Stitnjace (16).

Nasljedni, obiteljski slu¢ajevi tumora Stitnjae nemedularnog tipa (ponajprije
papilarni karcinomi) ¢€ine 5-15 % karcinoma StitnjaCe i povezuje se s obiteljskim

sindromima poput obiteljske adenomatozne polipoze (FAP; engl. familial adenomatous



polyposis), tumorskog sindroma PTEN-hamartoma, Carney kompleksa tip 1 i
Wernerova sindroma te obiteljskim sindromima poput cistog obiteljskog papilarnog
karcinoma StitnjaCe s i bez oksifilije, obiteljskog papilarnog karcinoma s papilarnim
karcinomom bubrega i obiteljskog papilarnog karcinoma s multinodularnom strumom
(7).

1.1.1 Embrionalni razvoj i anatomske zna €ajke

Stitnjaca je endokrini organ na prednjoj strani vrata graden od dvaju reznjeva
spojena istmusom. SmjeStena je uzduZz donje polovice lateralne povrSine tiroidne
hrskavice. U odraslih Stitnjaca tezi 15-40 g Sto moze ovisiti 0 spolu, hormonalnom i
funkcionalnom statusu te adekvatnom unosu joda. Opisani reznjevi Siroki su do 2,5 cm
i dugacki do 4 cm s normalnim varijacijama u veli€ini. U Zena tijekom rane sekrecijske
faze menstrualnog ciklusa dolazi do povec¢anja volumena Stitnjae koje moze iznositi i
do 50 % (7,18).

Osnova StitnjaCe pojavljuje se u embriju kao srediSnja struktura na mjestu koje
odgovara slijepom otvoru (lat. foramen caecum) odraslog jezika. Embrionalni razvoj
StitnjaCe uobi¢ajeno je podijeljen na razvoj medijalnog dijela StitnjaCe te na razvoj
postrani¢nih  Zljezdanih reznjeva. Medijalnu osnovu predstavija vezikularno
endodermalno zadebljanje koje formira Suplji izdanak (lat. ductus thyreoglossus) koji u
kaudalnom smjeru urasta u mezenhim. Tireoglosalni duktus obliterira i iS¢ezava,
ostavljajuéi za sobom piramidalni rezanj u oko 40 % normalnih individua, a u isto
vrijeme Siri se lateralno i oblikuje reznjeve Stitnjace (19, 20, 21). Nakon toga se tijekom
petog i sedmog tjedna fetalnog zivota StitnjaCa spusta u kaudalnom smjeru, vezano uz
pomicanje srca i velikih krvnih zila. Stvaranje folikularnih struktura fetalne Stitnjace u
12.-14. tjednu fetalnog Zivota smatra se poc¢etkom endokrine funkcije, iako je sinteza
tireoglobulina dokazana radioaktivno obiljeZzenim aminokiselinama gotovo pet do

sedam tjedana prije, dok je StitnjaCa joS uvijek samo solidna celularna masa (16, 20).



1.1.2 HistoloSka gra da i fizioloSke osobitosti

Stitnjaga je obavijena tankom vezivnom &ahurom, a tkivo je na prerezu &vrste
konzistencije, svjetlosmede boje i sjajne rezne plohe. Vezivha Cahura Salje u
unutrasnjost StitnjaCe nastavke koji je nepotpuno dijele u veliki broj reznji¢a gradenih
od po 20-40 folikula kojih je u Stitnjaci odraslog ¢ovjeka priblizno tr milijuna (7,18).
Folikuli su okrugli do ovalni i variraju u veli€ini s prosjeénim promjerom od 200 um, a
oblozeni su jednim slojem spljoStenih kubi€nih do niskih cilindri¢nih folikularnih stanica,
blijedo acidofilne do amfofilne citoplazme, ovisno o stupnju aktivnosti (22). Folikularne
stanice obilne, zrnate citoplazme nazivaju se Hirthleove stanice (pogreSan naziv),
Askanazyeve stanice, oksifilne stanice ili onkociti. Ultrastrukturalno, zrnatost
citoplazme ovih stanica posljedica je nakupljanja mitohondrija (23).

Folikularne stanice sadrze obilni hrapavi endoplazmatski retikulum, dobro
razvijen Golgijev aparat, lizosome i brojne mikrovile prema luminalnoj granici. U
folikulima s aktivnom sekretornom funkcijom intraluminalni koloid je blijed, nazubljenih
rubova, dok je kod inaktivnih folikula izrazito eozinofilan. Imunohistokemijski, rektivnost
na tireoglobulin, trijodtironin i tiroksin prisutna je i u koloidu i u citoplazmi folikularnih
stanica, a u manjem stupnju i u Hirthleovim stanicama. Folikularne stanice pozitivhe
su i na keratin male molekulske mase, epitelni membranski antigen i vimentin, a
posjeduju i estrogenske i progesteronske receptore (6, 24, 25). Bazalna membrana

folikula imunoreaktivna je na laminin i kolagen tip IV (26).

Drugu znacajnu epitelnu komponentu Stitnjace predstavljaju neuroendokrine
stanice, poznate kao C stanice ili parafolikularne stanice. Naziv parafolikularne stanice
nije toCan jer su imunohistokemijske i ultrastrukturalne studije pokazale da su stanice
dominantno, a mozda i isklju¢ivo, smjestene intrafolikularno. C stanice su porijekla
neuralnog grebena i u Stitnjacu dolaze preko ultimobranhijalnog tjeleSca zbog ¢ega se
nalaze u srednjim i gornjim tre¢inama lateralnih reznjeva StitnjaCe odraslih. Njihov broj
varira s dobi te su brojnije u djetinjstvu kao i u starosti kada mogu formirati nodularne
agregate. Ultrastrukturalno, C stanice sadrZze brojne neurosekretorne granule i
imunoreaktivne su na kalcitonin, katakalcin, neuron specificnu enolazu, kromogranin

A i B, sekretogranin Il, sinaptofizin i karcinoembrionalni antigen (27, 28, 29).



Solidna stani¢na gnijezda, koje vedina autora smatra ostacima ultimo-
branhijalnih tjeleSaca (imunohistokemijska potvrda kalcitoninom), u prosjeku su
veli€ine 0,1 mm i mogu se detektirati u 90 % neonatalnih Stitnjaca. Histoloski su solidna
stani¢na gnijezda gradena od poligonalnih do ovalnih epitelnih stanica rasporedenih u
gnijezdima ili traécima uz ponekad vidljiva centralna, cisticha podrucja koja sadrze

granulirani eozinofilni materijal (30,31).

Stitnjaca ima obilnu opskrbu krvlju s brojnim anastomozama. Arterijskom krvlju
opskrbljuje se bilateralno, preko sustava vanjske karotidne arterije kroz gornju
tireoidnu arteriju i sustava subklavije kroz donju tireoidnu granu tireocervikalnog debla.
Venska krv odlijeva se donjim, srediSnjim i gornjim tireoidnim venama s utokom u
unutarnju jugularnu ili brahiocefalicnu venu (32). Bogata limfaticha mreza StitnjaCe
drenira se u perikapsularne, interne jugularne, pretrahealne (Delfijske), paratrahealne,
prelaringealne, retrofaringealne i retroezofagealne limfne ¢vorove te limfne ¢vorove

rekurentnog laringealnog zivca (33).

brojnim podrazajima te je u stalnom stanju prilagodbe. Tijekom puberteta, trudnoce ili
bilo koje vrste fizioloSkog stresa, povecava se i postaje aktivnija, a funkcionalna
labilnost se odrazava kao prolazna hiperplazija folikularnog epitela koji postaje visoki i
cilidricni ponekad formirajuéi male pupolike ili papile. Prestankom djelovanja
stimuliraju¢ih ¢imbenika dolazi do involucije u vidu smanjenja visine epitela,
nakupljanja koloida i povratka folikularnih stanica na njihovu normalnu veli€inu i
arhitekturu. Poremecaj normalne ravnoteze izmedu hiperplazije i involucije moze

dovesti do izrazenih ili manje izrazenih odstupanja od uobiajene histoloske grade (5).



1.2 KLASIFIKACIJA TUMORA STITNJA CE

Tumori Stitnjace razlikuju se obzirom na histoloSku sliku, incidenciju, odgovor
na terapiju i prognozu, a mogu pokazivati dobro¢udan ili zlocudan razvoj bolesti. U
vecini slucajeva, zlo¢udni tumori su epitelnog porijekla, rijetko se javljaju mezenhimalni
tumori, ali se javljaju i tumori kojima se ne moze sa sigurnoScu procijeniti bioloSki
potencijal (5, 7 , 34). Dijagnoza vecine tumora StitnjaCe moZe se postaviti na temelju
morfoloske slike, dok je kod tumora neuobiajene morfologije ili za potvrdu medularnog
karcinoma, potrebna imunohistokemijska analiza. Unato€ napretku u razumijevanju
molekularne genetike tumora Stitnjace, molekularne analize joS nisu nasle mjesto u
rutinskoj dijagnostici. Kao i kod drugih endokrinih organa, prisutnost nuklearne atipije
u tumorima Stitnjace nije nuZzno znak maligniteta. Atipi¢ne hiperkromatske jezgre ¢es¢e
su znak hormonske hiperstimulacije nego malignog potencijala (1). U pouzdane
znakove maligniteta ne moze se ubrojiti ni brzina tumorskog rasta jer na nju mogu
utjecati faktori poput upale i krvarenja. Mitotska aktivnost, nekroza tumora,
stupnjevanje izraZzenosti atipije jezgara i vaskularna invazija mogu posluziti kao

pokazatelji rasta tumora i vazni su ¢imbenici u procjeni maligniteta (12, 35, 36).
Vecina Kklini¢ki jasnih tumora Stitnjace su primarni i epitelni. Histogenetski, dijele
se u tri glavne skupine, ovisno o tipu stanica, uz poddiobu na dobro¢udnu i zlo¢udnu
kategoriju:
1. tumori koji pokazuju folikularnu stani¢nu diferencijaciju
2. tumori koji pokazuju C-stani¢nu diferencijaciju

3. tumori koji pokazuju folikularnu i C-stani¢nu diferencijaciju.

Tumori koji pripadaju prvoj skupini ¢ine visSe od 95 % sluc€ajeva, dok se vecina

preostalih tumora ubraja u drugu skupinu (37).

Suvremena klasifikacija tumora Stitnjace bazira se na morfologiji, za razliku od

manje koriStene histogeneze jer razni morfoloski tipovi tumora pokazuju razli€itosti u



epidemiologiji, kliniCkom tijeku, prognozi kao i odgovoru na terapiju. Tijekom
posljednjih nekoliko desetljeca predlagane su razli€ite klasifikacije tumora Stitnjace (13,
38, 39).

Svjetska zdravstvena organizacija, (WHO; engl. World Health Organization) u
Zenevi 1974. godine prihvaca Hedingerovu i Sobinovu klasifikaciju tumora Stitnjace

koja je 1988. godine izmijenjena i nadopunjena (40, 41).

Prema toj klasifikaciji, tumori Stitnjace dijele se u sljedece skupine:

| Epitelni tumori:
A) Benigni:
1. Folikularni adenom
2. Ostali
B) Maligni:
1. Folikularni karcinom
2. Papilarni karcinom
3. Medularni karcinom
4. Nediferencirani (anaplasti¢ni) karcinom
5. Ostali
I Neepitelni tumori
[l Maligni tumori
IV MjeSoviti tumori
V  Sekundarni tumori
VI Neklasificirani tumori

VIl Tumoroidne lezije



Vecina patologa prihvatila je klasifikaciju Svjetske zdravstvene organizacije koja
je posluzila kao osnova za brojna kliniCka, patoloska i epidemiolosSka istrazivanja. U
odnosu na prijasSnje klasifikacije, prednost WHO klasifikacije je reproducibilnost i
jednostavnija nomenklatura nejasno definiranih tumora te histoloSka slika koja u vecini

slu¢ajeva odgovara klini€kom tijeku bolesti.

U upotrebi su brojne modifikacije WHO Klasifikacije, a jedna od njih je
Fletcherova modifikacija iz 2004. godine koja proSiruje pojedine kategorije te dijeli

primarne tumore Stitnjae na sljedeci nacin (1):

Tumori folikularnog ili metaplasti¢nog epitela Stitnjace:

1. Folikularni adenom (uklju€uju¢i ,Hurthle cell* adenom i

hijalinizirajuci trabekularni tumor)

2. Folikularni karcinom (uklju€ujuéi ,Hurthle cell* karcinom)

» minimalno invazivan

» opsezno invazivan

3. Papilarni karcinom

4. Karcinom cilindricnih stanica (,Columnar cell* varijanta

papilarnog karcinoma)

5. Mukoepidermoidni karcinom

6. Sklerozirajuéi mukoepidermoidni karcinom s eozinofilijjom

7. Mucinozni karcinom

8. Slabo diferencirani karcinom, uklju€ujuéi inzularni karcinom



9. Nediferencirani (anaplasticni) karcinom (uklju€ujuéi

planocelularni karcinom i karcinosarkom

Tumori s C-stani€nom diferencijacijom:

1. Medularni karcinom

Tumori koji objedinjuju folikularnu i C-staniénu diferencijaciju:

1. Kolizijski tumor: folikularno/papilarni i medularni karcinom

2. MijeSani medularni i folikularni karcinom

Tumori s timickom diferencijacijom ili diferencijacijom odgovarajuceg

Skrznog luka:

1. Ektopi¢ni timom

2. Vretenasti epitelijalni tumor s diferencijacijom nalik timusu
(SETTLE)

3. Karcinom s timus-nalik elementima (CASTLE) ili intratiroidni

timicki karcinom

Tumori limfatiénih stanica:

1. Maligni limfom

2. Plazmocitom

Intratiroidni paratiroidni tumori:

1. Paratiroidni adenom

2. Paratiroidni karcinom



Mezenhimalni i drugi tumori:

1. Dobroc¢udni i zlo¢udni mezenhimalni tumori, poput solitarnog
fibroznog tumora, glatko-misiénog tumora, tumora perifernih

Ziv€anih ovojnica, angiosarkom

2. Paragangliom

3. Teratom

Prema Klasifikaciji Nikiforova i suradnika koja sadrzava temeljne principe

aktualne WHO klasifikacije, primarni tumori Stitnja¢e podijeljeni su kako slijedi (42):
Epitelni tumori:
Tumori porijekla folikularnih stanica
1. Benigni
Folikularni adenom
» Konvencionalni tip
» Onkocitni tip
2. Neodredenog malignog potencijala
Hijalinizirajuéi trabekularni tumor
3. Maligni

Papilarni karcinom

10



Folikularni karcinom

» Konvencionalni tip

» Onkocitni tip

Slabo diferencirani karcinom

Anaplasti¢ni (nediferencirani) karcinom

Tumori porijekla C-stanica

Medularni karcinom

MijeSani tumori porijekla folikularnih i C-stanica

MijeSani medularni i folikularni karcinom

MijeSani medularni i papilarni karcinom

Epitelni tumori drugacijeg ili neodredenog stani¢nog porijekla

Mukoepidermoidni karcinom

Skleroziraju¢i mukoepidermoidni karcinom s eozinofilijom

Planocelularni karcinom

Mucinozni karcinom

Vretenasti epitelijalni tumor s diferencijacijom nalik timusu
(SETTLE)

Karcinom s timus-nalik elementima (CASTLE)
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Ektopi¢ni timom

Neepitelni tumori

Primarni limfom i plazmocitom

Angiosarkom

Teratom

Glatko-miSiéni tumor

Tumor ovojnice perifernih zivaca

Paragangliom

Solitarni fibrozni tumor

Histiocitoza Langerhansovih stanica

Bolest Rosai-Dorfman

"Granular cell" tumor

Klasifikacija tumora Stitnjae koja se upotrebljava susreée se s nekoliko
kontroverznih pitanja. Jedno od njih je svrstavanje onkocitnih ("Hurthle cell”) adenoma
i karcinoma. Ovi tumori imaju nekoliko osnovnih histoloSkih slika sli¢nih
konvencionalnim folikularnim tumorima (npr. folikularni nacin rasta, inkapsuliranost),
ali se razlikuju u drugim mikroskopskim svojstvima, odredenim kliniCkim
karakteristikama i vjerojatno u nekim molekularnim promjenama. Onkocitne adenome
i karcinome neki smatraju posebnim tipovima tumora StitnjaCe, a neki varijantama

folikularnin adenoma i folikularnih karcinoma. WHO klasifikacija oznacava ih kao
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varijante folikularnih tumora (8). U buduénosti, takva se podjela moze promijeniti s

pojavom novih molekularnih istrazivanja folikularnih tumora.

Slabo diferencirani karcinomi poseban su tip karcinoma Stitnjace. Unato¢ tome,
dijagnosticki kriteriji za ove tumore joS nisu opc¢eprihvaéeni. Na osnovi karakteristicnog
nacina rasta, mnogi od ovih tumora oznacavaju se kao inzularni karcinomi. Ovaj naziv
naglasava nacin rasta, a ne citoloSke osobine tumorskih stanica i kao takav se ne bi
trebao koristiti. Konsenzus oko dijagnostickih kriterija za slabo diferencirane karcinome
predloZen je na osnovi rezultata medunarodne konferencije u Turinu, u Italiji 2006.
godine (43). Kada se slabo diferencirani karcinomi Stitnjace dijagnosticiraju pomocu
ovih kriterija, ulaze u izrazito intermedijarnu prognosticku kategoriju izmedu
indolentnih, dobro diferenciranih papilarnih i folikularnih karcinoma i, gotovo uvijek

smrtonosnih, anaplasti¢nih karcinoma (42).

Mjesto hijaliniziraju¢eg trabekularnog tumora je joS jedan problem klasifikacije
tumora Stitnjace. Ovaj rijetki tumor prvobitno je opisivan kao hijalinizirajuci trabekularni
adenom i tipicno ima benigni klinicki tijek, unato€¢ tome Sto dijeli histoloSke
karakteristike s papilarnim karcinomom (44). Neka istrazivanja upucuju na molekularne
promjene u ovom tumoru koje su karakteristiCne za papilarne karcinome (45, 46). lako
za sada ne postoji dovoljno dokaza koji bi doveli do reklasifikacije ovog tumora kao
varijante papilarnog karcinoma, on zasluzuje mjesto u zasebnoj klasifikacijskoj grupi
(42).

S obzirom na poteSkoce u dijagnosticiranju folikularne varijante inkapsuliranog
papilarnog karcinoma i nesigurnost u vezi malignog ponaSanja tumora sa samo
djelomi¢no razvijenim nuklearnim karakteristikama papilarnog karcinoma, pokusalo se
uvesti drugaciju terminologiju za ove tumore poput "dobro diferenciranog tumora
nesigurnog malignog potencijala” (47). Medutim, ova terminologija nije Siroko
prinvacena, djelomi¢no zbog nedostatka informacija o utjecaju ove dijagnoze na
terapiju pacijenata (42).
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1.3 PATOLOGIJA TUMORA STITNJA CE

1.3.1 Papilarni karcinom

WHO definira papilarni karcinom StitnjaCe kao maligni epitelni tumor Kkoji
pokazuje znakove diferencijacije folikularnih stanica s papilarnim i folikularnim
strukturama te karakteristicnim promjenama jezgre poput fenomena brusenog stakla
(engl. ground glass), nuklearnih brazda, pseudonuklearnih inkluzija te preklapanje
jezgara (48). Za morfoloSku dijagnozu, kljuéne su nuklearne karakteristike, dok
prisutnost invazivnog rasta, kao Sto su kapsularna i vaskularna invazija, nije nuzna (48,
49).

1.3.1.1 Kiini éke zna€ajke

Papilarni karcinom moZze se javiti u bilo kojoj dobnoj skupini te je, iako se rijetko
javlja prije petnaeste godine zivota, najceSCi pedijatrijski maligni tumor Stitnjace.
Vecina karcinoma u odraslih javlja se izmedu 20-50 godina s odnosom Zzena i
musSkaraca 2:1 do 4:1. Nakon pedesete godine zivota ta prevaga je manje izrazena

(8).

Vecina bolesnika javlja se s bezbolnim ¢vorovima Stitnjace ili vrata. Kod nekih
se prvo javljaju metastaze u limfnim ¢vorovima, a okultni primarni karcinom najcesce
se nalazi u istostranom reznju Stitnjace. Cisticne metastaze dijagnosticki su problem
jer ih se moze proglasiti branhiogenim cistama ili benignim cistama vrata kako klini¢ki
tako i patohistoloski (50, 51).

Rijetki slucajevi papilarnog karcinoma javljaju se i u tireoglosalnom duktusu,
obi¢no kao slucajni nalaz (52).

Papilarni karcinom StitnjaCe najucestaliji je endokrini karcinom i predstavlja 85-

95 % karcinoma Stitnjace (53). Primijeéen je porast incidencije karcinoma Stitnjace u

zadnja tri desetljec¢a, a pogotovo od sredine devedesetih, u mnogim zemljama Sirom
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svijeta (54, 55, 56). Porast incidencije gotovo se u potpunosti pripisuje papilarnom
karcinomu dok se incidencija folikularnog, medularnog i anaplasti¢nog karcinoma nije
znacajno mijenjala (57, 58). Porast se odnosi i na klasi¢ni papilarni karcinom i na
folikularnu varijantu papilarnog karcinoma i izraZzenija je kod karcinoma veli¢ine 1 cm i
manje (59). lako toc€ni razlozi porasta incidencije nisu potpuno jasni, prvenstveno se
moze raditi o porastu prevalencije i incidencije nodularne bolesti Stitnjace te sukladno
tome i broja ultrazvucnih pregleda. JoS jedan od razloga moze biti i dostupna i
kvalitetna citoloSka dijagnostika, s naglaskom na citoloSke punkcije StitnjaCe, koja
omogucuje otkrivanje karcinoma veli¢ine 2 mm. Radi se o malim, asimptomatskim
¢vorovima koji su Cesti u opc¢oj populaciji i rijetko napreduju u klini¢ki relevantnu bolest
(60). Nadalje, razlog porasta moze biti i bolje prepoznavanje folikularne varijante
papilarnog karcinoma. U proslosti, mnogi od tumora koji se sada dijagnosticiraju kao
folikularne varijante papilarnog karcinoma, proglasavani su folikularnim karcinomima.
S bzirom na postupno smanjenje strogih mikroskopskih kriterija za dijagnozu
folikularne varijante papilarnog karcinoma tijekom devedesetih, tumori s djelomic¢no
razvijenim nuklearnim znacajkama papilarnog karcinoma koji su prije proglasavani
benignim lezijama, sada se dijagnosticiraju kao maligni (61). Nekoliko studija navodi
da je udio papilarnih karcinoma koji imaju BRAF (engl. B-rapidly accelerated
fiborosarcoma) mutaciju, kao marker agresivnijeg karcinoma, konstantan ili ¢ak u

porastu tijekom proslih desetljeé¢a (62, 63).

Uz bolji medicinski nadzor i dostupnost dijagnosti¢kih metoda koji omogucuju
otkrivanje malih, klini¢ki irelevantnih karcinoma, okoliSni ¢imbenici i genetske promjene
moraju se uzeti u obzir kao mogucdi uzroci porasta incidencije papilarnog karcinoma

stitnjace.

Papilarni karcinom obuhvaca vise od 90 % zlo¢udnih tumora u djece. U 5 % do
10 % sluCajeva postoji anamnesti¢ki podatak o iradijaciji u podrucju glave i vrata, a
povecani rizik od nastanka papilarnog karcinoma postoji i kod izlaganja zracenju kao
posljedici nuklearnih nesreéa, poput Cernobila ili nakon eksplozije atomske bombe u
HiroSimi i Nagasakiju. Hashimoto tireoiditis, FAP i Cowdenova bolest povecavaju rizik
od nastanka papilarnog karcinoma dok je ta pretpostavka kod Gravesove bolesti
dvojbena (64, 65, 66, 67).
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Osim poznate povezanosti papilarnih karcinoma s navedenim nasljednim
sindromima, postoji i obiteljski papilarni karcinom koji se ne moze povezati s nekim
definiranim genetskim sindromom te se naziva obiteljski nemedularni karcinom
Stitnjae. U odnosu na sporadi¢ni oblik, nasljeduje se autosomno dominantno,
bolesnici obolijevaju ranije i imaju agresivniji oblik karcinoma s visokom ucestalos¢u

ekstratiroidnog Sirenja i multifokalnosti (68).

Papilarni karcinom je novotvorina indolentnog bioloSkog ponaSanja s odlicnom
dugoronom, tzv. long-term prognozom. Prema dvadesetpetogodisnjoj studiji Mayo
klinike mortalitet je samo 6,5 %. Kod pocetne prezentacije 60 % papilarnih karcinoma
bilo je ogranieno na Stitnjacu, u 37 % bolesnika dijagnosticirane su regionalne
metastaze u limfne ¢vorove, a u 1-2 % bolesnika udaljene metastaze (69). Dugotrajno
izlje€enje postignuto je u 90-95 % sluCajeva kod bolesnika s ili bez regionalnih
metastaza, dok se 5-10 % bolesnika javilo s rekurentnom boleS¢u. Rekurentna bolest
se u 80-90 % slucajeva manifestirala u obliku rekurencije u vratnim limfnim ¢vorovima
I u leziStu stitnjaCe, a udaljene metastaze javile su se u 10-20 % slucajeva. Kod
bolesnika s udaljenim metastazama, smrt je u 50-90 % sluCajeva bila vezana uz
osnovnu bolest za razliku od 10-30 % smrtnih ishoda u slu€ajevima lokalne rekurencije
(1, 70, 71).

Papilarni karcinom ima sklonost lokalne invazije u parenhim Stitnjace,
peritiroidno meko tkivo i rijetko u traheju te metastaziranju u regionalne limfne ¢vorove
s predilekcijskim mjestima poput cervikocentralnih i istostranih cervikolateralnih
¢vorova (70). Karakteristicno za ove tumore jest Sirenje limfnim putevima Sto za
posljedicu ima multicentri¢nost i visoku incidenciju zahvacenosti limfnih ¢vorova vrata
(70, 71). Udaljene, hematogene metastaze javljaju se u kasnijem tijeku bolesti u 9-14
% slucajeva i zahvacaju pluca, kosti, sredisnji ziv€ani sustav te druge organe (1, 7,
34). Multicentricnost se javlja u oko 20 % sluCajeva, karakterizirana je multiplim
mikroskopskim zariStima u parenhimu Zlijezde i moze se smatrati jednom od
Postotak multicentriCnosti raste i do 75 % u slu¢ajevima serijskog preuzimanja Zlijezde.

Lokalna rekurencija u rezidualno tkivo vrata ili cervikalne limfne ¢vorove moze se
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dogoditi nakon kirurSkog zahvata, a relaps bolesti moze uslijediti i 20 do 30 godina

nakon inicijalne dijagnoze (1, 72, 73).

Ne postoji konsenzus o0 optimalnom terapeutskom pristupu. Totalna
tireoidektomija je terapija izbora temeljena na visokoj ucestalosti tumorske
multicentri€¢nosti te ju i dalje preporucuju brojni kirurzi i onkolozi u svrhu smanjenja
stope rekurencije i smrti od ovog karcinoma (74-76). Sve je viSe studija koje pokazuju
da hemitireoidektomija ili totalna lobektomija polucuju identicne rezultate kada se radi
o dobro odabranim bolesnicima, bez makroskopski rezidualnog tumorskog tkiva (77,
78). Nakon kirurSkog zahvata, bolesnicima se uobi¢ajeno daje supresijska doza
tiroksina. Uloga postoperacijske terapije radioaktivnim jodom je takoder kontroverzna,
dok neke studije ne pokazuju poboljSanje ishoda, druge pokazuju da terapija
radioaktivnim jodom smanjuje stopu lokalne rekurencije (78-84). Za visoko rizi€ne
bolesnike standardna terapija ukljuuje totalnu tireoidektomiju, terapiju radioaktivnim
jodom i supresivnu terapiju tiroksinom. Limfadenektomija je nuzna kod metastaza u
limfne ¢vorove te dolazi u obzir i u slu€aju ekstratiroidnog Sirenja tumora (85). Terapija
diferenciranih karcinoma StitnjaCe Cesto se odabire na temelju Siroko primjenjivanih
sustava procjene rizika kao Sto je npr. AMES (engl. Age, Metastases, Extent of primary

cancer, Tumor size) sustav definicije rizicnih grupa (86, 87).

1.3.1.2 PatohistoloSke zna ¢€ajke

Makroskopski, papilarni karcinomi tipi€éno su infiltrativni, solidni, bijeli do
Zuckastosmedi tumori, nepravilnih i neostro ograni¢enenih rubova granulirane teksture
zbog prisutnosti papila. Rezne plohe mogu biti pjeskovite zbog prisutnosti psamomskih
tieleSaca i kalcifikata. Multicentrichost se javlja u oko 65 % sluCajeva te iako se
tradicionalno pripisuje intraglandularnom metastaziranju, molekularne analize
sugeriraju da su individualni tumori zapravo neovisne neoplazme u sklopu
multifokalnog oblika bolesti (88, 89). Inkapsulirani tumori ¢ine oko 10 % papilarnih

karcinoma kao i cisticno promijenjeni tumori (5, 34).

