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1. UVOD 

1.1 Tumori štitnjače 

Štitnjača je endokrini organ čija je glavna funkcija regulacija metaboličke aktivnosti 

organizma. Tumori štitnjače su najčešći tumori endokrinološkog sustava i pojavljuju se u 

30 do 50 % odrasle populacije [1]. Mogu biti dobroćudni (benigni) i zloćudni (maligni). 

Pokazano je da prosječni rizik za zloćudnost pojedinog čvora u štitnjači iznosi oko pet 

posto, neovisno o broju čvorova [2]. Vrsta tumora jedan je od najznačajnijih čimbenika u 

procjeni rizika smrtnosti za bolesnika. Stoga je određivanje patohistološke vrste tumora 

od izrazite važnosti u dijagnostičkom postupku i liječenju. Maligne tumore štitnjače 

možemo podijeliti u pet osnovnih skupina. Papilarni i folikularni tumori štitnjače su dobro 

diferencirani tumori, koji su se razvili iz folikularnog epitela. Najučestaliji su oblik i čine 

84%, odnosno 11%, svih zloćudnih tumora štitnjače [3]. Prognoza je u oboljelih od 

papilarnog karcinoma štitnjače izrazito dobra, uz preživljenje od čak 93% kroz deset 

godina. Preživljenje se prvenstveno smanjuje zbog udaljene diseminacije bolesti koju 

nalazimo u jedan do četiri posto bolesnika, a tada je preživljenje u rasponu od 24-76%, 

kroz desetogodišnji period [4]. Osim toga, razlikujemo i skupinu slabo diferenciranih 

karcinoma štitnjače te anaplastični karcinom štitnjače, kao najagresivniji oblik tumora. U 

petoj skupini je medularni karcinom štitnjače koji, za razliku od ostalih navedenih, nije 

podrijetlom iz folikularnog epitela, nego parafolikularnih, C-stanica štitnjače. Pronalazak 

molekularnih biljega koji bi omogućili rano prepoznavanje dobro diferenciranih tumora 

štitnjača kojima je biološko ponašanje obilježeno širenjem bolesti, omogućio bi rano 

prepoznavanje ugroženih bolesnika. Proučavanje genskih promjena, naročito mutacija, 

povezanih s agresivnim biološkim ponašanjem tumora nastalih od folikularnih stanica 

štitnjače omogućit će bolje razumijevanje temeljnih molekulskih značajki koje određuju 

agresivnost karcinoma štitnjače [5,6]. 

1.1.1 Dobro diferencirani karcinomi štitnjače 

1.1.1.1. Epidemiologija dobro diferenciranih karcinoma štitnjače 

Karcinom štitnjače, kao najčešći tumor endokrinološkog sustava, predstavlja 11. najčešći 

karcinom u općoj populaciji te čini 3% svih novootkrivenih tumora u svijetu [7]. 

Posljednjih desetljeća je prisutan gotovo stalan porast incidencije karcinoma štitnjače [7]. 
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Trend je vidljiv i u hrvatskoj populaciji. Prema podacima Hrvatskog zavoda za javno 

zdravstvo, Hrvatska se nalazi na četvrtom mjestu po dobno standardiziranoj stopi 

incidencije karcinoma štitnjače u Europi [7,8]. Incidencija karcinoma štitnjače je u žena 

tri do četiri puta veća u odnosu na muškarce, što je ujedno situacija i u Republici 

Hrvatskoj [8]. Karcinom štitnjače je u Hrvatskoj najčešći karcinom u osoba ženskog spola 

u dobi od 10 do 29 godina starosti [8]. 

Opisano povećanje incidencije, koje je u razvijenim zemljama svijeta poput SAD-

a čak u trostrukom porastu, ne prati povećanje mortaliteta, koji je, prema dugogodišnjem 

praćenju, gotovo nepromijenjen [7]. Navedena situacija se može dijelom objasniti 

unapređenjem, ali i „prekomjernom“ uporabom ultrazvučnih pregleda (UZV) štitnjače 

[9,10]. Čak i slučaju populacija opterećenih čimbenicima rizika za karcinom štitnjače, 

kao što je povećana izloženost radioaktivnom jodu 131I (131I) u području Rusije, autori 

studije su, unatoč tome, otkrili da se porast incidencije može objasniti učestalim 

postupcima UZV probira kojim se otkivaju klinički neznačajni tumori [11]. Zemlja s 

najvećom poznatom incidencijom karcinoma štitnjače je Južna Koreja u kojoj je 

intenzivan porast incidencije koincidirao s uvođenjem Nacionalnog programa otkrivanja 

karcinoma štitnjače. Probir na nacionalnoj razini je doveo do epidemije novootkrivenih 

karcinoma štitnjače, bez pratećeg porasta mortaliteta, te zapravo prikazao „rezervoar“ 

subkliničkih karcinoma štitnjače, koji se tijekom životnog vijeka vjerojatno ne bi klinički 

manifestirali [12]. U skladu s ovime je i podatak istraživanja provedenog u Finskoj: u više 

od trećine obduciranih osoba prisutan je papilarni karcinom štitnjače (PKŠ), koji se nije 

manifestirao klinički [13]. Važno je napomenuti da se istraživanjima vezanim uz baze u 

kojima se nalaze podaci vezani uz dugogodišnje praćenje bolesnika s karcinomima 

štitnjače, povećanje incidencije povezuje s učestalom primjenom UZV-a i biopsije 

tankom iglom (FNA; engl. Fine Needle Aspiration Biopsy), kao i promijenjenim 

utjecajem čimbenika okoliša [3].  

1.1.1.2 Etiološki čimbenici u razvoju dobro diferenciranih karcinoma 

štitnjače 

Potvrđeni čimbenik, koji pridonosi razvoju karcinoma štitnjače, je izloženost 

ionizirajućem zračenju. Utjecaj ionizirajućeg zračenja na područje glave i vrata, kao i 

izloženost otvorenim izvorima zračenja, poput 131I, obrnuto korelira s dobi bolesnika. 

Utjecaj je posebno izražen u periodu do 15 godina starosti, do kada je štitnjača 
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najpodložnija utjecaju ionizirajućeg zračenja i statistički značajno povećava rizik razvoja 

karcinoma štitnjače. Relativni rizik je više od sedam puta (7.7) veći za svaki grej 

apsorbirane doze [1,14]. Posebno je važno istaknuti radioosjetljivosti štitnjače u mladoj 

dobi, uzevši u obzir povećanje broja medicinskih dijagnostičkih postupaka i time 

primljene kumulativne doze zračenja za bolesnika. Procjenjuje se da je prosječna 

kumulativna doza za pojedinca porasla sa 0.54 mSv/godina na 3 mSv/godina u SAD-u, 

kroz posljednjih 25 godina [15]. 

Primijećeno je da se porast incidencije PKŠ ne može objasniti samo povećanim 

brojem dijagnostičkih postupaka [16]. Nedostatak joda u prehrani je opisan kao čimbenik 

u nastanku karcinoma štitnjače pri čemu nadoknada joda u prehrani ima zaštitnu ulogu 

[17]. U područjima s adekvatnim ili prekomjernim unosom joda prisutan je relativni 

porast PKŠ u odnosu na druge vrste karcinoma štitnjače, prvenstveno folikularni 

karcinom štitnjače (FKŠ), iako je sam mehanizam utjecaja joda zasada nerazjašnjen [18].  

Pitanje utjecaja autoimune bolesti štitnjače, poput Hashimotovog tireoiditisa, na 

razvoj karcinoma štitnjače je opsežno istraženo [19–22]. Hashimotov tireoiditis je vrlo 

česta bolest kojoj je baza kronična limfocitna upala. Utjecaj kronične upale na razvoj 

tumora je dobro poznat [23]. Stimulirajući čimbenici razvoja tumora štitnjače su 

istovremena prisutnost povišenog tireotropina (TSH; engl. Thyroid Stimulating 

Hormone), kao stimulatora proliferacije tireocita, kao i prisustvo slobodnih kisikovih 

vrsta koje oštećuju sve biomolekule, uključujući i DNA (deoksiribonukleinska kiselina, 

engl. Deoxyribonucleic Acid) [22]. Opsežnom meta-analizom provedenih studija koje su 

istraživale utjecaj kroničnog tireoditisa pokazan je značajno povišen rizik za nastanak 

karcinoma štitnjače kao i karcinoma dojke, pluća i probavnog sustava [22]. Opisana je 

pozitivna povezanost autoimunih protutijela prisutnih kod Hashimoto tireoiditisa, 

prvenstveno protutitijela na tireoglobulin i tireoidnu peroksidazu [22]. Posljednjih 

desetljeća ističe se utjecaj pušenja i pretilosti na razvoj karcinoma štitnjače [3,24–27]. 

Pretilost može pratiti i rezistenciju na inzulin, pojačanu sintezu inzulina te ekspresiju 

receptora za inzulinu sličan čimbenik rasta 1 (IGF-IR; engl. Insulin-like Growth Factor I 

Receptor) na stanicama tireocita, koji, ako je potaknut ligandima, stimulira njihovu 

proliferaciju [28]. Posredno, povećanje razine leptina dovodi do smanjenja aktivnosti 

enzima dejodinaze i produkcije trijodtironina, zbog čega se povećava produkcija 

tireotropin oslobađajućeg hormona (TRH, engl. Thyrotropin-Releasing Hormone) i TSH, 
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koji također stimulativno djeluju na tireocite [3,24]. Nasuprot tome, pokazan je utjecaj 

kontinuiranog pušenja na smanjenje rizika od karcinoma štitnjače u muškaraca, no bez 

statistički značajnog utjecaja u ženskoj populaciji [27]. Utjecaj ksenobiotika, poput 

pesticida i bisfenola A, kojima je stanovništvo sve više izloženo, može djelovati na 

štitnjaču u svojstvu karcinogena. Iako je pretpostavljen utjecaj polibromiranih difenil 

estera na abnormalnu proliferaciju tireocita, među 80000 poznatih korištenih kemijskih 

spojeva kojima je čovjek izložen još nije pokazana jasna povezanost s razvojem 

karcinoma štitnjače [1,24]. 

Istraživači koji su istraživali razloge porasta incidencije karcinoma štitnjače u 

posljednjim desetljećima pokazuju da je moguće procijeniti posredni učinak okolišnih 

čimbenika na razvoj karcinoma, praćenjem somatskih mutacija u stanicama 

transformiranih tireocita. Ustanovljen je porast točkastih mutacija u genima BRAF i 

NRAS, najvjerojatnije neizazvan zračenjem, u odnosu na broj rearanžmana gena 

RET/PTC koji su posljedica djelovanja ionizirajućeg zračenja [29]. Porast incidencije 

karcinoma štitnjače praćen je prvenstveno porastom papilarnog karcinoma štitnjače 

združenog s porastom mutacija u genu BRAF, što upućuje na utjecaj nepoznatih 

čimbenika okoline i/ili pretpostavljeni utjecaj joda u prehrani, što je opisano kao fenomen 

papilarizacije [30,31].  

1.1.1.3. Patohistološka obilježja dobro diferenciranih karcinoma štitnjače 

 U skupini dobro diferenciranih karcinoma štitnjače nalaze se papilarni i folikularni 

karcinomi štitnjače koji nastaju iz folikularnog epitela. Dobro diferencirani karcinomi 

štitnjače čine više od 90 % svih karcinoma štitnjače [32].  

1.1.1.3.1 Patohistološka obilježja papilarnog karcinoma štitnjače 

 PKŠ je najčešći karcinom štitnjače te čini više od 80% svih karcinoma štitnjače. 

Obuhvaća petnaest podvarijanti koje se razlikuju u odnosu na arhitekturu i citološka 

obilježja stanica. Stroma je fibrovaskularna, a može biti i kalcificirana. Nadalje, moguće 

su i cistične promjene u primarnom tumoru kao i u metastazama. Karakteristično je 

stvaranje papilarnih struktura unutar tumora te prisutnost folikularnih stanica s jezgrama 

koje izgledaju poput brušenog stakla. Podvarijante tumora posjeduju zajedničke 

karakteristične promjene jezgre, što podrazumijeva povećane i izdužene jezgre uz 

nakupljanje kromatina uz ovojnicu jezgre, zbog čega je središnji dio jezgre blijed [33]. 
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Daljnje karakteristike tumorskih stanica PKŠ su intranuklearne pseudoinkluzije 

(citoplazmatske invaginacije) te pojava preklapanja jezgara. Mogu se naći, iako nisu 

karakteristična za karcinom štitnjače, i psamomska tjelešca, koja predstavljaju laminarne 

kalcificirane inkluzije u bazama papila [34].  

 PKŠ je često lokalno infiltrativan, nejasnih granica, a ponekad se nalazi unutar 

čahure. Širenje tumora unutar žlijezde često postoji kod postavljanja dijagnoze. 

Prvenstveno metastazira u regionalne limfne čvorove vrata dok je prisutstvo udaljenih 

metastaza rijedak događaj. Veći primarni PKŠ mogu probijati kapsulu štitnjače, pri čemu 

u rijetkim slučajevima dolazi i do infiltracije okolnog masnog tkiva, a moguća je i invazija 

u strukture vrata (dušnik, jednjak, mišići vrata, velike krvne žile).  

Posebna skupina, koja se često izdvaja i prati u kontekstu procjene rizika od 

smrtnog ishoda, je papilarni mikrokarcinom; primarni PKŠ promjera ≤1 cm. Okultni PKŠ 

su česti te se mogu naći pri obdukcijama u približno 10 % osoba [35]. U pojedinim je 

studijama opisano postojanje okultnog PKŠ u nalazima obdukcija u čak do 35 % osoba 

od čega su 67% bili papilarni mikrokarcinomi [13]. Papilarni mikrokarcinom je tumor 

niskog rizika, stoga je predložen pristup aktivnog praćenja kako bi se izbjegla 

tireoidektomija i posljedično doživotno nadomjesno liječenje hormonima, a bez 

povećanog rizika smrtnosti ili recidiva u slučaju naknadno provedene tireoidektomije  

[36].  

Česte podvarijante papilarnog karcinoma štitnjače 

1- Folikularna podvarijanta papilarnog karcinoma štitnjače uključuje invazivnu 

podvarijantu, koja pokazuje infiltrativni rast, rizik od nastanka lokalnih 

metastaza, i opisanu BRAF mutaciju u 39% slučajeva [37]. Prema posljednjoj 

patohistološkoj klasifikaciji, postoji i inkapsulirana folikularna varijanta, koja 

je reklasificirana u neinvazivnu folikularnu neoplazmu s papilarnim 

obilježjima jezgre (NIFTP) [38]. Promjena histološki predstavlja kategoriju 

„borderline“ tumora, s vrlo niskim rizikom od recidiva (<1%), iako se zbog 

genetske heterogenosti prava priroda tumora se ne može sa sigurnošću odrediti 

[33]. 

2- Papilarni karcinom cilindričnih stanica je vrlo rijedak. Sastoji se od 

cilindričnih stanica sa pseudostratificiranim hiperkromatskim jezgrama te je 
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bez klasičnih obilježja PKŠ [33]. Predstavlja varijantu s povećanim rizikom 

od recidiva bolesti, kada nije inkapsuliran. 

3- Varijanta Hobnail papilarnog karcinoma štitnjače čini oko 1% svih PKŠ. Prvi 

puta opisana 2004. godine [39]. Da bi se tumor razvrstao u skupinu „hobnail“, 

barem 30% stanica mora sadržavati hobnail karakteristike što podrazumijeva 

gubitak stanične polarnosti i svojstava kohezije. Genetske promjene uključuju 

mutacije gena BRAF i TP53. Ovaj tip tumora je klinički povezan s većim 

rizikom od lokalnog recidiva, pojavom udaljenih metastaza kao i metastaza u 

regionalne limfne čvorove [40].  

4- Papilarni karcinom visokih stanica (engl. tall cell) je podvarijanta papilarnog 

karcinoma štitnjače, koja uz papilarni karcinom cilindričnih stanica i 

„hobnail“ varijantu ima agresivniji klinički tijek a čini tri do 19 posto svih 

PKŠ [32,41]. Stanice su izduljene (najmanje 30 % stanica ima dva do tri puta 

veću visinu od širine). Opisane su mutacije u genu BRAF V600E s učestalošću 

od 61% a mutacije u promotoru gena TERT (engl. Telomerase Reverse 

Transcriptase) u sedam posto slučajeva [42]. Nije osjetljiv na liječenje 

radioaktivnim jodom (131I). Zbog toga ima lošu prognozu. 

5- Solidna podvarijanta PKŠ se identificira kada su ostale varijante isključene, a 

tumor se većinom sastoji od solidne komponente. Ova varijanta je značajno 

češće povezana s izloženošću ionizirajućem zračenju i učestalija je u djece i 

mladih osoba [43]. Stupanj agresivnosti ovog tipa papilarnog karcinoma 

štitnjače nije jednoznačno određen. Opisana je i manja učestalost mutacije 

gena BRAF, samo 10 % (u odnosu na 60 %, u slučaju klasičnog papilarnog 

karcinoma) [44].  

6- Difuzno sklerozirajuća podvarijanta PKŠ najčešće za posljedicu ima uvećanu 

i difuzno promijenjenu štitnjaču. Češće je prisutna u mlađih žena. Čini dva do 

šest posto svih PKŠ [41]. Opisani su rearanžmani RET/PTC kao pokretačke 

mutacije ovog tipa tumora. Najčešće su prisutni rearanžmani RET/PTC1 i 

RET/PTC3, koji čine više od 90% svih rearanžmana RET/PTC [45]. Ovaj tip 

tumora je povezan s udaljenim metastazama, metastazama u regionalne limfne 

čvorove te širenjem izvan štitnjače. Unatoč tome, mortalitet nije bitno različit 

u odnosu na klasičnu varijantu papilarnog karcinoma, što se objašnjava 
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nastajanjem tumora u ranijoj životnoj dobi koja pozitivno djeluje na 

preživljenje usprkos češćim recidivima bolesti [33] 

1.1.1.4. Dijagnostički postupci u obradi papilarnog karcinoma štitnjače 

1.1.1.4.1. Ultrazvučni pregled štitnjače i vrata  

U sklopu obrade sumnjivog čvora u štitnjači rutinski se primjenjuje pregled ultrazvukom 

(UZV). Postupak je neinvazivan i bezbolan, bez popratnog ionizirajućeg zračenja. UZV-

pregled je brz i učinkovit, no znatno ovisan i ograničen subjektivnom interpretacijom i 

iskustvom liječnika. Današnjim ultrazvučnim aparatima mogu se detektirati čvorovi 

veličine već od 1 mm. Ipak, zbog visoke prevalencije benignih čvorova štitnjače, rutinski 

se probir u općoj populaciji ne preporučuje.  

Pregled ultrazvukom indiciran je u bolesnika s opipljivim čvorom ili u slučaju 

potrebe procjene karakteristika čvora koji je otkriven drugim dijagnostičkim postupcima. 

Smjernice Američkog društva za štitnjaču (engl. American Thyroid Association) i 

Europskog društva za štitnjaču (engl. European Thyroid Association) naglašavaju važnost 

prepoznavanja nepovoljnih UZV obilježja čvora u štitnjači koji zahtijevaju daljnju obradu 

[32,46]. Karakteristike čvora koje imaju visoku pozitivnu prediktivnu vrijednost u 

prepoznavanju zloćudne promjene su: postojanje mikrokalcifikata, hipoehogenost čvora, 

nepravilni rubovi, pojačana prokrvljenost vidljiva metodom obojenog Dopplera, 

infiltracija izvan kontura štitnjače te anteroposteriorni promjer veći od lateromedijalnog. 

