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1. UVOD
1.1. Neoplazme Stitnjace

Novotvorine, ili kako ih jo$ nazivamo, neoplazme, odnosno tumori Stitnjace dijele se
na dobro¢udne i zlocudne. Jedan od najve¢ih problema i izazova u predoperacijskoj
dijagnostici Stitnjace jest upravo razlikovanje dobro¢udnih (benignih) od zlo¢udnih (malignih)
novotvorina. Velika vecina zlo¢udnih neoplazmi Stitnjace spada u skupinu dobro
diferenciranih karcinoma folikularnog epitela, kamo ubrajamo papilarne i folikularne
karcinome S§titnjace, koji u velikom postotku bolesnika imaju dobru, ¢ak odli¢nu prognozu.
Medutim, kod malog udjela diferenciranih karcinoma S§titnjate nastupi hematogena
diseminacija bolesti u udaljena sijela, Sto, u najgorem slu¢aju, moze dovesti do smrti
bolesnika. Identificiranje bolesnika s dobrom prognozom naspram onih kod kojih ¢e nastupiti
diseminacija bolesti omogucilo bi agresivniji terapijski pristup te ¢eS¢a i opseznija pracenja
kod potonjih, uz istovremeno izbjegavanje pretjerane dijagnosticke obrade i prekomjernog
lijecenja kod bolesnika s dobrom prognozom i indolentnim tijekom bolesti. Zadnjih desetljeca
pokuSavaju se identificirati 1 odredeni molekularni biljezi iz tumorskog tkiva koji bi
omogucili identificiranje bolesnika s dobro diferenciranim karcinomima S$titnjace koji su pod
povec¢anim rizikom, bilo od lokalnog/lokoregionalnog povrata bolesti, a osobito pod

povecanim rizikom od hematogene diseminacije bolesti.
1.1.1. Diferencirani karcinomi §titnjace
1.1.1.1. Epidemiologija diferenciranih karcinoma Stitnjace

Cvorovi u §titnjadi su oko Getiri puta ¢e$éi u Zena nego u muskaraca. Udestalost
palpabilnih ¢vorova povecava se tijekom Zivota, te u dobi od 50 godina i viSe doseZe
prevalenciju od oko 5% u populaciji SAD-a (1, 2). Jos$ je veca ucestalost ¢vorova u $titnjaci
utvrdena tijekom obdukcija ili operativnih zahvata, ili ukoliko se provodi ultrazvuéni pregled
(UZV). U cak do 50% stitnjaca analiziranih ultrazvu¢no utvrdeni su ¢vorovi, gotovo uvijek
dobroc¢udni. Novi ¢vorovi u §titnjaci nastaju stopom od oko 0,1% godisnje, pocevsi ve¢ od
rane dobi. Medutim, nakon izloZenosti ionizirajuéem zracenju podrucja glave i vrata, ¢vOrovi

u §titnjaci nastaju puno ¢escée, stopom od oko 2% godisnje (3).



Za razliku od ¢vorova, karcinomi Stitnjace su rijetki, te spadaju u rijetke zlocudne
tumore. Sveukupno ¢ine 0ko 1% svih zlocudnih novotvorina (4). Medutim, unato¢ tome,
karcinomi $titnjace spadaju u najces¢e endokrine zlo¢udne novotvorine (>90% svih
endokrinih malignoma).

Prema zadnjim sluzbenim podacima Registra za rak HZJZ, u Republici Hrvatskoj je
godine 2013. dijagnosticirano 574 novooboljelih od raka Stitnjace, 431 Zena i 143 muskarca
(5), $to ¢ini incidenciju od 13,4/100.000 stanovnika (6,9/100.000 muskaraca i 19,4/100.000
zena). Rak Stitnjace je 2013. godine, zajedno s karcinomom Zzeluca, bio na 7. mjestu po
ucestalosti u Zena u Hrvatskoj. U dobnim skupinama djevoj¢ica od 10 do 19 godina te mladih
zena u dobi od 20 do 29 godina bio je na prvom mjestu po ucestalosti, te na drugom mjestu
kod Zena u dobi 30 - 39 godina i 40 - 49 godina. Kod muskaraca, rak Stitnjace bio je na
drugom mjestu po ucestalosti u dobi od 20 do 29 godina, te od 30 do 39 godina.

Epidemioloski podaci u svijetu sli¢ni su onima u Hrvatskoj. Vrhunac incidencije je s
49 godina zivota (4), ali postoji znacajan broj bolesnika s juvenilnim, prvenstveno papilarnim
karcinomima $titnjace. U dobnoj skupini od 15 do 24 godine, na karcinome $titnjace otpada
7,5% do 10% svih zlo¢udnih tumora (6-8).

Incidencija raka stitnjace zadnjih desetljeca kontinuirano raste (9), no bez porasta mortaliteta,
koji iznosi oko 0,5/100 000. Od 1950. do 2004. godine, incidencija karcinoma Stitnjace
porasla je gotovo 310%,. Stope mortaliteta od karcinoma $titnjace prilagodene prema dobi i
spolu stabilne su tijekom niza godina, te iznose oko 0,5/100 000, za razliku od ostalih solidnih
zlo¢udnih tumora kod odraslih, gdje one znacajno padaju (10). Razlog porasta incidencije u
cijelom svijetu je nejasan, i po nekima je rije¢ samo o otkrivanju veceg broja okultnih
karcinoma $titnjace, tzv. incidentaloma (11, 12), kao rezultat poboljSanje dijagnostike i veceg
broja pretraga, osobito ultrazvuka vrata, no neki misle da je rijeC o stvarnom porastu
uzrokovanom okoliSnim ¢imbenicima. Porast incidencije prvenstveno je nastao
dijagnosticiranjem veceg broja papilarnih karcinoma Stitnjace. Papilarni karcinomi Stitnjace
(PKS) ¢&ine oko 85% svih malignih bolesti §titnjace, a folikularni karcinomi §titnjade (FKS)
¢ine oko 11% svih malignih bolesti §titnjade. I PKS i FKS nastaju od folikularnih stanica
Stitnjace, osjetljivi su na stimulaciju s TSH, nakupljaju jod i sintetiziraju tireoglobulin (TQ).
Stoga, premda su PKS i FKS zasebni patoloski entiteti, njihove bioloske, kao i klinicke
osobine 1 ishod sli¢ni su ukoliko ne nastupi hematogena diseminacija bolesti, pa je i1 pristup
njihovu lijeCenju istovjetan. Stoga se o njima skupno govori kao o diferenciranim

karcinomima §titnjade (DKS), jer njihove stanice, premda maligno promijenjene, pokazuju u



odredenoj mjeri sposobnost metaboliziranja joda, poput normalnih folikularnih stanica
(tireocita). Ova njihova znaCajka klju¢na je za lijeCenje i postoperacijsko scintigrafsko
praéenje koji se temelje na radioaktivnom izotopu joda, **!1.

Diskrepancija koja postoji izmedu ucestalosti karcinoma S$titnjace (vise od 90%
malignih tumora endokrinih Zlijezda) i smrtnosti koja nastupa kao njihova posljedica (oko
65% smrtnosti uzrokovanih malignim endokrinim tumorima) upucuje na njihov najcesce spori
rast, povoljan tijek i dugotrajno prezivljenje.

Ucestalost pojedinih patohistoloskih tipova diferenciranih karcinoma Stitnjace ovisi o
unosu joda na razini populacije. U podrucjima s dostatnim i povec¢anim unosom joda, veci je
udio papilarnih karcinoma §titnjace, oko 80%, a udio folikularnih karcinoma §titnjace iznosi
10-15%. Medutim, u zemljopisnim podru¢jima s nedostatnim unosom joda, udestalost FKS
znacajno raste te iznosi oko 25-30% svih karcinoma Stitnjace. Svega 3% bolesnika ima
prisutne hematogene presadnice u trenutku postavljanja dijagnoze, a ukupno ¢e ih u nekom
trenutku tijekom Zivota dobiti oko 10% bolesnika s DKS. Procjena je da ée oko 20%
bolesnika koji u trenutku postavljanja dijagnoze imaju lokoregionalno proSirenu bolest, razviti
udaljene metastaze u nekom trenutku tijekom zivota (13). Udaljene metastaze najcesce
nastaju u plu¢ima, potom u kostima, a rjede u drugim sijelima. Takvi bolesnici ipak imaju 5-
godisnje prezivljenje oko 50% zbog osjetljivosti metastaza na terapiju radioaktivnim jodom
(14).

Oko 50% malignih ¢vorova otkrije se tijekom rutinskog fizikalnog pregleda ili kao slucajan
nalaz kod neke slikovne pretrage ili operacije Stitnjae zbog drugih, benignih uzroka. Ostalih
50% malignih ¢vorova otkrije sam bolesnik.

Zbog tipicno indolentnog tijeka bolesti diferenciranih karcinoma S$titnjace, dijagnoza se
ponekad postavi 1 kasno, u uznapredovaloj fazi bolesti, Sto moze imati negativan uc¢inak na

prognozu (15).

1.1.1.2. Etioloski ¢imbenici za razvoj diferenciranih karcinoma Stitnjace

IzloZenost ionizirajuéem zracenju jedini je poznati ¢imbenik okoliSa koji uzrokuje
karcinome $titnjace, obiéno papilarne. Stitnja¢a u djece osobito je osjetljiva na ionizirajuée
zracenje. Djecja Stitnjaca jedan je od organa pod najvecim rizikom za nastanak zlo¢udne
novotvorine. Stitnjada je jedini organ gdje rizik za razvoj raka postoji ve¢ kod oko 0,10 Gy

apsorbirane doze zracenja (3). Rizik od radijacijski induciranog karcinoma Stitnjace veci je



kod Zenskog spola, nekih populacija Zidova, te kod bolesnika s pozitivnom obiteljskom
anamnezom na karcinom S§titnjace (16). Navedeno ukazuje i na znacaj geneti¢kih ¢imbenika u
razvoju karcinoma S§titnjace. Pocevsi od unutar pet godina od izloZenosti ioniziraju¢em
zracenju u djetinjstvu, novi ¢vorovi u §titnjaci nastaju stopom od oko 2% godisnje, uz vrh
incidencije unutar 30 godina od zraCenja, ali uz postojanje rizika i unutar 40 godina od
izlozenosti ioniziraju¢em zracenju (3).

Kod odraslih je rizik od nastanka karcinoma ititnjade nakon izlozenosti **'1 vrlo mali
(17). Nakon nesreée u nuklearnom reaktoru u Cernobilu godine 1986., kod mnoge djece i
adolescenata razvio se papilarni karcinom §titnjade nakon $to su bili izlozeni ***I (18). Stoga
je nakon nesrec¢e u nuklearnom reaktoru u Fukushimi odluc¢eno da se sva djeca mlada od 19
godina u trenutku nesrece, koja su potencijalno bila izloZena zraCenju, moraju podvrgavati

redovitim probirima na DKS (19). Postalo je razvidno da su **

I i drugi kratkozivuci
radioizotopi joda potencijalni karcinogeni za $titnjacu kod te djece, osobito onih mladih od 10
godina u trenutku izloZenosti (20). Nedostatak joda poveéava rizik od radijacijski induciranog
karcinoma §titnjaée (21). Premda radijacijski induciran PKS histoloski djeluje agresivnije i
ima visoke stope povrata bolesti, prognoza za prezivljenje bolesnika je slina onoj kod
karcinoma koji nisu inducirani zracenjem (22-24). Nedostatak joda povezan je s vecom

ucestalosc¢u folikularnih 1 anaplasti¢nih karcinoma Stitnjace.

Molekularna patogeneza

Kod 80% papilarnih karcinoma Stitnjace otkrivene su aktiviraju¢e mutacije gena koji
kodiraju za signalne molekule MAPK-signalnog puta, koje se smatraju inicijacijskim
dogadajem u nastanku PKS. Ovo ukljuuje tzv. rearanzmane RET-a, nazvane rearanzmanima
RET/PTC-a, kao i tockaste mutacije RAS-a i BRAF-a, s time da prisutnost jedne mutacije u
primarnom tumoru iskljuCuje prisutnost druge (tj. medu njima nema preklapanja).
Rearanzmani RET/PTC-a &eséi su kod klasi¢nog oblika PKS, dok su mutacije gena RAS
¢es¢e u folikularnim varijantama papilarnog karcinoma Stitnjace, a mutacije BRAF-a kod
papilarnih karcinoma visokih stanica. Mutacije BRAF-a Cesto se povezuju s nepovoljnijim
klini¢kim tijekom PKS. Kod folikularnih karcinoma glavne genetske abnormalnosti su
mutacije RAS-a i rearanzmani PPARy-PAXS. Kod FKS nisu nadene mutacije RET/PTC niti
BRAF. Kod slabo diferenciranih karcinoma $titnjace, mutacija NRAS otkrivena je u 25%
slucajeva (25, 26). Fosfatidil-inozitol-3-kinazni (PI3K) signalni put moze takoder ponekad

biti aktiviran kod papilarnih i folikularnih karcinoma (27, 28), te je nastanak dodatnih



mutacija i amplifikacija gena koji aktiviraju ovaj signalni put Cest dogadaj kod slabo
diferenciranih karcinoma Stitnjac¢e (29-31). Ovi podaci dobiveni su iz primarnih karcinoma
Stitnjace, dok su istrazivanja na tkivu metastaza jo$ uvijek oskudna.

Razliciti vaskularni endotelni ¢imbenici rasta (VEGF) i receptori za VEGF (VEGFR-1
i VEGFR-2), kao i receptori za ¢imbenik rasta fibroblasta (FGF) te ¢imbenik rasta koji
proizlazi iz trombocita (PDGF), Cesto pokazuju prekomjernu ekspresiju u vaskularnom
endotelu tkiva raka $titnjace, Sto je takoder okida¢ za MAPK-signalni put (32, 33).
Angiogeneza, dakle, predstavlja jo§ jednu potencijalnu metu za ciljanu terapiju. U

eksperimentalnim modelima, VEGF-terapija koci rast diferenciranih karcinoma Stitnjace (34).
1.1.1.3. PatohistoloSka obiljezja diferenciranih karcinoma Stitnjace

Velika vecina karcinoma S$titnjace su dobro diferencirani karcinomi folikularnog
epitela. U dobro diferencirane karcinome folikularnog epitela ubrajamo papilarne karcinome i

folikularne karcinome sa svim njihovim patohistoloskim varijantama.
1.1.1.3.1. Patohistoloska obiljeZja papilarnih karcinoma Stitnjace

Papilarni karcinomi Stitnjace ¢ine oko 80% zlo¢udnih novotvorina Stitnjace.
Makroskopski je rije¢ uglavnom o solidnim, glatkim ¢vorovima, koji su obi¢no bez ¢ahure ili
su samo djelomi¢no ocahureni, no U 8-13% slucajeva makroskopski se registrira inkapsulirani
papilarni karcinom koji makroskopski nalikuje adenomu. U oko 70% slucajeva papilarni
karcinomi Stitnjace ograniceni su na Stitnja¢u. Medutim, neki papilarni karcinomi Stitnjace
veliki su tumorski ¢vorovi promjera veceg od 5 cm koji se makroskopski Sire izvan ¢ahure
StitnjaCe invadiraju¢i okolne strukture vrata. Unutar njih ponekad se nalaze kalcifikati, a
ponekad veca ili manja cisti¢na zariSta. Mogu se naci i podrucja krvarenja i kolesterolske
nakupine, dok je nekroza rijedak nalaz kod uobic¢ajenih oblika papilarnih karcinoma $titnjace.

Mikroskopski se kod vecine papilarnih karcinoma Stitnjace nalaze papile, medutim,
one mogu ¢initi tek mali dio novotvorine (35). Papile su dobro izrazene, s dobro razvijenom
fibrovaskularnom stromom i prekrivene jednim slojem karakteristicnih tumorskih stanica.
Ponekad su papile mnogobrojne i gusto poredane jedna do druge; tada se tumor ¢ini gotovo
solidnim.

Najznacajnije dijagnosticko obiljeZje papilarnog karcinoma Stitnjace je epitelna stanica
kuboidnog do nisko cilindricnog oblika koja sadrzi izrazenu jezgru (36). Jezgra je obi¢no

velika i nepravilna, s naborima, uleknu¢ima i citoplazmatskim inkluzijama. Jezgrica

5



(nukleolus) obi¢no je smjestena tik uz jezgrinu membranu te je stoga teze uocljiva. Nuklearni
heterokromatin obi¢no je koncentriran uz jegrinu membranu, uzrokujuci karakteristi¢an izgled
centralnog dijela jezgre, koji se doima blijed, prazan ili poput mutnog stakla, engl. ground
glass jezgra. Kad tumorske stanice formiraju papile ili folikule, Cesto je vecina citoplazme
smjestena u apikalnom ili bazalnom dijelu stanica, te se jezgre susjednih stanica doimaju kao
da se medusobno dodiruju ili preklapaju (37). Mnogi od ovih tumora sastavljeni su ve¢inom
od papilarnih podruéja, no u mnogima od njih moze se naci i odredeni broj folikula. Pojedini
papilarni karcinomi sastavljeni su gotovo u potpunosti od S$irokih, koloidom ispunjenih
folikula, vrlo sli¢nih patohistoloSkom uzorku adenomatoidnih c¢vorova. Kod ovakvih
sluc¢ajeva dijagnoza se postavlja nalazom rijetkih papila ili mjestimi¢nih fokusa infiltracije na
periferiji te karakteristi¢nih svijetlih jezgara. Kod oko jedne tre¢ine do polovice papilarnih
karcinoma S$titnja¢e nalazimo psamomska tjelesca (kalcificirane ovalne laminarne strukture)
promjera 50 — 100 um, koje vjerojatno nastaju u oSteCenoj ili umiruéoj stanici (38).
Progresivna infarkcija papile i prisutnost nakupina kalcija dovode do stvaranja laminarnih
struktura. U slucaju nalaza psamomskog tjelesca u tkivu normalne $titnjace ili limfnog ¢vora
vrata, potrebno je dodatno pretraziti uzorke odstranjenog tkiva na papilarni karcinom
Stitnjace.

Mnogi papilarni karcinomi Stitnjace sadrze zone skvamozne diferencijacije, a Cesto se
mogu naci i podru¢ja fibroze unutar ili u okolici tumora (39). Razbacani limfociti ¢est su
nalaz na invazivnim rubovima tumora, a tek se rijetko nade intenzivna infiltracija limfocitima.
Pojedina istrazivanja ukazuju na bolju prognozu kod papilarnih karcinoma koji sadrze veci
broj limfocita. PKS su obi¢no infiltrativni, uz &esto nepravilne i nejasne granice prema
okolnom tkivu. Inkapsulirani PKS, koji ¢ine oko 10%, povezuju se s boljom prognozom, tj.
manjim postotkom limfogenih presadnica. Sirenje u limfne prostore ititnjate uzrokuje visok
postotak intraglandularne diseminacije primarnog tumora unutar Stitnjace, kao 1 visok
postotak limfogenih presadnica u cervikalnim limfnim ¢vorovima. Rijetko se nalazi invazija
krvnih prostora papilarnim karcinomom $titnja¢e. Imunohistokemijski se kod PKS nalazi
pozitivna reakcija na tireoglobulin. Okultni papilarni karcinomi Stitnjace, tzv. papilarni
mikrokarcinomi, nalaze se kao slucajan nalaz kod obdukcije kod 5% do ¢ak 35% osoba.
Papilarni mikrokarcinomi definirani su kao papilarni karcinomi §titnjace promjera < 1 cm.
Vise od 95% papilarnih karcinoma Stitnjace su prema stupnju diferencijacije gradusa 1 (G1).
Znakovi koji ukazuju na moguci agresivniji oblik papilarnog karcinoma §titnjace su prisutnost

brojnih mitoza, povecane i hiperkromatske jezgre, abnormalni sadrzaj DNA, odstupanja od



uobicajenog patohistoloskog uzorka, te podrucja neobi¢nih neoplasti¢nih stanica tj. znakovi

dediferencijacije. Navedeno se ceSc¢e susrece kod starijih osoba i vec¢ih primarnih tumora.

Podvrste papilarnih karcinoma $titnjace

Folikularna podvrsta papilarnog karcinoma Stitnjace doima se kao oc¢ahureni ¢vor,
kako makroskopski, tako i patohistoloski. Tumor se u potpunosti sastoji od folikula, a rijetke
papile, karakteristi¢ne svijetle jezgre i psamomska tjeleSca omoguéuju postavljanje dijagnoze
u ovim slucajevima. Prognoza je sli¢na prognozi papilarnog karcinoma stitnjace bez posebnih

obiljezja (NOS).

Solidni podtip papilarnog karcinoma Stitnjace je vecinom ili isklju¢ivo solidni, a
povezuje se s dediferencijacijom i agresivnijim klinickim tijekom te loSijom prognozom.
Navedeno je utvrdeno kod PKS nastalih kod djece nakon &ernobilske nesreée. Papile ili
folikuli mogu biti rijetki u primarnom tumoru, no ¢e$¢e se nadu u limfogenim presadnicama.
Prisutnost psamomskih tjelesaca, karakteristi¢nih jezgara i limfocitna infiltracija unutar i u
okolici tumora pomaZe u razlikovanju ove varijante PKS od medularnog karcinoma, solidnog
folikularnog karcinoma ili inzularnog karcinoma. Zari$no se moZe naéi pozitivna

imunohistokemijska reakcija na tireoglobulin, uz negativnu reakciju na kalcitonin.

Difuzno sklerozirajuéi podtip rijedak je podtip PKS, ¢es¢i kod djece i mladih osoba.
Tumor difuzno zahvaca sve limfne prostore jednog reznja ili Citave Stitnjace, a udruzen je s
izrazitim limfocitnim tireoiditisom ili intersticijskom fibrozom, uz brojna psamomska tjelesca.
Ovaj je podtip Cesto udruzen s limfogenim presadnicama u regionalnim limfnim ¢vorovima

vrata 1 hematogenim presadnicama u plu¢ima.

Papilarni karcinom visokih stanica (engl. tall cell) rijedak je podtip papilarnog
karcinoma S§titnjaCe agresivnijeg klinickog tijeka. Ve¢inom se javlja kod starijih osoba, uz
visoku stopu smrtnosti. Stanice su uske, izduljene (najmanje dvostruko dulje visoke nego
Siroke), s eozinofilnom citoplazmom. Kod ovog podtipa cesto se nalazi prodor kapsule

Stitnjace s invazijom okolnih struktura vrata te invazijom vaskularnih struktura.



Papilarni karcinom cilindri¢nih stanica izrazito je rijedak. Uglavnom se javlja kod
muskaraca, agresivnog je klini¢kog tijeka uz nisku stopu 5-godisnjeg prezivljenja. Histoloski

se nalazi izrazita papilarnost i visoke kolumnarne stanice.

1.1.1.3.2. Patohistoloska obiljezja folikularnih karcinoma Stitnjace

Folikularni karcinomi $titnja¢e dijele se na minimalno invazivne FKS i $iroko
invazivne FKS (40). Siroko invazivni folikularni karcinomi su tumori koji se i klini¢ki i
patohistoloski prepoznaju kao zlocudni (karcinomi). Prezentiraju se prstolikim prodorom
kapsule i invazijom okolnog tkiva $titnjace, a ako su veliki, prisutna je i invazija okolnih
struktura na vratu. Hematogene presadnice Gesto se nalaze kod §iroko invazivnih FKS,
najcesce u kosti i pluca, dok je limfogena diseminacija bolesti rijetka (41).

Minimalno invazivni folikularni karcinomi su oni koji invadiraju samo dvije do tri
male krvne Zile, te folikularni karcinomi koji djelomic¢no invadiraju kapsulu Stitnjace, no bez
zahvaéanja krvnih Zila. Povrat bolesti ili presadnice su rijetki kod minimalno invazivnih FKS,
stoga im je prognoza uglavnhom dobra. Makroskopski, ali i mikroskopski, minimalno
invazivni FKS nalikuju folikularnim adenomima (FA), $to oteZava postavljanje toéne
dijagnoze (42). Izgledaju kao solidne, inkapsulirane mesnate mase, ponekad sa zariSnom
fibrozom ili kalcifikatima. Mogu se naci i podru¢ja krvarenja, nekroze, ¢ak i infarkcije
tumora, a mogu biti prisutne 1 mitoze, ponekad ¢ak brojne. Mikroskopski, minimalno
invazivni FKS obi¢no imaju mikrofolikularni ili trabekularni uzorak i sli¢e folikularnom
adenomu. Stanice FKS ne§to su veée u usporedbi s folikularnim adenomima ili

adenomatoidnim ¢vorovima, no ostala su obiljezja stanica slicna.

Razlikovanje folikularnih adenoma od folikularnih karcinoma temelji se na prisutnosti
kapsularne ili vaskularne invazije, te prisutnosti hematogenih metastaza, sto su sve kriteriji za
postavljanje dijagnoze folikularnog karcinoma. Invazija krvnih zila opcenito je prihvacen
klju€ni kriterij u razlikovanju zlo¢udnih od dobro¢udnih inkapsuliranih folikularnih tumora.
Kriterij vaskularne invazije primjenjuje se iskljucivo na vene smjestene u kapsuli ili ispod nje,
dok ulazak tumorskih stanica u kapilare unutar tumorskog ¢vora nema dijagnosticki niti
prognosti¢ki znacaj. Definicija kapsularne invazije bila je predmet opseznih rasprava i
prijepora medu patolozima. Neki autori navode vaskularnu invaziju kao neophodan kriterij za

postavljanje dijagnoze folikularnog karcinoma Stitnjace. Za potvrdu kapsularne invazije



potrebno je analizirati ve¢i broj presjeka ruba tumora. Neki autori ¢ak dijagnosticiraju
folikularne tumore s kapsularnom invazijom kao atipi¢ne adenome, jer pretpostavljaju benigni
klini¢ki tijek kod tih bolesnika. Promjenom patohistoloSke klasifikacije 1988. godine, svi
folikularni karcinomi s papilarnom komponentom uvrsteni su u skupinu papilarnih karcinoma
ititnjace, te Gine tzv. folikularnu varijantu papilarnog karcinoma titnjace (FVPKS). Nedavno
je predlozena promjena klasifikacije tj. definicije inkapsulirane folikularne varijante
papilarnog karcinoma Stitnjace, te se predlaze da se bolesnici koji pripadaju u ovu skupinu
nazivaju neinvazivnom folikularnom neoplazmom S$titnjace s papilama sli¢nim jezgrenim
osobinama, NIFTP (engl. noninvasive follicular thyroid neoplasm with papillary-like nuclear
features) (43).

Onkocitni karcinomi S$titnjace ili karcinomi Hiirthleovih stanica ¢ine podskupinu
folikularnih  karcinoma S§titnjace (35). Naime, Hiirthleove, onkocitne, oksifilne ili
Askanazijeve stanice, kako se sve nazivaju, podrijetla su folikularnog epitela. Rije¢ je o
velikim, oStro ograniCenim stanicama s voluminoznom zrnatom citoplazmom i velikom
prominentnom jezgricom. Ultrastrukturna su istrazivanja pokazala da je granuliranost
citoplazme posljedica postojanja velikih mitohondrija koji ispunjavaju unutraSnjost stanice.
Hiirthleove stanice mogu se nac¢i kod mnogih bolesti Stitnjace, kao $to je nodozna struma,
kroni¢ni limfocitni (Hashimotov) tireoiditis, dugogodi$nja hipertireoza, te kod neoplazmi, i
one nisu specificne za pojedinu bolest. Slijedom navedenog, svi ¢vorovi koji sadrze
onkocitne, Hiirthleove stanice nisu neoplazme, ve¢ samo predstavljaju oksifilnu promjenu u
adenomatoidnim c¢vorovima ili tireoiditisu. Onkocitne novotvorine Stitnjace dijele se na
benigne i maligne. Ve¢inom su benigne (u oko 80%), s folikularnim uzorkom. Invazija
kapsule tumora i krvnih Zila kriterij je za odredivanje malignosti tumora. Vecina tumora
Hiirthleovih stanica solidne su lezije, u potpunosti ili tek djelomi¢no inkapsulirane. Vrlo
rijetko, papilarni karcinom §titnja¢e moze biti sastavljen od Hiirthleovih stanica koje nalazimo
u Stitnjacama zahvacenim limfocitnim tireoiditisom. Zbog sli¢nosti s Warthinovim tumorom
zlijezda slinovnica, ovaj oblik papilarnog karcinoma Stitnjate naziva se 1 Warthinu sli¢an
(engl. Warthin like) papilarni karcinom $titnjace, a klinicki se ponaSa poput papilarnog

karcinoma S§titnjaCe bez posebnih obiljezja.



