SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Gordana Horvati¢ Herceg

Klinicko znacenje urokinaznog
aktivatora plazminogena i njegovog
inhibitora PAI-1 u bolesnika s
diferenciranim karcinomom stitnjace

DISERTACIJA

Zagreb, 2010.



Rad je izraden u Klinickom zavodu za nuklearnu medicinu i zastitu od zracenja

Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb i Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

Voditeljica rada: dr.sc. Zdenka Bence-Zigman, prim.dr.med.

Zahvaljujem mentorici dr.sc. Zdenki Bence-Zigman, prim.dr.med. na pruzenoj podrici i
strucnim savjetima tijekom izrade rada.

Zahvaljujem prof.dr.sc. Dragi Prgometu, predstojniku Klinike za otorinolaringologiju
Klini¢kog bolnickog centra Zagreb na izvrsnoj suradnji u sakupljanju tumorskog
materijala.

Hvala Marku Kraliku, dr.med. na pomo¢i u statistickoj obradi podataka, te mr.sc. Ani
Kuli¢ iz Laboratorija za eksperimentalnu patofiziologiju Katedre za patofiziologiju
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.na laboratorijskoj obradi tumorskog
materijala.

Ovim putem Zelim zahvaliti i laboratorijskim tehni¢arkama iz Ultrazvu¢ne dijagnostike
Poliklinike za bolesti Stitnjace koje su uvijek bile spremne pomo¢i u sakupljanju uzoraka
tumora i njihovom pohranjivanju.

Zahvaljujem svima koji su mi na bilo koji na¢in pomogli u izradi rada.

Luciji i Matiji



SADRZAJ

Lo UVOD .ttt et b ettt ettt et eneeneene 1
1.1, Karcinomi StIENJACE ......c.eevueeriieiueeieetieitesteetteseesteeseeeseeseeeenaesseenseenseeseenseenseesseanseas 1
1.1.1. Incidencija i prognoza diferenciranih karcinoma $titnjace ............c.ccocoevvenen... 1
1.1.2. Patologija i klasifikacija karcinoma $titnjace..........cccoovrvrvririerererererereeeerenennn, 2
1.1.2.1. Diferencirani karcinomi SttNjaCe .........cocuevvereerienrieeeeeieee e 3
1.1.2.2. Slabo diferencirani karcinomi Stitnjace............cecuervueeveeeiieenieerieerieeneeenn 6
1.1.2.3. Nediferencirani karcinomi Stitnjace ...........cccueerevierieeerieeeiiieenieesee e 7
1.1.2.4. Medularni karcinom Stitnjace..........ccceeerereerrieerrieriieesiee e eseeeveeseveens 7

1.1.3. Cimbenici koji predvidaju recidiv diferenciranih karcinoma §titnjace............. 8
1.1.3.1. PrognostiCki CIMDENICI......c.eerureruieriieriieniierieeieeiie et saee e 8
1.1.3.2. Prognosticki bodovni SUSTAVI .......ccuevveeeiriieiieiieieeie e 10
1.1.3.3. Molekulski prognosticki CImbenici.........ccceevvereierieeneeniierieneerieene 12

L 1A, LIJECEIMIE ovvieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eee e 15
1.2. Plazminogenski aktivacijski SUSTAV........ccceevcuiiriiieriiieie et 17
1.2.1. Sustav aktivacije plazminogena u tumorskom rastu i metastaziranju............ 17
1.2.1.1. Urokinazni aktivator plazminogena ............cccceevverrueenieeneeneeneenienieene. 17
1.2.1.2. Inhibitori aktivatora plazminogena .............ccceeeeeeeueeereveeneeenieesieeeneenn 19

1.2.2. Sustav aktivatora plazminogena kao prognosticki ¢imbenik u

MAaligNim tUMOTIMA ....eeviieiieeeiiee et e eiee et eeeseee e ee s e e eseeeenaeesneeenees 20

1.2.3. Sustav aktivatora plazminogena i karcinomi $titnjage ............ccooevevevereuennnen. 22

2. HIPOTEZA I CILJ ISTRAZIVANJA .......coovviiiiirinenseessesse st sssess s 24
3. BOLESNICIIMETODE .......ccootiiiiiiiiiiieeeeeeet ettt 26
4o REZULTATI ..ottt ettt sttt naen 29
4.1. Korelacija uPA i PAI-1 u citosolu tumorskog i normalnog tkiva stitnjace............. 35

4.2. Povezanost uPA 1 PAI-1 s prognostickim ¢imbenicima ...........ccccceeevveerveenveennnnen. 39



5
6
7.
8
9

4.2.1. Povezanost vrijednosti uPA i PAI-1 u citosolu malignih tumora

sa stupnjem diferencijacije tUmOTa........cc.eeecveeriieeeieeeriieeereeneeeieeereeeseeeenes 39
4.2.2. Povezanost uPA i PAI-1 u citosolu malignih tumora s histologkim

tIPOVIMA TUIMOTA ...ttt ettt ettt sreeeeae s e sneeesseenbeenseennees 41
4.2.3. Povezanost uPA i PAI-1 u citosolu diferenciranih karcinoma $titnjace

S dOb1 BOLESNIKA .....cueiiiiiiie it 43
4.2.4. Povezanost uPA i PAI-1 u citosolu diferenciranih karcinoma $titnjace

S VElICINOM TUIMOTA ...ttt ettt naeeneea 47
4.2.5. Povezanost uPA i PAI-1 u citosolu diferenciranih karcinoma $titnjace

S MUItICENTIICNOST TUMOTA .. .eviiiiieeiiieiiiete ettt ettt st 49
4.2.6. Povezanost uPA i PAI-1 u citosolu diferenciranih karcinoma $titnjace

s ekstratireoidnOm INVAZIJOM .....c.eccvieriieriiesiieiierieesteee et et eeee e e 51
4.2.7. Povezanost uPA i PAI-1 u citosolu diferenciranih karcinoma $titnjace

s metastazama u regionalne 1imfne CVOTroVe ........ccvvevveeriiencieecie e, 53
4.2.8. Povezanost uPA i PAI-1 u citosolu diferenciranih karcinoma $titnjace

s udaljenim metastazama............cceerueeriieneeniienienie ettt 55

4.3. Povezanost uPA 1 PAI-1 iz citosola diferenciranih karcinoma Stitnjace s
tUMOTSKOM PIOZIESTJOM ..eeuviiiiiieeiieeeiieeie et et et eeeeetae e s e e e e snteeenseeeseeennneenes 57

4.4. Odredivanje neovisnih varijabli koje imaju utjecaj na prezivljenje

bez progresije (PFS) diferenciranih karcinoma $titnjace .........ccccceevevveevivennveenneens 59

o RASPRAVA ettt et ettt 63
o ZAKLJUCCT ...t s 71
SAZETAK ...t et eese et 72

e SUMMARY ..ottt sttt ettt sttt 74
o LITERATURA ..ottt sttt 76

10. ZIVOTOPIS. ..o e e e e e e ee et e e, 90



POPIS KRATICA

Tg
PKS
FKS
MKS
PCR
TSH
rhTSH
ESMO
ASCO
ETA
ATA
SEER

TNM

AMES

AGES

MACIS

MMP
ECM
PAS

tireoglobulin
papilarni karcinom Stitnjace

folikularni karcinom Stitnjace

medularni karcinom S§titnjace

(engl. polimerase chain reaction)- lancana reakcija polimeraze

(engl. thyroid-stimulating hormone)- tireotropin

rekombinantni, humani TSH

(European Society for Medical Oncology)

(American Society of Clinical Oncology)

(European Thyroid Association)

(American Thyroid Association)

(Surveillance, Epidemiology and End Results)-program za statistiku
karcinoma u SAD-u

(Tumor, Node, Metastasis)-klasifikacija tumora na temelju veli¢ine
tumora, zahvacenosti limfnog ¢vora i prisustva udaljenih metastaza
(Age, Metastases, Extend, Size)-prognosticki sustav koji se temelji na dobi
bolesnika, udaljenim metastazama, prosirenosti i veli¢ini primarnog
tumora.

(Age, Grade, Extend, Size)-prognosticki sustav koji se temelji na dobi
bolesnika, gradusu tumora, proSirenosti, ukljucujuéi lokalnu invaziju i
udaljene metastaze i veli€ini primarnog tumora.

(Metastases, Age, Completteness of surgery, Invasion, Size)-prognosticki
sustav u koji su ukljucene metastaze, dob, kompletnost kirurskog
postupka, ekstratireoidna invazija i veliina tumora

matriks metaloproteinaze

ekstracelularni matriks

plazminogenski aktivacijski sustav



uPA
uPAR
tPA
PAI-1
PAI-2
TGF
ELISA
PFS
oS
DFS
AJCC-UICC

SEM
HR
CI

urokinazni aktivator plazminogena

receptor urokinaznog aktivatora plazminogena

tkivni aktivator plazminogena

inhibitor aktivatora plazminogena tip 1

inhibitor aktivatora plazminogena tip 2

(engl. transforming growth factor ) - transformirajuci faktor rasta

(engl. enzyme-linked immunosorbent assay)

(engl. progression-free survival)- prezivljenje bez progresije

(engl. overall survival)- sveukupno prezivljenje

(engl. disease-free survival)- prezivljenje bez bolesti

(American Joint Commission on Cancer- International Union against
Cancer)- Americka zdruzena komisija za karcinome — Medunarodna unija
za borbu protiv karcinoma

(engl. Standard error of the mean)-standardna pogreska srednje vrijednosti
(engl. Hazard ratio)- omjer rizika

(engl. Confidence interval)- interval pouzdanosti



1. UVOD

1.1. Karcinomi Stitnjace

1.1.1. Incidencija i prognoza diferenciranih karcinoma Stitnjace

Karcinom S§titnjace nije jedinstveni klinicki entitet ve¢ se radi o spektru razlicitih bolesti u
smislu etiologije, patogeneze, terapijskog izbora i prognoze. Na jednoj strani su dobro
diferencirani karcinomi Stitnjace (papilarni i folikularni) s odlicnom prognozom, a na
drugoj su anaplasti¢ni karcinomi §titnjace sa smrtnim ishodom (1).

Karcinom S$tinjace je najceS¢a maligna bolest endokrinog sustava s vise od 90%
ucestalosti, a predstavlja svega 1% svih malignih bolesti (2,3).

Hundahl i sur. (4) izvjestili su o 53 856 bolesnika s karcinomom Stitnjace u SAD od
1985. do 1995. Udio papilarnog karcinoma Stitnjac¢e u tom radu je 79,25%, folikularnog
12,5%, karcinoma Hiirthlleovih stanica 1 medularnog karcinoma oko 3%, dok je udio
anaplasti¢nog karcinoma Stitnjace 2%.

Podaci iz SAD-a kroz program SEER (Surveillence, Epidemiology and End Results), te
europski podaci iz projekta GLOBOCAN 2002 Internacionalne agencije za istraZivanje
raka pokazuju progresivnu stabilizaciju incidencije i pad smrtnosti ve¢ine karcinoma (3,
5). S druge strane, incidencija karcinoma Stitnjace raste (6), a neke studije izvjeS¢uju i o
porastu mortaliteta od karcinoma Stitnjace, kako u Europi tako i u SAD (7).

Incidencija diferenciranih karcinoma $titnjace u 2003. godini u SAD je 20 000 novih
slu¢ajeva, odnosno 7 novih slu¢ajeva na 100 000 ljudi kroz godinu. Incidencija je tri puta
viSa u Zena, nego u muskaraca. Vrh incidencije se pojavljuje u Zena u dobi od 40-44
godine, odnosno u muskaraca u 60-65 godina. Frekvencija recidiva karcinoma $titnjace
kroz 30 godina je 30%, ukoliko se recidiv temelji na pozitivnoj morfoloskoj metodi ili
biopsiji. Frekvencija recidiva bila bi 1 vi$a u slucaju da se i samo poviSeni tireoglobulin
(Tg) uzme u obzir. Oko 4000 ljudi je umrlo u SAD od papilarnog ili folikularnog
karcinoma $titnjace kroz 10-to godiSnje razdoblje, do 1995. godine (8).



Razlog porasta incidencije diferenciranih karcinoma Stitnjate je subjekt brojnih
istrazivanja. Moguce objasnjenje porasta ucestalosti papilarnih karcinoma Stitnjace
posljednih godina je izlozenost pucanstva ionizirajuéem zraCenju, dodatak joda u
prehrambene proizvode, promjene u histoloSkim kriterijima za dijagnozu karcinoma
Stitnjace, te Siroka upotreba slikovnih studija u bolesnika s polivalentnim smetnjama,
najces¢e upotreba ultrazvuka S$titnjaCe. Smatra se da je slucajan nalaz glavni razlog
porasta incidencije diferenciranih karcinoma $titnjace (9).

Prognoza karcinoma Stitnjace je opcenito dobra i petogodisnje prezivljenje je preko 90%
(10).

Prema tome sveukupno prezivljenje kao pokazatelj ishoda bolesti je manje koriSten u
odnosu na udio povrata bolesti u procjeni morbiditeta od karcinoma Stitnjace. U 53%
slucajeva recidiv karcinoma Stitnjate se prezentira unutar 5 godina od postavljanja
dijagnoze, 77% unutar 15 godina, a u 16% slucajeva u vise od 15 godina (8).

Medutim u nekih bolesnika s diferenciranim karcinomom Stitnjace tijek bolesti je
progresivan i nerijetko zavrSava smrtnim ishodom. Mnogi autori tijekom proteklih godina
pokusali su prona¢i tumorski biljeg koji bi prognozirao tijek bolesti te time odredio
ekstenzivnost kirurSke terapije, primjenu radioaktivnog joda, ostale modalitete lijecenja
kao i nacin daljnjeg prac¢enja. Dosada niti jedan tumorski biljeg nije uSao u redovitu

klinicku upotrebu.

1.1.2. Patologija i klasifikacija karcinoma Stitnjace

Patologija karcinoma S§titnjate ima temeljno znacenje u klinickom postupku i ishodu
bolesti. Osnovna podjela se zasniva na porijeklu stanica tumora i stupnju diferenciranosti
tumora. Treca histoloska klasifikacija tumora Stitnjace Svjetske zdravstvene organizacije
(SZO) objavljena je 2004.godine. Prethodna klasifikacija tumora S§titnjate koja se
sastojala od 7 glavnih kategorija je napuStena i zamijenjena je s 3 glavne kategorije 1.
karcinomi S§titnjae, 2. adenom i s njim povezani tumori S$titnjace, 3. drugi tumori

Stitnjace (11).



1.1. 2.1. Diferencirani karcinomi Stitnjace

Diferencirani karcinomi §titnjace opisuju sve dobro diferencirane karcinome Stitnjace
folikularnog porijekla. Dvije velike podgrupe su papilarni 1 folikularni karcinomi.
Papilarni karcinom $titnja¢e (PKS) je najées¢i karcinom §titnjade (oko 85%) i njegova
incidencija raste u posljednja dva desetljeéa (12). Cimbenici rizika su izloZzenost
radijaciji, $§to je i dokazano nakon akcidenta u Cernobilu (13), a spekulira se i o
prehrambenim faktorima, prvenstveno unosu joda.

Razlikovne znacajke papilarnog karcinoma su maligne promjene stanice i jezgre.
Karakteristicne promjene jezgre ukljucuju povecanje, hipokromaziju, intranuklearne
inkluzije 1 jasne nukleole. Psamomska tjeleSca mogu biti prisutna, ali nisu uvijek
specifi¢na za papilarni karcinom Stitnjace.

Podvrste papilarnog karcinoma Stitnjace su klasi¢ni papilarni, folikularni, onkocitni, te
agresivnije varijante: difuzno sklerozirajuéi tip, tip visokih stanica, te tip cilindri¢nih
stanica. Mikrokarcinom S§titnjace definira se kao papilarni karcinom S§titnjace manji od 10
mm u promjeru, bez znakova Sirenja.

U Kklasiénom obliku papilarnog karcinoma arhitektura tumora se sastoji od papila s
fibrovaskularnom stromom (14).

Ocahurena varijanta papilarnog karcinoma Stitnjace javlja se u 10% slucajeva i tumor
je okruzen dobro definiranom fibroznom kapsulom. Ima bolju prognozu od ostalih oblika
papilarnog karcinoma Stitnjace.

Folikularnoj varijanti PKS nedostaje papilarna arhitektura koja je uobi¢ajena u drugih
oblika. Stanice formiraju folikularnu formaciju, koja se vidi u drugih folikularnih lezija, a
tumor se definira citoloskim (nuklearnim) promjenama koje su tipi¢ne za klasic¢ni oblik
(14).

Ishod papilarnog karcinoma Stitnjace ovisi ve¢inom o dobi bolesnika, veli¢ini tumora,
patohistoloskoj klasifikaciji 1 prisustvu udaljenih metastaza (15, 16,17). Zahvacanje
paraglandularnih i paratrahealnih limfnih ¢vorova tumorskim procesom je Cesto (18), a

invazija krvnih Zila te udaljene metastaze se javljaju u manje od 10% slucajeva (19).



Agresivnije varijante PKS su: difuzno sklerozirajuéi tip, tip visokih stanica, te tip
cilindri¢nih stanica.

Difuzno sklerozirajuéi tip je rijedak oblik PKS-e, karakteriziran ekstenzivnom
sklerozom, limfocitnom infiltracijom i psamomskim tjeleScima. Tumor obi¢no zahvaca
cijeli rezanj. Vec€ina autora izvjesStava da se tumor javlja u mladih s oko 20% slucajeva u
pedijatrijskoj dobi. Ova varijanta koncentrira I-131 i proizvodi Tg. Mnogi izvjestaji
klasificiraju difuzno sklerozirajuéu varijantu u agresivnije tumore, buduci da se Cesto
prezentiraju s ekstratireoidnom ekstenzijom i/ili metastazama. Medutim, ukoliko se
tumor odgovarajuce lijeCi, prognoza bolesnika s difuzno skleroziraju¢im tipom je slicna
kao 1 u bolesnika s klasi¢nim oblikom (20).