Mikroskopski, tipi€ni papilarni karcinom sadrzi brojne papile, razgranate

strukture gradene od centralne njezne fibrovaskularne srzi koju, jednoslojno ili
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stratificirano, oblazu kubi¢ne stanice. Stroma papile moZze biti edematozna ili hijalino
promijenjena te sadrzavati limfocite, pjenuSave makrofage, hemosiderin, male,
neoplasti¢ne folikule ili, iznimno, masno tkivo. Papile su gotovo uvijek povezane sa
stvaranjem folikula, a omjer sadrzaja papila i folikula varira od sluaja do sluc€aja.
Folikuli variraju oblikom i veli€¢inom, a €esto su izduzeni ili nepravilnog oblika, sadrze
tamno obojeni koloid te zariSta intrafolikularne hemoragije (1, 34). Vrlo ¢esto dolazi do
mijeSanja folikula i papila i stvaranja slozenih tubulopapilarnih struktura, a rjede
mikroglandularnih, kribriformnih, anastomozirajucih tubularnih, trabekularnih i solidnih
struktura (90, 91). Obilna, sklerotiCna stroma sa ZariStima kalcifikacije ili osifikacije
Cesto se nalazi u papilarnom karcinomu. Gusta hijalinizirana vezivna stroma koristan
je diferencijalno dijagnosticki kriterij u razlikovanju papilarnog (u 89% slu€ajeva) od
folikularnog karcinoma (u 18 % slu€ajeva) (92). Multinuklearni histiociti nalaze se u
lumenima pojedinih folikula i papila u 46 % slu€ajeva i imaju dijagnosti¢ku vrijednost
jer se iznimo rijetko nalaze u dobro¢udnim promjenama i drugim histoloskim tipovima
tumora StitnjaCe (93). Psamomska tjeleSca nalaze su u papilarnim karcinomima
StitnjaCe u oko polovine slu€ajeva. Radi se o laminiranim, kalcificiranim, sferi€nim
strukturama koje predstavljaju "nadgrobni spomenik™ nekrotizirane tumorske papile i
patognomonicne su za papilarni karcinom s obzirom na to da se u drugim promjenama
relativno rijetko javljaju (7, 94, 95). Klinck i Winship nasli su psamomska tjeleSca u
samo jednoj od 2153 Stitne Zlijezde s dobro¢udnim promjenama (96). Nalaze se u bazi
papile, fibroznoj stromi ili izmedu tumorskih stanica. Nalaz psamomskih tjeleSaca u
inace normalnom tkivu Stitnjace ili limfnom ¢voru s velikom vjerojatnoS¢éu upudéuje na

postojanje papilarnog karcinoma (7, 34, 96).

Dijagnoza papilarnog karcinoma ovisi o prisutnosti karakteristiCnih nuklearnih
osobina tumorskih stanica u ve¢oj mjeri nego o papilarnoj arhitekturi koja moze biti

neznatno zastupljena ili potpuno izostati. Osobine jezgara tumorskih stanica su:

1. "Ground glass" izgled jezgara (izgled bruSenog stakla) koje su obi¢no uvecane i
pokazuju svojstvo "preklapanja”. Jezgrica je slabo vidljiva i nalazi se uz rub
jezgrine  membrane koja izgleda zadebljana marginalizacijom oskudnog
kromatina. Opisana je osobina karakteristicha za trajne rezove u formalinu

fiksiranog materijala u viSe od 80 % sluCajeva dok na smrznutim rezovima ili u
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citoloSkom materijalu nije uocljiva Sto upucuje na artefakt porijekla formalinske
fiksacije (7, 34, 97). Ova osobina nije patognomoni¢na za papilarni karcinom
StitnjaCe jer se zariSno moze naci u nodularnoj strumi, folikularnom adenomu,

Gravesovoj bolesti i Hashimotovu tireoiditisu (1, 7, 34).

Pseudoinkluzije jezgara koje predstavljaju invaginaciju citoplazme, a prikazuju se
kao ostroogranicene acidofilne okruglaste strukture. TipiCne su za papilarni
karcinom, ali se obi¢no nalaze u manjini tumorskih stanica i nisu u potpunosti
patognomoni¢ne te se mogu naci i na smrznutim rezovima kao i u razmazima

citoloskih aspirata (98).

Izbrazdanost jezgara koja se primje¢uje u ovalnim i vretenastim jezgrama
tumorskih stanica, s brazdama obi¢no uz duzu osovinu jezgre, predstavlja
morfoloski odraz nabiranja jezgrine membrane (99, 100). Ova morfoloSka osobina
nalazi se, makar ZariSno, u gotovo svim papilarnim karcinomima Stitnjace.
Izbrazdane jezgre nalaze se i u citoloSkim uzorcima te predstavljaju dijagnosticki
kriterij u aspiracijskoj citologiji (FNA; engl. fine-needle aspiration), ali nisu
patognomoni¢ne jer se mogu naci i u jezgrama solidnih stani¢nih gnijezda,
folikularnin  neoplazmi, pogotovo Hurthleovih, hijaliniziraju¢ih trabekularnih
adenoma, slabo diferenciranih karcinoma te adenokarcinoma koji nisu porijekla
Stitnjace (1, 90, 99-101).

U nekim papilarnim karcinomima, opisane osobine jezgre mogu biti ZariSno

prisutne ili u potpunosti nedostajati. U takvim slu¢ajevima, dijagnoza papilarnog

karcinoma oslanja se viSe na arhitektonska svojstva i prepoznavanje zariSta s

karakteristicnim nuklearnim osobinama (1).

Tumorske stanice su poligonalne do kubi¢ne, ali mogu biti spljoStene, kupolaste,

cilindriéne ili tzv. hobnail tipa, dok je citoplazma blago eozinofilna do amfofilna, ali moze

biti oksifilna ili svijetla (1).

Mitoze su rijetke ili nedostaju u potpunosti. Podrucja ploCaste diferencijacije

nalaze se u oko 50 % sluCajeva s posljedi¢nim gubitkom osobina jezgara tipi¢nih za
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papilarni karcinom. Prema nekim autorima, podrucja trabekularnog rasta nalaze se u

20 % slucCajeva i svrstavaju tumor u skupinu slabije diferenciranih novotvorina (34, 99).

1.3.1.3 Poduvrste papilarnog karcinoma

Vecina opisanih podvrsta papilarnog karcinoma morfoloSke su varijante bez
prognostickog znacaja, a pojedini tumori mogu odgovarati opisu nekoliko varijanti.
Varijanta visokih stanica, difuzna skleroziraju¢a, difuzna folikularna, solidna,
trabekularna i dediferenciranaa varijanta bioloSki su agresivnije za razliku od
inkapsulirane varijante koja se povezuje sa znatno povoljnijom prognozom (1). U

literaturi se naj¢eSce opisuju sljedece varijante:

1. Folikularna varijanta — gradena pretezno ili u potpunosti od folikula veéinom s
infiltrativnim tipom rasta te rijetkim inkapsuliranim sluajevima (tzv. Lindsay tumor).
Folikuli variraju u veli€ini i obliku, ali su ¢esto izduzeni i nepravilni s abortivhim
papilarnim formacijama i tamno obojenim koloidom s resorpcijskim vakuolama.
Psamomska tjeleSca i fibroziraju¢a stroma mogu biti prisutni. Dijagnoza pociva na
nalazu tipicnih nuklearnih osobina papilarnog karcinoma. Klinicko ponaSanje ne

razlikuje se od klasi¢nog papilarnog karcinoma (34, 102).

2. Solidna varijanta — odnosi se na tumore kod kojih viSe od 50% tumorske mase Cine
solidna podrucja. Okrugla ili nepravilna gnijezda tumorskih stanica cesto su
pregradena njeznom fibrovaskularnom stromom s karakteristicnim nuklearnim
osobinama papilarnog karcinoma. Ova varijanta ne smije se diferencijalno
dijagnosticki zamijeniti sa slabo diferenciranim karcinomom StitnjaCe (jezgre su
hiperkromatskije, a mitoze brojne) ili s medularnim karcinomom (toCkasti kromatin i
pozitivan kalcitonin) (1, 34, 102).

3. Inkapsulirana varijanta — predstavlja 4-14% svih papilarnih karcinoma. Vezivha
kapsula mozZe i ne mora biti infiltrirana tumorskim tkivom, a metastaze u limfne
¢vorove mogu se naci i u odsutnosti kapsularne ili vaskularne invazije. Tumore
gradene u potpunosti od folikula teSko je razlikovati od folikularnog

adenoma/karcinoma. Bolesnici su mladi uz manju ucCestalost metastaza u
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regionalnim limfnim &vorovima u odnosu na klasi¢ni papilarni karcinom, a prognoza
je odli¢na (1, 34, 103).

Difuzna sklerozirajuca varijanta — javlja se uglavnhom kod djece i mladih odraslih s
jednostranim ili obostranim simetriénim povecanjem StitnjaCe. Vecina studija
pokazuju da se radi o agresivnoj varijanti papilarnog karcinoma uz gotovo uvijek
prisutno zahvacanje limfnih ¢vorova i ¢esto udaljene metastaze. Ipak, uz adekvatno
lijeCenje, mortalitet je usporediv s onim kod klasicnog papilarnog karcinoma,
vjerojatno zbog povoljnog utjecaja mlade dobi bolesnika. Tipicne histoloSke
karakteristike uklju¢uju difuzno zahvacanje jednog ili oba reznja, sklerozu, gusti
infiltrat limfocita i plazma stanica, brojna psamomska tjeleSca te brojna mala
gnijezda papilarnog karcinoma s izrazenom ploCastom diferencijacijom (1, 104,
105).

Difuzna folikularna varijanta — rijetki, agresivni oblik papilarnog karcinoma, javlja se
u mladih bolesnika, a karakteriziran je difuznim zahvacanjem cijele Stitnjace s
previadavaju¢im folikularnim tipom rasta i odsustvom fibroze. S obzirom na to da
folikuli nisu neuobiCajeno veliki ili ¢ak cisti¢ni, diferencijalna dijagnoza prema
adenomatoznoj strumi moze biti teSka. Posebnu paznju treba posvetiti nuklearnim
detaljima u manjim folikulima i klinickoj slici (postojanje metastaza). Ova varijanta
pokazuje visoku u€estalost metastaza u limfne ¢vorove (87,5 %), plu¢a (75 %) i kosti
(25 %). UnatoC agresivnosti tumora, prognoza je i dalje dobra zbog odli¢nog

odgovora na terapiju radioaktivnim jodom te povoljnog u€inka mlade dobi (1, 106).

. Varijanta visokih stanica (engl. tall cell) — sastoji se pretezno od stanica €ija visina
za najmanje tri puta premasuje njihovu Sirinu. Ovaj oblik papilarnog karcinoma slabo
je definiran jer visina stanica varira i ovisi o reznoj plohi, a zna¢ajan udio visokih
stanica moze se naci u razli¢itim tipovima papilarnog karcinoma. U tumoru
prevladavaju papilarne, trabekularne i vrpCaste strukture dok su folikularne rijetke.
Stanice imaju obilnu, eozinofilnu citoplazmu i jezgre slicne onima u klasichom
papilarnom karcinomu sa zastupljenijim pseudonikluzijama i izbrazdanoS¢u jezgara.
Tumor se javlja u starijoj dobi, ¢esto u muSkaraca uz nekrozu, mitoze |

ekstraglandularno Sirenje te agresivniji tijek bolesti (107).
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7. Columnar cell varijanta — rijetka varijanta sastavljena od pseudostratificiranih
cilindricnih  stanica sa supranuklearnim i subnuklearnim citoplazmatskom
vakuolama koje podsjeCaju na rani sekrecijski endometrij te hiperkromatskim
jezgrama. Kada u metastazama prevladavaju izduzeni i prazni folikuli koji
podsjecaju na tubularne Zlijezde, tumor se moze zamijeniti s metastatskim
adenokarcinomom iz gastrointestinalnog trakta ili plu¢a. Ovi tumori imaju tendenciju
ekstraglandularnog Sirenja i agresivniji klini¢ki tijek, ali ako su djelomi¢no ili potpuno

inkapsulirani, imaju nizi metastatski potencijal od neinkapsuliranih (108).

8. Oksifilna (onkocitna, Hurthle-cell) varijanta — pretezno gradena od stanica s obilnom
eozinofilnom, granularnom citoplazmom. Jezgre su tipicne za papilarni karcinom
iako mogu biti i hiperkromatske s istaknutim nukleolima. PonaSanje se ne razlikuje

od klasi¢nog papilarnog karcinoma (34, 109).

9. Varijanta nalik Warthinovu tumoru — histoloski nalikuje Warthinovu tumoru zlijezda
slinovnica s papilarnim strukturama i obilnim infiltratom limfocita i plazma stanica u
jezgrama papila. Stanice koje oblazu papile Cesto izgledaju oksifilno i mogu biti
visoke. Imunoloski profil limfoidne strome sli¢an je kroni€nom limfocitnom tireoiditisu
(1, 110).

10.Clear cell varijanta — prevladava papilarna arhitektura, ali neki tumori imaju
folikularnu strukturu. Nuklearne karakteristike su kao i u klasichom papilarnom
karcinomu, dok citoplazma moZe biti dijelom svijetla, a dijelom onkocitna.
Prepoznavanje ovog tipa u metastazama moZze biti problemati¢no, pogotovo bez

imunohistokemijskog bojenja na tireoglobulin i TTF-1 (111, 112).

11. Makrofolikularna varijanta — odgovara tumorima gradenim pretezno ili samo od
makrofolikula (>50 % povrsine) koji se mogu zamijeniti s hiperplasti¢nim ¢vorom ili
makrofolikularnim tumorom jer ih je veéina inkapsulirana. Stanice koje oblazu
makrofolikule nemaju nuklearne karakteristike papilarnog karcinoma te nuklearnu
izbrazdanost i pseudoinkluzije treba traziti u manjim folikulima. Rijetko moze doci

do dediferencijacije u nediferencirani karcinom (113).
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12. Kribriformno-morularna varijanta (ukljucuju¢i FAP-povezani karcinom Stitnjace) -
rijetka varijanta karakterizirana izrazenim kribriformnim tipom s razbacanim
plo¢astim otocima (morulama) koji Cesto sadrze jezgre s eozinofilnim, homogenim
inkluzijama. Opisana podrucja izmijeSana su s gusto pakiranim folikulima,
papilama i trabekulama, a stanice su cilindricne, kubi¢ne ili spljoStene, bogate
kromatinom uz ZzariSni nalaz tipinih nuklearnih promjena. Tumor je obi¢no
cirkumskriptan ili ¢ak inkapsuliran. Ova varijanta papilarnog karcinoma javlja se
sporadiéno (&esto solitarno) ili u sklopu FAP sindroma (esto multicentrino). Zene
obolijevaju ¢eS¢e u odnosu na muskarce (1:17). Znacaj postavljanja dijagnoze
kribriformno-morularne varijante lezi u Cinjenici da kliniCara treba upozoriti na

mogucnost povezanosti s FAP sindromom (115).

13.Trabekularna varijanta — preko 50 % povrSine tumora ima trabekularni tip rasta.
Tumorske su stanice kubicne ili cilindri€éne, vertikalno orijentirane u dugim, ravnim
trabekulama. Tumori su Cesto relativno veliki i invazivni, povezani s loSijom
prognozom. Neki autori ovu varijantu smatraju slabo diferenciranom varijantom

papilarnog karcinoma (116, 117).

14. Varijanta s obilnom stromom nalik nodularnom fascitisu — u rijetkim slu¢ajevima
papilarni karcinom povezan je s obilnom stromom nalik nodularnom fascitisu ili s
reaktivnom stromom poput fiboromatoze tako da neoplasticna priroda lezije moze
biti nejasna. Stroma je gradena od miofibroblasti¢nih vretenastih stanica u
prokrvlienom fibromiksoidnom matriksu uz nalaz ekstravazacije eritrocita.
Interakcija izmedu strome i tumora moze dati neuobicajene histoloSke slike koje

podsjecaju na fibrocisticne promjene, fioroadenom ili filodes tumor dojke (1, 118).

15. Varijanta s metaplazijom vretenastih stanica — rijetki sluCajevi papilarnog
karcinoma mogu sadrzavati komponentu tumorskih stanica vretenastog oblika koje
¢ine maniji ili veéi dio cijelog tumora. Vretenaste stanice formiraju kratke fascikule

i stapaju se s komponentom papilarnog karcinoma (119).

16. Dediferencirani papilarni karcinom — odnosi se na nalaz slabo diferenciranih ili

nediferenciranih zariSta tumorskih stanica unutar papilarnog karcinoma. Takva
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podruc¢ja mogu se naci pri inicijalnom javljanju tumora ili pri recidivu bolesti.
Dediferencijacija se moze dogoditi u primarnom tumoru ili u metastatskom Zaristu.
Prognoza je losa jer je definirana upravo takvim, slabije diferenciranim podrucjima,

osim ako se ne radi 0 zanemarivo sitnim ZariStima u odnosu na cijeli tumor (1, 12).

17. Pojmovi mikrokarcinoma, okultnog i latentnog karcinoma StitnjaCe javljaju se
neovisno o histoloskoj slici. WHO 1988. godine predlaze uvodenje pojma
papilarnog mikrokarcinoma za tumore manje od jednog centimetra. Okultni
papilarni karcinom je karcinom pronaden u Stitnjaci nakon Sto se prvo prezentirao
kao metastaza, a latentni karcinom predstavlja karcinom slu¢ajno otkriven nakon

lobektomije ili tireidektomije zbog drugog uzroka ili na obdukciji (1, 41).
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Slika 1.

Papilarni karcinom S&titnja e, HE 100x

Slika 2.

Intranuklearna inkluzija u stanici papilar

nog karcinoma Stitnja ¢e, HE 1000x

25



Slika 4. Metastaza papilarnog karcinoma Stitnja

¢e u limfnom évoru, HE 100x

26



1.3.1.4 Imunohistokemijska obiljezja

Stanice papilarnog karcinoma Stitnjace uobiCajeno pokazuju rektivnost na
citokeratin, tireoglobulin i TTF-1 (engl. thyroid transcription factor-1), ali ne i na
neuroendokrine markere. U podrucjima plo¢aste metaplazije, reaktivnhost na
tireoglobulin i TTF-1 se gubi. Bojenje na tireoglobulin pomaze pri potvrdivanju porijekla
stitnjaCe kod metastatskih karcinoma ili kod dijagnosticiranja cisticnih metastaza
papilarnog karcinoma u limfnim C¢vorovima. Ekspresija razli€itih billega poput
citokeratina visoke molekularne tezine (34BE12, CK 1), CK19, galektina-3, antitijala
povezanog s mezotelom (HBME-1), Leu 7 (CD57), CITED1, fibronektina-1, CD15
(LeuM1), CD44 ili trombocitnog faktora rasta (PDGF, engl. platelate derived growth
factor), pojedinacno ili u kombinaciji, korisna je u razlikovanju papilarnog karcinoma od
benignih promjena ili drugih tumora Stitnjace, ali ti biljezi nisu potpuno specifiéni, a
bojenje moze biti nejednako ili slabo ¢ak i u klasichom papilarnom karcinomu.
MorfoloSka procjena i dalje ostaje ,zlatni standard“ u postavljanju dijagnoze papilarnog
karcinoma Stitnjace (120-122).

1.3.1.5 Diferencijalno-dijagnosti  €ki problemi

Sama prisutnost papila nije dostatna za postavljanje dijagnoze papilarnog
karcinoma jer brojne promjene StitnjaCe mogu sadrzavati papilarne formacije. Papile
koje nalazimo u nodularnoj strumi i folikularnom adenomu obi¢no su Siroke, s folikulima
u vlastitoj stromi. Stanice koje ih oblazu cilidricne su s bazalno smjeStenim tamnim,
okruglim jezgrama, bez preklapanja i "nuklearnih kriterija". Papile u tireotoksikozi,
Hashimotovu tireoditisu i toksicnom folikularnom adenomu, kratke su, zdepaste
projekcije u folikularni lumen bez jasno definirane fibrovaskularne strome i nuklearnih
karakteristika. Papile se mogu naci i u cilindricnom i medularnom karcinomu Stitnjace,
ali takoder bez karakteristicnih nuklearnih obiljezja. Nadalje, papile u medularnom
karcinomu vec¢inom su pseudopapile neravnih povrSina, formiranih razdvajanjem
stanica. Hurthleov adenom/karcinom rijetko sadrzi papilarnu komponentu. Papile se
ne granaju i nema naguravanja jezgara, ali povremeno se moZe naéi nuklearna
izbrazdanost, a kalcificirani koloid u lumenima folikula ne smije se zamijeniti sa

psamomskim tjeleScima (1, 123).
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Najtezi je dijagnostic¢ki problem razlikovanje folikularne varijante papilarnog
karcinoma i folikularnog adenoma/karcinoma u sluc¢aju inkapsulirane tvorbe gradene
od folikula oblozenih stanicama s jezgrama koje pokazuju fenomen bruSenog stakla.
Naime, papilarni karcinomi ne pokazuju uvijek karakteristicha nuklearna obiljezja, dok
folikularni tumori mogu ZariSno pokazivati fenomen brusenog stakla ili izbrazdanost
jegara. Da bi se postavila dijagnoza papilarnog karcinoma u slu¢aju inkapsulirane
folikularne tvorbe, stanice moraju imati tipicne nuklearne karakteristike papilarnog
karcinoma. Inkapsulirana varijanta papilarnog karcinoma ima tako dobru prognozu da
je konzervativni pristup opravdan ¢ak i ako je tvorba "poddijagnosticirana” kao
folikularni adenom. Ako postoji nesigurnost ili sumnja pri postavljanju dijagnoze,
smatra se da je bolje uciniti pogresku prema dobro¢udnoj dijagnozi (1).

Diferencijalno dijagnosti¢ki problem jest i "predijagnosticiranje” folikularne
varijante papilarnog karcinoma. Jezgre izgleda bruSenog stakla nespecificno su
obiljezje koje se moze nadi u brojnim benignim i malignim promjenama Stitnjace te
postavljanje dijagnoze papilarnog karcinoma samo na osnovu takvog izgleda jezgara
nije opravdano. Usporedbom s okolnim stanicama, olakSava se postavljanje dijagnoze.
Postupni prijelaz prema jezgrama normalnog izgleda upucuje na dobroéudnu
promjenu dok nagla, oStra granica prema promijenjenim, obi¢no povec¢anim jezgrama,
upucuje na papilarni karcinom uz nalaz preklapanja jezgara i barem ZzariSnu
izbrazdanost. Jezgre izgleda bruSenog stakla ponekad nastaju i kao posljedica

neadekvatne fiksacije tj. obrade materijala u laboratorijskom postupku (1, 7, 34).

1.3.2 Folikularni karcinom

Folikularni karcinom ¢ini 10-20 % primarnih karcinoma Stitnjace, ali mu je
ucestalost zadnjih godina pala na 5-10 % Sto se moZe pripisati porastu otkrivanja
papilarnih karcinoma u ranoj fazi i prihvacanju liberalnijeg pristupa u dijagnosticiranju
folikularne varijante papilarnog karcinoma. Incidencija folikularnog karcinoma veca je
u podrucjima endemske gusavosti, a glavni faktor koji tome pridonosi je manjak joda u

prehrani. Rijetko folikularni karcinom moze nastati iz postojeceg folikularnog adenoma

().
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Neki autori u skupinu folikularnih karcinoma ne ubrajaju folikularnu varijantu
papilarnog karcinoma, Hiurthle cell (onkocitni) karcinom, slabo diferencirani inzularni
karcinom i mijeSani medularno-folikularni karcinom te na taj nacin definirani folikularni
karcinom postaje relativno rijetka novotvorina Cija identifikacija uvelike ovisi o

prisutnosti invazije kapsule, krvnih Zila ili Stitnjace (34).

Folikularni karcinom ¢eSce se javlja u Zzena i to u petom desetljecu zivota. Vecina
bolesnika javlja se zbog promjena u Sstitnjaci, ali ih se 11 % javlja zbog udaljenih
metastaza koje uzrokuju bol u kostima, frakture ili pulsiraju¢u tvorbu u mekom tkivu.
Za razliku od papilarnog karcinoma, osnovni nacin Sirenja je hematogen, ponajprije u

kosti i plu¢a te mozak i jetru dok je limfogeno Sirenje mnogo rjede (1, 7, 34).

Nakon postavljanja dijagnoze folikularnog karcinoma, vazno ga je dalje

kategorizirati, a razlikuju se dva glavna tipa.
1. minimalno invazivni folikularni karcinom
2. opsezno invazivni folikularni karcinom (1, 34).

Minimalno invazivni folikularni karcinom ocahureni je tumor sa znakovima
invazije €ahure i/ili krvnih Zila. Makroskopski nalikuje folikularnom adenomu, Cesto
solidne, mesnate rezne plohe koja se moze izdizati od okolnog tkiva. Mikroskopski
nalikuje histoloskoj slici adenoma embrionalnog, fetalnog ili atipiénog tipa. HistoloSka
slika varira, ali bez obzira na arhitekturu, jezgre nemaju karakteristike tipi¢ne za
papilarni karcinom, niti su prisutna psamomska tjeleSca. Folikuli su relativno uniformni,
pravilni, poredani tijesno, oblozZeni kubi¢nim stanicama i ponekad ispunjeni koloidom.

Mogu se naci sekundarne promjene poput krvarenja ili cistiche degeneracije (1, 5).

Razlikovanje benignih od malignih o€ahurenih folikularnih tumora znacajan je
problem u dijagnostici tumora StitnjaCe. Postavljanje dijagnoze minimalno invazivnog
folikularnog karcinoma u potpunosti ovisi o prisutnosti invazije ¢ahure i/ili krvnih Zila
Sto zahtijeva temeljiti pregled granice tumora i Stitnjace (1). Mikroskopski se u krvnim
zilama, uglavnom venama, koje se nalaze neposredno uz ili u ¢ahuri vidi jedna ili viSe

nakupina tumorskih stanica koje se drZe stijenke Zile i izboduju u lumen. Cesto su
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intravaskularne tumorske mase pokrivene endotelom na nacin sli¢an kao kod obi¢nog
tromba formirajuci tzv. tumorski tromb. Imunohistokemijska bojenja koja bi pomogla u
prikazivanju stijenki takvih krvnih Zila imaju ograni¢enu vrijednost. Cesto ove
kapsularne krvne ZzZile nemaju elastiéni misSi¢ni sloj, unato¢ veli€ini, a potraga za
endotelnim markerima pokazala se uspjesSnijom u primjeni CD31, faktora VIII i Ulex
europaeus. Harach i sur. zaklju€ili su da bojenje faktorom VIII ima ograni¢enu
vrijednost pri prepoznavanju vaskularne invazije te da je moguce da tumor inhibira
proizvodnju faktora VIII i na takav nacin omogucuje vaskularnu invaziju i
metastaziranje (124, 125).

Invazija ¢ahure definirana je prekidom kontinuiteta u Citavoj debljini popre¢nog
presjeka Cahure. Prodor do unutarnje polovine poprec¢nog presjeka c¢ahure ili uklopljeni

tumorski otoci ne prihvaéaju se kao invazija ¢ahure (34).

Opsezno invazivni folikularni karcinom karakteriziran je jako rasprostranjenom
infiltracijom krvnih zila i/ili okolnog tkiva StitnjaCe, a Cahura €esto u potpunosti
nedostaje. Cimbenici koji utjedu na smrtnost kod folikularnog karcinoma jesu dob (>40
godina), veli¢ina tumora (>1,5 cm), lokalno Sirenje ili udaljene metastaze, invazija

krvnih Zila te nediferencirana anaplasti¢na podrucja u tumoru (7, 34, 126).

Udaljene metastaze kod opsezno invazivnog folikularnog karcinoma nalaze se
u 29-66 % slu€ajeva, kod minimalno invazivnog karcinoma s invazijom krvnih zila u 5
% slu€ajeva (1). D'Avanzo i sur. su u retrospektivnoj studiji pokazali da bolesnici s
minimalno invazivnim folikularnim karcinomom (samo s invazijom ¢ahure) imaju nesto
bolje petogodisnje prezivljenje (98 %) u odnosu na tumore s invazijom krvnih zila s ili
bez invazije ¢ahure (80 %) i bolje prezivljenje u odnosu na pacijente s opsezno
invazivnim karcinomom (38 %) te zakljucili da bi se folikularni karcinom trebalo
klasificirati kao minimalno invazivni, umjereno invazivni i opsezno invazivni folikularni

karcinom s obzirom na razlike u prognozi (127).
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1.3.3 Anaplasti €ni karcinom

Anaplasti¢ni (nediferencirani) karcinom obi¢no se javlja u starijoj zivotnoj dobi
(prosje¢no 70 godina) kao brzo rastuéa masa sa Sirenjem izvan Stitnjace. U vecini
slu¢ajeva vec u trenutku postavljanja dijagnoze, anaplasti¢ni karcinom je inoperabilan
u oko polovine slu€ajeva. Ovaj karcinom ¢&ini 2-5 % svih karcinoma StitnjaCe, a u
podruc¢jima s endemskom gusom incidencija raste na 30-40 %. ZraCenje je josS jedan
potencijalni etioloski faktor. Unato€ lijecenju, vecina bolesnika umire unutar godine
dana, a petogodisnje prezivljenje je 3,6-10 %. Rijetki prezivjeli obi¢no su mladi od 60
godina s relativno malim tumorima (<5-6 cm) koji su kompletno resecirani i lijeeni
raditerapijom i/ili kemoterapijom (1). Makroskopski, tumori su veliki, solidni i
neocCahureni, ¢esto s nekrozom i krvarenjem te zauzimaju veci dio zljezdanog

parenhima (1, 34).

