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POPIS OZNAKA | KRATICA

AJCC/UICC

ATA

BRAF

CPSF2

DKS

FDG-PET/CT

FGF
HE

KBC
L-T4

MACIS

MAPK

MAPK/ERK/AKT

MR

NIS

medunarodna udruzenja za borbu protiv raka; zajednicka klasifikacija

zlo¢udnih tumora po AJCC i UICC (engl. American Joint Committee

on Cancer; fr. Union Internationale Contre le Cancer)

Americko drustvo za Stitnjacu (engl. American Thyroid Association)

protoonkogen (engl. B-Rapidly Accelerated Fibrosarcoma); B-tip
RAF-kinaze

podjedinica 2 specificnog faktora za cijepanje 1 poliadenilaciju

(engl. cleavage and polyadenylation specificity factor 2)
diferencirani karcinom $titnjace

pozitronska emisijska tomografija/kompjutorizirana tomografija s

F-18-fluorodeoksiglukozom kao radiofarmakom
receptor za ¢imbenik rasta fibroblasta
hemalaun-eozin

Klini¢ki bolnicki centar

levotiroksin

jedan od klasifikacijskih sustava za diferencirani karcinom Stitnjace

(engl. Metastasis, Age, Completeness, Invasion, Size)

protein-kinaza aktivirana mitogenima (engl. Mitogen-Activated

Protein Kinase)

signalni put koji ukljucuje protein-kinazu aktiviranu mitogenima
(MAPK, engl. Mitogen-Activated Protein Kinase), izvanstani¢nu
signalno reguliranu kinazu (ERK, engl. Extracellular signal-
Regulated Kinase) i serin/treonin-kinazu (AKT)

magnetska rezonanca

natrij-jodnog sunosaca (engl. symporter)



PDGF ¢imbenik rasta koji proizlazi iz trombocita

PKS papilarni karcinom Stitnjace

RAI radioaktivni jod

RAS skupina onkogena (engl. rat sarcoma)

RET protoonkogen (engl. rearranged during transfection)
RET/PTC rearanzman gena RET

SZO Svjetska zdrastvena organizacija

Tg tireoglobulin

Tg-At antitijela na tireoglobulin

TNM Klasifikacijski sustav stadija karcinoma (engl. Tumor, Node,

Metastasis)

TSH tireoid-stimuliraju¢i hormon
TTF-1 tiroidni transkripcijski faktor 1 (engl. Thyroid Transcription Factor-1)
VEGF vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (engl. Vascular Endothelial

Growth Factor)



1. UVOD | SVRHA RADA

1.1. Novotvorine Stitnjace

Novotvorine odnosno tumori Stitnjace dijele se na dobrocudne i zlo¢udne. Zlo¢udni
tumori tj. karcinomi Stitnjace rijetke su maligne neoplazme, no ipak su najces¢i maligni tumori
endokrinog sustava. Prosjecna godisnja incidencija karcinoma stitnjace iznosi oko 2-5/100 000
stanovnika i posljednjih desetljeca kontinuirano raste. Oko 1,5 do 3 puta su ¢es¢i u zena (1).
Prema bazi podataka Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) — GLOBOCAN u 2018. je godini
bilo 567 233 oboljelih i 41 071 umrlih od karcinoma S§titnjace u svijetu. Procjene su da ¢e do
2030. godine broj oboljelih samo zbog starenja stanovnistva porasti na 680 115, a broj umrlih
na 56 734. Unato¢ porastu incidencije, nema porasta mortaliteta koji se zadrzava na oko 0,5

smrtnih slu¢ajeva na 100 000 stanovnika (2).

Maligni tumori Stitnjae mogu biti porijeklom iz folikularnih, parafolikularnih ili
stromalnih stanica. Vec¢ina zlo¢udnih neoplazmi $titnjace spada u skupinu dobro diferenciranih
karcinoma folikularnog epitela, kamo ubrajamo papilarne i folikularne karcinome Stitnjace.
Osim njih nalazimo medularne karcinome $titnjace, anaplasticne karcinome $titnjace i rijetke

tumore Stitnja¢e medu kojima su limfom, sarkom, fibrosarkom 1 metastatski karcinom.

Veéinom diferencirani karcinomi $titnjade (DKS) imaju dobru pa ¢ak i odliénu
prognozu, dok kod manjeg dijela nastupi hematogena diseminacija bolesti u udaljena sijela te
u najgorem slucaju cak 1 smrtni ishod. Identificiranje bolesnika s loSom prognozom
omogucilo bi agresivniji terapijski pristup te ¢eS¢a 1 opseZnija pracenja, uz istovremeno
izbjegavanje pretjerane dijagnosticke obrade 1 komplikacija lijeCenja u bolesnika s indolentnim

tijekom bolesti.

1.1.1. Papilarni karcinom S$titnjace

Papilarni karcinom stitnjaée (PKS) je najées¢i oblik karcinoma ititnjace te &ini oko 80%
svih malignih tumora S§titne Zlijezde (3). Pripada skupini dobro diferenciranih karcinoma
porijekla folikularnog epitela. Iako se radi o najcescoj neoplazmi humanog endokrinog sustava
(> 90% svih endokrinih malignoma), predstavlja samo oko 3% malignih tumora u Zena i 1% u

muskaraca (4).



1.1.1.1. Epidemiologija

Isklju€ujudi rano djetinjstvo, papilarni karcinom moze se javiti u svakoj zivotnoj dobi s
vrhom incidencije izmedu 30. 1 50. godine zivota, ali postoji znacajan broj bolesnika s juvenilnim
PKS. U dobnoj skupini od 15 do 34 godine, na karcinome $titnjate (prvenstveno papilarne)
otpada 7,5% do 10% svih zlo¢udnih tumora i u toj dobi Stitnjaca predstavlja najéesce sijelo
karcinoma u Zena (5-7). PKS je znatno ¢e$éi u Zena, s omjerom Z:M=2,5-3:1 i incidencijom od
oko 8,7/100 000 (8).

Pojadani interes za otkrivanjem novih biomarkera ba§ za PKS lezi u &injenici da
obuhvaca oko 80% svih malignih tumora Stitne Zlijezde sa znacCajnim porastom incidencije
posljednjih dvadesetak godina svugdje u svijetu (8-9). Kako u meduvremenu nije doslo do
porasta incidencije drugih rjedih malignih tumora Stitnjace, vecina autora smatra da se porast
incidencije moze objasniti isklju¢ivo poboljSanom dijagnostikom (pogotovo Sirokom primjenom
ultrazvuka i aspiracijske biopsije iglom s citoloskom analizom materijala sredinom 80-ih godina
proslog stolje¢a) i posljedicnim otkrivanjem te lijeCenjem malih, asimptomatskih papilarnih
karcinoma (tzv. incidentaloma) koji prije dvadesetak i viSe godina nisu mogli biti dijagnosticirani
u toj fazi bolesti (8-10). Prevalencija okultnih karcinoma $titnjace je oko 10* puta veéa nego
incidencija karcinoma §titnjace u populaciji (11). Dodatno u prilog teoriji poboljSane dijagnostike
ide 1 to §to je mortalitet od karcinoma $titnjace u vecini zemalja ostao uglavnom isti (prezivljenje

od 95% kroz 25 godina) usprkos eksponencijalnom porastu incidencije PKS u svijetu (11,12).

1.1.1.2. Etioloski ¢imbenici

IzloZenost ioniziraju¢em zracenju podrucja glave 1 vrata jedini je dokazani ¢imbenik
okolisa koji uzrokuje PKS (13,14). Stitnja¢a u djegjoj dobi osobito je osjetljiva na ionizirajuée
zraGenje. Stitnja¢a je jedini organ gdje rizik za razvoj raka postoji veé kod oko 0,10 Gy apsorbirane
doze zragenja (15). Osim u djece, rizik je i nesto veéi u zenskog spola, nekih populacija Zidova
te u bolesnika s pozitivnom obiteljskom anamnezom na karcinom S§titnjace (16). Nedostatak
joda takoder povecava rizik od radijacijski induciranog karcinoma $titnjac¢e (17). Od drugih
predispozicijskih etiologkih ¢Gimbenika za PKS treba istaknuti poremecéaje metabolizma joda te

autoimune bolesti Stitnjace poput Gravesove bolesti 1 Hashimoto tireoiditisa (9).



1.1.1.3. Molekularna patogeneza

Aktiviraju¢e mutacije gena koji kodiraju za signalni put koji ukljucuje protein-kinazu
aktiviranu mitogenima (MAPK) zastupljene su kod ¢ak 80% PKS. Ovakve mutacije smatraju se
inicijacijskim dogadajem u nastanku PKS, a uklju¢uju promjene protoonkogena - RET, nazvane
rearanzmanima RET/PTC, kao i tockaste mutacije skupine onkogena - RAS i BRAF, s time da
prisutnost jedne mutacije u primarnom tumoru iskljucuje prisutnost druge (tj. medu njima nema
preklapanja). RET gen ukljucen je u regulaciju rasta, prezivljenja, diferencijaciju i migraciju
stanica koje potjecu iz neuralnog grebena, a kodira transmembranski receptor tirozin kinaze. U
folikularnim stanicama $titnjace ina¢e ne nalazimo RET protein (18). RET/PTC onkogen je
mutirani oblik RET receptora za tirozin kinazu. Rearanzmani RET/PTC-a ¢es¢i su kod klasi¢nog
oblika PKS, dok su mutacije gena RAS &eée u folikularnim varijantama PKS, a mutacije
BRAF-a kod papilarnih karcinoma visokih stanica. Mutacije BRAF-a ¢esto se povezuju s
nepovoljnijim klini¢kim tijekom PKS. Razli¢iti vaskularni endotelni ¢Gimbenici rasta (VEGF) i
receptori za VEGF (VEGFR-1 i VEGFR-2), kao i receptori za ¢imbenik rasta fibroblasta (FGF)
te ¢cimbenik rasta koji proizlazi iz trombocita (PDGF), ¢esto pokazuju prekomjernu ekspresiju u
vaskularnom endotelu tkiva raka $titnjace, Sto je takoder okida¢ za MAPK-signalni put (19, 20).
Angiogeneza, dakle, predstavlja jos jednu potencijalnu metu za ciljanu terapiju. U eksperimentalnim
modelima, VEGF-terapija kogi rast DKS (21).

1.1.1.4. Patohistoloski tipovi

PKS karakteriziraju nepravilne i nejasne granice prema okolnom tkivu te infiltrativan
rast. Oko 10% PKS predstavlja inkapsulirani oblik koji se povezuje s manjim postotkom
limfogenih metastaza, a time i s boljom prognozom. Mali okultni PKS, tzv. papilarni
mikrokarcinomi, definirani su kao PKS promjera < 1 cm. Otkriveni su prilikom obdukcije u
dak 5-35% osoba (22-24). PKS su imunohistokemijski pozitivni na tireoglobulin (Tg) i vise
od 95% njih su prema stupnju diferencijacije gradusa 1 (G1). Odstupanja od uobicajenog
patohistoloSkog uzorka, brojne mitoze, povecane i hiperkromatske jezgre, abnormalni sadrzZaj
DNA i tzv. znakovi dediferencijacije su sve pokazatelji agresivnijeg oblika PKS, a ¢e3ée se

susrecu u starijih osoba i vec¢ih primarnih tumora (25,26).

Sukladno preporuci Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) prema patohistoloskoj slici,

PKS se dijeli na klasiéni tip i nekoliko podvrsta (folikularni, difuzno sklerozirajuéi, solidni,



visokostanicni (engl. tall cell), onkocitni, Warthinu sli¢an, svijetlostani¢ni i varijantu cilindri¢nih

stanica) (27, 28). Visokostani¢ni tip papilarnog karcinoma ima najlosiju prognozu (29).

Klasi¢na varijanta papilarnog karcinoma Stitnjace ve¢inom je makroskopski solidna,
¢vrsta, na prerezu bjelkasta, obi¢no bez Cahure ili samo djelomi¢no o¢ahurena. Manje od 10%
tumora je okruzeno potpunom Cahurom te makroskopski nalikuje adenomu. Unutar njih
ponekad se nalaze kalcifikati, a ponekad veca ili manja cisticna ZariSta. Mogu se naci i
podrucja krvarenja i1 kolesterolske nakupine, dok je nekroza rijedak nalaz kod uobicajenih
oblika PKS. Mikroskopski klasi¢na varijanta PKS sadrzi brojne prave resice. Resice ili papile
su obi¢no kompleksne i izrazene, s dobro razvijenom fibrovaskularnom stromom i prekrivene
jednim slojem karakteristicnih tumorskih stanica. Resice i folikuli zastupljeni su u razliitim
omjerima od karcinoma do karcinoma. Epitelna stanica kuboidnog do nisko cilindri¢nog
oblika s izrazenom jezgrom dijagnosti¢ki je najznacajnija karakteristika PKS (30). Obi¢no
nalazimo veliku i nepravilnu jezgru s brazdama i citoplazmatskim inkluzijama. Karakteristican
izgled centralnog dijela jezgre poput mutnog stakla (engl. ground glass), uzrokuje nuklearni
heterokromatin koncentriran uz jezgrinu membranu. Prilikom formiranja papila ili folikula,
vecina citoplazme tumorskih stanica smjeStena je u apikalnom ili bazalnom dijelu te se doima
da se jezgre susjednih stanica medusobno dodiruju ili preklapaju (31). Unutar ili u okolici
tumora, Cesta su podru¢ja fibroze, a mnogi PKS sadrZe i zone skvamozne diferencijacije (32).
Kalcificirane ovalne laminarne strukture promjera 50 — 100 pum, tzv. psamomska tjeleSca,
nalazimo kod oko jedne tre¢ine do polovice PKS, a vjerojatno nastaju u ote¢enoj ili umirucoj
stanici. Mogu biti smjeStena u papilarnoj posteljici, fibroznoj stromi ili izmedu tumorskih
stanica (33). U oko Cetvrtine sluc¢ajeva nalazimo limfocitnu infiltraciju u stromi koju pojedina
istrazivanja povezuju s boljom prognozom. Nije u potpunosti jasno je li to reakcija na tumor

ili odraz postojeceg tireoiditisa (27).

Folikularni podtip PKS u potpunosti se sastoji od malih do srednje velikih nepravilno
oblikovanih folikula s varijabilnom koli¢inom koloida. Makroskopski 1 patohistoloski se doima
kao ocahureni ¢vor. Dobro oblikovane papile su rijetke, dok su sli¢nosti s klasiénom varijantom
— velike svijetle jezgre s pseudoinkluzijama. Prognoza je slicna prognozi klasi¢ne varijante

PKS. Stromalna skleroza i psamomska tjelesca rijetko se vide (27).

Papilarni karcinom visokih stanica (engl. tall cell) rijedak je podtip PKS graden od

uskih, izduljenih stanica (trostruko vece visine od §irine), s eozinofilnom citoplazmom. Opisan



je kao papilarni karcinom koji ima barem 30% visokih stanica. Nalaz Cesto obiljezavaju
nekroze, vaskularna invazija te prodor kapsule Stitnjae s invazijom okolnih struktura vrata.
Takoder, za vrijeme postavljanja dijagnoze su Cesto prisutne metastaze u limfne ¢vorove te

udaljene metastaze. Vec¢inom se javlja u starijih osoba 1 ima visoku stopu smrtnosti (34).

