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SURVIVIN | VEGF-C U PAPILARNOM I ANAPLASTICNOM KARCINOMU
STITASTE ZLEZDE: EKSPRESIONI PROFILIL ULOGA U BIOLOGIJI
TUMORA I KLINICKO-PATOLOSKI ZNACAJ

REZIME

Progresija malignih tumora Stitaste zlezde od dobro diferenciranih (papilarni karcinom)
u nediferencirane, agresivne forme (anaplasti¢ni karcinom) pracena je razliCitim
promenama na molekularnom nivou, koje omogucavaju malignoj ¢eliji kontinuiranu
aberantnu stimulaciju rasta i izbegavanje apoptotske smrti, $Sto uz neoangiogenezu
(formiranje novih krvnih i limfnih sudova) predstavlja preduslove tumorskog rasta i
Sirenja.

Predmet ovog rada je izu€avanje molekularnih promena koje prate dediferencijaciju
papilarnog u anaplasti¢ni karcinom S§titaste Zlezde, tj. ispitivanje promena ekspresionih
profila apoptotskih molekula (Bcl-2, Bax, survivin) i limfangiogenog faktora (VEGF-C)
u korelaciji sa klinickim parametrima tokom progresije maligniteta tumora Stitaste

zlezde.

Imunohistohemijskom analizom ekspresionih profila ¢lanova Bcl-2  familije
konstatovano je da tokom progresije dolazi do smanjenja ekspresije Bcl-2
(antiapoptotski molekul), ali da je in situ apoptotska smrt detektovana TUNEL
metodom na niskom nivou, uprkos visokih ekspresionih nivoa Bax (pro-apoptotskog)
molekula. U isto vreme sa smanjenjem ekspresije Bcl-2 tokom progresije maligniteta
dolazi do postepenog povecanja drugog antiapoptotskog molekula, survivina, koji je
operativan nizvodno od Bax-a. Visoka ekspresija survivina je bila u korelaciji sa
snizenim stepenom in situ detektovane apoptotske smrti, $to sugeriSe da survivin, a ne
odnos Bcl-2/Bax ima ulogu u inhibiciji finalizacije programirane Ccelijske smrti.
Poredenjem imunohistohemijske ekspresije survivina sa klinicko-patoloskim
parametrima pacijenata utvrdena je znaCajna korelacija izmedu visoke ekspresije
survivina i prisustva metastaza u limfnim ¢vorovima. Ekspresioni profili VEGF-C
proteina (angiogeni faktor koji promovise formiranje tumorske vaskulature, a time i rast
1 Sirenje tumora) pokazali su porast tokom tumorske progresije i znacajnu korelaciju sa
prisustvom limfnih metastaza, ekstratiroidnom invazijom i uznapredovalim stadijumom

tumorske bolesti. Znacajna medusobna Kkorelacija imunohistohemijske ekspresije



survivina i VEGF-C proteina u tumorima sa prisutnim limfnim metastazama, kao i u
njihovom metastatskom tkivu, sugerise koordinisanu ulogu ova dva molekula u
metastatskom procesu. Klini¢ki znacaj evaluacije ekspresije survivina i VEGF-C
proteina je u predikciji metastatskog potencijala tumora i agresivnijeg toka bolesti
karcinoma Stitaste zlezde. Sagledavanje uloge ova dva proteina u biologiji tumora
otvori¢e mogucénosti za kreiranje i primenu ciljanih molekulskih terapija kojima c¢e

aktivacija apoptoze i inhibicija angiogeneze sigurno biti integralni deo.

Kljucne redi: Stitasta Zlezda, papilarni karcinom, anaplasticni karcinom, survivin,

VEGF-C, apoptoza, angiogeneza
Naucna oblast: Biologija
UZa nau¢na oblast: Biologija tumora

UDK broj: [577.112 : 616-037] : [616-006.6 : 612.44] (043.3)



SURVIVIN AND VEGF-C IN PAPILLARY AND ANAPLASTIC THYROID
CARCINOMA: EXPRESSION PROFILES, BIOLOGICAL ROLE AND THEIR
CLINICO-PATHOLOGICAL SIGNIFICANCE

ABSTRACT

Progression of malignancy of thyroid gland tumors from well differentiated (papillary
carcinoma) to undifferentiated, aggressive form (anaplastic carcinoma) is accompanied
by molecular changes. These enable continuous stimulation of aberrant growth and
escape from apoptotic death, together with neoangenesis (formation of new blood and

lymphatic vessels) which are prerequisites for tumor growth and spread.

The objective of this work was examination of some molecular changes accompaning
dedifferentiation of papillary to anaplastic carcinoma of the thyroid gland, i.e. an
investigation of alterations in expression profiles associated with apoptosis (Bcl-2, Bax,
survivin) and lympfhangiogenic factor, VEGF-C, in correlation with clinico-
pathological parameters during the progression of malignancy of thyroid gland tumors.