1.1.1.4. Klinicka slika diferenciranih karcinoma Stitnjace

Diferencirani karcinomi §titnjace obi¢no su asimptomatski tijekom dugih vremenskih
perioda i naj¢esc¢e se prezentiraju kao solitarni ¢vor u S$titnjac¢i. Medutim, ogromna vecéina
¢vorova u $titnjaci je dobro¢udna, dok su zlo¢udni tumori Stitnjace rijetki, stoga je nepotrebno
sve Cvorove u Stitnja¢i evaluirati s obzirom na malignost (44). Nadalje, i dobrocudni i
zlo¢udni ¢vorovi StitnjaCe najceSce su asimptomatski (44). Karcinom Stitnjace najcesée se
klini¢ki prezentira kao bezbolni palpabilni solitarni ¢vor S$titnjace. Solitarni ¢vorovi su cesce
zlo¢udni kod bolesnika starijih od 60 ili mladih od 30 godina. Cvorovi u &titnjadi kod
muskaraca imaju vecu vjerojatnost malignosti no ¢vorovi kod Zena. Cvorovi koji su tvrdi na
palpaciju i fiksirani za podlogu ceS¢e su maligni od palpacijski mekanih i pomicnih.
Palpacijski tvrde cervikalne mase Cesto su znak regionalnih presadnica u vratne limfne
¢vorove. Rast ¢vora moze biti znak maligne alteracije, a brzi rast ¢vora lo§ je prognosticki
znak. Maligni ¢vorovi §titnjace obicno su bezbolni. Nagla pojava boli obi¢no je povezana s
benignom boles¢u (poput hemoragije u benignoj cisti ili subakutnog tireoiditisa). Promuklost
upucuje na zahvacenost povratnog laringealnog zivca i paralizu glasnice. Disfagija moze biti
znak zahvacenosti gornjeg dijela probavnog sustava. Klini¢ki simptomi uznapredovale bolesti
mogu biti perzistirajuéi kasalj, oteZzano disanje i/ili gutanje, no oni se rijetko vidaju. Ostali
simptomi poput boli, stridora, paralize glasnice, hemoptize, naglog rasta ¢vora, jo§ su rjedi.
Bolesnici s hematogenim presadnicama mogu se inicijalno klini¢ki prezentirati pulmonalnim
ili osteoartikularnim simptomima (primjerice koStanim bolovima, patoloSkom koStanom

frakturom).

1.1.1.5. Dijagnosticke metode kod diferenciranih karcinoma Stitnjace
1.1.1.5.1. Laboratorijske metode kod diferenciranih karcinoma Stitnjace

Kod DKS, 2-3 mjeseca nakon provedenog primarnog lije¢enja odreduju se serumske
vrijednosti T4 (FT4) i TSH radi bazdarenja terapije L-T4, a potom svakih 6-12 mjeseci
tijekom pra¢enja. Tireoglobulin (Tg) je specifi¢ni tumorski biljeg DKS, medutim nema
vrijednost u prijeoperacijskoj dijagnostici DKS. Koristi se u praéenju bolesnika nakon totalne
tireoidektomije. Tg ima visoku osjetljivost i specifinost u otkrivanju recidiva DKS kod

bolesnika u kojih je provedena totalna tireoidektomija i radiojodna ablacija ostatnog tkiva
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StitnjaCe (45). Tireoglobulin se moze odredivati uz terapiju L-tiroksinom ili uz stimulaciju
TSH. Odredivanje Tg-a uz stimulaciju TSH koja se postize prekidom terapije L-T4 ili uz
rekombinantni humani TSH (rhTSH) (46, 47) osjetljivija je metoda za otkrivanje recidiva ili
perzistirajuce bolesti jer moze otkriti recidiv u bolesnika s malom koli¢inom tumorskog tkiva
(48). 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. Neophodno je dugoro¢no koristiti istu metodu odredivanja Tg-a kako bi
se osigurao kontinuitet pra¢enja bolesnika. Odredivanje serumske vrijednosti Tg-a ima manju
osjetljivost kod slabije diferenciranih tumora. Povisen titar Tg-At mogu¢ je znak aktivnosti
bolesti, tj. prisutnosti lokalnih/regionalnih ili hematogenih presadnica DKS-a.

U ranom postoperacijskom razdoblju nakon operativnog odstranjenja Stitnjace
neophodno je kontrolirati serumsku razinu kalcija, a u slucaju trajne jatrogene hipokalcemije
potrebne su redovite kontrole kalcija u serumu radi pracenja terapije hipokalcemije. lonizirani
serumski kalcij, kao aktivni oblik kalcija, pouzdaniji je pokazatelj vrijednosti kalcemije od
ukupnog serumskog kalcija.

Odredivanje TSH, a po potrebi i (F)T4, sluzi za bazdarenje hormonske nadomjesne ili
supresijske terapije levotiroksinom nakon totalne tireoidektomije, kao i za procjenu
mogucénosti primjene terapije radioaktivnim jodom. Naime, smatra se da je za uspjeSnu
radiojodnu terapiju potrebna vrijednost TSH iznad 30 mU/L, jer u sluéaju nizih vrijednosti
nema adekvatnog nakupljanja radiojoda u ostatnom tkivu Stitnjace ili/i radioavidnim

presadnicama DKS-a.

1.1.1.5.2. Ultrasonografija kod diferenciranih karcinoma $titnjace

Ultrazvucéna dijagnostika najpreciznija je slikovna dijagnosticka metoda za otkrivanje
¢vorova u §titnjaci (2). Ultrazvuéni pregled vrata neophodno je uciniti u svih bolesnika s
palpabilnim ¢vorom S§titnjace ili kada je ¢vor slucajno otkriven drugim metodama slikovnog
prikaza. Ultrazvucna obiljezja ¢vora koja upucuju na malignost su hipoehogenost,
mikrokalcifikati, nepravilni rubovi, anteroposteriorni promjer ¢vora veci od transverzalnog, te
pojacana prokrvljenost unutar ¢vora metodom obojenog Dopplera (CD) (49). Ultrazvuénom

pretragom vrata moze Se postaviti sumnja i na metastatski promijenjene limfne ¢vorove.
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Ultrazvuk vrata uz odredivanje Tg u serumu ima klju¢nu ulogu u prac¢enju bolesnika s
diferenciranim karcinomom $titnjace (45). Uz ultrazvuéni pregled leZista Stitnjace, analiziraju
se ultrazvucna obiljezja limfnih ¢vorova vrata, a kod ultrazvuéno suspektnih ¢vorova
neophodna je citoloska punkcija pod kontrolom ultrazvuka s odredivanjem tireoglobulina u
punktatu. Bolesnike s vrlo niskim rizikom u kojih je uéinjena lobektomija potrebno je

kontrolirati periodi¢no - ultrazvukom vrata i mjerenjem tireoglobulina.

1.1.1.5.3. Citoloska punkcija Stitnjace — FNA (engl. fine needle aspiration)

Glavni cilj citoloske punkcije Stitnjace jest razluciti ¢vorove Stitnjace koji zahtijevaju
kirursko lijecCenje od onih kod kojih to nije potrebno. Osjetljivost aspiracijske citologije
Stitnjace varira izmedu 65% 1 99%, a specifi¢nost izmedu 72% 1 100%. Preporuca se provoditi
je uz nadzor ultrazvuka, posebno kod malih, dublje smjestenih ¢vorova.

Svaki pacijent s ¢vorom Stitnjac¢e kandidat je za citolosku punkciju Stitnjace, ali prije
toga treba proci klini¢ku procjenu koja ¢e utvrditi je li punkcija doista indicirana. Prije odluke
o upucivanju na citolosku punkciju potrebno je uzeti kompletnu anamnezu, izvrsiti fizikalni
pregled vrata 1 limfnih ¢vorova vrata, odrediti razinu TSH u serumu te uciniti UZV S§titnjace, a
po potrebi (ovisno o nalazu TSH) i scintigrafiju Stitnjace.

Ultrazvukom otkriveni ili potvrdeni ¢vorovi trebaju biti punktirani ukoliko su najveéeg
promjera veceg od 1,5 cm, ili ako pokazuju ultrazvucno suspektne karakteristike bez obzira na
veli¢inu ¢vora. Ultrazvucno suspektne karakteristike ukljucuju mikrokalcifikate, hipoehogene
solidne ¢vorove, nepravilne rubove, intranodularnu prokrvljenost i metastaze na vratu.
Punktirati treba 1 ¢vorove kod pacijenta kod kojih anamnesticki podaci ili rezultati fizikalnog
pregleda, kao Sto su npr. obiteljska anamneza raka Stitnjace, prethodno zracenje glave i vrata
ili tvrd Gvor pri palpaciji, ukazuju na veéi rizik od malignosti. Cvorovi §titnjade otkriveni
metodom **FDG-PET ili scintigrafijom sestamibijem te potvrdeni ultrazvukom Stitnjace nose
povisen rizik malignosti te je stoga indicirana njihova punkcija.

Citoloska dijagnoza bolesti §titnjace zapravo je klinicko-citoloska dijagnoza, jer se
temelji na korelaciji citomorfoloske slike i dostupnih klinickih podataka.

Na osnovi rizika od malignosti u smjernicama Hrvatskog drustva za klini¢ku citologiju
predlozena je sljedeca kategorizacija promjena Stitnjace (50):

- benigne promjene (nodozna struma, adenomatoidni ¢vor, Hashimotov tireoiditis);
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- promjene neodredenog znacaja u pogledu malignosti (atipija neodredenog znacaja,
celularna folikularna promjena, hiperplazija Hiirthleovih stanica, suspektni folikularni tumor,
folikularni tumor, tumor Hiirthleovih stanica, suspektni papilarni karcinom, suspektni
medularni karcinom, ostali suspektni primarni i sekundarni maligni tumori);

- maligni tumori (papilarni karcinom, medularni karcinom, anaplasti¢ni karcinom);

- nedijagnostic¢ki nalazi (koloidna cista, pseudocisti¢na promjena, moguca nodozna struma,
moguca fibroza tkiva Stitnjace).

Postoje 1 druge, sli¢ne citoloSke podjele promjena Stitnjace, poput primjerice poznate
Bethesda-kategorizacije (51).

Ponekad se u sklopu aspiracijske citologije koriste dodatne metode, koje pomazu u
odredivanju vrste tumora, razlikovanju primarnog od metastatskog tumora i diferencijalnoj
dijagnostici  suspektnih  promjena. NajceS¢e primjenjivane dodatne metode su
imunocitokemijska, PCR i proto¢na citometrija.

Najvedi izazov predstavljaju promjene Stitnjate neodredenog znacaja u pogledu malignosti.
Niti jedan klinic¢ki ni laboratorijski test nije dovoljno osjetljiv ni specifican da bi pouzdano
razlucio maligne od benignih citoloski dijagnosticiranih folikularnih tumora stitnjace (52).

Istrazivani su imunocitokemijskom i metodom RT-PCR brojni tumorski biljezi, od
kojih su najbolje rezultate u pogledu senzitivnosti i specifi¢nosti postigli galektin-3, CD44v6,
HBME-1, CK19 i PAX8-PPARy (53-55). Upotreba najmanje dvaju od navedenih biljega
preporucuje se kod citomorfoloSkih promjena koje ukazuju na promjene Stitnjace
neodredenog znacaja u pogledu malignosti, osobito ukoliko se radi o promjenama niskog

rizika malignosti (celularna folikularna promjena ili suspektni folikularni tumor).

1.1.1.5.4. Scintigrafija cijelog tijela **'I kod diferenciranih karcinoma 3titnjace

I PKS i FKS nastaju od folikularnih stanica $titnjace, osjetljivi su na stimulaciju s

TSH, sintetiziraju tireoglobulin i nakupljaju jod. Potonja je njihova znacajka klju¢na za

lijecenje 1 postoperacijsko scintigrafsko pracenje koji se temelje na radioaktivnom izotopu
joda, 3.

Dijagnosticka radiojodna scintigrafija cijelog tijela obi¢no prethodi radiojodnoj

terapiji, a omogucuje evaluaciju ostatnog tkiva $titnjace i eventualne prisutnosti presadnica.

Dijagnostic¢ka scintigrafija cijelog tijela izvodi se uz primjenu 37-111 MBq (1-3 mCi), rjede

185 MBq (5 mCi) aktivnosti **'I, a snima se gama-kamerom 2-3 dana kasnije. Danas se &esto
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izbjegava dijagnosti¢ka scintigrafija cijelog tijela prije terapije *'I, jer su pojedini autori
uocili negativan udinak dijagnosticke primjene **'I na kasniju terapiju **'1 (56-59). Naime,
opisano je da je nakupljanje terapijske doze radiojoda snizeno nakon prethodnog
dijagnosti¢kog snimanja primjenom **!I. Ovaj se ucinak pripisuje privremenoj disfunkciji
tkiva Stitnjace, Sto se u anglosaksonskoj literaturi naziva stunning. Vjeruje se da ovaj fenomen
ima potencijal smanjenja terapijske ucinkovitosti By, Taj je ucinak osobito zabiljezen kod
primjene visih dijagnostickih doza **!I (185 — 370 MBgq, tj. 5-10 mCi) (58).

Novija su istrazivanja, medutim, poboljsala nase razumijevanje ovog ucinka te tvrde drukcije.
Naime, osim stunninga, i drugi su mehanizmi odgovorni, mozda i predominantni, za smanjeni
terapijski unos radiojoda (60-62). Novije studije nisu potvrdile negativni ucinak
predterapijskog snimanja jodom-131 na ishod naknadne ablacijske terapije (60, 62).

Smatra se da je **I manje u¢inkovit kao dijagnosti¢ki biljeg u odnosu na **1, a i
visestruko je skuplji, stoga se rijetko koristi u dijagnostic¢koj radiojodnoj scintigrafiji (63).
Optimalna priprema bolesnika klju¢na je za uspjeh radiojodne scintigrafije i terapije, a
obuhvaca poviSenje razine TSH bilo uskratom hormona S§titnjace, bilo primjenom rhTSH.
Dijeta s malo joda pomaze nakupljanju joda u ostatnom tkivu $titnjace (64, 65).

Dijagnosti¢ka scintigrafija **'I nije rutinski indicirana u pracenju bolesnika bez
znakova bolesti, a u niskorizi¢nih bolesnika s negativnim stimuliranim tireoglobulinom (Tg) 1

urednim ultrazvukom vrata nakon provedene ablacijske terapije ***

I Cesto se ne preporucuje
(66). Dijagnosticka scintigrafija cijelog tijela *!I primjenjuje se prije ablacije kada je upitan
opseg provedenog operativnog zahvata ili kada je nalaz potreban za odluku o terapiji ili dozi
radiojoda. Postterapijska scintigrafija cijelog tijela izvodi se 5-8 dana nakon terapijske
primjene radiojoda. Ona je znatno osjetljivija od dijagnosticke scintigrafije cijelog tijela,
osobito u otkrivanju presadnica, te omogucéuje bolju procjenu proSirenosti bolesti (67-69),
kako u inicijalnoj dijagnostickoj obradi tako i tijekom pracenja bolesnika. Radiojodna
scintigrafija, osobito postterapijska (67, 70), moze se kombinirati sa SPECT-om (71), Sto
poboljsava lokalizaciju presadnica (72). Nakupljanje radiojoda u presadnicama, kao i njihova
manja veli¢ina, ima povoljan prognosti¢ki znacaj. Primjerice, stope preZivljenja kod bolesnika
s malim pluénim presadnicama koje nakupljaju radiojod znacajno su bolje no kod velikih
presadnica koje su neavidne za radiojod (73). Nakupljanje radiojoda u tumorskom tkivu nesto
je losije kod starijih bolesnika, Sto je u skladu sa snizenom ekspresijom NIS-a i agresivnijim

tijekom bolesti kod bolesnika starije Zivotne dobi (13, 74).

14



1.1.1.5.5. PET/CT kod diferenciranih karcinoma Stitnjace

FDG-PETI/CT, tj. PET/CT koiji koristi **F-fluorodeoksiglukozu kao kontrast, pretraga je koja
ima vazno mjesto u evaluaciji presadnica i recidiva diferenciranih karcinoma Stitnjace (75-
77). Ponekad naime, presadnice DKS-a prestanu nakupljati radioaktivni jod te se vise ne
mogu vizualizirati na radiojodnoj scintigrafiji. Takve presadnice u pravilu nakupljaju FDG,
nalazimo ih kod agresivnijih tumora ili slabije diferencijacije, odnosno dediferencijacije DKS-
a, te su znak loSije prognoze, losijeg ishoda bolesti. FDG-PET/CT pretraga komplementarna
je s radiojodnom scintigrafijom u evaluiranju prosirenosti DKS-a kod sumnje na aktivnu
bolest, a osobito je bitna kod visokorizi¢nih bolesnika, koji imaju vecu vjerojatnost povrata
i/ili  proSirenosti bolesti. Tradicionalno se FDG-PET/CT provodio bez prekida
nadomjesne/supresijske terapije L-tiroksinom, no nedavne su studije pokazale da visoke
razine TSH znac¢ajno pobolj$avaju dijagnosticku ucinkovitost (78-80), stoga bi priprema za
FDG-PET/CT trebala biti sli¢na kao za radiojodnu scintigrafiju. FDG-PET/CT i radiojodna

scintigrafija mogu se u€initi sekvencijski nakon uskrate hormona $titnjace ili primjene rhTSH.
1.1.1.5.6. CT i MR Kkod diferenciranih karcinoma Stitnjace

Kod visokoriziénih bolesnika po potrebi se u evaluaciji prosirenosti DKS-a moze koristiti CT
ili MR. Makroskopska invazija struktura na vratu evaluira se CT-om ili MR-om kako bi se
procijenila eventualna proSirenost tumora Stitnjace u podrucje larinksa, traheje, ezofagusa ili
velikih krvnih zila i zivaca (81, 82). CT-om se mogu dobro evaluirati eventualno prisutne
pluéne presadnice (75). Lezije u kraljeScima, koje potencijalno mogu uzrokovati kompresiju
ledne mozdine, kao 1 sumnja na mozdane presadnice, zahtijeva provodenje MR-a podrucja od
interesa, osobito imajuci na umu da nakon radiojodne terapije moze nastupiti edem tumorskog
tkiva uz pojavu simptoma kompresije (83). Edem tumorskog tkiva moze se pojaviti i kod
primjene thTSH. CT ili MR se, prema klinickoj indikaciji, provode u inicijalnoj evaluaciji

proSirenosti bolesti ili tijekom pra¢enja bolesnika.
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1.1.1.6. Lijecenje diferenciranih karcinoma Stitnjace
1.1.1.6.1. Kirursko lije¢enje diferenciranih karcinoma Stitnjace

Standard kirurSkog lijeCenja diferenciranog karcinoma Stitnjace je totalna (ili skoro
totalna) tireoidektomija (15, 84-87). Uz totalnu tireoidektomiju indicirana je disekcija vrata
koja ukljucuje regije VIi VII, a prema potrebi (88) moze ukljucivati i modificiranu radikalnu
disekciju vrata (tip I, 11, 1) (89). Kod invazivnijeg oblika bolesti moze biti indicirana i
radikalna (proSirena) disekcija vrata uz odstranjenje dodatnih nelimfatickih struktura (90-93).
Kod operativnog zahvata zbog benignih promjena, ukoliko se intraoperativnim
patohistoloskim nalazom kao sluCajan nalaz otkrije karcinom, takoder se izvodi totalna
tireoidektomija. Od dovrSenja operativnog zahvata (reoperacije) mogu se izuzeti niskorizi¢ni
bolesnici s izoliranim papilarnim karcinomom manjim od 1 cm bez zahvacenosti limfnih
¢vorova i proboja kapsule Stitnjace (94). Kao alternativa dovrsetku operativnog zahvata moze

se razmotriti radiojodna ablacija ostatnog tkiva $titnjace (95, 96).

1.1.1.6.2. Lijecenje radioaktivnim jodom diferenciranih karcinoma Stitnjace
1.1.1.6.2.1. Ablacija ostatnog tkiva na vratu

Stanice diferenciranih karcinoma $titnjace, premda maligno promijenjene, pokazuju u
odredenoj mjeri sposobnost metaboliziranja joda poput normalnih folikularnih stanica
(tireocita), Sto omogucuje njihovo lijecenje radioaktivnim izotopom joda, B,

Nakon kirurSkog zahvata (totalne tireoidektomije sa ili bez disekcije vrata, ovisno o
prosirenosti bolesti) slijedi ablacija ostatnog tkiva Stitnjate primjenom radioaktivnog joda
(*'1) (97). Ablacijom ostatnog tkiva §titnjace **'I unistava se ostatno tkivo Stitnjace, te
moguc¢e mikrometastaze diferenciranog karcinoma Stitnja¢e. Ablacijskom radiojodnom
terapijom postizu se tri bitna cilja — uni$tavaju se moguéa mikroskopska Zarista DKS-a, ¢ime
se moze smanjiti lokalni i regionalni recidiv bolesti, a vjerojatno i smrtnost od karcinoma

Stitnjace (15).

Nakon ablacije ostatnog tkiva Stitnjace olakSano je pracenje bolesnika, te je omoguceno rano

otkrivanje recidiva bolesti koje se temelji na pra¢enju serumske vrijednosti tumorskog biljega

131

tireoglobulina (Tg) i scintigrafiji cijelog tijela 1. Naime, nakon kirurSske i radiojodne
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ablacije Stitnjace, u slucaju potpunog odgovora na terapiju i kod odsutnosti bolesti, vrijednost
tumorskog biljega tireoglobulina bit ¢e nemjerljivo niska. Primjena visoke aktivnosti B
omogucava nam i izvodenje dodatne, postterapijske scintigrafije cijelog tijela 5-8 dana po
primjeni *!I, ¢ime se znalajno poveéava osjetljivost pretrage u otkrivanju potencijalnih
prethodno nedetektiranih ZariSta tumora (98-101).

Ablacija je indicirana u svih bolesnika s diferenciranim karcinomom Stitnja¢e osim u onih s
vrlo niskim rizikom od recidiva (102). Poviseni TSH (>30 mU/L) stimulira nakupljanje *'1 u
ostatnom tkivu Stitnjace. Kako bi se postiglo poviSenje razine TSH, bolesnicima se uskracuje
terapija L-tiroksinom oko 4 tjedna prije planirane ablacije, ili se, alternativno, moze aplicirati
rhTSH. Dijeta s malo joda preporuca se u periodu 3 tjedna prije terapijske primjene radiojoda

(manje od 50 pg/dan), osobito u osoba s velikim unosom joda.

Razlikujemo tri pristupa terapiji *'1: empirijske fiksne doze (103, 104), najveée sigurne doze
temeljene na dozimetriji cijelog tijela i krvi te kvantitativnu tumorsku dozimetriju (105, 106).
Do danas nema sigurnih dokaza prednosti jedne metode odredivanja doze **'1 nad drugom

(105, 106).

1.1.1.6.2.2. Lijecenje hematogenih metastaza diferenciranih karcinoma Stitnjace

radioaktivnim jodom

Hematogene presadnice kod DKS najéesée zadrzavaju sposobnost zdravog tkiva
Stitnjace da nakuplja jod, time i radioaktivni jod (RAI, 131I), Sto predstavlja vrijednu terapijsku
opciju u lijeCenju metastatske bolesti, koja moze dovesti i do potpune regresije presadnica,
osobito sitnih presadnica u plu¢ima, kakve su naj¢eS¢e kod juvenilnih oblika metastatskih
DKS. U slu¢aju pojave hematogenih metastaza, viestruke terapije radiojodom kod oko 40%
bolesnika dovode do potpune regresije bolesti unutar 5 godina, sa stopom povrata bolesti od
svega 7% (107). Medutim, bolesnici koji ne odgovore adekvatno na radiojodnu terapiju imaju
5-godisnje prezivljenje od svega 19%. U bolesnika s bolesti koja perzistira nakon primjene
kumulativne doze od 22 GBq (600 mCi) radiojoda, primjena narednih ciklusa radiojodne
terapije temelji se na individualiziranoj procjeni, uzimajuci u obzir dotadaSnju dobit od RAI i
vjerojatnost daljnje radiosenzitivnosti bolesti. RAIl-refraktorna bolest ¢eS¢a je u bolesnika
starijih od 40 godina, onih s velikim metastazama ili s manje diferenciranim karcinomima

Stitnjace, kao i onih kod kojih postoji intenzivno nakupljanje FDG-glukoze na PET/CT-u
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(107, 108). RAIl-refraktorna bolest naj¢eS¢e je agresivna (107), te predstavlja terapijski

problem.

Postoji korelacija izmedu primijenjene doze radiojoda i rizika od razvoja sekundarnih
zlo¢udnih tumora, ukljucujuéi razlicite solidne tumore i leukemije, osobito akutnu mijeloicnu
leukemiju (109). Temeljem ovih i drugih terapijskih rizika radioaktivnog joda (pluéna fibroza,
kserostomija, poremecaji rada suznih zlijezda), preporuka je da se radiojodna terapija moze
ponavljati do postizanja kumulativne doze od oko 600 mCi, nakon ¢ega je treba primjenjivati
temeljem individualne procjene za svakog pojedinog bolesnika, uzimaju¢i u obzir
procijenjenu dobit i moguce rizike (109-111). Nastavak terapije radiojodom treba tada

ograniciti samo na bolesnike koji na navedenu terapiju imaju jasan odgovor.

1.1.1.6.3. Supresija TSH u lijeenju diferenciranih karcinoma Stitnjace

Zbog nepostojanja funkcionalnog tkiva Stitnjace nakon totalne tireoidektomije,
neophodno je potrebno nadoknadivati hormone S§titnjae, S§to se provodi primjenom
levotiroksina (L-tiroksina, L-T4). Medutim, osim nadoknade tj. supstitucije hormona
Stitnjace, L-tiroksin sluzi 1 za supresiju tireotropina (TSH) kod visokorizi¢nih ili bolesnika s
perzistiraju¢im diferenciranim karcinomima Stitnjace. Vise klinickih studija dokazalo je
pozitivan uéinak na sprje¢avanje povrata bolesti kod visokorizi¢nih DKS (112-116).
Medutim, niskorizi¢ni bolesnici nemaju korist od supresije TSH (117). Svega oko 20%
bolesnika s lije¢enim DKS koji nemaju znakova bolesti, tj. kod kojih bolest nije prisutna,
spadaju u skupinu visokorizicnih bolesnika, dok ostalih 80% ubrajamo u skupinu
niskorizi¢nih bolesnika, tj. onih kojima nije potrebna supresija TSH. No i kod visokorizi¢nih
bolesnika prije definitivne odluke o primjeni terapije supresijom TSH treba razmotriti
znacCajke bolesnika, osobito dob, popratne bolesti, napose kardioloske ili izrazenu
osteoporozu. Ukoliko je rije¢ o (osobito starijim) bolesnicima s kardioloskim tegobama,
osteopenijom ili ve¢ izrazenom osteoporozom, jatrogena hipertireoza ¢e pogorsati ili izazvati
fibrilaciju atrija i1 razvoj ili pogorSanje osteoporoze, §to moze predstavljati vecéi zdravstveni
rizik od rizika od povrata DKS-a, osobito uzimaju¢i u obzir i o&ekivano trajanje Zivota
bolesnika (118). Preporuca se individualizirani pristup svakom bolesniku uzimajuci u obzir ne

samo rizi¢ne ¢imbenike diferenciranog karcinoma Stitnjate od kojeg je pojedini bolesnik
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lijec¢en, ve¢ 1 njegovu dob i1 popratne bolesti, kako bi se procijenila dobit i potencijalna Steta

od primjene supresijskih doza L-tiroksina (119).

1.1.1.6.4. Radioterapija vanjskim snopovima i ostali lokalni oblici lijeCenja

diferenciranih karcinoma Stitnjace

ZraCenje vrata vanjskim snopovima, tzv. eksterna radioterapija (ERT), primjenjuje se,
osim za lokoregionalnu kontrolu bolesti, i za palijaciju simptoma kod hematogenih metastaza
(120).

Indicirana je kod lokalno neresektabilnih ili nepotpuno resektabilnih tumora Stitnjace
ili/i regionalnih presadnica u vratnim limfnim ¢vorovima, osobito ako ne nakupljaju radiojod
ili su simptomatske, te stalnih lokalnih recidiva (100). Uloga adjuvantnog zracenja u
visokorizi¢nih bolesnika nakon radikalne operacije zbog karcinoma $titnjace kontroverzna je,
no njegova primjena moze se razmotriti, osobito kod bolesti koja recidivira, jer postoje podaci
u literaturi koji ukazuju na moguéu bolju lokalnu/lokoregionalnu kontrolu bolesti nakon
adjuvantne radioterapije vanjskim snopovima (121).

Bolesnici s asimptomatskim ili sporoprogrediraju¢im presadnicama se samo prate, no
simptomatske ili brzoprogredirajue presadnice, koje je potrebno lijeciti, predstavljaju
terapijski problem.

Radioterapija vanjskim snopovima (ili kirur§ka ekscizija) obi¢no se primjenjuje za
metastaze koje se povecavaju te prijete, ili su ve¢ izazvale, simptomatsku bolest, za palijaciju

simptoma — prvenstveno boli ili smetnji disanja te za prevenciju patoloske frakture kosti.

Ostale moguénosti lokalnog lije¢enja hematogeno proSirene bolesti jesu: operacija,
radiofrekvencijska ili krioablacija (prvenstveno za jetrene presadnice), drenaza pleuralnih
izljeva, (kemo)embolizacija, radiofrekvencijska ablacija. Moguce je i kombinirati nekoliko
vrsta palijativnog lijeCenja, lokalnog i/ili sustavnog. U lijeenju vrlo rijetkih mozdanih
presadnica, vaznu ulogu ima ciljana radioterapija gama-nozem ili tzv. radiokirurgija, po
potrebi uz zracenje cijelog mozga. Stereotaksijskom radioterapijom isporucuju se visoke doze

zracenja na male volumene sijela presadnica izvan mozga.
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1.1.1.6.5. Standardna kemoterapija u lijeCenju diferenciranih karcinoma Stitnjace

Ponekad presadnice DKS postanu refraktorne na radioaktivni jod. Procjena je da oko
5% svih klini¢kih oblika raka Stitnjace postane refraktorno na RAI (107, 122). Izmedu 7% i
23% bolesnika s DKS razvije hematogene presadnice (14), a od toga ¢e ih 30% do 50%, po
nekima ¢ak i 66%, postati refraktorni na terapiju radioaktivnim jodom (14, 54, 107, 122).
Definicija rezistencije na radioaktivni jod ukljuCuje prisutnost barem jednog tumorskog
zarista koje nimalo ne nakuplja RAI ili progresiju bolesti unutar godine dana nakon terapijske
aplikacije radiojoda (123).