Prilikom postavljanja sumnje na maligni potencijal čvora radi se citološka punkcija pod 

kontrolom UZV. UZV-metodom je također u moguće prikazati i patološki promijenjene 

limfne čvorove na vratu.  

 Svim bolesnicima u kojih je citološkom punkcijom postavljena sumnja na 

karcinom štitnjače, prije operativnog zahvata (totalne ili parcijalne tireoidektomije) 

preporučuje se učiniti predoperativni UZV vrata kako bi se procijenila lokoregionalna 

proširenosti bolesti i eventualna potreba za disekcijom, u slučaju da se bolest proširila 

lokalno. 

 Postoperativno, UZV se koristi za redovite kontrolne preglede bolesnika. 

Pregledom je omogućeno praćenje promjena u ležištu štitnjače, što uključuje 

prepoznavanje recidiva bolesti ili postojanja ostatnog tkiva štitnjače. Također omogućuje 

pregled područja vrata, koji je najčešće mjesto širenja PKŠ limfom. 
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1.1.1.4.2. Laboratorijska dijagnostika u oboljelih od papilarnog karcinoma 

štitnjače 

U svrhu dijagnostike PKŠ koristi se UZV štitnjače, scintigrafija štitnjače te FNA. 

Određivanje hormonskog statusa, i vrijednosti tireoglobulina, korisno je u kliničkom 

praćenju nakon odstranjenja štitnjače i karcinoma, ali ne i u otkrivanju bolesti. 

 U slučaju potvrde karcinoma štitnjače, te po učinjenom odstranjenju štitnjače, 

određuje se vrijednost TSH kako bi se procijenila mogućnost provedbe liječenja 

radiojodom. Smatra se da je vrijednosti TSH iznad 30 mIU/mL potrebna za uspješnu 

stimulaciju tireocita štitnjače kao i za nakupljanje 131I u stanicama tumora [32]. 

Postoperativno se provodi i kontrola razine kalcija radi moguće jatrogene hipokalcemije 

i potrebe za davanjem kalcija. Kontrolnim pregledima se redovito prate vrijednosti TSH 

i tiroksina (FT4, engl. Free Thyroxine) zbog nadomjesnog ili suprimirajućeg liječenja L-

tiroksinom, ovisno o stupnju rizika povrata bolesti.  

 Nakon tireoidektomije zbog papilarnog karcinoma štitnjače bitno je redovito 

praćenje vrijednosti tireoglobulina (Tg) i protutijela na tireoglobulin (aTg). Ovi 

pokazatelji služe za procjenu uspješnosti liječenja te otkrivanja povrata bolesti. 

Tireoglobulin je specifičan tumorski biljeg, podrijetlom od tireocita. Nije koristan u 

prijeoperacijskoj dijagnostici zbog toga što ga izlučuju i zdravi tireociti. Nakon potpunog 

odstranjenja zdrave štitnjače i ablacije ostatnog tkiva štitnjače pomoću 131I koristi se s 

visokom specifičnosti i osjetljivošću u procjeni recidiva karcinoma. Vrijednost Tg se 

određuje zajedno s vrijednošću aTg, zbog toga što povišene vrijednosti aTg mogu činiti 

vrijednost Tg nepouzdanom time što negativno djeluju na osjetljivost imunometrijskih 

testova za Tg [47].  Samostalno povišenje aTg se također može smatrati surogat-biljegom 

u praćenju karcinoma štitnjače [32,47]. Laboratorijsko određivanje navedenih vrijednosti 

može se izvesti u stanju stimulacije uz visok TSH, kada je bolesnik bez nadomjesnog 

liječenja L-tiroksinom, uz primjenu rekombinantnog TSH čovjeka (rhTSH), ili bez 

stimulacije, uz liječenje. L-tiroksinom. Izravna usporedba tumorskih biljega može se 

provoditi samo u stanjima jednakog hormonskog statusa, što podrazumijeva ili stanje 

tijekom dvaju razdoblja korištenja nadomjesnog liječenja levotiroksinom, ili tijekom 

dvaju razdoblja stimuliranog TSH bez prisutnog nadomjesnog liječenja. U svrhu 

usporedivosti nalaza kontrolnih onkoloških obrada bitno je provoditi analizu u jednakom 

hormonskom statusu kao i istim analitičkim metodama. Analiza vrijednosti Tg uz 
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stimulaciju TSH je osjetljivija u otkrivanju minimalnog ostatnog tkiva ili povrata bolesti 

u odnosu na analizu Tg u stanju hormonskog nadomjesnog liječenja [48]. Važno je 

naglasiti da je značaj Tg i aTg visok u dobro diferenciranom karcinomu štitnjače kao što 

je PKŠ. Ako postoji izrazita dediferencijacija u određenim slučajevima progresije bolesti 

biljeg gubi svoju vrijednost, zbog toga što dediferencirani tireociti ponekad gube 

mogućnost sinteze Tg. 

1.1.1.4.3 Citološka punkcija štitnjače i suspektnih čvorova vrata 

 Suspektni čvor u štitnjači može se otkriti vizualno i palpacijski, scintigrafijom 

štitnjače u slučaju postojanja hipofunkcionalnih ili nefunkcionalnih čvorova, UZV- 

pregledom ili kao slučajan nalaz drugim slikovnim metodama poput CT-a ( 

kompjutorizirana tomografija) ili MR-a (magnetska rezonanca). Nakon učinjenog UZV-

pregleda, u slučaju postojanja čvora štitnjače suspektnih obilježja, potrebno je učiniti 

citološku punkciju čvora pod kontrolom UZV. Citološka punkcija se, ovisno o UZV 

obilježjima čvora, provodi u slučaju promjera čvora većeg (ili jednakog) od 1 cm. Ukoliko 

je dostupan podatak o pozitivnoj obiteljskoj anamnezi, zračenju glave i vrata u djetinjstvu 

ili u situaciji slučajnog nalaza pojačanog metabolizma čvora primjenom 18FDG-PET 

(engl. 18F-fluorodeoxyglucose, pozitronska emisijska tomografija) može se učiniti 

punkcija i čvorova manjih od 1 cm [32].  

 Svrha citološke punkcije je razlikovati benigne čvorove od onih za koje je 

potrebna kirurška intervencija u smislu lobektomije ili totalne tireoidektomije. 

Uspostavljen je standardizirani i kategorizirani sustav izvještavanja o nalazima citološke 

punkcije čvorova štitnjače pod nazivom Bethesda klasifikacija [49]. Prema navedenoj 

podijeli, postoji šest kategorija rezultata:  

1. tehnički nezadovoljavajući uzorak je najčešće posljedica aspiracije cističnog 

sadržaja ili krvi. U ovakim slučajevima je potrebno ponoviti citološku punkciju.  

2. benigna promjena je nalaz koji opisuje benigne folikularne čvorove, Hashimotov ili 

granulomatozni tireoiditis. Ove promjene ne zahtjevaju kiruršku intervenciju te nose 

minimalan rizik karcinoma (0- 3%).  

3. atipija neodređenog značaja opisuje uzorak u kojem karakteristike stanice ne 

omogućuju razlikovanje benignih i malignih tvorbi. U ovakvim se slučajevima 
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preporučuje se ponavljanje citološke punkcije, s obzirom na to da rizik za postojanje 

malignog čvora iznosi 5-15% [49]. 

4. folikularna neoplazma ili sumnja na folikularnu neoplazmu - citološkom 

punkcijom ne može se razlučiti benigni folikularni adenom od folikularnog karcinoma, 

zbog toga što je kriterij za njihovo razlikovanje proboj kapsule i angioinvazija. Stoga je 

u ovom slučaju preporučena lobektomija radi analize postojanja proboja kapsule i 

angioinvazije tumora. Rizik za malignost iznosi 15-30 %. 

5. sumnja na zloćudni proces opisuje čvorove koji su izrazito sumnjivi na malignost, ali 

bez svih karakteristika nužnih za definitivnu dijagnozu. Preporučuje se totalna 

tireoidektomija. Rizik za malignost iznosi 60-75% [49]. 

6. zloćudni proces - vidljive su sve karakteristike malignog čvora; potrebna je totalna 

tireoidektomija. Rizik za malignost je 97-99 % [49]. 

U sklopu klasifikacije posebno mjesto ima kategorija „neodređeni značaj“, koji nosi 

značajan rizik za malignu bolest. Priroda čvora se često ne može razjasniti,niti 

ponovljenom citološkom punkcijom. Kako bi se povećala osjetljivost i specifičnost 

pretrage istraživana je i analiza molekularnih biljega u uzorcima dobivenim citološkom 

punkcijom. Najčešća mutacija PKŠ je mutacija gena BRAF. Iako samostalna analiza 

BRAF u uzorcima FNA ima visoku specifičnost (99%), osjetljivost je niska. Zbog toga je 

moguće dobiti lažno negativne rezultate. U cilju povećanja osjetljivosti, uvedeni su paneli 

koji se najčešće sastoje od određivanja mutacija sljedećih gena: BRAF, TERT, RAS 

(NRAS, HRAS, KRAS), RET/PTC1, RET/PTC3, PAX8/PPARy [32,50]. Također, opisane 

su i sljedeće genske promjene, koje su sada uključene u komercijalne panele poput 

mutacija u genima TP53, AKT1, CTNNB1, PIK3CA, PTEN, TSHR i EIF1AX [51]. 

Navedeni panel u bolesnika s citološkim nalazom atipije neodređenog značaja ima 

osjetljivost od 91% te specifičnost od 92% [51]. Prednost molekularnog testiranja je što 

u konačnici omogućuje selekciju bolesnika kojima je potreban operativni zahvat. Ujedno 

omogućuje procjenu rizika od trajne bolesti i recidiva u slučaju kasnije učinjene 

tireoidektomije, što koristi bolesnicima u izboru aktivnog praćenja papilarnog 

mikrokarcinoma koji se još nisu odlučili na operativni zahvat. 

Citološka punkcija je od velikog značaja nakon učinjene tireoidektomije, tijekom 

praćenja bolesnika. U slučaju postojanja suspektnog čvora u ležištu štitnjače, kao i lezije 

ili promijenjenog limfnog čvora u području vrata potrebno je učiniti citološku punkciju 
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uz određivanje Tg u punktatu. Tg je, u ovom slučaju, dodatni biljeg u citološkoj analizi, 

jer se nalazi jedino kao produkt stanica štitnjače ili karcinoma štitnjače te stoga ukazuje 

na ostatak štitnjače ili recidiv.  

1.1.1.4.4. Scintigrafija štitnjače i cijelog tijela jodom 131 

 Scintigrafija štitnjače je nuklearno-medicinska slikovna dijagnostička metoda 

koja se koristi u svrhu procjene veličine, položaja, i funkcije tkiva štitnjače. Provodi se 

izotopom tehnecija (99mTc) ili radioaktivnim jodom, najčešće s izotopom 131I. 

Scintigrafija štitnjače omogućava procjenu funkcije suspektnih čvorova te usmjerava na 

potrebu za citološkom punkcijom. U slučaju hiperfunkcionalnog čvora štitnjače, smatra 

se da je rizik maligne bolesti manji od 1% te se stoga citološka punkcija ne preporučuje. 

U slučaju postojanja hipofunkcionalnog ili afunkcionalnog čvora preporučuje se citološka 

punkcija zbog toga što je rizik za malignosti do 15% [52]. 

Nakon tireoidektomije zbog karcinoma štitnjače provodi se ablacija ostatnog tkiva 

štitnjače. Time se ujedno uklanjanju moguća mikrožarišta tumorskih stanica te 

omogućuje daljnje kliničko praćenje bolesnika, mjerenjem vrijednosti tireoglobulina i 

provođenjem scintigrafije 131I [32]. Scintigrafija cijelog tijela omogućava procjenu 

diseminacije bolesti ili pojave recidiva. Dobro diferencirani karcinomi štitnjače su 

tireocitnog podrijetla. Na staničnoj membrani imaju ispoljen suprijenosnik Na/I, zbog 

čega imaju mogućnost akumulacije joda. Scintigrafija cijelog tijela provodi se pomoću 

radiojoda koji se nakuplja istim mehanizmom. Stanice PKŠ su, kao i stanice štitnjače, 

osjetljive na stimulaciju s TSH te se postoperativna scintigrafija provodi u stanju 

stimulacije, kako bi se dodatno aktivirao Na/I suprijenosni mehanizam te povećala 

osjetljivost za otkrivanje ostatnog tkiva ili diseminirane bolesti. Također, nakon 

operativnog zahvata, a prije scintigrafije, bitno je provođenje dijete sa smanjenim unosom 

joda kako bi se omogućila bolja akumulacija radiojoda prilikom pretrage. U današnjoj 

kliničkoj praksi scintigrafija nije rutinski indicirana prije liječenja 131I zbog mogućeg 

fenomena ošamućenja (engl. stunning). Ošamućenje podrazumijeva smanjenju 

akumulaciju terapijske doze 131I u stanicama tkiva štitnjače i tumora štitnjače zbog 

prethodnog djelovanja beta ionizirajućeg zračenja na stanice tijekom primjene 

dijagnostičke doze 131I. Na staničnim kulturama pokazano je smanjenje sinteze mRNA i 

posljedično smanjene sinteze proteina nužnih za izgradnju Na/I suprijenosnika na 
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staničnoj membrani tireocita, nakon što je stanica izložena ionizirajućem zračenju [53]. 

Ustanovljeno je da nakon trećeg dana od primitka dijagnostičke doze dolazi do značajnog 

pada sinteze mRNA. Stoga je upotreba terapijske doze moguća unutar tri dana ili tek 

nakon dva tjedna, od dijagnostičkog postupka [54]. Druga opcija je korištenje radiojoda 

I-123 kako bi se smanjio učinak ošamućenja. Njegovo korištenje povezano je s bržim 

oporavkom, ali i brzim nastankom ošamućenja, čak unutar jednog dana od primjene 

dijagnostičke doze [55]. Uzevši u obzir sve navedeno, te mogući utjecaj na ablacijsku 

uspješnost terapijske doze 131I, predablacijska scintigrafija se uglavnom koristi u 

slučajevima kada je potrebno procijeniti adekvatan opseg operacijskog zahvata ili kada 

je upitna doza radiojoda koja se planira primijeniti. Bitno je naglasiti da nakupljanje 

radiojoda u metastazama karcinoma štitnjače predstavlja pozitivan prognostički znak koji 

upućuje na adekvatno nakupljanje terapijske doze te isključuje dediferencijaciju tumora. 

Nakon što bolesnik primi terapijsku dozu 131I provodi se naredna scintigrafija koja je, 

zbog veće primijenjene doze 131I u sklopu liječenja, znatno osjetljivija u prikazu 

proširenosti bolesti [32]. U svrhu točnije procjene proširenosti bolesti, pretraga se može 

nadopuniti i SPECT/CT-om. (jednofotonska emisijska tomografija/kompjutorizirana 

tomografija, engl. Single Photon Emission Tomography/Computorized Tomography). 

1.1.1.4.5. PET/CT kod papilarnog karcinoma štitnjače 

 PET/CT (pozitronska emisijska tomografija/kompjutorizirana tomografija engl. 

Positron Emision Tomography/Computorized Tomography) je nuklearno-medicinski 

slikovni dijagnostički postupak koji omogućuje morfološku i funkcionalnu analizu 

metaboličke aktivnosti tkiva korištenjem analoga glukoze [18F]FDG . [18F]FDG ulazi u 

stanicu putem glukoznog transportera (GLUT) procesom olakšane difuzije te poput 

glukoze slijedi proces fosforilacije heksokinazom [56]. U stanicama tumora postoji 

pojačana ekspresija glukoznog transportera i heksokinaze zbog povećane potrošnje 

energije. FDG-6-fosfat, u odnosu na glukoza-6-fosfat, ne može sudjelovati u daljnjim 

metaboličkim procesima, oksidativnoj fosforilaciji i/ili glikolizi, a ne može niti 

jednostavno izaći iz stanice zbog toga što stanice tumora imaju nisku razinu glukoza-6-

fosfataze koja je potrebna za defosforilaciju i izlazak iz stanice. Zbog navedenog, FDG-

6-fosfat se pojačano nakuplja u stanici, što omogućuje oslikavanje tumorskih stanica 

upotrebom gama zraka nastalih anihilacijom pozitrona emitiranog iz 18F koji je u sastavu 

[18F]FDG.  
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 S obzirom na to da se [18F]FDG PET/CT koristi u dijagnostici i praćenju mnogih 

tumora, u 1-2 % nalaza se opisuje pojačan metabolizam analoga glukoze u tkivu štitnjače. 

U ovakvim slučajevama je potrebna daljnja obrada i potencijalno ciljana citološka 

punkciju pod kontrolom UZV, zbog toga što približno trećina [18F]FDG PET/CT 

pozitivnih čvorova štitnjače može biti zloćudna [57].  

  Nakon učinjene tireoidektomije zbog PKŠ, metoda izbora za otkrivanje ostatnog 

tkiva i mogućih metastaza je scintigrafija 131I jer je PKŠ dobro diferencirani tumor koji 

ima održanu funkciju sinteze Tg i Na/I suprijenosnika za akumulaciju joda. Prilikom 

dediferencijacije prvenstveno dolazi do gubitka sposobnosti akumulacije joda prije 

gubitka mogućnosti sinteze Tg te će se pacijent prezentirati s povišenim tumorskim 

markerom Tg, a bez jasnog prikaza primjenom scintigrafije 131I. Ako tijekom bolesti i 

liječenja postoji sumnja na povrat bolesti, a bez vidljivih metastaza na scintigrafiji 131I, 

preporučuje se [18F]FDG PET/CT. Promjena vidljiva na [18F]FDG PET/CT potvrđuje 

dediferencijaciju i ukazuje na lošiji ishod bolesti zbog otpornosti na liječenje radiojodom.  

1.1.1.5. Postoperativni postupci i prognostički čimbenici u bolesnika s 

papilarnim karcinomom štitnjače  

 Citološki postavljena sumnja na PKŠ je indikacija za totalnu tireoidektomiju. 

Ukoliko se predoperativnom obradom posumnja na postojanje regionalnih metastaza na 

vratu zahvat uključuje i selektivnu disekciju područja vrata [58].  

Nakon provedenog operativnog zahvata provodi se liječenje radiojodom kako bi 

se postigla ablacija ostatnog tkiva štitnjače i uništila moguća mikrožarišta neoplastičnih 

stanica te time spriječila mogućnost recidiva. U slučaju uspješne ablacije, vrijednost Tg 

ne mogu se izmjeriti. Primjenjena doza 131I ovisi karakteristikama tumora i proširenosti 

bolest što zajedno određuje stupanj rizika od recidiva za oboljele od PKŠ. Jedino u 

bolesnika s vrlo niskim rizikom za recidiv, s mikrokarcinomom ograničenim na štitnjaču 

te bez znakova diseminacije nije nužno provesti liječenje radiojodom. No, ni istaknuta 

društva koja propisuju smjernice za bolesti štitnjače poput Američkog društva za 

štitnjaču, Europskog udruženja za nuklearnu medicinu te Europskog društva za štitnjaču 

i dalje nemaju usuglašen stav o liječenju radiojodom u bolesnika s niskim rizikom za 

recidiv [59]. Nakon liječenja radiojodom praćenje bolesti obuhvaća praćenje tumorskih 

biljega Tg i aTg, UZV vrata te scintigrafiju cijelog tijela korištenjem 131I.  
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Suvremene smjernice za praćenje i liječenje bolesnika oboljelih od PKŠ temelje 

se na konvencionalnim čimbenicima u prognostičkoj klasifikaciji bolesnika. Ovo 

uključuje patohistološki tip i veličinu tumora, infiltraciju kapsule štitnjače, lokalne i 

udaljene metastaze, multifokalnost, vaskularnu invaziju te dob. Trenutno korišteni sustavi 

klasifikacije bolesnika u određene rizične skupine uključuju i genske promjene: mutaciju 

V600E gena BRAF i mutaciju gena TERT u području promotora [32].  