Solidni podtip PKS obiljezavaju solidne nakupine tumorskih stanica s tipi¢nim nuklearnim
obiljezjima za papilarni karcinom, a povezuje se s dediferencijacijom i agresivnijim klinickim
tijekom te loSijom prognozom od klasi¢ne varijante. Znatno su ¢es¢i u djece koja u anamnezi
imaju izlozenost radioaktivnom zracenju (npr. nakon cernobilske nesrece). Papile ili folikuli
mogu biti rijetki u primarnom tumoru, no ¢es¢e se nadu u limfogenim metastazama. Prisutnost
psamomskih tjelesaca, karakteristicnih jezgara i limfocitna infiltracija unutar i u okolici tumora
pomaze u razlikovanju spram medularnog karcinoma, solidnog folikularnog karcinoma ili
inzularnog karcinoma $titnjate. Zari$no se moZe naéi pozitivna imunohistokemijska reakcija na

Tg, uz negativnu reakciju na kalcitonin (35).

Onkaocitni podtip znacajno je ¢e$¢i u Zena te se povezuje s autoimunim tireoiditisom.
Makroskopski je na prerezu smede boje, dok se mikroskopski nalaze papile ili folikuli obloZeni
stanicama koje izgledaju poput Hurthleovih, ali su im jezgre tipi¢ne za papilarni karcinom.
Obiljezeni su kompleksnom razgranato$¢u papila u kojima onkocitne stanice pokrivaju tanku

fibrovaskularnu stromu. Sklon je Siroko invazivnom nacinu rasta (36).

Svijetlostani¢ni podtip spada u rijetke varijante PKS. Cesée papilarne te rjede folikularne
grade, sastavljen od svijetlih stanica, jezgara istovjetnih klasi¢noj varijanti papilarnog karcinoma.
Imunohistokemijska bojanja na Tg i tiroidni transkripcijski faktor-1 (TTF-1) pomazu razlikovati
ovaj podtip PKS od metastaze bubreznog karcinoma, paratireoidnog tumora, svijetlostani¢nog
medularnog karcinoma S§titnjace te drugih svijetlostani¢nih tumora. Prognoza ovoga podtipa

slicna je kao kod klasi¢ne varijante (37).

Warthinu sli¢an podtip vise je zastupljen u Zenskoj populaciji. Histoloska slika u
ovom podtipu nalik je na Warthinov tumor Zlijezda slinovnica. Obiljezava ga papilarna grada,
onkocitne citoplazme 1 karakteristicne jezgre te jaka limfocitna infiltracija strome resica.
Takoder se Cesto dovodi u vezu s autoimunim tireoiditisom. Prognoza se bitno ne razlikuje u

odnosu na klasiénu varijantu PKS (38).



Difuzno sklerozirajudi podtip rijedak je, ¢eS¢i kod djece i mladih zena. Tumor difuzno
zahvaca sve limfne prostore jednog reznja ili Citave Stitnjace, a udruzen je s izrazitim limfocitnim
tireoiditisom ili intersticijskom fibrozom, jakom plo¢astom metaplazijom uz brojna psamomska
tjeleSca. Uobicajeno je ekstratireoidno Sirenje, a vecina bolesnika u trenutku postavljanja dijagnoze
ima 1 limfogene metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima vrata i hematogene metastaze u

plu¢ima. Prognoza je sli¢na klasi¢noj varijanti papilarnog karcinoma (39).

Papilarni karcinom cilindri¢nih stanica izrazito je rijedak. Uglavnom se javlja kod
muskaraca starije zivotne dobi, agresivnijeg klinickog tijeka od klasi¢ne varijante papilarnog
karcinoma. Tumor je graden od visokih kolumnarnih stanica koje su pseudostratificirane i mogu
u sebi imati supranuklearne ili subnuklearne citoplazmatske vakuole. Videne su varijabilne

proporcije papilarne, folikularne, trabekularne i solidne grade (40).

1.1.1.5. Obrazac metastaziranja papilarnih karcinoma

Sirenjem u limfne prostore §titnjade, PKS uzrokuje pojavu sinkronih Zariita tumora
unutar parenhima oba reznja Stitnjace (multifokalnost), s ucestalo$¢u od 18% do 87%, kao i
visok postotak limfogenih metastaza u limfne ¢vorove vrata (30% do 80%) (3, 41-45).
Metastaze se u pravilu prvo javljaju u zoni primarne limfaticke drenaze: u centralnim regijama
vrata (pre-i paratrahealni ¢vorovi te ¢vorovi u gornjem medijastinumu), a potom u zoni
sekundarne limfaticke drenaze koju ¢ine limfni ¢vorovi lateralnih regija vrata (regije 11.-V.) (46-
49). Ponekad tumor metastazira u nepredvidljivom obrascu te takve metastaze nazivamo
preskacu¢im ili ,,skip* metastazama (odsutnost metastaza u centralnoj regiji vrata). U grupi
bolesnika s dokazanim metastazama u limfnim ¢vorovima vrata ucestalost ,,skip* metastaza je

i do 20% (50-52). Regije i podregije vrata prikazane su na slici 1.



Slika 1. Slikovni prikaz omedenja regija i podregija vrata
(preuzeto iz Harish K. Neck dissections: radical to conservative.
World J Surg Oncol. 2005;3:21)

Invazija krvnih prostora PKS rijetko se nalazi. U trenutku postavljanja dijagnoze, 3%
bolesnika ima prisutne hematogene metastaze, dok ¢e ih ukupno u nekom trenutku tijekom zivota
dobiti oko 10%. Udaljene ¢e metastaze razviti oko 20% bolesnika koji u trenutku postavljanja
dijagnoze imaju lokoregionalno proSirenu bolest (53). Udaljene metastaze najceS¢e nastaju u
plu¢ima, potom u kostima, a rjede u drugim sijelima. 5-godiSnje prezivljenje se krec¢e oko 50%

zbog osjetljivosti metastaza na terapiju radioaktivnim jodom (RAI) (54).

1.1.1.6. Dijagnosticke metode

Svakoj detaljnijoj dijagnostici ¢vora u Stitnja¢i mora prethoditi kompletna anamneza,

fizikalni pregled vrata i odredivanje koncentracije tireotropina u serumu. DKS sintetiziraju Tg,



nakupljaju jod i osjetljivi su na stimulaciju s TSH, §to su sve jedinstvene znacajke korisne u

postavljanju dijagnoze, lijeCenju i praéenju ovih bolesnika.

Ultrazvucni pregled vrata i aspiracijska biopsija iglom s citoloSkom analizom
materijala imaju kljuénu ulogu u ranom otkrivanju i u praéenju bolesnika s DKS. Cvorovi
promjera veceg od 1,5 cm ili ultrazvucno suspektni ¢vorovi bez obzira na veli¢inu, indikacija su
za aspiracijsku biopsiju iglom s citoloSkom analizom materijala. Ultrazvuéna obiljeZja ¢vora
koja upuéuju na malignost su hipoehogenost, mikrokalcifikati, nepravilni rubovi, anteroposteriorni
promjer ¢vora veéi od transverzalnog te poja¢ana prokrvljenost unutar ¢vora metodom obojenog
Dopplera (CD) (55). Uz ultrazvu¢ni pregled lezista Stitnjace, analiziraju se ultrazvucna obiljezja
limfnih ¢vorova vrata, a kod ultrazvucno suspektnih ¢vorova neophodna je aspiracijska biopsija
iglom s citoloSkom analizom materijala pod kontrolom ultrazvuka s odredivanjem Tg u
punktatu. Osjetljivost aspiracijske biopsije Stitnjace varira izmedu 65% 1 99%, a specifi¢nost
izmedu 72% 1 100%. Citoloska dijagnoza bolesti Stitnjace zapravo je klinicko-citoloska dijagnoza,
jer se temelji na korelaciji citomorfoloske slike i dostupnih klini¢kih podataka. Dodatne metode
komplementarne citologiji poput imunocitokemije, PCR i proto¢ne citometrije pomazu razluciti
vrstu tumora, primarni tumor od sekundarne metastaze i korisne su u diferencijalnoj dijagnostici

suspektnih promjena.

Od laboratorijskih metoda u svakodnevnoj praksi koristimo odredivanje Tg u pracenju
bolesnika nakon totalne tireoidektomije. Tg je specifi¢ni tumorski biljeg DKS, medutim nema
vrijednost u prijeoperacijskoj dijagnostici. Tg ima visoku osjetljivost i specifi¢nost u otkrivanju
recidiva DKS kod bolesnika u kojih je provedena totalna tireoidektomija i radiojodna ablacija
ostatnog tkiva Stitnjace (56). Odredivanje Tg-a se najcesce vrsi uz stimulaciju tireoid-stimulirajuéeg
hormona (TSH) koja se postize prekidom terapije levotiroksina (L-T4) ili uz rekombinantni
humani TSH (thTSH) (57, 58). Pri svakom odredivanju Tg-a potrebno je odrediti TSH i
antitireoglobulinska protutijela (Tg-At). Ukoliko su pozitivna Tg-At, tada je vrijednost Tg-a kao
tumorskog biljega nepouzdana. PoviSen titar Tg-At mogu¢ je znak prisutnosti lokalnih/regionalnih

ili hematogenih metastaza.

Dijagnosticka radiojodna scintigrafija cijelog tijela obi¢no prethodi radiojodnoj
terapiji, a omogucuje otkrivanje ostatnog tkiva Stitnjace i prisustva metastaza. Dijagnosticka
scintigrafija cijelog tijela izvodi se uz primjenu 37-111 MBq (1-3 mCi), rjede 185 MBq (5 mCi)
aktivnosti 1-131, a snima se gama-kamerom dva do tri dana kasnije. Primjena visih dijagnostickih

doza (5 — 10 mCi) moze imati negativan ucinak na kasniju primjenu terapijske doze RAI,



odnosno moze imati tzv. u¢inak osamucenja (engl. stunning) stoga dijagnosticka scintigrafija
cijeloga tijela s 1-131 nije indicirana za rutinsko pracenje bolesnika bez znakova bolesti (59-
62). Dijagnosticka scintigrafija I-131 se ne preporucuje u niskorizi¢nih bolesnika s negativnim
stimuliraju¢im Tg i1 urednim ultrazvukom vrata nakon provedene ablacijske terapije 1-131
(63). Dijagnosticka scintigrafija cijelog tijela I-131 primjenjuje se prije ablacije kada je upitan
opseg provedenog operativnog zahvata ili kada je nalaz potreban za odluku o terapiji ili dozi
RAI. Postterapijska scintigrafija cijelog tijela izvodi se pet do osam dana nakon terapijske
primjene RAI. Ona je znatno osjetljivija od dijagnosticke scintigrafije cijelog tijela u otkrivanju
metastaza (64-66) pogotovo ako se kombinira s jednofotonskom emisijskom kompjutoriziranom
tomografijom (SPECT, engl. single photon emission tomography) (67,68). Nakupljanje
RAI u metastazama, kao 1 sijela manje veli¢ine imaju povoljan prognosticki znacaj (69).
LoSiju prognozu imaju i bolesnici s tumorima koji pokazuju snizenu ekspresiju membranskog
natrij-jodnog sunosaca (NIS, engl. symporter) i time slabije nakupljanje RAI. Uglavnom su
zastupljeni u bolesnika starije zivotne dobi (53, 70), a neki autori dovode u vezu prisutnost

BRAF mutacije sa slabijom ekspresijom NIS-a (147).

Pozitronska emisijska tomografija (PET/CT) metoda je koja kombinira pozitronsku
emisijsku tomografiju (PET) — koja pokazuje intenzitet metabolizma glukoze u stanicama i
kompjutoriziranu tomografiju (CT) — koja pokazuje anatomiju i morfologiju organa. Koristi
18F-fluorodeoksiglukozu (FDG) kao kontrast. Ova pretraga se najvise koristi u svrhu klinickog
pracenja bolesnika, procjene proSirenosti bolesti 1 u¢inka lijeCenja te otkrivanja recidiva bolesti i
metastaza karcinoma $titnjace (71-73). Nezamjenjiva je u otkrivanju metastaza DKS koje su
prestale nakupljati RAI i zbog toga se vise ne mogu vidjeti na radiojodnoj scintigrafiji, no i dalje
nije supstitucija za radiojodnu scintigrafiju, ve¢ su obje komplementarne. FDG-PET/CT i
radiojodna scintigrafija naj¢eS¢e se izvode sekvencijski nakon uskrate hormona Stitnjace ili

primjene rhTSH zbog boljih rezultata.

CT li magnetna rezonanca (MR) koriste se samo prema klini¢koj indikaciji u inicijalnoj
evaluaciji proSirenosti tumora u podrucje grkljana, dusnika, jednjaka ili velikih krvnih Zila 1
zivaca (74, 75). CT je optimalna metoda za procjenu plu¢nih metastaza (71). MR daje bolje
rezultate u procjeni edema tumorskog tkiva koji moze uzrokovati kompresiju ledne mozdine
zbog lezije u kraljeScima 1 bolje otkriva moZdane metastaze. Edem tumorskog tkiva moze se

pojaviti nakon radiojodne terapije i nakon primjene rhTSH (76).



1.1.1.7. Lijecenje

Operativno lije¢enje kao temeljni modalitet lijeCenja moze ukljucivati lobektomiju,
totalnu tireoidektomiju te u sluc¢aju postavljene sumnje na prisutne metastaze u limfne ¢vorove
vrata — selektivnu disekciju vrata. Postoperativno se provodi radijojodna ablacija jodom-131
zaostalih stanica $titnja¢e odnosno tkiva i dugoro¢na TSH supresijska hormonska terapija L-

tiroksinom.

Totalna tireoidektomija (kirurSko odstranjenje Stitnjace) je uglavnom primarna terapija
izbora. Lobektomija Stitnjae (odstranjenje samo jednog reznja Stitnjace) dostatna je u slucaju
niskorizi¢nih bolesnika s mikropapilarnim karcinomom ili s izoliranim papilarnim karcinomom
manjim od 4 cm bez zahvacenosti limfnih ¢vorova, bez proboja kapsule Stitnjace 1 bez
vaskularne invazije (29). Lobektomija nosi manyji rizik kirurSkih komplikacija poput ostecenja
povratnog laringealnog Zivca i trajnog hipoparatireoidizma (46, 77), no u isto vrijeme neki
autori joj se protive imajuci na umu izrazitu sklonost multifokalnom rastu tumora i vecoj stopi
recidiva nakon lobektomije (78-80). Kada su za dugoroéno pracenje bolesnika s DKS vazni
mjerenja serumskoga Tg-a i scintigrafija cijeloga tijela s I-131, tada je kod inicijalnoga kirurSkog
lijeCenja potrebno uéiniti totalnu tireoidektomiju (81,82). Kirurski zahvat totalne tireoidektomije
potrebno je prosiriti s odstranjivanjem limfnih ¢vorova prelaringealno, pre- i paratrahealno, iz
gornjeg medijastinuma, lateralno do karotidne arterije te kranijalno do razine jezi¢ne kosti
(selektivna disekcija regije VI) u sluéaju postojanja metastaza doti¢ne regije. Elektivna
(profilakti¢na) disekcija centralne regije vrata potrebna je tek kod vec¢ih tumora (T3 1 T4 prema
TNM Kklasifikaciji). U sluc¢aju pojave metastaza na lateralnoj strani vrata, uz selektivnu disekciju
regije VI potrebno je ukljuciti i selektivnu disekciju lateralnih regija vrata (II-V). Elektivna

disekcija lateralnih regija vrata se ne preporucuje (83, 84).

