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1. UvOD

1.1. Grada stitnjace

Stitnjada (lat. glandula thyreoidea) je neparna Zlijezda s unutradnjim izlugivanjem
smjeStena u donjem dijelu vrata, ispod tireoidne hrskavice, na prednjoj strani dusnika.
Razvijena $titnjaca se sastoji od dva reznja (lat. lobus) koje povezuje sredisSnji suzeni dio
(lat. isthmus) Sto Zlijezdi daje oblik slova H. Veli€ina svakog reznja je 4 cm, a Citava
StitnjaCa tezi oko 20-25 grama. Na presjeku je sjajna, svijetlosmeda, lobulirane
(barSunaste) povrsSine. Histoloski, titnjaca je gradena od razliito velikih folikula obloZenih
kubi¢nim epitelom. Epitelne stanice su cilindricne kada $titnja¢a aktivno Iu¢i hormone, a
splostene kada je manje aktivha. Lumeni folikula su ispunjeni zelatinoznim homogenim
sadrzajem-koloidom. Koloid sadrzava izluCeni tireoglobulin iz kojeg se otpustaju aktivni
hormoni $titnjaCe trijodtironin (T3) i tetrajodtironin (tiroksin, T4). Osim folikularnih epitelnih
stanica, StitnjaCa sadrzava i parafolikularne ili C-stanice rasprSene medu folikularnim
stanicama ili u intersticiju. Spomenute stanice luCe kalcitonin Cija je osnovna funkcija
snizavanje razine kalcija. Struktura i funkcija Stitne zlijezde regulirana je luCenjem TSH

(tireotropni hormon) iz hipofize (Damjanov i Juki¢ 2004, Al-Brahim i Asa 2006).

Stitnjaca je jedina Zlijezda s unutradnjim izlugivanjem u kojoj se pohranjuje velika
koliCina proizvoda sekrecije. Pohranjivanje se obavlja u izvanstanichom koloidu, a sam
proces proizvodnje i nakupljanja hormona odvija se u Cetiri faze: a) sinteza tireoglobulina;
b) unosSenje 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 u citoplazmi se
oslobadaju tiroksin (T4), trijod-tirozin (T3), dijod-tirozin (DIT) i monojod-tirozin (MIT).
Slobodni T4 i T3 prolaze kroz stani€énu 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 StitnjaCe u krvi, iako T3 djeluje brze i snaznije. Oba hormona stimuliraju disanje i
oksidativnu fosforilaciju u mitohondrijima. Vecina ucinaka posljedica je djelovanja na

bazalni metabolizam, poveanje apsorpcije ugljikohidrata iz crijeva, reguliranje



metabolizma lipida i utjecanja na rast tijela i razvoj Ziv€anog sustava (Junqueira i Carneiro
2005, Lin 2008).

Slika 1. Prikaz polozaja i grade Stitne Zlijezde: a) smjestaj i izgled Zlijezde; b) histoloSka
grada folikula (povec¢anje 200x) i c) grada folikula i Zljezdanog epitela (poveéanje 400x).

Preuzeto iz:



1.2. Karcinomi Stitnjace

Karcinomi $titnjaCe predstavljaju najrjedu bolest Stitnjate te se javljaju u 1,5% svih
karcinoma kod odraslih i u 3% svih karcinoma kod djece, prema izvjeS§¢u Americ¢ke udruge
za rak (eng. American Cancer Society, ACS 2012). Vecina karcinoma su podrijetlom iz
folikularnog epitela ali mogu nastati i iz parafolikularnih C stanica koje lu€e kalcitonin,
odnosno njihovom malignom preobrazbom. Sporo rastu i imaju nisku smrtnost. Benigni
tumori StitnjaCe su mnogo ucestaliji od malignih. Primjerice, benigne tumore nalazimo u
oko 5-7% svih odraslih osoba, a maligne u omjeru 1. 1 000. Manje od 1% svih tumora
StitnjaCe su maligni (Damjanov i Juki¢ 2004, DeLellis i sur. 2004).

Uzroci karcinoma StitnjaCe manje su poznati no ionizacijsko zraCenje, posebno u
podrucju glave i vrata, osobito kod djece stvara sklonost kasnijem nastanku karcinoma
StitnjaCe. Dugotrajna stimulacija TSH (stimuliraju¢i hormon StitnjaCe) kod bolesnika
oboljelih od gusSe ili hipertireoze moze dovesti do karcinoma. Naravno, odredeni oblici
tumora javljaju se genetski tj. obiteljski.

Karcinom $titnjace ucestaliji je 2-3 puta kod Zena nego kod muskaraca. O ituje se kao
bezbolni ¢vor u Zlijezdi te s javlja u svim dobnim skupinama, no ¢eS¢e u srednjoj i kasnoj
zivotnoj dobi (Damjanov i Juki¢c 2004). Prema izvjeS¢u Hrvatskog zavoda za javno
zdravstvo (HZJZ 2009) u Hrvatskoj se karcinom $§titnjaCe javlja u 5,4 / 100.000 muskaraca i
17,5/ 100.000 Zena, najviSe u dobi izmedu 50-60 godina. Hrvatska pripada skupini zemalja
s visom incidencijom karcinoma $titnjace u Zena (raspon u svijetu 1,9-19,4). Stitnjaca je
jako dobro prokrvljen organ i zbog toga u njoj €esto nalazimo metastaze drugih tumora,
najceS¢e melanoma, karcinoma pluc¢a, dojke i jednjaka. Svaki Cvor StitnjaCe moze
predstavljati rak. Osim histoloSkog pregleda ne postoji ni jedna nepogrjeSiva metoda za

razlikovanje benignih od malignih tumora.

LijeCenje karcinoma S§titnjaCe ovisi o pojedinacnom nalazu bolesnika. U svrhu Sto
toCnije dijagnostike radi se ultrazvuk Stitne Zlijezde i vrata te biopsija sumljivin limfnih
Cvorova i lateralnih lezija. Tumori manji od 1 cm bez detektiranih metastaza u limfne
¢vorove, nemaju to¢no definiran tretman lije€enja. Prema protokolima ameri¢ke Nacionalne

udruge za lije€enje raka (eng. National Comprehensive Cancer Network, NCCN 2012)
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preporu¢eno je pracenje bolesnika i tijeka bolesti uz preporuku mogucnosti terapije

tiroksinom kako bi se razina TSH odrzala normalnom.

U lijeCenju karcinoma Stitne Zzlijezde ovisno o opseznosti bolesti provode se tri
postupka: 1. Operacija, 2. Terapija radioaktivnim jodom i 3. Terapija lijekovima. OpsezZnost
operacijskog zahvata, u svrhu odstranjenja karcinoma u cijelosti, ovisi o veli€ini Cvora te se
Cesto odstranjuje i cijela S$titna Zlijezda. Nakon operacije bolesnici primaju terapiju

radioaktivnim jodom (J***

). Radioaktivni jod zraCenjem uniStava preostalo tkivo stitnjace, te
pomaze jasnijoj prognosti¢koj slici i detekciji preostalog tumorskog tkiva. Ukoliko operacija
nije mogucnost, vanjska terapija radioaktivnim jodom moZe biti jako korisna. Nakon
operacije ili terapije radioaktivnim jodom pri C¢emu se odstrani Stitnjaca u cijelosti, pacijenti
trebaju uzimati levothyroxin lijek do kraja Zzivota. Spomenuti lijek zamjenjuje ucCinak
hormona koje proizvodi zdrava S§titnjaca. Veéina bolesnika koji su imali karcinom $§titne
Zlijezde svakih 6-12 mjeseci trebaju kontrolirati razinu hormona StitnjaCe krvi. Ostali testovi
koji se mogu uginiti nakon lijedenja karcinoma $titnjade je test radioaktivnim jodom (3*%%),

te ultrazvuk Stitnjace.

