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Popis oznaka i kratica

TSH = tireoid-stimuliraju¢i hormon

MACIS = Metastasis, Age, Completeness, Invasion, Size; jedan od klasifikacijskih sustava za

diferencirani karcinom Stitnjace

MMP = metaloproteinaze matriksa

MMP-1 = metaloproteinaza matriksa 1

MMP-2 = metaloproteinaza matriksa 2

MMP-9 = metaloproteinaza matriksa 9

ECM = izvanstani¢ni matriks

TIMP = tkivni inhibitor metaloproteinaza matriksa
TIMP-1 = tkivni inhibitor metaloproteinaza matriksa 1
TIMP-2 = tkivni inhibitor metaloproteinaza matriksa 2
KBC = Klinic¢ki bolnic¢ki centar

UZV = ultrazvuk

TNM = Tumor, Node, Metastasis; klasifikacijski sustav stadija karcinoma

UICC/AJCC = Union Internationale Contre le Cancer/American Joint Committee on

Cancer; medunarodna udruzenja za borbu protiv raka
HE = hemalaun-eozin

SZO = Svjetska zdrastvena organizacija

DAB = 3,3-diaminobenzidin tetraklorid

Intra = multicentricnost unutar $titnjace

Kontra = multicentri¢nost u suprotnom reznju Stitnjace



1. Uvod i svrha rada
1.1 Anatomija i fiziologija Stitnjace

Stitnja¢a je neparni endokrini organ smjesten u srednjem dijelu vrata iznad juguluma. Kod
odraslog ¢ovjeka ima oblik leptira, krila predstavljaju lijevi 1 desni rezanj, dok tijelo leptira

predstavlja istmus Stitnjace koji medusobno spaja reznjeve.

Svaki je rezanj dug izmedu 2 1 2,5 cm, visok izmedu 5 i 6 cm te Sirok oko 2 cm. Piramidni
lobus je, kao ostatak tireoglosalnog duktusa, naden u 40% osoba te se proteze od istmusa
prema proksimalno preko tireoidne hrskavice. Stitnjaga je vezivnim tkivom spojena na prednji
zid traheje, dok reznjevi okruzuju prednji i postrani¢ni dio grkljana prema gore, a prema
dolje se protezu do 5. ili 6. trahealnog prstena. Istmus se nalazi ispod krikoidne hrskavice.
Uobicajeno Stitnjaca tezi izmedu 15 i 20 g, iako postoje individualne varijacije, ovisno o
spolu, dobi osobe, tezini, hormonskom statusu i unosu joda (1). Glavna krvna opskrba dolazi
od donje tireoidne arterije (grana tireocervikalnog trunkusa) i gornje tireoidne arterije (grana
vanjske Kkarotidne arterije). U venskoj drenazi sudjeluju gornja, srednja i donja tireoidna
vena. Glavna funkcijska jedinica svake Stitnjace je folikul, blago ovalna struktura okruzena

jednim redom epitelnih stanica (tireociti) koje leZe na bazalnoj membrani (slika 1.).

Slika 1. Folikuli zdrave $titnjace (HE, x2,5).



Tireociti mogu biti ravni, kuboidni i cilindri¢ni. Folikuli su prosjecne veli¢ine oko 200 pm,
iako njihova veli¢ina moze varirati (1). Lumen folikula sadrzi koloid koji je primarno graden

od proteina (slika 2.).

Slika 2. Folikuli ispunjeni koloidom (HE, x20).

Tireoglobulin je glavni protein Stitnjace, ¢ini 70% do 80% ukupnih proteina Stitnjace.
Postupak organifikacije joda i sinteza hormona Stitnjace u cijelosti se odvija na tireoglobulinu.
Glavna funkcija stitnjace je proizvodnja hormona, tiroksina (T4) i trijodotironina (T3). Nakon
jodinacije tireozilskih ostataka i spajanja jod tireozina u jod tironin tireoglobulin se pohranjuje
u koloid. Proces izlu¢ivanja hormona zapocinje povratkom tireoglobulina u stanice folikula.
Degradacija tireoglobulina na manje podjedinice prethodi oslobadanju hormona Sstitnjace (2).
Hormoni §titnjace imaju klju¢nu ulogu u diferencijaciji, rastu i metabolizmu. Oni su potrebni
za normalno funkcioniranje skoro svih tkiva u tijelu ovjeka. Kriti¢ni su za normalan razvoj i
rast kostiju, smanjuju vaskularnu rezistenciju, povecavaju volumen krvi te djeluju ionotropno
1 kronotropno na funkciju srca. Takoder imaju bitnu ulogu u razvoju i funkciji smedeg i
bijelog masnog tkiva. U jetri stimuliraju enzime koji reguliraju liopogenezu i lipooksigenaciju
te oksidativne procese. Jedna od glavnih uloga hormona Stitnjate je razvoj mozga i
neuroloSkog sustava in utero. Hormoni §titnjace reguliraju metabolizam i poveéavaju sintezu

proteina u cijelom tijelu (3). Otpustanje hormona $titnjace regulirano je tireoid-stimuliraju¢im



hormonom (TSH) koji otpusta hipofiza, a koji je pak reguliran otpuStanjem tirotropin-
otpustajueg hormona (TRH) iz hipotalamusa (4). Druga populacija stanica Stitnjace Su
neuroendokrine stanice poznate kao C-stanice ili parafolikularne stanice. C-stanice se nalaze u
srednjoj 1 gornjoj tre¢ini reznjeva. C-stanice luce kalcitonin koji sudjeluje u regulaciji kalcija.
Tre¢a populacija stanica StitnjaCe organizirana je u solidna gnijezda koja se smatraju

ostatcima ultimobranhijalnog tijela (1).

1.2. Limfni ¢vorovi vrata i regije

Procjenjuje se da se u podrucju vrata nalazi oko 300 limfnih ¢vorova. Limfni ¢vorovi vrata
danas su podijeljeni u 6 jasno odvojenih regija. Regije 1., Il. i V. podijeljene su dodatno u
podregije a i b (slika 3.). Regije I1.-V. nazivaju se Cesto lateralne regije vrata, dok se regija VI.
zove joS i centralna regija vrata. Takva podjela regija vrata klinicaru omogucava laku
procjenu statusa limfnih ¢vorova te jasno svrstavanje bolesnika u odredene statuse TNM (5,
6).

Slika 3. Slikovni prikaz omedenja regija i podregija vrata (Adaptirano iz Harish K.

Neck dissections: radical to conservative. World J Surg Oncol. 2005;3:21).



1.3. Tumori Stitnjace

Tradicionalno se tumori Stitnjace dijele u adenome i karcinome, dok se karcinomi $titnjace
dijele u cetiri glavne skupine: papilarni karcinom, folikularni karcinom, medularni karcinom 1
nediferencirani (anaplasti¢ni) karcinom. Posebnu skupinu ¢ine mikropapilarni karcinomi Kkoji

su definirani kao papilarni karcinomi manji od 1 cm (slika 4.) (7).

Slika 4. Mikropapilarni karcinom (HE, x2,5).

Folikularni adenom najces¢i je dobrocudni tumor §titnjace. To je dobro ucahureni ¢vor graden
od dobro diferenciranih stanica (7). Histoloski se tumori $titnja¢e mogu podijeliti u 3 skupine.
U prvu skupinu spadaju tumori koji vuku podrijetlo iz stanica folikula, u drugu tumori koji
koji vuku podrijetlo iz C-stanica te u trecu tumori koji se razvijaju iz folikularnih ali i C-
stanica. Naj¢es$¢i su tumori prve skupine i ¢ine 95% svih tumora (8). U Hrvatskoj se na

godinu otkrije oko 500 novonastalih karcinoma Stitnjace (9).

1.4. Papilarni karcinom Stitnjace

Papilarni karcinom najces¢i je tip karcinoma Stitnjace te se njegova dijagnoza postavlja u ¢ak

80%-85% svih novootkrivenih malignih neoplazija Stitnjace. Vecina tumora se dijagnosticira



kod bolesnika u dobi od 30 do 50 godina. Znatno je ¢es¢i u Zena, s omjerom od 2,5 do 3
prema 1. Incidencija je oko 8,7/100.000 u SAD-u u razdoblju od 1973. do 2002. godine (10).
U posljednjih dvadesetak godina biljezi se znatan porast incidencije papilarnog karcinoma
svugdje u svijetu (11). Ovi su tumori Cesto bioloski relativno indolentni i imaju odli¢nu
prognozu (prezivljenje od 95% kroz 25 godina), ali su obiljezeni iznimno visokim brojem
manifestnih i okultnih metastaza. Naime, metastaze u limfne ¢vorove vrata pojavljuju se ¢ak u
30% do 80% oboljelih od papilarnog karcinoma $titnjace (12-15). LoSi prognosticki ¢imbenici
kod papilarnog karcinoma Stitnjace su starija dob (>45 god.), muski spol, veli¢ina tumora (>4
cm), ckstratircoidno Sirenje te lokoregionalne i udaljene metastaze (16-20). Dodatna
posebnost papilarnog karcinoma ocituje se u pojavi visestrukih sinkronih ZariSta tumora

unutar parenhima Stitnjace, bilo u ipsilateralnom ili kontralateralnom reznju, s ucestaloS¢u od

18% do 87% (21, 22).

1.4.1. Patohistologija papilarnog karcinoma Stitnjace

U klinickoj praksi najéesce se rabi podjela papilarnog karcinoma prema patohistoloskoj slici,
sukladno preporuci Svjetske zdravstvene organizacije (SZO). Papilarni karcinom Stitnjace
dijeli se na klasicni tip i1 nekoliko podvrsta (folikularni, difuzno sklerozirajuc¢i, solidni,
visokostani¢ni (engl. tall cell), onkocitni, Warthinu sli¢an, svijetlostani¢ni i varijanta
cilindri¢nih stanica) (7, 8, 23). Visokostani¢ni tip papilarnog karcinoma ima loSiju prognozu
od ostalih (24).

1.4.2. Klasi¢na varijanta

Makroskopski vecina tumora je solidna, bjelkasta, Cvrsta 1 jasno invazivna. Manje od 10%
tumora je okruzeno potpunom cahurom. Mikroskopski tipi€ni papilarni karcinom sadrzi
brojne prave resice. Resice su obi¢no kompleksne i nasumice orijentirane sa srediSnjom
fibrovaskularnom stromom i oblozene jednorednim ili stratificiranim cilindri¢nim stanicama
(slika 5.). Resice su udruzene sa stvaranjem folikula, a omjer izmedu tih dviju komponenata
razli¢it je od karcinoma do karcinoma. Papilarni karcinom ima karakteristi¢ne oblike jezgre:
1. poput mutnog stakla (engl. ground glass), 2. jezgrine pseudoinkluzije, 3. jezgrino
brazdanje, 4. jezgrini mikrofilamenti. Polovica tumora imaju proSirenu fibrozu u obliku
tracaka koji idu poprecno kroz tumor. Psamomska tjeleSca vide se u oko polovice slucajeva.

Smatra se da stanjenje bazalne mebrane te posljedi¢na tromboza, kalcifikacija i tumorska
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nekroza dovode do stvaranja psamomskih tjeleSaca. Mogu biti smjeStena u papilarnoj
posteljici, fibroznoj stromi ili izmedu tumorskih stanica. Njihova prisutnost jako upucuje na
dijagnozu papilarnog karcinoma, jer je pojavnost u drugim tumorima rijetka. Limfocitna
infiltracija u stromi vidi se u oko cetvrtine slucajeva te nije sasvim jasno je li to reakcija na

tumor ili odraz postojeceg tireoiditisa (7).

v]

otk

Slika 5. Klasi¢na varijanta papilarnog karcinoma (HE, x40).

1.4.3. Folikularni podtip

Graden je od malih do srednje velikih, nepravilno oblikovanih folikula. Za ovaj je podtip
specifi¢an potpun manjak dobro oblikovanih papila i dominantan folikularni nacin rasta, dok
su prisutne karakteristicne nuklearne znacajke za papilarni karcinom. U folikulima se vidi
varijabilna koli¢ina koloida. Vecina stanica ima velike Ciste jezgre s pseudoinkluzijama.
Stromalna skleroza i psamomska tjeleSca rijetko se vide. Jedna tre¢ina ovih tumora su

ucahureni. Bioloski se ponasa kao klasi¢na varijanta papilarnog karcinoma (slika 6.) (7).