Tip visokih stanica odrzava papilarnu arhitekturu i citoloska obiljezja uobicajenog tipa
PKS-e, ali stanice imaju obilnu citoplazmu $to ih ¢ini dva puta vi§ima u odnosu na §irinu
stanica. Tumor bi trebao imati oko 70% visokih stanica da bi se oznacio visokostani¢nim
tipom. Za razliku od klasicnog oblika, mitoze su obi¢no prisutne. Visokostani¢ni tip se
moze javiti u bilo kojoj dobi, ali je srednja dob javljanja visa od klasi¢nog oblika (srednja
dob je 52 godine za visokostanic¢ni tip; 36 godina za klasi¢ni oblik). Tip visokih stanica
obi¢no dovoljno koncentrira 1-131 da se vidi na radiojodnom scintigramu, te stvara
tireoglobulin u dovoljnoj mjeri da sluzi u pracenju tumora. Vecina serija pokazuje da
visokostani¢ni tip ima logiju prognozu od klasi¢nog oblika PKS (20). Nedavno objavljeni
rad na 278 visokostani¢nih tipova PKS-e pokazuje da se tip visokih stanica javlja ¢es¢e u
starijoj dobi, te ima ceSc¢e ekstratireoidnu ekstenziju i slabije 5-godiSnje prezivljenje u
odnosu na klasi¢ni oblik. Ukoliko su vazni prognosticki parametri (dob, ekstratireoidna
invazija) kontrolirani, histologija visokih stanica ostaje znacajan prognosticki ¢imbenik
za specificno prezivljenje (21).

Tip cilindri¢nih stanica je izuzetno rijedak i javlja se u manje od 1% karcinoma
Stitnjace. Karakteriziran je s elongacijom tumorskih stanica s oskudnom citoplazmom,
medutim, uobiCajene nuklearne promjene mogu izostati. Pokazuje upadljivu
stratifikaciju, obi¢no s papilarnom ahitekturom. Mitoze su cCeste. Nekoliko radova
izvjesStava o mijesanom tipu visokih i cilindri¢nih stanica. Srednja dob javljanja varijante
cilindri¢nih stanica je 47 godina s predominacijom zZena. Nije zabiljeZeno javljanje ovog

tipa tumora prije 16-te godine. Tip cilindri¢nih stanica obi¢no koncentrira I-131 i stvara



Tg u dovoljnjoj koli¢ini da bude koristan biljeg u pra¢enju tumora (14,20). Veéi izvjestaj
o ishodu bolesnika s varijantom cilindri¢nih stanica je rad Weniga sa 16 bolesnika. U 14
bolesnika bolest je bila ogranicena na Stitnjacu, a prezivljenje bez progresije bilo je 88%
u pracenju od 6 godina (22). U pregledu Ringela, 9 od 24 bolesnika s varijantom

cilindri¢nih stanica je umrlo od nekontroliranog rasta karcinoma (23).

Folikularni karcinom 3titnjate (FKS) se javlja u 5-15% slu¢ajeva, a definira se kao
neoplazma porijekom iz folikularnih stanica s izostankom karakteristicnih nuklearnih
obiljezja papilarnog karcinoma S$titnjate. Obi¢no se prikazuje kao solitarni ¢vor
nepravilnih rubova s invazijom u okolno tkivo Stitnjace. Za dijagnozu folikularnog
karcinoma potrebna je prisutnost invazije ¢ahure i krvnih Zila, $to se vidi jedino na
patohistoloSkom preparatu. Citoloski se ne moze razlikovati folikularni adenom od
folikularnog karcinoma. FKS uklju¢uje dva podtipa: folikularni i karcinom Hiirthleovih
stanica. Ovaj posljednji pokazuje veci stupanj malignosti (24).

Prema stupnju invazije folikularni karcinom moze biti minimalno ili opsezno invazivni
tip. U minimalno invazivnom tipu FKS-e , lezija je dobro ograni¢ena s fibroznom,
tumorskom kapsulom. Dijagnoza minimalno invazivnog tipa se temelji na jednom od
slijedecih svojstava: tumor invadira kapsulu ili tumor invadira krvne zile u kapsuli ili uz
tumorsku kapsulu.

Opsezno invazivni tip FKS je invazivan tumor makroskopski i mikroskopski. Sastoji se
od mikrofolikula ili solidnog tkiva tumora s malo koloida, a mitoze 1 nekroze mogu biti
prisutne (14). Opsezno invazivni folikularni karcinomi pokazuju znacajnu infiltraciju
okolnog tkiva Stitnjac¢e i/ili krvnih zila. Kapsularna je invazija definirana prodorom
tumora kroz citavu debljinu kapsule. Vaskularna je invazija definirana nalazom
tumorskih stanica koje su pokrivene endotelom ili povezane s trombom, u krvnim zilama
smjesStenim u kapsuli ili izvan nje (11).

Ponasanje folikularnog karcinoma ovisi o dobi bolesnika, veliini tumora, proSirenosti
izvan Stitnjace 1 udaljenim metastazama (25). Folikularni karcinom ce$ce recidivira 1
metastazira, narocito u pluca i kosti. Opcenito se moze re¢i da je ishod bolesnika s

folikularnim karcinomom lo$iji u odnosu na papilarni.



Karcinom Hiirthleovih stanica je podtip FKS-e, premda i PKS-e ima varijantu
Hiirthleovih stanica. Hiirthleove stanice karakterizira obilna, eozinofilna citoplazma, a
vazno je napomenuti da se mogu vidjeti 1 u benignim procesima. Lezija se definira kao
karcinom Hiirthleovih stanica ukoliko je prisutno vise od 70% takvih stanica.

Hiirthle-cell varijanta folikularnog karcinoma se javlja u oko 3% karcinoma Stitnjace, te
oko 20% folikularnih karcinoma. Srednja dob javljanja je oko 55 godina. Brojni radovi
izvjeStavaju o loSijoj prognozi varijante Hiirthleovih stanica, temeljenoj na viSem riziku
udaljenih metastaza i visem specificnom mortalitetu (35-40%) (20). U vecoj studiji
Lopeza-Penabad 2003. godine 8% od 89 slucajeva karcinoma Hiirthleovih stanica bilo je
komplicirano s konkurentnim anaplasticnim karcinomom. 40% bolesnika je umrlo od
tumora tijekom pracenja (26).

Karcinom Hiirthleovih stanica obilno stvara Tg, ali slabije nakuplja I-131 od folikularnog
karcinoma.

Sto se ti¢e Hiirthle cell varijante papilarnog karcinoma pokazano je da je recidiv tri puta

¢e8¢i u odnosu na klasi¢ni oblik (28% prema 10%)(27).

1.1.2.2. Slabo diferencirani karcinomi Stitnjace

Slabo diferencirani karcinomi Stitnjace potjeCu od folikularnog epitela, a nalaze se
izmedu dobro diferenciranih i nediferenciranih u kontekstu patohistologije i bioloskog
ponasanja. Varijante slabo diferenciranih karcinoma su: solidni, trabekularni i inzularni
karcinom.

Inzularni karcinom je najbolje definirani podtip slabo diferenciranog karcinoma u
kojeg su tumorske stanice rasporedene u nakupine, odjeljene fibroznom stromom. Cesto
se vide mitoze i nekroze (14). Inzularni karcinom se javlja u oko 2% karcinoma Stitnjace,
moze se javiti u bilo kojoj Zivotnoj dobi, te se javlja jednako u muskaraca i zena. Cesto
nakuplja radioaktivni jod i obi¢no stvara Tg (20).

Vecina radova pokazuje da je prognoza inzularnog karcinoma lo$ija u odnosu na dobro
diferencirane karcinome S§titnjace (sveukupno prezivljenje za inzularni karcinom 65%
prema 95%-nom prezivljenju za diferencirane karcinome). Mitotski index, nekroze 1 dob

su glavni c¢imbenici koji odreduju prognozu bolesnika sa slabo diferenciranim



karcinomima S§titnjace (28, 29). Medutim, u radovima drugih autora nije nadeno slabije

prezivljenje bolesnika s inzularnim karcinomom §titnjace (30).

1.1.2.3. Nediferencirani karcinomi Stitnjace

Nediferencirani karcinomi Stitnjate ne pokazuju papilarnu ili folikularnu sliku i ne
zadrzavaju folikularnu funkciju, a prezentiraju se kao anaplasticni karcinomi.
Anaplasti¢ni karcinomi se javljaju u 1% slu€ajeva karcinoma Stitnjace, izrazito su
agresivni i1 smatraju se jednim od najagresivnijih malignih tumora uopée sa smrtnim
ishodom u gotovo 100% slucajeva. Medijan prezivljenja u vecini radova je 3-6 mjeseci.
Karakteristi¢no je za anaplasti¢ne karcinome da brzo rastu i metastaziraju i ne odgovaraju
na radiojodnu terapiju. Anaplasti¢ni karcinomi pojavljuju se u nekoliko varijanti:
vretenastih stanica, plocastih stanica, gigantskih stanica, te mijeSani, medutim biolosko
ponasanje za sve varijante je slicno i1 prognoza je losa u svim sluc¢ajevima. Vretenasti
uzorak pokazuje stanice oblikovane poput cigara, a odgovara visokom gradusu
nediferenciranih karcinoma. Pleomorfni oblik ili anaplasti¢ni karcinom gigantskih stanica
se sastoji od pleomorfnih i1 bizarnih stanica. Prisutna je visoka mitotska aktivnost i
nekroze. Budu¢i da su ovi tumori nediferencirani, Cesto je teSko odrediti porijeklo iz
folikularnih stanica. Anaplasti¢ni karcinom, takoder, moze nastati dediferencijacijom veé

prisutnih dobro diferenciranih lezija (14, 20, 31).

1.2.2. 4. Medularni karcinom §titnjace

Medularni karcinom Stitnjace nastaje iz parafolikularnih C stanica $titnjace koje stvaraju
kalcitonin. Predstavljaju oko 5% karcinoma Stitnjace.

Medularni karcinom S§titnjace pojavljuje se kao sporadicni (75%) ili familijarni oblik
(25%). Sporadi¢ni oblik je obi¢no solitarni ¢vor u srednjoj tre¢ini reznja Stitnjace, dok se
familijarni oblik javlja kao multicentri¢ni i bilateralni tumor, udruzen s hiperplazijom C
stanica. Kalcitonin je specifi¢ni cirkuliraju¢i biomarker i stvara se u tumorskim
stanicama. Agresivnost medularnog karcinoma Stitnjace ovisi proliferaciji 1 brzini rasta

tumora. Postoji nekoliko histoloskih varijanta medularnog karcinoma Stitnjace:



plazmocitoidni, malih stanica, fuziformni, velikostani¢ni, ali je njihovo razlikovanje bez
utjecaja u odredivanju agresivnosti tumora. Karakteristicno obiljezje medularnog
karcinoma S§titnjace je prisustvo amiloida, koje je vidljivo u 80% slucajeva. Medularni
karcinom Stitnjace metastazira u regionalne limfne ¢vorove, ali i udaljene metastaze se
javljaju u 20% sluéajeva (32). MKS-e nikad ne koncentriraju I-131. Prognosti¢ki faktori
ukljucuju dob, spol, veli€inu tumora i inicijalnu proSirenost bolesti (33). Nedavna
istrazivanja pokazala su da mutacije RET protoonkogena mogu identificirati nasljedni
oblik medularnog karcinoma Stitnjace, bilo da se radi o izoliranom obliku ili multiploj

endokrinoj neoplaziji (MEN)(34).

1.1.3. Cimbenici koji predvidaju recidiv diferenciranih karcinoma 3titnjace

1.1.3.1.  Prognosticki ¢imbenici karcinoma Stitnjace

Razumijevanje biologije karcinoma Stitnjace unaprijedilo se u zadnja dva desetljeca s
razumijevanjem prognosti¢kih ¢imbenika 1 podjele bolesnika u rizi¢ne grupe. Dobro
poznati prognosticki ¢imbenici u diferenciranih karcinoma Stitnjace su : dob, veliina
primarnog tumora i gradus, ekstrakapsularna ekstenzija i udaljene metastaze. Temeljem
tih prognosti¢kih faktora bolesnici se mogu podijeliti u 3 skupine: vrlo niskog rizika,
niskog 1 visokog rizika.

Dob bolesnika ima veliki utjecaj na ishod karcinoma Stitnjace. Karcinom Stitnjace je
jedini karcinom u humanoj patologiji za koji dob predstavlja neovisni prognosticki
¢imbenik. Gotovo svi staging sustavi karcinoma Stitnjace uklju¢uju dob kao vaznu
prognosticku varijablu. Bolesnici mladi od 45 godina imaju bolju prognozu od onih
starijih od 45 godina. Takoder je pokazano da djeca mlada od 15 godina imaju recidiv 1
udaljene metastaze karcinoma Stitnjace sli¢no kao bolesnici stariji od 60 godina. Djeca se
cesto prezentiraju s viSe uznapredovalim stadijem bolesti nego odrasli i imaju vise

recidiva, ali Zive jo§ mnogo godina nakon recidiva (35).



Vecina radova pokazuje da je prognoza diferenciranih karcinoma Stitnjace loSija u
muskaraca, nego u zena. U muskaraca se bolest dijagnosticira kasnije i u vrijeme
dijagnosticiranja imaju visSe zahvac¢enih limfnih ¢vorova u odnosu na Zene.

Oko 10% bolesnika s PKS-e i do 25% s FKS-e razvija udaljene metastaze, a oko
polovine su prisutne u vrijeme dijagnoze. Ce$¢e se javlaju (35%) u karcinomu
Hiithleovih stanica i bolesnika starijih od 40 godina (26). U 49% slucajeva karcinomi
Stitnjace metastaziraju u pluca, u 25% u kosti, 15% u pluca i kosti i 10% u sredi$nji
ziv€ani sustav (36). 5-godiSnje prezivljenje bolesnika s udaljenim metastazama iznosi
53%, a 10-godis$nje 38% 1 15-godisnje 30% (37). Prezivljenje je bolje u slucaju difuznih,
mikroskopskih metastaza pluc¢a, vidljivih jedino na postterapijskom, radiojodnom
scintigramu, a losije ukoliko su pluéne metastaze veée i ne nakupljaju I-131 (8).

Postoji linearna povezanost izmedu veli¢ine primarnog tumora i recidiva, odnosno
mortaliteta za papilarni i folikularni karcinom Stitnjace (38). Recidiv i mortalitet
papilarnih karcinoma manjih od 1 cm su izrazito rijetki (39). Ipak, mikrokarcinomi su u
20% slucajeva multifokalni 1 do 60% imaju pozitivne cervikalne limfne ¢vorove, a u
nekih se ¢ak razvijaju i metastaze u pluca (40).

Lokalna invazija tumora javlja se u 5% do 10% slucajeva u papilarnih 1 folikularnih
karcinoma S§titnjace, povecavaju¢i morbiditet i mortalitet. Naj¢eS¢e invadirane strukture
su miSi¢i 1 krvne Zile vrata, povratni laringealni zivac, larinks, farinks, traheja, ezofagus,
ali se tumor moZe prosiriti i do medule spinalis i brahijalnog pleksusa (8). Lokalna
invazija prisutna je u 8% papilarnih 1 12% folikulanih karcinoma (38). Mikroskopska
tumorska invazija ima znacajno bolju prognozu od makroskopske invazije okolnih
struktura.

Multicentri¢ni tumori se nadu rutinskim pregledom u 20% bolesnika s papilarnim
karcinomom S$titnjace, te ¢ak u 80% bolesnika, ako se Stitnjaca pregledava s vecom
paznjom. Oko polovine bolesnika upuéenih na rutinsku tireoidektomiju zbog
unilateralnog karcinoma Stitnjace ima tumor u kontralateralnom reznju (10, 41). Koristeci
gensku analizu, noviji radovi pokazuju da su multifokalni papilarni karcinomi Stitnjace
individualni tumori koji rastu neovisno (42). Prisustvo tumora u kontralateralnom reznju
ne moze se predvidjeti na temelju stratifikacije klinickog rizika i1 ¢esto se tek vidi na

patohistoloskom preparatu (41).



Prognosticki znacaj regionalnih limfnih ¢vorova je proturjecan. Do sada ima velik broj
radova koji nalaze da su nodalne metastaze ¢imbenik rizika za lokalni recidiv tumora,
udaljene metastaze i karcinom-specificni mortalitet, a posebno ukoliko se radi o
bilateralnim ili medijastinalnim limfnim ¢vorovima (38, 40). Incidencija 1 smjestaj
metastatskih limfnih ¢vorova varira s tipom tumora, dobi bolesnika i ekstenzijom
operativnog zahvata. Metastaze u limfne ¢vorove vide se u 36% odraslih bolesnika s
PKS-e, te u 80% djece s PKS-e (36, 43). Mikrometastaze su i ¢eice, te se nalaze u oko
60% slucajeva, a u polovini slucajeva bilateralno. Cisticne metastaze nalaze se u trecini
slu¢ajeva bolesnika s papilarnim karcinomom Stitnjace (44).

Neki sustavi uvrStavaju kompletnost resekcije Stitnjace, kao prognosticki ¢imbenik.
Pokazano je da su recidivi ¢e$¢i u onih bolesnika u kojih je ucinjena subtotalna
tireoidektomija (45).

Utjecaj histoloSkog nalaza na ishod bolesnika s diferenciranim karcinomom S$titnjace
ispitivan je na 875 bolesnika s PKS-e i 350 bolesnika s FKS-e. Tumor-specifi¢ni
mortalitet bio je isti za papilarni i folikularni karcinom S§titnjace, u sluc¢aju kad je analiza
bila kontrolirana za ostale prognosticke c¢imbenike. Multivarijatnom analizom
identificirane su Cetiri neovisne varijable koje imaju utjecaj na prognozu tumora: udaljene
metastaze, dob, veli¢ina primarnog tumora i tumorska invazija; medutim, nadeno je da

histologija nije prediktivni ¢imbenik prezivljenja (46).