Immunohistochemical analysis of expression profiles of Bcl-2 family members revealed
decrease of Bcl-2 expression (anti-apoptotic molecule) during this progression, but a
low level of in situ apoptotic cell death detected by the TUNEL method, despite high
levels of Bax (pro-apoptotic molecule). The decrease of Bcl-2 expression was followed
by increase of another anti-apoptotic molecule, survivin, which acts downstream from
Bax. High survivin expression was found to correlate with the lower rate of in situ
apoptotic cell death, suggesting that survivin, but not the Bcl-2/Bax ratio, has a role in
finalization of programmed cell death. By comparing survivin immunohistochemical
expression with clinico-pathological parameters of patients we found a significant
positive correlation between high survivin expression and the presence of lymph node
metastases. Expression profiles of VEGF-C protein (an angiogenic factor which
promotes the formation of tumor vasculature, and thereby tumor growth and spread)
revealed increased levels during tumor progression and a significant correlation with the
presence of lymph node metastases, extrathyroid invasion and advanced stages of
disease. Significant correlation between the expressions of two molecules, survivin and
VEGF-C, in tumors with the presence of lymph metastases and in their metastatic

tissues, suggests their coordinated roles in the metastatic process. The clinical



significance of the evaluation of survivin and VEGF-C expressions could be in
predicting the metastatic potential of tumors and an aggressive course of the disease.
Better insight into the roles of these two proteins in tumor biology may open
possibilities for creating targeted molecular therapies in the future in which activation of

apoptosis and inhibition of angiogenesis should be integral parts.

Key words: thyroid gland, papillary carcinoma, anaplastic carcinoma, survivin,

apoptosis, VEGF-C, angiogenesis
Scientific field: Biology
Special topic: Tumor biology
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UvOD



Visecelijski organizmi razvili su sloZene, genski regulisane mehanizme, kojima
odrzavaju konstantan broj ¢elija u tkivima, a otkljanjaju ostarele, suvisne i “nepozeljne”
celije.

Maligna ¢elija, da bi ostvarila svoju misiju (neprestano umnozavanje i prezivljavanje),
mora da “prevari” kontrolne mehanizme koje je organizam razvio da bi regulisao

kontrolu ¢elijskog ciklusa i programiranu ¢éelijsku smrt-apoptozu.

Misija maligne c¢elije je i zauzimanje novih prostora, a za to je potrebno dodatno
snabdevanje tumorskog tkiva nutritivnim faktorima i stvaranje nove vaskulature, koja ¢e

to obezbediti.

Dakle, u osnovi razvoja i progresije tumora su poremecaji u regulaciji ¢elijskog ciklusa,

programirane Celijske smrti i angiogeneze.

Tema ovog rada bila je izucavanje molekularnih promena u ekspresiji proteina
ukljucenih u procese apoptoze i angiogeneze, tokom progresije maligniteta tumora
Stitaste zlezde, od diferenciranih karcinoma sa dobrom prognozom, do nediferenciranih

(anaplasti¢nih) karcinoma, sa agresivnim tokom bolesti i letalnim ishodom.

Istrazivanja su izvedena sa Zeljom da daju doprinos boljem sagledavanju biologije
tumora Stitaste Zlezde, u korelaciji sa njihovim klinickim ponasanjem, a time doprinesu

I novim modalitetima terapije ovih pacijenata u buduénosti.



1. PREGLED LITERATURE



1.1. Stitasta Zlezda: struktura, funkcija i regulacija

Stitasta Zlezda ili tiroidea (lat. Glandula thyreoidea) je jedan od najvaznijih endokrinih
organa u organizmu. Ova Zlezda putem svojih hormona, tiroksina (T,4) 1 trijodtironina

(T3), omogucava normalan rast i razviée i utice na osnovne metabolicke procese.

Stitasta zlezda se nalazi na prednjem delu vrata, uz traheju, i ¢ine je dva bo¢na reZnja
(lobusa) spojena tkivnim mostom - Isthmusom (Slika 1). Prose¢na teZina Stitaste zlezde
odrasle osobe je 20 do 30 grama (Petrovi¢ i Cviji¢, 1997).U strukturu ovog organa ulaze

tri vrste tkiva: epitel (zlezdano tkivo), stroma (vezivno tkivo) i endotel (krvni sudovi).

TIROIDNA ZLEZDA

Isthmus

Levi lobus

Slika 1. Grada stitaste (tiroidne) Zlezde. Preuzeto sa
internet adrese httn://medicalook.com

Tiroidne epitelne Celije (tirociti), odgovorne za sintezu tiroidnih hormona, organizovane
su u sferne strukture zvane folikuli, koji su gradeni od jednoslojnog epitela koji
zaokruzuje unutraSnjost folikula (folikularni lumen). Izmedu folikula je stroma koja se
sastoji od krvnih sudova (kapilara) i vezivnog tkiva. Folikuli su sa spoljne strane
ograniCeni bazalnom membranom. Bazolateralni deo celijske membrane, koji je u
kontaktu sa potpornim tkivom (stroma), kao i krvnim kapilarima, snabdeven je
membranskim receptorima za tirotropin, faktore rasta i druge molekule, koji reguliSu
rast 1 funkciju folikularne tiroidne celije. Apikalni deo celijske membrane tirocita

okrenut je ka unutrasnjosti folikula i uéestvuje u sintezi tiroidnih hormona. Visina i
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oblik folikularnog epitela su u skladu sa aktivnoS¢u Zzlezde. Pored tirocita, u tkivu
Stitaste zlezde prisutne su i parafolikularne ili C celije, koje produkuju kalcitonin i

regulisu nivo kalcijuma u organizmu (Havelka i Tati¢, 2003).

normalni folikul
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Slika 2. Grada folikula. Preuzeto sa internet adrese

http://humanphysiology.tuars.com

Osnovna funkcija Stitaste Zlezde je sinteza i sekrecija tiroidnih hormona, tiroksina (T4) 1

trijodtironina (T3).

