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POPIS OZNAKA I KRATICA 

 

AASDH – beta-alanin aktivirajući enzim 

AGES - klasifikacija tumora prema dobi, stupnju, proširenosti i veličini, od engl. Age, Grade, 

Extent, Size 

AJCC - Američka zdruţena komisija za rak, od engl. American Joint Commitee on Cancer 

AMES - klasifikacija tumora prema dobi, metastazama, ekstratireoidnom širenju te veličini, od 

engl. Age, Metastases, Extrahyroidal invasion, Size 

ATA - Američko udruţenje za štitnjaču, od engl. American Thyroid Association 

ATF1 - aktivirajući transkripcijski faktor 1, od engl. Activating Transcription Factor 1 

CEA - karcinoembrijski antigen, od engl. Carcinoembryonic antigen 

CREB1 - CAMP odgovarajući element vezujući protein 1, od engl. CAMP Responsive 

Binding Protein 1 

DC - kompatibilan s detergentom, od engl. Detergent Compatible 

DNA - deoksiribonukleinska kiselina 

E2F1 - E2F transkripcijski faktor 1 

FASP - pripremanje uzoraka s pomoću filtra, od engl. Filter Aided Sample Preparation 

FFPE - fiksacija formalinom i uklapanje u parafin, od engl. Formalin Fixed, Parrafin 

Embedded 

FNAB - aspiracijska biopsija tankom iglom, od engl. Fine Needle Aspiration Biopsy 

HECA - engl. Headcase Protein Homolog 

iBAQ - apsolutna vrijednost intenziteta izraţaja proteina, od engl. Intensity Based Absolute 

Quantification 

MACIS - klasifikacija tumora prema metastazama, dobi, kompletnosti resekcije, invaziji i 

veličini, od engl. Metastases, Age, Completeness of resection, Invastion, Size 

MWCO - isključna vrijednost molekularne teţine, od engl. Molecular Weight Cut-Off 

NCCN - Nacionalna komprehenzivna mreţa za rak, od engl. National Comprehensive Cancer 

Network 

NFYA - stanični transkripcijski faktor 1, podjedinica A, od engl. Nuclear transcription factor 

Y, subunit alpha 

PCNXL4 - Pecanex-4 

PLAU - aktivator plazminogena, urokinaza, od engl. Plasminogen Activatior, Urokinase 



 
 

POLR3A - RNA polimeraza III, podjedinica A 

POU2F1 - POU domena, klasa II, transkripcijski faktor 1, od engl. POU domain, class 2, 

transcription factor 1   

RC - reducirajući agens, od engl. Reducing Agent 

RMB18 - RNA vezujući motiv protein 18, od engl. RNA Binding Motif Protein 18 

RNA - ribonukleinska kiselina 

RPS11 - ribosomski protein S11 

RSLC - brzo separirajuća tekućinska kromatografija, engl. Rapid Separation Liquid 

Chromatography 

SDC2 - sindekan-2, od engl. Syndecan-2 

SDC4 - sindekan-4, od engl. Syndecan-4 

SEER - nadgledavanje, epidemiologija i krajnji rezultat, od engl. Surveillance, Epidemiology 

& End Results 

T3 - trijodtironin 

T4 - tetrajodtironin 

TG - tireoglobulin 

TNM - Tumor, Node, Metastasis  

TSH - tiroidni stimulirajući hormon 

UICC - Unija za meĎunarodnu kontrolu raka, od engl. Union for International Cancer Control 

UZV - ultrazvuk 

WBS - sken cijelog tijela, od engl. Whole Body Scan 

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija, od engl. World Health Organization 
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1. UVOD 

 

1.1. Opći i epidemiološki podatci 

 

Tumori štitnjače najčešći su tumori endokrinih organa kod čovjeka. Godišnje se u svijetu 

javlja oko pola milijuna novootkrivenih slučajeva. Incidencija tumora štitnjače procjenjuje se 

na 10,2 do 15,7 na 100.000 sa smrtnošću od 0,5 na 100.000 stanovnika.  

U skladu s time, procjenjuje se da oko 900.000 ljudi trenutačno boluje od karcinoma štitnjače 

u Sjedinjenim Američkim Drţavama te je 44.280 ljudi novooboljelo od raka štitnjače u SAD-

u u 2021. godini, što čini oko 2,3% svih novootkrivenih tumora, uz 2200 smrtnih slučajeva. 

Prema SEER-u (Surveillance, Epidemiology, and End Results) petogodišnje preţivljenje 

iznosi 99,9% za lokaliziranu bolest te 98,3% za regionalnu bolest.  

Demografski, ţene obolijevaju tri puta češće nego muškarci, javlja se gotovo istovjetno u 

svim dobnim skupinama iznad 20. godine ţivota, a medijan obolijevanja je 51 godina (1, 2).  

Prema godišnjem Biltenu Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo za 2018. 

godinu, novootkrivena su 782 tumora štitnjače u 2018. godini, što čini 2,8% udjela u svim 

tumorima, s incidencijom od 19,1 na 100.000. Od tih pacijenata, njih 39% imalo je lokalnu 

bolest, 16%  regionalno proširenu bolest, 0% udaljene metastaze, a za 44,8% pacijenata nije 

bilo podataka o proširenosti bolesti (3). 

U posljednjih dvadesetak godina stopa incidencije tumora štitnjače raste, u SAD-u 3% 

godišnje, te čini podskupinu tumora s najvećim porastom incidencije. TakoĎer se povećava 

incidencija i smrtnost kod papilarnih karcinoma uznapredovalog stadija. Takav se trend 

djelomično objašnjava poboljšanom dijagnostikom, posebice tumora veličine manje od 

jednog centimetra (tzv. mikrokarcinoma), no neki radovi to demantiraju i tvrde da dolazi do 

stvarnog porasta broja novih slučajeva. Primjerice, prati se porast incidencije novootkrivenih 

tumora prema veličini, uključujući i tumore većih i manjih dimenzija (4, 5, 6). 

Faktori rizika za razvoj papilarnog karcinoma su prijašnja tumorska bolest štitnjače u obitelji, 

ekspozicija ionizirajućem zračenju, povećana tjelesna teţina, prehrambene navike i odreĎeni 

reproduktivni čimbenici (7, 8, 9, 10, 11, 12). 
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Postoje četiri osnovne vrste karcinoma štitnjače: papilarni, folikularni, medularni i 

anaplastični. Papilarni, folikularni i anaplastični karcinomi nastaju iz folikularnih stanica 

štitne ţlijezde, a medularni nastaju iz parafolikularnih C stanica. Papilarni i folikularni 

karcinomi smatraju se dobro diferenciranim tumorima s dobrom prognozom bolesti. Papilarni 

karcinom štitnjače najčešća je maligna bolest štitnjače, čini otprilike 80% svih karcinoma 

štitnjače.  

Papilarni karcinomi mogu se javiti u bilo kojem dijelu štitne ţlijezde. Makroskopski, oni su 

bjelkaste, tvrde tvorbe varijabilne veličine. Patohistološki, sastoje se od neoplastičnih papila 

sa središnjom fibrovaskularnom jezgrom koja je obavijena jednim ili više redova stanica s 

ovalnim jezgrama. Većina karcinoma sastoji se od većinski ili fokalnih papilarnih područja, a 

često se nalaze i folikularna područja. Tumorske stanice najčešće su kubične ili cilindrične. 

Često se u tumorima nalaze i psamomska tjelešca, koja predstavljaju fokalna područja 

ishemije papila koja akumuliraju ili ispuštaju kalcij. Prema Svjetskoj zdravstvenoj 

organizaciji (World Health Organization, WHO), za dijagnozu papilarnog karcinoma 

potrebni su i nuklearni kriteriji, odnosno specifičan izgled jezgara karcinomskih stanica. 

Jezgre mogu biti prozirne, prazne, pokazivati fenomen brušenog stakla ili biti poput „očiju 

Orphan Annie“(13). Često se javlja i intranuklearna citoplazmatska inkluzija, preklapanje 

jezgara te tzv. nuklearne brazde (14, 15). U patologiji se za dijagnostiku upotrebljavaju 

imunohistokemijski markeri: TTF-1, tireoglobulin, tiroidna peroksidaza, CD56, PAX8, 

HBME-1, CITED1, citokeratin 19, galektin 3 i molekularni markeri: BRAF i RAS mutacije, 

RET/PTC i TRK preslagivanja, beta-katenin, prekomjerna ekspresija HMGA2 te IMP3. Ovi 

markeri sluţe za patohistološku verifikaciju karcinoma u odnosu na benigne tvorbe ili druge 

podtipove (16). 

Postoji otprilike 15 podtipova papilarnih karcinoma, od kojih neki, poput varijante tall-cell ili 

kolumnarne, imaju lošije prognoze (16). Takvi su podtipovi, srećom, izrazito rijetki, ali 

pokazuju tipične karakteristike jezgre (15).  

Papilarni karcinomi najčešće se klinički prezentiraju kao sporo rastuće, bezbolne tvorbe u 

štitnjači. U novije vrijeme, zbog bolje dijagnostike, koja uključuje ultrazvučne preglede vrata, 

bolest se često otkrije slučajno, u pacijenata koji nemaju nikakvih simptoma. Kao što je već 

navedeno, takvi su karcinomi često manji od 1 cm u najvećem promjeru te se nazivaju 

mikrokarcinomima. 

 



3 
 

1.2. Dijagnostika 

 

Zlatni standard u dijagnostici papilarnih karcinoma je već spomenuta ultrazvučna 

dijagnostika vrata, uz aspiracijsku biopsiju iglom (engl. FNAB, Fine-needle aspiration 

biopsy) (17). Citološka analiza aspirata tkiva štitnjače najčešće se odreĎuje prema Bethesda 

stupnjevanju. Bethesda stupnjevanje sastoji se od šest stupnjeva. Stupanj 1: neadekvatan 

uzorak, stupanj 2: benigna tvorba, stupanj 3: atipija neodreĎenog značenja ili folikularna 

lezija neodreĎenog značenja, stupanj 4: folikularna neoplazma, stupanj 5: suspektni 

malignom, stupanj 6: potvrda malignoma (18). 

 

 

Tablica 1. Bethesda stupnjevanje citološke analize tvorbi štitnjače (19). 

Stupanj Opis 
Rizik od 

maligniteta 

I Uzorak nije moguće procijeniti 5-10% 

II Benigna tvorba 0-3% 

III 
Atipija neodreĎenog značenja/Folikularna 

lezija neodreĎenog značenja 
10-30% 

IV 
Folikularna neoplazma ili suspektno za 

folikularnu neoplazmu 
25-40% 

V Suspektno za malignitet 50-75% 

VI Malignitet 97-99% 

 

 

Ova metoda dijagnostike karcinoma štitnjače zlatni je standard u dijagnostici zbog svoje 

relativno lagane izvedbe, niskog rizika od komplikacija, ali i, najvaţnije, velike točnosti u 

dijagnozi.  

Prema velikoj studiji s Klinike Mayo, citopunkcija ima 97% pozitivnu prediktivnu vrijednost, 

a 92% negativnu prediktivnu vrijednost za sve malignome štitnjače (20). 

Iako je sistem klasifikacije Bethesda detaljno razraĎen, dijagnostičke sumnje, prije svega 

preoperativne, javljaju se kod stupnjeva III i IV jer postoji mogućnost od 10 do 40% da je 

tvorba maligna, što se zasad moţe razlučiti jedino patohistološkom analizom, odnosno 

prethodno učinjenim kirurškim zahvatom (21). Ova je problematika jedan od glavnih razloga 
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potrage za adekvatnim biljegom koji bi preoperativno, uz visoku osjetljivost i specifičnost, 

razlikovao benignu od maligne tvorbe u štitnjači. 

 

1.3. Stupnjevanje bolesti 

 

Iako su papilarni karcinomi štitnjače sporo rastući tumori s veoma dobrom prognozom 

bolesti, i dalje se prezentiraju sa širokim opsegom bolesti koji uključuje i lokoregionalno i 

udaljeno metastaziranje bolesti, što je značajan problem u odreĎivanju optimalnog modaliteta 

kirurškog liječenja. Stoga je od velike vaţnosti preoperativno stupnjevanje bolesti.  

Prilikom procjene stadija bolesti najčešće se upotrebljava stupnjevanje TNM kolaboracija 

AJCC (engl. American Joint Commission on Cancer) i UICC (engl. Union For International 

Cancer Control). U toj klasifikaciji procjenjuju se veličina tumora (T), prisutnost i broj 

metastatskih čvorova na vratu (N) i prisutnost udaljenih metastaza (M). Prema toj 

klasifikaciji, u koju ulazi još i dob bolesnika (dob veća od 45 godina dodatni je rizični 

čimbenik), papilarni karcinomi štitnjače mogu se svrstati u četiri stadija (I – IV). (Tablice 2, 

3, 4) 
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Tablica 2. „Tumor“ klasifikacija papilarnog karcinoma štitnjače 

TX Primarni tumor ne moţe se procijeniti 

T0 Nema dokaza o primarnom tumoru 

T1 Tumor ≤ 2 cm u najvećoj dimenziji, ograničen na štitnjaču 

T1a Tumor ≤ 1 cm u najvećoj dimenziji, ograničen na štitnjaču 

T1b Tumor > 1 cm, ali ≤ 2 cm u najvećoj dimenziji, ograničen na štitnjaču 

T2 Tumor > 2 cm, ali ≤ 4 cm u najvećoj dimenziji, ograničen na štitnjaču 

T3 Tumor > 4 cm ograničen na štitnjaču ili značajna ekstratireoidna ekstenzija koja 

invadira samo infrahiodne mišiće 

T3a Tumor > 4 cm ograničen na štitnjaču 

T3b Značajna ekstratireoidna ekstenzija koja invadira samo infrahiodne mišiće 

(sternohiodni, sternotireoidni, tirohioidni ili omohiodni mišić), neovisno o 

veličini tumora 

T4 Značajna ekstratireoidna ekstenzija izvan infrahioidne muskulature 

T4a Značajna ekstratireoidna ekstenzija koja zahvaća supkutana meka tkiva, grkljan, 

dušnik, jednjak ili povratne ţivce, neovisno o veličini tumora 

T4b Značajna ekstratireoidna ekstenzija koja zahvaća preverterbralnu fasciju, 

okruţuje karotidnu arteriju ili medijastinalne krvne ţile, neovisno o veličini 

tumora 
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Tablica 3. „Node“ i „Metastasis“ klasifikacija metastatskih limfnih čvorova  i udaljene bolesti 

kod papilarnog karcinoma štitnjače 

Regionalni limfni čvorovi 

NX Regionalni limfni čvorovi ne mogu se procijeniti 

N0 Bez lokoregionalnih metastaza 

N0a Jedan ili više citološki ili histološki dokazanih benignih limfnih čvorova 

N0b Bez radioloških ili kliničkih dokaza o postojanju lokoregionalnih metastaza 

N1 Metastaze u regionalnim čvorovima 

N1a Metastaze u regijama VI i VII (pretrahealnim, paratrahealnim, 

prelaringealnim/delfijskim) ili u limfnim čvorovima gornjeg medijastinuma; 

mogu biti unilateralni ili bilateralni 

N1b Metastaze u unilateralnim, bilateralnim ili kontralateralnim lateralnim limfnim 

čvorovima (regije I, II, III, IV ili V) ili u retrofaringealnim limfnim čvorovima 

Udaljene metastaze 

MX Udaljene metastaze ne mogu se procijeniti 

M0 Bez udaljenih metastaza 

M1 Udaljene metastaze 
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Tablica 4. Stadij bolesti prema klasifikaciji TNM  

Stadij Dob < 55 Dob > 55 

I Bilo koji T, N; M0 T1N0M0 

T2N0M0 

II Bilo koji T, N; M1 T1N1M0 

T2N1M0 

T3a/T3b, bilo koji N, M0 

III  T4a, bilo koji N, M0 

IVA  T4b, bilo koji N, M0 

IVB  Bilo koji T, N; M1 

 

 

Od ostalih klasifikacijskih sustava, često se upotrebljavaju i sustavi AMES i AGES/MACIS.  

Sustav AMES koristi dob, prisutnost distalnih metastaza, opseg tumorske invazije i veličinu 

tumora u razvrstavanju bolesnika u visokorizične i niskorizične. Prema tom sustavu 

niskorizični bolesnici su muškarci mlaĎi od 41 godine ili ţene mlaĎe od 51 godine bez 

udaljenih metastaza te svi stariji pacijenti bez ekstratireoidnog širenja papilarnog karcinoma 

ili tumora manjeg od 5 cm u promjeru. Niskorizični pacijenti imaju smrtnost od 1,8%, s 

mogućnošću recidiva od 5%, a visokorizični imaju smrtnost od 46%, s mogućnošću recidiva 

od 55% (22). 

Sustav klasifikacije AGES upotrebljava dob, histološki stadij tumora, opseg bolesti i veličinu 

tumora. Taj je sustav zamijenio sličan sustav klasificiranja, MACIS. MACIS umjesto 

histološkog stadija tumora u obzir uzima postojanje udaljenih metastaza, opseg tumorske 

resekcije i ekstratireoidnu invaziju (23, 24).  

Prema MACIS-u, ovisno o skoru, pacijenti mogu biti stratificirani u četiri skupine sa 

značajnim razlikama u dvadesetogodišnjem preţivljenju.   
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1.4. Regionalno širenje karcinoma štitnjače 

 

Primarna regija limfne opskrbe štitnjače je centralni odjeljak vrata, odnosno vratna regija VI. 

Anatomske granice regije VI su latero-lateralno zajedničke karotidne arterije, gornja granica 

je tijelo jezične kosti, a donja je granica suprasternalna incizura (Slika 1.). 

Procjenjuje se da oko 3% pacijenata prilikom dijagnoze maligne bolesti štitnjače ima 

udaljene metastaze, a oko 37% pacijenata ima metastatske limfne čvorove na vratu (25). 

Ipsilateralna lateralna regija vrata ima istu stopu metastaziranja kao i centralna regija vrata 

(26). 