1.1.3.2.  Prognosticki bodovni sustavi karcinoma Stitnjace

Razli¢iti prognosticki bodovni sustavi temeljeni na regresijskoj analizi prediktivnih
¢imbenika, predlozeni su za razvrstavanje bolesnika s karcinomom Stitnjace u tri grupe:
vrlo niskog rizika, niskog i visokog rizika.

Najcesce koristen sustav za predvidanje preZivljenja je TNM sustav, u kojem T oznacava
ekstenziju primarnog tumora, N pokazuje zahvacenost lokalnih limfnih ¢vorova, a M
prisutnost udaljenih metastaza. Zadnja recenzija TNM Kklasifikacije 2002. godine
naglasila je vaznost dobi bolesnika zajedno s histoloSkim tipom u prognozi folikularnog i

papilarnog karcinoma Stitnjace (12, 18, 47, 48). U novoj klasifikaciji 2002. dvije vazne
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promjene su istaknute. Prvo, svi tumori < 2 cm u promjeru, ali ograniceni na Stitnjacu su
sada klasificirani kao T1, dok su ranije samo tumori < 1 c¢m bili klasificirani kao T1.
Drugo, zahvacenost limfnih ¢vorova pomice tumore u grupu loSije prognoze premda su
velicinom i dobi bili svrstani u grupu povoljnije prognoze. Dosadasnja istrazivanja
pokazivala su da metastaze u limfne ¢vorove imaju ograniceni znacaj u sveukupnom
prezivljenju (49, 50, 51).

Ostale vazne tocke klasifikacije su:

e FEkstratireoidna ekstenzija svrStava tumore u T3 ili T4

e Metastatski limfni ¢vorovi su ili prisutni (N1) ili odsutni (NO). Broj ¢vorova ne
mijenja stadij.

e Svi anaplasti¢ni karcinomi su 4. stadij bolesti (52).

U suglasnosti s TNM sustavom definirane su u Europi tri rizi¢ne skupine za diferencirani
karcinom Stitnjace:

e Vrlo niski rizik: unifokalni T1(<Icm)NOMO, bez proSirenosti izvan kapsule
Stitnjaée i povoljne histologije (klasiéna ili folikularna varijanta PKS-e i
minimalno invazivni FKS-e)

e Niski rizik: TI(>1cm) ili T2ZNOMO ili multifokalni TINOMO

e Visoki rizik: bilo koji T3 i T4 ili bilo koji T,N1, ili bilo koji M1

U smjernicama Americkog udruZenja za Stitnjacu (ATA- American Thyroid Association)
bolesnici su razvrstani u slijedece kategorije:

e Niski rizik: TI-2NOMO 1 odsustvo agresivne histologije ili vaskularne invazije

e Srednji rizik: T3 ili tumor s agresivnom histologijom ili vaskularnom invazijom

e Visoki rizik: T4 ili bilo koji T,N1 ili M1

Mortalitet bolesnika vrlo niskog rizika je manji od 1%, dok mortalitet bolesnika visokog
rizika je oko 46% (53).

Ostali bodovni sustavi uklju¢uju AMES, AGES, MACIS, Ohio State Scoring System i dr.
AMES sustav je temeljen na kombinaciji dobi (Age), udaljenim metastazama
(Metastases), proSirenosti (Extend) 1 veli¢ini primarnog tumora (Size). Na temelju tog

sustava bolesnici s papilarnim i folikularnim karcinomom $titnjace su podijeljeni u grupu
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niskog rizika (dob < 40 godina za muskarce, odnosno 50 godina za zZene, bez udaljenih
metastaza, veli¢ina tumora < 5 ¢cm) i grupu visokog rizika (dob > 40 godina za muskarce,
50 godina za zZene, udaljene metastaze, ekstrakapsularna ekstenzija i veli¢ina primarnog
tumora > 5 cm (54).

AGES sustav se razvio na Mayo klinici 1987. godine i ukljucuje slijedece varijable: dob
(Age), gradus (Grade), prosirenost (Extend) ukljucujuéi lokalnu invaziju i udaljene
metastaze i veliinu (Size) primarnog tumora. 1993.g. ovaj bodovni sustav je revidiran ,
te je iskljucen gradus tumora, a uklju¢ene metastaze (Metastases),dob (4ge), kompletnost
kirurskog postupka (Completteness of surgery), ekstratireoidna invazija (Invasion) i
veli¢ina tumora (Size)(55).

Ohio State Scoring System se razlikuje od drugih sustava jer ne ukljucuje dob u
prognosticke varijable, ve¢ uzima u obzir veliinu tumora, metastaze u limfne ¢vorove,
multicentri¢nost, lokalnu invaziju i udaljene metastaze (10). U komparativnoj studiji
sustava TNM, AMES, AGES, i MACIS nije nadena znaCajna razlika. Niti jedan od
predlozenih sustava nije pokazao jasnu prednost u predvidanju ishoda karcinoma Stitnjace
(12,48, 56). Analizom prognosti¢kih sustava TNM sustav pokazao se najboljim i najvise
pogodnim za predvidanje ishoda bolesti u bolesnika s diferenciranim karcinomom
Stitnjace (57). TNM Kklasifikacija ostaje najéeSce upotrebljavana i obzirom da predstavlja
brzu metodu procjene prosirenosti bolesti, a takoder 1 zbog upotrebe u onkologiji drugih

organa.

1.1.3.3.  Molekulski prognosti¢ki ¢imbenici

Uobic¢ajeno je da se prognoza ishoda karcinoma Stitnjate temelji na vrijednosti
cirkulirajuéeg tireoglobulina u bolesnika s totalnom tireoidektomijom. Pracenje
tireoglobulina otkriva da 1i se radi o perzistentnoj bolesti ili o recidivu karcinoma
Stitnjace (58,59).

Slijede¢i tumorski biljeg koji se Cesto upotebljava za procjenu recidiva medularnog

karcinoma S§titnjace je kalcitonin. Takoder , ekspresija kalcitonina u imunohistokemijskoj
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analizi uzorka ima prognosticki znacaj jer se pokazalo da medularni karcinom Stitnjace s

Razumijevanje biologije karcinoma S$titnjate unaprijedeno je prepoznavanjem nekih
prognostickih ¢imbenika. Obecavaju¢i bioloski c¢imbenici kao Sto je receptor
epidermalnog faktora rasta, katepsin, odgovor adenilat ciklaze, DNA ploidija, telomeraza,
onkofetalni fibronektin, p 53 i E kadherin pojavljaju se kao potencijalni prognosticki
parametri (61).

Imunohistokemijski bioloki ¢Gimbenici se upotrebljavaju u dijagnostici PKS-¢ i MKS-e,
pokazujuéi razliciti stupanj senzitivnosti i specifi¢nosti.

Imunohistokemijska istrazivanja PKS-e identificirala su nekoliko biologkih biljega. Do
sada nadeni biljezi s najviSom osjetljivoséu 1 specificnoS¢u su: Hector Battifora
mesothelial cell 1 (HBME-1), citokeratin 19 (CK 19), galektin-3 i c-Met protoonkogen.
HBME-1 je monoklonsko protutijelo stvoreno protiv mikrovilozne povrSine mezotelnih
stanica mezotelioma. Izvijesteno je da je HBME-1 reaktivan u mnogo slu¢ajeva PKS-e, a
negativan je u benignim bolestima. Time je taj biljeg dosta specifian za PKS-e, ali
pokazuje slabu osjetljivost (62). Naime, onkocitne stanice PKS-e su nereaktivne s
HBME-1 i negativni rezultat ne iskljucuje dijagnozu karcinoma.

Citokeratin 19 (CK 19) je citokeratin visoke molekulske tezine koji pokazuje visoku
senzitivnost, ali slabu specifi¢nost za PKS-e.

Galektin-3 je ¢lan beta-galaktozida koji se izrazava u PKS-e, uglavnom u klasi¢noj
formi. Imunoreaktivnost za galektin-3 pokazana je i u brojnim FKS-e, te je galektin-3
razmatran kao potencijalni ¢imbenik u razlikovanju benignih i1 malignih folikularnih
lezija (63). Upravo zato se 1 anti-galektin-3 protutijelo predlozilo kao pomocna
procedura u konvencionalnoj citologiji u dijagnostici ¢vora Stitnjace (64,65). Medutim,
specificnost galektina-3 je slaba budu¢i da je reaktivan i u benignim lezijama Stitnjace, a
takoder 1 senzitivnost nije visoka jer su moguci lazno negativni rezultati u minimalno
invazivnom folikularnom karcinomu. (66).

c-Met proto-onkogen, lokaliziran na dugom kraku 7. kromosoma, kodiran je za receptor
tirozin kinaze, c-met. Papilarni karcinom Stitnjae je povezan sa sto puta veCom

ekspresijom c-met proto-onkogena, a rijetko je izrazen u drugim tumorima Stitnjace (67).
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Molekulski biljezi $titnjate odgovaraju genetskim mutacijama proizaslim u malignim
stanicama StitnjaCe. Nekoliko molekularnih alteracija (mutacija i/ili  genskih
preraspodjela) je opisano, a ukljuceni su u razvoj papilarnog i folikularnog karcinoma
Stitnjace, kao i medularnog. Ekspresija svakog molekulskog biljega proucava se na
smrznutom tumorskom materijalu metodom lanc¢ane reakcije polimeraze (PCR-eng.
polimerase chain reaction).

Mutacije protoonkogena B-RAF znacajne su u stani¢noj, tumorskoj progresiji i najvise
ukazuju na razvoj papilarnog karcinoma Stitnjace. Izgleda da mutacija protoonkogena B-
RAF nije ucestala u drugim histoloskim tipovima. Prevalencija B-RAF mutacije u
karcinoma Stitnjace varira izmedu 23 i 62%. Oko povezanosti mutacije B-RAF s
klinickim ishodom bolesti postoje u literaturi proturjecja, pa tako u nekim radovima nije
pronadena povezanost izmadu B-RAF mutacije i agresivnog ponasanja tumora (68, 69),
dok je u ne$to novijem radu pokazana povezanost mutacije gena B-RAF'*F s PKS-¢
visokog rizika, posebno u folikularnoj varijanti s invazivnim tumorskim rastom (70).
Druga najée$¢a genska alteracija koja se opisuje u PKS-e je preraspodjela RET/PTC.
RET je protoonkogen, a preraspodjela genskog materijala rezultira aktivacijomm
protoonkogena RET i njegova prelaska u onkogen RET. U odraslih je ta preraspodjela
gena nadena u oko 15-20% PKS-e, dok je nakon Cernobilske katastrofe nadena u 87%
slu¢ajeva PKS-e. Preraspodjela RET/PTC je ograniéena na papilarne karcinome $titnjade,
ukljucujuéi klasi¢ni oblik, ali i onkocitnu i difuzno skleroziraju¢u varijantu. Medutim,
njihova je specificnost upitna budu¢i da se preraspodjela RET/PTC nalazi i u
netumorskim folikularnim stanicama (71).

U medularnom karcinomu §titnjace takoder je nadena mutacija protoonkogena RET.
Slijedeca genska alteracija koja se nalazi u PKS-e je tockasta RAS mutacija, ukljucujuéi
specificne regije sva tri RAS onkogena: H-RAS, K-RAS i N-RAS. RAS mutacije nalaze
se takoder i u folikularnom karcinomu S§titnjace, kao i u anaplasticnom. Medutim, RAS
mutacije nemaju dijagnosticki znac¢aj u razlikovanju folikularnih adenoma od folikularnih
karcinoma $titnjace (72).

Ekspresija genske preraspodjele, koja ukljucuje fuziju gena za tireoidni specifi¢ni

transkripcijski ¢imbenik PAX8 i PPARy gena ima ulogu u progresiji folikularnog
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adenoma u folikularni karcinom. Ovaj fuzijski gen naden je u manje od 10% folikularnih
adenoma. Razvoj anaplasticnog karcinoma Stitnjace iz papilarnog ili folikularnog oblika
povezan je s mutacijom (brisanjem) gena p53 koji je po svojoj funkciji antionkogen (73).
Matriks metaloproteinaze (MMP) potpomazu degradaciju ekstracelularnog matriksa, a
time omogucuju invaziju i metastaziranje karcinoma Stitnjace. Za sada se jo$ istrazuju

kao potencijalni prognosticki parametri (74).

Novi prognosticki bioloski ¢imbenci se stalno istrazuju. Medutim, do danas niti jedan nije
usao u rutinsku klini¢ku praksu i ostaje otvoreno da li i jedan bioloski ¢imbenik mozZze biti

tocniji 1 sigurniji nego do sada upotrebljavani bodovni prognosticki sustavi.

1.1.4. Lijecenje

Inicijalna terapija za diferencirane karcinome Stitnjace je totalna ili gotovo-totalna
tireoidektomija. Korist od profilakticke, paratrahealne disekcije limfnih ¢vorova, bez
preoperativno pozitivnhog nalaza limfnih ¢vorova je proturjena. Nema dokaza da
poboljsava prezivljenje, medutim profilakticka disekcija omogucéuje odredivanje to¢ne
proSirenosti bolesti (staging).

Disekcija limfnih ¢vorova po skupinama izvodi se u slufaju preoperativno ili
intraoperativno dokazane/suspektne metastaze.

Nakon operativnog zahvata uobiGajeno slijedi primjena "'T u svrhu ablacije ostatnog
tkiva Stitnjace 1 potencijalnog mikroskopskog ostatnog tumora. Radiojodna ablacija
smanjuje rizik lokoregionalnog recidiva, omogucuje pracenje bolesnika radiojodnim
scintigramom cijelog tijela, te omogucuje odredivanje serumskog tireoglobulina (Tg).
Radiojodna ablacija preporucuje se u bolesnika visokog rizika i niskog rizika, dok se za
bolesnike vrlo niskog rizika (unifokalni tumor manji od 1 cm, povoljne histologije, bez
ekstratireoidne proSirenosti 1 bez pozitvnih limfnih ¢vorova) radiojodna ablacija ne
preporucuje (75, 76).

Ucinkovita radiojodna ablacija zahtijeva adekvatnu stimulaciju s TSH koja se postize

prekidom supstitucijske terapije l-tiroksinom kroz 4 tjedna ili primjenom rekombinantnog
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humanog TSH (rhTSH). Nedavna multicentricna i1 prospektivna studija pokazala je da je
primjena thTSH efikasna i sigurna te da je uspjesnost ablacije uz pomo¢ rhTSH sli¢na
kao u uvjetima prestanka uzimanja I-tiroksina (77). Primjena rhTSH je odobrena u Europi
2005. godine te u SAD-u 2007. godine kao priprema za radiojodnu ablaciju bolesnika s
diferenciranim karcinomom Stitnjace, bez metastaza, koriste¢i fiksnu dozu od 3700 MBq
(100 mCi) "'I. Medutim, nedavna randomizirana, prospektivna studija pokazala je da je
u bolesnika pripremljenih s thTSH doza od 1850 MBq (50 mCi) "*'I jednako uéinkovita
kao i 3700 MBq (100 mCi "*'T), &ak i u prisutnosti metastaza u limfne &vorove (78).
Terapija lokoregionalne bolesti temelji se na kombinaciji kirurSke i radiojodne terapije.
Udaljene metastaze se lijee uspjesno ukoliko lezije nakupljaju "*'I. Najbolje se lijece
radioaktivnim jodom male metastaze u plu¢ima koje nisu vidljive na rentgenogramima.
Pluéne makronodularne metastaze mogu imati korist od radioaktivnog joda, medutim
definitivno lijeCenje je vrlo lose. Metastaze u kosti imaju najloSiju prognozu, iako se
lije¢e kombinacijom vanjskog zra¢enja i radijodne terapije. Metastaze u mozak su rijetke
1 obi¢no imaju loSu prognozu. Kirurska resekcija i radioterapija predstavljaju jedinu
terapijsku mogucénost.

Vanjsko zracenje je indicirano u slucaju kada kirurSka ekscizija nije moguca, odnosno
kada nema znacajnog radiojodnog nakupljanja u tumoru. Takoder se vanjsko zracenje
primjenjuje kao adjuvantna terapija u slucaju lokalne tumorske invazije, te kao palijativna
terapija u slucaju kompresije medule spinalis (uz kirurSku terapiju), obstrukcije gornje
Suplje vene i disfagije. Vanjsko zracenje u karcinoma Stitnjace ukljucuje leziste Stitnjace 1
limfne ¢vorove (paratrahealne, pretrahealne, gornjeg medijastinuma te cervikalne). Cilj je
predati 60 Gy u 30 frakcija kroz 6 tjedana, a doza na medulu spinalis ne smije preci 46
Gy. Danas se koristi tri-dimenzijska konformalna radioterapija koja je kreirana tako da
donosi planiranu dozu zrafenja na Stitnjau 1 ostala mjesta makroskopske bolesti bez
dodatnog ozrac¢enja medule spinalis (79).

Konvencionalna kemoterapija je ograni¢ena samo za bolesnike s uznapredovalom
bolescu u kojih su iscrpljeni drugi nacini lije¢enja i nema vecu efikasnost.

Ciljana terapija, nova generacija lijeCenja u onkologiji, usmjerena je na inhibiranje
specificnih molekularnih ciljeva vaznih u tumorskom rastu 1 progresiji. Nekoliko agensa

koji se istrazuju u klinickim studijama ukljuCuju inhibitore angiogeneze (sorafenib,
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aksitinib, vandetanib), receptore epidermalnog faktora rasta (gefitinib, vandetanib) i RET
proteine (vandetanib). Nekoliko molekula dosegnulo je fazu II i III klinicke studije s

obecavaju¢im rezultatima (80,81).