Prema ACS (2012) prognoza prezivljavanja bolesnika s karcinomom §titnjace je jako
dobra. Vise od 95% odraslih s karcinomom Zzivi najmanje 10 godina. LoSiju prognozu
odnosno Cesc¢i povrat bolesti imaju bolesnici mladi od 20 i stariji od 60 godina iako je kod
male djece karcinom izljeCiv gotovo 100%. NajloSiju prognozu imaju bolesnici koji imaju
udaljene metastaze te im je petogodiSnje prezivljenje manje od 60% u odnosu na ukupno
prezivljenje (ASC 2012). Prognoza je bolja za bolesnike mlade od 40 godina i za one s
manjim tumorom (NCCN 2012). lako karcinom stitnjaCe CeSCe nastaje kod zena muskarci
imaju nesto loSiju prognozu (ASC 2012).

1.2.1. Podjela karcinoma stitnjace

Prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije (eng. World Health Organization,
WHO) karcinomi StitnjaCe porijeklom mogu nastati iz folikularnih i parafolikularnin C-stanica

StitnjaCe, a s obzirom na histoloSku sliku dijele se na papilarni, folikularni, medularni te
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anaplasti¢ni. Naj¢es¢i dobrocudni tumor stitnjace je folikularni adenom, a od zlo¢udnih
tumora, najceS¢i je papilarni karcinom (70-80%) zatim folikularni karcinom (10-15%),
medularni karcinom (5-10%) i anaplasti¢ni karcinom (< 5%). Postoje joS i rijetki tumori
StitnjaCe koji nastaju iz drugih tkiva skvamozni, mucinozni, limfomi, mjeSani medularni i
folikularni, spindle cell, mukoepidermoidni, angiosarkomi i dr. (DeLellis i sur. 2004). Ovisnho
o terapiji i prognozi bolesti oko 33% bolesnika ima proSirenje bolesti, najceS¢e do 10
godina nakon operacije. Od toga je 74% proSirenje bolesti u regionalne limfne ¢vorove
vrata od Cega 8% bolesnika umre od proSirene bolesti. LoSiju prognozu takoder imaju
bolesnici s agresivnijim, invazivnim papilarnim ili folikularnim karcinomom. Oko 10%
bolesnika s karcinomom S$titnjaCe ima lokalno invazivni tip karcinoma koji je u trenutku
postavljanja dijagnoze ve¢ prodro kroz kapsulu stitnjace u okolno tkivo i krvne zile, Sto
povecava progresiju bolesti i smrtnost bolesnika (ACS 2012, NCCN 2012). Povrat bolesti je
dva puta €eSc¢i kod bolesnika s lokalno invazivnim karcinomom te je i njhova smrtnost oko
33% (NCCN 2012). Udaljenje metastaze javljaju se u 21% bolesnika (plu¢a) od ¢ega 50%
bolesnika umre od karcinoma (Mazzafferi 1994). Veli€ina tumora (> 1 cm) jedan je od
vaznih faktora rizika i prognoze kod papilarnog i folikularnog karcinoma $stitnjace (DeLellis i
sur. 2004, NCCN 2012).

Tablica 1. Podjela tumora s obzirom na stupanj sposobnosti prodora u okolno tkivo i
metastaziranja (malignosti)

Vrsta

Tumori niske malignosti Papilarni karcinom
Folikularni karcinom

o _ _ Folikularni karcinom
Tumori umjerene malignosti Medularni karcinom

Difuzni limfom B-stanica

Anaplasti¢ni karcinom

Tumori visoke malignosti Angiosarkom




Tablica 2. PrognostiCki faktori veceg rizika za pojavu progresije bolesti, metastaziranje i
smrt od karcinoma Stitne Zlijezde

Pacijenti Tumor

Dob < 15 godina ili > 45 godina | Tumor > 2 cm

Muski spol Lokalizacija: multifokalna, bilateralna

Obiteljska povijest oboljelih od | Lokalna tumorska invazija: izvan kapsule
karcinoma Stitne Zlijezde Podtipovi: visoke, stupolike, Hurthle stanice (podtip
folikularnog karcinoma)

Nuklearna atipija i tumorska nekroza: naglaSena
Krvozilna invazija: prisutna

Vratni ili medijastinalni limfni vorovi pozitivni

Udaljene metastaze

1.2.1.1. Papilarni karcinom stitnjace

Papilarni karcinom $titnjaCe nastaje iz folikularnih stanica i najcesc¢i je oblik karcinoma
StitnjaCe a javlja se u viSe od 70% slu€ajeva (Rosenbaum i sur. 2009, NCCN 2012). Moze
se pojaviti u bilo kojoj zivotnoj dobi, eSc¢e izmedu 20. i 50. godine Zivota, te je ucCestaliji u
zena (M:F 1:2,5). Etiologija nastanka papilarnog karcinoma usko se povezuje sa utjecajem
okoliSa i izlozenosti zraCenju. KliniCki se papilarni karcinom ocituje kao bezbolni ¢vor u
stitnjaci, ponekad se javlja povecanje limfnih ¢vorova vrata bez opipljivog ¢vora u samoj
Zlijezdi. Makroskopski je vidljiva bjelkasto-siva tumorska masa, prividno ostro odijeljena od
okolnog tkiva uz poneka zariSna ovapnjenja. Okolni parenhim €esto sadrzi multipla ZariSta

tkiva tumora koja se vec¢inom uo¢e samo mikroskopski.

HistoloSki, tumor grade resice od fibrovaskularne strome, na povrSini prekrivene
jednorednim ili viSerednim kubi¢nim, cilindri¢nim stanicama sa karakteristi¢nim jezgrama.
Kromatin je fino rasprsen, ,ground glass® jezgre, psamomska tjeleSca (kalcisferiti) koji
mogu biti prisutni uz stanice tumora ili u njihovoj stromi. Imunohistokemijski, stanice

karcinoma pokazuju pozitivitet na tiroglobulin, tiroglobulin transkripcijski faktor (TTF-1) i
6



citokeratin (CK). Ne postoje imunohistokemijski markeri koji bi omogudili razlucivanje

papilarnog karcinoma od svojih benignih i malignih imitatora.

Dobro diferenciran papilarni karcinom StitnjaCe ima dobru prognozu ukoliko je
ograni¢en na S§titnjaCu. Papilarni karcinomi veéi do 8 cm imaju povrat bolesti u 25%
slu€ajeva. U slu€aju preoperativnog nalaza papilarnog karcinoma stitnjace veéeg od 1 cm
u pravilu se operativno odstranjuje cijela StitnjaCa ¢ime se produzuje prezivljenje bolesnika
u odnosu na odstranjenje jednog reznja (Bilimoria i sur. 2007). Papilarni karcinom $stitnjace
sklon je Sirenju unutar Zlijezde kao mala zZariSta, kao i metastaziranju u limfne ¢vorove

vrata u priblizno 40% slu€ajeva dok su udaljene metastaze rijetke (10%), najceS¢e u pluca.

Mikropapilarni karcinom stitnjace

Zaseban oblik papilarnog karcinom je papilarni mikrokarcinom, odnosno karcinom
maniji ili jednak jednom centrimetru. NajceSce se otkrije slu€ajno, karakteristicne histoloski
slike papilarnog karcinoma. Papilarni mikrokarcinom je neoStro ograniCen, smjesten uz
Cahuru StitnjaCe s izrazenom sklerozacijom strome. SluCajan je nalaz kod 1-35 %
obdukcija, te se takoder slu¢ajno nade kod 5-30% odstranjenih Stitnjaca kod strume ili
drugih benignih poremecaja - incidentalni mikrokarcinomi. Prema literaturi, kod
mikrokarcinoma StitnjaCe rijetko se javlja povrat bolesti (4%) a smrtnost je zanemariva
(0,4%) (Baudin i sur. 1998, Bilimoria i sur. 2007). Ovaj tumor se u odraslih ocituje

sur. 2004).

Prema smjernicama NCCNa-a u slu€aju nalaza mikropapilarnog karcinoma StitnjaCe u
jednom reznju dovoljno je odstranjenje tog reznja (lobektomija) i pracenje tijeka bolesti uz
eventualnu terapiju levotiroksinom (normalizacija TSH u krvi). Terapija radioaktivnim jodom
se ne preporu¢a kod mikrokarcinoma, osim ako karcinom ne pokazuje agresivniju

histoloSku sliku, vaskularnu invaziju ili lokalno Sirenje u limfne ¢vorove vrata (NCCN 2012).



