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1. Uvod

1.1. Karcinomi $titnjace

Karcinomi $titnjace najcesc¢i su maligni tumori endokrinog sutava (Zheng i sur. 2013).
Karcinomi §titnjace sve su ¢eséi te je njihova ucestalost porasla u posljednjih 30 godina za gotovo
300%. Tumori $titnjace disproporcionalno se ¢esce javljaju kod Zena te je omjer oboljelih zena u
odnosu na muskarce 3:1 (Seib 1 Sosa 2019). Takoder, tumori Stitnjace su najce$¢i tumori
adolescenata i populacije mlade od 40 godina u SAD-u (Boucai i sur. 2024). Tako su tumori
Stitnjace sve CeS¢i, prognoza je za vecinu pacijenata jako dobra i ocekivani zivotni vijek nakon
uspjesnog lijeCenja pacijenata se ne smanjuje u odnosu na ostatak populacije (Shank i sur. 2022).
Postotak prezivljenja gledajuci sve tipove tumora Stitnjace 5 godina nakon postavljanja dijagnoze
iznosi 98,1%, no kada se radi o lokaliziranom tumoru koji nije metastazirao ta brojka raste na ¢ak
99,9% dok petogodisnje prezivljenje kod metastaziralog tumora pada na 55,5% (Seib i Sosa 2019).
Papilarni karcinom $titnjaée (PKS) najée$éi je tip karcinoma $titnjade (Cancer Genome Atlas
Research Network 2014). Prepoznavanje i odredivanje podtipa karcinoma S§titnjace bitno je za
odredivanje terapijskog pristupa i1 daljnju prognozu. Najce$¢i tipovi karcinomi Stitnjace su:
papilarni, folikularni, medularni i1 anaplasticni karcinom S§titinjace. U dobro diferencirane
karcinome titnjaée ubrajamo folikularni i PKS, ovi tipovi tumora §titnjace ujedno su i najéeséi i
¢ine gotovo 90% svih dijagnosticiranih tipova tumora Stitnja¢e (Bhattacharya i sur. 2023). Puno
rjedi tipovi karcinoma Stitnjace koji se pojavljuju su oni agresivniji, to su anaplasti¢ni karcinom
Stitnjace (koji €ini oko 1% dijagnosticiranih slucajeva) koji ubrajamo u slabo diferencirane
karcinome Stitnjace koji se razvija iz diferenciranog karcinoma S$titnjace nakupljanjem mutacija u
tumoru. Iako je pojavnost ovog tipa tumora Stitnjace niska, od ovog tipa tumora umire gotovo
19,9% pacijenata od ukupnog broja umrlih pacijenata od raka Stitnjace. Takoder, relativno rijedak
tip koji se pojavljuje 1 ¢ini otprilike 4% svih dijagnoza je medularni karcinom S§titnjace koji se
razvija iz parafolikularnih stanica C (Boucai 1 sur. 2024). Razumijevanje fiziologije bolesti vazno
je za pravovremeno dijagnosticiranje i lijeCenje, a kao faktori rizika prepoznati su povecana
izloZenost ionizirajuem zracenju, autoimune bolesti, obiteljski i nasljedni tipovi tumora §titnjace
te genske mutacije koje dovode do prekomjerne aktivacije signalnog puta mitogenom aktiviranih

protein kinazna (MAPK), poput mutacija u genima RET, RAS 1 BRAF (Bogovi¢ Crn¢ic 1 sur. 2020).



1.1.1.Faktori rizika i etiologija bolesti

Iako vec¢inu bolesnika ocekuje jako dobra prognoza, vazno je identificirati faktore rizika za
razvoj tumora Stitnjace kako bi se moglo raditi na prevenciji. Tijekom godina doslo je do porasta
u broju novodijagnosticiranih slucajeva (Lim 1 sur. 2017) no smrtnost kod pacijenata oboljelih od
raka Stitnjace polako opada. Ovaj fenomen moze se pripisati sve ranijem i ¢eS¢em otkrivanju
bolesti, ¢ak i onih oblika koji ne bi izazvali opasnu klinicku sliku, moguce zbog €estih ultrazvucnih
pregleda Stitnjace 1 preventivnih pregleda (Li 1 sur. 2020). Takoder, prisutnost ¢vorova u Stitnjaci
je zabiljeZzenu u 30-50% populacije u starijoj zivotnoj dobi, te je takoder ¢est pronalazak malignih

¢vorova tijekom pregleda i dijagnostike drugih bolesti (Liu i sur. 2017).

IzloZenost ioniziraju¢em zracenju jedan je od najvecih faktora rizika za razvoj raka
Stitnjace. Zbog poloZaja Stitnjace na prednjoj strani vrata zraCenje moze uzrokovati lomove DNA
molekule i uzrokovati mutacije u stanicama §to je direktno povezano s nastankom bilo kojeg tipa
raka. Takoder, Stitnjaca je specificno radiosenzitivna u mladoj zivotnoj dobi te je dokazano kako
nakon akutne izlozenosti zrac¢enju, poput izlozenosti nakon katastrofe u nuklearnoj elektrani u
Cernobilu, dolazi do povec¢ane pojavnosti raka §titnjade u djece. Takoder, akutna izloZzenost u dobi
prije 20 godine Zivota dovodi do povecanog rizika za razvoj tumora Stitnjace koji traje ¢ak 50
godina nakon izloZenosti (Liu 1 sur. 2017). Dijagnosticki ili medicinski postupci koji koriste
ionizirajuce zraCenje ili radioaktivne tvari takoder mogu utjecati na razvoj raka Stitnjace (Han 1
Kim 2018). Tumori Stitnjace koji nastaju kao posljedica izloZenosti zracenju imaju specifi¢ne
promjene koje ukljuCuju nekoliko kromosomskih aberacija koje su karakteristine 1 za druge
tumore uzrokovane zra¢enjem, no takvi tumori rijetko imaju tockaste mutacije u genu BRAF' 1 RAS,

koje su Cesto prisutne u tumorima Stitnjace (Bogovi¢ Crn¢i¢ i sur. 2020).

Autoimune bolesti takoder pogadaju sve veci broj populacije, a pojavnost Hashimotovog
tireoiditisa 1 Gravesove bolesti, autoimunih bolesti koje specificno pogadaju Stitnjacu, u
posljednjim desetlje¢ima je narasla. Nekoliko mehanizama u patogenezi autoimunih bolesti
Stitnjace povezano je s razvojem tumora. PoviSene razine tiroidnog stimulirajuéeg hormona (TSH)
kod pacijenata s hipotireozom mogu stimulirati prekomjernu proliferaciju epitelnih stanica.
Autoimuni tireoiditis karakterizira lu¢enje brojnih proupalnih citokina i povecanje oksidativnog

stresa u stanicama Sto je takoder povezano s karcinogenezom (Liu i sur. 2017). ITako neka



istrazivanja ne pokazuju direktnu poveznicu izmedu postojanja poveéanog rizika za razvoj PKS-a
ukoliko osoba ima Hashimotov tireoiditis, postoje slicnosti u citologiji stanica i profilu

immunobiljega kod ovih stanja (Bogovi¢ Crn¢i¢ i sur. 2020).

Pretilost i povecani indeks tjelesne mase (BMI, engl. body mass index) povezani su s
brojnim patologijama. Pretile osobe imaju povecan rizik za razvoj malignih bolesti u odnosu na
osobe normalne tjelesne mase. Povedani rizik za razvoj PKS-a kod osoba s povigenim BMI
dokazan je samo kod muskaraca, drugih poveznica nema (Bogovi¢ Crn¢ic i sur. 2020). Mehanizmi
koji bi mogli povezivati nastanak raka Stitnjace s pretiloS¢u ukljucuju inzulinsku rezistenciju i

povecane koncentracije TSH (Liu i sur. 2017).

1.1.2. Patohistoloska obiljeZja papilarnog karcinoma Stitnjace

Veéinu pacijenata s PKS oéekuje dobra prognoza, jer je tijek bolesti uglavnom usporeniji
te se metastaze rijetko pojavljuju dalje od regionalnih limfnih ¢vorova. S obzirom da ovaj podtip
bolesti ¢ini ¢ak 80% svih slucajeva karcinoma $titnjace, pokuSava se pronaci biljege koji bi mogli
ukazati na to koji ¢e pacijenti razviti tezi, agresivniji oblik bolesti. lako su takvi pacijenti relativno
rijetki, do sada postoje razli€iti podaci o tome koji genski ili patohistoloski biljega mogu predvidjeti
tijek i stadij bolesti (Metovic i sur. 2023). S obzirom na postojanje velikog broja podtipova PKS,
njih oko 15, pet podtipova se izdvajaju kao najagresivniji, a to su visokostani¢ni podtip, solidni
podtip, difuzni sklerozirajuéi podtip, podtip cilindri¢nih stanica i hobnail podtip (Coca-Pelaz i sur.
2020). Ovi podtipovi su karakterizirani kao agresivniji na temelju povezanosti s pojavom

metastaza, recidivom bolesti 1 ekstratiroidnom invazijom (Hu 1 sur. 2021).

Izgled 1 obiljezja papilarnog karcinoma dosta variraju. Papilarni karcinom S§titnjace nastaje
iz folikularnih stanica Stitnjace (Radu 1 sur. 2015). Tumorske stanice najce$¢e poprimaju kockasti
ili izduZeni oblik, jezgre su takoder promijenjene a karakterizira ih vec¢i volumen i ovalni oblik s
manje gustim kromatinom (LiVolsi 2011). Tumori su najcesce Cvrsti, bijele boje te inkapsulirani
(Hu 1 sur. 2021). U tumorskom tkivu moZze biti prisutna kalcifikacija, a veli¢ina primarnog tumora
najcesc¢e varira od ¢ega je prosjecna veli¢ina tumora 2-3 cm u promjeru (Limaiem 1 sur. 2024).
Takoder, podvarijanate su karakterizirane na temelju specificnih uzoraka rasta stanica, promjena u
stromi i tipu stanica (Shin 2017). Papilarni mikrokarcinomi takoder se sve ces¢e otkrivaju. U

mikrokarcinome ubrajamo tumore koji su u svom promjenu manji od 1 cm (Sugitani i sur. 2010).
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Takoder, takvi mikrokarcinomi su naj¢esce neagresivni te ne pokazuju tendenciju metastaziranja i
invazije (Walczyk i sur. 2014) te se pokusavaju sprijeciti nepotrebni kirurski postupci u lijeCenju
mikrokarcinoma koji ne predstavljaju prijetnju za zdravlje, ve¢ se pokusava staviti naglasak na
pracenje pacijenta i njegove klinicke slike te interveniranje ukoliko postoji indikacija (Krajewska
1 sur. 2020). Morfoloski vidljive promjene u stanicama papilarnog karcinoma Stitnjace ukljucuju
nastanak papilarnih struktura i promjene u jezgri. Nastale papile te njihova struktura i sastav mogu
biti razli¢itog izgleda (Limaiem i sur. 2024). Takoder Cesta je prisutnost cisti razli¢itih veli¢ina.
Prisutnost regionalnih metastaza u podrucju vrata je ¢esta pojava zabiljeZena u oko 50% pacijenata,
dok je prisutnost udaljenih metastaza izvan podrucja regije vrata dosta rijetka i zabiljezena je u oko

5-7% slucajeva papilarnog karcinoma (LiVolsi 2011).

1.1.3. Dijagnostika i lije¢enje papilarnog karcinoma Stitnjace

Broj novodijagnosticiranih pacijenata u nekim drzavama dozivio je velik porast u
posljednja tri desetljeca. Smatra se kako povecani broj preventivnih pregleda dovodi do velikog
broja novootkrivenih slu¢ajeva od kojih neki ne predstavljaju rizik za zdravlje pacijenta Sto dovodi
do pretjeranog dijagnosticiranja. Tako je rak Stitnjace postao najéesS¢e dijagnosticirani tip raka u
Juznoj Koreji (Ahn 1 sur. 2014). Takoder ve¢ina novodijagnosticiranih tumora koji su u svojem
promjeru manji od 1 cm ne utjecu na kvalitetu Zivota, zdravlje, niti o€ekivanu duljinu Zivota (Jensen
isur. 2020). Ovakav porast u broju novootkrivenih slu¢ajeva moze se takoder povezati s povecanim

koriStenjem ultrazvucnih pregleda i biopsija (Haugen 1 sur. 2016).