Ovi hormoni su po svojoj strukturi jodirane aminokiseline, tako da je za
hormonogenezu neophodno da folikularne ¢elije aktivnho koncentruju jodid iz
cirkulacije, koji se nakon enzimske oksidacije inkorporira u tirozinske ostatke
visokomolekularnog glikoproteinskog molekula, tiroglobulina (Tg), koji se sintetiSe u
tirocitima. Proces organifikacije joda 1 maturacije tiroglobulina odvija se na spoljasnjoj
strani apikalne membrane.Tiroglobulin, koji u svojoj strukturi nosi nastale hormone,
izlucuje se u lumen folikula, gde ostaje deponovan, sluzeci, dakle, i kao prekursor i kao
depo tiroidnih hormona. U skladu sa potrebama organizma, tiroglobulin se endocitozom
vra¢a u tirocit, hidroliti¢ki razlaze u lizozomima, a oslobodeni hormoni prelaze u

cirkulaciju (Ekholm i sar., 1985).



Dakle, folikularne celije Stitaste Zlezde imaju niz slozenih funkcija koje ukljucuju
akumulaciju jodida, sintezu i jodovanje tiroglobulina, njegovo izlu¢ivanje i deponovanje
u mesak folikula, proteolizu tiroglobulina i sekreciju hormona.

* * %

Glavni regulator funkcije Stitaste zlezde je tireostimuliSu¢i hormon hipofize (TSH), koji
reguliSe nivo hormona u cirkulaciji i tkivima mehanizmom povratne sprege. Nedostatak
tiroidnih hormona u ljudskom organizmu dovodi do poremecaja u rastu, razvoju,
reprodukciji, ponasanju 1 metabolickim procesima. Smanjeno lucenje hormona
(hipotireoza) i povecano luc¢enje hormona (hipertireoza) su osnovni poremecaji funkcije

Stitaste Zlezde.

1.2. Tumori Stitaste zlezde

1.2.1. HistoloSka klasifikacija tumora Stitaste Zlezde

Nastanak novih ¢elija i uklanjanje starih ¢elija su procesi su pod strogom kontrolom
organizma. SloZena 1 koordinirana regulacija ovih procesa moze biti poremecena raznim
spolja$njim ili unutrasnjim ¢iniocima. U tom slucaju, Celije se nekontrolisano dele 1
stvaraju tkivnu masu ili izraslinu, zvanu tumor. Prilikom ovakve transformacije celija
postepeno gubi svoje specifi¢nosti u razli¢itom stepenu, u zavisnosti od tipa i stadijuma
bolesti 1 sti¢e nove osobine karakteristicne za neoplastiéno tkivo (autonomnost,

nekontrolisane deobe).

Razli¢ite vrste tumora koji nastaju u ljudskom organizmu generalno delimo na dve
grupe: benigni i maligni, $to je odredeno njihovim bioloskim ponaSanjem odnosno

klinickim manifestacijama.

Benigni tumori odlikuju se autonomnim, ali sporim rastom, i nemaju tendenciju Sirenja

na ostale delove tela, tako da nisu pretnja zivotu.

Maligne tumore (karcinome), osim nekontrolisanog rasta, karakteriSe i invazivnost.
Odvajanjem kanceroznih ¢elija od malignog nodusa i njihovim ulaskom u krvotok ili

limfotok, ove ¢elije iz originalnog tumora (primarnog tumora) stvaraju nove maligne



tumore na drugim organima (sekundarne tumore ili metastaze). Dakle, invazivnost je

sposobnost maligne ¢elije da napada i oStecuje okolno tkivo ili udaljene organe.

* * %

Tumori Stitaste zlezde, u odnosu na druge tumore, pokazuju mnogo vecu morfolosku
varijabilnost, razli¢ita bioloska ponaSanja i klinicke manifestacije. Usled ovoga, a radi
davanja §to bolje i1 pouzdanije prognoze, proistekle su potrebe za njihovom

Klasifikacijom.

Svetska Zdravstvena Organizacija (WHO), na osnovu rada i iskustva tima velikog broja
eksperata u ovoj oblasti prati i usavrSava kriterijume klasifikacije tumora Stitaste zlezde.
Histoloska klasifikacija tiroidnih tumora, koja je zadnji put revidirana 2004. godine i

koja se danas primenjuje je data na slici 3.

Dakle, kao i tumori ostalih organa, i tiroidni tumori mogu biti: benigni i maligni.Veéina
tiroidnih tumora su benigni (adenomi). Maligni tumori Stitaste zlezde mogu poticati od
dve vrste celija: od parafolikularnih ¢elija, koje daju tzv. medularne karcinome ili od

folikularnih (epitelnih) ¢elija.

Maligni tumori poreklom od epitelnih Celija generalno se dele na dobro diferencirane
(papilarni 1 folikularni karcinomi) 1 nediferencirane (anaplasti¢ni karcinomi).
Diferencirani karcinomi Stitaste Zlezde u manjoj ili ve¢oj meri zadrzavaju funkcionalne
karakteristike zdravog tkiva, dok nediferencirani karcinomi gube funkcionalne i

morfoloske karakteristike diferencirane ¢elije od koje su nastali.
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Slika 3. Klasifikacija tumora Stitaste Zzlezde prema
klasifikaciji Svetske zdravstvene organizacije (WHO, 2004).