 

 

 

Slika 1. Regija VI; Preuzeto iz: Robbins KT, Clayman G, Levine PA, i sur. Neck Dissection 

Classification Update. Arch Otolaryngol Neck Surg. 2002;128(7):751. 

doi:10.1001/archotol.128.7.751 (27). 
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1.4.1. Čimbenici rizika za regionalno širenje bolesti 

 

Trenutačno ne postoje dijagnostičke metode koje mogu diferencirati papilarne karcinome koji 

su posebno biološki agresivni od onih indolentnih koji se neće prezentirati lokoregionalnom 

metastatskom bolešću ili recidivima te je stoga potrebno bolje razumijevanje molekularne 

patologije radi odreĎivanja prognostičke značajnosti metastaza (28). U skladu s time, brojne 

studije pokušale su identificirati prediktore metastaziranja papilarnog karcinoma u centralne i 

lateralne odjeljke vrata. Prema Kim SK i sur. čimbenici rizika za metastaze papilarnog 

mikrokarcinoma u lateralnim regijama vrata su muški spol, ekstratireoidno širenje tumora, 

veličina veća od 0,5 cm i postojanje metastaza u centralnom odjeljku, a za centralne odjeljke 

još su identificirali multicentričnost i bilateralnost (29). Lai XJ i sur. kao čimbenike rizika za 

lateralne metastaze navode dob veću od 45 godina, veličinu tumora veću od 2 cm, 

kalcifikacije, centralne metastaze i lateralno smješten tumor (30). Tumori veći od 1 cm i 

metastaze u centralnom odjeljku takoĎer su bili identificirani kao faktori rizika za razvoj 

lateralnih metastaza prema nedavnom istraţivanju Feng JW i sur. (31). Slični su čimbenici 

ustanovljeni i u drugim istraţivanjima (32). Song M i sur. su, osim već navedenih čimbenika 

rizika, identificirali i negativnu mutaciju BRAF V600E kao čimbenik rizika za metastaziranje 

u lateralne odsječke vrata (33). 

 

1.4.2. Dijagnostika regionalne bolesti 

 

Za preoperativnu dijagnostiku metastaza papilarnog karcinoma preporučuje se ultrazvuk 

(UZV), prema smjernicama NCCN i ATA (17). Prema radu Moreno MA i sur. UZV vrata 

otkriva postojanje metastaza u centralnom odjeljku vrata u 23,9% slučajeva kod potvrĎenih 

papilarnih karcinoma. Zanimljivo, u istom radu navedeno je da je 71,4% pacijenata u kojih je 

provedena profilaktička disekcija regije VI (bez UZV-om verificiranih metastaza) imalo 

pozitivne limfne čvorove u regiji VI na patohistološkoj analizi (34). 
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1.4.3. Okultne i „skip“ metastaze 

 

Istraţivanja su pokazala da značajan postotak pacijenata u trenutku liječenja ima okultne 

metastaze u centralnim i lateralnim regijama vrata, uz relativno čestu pojavnost kod mlaĎih 

pacijenata (35). Postotak okultnih metastaza se prema istraţivanjima kreće od 31,7 do 66% 

(36, 37, 38, 39). Prema Hartl DM i sur. oko 23% pacijenata s papilarnim karcinomom ima 

okultne metastaze u lateralnim regijama vrata (39). 

Premda se procjenjuje da 80% pacijenata koji imaju lateralne metastaze ima i metastaze u 

centralnom odjeljku (40), poseban problem je „skip“ metastaziranje u lateralne regije vrata. 

Iako je primarna limfna drenaţna regija štitnjače regija VI, nekada metastaze mogu 

„preskočiti“ (engl. „skip“) tu regiju i metastazirati u lateralne regije vrata, što povećava 

mogućnost lokoregionalnog recidiva bolesti (41). 

Prema studijama pojavnost „skip“ metastaza u lateralne regije vrata iznosi oko 7%. U dvije 

studije identificirani su čimbenici koji dovode do pojave „skip“ metastaza: dob (kod 

mikrokarcinoma mlaĎa dob, kod ostalih dob starija od 45 godina), veličina tumora, 

multicentričnost, bilateralnost, enkapsulacija, ekstratireoidno širenje i limfatička invazija, no 

osim mikrokarcinoma nisu pronaĎeni drugi čimbenici povezani s nastankom „skip“ metastaza 

(39, 42, 43). U studiji Lim YC i Koo BS „skip“ metastaze javile su se u 19% ispitanika. Ti 

istraţivači naveli su izostanak limfovaskularne invazije i ekstrakapsularno širenje primarnog 

tumora kao moguće čimbenike „skip“ metastaziranja (44). U studiji Park JH i sur. „skip“ 

metastaze javile su se kod 21,8% pacijenata, češće u onih s tumorom manjim od 1 cm te 

onima smještenim u gornjim polovima (45), što je u skladu s drugim istraţivanjima (46, 47, 

48, 49).  
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1.5. Liječenje dobro diferenciranih karcinoma štitnjače 

 

1.5.1. Liječenje primarnog tumora 

 

Prema smjernicama Američkog udruţenja za štitnjaču (ATA, American Thyroid 

Association), zlatni standard liječenja dobro diferenciranih karcinoma štitnjače je kirurgija 

(slika 3.). Preporučuje se totalna tireoidektomija za tumore veće od 4 cm, one s metastazama 

(regionalnim ili udaljenim) te one sa značajnom ekstratireoidnom invazijom. Za tumore 

veličine izmeĎu 1 i 4 cm, liječenje se moţe sastojati od totalne tireoidektomije ili 

lobektomije, koja je rezervirana za papilarne i folikularne karcinome niskog rizika. Za tumore 

manje od 1 cm dovoljna je i lobektomija, ako nema jasnih indikacija za odstranjenjem i 

drugog reţnja (npr. izostanak prijašnjeg zračenja u području glave i vrata, nasljednog 

karcinoma štitnjače ili metastaza). Ostale, znatno manje upotrebljavane metode liječenja 

papilarnih karcinoma, koje se prije svega upotrebljavaju kod manjih i manje rizičnih 

karcinoma, jesu perkutana injekcija etanolom i radiofrekventna ablacija (17). 

 

1.5.2. Liječenje primarne regionalne bolesti 

 

Prema smjernicama ATA-e preporučuje se disekcija vrata regije VI ako se metastaze 

verificiraju ultrazvučno preoperativno ili u trenutku operacije štitnjače. Elektivna disekcija 

regije VI preporučuje se u  pacijenata s višim stadijima bolesti (III. i IV. stadij) ili ako imaju 

metastaze u lateralnim regijama vrata. Elektivne operacije lateralnih regija vrata se ne 

preporučuju. Ako pacijenti imaju metastaze u lateralnim regijama vrata, preporučuje se 

radikalna disekcija regija od II do V, meĎu ostalim i radi izbjegavanja morbiditeta povezanog 

s reoperacijom i bolje prognoze (17, 50, 51, 52).  

Disekciju vrata je kao terapijsku opciju za regionalno liječenje tumorskih bolesti glave i vrata 

prvi put opisao poljski kirurg Franciszek Jawdynski (1851. – 1896.) krajem 19. stoljeća, a 

koncept disekcije vrata u zapadnom svijetu razradio je i popularizirao američki kirurg George 

Washington Crile (1864. – 1943.), koji je i definirao ono što danas nazivamo radikalnom 

disekcijom vrata. Radikalna disekcija vrata podrazumijeva odstranjivanje sveg limfatičnog 

tkiva kroz regije vrata od I do V uz odstranjenje sternokleidomastoidnog mišića, unutarnje 
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jugularne vene i n. accesoriusa. Radikalna disekcija vrata smatra se temeljnom disekcijom po 

kojoj se usporeĎuju i razvijaju i ostale disekcije vrata, meĎu kojima se ističu modificirana 

radikalna i selektivna. Modificirana radikalna disekcija uključuje, kao i radikalna, 

odstranjenje limfatičnog tkiva regija od I do V, ali uz očuvanje barem jedne od tri opisivane 

nelimfatične strukture u radikalnoj disekciji vrata: unutarnje jugularne vene, n. accesoriusa ili 

sternokleidomastoidnog mišića. U početku, dominantno izvoĎena disekcija bila je radikalna, 

no vrijeme je pokazalo da modificirana radikalna disekcija u odreĎenim slučajevima ne 

kompromitira onkološko liječenje, a značajno smanjuje morbiditet prouzročen odstranjenjem 

nelimfatičnih struktura, prije svega n. accesoriusa. Prvi kirurzi koji su zagovarali 

modificiranu radikalnu disekciju su Oswaldo Suarez, Ettore Bocca i Oreste Pignataro.  

S obzirom na kompleksnost anatomije glave i vrata te postojanje velikog broja 

neurovaskularnog tkiva, prilikom izvoĎenja disekcije postoji velika opasnost od jatrogenih 

lezija i komplikacija.  

Komplikacije disekcija vrata kod tumora štitnjače ugrubo se mogu podijeliti na one koje 

nastaju disekcijom centralnog odjeljka (regija VI) i one koje nastaju disekcijom lateralnih 

odjeljaka (regije od I do V) (Slika 2.).  
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Slika 2. Regije vrata od I do VI. Preuzeto iz: Robbins KT, Clayman G, Levine PA, i sur. 

Neck Dissection Classification Update. Arch Otolaryngol Neck Surg. 2002;128(7):751. 

doi:10.1001/archotol.128.7.751 (27). 

 

Komplikacije disekcije centralnog odjeljka su hipoparatireoidizam, koji moţe biti primarni i 

trajni, te ozljeda povratnog ili gornjeg laringealnog ţivca.  

Komplikacije prilikom operacije lateralnih regija vrata su trajni ili prolazni 

hipoparatireoidizam, ozljeda glavnog limfatičnog voda (ductus thoracicus) ili desnostranog 

limfatičnog voda (ductus lymphaticus dexter), krvarenje, serom, infekcije rane te ozljede 

ţivaca – XI. kranijalnog ţivca (nervus accesorius), mandibularne grane ličnog ţivca, 

simpatičkog pleksusa, n. phrenicusa, brahijalnog pleksusa i koţnoga cervikalnog pleksusa 

(53). 
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Slika 3. Intra- i perioperativne slike štitnjače s papilarnim karcinomom i disekcije vrata. A – 

štitnjača s tumorom u desnom reţnju (bijeli asterisk) i disektat regije VI (strelica); B – 

štitnjača; C – razrezani desni reţanj štitnjače i prikaz papilarnog karcinoma (crni asterisk); D 

– modificirani radikalni disektat (strelica) (Izvor: ljubaznošću djelatnika Klinike za 

otorinolaringologiju i kirurgiju glave i vrata Kliničkog bolničkog centra „Sestre milosrdnice“) 

 

1.5.3. Postoperativno liječenje  

 

Postoperativno liječenje radioaktivnim jodom je prema ATA-inim smjernicama i ATA-inoj 

stratifikaciji pacijenata (Tablica 5.) indicirano u pacijenata koji imaju makroskopsko 

ekstratireoidno širenje primarnog tumora ili udaljenu metastatsku bolest, a moţe se razmotriti 

u pacijenata koji imaju regionalnu metastatsku bolest, tumor veći od 4 cm ili mikroskopsko 

ekstratireoidno širenje. Kod razmatranja primjene radionuklidnog liječenja u srednje i 

visokorizičnih bolesnika u obzir treba uzeti faktore rizika koji upućuju na teţu bolest, kao što 

su odreĎene podvrste papilarnog karcinoma, prisutnost intratiroidne vaskularne invazije ili 
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multifokalnost bolesti. Multifokalna bolest manja od 1 cm i bez faktora rizika ne zahtijeva 

radionuklidno liječenje.   

 

Tablica 5. ATA-smjernice za postoperativno provoĎenje radionuklidnog liječenja 

ATA-klasifikacija rizičnosti i adjuvantnog radionuklidnog liječenja 

ATA-klasifikacija Opis 
Indicirano adjuvantno 

radionuklidno liječenje 

Niski rizik – T1a, N0, Nx, M0, 

Mx 
Tumor manji od 1 cm Ne 

Niski rizik – T1b, T2, N0, Nx, 

M0, Mx 
Tumor izmeĎu 1 i 4 cm Nije rutinski 

Niski do umjereni rizik – T3, 

N0, Nx, M0, Mx 
Tumor veći od 4 cm 

Razmotriti – ovisno o 

prisutnosti negativnih 

čimbenika 

Niski do umjereni rizik – T3, 

N0, Nx, M0, Mx 

Mikroskopska ekstratireoidna 

ekstenzija, bilo koja veličina 

tumora 

Razmotriti – preporučljivo 

Niski do umjereni rizik – T1-

T3, N1a, M0, Mx 

Metastaze u centralnom 

odjeljku vrata 
Razmotriti – preporučljivo 

Niski do umjereni rizik – T1-

T3, N1b, M0, Mx 

Metastaze u lateralnom odjeljku 

vrata ili medijastinumu 
Razmotriti – preporučljivo 

Visoki rizik – T4, bilo koji N, 

bilo koji M 

Bilo koja veličina tumora, 

makroskopska ekstratireoidna 

ekstenzija 

Da 

Visoki rizik – M1, bilo koji T, 

bilo koji N 
Udaljene metastaze Da 

 

Radionuklidno liječenje ima za cilj uništiti bolest koja nije u potpunosti kirurški uklonjena, 

uništiti moguću, ali nedokazanu rezidualnu bolest ili uništiti perzistentnu ili proširenu bolest. 

U liječenju pacijenata s nisko i umjereno rizičnom bolešću, preporučuje se liječenje 

radiojodom niske aktivnosti od 30 mCi, a veće doze preporučuju se u pacijenata kod kojih je 

učinjena suptotalna ili totalna tireoidektomija s očitom rezidualnom bolešću. Za liječenje 

suspektne mikroskopske rezidualne bolesti, bez udaljene metastatske bolesti, preporučuje se 

aktivnost do 150 mCi (17). 

Poslije kirurškog i adjuvantnog radionuklidnog liječenja, u pacijenata je potrebno suprimirati 

tireoidni stimulirajući hormon (TSH). Receptori za TSH nalaze se na tumorskim stanicama te 

njihova aktivacija dovodi do proliferacije i ekspresije pojedinih proteina, npr. tireoglobulina. 

Supresija TSH provodi se adekvatnim uzimanjem hormonske nadomjesne terapije 

tetrajodtiroksinom (T4) i trijodtironinom (T3) jer negativnom povratnom spregom inhibiraju 

izlučivanje TSH iz hipofize (17). 
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U visokorizičnih pacijenata preporuka je suprimirati TSH na manje od 0,1 mU/L, a u 

umjereno rizičnih preporuka supresija je izmeĎu 0,1 i 0,5 mU/L. Za niskorizične pacijente s 

neznatnim vrijednostima tireoglobulina preporuka je supresija izmeĎu 0,5 i 2 mU/L, a za one 

s niskim razinama tireoglobulina preporučena je supresija od 0,1 do 0,5 mU/L (17). 

U praćenju pacijenata s karcinomom štitnjače koji su operirani i u kojih je provedeno 

radionuklidno liječenje, serumski tireoglobulin je biljeg kojim se prati rezidualna ili recidivna 

bolest. U niskorizičnih i umjereno rizičnih pacijenata, serumski tireoglobulin analizira se 

svakih 6 – 18 mjeseci. Koncentracija tireoglobulina bi u pacijenata s izvrsnim učinkom 

kombiniranog kirurškog i radionuklidnog liječenja trebala biti manja od 0,2 ng/mL, a u 

pacijenata u kojih je provedeno samo kirurško liječenje praćenje se zasniva na rastu 

koncentracije tireoglobulina, bez točno definiranih vrijednosti koncentracija (17). 

Postoperativno se preporučuje UZV vrata svakih 6 – 12 mjeseci uz biopsiju suspektnih 

limfnih čvorova većih od 8 mm. Niskorizični pacijenti, nakon operacije i radionuklidnog 

liječenja te bez suspektnih metastaza na vratu uz niske vrijednosti tireoglobulina mogu se 

samo pratiti uz redovita mjerenja njegove vrijednosti (17). 

Ako je prvi sken čitavog tijela (engl. whole body scan, WBS) nakon radionuklidnog liječenja 

u niskorizičnih i umjereno rizičnih pacijenata uredan, uz niske vrijednosti tireoglobulina i bez 

metastaza na vratu, nije potrebno provoditi novi WBS poslije. Dijagnostički WBS provodi se 

u sljedećim situacijama: kada prvi postterapijski WBS pokaţe abnormalno nakupljanje 

radionuklida izvan leţišta operirane štitnjače; ako je postterapijski WBS pokazao značajno 

nakupljanje radionuklida u rezidui štitnjače, što onemogućava vizualizaciju slabije 

nakupljajućih lezija, kao što su metastaze; te u pacijenata s tireoglobulinskim antitijelima s 

rizikom za laţno negativnu vrijednost tireoglobulina neovisno o urednom ultrazvuku vrata. 

Ostale metode koje su osjetljivije i rezervirane za diferentne pacijente su SPECT-CT i 

18FDG-PET/CT, koje se temelje na povišenoj metaboličkoj apsorpciji radiofarmaka 

(glukoze) u tumorskom tkivu i emisiji protona ili pozitrona iz radiofarmaka (17). 
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1.6. Prognoza i preţivljenje 

 

Tumor-specifično preţivljenje za bolesnike I. stadija prema klasifikaciji TNM je 99,8%, II. 

stadija je 88,3%, III. 72,4% te za bolesnike IV. stadija 71,9%.  

Lošiji prognostički čimbenici su starija ţivotna dob, veći T stadij te prisutnost udaljenih 

metastaza, a u nekim radovima i prisutnost regionalnih lateralnih i medijastinalnih metastaza. 

(54, 55, 56, 57, 58)  

U radu Ito M i sur. identificiran je klinički, ali ne i patološki N1b stadij kao čimbenik lošije 

prognoze, kako kod tumor-specifičnog preţivljenja tako i kod preţivljenja bez bolesti (59). 