RAIl-refraktorna bolest najéesce je agresivna (107), te predstavlja terapijski problem.
Bolesnici s udaljenim presadnicama diferenciranog karcinoma Stitnjace koje su osjetljive na
terapiju radiojodom imaju srednje 10-godisnje prezivljenje od 20%, Cesto i preko 50% (124),
a kad presadnice postanu refraktorne na terapiju radioaktivnim jodom, medijan 10-godis$njeg
prezivljenja pada, po nekima na jo§ uvijek povoljnih 25-40% (122, 125), no po drugim
autorima na svega 10% (107). Smatra se, primjerice, da kod bolesnika s plu¢nim metastazama
koje Cesto intenzivno nakupljaju radioaktivni jod, 5-godiSnje prezivljenje pada sa 60-80% na
oko 30% kada bolest postane refraktorna na terapiju radiojodom (126).

Medutim, vrlo je vazno imati na umu da metastatski DKS moze dugo vremena biti
stabilan, tj. bez progresije i asimptomatski, te takvi bolesnici nisu kandidati za terapiju, jer
njezina toksi¢nost prevladava nad pozitivnim terapijskim ucincima (14, 107).

Bolesnici s asimptomatskim ili sporoprogrediraju¢im presadnicama samo se prate, no
simptomatske ili brzoprogredirajue presadnice, koje je potrebno lijeciti, predstavljaju
terapijski problem.

Kemoterapija ima ograni¢enu ulogu kod DKS. Sustavna terapija ukljuéuje standardne
kemoterapijske protokole — monokemoterapiju doksorubicinom, koji se smatra
naju¢inkovitijim konvencionalnim citostatikom u lije¢enju KS, kombinaciju doksorubicina i
cisplatine (127), ili neki drugi, obi¢no polikemoterapijski protokol (citostatici koji se koriste,
osim doksorubicina i cisplatine jesu: bleomicin, vinkristin, taksani) (128). Stopa odgovora na
standardnu kemoterapiju je niska (10-20%), a nema pouzdanih podataka da produljuje ukupno
prezivljenje (129), jer nedostaju podaci prospektivnih randomiziranih studija o u¢inkovitosti

pojedinih terapijskih protokola (130).

20



1.1.1.6.6. Ciljana terapija u lijeCenju diferenciranih karcinoma Stitnjace

Otkri¢e novih, ciljanih terapija i poboljSano razumijevanje karcinogeneze u Stitnjaci
(54, 131-134) dovelo je do velikog interesa za primjenu bioloskih ciljanih lijekova i u
lijeCenju raka StitnjaCe, prvenstveno u lijeCenju medularnih karcinoma Stitnjace, kao i

diferenciranih karcinoma Stitnja¢e refraktornih na radioaktivni jod (135).

Ciljane terapije kod RAl-refraktornog DKS djeluju putem dvaju glavnih mehanizama
— inhibicije angiogeneze te inhibicije stani¢ne proliferacije i prezivljenja. Inhibicija
angiogeneze ucinkovito je terapijsko oruzje, jer su karcinomi Stitnjace visoko vaskularizirani,
te ovise o adekvatnoj vaskularizaciji za osiguravanje hranjivih tvari i kisika $to je preduvjet
njihova tumorskog rasta. VEGF je glavni pokreta¢ tumorske vaskularizacije te je njegova
povecana ekspresija povezana s ve¢om tumorskom masom i lo§ijom prognozom kod DKS
(33). PDGF je drugi ¢imbenik rasta ¢ija se aktivnost nadopunjuje s onom VEGF-a u
neoangiogenezi (136). MAPK/ERK/AKT signalni putevi klju¢ni su regulatori stani¢ne
proliferacije i prezivljenja. Mutacije i abnormalna aktivacija gena koji kodiraju za sastavne

dijelove ovih signalnih puteva &esti su kod DKS (137, 138).

Dva su lijeka do sada odobrena od strane EMA 1 FDA za lijecenje brzoprogrediraju¢ih
ili agresivnih simptomatskih diferenciranih karcinoma S§titnjace refraktornih na radiojod u
bolesnika s metastatskom ili/i lokalno/lokoregionalno uznapredovalom neresektabilnom

boles¢u. Rije¢ je o multikinaznim inhibitorima sorafenibu (139-141) i lenvatinibu (142).

Sorafenib je peroralni multikinazni inhibitor koji cilja kako na tirozin-kinazne receptore na
stani¢noj povrsini, tako i na nizvodne intracelularne serin/treonin kinaze u RAS/MAPK
kaskadi. Ovaj lijek inhibira VEGFR-1, -2, i -3, RET (uklju¢uju¢i RET/PTC), RAF
(ukljucéuju¢i BRAFV600E), PDGFR-B, FLT3 i c-KIT. Na taj nacin sorafenib suzbija ne samo
neoangiogenezu, ve¢ i proliferaciju tumorskih stanica. Lenvatinib je oralni multikinazni

inhibitor VEGFR-1, -2 i -3, FGFR-1-4, PDGFR-a, RET i KIT.

Oba su se lijeka pokazala u¢inkovitima kod bolesnika s diferenciranim karcinomima Stitnjace
refraktornima na terapiju radioaktivnim jodom (143). Medutim, kako je rije¢ o terapiji s dosta
nuspojava, Sto Cesto dovodi do potrebe za modifikacijom doze ili ¢ak trajnim prekidom
terapije 1 moze utjecati na kvalitetu Zivota bolesnika, a imaju¢i na umu da je rije¢ o terapiji
koja se primjenjuje do pojave progresije bolesti ili neprihvatljive toksicnosti, Sto moze trajati i

vise godina, te uzimajuéi u obzir &injenicu da velik broj bolesnika s metastatskim DKS ima
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asimptomatsku i dugo vremena stabilnu, neprogresivnu bolest, potrebna je stroga selekcija
bolesnika i1 odluka o pravom trenutku, ni prerano ni prekasno, zapocinjanja sustavne ciljane
terapije (144). Bolesnici kojima je zaista potrebno zapoceti terapiju sorafenibom ili
lenvatinibom su samo oni koji imaju brzoprogrediraju¢i ili agresivni simptomatski RAI-

refraktorni DKS, dok je kod ostalih potrebno samo pazljivo i redovito praéenje.

1.1.1.7. Prognosticki ¢imbenici i sustavi stupnjevanja diferenciranih karcinoma Stitnjace

Ishod bolesti kod bolesnika adekvatno lije¢enih zbog DKS obiéno je povoljan.
Ukupno 10-godisnje prezivljenje kod odraslih s DKS iznosi 80-90%. Medutim, kod 5-20%
bolesnika nastupi lokalni ili regionalni povrat bolesti, a kod 10-15% udaljene metastaze.
Stoga je procjena rizika, kako od povrata bolesti, recidiva, tako i od smrti od DKS, bitna, te
postoje razli¢iti sustavi njegove procjene. Navedeno omogucuje to¢niju prognozu klinickog

tijeka bolesti i donoSenje adekvatnih terapijskih odluka.

1.1.1.7.1. Prognostic¢ki ¢cimbenici

Za nekoliko se ¢imbenika konzistentno, u vise razlicitih istrazivanja, utvrdio znacaj u
predvidanju rizika povrata bolesti u velikim multivarijantnim analizama velikih kohorti

bolesnika.

Dob bolesnika u trenutku postavljanja dijagnoze bitan je prognosticki ¢imbenik kod DKS.
Rizik od povrata bolesti i smrti od DKS raste s dobi, osobito nakon 40. godine Zivota (15, 99).
Djeca mlada od 10 godina pod ve¢im su rizikom od recidiva od starije djece i adolescenata

(145).

Muski spol pokazao se loSim neovisnim prognostickim ¢imbenikom u nekim, no ne i u svim

studijama (86, 146-148).

Histoloski tip diferenciranog karcinoma Sstitnjace takoder je prognosticki ¢imbenik (86, 147,
149, 150). PKS imaju bolju prognozu od FKS. Medutim, ako se eliminiraju ¢imbenici dobi i
prosirenosti bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze, stope prezivljenja su sli¢ne. Unutar
skupine papilarnih karcinoma Stitnjace postoje specifi¢ni histoloski podtipovi s loSijom
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prognozom, primjerice visokostani¢ni i kolumnarni, a slabiji stupanj diferencijacije i
limfovaskularna invazija takoder su ¢imbenici loije prognoze. Osobine FKS povezane s
losijom prognozom su ,Sirokoinvazivni®“ i ,,vaskularno invazivni“. Onkocitni folikularni
karcinomi S§titnjace, obi¢no nazvani karcinomima Hiirthleovih stanica, takoder imaju nesto

loSiju prognozu.

ProSirenost bolesti najbitniji je prognosticki ¢imbenik kod DKS. Rizik od povrata bolesti
povezan je s veli¢inom primarnog tumora (15, 146, 147), probojem Cahure $titnjace tj. tzv.
ekstrakapsularnom invazijom (ETE) (15, 151), prisutno$¢u presadnica u podru¢nim limfnim

¢vorovima (151, 152), te prisutnos¢u udaljenih, hematogenih presadnica (124, 153, 154).
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1.1.1.7.2. Sustavi stupnjevanja

Tijekom godina predlagani su razli¢iti sustavi stupnjevanja DKS, te se razvijaju i dalje
(155, 156). Najcesce upotrebljavani su: TNM-Klasifikacija po AJCC/UICC (157), AGES
(158), MACIS (153), AMES (146), EORTC (159). U tablici 1. navedeni su parametri koji se

uzimaju u obzir kod pojedinog sustava stupnjevanja DKS. Najvise informacija o prognozi

pruzaju TNM-sustav i MACIS.

Tablica 1. Sustavi stupnjevanja i sheme vrednovanja za procjenu rizika u bolesnika s

diferenciranim karcinomima stitnjace

Sustavi stupnjevanja i sheme vrednovanja

TNM EORTC AMES AGES MACIS
(PKS, FKS) | (PKS, FKS) | (PKS, FKS) (PKS) (PKS)
Dob X X X X X
Spol X X X
Stanicni tip X X
Veli€¢ina tm X X X X
Gradus X
ETE X X X X X
N+ X
M+ X X X X X
Nepotpuna
. X
resekcija
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TNM-sustav AJCC/UICC Siroko je rasprostranjen u cijelom svijetu te se najcesce
koristi, a naveden je u tablicama 2. i 3. (157). Njegova je specifi¢nost kod karcinoma $titnjace
(u odnosu na stupnjevanje zlo¢udnih tumora drugih lokalizacija) $to se uzima u obzir dob
bolesnika kod stupnjevanja u stadije. Tako se bolesnici mladi od 45 godina svrstavaju u
stadije bolesti 1. ili Il., ovisno o odsutnosti ili prisutnosti udaljenih metastaza, dok tek
bolesnici u dobi od 45 godina ili stariji mogu imati IlI. ili 1V. stadij bolesti; navedeno je
proizaslo iz podataka o puno boljoj prognozi bolesti kod mladih bolesnika, ¢ak 1 kod
prisutnosti udaljenih metastaza, uslijed velike u¢inkovitosti radiojodne terapije i povoljnijeg

biologkog ponasanja DKS-a u mladoj Zivotnoj dobi (155).

S klini¢kog stajalista, sustavi stupnjevanja rizi¢nosti od povrata bolesti i agresivnijeg
klinickog tijeka omogucuju individualizaciju terapije, te njezino prilagodavanje pojedinom
bolesniku ovisno o njegovim rizi€nim ¢imbenicima. Osim $to to omogucuje primjenu
optimalnog lijeCenja u optimalnom trenutku, jednako je bitno da se izbjegava nepotrebno i
pretjerano lijeCenje kod bolesnika s dobrom prognozom, jer svako lijeCenje moze imati
nuspojave i posljedice, ponekad i dugoroéne, te utjecati na kvalitetu zivota bolesnika. Principi
personalizirane medicine sve se vise upotrebljavaju i u zbrinjavanju bolesnika s karcinomima
Stitnjace. Daljnje spoznaje u podrucju molekularne medicine sigurno ¢e dodatno poboljsati i
sofisticirati pristup bolesniku, no joS uvijek su konvencionalni patohistoloSki i klinicki

parametri klju¢ni u donoSenju terapijskih odluka.
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Tablica 2. TNM - Kklasifikacija diferenciranih karcinoma Stitnjaée prema AJCC/UICC (7.
izdanje, 2010. godine) (157)

T0

Tla

T1lb

T2

T3

T4a

T4b

NO

Nla

N1b

MO

M1

Definicija

nema znakova primarnog tumora

tumor <1 cm, bez §irenja izvan Stitnjace

tumor >1 cm, ali <2 cm u najve¢em promjeru, bez Sirenja izvan Stitnjace
tumor >2 c¢m, ali <4 cm u najveem promjeru, bez Sirenja izvan Stitnjace
tumor >4 cm u najveéem promjeru, ogranicen na Stitnjacu

tumor bilo koje veli¢ine s minimalnim Sirenjem izvan Stitnjace (npr. Sirenje
u sternotireoidni misi¢ ili u peritireoidna meka tkiva)

tumor bilo koje veli¢ine koji se Siri izvan kapsule Stitnjace i invadira
supkutana meka tkiva, larinks, traheju, ezofagus ili povratni laringealni
Zivac

tumor bilo koje veli¢ine koji invadira prevertebralnu fasciju ili okruzuje
karotidnu arteriju ili medijastinalne krvne Zile

nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima

metastaze u limfnim ¢vorovima regije VI (pretrahealni, paratrahealni i
prelaringealni/delfijski limfni ¢vorovi)

metastaze u unilateralnim, bilateralnim ili kontralateralnim vratnim
(regije I, 11, 11, 1V ili V) ili retrofaringealnim ili gornjim medijastinalnim
limfnim ¢vorovima (regija VII)

nema udaljenih metastaza

prisutne udaljene metastaze
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Tablica 3. Klasifikacija stadija bolesti diferenciranih karcinoma §titnja¢e prema AJCC/UICC
(7. izdanje, 2010. godine) (157)

Bolesnici mladi od 45 godina u trenutku postavljanja dijagnoze

Stadij I bilo koji T bilo koji N MO

Stadij 11 bilo koji T bilo koji N M1

Bolesnici u dobi od 45 god. ili stariji u trenutku postavljanja dijagnoze

Stadij | T1 NO MO
Stadij I T2 NO MO
Stadij 11 T3 NO MO
T1-T3 Nla MO
Stadij IVa T4a NO MO
T4a Nla MO
T1-T4a N1b MO
Stadij 1Vb T4b bilo koji N MO
Stadij IVc bilo koji T bilo koji N M1

Smjernice svih relevantnih drustava za Stitnjacu veliku pozornost posvecuju rizicnim

¢imbenicima i sustavima stupnjevanja bolesnika s diferenciranim karcinomima Stitnjace.

Hrvatsko druitvo za §titnja¢u (HDS) takoder je, 2008. godine, objavilo dijagnosticke i
terapijske smjernice za diferencirani karcinom S$titnjace (160). U naSim smjernicama se
bolesnici s DKS dijele u tri rizi¢ne skupine. Skupina vrlo niskog rizika obuhvaca bolesnike s

diferenciranim karcinomom Stitnjac¢e kod kojih je prisutno sve navedeno - proveden potpuni
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operativni zahvat, unifokalni tumor manji od 1 cm i povoljan histoloski nalaz, nema Sirenja

tumora izvan kapsule $titnjace niti regionalnih ili udaljenih metastaza (NO, MO).

Visokorizi¢na skupina obuhvaca bolesnike s jednim od navedenog - s udaljenim
metastazama (M1) ili kod kojih primarni tumor nije u potpunosti odstranjen, ili ako je tumor u
potpunosti odstranjen, ali u bolesnika postoji visok rizik recidiva ili mortaliteta zbog jedne od
sljede¢ih Cinjenica - tumor se $iri izvan kapsule Stitnjace (T3 ili T4) ili su zahvaceni limfni
¢vorovi (N1) ili je nepovoljnog histoloskog nalaza. Niskorizi¢na skupina obuhvaca sve ostale

bolesnike.

Smjernice Ameri¢kog druStva za $titnjatu (ATA) iz 2015. godine (98) koriste
stratifikaciju bolesnika prema rizi¢nim kategorijama ovisno o kombinaciji patohistoloskih
i klini¢kih parametara (tablica 4.), kao i podjelu bolesnika prema odgovoru na terapiju tj.
klinickom ishodu bolesti (tablica 5.). Ovisno o svrstavanju bolesnika u pojedinu kategoriju,
moze se intenzivirati ili ublaZziti ucestalost i opseg dijagnosti¢kih postupaka tijekom inicijalne
obrade i praéenja, te individualizirati terapija — primjerice opseznost operacijskog zahvata,
doza radiojoda u ablaciji ostatnog tkiva ili njezino izostavljanje, odluka o provodenju

supresije TSH ili samo supstitucije L-tiroksinom.

Tablica 4. Stratifikacija rizika bolesnika s diferenciranim karcinomima Stitnjace prema

smjernicama ATA (engl. American Thyroid Association) 2015. (98)

ATA-niskorizi¢ni:

e Papilarni karcinom S$titnjace (sa svim dolje navedenim):

— bez lokalnih ili udaljenih presadnica;

— potpuna resekcija makroskopske bolesti;

— bez tumorske invazije u lokoregionalna tkiva ili strukture;

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

— ako je primijenjen 131-I, bez RAl-avidnih metastatskih sijela izvan leziSta
StitnjaCe na 1. postterapijskoj radiojodnoj scintigrafiji cijelog tijela;

— bez vaskularne invazije;

— klini¢ki NO ili <5 pN1 mikrometastaza (najveca - dimenzija <0,2 cm);
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Intratireoidna, inkapsulirana folikularna varijanta papilarnog karcinoma Stitnjace;
Intratireoidni, dobro diferencirani folikularni karcinom Stitnjace s kapsularnom
invazijom, ali bez ili s minimalnom (<4 fokusa) vaskularnom invazijom;
intratireoidni, papilarni mikrokarcinom, unifokalni ili multifokalni, iskljuc¢uju¢i one

koji su BRAF V600E mutirani (ako je ucinjena analiza)

ATA-srednjerizi¢ni:

Mikroskopska invazija tumora u peritireoidna meka tkiva;

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

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

PKS s vaskularnom invazijom;

Klini¢ki N1 ili >5 pN1 s time da su svi <3 ¢cm u najveéem promjeru;

Multifokalni papilarni mikrokarcinom s ETE i BRAFV600E mutirani (ako je u¢injena

analiza)

ATA-visokorizi¢ni:

Makroskopska invazija tumora u peritireoidna meka tkiva (makroskopska ETE);
Nepotpuna resekcija tumora;

Udaljene metastaze;

Postoperacijski serumski tireoglobulin sugerira udaljene metastaze;

pNI1 s bilo kojim metastatskim limfnim ¢vorom >3 cm u najve¢em promjeru;
Folikularni karcinom Stitnjace s ekstenzivnom vaskularnom invazijom (> 4 fokusa

vaskularne invazije)
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Tablica 5. Podjela bolesnika s diferenciranim karcinomima Stitnjate prema odgovoru na
terapiju (klinickom ishodu) po smjernicama ATA (American Thyroid Association) 2015. (98)

e QOdli¢an odgovor: bez klini¢kih, biokemijskih ili strukturnih znakova bolesti;

+ Biokemijski nepotpuni odgovor: poviseni Tg ili rastu¢e razine TG-At bez dokazive

bolesti;

» Strukturni nepotpuni odgovor: morfoloski patoloski supstrat;

* Neodredeni odgovor: nespecificni biokemijski ili strukturni nalazi koji se ne mogu sa

sigurno$¢u okarakterizirati niti kao benigni niti kao maligni. Ovo ukljucuje bolesnike
sa stabilnim ili padaju¢im vrijednostima Tg-At bez jasnog strukturnog dokaza o
prisutnosti bolesti

1.1.2. Adenomi Stitnjace

Folikularni adenomi (FA) benigni su inkapsulirani tumori $titnja¢e (161). Tumorsko
tkivo je gumasto, homogeno, okruglo ili ovalno te okruzeno tankom fibroznom ¢ahurom.
Folikularni adenomi Ceste su neoplazme Stitnjace. U dvije serije obdukcija, incidencija
adenoma Stitnjace iznosila je 3% i 4,3% (162, 163). Omjer folikularnih adenoma prema

folikularnim karcinomima u kirur§kim uzorcima iznosi priblizno 5 prema 1.

Vecina bolesnika s folikularnim adenomima nalaze se klini¢ki i biokemijski u
eutireozi. Oko 1% folikularnih adenoma su tzv. ,toksi¢ni adenomi®, koji uzrokuju
hipertireozu. Hipertireoza se obicno ne pojavljuje dok funkcionalni folikularni adenom ne
dosegne 3 cm u promjeru. Na radiojodnoj scintigrafiji Stitnja¢e funkcionalni folikularni
adenomi intenzivno nakupljaju radiojod te mogu suprimirati nakupljanje joda u ostatku
Stitnjace. Za razliku od toga, vecina folikularnih adenoma su hipofunkcionalni na tehnecijskoj

scintigrafiji Stitnjace.

Citoloski se u pravilu ne moze razlikovati folikularne adenome od folikularnih
karcinoma, stoga se obi¢no postavlja dijagnoza folikularne neoplazme. Zbog dijagnostic¢kih
ograni¢enja, mnogi bolesnici koji u kona¢nici imaju benigne folikularne lezije nepotrebno su
podvrgnuti operacijskim zahvatima. Naime, folikularni adenomi su benigne lezije, a ne

prekursori karcinoma (164).
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1.2. Proteini visoke pokretljivosti A, HMGA (engl. High Mobility Group A)

Stani¢na proliferacija i diferencijacija visoko su koordinirani procesi tijekom razvoja
organizma, te zahtijevaju preciznu regulaciju genske ekspresije. Jedan od procesa Koji
olakSava orkestraciju ovih promjena u obrascima genske ekspresije jest remodeliranje
kromatinske strukture, koje potom modulira interakciju transkripcijskih regulacijskih proteina
s DNA (165). Na ove trodimenzionalne promjene kromatinske strukture utjeCu takozvani

“arhitektonski (strukturni, gradevni) transkripcijski faktori” (166, 167).

Skupina proteina visoke pokretljivosti, tzv. proteini HMG (engl. High Mobility Group)
¢ine brojne heterogene, nehistonske komponente kromatina (168), koji djeluju kao takvi
arhitektonski ¢imbenici (169), doprinoseci regulaciji transkripcije (170, 171). Proteini visoke
pokretljivosti (HMG) ubrajaju se medu najvece i najbolje opisane skupine nehistonskih
kromosomskih proteina (172).

Proteini HMG otkriveni su godine 1973. (168). Definiramo ih kao jezgrine proteine
visoke elektroforetske pokretljivosti u poliakrilamidnim gelovima, a mogu biti ekstrahirani iz
jezgre ili kromatina pomoc¢u 0,35 M natrijevog klorida, i topljivi su u 5%-tnoj perklornoj ili
trikloro-octenoj kiselini. Imaju visoki sadrzaj nabijenih aminokiselina te molekulsku masu
<30 kDa. Obitelj proteina HMG podijeljena je u tri podskupine — HMGA, HMGB i HMGN,
prethodno oznacavani kao HMGI/'Y, HMG1/2, te HMG14/17 (173).

Proteini HMG veZu se na DNA i nukleosome 1 mijenjaju strukturu kromatina lokalno i
globalno. Dostupnost DNA unutar kromatina sredi$nji je ¢imbenik koji utje¢e na procese u
jezgri ovisne o DNA, kao $to su transkripcija, replikacija, rekombinacija, te stani¢ni popravak.
Proteini HMG udruzuju se s razli¢itim multiproteinskim kompleksima kako bi regulirali

spomenute procese mijenjaju¢i dostupnost DNA (174).

1.2.1. Struktura gena HMGA i proteina HMGA

Godine 1983., nova skupina proteina visoke pokretljivosti otkrivena je u stanicama
HeLa (175), a kasnije je ozna¢ena kao HMGA. Obitelj HMGA ¢ine tri proteina - HMGAla
(prethodno zvan HMGI) i HMGALb (prethodno zvan HMGY), koji su kodirani istim genom i
rezultat su alternativnog prekrajanja, te HMGAZ (prethodno zvan HMGI-C) (176).

Gen HMGA2 (NG_016296.1) smjesten je u ql3-15 segmentu kromosoma 12 i sadrzi
pet eksona koji su rasprSeni po genomskoj regiji >160 kb. Gen HMGA2 kodira protein
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HMGA2 koji postoji u dvije izoforme, pri ¢emu je izoforma a (NP _003474.1) dulja od
izoforme b (NP_003475.1 — 106 aminokiselina) (Slika 1.)

U normalnim stanicama, transkripti gena HMGA2 kodiraju prvenstveno dulju izoformu
proteina od 109 aminokiselina (12 kDa).

Proteini visoke pokretljivosti (168) skupine A, HMGA, mali su kromatinski
nehistonski strukturni proteini koji djeluju kao transkripcijski regulacijski ¢imbenici (169,
170, 172). U blizini njihova amino-kraja nalaze se tri kratka ponavljanja baza, nazvana ‘“kuke
AT”, pomocu kojih se ti proteini vezu na mali utor DNA u podruc¢jima bogatima adeninom i
timinom (177). “Kuke AT” ¢ine karakteristi¢ni funkcionalni pojavljajuci slijed pomocu kojih
se proteini HMGA mogu vezati za specificne strukture u DNA ili kromatinu neovisno o
slijedu nukleotida, jer prepoznaju strukturu svojih vezucih “partnera”, a ne odredeni slijed

nukleotida. Vezivanjem dolazi do konformacijskih promjena koje omogucavaju organiziranje

transkripcijskih faktora u kompleks zvan “pojacivac”.

Proteini HMGA djeluju stoga kao arhitektonski elementi koji modificiraju strukturu
svojih vezucih “partnera” kako bi generirali konformaciju koja omogucuje 1 olakSava razlicite

aktivnosti ovisne o DNA poput transkripcije, replikacije, rekombinacije i stani¢nog popravka.

1 2 3 10kb 4 5
5’ oo By X \

3/

HMGA2 | —

Slika 1. Struktura humanog gena HMGA2 (178)
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S druge strane, karboksi-kraj proteina HMGA bogat je kiselim aminokiselinama i
odgovoran je za ostvarivanje interakcija HMGA s drugim proteinima, tzv. proteinsko-
proteinskih interakcija. Takve interakcije dovode do strukturnih promjena vezanih proteina te

omogucavaju udruzivanje tih proteina u pojacivac (179, 180).

Proteini HMGA djeluju kao strukturni ¢imbenici i bitne su sastavnice pojacivaca, a
reguliraju transkripcijsku aktivnost gena razli¢itim mehanizmima (181). Vezuci se na DNA
mogu mijenjati njezinu konformaciju moduliraju¢i time jaCinu vezanja histona H1 kao i
sposobnost vezanja DNA drugih transkripcijskih faktora. Osim toga, proteini HMGA mogu se
izravno vezati na transkripcijske faktore mijenjajuéi i njihovu konformaciju i posljedi¢no
sposobnost vezanja DNA. Medudjelovanjem s transkripcijskom masinerijom, proteini HMGA
mijenjaju strukturu kromatina i time reguliraju transkripcijsku aktivnost vise gena, bilo
pojacavajuéi ili smanjujuci sposobnost nekih drugih (¢e$¢ih) transkripcijskih aktivatora i
supresora za vezanjem DNA. Oni medutim, sami po sebi ne posjeduju kapacitet za intrinzi¢ku
transkripcijsku aktivnost (169). Primjeri moguc¢ih mehanizama djelovanja proteina HMGA i

HMGAZ2 navedeni su na slici 2., odnosno na slici 3.

33



Nizak afinitet -

Slika 2. Mehanizmi djelovanja proteina HMGA (178)

Proteini HMGA sudjeluju u formiranju i moduliranju makromolekularnih kompeksa koji su
ukljuceni u razlicite bioloske procese. To ¢ine na neki od sljedec¢ih nacina:

a) vezudi se izravno s DNA, ¢ime mijenjaju njezinu konformaciju i posljedicno olakSavaju
vezanje skupina transkripcijskih faktora (TF). Proteini HMGA ulaze u interakcije i s DNAi s
TF ¢ime nastaju multiproteinski stereospecificni kompleksi vezani na DNA;

b) vezuci se za transkripcijske faktore Kkoji posjeduju nizak afinitet za DNA izravnim
proteinsko-proteinskim interakcijama, ¢ime mijenjaju njihovu konformaciju i poveéavaju
afinitet njihova vezivanja za DNA;

C) mijenjajuéi strukturu kromatina, vezuci se za specifi¢na podru¢ja na DNA koja omogucéuju

transkripciju izmjestanjem histona H1.
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Slika 3. Primjer utjecaja prekomjerne ekspresije HMGAZ2 na transkripcijske mehanizme
(aktivacija transkripcijskog faktora E2F1 putem HMGA2) (178)

Jedan od nacina kako proteini HMGA mogu provoditi svoju tumorigensku aktivnost je
djelovanjem na stani¢ni ciklus. pRB jedan je od glavnih proteina koji sluze kao regulatori
stani¢nog ciklusa i odrzavaju transkripcijski faktor E2F1 inaktivnim u kompleksu s histon-
deacetilazom 1 (HDACL), sto rezultira ko¢enjem transkripcije.