1.2. Plazminogenski aktivacijski sustav

1.2.1. Sustav aktivacije plazminogena u tumorskom rastu i metastaziranju

Obilje je eksperimentalnih dokaza da sustav aktivacije plazminogena igra vaznu ulogu u
procesu tumorske invazije i metastaziranja preko upliva sustava na angiogenezu i
migraciju stanica (82, 83).

Proces metastaziranja je dogadaj koji ukljucuje nekoliko stepenica: lokalnu invaziju,
degradaciju ekstracelularnog matriksa (ECM), angiogenezu, intravazaciju (ulazak
malignih stanica u cirkulaciju), supresiju apoptoze 1 prezivljenje u cirkulaciji,
ekstravazaciju 1 rast na sekundarnom mjestu (84). Jedan od klju¢nih medijatora ovog
procesa je serinska proteaza urokinazni aktivator plazminogena.

Sustav aktivacije plazminogena sastoji se od pet esencijalnih molekula: urokinazni
aktivator plazminogena (uPA), receptor urokinaznog aktivatora plazminogena (uPAR),

inhibitori aktivatora plazminogena (PAI-1, PAI-2) i tkivni aktivator plazminogena (tPA).

1.2.1.1. Urokinazni aktivator plazminogena

Sustav uPA je primarno vezan za degradaciju i regeneraciju bazalne membrane i
ekstracelularnog matriksa Sto dovodi do metastaziranja. Protein uPA sastavljen je od 411
aminokiselina i sintetizira se kao 53 KD zimogen (pro-urokinaza). uPA se smatra
multifunkcionalnim proteinom koji je ukljucen u proteolizu i signalnu transdukciju. Kao
proteaza uPA katalizira aktivaciju plazminogena u plazmin, koji olakSava oslobadanje
nekoliko proteoliti¢kih enzima, ukljucujuéi gelatinazu, fibronektin, fibrin i latentnu formu
kolagenaze (85). Plazmin takoder moZe posredovati u degradaciji ECM-a indirektno,
putem aktivacije latentnih matriks metaloproteinaza (MMPs), kao $to su MMP-3, MMP-
9m MMP-12 i MMP-13. Plazmin moZze aktivirati ili osloboditi specificne ¢imbenike
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rasta, kao Sto su fibroblastni faktor rasta 2 (FGF 2), vaskularni endotelni faktor rasta
(VEGF) i transformirajuéi faktor rasta B (TGF 8). Ovi ¢imbenici rasta imaju moguénost
da potaknu tumorsku progresiju stimuliranjem angiogeneze, kao i povecanjem stanicne
proliferacije i migracije. Degradacija ECM-a je preduvjet za tumorsku invaziju i
metastaziranje.

Uloga uPA u procesu Sirenja karcinoma ostvaruje se putem sposobnosti uPA da stimulira
angiogenezu, mitogenezu, migraciju stanica i modulira adheziju stanica. Takoder je
pokazano da uPA prevenira apoptozu, a time povecava prezivljenje malignih stanica (86).

uPA je jedan od najmoc¢nijih bioloskih biljega opisanih do danas.

B proMMPs ECM !

e =

lnaktivai Aletivni : Plazmin k’ . :
PA \’ _/. Degradacija i

11 staniéna O — {C}
" membrana

TGF-B1 TGF-R1
{latentni) {aktivirani)

Slika 1. Sustav uPA: uPAR veze pro-uPA koji se konvertira u aktivni uPA. Aktivni uPA
konvertira inaktivni zimogen plazminogen u aktivni plazmin, koji onda razara komponente
ekstracelularnog matriksa ili aktivira latentne faktore rasta kao Sto je TGF. Plazmin takoder
degradira ECM indirektno preko aktivacije pro-matriks metaloproteinaza. (preuzeto iz Duffy MJ.

Clin Biochem 2004) (87)
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uPAR

uPAR je glikoprotein bogat cisteinom, vezan na membranu plazme karboksilnom
skupinom, a zreli protein sadrzi 283 aminokiseline. uPAR ima mnoge funkcije,
ukljucujuéi migraciju stanica, stimulaciju diacilglicerola, regulaciju cAMP, interakciju s
integrinima, tirozin kinazom i serin/treonin kinazama (85). Vezanje uPA za receptor
uPAR dovodi do dvije vazne posljedice. Kao prvo, vodi u povecanu i fokusiranu

proteolizu, te drugo, interakcija liganda i receptora rezultira u signalnoj transdukciji.

tPA
Tkivni aktivator plazminogena (tPA) je protein sastavljen od 527 aminokiselina, takoder
se sintetizira kao zimogen. Medutim tPA je uglavnom involviran u intravaskularnu

trombolizu.

1.2.1.2. Inhibitori aktivatora plazminogena

Inhibitori aktivatora plazminogena su anti-proteaze koje inhibiraju uPA i tPA. Dva su
podtipa: PAI-1 i PAI-2. Pokazano je da su oba inhibitora upletena u metastaziranje, rast
tumora 1 opée prezivljenje bolesnika s karcinomom. PAI-1 i PAI-2 pripadaju obitelji
serpina (od engl. serine proteinase inhibitors).

PAI-1 egzistira kao jednostruki lanac glikoproteina s 379 amino kiselina (oko 52 KD
protein), formira kovalentni kompleks s tPA i1 uPA i znacajno je izrazen kroz cijeli
tumor. PAI-2 cirkulira kao glikolizirana (60KD) i neglikolizirana (47KD) intracelularna

forma. PAI-2 je izrazen u placenti, monocitima/makrofazima i epidermisu (85).

PAI-1

PAI-1 je glavni inhibitor sustava uPA/uPAR. PAI-1 se veZe na aktivni kompleks uPA u
kompleksu s uPAR i donosi internalizaciju cijelog kompleksa, uPAR-uPA-PAI-1
kompleksa.

19



Uloga PAI-1 u razli¢itim tumorima je paradoksalna. Logi¢no bi bilo da PAI-1,
inhibiraju¢i uPA, negativno utjeCe na proliferaciju karcinoma, medutim u mnogim je
radovima pokazano da PAI-1 pozitivno utjeCe na invaziju tumora i angiogenezu, te
korelira s loSom prognozom (88). Suprotno tome, gubitak PAI-1 je bio povezan s
redukcijom rasta tumora, invazije i metastaziranja (89). Razlog zbog kojeg PAI-1 korelira
s loSom prognozom u bolesnika s karcinomom nije sasvim jasna. Pretpostavlja se da je
PAI-1 nuzan za angiogenezu, zatim da modulira adheziju i migraciju stanica ¢ime

ubrzava proces metastaziranja. PAI-1 takoder inhibira apoptozu (86).

PAI-2
PAI-2 formira takoder kompleks s uPA. Pokazano je da prekomjerna ekspresija PAI-2
inhibira apoptozu i potie razvoj tumora, ali djeluje znatno sporije nego PAI-1. Nema

dokaza da PAI-2 kontrolira adheziju i migraciju tumorskih stanica (87).

1.2.2. Sustav aktivatora plazminogena kao prognosticki ¢imbenik u malignim

tumorima

Pokazano je u radovima nezavisnih istraZivanja da su uPA i PAI-1 neovisni prognosticki
¢imbenici u bolesnica s karcinomom dojke, te se smatraju prvim bioloSkim ¢imbenicima
koji imaju prognosticki znacCaj, provjeren prospektivnim randomiziranim studijama,
odnosno skupnim analizama (86).

Prospektivna studija uPA/PAI-1 u bolesnica s karcinomom dojke i negativnim limfnim
¢vorovima (NO) je zavrSena i prikazana na godiSnjem sastanku Americkog drustva za
klini¢ku onkologiju (ASCO - American Society of Clinical Oncology) 2009. godine.
Studija je obuhvatila visSe od 4000 bolesnica s NO karcinomom dojke i pokazala da je
odredivanje uPA i PAI-1 mogucée i pouzdano Cak i iz uzoraka dobivenih biopsijom
Sirokom iglom (engl. core needle). Koriste¢i tumorski gradus i uPA/PAI-1, adjuvantna
kemoterapija moZze se izbje¢i u 39% bolesnica s NO karcinomom dojke. (90, 91).

Kvantifikacija uPA/PAI-1 u tumorskom tkivu dojke predstavlja relevantan prognosticki
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¢imbenik, te se smatra da uPA/PAI-1 treba integrirati u postupnik za izbor bolesnica s NO
karcinomom dojke u kojih bi se kemoterapija mogla izbjeci (92).

Osim u karcinoma dojke, visoke koncentracije uPA povezane su s agresivnom bolesti u
mnogih malignih tumora, kao $to su karcinomi probavnog, respiratornog, genitourinarnog
sustava, te osteosarkomi i melanomi (85, 93).

U karcinoma Zeluca, visoke vrijednosti uPA i PAI-1 su znacajno povezane s kraéim
prezivljenjem (94). U kolorektalnog karcinoma nadena je pozitivna korelacija izmedu
uPA i PAI-1 i klinickopatoloskih ¢imbenika. Multivarijatnom analizom pokazano je da su
varijable uPA i PAI-1 neovisni prognosti¢ki parametri (95).

U karcinoma jajnika povisene vrijednosti uPA i PAI-1 u tumorskom tkivu koreliraju s
ve¢om rezidualnom tumorskom masom i kra¢im prezZivljenjem bez progresije (PFS) 1
sveukupnim prezivljenjem (OS). Nadalje, uPA je neovisni prognosti¢ki ¢imbenik za PFS
i OS (96). Kombinacija visokih koncentracija uPA i PAI-lu citosolu karcinoma
endometrija ukazuje na skupinu bolesnica s visokim rizikom za progresiju (97).

U karcinomu pluéa nemalih stanica nije nadena =znaCajna korelacija izmedu
plazminogenskog aktivacijskog sustava i prezivljenja (98). Medutim, u planocelularnom
karcinomu pluca, visoke vrijednosti uPAR i PAI-1 povezane su s kra¢im sveukupnim
prezivljenjem (99).

Za karcinom bubreznih stanica uPA, uPAR i PAI-1 su snazni i neovisni prognosticki
¢imbenici (100).

Imunohistokemijskom metododom na 230 bolesnika s karcinomom prostate nadeno je da
povecana izrazajnost uPA i PAI-1 predskazuje agresivniji recidiv bolesti (101).
Vrijednosti PAI-1 su znaajno viSe u bolesnika s malignim melanomom vece debljine
(Breslow>0,75 mm), vece invazivnosti s mikroskopskim ulceracijama i vaskularnom
invazijom. Odredivanje uPA i PAI-1 omoguc¢uju dodatnu prognosti¢ku informaciju (102).
Kombinirajuéi ekspresiju ¢lanova plazminogenskog aktivacijskog sustava u tumorskom
tkivu 1 serumu bolesnika sa sarkomom mekih tkiva, nadena je znacajna povezanost uPA,

PAI-1, uPAR iz tumorskog tkiva , te uPAR iz seruma sa specificnim mortalitetom (103).
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1.2.3. Sustav aktivatora plazminogena i karcinomi Stitnjace

Mnogo je klinickih dokaza da visoke vrijednosti uPA i PAI-1 mogu predvidjeti loSu
prognozu razli¢itih solidnih tumora (104).

Unato¢ mnogobrojnim radovima o ulozi uPA i PAI-1 u progresiji mnogih karcinoma,
malo je informacija o ekspresiji dijelova plazminogenskog aktivacijskog sustava u
karcinoma $titnjace, kao i o njihovoj ulozi u prognozi tumora Stinjace.

Uplitanje sustava aktivatora plazminogena u proces degradacije ekstracelularnog
matriksa koriste¢i stanice karcinoma Stitnjace prikazano je u radu Smita i suradnika
(105). U tom radu opazena je razlika aktivnosti PAI-1 izmedu stanica folikularnog
karcinoma S§titnjaCe dobivenih iz primarnog tumora i metastaza, ukazaju¢i na znacaj
PAI-1 u degradaciji ekstracelularnog matriksa.

Opisana je intenzivna i difuzna ekspresija uPA, uPAR i PAI-1 u karcinomima Stitnjace
koriste¢i imunohistokemijsku metodu, ali nije nadena povezanost izmedu tih proteina i
klinickopatoloskih parametara (106).

Koriste¢i imunohistokemijsku metodu na 39 PKS-¢ Zanetti je pokazao da su tumorske
stanice karakterizirane konkomitantnom ekspresijom uPAR-a, te je uPA kao aktivator
¢imbenika rasta mozda i relevantan u patogenezi PKS-e (107).

Takoder imunohistokemijskom metodom nadena je ekspresija uPA u karcinomima
Stitnjace, ali ne 1 u adenomima 1 pripadaju¢im normalnim tkivima Stitnjace. Selektivna
ekspresija uPA u tumorima $titnjace omogucila bi razlikovanje benignih od malignih
tumora (108).

Klini¢ki znacaj uPAR u tumorima Stitnjace istrazivan je u radu Kima i1 suradnika.
Izrazenost uPAR je prospektivno istrazivana sa streptavidin-biotin metodom koriste¢i
monoklonska protutijela na uPAR. Pokazano je da ekspresija uPAR moze biti korisna u
razlikovanju folikularnog karcinoma S$titnjace od folikularnog adenoma, a takoder bi
mogla sluziti kao prognostic¢ki ¢cimbenik u papilarnom karcinomu Sstitnjace (109).
Kvantitaivnom RT-PCR analizom Ulisse i suradnici pokazali su da su uPA, uPAR i PAI-

I mRNA poviSeni u svim stanicama karcinoma S§titnjae. Korelacija je nadena izmedu
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veli¢ine tumora i porasta uPA mRNA, a takoder su i povisene vrijednosti uPA i uPAR

mRNA nadene u metastatskom papilarnom karcinomu $titnjace (110).
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2.

HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Hipoteza

Dijelovi plazminogenskog aktivacijskog sustava: urokinazni aktivator plazminogena

(uPA) i inhibitor aktivatora plazminogena tip 1 (PAI-1) iz tkiva karcinoma S§titnjace

povezani su s loSom prognozom karcinoma Stitnjace.

2.1. Glavni cilj : ispitati da li urokinazni aktivator plazminogena uPA i njegov inhibitor

PAI-1 iz citosola diferenciranih karcinoma S§titnjace imaju utjecaj na prezivljenje bez

progresije bolesti (engl. Progression free survival-PFS).

2.2. Specificni ciljevi:

1.
2.
3.

Ispitati korelaciju uPA i PAI-1 u citosolu tumorskog tkiva Stitnjace

Ispitati korelaciju uPA i PAI-1 u citosolu zdravog tkiva Stitnjace

Pokazati da postoji razlika izmedu vrijednosti uPA 1 PAI-1 u tkivu malignih
tumora Stitnjace i zdravom tkivu Stitnjace.

Pokazati da postoji razlika izmedu vrijednosti uPA 1 PAI-1 u malignim i benignim
tumorima Stitnjace.

Pokazati da postoji razlika izmedu vrijednosti uPA i1 PAI-1 u razlicitim
patohistoloskim tipovima malignih tumora Stitnjace (papilarni, folikularni,
anaplasticni).

Ispitati da 1i postoji razlika uPA i PAI-1 u citosolu diferenciranih karcinoma
Stitnjace kod razlicitih poznatih prognostickih ¢imbenika karcinoma Stitnjace:

a) razlicite dobi bolesnika

b) razlicite veliine primarnog tumora

¢) prisutnosti odnosno odsutnosti multicentri¢nosti

d) prisutnosti odnosno odsutnosti lokalne invazivnost tumora

e) prisutnosti odnosno odsutnosti metastaza regionalnih limfnih ¢vorova

f) prisutnosti odnosno odsutnosti udaljenih metastaza
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Eticko-deontoloSki aspekt istrazivanja

1. Ovo istrazivanje na ispitanicima i bolesnicima obavljeno je u skladu sa svim vaze¢im
1 primjenljivim smjernicama c¢iji je cilj osigurati pravilno provodenje postupaka i
sigurnost osoba koje sudjeluju u ovom znanstvenom istrazivanju, uklju¢uju¢i Osnove
dobre klinicke prakse, HelsinSku deklaraciju, Zakon o zdravstvenoj zastiti Republike
Hrvatske (NN 121/03) i Zakon o pravima pacijenata Republike Hrvatske (NN
169/04). Identitet zdravih ispitanika i bolesnika uvijek ¢e ostati povjerljiv i zastic¢en.
Suglasnost bolesnika za sudjelovanje u istrazivanju je ukljucena.

2. Eticko povjerenstvo Klinickog bolni¢kog centra Zagreb, kao 1 Eticko povjerenstvo

Medicinskog fakulteta u Zagrebu dalo je suglasnost za istrazivanja na prijedlog

projekta kojeg je ovaj rad sastavni dio, kao i1 za sami rad.
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3. BOLESNICI I METODE

Ispitanici:

Ispitanici su bolesnici Klinickog zavoda za nuklearnu medicinu i zastitu od zracenja,
KBC Zagreb u kojih se citoloSkom punkcijom pod kontrolom ultrazvuka postavila
dijagnoza tumora odnosno karcinoma §titnjace. Bolesnici su potom upuceni na operativni
zahvat na Kliniku za otorinolaringologiju, KBC Zagreb u svrhu lijecenja: lobektomiju u
slu¢aju dobro¢udnog tumora, odnosno totalnu tireoidektomiju u slucaju karcinoma

Stitnjace.

U rad je prospektivno uklju¢eno ukupno 128 bolesnika, od toga 107 bolesnika s
karcinomom S$titnjace, te 21 bolesnik s adenomom §titnjace. Zdravo tkivo Stinjace u istih
bolesnika sluzila je kao kontrola.

Tumorski materijal skupljao se od listopada 2002. godine do srpnja 2008. godine.
Postoperativno su svi bolesnici s karcinomom primili *'T u svrhu ablacije te su potom
kontrolirani na Klinickom odjelu Klini¢kog zavoda za nuklearnu medicinu, KBC Zagreb.
Bolesnici s adenomom §titnjace kontrolirani su ambulantno.