Jedan od najčešće korištenih sustava stupnjevanja karcinoma štitnjače je TNM-

sustav (engl. Tumour-Node-Metastasis) prikazan u Tablici 1 [60]. Osim patohistoloških 

karakteristika tumora (veličina, širenje izvan štitnjače, invazija struktura vrata), 

postojanja lokalnih i udaljenih metastaza, uzima u obzir i dob bolesnika. Stoga se svi 

bolesnici mlađi od 55 godina razvrstavaju u stadij bolesti I ili II, ovisno o odsustvu (stadij 

I) ili postojanju udaljenih metastaza (stadij II). Samo bolesnici stariji od 55 godina mogu 

biti razvrstani skupine u III i IV (Tablica 2).  
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Tablica 1. TNM - klasifikacija dobro diferenciranih karcinoma štitnjače prema 

AJCC/UICC (American Joint Committee on Cancer/ Union Internationale Contre Le 

Cancer, 8. izdanje, 2016. godine) [60] 

Tx Veličina primarnog tumora ne može se procijeniti 

T0 nema znakova primarnog tumora 

T1a tumor ≤1 cm, ograničen na štitnjaču 

T1b tumor >1 cm, ali ≤2 cm u najvećem promjeru, ograničen na štitnjaču 

T2 tumor >2 cm, ali ≤4 cm u najvećem promjeru, ograničen na štitnjaču 

T3 
tumor >4 cm u najvećem promjeru, ograničen na štitnjaču ili proširen u 

mišiće vrata 

T3a tumor >4 cm u najvećem promjeru, ograničen na štitnjaču 

T3b 
Tumor bilo koje veličine koji širenjem izvan štitnjače invadira samo mišiće 

vrata (sternohioidni, sternotiroidni, omohioidni, tirohioidni) 

T4 Širenje izvan štitnjače invadira ostale strukture vrata 

T4a 
tumor bilo koje veličine koji invadirasupkutana meka tkiva, grkljan, dušnik, 

jednjak ili povratni laringealniživac 

T4b 
tumor bilo koje veličine koji invadira prevertebralnu fasciju ili okružuje 

karotidnu arteriju ili medijastinalne krvne žile 

Nx Postojanje regionalnih limfnih čvorova ne može se procijeniti  

N0 Bez dokaza metastaza u regionalnim limfnim čvorovima 

N0a Jedan ili više citološki ili histološki potvrđenih benignih limfnih čvorova 

N0b Bez radioloških ili kliničkih dokaza lokoregionalnih limfnih metastaza 

N1a 
metastaze u limfnim čvorovima regije VI i VII (pretrahealni, paratrahealni 

iprelaringealni/delfijski limfni čvorovi). Uni ili bilateralno. 

N1b 
metastaze u unilateralnim, bilateralnim ili kontralateralnim vratnim regijama 

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

M0 nema udaljenih metastaza 

M1 prisutne udaljene metastaze 
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Tablica 2. TNM klasifikacija stadija bolesti dobro diferenciranog karcinoma štitnjače 

prema AJCC/UICC (American Joint Committee on Cancer/ Union Internationale Contre 

Le Cancer, 8. izdanje, 2016.) [60] 

T N M DOB STADIJ 

Bilo koji T Bilo koji N M0 
Mlađi od 55 

godina 
I 

Bilo koji T Bilo koji N M1 
Mlađi od 55 

godina 
II 

T1 N0/Nx M0 
55 godina ili 

stariji 
I 

T1 N1 M0 
55 godina ili 

stariji 
II 

T2 N0/Nx M0 
55 godina ili 

stariji 
I 

T2 N1 M0 
55 godina ili 

stariji 
II 

T3a/T3b Bilo koji N M0 
55 godina ili 

stariji 
II 

T4a Bilo koji N M0 
55 godina ili 

stariji 
III 

T4b Bilo koji N M0 
55 godina ili 

stariji 
IVa 

Bilo koji T Bilo koji N M1 
55 godina ili 

stariji 
IVb 

U odnosu na navedene TNM-klasifikacije kojima se stadiji bolesti definiraju 

ovisno o riziku od smrti, u kliničkoj praksi se koristi i klasifikacija u odnosu na rizik od 

perzistentne bolesti ili recidiva usvojen od strane Američkog društva za štitnjaču (ATA, 

American Thyroid Association). Sustav koristi patohistološke karakteristike tumora, no i 

podatke dobivene obradom nakon prvog provedenog liječenja radiojodom. Usto, 

uključuje i status mutacije gena BRAF i TERT. Bolesnici su podjeljeni u tri skupine: nizak 

(≤5%), srednji (6%–20%) i visok(>20%) rizik [32] (Tablica 3). 
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Tablica 3. ATA (American Thyroid Association) sustav stratifikacije rizika papilarnog 

karcinoma štitnjače od perzistente bolesti ili recidiva [32] 

ATA-niskorizični (sa svime navedenim): 

- potpuna resekcija makroskopskog tumora  

- bez tumorske invazije u lokoregionalna tkiva i bez lokalnih metastaza  

- klinički N0 ili patohistološki N1 (<5 mikrometastaza , sve manje od 2 mm) 

- bez udaljenih metastaza i vaskularne invazije 

- bez histološki agresivnih varijanti PKŠ 

- ako je primijenjeno liječenje 131I, bez scintigrafski vidljivih metastatskih sijela 

izvan ležišta štitnjače na prvoj postterapijskoj radiojodnoj scintigrafiji  

- BRAF V600E mutirani PKŠ; tumor <1cm 

ATA-srednjerizični (s barem jednom od navedenih karakteristika) 

-  mikroskopska invazija u peritiroidna meka tkiva  

-  postojanje simptoma vezanih uz tumor 

-  tumor u štitnjači manji od 4 cm, s BRAF V600E mutacijom (ako je poznato)  

- agresivni histološki tip 

- vaskularna invazija 

-  multifokalni papilarni mikrokarcinom sa širenjem izvan štitnjače i poznatom 

BRAF V600E mutacijom  

-  klinički N1 ili patohistološki N1 (>5 zahvaćenih limfnih čvorova, svi manji od 

3 cm) 

- scintigrafski vidljiv metastatski fokus nakupljanja 131I na vratu tokom prve 

postterapijske scintigrafije cijelog tijela  

ATA-visokorizični (s barem jednom od navedenih karakteristika) 

- makroskopska invazija peritiroidnog mekog tkiva 

- patohistološki N1 bolest: jedna ili više metastaza >3 cm  

- ekstranodularna ekstenzija 

- istovremena BRAF V600E i TERT mutacija 

- postoperativni serumski Tg (upućuje na postojanje udaljenih metastaza) 

- nepotpuna resekcija tumora  

- udaljene metastaze 
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Nakon učinjene tireoidektomije te nakon tretmana s radiojodom u bolesnika se provodi 

procjena odgovora na liječenje uzimajući u obzir nalaze scintigrafije pomoću 131I, UZV 

vrata te vrijednosti Tg i aTg u serumu (Tablica 4). Ovisno o odgovoru na liječenje, planira 

se daljnje liječenje radiojodom, razina TSH supresije ili nadomjesno liječenje 

levotiroksinom, kao i sljedeće kontrole.  

Klinički značaj metastaza u lokalne limfne čvorove još uvijek nije potpuno jasan. 

Dok pojedine studije povezuju ove metastaze samo s ponovnom pojavom bolesti, ali ne i 

preživljenjem, jedna opsežna studija s uključenih 203 bolesnika s papilarnim 

mikrokarcinomom povezala je prisutnost metastaza u lokalnim limfnim čvorovima s 11 

puta većom stopom udaljenih metastaza [61]. Preporučeno liječenje za lokoregionalnu 

bolest je kirurško liječenje odstranjenjem lokalnih metastaza, odnosno metastaza u limfne 

čvorove područja vrata. Resekcija velikih, klinički značajnih lokoregionalnih metastaza, 

često je korisna za bolesnika, iako je nejasno da li je reoperacija u odnosu na ponovljeno 

liječenje 131I bolji izbor kod manjih lokalnih recidiva. Udaljene metastaze su izuzetno 

rijetke, no, ukoliko su prisutne, desetogodišnja stopa preživljenja je svega 50% [62]. U 

dijagnostičkom se postupku citološka dijagnoza upotpunjuje s istodobnim mjerenjem Tg 

u aspiratu sumnjivih čvorova, kako bi se potvrdila zloćudnost. No, Tg nije pokazatelj 

agresivnosti tumora i metastatskog potencijala, nego samo trenutnog stanja bolesti. Stoga 

bi analiza potencijalnih mutacija u bolesnika s papilarnim karcinomom štitnjače mogla 

značajno poboljšati postoperativno praćenje bolesnika.  
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Tablica 4. Klasifikacija bolesnika s dobro diferenciranim karcinomom štitnjače s 

obzirom na odgovor na liječenje 

Odličan odgovor 

    - negativan nalaz slikovne dijagnostike, uredan nalaz aTg i Tg <0.2 ng/ml ili 

stimulirani Tg <1 ng/ml 

Biokemijski nepotpun odgovor 

- negativan nalaz slikovne dijagnostike, Tg ≥1 ng/ml ili stimulirani Tg ≥10 ng/ml 

ili rastuće vrijednosti aTg 

Slikovnim parametrima nepotpuni odgovor  

- slikovnim dijagnostičkim metodama vidljivi znakovi bolesti (neovisno o 

vrijednosti Tg i aTg)  

Neodređen odgovor 

- nespecifični nalazi slikovne dijagnostike ili 

-  slabo nakupljanje 131I u ležištu štitnjače tijekom scintigrafije cijelog tijela ili 

-  Tg 0.2–1 ng/ml ili stimulirani Tg 1–10 ng/ml i aTg stabilan ili u padu u 

bolesnika bez znakova bolesti slikovnim dijagnostičkim metodama  
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1.2 Genske promjene u dobro diferenciranom karcinomu 

štitnjače 

 Dobro diferencirani tumori štitnjače, prema standardnom prihvaćenom modelu 

onkogeneze, nastaju postupnom zloćudnom preobrazbom folikularnih stanica štitnjače 

[63]. Iako je zloćudna preobrazba postupan, višestupnjevit proces, smatra se da je 

karcinom štitnjače relativno jednostavan, u smislu genskih promjena [64]. Najčešće 

mutacije odgovorne za nastanak PKŠ, poput mutacija u genima BRAF, RAS i RET/PTC 

prisutne su u približno 70% svih karcinoma štitnjače [65]. Usto, uključujući i sve ostale 

poznate pokretačke mutacije gena odgovornih za nastanak PKŠ, iz rezultata The Cancer 

Genome Atlas (TCGA) projekta koji uključuje opsežne multiplatformske analize 496 

uzoraka PKŠ može se pretpostaviti da su pokretačke mutacije prisutne u čak 96,5 % svih 

karcinoma štitnjače [6]. Posljedica djelovanja tih mutacija je ubrzano dijeljenja stanica 

koje omogućavaju komparativnu prednost u rastu tumorskog tkiva u odnosu na normalno 

tkivo štitnjače. Najčešće genske promjene u podlozi većine papilarnih karcinoma štitnjače 

uključuju mutacije u genima BRAF i RAS koje dovode do poremećaja regulacije signalnih 

putova MAPK (protein-kinaze aktivirane mitogenima) i PI3K/AKT (fosfatidil-inozitol-

3-kinaza) Folikularni karcinomi štitnjače posjeduju nisku učestalost mutacije gena BRAF, 

koja prema istraživanjima iznosi tek 1,4 %. Najčešće su prisutne točkaste mutacije gena 

RAS (NRAS) u rasponu 17-57% te genske fuzije PAX8- PPARG, u rasponu 12-53% [6,66]. 

Daljnju dediferencijaciju i progresiju dobro diferenciranih tumora prema slabo 

diferenciranim karcinomima štitnjače uzrokuju dodatne mutacije poput promjene TP53 

tumor-supresorskog gena i mutacije u promotorskoj regiji gena TERT koje su značajno 

češće prisutne u agresivnijim varijantama karcinoma štitnjače [64]. 

1.2.1 Genske promjene u papilarnom karcinomu štitnjače 

 Najčešće mutacije u PKŠ su mutacije gena BRAF, gena RAS i rearanžmani 

RET/PTC koje se smatraju pokretačkim mutacijama, te mutacije gena TERT koje nastaju 

u kasnijem stadiju razvoja tumora i pridonose agresivnosti tumora [6,67,68].  

 Prema literaturi, postojanje promjena RET/PTC može upućivati na radijacijsku 

podlogu razvoja papilarnog karcinoma štitnjače (16,17). RET/PTC1 i RET/PTC3 su 

najčešći rearanžmani, a opisana im je veća učestalost u djece izložene ionizirajućem 

zračenju nakon katastrofe u nuklearnom postrojenju Černobil [69]. U navedenim 
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rearanžmanima dolazi do fuzije gena RET i gena CCD6 odnosno gena NCO4 što dovodi 

do stvaranja fuzijskih proteina RET/PTC1 i RET/PTC3 i posljedične nekontrolirane 

aktivacije signalne kaskade MAPK [70]. Radi utjecaja vanjskih čimbenika okoliša na 

razvoj RET/PTC mutacija, regionalna incidencija mutacija je izrazito varijabilna. Smatra 

se da RET/PTC3 varijanta nosi veći rizik agresivnosti i lošijeg ishoda bolesti [70]. 

Mutacija gena BRAF V600E je svakako najčešća mutacija u PKŠ, s prosječnom 

incidencijom od približno 45%, u rasponu od 27,3 do 87,1% [71,72]. U tumorima ljudi 

opisano je približno 200 različitih mutacija gena BRAF, od kojih je 30 povezano s 

funkcionalnim promjenama proteina. Mutacije gena BRAF mogu se podijeliti u tri klase, 

od kojih su prva i druga klasa i njihovi transkripcijski produkti neovisni o aktivaciji RAS-

kinaznim putem (slika 2). U odnosu na njih, mutacije treće klase mogu ostvariti učinak 

na MAPK kaskadu tek uz aktivaciju djelovanjem RAS-kinaznog puta [73]. Kinaza BRAF 

se nalazi nizvodno od kinaze RAS, a odgovorna je za regulaciju stanične proliferacije, 

diferencijacije, rasta i apoptoze (slika 1). U karcinomu štitnjače je najčešća BRAF 

mutacija V600E, koja je mutacije prve klase i stoga može biti samostalan pokretač 

tumora, neovisno o aktivaciji uzvodnim RAS-signalom[73]. Mutacija aktivira signalni 

put MAPK a MAPK signalni put se smatra kritičnim u razvoju papilarnog karcinoma 

štitnjače [74]. U slučaju postojanja mutacije gena BRAF V600E, aktivnost mutirane 

kinaze BRAF je 480 puta aktivnija u odnosu na BRAF divlji tip [74]. 

RAS predstavlja skupinu proteina koji djeluju putem MAPK i PI3K-AKT 

signalnih puteva. Geni KRAS, NRAS i HRAS kodiraju za četiri proteina (H-Ras, N-Ras, 

K-Ras4A i K-Ras4B) koji su uključeni u rast i diferencijaciju stanice. Točkaste mutacije 

gena za posljedicu imaju aktiviranje signalnog puta RAS, koji je glavni poticatelj 

signalnog puta PI3K, zajedno s mutacijama gena PTEN, PIK3K i AKT1. Mutacije gena 

RAS često su prisutne u FKŠ (mutacije N-ras: 17-57% ) , no mogu se naći i u do 10% 

PKŠ [6]. „Missense“ mutacije na kodonima 12,13 i 61 gena NRAS vode do aktivacije 

RAS signalnog puta i ubrzane proliferacije te preživljenja stanice tumora [64]. Također 

je bitno da se mutacija gena RAS pojavljuje u NIFTP tipu karcinoma štitnjače, koji se, 

prema posljednjoj klasifikaciji, karakterizira kao „borderline“ tumor, te u benignom 

folikularnom adenomu. Mutacije gena BRAF ne nalaze se u navedenim „borderline“ i 

benignim tumorima, a RAS pozitivni tumori su prema kliničkim i patohistološkim 

pokazateljima benignijeg karaktera. Shodno tome, smatra se da je mutacija gena RAS u 
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usporedbi s mutacijom gena BRAF prognostički pokazatelj karcinoma manje 

agresivnosti, na temelju čega se PKŠ potencijalno mogu razvrstati u BRAF-slične tumore 

s lošijom prognozom i RAS-slične tumore s boljom prognozom [75]. 

Gen TERT kodira za telomeraznu reverznu transkriptazu te, za razliku od ostalih 

učestalih mutacija karcinoma štitnjače, nije povezana s MAPK i PI3K/AKT signalnim 

putovima. Mutacije u genu TERT, od kojih se najznačajnije C228T i C250T nalaze u 

promotorskoj regiji,  kod karcinoma štitnjače potiču TERT transkripciju te povećavaju 

aktivnost telomeraze i održavanje dužine telomera u stanicama karcinoma. Zbog toga 

stanice ne umiru, a mutacija predstavlja čimbenik rizika za pojačanu agresivnosti 

karcinoma štitnjače. Ovo je vidljivo kod prisutne same mutacije u genu TERT genu, ali je 

još izraženije kada su ove mutacije prisutne zajedno s mutacijama u genu BRAF [32,76].  

 

Slika 1. Shematski prikaz mehanizama koji su aktivni u stanicama tireocita te 

gena i njihovih produkata čija promjena dovodi do razvoja papilarnog karcinoma 

štitnjače. Ilustracija prepravljena prema Prete i sur. 2020. [64] 
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1.2.1.1 Mutacija gena BRAF 

Gen BRAF (engl. B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase) nalazi se na 

dugom kraku kromosoma 7 (7q34), (GRCh38: 7:140,713,328-140,924,929). Najdulja 

inačica glasničke RNA gena BRAF (NM_004333) sastoji se od 18 egzona koji se sastoji 

od 6459 baza[77]. Transkripti gena BRAF prikazani su na slici 2.  

 

 

Slika 2. Transkripcijske inačice gena BRAF (prilagođeno prema alliancegenome.org) 

[78] 

Protein BRAF se sastoji od 766 aminokiselina i ima molekularnu masu od 95 kDa. U 

strukturi proteina se nalaze tri konzervirane domene: regulacijske CR1 i CR2 te domena 

protein kinaze CR3 [79]. N-terminalna CR1 regija sadrži RAS-veznu domenu i domenu 

bogatu cisteinom, dok C-terminalna CR3 regija sadrži serin/treonin kinaznu domenu i 

motiv koji, ukoliko fosforiliran, služi kao mjesto vezivanja proteina 14-3-3. Srednja, CR2 

regija, također posjeduje vezno mjesto za protein 14-3-3 [80]. Proteini 14-3-3 stvaraju 
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dimere koji vežu specifične fosforilirane motive serina ili treonina u različitim signalnim 

proteinima.  

 

 

Slika 3. Struktura proteina BRAF i položaji mutacija u odnosu na domene proteina. 