Slika 6. Folikularni podtip papilarnog karcinoma okruzen normalnim tkivom S$titnjace
(HE, x2,5).

1.4.4. Difuzno sklerozirajuci podtip

Difuzno skleroziraju¢i podtip je rijedak i ¢ini 0,8% svih papilarnih karcinoma. Najcesce se
javlja u mladih zena. Vecina bolesnika u trenutku postavljanja dijagnoze ima metastaze u
limfnim ¢évorovima i u plu¢ima. Obi¢no difuzno zahvaca jedan ili oba reznja, bez stvaranja
dominantne tumorske mase. U obrisanim limfovaskularnim prostorima kod veéine se tumora
vide male papilarne strukture. Obiljezeni su jakom plocastom metaplazijom, brojnim
psamomskim tjeleScima, gustom limfatiCkom infiltracijom i stromalnom fibrozom.
Uobicajeno je ekstratireoidno Sirenje. lako starije studije navode loSiju prognozu ovoga
podtipa papilarnog karcinoma, novije studije ukazuju na sli¢cnu prognozu kao i kod klasi¢ne

varijante papilarnog karcinoma (slika 7.) (25).



Slika 7. Difuzno sklerozirajuéi podtip (HE, x10).

1.4.5. Solidni podtip

Prevladavaju solidne nakupine tumorskih stanica s tipicnim nuklearnim obiljeZjima za
papilarni karcinom. Vaskularna invazija i ekstratireoidno Sirenje prisutni su u 1/3 slucajeva.
Znatno su ¢esc¢i kod djece koja u anamnezi imaju izloZenost radioaktivnom zracenju te je kod
djece opisana neSto veca ucestalost recidiva. Ovaj podtip ima neSto loSiju prognozu od
klasi¢ne varijante te neSto cCeS¢e udaljene metastaze, ali je prognoza bolja od slabo

diferenciranog karcinoma $titnjace (slike 8.19.) (26).

Sika 8. Solidni tip papilarnog karcinoma (HE, x2,5).



Sika 9. Solidni tip papilarnog karcinoma (HE, x10).

1.4.6. Visokostani¢ni podtip

Opisan je kao papilarni karcinom koji ima barem 30% visokih stanica. Ako se histoloskom
analizom nade manji broj visokih stanica takvi tumori se ne bi trebali svrstavati u ovaj podtip,
ali se u sluzbenom nalazu njihova prisutnost treba spomenuti zbog moguceg agresivnijeg
ponasanja samog tumora. Dominantno je graden od stanica koje su trostruko vece visine od
sirine. Cesto se otezano dijagnosticira zbog razli¢itih visina neoplasti¢nih stanica, a utjecaj na
to ima i nacin rezanja tkiva. Nekroza, vaskularna invazija i ekstratireoidno Sirenje su ucestali
kod ovih tumora. Takoder, za vrijeme postavljanja dijagnoze su Cesto prisutne metastaze u
limfne ¢vorove te udaljene metastaze. Spada u najeS¢u agresivnu varijantu papilarnog
karcinoma te ¢ini 1,3%-13% svih papilarnih karcinoma. Smatra se da je 10-godisnje razdoblje
bez bolesti za 10% losije od klasi¢ne varijante papilarnog karcinoma. Opcenito, ovi tumori

imaju losiju prognozu i veéu smrtnost od klasi¢ne varijante (slika 10.) (27).



Slika 10. Visokostani¢ni podtip (HE, x20).
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1.4.7. Onkocitni podtip

Ovaj podtip ¢ini 1%-10% svi papilarnih karcinoma. Makroskopski imaju karakteristicnu
smedu boju, dok mikroskopski mogu imati folikularnu i papilarnu gradu. Obiljezeni su
kompleksnom razgranatoS¢éu papila u kojima onkocitne stanice pokrivaju tanku
fibrovaskularnu stromu. Da bi se postavila dijagnoza onkocitnog podtipa papilarnog
karcinoma histoloski u tumoru moraju biti prisutne velike nagurane stanice s jezgrom poput
mutnog stakla. Znacajno je &eséi u zena (80%). Cesto se povezuje s autoimunim tireoiditisom.
Njegova klinicka svojstva su prema literaturi proturjec¢na; dio literature smatra da je biologija
ovoga podtipa ista kao 1 kod klasi¢ne varijante, dok dio literature smatra da je ovaj podtip

agresivniji od klasi¢ne varijante (slika 11.) (28).

Slika 11. Onkaocitni podtip (HE, x20).
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1.4.8. Svijetlostani¢ni podtip

Prema definiciji ovaj podtip ima predominatno svijetle citoplazme te nuklearne znacajke
klasi¢nog papilarnog karcinoma. Najcesce prevladava papilarna grada, ali moze se vidjeti i
folikularna grada. Vjeruje se da je razlog izgledu svijetlih stanica mitohondrijska ekspanzija
ili nakupljanje glikogena odnosno mucina. Spada u rijetke varijante te €ini 1,7% svih
papilarnih karcinoma. Bitno je imunohistokemijsko bojenje na tireoglobulin i TTF-1 kako bi
se ovi tumori razlikovali od metastaze bubreznog karcinoma, paratireoidnog tumora,
svijetlostani¢nog medularnog karcinoma te drugih svijetlostani¢nih tumora. Prognoza ovoga

podtipa sli¢na je kao kod klasi¢ne varijante (slika 12.) (29).

Slika 12. Svijetlostani¢ni podtip (HE, x20).

12



1.4.9. Varijanta cilindri¢nih stanica

Ova varjjanta ¢ini oko 0,2% svih papilarnih karcinoma. Tumor je graden od cilindri¢nih
stanica koje su pseudostratificirane i mogu u sebi imati supranuklearne ili subnuklearne
citoplazmatske vakuole slicne onima u ranoj sekretornoj fazi endometrija. Videne su
varijabilne proporcije papilarne, folikularne, trabekularne i solidne grade. Cesée se javljaju u
starijoj populaciji. Ovi tumori pokazuju agresivniji klinicki tijek od klasi¢ne varijante

papilarnog karcinoma (slika 13.) (30).

Slika 13. Varijanta cilindri¢nih stanica (HE, x40).

(Preuzeto od http://www.pathologyoutlines.com/)

1.4.10. Warthinu sli¢an podtip

Histoloska slika slici Warthinovu tumoru zlijezda slinovnica. Tumor ima papilarnu gradu,
tipicne jezgre te limfocitnu infiltraciju strome resica. Ovaj podtip je uglavnom naden u
zenskoj populaciji. Prosje¢na dob bolesnika kreée se od 39 do 64 godine. Cesto je povezan s
autoimunim tireoiditisom. Pojedini tumori mogu biti agresivni, ali dijagnoza ovoga podtipa
uglavnom ne utjece bitnije na prognozu u odnosu na klasi¢nu varijantu papilarnog karcinoma

(slika 14.) (31).
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Slika 14. Warthinu sli¢an podtip (HE, x10).

1.5. Klasifikacija papilarnog karcinoma Stitnjace

Najces¢i se kao klasifikacijski sustav rabi sustav AJCC/UICC TNM. Sustav je jednostavan i
sli¢an sustavima TNM drugih malignih bolesti (tablica 1.). Zbog potrebe boljeg predvidanja
tijeka i prognoze bolesti u klinickoj praksi su se pojavili klasifikacijski sustavi kod kojih se na
temelju odredenih parametara (dob, spol, veli¢ina primarnog tumora, ekstratireoidno Sirenje)
bolesnici svrstavaju u skupine prema rizi¢nosti. Danas je u literaturi opisano 17 takvih
klasifikacijskih sustava (npr. EORTC, AMES, GAMES, MACIS, OSU, NOGUCHI,
NTCTCS ...) (tablica 2.) (32). Iako su navedeni sustavi klasificiranja znacajno predvidjeli
tumor-specificno prezivljenje, ipak sustavi AJCC/UICC TNM i1 MACIS pruZaju najbolju
moguénost predvidanja ishoda lijecenja u bolesnika s papilarnim karcinomom Stitnjace (24,
33, 34). Klasifikacijski sustavi navedeni u tablici 2. dijele bolesnike s karcinomom S§titnjace

po stupnju rizika od niskog do visokog stupnja rizi¢nosti za smrtni ishod i recidiviranje.
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Tablica 1. TNM klasifikacijski sustav za diferencirani karcinom Stitnjace

Primarni tumor

Primarni tumor <2 cm

Primarni tumor <lcm, ograni¢en na Stitnjacu

1 cm < primarni tumor <2 cm, ogranicen na §titnjacu
2 cm < primarni tumor <4 cm

Primarni tumor >4 cm, ograniCen na S§titnjau ili s minimalnom
ekstratireoidnom ekstenzijom

Tumor bilo koje veli¢ine, sa Sirenjem izvan kapsule Stitnjace, invazijom

supkutanih mekih tkiva, larinksa, traheje, jednjaka ili povratnog Zivca
Tumor se Siri na prevertebralnu fasciju, karotidnu arteriju ili medijastinalne
krvne zile

Regionalni limfni ¢vorovi
Bez procjene limfnih ¢vorova
Bez metastatskih ¢vorova
Metastaze u regiju VI.

Metastaze u unilateralne, bilateralne, kontralateralne limfne C¢vorove vrata
(regija 11.-V.), retrofaringealne ili limfne Cvorove gornjeg medijastinuma
(regija VI11.)

Udaljene metastaze
Bez procjene udaljenih metastaza
Bez udaljenih metastaza

Udaljene metastaze
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Tablica 2. Neki od klasifikacijskih sustava za karcinome Stitnjace

Dob (>40 god. muskarci, >50 o )
; Diferencirani karcinom
god. Zene), udaljene - S
- Stitnjace (niski 1 visoki
metastaze, ekstratireoidna o i
) . . stupanj rizi¢nosti)
invazija, veli¢ina tumora
Dob (>40god.), veli¢ina
tumora, kompletnost Papilarni karcinom Stitnjace
operacije, ekstratireoidna (4 skupine rizi¢nosti)
invazija, udaljene metastaze
Dob (>45 g.), veli¢ina tumora o )
i ) Diferencirani karcinom
(4 cm), histoloski gradus, - - .
- ) » Stitnjace (niski, srednji i
ekstratireoidna invazija, o o i
. visoki stupanj rizi¢nosti)
udaljene metastaze

1.6. Vratne metastaze i obrazac metastaziranja papilarnog karcinoma

Metastaze u limfne ¢vorove vrata pojavljuju se u ¢ak 30% do 80% oboljelih od papilarnog
karcinoma S$titnjace (35-37). Klinicko-patoloska istrazivanja otkrila su da diseminacija
tumorskih stanica $titnjace kroz limfati¢ki sustav uglavnom dovodi do pravilnog rasporeda
Sirenja u limfne ¢vorove vrata. Prvo su zahvadene centralna regija vrata (pre-i paratrahealni
¢vorovi) te ¢vorovi u gornjem medijastinumu, potom ¢vorovi lateralne regije vrata (regije II.-
V.) na strani tumora, a naposljetku ¢vorovi suprotne lateralne regije vrata i medijastinalni
limfni ¢vorovi (35, 38-40).