1.2.2. Papilarni karcinom Stitaste Zlezde: cito-histoloSke karakteristike, etiologija i
prognoza

Papilarni tiroidni karcinom (PTC) pripada grupi dobro diferenciranih karcinoma koji

vvvvv

karcinoma i obuhvata oko 80% od svih tiroidnih maligniteta (DeLellis i sar., 2004).

Etiologija PTC je vezana za sredinu, genetske i hormonske faktore (Khan i Nose, 2010;
DeLellis i sar., 2004; Hemminiki i Li, 2003).

U poslednjih nekoliko godina povecana je incidenca PTC Sirom sveta, pa tako 1 u nasoj
zemlji. Jednim delom to se moze objasniti Sirokom primenom savremene ultrazvuéne
dijagnostike. Ostali mogucéi uzroci povecane incidence maligniteta Stitaste Zlezde (npr.
posledice nuklearnih akcidenata, nutritivni faktori, stres) jo§ uvek nisu dovoljno jasni.
Nakon nuklearne katastrofe u Cernobilju 1986 godine porastao je stepen u incidenci
PTC u Belorusiji i okolnim zemljama bivseg Sovjetskog Saveza (DeLellis i sar., 2004).
Najupecatljivije povecanje incidence PTC je zapazeno kod dece obzirom da je rast

Stitaste zlezde najbrzi u detinjstvu i opada kod odraslih (DeLellis i sar., 2004).



PTC se obi¢no detektuje kao opipljiv nodus (¢vor) u predelu vrata, koji na skeneru
nakon primene radioaktivnog izotopa joda ne vezuje jod. To je tzv. “hladni nodus”, koji
upucuje na sumnju na malignitet (DeLellis i sar., 2004). Neopipljivi nodusi obi¢no se
otkrivaju slu€ajno nakon ultrazucnog, CT ili MR ispitivanja, kao 1 prilikom histoloSkog
pregleda tkiva nakon operacija Stitaste zlezde. Mali nodusi PTC-a ili mikrokarcinomi
(manji od 1 cm u pre¢niku), koji se jo§ nazivaju i okultni karcinomi, uglavnom nisu od
klinicke vaznosti posebno kod mladih pacijenata. NajeS¢e imaju odlicnu prognozu,

mada ponekad daju metastaze u limfnim ¢vorovima (LNM) (Roti i sar., 2006).

Histoloski, tipi¢an PTC stvara papilarne strukture koje su izduzene i razgranate, a ¢ini ih
fibro-vaskularna stroma, obloZena malignim epitelnim éelijama. Celije su obi¢no
kuboidnog ili pravouganog oblika sa prisutnim citoplazmatskim invaginacijama
(DeLellis i sar., 2004). Jedarni hromatin je skoncentrisan uz jedarnu membranu, §to daje
jedru prozracan izgled, tako da je nalaz staklastih (svetlih) jedara jedan od osnova
pravilne dijagnostike papilarnog karcinoma (LiVolsi, 1990; LiVolsi i sar., 2004).

Slika 4. Papilarni karcinoma
Stitaste Zlezde. Preuzeto sa
internet adrese
www.thyroidmanager.org.

Na jedru se javljaju tzv. jedarni zljebovi ili zaseci. Psamoma telasca, koja predstavljaju
kalcifikate sa koncentriénim lamelama, su Cesta pojava, tipi¢na za PTC. Neki tumori
mogu da sadrze multinuklearne gigantske celije. Skvamozne metaplazije mogu biti
prisutne. [ako su sve ove karakteristike tipicne za klasicni PTC, ¢esto mogu biti prisutne
i folikularne strukture koje su cesto nepravilnog oblika, §to zapravo otezava
diferencijalnu dijagnostiku papilarnog karcinoma u odnosu na folikularni adenom ili


http://www.thyroidmanager.org/

folikularni karcinom. Pored klasi¢ne i folikularne varijante PTC, postoje jo§ i drugi
podtipovi PTC, kao §to su papilarni mikrokarcinom, inkapsulisana, visokocelijska
varijanta, onkocitna, kolumnarno c¢elijska varijanta, dufizno skleroticna varijanta,
solidno celijska, trabekularna itd. Iako se ove razne varijante PTC histomorfoloski

razlikuju, zajednicki im je izgled jedara i bioloSko ponaSanje.

Molekularnoj patogenezi papilarnog karcinoma posvecéena je velika paznja, mada je jo$
uvek predmet izucavanja. Tipi¢ni molekularni marker PTC predstavlja BRAF mutacija
(V600E), koja se moze detektovati u 35-70% slucajeva PTC i olaksava diferencijalnu
dijagnostiku, jer nije prisutna u drugim tipovima tiroidnih karcinoma (folikularni,
medularni karcinom). U PTC takode se cesto detektuju RET/PTC hromozomski
rearanzmani. Mutacije u Ras genu takode mogu prisutne u PTC, ali sa manjim
procentom zastupljenosti nego u folikularnim karcinomima (Nikoforova i Nikiforov,
2008).

Za papilarni karcinom karakteristi¢no je Sirenje do regionalnih limfnih ¢vorova, za
razliku od folikularnih karcinoma koji se Sire hematogeno i1 daju udaljene metastaze.
Prognoza za PTC je generalno veoma dobra i samo mali broj pacijenata razvija
agresivniju varijantu sa Cestim recidivima, pa ¢ak 1 udaljenim metastazama, Sto vodi
loSem toku ishoda bolesti. NajloSiji prognosti¢ki faktor predstavlja ekstratiroidna

invazija - Sirenje tumora van kapsule zlezde u okolne strukture.