Aspiracija tankom iglom najc¢eS¢e predstavlja jednu od prvih metoda koja se koristi u
postavljanju dijagnoze PKS. Uzorak dobiven ovim tipom biopsije sadrzi stanice koje se zatim
analiziraju kako bi se dokazalo postojanje maligno transformiranih stanica (Limaiem 1 sur. 2024).
Ovaj oblik dijagnostike smatra se najpreciznijim za postavljanje dijagnoze, ali je za postavljanje
ispravne dijagnoze nuzna strucnost citopatologa koji pregledava uzorke (Park i sur. 2020).
Dijagnoza PKS se primarno postavlja na temelju morfologije jezgara koje su dobivene biopsijom
(Limaiem 1 sur. 2024). Takoder, preporuca se da svi ¢vorovi pronadeni na Stitnjaci drugim
dijagnostickim metodama vec¢i od 1cm budu pregledani citoloski, uzimanjem uzoraka aspiracijom
tankom iglom kako bi se utvrdila malignost ¢vora (Haugen 1 sur. 2016). Ukoliko se biopsijom

utvrdi da je suspektni ¢vor maligni odreduje se daljnji tijek lijecenja ukoliko je potrebno, a



negativni rezultati dobiveni aspiracijom vazni su kako ne bi doSlo do nepotrebne potpune ili

djelomicne tireoidektomije (Feldkamp i sur. 2016).

Kada je rije¢ o PKS i tehnikama oslikavanja, klini¢ki se najéesce koristi ultrazvuéna
dijagnostika, ali se mogu koristiti i druge tehnike poput magnetske rezonance, kompjuterizirane
tomografije (CT, engl. computed tomography) i pozitronske emisijske tomografije (PET/CT, engl.
positron emission computed tomography). Takoder, ultrazvuc¢na dijagnostika bitna je za pravilno
obavljanje aspiracije tankom iglom (Limaiem 1 sur. 2024). Za otkrivanje promjena u Stitnjaci
primarno se koristi ultrazvucna dijagnostika. Takoder kod prisutnosti limfadenopatije cervikalnih
limfnih ¢vorova ultrazvuc¢na dijagnostika nuzna je za odredivanje daljnjih dijagnostic¢kih postupaka
(Schmidbauer i sur. 2017). Ultrazvuk je jednostavna i brza metoda koja ne koristi Stetno
ionizirajuée zracenje (Wong i Ahuja 2005). Zbog svog neinvazivnog karaktera ultrazvuk se koristi
1 za aktivno pracenje pacijenata s mikrokarcinomima tijekom vremena kako bi se pratila progresija
i potencijalni rast tumora (Ghai i sur. 2021). Ultrazvucno je moguce i odrediti brojne karakteristike
bitne kao kriteriji za postavljanje dijagnoze poput veliine lezije, ehogenosti, prisutnost

kalcifikacije, pravilnosti rubova lezije i njene vaskularizacije (Feldkamp i sur. 2016).

Dijagnosticka metoda koja se koristi radi odredivanje stupnja prosirenosti bolesti ili njenog
povratak je scintigrafija Stitnjace. Scintigrafija je tehnika oslikavanje u nuklearnoj medicini koja se
bazira na unosu i akumulaciji radioaktivnog izotopa tehnicija (**™Tc) ili joda ('*'I) u stanicama
StitnjaCe. Stanice Stitnjace na svojoj povrsini eksprimiraju Na/l simporter koji dovodi do
nakupljanja radioaktivnih izotopa u samoj stanici. Takoder ova metoda za razliku od drugih pruza
uvid u fiziolosko stanje segmenata Stitnjace i stanica (Intenzo 1 sur. 2012). Ova metoda ima vaznu
ulogu 1 u postoperativhom pracenje pacijenata i detektiranju udaljenih metastaza u tijelu 1 kirurski

neotklonjenih dijelova Stitnja¢e (Campenni 1 sur. 2010).

LijeCenje se primarno temelji na kirurSkom uklanjanju Stitnjace, bilo potpunom ili
djelomi¢nom. Odluka o tireoidektomiji donesi se na temelju karakteristika bolesti poput veli¢ine
tumora, prisutnosti metastaza, prisutnosti ekstratireoidne invazije, smjestaja tumora i1 drugih
(Cabanillas 1 sur. 2015). Ukoliko je tumor unifoklan i u promjeru manji od 4cm bez ekstratireoidne
invazije i metastaza u limfnim ¢vorovima preporuca se djelomicno tireoidektomija, dok je za
tumore ve¢e od 4 cm preporuka potpuna tireoidektomija. Nakon uklanjanja Stitnjace pacijenti

ostaju na dozivotnoj hormonskoj terapiji (Limaiem 1 sur. 2024). Takoder, za otkrivene



mikrokarcinome preporuca se prac¢enje pacijenata kroz odredeni vremenski period 1 interveniranje
ukoliko dode do rasta ili druge indikacije (Feldkamp i sur. 2016). Terapijski pristup ukljucuje i
ablativnu terapiju radioaktivnim izotopom joda '3'I. Terapija se koristi kako bi se unitio ostatak
tkiva Stitnjace ili tumora nakon tireoidektomije (Kloos 2005). Radioaktivni jod moZe se koristiti i
za uniStavanje metastatskog tkiva tumora Stitnjace i1 oslikavanje radi pronalaska metastaza
(Cabanillas i sur. 2015). Ovaj oblik terapije najcesce se zapoCinje od 4 do 6 tjedana nakon
tireoidektomije te je prikaldan za pacijente €iji je tumor veci od 2 cm u promjeru te su prisutne
udaljene metastaze ili metastaze u limfnim ¢vorovima, pacijent je stariji od 45 godina ili je prisutna
ekstratireoidna invazija. Takoder, ovaj tip lijecenja indiciran je u pacijenata €iji je tumor manji od
2 cm, ali su prisutne udaljene metastaze (Limaiem i sur. 2024). Iako je lije¢enje PKS dosta
uspjesno, naglasak se stavlja na procjeni koristi 1 Stete od lijeCenja te pradenju pacijenata i

zapocinjanje terapije tek kada je to potrebno i kada korist nadvlada potencijalne rizike lije¢enja.

1.2. Genske promjene u raku

Mutacije 1 kromosomske promjene glavni su pokretac transformacije zdravih stanica u stanice
raka. Molekularna tipizacija i otkrivanje specificnih mutacija za odredeni tip raka moze imati
znacajnu ulogu u razumijevanju patofiziologije bolesti i imati veliku ulogu u otkrivanju ciljanih
terapijskih pristupa (Abdullah 1 sur. 2019). Brojna istrazivanja na razini genoma pruzaju uvid u
unutarstaniéne procese, gene 1 mutacije koje su povezane s malignom transformacijom stanica
(Kebebew 1 sur. 2007). Nekoliko promjena na razini DNA je uklju¢eno u nastanak raka Stitnjace,
najcesce su prisutne tockaste mutacije u kljuénim genima te rearanzmani kromosoma odgovorni
za nastanak fuzijskih proteina. Aktivirajue mutacije igraju vaznu ulogu u nastanku 1 progresiji
raka. Vecina karcinoma Stitnjace je sporadi¢na 1 nastaju kao posljedica nakupljanja mutacija u
stanicama tijekom zivota. Takoder, ve¢ina genetskih promjena koje se javljaju u raku Stitnjace su

nenasljedne odnosno somatske mutacije (Hlozek i sur. 2022).

Signalni putevi unutar stanica imaju vaznu ulogu u kontroli stani¢nih procesa poput
diferencijacije, rasta i preZivljavanja, ali reguliraju i gotovo sve druge stani¢ne procese (Tang i Xue
2017). Razvoj raka ukljucuje nakupljanje nekoliko promjena na razini genoma i epigenoma koje
pokre¢u promijenjene stani¢ne procese i o€ituju se kao nastanak tumorskih stanica (Lea 1 sur.

2007). Upravo promijene u evolucijski znacajnim stani¢nim signalnim putevima poput MAPK



puteva mogu dovesti do nastanka patoloskih stanja, pa tako i raka. Takoder, promijene u signalnim
putevima ukljucene su i procese koje tumorima omoguéuju prezivljenje i izbjegavanje imunosnog

odgovora, ali i otpornost na lijekove koristene u lijecenju raka (Tang i Xue 2017).

1.2.1. Signalni put RAS/RAF/MAPK

Eukariotske stanice koriste evolucijski visokokonzervirane signalne puteve koji ukljucuju
mitogenima aktivirane proteinske kinaze (MAPK) za regulaciju brojnih stani¢nih procesa poput
transkripcije gena, prezivljavanja, diferencijacije, mitoze i metabolizma (Cargenllo i Roux 2011).
U porodicu MAPK ubraja se oko 20 proteinskih kinaza. MAPK signalni putovi mogu se podijeliti
u 4 glavna puta s obzirom na aktivaciju svakog signalnog puta od strane vanjskog podrazaja koji
aktivira svoj specifiéni membranski receptor. To su izvanstani¢nim signalom regulirane kinaze
(ERK, engl. extracellular signal-regulated kinases), c-Jun N-terminalne kinaze (JNK), p38 i ERK5
(Tang 1 Xue 2017). Stani¢ni signalni putevi koji uklju¢uju MAPK sudjeluju u amplifikaciji i
provodenju signala kako bi doslo do specifi¢nog odgovora stanice na vanjski podrazaj (Zhang i

Liu 2002).

1.2.1.1. Struktura i funkcija signalnog puta Ras-Raf-MEK-ERK

S obzirom na dosadasnja saznanja ERK je jedna od najbolje opisanih molekula MAPK, a
signalni put Ras-Raf-MEK-ERK jedan je od najbolje opisanih signalnih puteva koji ukljucuju
MAPK molekule (Zhang i Liu 2002). Aktivacija ovog signalnog puta moze biti pokrenuta preko
brojnih molekula ili fizioloskih promjena, ukljucujuci razlicite faktore rasta poput epidermalnog
faktora rasta (EGF, engl. epidermal growth factor), trombocitnog faktora rasta (PDGF, engl.
platelet-derived growth factor ) 1 faktora rasta zivaca (NGF, engl. nerve growth factor), citokine,
promijene u organizaciji mikrotubula i promjene u osmotskoj ravnotezi u stanici (Cargenllo i Roux
2011). Ovaj signalni put takoder se moze aktivirati preko receptora spregnutih s G-proteinima, gdje
se smatra kako stimulacija receptora spregnutih s G-proteinima moze dovesti do fosforilacije
tirozina na unutarstanicnom djelu tirozin kinaznog receptora (npr. receptora za neki faktor rasta) i

tako dovesti do aktivacije signalnog puta Ras-Raf-MEK-ERK (Zhang i Liu 2002).



Prijenos signala sastoji se od nekoliko koraka. Ukljucuje aktivatorski protein, MAPK kinazu
kinaze (MAPKKK), MAPK kinazu (MAPKK) i MAPK. U Ras-Raf-MEK-ERK signalnom putu
Ras djeluje kao aktivatorski protein, Raf djeluje kao MAPKKK, MEK djeluje kao MAPKK a ERK
kao MAPK (Guo i sur. 2020). Za aktivaciju signalnog puta mora do¢i do vezanja liganda na
transmembranski tirozin kinazni receptor nakon ¢ega dolazi do njihove dimerizacije, aktivacije i
autofosforilacije tirozina u unutarstani¢nom djelu receptora (Slika 1). Takva promjena omogucava
vezanje proteina koja sadrze Src homolognu regiju 2 (SH2) ili fosfotirozin vezujuéu domenu (PTB,
engl. phosphotyrosine-binding domain) na unutarstanicne fosforilirane tirozinske ostatke tirozin
kinaznih receptora (Cargenllo 1 Roux 2011). Na to se mjesto direktno veze konektorska molekula
Grb2 (‘engl. growth factor receptor-binding protein 2) sa svojom centralnom SH2 domenom, koje
se zatim povezuje sa SOS (engl. son of sevenless) molekulom preko svoje Src homologne regije 3
(SH3) domene te zajedno tvore kompleks receptor-Grb2-SOS. (Guo 1 sur. 2020). Takoder,
povezivanje Grb2 proteina za aktivirani tirozin kinazni receptor dovodi do nakupljanja GABI 1
CBL (engl. Casitas B-lineage Lymphoma) proteina. Ovi proteini imaju ulogu u povezivanju
razli¢itih molekula poput PI3K (engl. phosphoinositide 3-kinase) $to dovodi do medusobnih
interakcija razli¢itih signalnih puteva. Nastanak kompleksa receptor-Grb2-SOS kljucan je za

daljnju aktivaciju Ras proteina (Pudewell i sur. 2021).
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Slika 1. Shematski prikaz signalnog puta Ras-Ras-MEK-ERK. Shema prikazuje vezanje liganda
na receptor koji ima tirozin kinaznu funkciju. Signal se prenosi s receptora na Ras proteine pa sve
do ERK kinaza koje zatim mogu migrirati u jezgru i fosforilirati supstrate poput transkripcijski

faktora 1 utjecati na ekspresiju gena Preuzeto 1 prilagodeno prema Liu 1 Xie 2023).