Vecina, ako ne i svi anaplastiCni karcinomi nastaju anaplastichom
transformacijom postojecih dobro diferenciranih tumora, obi¢no papilarnog karcinoma,
ali takoder i folikularnog, Hurtle cell i inzularnog karcinoma (34). Mikroskopski se pojam
anaplasti¢nog karcinoma koristi u vezi dvije osnovne kategorije koje se u tumoru mogu

nadi istodobno a to su:

- skvamoidni tip

- sarkomatoidni tip.

Skvamoidni tip ne formira folikule, papile niti trabekule ili gnijezda tumorskih
stanica, ali ima morfoloSka i imunohistokemijska obiljezja epitelnog tumora u kojemu

se mogu naci zarista keratinizacije (34).

Druga se kategorija sastoji od dvaju podtipova koja ¢esto dolaze u medusobnoj
kombinaciji, a to su tip vretenastih stanica i gigantocelularni tip. Oba podtipa mogu
pokazivati fascikularni ili storiformni tip rasta, izrazenu vaskularizaciju i hrskavi¢nu i/ili

koStanu metaplaziju s brojnim mitozama i ¢esto opseznom koagulacijskom nekrozom.
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Njihov izgled uvelike podsje¢a na sarkome, pogotovo maligni fibrozni histiocitom

(MFH), angiosarkom, maligni hemangiopericitom i fibrosarkom (1, 34).

Varijanta malih stanica anaplastichog karcinoma, difuznog ili solidnog podtipa,
nestala je iz novije literature jer su slu€ajevi s tim dijagnozama reklasificirani. Vecina
slu€ajeva difuznog podtipa zapravo su maligni limfomi, a vecina solidnog podtipa

predstavlja varijantu malih stanica medularnog ili inzularnog karcinoma (34).

MorfoloSke varijante anaplasti¢nog karcinoma su:

Angiomatoidna varijanta — s nepravilnim i anastomoziraju¢im vaskularnim

prostorima obloZzenim tumorskim stanicama, oponasa angiosarkom.

Osteoklasticka varijanta — s brojnim netumorskim orijaskim multinuklearnim

stanicama tipa osteoklasta rasprsenih u anaplastichom karcinomu.

Rabdoidna varijanta — s velikim, ovalnim tumorskim stanicama s
ekscentri€énim jezgrama, izrazenim nukleolima i obilnom eozinofilnom

citoplazmom kojom dominira filamentozna paranuklearna inkluzija.

Karcinom nalik limfoepiteliomu — varijanta karakterizirana plazama i otocima
tumorskih stanica pomijeSanih s brojnim malim limfocitima i plazma
stanicama. Od karcinoma s elementima nalik timusu (CASTLE) razlikuje
se izostankom lobuliranog tipa rasta i imunoreaktivnosti na CD5 te

Cestom prisutnoS¢u koagulacijske nekroze.

Paucicelularna varijanta - varijanta koja oponasa Riedelov tireoiditis. Radi
se 0 hipocelularnom infiltrativnom tumoru s gustom sklerozom,
infarciranim podrucjima, zariStima vretenastih stanica s blagom atipijom
jezgara 1 rasutim limfocitima. Obliteracija krvnih Zzila vretenastim
stanicama i imunoreaktivnost na citokeratin dodatno pomaZu u

postavljanju dijagnoze.
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Karcinosarkom - rijetko se u anaplasticnom karcinomu nadu hrskavica, kost

il misic.

Adenoskvamozni karcinom — karcinom plo€astih stanica sa zaristima

produkcije mucina.

Planocelularni karcinom — karcinom plo€astih stanica Stitnjace s visokom
smrtnoscu i Cistom ploCastom diferencijacijom u cijelom tumoru. Klini¢kim
I bioloSkim ponaSanjem ne razlikuje se od anaplasti¢énog karcinoma, a u
nekim slu¢ajevima moze se naci i komponenta diferenciranog karcinoma

te se opravdano smatra varijantom anaplasticnog karcinoma (1).

1.34 Inzularni karcinom

Inzularni karcinom slabo je diferencirani karcinom Stitnjace koji se javlja u
srednjoj i starijoj dobi (prosjeéno 53-58,4 godine). Zene obolijevaju dva puta &esée od
muskaraca. Kada se otkrije, bolest je Cesto lokalno proSirena, a u 59 % slucajeva
prikazuje se s ekstratiroidnim Sirenjem, metastazama u limfne ¢vorove u 16-48 % te
udaljenim metastazama u 12-44 % sluCajeva (1, 128). Nakon lijeCenja, recidiv ili
metastaze razviju se u 60% slucajeva. Uzrok smrti obi€no je metastatsko Sirenje, a ne
recidiv bolesti. Uznapredovala dob, veliki tumor, ekstratiroidno Sirenje i metastaze u
limfne ¢vorove upucuju na loSu prognozu s mortalitetom od 50 %. Tumor je djelomi¢no
oCahuren ili jasno invazivan, solidan i ¢vrst s €¢esto prisutnim podrucjima nekroze i
krvarenja. Mikroskopski, tumor je graden od velikih solidnih gnijezda ("insulae™) uz
nalaz razli¢itog broja malih, abortivnih folikula i retrakcijskih pukotina, a moze rasti i u
obliku difuznih nakupina, trabekula i papila. Vaskularna invazija je uobiCajena,
skleroti€na stroma moze oponaSati amiloid, a Ceste nekroze stvaraju periteliomatoznu
sliku. Tumorske su stanice relativno male i jednoli¢ne s okruglim hiperkromatskim ili
vezikularnim jezgrama i oskudnom citoplazmom. Mitotska aktivnost je varijabilna, ali

uvijek prisutna (128).
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1.35 Karcinom cilindri €nih stanica

Karcinom cilindri¢nih stanica je rijedak oblik karcinoma StitnjaCe koji je puno
agresivniji od diferenciranih karcinoma. Novije su studije pokazale da jasno invazivni
oblik ima agresivni tijek dok o€ahureni tumori imaju bolju prognozu. Invazivni tip se
¢eSce javlja u muskaraca (9:6), a prosjeCna dob je 55 godina. Visoka je uCestalost
udaljenih metastaza, pogotovo u pluca i kraljeznicu, i metastaza u regionalne limfne
¢vorove. U slu€aju oCahurenih tumora, zene obolijevaju osamnaest puta ¢eS¢e od
muskaraca, a prosje¢na dob je 42,7 godina. HistoloSki, invazivni tumori pokazuju
ekstraglandularno Sirenje, a oCahureni tunori, kapsularnu i ponekad vaskularnu
invaziju. Tumor je karakteriziran razgranatim papilarnim, zljezdanim, kribriformnim i
solidnim tipom rasta, a zlijezde i papile su oblozene visokim cilindriCnim stanicama
pseudostratificiranih, hiperkromatskih, izduljenih do ovalnih jezgara, a mogu se nadi i
subnuklearne vakuole. Stanice u solidnim podrucjima su ¢esto manje i poligonalne, uz
mogucu prisutnost fascikula vretenastih stanica. Tumorske stanice pokazuju

imunoreaktivnost na tireoglobulin (1, 108).

U odnosu na varijantu visokih stanica papilarnog karcinoma, tumorske stanice
cilindri¢nog karcinoma imaju izraZeniju nuklearnu pseudostratifikaciju i hiperkromaziju,
a bez oksifilnih promjena citoplazme. Histoloski, ovaj tumor podsjeca na kolorektalni ili
endometrioidni karcinom, dok "tall cell" varijanta papilarnog karcinoma vise sliCi

klasi¢nom papilarnom karcinomu (108).

1.3.6 Mukoepidermoidni karcinom

Primarni mukoepidermoidni karcinom rijedak je tumor niskog stupnja malignosti
koji pokazuje kombinaciju epidermoidne i mucinozne komponente (8). Ceséi je kod
Zena (2:1) s bimodalnom dobnom distribucijom (8). U 20 % slu¢ajeva tumor pokazuje
ekstratiroidno Sirenje, metastaze u limfne ¢vorove €este su u postavljanju dijagnoze
dok su udaljene metastaze rijetke (129). Tumor nije ograni¢en i graden je od otoka
stanica ulozenih u skleroziranu vezivnu stromu. Dio stanica pokazuje plocastu

diferencijaciju, dok druge sadrze mucin, s podruc¢jima kribriformnog tipa rasta i

34



izduzenim prostorima ispunjenim materijalom poput koloida. U ve¢im otocima stanica

Ceste su komedo nekroze, a mogu se naci i psamomska tjeleSca (1, 129).

1.3.7 Skleroziraju €i mukoepidermoidni karcinom s eozinofilijom

Skleroziraju¢i mukoepidermoidni karcinom s eozinofiljom je rijedak tumor
niskog stupnja malignosti koji nastaje na pozadini Hashimoto tireoiditisa, vjerojatno iz
epitela ploCaste metaplazije (8). Javlja se u odraslih s prosje¢nom dobi od 54,9 godina,
c¢eSce u zena s odnosom 16:1. Tumor je infiltrativan, ekstraglandularno Sirenje prisutno
je u oko 50 % slucajeva, a metastaze u limfne ¢vorove u trecini slu€ajeva. Graden je
od anastomozirajuc¢ih traCaka i gnijezda stanica uloZenih u skleroziranu stromu
infiltriranu eozinofilima i malim limfocitima. Poligonalne tumorske stanice pokazuju
blagu do umjerenu polimorfiju i istaknute nukleole. U gnijezdima tumorskih stanica
desto su prisutna Zarista plogaste diferencijacije i mucina. Cesta je perineuralna
invazija kao i obliteracija krvnih Zila tumorskim stanicama. Tumorske stanice su

imunoreaktivne na citokeratin, ali ne i na tireoglobulin i kalcitonin (1, 130).

1.3.8 Medularni karcinom

Medularni karcinom je maligni tumor koji pokazuje parafolikularnu, C-stani¢nu
diferencijaciju i karakteristi¢no luc¢i kalcitonin. Ovaj karcinom ¢ini 5-10 % svih malignih
tumora StitnjaCe s jednakom zastupljenoS¢u muskaraca i zena. U 70-80 % sluCajeva
javlja se sporadi¢no, kada je vecina tumora unilateralna, a u 20-30 % sluCajeva je
nasljedan i tada se javlja u ranijoj dobi, multicentri¢no i bilateralno, s prisutnoS¢éu C-
stani¢ne hiperplazije (1, 131). Nasljedni medularni karcinom javlja se u sklopu multiple
endokrine neoplazije (MEN), pogotovo IIA i [IB. Sporadicni oblik ¢ini oko 80% slucajeva
i javlja se u odraslih, oko 45. godine i gotovo je uvijek solitaran. Klinicki se javlja kao
scintigrafski hladan ¢vor, a u nekim slu€ajevima pracen je tvrdokornom dijarejom ili
Cushingovim sindromom (5, 7, 34). Primje¢en je porast incidencije medularnih
mikrokarcinoma, tumora manjih od 1 cm. Vecina tih tumora je slu¢ajan nalaz ili su

otkriveni zbog poviSene razine kalcitonina kod bolesnika s nodularnom strumom (132).
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Obiteljski oblik nasljeduje se autosomno dominantno i javlja se u mladoj dobnoj
skupini (prosjecno 35 godina). Karcinomi su ¢esto multipli i obostrani i redovito
povezani s C-stanichom hiperplazijom u ostatku Zzlijezde. Gotovo svi sluCajevi

medularnog karcinoma Stitnjace u djece pripadaju ovom tipu (34).

Medularni karcinom rano metastazira, pogotovu u limfne ¢&vorove vrata.
Udaljene, hematogene metastaze u jetru, pluca i kosti, a ponekad i u mozak, meka
tkiva i koStanu srz, pri operaciji se nadu u oko 20 % bolesnika s palpabilnim tumorom
(133).

Prema agresivnosti tijeka bolesti, ovaj se karcinom nalazi izmedu diferenciranih
i anaplasti¢nih tumora Stitnjace. Obiteljski oblik (MEN lla) ima znacajno bolju prognozu
u odnosu na sporadi¢ne i MEN IIb sluCajeve, s petogodiSnjim prezivljenjem od 70-80
% (134).

Makroskopski se radi o ¢vrstom, sivkastom, dobro ograniCenom, ali ne i
oCahurenom tumoru. Veli€¢ina mu varira od <1 cm (mikrokarcinomi) do nekoliko
centimetara. Unato¢ dobroj ograni¢enosti, mali tumori (<7 mm) c¢eS¢e pokazuju
infiltrativni rast. Naj¢eS¢e se nalazi u srednjoj trecini lateralnog reznja, regiji gdje je
gusto¢a C-stanica najveca (1). KlasiCna histoloSka slika karakterizirana je
proliferacijom okruglih do poligonalnih stanica, srednje velikih jezgara i granularne,
amfofilne citoplazme. Tumorske stanice odvojene su izrazito vaskulariziranom
stromom, hijaliniziranim kolagenom i amiloidom, a grubi kalcifikati su uobicajen nalaz.
Varijante medularnog karcinoma su brojne, ali nemaju prognosti¢ko znacenje. One
mogu biti dijagnosticki problem, ali se pazljivom pretragom cesto nadu zariSta
klasicnog medularnog karcinoma, a i amiloid, ako je prisutan, olakSava dijagnozu.
Varijante medularnog karcinoma idu od glandularno/folikularnog, oksifilnog, tipa
orijaskih stanica (anaplasti¢nog), svijetlih stanica, vretenastih stanica, pigmentiranog,
ploCastog, papilarnog, pseudoangiosarkomatoznog, tipa malih  stanica,
neuroblastoma-like, hijalinizirani  trabekularni adenoma-like,  karcinoid-like,

paraganglioma-like do medularnog mikrokarcinoma (latentni karcinom) (1).
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1.3.9 Tumori s folikularnom i C-stani  €énom diferencijacijom

Tumori koji su u literaturi oznacavani kao mijeSani folikularno-parafolikularni
karcinomi ukljuCuju najmanje dva entiteta: koliziiske tumore i folikularno-

parafolikularne karcinome (135, 136).

Kolizijski tumori

Kolizijski tumori ukljuCuju dva prepoznatljiva tipa karcinoma Sstitnjace:

1. Folikularni karcinom + medularni karcinom

2. Papilarni karcinom + medularni karcinom

Komponente tumora leZze jedna uz drugu ili su izmijeSane. PonaSanje ovih
tumora malo je poznato, ali se vjerojatno odreduje prema agresivnijoj komponenti
(136).

1.3.9.1 Prauvi folikularno-parafolikularni karcinomi (diferencirani karcinomi

intermedijarnog tipa)

Folikularno-parafolikularni karcinomi (mijeSani medularni i folikularni karcinomi)
vrlo su rijetke neoplazme s izmijeSanom folikularnom i parafolikularnom komponentom.
Obi¢no nisu o€ahureni i pokazuju histoloSke karakteristike medularnog karcinoma s
primjesom folikularnih struktura. Svi slu¢ajevi pokazuju imunoreaktivnost na kalcitonin
i tireoglobulin. Vecina slucajeva ima odvojene populacije tumorskih stanica pozitivnih
na kalcitonin, odnosno tireoglobulin, iako se rijetko moze vidjeti dvostruka produkcija
hormona. Ovi karcinomi Sire se limfatiCnim i hematogenim putem, uz agresivnije

ponaSanje u odnosu na diferencirane karcinome (1, 137).
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1.4 ODREDBIVANJE KLINI CKOG STADIJA KARCINOMA
STITNJACE

Svrha sustava stupnjevanja karcinoma jest grupiranje bolesnika u svrhu
odredivanja prognoze i lijecenja. American Joint Comittee on Cancer (AJCC) i Union
Internationale Contre Le Cancer (UICC) formulirali su standardizirani sustav

stupnjevanja za svaki maligni tumor, poznat kao TNM sustav.

TNM (engl. tumor-node-metastasis) sustav uklju€uje veli€inu primarnog tumora
(T), proSirenost tumora u regionalne limfne ¢vorove (N) i udaljene metastaze (M).
Klinicko stupnjevanje temelji se na fizikalnom pregledu i dijagnostickim pretragama

poput laboratorijskih i radioloskih.

TNM klasifikacija karcinoma Stitnjate po AJCC/UICC najceSc¢e je koriSten
sustav stupnjevanja malignih tumora Stitnjace, a za razliku od stupnjevanje malignih
tumora drugih lokalizacija, u obzir uzima dob bolesnika. Bolesnici mladi od 45 godina
svrstavaju se u stadije | ili 1l, ovisno o odsutnosti ili prisutnosti udaljenih metastaza, a

bolesnici u dobi od 45 godina ili stariji, u stadije I11'i IV (138).

TNM Kklasifikacija diferenciranih karcinoma Stitnjace prema AJCC/UICC
(138):18

Primarni tumor (T)
TO nema znakova primarnog tumora
Tla  tumor <1 cm, ograni¢en na Stitnjacu
Tlb  tumor >1 cm, ali < 2 u najve¢em promjeru, ograni¢en na Stitnjacu

T2 tumor >2 cm, ali <4 cm u najve¢em promjeru, ograni¢en na Stitnjacu
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T3

T4a

T4b

tumor > 4 cm u najveéem promjeru, ograni¢en na Stitnjacu ili tumor
bilo koje veli€ine s minimalnim ekstratireoidnim Sirenjem (npr.

Sirenje u sternotireoidni misi¢ ili peritireoidno meko tkivo)

tumor bilo koje veli€ine koji se Siri izvan Cahure Stitnjace s invazijom
u potkoZzna meka tkiva, grkljan, dusnik, jednjak ili povratni Zivac

grkljana

tumor invadira prevertebralnu fasciju, okruzuje karotidnu arteriju ili

medijastinalne krvne Zile

Svi anaplasti¢ni karcinomi StitnjaCe smatraju se T4 stadijem, bez obzira na

veliCinu (T4a intratireoidni anaplasti¢ni karcinom, T4b ekstratireoidni anaplasticni

karcinom).

Regionalni limfni &vorovi (N) - sredisSnji dio, lateralni cervikalni i gorniji

NX

NO

N1

Nla

N1b

medijastinalni limfni ¢vorovi

regionalni limfni ¢vorovi ne mogu se pretraziti

nema metastaza u regionalne limfne ¢vorove

metastaze u regionalne limfne ¢vorove

metastaze na razini VI (pretrahealni i paratrahealni limfni vorovi te

prelaringealni i delfijski limfni ¢vorovi)

metastaze u istostrane, obostrane ili limfne ¢vorove suprotne strane
vrata ili metastaze u retrofaringealnim ili gornjim medijastinalnim

limfnim évorovima
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Udaljene metastaze (M)

MO nema udaljenih metastaza

M1 prisutne udaljene metastaze

Grupiranje Kklinickih stadija preporu¢eno

(diferencirani), medularni i anaplasti¢ni (nediferencirani) karcinom (8, 138):

Papilarni ili folikularni karcinom

postavljanja dijagnoze)

Stadij I: bilo koji T, bilo koji N, MO

Stadij II: bilo koji T, bilo koji N, M1

Papilarni ili folikularni karcinom

trenutku postavljanja dijagnoze)

Stadij I:

Stadij II:

Stadij IlI:

Stadij IVA:

Stadij IVB:

Stadij IVC:

T1 NO

T2 NO

T3 NO
T1-T3 Nla
T1-T3 Nla

T4a N1b

T4b bilo koji N
bilo koji T bilo koji N

je za papilarni

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

M1

folikularni

(bolesnici mladi od 45 godina u trenutku

(bolesnici u dobi od 45 godina ili stariji u
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Anaplasti éni karcinom (smatra se stadijem IV po definiciji bez obzira na

veli€inu i proSirenost)

Stadij IVA: T4a bilo koji N MO
Stadij IVB: T4b bilo koji N MO
Stadij IVC: bilo koji T bilo koji N M1

Europska organizacija za proucavanje i lijeCenje karcinoma (EORTC) predlozila
je prvi sustav za definiranje rizicnih grupa bolesnika s karcinomima StitnjaCe koji je
baziran na cimbenicima u koje se ubrajaju dob, spol, histoloSki tip tumora,
ekstratireoidno Sirenje i udaljene metastaze. Od tada je predlozeno sedam drugih
shema, od kojih se naj¢es¢e koriste tri, a to su AGES (engl. Age, Grade, Extend, Size),
AMES i MACIS (engl. Metastases, Age, Completness of surgery, Invasion, Size) koje
se oslanjaju na iste ¢imbenike kao i EORTC, osim Sto je kod sve tri dodana veli€ina
tumora. Samo AMES ukljucuje spol, MACIS nepotpunu resekciju, a samo AGES koristi
gradus tumora (139). Bolesnici s papilarnim karcinomom Stitnjae imaju odlicnu
prognozu, desetogodisSnje prezivljenje je veée od 90 %, a u mladoj dobi 98 % (8).
Prognoza se pogorsSava kod slabije diferenciranih papilarnih karcinoma, pogotovo kod
muskaraca starije zivotne dobi kada oko 20 % bolesnika prezivi deset godina (7, 34,
39).

Minimalno invazivni folikularni karcinomi imaju dobru prognozu, gotovo kao
papilarni, a mortalitet je nizak, od 3 do 5 %. Opsezno invazivni folikularni karcinomi
imaju mortalitet oko 50 %, a vjerojatnost metastatskog Sirenja je zna€ajno visa nego
kod minimalno invazivnih tumora. Bolesnici u 30 % slu€ajeva prezive pet godina nakon
postavljanja dijagnoze, a 20 % ih prezivi 10 godina. Anaplasti¢ni karcinom naj¢es¢i je
uzrok smrti zbog tumora Stitnjace, s petogodiSnjim prezivljenjem bolesnika od 0-14 %
(5, 34, 39).
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AnaplastiCna transformacija papilarnog ili folikularnog karcinoma StitnjaCe
sSmatra se odgovornom za dio karcinoma koji je povezan s loSijom prognozom ili ¢ak
brzim smrtnim ishodom. Opisani su slu€ajevi papilarnog i folikularnog karcinoma

Stitnjace s loSom prognozom, a bez znakova anaplasti¢ne transformacije (12).

Zbog svega navedenog, u fokusu su istrazivanja novi pokazatelji koji mogu
dovesti do poboljSanja dijagnostike i otkrivanja malignog potencijala tumora Stitnjace
te osigurati tocnije prognosticke informacije pre- i postoperativno.
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1.5 MOLEKULARNA BIOLOGIJA TUMORA STITNJA CE

Tijekom prosSlog desetlieca ucinjen je velik napredak u razumijevanju
tumorogeneze StitnjaCe. Molekularni biljezi karcinoma StitnjaCe u fokusu su istrazivanja
Sto moze dovesti do poboljSanja dijagnostike te osigurati tocCnije prognosticke
informacije pre- i postoperativno. Teorija tzv. multistep karcinogeneze je prihvacen
model u brojnim humanim karcinomima, uklju€ujuéi karcinome S&titnjate u kojoj se
odredena molekularna zbivanja povezuju s to¢no odredenim stadijima uz znacajnu
genotip/fenotip korelaciju. Mutacija gsp (engl. Stimulatory G Protein) i gena TSH
receptora povezana je s nastankom dobrocudnih, hiperfunkcionalnih ¢vorova i
adenoma StitnjaCe dok su BRAF i RAS (engl. Rat sarcoma) geni (K-RAS, H-RAS i N-
RAS) kao i RET-PTC i TRK (engl. Tropomyosin receptor kinase A) pregradnje koji
aktiviraju MAPK put (engl. Mitogen—activated protein kinase) nadeni u papilarnim
karcinomima Stitnjace. RAS mutacije ili PAX8-PPARy pregradnja identificirani su u
folikularnim karcinomima. PI3K/AKT signalni put s ve¢om ucestaloS¢u javlja se u
slabije diferenciranim karcinomima. Dodatne mutacije koje uklju¢uju TP53 i CTNNB1
gene javljaju se u loSe diferenciranim i anaplasti¢nim karcinomima, a to¢kaste mutacije
locirane na RET genu u medularnom karcinomu, obiteljskom i sporadichom. Okolisni
¢imbenici (nedostatak joda, ionizirajuCe zracenje) imaju kljuénu ulogu u zacetku i
razvoju karcinoma Sstitnjace te podjednako utjeCu na genotipske i fenotipske znacajke.
Postoji mogucnost jedinstvenog odgovora folikularnih stanica na oSte¢enje DNK. U
karcinomima Stitnjace, sli€cno kao i u leukemijama i sarkomima (za razliku od vecine
epitelnin karcinoma), otkrivene su brojne specificne genske preraaspodjele koje
upucuju na dominantan mehanizam popravka oste¢enja DNK u odnosu na aktivaciju
programa stani¢ne smrti nakon genetskih promjena uzrokovanih ¢imbenicima okoliSa
(140-145).
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15.1 Poreme €aj fiziologije provodnog puta TSH receptora

Receptor za tireotropin (TSHr) regulira rast Stitnjace i diferencijaciju u kasnim
razvojnim stadijima. TSHr molekule stabilne su u membrani folikularnih stanica, a
regulira ih TSH koji kontrolira proizvodnju i sekreciju hormona Stitnjae. TSHr odraslog
Covjeka kodiran je jednim genom s 10 eksona. Protein se sastoji od dviju podjedinica,
velike ektodomene zvane a podjedinica, kodirane eksonima 1-8, koja veze TSH i
intracelularne domene, kodirane eksonima 9-10, zvane (3 podjedinica koja interakcijom
s G proteinom aktivira signalni put (146). Stani¢ni odgovor ve¢inom se odvija uz pomoc¢
cAMP-a (engl. Cyclic adenosine monophosphate). TSH se veze za svoj membranski
receptor Sto dovodi do konformacijskih promjena u intracitoplazmatskom dijelu TSHr
te mu omogucuje vezanje G proteina, a posljedica je odvajanje Gsa podjedinice iz G
proteinskog kompleksa i njezino vezanje i aktivacija adenil ciklaze te produkcija cCAMP-
a. U folikularnim stanicama, cAMP djeluje prvenstveno aktivacijom cAMP-ovisne
protein kinaze A, koja katalizira prijenos fosfatnih grupa s ATP-a na odabrane proteine
(147). Pretpostavlja se da preko cAMP TSH stimulira stani¢nu proliferaciju. U toksi¢nim
¢vorovima, koji se scintigrafski prikazuju kao "vruci" i naj¢eSée su povezani s
hipertireoidizmom, dolazi do aktivacije cAMP puta neovisno o TSH stimulaciji kao
posljedice somatskih mutacija TSHr kao i gena Gsa proteina. Konstitucijski aktivni,
mutirani TSHr i Gsa proteini dovode do povecanih koncentracija intracelularnog cAMP
Gsa pojedinagnog proteina (gsp) i kontinuiranog poticanja sinteze i sekrecije hormona
stitnja¢e. U razliCitim studijama, ove genske mutacije javljaju se s ucestaloS¢u u
rasponu od 8-22 % za TSHr, odnosno 8-75 % za Gsa/gsp ovisno 0 tehnici
upotrijebljenoj za otkrivanje mutacije (145, 147). Varijabilnosti navedenih rezultata
pridonosi stupanj nedostatka joda te genetska pozadina ispitanika. Mutacije TSHr
C¢eSc¢e su od Gsa/gsp, a prisutne su i u diferenciranim karcinomima Stitnja¢e iako u
malom postotku. Aktiviraju¢e mutacije TSHr gena zapazene su u grupi diferenciranih
karcinoma s visokom bazalnom aktivnoS¢u adenil ciklaze i u nekoliko sluajeva

hiperfunkcionalnih karcinoma Stitnjace (148).
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1.5.2 Signalni putevi

Mitogeni signalni putevi opisani su u folikularnim stanicama na koje utjecu
razliiti stimulacijski i inhibicijski hormoni, faktori rasta i neurotransmiteri. Na
molekularnoj razini, signalni put ima kriti€nu ulogu u razvoju i progresiji karcinoma

stitnjace.