Ilustracija prepravljena prema Śmiech i sur. 2020. I Hussain MRM. i sur. 2015 [79,81]  

 

Protein BRAF dio je kaskade MAPK [82]. Smatra se da je aktivnost kaskade MAPK 

promijenjena u 30% svih tumora dok je mutacija gena BRAF prisutna u približno 7% svih 

tumora [83]. Fiziološki, put prijenosa signala posredovan kinazama MAPK započinje 

vezanjem ekstracelularne signalne molekule na membranski receptor (na primjer, 

receptor EGFR), koji, nakon aktivacije omogućuje vezanje GTP na RAS, što za 

posljedicu ima njegovu aktivaciju. Protein RAS nadalje aktivira kinazu RAF. Kinaza 

RAF u sisavaca dolazi u tri različita oblika proteina: ARAF, BRAF i CRAF. Sve tri imaju 

ulogu u fiziološkim procesima, a BRAF je često mutacijom promijenjen u mnogim 

tipovima karcinoma [84]. Aktivirajuće mutacije gena BRAF dokazane su u nekoliko 

tipova solidnih tumora uključujući, osim štitnjače, i melanom u oko 60 % slučajeva, 15% 

kolorektalnih karcinoma te do 8% karcinoma pluća nemalih stanica [73,85]. Važna je 

uloga mutacije gena BRAF u patogenezi leukemije vlasastih stanica u kojima se pojavljuje 

u svim analiziranim slučajevima bolesti (48 bolesnika) [86]. Također je opisana u 95 % 
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slučajeva papilarnog kraniofaringeoma (36 od 39 tumora) i to u obliku monoklonskog 

papilarnog kraniofaringeoma s BRAF V600E mutacijom, bez drugih prisutnih mutacija 

[87].  

Gen BRAF kodira istoimenu kinazu koja gotovo uvijek čini heterodimer s CRAF- 

kinazom. Aktivacija heterodimera je u fiziološkom stanju ovisna o djelovanju RAS- 

kinaze i u svom aktivnom obliku posjeduje serin/treonin specifičnu kinaznu aktivnost. U 

slučaju mutacije BRAF V600E, koji predstavlja prvu klasu mutacije, BRAF V600E 

kinazna aktivnost je prisutna, neovisno o RAS-signalnom putu. Aktivnost je prisutna i u 

slučaju postojanja mutacije BRAF V600E kao aktivna kinaza i u obliku monomera [88]. 

Kinaza BRAF fosforilira i aktivira MEK1 ili MEK2 kinaze koje nadalje fosforiliraju i 

aktiviraju ERK [89]. Protein kinazni put MAPK u konačnici regulira transkripciju gena, 

i translaciju mRNA potrebnih za staničnu proliferaciju i odgovor na stres. Navedeni 

učinak se odvija putem nizvodnih MAPK aktiviranih protein kinaza koje čine pet skupina 

kinaza: p90 ribosomalna S6 kinaza, mitogenom i stresom aktiviranom kinazom, MAPK-

interaktivnom kinazom, MAPK-aktivirano protein kinazom 2/3 i p38-reguliranom 

/aktiviranom protein kinazom [90]. 

Opsežno je prikazan utjecaj mutacije V600E gena BRAF na onkogenezu 

melanoma. Profiliranje uzoraka melanoma dobivenih od pacijenata na cijelom 

transkriptomu dovelo je do identifikacije specifičnih uzoraka povezanih s glavnim 

podtipovima onkogena. Nadalje, The Cancer Genome Atlas studija je na temelju genskih 

funkcija 1500 diskriminirajućih transkripata mRNA podijelila melanome na tri skupine 

tumora, što se može nazvati profiliranje prema transkriptomu [91]. Osim utjecaja na 

translaciju, zabilježena je pojava supresije transkripcije tumor-supresorskog gena MLH1 

(MutL Homolog 1) putem selektivne hipermetilacije izazvane BRAF mutacijom, što 

omogućuje progresiju tumora [92]. Mutacija BRAF V600E potiče utišavanje transkripcije 

putem pojačanog BRAF/MEK/ERK signaliziranja, što rezultira fosforilacijom MAFG. 

Fosforilacija MAFG sprječava proteasomalno posredovanu degradaciju koja dovodi do 

povećanih razina MAFG. Dakle, MAFG postaje stabiliziran fosforilacijom u mutiranim 

stanicama BRAF V600E što dovodi do hipermetilacije promotora tumor supresorskog 

gena MLH1 i supresije transkripcije gena MLH1. 
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Slika 4. BRAF mutacija i utjecaj mutiranih oblika BRAF-kinaza na MAPK-kaskadu. 

Ilustracija prepravljena prema Zaman i sur. 2019. [73]  

1.2.1.1.1. Mutacija gena BRAF V600E u patogenezi papilarnog karcinoma 

štitnjače  

Više od 90% pronađenih BRAF-mutiranih PKŠ karakterizirano je transverzijom 

T1799A zbog koje se valin na položaju 600 zamjenjuje glutaminskom kiselinom 

(V600E). Promjena se događa unutar aktivirajuće domene proteina (CR3) koja se nalazi 

u području 457-717 položaja aminokiselina (prikazano na slici 3.) [93]. Ova mutacija 

rezultira konstitutivnom aktivacijom signalnog puta MAP-kinaze, što može uzrokovati 

promjenu ekspresije gena, ubrzane proliferacije i izbjegavanja apoptoze. U staničnim 

linijama PKŠ primjećen je i značajan učinak mutacije BRAF na hipermetilaciju i 

utišavanje gena NIS koji kodira nastanak suprijenosnika Na/I. Proces dediferencijacije 

PKŠ uključuje gubitak ekspresije Na/I suprijenosnika te pridonosi mogućoj 



 

27 

 

neosjetljivosti na liječenje radiojodom [94]. Iako je povezanost prisutnosti mutacije 

BRAF V600E i kliničko-patoloških prognostičkih čimbenika PKŠ-a opsežno istražena, 

još uvijek nije pokazana jednoznačna povezanosti između te mutacije i lošijeg ishoda 

bolesti [95]. Smatra se da je mutacija u genu BRAF, kao prognostički čimbenik u PKŠ, 

upitna [96,97]. Rezultati istraživanja temeljenih na povezanosti mutacije s kliničko-

patološkim prognostičkim čimbenicima PKŠ (bilateralnost, multifokalnost, infiltracija 

kapsule štitnjače i metastaze u limfne čvorove) nisu jednoznačni. Dok pojedina 

istraživanja pokazuju povezanost prisutnosti mutacije s navedenim čimbenicima [98,99], 

u drugoj skupini istraživanja ovakve povezanosti nema [97]. U ovim istraživanjima 

pokazana je samo prisutnost ili odsutnost BRAF V600E mutacije, bez daljnje 

kvantifikacije, u pozitivnim slučajevima Jedno od predloženih objašnjenja 

nerazjašnjenog odnosa između prisutnosti BRAF V600E mutacije i prognostičkih 

čimbenika koji određuju agresivnost PKŠ jest heterogena raspodjela stanica s BRAF 

V600E mutacijom, unutar tkiva tumora [100–103]. Monoklonalnost PKŠ nedavno je 

dovedena u pitanje te je pokazano da je BRAF V600E mutacija heterogeno distribuirana 

i ograničena na dio stanica tumora u većini uzoraka PKŠ [101,104]. Ukoliko je neka 

somatska mutacija rani događaj u razvoju tumora očekujemo njezinu nazočnost u 

mnogim ili svim stanicama tumora, dok su mutacije koje se događaju kao kasniji događaji 

u tijeku bolesti prisutne u manjem broju stanica. Ako smatramo da je mutacija gena BRAF 

vrlo rani događaj, očekivani udio mutiranih alela gena BRAF bio bi 50%, pod 

pretpostavkom da stanice PKŠ nose jedan mutirani i jedan alel divljeg tipa gena BRAF. 

Guerra i suradnici su ipak pokazali prisutnost mutacije gena BRAF samo u maloj 

podskupini stanica. U njihovoj je studiji 66% PKŠ s BRAF mutacijom imalo frekvenciju 

mutiranog alela manju od 25% što upućuje na to da je BRAF mutacija često oligoklonalni 

događaj [101]. Da bi dodatno ispitali biološku važnost mutacije u genu BRAF, Cheng i 

suradnici su istražili povezanost između učestalosti mutiranih alela i kliničko-patoloških 

čimbenika te pokazali da su veći tumori i tumori s infiltracijom kapsule štitnjače imali 

značajno veću učestalost mutiranih alela [104]. Mutacije BRAF, RAS i TERT prisutne su 

i u metastatskom DKŠ-u i pokazano je da mutacije pronađene u metastazama 

diferenciranog karcinoma štitnjače odgovaraju mutacijama u uzorcima primarnog tumora 

[105]. Ovo je u skladu s istraživanjima koja su pokazala da primarni tumori posjeduju 

ključne somatske promjene koje su prisutne i u metastazama [106,107]. Također su 
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pokazali da je učestalost mutiranog alela gena BRAF bila 25% (50% stanica s 

heterozigotnom mutacijom) u primarnom PKŠ-u, a 38% (76% stanica s heterozigotnom 

mutacijom) u metastatskom PKŠ [105]. Gandolfi i suradnici su prikazali drugačije 

podatke; od 35 PKŠ i pripadajućih 40 metastaza u limfnim čvorovima prosječan postotak 

mutiranih alela gena BRAF je bio značajno niži u metastazama limfnih čvorova u odnosu 

na primarni tumor (18,6% prema 28,6%) [103] što dodatno upućuje na mogućnost 

istraživanja važnosti određivanja postotka mutiranih alela. Ranije navedena istraživanja 

pokazuju različit prognostički značaj mutacije BRAF V600E u odnosu na agresivnost 

bolesti i nepovoljnu prognozu za bolesnika. Kako bi se dodatno razjasnila prediktivna 

snaga mutacije BRAF kao molekularnog biljega za progresiju PKŠ korisno bi bilo 

određivanje kliničkog značaja učestalosti BRAF V600E mutiranih alela u odnosu na 

stupanj proširenosti bolesti.  
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2. HIPOTEZA 

 

Udio stanica tumora s mutiranim alelom BRAF V600E u papilarnom karcinomu štitnjače 

povezan je sa stupnjem proširenosti bolesti.  
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3. CILJEVI RADA 

OPĆI CILJ:  

Cilj doktorskog rada je istražiti povezanosti učestalosti mutiranih alela BRAF V600E u 

stanicama papilarnog karcinoma štitnjače u odnosu na proširenost bolesti. 

 

SPECIFIČNI CILJEVI:  

1. Procijeniti postotak zloćudnih stanica u prerezu tkiva tumora dobivenog iz 

histološkog bloka s najvećim dostupnim promjerom tumora; 

2. Odrediti prisutnost mutacije BRAF V600E u tkivu tumora metodom qPCR; 

3. Odrediti frekvenciju mutiranih alela BRAF V600E te normalizirati s obzirom na 

ranije određen postotak stanica tumora u prerezu; 

4. Potvrditi mutacijski status gena BRAF na razini proteina imunohistokemijom u 

dijelu BRAF V600E pozitivnih i negativnih uzoraka;  

5. Odrediti postoji li povezanost između učestalosti BRAF V600E mutiranih alela i 

stupnja proširenosti bolesti;  

6. Odrediti postoji li povezanost između učestalosti BRAF V600E mutiranih alela i 

drugih relevantnih kliničkih i patohistoloških obilježja analiziranih tumora. 
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4. ISPITANICI, MATERIJALI I METODE 

4.1 Ispitanici  

Ovo retrospektivno istraživanje provedeno je na Klinici za onkologiju i nuklearnu 

medicinu Kliničkog bolničkog centra Sestre milosrdnice. U istraživanje su uključene 

odrasle osobe koje su u bolničke ambulante zaprimljene u sklopu redovne obrade 

karcinoma štitnjače, a imaju dostupne patohistološke (PH) preparate, nakon provedene 

tireoidektomije. Analiza genskih promjena provedena je na arhivskim uzorcima tkiva 

primarnog tumora PKŠ. Klinički podaci o bolesnicima dobiveni su korištenjem dostupne 

medicinske dokumentacije i prikupljeni su u sklopu rutinske onkološke obrade.  

Istraživanje je provedeno na 173 bolesnika, probirom tijekom tri godine, na temelju 

uključnih i isključnih kriterija: 

 

Uključni kriteriji: 

1. punoljetne osobe;  

2. osobe liječene od PKŠ kojima je provedena totalna tireoidektomija. 

Isključni kriteriji: 

1. neodgovarajuća kvaliteta PH uzorka; 

2. postojanje druge zloćudne bolesti; 

3.  arhivski uzorak stariji od 10 godina. 

 

 Bolesnici su podijeljeni u tri skupine, u obliku otvorenog kohortnog istraživanja:  

Prva skupina obuhvaća 81 bolesnika oboljelih od PKŠ koji su pri inicijalnoj 

postoperativnoj onkološkoj obradi bili bez znakova diseminacije bolesti –  

T1-4N0M0 (AJCC/TNM sustav stratifikacije – 8. izdanje) [60]. 

Druga skupina obuhvaća 61 bolesnika oboljelih od PKŠ koji su pri inicijalnoj 

postoperativnoj onkološkoj obradi imali regionalne metastaze u limfnim čvorovima – T1-

4N1M0 (AJCC/TNM sustav stratifikacije – 8. izdanje) [60]. 

Treća skupina obuhvaća 31 bolesnika oboljelih od PKŠ s potvrđenim udaljenim 

metastazama PKŠ, pri inicijalnoj postoperativnoj onkološkoj obradi – T1-4NxM1 

(AJCC/TNM sustav stratifikacije – 8. izdanje) [60].  
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4.2 Prikupljanje podataka i patohistoloških uzoraka  

Nakon potpisanog informiranog pristanka prikupljeni su podaci o patohistološkim 

karakteristikama tumora, klinički podaci i podaci o postoperativnoj onkološkoj obradi te 

parafinski blokovi primarnog tumora štitnjače. Tijekom prikupljana i obrade podataka 

identiteti bolesnika zaštićeni su korištenjem dodijeljenog koda u svrhu zaštite imena, 

osobnih podataka i osobne medicinske dokumentacije. Svi postupci provedeni su u skladu 

s dobrom kliničkom praksom i Helsinškom deklaracijom iz 1975. godine, revidiranom 

2013. godine.  

Klinički podaci o bolesnicima su uključivali dob, spol, te patohistološku 

dijagnozu. 

Na temelju patohistološkog nalaza prikupljeni su sljedeći podaci: veličina 

primarnog tumora, područje zahvaćenosti štitnjače (lijevi ili desni lobus, istmus), širenje 

tumora unutar žlijezde, infiltracija kapsule štitnjače tkivom tumora, infiltracije okolnog 

masnog i vezivnog tkiva te angioinvazija.  

Na temelju nalaza postoperativne onkološke obrade, kao i PH nalaza preuzeti su 

podaci o postojanju metastatski pozitivnih limfnih čvorova vrata kao i postojanju 

udaljenih mjesta diseminacije. U slučaju postojanja pozitivnih limfnih čvorova, izdvojeni 

su podaci o promjeru najvećeg metastatskog limfnog čvora te eventualnom proboju 

kapsule limfnog čvora. 

Uzorci PH preuzeti iz arhive obrađeni su na Kliničkom zavodu za patologiju 

“Ljudevit Jurak” Kliničkog bolničkog centra Sestre milosrdnice. 

4.3 Histološka analiza primarnog tumora 

Za potrebe histološke analize, odstranjeno tkivo štitnjače obrađeno je 

standardnom histološkom metodom koja uključuje fiksaciju tkiva u 10% puferiranom 

formalinu, dehidriranje u rastućim koncentracijama alkohola, uklapanje u parafinske 

blokove, rezanje na debljinu 5 µm, deparafiniranje u ksilolu i bojenje standardnom 

metodom hemalaunom i eozinom (H&E). Za svakog bolesnika je ponovno pregledan sav 

dostupan arhivski materijal i odabran je po jedan reprezentativni parafinski blok na 

temelju najvećeg dostupnog promjera tumora. Iz svakog bloka rezani su rezovi na 

slijedeći način: prvi rez koji je bojan H&E korišten je u svrhu procjene udjela stanica 

tumora u cijelom rezu pojedinog preparata, izražen u postotku u odnosu na sve preostale 
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stanice u tom rezu. Sljedećih nekoliko rezova je potom korišteno za izdvajanje genomske 

DNA u svrhu analize postojanja BRAF V600E mutacije. Dodatni rez, dobiven iz 45 

odabranih parafinskih blokova bolesnika (pozitivnih i negativnih u odnosu na postojanje 

mutacije BRAF V600E) korišten je za analizu ispoljenosti mutiranog alela BRAF na razini 

proteina, metodom imunohistokemije.  

4.4 Izdvajanje DNA i detekcija mutacije BRAF V600E  

Genomska DNA izdvojena je upotrebom komercijalnog kompleta kemikalija za 

izdvajanje DNA iz fiksiranih tkiva uklopljenih u parafin (QIAamp DNA FFPE Tissue kit, 

Qiagen). Rez debljine 5 μm je stavljen u mikrotubicu zapremnine 1,5 mL i dodano je 1 

mL ksilola. Uzorak sa ksilolom je zatim snažno vorteksiran 10 sekundi te centrifugiran 

pri brzini od 14000 rpm (Eppendorf 5415C) tijekom dvije minute na sobnoj temperaturi 

(15-25°C). Supernatant je odstranjen, a talog se resuspendirao u puferu s dodatkom 

proteinaze K te je inkubiran sat vremena na temperaturi od 56°C te sat vremena na 90°C. 

Dobiveni lizat se zatim pročistio u tri navrata kroz QIAamp MinElute kolonu s 

odgovarajućim puferima. Završni korak bilo je ispiranje pročišćene DNA sa QIAamp 

MinElute kolone u 30 μl vode bez RNaza. Ovako izdvojena DNA pohranjena je na -80°C.  

Koncentracija i čistoća izdvojene DNA određena je korištenjem 

nanospektrofotometra Nanodrop 2000 (Thermo Fisher), mjerenjem apsorbancije na 

valnim duljinama 260 nm i 280 nm te računanjem omjera A260/A280. U daljnjim 

koracima korištena je DNA iz uzoraka u kojima je omjer A260/A280 bio ≥ 1,7.  

Detekcija mutacije BRAF V600E provedena je kompetitivnom alel-specifičnom 

TaqMan lančanom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu (PCR, engl. Polymerase 

Chain Reaction) korištenjem instrumenta 7500 Real-time PCR System (Applied 

Biosystems), uz korištenje odgovarajućih proba TaqMan (TaqMan® Mutation Detection 

Assay, Applied Biosystems). U ovom je istraživanju korištena proba TaqMan (TaqMan® 

Mutation Detection Assay) specifična za mutaciju BRAF V600E (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, SAD), u kombinaciji s referentnom genskom probom TaqMan 

(TaqMan® Mutation Detection Reference Assay) za gen BRAF (Applied Biosystems) 

kojom se umnaža područje gena BRAF unutar kojeg nema mutacija/polimorfizama. 