Ljudski genom sadrZi tri gena koji kodiraju Ras proteine, a to su KRAS, NRAS 1 HRAS.
NRAS 1 KRAS kodiraju po jedan protein dok modifikacijom RNA molekule gena KRAS mogu
nastati dva razliCita proteina KRAS4A 1 KRAS4B, Sto ukupno daje 4 razlicita proteina (Hobbs 1
sur. 2016). Ras protein je po svojoj funkciji mali G-protein koji je ponajvise lokaliziran uz stani¢nu
membranu (Prior i Hancock 2012). Ras protein se u citoplazmi pojavljuje u neaktivnom obliku
kao protein na koji je vezana molekula GDP, a nastali kompleks receptor-Grb2-SOS, s aktivnim
SOS potice zamjenu GDP-a GTP-om §to omogucuje aktivaciju Ras proteina i njegovu direktnu
interakciju s slijede¢im faktorom u kaskadi, Raf proteinom (Cargenllo 1 Roux 2011). Aktivnost Ras
proteina na koji je vezana molekula GTP dokida se pomoc¢u GTP-aznih aktivirajucih proteina koji

hidrolizom GTP-a u GDP dovode do inaktivacije proteina Ras (Hobbs i sur. 2016).



Nekoliko mehanizama je poznato koji omogucuju povezivanje i stabilizaciju proteina Ras-
Raf. Galektin 1 se u obliku homodimera veze na kompleks HRas-Braf i stabilizira aktivirani Ras s
vezanim GTP-om, galektin 3 selektivno veze KRasB4 izoformu proteina i dovodi do grupiranja i
pojacanog provodenja signala. SHOC2 protein dovodi do povezivanja aktiviranih proteina Ras i
Raf, a SHOC2 u heterotrimernom kompleksu zajedno s proteinima PP1 (engl. protein phosphatase
1) 1 N-Ras dovodi do defosforilacije CR2 (engl. conserved region 2) domene neaktivnog Raf
proteina (Pudewell i sur. 2021). Enzimatsku aktivnost Raf-a ne omogucuje interakcija Raf-a s
aktiviranim Ras-om direktno, nego do aktiviranja dolazi zbog promijene lokalizacije samog
proteina unutar stanice. Citoplazmatski Raf se premjesta i smjesta uz stanicnu membranu §to je
klju¢an korak u aktivaciji Raf kinaze. Prvo dolazi do povezivanja Ras vezuju¢e domene (RBD,
engl. Ras-binding domain) proteina Raf i RAS proteina, no za potpunu aktivaciju Raf-a potrebna
je interakcija domene RBD i cisteinom bogate domene (CRD, engl. cistein rich domain) proteina

Raf'1 s Ras-om ali i s fosfatidil serinom u stanicnoj membrani (Terell i Morrison 2019).

U stanicama ¢ovjeka postoje tri gena koja kodiraju proteine iz porodice Raf; ARAF, BARF
1 CRAF. lako su sva tri proteina dosta slicha svojom strukturom njihova moguénost aktivacije
MEK-a i ekspresija u tkivima se dosta razlikuju (Dhillon 1 sur. 2007). Raf proteini su po svojoj
funkeiji serin/treonin kinaze 1 igraju vaznu ulogu u kontroli stani¢ne proliferacije. Tri izoforme
proteina dijele evolucijski o€uvani N- terminalni kraj s domenama RBD 1 CRD te C- terminalnu
kinaznu domenu. Nakupljanjem Raf kinaza uz stani¢nu membranu dolazi do dimerizacije kinaznih
domena Raf proteina 1 njihove potpune aktivacije (Zhang i sur. 2021). Raf proteini mogu stvarati
homodimere ili heterodimere s drugim kinazama iz porodice Raf, te je pokazano kako heterodimeri
B-Raf/C-Raf imaju najvecu kataliticku aktivnost te se najc¢es¢e pojavljuju u signalizaciji u koju je
ukljucen 1 Ras protein (Terell i Morrison 2019). Tako aktivirani Raf ima mogu¢nost fosforilacije
sljedeceg proteina u nizu odnosno MEK. Od tri izoforme proteina Raf, A-Raf ima najslabiju
kinaznu aktivnost dok B-Raf pokazuje najsnazniju kinaznu aktivnost te ujedno i najvecu stopu
mutacija (Guo 1 sur. 2020). Nakon prenoSenja signala inaktivacija kinaze Raf nuZna je kako bi se
izbjegla karcinogeneza u stanici. Taj proces najcesce se odvija defosforilacijom aktivhog mjesta
kinaze Raf pomocu protein fosfataze 5 (PP5, engl. protein phosphatase 5). Takoder postoji i
mogucnost autofosforilacije kinaze Raf gdje dolazi do njene inaktivacije. Mehanizam negativne
povratne sprege takoder je ukljuCen u inaktivaciju kinaze Raf. Kinaze MEK nakon aktivacije

fosforiliraju kinaze Raf i dovode do promjena u interakciji proteina Raf i Ras i ometaju klju¢nu
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dimerizaciju kinaza Raf §to posljedi¢no dokida njihovu funkciju i onemogucuje daljnji prijenos

signala u stanici (Terell i Morrison 2019).

Aktivirana kinaza Raf ima sposobnost vezanja i fosforilacije serinskih ostataka proteina MEK1
i1 MEK2, sto dovodi do njihove aktivacije. MEK1/2 su dvojno specificne kinaze koje imaju
centralnu ulogu u stani¢noj signalizaciji te sudjeluju u razlic¢itim fizioloSkim procesima unutar
stanice. Imaju mogucnost fosforilacije i tirozinskih i treoninskih ostataka $to ih ¢ini klju¢nim u
brojnim stani¢nim putevima. Aktivirani MEK1/2 stupaju u direktnu interakciju sa sljede¢im
proteinom u signalnom putu, odnosno ERK-om. Svojom N- terminalnom regijom kataliziraju
fosforilaciju tirozina i treonina u regijama ERK proteina i aktiviraju ih. Inaktivirani ERK nalazi se
u citoplazmi, no nakon aktivacije koja ukljucuje fosforilaciju od strane MEK1/2 proteina i

homolognu dimerizaciju, ERK odlazi u jezgru gdje vrs$i svoju funkciju (Guo i sur. 2020).

ERK1/2 imaju sposobnost fosforiliranja velikog broja supstrata bilo u citoplazmi ili jezgri
(Song 1 sur. 2023). Proteini ERK imaju bitnu ulogu u regulaciji stani¢ne proliferacije te su bitni za
prelazak stanice iz G1 u S fazu stani¢nog ciklusa. Takoder, djeluju na brojne transkripcijske faktore
u jezgri poput Elk-1. Stabilizacijom proteina c-Fos fosforilacijom, pomazu kod povezivanja
transkripcijskih faktora c-Fos i c-Jun kako bi nastao transkripcijski kompleks AP-1 bitan za
poticanje ekpresije ciklina D1 koji potice prijelaz iz faze G1 u S fazu stani¢nog ciklusa (Cargenllo
1 Roux 2011). Upravo zbog klju¢ne uloge pozitivnog regulatora progresije kroz stani¢ni ciklus,
nekontrolirana ERK aktivacija ¢esto je prisutna u brojnim patoloskim stanjima koja ukljucuju
nekontroliranu proliferaciju stanica (Tang 1 Xue 2017). Naizgled linearan slijed aktivacije ovog
signalnog puta moze se Ciniti jednostavnim, no taj je proces u stanicama puno slozeniji.
Amplifikacija signala dogada se na nacin da svaka molekula aktivira ve¢i broj molekula koje se
nalaza nizvodno od nje. Takoder, razli€iti putevi inhibicije i interakcije s drugim signalnim

putevima ¢ine signalizaciju kompleksnom (Rocca 1 sur. 2022).

1.2.1.2. Signalni put Ras-Raf-MEK-ERK u karcinogenezi

Konstitutivna aktivacija molekula MAPK je karakteristika brojnih patoloskih stanja, te igra
ulogu u razvoju brojnih malignih bolesti (Schubert i sur. 2023). Aktiviraju¢e mutacije u genima
koji kodiraju proteine koji sudjeluju u putu MAPK imaju snaZzan utjecaj na promjenu stani¢ne

signalizacije 1 razvoj tumora. MAPK putevi ima bitnu ulogu u brojnim stani¢énim procesima poput
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stani¢ne signalizacije, regulacije ekspresije gena, stani¢ne proliferacije 1 diferencijacije te apoptoze
(Hlozek i sur. 2022). Signalni put Ras-Raf-MEK-ERK prenosi izvanstrani¢ne signale koji stizu do
stanice u obliku hormona, citokina ili faktora rasta do jezgre stanice preko aktivacije signalne
kaskade (Tang 1 Lee 2010). Ras-Raf-MEK-ERK signalni put nuzan je za pravilno funkcioniranje
stanica, a mutacije u proteinima tog puta ¢esto su zabiljezene u raznim tumorima. Mutacije u genu
RAS prisutne su u 33% svih tumora dok su mutacije u genu RAF prisutne u gotovo 8% svih tumora

(Song i sur. 2023).

Mutacije u komponentama ovog signalnog puta zabiljezene su u razliitim tipovima i
velikom broju tumora. Genske promjene RAS, RAF, MEK 1 ERK gena mogu se podijeliti u dvije
kategorije: aktivacijske i amplifikacijske mutacije. Aktivacijske dovode do konstitutivne aktivacije
nekog od proteina i time stalne stimulacije ERK-a koji se nalazi na dnu kaskade. Amplifikacijske
mutacije dovode do amplifikacije 1 pojacanog prijenosa signala, a to su mutacije u genu RAS ili
mutacije koje izazivaju hiperaktivaciju receptorske tirozin kinaze (RTK) (Rocca i sur. 2022).
Mutacije i promjene u regulaciji signalnih puteva ERK/MAPK do sada su opisane u razli¢itim

tumorima poput tumora jajnika, debelog crijeva, dojke, pluca, titnjace, melanoma i drugih.

Mehanizmi kojim mutacije uzrokuju progresiju tumora su primarno poticanje proliferacije
1 antiapoptoticki u¢inak. Signalni put Ras-Raf-MEK-ERK ima ulogu u inhibiciji 1 ko¢enju apoptoze
stanica tumora u hipoksiénim uvjetima. Takoder, konstitutivna aktivnost ovog signalnog puta
dovodi do inhibicije kaspaze-9, fosforilacijom na poziciji Thr125, koja ima zna¢ajnu ulogu u
izvrSenju stani¢ne smrti (Bahar 1 sur. 2023). Djelovanjem na razlicite transkripcijske faktor poput
MYC 1 E2F, Ras-Raf-MEK-ERK signalni put sudjeluje u regulaciji ekspresije ciklina 1 ciklin
ovisnih kinaza koje imaju direktan utjecaj na progresiju stanicnog ciklusa (Malumbres i sur. 2000).
Takoder, signalizacija Ras-Raf-MEK-ERK signalnog puta uklju¢ena je u metastaziranje i
angiogenezu tumorskih stanica. Kod karcinoma jajnika pokazano je da aktivacija ovog signalnog
puta uzrokuje pojacanu ekspresiju matriks metaloproteinaze MMP-7 1 uzrokuje aktivaciju proteina
p70S6K koji poti¢e aktivaciju molekula koje direktno djeluju na angiogenezu, poput HIF-1a i
vaskularno endotelnog faktora rasta (VEGF, engl. vascular endothelial growth factor) (Bahar i sur.
2023). Terapijski pristup koji ukljucuje ciljanje molekula uklju€enih u signalni put Ras-Rat-MEK-
ERK mora biti specifi¢an. Bitno je identificirati specifiénu mutaciju ili promjenu u signalnom putu,

poznavati njen patoloski uginak te poznavati utjecaj koristenih lijekova na signalni put. Cesto
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koristeni inhibitori signalnog puta paradoksalno mogu dovesti do aktivacije i nezeljenog uc¢inka

(Rocca i sur. 2022).

Izbjegavanje imunosnog sustava i tumorski mikrookoli$ koji promovira rast tumora klju¢ni
su za prezivljavanje tumorskih stanica. Mutacije u genu KRAS mogu modulirati mikrookolis§ i
tumoru pridruzene stanice te i na taj nacin utjecati na progresiju tumora. Dolazi do lu€enje razlicitih
citokina, kemokina i faktora rasta koji direktno utjece na sposobnost tumorskih stanica da izbjegnu
imunosni odgovor i smanjuju sposobnost predoCavanja antigena $to dovodi do smanjene aktivacije
limfocita T (Avery i sur. 2022). Kras moze preko razliitih efektora djelovati proupalno i
protuupalno. Istrazivanja pokazuju kako Kras moze aktivirati transkripcijski faktor NF-kB koji
potice ekspresiju interleukina 1, interleukina 6, tumorskog faktora nekroze (TNF-a), inducibilne
dusik oksid sintaze, koji djeluju proupalno. Takoder, Kras moZze pokrenuti ekspresiju interleukina
10, transformirajuceg ¢imbenik rasta beta (TGF-p, engl. transforming growth factor beta) 1 faktora
stimulacije granulocitno—makrofagnih kolonija (GM-CSF, engl. granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor) koji odrzavaju tumorski mikrookoli§ u imunosupresivnom stanju, $to govori o

dvojnoj ulozi mutacija KRAS u modulaciji tumorskog mikrookolisa (Pereira i sur. 2022).