Nakon kirurskog lijecenja, osim za bolesnike vrlo niskog rizika, vecini slijedi radiojodna
ablacija ostatnog tkiva Stitnjace (82, 85). UniStavanjem mikroskopskih zariSta i mogucih
mikrometastaza DKS smanjuje se nastanak lokalnog i regionalnog recidiva bolesti (86).
Odredivanje doze radioaktivnog izotopa joda 1311 izvodi se na tri nacina: najveca sigurna doza
temeljena na dozimetriji cijelog tijela i krvi, kvantitativna tumorska dozimetrija i empirijska
fiksna doza (87-90). Poviseni TSH (>30 mU/L) stimulira nakupljanje 1311 u ostatnom tkivu
Stitnjace. Porast TSH moze se posti¢i prekidom supresijske terapije L-tiroksinom u trajanju od
cetiri do pet tjedana ili upotrebom rekombinantnog humanog TSH (91, 92). Tri tjedna prije

radiojodne ablacije preporuca se dijeta sa smanjenim unosom joda. Hematogene metastaze DKS
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u pravilu dobro odgovaraju na lijeCenje RAI i kod oko 40% bolesnika dolazi do potpune

regresije bolesti unutar pet godina (93).

Stanice DKS osjetljive su na stimulaciju TSH stoga supresijska terapija L-tiroksinom
smanjuje rizik od recidiva bolesti (94). Razinu TSH supresije treba odrediti individualno,
uzimajuéi u obzir rizicne ¢imbenike koji se odnose na sam tumor kao i dob bolesnika i eventualne

prisutne komorbiditete (95).

Ciljana terapija rezervirana je za lijeCenje radiorezistentne i uznapredovale bolesti.
Definicija rezistencije na RAI ukljucuje prisutnost barem jednog tumorskog Zarista koje nimalo
ne nakuplja RAI ili progresija bolesti unutar godine dana nakon terapijske aplikacije radiojoda
(96). Procjena je da ¢e oko 30% do 66% hematogenih metastaza DKS postati refraktorno na
terapiju RAI (54, 93, 97, 98). Bolest refrakterna na RAI najce$ée je agresivna, Ce$ca je u
starijih, onih s velikim metastazama i s manje diferenciranim karcinomima $titnjace, kao i onih
kod kojih postoji intenzivno nakupljanje FDG-glukoze na PET/CT-u (93, 99). Dva su glavna
mehanizma djelovanja ciljane bioloske terapije na DKS: inhibicija angiogeneze i inhibicija
stanicne proliferacije 1 prezivljenja. Dok VEGF 1 PDGF imaju svoje uloge u tumorskoj
neoangiogenezi, mutacije i abnormalna aktivacija gena koji kodiraju za sastavne dijelove
signalnog puta koji ukljucuje protein-kinazu aktiviranu mitogenima, izvanstani¢nu signalno
reguliranu Kinazu i serin/treonin-kinazu (MAPK/ERK/AKT) &esti su u DKS (100,101). Odluku
o zapoéinjanju lije¢enja radiorezistentnih i uznapredovalih DKS bioloskom terapijom treba
donijeti multidisciplinarni konzilij koji ukljucuje otorinolaringologiju 1 kirurgiju glave 1 vrata,
nuklearnu medicinu te onkologiju. Vemurafenib (inhibitor tirozin kinaze) koji cilja BRAF
mutaciju nije trenutno predmet istraZivanja samo u sluéaju inoperabilnog PKS refrakternog na
RAI, nego i kao incijalni tretman lokalno agresivnog PKS. Osnovna premisa ovih klini¢kih
studija je da blokiraju¢i ovu mutaciju, lijek moZze ubiti stanice raka s mutacijom 1/ili zaustaviti

rast tumora, a time i pojacati avidnost na RAI.

1.1.1.8. Prognosticki ¢imbenici i klasifikacijski sustavi

Nuzno je preispitati dosadasnju klinicku praksu izbora modaliteta kirurSkog lijeCenja,
postoperativne radiojodne ablacije, odabira optimalnog dijagnosti¢kog alata 1 ucestalost
praéenja u dugoroénom nadzoru bolesnika s PKS iz nekoliko razloga. PKS maligna je bolest s

najboljom prognozom u ljudskom tijelu (3), a porast incidencije svugdje u svijetu uz Siroku
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primjenu ultrazvucne dijagnostike razlogom je sve veceg udjela bolesnika ¢iji je stadij
karcinoma dijagnosticiran u pocetnoj fazi bolesti (mali, asimptomatski, lokalizirani karcinomi)
koji pripadaju niskorizicnoj skupini bolesnika (102). Svako lijeCenje moze imati nuspojave i
posljedice, ponekad i dugorocne, a kod ove niskorizicne skupine se optimalnim odabirom
terapije vecina ozbiljnih posljedica moze izbjeci, kako kirurgije tako i radiojodne ablacije (103-
108). Osim naruSavanja kvalitete zivota ovih bolesnika, nepotrebno i pretjerano lijecenje i
njegove posljedice te ucestala dijagnosticka obrada tijekom dugoro¢nog pracenja uzrokuju
znacajan trosak financijskih sredstava i ljudskih resursa svakog zdravstvenog sustava. Pomnijom
selekcijom ve¢ u pocetnoj fazi bolesti isti bi se mogli preusmjeriti na visokorizi¢ne pacijente i
skupo ciljano lijeGenje agresivnijih oblika PKS. Za sada su konvencionalni patohistoloski i
klini¢ki parametri kljuéni u procjeni kategorije rizika za recidiv bolesti ili smrtni ishod i za
donosenje terapijskih odluka. Tijekom godina razvijeni su brojni klasifikacijski sustavi (npr.
EORTC, AMES, GAMES, MACIS, OSU, NOGUCHI, NTCTCS...) za DKS koji uzimaju u
obzir razli¢ite klinicke i patohistoloske parametre (tablica 1) (109).

Tablica 1. Klasifikacijski sustavi

- Memorial . Noguchi Karolinska
ngo Lelitzy Cllate Mayo Clinic Sloan Oh_|o St?te Thyroid Hospital and
Clinic (AMES), . University, p .

(MACIS), Hay, | Kettering : Clinic, Institute
(AGES), Cady & Mazzaferi & .
Hay, 1987. | Rossl, 1988 L (GAMES), | 5piang, 1994, | Noguchi, | (DAMES),
' ' ' ' Saha, 1994. ' ' 1994. 1992,
Age Age Distant Grade Size Age DNA
Grade Metastases Metastases Age Regional Sex ploidy
Extension | Extension Age Metastases Metastases Size Age
Size Size Completeness Extension Multifocality | Invasion Metastases
of resection Size Invasion Metastases Extent
Invasion Distant Size
Size Metastases

U vecini istrazivanja na temelju velikih multivarijantnih analiza velikih kohorti bolesnika
izdvojeni su kao lo$i prognosticki ¢imbenici — starija dob (>45 god.), muski spol, odredene
histoloske znacajke tumora (visokostani¢ni 1 kolumnarni tip, slabiji stupanj diferencijacije i
limfovaskularna invazija), veli¢ina tumora (>4 cm), ekstratireoidno Sirenje te lokoregionalne i
udaljene metastaze (110-114). Najrasireniji klasifikacijski sustav je TNM sustav Americkoga

zajednickog odbora za karcinom (AJCC, engl. American Joint Committee on Cancer,) i
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Medunarodnog udruzenja za karcinom (UICC, engl. Union for International Cancer Control,)
(Tablica 2).

Tablica 2. TNM klasifikacija tumora Stitnjace (AJCC/TNM 8. izdanje)

PRIMARNI TUMOR (T)

X primarni se tumor ne moze procijeniti

TO nema dokaza primarnog tumora

T1 tumor veli¢ine < 2 cm ogranicen na Stitnjacu
Tla tumor veli¢ine < 1 cm ogranicen na §titnjacu
Tlb tumor velic¢ine 1 — 2 cm ogranicen na $titnjacu
T2 tumor veli¢ine 2 — 4 cm ograni¢en na $titnjacu

tumor veliine > 4 cm ogranicen na $titnjacu ili tumor bilo koje veliCine sa Sirenjem u male
T3 miSiée vrata (sternohioidni, sternotiroidni, tirohioidni i omohioidni misi¢)

T3a tumor veli¢ine > 4 cm ogranicen na §titnjacu

tumor bilo koje veliCine sa Sirenjem u male miSice vrata (sternohioidni, sternotiroidni, tirohioidni
T3b i omohioidni misi¢)

T4 tumor bilo koje veli¢ine sa $irenjem na velike strukture vrata

tumor bilo koje veli¢ine sa Sirenjem u potkozno meko tkivo, grkljan, dusnik, jednjak ili povratni
T4a laringealni zivac

tumor bilo koje veliCine sa Sirenjem u prevertebralnu fasciju i karotidnu arteriju ili
T4b medijastinalne krvne Zile

REGIONALNI LIMFNI CVOROVI (N)

NX regionalni limfni ¢vorovi ne mogu se procijeniti
NO nema dokazanih regionalnih metastaza
N1 metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima

metastaze u limfnim ¢vorovima prednje regije vrata ili gornjeg medijastinuma (pretrahealni,
paratrahealni, prelaringealni limfni ¢vorovi ili limfni ¢vorovi gornjeg medijastinuma - regija VI
Nla ili VII)

metastaze u limfnim ¢vorovima lateralne regije vrata (regije I, 11, I, 1V, V) ili retrofaringealne
N1b limfne ¢vorove

UDALJENE METASTAZE (M)

MO nema udaljenih metastaza

M1 postoje udaljene metastaze
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Njegova je specifi¢nost kod karcinoma $titnjace (u odnosu na stupnjevanje zlo¢udnih
tumora drugih lokalizacija) Sto osim karakteristika tumora (veli¢ina primarnoga tumora i
njegov lokalni rast (T), zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova (N) te postojanje udaljenih

metastaza (M) uzima u obzir dob bolesnika kod stupnjevanja u stadije. Tako se bolesnici mladi

od 55 godina svrstavaju u stadije bolesti 1. ili Il., ovisno o odsutnosti ili prisutnosti udaljenih
metastaza.
Tek bolesnici u dobi od 55 godina ili stariji mogu imati I11. ili IV. stadij bolesti. Navedeno

je proizaslo iz podataka o puno boljoj prognozi bolesti u mladih bolesnika uslijed velike
udinkovitosti radiojodne terapije i povoljnijeg bioloskog ponasanja DKS-a u mladoj Zivotnoj

dobi, ¢ak i u slucaju prisustva udaljenih metastaza (tablice 3 1 4).

Tablica 3. Klini¢ki stadiji dobro diferenciranog karcinoma §titnjace u bolesnika mladih od 55
godina (AJCC/TNM 8. izdanje)

Stadij | bilo koji T, bilo koji N, MO

Stadij I bilo koji T, bilo koji N, M1

Tablica 4. Klini¢ki stadiji dobro diferenciranog karcinoma §titnjace u bolesnika starijih od 55
godina (AJCC/TNM 8. izdanje)

Stadij I T1iT2,NO, MO

Stadij 11 T1 - T3a/T3Db, bilo koji N, M0
Stadij 111 T4a, bilo koji N, MO

Stadij IVa T4b, bilo koji N, MO

Stadij IVb bilo koji T, bilo koji N, M1

Vecina spomenutih klasifikacijskih sustava primarno predvidaju specifiénu smrtnost
bolesnika, ali imaju ograni¢en znacaj u procjeni rizika od recidiva bolesti, $to je puno vazniji
parametar za optimalan nadzor i dugoroc¢no pracenje bolesnika (115). Stoga je Americko drustvo
za §titnjadu (ATA) sumiralo razli¢ite klasifikacijske sustave i bolesnike oboljele od DKS-e
podijelilo u tri skupine na temelju procjene rizi¢nosti razvoja recidiva na one niskog, srednjeg

I visokog rizika.

14



Smjernice ATA prilikom procjene rizika uzimaju u obzir, osim standardnih klinickih
parametara 1 histopatoloskih karakteristika tumora (tablica 5) i dinamicku procjenu rizika.
Dinamicka procjena rizika bazira se na dijagnostickim nalazima tijekom pracenja bolesnika,
kao $to je vrednovanje tzv. odgovora bolesnika na inicijalnu terapiju (engl. response to therapy)
tj. klini¢kom ishodu bolesti (tablica 6) (29). Ovisno o svrstavanju bolesnika u pojedinu kategoriju,
moze se intenzivirati ili ublaziti ucestalost i opseg dijagnostickih postupaka tijekom inicijalne
obrade 1 pracenja te individualizirati terapija — primjerice opseznost operacijskog zahvata, doza
RAI u ablaciji ostatnog tkiva ili njezino izostavljanje, odluka o provodenju supresije TSH ili
samo supstitucije L-tiroksinom. Upravo ovakav pristup optimalnijem i individualnijem lijecenju
bolesnika s DKS-e otvorio je moguénost znaéajnog smanjenja broja pa i izostavljanja pojedinih
dijagnostickih testova prvenstveno u skupini niskorizi¢nih bolesnika. Suvremene studije bave se
pronalaskom pouzdanih biomarkera koje bi uvrstili u prikazanu Klasifikaciju rizika i time bolje

planirali lijeCenje i pracenje ovih bolesnika.