Isti autori su dvije godine poslije pokazali lošije preţivljenje u N1b pacijenata s metastazom 

većom od 3 cm, prisutnošću više od pet pozitivnih čvorova te ekstranodalnom ekstenzijom, 

dok je u N1b pacijenata bez ovih značajki preţivljenje bilo isto kao i kod pacijenata s N1a 

bolešću, no i dalje lošije nego u N0 pacijenata (60). 

Specifično preţivljenje i ukupno preţivljenje takoĎer je bilo smanjeno u pacijenata s 

metastazama u lateralnim regijama u studiji Beasley NJP i sur., uz šesterostruko veću 

mogućnost lokoregionalnog recidiva (61). Slični su rezultati dobiveni i usporedbom omjera 

metastatskih čvorova u odnosu na ukupni broj limfnih čvorova u disektatima u studiji 

Schneider DF i sur (62). 

Prema nekim istraţivanjima metastaze ne utječu na ukupno preţivljenje u pacijenata s niskom 

i srednjorizičnom bolešću, iako povećavaju rizik od lokoregionalnog recidiva bolesti i 

podrazumijevaju reoperacije (32, 56, 63). Nasuprot tome su istraţivanja koja pokazuju da 

metastaze sa sobom ipak nose povećan mortalitet i morbiditet (35, 64, 65, 66, 67). 

 

1.7. Recidivirajuća bolest i liječenje 

 

Poslije završenog kirurškog liječenja oko 7% pacijenata razvije regionalnu metastatsku 

bolest, 6% lokalni povratak bolesti te 5% udaljene metastaze (25). 

Rad Davidsona HC i sur. pokazao je da pacijenti s regionalnim metastazama imaju veće 

izglede za ponovno pojavljivanje lokoregionalnih recidiva, što nuţno vodi u više reoperacija, 

a najveći rizici za recidiv su neadekvatan opseg operacije i teţina bolesti (28). 
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Prognostički faktori koji utječu na postoperativnu pojavu lokoregionalnih ili udaljenih 

metastaza su dob iznad 45 godina, neučinjene disekcije vrata pri primarnoj operaciji, T4 ili 

IV. stadij bolesti (68). 

Liječenje lokoregionalnih recidiva papilarnog karcinoma je primarno kirurško (69), što sa 

sobom nosi ponovnu hospitalizaciju te rizike komplikacije, morbiditeta i moguće mortaliteta.  

Prema ATA-smjernicama centralna ili lateralna disekcija u prije operiranoj regiji treba se 

napraviti u slučajevima biopsijom potvrĎenih limfnih čvorova većih od 8 mm u centralnoj 

regiji i većih od 10 mm u lateralnim regijama. Liječenje udaljenih metastaza provodi se 

radionuklidnim liječenjem. Postoje tri oblika radionuklidnog liječenja recidiva ili udaljenih 

metastaza koja se trenutačno upotrebljavaju – empirijska fiksna doza, terapija determinirana 

gornjom granicom krvne i tjelesne dozimetrije te kvantitativna tumorska ili lezijska 

dozimetrija. Dozimetrijsko liječenje češće se upotrebljava u pacijenata s udaljenim 

metastazama ili komorbiditetima koji onemogućavaju empirijsku dozu i u djece. 

Radiosenzitivnost tumora, čimbenik o kojem ponajviše ovisi učinak liječenja, veća je u 

mlaĎih pacijenata s manjim metastazama dobro diferenciranih karcinoma štitnjače (17). 

 

Prema studiji francuskih autora Chéreau N i sur., komplikacije su se javile u 8% bolesnika s 

reoperacijom recidiva metastaza papilarnih karcinoma, od toga u 1% bolesnika trajno (70). U 

studiji Javida M i sur. privremeno oštećenje ţivaca (simpatičkog lanca i n. vagusa) javilo se u 

10,3% bolesnika koji su bili podvrgnuti revizijskoj disekciji vrata nakon  recidiva, doduše bez 

trajnih posljedica (51). Slični podatci o komplikacijama reoperacija dobiveni su i u nedavnoj 

studiji autora Rivera-Robledo CG i sur., od 6,9% (71). U studiji Onkendi EO i sur. koja se 

bavila reoperacijama relapsirajućeg papilarnog karcinoma 6% pacijenata razvilo je neku od 

komplikacija; hipoparatireoidizam 3%, paralizu povratnog ţivca 3%, 0,5% ozljedu n. 

phrenicusa ili n. accesoriusa te 1,6% serom. TakoĎer, poslije prve operacije, dodatnih 40% 

pacijenata doţivjelo je novi relaps bolesti. U toj studiji 11% reoperiranih pacijenata umrlo je 

od bolesti. Autori smatraju da poboljšana kirurška tehnika ili bolja lokalizacija moţe 

pozitivno utjecati na 20%, a dodatnih 20% ovisi o biološkoj agresivnosti tumora (72). 

Prema studiji talijanskih autora Giordana D i sur. u postoperativnom praćenju 610 pacijenata 

s papilarnim karcinomom, 3,4% razvilo je recidiv u lateralnim regijama vrata. TakoĎer, 

pacijenti s recidivima imali su smanjeno specifično preţivljenje (engl. disease specific 



19 
 

survival). Autori su naglasili da je iznimno vaţno identificirati lateralne metastaze zbog 

prevencije neadekvatnog liječenja tijekom primarne operacije (73). 

Bardet S i sur. navode desetogodišnju kumulativnu vjerojatnost recidiva čvorova na vratu 

nakon kombiniranog liječenja od 7% (74). U tom radu je takoĎer kao protektivni čimbenik 

navedena bilateralna i centralna disekcija vrata.  

Simon D i sur. navode da je u prosječnom praćenju od 6,9 godina 26% pacijenata kojima je 

učinjena totalna tireoidektomija s disekcijom vrata ili bez nje razvilo lokoregionalni recidiv 

bolesti te je podvrgnuto ponovnom kirurškom zahvatu. TakoĎer, što se tiče recidiva bolesti, 

dobivena je značajna razlika izmeĎu pacijenata kojima je učinjena samo totalna 

tireoidektomija i onih kod kojih je učinjena totalna tireoidektomija i disekcija vrata (75). 

Visok stupanj lokoregionalne recidivirajuće bolesti, komplikacije koje se javljaju tijekom 

primarnih operacija, a pogotovo tijekom i nakon operacija recidivirajuće bolesti opterećujući 

su čimbenici u liječenju karcinoma štitnjače. S obzirom na to da trenutačno ne postoji 

mogućnost preoperativne diferencijacije izmeĎu pacijenata koji imaju indolentniji i onih koji 

imaju agresivniji karcinom, ovo je vaţno kliničko pitanje, kako u pogledu izbora optimalnog 

modaliteta kirurškog liječenja tako i postoperativnog praćenja.  

 

1.8. Profilaktička disekcija 

 

Profilaktička disekcija klinički negativnog vrata pitanje je koje ima posebno kliničko 

značenje, s obzirom na visoku pojavnost metastaza u centralnim i lateralnim odjeljcima vrata, 

često postojanje okultnih i „skip“ metastaza te visok postotak recidiva.  

Argumenti za profilaktičku disekciju centralnih i lateralnih regija vrata su visok postotak 

okultnih metastaza, bolje stupnjevanje bolesti o kojem onda ovisi adjuvantno radionuklidno 

liječenje, činjenica da 30% tumora nije osjetljivo na radionuklidno liječenje te da disekcije 

kod kliničkih metastaza smanjuju regionalne recidive, a reoperacije povećavaju rizik od 

komplikacija. Protuargumenti su da trenutačno nije dokazano da profilaktičke disekcije kod 

cN0 vrata smanjuju lokoregionalnu kontrolu bolesti ili preţivljenje bez bolesti, da produljuju 

vrijeme operacije i povećavaju rizik od komplikacija te da u rukama iskusnog kirurga 

reoperacije nemaju znatno povećani rizik od komplikacija (39). 
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Prema meta-analizi iz 2017. godine profilaktička disekcija centralnog odjeljka s totalnom 

tireoidektomijom smanjuje incidenciju lokoregionalnih recidiva za 1%, iako povećava rizik 

privremene hipokalcemije za 12,1%, trajne za 1,7% te privremene ozljede povratnog ţivca za 

1,3% (76), što su rezultati dobiveni i u studiji Chen L i sur (77). 

Prema studiji Fujishima M i sur. profilaktička disekcija lateralnog odjeljka vrata imala je 

učinak na preţivljenje bez recidiva od 20,7%, ali samo u pacijenata s karcinomima većima od 

3 cm s pozitivnom ekstratireoidnom ekstenzijom (78). 

Postoje oprečna istraţivanja što se tiče preţivljenja nakon modificirane radikalne disekcije 

vrata u pacijenata s papilarnim karcinomom. Neka istraţivanja nisu uspjela dokazati korisnost 

(25, 63), druga jesu, prije svega kod evidentne nodalne metastaze pre- ili intraoperativno, kod 

ţena starijih od 60 godina te kod ekstrakapsularnog širenja primarnog tumora (79).  

Prema studiji Liu C i sur. provedenoj na 966 pacijenata, profilaktička lateralna disekcija vrata 

trebala bi se raditi u pacijenata koji u centralnom odjeljku imaju više od tri metastatska čvora. 

U istoj studiji autori su identificirali čimbenike kao što su muški spol, dob manja od 45, 

mikrokalcifikacije na ultrazvuku i ekstratireoidno širenje tumora kao prediktore 

metastaziranja u centralni odjeljak (80). 

U studiji Ita Y i sur., profilaktička modificirana radikalna disekcija vrata nije utjecala na 

preţivljenje bez bolesti u pacijenata s tumorima manjima od 3 cm, no jest kod onih čiji je 

primarni tumor izmeĎu 3,1 i 4 cm (81). 

Disekcija centralnog vratnog odjeljka moţe prouzročiti hipoparatireoidizam i nenamjernu 

ozljedu povratnog ţivca, a taj se rizik povećava u reoperaciji centralnog odjeljka kod 

recidiva, što bi govorilo u prilog agresivnijem inicijalnom zahvatu (82). 

Modificirana radikalna disekcija vrata ima veći postotak komplikacija, kao što su 

hipoparatireoidizam, ozljeda povratnog ţivca ako se operacija radi u isto vrijeme kada i 

operacija štitnjače ili regije VI te ozljeda akcesornog ţivca (83). 

Prema studiji Ducoudray R i sur. profilaktička disekcija lateralnih regija vrata mogla bi imati 

korist kod visokorizičnih pacijenata s papilarnim karcinomom. U njihovoj studiji 8% 

pacijenata imalo je lateralne metastaze, autori su identificirali ekstratireoidno širenje i 

hipertireozu kao čimbenike metastaziranja neovisno o regiji, a smještaj tumora u gornjim 

trećinama i metastazu u centralnom odjeljku kao nezavisne čimbenike metastaziranja u 

lateralne regije (84). 



21 
 

Dodatni problem je odlična prognoza bolesti, usprkos relativno značajnom postotku okultnih 

metastaza, ako se postoperativno provede terapija radiojodom (85). U studiji Podnosa YD i 

sur. jedan od negativnih čimbenika preţivljenja bilo je upravo neprovoĎenje adjuvantnog 

radionuklidnog liječenja (57). TakoĎer, dobri rezultati u preţivljenju bez bolesti (engl. 

disease free survival) nakon kombinirane terapije dobiveni su u studiji O'Neill CJ i sur. u 

pacijenata s papilarnim karcinomom i sinkronim lateralnim metastazama; u toj studiji nakon 

prosječnog praćenja pacijenata od 2,6 godina, 13% pacijenata imalo je recidiv metastatskih 

čvorova. Autori su kao prognostičke čimbenike recidiva naveli povećanu koncentraciju 

tireoglobulina postoperativno i povećan omjer metastatskih/urednih limfnih čvorova (86). 

Zbog brojnih kontradiktornih istraţivanja koja su se bavila disekcijama vrata kod papilarnog 

karcinoma te prognoze bolesti (lokoregionalnim recidivima, morbiditetu, mortalitetu), ovo 

pitanje ostaje otvoreno (74). Neki autori, poput Gambardella C i sur., upravo zbog brojnih 

kontradiktornih radova, smatraju da je glavno pitanje oko profilaktičkih disekcija 

identificiranje visokorizičnih pacijenata (87). 

Zato smatramo da je vaţno kliničko pitanje pravilna stratifikacija papilarnih karcinoma 

štitnjače prema njihovoj biološkoj agresivnosti. Pravodobno prepoznavanje tih karcinoma te 

posljedično prošireno primarno kirurško liječenje, koje bi stoga uključivalo i elektivnu 

disekciju lateralnih i centralnih regija vrata, značajno bi smanjilo morbiditet, a moguće i 

mortalitet bolesti. Stoga se ovo istraţivanje bazira na potencijalnom identificiranju biljega 

koji bi mogli upozoriti na biološki agresivniji tip karcinoma.  
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1.9. Papilarni mikrokarcinomi 

 

Papilarni mikrokarcinomi definirani su kao papilarni karcinomi koji imaju 1 cm ili manje u 

najvećem promjeru. Predstavljaju značajan terapijski problem zbog svoje dvojake naravi. Već 

je spomenuta relativno indolentna priroda papilarnih karcinoma, što takoĎer vrijedi za 

mikrokarcinome, te je spomenuto i sve češće otkrivanje takvih mikrokarcinoma kao 

sporednih nalaza u obradi štitnjače zbog neke druge patologije ili na sistematskim 

pregledima. Kao što je već rečeno, incidencija otkrivanja papilarnog karcinoma raste, a 

otprilike 49% svih novootkrivenih karcinoma čine mikrokarcinomi. S druge strane, 

mikropapilarni karcinomi mogu metastazirati u centralne i lateralne odjeljke vrata, što 

uzrokuje značajan morbiditet kod većinski mlaĎe populacije. Stoga, postoje različita 

mišljenja o optimalnom liječenju papilarnog mikrokarcinoma. Prema smjernicama Američke 

udruge za štitnjaču (ATA), papilarni mikrokarcinomi smatraju se tumorima niskog rizika te 

se kao modalitet liječenja preporučuje lobektomija štitne ţlijezde ili čak aktivno praćenje 

(17). Aktivno praćenje je relativno novi koncept koji su prvi put predloţili 1993. japanski 

liječnici u bolnici Kuma u Kobeu a koji se bazira na većinski indolentnoj naravi papilarnog 

mikrokarcinoma, pri čemu se karcinom ne operira, nego se pacijent sustavno prati, klinički i 

ultrazvučno, i operira u slučaju progresije bolesti. Rezultati istraţivanja pokazuju da je 

aktivno praćenje validan terapijski modalitet kod niskorizičnih papilarnih mikrokarcinoma te 

da u pacijenata ne uzrokuje anksioznost i ne utječe na kvalitetu ţivota, iako i o tome postoje 

oprečna istraţivanja (88, 89, 90, 91). Prema konsenzusu Japanskog udruţenja endokrinih 

kirurga u vezi s aktivnim praćenjem, papilarni mikrokarcinomi koji zahtijevaju kirurško 

liječenje su oni s prisutnošću regionalnih ili udaljenih metastaza, oni koji se nalaze uz ili 

invadiraju povratni ţivac, koji nalijeţu na ili invadiraju dušnik, agresivni podtipovi, koji su 

povezani s drugim bolestima štitnjače ili doštitnih tjelešaca koje zahtijevaju kirurško liječenje 

ili koji se javljaju u pacijenata mlaĎih od 20 godina. TakoĎer, preporuka je da se kirurško 

liječenje izvrši nakon razdoblja aktivnog praćenja ako promjer tumora naraste iznad 13 mm, 

ako se pojave metastaze, ako se pacijent predomisli ili ako se pojave druge bolesti štitnjače ili 

doštitnih tjelešaca koje zahtijevaju kirurško liječenje (92). U studiji Oda H i sur. koja je 

analizirala aktivno praćenje pacijenata, u njih 0,5% javila se metastatska bolest koja je 

zahtijevala kirurško liječenje (93). 

Jedan od glavnih razloga aktivnog praćenja je smanjenje operativnih komplikacija uz 

istovjetnu prognozu bolesti (93).  
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Ipak, prema radu Al-Qurayshi Z i sur., negativni prognostički čimbenici se kod papilarnog 

mikrokarcinoma javljaju u 19% slučajeva. Povezani su s lošijim preţivljenjem te je potreban 

oprez pri evaluaciji optimalnog terapijskog modaliteta u doba konzervativnijeg liječenja ove 

bolesti (94). 

Metastaziranje se kod papilarnog mikrokarcinoma, prema Mehanni H i sur., javlja u do 30% 

slučajeva. Prema istoj studiji, u oko 6% pacijenata se postoperativno javlja recidivirajuća 

bolest u obliku metastaza (95). Lateralna metastatska bolest prisutna je u trenutku liječenja 

kod 4,4% pacijenata (94, 96). Čimbenici rizika za razvoj lateralnih metastaza su 

ekstratireoidno širenje tumora, metastaze u centralnom odjeljku vrata, multifokalna bolest i 

smještaj tumora u gornjim polovima štitnjače, muški spol, mlaĎa ţivotna dob, kalcifikacija 

tumora, tumorski kontakt >25% s kapsulom štitnjače i veličina veća od 0,5 cm (96, 97, 98, 

99). Iako je metastaza u centralnom odjeljku vrata pouzdan čimbenik rizika za razvoj i 

prisutnost metastaza u lateralnim dijelovima vrata gledajući sve papilarne karcinome 

općenito, kod 7,4% pacijenata javljaju se „skip“ metastaze te je kao jedan od čimbenika 

rizika za razvoj „skip“ metastaza upravo mikrokarcinom (43). 