1.2.1.2.1. Ras-Raf-MEK-ERK signalni put u karcinogenezi raka Stitnjace

Mutacije u nekoliko gena koji kodiraju za proteine koji sudjeluyju u MAPK putevima
povezani su sa rakom S§titnjace. Primarno radi se o mutacijama u genima RAS, RAF, MEK 1 ERK
¢iji produkti sudjeluju u signalizaciji (Schubert i1 sur. 2023). Mutacije u ovim genima zabiljeZene
su u brojnim tumorima te je otkriveno kakao najceS¢e dolazi do mutacije u samo jednom od ovih
gena, Ciji produkt sudjeluje u signalnom putu, Sto sugerira da je dovoljna mutacija u samo jednom

elementu signalnog puta kako bi doslo do maligne transformacije stanice (Tang i Lee 2010).

Osim spomenutih mutacija u genima ciji proteini sudjeluju u signalnom putu Ras-Raf-
MEK-ERK moze do¢i i do nastanka fuzijskog gena RET/PTC koji nastaje kao posljedica
rearanzmana kromosoma, a ova mutacija se pojavljuje u oko 12% PKS (Knippler i sur. 2019).
Protoonkogen RET kodira za trensmembranski tirozin kinazni receptor i specifi¢no je eksprimiran
u tkivima koja potjecu iz neuralnog nabora, ukljucujuci i parafolikularne stanice C S§titnjace, ali
nije eksprimiran u folikularnim stanicama Stitnjace (Romei 1 Elisei 2012). Protoonkogen RET

kodira protein koji ima funkciju transmembranskog tirozin kinaznog receptora koji ima ulogu u
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stani¢noj diferencijaciji, prezivljavanju 1 rastu (Hlozek i1 sur. 2022) Prilikom rearanZzmana
kromosoma dolazi do fuzije gena RET s drugim heterolognim genom. To dovodido ekspresije
kimeri¢nog gena koji se naziva RET/PTC i nastanka proteina koji konstitutivno dimeriziraju $to
uzrokuje njihovu neprestanu aktivaciju i prijenos signala (Fagin 2005). Takoder, ovom genskom
fuzijom gen RET dolazi pod promotor i transkripcijsku kontrolu fuzijskog gena partnera (Santoro
i Carlomagno 2013). Kada je protein RET aktivan on veze SH2 i SH3 regije molekule GRB2 koja
veze SOS i dolazi do aktivacije RAS proteina 1 zapoCinje Ras-Raf-MEK-ERK kaskada (Bhattarai
isur. 2022). Ova vrsta rearanzmana ucestalija je u tumorima uzrokovanim ioniziraju¢im zracenjem,
pogotovo kod djece s PKS (Fagin 2005). Ukoliko je ova mutacija detektirana u pacijenta preporuéa
se potpuna tireoidektomija. Takoder tockaste mutacije u genu RET povezanu su sa nastankom
tumora Stitnjace (Hlozek i sur. 2022). Mutacije u genu RET Ceste su kod medularnog karcinoma
StitnjaCe, a mogu biti nasljedene ili se pojaviti sporadi¢no tijekom Zivota. Odredivanje tipa mutacije
ima bitno je za odredivanje oblika tumora, radi li se o sporadi¢nom ili obiteljskom tipu raka (Younis

2017).

Proteini koji su kodirani genima RAS takoder sudjeluju u prijenosu signala od receptora do
jezgre prvenstveno sudjelujuci u signalnom putu AMP-om aktivirane protein kinaze (AMPK, engl.
AMP-activated protein kinase) 1 signalnom putu PI3K-AKT (Hlozek 1 sur. 2022). Geni iz porodice
RAS, poput gena HRAS, KRAS 1 NRAS Cesto su mutirani u tumorima Stitnjace te se najcesce
povezuju sa progresijom tumora i prelaskom iz benignog u maligni tumor. Takoder, ove mutacije
su najcesce prisutne u slabo diferenciranim karcinomima 1 anaplasticnom karcinomu Stitnjace
(Abdullah 1 sur. 2019). Mutacije u genima RAS druge su naj¢esce mutacije detektirane u biopsijama
Stitnjace nakon mutacija u genu BRAF (Hlozek 1 sur. 2022). IstraZzivanja na animalnim modelima
pokazuju da mutacije u genima RAS vjerojatno nisu dovoljne samostalno pokrenuti nastanak PKS
zbog svojeg niskog onkogenog potencijala, no mutacije u tim genima mogu nositi predispoziciju
za razvitak raka (Marotta 1 sur. 2021). Prognosticki, mutacije u genu RAS povezuju se s boljom
prognozom u odnosu na mutacije u genu BRAF 1 promotoru gena TERT koje su povezane s

agresivnijim oblikom bolesti (Xang 2016).

Promjene na razini MEK 1/2 takoder mogu utjecati na razvoj karcinoma $titnjace. Pokazano
je kako se mutacije u genu MEK pojavljuju samostalno, ne u kombinaciji sa drugim pokretackim

(driver) mutacijama u raku Stitnjace. Mutacije 1 delecije u pojedinim regijama gena MEKI mogu
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dovesti do promjena u strukturi proteina koje dovode do konstitutivne aktivnosti kinaze MEK1

(Borelli i sur. 2019).

Najéescée detektirane mutacije u PKS su u genima RAF. Ljudski genom sadrzi tri izoforme
ovog gena ARAF, BRAF 1 CRAF (Fagin 2005). Upravo je specificna mutacija u genu BRAF,
mutacija V600E gdje dolazi do zamjene aminokiseline valin u glutamat u kodonu 600, u nekim
istrazivanjima povezana sa loijom prognozom i agresivnijim podtipom PKS. Pojavnost ove
mutacije u tumoru je povezana s malignim fenotipom tumora, te se ova mutacija javlja u oko 30-
70% PKS (Hlozek i sur. 2022). Mutacije u genima ARAF i CRAF puno su rjede u odnosu na
mutacije u genu BRAF. Opisane su fuzije gena CRAF koje dovode do RAS neovisne dimerizacije
C-Raf proteina i kinazne aktivnosti (Yaeger i Corcoran 2019). Takoder, mutacije u genima RAF
detektirane su i1 kod brojnih drugih vrsta raka poput melanoma, kolorektalnog karcinoma, glioma,

raka pluca, jetre, jajnika i drugih (Tufano i sur. 2012).

1.2.1.2.2. Mutacije BRAF u papilarnom karcinomu Stitnjace

Gen BRAF nalazi se na kromosomu 7, i najjaci je aktivator puta MEK-ERK od svihe gena
iz porodice RAF. Zbog velike pojavnosti u PKS mutacije u ovom genu intenzivno su istrazivane
radi otkrivanja njihovog klinickog 1 patofizioloskog znacaja (Tufano i1 sur. 2012). Kinaza B-Raf
gradena je od nekoliko klju¢nih visokokonzerviranih domena (CR, engl. conserved region) , CR1,
CR2 i domene CR3. Domena CR1 sadrzi Ras- vezuju¢u domenu te cisteinom bogatu domenu koja
sadrzi dva atoma cinka (Smiech i sur. 2020). Domena CR2 je cisteinom i serinom bogata domena
koja ima vezujuca mjesta za 14-3-3 proteine koji kada su vezani za regiju CR2 odrzavaju B-Rafu
inhibiranom 1 inaktivhom stanju blokiranjem nastanka dimera kljuénih za aktivaciju kinazne
aktivnosti B-Rraf (Park i sur. 2019). Regija C3 je kljucna za aktivnost kinaze B-Raf, nalazi se na
C-terminalnom kraju i sadrzi kinaznu domenu koja je regulirana fosforilacijom (Smiech i sur.
2020). Mutacije povezane s razvitkom tumora javljaju se u genu BRAF u dvije regije, fosfat
vezujucoj petlji u kojoj se javlja manje od 1% mutacija ovog gena te mutacije u kinaznom
aktiviraju¢em segmentu, koji ukljucuje najces¢u mutaciju gena BRAF u svim tumorima, mutaciju
V600E (Kiel i sur.2016). Druge mutacije u genu BRAF koje ne ukljucuju valin u kodonu 600 mogu

imati razli¢iti utjecaj na aktivnost proteina. Takve mutacije mogu izazvati ili smanjenje ili
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povecanje kinazne aktivnosti proteina B-Raf i1 time razliito utjecati na aktivaciju signalnog puta

MEK-ERK.

Mutacije u genu BRAF mozemo podijeliti u tri kategorije (Slika 2.). Prvu klasu cine
mutacije u genu BRAF koje stvaraju protein koji je aktivan neovisno Ras-u i moze vrsiti svoju
kinaznu aktivnost kao monomer (Smiech i sur. 2020). U ovu skupinu mutacija ubrajamo mutacije
V600, pa tako 1 mutaciju V60OE. Druga klasa su mutacije koje ¢ine kinazu Raf Ras neovisnom, ali
za njihovu aktivaciju je nuzna dimerizacija. Takoder za dimerizaciju tih proteina nije potrebna
aktivacija monomera kinazom Ras. U drugu kategoriju ubrajamo razlicite toCkaste mutacije poput
mutacija K601E, L597Q i G469A. Trec¢u klasu ¢ine mutacije koje stvaraju proteine koji su Ras
ovisni, samostalno nemaju kinaznu aktivnost te je nuzna njihova dimerizacija sa proteinima Raf
divljeg tipa. Tako nastaju heterodimeri Raf koji ukljucuju mutirani protein i protein divljeg tipa.

Takve mutacije omogucavaju jace vezanje B-raf-a za Ras (Yaeger i Corcoran 2019).

Klasa | Klasa ll Klasa Ill

- izvanstanicéni signal
inaktivna RTK \ ( inaktivna RTK 57( aktivirana RTK
v o B
- B

BRAF-I BRAF-II [ BRAF-II BRAF-III CRAF

Slika 2. Shematski prikaz tri klase mutacija koje se pojavljuju u genu BRAF'. Prvu kategoriju €ine
mutacije u kodonu 600, mutirani protein je konstitutivno aktivna kinaza koja je aktivna neovisno

o Ras proteinu. Drugu kategoriju ¢ine mutacije koje omogucavaju konstitutivnu kinaznu aktivnost
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proteina BRAF neovisno o proteinu Ras no potrebna je dimerizacija proteina Braf kako bi postali
aktivni. Tre¢a kategorija su mutacije kojima nastaje protein Braf ovisan o proteinu Ras, te je za
njegovu aktivaciju nuzna dimerizacija sa nekim od proteina Raf divljeg tipa (preuzeto i prilagodeno

prema Liu i Xie 2023).

1.2.1.2.3. Klinicki i prognosticki znacaj BRAF V600E mutacije

Mutacija V600E u genu BRAF je tockasta mutacija koja uzrokuje zamjenu timina adeninom
na nukleotidnoj poziciji 1799 u kodonu 600 u egzonu 15 (Slika 3.) i odgovorna je za zamjenu
aminokiseline valin glutamatom (Tufano i sur. 2012). Ova mutacija dovodi do konstitutivne
aktivacije proteina B-Raf ¢ime se utjece na aktivaciju signalnog puta MEK-ERK. Mutacija V600E
u genu BRAF je najées¢a mutacija detektirana u PKS. Dosadasnja istraZivanja ne pokazuju jasnu
povezanost mutacije BRAF V600E s agresivnoséu PKS. Neka istrazivanja govore kako je ova
mutacija povezana sa gorom prognozom i ishodom bolesti, dok druga govore kako ta povezanost
ne postoji. Takoder, otkrivene mutacije u promotorskoj regiji gena TERT, mutacije C228T 1 C250T
u kombinaciji s mutacijom BRAF V600E povezane su s agresivnijim tipom karcinoma (Colombo
1 sur. 2018). Istrazivanja pokazuju kako je prisutnost mutacije V60OE povezana s povecanom
ekspresijom odredenih molekula poput matriks metaloproteinaza MMP-2/3/9/13. Prisutnost
mutacije V60OE 1 konstitutivna aktivacija proteina B-raf povezana je i sa smanjenjem ekspresije
pojedinih tumorsupresorskih gena poput inhibitora metalopeptidaze 3 (TIMP3), natrij-vezanog
monokarboksilatnog transportera 1 (SLC5A8) 1 b2 receptora retinoi¢ne kiseline (RARb2) (Crsipo
isur. 2019). Lupi i suradnici (2007) pokazali su kako postoji korelacija izmedu prisutnosti mutacije
BRAF V600E u PKS i agresivnijeg tipa bolesti (invazivniji rast, ektratireoidna invazija, prisutnost
metastaza u limfnim ¢vorovima) (Lupi 1 sur. 2007). Takoder, Silver 1 suradnici (2021) su pokazali
kako je mutacija BRAF V600E povezana s agresivnijim oblikom PKS i papilarnog mikrokarcinoma
Stitnjace (Silver 1 sur. 2021). Henke i suradnici (2015) su pokazali kako postoji povezanost izmedu
mutacije VO0OE 1 pojedinih klini¢kih 1 patoloSkih obiljezja, no zakljucili si kako ne postoji
povezanost izmedu mutacije 1 prezivljenja bez povrata bolesti (RFS, engl. recurrence-free survival)

1 prezivljenja specificnog za bolest (DSS, engl. disease-specific survival) (Henke i sur. 2015).
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Slika 3. Shematski prikaz lokacije gena BRAF na kromosomu 7. Na shemi je prikazan broj
aminokiselina (768) koje ¢ine protein BRAF, takoder su oznacene visokokonezrvirane regije gena
BRAF CR1, CR2 i CR3. Unutar domene CR1 i CR3 prikazane su i funkcionalne domene proteina
BRAF; RBD, CRD, PL, CL i AL. Takoder prikazan je broj egzona 1-18 koji ¢ine gen BRAF

(preuzeto 1 prilagodeno prema Roa 1 sur. 2024).