Tablica 5. Stratifikacija rizika bolesnika s DKS prema smjernicama ATA
(engl. American Thyroid Association) 2015. (29)

ATA-niskorizicni:

e PKS (sa svim dolje navedenim):

o bez lokalnih ili udaljenih metastaza;

o potpuna resekcija makroskopske bolesti;

o bez tumorske invazije u lokoregionalna tkiva ili strukture;

o bez agresivne histologije (npr. visokostani¢ni, kolumnarni);

o ako je primijenjen 131-1, bez RAl-avidnih metastatskih sijela izvan leZista Stitnjace na 1. postterapijskoj

o bez vaskularne invazije;

o klini¢ki NO ili <5 pN1 mikrometastaza (najveca - dimenzija <0,2cm);

e intratireoidna, inkapsulirana folikularna varijanta PKS;

e intratireoidni, dobro diferencirani folikularni karcinom §titnjace s kapsularnom invazijom, ali bez ili s
minimalnom (<4 fokusa) vaskularnom invazijom;

e intratireoidni, papilarni mikrokarcinom, unifokalni ili multifokalni, isklju¢uju¢i one koji su BRAF V600E
mutirani (ako je u€injena analiza)
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ATA-srednjerizi¢ni:

— mikroskopska invazija tumora u peritireoidna meka tkiva;

— RAl-avidna metastatska sijela na vratu na 1. postterapijskoj radiojodnoj scintigrafiji cijelog tijela;

— agresivna histologija (npr. visokostani¢ni, kolumnarni ca.);

— PKS s vaskularnom invazijom,;

— klinicki N1 ili >5 pN1, s time da su svi <3 cm u najve¢em promjeru;

— multifokalni papilarni mikrokarcinom s ETE i BRAFV600E mutirani (ako je uéinjena analiza)

ATA-visokorizi¢ni:

— makroskopska invazija tumora u peritireoidna meka tkiva (makroskopska ETE);

— nepotpuna resekcija tumora;

— udaljene metastaze;

— postoperacijski serumski Tg sugerira udaljene metastaze;

— pNI s bilo kojim metastatskim limfnim ¢vorom >3 cm u najve¢em promjeru;

— folikularni karcinom Stitnjace s ekstenzivnom vaskularnom invazijom (> 4 fokusa vaskularne invazije)

Tablica 6. Podjela bolesnika s DKS prema odgovoru na terapiju (klini¢kom ishodu) po
smjernicama ATA (engl. American Thyroid Association) 2015. (29)

e Qdlican odgovor: bez klinickih, biokemijskih ili strukturnih znakova bolesti;

e Biokemijski nepotpuni odgovor: poviseni Tg ili rastuce razine Tg-At bez dokazive bolesti;

e Strukturni nepotpuni odgovor: morfoloski patoloski supstrat;

o Neodredeni odgovor: nespecificni biokemijski ili strukturni nalazi koji se ne mogu sa sigurno$c¢u
okarakterizirati ni kao benigni ni kao maligni. Ovo uklju¢uje bolesnike sa stabilnim ili padaju¢im
vrijednostima Tg-At bez jasnog strukturnog dokaza o prisutnosti bolesti
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1.2. Mutacija V600E gena BRAF

Mutacije protoonkogena BRAF znacajne su u stani¢noj i tumorskoj progresiji. BRAF
mutacija aktivira signalne BRAF serin-treonin kinaze koji dalje utjetu na MAPK signalnu
kaskadu (116). Mutacije na genu BRAF u kojima dolazi do supstitucije valina na amino-
kiselinskom mjestu 600 (V600E) rezultiraju konstitutivnom aktivacijom proteina BRAF, $to
moze uzrokovati proliferaciju stanica i kada nisu prisutni ¢imbenici rasta uobicajeno potrebni za
proliferaciju. U brojnim istrazivanjima utvrdena je korelacija prisutnosti V60OE mutacije gena
BRAF i agresivnog ponasanja PKS (117-134). V600E mutacije gena BRAF najéeica je genetska
mutacija PKS (135,136). Nekoliko studija navodi da je udio papilarnih karcinoma koji imaju
BRAF mutaciju konstantan ili ¢ak u porastu tijekom proslih desetlje¢a (137, 138). Vecina
studija naglaava veliku varijabilnost u prevalenciji mutacije V60OE gena BRAF u PKS, a kreée
se izmedu 30% i 80%, ovisno o zemljopisnom polozaju regije i konzumaciji joda (139-145).
Ovu mutaciju ne sadrze tumori sa solidnom komponentom (solidni podtip), dok je u papilarnih
karcinoma u djece ili djece koja su bila izlozena radioaktivnom zrafenju navedena mutacija
zastupljena u manje od 10% bolesnika (146). U Hrvatskoj do sada nije provedeno istrazivanje
koje bi utvrdilo prevalenciju ove mutacije u PKS. Potrebna su daljnja istraZivanja kako bi se
prisustvo ove mutacije adekvatno moglo uvrstiti u postojece klasifikacijske sustave s poznatim
faktorima rizika. Predklini¢ka istrazivanja ukazuju da prisustvo BRAFV600E mutacije znacajno
smanjuje ekspresiju NIS-a i time nakupljanje RAI (147), stoga je prisustvo ove mutacije vazno i

u kasnijem ciljanom lije¢enju takvih PKS inhibitorima tirozin-kinaze.
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1.3. Podjedinica 2 specificnog faktora za cijepanje i poliadenilaciju

Analizom genoma i razine ekspresije gena u tkivu PKS, Nilubol Naris i sur. (2011.),
utvrdili su pet gena (CPSF2, LARS, AURKC, TRNT1 i BCL11A) koji su razli¢ito eksprimirani
u bolesnika s PKS vezanim uz vi§u stopu smrtnosti. Od navedenih pet gena, podjedinica 2
specificnog faktora za cijepanje i poliadenilaciju (CPSF2, engl. cleavage and polyadenilation
specificity factor subunit 2) ima najviSu prediktivnu vrijednost (148). Smanjena ekspresija gena
CPSF2 povezana je s invazivnoscu kacinomskih stanica, prisutna u maticnim stanicama
malignoma i agresivnom obliku PKS te posljediéno tome povezana s logijim ishodom i
prognozom (149). CPSF2 je 100 kDa velika podjedinica proteina CPSF koji se sastoji od Cetiri
polipeptida (160, 100, 73 i 30 kDa) i potreban je za cijepanje i poliadenilaciju mRNA. PKS sa
smanjenom ekspresijom proteina CPSF2 povezani su s ve¢om ucestalosti metastaza u limfne
¢vorove vrata, udaljenih metastaza i recidiva (150). Za sada nema dovoljan broj studija koje bi
dokazale da se smanjena ekspresija CPSF2 proteina moze koristiti kao samostalan i neovisan

prediktivni faktor nepovoljnijeg oblika bolesti.
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2. HIPOTEZA

Prisutnost mutacije V600E gena BRAF te niska razina ekspresije CPSF2 proteina

¢esca je u papilarnom karcinomu Stitnjace s metastazama u regionalne limfne ¢vorove vrata.
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3. CILJEVI RADA

Opéi cilj istrazivanja

e Utvrditi uCestalost mutacije V60OE gena BRAF i razina ekspresije CPSF2 proteina u
uzorcima tkiva papilarnih karcinoma Stitnjace bolesnika operiranih na Klinici za bolesti

uha, nosa i grla i kirurgiju glave i vrata KBC-a Zagreb

Specifi¢ni ciljevi istrazivanja

e Istraziti odnos prisutnosti mutacije V60OE gena BRAF s klini¢ko-patoloskim osobitostima
papilarnih karcinoma Stitnjace

e Istraziti odnos razine ekspresije CPSF2 proteina s klini¢ko-patoloskim osobitostima
papilarnih karcinoma Stitnjace

e Istraziti medusoban odnos prisutnosti mutacije V600E gena BRAF i razine ekspresije

CPSF2 proteina s klinicko-patoloskim osobitostima papilarnih karcinoma Stitnjace
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4. ISPITANICI, MATERIJAL | METODE

4.1. Ispitanici

Ovo je istrazivanje retrospektivno i provedeno je na arhivskom bioptickom materijalu
(parafinski blokovi) Klinickog zavoda za patologiju i citologiju, Klinickog bolni¢kog centra
(KBC) Zagreb dobivenom od bolesnika operiranih u razdoblju od 2006. do 2014. godine pri
Klinici za bolesti uha, nosa, grla i kirurgiju glave i vrata, KBC Zagreb. U istrazivanje je
ukljuc¢eno 150 bolesnika operiranih od strane jednog operatera. Za istrazivanje su se koristili
samo materijali bolesnika s histoloski potvrdenim papilarnim karcinomom Stitnjace, od kojih
50 bez (kontrolna skupina) i 100 s (ispitivana skupina) prisutnim metastazama u regionalne

limfne ¢vorove vrata u vrijeme postavljanja inicijalne dijagnoze.

U istrazivanje su ukljuceni samo bolesnici koji nisu prethodno operirani ili zraceni na
vratu i u kojih je minimalni kirur§ki postupak totalna tireoidektomija. Svim bolesnicima u
ispitivanoj skupini jo$ je uc¢injena i selektivna disekcija vrata (reg.VI ili II-V i VI). Za
istrazivanje su se koristili samo materijali bolesnika za koje su bili dostupni detaljni anamnesticki
I patohistoloski podaci (TNM Kklasifikacija i stadij, histoloski tip, prisutnost limfovaskularne
invazije, multifokalnost, prisustvo ekstratiroidnog Sirenja i prosirenost u limfne ¢vorove vrata).
Radi bolje preglednosti u daljnjem tekstu, tablicama i slikama koriste se sljedece skracenice:
veli¢ina tumora (T), zahvacenost limfnih ¢vorova vrata (N) 1 klinicki stadij bolesti izraZzen
prema TNM klasifikaciji diferenciranih karcinoma §titnja¢e prema medunarodnom udruZenju za
borbu protiv raka (AJCC/UICC), zatim prisustvo limfovaskularne invazije (LIMFOVAS) i
okultnih metastaza (Okultne). Za histoloske podtipove PKS koristene su numericke oznake od 1
do 8 (1 — klasi¢na varijanta, 2 — folikularni podtip, 3 — podtip visokih stanica, 4 — solidni podtip,
5 — onkocitni podtip, 6 — Warthinu sli¢ni podtip, 7 — svijetlostani¢ni podtip, 8 — difuzno
skleroziraju¢i). U tablicama 1 slikama u dijelu u kojem se analizira postojanje viSe nakupina
tumorskih stanica pojam multifokalno oznacava prisustvo viSestrukih tumorskih Zarista unutar
istog ili u kontralateralnom reznju Sstitnjace u odnosu na rezanj u kojem se nalazi primarni
tumor. Podatci o bolesnicima (dob, spol, anamnesticki relevantni podaci) i patohistoloski podaci
su prikupljeni iz arhiviranih patohistoloskih nalaza i povijesti bolesti. Analizirana je i pojavnost
recidiva bolesti nakon minimalnog petogodi$njeg pracenja bolesnika (radi bolje preglednosti u

daljnjem tekstu, tablicama i slikama koristi se pojam ,,Recidiv®).
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Nakon iskljucivanja bolesnika koji nisu zadovoljili sve gore navedene kriterije, u
konac¢nici su analizirani podatci 49 bolesnika bez (kontrolna skupina) i 97 bolesnika s
(ispitivana skupina) prisutnim metastazama u regionalne limfne ¢vorove vrata u vrijeme
postavljanja inicijalne dijagnoze. Ispitivana skupina bolesnika koji imaju metastaze dodatno je
podijeljena na tri skupine ovisno o lokaciji metastaza: bolesnike s prisutnim metastazama
samo u regiji VI (radi bolje preglednosti, ova skupina bolesnika u tablicama i slikama u
nastavku teksta spominje se kao ,,Regija VI), bolesnike s prisutnim metastazama u regiju VI
i lateralne regije vrata (I11-V) (radi bolje preglednosti, ova skupina bolesnika u tablicama i
slikama u nastavku teksta spominje se pod imenom ,lat“) i u bolesnike koji imaju skip
metastaze u lateralnu regiju vrata (I1-V), definirane odsutnos¢u metastaza u regiji VI (radi
bolje preglednosti, ova skupina bolesnika u tablicama i slikama u nastavku teksta spominje se
pod imenom ,,skip*). Takoder se u nastavku teksta u rezultatima i raspravi spominju bolesnici
s lateralnim metastazama, jer se podrazumijeva, osim ako se ne radi o skip metastazama, da ti

bolesnici imaju i metastaze u regiju VI.

Ispitivanje na tumorskim tkivima uéinjeno je prema svim vaze¢im primjenjivim
smjernicama koje su osigurale pravilno provodenje postupka i sigurnost osoba koje su sudjelovale
u ovom znanstvenom istrazivanju. Identitet je ispitanika uvijek ostao povjerljiv i zasti¢en te

zamijenjen rednim brojem prilikom obrade podataka.

4.2. Materijal i metode

4.2.1. Bojanje histokemijskom tehnikom na hemalaun-eozin

Operacijom dobiveni uzorci papilarnog karcinoma obradeni su standardnom histoloSkom
metodom koja ukljucuje 24-satnu fiksaciju u 10%-tnom puferiranom formalinu te dehidraciju
u etanolu rastu¢ih koncentracija (70%, 80%, 96% i 100%). Tkivo je potom bilo provedeno
kroz ksilol te prozeto u teku¢em parafinu na temperaturi od +60, nakon ¢ega je uklopljeno u
parafinske blokove. Tako uklopljeno tkivo bilo je ohladeno na +4 te je bilo rezano na kliznom
mikrotomu na rezove debljine 4-5 um. Ovi rezovi nakon deparafiniranja u ksilolu i dehi-
dracije u opadaju¢em nizu koncentracije etanola (100%, 96%, 80% 1 70%) bili su obojani
histokemijskom tehnikom na hemalaun-eozin (HE). Na HE preparatima tkiva ponovno je
procijenjena morfoloska grada tumorskog tkiva i odreden je postotak tumorskih stanica. Potom
su se odabrali reprezentativni parafinski blokovi koji su rezani za daljnju imunohistokemijsku i
PCR analizu.
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4.2.2. Imunohistokemijsko bojanje s primarnim poliklonalnim protutijelom
na anti-CPSF2

Iz odabranih parafinskih blokova rezani su rezovi debljine 4-5 mikrometara za standardno
imunohistokemijsko bojanje metodom imunoperoksidaza avidin-biotin, koriste¢i primarno
poliklonalno protutijelo na anti-CFSP2 (razrijedenje 1:100, Abcam). Imunohistokemijska analiza s
navedenim protutijelom provela se Envision metodom kao vizualizacijskim sistemima na Dako
automatiziranom stroju (Autostainer) za imunohistokemijsko bojenje pri Zavodu za patologiju

Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Procjena CFSP2 imunopozitiviteta utvrdena je svjetlosnim mikroskopom, tehnikom
semikvantitativne analize. Analizu preparata vrSio je iskusni patolog Klinickog zavoda za

patologiju i citologiju KBC-a Zagreb.

Intezitet nuklearnog bojanja tumorskih stanica bodovan je na sljede¢i nacin:

0, negativan; +1, slabi; +2, umjereni; +3, jaki.

Slika 2. Intenzitet ekspresije CPSF2 +1, slabi (CPSF2, ABC, x100)
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Slika 3. Intenzitet ekspresije CPSF2 +2, umjereni (CPSF2, ABC, x200)

Slika 4. Intenzitet ekspresije CPSF2 +3, jaki (CPSF2, ABC, x100)
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4.2.3. PCR

Nakon odredivanja i oznacavanja tumorskog sadrzaja i udjela tumorskih stanica na HE
preparatu uzorka, napravljena je makrodisekcija i, ovisno o veli¢ini uzorka, izrezano je 1-5 10
um rezova iz kojih se izolirala DNA u Laboratoriju za molekularnu patologiju Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu i KBC-a Zagreb. Izolacija je napravljena izolacijskim kitom
cobas® DNA Sample Preparation Kit (Roche Holding AG, Basel, Switzerland) nakon Cega je
koncentracija izmjerena koriste¢i spektrofotometar Nano Drop ND-1000 spectrophotometer
(Nano DropTechnologies, Wilmington, Delaware, UnitedStates). S obzirom na gustocu dobivenih
DNA izolata, napravljen je izracun za qPCR te plan plocice kako bi mogao biti pripremljen
PCR za koji se koristio cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test i cobas z 480 Analyzer,

odnosno cobas 4800 sustav za analizu.