Slika 2. Makroskopska fotografija svjezeg tkiva Stithe Zlijezde s papilarnim karcinomom

(bijela masa na prerezu).

Slika 3. Mikroskopska fotografija papilarnog karcinoma Stitne Zlijezde. HistoloSki preparat

obojan HE (povecanje 400x).



1.2.1.2. Ostali tipovi karcinoma stitnjace
Folikularni karcinom

Folikularni karcinom ja kao i papilarni karcinom, podrijetla folikularnog epitela, no za
razliku od papilarnog karcinoma, histolosSki ne pokazuje promjenu jezgara. Javlja se u 10-
15 % slucajeva, ¢eSc¢e kod Zena a rijetko se pojavljuje u djece. Povezuje se sa nedostakom
joda u prehrani, povecanom izlozenosti radioaktivnom zraCenju te je ucestaliji u petom
desetljecu zivota. KliniCki se folikularni karcinom o ituje kao bezbolni ¢vor u Stitnjaci, Cesto
kapsuliran, Zuckasto- sive do smede boje, okruglog do ovalnog oblika. Veli¢inom su veci od
1 cm, razliCite su histoloSke slike s jasno formiranim folikulima ispunjenih koloidom.
Postavljanje dijagnoze zahtjeva definiranje invadiranosti ¢ahure tumora, odnosno krvnih
Zila u Cahuri ili izvan tumora. Sukladno tome postoji minimalno i Siroko invazivni oblik
tumora. Smrtnost bolesnika u skupini s minimalno invazivnim tumorom iznosi 3-5%, a u
skupini sa Siroko invazivnim oblikom 50% (DelLellis i sur. 2004). Metastaze u limfne

Cvorove vrata javljaju se u oko 17% dok 25% bolesnika ima udaljene metastaze.

Medularni karcinom

Medularni karcinom §titnjace je tumor podrijetla iz C-parafolikularnih stanica stitnjace.
UcCestao je u srednjoj zivotnoj dobi, priblizno 25% spomenutog karcinoma je nasljednog
tipa s mutacijom protoonkogena RET. KliniCki se radi o bezbolnom ¢voru, makroskopski
najcesce ostro ograniCene, neoCahurene tvorbe. Metastaze u limfnim ¢vorovima nalazimo
u priblizno 50% bolesnika, dok se udaljene metastaze nalaze u priblizno 15% bolesnika
(DelLellis i sur. 2004).

Anaplasti¢ni karcinom

Anaplasti¢ni karcinom $titnjace je zlo¢udni tumor, vec¢inom se javlja u starijoj zivotnoj
dobi. Klinicki se prikazuje kao brza rastu¢a tvorba, koju prate ostali simptomi, primjerice

promuklost, paraliza glasa, otezano gutanje i disanje te bolovi u vratu. Metastaze u limfnim
9



¢vorovima nalazimo u priblizno 40% bolesnika, a isti postotak pokazuju i pracenja udaljenih

metastaza.

1.2.1.3. TNM klasifikacija

Prema smjernicama AmeriCkog komiteta za rak (eng. The American Joint Committee
on Cancer, AJCC) preporucen je sustav odredivanja kliniCke proSirenosti bolesti koji uzima
u obzir tri najbitnija morfoloSka prognostiCa parametra: veliinu primarnog tumora (T),
zahvacenost regionalnih limfnih &vorova (N) i postojanje udaljenih metastaza (M) (AJCC
2010). Prema navedenoj TNM klasifikaciji:

T - veli¢ina primarnog tumora definira se kao:

TO - odsustvo tumora

T1 - tumor veéi od 2 cm, ograniCeni samo na $§titnjaCu (T1la — tumor veli€¢ine do 1

cm; T1b — tumor veliine 1 do 2 cm)
T2 - tumor veli€ine od 2 do 4 cm

T3 - tumor promjera veceg od 4 cm ili svi tumori s minimalnim ekstratireoidalnim

Sirenjem

T4a - tumor sa Sirenjem izvan kapsule Stitnjace i s invazijom subkutanog mekanog

tkiva, larinksa, traheje i egzofahusa

T4b - tumor koji invadira prijevertebralnu fasciju, krvne Zzile medijastinuma ili

obuhvaca arteriju karotis.

N — status regionmalnih limfnih vorova definira se kao:

NO - odsustvo metastaza u regionalne limfne ¢vorove

N1 - prisutne regionalne metastaze
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Nla - metastaze samo u VI. regiji limfnih &vorova (predtrahealni, paratrahealni i

predlaringealni)
N1b - metastaze u ostalim regijama limfnih ¢vorova vrata (I, II, lll, IV, Vi VII).

M — status udaljenih metastaza definira se kao:

MO — odsustvo udaljenih metastaza

M1 — prisutne udaljene metastaze

Posebna kategorizacija svih TNM stadija karcinoma S§titnjaCe definira klinicki stadij
bolesti (eng. staging) ovisno o histoloskom tipu karcinoma (papilarni, folikularni, medularni
ili anaplasti¢ni). Prema ,stagingu“ diferencirani papilarni ili folikularni karcinom Stitnjace
bolesnika do 45 godine starosti svrstava se u stadij | (bilo koji T i N ako je MO) ili stadij Il
(bilo koji T i N ako je M1). Kod bolesnika starijih od 45 godina, klini¢ki stadiji bolesti se
definiraju kao stadij 1 (TLINOMO), stadij Il (T2NOMO), stadij Ill (T3NOMO ili T1-3N1aMO0),
stadij IV (T4aNOMO, T4aN1aMoO i svi ostali stadiji koji imaju N1b ili M1). Kod medularnog
karcinoma T3NOMO pripada stadiju Il dok kod anaplasticnog (nediferenciranog) karcinoma
ne postoji opéenito prihvacen sustav stupnjevanja ve¢ se svaki anaplasti¢ni karcinom

svrstava u IV stadij tumora (Gorges 2005).

Prema staroj klasifikaciji mali papilarni karcinom definirao kao tumor promjera 1,5 cm
te je kasnije prema definiranju Svjetske zdrastvene organizacije i stadiju T1 5. izdanja TNM

klasifikacije zamijenjen nazivom papilarni mikrokarcinom promjera do 1 cm.
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1.3. Imunohistokemijski biljezi

Analiza molekularnih biljega ima viSe uloga u pracenju bolesnika s rakom StitnjacCe.
Koriste se kod probira, u dijagnostici, za odredivanje prognoze te za pracenje bolesnika
nakon operacije. Bolesnici sa nejasnom citoloskom malignom dijagnozom, izloZze se
operaciji StitnjaCe u dijagnostiCke svrhe, iako ih veéina ima benigne promjene Stitnjace.
Uvodenje pouzdanih molekularnih billega koji bi povecali toCnost prijeoperativne
dijagnostike promjena $titnjace mogla bi smanijiti broj nepotrebnih operacija (Samija i sur.
2010).

1.3.1. Tireoglobulin

Tireoglobulin je jodirani glikoprotein koji €ini glavnu supstancu koloida stanica $titnjace.
Kontrolira stvaranje, skladistenje i izlu€ivanje hormona $titnjace u cirkulaciju. Serumska
koncentracija tireoglobulina se znacCajno povecava u hipertireozi, pri upalnim i drugim
oStecCenjima Stitne Zlijezde, te osobito u diferenciranom karcinomu $titnjate. Razina
tireoglobulina odrzava razinu mase tkiva $titnjaCe i ukazuje na pojavu metastaza, Cak i
njihovu lokalizaciju. PoteSko¢a u tumacenju nalaza tireoglobulina javlja se zbog moguée
interferencije tireoglobulinskih protutijela u postupku mjerenja tireoglobulina, Sto moze bit

uzrok laznim pozitivnim / negativnim rezultatima (Al-Brahim i Asa 2006).

