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BRAF — onkogen (engl. v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1)

COX - enzim ciklooksigenaza (engl. cyclooxigenase), tipovi 1 2

CREB - transkripcijski faktor (engl. cAMP response element-binding protein)
DIT — dijod-tirozin

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)
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Hash — Hashimotov tireoiditis

H.E. — hemalaun-eozin

HLA-sustav — sustav proteina tkivne podudarnosti (engl. human leukocyte antigen)
IGF-1 — inzulinu-nalik ¢imbenik rasta 1 (engl. insulin-like growth factor)

IIB — imunohistokemijski indeks bojenja

IL — interleukin
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MIT — monojod-tirozin

mMRNA — prijenosnicka ribonukleinska kiselina (engl. messenger ribonucleic acid)
NFkB — transkripcijski ¢imbenik (engl. nuclear factor Kappa B)

nm23-H1 — tumorosupresorski gen u ljudi (engl. nonmetastatic gene)

RET — protoonkogen kodira receptor tirozin kinaze (engl. rearranged during transfection
protooncogene)

RET/PTC — protoonkogen RET u papilarnom karcinomu $&titne Zlijezde ( PTC od engl.
papillary thyroid carcinoma), tipovi 1,21 3

Th chr — limfocitni tireoiditis

TNFa — ¢imbenik tumorske nekroze a (engl. tumor necrosis factor)

TRK — onkogen kodira receptor tirozin kinaze (engl. tropomyosin-receptor kinase)
TSH — tireotropni hormon (engl. thyroid-stimulating hormone)
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T4 — tiroksin

VEGF - vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (engl. vascular endothelial growth factor)



1. UVOD

1.1. ANATOMIJA STITNJACE

Stitnjada (lat. glandula thyreoidea) je neparna Zlijezda s unutrasnjim izlugivanjem
smjestena u donjem dijelu vrata, ispred dusnika. Teska je 20-40 grama. Sastoji se od
desnog i lijevog lateralnog reznja (lat. lobus dexter et sinister) koje povezuje sredisnji
suzeni dio (lat. isthmus glandulae thyreoideae) Sto Zlijezdi daje oblik slova H.
RezZnjevi su individualno razli¢ito veliki. PovrSina StitnjaCe je neravna i izbrazdana
brojnim arterijskim i venskim zljebovima. Medijalne povrSine lateralnih reznjeva
oblikuju duboki Zlijeb u kojem se nalaze dusnik i jednjak.(1)

Sredisnji, suZeni dio StitnjaCe nalazi se neposredno ispred dusnika, u visini 2. do
3. trahealne hrskavice, dok medijalna strana lateralnih reZnjeva pokriva pocetni dio
dusnika. Polozaj istmusa znatno varira, a moze biti i nerazvijen pa su u tom slucaju
lateralni reznjevi odvojeni. Na lateralnim se reznjevima razlikuju medijalna, straznja i
lateralna povrSina. Medijalna povrSina obuhvaca lateralnu stranu gornjeg dijela
dusnika i u gornjem dijelu doseze do krikoidne hrskavice grkljana. Straznja povrSina
je zaobljeni proSireni dio reznja koji se nalazi na prijelazu medijalne i lateralne
povrSine te u gornjem dijelu seZe do hipofarinksa. U tom se dijelu straznje povrsine
nalaze dostitne Zlijezde, povratni grkljanski zivac (medijalno) i Zilno-ziv€ani snop

Stitnjadu obavijaju dvije ovojnice, unutarnja i vanjska. Vanjska je ovojnica dio
srednjeg lista vratne fascije. Unutarnja je ovojnica gradena od vezivnog tkiva od
kojeg se odvajaju tanki vezivni traCci koji pregraduju tkivo Zlijezde. Izmedu vanjske i
unutarnje ovojnice nalaze se dostitne Zlijezde. (1)

Stitnjaca prima arterijsku krv od dvije donje i dvije gornje tireoidne arterije koje su
ogranci arterije subklavije i vanjske karotidne arterije. Vene S§titnjaCe nastaju iz
kapilarne mreze, idu kroz vezivne traCke te probijaju unutarnju i vanjsku ovojnicu i
skupljaju se u gornje, srednje i donje tireoidne vene koje se ulijevaju u facijalnu venu
ili unutarnju jugularnu venu. (2)

Unutrasnji splet limfnih Zila zapocinje u interfolikularnom prostoru i u limfati¢nim
prostorima oko acinusa. Spajanjem nastaju vodovi kojima limfa otiCe u dva smjera.
Gornjim medijalnim smjerom limfa odlazi u prelaringealne i infrahioidne cvorove,

odnosno, u gornje duboke vratne Cvorove, a lateralnim smjerom u duboke vratne



¢vorove. Donjim medijalnim smjerom limfa odlazi u pretrahealne i paratrahealne
¢vorove, dok lateralni smjer vodi u supraklavikularne ¢vorove. MoZe postojati i limfni
vod koji je usporedan s tireoglosalnim vodom, a drenira se u submandibularne i
sublingvalne limfne ¢vorove.(1)

Stitnjaca je inervirana simpatickim i parasimpati¢kim Zivcima koje donose povratni
i gornji grkljanski zivac (lat. nervus laryngeus recurrens et nervus laryngeus

superior).(1)

1.2. EMBRIOLOGIJA STITNJACE

Stitnjada se poginje razvijati umnazanjem i izrastanjem endodermalnog epitela u
dnu Zdrijela, na granici izmedu medijalne jeziCne kvrzice i kopule. Na tom Ce se
mjestu kasnije nalaziti slijepi otvor (lat. foramen coecum), a potom i Suplja epitelna
osnova, podijeljena na dva reznja, koja se spusta ispred zdrijelnog crijeva ostajuci
pritom uskim kanalom (lat. ductus thyreoglossus) povezana s jezikom. Taj kanal
tijekom daljnjeg razvoja izgubi lumen te postaje solidan epitelni tracak koji u kasnijem
razvoju redovito iSCezne.

Stitnjada se spusta ispred jeziéne kosti i hrskavice grkljana te u 7. tiednu dosegne
svoj konacni polozaj, ispred dusnika. VeC tada se sastoji od dva lateralna reznja i
srediSnjeg uskog dijela. Krajem treéeg mjeseca intrauterinog razvoja pojavljuju se

prvi folikuli ispunjeni koloidom i Zlijezda pocinje izlu€ivati hormone.(3)

1.3. HISTOLOGIJA STITNJACE

Tkivo StitnjaCe izgraduju folikuli, okrugle strukture oblozene jednoslojnim epitelom
i ispunjene Zelatinoznim homogenim sadrzajem — koloidom. Folikuli su razliCite
veligine, a folikularne stanice mogu biti plogaste, kubiéne ili niske cilindriéne. Zlijezda
je obavijena ovojnicom gradenom od rahlog vezivnog tkiva. Od nje se u parenhim
Zlijezde odvajaju tanki vezivni traCci koji ju pregraduju. Oni se postepeno stanjuju i
dosezu do svih folikula obavijajuéi ih njeznim, neformiranim vezivnim tkivom,

izgradenim pretezno od retikulinskih vlakana. U sklopu vezivnih traaka nalazi se



gusta mreza krvnih i limfnih kapilara koja okruzuje svaki folikul. Endotelne stanice
kapilara su fenestrirane.

Izgled folikula StitnjaCe razliCit je u odnosu na podrucje Zlijezde i njezinu aktivnost.
U istoj Zlijezdi veliki se folikuli, ispunjeni koloidom i oblozeni kubi¢nim ili plo¢astim
epitelom, nalaze uz folikule oblozene cilindri€nim epitelom. Unato€ ovim razlikama,
Zlijezda se smatra manje aktivnom ukoliko dominiraju folikuli obloZeni plo€astim
epitelom. Epitel StitnjaCe leZi na bazalnoj lamini.

Posebna vrsta stanica u stitnjaci jesu parafolikularne ili C-stanice, koje mogu biti
uklju¢ene u folikularni epitel ili Cine odvojene nakupine stanica izmedu folikula. Ove
stanice su nesto vece i svjetlije u odnosu na folikularne stanice. Najizrazitija znacajka
su brojna mala citoplazmatska zrnca koja se vide elektronskim mikroskopom. Sadrze
hormon kalcitonin, Ciji je glavni u€inak smanjenje razine kalcija u krvi.

Stitnjaca je jedina Zlijezda s unutradnjim izlugivanjem u kojoj se pohranjuje velika
koliCina proizvoda sekrecije. Pohranjivanje se obavlja u izvanstaniénom koloidu, a
sam proces proizvodnje i nakupljanja hormona odvija se u Cetiri faze: a) sinteza
tireoglobulina; b) unoSenje jodida iz krvi; c) aktiviranje jodida; d) jodiranje tirozinskih
ostataka. Na poticaj tireotropnim hormonom (TSH), folikularne stanice pinocitozom
unose koloid u citoplazmu u kojoj se koloid stapa s lizosomima. Djelovanjem
lizosomskih proteaza se u citoplazmi oslobadaju tiroksin (T4), trijod-tirozin (T3), dijod-
tirozin (DIT) i monojod-tirozin (MIT). Slobodni T4 i T3 prolaze kroz stani¢nu
membranu i otpustaju se u kapilare, a MIT i DIT se razgraduju na osnovne
sastavnice, jod i tirozin, koji se u folikularnim stanicama ponovno koriste u procesu
proizvodnje hormona.

Po koli¢inskom udjelu, T4 prevladava i €ini 90% hormona Stitnjae u krvi, iako T3
djeluje brze i snaznije. Oba hormona stimuliraju disanje i oksidativnhu fosforilaciju u
mitohondrijima. Vecina ucCinaka posljedica je djelovanja na bazalni metabolizam,
povecanje apsorpcije ugljikohidrata iz crijeva, reguliranje metabolizma lipida i

utjecanja na rast tijela i razvoj ziv€anog sustava.(4)



1.4. POREMECAJI RAZVOJA STITNJACE

Poremecaji razvoja StitnjaCe povezani su s abnormalnim spustanjem fetalne
Zlijezde od slijepog otvora na jeziku do konacnog mjesta na vratu te djelomicnog ili

potpunog nerazvijanja Stitnjace.

1.4.1. Aplazija i hipoplazija stitnjace

Aplazija i hipoplazija su poremecaji koji uklju€uju potpuni ili djelomiéni nedostatak
tkiva StitnjaCe. NajceS¢i su razlog urodenog hipotireoidizma. Bolesnici s Di
Georgeovim sindromom, koji je karakteriziran poremecéenim razvojem treceg i
Cetvrtog Skrznog luka, imaju aplaziju ili hipoplaziju prsne i dostitnih Zlijezda te

parafolikularnih C-stanica Stitnjace.(5)

1.4.2. Ektopic¢no tkivo stitnjace
Tkivo StitnjaCe moze biti izdvojeno od tkiva same Zlijezde, a moze se naci duz
razvojnog puta Zlijezde. NajCeSci oblici ovog poremecaja su: a) jezi€na; b) akcesorna;

c) lateralna aberantna $titnjaca.(6)

1.4.3. Cista duktusa tireoglosusa
Cista duktusa tireoglosusa nastaje nepotpunom involucijom duktusa tireoglosusa i
moze nastati u njegovom bilo kojem dijelu. Naj¢eSée je promjera od 1 do 4 cm,
ispunjena sluzi, a obloZena cilindriCnim respiratornim i metaplasti¢nim plo€astim
epitelom. U stijenci ciste mogu se vidjeti tireoidni folikuli. NajceS¢e komplikacije

uklju€uju infekciju i razvoj karcinoma istovjetnih onima u stitnjaci.(5)



1.5. DIFUZNE PROMJENE STITNJACE

1.5.1. Tireoiditis
1.5.1.1. Akutni tireoiditis

Akutni tireoiditis naj¢eS¢e je izazvan infekcijom. Moze biti udruzen s akutnom
infekcijom gornjeg dijela respiratornog i probavnog sustava, sepsom ili traumom vrata
s otvorenom ranom.(7) Ce$¢e se javlja u neuhranjene djece, onemocalih starijih
osoba i osoba s oslabljenim imunitetom. NajCeS¢i uzro€nici su bakterije, gljivice i
Pneumocystis, dok je virusna infekcija izuzetno rijetka.(8-11)

Morfoloski, glavne promjene akutnog tireoiditisa su infiltrati neutrofilnih
granulocita i nekroza tkiva. Postoje negnojni i gnojni oblici, koji mogu prijeci u
apscese. U sluCajevima ponavljajucih, akutnih gnojnih oblika nerijetko postoji fistula
piriformnog sinusa.(12-14)

LijeCenje se uspjeSno postize upotrebom lijekova, a u sluCajevima apscesa

potrebna je kirurSka drenaza.(12)

1.5.1.2. Granulomatozni tireoiditis

Granulomatozni tireoiditis, poznat i pod nazivima de Quervainov ili subakutni
tireoiditis, najceSce se javlja u zena srednje zivotne dobi sa simptomima bolnog grla,
bolnog gutanja i osjetljivos¢u na dodir u podrucju Stitnjace. Ovi simptomi su Cesto
praceni poviSenom temperaturom i slabosc¢u.(15)

Makroskopski, $titnja¢a je difuzno povecana, ali vrlo esto nesimetriéno. Cvrée je
konzistencije, bez prijenosa upalnog procesa na okolne strukture. Mikroskopski se
vide podru€ja upale s nekazeoznim granulomima gradenim od histiocita i
multinuklearnih orijaskih stanica koje nakupljaju koloid te podrucja fibroze u obliku
mrljastih zariSta. U istoj zlijezdi mogu biti vidljivi razli€iti stadiji bolesti.(16)

Bolest ucestalo slijedi nakon infekcije gornjeg dijela respiratornog i probavnog

sustava, ali etiologija bolesti nije poznata.(9)



1.5.1.3. Ostale granulomatozne upale

Ostale granulomatozne bolesti $titnjae ukljuCuju palpacijski tireoiditis,
tuberkulozu, sarkoidozu, postoperativne nekrotiziraju¢e granulome i, rijetko, infekciju
gljivicama.

Palpacijski tireoiditis je naziv za relativno Cest, kliniCki neznaCajan i makroskopski
neupadljiv proces koji najéeS¢e nastaje kao rezultat malih trauma Zlijezde. One mogu
biti spontane, a ponekad su posljedica grublje palpacije Zlijezde. Mikroskopski se
vide nakupine histiocita, od kojih su neki pjenuSavog izgleda, limfocita i
multinuklearnih orijagkih stanica unutar lumena razbacanih folikula. Zari$no upalni
infiltrat razara folikularni epitel i Siri se u perifolikularno tkivo.(17)

Tuberkuloza Stitnjace, kao primarna klinicka manifestacija, je rijetka. Sekundarno
zahvacanje Zlijezde moguée je u sluCajevima Sirenja infekcije iz vratnih limfnih
¢vorova ili grkljana te u slu¢aju milijarne diseminirane infekcije.(18)

Sarkoidoza moze zahvatiti StitnjaCu, u obliku intersticijskih nekazeoznih
granuloma. Granulomi se rjede nalaze u centrima folikula, u bolesnika sa sistemskom

bolescu.(19) Ponekad se bolest moze manifestirati pojavom solitarnog ¢vora.(20)

1.5.1.4. Autoimuni (limfocitni i Hashimotov) tireoiditis

Smatra se da limfocitni tireoiditis i Hashimotov tireoiditis predstavljaju razliCite
faze ili ispoljavanje autoimunog tireoiditisa odnosno organsko-specificnog imunosno
posredovanog upalnog poremecaja. Njegovo je funkcionalno obiljezje stvaranje
vlastitih protutijela koja mijenjaju funkciju Stitnjace.(21-23)

Mehanizmi koji pokrecu autoimuni tireoiditis humoralne su i stani¢ne prirode.
Cirkuliraju¢a protutijela ukljuCuju ona protiv tireoglobulina i drugih antigena stanica
folikula, osobito tireotropinskin (TSH) receptora.(24) Smatra se da je uzroCni
Cimbenik nastanka autoimunog tireoiditisa specificni defekt u supresorskim
limfocitima T (25). Zasada nije dokazana statistiCki znaCajna povezanost autoimunog
tireoiditisa s HLA-sustavom.(26,27)

Makroskopski se, u vecini slu€ajeva, vidi difuzno povecanje $titnjace. MorfoloSko
glavno obiljezje autoimune bolesti StitnjaCe jest proSirena infiltracija limfocita,
udruzena sa stvaranjem germinativnih centara. Izgled zahvacenih folikula odreduje

kojoj skupini tireoiditis pripada; u Gravesovoj su bolesti (koja ¢e biti opisana kasnije)



folikuli difuzno hiperplasti¢ni, u limfocitnom tireoiditisu su relativno normaini, dok su u

Hashimotovom tireoiditisu obloZeni epitelom koji pokazuje onkocitne promjene.(28)

1.5.1.5. Riedelov tireoiditis

Riedelov tireoiditis, poznat i pod nazivima Riedelova struma, fibrozni tireoiditis i
invazivni tireoiditis, vrlo je rijedak poremecaj koji se javlja u odraslih i starijih
bolesnika, nesto ¢eS¢e u Zzena.(29)

Klinicki se javlja kao povecanje StitnjaCe, ¢esto udruzeno s oteZanim disanjem.
Zlijezda je izrazito &vrsta i &esto vezana za meko tkivo vrata u obliku Zeljeznog
ovratnika. Mogu¢ je pritisak na dusnik tako da se mozZe zamijeniti s karcinomom.
Histoloski, Zlijezda je prozeta hijaliniziranim vezivnim tkivom koje se Siri i zahvaca
okolne strukture. Upala je vidljiva u obliku nakupina mononuklearnih upalnih stanica,
pretezno limfocita i plazma-stanica, koje se mogu vidjeti i u stijenkama vena srednjeg
promjera.(28)

Ova je bolest razvrstana u skupinu idiopatskih poremecaja, poznatih kao upalna
fibroskleroza. Moze se pojavljivati zajedno s medijastinalnom ili retroperitonealnom

fibrozom, skleroziraju¢im kolangitisom ili upalnim pseudotumorom orbite.(30)

1.5.2. Hiperplazija stitnjace
1.5.2.1. Dishormogenetska gusa

Dishormogenetska guSa nastaje kao rezultat enzimskog poremecaja u sintezi
hormona. Ovo ukljuCuje odsutnost odgovora na TSH, te poremecaje: a) prijenosa,
organifikacije i vezanja joda; b) sinteze i sekrecije tireoglobulina; c) dejodiranja i
prijenosa hormona $titnjace i ostalo.(31)

Makroskopski, S$titnjaCa je povecana i multinodozna, a histoloski se vide
hipercelularni ¢vorovi raznolike grade s najceSCe, solidnim ili mikropapilarnim
oblicima, uz fibrozu. Fibroza rezultira nepravilnostima, osobito na rubovima ¢vorova,
Sto moZe nalikovati invaziji ¢ahure. Ostali Cesti nalazi uklju€uju znacajnu atipiju

jezgara, minimalne koli¢ine koloida i pojavu mitotske aktivnosti.(28)



1.5.2.2. Gravesova bolest

Gravesova bolest, poznata i pod nazivima Basedowljeva bolest, tireotoksikoza,
difuzna toksi¢na gusa i egzoftalmi¢na gusa, najceSce se javlja u Zena mlade zivotne
dobi. Karakterizirana je slaboS¢u miSi¢a, gubitkom tezZine, egzoftalmusom,
razdrazenoSc¢u, tahikardijom i, vrlo Cesto, poveéanim apetitom. Razina hormona
stitnjaCe je poviSena, dok je vrijednost tireotropnog hormona snizena.