Kao što je već navedeno, zlatni standard u liječenju lateralnih metastaza je disekcija vrata 

koja uključuje regije II, III, IV i V. U prilog takvoj disekciji i kod papilarnog mikrokarcinoma 

govori činjenica da se metastaze u 50,7% slučajeva javljaju simultano u više regija vrata i da 

sa sobom nosi manju vjerojatnost recidiva u odnosu na selektivnu disekciju (100). 
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1.10. Genomika, proteomika i biljezi 

 

1.10.1. Genomika 

 

Genomika je grana biologije koja istraţuje strukturu i funkciju genoma, cjelokupnog 

genetskog sadrţaja organizma. Ljudski genom je prvi put sekvencioniran i mapiran 2000., 

istovremeno su to napravili američki National Institutes of Health (Human Genome Project) i 

Celera Corporation na čelu s Craigom Venterom. Genomika se od tada, kao i druge srodne 

„omike“ (proteomika, epigenomika, transkriptomika, metabolomika), gotovo eksponencijalno 

razvija.  

Iako sekvencioniranje i mapiranje ljudskog genoma predstavlja značajan uspjeh u 

razumijevanju strukture ljudskog organizma, ono ima relativno mali utjecaj na razumijevanje 

funkcije produkata toga genoma. Limitiranost se najbolje očituje u činjenici da ljudski genom 

sadrţava oko 25.000 gena, a ti geni kodiraju više od pola milijuna proteina, koji poslije 

podlijeţu posttranslacijskim modifikacijama, utjecaju intrastaničnog i izvanstaničnog miljea, 

utjecaju patoloških procesa i drugih čimbenika, čime broj mogućih varijanti proteina gotovo 

eksponencijalno raste uz, takoĎer, promjene proteina u vremenu (101, 102, 103).  

Temeljni rad o genomu papilarnih karcinoma štitnjače projekta The Cancer Genome Atlas 

objavljen je 2014. godine. U njemu je istraţivano 496 papilarnih karcinoma. Istraţivači su 

ustanovili relativno nisku sveukupnu gustoću somatskih mutacija koja iznosi 0,41 ne-

sinonimnih mutacija po Megabazi, što moţe objasniti relativno indolentni tijek većine 

karcinoma štitnjače. Pokazano je da veći broj mutacija korelira s recidivnošću bolesti, 

stupnjevanjem MACIS i starošću. Smatra se da su trenutačno poznate mutacije koje uzrokuju 

malignu transformaciju, tzv. driver mutacije, uzrok bolesti kod 98,8% svih papilarnih 

karcinoma, a za 1,2% još nisu poznati genetski uzroci. U tom istraţivanju identificirano je 

sedam bitno mutiranih gena, od kojih četiri (BRAF, KRAS, NRAS, HRAS) sudjeluju u 

mitogen-aktiviranom protein kinaza signalnom putu (MAPK). U 61,7% slučajeva 

ustanovljena je BRAF mutacija, a kod 12,9% slučajeva javila se RAS (KRAS, NRAS, 

HRAS) mutacija. BRAF mutacija češće se javlja kod klasične i tall-cell varijante, a RAS se 

javlja češće kod folikularne varijante karcinoma. TakoĎer, ove se mutacije javljaju gotovo 

isključivo zasebno jedna od druge. U istom radu, kod 1,5% pacijenata ustanovljena je 

mutacija eukariotskog translacijskog inicijacijskog faktora 1A, X povezanog (EIF1AX), koji 
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se javlja gotovo isključivo zasebno od MAPK mutacija. Preostala dva značajno mutirana 

gena su PPM1D i CHEK2, koji se javljaju zajedno s MAPK mutacijama. U 74 slučaja 

otkrivene su fuzije gena koje su se javile zasebno od BRAF i RAS mutacija. Najčešće se 

javljaju RET fuzije, u 6,8% slučajeva. BRAF fuzije javile su se u 2,7% slučajeva, 

PAX8/PPARG u 0,8%, ETV6/NTRK3 i RBPMS/NTRK3 u 1,2%, THADA fuzije u 1,2% te 

ALK fuzije u 0,8% slučajeva. Somatske alteracije broja kopija pronaĎene su u 135 tumora. 

One su bile bitno povišene u slučajevima gdje nije bilo mutacija gena ili fuzija. Najčešće se 

javlja izolirani gubitak 22q regije koja kodira gene NF2 i CHEK2, a nešto rjeĎe javlja se 

amplifikacija 1q (104). 

 

1.10.2. Proteomika 

 

Proteini se smatraju glavnim pokretačima procesa u organizmu, kako fizioloških tako i 

patoloških, te je u skladu s tim saznanjem genomska era u samo nekoliko godina evoluirala u 

postgenomsku eru. Skup svih proteina naziva se proteomom, a grana znanosti koja se bavi 

proteomom naziva se proteomikom.  

Proteomska istraţivanja specifična su po tome jer omogućuju identifikaciju čitavog spektra 

proteina u uzorku, bez prethodnog poznavanja sastava uzorka, odnosno prethodnog 

definiranja cilja analize. Time se omogućuje probir odreĎenih proteina u uzorku koji su od 

moţebitnog posebnog značenja i njihova daljnja analiza.  

Iako su prva proteomska istraţivanja počela sredinom 70-ih godina 20. stoljeća, prva 

istraţivanja na tkivu fiksiranom u formalin uklopljenom u parafin (FFPE, formalin-fixed 

paraffin-embedded) obavljena su 2005. godine na tkivu karcinoma prostate (105). Razlog je 

biotehnološke prirode – do tada nije bilo moguće adekvatno ekstrahirati proteine jer se 

fiksacijom u formalinu stvaraju snaţne kovalentne kriţne veze izmeĎu proteina u tkivu. 

Razvojem biotehnologije koja omogućuje adekvatno razdvajanje proteina, odnosno peptida i 

kasniju identifikaciju, stvorili su se preduvjeti za masovnu primjenu proteomike. Analiza 

FFPE tkiva je, u komparaciji sa svjeţe zamrznutim tkivom, adekvatna za proteomsku analizu, 

ali je glavna prednost u odnosu na svjeţe zamrznuto tkivo dostupnost i mogućnost arhiviranja 

(106). Naime, najčešća metoda kojom se pohranjuje i analizira tkivo za patohistološku 

analizu je upravo FFPE. Stoga je mogućnost upotrebe FFPE tkiva značajno unaprijedila i 
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proširila proteomska istraţivanja i zasluţna je za gotovo eksponencijalni porast takvih 

istraţivanja.  

S obzirom na to da proteomika daje informacije o proteomu nekog tkiva u vremenu, 

najperspektivnija uloga proteomike je u identificiranju potencijalnih biljega (107). 

Proteomska analiza tkiva počiva na tehnologijama masene spektrometrije i tekućinske 

kromatografije. Prije analize masenim spektrometrom i tekućinskim kromatografom, iz 

analiziranog uzorka tkiva najprije se izoliraju proteini te procesima denaturacije i digestije 

peptidi koji se podvrgavaju analizi. Sljedeći koraci su razdvajanje peptida preparativnom 

kromatografijom, prevoĎenje iz tekućeg u plinovito stanje metodom elektrosprej ionizacije, 

fragmentacija dobivenih iona tandem MS postupkom u masenom spektrometru te naposljetku 

odreĎivanje mase tzv. roditeljskih peptida i njihovih fragmentiranih dijelova. Dobiveni 

podatci se potom in silico povezuju s dostupnim proteomskim bazama podataka te se tako 

identificiraju aminokiselinski sljedovi i sukcesivno tome odreĎeni proteini (108). 

 

Slika 4. Grafički prikaz postupaka u proteomskoj analizi tkiva. Preuzeto i prevedeno iz: 

Altelaar AFM, Munoz J, Heck AJR. Next-generation proteomics: towards an 

integrative view of proteome dynamics. Nat Rev Genet. 2013;14(1):35-48. 

doi:10.1038/nrg3356 (109). 
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1.10.3. Biljezi 

 

Prema definiciji National Institutes of Health iz 1998. biljezi su karakteristike koje su 

objektivno mjerene i evaluirane kao indikatori normalnog ili patološkog biološkog procesa, 

ili farmakološkog odgovora na terapijsku intervenciju. Slična je i definicija Svjetske 

zdravstvene organizacije koja biljeg definira kao bilo koju tvar, strukturu ili proces, ili 

njihove produkte, koji mogu biti mjereni u organizmu i koji utječu na, ili predviĎaju, ishod 

bolesti. 

Biljezi se mogu upotrijebiti kao dijagnostički alat za identifikaciju pacijenata s bolešću, za 

stupnjevanje (engl. staging) ili klasifikaciju bolesti, kao indikator progresije bolesti ili za 

predviĎanje ili nadgledanje kliničkog odgovora na terapijski postupak. TakoĎer, biljezi se 

mogu upotrijebiti i kao surogatni krajnji dogaĎaj (engl. surrogate endpoint), kao neposredni 

pokazatelj kliničkog krajnjeg dogaĎaja (engl. clinical endpoint). Biljeg u svojstvu surogatnog 

krajnjeg dogaĎaja moţe predvidjeti klinički učinak terapije ovisno o epidemiološkim, 

terapijskim, patofiziološkim ili drugim znanstvenim dokazima (110). 

Dakle, biljezi su molekule koje su pokazatelji fiziološkog stanja i promjene tog stanja tijekom 

patološkog procesa. Njihova vrijednost počiva na sposobnosti da rano identificiraju i 

dijagnosticiraju bolest, prate progresiju bolesti te da se mogu kvantificirati unutar populacije 

(111). Ugrubo se mogu stratificirati u biljege rizika, dijagnostičke biljege i prognostičke 

biljege (112). 

Iako biljezi mogu biti i DNA i RNA, proteini ipak imaju neke karakteristike koje ih čine 

potencijalno istraţivački najzanimljivijima – podloţni su ekonomski isplativim, 

standardiziranim procedurama koje daju visoku propusnost i pruţaju informacije o biološkoj 

funkciji (113). 
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1.10.3.1. Biljezi kod karcinoma štitnjače 

 

Trenutačno u svakodnevnoj kliničkoj upotrebi postoji manji broj biljega u dijagnostici i 

liječenju karcinoma štitnjače.  

Kako je već navedeno, kod papilarnih karcinoma štitnjače tireoglobulin je u postterapijskom 

razdoblju vaţan biljeg kontrole bolesti i recidiva. Poslije liječenja karcinoma štitnjače 

očekuju se niske razine tireoglobulina u serumu zbog ili kirurškog odstranjenja tkiva štitnjače 

ili radionuklidnog uništavanja tkiva štitnjače i metastaza. Povišene vrijednosti tireoglobulina 

nakon terapije upućuju na recidivirajuću ili rezidualnu bolest. 

U preoperativnoj obradi citološki dokazanih folikularnih neoplazmi, tireoidni stimulirajući 

hormon (TSH) upotrebljava se kao biljeg o kojem ovisi daljnja obrada i liječenje. U slučaju 

folikularne neoplazme uz visoke vrijednosti TSH preporučuje se kirurško liječenje, a u 

slučaju niskih vrijednost radi se daljnja obrada zbog sumnje da nije riječ o malignitetu nego o 

hiperfunkcionalnom čvoru.  

Kod medularnih karcinoma sličnu ulogu kao tireoglobulin kod papilarnih karcinoma imaju 

kalcitonin i karcinoembrijski antigen (CEA). Kalcitonin se postterapijski upotrebljava kao 

biljeg rezidualne ili recidivirajuće bolesti, a CEA kao biljeg koji pokazuje dobru korelaciju s 

preţivljenjem.  

 

1.10.3.2 Dosadašnja proteomska istraţivanja tumora štitnjače 

 

Zbog malenog broja do sada klinički upotrebljivih biljega, dijagnostičkih nedoumica te 

relativno visoke incidencije tumora štitnjače postoje brojna proteomska istraţivanja koja su 

pokušala identificirati potencijalne biljege.  

Većina dosadašnjih proteomskih istraţivanja papilarnih karcinoma štitnjače i karcinoma 

štitnjače općenito bavila se razlikovanjem izmeĎu dobro diferenciranih karcinoma štitnjače i 

benignog, odnosno zdravog tkiva štitnjače. Prema tim istraţivanjima postoji veliki broj 

proteina čija se koncentracija razlikuje izmeĎu benignog i malignog tkiva s potencijalom 

uloge biljega.  
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S100A6 često se navodi kao potencijalni biljeg razlikovanja papilarnog karcinoma od drugih 

tvorbi štitnjače ili zdravog tkiva štitnjače. U više radova utvrĎena je povećana ekspresija u 

papilarnim karcinomima u odnosu na zdravo tkivo (114, 115). U studiji Brown LM i sur., po 

provedenom proteomskom istraţivanju, imunohistokemijski je utvrĎena 85-postotna 

osjetljivost i 69-postotna specifičnost koristeći S100A6 u razlikovanju izmeĎu normalnog 

tkiva štitnjače i papilarnog karcinoma štitnjače (114). UsporeĎujući proteomski profil 

papilarnih karcinoma, folikularnih karcinoma i adenoma pronaĎena je pojačana ekspresija 

proteina S100A6 u papilarnom karcinomu u odnosu na folikularne tumore, što su autori te 

studije, Sofiadis A i sur., naveli kao mogući marker razlikovanja papilarnih karcinoma od 

folikularnih tumora (116). I drugi proteini ove skupine, S100A11 i S100A13, spominju se 

kao mogući biljezi razlikovanja papilarnih karcinoma od benignog tkiva, a S100A4, S100A6 

i S100A10 spominju se kao mogući biljezi agresivnijeg ponašanja karcinoma i metastaziranja 

(117, 118, 119, 120, 121).  

Galektin-3 je kao mogući biljeg razlikovanja malignog od benignog tkiva štitnjače 

identificiran u više radova, sa specifičnošću od 92,3% i osjetljivosti od 81,9% (122, 123, 124, 

125, 126). Galektin-3 spada u skupinu vezujućih proteina b-galaktozil koji sudjeluju u 

regulaciji interakcija izmeĎu stanice i matriksa, te se sumnja da takoĎer sudjeluju u inicijaciji 

i regulaciji maligne transformacije (127). 

Citokeratin-19 je takoĎer u više radova identificiran kao mogući biljeg razlikovanja (114, 

115). 

U istraţivanju autora Pagni F i sur., imunohistokemijska analiza je s osjetljivošću od 92,7%, a 

specifičnošću od 89,2% razlikovala normalno tkivo štitnjače i papilarni karcinom (125). 

Aneksin A1 se takoĎer spominje u više studija kao potencijalni biljeg (115, 128, 129). 

Aneksin A1 je prema studiji autora Ciregia F i sur. predloţen kao biljeg papilarnog 

karcinoma s obzirom na 87% osjetljivosti i 94% specifičnosti u razlikovanju papilarnog 

karcinoma u odnosu na drugo tkivo (129). TakoĎer, i drugi proteini iz iste skupine, aneksini, 

pojavljuju se kao mogući biljezi u raznim studijama, i to aneksin A2 (130), aneksin A3 (131) 

i aneksin IV(132). 

Proteomska analiza seruma pacijenata s papilarnim karcinomom štitnjače i zdravih ispitanika 

je u radu kineskih autora Fan Y i sur. iz 2009. identificirala tri potencijalna biljega s 

osjetljivošću od 95,15% i specifičnošću od 93,97% – lanac haptoglobin alfa-1 bio je 

povećane, a apolipoprotein C-I i apolipoprotein C-III smanjene koncentracije. TakoĎer, 
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analiza je pokazala da koncentracija lanca haptoglobin alfa-1 raste sa stadijem bolesti, a 

suprotno vrijedi za apolipoproteine C-I i C-III (133). 

Proteomska analiza sekretoma kulture stanica papilarnog karcinoma identificirala je šest 

proteina koje su autori predstavili kao moguće biljege – PTMA, biotinidazu, nukleolin, 

enolazu-1, CYR61 i klasterin (134). Daljnja istraţivanja biotinidaze su imunohistokemijski 

potvrdila smanjenu ekspresiju tog proteina kod papilarnog karcinoma štitnjače te je 

identificirala kao mogući biljeg agresivnijeg ponašanja (115, 135)  

Postoje brojna istraţivanja i još brojniji proteini koji su zahvaljujući povišenoj ekspresiji u 

papilarnim karcinomima predloţeni kao mogući biljezi razlikovanja papilarnih karcinoma u 

odnosu na druge tvorbe ili zdravo tkivo: prohibitin (136), ATP-sintaza D lanac (136), moezin 

(114, 129), HSP70 (BiP) (114, 137), peroxiredoxin 2 (114), protein fosfataza 2 (114), selen 

vezujući protein 1 (114), vitamin D vezujući protein (114), c-erbB-2 (132), Stat5a (132), 

transtiretin prekursor (TTR) (128), feritin laki lanac (FLC) (128, 129), podjedinica aktivatora 

proteosomskog kompleksa 1 i 2 (128), alfa-1-antitripsin prekursor (128), gliceraldehid-3-

fosfat dehidrogenaza (GAPDH) (128), laktat dehidrogenazni lanac B (LDH-B) (128), 

apolipoprotein A1 prekursor (Apo-A1) (128), DJ-1 protein (128), koflin-1 (128, 130), laktat 

dehidrogenaza B lanac (129), feritin teški lanac (129), galektin-3 (115), ICAM1 (115), UDP-

glukoza 4-epimeraza (115), fibronektin (115, 137), stanična retinoična kiselina - vezujući 

protein (115), Arp2/3 kompleks (115, 138), aktin (115, 137), timozin b4 (115) , timozin  b10 

(115), IQGAP1 (138), triozafosfat izomeraza (130), katepsin D (130), kopin 1 (130), PNCA 

(130), prelamin A/C (LMNA) (137), adenilat ciklaza izoenzim 1 (KAD1) (137), PDLIM4 

(139) i PDLIM5 (139). 

Talijanski istraţivači Pagni F i sur. su, retrospektivno, koristeći se tehnikom MALDI-imaging 

identificirali razlike u proteomskom profilu benignih tvorbi i papilarnih karcinoma, te su 

prospektivno, upotrebljavajući te razlike, uspješno razlikovali karcinome od benignih tvorbi u 

10 slučajeva, što potvrĎuje da ova metoda analize moţe imati i praktičnu, kliničku primjenu 

(140). 