Svaka reakcija provedena je u triplikatu, korištenjem 25 ng DNA. Za svaku reakciju je 

pomiješano: 10 μL TaqMan® Genotyping Master Mix-a (Applied Biosystems), 4 μL 
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DNA radne koncentracije 6,25 μg/mL, 2 μL TaqMan® Mutation Detection Assay, 

odnosno TaqMan® Mutation Assay Reference Assay i 4 μL deionizirane vode u ukupnom 

volumenu od 20 μL. TaqMan® Genotyping Master Mix sadrži AmpliTaq Gold® DNA 

polimerazu, smjesu deoksinukleotida bez dUTP-a, pasivnu referentnu boju ROX i pufer 

koji omogućuje optimalne uvjete reakcije. Uvjeti u kojima se odvijala PCR reakcija bili 

su sljedeći: 10 minuta na 95°C, 5 ciklusa od kojih se svaki sastojao od 15 sekundi na 92°C 

i 1 minute na 58°C, 40 ciklusa od kojih se svaki sastojao od 15 sekundi na 92°C i 1 minute 

na 60 C. U svakoj je reakciji, uz uzorke, analizirana i negativna kontrola (uzorak za koji 

je ranije potvrđeno da nema mutaciju V600E u genu BRAF) te pozitivna kontrola (uzorak 

za koje je ranije potvrđeno da ima V600E mutaciju gena BRAF).  

Analiza podataka reakcije PCR provedena je programom Mutation Detector 

software (Applied Biosystems). Tim programom je izračunata vrijednost ΔCt, određena 

je prisutnost ili odsutnost mutacije u uzorku te kvantificiran udio mutiranih alela BRAF 

V600E. Iz dobivenih vrijednosti Ct reakcije s TaqMan probom za detekciju mutacije i 

TaqMan referentnom genskom probom izračunata je normalizirana ΔCt vrijednost prema 

sljedećoj formuli:  

normalizirani ΔCt =  

[Ct (proba za mutaciju)–Ct (referentna genska proba)] – kalibracijski ΔCt 

Vrijednost kalibracijskog ΔCt iznosi 2,008. Kalibracijska ΔCt vrijednost je razlika u 

pojavljivanju signala između eseja za mutirani alel i eseja za odgovarajuću referentnu 

gensku probu. Kalibracijska ΔCt vrijednost je nužna za mogućnost kvantitativne analize 

postotka mutiranih alela u uzorku. 

Iz ovako određene normalizirane vrijednosti ΔCt izračunat je postotak mutiranih alela 

prema sljedećoj formuli: 

%mutacija = [1/2ΔCt ÷ ( 1/2ΔCt + 1)] × 100% 

Budući da procjena genske heterogenosti u uzorcima tumora može biti neprecizna zbog 

prisustva stanica tkiva netumora, podaci vezani uz postotni udio mutacije normalizirani 

su s obzirom na ranije određen postotak stanica tumora u uzorku, prema formuli: 

Normalizirani % mutacije u tumoru = 

% mutacije / % stanica tumora u rezu preparata 
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4.5 Određivanje mutiranog proteina BRAF V600E metodom 

imunohistokemije  

Analiza metodom imunohistokemije provedena je na 45 uzoraka, standardnim 

postupkom, korištenjem instrumenta Ventana Benchmark GX (Ventana Medical 

Systems) i kompleta kemikalija za detekciju, Opti View DAB (Roche, Switzerland). 

Rezovi tkiva su 28 minuta inkubirani s primarnim monoklonskim protutijelom miša koje 

specifično prepoznaje mutaciju BRAF V600E (Ventana anti-BRAF V600E/VE1, Roche, 

Njemačka). Navedeno protutijelo je ranije validirano u svrhu detekcije BRAF V600E 

proteina u karcinomu štitnjače [108]. Kontrastno bojenje pozadine provedeno je 

hematoksilinom. Kao pozitivna kontrola je korišteno tkivo metastatskog melanoma s 

potvrđenom mutacijom BRAF. Imunohistokemijom je određeno postojanje BRAF 

mutiranog proteina V600E te je u slučaju pozitivnog nalaza procijenjen postotak stanica 

karcinoma sa izraženim promijenjenim proteinom u analiziranom uzorku.  

4.6 Statističke metode u obradi podataka 

Povezanost postojanja mutacije BRAF V600E i stupnja proširenosti bolesti 

testirana je χ2-testom, dok je povezanost učestalosti mutiranih alela BRAF V600E sa 

stupnjem proširenosti PKŠ ispitana statističkim testom jednosmjerne ANOVA. Nadalje, 

povezanost mutacije BRAF V600E i ostalih kliničkih i patohistoloških podataka iz 

dostupne medicinske dokumentacije, testirana je χ2-testom, testom Mann-Whitney te 

koeficijentom korelacije Spearman. Usporedba podudarnosti rezultata postojanja 

mutacije BRAF i rezultata dobivenih metodom imunohistokemije testirana je metodom 

Cohen's kappa dok je podudarnost učestalosti mutiranih alela BRAF i postotka BRAF 

mutiranog proteina uspoređena metodom Bland-Altman. Za statističku obradu rezultata 

korišten je program Statistica (StatSoft, Inc). Statistički značajnim rezultatom smatran je 

onaj u kojem je p < 0,05.  
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5. REZULTATI 

Cjelokupna analiza, pri čemu nisu sve analize učinjene na svim uzorcima, napravljena je 

na 173 bolesnika koji su probrani kroz tri godine. Broj bolesnika je manji od 173 u 

pojedinim analiziranim skupinama zbog nedostupnosti pojedinih podataka. 

 U Tablici 5. prikazana je razdioba bolesnika u odnosu na spol, stupanj 

proširenosti bolesti i patohistološke karakteristike tumora.  

Tablica 5. Spol i dob bolesnika, stupanj proširenosti bolesti i kliničko patološke 

karakteristike tumora.  

 

Osnovne karakteristike bolesnika 

 

Broj 

bolesnika 
% 

Spol 

N=173 

Žene 109 63,0 

Muškarci 64 37,0 

Dob 

N=173 

<55 114 65,9 

≥55 59 34,1 

Stadij bolesti 

N=173 

0 81 46,8 

1 61 35,3 

2 31 17,9 

Veličina tumora 

N=162 

 

T1 88 54,3 

T2 31 19,1 

T3 36 22,2 

T4 7 4,3 

Proboj kapsule štitnjače 

N=167 

Da 37 22,2 

Ne 130 77,8 

Diseminacija unutar štitnjače 

N=169 

Da 67 39,6 

Ne 102 60,4 

Širenje izvan štitne žlijezde 

N=164 

Da 37 22,6 

Ne 127 77,4 

Angioinvazija 

N=132 

Da 12 9,1 

Ne 120 90,9 
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Proboj kapsule limfnog čvora 

N=47 

Da 6 12,8 

Ne 41 87,2 

Zahvaćenost lobusa štitnjače 

tumorom 

N=171 

Desni lobus 75 43,9 

Lijevi lobus 68 39,8 

Istmus 5 2,9 

Ostalo 23 13,5 

N=broj bolesnika  

Ukupno je 43,9% bolesnika imalo tumorom zahvaćen desni lobus, 39,8% lijevi 

lobus, 2,9% istmus, 13,5% kombinaciju navedenog. Diseminacija tumora unutar štitnjače 

je bila prisutna u 39,6% bolesnika, a infiltracija kapsule štitnjače je bila prisutna u 22,2% 

bolesnika. Kod ukupno 9,1 % bolesnika je opisana angioinvazija, a u 22,6% bolesnika 

opisana je širenje izvan štitne žlijezde. U 12,8% bolesnika iz skupine bolesnika s lokalnim 

metastazama u limfnim čvorovima opisan je proboj kapsule limfnog čvora.  

Bolesnici su podijeljeni u tri skupine, u odnosu na proširenost bolesti (Tablica 6). 

Mutacija BRAF V600E u primarnom tumoru dokazana je u 104 (60,1%), od ukupno 173 

bolesnika. Prisutnost mutacije nije povezana sa stupnjem proširenosti bolesti (χ2 

(1,N=173) = 3.737; p=0,154; Tablica 6). 

Tablica 6. Raspodjela bolesnika u odnosu na stupanj proširenosti bolesti i postojanje 

mutacije BRAF V600E.  

PROŠIRENOST BOLESTI 

BRAF V600E mutacija 

/n (%)/ 

Nema Ima Ukupno 

BEZ DISEMINACIJE 31 (38,3%) 50 (61,7%) 81 

LOKALNE METASTAZE 21 (34,4%) 40 (65,6%) 61 

UDALJENE METASTAZE 17 (54,8%) 14 (45,2%) 31 

SVI 69 (39,9%) 104 (60,1%) 173 

(χ2(1,N=173) = 3.737; p=0,154) 
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5.1 Heterogenost mutiranih alela BRAF V600E u primarnom 

tumoru  

Nakon što su 173 tumora analizirani s obzirom na prisustvo mutacije, izdvojeno je 100 

tumora, u kojima je određen udio BRAF V600E mutiranih alela. Za ovih 100 tumora bili 

su dostupni podaci o patohistološkim karakteristikama tumora i bilo je moguće procijeniti 

broj tumorskih stanica na histološkom preparatu. Metodom qPCR određen je postotni 

udio mutacije u dobro obilježenom tkivu tumora (Slika 5) koji je bio u rasponu od 0,5% 

do 41,6%, uz medijan 5,91%. Procijenjeni udio stanica tumora u uzorku je bio u rasponu 

od 5% do 90% s medijanom od 30%. Uzevši u obzir navedene podatke za pojedinog 

bolesnika, normalizirani udio mutiranih alela BRAF V600E se kretao u rasponu od 1,55% 

do 92,06%, s medijanom od 23,33% (slika 6.).   

 

    

         A.           B. 

 

Slika 5. PKŠ, hemalaun-eozin, povećanje 40x te 100x. 

A. 20% jezgara pripadaju tumoru  B. 90% jezgara pripadaju tumoru  



 

39 

 

 

Slika 6. Box-plot prikaz udjela mutiranih alela u primarnom tumoru svih BRAF V600E 

pozitivnih bolesnika. Pojedina točka označava postotak mutiranih alela za svakog 

pojedinog BRAF pozitivnog bolesnika. Na slici su označeni: medijan, maksimalna i 

minimalna vrijednost, prva i treća kvartila.  

Bolesnici su, na temelju vrijednosti normaliziranog udjela mutiranih alela BRAF 

podijeljeni u tri skupine, na način naveden u tablici 7. Postavili smo raspon od 40% do 

60% kako bismo razlikovali heterozigotnu prisutnost mutiranog alela BRAF u većini 

tumorskih stanica te slučajeve s niskim (<40%) ili visokim (>60%) udjelom mutiranih 

alela BRAF. Uočili smo širok spektar vrijednosti normaliziranog udjela mutiranih alela 

BRAF (slika 7.) i primijetili da je najveći broj bolesnika (76%) imao manje od 40% 

mutiranih alela BRAF (tablica 7.). 

Tablica 7. Raspodjela bolesnika prema učestalosti mutiranog alela BRAF V600E 

 

Skupine u odnosu na 

normalizirani postotak 

mutiranih alela BRAF V600E 

 

Skupina Broj bolesnika 

Do 40% 76 

40 do 60% 12 

Više od 60% 12 
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5.2. Povezanost mutacije BRAF i udjela mutiranih alela BRAF s 

proširenošću bolesti  

Učinjenim χ2-testom nije ustanovljena statistički značajna povezanost postojanja BRAF 

V600E mutacije sa stupnjem proširenosti bolesti (tablica 6.; χ2 (1,N=173) = 3.737; 

p=0,154).  

Nadalje, uspoređene su vrijednosti normaliziranog udjela mutiranih alela BRAF u tumoru 

sa stupnjem proširenosti bolesti korištenjem analize varijance. Izračun nije ukazao na 

postojanje statistički značajnih razlika između skupina bolesnika s obzirom na udio 

mutiranih alela BRAF V600E ( ANOVA test, F(2, 97)=0,28287, p=0,754) (tablica 8, slika 

7). 

Tablica 8. Normalizirani postotak mutiranih alela BRAF V600E u odnosu na stupanj 

proširenosti bolesti  

Normalizirani postotak mutiranih alela. 

Proširenost bolesti 
 

Aritmetička sredina (%) 
 

CI-95,00% 

 

CI 

+95,00% 
 

N 
 

Bez diseminacije 29,63 22,99 36,27 47 

Lokalne metastaze 28,23 20,94 35,52 39 

Udaljene metastaze 33,61 21,44 45,78 14 

ANOVA test, F(2, 97)=0,28287, p=0,754 

 

 

Slika 7. Raspodjela mutiranih alela BRAF V600E u odnosu na proširenost PKŠ.  
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Nakon što su bolesnici razvrstani u tri skupine prema udjelu mutiranih alela BRAF, 

primijećena je veća učestalost mutiranih alela BRAF u bolesnika s udaljenim 

metastazama, u usporedbi s bolesnicima bez metastaza kao i s bolesnicima s lokalnim 

metastazama (21.4% bolesnika s udaljenim metastazama je imalo više od 60% mutiranih 

alela, za razliku od 10,6% odnosno 10,3% u ostale dvije skupine; Tablica 9). Provedenim 

χ2-testom ustanovljeno je da povezanost sa stupnjem proširenosti bolesti nije statistički 

značajna (χ2(4,N=100) = 3,257; p=0,515) 

Tablica 9. Podjela bolesnika ovisno o stupnju proširenosti bolesti te udjelu mutiranih 

alela BRAF V600E 

BROJ BOLESNIKA 

 

 

 

 

Skupine po postotku mutiranih alela BRAF 

V600E 
Ukupno 

Do 40% 
40% do 

60% 

Više od 

60% 

Proširenost 

bolesti 

Nema 

metastaza 

36 

(74.5%) 

7 

(14.9%) 

5 

(10.6%) 
47 

Lokalne 

metastaze 

30 

(76.9%) 

5 

(12.8%) 

4 

(10,3%) 
39 

Udaljene 

metastaze 

11 

(78.6%) 

0 

(0%) 

3 

(21.4%) 
14 

Ukupno 76 12 12 100 

(χ2 (4,N=100) = 3,257; p=0,515) 
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5.3. Povezanost mutacije BRAF i učestalosti mutiranih alela 

BRAF s kliničko patohistološkim karakteristikama bolesti 

U našem istraživanju analizirali smo povezanost postojanja mutacije BRAF V600E kao i 

normalizirane vrijednosti udjela mutiranih alela BRAF V600E s veličinom tumora, 

probojem kapsule, angioinvazijom, diseminacijom u štitnjači, širenjem primarnog tumora 

izvan štitnjače i probojem kapsule limfnog čvora u slučaju postojanja lokalnih metastaza. 

5.3.1. Povezanost mutacije BRAF, učestalosti mutiranih alela BRAF i 

proširenosti bolesti s veličinom tumora  

Pokazan je statistički značajno veći promjer tumora u skupini s udaljenim metastazama 

(ANOVA, F(2, 166)=11,914, p <0,001, tablica 10., slika 8.)  

Tablica 10. Analiza povezanosti stupnja proširenosti bolesti s veličinom primarnog 

tumora 

Promjer lezije 

Proširenost bolesti 
 

Aritmetička sredina (cm) 
 

CI 

-95,00% 
 

CI 

+95,00% 
 

N 
 

Bez diseminacije 1,69 1,41 1,97 81 

Lokalne metastaze 2,05 1,73 2,37 61 

Udaljene metastaze 3,05 2,58 3,53 27 

ANOVA test, F(2, 166)=11,914, p <0,001 

 

Bez diseminacije Lokalne metastaze Udaljene metastaze

Stupanj proširenosti bolesti

1,0
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Slika 8. Grafički prikaz povezanosti stupnja proširenosti bolesti s veličinom primarnog 

tumora  

Analizirana je povezanost prisutnosti mutacije BRAF V600E s veličinom tumora, što nije 

pokazano statistički značajno (Mann Whitney U test;U=2890,5, Z=-1,69, p=0,09; tablica 

11; slika 9). 

Tablica 11. Analiza povezanosti stupnja proširenosti bolesti s veličinom primarnog 

tumora 

 

 

N 
Aritmetička 

sredina 
SD Medijan Min. Maks. Q1 

 

Q3 

 

P
ri

su
tn

o
st

 m
u
ta

ci
je

 

DA 102 1,84 1,05 1,50 0,5 5,5 1 2,1 

NE 67 2,35 1,6 1,6 0,6 7,3 1,2 3,0 

Mann Whitney U test; U=2890,5, Z=-1,69, p=0,09 

 

 

Slika 9. Grafički prikaz povezanosti  prisutnosti mutacije BRAF V600E i veličine 

primarnog tumora 
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Promjer tumora s prisutnom mutacijom BRAF bio je u rasponu od 0,5 cm do 5,5 cm; 

medijan 1,5 cm. Daljnjom analizom nije pokazana statistički značajna korelacija između 

postotka mutiranih alela i veličine tumora (Spearmanov test, N=98, R=0,0196; t=0,192; 

p=0,847) (slika 10.) 

 

Slika 10. Nepostojanje korelacije između postotka mutiranih alela i veličine tumora 

(Spearmanov test, N=98, R=0,0196; t=0,192; p=0,847).  
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5.3.2. Povezanost mutacije BRAF i učestalosti mutiranih alela BRAF 

s probojem kapsule štitnjače 

Analizirana je povezanost proboja kapsule štitnjače sa stupnjem proširenosti bolesti i 

postojanjem mutacije BRAF V600E. Pokazana je statistički značajna povezanost proboja 

kapsule štitnjače i proširenosti PKŠ (χ2 (2,N=167)=6,56; p = 0,038). Nije pokazana 

povezanost prisutnosti same mutacije s probojem kapsule (χ2 (1,N=167)=0,373; p = 0,541; 

tablica 12.). 

Tablica 12. Prikaz raspodjele bolesnika s obzirom na stupanj proširenosti bolesti, 

postojanje mutacije BRAF V600E i prisutnosti proboja kapsule štitnjače 

PROŠIRENOST 

BOLESTI 

 
Proboj kapsule štitnjače 

/n (%)/ 

 Nema Ima Ukupno 

BEZ DISEMINACIJE 

BRAF+ 

BRAF - 

43 (62,3) 

26 (37,7) 

7(63,6) 

4 (36,4) 

50 (62,5) 

30 (37,5) 

UKUPNO 69 (86,3) 11 (13,7) 80 (100) 

χ2 (1,N=80)=0,007; p = 0,933 

LOKALNE 

METASTAZE 

BRAF + 

BRAF - 

30 (69,8) 

13 (30,2) 

10 (58,8) 

7 (41,2) 

40 (66,7) 

20 (33,3) 

UKUPNO 43 (71,7) 17 (28,3) 60 (100) 

χ2 (1,N=60)=0,657; p = 0,418 

UDALJENE 

METASTAZE 

BRAF+ 

BRAF- 

8 (44,4) 

10 (55,6) 

4 (44,4) 

5 (55,6) 

12 (44,4) 

15 (55,6) 

UKUPNO 18 (66,7) 9 (33,3) 27 (100) 

χ2 (1,N=27)=0; p = 1 

SVI 

BRAF+ 

BRAF- 

81 (62,3) 

49 (37,7) 

21 (56,8) 

16 (43,2) 

102 (61,1) 

65 (38,9) 

UKUPNO 130(77,8) 37(22,2) 167 (100) 

χ2 (1,N=167)=0,373; p = 0,541 

χ2 (2,N=167)=6,56; p = 0,038*  

 *povezanost proboja kapsule i proširenosti bolesti bez obzira na prisutnost mutacije 
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Daljnja analiza povezanosti učestalosti mutiranih alela BRAF s probojem kapsule 

štitnjače nije pokazala statistički značajnu povezanost (Mann Whitney U test; U=808, 

Z=0, p=1,000; tablica 13; slika 11). 