4.2.4. Statisti¢ke metode

Podatci su prikazani tabli¢no i graficki. Za sve kategorijske varijable su pored apsolutnih
vrijednosti i pripadaju¢ih udjela izracunati 1 pripadajuc¢i 95% intervali pouzdanosti. Kriti¢na
vrijednost z-skora za izraGunavanje 95% intervala pouzdanosti bila je 1,96. Razlike u kategorijskim
varijablama analizirane su Fisherovim egzaktnim testom, odnosno Fisher-Freeman-Haltonovim
testom u slucajevima kada su tablice bile formata veceg od 2x2. Za pojedinacne usporedbe tablica
formata veceg od 2x2 dodatno se prikazala P vrijednost usporedbi znacajnih parova koriste¢i
Bonferronijevu korekciju kod razlika koje su prethodno bile statisticki znacajne. Razlike u
kontinuiranim vrijednostima (dob i veli¢ina tumora) analizirane su Mann-Whitney U testom s
obzirom na neparametrijsku raspodjelu provjerenu Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Nacinjena
je analiza prezivljenja do pojave recidiva s Kaplan-Meierovim krivuljama, pripadaju¢im log-rank
testovima te izraCunom omjera ugrozenosti (HR, engl. hazard ratio) s 95% intervalom pouzdanosti.
Nacinjen je multivarijatni Coxov regresijski model proporcionalnih rizika u predikciji pripadnosti
skupini s pozitivnim recidivima. Sve P vrijednosti manje od 0,05 su smatrane znacajnima. U
analizi se koristila programska podrSka MedCalc® Statistical Software version 20.022 (MedCalc
Software Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2021).
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5. REZULTATI

Klinicko-patoloske osobitosti papilarnih karcinoma Stitnjace kod svih ukljucenih ispitanika
(N=146) prikazane su u Tablici 7. Zenski spol bio je zastupljeniji (78,8%), dok je najzastupljeniji
T status bio status 3 — 70 (47,9%) ispitanika. Proboj kapsule Stitnja¢e imalo je 73 (50,0%)
ispitanika, multifokalnost 90 (61,6%), limfovaskularno zahvacanje 23 (15,8%) ispitanika. N
status 1b bio je najzastupljeniji s prevalencijom od 41,1%. Okultne metastaze bile su prisutne u
13 (8,9%) ispitanika, a bez regionalnih metastaza bilo je 49 (33,6%) ispitanika. Prisutno
ekstrakapsularno Sirenje bilo je kod 37 (38,1%) ispitanika, a udaljene metastaze u 5 (3,4%).
Stadij tumora 2 imalo je 32 (21,9%) ispitanika, dok je najzastupljeniji histoloski tip karcinoma
bila klasi¢na varijanta u 110 (75,3%) ispitanika.
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Tablica 7. Klini¢ko-patoloske osobitosti PKS svih bolesnika ukljuéenih u istraZivanje

(N=146)
N % 95% CI
Spol Muski 31 21,2% 15,2% 28,4%
0 .
P Zenski 115 78,8% 71,6% 84,8%
la 29 19,9% 14,0% 26,9%
1b 26 17,8% 12,3% 24,6%
T status 2 19 13,0% 8,3% 19,2%
3 70 47,9% 39,9% 56,0%
4a 2 1,4% 0,3% 4,3%
) o Neinvazivni tumori 73 50,0% 42,0% 58,0%
Proboj kapsule stitnjace — -
Invazivni tumori 73 50,0% 42,0% 58,0%
) . Ne 56 38,4% 30,8% 46,4%
Multifokalni
Da 90 61,6% 53,6% 69,2%
zahvacanje Da 23 15,8% 10,5% 22,3%
0 49 33,6% 26,3% 41,5%
N status la 37 25,3% 18,8% 32,8%
1b 60 41,1% 33,4% 49,2%
Ne 133 91,1% 85,7% 94,9%
Okultne metastaze
Da 13 8,9% 5,1% 14,3%
Bez regionalnih metastaza 49 33,6% 26,3% 41,5%
N Lateralne 45 30,8% 23,8% 38,6%
Metastaze - regija »
Regija VI 39 26,7% 20,0% 34,3%
Skip metastaze 13 8,9% 5,1% 14,3%
Prisutno ekstrakapsularno | N€ 60 61,9% 52,0% 71,1%
Sirenje Da 37 38,1% 28,9% | 48,0%
] Ne 141 96,6% 92,7% 98,7%
Udaljene metastaze
Da 5 3,4% 1,3% 7,3%
. 1 114 78,1% 70,9% 84,2%
Stadij tumora
2 32 21,9% 15,8% 29,1%
Klasi¢na varijanta 110 75,3% 67,9% 81,8%
Folikularni podtip 18 12,3% 7,7% 18,4%
Tall-cell podtip 3 2,1% 0,6% 5,4%
Solidni potip 4 2,7% 0,9% 6,4%
Histoloski podtip tumora — -
Onkocitni podtip 2 1,4% 0,3% 4,3%
Warthin like podtip 2 1,4% 0,3% 4,3%
Clear cell podtip 1 0,7% 0,1% 3,2%
Difuzno sklerozirajuci 6 4.1% 1,7% 8,3%
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Opisna statistika kontinuiranih varijabli (dob 1 veli¢ina tumora) kod svih ukljucenih
ispitanika (N=146) prikazana je u Tablici 8. Medijan dobi (interkvartilni raspon) iznosio je
46,0 (32,0-55,0) godina, dok je medijan veli¢ine tumora bio 1,3 (1,0-2,2) cm.

Tablica 8. Prikaz kontinuiranih varijabli (dob i veli¢ina tumora) u svih ukljucenih ispitanika

(N=146)
Centile
Min Max
25. Medijan 75.
Dob (godine) 6,00 76,00 32,00 46,00 55,00
Veli¢ina (cm) 0,10 9,00 1,00 1,30 2,20

U tablici 9 prikazana je prisutnost mutacije V60OE gena BRAF, izrazenost CPSF2, RAI
rezistentnosti, ATA rizika i pojave recidiva u svih ukljuCenih ispitanika (N=146). Mutacija
V600E gena BRAF bila je pozitivna u 71 (48,6%) ispitanika, dok je izrazenost CPSF2 proteina
3+ bila prisutna u 56 (38,4%) ispitanika. RAI rezistentnih ispitanika bilo je samo 4 (2,7%), dok
je najvise ispitanika — 104 (71,2%) imalo umjereni ATA rizik. Recidiv je imalo 19 (13,0%)
Ispitanika.
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Tablica 9. Prisutnost mutacije V60OE gena BRAF, izrazenosti CPSF2, RAI rezistentnosti,
ATA rizika 1 pojave recidiva u svih ukljucenih ispitanika (N=146)

N % 95% CI

Negativan 75 51,4% 43,3% 59,4%
BRAF V600E

Pozitivan 71 48,6% 40,6% 56,7%

0il+ 35 24,0% 17,6% 31,4%
CPSF2 2+ 55 37,7% 30,1% 45,7%

3+ 56 38,4% 30,8% 46,4%

<3+ 90 61,6% 53,6% 69,2%
CPSF2 skupine

3+ 56 38,4% 30,8% 46,4%

Ostale kombinacije 108 74,0% 66,4% 80,6%
Kombinacija

BRAF V600E pozitivan i CPSF2 <3+ 38 26,0% 19,4% 33,6%

Ne 142 97,3% 93,6% 99,1%
RAI rezistentni

Da 4 2,7% 0,9% 6,4%

Niski rizik 17 11,6% 7,2% 17,6%
ATA Umjereni rizik 104 71,2% 63,5% 78,1%

Visoki rizik 25 17,1% 11,7% 23,8%

Ne 127 87,0% 80,8% 91,7%
Recidiv

Da 19 13,0% 8,3% 19,2%

Usporedbom klini¢ko-patolodkih osobitosti PKS izmedu ispitanika koji su imali

metastaze i onih bez metastaza nadene su znaCajne razlike u T statusu, proboju kapsule

Stitnjace, multifokalnosti te zastupljenosti klasi¢nog 1 folikularnog histoloSkog podtipa tumora

(Tablica 10). Znacajno ¢e$¢i la status u ispitanika bez metastaza (P=0,021), znacajno je

zastupljeniji proboj kapsule Stitnjace u ispitanika s metastazama (P=0,009), znacajno su

zastupljeniji multifokalni tumori u ispitanika s metastazama (P<0,001), dok je klasi¢ni

histoloski podtip tumora znaajno zastupljeniji u ispitanika s metastazama (P=0,016), a

folikularni podtip u ispitanika bez metastaza (P=0,001). U ostalim promatranim varijablama

nije bilo znacajnih razlika.
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Tablica 10. Razlike u klini¢ko-patoloskim osobitostima PKS izmedu ispitanika koji su imali
metastaze i onih bez metastaza

Metastaze
Ne Da 1
N=49 N=97 = .
N % N %
Muski 6 12,2% 25 25,8%
Spol . 0,085
Zenski 43 87,8% 72 74,2%
la 15 30,6% 14 14,4% 0,021
1b 12 24,5% 14 14,4%
T status® 2 4 8,2% 15 15,5% 0,034
3 18 36,7% 52 53,6%
4a 0 0,0% 2 2,1%
Proboj kapsule Neinvazivni tumori 32 65,3% 41 42,3% 0,000
stitnjace Invazivni tumori 17 | 347% | 56 | 57,7%
Ne 28 57,1% 28 28,9%
Multifokalni <0,001
Da 21 42,9% 69 71,1%
Limfovaskularno Ne 45 91.8% /8 80,4% 0.093
zahvaéanje Da 4 82% | 19 | 19,6%
1 40 81,6% 74 76,3%
Stadij tumora 0,530
2 9 18,4% 23 23,7%
Klasi¢na varijanta 31 63,3% 79 81,4% 0,016
Folikularni podtip 12 24,5% 6 6,2% 0,001
Tall-cell podtip 2 4,1% 1 1,0%
Histoloski podtip Solidni potip 0 0,0% 4 4,1% 0001
tumora Onkaocitni podtip 2 4,1% 0 | 00%
Warthin like podtip 1 2,0% 1 1,0%
Clear cell podtip 1 2,0% 0 0,0%
Difuzno sklerozirajuci 0 0,0% 6 6,2%

* Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test; P1 — P vrijednosti usporedbi u paru unutar retka koristeci
Bonferronijevu korekciju

30




Ispitanici s metastazama bili su znac¢ajno mladi (P<0,001) te su imali ve¢i tumor

(P=0,002) (tablica 11).

Tablica 11. Razlike u dobi i veli¢ini tumora izmedu ispitanika koji su imali metastaze i onih
bez metastaza: Mann-Whitney U test

Centile
Metastaze N Min Max P
25. Medijan 75.
Ne 49 15,00 76,00 43,00 53,00 61,00
Dob (godine) <0,001
Da 97 6,00 74,00 27,50 40,00 51,50
Ne 49 0,30 9,00 0,75 1,00 1,50
Veli¢ina (cm) 0,002
Da 97 0,10 7,60 1,00 1,50 2,50
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Razlike u prisutnosti mutacije V60OE gena BRAF, izrazenosti CPSF2, RAI rezistentnosti,
ATA riziku 1 pojavi recidiva izmedu ispitanika koji su imali metastaze i onih bez metastaza

prikazane su u tablici 12. U skupini s metastazama znacajno je bila zastupljenija izrazenost

CPSF2 proteina 2+ (P=0,007), ATA umijereni i visoki rizik (P<0,001) te recidiv (P=0,004).

Tablica 12. Razlike u prisutnosti mutacije V60OE gena BRAF, izrazenosti CPSF2, RAI
rezistentnosti, ATA riziku i pojavi recidiva izmedu ispitanika koji su imali
metastaze i onih bez metastaza

Metastaze
Ne Da 1
N=49 N=97 P P
N % N %
Negativan 26 53,1% 49 50,5%
BRAF V600E 0,861
Pozitivan 23 46,9% 48 49,5%
0il+ 14 28,6% 21 21,6%
CPSF2* 2+ 11 22,4% 44 45,4% 0,021 0,007
3+ 24 49,0% 32 33,0%
<3+ 25 51,0% 65 67,0%
CPSF2 skupine 0,061
3+ 24 49,0% 32 33,0%
Ostale kombinacije 37 75,5% 71 73,2%
Kombinacija* . 0,843
BRAF V600E pozitivan o 0
i CPSE2 <3+ 12 24,5% 26 26,8%
Ne 49 100,0% 93 95,9%
RAI rezistentni 0,301
Da 0 0,0% 4 4,1%
Niski rizik 17 34,7% 0 0,0%
ATA* Umjereni rizik 31 63,3% 73 75,3% | <0,001
Visoki rizik 1 2,0% 24 24,7% 0,001
Ne 48 98,0% 79 81,4%
Recidiv 0,004
Da 1 2,0% 18 18,6%

* Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test; P1 — P vrijednosti usporedbi u paru unutar retka koriste¢i
Bonferronijevu korekciju
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Rezultati koji se odnose na specifi¢ne ciljeve ovog istrazivanja, a ukljucuju utvrdivanje
odnosa prisutnosti mutacije V60OE gena BRAF s klini¢ko-patoloskim osobitostima PKS te
medusoban odnos prisutnosti mutacije V60OE gena BRAF i razine izrazenosti CPSF2 proteina s

klini¢ko-patoloskim osobitostima PKS prikazani su tablicama 13-15.

Ispitanici s pozitivnom mutacijom V600E gena BRAF imali su znaéajno ¢esce okultne
metastaze (P=0,008), klasicnu histopatolosku varijantu karcinoma (P < 0,001), znacajno

manju veli¢inu tumora (P=0,021) te ve¢u ucestalost izrazenosti CPSF2 3+ (P=0,049).
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Tablica 13. Prisutnost mutacije V60OE gena BRAF s obzirom na klini¢ko-patoloske

osobitosti PKS
BRAF V600E
Negativan Pozitivan p p1
N=75 N=71
N % N %
Muski 12 16,0% 19 26,8%
Spol V - 0,112
Zenski 63 84,0% 52 73,2%
la 12 16,0% 17 23,9%
1b 17 22,7% 9 12,7%
T status* 9 12,0% 10 14,1% 0,468
36 48,0% 34 47,9%
4a 1 1,3% 1 1,4%
?r,Ob,Ojv kapsule | Neinvazivni tumori 40 53,3% 33 46,5% 0.408
Stitnjace Invazivni tumori 35 46,7% 38 53,5% ’
) . Ne 24 32,0% 32 45,1%
Multifokalni 0,105
Da 51 68,0% 39 54,9%
Limfovaskulamo Ne 61 81,3% 62 87,3% 0,360
zahvacanje Da 14 18,7% 9 12,7% ’
0 26 34,7% 23 32,4%
N status™ la 14 18,7% 23 32,4% 0,143
1b 35 46,7% 25 35,2%
Okultne Ne 73 97,3% 60 84,5% 0.008
metastaze Da 2 2,7% 11 15,5% ’
Bez regionalnih metastaza 26 34,7% 23 32,4%
Mejfastaze — Lateralne 26 34, 7% 19 26,8% 0.104
regija* Regija VI 14 18,7% 25 35,2% ’
Skip metastaze 9 12,0% 4 5,6%
Prisutno Ne 28 57,1% 32 66,7%
ekstrakapsularno 0,334
Sirenje Da 21 42,9% 16 33,3%
Udaljene Ne 71 94,7% 70 98,6% 0.367
metastaze Da 4 5,3% 1 1,4% ’
. 1 58 77,3% 56 78,9%
Stadij tumora 0,844
2 17 22,7% 15 21,1%
Klasi¢na varijanta 46 61,3% 64 90,1% <0,001
Folikularni podtip 14 18,7% 4 5,6% 0,017
Tall-cell podtip 1 1,3% 2 2,8%
Histologki Solidni potip 4 5,3% 0 0,0%
podtip tumora* | Onkocitni podtip 2 2,7% 0 0,0% <0.001
Warthin like podtip 1 1,3% 1 1,4%
Clear cell podtip 1 1,3% 0 0,0%
Difuzno skleroziraju¢i 6 8,0% 0 0,0%

* Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test; P1 — P vrijednosti

Bonferronijevu korekciju
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Tablica 14. Razlike u dobi i veli¢ini tumora s obzirom na prisutnost mutacije V60OE gena
BRAF: Mann-Whitney U test

Centile
BRAF V600E N Min Max P
25. Medijan 75.
Negativan 75 6,00 76,00 | 25,000 42,00 55,00
Dob (godine) 0,078
Pozitivan 71 16,00 72,00 | 36,000 47,00 55,00
Negativan 75 0,10 9,00 1,000 1,50 2,50
Veli¢ina (cm) 0,021
Pozitivan 71 0,20 5,50 0,800 1,10 2,00

Tablica 15. Razlike u izrazenosti CPSF2, RAI rezistentnosti, ATA rizika i pojavi recidiva s
obzirom na prisutnost mutacije V600E gena BRAF: Fisherov egzaktni test

BRAF V600E
Negativan Pozitivan p pl
N=75 N=71
N % N %
0 1 1,3% 0 0,0%
1+ 21 28,0% 13 18,3%
CPSF2* 0,138
2+ 30 40,0% 25 35,2%
3+ 23 30,7% 33 46,5%
<3+ 52 69,3% 38 53,5%
CPSF2 skupine 0,049
3+ 23 30,7% 33 46,5%
Ne 73 97,3% 69 97,2%
RAI rezistentni 1,000
Da 2 2,7% 2 2,8%
Ne 68 90,7% 59 83,1%
Recidiv 0,221
Da 7 9,3% 12 16,9%

* Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test; P1 — P vrijednosti usporedbi u paru unutar retka koristeci
Bonferronijevu korekciju
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Ciljevi koji opisuju odnos razine izrazenosti CPSF2 proteina s klini¢cko-patoloskim
osobitostima PKS te medusoban odnos prisutnosti mutacije V600E gena BRAF i razine
ekspresije CPSF2 proteina s klini¢ko-patologkim osobitostima PKS prikazani su u tablicama
16-18.

CPSF2 skupine intenziteta 2 i manje imaju znacajno ¢eS¢u limfokapilarnu invaziju
(P=0,009) (tablica 16) kao i znacajno ¢esce recidive (P=0,010) (tablica 18). Relativni rizik za
nastanak recidiva u skupini koja je CPSF2 intenziteta 2 i manje u odnosu na intenzitet 3+ je
5,29 (95% CI: 1,26-22,03) (tablica 18). To je kada gledamo samo broj recidiva bez vremenskog
utjecaja, Sto je kasnije prikazano u Kaplan-Meier te Coxovoj regresijskoj analizi (slika 5 i
tablica 22).
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Tablica 16. Razlike u klini¢ko-patoloskim osobitostima PKS s obzirom na izrazenost CPSF2
proteina: Fisherov egzaktni test

CPSF2 skupine 1
<3+ 3+ =
N=90 N=56
N % N %
Muski 17 18,9% 14 25,0%
Spol = - 0,380
Zenski 73 81,1% 42 75,0%
la 13 14,4% 16 28,6%
1b 17 18,9% 9 16,1%
T status* 2 9 10,0% 10 17,9% 0,071
49 54,4% 21 37,5%
4a 2 2,2% 0 0,0%
. o Neinvazivni tumori 40 44,4% 33 58,9%
Proboj kapsule stitnjace — - 0,089
Invazivni tumori 50 55,6% 23 41,1%
. . Ne 32 35,6% 24 42,9%
Multifokalni 0,378
Da 58 64,4% 32 57,1%
Limfovaskularno Ne 70 77,8% 53 94,6% 0.009
zahvacanje Da 20 22,2% 3 5,4% ’
0 25 27,8% 24 42,9%
N status* la 25 27,8% 12 21,4% 0,185
1b 40 44,4% 20 35,7%
Ne 82 91,1% 51 91,1%
Okultne metastaze 1,000
Da 8 8,9% 5 8,9%
Bez regionalnih metastaza 25 27,8% 24 42,9%
B Lateralne 33 36,7% 12 21,4%
Metastaze — regija* - 0,081
Regija VI 26 28,9% 13 23,2%
Skip metastaze 6 6,7% 7 12,5%
Prisutno ekstrakapsularno | Ne 42 64,6% 18 56,3% 0,508
Sirenje Da 23 35,4% 14 43,8% ‘
. Ne 86 95,6% 55 98,2%
Udaljene metastaze 0,649
Da 4 4,4% 1 1,8%
.. 1 70 77,8% 44 78,6%
Stadij tumora 0,910
2 20 22,2% 12 21,4%
Klasi¢na varijanta 64 71,1% 46 82,1%
Folikularni podtip 13 14,4% 5 8,9%
Tall-cell podtip 2 2,2% 1 1,8%
] ) ) Solidni potip 4 4,4% 0 0,0%
Histoloski podtip tumora* — - 0,237
Onkocitni podtip 1 1,1% 1 1,8%
Warthin like podtip 0 0,0% 2 3,6%
Clear cell podtip 1 1,1% 0 0,0%
Difuzno sklerozirajuci 5 5,6% 1 1,8%

* Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test
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Tablica 17. Razlike u dobi i veli¢ini tumora s obzirom na pripadnost CPSF2 skupini: Mann-

Whitney U test
Centile
CPSF2 skupine N Min Max P
25. Medijan 75.
<3+ 90 6,00 74,00 28,00 45,00 54,00
Dob (godine) 0,114
3+ 56 15,00 76,00 36,00 46,50 57,50
<3+ 90 0,10 9,00 1,00 1,40 2,00
Veli¢ina (cm) 0,174
3+ 56 0,20 5,00 1,00 1,15 2,20

Tablica 18. Razlike u RAI rezistentnosti, ATA riziku i pojavi recidiva s obzirom na na
izrazenost CPSF2 proteina: Fisherov egzaktni test

CPSF2 skupine
<3+ p
N=90 N=56
N % N %
Ne 87 96,7% 55 98,2%
RAI rezistentni 1,000
Da 3 3,3% 1 1,8%
Niski rizik 9 10,0% 8 14,3%
ATA* Umjereni rizik 64 71,1% 40 71,4% 0,609
Visoki rizik 17 18,9% 8 14,3%
Ne 73 81,1% 54 96,4%
Recidiv 0,010
Da 17 18,9% 2 3,6%

*  Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test

Kada gledamo prezivljenje do recidiva, skupina CPSF 3+ ima znacajno dulje prezivljenje
(139,7 mjeseci naprema 129,6 mjeseci; P=0,008) u odnosu na skupinu CPSF <3+. Indikativno je
da nakon 49 mjeseci pracenja vise nema novih promjena, odnosno novih recidiva i krivulje su

ravne. HR za skupinu intenziteta 2 i manje je 3,49 (95% CI: 1,39-8,78) (tablica 19 i slika 5).
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Tablica 19. Analiza vremena prezivljenja do pojave recidiva s obzirom na izrazenost CPSF2

proteina
. Prosjecno vrijeme
Izraze?(;)tseti faPSFZ preZivljenja do pojave Standardna greska (SE) 95% CI
P recidiva (mjeseci)
<3+ 129,589 5,803 118,214 - 140,964
3+ 139,714 2,991 133,851 - 145,577
Ukupno 137,911 3,892 130,282 - 145,540
100
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Slika 5. Krivulje prezivljenja do pojave recidiva s obzirom na izrazenost CPSF2 proteina:
log-rank test usporedbe krivulja, HR (za izrazenost CPSF2 proteina <3+):
3,49 (95% CI: 1,39-8,78).
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Analiza vremena prezivljenja do pojave recidiva s obzirom na prisutnost mutacije
V600E gena BRAF prikazana je u tablici 20 i1 na slici 7. Nije bilo znacajnih razlika u
krivuljama prezivljenja (P=0,198), odnosno BRAF mutacija nije bila znacajan prediktor

prezivljenja do pojave recidiva.

Tablica 20. Analiza vremena preZivljenja do pojave recidiva s obzirom na prisutnost
mutacije V600E gena BRAF

Prosjecno vrijeme
BRAF V600E preZivljenja do pojave Standardna greska (SE) 95% ClI
recidiva (mjeseci)

Negativan 142,453 4,89 132,868 - 152,039
Pozitivan 123,141 5,532 112,298 - 133,984
Ukupno 137,911 3,892 130,282 - 145,540
100
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Slika 6. Krivulje prezivljenja do pojave recidiva s obzirom na prisutnost mutacije
V600E gena BRAF: log-rank test usporedbe krivulja, HR (za pozitivnhu mutaciju):
1,81 (95% CI: 0,73-4,47).
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Ako analiziramo prezivljenje do recidiva skupine s obzirom na kombinaciju pozitivnog

nalaza mutacije V60OE gena BRAF 1 izrazenosti CPSF2 proteina <3+, ta skupina ima znacajno

krace prezivljenje (105,0 mjeseci naprema 146,6 mjeseci; P<0,001). HR za pozitivnu kombinaciju
nalaza je 8,32 (95% CI: 2,91-23,83) (tablica 21 i slika 7).

Tablica 21. Analiza vremena preZzivljenja do pojave recidiva s obzirom na kombinaciju
pozitivnog nalaza mutacije V60OE gena BRAF i izrazenosti CPSF2 proteina <3+

Prosjecno vrijeme o

Faktor preZivljenja do pojave Standardna greska 95% ClI
g i . g (SE)

recidiva (mjeseci)
Ostale kombinacije 146,59 3,45 139,833 - 153,352
BRAF V600E pozitivan i CPSF2 <3+ 105,03 9,39 86,613 - 123,439
Ukupno 137,91 3,89 130,282 - 145,540
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Slika 7. Krivulje prezivljenja do pojave recidiva s obzirom na kombinaciju pozitivnog nalaza
mutacije V60OE gena BRAF i izraZzenosti CPSF2 proteina <3+: log-rank test usporedbe
krivulja, HR (za pozitivnu kombinaciju nalaza): 8,32 (95% ClI: 2,91-23,83).
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Multivarijantna analiza predikcije pripadnosti skupini koja je imala recidiv prikazana je
u tablici 22. Coxov regresijski model proporcionalnih rizika statisticki je znacajan (X2=17,5,
df=10, P=0,025), a od prediktorskih varijabli u predikciji nastanka recidiva izdvaja se CPSF2
izrazenost <3+ s HR od 4,97 i 95% CI: 1,08-22,77, P=0,039 kao najja¢i prediktor, BRAF
V600E pozitivnost s HR od 3,82 i 95% CI: 1,04-13,97, P=0,043 kao drugi po jacini. Starija dob
izdvaja se kao protektivni ¢imbenik jer smanjuje vjerojatnost recidiva s HR od 0,95 i 95%CI:

0,91-0,99, P=0,020, a kontrolirano na utjecaj svih ostalih varijabli u modelu.

Tablica 22. Multivarijatna analiza predikcije pripadnosti skupini koja je imala recidiv:
Coxov regresijski model proporcionalnih rizika

95,0% ClI
HR P
Donji Gornji
BRAF V600E pozitivnost 3,82 1,04 13,97 0,043
CPSF2 skupine <3+ 4,97 1,08 22,77 0,039
Limfovaskularno zahvacanje 1,80 0,59 5,49 0,298
Multifokalni tumori 1,13 0,34 3,80 0,840
Prisutno ekstrakapsularno Sirenje 1,98 0,60 6,46 0,260
Tumorska invazija u lokoregionalna tkiva 4,40 0,94 20,48 0,059
Metastaze - lateralna regija (ref. vrijednost) 0,434
Metastaze - regija VI 1,87 0,37 9,59 0,451
Metastaze - skip 3,35 0,50 22,22 0,211
Dob (godine) 0,95 0,91 0,99 0,020
Okultne metastaze 2,83 0,59 13,56 0,192

42



6. RASPRAVA

Kako bismo pokusali unaprijediti postojece klasifikacijske sustave i procjenu rizika za
PKS, proveli smo retrospektivno istraZivanje u kojem smo analizirali prisutnost mutacije VV600E
gena BRAF 1 ekspresiju proteina CPSF2 kao prognostickih biljega na arhivskom bioptickom
materijalu 49 pacijenata bez (kontrolna skupina) i 97 pacijenata s (ispitivana skupina) prisutnim
metastazama PKS u regionalne limfne ¢vorove vrata u vrijeme postavljanja inicijalne dijagnoze.
Ciljevi su nam bili istraziti odnos prisutnosti mutacije V600OE gena BRAF i razine ekspresije
CPSF2 proteina s klini¢ko-patoloskim osobitostima PKS, kako bismo unaprijedili postojece
Klasifikacijske sustave i procjene rizika. Time bismo smanjili broj bolesnika s ozbiljnim
posljedicama kirurSkog lije¢enja, a i trajno narusene kvalitete Zivota zbog posljedica radiojodne

ablacije i dozivotne hormonske supstitucijske terapije.

U nasem istrazivanju prosjec¢na dob bolesnika i omjer Zena u odnosu na muskarce bio je
usporediv s dosad objavljenim istraZivanjima (44). Najées¢i histoloski tip PKS u ovom
istrazivanju bila je klasi¢na varijanta karcinoma (T1) — 110 (75,3%), dok je najrjedi histoloski tip
karcinoma svijetlostani¢ni podtip (T7) — 1 (0,68%). S obzirom na histoloski tip tumora pacijenti s
difuzno skleroziraju¢im podtipom tumora (T8) bili su statisticki znacajno mlade dobi (medijan 17
godina) od dobi pacijenata s drugim histoloskim tipovima tumora. Dobiveni rezultati su u skladu s

literaturom (160).

Zagovornici agresivnijeg kirurskog lijeCenja (totalne tireoidektomije, elektivne disekcije
limfnih ¢vorova vrata) uglavnom navode visoki postotak multifokalnih tumora (18%- 80%),
visok postotak limfogenih metastaza u limfne ¢vorove vrata (30% do 80%) te okultnih metastaza
(3, 31, 41-45, 78-80, 151, 156-159). | u nasem istrazivanju prisutan je znacajan udio od 61,6%
multifokalnih tumora. U 13 (8,9%) ispitanika su pronadene okultne metastaze i to iskljucivo u
»centralnim” regijama vrata. Nasi rezultati su u skladu s dosada$njim istraZivanjima, no kako
agresivniji Kirurski pristup temeljen na ovim ve¢ dugo poznatim karakteristikama papilarnih
karcinoma S§titnjace nije doveo do Zeljenih rezultata u preZivljenju, nas je stav da prilikom
donosenje odluke o optimalnom modalitetu kirurSkog lijeenja treba uzeti u obzir sve klini¢ko-
patoloSke ¢imbenike rizika u kombinaciji s ev. biomarkerima koji bi postojece klasifikacijske

sustave dodatno unaprijedili.