Makroskopski je zlijezda blago do srednje jako, simetricno povecana, na prerezu
mesnata i crvenkasta, konzistencije poput gusSterace. HistoloSki se vide izrazito
hiperplasti¢ni folikuli s naglaSsenim papilarnim izbo€enjima koja mogu uzrokovati
zamjenu s papilarnim karcinomom. Folikularni epitel je cilindriCan s bazalno
smjestenim normokromatskim i hiperkromatskim jezgrama. Citoplazme su svijetle,
katkad mikrovakuolizirane, a mogu sadrzavati mast i glikogen ili izgledati oksifilno.
Koloid je blijed i fino vakuoliziran, s jasno izrazenim nazubljenjima na mjestima uz

epitel. U stromi se mogu vidjeti nakupine limfocita s germinativnim centrima.(28)

1.5.2.3. Nodularna hiperplazija

Nodularna hiperplazija stitnjaCe, poznata i pod nazivima nodozna ili multinodozna
guSa, adenomatoidna gusa i adenomatoidna hiperplazija, najceS¢a je bolest
StitnjaCe. Poznata je kao endemska gusa, bolest koja nastaje zbog niskog unosa
joda u hrani, a moze biti sprijeCena jodiranjem soli. Nedostatak stvaranja hormona
StitnjaCe uzrokovan nedostatkom joda dovodi do pojaCanog izlu€ivanja tireotropnog
hormona koji, u poc€etku, stimulira $titnjacu, a nakon dugog vremena dovodi do
njezinog ,iscrpljivanja“ i kasnije atrofije folikula s obilnim odlaganjem koloida, sa
¢vorovima ili bez njih.

Makroskopski je Zlijezda asimetricno poveéana i iskrivlienog oblika, napete
Cahure. Na popre¢nom rezu vide se razli€ito veliki Evorovi koji mogu, ali i ne moraju,
biti obavijeni Cahurom. Sekundarne promjene u obliku krvarenja, kalcifikacija i
cisticnih degeneracija su Ceste. HistoloSki se vide raznolike slike koje ukljuuju
razliCito velike folikule obloZene epitelom koji moze biti izrazito stanjen ali i
hiperplasti¢an; moze izgledati oksifiino. U pojedinim folikulima mogu se vidjeti
nakupine malih aktivnih stanica smjestenih na jednom polu te papilarni produljci

okrenuti u lumen cistiCnih folikula Sto moze dovesti do zamjene s papilarnim



karcinomom. Prsnuce folikula izaziva granulomsku reakciju koloida, s pojavom

histiocita i orijaskih stanica tipa stranog tijela.(28)

1.6. TUMORI STITNJACE

Vecina tumora u Stitnjaci je primarna, epitelnog podrijetla. Ovi tumori su prema
ponasanju dobroc¢udni ili zlocudni, a prema podrijetlu se dijele na tumore podrijetla:
a) stanica folikula; b) C-stanica; i c) tumore koji pokazuju diferencijaciju obiju skupina
stanica. U viSe od 95% slu€ajeva su tumori Stitnjace podrijetla folikularnog epitela.

Najcesci dobrocudni tumor stitnjaCe je folikularni adenom, a od zlocudnih tumora,
koji u razvijenim zemljama €ine 1% svih zlo¢udnih tumora, naj¢eS¢i je papilarni
karcinom (70-80%), a slijede ga folikularni karcinom (10-15%), medularni karcinom
(5-10%) i anaplasti¢ni karcinom (<5%). Svi tumori StitnjaCe ucestaliji su u Zena, a
prikazuju se kao bezbolni ¢vor u Zlijezdi koji je u slucaju zlo¢udnih tumora tipicno

»hladan® pri scintigrafskom snimanju radioaktivnim jodom.(28, 32)

1.6.1. Folikularni adenom

Folikularni adenom je dobrocudni tumor StitnjaCe folikularne grade, obavijen
vezivnom Cahurom. NajceSc¢a je novotvorina StitnjaCe koju je tesSko razlikovati od
dominantnog ¢vora, u slu¢aju nodozne hiperplazije.

Adenom je najCeSce jedan, potpuno okruzen Cahurom i ne nalikuje okolnom
parenhimu stitnjaCe; najéesce je graden od manijih folikula u odnosu na zdravo tkivo
Zlijezde, koje opisani ¢vor potiskuje. Adenomi mogu pokazivati razli€ite histoloSke
slike, pojedinacne ili u kombinaciji. Stoga razlikujemo normofolikularne (jednostavne),
makrofolikularne  (koloidne), mikrofolikularne (fetalne) i trabekularne/solidne
(embrionalne). MorfoloSke razlike mogu biti upadljive, ali je bioloSko ponasanje uvijek
dobroc¢udno. Mitotska aktivnost je niska, a sekundarne degenerativhe promjene
(krvarenje, edem, fibroza, kalcifikacije, stvaranje kosti i cisticne degeneracije) su
Ceste.(28)



1.6.2. Papilarni karcinom

Papilarni karcinom S§titnjaCe je tumor podrijetla folikularnog epitela. Moze se
pojaviti u bilo kojoj zivotnoj dobi, no najcesc¢i je izmedu 20. i 50. godine zivota, tri do
Cetiri puta ucestaliji u Zena. Etiologija nastanka papilarnog karcinoma Stitnjae nije u
potpunosti razjasnjena, ali se povezuje s izlozeno$c¢u zracenju.

KliniCki se ovaj tumor prikazuje kao bezbolni ¢vor u Stitnjaci, a ponekad se ocituje
povec¢anjem vratnih limfnih ¢&vorova bez opipljivog ¢€vora u samoj Zlijezdi.
Makroskopski se u vecini sluCajeva radi o solidnoj, bjelkasto-sivoj tumorskoj masi
koja je samo prividno ostro ograni¢ena od okolnog tkiva, uz ponekad prisutne cisti¢ne
promjene i zariSna ovapnjenja. U okolnom se parenhimu Cesto nalaze i multipla
Zarista tkiva tumora koja su u vecine oboljelih samo mikroskopski vidljiva. U
uznapredovalim slu¢ajevima tumor probija Cahuru Zlijezde i Siri se u okolne strukture.

HistoloSki, tumor je graden od razgranatih resica koje su gradene od
fibrovaskularne strome i na povrsini prekrivene jednorednim ili viSerednim kubi¢nim
do cilindri€nim stanicama karakteristicnog izgleda jezgara. Kromatin je fino rasprsen,
izgleda ,mlije€nog stakla“, a u jezgri se nalaze inkluzije koje oznacuju invaginaciju
citoplazme, koja je oskudnija u odnosu na normalne folikularne stanice pa se vidi
preklapanje jezgara susjednih stanica. PloCasta metaplazija je ucCestala, kao i
kalcisferiti (,psamomska tjeleSca“), koji mogu biti prisutni uz stanice tumora, ili u
njegovoj stromi. Stroma tumora moze biti proSirena umnozenim vezivnim tkivom i
infiltrirana limfocitima, uz mjestimi¢no stvaranje limfaticnih folikula. (32)

Papilarni karcinom StitnjaCe je sklon Sirenju unutar same Zlijezde, u obliku malih
Zarista, kao i lokalno invaziji vena i metastaziranju u regionalne limfne &vorove.
Prognoza u pojedina¢nim slu¢ajevima ovisi o dobi, spolu te o veli€ini i diferenciranosti
tumora, invaziji u okolne strukture, prisustvu metastaza u regionalne limfne ¢vorove i
udaljenim metastazama. lIzljeCenje se moze postici u viSe od 90% operiranih
bolesnika.(32-36)
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1.6.2.1. Histoloski podtipovi papilarnog karcinoma

S obzirom na histoloSku sliku tumora, uz njegov klasi¢ni podtip, postoji viSe
podtipova papilarnog karcinoma. NajCesc¢i su folikularni, makrofolikularni, onkocitni,
svijetlih stanica, visokih stanica (,tall cell”), difuzno-skleroziraju¢i i solidni podtip.
Navedeni podtipovi se od klasi¢nog podtipa razlikuju histoloSkom gradom ili izgledom
citoplazmi stanica tumora, dok je za sve podtipove karakteristiCan jednak izgled
jezgara. Od navedenih podtipova, difuzno-sklerozirajuéi podtip i podtip visokih
stanica ¢eSc¢e se agresivnije ponasaju.

Poseban oblik papilarnog karcinoma je papilarni mikrokarcinom, odnosno
karcinom koji se slu€ajno otkrije, a promjer mu je maniji ili jednak jednom centimetru.
HistoloSki, ovaj tumor ima karakteristicnu sliku papilarnog karcinoma, a naj¢esce je
smjesten uz Cahuru StitnjaCe, te neostro ograniCen, s izrazenom sklerozacijom
strome. U djece ovaj tumor moZze biti puno agresivnijeg tijeka, dok se u odraslih

rijetko oCituje metastazama u limfne ¢vorove vrata.(32)

1.6.3. Folikularni karcinom

Folikularni karcinom je tumor podrijetla folikularnog epitela koji histoloSki ne
pokazuje promjene jezgara karakteristiCne za papilarni karcinom. U€estao je u petom
desetlje€u Zivota, a etioloski se povezuje s nedostatnim unosom joda i povecanoj
izloZenosti radioaktivnom zracenju.

Klinicki se najCeSce prezentira kao bezbolni &vor u S§titnjaCi. Ucestalost
metastaziranja u istostrane limfne Cvorove vrata nalazi se u manje od 5% bolesnika,
dok su udaljene metastaze prisutne u 20% oboljelih, najéesc¢e u plucéa i kosti.

Makroskopski je naj¢e$¢e oCahuren, okrugao do ovalan, Zu¢kasto-sive do smede
boje. UobiCajeno je veceg promjera od jedan centimetar, povrSine koja se na prerezu
izdiZe iznad rezne plohe. HistoloSka slika je raznolika: od jasno formiranih folikula
ispunjenih koloidom do solidnog i trabekularnog nacina rasta. Za postavljanje
dijagnoze neophodno je odrediti invadiranost ¢ahure tumora, odnosno krvnih Zila u
Cahuri ili izvan tumora. S obzirom na izrazenost invazije navedenih struktura razlikuju
se minimalno i Siroko invazivni oblik. Minimalno invazivni tumor prodire u ¢ahuru
tumora i/ili manje od 4 krvne Zile unutar ¢ahure ili u okolnom tkivu Zlijezde, a Siroko

invazivni tumor probija ¢ahuru tumora i prodire u okolno tkivo Zlijezde i/ili zahvaca 4 ili
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vise krvnih zila u cCahuri ili okolnom tkivu Zlijezde. Prema histoloSkom izgledu
tumorskih stanica razlikuju se, uz klasi¢ni podtip, i onkocitni podtip (oksifilni, Hurtle
cell) i podtip svijetlih stanica.(28,32)

Prognoza ovisi o izrazenosti invazije: smrtnost bolesnika u skupini s minimalno

invazivnim oblikom iznosi 3-5%, a u skupini sa Siroko invazivnim 50%.(32)

1.6.4. Medularni karcinom

Medularni karcinom je tumor podrijetla C-stanica Stitnjace. Priblizno 25%
medularnih karcinoma pripada nasljednom obliku tumora s mutacijom protoonkogena
RET. Sporadi¢ni oblik tumora ucestao je u petom desetljeéu Zivota.

KliniCki se najcesc¢e prikazuje kao bezbolan ¢vor, a u trenutku dijagnosticiranja
priblizno 50% bolesnika ima metastaze u limfnim ¢&vorovima, dok se udaljene
metastaze nalaze u priblizno 15% bolesnika. Makroskopski se najé¢es¢e radi o ostro
ogranicenoj, neoCahurenoj tvorbi bijelo-sive do ZucCkaste boje. HistoloSki, tumor je
graden od traCaka, gnijezda ili trabekula poligonalnih, okruglih ili vretenastih stanica
izmedu kojih se vide razliCito Siroki tracci fibrovaskularne strome i nakupina amiloida.
Stanice sintetiziraju kalcitonin.

Prezivljenje bolesnika s opisanim tumorom ovisi o dobi, spolu, lokalnoj invaziji i

udaljenim metastazama, a 5-godisnje prezivljenje je priblizno 80%.(32)

1.6.5. Anaplasti€ni karcinom

Anaplasti¢ni karcinom je izrazito zloCudan tumor stitnjace koji se naj¢esc¢e javlja u
starijoj zivotnoj dobi.

Klinicki se ocCituje kao brzo rastuéa tvorba povezana s promukloscu,
poremecajima gutanja, paralizom glasa, bolovima u vratu i otezanim disanjem.
Prilikom dijagnosticiranja, Cesto je prisutna lokalna invazija u anatomski bliske
strukture, a metastaze u regionalnim limfnim &vorovima su prisutne u vise od 40%
bolesnika. | udaljene se metastaze nalaze u priblizno 40% bolesnika. Makroskopski
se naj¢esS¢e radi o vecoj bjelkasto-smeckastoj tvorbi infiltrativnog rasta u samoj

Zlijezdi i prema okolnim strukturama, unutar koje se vide podru€ja nekroze i
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krvarenja. Histoloski je tumor graden od nakupina vretenastih, pleomorfnih orijaskih i
epiteloidnih stanica.
Prognoza bolesnika s opisanim tumorom ovisi o veli€ini tumora i zahvacenosti

okolnih struktura, a medijan prezivljenja iznosi 2,5 do 6 mjeseci.(32)

1.7. MOLEKULARNA OSNOVA TUMORA

Zlo¢udna preobrazba predstavlja sloZen slijed dogadaja koji nastaju u zdravoj
stanici i za posljedicu imaju nakupljanje razli€itih molekularnih promjena koje se
prenose na stanice-kceri. U konacnici je osnovna znaCajka neoplastiCne stanice
njezino izbjegavanje fizioloSkim regulatornim mehanizmima rasta i dijeljenja
(autonomnost) Sto za poslijedicu ima besmrtnost — odnosno, neograni¢enu
mogucnost dijeljenja. U zlocudno promijenjenoj stanici su najceSce promjene u
genima koji pripadaju jednoj od Cetiri velike skupine: onkogeni, tumor supresorski
geni, geni koji sudjeluju u apoptozi i geni koji sudjeluju u popravku molekule
DNA.(37)

Onkogeni su aktivirani (amplifikacijom, rearanZmanom, insercijom dijela genoma
virusa ili mutacijom) oblici normalnih stani¢nih gena - protoonkogena. Otkriveni su
kao dijelovi genoma onkogenih virusa, a kasnije je dokazano da su aktivirani u
stanicama tumora ljudi i Zivotinja. U zdravim stanicama, proteini koji nastaju
aktiviranjem protoonkogena sudjeluju u fizioloSkoj regulaciji stani¢nog rasta i diobe i
razvrstani su u nekoliko skupina: a) ¢imbenici rasta i njihovi receptori; b) signalne
molekule; c) proteini koji se vezu za molekulu DNA; d) regulatori mitotickog ciklusa.
Strukturne promjene protoonkogena ili abnormalni uvjeti u kojima se protoonkogen
nalazi mogu rezultirati nastankom onkogena. Na razini poremecaja funkcioniranja
stanice, svojstva odredena onkogenima su dominantna svojstva.(37)