Iz povijesti bolesti koriSteni su slijedec¢i nalazi o bolesniku: patohistoloski nalaz tumora
Stitnjace, ultrazvucni nalaz vrata s citoSkom punkcijom zbog otkrivanja lokalnog recidiva
i/ili pozitivnih limfnih ¢vorova na vratu, rentgenogrami, MSCT nalazi i scintigrami s
I y/ili *™Tc-MDP radi procjene udaljenih metastaza, '*F-FDG-PET, '*F-FDG-
PET/CT, biokemijski parametri, posebno tireoglobulin (Tg) kao specificni tumorski
biljeg.

Bolesnici su prac¢eni postoperativno kroz 2-8 godina, od listopada 2002. godine do travnja
2010. godine.

Recidiv tumora dijagnosticiran je na temelju pozitivnih slikovnih, dijagnostickih metoda
(Rtg, ultrazvuk, MSCT, scintigram cijelog tijela s *', scintigram kosti s **™Tc-MDP, '®
F-FDG- PET ili PET/CT), citoloskih punkcija ili biposija, a potvrden je ili

patohistoloskim nalazom ili daljnjim pracenjem.
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Materijal:

Laboratorijski dio istrazivanja proveo se u Laboratoriju za eksperimentalnu
patofiziologiju Katedre za patofiziologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
Tijekom operativnog zahvata uzimao se komadi¢ (0,03-0,1 grama) tumorskog tkiva kao 1
komadi¢ zdravog tkiva Stitnjace (0,03-0,1 grama), te ih se svjeze pohranjivao u tekuci
dusik.

Tumorsko tkivo se kao $to je uobicajeno upucivalo na Klinicki zavod za patologiju zbog
patohistoloske dijagnoze. Iz opisa patohistoloskog preparata izdvojeni su slijedeci
parametri: veli¢ina primarnog tumora, multicentri¢nost, invazija ¢ahure tumora, krvnih
zila, kapsule S§titnjaCe, lokalna invazivnost u smislu zahva¢anja masnog tkiva, okolnih
misica, jednjaka, duSnika i sl., lokalna zahvacenost limfnih ¢vorova tumorskim

procesom, te histoloski tip tumora.

Postupak dobivanja citosola:

Tumorsko tkivo kao i normalno tkivo Stitnjace od istog bolesnika, koje sluzi kao
kontrola, nakon pohrane u teku¢em dusiku se u smrznutom stanju pulverizira uz pomo¢
mikrodismembranatora, kao $to je preporuceno od EORTC (European Organisation for
Research and Treatment of Cancer) za procesiranje tumora dojke za receptorske studije u
citosolu (111).

Dobiveni prah tumorskog 1 normalnog tkiva Stitnjace se suspendira u receptorskom
puferu (10 mM K2HPO4, koji sadrzi 1,5 mM KCl EDTA, 3 mM NaN3, 10 mM
monotioglicerola i 10% v/v glicerola, pH 7,4). Suspenzija se potom centrifugira 30
minuta na 100000xg na 4°C za dobivanje frakcije supernatanta (citosola).

Kvantitativno odredivanje uPA i PAI-1 vrsi se u citosolu koriste¢i ELISA (engl. enzyme-
linked immunosorbent assay) kit (Imubind® uPA i Imubind® PAI-1; American
Diagnostica, Stamford, CT, USA) (112).

uPA ELISA koristi miSje monoklonsko protutijelo usmjereno na uPA B-lanac i time
detektira sve forme uPA i1 uPA kompleksa s PAI-1. Detekcijski sustav koristi protutijelo

uPA o-lanca, obiljeZeno biotinom.
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PAI-1 ELISA koristi mi§je monoklonsko protutijelo usmjereno na aktivni i inaktivni
PAI-1 i PAI-1 kompleks. Detekcijski sustav koristi biotinizirano protutijelo usmjereno na
epitop, koje je nekompetitivno s mjestom vezivanja.

Koncentracije antigena uPA i PAl-1se izrazavaju u ng/mg proteina s kalibracijom sa
standardnim preparatima. Najnizi prag mjerenja je 0,01 ng/mL za uPA i 0,05 ng/mL za
PAI-1.

Koncentracije proteina odreduje se u citosolu metodom po Lowry-u.

Statisticka analiza

Normalnost distribucije kontinuiranih broj¢anih varijabli analizirana je Kolmogorov-
Smirnovljevim testom. Za procjenu znacajnosti razlika dva uzorka koriSteni su
neparametrijski statisticki testovi, budu¢i da vecéina varijabli ne slijedi normalnu
distribuciju (Wilcoxon Signed Ranks test za ovisne uzorke 1 Mann-Whitney za neovisne
uzorke, dok je za viSe neovisnih uzoraka koriSten Kruskall-Wallis test, uz Bonferroni-evu
korekciju razine znacajnosti pri post-hoc testovima).

Korelacija uPA 1 PAI-1 analizirana je Spearmanovim i Pearsonovim korelacijskim
testom.

Distribucija prezivljenja bez progresije (engl. Progression-Free Survival -PFS) u
bolesnika s visokom i niskom koncentracijom uPA i PAI-1 prikazana je Kaplan-
Meierovim krivuljama, a znacajnost razlika dvije distribucije je testirana Log Rank
testom.

Utjecaj pojedinih ¢imbenika na prezivljenje bez progresije utvrden je primjenom Cox-
ovog regresijskog modela. Uvjet proporcionalnosti rizika ispitan je graficki, analizom
odnosa djelomic¢nih ostataka i prezivljenja bez progresije za sve uvrStene varijable.

Sve statisticke analize, ukljucuju¢i deskriptivnu statistiku izvedene su koriStenjem
statistickog paketa Statistica for Windows, inacica 6.0. (Statsoft software).

Vrijednosti P<0,05 smatrane su statisticki znacajnima.
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4. REZULTATI

U rad je ukljuc¢eno 128 bolesnika s tumorom Stitnjace, 107 zena, 21 muskarac, od toga
107 bolesnika s karcinomom S§titnjace, te 21 bolesnik s adenomom S§titnjace.

Prema patohistoloskom nalazu (PHD) bilo je 98 (76,6%) bolesnika s papilarnim
karcinomom, 7 (5,5%) s folikularnim karcinomom, 2 (1,6%) s anaplasticnim
karcinomom, 12 (9,4%) bolesnika s folikularnim adenomom, te 9 (7%) s Hiirthleovim

adenomom.

Maligni tumori Stitnjace

Od 107 bolesnika s malignim tumorom Stitnjace (medijan 50 godina, raspon 3-80 g;
srednja vrijednost + SD 48,98+15,01g) bilo je 89 zena i 18 muskaraca. 25 (23,4%)
bolesnika imalo je metastaze u cervikalne limfne ¢vorove, 12 (11,2%) je imalo udaljene
metastaze. 51(47,7%) bolesnik je imao multicentri¢ni karcinom. 21 (23,4%) bolesnik je
imao karcinom S§titnjace s ekstratireoidnom invazijom. Prema gradusu 93 (86,9%)

bolesnika je imalo tumor gradus I, 12 (11,2%) gradus I11 2 (1,9%) gradus III.

Diferencirani karcinomi Stitnjace

105 bolesnika imalo je diferencirani karcinom Stitnjace, od toga njih 98 (93,3%)
bolesnika je imalo papilarni karcinom Stitnjace, a 7 (6,7%) folikularni karcinom. U
skupini diferenciranih karcinoma Stitnjace bilo je 89 Zena (84,8%) 1 16 (15,2%)
muskaraca, medijan dobi 50 godina (raspon 3-80), srednja vrijednost dobi + SD
48,63+14,89 g.

24 (22,9%) bolesnika imalo je metastaze u cervikalne limfne ¢vorove, 10 (9,5%) je
imalo udaljene metastaze. 49 (46,7%) bolesnika je imalo multicentri¢ni karcinom.
19(18,1%) bolesnika je imalo karcinom S§titnjace s ekstratireoidnom invazijom. Prema

gradusu 93 (88,6%) bolesnika imalo je tumor gradus [, a 12 (11,4%) gradus II.
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Tablica 1. Obiljezja tumora i bolesnika s diferenciranim karcinomom §titnjace (N=105)

Obiljezja tumora i Srednja vrijednost Medijan (raspon)
bolesnika +SD
Dob (godine) 48,63+14,89 50 (3-80)
Veli¢ina tumora 1,716+1,886 1,2 (0,4-13)
(cm)
N %

Histoloski nalaz papilarni 98 93,3

folikularni 7 6.7
Gradus I 93 88,6

II 12 11,4
Multicentri¢nost ne 56 533

da 49 46,7
EKkstratireoidna ne 86 81,9
invazija da 19 18.1
Limfni ¢vorovi ne 81 77,1

da 24 22,9
Udaljene metastaze ne 95 90,5

da 10 9,5
Spol zene 89 84,8

muskarci 16 15,2
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Srednja vrijednost uPA u citosolu diferenciranih karcinoma Stitnjace bila je 0,509+0,767
ng/mg, medijan 0,31 ( 0,01-6,45) ng/mg, a srednja vrijednost PAI-1 bila je 6,337+6,415
ng/mg, medijan 3,8 (1,20-35,69) ng/mg.

Srednja vrijednost uPA u normalnom tkivu iznosila je 0,237+0,051 ng/mg proteina
citosola, medijan 0,23 (raspon 0,14-0,35) ng/mg, a srednja vrijednost PAI-1 u
normalnom tkivu iznosila je 2,368+0,418 ng/mg proteina citosola, medijan 2,38 (1,45-

3,49) ng/mg.

Nediferencirani karcinomi Stitnjace

Bilo je 2 anaplasti¢na karcinoma, oba u muskaraca, srednja dob i medijan 67,5 godina
(jedan 59 godina, drugi 76 godina).

uPA u anaplasticnim karcinomima iznosio je 8,45+2,192 (6,9 i 10) ng/mg, a PAI-1
94,65+59,468 (52,6 1 136,7) ng/mg proteina.

U pripadaju¢em normalnom tkivu koncentracija uPA iznosila je 0,2+0,042 (0,17 1 0,23)
ng/mg, a PAI-1 2,7+0,24 (2,53 1 2,87) ng/mg proteina.

Benigni tumori Stitnjace

21 bolesnik imao je dobrocudni tumor Stitnjace; od toga 18 Zena, 3 muskarca. Srednja
vrijednost njihove dobi iznosila je 51,33+12,519 godina; medijan dobi 55 (22-71) g. 12
(57,1%) bolesnika imalo je folikularni adenom, a 9 (42,9%) Hiirthleov adenom.

Srednja vrijednost uPA u adenomima je iznosila 0,406+0,241 ng/mg, medijan je 0,36
(0,01-0,96), a PAI-1 u adenomima je bio 3,131+0,916, medijan 3,04 (1,35-6,2) ng/mg.
Koncentracija uPA u pripadaju¢em normalnom tkivu bila je 0,27140,062 ng/mg, medijan
0,25 (0,17-0,45), a PAI-1 2,436+0,257, medijan 2,36 (1,98-2,93) ng/mg.

Vrijednosti uPA 1 PAI-1 bile su znacajno vise u malignom tumorskom tkivu nego u
pripadaju¢em normalnom tkivu stitnjace (P<0,001 za uPA i PAI-1).

Takoder, koncentracije uPA i1 PAI-1 su znacajno viSe u diferenciranim karcinomima
Stitnjace u odnosu na pripadajuc¢e normalno tkivo Stitnjace (P<0,001 za uPA i PAI-1).
Usporedbom citosola benignih tumora i pripadaju¢eg normalnog tkiva nadene su

znacajno vise vrijednosti uPA (P=0,042) i PAI-1 (P=0,001) u tumorskom tkivu.
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Slika 2. Koncentracije uPA u benignom (n=21) i malignom tumorskom tkivu (n=107) i

pripadaju¢em normalnom tkivu $titnjace (srednja vrijednost=SEM).
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Slika 3. Koncentracije PAI-lu benignom (n=21) i malignom tumorskom tkivu (n=107) i

pripadaju¢em normalnom tkivu $titnjace (srednja vrijednost+SEM)
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Slika 4. Koncentracije uPA u adenomima (n=21), diferenciranim (n=105) i nediferenciranim

tumorima (n=2) i pripadaju¢em normalnom tkivu §titnjace (srednja vrijednost£SEM).
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Slika 5. Koncentracije PAI-1 u adenomima (n=21), diferenciranim (n=105) i nediferenciranim

tumorima (n=2) i pripadaju¢em normalnom tkivu §titnjace (srednja vrijednost+SEM).

4.1. Korelacija uPA i PAI-1 u citosolu tumorskog i normalnog tkiva Stitnjace

Nadena je znaajna pozitivna korelacija izmedu uPA i PAI-1 u citosolu malignog
tumorskog tkiva (Pearson r=0,817 , P<0,001; Spearman p=0,475, P<0,001), ali ne i
znaCajna korelacija izmedu promatranih parametara u uzorcima normalnog tkiva

(Pearson 1=-0,47, P=0,632; Spearman p=-0,45, P=0,644).
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Slika 6. Korelacija uPA i PAI-1 u malignom tumorskom tkivu (n=107) (Pearson 1=0,817,
P<0,001; Spearman p=0,475, P<0,001)
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Slika 7. Korelacija uPA i PAI-1 u pripadajuéem normalnom tkivu $titnjace bolesnika s malignim

tumorom (n=107)(Pearson r=-0,47, P=0,632; Spearman p=-0,45, P=0,644)

Nadena je znacajna pozitivna korelacija izmedu uPA i PAI-1 u citosolu tumorskog tkiva
diferenciranih karcinoma Stitnja¢e (Pearson r=0,399, P<0,001; Spearman p=0,444,
P<0,001), ali ne i znaCajna korelacija izmedu uPA i PAI-1 u uzorcima pripadajuceg
normalnog tkiva Stitnjace (Pearson r=-0,032, P=0,745; Spearman p=-0,028, P=0,777).

Pearsonovim testom takoder je nadena znacajna pozitivna korelacija uPA i PAI-1 u
citosolu benignih tumora stitnjace (r=0,545, P=0,01), koja nije potvrdena Spearmanovim

testom (p=0,208, P=0,365).
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Slika 8. Korelacija uPA i PAI-1 u benignim tumorima Stitnjade (n=21) (Pearson r=0,545,
P=0,01; Spearman p=0,208, P=0,365).

38



0,50

045 | o

0,40

0,35 o

0,30
oo

uPA [ng/mg proteina]
o
(o)

0,25 o) o o

0,20

0,15 : : : : :
18 20 2,2 24 2,6 28 3.0

PAI-1 [ng/mg proteina]

Slika 9. Korelacija uPA i PAI-1 u pripadaju¢em normalnom tkivu S§titnjaée bolesnika s

adenomom (n=21) (Pearson r=0,003, P=0,988; Spearman p=-0,41, P=0,861).

4.2. Povezanost uPA i PAI-1 s prognostickim ¢imbenicima

4.2.1. Povezanost vrijednosti uPA i PAI-1 u citosolu malignih tumora sa stupnjem

diferencijacije tumora

U skupini tumora gradusa I bilo je 93 bolesnika. Srednja vrijednost uPA iznosila je
0,463+£0,724 ng/mg, medijan 0,31 (0,01-6,45), a srednja vrijednost PAI-1 bila je
5,061+4,679 ng/mg, medijan 3,470 (1,20-33,8) ng/mg.

U skupini gradusa II bilo je 12 bolesnika. Srednja vrijednost uPA bila je 0,867+1,009
ng/mg, medijan 0,375 (0,01-3,2), a srednja vrijednost PAI-1 bila je 16,224+9,253 ng/mg,
medijan 17,52 (4,71-35,69) ng/mg.
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U skupini gradusa III bilo je 2 bolesnika. uPA je iznosio 8,45+2,192 (6,9 i 10), a PAI-1
94,65+59,468 (52,6 1 136,7) ng/mg.

Koncentracije uPA i PAI-1 bile su znacajno razliite izmedu razli¢itih histoloskih
gradusa tumora (P=0,031, odnosno P<0,001).

Analiza podgrupa, za koju je koriStena Bonferroni-eva korekcija (znacajni P<0,017),
pokazala je znacajnu razliku uPA i PAI-1 izmedu gradusa I i gradusa III (P<0,001 za uPA
1 PAI-1). Izmedu gradusa I i II nadena je znacajna razlika PAI-1 (P<0,001), ali ne i uPA
(P=0,287), dok izmedu gradusa II i gradusa III nije nadena znacajna razlika (P<0,022 za
uPA i PAI-1).

uPA [ng/mg proteinal]

i

Gradus

Slika 10. Koncentracije uPA u tumorskom tkivu razli¢itih gradusa: gradus I (n=93), gradus II

(n=12), gradus III (n=2) (srednja vrijednost=SEM).
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Slika 11. Koncentracije PAI-1 u tumorskom tkivu razli¢itih gradusa: gradus I (n=93), gradus II

(n=12), gradus III (n=2) (srednja vrijednostxSEM).

4.2.2. Povezanost vrijednosti uPA i PAI-1 u citosolu malignih tumora s histoloSkim

tipovima tumora

U skupini papilarnih karcinoma srednja vrijednost uPA iznosila je 0,525+0,791 ng/mg,
medijan 0,31 (0,01-6,45), a srednja vrijednost PAI-1 6,317+6,503 ng/mg, medijan 3,795
(1,2-35,69) ng/mg.

U skupini folikularnih karcinoma srednja vrijednost uPA iznosila je 0,279+0,07 ng/mg,
medijan 0,27 (0,2-0,37), a srednja vrijednost PAI-1 6,609+5,442 ng/mg, medijan 4,71
(1,82-18,12) ng/mg.
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Vrijednosti uPA i1 PAI-1 bile su znacajno razliite izmedu razliitih histoloskih tipova
tumora Stitnjace (P=0,023 za uPA, P=0,014 za PAI-1), kao i izmedu razlicitih histoloskih
tipova karcinoma $titnjace (P=0,025 za uPA, P=0,041 za PAI-1).