Kao posljedica prekomjerne ekspresije HMGAZ2, aktivira se transkripcija posredovanjem
E2F1 u Cetiri koraka: 1. korak — HMGAZ2 veze se za pRB, koji je spojen u kompleks s E2F1 i
histonskom deacetilazom 1 (HDAC1); (kompleks E2F1 i HDAC1 aktivno ko¢i transkripciju);
2. korak — interakcija HMGAZ2 s pRB izmjesta HDAC1 iz kompleksa; 3. korak — u odsutnosti
HDACY1, histonska deacetilaza (pCAF/p300) biva ,,regrutirana®, te putem acetilacije histona,
oslabljuje represiju transkripcije; 4. korak — histonska acetilaza acetilira i E2F1, stabilizirajuéi
ga u ,,slobodnom* aktivnom obliku. Posljedicno se HMGA?2 i pRB oslobadaju od E2F1.

Proteini HMGA Siroko su rasprostranjeni u prirodi i homolozi proteina HMGA
sisavaca otkriveni su kod kvasaca, insekata, biljaka, ptica, kao i u svim istraZivanim

skupinama sisavaca (182, 183).

Oba gena HMGA Ssiroko su eksprimirana tijekom embriogeneze, dok je njihova
ekspresija odsutna ili niska u diferenciranim tkivima odraslih (184, 185). Tijekom normalnog
razvoja, ekspresija HMGAZ2 ograni¢ena je na mezenhim (186). Ekspresija HMGA2 nije
detektirana ni u jednom od nekoliko razli¢itih analiziranih tkiva odraslih miSeva niti u zrelim
ljudskim tkivima (187), osim rijetkih iznimaka (testis, masno tkivo, skeletni misi¢i) (188).
Niska ekspresija HMGA2 uocena je u CD34-pozitivnim hematopoetskim mati¢énim stanicama

(189), u misjim preadipocitnim proliferiraju¢im stanicama (190) te u mejotiCnim i
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postmejotiénim stanicama testisa (sekundarnim spermatocitima i spermatidima) (191, 192).
Navedeno ukazuje na ulogu HMGAZ2 u hematopoezi, regulaciji tjelesne mase i adipogenezi
(190, 193), te spermatogenezi (191). Za razliku od toga, HMGAL je eksprimiran, premda u
niskim razinama, u odraslim ljudskim tkivima (184). Proteini HMGA u organima odraslih
osoba ukljuceni su u odrzavanje i aktiviranje mati¢nih/progenitorskih stanica u razliitim

tkivima (194, 195).
1.2.2. Uloga HMGA u nastanku nekih neneoplasti¢nih bolesti

Kao jedni od glavnih nehistonskih kromosomskih proteina, proteini HMGA su
multifunkcionalni te su ukljuceni u mnoge klju¢ne stani¢ne procese, kao §to su regulacija
gena, staniéni ciklus, diferencijacija, te viralna integracija (196). Stoga ne zacuduje $to su
mutacije HMGA povezane s brojnim bolestima, ukljucujuéi benigne i maligne novotvorine
(166), pretilost (190), dijabetes (197) i aterosklerozu (198). Proteini HMGA visoko su
eksprimirani tijekom embriogeneze (184, 185, 199), kada stanice brzo proliferiraju. Postoje
jasni dokazi da su geni HMGA ukljuceni, izmedu ostalog, u regulaciju rasta (185, 200-202). U
tkivima odraslih njihova ekspresija postaje niska ili nedetektabilna (166). HMGA
predstavljaju jedinstveni primjer gena koji su putem razli¢itih mehanizama ukljuceni u razvoj

kako malignih, tako i benignih neoplazmi.

1.2.3. Uloga HMGA u nastanku novotvorina

Korelacija izmedu proteina HMGA 1 neoplasti¢nog fenotipa prvi je put zamijecena
kada su dvodimenzijskom elektroforezom utvrdene promjene u jezgrinim proteinima nakon
transformacije stanicne linije Stitnjace Stakora (FRTLS) djelovanjem misjeg virusa
Kirstenovog sarkoma (KiMSV, engl. Kirsten murine sarcoma virus) (203). Nakon stani¢ne
transformacije zamijecena su tri fosforilirana proteina, koji su kasnije oznac¢eni kao HMGAZ2,
HMGAla i HMGAlb. Kasnija su istrazivanja potvrdila povezanost ovih proteina s visoko
malignim fenotipom; nisu bili prisutni u neinficiranim, niti u retroviralno inficiranim
Stakorskim stani¢nim linijama $titnjace koje nisu posjedovale potpuno maligni fenotip, a bile
su konstantno prisutne u onim stanicama koje su, nakon retroviralne infekcije, prosle potpunu

malignu transformaciju (204). Nakon toga, izravna uloga proteina HMGA u tumorigenezi bila
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je dokazana tako Sto je s gubitkom funkcije HMGA2 u normalnim Stakorskim stanicama

Stitnjace bila sprije¢ena retroviralno inducirana neoplasti¢na transformacija (205).

Kasnija su istrazivanja utvrdila postojanje velikih koli¢ina proteina HMGA u
eksperimentalnim malignim neoplazmama (206). Korelacija izmedu koli¢ine proteina HMGA
i malignog fenotipa ukazala je na vaznost odredivanja njihove uloge u procesu stani¢ne
transformacije, te osobito istrazivanja je li njihov porast samo grani¢no povezan sa stani¢nom

transformacijom ili postoji uzrocna povezanost s malignim fenotipom.

Proteini HMGA prvenstveno su, no ne i isklju¢ivo, pojacano eksprimirani U
novotvorinama mezenhimalnog podrijetla. Pojacana regulacija proteina HMGA cesto nastaje
uslijed genskih alteracija poput amplifikacije i translokacije gena. Rearanzmani gena HMGA2
0sobito putem recipro¢nih translokacija (207), ¢esto su uoceni kod dobro¢udnih novotvorina
poput lipoma (208-215), uterinih leiomioma (216-221), pluénih hamartoma (222, 223),
hondroma (224), endometroidnih polipa (225, 226), pleomorfnih adenoma zlijezda slinovnica
(227-230), fibroadenoma (231) i adenolipoma dojke (207), te jos nekih drugih mezenhimalnih
novotvorina (232-237). Rearanzmani i prekomjerna ekspresija gena HMGAZ2 opisani su i kod

nekih nemezenhimalnih benignih humanih novotvorina, poput pituitarnih adenoma (238-243).

Medutim, ekspresija oba gena HMGA jaka je u malignim stanicama, kako in vitro
(203), tako i in vivo (206, 244). Prekomjerna ekspresija proteina HMGA Cesta je osobina
humanih zlo¢udnih novotvorina. Predstavlja lo§ prognosticki ¢imbenik, jer njihova
prekomjerna ekspresija Cesto korelira s prisutnoséu presadnica i lo$ijim prezivljenjem.
Nekoliko je studija naznacilo da proteini HMGA posjeduju onkogene aktivnosti, te da su
uzro¢no povezani s neoplastiénom transformacijom. Neki stoga smatraju da se gen HMGA2
moze Cak smatrati pravim onkogenom, koji je pojacano eksprimiran kod mnogih tumora
(245). Drugi su skloniji misljenju da HMGA2 djeluje kao protoonkogen, koji negativno

regulira neke tumorske supresore (178).
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1.2.3.1. Uloga HMGA kod drugih zlocudnih novotvorina

Kod planocelularnih karcinoma glave i vrata, ekspresija proteina HMGAL1 bila je
statisticki znacajno visa no kod uzoraka okolne zdrave mukoze. Utvrdena je korelacija visoke
ekspresije HMGAL 1 recidiva bolesti, no nije bilo znacajne razlike u ekspresiji HMGA1
temeljem drugih klinickih parametara kao Sto je klinicki stadij bolesti, patoloski gradus, te
postojanje metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima (246).

U istrazivanju kod planocelularnih karcinoma usne Supljine, ekspresija HMGAZ2 bila je
prisutna u tkivima karcinoma, ali ne u okolnom zdravom tkivu, a korelirala je s povratom
bolesti, smréu od posljedica tumora, te se u multivarijantnoj analizi pokazala kao neovisni
prognostic¢ki ¢imbenik prezivljenja ovisnog o bolesti (engl. disease-specific overall survival).
Autori su zakljudili da je ekspresija HMGA?2 povezana s agresivno$¢éu ovog tipa karcinoma te

da bi mogla posluziti kao koristan prediktivni i prognostic¢ki ¢imbenik (247).

Proteini HMGAL1 i HMGA2 prekomjerno su eksprimirani u karcinomima pluca
nemalih stanica (NSCLC), kako planocelularnih tako i adenokarcinoma, $to nije slucaj sa
zdravim pluénim tkivom i tkivom kod benignih bolesti (248, 249). Intenzivna nuklearna
ekspresija HMGAZ2 bila je jasno povezana s prisutno$éu metastaza i loSom prognozom, te je
temeljem multivarijantne Cox-analize, HMGA?2 predstavljao neovisni prognosticki ¢imbenik
(249). Visoka ekspresija HMGA2 kod metastatskin adenokarcinoma, bila je povezana s

progresijom karcinoma i metastaza, te losijim prezivljenjem (250, 251).

Nekoliko je istrazivanja utvrdilo jaku ekspresiu HMGAl1 i HMGA2 kod
pankreati¢nih adenokarcinoma, a njezin izostanak u zdravom tkivu pankreasa (252, 253).
Ekspresija HMGA1 kod pankreati¢énih adenokarcinoma korelirala je s uznapredovalim
gradusom bolesti (253, 254). Prekomjerna ekspresija HMGAL i HMGAZ2 bila je povezana s
gubitkom diferencijacije i1 prisutno$¢u limfogenih presadnica, Sto bi ukazivalo na njihovu

ulogu u neoplasticnoj transformaciji i progresiji (253, 255).

U nekoliko je istrazivanja potvrdena izrazita ekspresija proteina HMGAL u tkivima
karcinoma kolorektuma, te, za razliku od toga, gotovo nedetektabilna ekspresija u normalnoj
mukozi. Ekspresija HMGAL (postotak i intenzivnost pozitivnosti stanica) postupno se
povecavala iz premalignih stadija preko adenoma do kolorektalnog karcinoma, kao i s
invazivno$c¢u, uznapredovalijim stadijem i prisutnoS¢u hematogenih presadnica (256-262).

Neneoplasti¢ni polipi nisu pokazivali prekomjernu ekspresiju HMGAL (256, 259).
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Uloga gena za HMGA2 kod kolorektalnih karcinoma jo$ je uvijek kontroverzna. Premda je
jedna studija pokazala da je HMGAZ bio prekomjerno eksprimiran u tek 50% tkiva karcinoma
kolona u usporedbi s prosjecnom ekspresijom u okolnoj normalnoj mukozi (263), druga je
studija pokazala da se ekspresija HMGA2 progresivno povecavala s porastom gradusa
karcinoma (od Dukesa A prema D). U neneoplasticnim i ranim adenomima, nema ekspresije
HMGAZ2 (264). Postoji izvje$ée o prekomjernoj ekspresiji HMGA2 kao o promotoru stvaranja

metastaza i ¢cimbeniku loSijeg prezivljenja kod bolesnika s kolorektalnim karcinomom (265).

Povisene razine HMGAL1 korelirale su s razli¢itim stupnjevima patoloSkih promjena
kod adenokarcinoma jednjaka — od displazije niskog, preko displazije visokog stupnja do
adenokarcinoma (266). Visoka ekspresiia HMGA2 uocena je kod planocelularnih

karcinoma jednjaka, a bila je odsutna u zdravim tkivima jednjaka (267).

U jednoj je studiji sugerirano da ekspresija HMGAL1 moze biti povezana s malignim
fenotipom kod karcinoma Zeluca (268). Kod karcinoma zeluca ekspresia HMGA2 u
tkivima karcinoma bila je znacajno viSa no u nekanceroznim tkivima, a korelirala je s
invazijom seroze i loSom klini¢kom prognozom, te se u multivarijantnoj analizi pokazala kao
neovisni prognosticki ¢cimbenik (269). Ekspresija HMGAZ bila je negativno regulirana putem
let-7 miRNA.

Zanimljivo je da kod hepatocelularnih karcinoma nije zamije¢ena ekspresija
HMGA1 (270), medutim, ona je prisutna i poviSena kako kod intrahepati¢nih i
ekstrahepati¢nih presadnica HCC-a, intrahepaticnog kolangiokarcinoma, te u jetrenim
presadnicama podrijetla kolorektalnog i pankreaticnog karcinoma (271). To bi se moglo
iskoristiti za razlikovanje primarnih jetrenih karcinoma od presadnica u jetri. Ekspresija
HMGAZ2 pokazala se neovisnim ¢imbenikom lose prognoze kako kod hepatocelularnog

karcinoma (272), tako i kod intrahepati¢nog kolangiokarcinoma (273).

HMGAL nije bio detektabilan u normalnom tkivu dojke, ali je u velikoj vecini
analiziranih uzoraka tkiva karcinoma dojke, prvenstveno duktalnih, bio prekomjerno
eksprimiran u jednom istrazivanju, no nije bila utvrdena povezanost s klini¢ko-patoloskim
parametrima. Prekomjerna ekspresija HMGAL bila je u pozitivnoj korelaciji s prekomjernom
ekspresijom HER-2 i progesteronskih receptora, dok je, iznenadujuce, bila negativno
povezana s ekspresijom estrogenih receptora. Ovi su rezultati potvrdili prethodne (274), koji

su pokazali da je bojenje na HMGAL bilo vrlo intenzivno u oko 40% hiperplasti¢nih lezija
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dojke koje karakterizira stani¢na atipija i u oko 60% duktalnih karcinoma dojke, dok je
bojenje bilo slabo izrazeno kod fibroadenoma i kod hiperplasti¢nih lezija bez celularne atipije.
Pokazano je i da je ekspresija HMGAL bila nedetektabilna u normalnom tkivu dojke, da je
prekomjerna ekspresija HMGA1 korelirala s histoloskim gradusima duktalnog karcinoma
dojke, te da je bila povezana s ekspresijom HER-2 (274, 275). Na malom broju uzoraka
lobularnih karcinoma dojke, bojenje na HMGAL bilo je uvijek intenzivno (274, 276).

U jednoj je studiji analizirana ekspresija HMGAZ2 u uzorcima karcinoma dojke iz razli¢itih
zemljopisnih podrucja. Jaka nuklearna ekspresija HMGA?2 bila je uocena samo kod trostruko
negativnih karcinoma dojke, ali ne i kod trostruko pozitivnih, kao niti u zdravom tkivu dojke
iz neposredne blizine trostruko negativnih analiziranih uzoraka, te je bila povezana s
prezivljenjem (277). Zanimljivo je da je HMGA?2 takoder detektiran kod filoidnih karcinoma
dojke, te da je u slucaju kad je bila rije¢ o malignim ili grani¢no malignim neoplazmama bio
uvijek prekomjerno eksprimiran, a samo rijetko kod benignih neoplazmi (278), Sto sugerira
njegovu ukljucenost u malignu transformaciju. Razina ekspresije proteina HMGA2 povezuje

se s histoloskim gradusom karcinoma dojke (279).

HMGAL nije bio eksprimiran u zdravom epitelnom tkivu ovarija, ali je bio visoko
eksprimiran kod invazivnih karcinoma ovarija, te slabo eksprimiran kod karcinoma ovarija
niskog invazivnog potencijala (280).

HMGAZ bio je obilno i prekomjerno eksprimiran kod papilarnih seroznih karcinoma jajnika
visokog gradusa i karcinosarkoma (281). Osim toga, prekomjerna ekspresija HMGA2
korelirala je s niskim razinama let-7, miRNA sposobne da cilja i potiskuje HMGAZ2, te je
korelirala s p53 (281). Otkrivena je jaka povezanost i s indeksom tjelesne mase, BMI, te je
kombinirana analiza ovih dviju varijabli predvidala kra¢i period bez prisutnosti bolesti (282).
Druga studija, medutim, nije pokazala povezanost ekspresije HMGA2 s odgovorom na
kemoterapiju i prezivljenjem kod bolesnica s karcinomom ovarija (283). Uloga HMGA2 u
indukciji i progresiji karcinoma ovarija bila je jasno pokazana u studiji u kojoj je pokazano da
HMGA2 moze povecati proliferaciju, migraciju i metastatski potencijal stanica karcinoma
ovarija (284). U nedavnoj je studiji u visokom postotku bolesnica s karcinomom ovarija u
njihovoj plazmi dokazana cirkuliraju¢éa mRNA specificna za HMGAZ2, §to nije bio slucaj kod
zdravih dobrovoljki (285). U svih bolesnica kod kojih je u plazmi dokazana mRNA, u tkivima
karcinoma ovarija utvrdena je prekomjerna ekspresija proteina HMGA?2. Navedeno bi moglo

biti korisno sredstvo za ranu dijagnostiku karcinoma ovarija.
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Testikularni tumori zametnih stanica ¢ine zanimljiv primjer gdje se odredivanje
ekspresije proteina HMGA pokazalo korisnom u diferencijalnoj dijagnozi. HMGAZ2 bio je
eksprimiran kod embrionalnih karcinoma i karcinoma zumanjane vrece, ali ne kod
seminoma i teratoma (286). Kod HMGAL ta je ckspresija bila neSto drugacija; bio je
eksprimiran kod seminoma i embrionalnih karcinoma, ali ne kod karcinoma Zumanjcane

vrece niti kod teratoma (286).

Prekomjerna ekspresija HMGAL korelira s metastatskim potencijalom na kulturama
stanica karcinoma prostate (287), a naknadno je dokazano i da korelira s visokim gradusom
kod bolesnika s karcinomom prostate (288). U studijama na kulturama stanica karcinoma
prostate, podaci ukazuju na povezanost HMGAZ2 s invazivno$éu, a smanjenje ekspresije

poticalo je apoptozu (289).

Zanimljivo je da je kod neoplazmi podrijetla glijalnih stanica, ekspresija HMGAL i
HMGA?2 suprotnog trenda porasta; ekspresijia HMGAZ2 postupno pada od benignih
astrocitoma prema malignom glioblastomu (290), dok za HMGAL vrijedi suprotno (291).

Rezultati jedne nedavne studije pokazuju da je imunohistokemijska analiza HMGA?2
bila korisna pomo¢ u dijagnosticiranju atipi¢nih lipomatoznih tumora i nediferenciranih
liposarkoma i njihovu razlikovanju od sliénih  tvorbi, no u kombinaciji s
imunohistokemijskom ekspresijom jo§ nekih proteina (292). Signalni put u koji je ukljucen
HMGA2 (HMGAZ2-IGF2BP2-NRAS) predstavlja klju¢ni onkogeni ¢imbenik za razvitak
embrionalnog rabdomiosarkoma (293).

Nedavno je povezanost prekomjerne ekspresije HMGAZ i agresivnosti (viSeg gradusa

i viSeg klini¢kog stadija karcinoma), utvrdena i kod karcinoma mokraénog mjehura (294).

1.2.3.2. Ekspresija HMGA i zlo¢udne novotvorine Stitnjace

Kod neoplazmi Stitnjace isprva se istrazivala ekspresija proteina HMGAL (244). U
istrazivanju Chiappette i sur., iz 1998. godine (295), protein HMGAL1 bio je detektiran kod 18
od 19 folikularnih karcinoma Stitnjace, 92 od 96 papilarnih, te 11 od 11 anaplasticnih
karcinoma Stitnjace. Takoder, njegova detekcija bila je utvrdena kod samo jednog od 20

hiperplasti¢nih ¢vorova $titnjace, 44 od 200 folikularnih adenoma, te niti u jednom od 12
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uzoraka normalnog tkiva Stitnjace. Uz to je sugerirana i korelacija izmedu razina ekspresije
HMGA1 1 agresivnosti tumora, jer su najvece razine ekspresije bile registrirane kod
anaplasti¢nih karcinoma, koji predstavljaju jedan od najagresivnijih karcinoma uopce, te su
praktic¢ki neizbjezno letalni. U navedenom istrazivanju Chiappette i sur., korelacija izmedu

ekspresije HMGA 1 dijagnoze karcinoma bila je statisticki visoko znacajna (P <0.0001).

Malobrojna su istrazivanja o korelaciji HMGAZ2 s neoplazmama Stitnjace, bilo na
razini proteina (metodom imunohistokemijskih analiza), bilo na razini mRNA (metodom
kvantitativne reverzne transkripcije pracene lan¢anom reakcijom polimerazom u stvarnom

vremenu, gRT-PCR).

U istrazivanju koje su 2008. godine proveli Belge i sur. (296), metodom gRT-PCR
odredena je relativna razina ekspresije gena HMGAZ izoliranima iz 64 parafinska bloka tkiva
Stitnjace (3 uzorka normalnog tkiva Stitnjae, 2 uzorka s tireoiditisom, 19 folikularnih
adenoma, 9 folikularnih karcinoma, 28 papilarnih karcinoma, te 3 anaplasti¢éna karcinoma
Stitnjace). 1zmedu benignih i malignih tumora $titnjace zabiljezena je razlika u ekspresiji do
400 puta. Temeljem ekspresije HMGA2 bilo je moguce razlikovati benigna i maligna tkiva
Stitnjace s osjetljivoséu od 95,9% i specificnoséu od 93,9%, §to je bilo visoko statistiCki
znacajno (P <0.001). Ovo je bila jedna od prvih naznaka da ekspresija HMGAZ2 ima potencijal

poboljsanja dijagnoze neoplazmi Stitnjace.

U istrazivanju Chiappette i sur. iz 2008. godine (297), analizirana je ekspresija gena
HMGA2 (metodom gRT-PCR) usporedno s analizom ekspresije proteina HMGA2 (metodom
imunohistokemije) u uzorcima zdravog 1 neoplasticnog tkiva Stitnjace kod ukupno 128
ispitanika. Neki uzorci DKS koji su analizom gRT-PCR bili pozitivni, bili su negativni
imunohistokemijskom analizom, $to ukazuje na vecu osjetljivost qRT-PCR. Posljedi¢no je, za
razliku od imunohistokemijske analize, gdje nije bila uocena statisticki znaCajna razlika
izmedu ekspresije proteina HMGA?2 izmedu FKS i FA, ta razlika bila statisticki zna¢ajna kod
provodenja qRT-PCR. U tom istrazivanju nije utvrdena korelacija izmedu pozitivnosti na
HMGA?2 i histoloskih obiljezja ili klinickog tijeka ni kod folikularnih ni kod papilarnih
karcinoma S$titnjace. Zakljucak tog rada bio je da je analiza putem gRT-PCR osjetljivija
metoda od imunohistokemije za odredivanje prisutnostti HMGA2 kod bolesnika s
neoplazmama Stitnjace, te bi se mogla koristiti kao potencijalna dijagnosticka pretraga u

razlikovanju benignih od malignih novotvorina Stitnjace.
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Nakon toga, pokusalo se predoperacijski analizirati moguénost razlikovanja benignih
od malignih ¢vorova Stitnjace iz citoloskih razmaza osoba koje su u nalazu citoloske punkcije
imale dijagnozu citoloskog nalaza suspektnog na malignost. Lappinga i sur. (298) iz Klinike
Mayo su godine 2010. metodom gRT-PCR analizirali 125 takvih sluc¢ajeva. U 115 slucajeva
analiza je uspjela. Kao pozitivna kontrola koriStena je kultura stanica karcinoma Stitnjace.
Istrazivanje je pokazalo osjetljivost 71%, specifi¢nost 97%, pozitivnu prediktivnu vrijednost
94%, te negativnu prediktivnu vrijednost 84% u otkrivanju malignih ¢vorova u Stitnjaci
analiziranjem prekomjerne ekspresije HMGA2. Medutim, kod karcinoma Hiirthleovih stanica
senzitivnost je bila vrlo niska (33%). Autori zakljucuju da je rije¢ o obecavajucoj dodatnoj
analizi u predoperacijskom razlikovanju benignih od malignih citoloSkih razmaza Stitnjace, no
smatraju da je negativna prediktivna vrijednost od 84% preniska kako bi se otklonila potreba
za operacijom kod bolesnika koji imaju neodredeni tj. suspektni citoloski nalaz i izostanak

prekomjerne ekspresije HMGA2.

God. 2011., Jin i sur. su metodom gRT-PCR pokazali znacajno visu ekspresiju gena
HMGAZ2 u usporedbi s benignim lezijama (osim kod karcinoma Hiirthleovih stanica) sa
specifi¢nos¢u 97,5% (za PH-uzorke), odnosno 95,2% (za FNA-uzorke), te osjetljivoséu od
79,8% (za PH-uzorke), odnosno 88,6% (za FNA-uzorke) (299).

Medutim, nisu sva naknadna istrazivanja u potpunosti potvrdila ove rezultate. Tako u
analizi Nagara i sur. iz 2014. godine, premda na malom broju bolesnika (N=52), evaluacija
triju potencijalnih genskih biomarkera za razlikovanje benignih od malignih neoplazmi
Stitnjace nije utvrdila statisticki znacajnu prekomjernu ekspresiju HMGA2 metodom RT-PCR
u razlikovanju benignih od malignih neoplazmi Stitnjace, osim za podskupinu folikularne

varijante papilarnog karcinoma Stitnjace (300).

Odnedavno se pokuSava kombinirati nekoliko razli¢itih potencijalnih tumorskih
biljega za lakSe razlikovanje benignih od malignih neoplazmi S§titnjace, jer se tada obicno
povecava osjetljivost ili negativna prediktivna vrijednost. Tako su Foukakis i sur. iz Instituta
Karolinska analizirali panel od ¢ak 26 potencijalnih biljega za malignost folikularnih
karcinoma S§titnjace, no zanimljivo, niti jedan od njih nije bio HMGA2 (ni HMGAL). Od 26
analiziranih, pet je gena ukljuceno u algoritam za predvidanje visokog rizika malignosti (301).
Analizom ekspresije triju razlic¢itih gena, od kojih je jedan bio HMGA2, Prasad i sur. su
detektirali malignost u ¢vorovima Stitnjace s osjetljivoséu od 71% te specificnos¢u od 84% na

uzorcima dobivenima putem FNA (302).

43



Odli¢ni rezultati kombinacijom dvaju potencijalnih biljega za razlikovanje benignih od
malignih neoplazmi $titnjace, od kojih je jedan od tih dvaju biljega bio HMGAZ2, objavljeni su
nedavno, godine 2015., od strane Jina i sur. iz, ponovno iz Klinike Mayo (303). Cilj je bio
evaluirati kombinaciju ekspresije HMGA2 i IMP3 metodom gRT-PCR-a na uzorcima
dobivenima ciljanom citoloSkom punkcijom (120 bolesnika — 56 benignih, od ¢ega 20 s
folikularnim adenomima, te 64 diferencirana karcinoma Stitnjace), uz dodatnu analizu iz
parafinskih blokova na malo viSe od polovice bolesnika, njih 66. U uzorcima FNA, ekspresija
oba biljega bila je viSa kod malignih neoplazmi no kod benignih u svim podgrupama
bolesnika osim onih s neoplazmama Hiirthleovih stanica, pa su oni iskljuceni iz statisticke
analize. Autori su zakljucili da HMGAZ2 s visokom specificno$¢u moze pomo¢i u klasifikaciji
uzoraka Stitnjace, osim kad je rije¢ o neoplazmama Hiirthleovih stanica, te da kombinacija
HMGAZ2 i IMP3 ima jo$ vecéu osjetljivost i negativnu prediktivnu vrijednost od 96,4% te da je

korisna u probiru citoloskih uzoraka Stitnjace.

Nedostatak svih ovih istrazivanja jest §to su provodena na relativno malom broju
bolesnika - osobito se to odnosi na veli¢éinu uzoraka zdravog tkiva Stitnjace ili
neneoplasti¢nog tkiva (poput nodozne strume), veli¢inu uzoraka folikularnih adenoma, pa i
veli¢inu uzoraka diferenciranih karcinoma Stitnjace, a ponegdje su analizirani 1 bolesnici s
anaplasticnim karcinomima Stitnjace, koji predstavljaju potpuno zasebne patohistoloske i
klini¢ke entitete. U nekim su istraZivanjima iz statisticke analize eliminirani neki podtipovi
neoplazmi Stitnjate koji su ,kvarili* statisticke podatke, poput maloprije navedenih

Hiirthleovih neoplazmi.