U ovom istrazivanju veli¢ina tumora pokazala se kao rizi¢ni ¢imbenik za razvoj

metastaza, $to je u skladu s literaturom (48, 164). U pacijenata s regionalnim metastazama u
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limfne ¢vorove vrata, veli¢ina tumora (medijan 1,5 cm) je statisticki znacajno bila veca od
pacijenata bez metastaza (medijan 1 cm) odnosno znacajno je ¢eS¢i Tla status u ispitanika bez

metastaza.

Udio pacijenata s limfovaskularnim zahvaéanjem statisticki je znacajno veéi kod
pacijenata s metastazama u lateralne regije vrata nego u pacijenata bez metastaza ili s
metastazama u centralnu regiju vrata, Sto je isto u skladu s ocekivanjima i spomenutom

literaturom (48,164).

Neki autori navode muski spol kao rizi¢ni ¢imbenik za razvoj metastaza (86), Sto kod
mnogih drugih kao i u nasoj studiji nije slucaj, premda je veca zastupljenost muskog spola u

skupini s prisutnim regonalnim metastazama, razlika nije statisti¢ki znacajna.

Proboj kapsule Stitnjace i multifokalnost su znacajno zastupljeniji u ispitanika s
metastazama i mogu se smatrati prediktorima regionalne metastaske bolesti, Sto je u skladu s

literaturom (165).

Klasi¢ni histoloski podtip PKS je u naSem istraZivanju znacajno zastupljeniji u
ispitanika s metastazama (P=0,016), dok je folikularni podtip bio znacajno zastupljeniji u
ispitanika bez metastaza. S obzirom na to da nismo radili daljnju podjelu folikularnog podtipa
na inkapsuliranu varijantu i infiltrativnu varijantu, ovi bi se rezultati mogli objasniti ve¢im
udjelom inkapsulirane varijante u naSem uzorku. Prema literaturi, inkapsulirana varijanta
folikularnog podtipa PKS rijetko daje metastaze u regionalne limfne &vorove vrata (u 5%
slu¢ajeva), dok je infiltrativna varijanta folikularnog podtipa PKS &esto povezana s

metastazama u regionalne limfne ¢vorove vrata (u 65% slucajeva) (169).

Ispitanici s regionalnim metastazama u limfne ¢vorove vrata bili su znac¢ajno mladi
(medijan 40 godina) za razliku od ispitanika bez metastaza (medijan 53 godine). U literaturi
se navode opre¢na misljenja, dok Scheummann potvrduje na$ nalaz, Hay 1 suradnici navode
dob iznad 45 godina kao rizi¢ni ¢imbenik za razvoj regionalnih metastaza u limfne ¢vorove
vrata (170,171). Neki autori navode ¢e$¢u pojavu regionalnih metastaza kod bolesnika mlade
I starije dobi, a takvu raspodjelu bolesnika najbolje prikazuje ,,U* oblik dijagrama s najrjedom

pojavom u onih srednje Zivotne dobi (172).

Mutacija gena BRAF najéesca je geneticka mutacija u PKS (135,136). Mnogi ju autori

povezuju s agresivnim ponasanjem PKS i s veéom rezistencijom na radiojodnu ablaciju i time
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veé¢im postotkom recidiva (117-134, 147). U svijetu se prevalencija mutacije gena BRAF
kre¢e izmedu 30% i1 80%, ovisno o zemljopisnom poloZzaju regije i konzumaciji joda (139-
145). U Hrvatskoj do sada nije provedeno istrazivanje koje bi utvrdilo prevalenciju ove
mutacije u PKS. Osim u unapredenju postoje¢ih klasifikacijskih sustava, mutacija gena BRAF

znacajna je i zbog mogucnosti ciljanog lijecenja inhibitorima tirozin-kinaze.

BRAF mutacija u naSem istrazivanju ustanovljena je kod 71 (48,6%) ispitanika. Ispitanici
s pozitivnom mutacijom V600E gena BRAF imali su znacajno ¢esce klasi¢nu histopatolosku
varijantu karcinoma, zna¢ajno manju veli¢inu tumora, okultne metastaze te vecu ucestalost

izrazenosti CPSF2 3+.

Prema dosadas$njim studijama BRAF mutacija se ¢eS¢e nalazi u klasicnom histoloSkom
tipu i visokostaniénoj varijanti PKS (134). U naSem istrazivanju udio ispitanika s pozitivnom
mutacijom V600E gena BRAF statisticki se znacajno razlikuje s obzirom na histoloski tip tumora
(P<0,001). Medu pacijentima sa solidnim, onkocitnim, svijetlostani¢nim i difuznosklerozirajuéim
histoloskim tipovima tumora nije bilo pacijenata s mutacijom BRAF gena. I u naSem je
istrazivanju BRAF mutacija povezana s klasi¢nom varijantom, folikularnim, visokostani¢nim, ali

i s Whartinu sli¢nim podtipom papilarnog karcinoma Stitnjace.

Rezultati dosadasnjih studija povezanosti V600E mutacije gena BRAF i veli¢ine
tumora su kontradiktorni, ali to se moZe pripisati 1 razli¢itoj interpretaciji rezultata. Tako, na
primjer, velika meta-analiza Li C i suradnika koja obuhvaca 32 studije koje se bave odnosom
klini¢ko-patoloSkih znacajki papilarnih karcinoma $titnjace 1 mutacije nalazi da je znaajna
poveznica prisutne V600E mutacije gena BRAF i tumora veéih od 1.0 cm u promjeru (162).
Ako se promjer od 1 cm izostavi kao referentna granica, medijan veli¢ine tumora s V600OE
mutacijom isti je kao i u naSem istrazivanju — 1.1 cm. Statisti¢ki znacajna manja veli¢ina
tumora u ispitanika s prisutnom V600E mutacijom gena BRAF zabiljeZena je 1 u najvecoj
kohortnoj studiji jednog centra u Kini koje ima izuzetno veliki udio ispitanika s prisutnom
V600E mutacijom — 83.7 % (161).

U naSem istrazivanju nismo pronasli korelaciju izmedu prisutnosti metastaza i BRAF
statusa, a ni dob pacijenata s BRAF mutacijom nije se statisti¢ki znacajno razlikovala od dobi

pacijenata bez BRAF mutacije.

Takoder, suprotno dosadasnjim istrazivanjima, medu BRAF pozitivnim karcinomima

statisticki su ¢eSc¢e zastupljene metastaze u regiju VI nego skip metastaze ili metastaze u lateralne
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regije vrata. Ispitanici s pozitivnom mutacijom V600E gena BRAF imali su znacajno cesce
okultne metastaze. Ji-Yong Joo i suradnici su prospektivnom studijom takoder utvrdili da je
mutacija V60OE gena BRAF statisticki znac¢ajno povezana s okultnim metastazama u centralne
regije vrata (35 nasuprot 15% u slucaju divljeg tipa. S obzirom na to da je prisustvo V600E gena
BRAF utvrdeno preoperativno putem aspiracije biopsije iglom, autori su zakljucili da
preoperativna analiza BRAF statusa aspiracijskom biopsijom iglom te odredivanjem veli¢ine
tumora ultrazvu¢no moze pomo¢i predvidjeti okultne metastaze u centralnim regijama vrata kod

pacijenata s papilarnim karcinomom $titnjace s klini¢ki negativnim vratom (163).

Sung i suradnici takoder nalaze statisticki znac¢ajnu povezanost papilarnog karcinoma

Stitnjace s prisutnom mutacijom V600E gena BRAF i jace ekspresije CPSF2 proteina (150).

U velikoj meta-analizi koja je ukljuéila 2167 bolesnika, BRAF mutacija imala je
osjetljivost od 65 % u identifikaciji onih tumora koji su recidivirali, ali je imala pozitivnu
prediktivnu vrijednost od samo 25% u predvidanju rizik recidiva bolesti. Temeljem ovih podataka
¢ini se da sam BRAF status nije dovoljan da znacajno doprinosi poboljSanju klasifikacije
rizika u vecine pacijenata, §to je u skladu s nasSim rezultatima kada smo analizirali pojavu

recidiva s obzirom na samu prisutnost mutacije V600E gena BRAF (155).

Mnogi autori smatraju da su klasi¢ni prognosticki faktori kao ekstratiroidno Sirenje 1
vaskularna invazija znacajniji od prisustva BRAF mutacije 1 ne preporucuju promjene plana

lijeCenja samo temeljem toga (29), a nasi rezultati su takoder na ovom tragu.

U nasem istrazivanju razina ekspresije CPSF2 gena je kod 1 (0,68%) ispitanika bila 0,
kod 34 (23,29%) ispitanika bila 1+, kod 55 (37,67%) ispitanika bila 2+ te kod 56 (38,36%)

ispitanika bila 3+, sto je usporedivo s rezultatima iz literature (150).

Sung i suradnici navode da je u skupini sa snizenom ekspresijom CPSF2 proteina (0 i
1+) viSe muskih bolesnika (32.4%) u usporedbi s grupom koja ima ekspresiju 2 1 3+ (14.4%,
p=0.024) (150). U nasoj studiji nismo naisli na statisticki znacajnu razliku ekspresije ovisno o

spolu.

Nilubol i suradnici su in vitro studijom usporedili ekspresiju CPSF2 u normalnim,
benignim tumorima $titnjace i papilarnom karcinomu stitnjace kako bi utvrdili je li ekspresija
promijenjena samo u papilarnom karcinomu $titnjace ili i kod benignih proliferativnih lezija

StitnjaCe. Ekspresija CPSF2 bila je znacajno veéa u uzorcima papilarnog karcinoma Stitnjace
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nego u normalnom tkivu Stitnjace ili u tkivu benigne multinodularne strume. Isto tako su
uvidjeli trend prema ekstratiroidnom proSirenju u bolesnika s nizom ekspresijom CPSF2
proteina te su stoga usporedivali razliku u invazivhom podru¢ju u odnosu na srediS$nji dio
papilarnog karcinoma S§titnjace. Prona$li su niZe razine ekspresije CPSF2 u invazivhom
podrucju, ali ta razlika nije bila statisticki znacajna (149). To moze objasniti na§ rezultat da
CPSF2 skupine intenziteta 2 i manje imaju znacajno ¢es¢u limfovaskularnu invaziju. Premda
Sung i suradnici nisu dobili iste rezultate (150). Nisu pronasli statisti¢ki zna¢ajnu razliku
korelacije dobi, veli¢ine tumora, ekstratiroidnom zahvacanju ili limfovaskularnoj invaziji

ovisno o ekspresiji CPSF2 proteina.

Prema dosadasnjim istrazivanjima, PKS sa smanjenom ekspresijom proteina CPSF2
povezani su sa veCom ucestalosti metastaza u limfne ¢vorove vrata, udaljenih metastaza i
recidiva, a time i s losijim ishodom i prognozom (149,150). Suprotno dosadasnjim istrazivanjima
u nasem istrazivanju znacajno je bila zastupljenija izrazenost CPSF2 proteina 2+ u skupini
ispitanika s prisutnim regionalnim metastazama u limfne ¢vorove vrata, dok korelaciju izmedu
raspodjele metastatskih regija ovisno 0 CPSF2 statusu nismo pronasli. U kontrolnoj skupini
bolesnika bez metastaza znacajno je ¢eSca zastupljenost bolesnika s pozitivnom izrazenos$éu
CPSF2 proteina (2 i 3+) (71.4%) naspram negativne izrazenosti CPSF2 proteina (0 1 1+)(28,6%).
Zastupljenija je izrazenost CPSF2 proteina 3+ u skupini koja ima prisutne regionalne
metastaze (49,0%) naspram skupine koja nema metastaze (33,0%) u limfne ¢vorove vrata.
Premda razlika nije statisticki znacajna, kada bismo eventualno povecali broj ispitanika u
studiji, izraZenost CPSF2 proteina 3+ mogla bi imati ,,protektivni,, u¢inak. Sung i suradnici su
univarijatno dokazali da su znacajniji prediktori metastaza u limfne ¢vorove vrata tumorska
veli¢ina >4cm (2.72(1.07,6.92) p=0,036 1 negativna CPSF2 ekspresija (0 1 1+) s tim da je i
veli¢ina tumora >4cm znacajniji prediktor. U multivarijatnoj analizi kao jedini od ta dva
znacajna prediktora regionalnih metastaza u limfne ¢vorove vrata ostaje samo negativna CPSF2
ekspresija (0 i 1+). U njihovoj analizi postoji metodoloski problem jer su u multivarijatnoj
analizi uzeti svi potencijalni prediktori metastaza u limfne ¢vorove vrata iz univarijatne

analize, bez obzira jesu li tamo bili znacajni ili ne (150).

Visoka stopa regionalnih metastaza na vratu ne interferira s odlicnom prognozom ove
bolesti uz 10-godisnje prezivljenje >90%. Prema brojnim studijama prisustvo regionalnih
metastaza na vratu nema utjecaja na prezivljenje (83, 176-178). Stopa recidiva za PKS nakon

inicijalnog lijeCenja se prema literaturi krece od 8%-32% (166-167). Recidiv bolesti je
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¢imbenik s najnegativnijim utjecajem na morbiditet. Recidiv rezultira naruSenom kvalitetom
Zivota, rizikom od ponovnih operacija i izlozenos$¢u visokoj kumulativnoj dozi RAI §to dovodi
do povecanog rizika od komplikacija, morbiditeta i smrti (173, 174). Prema naSem istrazivanju
opca stopa recidiva iznosi 13%, dok je ispitivana skupina s metastazama u limfne ¢vorove
vrata nasuprot kontrolnoj skupini bez metastaza statisticki znacajno povezana s recidivima.
Nase istrazivanje takoder pokazuje da CPSF2 skupine intenziteta 2 i manje imaju znacajno
znacajno ¢esce recidive. Nilubol 1 suradnici su in vitro studijom potvrdili da su razine ekspresije
CPSF2 mRNA u svim uzorcima bile znacajno nize u bolesnika s viSe recidiva i da su razine

ekspresije CPSF2 mRNA bile povezane s prezivljenjem do recidiva (149).

Nije bilo znaéajnih razlika u krivuljama kada analiziramo vrijeme preZivljenja do
pojave recidiva s obzirom na prisutnost mutacije V600E gena BRAF odnosno BRAF mutacija

nije bila znacajan prediktor prezivljenja do pojave recidiva.

Kada gledamo prezivljenje do recidiva skupina CPSF2 3+ ima znaCajno dulje
prezivljenje (139,7 mjeseci naprema 129,6 mjeseci za skupinu CPSF <3+ ; P=0,008).
Indikativno je da nakon 49 mjeseci pracenja vise nema novih promjena, odnosno novih recidiva i
krivulje su ravne. Nasi rezultati mogu biti preporuka za nove smjernice poslijeoperacijskog
pracenja bolesnika ovisno o ekspresiji CPSF2 proteina. Sung i suradnici navode da je skupina
CPSF2-negativna (ekspresija 0 1 1+) imala statisticki znacajno krace prezZivljenje do recidiva u

usporedbi sa skupinom CPSF2-pozitivhom grupom (2+ i 3+) (150).

Kada gledamo prezivljenje do recidiva skupine s obzirom na kombinaciju pozitivnog
nalaza mutacije V600E gena BRAF i izrazenosti CPSF2 proteina <3+ ta skupina ima znacajno

krace prezivljenje (105,0 mjeseci naprema 146,6 mjeseci).