1.5.21 MAPK

MAPK kaskada je klasicni, evolucijski dobro o€uvan, intracelularni signalni put
uklju¢en u regulaciju stani¢ne proliferacije, diferencijacije, apoptoze i prezivljenja
stanice. Aktivacija MAPK signalnog puta inicirana je vezanjem faktora rasta na
izvanstaniénu podjedinicu receptora s tirozin-kinaznom aktivnoS¢u, Cijom
dimerizacijom dolazi do autofosforilacije tirozinskih ostataka, a rezultat je te aktivacije
prijenos signala u citoplazmu (149). MAPK ima vaznu ulogu u prijenosu signala preko
niza proteina u jezgru stanice gdje utjeCe na ekspresiju gena koji reguliraju vazne
stani¢ne procese poput stanicnog rasta, proliferacije, apoptoze i diferencijacije.
Genetske promjene poput RET/PTC pregradnje te toCkastih mutacija BRAF i RAS
gena aktiviraju MAPK. lako je aktivacija i deregulacija ovog puta nadena u brojnim
humanim karcinomima, dokaz o MAPK aktivaciji najznacajniji je u razvoju karcinoma
StitnjaCe (149).

1.5.2.2 PI3K/Akt signalni put

P13-kinaza/AKT signalni put ima vaznu ulogu u stani€nom rastu, proliferaciji i
prezivlienju tj. opstanku stanice. Aktivacija zapocCinje vezanjem faktora rasta na
transmembranske tirozin-kinazne receptore, npr. EGFR (engl. Epidermal growth factor
receptor) Sto kroz niz fosforilacija aktivira PI3K , pa AKT, ¢ime se pokrene lanac
reakcija za razne procese u stanici. U zdravoj stanici inhibitor PI3/AKT signalnog puta
je PTEN (engl. Phosphatase and tensin homolog) protein. Medutim, u tumorskim
stanicama postoje mnogobrojne mutacije koje mogu trajno aktivirati PI3K/AKT signalni
put kao Sto su amplifikacije i toCkaste mutacije na RAS, RAF (engl. Rapidly accelerated

fibrosarsoma) ili PTEN genu te nastanak genskih preuredbi kao Sto je RET/PTC.
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Mutacije PIK3CA (engl.Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit alpha) gena, koji
kodira kataliticku podjedinicu PI3Ks, nadene su u tumorima StitnjaCe i to u 6-13 %
folikularnin karcinom i 0-6 % folikularnih adenoma (150-152). Mutacije tipi¢no
obuhvacaju razli¢ite nukleotide u eksonima 20 i 9 PIK3CA gena. Mutacije PTEN gena

nadene su u 7% folikularnih karcinoma, ali ne i u folikularnim adenomima (151, 152).

1.5.3 Mikro RNK

Mikro RNK (miRNK) je novootkrivena skupina endogenih, kratkih, nekodirajucih
RNK (18-24 nukleotida) koje koCe ekspresiju gena selektivhim vezanjem na glasnic¢ku
RNK, mRNK (engl. messenger), Sto vodi do represije translacije i inhibicije sinteze
proteina. Identificirano je 530 humanih miRNK i taj broj konstantno raste. MiRNK ima
ulogu u razlicitim fizioloSkim stani¢nim procesima koji obuhvacaju diferencijaciju,
proliferaciju i apoptozu i smatra se jednim od najvaznijih regulatora ekspresije gena na
posttranskripcijskoj razini te se procjenjuje da bi 1/3 humanih gena moglo biti
regulirano preko miRNK. Funkcija miRNK reducirana je ili eliminirana u mnogim
tipovima humanih karcinoma uklju¢ujuci karcinom SstitnjaCe (153, 154). Razlicite studije
dokazale su da normalne folikularne stanice imaju jedinstven profil miRNK ekspresije,
a da je regulacija brojnih miRNK poremeéena u malignim folikularnim stanicama. U
skladu s tim, podskupina miRNK uklju€uju¢i miR-221, miR-222, miR-146b, miR-155 i
miR-187 povecana je u karcinomima Stitnjace (154). U stanicama papilarnog
karcinoma dolazi do prekomjerne ekspresije miR-146b, miR-221 i miR-222 uz
posljedi¢no utiSavanje KIT- receptora tirozin kinaze koji ima vaznu ulogu u stani€énom

rastu i diferencijaciji, djeluju¢i kao onkogen u brojnim karcinomima (155).

154 LOH

LOH (engl. loss of heterozygosity) ili gubitak heterozigotnosti je genetska
promjena koja predstavlja gubitak normalne funkcije jednog alela gena u kojem je drugi
alel vec¢ inaktiviran na somatskoj ili germinativnoj razini. LOH je primijecen u 6-12 %

folikularninh adenoma i 30-50 % folikularnih karcinoma Stitnjace. NajceS¢e zahvacene
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kromosomske regije smjeStene su na kromosomima 2p, 3p, 9q, 10q, 11p, 17p i 159
(156-158).

Ucestalost gubitka heterozigotnosti u korelaciji je s agresivnoS¢u tumora i
recidiva kod pacijenata s folikularnim karcinomom. Kod minimalno invazivnih tumora,
LOH je primije¢en u 30 % slu€ajeva dok njegova ucestalost raste na vise od 50 % kod

agresivnijih slu¢ajeva kao i kod recidiva tumora (157, 159).

LOH je ¢eS¢e prisutan u onkocitnim tumorima Stitnjace, a najzahvacenije regije
smjeStene su na kromosomima 1q, 2p, 3q, 8q, 14qi 189. Lokusi na 1q i 2p kromosomu
pokazuju znacajno visi postotak LOH u onkocitnim karcinomima nego u adenomima
uz osjetljivost od 100 % i specificnost od 65 % kod otkrivanja malignih tumora (160,
161).

155 Aktivacija onkogena u folikularnim stanicama Stitnja €e

Zadnjih godina temeljito se istrazuje molekularna osnova karcinogeneze
stitnjaCe. NajCeSce genske promjene otkrivene tijekom prouavanja u molekularnoj
biologiji u proslih dvadeset godina uglavnhom su aktivacija onkogena poput BRAF,
RAS, RET (engl. rearranged during transfection) i NTRK (engl. Neurotrophic receptor
tyrosine kinases) i utiSavanje tumor supresorskih gena poput PTEN i TP53.

1.5.5.1 B-RAF

B-RAF gen pripada obitelji serin-treonin kinaza koja ukljuuje joS dva gena.
Njegov produkt, B-Raf protein, aktivira signalni put MAPK s jakim afinitetom za MEK1
i MEK2 ucinkovitje nego ostale Raf izoforme (162). MAPK odgovara na
ekstracelularne podrazaje i regulira ekspresiju gena, mitozu, diferencijaciju,
proliferaciju i stani¢no prezivljenje/apoptozu. MEK1 i MEK 2 aktiviraju serin/treonin
specificne kinaze ERK1 i ERK2. ERK kinaze ili kinaze regulirane izvanstani¢nim
signalima (engl. extracellular signal-regulated kinases) aktiviraju vise signalnih puteva

uklju€enih u stani¢nu fiziologiju i igraju vaznu ulogu u kontroli ekspresije gena koji
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sudjeluju u ciklusu dijeljenja stanica, apoptozi, stani¢noj diferencijaciji i migraciji (163,
164).

Mutacije BRAF gena naj¢eS¢e su poznate genetske promjene u papilarnim
karcinomima. Prisutne su u 40-70 % papilarnih karcinoma s visokim postotkom
pozitivhosti u agresivnijim varijantama poput “tall cell" varijante, ali su rijetke u
folikularnim varijantama papilarnog karcinoma (140, 165, 166). UCestale genetske
promjene u klasicnom papilarnom karcinomu uklju¢uju mutaciju gena na nukleotidu
1799 koja dovodi do promjene u proteinu na 600. poziciji, zamjenom aminokiseline
valina u glutaminsku kiselinu (V600E). Ova toCkasta mutacija vodi do konstitutivhe
aktivacije BRAF kinaze Sto rezultira kontinuiranom fosforilacijom efektora MEK i MAPK
signalnog puta (165, 167, 168).

Drugi, rijetki mehanizmi BRAF aktivacije takoder su opisani u papilarnom

karcinomu Stitnjace, a obuhvacaju:

a) K601E toCkastu mutaciju, male "in-frame" insercije i delecije koje okruzuju

kodon 600 i odreduju zamjenu lizina glutaminom i

b) AKAP9-BRAF pregradnja koja je ¢eS¢a u papilanim karcinomima povezanim

s prethodnim izlaganjem zracenju (169-172).

U brojnim studijama, prisutnost BRAF mutacije povezuje se s karakteristikama
agresivnih tumora poput ekstratiroidalnog Sirenja, uznapredovanog stadija pri
otkrivanju tumora, recidiva tumora, metastaza u limfnim &vorovima ili udaljenih
metastaza (173-175). Dokazano je da je BRAF V600E neovisni prediktor recidiva
tumora Cak i kod pacijenata s I-1l stadijem bolesti (175, 176).

Ova mutacija povezuje se i sa smanjenom sposobnoSéu tumora da prima
radioaktivni jod i odgovori na terapiju kod recidiva bolesti Sto moZze biti posljedica
poremecaja regulacije natrij-jod simportera (NIS) i drugih gena ukljuéenih u

metabolizam joda folikularnih stanica (175, 177).
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U tumorima Stitnjace BRAF V600E mutacija ograni¢ena je na papilarni karcinom
te slabo diferencirane i anaplasti¢ne karcinome koji nastaju iz papilarnog karcinoma
(173,174, 178).

Otkrivanjem ove mutacije u citoloSkim uzorcima punktata Stitnjace ili u
histoloSskim uzorcima postavlja se dijagnoza papilarnog karcinoma. Testiranje na
BRAF mutaciju moze biti pogotovo korisno u dijagnostici citoloSki neodredenih i
atipi¢nih promjena jer moze pomoci u postavljanju dijagnoze papilarnog karcinoma u

znaCajnom postotku citoloskih uzoraka (179, 180).

1.5.5.2 RAS

H-RAS, K-RAS i N-RAS geni ¢lanovi su RAS obitelji gena koji kodiraju G-
protein. Aktivirani RAS protein zapocinje intracelularnu transdukciju signala preko
otpuStanja GTP-a (engl. Guanosine-5'-triphosphate) i aktivaciju MAPK i PISK/AKT
signalnih puteva. Porast afiniteta za GTP (mutacije u kodonima 12 i 13) ili inaktivacija
autokatalitiCcke funkcije GTP-aze (mutacija u kodonu 61) posljedica su toCkastih
mutacija u RAS genu, a rezultat je trajno aktivni, mutirani protein (181). RAS mutacije
otkrivene su u benignim i malignim tumorima folikularnog epitela Stitnjace kao i u

tumorima drugih tkiva.

ToCkaste mutacije svih triju RAS gena pronadene su u 10-20 % papilarnih
karcinoma i najéeS¢e su povezane s folikularnom varijantom papilarnog karcinoma te
dobro oahurenim tumorima s niskim postotkom metastaza u limfnim ¢vorovima (167,
182-185). Neke studije povezuju RAS mutacije s agresivnijim ponaSanjem papilarnog

karcinoma poput vece ucestalosti udaljenih metastaza (186).

NajceSca genetska promjena u folikularnom karcinomu Stitnjace obuhvaca
toCkaste mutacije RAS gena (40-50 %) i PAX8-PPARYy preuredbu, a RAS mutacije
nalaze se i u 20-40 % folikularnih adenoma, ¢eS¢e kod mikrofolikularnih adenoma
(187-191). NajceSc¢e su zahvaceni NRAS kodon 61 i HRAS kodon 61. Prisutnost RAS
mutacija u folikularnim karcinomima povezan je sa slabom diferencijacijom tumora i

loSijom prognozom (190, 192).
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Ove mutacije opisane su i u 18-27 % slabo deferenciranih karcinoma te 50-60
% anaplasticnih karcinoma. Vjerojatno je da mutirani RAS omogucuje genomsku
nestabilnost koja je preduvjet za daljnje genetske abnormalnosti npr. TP53 gena i
posljedicnu malignu progresiju. Primjer ove veze je slu¢aj anaplasticnog karcinoma
pronadenog u dobro diferenciranom folikularnom karcinomu gdje je u obama oblicima
pronadena RAS mutacija, ali mutacija TP53 pronadena je samo u anaplasticnom
karcinomu (193).

1553 RET

RET gen, smjeSten na kromosomu 10q11.2, kodira membranski receptor tirozin
kinaze. FiziolosSki ligandi RET-a pripadaju obitelji neurotropnih faktora porijekla glijalnih
stanica (GDNF; eng. Glial cell line-derived neurotrophic factor). Formiranje kompleksa
ligand-koreceptor-receptor odgovorno je i za aktivaciju katalitiCke domene kinaze i za
provodenje signala koji induciraju stani¢nu proliferaciju. RET toCkaste mutacije u
zametnim stanicama primjer su naslijedene aktiviraju¢e mutacije protoonkogena Cije
su posljedice sindromi obiteljskog karcinoma, poput sindroma MEN2 (MEN 2A, MEN
2B) i obiteljskog medularnog karcinoma (FMTC). RET toCkaste mutacije somatskih
stanica nalazimo u sporadi¢nom tipu medularnog karcinoma i feokromocitomu, dok su

mutacije s gubitkom funkcije RET-a povezane s Hirschprungovom boleSc¢u (194).

Preuredena varijanta RET onkogena nazvana RET/PTC do sada je opisana
samo u Stitnjaci i specifina je za papilarni karcinom. Preuredba ukljucuje fuziju 3' dijela
RET gena i 5' dijela heterolognih gena. Postoji najmanje 15 razli¢itih RET/PTC
preuredbi i vecina nije znaCajna za patogenezu papilarnog karcinoma za razliku od
RET/PTC1 i RET/PTC3 koji su i najéeséi (195-197).

Prevalencija RET/PTC u papilarnom karcinomu znacajno varira u razlicitim
studijama sa sporadi¢nim papilarnim karcinomima (nevezanim za ionizirajuce
zraCenje) u kojem je RET/PTCL1 najcesci tip sa 60-70 % preuredbi dok RET/PTC2 Cini
20-30 % preuredbi (198).
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Brojne studije prikazale su visok stupanj prevalencije (do 80 %) RET/PTC
aktivacije kao i brojnost razli¢itih oblika preuredbi kod odraslih te pogotovo djece koja
su bila izlozena zraCenju prilikom €ernobilske nuklearne katastrofe (199).

Istrazivanje povezanosti razli€itih oblika RET/PTC-a s odredenim histoloskim ili
klinickim osobinama dovelo je do saznanja da se RET/PTC1 €esto nalazi u malim,
indolentnim tumorima dok su agresivni oblici kao Sto su "tall cell" i solidna varijanta
papilarnog karcinoma vezane uz ekspresiju RET/PTC3 (200). U skupini
postéernobilskih bolesnika RET/PTC1 vezan je uz duzu latenciju tumora i stariju dob,
a RET/PTC3 u tumorima koji nastaju nakon izlaganja visokim dozama zraCenja

povezuje se s kracom latencijom i agresivnijim bioloSkim ponaSanjem (201).

Niska prevalencija RET/PTC u slabo diferenciranim karcinomima Stitnjace

dovodi u pitanje ulogu ovog onkoproteina u progresiji tumora (202).

1.5.54 NTRK1

NTRK1 gen kodira transmembranski receptor s visokim afinitetom za faktor
rasta zivaca (203). Primije¢eno je da je ucCestalost NTRK1 preuredbi u
postéernobilskim papilarnim karcinomima StitnjaCe jednaka onoj u sporadi¢nim
karcinomima (204). Somatska preuredba NTRK1 u papilarnim karcinomima ima
prevalenciju do 12 %. U talijanskim studijama taj postotak je 15-25 % za sporadi¢ne
karcinome, dok je u francuskim i japanskim studijama maniji od 5 %. Ove razlike mogu
biti posljedica geografskih faktora. Unato€ niZzoj prevalenciji u odnosu na druge
onkogene, NTRK1 preuredba predstavlja korisnu molekularnu osnovu za prou¢avanje

karcinogeneze StitnjaCe (205).

1.5.5.5 CTNNB1 (B-katenin)

CTNNBL1, gen lociran na 3p22-p21.3 kromosomu, kodira -katenin, protein sa
znacajnom ulogom u stani¢noj adheziji i provodenju signala. U normalnim stanicama
B-katenin je vezan za stanicnu membranu, a razine citoplazmatskog B-katenina su vrlo

niske, s obzirom na brzu razgradnju. Ovaj protein je klju¢na komponenta Wnt signalnog
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puta (kombinacija Wg i Int, dva homologna gena: Wg (engl. Wingless) i Int (engl.
Integration) koji je kritiCan za sudbinu stanice tijekom embriogeneze i aktiviran u
razli€itim humanim karcinomima. Wnt signalni put stabilizira B-katenin inhibirajuci
njegovu fosforilaciju preko glikogen sintaza kinaze-3 (GSK-3) i njegove posljedi¢ne
proteosomalne razgradnje, dopustajuci B-kateninu prelazak u jezgru i djelovanje kao
transkripcijskog Wnt efektora. Multiproteinski razgradbeni kompleks koji uklju€uje
protein adenomatozne polipoze kolona (APC) veze [-katenin i fosforilacijom
serotoninskih i treoninskih zavrSetaka dovodi do njegove razgradnje (206). Lokalizacija
B-katenina u jezgri i transkripcijska aktivnost B-katenina povecava se smanjivanjem
vezanja za kaderin, zbog inaktiviraju¢ih mutacija APC-a kao i zbog CTNNB1 mutacija
ili zbog povecane aktivnosti Wnt signalnog puta (207).

Inaktivirajuée APC mutacije zametnih stanica dovode do obiteljske
adenomatozne polipoze i njezine varijante, Gardnerova sindroma uz koji je povezan
znacCajno povecan rizik razvoja papilarnog karcinoma Stitnjace (208). Somatske APC
mutacije nalazimo u viSe od 80 % kolorektalnih karcinoma, a aktivirajuce B-katenin
mutacije koje stabiliziraju protein otkrivene su u brojnim humanim novotvorinama
uklju€ujuéi adenokarcinom crijeva gdje su prisutne u prosjec¢no 50 % sluc¢ajeva (209).
Aktivacijska mutacija i/ili nuklearna lokalizacija -katenina uz poremecaj Wnt signalnog
puta prisutna je u slabo diferenciranim (25 %) ili nediferenciranim karcinomima
Stitnjace (65 %), ali ne i u dobro diferenciranim papilarnim karcinomima ili folikularnim

karcinomima (143).

Niska membranska ekspresija -katenina kao i njegova nuklearna lokalizacija
ili CTNNB1 mutacije na exonu 3 zna¢ajno su povezane s loSom prognozom, neovisno
o konvencionalnim prognostickim pokazateljima za karcinome StitnjaCe, ali ne i sa

stupnjem diferencijacije tumora (209)

1.5.5.6 PPARy
PPARYy (peroksisom aktivirajuci receptor proliferacije y) je nuklearni hormonski

receptor koji ima kljuénu ulogu u diferencijaciji adipocita. Clan je superobitelji

nuklearnih hormonskih receptora poput receptora za hormone StitnjaCe, androgene i
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estrogene receptore te receptore retinoi€ne kiseline. Ovi receptori dijele zajedniCke
osobine kao Sto su centralna DNK vezuju¢éa domena te karboksilni zavrSetak
odgovoran za dimerizaciju, vezanje liganda i aktivaciju transkripcije (210).

PPARY se povezuje s patologijom StitnjaCe od otkrica PAX8/ PPARYy preuredbe
u folikularnim karcinomima. Translokacija t(2;3)(q13;p25) fuzionira gen PAX8, vazan
transkripcijski faktor za diferencijaciju folikularnih stanica i PPARy gen, stvarajuci
onkogen koji ubrzava stani¢ni rast, smanjuje apoptozu i sprje€ava vezanje stanica za
okolno tkivo (211). PAX8/PPARY je nadena u 30-40 % folikularnih karcinoma i oko 5
% onkocitnih karcinoma. Klini¢ki, PAX8/ PPARY pozitivni folikularni karcinomi javljaju
se u mladih pacijenata, mali su tumori, solidne strukture s vaskularnom invazijom (167,
197). Ova preuredba nadena je u manje od 10 % folikularnih adenoma i u manje od 10

% folikularnih varijanti papilarnih karcinoma (167, 212).

Dosadasnja istraZzivanja navode na zaklju€ak da bi identifikacija PAX8/PPARy
produkta mogla biti korisna u dijagnostici karcinoma Stitnjace te da bi u kombinaciji s
molekularnim testiranjem na BRAF, RAS i RET/PTC za folikularne lezije neodredenog
znacenja i folikularne tumore, mogla poboljSati specifi€nost. Molekularna testiranja
mogu dodati negativhu prediktivnu vrijednost citoloSkoj punkciji i smanjiti broj
nepotrebnih operacija i totalnih tireoidektomija te omogucditi individualizirano lijecenje
(213).

1.5.6 Inaktivacija tumor supresorskih gena

1.5.6.1 CDK inhibitori

Ciklini su primarni regulatori stani¢nog ciklusa kljuéni za kontrolu stani¢ne
proliferacije u eukarioticnoj stanici. Vezanje ciklina i ciklin-ovisnih kinaza (CDK; engl.
cyclin dependent kinases) stvara kompleks koji aktivira kinaze i pokrece kaskadu
dogadaja koji usmjeravaju stanicu kroz faze stani¢nog ciklusa. CDK inhibitori p21
(WAF1/CIP1), p27(kipl), p15 INK4B i p16 INK4A inhibiraju ciklin-CDK kompleks kao
negativni regulatori aktivnosti stanicnog ciklusa. Prekomjerna ekspresija pozitivnih
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regulatora (ciklina) ili smanjena ekspresija negativnih regulatora (CDK inhibitora)
dokazana je u brojnim tumorima pa tako i u tumorima Stitnjace (214). CDK inhibitor
p27 nalazimo u normalnim folikularnim stanicama, dok je njegova ekspresija niska u
neoplasti€nim folikularnim stanicama StitnjaCe (214). Smanjena ekspresija p27
povezuje se s gubitkom tumorske diferencijacije i agresivnim tumorskim fenotipom
(215).

WAFI/CIPI je transkripcijski aktiviran u p53-posredovanom G1 arestu stanicnog
ciklusa i apoptozi (216). Ekspresija p21 niska je u normalnoj i u hiperplasti¢noj stitnjaci
kao i u folikularnim adenomima, dok gotovo 30 % karcinoma pokazuje ekspresiju p21
(217). Deleciju p21/WAF1 gena nalazimo u 12,5 % papilarnih karcinoma, ali ne u
folikularnim adenomima i karcinomima (218). Mutacija p15INK4b i p16INK4a nisu
kriticni za razvoj folikularnih adenoma ili papilarnih karcinoma Stitnjace, ali de novo
metilacija 5' CpG otoka gena p16 Cesta je u primarnim tumorima i upucuje na to da
gubitak funkcije ovog gena moze nastati kao posljedica epigenetskog dogadaja
prilikom progresije bolesti (219).

1.56.2 Rb

Retinoblastom (Rb) je tumor supresorski gen mutiran u zacetku retinoblastoma,
osteosarkoma i karcinoma malih stanica plu¢a. Ipak, u vecéini humanih karcinoma
inaktivacija proteina retinoblastoma (pRb) uc€estalo se nalazi tijekom progresije tumora
i utieCe na razliCite aspekte malignog ponaSanja (220). Pretpostavka je da pRb
posjeduje viSe funkcija od poznate uloge u kontroli stani€nog ciklusa i diferencijaciji
(221, 222). Nedavne studije pokazuju da pRb gubitak pridonosi razvoju tumora C
stanica u Rb+/- miSeva. Tumor C stanica bez Rb gena u ranom stadiju ima brojne
osobine odgovora DNK na osStecenje (DDR; engl. DNA damage response), ukljuujuci

aktivirani ATM, ali i nekoliko osobina stani¢nog starenja (223).

Mutacije Rb gena pronadena je u tumorima Stitnjace u nekoliko molekularnih
studija. Vecina benignih lezija StitnjaCe, osim lezija Hirthleovih stanica, zadrzala je Rb
nuklearnu imunopozitivhost u 96 % slu€ajeva. Suprotno tome, u 82 % malignih tumora

nije bilo imunoreaktivnosti, Sto obuhvaéa sve papilarne karcinome i 89 % folikularnih
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karcinoma. Benigne i maligne Hurthle cell neoplazme bile su nagativne u 92 %

sluCajeva (224).

1.5.6.3 TPS3

TP53 gen je lociran na 17p13.1 kromosomu i sastoji se od 11 eksona te kodira
nuklearni fosfoprotein koji se veze na specificne DNK sekvence i djeluje kao
transkripcijski faktor. TP53 je prepoznat kao tumor supresorski gen jer kodira p53
protein koji sudjeluje u procesu zaustavljanja stanicnog ciklusa u G1 fazi preko
popravka ostecenih DNK molekula (225). Nakon izloZenosti stanice ¢imbenicima koji
oStecuju DNK, poput ultraljubi€astog ili gama zracenja, dolazi do porasta p53 unutar
stanice, zbog onemogucavanja procesa raspadanja. Kada dosegne kriticnu
koncentraciju unutar stanice, p53 sprjeCava diobu stanice, pojaCavajuci prepisivanje
WAF1 gena. Proteinski produkt WAF1 gena, protein p21, zaustavlja stani¢ni ciklus u
G1 fazi (226, 227).

Smatra se da je proces zaustavljanja stanice u G1 fazi stanicnog ciklusa
reverzibilan ta da se stani¢ni ciklus nastavlja ukoliko stanica uspije popraviti oStecenje
na DNK molekulama te se nakon toga uklanja p53 protein (227). Zato se p53 i naziva
"Cuvarom genoma". Ako su oStecenja tkiva takva da ih stanica ne moZe poprauviti,
proces zaustavljanja stanice u G1 fazi postaje ireverzibilan i stanica ulazi u apoptozu
(5, 226, 227).

TP53 je Cesto pogoden gubitkom alela i toCkastim mutacijama u gotovo svim
karcinomima. Nacelo ove funkcije u progresiji karcinoma odreduje ¢injenica da se
miSevi bez funkcionalnog TP53 gena razmnozavaju i razvijaju (gotovo) normalno, ali

umiru u ranoj dobi od multiplih karcinoma (228).

Mutacija gubitka funkcije TP53 poti¢e genomsku nestabilnost zbog oslabljenog
sustava popravka DNK i posljedi¢nu progresiju karcinoma. Uloga mutacija gena TP53
u karcinogenezi StitnjaCe prepoznata je kao kasni genetski dogadaj povezan s
dediferencijacijom papilarnog karcinoma i spada u tip molekularne promjene

odgovorne za izrazito agresivan tijek nediferenciranih karcinoma. Mutacija TP53
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dogada se u 17-38 % slabo diferenciranih karcinoma StitnjaCe i u 67-88 %
nediferenciranih karcinoma dok se u dobro diferenciranim karcinomima Stitnjace javlja
u 0-9 % slucajeva i ukljuCuje eksone 5 do 8 (229). Oko polovine pacijenata s
anaplasti¢nim karcinomom imali su prethodno koegzistiraju¢i diferencirani karcinom
StitnjaCe, a dokaz dediferencijacije diferenciranog tumora Cesto se povezivao S

gubitkom p53 tumor supresorskog proteina (230).

U humanim tumorima otkriveno je viSe od 20 000 mutacija u TP53 genu, a
njegova uloga u karcinomima prouc¢ava se u sklopu moguce procjene odgovora na

terapiju i prezivljenja pacijenata (231).

1.5.6.4 PTEN

Tumor supresorski gen PTEN nalazi se na 10g23.3, ¢lan je obitelji proteina
tirozin fosfataze i, nakon aktivirajuée mutacije ili amplifikacije gena kodirajuci efektore
PI3K/AKT signalnog puta, inhibira P13-kinazu i reducira razinu aktiviranog AKT (232).
Abnormalna regulacija PISK/AKT signalnog puta antiapoptotickim djelovanjem
pridonosi razvoju brojnih humanih karcinoma. Nedavna istrazivanja ukazuju na vaznu
ulogu koju PTEN ima u popravku oSteé¢enih DNK molekula i odgovoru DNK na
oStecenje (233). Mutacije PTEN gena otkrivene su u bolesnika s Cowdenovim
sindromom (sindrom multiplih hamartoma) koji se prenosi autosomno dominantno, a
karakteriziran je multiplim hamartomima koZe, crijeva, dojke i Stitnjace. Cvorovi
Stitnjace ili tireoiditis su prisutni u oko dvije trec¢ine ovih bolesnika, a karcinom Stitnjace,

najCeSce folikularni, razvije se u 10 % bolesnika (154, 234).