U lateralnoj regiji vrata metastaze se najéeSce javljaju u ¢vorovima regija II., III. i IV.
"Preskocene" (engl. skip) metastaze (odsutnost metastaza u centralnoj regiji vrata) javljaju se
u 2% do 38% bolesnika (41-43). Inicijalna prisutnost metastaza u limfnim ¢vorovima ne
utjeCe znacajno na prognozu i prezivljenje bolesnika, osobito mladih od 45 god. lako
metastaze u limfnim ¢vorovima kod bolesnika niskog rizika ne utjecu zna¢ajno na sveukupno
prezivljenje, postoje istrazivanja koja ukazuju na mogucnost da bolesnici visokog rizika imaju
losije sveukupno prezivljenje, tako da se disekcijom vratnih limfnih ¢vorova moze postici

bolja lokoregionalna kontrola i duze razdoblje bez recidiva (35-37, 44).
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1.7. Lijeenje papilarnog karcinoma Stitnjace

Ako ultrazvuk 1 citopunkcija ukazuju na papilarni karcinom Stitnjace potrebno je uciniti
ultrazvucni pregled cijelog vrata radi iskljuCivanja potencijalnih metastaza. U slucaju
pronalaska suspektnih ¢vorova svakako se preporucuje njihova citopunkcija (45). Primarno
lijecenje papilarnog karcinoma $titnjace je kirurSko lijecenje nakon kojega slijedi radiojodna
terapija i TSH supresijska hormonska terapija. Uglavnom se preporucuje uciniti totalnu
tireoidektomiju, ali se u odredenim slucajevima (tumor <4 cm, odsutnost metastaza, bez
ekstratireoidnog Sirenja i bez vaskularne invazije) moze uciniti i lobektomija Stitnjace.
Pogotovo se to odnosi na mikropapilarni karcinom (24, 33). Veéina autora smatra da je
elektivna (profilakticna) disekcija centralne regije vrata (regija VI.) potrebna tek kod vecih

tumora (T3, T4), dok se elektivna disekcija lateralnih regija vrata ne preporucuje (46, 47).

U slu¢aju metastaza na vratu u regiji VI. radi se disekcija doti¢ne regije. U slucaju pojave
metastaza na lateralnoj strani vrata vec¢ina autora smatra da je selektivna disekcija vrata regija
[1.-V. dovoljna za uspjesno kirursko lijeCenje ove bolesti. U prisutnosti skip metastaza

preporucuje se selektivna disekcija lateralnih regija vrata i regije VI. (48-51).

1.8. Imunohistokemijska analiza tkiva Stitnjace

U posljednjih desetak godina intenzivno se istrazuju bioloski biljezi koji bi omogudili visi
stupanj objektivnosti u diskriminaciji dobro¢udnih od zlofudnih tumora Stitnjace.
Prevladavaju istraZivanja koja bioloske biljege identificiraju 1 kvantificiraju primjenom
imunohistokemijskih analiza tkiva. NajceS¢e se rabe sljede¢i bioloSki biljezi: citokeratin
(CK), tireoglobulin (TGB), tireoid transkripcijski faktor-1 (TTF-1), PAXS8, S-100,
epidermalni faktor rasta (EGFR), tireoidna peroksidaza (TPO), BRAF mutacija-specifi¢no
protutijelo, galektin-3 (GAL- 3) i citokeratin 19 (CK19) (7, 52).

1.9. Metaloproteinaze matriksa i inhibitori njihove aktivnosti

Metaloproteinaze matriksa (MMP) su enzimi endopeptidaze ovisne o cinku. Njihova je
primarna uloga preoblikovanje tkiva proteolitickom razgradnjom svih komponenata
izvanstani¢nog matriksa (ECM). Supstrat koji MMP-e razgraduju su prvenstveno netopljivi

proteini ECM-a kao §to su kolageni, glikoproteini (laminin, fibronektin, vitronektin, tenascin,

17



elastin) te proteoglikani (53). Njihovu aktivnost inhibira niz proteina u fizioloskim, ali i u

patoloskim stanjima.

MMP-e se takoder nazivaju 1 matriksini te pripadaju velikoj obitelji proteaza poznatoj kao

“superobitelj metzinkina” (slika 15.) (54-56).

Endopeptidases
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Nature Reviews | Drug Discovery

Slika 15. Obitelj endopeptidaza (preuzeto od: Roosmarijn EV, Claude L. Is there new
hope for therapeutic matrix metalloproteinase inhibition? Nature Reviews Drug
Discovery 2014;13:904-27).

Poznato je najmanje 28 razli¢itth MMP-a od ¢ega 24 kod ljudi (ukljucujuéi dvije identi¢ne
forme MMP-23 koje su kodirane od dva razli¢ita gena). Ovisno o njihovoj strukturi i
supstratu koji razgraduju MMP-¢ klasificiramo u razli¢ite podskupine: kolagenaze (MMP-1,
MMP-8, i MMP-13), gelatinaze (MMP-2 i MMP-9), stromelizini (MMP-3, MMP-10,

18


http://www.nature.com/nrd/journal/v13/n12/fig_tab/nrd4390_F1.html#auth-1
http://www.nature.com/nrd/journal/v13/n12/fig_tab/nrd4390_F1.html#auth-2

MMP-12, i MMP-7), membranski tip MMP-a (MT-MMPs) i druge MMP-¢e (slika 16.) (57).
Neke MMP-e su kodirane na jednom kromosomu (MMP-1, -3, -7, -8, -10, -12, -13, -20 i -27),
dok su ostale kodirane na razli¢itim kromosomima. Ukupno je poznato 10 razlicitih

kromosoma za 24 MMP-a gena (58).

Collagenases Gelatinases Stromelysins Membrane-type MMPs
MMP1 MMP2 MMP3 MMP14
MMPE MMPS MMP1O MMP15
MMPL3 MMP11 MMP1E

MMP17
Matrilysin Enamelysin Other MMP24
MMP7 MMP19 MMP25
MMP2& MMP2 1
MMPZ 3A
Metalloelastase MMP23E
MMP27
MMP28
Inhibitors Potential Inducers of Transcription
TIMP1 B5G
TIMPZ
TIMP3 THE
TIMP4

Slika 16. Klasifikacija metaloproteinaza matriksa (preuzeto od: Kdahlquist, Martijn
van lersel - WikiPathways, CC BY 3.0.).
Izvor: https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=5019072.

MMP-e su primarno izvanstani¢ni proteini, iako posljednje studije ukazuju 1 na

unutarstani¢nu aktivnost pojedinih tipova MMP-a (59-61).

MMP-¢ otpustaju stanice raznih vezivnih tkiva, proupalne stanice, fibroblasti, osteoblasti,
endotelijske stanice, makrofazi, neutrofili i limfociti. MMP-e se otpustaju u inaktivnom
obliku (pro-MMP) da bi potom bile aktivirane razli¢itim kemijskim agensima, faktorima
rasta, hormonima, citokinima i fizickim stresom. U normalnim fizioloskim stanjima
proteoliticka aktivnost MMP-a je kontrolirana pro-MMP-om, transkripcijom, tkivnim
inhibitorima i alfa-makroglobulinom (62). U patoloSkim stanjima ta je ravnoteza naruSena u

smjeru pojacane aktivnosti MMP-a, §to dovodi do degradacije tkiva (63, 64).
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MMP-e sudjeluju u mnogim fizioloSkim procesima poput razvoja zametka, implantacije
blastociste, morfogeneze, razvoja perifernog ziv€anog sustava, ovulacije, ciklusa folikula

dlake, remodeliranja kostiju, cijeljenja rana, angiogeneze i apoptoze (65).

U patoloskim stanjima MMP-e mogu sudjelovati u procesima destrukcije tkiva, fibrozi i
slabljenju matriksa (artritis, kardiovaskularne bolesti, nefritis, neuroloske bolesti, ulceracije
koze, Zelucani ulkus, fibroza jetre, emfizem) (55). Upravo se destrukcija tkiva smatra
glavnom 1 bitnom patoloskom aktivnos¢u MMP-a u malignim bolestima. PatoloSka aktivnost
MMP-a omogucava invaziju tumorskih stanica u okolno zdravo tkivo i metastaziranje u
udaljena sijela. Uz navedeno, smatra se da MMP-e sudjeluju u regulaciji i provedbi bitnih
stani¢nih procesa povezanih s malignom transformacijom stanica i odrzavanjem tumorskog
fenotipa poput proliferacije, migracije, dediferencijacije i apoptoze. Kod velikog je broja
tumora otkrivena povisena ekspresija MMP-a te dokazana korelacija s agresivnosti, stadijem i

prognozom primarnog tumora (66-68).

Kao glavni endogeni inhibitori MMP-a u literaturi se spominju alfa-makroglibulin i tkivni

inhibitori metaloproteinaza matriksa (TIMP).

Alfa-makroglibulin se veze s MMP-om u kompleks alfa-makroglibulin/MMP te se tkivo na

taj nain ireverzibilno rjeSsava MMP-a endocitozom (69).

Danas su poznata Cetiri tipa tkivnih inhibitora MMP-a (TIMP 1-4) koji su sposobni inhibirati
aktivnost svih poznatih MMP-a i stoga imaju vaznu ulogu u odrzavanju ravnoteze izmedu

odlaganja i uklanjanja izvanstani¢nog matriksa u razli¢itim fizioloSkim procesima (70-72).

TIMP-1 i TIMP-2 mogu inhibirati rast tumora, invaziju i metastaziranje u eksperimentalnim
modelima, $to je povezano s njihovom inhibicijom MMP-a. Njihova uloga nije samo
inhibicija MMP-a; tako na primjer TIMP-3 promovira apoptozu, TIMP-1 je aktivan u
blokiranju apoptoze, a pojacana ekspresija TIMP-2 brani stanice karcinoma od apoptoze (73-
75). Gomez i sur. su ukazali na sudjelovanje TIMP-a u aktivaciji MMP-a (70). Uloga TIMP-a
u razvoju pojedinih tumora i njihovih obrazaca metastaziranja je proturje¢na. Pojedine su in
vivo studije ukazale na pojacanu ekspresiju TIMP-a (76, 77), dok su druge ukazale na
smanjenu ekspresiju TIMP-a u karcinomima i metastatskim karcinomima (78, 79). Njihovi
mehanizmi djelovanja, funkcija te paradoksalna uloga u tumorskoj progresiji trebaju se tek

razjasniti daljnjim istraZivanjima.
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Dosadasnja istrazivanja naglasavaju osobitu povezanost MMP-1, MMP-2 i MMP-9 s
lokalnom invazivno$c¢u, angiogenezom i metastatskim potencijalom pojedinih malignih

tumora ukljucujuci pluca, glavu i vrat, dojku, prostatu, jajnik, guSteracu i zeludac (80-97).

1.9.1. Metaloproteinaza matriksa 1

Metaloproteinaza matriksa 1 (MMP-1) je enzim poznat jo§ kao intersticijska kolagenaza
ili fibroblast kolagenaza. MMP-1 je prva kolagenaza kod kraljeZnjaka koja je purificirana te
je klonirana njena cDNA (98-101).

Kolagenaza je jedini enzim koji moze pokrenuti degradaciju intersticijskog kolagena tip L., 1.

lako se primarno smatra kolagenazom, MMP-1 pokazuje aktivnost prema razli¢itim

strukturama izvanstani¢nog matriksa (fibronektin, gelatin, laminin, perlekan, vitronektin)
(102).

S obzirom na to da je kolagen najces¢i protein u ljudskom tijelu, kolagenaze imaju klju¢nu

ulogu u remodeliranju koje se javlja u fizioloSkim, ali i u patoloskim stanjima (98).

MMP-1 se dovodi u vezu s mnogim patoloskim procesima kao §to su rast tumora,

metastaziranje, ateroskleroza, septi¢ni Sok (102-105).

MMP-1 je povezana s tumorskom invazijom i metastaziranjem (106-110). Uocena je
negativna korelacija izmedu razine ekspresije MMP-1 i preZivljenja kod bolesnika s razli¢itim
tumorima, npr. kolorektalni karcinom (111), karcinom mokra¢nog mjehura (112), oralni

karcinom (113) te nazofaringealni karcinom (114).

1.9.2 Metaloproteinaze matriksa 2 i 9

Smatra se da medu mnogim MMP-a gelatinaze, osobito MMP-2 (gelatinaza A) i MMP-9
(gelatinaza B), imaju klju¢nu ulogu u degradaciji kolagena tip IV. i gelatina, dvije glavne

komponente ECM-a (115).