1.2.3. Anaplasticni karcinom Stitaste Zlezde: cito-histoloSke karakteristike,
etiologija i prognoza

Anaplasti¢ni karcinom (ATC) je jedan od najletalnijih maligniteta, sa veoma loSom
prognozom i sa rezistencijom na razli¢ite tretmane (Smallridge i sar., 2008). Vreme
prezivljavanja od momenta davanja dijagnoze je svega 5-6 meseci (Are i Shaha, 2006;
Smallridge i Copland, 2010). Za sada nema efektnog tretmana ovog oboljenja, mada
multimodalni pristupi koji ukljuuju kombinaciju operacije, radijacije i hemoterapije
daju neka obecanja. Ova vrsta karcinoma ¢ini manje od 5% od svih tiroidnih maligniteta
vrlo retko kod osoba ispod 40 godina (Wein i Weber, 2011). U vreme dijagnoze obi¢no
je u poodmakloj fazi, jer se odlikuje brzim lokalnim rastom, sa invazijom u meka tkiva

vrata, Sto ugrozava disajne puteve i jednjak. Od ukupnog broja pacijenata, pri
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prezentaciji njih 30-40% ima evidentne metastaze u limfnim ¢vorovima (Are i Shaha,
2006; Lang i Lo, 2007), a udaljene metastaze su prisutne kod 15-50% pacijenata
(LiVolsi, 1990; Kebebew i sar., 2005; Carcangiu i sar., 1985) Dakle, anaplasti¢ni
karcinom metastazira veoma brzo i to istovremeno i krvnim i limfnim putevima. Faktori
rizika za najgoru prognozu predstavljaju godine starosti, vankapsularna invazija,
udaljene metastaze i veli¢ina tumora preko 7 cm (Siironen i sar., 2010), dok starost
ispod 60 godina 1 intratiroidni ATC predstavljaju nezavisne faktore za niZzu stopu

smrtnosti (Kebebew i sar., 2005; Tan i sar., 1995).

Citoloska morfologija je varijabilna kod ATC. Mogu se uociti tri razli¢ite morfoloske
Seme: vretenaste Celije, gigantske i skvamozne celije, mada se Cesto u okviru jednog
tumora mogu naci razlicite varijante celija. Jedra su nepravilna i hiperhromati¢na,
“bizarnog” izgleda, a usled Cestih mitoza prisutne su i multijedarne anaplasti¢ne Celije

(Guarda i sar., 1991).

Slika 5. Anaplasti¢ni karcinom
Stitaste zlezde. Preuzeto
sainternet adrese
www.atlasgeneticsoncology.or

g.

lako molekularna patogeneza ATC nije do kraja rasvetljena, postoje dokazi Koji
sugeri$u da je ovaj vid karcinoma nastao od prethodno postojeceg dobro diferenciranog
karcinoma u procesu dalje malignizacije koja je dovela do dediferencijacije, tj.
gubljenja morfoloskih i funkcionalnih osobina folikularne ¢elije (Wiseman i sar., 2003).
Histopatoloski dokaz za ovo stanoviste predstavlja prisustvo koegzistiraju¢ih fokusa
dobro diferenciranog karcinoma uz ATC koji €¢ini 90% od ukupne tumorske mase, dok

je molekularni dokaz prisustvo identi¢nih mutacija ili vrlo slicne Seme hromozomskih
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aberacija detektovanih i u dobro diferenciranom i u anaplasticnom delu karcinoma,

impliciraju¢i na zajednicko poreklo (Nikiforova i sar., 2003; Hunt i sar., 2003).

Neka istrazivanja pokazuju da BRAF i RAS taCkaste mutacije nadene u dobro
diferenciranim karcinomima (Nikiforova i sar., 2003; Lemoine i sar., 1989),
predstavljaju rani dogadaj u tiroidnoj tumorogenezi, dok su druge mutacije, kao Sto je
npr. mutacija na p53 genu (koja je nadena samo u nediferenciranim karcinomima)
uklju¢ene u tumorsku dediferencijaciju (Fagin i sar., 1993; Garcia-Rostan G i sar.,
1999).

Veliki je napor ulozen da se okarakteriSu molekularne genetske promene u ATC i
signalni putevi kao potencijalne nove mete za buduce terapije. Najces¢e mutacije su:
BRAFV®E koja je detektovana u oko 25% (Xing, 2005) slutajeva ATC, zatim
izmenjena funkcija tumor supresor gena p53, ¢ije su mutacije prisutne u 20-83%
sluc¢ajeva (Smallridge i sar., 2009). Prisutne su i mutacije na genu PISKCA koji kodira
katalitiCku subjedinicu PI3K, $to vodi aktivaciji Akt proteina.(Santarpia i sar., 2008),
kao i mutacija u PTEN genu (Santarpia i sar., 2008).