Takoder, prema dostupnim nam podacima iz literature, do sada nema podataka o0
eventualnoj korelaciji izmedu ekspresije gena HMGAZ2 i klinicke uznapredovalosti te
klinickog tijeka kod diferenciranih karcinoma Stitnjate, a 0 eventualnoj povezanosti

patohistoloskih ¢imbenika s ekspresijom HMGAZ2 podaci su vrlo oskudni i nekonzistentni.
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2. HIPOTEZA

Razina ekspresije gena HMGA2 visa je kod diferenciranih karcinoma nego kod benignih
neoplazmi i zdravog tkiva Stitnjace, a povezana je s klini¢ki uznapredovalijim oblicima
diferenciranih karcinoma §titnjace te je najvisa kod bolesnika s hematogenim presadnicama, a

najniza kod karcinoma ogranicenih na Stitnjacu.
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3. CILJEVI RADA

1.) odrediti razinu ekspresije gena HMGAZ2 iz tumorskog tkiva bolesnika s diferenciranim
karcinomima Stitnjace razliCite klinicke uznapredovalosti (ograni¢eni na Stitnjacu, s
limfogenim presadnicama, s hematogenim presadnicama), te kod benignih neoplazmi Stitnjace

1 zdravih tkiva Stitnjace;

2.) utvrditi postoji li razlika u razini ekspresije gena HMGA2 izmedu diferenciranih
karcinoma Stitnjace, benignih neoplazmi Stitnjace (folikularnih adenoma) i zdravog tkiva

Stitnjace;

3.) utvrditi postoji li razlika u razini ekspresije gena HMGAZ2 kod razlicitih stupnjeva klinicke
uznapredovalosti diferenciranih karcinoma Stitnjae (ograni¢eni na Stitnjacu, s limfogenim

presadnicama, s hematogenim presadnicama).
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4. ISPITANICI, MATERIJAL | METODE

4.1. Ispitanici

Ovo je istrazivanje retrospektivno i provedeno je na uzorku od ukupno 222 ispitanika.
Od toga je 113 ispitanika izabrano iz baze podataka bolesnika lijecenih zbog karcinoma
stitnjace u Klinici za onkologiju i nuklearnu medicinu KBC ,,Sestre milosrdnice®, Zagreb, u
razdoblju od 2003. do 2016. godine, kojima su prethodnom patohistoloskom analizom (PHD-
om) utvrdeni diferencirani karcinomi Stitnjace (papilarni, folikularni), razlicitog klinickog
stadija — bolesnici s karcinomom ograni¢enim na S§titnjatu tj. T+NOMO, bolesnici s
limfogenim presadnicama tj. T+N1MO, te bolesnici s hematogenim presadnicama tj. T+N+/-
M1. Preostalih 109 bolesnika izabrano je iz baze podataka bolesnika operiranih zbog
folikularnog adenoma ili nodozne strume u KBC ,,Sestre milosrdnice®, Zagreb. Bolesnici s
operiranom nodoznom strumom Koristili su se kao kontrolna skupina u koje se o¢ekuje niska

razina ekspresije HMGA2.

Svi su ispitanici ispunili obrazac sastavljen po pravilima Helsinske deklaracije, koji
predstavlja informirani pristanak i suglasnost za sudjelovanje u istrazivanju uz postivanje
anonimnosti bolesnika. U slucaju smrti bolesnika, najblizi srodnik bolesnika ispunio je
navedeni obrazac tj. informirani pristanak uz suglasnost za koriStenje uzoraka tkiva u

navedenom istrazivanju.
Analizirano je:

e 45 wuzoraka tkiva diferenciranih karcinoma $titnjace (papilarnih, folikularnih)
ogranic¢enih na §titnjacu - T+NOMO

e 45 uzoraka tkiva diferenciranih karcinoma Stitnjace (papilarnih, folikularnih) s
limfogenim presadnicama - T+N1MO

e 23 uzorka tkiva diferenciranih karcinoma Stitnjace (papilarnih, folikularnih) s
hematogenim presadnicama - T+N+/-M1

e 55 uzoraka tkiva benignih tumora Stitnjace (folikularnih adenoma)

e 54 uzorka tkiva nodoznih struma, koji su posluzili kao kontrolna skupina.
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4.2. Prikupljanje uzoraka i podataka

Nakon potpisivanja informiranog pristanka prikupljeni su klini¢ki podaci o
ispitanicima, koji su ukljucivali podatke o dobi, spolu, datumu operacije Stitnjace, te

patohistoloskoj dijagnozi.

Kod bolesnika sa zlo¢udnim novotvorinama, dodatno su prikupljeni sljedeci podaci:
detalji iz patohistoloSkog nalaza - podtip diferenciranog karcinoma Stitnjace, veliCina
primarnog tumora, podatak je li, ukoliko je bila rije¢ o papilarnom karcinomu §titnjace, on bio
papilarni mikrokarcinom, je li primarni tumor bio multicentri¢an, te eventualna prisutnost
sljede¢ih cimbenika - proboja kapsule $titnjace tumorskim tkivom, tzv. ekstratireoidne
ekstenzije (ETE), infiltracije kapsule Stitnjace, infiltracije okolnog masnog i vezivnog tkiva,
invazije dalje u okolinu, limfovaskularne invazije, a u slu¢aju pozitivnih cervikalnih limfnih
¢vorova - podaci o njihovoj lokalizaciji po regijama vrata, broju pozitivnih limfnih ¢vorova, te

eventualnom proboju kapsule limfnog ¢vora.

Iz medicinske dokumentacije i baze podataka o bolesnicima dodatno su, kod bolesnika
sa zloudnim novotvorinama, prikupljeni 1 klinicki podaci, 1 to kako slijedi: eventualna
prisutnost hematogenih presadnica u trenutku postavljanja dijagnoze, te u slucaju njihova
postojanja - njihova sijela, radikalnost operativnog zahvata, postoperacijska vrijednost
tumorskog biljega tireoglobulina (Tg) iz seruma ispitanika, te vrijednost tireoglobulina kod
zadnje kontrole, postoperacijska vrijednost antitireoglobulinskih protutijela (Tg-At) iz seruma
ispitanika, te ista vrijednost kod zadnje kontrole, aplicirana kumulacijska doza radioaktivnog
joda, avidnost/neavidnost na radioaktivni jod, eventualno provodenje kemoterapije,
radioterapije vanjskim snopovima, ili neke druge terapije zbog karcinoma Stitnjace,
eventualna pojava lokoregionalnog recidiva ili hematogene diseminacije bolesti tijekom
pracenja bolesnika, svrstavanje bolesnika u rizi¢ne kategorije prema sustavu stratifikacije
rizi€nosti diferenciranih karcinoma Stitnjace po preporuci Americkog drustva za Stitnjacu
(ATA) iz njihovih smjernica za 2015. godinu, odgovor na provedenu terapiju tj. klini¢ki ishod
bolesti prema podjeli ATA iz smjernica za 2015. godinu, podatak je li bolesnik ziv, a ako je
umro - je li umro od posljedica karcinoma Stitnjace, prati li se bolesnik i dalje ili je izgubljen u
pracenju. Bolesnici su klasificirani i prema TNM — Klasifikaciji diferenciranih karcinoma
Stitnjace prema AJCC/UICC, te prema stadiju bolesti diferenciranih karcinoma Stitnjace

prema AJCC/UICC.
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Ispitanici su izabrani medu bolesnicima Klinike za onkologiju i nuklearnu medicinu
KBC “Sestre milosrdnice”, Zagreb, a uzorci su preuzeti iz arhivskog materijala Klinickog

zavoda za patologiju “Ljudevit Jurak™.

Kirurski uzorak obraden je standardnim postupkom za dobivanje patohistoloskih
preparata koji ukljucuje fiksaciju tkiva u 10% puferiranom formalinu, dehidriranje u
uzlaznom nizu alkohola, uklapanje u parafinske blokove, rezanje na debljinu 5 pm,
deparafiniranje u ksilolu i bojenje standardnom metodom hemalaunom i eozinom (H&E). Na

HE-prerezima oznaceno je podrucje koje ¢e se koristiti za analizu.

Iz parafinske kocke svakog ispitanika pripremljena su dva reza debljine 5 um, koja su potom

odmabh koriStena za izolaciju ukupne RNA.
4.3. Uzgoj stani¢ne kulture

U radu je koriStena stani¢na linija humanog folikularnog karcinoma Stitnjace FTC-133
podrijetla iz presadnica limfnog ¢vora a ne iz primarnog tumora (Sigma). Stani¢na linija
koriStena je kao uzorak za normaliziranje genske ekspresije u svim analiziranim uzorcima

bolesnika kako bi se oni mogli medusobno usporedivati.

Stanice su kultivirane u sterilnim uvjetima u plasti¢nim Petri zdjelicama za adherentne
stani¢ne kulture (Nunc) u termostatu pri 37°C u struji zraka s 5% CO,, relativne vlaznosti
95%. Kao hranidbeni medij koriSten je Dulbecov modificirani minimalni medij
DMEM:Ham's F12 (1:1), uz dodatak 2 mM glutamina, obogacen s 10% teleceg fetalnog
seruma, 115 U/ml penicilina i 100 pug/ml streptomicina. Stanice su kultivirane do 70%
konfluentnosti. Za presadivanje stanica medij je odsisan, stanice dva puta isprane PBS (137
mM NacCl, 2,7 mM KClI, 4,3 mM Na;HPO, x 7H,0, 1,4 mM KH,PQO,) nakon ¢ega je dodana
0,25% otopina tripsina-EDTA te su stanice inkubirane u termostatu 1 minutu. Proteoliticki je
ucinak tripsina dokinut dodatkom medija sa serumom. Stanice su brojane automatskim
brojacem stanica (Coulter), a vijabilnost stanica provjerena je pod svjetlosnim mikroskopom u
hemocitometru nakon bojanja tripanskim modrilom. Za izolaciju RNA koristene su stanice

Sestog ciklusa presadivanja Cija je vijabilnost bila ve¢a od 99%.
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4.4. Izolacija ukupne RNA iz stanica stani¢ne linije FTC-133

Ukupna RNA izolirana je iz stanica stani¢ne linije FTC-133 uporabom kompleta Illustra
RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare), sukladno napucima proizvodaca.
Ukratko, stanice (3 x 10°) su sakupljene, oprane u PBS te lizirane dodatkom 350 pl pufera za
lizu/1% B-merkaptoetanol. Lizat je filtriran kroz RNAspin Mini Filter kolonu, te je u njega
potom dodano 350 ul 70% etanola u vodi kako bi se podesili uvjeti vezanja na kolonu te je
tako priredena smjesa nanijeta na RNAspin Mini kolonu. Nakon centrifugiranja 30 sekundi
pri 8000g filtrat je odbacen, kroz kolonu je propusten pufer za uklanjanje soli, nakon ¢ega je
kolona osuSena. Na kolonu je dodana otopina DNAze I te je razgradnja vezane DNA
provedena tijekom 15 minuta na sobnoj temperaturi. Kolona je potom isprana puferom za
ispiranje | te dva puta puferom za ispiranje Il (nakon dodatka svakog pojedinog pufera
uslijedilo je centrifugiranje 1 min pri 11000g i odbacivanje filtrata). Ukupna RNA s kolone je
eluirana RNase-slobodnom vodom (55 ul) uz centrifugiranje 1 min pri 11000g. Alikvot 15 pl
odvojen je za mjerenje koncentracije, Cistoce 1 integriteta RNA, a ostatak izolata koriSten je za

reverznu transkripciju. Oba izolata pohranjena su na -80°C do uporabe.

4.5. 1zolacija ukupne RNA iz tkiva uklopljenog u parafin

Ukupna RNA izolirana je iz po dva reza tkiva uklopljenog u parafin debljine 5 um uporabom
kompleta RNeasy® FFPE Kit, sukladno napucima proizvodaga. Ukratko, na rezove tkiva
dodano je 1 mL ksilena za deparafinizaciju. Nakon uklanjanja ksilena s parafinom, na rezove
je dodan 100%-tni etanol za ispiranje, a nakon njegova uklanjanja na talog je dodana otopina
proteinaze K u puferu za lizu kako bi se omogucilo oslobadanje RNA iz stanica. Razgradnja
proteina je provedena pri 56°C tijekom 15 minuta, a pracena je inkubacijom pri 80°C 15
minuta kako bi se eliminirao u¢inak formaldehida na nukleinske kiseline. Nakon hladenja na
ledu i centrifugiranja, supernatant koji sadrzi nukleinske kiseline je odijeljen od taloga te je u
njega dodana otopina DNaze I u odgovaraju¢em puferu. Razgradnja DNA provedena je pri
sobnoj temperaturi tijekom 15 minuta. Potom je u otopinu dodan pufer RBC i 100%-tni etanol
kako bi se podesili uvjeti vezanja na kolonu te je uzorak propusten kroz RNeasy MinElute
kolonu. Kolona je potom isprana dva puta puferom RPE, a potom je ukupna RNA eluirana s

kolone u 30 uL RNaze-slobodne vode. Postupak eluiranja ponovljen je nanoSenjem eluata na
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kolonu kako bi se povecalo iskoriStenje izolacije 1 izolirala ¢im veca koli¢ina RNA. Svi
spomenuti postupci praceni su kratkim centrifugiranjima pri odgovaraju¢im brzinama.
Alikvot 15 ul odvojen je za mjerenje koncentracije, Cistoce i integriteta RNA, a ostatak izolata

koriSten je za reverznu transkripciju. Oba izolata pohranjena su na -80°C do uporabe.

4.6. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije i ¢istoce izolirane ukupne RNA

Koncentracija 1 Cisto¢a izolirane ukupne RNA odredena je mjerenjem apsorbancije 2 puL
izolata RNA pri 260 nm, odnosno omjera apsorbancija pri 260 nm i 280 nm, te omjera
apsorbancija pri 260 i 230 nm na spektrofotometru Nanodrop 8000 (Thermo Scientific).
Koncentraciju RNA u izolatima uredaj preracunava temeljem Lambert-Beerovog zakona Kkoji
opisuje linearnu povezanost apsorbancije 1 koncentracije te ¢injenice da RNA koncentracije
44 pg/mL ima vrijednost apsorbancije 1. Omjer Azso/Azgo otopine Ciste RNA je izmedu 1,9 i
2,1, §to je 1 bio slu¢aj kod svih analiziranih uzoraka. Omjer Azg0/A230 za uzorke koji ne sadrze
tragove gvanidin-izotiocijanata ili soli je oko 2, premda odstupanja od navedene vrijednosti ne

moraju nuzno utjecati na uspjesnost reakcija koje se provode na izolatima RNA.

4.7. Odredivanje Ccistoe i integriteta izolirane ukupne RNA elektroforezom u

agaroznom gelu s formaldehidom

Uzorak za elektroforezu prireden je na sljede¢i na¢in: u 8 pL otopljene RNA dodano 2 pL 5 x
pufera za nanoSenje uzoraka RNA na elektroforezu (0,25% bromfenol plavo, 2,6%
formaldehid, 20% glicerol, 20 mM natrijev acetat, 8 mM MOPS, 8 mM EDTA, 3%
formamid, 1% otopina boje za bojanje nukelisnkih kiselina GelRed), otopina je inkubirana 5
minuta pri 65°C i ohladena na ledu. Uzorci su nanijeti u jazice 1,2% agaroznog gela
priredenog u puferu kona¢nog sastava: 20 mM MOPS, 5 mM natrijev-acetat, 1 mM EDTA,
pH 7,0 te 6,66% formaldehid. Elektroforeza je provedena u puferu za elektroforezu RNA
(konac¢nog sastava: 20 mM MOPS, 5 mM natrijev acetat, 1 mM EDTA, 0,74% formaldehid,
pH 7,0) i provodi se pri jakosti struje 5V/cm. Nakon §to je boja bromfenol plavo dosegnula
2/3 duljine gela, elektroforeza je prekinuta te je gel izlozen UV-svjetlosti A= 254 nm na

transiluminatoru. Vizualizacija dviju jakih vrpci koje odgovaraju polozajima 28 S i 18 S
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rRNA (omjera intenziteta priblizno 2:1) dokaz je da je RNA intaktna, do¢im nejasne vrpce i
dodatne vrpce koje odgovaraju polozajima manjih RNA ukazuju da je izolirana RNA

djelomicno ili u cijelosti degradirana.

4.8. Reverzna transkripcija pra¢ena lan¢anom reakcijom polimerazom u stvarnom
vremenu (engl. gqRT-PCR, quantitative reverse transcription- real-time polymerase chain

reaction)

Reverzna transkripcija provedena je pomo¢u M-MLV reverzne transkriptaze (Invitrogen),
sukladno napucima proizvodaca, uz uporabu svih potrebnih reagensa istog proizvodaca.
Konaéna reakcijska smjesa volumena 20 uL sadrzavala je 10 pL izolata RNA (250 ng — 3,5
pg RNA), 100 ng nasumicnih heksanukleotidnih pocetnica, 0,5 mM deoksinukleozid-
trifosfate (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 50 mM Tris-HCI (pH 8,4), 75 mM KCI, 3 mM MgCl,,
10 mM DTT, 40 U rekombinantnog inhibitora RNaze i 100 U reverzne transkriptaze M-MLV.

Reverzna transkripcija u konacnici je provedena inkubiranjem reakcijskih smjesa pri 25°C 10
min, pri 37°C 60 min te pri 70°C 15 min, uz zavr$no hladenje na +4°C. Uzorci cDNA
pohranjeni su na -20°C do priredivanja reakcijskih smjesa za lan¢anu reakciju polimerazom u

stvarnom vremenu.

Reakcijske smjese za lanCanu reakciju polimerazom u stvarnom vremenu priredene su u
ukupnom volumenu 20 pL u plo¢icama s 96 jazica i u konacnici su sadrzavale: 1 x reagens za
umnazanje TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1 x TagMan smjesu
pocetnica i proba za umnaZanje gena od interesa ili referentnog gena te 4 pL cDNA prethodno
razrijedene 5 x s RNaze, DNaze-slobodnom vodom. Smjese pocetnica i proba za umnaZzanje
gena od interesa, HMGAZ2, te referentnog gena (GAPDH) pribavljene su od proizvodaca
Applied Biosystems kao ve¢ validirani reagensi Cije koncentracije 1 reakcijske uvjete nije
potrebno dodatno optimirati. Pocetnice su neobiljeZene a probe su obiljezene flurescentnom
bojom FAM kao izvjeStavacem (engl. reporter) te kao prigusiva¢ (engl. quencher) sadrze
nefluorescentni priguSiva¢ MGB, te obuhvacaju granicu dvaju eksona kako bi se izbjegla
detekcija moguc¢ih zaostalih molekula DNA umjesto cDNA. Reakcija umnazanja gena od
interesa i referentnog gena za svaki pojedini uzorak provedene su u odvojenim jaZicama, u

triplikatu, a svaka je reakcijska plocica sadrzavala osim uzoraka za analizu i usporedni uzorak
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u odnosu na koji je izrazavana ekspresija (uzorak cDNA iz stani¢ne linije FTC-133) te kao
negativnu kontrolu uzorak koji je umjesto kalupa cDNA sadrzavao vodu. Reakcija umnazanja
I detekcije fluoresencije provedena je na instrumentu ABI PRISM 7300 Real-time PCR
System (Applied Biosystems). Kvantitativni PCR odvijao se pri sljede¢im uvjetima: 2 min pri
50°C, zatim 10 min pri 95°C (aktivacija DNA-polimeraze) i potom 45 ciklusa od po 15 sek
pri 95°C (denaturacija dvolanéane DNA) i po 1 min pri 60°C (sparivanje lanaca i sinteza
DNA, korak u kojem se mjeri fluorescencija). U svrhu procjene jacine ekspresije svakog
gena, aritmeti¢ke sredine vrijednosti Ct (engl. treshold cycle), dobivene za gen HMGA2
normirane su na vrijednosti aritmeti¢ke sredine Ct dobivene za kontrolni gen GAPDH za isti
uzorak cDNA (ACt). Kako bi se mogle medusobno usporedivati jacine ekspresije HMGA2
kod razli¢itih ispitanika i na razli¢itim reakcijskim plo¢icama, broj dva potenciran je na
negativnu razliku vrijednosti ACt uzorka ispitanika i usporednog uzorka stani¢ne linije
(AACT). Dakle, razine ekspresije (engl. relative fold ratio, RFR) gena HMGA2 svakog
pojedinog ispitanika u odnosu na razinu ekspresije istog gena u stanic¢noj liniji FTC-133

izraCunata je prema formuli:
RFR= 2744
pri ¢emu je

AACt= (Cttestirani gen — Ctreferentni gen)uzorak - (Cttestirani gen — Ctreferentni gen)usporedni uzorak

Shematski prikaz postupaka prikazan je na slici 4.
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4.4. STATISTICKA ANALIZA

Podaci su prikazani tabli¢no i graficki. Kategorijske i nominalne vrijednosti prikazane su kroz
odgovarajuce frekvencije i udjele, dok su se kvantitativne vrijednosti prikazale kroz medijane
i interkvartilne raspone. Kolmogorov-Smirnovljevim testom analizirana je raspodijela
kvantitativnih podataka te su se shodno dobivenim podacima primijenili odgovarajuci
neparametrijski testovi. Usporedbe izmedu kvantitativnih vrijednosti analizirane su Kruskal-
Wallisovim testom, uz post-hoc analizu Mann-Whitney U testom s Bonferronijevom
korekcijom kod ispitivanja razine ekspresija HMGA2 izmedu pojedinih skupina diferenciranih
karcinoma $titnjace, folikularnih adenoma i nodoznih struma. Sve znacajne razlike graficki su

prikazane Box i Whiskerovim plotovima.

Razlike u kategorijskim varijablama analizirane su X? testom, odnosno Fisher-Freeman-
Halton egzaktnim testom u slucaju da je uzorak bio manji od 5. Povezanost pojedinih
klinickih parametara s ekspresijom HMGAZ2 procijenjena je Spearmanovim koeficijentima
korelacije. Nac¢injena je ROC-analiza predikcije malignosti u kojoj je navedena grani¢na (cut-
off) vrijednost ekspresije HMGA2 s najve¢om osjetljivos¢u i specificnoséu obzirom na

Youdenov indeks.

Sve P vrijednosti manje od 0,05 smatrane su znacajnima. U analizi se koristila statisticka
podrska StatsDirect statistical software (http://www.statsdirect.com. England: StatsDirect Ltd.
2013) verzija 3.0.171.
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5. REZULTATI

5.1. Razina ekspresije gena HMGA2 kod zloé¢udnih (diferenciranih karcinoma) i

dobroéudnih (folikularnih adenoma) neoplazmi $titnjace te nodoznih struma

Kod bolesnika s diferenciranim karcinomima Stitnjace (N=113), medijan ekspresije gena
HMGA2 iznosio je 19,03, kod bolesnika s folikularnim adenomima (N=55) 0,76, a s
nodoznom strumom (N=54) 0,74.

Usporedbom razine ekspresije gena HMGAZ2 izmedu svih bolesnika s malignim tumorima, tj.
diferenciranim karcinomima §titnjace naspram svih bolesnika s benignim tumorima Stitnjace,
tj. folikularnim adenomima, uocena je statisticki znacajno veca ekspresija gena HMGA2 kod

bolesnika s malignim tumorima (P<0,001).

Usporedbom razine ekspresije gena HMGA2 izmedu svih bolesnika s malignim tumorima, tj.
diferenciranim karcinomima $titnja¢e naspram svih bolesnika s nodoznim strumama $titnjace,
uodena je statisticki znacajno veéa ekspresija gena HMGA2 kod bolesnika s DKS naspram
nodoznih struma (P<0,001).

Nije uocena znac¢ajna razlika razine ekspresije gena HMGA2 izmedu uzoraka tkiva bolesnika
s benignim tumorima $titnjace tj. folikularnim adenomima, naspram bolesnika s nodoznim

strumama.

Sve navedeno prikazano je u tablici 6. i na slici 5.
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Tablica 6. Razina ekspresije gena HMGA2 kod zlo¢udnih (diferencirani karcinomi) i

dobroc¢udnih (folikularni adenomi) neoplazmi Stitnjace i nodoznih struma te usporedba razine
ekspresije HMGA?Z izmedu DKS naspram FA te izmedu DKS i NS: Mann-Whitney U test.

Skupine
N Min Max Medijan cezni.ila ce7nE;.iIa
DKS 113 0,52 407,70 19,03 9,06 36,15
HMGAZ2 ekspresija FA 55 0,07 5,67 0,76 0,40 1,74
NS 54 0,05 6,18 0,74 0,23 1,55
DKS vs. FA ers“g?eps\izja
Mann-Whitney U 211,000
Wilcoxon W 1751,000
z -9,790
p <0,001
DKS vs. NS ers“[/)l(r;(gizja
Mann-Whitney U 170,000
Wilcoxon W 1655,000
z -9,857
= <0,001
FAVS. NS ekHsl\;?eAsizja
Mann-Whitney U 1377,000
Wilcoxon W 2862,000
Z -,655
P 0,513
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Slika 5. Razlika u ekspresiji gena HMGAZ2 izmedu ispitivanih skupina

5.2. Razina ekspresije gena HMGAZ2 izmedu razli¢itih podskupina diferenciranih

karcinoma Stitnjace u ovisnosti o njihovoj klini¢ckoj uznapredovalosti

U tablici 7. i na slici 6. prikazana je razlika u ekspresiji gena HMGA2 izmedu pojedinih
podskupina zloudnih novotvorina prema njihovoj klinickoj uznapredovalosti. Najvece
vrijednosti ekspresije HMGA2 zabiljezene su kod tumora bolesnika s udaljenih metastazama,
nakon toga kod tumora bolesnika sa zahva¢enoS$¢u regionalnih limfnih ¢vorova, a najnize kod
bolesnika koji su imali karcinom ograni¢en na Stitnjacu, tj. bez limfogenih ili hematogenih
presadnica. Razlika u razini ekspresije HMGAZ statisticki je znacajna izmedu svih podskupina
(bolesnici s udaljenim presadnicama naspram samo limfogenim — P<0,001, bolesnici s
udaljenim presadnicama naspram lokalizirane bolesti — P<0,001, bolesnici s limfogenim

presadnicama naspram lokalizirane bolesti — P=0,002).
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Tablica 7. Razlika u ekspresiji HMGA2 izmedu podskupina DKS prema klini¢koj

uznapredovalosti: Mann-Whitney U test

Skupina
N Min Max Medijan cezni.ila ce7nE;.iIa
:gﬂsetr;ie 23 962 | 407,70 | 5061 | 32,24 | 10847
HMGA2 ekspresiia | jumi avorovi 45 3,27 90,85 | 2015 | 1042 | 3434
Lokalni 45 0,52 61,46 10,82 5,15 18,48
Udaljene 5 HMGA2
metastaze vs. LC ekspresija
Mann-Whitney U 183,500
Wilcoxon W 1218,500
z -4,330
p <0,001
pr e e
Lokalni ekspresija
Mann-Whitney U 93,000
Wilcoxon W 1128,000
4 -5,503
P <0,001
LC vs. Lokalni el'("s'\gf‘eAsizja
Mann-Whitney U 633,000
Wilcoxon W 1668,000
4 -3,062
P 0,002
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Slika 6. Razlika u ekspresiji HMGA2 izmedu podskupina DKS prema klini¢koj

uznapredovalosti

5.3. Razina ekspresije gena HMGAZ2 izmedu razlic¢itih podskupina bolesnika prema

njihovim demografskim obiljeZjima

Nije uocena statisticki znacajne razlika u ekspresiji gena HMGAZ2 s obzirom na dob bolesnika
(bolesnici u dobi <45 god. naspram bolesnika u dobi >45 god.) (tablice 8.1 9.), kao niti S
obzirom na spol (tablice 10. i 11.),
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Tablica 8. Razlika u ekspresiji HMGA?Z izmedu dobnih skupina: Kruskal-Wallisov test

Dob
P
N Min Max Medijan 25'. 752
centila centila
49 0,59 199,52 20,50 8,96 47,10
HMGA?2 <45 godina 0,390
ekspresijia i godina | 64 0,52 407,70 | 17,51 9,27 33,26

Tablica 9. Razlika u ekspresiji HMGA2 u pojedinim podskupinama DKS, te kod FA i NS u

odnosu na dobne skupine: Kruskal-Wallisov test

Dob (skupine)

P
N Min Max Medijan 25'. 75'.
centila centila
. <45 godina 10 28,20 199,52 50,16 47,10 99,24
Udaljene 0535
metastaze .5 godina 13 9,62 407,70 54,27 25,48 108,47
o <45 godina 25 3,27 90,85 20,50 8,49 35,36
Limfni
. : 0,909
cvorovi >45 godina 20 7,28 60,84 19,66 12,12 31,48
<45 godina 14 0,59 61,46 10,46 4,59 17,00
Lokalni 0,941
>45 godina 31 0,52 52,92 10,82 5,15 20,18
<45 godina 24 0,07 4,74 0,65 0,37 1,60
FA 0,368
>45 godina 31 0,12 5,67 1,08 0,43 1,92
<45 godina 14 0,05 4,92 0,63 0,38 1,72
NS 0,859
>45 godina 40 0,08 6,18 0,91 0,20 1,53
Tablica 10. Razlika u ekspresiji HMGAZ2 u odnosu na spol: Kruskal-Wallisov test
Spol
P
N Min Max Medijan 25'. 75'.
centila centila
HMGA2 Muski 44 0,52 407,70 18,97 9,34 38,16 Ceoc
ekspresiia o nski 69 0,59 90,85 19,03 8,96 35,93
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Tablica 11. Razlika u ekspresiji HMGA2 u pojedinim podskupinama DKS, te kod FA i NS u

odnosu na spol: Kruskal-Wallisov test

Dob (skupine)

P
N Min Max Medijan 25'. 75'.
centila centila
. Musgki 11 9,62 407,70 108,47 32,24 171,66
Udaljene 0056
metastaze o ski 12 12,60 88,09 48,24 32,59 52,44
L Musgki 21 6,23 71,27 20,15 12,11 33,76
Limfni
- ) 0,716
cvorovi Zenski 24 3,27 90,85 20,02 9,72 35,48
Mugki 12 0,52 20,60 7.42 4,22 14,17
Lokalni 0,174
Zenski 33 0,59 61,46 11,46 7,46 20,18
Mugki 14 0,10 4,74 0,55 0,15 0,76
FA 0,142
Zenski 41 0,07 5,67 1,08 0,43 1,74
Muski 8 0,05 4,92 0,60 0,21 1,40
NS 0,543
Zenski 46 0,08 6,18 0,77 0,23 1,63

5.4. Razina ekspresije gena HMGAZ2 kod diferenciranih karcinoma S$titnjace u ovisnosti

o prisutnim patohistoloskim ¢imbenicima bolesti

Nije uocena statisticki znacajna razlika u ekspresiji gena HMGA2 prema patohistoloskom
podtipu DKS, niti kad su se promatrali zasebno PKS, FKS, FVPKS i ca. Hiirthleovih stanica,
niti kad su se dva potonja pribrojili u skupinu PKS, odnosno FKS (tablice 12.1 13.).