Prigu8ivaci, koc¢ni€ari raka ili tumor supresorski geni imaju aktivhost koja je
suprotna aktivnosti onkogena te se zbog toga nazivaju i antionkogenima. Gubitak
funkcije tumor supresorskog gena najCesce je posljedica delecije jednog alela (5to se
vrlo Cesto otkriva metodama koje se temelje na dokazivanju gubitka heterozigotnosti)
koju prati mutacija u preostalom alelu. Ovaj se fenomen naziva Knudsenova hipoteza
o dva hica.(37,38)
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Apoptoza je oblik smrti stanice u kojem se aktivira endogeni genski program
njezinog vlastitog samounistenja. Naziva se i ,programirana smrt stanice®. lzuzetno je
vazna tijekom nekih razvojnih procesa, ali i u postupcima ,odstranjvanja“ stanica u
kojima je genski materijal oSte¢en, odnosno onih stanica u kojima, na razini
DNA/RNA/proteina postoje ,greske“. Apoptoza je slozen, stupnjeviti proces koji mogu
otpoceti razli€iti endogeni signali iz jezgre i/ili citoplazme, ali i egzogeni podrazaji koji
djeluju na stani€nu membranu. U potonjem se slu€aju, pocetni signali pojacavaju u
citoplazmi, Sto zahtijeva slozenu interakciju enzima-kaspaza, ali i velikog broja pro-
apoptoti¢nih i anti-apoptoti¢nih proteina.(37)

S obzirom na to da je molekula DNA stalno izlozena djelovanju raznih
potencijalno toksi¢nih kemikalija, radikala kisika i S$tetnih fizikalnih utjecaja,
mogucnost nastanka oste¢enja DNA je stalno prisutna. U cilju zaStite integriteta
genskog materijala koji se diobom treba prenijeti u stanicu-kCer, popravljanje
oStecene molekule DNA prije samog dijeljenja stanice je iznimno vazno. Za
popravljanje oste¢ene DNA odgovorni su specificni proteinski produkti, najceSce
enzimi, ali (posredno) i proteini koji sudjeluju u rekombinaciji molekule DNA. Ukoliko
postoji smanjenje i/ili oste¢enje funkcije ovih proteina, oste¢ena se DNA prenosi u

stanicu-kcer. Ovo je jedan od nacina na koji otpoc€inje zlocudna preobrazba.(37)

1.7.1.Genske promjene stanica papilarnog karcinoma

NajCeSCe genske promjene u papilarnom karcinomu vezane su uz
kromosomsku preuredbu gena za receptore tirozin kinaza, RET i TRK. Tirozin kinaze
su skupina receptora na povrSini stanice koji imaju kinaznu aktivnost.
Medudjelovanjem s brojnim Cimbenicima rasta iz seruma sudjeluju u stani€nom
odgovoru koji za posljedicu ima rast i/ili diobu stanice. Preuredba kojom je zahvacen
gen za tirozin kinazu TRK javlja se u priblizno 10% ovih karcinoma. Preuredenje
gena za tirozin kinazu RET, RET/PTC onkogen, nalazi se, prema razli€itim studijama,
u razliCitog broja bolesnika s papilarnim karcinomom (0-80%). Srednja vrijednost
pojavnosti je 20-30% u odraslih bolesnika. UCestalost je ve¢a u mladih bolesnika (45-
60%) kao i u bolesnika izloZzenih terapijskom zracenju (50-80%). Do danas je
otkriveno 12 tipova kimericnog gena RET/PTC, a najuCestaliji su RET/PTC1 i
RET/PTC3 koji nastaju paracentricnom inverziiom na kromosomu 10. Kimera
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RET/PTC2 i svi drugi kimeri¢ni oblici ¢ine manje od 5% svih preuredbi i nastaju
translokacijom na druge kromosome.(32, 39)

lzraZenost jednog ili viSe Clanova obitelji RET/PTC, prema nekim studijama,
postoji u vecini papilarnih karcinoma StitnjaCe, posebno u ranom stadiju zlo¢udne
preobrazbe. lzrazeniji je u okultnim karcinomima i mikrokarcinomima, u odnosu na
slabo diferencirane karcinome. Ovo dovodi do zaklju¢ka da RET/PTC onkogen
sudjeluje u ranoj fazi neoplastiCne transformacije Stitnjae.(40-43) Prema nekim
studijama, izrazenost RET/PTC ceSc¢a je u bolesnika s papilarnim karcinomom
StitnjaCe udruzenim s autoimunim tireoiditisom.(43-45) Njegova je izraZzenost
dokazana i u bolesnika s autoimunim tireoiditisom, koji nisu imali dokazan tumor
Stitnjace.(44-47)

Tireociti i fibroblasti s izrazenim RET/PTC3 sintetiziraju upalne citokine in vitro i
pozitivno utje€u na signalnu infiltraciju limfocita in vivo. Dodatno, u uvjetima in vitro,
potiCu transkripciju mijeloidnih medijatora upale.(48) Studija na netransgeni¢nim i
transgenicnim miSevima pokazala je da RET/PTC3 tireociti, za razliku od TRK-T1
tireocita, aktivacijom signalnog puta NF-kB sintetiziraju upalne medijatore kao sto su
IL1a, IL1B, IL6 i TNFa te enzim ciklooksigenaza 2. (49)

Unutar skupina razliCitih histoloskih podtipova tumora RET/PTC1 je ucestaliji u
klasicnom podtipu kao i u mikrokarcinomu, dok je RET/PTC3 ceS¢i u solidnom
podtipu i podtipu visokih stanica.(32)

Istrazivanja provedena na papilarnim karcinomima s i bez metastaza pokazala su
da tumori s metastazama imaju gubitak tumor supresorskog gena p27 ili pojacanu
aktivnost ciklina D1.(50,51) Gen za ciklin D1 je smjeSten na 11. kromosomu. Kodira
nastanak proteina koji s ciklin ovisnim kinazama 4 i 6 tvori kompleks koji fosforilira i
inaktivira tumor supresorski protein retinoblastoma (Rb) i omogucuje prelazak
stanicnog ciklusa iz G1 u S-fazu. Tumor supresorski gen p27 nalazi se na
kromosomu 12 i kodira protein koji sprije€ava u€inak opisanog kompleksa.(52) Ovi su
geni/proteini/mehanizmi prisutni i u skupini karcinoma manjih ili jednakih jednom
centimetru, podijeljenim na one koji nemaju i one koji imaju metastaze.(51) Na
temelju prikazanih rezultata zakljuCeno je da je bioloSka osnova papilarnog
karcinoma koji nije metastazirao drugacija od bioloSke osnove papilarnog karcinoma
koji se ocCituje metastazama u limfne Cvorove, a ovo se odnosi i na papilarne

karcinome u promjeru manje ili jednake jednom centimetru.(32)
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1.7.1.1. COX-2 i papilarni karcinom

Ciklooksigenaze (COX) su kljuéni enzimi u pretvorbi arahidonske kiseline u
prostaglandine. Dva proteina COX, COX-1 i COX-2, kodirani su razli¢itim genima,
smjestenim na kromosomima 9 (9932-933.3) i 1 (1925.2-q25.3). Protein COX-1 je
konstitutivno izraZen u vecini tkiva u kojima poti€e stvaranje prostaglandina potrebnih
za odrzavanje homeostaze.(53,54) Protein COX-2 je izrazen nakon poticanja
mitogenom, a izrazito je izrazen na mjestima upale, kao i u razliCitim vrstama
karcinoma (debelo crijevo, Zeludac, jednjak, gusteraca, pluéa, dojka, prostata, vrat
maternice, mokraéni mjehur, glava i vrat, melanom i gliom).(55-66) Jaka izrazenost
COX-2 korelira s loSijom prognozom u bolesnika s razli€itim vrstama karcinoma(64-
68), a ciljana inhibicija COX-2 dovodi do supresije rasta tumora.(70-75)

Izrazenost COX-2 je povecana u tkivu tumora prostate tijekom proliferacije in vivo
i in vitro (76), a COX-2 inhibitori potiskuju proliferaciju i poti€u apoptozu u tkivu
tumora prostate in vitro (77). PoviSena razina COX-2 u razli¢itim vrstama zlo¢udnih
tumora povezana je s poviSenom razinom vaskularnog endotelnog Cimbenika rasta
(VEGF) sto se povezuje s pojatanom angiogenezom(78). Dodatno, poviSena razina
COX-2 dokazana je u zlo¢udnim tumorima vrata maternice i dojke bolesnica koje su
imale metastaze u limfnim ¢vorovima.(79,80)

Razina izrazenosti COX-2 ovisi o vrsti karcinoma S§titnjace.(81-86) Njegova
najvisa izrazenost nadena je u papilarnom karcinomu, dok je izraZzenost znacajno
niza u anaplastichnom i folikularnom karcinomu.(85) U bolesnika oboljelih od
papilarnog karcinoma, zna€ajno je smanjena u bolesnika starije Zivotne dobi s vec¢im
tumorom uznapredovalog stadija, sa satelitskim tumorima. Njegov visok izrazaj
postoji i u bolesnika s tumorom solidnog, trabekularnog ili sciroznog nacina rasta.(85)
U skladu s tim, aktivacija COX-2 se povezuje s ranom fazom nastanka karcinoma
Stitnjace.(83,85)

Medutim, neka istraZivanja provedena u bolesnika koji su bili podijeljeni u skupine
po zivotnoj dobi, pokazala su povecanu izrazenost COX-2 u starijim dobnim
skupinama Sto bi moglo biti objasSnjenje za agresivnije ponaSanje ovog karcinoma u
bolesnika starije Zivotne dobi.(82,87) COX-2 je slabije izraZen u folikularnoj podvrsti
papilarnog karcinoma stitnjaCe.(88) Povecana izrazenost COX-2 pronadena je, osim
u bolesnika s papilarnim karcinomom, i u bolesnika s novotvorinama onkocitnih

stanica (Hurtle cell adenom i Hurtle cell karcinom)(89), a vrlo slaba izraZzenost postoji
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u dobro¢udnim promjenama stitnjace (folikularni adenom i Hashimotov tireoiditis).(83-
86) S druge strane, u tri istraZivanja koja su provedena na relativno malom uzorku
papilarnih karcinoma (ukupan broj manji od 50) izrazenost COX-2 u papilarnom
karcinomu je prisutna, ali se ne nalazi statistiCki znaCajna razlika izrazenosti u
odnosu na normalno tkivo stitnjace (90), odnosno, u odnosu na benigne promjene u
Stitnjaci.(91,92)

1.7.1.2. nm23-H1 i papilarni karcinom

Geni, Ciji se proteinski produkti smatraju supresorima metastaziranja, klju¢ni su u
kontroli metastatskog potencijala razli€itih karcinoma. U ovoj se skupini gena nalazi
obitelj gena nm23.(93) Postoji nekoliko oblika gena nm23. Prvi je otkriven u
stanicama melanoma i karcinoma dojke u miSa i nazvan je nm23-M1.(94) U tkivu
Covjeka je prvi €lan obitelji nm23 otkriven u fibroblastima i nazvan je nm23-H1
(17921.3). Pokazano je da je razina mRNA nm23-H1 smanjena u stanicama tumora
visokog metastatskog potencijala.(91) Smatra se da djeluje kao tumor supresorski
gen u mnogim tumorima.(96,97)

Smanjena izrazenost nm23 je statisticki znaCajno povezana s agresivnijim
ponasanjem melanoma te karcinoma Zeluca, debelog crijeva i dojke.(98-101)
Suprotno tome, visoka izrazenost nm23-H1 nalazi se u uznapredovalim stadijima
karcinoma Stitnjace (102,103), a povezana je i sa znaCajno smanjenim preZzivljenjem
bolesnika s neuroblastomom i osteosarkomom. (104,105) U bolesnika s ploastim
karcinomom jednjaka nije dokazana povezanost izrazenosti nm23 i sklonosti
metastaziranju.(106) Prema nekim istrazivanjima na papilarnom i folikularnom
karcinomu, nm23-H1 nije statistiCki znaCajno razliCito ispoljen u bolesnika sa ili bez
metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima.(107) Dodatno, ove studije ne ukazuju na
povezanost izmedu izrazenosti nm23-H1 i bioloSkog ponaSanja karcinoma
Stitnjace.(108,109) Obrnuta povezanost izrazenosti nm23-H1 i metastaziranja

pronadena je u bolesnika s folikularnim karcinomom S§titnjace.(110)
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1.7.1.3. COX-2 i nm23-H1

Povezanost nm23-H1 i COX-2 pokazana je u stanicama inficiranim Epstein-Barr
virusom (EBV) in vitro, u kojima je infekcija potaknula ispoljavanje nm23-H1 koji je
potaknuo aktivaciju transkripcije COX-2 pomodu transkripcijskin ¢imbenika (NFkB i
CREB).(111) Istrazivanje provedeno na modelu karcinoma debelog crijeva pokazalo
je jacu izrazenost nm23-H1 i COX-2 u skupini bolesnika s tumorima nizeg stupnja
diferencijacije, u slabije uznapredovalim stadijima bolesti. Smanjena ispoljenost ova
dva proteina dokazana je u tumorima s udaljenim metastazama.(112) Medutim,
istraZivanje provedeno na tkivu ploastog karcinoma jednjaka pokazalo je da je
izrazenost COX-2 prisutna u skupini tumora s loSijim prognosti¢kim parametrima, za

razliku od nm23-H1 Cija je izrazenost bila zna€ajno manja u navedenoj skupini.(113)
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2. HIPOTEZA

U skupini bolesnika s papilarnim karcinomom StitnjaCe, kao i u bolesnika s
papilarnim  mikrokarcinomom S§titnjale, prisutnost enzima COX-2 i tumor
supresorskog proteina nm23-H1 izdvojit ¢e manju skupinu bolesnika s bioloSki

agresivnijim primarnim tumorom, u vrijeme postavljanja dijagnoze.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Oboljeli od papilarnog karcinoma SstitnjaCe imaju dobru prognozu s vrlo visokim
postotkom prezZivljenja. Medutim, postoji maniji broj bolesnika u kojih se ovaj tumor
ponasa agresivno. U cilju otkrivanja ove manje skupine bolesnika istraZzene su razlike
vezane uz dob i spol bolesnika, veli€inu i histoloSki podtip tumora, prisutnost Sirenja
tumora unutar Zlijezde i prisutnosti metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima.

Stoga su ciljevi ovog istrazivanja:

- u grupi od 130 bolesnika oboljelih od papilarnog karcinoma izdvojiti podatke o

spolu, dobi i veli€ini tumora u trenutku postavljanja dijagnoze

- na histoloSkim rezovima bojenim hemalaun eozin (H.E.) odrediti:

A) histoloSki podtip tumora
B) prisutnost limfocitnog upalnog infiltrata
C) prisutnost Sirenja tumora unutar Zlijezde
D) prisutnost dodatnih dobro¢udnih promjena u $titnjaci
E) prisutnost metastaza u limfnim ¢vorovima
- na dva dodatna reza primarnog tumora, odrediti razinu proteina nm23-H1 i
COX-2, koristenjem monoklonskih protutijela, metodom imunohistokemije
- korelirati podatke o izrazenosti proteina nm23-H1 i COX-2 s podacima o dobi,

spolu, veli€ini tumora i prije navedenim parametrima, A-E.
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4. BOLESNICI I METODE

4.1. BOLESNICI

U istrazivanje je bilo uklju¢eno 130 bolesnika s papilarnim karcinomom §titnjace,
operiranin u Klinici za tumore u Zagrebu u razdoblju od 2000-2008. godine.
Analizirani su arhivirani uzorci biopsija tumora koji su dobiveni prilikom operacijskog
zahvata, a istrazivanje je u cijelosti provedeno u Zavodu za patologiju Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu. 1z baze podataka Klinike za tumore u Zagrebu

koristili su se kliniCki podaci.

4.2. METODE

Materijal je obraden standardnom patohistoloSkom metodom Sto ukljuCuje
fiksaciju tkiva u 10% puferiranom formalinu i uklapanje u parafinske blokove, rezanje
na debljinu od 5 uym, deparafiniranje i bojenje standardnom metodom hemalaun
eozin (H.E.). Na tako dobivenim rezovima odredeno je: A) histoloSki podtip tumora;
B) prisutnost limfocitnog upalnog infiltrata koji je izrazen kao prisutan (+) ili odsutan
(-); C) prisutnost Sirenja tumora unutar S§titnjae te D) prisutnost dodatnih
dobrocudnih promjena u tkivu $titnjaCe (nodozna guSa, Hashimotov tireoiditis,
limfocitni tireoiditis, folikularni adenom). Analizirani su i limfni ¢vorovi s obzirom na
prisutnost metastaza.

Na dva dodatna reza primarnog tumora se metodom imunohistokemije,
monoklonskim protutijelima mi8a, odredilo prisustvo proteina nm23-H1 (Santa Cruz
Biotechnology; sc-56928; 1:200) i COX-2 (Santa Cruz Biotechnology; sc-58344;
1:100). Koristen je aparat za imunohistokemijsko bojenje (Autostainer,
DakoCytomation), po preporuci proizvodaca.