Uloga PTEN tumor supresorskog gena u karcinomu Stitnjace je dokazana, a 3-
10 % bolesnika s diferenciranim karcinomom StitnjaCe ima PTEN mutaciju zametnih
stanica dok su PTEN mutacije ili delecije rijetke u sporadi¢nim karcinomima Stitnjace
(235). Nalaz smanjenih koncentracija PTEN mRNA i niza razina proteina je daleko
¢eS¢i nalaz mutacije PTEN gena koji upucuje na mehanizme razliCite od genske
inaktivacije, a koji bi nosili odgovornost za reduciranu funkciju PTEN-a u tumorima
Stitnjace (236, 237).
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1.5.7 Epigenetska regulacija gena

Epigenetski mehanizmi nuzni su za normalan razvoj stanice i ekspresiju tkivno-
specificnih gena u sisavaca. Poremecaj epigenetskih procesa moze dovesti do
promijenjene funkcije gena i maligne transformacije stanica. Zacetak i progresija
karcinoma, do sada tradicionalno smatrana genetskom boleS¢éu, obuhvaéa
epigenetske abnormalnosti zajedno s genetskim promjenama. Najnovija dostignuc¢a u
podruCju epigenetike karcinoma koja se brzo razvia pokazala su opsezno
reprogramiranje svake komponente epigenetskog sustava uklju¢uju¢i DNK metilaciju,
modifikaciju histona, pozicioniranje nukleosoma i nekodirajuée RNK, pogotovo
ekspresiju miRNK. Reverzibilna priroda epigenetskih aberacija dovela je do pojave
obecavajuceg podrucja epigenetske terapije karcinoma (238).

Epigenetska modifikacija u karcinomima Sstitnjae obuhvac¢a DNK metilaciju i
profil ekspresije miRNK. Aberantna DNK metilacija tumor supresorskih gena i proto-
onkogena uobi¢ajena je u tumorima Stitnjae, a dogada se i u brojnim drugim humanim
tumorima. Specifiéni tumor supresorski geni u Stitnjaci su PTEN, RASSF1A, TIMPS3,
SLC5A8, DAPK, RAPB2 i RAP1GAP. Aberantna metilacija PTEN gena nalazi se

uglavnom u papilarnom i folikularnom karcinomu Stitnjace (239).

RASSF1A gen kodira protein koji je sliCan proteinu RAS efektora (240).
Promijenjena ekspresija ovog gena povezana je s karcinomom, a aberantna metilacija
prepoznata je kao vazan mehanizam u inaktivaciji ovog gena (241, 242). Za razliku od
folikularnih karcinoma, samo u malom dijelu papilarnih karcinoma nalazi se aberantna
metilacija RASSF1A koji moze imati presudnu ulogu u tumorogenezi Stitnjace,
neovisno o BRAF/MAPK kinaza (MEK) MAPK signalnom putu (242).

TIMP3 je tkivni inhibitor metaloproteinaze koji inhibira rast, angiogenezu,
invaziju i metastaziranje razliitih tumora (243). Ovaj je gen hipermetiliran u
karcinomima StitnjaCe i povezan je s ekstratiroidnom invazijom i metastaziranjem u
limfne ¢vorove (244, 245).
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RAP1GAP gen kodira tip GTP-aza-aktiviraju¢eg proteina koji smanjuje aktivnost
RAS-povezanog proteina. RAP1GAP je ukljucen u regulaciju mitogenih i onkogenih
signalnih puteva u stanicama StitnjaCe (246, 247).

RAP1 ima vaznu ulogu u regulaciji ERK ovisnog signalnog puta i aktivaciji
BRAF-MEK-ERK signalnog puta (248-250). Podaci imunohistokemijske analize
pokazuju smanjenu ekspresiju RAP1GAP gena u papilarnom karcinomu Stitnjace
(251).

Inhibitor serin proteaze sisavaca (engl. Maspin-mammary serine protease
inhibitor), €lan superobitelji serin proteaza inhibitora kodiran genom SERPINBS,
jedinstveni je tumor supresorski gen s raznolikim bioloSkim ponaSanjem i funkcijama.
Ogasawara i sur. proucavali su metilaciju DNK u promotorskoj regiji Maspina i pokazali
da je prekomjerna ekspresija ovog gena, kao rezultat hipometilacije DNK, usko

povezana s morfoloSkom dediferencijacijom u karcinomima Stitnjace (252).

Uz tumor supresorske gene i onkogene, ekspresija gena specificnih za Stitnjacu
je €esto odsutna u karcinomima. lako molekularni mehanizmi utiSavanja ovih gena nisu
dovoljno istrazeni, aberantna metilacija DNK smatra se vaznim mehanizmom te se
Cesto nalazi hipermetilacija koja vodi do utiSavanja NIS i TSHR gena (253). Gubitak
ekspresije ili promijenjena ekspresija gena specificnin za StitnjaCu povezana je s
progresijom i dediferencijacijom stanica, rezultirajuci razlicitim bolestima stitnjace (254,
255), stoga bi aberantna metilacija ovih gena mogla biti patogeneza ili faktor progresije
karcinoma Stitnja¢e. Vazno je napomenuti da je ovaj bioloski mehanizam povezan s
tumorogenezom Stitnjace, a metilacija ovih gena bitna je za neuspjeSnu terapiju

radioaktivnim jodom, osnovnim nacinom lijeCenja karcinoma StitnjaCe (256).

U normalnim ili tumorskim stanicama s odredenim bioloSkim svojstvima, miRNK
identificiraju stani€¢no porijeklo razli€itih tumora. Ipak, nepoznato je imaju li razliciti
tumori, koji potjecCu iz iste stanice, razliCite profile ekspresije miRNK. Stoga su tumori
StitnjaCe pogodan model za istrazivanje miRNK jer tumori StitnjaCe obuhvacaju
nekoliko tumora razli€ite histologije i diferencijacije (257). U studijama koje su

istrazivale profil ekspresije miRNK u papilarnim karcinomima StitnjaCe, pronadena je
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povecana ekspresija miR-146, miR-221, miR-222, miR-21 i miR-181a u odnosu na
normalne stanice Stitnjace. Razina ekspresije miR-146, miR-221 i miR-222 bila je 9-11
puta viSa u tumorima StitnjaCe. Deregulacija ekspresije miR-146b, miR-221 i miR-222
mogla bi biti klju¢na komponenta u inicijaciji i razvoju papilarnog karcinoma Stitnjace
(258).

Ekspresija miR-192, miR-197, miR-328 i miR346 smanjena je u folikularnim
karcinomima u odnosu na folikularne adenome Sstitnjace (259). Ove su miRNK ocito
specificne za folikularni karcinom, a profil ekspresije miR-197 i miR-346 moZe se
povezati s prijelazom benignih folikularnih tumora u maligne. Ove miRNK i njihovi ciljni
geni mogle bi biti novi molekularni markeri za razlikovanje folikularnih karcinoma od

folikularnih adenoma Stitne zlijezde (260).

Ogranicen broj studija bavio se ulogom miRNK u medularnim karcinomima
StitnjaCe. Prema dosadasnjim istrazivanjima, miRNK ima srediSnju ulogu u biologiji
medularnog karcinoma i vazna je vrsta prognostickin biomarkera u sporadi¢nim i
nasljednim medularnim karcinomima. Ekspresija miR-9 niza je u sporadicnim
medularnim karcinomima dok se prekomjerna ekspresija miR-183 i miR-375 prikazuje

kao vazan prediktivni biomarker za metastaze u lateralnim limfnim ¢vorovima (261).

Kao i u drugim tipovima karcinoma, vecina genetskih i epigenetskih promjena
je somatska, a istrazivanje epigenetskih obrazaca u karcinomima Stitnjae otkrilo je
kriti€nu ulogu ovih promjena u Kklasifikaciji i prognozi tumora. Reverzibilne epigenetske
promjene koje se zbivaju u karcinomu dovele su do mogucnosti primjene epigenetske

terapije kao izbora (151).

Tijekom zadnja tri desetlje¢a otkrivene su brojne molekularne mutacijske
promjene u karcinomima StitnjaCe. Papilarni karcinom ima to€kastu mutaciju BRAF i
RAS gena kao i RET/PTC i TRK preuredbe koji mogu aktivirati MAPK signalni put. Ove
medusobno isklju€ive mutacije nalaze se u 70 % papilarnih karcinoma (140, 141, 167,
262). Poznato je da folikularni karcinom ima ili RAS mutaciju ili PAX8/ PPARy
preuredbu. Ove su mutacije takoder medusobno iskljucive i identificirane u 70-75 %

folikularnih karcinoma (263). Genetske promjene koje uklju€uju PI3BK/AKT signalni put
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takoder se nalaze u tumorima stitnjace, iako su rijetke u dobro diferenciranim tumorima
te imaju viSu prevalenciju u slabije diferenciranim karcinomima Stitnjace (142, 150,
151).

Dodatne mutacije poznate u slabo diferenciranim i anaplasti¢nim karcinomima,
obuhvacaju TP53 i CTNNB1 gene. Medularni karcinomi, i obiteljski i sporadi¢ni, ¢esto

imaju toCkaste mutacije locirane na RET genu (265).

Ubrzano Sirenje znanja iz molekularne genetike pocelo se prenositi i u klinicku
praksu nudeci znaCajno poboljSanje to€nosti predoperativnih dijagnoza karcinoma

stitnjaCe i boljeg prognoziranja tumora.

1.6 ISTRAZIVANI ONKOGENI

16.1 Piwil 2

Gen PIWIL2 (engl. piwi like RNA mediated gene silencing 2 [Homo sapiens
(human)]) ¢lan je PIWI/AGO (engl. P-element-induced wimpy testis/Argonaute)
podobitelji gena i definiran je oCuvanim PAZ i Piwi domenama. SmjeSten je na
humanom kromosomu 8 i miSjem kromosomu 14, a s 23 eksona kodira 973
aminokiseline molekulske mase 110 kD s oko 88,77 % homolognih genskih sekvenci
izmedu Covjeka i miSa. PIWI/AGO proteini sadrzavaju Piwi i PAZ domene koje imaju
multiple bioloSke funkcije. Ovi su geni izrazito dobro oCuvani tijekom evolucije i
prijekopotrebni su u procesu samoobnavljanja mati¢nih stanica, a imaju vaznu ulogu u
utiSavanju RNK, epigenetiCkoj modulaciji i translacijskoj regulaciji u razli€itim
organizmima. Piwil2 ima glavnu ulogu u spermatogenezi tj. u mejotskoj diferencijaciji
spermatocita, diferencijaciji zametnih stanica i samoobnavljanju spermatogonijskih
zametnih stanica. Njegova prisutnost u oocitama ukazuje na mogucu ulogu u sli¢nim

funkcijama tijekom ooogeneze (266).

U jajniku Drosophile, piwi protein je potreban u somatskim signalnim stanicama

za oCuvanje zametnih mati¢nih stanica i ima ulogu autonomnog promotora dijeljenja
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zametnih mati¢nih stanica. Uklanjanje piwi proteina iz linije zametnih stanice znacajno
smanjuje ucestalost njihove diobe. Pretjerana ekspresija piwi proteina u somatskim
stanicama dovodi do smanjenja broja zametnih mati¢nih stanica kao i ucestalosti
njihove diobe (267).

Kada je potisnut, Piwil2 inhibira rast tumorskih stanica, a kada je pretjereno

izrazen, djeluje kao onkogen koji inhibira apoptozu i poti€e proliferaciju (266).

Kod sisavaca, Piwi geni su specificni za testis i igraju kljucnu ulogu u
spermatogenezi. U genomu misa identificirana su dva Piwi homologa (Miwi ili Piwill i
Mili ili Piwil2) (268). Kod ljudi je identificirano osam ¢lanova argonaut obitelji koja se
dijeli na dvije podobitelji: Piwi podobitelj (Piwill, Piwil2, Piwil3 i Piwil4) i elF2C/AGO
podobitelj. Sva Cetiri ¢lana Piwi podobitelji izrazena su uglavnom u testisu (269).

Ovaj gen kodira protein koji postoji u nekoliko izoformi, a u karcinomskim
stani¢nim linijama i prekanceroznim mati¢nim stanicama (pCSCs; engl. precancerous
stem cells) ekspresija piwil2 je gotovo u potpunosti zastupljena njegovom izoformom
od 60 kD (PL2L60). I1zoforma od 80 kD (PL2L80A) prisutna je, zajedno s PL2L60, u

stani¢nim linijjama karcinoma testisa (270).

Istrazivanja su pokazala da Piwil2 neovisno djeluje na dva vaZzna stani¢na
signalna puta, Stat3/Bcl-XL i Stat3/ciklin D1 i stoga moze djelovati kao onkogen u
tumorogenezi razliCitih tkiva. Piwil2 inhibira apoptozu i potiCe proliferaciju aktivacijom

Stat3/Bcl-XL i pojaCavanjem Stat3/ciklin D1 signalnih puteva (271).

Tumorogeneza je prije svega uzrokovana genotoksi¢nim ¢imbenicima poput
ionizirajuceg i ultraljubicastog (UV) zraCenja te kemoterapeutika. Odgovor DNK na
oStecenje je antikarcinomska barijera u ranoj humanoj tumorogenezi. Medutim, unato¢
opseznim istraZzivanjima onkogena koja se provode zadnjih desetlje¢a, stani¢ni

mehanizmi koji djeluju kao zapreka tumorogenezi nisu u potpunosti razjasnjeni.

Yin i suradnici pokazali su da se Piwil2 moze aktivirati prilikom DNK oStecenja
uzrokovanog ioniziraju¢im i UV zraCenjem te cisplatinom i da je njegova uloga u

stanichom popravku povezana s acetilacijom histona H3 potrebnog za relaksaciju
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kromatina, koja omogucuje pristup DDR proteina oSte¢enoj DNK. Relaksacija
kromatina kljucni je, inicijalni korak u stanicnom popravku, a rezultati ove studije
prikazali su novu ulogu Piwil2 u stanicnom popravku kod sisavaca i dokazali da Piwil2
ima zastitnu ulogu u karcinogenezi nastaloj kao posljedica genotoksi¢nih ¢imbenika
(272). Osim navedenog pozitivnog ucinka Piwil2 u popravku DNK, isti efekt moZe imati
negativan ucinak u slu¢ajevima karcinoma. S obzirom na to da vecina kemoterapija
ima genotoksi¢ni ucinak, Piwil2 moze sprijecCiti djelovanje kemoterapijskih agensa,
aktivacijom popravka DNK i sprie€avanjem apoptoze u stanicama karcinoma, Sto za

posljedicu moze imati rezistenciju na terapiju (273).

Do sada joS nije do kraja razjasnjena funkcija niti regulacijiski mehanizmi Piwi
gena i njihovo sudjelovanje u specificnim mehanizmima tumorogeneze, tj. to¢na uloga

u nastanku i razvoju tumora i u razli€itim stadijima tumora.

Sva zrela tkiva takoder sadrze pojedinacne zametne (mati¢ne) stanice, kako bi
se mogla obnoviti (somatske maticne stanice). One imaju sposobnost razviti se u
razli€ita tkiva i organe ovisno o potrebama organizma i dobivenu podrazaju. Njihova je
funkcija posebno izraZzena u koStanoj srzi gdje nakon diobe jedan dio stanica ostaje u
obliku mati¢ne stanice, a druge se diferenciraju po potrebi. Somatske mati¢ne stanice
omogucuju tkivima sposobnost regeneracije. Nedavna istrazivanja su pokazala da je
protein piwil 2 izrazen u pCSCs i da, osim u testisu, nije izrazen u normalnim odraslim
mati¢nim ili somatskim stanicama. Pretjerana ekspresija Piwil2 gena dovodi do
poremecaja u stani¢noj diobi i ima ulogu u razvoju razli€itih tipova tumora poput
ovarijskin i endometralnih karcinoma, gastrointestinalnih karcinoma te karcinoma
prostate i dojke. lako nije dokazan u normalnom skeletnom misiénom tkivu i tkivu
malog mozga, izrazen je u odgovaraju¢im tumorskim tkivima poput rabdomiosarkoma
i meduloblastoma. Piwil2 je pretjerano izrazen u seminomima, ali nije otkriven u

neseminomskim tumorima testisa (270, 271).

U nedavnim istrazivanjima dokazana je ekspresija piwil2 u razli¢itim vrstama

humanih karcinoma, ali ne i u normalnim tkivima.
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U istrazivanju Liu JJ i sur. ekspresija piwil2 dokazana je u svim stadijima
karcinoma dojke, ali ne i u normalnom tkivu dojke. Medutim, piwil2 je primije¢en u
benignoj proliferaciji tkiva dojke kao i u histoloski normalnom tkivu dojke uz karcinom
Sto bi se moglo povezati s fenomenom koji se metafori¢ki naziva kancerizacijom polja
ili efektom polja ("field effect”) karcinoma kao posljedice prekancerozne epigenetske
promjene normalnih epitelnih stanica ili mati¢nih stanica dojke ili posljedice sijanja
tumorskih stanica poput pCSC ili karcinomskih mati¢nih stanica (CSC; engl. cancerous
stem cells). Smatra se da detekcija piwil2 u histoloSki normalnom tkivu potvrduje "field
effect” epigenetskih ili onkogenetskih promjena u karcinomu dojke. Kancerizacija se
smatra klinicki zna¢ajnom jer se pretpostavlja da se radi o vaznom ¢imbeniku lokalnog
recidiva karcinoma. Liu JJ i sur. imunohistokemijski su analizirali ekspresiju piwil2 kod
karcinoma dojke i prikazali tri na¢ina ekspresije, u citoplazmi, jezgri te u citoplazmi i
jezgri. Nuklearna ekspresija bila je slabije izrazena u prekancerozama dok su sva ftri
obrasca ekspresije bila izrazena u invazivnim i metastatskim karcinomima. Dok je
citoplazmatska imunoreaktivnost znacajno korelirala s ekspresijom estrogenskih
receptora (ER), nuklearna je znac¢ajno korelirala s ekspresijom Ki67. S obzirom na to
da je piwil2 izrazen u razli€itim stadijima karcinoma dojke, u kombinaciji s drugim
biljezima mogao bi posluziti kao biomarker za dijagnozu i/ili prognozu ovog karcinoma
(273-276).

Kao i u karcinomu dojke, piwil2 je imunohistokemijski izrazen i u razli€itim
stadijima i tipovima cervikalne neoplazije te ploastog karcinoma i adenokarcinoma
cerviksa, ali i u histoloSki "normalnom" tkivu uz maligne lezije kao i u nekim
metaplasticnim stanicama. Metaplazija se definira kao preobrazba jednog tipa zrelih
diferenciranih stanica u drugi tip zrelih diferenciranih stanica ili kao odgovor na ozljede
ili oSte¢enja poput karcinogenih podrazaja. Tijekom tumorogeneze, metaplazija bi
mogla biti reverzibilni razvojni stadij prije cervikalne intraepitelne neoplazije stadija 1
(CIN I). Piwil2 je bio umjereno izrazen u metaplasticnim stanicama uz CIN 3, ali ne u
svim podruc¢jima. U metaplasticnim stanicama s izrazenim piwil2 bio je izrazen i Ki67
(stani€ni marker za proliferaciju) ukazujuc¢i na proliferirajuéi karakter tih metaplastic¢nih
stanica. Stoga bi metaplasticne stanice s izrazenim piwil2 mogle biti povezane s
inicijacijom tumora ili benignom proliferacijom. Ekspresija piwil2 u razli€itim stadijima

cervikalne neoplazije Cini ga moguc¢im biomarkerom za rano otkrivanje karcinoma

63



cerviksa. U kombinaciji s drugim biomarkerima, poput p16 i humanog papiloma virusa
visokog rizika (HR-HPV; engl. High Risk Human Papilloma Virus), piwil2 moze pomaoci
u dijagnostici cervikalne intraepitelne neoplazije kod zena kod kojih je HR-HPV

pozitivan, a biopsija cerviksa negativna (277, 278).

U kolorektalnom karcinomu, ekspresija piwil2 znacajno je korelirala s razli€itim
kliniCkopatoloSkim pokazateljima za loSijju prognozu poput niskog stupnja
diferenciranosti i perineuralne invazije, ali i starije dobi, metastaza u limfne ¢vorove,
udaljenih metastaza i invazije vena i limfnih Zila te je bila zna¢ajno izrazenija u

tumorskom nego u okolnom tkivu (279, 280).

Pacijenti sa slabije izrazenom ekspresijom piwill i piwil2 proteina u malignim
stanicama karcinoma Zzeluca imali su bolje prezivlenje od pacijenta s jacom
ekspresijom ukazujuéi na povezanost jaCe ekspresije i malignog fenotipa s loSijom

prognozom (281).

U slucaju sarkoma mekih tkiva, niska razina ekspresije mRNK Piwil2-4 gena
povezana je s loSijom prognozom (282).

Imunohistokemijsko istrazivanje ekspresije piwil2 u karcinomima mokrac¢nog
mjehura kod pacijenata lije€enih cistektomijom i adjuvantnom kemoterapijom pokazuje
da su slaba citoplazmatska i odsutna nuklearna reakcija znacajno povezane s
povecanim rizikom tumorske progresije te prezivljenjem ovisnim o bolesti tzv. DSS
(engl. disease specific survival) kao neovisnog prognostickog ¢imbenika Sto ukazuje
na mogucu vrijednosti Piwil2 kao prognostickog markera kod visokorizi¢nih pacijenata

s ovim karcinomom (283).

Povecana ekspresija Piwil2 gena negativno je korelirala s prognozom kod
pacijenata oboljelih od karcinoma plu¢a nemalih stanica (284) dok se kod pacijenata s
karcinomom bubrega razina ekspresije Piwill, Piwil2 i Piwil4 progresivno smanjivala s
porastom klinickog stadija i Furhmanova sistema i bio zna¢ajno povezan s loSijim

ukupnim prezivljenjem tih pacijenata (285).
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U karcinomima prostate, razina PiwilL2 pozitivno korelira s Gleasonovim

zbrojem i TNM stadijem tumora (286).

Ekspresija piwil2 proteina i mMRNK u papilarnim karcinomima Stitnjace bila je
znacCajno veca od ekspresije u pripadaju¢éem zdravom tkivu. Yin i sur. zakljucili su da

bi piwil2 mogao imati ulogu u invaziji i metastaziranju papilarnog karcinoma (287).

Inhibicija kljuénih signalnih puteva potiskivanjem ekspresije Piwil2 moze
inhibirati stani¢ni rast in vitro i in vivo te postati novo sredstvo u terapiji humanih
karcinoma. Njegova specificna ekspresija u testisu i aberantna ekspresija u razliitim
tumorima ¢ini ga atraktivnim kandidatom za prognosticki i dijagnosti¢ki tumorski biljeg
(272).

1.6.2 HMGA2

Skupinu proteina visoke pokretljivosti tzv. HMG (engl. High Mobility Group) €ine
brojni nehistonski proteini vezani uz kromatin. HMG proteini se vezu na DNK i
nukleosome i mijenjaju strukturu kromatina lokalno i globalno. Dostupnost DNK unutar
kromatina sredisnji je Cimbenik koji utjeCe na nuklearne procese ovisne o DNK kao Sto
su transkripcija, replikacija, rekombinacija i stani¢ni popravak. HMG proteini spajaju se
s razli¢itim multiproteinskim kompleksima kako bi, mijenjaju¢i dostupnost DNK,

regulirali navedene procese (288).

Proteini visoke pokretljivosti skupine A su mali, nehistonski strukturni proteini
koji djeluju kao arhitekturalni transkripcijski ¢imbenici. U blizini njihova amino-kraja
nalaze se tri kratka ponavljanja baza, nazvana "AT kuke", pomo¢u kojih se ti proteini
vezu na mali DNK utor u podrucjima bogatim adeninom i timinom i omogucuju
konformacijske promjene spajanjem transkripcijskih ili kompleksa "pojacivaca” na
kromatin (289).

HMGA proteine kodiraju dva gena, HMGA1 i HMGAZ2. Obitelf HMGA obuhvac¢a
tri proteina, HMGAla, HMGA1b i HMGAZ2 koji imaju sli¢nu strukturu, a sastoje se od
107, 96 i 108 aminokiselina te su dobro ocuvani tijekom evolucije. HMGA2 gen
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smjesten je u ql13-15 segmentu kromosoma 12 i sadrzi pet eksona rasprsenih po
genomskoj regiji 2160 kb. HMGA2 postoji u dvije izoforme od 106 i 109 aminokiselina.
U normalnim stanicama, transkripti HMGA2 gena kodiraju prvenstveno dulju izoformu

proteina molekulske mase 12 kDa (290).

Oba HMGA gena Siroko su eksprimirana tijekom embriogeneze, kada stanice
brzo proliferiraju, dok je u odraslim, diferenciranim tkivima, njihova ekspresija vrlo niska
(291, 292).

HMGA proteini su multifunkcionalni i uklju¢eni su u brojne stani¢ne procese
poput regulacije gena, stani¢nog ciklusa, diferencijacije te viralne integracije. Stoga ovi
proteini sudjeluju u patoloskim procesima djelujuci kao protoonkogeni koji, u slucaju
pojaCane ekspresije u stanicama, potpomazu progresiju novotvorina i metastaza te su
jedinstven primjer produkta gena koji utje€u na razvoj benignih i malignih novotvorina,

ali putem razli¢itih mehanizama (293).

Prije trideset godina, istrazivanja su potvrdila povezanost ovih proteina s
visokomalignim fenotipom, nisu bili eksprimirani u neinficiranim niti u retroviralno
inficiranim Stakorskim stani¢nim linijjama StitnjaCe koje nisu posjedovale potpuno
maligni fenotip, ali su bile konstantno prisutni u stanicama koje su, nakon retroviralne

infekcije, prosle potpunu malignu transformaciju (294).

Prekomjerna ekspresija HMGA povezana je s loSijom prognozom kod razlicitih
karcinoma i predstavlja loS prognosti¢ki ¢imbenik. Yang i sur. ukazuju na onkogenu
aktivnost HMGA i povezanost s neoplasticnom transformacijom te misle da se taj gen
moze smatrati pravim onkogenom koji je pojacano eksprimiran kod mnogih neoplazmi
(295). Fusco i sur. smatraju da HMGAZ2 djeluje kao onkogen i negativno regulira neke
tumorske supresore. Nepreuredena, prekomjerna ekspresija HMGA2 gena svojstvo je

malignih tumora te je povezana s neoplasti€chom stani¢énom transformacijom (296).

HMGAZ2 ima ulogu i u epitelno-mezenhimalnom prijelazu (EMT; engl. epithelial-
mesenchymal transition) koji se odvija tijekom embriogeneze, invazije karcinoma i
metastaziranja. Analize transkriptoma otkrile su da SMAD signalni put inducira HMGA2

koji u endogenom obliku posreduju u epitelno-mezenhimalnom prijelazu preko
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transformirajuceg faktora rasta-f (TGF-B; engl. transforming growth factor-B) dok

ektopicni HMGAZ2 uzrokuje ireverzibilni EMT jakom supresijom E-kaderina (297).

Oba gena, i HMGAL i HMGAZ utjeCu na etiologiju benignih novotvorina masnog
tkiva, lipoma (298). Preuredba ovih gena osobina je vecéine benignih humanih
mezenhimalnih novotvorina poput leiomioma uterusa (299-301), hamartoma pluca
(302, 303), hondroma (304), endometralnih polipa (305, 306), pleomorfnih adenoma
Zlijezda slinovnica (307-309), fibroadenoma (310) i adenolipoma (311) dojke te joS
nekih mezenhimalnih novotvorina (312-316). Preuredba i prekomjerna ekspresija
HMGAZ2 gena opisani su i kod nekih nemezenhimalnih benignih humanih novotvorina

poput adenoma hipofize (317-319).

U planocelularnim karcinomima usne Supljine, ekspresije HMGA2 bila je
prisutna u karcinomima, ali ne i u okolnom zdravom tkivu, a korelirala je s recidivom
bolesti, smréu od posljedica karcinoma te se pokazala kao neovisni prognosti¢ki DSS
Cimbenik (320). Njegova prekomjerna ekspresija povezana je s invazivnoScu i
metastaziranjem planocelularnog karcinoma jezika (321).

HMGA1 i HMGAZ2 prekomjerno su izraZzeni kod karcinoma plu¢a nemalih stanica
(NSCLC) te u planocelularnim karcinomima i adenokarcinomima za razliku od
normalnog plu¢nog tkiva i benignih promjena (322, 323). Intenzivha nuklearna
ekspressija izrazito je povezana s metastazama i loSom prognozom dok je prema

multivarijantnoj Cox analizi, HMGAZ2 neovisni prognosti¢ki cimbenik (324).

PoviSene razine HMGAL1 pozitivno su korelirale s razli€itim stupnjevima
displazije i adenokarcinomom jednjaka (324) dok je jaka ekspresija HMGAZ2 uocena u

planocelularnom karcinomu, ali ne i u zdravom tkivu jednjaka (325).

Kod karcinoma Zeluca, ekspresija HMGAZ2 bila je znacajno viSa nego u
nekarcinomskom tkivu i znac¢ajno je korelirala s invazijom seroze i loSom klinickom

prognozom te se pokazala kao neovisni prognosticki Cimbenik (326).