Gelatinaze su potrebne u invazivnim procesima za vrijeme reprodukcije, rasta i razvoja,
mobilizacije leukocita, upalnim procesima 1 cijeljenju rane. Gelatinaze razgraduju razlicite

proteine: proteine ECM-a, proteinaze, inhibitore proteinaza, faktore koagulacije,
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kemotakticke molekule, povrSinske stani¢ne receptore, adhezijske molekule (116). Poveéana
aktivnost gelatinaza opisana je u mnogim patoloskim procesima ukljucujué¢i karcinome,
upalna stanja, infektivne bolesti, degenerativne bolesti, vaskularne bolesti i bolesti mozga
(117).

MMP-2 i MMP-9 su enzimi velike sli¢nosti, ali postoje razlike u regulaciji njihove ekspresije,
glikozilaciji, proenzimskoj aktivaciji te selektivnosti prema supstratu (116). Tako na primjer
kod agregacije trombocita imaju suprotne uloge (118). U mnogim malignim tumorima (ovarij,

dojka, prostata, melanom) uocena je povecana ekspresija MMP-2 i MMP-9 (119-121).

MMP-9 i MMP-2 proteoliti¢ki aktiviraju TGF-p te na taj na¢in promoviraju invaziju tumora i
angiogenezu (122). U mnogim eksperimentalnim i klini¢kim studijama uocena je znacajna
povezanost izmedu agresivnosti tumora i povisenih vrijednosti MMP-2 i MMP-9 (123-128).
Kljuéni proces metastaziranja je degradacija bazalne membrane i komponenata ECM-a, a
gelatinaze su enzimi koji imaju kljuénu ulogu u tom procesu (123, 124). Proizvodnja MMP-9
u tumorskim makrofazima pokazala se kljunom u angiogenezi i progresivhom rastu
humanog tumora ovarija u miseva (129). Nekoliko studija povezalo je povisene vrijednosti

MMP-9, MMP-2 i TIMP-1 s invazivno$¢u tumora te losijim prezivljenjem (128, 130, 131).

1.9.3. MMP-e i TIMP-a u papilarnom karcinomu §titnjace

Maeta je ispitao ekspresiju MMP-2, MMP-9 te TIMP-1 i TIMP-2 kod bolesnika s papilarnim
karcinomom §titnjace od kojih su samo neki imali metastaze u vrijeme postavljanja dijagnoze
bolesti. Zakljucio je da je poviSena ekspresija MMP-a i TIPM-a povezana s veli¢inom tumora,
prisutnoS¢u metastaza i uznapredovalim stadijem bolesti (132). Tian je analizirao ekspresiju
MMP- 2 kod bolesnika koji se inicijalno nisu prezentirali s metastazama i utvrdili da je pojava
kasnijih metastaza u tijeku lijeCenja ¢eS¢a u bolesnika s viSom ekspresijom tog biljega (133).
U nekoliko studija pojacana ekspresija MMP-1 povezana je s lokalnom agresivnoscu
papilarnog karcinoma Stitnja¢e (134, 135). Baldini je zaklju¢io da MMP-1 i MMP-2
sinergisticki odrZavaju maligni fenotip stanica tumora Stitnjate (136). Patel nije povezao
ekspresiju MMP-1 s invazivno$¢u, metastaziranjem i recidiviranjem u bolesnika s papilarnim
karcinomom S§titnjace (137). Smanjena ekspresija TIMP-a zabiljezena je kod rekurentnog
papilarnog karcinoma u odnosu na nerekurentni (137), dok je u dva istrazivanja povisena
ekspresija TIMP-1 i TIMP-2 povezana s veli¢inom tumora i stadijem papilarnog karcinoma

Stitnjace (132, 138). S obzirom na to da su MMP-e i TIMP-e u znanstvenom fokusu tek
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posljednjih nekoliko godina, malobrojne su studije koje su pokusale povezati ekspresiju
MMP-a s metastatskim potencijalom papilarnog karcinomima Stitnjace te su iskljucivo
usredotocene na pojacanu ekspresiju MMP-a u karcinomima koji nisu metastatski (137, 139-

142) ili u karcinomima kod kojih su naknadno otkrivene metastaze (134).

S obzirom na visoku ucestalost lokoregionalnih metastaza i razliCite naCine metastaziranja
papilarnog karcinoma (okultne, centralne, lateralne i skip metastaze) namece se potreba za
istrazivanjem utjecaja MMP-a i TIMP-a na razvoj i obrazac Sirenja metastaza papilarnog

karcinoma Stitnjace.

1.10 Svrha rada

Kako je navedeno, algoritmi postupanja s bolesnicima s tumorom Stitnjace nisu jednoznacni

te je prepoznata potreba njihova unapredenja, poglavito uklju¢ivanjem molekularnih biljega.

Znanstvenici u posljednjem desetlje¢u pokusavaju s velikom pozornoscu analizirati ekspresije
metaloproteinaza matriksa i njihovih inhibitora u tumorima te pokusavaju objasniti njihovu
ulogu u razvoju i progresiji malignih bolesti. Pogotovo se u tom smislu spominju MMP-1,
MMP-2 i MMP-9. Stoga je i naSe istrazivanje usmjereno ka analizi ekspresijskih razlika
prominentnih pripadnika obitelji MMP-a i njihovih inhibitora te testiranju potencijalne
primjene analize njihove ekspresije kao dijagnosticko-prognosticke metode predvidanja
pojave 1 lokacije metastaza papilarnog karcinoma Stitnjace. Testiranjem u ovo istraZivanje
ukljucenih potencijalnih biomarkera pokusat ¢e se objasniti obrasce metastaziranja i povezati
ekspresiju MMP-a s obrascem metastaziranja, $to bi moglo unaprijediti planiranje opsega
operativnog zahvata, smanjiti perioperacijski pobol te poboljsati poslijeoperacijsko pracenje

bolesnika s metastatskim papilarnim karcinomom S§titnjace.
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2.

Hipoteza

Razina ekspresije metaloproteinaza matriksa i tkivnih inhibitora metaloproteinaza matriksa

povezana je s razvojem metastaza i obrascem metastaziranja papilarnog karcinoma Stitnjace.

3.

Ciljevi istraZivanja

Op¢i cilj:

Op¢i cilj je ispitati ekspresijske razine MMP-1, MMP-2 i MMP-9 te TIMP-1 i TIMP-2 u

tkivima metastatskih papilarnih karcinoma Stitnjace te utvrditi postoji li povezanost njihove

ekspresije s pojavom i na¢inom metastaziranja.

Specifi¢ni ciljevi:

1.

Istraziti razinu ekspresije metaloproteinaza matriksa 1 tkivnih inhibitora
metaloproteinaza matriksa metastatskih (ispitivana skupina) i nemetastatskih
(kontrolna skupina) papilarnih karcinoma Stitnjace.

Usporediti razinu ekspresije MMP-a i TIMP-a izmedu metastatskih i nemetastatskih
papilarnih karcinoma Stitnjace.

Utvrditi obrazac metastaziranja po regijama vrata kod bolesnika s metastatskim
papilarnim karcinomom $titnjace (okultne, centralne, lateralne i skip metastaze).
Usporediti razinu ekspresie  MMP-a i TIMP-a u metastatskim papilarnim
karcinomima $titnjace u odnosu na obrazac metastaziranja.

Usporediti klinicke znacajke bolesnika (dob, spol, veli¢ina tumora, stadij bolesti) s

ekspresijom MMP-a i TIMP-a.
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4. Ispitanici i metode

4.1. Ispitanici

Uzorci papilarnog karcinoma Stitnjace 1 metastatskog papilarnog karcinoma Sstitnjace arhivski
su materijal Klinickog zavoda za patologiju, KBC Zagreb, dobiven od bolesnika koji su
operirani na Klinici za bolesti uha, nosa i grla i kirurgiju glave i vrata, KBC Zagreb. Sve
bolesnike operirao je isti operater. Svim bolesnicima je prijeoperacijski u¢injen ultrazvuéni
pregled vrata (UZV) 1 citoloska punkcija te je postavljena sumnja na papilarni karcinom ili
metastatski papilarni karcinom Stitnjace. Ukupno su analizirani uzorci 159 bolesnika. Kod
svih je bolesnika ucinjena totalna tireoidektomija, dok je kod 102 bolesnika ucinjena
selektivna disekcija vrata, bilo da se radilo o centralnoj (regija V1.) ili lateralnoj (regije 11.-V.)
regiji. Ispitanici su podijeljeni u cCetiri skupine. Prva skupina je kontrolna skupina s 57
bolesnika s nemetastaziraju¢im papilarnim karcinomom $titnjac¢e. Druga skupina je ispitivana
skupina s 42 bolesnika koji imaju metastaze u regiju V1. Radi bolje preglednosti ova skupina
bolesnika u tablicama i slikama u nastavku teksta spominje se kao ,,Regija VI*. Tre¢a skupina
je ispitivana skupina s 46 bolesnika s metastazama u regiju V1. i lateralne regije vrata (I1.-V.).
Radi bolje preglednosti ova skupina bolesnika u tablicama i slikama u nastavku teksta
spominje se pod imenom ,,Lateralna“. Takoder se u nastavku teksta u rezultatima i raspravi
spominju bolesnici s lateralnim metastazama, jer se podrazumijeva, osim ako se ne radi o skip
metastazama, da ti bolesnici imaju i metastaze u regiju VI. Cetvrta skupina je ispitivana
skupina s 14 bolesnika koji imaju skip metastaze u lateralnu regiju vrata (11.-V.), definirane
odsutno$¢u metastaza u regiji VI. Radi bolje preglednosti ova skupina bolesnika u tablicama i

slikama u nastavku teksta spominje se pod imenom ,,SKip*.

Od klinic¢kih podataka prikupljeni su podatci o spolu i dobi u trenutku postavljanja dijagnoze,
a od patohistoloskih podataka podtip tumora (klasi¢na varijanta, folikularni podtip, tall cell
podtip, solidni podtip, onkocitni podtip, Warthinu sli¢ni podtip, clear cell podtip, difuzno
sklerozirajuci), multicentri¢nost tumora, veli¢ina tumora (T), zahvacenost limfnih ¢vorova
vrata (N) 1 klinicki stadij bolesti izrazen prema TNM Kklasifikaciji koja se rabila u trenutku
pisanja ove disertacije (143). U tablicama i slikama u dijelu u kojem se analizira
multicentricnost  papilarnog karcinoma unutar S$titnjace pojam ,,intra“ oznacava
multicentricnost tumora unutar Stitnja¢e, dok pojam ,kontra® oznacava multicentricnost

tumora u kontralateralnom reznju u odnosu na rezanj u kojem se nalazi primarni tumor.
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4.2. Obrada uzoraka i priprema tkiva za svjetlosnu mikroskopsku analizu

Operacijom dobiveni uzorci papilarnog karcinoma obradeni su standardnom histoloSkom
metodom koja ukljucuje 24-satnu fiksaciju u 10%-tnom puferiranom formalinu te dehidraciju
u etanolu rastuc¢ih koncentracija (70%, 80%, 96% i 100%). Tkivo je potom bilo provedeno
kroz ksilol, proZeto u tekuéem parafinu na temperaturi od +60 °C , nakon &ega je uklopljeno u
parafinske blokove. Tako uklopljeno tkivo bilo je ohladeno na +4 °C te rezano na kliznom
mikrotomu na rezove debljine 4-5 um. Ovi rezovi nakon deparafiniranja u ksilolu i
dehidracije u padaju¢em nizu koncentracije etanola (100%, 96%, 80% 1 70%) bili su obojani
histokemijskom tehnikom na hemalaun-eozin (HE) za svjetlosno mikroskopsku analizu. Na
hemalaun-eozinskim (HE) preparatima ponovno je procijenjena morfoloska grada tumorskog
tkiva te se potvrdio papilarni karcinom. Prema smjernicama SZO odredila se histoloska
varijanta tumora. Potom se odabrao reprezentativni parafinski blok tumorskog tkiva i okolnog

netumorskog tkiva Stitnjace za rezanje za daljnja imunohistokemijska bojenja.