JaCina signala dobivenog imunohistokemijskim bojenjem izrazena je
semikvantitativno, odredivanjem imunohistokemijskog indeksa bojenja (lIB),
uzimajuéi u obzir intenzitet reakcije i postotak obojenih stanica. Intenzitet obojenja
oznacen je na slijedeci nacin: 0: negativna reakcija; 1: slabo pozitivha reakcija; 2:
srednje pozitivna reakcija; 3: jako pozitivna reakcija. Postotak imunoreaktivnih

stanica izraZen je kao: 0 negativna reakcija; 1 slabo izrazena reakcija, do 10%
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pozitivnih tumorskih stanica; 2 srednje izraZzena reakcija, >10-50% pozitivnih
tumorskih stanica i 3 jako izrazena reakcija, >50% pozitivnih tumorskih stanica. S
obzirom na to da je imunohistokemijski indeks bojenja umnozak intenziteta reakcije i
postotka obojenih stanica, rezultati su razvrstani u Cetiri skupine:

0 — negativna reakcija

| — slabo izrazena reakcija (umnozak je 1, 2 ili 3)

Il — srednje jaka reakcija (umnoZzak je 4 ili 6)

Ill — jako pozitivna reakcija (umnozak je 9).(114)

4.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Dobiveni podaci su prikazani u tablicama i graficki. Razdioba pojedinih varijabli je
provjerena Smirnov-Kolmogorovljevim testom. U daljnjoj analizi se koristio Pearsonov
hi-kvadrat (Pearson chi square) test razlika razdioba. IzraCunat je Spearmanov
korelacijski koeficijent za korelaciju izrazenosti nm23-H1 i COX-2 u odnosu na dob i
veli€inu tumora. Napravljen je i Kruskal-Wallisov test za razlike u medijanima dobi,
veli€ine tumora i izrazenosti nm23-H1 i COX-2, izmedu skupina s razli€itim
histoloSskim podtipom karcinoma. Sve P-vrijednosti ispod 0,05 su se smatrale
znacCajnima. U analizi se koristila programska podrska PASW for Windows verzija
17.02 (Chichago, IL).
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130 bolesnika s papilarnim karcinomom Stitnjace.

Tablica 1. Klini¢ke i patohistoloSke osobitosti uzoraka

5.REZULTATI

U tablici 1 prikazane su kliniCke i patohistoloSke osobitosti uzoraka dobivenih od

Sirenje

spol | dob | lokalizacija | tip (WHO) V?r'rz‘;;]”)a tuerEZLz u | metastaze dt‘)’c‘)’lzgie nlgnf]:g::?tta ”Tﬁ& CCZ)X'
1 pA 53 desno folikularni 8 ne neg FA, th chr neg 2 2
2 Z 49 lijevo klasicni 8 ne poz Hash neg 3 3
3 m 68 desno klasi¢ni 50 ne poz neg neg 3 2
4 z 78 desno klasi¢ni 30 ne neg neg poz 3 3
5 z 29 istmus klasi¢ni 14 ne neg neg neg 3 3
6 pA 56 istmus sklerozirajuci 10 da neg neg neg 2 1
7 Z 56 desno klasi¢ni 6 ne neg neg poz 3 2
8 z 29 desno folikularni 6 ne poz neg poz 3 3
9 z 45 lijevo klasi¢ni 10 ne neg struma neg 3 2
10 z 45 lijevo folikularni 25 da neg neg neg 3 3
11 z 55 desno folikularni 7 ne neg struma neg 3 3
12 z 31 lijevo klasi¢ni 14 ne poz neg neg 2 0
13 m 66 lijevo klasicni 20 ne neg neg neg 3 2
14 z 48 desno klasi¢ni 15 ne neg th chr poz 3 2
15 z 63 istmus folikularni 15 ne neg neg neg 3 3
16 z 48 desno makrofolikularni 25 da neg neg neg 1 1
17 z 46 desno klasi¢ni 30 da neg neg neg 3 2
18 z 44 desno folikularni 11 ne poz neg neg 3 2
19 m 46 istmus klasi¢ni 15 ne neg neg neg 3 2
20 z 30 lijevo klasi¢ni 15 da neg neg neg 3 3
21 z 61 lijevo oksifilni 20 ne neg neg poz 3 3
22 z 48 desno klasi¢ni 10 ne neg struma neg 3 3
23 z 43 desno sklerozirajuci 12 ne neg th chr poz 0 1
24 z 34 desno klasi¢ni 11 da poz neg poz 3 3
25 m 28 lijevo folikularni 20 ne neg neg neg 3 3
26 m 44 lijevo folikularni 26 da poz neg neg 3 3
27 z 26 lijevo klasi¢ni 22 ne neg th chr neg 3 3
28 z 22 desno klasiéni 18 ne neg neg neg 3 2
29 pA 34 desno klasiéni 12 ne neg neg poz 3 1
30 z 56 desno oksifilni 5 ne neg FA, th chr neg 2 1
31 z 49 desno klasi¢ni 6 da poz neg neg 3 2
32 z 20 desno klasi¢ni 7 ne poz struma neg 3 2
33 z 42 desno oksifilni 6 ne neg neg neg 2 1
34 z 54 desno klasi¢ni 25 ne neg SiLu?rﬁ’ poz 3 2
35 z 63 desno klasi¢ni 30 ne poz neg neg 3 1
36 z 53 desno oksifilni 6 ne neg Hash poz 3 2
37 z 67 desno sklerozirajuci 15 ne neg th chr neg 2 1
38 z 41 desno klasi¢ni 8 ne neg struma neg 3 2
39 z 58 desno oksifilni 6 ne neg Hash poz 3 2
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40 m 36 desno klasi¢ni 40 ne neg struma neg 3 3
41 b4 40 desno klasicni 9 ne neg neg neg 1 0
42 z 35 lijevo folikularni 10 da poz neg neg 3 3
43 z 56 lijevo klasi¢ni 9 ne neg neg neg 2 2
44 z 78 desno folikularni 20 ne neg neg neg 1 0
45 m 48 desno folikularni 15 ne neg FA neg 3 3
46 z 63 desno sklerozirajuci 11 ne neg neg neg 2 2
47 m 34 desno klasicni 20 ne poz neg neg 3 3
48 m 43 desno klasi¢ni 15 ne neg neg neg 3 3
49 z 56 lijevo klasi¢ni 13 da poz struma neg 2 1
50 z 64 desno klasicni 10 da neg neg neg 0 3
51 Z 56 lijevo klasi¢ni 12 da poz FA, th chr neg 3 3
52 m 67 lijevo oksifilni 15 ne neg struma neg 1 1
53 pA 70 desno folikularni 27 da neg neg neg 2 2
54 z 65 lijevo oksifilni 10 ne neg neg neg 2 2
55 m 64 lijevo klasicni 12 da neg neg neg 2 2
56 b4 67 lijevo klasi¢ni 10 ne neg FA neg 2 1
57 z 36 desno sklerozirajuci 11 ne neg th chr neg 3 2
58 m 66 desno sklerozirajuci 21 ne neg neg neg 3 1
59 m 31 desno sklerozirajudi 20 da poz neg neg 3 3
60 z 74 desno tall cell 37 ne neg struma neg 2 2
61 Z 29 desno sklerozirajuci 28 ne neg neg neg 2 2
62 z 46 lijevo klasi¢ni 4 ne neg Hash poz 2 2
63 z 56 desno oksifilni 12 ne poz neg poz 3 3
64 m 35 istmus folikularni 15 ne neg struma neg 2 2
65 m 75 desno klasi¢ni 15 da neg th chr neg 3 1
66 z 50 desno inzularni 25 da poz neg neg 3 1
67 z 54 lijevo klasi¢ni 30 da poz neg neg 3 3
68 m 80 lijevo klasi¢ni 5 da neg neg neg 2 1
69 z 34 lijevo folikularni 50 ne neg neg neg 3 3
70 z 32 lijevo klasi¢ni 15 da neg neg neg 1 1
71 m 64 lijevo klasi¢ni 15 ne neg FA neg 2 1
72 z 61 desno klasi¢ni 10 da neg struma neg 3 2
73 z 39 desno klasi¢ni 27 ne poz struma neg 3 1
74 z 46 lijevo klasi¢ni 9 ne neg Hash poz 3 1
75 z 45 desno folikularni 10 ne neg Hash poz 2 3
76 z 46 lijevo klasi¢ni 6 ne neg struma poz 2 1
77 z 59 desno klasiéni 6 ne neg FA neg 3 3
78 z 66 desno klasiéni 24 ne neg th chr poz 3 2
79 z 50 lijevo klasi¢ni 9 da neg neg poz 1 1
80 z 29 lijevo klasi¢ni 13 ne poz Hash poz 2 1
81 z 44 desno klasi¢ni 11 ne neg neg neg 2 1
82 pA 32 desno sklerozirajuci 6 ne neg struma neg 2 1
83 z 54 istmus sklerozirajuci 5 ne neg struma neg 3 0
84 z 26 istmus folikularni 3 ne poz struma neg 3 2
85 m 55 desno folikularni 12 ne neg FA neg 3 1
86 z 58 desno klasi¢ni 25 da neg Hash neg 3 2
87 z 44 desno klasi¢ni 10 ne neg struma neg 3 0
88 z 35 desno folikularni 15 da neg Hash poz 2 2
89 z 62 desno klasi¢ni 10 ne poz neg neg 3 2
90 z 72 istmus sklero-oksif 8 da neg neg neg 3 3
91 z 61 lijevo folik-inzular 65 ne neg neg neg 2 2
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92 z 47 desno folikularni 35 da neg struma neg 3 1
93 b4 49 lijevo sklerozirajuci 7 ne neg Hash poz 1 1
94 m 49 lijevo folikularni 10 da neg Hash poz 3 1
95 z 55 istmus folikularni 30 da neg struma neg 3 2
96 z 43 lijevo klasi¢ni 8 ne neg neg neg 3 2
97 z 65 desno klasicni 25 da neg neg poz 3 2
98 z 52 desno folikularni 8 da neg neg poz 3 3
99 m 52 desno folikularni 32 ne neg neg neg 3 3
100 z 80 desno klasi¢ni 17 ne neg FA, th chr poz 3 2
101 z 76 desno folikularni 7 ne neg FA, struma poz 3 3
102 z 58 desno oksifilni 4 ne neg FA, th chr neg 2 2
103 Z 42 desno folikularni 26 ne neg th chr neg 3 3
104 Z 41 lijevo folikularni 5 da neg Hash neg 3 3
105 | 2 | 73 lijevo klasiéni 10 ne neg Sttrr]”gr‘]f poz 2 1
106 z 37 lijevo klasi¢ni 22 da neg neg poz 2 2
107 Z 60 lijevo folikularni 5 da neg neg neg 2 2
108 Z 64 desno folikularni 7 ne neg neg poz 3 3
109 z 32 lijevo klasi¢ni 12 ne neg struma neg 2 2
110 m 76 lijevo folikularni 36 da poz struma neg 3 3
111 Z 54 lijevo oksifilni 9 ne neg struma poz 2 1
112 Z 30 desno folikularni 25 ne neg th chr neg 2 2
113 m 72 lijevo sklerozirajuci 40 ne neg neg neg 1 1
114 m 53 lijevo klasi¢ni 7 ne poz neg neg 3 3
115 z 53 lijevo sklero-oksif 10 da neg neg neg 3 0
116 z 50 desno folikularni 20 ne neg FA, struma neg 2 1
117 z 57 lijevo klasi¢ni 6 ne neg Hash, FA neg 2 2
118 z 28 desno klasi¢ni 5 ne neg struma poz 3 3
119 z 47 desno oksifilni 15 ne neg struma neg 2 3
120 z 74 lijevo klasi¢ni 15 ne neg FA, struma poz 3 1
121 z 42 lijevo folik-sklero 12 ne neg neg poz 2 2
122 z 58 desno clear cell 25 ne neg neg neg 2 3
123 | 2 | 33 | desno klasiéni 20 da poz Sttr';”gr‘]f poz 2 2
124 z 47 desno klasi¢ni 8 ne neg neg poz 3 2
125 z 36 lijevo klasi¢ni 21 da neg neg poz 3 2
126 z 33 desno sklerozirajuci 8 ne poz neg poz 3 2
127 z 32 desno klasi¢ni 10 ne neg Hash poz 1 0
128 z 50 lijevo folikularni 10 ne neg neg neg 2 1
129 z 53 desno klasiéni 32 ne poz Hash poz 1 1
130 z 27 desno klasi¢ni 10 ne neg Hash neg 2 2

Kratice u tablici: sklero-oksif = sklerozirajuci-oksifilni, folik-inzular = folikularno-inzularni, folik-sklero = folikularno-

sklerozirajuéi, FA = folikularni adenom, th chr = limfocitni tireoiditis, Hash = Hashimotov tireoiditis, struma =

nodozna gusa.
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5.1. SPOL | DOB BOLESNIKA | VELICINA TUMORA

U istrazivanje je bilo ukljuceno 130 bolesnika, pretezno Zenskog spola
(M:Z=23:107), u dobi od 20 do 80 godina (medijan 49,5). Tumor je &esée bio u
desnom reznju (74 bolesnika), dok je u lijevom reznju bio lokaliziran u 47, a u istmusu
u 9 bolesnika.

Veli¢ine tumora su bile od 3 do 65 mm (medijan 12 mm), a u ukupno 55 bolesnika

tumor je bio maniji ili jednak 10 mm.

5.2. HISTOLOSKE ZNACAJKE PAPILARNOG KARCINOMA,
STITNJACE | LIMFNIH CVOROVA

Na rezovima tumorskog tkiva bojenog H.E. odreden je histoloSki podtip tumora.
Klasi¢ni podtip bio je prisutan u vecine bolesnika (51,5%; N=67), a slijedili su ga
folikularni podtip (24,6%; N=32), sklerozirajuéi podtip (10%; N=13) i oksifilni podtip
(7,7%; N=10). U skupinu ,ostali“ uklju€eni su: podtip visokih stanica, podtip svijetlih
stanica, makrofolikularni, inzularni i kombinacije vise podtipova. Ovi podtipovi tumora
bili su prisutni u 8 bolesnika (6,2% ukupnog uzorka).

Infiltracija limfocita u tkivu tumora postojala je u 30% uzoraka (N=39) dok je
odsutna bila u 70% uzoraka (N=91).

Sirenje tumora unutar Zlijezde dokazano je u 28,5% uzoraka (N=37), dok je
71,5% ukupnog uzorka bilo bez izdvojenih zariSta tumora unutar Zlijezde.

Dobro¢udne promjene u okolnom tkivu StitnjaCe (nodozna gu$a, limfocitni
tireoiditis, Hashimotov tireoiditis i folikularni adenom) dokazane su u 50% uzoraka
(N=65).

Metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima bile su prisutne u 27 bolesnika $to €ini

20,8% ukupnog uzorka.
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5.3. IZRAZENOST PROTEINA nm23-H1 i COX-2

JacCine signala dobivenog metodom imunohistokemije izrazene su
semikvantitativno, odredivanjem imunohistokemijskog indeksa bojenja (lIB),

uzimajuci u obzir intenzitet reakcije i postotak obojenih stanica.

5.3.1. Izrazenost proteina nm23-H1

U tkivu tumora StitnjaCe, u veéem je broju ukupnog uzorka dokazana izrazenost
nm23-H1 (N=128). Slabo izrazena reakcija bila je prisutna u 10 tumora (7,7%),
srednje jaka reakcija u 41 tumoru (31,5%) i jako pozitivha reakcija u 77 tumora
(59,2%) dok je negativha bila u samo 2 tumora (1,6%) (uzorci #43 i #64). Jako

pozitivha reakcija u citoplazmama stanica tumora prikazana je na slici 1.

i ‘ﬂ-.lt

P

Slika 1. nm23-H1 u papilarnom karcinomu $titnjaCe (uzorak #21, objektivx25, IMH)
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5.3.2. Izrazenost proteina COX-2

U tkivu tumora Stitnjace u vec¢em je broju ukupnog uzorka dokazana izrazenost
COX-2 (N=123). Slabo izrazena reakcija bila je prisutha u 35 tumora (26,9%),
srednje jaka reakcija u u 49 tumora (37,7%) i jako pozitivna reakcija u 39 tumora
(30%) dok je negativna bila u 7 tumora (5,4%). Na slici 2 je prikazana jako pozitivha

reakcija izrazenosti COX-2 u citoplazmama stanica papilarnog karcinoma Stitnjace.

Slika 2. COX-2 u papilarnom karcinomu $titnjace (uzorak #4, objektivx25, IMH)
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5.3.3. Dob i spol bolesnika i veli¢ina tumora
Koreliranjem izrazenosti nm23-H1 i COX-2 u tkivu tumora s dobi bolesnika i
veliCinom tumora koriStenjem Spearmanovog korelacijskog koeficijenta nije

pronadena statistiCki znacajna povezanost (Tablica 2).