RazliCita istrazivanja potvrdila su izrazitu ekspresiju HMGA1 u karcinomima

kolona, ali nemjerljivu u zdravoj sluznici. Zanimljivo je da je pretjerana ekspresija
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HMGAL izrazito pozitivno korelirala sa sposobnoS¢u invazije i uznapredovalim
stadijima karcinoma. Ekspresija je postupno rasla od prekanceroznih stadija, preko
adenoma s blagom do teSkom atipijom, pa sve do kolorektalnog karcinoma. Suprotno

tome, kod ne-neoplasti¢nih polipa nije bilo prekomjerne ekspresije HMGAL (327, 328).

Uloga HMGAZ2 u kolorektalnom karcinomu jo$ se smatra kontroverznom. Dok je
jedna studija ustvrdila da je HMGA2 prekomjerno izrazen u samo 50 % karcinoma
kolona u odnosu na prosje¢nu ekspresiju u okolnoj, normalnoj sluznici (329), druga je
utvrdila da se ekspresija HMGAZ2, procjenjivana prema postotku obojenih stanica,
progresivno pojacava s porastom gradusa karcinoma (od Dukesa A do D), ali je
odsutna u ne-neoplasticnim i ranim adenomima (330). Nadalje, uoceno je da
prekomjerna ekspresija HMGA2 promovira stvaranje metastaza i utjeCe na prezivljenje

oboljelih od kolorektalnog karcinoma (331).

U adenokarcinomu pankreasa HMGAL i HMGAZ2 vrlo su izraZzeni, za razliku od
normalnog tkiva gdje ekspresije nema. Zanimljivo je da prekomjerna ekspresija korelira
s gubitkom diferencijacije i prisutnoS¢u metastaza u limfnim ¢vorovima ukazujuéi na
njihovu ulogu u neoplasti¢noj transformaciji i progresiji bolesti. Prekomjerna ekspresija
HMGA1 korelira s uznapredovalim stadijima, ali se, doduSe rijetko, nalazi i kod

intraepitelne neoplazije pankreasa (PaniIN) (332).

Ekspresija HMGA2 u adenokarcinomu zuénjaka bila je znacajno viSa nego u
okolnom tkivu, adenomatoznim polipima i epitelu kod kroni¢nog kolecistitisa. Benigni
epitel Zu€njaka s pozitivnom ekspresijom HMGAZ histoloski je imao obiljezja umjerene
do tesSke displazije. Visoka razina ekspresije HMGAZ2 korelirala je s loSom prognozom
slicno kao kod drugih malignih epitelnih neoplazmi (333).

Zanimljivi rezultati proizisli su iz studije u kojoj je analizirana ekspresija HMGA2
u uzorcima karcinoma dojke iz razli€itih zemljopisnih podruc¢ja. Jaka nuklearna
ekspresija uoCena je samo kod trostruko negativnih karcinoma dojke, ali ne i kod
trostruko pozitivnih kao ni u uzorcima zdravog tkiva dojke u neposrednoj blizini
trostruko negativnih karcinoma (334). HMGA2 je uocen i kod malignog filoides tumora

dojke gdje je uvijek bio prekomjerno izrazen u granicno malignim i malignim
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neoplazmama, a rijetko u benignim slu€ajevima (335) Sto govori u prilog njegovu

uceScu u malignoj transformaciji.

HMGA2 obilno je izrazen u papilarnim seroznim karcinomima jajnika i
karcinosarkomima, a njegova prekomjerna ekspresija korelira s niskim razinama let-7,
MiRNK, koja potiskuje HMGA2 te s p53 (336). U drugoj studiji, ekspresija HMGAZ2 nije
korelirala s odgovorom na kemoterapiju i prezivljenjem bolesnica s karcinomom jajnika
(337). Uloga HMGAZ2 u indukciji i progresiji karcinoma jajnika prikazana je u studiji u
kojoj se HMGAZ2 povezuje s porastom proliferacije, migracije i metastatskog potencijala

stanica karcinoma jajnika (338).

Tumori zametnih stanica testisa zanimljiv su primjer u kojem se evaluacija
HMGA proteina pokazala vrlo korisnom u diferencijalnoj dijagnozi. Dok je HMGALl
izrazen u seminomima i embrionalnim karcinomima, ali ne i u karcinomima
ZumanjCane vrece i i teratomima, kod HMGAZ2 je situacija obratna, izrazen je u
embrionalnim karcinomima i karcinomima zumanjcane vrece, ali ne i u seminomima i

teratomima (339).

U studijama na kulturama stanica karcinoma prostate, podaci ukazuju da
utiSavanje HMGAZ2 dovodi do apoptoze i inhibira migraciju i invaziju stanica karcinoma
prostate (340).

U neoplazmama StitnjaCe prvo se istrazivala ekspresija HMGALl koji je
detektiran u folikularnim i papilarnim karcinomima dok je najviSu razinu ekspresije
pokazivao u anaplasticnim karcinomima S&titnjace. Korelacija izmedu ekspresije

HMGAL1 i dijagnoze karcinoma bila je statistiCki znaCajna (341).

U istrazivanju u kojem HMGAZ2 korelira s malignim fenotipom u humanim
neoplazmama Stitnjace na razini proteina koriStene su metode imunohistokemijske
analize, a na razini mRNK metode kvantitativne reverzne transkripcije pracene
lan¢anom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu (QRT-PCR; engl. engl. Real-
time Polymerase Chain Reaction). Zaklju¢eno je da je analiza pomoéu qRT-PCR

osjetljivija metoda od imunohistokemije za odredivanje prisutnosti HMGA2 te da su
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razine ekspresije MRNK specificne za HMGA2 puno viSe u gotovo svim papilarnim i u

13 od 16 folikularnih karcinoma u odnosu na adenome i normalno tkivo Stitnjace (342).

Metoda gRT-PCR koriStena je i u istrazivanju koje je utvrdilo do 400 puta vecu
razliku u ekspresiji HMGAZ2 izmedu benignih i malignih neoplazmi Stitnjace. Na temelju
ekspresije HMGA2 bilo je moguce razlikovati benigne i maligne promjene Sstitnjace s
osjetljivos¢u od 95,9 % i specificnoS¢u od 93,9 % Sto je ukazivalo na znacajan
potencijal ekspresije HMGAZ2 u poboljSanju dijagnoze folikularnih neoplazmi (343).

Ekspresija HMGA2 mRNA istrazivana je i na citoloSkim razmazima s visokom
specificnoScu i pozitivnom prediktivnom vrijednoSc¢u te relativno visokom osjetljivoScu
i negativhom prediktivhom vrijednoSc¢u u otkrivanju maligniteta u "sumnjivim" uzorcima
punktata ¢vorova Stitne Zlijezde. Zaklju€ak je da se radi o obecéavajucoj dodatnoj
metodi u predoperacijskom razlikovanju benignih od malignih citoloskih uzoraka, ali
autori smatraju da je negativna prediktivnha vrijednost preniska kako bi se otklonila
potreba za operacijom kod bolesnika s neodredenim, tj. suspektnim citoloSkim
nalazom i izostankom prekomjerne ekspresije HMGAZ2 (344).

U istraZivanju triju potencijalnih genskih biomarkera za razlikovanje benignih od
malignih neoplazmi Stitnjace nije utvrdena statisticki znacajna prekomjerna ekspresija
HMGA2 metodom RT-PCR izmedu benignih i malignih neoplazmi, osim za podskupinu
folikularne varijante papilarnog karcinoma Stitnjace (345).

HMGA2 se odnedavno pokuSava kombinirati s razliitim potencijalnim
tumorskim biljezima za razlikovanje benignih od malignih neoplazmi stitnjace kako bi
se povecala osjetljivost ili negativna prediktivha vrijednost. Imunohistokemijski i RT-
PCR metodom istrazivan je model kombinacija triju gena na citoloSkim uzorcima te su
autori zakljucili da takav model moze znac€ajno pridonijeti predoperacijskoj dijagnostici
i postupanju s pacijentima koji imaju suspektnu ili neodredenu citoloSku dijagnozu
(346).

Evaluacija kombinacije ekspresije HMGAZ2 i IMP3 (engl. insulin-like growth
factor mMRNA-binding protein-3) metodom gRt-PCR dovela je do zaklju¢ka da HMGA2

moze s visokom specificnoS¢u pomoci u klasifikaciji uzoraka StitnjaCe, osim kada je
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rije€C o neoplazmama Hurthleovih stanica, te da u kombinaciji s IMP3 ima joS vedéu
osjetljivost i negativnu prediktivnu vrijednost i moze koristiti u probiru citoloskih uzoraka
(347).

U dosadasnjim istrazivanjima broj uzoraka zdravog tkiva Stitnjace ili
neneoplasti¢nog tkiva poput nodozne strume ili hiperplasti¢nih ¢vorova, bio je ralativho
mali. Chiappetta i sur. u istrazivanje su ukljucili i bolesnike s anaplasti¢nim
karcinomima Stitnjae, koji su zaseban patohistoloski i kliniCki entitet, a Jin i sur.
izdvajali su neke podtipove neoplazmi koji se nisu uklapali u rezultate, poput Hurthle-

cell neoplazmi te se moze zakljuciti da podaci u tim istraZivanjima nisu konzistentni.

Prema dostupnoj literaturi, nema podataka o eventualnoj korelaciji izmedu
ekspresije HMGAZ2 proteina i klinicke uznapredovalosti kod papilarnih karcinoma Stitne

Zlijezde.
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2 HIPOTEZA

Ekspresija Piwil2 i HMGA2 je znacajno poviSena u papilarnim karcinomima s
metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima u odnosu na papilarne karcinome bez

metastaza.
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3 CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Analizirati ekspresiju piwil2 i HMGAZ2 u skupinama papilarnih karcinoma

StitnjaCe s i bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima.

2. Analizirati ekspresiju piwil2 i HMGA2 u folikularnim adenomima,

hiperplasti¢nim ¢vorovima te normalnom tkivu Stitnjace.

3. Usporediti ekspresiju piwil2 i HMGAZ2 izmedu papilarnih karcinoma

StitnjaCe s i bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima.

4. Usporediti ekspresiju piwil2 i HMGA2 u papilarnim karcinomima
Stitnjae s i bez metastaza s ekspresijom u folikularnim adenomima i

hiperplasti¢nim &vorovima.

5. Usporediti ekspresiju piwil2 i HMGAZ2 s histoloSkim gradusom i klini¢kim

pokazateljima uklju€ujuci dob, spol i veli€inu tumora.
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4  ISPITANICI, METERIJAL | METODE

4.1 ISPITANICI

Provedeno istrazivanje je retrospektivno i obuhva¢a uzorak od ukupno 120
ispitanika izabranih iz baze podataka bolesnika lijeCenih zbog karcinoma, folikularnih
adenoma i hiperplasticnih nodusa StitnjaCe. U istrazivanju je analiziran arhivski
materijal Klinickog zavoda za patologiju "Ljudevit Jurak” KBC "Sestre milosrdnice"
dobiven nakon KkliniCke dijagnoze, operativnhog zahvata, patohistoloSke analize i

potvrde tumora Stitnjace.

Identitet bolesnika zasSti¢en je pomodéu protokola biopsije koji se koristio za
identifikaciju. MorfoloSka analiza uzoraka s papilarnim karcinomima s i bez metastaza
u regionalnim limfnim ¢vorovima, folikularnim adenomima i hiperplasti¢nim ¢vorovima
StitnjaCe provedena je prema kriterijima WHO iz 2004. godine. Za kontrolnu skupinu
analizirano je 30 uzoraka netumorskog tkiva Stitnjac¢e izdvojeno iz normalnog okolnog
tkiva ili kontralateralnog reznja bolesnika s lokaliziranim papilarnim karcinomima

Stitnjace.

Imunohistokemijska ekspresija piwil2 i HMGAZ2 i histoloski gradus odredivani su

u grupama koje su se sastojale od:

» 30 papilarnih karcinoma s metastazama u regionalnim limfnim évorovima
(PKSM)

» 30 papilarnih karcinom bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima
(PKBM)

» 30 folikularnih adenoma
» 30 hiperplasti¢nih ¢vorova

» 30 uzoraka normalnog tkiva Stitnjace
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Za svakog bolesnika registrirana su obiljezja obzirom na dob, spol i veli€inu
tumora. Unutar skupina papilarnih karcinoma s i bez metastaza u regionalnim limfnim

¢vorovima odreden je stupanj diferenciranosti tj. histoloski gradus (VAN score).

4.2 METODE

42.1 Imunohistokemijska analiza

Arhivirani materijal je obraden standardnim postupkom za dobivanje
patohistoloSkih preparata koji uklju€uje fiksaciju tkiva u 10 % puferiranom formalinu,
uklapanje u parafinske blokove, rezanje tkiva debljine 4 um, deparafiniranje i bojenje

hemalaunom i eozinom (H&E).

Nakon odabira reprezentativne regije papilarnih karcinoma i limfnih &vorova,
folikularnin adenoma, hiperplastiénih ¢vorova i normalnog tkiva Stitnja¢e na histoloskim
rezovima obojenim H&E, iz parafinskih kocaka uzet je po jedan tkivni cilindar. 1z kocaka
30 bolesnika s papilarnim karcinomima uzet je po jedan tkivni cilindar iz netumorskog
tkiva tj. normalnog tkiva Stitnjace. Svaki tkivni cilindar promjera je 5 mm i koriSten je za
izradu tkivhog microarraya (TMA; engl. tissue microarray), koji su obradeni

imunohistokemijski.

Imunohistokemijski smo detektirali antigene, tj. epitope antigena pomocu
specificnih antitijela koriste¢i osnovni princip imunologije. KoriStena je imuno-
histokemijska metoda bazirana na dekstranskom polimeru na koji su vezana

sekundarna antitijela i enzimi.

Tkivni rezovi debljine 2 — 3 um tretirani su puferskom otopinom (pH 9.0 i pH 6.0)
na 97° C u trajanju 20 — 40 minuta pri ¢emu se odvijaju postupci deparafinacije,
rehidracije i razotkrivanja epitopa antigena. Postupak se odvijao pod visokim tlakom u
uredaju PT — link (Dako, Danska) metodom razotkrivanja epitopa antigena koja se
naziva “toplinom potaknuto razotkrivanje epitopa antigena” (HIER, engl. Heat Induced

Epitope Retrieval). Nakon hladenja stakala i ispiranja neutralnim puferskim otopinama
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slijedila je inkubacija primarnim antitijelima. Za vizualizaciju kompleksa antitijelo -
antigen koristen je detekcijski kit EnVision (Dako, Danska) kod kojeg je na dekstran
vezano oko deset sekundarnih antitijela i oko 70 peroksidaza. Na taj nacin povecana
je osjetljivost metode, a pozadinsko bojenje je svedeno na minimum. Kompleks
antigena i antitijela postao je vidljiv dodatkom kromogena 3,3'-diaminobenzidina (DAB)
koji oksidira u prisutnosti peroksidaze i stvara smede depozite. Na kraju postupka

uzorci su kontrastirani hematoksilinom.

Protokoli imunohistokemijskog bojenja za HMGA2 i PIWIL2 prikazani su u

tablicama 1 2.

Tablica 1.  Protokol imunohistokemijskog bojenja za HMGA2

Primarno antitijelo HMGAZ2

Klon GT763
Proizvodacé Abcam
KataloSki broj ab184616
Razrjedenje 1:200
Otopina za razrjedivanje antitijela Dako, S2022
Vrijeme inkubacije / temperatura 30 min/RT
Razotkrivanje antigena HIER
Uredaj PT - LINK
Pufer pH 9.0

Vrijeme zagrijavanja / kuhanja / hladenja

14 min / 20 min / 34 min

Maksimalna temperatura

97° C

Vizualizacijski sustav

Metoda Envision

Proizvodac, katalo3ki broj Dako, K8000

Vrijeme inkubacije / temperatura 20 min/ RT

Kromogen

Tip DAB

Proizvodac, kataloSki broj Dako, K8000

Vrijeme inkubacije / temperatura 10 min / RT

Imunoboja €

Tip Dako Autostainer, LINK 48

Lokalizacija u stanici

jezgra
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Tablica 2.  Protokol imunohistokemijskog bojenja za piwil2

Primarno antitijelo piwil2

Klon 8713
Proizvodac¢ Abcam
KataloSki broj ab151398
Razrjedenje 1:200
Otopina za razrjedivanje antitijela Dako, S2022

Vrijeme inkubacije / temperatura

preko noc¢i/ 4° C

Razotkrivanje antigena HIER
Uredaj PT - LINK
Pufer pH 6.0

Vrijeme zagrijavanja / kuhanja / hladenja

14 min /40 min / 34 min

Maksimalna temperatura

97° C

Vizualizacijski sustav

Metoda Envision
Proizvodac, kataloSki broj Dako, K8000
Vrijeme inkubacije / temperatura 20 min / RT
Kromogen

Tip DAB
Proizvodac, katalo3ki broj Dako, K8000
Vrijeme inkubacije / temperatura 5min/RT

Imunoboja ¢

ru¢no bojenje

Tip

/

Lokalizacija u stanici

citoplazma

Rezultati imunohistokemijske ekspresije piwil2 prikazani su semikvantitativho
odredivanjem imunohistokemijskog indeksa bojenja (11B) uzimajuéi u obzir intenzitet
reakcije (IR) te odredujuci postotak imunoreaktivnih stanica (PRS). Intenzitet reakcije
(bojenja) oznacen je kao 0, za odsutnost reakcije; 1, za slabo izrazenu reakciju; 2, za
umjereno izrazenu reakciju; 3, za izrazito pozitivnu reakciju. Postotak imunoreaktivnih

stanica odreden je na 1000 tumorskih stanica kao: 0 za <5 % reaktivnih stanica; 1 za
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5-25 % reaktivnih stanica; 2 za 26-50 % reaktivnih stanica te 3 za = 51 % reaktivnih

stanica.

Imunohistokemijski indeks bojenja (11B) dobiven je kao zbroj intenziteta reakcije
(IR) i postotka reaktivnih stanica (PRS): 1IB= IR + PRS te je formiran u Cetiri kategorije:

[IBO odsutnost rekacije
[IB1 slabo izrazena reakcija (1IB zbroj iznosi 1 ili 2)
[IB2 umjereno izrazena reakcija (I1B zbroj iznosi 3 ili 4)

[IB3 izrazito izrazena reakcija (11B zbroj iznosi 5 ili 6)

Rezultati imunohistokemijske ekspresije HMGAZ2 klasificirani su prema postotku
imunoreaktivnih stanica kako slijedi: odsutnost rekcije kao 0; < 10 % reaktivnih stanica
kao 1; 11-50 % reaktivnih stanica kao 2; 51-75 % reaktivnih stanica kao 3; i 76-100 %
reaktivnih stanica kao 4. Analiza je izvrSena na 1000 tumorskih stanica.

Analizirana je i citotopografska lokalizacija reakcijskih  produkata

imunohistokemijskog bojenja (nuklearna ili citoplazmatska).
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4.2.2 Stupanj diferencijacije — histoloSki gradus

Stupanj diferencijacije tumora odnosno histoloski gradus (VAN score) odredivan
je na temelju procjene prisustva odnosno odsustva vaskularne invazije (V), nuklearne
atipije (A) i tumorske nekroze (N). Visoki stupanj diferenciranosti tumora, tj. niski
gradus (G1) odraz je nepostojanja navedenih kriterija, dok je za prisustvo visokog
gradusa (G2), tj. slabije diferenciranog tumora, potreban minimalno jedan od

spomenutih kriterija.

423 Statisti ¢ka analiza

Podaci su prikazani tablicno i graficki te je nacinjena analiza normalnosti
raspodjele s Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Prema dobivenim podacima u daljnjoj
analizi su se primijenili odgovaraju¢i neparametrijski statisticki testovi. Kategorijske
varijable prikazane su kroz apsolutne frekvencije i odgovaraju¢e udjele, dok su se
kvantitativne varijable prikazale kroz medijane i pripadajuée interkvartilne raspone.
Razlike u kategorijskim varijablama analizirane su X? testom s dodatnom post-hoc
usporedbom i korekcijom po Bonferroniju, dok su razlike u kvantitativnim varijablama
analizirane Kruskal-Wallisovim testom s odgovaraju¢om post-hoc analizom Mann-
Whitney U testom. IzraCunati su Spearmanovi korelacijski koeficijenti izmedu
ekspresije piwil2 i HMGAZ2 s histoloSkim gradusom i klinickim pokazateljima ukljuujuci
dob i veli€inu tumora. Sve P vrijednosti manje od 0,05 su smatrane znacajnima. U
analizi se koristila programska podrska IBM SPSS Statistics for Windows, ver. 23

(www.spss.com).
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5 REZULTATI

U istrazivanju su analizirani uzorci 60 papilarnih karcinoma Stinjace od kojih je
30 bilo lokaliziranih papilarnih karcinoma bez metastaza (PKBM) te 30 karcinoma s
metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima (PKSM). Uz papilarne karcinome
analizirano je 30 uzoraka tumorskog tkiva pripadaju¢ih metastastaza u regionalnim
limfnim ¢vorovima, 30 uzoraka folikularnihn adenoma i 30 uzoraka hiperplasti¢nih
nodusa StitnjaCe dok je za kontrolnu skupinu analizirano 30 uzoraka normalnog tkiva
StitnjaCe izdvojenih iz okolnog, normalnog tkiva ili kontralateralnog reznja bolesnika s

lokaliziranim papilarnim karcinomima Stitnjace.

Analizirana je imunohistokemijska ekspresija piwil2 i HMGAZ2 u uzorcima PKBM,
PKSM, folikularnin adenoma, hiperplasticnih nodusa, normalnog tkiva Stitnjace i
metastaza  kao i citotopografska  lokalizacija  reakcijskih produkata
imunohistokemijskog bojenja. Subcelularna lokalizacija piwil2 u analiziranim uzorcima

bila je citoplazmatska dok je HMGAZ2 bio lokaliziran u jezgrama tumorskih stanica.

Rezultati imunohistokemijske ekspresije piwil2 prikazani su semikvantitativho
odredivanjem imunohistokemijskog indeksa bojenja (11B) uzimajuéi u obzir intenzitet
reakcije te odredujuéi postotak imunoreaktivnih stanica. Rezultati imunohistokemijske

ekspresije HMGAZ2 klasificirani su prema postotku imunoreaktivnih stanica.

5.1 ANALIZA SOCIO-DEMOGRAFSKIH | KLINI CKIH VARIJABLI

Tablica 1 prikazuje usporedbu socio-demografskih i klini¢kih varijabli izmedu
ispitivanih podskupina. UocCene su statisti¢ki zna¢ajne razlike u dobi (P=0,019) i veli€ini
tumora (P<0,001) koje su dodatno analizirane post-hoc analizom prikazanom u Tablici
2.

U skupini PKBM 66,7 % bolesnika bilo je u dobi od 45 godina ili starije dok je u
skupini PKSM, 56,7 % bolesnika bilo mlade od 45 godina. U skupini folikularnih
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adenoma i hiperplasti¢nih nodusa vecina je pacijaneta bila u dobi 245 godina (63,3 %
i 86,7 %).

Od 30 bolesnika s PKBM, 27 je bilo Zzenskog spola, a tri muskog spola, dok je

veli¢ina tumora bila manja od 20 mm kod 23 bolesnika, a od 20-40 mm kod njih sedam.

U skupini PKSM, 20 bolesnika je bilo Zenskog, a deset muskog spola. Veli¢ina
tumora u ovoj skupini bila je manja od 20 mm kod 21 bolesnika, a u kategoriji veli€ine
od 20-40 mm bilo je 9 bolesnika.

HistoloSki gradus u skupini PKBM bio je niskog stupnja (G1) u 23 analiziranih
tumorskih uzoraka. Kriterije za histoloSki gradus visokog stupnja (G2) zadovoljilo je 7

uzoraka.

HistoloSki gradus u skupini PKSM bio je niskog stupnja (G1) u 18 analiziranih
tumorskih uzoraka. Kriterije za histoloSki gradus visokog stupnja (G2) zadovoljilo je 12

uzoraka.

Tablica 1. Usporedba socio-demografskih i klini€kih varijabli izmedu ispitivanih podskupina:

X2 test
Skupina
PKSM PKBM FA Hiperplasti éni | Tkivo | oo ciave
nodusi Stitnja €e
N % N % N % % N % N %

Dob <45godina | 17 | 56,7% | 10 | 33,3% | 11 | 36,7% 13,3% | 15 | 50,0% | 17 | 56,7%
(skupine)  >=45 godina | 13 | 43,3% | 20 | 66,7% | 19 | 63,3% 26 86,7% | 15 | 50,0% | 13 | 43,3%
ool Muski 10 [ 33,3% | 3 | 10,0% | 6 | 20,0% 9 30,0% | 5 | 16,7% | 10 | 33,3%
po y .

Zenski 20 | 66,7% | 27 | 90,0% | 24 | 80,0% 21 70,0% | 25 | 83,3% | 20 | 66,7%
Veliging <20 mm 21| 70,0% | 23 | 76,7% | 9 | 30,0% 11 36,7%
tumora 20-40 mm 9 30,06 7 |233% | 20| 66,7% 15 50,0%
(mm) >40 mm 0] 00% | 0] o00w]| 1] 33% 4 13,3%
Histoloski  ow grade 18 | 60,0% | 23 | 76,7%
gradus
(VAN High grade | 12 | 40,0% | 7 | 23,3%
score)
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Skupina
X2 test 35,167
Dob (skupine) df 20
P 0,019
X2 test 7,853
Spol df 5
P 0,165
o X2 test 26,066
Veli¢ina tumora
df 6
(mm)
P <0,001
) ) X2 test 1,926
Histoloski gradus df 1
(VAN score)
P 0,165

Tablica 2. Post-hoc analiza, uz Bonferronijevu korekciju, pojedinih znacajnih razlika iz
Tablicali?2
Skupina
PKSM PKBM FA e I
nodusi Stitnja €e
(A (B) (©) (D) (B) (F)
<45 godina D(,007) D(,034) D(,007)
Dob A(,007)
(skupine) >=45 godina E(,034)
F(,007)
C
<20 mm C(,012) (,002)
| D(,011)
Veli¢ina
A(,027)
tumora (mm -
(mm)  20-40 mm B( 004)
>40 mm
Nema reakcije A(,000) A(,000)
B(,000) B(,000)
<10%
HMGA2 11-50% C(,016)
51-75% D(,027)
76-100% A(,021) C(,034)
° C(,001) ’
0 B(,048)
F(,012)
1 B(,040)
iwil2 11B F(,040)
piwi 3.4
C(,011) C(,002) C(,002)
5-6 D( ,000) D( ,000) D( ,000)
E(,029) E(,005) E(,005)
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Tablica 2 prikazuje post-hoc analizu, uz Bonferronijevu korekciju, statisticki
znacajnih razlika u dobi (P=0,019) i veli€ini tumora (P<0,001). UoCena je statisticki
znacajno veca ucestalost hiperplasticnih nodusa u populaciji bolesnika starijih od 45
godina u odnosu na skupinu PKSM (P=0,007) i normalno tkivo Stitnjace (P=0,034).
Folikularni adenomi bili su statistiCki znaCajno vec¢i od obje skupine papilarnih
karcinoma (PKSM P=0,027; PKBM P=0,004).
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5.2 EKSPRESIJA PIWILZ | HMGAZ2

Usporedba ekspresije piwil2 i HMGA2 u papilarnim karcinomima Stitnjae s

metastazama (PKSM)

i bez metastaza (PKBM),

folikularnim  adenomima,

hiperplasti¢cnim nodusima te normalnom tkivu StitnjaCe prikazana je u Tablici 3.

Zabiljezene su statistiCki znacajne razlike u svim promatranim parametrima.

Tablica 3.