Za tretman ATC sve se viSe ide na planiranje novih molekulskih terapija koje bi mogle
da ukljuce administraciju tirozin kinaznih inhibitora (Nagaiah i sar., 2009), ciljanje
klju¢nih gena nekih signalnih puteva kao §to su RAS/RAF/MAPK (Kaojic i sar., 2011,
Wunderlich i sar., 2011), PI3K/AKT (.Liu i Brown, 2010). Takode je aktuelan i pristup
indukcije apoptotskog puta (Conticello i sar., 2007; Woyach i Shah, 2009) ili indukcije
ekspresije p53 tumor supresorskog proteina (Moretti i sar., 1997; Blagosklonny i sar.,
1998).

lako ne postoji efektivna terapija za ATC u ovom momentu i uprkos tome $to se
prezivljavanje kod pacijenata sa dijagnozom ATC nije promenilo tokom poslednje
decenije, postoji nada da ¢e inhibitori tirozin kinaznih receptora i antiangiogenetski
agensi u kombinaciji sa operacijom, zracenjem i hemoterapijom dati bolje rezultate u

le¢enju ovog agresivnog tipa karcinoma.

1.2.4. TNM Klasifikacija tumora Stitaste Zlezde

Papilarni tiroidni karcinom (PTC) je najceS¢i tip dobro diferenciranog tiroidnog

karcinoma (DTC). lako je prognoza za ovaj tip karcinoma generalno dobra, oko 10%
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pacijenata umire, a ¢ak veéi procenat pati od recidiva bolesti (Sherman, 2003; Lang i
sar., 2007; Mazzaferri i Kloos, 2001).Veoma je vazno da se prepoznaju pacijenti kod
kojih se moze ocekivati agresivnije ponaSanje tumora i da se prema tome planira
klinicki tretman. Preduzimane su brojne studije koje su identifikovale razlicite klinicko-
patoloske prediktore za PTC na osnovu Kkojih je osmisljena stratifikacija rizi¢nih grupa
ili gradirajuéi sistem kako bi se selektovali pacijenti sa visokim rizikom, tj. oni koji bi
morali da podlegnu radikalnijoj operaciji i kasnije adekvatnoj terapiji za razliku od

pacijenata sa niskim rizikom (Byar i sar., 1979; Hay i sar., 1987;Sherman i sar., 1998;).

Postoji nekoliko klinicko-patoloskih parametara koji reflektuju biolosko i klinicko

ponasanje i uti¢u na prognozu pacijenta:
Starost pacijenta je u pozitivnoj korelaciji sa agresivnijim ponasanjem tumora.

Pol pacijenta nije nezavisan prognostic¢ki faktor, iako neke studije pokazuju da muski

pol ima nepovoljniji ishod bolesti

Veli¢ina tumora (T) nije nezavisan prognosticki faktor, iako je u nekim studijama

dovedena u vezu sa stopom mortaliteta kod PTC (Akslen, 1993).

Ekstratiroidna invazija (Ei) predstavlja lo§ prognostic¢ki faktor i u korelaciji je sa

smrtno$¢u pacijenata (Mazzaferri i Young, 1981; Ito i Miyauchi, 2009).

Metastaze u lokalnim limfnim ¢vorovima nisu u direktnoj korelaciji sa stopom
prezivljavanja, mada su neke studije pokazale da je prisustvo metastaza u limfnim
¢vorovima kod starijih pacijenata 1o§ prognostic¢ki faktor (Harwood i sar., 1978; Ito i
Miyauchi, 2009).

Udaljene metastaze (M) su lo§ prognosticki pokazatelj za sve histotipove tiroidnih

tumora, i u vezi su sa ve¢om smrtnoscu.

TNM Kklasifikacija tiroidnih tumora, koja se bazira na veli¢ini tumora i prisustvu
metastaza, je prvi put opisana 1940. godine i smatra se pouzdanim vodi¢em u donoSenju
prognoze, odnosno identifikaciji pacijenata sa rizikom za nepovoljniji ishod bolesti.
Sesta edicija TNM klasifikacije tumora donesena je 2002. godine (AJCC Cancer
Staging Handbook: TNM Classification of Malignant Tumors, 6th ed. New York:
Springer-Verlag, 2002).
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TNM sistem zapravo uzima u obzir anatomsku rasprostranjenost tj.veli¢inu tumora (T),
prisustvo/odsustvo metastaza u lokalinim limfnim ¢vorovima (N), i prisustvo/odsustvo

udaljenih metastaza (M).

T Kklasifikacija primarnih tumora. Klasifikacija primenljiva isklju¢ivo za primarne

tumore poznatih dimenzija i invazivnosti. Postoje Cetiri kategorije:

- T1: tumor manji od 2cm u najveéem promeru, ograni¢en na Stitastu zlezdu

- Ty tumor veéi od 2cm, a manji od 4cm u najveéem promeru, ograni¢en na
Stitastu zlezdu

- Ta: svi tumori veéi od 4cm, ali ogranic¢eni na Stitastu zlezdu

- T4 svi tumori, bez obzira na njihovu dimenziju, ukoliko se Sire van kapsule

Stitaste zlezde.

N-regionalni limfni évorovi

- Ny: regionalni limfni nodusi ne mogu biti procenjeni
- Np: nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima

- Ni: prisutne metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima

M-udaljene metastaze

- My: postojanje udaljenih metastaza se ne moze proceniti
- Mp: nema udaljenih metastaza

- My: postoje udaljene metastaze

TNM Klasifikacija tiroidnih tumora je najSire prihvaden sistem za rangiranje
diferenciranog tiroidnog carcinoma i ukljucuje proSirenost primarnog tumora (Cetiri
kategorije T), godine pacijenta, odsustvo/prisustvo metastaza u lokalnim limfnim
¢vorovima (dva stepena N) 1 odsustvo/prisustvo udaljenih metastaza (dva stepena M).
Prema predlogu od strane International Union Against Cancer i American Joint
Committee on Cancer svi pacijenti ispod 45 godina svrstavaju se u nisko rizicnu grupu
(stadijum 1) bez obzira na odsustvo/prisustvo metastaza u lokalnim limfnim ¢vorovima.
Jedino ukoliko postoje udaljene metastaze ovi pacijenti se svrstavaju u TNM stadijum
.