Postoji relativno mali broj proteomskih istraţivanja koja su se bavila analizom papilarnih 

karcinoma koji su metastazirali, bilo da se analiziralo samo tkivo karcinoma ili metastaze.  

Alfa aktinin 1, afa-1-antitripsin, hepatomski čimbenik rasta (HDGF), protein skupine visoke 

mobilnosti (HMGI-C) i karbonska anhidraza 4 evidentirani su kao mogući čimbenici i biljezi 

invazivnosti i metastaziranja papilarnog karcinoma u studiji koja je usporeĎivala normalno 
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tkivo štitnjače, benigne tvorbe štitnjače te papilarne karcinome s metastazama i bez njih 

(141). 

U studiji autora Lin P i sur. koja je usporeĎivala proteomski profil aspirata papilarnih 

mikrokarcinoma s centralnim metastazama i bez njih, utvrĎena je povećana ekspresija 24 

proteina, a smanjena 89 proteina kod metastatskih karcinoma. Statistički najznačajnija 

povećana ekspresija dobivena je analizirajući protein ISG15 koji se nalazi u bitno većoj 

količini u metastatskih karcinoma. Ostali potencijalni biljezi su matriks metaloproteinaza 9, 

kemokinski ligand 18, TGFb i latentni TGFb povezujući protein 3 (LTBP3) (142). 

Istraţivanjem autora Zhan S i sur. koje je analiziralo papilarne karcinome s različitim 

stupnjem metastaziranja (N0, N1a, N1b) u pacijenata starijih od 45 godina, utvrĎena je 

povećana ekspresija proteina FAS, S100A4, LAMB3, ATP5A1, LAMC2 i MYOG1 u 

papilarnim karcinomima kod pacijenata s metastazama na vratu. TakoĎer, povećana 

ekspresija MYOG1 i LAMC2 mRNA pokazala je povezanost s veličinom tumora, višim 

stupnjevanjem bolesti, mutacijom BRAFV600E i lošijom prognozom (143).  

TakoĎer, prema radu Villanueva J i sur. 12 peptida koji su identificirani u serumu su sa 95-

postotnom specifičnošću i osjetljivošću mogli diferencirati zdrave pacijente od onih s 

metastazama karcinoma štitnjače (144). Potencijalno bi ova metoda mogla diferencirati 

pacijente s recidivirajućom bolešću i one pacijente koji u trenutku liječenja imaju klinički 

neprimjetnu regionalno proširenu bolest. 

Zanimljivo, vezano uz metastaze, usporeĎujući proteomski profil papilarnih karcinoma i 

njihovih metastaza, Gawin M i sur. pokazali su veću sličnost izmeĎu zdravog tkiva i 

papilarnog karcinoma te papilarnih karcinoma izmeĎu različitih pacijenata nego izmeĎu 

papilarnih karcinoma i metastaza kod istih pacijenata (145). 

Jedno od vaţnih kliničkih pitanja kod udaljenih metastaza papilarnog karcinoma jest 

razlikovanje metastaza koje mogu biti liječene radionuklidnom I-131 terapijom od onih koje 

ne mogu. UsporeĎujući serumski proteomski profil pacijenata s papilarnim karcinomom 

štitnjače s udaljenim metastazama, onima koje su osjetljive i onima koje nisu na I-131, 

kineski autori Song HJ i sur. otkrili su smanjenu ekspresiju afamina u pacijenata s 

metastazama neosjetljivim na I-131 (146). 
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2. HIPOTEZA 

 

Razlike u proteomskom profilu dobro diferenciranih papilarnih karcinoma štitnjače s 

regionalnim metastazama i bez njih u limfnim čvorovima vrata povezane su s regionalnom 

metastatskom bolešću.  
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3. CILJEVI ISTRAŢIVANJA 

 

3.1. Opći cilj 

 

Izrada proteomskog profila dobro diferenciranog papilarnog mikrokarcinoma štitnjače s 

regionalnim metastazama i bez njih u limfnim čvorovima vrata. 

 

3.2. Specifični ciljevi 

 

1.) usporediti razlike u izraţenosti proteina u proteomskom profilu dobro diferenciranih 

papilarnih mikrokarcinoma štitnjače bez regionalnih metastaza i dobro diferenciranih 

papilarnih mikrokarcinoma štitnjače s regionalnim metastazama koristeći se 

dostupnim bazama podataka ljudskog proteoma te metodama bioinformatičke analize 

i funkcionalnog obogaćivanja 

2.) utvrditi moguću patofiziološku ulogu izraţenih proteina u nastanku regionalne 

metastatske bolesti.  
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4. ISPITANICI I METODE 

 

4.1. Ispitanici 

 

U ovo je istraţivanje ukupno bilo uključeno 30 ispitanika s patohistološki potvrĎenim 

papilarnim mikrokarcinomom štitnjače koji su operirani (totalna tireoidektomija s disekcijom 

vrata ili bez nje) u Klinici za otorinolaringologiju i kirurgiju glave i vrata Kliničkog 

bolničkog centra „Sestre milosrdnice“ u razdoblju od 2007. do 2018. godine. Petnaest 

ispitanika u trenutku operacija, a i u kasnijem kliničkom praćenju, nije imalo regionalno 

proširenu bolest (metastaze), a 15 drugih ispitanika imalo je preoperativno potvrĎenu 

regionalnu metastatsku bolest u lateralnim regijama vrata (regije II – V) u trenutku operacije.   

Svi pacijenti potpisali su informirani pristanak. Istraţivači su poštovali Osnove dobre kliničke 

prakse, Helsinšku deklaraciju, Zakon o zdravstvenoj zaštiti Republike Hrvatske te Zakon o 

pravima bolesnika Republike Hrvatske, u svrhu zaštite prava bolesnika, tajnosti osobnih 

podataka te pravilnog provoĎenja istraţivanja.  

Istraţivanja vezana uz Laboratorij za mineralizirana tkiva Odjela za proteomiku Centra za 

translacijska i klinička istraţivanja Medicinskog fakulteta bila su izvedena uz poštovanje 

temeljnih etičkih i bioetičkih načela, osobni integritet (autonomnost), pravednost, 

dobročinstvo i neškodljivost, u skladu s Nürnberškim kodeksom i Helsinškom deklaracijom. 

Uzorci tkiva prikupljeni su u skladu s etičkim i bioetičkim načelima, uz očuvanje privatnosti i 

zaštite podataka ispitanika uključenih u istraţivanje. Ovo je istraţivanje odobrilo Etičko 

povjerenstvo KBC „Sestre milosrdnice“, rješenje broj EP-17295/18-1, i Medicinski fakultet 

Sveučilišta u Zagrebu. 
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Tablica 6. Karakteristike metastaziranja i disekcija u skupini pacijenata s metastazama 

Redni 

broj 

Disekcija 

regije VI 

(0/1) 

Broj 

metastatskih 

čvorova/ukupan 

broj čvorova u 

disektatu 

(N+/N) 

Ekstranodalna 

ekstenzija 

(ENE+) 

Najveći 

promjer 

metastaze 

(r) 

Ipsilateralna 

lateralna 

disekcija 

N+/N ENE+ r 

Kontralateralna 

lateralna 

disekcija vrata 

N+/N ENE+ r 
„Skip“ 

metastaza 

1. 1 0/0 0 / 1 2/15 0 1.5 0 / / / 1 

2. 1 5/5 1 1.5 1 6/21 0 2.3 1 1/13 1 2.5 0 

3. 1 2/2 0 NP 1 6/11 1 3 0 / / / 0 

4. 1 7/12 0 1.3 1 11/17 0 2.5 0 / / / 0 

5. 1 0/0 0 / 1 1/16 0 4 0 / / / 1 

6. 1 2/9 0 0.8 1 3/25 0 2 0 / / / 0 

7. 1 5/5 0 0.7 1 7/11 0 2 0 / / / 0 

8. 1 1/1 0 0.5 1 1/4 0 0.4 0 / / / 0 

9. 1 0/0 0 / 1 3/10 0 2 0 / / / 1 

10. 1 0/0 0 / 1 6/10 0 2.5 0 / / / 1 

11. 1 4/5 0 0.4 1 2/34 1 5 0 / / / 0 

12. 1 9/9 0 0.5 1 3/13 1 3.5 0 / / / 0 

13. 1 2/11 0 1 1 3/5 0 4 0 / / / 0 

14. 1 2/2 1 1.3 1 2/5 1 1.8 0 / / / 0 

15. 1 7/18 0 1 1 5/11 0 1.2 0 / / / 0 



36 
 

 

4.2. Opis istraţivanja 

 

Ovo je istraţivanje opaţajno, nerandomizirano, retrospektivno i kohortno. Istraţivanje se 

sastoji od kliničkog i laboratorijskog dijela. S obzirom na interdisciplinarnost istraţivanja, 

istraţivanje se provelo na Kliničkom zavodu za patologiju „Ljudevit Jurak“, Klinici za 

otorinolaringologiju i kirurgiju glave i vrata Kliničkog bolničkog centra „Sestre milosrdnice“ 

i Odjelu za proteomiku Centra za translacijska i klinička istraţivanja Medicinskog fakulteta 

Sveučilišta u Zagrebu.  

Za laboratorijski dio istraţivanja upotrijebljeni su uzorci papilarnih mikrokarcinoma štitnjače 

koji su obraĎeni standardnom tehnikom fiksiranja u 10-postotnom formalinu i uklopljeni u 

parafinske blokove i koji su bili pohranjeni u Kliničkom zavodu za patologiju „Ljudevit 

Jurak“ Kliničkog bolničkog centra „Sestre milosrdnice“. Na svim uzorcima je u Kliničkom 

zavodu provedena standardna patohistološka analiza tkiva kojom su odreĎene patohistološke 

karakteristike tumora – tip tumora, veličina tumora, ekstratireoidna ekstenzija, 

intraglandularna diseminacija, kalcifikacija, limfangioinvazija te, ovisno o operaciji, broj 

limfnih čvorova i broj metastaza u disektatima. Kod metastatskih limfnih čvorova takoĎer su 

se opisivali veličina metastaza i postojanje ekstranodalne ekstenzije.  

U skupini pacijenata bez metastaza ni jedan od tumora nije, prema patohistološkoj analizi, 

pokazao znakove kalcifikacije, ekstratireoidne ekstenzije, intraglandularne diseminacije ili 

limfangioinvazije. 



37 
 

 

Slika 5. STROBE (engl. Strength of reporting in observational studies) dijagram studije 
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Tablica 7. Podatci o tumorima u skupini papilarnih mikrokarcinoma bez metastaza dobiveni patohistološkom analizom tkiva 

Skupina pacijenata bez metastaza  

Redni broj Spol 
Dob 

(godine) 
T stadij 

Veličina 

tumora 

(cm) 

Intraglandularna 

diseminacija 
Kalcifikacija Limfangioinvazija 

Ekstraglandularna 

ekstenzija 

1. Ţ 67 1a 0,4 0 0 0 0 

2. Ţ 38 1a 0,9 0 0 0 0 

3. Ţ 31 1a 1 0 0 0 0 

4. Ţ 53 1a 1 0 0 0 0 

5. Ţ 49 1a 0,7 0 0 0 0 

6. Ţ 58 1a 0,8 0 0 0 0 

7. M 29 1a 1 0 0 0 0 

8. Ţ 42 1a 0,9 0 0 0 0 

9. M 63 1a 0,7 0 0 0 0 

10. Ţ 60 1a 0,7 0 0 0 0 

11. M 60 1a 1 0 0 0 0 

12. Ţ 34 1a 0,7 0 0 0 0 

13. Ţ 37 1a 0,7 0 0 0 0 

14. M 36 1a 1 0 0 0 0 

15. Ţ 58 1a 0,9 0 0 0 0 
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Tablica 8. Podatci o tumorima u skupini papilarnih mikrokarcinoma s metastazama dobiveni patohistološkom analizom tkiva 

Skupina pacijenata s metastazama 

Redni 

broj 
Spol 

Dob 

(godine) 
T stadij 

Veličina 

tumora 

(cm) 

Intraglandularna 

diseminacija 
Kalcifikacija Limfangioinvazija 

Ekstraglandularna 

ekstenzija 

1. M 32 1a 0.5 0 1 0 0 

2. Ţ 23 1a 1 1 0 1 0 

3. Ţ 32 1a 1 0 0 0 0 

4. Ţ 26 1a 0.9 1 0 0 1 

5. M 41 1a 0.8 0 0 0 0 

6. Ţ 37 1a 0.7 0 1 0 0 

7. Ţ 38 3 0.6 1 0 0 3 

8. Ţ 29 1a 0.8 0 0 0 0 

9. M 37 1a 0.8 1 0 0 2 

10. Ţ 46 3 1 0 0 0 3 

11. M 56 1a 0.6 1 0 0 2 

12. M 45 3 0.6 0 0 0 3 

13. M 40 3 1. 1 0 0 4 

14. Ţ 48 3 0.9 1 0 0 2 

15. Ţ 36 1a 0.7 0 0 0 0 
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4.3. Proteomska analiza uzoraka 

 

4.3.1. Priprema uzoraka 

 

Po kirurškom odstranjenju štitne ţlijezde na Klinici za otorinolaringologiju i kirurgiju glave i 

vrata, uzorci su na Kliničkom zavodu za patologiju „Ljudevit Jurak” prireĎeni za 

patohistološku analizu standardnom patohistološkom metodom koja se sastoji od fiksacije u 

10% puferiranom formalinu u trajanju od 24 sata. Nakon fiksacije, uzorci su uklopljeni u 

parafinske blokove te je dio uzoraka iskorišten za patohistološku analizu. Uzorci su 

mikrotomom rezani na debljinu od 3 do 5 mikrometara i potom bojeni hemalaun-eozinom. 

Standardna patohistološka tehnika bojenja hemalaun-eozinom, koja se temelji na plavo-

ljubičastom bojenju kiselih dijelova stanice (hemalaun, odnosno hematoksilin) te na crvenom 

bojenju luţnatih dijelova (eozin), tijekom vremena pokazala se kao zlatni standard i u 

patohistološkoj obradi štitne ţlijezde, omogućujući točnu diferencijaciju pojedinih 

komponenti tkiva, kako normalnih tako i patoloških. Patolog provodi analizu pod svjetlosnim 

mikroskopom gdje se vizualno analizira obojeno tkivo te se ovisno o prisutnosti odreĎenih 

patohistoloških karakteristika (prema kriterijima World Health Organization) donosi 

dijagnoza papilarnog karcinoma.  

Ostatak tkiva uklopljen u formalin pohranjen je u arhiv Kliničkog zavoda za patologiju na 

temperaturi od 15 ºC.  

Za potrebe ovog istraţivanja, dio tumora je iz arhiviranih uzoraka izrezan i stavljen u zasebne 

epruvete Eppendorf koje su prenesene u laboratorij Odjela za proteomiku pri Centru za 

translacijska i klinička istraţivanja Medicinskog fakulteta u Zagrebu radi nastavka 

istraţivanja.  

 

4.3.2. Deparafinizacija i izolacija proteina 

 

Fiksacijom proteina u formalinu stvaraju se snaţne kovalentne veze izmeĎu proteina koje je 

potrebno raskinuti radi bolje ekstrakcije i njihove daljnje analize. Uzorci se stoga prvo 

usitnjavaju kako bi se povećala učinkovitost ekstrakcije proteina, odnosno radi povećavanja 
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površine uzorka koja reagira s otopinom za ekstrakciju. Usitnjavanje se provodi sterilnim 

skalpelom, a potom se uzorak homogenizira u tarioniku.  

Ekstrakcija proteina izvodi se s pomoću komercijalno dostupnog seta za digestiju proteina 

FFPE-FASP Protein Digestion Kit (ab270543) proizvoĎača Abcam (Cambridge, UK) koji se 

temelji na radu Ostasiewicz P i sur (147). 

Tijekom postupka ekstrakcije proteina potrebno je odrediti koncentraciju izoliranih proteina u 

pojedinim uzorcima radi ujednačavanja količine proteina u svakom uzorku u kasnijim 

analitičkim postupcima. Za odreĎivanje koncentracije upotrijebljen je komercijalno dostupan 

set BioRad RC DC Protein Assay Kit II (5000122EDU) temeljen na modificiranom postupku 

Lowryja OH i sur (148). Apsorbancija uzorka odreĎena je na 750 nm čitačem SpectraMax 

i3x (Molecular Devices, San Jose, Kalifornija, SAD) Microplate. 

 

4.3.2.1. Ekstrakcija proteina i odreĎivanje njihove koncentracije  

 

Ekstrakcija proteina započinje deparafinizacijom koja se sastoji od dodavanja 0,4 mL ksilena 

u epruvetu od 1,5 mL u kojoj se nalazi uzorak tkiva karcinoma štitnjače fiksiran formalinom i 

uklopljen u parafin. Uzorak se zatim inkubira uz lagano agitiranje na sobnoj temperaturi pet 

minuta te se ovaj postupak ponovi. Ksilen se ne miješa s vodom te ga je potrebno odstraniti 

prije provoĎenja daljnjih postupaka rehidracije uzorka, što se postiţe dodavanjem 0,4 mL 

etanola uz naknadnu inkubaciju agitacijom u trajanju od pet minuta. Etanol se miješa sa 

ksilenom te se tako odstranjuje. Ovaj postupak se radi uspješnijeg odstranjivanja takoĎer 

ponavlja. Po završetku ovih postupaka, otapalo se u epruveti odstrani te se preparat osuši 

petominutnim centrifugiranjem u vakuumu uporabom Eppendorf concentratora 5301. 