Detekcija mutacije BRAF V600E u pacijenata s papilarnim karcinomom S§titnjace moze
imati klinic¢ki znacaj. Pacijenti s mutiranim genom BRAF mogu primiti specificnu terapiju u obliku
inhibitora BRAF (Aprile 1 sur. 2023). Neki pacijenti koji nisu kandidati za konvencionalne pristupe
lijecenju ili nemaju koristi od njih, a njihovi tumori su pozitivni na mutaciju u genu BRAF, mogu
imati koristi od koriStenja malih molekula koje djeluju kao Raf inhibitori. Takvi lijekovi su
vemurafenib i1 dabrafenib koji djeluju kao inhibitori kinaze BRAF V600E na nacin da se
kompetitivno vezu za vezno mjesto ATP-a i tako inhibiraju sudjelovanje mutiranog proteina B-raf
u signalnom putu Ras-Raf-MEK-ERK. Ovakvi lijekovi koriste se za lijeCenje BRAF V600E

pozitivnih tumora Stitnjace, kolorektalnog karcinoma i melanoma (Cabanillas 1 sur. 2015).
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Falchook i suradnici (2015) su pokazali kako koristenje selektivnog inhibitora BRAF-a
dabrafeniba u dobro diferenciranim karcinomima Stitnjate dovodi do smanjenja tumora za
minimalno 10% u 64% pacijenata (Falchook i sur. 2015). Takoder, tumori koji imaju V600E
mutaciju slabije odgovaraju na terapiju radioktivnim jodom 'l jer ta mutacija utje¢e na
metabolizam joda u stanicama tumora i time uzrokuje smanjeno nakupljanje joda u stanicama

(Crispo i sur. 2019).
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2. Cilj istraZivanja
Hipoteza je da postoji povezanost izmedu prisutnosti BRAF V600E mutacije u papilarnom
karcinomu S§titnjace 1 stupnja rasirenosti bolesti te patohistoloskih obiljezja papilarnog karcinoma

stitnjace. Cilj rada jest istraziti povezanost mutacije u genu BRAF s prognozom i agresivnoscéu

papilarnog karcinoma $titnja¢e. Dodatni specifi¢ni ciljevi su:

1. Odrediti prisutnost V60OE mutacije u genu BRAF u bolesnika s papilarnim karcinomom
Stitnjace.
2. Odrediti povezanost V60OE mutacije u genu BRAF sa stupnjem proSirenosti papilarnog

karcinoma Stitnjace.

3.0drediti povezanost V60OE mutacije u genu BRAF sa klinickim i patohistoloskim obiljezjima
agresivnosti papilarnog karcinoma Stitnjae (veliina tumora, proboj kapsule Stitnjace,

angioinvazija, diseminacija u §titnjaci, dob i spol).
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3. Materijali i metode

3.1. Ispitanici

Istrazivanje je koncipirano kao retrospektivno kohortno istrazivanje i ukljucuje 263
pacijenata. Istrazivanje je provedeno u Klinici za onkologiju i nuklearnu medicinu Klini¢kog
bolnickog centra Sestre milosrdnice. Pacijenti koji su ukljuCeni u istrazivanje prosli su kroz
redovnu obradu u bolnickoj ambulanti. LijeCenje svih pacijenata ukljucivalo je totalno
tireoidektomiju, kirurSki uklonjeni uzorci bili su dostupni u obliku patohistoloskih preparata tkiva
uklopljenog u parafin. U svrhu detekcije mutacije u genu BRAF koriSteni su pohranjeni uzorci tkiva
primarnog tumora. Takoder, u sklopu istrazivanja preuzeta je sva dostupna medicinska
dokumentacija o pacijentima koja je napravljena za vrijeme njihovog lijeCenja i u sklopu
onkoloSke obrade. Pacijenti su birani na temelju nekoliko kriterija, morali su biti stariji od 18 pri
ukljucivanju u istrazivanje te je u sklopu lijeenja trebala biti provedena potpuna tireoidektomija.

Pacijenti ¢iji uzorci nisu bili odgovarajuée patohistoloske kvalitete ili su bolovali od jo$ neke

maligne bolesti nisu ukljucivani u istrazivanje.

Istrazivanje je provedeno uz odobrenje Etickog povjerenstva Klinickog bolni¢kog centra
Sestre milosrdnice te uz informirani pristanak ukljucenih pacijenata. Nakon zaprimanja pristanaka
pacijenata prikupljeni su uzorci njihovih primarnih tumora PKS koji su uklopljeni u parafinske
blokove. Svi uzorci su obradeni u skladu s dobrom klinickom praksom te je radi zaStite osobnih
podataka svakom pacijentu dodijeljena jedinstvena Sifra po kojoj se uzorak vodio do kraja

istrazivanja.

Radi prikupljanja podataka pregledani su patohistoloski nalazi i klini¢ki podaci kako bi se
prikupili podaci o pacijentu koji ukljucuju spol, dob 1 odabrane patohistoloske karakteristike
tumora. Odabrane karakteristike bile su: veli¢ina primarnog tumora, proboj kapsule Stitnjace,
ekstratireoidna ekstenzija tumora, diseminacija tumora unutar Stitnjace, prisutnost metastaza u

vratnim limfnim ¢vorovima i prisutnost udaljenih metastaza.

Svi patohistoloski uzorci obradeni su 1 pregledani od strane patologa u Klinickom zavodu

za patologiju “Ljudevit Jurak” Klini¢kog bolnickog centra Sestre milosrdnice.
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Nakon prikupljanja podataka pacijenti su podijeljeni u tri skupine:

1. Prva skupina obuhvacéa pacijente kojima prilikom primarne postoperativne onkoloske
obrade nije dokazana prisutnost metastaza PKS. Broj pacijenata u prvoj skupini je 125.

2. Druga skupina obuhvaca pacijente kojima je prilikom primarne postoperativne onkoloske
obrade dokazana prisutnost metastaza PKS u regionalnim limfnim &vorovima. Broj
pacijenata u drugoj skupini je 95.

3. Treca skupina obuhvaca pacijente kojima je prilikom primarne postoperativne onkoloske
obrade dokazana prisutnost udaljenih metastaza PKS u tijelu. Broj pacijenata u treéoj

skupini je 43.

3.2. Priprema tumorskog tkiva Stitnjace

Za analizu prisutnosti mutacije BRAF V600E koriSteni su uzorci tumorskog tkiva uklopljeni
u parafinske blokove. Uklapanje tkiva je ukljucivalo fiksaciju u 10% puferiranoj otopini formalina,
zatim dehidriranje uzoraka u rastu¢im koncentracijama alkohola te uklapanje u parafinski blok. Za
biranja reprezentativnih uzoraka pregledani su svi arhivirani parafinski blokovi pacijenata te je
odabran onaj koji sadrzi primarni tumor s najve¢im promjerom. [z odabranog parafinskog bloka
napravljeni su na mikrotomu rezovi debljine 5 pm koji su pohranjeni u polipropilenske epruvete

radi izolacije DNA.

3.3. Izolacija dna

Tumorsku DNA izolirao sam koriStenjem komercijalno dostupnog seta pod nazivom
QIAamp DNA FFPE Tissue kit (Qiagen, Hilden, Njemacka). Navedeni set namijenjen je za
izolaciju DNA iz tkiva uklopljenog u parafin.

Najprije sam izveo protokol deparafiniziranja tkiva koji zapoc¢inje dodavanjem 1 mL ksilola
u polipropilensku epruvetu zapremnine 1,5 mL koja sadrzi rezove parafinskog bloka s tumorskim
tkivom. Ksilol je otapalo koriSteno za uklanjanje parafina iz uzoraka tumorskog tkiva. Zatim sam
epruveta snazno vorteksiro 10 sekundi, inkubirao 5 minuta na sobnoj temperaturi te sam nakon
toga centrifugirao brzinom 1400 rpm u centrifugi Eppendorf 5415C u trajanju od 2 minute na

sobnoj temperaturi. Centrifugiranjem sam dobio supernatant koji je uklonjen, a u epruvetu sam
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dodao 1 mL otopine 96%-tnog etanola. Etanol sam koristio kako bi se iz uzorka uklonili svi ostaci
ksilola. Epruvetu sam zatim centrifugirao u centrifugi Eppendorf 5415C 2 minute brzinom 1400
rpm na sobnoj temperaturi. Zatim sam iz epruveta ponovno uklonio sav supernatant, a otvorene
epruvete s talogom sam stavio u termomikser Eppendorf Thermomixer Comfort gdje su bile
inkubirane 15 minuta na 37 °C kako bi sav etanol ispario. Nakon inkubacije sam u epruvetu dodao
180 pL pufera za lizu (ATL pufer) te 20 pL proteinaze K. Proteinazu K sam koristio kako bi se
razgradili nezeljeni proteini u samom uzorku ¢ime se povecava prinos izolirane DNA. Takve
uzorke sam inkubirao na temperaturi od 56 °C 1 sat u Eppendorf Thermomixer Comfort uredaju.
Zatim je u istom uredaju uslijedila inkubacija uzoraka na temperaturi od 90 °C. Inkubacija na
visokoj temperaturi osigurava razaranje krizno povezane DNA u uzorku do ¢ega dolazi prilikom
fiksacije tkiva u formalinu. Zatim sam u epruvetu dodao 2 pLL RNaze A koncentracije 100 mg/mL,
te je slijedila inkubacija na sobnoj temperaturi u trajanju od 2 minute. RNazu sam dodao radi
uklanjanja RNA molekula iz uzoraka, ¢ime se povecava €istoca izolirane genomske DNA. Zatim
sam epruvetu snazno vorteksirao te sam u nju dodano 200 puL 96 %-tnog etanola. Nakon jos$ jednog
snaznog centrifugiranja dobiveni lizat u epruveti sam prebacio na kolone QlAamp MinElute, a
ispod kolone stavio Cistu polipropilensku epruvetu. Nakon dodatka lizata na kolonu, epruveta s
kolonom sam centrifugirao 1 minutu na 6000 G pri sobnoj temperaturi u centrifu Eppendorf 5415C.
Prolaskom lizata kroz kolonu eluat sam sakupljao u €istu epruvetu. Prikupljeni eluat sam bacio te
sam kolonu stavio na Cistu epruvetu, postupak centrifugiranja s istim postavkama sam ponovio uz
dodatak 500 pL pufera za ispiranje (AW 1). Nakon centrifugiranja, prikupljeni eluat sam ponovno
bacio 1 ponovno sam kolonu postavio na ¢istu epruvetu. Uslijedilo je je joS jedno centrifugiranje
na istim postavkama, uz dodatak 500 pL drugog pufera za ispiranje (AW 2). Ponovno sam bacio
eluat, kolona sam premjestio u €istu epruvetu te sam odradio centrifugiranje pri 16000 G u trajanju
od 3 minute Sto je osiguralo potpuno uklanjanje pufera s kolone. Kolonu sam zatim stavio u €istu
epruvetu zapremnine 1,5 mL, u kolonu sam dodao 80 pL pufera ATE te sam inkubirao epruvetu 5
minuta na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je uslijedilo posljednje centrifugiranje u trajanju od 1
minute pri 16000 G. ATE pufer dodao sam radi otapanja DNA koja je prethodno bila vezana na
kolonu. Centrifugiranjem i prolaskom pufera kroz kolonu isprao sam DNA s kolone tako da se

DNA nalazi u eluatu u epruveti. Izdvojenu DNA pohranio sam na -80 °C.

Kwvalitetu 1 koncentraciju dobivene DNA odredio sam na uredaju spektrofotometru marke

DeNovix DS-11 FX+ (DeNovix Inc., Wilmington DE, SAD) mjerenjem apsorbancije na valnoj
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duljini 260 nm §to je zabiljezeno kao vrijednost A260 i valnoj duljini 280 nm $to je zabiljeZzeno
kao vrijednost A280. Nakon izmjerene apsorbancije, raunao sam omjer dobivenih vrijednosti
A260/280 koji govori o kvaliteti DNA u uzorku. Uzorci €iji je omjer vrijednosti A260/280 iznosio
>1,7 bili su odgovarajuce kvalitete te sam ih pohranio radi provodenja daljnjih analiza. Kao slijepu
probu kod mjerenja na nanospektrofotometru koristio sam pufer ATE u kojem je bila otopljena

pohranjena DNA.