U skupini diferenciranih karcinoma Stitnjace, nije nadena znacajna razlika uPA i PAI-1
izmedu papilarnih i folikularnih karcinoma stitnjace (P=0,210 za uPA i P=0,445 za PAI-
1).

Usporedbom citosola diferenciranih karcinoma i adenoma nadena je znacajna razlika u
koncentraciji PAI-1 (P=0,041), ali ne i u koncentraciji uPA (P=0,135).

Vrijednosti uPA 1 PAI-1 bile su znacajno razli¢ite izmedu diferenciranih 1

nediferenciranih karcinoma Stitnjace (P<0,001 za uPA i PAI-1).

10 t —

uPA [ng/mg proteina]
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Slika 12. Koncentracije uPA u adenomima i razli¢itim histoloSkim tipovima karcinoma $titnjace

(srednja vrijednost=SEM)
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Slika 13. Koncentracije PAI-1u adenomima i razliGitim histoloS§kim tipovima karcinoma

Stitnjace (srednja vrijednost+SEM).

4.2.3. Povezanost vrijednosti uPA i PAI-1 u citosolu diferenciranih karcinoma

Stitnjace s dobi bolesnika

75 bolesnika s diferenciranim karcinomom S§titnjace bilo je starije od 40 godina (srednja
vrijednost 55,8 £9,895 g; medijan 55 g, raspon 41-80 g), a 30 bolesnika je bilo mlade od
40 godina (srednja vrijednost 30,7+8,91 g; medijan 33 g, raspon 3-40 g).

U skupini bolesnika starijih od 40 godina veli¢ina tumora bila je 1,795+2,036 cm, a u
skupini bolesnika mladih od 40 godina veli¢ina tumora bila je 1,52+1,455 cm.

Srednja vrijednost uPA u bolesnika starijih od 40 godina iznosila je 0,503+0,566 ng/mg;
medijan 0,31 (0,01-3,2), a PAI-1 6,976+7,164 ng/mg, medijan 3,79 (1,28-35,69).
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Tablica 2.  Koncentracije uPA i PAI-1 iz citosola diferenciranih karcinoma Stitnjace (n=105)

prema razli¢itim osobinama bolesnika i tumora

Dob bolesnika
<40 godina
(n=30)

>40 godina
(n=75)

P

Veli¢ina tumora
<l cm

(n=50)

>1 cm

(n=55)

P

Multicentri¢nost
Solitarni

(n=56)
Multicentri¢ni
(n=49)

P

uPA
(ng/mg proteina)

srednja vrijednost + SD

medijan (raspon)

0,525+1,136
0,315 (0,01-6,45)
0,5030,566

0,31 (0,01-3,20)
0,655

0,375+0,537
0,285 (0,01-3,2)
0,630,916
0,34 (0,01-6,45)
0,002

0,36620,439
0,295 (0,01-3,2)
0,672+1,001
0,32 (0,01-6,45)
0,015

PAI-1
(ng/mg proteina)

srednja vrijednost + SD

medijan (raspon)

4,739+3,599
4,195 (1,2-16,43)
6,976+7,164
3,79 (1,28-35,69)
0,27

4,23743,696
3,285 (1,2-19,14)
8,246+7,686

5,41 (1,43-35,69)
0,001

5,843+6,454
4,055 (1,2-35,69)
6,901+6,39

3,8 (1,8-33,8)
0,252
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Ekstratireoidna invazija
Ne

(n=86)

Da

(n=19)

P

Limfni ¢vorovi
Ne

(n=81)

Da

(n=24)

P

Udaljene metastaze
Ne

(n=95)

Da

(n=10)

P

0,3890,403

0,3 (0,01-3,2)
1,0511,501
0,42 (0,01-6,45)
0,015

0,430,489
0,3 (0,01-3,2)
0,775+1,316
0,32 (0,01-6,45)
0,232

0,483+0,77

0,31 (0,01-6,45)
0,757+0,729
0,445 (0,22-2,5)
0,186

5,13245,078
3,5 (1,2-35,69)
11,79148,815
9,9 (2,23-33,8)
<0,001

5,327+4,802
3,76 (1,28-28)
9,745+9,498
5,78 (1,2-35,69)
0,056

5,034+4,356

3,53 (1,2-28)
18,7159,445
17,52 (4,71-35,69)
<0,001
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Srednja vrijednost uPA u bolesnika mladih od 40 godina iznosila je 0,525+1,136 ng/mg;
medijan 0,315 (0,01-6,45), a PAI-1 4,739+3,599 ng/mg; medijan 4,195 (1,2-16,43).

Nije nadena statisticki znacajna razlika uPA i1 PAI-1 izmedu skupina bolesnika starijih od

40 godina i mladih od 40 godina (P za uPA=0,655, P za PAI-1=0,27).
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Slika 14. Koncentracije uPA u tumorskom tkivu bolesnika s diferenciranim karcinomom

Stitnjace u mladih (n=30) i starijih od 40 godina (n=75) (srednja vrijednosttSEM).
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Slika 15. Koncentracije PAI-1 u tumorskom tkivu bolesnika s diferenciranim karcinomom

Stitnjace u mladih (n=30) i starijih od 40 godina (n=75) (srednja vrijednost+SEM).

4.2.4. Povezanost vrijednosti uPA i PAI-1 u citosolu diferenciranih karcinoma

Stitnjace s veli¢cinom tumora

Obzirom na veli¢inu tumora bolesnici su bili podijeljeni u dvije skupine: bolesnici s
diferenciranim tumorom > lcm i bolesnici s tumorom < 1 cm.

U skupini bolesnika s tumorom > lcm bilo je 55 bolesnika, srednja vrijednost veli¢ine
tumora 2,605+2,264 cm; medijan 2 (1,1-13) cm.

U skupini bolesnika s tumorom < 1 c¢m bilo je 50 bolesnika, srednja vrijednost veli¢ine
tumora 0,738+0,182 cm; medijan 0,75 (0,4-1) cm.

Koncentracija uPA u citosolu tumora > 1 cm iznosila je 0,63+0,916 ng/mg; medijan 0,34

(0,01-6,45), a PAI-1 8,246+7,686 ng/mg; medijan 5,41 (1,43-35,69).

47



Srednja vrijednost uPA u citosolu tumora < lcm iznosila je 0,375+0,537 ng/mg; medijan
0,285 (0,01-3,2), a PAI-1 4,237+3,696 ng/mg; medijan 3,285 (1,2-19,14).
Usporedbom citosola tumora > lcm 1 tumora < 1 cm nadene su znacajno vece

koncentracije uPA (P=0,002) i PAI-1 (P=0,001) u tumorima > 1 cm.
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Slika 16. Koncentracije uPA u tumorskom tkivu bolesnika s diferenciranim karcinomom

Stitnjace manjim (n=50) 1 ve¢im od 1 cm (n=55) (srednja vrijednost£SEM).
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Slika 17. Koncentracije PAI-1 u tumorskom tkivu bolesnika s diferenciranim karcinomom

Stitnjace manjim (n=50) i ve¢im od 1 cm (n=55) (srednja vrijednost=SEM).

4.2.5. Povezanost vrijednosti uPA i PAI-1 u citosolu diferenciranih karcinoma

Stitnjace s multicentri¢nosti tumora

U skupini diferenciranih karcinoma bilo je 56 bolesnika sa solitarnim tumorom i 49
bolesnika s multicentricnim tumorom. Veli¢ina solitarnih ¢vorova iznosila je
1,548+1,624, a tumora koji su pokazivali multicentri¢nost 1,908+2,148.

Koncentracija uPA u solitarnim tumorima bila je 0,366+0,439; medijan 0,295 (0,01-3,2),
a u multicentri¢nim tumorima 0,672+1,001; medijan 0,32 (0,01-6,45).

Koncentracija PAI-1 u solitarnim tumorima iznosila je 5,843+6,454; medijan 4,055 (1,2-

35,69), a u multicentri¢nim tumorima 6,901+6,39; medijan 3,8 (1,8-33,8).
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Usporedbom citosola solitarnih 1 multicentriénih karcinoma $titnja¢e nadena je znacajno
veca koncentracija uPA u multicentri¢nim tumorima (P=0,015), ali ne i koncentracija

PAIL-1 (P=0,252).
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Slika 18. Koncentracije uPA u tumorskom tkivu bolesnika s diferenciranim karcinomom

Stitnjace, solitarnom (n=56) i multicentricnom (n=49) (srednja vrijednost=SEM).
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Slika 19. Koncentracije PAI-1 u tumorskom tkivu bolesnika s diferenciranim karcinomom

Stitnjace, solitarnom (n=56) i multicentricnom (n=49) (srednja vrijednostxSEM).

4.2.6. Povezanost vrijednosti uPA i PAI-1 u citosolu diferenciranih karcinoma

Stitnjace s ekstratireoidnom invazijom

Od 105 diferenciranih karcinoma Stitnjace, 19 bolesnika je imalo karcinom Stitnjace s
ekstratireoidnom invazijom, a 86 bolesnika je imalo karcinom bez ektratiroidne invazije.
Velicina tumora u skupini bolesnika bez lokalne invazivnosti tumora bila je 1,520+1,425
cm, a u skupini bolesnika s ekstratireoidnom invazijom veli¢ina tumora iznosila je
2,605+3,152 cm.

Koncentracija uPA u tumorima koji nisu bili lokalno invazivni iznosila je 0,389+0,403

ng/mg; medijan 0,3 (0,01-3,2), a PAI-1 5,132+5,078 ng/mg; medijan 3,5 (1,2-35,69).
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Koncentracija uPA u tumorima koji su bili lokalno invazivni iznosila je 1,051%1,501

ng/mg; medijan 0,42 (0,01-6,45), a PAI-1 11,791£8,815 ng/mg; medijan 9,9 (2,23-33,8).

Nadeno je da su i uPA i PAI-1 znacajno visi u diferenciranih karcinoma Stitnjace s

ekstratireoidnom invazijom u odnosu na tumore koji nisu lokalno invazivni (P za

uPA=0,015, P za PAI-1 <0,001).
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Slika 20. Koncentracije uPA u tumorskom tkivu bolesnika s diferenciranim karcinomom

Stitnjace, s lokalnom invazijom (n=19) i bez lokalne invazije (n=86) (srednja vrijednost=SEM).
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Slika 21. Koncentracije PAI-1 u tumorskom tkivu bolesnika s diferenciranim karcinomom

Stitnjace, s lokalnom invazijom (n=19) i bez lokalne invazije (n=86) (srednja vrijednost=SEM).

4.2.7. Povezanost vrijednosti uPA i PAI-1 u citosolu diferenciranih karcinoma

Stitnjace s metastazama u regionalne limfne ¢vorove

81 bolesnik s diferenciranim karcinomom Stitnjace nije imao metastaze u regionalne
limfne ¢vorove, dok je 24 bolesnika imalo regionalne metastaze.

Veli¢ina tumora u skupini bolesnika s negativnim limfnim ¢vorovima bila je 1,479+1,424
cm, a u skupini bolesnika s pozitivnim limfnim ¢vorovima bila je 2,517+2,857 cm.
Srednja vrijednost uPA u skupini bolesnika s diferenciranim karcinomom Stitnjace bez
metastaza u lokalne limfne ¢vorove iznosila je 0,430+0,489 ng/mg; medijan 0,3 (0,01-

3,2), a srednja vrijednost PAI-1 5,327+4,802 ng/mg, medijan 3,76 (1,28-28).
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U skupini bolesnika s pozitivnim limfnim ¢vorovima uPA je iznosio 0,775+1,316 ng/mg;

medijan 0,32 (0,01-6,45), a PAI-1 9,745+9,498 ng/mg; medijan 5,78 (1,2-35,69).

Niti za jednu proteazu nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu skupine bolesnika s

pozitivnim limfnim ¢vorovima i skupine s negativnim limfnim ¢vorovima (uPA P=0,232,

PAI-1 P=0,056).
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Slika 22. Koncentracije uPA u tumorskom tkivu bolesnika s diferenciranim karcinomom

Stitnjace, s pozitivnim (n=24) i negativnim regionalnim limfnim ¢vorovima (n=86) (srednja

vrijednost=SEM).
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Slika 23. Koncentracije PAI-1 u tumorskom tkivu bolesnika s diferenciranim karcinomom
Stitnjace, s pozitivnim (n=24) i negativnim regionalnim limfnim ¢vorovima (n=86) (srednja

vrijednost=SEM).

4.2.8. Povezanost vrijednosti uPA i PAI-1 u citosolu diferenciranih karcinoma

Stitnjace s udaljenim metastazama

Od 105 bolesnika s diferenciranim karcinomom S§titnjace 10 je imalo udaljene metastaze
(pet bolesnika je imalo metastaze u kostima, tri u plu¢ima, te dva bolesnika u kostima 1
plu¢ima).

Veli¢ina tumora u bolesnika s udaljenim metastazama bila je 5,130+£3,891 cm, a bez

udaljenih metastaza 1,357+1,056 cm.
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U skupini bolesnika bez udaljenih metastaza srednja vrijednost uPA bila je 0,483+0,77
ng/mg; medijan 0,31 (0,01-6,45), a PAI-1 5,034+4,356 ng/mg: medijan 3,53 (1,2-28).
U skupini bolesnika s udaljenim metastazama uPA je iznosio 0,757+0,729 ng/mg;
medijan 0,445 (0,22-2,5), a PAI-1 18,71549,445 ng/mg; medijan 17,52 (4,71-35,69).
Usporedbom dviju skupina nadena je znacajno visa vrijednost PAI-1 u bolesnika s
udaljenim metastazama u odnosu na one bez metastaza (P<0,001), ali ne i viSa vrijednost

uPA (P=0,186).
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Slika 24. Koncentracije uPA u tumorskom tkivu bolesnika s diferenciranim karcinomom

Stitnjace, s udaljenim metastazama (n=10) i bez metastaza (n=95) (srednja vrijednostSEM).
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Slika 25. Koncentracije PAI-1 u tumorskom tkivu bolesnika s diferenciranim karcinomom

Stitnjace, s udaljenim metastazama (n=10) i bez metastaza (n=95) (srednja vrijednost+SEM).

4.3. Povezanost uPA i PAI-1 iz citosola diferenciranih karcinoma Stitnjace s

tumorskom progresijom

Bolesnici s diferenciranim karcinomom S§titnjae su prosje¢no praceni nakon totalne
tireoidektomije 44,12+19,527 mjeseci; medijan 44 mjeseca (19-88).

Zabiljezeno je 14 relapsa bolesti s prosje¢nim PFS-om 13,214£9,192 mjeseci; medijan 13
mj (2-37). Tri bolesnika su umrla u vremenu pracenja.

Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja s Log Rank testom ucinjene su za 105 bolesnika s
diferenciranim karcinomom S§titnjace.

Srednja vrijednost prezivljenja bez progresije karcinoma Stitnjace bila je 37,82 mjeseci.
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Bolesnici su dihotomizirani na temelju srednje vrijednosti uPA= 0,509 ng/mg proteina i
srednje vrijednosti PAI-1 = 6,337 ng/mg proteina. Log Rank test je koriSten za procjenu
razlika izmedu grupe s visokim, odnosno niskim uPA i PAI-1.

Bolesnici s niskim koncentracijama uPA (n=82) imali su vecu srednju vrijednost PFS-a u
usporedbi s bolesnicima s visokim uPA (n=23) (82,22+2,277 mjeseci vs. 49,478+5,89
mjeseci); P<0,001.

Takoder , bolesnici s niskim PAI-1 (n=74) pokazali su znacajno dulji PFS (87,068+0,926
mjeseci) u odnosu na bolesnike s visokim uPA (n=31) (44,964+5,309 mj); P<0,001.
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Slika 26. Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja bez progresije u bolesnika s diferenciranim
karcinomom S$titnjace: 82 bolesnika s niskom koncentracijom uPA i 23 bolesnika s visokom

koncentracijom uPA (Log Rank test, P<0,001).
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Slika 27. Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja bez progresije u bolesnika s diferenciranim
karcinomom Stitnjace: 74 bolesnika s niskom koncentracijom PAI-1 i 31 bolesnik s visokom

koncentracijom PAI-1 ( (Log Rank test, P<0,001).

4.4. Odredivanje neovisnih varijabli keoje imaju utjecaj na preZivljenje bez

progresije (PFS) diferenciranih karcinoma Stitnjace

Ucinjen je niz Cox-ovih regresijskih analiza.

Univarijatnom analizom nadeno je da slijedece varijable imaju utjecaj na prezivljenje bez
progresije diferenciranih tumora: spol (P=0,025), veli¢ina tumora (P<0,001), gradus
(P<0,001), ekstratireoidna invazija (P<0,001), pozitivni limfni ¢vorovi (P<0,001),
udaljene metastaze (P<0,001), uPA (P<0,001) i PAI-1 u tumorskom tkivu (P<0,001), dok
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dob (P=0,56), histoloski tip diferenciranih tumora (P=0,206) i multicentri¢nost tumora

(P=0,365) nemaju znacajan utjecaj na PFS.

Multivarijatnom Cox-ovom regresijom analizirani su ¢imbenici koji su se univarijatnom
analizom pokazali statisticki znacajnima, te je pokazano da su udaljene metastaze (HR
11,654, 95% CI 1,162-116,898, P=0,037), uPA u tumorskom tkivu (HR 1,987, 95% CI
1,188-3,326, P=0,009) i PAI-1 u tumorskom tkivu diferenciranih tumora (HR 1,131, CI
1,037-1,234, P=0,006) neovisne varijable koje imaju utjecaj na PFS.