1.3.2. Kalcitonin

Kalcitonin je polipeptid kojeg izlu€uju parafolikularne stanice ili C stanice $titnja¢e. Kod
bolesnika koji boluju od medularnog karcinoma Stitnjace, zbog maligne transformacije C
stanica pojacano se luci kalcitonin, pa je moguce njegovo odredivanje u serumu prije nego
li nastupe znakovi bolesti. Nakon operacije bolesnika s medularnim karcinomom $titnjace,
kalcitonin se koristi kao specifiCni tumorski bilieg za otkrivanje recidiva ili metastaza (Al-
Brahim i Asa 2006).
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1.3.3. Regulatori staniénog ciklusa - Ciklin D1 i p27

DNA molekula je stalno izlozena djelovanju razliCitih Stetnih fizikalnih utjecaja, radikala
kisika te potencijalno Stetnih kemikalija tako da je i mogucnost nastanka razli€itih oStecenja
na DNA molekuli velika. Kako bi se zastitio geneti¢ki materijal koji se diobom prenosi u
stanicu - kcer, popravljanje oStecene molekule DNA prije samog dijeljenja stanica je jako
bitno. Popravljanje oStecene DNA vrSe specifiCni proteinski produkti, najceS¢e enzimi ali i
proteini koji sudjeluju u rekombinaciji molekule DNA. Ukoliko su ti proteini oSteceni ili u
smanjenoj koli¢ini, oste¢ena se DNA molekula prenosi u stanicu — kcer i to je jedan od
nacina na koji pocinje zloglasna preobrazba stanica (Damjanov i sur. 2011).

Stanicni ciklus kontroliraju ciklin ovisne kinaze (Cdk) koje se aktiviraju formirajuci
komplekse s ciklinima. U normalnim stanicama ciklin/ciklin ovisna kinaza kompleks radi
samo u prisutnosti regulatora rasta. U stanicama tumora dolazi do poremecaja kontrole
stanicne diobe. U tumorskoj stanici pojavljuju se nefunkcionalni ciklini koji se mogu vezati
za ciklin ovisne kinaze i onda kada regulator rasta nije prisutan. Pojava nefunkcionalih
ciklina koji mogu nastati mutacijom u genu za ciklina uzrokuje nekontroliranu diobu stanica
I stvaranje tumora. Tumor supresor geni kao Sto su p53 i Rb kodiraju proteine koji se vezu
s kompleksom ciklin/ciklin ovisnih kinaza te sprjeCavaju aktivnost kinaze i na taj nacin

sprjeCavaju karcinogenezu (Slika 4).

Gen za ciklin D1 smjeSten je na 11913 kromosomu, kodira nastanak proteina koji s
ciklin-ovisnim kinazama (Cdk 4/6) tvori kompleks koji fosforilira i inaktivira tumor
supresorski protein retinoblastoma (Rb) i omogucuje prijelaz stani¢nog ciklusa iz G1 u S

fazu.

Tumor supresorski gen p27 nalazi se na kromosomu 1213 i kodira protein koji je
inhibitor ciklin-ovisnih kinaza. Protein p27 specifi€no inhibira stvaranje ciklin D1/Cdk
kompleksa u GO fazi i ranoj G1 fazi stanicnog ciklusa. Tim nacinom inhibira inaktivaciju
proteina retinoblastoma i sprjeCava prelazak G1 u S fazu stani¢nog ciklusa (Pestell i sur.
1999). Protein p27 je negativni inhibitor ciklina D1.
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Normalne tireocitne stanice ne pokazuje nuklearni pozitivitet na ciklin D1, dok su
imunoreaktivni na p27. Razina proteina p27 opada kada stanica ude u stanicni ciklus, a
kod karcinoma opada sa stupnjem dediferencijacije (Segev i sur. 2003). Istrazivanja
provedena na papilarnim karcinomima s i bez metastaza utvrdila su da tumori s
metastazama pokazuju smanjenje tumor supresorskog gena p27 ili pojacanu aktivnost
ciklina D1 (Kondo i sur. 2006). Karcinomi ve¢eg metastatskog potencijala pokazuju gubitak
pozitivnosti reakcije na biljeg p27, a javlja se pozivitet na ciklin D1, HBME-1 i galektin-3
(Khoo i sur. 2002, Kondo i sur. 2006). Istovremeno, porastom stupnja dediferenciranosti
raste broj mutacija na p53 genu €ime tumorske stanice gube sposobnost apoptoze (Slika
4).

Downrequlation in papillary () ,f;;[;\:_“\
thyroid carcinoma with Transcription ) sk __‘?/I

metastasis, and in undifferentiated
thyroid carcinoma

: (®)
L / .“' @ Ubiquitin
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carcinoma with Ry i
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Gl phase ﬁ S phase

Slika 4. Shematski prikaz mehanizma regulacije stanicnog ciklusa. Preuzeto iz: Kondo i
sur. 2006.
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Wang i sur. su usporedivali ekspresiju ciklina D1 te p27 kod folikularnog adenoma te
folikularne varijante papilarnog karcinoma. Dokazali su prekomjernu izrazenost (over-
ekspresiju) ciklina D1 kod folikularnog adenoma dok p27 nije bio znatno smanjen. Kod
folikularne varijante papilarnog karcinoma uz prekomjernu izrazenost ciklina D1 dokazali su
smanjenje ekspresije p27. Khoo i sur. analizirali su prekomjernu izrazenost ciklina D1 te
p27 kod papilarnih mikrokarcinoma s metastazama i bez njih. Dokazali su da je kod
metastaziraju¢eg papilarnin mikrokarcinoma ekspresija ciklina D1 bila pove¢ana dok je

ekspresija p27 bila znatno manja nego kod nemetastaziraju¢eg papilarnih mikrokarcinoma.

Izrazenost ciklina D1 i p27 znacCajna je samo kod reakcije u jezgri jer to obiljezava
aktivnost u jezgri - proliferacija. Medutim izrazenost ciklina D1 u citoplazmi mozZe upucivati
na rani biokemijski poremecaj (Fleischmann i sur. 2011). Pojava p27 u citoplazmi moze
znaciti da dolazi do nakupljanja defektnog proteina koji viSe nije normalno aktivan u jezgri
te upucuje na rani poremecaj regulacije stani¢nog ciklusa (Vasko i sur. 2004, Motti 2005,
Lee i sur. 2010). Alao i sur. su sa 7 razlicitih istrazivackih pristupa prikazali da je ciklin D1
pretezno prevladavajuci citoplazmatski protein u stanicama karcinoma dojke te da
citoplazmatsko odredivanje moZe dodatno sluziti za regulaciju aktivnosti ciklina D1 u

stanicama karcinoma dojke.

Pesut-Pisac i sur. u svom istrazivanju odredivali su prognosticku vrijednost ciklina D1 i
p27 u papilarnim karcinomima StitnjaCe. Rezultati su pokazali da spol i kapsularna invazija
imaju ulogu u metastaziranju karcinoma u limfne ¢vorove dok dob, veli€ina, histopatoloska
varijanta i multifokalnost nemaju. IstraZzivanje je takoder pokazalo da pojaCano lucenje
ciklina D1 i slabije lu€enje p27 predvida metastaziranje tumora u limfne ¢vorove. Zanimljiva
je bila i korelacija izmedu lu€enja ciklina D1 i p27 u prognosti¢kim skupina s visokim i
niskim rizikom. Skupina s niskim rizikom imala je negativan ciklin D1 a pozitivan p27, dok
je skupina s visokim rizikom imala pozitivan ciklin D1 i negativan p27. Takoder, u skupini sa
visokim rizikom spol, kapsularna invazija i p27 bitni su pokazatelji metastaziranja
karcinoma u limfne C¢vorove. Istrazivanje PeSuti¢-pisac i sur. pokazalo je da
imunohistokemijska analiza p27 moze biti jako korisna za odredivanje rizika metastaziranja

karcinoma u limfne ¢vorove i agresivnog ponasanja papilarnih tumora $titnjace.
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1.4. Cilj istazivanja

Cilj istrazivanja je putem imunohistokemijskih biljega ciklina D1 i proteina p27, utvrditi
koji od mikrokarcinoma StitnjaCe pokazuje veci metastatski potencijal, Sto bi olakSalo
odluku o terapiji radioaktivnim jodom (J**') kod pacijenata s mikrokarcinomom $titnjace.
Istrazene razlike su vezane uz dob i spol bolesnika, prisutnost Sirenja tumora unutar

Zlijezde (drugi rezanj) i prisutnost metastaza u regionalne limfne ¢vorove vrata.
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Bolesnici

Istrazivanje je provedeno na uzorku od 53 bolesnika s primarnom dijagnozom
papilarnog mikrokarcinoma $titnjacCe, koji su operirani i lije€eni u Klinici za tumore Klinicke
bolnice ,Sestre milosrdnice” u Zagrebu u razdoblju od 2004. do 2009. godine. Analizirani
su arhivirani uzorci biopsija tumora koji su dobiveni tijekom operacijskih zahvata, a svi
podaci o dobi bolesnika i patohistoloSkim obiljeZjima tumora kao $to je veliina tumora,
lokalizacija tumora u lijevom ili desnom reznju, zahvacenost drugog reznja te prisutnost
metastaza, preuzeti su iz patohistoloskih nalaza pohranjenih u arhivi Patologije Klinike za

tumore.