3.4. Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

Prisutnost mutacije V60OE u genu BRAF testirao sam lan¢anom reakcijom polimerazom u
stvarnom vremenu (qPCR, engl. quantitative polymerase chain reaction). Za detekciju mutacije
koriStio sam set reagensa za detekciju BRAF V60OE TagMan® Mutation Detection Assay (Applied
Biosystems, Foster City, CA, SAD) 1 set reagenasa koji detektira gene BRAF sa i1 bez V600OE
mutacije, TagMan® Mutation Detection Reference Assay (Applied Biosystems). Za izvodenje
qPCR metode koristio sam uredaj 7500 Real-time PCR System (Applied Biosystems).

Prije pocetka analize uzoraka qPCR-om koncentracije DNA razrijedio sam do radne
koncentracije koja iznosi 6,25 pg/mL. Za analizu svakog uzorka koristio sam dvije reakcijske
smjese rasporedene u dvije jazice na plocici MicroAmpTM Optical 96-Well Reaction Plate

(Applied Biosystems) namijenjenoj za izvedbu qPCR reakcije.

Prva reakcijska smjesa sadrzi 10 pL. TagMan® Genotyping Master Mix-a (Applied
Biosystems), 4 uL DNA koncentracije 6,25 pg/mL, 2 uL. TagMan® Mutation Detection Assay i 4
uL deionizirane vode. TagMan® Mutation Detection Assay sadrZi alel specifi€nu pocetnicu koj se
vezu na slijed DNA gdje se nalazi trazena mutacija V600E, MGB oligonukleotidni blokator koji
blokira nespecificno vezanje pocetnice na divlji tip alela, lokus specificnu pocetnicu 1 lokus
specficnu TagMan® probu koja ima vezanu FAM™ boju na 5' kraju, a na 3' priguSiva¢ (engl.
quencher). Ukoliko mutacija postoji 1 doslo je do komplemenatrnog vezanja pocetnice na regiju
DNA s mutacijom, dolazi do elongacije 1 polimeraza stize do TagMan® probe, 5' nukleazna
aktivnost polimeraze cijepa probu i time dolazi do odvajanja FAM™ boje od priguSivaca i

emitiranja fluorescencije ¢iji intenzitet u svakom ciklusu umnazanja biljezi uredaj za qPCR 7500

Real-time PCR System.
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Druga reakcijska smjesa sadrzi 10 pL TagMan® Genotyping Master Mix-a (Applied
Biosystems), 4 uL. DNA koncentracije 6,25 pg/mL, 2 uL. TagMan® Mutation Assay Reference
Assay-ai4 pL deionizirane vode. TagMan® Mutation Assay Reference Assay sadrzi neobiljezene
specificne pocetnice koje omeduju regiju gena BRAF bez mutacije, i specificnu TagMan® probu
koja na 5' kraju imaju vezanu fluorescentnu FAM™ boju a na 3' prigusivac. PoCetnica se veze na
DNA regiju koja ne zahvaca mutaciju, dolazi do elongacije i polimeraza stize do TagMan® probe,
5' nukleazna aktivnost polimeraze cijepa probu i time dolazi do udaljavanja FAM™ fluorescentne
boje od prigusivaca i intenzitet fluorescencije biljezi uredaj 7500 Real-time PCR System u svakom

ciklusu umnazanja.

Ukupni volumen obje reakcijske smjese je 20 uL.. U otopini TagMan® Genotyping Master
Mix nalazi se AmpliTag Gold® DNA, smjesa deoksinukleotida bez dUTP-a, ROX pasivna
referentna boja 1 pufer koji omogucéava odvijanje PCR reakcije u optimalnim uvjetima. Za svaki

uzorak postavio sam dvije razlicite reakcijske smjese:

Uz uzorke pacijenata u svakoj reakciji koristio sam 1 analizirao odgovarajuce pozitivne 1
negativne kontrole. Pozitivna kontrola bila je uzorak za koji je poznato da nosi mutaciju BRAF
V600E, negativna kontrola bila je uzorak za koji je poznato da nema prisutnu mutaciju BRAF

V600E.

Nakon pripreme reakcijskih smjesa plo€icu sam u potpunosti prekrio optickom ljepljivom
folijom kako ne bi doSlo do isparavanja uzorka pri viSim temperaturama reakcije. Tako
pripremljenu plo€icu stavio sam u 7500 Real-time PCR System uredaj. Uvjeti reakcije PCR bili
su: 10 minuta preddenaturacije DNA na 95 °C, 5 ciklusa od kojih se svaki sastojao od 15 sekundi
na 92 °C za denaturaciju DNA 1 1 minute na 58 °C za vezanje pocetnica i proba i elongaciju DNA,
40 ciklusa od kojih se svaki sastojao od 15 sekundi na 92 °C za denaturaciju DNA i 1 minute na

60 °C za vezanje pocetnica i proba i elongaciju DNA.

3.5. Analiza rezultata reakcije qPCR

Po zavrSetku lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu pregledao sam krivulje
umnazanja i usporedio vrijednosti grani¢nog ciklusa (Cr, engl. threshold cycle) (prag (threshold)

je podesen na 0,2) reakcija koje su u reakcijskoj smjesi sadrzavale Mutation Detection Assay i
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reakcija koje su sadrzavale Reference Assay. Usporedivao sam dvije reakcije u kojima se nalazio

isti uzorak DNA.
Za odredivanje postojanja mutacije u svakom uzorku izracunao sam ACr na sljede¢i nacin.

ACt = Cr (Mutation Detection Assay) — Ct (Reference Assay)

Ukoliko je dobivena ACr vrijednost imala vrijednost ve¢u od 9,96 zakljucio sam kako je
uzorak negativan na mutaciju BRAF V600E. Ukoliko je dobivena ACt vrijednost manja ili jednaka
vrijednosti 9,96 zakljucio sam da je mutacija BRAF V60OE prisutna u uzorku. Vrijednost ACtod
9,96 odgovara 0,1% mutiranih BRAF alela u uzorku $to je granica osjetljivosti metode. Ukoliko za
uzorak nije detektirana krivulja umnazanja u reakciji s Mutation Detection Assay-om, a u reakciji
s Reference Assay-om je Cr vrijednost bila visa od 30, uzorak sam proglasio neadekvatnim 1
odredivanje prisutnosti mutacije BRAF V600E neuspjeSnim. Prije analize qPCR rezultata uzoraka
od pacijenata provjerio sam da pozitivna i negativna kontrola postavljene u istoj reakciji imaju

odgovarajuce rezultate.

3.6. Statisticke metode

Povezanost proSirenosti bolesti 1 prisutnosti mutacije V60OE u genu BRAF analizirana je x2-
testom. Povezanost patohistoloskih obiljezja 1 prisutnost mutacije BRAF V600E testirani su
pomocu y2-testa ili Mann-whitney U testa, zavisno o vrsti varijable. Za analizu povezanosti
veliine tumora sa proSirenoS$¢u bolesti koriSten je Kruskal-Wallis test 1 Dunn-ov post-hoc test.
Razina znacCajnosti postavljena je na vrijednost p=0,05. Za statisticku obradu podataka 1 graficki

prikaz rezultata koriSten je program GraphPada Prism 10.
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4. Rezultati

4.1. Karakteristike bolesnika

U analizu je bilo uklju¢eno 263 pacijenata podijeljenih u tri skupine. Pojedine statisticke
analize nisu mogle biti napravljene na svakom od pacijenata zbog nedostatka pojedinih klini¢kih
podataka te su s toga pacijenti za koje nedostaju pojedini podaci izbaceni iz pojedinih analiza. U
tablici je prikazana razdioba pacijenata s obzirom na dob i spol te patohistoloske karakteristike
poput prisutnosti mutacije BRAF V600E, prosirenosti bolesti (prisutnost metastaza), proboja

kapsule Stitnjace, diseminaciji unutar Stitnjace i prisutnosti angioinvazije (Tablica 1.).

Od 263 pacijenata ukljucenih u istrazivanje muskarca je 97 (36,9%), a zena 166 (63,1%).
Od 263 ukljucena pacijenta minimalna dob pacijenta pri postavljanju dijagnoze bila je 13 godina,
najveca 80 godina, srednja vrijednost dobi pacijenata bila je 47,11 godina, medijan je iznosio 47
godina, a standardna devijacija 16,40 godina (Tablica 2.). Pacijenata bez metastaza bilo je 125
(47,5%), pacijenata s lokalnim metastaza bilo je 95 (36,1%), a pacijenata s udaljenim metastazama
je 43 (16,3%) od ukupno 263 pacijenata. Probijanje kapsule $titnjace od strane tumora je
zabiljezeno u 68 (27,1%), a nije zabiljezeno u 183 (72,9%) od ukupno 251 bolesnika za koje su
postojali podaci. Podaci o diseminaciji tumora unutar Stitnjace bili su dostupni za 242 pacijenata,
u 90 (37,2%) pacijenata je diseminacija unutar Stitnjace zabiljeZena, dok u 152 (62,8%) nije bila
prisutna. Ekstratireoidna invazija zabiljeZena je u 179 (74,3%) pacijenata, a nije zabiljeZena u 62

(25,7%) pacijenata od ukupno 241 pacijenata za koje su postojali podaci.
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Tablica 1. Tabliéni prikaz spola, dobi i patohistoloskih karakteristika PKS pacijenata.

Karakteristika pacijenta Broj pacijenata Postotak %
muskarci 97 36,9
Spol
N=263 sene 166 63,1
e . <55 169 64,3
Starost pri dijagnozi

N=263 >55 94 35,7
bez metastaza 125 47,5
Stadij bOIGSE pri dijagnozi lokalne metastaze 95 36,1

N=263
udaljene metastaze 43 16,3
Proboj kapsule Stitnjace da 68 27,1
N=251 ne 183 72,9
D et e da 90 37,2

Diseminacija unutar Stitnjace
N=242 ne 152 62,8
Ekstratireoidna ekstenzija da 179 74,3
N=24 ne 62 25,7
Tablica 2. Prikaz razdiobe pacijenata s obzirom na dob.
Dob (godine)
Aritmeticka .. .
N sredina SD | Medijan | Min. | Maks. Ql Q3
263 47,1 16,4 47 13 80 34 62
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Detekcija mutacije nije uspjela za uzorke od 7 pacijenata. Mutacija BRAF V600E je detektiran u

154 (60,2%) od ukupno 256 pacijenata kod kojih je analiza mutacije BRAF bila uspjesna (Tablica

3.).

Tablica 3. Razdioba pacijenata s obzirom na prisutnost ili odsutnost mutacije BRAF V600E.

Karakteristika pacijenta Broj pacijenata Postotak %
Prisutnost mutacije BRAF da 154 60,2
V600E
N=256 ne 102 39,8

4.2. Povezanost stupnja prosirenosti bolesti i prisutnosti mutacije BRAF V600E

Pacijenti su podijeljeni u tri skupine s obzirom na prisutnost metastaza prilikom prve

onkoloSke obrade nakon operacije. Analiza mutacije BRAF V600E nije uspjela u uzorcima 7

pacijenata, za te pacijente nije dobiven rezultat o prisutnosti ili odsutnosti mutacije. Od toga, 6

pacijenata pripadalo je skupini pacijenata s udaljenim metastazama dok je 1 pripadao skupini

pacijenata bez metastaza. Pacijenata bez metastaza kod kojih je analiza mutacije BRAF uspjela je

bilo 124, njih 77 (62,1%) imalo je prisutnu mutaciju u uzorku tumora dok ih 47 (37,9%) nije imalo

prisutnu mutaciju. Kod 60 (63,2%) pacijenata s lokalnim metastaza detektirana je mutacija, dok

kod njih 35 (36,8%) nije, od ukupno 95 pacijenata u toj skupini. U skupini pacijenata s udaljenim

metastazama njih 17 (46,0%) imalo je detektiranu mutaciju dok njih 20 (54,0%) nije. Dobiveni

rezultati ne ukazuju na statisticki znacajnu povezanost izmedu stupnja proSirenosti bolesti i

prisutnosti mutacije BRAF V600E u primarnom tumoru pacijenata (y2(2,N=256) = 3,669;

p=0,1597; Tablica 4., Slika 4.).
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Tablica 4. Tabli¢ni prikaz raspodjele pacijenata s obzirom na proSirenost bolesti i prisutnost

mutacije BRAF V600E.
Mutacija BRAF V600E
0,
Prosirenost bolesti n (%)
da ne ukupno
bez metastaza 77 (62,10) 47 (37,90) 124
lokalne metastaze 60 (63,16) 35 (36,84) 95
udaljene metastaze 17 (45,95) 20 (54,05) 37
ukupno 154 102 256
(x2(2,N=256) = 3,669; p=0,1597)
100
BRAF +
£ s0- EE BRAF -
= 2
S s0dl 7
2, / 2
o
3 11 /
[ / /
M 207p] /
N al
0 / 1 1 1
\‘5‘? N 4 @1'0
>’ 2’ >
e & e
,"@ & &
& & @
@ *’3‘ é‘?
Y &

Prosirenost bolesti

Slika 4. Graficki prikaz brojnosti pacijenata sa (BRAF +) ili bez (BRAF -) detektirane mutacije
BRAF V600E s obzirom na raSirenost bolesti kod pacijenta.
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4.3. Povezanost prisutnosti mutacije BRAF V600E sa spolom i dobi bolesnika

Od ukupno 91 muskog pacijenta kod njih 60 (65,93%) je prisutna mutacija, dok kod njih
31 (34,07%) nije dokazana V600E mutacija u genu BRAF. Zenskih pacijenata je bilo 165 te je kod
njih 94 (56,97%) dokazana prisutnost mutacije, dok kod njih 71 (43,03%) nije dokazana prisutnost
mutacije. StatistiCki znacajna povezanost nije pronadena izmedu spola pacijenata i prisutnosti

mutacije BRAF V600E (y2(1,N=285) = 4,732; p=0,1068 Tablica 5., Slika 5.).