Uzorak, odnosno tkivo štitnjače, zatim se usitni sterilnim skalpelom i homogenizira s ukupno 

1500 µL UPX Universal Protein Extraction pufera u tarioniku. Homogenizirano tkivo se 

zatim inkubira u epruvetama od 1,5 mL uz agitaciju na 99 ºC 45 minuta. Po hlaĎenju tkiva na 

sobnu temperaturu, pristupa se centrifugiranju uzorka na 15.000 g kroz deset minuta radi 

odstranjivanja nehomogeniziranog tkiva. Supernatant se zatim premješta u čistu epruvetu te 

se postupak centrifugiranja, odnosno odstranjivanja krupnijih, nehomogeniziranih čestica 

ponavlja. 
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4.3.2.1.1. OdreĎivanje koncentracije proteina 

 

Sljedeći korak je odreĎivanje koncentracije proteina u lizatima. Za ovaj dio analize koristi se 

BioRad RC DC Protein Assay Kit II u kojem se nalaze reagensi pomoću kojih se uzorak 

priprema za odreĎivanje koncentracije.  

Postupak započinje dodavanjem 125 µL RC Reagensa I u 25 µL uzorka uz naknadno 

vorteksiranje i inkubiranje u trajanju od jedne minute na sobnoj temperaturi. Slijedi 

dodavanje 125 µL RC Reagensa II u svaku epruvetu te vorteksiranje i centrifugiranje na 

15.000 g 3 – 5 minuta. Po centrifugiranju, supernatant se odstranjuje te se uzorcima dodaje 

127 µL Reagensa A’ (smjesa DC Reagensa S i DC Reagensa A u omjeru 1:50). Ti se uzorci 

zatim vorteksiraju i inkubiraju na sobnoj temperaturi pet minuta. Sljedeći, završni korak prije 

mjerenja apsorbancije, odnosno koncentracije proteina, jest dodavanje 1 mL DC Reagensa B 

u svaki uzorak uz naknadno vorteksiranje i inkubiranje na sobnoj temperaturi u trajanju od 15 

minuta. Tim uzorcima izmjerena je apsorbacija na 750 nm uporabom SpectraMax i3x čitača 

pločica (Molecular Devices). 

TakoĎer, usporedno su za izradu standardne krivulje za odreĎivanje koncentracije uzoraka 

pripremljena razrjeĎenja proteinskog standarda (BSA) od 0 do 1,5 mg/mL proteina.  
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Tablica 9. Podatci o koncentraciji proteina u uzorcima tkiva bez metastaza 

Skupina pacijenata bez metastaza 

Redni broj Spol Dob 

(godine) 

Veličina 

tumora 

(centimetri) 

Masa 

uzorka 

(miligrami) 

Koncentracija 

proteina u uzorku 

(miligrami/mililitru) 

1. Ţ 67 0,4 33 2.382 

2. Ţ 38 0,9 52 3.626 

3. Ţ 31 1 44 4.35 

4. Ţ 53 1 55 3.091 

5. Ţ 49 0,7 36 4.192 

6. Ţ 58 0,8 46 3.916 

7. M 29 1 61 5.191 

8. Ţ 42 0,9 59 5.243 

9. M 63 0,7 55 5.046 

10. Ţ 60 0,7 38 3.756 

11. M 60 1 58 4.866 

12. Ţ 34 0,7 25 1.923 

13. Ţ 37 0,7 32 3.128 

14. M 36 1 35 2.777 

15. Ţ 58 0,9 55 6.49 
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Tablica 10. Podatci o koncentraciji proteina u uzorcima tkiva s metastazama 

Skupina pacijenata s metastazama 

Redni broj Spol 
Dob 

(godine) 

Veličina 

tumora 

(milimetri) 

Masa 

uzorka 

(miligrami) 

Koncentracija 

proteina u uzorku 

(miligrami/mililitru) 

1. M 32 0.5 38 2.897 

2. Ţ 23 1 38 4.503 

3. Ţ 32 1 23 3.72 

4. Ţ 26 0.9 29 2.121 

5. M 41 0.8 42 4.65 

6. Ţ 37 0.7 36 2.784 

7. Ţ 38 0.6 55 3.659 

8. Ţ 29 0.8 32 2.984 

9. M 37 0.8 38 3.624 

10. Ţ 46 1 34 2.167 

11. M 56 0.6 27 4.073 

12. M 45 0.6 25 3.595 

13. M 40 1. 54 3.21 

14. Ţ 48 0.9 53 3.821 

15. Ţ 36 0.7 34 3.109 
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4.3.2.2. Digestija proteina tripsinom 

 

Po odreĎivanju koncentracije proteina, sljedeći proces je digestija proteina. Digestija se radi s 

pomoću proteaze tripsina, s ciljem razlaganja proteina na peptide prije analize u masenom 

spektrometru. Razlaganjem proteina na peptide olakšava se analiza u masenom spektrometru 

te se povećava mogućnost identifikacije i onih proteina čija bi analiza inače bila oteţana zbog 

topivosti ili heterogenosti (149). Prije dodavanje tripsina, uzorku se dodaje ureja radi 

denaturacije proteina, što pogoduje digestiji, a zatim i jodoacetamid radi sprječavanja 

renaturacije. 

Prvi koraci procesa digestije sastoje se od dodavanja 8M ureje u 50 µL pročišćenog 

proteinskog lizata u 10 kDa MWCO (engl. Molecular weight cut-off) Spin filtre. Ukupno se u 

prva dva koraka procesa dodaje 400 µL ureje, 200 po 200 µL, uz centrifugiranje na 14.000 g, 

prvo 30 minuta, zatim 20 minuta. Zatim se odstranjuju netopivi talozi te se dodaje 90 µL 8 M 

ureje i 10 µL 10X jodoacetamida uz vorteksiranje, uzorci se inkubiraju u tami u trajanju od 

20 minuta te centrifugiraju na 14.000 g 10 minuta. Zatim se u dva navrata dodaje po 100 µL 

8 M ureje uz centrifugiranje na 14.000 g 15 minuta, te 100 µL 50 mM amonijeva bikarbonata 

uz takoĎer centrifugiranje na 14.000 g 10 minuta.  

U sljedećem koraku dodaje se 75 µL 50 mM amonijeva bikarbonata s tripsinom (omjer 

enzima i proteina 1:50), uz naknadno vorteksiranje. Epruvete se zatim zaštićuju parafilmom 

radi minimiziranja evaporizacije. Tako zaštićene epruvete inkubiraju se na 37 ºC preko noći 

nakon čega se uzorci premještaju u novu 10 kDa MWCO Spin filter epruvetu i centrifugiraju 

na 14.000 g 10 minuta. Nakon toga im se dodaje 50 µL 50 mM amonijeva bikarbonata, a 

zatim i 50 µL 0,5 M natrijeva klorida, uz centrifugiranje na 14.000 g u trajanju od 10 minuta 

nakon svakog dodavanja pojedine otopine. U konačnici dobivano filtrat koji sadrţava 

ekstrahirane proteine, koji se acidificiraju i desaliniziraju s 30 µL 20-postotne octene kiseline. 
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4.3.2.3. Pročišćavanje i koncentriranje proteina 

 

Pročišćavanje dobivenog uzorka potrebno je zbog prisutnosti zaostalih soli amonijeva 

bikarbonata i natrijeva klorida koje ometaju ionizaciju u spektrometru masa. Koncentriranje 

proteina potrebno je radi učinkovitije obrade i nanošenja na tekućinski kromatograf. Proces 

pročišćavanja i koncentriranja provodi se Stage (Stop and Go Extraction) tipsevima prema 

protokolu Rappsilber J i sur. (150). Materijal koji se upotrebljava uglavljen u nastavak pipete 

od 200 μL (tips) jest C18, poslagan u četiri sloja. Postupak se sastoji od dodavanja, ovisno o 

koraku, metanola ili octene kiseline i centrifugiranja uz kasnije eluiranje peptida koje je 

učinjeno ispiranjem Stage tipsa otopinom koja se sastoji od acetonitrila i octene kiseline u 

omjeru 80:20. Zaostali acetonitril uparen je centrifugiranjem u vakuum-centrifugi 10 minuta 

na 200 g pri 30 °C. 

Konačna koncentracija pročišćenih peptida utvrĎena je s pomoću ureĎaja NanoDrop 2000 

(Thermo Scientific™) mjerenjem apsorbancije na 280 nm.  

 

4.3.3 Tekućinska kromatografija i spektrometrija masa 

 

Pročišćeni peptidi su na temelju polarnosti razdvojeni i analizirani s pomoću High 

Performance Liquid Chromatography sustava Thermo Scientific UltiMate 3000 nano HPLC 

spojenog s LTQ-Orbitrap Discovery spektrometrom  masa (Thermo Scientific, Waltham, 

Massachusets, SAD) kroz nano-elektrosprej LC-MS sučelje. Peptidi su razdvojeni upotrebom 

nano Acclaim PepMap RSLC (engl. Rapid Separation Liquid Chromatography) 75 µm x 150 

mm C18 kolone (Thermo Scientific). Peptidi su u otapalu 0,1% mravlje kiseline u vodi 

naneseni na nanokolonu i razrijeĎeni kroz 120-minutni linearni gradijent od 10- do 60-

postotnog otapala, koje se sastoji od acetonitrila i 0,1% mravlje kiseline u omjeru 80:20, s 

protokom od 300 nL/min.  

Automatizirani ciklusi mjerenja spektrometra masa sastojali su se od punog skeniranja MS i 

skeniranja MS/MS do dvadeset najintenzivnijih iona, koristeći se dinamičkim isključenjem 

kako bi se izbjeglo prekomjerno fragmentiranje (analiza) peptida najveće koncentracije.  

Puni skenovi MS (m/z od 300 do 2000) dobiveni su u analizatoru Orbitrap (ThermoFisher 

Scientific) na rezoluciji od 100.000 s unutrašnjom kalibracijom pomoću tzv. „lock“ mase.  
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4.3.4. Bioinformatička analiza 

 

Dobivene spektre fragmentiranih peptida potrebno je bioinformatički analizirati. Peptidi su 

identificirani i kvantificirani s pomoću računalnog programa MaxQuant 1.6.0.16. (Max 

Planck Institute of Biochemistry). In silico digestija provedena je uz tripsin. Zbog nepotpune 

karbometilacije cisteina, acetilacije N- kraja proteina i degradacije metionina, prilikom 

sparivanja mase pojedinog peptida s in silico podatcima učinjena je provjera svih prije 

navedenih mogućnosti za svaki pojedini parametar, tako da se mogu detektirati sve moguće 

permutacije. Maksimalna dopuštena pogreška postavljena je na 0,01, a duljina peptida od 7 

aminokiselina postavljena je kao minimalna za identifikaciju proteina. 

S pomoću omjera zbroja eksperimentalno utvrĎenih intenziteta svih peptida i intenziteta 

pojedinog detektiranog peptida, iBAQ (engl. Intensity Based Absolute Quantification), 

učinjena je kvantifikacija proteina.  

Proteini su identificirani in silico koristeći dostupne baze podataka kompletnog proteoma 

čovjeka u bazi UniProt (Release 2020 05, Proteome ID: UP000005640). Pretraţivač iz paketa 

modula Andromeda MaxQuant (Max Planck Institute of Biochemistry) upotrijebljen je za 

probabilističko bodovanje peptida i usporedbu i identifikaciju s poznatim proteinima čovjeka.
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5. REZULTATI 

 

Analizom 30 uzoraka tumorskog tkiva papilarnog karcinoma štitnjače koji su podijeljeni u 

dvije jednake skupine, ovisno o prisutnosti metastaza u lateralnim regijama vrata u trenutku 

operativnog liječenja (karakteristike pacijenata u Tablici 6.), izolirano je ukupno 99 različitih 

proteina. Četrdeset i četiri proteina bila su prisutna isključivo u skupini pacijenata bez 

metastaza, 45 isključivo u skupini pacijenata s metastazama, a 10 različitih proteina bilo je 

prisutno u obje skupine (Tablica 12.). Proteini se u uzorcima pojavljuju u različitim 

izoformama, tako da je izolirano ukupno 496 izoformi, 313 u skupini bez metastaza te 183 u 

skupinama s metastazama. (Slika 7.) 

 

Tablica 11. Sumarni prikaz karakteristika ispitanika, njihovih tumora i uzoraka po skupinama 

 Skupina bez metastaza Skupina s metastazama 

 

Broj ispitanika Sveukupno 

N 

 

15 

 

15 

Muških 

N (%) 

 

4 (26,6%) 

 

6 (40%) 

Ţenskih 

N (%) 

 

11 (73,3%) 

 

9 (60%) 

Dob u godinama 

prosječna vrijednost (±SD) 

 

47,7 (±12,9) 

 

37,7 (±8,77) 

Veličina tumora (mm) 

medijan (Q1 – Q3) 

 

0,9 (0,7 – 1) 

 

0,8 (0,65 – 0,95) 

Masa uzorka u (mg) 

prosječna vrijednost (±SD) 

 

45,6 (±11,7) 

 

37,2 (±10,2) 

Koncentracija proteina po uzorku (mg/mL) 

prosječna vrijednost (±SD) 

 

4,0 (±1,24) 

 

3,39 (±0,74) 

Sveukupan broj izoliranih proteina s izoformama 

N 

53 

(313) 

55 

(183) 
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Tablica 12. Nazivi zajedničkih i različitih izoliranih proteina ovisno o skupini 

Zajednički proteini izolirani u obje skupine Protein ID 

Aktin P68133 

Eukariotski inicijacijski faktor 4A-III P38919 

Hemoglobin podjedinica beta P69905 

Histon H2A Q99878 

Histon H2B U3KQK0 

Histon H3 K7EK07 

Histon H4 P62805 

Keratin, tip II citoskeletni 8 P05787 

Tireoglobulin P01266 

Vimentin P08670 

Razlikovni izolirani proteini po skupinama 

Skupina bez metastaza Protein ID Skupina s metastazama Protein ID 

40S ribosomski protein S11 P62280 40S ribosomski protein S18 P62269 

40S ribosomski protein S7 P62081 
5'-AMP-aktivirana protein kinaza 

podjedinica gama-2 
F8WAY3 

Adenine fosforiboziltransferaza P30101 Beta-alanin-aktivirajući enzim  

Alfa aminoadipična semialdehidna 

sintetaza, mitohondrijska 
Q9UGM6 Alfa-1-antitripsin P01009 

Aneksin A2 P07355 
Ankirin ponavljajući domena-

sadrţavajući protein 18A 
Q8IVF6 

Centrobin Q8N137 
Ankirin ponavljajući domena-

sadrţavajući protein 34B 
A5PLL1 

Centrosomski protein 126 kDa  Q9P2H0 
ATP sintaza podjedinica O, 

mitohondrijska 
H7C086 

Kalcifozin K7ES72 ATP-vezujuća kazeta podobitelj B član 5 Q2M3G0 

Katepsin B P07858 
cGMP-specifična 3,5-ciklička 

fosfodiesteraza 
O76074 

Kolagen alfa-2(IV) lanac P08572 Citrat sintaza  O75390 

Deksametazon-induciran Ras-

povezani protein 1 
Q9Y272 Kolin transporter-slični protein 2 K7ESF5 

Dihidropirimidinaza-povezani 

protein 5 
Q9BPU6 Kolagen alfa-2(I) lanac P08123 

DNA helikaza B Q8NG08 
DNA-usmjerena RNA polimeraza III 

podjedinica RPC1 
O14802 

Ferritin P07741 DnaJ homolog podobitelj C član 13 O75165 

Glukoza-6-fosfat 1-dehidrogenaza P11413 Dinein teški lanac 3, aksonemski Q8TD57 

Gliceraldehid-3-fosfat 

dehidrogenaza 
P04406 EZH iinhibitorski protein  Q86X51 

Gvanin nukleotid-povezujući P02794 FAD-ovisna oksidoreduktaza domena- Q96CU9 
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protein podjedinica beta-2-slična 1 sadrţavajući  

protein 1 

Hemoglobin podjedinica alfa P69905 Headcase protein homolog Q9UBI9 

Heterogeni jezgreni 

ribonukleoproteini C1/C2 
P07910 Histon-lizin N-metiltransferaza 2C Q8NEZ4 

Histon H1 P16403 Interferon regulatorni faktor 1 P10914 

Keratin, tip I citoskeletni 18 P05783 Interferon-povezani razvojni regulator 1 C9JNM6 

Keratin, tip I citoskeletni 19 P08727 Kinezin-slični protein KIF21B O75037 

Keratin, tip II citoskeletni 7 P63244 
Membrana-proteţući 4-domenski 

podobiteljski A član 6E 
H0YEW2 

Kinezin-slični protein KIF26B Q2KJY2 
NACHT, LRR i PYD domena-

sadrţavajući protein 6 
P59044 

Mitohondrijski 2-oksoglutarat/ 

malate prenašajući protein 
Q02978 Negativni regulator asocijacije P-tijela A0A0U1RRE5 

Mitogen-aktivirana protein kinaza 

19 
Q56UN5 Paneksin-3 Q96QZ0 

Multidrug resistance-associated 

protein 1 
Q6ZUJ8 

Vjerojatna C-manoziltransferaza 

DPY19L2 
F5H0W1 

Pekaneks-slični protein 4 Q63HM2 Vjerojatni RNA-vezujući protein 18 Q96H35 

Peroksiredoksin-2 P32119 Protein FAM122C Q6P4D5 

Peroksiredoksin-1 Q06830 Protein HEATR9 A2RTY3 

Fosfatidiletanolamin-vezujući 

protein 1 
P30086 Protein shisa-7 A6NL88 

Fosfoinozitid 3-kinaza adapter 

protein 1 

Q9UDR5 Receptor ekspresijski-poboljšavajući 

protein 1 
A0A1C7CYY3 

POTE ankirin domena F A5A3E0 Serin proteaza inhibitor Kazal-tip 5 Q9NQ38-3 

POTE ankirin domena E Q6S8J3 SH3 domena-sadrţavajući protein 21 D6RD64 

POTE ankirin domena I P0CG38 Sindekan-2 P34741 

Prelamin-A/C; Lamin-A/C P33527 Sindekan-4 P31431-2 

Protein AHNAK2 Q8IVF2 Sintaxin-8 Q9UNK0 

Protein disulfide-izomeraza A3 P02545 T-stanični receptor alfa lanac V regija 

PY14 
P01737 

Protein S100; Protein S100-A6 P06703 Timus-specifična serin proteaza Q9NQE7 

Protimosin alfa P06454 Transmembranski i TPR ponavljajući-

sadrţavajući protein 2 
Q8N394 

Supressor G2 alela SKP1 

homologa 

Q9Y2Z0 Transporter; Natrij i klor-ovisan taurinski 

transporter 
P31641 

Triosefosfat izomeraza P60174 Tuftelin - interakcijski protein 11 Q9UBB9 

Tropomiozin alfa-3 lanac P06753 Ubikvitin - konjugirajući enzim E2 

varijanta 1 
Q13404 

Triptofan-tRNA ligaza, 

mitohondrijska 

Q9Y272 Vakuolarni protein-sortirajući-asocirani 

protein 25 
Q9BRG1 

Nekarakterizirani protein J3QS37 
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Slika 7. Vennov dijagram – broj zajedničkih i različitih izoformi proteina ovisno o skupinama  

 

Od potencijalno klinički značajnih razlikovnih proteina u metastatskoj skupini izolirani su 

sindekan-2 i sindekan-4, ubikvitin konjugirajući enzim E2 varijanta 1, natrij i klor ovisan 

taurinski transporter, alfa-1 antitripsin, histon-lizin N-metiltransferaza C i citrat sintaza.  