Usporedba ekspresije piwil2 i HMGA2 u papilarnim karcinomima Stitnjace s i bez

metastaza, folikularnim adenomima, hiperplasti¢him nodusima te zdravom tkivu

Stitnjace: X2 test

Skupina
PKSM PKBM FA Hip?]rg’('jiitii Cui ét;r'ﬂ‘;oée Metastaze
N % N % N % N % N % N %

Nema reakcije 1 3,3% 1| 33% |26 |86,7% | 29 96,7% | 30 | 100,0% | O | 0,0%

<10% 8 26,7% 6 | 20,0% | O 0,0% 0,0% 0 0,0% 3 | 10,0%

HMGA2 11-50% 8 26,7% | 3 |10,0% | 1 | 3,3% 0,0% 0 0,0% | 10 | 33,3%

51-75% 10 33,3% 7 123,3% | 2 6,7% 3,3% 0 0,0% 8 | 26,7%

76-100% 3 10,0% | 13 |433% | 1 | 3,3% 0 0,0% 0 0,0% 9 | 30,0%

Nema reakcije 2 6,7% 2 6,7% 8 | 26,7% | 12 40,0% 8 26,7% 1 3,3%

o 5-25% 2 6,7% 33% | 5 | 16,7% | 11 36,7% 8 | 26,7% | 1 | 3,3%
piwil2 PRS

26-50% 3 10,0% | 3 | 10,0% | 4 | 13,3% 6,7% 4 | 133% | 6 | 20,0%

>51% 23 76,7% | 24 | 80,0% | 13 | 43,3% 16,7% 10 | 33,3% | 22 | 73,3%

Nema reakcije 0 0,0% 6,7% | 8 | 26,7% | 11 36,7% 7 | 23,3% 3,3%

piwil2 IR Slabo pozitivho 30,0% 10,0% | 13 | 43,3% | 15 50,0% 12 | 40,0% 3 | 10,0%

Umijereno pozitivho 30,0% | 14 | 46,7% 20,0% 13,3% |10 | 33,3% | 11 | 36,7%

Izrazito pozitivho 12 40,0% | 11 | 36,7% 10,0% 0 0,0% 1 3,3% 15 | 50,0%

0 0,0% 2 | 6,7% 26,7% | 11 36,7% 7 | 23,3% 3,3%

o 1-2 13,3% 3,3% 4 | 13,3% | 10 33,3% 9 30,0% 3,3%

piwilz 1B 3-4 20,0% | 5 | 16,7% | 11 | 36,7% 23,3% 6 | 20,00 | 6 | 20,0%

5-6 20 66,7% | 22 | 73,3% | 7 | 23,3% 6,7% 8 | 26,7% | 22 | 73,3%
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Skupina
X2 test 179,467

HMGA2 df 20
P <0,001
X2 test 58,396

piwil2 PRS df 15
P <0,001
X2 test 71,479

piwil2 IR df 15
P <0,001
X2 test 68,272

piwil2 11B df 15
P <0,001

Ekspresija piwil2 u skupinama PKSM i PKBM bila je statisticki znacajno veca
od ekspresije u folikularnim adenomima, hiperplasti€nim nodusima i normalnom tkivu
stitnjace (P<0,001).

U skupini PKBM izrazito jaka reakcija na piwil2 (1B IIl) utvrdena je u 73,3 %
uzoraka, umjereno izrazena reakcija (1IB 11) u 16,7 %, slabo izrazena reakcija (IIB 1) u

3,3 % te odsutnost reakcije (11B 0) u 6,7 % uzoraka.

U skupini PKSM, izrazito jaka reakcija na piwil2 (11B IIlI) utvrdena je u 66,7 %
uzoraka, umjereno izrazena reakcija (11B II) u 13,3 % uzoraka, a slabo izrazena reakcija
na piwil2 (11B I) u 20,0 % uzoraka.

Ekspresija piwil2 u skupini metastaza pratila je ekspresiju u obje skupine
papilarnih karcinoma. lIzrazito jaka reakcija (I1IB 1ll) utvrdena je u 73,3 % uzoraka,
umjereno izrazena reakcija (11B II) u 20,0 %, dok je slabo izrazena reakcija (IIB 1), kao
i odsutnost reakcije (11B 0) utvrdena u 3,3 % uzoraka.
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Slika 5.

Slika 6.

Imunohistokemijska analiza ekspresije piwi
metastazama, 200x

12 u papilarnom karcinomu Stitnja

Imunohistokemijska analiza ekspresije piwi

bez metastaza, 200x

12 u papilarnom karcinomu Stitnja
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Ekspresija HMGAZ2 u skupinama PKBM i PKSM kao i u skupini metastaza imala
je statisticki znacajno viSe vrijednosti u odnosu na skupine FA, hiperplasti¢nih nodusa

i normalnog tkiva Stitnjace (P<0,001).

U skupini PKSM, ekspresija HMGAZ bila je zna€ajno niza u odnosu na skupinu
PKBM i skupinu metastaza. Odsutnost reakcije uocena je u 3,3 % uzoraka, 26,7 %
uzoraka bilo je pozitivho u kategoriji <10 % pozitivnih stanica kao i u kategoriji 11-50
% pozitivnih stanica, 33,3 % uzoraka bilo je pozitivho u kategoriji 51-75 % pozitivnih

stanica, a 10,0 % u kategoriji 76-100 % pozitivnih stanica.

Skupina PKBM je imala identi¢nu razinu ekspresije HMGAZ2 kao i udaljene
metastaze. Odsutnost reakcije na HMGA2 uocgena je u 3,3 % uzoraka, reakcija u
kategoriji <10 % pozitivnih stanica uo¢ena je u 20,0 % uzoraka, 10,0 % uzoraka bilo je
pozitivnho u kategoriji 11-50 % pozitivnih stanica, 23,3 % u kategoriji 51-75 % pozitivnih

stanica, a 43,3 % u kategoriji 76-100 % pozitivnih stanica.

Rezultati imunohistokemijske analize u skupini metastaza pratili su rezultate
skupina PKBM. Reakcija na HMGAZ2 u kategoriji <10 % pozitivnih stanica utvrdena je
u 10,0 % uzoraka, 33,3 % uzoraka bilo je pozitivno u kategoriji 11-50 % pozitivnih
stanica, 26,7 % u kategoriji 51-75 % pozitivnih stanica, a 30,0 % u kategoriji 76-100 %

pozitivnih stanica.
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Slika 7. Imunohistokemijska analiza ekspresije HMGA 2 u papilarnom karcinomu Stitnja  ¢e

bez metastaza, 200x
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Slika 8. Imunohistokemijska analiza ekspresije HMGA 2 u papilarnom karcinomu Stitnja  €e
S metastazama, 200x
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Slika 9. Imunohistokemijska analiza ekspresije HMGA 2 u metastazi papilarnog karcinoma

Stitnja €e u regionalnom limfnom  €voru, 40x
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Tablica 4.

Usporedbe kvantitativnin vrijednosti izmedu ispitivanih

podskupina: Kruskal-

Wallisov test
Percentiles
Skupina N Minimum | Maximum Sl (MZ%tign) e
PKSM 30 0 4 1,00 2,00 3,00
PKBM 30 0 4 1,75 3,00 4,00
HMGA2 FA 30 0 4 0,00 0,00 0,00
Hiperplasti¢ni nodusi 30 0 3 0,00 0,00 0,00
Tkivo Stitnjace 30 0 0 0,00 0,00 0,00
Metastaze 30 1 4 2,00 3,00 4,00
PKSM 30 1 3 2,00 3,00 3,00
PKBM 30 0 3 2,00 3,00 3,00
piwil2 116 FA 30 0 3 0,00 2,00 2,25
Hiperplasti¢ni nodusi 30 0 3 0,00 1,00 2,00
Tkivo Stitnjace 30 0 3 0,75 1,00 3,00
Metastaze 30 0 3 2,00 3,00 3,00
Kruskal-Wallis df P
HMGA2 130,818 <0,001
piwil2 1B 60,539 <0,001

Buduci da su u Tablici 2 i 3 koriSteni kategorijski podaci, u Tablici 4 prikazane

su razlike kvantitativnih vrijednosti izmedu ispitivanih skupina (HMGA2 i piwil2 1IB)

kako bi se iskljucio bilo kakav otklon (bias) s obzirom na razvrstavanje vrijednosti u

podskupine. Razlike izmedu skupina bile su znacajne za sve promatrane vrijednosti

(P<0,001), a kako bi se vidjelo u odnosu na koje skupine je ta razlika znacajna,

nacinjena je dodatno post-hoc analiza (Tablice 5 i 6) te graficki prikazi (Slike 1 i 2).
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Tablica 5.

Post-hoc analiza
Whitney U test

HMGAZ2 ekspresije s obzirom na ispitivane skupine: Mann-

Skupina n Prosje €an Znacajno razli ¢éito
rank (P<0,05) od skupine broj
(1) PKSM 30 121,45 (2)(3)(4)(5)(6)
(2) PKBM 30 137,58 (DE)H(®5)
(3) FA 30 56,93 (1)(2)(6)
(4) Hiperplasti €ni nodusi 30 47,22 (1)(2)(6)
(5) Tkivo Stitnja ¢e 30 44 (1)(2)(6)
(6) Metastaze 30 135,82 LE)A®)

Post-hoc analiza HMGA2 ekspresije s obzirom na ispitivane skupine Mann-
Whitney U testom pokazala je u skupini PKSM statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na
sve ostale ispitivane skupine. Ekspresija je bila znagajno viSa u odnosu na folikularne
adenome, hiperplasticne noduse i normalno tkivo Stitnjace, ali zna¢ajno niza u odnosu

na skupinu PKBM i skupinu metastaza.
Ekspresija HMGAZ2 bila je statistiCki znacajno visa u skupini PKBM i skupini
metastaza u odnosu na skupinu PKSM, folikularne adenome, hiperplasti¢ne noduse i

normalno tkivo Stitnjace.

Skupine benignih promjena i normalnog tkiva Stitnjace imale su znacajno

razliitu, nizu ekspresiju HMGAZ2 u odnosu na skupine malignih tumora.
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Tablica 6. Post-hoc analiza piwil2 ekspresije s obzirom na ispitivane skupine: Mann-

Whitney U test

Skupina n Prosje €an Znaéajno razl_i éito _
rank (P<0,05) od skupine broj
(1) PKSM 30 115 (3)(4)(5)
(2) PKBM 30 118,3 (3)(4)(5)
(3) FA 30 71,5 (1)(2)(4)(6)
(4) Hiperplasti €ni nodusi 30 47,93 (1)(2)(3)(6)
(5) Tkivo &titnja &e 30 69,83 (1)(2)(6)
(6) Metastaze 30 120,43 (3)(4)(5)

Post-hoc analiza piwil2 ekspresije s obzirom na ispitivane skupine Mann-

Whitney U testom pokazala je u skupinima PKSM, PKBM i metastaza statisti¢ki

znacajnu razliku u odnosu na folikularne adenome, hiperplasticne noduse i normalno

tkivo Stitnjace.

Ekspresija piwil2 u malignim skupinama bila je statisticki zna€ajno viSa u odnosu

na benigne promjene.

Folikularni adenomi i hiperplasti¢ni nodusi imali su zna¢ajno razli€itu ekspresiju

piwil2 medusobno, ali i u odnosu na skupine papilarnih karcinoma i metastaza.
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Slika 1. Razlike u ekspresiji HMGA2 s obzirom na ispitivane podskupine: Box i Whiskerov plot

(medijani i interkvartilni rasponi)
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S obzirom na ekspresiju HMGA2, skupina PKSM imala je znacajno nize
vrijednosti od skupina PKBM i metastaza, dok je imala zna¢ajno viSe vrijednosti od
svih preostalih skupina (Slika 1, Tablica 5). Skupina PKBM imala je identi¢nu razinu
ekspresije kao i udaljene metastaze, ali je imala znacajno vece vrijednosti ekspresije
u odnosu na sve preostale skupine.
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Slika 2. Razlike u ekspresiji piwil2 s obzirom na ispitivane podskupine: Box i Whiskerov plot

(medijani i interkvartilni rasponi)
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Piwil2 11B ekspresija skupina PKSM i PKBM bila je identi¢na s ekspresijom u
udaljenim metastazama, a znacajno veca od ekspresije u folikularnim adenomima,

hiperplasti¢nim nodusima i normalnom tkivu Stitnjace (Slika 2, Tablica 6).
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Tablica7. Razlike u ekspresiji HMGAZ2 izraZzenog u obliku postotka s obzirom na ispitivane

podskupine: Kruskal-Wallisov test

Percentiles
Skupina N Minimum | Maximum
P 25th 20th 75th
(Median)
PKSM 30 0,0 90,0 10,0 35,0 65,0
PKBM 30 0,0 95,0 8,8 62,5 80,0
HMGA2 FA 30 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
% Hiperplasti¢ni nodusi 30 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Tkivo Stitnjace 30 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Metastaze 30 5,0 95,0 30,0 60,0 80,0
Kruskal-Wallis df P
HMGA2 151,2 5 <0,001

Tablica 7 prikazuje razlike u ekspresiji HMGA2 izrazene u obliku postotka
obzirom na ispitivane podskupine. HMGA2 je dodatno promatran kroz vrijednost
ekspresije u postocima te su rezultati bili slicni kao i kad je promatran u kategorijama,
osim Sto viSe nije bila znacajna razlika izmedu skupina PKBM i PKSM. Paradoksalno,
ekspresija u skupini PKBM bila je gotovo identi¢na kao i u udaljenim metastazama,
dok je ekspresija u skupini PKSM bila znaajno niza nego ona u udaljenim

metastazama.
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Slika 3. Razlike u ekspresiji HMGA2 izrazenog u obliku postotka s obzirom na ispitivane

podskupine s naznacenim razlikama dobivenim post-hoc testiranjem Mann-Whitney U

testom
P=0,029
100,004 . P=0,218 : p=0,624 )
80,00 -‘V -‘V
S
D) 60,00
O
=
I
40,007
20,00
00 T T
PKSM FA Tkivo Stitnjace
PKBM Hiperplasticni nodusi Metastaze
Skupina

Slika 3 prikazuje razlike u ekspresiji HMGAZ izrazene u obliku postotka obzirom
na ispitivane podskupine s naznacenim razlikama dobivenim post-hoc testiranjem
Mann-Whitney U testom. Kako je u skupinama folikularnih adenoma, hiperplasti¢nih
nodusa i normalnog tkiva Stitnjae medijan ekspresije HMGA2 (%) 0 (0,0-0,0), ove
skupine imaju znacajno nize vrijednosti ekspresije u odnosu na sve ostale (P<0,001).
Od ostalih meduodnosa, jedine znacCajne razlike odnose se na veéu ekspresiju HMGA2

(%) u udaljenim metastazama u odnosu na PKSM skupinu (P=0,029).
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5.3 KORELACIJA EKSPRESIJE PIWIL2 | HMGA2 S HISTOLOS KIM
GRADUSOM | KLINI CKIM POKAZATELJIMA

Tablice 8 do 12 prikazuju korelacijske koeficijente izmedu ekspresije Piwil2 i

HMGA2 s histoloSkim gradusom i KliniCkim pokazateljima ukljuujuc¢i dob, spol i

veli€¢inu tumora u svakoj istrazivanoj skupini.

U skupini PKSM (Tablica 8) nadena je statisti¢ki znaCajna srednje jaka pozitivha

korelacija ekspresije HMGA2 s veli€inom tumora (vec¢a ekspresija — veci tumor):

tau_b=0,388; P=0,022. Nije bilo zna¢ajnih medusobnih korelacija izmedu ekspresije

Piwil2 i HMGAZ s histoloskim gradusom i kliniCkim pokazateljima uklju€ujuci dob i spol.

Tablica 8. Korelacijski koeficijenti ekspresije piwil2 i HMGAZ s histoloSkim gradusom i klini¢kim

pokazateljima ukljucujuc¢i dob, spol i veli€¢inu tumora za skupinu PKSM

HMGA2 | piwil2 1IB
Korelacijski koeficijent 1,000 -0,051
HMGA2 P 0,754
N 30 30
Korelacijski koeficijent -0,051 1,000
piwil2 1B P 0,754
N 30 30
Korelacijski koeficijent -0,093 0,162
Dob (godine) P 0,514 0,281
Kendall's N 30 30
tau_b Korelacijski koeficijent 0,194 -0,227
Spol P 0,253 0,205
N 30 30
Korelacijski koeficijent 0,388 0,136
Xﬁg%'”a tumora P 0,022 0,447
N 30 30
_ - Korelacijski koeficijent 0,101 -0,182
(H\}fﬁ";i‘grg;adus P 0,552 0,310
N 30 30
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Tablica9. Korelacijski koeficijenti ekspresije piwil2 i HMGA2 s histoloSkim gradusom i

klinickim pokazateljima ukljuCujuci dob, spol i veli¢inu tumora za skupinu PKBM

HMGA2 piwil2 11B
Korelacijski koeficijent 1,000 0,093
HMGA2 P 0,574
N 30 30
Korelacijski koeficijent 0,093 1,000
Piwil2 11B P 0,574
N 30 30
Korelacijski koeficijent 0,092 -0,003
Dob (godine) P 0,520 0,982
Kendall's N 30 30
tau_b Korelacijski koeficijent -0,075 0,072
Spol P 0,662 0,688
N 30 30
. Korelacijski koeficijent -0,084 0,130
z/nf::f)'”a tumora P 0,623 0,467
N 30 30
. » Korelacijski koeficijent 0,044 -0,278
(H\}S/fﬁ'c;i'grg;adus P 0,796 0,121
N 30 30

U skupini PKBM (Tablica 9) nije bilo zna€ajnih medusobnih korelacija izmedu

ekspresije piwil2 i HMGAZ2 s histoloSkim gradusom i klinickim pokazateljima ukljuujuci

dob, spol i veli€inu tumora.
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Tablica 10. Korelacijski koeficijenti ekspresije piwil2 i HMGA2 s klinickim pokazateljima

uklju€ujuci dob, spol i veli€inu tumora za skupinu FA

HMGA2 | piwil2 1IB
Korelacijski koeficijent 1,000 0,313
HMGA2 P 0,061
N 30 30
Korelacijski koeficijent 0,313 1,000
piwil2 11B P 0,061
N 30 30
Korelacijski koeficijent 0,173 -0,078
girl‘t‘)a”'s Dob (godine) p 0,260 0,587
N 30 30
Korelacijski koeficijent -0,287 -0,111
Spol P 0,114 0,516
N 30 30
Korelacijski koeficijent 0,212 -0,104
z/n‘fgf)i”a tumora P 0,237 0,538
N 30 30

U skupini folikularnin adenoma (Tablica 10) nije bilo znac¢ajnih medusobnih
korelacija izmedu ekspresije piwil2 i HMGAZ2 s klinickim pokazateljima ukljuujuci dob,

spol i veli€¢inu tumora.
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Tablica 11. Korelacijski koeficijenti ekspresije piwil2 i HMGA2 s klinickim pokazateljima

ukljuCujuci dob, spol i veli€inu tumora za skupinu hiperplasti¢nih nodusa

HMGA2 piwil2 11B
Korelacijski koeficijent 1,000 0,199
HMGA2 P 0,248
N 30 30
Korelacijski koeficijent 0,199 1,000
piwil2 11B P 0,248
N 30 30
Korelacijski koeficijent -0,206 0,084
g‘fﬂ‘:}a"'s Dob (godine) p 0,184 0,558
N 30 30
Korelacijski koeficijent -0,284 -0,148
Spol P 0,127 0,391
N 30 30
Korelacijski koeficijent 0,079 -0,162
Xﬁm’)'”a tumora P 0,656 0,327
N 30 30

U skupini hiperplasti¢nih nodusa (Tablica 11) nije bilo zna¢ajnih medusobnih

korelacija izmedu ekspresije piwil2 i HMGA2 s klini€kim pokazateljima ukljuujuci dob,

spol i veli¢inu tumora.
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Tablica 12. Korelacijski koeficijenti ekspresije piwil2 i HMGA2 s klinickim pokazateljima

uklju€ujuci dob, spol i veli€inu tumora za skupinu metastaza

HMGA2 | piwil2 1IB
Korelacijski koeficijent 1,000 0,227
HMGA2 P 0,174
N 30 30
Korelacijski koeficijent 0,227 1,000
piwil2 11B P 0,174
Kendall's N 30 30
tau_b Korelacijski koeficijent -0,027 -0,028
Dob (godine) P 0,851 0,853
N 30 30
Korelacijski koeficijent -0,004 -0,267
Spol P 0,982 0,139
N 30 30

U skupini metastaza (Tablica 12) nije bilo znacajnih medusobnih korelacija
izmedu ekspresije piwil2 i HMGA2 s Klinickim pokazateljima uklju¢ujuéi dob, spol i

velidinu tumora.
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5.4 OSJETLJIVOST | SPECIFICNOST POZITIVNE IZRAZENOSTI

PIWIL2 | HMGA2

Temeljem rezultata razlike u ekspresiji izmedu papilarnih karcinoma i benignih

promjena StitnjaCe (folikularni adenomi i hiperplasti¢ni nodusi), dodatno je ucinjena

ROC analizu ekspresije piwil2 u predikciji malignih tumora Stitnjace (Slika 4). PovrSina

ROC krivulje je 80,5 % i statisti¢ki je znaCajna (P<0,0001). Osjetljivost piwil2 u predikciji

malignih tumora je 71,11 %, a specifi¢nost 81,11 %.

Slika 4. Osijetljivost i specifi€nost Piwil2 11B >2 u predikciji malignih tumora Stitnjace

Podrucje ispod ROC krivulje

Cc 0,805
Standardna pogreska 0,0312
96% interval pouzdanosti 0,739 to 0,860
z statistika 9,775
P vrijednost <0,0001
Youdenov indeks J 0,5222
Povezani kriterij >2
Osjetljivost 71,11
Specificnost 81,11
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Dodatno je ucinjena ROC analiza ekspresije HMGA2 u predikciji malignih
tumora StitnjaCe temeljena na rezultatima razlike u ekspresiji izmedu papilarnih
karcinoma i benignih promjena Stitnjae (folikularni adenomi i hiperplasticni nodusi)
(Slika 5). Povrsina ROC krivulje izrazito je velika (98,9 %) i statistiCki znacajna
(P<0,0001). Osjetljivost HMGA2 u predikciji malignih tumora je 97,78 %, a specificnost
100 %.

Slika5. Osijetljivost i specifi€nost pozitivhe izrazenosti HMGA2 % u predikciji malignih tumora

Stitnjace

Podrucje ispod ROC krivulje

Podrucje ispod ROC krivulje 0,989
Standardna pogreska 0,00781
96% interval pouzdanosti 0,960 to 0,999
z statistika 62,578
P vrijednost <0,0001
Youdenov indeks J 0,9778
Povezani kriterij >0
Osjetljivost 97,78
Specificnost 100,00
HMGA2 %
100 |-
- | Sensitivity: 97,8
| | Specificity: 100,0
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6 RASPRAVA

Diferencirani karcinomi StitnjaCe u koje se ubrajaju papilarni i folikularni
karcinomi povezuju se s indolentnim bioloSkim ponaSanjem, povoljnijim klini¢kim
tijekom i, sukladno tome, dobrom prognozom. GodiSnja incidencija je u SAD-u u
trideset godina narasla 2,4 puta i taj se trend nastavlja. Za ovaj trend najodgovorniji je
papilarni karcinom cija se incidencija povecala 2,9 puta. Gotovo polovicu rastuce
incidencije Cine karcinomi < 1 cm (9, 10). Ova se pojava moze povezati S
uznapredovalim dijagnostickim metodama, ali se u obzir moraju uzeti okolisni

¢imbenici kao i razli€ite molekularne promjene.

Tijekom prosSlog desetlieca ucinjen je velik napredak u razumijevanju
tumorogeneze StitnjaCe. Cilj istraZzivanja karcinoma je rasvjetljavanje etiopatogeneze
Sto moze pridonijeti razvijanju uspjeSnijeg I manje agresivhog te ekonomski

opravdanog lijecenja.

Razli¢itim stani¢énim mehanizmima tumorske stanice postaju besmrtne,
nekontrolirano se umnozavaju te imaju izrazitu sposobnost regeneracije. Poremecaj u
kontroli diobe matic¢nih stanica pojedinih tkiva ¢esto dovodi do heterogenosti tumora
jer se mati¢ne stanice mogu diferencirati u razli€ite podtipove stanica unutar nekog

tkiva.

Unato¢ prevladavajucem indolentnom bioloSkom ponaSanju i povoljnom
klinickom tijeku diferenciranih karcinoma, u oko 30 % slu€ajeva dolazi do
dediferencijacije i razvoja izrazito malignog anaplasti¢nog karcinoma agresivnog tijeka
i loSe prognoze. Bez histoloskih znakova anaplasti¢ne transformacije, biolosko
ponasSanje ovih tumora ne moze se sa sigurnoS¢u predvidjeti samo na temelju
histoloskog izgleda i drugih morfoloskih i kliniCkinh pokazatelja koji se danas rutinski
upotrebljavaju (348). Identificiranje ove skupine bolesnika s poveéanim rizikom za
agresivnije biolosko ponasSanje omogucilo bi opsezniji preoperativni pristup i ¢eSée
pracenje tih bolesnika. Molekularni biljezi karcinoma stitnja¢e u fokusu su istrazivanja
Sto mozZe dovesti do poboljSanja dijagnostike te osigurati to¢nije prognosticke

informacije. Odredeni molekularni biljezi pokuSavaju se identificirati iz tumorskog tkiva
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Stitnjae i pomocu njih prepoznati bolesnike s dobro diferenciranim karcinomima koji

su pod povecéanim rizikom od povrata bolesti ili Cak hematogene diseminacije.

S obzirom na to da se radi o maloj skupini bolesnika, identifikacijom bi se
izbjegla prekomjerna dijagnostika i lijeCenje kod vecine bolesnika kod kojih bi se

mogao primijeniti manje opsezan operativni zahvat, postoperativno lijeCenje i pracenje.

U ovom istrazivanju ispitivani su novi biljezi i njihove mogucnosti identifikacije
podskupine bolesnika s papilarnim karcinomima Stitnjace i poveéanim rizikom za
agresivnije biolosko ponaSanje. Kako bismo utvrdili eventualnu povezanost ekspresije
piwil2 i HMGAZ2 proteina s kliniCkom uznapredovaloS¢éu papilarnih karcinoma, u
istrazivanje smo ukljucili uzorke 60 papilarnih karcinoma StitnjaCe, od kojih je 30 bilo s
metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima, a 30 lokaliziranih karcinoma Stitnjace.
Uz to je analizirano i 30 uzoraka tumorskog tkiva pripadajucih metastaza u regionalnim
limfnim ¢vorovima, 30 folikularnih adenoma i 30 hiperplasti¢nih ¢vorova StitnjaCe. Za
kontrolnu skupinu analizirano je 30 uzoraka normalnog tkiva Stitnjace izdvojenih iz
okolnog tkiva ili kontralateralnog reznja bolesnika s lokaliziranim papilarnim

karcinomima Stitnjace.

S obzirom na prekomjernu ekspresiju HMGAZ2 i Piwil2 gena i proteina dokazanih
u razli¢itim malignim tumorima te njihovu povezanost s neoplastichom stani€nom
transformacijom, inhibicijom apoptoze i poticanjem proliferacije, ali i izostankom
ekspresije u normalnim tkivima oc€ekivali smo da ekspresija piwil2 i HMGA2 bude

znacajno povisena u PKSM u odnosu na PKBM.

Prema dostupnim podacima iz literature, Piwil2 je, na razini gena i proteina,
istrazivan u brojnim malignim neoplazmama ukljuCujuéi jedno istrazivanje na
papilarnim karcinomima Stitnjae. U dosadasnjim studijama, HMGAZ2 je uglavnom
istraZzivan u smislu razlikovanja benignih i malignih tumora Stitnjace, ali bez naglaska
na korelaciju izmedu ekspresije HMGA2 proteina i kliniCke uznapredovalosti papilarnih
karcinoma Stitnjace (276, 278-287).

U ovom istrazivanju koje je obuhvatilo 120 bolesnika nakon operativhog zahvata
stitnjaCe, u skupini PKBM u 73,3 % uzoraka uocCena je izrazito jaka reakcija (l1B IIl) na
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piwil2, umjereno izrazena reakcija (11B 1l) u 16,7 %, slabo izrazena reakcija(llB I) u 3,3

%, a odsutnost reakcije (I1IB 0) u 6,7 % uzoraka.

U skupini PKSM izrazito jaka reakcija (1B 1ll) uo¢ena je u 66,7 % uzoraka, u
20,0 % uocena je umjereno izrazena reakcija (1B 11), a u 13,3 % uzoraka utvrdena je
slabo izrazena reakcija na piwil2 (11B I).

Ekspresija piwil2 u ove dvije skupine pratila je ekspresiju u udaljenim
metastazama. lzrazito jaka reakcija (11B 1lI) uoCena je u 73,3 % uzoraka metastaza,
umjereno izrazena reakcija (I1B 1) u 20,0 % dok je slabo izrazena reakcija (11B 1) kao i

odsutnost reakcije (11B 0) utvrdena u 3,3 % uzoraka.

Usporedbom rezultata nije nadena statistiCki znacajna razlika u ekspresiji piwil2
izmedu skupina PKSM i PKBM. U objema skupinama ekspresija piwil2 bila je identi¢na

s ekspresijom u udaljenim metastazama.

Ekspresija piwil2 u skupinama PKSM i PKBM bila je statisticki znacajno veca
od ekspresije u folikularnim adenomima, hiperplasticnim nodusima i normalnom tkivu

Stitnjace (p<0,001) Sto je usporedivo s istrazivanjem Yina i sur (287).

Slijedom ovog rezultata, dodatno je ucinjena ROC analiza ekspresije piwil2 u
distinkciji benignih promjena (hiperplasti¢ni ¢vorovi i folikularni adenomi) u odnosu na
maligne tumore StitnjaCe. Optimalna ravnoteza osjetljivosti i specificnosti ekspresije
piwil2 u razlikovanju papilarnih karcinoma i benignih promjena StitnjaCe dobivena je u
ovom istrazivanju za povezani kriterij piwil2 IIB >2. lako je uspjeSnost predikcije
malignih tumora StitnjaCe prema ovom kriteriju bila statisticki zna¢ajna (povrSina ROC
krivulje 80,5 %, P<0,0001), ne zadovoljava kriterije za klini¢ku primjenu, u prvom redu

ciljanu specificnost od najmanje 95 %.