Tablica 2. Spearmanov korelacijski koeficijent odnosa izrazenosti proteina s dobi bolesnika i veli¢inom tumora

nm23 cox2

Korelacijski koeficijent -0,065 -0,110

Dob P 0,465 0,213

N 130 130

- Korelacijski koeficijent 0,060 0,079
Veli¢ina

tumora P 0,495 0,373

(mm) N 130 130
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Takoder, bolesnici su svrstani u dvije dobne skupine: a) mladi od 45- i stari to¢no

45 godina, b) stariji od 45 godina. U skupni mladih od ili starih to¢no 45 godina bilo je

49 bolesnika (37,7% ukupnog uzorka), a u skupini starijih od 45 godina 81 bolesnik

(62,3% ukupnog uzorka).

lzrazenosti proteina nm23-H1 i COX-2 u te dvije skupine prikazane su u tablicama

3 i4. U tablici 3 je uocljivo da se s povecCanjem jacCine izraZenosti proteina nm23-H1 u

obje dobne skupine povecava i broj bolesnika. U tablici 4 vidi se da je najveci broj

tumora bolesnika mladih od ili to€no starih 45 godina pokazivao srednje jaku i jako

izrazenu reakciju na COX-2, dok je u skupini starijih od 45 godina najveci broj tumora

imao srednje jaku reakciju izrazenosti COX-2, a slijedili su ih, po broju, bolesnici sa

slabom te jako izrazenom reakcijom. Nije nadena statistiCki znacajna P-vrijednost.

Tablica 3. Izrazenost nm23-H1 u odnosu na dobne skupine

nm23-H1
0 1 2 3 Ukupno
N 1 3 15 30 49|
<45 godina
% 2,0% 6,7%| 30,6%| 61,2%| 100,0%
Dob:skupine
N 1 7 26 47 81
>45 godina
% 1,2% 8,6%| 32,17%| 58,0%| 100,0%
N 2 10 41 77 130
Ukupno
% 1,5% 7,7%| 31,5%| 59,2%| 100,0%
(Pearson chi square=0.455, df=3, P=0,929)
Tablica 4. 1zrazenost COX-2 u odnosu na dobne skupine
COX-2
0 1 2 3 Ukupno
N 4 8 19 18 49|
<45 godina
% 8,2% 16,3% 38,8%| 36,7%| 100,0%
Dob:skupine
N 3 27 30 21 81
>45 godina
% 3,7% 33,3% 37,0%| 25,9%| 100,0%
N 7 35 49 39 130
Ukupno
% 5,4% 26,9% 37,7%| 30,0%| 100,0%

(Pearson chi square=5.621, df=3, P=0,132)
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U tablicama 5 i 6 prikazana je izrazenost nm23-H1 i COX-2 u odnosu na spol
bolesnika. 1z tablice 5 je vidljivo da je u obje skupine bolesnika najveéi broj tumora
imao jako pozitivnu reakciju na nm23-H1 te da se broj bolesnika smanjuje sa
smanjenjem izrazene reakcije. Najveci broj bolesnika zenskog spola imao je tumor sa
srednje jako izrazenom reakcijom na COX-2, a u skupini bolesnika muskog spola
najveci broj tumora je pokazivao jako pozitivhu reakciju na COX-2 (Tablica 6). Nije

nadena statistiCki znaCajna P-vrijednost.

Tablica 5. 1zrazenost nm23-H1 u odnosu na spol bolesnika

Spol
Muski Zenski Ukupno
N 0 2 2
% 0,0% 1,9% 1,5%
N 2 8 10
% 8,7% 7,5% 7,7%
nm23-H1
N 4 37 41
% 17,4% 34,6% 31,5%
N 17 60 77
% 73,9% 56,19% 59,2%
N 23 107 130
Ukupno
% 100,0% 100,0% 100,0%
(Pearson chi square=3.257, df=3, P=0,354)
Tablica 6. Izrazenost COX-2 u odnosu na spol bolesnika
Spol
Muski Zenski Ukupno
N 0 7 7
% 0,0% 6,5% 5,4%
N 8 27 35
% 34,8% 25,2% 26,9%
COX-2
N 5 44 49
% 21,7% 41,1% 37, 7%
N 10 29 39
% 43,5% 27,1% 30,0%
N 23 107 130
Ukupno
% 100,0% 100,0% 100,0%

(Pearson chi square=5.725, df=3, P=0,126)




Tumori su razvrstani u dvije skupine ovisno o veli€ini, tako da u skupini bolesnika
s tumorima koji su maniji ili jednaki 10 mm ima 55 bolesnika, dok tumor, veci od 10
mm, ima 75 bolesnika. Promatrana je razdioba izrazenosti nm23-H1 i COX-2 u ove
dvije skupine bolesnika, Sto je i prikazano na slikama 3 i 4. Statistickom obradom
ovih podataka nije nadena statisti¢ki znaCajna P-vrijednost.

nmz3-H1
Wa

m:

IzraZenost nmdd-H1
E-:1
=

=10 mm =10 mm
Veligina tissara

Slika 3. Izrazenost nm23-H1 u odnosu na veli¢inu tumora
(Pearson chi square=0.476, df=3, P=0,924)

=
=

lzrafenost COX -2

=10 mm =10 mm
Veliging tussara

Slika 4. Izrazenost COX-2 u odnosu na veli¢inu tumora
(Pearson chi square=2.751, df=3, P=0,432)
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5.3.4 Histoloski podtip papilarnog karcinoma
lzrazenost nm23-H1 u tkivu tumora u odnosu na histoloski podtip tumora

prikazana je u tablici 7 i slici 5. ZamjeCuje se da je najveéi broj tumora klasi¢nog i

folikularnog histoloSkog podtipa pokazivao jako pozitivhu reakciju izrazenosti nm23-

H1. Medutim, ukoliko se uzmu udjeli tumora s jako izrazenom i srednje jakom

reakcijom na nm23-H1, uocljivo je da je u svim histoloskim podtipovima dominantan

broj tumora zastupljen upravo u ovim skupinama.

Tablica 7. 1zrazenost nm23-H1 u odnosu na podtipove papilarnog karcinoma

Podtip karcinoma: skupine

Folikularni | Klasi¢ni| Oksifilni | Sklerozirajuéi | Ostali [Ukupno
N 0 1 0 1 0 2
0
% 0,0% 1,5% 0,0% 7,7%| 0,0% 1,5%
N 1 5 1 2 1 10
1
% 3,1% 7,5% 10,0% 15,4%| 12,5% 7,7%
nm23-H1
N 9 17| 6 5 4 41
2
% 28,1%| 25,4% 60,0% 38,5%| 50,0%| 31,5%
N 22 44 3 5 3 77
3
% 68,8%| 65,7% 30,0% 38,5%| 37,5%| 59,2%
N 32 67 10 13 8 130
Ukupno
% 100,0%| 100,0% 100,0% 100,0%| 100,0%| 100,0%),

(Pearson chi square=14.694, df=12, P=0,259)

|zraZenest nmE3-H1

0%

Folularne |  Oks#fiind |

Ssnall

Klasidnd  Sklerozirajuci
FPodtip karcinoma

Slika 5. Izrazenost nm23-H1 u odnosu na histoloSke podtipove papilarnog karcinoma
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Izrazenost COX-2 u tkivu tumora u odnosu na histoloski podtip tumora

prikazana je u tablici 8 i slici 6. Primjecuje se da u skupini sklerozirajuceg podtipa

najveci broj tumora ima slabo pozitivhu reakciju, dok je u ostalim podtipovima

tumora najveci broj imao srednje jaku i/ili jako izrazenu reakciju.

Tablica 8. Izrazenost COX-2 u odnosu na podtipove papilarnog karcinoma

Podtip karcinoma: skupine

Folikularni | Klasi¢ni | Oksifilni | Sklerozirajuc¢i | Ostali | Ukupno
N 1 4 0 1 1 7
0
% 3,1% 6,0% 0,0% 7,7% 12,5% 5,4%
N 5 17 4 7 2 35
1
% 15,6% 25,4% 40,0% 53,8%| 25,0%| 26,9%
COX-2
N 9 30 3 4 3 49|
2
% 28,1% 44,8% 30,0% 30,8%| 37,5%| 37,7%
N 17 16 3 1 2 39|
3
% 53,1% 23,9% 30,0% 7,7%| 25,0%| 30,0%
N 32 67 10 13 8 130]
Ukupno
% 100,0%| 100,0%| 100,0% 100,0%| 100,0%| 100,0%
(Pearson chi square=18.243, df=12, P=0,108)
[
Co¥:2
[ i
i
[ ]
_E]

Lrrafenast COX-3

0w

gl apma

=]
Flnsicas

Oeali

Skieeniajuc
Podilip karcinoma

Slika 6. Izrazenost COX-2 u odnosu na histoloSke podtipove papilarnog karcinoma
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Kruskal-Wallisovim testom su usporedene kvantitativhe vrijednosti dobi, veliine

tumora, izrazenosti nm23-H1 i COX-2 u razliitim tipovima papilarnog karcinoma
(Tablica 9).

StatistiCki znacajne razlike u izrazenosti nm23-H1 i COX-2 nadene su izmedu

skupina razliCitih podtipova tumora. Medijan izrazenosti nm23-H1 najviSi je u

klasi€énom i folikularnom podtipu tumora. Medijan izrazenosti COX-2 znacajno se

razlikuje izmedu folikularnog i sklerozirajuéeg podtipa tumora, na nacin da je medijan

izrazenosti u folikularnom vedi, a u skleroziraju¢em znacajno nizi.

Takoder, iz podataka u tablici 9 uoCava se da oksifilni tip tumora ima najvisi

medijan dobi pojavljivanja i najmanji medijan veli€ine tumora, ali bez statisticki

znacajne razlike u odnosu na ostale skupine.

Tablica 9. Dob, veli€ina tumora, nm23-H1, COX-2 (Kruskal-Wallisov test)

Podtip %iles

karcinoma: N Minimum | Maximum 50th P
skupine SA (Median) 75th
Folikularni 32 26 78 36,50 48,50 55,00
Klasi¢ni 67 20 80 36,00 48,00 61,00

Dob Oksifilni 10 42 67 52,25 57,00 62,00 0,228
Sklerozirajuci 13 29 72 32,50 49,00 64,50
Ostali 8 42 74 48,50 55,50 69,25
Folikularni 32 3 50 8,00 15,00 25,75
Veligina Klasi¢ni 67 4 50 9,00 12,00 20,00

tumora  Oksifilni 10 4 20 5,75 9,50 15,00 0,131
(mm)  sierozirajuci 13 5 40 7,50 11,00 20,50
Ostali 8 8 65 10,50 25,00 34,00
Folikularni 32 1 3 2,00 3,00 3,00
Klasi¢ni 67 0 3 2,00 3,00 3,00

nm23- Oksifilni 10 1 3 2,00 2,00 3,00 0,044
H1 Sklerozirajuci 13 0 3 1,50 2,00 3,00
Ostali 8 1 3 2,00 2,00 3,00
Folikularni 32 0 3 2,00 3,00 3,00
Klasi¢ni 67 0 3 1,00 2,00 2,00

COX-2  Qksifilni 10 1 3 1,00 2,00 3,00 0,014
Sklerozirajuci 13 0 3 1,00 1,00 2,00
Ostali 8 0 3 1,00 2,00 2,75

Podaci iz tablice 9 prikazani su Box i Whiskers plotovima na slikama 7 i 8.
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lzraZenost nm23-H1

IzraZenost COX -2

| | T | [
Folikularni Klasicni Oksifilni Sklerozirajuci Ostali

Podtip karcinoma

Slika 7. Prikaz izrazenosti nm23-H1 u razli¢itim skupinama histoloskih podtipova karcinoma

I I I | I
Folikularni Klasicni Oksifilni Sklerozirajuci Cstali

Podtip karcinoma

Slika 8. Prikaz izrazenosti COX-2 u razli€itim skupinama histolo$kih podtipova karcinoma
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5.3.5. Infiltrat limfocita u papilarnom karcinomu

U tablicama 10 i 11 prikazana je prisutnost upalnog infiltrata limfocita u tkivu
tumora. Od ukupno 130 uzoraka tumorskog tkiva, u 39 je naden infiltrat (30%), dok u
preostalom 91 uzorku (70%) infiltrat nije bio prisutan, ili su pronadeni pojedinacni
limfociti.

U skupinama tumora sa ili bez infiltrata limfocita najveci broj tumora je imao jako
izrazenu reakciju na nm23-H1, a zatim su slijedili tumori sa srednje jakom i slabo
izraZzenom reakcijom, a najmaniji broj je, u obje skupine, imao negativnu reakciju.
Medutim, kada se promatra odnos broja tumora sa ili bez infiltrata limfocita u
pojedinim skupinama izrazenosti proteina, uoCava se da je u skupini negativne
reakcije odnos 1:1, a u jako izrazenoj reakciji 2:1 za tumore bez infiltrata limfocita.
lako postoji naznaka da bi jacina izraZenosti proteina nm23-H1 mogla biti obrnuto
proporcionalna s prisutnoScu infiltrata limfocita, statistiCki znacajna povezanost nije

pronadena.

Tablica 10. Izrazenost nm23-H1 u odnosu na infiltrat limfocita

nm23-H1
0 1 2 3 Ukupno
N 1 6 31 53 91
Odsutan
. % 1,1% 6,6% 34,1% 58,2% 100,0%
Infiltrat
limfocita N 1 4 10 24 39|
Prisutan
% 2,6% 10,3% 25,6% 61,5% 100,0%
N 2 10 41 77 130]
Ukupno
% 1,5% 7,.7% 31,5% 59,2% 100,0%

(Pearson chi square=1.522, df=3, P=0,677)
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U tablici 11 je prikazana izrazenost COX-2 u skupinama tumora sa ili bez infiltrata

limfocita. U obje je skupine velik broj tumora imao pozitivhu reakciju izrazenosti COX-

2, a najveci broj tumora je imao srednje jaku reakciju. Medutim, kada se promatra

odnos broja tumora sa ili bez infiltrata limfocita u pojedinim skupinama, uoCava se da

je u skupini negativne reakcije odnos 6:1 za tumore bez infiltrata limfocita, a u jako

izrazenoj reakciji 2,9:1 za tumore bez infiltrata limfocita. 1z navedenog proizlazi da je

ja€ina izrazenosti proteina COX-2 obrnuto proporcionalna s prisutno$c¢u infiltrata

limfocita, ali statistiCki znacajna povezanost nije pronadena.

Tablica 11. Izrazenost COX-2 u odnosu na infiltrat limfocita

COX-2
0 1 2 3 Ukupno
N 6 23 33 29 91
Odsutan
Infiltrat % 6,6% 25,3% 36,3% 31,9% 100,0%
limfocita N 1 12 16 10 39|
Prisutan
% 2,6% 30,8% 41,0% 25,6% 100,0%
N 7 35 49 39 130}
Ukupno
% 5,4% 26,9% 37,7% 30,0% 100,0%

(Pearson chi square=1.646, df=3, P=0,649)
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5.3.6. Sirenje tumora u tkivu stitnjaée

U tablicama 12 i 13 prikazan je odnos Sirenja tumora unutar StitnjacCe i izrazenosti
nm23-H1 i COX-2.

Sirenje tkiva tumora unutar Zlijezde u obliku manijih Zari$ta pronadena je u 28,5%
ukupnog uzorka (37 bolesnika), dok je 71,5% ukupnog uzorka bilo bez prisutnog
Sirenja.

Prema prikazanim podacima u tablici 12 uocljivo je da je zastupljenost tumora sa i
bez prisutnog Sirenja tumora u okolnom tkivu Zlijezde podjednako rasporedena
neovisno o jacini reakcije izrazenosti nm23-H1, osim u skupini u kojoj je reakcija bila

negativna. Nije nadena statistiCki znaCajna P-vrijednost.

Tablica 12. Izrazenost nm23-H1 u odnosu na Sirenje tumora u Zlijezdi

Sirenje tumora u zlijezdi
Ne Da Ukupno
N 1 1 2
0
% 1,1% 2,7% 1,5%
N 7 3 10}
1
% 7,5% 8,1% 7,7%
nm23-H1
N 32 9 41
2
% 34,4% 24,3% 31,5%
N 53 24 77
3
% 57,0% 64,9% 59,2%
N 93 37 130]
Ukupno
% 100,0% 100,0% 100,0%

(Pearson chi square=1.598, df=3, P=0,660)
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Podaci prikazani u tablici 13 pokazuju rasporedenost uzorka ovisno o

izrazenosti COX-2 i Sirenja tumora u okolno tkivo Zlijezde. Poput rasporedenosti

nm23-H1, i ovdje je dominantna zastupljenost uzorka bez prisutnog Sirenja

tumora u Zlijezdi u svim skupinama podijeljenima na temelju izrazenosti COX-2,

ali se vidi porast Sirenja tumora u Zlijezdi s pojacanjem izrazenosti COX-2. Nije

nadena statistiCki znaCajna P-vrijednost.

Tablica 13. Izrazenost COX-2 u odnosu na Sirenje tumora u Zlijezdi

Sirenje tumora u zlijezdi

Ne Da Ukupno

N 6 1 7|

% 6,5% 2,7% 5,4%

N 25 10 35

% 26,9% 27,0% 26,9%
COX-2

N 36 13 491

% 38,7% 35,1% 37,7%

N 26 13 39

% 28,0% 35,1% 30,0%

N 93 37 130
Ukupno

% 100,0% 100,0% 100,0%

(Pearson chi square=1.235, df=3, P=0,745)
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U tablici 14 je prikazan odnos Sirenja tumora u Stitnjaci i histoloskih podtipova

karcinoma. U analiziranim skupinama histoloskih podtipova, najveéi broj tumora

nije se Sirio u tkivu StitnjaCe, osim u skupini ,ostali u kojoj je odnos bio 4:4.