Analiza dobivenih podataka izvršena je s pomoću programa za funkcionalno obogaćivanje 

proteina Funrich. Analiza funkcionalnog obogaćivanja je metoda kojom se utvrĎuju klase 

proteina ili gena koji su prekomjerno izraţeni u analiziranim skupinama u usporedbi s bazom 

podataka gena i proteina i koji mogu biti povezani s fenotipom bolesti. 

Od ukupno 313 izoformi u skupini bez metastaza, program je uspješno identificirao 248 

izoformi koje je pridruţio ekspresiji 140 različitih gena. U skupini s metastazama, program je 

identificirao 145 od 183 izoforme, koje je pridruţio ekspresiji 118 gena. (Slika 8. ) 
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Slika 8. Vennov dijagram – Broj različitih i zajedničkih eksprimiranih gena ovisno o skupini 

 

Analizirajući setove proteina u programu za funkcionalno obogaćivanje nije se dobila 

značajna razlika izmeĎu metastatske skupine i skupine bez metastaza u izraţenosti proteina 

ovisno o staničnim odjeljcima, biološkim procesima ili putovima, ili molekularnoj funkciji, 

no dobila se razlika usporeĎujući proteine pridruţene transkripcijskim faktorima.  

Rezultati pokazuju da postoji povišena ekspresija transkripcijskih faktora CREB1, ATF1 i 

PLAU u metastatskoj skupini u odnosu na skupinu bez metastaza. Izraţenost transkripcijskih 

faktora dobivena je analizom prisutnosti izoliranih proteina u odreĎenoj skupini (Slika 9., 

Tablica 13.)  
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Slika 9. Razlika izraţenosti transkripcijskih faktora u metastatskoj i skupini bez metastaza. 

Postotci označavaju omjer broja proteina pridruţenih odreĎenom transkripcijskom faktoru i 

ukupnog broja promatranih proteina u skupini 
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Tablica 13. Nazivi pridruţenih proteina ovisno o skupini koji su pridruţeni transkripcijskim 

faktorima PLAU, ATF1 i CREB1 

Transkripcijski faktori Proteini iz skupine bez metastaza Proteini iz skupine s metastazama 

PLAU   

  

  

  

Centrobin Citrate sintetaza (CS) 

 

Headcase protein homolog (HECA) 

Beta-alanin-aktivirajući enzim 

(AASDH) 

Sindekan-2 (SDC2) 

DNA-usmjerena RNA polimeraza III, 

podjedinica RPC1 (POLR3A) 

CREB1 

Pekaneks-sličan protein 4 (PCNXL4) 

Beta-alanin-aktivirajući 

enzim 

40S ribosomski protein S11 (RPS11) 

Vjerojatni RNA-vezujući 

protein 18 (RBM18) 

Centrobin Headcase protein homolog 

Centrobin Headcase protein homolog 

 Citrate sintetaza 

Histon H4 Sindekan-2 

Histon H3 

DNA-usmjerena RNA polimeraza III, 

podjedinica RPC1 

ATF1   

  

Histon H4  

Histon H3  

  

 

 

 

 

 

Transkripcijski faktori ATF1 i PLAU sadrţavaju centrobin u skupini bez metastaza kao 

razlikovni protein, a proteine AASDH, HECA, CS, SDC2 i POLR3A kao razlikovne u 

skupini s metastazama. Transkripcijski faktor CREB1 sadrţava PCNXL4, RPS11 i centrobin 

kao razlikovne proteine u skupini bez metastaza, a AASDH, HECA i RBM18 u skupini s 

metastazama.  
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6. RASPRAVA 

 

Papilarni karcinomi su karcinomi s najvećim porastom incidencije u svijetu, a gotovo 50% 

svih novootkrivenih karcinoma su papilarni mikrokarcinomi, tj. oni veličine manje ili jednake 

1 cm u najvećem promjeru. Porast incidencije papilarnih karcinoma, ne samo kao 

incidentaloma nego i kao stvarnog porasta incidencije, pogotovo u mlaĎoj populaciji, 

značajan je epidemiološki problem. Prema trenutačnim smjernicama optimalan modalitet 

liječenja papilarnih karcinoma je kirurgija. No kirurgija sa sobom nosi opasnost od 

komplikacija i psihološkog opterećenja. Iako su stope komplikacija male, na velikom broju 

operiranih ljudi one ipak dobivaju na vaţnosti. S druge strane, zbog većinski indolentnog 

ponašanja dobro diferenciranih karcinoma štitnjače, pogotovo papilarnih karcinoma, 

postavlja se pitanje opravdanosti kirurškog liječenja, a takoĎer i eventualne profilaktičke 

disekcije vrata. Dosadašnja brojna istraţivanja pokazala su značajan raspon biološke 

agresivnosti papilarnog karcinoma – od indolentnog tumora do agresivnog sklonog 

regionalnom recidivirajućem metastaziranju pa čak i udaljenom metastaziranju, no osim 

pojedinih patohistoloških podtipova koji su rijetki, ne postoji adekvatan način stratifikacije 

papilarnih karcinoma. Perioperativni, odnosno statički, prognostički čimbenici (dob, veličina 

tumora, ekstratireoidna ekstenzija, metastaze) nisu dovoljno dobri za ispravno stratificiranje 

agresivnosti ponašanja papilarnog karcinoma (151). TakoĎer, ni trenutačne citološke i 

patohistološke metode nisu dovoljno dobre da bi razlikovale karcinome različitog biološkog 

ponašanja te je jedina mogućnost razlikovanja indolentnih i agresivnijih papilarnih karcinoma 

klinička, radiološka ili citološka potvrda o prisutnosti metastaza ili kliničko ekspektativno 

praćenje i kirurgija ad hoc.  

TakoĎer, pridonoseći već brojnim oprečnim strategijama i stajalištima o liječenju papilarnog 

karcinoma, u posljednje vrijeme pojavljuje se sve više dokaza koji kao jednako vrijedan način 

liječenja papilarnih mikrokarcinoma niskog stadija preporučuju aktivno praćenje. 

Zbog svega navedenog javlja se vaţno kliničko i epidemiološko pitanje o preoperativnom 

razlikovanju indolentnih papilarnih karcinoma, koji zahtijevaju poštedni operativni zahvat ili 

čak samo kliničko i radiološko praćenje, od onih s većim malignim potencijalom, kod kojih 

bi agresivniji pristup u početnom stadiju liječenja smanjio daljnje širenje bolesti, opetovane 

proširene i agresivnije operativne zahvate i njihove komplikacije.   
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Jedno od mogućih rješenja ovog pitanja je pronalazak adekvatnog biljega koji bi s velikom 

specifičnošću i osjetljivošću razlikovao papilarne karcinome različitog biološkog ponašanja. 

Potencijalni biljeg bi po mogućnosti mogao identificirati karcinom kao takav u slučajevima 

citološke dubioznosti te identificirati agresivnije od indolentnijih varijanti, što bi bitno 

utjecalo na izbor optimalnog modaliteta liječenja i opseg kirurškog liječenja. 

Proteomskom analizom tkiva štitnjače s metastazama i bez njih idealno bi se pronašao 

proteinski biljeg koji bi s velikom osjetljivošću i specifičnošću, po mogućnosti više od 90% 

(152), mogao razlikovati agresivnije od indolentnijih papilarnih karcinoma štitnjače. Iz 

pragmatičnih razloga, biljeg bi optimalno bilo moguće izolirati u serumu bolesnika jer je 

takav način analize tehnički najjednostavniji i ekonomski najisplativiji. Drugi načini izolacije 

biljega su izolacija iz citopunkcijskog uzorka i iz samog tkiva štitnjače, odnosno tumora, 

patohistološkom analizom. S obzirom na to da je primarno liječenje karcinoma štitnjače 

kirurško, naknadna analiza tkiva štitnjače patohistološkom analizom te identifikacija biljega u 

tkivu pruţa najviše informacija, ali u suboptimalnom trenutku liječenja. Takav način 

odreĎivanja biljega mogao bi samo stratificirati bolesnike u one koje bi, teoretski, trebalo 

češće klinički pratiti ili ih liječiti adjuvantnom radionuklidnom terapijom te reoperirati u 

smislu profilaktičke disekcije. Očita je mana te metode izostanak preoperativnog 

stratificiranja pacijenata u visoko- i niskorizične, što onemogućuje odreĎivanje optimalnog 

algoritma liječenja i prije nego što je prvi korak liječenja započeo. Analiza uzorka dobivenog 

citološkom punkcijom je preoperativna metoda, ali je invazivna te zahtijeva iskusnog citologa 

koji mora velikom preciznošću uzorkovati suspektno tkivo štitnjače, pogotovo kada je riječ o 

papilarnim mikrokarcinomima.  

Dakle, prema ranije navedenoj klasifikaciji, a i prema samoj bolesti, idealni biljeg papilarnog 

karcinoma štitnjače bi istovremeno bio biljeg rizika, dijagnoze i prognoze.  

Trenutačno, osim izloţenosti ionizirajućem zračenju u djetinjstvu i bolesti u obitelji, ne 

postoje specifični rizični čimbenici koji bi identificirali odreĎenu podskupinu populacije koja 

ima viši rizik za razvoj papilarnog karcinoma štitnjače. S obzirom na veliku učestalost tog 

karcinoma te značajni morbiditet koji uznapredovala bolest uzrokuje, biljeg rizika bi uvelike 

unaprijedio mogućnost pravovremene intervencije.  

Osim papilarnog karcinoma štitnjače, ugrubo postoje još tri tipa karcinoma štitnjače, uz još 

nekoliko vrsta benignih tvorbi štitnjače koji se ultrazvučno i klinički prezentiraju na sličan 

način. Zlatni standard dijagnostike, citopunkcija i analiza punktata, kao što je vidljivo iz 
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najkorištenijeg klasifikacijskog sustava Bethesda, nosi značajnu mogućnost pogreške u 

dijagnozi bolesti, što se jedino moţe definitivno razlučiti kirurškim zahvatom i 

patohistološkom analizom odstranjenog tkiva. Stoga bi potencijalni biljeg dijagnoze značajno 

reducirao nepotrebne operativne zahvate te probrao one pacijente koji uistinu imaju malignu 

bolest i zahtijevaju operaciju od onih koji nemaju i čija je terapijska opcija kliničko praćenje. 

Iako je prognoza papilarnog karcinoma štitnjače dobra u pogledu preţivljenja, odnosno smrti, 

postoji značajna incidencija recidivirajuće bilo lokalne bilo regionalne bolesti koja zahtijeva 

kirurško liječenje, što pak sa sobom nosi značajan rizik od morbiditeta. Prognostički biljeg bi 

mogao stratificirati pacijente koji imaju agresivniju bolest i utjecati na opseg kirurškog 

liječenja ili na postoperativno liječenje i praćenje.  

Primarni cilj ovog rada bio je utvrditi postoje li razlike u proteomskom profilu papilarnih 

mikrokarcinoma koji su metastazirali u regionalne limfne čvorove i onih koji nisu. 

Proteomika je izabrana djelomično i zato što je „shotgun“ metoda, to jest, ne analizira se 

točno odreĎena molekula nego se analizira cjelokupno tkivo, dobiva se kompletni spektar 

proteina u tkivu i naknadno se analiziraju dobiveni podatci. Smatramo da je navedena metoda 

dobra jer pruţa veliku količinu informacija. Za ovu specifičnu bolest, to je od velike vaţnosti 

jer dosadašnja istraţivanja nisu uspjela sa sigurnošću potvrditi odreĎeno biokemijsko 

svojstvo kojim bi se diferencirala bolest ovisno o biološkom ponašanju. Stoga je prvotna 

namjera bila istraţiti postoji li uopće razlika u ekspresiji proteina, a zatim, ako postoji, 

pokušati razlučiti koji proteini mogu biti odgovorni ili biti biljezi agresivnijeg ponašanja.  

Ovo je iznimno zanimljivo područje ako se uzme u obzir šaroliki spektar prezentacije ove 

bolesti. S obzirom na prirodu bolesti, u kliničkom okruţenju teško je uspostaviti povjerljivi 

odnos s pacijentom i pruţiti adekvatne informacije i definirati točno odreĎenu strategiju 

liječenja. Dodatnu problematiku predstavlja samo ime bolesti – karcinom, što sa sobom nosi 

kulturološki (i patološki) iznimno nepovoljnu konotaciju. Slijedeći najsuvremenije metode 

liječenja ove bolesti, poput aktivnog praćenja, teško i komplicirano je objasniti pacijentu da 

će se njegov karcinom pratiti, neovisno o publikacijama prema kojima je to valjana metoda 

kod odreĎenih mikrokarcinoma. Tu se takoĎer javlja liječnička sumnja u optimalan način 

liječenja ove bolesti, koja je prije svega voĎena kliničkim iskustvom o biološko-kliničkoj 

nepredvidljivosti bolesti i potencijalnom izlaganju pacijenta riziku od suboptimalnog 

liječenja.  
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U ovome radu, analizom izoliranih proteina u skupinama karcinoma koji su dali metastaze i 

onih koji nisu uočava se razmjerno velika različitost u proteomskom profilu. Papilarni 

karcinomi izmeĎu dviju skupina dijele samo 10 proteina, a razlikuju se u svim ostalim 

izoliranim proteinima. Takav rezultat govori u prilog značajnoj biološkoj razlici 

patohistološki istovrsnih tumora. Te razlike, i funkcije proteina izoliranih u odreĎenoj 

skupini, potencijalno bi mogle objasniti bitnu razliku u biološkom ponašanju papilarnih 

mikrokarcinoma.  

Patohistološka (i citološka) klasifikacija ne moţe diferencirati papilarne karcinome ovisno o 

njihovu biološkom ponašanju. S obzirom na to da se pod istim nazivom opisuju indolentni, 

gotovo benigni karcinomi i oni koji su agresivniji sa značajnim moribiditetom, od velike je 

vaţnosti pravilno razlikovanje tih dviju skupina. Dubljom analizom pojedinih izoliranih 

proteina pokušalo se objasniti različitost u biološkom ponašanju i agresivnost karcinoma koji 

regionalno metastaziraju.  

U ovom proteomskom istraţivanju identificirano je nekoliko potencijalno zanimljivih i 

značajnih proteina koji su izolirani u metastatskoj skupini, koji svojim patofiziološkim 

ulogama sudjeluju u metastaziranju i agresivnijem biološkom ponašanju tumora. To su 

ubikvitin konjugirajući enzim E2 varijanta 1, natrij- i klor-ovisan taurinski transporter, 

sindekan-2 i sindekan-4, alfa-1-antiripsin, histon-lizin N-metiltransferaza 2C i citrat sintaza.  

Prema ulogama, odnosno smještaju u stanici, oni pripadaju proteinima koji sudjeluju u 

epigenetskoj metilaciji (histon-lizin N-metiltransferaza 2C), posttranslacijskoj modifikaciji 

(ubikvitin konjugirajući enzim E2 varijanta 1) te su i transmembranski proteini (sindekani -2 i 

sindekan-4, natrij- i klor-ovisan taurinski transporter). Zanimljivo, iako su ovi proteini 

povezani s karcinogenezom tumora mnogih sijela, za većinu postoji oskudna količina 

znanstvenih istraţivanja koja ih povezuju s karcinomima štitnjače. Proteini koji su u 

radovima dosad povezani s karcinomima štitnjače su alfa-1-antitripsin i sindekan-4 te 

sindekan-2.  

Epigenetska metilacija sudjeluje u regulaciji raznih staničnih procesa, uključujući malignu 

alteraciju i metastaziranje. U ovom istraţivanju izoliran je histon-lizin N-metiltransferaza 2C 

koji je regulator epigenetske metilacije histona u procesu ekspresije gena te je kao takav 

povezan s karcinogenezom mnogih sijela (153, 154, 155, 156). Mutacije KMT2C 

evidentirane su kod karcinoma dojke, sitno- i nesitnostaničnog karcinoma pluća, 

adenokarcinoma ţeluca (gdje prema jednom radu sudjeluju u epitelno mezenhimalnoj 



59 
 

tranziciji), kolorektalnog karcinoma, karcinoma jednjaka, a povezane su i s agresivnošću i 

koštanim metastaziranjem planocelularnog karcinoma koţe te je navedena i njihova uloga u 

migraciji, invazivnosti i metastaziranju osteosarkoma (157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 

164, 165, 166). Kod karcinoma dojke smanjena ekspresija povezana je s boljom prognozom 

bolesti, te je predloţen kao mogući biljeg osjetljivosti na onkološku terapiju, slično kao i kod 

kolorektalnog karcinoma i duktalnog adenokarcinoma gušterače (160, 161, 167).  