Tablica 5. Tabli¢ni prikaz raspodjele bolesnika s obzirom na spol pacijenta i prisutnost mutacije

BRAF V600E.

Mutacija BRAF V600E
(0)
Spol n (%)
da ne ukupno
musko 60 (65,93) 31 (34,07) 91
zensko 94 (56,97) 71 (43,03) 165
ukupno 154 (60,16) 102 (39,84) 256
(x2(1,N=256) = 1,966; p=0,1608)
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Slika 5. Graficki prikaz brojnosti muskih 1 Zenskih pacijenata s obzirom na prisutnost mutacije

BRAF V600E u primarnom tumoru PKS.

Zbog nenormlane razdiobe podataka, za usporedbu dobi pacijenata s potvrdenom
mutacijom BRAF V600E i dobi pacijenata kod kojih mutacija BRAF V600E nije potvrdena koriSten
je Mann-Whitney U statisticki test. Analizom podataka pokazana je statisticki zna€ajna povezanost
izmedu prisutnosti mutacije BRAF V600E 1 starije zivotne dobi pacijenta (Mann-Whitney U test,
U=5453, p <0,001; Tablica 6., Slika 6.).

Tablica 6. Usporedba dobi pacijenata s potvrdenom mutacijom BRAF V600E s dobi pacijenata kod

100+

Broj pacijenata (n)

80

60—

40

20

 LMMUOMOM™NN

T
Musko

T
Zensko

Spol pacijenata

kojih mutacija BRAF V600E nije potvrdena.

BRAF +
Bl BRAF -

BRAF V600E N Dob (godine)
mutacija aritmeticka . )
sredina SD | medijan | min. | maks. Ql Q3
prisutna 154 50,38 15,60 50 17 80 37 63,25
nije prisutna 102 41,77 16,18 | 39,50 13 80 28,50 | 53,25

Mann-Whitney U test, U=5453, p <0 ,0001
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Slika 6. Grafic¢ki prikaz razdiobe dobi pacijenata pri postavljanju dijagnoze s obzirom na odsutnost

(BRAF -) ili prisutnost (BRAF +) BRAF V600E mutacije u tumoru.

4.4. Povezanost patohistoloskih obiljeZja tumora i prisutnosti mutacije BRAF V600E

Prisutnost angioinvazije za ve¢inu uzoraka nije bila jasno opisana na patohistoloskioj razini

te zbog tog razloga angioinvazija kao karakteristika nije analizirana.

Veli¢ina tumora zabiljeZena je u 242 pacijenata te je usporedena veli¢ina tumora kod BRAF
V600E pozitivnih 1 negativnih pacijenata Mann-Whitney U testom. Nakon analize nije dobivena
statistiCki znac¢ajna razlika izmedu veli€ine tumora pacijenata sa mutacijom u odnosu na veli¢inu
tumora pacijenata bez mutacije BRAF V600OE (Mann-Whitney U test, U=6189, p=0,1227; Tablica
7, Slika 7.).
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Tablica 7. Usporedba veli¢ine tumora pacijenata s potvrdenom mutacijom BRAF V600E s

pacijentima kod kojih mutacija BRAF V600E nije potvrdena.

B erl ft ;2 ?(; OF N | _ Veli¢ina tumora (cm)
L "‘“Stggf;‘; 1 SD | medijan | min. | maks. | Q1 | Q3
prisutna 146 1,807 1,001 1,50 0,50 5,5 1,00 | 2,00
nije prisutna 96 2,253 1,665 1,50 0,15 8,0 | 1,20 | 2,78
Mann-Whitney U test, U=6189, p=0,1227
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Slika 7. Graficki prikaz veli¢ine tumora pacijenta s obzirom na prisutnost (BRAF +) ili odsutnost

(BRAF -) mutacije BRAF V600E u tumoru.

Usporedivana je veliCina tumora pacijenata s obzirom na tri skupine bolesnika (bez
metastaza, prisutne regionalne metastaze i udaljene metastaze). S obzirom na raspodjelu podataka
koriSten je Kruskal-Wallis test i Dunn-ov post-hoc test. Kruskal-Wallis test pokazao je da postoji
znacajna razlika u veli¢ini tumora medu tri grupe bolesnika (¥*(2, N = 209) = 21,82, p < 0.0001;
Tablica 8.).
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Dunnov test visestrukih usporedbi dodatno je pokazao da postoji znacajna razlika u veli¢ini
tumora bolesnika medu tri grupe. Srednji rang veli¢ine tumora bio je 104,9 za skupinu bez
metastaza, 132,6 za skupinu s regionalnim metastazama i 172,1 za skupinu s udaljenim
metastazama. Usporedbe po parovima koriStenjem Dunnovog testa pokazale su da su rezultati
skupine s udaljenim metastazama znacajno razli¢iti od onih skupine bez metastaza (p < 0,0001) 1
skupine s regionalnim metastazama (p = 0,0143). Takoder je uocCena statisti¢ka znacajna razlika

izmedu grupe bez metastaza i grupe s regionalnim metastazama (p= 0,0161) (Slika 8).

Tablica 8. Usporedba veli¢ine tumora s stupnjem proSirenosti bolesti.

Stupanj Promjer tumora (cm)
prosirenosti N aritmeticka

bolesti sredina SD | medijan | min. | maks. | Ql Q3

bez metastaza 121 1,64 0,84 1,3 0,8 5,5 1,00 | 1,80
lokalne

metastazama 91 2,03 1,16 1,6 0,3 6,0 1,20 | 2,50

m“gt'“‘fsf;;e 37 3,47 232 | 25 | 015 | 80 | 1,50 | 550
(2, N =209)=21,82, p <0,001
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Slika 8. Graficki prikaz veli¢ine tumora pacijenta s obzirom na stupanj proSirenosti bolesti.
Kratice: skupina BM - pacijenti bez metastaza, skupina LM - pacijente s lokalnim metastazama,

skupina UM - pacijente s udaljenim metastazama.

Od ukupno 182 pacijenta kod kojih nije prisutno probijanje kapsule Stitnjace njih 109
(59,9%) su imali prisutnu mutaciju, dok njih 73 (40,1%) nije imalo prisutnu mutaciju. Od 63
pacijenata kod kojih nije prisutno probijanje kapsule Stitnjace od strane tumora njih 22 (34,9%)
nisu imali prisutnu mutaciju, dok je njih 41 (65,1%) imalo prisutnu mutaciju BRAF V600E.
Probijanje kapsule §titnjace od strane tumora nije povezano s prisutnos¢u mutacije BRAF V600E

na razini statisticke znacajnosti (%2(1,N=245) = 0,5309, p=0,4662, Tablica 9., Slika 9.).
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Tablica 9. Tabli¢ni prikaz raspodjele bolesnika s obzirom na probijanje kapsule Stitnjace od strane

tumora 1 prisutnost mutacije BRAF V600E.

Mutacija BRAF V600E
0,
Proboj kapsule n (%)
da ne ukupno
da 41 (65,1) 22 (34,9) 63
ne 109 (59,9) 73 (40,1) 182
ukupno 150 (61,2) 95 (38,8) 245
(x2(1,N=245) = 0,5309; p=0,4662)
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Slika 9. Graficki prikaz broja pacijenata s prisutnim probijanjem kapsule Stitnjace 1 bez prisutnog
probijanja kapsule Stitnjace u uzorku s obzirom na prisutnost mutacije BRAF V60OE u primarnom

tumoru.

Kod 94 pacijenata prisutna je diseminacija tumora u Stitnjacu, njih 52 (55,3%) je imalo
prisutnu mutaciju BRAF V600E, dok njih 42 (44,7%) nije imalo prisutnu mutaciju. Kod 164
pacijenata nije prisutna diseminacija tumora u $titnjacu, njih 90 (54,9%) je imalo mutaciju, dok

njih 74 (45,1%) nije imalo mutaciju BRAF V600E. Takoder, nije dokazana statisti¢ki znacajna
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povezanost izmedu prisutnosti diseminacije tumora u Stitnjaci i prisutnosti mutacije BRAF V60OE

(2(1,N=236) = 0,2413; p=0,6233; Tablica 10, Slika 10).

Tablica 10. Tabli¢ni prikaz raspodjele bolesnika s obzirom na probijanje kapsule Stitnjace od strane

tumora 1 prisutnost BRAF V600OE mutacije.

Mutacija BRAF V600E
Diseminacija unutar n (%)
Stitnjace da ne ukupno
da 51(57,3) 38 (42,7) 89
ne 89 (60,5) 58 (39,5) 147
ukupno 140 (59,3) 96 (40,7) 236
(x2(1,N=236) = 0,2413; p=0,6233)
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Slika 10. Graficki prikaz broja pacijenata s prisutnom diseminacijom unutar Stitnjace 1 bez

diseminacije unutar $titnjace s obzirom na prisutnost mutacije BRAF V600E u primarnom tumoru.
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Od ukupno 58 uzorka s prisutnom ekstratiroidnom ekstenzijom kod njih 40 (69,0%) je
detektirana mutacija, dok kod njih 18 (31,0%) nije. Kod 176 uzoraka nije opisana ekstratiroidna
ekstenzija, kod njih 103 (58,5%) je bila prisutna mutacija, dok kod njih 73 (41,5%) mutacija BRAF
V600E nije bila prisutna. Nije dokazana statistiCki znacajna povezanost izmedu ekstratiroidnie
ekstenzije 1 prisutnosti mutacije BRAF V60OE (y2(1,N=234) =2,002; p=0,1571; Tablica 12., Slika
12.)

Tablica 12. Tabli¢ni prikaz raspodjele pacijenata s obzirom na prisutnost ekstratiroidne ekstenzije

1 prisutnost mutacije BRAF V60OE.

Mutacija BRAF V600E
Ekstratiroidna n (%)
ekstenzija da ne ukupno
da 40 (69,0) 18 (31,0) 58
ne 103 (58,5) 73 (41,5) 176
ukupno 143 (61,1) 91 (38,9) 234
(x2(1,N=234) =2,002; p=0,1571)
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Slika 12. Grafi¢ki prikaz broja pacijenata s prisutnom ekstratiroidnom ekstenzijom 1 bez

ekstratiroidne ekstenzije s obzirom na prisutnost mutacije BRAF V60OE u primarnom tumoru.
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5. Rasprava

Iako je tijek bolesti vecine pacijenata s dijagnosticiranim PKS povoljan, pojava udaljenih
metastaza moze predstavljati terapijski izazov. Pojavnost bolesti u posljednjih je 30 godina porasla
u svijetu zbog povecanog broja pregleda i napretka u dijagnostickim postupcima, dok je smrtnost
od raka stitnjace ostala ista, Sto je posljedica napretka u lijeCenju i ranog otkrivanja bolesti (Zhao 1
sur. 2024). Takoder, Cesto otkrivanje neagresivnih slu¢ajeva mikrookarcinoma u ranijim stadijima
moze rezultirati nepotrebnim lijeCenjem koje moze €initi viSe Stete nego pruziti koristi pacijentu.
Zbog toga se pracenje 1 lijeCenje bolesti dosta promijenilo u posljednjih 15 godina, gdje se stavlja
naglasak na dugoro¢no pracenje pacijenata ukoliko dode do otkrivanja malenih lezija promjera do
10 mm, a biopsija je preporuena tek kada postoji jasan pokazatelj bolesti. LijeCenje ili
dugogodis$nje pracenje pacijenata moze predstavljat opterecenje za pacijenta, ali i zdravstveni

sustav (Grant i sur. 2015).

Podjela bolesnika prema obiljezjima bolesti moze biti korisna u otkrivanju potencijalno
agresivnijih oblika bolesti. Pacijenti kojima je bolest otkrivena na vrijeme mogu imati ve¢u Sansu
za prezivljenje 1 izljecenje od bolesti. Jedno od takvih obiljezja koje je povezano s agresivnoscu
PKS je prisutnost somatske mutacije BRAF V600E u tumoru, koja je u nekim istrazivanjima
povezana sa veéom stopom recidiva bolesti i smrtno$éu pacijenata s PKS, pogotovo ukoliko se
mutacija BRAF V600E pojavljuje zajedno s mutacijom u regiji promotora gena TERT (Kitahara 1
sur. 2022).