Srednja Zivotna dob bolesnika uklju€enih u istrazivanje je 51 godina u rasponu od 27
do 80 godina, pretezno Zenskog spola (M:Z = 5:48). Mikrokarcinom je ¢ece lokaliziran u
desnom reznju StitnjaCe (29 bolesnika) dok je u lijevom reZnju bio prisutan u 22 bolesnika,
a u isthmusu u 2 bolesnika. Prema podacima iz povijesti bolesti kod 13 bolesnika (24,5%)
utvrdena je prisutnost karcinoma i u drugom reznju (intraglandularna diseminacija) dok je

kod 17 bolesnika (32%) utvrdena pojava metastaza u regionalne limfne ¢vorove vrata.

Prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) papilarni mikrokarcinom
StitnjacCe je karcinom veliCine do 10 mm Ciji je nalaz najCeSce slu€ajan prilikom preuzimanja
bioptickog materijala zbog drugog uzroka, najéesce benigne promjene stitnjace. S obzirom
na slu€ajan nalaz, broj biopsija s mikrokarcinomom je mali pa smo u istrazivanje ukljucili
karcinome veli€ine do 12 mm. Stoga je veliina tumora varirala u rasponu do 2 do 12 mm s

medijanom 8 mm.
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2.2. Imunohistokemijsko bojenje

Za dokazivanje izrazenosti proteina p27 i ciklina D1 u stanicama papilarnog karcinoma
StitnjaCe koristili smo metodu imunohistokemijskog bojenja upotrebom anti-human

primarnog protutijela:
1) mije primarno protutijelo na p27"*, klon SX53G8 Dako Danska, razrjedenje 1:

2) zecje primarno protutijelo na ciklin D1, klon EP12 Dako Danska, razrjedenje 1:

2.2.1. Priprema uzoraka

KoriSten je tumorski materijal koji se u parafinskim blokovima Cuva u arhivi Sluzbe za
patologiju Klinike za tumore Zagreb, Klinicke bolnice ,Sestre milosrdnice®. Ponovnim
pregledom arhiviranih stakala tumora obojanih hemalaun-eozin metodom bojanja, utvrdeno

je to€no smjesteno podrucje tumorske mase i izabrani parafinski blokovi za daljnju analizu.

Od svakog izabranog parafinskog bloka, mikrotomom su izrezana po 2 reza debljine 2-
3 pm, rezove smo razvukli u vodenoj kupelji te postavili na predmetno stakalce i osusili u

termostatu na 60 °C 40 minuta.

Prije bojanja preparate je bilo potrebno deparafinizirati u ksilenu (2x10 min), rehidrirati
u silaznom gradijentu etanola (100%, 95%, 70%) i isprati u destiliranoj vodi. Formalin koji je
koriSten kao fiksativ (24 - 48 sati), Cuva morfologiju tkiva ali ujedno moze i narusiti
trodimenzionalnu strukturu i elektrostatiCki naboj epitopa Sto ¢e onemoguditi njegovo
prepoznavanje od strane protutijela. Iz tog razloga antigene je bilo potrebno demaskirati
kuhanjem u vodenoj kupelji u prethodno zagrijanoj puferskoj otopini 20 minuta, Sto je
provedeno u PT Link uredaju u Tris/EDTA puferu pH=9,0 na 97 °C. Nakon kuhanja rezovi
se ispiru u puferu za ispiranje (Dako, Wash buffer) te se ostavljaju u njemu do trenutka

bojenja jer se preparati ne smiju osusiti.
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2.2.2. Postupak imunohistokemijskog bojenja

Rezovi su prije bojanja tretirani 3% vodikovim peroksidom kako bi se inhibirale
endogene peroksidaze. Na preparate s uzorcima nakon ispiranja, primijenili Smo primarna
protutijela. Nakon 45 minuta inkubacije s primarnim protutijelima i ispiranja nastali
kompleks antigena i antitijela tretirali smo s Dako EnVision™ FLEX /HRP detekcijskim
reagensom (EnVision Flex, High pH sustav, Dako Danska) 30 minuta. Taj reagens
saCinjava polisaharidni polimer asociran s velikim brojem enzima peroksidaze i
univerzalnim sekundarnim protutijelima $to pojaCava signal reakcije. Specifi€na reakcija
antigena i protutijela kona¢no se vizualizirala inkubacijom s DAB kromogenom, 10 minuta,
pri ¢emu peroksidaznom oksidacijom kromogena na mjestima reakcije nastaje smede
obojenje. Pozadinskim bojanjem preparata u hematoksilinu, 2-5 min, pri ¢emu nastaje
kontrasno plavo obojenje vizualizirali smo ostale strukture i morfologiju tkiva. Bojanje se
vr§i automatizirano u Dako Autostainer uredaju (Dako, Danska) na sobnoj temperaturei

prema preporuci proizvodaca.

2.2.3. Prikaz rezultata imunohistokemijskog bojanja

Prisutnost istrazivanih proteina nakon imunohistokemijske reakcije dokazana je
pojavom smedeg obojenja u jezgrama tumorskih stanica. Jafina imunohistokemijskog
obojenja izrazena je semikvantitativno, odredivanjem postotka obojenih jezgara tumorskih
stanica neovisno o intenzitetu reakcije (broj obojenih jezgara na 100 stanica). Istovremeno
je odredena i prisutnost citoplazmatskog obojenja, po istom kriteriju postotka obojenih

stanica.

2.2.4. StatistiCka obrada podataka

Za osnovnu obradu podataka te izraCun medijana i srednje vrijednosti kvantitativnih
varijabli koriStena je deskriptivna statistika. StatistiCki znacCajnu razliku u dobi bolesnika,

veli€ini tumora te izraZzenosti ciklina D1 i p27 u donosu na prisutnost metastaza i
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proSirenost bolesti u drugi rezanj analizirali smo parametrijskim T-testom za nezavisne
varijable. StatistiCki znacCajnu razliku prisutnosti metastaza u odnosu na spol bolesnika,
prisutnost karcinoma u lijevom ili desnom reznju i proSirenost bolesti u drugi rezanj
analizirali smo x> testom. Medusoban odnos svih analiziranih varijabli (dob, spol, strana,
drugi rezanj, metastaze te postotak izraZzenosti ciklina D1 i p27 u citoplazmi i jezgri
tumorskih stanica) analizirali smo neparametrijskim Spearman korelacijskim testom.
StatistiCka analiza provedena je upotrebom statistiCkog programa Statistika 7.0 Statsoft,
Tulsa USA s razinom statistiCke zna€ajnosti 5% (P<0,05). Dobiveni rezultati prikazani su

graficki.
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3. REZULTATI

3.1. Klini€ke i patohistoloSke karakteristike
|. Dob i spol bolesnika

U istrazivanoj skupini od 53 bolesnika s mikrokarcinomom $titnjae srednja Zivotna dob
je 51 godina u rasponu od 27 do 80 godina (Slika 5). Bolesnici su pretezno Zenskog spola
(M:Z = 1:9,6) bez znacdajne razlike u dobi izmedu muskaraca i Zena. Ugestalost pojave
karcinoma podudara se u dobi izmedu muskaraca i Zena iako je vidljivo da osobe Zenskog
spola pokazuju vecéi raspon godina oboljevanja od karcinoma nego muskarci (Slika 6).
Statistickom analizom dob i spol bolesnika nisu pokazali zna€ajnu korelaciju s veli¢inom

tumora, lokalizacijom tumora niti s pojavom metastaza.
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Slika 5. Distribucija dobi bolesnika s mikrokarcinomom S§titnjace (n=53)
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Slika 6. Odnos dobi prema spolu bolesnika s mikrokarcinomom Stitnjace