U analiziranim uzorcima normalnog tkiva StitnjaCe uocena je ekspresija piwil 2
slabog intenziteta u 30,0 %, umjerenog u 20,0 %, a izrazitog u 26,7 % uzoraka Sto bi

se moglo objasniti fenomenom kancerizacije.

U nekoliko studija u kojima je istrazivan piwil2, uo€ena je njegova ekspresija u

histoloski normalnom tkivu u okolini malignih tumora. Takva se reakcija moze
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protumaditi u svjetlu fenomena epitelnih tumora koja se naziva kancerizacijom polja ili
efektom polja ("field effect”) karcinoma. Smatra se da je fenomen kancerizacije
posljedica prekancerozne epigenetske promjene normalnih epitelnih ili matiénih
stanica ili da je posljedica sijanja tumorskih pCSC te da je iznimno vazan u razvoju
tumora (274, 276).

Vazna fizioloSka funkcija epitela je zaStitna uloga, a okoliSni ¢imbenici,
uklju€ujuéi i karcinogene, kojima je nuzno izloZzen, mogu utjecati na stvaranje Sirokog
podrucja genetski promijenjenih karcinomskih polja. Hiperplasti¢ni epitel moze biti
temelj neoplasticke transformacije koja vodi do nastajanja najcesScih tipova humanih
neoplazmi. Molekularni potpis kancerizacije polja dokumentiran je u razli€itim epitelnim
tumorima poput onih glave i vrata, jednjaka, Zeluca, plué¢a, koze, cerviksa, vulve,

mokra¢nog mjehura, kolona, dojke, jajnika, guSterace i prostate (274).

Klinicka primjena ovog fenomena bila bi u komplementarnoj evaluaciji biopsija
bez histoloSkih znakova maligniteta. Histologija, kao zlatni standard, na osnovi
odsutnosti abnormalnih stanica isklju€uje dijagnozu karcinoma, ali histoloSki normalni
uzorci s molekularnim potpisom kancerizacije polja mogu upucivati na to da zahvatom
nije uzet uzorak tumora ili na progresiju nekih stanica prema malignoj promjeni. Takvi
visokorizi¢ni pacijenti zahtijevali bi pomno pracenje zbog ranog otkrivanja inicijalne
bolesti odnosno relapsa. Ovakav koncept imao bi primjenu u onkologiji kroz procjenu
rizika, rano otkrivanje karcinoma, prac¢enja progresije tumora i definiranje granica
tumora (274).

Oh i sur. imunohistokemijskom su metodom analizirali korelaciju ekspresije
piwil2 i kliniCko-patoloskih znacajki i prezivljenja bolesnika u 60 slucajeva kolorektalnih
karcinoma. Visoki stupanj ekspresije u 73,3 % slu¢ajeva znacajno je korelirao s nizim
stupnjem diferenciranosti, dubokom invazijom i perineuralnom invazijom. Ukupno
prezivljenje bilo je duze kod bolesnika sa slabijom ekspresijom pwil2. Medutim, nije
bilo pozitivne korelacije izmedu ekspresije piwil2 i dobi, spola, smjeStaja tumora i
njegova gradusa kao ni statusa limfnih ¢vorova, udaljenih metastaza te invazije vena i
limfati¢kih vodova (279).
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U istrazivanju Wanga i sur. korelacija izmedu ekspresije piwil2 te stupnja

diferenciranosti i metastaza u limfne ¢vorove nije bila statisticki znacajna (349).

Li i sur. analizirali su imunohistokemijsku ekspresiju Argonaut proteina (EIF2C1,
EIF2C3, EIF2C4, piwill, piwil2, piwil3 i piwil4) u karcinomu kolona i uocili znac¢ajno
vecu ekspresiju EIF2C1-4 i piwil4 u tumorskom tkivu u odnosu na okolno tkivo.
Zamijetili su i zna¢ajnu pozitivhu korelaciju izmedu ekspresije Argonaut proteina (osim
EIF2C1) i prisutnosti udaljenih metastaza. Analiza logisticke regresije otkrila je
znacajnu povezanost ekspresije EIF2C1 i piwil2 i tkiva karcinoma kolona u odnosu na
netumorsko tkivo. ZakljuCili su da je ekspresija EIF2C1-4 i piwil4 znacajno veca u
uznapredovalim tumorima s udaljenim metastazama Sto govori u prilog njihove
moguce uloge u promicanju tumorske invazije. Za razliku od njih, EIF2C1 i piwil2
mogli bi, prema hipotezi karcinomskih mati¢nih stanica, a udruzeni sa signalnim putem
male RNK, igrati ulogu u odrzavanju ravnoteze izmedu samoobnavljanja karcinomskih
stanica kolona i stani¢ne diobe. Poremecaj te ravnoteze moze imati snazan utjecaj na
razvoj neoplazme te bi ovi proteini mogli biti novi biljezi za rano otkrivanje karcinoma
kolona (280).

Imunohistokemijska metoda koriStena je i u istrazivanju Chena i sur. u kojem je
analizirana ekspresija piwi proteina u primarnom tumoru jajnika, pripadaju¢em
normalnom tkivu, peritonealnim metastazama i limfnim ¢vorovima s i bez metastaza.
Piwil2 bio je jako izrazen u 95,0 % primarnih tumora i 95,83 % peritonealnih metastaza,
bez znacajne razlike u ekspresiji dok je statistiCki znaCajna razlika uoCena u ekspresiji
izmedu primarnog tumora i pripadaju¢eg normalnog tkiva kao i izmedu peritonealnih
metastaza i pripadaju¢eg normalnog tkiva. Nadalje, uocili su da nema statisticki
znacajne razlike u ekspresiji izmedu limfnih ¢vorova s i bez metastaza. Utvrdili su da
su stanice pozitivne na piwi proteine u nemetastatskim limfnim C¢vorovima bile
stromalne stanice, a ne stanice adenokarcinoma jajnika. Pozitivno bojenje u
stromalnim stanicama limfnog &vora, za koji se histoloSki ne moze utvrditi da je

zahvaéen tumorom, moze upudivati na metastatski potencijal tumora (350).

Ekspresija piwil2 dokazana je u svim stadijima karcinoma dojke, ali ne i u
normalnom tkivu dojke. lako su Liu i sur. u histoloski normalnom tkivu dojke uocili

ekspresiju piwil2, mogucée lazno pozitivhe rezultate iskljucili su kontrolnom skupinom
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tkiva dojke bez hiperplazije jer se pozitivitet tih uzoraka mogao povezati s efektom
kancerizacije polja (276) te su se uklopili u brojna dosadasnja istrazivanja piwil2 koja
dokazuju njegovu ekspresiju u razli¢itim vrstama humanih karcinoma, ali ne i u

normalnim tkivima.

U naSem istrazivanju nadena je statisticki znacajno viSa ekspresija piwil2 u

skupinama PKSM i PKBM u usporedbi s benignim promjenama.

StatistiCki nije utvrdena znacajna razlika izmedu skupina PKBM i PKSM,
medutim mozemo re¢i da naSi rezultati koreliraju s rezultatima istrazivanja
kolorektalnog karcinoma Oha i sur. koji nisu ustanovili pozitivhu korelaciju izmedu
ekspresije piwil2 i dobi, spola, smjeStaja tumora i njegova gradusa kao ni statusa

limfnih ¢vorova, udaljenih metastaza te invazije vena i limfatickih vodova.

U ovom istrazivanju, ekspresija HMGA2 u skupinama PKBM i PKSM kao i u
skupini metastaza imala je znac¢ajno vece vrijednosti u odnosu na skupine folikularnih

adenoma, hiperplasti¢nih nodusa i normalnog tkiva stitnjace (P<0,001).

Temeljem navedenih rezultata razlike u ekspresiji izmedu papilarnih karcinoma
i benignih promjena StitnjaCe (folikularni adenomi, hiperplasti¢ni nodusi), dodatno je
ucinjena ROC analiza ekspresije HMGAZ2 u predikciji malignih tumora Stitnjace koja je
pokazala izrazito veliku povrSinu ROC krivulje (98,9 %) i statistiCku znac€ajnost
(P<0,0001). Ovaj rezultat govori u prilog HMGA2 kao samostalnog biljega koji je s
osjetljivoS¢u od 97,78 % i specificnosS¢u od 100,0 % moguce primijeniti u diferencijalnoj

dijagnostici papilarnog karcinoma Stitnjace.

U skupini PKSM, ekspresija HMGAZ bila je zna¢ajno niza u odnosu na skupinu
PKBM i skupinu metastaza. Odsutnost reakcije uocena je u 3,3 % uzoraka, 26,7 %
uzoraka bilo je pozitivho u kategoriji <10 % pozitivnih stanica kao i u kategoriji 11-50
% pozitivnih stanica, 33,3 % uzoraka bilo je pozitivho u kategoriji 51-75 % pozitivnih

stanica, a 10,0% u kategoriji 76-100 % pozitivnih stanica.

Skupina PKBM imala je identicnu razinu ekspresije HMGA2 kao i udaljene
metastaze, a odsutnost reakcije na HMGA2 uocCena je u 3,3 % uzoraka, reakcija u

kategoriji <10 % pozitivnih stanica uo¢ena je u 20,0 % uzoraka, 10,0 % uzoraka bilo je
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pozitivho u kategoriji 11-50 % pozitivnih stanica, 23,3 % u kategoriji 51-75 % pozitivnih
stanica, a 43,3 % u kategoriji 76-100 % pozitivnih stanica.

Rezultati imunohistokemijske analize u skupini metastaza pratili su rezultate
skupina PKBM. Niti u jednom uzorku nije utvrdena odsutnost reakcije na HMGAZ2,
reakcija u kategoriji <10 % stanica utvrdena je u 10,0 % uzoraka, 33,3 % bilo je
pozitivho u kategoriji 11-50 % stanica, 26,7 %) u kategoriji 51-75 % stanica, a 30,0 %
u kategoriji 76-100 % stanica.

Metastaziranje u limfne ¢vorove humanih zlocudnih neoplazmi epitelnog
porijekla ima jedinstveno znacenje u interpretaciji bioloSkog potencijala i ponasanja
primarne neoplazme. Sirenje papilarnog karcinoma Sstitnjace u regionalne limfne
c¢vorove vrata smatra se nepovoljnim prognostickim cimbenikom uglavnhom za

regionalni povrat bolesti, a rjede za rizik od smrtnog ishoda (351, 352).

U nekim ranijim istrazivanjima tvrdilo se da zahvaéenost regionalnih limfnih
¢vorova nema utjecaja na prognozu papilarnog karcinoma. Hughes i sur. nisu nasli
statisticki znacajnu razliku u prezivljenju izmedu skupina bolesnika s (N1) i bez
metastaza (NO) u regionalnim limfnim ¢vorovima iako je zamije¢en €eSci povrat bolesti
kod N1 bolesnika te kra¢e 20-godiSnje prezivljenje kod bolesnika ove skupine starijih
od 45 godina. Bolesnici ove skupine mladi od 45 godina imali su bolje prezivljenje, ali
te razlike nisu dostigle statisticku znacajnost. Zaklju€ili su da zahvacenost limfnih
¢vorova u starijih pacijenata povecava rizik od povrata bolesti, ali nisu uocili zna¢ajnu

razliku u preZzivljenju u odnosu na dob (353).

U razli¢itim istrazivanjima u kojima HMGAZ2 korelira s malignim neoplazmama
StitnjaCe na razini proteina koriStene su imunohistokemijske analize koje su se
pokazale manje osjetljivima od mRNK analize gqRT-PCR metodom. Dokazano je da je
razina ekspresije mMRNK specificne za HMGAZ2 puno viSa u malignim neoplazmama
nego u adenomima i normalnom tkivu stitnjaCe te je na temelju ekspresije HMGAZ2 bilo
moguce razlikovati benigne i maligne promjene StitnjaCe Sto je ukazivalo na znacajan
potencijal ekspresije HMGA2 u poboljSanju dijagnoze folikularnih neoplazmi (342,
346).
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U dosadasnjim istrazivanjima koriStene su kombinacije razliitih biljega kojima
se imunohistokemijski pokusavalo razluciti papilarni karcinom od ostalih promjena
porijekla folikularnog epitela, ali bez velikog uspjeha. Osim spomenutih kombinacija
biljega (346, 347), Demellawy i sur. koristili su panel biljega sastavljen od CD56, P63,
CK19i E-kaderina u analizi ekspresije u papilarnim karcinomima i folikularnim lezijama
i tumorima Stitnjace. Zakljucili su da je P63 specifican, ali manje osjetljiv biljeg od CK19.
karcinom. E-kaderin je bio jednako izrazen u svim slu€ajevima i kao takav nije imao
dijagnostic¢ku vrijednost. Spomenuta grupa autora preporucila je primjenu ovog panela

u dijagnostici papilarnog karcinoma (354).

Belge i sur. naSli su pretjeranu ekspresiju HMGA2 u papilarnim
mikrokarcinomima u odnosu na normalno tkivo Stitnjace i zakljucili da bi se moglo raditi
o uvjerljivom genetskom billegu pomocu kojeg bi bilo moguce razluciti podgrupu
papilarnih karcinoma agresivnijeg bioloSkog ponasanja. U istrazivanju su, osim gRT-
PCR analize, koristili i imunohistokemijsku analizu te zakljucili da se radi o metodi

prikladnoj za istrazivanje HMGAZ2 statusa u uzorcima tkiva Stitnjace (343).

Eide i sur. uodili su znac€ajnu razliku izmedu histoloskih podtipova karcinoma
plu¢a nemalih stanica i ekspresije HMGAZ2 na razini mRNK, ali i proteinskoj razini. Obje
metode pokazale su znaCajnu korelaciju ekspresije HMGAZ2 i plo¢astog karcinoma

plu¢a sa znacajnim utjecajem na prezivljenje (355).

Ekspresija HMGA2 nepovoljan je prognosti¢ki ¢imbenik za brojne maligne
neoplazme, ali, suprotno ocCekivanjima, u naSem istrazivanju nije utvrdena znacajna
razlika u ekspresiji HMGA2 u skupini PKSM u odnosu na skupinu PKBM.
Paradoksalno, ekspresija u skupini PKBM bila je gotovo identi¢na kao i u udaljenim
metastazama, dok je ekspresija u skupini PKSM bila znacajno niza nego ona u

udaljenim metastazama.

lako prema dostupnoj literaturi nema podataka o eventualnoj korelaciji izmedu
ekspresije HMGAZ2 proteina i klini€ke uznapredovalosti tj. limfogenog Sirenja papilarnih
karcinoma Stitnjace, oCekivali smo vece vrijednosti ekspresije HMGAZ2 kod bolesnika s

klini¢ki uznapredovalom bolesti.
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Ovakav rezultat mogao bi biti posljedica upotrijebljene metode detekcije te treba
naglasiti da je HMGA2 do sada uglavnom istrazivan na razini gena, gRT-PCR
metodom koja se pokazala osjetljivijom od imunohistokemije za odredivanje prisutnosti
HMGAZ2.

Na temelju ovih rezultata ne mozemo povezati prekomjernu ekspresiju HMGA2

proteina s agresivnoScu i kliniCkom uznapredovalos¢u papilarnog karcinoma Stitnjace.

Analizom demografske i kliniCke varijable izmedu ispitivanih podskupina moze
se zakljuciti da nije bilo statistiCki znaCajne razlike u ekspresiji HMGA2 i piwil2 s
obzirom na dob i spol bolesnika. Sto se ti¢e dobi, bolesnici su podijeljeni u dvije skupine
— bolesnici mladi od 45 godina te bolesnici 245 godina prema AJCC/UICC Kklasifikaciji
stadija bolesti kod bolesnika s diferenciranim karcinomima Stitnja¢e (138). Mlada dob
bolesnika kao i muski spol smatraju se nepovoljnim prognostickom ¢imbenicima, ali
unato€ tome nije bilo znacajnih razlika u ekspresiji HMGAZ2 i piwil2 s obzirom na ta dva

¢imbenika.

StatistiCki znaCajna pozitivha korelacija uocena je u skupini PKSM u kojoj je jaa
ekspresija HMGA2 bila povezana s ve¢im promjerom primarnog tumora. Bududéi da se
radi o skupini bolesnika s metastazama u regionalnim limfnim €vorovima, pozitivha

korelacija moze se povezati s metastatskom boleS¢u.

Usporedbom dobi i veli€ine tumora izmedu kategorija uoCava se statisticki
znacCajno veca ucCestalost hiperplasti¢nih nodusa u populaciji starijih od 45 godina u
odnosu na PKSM (P=0,007) i normalno tkivo Stitnjace (P=0,016) dok su folikularni
adenomi bili statistiCki znac¢ajno veci od obje analizirane skupine papilarnih karcinoma.

Nije bilo pozitivne korelacije ekspresije piwil2 i HMGA2 s histoloSkim gradusom

papilarnih karcinoma Stitnjace.

U skupini PKBM, 23 karcinoma su bila histoloSkog gradusa G1, uz VAN zbroj
0. Sedam je karcinoma zadovoljavalo kriterije potrebne za procjenu slabije
diferenciranog histoloSkog gradusa G2 uz VAN zbroj 1 (izrazita atipija jezgara nadena

je u pet, a vaskularna invazija u dvama karcinomima).
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U skupini PKSM, 18 karcinoma bilo je histoloskog gradusa G1, uz VAN zbroj 0
dok je 12 tumora zadovoljavalo kriterije potrebne za procjenu slabije diferenciranog
histoloSkog gradusa G2 uz VAN zbroj 1 (izrazita atipija jezgara nadena je u 11, a

vaskularna invazija u jednom karcinomu).

Veci broj karcinoma slabije diferenciranog histoloski gradusa (G2) u skupini

PKSM moze upudivati na opravdanost graduiranja papilarnih karcinoma.

U skupini analiziranih metastaza u zahvaéenim regionalnim limfnim ¢vorovima
otkriveno je od jednog do najviSe 44 tumorom zahvacena limfna ¢vora. Prosjecno je
bilo 7,9 maligno promijenjenih limfnih &vorova. Veli€ina limfnih ¢vorova kretala se od

0,6 do 6,5 cm, prosjecno 2,1 cm u najveéem promjeru.

U ovom istrazivanju nije dokazana statistiCki znacajno viSa ekspresija piwil2 i
HMGAZ2 u papilarnim karcinomima s metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima u

odnosu na papilarne karcinome bez metastaza.

Rezultati ekspresije piwil2 u naSem istrazivanju usporedivi su s rezultatima u
dosada objavljenim studijama koje su prije svega bile usmjerene na razlu€ivanje
malignih tumora od benignih promjena ili okolnog zdravog tkiva Stitnjace te upucuju na

mogucu ulogu piwil2 u karcinogenezi papilarnog karcinoma stitnjace.

Znacajno vece vrijednosti ekspresije HMGA2 u skupinama malignih uzoraka u
odnosu na ostale analizirane skupine govore u prilog pouzdanosti HMGA2 kao
potencijalnog biljega pomocu kojeg je imunohistokemijskom analizom moguce razluditi

benigne i maligne neoplazme Stitnjace.

U naSem istrazivanju dobivene znacajno viSe vrijednosti ekspresije HMGA?2
unutar skupina pacijenata s papilarnim karcinomima Stitne Zlijezde, u odnosu na ostale
analizirane skupine, upucéuju na moguénost primjene HMGAZ2 u imunohistokemijskoj
dijagnostici tumora Stitne Zlijezde. Visoke vrijednosti osjetljivosti od 97,8 % i
specifi€nosti od 100 %, definiraju pouzdanost HMGAZ2 u ulozi imunohistokemijskog
biljega u dijagnostici papilarnih karcinoma stitne Zlijezde. Njegovom primjenom mogla
bi se izbje¢i dosadasSnja praksa upotrebe razliitih kombinacija viSe

imunohistokemijskih biljega nize osjetljivosti i specificnosti. Takoder, nadena je
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statisti¢ki zna€ajno viSa ekspresija piwil2 i HMGAZ2 u papilarnim karcinomima u odnosu
na folikularne adenome, hiperplasti¢ne ¢vorove Stitne Zlijezde i normalno tkivo Stitne

slijezde.

Medutim, istrazivanjem nije potvrdena pocetna hipoteza jer nije nadena
oCekivana znacCajna razlika u ekspresiji Piwil2 i HMGA2 izmedu skupine papilarnih
karcinoma s metastazama u regionalnim limfnim &vorovima i skupine papilarnih
karcinoma bez metastaza. Na taj naclin izostala je potencijalna mogucnost
indentifikacije podgrupe bolesnika s papilarnim karcinomom Stitne Zlijezde i viSim
rizikom agresivnijeg bioloskog ponasSanja, ¢ime bi se izbjegao nepotrebni, agresivniji
pristup kod bolesnika kod kojih postoji vjerojatnost povoljnijeg klini¢kog tijeka, dok bi
se iskljucila neadekvatna terapija kod bolesnika s tumorima kod kojih se ocCekuje

agresivnije biolosko ponasSanje s obzirom na ekspresiju analiziranih biljega.
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7  ZAKLJU CCI

1. Ekspresija piwil2 u papilarnim karcinomima Stitne Zlijezde s i bez metastaza u
regionalnim limfnim &vorovima statistiCki je znacajno veca od ekspresije u folikularnim
adenomima, hiperplasti¢nim nodusima i normalnom tkivu Stitnjace (P<0,001).

2. Ekspresija HMGAZ2 statisticki je znacajno veca kod bolesnika s papilarnim
karcinomom Stitne Zlijezde s i bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima u
odnosu na skupine s folikularnim adenomima i hiperplasticnim nodusima te normalnim
tkivom Stitnjace (P<0,001).

3. Ekspresija piwil2 u papilarnim karcinomima Stitne Zlijezde s i bez metastaza u
regionalnim limfnim ¢vorovima identi¢na je ekspresiji u udaljenim metastazama.

4. Nije bilo statistiCki znaCajne razlike u ekspresiji HMGA2 proteina izmedu
skupina papilarnih karcinoma Stitne Zlijezde s i bez metastaza u regionalnim limfnim
¢vorovima.

5. Nije utvrdena statistiCki znacajna povezanost izmedu ekspresije piwil2 i HMGA2
s histoloSkim gradusom i klinickim pokazateljima ukljucujuci dob i spol.

6. U skupini papilarnih karcinoma s metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima
statisticki je zna€ajna pozitivna korelacija ekspresije HMGA2 s veli¢inom tumora gdje
je jaCa ekspresija povezana s ve¢im promjerom primarnog tumora.

7. U odnosu na histoloski gradus te klinicke pokazatelje, ukljuujuci dob, spol i
veli€¢inu tumora, u skupini papilarnih karcinoma bez metastaza u regionalnim limfnim
¢vorovima nije bilo znacajnih medusobnih korelacija, kao ni u skupini folikularnih
adenoma, hiperplastiénin nodusa, normalnog tkiva Stitne zlijezde 1 udaljenih
metastaza.

8. Ekspresija HMGA2 s osjetljivoS¢éu od 97,8 % i specificnoS¢u od 100 % definira
HMGA2 kao pouzdani imunohistokemijski biljeg u dijagnostici papilarnih karcinoma
Stitne Zlijezde.

9. Nije utvrdena oCekivana znacajna razlika u ekspresiji piwil2 i HMGAZ2 izmedu
skupine papilarnin karcinoma s metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima i
skupine papilarnih karcinoma bez metastaza te je izostala potencijalna moguénost
identifikacije podgrupe bolesnika s papilarnim karcinomom Stitne Zlijezde i viSim
rizikom agresivnijeg bioloSkog ponasanja.
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8 SAZETAK

Unato€ opseznim istrazivanjima, joS nisu pronadeni molekularni biljezi za
razlikovanje malignih od benignih neoplazmi StitnjaCe ili prepoznavanje podskupine
bolesnika s papilarnim karcinomom Stitnjace (PKS) i vi§im rizikom za agresivnije

bioloSko ponaSanje.

Prekomjerna ekspresija Piwil2 i HMGAZ2 proteina ili gena uo€ena je u razlicitim
malignim neoplazmama. Novije studije bile su usmjerene na razlikovanje benignih i
malignih neoplazmi &titnjace, ali korelacija s klinickom uznapredovalosti PKS nije

istrazivana.

Cilj je ovog istrazivanja imunohistokemijska analiza ekspresije piwil2 i HMGA2
u papilarnim karcinomima s (PKSM) i bez metastaza (PKBM) u regionalnim limfnim
¢vorovima te u folikularnim adenomima (FA), hiperplasticnim ¢vorovima i normalnom

tkivu Stitnjace.

Retrospektivnom analizom 150 uzoraka (30 PKSM, 30 PKBM, 30 FA, 30
hiperplasti¢nih ¢vorova i 30 uzoraka normalnog tkiva Stitnja¢e) utvrdena je povecana
ekspresija piwil2 i HMGA2 u PKS (96,7 %, 96,7 %) u odnosu na FA (73,3 %, 13,3 %),
hiperplasti¢ne &vorove (63,3 %, 3,3 %) i normalno tkivo StitnjaCe (76,7 %, 0 %),
P<0,001.

Nije bilo statisti¢ki zna¢ajne razlike u ekspresiji piwil2 i HMGAZ2 izmedu skupina
PKSM i PKBM (100,0 % vs 96,7 %; 93,0 % vs 96,7 %). Veca ekspresija piwil2 i HMGA2

ne mozZe se povezati s agresivnijim ponasanjem PKS-a.

Ekspresija HMGA2 s velikom osjetljivoS¢éu (97,78 %) i specificnoséu (100 %)

razlikuje papilarni karcinom od benignih promjena Stitne Zlijezde.

Klju¢ne rijeci: papilarni karcinom Stitnjace, piwil2, HMGA2
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9 SUMMARY

Expression of piwil2 and HMGA2 in papillary thyroid arcinoma

Despite the extensive research, molecular markers for separating benign and
malignant neoplasms or identification of the subgroup of patients with papillary thyroid
carcinoma (PTC) and higher risk for more aggressive biological behaviour are yet to

be found.

The connection of Piwil2 and HMGAZ2 overexpression, either proteins or genes,
with more aggressive clinical course was identified in several malignant neoplasms.
Recent studies were focused on separating benign and malignant thyroid tumors. The
correlation between piwil2 and HMGA2 overexpression and clinical progression of PTC

has not been investgated.

The aim of this research was immunohistochemical analysis of piwil2 and
HMGAZ2 expression in PTC with and without regional lymph node metastasis (RLNM)
as well as in follicular adenomas (FA), hyperplastic nodules (HN) and non-neoplastic
thyroid tissue (NNTT).

By retrospective analysis of 150 tissue samples (30 PTC with RLNM and 30
PTC without RLNM, 30 FA, 30 HN, 30 NNTT) it was determined that expression of
piwil2 i HMGA2 was significantly higher in PTC (96,7%, 96,7%) as opposed to FA
(73,3%, 13,3%), HN (63,3%, 3,3%) and NNTT (76,7%, 0%), respecively, (P<0,001).

There was no statistically significant difference in expression of piwil2 and
HMGAZ2 between PTC with RLNM and PTC without RLNM (100,0% vs 96,7%; 93,0%
vs 96,7%, respectively). Overexpression of piwil2 and HMGA2 can not be associated

with more aggressive biological behaviour of PTC.

HMGAZ2 overexpression predicts PTC with high sensitiyity (97,78%) and
specificity (100%).

Key words: papillary thyroid carcinoma, piwil2, HMGA2
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11 ZIVOTOPIS

Rodena sam 18. srpnja 1967. godine u Virovitici, gdje sam zavrSila osnovnu i
srednju Skolu. Medicinski fakultet SveuciliSta u Zagrebu upisala sam 1986., a
diplomirala 1993. godine. Nakon pripravnickog staza, radila sam kao lijeCnica opce

prakse u Domu zdravlja Virovitica.

Specijalisti¢ki ispit iz kliniCke citologije polozila sam u lipnju 1999. godine i do
srpnja 2003. godine radila kao voditeljica Odsjeka za citologiju Odjela za patologiju i
citologiju Opce bolnice Virovitica.

Od srpnja 2003. godine radim kao voditeljica citoloSkog laboratorija, a od 2007.

kao voditeljica Odjela medicinskih djelatnosti u Poliklinici Sunce u Zagrebu.

Autorica sam i koautorica Sest znanstvenih radova u medunarodno indeksiranim
Casopisima, od ¢ega je jedan rad objavljen u ¢asopisu citiranom u Current Contentsu,
sedam saZetaka u zbornicima medunarodnih znanstvenih skupova te tri sazetka u

zbornicima domacih znanstvenih skupova.

Clanica sam Hrvatske lijeénicke komore i Hrvatskog lijeénickog zbora te
Hrvatskog drustva za kliniCku citologiju i Hrvatskog drusStva za Stitnjacu.
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