Tablica 12. Razlika u ekspresiji HMGA2 u odnosu na podtipove diferenciranih karcinoma

Stitnjace: Kruskal-Wallisov test

PHD
P
N | Min Max | Medijan | 25. centila | 75. centila

Papilarni ca. 91 | 0,59 | 407,70 19,85 9,49 36,97

Folikularnica. | 9 | 0,52 | 141,50 | 25.48 7,46 36,60
:Ixe'ro\ezsi'a Hurthle cell 0,210

presi iy 3|067]| 1314 | 157 0,67 13,14

FVPKS 10 | 5,15 | 58,34 | 15,52 9,96 21,51
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Tablica 13. Razlika u ekspresiji HMGAZ2 izmedu papilarnih i folikularnih karcinoma Stitnjace:

Kruskal-Wallisov test

PHD
P
N Min Max Medijan 25. centila 75. centila
HMGA2 Papilarni ca. 101 0,59 407,70 19,46 9,49 36,15 0,310
ekspresiia o jiulamni ca. 12 | 052 | 14150 | 12,78 2,16 36,27

Znacajna razlika u ekspresiji HMGA2 zabiljezena je kod papilarnih mikrokarcinoma stitnjace

u usporedbi s onima koji to nisu bili (P=0,021), osobito kod bolesnika koji su bili stadija

bolesti T1a, tj. bez proboja ¢ahure Stitnjace (tablica 14 i slika 7.).

Tablica 14. Razlika u ekspresiji HMGA2 kod papilarnih mikrokarcinoma $titnjace (zasebno su

prikazani oni sa i bez proboja kapsule) u usporedbi s papilarnim nemikrokarcinomima:

Kruskal-Wallisov test

Papilarni mikrokarcinomi
P
N Min Max Medijan 25'. 75'.
centila centila
Ne 86 0,59 407,70 20,18 10,42 40,17
HMGA2 Da-Tla 7 3,32 15,57 7,97 4,06 11,78
. 0,021
ekspresija
Da, s probojem 8 384 | 13668 | 1844 9,99 28,74
kapsule (T3)
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Slika 7. Razlika u ekspresiji HMGA2 kod papilarnih mikrokarcinoma $titnjace (zasebno su

prikazani oni sa i bez proboja kapsule) u usporedbi s papilarnim nemikrokarcinomima

U tablici 15. te na slikama od 8. do 12., prikazane su korelacije ekspresije gena HMGAZ2 s
pojedinim patohistoloSkim parametrima. Znacajna pozitivna korelacija, odnosno veca
ekspresija HMGA2 povezana je s ve¢im promjerom primarnog tumora, ve¢im T-stadijem po
AJCC/UICC, vec¢im brojem patohistoloskih ¢imbenika losije prognoze (ovdje su promatrani
ekstrakapsularna ekstenzija, nepovoljna histologija, limfovaskularna invazija, te pozitivni
limfni ¢vorovi), kao 1 ve¢im brojem zahvacenih limfnih ¢vorova.

Zanimljivo, uocena je tek slaba pozitivna korelacija izmedu ekspresije HMGA2 bolesnika

razlicitog stadija bolesti prema AJCC/UICC.
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Tablica 15. Korelacija ekspresije gena HMGAZ2 s promatranim patohistolo§kim ¢imbenicima:

Spearmanov koeficijent korelacije

HMGA?2
ekspresija

Korelacijski koeficijent rho 0,318
Veli€ina primarnog p 0.001
tumora (mm)

N 113

Korelacijski koeficijent rho 0,409
T (AJCC) P <0,001

N 113

Korelacijski koeficijent rho 0,550
Brvq! PH-&imbenika p <0,001
loSije prognoze

N 113

Korelacijski koeficijent rho 0,400
BrOJ .zarvlvacenlh p <0,001
limfnih Evorova

N 113

Korelacijski koeficijent rho 0,261
Stadij bolesti prema
AJCC P 0,005

N 113
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Slika 8. Korelacija ekspresije gena HMGAZ s veli¢inom primarnog tumora
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Slika 9. Korelacija ekspresije gena HMGA2 s T-stadijem bolesti po AJCC/UICC
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Slika 10. Korelacija ekspresije gena HMGAZ s brojem PH-¢imbenika losije prognoze
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Slika 11. Korelacija ekspresije gena HMGA2 s brojem zahvacenih limfnih ¢vorova
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Slika 12. Korelacija ekspresije gena HMGA?Z sa stadijem bolesti prema AJCC/UICC

Korelacija ekspresije gena HMGA2 unutar pojedinih podskupina diferenciranih karcinoma
Stitnjate prema klini¢koj uznapredovalosti (lokalizirana bolest, limfogena ili hematogena
prosirenost bolesti) s promatranim patohistoloSkim varijablama prikazana je u tablici 16. te na
slikama 13. do 17. Kao i u tablici 15., nazna¢ena je znacajna pozitivna korelacija ekspresije
HMGAZ s pojedinim patohistoloskim varijablama - promjerom primarnog tumora, T-stadijem
prema AJCC/UICC, brojem PH-¢imbenika loSije prognoze, te brojem zahvacenih limfnih
¢vorova, a tek slaba pozitivna korelacija sa stadijem bolesti prema AJCC/UICC.
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Tablica 16. Korelacija ekspresije gena HMGA2 unutar pojedinih podskupina diferenciranih

karcinoma StitnjaCe (prema klini¢koj uznapredovalosti) s promatranim patohistoloskim

varijablama: Spearmanov koeficijent korelacije

Udaljene Limfni
- . Lokalno
metastaze cvorovi
HMGA?2 HMGA2 HMGA2
ekspresija ekspresija ekspresija
Korelacijski koeficijent rho 0,179 0,315 0,036
Veli€ina primarnog p 0.414 0,035 0,817
tumora (mm)
N 23 45 45
Korelacijski koeficijent rho 0,297 0,373 0,312
T (AJCC) P 0,169 0,012 0,037
N 23 45 45
Korelacijski koeficijent rho -0,099 0,427 0,515
Broj E¢imbenika losije p 0,654 0,003 <0,001
prognoze
N 23 45 45
Korelacijski koeficijent rho 0,104 0,161
Broj zahvacenih P 0,636 0,201
limfnih évorova
N 23 45 45
Korelacijski koeficijent rho -0,132 0,037 0,220
Stadij bolesti prema
AJCC P 0,548 0,809 0,146
N 23 45 45
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Slika 13. Korelacija ekspresije gena HMGA2 s veli¢inom primarnog tumora u skupini
bolesnika s DKS i pozitivnim limfnim ¢vorovima

Skupina: Limfni évorovi
100
o}
g 80
N o
S o
I
@ G0 ©
c
S
s 8
= 40—
v o 8
o
X
w0 8 8
(o}
] ° :
e
0= | I |
1 2 3 4

T (AJCC)

Slika 14. Korelacija ekspresije gena HMGA2 s T-stadijem bolesti prema AJCC/UICC u
skupini bolesnika s DKS i pozitivnim limfnim ¢vorovima
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Slika 15. Korelacija ekspresije gena HMGA2 s T-stadijem bolesti prema AJCC/UICC u
skupini bolesnika s lokaliziranim DKS
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Slika 16. Korelacija ekspresije gena HMGA2 s brojem PH-¢imbenika loSije prognoze u
skupini bolesnika s DKS i pozitivnim limfnim ¢vorovima
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Slika 17. Korelacija ekspresije gena HMGAZ s brojem PH-¢imbenika losije prognoze u
skupini bolesnika s lokaliziranim DKS

U naSem istrazivanju uoc¢ena je statisticki znacajno visa ekspresija gena HMGA2 u uzorcima
tkiva bolesnika koji su imali proboj ¢ahure §titnja¢e (ETE) u odnosu na one kod kojih on nije
bio prisutan (P<0,001), kako analizirajuéi ukupno sve bolesnike s DKS, tako i u
podskupinama onih s lokaliziranom (P=0,002) ili limfogeno prosirenom bolesc¢u (P =0,004),
Sto je prikazano u tablicama 17. i 18., te na slici 18. Kod onih bolesnika koji su imali ¢ak
samo infiltraciju kapsule Stitnjace (sa ili bez njezina probijanja), takoder je bila uocena
znacajno veca ekspresija HMGAZ2 u odnosu na uzorke tkiva bolesnika bez infiltracije kapsule
stitnjace (P=0,001), a ponovno se to odnosilo na podskupine bolesnika s lokaliziranom
(P=0,003) ili boles¢u prosirenom u limfne ¢vorove (P=0,004), $to je prikazano u tablicama

19.i 20., te na slici 19.
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Tablica 17. Razlika u ekspresiji HMGA2 u odnosu na proboj kapsule Stitnjace: Kruskal-

Wallisov test
ETE (proboj kapsule stitnjace)
P
N Min Max Medijan 25'. 75'.
centila centila
HMGA2 Ne 43 0,52 199,52 10,82 4,06 20,13
K B <0,001
ekspresiia  pa 70 3,84 407,70 | 25,09 13,14 45,59

Tablica 18. Razlika u ekspresiji HMGA2 unutar pojedinih podskupina diferenciranih
karcinoma Stitnjace (prema klini¢koj uznapredovalosti) u odnosu na proboj kapsule Stitnjace:

Kruskal-Wallisov test

ETE (proboj kapsule stitnjace)
P
N Min Max Medijan 25'. 75'.
centila centila
. Ne 8 9,62 199,52 49,55 22.33 74,92
Udaljene 0333
metastaze 15 1260 407,70 58,34 36,97 136,68
Lt Ne 14 3,27 34,34 10,70 6,95 20,50
s . 0,004
cvorovi Da 31 6,23 90,85 23,20 13,57 36,97
Ne 21 0,52 20.13 7.97 2,74 11,78
Lokalni 0,002
Da 24 3,84 61,46 17,46 8,16 28,73
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Slika 18. Razlika u ekspresiji HMGAZ2 u odnosu na proboj kapsule Stitnjace

Tablica 19. Razlika u ekspresiji HMGA2 u odnosu na infiltraciju kapsule stitnjace: Kruskal-

Wallisov test
Infiltracija kapsule stitnjace
P
N Min Max Medijan 25'. 75'.
centila centila

Odsutna 39 0,52 199,52 10,82 4,09 19,85
HMGA2 Prisutna 4 0,67 49,72 16,91 1,12 40,98 0001
ekspresija ’

Infiltracija i proboj 70 3,84 407,70 25,09 13,14 45,59

kapsule
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Tablica 20. Razlika u ekspresiji HMGA2 unutar pojedinih podskupina diferenciranih
karcinoma Stitnjace (prema klinickoj uznapredovalosti) u odnosu na infiltraciju kapsule

stitnjace: Kruskal-Wallisov test

Infiltracija kapsule stitnjace

P
N Min Max Medijan 25'. 75'.
centila centila

Odsutna 6 9,62 19952 49,99 12,42 9924
Udaliene  Prisutna 2 3224 4972 40,98 32,24 49,72 056
metastaze '

Infiltracija i proboj 15 12,60 407,70 5834 36,97 136,68

kapsule

Odsutna 14 3.27 34,34 10,70 6,95 20,50
Iv_|mfn| . Prisutna 0 0,004
cvorovi

Infiltracija i proboj 31 6,23 90,85 2320 1357 36,97

kapsule

Odsutna 19 0,52 20,13 8.34 3,32 11,80
Lokaln Prisutna 2 0,67 1,57 1,12 0,67 1,57 0,003

Infiltracija i proboj 24 3,84 61,46 17,46 8,16 28,73

kapsule
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Slika 19. Razlika u ekspresiji HMGAZ2 u odnosu na infiltraciju kapsule $titnjace

Ekspresija gena HMGAZ bila je znacajno veca i u ispitanika s infitracijom masnog i vezivnog
tkiva (P<0,001, tablice 21. i 22., slika 20.), limfovaskularnom invazijom (P<0,001, tablice 23.

I 24., slika 21.), invazijom dalje u okolinu, npr. u okolno skeletno misi¢je, (P=0,006, tablice

25. i 26., slika 22.).

Tablica 21. Razlika u ekspresiji HMGA2 u odnosu na infiltraciju masnog i vezivnog tkiva:

Kruskal-Wallisov test

Infiltracija masnog i vezivnog tkiva

P
N Min Max Medijan 25. centila | 75. centila
ivcaz | Ne 49 0,52 199,52 10,98 515 21,45
Cenreai <0,001
ekspresia  py 64 3,84 407,70 23,95 13,36 46,35
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Tablica 22. Razlika u ekspresiji HMGA2 unutar pojedinih podskupina diferenciranih

karcinoma Stitnjace (prema klinickoj uznapredovalosti) u odnosu na infiltraciju masnog i

vezivnog tkiva: Kruskal-Wallisov test

Infiltracija masnog i vezivnog tkiva
P
N Min Max Medijan 25. centila  75. centila
. Ne 10 9,62 199,52 49,55 25,48 99,24
Udaljene 0376
metastaze 13 12,60 407,70 58,34 41,50 108,47
Limfni Ne 15 3,27 34,34 10,98 6,95 21,45
N . 0,008
cvorovi Da 30 6,23 90,85 22,90 13,57 36,97
Ne 24 0,52 35,93 8,15 3,03 11,79
Lokalni 0,003
Da 21 3,84 61,46 18,39 8,81 24,71
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Slika 20. Razlika u ekspresiji HMGAZ2 u odnosu na infiltraciju masnog i vezivnog tkiva
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Tablica 23. Razlika u

ekspresiji HMGA2 u odnosu na limfovaskularnu invaziju: Kruskal-

Wallisov test
Limfovaskularna invazija
P
N Min Max Medijan 25. centila | 75. centila
HMGA2 Ne 98 0,52 407,70 14,46 8,34 33,76
ekspresija <0001
Presia pa 15 13,95 141,50 36,60 25,48 59,33

Tablica 24. Razlika u ekspresiji HMGA2 unutar pojedinih podskupina diferenciranih

karcinoma Stitnjace (prema klini¢koj uznapredovalosti) u odnosu na limfovaskularnu invaziju:

Kruskal-Wallisov test

Limfovaskularna invazija

P
N Min Max Medijan 25. centila  75. centila
. Ne 16 9,62 407,70 52,44 32,59 122,57
Udaljene 0688
metastaze . 7 25,48 141,50 49,72 32,24 59,33
Limfni Ne 39 3,27 90,85 19,85 9,49 33,76
cvorovi 0,095
Da 6 13,95 77,75 29,37 19,03 60,84
Ne 43 0,52 61,46 10,49 4,59 18,39
Lokalni 0,018
Da 2 35,93 36,60 36,27 35,93 36,60
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Slika 21. Razlika u ekspresiji HMGAZ2 u odnosu na limfovaskularnu invaziju

Tablica 25. Razlika u

ekspresiji HMGA2 u odnosu na invaziju dalje u okolinu: Kruskal-

Wallisov test
Invazija dalje u okolinu
P
N Min Max Medijan 25. centila | 75. centila
HMGA2 Ne 102 0,52 199,52 18,44 8,49 34,76 0,006
ekspresija 11 9,96 407,70 58,34 13,95 136,68
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Tablica 26. Razlika u ekspresiji HMGA2 unutar pojedinih podskupina diferenciranih

karcinoma Stitnjace (prema klinickoj uznapredovalosti) u odnosu na invaziju dalje u okolinu:

Kruskal-Wallisov test

Invazija dalje u okolinu

P
N Min Max Medijan 25. centila  75. centila
. Ne 16 9,62 199,52 48,24 30,22 93,66
Udaljene 0.109
metastaze . 7 12,60 407,70 59,33 54,27 171,66
Limfni Ne 42 3,27 90,85 20,17 10,42 34,34
Ny . 0,891
cvorovi Da 3 9,96 71,27 13,95 9,96 71,27
Ne 44 0,52 61,46 10,66 4,87 19,31
Lokalni 0,700
Da 1 14,40 14,40 14,40 14,40 14,40
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Slika 22. Razlika u ekspresiji HMGAZ2 u odnosu na invaziju dalje u okolinu
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Multicentri¢ni diferencirani karcinomi Stitnjace imali su statisticki znacajno veéu ekspresiju

gena HMGA2 u odnosu na bolesnike sa solitarnim DKS (P=0,001, tablice 27. i 28., slika 23.).

Tablica 27. Razlika u ekspresiji gena HMGA2 u odnosu na multicentri¢nost diferenciranih

karcinoma §titnjace: Kruskal-Wallisov test

Multicentri€nost primarnog tumora
P
N Min Max Medijan 25. centila | 75. centila
HMGA2 Ne 81 0,52 199,52 13,57 7,46 34,76 oo
ekspresija 32 6,23 407,70 28,79 17,74 48,60
Tablica 28. Razlika u ekspresiji gena HMGA2 unutar pojedinih podskupina diferenciranih
karcinoma Stitnjate (prema klini¢koj uznapredovalosti) u odnosu na multicentri¢nost
diferenciranih karcinoma Stitnjace: Kruskal-Wallisov test
Multicentri¢nost primarnog tumora
P
N Min Max Medijan 25. centila  75. centila
. Ne 12 12,42 199,52 56,31 45,44 98,28
Udaljene 0.608
metastaze 11 9,62 407,70 47,10 28,20 141,50
Limfni Ne 31 3,27 90,85 13,95 9,06 29,20
o . 0,031
¢vorovi Da 14 6,23 77,75 28,79 19,85 47,48
Ne 38 0,52 61,46 8,88 4,09 18,39
Lokalni 0,045
Da 7 10,82 32,75 17,00 11,80 24,71
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Slika 23. Razlika u ekspresiji gena HMGA2 u odnosu na multicentri¢nost DKS

Kao §to je ve¢ ranije prikazano, postoji pozitivna korelacija ekspresije HMGAZ s
brojem pozitivnih limfnih ¢vorova (tablice 15. i 16., slika 11.), no dodatno smo istrazili
postoji li znacajna razlika u ekspresiji gena HMGAZ2 ovisno o tome je li tumorskim tkivom
zahvacen samo jedan regionalni limfni ¢vor ili vi$e njih (neovisno o broju), postoji li razlika u
ovisnosti o pN-stadiju bolesti prema AJCC/UICC TNM-klasifikaciji, te ima li razlike u

ekspresiji HMGAZ ovisno o eventualnom postojanju proboja kapsule limfnog ¢vora.

Nije utvrdena znacajna razlika u ekspresiji gena HMGAZ2 kod bolesnika s limfogenim
presadnicama (ukljucujuci 1 one koji su dodatno imali hematogene presadnice) koji su imali
solitarni regionalni limfni ¢vor u odnosu na one multiplim limfogenim presadnicama
(neovisno o njihovu broju); vrijednost P iznosila je 0,699 kod bolesnika s pozitivnim limfnim
¢vorovima i udaljenim presadnicama, te P=0,205 kod bolesnika s limfogeno proSirenom

bolescu, §to je prikazano u tablici 29.
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Tablica 29. Razlika u ekspresiji gena HMGA2 unutar pojedinih podskupina diferenciranih

karcinoma

Stitnjace (prema klinickoj uznapredovalosti) u odnosu na zahvacéenost

presadnicama jednog ili vise (neovisno o broju) limfnih ¢vorova: Kruskal-Wallisov test

Zahvacéenost LC

P
N Min Max Medijan 25. centila  75. centila
. Jedan pozitivni LC 2 54,27 136,68 95,48 54,27 136,68
Udaljene 0699
Metastaze \/ise pozitivnih LE 16 12,42 407,70 49,55 34,61 79,28
- Jedan pozitivni LG 11 4,06 60,84 13,14 7,28 28,36
Limfni 0205
cvorovi Vige pozitivnih L 34 3,27 90,85 20,08 11,11 35,36

Za razliku od toga, kad smo analizirali bolesnike s limfogenim presadnicama prema
njihovoj Klasifikaciji po AJCC/UICC TNM-sustavu (pNO, pNla ili pNlb), utvrdena je

znacajna razlika u ekspresiji HMGA2 u odnosu na pN-status bolesti, P<0,001, $to je prikazano

u tablicama 30. i 31. te na slici 24.

Tablica 30. Razlika u ekspresiji gena HMGA2 u odnosu na pN-status po AJCC/UICC

diferenciranih karcinoma Stitnjace: Kruskal-Wallisov test

pN (AJCC)
P
N Min Max Medijan 25. centila  75. centila

pNO 50 0,52 141,50 11,44 6,03 20,60

HMGA2
G .. pNla 23 3,27 60,84 12,60 7,46 28,36 <0,001

ekspresija

pN1b 40 6,23 407,70 35,48 20,33 54,47
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Tablica 31. Razlika u ekspresiji HMGA2 unutar pojedinih podskupina diferenciranih

karcinoma StitnjaCe (prema klinickoj uznapredovalosti) u odnosu na pN-status po

AJCC/UICC diferenciranih karcinoma $titnjace: Kruskal-Wallisov test

PN (AJCC)
P
N Min Max Medijan 25. centila  75. centila
pPNO 5 9,62 141,50 88,09 25,48 108,47
Udaliene 1o 2 12,60 54,27 33,44 12,60 54,27 0,667
metastaze
pN1b 16 12,42 407,70 50,16 39,23 117,96
pNO 0
Limfni = Nia 21 3,27 60,84 11,11 7,46 22,59 0,012
cvorovi
pN1b 24 6,23 90,85 23,77 13,98 35,87
PNO 25 0,52 61,46 10,82 515 18,48
Lokalni pNla 0 NA
pN1b 0
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Slika 24. Razlika u ekspresiji HMGA2 u odnosu na pN-status po AJCC/UICC diferenciranih

karcinoma Stitnjace
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Znacajno viSa ekspresija gena HMGA2 zabiljezena je i u podskupini bolesnika s

prisutnim probojem kapsule limfnog ¢vora (P=0,037), Sto je prikazano u tablici 32. i na slici

25.

Tablica 32. Razlika u ekspresiji HMGA2 u odnosu na proboj kapsule limfnog ¢vora: Kruskal-

Wallisov test
Proboj kapsule I.¢.
P
N Min Max Medijan 25'. 75'.
centila centila
HMGA2 Ne 55 3,27 199,52 22,59 11,11 49,38 o
ekspresija 11 1395 | 407,70 | 47,10 28,20 59,33
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Slika 25. Razlika u ekspresiji HMGA2 u odnosu na proboj kapsule limfnog ¢vora
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5.5. Razina ekspresije gena HMGAZ2 kod diferenciranih karcinoma Stitnjace u ovisnosti
o Kklini¢ki rizicnim podskupinama, provedenom lijeCenju i odgovoru na njega, te

klini¢kom tijeku i ishodu bolesti

Osim patohistoloskih c¢imbenika, Zeljeli smo utvrditi 1 eventualnu povezanost
ekspresije gena HMGA?2 s razli¢itim klinickim ¢imbenicima. Stoga smo analizirali nekoliko
parametara. U zadnjim smjernicama Americkog dru§tva za §titnjadu (157) bolesnici s DKS
podijeljeni su prema rizi¢nim podskupinama koje predstavljaju kombinaciju patohistoloskih i
klini¢kih rizi¢nih ¢imbenika, u tzv. ATA-sustav stratifikacije rizika, kako je prethodno
prikazano u tablici 4., te u ovisnosti o klinickom odgovoru na terapiju tj. ishodu lijeCenja
prema podjeli ATA iz smjernica za 2015. godinu, kako je prethodno prikazano u tablici 5.
Nase smo bolesnike podijelili prema ovim kriterijima i istrazili postoji li korelacija s
ekspresijom gena HMGAZ2.

Kod bolesnika koji su kategorizirani u vecu rizicnu podskupinu prema kriterijima
ATA, utvrdena je pozitivna korelacija s ekspresijom HMGAZ2, kako skupno za sve bolesnike s
DKS (tablica 33. i slika 26.), tako i kada smo ih podijelili prema klinickom stupnju
uznapredovalosti, $to je prikazano u tablici 34. te na slikama 27. i 28.

Tablica 33. Korelacija ekspresije gena HMGAZ2 s pojedinim klini¢kim parametrima:
Spearmanov koeficijent korelacije

HMGA2
ekspresija
Korelacijski koeficijent rho 0,655
ATA-sustav
stratifikacije rizika P <0,001
N 113
Korelacijski koeficijent rho 0,315
Kumulacijska doza
RAI (mCi) P 0,001
N 113
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Slika 26. Korelacija ekspresije gena HMGAZ2 i ATA-sustava stratifikacije rizika

Tablica 34. Korelacija ekspresije gena HMGA2 unutar pojedinih podskupina diferenciranih

karcinoma S$titnjac¢e (prema klinickoj uznapredovalosti) s pojedinim klini¢kim parametrima:

Spearmanov koeficijent korelacije

Udaljene Limfni
. . Lokalno
metastaze ¢vorovi
HMGA?2 HMGA?2 HMGA?2
ekspresija ekspresija ekspresija
Korelacijski koeficijent rho 0,441 0,476
ATA-sustav
stratifikacije rizika P 0,002 0,001
N 23 45 45
Korelacijski koeficijent rho -0,112 -0,096 0,174
Kumulacijska doza
RAI (MCi) P 0,612 0,529 0,253
N 23 45 45
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Slika 27. Korelacija ekspresije gena HMGA?2 i ATA-sustava stratifikacije rizika u skupini

bolesnika s DKS 1 pozitivnim limfnim ¢vorovima
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Slika 28. Korelacija ekspresije gena HMGA?Z i ATA-sustava stratifikacije rizika u skupini

bolesnika s lokaliziranim DKS
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Losiji klinicki odgovori odnosno los$iji ishodi lijeGenja bili su statisti¢ki zna¢ajno

povezani s viSom razinom ekspresije gena HMGA2 (P=0,010), sto je prikazano u tablici 35. i

na slici 29.

Tablica 35. Razlika u ekspresiji gena HMGA2 u odnosu na klini¢ki odgovor na terapiju (ishod

terapije) prema kriterijima ATA: Kruskal-Wallisov test

Kliniéki ishod (ATA)

N Min Max Medijan |25. centila|75. centila i

Odliéni odgovor 77 0,52 199,52 14,00 7,46 34,76
Smrtni ishod - drugi uzrok (D) 0

Smrtni ishod od ca Stitnjace (U) 8 12,42 136,68 56,31 27,05 83,90

le(;ﬁazsija Strukturno nekompletni (S) 8 22,59 141,50 30,73 27,34 47,61 0,010

Neodredeni (N) 6 3,38 88,09 17,18 8,49 21,45
Biokemijski nekompletni (B) 9 9,62 99,24 20,15 13,95 49,72
Izgubljen u praéenju 5 7,46 407,70 13,57 9,49 19,03
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Slika 29. Razlika u ekspresiji gena HMGAZ2 u odnosu na klini¢ki odgovor na terapiju (ishod
terapije) prema kriterijima ATA

Kod bolesnika koji su primili vecu terapijsku kumulacijsku dozu radiojoda, utvrdena
je pozitivna korelacija s ekspresijom HMGAZ2, sto je prikazano u tablicama 33. i 34. i na slici
30.

90



500

4004

300

200

Ekspresija gena HMGA2

100+

Kumulacijska doza RAI (mCi)

Slika 30. Korelacija ekspresije HMGAZ2 i kumulacijske doze radiojoda (RAI) (mCi)

Bolesnici koji su bili neavidni za RAI, imali su znacajno visu ekspresiju gena HMGA2
u usporedbi s bolesnicima koji su bili avidni za RAI (P=0,001), sto je prikazano u tablici 36. i

na slici 31.