Il. Veli¢ina tumora

ProsjeCna vrijednost izmjerene veliine tumora je 7,8 mm (medijan 8 mm) u rasponu

od 2 do 12 mm (Slika 7). lako razlika nije statistiCki znaCajna, prosje¢na veli¢ina tumora
kod bolesnica je 8 mm dok kod bolesnika iznosi 6,6 mm (T-test P=0,281) (Slika 8). Takoder

su primarni tumori koji su metastazirali prosjecno nesto veci (8,4 mm) u odnosu na veli€inu

tumora bez metastaza (7,5 mm) iako razlika nije statistiCki znacCajna (T-test P=0,294) (Slika

9).
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Slika 9. Odnos veli€ine tumora (mm) s pojavom metastaza u limfne &vorove vrata

bolesnika s mikrokarcinomom S§titnjace

lll. ProSirenost karcinoma u drugi rezanj stitnjace (intraglandularna diseminacija)

U 38 bolesnika nije utvrdena pojava tumora u drugom reznju StitnjaCe (intraglandularna
diseminacija). U toj skupini sedam bolesnika ima prisutne metastaze u limfne &vorove vrata
(18,4%). Od 13 bolesnika koji imaju intraglandularnu diseminaciju u 10 sluCajeva je

utvrdena i pojava metastaza u limfne &vorove vrata (76,9%) (x°=14,92 P=0,0001).

Spearmanovom analizom korelacije patohistoloSkin  parametara papilarnog
mikrokarcinoma $titnjaCe, pojava intraglandularne diseminacije u drugi rezanj Stitnjace je
jedini znacCajan pokazatelj agresivhog ponaSanja tumora i pojave metastaza u regionalne

limfne Evorove vrata (R=0.547 p<0,001).
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3.2.1zrazenost ciklina D1
I. lzraZenost ciklina D1 u citoplazmi

Izrazenost ciklina D1 u citoplazmi stanica mikropapilarnog karcinoma utvrdena je u
svim uzorcima, u rasponu od 40 % do 100 % (Slika 10). Srednja vrijednost izrazenosti

iznosi 90%.

Spearmanov test korelacija nije pokazao statistiCki znacajnu korelaciju s izrazenoSc¢u
ciklina D1 u citoplazmi s dobi (R=-0,212 P=0,126), spolom bolesnika (R=-0,045, P=0,746)
niti s veli€inom tumora (R=-0,084 P=0,552).

Takoder nema statisticki zna€ajne razlike u izrazenosti ciklina D1 u mikrokarcinomima

koji su proSireni na drugi rezanj (T-test, p=0,954).

U mikrokarcinomima koji su metastazirali u limfne ¢vorove vrata uoCena je slabija
izrazenost ciklina D1 u citoplazmi (srednja vrijednost 88%) u odnosu na mikrokarcinome
bez metastaza (srednja vrijednost 92%) ali razlika nije statisticki znacajna (T-test, P=0,429)
(Slika 11).

Prema Spearman testu izrazenost ciklina D1 u citoplazmi nije pokazala korelaciju s
izrazeno$c¢u ciklina D1 u jezgri (R= -0,017, P=0,901), niti s izrazenoSc¢u proteina p27 u
jezgri (R=-0,172, P=0,226) ili citoplazmi (R=-0,183, P=0,204).
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Slika 11. lIzrazenost ciklina D1 u citoplazmi stanica mikrokarcinoma bez metastaza (O-

nema) i s metastazama u regionalne limfne ¢vorove (1-prisutne)
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ll. 1zrazenost ciklina D1 u jezgri

Izrazenost ciklina D1 u jezgri stanica mikropapilarnog karcinoma utvrdena je u 33
uzoraka (62,3%), dok 20 uzoraka (27,7%) nije pokazalo izrazenost ciklina D1 u jezgri

(Slika 12). Srednja vrijednost izrazenosti iznosi 10% u rasponu od 1% do 70%.

Spearmanov test korelacija nije pokazao statistiCki znacajnu korelaciju izrazenosti
ciklina D1 u jezgri s dobi (R=0,111 P=0,427) i spolom bolesnika (R= -0,078, P=0,574) niti s
veli€inom tumora (R= 0,159 P=0,258).

lako mikrokarcinomi koji su proSireni na drugi rezanj stitnjaCe pokazuju jacu izrazenost
ciklina D1 u jezgri (srednja vrijednost 10,6%), takoder nema statisticki znacajne razlike (T-

test, p=0,564) u odnosu na karcinome bez proSirenosti (srednja vrijednost 8%).

U mikrokarcinomima koji su metastazirali u limfne Cvorove vrata uoCena je jaCa
izrazenost ciklina D1 u jezgri (srednja vrijednost 13,5%) u odnosu na mikrokarcinome bez
metastaza (srednja vrijednost 8,5%) ali razlika nije statisticki znacajna (T-test, P=0,304)
(Slika 13).

Prema Spearman testu izrazenost ciklina D1 u jezgri pokazala je statisticki zna€ajnu
negativnu korelaciju s izrazenoséu proteina p27 u jezgri (R= -0,320, P=0,023) i s

izrazeno$c¢u p27 u citoplazmi (R=-0,427, P=0,001).
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3.3.1zraZenost proteina p27

I. lzrazenost p27 u citoplazmi

Izrazenost proteina p27 u citoplazmi stanica mikropapilarnog karcinoma utvrdena je u
26 uzoraka (49%), dok 27 uzoraka (51%) nije pokazalo izrazenost p27 u citoplazmi (Slika
14). Srednja vrijednost izrazenosti iznosi 39,4% u rasponu od 40% do 100%.

Spearmanov test korelacija nije pokazao statisti¢ki znacajnu korelaciju citoplazmatske
izrazenosti p27 s dobi (R=-0,126 P=0,377) i spolom bolesnika (R= -0,056 P=0,695) niti s
veli€inom tumora (R=-0,101 P=0,481).

Slabiju citoplazmatsku izrazenost p27 (srednja vrijednost 38%) pokazuju
mikrokarcinomi koji su proSireni na drugi rezan;j $titnjaCe u odnosu na karcinome bez

proSirenosti (srednja vrijednost 43%) ali nema statisti¢ki znac¢ajne razlike (T-test, p=0,732)

U istrazivanju je uoCena je slabija citoplazmatska izrazenost p27 u mikrokarcinomima
koji su metastazirali u limfne Cvorove vrata (srednja vrijednost 37,6%) u odnosu na
mikrokarcinome bez metastaza (srednja vrijednost 40,3%) ali razlika nije statisticki
znacajna (T-test, P=0,842) (Slika..).

Citoplazmatska izrazenost p27 je u statistiCki znaCajnoj negativnoj korelaciji s
izrazenoS¢u ciklina D1 u jegri (R=-0,427, P=0,001).
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Slika 14. Distribucija izrazenosti proteina p27 u citoplazmi stanica mikrokarcinoma
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Slika 15. Izrazenost p27 u citoplazmi stanica mikrokarcinoma bez metastaza (0-nema) i s

metastazama u regionalne limfne ¢vorove (1-prisutne).
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Slika 16. Grafi¢ki prikaz odnosa izrazenosti p27 u citoplazmi prema izraZzenosti ciklina D1 u

jezgri stanica mikrokarcinoma (P=0,001)
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. Izrazenost p27 u jezgri

Izrazenost p27 u jezgri stanica mikropapilarnog karcinoma utvrdena je u 48 uzoraka
(90,5%), dok 5 uzoraka (9,5%) nije pokazalo izrazenost p27 u jezgri. Na slici 17 prikazana
je distribucija izrazenosti p27 u jezgrama. Svega 18 uzoraka (40%) pokazuje izrazenost u
vise od 50% tumorskih jezgara. Srednja vrijednost izrazenosti iznosi 33,8% u rasponu od
5% do 100%.