60



Tablica 3. Univarijatna Cox-ova regresijska analiza prognosti¢kih ¢imbenika za predvidanje

prezivljenja bez progresije (PFS) u 105 bolesnika s diferenciranim karcinomom Stitnjace

Varijable Omyjer rizika 95 % CI P

spol 3,492 1,167-10,443 0,025
dob 1,011 0,974-1,050 0,560
PHD 0,380 0,085-1,701 0,206
veliCina tm 1,446 1,254-1,669 <0,001
multicentri¢nost 1,632 0,566-4,711 0,365
gradus 0,044 0,015-0,135 <0,001
ekstratireoidna invazija 7,111 2,462-20,542 <0,001
limfni ¢vorovi 7,604 2,538-22,738 <0,001
udaljene metastaze 79,517 19,722-291,486 <0,001
uPA u tumoru 1,892 1,365-2,623 <0,001
PAI-1 u tumoru 1,158 1,107-1,211 <0,001
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Tablica 4.  Multivarijatna Cox-ova regresijska analiza prognosti¢kih ¢imbenika za predvidanje

prezivljenja bez progresije (PFS) u 105 bolesnika s diferenciranim karcinomom Stitnjace

Varijable Omyjer rizika 95 % CI P

spol 0,341 0,055-2,135 0,251
veli¢ina tm 1,229 0,98-1,541 0,074
gradus 0,442 0,11-1,78 0,251
ekstratireoidna invazija 0,582 0,111-3,052 0,522
limfni ¢vorovi 4,650 0,541-40 0,162
udaljene metastaze 11,654 1,162-116,898 0,037
uPA u tumoru 1,987 1,188-3,326 0,009
PAI-1 u tumoru 1,131 1,037-1,234 0,006
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5. RASPRAVA

Terapija karcinoma Stitnjace sastoji se od totalne tireoidektomije i radiojodne ablacije
ostatnog tkiva, nakon Cega slijedi supstitucijsko-supresijska terapija 1-tiroksinom.

Poznato je da karcinomi S§titnjae imaju uglavnom dobru prognozu i petogodiSnje
prezivljenje je preko 90%, medutim u nekih bolesnika s diferenciranim karcinomom
Stitnjace tijek bolesti je progresivan i moze zavrSiti smrtnim ishodom. Unato¢ odli¢noj
prognozi diferenciranih karcinoma $titnjace postoje joS uvijek neka otvorena pitanja u
svezi terapije: da li podvrgnuti bolesnika totalnoj tireoidektomiji ili manje ekstenzivhom
operativnom zahvatu; da li primjeniti rutinski radiojodnu ablaciju i kod bolesnika koji
pripadaju skupini niskog ili vrlo niskog rizika; da li je potrebna i koliko dugo supresivna
terapija I-tiroksinom. Zbog toga je od klinicke vaznosti prona¢i prognosticke ¢imbenike,
koji bi ukazali na prognozu bolesnika s diferenciranim karcinomom Stitnjace. Potreba za
pronalazenjem prognostickog ¢imbenika u karcinoma S§titnjace je neupitna, te se novi
prognosticki bioloski ¢imbenci stalno istrazuju. Medutim, do danas niti jedan nije uSao u

rutinsku klini¢ku upotrebu.

Odluka o postupku bolesnika s diferenciranim karcinomom S§titnjace trebala bi se
temeljiti na dobro etabliranim prognostickim ¢imbenicima i svrstavanju bolesnika u
odredene rizi¢ne skupine. Relativno dobra prognoza karcinoma Stitnjace i1 dugo
prezivljenje bolesnika otezava razvoj prospektivnih, randomiziranih studija, koje bi
odredile na koji nacin obiljezja tumora, te nacini lijeCenja utjecu na specificni mortalitet i
prezivljenje bez bolesti (disease-free survival, DFS).

Vazni prognosticki ¢imbenici za diferencirane karcinome Stitnjace proizasli iz velikih
retrospektivnih, nekontroliranih studija ukljucuju: dob bolesnika, veli¢inu primarnog
tumora, gradus i histoloski tip tumora, ekstratireoidnu invaziju i prisustvo udaljenih

metastaza (12, 113, 114).

U literaturi je mnogo podataka o istrazivanju plazminogenskog aktivacijskog sustava 1

njegovih istaknutih dijelova uPA i PAI-1 u mnogim zlo¢udnim tumorima. Mnogi radovi
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pokazuju da je plazminogenski aktivacijski sustav (PAS) involviran u tumorski rast,
invaziju i metastaziranje preko upliva sustava na angiogenezu i migraciju stanica.
Nadalje, PAS ima multifunkcionalnu ulogu u biologiji tumora budu¢i da sudjeluje i u
ponovnom modeliranju tkiva oko tumorskih stanica Sto doprinosi procesu metastaziranja
(115). Komponente PAS-a su nadene u mnogim tumorima i njihova ekspresija ima
znacenje ne samo u funkciji, nego i1 u prognozi tumora (116).

Najekstenzivnije se istrazio uPA 1 njegov inhibitor PAI-1 u karcinomima dojke, te se
uPA i PAI-1 i smatraju prvim bioloskim ¢imbenicima koji su evaluirani prospektivnom,
randomiziranom studijom ili skupnom analizom. Takoder, pokazano je u mnogim
radovima da su uPA 1i/ili PAI-1 neovisne varijable za identifikaciju bolesnika visokog
rizika u karcinomu zeluca (94), kolorektalnom karcinomu (95), karcinomu jajnika (96),
endometrija (97), planocelularnom karcinomu pluca (99 ), karcinomu bubreznih stanica
(100), karcinomu prostate (101), melanomu (102), te sarkomu mekih tkiva (103).

O utjecaju plazminogenskog aktivacijskog sustava na tumore StitnjaCe zasad je
objavljeno malo radova (104, 105, 106, 107, 108, 109, 110).

U nasem radu nadena je znacajno viSa koncentracija uPA i PAI-1 u malignim tumorima
Stitnjace nego u pripadaju¢em normalnom tkivu. Prisustvo PAI-1 u karcinoma Stitnjace
korelira s uPA , te sugerira da oba proteina igraju vaznu ulogu u regulaciji aktivacije
plazminogena, a time 1 u procesu invazije 1 metastaziranja. Kriticna ravnoteza uPA i PAI-
1 je preduvjet efikasne proteolize, migracije tumorskih stanica, a time i posljedi¢ne
tumorske invazije i metastaziranja, kao §to je pokazano 1 za ostale karcinome (82).
Razli¢iti prognosticki sustavi, koji kombiniraju razli¢ite prognosticke c¢imbenike,
razvrstavaju bolesnike s diferenciranim karcinomom Stitnjace u tri prognosticke skupine:
vrlo niskog, niskog i visokog rizika (12). AMES kategorizira bolesnike u tri skupine na
temelju dobi, metastaza, proSirenosti i veli¢ine tumora (54). Slicne prognosticke sustave
razvili su 1 EORTC 1 Americko drusvo za karcinome (AJCC-UICC)(52). Sve
prognosticke sheme sadrze ekstratireoidnu invaziju i udaljene metastaze, gotove sve
ukljucuju veli€inu tumora, a vecina uzima i histolos$ki tip u razmatranje. Neki
prognosticki sustavi ukljucuju histoloski gradus (AGES)(55) ili prisustvo multiplih
tumora (Ohio State University)(10). Samo jedan prognosticki sustav (MACIS) ukljucuje

kompletnost resekcije kao prognosticki parametar (12). U komparativnoj studiji 17
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prognostickih, bodovnih sustava za papilarni karcinom S§titnjac¢e nadeno je da MACIS ima
najveéu prediktivnu vrijednost i mogao bi biti sustav izbora za PKS-e u buduénosti (12),
dok za FKS-e najveéu prediktivnu vrijednost ima TNM sustav (117).

Dob bolesnika ima veliki utjecaj na ishod bolesti u diferenciranim karcinomima Stitnjace.
Time je karcinom Stitnjace jedini karcinom u onkologiji za koji se dob uzima u
prognosticki sustav AJCC-UICC-a. Niti jedan drugi karcinom ne iskazuje dob kao
prognosticki parametar. U naSem radu nije nadena znacajna razlika u koncentraciji uPA i
PAI-1 u skupini bolesnika s diferenciranim karcinomom S$titnjace starijih od 40 godina u
odnosu na skupinu mladih od 40 godina. Grani¢na dob od 40 godina koristi se u AGES i
MACIS sustavu Mayo Klinike, u nekim sustavima (TNM) koristi se grani¢na dob od 45
godina, dok u nekima (AMES) grani¢na dob je razli¢ita za zene i muskarce.

Istrazivana je povezanost koncentracije uPA i PAI-1 i diferencijacije karcinoma Stitnjace.
Ito i autori su u svojoj imunohistokemijskoj studiji pokazali da nema statisticki znacajne
povezanosti izmedu dijelova plazminogenskog aktivacijskog sustava 1 stupnja
diferencijacije karcinoma Stitnjace (106). Nasi rezultati pokazuju da je stupanj
diferencijacije tumora povezan s koncentracijom uPA i PAI-1 u citosolu tumora.
Koncentracije uPA i1 PAI-1 znacajno su razli¢ite izmedu razlicitih histoloskih gradusa
tumora (P=0,031 za uPA, odnosno P<0,001 za PAI-1). Analiza podgrupa pokazala je
znacajnu razliku uPA i PAI-1 izmedu gradusa I i gradusa III (P<0,001 za uPA i PAI-1.
Izmedu gradusa I i1 II nadena je znacajna razlika PAI-1 (P<0,001), ali ne i uPA (P=0,287).
Razlika izmedu rezultata naSe i Ito-ve studije moze biti uvjetovana razlic¢itim metodama
koje su koriStene u odredivanju uPA i1 PAI-1 . U naSoj studiji koriStena je ELISA kao
senzitivna i kvantitativna metoda, dok je u Ito-voj studiji koriStena imunohistokemija kao
manje senzitivna i1 semikvantitativna. S druge strane nasi rezultati su usporedivi s
rezultatima studija drugih karcinoma (94, 96, 97, 103, 125).

uPA i PAI-1 pokazuju razliite vrijednosti u razli¢itim histoloSkim tipovima karcinoma
Stitnja¢e. Diferencirani tumori pokazuju znaCajno nize vrijednosti dijelova
plazminogenskog sustava nego anaplastiéni karcinomi. U skupini diferenciranih
karcinoma Stitnjace, nije nadena znaCajna razlika uPA 1 PAI-1 izmedu papilarnih 1
folikularnih karcinoma Stitnjade. Agresivnije varijante (visokostani¢ni tip, difuzno

skleroziraju€i tip) nisu u statisticCkim analizama posebno prikazane zbog niske ucestalosti.
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Utjecaj histoloskog nalaza na ishod bolesnika s diferenciranim karcinomom Stitnjace
ispitivan je na 875 bolesnika s PKS-e i 350 bolesnika s FKS-e. Tumor-specifi¢ni
mortalitet bio je isti za papilarni i folikularni karcinom S§titnjace, u slucaju kad je analiza
bila kontrolirana za ostale prognosticke cimbenike. Multivarijatnom analizom
identificirane su Cetiri neovisne varijable koje imaju utjecaj na prognozu tumora: udaljene
metastaze, dob, veli¢ina primarnog tumora i tumorska invazija; medutim, nadeno je da
histologija nije prediktivni ¢imbenik prezivljenja (46).

Postoji linearna povezanost izmedu veli¢ine primarnog tumora i recidiva, odnosno
mortaliteta za papilarni i folikularni karcinom Stitnjace (38). Recidiv i mortalitet
papilarnih karcinoma manjih od 1 cm su izrazito rijetki (39). Ipak, mikrokarcinomi su u
20% slucajeva multifokalni i do 60% imaju pozitivne cervikalne limfne ¢vorove, a u
nekih se ¢ak razvijaju i metastaze u pluca (40).

U nasem radu smo podjelili diferencirane karcinome Stitnjace obzirom na veli¢inu
primarnog tumora na manje od 1 cm, odnosno veée od 1 cm.

U skupini tumora ve¢ih od 1 cm nadene su znaCajno poviSene vrijednosti oba proteina
uPA (P=0,002) i PAI-1 (P=0,001). Ulisse i suradnici su nasli korelaciju izmedu veli¢ine
tumora i porasta uPA mRNA (110).

Univarijatnom analizom u naSem radu nadeno je da veli¢ina tumora ima znacajan
(P<0,001) utjecaj na prezivljenje bez progresije (PFS), ali se multivarijatnom analizom
pokazalo da veli¢ina tumora nije neovisna prgnosticka varijabla.

Multicentri¢nost je jedan od vaZznijih razloga za totalnu tireoidektomiju. U nasem radu
multicentri¢nost je pronadena u 46,7 % slucajeva diferenciranih karcinoma $titnjace. U
literaturi se navodi da se multicentricni tumori nadu rutinskim pregledom u 20%
bolesnika s papilarnim karcinomom S§titnjace, te ¢ak u 80% bolesnika, ako se Stitnjaca
pregledava s vecom paznjom. Oko polovine bolesnika upucenih na rutinsku
tireoidektomiju zbog unilateralnog karcinoma $titnjae ima tumor u kontralateralnom
reznju (10, 41), Sto je u skladu s naSim podacima. Koriste¢i gensku analizu, noviji radovi
pokazuju da su multifokalni papilarni karcinomi $titnjace individualni tumori koji rastu
neovisno (42). Usporedbom citosola solitarnih i multicentri¢nih karcinoma Stitnjace u
naSem radu nadena je znacajno viSa koncentracija uPA u multicentricnim tumorima

(P=0,015), ali ne i koncentracija PAI-1 (P=0,252). Univarijatnom analizom nije naden
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znaCajan utjecaj multicentriCnosti na prezivljenje bez progresije. U radu Pesuti¢-Pisac i
suradnika multicentri¢nost nije takoder prognosti¢ki ¢imbenik za razvoj udaljenih
metastaza. Smatra se da je multicentricnost rezultat multicentri¢ne transformacije
folikularnog epitela, a ne process limfogenog Sirenja (118).

Prisustvo ekstratireoidne invazije je jos jedan vazan ¢imbenik za totalnu tireoidektomiju.
Bolesnici s ekstratircoidnom invazijom, prema literaturnim navodima imaju visu
incidenciju lokalnog recidiva, regionalnih i udaljenih metastaza. Prognoza je bolja u
slucaju mikroskopske tumorske invazije u okolno tkivo nego u slucaju makroskopske
invazije okolnih struktura. U nasem radu od 105 bolesnika s diferenciranim karcinomom
Stitnjace ekstratireoidna invazija je nadena u 21-og (23,4%). Mazzaferri navodi nesto
nizu ucestalost lokalne invazije, koja je prisutna u 8% papilarnih i 12% folikularnih
karcinoma (38). U radu je pokazano da su i uPA i PAI-1 znacajno visi u diferenciranih
karcinoma Stitnjace s ekstratireoidnom invazijom u odnosu na tumore koji nisu lokalno
invazivni (P za uPA=0,015; P za PAI-1 <0,001). Univarijatnom analizom ekstratireoidna
invazija se izdvojila kao znacajni parametar koji ima utjecaj na ishod bolesti, odnosno
progresiju, ali se multivarijatnom Cox-ovom regresijskom analizom ekstratireoidna
invazija nije potvrdila kao neovisni prognosticki parametar.

Prognosticki znacaj regionalnih limfnih ¢vorova je proturje¢an. Do sada ima velik broj
radova koji nalaze da su nodalne metastaze ¢imbenik rizika za lokalni recidiv tumora,
udaljene metastaze 1 karcinom-specifi¢ni mortalitet, a posebno ukoliko se radi o
bilateralnim ili medijastinalnim limfnim ¢vorovima (38, 40). Medutim u nekoliko radova
je pokazano da status regionalnih limfnih ¢vorova nema utjecaja ili ima ograniceni znacaj
na sveukupno prezivljenje (49, 50, 51). U nekim radovima pokazano je da pozitivni
limfni ¢vorovi u starijih bolesnika povecavaju rizik recidiva (119).

U velikoj retrospektivnoj, kohortnoj analizi podataka, iz baze podataka SEER, na 30 504
bolesnika s papilarnim karcinomom $titnjace i 2584 bolesnika s folikularnim karcinomom
Stitnjace, pokazano je da je status limfnih ¢vorova neovisni pokazatelj prezivljenja u
bolesnika s PKS-e starijih od 45 godina, te u bolesnika s FKS-e, bez obzira na dob.
Prisustvo metastaza u lokalne limfne &vorove u bolesnika s PKS-¢ mladih od 45 godina

ne utjece na prezivljenje (120).
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Metastaze u limfne ¢vorove vide se u 36% odraslih bolesnika s PKS-e, te u 80% djece s
PKS-e (36, 43). U nasoj studiji 24 (22,9%) bolesnika imalo je metastaze u regionalne
limfne ¢vorove, S$to je neSto nize prema navodima iz literature. Nadeno je da nema
statisticki znacajne razlike obje proteaze u skupini s pozitivnim limfnim ¢vorovima u
odnosu na skupinu s negativnim limfnim ¢vorovima (uPA P=0,232; PAI-1 P=0,056).
Univarijatnom analizom pozitivni regionalni limfni ¢vorovi imaju znacajan utjecaj na
prezivljenje bez progresije, medutim multivarijatnom analizom limfni ¢vorovi se nisu
pokazali kao nezavisni prognosticki ¢imbenik.

Oko 10% bolesnika s papilarnim kacinomom $titnjate i do 25% s folikularnim
karcinomom razvija udaljene metastaze, a u oko polovine bolesnika su prisutne u vrijeme
dijagnoze. U 49% slucajeva karcinomi Stitnjace metastaziraju u pluca, u 25% u kosti,
15% u pluca 1 kosti 1 10% u srediSnji Ziv€ani sustav (36). U nasem uzorku diferenciranih
karcinoma Stitnjace udaljene metastaze su nadene u 10 (9,5%) bolesnika, Sto se podudara
s navodima iz literature. Nadena je znaCajno visa vrijednost PAI-1 u bolesnika s
udaljenim metastazama u odnosu na one bez metastaza (P<0,001), ali ne i uPA
(P=0,186).