Zanimljiv je i podatak da u niti jednom oksifilnom podtipu tumora nije bilo prisutno

Sirenje tumora u tkivo Zlijezde.

Tablica 14. Odnos prisutnosti Sirenja tumora u Zlijezdi i podtipova papilarnog karcinoma

Sirenje tumora u Zlijezdi

Ne Da Ukupno
N 20 12 32
Folikularni
% 62,5% 37,5% 100,0%
N 48 19 67
Klasi¢ni
% 71,6% 28,4% 100,0%
Podtip karcinoma: N 10 0 10
. Oksifilni
skupine % 100,0% 0,0% 100,0%
N 11 2 13
Sklerozirajuéi
% 84,6% 15,4% 100,0%
N 4 4 8
Ostali
% 50,0% 50,0% 100,0%
N 93 37 130
Ukupno
% 71,5% 28,5% 100,0%

(Pearson chi square=8.177, df=4, P=0,085)
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5.3.7. Dobroc¢udne promjene stitnjace

U 50% bolesnika su, uz papilarni karcinom, bile prisutne i dobro¢udne promjene

StitnjaCe (nodozna guSa, limfocitni tireoiditis, Hashimotov tireoiditis i folikularni

adenom). Odnos dobroc¢udnih promjena u Stitnjaci i izrazenost nm23-H1 i COX-2

prikazan je u tablicama 15 16.

U obje skupine tumora, koje su podijeliene ovisno o prisutnosti odnosno

odsutnosti dobro¢udnih promjena u okolnom tkivu StitnjaCe, najveci broj tumora je

imao jako izrazenu reakciju na nm23-H1. Slijedili su ih tumori sa srednje jakom i

slabom reakcijom, a najmanji broj tumora u obje skupine imao je negativnu reakciju.

Ukoliko se promatra odnos apsolutnih brojeva tumora izmedu te dvije skupine ovisno

0 izrazenosti proteina, odnos tumora s negativhom reakcijom bio je 1:1, a priblizno

isti odnos (9:10) je i u skupini s jako izrazenom reakcijom. Dobiveni rezultat pokazuje

da na izrazenost proteina nm23-H1 ne utjeCu dobro¢udne promjene stitnjace.

Tablica 15. Odnos izrazenosti nm23-H1 i dobro¢udnih promjena &titnjace

nm23-H1
0 1 2 3 Ukupno
N 1 6 17 41 65
Ne
Dobroéudne promjene % 1,5% 9,2% 26,2% 63,1% 100,0%
Stitnjace N 1 4 24 36 65
Da
% 1,5% 6,2% 36,9% 55,4% 100,0%
N 2 10 41 77 130,
Ukupno
% 1,5% 7,7% 31,5% 59,2% 100,0%

(Pearson chi square=1.920, df=3, P=0,589)
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U tablici 16 prikazana je izrazenost proteina COX-2 u skupinama tumora s

obzirom na prisutnost i odsutnost dobro¢udnih promjena. Najveci broj tumora koji u

okolnom tkivu &titnja¢e nisu imali dobrocudne promjene, imao je srednje jaku i jako

izrazenu reakciju na COX-2. U skupini tumora s izrazenim dobroc¢udnim promjenama

u Stitnjaci najveci broj tumora imao je srednje jako izraZzenu reakciju, nesto manje

tumora slabo izraZzenu reakciju, a tek onda su slijedili tumori s jako izrazenom

reakcijom.

Tablica 16. Odnos izrazenosti COX-2 i dobro¢udnih promjena Stitnjace

COX-2
0 1 2 3 Ukupno
N 4 13 24 24 65
Ne
Dobroéudne promjene % 6,2% 20,0% 36,9% 36,9% 100,0%)
stitnjace N 3 22 25 15 65
Da
% 4,6% 33,8% 38,5% 23,1% 100,0%)
N 7 35 49 39 130
Ukupno
% 5,4% 26,9% 37,7% 30,0% 100,0%)

(Pearson chi square=4.554, df=3, P=0,207)
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Medutim, od ukupnog broja bolesnika s papilarnim karcinomom koji su bili
uklju€eni u ovo istraZivanje izdvojena je skupina bolesnika koja je imala Hashimotov i
limfocitni tireoiditis. U toj skupini bila su ukupno 33 bolesnika, dok su ostali, 97
bolesnika, svrstani u skupinu negativnih na tireoiditis.

U tablici 17 je prikazana raspodijela bolesnika s tireoiditisom po skupinama, u
odnosu na prisustvo ili odsustvo limfocitnog upalnog infiltrata. U skupini bolesnika
bez tireoiditisa dominantan je bio udio bolesnika s tumorom bez limfocitnog upalnog
infiltrata, dok je u skupini s tireoiditisom bio dominantan broj bolesnika s limfocitnim

upalnim infiltratom za $to je nadena statisti¢ki zna€ajna P-vrijednost (P<0,001).

Tablica 17. Odnos prisutnosti tireoiditisa i infiltrata limfocita

Infiltrat limfocita
Odsutan Prisutan Ukupno
N 76 21 97
Ne
% 78,4% 21,6% 100,0%
Tireoiditis
N 15 18 33]
Da
% 45,5% 54,5% 100,0%
N 91 39 130}
Ukupno
% 70,0% 30,0% 100,0%

(Pearson chi square=12.688, df=1, P=0,000)
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U tablicama 18 i 19 prikazana je zastupljenost bolesnika sa ili bez tireoiditisa i

izrazenosti proteina nm23-H1 i COX-2 u tkivu tumora. Nije pronadena statisticki

znacajna P-vrijednost.

Tablica 18. Odnos prisutnosti tireoiditisa i izrazenosti nm23-H1

nm23-H1
0 1 2 3 Ukupno
N 1 7 28 61 97|
Ne
% 1,0%| 7,2% 28,9%| 62,9%| 100,0%
Tireoiditis
N 1 3 13 16 33]
Da
% 3,0%| 9,1% 39,4%| 48,5%| 100,0%
N 2 10 41 77 130]
Ukupno
% 1,5%| 7,7% 31,5%| 59,2%| 100,0%
(Pearson chi square=2.480, df=3, P=0,479)
Tablica 19. Odnos prisutnosti tireoiditisa i izrazenosti COX-2
COX-2
0 1 2 3 Ukupno
N 6 25 33 33 97|
Ne
% 6,2%| 25,8%| 34,0%| 34,0% 100,0%
Tireoiditis
N 1 10 16 6 33|
Da
% 3,0%| 30,3%| 48,5%| 18,2% 100,0%
N 7 35 49 39 130,
Ukupno
% 54%| 26,9%| 37,7%| 30,0% 100,0%

(Pearson chi square=4.069, df=3, P=0,254)
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5.3.8. Metastaze u regionalnim limfnim évorovima

U istrazivanom uzorku od ukupno 130 bolesnika, u 27 bolesnika su u trenutku

postavljanja dijagnoze bile prisutne metastaze u regionalnim limfnim ¢&vorovima. U

tablici 20 je prikazan odnos metastaza i histoloSkih podtipova tumora. Prema

prikazanim podacima uocljive su blage razlike s najveCom zastuplijenoS¢u metastaza

u bolesnika s klasicnim podtipom tumora, a najmanjom u skupini bolesnika s

oksifilnim podtipom tumora. Nije pronadena statisti¢ki zna¢ajna P-vrijednost.

Tablica 20. Odnos prisutnosti metastaza u limfnim évorovima i podtipa papilarnog karcinoma

Metastaze
Ne Da Ukupno
N 26 6 32
Folikularni
% 81,3% 18,8% 100,0%
N 50 17 67
Klasic¢ni
% 74,6% | 25,4% 100,0%
Podtip
N 9 1 10
karcinoma: Oksifilni
. % 90,0% 10,0% 100,0%
skupine
N 11 2 13
Sklerozirajugi
% 84,6% 15,4% 100,0%
N 7 1 8
Ostali
% 87,5% 12,5% 100,0%
N 103 27 130
Ukupno
% 79,.2% | 20,8% 100,0%

(Pearson chi square=2.209, df=4, P=0,697)

46



U tablicama 21 i 22 prikazan je odnos metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima
u odnosu na izrazenost nm23-H1 i COX-2. U obje tablice vidi se povecanje
zastupljenosti broja karcinoma s metastazama s pojacanjem izrazenosti i nm23-H1 i

COX-2, u papilarnom karcinomu.

Tablica 21. Odnos prisutnosti metastaza u limfnim ¢vorovima i izrazenosti nm23-H1

Metastaze
Ne Da Ukupno

N 2 0 2

% 1,9% 0,0% 1,5%

N 9 1 10

% 8,7% 3,7% 7,7%
nm23-H1

N 37| 4 41

% 35,9% 14,8% 31,5%

N 55 22 77

% 53,4% 81,5% 59,2%

N 103 27 130
Ukupno

% 100,0% 100,0% 100,0%
(Pearson chi square=7.099, df=3, P=0,069)
Tablica 22. Odnos prisutnosti metastaza u limfnim &vorovima i izrazenosti COX-2

Metastaze
Ne Da Ukupno

N 6 1 7]

% 5,8% 3,7% 5,4%

N 29 6 35

% 28,2% 22,2% 26,9%
COX-2

N 41 8 49|

% 39,8% 29,6% 37,7%

N 27| 12 39|

% 26,2% 44,4% 30,0%

N 103 27| 130,
Ukupno

% 100,0% 100,0% 100,0%

(Pearson chi square=3.416, df=3, P=0,332)
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Podaci iz tablica 21 i 22 prikazani su na slikama 9 i 10. Uocljiva je razlika u
zastupljenosti bolesnika s metastazama izmedu skupina razli€ite izrazenosti proteina
nm23-H1 i COX-2, u papilarnom karcinomu. Medutim, ukoliko se promatraju zajedno
skupine sa srednje jakom i jakom izrazenoS$¢u navedenih proteina uoCava se da je

razlika zastupljenosti onih sa i bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima vrlo
mala.
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Slika 9. Izrazenost nm23-H1 u odnosu na metastaze u limfnim ¢vorovima
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Slika 10. lzrazenost COX-2 u odnosu na metastaze u limfnim ¢vorovima
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5.3.9. Usporedba izrazenosti nm23-H1 i COX-2

Za potrebe ove analize, svi su uzorci podijeljeni u dvije skupine: pozitivhu, u koju
su svrstani svi uzorci s jakom i srednje jakom reakcijom, i negativhu, u koju su
svrstani svi uzorci s negativhom i slabo pozitivnom reakcijom. Usporedba odnosa
izrazenosti nm23-H1 i COX-2 u istrazivanom uzorku prikazana je u tablici 23. UoCava
se da je u skupini tumora s izrazenom COX-2 velik broj tumora u kojima je izrazen i

nm23-H1, §to se potvrdilo statistiCki znacajnom P-vrijednosti (P<0,001).

Tablica 23. Odnos izrazenosti nm23-H1 i COX-2 u papilarnom karcinomu

nm23-H1
Negativni Pozitivni Ukupno
N 11 31 42
Negativni
% 26,2% 73,8% 100,0%
COX-2
N 1 87| 88|
Pozitivni
% 1,1% 98,9% 100,0%
N 12 118 130)
Ukupno
% 9,2% 90,8% 100,0%

(Pearson chi square=21.300, df=1, P=0,000)
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5.3.10. Veli¢ina tumora, metastaze u limfnim c¢vorovima,
izrazenost nm23-H1 i COX-2

|z istrazivanog uzorka izdvojeni su papilarni mikrokarcinomi koji su podijeljeni u
skupine, ovisno o prisutnosti odnosno odsutnosti metastaza u regionalnim limfnim
¢vorovima. U tablicama 24 i 25 prikazana je izrazenost nm23-H1 i COX-2 u ove dvije
skupine bolesnika. Uocljivo je da svi tumori koji su imali prisutne metastaze u limfnim
¢vorovima, maniji ili jednaki 10 mm, pokazuju srednje jaku i jako izrazenu reakciju na
oba proteina. Medutim, s obzirom na to da je velik broj tumora bez metastaza
pokazivao srednje jaku i jako izraZenu reakciju na nm23-H1, statistiCki znacCajna

povezanost dobivena je samo za izrazenost COX-2 (P=0,017).

Tablica 24. Odnos izrazenosti nm23-H1 i prisutnosti metastaza u limfnim ¢vorovima u

skupini papilarnih mikrokarcinoma

nm23-H1
Negativni | Pozitivni | Ukupno
N 5 41 46|
Ne
% 10,9% 89,1% 100,0%
Metastaze
N 0 9 9
Da
% 0,0% 100,0% 100,0%
N 5 50 55|
Ukupno
% 9,1% 90,9% 100,0%

(Pearson chi square=1.076, df=1, P=0,300)

Tablica 25. Odnos izrazenosti COX-2 i prisutnosti metastaza u limfnim ¢vorovima u

skupini papilarnih mikrokarcinoma

COX-2
Negativni | Pozitivni | Ukupno
N 19 27 46|
Ne
% 41,3% 58,7% 100,0%
Metastaze
N 0 9 9
Da
% 0,0% 100,% 100,0%
N 19 36 55
Ukupno
% 34,5% 65,5% 100,0%

(Pearson chi square=5.679, df=1, P=0,017)

50



U tablicama 26 i 27 prikazana je izrazenost nm23-H1 i COX-2 u papilarnim
karcinomima vec¢im od 10 mm koji su podijeljeni u dvije skupine, ovisno o prisutnosti
metastaza u regionalnim limfnim ¢&vorovima. Nije nadena statistiCki znacajna

povezanost.

Tablica 26. Odnos izrazenosti nm23-H1 i prisutnosti metastaza u limfnim ¢vorovima u

skupini papilarnih karcinoma >10 mm

nm23-H1
Negativni | Pozitivni | Ukupno
N 6 51 57|
Ne
% 10,5% 89,5% 100,0%
Metastaze
N 1 17 18]
Da
% 5,6% 94,4% 100,0%
N 7 68 75
Ukupno
% 9,3% 90,7% 100,0%

(Pearson chi square=0.399, df=1, P=0,527)

Tablica 27. Odnos izrazenosti COX-2 i prisutnosti metastaza u limfnim ¢vorovima u

skupini papilarnih karcinoma >10 mm

COX-2
Negativni | Pozitivni | Ukupno
N 16 41 57|
Ne
% 28,1% 71,9% 100,0%
Metastaze
N 7 11 18]
Da
% 38,9% 61,1% 100,0%
N 23 52 75
Ukupno
% 30,7% 69,3% 100,0%

(Pearson chi square=0.753, df=1, P=0,386)
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6. RASPRAVA

Papilarni karcinom StitnjaCe je epitelni tumor s najvecom ucestaloS¢u pojavljivanja
u mladih osoba Zenskog spola. lako oboljeli od ovog tipa karcinoma, u pravilu, imaju
dobru prognozu, postoji manja skupina bolesnika u kojih se tumor agresivnije
ponasSa. Rezultati dosadasnjih istrazivanja, od kojih su se neka temeljila na
dugogodisnjem pracenju velikog broja bolesnika s papilarnim karcinomom $titnjace,
agresivnije ponaSanje povezuju sa Zzivotnom dobi, veli€¢inom tumora, histoloSkim
podtipom, Sirenjem tumora u Stitnjaci, prisutnoS¢u metastaza u regionalnim limfnim
¢vorovima i prisutnoséu udaljenih metastaza.(32-36)

Istrazivanjem genskih promjena u stanicama papilarnog karcinoma dokazane su
strukturne genske promjene vezane uz kromosomsku preuredbu gena za receptore
tirozin kinaza RET i TRK, koje se, prema razli€itim studijama, nalaze u razli€itog broja
bolesnika s papilarnim karcinomom.(32) lzrazenost kimera je pronadena i u
dobroc¢udnim promjenama StitnjaCe sa i bez papilarnog karcinoma. Wirtschafter i
suradnici su u 95% uzoraka bolesnika s Hashimotovim tireoiditisom bez evidentnog
papilarnog karcinoma dokazali izrazenost kimericne mRNA onkogena RET/PTC1 i
RET/PTC3.(44) Fusco i suradnici su u svoje istrazivanje ukljucili 46 bolesnika koji su
imali ¢vor u S§titnjaCi histoloSkog izgleda folikularnog adenoma ili nodularne
hiperplazije, a u kojima su bila ZariSta sa slikom nalik papilarnom karcinomu, ali bez
dovoljnih histoloskih kriterija za postavljanje njegove dijagnoze. lzrazenost onkogena
RET/PTC bila je prisutna u 30 opisanih ¢vorova i povezana s promjenama koje su
histoloski nalikovale papilarnom karcinomu.(43) Iz navedenih podataka moze se
zakljuCiti da pojedini sluCajevi papilarnog karcinoma nastaju u postojeCim
dobro¢udnim promjenama $titnjace.