Tablica 13. Analiza povezanosti učestalosti mutiranih alela BRAF s probojem kapsule 

štitnjače 

Postotak 

mutacija 
N 

Aritmetička 

sredina 
SD Medijan Min. Maks. Q1 

 

Q3 

 

P
ro

b
o
j 

ka
p
su

le
 

DA 21 32,06 26,72 20,12 3,45 85,65 12,22 54,25 

NE 77 28,32 20,91 23,95 1,55 92,06 13,02 36,54 

Mann Whitney U test; U=808, Z=0, p=1,000 
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Slika 11. Analiza povezanosti učestalosti mutiranih alela BRAF s probojem kapsule 

štitnjače 
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5.3.3. Povezanost mutacije BRAF i učestalosti mutiranih alela BRAF s 

angioinvazijom tumora 

Nije pokazana statistički značajna povezanost učestalosti mutiranih alela gena BRAF 

s angioinvazijom tumora (Mann-Whitney U test; U=)72, Z=-1,663, p=0,096; tablica 

15, slika 12.) unatoč pokazanoj statističkoj povezanosti postojanja BRAF mutacije s 

angioinvazijom (χ2 (1,N=132)=4,112; p = 0,043; tablica 14).  

Tablica 14. Prikaz raspodjele bolesnika s obzirom na stupanj proširenosti bolesti, 

postojanje mutacije BRAF V600E i prisutnost angioinvazije  

PROŠIRENOST 

BOLESTI 

 
Angioinvazija 

/n (%)/ 

 Nema Ima Ukupno 

BEZ DISEMINACIJE 

BRAF+ 

BRAF - 

42 (62,7) 

25 (37,3) 

1(100) 

0 (0) 

43 (63,2) 

25 (36,8) 

UKUPNO 67 (98,5) 1 (1,5) 68 (100) 

--- 

LOKALNE 

METASTAZE 

BRAF + 

BRAF - 

27 (65,9) 

14 (34,1) 

0 (0) 

0 (0) 

27 (65,9) 

14 (34,1) 

UKUPNO 41 (100) 0 (0) 41(100) 

--- 

UDALJENE 

METASTAZE 

BRAF+ 

BRAF- 

7 (58,3) 

5 (41,7) 

3 (27,3) 

8 (72,7) 

10 (44,4) 

13 (55,6) 

UKUPNO 12 (52,2) 11 (47,8) 23 (100) 

X2(1,N=23)=2,253; p = 0,133 

SVI 

BRAF+ 

BRAF- 

76 (63,3) 

44 (36,7) 

4(33,3) 

8 (66,7) 

80 (60,6) 

52 (39,4) 

UKUPNO 120 (90,9) 12 (9,1) 132(100) 

X2(1,N=132)=4,112; p = 0,043 

X2(2,N=132)=50,634; p<0,001* 

*povezanost angioinvazije i proširenosti bolesti bez obzira na prisutnost mutacije 
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Tablica 15. Analiza povezanosti učestalosti mutiranih alela BRAF s angioinvazijom 

Postotak 

mutacija 
N 

Aritmetička 

sredina 
SD Medijan Min. Maks. Q1 

 

Q3 

 

A
n
g
io

in
va

zi
ja

 DA 4 46,49 24,88 46,48 22,01 71,01 25,18 67,80 

NE 72 26,91 20,06 22,55 1,59 89,88 12,13 36,53 

Mann-Whitney U test; U=)72, Z=-1,663, p=0,096 
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Slika 12. Analiza povezanosti učestalosti mutiranih alela BRAF s angioinvazijom 
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5.3.4. Povezanost mutacije BRAF i učestalosti mutiranih alela BRAF 

s diseminacijom u štitnjači 

Nije pokazana statistički značajna povezanost postojanja diseminacije unutar štitnjače s 

BRAF V600E mutacijom(χ2 (1,N=169) = 0.61423; p= 0,433; tablica 16) kao niti sa 

stupnjem proširenosti bolesti (χ2 (2,N=169)=3,953; p = 0,139). Također nije pokazana 

povezanost učestalosti mutiranih alela gena BRAF s diseminacijom u štitnjači (Mann-

Whitney U test; U=1052, Z=0,557, p=0,576; tablica 17., slika 13.) 

Tablica 16. Prikaz raspodjele bolesnika s obzirom na stupanj proširenosti bolesti, 

postojanje mutacije BRAF V600E i diseminaciju unutar štitnjače 

PROŠIRENOST 

BOLESTI 

 
Diseminacija unutar štitnjače 

/n (%)/ 

 Nema Ima Ukupno 

BEZ DISEMINACIJE 

BRAF + 

BRAF - 

33 (61,1) 

21 (38,9) 

17 (63) 

10 (37) 

50 (61,7) 

31 (38,3) 

UKUPNO 54 (66,7) 27 (33,3) 81 (100) 

χ2 (1,N=81)=0,026; p = 0,872 

LOKALNE 

METASTAZE 

BRAF + 

BRAF - 

26 (72,2) 

10 (27,8) 

14 (56) 

11 (44) 

40 (65,6) 

21 (34,4) 

UKUPNO 36 (59) 25 (41) 61 (100) 

χ2 (1,N=61)= 1.720; p = 0,190 

UDALJENE 

METASTAZE 

BRAF+ 

BRAF- 

5 (41,7) 

7 (58,3) 

7 (46,7) 

8 (53,3) 

12 (44,4) 

15 (55,6) 

UKUPNO 12 (44,4) 15 (55,6) 27 (100) 

χ2 (1,N=27)=0,068; p = 0,795 

SVI 

BRAF+ 

BRAF- 

64 (62,7) 

38 (37,3) 

38 (56,7) 

29 (43,3) 

102 (60,4) 

67 (39,6) 

UKUPNO 102(60,4) 67(39,6) 169(100) 

 χ2 (1,N=169)=0,614; p = 0,433 

χ2 (2,N=169)=3,953; p = 0,139* 

*povezanost diseminacije unutar štitnjače i proširenosti bolesti bez obzira na prisutnost 

mutacije 
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Tablica 17. Analiza povezanosti učestalosti mutiranih alela BRAF s diseminacijom u 

štitnjači 

Postotak 

mutacija 
N 

Aritmetička 

sredina 
SD Medijan Min. Maks. Q1 

 

Q3 

 

D
is

em
in

a
ci

ja
 u

 š
ti

tn
ja

či
 

DA 37 28,81 23,12 21,42 1,59 85,65 12,05 42,39 

NE 61 30,35 23,08 24,81 1,55 92,06 12,84 36,53 

Mann-Whitney U test; U=1052, Z=0,557, p=0,576 
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Slika 13. Analiza povezanosti učestalosti mutiranih alela BRAF s diseminacijom u 

štitnjači 

 

  



 

51 

 

5.3.5. Povezanost mutacije BRAF i učestalosti mutiranih alela BRAF 

sa širenjem primarnog tumora izvan štitnjače 

 

Iako je pokazana statistički značajna povezanost širenja izvan štitnjače i stupnja 

proširenosti PKŠ, nije pokazana statistički značajna povezanost s postojanjem same 

mutacije BRAF V600E (χ2 (1,N=164) = 0.028; p=0,866, tablica 18.). kao ni s učestalosti 

mutiranih alela gena BRAF V600E (Mann-Whitney U test, U=776, Z=0,54, p=0,589; 

tablica 19., slika 14.). 

Tablica 18. Prikaz raspodjele bolesnika s obzirom na stupanj proširenosti bolesti, 

postojanje mutacije BRAF V600E i prisutnosti širenja primarnog tumora izvan štitnjače 

PROŠIRENOST 

BOLESTI 

 

Širenje primarnog tumora u tkiva izvan 

štitnjače 

/n (%)/ 

 Nema Ima Ukupno 

BEZ DISEMINACIJE 

BRAF+ 

BRAF - 

44 (61,1) 

28 (38,9) 

6(75) 

2 (25) 

43 (53,8) 

25 (46,2) 

UKUPNO 72 (90) 8 (10) 80 (100) 

χ2 (1,N=80)=0,593; p = 0,441 

LOKALNE 

METASTAZE 

BRAF + 

BRAF - 

25 (64,1) 

14 (35,9) 

12 (66,7) 

6 (33,3) 

37 (64,9) 

20 (35,1) 

UKUPNO 39 (68,4) 18 (31,6) 57 (100) 

χ2 (1,N=57)=0,036; p = 0,850 

UDALJENE 

METASTAZE 

BRAF+ 

BRAF- 

8 (50) 

8 (50) 

5 (45,5) 

6 (54,5) 

13 (48,1) 

14 (51,9) 

UKUPNO 16 (59,3) 11 (40,7) 27 (100) 

χ2 (1,N=27)=0,054; p = 0,816 

SVI 

BRAF+ 

BRAF- 

77 (60,6) 

50 (39,4) 

23(62,2) 

14(37,8) 

100 (61) 

64 (39) 

UKUPNO 127 (77,4) 37(22,6) 164 (100) 

χ2 (1,N=164)=0,028; p = 0,866 

χ2 (2,N=164)=14,986; <0,001 * 
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*povezanost širenja primarnog tumora izvan štitnjače i proširenosti bolesti bez obzira 

na prisutnost mutacije 

 

 

Tablica 19. Analiza povezanosti učestalosti mutiranih alela BRAF sa širenjem primarnog 

tumora izvan štitnjače 

Postotak 

mutacija 
N 

Aritmetička 

sredina 
SD Medijan Min. Maks. Q1 

 

Q3 

 

Š
ir

en
je

 t
u
m

o
ra

 i
zv

a
n
 

št
it

n
ja

če
  

DA 23 28,34 22,87 20,12 3,45 75,56 12,22 32,38 

NE 73 29,72 22,63 24,81 1,55 92,06 13,03 37,80 

Mann-Whitney U test, U=776, Z=0,54, p=0,589 
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Slika 14. Analiza povezanosti učestalosti mutiranih alela BRAF sa širenjem primarnog 

tumora izvan štitnjače 
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5.3.6. Povezanost mutacije BRAF i učestalosti mutiranih alela BRAF 

s probojem kapsule limfnog čvora 

 
Ukoliko su bile prisutne limfne metastaze analizirana je povezanost proboja čahure 

limfnog čvora s postojanjem mutacije BRAF V600E te učestalosti mutiranih alela gena 

BRAF. Nije pokazana statistički značajna povezanost ni s postojanjem mutacije (χ2 

(1,N=47) = 1.03529; p=0,309; tablica 20.) ni njenom učestalošću (Mann Whitney U test; 

U=29, Z=-0,905, p=0,365; tablica 21., slika 15.).  

Tablica 20. Povezanost prisutnosti mutacije s probojem kapsule limfnog čvora 

Proboj kapsule 

limfnog čvora 
Broj bolesnika 

 S mutacijom Bez mutacije Ukupno 

Prisutan 3 3 6 

Nije prisutan 29 12 41 

 32 15 47 

(χ2 (1,N=47) = 1.03529; p=0,309) 

Tablica 21. Analiza povezanosti učestalosti mutiranih alela BRAF s probojem kapsule 

limfnog čvora 

Postotak 

mutacija 
N 

Aritmetička 

sredina 
SD Medijan Min. Maks. Q1 Q3 

P
ro

b
o
j 

ča
h
u
re

 l
im

fn
o
g
 

čv
o
ra

 

DA 3 16,28 15,32 15,09 1,59 32,15 1,59 32,15 

NE 29 28,45 17,93 24,81 7,11 74,35 14,99 36,54 

Mann Whitney U test; U=29, Z=-0,905, p=0,365 
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Slika 15. Grafički prikaz povezanosti učestalosti mutiranih alela BRAF s probojem 

kapsule limfnog čvora 
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5.4. Povezanost mutacije BRAF i učestalosti mutiranih alela 

BRAF s dobi i spolom ispitanika 

Primijećeno je da se bolesnici s udaljenim metastazama prezentiraju u starijoj životnoj 

dobi (ANOVA, F(2,170)=10,046, p < 0,001; tablica 22, slika 16), no, nije pokazana 

statistički značajna korelacija između postotka mutiranih alela i dobi postavljanja 

dijagnoze (Spearmanov test, N=100; t=0,311; p=0,756, slika 17.) 

Tablica 22. Dob prilikom dijagnoze PKŠ u odnosu na stupanj proširenosti bolesti 

Dob pri dijagnozi 

Proširenost bolesti 
 

Aritmetička sredina 
 

CI 

-95,00% 
 

CI 

+95,00% 
 

N 
 

Bez diseminacije 46,39 42,93 49,86 81 

Lokalne metastaze 41,44 37,45 45,44 61 

Udaljene metastaze 57,06 51,46 62,67 31 

ANOVA, F(2,170)=10,046, p < 0,001 
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Slika 16. Grafički prikaz raspodjele dobi bolesnika prilikom dijagnoze PKŠ u odnosu na 

tri stupnja proširenosti PKŠ 
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Slika 17. Korelacija između postotka mutiranih alela i dobi bolesnika pri postavljanju 

dijagnoze (Spearmanov test, N=100, R=0,0314; t=0,311; p=0,756) 

Takva korelacija nije pokazana statistički značajnom niti analizom pojedinih skupina 

bolesnika podijeljenih po stupnju diseminacije bolesti (slike 18,19, 20) 
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Slika 18. Prikaz odnosa normaliziranog udjela mutiranih alela BRAF i dobi pri dijagnozi, 

u bolesnika bez proširene bolesti (Spearmanov test, R=0,029509; N=47; t=-0,198; 

p=0,844) 
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Lokalne metastaze
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Slika 19. Prikaz odnosa normaliziranog udjela mutiranih alela BRAF i dobi pri dijagnozi, 

u bolesnika s lokalno proširenom bolesti ( Spearmanov test, N=39; R=-0,06283; t=-0,383; 

p=0,704) 
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Slika 20. Prikaz odnosa normaliziranog udjela mutiranih alela BRAF i dobi pri dijagnozi, 

u bolesnika s udaljenim metastazama ( Spearmanov test, N=14;R=0,2354; t=-0,839; 

p=0,418) 
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Analizom podjele bolesnika prema stupnju proširenosti bolesti i prema postojanju 

mutacije BRAF V600E nije ustanovljena značajna razlika u raspodjeli ovisno o spolu (χ2= 

1.2859; p= 0,257; tablica 23.) no pokazana je statistički značajna povezanost muškog 

spola s postojanjem udaljenih metastaza (χ2= 11.9937. p = 0,002; tablica 24.) 

Tablica 23. Podjela bolesnika prema postojanju mutacije BRAF V600E i spolu  

Spol Broj bolesnika 

 S mutacijom Bez mutacije Ukupno 

muški 42 22 64 

ženski 62 47 109 

 104 69 173 

χ2 (1,N=173)= 1.2859; p= 0,257 

 

Tablica 24. Podjela bolesnika prema proširenosti bolesti i spolu 

Proširenost 

bolesti 

Spol 

/n (%)/ 

 Žena Muškarac Ukupno 

Bez 

diseminacije 
61 (75,3) 20 (24,7) 81 

Lokalne 

metastaze 
35 (57,4) 26 (42,6) 61 

Udaljene 

metastaze 
13 (41,9) 18 (58,1) 31 

UKUPNO 109 (63,0) 64 (37,0) 173 

χ2 (1,N=173)=11.9937. p = 0,002 
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5.5. Usporedba vrijednosti mutiranih alela BRAF V600E 

dobivenih metodom qPCR i metodom imunohistokemije 

Bojanje BRAF V600E mutiranog proteina metodom imunohistokemije (slika 21.) 

napravljeno je na 45 uzoraka, od kojih je 43 bilo uključeno u daljnju analizu. Dva 

preostala uzorka nisu uključena u analizu, pri čemu su isključni kriteriji za daljnju analizu 

nejasno citoplazmatsko bojanje tumorskih stanica te bojanje stromalnih stanica. Od 

navedenih, 13 je bilo negativno na postojanje BRAF mutiranog proteina, isti uzorci su 

bili negativni u qPCR analizi BRAF V600E mutacije. Ukupno 30 uzoraka je 

imunohistokemijskom analizom bilo pozitivno, od kojih je 29 bilo pozitivno analizom 

qPCR. Jedini uzorak koji je qPCR pokazan kao negativan, a imunohistokemijskim 

bojanjem pozitivan imao je 5% udjela BRAF mutiranog proteina.  

 

 

A.       B. 

Slika 21. Mutirani protein BRAF dokazan metodom imunohistokemije. 

Povećanja: A. 40x; B. 400x. 

Test Cohen's kappa pokazao je vrlo dobru podudarnost između rezultata analize 

BRAF mutacije dobivene dvjema metodama (tablica 25, Cohen's Kappa = 0,9460; % 

podudarnosti: 97,67).  
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Tablica 25. Podudarnost rezultata BRAF V600E mutacije i imunohistokemijske 

analize promjenjenog proteina BRAF V600E  

Cohen's Kappa 
BRAF V600E mutirani 

protein pozitivan 

BRAF V600E mutirani 

protein negativan 

BRAF V600E pozitivan 29 0 

BRAF V600E negativan 1 13 

Cohen's Kappa = 0,9460; % podudarnosti: 97,67 

 

U slučaju pozitivnog nalaza na imunohistokemijskoj analizi, određen je i postotak 

stanica u tumoru koji izražava BRAF mutirani protein, a raspon je iznosio od 5% do 100% 

udjela tumora s medijanom od 95%, rezultati prikazani u tablici 26.  

Tablica 26 - Prikaz rezultata dobivenih metodom qPCR i metodom imunohistokemije po 

pojedinom uzroku.  

REDNI 

broj 

postotak 

mutacije BRAF 

V600E (qPCR) 

Procijenjeni 

postotak stanica 

tumora u rezu 

tkiva 

Normalizirani 

postotak 

mutacije BRAF 

V600E 

Postotni udio 

mutiranog 

proteina 

BRAF V600E 

u rezu tkiva 

1. 41,6% 55% 75,56% 100 

2. 27,8% 80% 34,80% 100 

3. 25,7% 30% 85,65% 100 

4. 15,1% 75% 20,12% 100 

5. 14,8% 30% 49,22% 100 

6. 8,2% 75% 10,93% 100 

7. 6,4% 40% 15,92% 100 

8. 6,2% 50% 12,32% 100 

9. 6,1% 20% 30,48% 100 

10. 4,5% 65% 6,88% 100 

11. 4,3% 30% 14,18% 100 

12. 3,1% 25% 12,22% 100 

13. 3,0% 10% 30,35% 100 

14. 2,7% 25% 10,80% 100 

15. 1,9% 15% 12,79% 100 

16. 23,7% 75% 31,61% 95 

17. 19,6% 30% 65,42% 95 

18. 16,9% 20% 84,30% 95 
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19. 9,7% 20% 48,64% 95 

20. 6,6% 25% 26,59% 95 

21. 5,6% 25% 22,48% 95 

22. 4,3% 50% 8,52% 95 

23. 23,0% 25% 92,06% 90 

24. 11,8% 45% 26,24% 90 

25. 14,6% 30% 48,61% 85 

26. 14,5% 45% 32,15% 85 

27. 11,0% 30% 36,54% 80 

28. 0,7% 5% 13,59% 60 

29. 1,0% 60% 1,59% 8 

30. 0,0%   5 

31. 0,0%   0 

32. 0,0%   0 

33. 0,0%   0 

34. 0,0%   0 

35. 0,0%   0 

36. 0,0%    0 

37. 0,0%   0 

38. 0,0%   0 

39. 0,0%   0 

40. 0,0%   0 

41. 0,0%   0 

42. 0,0%   0 

43. 0,0%   0 
 

Kod 43 uzorka analiziranih metodom imunohistokemije prikazana je usporedba 

postotnog udjela mutiranih alela BRAF V600E prije i nakon normalizacije s udjelom tumorskog 

tkiva u uzorku. Rezultati dobiveni metodom qPCR uspoređeni su s postotnim udjelom stanica s 

mutiranim BRAF V600E proteinom određenim metodom imunohistokemije. Uzorci su prikazani 

od najveće prema najmanjoj vrijednosti izražaja signala imunohistokemije. 