Tablica 36. Razlika u ekspresiji gena HMGAZ2 u odnosu na avidnost tumora na RAI: Kruskal-

Wallisov test
Avidni
P
N Min Max Medijan 25. centila | 75. centila
HMGA2 106 0,52 407,70 18,44 8,81 35,59
ekspresija 0,001
presi 7 12,42 108,47 41,50 12,60 59,33
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Slika 31. Razlika u ekspresiji gena HMGAZ2 u odnosu na avidnost tumora na RAI

Nije utvrdena statisticki znaCajna razlika izmedu ekspresije HMGA2 i vrijednosti
specifi¢nog tumorskog biljega za DKS, tireoglobulina (Tg), bilo postoperacijski (tablica 37.),
bilo tijekom zadnjeg pracenja (tablica 38.), a razlika nije uocena niti za vrijednosti
antitireoglobulinskih protutijela, Tg-At, niti postoperacijski (tablica 39.), niti tijekom zadnje
kontrole (tablica 40.).
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Tablica 37. Razlika u ekspresiji HMGA2 u odnosu na postoperacijski nalaz Tg: Kruskal-

Wallisov test
Tg postop.
P
N Min Max Medijan 25'. 75'.
centila centila
Uredan uz niska 24 0,67 88,09 12,46 7.11 21,66
protutijela (Tg-At)
Povigen, uz niska Tg-At 68 0,52 407,70 18,76 9,27 40,83
HMGA2 — Nizak, ali nepouzdan 11 7,46 171,66 33,76 18,39 71,27 0,087
ekspresija zbog pozitivnih protutijela
Visok, ali nepouzdan 10 0,59 14150 | 2017 11,42 36,15
zbog pozitivnih protutijela
Nepoznat 0
Tablica 38. Razlika u ekspresiji HMGAZ2 u odnosu na zadnji nalaz Tg: Kruskal-Wallisov test
Tg kod zadnjeg pracenja
P
N Min Max Medijan 25'. 75'.
centila centila
Uredan uz niska protutijela 82 0,52 199 52 14,46 752 35,36
(Tg-At)
PoviSen, uz niska Tg-At 12 12,60 141,50 36,87 18,27 79,28
Eg;’t'zzn' ali u padu prema 7 0,82 49,72 16,54 9,62 47,10
ckspresia
Nizak, ali nepouzdan zbog 5 20,15 71,27 29,22 23,20 33,76
pozitivnih protutijela
Visok, ali nepouzdan zbog 2 12,42 136,68 | 7455 12,42 136,68
pozitivnih protutijela
Nepoznat 5 7,46 407,70 19,03 9,49 24,33
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Tablica 39. Razlika u ekspresiji HMGA2 u odnosu na postoperacijski nalaz Tg-At: Kruskal-

Wallisov test
Tg-At postop.
P
N Min Max Medijan 25'. 75:
centila centila
HMGA2 Niska 92,00 0,52 407,70 16,06 8,65 36,27 oot
ekspresija b isena 21,00 | 0,59 171,66 28,36 12,42 36,15

Tablica 40. Razlika u ekspresiji HMGA2 u odnosu na zadnji nalaz Tg-At: Kruskal-Wallisov

test
Tg-At zadnja
P
N Min Max Medijan 25i 75'.
centila centila
Niska 99 0,52 199,52 16,54 8,49 36,15
PoviSena 7 12,42 141,50 33,76 23,20 136,68
HMGA2
ekspresija PoviSena s tendencijom 0,136
2 20,15 29,20 24,67 20,15 29,20
pada
Nepoznata 5 7,46 407,70 19,03 9,49 24,33

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu ekspresije gena HMGAZ2 i provedene

kemoterapije (tablica 41.), niti neke druge terapije (gdje su ubrojene operacije presadnica i

njihove embolizacije), Sto je prikazano u tablici 42., no utvrdena je korelacija izmedu

ekspresije HMGAZ2 i provedene radioterapije vanjskim snopovima (ERT), P=0,003, sto je

prikazano u tablici 43. i na slici 32.
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Tablica 41. Razlika u ekspresiji gena HMGAZ2 u odnosu na provedenu kemoterapiju: Kruskal-

Wallisov test
Provedena KT
P
N Min Max Medijan 25. centila | 75. centila
HMGA2 Ne 109 0,52 407,70 18,48 8,96 35,59 .
ekspresija o, 4 12,42 108,47 50,41 26,96 83,90

Tablica 42. Razlika u ekspresiji gena HMGA2 u odnosu na ostalu provedenu terapiju

(operacija ili embolizacija presadnica): Kruskal-Wallisov test

Provedena druga terapija
P
N Min Max Medijan |25. centila|75. centila
Bez druge terapije 109 0,52 407,70 18,48 8,96 35,93
Operacija meta 2 12,42 136,68 74,55 12,42 136,68
HMGA2 0304
ekspresija Embolizacija 1 25,48 25,48 25,48 25,48 25,48 ’
Operacija meta| 1 | 14150 | 14150 | 14150 | 14150 | 141,50
embolizacija

Tablica 43. Razlika u ekspresiji gena HMGA2 u odnosu na provedenu radioterapiju: Kruskal-

Wallisov test
Provedena ERT
P
N Min Max Medijan 25. centila | 75. centila
HMGA2 Ne 109 0,52 407,70 18,39 8,96 35,36 0,003
ekspresija Da 4 5427 141,50 98,00 56,80 139,09
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Slika 32. Razlika u ekspresiji gena HMGAZ2 u odnosu na provedenu radioterapiju

Ekspresija HMGA2 bila je znacajno veta kod bolesnika kod kojih je nastao

lokoregionalni recidiv bolesti, P=0,028 (tablica 44. i slika 33.), te kod bolesnika kojih je

nastupio smrtni ishod kao posljedica karcinoma stitnjace, P=0,007 (tablica 45. i slika 34.).

Tablica 44. Razlika u ekspresiji gena HMGAZ2 u odnosu na lokoregionalni recidiv: Kruskal-

Wallisov test
Lokoregionalni recidiv
25 i
N Min Max Medijan . 75. centila
centila
HMGA?2 Ne 103 0,52 407,70 18,39 8,49 35,59 ons
ekspresija o, 10 12,42 108,47 35,36 13,95 59,33
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Slika 33. Razlika u ekspresiji gena HMGAZ2 u odnosu na lokoregionalni recidiv

Tablica 45. Razlika u ekspresiji gena HMGA2 u odnosu na ishod karcinoma S§titnjace:
Kruskal-Wallisov test

Zivimrtav
P
N Min Max Medijan 25. centila | 75. centila
Ziv 100 0,52 199,52 18,44 8,65 35,06
HMGA2 ~— Umro od ca 8 12,42 136,68 56,31 27,05 83,90 0,007
ekspresija stitnjace
Nepoznato 5 7,46 407,70 13,57 9,49 19,03
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Slika 34. Razlika u ekspresiji gena HMGAZ2 u odnosu na ishod karcinoma stitnjace

Tijekom pracenja, od bolesnika koji su imali bolest lokaliziranu na Stitnjacu ili
ogranienu na regionalne limfogene presadnice kod postavljanja dijagnoze, samo je kod
jednog bolesnika nastupio povrat bolesti u udaljenim sijelima, stoga nije bilo moguce uéiniti

statisticku analizu korelacije ekspresije HMGAZ i udaljenog povrata bolesti (tablica 46.).

Tablica 46. Razlika u ekspresiji gena HMGA2 u odnosu na povrat bolesti u udaljenim

sijelima: Kruskal-Wallisov test

NP-Povrat bolesti u udaljenim sijelima
P
N Min Max Medijan 25. centila | 75. centila
HMGA2 Ne 89 0,52 90,85 13,95 7,52 24,71 P
ekspresija  p, 1 22,59 22,59 22,59 22,59 22,59
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Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu ekspresije gena HMGA2 i sijela

presadnica, $to je prikazano u tablici 47.

Tablica 47. Razlika u ekspresiji HMGAZ2 u odnosu na sijela presadnica: Kruskal-Wallisov test

Sijela presadnica

N Min Max Medijan 25. centila | 75. centila ]
Bez presadnica 89 0,52 90,85 13,95 7,52 24,71
Plu¢a 16 12,60 407,70 50,16 39,23 103,85
Kosti 3 9,62 141,50 25,48 9,62 141,50
0,765
Pluca i kosti 4 12,42 136,68 45,79 22,33 98,00
Lokoreg., pluca i kosti 1 54,27 54,27 54,27 54,27 54,27
Vise od 3 sijela 0

Dodatno smo, temeljem prethodno spomenutih rezultata razlike u ekspresiji izmedu
malignih (DKS) i benignih (FA) tumora $titnjace, odlucili uginiti ROC-analizu ekspresije
gena HMGA2 u predikciji malignih tumora Stitnjace (diferencirani karcinomi Stitnjace
naspram folikularnih adenoma), koja je prikazana na slici 35. Povr§ina ROC-krivulje izrazito
je velika (96,6%) te je statisticki znacajna (P<0,001). Prema Youdenovom indeksu J,
veci od 5,67 s osjetljivoséu od 86,73% (86,73% vjerojatnost da ¢e biti prisutna vrijednost
ekspresije HMGA2 veéa od 5,67 ako je prisutan DKS) te specifiénoséu od 100,00% (100%
vjerojatnost da ée rezultat ekspresije biti ispod 5,67 ako ne postoji DKS). Dijagnosticki testovi
pojedinih vrijednosti ekspresije HMGA2 u odnosu na predikciju diferenciranih karcinoma

Stitnjace dodatno su prikazani u Tablici 48.
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Povrsina ispod ROC krivulje (AUC) 0,966
Standardna greska 0,012
95% interval pouzdanosti 0,926 to 0,988
z statistika 38,94
P vrijednost <0,001
Youdenov index J 0,867
Povezani kriterij >5,67
Osjetljivost 86,73
Specificnost 100,00

Slika 35. ROC-analiza ekspresije gena HMGAZ2 u predikciji diferenciranih karcinoma Stitnjace

(DKS naspram FA)
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Tablica 48. Dijagnosticki testovi pojedinih vrijednosti ekspresije HMGAZ2 u odnosu na
predikciju diferenciranih karcinoma Stitnjace

Kriterij | Osjetljivost | 95% CI | Specifiénost | 95%Cl | +PV | 95%Cl PV 95% Cl
>0,073 100 i%’g(') 0 00-65 | 673 5793,(?3-

>0,491 100 91%3, 0 36,36 2: (’f A 76,4 688 57’9' 100 813())’;’ 0
>0,563 99,12 i%’g‘(') 38,18 2:’2"13' 76,7 6895?3_ 95,5 7;;9_
>0,671 97,35 955‘,14_ 43,64 337?7- 8 7243,5- 88.9 78%?6_
>2,126 95,58 985?5_ 83,64 7;’2?2_ 92,3 85(’:,)4- 0.2 73&5?7_
>3,375 92,04 835,13' 83,64 7;,2?2_ 92 85(’;,13- 83.0 791'2?2_
>3,828 92,04 8;13_ 87.27 7521?7_ 93,7 8;;,14_ 84.2 7512%5-
S TR P B R B R
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79,1 - 87,5 - 93,0 - 66,2 -

>5,152 86,73 92.4 96,36 99.6 98 99.8 77,9 87.1
79,1 - 93,5 - 96,3 - 67,1 -

>5,671 86,73 92.4 100 100,0 100 100.0 78,6 875
0,0 - 93,5 - 25,7 -

>407,698 0 3.2 100 100,0 32,7 40.4
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6. RASPRAVA

Incidencija ¢vorova u S§titnjaci je velika, no veéinom su dobro¢udni (1). Zadnjih
desetljeca raste broj pretraga Stitnjace, ¢ime se otkriva i veliki broj dobrocudnih ¢vorova, koje
ponekad dijagnosticki nije lako razluciti od zlocudnih; osobito je to problem kod folikularnih
novotvorina $titnjace (52, 304). Neki bolesnici s dobrocudnim promjenama budu nepotrebno
podvrgnuti operacijskom zahvatu, stoga postoji velika potreba za otkrivanjem dodatnih
molekularnih biljega za razlikovanje dobrocudnih novotvorina $titnjace od zlo¢udnih, kako

predoperacijski (54, 305), tako i postoperacijski.

Diferencirani karcinomi S§titnjaée najces¢e su indolentnog klinickog tijeka i dobre
prognoze (15). Neki razviju limfogene presadnice, no i tada je bolest u pravilu izljeciva.
Medutim, kod malog udjela diferenciranih karcinoma S§titnjate nastupi hematogena
diseminacija bolesti u udaljena sijela, §to u najgorem sluc¢aju moze dovesti do smrti bolesnika

(107).

Pouzdanije identificiranje bolesnika s veéim rizikom od diseminacije bolesti
omogucilo bi agresivniji terapijski pristup te ceS¢a i1 opseZznija pracenja kod ove male
podskupine bolesnika. U zadnje vrijeme pokuSavaju se identificirati i odredeni molekularni
biljezi iz tumorskog tkiva, a zadnjih godina neki od njih se pokuSavaju izolirati i iz krvi
bolesnika, kao bi se dodatnim pretragama omogucilo identificiranje bolesnika s dobro
diferenciranim karcinomima S§titnjate koji su pod povecanim rizikom, bilo od
lokalnog/lokoregionalnog povrata bolesti, a osobito pod povecanim rizikom od hematogene
diseminacije bolesti, naspram onih za koje mozemo pretpostaviti da ¢e imati povoljni klinicki
tijek i ishod bolesti. Time bi se istovremeno izbjegla prekomjerna dijagnostika i prekomjerno
lije¢enje kod onih bolesnika s DKS kojima je dovoljan manje opsezan operacijski zahvat,
manja koli¢ina radiojoda u ablaciji ostatnog tkiva ili se ona u potpunosti moze izbje¢i, kojima
nije potrebna supresijska TSH ve¢ im je dovoljna samo supstitucija L-tiroksinom, a pracenje

moze biti rjede 1 manje opsezno.

Korelacija izmedu proteina HMGA (premda je bila rije¢ o HMGAL1) i neoplasti¢nog
fenotipa prvi je put zamijecena kad su dvodimenzijskom elektroforezom utvrdene promjene u
jezgrinim proteinima nakon transformacije stani¢ne linije Stitnjace Stakora (FRTLS)

djelovanjem misjeg virusa Kirstenovog sarkoma (KiMSV) (203).
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Na ulogu HMGAZ2 u nastanku novotvorina prvi su ukazali Ashar i sur., te

Schoenmakers i sur., obje skupine istrazivaca godine 1995. (207, 306).

ViSe je istrazivanja ukazalo da je povecana ekspresija HMGAZ2, bilo na razini gena
(metodom gRT-PCR), bilo na razini proteina (metodom imunohistokemijske analize), lo§
prognosticki ¢imbenik kod niza razli¢itih zlo¢udnih novotvorina — planocelularnih karcinoma
usne Supljine ((247), karcinoma plu¢a nemalih stanica (248-251), adenokarcinoma pankreasa
(253, 255), kolorektalnih karcinoma (264, 265), karcinoma zeluca (269), hepatocelularnih
karcinoma (272), intrahepati¢nog kolangiokarcinoma (273), karcinoma dojke (277, 279),

karcinoma mokra¢nog mjehura (294).

Objavljeno je i nekoliko istrazivanja 0 povezanosti prekomjerne ekspresije HMGAZ2 s
karcinomima Stitnjace, kako je ve¢ prethodno navedeno, i premda se kod veéine njih
prekomjerna ekspresija HMGA2 navodi kao obecavajuéi biljeg za razlikovanje benignih od
malignih tumora §titnjace, samostalno (296-299) ili u sklopu multigenskih analiza (302, 303),

oko toga jo$ nema konsenzusa (300, 301).

Nedostaci su dosadasnjih istrazivanja prekomjerne ekspresije HMGAZ2 kod karcinoma
Stitnjace $to su provodena na relativno malom broju bolesnika (296); osobito se to odnosi na
veli¢inu uzoraka zdravog tkiva Stitnjace ili neneoplasti¢nog tkiva (poput nodozne strume),
veli¢inu uzoraka folikularnih adenoma, pa 1 veli¢inu uzoraka diferenciranih karcinoma
StitnjaCe, a ponegdje su analizirani i bolesnici s anaplastiénim karcinomima Stitnjace (297),
koji predstavljaju potpuno =zasebne patohistoloske 1 klinicke entitete. U nekim su
istrazivanjima iz statisticke analize eliminirani neki podtipovi neoplazmi §titnjace koji se nisu

uklapali u statisticke podatke, prvenstveno Hiirthleove neoplazme (303).

Takoder, prema dostupnim nam podacima iz literature, do sada nema podataka o
eventualnoj korelaciji izmedu ekspresije gena HMGA2 i klinicke uznapredovalosti te
klinickog tijeka i ishoda kod diferenciranih karcinoma §titnjace, a oko eventualne povezanosti

izmedu patohistoloskih ¢imbenika s ekspresijom HMGAZ2 podaci su oskudni i nekonzistentni.

U istrazivanju smo odlucili analizirati prekomjernu ekspresiju gena HMGA2 metodom
reverzne transkripcije pracene lanéanom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu (engl.
gRT-PCR, quantitative reverse transcription- real-time polymerase chain reaction), jer se ona
pokazala osjetljivijom u usporedbi s odredivanjem prekomjerne ekspresije proteina HMGA?2

imunohistokemijskog analizom, koja je usto semikvantitativna (297).
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U nasem je retrospektivnom istrazivanju, koje je obuhvatilo ukupno 222 bolesnika s
operiranom StitnjaCom, analizom uzoraka tumorskog tkiva 113 bolesnika s diferenciranim
karcinomima Stitnja¢e uocena statisticki znacajno veéa ekspresija gena HMGAZ2 naspram
bolesnika s folikularnim adenomima Stitnjace, njih ukupno 55 (P<0,001). Ovaj je podatak
znacajan, jer na ve¢em broju bolesnika potvrduje vrijednost prekomjerne ekspresije HMGA2
kao korisne dodatne pretrage u razlikovanju benignih od malignih neoplazmi Stitnjace. S
obzirom da je medu naSim ispitanicima bilo vrlo malo folikularnih karcinoma $titnjace, njih
svega 11%, $to je u skladu s epidemioloskim podacima na razini populacije Hrvatske (5) s
obzirom na adekvatan unos joda (307, 308), nije bilo smisla usporedivati razinu ekspresije

HMGA2 izmedu te male podskupine bolesnika s FKS naspram bolesnika s FA.

U prijavi istraZivanja, kao kontrolna skupina s o€ekivanim niskim razinama ekspresije
HMGAZ2, planirana je analiza uzoraka zdravog tkiva S§titnjace iz kontralateralnog reznja ili
zdravog okolnog tkiva istog reznja kod bolesnika s nodoznom strumom S$titnjace. No s
obzirom da je bila rije¢ o retrospektivnom istrazivanju, te da su u arhivi Zavoda za patologiju
naseg KBC-a bili dostupni uzorci tkiva bolesnika operiranih zbog nodozne strume, zakljuéili
smo, s obzirom da je rije¢ o neneoplasticnoj dijagnozi kod koje nema povezanosti s
karcinomom Sstitnjace, da se navedeni uzorci mogu upotrijebiti kao kontrolna skupina kod
koje se o¢ekuje niska razina ekspresije gena HMGAZ2. Rezultati istrazivanja to su potvrdili.
Naime, kao $to smo ocekivali, nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu ekspresije
gena HMGA2 kod bolesnika s benignim tumorima $titnjace tj. folikularnim adenomima i
bolesnika s nodoznim strumama Stitnjace (P=0,513), dok je ta razlika bila statisticki zna¢ajno
veca kod bolesnika s diferenciranim karcinomima $titnjate naspram bolesnika s nodoznim
strumama (P<0,001). U naSem smo istrazivanju, kako bi statisticka snaga analize bila veca,
odlucili obuhvatiti priblizno isti broj uzoraka bolesnika s benignim bolestima Stitnjace i
uzoraka tkiva u kontrolnoj skupini. U konacnici je uzoraka diferenciranih karcinoma §titnjace,
ukupno gledajuc¢i bilo 113, uzoraka folikularnih adenoma bilo je 55, a uzoraka kontrolne

skupine tj. nodoznih struma, bilo je 54.

Kako bismo utvrdili eventualnu povezanost prekomjerne ekspresije gena HMGA2 s
klinickom uznapredovalos¢u diferenciranih karcinoma S$titnjae, pri odabiru uzoraka za
analizu bolesnika s DKS planirali smo ukljuciti podjednak broj bolesnika s boleséu
lokaliziranom na Stitnjacu u trenutku postavljanja dijagnoze tj. operacije, te bolesnika s

prisutnos¢u limfogenih presadnica u trenutku postavljanja dijagnoze tj. operacije. S obzirom

105



na mali postotak bolesnika s DKS kod kojih nastupa hematogena diseminacija bolesti (13),
nije bilo realisti¢no o¢ekivati da éemo u bazi podataka DKS naSe Klinike i pohranjenom
arhivskom materijalu naé¢i podatke o velikom broju bolesnika s diferenciranim karcinomom
Stitnjace 1 prisutnim hematogenim presadnicama u trenutku postavljanja dijagnoze ¢iji ¢e
uzorci biti dostupni za analizu. Istovremeno smo Zeljeli da uzorak bolesnika s diferenciranim
karcinomima Stitnja¢e bude Sto veci, tako da smo u konacnici analizirali 45 uzoraka tkiva
bolesnika s lokaliziranim DKS, 45 uzoraka tkiva s prisutnim limfogenim presadnicama, te 23
uzorka tkiva bolesnika s hematogenim presadnicama. Kod svih je bolesnika navedeni stadij
uznapredovalosti bolesti bio utvrden u trenutku postavljanja dijagnoze, tj. neposrednom
postoperacijskom (a u nekoliko slucajeva pluénih presadnica i predoperacijskom) obradom.
Analiza ekspresije gena HMGAZ2 radena je iskljucivo iz parafinskih blokova primarnih tumora
Stitnjace, s obzirom da je kod vise istrazivanja ekspresije HMGA (kako HMGAZ2, tako i
HMGAL), ne samo kod karcinoma S$titnjace (296), nego i kod drugih zlo¢udnih novotvorina
(247, 248, 252, 264, 269, 277), pokazano da se ekspresija kod istog bolesnika znaéajno
razlikuje u tumorskom tkivu i okolnom zdravom tkivu, te da moze postojati razlika u
ekspresiji izmedu primarnog tumora i limfogenih presadnica. Ta nam ¢injenica ukazuje na
vjerojatnu ulogu gena HMGAZ u karcinogenezi razli¢itih zlo¢udnih tumora, pa tako vjerojatno

1 diferenciranih karcinoma Stitnjace.

Rezultati istrazivanja su u potpunosti potvrdili postavljenu hipotezu — da je razina
ekspresije gena HMGA2 povezana s klinicki uznapredovalijim oblicima diferenciranih
karcinoma S$titnjace, te da je najviSa kod bolesnika s hematogenim presadnicama, a najniZa
kod uzoraka tkiva bolesnika s DKS-om ograni¢enim na §titnjadu. Naime, u analiziranim
uzorcima tkiva, prema rastuc¢oj klinickoj uznapredovalosti bolesti, od lokalizirane bolesti,
preko limfogene pa do hematogene diseminacije, rasla je i i vrijednost ekspresije HMGA2. Te
su razlike bile statisticke znac¢ajne izmedu svih pojedinih podskupina — ekspresija HMGA2
bila je statisticki znacajno veca kod bolesnika s hematogenim presadnicama naspram
bolesnika s limfogenim presadnicama (P<0,001), kao i naspram bolesnika s bolesc¢u
lokaliziranom na Stitnjac¢u (P<0,001), te kod bolesnika s limfogenim presadnicama naspram

onih s lokaliziranom boles¢u (P=0,002).

Promatraju¢i demografske osobine bolesnika, nije bilo statisticki znacajne razlike u
ekspresiji gena HMGA2 s obzirom na dob bolesnika s DKS, niti skupno, ni promatrajuéi ih

prema klini¢koj uznapredovalosti DKS. Bolesnici su bili podijeljeni u dvije skupine prema
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dobi - bolesnici u dobi <45 god. (N=49) te u dobi >45 god. (N=64). Rijec¢ je o dobnoj granici
koja je ukljuéena u klasifikaciju stadija bolesti prema AJCC/UICC kod bolesnika s DKS
(157), te smo je temeljem toga mi prihvatili i analizirali. Ovaj rezultat je bio neocekivan, s
obzirom da je visa dob bolesnika nepovoljan prognosti¢ki ¢imbenik kod DKS (15), te je dob
bolesnika temeljem toga uklju¢ena u klasifikaciju stadija bolesti prema AJCC/UICC kod
bolesnika s DKS (157). Kod bolesnika mlade Zivotne dobi, prema podacima iz literature,

ocekivali SM0 znacajno nizu razinu ekspresije HMGAZ2, no rezultati to nisu pokazali.

Nije bilo statisticki znacajne razlike u razini ekspresije HMGA2 s obzirom na spol
bolesnika, niti skupno, niti promatraju¢i ih po podskupinama u ovisnosti o klini¢koj
uznapredovalosti DKS, premda su muskarci s udaljenim presadnicama imali statisticki
grani¢no visu ekspresiju HMGA2 (P=0,056). Ovaj je rezultat takoder bio neocekivan, s
obzirom da je muski spol nepovoljan prognosti¢ki ¢imbenik kod bolesnika s DKS (15, 146-
148).

Nije uocena statisticki znacajna razlika u ekspresiji HMGAZ2 prema patohistoloskom
podtipu DKS, niti kad su se promatrali zasebno PKS, FKS, FVPKS i ca. Hiirthleovih stanica,
niti kad su se dva potonja pribrojili u skupinu PKS, odnosno FKS. Oéekivano, bolesnika s
PKS bilo je zna¢ajno vise (N=101, §to &ini 89%), no bolesnika s FKS (N=12, §to ¢ini 11%).
Takav omjer patohistoloskih dijagnoza u skladu je s epidemioloSkim podacima za Hrvatsku, s
obzirom da smo zemlja s adekvatnim unosom joda i jo§ prije 10-ak godina rijeSenim
problemom jodne deficijencije (308). Bolesnika s karcinomom Hiirthleovih stanica bilo je
svega troje, i kod njih je ekspresija HMGAZ2 bila vrlo niska (medijan ekspresije HMGA2 za
HKS iznosio je 1,57, dok je medijan ekspresije HMGA2 za sve DKS iznosio 19,03), te je
takva, niska ekspresija HMGA2 kod HKS u skladu s podacima iz literature (298, 299, 303). U
nasem istrazivanju, nismo bolesnike s karcinomima Hiirthleovih stanica zbog toga iskljucili iz
statisticke analize, poput nekih autora (303), jer je rije¢ o podvrsti folikularnih karcinoma

Stitnjace, a ujedno je bila rije¢ o malom broju bolesnika.

Bolesnici s papilarnim mikrokarcinomima stitnjace imali su znafajno nizu razinu
ekspresije gena HMGAZ2 od bolesnika s papilarnim nemikrokarcinomima Stitnjac¢e (P=0,021).
No, kod bolesnika s mikroPKS koji su imali proboj ¢ahure titnjade, te se time klasificiraju
kao stadij T3, medijan ekspresije priblizavao se medijanu ekspresije kod bolesnika s
papilarnim nemikrokarcinomima, za razliku od bolesnika s Tla-stadijem bolesti, gdje je

ekspresija HMGA2 bila znacajno niza, kako je ve¢ navedeno. Ovi su rezultati u skladu s
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ocekivanjima, ako pretpostavljamo da je ekspresija gena HMGAZ2 nepovoljan prognosticki
¢imbenik za diferencirane karcinome Stitnjace, te da papilarni mikrokarcinomi S$titnjace S
probojem kapsule Stitnjace, multicentricnos¢u 1/ili limfogenim presadnicama imaju
nepovoljniji klini¢ki tijek (309). Papilarni mikrokarcinomi §titnjate definiraju se kao PKS
promjera <10 mm (310), te se smatra da se bolesnici s mikroPKS koji su stadija bolesti
T1aNOMO mogu lije¢iti manje agresivno (12, 311), primjerice, poStednom operacijom
Stitnjace, ili izostavljanjem ablacijske radiojodne terapije, te da su im dovoljne supstitucijske
doze L-tiroksina, tj. da kod njih nema potrebe za supresijom TSH; o svemu tome postoje

odredene manje razlike u preporukama razli¢itih relevantnih drustava (98-101, 160).

Znacajna pozitivna korelacija, odnosno veéa ekspresija HMGA2 bila je povezana s
pojedinim patohistoloSskim parametrima diferenciranih karcinoma Stitnjace — s veéim
promjerom primarnog tumora, ve¢im T-stadijem po AJCC/UICC, veéim brojem
patohistoloskih ¢imbenika lo$ije prognoze (ovdje smo analizirali ekstrakapsularnu ekstenziju,
nepovoljnu histologiju, limfovaskularnu invaziju, te pozitivne limfne ¢vorove), kao i veéim

brojem zahvaéenih limfnih ¢vorova.

Kad podrobnije analiziramo navedene parametre, ve¢a ekspresija gena HMGA2
povezana S ve¢im promjerom primarnog tumora odnosila se na bolesnike s limfogeno
proSirenom boleS¢u. S obzirom da sama veli¢ina primarnog tumora nije jedini pokazatel]
uznapredovalosti primarnog DKS, logi¢no je da ¢e se pozitivna korelacija pokazati tek kod

bolesnika koji imaju N+ stadij bolesti.

Bolji pokazatelj uznapredovalosti primarnog DKS jest T-stadij bolesti prema
klasifikaciji AJCC/UICC (157), s obzirom da, osim same veli¢ine primarnog tumora $titnjace,
ukljucuje i1 ¢imbenike njegove agresivnosti — proboj Cahure Stitnjace, te stupanj proSirenosti
bolesti izvan S§titnjace. Znacajna pozitivna korelacija, odnosno veca razina ekspresije gena
HMGA2 povezana s ve¢im T-stadijem po AJCC/UICC, odnosila se i na bolesnike s limfogeno
prosirenom boles¢u i na bolesnike s lokaliziranom boles¢u. Kod bolesnika koji ve¢ imaju
hematogene presadnice, one su glavni ¢imbenik agresivnosti, pa uznapredovalost primarnog

tumora nije od velikog znacaja.