Arora i suradnici u svom istrazivanju raspravljaju o vaznosti razjasnjavanja
promjena koje nalikuju papilarnom karcinomu, u dobro¢udnim promjenama Stitne
Zlijezde. Ove su promjene bile prisutne u uzorcima koje su istrazivali. Njihovi rezultati
ukazuju da se u 2% dobrocudnih ¢vorova nalazi papilarni karcinom, dok je u ¢ak 10%
¢vorova bilo podrucja s nedefiniranom histoloSkom slikom. Pregledom literature i
objavljenih rezultata u razdoblju od 10 godina, ova je skupina istrazivaCa zakljucila
kako pomo¢ u razjasnjavanju ovih promjena moze dati dokazivanje postojanja kimere

onkogena RET/PTC, odnosno mutacije gena BRAF, kojim je kodirana kinaza B-Raf.
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Za razliku od kimericnog onkogena RET/PTC, koji se promijenjen nalazi i u
dobrocudnim promjenama, promjene onkogena BRAF dokazane su samo u
papilarnom karcinomu, ali samo u 50% istrazivanih papilarnih karcinoma i 50%
podrucja nedefinirane histoloSke slike.(115) Xing u svom istrazivanju objedinjuje
rezultate dotadasnjih istrazivanja o mutacijama BRAF i povezujuje ih s agresivnijim
ponasanjem tumora.(116) Geni RET/PTC i BRAF kodiraju proteine koji su uklju¢eni u
isti signalni put kojim se aktivira i regulira stanicna proliferacija, rast i preZivljenje
stanica.(32, 116)

Russell i suradnici su pokazali da tireociti s izrazenom kimerom RET/PTC3,
aktiviranjem signalnog puta NF-kB, sintetiziraju medijatore upale, Sto ukljuCuje i
ciklooksigenazu-2 (COX-2).(49) Ovim je istim signalnim putem, u stanicama
inficiranim s EBV u kojima je ispoljen nm23-H1, potaknuta transkripcija COX-2.(111)

COX-2 je enzim prisutan na mjestima upale i u mnogim vrstama tumora. Uloga
COX-2 u nastanku tumora povezana je s njegovim djelovanjem na inhibiciju
apoptoze i poticanje angiogeneze, a utjeCe i na invazivnost tumora i metastatski
potencijal te je u mnogim tumorima povezan s agresivnijim ponasanjem i loSijom
prognozom.(55-71, 79, 80) Kroni¢na upala predstavlja rizian ¢imbenik za nastanak
karcinoma.(117) Na modelu kolorektalnog karcinoma u bolesnika s ulceroznim
kolitisom objasnjen je moguc¢i mehanizam nastanka karcinoma u tkivu s kroni¢nim
upalnim procesom putem NF-kB signalnog puta koji je potaknut interleukinom 6 (IL-
6).(118) O znacCaju NF-kB signalnog puta u tumorima StitnjaCe piSu Pacifico i
Leonardi u svom preglednom Clanku u kojem, na temelju dosadasnjih istrazivanja,
pretpostavljaju povezanost upale i tumora putem ovog signalnog puta. NF-kB signalni
put ima vrlo vaznu ulogu u interakciji upalnih i epitelnih stanica, reguliranjem
izrazenosti razli€itih upalnih citokina i kemokina kojima se stimulira rast i aktivnost
epitelnih stanica.(119)

Na temelju dosad navedenog, postavila sam si pitanje da li postoji medusobna
povezanost nm23-H1 i COX-2 i u papilarnom karcinomu S$titne Zlijezde te sam na
uzorku od 130 papilarnih karcinoma, po prvi put, metodom imunohistokemije
analizirala njihovu izraZzenost.

U karcinomima StitnjaCe, prema objavljenim studijama, pronadena je izraZzenost
enzima COX-2.(81-92) Studije koje su u istrazivanje uklju€ivale dobrocudne
nodularne promjene i zlocudne tumore S&titnjaCe pokazale su da je izrazenost COX-2

veca u zlo¢udnim tumorima, narocito u papilarnom karcinomu.(81, 83, 84, 86, 88, 89,
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91) Specht i suradnici su u svoju studiju ukljuCili 14 dobro¢udnih i 14 zlocudnih
Cvorova StitnjaCe. Dokazali su da su COX-2 mRNA i protein znaCajno izrazeni u
zlo¢udnim ¢vorovima u odnosu na okolno tkivo Zlijezde, za razliku od dobrocudnih
¢vorova gdje razlike izrazenosti nije bilo.(81) Slicno tome, Lo i suradnici su u svojoj
studiji istrazivali izrazenost COX-2 u papilarnom karcinomu $titnjace (30 uzoraka) i u
uzorcima StitnjaCe s dobrocudnim promjenama (40 uzoraka). Dokazali su izrazenost
COX-2 u 27 uzoraka (90%) papilarnih karcinoma dok izrazenost COX-2 u
dobroc¢udnim promjenama (nodularna hiperplazija, folikularni adenom, limfocitni
tireoiditis) nije bila detektirana. Od tri negativna papilarna karcinoma u navedenoj
studiji dva su bila folikularni histoloSki podtip od ukupno tri folikularna podtipa u
ukupnom uzorku.(88) Srednje jaka i jako pozitivha reakcija izraZzenosti COX-2 u mom
uzorku dokazana je u 88 tumora $to €ini 67,6% uzorka.

Gen nm23 je otkriven kao tumor supresorski gen koji se u mnogim vrstama
tumora tako i pona$a.(95-101) Medutim, postoje studije Ciji rezultati ukazuju na posve
drugaciju funkciju nm23, s obzirom na to da je, u tim studijama, njegova izraZzenost
povezana s agresivnijim ponasanjem tumora.(102,104,105) U pojedinim je studijama
izrazenost nm23 dokazana u tkivu tumora, ali njegov prognostiCki znacaj nije
razjasnjen.(103, 106)

Dosadas$nja istraZivanja provedena na papilarnom karcinomu pokazala su da je
nm23-H1 izraZzen u ovoj vrsti tumora. Zou i suradnici su u svoje istrazivanje ukljucili
26 papilarnih, tri folikularna i Cetiri anaplasti¢na karcinoma, te pet uzoraka nodularne
hiperplazije i jedan folikularni adenom. lzrazenost nm23-H1 je dokazana u svim
uzorcima. Medutim, zanimljiv rezultat je dobiven istrazivanjem razlika izrazenosti
gena nm23-H1 u razli€itim stadijima karcinoma: najveéa je izraZzenost dokazana u
uznapredovalim stadijima dobro diferenciranih karcinoma i u anaplasti¢nim
karcinomima.(102) Luo i suradnici su istrazivali izrazenost nm23-H1 u zdravom tkivu,
te dobrocudnim i zlocudnim tumorima Stitnjace. Slaba izrazenost nm23-H1 dokazana
je u folikularnim epitelnim stanicama, slabija u stanicama dobroc¢udnih tumora, dok je
izrazenost u stanicama zlo¢udnih tumora bila razli¢ita. Od ukupno 49 zlocudnih
tumora u 22 (45%) dokazana je jaCa, u 24 (49%) jednaka, a u tri (6%) slabija
izrazenost nm23-H1 u odnosu na zdravo tkivo Zlijezde. Povezanost izrazenosti
nm23-H1 i prisutnosti metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima nije
dokazana.(107) Istrazivanje koje je obuhvatilo izrazenost nm23 gena u tumorima

StitnjaCe, medu kojima je bio i papilarni karcinom, dokazalo je statistiCki znaCajnu
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izrazenost gena u medularnom i folikularnom karcinomu u odnosu na folikularni
adenom, ali bez znaCajne povezanosti s metastazama u regionalnim limfnim
¢vorovima.(108) Royds i suradnici nisu dokazali povezanost izmedu vaskularne
invazije i izrazenosti proteina nm23 u folikularnim adenomima, te papilarnim i
folkularnim karcinomima.(109) Zafon i suradnici su na 64 uzoraka papilarnog i 30
uzoraka folikularnog karcinoma istrazivali izrazenost nm23-H1. Vecina tumora je
imala izrazen nm23-H1 neovisno o histoloSkom tipu (89,1% papilarnih karcinoma i
83,2% folikularnih karcinoma), ali bez statisticki znaCajne povezanosti nm23-H1 s
dobi, spolom, stadijem karcinoma i lokalnim recidivom. Povezanost s udaljenim
metastazama nije dokazana u bolesnika s papilarnim karcinomom, dok je obrnuta
povezanost udaljenih metastaza i izrazenosti nm23-H1 bila statistiCki znacajna u
bolesnika s folikularnim karcinomom.(110)

Srednje jaka i jako pozitivna reakcija izrazenosti nm23-H1 dokazana je u 118
uzoraka tumora koje sam analizirala, Sto Cini 90% istraZzivanog uzorka. U skupini
tumora koji su imali srednje jaku i jako pozitivhu reakciju izrazenosti COX-2 (88
tumora) njih ¢ak 87 imalo je srednje jaku i jako pozitivhu reakciju izraZzenosti nm23-
H1 (Tablica 23), Sto se pokazalo i statistiCki znacajnom povezano$¢u (Pearson chi
square, P<0,001). Dobiveni rezultat je u skladu s povezanoScu ispoljavanja proteina
nm23-H1 i COX-2 koji je dokazan u stanicama koje su zaraZene s virusom Epstein
Barr.(111) Stoga bi rezultat koji ukazuje na njihovu povezanost mogao ukazivati i na
njihovu povezanost u papilarnom karcinomu, putem NF-kB signalnog puta. Dodatno,
zastupljenost tumora koji su imali izrazena oba proteina otvara pitanje znacaja
njihove uklju€enosti u patogenezu i ponasanje papilarnog karcinoma stitnjace.

Usporedujuéi izrazenost nm23-H1 i COX-2 s karakteristikama bolesnika koje
su uklju€ivale dob i spol nije se pronasla zna¢ajna povezanost (Tablice 3-6). U tri je
dosadasnja istrazivanja dokazana statistiCki znaCajna povezanost izmedu izrazenosti
COX-2 i starije dobi bolesnika, dok je u jednom izrazenost COX-2 bila smanjena u
ovoj dobnoj skupini. Siironen i suradnici su uzorke bolesnika s papilarnim
karcinomom podijelili u dvije dobne skupine, na one koji su mladi od 35 godina (59
karcinoma) i one koji su stariji od 55 godina (49 karcinoma). lzraZzenost COX-2 bila je
statisticki zna€ajno veca u skupini bolesnika starijih od 55 godina.(82) Isti autor je, u
drugoj studiji 72 bolesnika s papilarnim karcinomom S§titnjaCe podijelio u dvije dobne
skupine s granicom od 45 godina. | u ovoj je studiji pokazao povec¢anu izraZzenost

COX-2 u bolesnika starije dobne skupine.(87) Kim i suradnici su u svom uzorku od
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86 papilarnih karcinoma dobnu granicu postavili na 45 godina i takoder pokazali
povecanu izrazenost COX-2 u starijoj dobnoj skupini.(89) Oprecan rezultat prikazali
su lto i suradnici na 49 papilarnih karcinoma u kojima je izrazenost COX-2 bila
reducirana u dobnoj skupini starijoj od 54 godine te u ve¢im tumorima, tumorima
uznapredovalog stadija i prisutnim satelitskim tumorima. Navedene su rezultate Ito i
suradnici doveli u vezu s ranom fazom nastanka tumora.(84) U mom istrazivanju,
podjelom bolesnika u dvije dobne skupine s granicom od 45 godina, nije dokazana
znacajna razlika izrazenosti COX-2 i nm23-H1 u tkivu tumora, ovisno o dobi (Tablice
3i4).

HistoloSkom analizom tumora odredivala sam i podtip tumora: najzastupljeniji je
bio klasi¢ni podtip (51,5%), a slijedili su folikularni (24,6%), difuzno-sklerozirajuci
(10%) i oksifilni (7,7%), dok su vrlo rijetki podtipovi svrstani u skupinu ,ostali (6,2%).
Prema dosadasnjim istrazivanjima, od navedenih histoloSkih podtipova, agresivnije
ponaSanje pokazuje difuzno-skleroziraju¢i podtip, ali i podtip visokih stanica kakav je
u ovom uzorku bio zastupljen samo jednim uzorkom i svrstan je u skupinu
,ostali“.(32) Promatraju¢i medijane izraZenosti analiziranih proteina u ovom
istrazivanju, dobio se zanimljiv rezultat (Tablica 9). Medijan izrazenost nm23-H1
statistiCki je znacCajno viSi u klasichnom i folikularnom podtipu u odnosu na ostale
podtipove (Kruskal-Wallisov test, P=0,044), a medijan izrazenosti COX-2 u
folikularnom podtipu u odnosu prema sklerozirajuéem podtipu (Kruskal-Wallisov test,
P=0,014).

Klasi¢ni i folikularni podtip tumora imaju dobru prognozu, i izrazenost nm23-H1 u
ovim podtipovima tumora mogla bi ukazivati na njegovu tumor supresorsku ulogu.
Njegovu izrazenost dijelom prati i COX-2, koji je ¢eSc¢e izrazen u folikularnom podtipu
u odnosu na difuzno-sklerozirajuci, agresivniji podtip. Dobiveni rezultat ceSce
izrazenosti COX-2 u folikularnom podtipu opre€an je rezultatu koji su prikazali Lo i
suradnici (manja izrazenost COX-2 u folikularnom podtipu).(88) lako je njihov rezultat
statisticki znacajan, vazno je istaknuti da se radilo o ukupno tri uzorka folikularna
histoloSka podtipa. Takoder, zanimljiv je podatak, iako bez statistiCki znacajne
povezanosti, da je medijan dobi najvisi za oksifilni podtip i iznosi 57 godina, te da je
za taj histoloski podtip medijan veli€ine tumora najmaniji i iznosi 9,5 cm.

Prou€avajucéi razliCite ¢vorove u S§titnjaci, Kim i suradnici su izrazenost COX-2
dokazali u svim wuzorcima papilarnih karcinoma (19 uzoraka), Hashimotovog

tireoiditisa (3 uzorka), Hurtle cell adenoma (4 uzorka) i Hurtle cell karcinoma (2
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uzorka) te u vecini folikularnih karcinoma (7 od 8 uzoraka) i folikularnih adenoma (11
od 14 uzoraka).(83) Nose i suradnici su u svojoj studiji ukljuCili 110 papilarnih
karcinoma i istrazivali izrazenost COX-2 u odnosu na zdravo tkivo Stitnjace (72
uzorka) i limfocitni tireoiditis (36 uzoraka). Rezultati su pokazali da je izrazenost
COX-2 statistiCki zna€ajno veca u tkivu s limfocitnim tireoiditisom u odnosu na zdravo
tkivo Zlijezde. Dodatno, izrazenost COX-2 je u njihovom istraZivanju bila poviSena u
tkivu papilarnog karcinoma i u odnosu na tkivo s limfocitnim tireoiditisom, i u odnosu
na zdravo tkivo Zlijezde.(86)

U ovom su istrazivanju bolesnici bili podijeljeni u dvije skupine, ovisno o tome da li
su uz papilarni karcinom imali i druge dobro¢udne promjene (nodozna gusa, limfocitni
tireoiditis, Hashimotov tireoiditis i folikularni adenom) ili je papilarni karcinom bio
jedina promjena StitnjaCce. U svakoj je skupini bilo 65 bolesnika. Rezultati ovog
istrazivanja su pokazali da ne postoji statistiCki znacajna razlika izrazenosti nm23-H1
i COX-2 u papilarnom karcinomu bolesnika s obzirom na prisustvo ili odsustvo
dobro¢udnih promjena (Tablice 15 16).

Kroni€na upala predstavlja riziCan Cimbenik za nastanak karcinoma, a u skupini
bolesnika s papilarnim karcinomom utvrdena je poveCana istovremena pojavnost
Hashimotovog tireoiditisa.(117,120,121) Tako Ott i suradnici u svojoj studiji
provedenoj na 800 bolesnika operiranih zbog ¢vora u §titnja¢i u 161 dokazuju
karcinom, a u 61 bolesnika (38%) prisutan je i Hashimotov tireoiditis. S druge strane,
Hashimotov tireoiditis bio je prisutan u samo 18 (11%) od 160 bolesnika koji su imali
dijagnozu nodularne hiperplazije.(120) Okayasu i suradnici su na svom uzorku od
626 Japanaca, 300 Amerikanaca bijele rase i 90 Afro-Amerikanaca dokazali da je
tireoiditis u vecem broju istovremeno prisutan u papilarnom karcinomu u odnosu na
nodularnu hiperplaziju i folikularni adenom, neovisno o porijeklu bolesnika.(121)

Spomenute studije su u skladu s pretpostavkom koju su iznijeli u svom radu
Pacifico i Leonardi: Upalni procesi u $§titnjaCi povezani su s nastankom tumora.
Dosada$nja istraZivanja provedena na uzorcima papilarnog karcinoma i uzorcima
StitnjaCe s tireoiditisom, u kojima je usporedivan upalni infiltrat ili izrazenost COX-2,
upucivala su na eventualnu povezanost upalnog procesa s neoplasticnom
pretvorbom.(83,86,88) Medutim, promatrani su uzorci tkiva StitnjaCe dobiveni od
bolesnika koji su imali ili samo dobro¢udne promjene ili samo papilarni karcinom
Stitnjace. U mom istrazivanju analizirane su dobro¢udne promjene u tkivu Stitnjace u

kojem je istovremeno dijagnosticiran i papilarni karcinom.
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S obzirom da je: a) limfocitni upalni infiltrat povezan s kroni¢nim upalnim i
autoimunosnim promjenama; te da je b) enzim COX-2 izraZzen u podrucjima upale,
bolesnici su podijeljeni u dvije skupine. U prvoj su skupini bili bolesnici koji su uz
papilarni karcinom imali i tireoiditis (33 bolesnika, 25%), dok su u drugoj skupini bili
bolesnici bez tireoiditisa (Tablica 17). U skupini bolesnika bez tireoiditisa dominantan
je bio udio bolesnika s tumorom bez limfocitnog upalnog infiltrata, dok je u skupini s
tireoiditisom bio dominantan broj bolesnika s limfocitnim upalnim infiltratom za Sto je
nadena statistiCki znacajna P-vrijednost (Pearson chi square test, P<0,001). Iz
navedenog rezultata zaklju€ujem da je u ovom uzorku prisutnost limfocitnog upalnog
infiltrata bila povezana s upalnim promjenama koje su istovremeno bile prisutne u
tkivu Stitnjace.