4.3. Imunohistokemijsko bojanje preparata monoklonskim protutijelima

Parafinski rezovi tumorskog tkiva i okolnog netumorskog tkiva Stitnjace debljine 4-5 pm
deparafinizirani su ksilolom, potom dehidrirani u graduiranom alkoholu (100%, 96%, 70%) te
obojani standardnom imunohistokemijskom metodom u uredaju za automatsko bojenje
(Autostainer, DAKO, Danska). Demaskiranje antigena (antigen retrieval) napravljeno je u PT
Link-u na 97 °C kroz 20 minuta. Kako bi se sprijeila endogena peroksidazna aktivnost,
rezovi su inkubirani 10 minuta 0,3%-tnom vodikovom peroksidazom. Uzorci su bili
inkubirani jedan sat s primarnim monoklonskim protutijelima na sobnoj temperaturi i potom
inkubirani s mi§jim ili ze¢jim linkerom kroz 15 minuta. Nakon toga se dodalo sekundarno
protutijelo EnVisionTM FLEX (K8000, DAKO, Danska) i inkubiralo na sobnoj temperaturi
30 minuta. Reakcija antigen-antitijelo vizualizirana je s 3,3-diaminobenzidin tetrakloridom
(DAB) kroz 10 minuta. Suvisak DAB-a ispirao se destiliranom vodom. Tkivo je kontrastirano
hematoksilinom. Uz svako bojenje izraduje se pozitivna kontrola prema preporuci

proizvodaca. Negativne kontrole su bile isto tkivo izostavljajuci pozitivnu kontrolu.
Pozitivnom reakcijom se smatralo obojenje citoplazmi tumorskih stanica smedom bojom.

Svi uzorci su analizirani pomocu svjetlosnog mikroskopa. Za imunohistokemijsko bojenje

rabila su se monoklonska protutijela (tablica 3.).
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Tablica 3. Tabli¢ni prikaz koriStenih protutijela i linkera u imunohistokemijskom

bojenju
Plocasti
EP1247Y 1:50 Zecji karcinom Abcam
cerviksa
Ulcerativni
17B11 1:75 Zecji kolitis, debelo Abcam
crijevo
_ 15W2 1:80 Migji Jetra Leica
- VT7 1:100 Misji Adenokarcinom DAKO
kolona
_ 46E5 1:100 Migji Placenta Leica

4.4. Analiza imunohistokemijskih preparata

Imunopozitivitet je procijenjen svjetlosnim mikroskopom tehnikom semikvantitativne analize.
Procjena imunopozitiviteta u citoplazmama temeljila se na postotku pozitivnih stanica (0=0%,
+1=1-33%, +2=34-66%, +3=67-100%) i intenzitetu bojenja (O=bez imunoreakcije, +1=blaga
imunoreakcija, +2=umjerena imunoreakcija, +3=snazna imunoreakcija). Bodovano je
tumorsko tkivo i okolno netumorsko tkivo. Sve preparate pregledala su dva iskusna nezavisna

patologa.

4.5. StatistiCka obrada podataka

Podaci su prikazani tabli¢no i graficki. Kategorijske i nominalne vrijednosti su prikazane kroz
odgovarajuce frekvencije 1 udjele, dok su kvantitativne vrijednosti prikazane kroz medijane i
interkvartilne raspone. Kolmogorov-Smirnovljevim testom analizirana je raspodjela
kvantitativnih podataka te su se shodno dobivenim podacima primijenili odgovarajuéi
neparametrijski testovi. Usporedbe izmedu kvantitativnih vrijednosti nainjene su Mann-

Whitneyjevim U testom u slucajevima kada su se usporedivale razlike izmedu dviju skupina,
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dok su razlike izmedu vise od dviju skupina analizirane Kruskal-Wallisovim testom. Razlike
u kategorijskim varijablama analizirane su y*> testom. Povezanost pojedinih klinickih
parametara analizirana je Spearmanovim koeficijentima korelacije. Sve vrijednosti p manje od
0,05 smatrane su statisticki znacajnima. U analizi se primijenila statisticka potpora IBM SPSS

Statistics, verzija 21.0 (www.spss.com).
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5. Rezultati

5.1. Analiza klinic¢kih i patohistoloskih parametara

Ukupan broj bolesnika je 159 od ¢ega 125 Zena (78,6%) i 34 muskarca (21,3%) u omjeru 3,6
prema 1. Srednja dob bolesnika bila je 44,8 (raspon 6-76) godina.

U analizi rezultata usporedene su klinicke i1 patohistoloske znacajke u odnosu na obrazac
metastaziranja (tablice 4. i 5.). Znacajne razlike zabiljezene su u T i N statusima te kliniCkom
stadiju (ucestaliji ve¢i T, N i ukupni klini¢ki stadij u lateralnoj i skip skupini). Zastupljenost
»intra®“ 1 ,kontra® lokalizacija u analizi multicentri¢nosti znacajno je veca U tumorima s
prisutnim metastazama nego u onih bez metastaza. Okultne metastaze su bile prisutne
isklju¢ivo u regiji VI. Takoder su analizirane klinicke i1 patoloSke znacajke u odnosu na
prisutnost metastaza kao binarne varijable (postoje/ne postoje) (tablice 6. i 7.). Znacajne

razlike bile su zabiljezene u svim promatranim vrijednostima.
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Tablica 4. Usporedba promatranih klini¢kih parametara u odnosu na obrazac

metastaziranja i prisutnost metastaza

- Lateralna
N=46
n %
3 6,5

4 8,7

6 13,0

31 67,4

2 43

0 0

- 46 100,0
29 63,0

0 0

0 0

17 37,0

14 31,1

- 31 68,9
Ne 10 21,7

- Da 36 78,3
Ne 17 37,0

- Da 29 63,0
Klasiéna varijanta 34 73,9

Folikularni podtip 3 6,5

Visokostani¢ni podtip 0 0

Solidni podtip 2 4,3

Onkocitni podtip 0 0

ng;%l:. lihcan 1 22

SV1Je';L(:jsttiz:)mcn1 0 0
skleroIzjill*zlgﬁgi0 podtip g —

Ne 46 100,0

Regija VI
N=42

n %
12 28,6
10 23,8
7 16,7
13 31,0
0 0
42 100
0 0
22 52,4
0 0
20 47,6
0 0
9 214
33 78,6
15 35,7
27 64,3
19 45,2
23 54,8
38 90,5
2 4.8
1 24
1 2,4
0 0
0 0
0 0
0 0
26 61,9
16 38,1

10

10

14

Skip
N=14
%
71

21,4
71,4

100,0
28,6

71,4
28,6
71,4
35,7
64,3
50,0
50,0
85,7
7,1

7,1

100,0

Nemetastazirajuci
N=57
n %
19 885
15 26,3
5 8,8
18 31,6
0 0
0 0
0 0
41 71,9
4 7,0
12 21,1
0 0
7 12,3
50 87,7
33 57,9
24 42,1
37 64,9
20 35,1
36 63,2
14 24,6
2 35
1 1,8
2 35
1 1,8
1 1,8
0 0
57 100,0
0 0

Tablica 4. prikazuje obrazac metastaziranja po regijama vrata kod bolesnika s metastatskim

papilarnim karcinomom $titnjace (regija VI., lateralne te skip metastaze) u odnosu na ostale

klini¢ke varijable. *y? test, p<0,05; **y° test, p<0,001.
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Tablica 5. Rezultati X testa iz Tablice 4.

36,371 94,009 85,014 5,745 14,462 8,576 37,388 49,558
12 2 9 3 3 3 21 3
<0,001 <0,001 <0,001 0,125 0,002 0,035 0,015 <0,001
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Tablica 6. Usporedba promatranih klini¢kih parametara u odnosu na prisutnost

metastaza

Muski

Klasi¢na varijanta

Visokostani¢ni podtip

Onkocitni podtip

Svijetlostani¢ni podtip

100,0

Tablica 6. nastavlja se na rezultate prikazane u tablici 4. te prikazuje usporedbu promatranih
klinickih parametara u odnosu na prisutnost metastaza kao binarne varijable (postoje/ne

postoje). *xz test, p<0,05; **Xz test, p<0,001.
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Tablica 7. Rezultati X? testa iz Tablice 6.

14,477 25,868 4,506 12,400 7,574 22,608 9,942
4 3 1 1 1 7 1
0,006 <0,001 0,034 <0,001 0,006 0,002 0,002

Analizom veli€ine tumora u odnosu na prisutnost metastaza zabiljezen je znacajno veci broj
bolesnika s veli¢inom tumora T3 kod metastatskog papilarnog karcinoma u odnosu na
nemetastatski papilarni karcinom. Ostali T stadiji bili su priblizno jednako raspodijeljeni u

obje promatrane skupine (slika 17.).

T
100,0% .
- 16 #1b
15,69% g
19
80 0% 33,33% 7 111':11”/ M2
o,
71268
s HE T
£ 600% [15.59%
s || W T
2
2
40,0%
54
52 94%
0/, —
20,0% =
31,58%
2
0,
0.0% | L ! IQIB,K.;. T
Me Da

Metastaze

Slika 17. Usporedba veli¢ine tumora (T) u odnosu na prisutnost metastaza: x2 test,
p=0,006.
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Analizom klinickog stadija u odnosu na prisutnost metastaza zabiljezen je znacajno veéi broj

bolesnika u stadiju 1 kod nemetastatskog papilarnog karcinoma u odnosu na metastatski

papilarni karcinom. U skupini nemetastaziraju¢eg papilarnog karcinoma Stitnjace nije bilo

bolesnika u stadiju 4a (slika 18.).

100
80
55
53,92%
I a1
T g 71,93%
=]
2
2
40
7/ 4 7
o P o2
Hil o
51 11‘50/ g 26 47%
) af
0 :il:i: I
Me Da

Metastaze

Stadij

11
“-
i
ESaa

Slika 18. Usporedba klini¢kog stadija u odnosu na prisutnost metastaza: XZ test, p<0,001.
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Analizom spolne raspodjele u odnosu na prisutnost metastaza znacajno je vise muskaraca u

skupini metastatskog papilarnog karcinoma Stitnjace u odnosu na nemetastatsku skupinu

(slika 19.).

Spol
100,0% LIMuski
122?8?’ A 7enski
. o
262?'?30,!
80 0%— .
£ B00%
o
2
=2
40 0% ~a
73,27%
20,0%
0,0% . . Z

Me Da

Metastaze

Slika 19. Usporedba spolne raspodjele u odnosu na prisutnost metastaza: y° test,

p=0,034.
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Analizom intratireoidne i kontralateralne multicentri¢nosti tumora unutar $titnjace zabiljezen

je znacajno veci broj bolesnika s intratireoidnom i1 kontralateralnom multicentricnoséu

karcinoma kod bolesnika s metastazama (slike 20. i 21.).

Intra
100, 0% LINe
’ [~ I8E
30
50 0% 20.41%
33
£ B00%
o
2
2
40 0%~
o 72
20 0%
0.0%

Metastaze

Slika 20. Usporedba intra lokalizacije u odnosu na prisutnost metastaza: y° test,

p<0,001.
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Analizom podtipova papilarnog karcinoma Stitnjace zabiljeZen je znacajno veci broj klasic¢ne
varijante papilarnog karcinoma $titnjace u metastatskoj skupini, dok u nemetastatskoj skupini
nije bilo difuzno skleroziraju¢e varijante. Znacajno je veci broj bolesnika s folikularnim

podtipom karcinoma kod bolesnika s nemetastatskim karcinomom (slika 22.).

Tip
100,0% Dglallii-ilna varijanta
7z Folikularna
varijanta
[ETall cell varijanta
o] Bl Solidna varijanta
80,0% [Monkacitna varijanta
Warthin like
Evarijanta
—_ EAClear cell varijanta
£ 600% §Difuzna
) sklerozirajuci
o
=2
40,0%7
7
20 0% / o
-:-:-:-:-:-:-:-:-:-:4 W“
0 09— ===  E—
Me Da
Metastaze

Slika 22. Usporedba tipa tumora u odnosu na prisutnost metastaza: y* test, p=0,002.
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Analizom kontinuiranih klinic¢kih i patohistoloskih varijabla izmedu metastatskih (ispitivana
skupina) i nemetastatskih (kontrolna skupina) papilarnih karcinoma stitnjace zabiljezene su
znacajne razlike izmedu ispitivanih regija u medijanu broja limfnih ¢vorova, veli¢ine tumora i
dobi u godinama. Lateralna regija imala je najvece vrijednosti medijana limfnih ¢vorova i

veli¢ine tumora, dok su ispitanici iz te skupine bili znac¢ajno mladi od ostalih skupina (tablica
8.).