Ubikvitin konjugirajući enzim E2 varijanta 1 (UBE2V1 ili UEV1A) nekatalitički je kofaktor 

Ubc13 (Ubikvitin E2 konjugirajući enzim), nuţan za poliubikvitinaciju ciljnih proteina preko 

Lys63-vezanih lanaca te sudjeluje u aktivaciji inhibitora nuklearnog faktora-kB kinaze čime 

posljedično aktivira put NF-kB te sudjeluje i u aktivaciji signalnih putova AKT i MAPK 

(168, 169, 170, 171, 172). Preko NF-kB puta inhibira stres-induciranu apoptozu (173), 

pospješuje metastaziranje karcinoma dojke i kolona (174, 175, 176), a preko AKT puta 

pospješuje migraciju, preţivljenje i kemorezistenciju stanica karcinoma dojke (171, 172). 

TakoĎer se nalazi prekomjerno eksprimiran u malignim melanomima, a povišena ekspresija 

korelira i s lošijim preţivljenjem i agresivnijom bolešću kod karcinoma cerviksa (177, 178).  

Epitelno-mezenhimalna tranzicija biološki je proces koji ima vaţnu ulogu u metastaziranju 

prilikom kojeg stanice epitelnog podrijetla podlijeţu promjenama u kojima dobivaju 

mezenhimalni fenotip koji ih čini migratornijima i invazivnijima. Sindekan-2 i sindekan-4 te 

dijelom i histon-lizin N-metiltransferaza 2C sudjeluju u epitelno-mezenhimalnoj tranziciji. 

Sindekan-2 i sindekan-4 članovi su skupine transmembranskih heparan sulfat proteoglikana. 

Budući da su transmembranski proteini te su sposobni povezati ekstracelularni matriks i 

unutarstanične signalne kaskade, imaju mnoštvo različitih uloga u rastu i diferencijaciji 

stanice, kao i u epitelno-mezenhimalnoj tranziciji i širenju malignih stanica (179, 180, 181). 

Prekomjerna ekspresija sindekana-4, kao i njegova moguća uloga kao biljega kod papilarnih 

karcinoma štitnjače navedena je u više studija (182, 183, 184, 185). TakoĎer, stišavanje 

SDC4 gena kod papilarnih karcinoma štitnjače inhibira epitelno-mezenhimalnu tranziciju te 

inducira apoptozu stanica karcinoma (186). 

Osim kod karcinoma štitnjače, povišena ekspresija SDC4 povezana s metastaziranjem, 

lošijom prognozom i agresivnijom bolešću, uočena je kod karcinoma bubrega, ovarija i 

osteosarkoma te kod kolorektalnih karcinoma i karcinoma pluća (187, 188, 189, 190, 191).  

Za sindekan-2 se takoĎer smatra da ima vaţnu ulogu u epitelno-mezenhimalnoj tranziciji, kao 

i za sindekan-4 (192). Zanimljivo, osim u epitelno-mezenhimalnoj tranziciji,  sudjeluje u više 
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bioloških procesa koji su ključni za metastaziranje. Faktor je u tumorskoj angiogenezi 

reagirajući s faktorima VEGF, EphB2 i FGF-2 te je povezan s gubitkom kontaktne inhibicije 

posljedično utječući na karcinogenezu (193). 

Gledajući pojedine podtipove karcinoma, povišena ekspresija sindekana-2 povezana je s 

agresivnijim hilarnim kolangiokarcinomom (194), invazivnošću i metastaziranjem karcinoma 

dojke (195), povećanom agresivnošću i metastaziranjem karcinoma prostate (196, 197), te se 

smatra i da sudjeluje u karcinogenezi planocelularnog karcinoma pluća (198). 

Više radova bavilo se hipermetiliranim genom SDC2 kao mogućim biljegom otkrivanja ranih 

karcinoma kolona (199, 200, 201).  

Smanjena ekspresija sindekana-2 povezana je sa smanjenim invazivnim potencijalom kod 

karcinoma kolona (202) i adenokarcinoma pluća (203). Do sada postoji jedna studija u kojoj 

je povećana ekspresija sindekana-2 povezana s niskorizičnim papilarnim karcinomom 

štitnjače (204). 

U ovom istraţivanju u skupini karcinoma koji su dali metastaze izoliran je još jedan vaţan 

transmembranski protein, natrij- i klor ovisan taurinski transporter. Natrij- i klor ovisan 

taurinski transporter pripada skupini transmembranskih proteina koji sudjeluju u transportu 

taurina, b-alanina i GABA (205, 206, 207). Prema studijama ovaj protein je povezan s 

proliferacijom i preţivljenjem stanica (208). TakoĎer, pokazano je da taurin ima anti-

apoptotski učinak (209). Povišena ekspresija transportera uzrokovana hipometilacijom 

SLC6A6 gena je, prema jednoj studiji, povezana s tumorigenezom i lošijim preţivljenjem 

kod karcinoma ţeluca (210). Prekomjerna ekspresija ovog proteina uočena je kod karcinoma 

cerviksa te kod kolorektalnih karcinoma s lošijim preţivljenjem i povezana je s njihovom 

otpornošću na kemoterapiju. Navodi se i kao mogući biljeg agresivnijih varijanti 

kolorektalnog karcinoma (211, 212, 213, 214). 

Protein, čije bi se djelovanje moglo objasniti u kontekstu tumorske hipoksije, odnosno 

Warburgova efekta, a koji je izoliran u ovoj studiji u skupini bez metastaza, jest citrat 

sintetaza. Citrat sintetaza je enzim ciklusa trikarboksilne kiseline koji katalizira reakciju 

oksaloacetične kiseline i acetil koenzima A u stvaranju citrata.  

Postoji nekoliko istraţivanja u kojima se izolirala povišena vrijednost citrat sintetaze u 

stanicama raka dojke, prostate, ovarija i gušterače. Ta se povišena ekspresija tumači 

hipoksičnim uvjetima u stanicama te je povezana s agresivnijim rastom i metastaziranjem. 
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TakoĎer se pretpostavlja da je citrat, produkt citrat sintetaze, signalna molekula u aktivaciji 

onkogena (215, 216, 217, 218). 

Razlikovni protein u skupini bez metastaza koji najveći broj istraţivanja povezuje s 

karcinomima štitnjače te ga identificira kao potencijalni biljeg jest alfa-1-antitripsin.  

Alfa-1-antitripsin je u više radova identificiran kao mogući biljeg razlikovanja papilarnih 

karcinoma štitnjače od normalnog tkiva (219, 220, 221) te se njegova mutacija pojavljuje i u 

nasljednih papilarnih karcinoma (222). TakoĎer se navodi kao mogući biljeg u otkrivanju 

ranih nesitnostaničnih karcinoma pluća (223), ranih kolorektalnih karcinoma (224, 225) te 

kao biljeg progresije planocelularnog karcinoma koţe (226). Kod kolorektalnih karcinoma 

povišena ekspresija povezana je s invazijom i migracijom (227). U radu autora Janciauskiene 

S i sur. povišena ekspresija alfa-1-antitripsina u okolnom tkivu i krvi, ali ne i u samom tkivu 

nesitnostaničnog karcinoma pluća povezana je s lošijim preţivljenjem (228). Prekomjerna 

ekspresija gena alfa-1-antitripsin, SERPINA1, kod karcinoma ţeluca povezana je s 

agresivnošću tumora i metastaziranjem (229, 230) te se spominje i kao mogući serumski 

biljeg karcinoma ţeluca (231, 232). 

Proteini koji su izolirani takoĎer mogu biti produkti odreĎenih prekomjerno eksprimiranih 

gena koji nizvodnim djelovanjem utječu na njihovo sintetiziranje.  Metodama funkcionalnog 

obogaćivanja utvrĎeno je, na temelju prisutnosti izoliranih proteina u našem setu, da postoji 

razlika u ekspresiji triju gena u skupini s metastazama u odnosu na skupinu bez metastaza. To 

su PLAU, ATF1 i CREB1.  

Protein c-AMP response element binding protein (CREB1) transkripcijski je faktor obitelji 

bZIP, koji se aktivira fosforilacijom SER133 (233). 

CREB1 povezan je s lošijom prognozom u karcinoma ovarija te je predloţen i kao 

potencijalni biljeg (234). Aktivacija CREB1 povezana je s proliferacijom, invazivnošću ili 

metastaziranjem karcinoma ţeluca (235), mokraćnog mjehura (236, 237), dojke (238, 239),  

pluća (240), kolorektalnog karcinoma (241, 242, 243, 244, 245), prostate (246, 247), 

nazofarinksa (248), jajnika (249). Zanimljivo, inaktivacijom CREB1 smanjio se rast i 

progresija karcinoma jednjaka, ţeluca, kolona (250, 251, 252, 253, 254). 

TakoĎer, najčešća genetska alteracija kod papilarnog karcinoma štitnjače, RET/PTC 

alteracija, potiče CREB1 fosforilaciju koja regulira proliferaciju stanica štitnjače i papilarnog 

karcinoma (255, 256, 257). 
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ATF1 transkripcijski je faktor ATF/CREB i bZIP (basic-region leucine zipper) obitelji koji 

utječe na brojne stanične procese, meĎu ostalim rasta i preţivljavanja, regulirajući ekspresiju 

nizvodnih ciljnih gena (258). Dosadašnja istraţivanja povezala su ATF1 s tumorigenezom 

tumora mnogih sijela. Istraţivanja su pokazala da regulira izraţaj FRA-1 i Bcl-2, što je, meĎu 

ostalim, povezano s razvojem nazofaringealnog karcinoma i karcinoma bubrega (259, 260, 

261, 262). ATF1 je takoĎer povezan s progresijom razvoja kolorektalnog karcinoma (263, 

264, 265, 266), karcinoma ovarija (267, 268) i cerviksa (269), invazivnošću i migracijom 

karcinoma pluća (270, 271). Kod karcinoma jednjaka, invazivnost, migratornost, proliferacije 

i preţivljenje stanica povezani su s povećanom ekspresijom ATF1, a inhibicija ATF1 

značajno povećava osjetljivost karcinoma na paklitaksel (272). Kod papilarnih karcinoma 

štitnjače, HGF preko ATF1 utječe na smanjenje ekspresije Trombofosfodin-1 proteina, što 

posljedično povećava invazivnost i agresivnost karcinoma (273). 

Gen PLAU kodira serinsku proteazu urokinaza-tip aktivator plazminogena (uPA) ili, 

jednostavnije, urokinazu, čija je glavna funkcija u organizmu konverzija zimogena 

plasminogena u plasmin veţući se na receptor uPAR. Plasmin pak aktivira proteolitičku 

kaskadu koja moţe imati ulogu u trombolizi, degradaciji ekstracelularnog matriksa, upali, 

aterosklerozi, tumorskoj invaziji, angiogenezi i metastaziranju (274, 275, 276).  

Povišena ekspresija urokinaze povezana je s lošijom prognozom, invazivnošću i 

metastaziranjem tumora mnogih sijela, kao što su dojka (277, 278, 279, 280), prostata (281, 

282), debelo crijevo (283, 284, 285), glava i vrat (286, 287, 288, 289, 290) i dr. (291). 
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7. ZAKLJUČCI 

 

U ovom se istraţivanju na analizi 30 papilarnih mikrokarcinoma štitnjače izradio proteomski 

profil papilarnih mikrokarcinoma bez metastaza i papilarnih mikrokarcinoma s metastazama 

u lateralnim regijama vrata.  

UsporeĎivali su se proteomski profili 15 papilarnih mikrokarcinoma koji u trenutku kirurškog 

liječenja, a i tijekom daljnjeg praćenja, nisu razvili regionalnu metastatsku bolest s 

proteomskim profilom papilarnih mikrokarcinoma koji su u trenutku kirurškog liječenja 

razvili regionalnu metastatsku bolest.  

Proteomski profili analizirani su bioinformatičkim metodama i funkcionalnim 

obogaćivanjem. TakoĎer su se analizirale patofiziološke uloge pojedinih proteina koje bi 

mogle objasniti regionalno metastaziranje papilarnih mikrokarcinoma.  

1. Postoje značajne razlike u izraţenosti proteina u proteomskom profilu papilarnih 

mikrokarcinoma s metastazama i bez njih. 

2. Analizirajući patofiziološke uloge proteina, utvrdilo se da proteini ubikvitin 

konjugirajući enzim E2 varijanta 1, natrij- i klor-ovisan taurinski transporter, 

sindekan-2 i sindekan-4, alfa-1-antiripsin, histon-lizin N-metiltransferaza 2C i citrat 

sintaza, koji su pronaĎeni isključivo u skupini s metastazama, potencijalno imaju 

ulogu u agresivnosti bolesti i metastaziranju papilarnog mikrokarcinoma štitnjače.  

3. Bioinformatičkom metodom funkcionalnog obogaćivanja utvrdila se, prema izraţaju 

proteina u dobivenom proteomskom profilu, povećana ekspresija gena PLAU, ATF1 i 

CREB1 u skupini papilarnih mikrokarcinoma s metastazama. Ti su geni povezani s 

agresivnijim ponašanjem i metastaziranjem kod tumora drugih sijela te potencijalno 

imaju ulogu u agresivnijem ponašanju i metastaziranju kod papilarnog 

mikrokarcinoma štitnjače.  
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8. SAŢETAK 

 

Povećana incidencija papilarnog karcinoma štitnjače, a prije svega papilarnog 

mikrokarcinoma velik je dijagnostičko-terapijski problem te opterećenje za pacijente i 

zdravstveni sustav. Iako se papilarni karcinomi smatraju karcinomima niske smrtnosti, oni 

nose značajan rizik od regionalnog širenja bolesti, što dovodi do povećanog morbiditeta, s 

obzirom na to da je primarni način liječenja ove bolesti kirurški. Trenutačno ne postoje biljezi 

bolesti koji bi preoperativno mogli, s visokom specifičnošću i osjetljivošću, diferencirati 

indolentnu bolest od one agresivnije. Takva preoperativna diferencijacija omogućila bi 

optimalno planiranje liječenja uz značajno smanjenje opterećenja i morbiditeta samog 

liječenja.  

Prema svim trenutačno prihvaćenima stratifikacijama papilarni mikrokarcinomi pripadaju 

skupini niskorizičnih papilarnih karcinoma, no ipak su u znatnoj mjeri skloni regionalnom 

širenju bolesti. U ovom radu analiziran je proteomski profil 30 papilarnih mikrokarcinoma – 

15 koji u trenutku operativnog liječenja nisu dali metastaze i 15 koji su dali metastaze u 

lateralne regije vrata. Proteomski profil papilarnih mikrokarcinoma pokazao je značajnu 

razliku u izraţaju proteina i gena ovisno o promatranoj skupini.  

U skupini s metastazama, utvrĎeno je više proteina koji bi mogli biti povezani s 

metastaziranjem i agresivnijim biološkim ponašanjem. To su ubikvitin konjugirajući enzim 

E2 varijanta 1, natrij- i klor-ovisan taurinski transporter, sindekani -2 i -4, alfa-1-antiripsin, 

histon-lizin N-metiltransferaza 2C i citrat sintaza. TakoĎer je u skupini s metastazama 

identificirana pojačana ekspresija triju gena: PLAU, ATF1 i CREB1, koji potencijalno imaju 

ulogu u agresivnijem ponašanju odreĎenih papilarnih mikrokarcinoma.  

Budući da je ovo prvi proteomski rad, prema našim spoznajama, koji je usporeĎivao 

papilarne mikrokarcinome koji su dali regionalne metastaze i one koji nisu, rezultati ovog 

rada pridonijeli su produbljivanju znanja o proteinskom izraţaju i potencijalnoj 

patofiziološkoj ulozi izraţenih proteina u metastaziranju papilarnog mikrokarcinoma 

štitnjače. TakoĎer, ovim radom postavljeni su i temelji za buduća istraţivanja.  
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9. SUMMARY 

Prognostic significance of the proteome profile of well differentiated papillary thyroid 

carcinoma 

Filip Matovinović, Zagreb, 2023 

 

The increasing incidence of papillary thyroid cancer, primarily papillary microcarcinoma, 

represents a significant diagnostic and therapeutic problem and a burden for patients and the 

health care system. Although papillary carcinomas are considered to be cancers of low 

mortality, they carry a significant risk of regional spread of disease, which consequently leads 

to increased morbidity, given that the primary method of treatment is surgery. Currently, 

there are no biomarkers that could, preoperatively, with high specificity and sensitivity, 

differentiate an indolent disease from a more aggressive one. Such preoperative 

differentiation would enable optimal treatment planning with a significant reduction in 

burden and morbidity of the treatment itself. According to all currently accepted 

classifications, papillary microcarcinomas belong to the group of low-risk papillary 

carcinomas, but they are still significantly prone to regional spread of disease. In this thesis, 

the proteomic profile of 30 papillary microcarcinomas was analyzed – 15 that did not 

metastasize at the time of surgical treatment and 15 that metastasized to the lateral regions of 

the neck. The proteomic profile of papillary microcarcinomas showed a significant difference 

in protein and gene expression, depending on the observed group. 

In the group with metastases, certain proteins were identified that could lead to metastatic 

disease and more aggressive biological behavior. These are ubiquitin conjugating enzyme E2 

variant 1, sodium- and chlorine-dependent taurine transporter, syndecans -2 and -4, alpha-1-

antirypsin, histone-lysine N-methyltransferase 2C and citrate synthase. Increased expression 

of three genes, PLAU, ATF1 and CREB1, was also identified in the group with metastases, 

which could also potentially play a role in the more aggressive behavior of certain papillary 

microcarcinomas. 

Considering the results and the fact that, to our knowledge, this is the first proteomic thesis 

that compared papillary microcarcinomas that gave regional metastases and those that did 

not, this thesis brought new knowledge about protein expression and the potential 

pathophysiological role of differentially expressed proteins in papillary thyroid 

microcarcinomas and laid the foundations for future research.  
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