U narednom koraku sam istrazila znacaj razlika izrazenosti nm23-H1 i COX-2
proteina izmedu te dvije skupine (Tablice 18 i 19). Statisti¢ki znaCajne razlike nisu
dokazane. Drugim rijeCima, prisutnost tireoiditisa u Stitnjaci povezana je s limfocitnim
upalnim infiltratom u tkivu tumora, a prisutnost limfocitnog upalnog infiltrata u tkivu
tumora nije povezana s izrazeno$¢éu COX-2 u tkivu tumora. Dobiveni rezultat nije u
skladu s prije navedenim studijama u kojima je jasna povezanost COX-2 i upalnih
promjena, ali namece pitanje ¢ime je, ako nije upalnim procesom, izrazenost COX-2
u tkivu tumora potaknuta.

Limfocitni upalni infiltrat u tkivu tumora bio je prisutan u 30% uzoraka, a
zastupljenost tumora sa i bez upalnog infiltrata u skupinama s razli€ito izrazenim
nm23-H1 i COX-2, bila je podjednaka (Tablice 10 i 11). Istrazivanje provedeno na 25
uzoraka papilarnog karcinoma StitnjaCe, ukljuCivalo je analizu limfaticnog upalnog
infiltrata u tumoru i izrazenost inzulinu-nalik ¢imbenika rasta (IGF-1) i njegovog
receptora u tumoru. Ovim je istraZivanjem pokazano da stanice tumora oko kojih je
bio obilan limfaticni infiltrat pokazuju snaznu ispoljenost navedenih proteina u
tumorskom tkivu i moguc¢nosti utjecaja limfaticnog upalnog infiltrata na neoplasticnu
pretvorbu.(122)

Rezultati mog istrazivanja nisu ukazali na statisticki zna€ajnu povezanost
izmedu izrazenosti ova dva proteina u odnosu na veliinu tumora. Poseban oblik
papilarnog karcinoma Stitne Zlijezde predstavlja papilarni mikrokarcinom koji je
definiran kao slu€ajno otkriveni papilarni karcinom koji je manji ili jednak jednom
centimetru.(32) Park i suradnici su u svom istrazivanju na ukupno 1150 uzoraka

papilarnog karcinoma pokazali da je prisutnost Sirenja tumora izvan Zlijezde i

58



prisutnost metastaza u limfnim &vorovima gotovo podjednaka u skupini mikro i
nemikrokarcinoma, kao i prisutnost BRAF mutacije (65,6% mikrokarcinomi, 67,2%
nemikrokarcinomi). Na tememelju dobivenih rezultata zakljucili su da kako papilarni
mikrokarcinom ne treba smatrati okultnim karcinomom, jer on, promatrano na velikom
uzorku tumora, ima podjednake Kkarakteristike i ponaSanje poput papilarnih
karcinoma promjera veceg od jedan centimetar.(123) Lee i suradnici su na uzorku od
64 papilarna mikrokarcinoma istrazivali prisutnost mutacije BRAF i njezin eventualan
znacaj u odnosu na znacajke tumora. Dokazali su da je BRAF mutacija prisutna u 12
od 18 tumora koji su metastazirali u limfne &vorove, §to €ini 50% od ukupno pozitvnih
na BRAF mutaciju, dok je negativna bila u 6 tumora s prisutnim metastazama od
ukupno 40 negativnih uzoraka. Mutacija gena BRAF je statistiCki znaCajno izrazena u
tumorima s prisutnim metastazama u limfnim ¢vorovima, medutim treba istaknuti da
postoji nezanemariv dio tumora s metastazama koji nema BRAF mutaciju i u kojem
mehanizam nastanka tumora nije povezan s BRAF mutacijom.(124)

Podjelom tumora u dvije skupine, na one koji su maniji ili jednaki jednom
centimetru (mikrokarcinom) i na one koji su veci od jednog centimetra i usporedbom
izrazenosti nm23-H1 i COX-2 izmedu tih dviju skupina nije se pronasla statisticki
znacajna razlika (Slike 3 i 4). Medutim, promatrajuci izrazenost nm23-H1 i COX-2 u
uzorcima papilarnog mikrokarcinoma koji su podijeljeni u skupine ovisne o statusu
regionalnih limfnih &vorova, uodljivo je da svi tumori koji imaju prisutne metastaze
(N=9, 16%) u regionalnim limfnim ¢vorovima pokazuju srednje jaku i jako pozitivhu
reakciju izrazenosti nm23-H1 i COX-2 (Tablice 24 i 25). S obzirom da je vecCina
papilarnih mikrokarcinoma bez metastaza imala srednje jaku i jako pozitivhu reakciju
izrazenosti nm23-H1, statisticki zna€ajna razlika nadena je samo u izrazenosti COX-
2 (Pearson chi square test, P=0,017). Navedeni rezultat govori u prilog povezanosti
COX-2 s agresivnijim ponaSanjem papilarnog mikrokarcinoma. U skupini od 75
tumora vecih od jednog centimetra, njih 18 (31%) je imalo prisutne metastaze u
limfnim Cvorovima. lzrazenost promatranih proteina izmedu tih dviju skupina nije bila
staticki znacajno razlicita.

Sirenje tkiva tumora u obliku manjih Zarista u okolnom tkivu Zlijezde pronadeno je
u 28,5% uzoraka (Tablice 12 i 13), a metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima u
20,8% uzoraka (Tablice 21 i 22). I1zrazenost nm23-H1 i COX-2 u odnosu na ove dvije
znacCajke agresivnog ponasanja tumora nisu statistiCki zna€ajno razli€ite u odnosu na

tumore koji nisu imali ove znaCajke. Medutim, ako se izdvojeno promatra papilarni
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mikrokarcinom $titnjace, nalazi se statistiCki zna¢ajna povezanost izrazenosti COX-2
u tumoru s prisutnim metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima, te se na temelju
toga mikrokarcinom moze povezati s agresivnijim ponasSanjem.

Zanimljivo je i da uz niti jedan oksifilni podtip papilarnog karcinoma koji je uklju¢en
u ovo istrazivanje nije bilo prisutno Sirenje tumora u samoj Stitnjaci te da je taj oblik
tumora imao najmanji broj tumora s metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima.
Uzimajuci u obzir i ranije navedene znacCajke oksifilnih podtipova tumora u ovom
uzorku, zakljuCujem da navedeni podtip svojim znaCajkama odstupa od znacajki
ostalih podtipova. Time dovodim u pitanje promatranje znacajki oksifilnog podtipa u
odnosu na opcenito usvojene uobiCajene znacajke papilarnih karcinoma. Medutim, s
obzirom na ukupan broj od samo 10 oksifilnih podtipova u ovom uzorku i bez
zadovoljavajuce statistiCke povezanosti, navedene rezultate bi bilo potrebno
razmotriti u prosSirenoj studiji koja bi se temeljila upravo na ovim podtipovima.

Rezultati ovoga istrazivanja ukazuju da postoji medusobna povezanost
ispoljavanja nm23-H1 i COX-2 u papilarnom karcinomu $titnjace osobito u pojedinim
histoloSkim podtipovima. lako njihova izrazenost ne pomaze u izdvajanju skupine
agresivnijin papilarnih karcinoma, rezultati su pokazali da bi se mogli koristiti u
izdvajanju agresivnije skupine papilarnih mikrokarcinoma $stitne zlijezde. Ovo narocito
vrijedi za protein COX-2. Dokazivanje izrazenosti ovog proteina u svakodnevnom
rutinskom radu patologa omogucilo bi da se bolesnici s pozitivnim papilarnim
mikrokarcinomom lije€e agresivhom metodom, odnosno totalnom tireoidektomijom.
Ovaj pristup se, mozda, ne bi trebao primijeniti u bolesnika €iji su tumori negativni na
COX-2. Takoder, ovaj tip analize otvorio bi moguénost lijeCenja takvih bolesnika
inhibitorima COX-2 (na primjer celecoxib) koji su se do danas pokazali ucinkoviti u
prevenciji i lije€enju nekih vrsta karcinoma (kolorektalni, karcinom usne Supljine,
kozZe, jednjaka, nesitnostani¢ni karcinom pluc¢a).(125) Dobiveni rezultati ukazuju na
potrebu za dodatnim istrazivanjima bioloSkog ponaSanja papilarnog mikrokarcinoma

Stitne Zlijezde.
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7.ZAKLJUCCI

Na temelju prikazanih rezultata dobivenih na istraZivanim uzorcima papilarnog
karcinoma 130 bolesnika i dosadasnjih spoznaja o papilarnom karcinomu i

istrazivanim proteinima nm23-H1 i COX-2 moze se zakljuiti:

1. proteini nm23-H1 i COX-2 su izrazeni u velikom broju papilarnih karcinoma
StitnjaCe; nm23-H1 u 128 (98,4%), COX-2 u 123 (94,6%)

2. vecina tumora s izrazenim COX-2 pokazuje izrazenost i nm23-H1 (P<0,01)

3. izrazenost nm23-H1 i COX-2 u papilarnom karcinomu nije povezana s
agresivnim ponasanjem papilarnog karcinoma

4. izrazenost COX-2 u papilarnom mikrokarcinomu je povezana s prisustvom
metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima (P=0,017) Sto se povezuje s
agresivnijim ponasanjem tumora

5. izrazenost COX-2 u papilarnom karcinomu S§titnjaCe nije povezana s
limfocitnim upalnim infiltratom u tkivu tumora

6. prisutnost limfocitnog upalnog infiltrata u papilarnom karcinomu povezana je s
tireoiditisom u okolnom tkivu netumora stitnjace (P<0,01)

7. izrazenost nm23-H1 i COX-2 mogla bi imati vaznost u razlikovanju pojedinih
histoloskih podtipova tumora (medijan izrazenosti nm23-H1 veéi je u
klasi€énom i folikularnom podtipu papilarnog karcinoma u odnosu na ostale
podtipove (P=0,044), a medijan izrazenosti COX-2 veéi je u folikularnom
podtipu papilarnog karcinoma u odnosu na difuzno-skleroziraju¢i podtip

papilarnog karcinoma (P=0,014))
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8.SAZETAK

Papilarni karcinom stitnjaCe je epitelni tumor koji se najCesc¢e javlja u mladih
Zena. lako ima dobru prognozu, postoji manja skupina bolesnika s tumorom
agresivnijeg ponaSanja. DosadasSnjim se istraZivanjima nije uspjela izdvojiti
agresivnija skupina tumora, iako je pokazano da su dob, veliCina tumora, lokalna
invazivnost tumora, metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima i udaljene metastaze,
u ovim tumorima, neovisni prognosticki Cimbenici.

Gen nm23 pripada skupini tumor supresorskih gena, a COX-2 je enzim
izrazen na mijestima upale i u razliCitim vrstama karcinoma. Oba su proteina
odvojeno istraZzivana u tumorima StitnjaCe, a rezultati su, prema dosadasnjim
studijama, oprecni. Njihova medusobna povezanost pronadena je u stanicama
inficiranim virusom EBV u kojima je transkripcija COX-2 bila potaknuta signalnim
putem NFkB, koji je ovisio o ispoljenosti nm23-H1.

U ovo su istrazivanje bili ukljuCeni uzorci tkiva papilarnog karcinoma dobiveni
od 130 bolesnika, za koje su bile poznate dob, spol i veli¢ina tumora. Uzorci su bili
analizirani standardnom patohistoloSkom metodom kako bi se odredili slijededi
parametri: histoloski podtip tumora, prisutnost limfocitnog upalnog infiltrata, prisutnost
Sirenja tumora u okolno tkivo StitnjacCe, prisutnost dobrocudnih promjena u Stitnjaci,
prisutnost metastaza u limfnim ¢€vorovima. Metodom imunohistokemije je odredena
razina izrazenosti proteina nm23-H1 i COX-2, kako bi se provjerila slijedeca hipoteza
u skupini bolesnika s papilarnim karcinomom, kao i u skupini bolesnika s papilarnim
mikrokarcinomom §titnjaCe, prisutnost enzima COX-2 i tumor supresorskog proteina
nm23-H1 izdvojit ¢e manju skupinu bolesnika s bioloSki agresivnijim primarnim
tumorom, u vrijeme postavljanja dijagnoze.

U vedini je tumora reakcija izrazenosti nm23-H1 i COX-2 srednje i jako pozitivna.
U tumorima u kojima je izrazen COX-2, izrazen je i nm23-H1 (P<0,001). Izrazenost
nm23-H1 i COX-2 nije povezana s dobi i spolom bolesnika, veliCinom tumora te
Sirenjem tumora u okolno tkivo Zlijezde i prisutnosti metastaza u regionalnim limfnim
¢vorovima. Medijan izrazenost nm23-H1 znacajno je veci u klasicnom i folikularnom
histoloSkom podtipu papilarnog karcinoma u odnosu na ostale histoloSke podtipove
(P=0,044), a medijan izrazenosti COX-2 znacajno je veéi u folikularnom histoloSkom

podtipu, u odnosu na difuzno-skleroziraju¢i podtip (P=0,014). Prisutnost limfocitnog
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upalnog infiltrata u tumoru povezana je s prisutnosti tireoiditisa u okolnom tkivu
Stitnjace (P<0,001), ali nije povezana s izrazenoS¢u nm23-H1 i COX-2 u tkivu
tumora. Medutim, izrazenost COX-2 u papilarnom mikrokarcinomu povezana je s
prisutno$¢u metastaza u regionalnim limfnim &vorovima (P=0,017).

Rezultati ovoga istrazivanja ukazuju da postoji medusobna povezanost u
izrazenosti nm23-H1 i COX-2 u papilarnom karcinomu §titnjaCe. lako razina njihove
izraZzenosti ne pomaze u izdvajanju skupine agresivnijih papilarnih karcinoma, mogla

bi biti korisna, u izdvajanju agresivnije skupine papilarnih mikrokarcinoma stitnjace.
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9. SUMMARY

Papillary thyroid carcinoma is an epithelial tumor that frequently affects young
women. Although it has an excellent prognosis, there is a small group of patients
who present a tumor with a more aggressive behavior. So far, the research directed
to the specific age and gender groups, histological variants, tumor diameter,
intraglandular spread and the presence of metastases have not succeeded in
definitely identifying the group of tumors with aggressive behavior, although some
studies have shown the age, tumor diameter, tumor local invasiveness, metastases
to regional lymph nodes and distant metastasis as independent prognostic factors.

The nm23 gene belongs to a group of tumor suppressors, whereas COX-2 is
an enzyme, expressed at inflammation sites and in many different carcinomas. Both
proteins have been separately studied in papillary thyroid cancer, and the obtained
results were contradictory. However, it has been shown in vitro that COX-2
transcription depends on nm23-H1 expression.

The hypothesis of this study was based on importance of nm23-H1 and COX-
2 expression in predicting a smaller group of patients with a biologically more
aggressive primary tumor at the time of diagnosis. A total of 130 samples of papillary
thyroid carcinoma tissue was analyzed in this study. The following parameters were
analyzed: the tumor sub-type, the presence of lymphocyte inflammatory infiltrate,
intraglandular dissemination, benign changes in the thyroid gland and regional
metastases in lymph nodes. For detection of nm23-H1 and COX-2,
immunohistochemical staining have been performed with highly specific monoclonal
antibodies.

Immunohistochemical analysis results show middle-strong and very positive
staining for both proteins, in majority of tumors. The expression of COX-2 was always

joined with nm23-H1 positivity (P<0,001). The expression of nm23-H1 and COX-2 is
not related to the patient's age or gender, tumor diameter, intraglandular
dissemination of the tumor and the presence of metastasis in regional lymph nodes.
The nm23-H1 median expression is significantly higher in the classical and follicular
histological variant of papillary carcinoma, compared to other histological variants
(P=0,044). On the other hand, the median COX-2 expression is significantly higher in

the follicular histological variant, and decreased in the diffuse-sclerosing variant
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(P=0,014). The presence of lymphocyte inflammatory infiltrate in the tumor is
connected to the presence of thyroiditis in the surrounding, non-tumorous tissue of
the thyroid gland (P<0,001), but it does not relate to the expression of nm23-H1 and
COX-2 in the tumorous tissue. Finaly, COX-2 expression in papillary microcarcinoma
is related to the metastases to regional lymph nodes (P=0,017).

The results of this research show that there is relation in the expression of
nm23-H1 and COX-2 in the papillary carcinoma of the thyroid gland, particularly with
respect to histological sub-variants. Although, their expression does not help in
identifying the group of more aggressive papillary carcinomas, it could help in

identifying the group of more aggressive papillary thyroid microcarcinoma.
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