Povecana ekspresija PAI-1 je povezana s agresivhom bolesti i loSom prognozom u
razli¢itih karcinoma. Postoji nekoliko hipoteza o nacinu djelovanja PAI-1 u procesu
tumorske invazije, a jedna od vaznijih je da PAI-1 ima glavnu ulogu u tumorskoj
neoangiogenezi, modulaciji adhezije 1 migracije stanica i inhibiciji apoptoze. Takoder,
PAI-1 vjerojatno ima sposobnost da zastiti tumor od proteoliticke aktivnosti (121).
Multivarijatnom analizom pokazano je da su udaljene metastaze statisticki (P=0,037)

nezavisan ¢imbenik prezivljenja bez progresije.

Sveukupno prezivljenje i ishod bolesti u vecine bolesnika s diferenciranim karcinomom
Stitnjace je izuzetno dobar, te bi u svrhu analize utjecaja odredenih ¢imbenika na ishod
bolesti period pracenja trebao biti oko 20 godina. Prezivljenje bez progresije (PFS) se
definira kao vrijeme proteklo izmedu inicijalne terapije i progresije tumora ili smrti s
cenzuriranjem bolesnika koji su ispali iz pra¢enja. Mnoge recentne, randomizirane studije

u onkologiji solidnih tumora koriste PFS kao primarni cilj istrazivanja (122). Sveukupno
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prezivljenje kao pokazatelj ishoda bolesti je manje koriSten u odnosu na udio povrata

bolesti u procjeni morbiditeta od karcinoma Stitnjace.

U nasoj studiji analiziran je utjecaj uPA i PAI-1 na PFS. Medijan prac¢enja bolesnika s
diferenciranim karcinomom S§titnjace nakon totalne tireoidektomije bio je 44 mjeseca
(raspon 19-88 mjeseci). Zabiljezeno je 14 relapsa bolesti (13 %) s medijanom PFS-a 13
mj (2-37), sto je u skladu s navodima drugih autora koji navode lokalni ili udaljeni
recidiv u 14% slucajeva (123). Tri bolesnika su umrla u vremenu pracenja.
Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja s Log Rank testom ucinjene su za 105 bolesnika.
Nadeno je da oba proteina, i uPA i PAI-1 imaju utjecaj na PFS, te bolesnici s viSim uPA
1 PAI-1 imaju kraé¢i PFS u odnosu na one bolesnike s niskim vrijednostima promatranih
proteina (P<0,001 za uPA i PAI-1). Bolesnici su dihotomizirani na temelju srednje
vrijednosti uPA i PAI-1, te koncentracije uPA >0,509 ng/mg proteina i koncentracije
PAI-1 >6,337 ng/mg proteina mogu ukazati na skupinu bolesnika s poviSenim rizikom
za progresiju.

Sli¢ni rezultati dobiveni su i u nasoj pilot studiji na 19 bolesnika s malignim tumorom
Stitnjace (124).

U istrazivanju uPA i1 PAI-1 kao prognostickih parametara u karcinoma dojke u ranom
stadiju, koje je ukljucilo 169 bolesnica, pokazano je da su vrijednosti uPA >3 ng/mg

proteina i PAI-1 > 14 ng/mg proteina povezani s kra¢im prezivljenjem bez bolesti (125).

Cox-ovom regresijskom analizom (univarijatnom) u naSem radu nadeno je da spol,
veli¢ina tumora, gradus, ekstratireoidna invazija, pozitivni limfni ¢vorovi, udaljene
metastaze, uPA i PAI-1 imaju utjecaj na prezivljenje bez progresije, dok dob, histoloski
tip 1 multicentri¢nost tumora nemaju znacajan utjeca;.

Multivarijatnom analizom pokazano je da su uz udaljene metastaze (HR 11,654, 95% CI
1,162-116,898, P=0,037) i uPA (HR 1,987, 95% CI 1,188-3,326, P=0,009) i PAI-1 (HR
1,131, CI 1,037-1,234, P=0,006) neovisne prognosticke varijable za diferencirane
karcinome $titnjace.

U radu Soyluka 1 suradnika na 131 bolesniku s papilarnim karcinomom §titnjace nadeno

je univarijatnom analizom da su samo uznapredovali tumorski stadij (>T1) i prisustvo
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metastaza u limfne ¢vorove znacajni prognosticki ¢imbenici recidiva tumora, medutim
multivarijatna analiza nije potvrdila niti jedan neovisan prognosticki parametar (126).

Na temelju dobivenih rezultata moze se re¢i das u uPA i PAI-1 povezani s malignom
progresijom diferenciranih karcinoma Stitnjace. Rezultati su konzistentni s hipotezom da
povisene vrijednosti uPA i PAI-1 doprinose invazivnosti i metastaziranju karcinoma

Stitnjace, a time imaju utjecaj na prezivljenje bez progresije.

Prema dosadasnjoj literaturi ovo je prvo istrazivanje koje kvalitativno evaluira
prognosticki znacaj uPA i PAI-1 u karcinoma S$titnjate korelacijom s klinickim,
demografskim 1 patoloSkim parametrima, analizama prezivljenja, a takoder i
univarijatnim i multivarijatnim analizama. uPA 1 njegov inhibitor PAI-1 iz citosola
tumora mogu sluziti kao dodatna informacija u procjeni prognoze diferenciranog
karcinoma Stitnjace 1 ispravnoj klasifikaciji tumora u grupe vrlo niskog, niskog ili
visokog rizika. PoviSene vrijednosti uPA 1 PAI-1 iz citosola tumora mogle bi pomo¢i u
identifikaciji skupine bolesnika s diferenciranim karcinomom S§titnjate koja zahtijeva
razli€iti terapijski pristup i1 kontrolne preglede u kra¢im vremenskim razmacima.

Podaci proizasli iz studija prethodnih godina jasno ukazuju da sustav urokinaznog
aktivatora plazminogena ima multifunkcionalnu zada¢u u evoluciji malignih tumora,
djelujuci na tumorsku angiogenezu, proliferaciju malignih stanica, adheziju 1 migraciju,
intravazaciju i rast na mjestu metastaza. Uplitanje sustava uPA u tumorsku progresiju
identificira njegove komponente kao prikladne ciljeve za terapiju. Nekoliko terapeutskih
pristupa usmjerenih na dijelove uPA sustava pokazuje antitumorski u¢inak u modelima
ksenografta, ukljucujuéi selektivne inhibitore uPA, antagoniste peptida, monoklonska
protutijela sposobnih da sprijeCe vezivanje uPA na uPAR, a takoder i tehnike genske

terapije koje smanjuju izrazajnost uPA/uPAR (127, 128, 129).
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6. ZAKLJUCCI

1. Vrijednosti uPA i1 PAI-1 su znacajno viSe u malignom tumorskom tkivu

Stitnjace nego u pripadaju¢em normalnom tkivu Stitnjace.

2. Nadena je znacajna pozitivna korelacija izmedu uPA i1 PAI-1 u citosolu

tumorskog tkiva.

3. uPA i PAI-1 imaju utjecaj na prezivljenje bez progresije (PFS), te bolesnici s
visSim uPA i PAI-1 imaju kra¢i PFS u odnosu na one bolesnike s nizim

vrijednostima promatranih proteina.

4. Prognosticki ¢imbenici koji su se pokazali znacajnima u univarijatnoj analizi
su: spol, veli¢ina tumora, gradus, ekstratireoidna invazija, limfni ¢vorovi,

udaljene metastaze, uPA u tumorskom tkivu i PAI-1 u tumorskom tkivu.

5. Multivarijatnom Cox-ovom regresijskom analizom u koju su ukljuceni svi
znaCajni prognosticki Cimbenici iz univarijatne analize pokazano je da
statisticku znacajnost imaju udaljene metastaze, uPA u tumorskom tkivu i

PAI-1 u tumorskom tkivu.

6. Vrijednosti uPA i PAI-1 iz citosola tumorskog tkiva diferenciranih karcinoma
StitnjaCe predstavljaju nezavisne prognosticke ¢imbenike za preZivljenje bez

progresije.
7. Visoke koncentracije uPA (>0,509 ng/mg proteina) i visoke koncentraije PAI-

1 (>6,337 ng/mg proteina) iz citosola diferenciranih karcinoma Stitnjate mogu

ukazati na skupinu bolesnika s povisenim rizikom za progresiju.
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7. SAZETAK

Visoke vrijednosti urokinaznog aktivatora plazminogena (uPA) i1 njegovog inhibitora
PAI-1 povezane su s loSom prognozom razli¢itih malignih tumora.

Cilj rada bio je istraziti ekspresiju i klinicki znacaj uPA i PAI-1 u diferenciranom
karcinomu §titnjace.

Bolesnici i metode: U rad je bilo prospektivno ukljuceno 128 bolesnika s tumorom
Stitnjace, od toga 105 bolesnika s diferenciranim karcinomom S§titnjace, 2 bolesnika s
anaplasti¢énim karcinomom, te 21 bolesnik s adenomom Stitnjace.

uPA i1 PAI-1 su odredeni u citosolu tumora, kao i u citosolu pripadajuc¢eg zdravog tkiva,
koriste¢i ELISU, te usporedeni s poznatim prognostickim ¢imbenicima.

Rezultati: koncentracije uPA 1 PAI-1 su znacajno viSe u citosolu diferenciranih
karcinoma Stitnjace (uPA = 0,509+0,767 1 PAI-1 = 6,3374+6,415 ng/mg proteina), nego u
pripadaju¢em normalnom tkivu Stitnjace (uPA = 0,237+0,051 ng/mg, P<0,001 i PAI-1
=2,368 +0,418 ng/mg P<0,001). Nadena je znaCajna pozitivna korelacija promatranih
proteina u malignom tumorskom tkivu (Pearson r=0,817, Spearman p=0,475, P<0,001).
Oba proteina su znacajno razli¢ita u razli¢itim histoloskim gradusima (P=0,031, odnosno
P<0,001), pokazuju¢i vise vrijednosti u vi§im gradusima.

Usporedbom citosola tumora > lcm 1 tumora < 1 cm nadene su znacajno vece
koncentracije uPA (P=0,002) i PAI-1 (P=0,001) u tumorima > 1 cm.

Nadena je znacajno veca koncentracija uPA u multicentri¢nim tumorima (P=0,015), te
povisena vrijednost PAI-1 u bolesnika s udaljenim metastazama, u odnosu na one bez
metastaza (P<0,001).

uPA i PAI-1 su znacajno vi$i u diferenciranim karcinomima $titnjace ako je prisutna
ekstratireoidna invazija (P za uPA=0,015, P za PAI-1 <0,001).

Nije nadena statisti¢ki znacajna razlika uPA i1 PAI-1 u uzorcima bolesnika starijih 1
mladih od 40 godina, kao niti skupine bolesnika s pozitivnim u usporedbi s onima s
negativnim limfnim ¢vorovima.

Kaplan-Meierove krivulje preZivljenja pokazuju znacajan utjecaj uPA i1 PAI-1 na

prezivljenje bez progresije (PFS) 82,22 vs. 49,478 mjeseci u bolesnika s niskim, odnosno
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visokim uPA, P<0,001; te 87,068 vs. 44,964 mjeseci u bolesnika s niskim, odnosno
visokim PAI-1; P<0,001.

Univarijatnom analizom nadeno je da slijede¢e varijable imaju utjecaj na prezivljenje bez
progresije diferenciranih tumora: spol (P=0,025), veli¢ina tumora (P<0,001), gradus
(P<0,001), ekstratireoidna invazija (P<0,001), pozitivni limfni c¢vorovi (P<0,001),
udaljene metastaze (P<0,001), uPA u tumorskom tkivu (P<0,001) i PAI-1 u tumorskom
tkivu (P<0,001), dok dob (P=0,56), histoloski tip diferenciranih tumora (P=0,206) i
multicentri¢nost tumora (P=0,365) nemaju znacajan utjecaj na PFS.

Multivarijatnom analiza potvrdila je da su udaljene metastaze (HR 11,654, 95% CI
1,162-116,898, P=0,037), uPA u tumorskom tkivu (HR 1,987, 95% CI 1,188-3,326,
P=0,009) i PAI-1 u tumorskom tkivu diferenciranih tumora (HR 1,131, CI 1,037-1,234,
P=0,006) neovisne varijable koje imaju utjecaj na PFS.

Zakljucak: Povezanost povisenih vrijednosti uPA 1 PAI-1 u bolesnika s karcinomom
Stitnjace 1 standardnih prognostickih ¢imbenika loSeg ishoda bolesti, te povezanost uPA i
PAI-1 s kra¢im prezivljenjem bez progresije, ukazuju na prognosticki znacaj uPA i1 PAI-

1.
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8. SUMMARY

Higher levels of urokinase-type plasminogen activator (uPA) and its inhibitor (PAI-1) are
linked to the poor prognosis in a variety of malignances. Aim of the present study was to
investigate the expression and clinical relevance of uPA and PAI-1 in differentiated
thyroid cancer.

Patients and methods: Analysis prospectively included 128 patients with thyroid tumors,
among them 105 patients with differentiated thyroid carcinoma, 2 patients with anaplastic
carcinoma and 21 patient with thyroid adenoma, who underwent surgery between 2002.
and 2008. uPA and PAI-1 in paired cytosol samples of thyroid tumor and normal tissue
were determined using enzyme-linked immunosorbent assay and correlated to the known
prognostic features.

Results: Both uPA and PAI-1 concentrations were significantly higher in differentiated
thyroid tumors (uPA = 0.509+0.767 and PAI-1 = 6.337+6.415 ng/mg protein) than in
normal tissue (UPA = 0.237+£0.051, P<0.001 and PAI-1 =2.368 +0.418 ng/mg protein,
P<0,001) with positive correlation of the two proteins in the tumors (Pearson r=0.817,

Spearman p=0.475, P<0.001).

Both proteins’ concentrations were significantly different among various histological
grades (uPA P =0.031 and PAI-1 P<0.001), showing higher values in higher tumor
grades.

uPA and PAI-1 were significantly higher if extrathyroidal invasion (uPA P=0.015, PAI-1
P <0.001) or distant metastases (PAI-1 P<0.001) had been present, and in tumors whose
size exceeded 1 cm in diameter (uPA P=0.002 and PAI-1 P=0.001). Only uPA, but not
PAI-1 was significantly higher in multicentric vs. solitary tumors (P=0.015).

The differences of uPA and PAI-1 did not reach the significant level when patients with
differentiated tumors below and above 40 years of age had been compared and in lymph
node positive tumors compared to lymph node negative tumors.

Survival analysis revealed the significant impact of both uPA and PAI-1 on the
Progression-Free Survival (PFS) (82.22 vs. 49.478 months for patients with low and high
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uPA, respectively, P < 0.001; 8.068 vs. 44.964 months for patients with low and high
PAI-1, respectively, P<0.001).

Univariate analysis showed that sex (P=0.025), tumor size (P<0.001), gradus (P<0.001),
extrathyroid invasion (P<0.001), local lymph nodes involvement (P<0.001), distant
metastases (P<0.001), uPA (P<0.001) and PAI-1 (P<0.001) were significant predictors of
PFS, whereas age (P=0.56), histopathological variant (P= 0.206), and multifocality (P=
0.365) were not.

Multivariate analysis confirmed that distant metastases (P = 0.037), tumor tissue uPA (P=
0.009), and PAI-1 (P= 0,06) were strong independent predictors of PFS in patients with
differentiated thyroid carcinoma.

Conclusion: The correlation of high uPA and PAI-1 with the known prognostic factors of
poorer outcome and with lower PFS rate in patients with differentiated thyroid cancers

proved that these proteins could be an additional prognostic parameter.
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10. ZIVOTOPIS

Rodena 21. prosinca 1961. godine u Zagrebu, gdje je zavrsila osnovnu i srednju skolu (V
gimnaziju).

Diplomirala na Medicinskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu 1988. godine. Tijekom
studija obavljala duznost demonstratora na Katedri za histologiju i Katedri za patologiju.
Obavezan pripravnicki lije¢nicki staz odradila u KB “Sveti Duh”, a drzavni ispit polozila
1989. godine.

Od 1989.-1990. pohadala i zavrSila poslijediplomski studij ,,Ultrazvuk u klinickoj
medicini, gastroenterologiji i hepatologiji“ na Medicinskom fakultetu SveuciliSta u
Zagrebu.

Od 1994.-1995. pohadala i zavrSila poslijediplomski studij ,,Nuklearna medicina“ na
Medicinskom fakultetu u Zagrebu.

Magistrirala 1996. godine s temom ,,Promjene u ehografskoj strukturi i funkcionalnom
statusu Stitnjace kod poviSenog i smanjenog unosa joda u ljudski organizam“ na
Medicinskom fakuletetu u Zagrebu.

Od 1992. zaposlena u Klinickom zavodu za nuklearnu medicinu Klinickog bolni¢kog
centra Zagreb, prvo u svojstvu znanstvenog novaka.

Od 1994.-1997. specijalizirala nuklearnu medicinu u Klinickom zavodu za nuklearnu
medicinu Klinickog bolnickog centra Zagreb, a specijalisticki ispit polozila 1997. godine,
te od tada radi u navedenom Zavodu.

Do sada objavila vise znanstvenih publikacija od kojih se 4 citiraju u Current Contentsu.
Clan je Hrvatskog lije¢ni¢kog drustva, Hrvatskog drustva za nuklearnu medicinu,
Hrvatskog drustva za Stitnjacu, Hrvatskog drustva za primjenu ultrazvuka u medicini 1
biologiji, Hrvatskog katolickog lijecnickog drustva, Europskog druStva za medicinsku
onkologiju (ESMO), te Europskog drustva za ultrazvuk u medicini 1 biologiji
(EFSUMB).

Aktivno se sluzi engleskim jezikom.

Majka je dvoje djece.
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