Pojavnost mutacije BRAF V600E u PKS u svim dobnim skupinama pacijenata procijenjena
je na 36-83% (Kure i sur. 2019). U naSem istraZivanju postotak pacijenata pozitivnih na mutaciju
BRAF V600E iznosio je 60,2% (Tablica 3.), Sto odgovara ofekivanom postotku s obzirom na

podatke iz drugih istrazivanja.

Veéinu pacijenata s PKS &eka odli¢na prognoza kada je rije¢ o izlje€enju, no prisutnost
metastaza povezana je s loSijim ishodima bolesti. Prisutnost udaljenih metastaza zabiljezeno je u
1-4% pacijenata prilikom postavljanja dijagnoze, $to je povezano sa smanjenim prezivljenjem od
24-76% (Toraih 1 sur. 2021). U nasem istrazivanju postotak pacijenata s prisutnim udaljenim
metastazama pri postavljanju dijagnoze je 16,3%. NajceS¢a prisutnost metastaza zabiljeZena je u

plu¢ima, kostima, jetri i mozgu, te je prisutnost metastaza u viSe organa povezana s vecom
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smrtno$¢u u odnosu na prisutnost metastazi u jednom organu (Toraih i1 sur. 2021). Prisutnost
regionalnih metastaza puno je CeS¢a i prisutna je u oko 60-70% pacijenata kod postavljanja
dijagnoze PKS. Prisutnost lokalnih metastaza u limfnim &vorovima vrata povezana je sa recidivom
bolesti 1 pove¢anom smrtnoS¢u u pacijenata starijih od 45 godina (Suh i1 sur. 2017). Nase

istrazivanje je ukljucivalo 36,1% pacijenata s lokalnim metastazama (Tablica 1.).

Analizom naSih rezultata nije dokazana statisticki znacajna povezanost izmedu prisutnosti
mutacije BRAF V600E 1 stupnja proSirenosti bolesti (p=0,1597; Tablica 4.). Istrazivanja drugih
autora pokazuju razliCite rezultate kada je rije¢ o povezanosti BRAF mutacija i proSirenosti bolesti.
Xing 1 suradnici (2005) su pokazali kako je prisutnost mutacije BRAF povezena sa loSijim
klini¢kim 1 patohistoloskim oblikom bolesti te je mutacija BRAF povezana s recidivom bolesti.
Takoder, neka istrazivanja povezuju prisutnost BRAF mutacije 1 prisutnost udaljenih metastaza kod
pacijenata (Kebebew i sur. 2007, Namba i sur. 2003). BRAF mutacija je u nekoliko istrazivanja na
statisticki znacajnoj razini povezana sa prisutnoscu lokalnih (cervikalnih) metastaza u limfnim
¢vorovima (Kim i sur. 2006, Frasca i sur. 2008). Suprotno tome, Sancisi i suradnici (2012) svojim
istrazivanjem su pokazali kako prisutnost mutacije BRAF V600E nije povezana s prisutnoscu
udaljenih metastaza PKS te kako mutacija nije povezana s negativnim ishodom bolesti, te su
pokazali kako dolazi do smanjenja frekvencije mutacije BRAF V600E u skupini pacijenta kod kojih
su prisutne udaljene metastaze u usporedbi s pacijentima koji su imali mutaciju BRAF V600E, ali
nisu imali udaljene metastaze. Takoder, Yan i suradnici (2019) nisu pronasli statisticki znacajnu
povezanost izmedu prisutnosti mutacije BRAF V600E u PKS i prisutnosti udaljenih metastaza i
ponovne pojave bolesti kod pacijenata. Isto tako, Wikanta 1 suradnici (2022) nisu pronasli

povezanost izmedu mutacije BRAF V600E 1 prisutnosti udaljenih metastaza kod pacijenata.

S obzirom na nekonzistentne podatke iz razliCitih istrazivanja tesko je odrediti potpuni
utjecaj BRAF V600E na Sirenje tumora i progresiju bolesti. Takoder, pretpostavlja se kako BRAF
V600E ne moze sluziti kao prognosticki faktor tijeka bolesti, no detekcija prisutnosti mutacije
moze biti korisna za planiranje lijecenje, odredivanje obujma tireoidektomije i takoder moze biti

odrednica u odabiru specifi¢nih oblika lijecenja u obliku inhibitora BRAF-a (Yan i sur. 2019).

Dob je jedan od glavnih faktora rizika za razvoj raka te je neizbjezan proces koji je povezan
sa fizioloskim promjenama i razvitkom brojnih bolesti. Nasa istraZivanja pokazuju statisticki

znacajnu povezanost starije zivotne dobi pacijenata i prisutnosti mutacije BRAF V60OE (p<0,001;
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Tablica 6.). Istrazivanja drugih autora takoder su pokazala kako je prisutnost mutacije BRAF
V600E ucestalija u starijih pacijenata nego u mladih (Subash i sur. 2020, Sun i sur. 2016). Medutim,
ne pokazuju sva istrazivanja jednake rezultate. Xing i suradnici (2005) nisu pronasli statisticki
znacCajnu povezanost izmedu prisutnosti mutacije BRAF 1 dobi pacijenata. Shen i suradnici (2018)
su dokazali kako rizik od umiranja od PKS s porastom starosti kod pacijenata koji su negativni na
mutaciju BRAF ostaje jednak, no kod BRAF pozitivnih pacijenata pokazali su linearnu povezanost
s porastom dobi pacijenata i smrtno$éu. Cong i suradnici (2024) su takoder pokazali statisticki
znacajnu povezanost izmedu prisutnosti mutacije BRAF V600E i starije Zivotne dobi pacijenata
oboljelih od raka $titnjace. Ova korelacija moZze biti posljedica nakupljanja somatskih mutacija kod

pacijenata starije zivotne dobi.

Nasi podaci ne ukazuju na statisti¢ki znacajnu povezanost spola i prisutnosti BRAF V600E
mutacije kod pacijenata (p=0,1608; Tablica 5.). Karcinomi Stitnjace su oko 3 puta ¢esS¢i u zena
nego u muskaraca te se manje agresivni oblici tumora javljaju ¢esc¢e u Zena, dok se agresivniji oblici
jednako prisutni kod muskaraca i kod Zena (Rahbari i sur. 2010). Nase istrazivanje ukljucivalo je
166 (63,1%) Zena te 91 (36,9%) muskaraca (omjer 1,8:1; Slika 5.). Rahbari i suradnici (2010) su
meta analizom, koja je ukljucila 12 istraZivanja i 1168 pacijenata pokazali da ne postoji statisticki
znadajna povezanost izmedu spola pacijenta i prisutnosti mutacije BRAF V600E u PKS. Od 12
ukljucenih istrazivanja dva su pokazala statisticki znacajnu povezanost prisutnosti mutacije BRAF
V600E i muskog spola, dok ostalih 10 nije pokazivalo statisticki znac¢ajnu povezanost izmedu spola
1 prisutnosti mutacije. lako neki podaci upucuju na ceScu prisutnost mutacije kod muskih
pacijenata, drugi podaci ne govore tako i1 takva povezanost mogla bi biti posljedica CeSceg

otkrivanja agresivnijeg tipa PKS kod mugkaraca (Rahbari i sur. 2010).

U sklopu istrazivanja analizirana su sljedec¢a patohistoloSka obiljeZja u odnosu na prisutnost
BRAF V600E mutacije u tumoru: veli¢ina tumora, diseminacija tumora unutar Stitnjace 1 proboj

kapsule Stitnjace.

Veli¢ina tumora vazna je u postavljanju dijagnoze papilarnog karcinoma Stitnjace. Tumori
koji su u svom promjeru manji ili jednaki 10 mm ubrajaju se u mikrokarcinome te se smatraju
izrazito bezopasnim. Cesto se preporu¢a praéenje pacijenata ukoliko ne postoje neka od obiljeZja
koja bi zahtijevala pocetak lijecenja prilikom otkrivanja ovakvih lezija. Tumori koji su u svom

promjeru ve¢i od 10 mm smatraju se papilarnim karcinomima (Gong i sur. 2018). Unutar
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klasifikacije TNM veci promjer tumora, ukoliko ne pokazuje znakove prodiranja u okolna tkiva se
ne smatra lo§im prognostickim faktorom (Vianello i sur. 2021). Podaci u naSem istrazivanju ne
pokazuju statisticki znacajnu povezanost izmedu prisutnosti mutacije BRAF V600E 1 veli¢ine
primarnog tumora (p=0,1227; Tablica 7., Slika 7.). UocCena je statisticka znacajna razlika u veli¢ini
tumora izmedu sve tri grupe pacijenata podjeljene s obzirom na stupanj prosirenosti bolesti (p<
0,001; Tablica 8., Slika 8.). Xie 1 suradnici (2018) nisu pronasli statisticki znacajnu razliku u
prisutnosti mutacije BRAF V600E izmedu PKS manjih od 10 mm i PKS veéih od 10 mm. Suprotno
tome, Li i suradnici (2012) proveli su meta analizu koja je ukljucila 4 istrazivanja i 2029 pacijenata.
Meta analiza je pokazala statisti¢ki znacajnu povezanost izmedu prisutnosti mutacije BRAF V60OE

1 veli¢ine tumora veée od 10 mm.

Postojanje patohistoloSkih karakteristika proboja kapsule Stitnjace, diseminacije unutar
Stitnjace 1 ekstratiroidnih ekstenzija nisu na statisticki znacajnoj razini povezane s prisutnoscéu
mutacije BRAF V600E u naSem istrazivanju (p=0,4662 p=0,6233 i p=0,1571; Tablica 9., Tablica
10. i Tablica 11.). Diseminacija tumora unutar Stitnjace je potencijalni put Sirenja metastaza
primarnog tumora PKS. Qian i suradnici (2021) pokazali su znadajnu povezanost izmedu
prisutnosti metastaza u limfnim ¢vorovima i prisutnosti diseminacije tumora unutar Stitnjace u
odnosu na tumore u kojima nije bila prisutna intratiroidna diseminacija. Proboj kapsule Stitnjace
karakterizira probijanje tumorskih stanica u tkivo van Stitnjace 1 postojanje te karakteristike je u
nekim istraZivanjima povezano s prisutnoS¢u metastaza u limfnim ¢vorovima (Yang i sur. 2020,
Heng i sur. 2020). Takoder, Sezer i suradnici (2020) su pokazali povezanost prisutnosti BRAF
V600E mutacije 1 proboja kapsule Stitnjace u papilarnom mikrokarcinomu S§titnjace. U nasem
istrazivanju nije pronadena znacajna povezanost izmedu prisutnosti probijanja kapsula Stitnjace 1

mutacije V60OE u genu BRAF V600E.

Iako je mutirana kinaza B-Raf snaZan aktivator signalnog puta Ras-Raf-MEK-ERK do sada
nije postavljena jasna korelacija prisutnosti mutacije u genu BRAF s agresivnijim fenotipom PKS.
Mogu¢i razlog tome je da mutacija u genu BRAF dovodi do promijenjene signalizacije unutar
tumorskih stanica, no nije samostalno dovoljna za progresiju tumora niti za procjenu bioloSkog

ponaSanja tumora.

S obzirom na znac¢ajni utjecaj na unutarstani¢nu signalizaciju, tumori s mutacijom BRAF u

nekim su istrazivanjima povezani sa slabije diferenciranim, agresivnijim bioloSkim fenotipom i
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klinickim tijekom bolesti, ali 1 otporno$¢u na radiojodnu terapiju (Crispo i sur. 2019). Zbog toga
otkrivanje pacijenata s prisutnom mutacijom u genu BRAF moze pruzati terapijske prednosti. Male
molekule inhibitori kinaza BRAF koriste se za lije¢enje razlicitih tipova raka poput melanoma 1
raka pluc¢a (Cabanillas i sur. 2020). Koristenje inhibitora BRAF-a poput sorafeniba (Nexavar) i
lenvatiniba (Lenvima) pruza dobar terapijski pristup proSirenim oblicima raka Stitnjace koji su

rezistentni na klasi¢ne oblike terapije poput radiojodne terapije (Crispo i sur. 2019).
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6. Zakljucak

Iz dobivenih rezultata mozemo zakljuciti slijedece:

1. Prisutnost mutacije BRAF V600E nije na statisticki znacajnoj razini povezana s patohistoloskim
obiljezjima agresivnosti papilarnog karcinoma Stitnjace (veli¢ina tumora, proboj kapsule Stitnjace,

diseminacija u $titnjaci).

2. Prisutnost mutacije BRAF V600E nije statisticki znaajno povezana sa stupnjem prosirenosti

bolesti.

3. Prisutnost mutacije BRAF V600E zabiljezena je u 60,2% pacijenata s papilarnim karcinomom
Stitnjace. Mutacija je uspjeSno detektirana u uzorcima primarnog papilarnog karcinoma Sitnjace

metodom qPCR.

3. Prisutnost mutacije BRAF V600E je na statisticki znacajnoj razini povezana s starijom zZivotnom

dobi pacijenata pri postavljanju dijagnoze.

4. Promjer tumora je statisticki znac¢ajno vec¢i u bolesnika s ve¢im stupnjem prosirenosti bolesti.
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