Tablica 8. Usporedba kontinuiranih klini¢kih i patohistoloSkih varijabli izmedu

metastatskih i nemetastatskih papilarnih karcinoma Stitnjace

-I-.-- 5.  Medijan  75.

Lateralna 14,13 10,01 3,00 44,00 6,75 11,00 20,00
Regija VI 41 2,56 2,01 1,00 11,00 1,00 2,00 3,00
Skip 14 4,29 3,71 1,00 15,00 2,00 3,00 6,25

Nemetastaziraju¢i 0

Lateralna 46 2,52 1,83 0,40 7,60 1,18 2,00 3,63
Regija VI 42 1,63 1,28 0,10 7,00 0,85 1,35 2,05
Skip 14 1,54 0,93 0,60 3,50 1,00 1,10 2,50

Nemetastazirajuéi 57 1,34 1,35 0,10 9,00 0,60 1,00 1,50
Lateralna 46 8681 17,03 6,00 74,00 20,00 3400 49,25
Regija VI 42 41,98 12,47 15,00 63,00 32,75 43,00 52,50

Skip 14 50,29 17,54 15,00 70,00 3250 5350 66,25

Nemetastazirajuéi 57 51,14 13,66 15,00 79,00 43,00 52,00 61,00

2 <0,001
g <0,001
g <0,001

Tablica 8. prikazuje usporedbu kontinuiranih klinickih varijabla izmedu metastatskih

(ispitivane skupine) i nemetastatskih (kontrolna skupina) papilarnih karcinoma Stitnjace.
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5.2. Imunohistokemijska analiza MMP-a i TIMP-a u papilarnom karcinomu Stitnjace

Analizom razine ekspresije MMP-a i TIMP-a u metastatskih (ispitivane skupine)

nemetastatskih (kontrolna skupina) papilarnih karcinoma Stitnjace zabiljeZene su znacajne
razlike u razini ekspresije MMP-1 te TIMP-1, gdje su najviSe vrijednosti ekspresije dobivene
u lateralnoj regiji. Razine ekspresije MMP-2, MMP-9 i TIMP-2 statisticki se nisu znatno
razlikovale medu opserviranim skupinama. (tablica 9.). Razine ekspresija pojedinih
metaloproteinaza matriksa prikazane su na slikama 23.-27., a ogledni imunohistokemijski

preparati na slikama 30.-34.

Tablica 9. Ekspresija MMP-a i TIMP-a metastatskih (ispitivane skupine) i

nemetastatskih (kontrolna skupina) papilarnih karcinoma §titnjaée

Lateralna 4,00 12,00 8,00 9,00 10,00

Regija VI 42 8,10 1,85 4,00 11,00 7,75 8,50 9,00
Skip 14 7,86 2,07 4,00 10,00 6,00 8,00 10,00
Nemetastazirajuci 51 1,74 1,78 0,00 11,00 7,00 8,00 9,00
Lateralna 46 8,37 1,92 4,00 12,00 7,00 9,00 10,00
Regija VI 42 8,05 1,59 4,00 11,00 7,00 8,00 9,00
Skip 14 8,71 1,14 6,00 10,00 8,00 9,00 9,25
Nemetastazirajuéi 57 8,68 1,84 4,00 12,00 8,00 9,00 10,00
Lateralna 46 4,80 2,26 0,00 9,00 3,00 5,00 6,00
Regija VI 42 4,67 2,03 0,00 8,00 3,00 5,00 6,00
Skip 14 4,57 2,79 0,00 9,00 2,00 5,00 6,25
Nemetastazirajuéi 57 5,02 2,59 0,00 9,00 4,00 6,00 7,00
Lateralna 46 10,43 1,42 5,00 12,00 10,00 11,00 11,00
Regija VI 42 10,07 1,45 5,00 12,00 9,00 10,00 11,00
Skip 14 9,79 1,85 6,00 12,00 9,00 10,00 11,00
Nemetastazirajuéi 57 8,25 2,56 0,00 12,00 7,00 8,00 10,50
Lateralna 46 6,57 2,21 2,00 10,00 5,00 7,00 8,00
Regija VI 42 5,67 2,26 0,00 10,00 4,00 5,00 7,25
Skip 14 5,36 2,59 2,00 10,00 3,50 5,00 7,25
Nemetastazirajuci 57 5,72 1,80 2,00 9,00 5,00 6,00 7,00
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Tablica 9. prikazuje razinu ekspresije MMP-a i TIMP-a metastatskih (ispitivane skupine) i

nemetastatskih (kontrolna skupina) papilarnih karcinoma Stitnjace.

MMP-1

1 I 1 I
Lateralna Regija VI Skip Nemetastazirajuéi

Skupina

Slika 23. Razina ekspresije MMP-1 u odnosu na obrazac metastaziranja.
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MMP-2

Lateralna Regija VI Skip Nemetastazirajuci
Skupina

Slika 24. Razina ekspresije MMP-2 u odnosu na obrazac metastaza.

MMP-9

1 I | I
Lateralna Regija VI Skip Nemetastazirajuéi

Skupina

Slika 25. Razina ekspresije MMP-9 u odnosu na obrazac metastaziranja.
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Lateralna Regija VI Skip Nemetastazirajuci
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Slika 26. Razina ekspresije TIMP-1 u odnosu ha obrazac metastaziranja.

TIMP-2

Lateralna Regija VI Skip Nemetastazirajuéi
Skupina

Slika 27. Razina ekspresije TIMP-2 u odnosu na obrazac metastaziranja.
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Analizom razine ekspresije MMP-a i TIMP-a u papilarnom karcinomu S§titnja¢e bolesnika
gledajuc¢i samo imaju li ili ne metastaze takoder se biljeze znacajne razlike u ekspresiji MMP-
1 i TIMP-1. Njihova ekspresija bila je veca u skupini koja je imala metastaze (tablica 10.).

Ove znacajne razlike dodatno su prikazane na slikama 28. i 29.

Tablica 10. Razlika ekspresije MMP-a i TIMP-a metastatskih i nemetastatskih

papilarnih karcinoma Stitnjace

1,778 7,00 8,00 9,00
Da 102 8,34 1,917 4 12 8,00 9,00 10,00
Ne 57 8,68 1,844 4 12 8,00 9,00 10,00
Da 102 8,28 1,703 4 12 7,00 9,00 10,00
Ne 57 5,02 2,595 0 ¢ 4,00 6,00 7,00
Da 102 4,72 2,227 0 9 3,00 5,00 6,00
Ne 57 8,25 2,558 0 12 7,00 8,00 10,50
Da 102 10,20 1,503 5 12 10,00 11,00 11,00
Ne 57 5,72 1,800 2 9 5,00 6,00 7,00
Da 102 6,03 2,314 0 10 4,00 6,00 8,00

2222,000 -2,520 0,012

2525,500 -1,395 0,163

2551,000 -1,292 0,196

1514,500 -5,128 <0,001

2621,000 -1,038 0,299

Tablica 10. prikazuje razliku ekspresije MMP-a i TIMP-a metastatskih (ispitivana skupina) i

nemetastatskih (kontrolna skupina) papilarnih karcinoma §titnjace.
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Slika 28. Razina ekspresije MMP-1 u odnosu na prisutnost metastaza.
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Slika 29. Razina ekspresije TIMP-1 u odnosu na prisutnost metastaza.
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Analizom razine ekspresije MMP-a i TIMP-a u odnosu na klini¢ke i histopatoloske znacajke
bolesnika zabiljezene su znacajne pozitivne korelacije MMP-1 sa stadijem bolesti (rho=0,175,
p=0,028) i brojem limfnih ¢vorova (rtho=0,216, p=0,030), TIMP-1 s brojem limfnih ¢vorova
(rho=0,274, p=0,006) i stadijem tumora (rho=0,247, p=0,002) te TIMP-2 s veli¢inom tumora
(rho=0,183, p=0,021) i brojem limfnih ¢vorova (rho=0,284, p=0,004). lako su ove korelacije
u domeni slabih korelacija (korelacijski koeficijenti ispod 0,300), one su statisti¢ki i klinicki

znacajne (tablica 11.).

Tablica 11. Usporedba klinic¢kih i patohistoloskih znacajki bolesnika (dob, spol, veli¢ina

tumora, stadij bolesti) s ekspresijom MMP-a i TIMP-a

p 0,122 0,061 0,794 0,664 0,511
N 159 159 159 159 159
Korelacijski koeficijent 0,139 0,078 -0,076 0,122 0,183
p 0,080 0,327 0,341 0,125 0,021
N 159 159 159 159 159
Korelacijski koeficijent 0,157 0,216 -0,105 0,274 0,284
p 0,117 0,030 0,297 0,006 0,004
N 101 101 101 101 101
Korelacijski koeficijent -0,084 -0,050 0,042 -0,143 -0,145
p 0,295 0,530 0,602 0,073 0,070
N 158 158 158 158 158
Korelacijski koeficijent 0,175 0,068 -0,042 0,247 0,111
p 0,028 0,394 0,598 0,002 0,163
N 159 159 159 159 159

Tablica 11. prikazuje usporedbu klini¢kih znacajka bolesnika (dob, spol, veli¢ina tumora,

stadij bolesti) s ekspresijom MMP-a i TIMP-a kao kontinuiranih varijabla.
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Slika 30. Intenzitet ekspresije MMP-1.

U tkivu Stitnjace MMP-1 pokazuje razli¢it intenzitet ekspresije. A. Intenzitet bojenja 3 u
podrucju invazivnih otoka (puna strelica) 1 intenzitet bojenja 1 pojedinih tumorskih stanica
(isprekidana strelica), 10X. B. Intenzitet bojenja 2 pojedinih tumorskih stanica (puna strelica)
I intenzitet bojenja 0 pojedinih tumorskih stanica, x40. C. Intenzitet bojenja 3 pojedinih
tumorskih stanica (puna strelica) i intenzitet bojenja 2 stanica okolnih zdravih folikula
StitnjaCe (isprekidana strelica), x2,5. D. Intenzitet bojenja 3 branhijalnog tjelesca, x10. E.
Intenzitet bojenja 3 u podrucju invazivnih otoka (puna strelica) i intenzitet bojenja 0 okolnog
tkiva Stitnjace (isprekidana strelica), x20. F. Intenzitet bojenja 1 pojedinih tumorskih stanica
(isprekidana strelica) i intenzitet bojenja 3 pojedinih tumorskih stanica (puna strelica), x10.
DAB, pozadinsko obojenje hemalaun.
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Slika 31. Intenzitet ekspresije MMP-2,
U tkivu Stitnjate MMP-2 pokazuje razli¢it intenzitet ekspresije. A. Intenzitet bojenja 0O
pojedinih tumorskih stanica, x20. B. Intenzitet bojenja 1 pojedinih tumorskih stanica (puna
strelica) i intenzitet bojenja 1 stanica okolnih zdravih folikula Stitnjace (isprekidana strelica),
x10. C. Intenzitet bojenja 2 pojedinih tumorskih stanica (puna strelica), x10. D. Intenzitet
bojenja 3 u tumorskoj stromi (puna strelica) i intenzitet bojenja 0 pojedinih tumorskih stanica,
x10. DAB, pozadinsko obojenje hemalaun.
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Slika 32. Intenzitet ekspresije MMP-9.