 

Metodom Bland-Altman pokazana je podudarnost udjela mutiranih alela BRAF 

V600E (qPCR) i udjela mutiranog proteina BRAF (imunohistokemija) (bias = 57,02 %, 

bias je prosječna razlika između vrijednosti rezultata dviju metoda za svaki pojedini 

uzorak, slika 22 ). Grafička usporedba udjela BRAF mutacija u tkivu tumora učinjena 

dvjema metodama prikazana je na slici 22. za sve BRAF V600E pozitivne bolesnike. 
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-95%CL (-0,1945)

-1,96SD (-0,004778)

+95%CL (0,1850)

-95%CL (0,4607)

Bias (0,5702)

+95%CL (0,6798)

-95%CL (0,9555)

+1,96SD (1,145)

+95%CL (1,335)

 

Slika 22. Statističkom metodom Bland-Altman grafički je prikazan odnos udjela 

mutiranog alela BRAF V600E i BRAF mutiranog proteina. Plavom linijom je označena 

vrijednosti za bias (prosječna razlika između vrijednosti rezultata za svaki pojedini 

uzorak), a dvjema crvenim linijama označene su granice slaganja metoda.  
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6. RASPRAVA 

 

 Karcinom štitnjače je čest tumor sa značajnim porastom incidencije pri čemu 

Hrvatska zauzima 4. mjesto prema dobno standardiziranoj stopi incidencije u Europi 

[7,8]. Učestalost benignih čvorova u štitnjači je značajno češća u odnosu na zloćudne 

tvorbe, a njihovo razlikovanje zahtjeva daljnje dijagnostičke postupke kako bi se otklonila 

sumnja na zloćudnu bolest. Posljednjih godina, pojačanim probirom u općoj populaciji, 

prvenstveno u razvijenim zemljama svijeta, ustanovilo se jasno povišenje incidencije 

PKŠ, no bez pratećeg povećanja mortaliteta [10,109]. Navedeni podatak podržava 

spoznaju da je PKŠ zapravo indolentan tumor vrlo dobre prognoze. Otkrivanje novih 

subkliničkih slučajeva te liječenje i dugogodišnje praćenje bolesnika sa slabo agresivnom 

bolesti predstavlja značajno opterećenje za bolesnika, ali i zdravstveni sustav.  

 U dijagnostici bolesti štitnjače je stoga neophodna učinkovita selekcija bolesnika. 

Selekcija se može učiniti u početnoj fazi obrade bolesnika, kada se prema UZV 

obilježjima nastoji procijeniti za koje čvorove je nužna daljnja obrada u obliku citološke 

punkcije. Mnogo istraživanja je usmjereno na citološku punkciju suspektnog čvora u 

štitnjači tijekom koje se može uzeti dodatni uzorak za molekularnu analizu potencijalnih 

tumorskih biljega. Cilj analize tumorskih biljega je doprinijeti točnijoj procjeni 

malignosti te procjeni potrebe za operativnim zahvatom [32]. Genski biljezi poput 

prisustva BRAF mutacije u citološkom uzorku pokazali su visoku specifičnost, no nisku 

osjetljivost [51]. Postupkom citološke punkcije moguće je procijeniti samo postojanje ili 

odsustvo mutacije BRAF, dok je njenu heterogenost u tkivu tumora moguće utvrditi 

jedino po postoperativnoj analizi. 

 Ukoliko se pacijentu postoperativno patohistološki potvrdi PKŠ detaljnijom 

procjenom genskih promjena na patohistološkom preparatu možemo pokušati procijeniti 

potencijalnu agresivnost bolesti. Iako je PKŠ indolentan tumor koji najčešće dolazi kao 

lokalizirana bolest ili uz limfogene metastaze, rijetko može davati i hematogene 

metastaze koje nose povećan rizik recidiva i povećanu stopu smrtnosti [32,60]. Znajući 

da je već samo postojanje mutacije BRAF kriterij za razvrstavanje PKŠ u stadij većeg 

rizika [32], cilj je ovog istraživanja bio razjasniti da li je udio stanica tumora s BRAF 

V600E mutiranim alelom u papilarnom karcinomu štitnjače povezan sa stupnjem 

proširenosti bolesti.  
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6.1 Heterogenost tumora s obzirom na udio mutiranih alela 

Prilikom razmatranja važnosti udjela stanica tumora koje nose mutaciju gena 

BRAF pretpostavljamo postojanje heterogenosti mutacija u tkivu tumora. PKŠ je dosada 

bio opisivan kao pretežito genetski homogeni tumor, s pokretačkim mutacijama u genima 

kao što su BRAF i RAS koje su uglavnom međusobno isključujuće. Stoga je predložena 

podjela PKŠ na BRAF-slične i RAS-slične tumore [6]. Usto, Ghossein i suradnici su 

rezultatima dobivenim metodom imunohistokemije BRAF mutiranih proteina podržavali 

stav o homogenoj tj. klonalnoj prirodi mutacije BRAF u PKŠ [110]. Bitno je naglasiti da 

su u navedenom istraživanju podaci o udjelu ekspresije BRAF mutiranog proteina u 

tumoru korelirani jedino s postojanjem mutacije gena BRAF, a ne i udjelom mutiranih 

alela [110].  

Prema našim rezultatima postoji jasna heterogenost BRAF mutiranih alela u tkivu 

PKŠ, pokazana metodom qPCR. Normalizirane vrijednosti učestalosti mutiranih alela 

BRAF su se kretale u rasponu od 1,55% do 92,06%, s medijanom od 23,33% (slika 6.) što 

upućuje na oligoklonalni razvoj većine tumora obrađenih u istraživanju. U odnosu na 

navedeno, metodom imunohistokemije dobiveni su rezultati koji ne govore u prilog 

heterogenosti i sugeriraju homogenu distribuciju mutacije, što je u skladu s ranije 

navedenim rezultatima Ghoseina i suradnika [110]. Noviji znanstveni radovi u kojima je 

istraživana patogeneza karcinoma štitnjače većinom podržavaju koncept intratumoralne 

heterogenosti PKŠ. Heterogenost BRAF mutacije je u navedenim studijama analizirana 

prvenstveno metodom qPCR i određivanjem udjela BRAF mutiranih alela poput 

istraživanja Guerre i suradnika koji su na većini analiziranih uzoraka opisao 

oligoklonalno postojanje mutacije [101]. Slične rezultate su opisali Kim i suradnici koji 

su otkrili da je medijan učestalosti BRAF V600E mutiranih alela 20% te Finkel i suradnici 

koji su otkrili raspon BRAF mutiranih alela od 12% do 39% [111,112]. Istraživanja 

Gandolfija i suradnika kao i De Biase i suradnika su također pokazala heterogenost BRAF 

mutacije te su usto i potvrdili rezultate imunohistokemijskom analizom mutiranog BRAF 

proteina [102,103]. S druge strane, istraživanja Colombo i suradnika kao i Masoodi i 

suradnika su pokazala postojanje heterogenosti BRAF mutacije tek u manjem broju 

slučajeva, dok je većina analiziranih slučajeva pokazivala klonalni razvoj bolesti 

[96,113]. U slučaju postojanje prave heterogenosti PKŠ dovodi se u pitanje tradicionalni 

model patogeneze PKŠ prema kojem postoje mutacije pokretači karcinogeneze [63]. 
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Prema tradicionalnom modelu, nastanak tumora je proces koji se događa u više koraka te 

podrazumijeva pokretačku mutaciju koja stvara homogenu klonalnu populaciju stanica 

koja se kasnije, tijekom progresije tumora, može mijenjati stjecanjem drugih mutacija. 

Najbolji primjer je PKŠ s pokretačkom BRAF mutacijom te naknadno stečenom TERT ili 

TP53 mutacijom, koji vode u pojačanu agresivnost bolesti i dediferencijaciju tumora 

[114]. Ako je heterogenost pravilo, a ne slučajnost, tada bi, osim ranije opisanih mutacija 

u genima BRAF, KRAS i RET/PTC, morali postojati i drugi mehanizmi koji bi bili 

inicijatori nastanka tumora. Naime, to bi značilo da navedene mutacije mogu nastati i 

kasnije i to samo u subpopulaciji stanica tumora. S druge strane, model tumorskih 

matičnih stanica PKŠ ističe ulogu nediferenciranih fetalnih stanica štitnjače u razvoju 

karcinoma. Prema ovom modelu se iz nediferenciranih fetalnih stanica štitnjače u 

različitim stupnjevima razvoja može pokrenuti karcinogeneza. U takvom tumoru, koji 

nije nastao iz diferenciranih tireocita što predlaže standardni model, mogu naknadno 

nastati genske promjene u manjim subpopulacijama stanica i stoga s različitim 

stupnjevima agresivnosti [115].  

 Heterogenost mutacija i subpopulacije stanica predstavljaju prostornu 

heterogenost unutar iste tumorske lezije. Kako pojedine subpopulacije stanica primarnog 

tumora, zbog stečenih mutacija, poprimaju agresivnije karakteristike, povećava se i 

mogućnost diseminacije bolest. Nastale mestastatske lezije, bilo lokalne ili udaljene, 

nositi će drugačija genetska obilježja ovisno o tome od koje subpopulacije stanica 

primarnog tumora su potekle, što predstavlja vremensku heterogenost [116]. Razlika u 

mutacijama, a time i u karakteristikama stanica tumora primarne lezije i njenih metastaza, 

može značajno utjecati na planiranje liječenja jer se mijenja priroda bolesti [117]. Prema 

dostupnim podacima, iako je heterogenost mutacija češća u drugim tipovima karcinoma 

poput melanoma, koji prosječno nosi 8-10 klonova stanica u tumoru, ona postoji i u PKŠ, 

iako se PKŠ smatra jednim od najmanje heterogenih tumora [118]. Neovisno o 

prihvaćenom modelu patogeneze, heterogenost mutacija ili poliklonalnost primarnog 

tumora PKŠ zasada predstavljaju još uvijek nerazjašnjen utjecaj na kliničko-patološku 

prezentaciju bolesti.  
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6.2 Povezanost mutacije BRAF V600E i heterogenosti mutiranih 

alela s proširenosti papilarnog karcinoma štitnjače 

PKŠ je tumor dobre prognoze, a kao jedna od bitnih značajki je niska tendencija 

metastaziranja. Učestalost lokalnih limfogenih metastaza iznosi oko 25-30% [119]. 

Udaljene metastaze su vrlo rijetke, pojavljuju se u manje od 4% slučajeva pri inicijalnoj 

prezentaciji bolesti [120], a pretežito zahvaćaju pluća i kosti [121]. Iako je bio upitan 

utjecaj lokalnih metastaza na preživljenje [32], utvrđena je statistički značajna razlika u 

preživljenju BRAF V600E pozitivnih bolesnika i BRAF negativnih bolesnika u slučaju 

postojanja lokalnih metastaza [122]. Statistički značajno povećanje smrtnosti je ujedno 

prisutno kod bolesnika s lokalnim metastazama u dobi iznad 45 godina [123]. Udaljene 

metastaze, iako vrlo rijetko prisutne utječu i na pojavu recidiva kao i na smrtnost. Stoga 

postojanje udaljenih metastaza bolesnike odmah klasificira u stupanj visokog rizika, 

neovisno o drugim karakteristikama bolesti [32,60]. Prisutnost BRAF V600E mutacije je 

također prepoznata kao čimbenik rizika te je uvrštena u ATA sustav klasificiranja gdje 

samostalno svrstava bolesnike u skupinu srednjeg rizika, a ako je uz BRAF mutaciju 

prisutna i TERT mutacija u skupinu visokog rizika [32]. U našem istraživanju udio BRAF 

V600E pozitivnih bolesnika je 60% (tablica 6.), što je unutar očekivane pojavnosti BRAF 

mutacije, koja prosječno iznosi oko 45% [72,124], no opisane su razlike među 

istraživanjima s rasponom učestalosti BRAF mutacija od 27,3% do 87,1% slučajeva 

[71,125] .  

Ovim istraživanjem nismo pokazali statistički značajnu povezanost između 

postojanja BRAF V600E mutacije sa stupnjem proširenosti bolesti (p=0,154; Tablica 6). 

Ranija istraživanja su pokazala međusobno kontradiktorne rezultate s obzirom na 

povezanost postojanja BRAF V600E mutacije i proširenosti bolesti u bolesnika s PKŠ. U 

većini dosadašnjih istraživanja opisana je statistički značajna povezanost prisustva BRAF 

V600E mutacije i udaljenih metastaza PKŠ, korištenjem univarijatne analize [66,126]. 

Utjecaj BRAF V600 mutacije na limfogene lokalne metastaze je istraživan u više studija 

uz kontradiktorne rezultate. Većinom se opisuje povezanost BRAF mutacije i postojanja 

lokalnih mestastaza [126–129], no studija Sapio i suradnika navodi statistički jasnu 

povezanost BRAF mutacije s odsustvom lokalnih mestastaza [130]. S druge strane, studija 

Gandolfija i suradnika nije pronašla povezanost BRAF mutacije niti s lokalnim, niti s 

udaljenim metastazama [103].  
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Većina ranijih istraživanja koja su u obzir uzimala i udio BRAF mutiranih alela 

nisu pronašla statistički značajnu povezanost s postojanjem lokalnih metastaza 

[96,100,102–104]. U suprotnosti s tim su studije Kim i suradnika te Finkel i suradnika, 

koji su pokazali povezanost lokalnih metastaza s udjelom BRAF mutiranih alela u smislu 

većeg postotka mutiranih alela u bolesnika s lokalnim metastazama [111,112]. Daljnjom 

analizom podataka našeg istraživanja nije pokazana razlika u vrijednosti normaliziranog 

udjela mutiranih alela između skupina bolesnika s obzirom na stupanj proširnosti bolesti 

(p=0,754, tablica 8., slika 7.). Ipak, primijećena je veća učestalost mutiranih alela BRAF 

u bolesnika s udaljenim metastazama, u usporedbi s bolesnicima bez metastaza kao i s 

bolesnicima s lokalnim metastazama (21.4% bolesnika s udaljenim metastazama je imalo 

više od 60% mutiranih alela, za razliku od 10,6% odnosno 10,3% u ostale dvije skupine; 

Tablica 9.), no bez statističke značajnosti (p=0,515). 

U slučaju da učestalost mutiranih alela zaista utječe na razvoj lokalnih metastaza 

zanimljivo je istražiti i heterogenost BRAF mutacije u metastatskom limfnom čvoru. 

Pokazano je kako postoji nepodudarnost u BRAF statusu između primarnog tumora i 

lokalnih metastaza u čak do 50 % slučajeva [117,131]. No i u slučaju prisutnost BRAF 

mutacije u primarnom tumoru i lokalnim metastazama, neke studije pokazuju klonalnu 

distribuciju BRAF mutacije u obje lezije [5], dok druge prezentiraju heterogenu 

distribuciju BRAF mutiranih alela u lokalnim metastazama [103]. Ukoliko je u lokalnoj 

metastazi prisutna heterogenost BRAF mutacije, pokazan je statistički značajan pad udjela 

mutiranih alela u odnosu na primarni tumor, ali i značajna povezanost s udjelom 

mutiranih alela u primarnom tumoru [103]. Navedeni podatak ide u prilog teoriji da su 

lokalne metastaze sličnih bioloških karakteristika kao primarni tumor, stoga ne utječu na 

prognozu bolesti istim intenzitetom kao udaljene metastaze s novonastalim 

mutacijama[103]. 

Povezanost učestalosti BRAF mutiranih alela u primarnom tumoru s udaljenim 

metastazama je značajno manje istraživana, vjerojatno kao posljedica niske tendencije 

PKŠ za stvaranje udaljenih metastaza te teško dostupnih bolesnika. Ipak, studija 

Masoodija i suradnika pokazuje statistički značajnu povezanost udaljene diseminacije s 

visokim udjelom mutiranih alela primarnog tumora [113], dok Gandolfi i suradnici ne 

nalaze statističku povezanost [103]. Za razliku od lokalnih metastaza, udaljene metastaze 

se češće razlikuju od primarnog tumora s obzirom na postojanje BRAF mutacije [132], 
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no u slučaju prisustva mutacije u obje lezije, udio mutacija je veći u metastaza nego li u 

primarnom tumoru uz češće prisutne novonastale TERT mutacije [105]. Naše istraživanje 

nije pokazalo statistički značajnu povezanost učestalosti BRAF mutiranih alela u 

primarnom tumoru s postojanjem udaljenih metastaza, no nismo analizirali uzorke tkiva 

metastaza. 
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6.3 Povezanost mutacije BRAF V600E i heterogenosti mutiranih 

alela gena BRAF s kliničkim i patohistološkim karakteristikama 

bolesti 

Znajući da je BRAF mutacija najzastupljenija mutacija u PKŠ, ne iznenađuje da 

postoje brojna istraživanja utjecaja BRAF mutacije na negativne patohistološke 

prognostičke čimbenike bolesti. Istraživanja su pokazala nepodudarne rezultate, što je i 

rezultiralo daljnjom analizom u obliku istraživanja povezanosti učestalosti mutiranih 

alela s karakteristikama tumora. Ako je postojanje BRAF mutacije heterogeno i pojavljuje 

se samo u manjem dijelu stanica tumora slijedi da je BRAF mutacija kasniji događaj u 

nastanku tumora i moguće bez utjecaja na agresivnost tumora. Istraživanja su opisala 

povezanost prisutnosti BRAF V600E mutacije s multifokalnošću tumora, bilateralnom 

prezentacijom tumora (65), infiltracijom kapsule štitnjače [133], veličinom tumora te 

širenjem primarnog tumora izvan štitnjače [96,98,124]. S druge strane, postoje 

istraživanja koja negiraju povezanost BRAF V600E mutacije s veličinom [97,111], 

multifokalnosti tumora [111] i širenjem primarnog tumora izvan štitnjače [66]. 

Istraživanja učestalosti mutiranih alela također nisu pokazala jasnu podudarnost rezultata, 

pri čemu pojedine studije opisuju povezanost oligoklonalne BRAF mutacije s manjom 

veličinom tumora [102,111,112] i manjom učestalosti širenja primarnog tumora izvan 

štitnjače [111], dok druge odbacuju takvu povezanost [96,100].  

U našem istraživanju analizirali smo povezanost postojanja BRAF V600E mutacije kao i 

normalizirane vrijednosti mutiranih alela BRAF V600E sa svim dostupnim 

patohistološkim karakteristikama bolesti. Naši podaci pokazuju da nema statistički 

značajne povezanosti postojanja BRAF mutacije s patohistološkim osobinama primarnog 

tumora, osim statistički značajne povezanosti s angioinvazijom tumora (p = 0,043), što je 

rijetko opisana karakteristika tumora. Nadalje, nismo pokazali povezanost učestalosti 

BRAF mutiranih alela s patohistološkim značajkama bolesti. Također nije pokazana 

statistički značajna povezanost učestalosti mutiranih alela gena BRAF s angioinvazijom 

tumora, iako je pokazana već spomenuta statistički značajna povezanost postojanja BRAF 

mutacije s angioinvazijom.  