Neki autori su multivarijantnom analizom pokazali da je prisutna BRAF mutacija kod
PKS povezana s ve¢om udestalosti regionalnih metastaza u limfne &vorove, multifokalnom
pojavom u S§titnjaci, probojem kapsule Stitnjace i ekstratiroidnim Sirenjem, mladim dobnim

skupinama i ve¢im stupnjem recidiva (152-154).

Od prediktorskih varijabli u predikciji nastanka recidiva se izdvaja CPSF2 izrazenost
<3+ (P=0,039) kao najjaci prediktor, BRAF V600E pozitivnost (P=0,043) kao drugi po jacini
te starija dob kao protektivni Cimbenik jer smanjuje vjerojatnost recidiva (P=0,020), a
kontrolirano na utjecaj svih ostalih varijabli u modelu. Osim procjene potencijalnih biomarkera,

svrha naseg istrazivanja je i preciznije odredivanje male skupine bolesnika koji bi imali
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indikaciju za primjenu pametnih lijekova mozda ve¢ u pocetnoj fazi bolesti. Vemurafenib
(inhibitor tirozin kinaze) koji cilja BRAF mutaciju nije trenutno predmet istrazivanja samo u
slu¢aju inoperabilnog papilarnog karcinoma Stitnjace refrakternog na RAI, nego i kao incijalni
tretman lokalno agresivnog papilarnog karcinoma $titnja¢e. Osnovna premisa ovih klinickih
studija je da blokiraju¢i ovu mutaciju lijek moze ubiti stanice raka s mutacijom i/ili zaustaviti

rast tumora, a time i pojacati avidnost na RAL.

Zbog visoke prevalencije BRAF mutacije u papilarnim karcinomima stitnjace, za koju
se pokazalo da je povezana s agresivnom boles¢u, Nilubol i suradnici su pokusali pokazati je
li CPSF2 regulirao BRAF ili je bio cilj BRAF mutacije. Lije¢ili su mutantne stanice
karcinoma stitnjace BRAF V600E s inhibitorom tirozin kinaze - vemurafenibom. Nije bilo
razlike u ekspresiji proteina CPSF2 izmedu kontrolnih i tretiranih stanica te su stoga zakljucili

da je ekspresija CPSF2 proteina neovisna 0 BRAF inhibiciji.

Sung i suradnici zakljuéuju da je negativna ekspresija CPSF2 proteina samostalno
povezana s lo$ijim klini¢kim ishodom u bolesnika s papilarnim karcinomom S$titnjace i da bi
CPSF2 mogao biti koristan prognosticki biljeg u papilarnom karcinomu §titnjace u zemljama
s visokom prevalencijom mutacije BRAF V600E (71% u ovoj studiji) (150). Temeljem nasih
rezultata miSljenja smo da za sada nema dovoljan broj studija koje bi dokazale da se smanjena
ekspresija CPSF2 proteina moze koristiti kao samostalan i neovisan prediktivni faktor

nepovoljnijeg oblika bolesti.

Postoji nekoliko razloga zbog kojih je PKS u Zaristu klini¢kog interesa svih medicinskih
struka koje se bave bolestima $titnjace. Izraziti porast incidencije u Svijetu uglavnom se
opravdava povecanom dostupnos¢u ultrazvucne dijagnostike koja se sada nudi prilikom
preventivnih i sistematskih pregleda zdrave i ,,asimptomatske” populacije (8-10). Takvi
»preventivni” pregledi dovode 1 do toga da se u ukupnom broju oboljelih nalazi ve¢i broj onih
kojima je PKS dijagnosticiran u ranom stadiju bolesti (102). Uz poja¢an klini¢ki interes, raslo
je 1 nesuglasje vezano uz optimalan opseg kirurSkog lijeCenja primarnog tumora, ali i
metastatske bolesti. Do nedavno je vecina studija zagovarala totalnu tireoidektomiju kao
jedini modalitet kirurSkog lijeCenja s obzirom na veliki postotak multifokalnih tumora (78-80), a
neki su ¢ak zagovarali i elektivnu disekciju vrata zbog visokog postotka limfogene lokoregionalne
diseminacije bolesti te okultnih metastaza na vratu (151). Svi ovi napori nisu doveli do
smanjivanja smrtnosti i jo§ duzeg prezivljenja kod bolesti ionako indolentnog tijeka i odlicne

prognoze (3). Naprotiv, takav pristup doveo je do veéeg broja kirurskih komplikacija koje
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mogu imati trajne posljedice za kvalitetu Zivota oboljelih, a koji su ve¢inom zene mlade i
srednje zivotne dobi. Osim ozbiljnih komplikacija kirurSkog lijecenja, daljnji postupak kod ovih
bolesnika predvida primjenu radiojodne terapije te provodenje TSH-supresije tj. dozivotne
supstitucijske terapije hormonima Stitnjace. Ovakav pristup nadalje financijski opterecuje
zdravstveni sustav, a opetovano narusava zdravlje i kvalitetu zivota ovih bolesnika. Pogotovo
kada se uzme u obzir da je bolest izljeciva, ¢ak i u slucaju prisustva limfogenih metastaza. U
malog udjela bolesnika s PKS, razvit ée se hematogene metastaze, a pouzdanije identificiranje
ovakvih slucajeva u ranoj fazi bolesti omogucilo bi agresivniji terapijski pristup, cesca i
opseznija pracenja samo te skupine. Dosadasnji sustavi za procjenu kategorije rizika bolesnika
s karcinomom S$titnja¢e zapocinju poslijeoperacijski s uvidom u histopatoloske karakteristike
tumora. Zadnjih desetljec¢a pokuSavaju se utvrditi 1 odredeni molekularni biljezi iz tumorskog
tkiva koji bi omogu¢ili identificiranje bolesnika s dobro diferenciranim karcinomima Stitnjace
koji su pod povecanim rizikom, bilo od lokalnog/lokoregionalnog povrata bolesti, a osobito
pod povecanim rizikom od hematogene diseminacije bolesti. Pojacani napori se nadasve ulazu
u pronalazak prognostickih biomarkera odredenih ve¢ iz citoloskog punktata koji bi uz
poznate klinicke parametre i ultrazvucne karakteristike bili dovoljni za procjenu kategorije
rizika preoperativno. Time bi identificirali ovaj manji udio bolesnika koji zahtijevaju agresivniji
kirurski pristup, ucestalije poslijeoperacijsko pracenje, a mozda i primarnu primjenu ciljane
terapije jer su ovi karcinomi dijelom i refrakterni na standardnu radiojodnu ablaciju. Predklinicka
istrazivanja ukazuju na to da prisustvo BRAFV600E mutacije znacajno smanjuje ekspresiju
NIS-a i time nakupljanje RAI (147), stoga je prisustvo ove mutacije vazno i u kasnijem
ciljanom lije¢enju takvih PKS inhibitorima tirozin-kinaze. Trenutno tri klini¢ke studije imaju
za cilj procjenu u¢inkovitosti vemurafeniba (inhibitor tirozin-kinaze) kod PKS u razli¢itim
indikacijama (175).
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7. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da se prisutna mutacija V60OE gena
BRAF i niska ekspresija CPSF2 proteina ne mogu smatrati samostalnim prediktivnim
¢imbenicima za razvoj regionalnih metastaza. Unato¢ tome Sto hipoteza ovog istrazivanja o
povezanosti mutacije gena BRAF i ekspresije CPSF2 proteina s regionalnim metastazama u
limfne ¢vorove vrata nije potvrdena, rezultati ih povezuju s ucestalo$¢u recidiva i duzinom

prezivljenja do recidiva kao relevantnijim parametrima losijeg ishoda.

Premda rezultati nase studije u kojem visoka stopa multifokalnih PKS ide u prilog
totalnoj tireoidektomiji, a statistiCki znacajna povezanost multifokalnih tumora s prisutnim
regionalnim metastazama zagovara elektivnu disekciju vrata kao jedine ispravne modalitete
kirurSkog lijecenja, iskustva drugih zemalja koje su se vodile istim rezultatima nas uce drugacije.
Znacajno povecanje incidencije zahvaljujuéi screening metodama dijagnosticiranja i agresivno
lijeCenje ovih tumora ne samo da ne smanjuje stopu smrtnosti, nego znacajno povecava stopu
komplikacija 1 trajno naruSavaju kvalitetu Zivota ovim bolesnicima. Daljnji porast incidencije
ovih tumora zahvaljuju¢i sve vecoj dostupnosti dijagnostike je neizbjezan, stoga je nuzno
daljnje ispitivanje potencijalnih prognostickih ¢imbenika, kako bi se boljim planiranjem opsega

lije¢enja smanjio perioperacijski pobol te racionaliziralo poslijeoperacijsko pracenje bolesnika.

S obzirom na to da CPSF2 skupine intenziteta 2 i manje imaju znacajno ¢eSce recidive,
moZzemo izvesti zaklju¢ak da su ovim bolesnicima potrebne ucestalije kontrole u cilju ranog
otkrivanja eventualnih recidiva. Skupina s kombinacijom pozitivnog nalaza mutacije V600E
gena BRAF 1 izrazenosti CPSF2 proteina <3+ ima znacajno krace prezivljenje do recidiva. Iz
ovih rezultata moZemo izvesti zakljucak da bi odredivanje ekspresije ovog proteina unaprijedilo
vazeCe smjernice i klasifikacijski sustav za procjenu rizika ATA-e (Ovaj sustav ve¢ uzima u
obzir prisustvo BRAF mutacije). Skupina CPSF 3+ ima znacajno dulje prezivljenje do recidiva
naspram drugih s niskom ekspresijom CPSF2 proteina. Indikativno je da nakon 49 mjeseci
pracenja viSe nema novih promjena, odnosno novih recidiva. Ako uzmemo sve ove parametre u
obzir, nasi rezultati mogu biti preporuka za nove smjernice poslijeoperacijskog pracenja

bolesnika ovisno o ekspresiji CPSF2 proteina.

Dodatnu sigurnost u predikciji nastanka recidiva nam daje multivarijantna analiza na
temelju koje zaklju¢ujemo da su mladi bolesnici s ekspresijom CPSF2 <3+ i prisutnom BRAF

V600E mutacijom u pove¢anom riziku od razvoja recidiva i zahtijevaju intenzivnije praéenje.
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Znacajnu povezanost mutacije V60OE gena BRAF i okultnih metastaza nas navodi na
zakljuak da bi preoperativna analiza BRAF statusa u uzorku dobivenom aspiracijskom
biopsijom iglom pod kontrolom ultrazvuka mogla predvidjeti okultne metastaze u centralnim
regijama vrata kod pacijenata s PKS, a klini¢ki negativnim vratom. Preoperativno odredivanje
veli¢ine tumora (T statusa) i prisustvo multifokalnosti uz odredivanje mutacije gena BRAF
mogu pomoc¢i odluci o elektivnoj disekcija centralne regije vrata. Osim procjene potencijalnih
biomarkera, naSe istrazivanje moze pomo¢i i u preciznijem odredivanju male skupine
bolesnika koji bi imali indikaciju za primjenu pametnih lijekova mozda ve¢ u pocetnoj fazi

bolesti.

Ukljucujuci nasu studiju i dalje nema dovoljan broj istrazivanja koja bi dokazala da se
smanjena ekspresija CPSF2 proteina moze koristiti kao samostalan i neovisan prediktivni

faktor nepovoljnijeg oblika bolesti.

52



8. SAZETAK

Mnogobrojne studije usmjerene su na utvrdivanje prognosti¢kih biomarkera koji bi nam
pouzdano izdvojili agresivne oblike papilarnog karcinoma S§titnjace veé u pocetnom stadiju
bolesti i time omogucili bolju strategiju lijeCenja. Vecina studija naglasava veliku varijabilnost u
prevalenciji mutacije V60OE gena BRAF u PKS, a krece se izmedu 30% i 80%, ovisno o
zemljopisnom polozaju regije i konzumaciji joda. Jedna od novijih studija navodi da je i
smanjena ekspresija gena zaduzenog za specificni faktor za cijepanje i poliadenilaciju,
podjedinica 2 (CPSF2) povezana s invazivno$¢u karcinomskih stanica i agresivnim oblikom
PKS. Cilj je ove retrospektivne studije odredivanje prisutnosti mutacije V600E gena BRAF i
ekspresije proteina CPSF2 na arhivskom bioptickom materijalu PKS i time definiranja
pouzdanih biomarkera za prognozu te progresiju metastaziranja PKS koji biljezi znadajan i

stalan porast incidencije.

Na temelju dobivenih rezultata mozemo zakljuciti da se prisutna mutacija V60OE gena
BRAF i niska ekspresija CPSF2 proteina ne mogu smatrati samostalnim prediktivnim
¢imbenicima za razvoj regionalnih metastaza. Utvrdili smo znafajnu povezanost mutacije
V600E gena BRAF i okultnih metastaza u klinicki negativnom vratu. Rezultati ukazuju na to da
CPSF2 skupine intenziteta 2 i manje imaju znacajno ¢esée recidive, a skupina s kombinacijom
pozitivnog nalaza mutacije V60OE gena BRAF 1 izraZenosti CPSF2 proteina <3+ ima znacajno

krace prezivljenje do recidiva.

Na temelju naSeg istraZivanja moZemo zakljuciti da bi odredivanje prisustva BRAF
mutacije i ekspresije CPSF2 proteina u tumorskim tkivima PKS unaprijedilo vaZeée smjernice i

klasifikacijski sustav za procjenu rizika ATA.

Kljuéne rijeci: mutacija V600E gena BRAF, CPSF2, papilarni karcinom §titnjace, metastaze
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9. SUMMARY

BRAF V600E mutation and CPSF2 expression as prognostic markers for papillary
thyroid cancer, Irena Ivkovi¢, 2022,

Numerous studies have focused on identifying prognostic biomarkers that reliably
predict aggressive forms of papillary thyroid cancer at the early stages of disease and thus
enable better treatment strategy. Most studies underline wide variation in the prevalence of
BRAF V600E mutation in papillary thyroid cancer, which varies between 30% and 80%
depending on geographic region and iodine consumption. Recent study reported that the loss
of cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 2 (CPSF2) is associated with
increased cellular invasion and aggressive form of papillary thyroid cancer. The aim of this
retrospective study was to determine the presence of BRAF V600E mutation and CPSF2
protein expression in papillary thyroid cancer archived specimens, thus defining a reliable
biomarker for prognosis and progression of metastatic papillary thyroid cancer, which has

recorded a significant and steady increase in the incidence.

Based on the obtained results, we can conclude that the presence of the V600E
mutation of the BRAF gene and the low expression of the CPSF2 protein cannot be
considered independent predictive factors for the development of regional metastases. We
found a significant association between the V600E mutation of the BRAF gene and occult
metastases in the clinically negative neck. The results indicate that CPSF2 groups with an
expression intensity of 2 and less have significantly more frequent relapses, and the group
with a combination of a positive finding of the V600E mutation of the BRAF gene and
expression of the CPSF2 protein <3+ has a significantly disease-free survival.

Based on our research, we can conclude that determining the presence of BRAF
mutation and CPSF2 protein expression in papillary thyroid cancer would improve the current

guidelines and classification system for ATA risk assessment.

Keywords: BRAF V600E mutation, CPSF2, papillary thyroid carcinoma, metastases
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