Svi pacijenti stariji od 45 godina, u zavisnosti od ostalih parametara, mogu pripadati

slede¢im stadijumima:
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- TNMI : Ti1NoMg

- TNMII: ToNoMg

- TNM HI: T3NoMo ili bilo koji T i N;Mg

- TNM IV: Ty bilo koji N i My; bilo koji T, bilo koji N i My

Svi anaplasti¢ni karcinomi se raCunaju kao stadijum IV.

1.3. Programirana cCelijska smrt - apoptoza

1.3.1. Istorija

Termin apoptoza prvi put spominje J.F.R. Kerr 1972. godine (Kerr i sar., 1972), kako
bi definisao fizioloSku formu ¢elijske smrti koja se bitno razlikuje od nekroze (Searle i
sar., 1982). Rec¢ apoptoza potice od grcke rec¢i koja znaci ,,opadanje” i zapravo opisuje

opadanje lis¢a sa grana i latica sa cvetova. Danas je re¢ apoptoza ili programirana

¢elijska smrt opSte prihvacena za proces umiranja celije fizioloski regulisanim putem.

1.3.2. Definicija, morfoloske karakteristike i uloga apoptoze

Apoptoza je genetski kontrolisan proces kojim se nepotrebne ili ostecene celije

samouniStavaju nakon aktivacije apoptotskih gena (Martin, 1993; Earnshaw, 1995).

Svaki multicelijski organizam predstavlja visoko organizovan sistem u kojem je broj
¢elija regulisan, i to ne samo kontrolisanjem brzine Celijske deobe, ve¢ 1 kontrolom
stope celijske smrti. Ukoliko su cCelije nepotrebne, ili na bilo koji nain oStecene,
smatraju se opasnim za organizam i eliminiSu se suicidalnim programom aktiviranja
intracelijskog programa smrti. Dakle, visecelijski organizmi su evoluirali u tom pravcu
da razviju mehanizme koji ¢e genetski oSteCenu celiju, prvenstveno unisSititi, a ne
rizikovati da je poStede. Za razliku od nekroti¢ne smrti, apoptotska smrt predstavlja
aktivan bioloski proces koji pogada jednu ¢eliju, 1 koji kroz tri razlicite faze dovodi do
hromatinske kondenzacije, jedarne fragmentacije, smanjenja celijske zapremine tj.
skupljanja ¢elije, uvijanja ¢elijske membrane, ali bez narusavanja njenog integriteta, i na
kraju do fragmentacije same celije, pri ¢emu nastaju apoptotska telaSca koja se ubrzo
eliminiSu iz sistema procesom fagicitoze bez aktiviranja inflamatornog odgovora

(Saikumar i sar., 1999).
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fragmentaciju jedra i ¢elije pri ¢emu ne dolazi do narusavanja integriteta membrane. Ovaj
proces se zavrsava fagocitozom apoptotskih telasaca. Kod nekroze se desava suprotan proces,
¢elija bubri, puca i Celijski sadrzaj se izliva napolje $to uzrokuje nastanak inflamacije .

Preuzeto sa internet adrese http://linsenbardt.net

Apoptoza se deSava kako u fizioloskim, tako i u patoloSkim uslovima. Kod zdravih

odraslih ljudi, u koStanoj srzi i tankom crevu umire bilion ¢elija svakog sata. Sa druge

strane, poremecaji u kontroli ovog regulisanog procesa mogu dovesti do razvoja

razli¢itih oboljenja. Pojacana aktivnost apoptotskog odgovora ucestvuje u patogenezi

nekih degenerativnih ili hroni¢nih oboljenja, kao Sto su Alchajmerova 1 Parkinsonova

bolest, hroni¢ni ulcerativni kolitis, sindrom steene imunodeficijencije (AIDS) ili

imunski-zavisan (tipl) dijabetes melitus (Saikumar i sar., 1999; Carson i Ribeiro, 1993;

Thompson, 1995). Dakle, ukoliko dolazi do promena u regulaciji apoptotskog

mehanizma, mogu¢ je nastanak mnogih autoimunih oboljenja, a sa druge strane i

onkogeneze, s obzirom da postaje nemoguce zaustaviti replikaciju genetski izmenjene

¢elije (Saikumar i sar.,1999; Thompson, 1995; Mountz i sar., 1996).
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1.3.3. Indukcija i mehanizam apoptotskog procesa

Nakon izlaganja specificnom stimulusu, prvi korak je korak ,,odluke* koji predstavlja
taCku genetske kontrole ¢elijske smrti, iza kojeg propagacijom pocetnog signala dolazi

do egzekucije Celijske smrti.

Stres Spoljadnji put
DNK ostecenje
Hemoterapija Ligandi »
UV zraéenje smrti Receptori

eshasseseanscananessssensnann, - smrti

FEPPEPTR T T AL IS T D PV M
...°’00.