Ne iznenađuje da su pojedine patohistološke karakteristike tumora povezane sa stupnjem 

proširenosti bolesti. Našim istraživanjem smo pokazali da je  promjer tumora značajno 
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veći u skupini s udaljenim metastazama te je prosječna veličina tumora  u oboljelih s 

udaljenim metastazama bila 3,05cm, kod osoba s lokalnim metastazama 2,05cm, dok je 

kod osoba bez diseminacije iznosila 1,69cm (p<0,001, tablica 10.; slika 8.). S druge 

strane, nismo pokazali statistički značajnu korelaciju između postojanja mutacije BRAF 

(p=0,09, tablica 11; slika 9)  i postotka mutiranih alela i veličine tumora (p=0,847; slika 

10.) što je u skladu s rezultatima koje su prikazali Colombo i suradnici [96], no suprotno 

od onih prikazanih od strane de Biase i suradnika [102] kao i Kim i suradnika [111].  Isto 

tako, pokazana je statistički značajna povezanost proboja kapsule štitnjače i proširenosti 

PKŠ (p = 0,038; tablica 12.), no nije pokazana povezanost s postojanjem (p = 0,541; 

tablica 12.) kao ni učestalosti same mutacije (p=1,000; tablica 13.; slika 11.). Isti slučaj 

je bio i sa širenjem primarnog tumora izvan štitnjače koje je statistički značajno povezano 

sa stupnjem proširenosti PKŠ (p<0,001; tablica 18.), no nije pokazana statistički značajna 

povezanost s postojanjem same mutacije BRAF (p=0,866; tablica 18.) kao ni s učestalosti 

mutiranih alela (p=0,589; tablica 19.; slika 14.). Zanimljivo, diseminacija unutar štitnjače 

nije pokazana povezanom ni sa stupnjem proširenosti bolesti (p = 0,139; tablica 16.) kao 

ni s postojanjem mutacije (p= 0,433; tablica 16.) ni učestalosti mutiranih alela gena BRAF 

(p=0,576; tablica 17.; slika 13.). Najzanimljiviji podatak jest vezan za angioinvaziju za 

koju smo pokazali  statistički značajnu povezanost s postojanjem mutacije BRAF V600E 

(p = 0,043; tablica 14.). No, nismo pokazali statistički značajnu povezanost učestalosti 

mutiranih alela gena BRAF s angioinvazijom tumora (p=0,096; tablica 15, slika 12.).  U 

našem istraživanju angioinvazija je bila prisutna gotovo samo u bolesnika s udaljenim 

metastazama, što je usporedivo sa studijom Mete i suradnika [134]. Prema navedenoj 

studiji, korištenjem strogih kriterija angioinvazije, što podrazumijeva proboj stijenke 

krvne žile tumorskim stanicama uz prateći tromb uz tumorske stanice, ustanovljena je 

prisutnost angioinvazije u samo 3% analiziranih slučajeva PKŠ. No, 35% bolesnika s 

prisutnom angionvazijom je razvilo udaljene metastaze što upućuje na potrebu za 

oprezom u onkološkoj obradi bolesnika s prisutnom angioinvazijom tumora.  

Provedena je i daljnja analiza povezanosti postojanja BRAF mutacije s probojem 

kapsule limfnog čvora u slučaju postojanja lokalne metastaze u limfnom čvoru, koja se 

nije pokazala statistički značajnom (p=0,309; tablica 20.), a nije pokazana statistički 

značajna povezanost postojanja lokalne metastaze u limfnom čvoru ni s učestalošću 

mutiranih alela  (p=0,365; tablica 21.; slika 15.). 
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Dosadašnjim studijama nije utvrđena statistički značajna povezanost BRAF 

mutacije s dobi i spolom bolesnika [135,136], uključivši i rezultate multivarijatne analize 

[137]. Prema našoj analizi povezanosti BRAF mutacije i učestalosti BRAF mutiranih 

alela s dobi i spolom bolesnika pokazano je da su bolesnici s udaljenim metastazama bili 

starije životne dobi (p<0,001; tablica 22.; slika 16.), ali nije ustanovljena statistički 

značajna korelacija između postotka mutiranih alela i dobi u vrijeme postavljanja 

dijagnoze (p=0,756, slika 17.). Takva korelacija nije pokazana statistički značajnom niti 

analizom pojedinih skupina bolesnika podijeljenih po stupnju diseminacije bolesti (slike 

18.;19.;20.). Nadalje, pokazana je statistički značajna povezanost muškog spola s 

postojanjem udaljenih metastaza (p = 0,002; tablica 24.), no analizom podjele bolesnika 

prema postojanju mutacije BRAF V600E nije ustanovljena značajna razlika u raspodjeli 

ovisno o spolu (p= 0,257; tablica 23.).  Prema prikazanim podacima jasno je kako je 

BRAF V600E mutacija vrlo česta u PKŠ, no njena kvalitativna i kvantitativna prisutnost 

ne pokazuju jasan utjecaj niti na stupanj proširenosti bolesti, niti na većinu negativnih 

patohistoloških karakteristika tumora. Usto, udio PKŠ s udaljenim metastazama i 

agresivnijim oblikom bolesti je znatno niži od same prevalencije BRAF mutacije. Stoga 

je moguće da iako BRAF mutacija preko MAPK kinaznog puta ima utjecaj na nastanak 

tumora, kao samostalan faktor nije dovoljna u procjeni agresivnosti bolesti. 
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6.4 Potvrda mutacije BRAF V600E na proteinskoj razini 

Jedan od ciljeva provedenog istraživanja bio je i potvrditi mutacijski status gena 

BRAF na razini proteina imunohistokemijskom analizom dijela BRAF V600E pozitivnih 

i negativnih uzoraka. Učinjenom usporedbom utvrđena je potpuna podudarnost pozitivnih 

nalaza dobivenih PCR analizom i imunohistokemijom te gotovo potpuna podudarnost 

BRAF negativnih uzoraka (13/14) pri čemu je jedan uzorak imunohistokemijom pokazan 

kao pozitivan usprkos BRAF negativnom rezultatu PCR testiranja (tablica 25.; % 

podudarnosti: 97,67). U ovom slučaju BRAF mutacija je imunohistokemijskom metodom 

detektirana u tek 5% tumorskog tkiva. Moguće objašnjenje diskrepancije može biti u 

maloj zastupljenosti stanica s BRAF mutacijom u navedenom tumoru što je uz moguću 

malu razliku između rezova koji su analizirani imunohistokemijski i onih iz kojih je 

izolirana DNA za qPCR i nisku celularnost tumora moglo rezultirati time da je udio BRAF 

mutiranih alela bio ispod razine detekcije qPCR metode.  

Učinjena je i kvantifikacija imunohistokemijskom analizom vidljive BRAF 

V600E mutacije proteina u rezu tumora. U slučaju pozitivnog nalaza imunohistokemijske 

analize gotovo svi tumori (27 od 30) su pokazali gotovo homogenu prisutnost BRAF 

V600E mutiranog proteina u rasponu od 80% do 100% (tablica 26.). Tri uzorka, 

uključujući i ranije opisani nepodudaran slučaj, prikazali su heterogenu prisutnost BRAF 

mutiranog proteina u razini od 5%, 8% te 60 %. Iako su razlike vrijednosti vrlo heterogeno 

raspostranjene učinjenom Bland-Altman analizom nalaze se unutar granica podudarnosti 

(slika 22.).  

Izazov je objasniti zašto kvantifikacija imunohistokemijskom analizom pokazuje 

homogeniju prisutnost BRAF V600E mutiranih proteina u odnosu na qPCR vrijednosti 

mutacije BRAF V600E. Korišteno monoklonsko protutijelo je specifično za BRAF 

V600E mutirani oblik proteina te se očekuje difuzno jako do umjereno bojanje citoplazme 

pojedine stanice u slučaju postojanja BRAF V600E mutacije proteina [138]. Prema 

literaturi, ne očekuje se križno vezanje za druge oblike BRAF mutiranih proteina koje bi 

moglo objasniti značajnu razliku između imunohistokemijom i PCR-om dobivenog 

udjela BRAF V600E mutiranih stanica u tumoru. U literaturi je opisan tek jedan slučaj 

križne reaktivnosti u slučaju V600K mutacije i to u slučaju mutacije u melanomu [139]. 
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Opisana je neosjetljivost protutijela na BRAF V600E protein u određenim tipovima 

karcinoma, prvenstveno kolorektalnog karcinoma gdje je primijećena niska razina 

osjetljivosti i specifičnosti (71% i 74%) u odnosu na gensku analizu BRAF mutacije [140]. 

S druge strane, učestalost lažno pozitivnih nalaza imunohistokemijom na BRAF V600E 

je vrlo niska, no opisani su slučajevi pozitivnog citoplazmatskog bojanja glioma [141], 

kao i adenoma hipofize, gdje je čak dodatno isključeno postojanje drugih vrsta BRAF 

V600 mutacija, uključujući V600M i V600K [142]. 

 Istraživanja provedena u svrhu validacije monoklonskog protutijela za BRAF 

mutaciju PKŠ prikazuju rezultate imunohistokemije gotovo identične opisanima u ovom 

istraživanju, tj. izraženu homogenost BRAF mutacije [108,138]. Također, analiza 

heterogenosti PKŠ metodom imunohistokemije BRAF mutiranih proteina prikazala je 

slične rezultate [110]. Druga istraživanja usmjerena na potvrdu heterogenosti BRAF 

V600E mutacije u papilarnom karcinomu štitnjače temeljem metode imunohistokemije 

nisu prikazivala toliku homogenost u prisutnosti BRAF V600E mutiranog proteina 

[102,103,143], iako je udio BRAF pozitivnih stanica tumora u svim slučajevima bio veći 

koristeći imunohistokemijsku analizu u usporedbi s rezultatima qPCR metode. Bitno je 

napomenuti da iako je u navedenim studijama nađen izraženije heterogen postotak stanica 

s BRAF mutiranim proteinom (< 80% tumora) i nadalje je tek manji udio uzoraka (4/18) 

izražavao jasnu heterogenost. Ostali uzorci su bili ili homogeni s obzirom na 

imunohistokemijsku detekciju BRAF mutiranog proteina ili nije bilo povezanosti s 

postotkom BRAF mutiranih alela određenih metodom PCR u istom uzorku tkiva [102].  
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6.5 Pristup kvantifikaciji mutiranih alela i mogući nedostatci 

metode 

 Jedan od temeljnih ciljeva istraživanja bio je odrediti učestalosti BRAF V600E 

mutiranih alela u uzorku tumora, kako bi se učestalost mogla usporediti s patohistološkim 

i kliničkim karakteristikama bolesti. U istraživanju učestalost mutiranih alela je određena 

putem metode qPCR uz normalizaciju u odnosu na procijenjen udio tumora u rezu tkiva 

iz kojeg je izdvojena DNA za qPCR. Bitno je istaknuti da u odnosu na kvalitativno 

određivanje postojanja mutacije gena BRAF, određivanje učestalosti mutiranih alela nije 

rutinski korišten postupak. Stoga je nužno istaknuti i moguće nedostatke korištene metode 

u ovom istraživanju kao i spoznaje stečene tijekom obrade uzoraka.  

U istraživanju su korišteni uzastopni rezovi parafinskog bloka tumora, učinjeni kroz 

najveći promjer primarnog tumora. Prvi rez je bojan H&E radi procjene postotka stanica 

tumora u preparatu, a sljedeći je korišten za izolaciju DNA. Iako je debljina prereza samo 

5 µm, i nadalje postoji mogućnost da se prerez korišten za izolaciju DNA razlikuje u 

udjelu stanica tumora od prvog reza na temelju kojeg je vizualno procijenjen udio stanica 

tumora. U literaturi je poznat podatak o prosječnom rasponu promjera jezgre papilarnog 

karcinoma štitnjače, koji je dobiven iz parafinskih blokova, a iznosi 4,7- 9,6 µm [144]. 

Uspoređujući vrijednosti debljine prereza, kao i promjera stanica, ne bismo ipak očekivali 

značajna odstupanja između dva uzastopna reza na parafinskim blokovima.  

Sljedeći mogući nedostatak je odluka o optimalnom prerezu tumora gdje će se vršiti i 

H&E bojanje, kao i izolacija DNA. Pretpostavka je da je mjesto najvećeg promjera 

primarnog tumora najbolje za analizu. Tu očekujemo najviše stanica tumora te 

reprezentativan uzorak eventualnog postojanja mutacija. No u slučaju kada očekujemo 

značajnu heterogenost u klonalnosti tumora, kasnije nastala mutacija može nastati u bilo 

kojem dijelu tumora, uključujući i njegovu periferiju. Iako heterogenost karcinoma 

štitnjače nije toliko izražena kao kod drugih vrsta karcinoma, višestruko uzorkovanje 

unutar tumora bi pružilo točniju predodžbu svih zastupljenih mutacija [113,145]. 

Navedeno je vjerojatno najveći nedostatak trenutnog pristupa kvantifikaciji mutiranih 

alela u tumoru koji je korišten u ovom i drugim istraživanjima.  

Posljednji problem koji je bitno istaknuti odnosi se na normalizaciju postotka mutiranih 

alela u tkivu tumora, učinjenu prema procijenjenom postotku stanica tumora u rezu tkiva 

uzetom za DNA izolaciju. Dosadašnje studije heterogenosti su analizirale heterogenost 
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BRAF mutacije analizom mutacije gena ili u manjem broju slučajeva 

imunohistokemijskom analizom, ali samo je manji dio istraživanja, neovisno o načinu 

kvantifikacije, uključio normalizaciju postotka mutacije u odnosu na postotak stanica 

tumora u preparatu [6,96,102,103,112]. Činjenica je da se karcinomi štitnjače mogu 

sastojati i od dijela stanica normalnog tkiva, bilo vezivnog ili vaskularnog podrijetla, kao 

i upalnih stanica i strome, a njihov udio može biti izrazito varijabilan unutar pojedinog 

tumora [146]. Zato je kvantifikacija mutiranih alela podložna pogrešci koju, koristeći 

normalizaciju, nastojimo u najvećoj mogućoj mjeri svesti na minimum.  
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7. ZAKLJUČCI 

S obzirom na rezultate dobivene ovim istraživanjem može se zaključiti: 

 

1) PKŠ pokazuje heterogenu distribuciju mutiranih alela BRAF V600E u primarnom 

tumoru što sugerira oligoklonalni razvoj tumora 

2) Postojanje mutacije BRAF V600E u primarnom PKŠ nije povezano sa stupnjem 

proširenosti bolesti   

3) Udio mutiranih alela BRAF V600E u stanicama primarnog tumora PKŠ nije 

povezan sa stupnjem proširenosti bolesti 

4) Postojanje mutacije BRAF V600E u primarnom PKŠ je statistički značajno 

povezano s angioinvazijom  

5) Nije nađena statistički značajna povezanost udjela mutiranih alela BRAF V600E 

s kliničkim i patohistološkim karakteristika tumora 
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8. SAŽETAK 

Jedan od primarnih izazova u liječenju učestalog, no najčešće indolentnog 

papilarnog karcinoma štitnjače (PKŠ), je mogućnost ranijeg identificiranja agresivnijih 

oblika bolesti. Proširenost bolesti u obliku udaljenih metastaza je glavni čimbenik koji 

utječe na preživljenje bolesnika. Upotreba molekularnih biljega poput BRAF V600E 

mutacije korisna je kao pokazatelj stupnja rizika za recidiv bolesti. Postojanje 

heterogenosti BRAF V600E mutacije u primarnom tumoru, kao i njen utjecaj na stupanj 

proširenosti PKŠ, nisu razjašnjene.  

Cilj ovoga istraživanja je utvrditi povezanost učestalosti BRAF V600E mutiranih alela u 

stanicama PKŠ sa stupnjem proširenosti bolesti.  

Navedeni cilj je postignut određivanjem postojanja mutacije V600E gena BRAF 

u primarnom tumoru metodom qPCR te kvantifikacijom mutiranih alela i njihovom 

normalizacijom u odnosu na procijenjeni udio stanica tumora u tkivu. Potvrdni 

eksperiment metode qPCR na proteinskoj razini je proveden u obliku semikvantitativne 

imunohistokemijske analize BRAF V600E mutiranog proteina. 

Analizom 173 uzroka PKŠ utvrđena je prisutnost BRAF V600E mutacije u 60% 

bolesnika. Ustanovljeno je i postojanje heterogene distribucije mutacije s normaliziranim 

udjelom mutiranih alela BRAF u rasponu od 1.55% do 92,06%. Statističkom analizom 

nije utvrđena značajna povezanost postojanja mutacije BRAF V600E , kao niti udjela 

mutiranih alela, sa stupnjem proširenosti bolesti. Ukoliko su u statističku analizu 

uključene i ostale patohistološke karakteristike tumora, postojanje BRAF mutacije nije 

statistički značajno povezano s analiziranim karakteristikama primarnog tumora osim s 

angioinvazijom, dok udio mutiranih alela gena BRAF nije pokazao statistički značajnu 

povezanost. Dob i spol bolesnika također nisu značajno povezani niti s postojanjem, niti 

s udjelom mutiranih alela BRAF. Pokazana je podudarnost detekcije mutacije BRAF 

metodom qPCR i imunohistokemijskom analizom BRAF V600E mutiranog proteina. 

Rezultati istraživanja upućuju na heterogenost BRAF mutacije i postojanje oligoklonalnih 

oblika PKŠ. S obzirom na učestalost BRAF mutacije i njenu nepovezanost sa stupnjem 

proširenosti bolesti, kao i većinom nepovoljnih patohistoloških karakateristika bolesti, 

moguće je da BRAF mutacija samostalno nije dovoljna za procjenu agresivnosti PKŠ. 
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9. SUMMARY 

 

Association of BRAF V600E mutant allele proportion with the dissemination stage 

of papillary thyroid cancer 

Ivan Blažeković 

Zagreb, 2023 

 

One of the primary challenges in the treatment of papillary thyroid cancer (PTC) 

is early identification of more aggressive forms. Disease disemination, especially in the 

form of distant metastases is a major factor influencing patient survival. The use of 

molecular markers such as BRAF V600E mutation is useful as an indicator in risk 

stratification for disease recurrence. However, the heterogeneity of the BRAF V600E 

mutation in the primary tumor and its influence on PTC disemination have not been 

deciphered. The aim of this study was to determine the association of the frequency of 

mutated BRAF V600E alleles in PTC with disease disemination. 

The BRAF V600E gene mutation in the primary tumor was quantified by qPCR 

and normalized using the estimated proportion of tumor cells. Semiquantitative 

immunohistochemical analysis of the BRAF V600E mutant protein was also performed. 

Analysis of 173 PTCs revealed the presence of the BRAF V600E mutation in 60% 

of patients. Normalized frequency of mutated BRAF alleles was from 1.55% to 92,06%. 

There was no significant association between the presence nor proportion of the BRAF 

V600E mutation with the degree of disease disemination. The presence of the BRAF 

mutation was not significantly associated with studied pathohistological tumor 

characteristics except angioinvasion. Age and sex also did not present significant 

association with BRAF mutation or proportion of BRAF mutated alleles. Detection of the 

BRAF mutation by qPCR and immunohistochemical analysis were in agreement. 

The results of the study suggest the heterogeneity of the BRAF mutation and the 

existence of oligoclonal forms of PTC. However, given the frequency of BRAF mutation 

in PTC and the lack of association with both the disease disemination and majority of 

unfavorable pathohistological characteristics of the disease, it is possible that the BRAF 

mutation alone is not sufficient to assess the aggressiveness of PTC. 
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