U tkivu Stitnjate MMP-9 pokazuje razlicit intenzitet ekspresije. A. Intenzitet bojenja 1
pojedinih tumorskih stanica (puna strelica) i intenzitet bojenja 2 stanica okolnih zdravih
folikula Stitnjace (isprekidana strelica), x10. B. Intenzitet bojenja 2 pojedinih tumorskih
stanica (puna strelica) i intenzitet bojenja 3 stanica okolnih zdravih folikula Stitnjace
(isprekidana strelica), x10. C. Intenzitet bojenja 2 pojedinih tumorskih stanica (puna strelica) i
intezitet bojenja 3 stanica okolnih zdravih folikula Stitnjace (isprekidana strelica), x10. D.
Intenzitet bojenja 3 pojedinih tumorskih stanica (puna strelica) i intenzitet bojenja 3 stanica
okolnih zdravih folikula Stitnjace (isprekidana strelica), x10. DAB, pozadinsko obojenje

hemalaun.
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Slika 33. Intenzitet ekspresije TIMP-1.

U tkivu stitnjae TIMP-1 pokazuje razliCit intenzitet ekspresije. A. Intenzitet bojenja 1
pojedinih tumorskih stanica (puna strelica), x10. B. Intenzitet bojenja 2 pojedinih tumorskih
stanica (puna strelica) i intenzitet bojenja 1 stanica okolnih zdravih folikula Stitnjace
(isprekidana strelica), x10. C. Intenzitet bojenja 3 pojedinih tumorskih stanica (puna strelica) i
intenzitet bojenja 1 stanica okolnih zdravih folikula Stitnjace (isprekidana strelica), x2,5. D.
Intenzitet bojenja 3 pojedinih tumorskih stanica u mikropapilarnom karcinomu (puna strelica)
1 intenzitet bojenja 2 stanica okolnih zdravih folikula S$titnjace (isprekidana strelica), x2,5.

DAB, pozadinsko obojenje hemalaun.
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Slika 34. Intenzitet ekspresije TIMP-2.

U tkivu Stitnjaée TIMP-2 pokazuje razli¢it intenzitet ekspresije. A. Intenzitet bojenja 1
pojedinih tumorskih stanica (puna strelica) i intenzitet bojenja 1 stanica okolnih zdravih
folikula S$titnjace (isprekidana strelica), x2,5. B. Intenzitet bojenja 2 pojedinih tumorskih
stanica (puna strelica) i intenzitet bojenja 1 stanica okolnih zdravih folikula Stitnjace
(isprekidana strelica), x2,5. C. Intenzitet bojenja 1 (otvorena strelica), 2 (isprekidana strelica)
i 3 (puna strelica) zdravih folikula $titnjace, x10. D. Intenzitet bojenja 3 u podrucju invazivnih
otoka (puna strelica) i intenzitet bojenja 0 okolnog tkiva Stitnjace (isprekidana strelica), x10.

DAB, pozadinsko obojenje hemalaun.
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6. Rasprava

Papilarni karcinom Stitnjace najces¢i je karcinom Stitnjace s porastom incidencije u cijelom
svijetu. Razlog tome su vjerojatno bolja dijagnostika i javnozdravstvene aktivnosti (10, 11).
Papilarni karcinom S§titnjace obiljezen je iznimno visokim brojem manifestnin i okultnih
vratnih metastaza. Metastaze u limfne ¢vorove vrata pojavljuju se u cak 30% do 80%

oboljelih od papilarnog karcinoma Stitnjace (12-15).

MMP-e sudjeluju u mnogim fizioloSkim procesima, a u patoloskim stanjima MMP-e mogu
sudjelovati u procesima destrukcije tkiva (55, 65). Upravo se destrukcija tkiva smatra
glavnom i bitnom patoloskom aktivnos¢éu MMP-a u malignim bolestima. Patoloska aktivnost
MMP-a omogucava invaziju tumorskih stanica u okolno zdravo tkivo i metastaziranje u
udaljena sijela. Dosadasnja istrazivanja naglasavaju osobitu povezanost MMP-1, MMP-2 i
MMP-9 s lokalnom invazivno$¢u, angiogenezom i metastatskim potencijalom pojedinih
malignih tumora (80-87). Sukladno dostupnoj literaturi ovo je jedino istrazivanje koje
istrazuje razine ekspresija MMP-a i TIMP-a isklju¢ivo kod metastatskog papilarnog

karcinoma Stitnjace te ispituje postoje li razlike ovisno o obrascu metastaziranja u vrat.

Prosjec¢na dob bolesnika i omjer zena u odnosu na muskarce bio je usporediv s dosad
objavljenim istrazivanjima (15). Kao rizi¢ni ¢imbenici za razvoj metastaza u literaturi se
navode muski spol, §to je u ovom istrazivanju potvrdeno (12,3% u nemetastatskoj skupini,
26,7% u metastatskoj skupini) te veli¢ina tumora, Sto je takoder u ovom istraZivanju
potvrdeno (52% bolesnika je imalo T3 tumor u metastatskoj skupini prema 30% u
nemetastatskoj skupini) (144). Multicentri¢nost papilarnog karcinoma unutar Stitnja¢e kao
specificna osobina ovih tumora u ovom istraZivanju bila je znacajna i kod nemetastatskih
tumora (42% intra i 35% kontra) i metastatskih tumora (70% intra i 57% kontra). U literaturi
se navodi velik raspon ucestalosti multicentricnosti papilarnog karcinoma $titnjace (18%-
80%) (145-149). Ovi podaci svakako govore u prilog totalnoj tireoidektomiji kao
standardnom nacinu lijecenja ove bolesti. Visoka ucestalost multicentri¢nosti kod bolesnika s
metastatskim papilarnom karcinomom dovodi do pretpostavke da bi se kod bolesnika koji
imaju prijeoperacijski dokazan multicentri¢ni tumor, a ultrazvuc¢no i punkcijski nemaju
suspektne metastaze, mogla raditi elektivna disekcija regije VI. u svrhu smanjenja ucestalosti
recidiva i naknadnog razvoja metastaza. NajceS¢i histoloski tip papilarnog karcinoma Stitnjace

u ovom istrazivanju bila je klasi¢na varijanta karcinoma u obje skupine bolesnika (63%, 92%)
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§to je u skladu s literaturom (150). U ovom istrazivanju veli¢ina tumora se pokazala kao
rizi¢ni ¢imbenik za razvoj metastaza u lateralnoj regiji vrata, Sto je u skladu s literaturom (36,
39). Zanimljivo je da se u literaturi kao ¢imbenik rizika navodi dob starija od 45 godina (34),
a ovo istrazivanje ukazuje na to da su bolesnici koji su imali metastaze bili u prosjeku mladi
(35-50 god.) od bolesnika koji nisu imali metastaze (51 god.). U literaturi se spominje ,,U*
oblik dijagrama raspodjele bolesnika s metastazama na vratu ovisno o dobi. Thompson
zakljuCuje da se metastaze na vratu najcesce otkrivaju kod mladih 1 starijih bolesnika, dok su
manje ucestale u srednjoj dobi (151). Kao i ovo istrazivanje, Scheumann takoder ukazuje na

to da su metastaze u limfne ¢vorove vrata ¢e$¢e kod mladih bolesnika (152).

Iako papilarni karcinomi $titnja¢e imaju odli¢nu prognozu uz 10-godisnje prezivljenje >90%,
u literaturi se spominje stopa recidiva od 8%-32% nakon inicijalnog lijecenja. Postoje
naznake da bolesnici visokog rizika imaju loSije sveukupno prezivljenje, tako da se
disekcijom vratnih limfnih ¢vorova postize bolja lokoregionalna kontrola i duze razdoblje bez
bolesti (153). Bolesnici nakon operativnog lijecenja rekurentne bolesti imaju takoder dobru
prognozu, ali reoperacija zbog nesto ceS€e stope komplikacija moze utjecati na kvalitetu
zivota bolesnika. Iz tog razloga uvidjela se jasna potreba za boljom lokoreginalnom
kontrolom metastatskog papilarnog karcinoma Stitnjace radi smanjenja ucestalosti recidiva
(154-156). Kako bi se omogucila bolja kontrola papilarnog karcinoma i predvidanje bioloskog
ponaSanja papilarnih karcinoma u svrhu smanjenja lokoregionalnih recidiva i boljeg
planiranja lijecenja uvidjela se potreba za razvojem bioloSkih biljega koji bi to 1 omogucili (7,
76). Jedna od metoda je svakako imunohistokemijska detekcija razlicitih proteina tumora
Stitnjace kojom se prvenstveno pokuSava kod nejasnih slucajeva razluciti benigne od malignih
tumora (52). Kod nekih imunohistokemijskih biljega, pogotovo kod BRAF mutacija, pokazala
se povecana ucestalost lokoregionalnih recidiva 1 u biti zlo¢udnije ponaSanje papilarnog
karcinoma Stitnjace kod bolesnika koji su imunohistokemijski imali pojacanu ekspresiju
BRAF mutacije (157). U istom cilju provode se istrazivanja koja ukljucuju
imunohistokemijsku metodu detekcije metaloproteinaza matriksa i njihovih inhibitora u
papilarnom karcinomu Stitnjace (52). Kljucni proces metastaziranja je degradacija bazalne
membrane i komponenata izvanstani¢nog matriksa, a MMP-2 i MMP-9 su enzimi koji imaju
kljuénu ulogu u tom procesu (123, 124). Takoder se i MMP-1 dovodi u vezu s tumorskom
invazijom i metastaziranjem (106-110). S obzirom na to da se ovo istrazivanje bavi obrascem

metastaziranja papilarnog karcinoma Stitnjace, odlucili smo se na istrazivanje bas tth MMP-a.
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Analizirajuéi bolesnike u Cetiri skupine (tri ispitivane i kontrolna) pokazalo se da su razine
ekspresija MMP-1 (p=0,020) i TIMP-1 (p<0,001) bile znacajno veée kod bolesnika koji su
imali metastaze (ispitivane skupine) u odnosu na bolesnike koji nisu imali metastaze
(kontrolna skupina), s najjacom ekspresijom kod bolesnika koji su imali metastaze u
lateralnoj regiji vrata. Razine ekspresija MMP-2, MMP-9 i TIMP-2 nisu se statisticki
razlikovale u sve Cetiri analizirane skupine. Takoder analiziraju¢i bolesnike u dvije skupine
(nemetastatski i metastatski) uoc€ila se povezanost ekspresije MMP-1 (p=0,012) i TIMP-1
(p<0,001) s metastatskom skupinom, dok razlike u ekspresiji MMP-2, MMP-9 i TIMP-2
izmedu dviju skupina nisu bile statisticki znacajne. Navedeni rezultati djelomice su usporedivi
sa svjetskom literaturom. Maeta je, primjerice, dokazao povezanost pojacane ekspresije
MMP-2 i MMP-9 s veli¢inom tumora, vi§im stadijem, kapsularnom invazijom te
metastaziranjem u limfne ¢vorove vrata. Ista istrazivacka grupa takoder je povezala pojaanu
ekspresiju TIMP-1 te TIMP-2 s veli¢inom tumora i invazivno$¢u (132). Marecko je povezala
ekspresiju MMP-9 s invazivno$éu tumora (158). Liang je povezao pojacanu ekspresiju
MMP-9 i MMP-2 kod 27 bolesnika s udaljenim metastazama (140). Zhang navodi da se
kombinacija konvencionalnog UZV-a i ekspresije MMP-9 mozZe rabiti kao u¢inkovit alat za
predvidanje razvoja vratnih metastaza kod papilarnog karcinoma Stitnjace (159). Navedeni
rezultati razlikuju se od rezultata dobivenih u ovom istrazivanju budu¢i da nismo pronasli

znacajne razlike u ekspresiji MMP-9 i MMP-2 medu ispitivanim skupinama.

U nekoliko studija pojacana ekspresija MMP-1 povezana je s lokalnom agresivnoscu
papilarnog karcinoma $titnjace, ali se ne spominje povezanost s metastaziranjem (134, 135).
Kod ostalih malignih bolesti povisena koncentracija MMP-1 dovodi se u vezu s metastazama
(106-110). Rezultati navedenih istrazivanja usporedivi su s rezultatima ovoga istrazivanja
buduc¢i da smo zabiljezili povisenu ekspresiju MMP-1 u bolesnika koji su imali metastaze u

lateralnu regiju vrata i opc¢enito kod bolesnika koji su imali metastaze.