Prema Spearmanovom testu korelacija izrazenosti p27 u jezgri nije u statisticCki
znacajnoj korelaciji s dobi (R=0,0261 P=0,855) i spolom bolesnika (R=-0,055, P=0,7).

Ipak, izrazenost p27 u jezgri je u statistiCki znacajnoj negativnoj korelaciji s veli¢inom
tumora (Spearmanov korelacijski test R=-0,299 P=0,036) (Slika 19).

lako mikrokarcinomi koji su proSireni na drugi rezanj StitnjaCe pokazuju slabiju
izrazenost p27 u jezgri (srednja vrijednost 25%) u odnosu na karcinome bez proSirenosti

(srednja vrijednost 37%) razlika nije statistiCki znacajna (T-test, p=0,192).

U mikrokarcinomima koji su metastazirali u limfne Cvorove vrata uoCena je slabija
izrazenost p27 u jezgri (srednja vrijednost 27%) u odnosu na mikrokarcinome bez
metastaza (srednja vrijednost 37%) ali razlika nije statistiCki znaCajna (T-test, P=0,227)
(Slika 18).

Izrazenost p27 u jezgri pokazala je statistiCki znaCajnu negativhu korelaciju s
izrazenoScu ciklina D1 u jezgri (R=-0,320, P=0,023) ali nije u korelaciji s izrazenoSc¢u p27
u citoplazmi (R= 0,028, P=0,844) (Slika 20).
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Slika 19. Grafi¢ki prikaz odnosa izrazenosti p27 u jezgrama prema veli€ini mikrokarcinoma

(P=0,036)

120

CyclinD1 u jezgri vs. p27 u jezgri

p27 % u jezgri = 38,316 - ,4269 * CyclinD1 % u jezgri
Korelacija: r = -,2277

100

80

% p27 u jezgri

-10

10

20

30 40
% CyclinD1 u jezgri

50

60 70 80

|\O\95% confidencel

Slika 20. Grafi¢ki prikaz odnosa izrazenosti p27 u jezgrama prema izrazenosti ciklina D1 u

jezgrama stanica mikrokarcinoma (P=0,023)
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Slika 21. Mikroskopske fotografije izraZzenosti proteina p27 (a-c) i ciklina D1 (d-f) u
mikrokarcinomu §&titnjaCe; izrazenost p27 u jezgri (a i b) i samo u citoplazmi (c); izrazenost
ciklina D1 u jezgri (d i €) i samo u citoplazmi (f)
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4. RASPRAVA

Karcinomi StitnjaCe predstavljaju najrjedu bolest StitnjaCe od kojih je naj¢es¢i papilarni
histoloski tip. Papilarni karcinom Stitne zlijezde je epitelni tumor s vecom ucestaloS¢u
pojavljivanja u osoba Zenskog spola (Kondo i sur 2005). Premda oboljeli od ovog tipa
karcinoma imaju dobru prognozu postoji manja skupina bolesnika u kojih se tumor
agresivnije ponasa (Kondo i sur 2005). Papilarni mikrokarcinom stitnjace je tumor manji od
1 cm, slu€ajnog nalaza, dobre prognosticke slike (WHO, Bradly i sur. 2009). No, kod
manjeg broja slu€ajeva taj tumor metastazira, te bi bilo korisno znati unaprijed $to odreduje
njegov metastatski potencijal (Kondo i sur 2005, Lee i sur. 2010). Na temelju dosadasnijih
istraZivanja zakljuCeno je da je bioloSka osnova papilarnog karcinoma Kkoji nije
metastazirao drugacCija od bioloSke osnove papilarnog karcinoma koji se ocituje
metastazama u okolne limfne &vorove Sto se odnosi i na mikropapilarne karcinome
(DeLellis i sur. 2004).

Rezultati dosadasnjih istrazivanja, koja su temeljena na dugogodiSnjem pracenju
velikog broja bolesnika s papilarnim karcinomom stitnjae, agresivnije ponasanje povezuju
sa zivotnom dobi bolesnika, veli¢inom tumora (veéi od 1 cm), Sirenjem tumora unutar
StitnjaCe, prisutno$¢u metastaza u regionalnim limfnim &vorovima i prisutno$¢éu udaljenih
metastaza (Park i sur. 2010, Roh i sur. 2011). Stoga je cilj naSeg istrazivanja bio utvrditi
povezanost izraZzenosti regulatora stanicnog ciklusa, ciklina D1 i proteina p27 s
agresivnijim ponasSanjem tumora u skupini od 53 bolesnika s papilarnim mikrokarcinomom

stitnjace.

ProsjeCna zivotna dob bolesnika ukljuCenih u istrazivanje je 51 godina. Vecina
bolesnika je Zzenskog spola (90%). lako je raspon dobi kod Zena vec¢i nego kod muskaraca
(Slika ), te je kod Zena prosjeCna veliCina tumora nesto ve¢a nego kod muskaraca (Slika ),

dob i spol nisu pokazali korelaciju s agresivnijim ponaSanjem tumora ...( ).

U istrazivanoj skupini utvrdeno je proSirenje bolesti na drugi reZzanj Stitnjace u 24,5%
slu€ajeva (intradlandularna diseminacija) dok su metastaze u limfne ¢vorove vrata prisutne
u 32% sluCajeva. Svakako treba naglasiti da je, prema naSim rezultatima, proSirenost
bolesti na drugi reZzanj siguran pokazatelj agresivnog ponaSanja tumora jer je u toj skupini
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76,9% bolesnika imalo metastaze u limfne ¢vorove vrata u odnosu na 18,4% bolesnika koji
su imali metastaze u limfne &vorove vrata bez intraglandularne diseminacije (x?=14,92
P=0,0001). Lokalna proSirenost bolesti svakako je jedan od vaznih znacajki agresivnijeg

ponasanja pa se prema tome odreduje i nacin lije€enja ().

Takoder su tumori koji su metastazirali bili neSto veéi od ne-metastatskih, iako ne
statistiCki znacajno. To ipak pokazuje, kao Sto je veC poznato na papilarnim karcinomima,
da veli€ina tumora upucuje na agresivnije ponasanje €ak i kod malih tumora (Bilimoria i sur.
2007, Zuo i sur. 2007). Istrazivanje Parka i sur. (2010) koje je provedeno na 1150 uzoraka
papilarnog karcinoma pokazalo je da prisutnost Sirenja tumora izvan Zlijezde i prisutnost
metastaza u limfnim ¢vorovima gotovo podjednaka u skupini mikro i ne-mikrokarcinoma.
Na temelju dobivenih rezultata zaklju€eno je kako papilarni mikrokarcinom ima podjednake
karakteristike i ponasanje poput papilarnih karcinoma vecih od jedan centimetar (Park i sur.
2010). Prema radu Yipa i sur. (2010) agresivnije ponaSanje mikropapilarnog karcinoma

vjerojatno nastaje i mutacijama na genima klju€nim za proces proliferacije stanica.

Prema NCCN uputama bolesnici s dijagnozom papilarnog mikrokarcinoma podlijezu
operativnom zahvatu i nastavhom pracéenju tijeka bolesti u koliko nemaju detektiranih
metastaza (NCCN 2012, Mazzaferri i Jhiang 1994). U slu€aju intraglandularne diseminacije
preporu¢ena je totalna tireodektomija i/ili radio-ablacija nakon operacije (Baudin i sur.
1998). Prema Cheema i sur. (2006) Cak 61% bolesnika je nakon operacije imao tretman
radioaktivnim jodom iako je samo 16% bolesnika imalo metastaze u limfne ¢vorove vrata.
Ipak, kod bolesnika mladih od 20 godina starosti samo kod palpabilnih metastaza u limfne
¢vorove vrata izvrSena radio-terapija jodom (Wada i sur. 2009)

NasSim istrazivanjem smo analizirali izrazenost ciklina D1 i p27 kao moguce biljege
agresivnijeg ponasanja tumora u svrhu pomodi pri pravovremenom odabiru najbolje opcije
operativnog zahvata za bolesnika s mikrokarcinomom (totalnog ili poStednog) i odluke o

potrebi za radio-tretmanom nakon operacije.