Dodatno smo analizirali bolesnike koji su, prema opceprihvacenim spoznajama iz
literature, imali jedan ili viSe patohistoloskih ¢imbenika loSije prognoze, u koje smo ubrojili

cetiri najznacajnija kad je rije¢ o bolesti koja nije hematogeno prosirena, a to su — prosirenost
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primarnog DKS izvan &ahure §titnjace, tzv. ekstrakapsularna ekstenzija (15, 151), nepovoljna
histologija primarnog DKS (poput visokostani¢nog ili cilindriénog podtipa PKS) (312, 313),
limfovaskularna invazija (314), te pozitivni vratni limfni ¢vorovi (151, 152). Znacajna
pozitivna korelacija, odnosno veéa ekspresija HMGAZ2, bila je povezana s veéim brojem
patohistoloSkih ¢imbenika loSije prognoze, a dodatnom analizom utvrdeno je da se to odnosi
na bolesnike s limfogeno proSirenom bolesc¢u i lokaliziranom boles¢u. To je bilo u skladu s
nasim ocekivanjima, jer kod bolesnika koji ve¢ imaju hematogene presadnice, one su glavni
¢imbenik agresivnosti, pa lokoregionalni patohistoloski ¢imbenici loSije prognoze vise nisu od

znacaja.

Zanimljivo, uocena je tek slaba pozitivna korelacija izmedu ekspresije HMGAZ2
bolesnika razli¢itog stadija bolesti prema AJCC/UICC. Ako se podsjetimo klasifikacije stadija
bolesti po AJCC/UICC diferenciranih karcinoma S§titnjace, nazire se objaSnjenje ovakvog
rezultata (tablica 3) (157). Naime, stupnjevanje DKS kod bolesnika mladih od 45 godina u
trenutku postavljanja dijagnoze (a takvih je u nasem istrazivanju bilo 49, tj. 43,4%) je sljedece
— samo se bolesnici s hematogenim presadnicama, neovisno o T-stadiju i N-stadiju bolesti,
svrstavaju u bolesnike stadija II. Svi ostali bolesnici mladi od 45 godina u trenutku
postavljanja dijagnoze svrstavaju se u stadij 1., dok stadij I11. i stadij IV. bolesti u ovoj dobnoj
kategoriji uopée ne postoje. Bolesnici u dobi od 45 godina ili stariji s hematogenim
presadnicama se, za razliku od toga, svrstavaju u stadij IVc. Prema naSem miSljenju, ovo je

razlog dobivenog rezultata istraZivanja.

Cimbenici lokalne uznapredovalosti i agresivnosti primarnog tumora Stitnjace,
temeljem kojeg se T-stadij bolesti po AJCC/UICC oznacava stupnjem T3 ili T4, pokazali su
se znacajno povezani s razinom ekspresije gena HMGAZ2. Rijec je o Sirenju tumorskog tkiva
izvan kapsule Stitnjace, tzv. proboju Cahure Stitnjace ili ekstrakapsularnoj ekstenziji - ETE,
(P<0,001), infiltraciji masnog i vezivnog tkiva (P<0,001), limfovaskularnoj invaziji
(P<0,001), te invaziji dalje u okolinu, primjerice u okolne poprecnoprugaste misice, hrskavicu
ili ostale okolne strukture (P=0,006). Ve¢ i sama infiltracija kapsule Stitnjace (bez njezina
probijanja), takoder je bila povezana sa znacajno vecom ekspresijom HMGAZ2 u odnosu na
uzorke tkiva bolesnika bez infiltracije kapsule stitnjace (P=0,001). Sve navedeno uglavnom se
odnosilo na podskupine bolesnika s lokaliziranom ili boles¢u proSirenom u limfne ¢vorove.
Pretpostavka je da kod bolesnika s hematogeno proSirenom bolescu, lokalna agresivnost vise

nije od klinickog znacaja.
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Premda ne predstavlja klasi¢ni riziéni ¢imbenik kod DKS, multicentriénost primarnog
tumora Cesto se ipak povezuje s agresivnijim klinickim tijekom 1 ve¢im rizikom od povrata
bolesti, kako lokalnog/regionalnog, tako ¢ak i udaljenog (39, 315). Stoga smo analizirali i
ovaj ¢imbenik u odnosu na ekspresiju HMGAZ2 te utvrdili statisticku znacajnost ekspresije
gena HMGAZ2 u ovisnosti 0 multicentri¢nosti primarnog tumora (P=0,001). I u ovom slucaju
navedeno se odnosilo na podskupine bolesnika s lokaliziranom ili boleS¢u proSirenom u
limfne ¢vorove. Pretpostavka je da kod bolesnika s hematogeno proSirenom bolesc¢u lokalni

rizi¢ni ¢imbenici vise nisu od klinickog znacaja.

Limfogena diseminacija bolesti se kod DKS smatra nepovoljnim prognosti¢kim
¢imbenikom, premda uglavnom za regionalni povrat bolesti, a manje za rizik od smrti (151,
152). Neki raniji radovi tvrdili su da zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova nema utjecaja
na prognozu PKS, te se ona kao rizi¢ni kriterij ne nalazi u nekim starijim prognosti¢kim
sustavima za DKS (146, 153, 158). Medutim, bolesnici koji u trenutku postavljanja dijagnoze,
tj. kod operacije, imaju DKS ve¢ prosiren u podruéne limfne évorove, imaju, osobito u nekim
slu¢ajevima, ve¢i rizik od povrata bolesti, kako lokoregionalno, tako ¢ak i hematogeno. Nije
svejedno, naravno, u kojoj se mjeri bolest proSirila u regionalne limfne ¢vorove. TNM-
klasifikacija stadija DKS po AJCC/UICC ovdje razlikuje bolesnike s presadnicama u regiju
VI. vrata, tj. u pretrahealne, paratrahealne i prelaringealne/Delfijske limfne ¢vorove, $to se
oznacava kao Nla-stadij bolesti, od bolesnika s limfogenim presadnicama u unilateralne,
bilateralne ili kontralateralne cervikalne limfne ¢vorove (regije vratnih limfnih ¢vorova L., II.,
1., V. ili V.) ili u retrofaringealne ili gornje medijastinalne limfne ¢vorove, koji €ine regiju
VII. Sve navedeno oznacava se kao N1b-stadij bolesti (157). Bolesnici u dobi od 45 godina ili
stariji, kod postavljanja dijagnoze DKS, u slucaju uznapredovalijeg N-statusa, bivaju
klasificirani u uznapredovaliji stadij bolesti. Svi bolesnici s N1b-statusom regionalnih limfnih
¢vorova spadaju u stadij bolesti [Va, §to je sve vidljivo u tablicama 2. 1 3. Hrvatsko drustvo za
Stitnjacu takoder smatra da bolesnici s limfogenim presadnicama trebaju biti ubrojeni u

visokorizi¢ne bolesnike (160).

Zadnje smjernice Ameri¢kog drustva za Stitnjacu (ATA), objavljene 2016. godine
(98), otisle su korak dalje u grupiranju bolesnika s podru¢nim presadnicama u limfne ¢vorove.
Kao $to nije svejedno u kojim se vratnim limfnim ¢vorovima nalaze limfogene presadnice,

tako nije svejedno niti jesu li one dijagnosticirane klinicki ili patohistoloski, koliko ih ukupno
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ima, te koje su veli¢ine. Sve navedeno su u ATA ukljucili u svoju novu podjelu bolesnika

prema stratifikaciji rizika, kako je vidljivo iz tablice 4.

U naSem istrazivanju analizirali smo, temeljem svega navedenog, viSe Cimbenika
limfogene diseminacije bolesti. Kao S§to je ve¢ navedeno, bolesnici s limfogenim
presadnicama imali su znacajno viSu ekspresiju HMGAZ2 u odnosu na bolesnike s boles¢u
lokaliziranom na S§titnjacu, a znacajno nizu ekspresiju HMGA2 u odnosu na bolesnike s

hematogenim presadnicama.

Unutar skupine bolesnika s limfogenim presadnicama (neovisno o tome je li rije¢ o
maksimalnoj proSirenosti bolesti u limfne ¢vorove, ili bolesnici dodatno imaju i hematogene
presadnice), utvrdili smo da postoji znacajna razlika u ekspresiji gena HMGA2 kod bolesnika
koji imaju veci pN-status bolesti po TNM-klasifikaciji AJCC/UICC, koji imaju veéi apsolutni
broj zahvacenih limfnih ¢vorova, te kod kojih je prisutan proboj ¢ahure limfnog ¢vora, kojeg
smo, kao priznati nepovoljni prognosticki ¢imbenik iz drugih lokalizacija malignih tumora, pa
i kod karcinoma Stitnjace (316), takoder posebno analizirali. Jedini parametar vezan uz limfne
¢vorove kod kojeg nije uoCena znacajna razlika u odnosu na ekspresiju HMGAZ2 bila je
prisutnost solitarne naspram multiplih limfogenih presadnica (neovisno o njihovu broju).
Pretpostavljamo da je ovaj, jedini negativni rezultat, posljedica toga §to i solitarna limfogena
presadnica moze biti pokazatelj vece agresivnosti bolesti, ukoliko je veceg promjera, ako
postoji proboj kapsule limfnog ¢vora ili je smjeStena u nekoj od regija vratnih limfnih ¢vorova
izvan regije VI. Ovi podaci naglasavaju vaznost detaljnih patohistoloskih izvjestaja nakon
operacije, ukljucujuci podatke o lokalizaciji, broju 1 veli¢ini zahvaéenih limfnih ¢vorova, te

eventualnom proboju njihove cahure.

Osim patohistoloskih, 1 razli¢iti klini¢ki parametri ukazuju na agresivnost pojedinih
DKS, jer, kao $to se svaki lije¢nik — klini¢ar svakodnevno moze uvjeriti, izmedu skupina
bolesnika koji su u potpunosti ujednaceni prema demografskim 1 patohistoloSkim obiljezjima
te prema uznapredovalosti bolesti, postoje velike razlike u klinickom ishodu, ovisno o
odgovoru na lijeCenje. Stoga smo u nase istrazivanje odlucili ukljuciti i dostupne nam klinicke

podatke, kako bismo istrazili njihovu eventualnu povezanost s ekspresijom gena HMGA2.

Podijelili smo nase bolesnike s DKS u skladu s rizi¢nim kriterijima navedenima u
sustavu stratifikacije rizika bolesnika prema zadnjim smjernicama ATA (tablica 4.) (98).

Navedeni sustav stratifikacije predstavlja kombinaciju patohistoloskih i klini¢kih rizi¢nih
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¢imbenika relevantnih za odredivanje agresivnosti DKS. Usto smo podijelili bolesnike i u
ovisnosti o njihovom klinickom odgovoru na terapiju, tj. prema ishodu lijecenja, takoder

prema podjeli ATA iz smjernica za 2015. godinu (tablica 5.).

Kod bolesnika koji su kategorizirani u vecu rizi¢nu podskupinu prema kriterijima
ATA, utvrdena je pozitivna korelacija s ekspresijom gena HMGAZ2, kako skupno za sve
bolesnike s DKS, tako i kada smo ih podijelili prema klinickom stupnju uznapredovalosti

(lokalizirani DKS, limfogena ili hematogena bolest).

Losiji klinicki odgovori odnosno 1o8iji ishodi lijecenja prema kriterijima ATA, bili su
statisticki znac¢ajno povezani s viS§im razinama ekspresije gena HMGA?2 (P=0,010). Ispitanici
koji su umrli od posljedica karcinoma Stitnjate imali su najveéu razinu ekspresije gena
HMGA2.

Radiojodna terapija predstavlja najvazniji oblik sustavnog lijeGenja bolesnika s DKS
zahvaljuju¢i dobroj diferenciranosti ovih zloéudnih novotvorina, te posljedi¢no, odrzanoj
sposobnosti tumorskih stanica, da poput zdravih, nakupljaju jod, pa tako i njegov radioaktivni
izotop, **!I. Nakupljanjem radiojoda u presadnicama omogucuje se radioterapijsko lijeenje u
multiplim sijelima, na svim onim mjestima gdje postoji njegova intenzivna akumulacija (13).

U naSem istrazivanju, kod bolesnika koji su primili vec¢u terapijsku kumulacijsku dozu
radiojoda utvrdena je pozitivna korelacija s ekspresijom HMGAZ2. Rijec je bila o bolesnicima
koji su primali radiojod ne samo za ablaciju ostatnog tkiva Stitnjace, ve¢ Cesto i1 puno vise
kumulacijske doze RAI od ablacijskih, s ciljem lijeCenja lokoregionalnih ili hematogenih

presadnica bolesti.

Nazalost, ponekad se dogodi da presadnice diferenciranog karcinoma Stitnjace
inicijalno ili u nekom trenutku tijekom lijeCenja ne nakupljaju radiojod, bilo jedna, bilo vise
njih, §to nazivamo neavidnos¢u za radiojod, a svi parametri koji ¢ine DKS neavidnim za RAI
navedeni su u radu Schlumbergera i sur. (123). Takvi bolesnici se, u slu¢aju simptomatske ili
brzoprogresivne agresivne metastatske bolesti moraju lije¢iti drugim oblicima lijeenja, koji
polucuju znatno loSije rezultate od radiojodne terapije, te se neavidnost na radiojod smatra

losim prognosti¢kim ¢imbenikom kod bolesnika s DKS (122, 143).

U naSem istrazivanju, bolesnici koji su bili neavidni za RAI, imali su znacajno visu

ekspresiju HMGAZ2 u usporedbi s bolesnicima koji su bili avidni za RAI (P=0,001).
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Sve su ovo dodatni pokazatelji potvrde naSe hipoteze da se ekspresija gena HMGA2

moze povezati s agresivnoSc¢u i ve¢om klinickom uznapredovalos¢u DKS.

U naSem je istrazivanju utvrdena znacajna razlika u ekspresiji HMGA2 kod bolesnika
kojima je provedena radioterapija vanjskim snopovima (P=0,003), no ne i kod bolesnika
kojima je provedena kemoterapija (P=0,077), ili neki drugi oblik lijeCenja (u Sto su ubrojene
operacije presadnica i njihove embolizacije, P=0,304). Nejasno je zasto su dobiveni takvi
rezultati, no rije¢ je sveukupno o malom broju bolesnika koji su lije¢eni nekim od nabrojenih

terapijskih postupaka, pa je vjerojatno to razlog te diskrepancije u rezultatima istrazivanja.

Kad je rije¢ o tumorskim biljezima koje odredujemo iz seruma bolesnika, nije
utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu ekspresije gena HMGAZ i vrijednosti specifi¢nog
tumorskog biljega za DKS, tireoglobulina (Tg), bilo postoperacijski, bilo tijekom zadnjeg
pracenja, a razlika nije uocena ni za vrijednosti antitireoglobulinskih protutijela, Tg-At, niti
postoperacijski, niti tijekom zadnje kontrole. Ovi su rezultati neocekivani, jer smo ocekivali
korelaciju ekspresije HMGA2 i razine tumorskih biljega, premda je ona, kad je rije¢ o
serumskoj vrijednosti tireoglobulina kod zadnje kontrole, na granici statistiCke znacajnosti
(P=0,05). Vjerojatno je razlog tome §to su vrijednosti Tg nepouzdane u slucaju pozitivnog
titra Tg-At, pa smo bolesnike podijelili u vise skupina kako bismo obuhvatili sve kombinacije

razina Tg i Tg-At.

Takoder, nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu ekspresije gena HMGAZ i sijela
presadnica kad su se analizirale sve kombinacije sijela presadnica prisutne kod nasih

bolesnika.

Kada promatramo ishode lijeCenja kod nasih bolesnika, ekspresija gena HMGAZ2 bila
je statisticki znacajno veca kod bolesnika kod kojih je nastupio lokoregionalni recidiv bolesti,
P=0,028, te kod bolesnika kod kojih je nastupio smrtni ishod kao posljedica karcinoma
Stitnjace, P=0,007.

Tijekom pracenja, od bolesnika koji su imali bolest lokaliziranu na Stitnjacu ili
ogranienu na regionalne limfogene presadnice kod postavljanja dijagnoze, samo je kod
jednog bolesnika nastupio povrat bolesti u udaljenim sijelima, stoga nije bilo mogucée uciniti

statisticku analizu korelacije ekspresije HMGAZ2 i udaljenog povrata bolesti.
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Dodatno smo, temeljem prethodno spomenutih rezultata razlike u ekspresiji izmedu
malignih (DKS) i benignih (FA) tumora $titnjace, odluéili ué¢initi ROC-analizu ekspresije
gena HMGA2 u predikciji malignih tumora Stitnjace (diferencirani karcinomi Stitnjace
naspram folikularnih adenoma). Povr§ina ROC-krivulje izrazito je velika (96,6%) te je
statistiCki znacajna (P<0,001).

U konacnici, temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata, mozemo utvrditi
da ekspresija gena HMGA2 s velikom osjetljivos¢u i specifiéno$¢u predvida je li rije¢ o
diferenciranom karcinomu S§titnjace ili folikularnom adenomu S§titnjace, te da bi HMGA2

mogao imati ulogu u karcinogenezi diferenciranih karcinoma stitnjace.

Veca ekspresija gena HMGA2 povezana je s klinicki uznapredovalijim oblicima
diferenciranih karcinoma Stitnjace, te je S visokom statistickom znacajno$¢u najvisa kod

bolesnika s hematogenim presadnicama, a najniza kod karcinoma ograni¢enih na $titnjacu.

Veéa ekspresija gena HMGA2 ukazuje na agresivnije oblike DKS koji su losije
prognoze 1 nepovoljnijeg klinickog tijeka i ishoda. Time se otvara put potencijalnoj klinickoj
primjeni odredivanja ekspresije HMGA2, ne samo kao pomoc¢noj metodi i potencijalnom
tumorskom biljegu u dijagnostici diferenciranih karcinoma Stitnjace, predoperacijskoj 1
postoperacijskoj, ve¢ 1 u predvidanju njihova klinickog tijeka, identificiraju¢i bolesnike s
agresivnijim oblikom bolesti, loSijom prognozom 1 nepovoljnijim klinickim tijekom 1

ishodom, $to moze koristiti pri odabiru opsega i vrste terapijskih postupaka.
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7. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata provedenog istrazivanja moze se zakljuciti sljedece:

1.) Ekspresija gena HMGA2 metodom reverzne transkripcije pracene lanéanom reakcijom
polimerazom u stvarnom vremenu (qQRT-PCR) statisticki je znacajno veéa kod bolesnika s
diferenciranim karcinomima naspram bolesnika s folikularnim adenomima Stitnjace
(P<0,001).

2.) Ekspresija HMGA2 statisticki je znacajno veca kod bolesnika s diferenciranim

karcinomima $titnja¢e naspram bolesnika s nodoznim strumama (P<0,001).

3.) Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu ekspresije HMGAZ2 izmedu bolesnika s

benignim tumorima Stitnjace tj. folikularnim adenomima i bolesnika s nodoznim strumama.

4.) Diferencirani karcinomi Stitnjae razli¢ite klinicke uznapredovalosti imali su, prema
rastucoj klinickoj uznapredovalosti bolesti, i rastu¢e vrijednosti ekspresije gena HMGAZ2, a te
su razlike bile statisticke znadajne izmedu svih pojedinih podskupina (DKS ograni¢eni na

Stitnjacu, s limfogenim presadnicama i s hematogenim presadnicama).

5.) Nije bilo statisticki znacajne razlike u ekspresiji HMGAZ2 prema dobi ili spolu bolesnika s

DKS, prema patohistologkom podtipu DKS, kao ni prema sijelu hematogenih presadnica.

6.) Ekspresija gena HMGA?2 bila je statisti¢ki znacajno niza kod bolesnika s papilarnim
mikrokarcinomima $titnjace u usporedbi s papilarnim nemikrokarcinomima, osim kod onih s

probojem cahure Stitnjace.

7.) Znacajno veca razina ekspresije gena HMGA2 povezana je s ve¢im promjerom primarnog
tumora, veéim T-stadijem po AJCC/UICC, multicentriénim DKS, s probojem ili infiltracijom
Cahure Stitnjace, infitracijom masnog i vezivnog tkiva, s limfovaskularnom i invazijom dalje u

okolinu, te s ve¢im brojem patohistoloskih ¢imbenika losije prognoze.

8.) Znacajna pozitivna korelacija, odnosno veca ekspresija gena HMGAZ2, povezana je s
veéim brojem zahvaéenih limfnih ¢vorova, S prisutnim probojem kapsule limfnog ¢vora, te s

visim pN-statusom bolesti po AJCC/UICC TNM-sustavu.

9.) Uocena je tek slaba pozitivna korelacija izmedu ekspresije HMGA2 kod bolesnika
razliCitog stadija bolesti prema AJCC/UICC.
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10.) Utvrdena je znacCajna pozitivna korelacija izmedu rizi¢nih skupina bolesnika prema ATA-

sustavu stratifikacije rizika iz smjernica za 2015. godinu i ekspresije gena HMGA2.

11.) Losiji klini¢ki odgovori, odnosno 1osiji ishodi lije¢enja prema podjeli boleshika ovisno o
odgovoru na terapiju po kriterijima ATA iz smjernica za 2015. godinu, bili su statisticki

znacajno povezani s vi§im razinama ekspresije gena HMGAZ2.

12.) Kod bolesnika koji su primili veéu terapijsku kumulacijsku dozu radiojoda, utvrdena je
pozitivna korelacija s ekspresijom HMGA2. Bolesnici koji su bili neavidni za RAI, imali su

znacajno visu ekspresiju gena HMGAZ2 u usporedbi s bolesnicima koji su bili avidni za RAL.

13.) Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu ekspresije HMGAZ2 i vrijednosti

tireoglobulina i antitireoglobulinskih protutijela (postoperacijski ili tijekom zadnje kontrole).

14.) Nije utvrdena statistiCki znacajna razlika izmedu ekspresije HMGA2 i provedene

kemoterapije ili neke druge terapije, osim kod bolesnika kojima je provedena radioterapija.

15.) Ekspresija HMGA2 bila je znacajno veéa u bolesnika s lokoregionalnim recidivom

bolesti, te kod onih kod kojih je nastupio smrtni ishod kao posljedica karcinoma $titnjace.

16.) Ekspresija gena HMGA2 s velikom osjetljivos¢u i specificnos¢u predvida je 1i rije¢ o
diferenciranom karcinomu ili folikularnom adenomu Stitnjace, te se moze koristiti kao
dodatna metoda u razlikovanju benignih od malignih bolesti $titnjace tj. kao tumorski biljeg u

dijagnostici diferenciranih karcinoma Stitnjace.

17.) Veéa ekspresija gena HMGA?2 ukazuje na agresivnije oblike DKS, koji su losije prognoze

1 nepovoljnijeg klini¢kog tijeka 1 ishoda.

18.) Odredivanje ekspresije gena HMGAZ2 iz uzoraka primarnog tumora nakon operacije
StitnjaGe moze biti koristan biljeg u predvidanju klinitkog tijeka DKS, identificirajuéi
bolesnike s agresivnijim oblikom bolesti, loSijom prognozom i nepovoljnijim klini¢kim

tijekom 1 ishodom, ¢ime moze koristiti pri odabiru opsega i vrste terapijskih postupaka.

19.) HMGA2 mogao bi imati ulogu u karcinogenezi diferenciranih karcinoma $titnjace.
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8. SAZETAK

Identificiranje molekularnih biljega za razlikovanje benignih od malignih novotvorina
Stitnjade, te agresivnijih oblika diferenciranih karcinoma titnja¢e (DKS) od onih indolentnog

klinickog tijeka, ostaje veliki izazov.

HMGAZ2 ima onkogeni potencijal. Povezanost povecane ekspresije gena ili proteina HMGA2
s agresivnom boleS¢u dokazana je kod viSe razlicitih zlocudnih novotvorina, no ne 1 kod

diferenciranih karcinoma Stitnjace.

Cilj je ovoga istrazivanja utvrditi razine ekspresije gena HMGA2 metodom gRT-PCR u
tkivima bolesnika s razli¢itog klinickom uznapredovalos¢u diferenciranih karcinoma $titnjace,
folikularnim adenomima (FA) StitnjaCe i neneoplasticnim bolestima Stitnjace - nodoznim

strumama (NS).

Retrospektivnom analizom iz 222 uzorka primarnog tumora (113 DKS, 55 FA, 54 NS),
utvrdeno je da ekspresija gena HMGAZ2 s velikom osjetljivoscu i specificno$éu predvida je li

rije¢ o DKS ili FA.

Vecéa ekspresija gena HMGA2 povezana je s agresivnijim oblicima DKS (veéim promjerom
primarnog tumora, veéim T-stadijem bolesti, multicentricnos¢u, ekstrakapsularnom
ekstenzijom, prisutnos¢u limfovaskularne invazije i invazije u okolinu, veéim pN-stadijem,
ve¢im brojem zahvacenih limfnih ¢vorova i probojem njihove kapsule), te s losijim klinickim
odgovorima i ishodima lije¢enja (ve¢om rizicnom skupinom prema ATA-sustavu stratifikacije
rizika i prema ATA-klinickom ishodu lijeCenja, neavidno$éu na radiojod, ve¢im rizikom od
lokoregionalnog recidiva i veéim rizikom smrti od DKS). HMGA2 mozda ima ulogu u

karcinogenezi DKS.

Kljuéne rijeci: HMGAZ2; ekspresija gena; reverzna transkripcija lan¢anom reakcijom

polimerazom; karcinom S§titnjace; neoplazma $titnjace
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9. SUMMARY

High-mobility group A protein 2 (HMGAZ2) gene expression in differentiated carcinoma
and benign thyroid diseases

The identification of molecular markers allowing to differentiate between benign and
malignant thyroid tumors, or aggressive types of differentiated thyroid cancer (DTC) from

those with indolent clinical course, remains a challenge.

HMGA2 has oncogenic potential. Correlation between upregulation of HMGA2 gene or
protein expression and disease aggressiveness has been proven in several malignant

neoplasms, but not in DTC.

Aim of this research was to determine HMGAZ2 gene expression levels by gRT-PCR in tissue
samples from patients with different clinical stages of DTC, with thyroid follicular adenoma

(FA), and in non-neoplastic thyroid disease, namely nodular goiter (NG).

By retrospective analyses of 222 tissue samples (113 DTC, 55 FA, 54 NG), it was determined
with high sensitivity and specificity that HMGA2 overexpression predicts DTC or FA.

Statistically significantly higher HMGA2 gene expression was found in clinically more
advanced stages of DTCs, and was highest in patients with distant metastases, and lowest in
DTCs limited to thyroid.

Higher levels of HMGA2 gene expression were linked to more aggressive types of DTC (with
larger tumor size, higher T-stage, multicentricity, extracapsular extension, limfovascular
invasion and invasion beyond thyroid, higher pN-stage, larger number of lymphonodal
metastases, and lymph node capsule penetration), and to worse clinical responses and
outcomes (higher ATA-risk-stratification group, worse ATA-clinical outcome of therapy,
non-avidity for radioiodine, higher risk of locoregional recurrence, and higher risk of death

from DTC). HMGAZ2 possibly has a role in DTC carcinogenesis.

Key words: HMGAZ2; gene expression; reverse transcriptase polymerase chain reaction;
thyroid carcinoma; thyroid neoplasm

Nina Dabelié, 2016.
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11. ZIVOTOPIS

Rodena sam 30. prosinca 1968. godine u Zagrebu, gdje sam zavrsila osnovnu i srednju Skolu.
Medicinski fakultet SveuciliSta u Zagrebu upisala sam 1987. godine, a diplomirala 1994.
godine.

Nakon pripravnickog staza, od 1997. do 2001. godine radila sam kao znanstvena novakinja, a
u razdoblju od 2001. do 2005. godine specijalizirala sam radioterapiju i onkologiju u Klinici
za onkologiju i nuklearnu medicinu KBC ,,Sestre milosrdnice®, gdje sam i sada zaposlena.
Specijalisti¢ki ispit iz radioterapije 1 onkologije poloZila sam 2005. godine.

Suradnik sam u dodiplomskoj nastavi iz predmeta Onkologija te u poslijediplomskoj nastavi
iz nuklearne medicine i otorinolaringologije na Medicinskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu.
Autor sam i koautor 19 znanstvenih radova u medunarodno indeksiranim ¢asopisima, od ¢ega
je 10 radova objavljeno u casopisima citiranima u Current Contentsu, 17 poglavlja u
recenziranim knjigama i zbornicima, jednog poglavlja u udzbeniku, 35 saZetaka u zbornicima
medunarodnih znanstvenih skupova, te 23 sazetka u zbornicima domacih znanstvenih
skupova. Bila sam pozvani predavac na vise znanstvenih i stru¢nih skupova.

Clanica sam Hrvatske lije¢ni¢ke komore i Hrvatskog lije¢ni¢kog zbora, u &ijem radu aktivno
sudjelujem kao ¢lanica Hrvatskog drustva za Stitnjac¢u, Hrvatskog onkoloSkog drustva i
Hrvatskog drustva za endokrinolosku onkologiju. Clanica sam Europskog druitva za

medicinsku onkologiju (ESMO).
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