Od tri istrazivanja koja su, sukladno dostupnoj literaturi, istrazivala povezanost TIMP-1 i
TIMP-2 s papilarnim karcinomom S§titnjace dva istrazivanja su povezala poviSenu ekspresiju
TIMP-a s veli¢inom tumora 1 stadijem bolesti (132, 138). Suprotno navedenom, trece je
istrazivanje zabiljezilo smanjenu ekspresju TIMP-1 u rekurentnom papilarnom karcinomu

stitnjade (136).

Kontradiktornost navedenih istrazivanja usporediva je s opazanjima studija koje su TIMP-1

TIMP-2 proucavale i na ostalim malignim tumorima. Neke od tih studija su zabiljezile
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povisenu ekspresiju (76, 77), a druge snizenu ekspresiju TIMP-a u malignim tumorima (78,
79). Rezultati ovoga istrazivanja povezuju povisenu ekspresiju TIPM-1 s metastazama u
lateralnim regijama vrata (skupina ,lateralna®), dok se ekspresija TIMP-2 nije statisticki

znacajno razlikovala medu analiziranim skupinama.

Istrazivanja na TIMP-2 deficijentnim miSevima ukazuju na to da je dominantna fizioloSka
funkcija TIMP-2 aktivacija MMP-2 (61). Cini se da funkcija TIMP-u nije samo inhibicija
MMP-a.

Nakamura je zaklju¢io kako tumorska invazija ne ovisi o apsolutnim razinama ekspresije
MMP-a i TIMP-a, nego da ravnoteza izmedu MMP-a i TIMP-a usmjeruje potencijalnu

invazivnost 1 metastaziranje papilarnog karcinoma Stitnjace (160).

Gore navedeno istrazivanje moglo bi objasniti 1 rezultate ove studije gdje je ekspresija dijela
MMP-a poviSena, a ostalih nije statisticki znacajna u analiziranim skupinama, dok je
ekspresija TIMP-1 povisena, a ekspresija TIMP-2 nije statisticki znacajno razliita u

analiziranim skupinama.

Ono §to svakako ne treba zanemariti je 1 broj bolesnika u ovom istrazivanju, koji je daleko
veéi od gore navedenih studija, $to takoder moze biti razlog razli¢itim razinama ekspresije u

odnosu na ostale studije.

Usporedujuci klinicko patoloske znacajke i ekspresiju MMP-a i TIMP-a zabiljezene su
znacajne pozitivne korelacije MMP-1 sa stadijem bolesti (p=0,028) i brojem zahvaéenih
limfnih ¢vorova (p=0,030), TIMP-1 s brojem limfnih ¢vorova (p=0,006) i stadijem tumora
(p=0,002) te TIMP-2 s veli¢inom tumora (p=0,021) i brojem limfnih ¢vorova (p=0,004).
Marecko je takoder ukazala na pozitivnu korelaciju TIMP-2 s veli¢inom tumora (161).
Navedeni rezultati idu u prilog teoriji o sinergistickom djelovanju MMP-a i TIMP-a. U ovom
istrazivanju ispitivanje se izvodilo isklju¢ivo na papilarnom karcinomu S§titnjace te nismo
usporedivali ekspresiju MMP-a i TIMP-a kod benignih tumora ili zdravih §titnjaca, ve¢ smo
pokusali analizirati postoji li unutar razli¢itih metastatskih obrazaca papilarnog karcinoma

razlika u ekspresiji MMP-a i TIMP-a.

U vecini dosadasnjih istraZivanja, a tako i u ovom, metoda kojom se izraCunavala ekspresija
MMP-a i TIMP-a je semikvantitativna metoda. Ova metoda u sebi moze imati dozu
subjektivnosti istraZzivaca koji analizira imunohistokemijsku ekspresiju, $to moZze imati utjecaj

na krajnji rezultat istraZivanja.
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Iako vecina istrazivanja govori u prilog loSije prognoze te veceg metastatskog potencijala u
bolesnika ¢iji tumori imaju poviSenu ekspresiju MMP-a, ipak neke studije ukazuju na to da i
ne mora biti tako. Liabakk ne nalazi razlike u ekspresiji MMP-2 i MMP-9 izmedu pojedinih
Dukes gradusa kolorektalnog karcinoma (95). Katayama je pokazao da poviSene vrijednosti
MMP-9 i TIMP-2 kod tumora usne Supljine imaju prognosti¢ku vrijednost, ali MMP-2 ne
(162). Remacle i1 Visscher nisu povezali prognozu karcinoma dojke s razinom ekspresije
MMP-9 (163, 164). Nikopolou je zaklju¢io da prognoza kod bolesnica s karcinomom dojke
ocito ovisi o ravnotezi izmedu MMP-2 i TIMP-a (165). Navedeni rezultati koreliraju s ovim
istrazivanjem u kojem nije nadena razlika u ekspresiji MMP-2 i MMP-9 izmedu ispitivanih

skupina.

Cilj ovoga istrazivanja i istrazivanja na MMP-a i TIMP-a dosad provedenih u svijetu jeste u
prvom redu razvoj potencijalnih biomarkera i pametnih lijekova (7). Razvoj biomarkera za
prognozu razvoja maligne bolesti moze imati vazan utjecaj na shvacanje fiziologije malignih
tumora. PronalaZzenjem 1 definiranjem biomarkera koji bi mogli objasniti obrasce
metastaziranja olakSalo bi se planiranje opsega lijeCenja, smanjio perioperacijski pobol te
poboljsalo poslijeoperacijsko pracenje bolesnika (52). DosadaS$nja istrazivanja ocito su
povezala MMP-e¢ s invazivno$cu i metastaziranjem tumora te se u tu svrhu pokusSavaju razviti
lijekovi koji bi inhibirali njihovu funkciju. Do danas je u klinicke studije ukljuceno 7
sintetickih inhibitora MMP-a. Iako su sinteticki inhibitori MMP-a u pretklinickim
ispitivanjima pokazali dobre rezultate, klinicka istraZzivanja nisu pokazala uspjeh kod
bolesnika s uznapredovalim karcinomima (53). S obzirom na neuspjeSne klinicke studije tih
lijekova pocela su istraZivanja na genskoj manipulaciji TIMP-a u vidu njihove pojacane
ekspresije. Ta istrazivanja su dala dvojbene rezultate. Razlog neuspjeha tih lijekova je
vjerojatno to §to nisu selektivni za pojedinu vrst MMP-e. Isto tako navedena istrazivanja o
TIMP-a pokazuju da uloga TIMP-a nije samo inhibicija MMP-a, ve¢ i njihova aktivacija.
Prije ukljucivanja genske terapije u lijecenje bolesnika s uznapredovalim malignim tumorima
potrebna su daljnja pretklinicka istrazivanja (53). Ovakva istrazivanja svakako doprinose
razvoju novih terapijskih pristupa i pametnih lijekova za odredene tumore, a time i smanjenju

pobola i smrtnosti od malignih bolesti.

Kako bi se jasnije utvrdila uloga MMP-a i TIMP-a u patofizioloskim procesima razvoja

papilarnog karcinoma Stitnjace potrebna su daljnja istrazivanja istih.
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7. Zakljucak

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da se povisene ekspresije MMP-1 i TIMP-1
mogu smatrati prediktivnim ¢imbenikom za razvoj metastaza, a pogotovo za razvoj metastaza
u lateralnim regijama vrata bolesnika s papilarnim karcinomom Stitnjace. Takoder, povisene
ekspresije MMP-1 i TMP-1 mogu ukazati na razvoj veceg broja metastatski promijenjenih
limfnih ¢vorova te bi se na temelju toga mogla postaviti indikacija za elektivnu disekciju
limfnih ¢vorova kod klinicki negativnog vrata. Svakako bolesnici koji imaju poviSene
vrijednosti navedenih enzima u papilarnom karcinomu Stitnjace zahtijevaju ucestalije kontrole
u cilju ranog otkrivanja eventualnih recidiva. U ovom istrazivanju uocen je znacajan broj
bolesnika s multicentri¢nim papilarnim karcinomom unutar Stitnjace, a to se narocito odnosi
na bolesnike koji su imali metastaze. Na temelju toga moze se razmiSljati o totalnoj
tireoidektomiji kao jedinom ispravnom nacinu lijeenja ovih tumora te o eventualnom

postavljanju indikacije za elektivnu disekciju vrata kod takvih tumora.

Stoga zakljuCujemo da je hipoteza ovoga istraZivanja potvrdena u dijelu povezanosti
ekspresije MMP-1 i TIMP-1 s obrascem metastaziranja papilarnog karcinoma S§titnjace, dok

se razina ostalih analiziranih enzima ne povezuje s obrascem metastaziranja.
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8. Sazetak

Papilarni karcinom najces¢i je karcinom S§titnjace s porastom incidencije u svijetu. Obiljezen
je visokim brojem vratnih metastaza. Istrazivanja invazije i metastaziranja identificirala su
metaloproteinaze matriksa (MMP) kao klju¢ne enzime u procesima tumorske diseminacije,
osobito MMP-1, -2 i -9. Aktivnost MMP-a mogu modulirati tkivni inhibitori metaloproteinaza
matriksa (TIMP 1-4). Ovo je istrazivanje retrospektivno i istrazuje ekspresije MMP-1, -2 i -9
te TIMP-1 i -2 u tkivu papilarnog karcinoma Stitnjace. Cilj istraZivanja bio je
imunohistokemijski utvrditi povezanost MMP-a i TIMP-a s obrascem metastaziranja
papilarnog karcinoma. Dobiveni rezultati pokazuju da su najvise ekspresije MMP-1 i TIMP-1
bile kod bolesnika s metastazama u lateralnim regijama vrata, dok se ekspresije MMP-2,
MMP-9 i TIMP-2 nisu statisti¢ki razlikovale ovisno o obrascu metastaziranja. Analizirajuéi
bolesnike u skupinama s metastazama 1 bez njih uocila se povezanost ekspresije ponovno
MMP-1 i TIMP-1 s metastatskom skupinom. Usporedujuci klini¢ko patoloske znacajke i
ekspresiju, zabiljeZene su znacajne pozitivne korelacije MMP-1 sa stadijem bolesti i brojem
zahvacenih limfnih ¢vorova, TIMP-1 s brojem limfnih ¢vorova i stadijem tumora te TIMP-2 s
veli¢inom tumora i brojem limfnih ¢vorova. Sukladno ovom istrazivanju pretpostavljamo da
su ekspresije MMP-1 i TIMP-1 povezane s obrascem metastaziranja papilarnog karcinoma

Stitnjace, dok se razina ostalih analiziranih proteina ne povezuje s obrascem metastaziranja.
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9. Abstract

Role of matrix metalloproteinases and their inhibitors in the development of cervical

metastases in papillary thyroid cancer, Boris Bumber, 2018

Papillary carcinoma is the most common thyroid cancer with the incidence increasing
worldwide. It is characterized by a high number of cervical metastases. Research of the
invasiveness and metastatic processes identified matrix metalloproteinases (MMP) as a key
enzyme family in tumor progression, especially MMP-1, -2 and -9. MMP activity can be
modulated by tissue inhibitors of matrix metalloproteinase (TIMP 1-4). This research
retrospectively investigated the expression of MMP-1, -2 and -9, as well as TIMP-1 and -2 in
papillary thyroid carcinoma tissue. The aim of the study was to determine the association of
MMP and TIMP with papillary thyroid cancer metastasis pattern by immunohistochemistry.
The results obtained showed highest expression of MMP-1 and TIMP-1 in cancer tissue of
patients with metastasis in the lateral region, while MMP-2, MMP-9 and TIMP-2 did not
differ statistically according to the metastasis pattern. Comparing clinical features with
expression data, MMP-1 significantly correlated with the disease stage and number of
positive lymph nodes, TIMP-1 with number of positive lymph nodes and tumor stage, and
TIMP-2 with tumor size and number of positive lymph nodes. According to this study, MMP-
1 and TIMP-1, unlike other proteins analysed, appear to be associated with the papillary

thyroid cancer metastasis pattern.
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