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je razina biljega ciklina D1 poviSena, dok je
razina p27 smanjena u stanicama karcinoma (Wong i sur. 2001, Segev i sur. 2003,
Rodolico i sur. 2005, Ito i sur. 2005).
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Usporedbom dijagnosti¢kih vrijednosti biliega ciklina D1, p27 galektina-3, HBME-1 i
citokeratina 19 istrazeno na razliCitim vrstama karcinoma StitnjaCe pokazalo je da kod
papilarnog karcinoma ekspresija ciklina D1, galektina-3, CK19 i gubitak izrazenosti biljega
p27 bila znacajno visa nego kod folikularnog karcinoma (p<0.001) (Park i sur. 2006).
Istrazivanje koje je provedeno na uzorku od 169 bolesnika sa papilarnim mikrokarcinomom
stitnjaCe s ciljem otkrivanja odnosa biljega ciklina D1 i galektina-3 i agresivnijeg ponasanja
pojedinih mikrokarcinoma StitnjaCe, izdvojilo je da ciklin D1 pokazuje vecCu ekspresiju u
bolesnika s metastazama, nego u bolesnika bez metastaza. Time je dokazana poveznica
ciklina D1 s agresivnijem ponaSanjem karcinoma. (Khoo i sur. 2009, Zhang i sur. 2012, Lee
I sur. 2010).

U naSem istrazivanju nije doSlo do statistiCki znaajnog rezultata koji bi ukazao na
poveznicu izmedu ekspresije ciklina D1 i pojave metastaza. Ipak, primjetili smo da u
slu€aju intraglandularne diseminacije i metastaza raste postotak stanica koje imaju izrazen
ciklin D1 u jezgri (Slika 13). Istovremeno izrazenost ciklina D1 u citoplazmi, koja je uo¢ena
u svim uzorcima, pada s pojavom metastaza. Taj podatak nije oCekivan jer u literaturi se
navode znacCaj citoplazmatske izraZenosti ciklina D1, kod karcinoma Stitnjae ali i drugih
karcinoma, kao vazan pokazatelj loSije prognoze (Fleischmann i sur. 2011, Vasko i sur.
2004). Ipak, Alao i sur. (2006) i DeFalco i sur. (2004) su utvrdili na nekoliko stani¢nih linija
da je lokalizacija ciklina D1 primarno citoplazmatska. Uzevsi u obzir taj podatak, mozemo
reCi da je nasSe istraZivanje potvrdilo da u tijeku proliferacije dolazi do transporta ciklina D1
u jezgru Sto je znacajniji pokazatelj agresivnijeg ponaSanja tumora. Lee i sur. (2010) su
utvrdili znacajniju citoplazmatsku izrazenost ciklina D1 kod papilarnih u odnosu na
folikularne karcinome StitnjaCe. ZnacCajna korelacija ciklina D1 s ostalim parametrima
veli€ine tumora, dobi bolesnika te proSirenoSc¢u bolesti na drugi rezanj nije pronadena, Sto

se podudara s literaturom (Weinberger i sur. 2007, PeSuti¢-Pisac i sur. 2008).

Slabija izraZzenost proteina p27 u stanicama karcinoma potvrdena je i u naSem
istrazivanju iako svega 10% karcinoma nije pokazivalo izrazenost p27. Papilarni
mikrokarcinomi koji s intraglandularnom diseminacijom te metastazama imali su slabije
izrazen p27 u jezgri dok i citoplazmi iako se razlike u izrazenosti p27 izmedu metastatskih i
ne-metastatskih karcinoma nisu bile statistiCki znaCajne. Taj podatak potvrdio je jedino Lee
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i sur. (2010) dok su ostala istrazivanja pokazala znac€ajnu korelaciju p27 s pojavom

metastaza ().

Znacajna korelacija slabije izrazenosti p27 s veli€inom tumora u nasem istrazivanju,
potvrdila je rezultate istrazivanja Rodolica i sur. (2004) koji su takoder pokazali da se
debljina tumora i mogucénost pojave metastaza mijenja s postotkom p27 pozitivnih stanica.
Rezultati njihovog istrazivanja jasno su pokazali da je veliCina tumora, povecana
izrazajnost ciklina D1, debljina (>5 mm), te intreakcija izmedu p27 i debljine tumora bitni,
neovisni pokazatelji metastaza limfnih ¢vorova. Izrazenost p27 nije u korelaciji s dobi i

spolom bolesnika.

Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su korelaciju jaCe izrazenosti ciklina D1 u jezgri sa
padom izrazenosti p27 u jezgri i citoplazmi. Kao Sto navode slicni rezultati drugih
istrazivanja ta dva proteina su u medusobnoj obrnutoj korelaciji jer je p27 inhibitor ciklina
D1 (Wong i sur. 2001). Istrazivanja su pokazala da pojacano lu€enje ciklina D1 i slabije
luCenje p27 predvida metastaziranje tumora u limfne ¢vorove (Pesuti¢-Pisac i sur. 2008).
Analizom prekomjerne izrazenosti ciklina D1 te p27 kod papilarnin mikrokarcinoma s
metastazama i bez njih, dokazano je da kod metastaziraju¢eg papilarnih mikrokarcinoma
ekspresija ciklina D1 je pove€ana dok je ekspresija p27 znatno manja nego kod
nemetastaziraju¢eg papilarnih mikrokarcinoma (Khoo i sur. 2009, Rodolico i sur. 2004).
Ono Sto je zanimljivo u naSem istrazivanju je znacCajna korelacija citoplazmatske
izrazenosti p27 s ciklinom D1 u jezgri. Prema oskudnoj literaturi pretpostavija se da
citoplazmatsko nakupljanje p27 podatak koji upucuje na modifikacije p27 (npr. fosforilacija
(Vasko i sur. 2004, Lee i sur. 2010).

NaSe istrazivanje analize izrazenost ciklina D1 i p27 kao mogucih biljega agresivnijeg
ponasSanja papilarnog mikrokarcinoma $titnjaCe pokazalo je da vrlo rano u procesu
karcinogeneze dolazi do poremecaja regulacije stanicnog ciklusa. Ipak, te promjene nisu
jo$ dovoljno izrazene da bi kod malih tumora pokazale statistiCku znacCajnost. U svakom
slu€aju potrebno je preciznije odrediti grani¢ne vrijednosti o€itavanja izrazenosti kako bi se

istrazivani proteini mogli primijeniti kao pomo¢ u dijagnostici.
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5. ZAKLJUCCI

e Utvrdili smo da dob i spol bolesnika nisu pokazali zna€ajnu korelaciju s veli¢inom
tumora, lokalizacijom tumora niti s pojavom metastaza.

e Primarni tumori s metastazama bili su prosje¢no nesto veci (8,4 mm) u odnosu na
veli€inu tumora bez metastaza (7,5 mm) iako ne statisticki znacajno

e Pojava intraglandularne diseminacije u drugi rezanj $titnjace znacajan je pokazatel
agresivnog ponasanja tumora i pojave metastaza u regionalne limfne ¢vorove vrata

e lzraZzenost p27 u jezgri pokazala je znaCajnu negativhu korelaciju s veli€inom
tumora

e |zrazenost ciklina D1 u jezgri pokazala je znaCajnu negativhu korelaciju s
izrazeno$c¢u proteina p27 u jezgri i s izrazeno$c¢u p27 u citoplazmi

e Kod papilarnog mikrokarcinoma Stitne zlijezde izrazenost ciklina D1 i p27 nije u
statistiCki znaCajnoj korelaciji s pojavom metastaza iako je vidljivo da je doSlo do

potemecaja u izrazenosti ciklina D1 i p27
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