Kaspaza-8

po—
“1aP
Apolon
CIAP1
CIAP2
ILP-2
Livin
NAIP
Survivin

XIAP
Pro-kaspazas\h Kash 2
e e aspaza-
D @

Kaspaza-3
Apoptozom Kaspaza-9 P * ‘ ‘

Apoptoza

Slika 7. Putevi indukcije apoptoze. | spoljasnj i unutras$nji put podrazumeva
aktivaciju kaspaza. Spoljasnji put se aktivira preko receptora smrti, dok kod
stres indukovanog ununtrasnjeg puta dolazi do povecanja propustljivosti
mitohondrijalne membrane ($to je regulisano Bcl-2 familijom proteina), pri
¢emu dolazi do ispustanja citohroma C u citosol koji u kompleksu sa Apaf-1
aktivira prvo inicijatorne kapsaze koje u narednoj kaskadi aktiviraju
egzekutorne kaspaze. Preuzeto sa internet adrese http://www.imgenex.com

Apoptoza se moze aktivirati kroz dva razliCita puta, vodeci ka specificnoj sekvencijalnoj
aktivaciji 14 cistein-zavisnih aspartat specifi¢nih proteaza poznatih kao kaspaze
(Thornberry i Lazebnik, 1998):
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w4 Spoljasnji put aktivacije podrazumeva vezivanje liganada za raceptore prisutne
na c¢elijskoj membrani (npr tumor nekroti¢ni faktor alfa-TNF-a) i signalnom
kaskadom vodi aktivaciji prokaspaze-8

va UnutraSnji put koji je odgovor ¢elije na subletalna ostecenja na DNK molekulu

izazvana npr. radijacijom, hemoterapijom, reaktivnim kiseoni¢nim vrstama (kao

Sto su: superoksid, vodonik peroksid, hidroksil radikali itd.) ili ¢ak odsustvom

hormona rasta i kontakta sa okolnim ¢elijama, Sto vodi aktivaciji prokaspaze-9

Jednom aktivirane inicijatorne kaspaze (kaspaze -8 i -9) seku tzv. efektore kaspaze
(kaspaze -3, -6, -7) koje dalje seku razlicite ¢elijske substrate uklju¢ujuéi komponente

citoskeleta (Earnshaw i sar.,1999).

1.3.4. Regulacija apoptotskog procesa
1.3.4.1. Bcl-2 familija proteina

Clanovi ove familije proteina poseduju konzerviran Bcl-2 homolog region ili skraceno
BH domen (Yin i sar., 1994; Chittenden i sar., 1995) i dele se na anti-apoptotske

(inhibitore apoptoze), Ciji je predstavnik Bcl-2 protein i pro-apoptotske (aktivatore
apoptoze), ¢iji je predstavnik Bax protein. BH3 domeni su zaduZeni za stvaranje homo
1 heterodimera izmedu ¢lanova ove familije proteina, pa ¢ak i onih sa suprotnim
efektom na proces apoptoze. Nakon signala za otpocinjanje apoptotskog procesa pro-
apoptotski ¢lanovi podlezu konformacionim promenama koje omogucavaju pravilnu
inserciju u mitohondrijalnu membranu stvaraju¢i dimere koji predstavljaju kanale kroz
koje se izlivaju mitohondrijalni proteini (Wolter i sar., 1997; Hsu i sar., 1997; Goping i
sar., 1998; Giffiths i sar., 1999), dok anti-apoptotski ¢lanovi stvaranjem heterodimera sa
pro-apoptotskim ¢lanovima inhibiraju stvaranje kanala, ¢uvajuci na taj nacin integritet
mitohondrijalne membrane. PoviSena ekspresija anti-apoptotskih ¢lanova Bcl-2 familije

proteina je uoCena u velikom broju humanih karcinoma (Reed, 1998) i vezana je za losu

prognozu.
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Slika 8. Sematski prikaz strukturne organizacije Bcl-2
familije  proteina.  Preuzeto sa internet  adrese
http://upload.wikimedia.org

1.3.4.2. Inhibitorni apoptotski proteini — IAP familija

Signalna kaskada koje reguliSe apoptotsku smrt celije je u fizioloskim uslovima
precizno regulisan proces. Tokom maligne transformacije ¢elije mogu se desiti defekti u
raznim delovima ovog signalnog mehanizma. Clanovi Bcl-2 familije apoptotskih
proteina, Ciji su predstavnici Bcl-2 (anti-apoptotski protein) i Bax (pro-apoptotski
protein) operativni su u mitohondrijalnom (uzvodnom delu) apoptotske signalne
kaskade i dugo je vladalo misljenje da od njihovog odnosa zavisi sudbina ¢elije. Nakon
toga, otkriveni su i opisani i drugi akteri, operativni nizvodno u ovoj signalnoj kaskadi,
koji takode uticu na apoptotsku smrt Celije u koraku neposredno pre aktivacije kaspaza,

proteolitickih enzima koji su egzekutori ¢elijske smrti.

Novi ¢lanovi apoptotskih protein koji inhibiraju apoptozu (IAP familija, od engleskog:
“Inhibitor of Apoptosis Proteins”) su prvi put identifikovani 1993. godine u
bakulovirusnom genomu utvdivanjem njihove sposobnosti da suprimiraju apoptotski
odgovor ¢elije domacina tokom viralne infekcije (Crook i sar., 1993; Birnbaum i sar.,

1994). Clanovi ove familije se karakteri$u prisustvom najmanje jednog od tri IAP
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ponovljenog domena (Miller i Thomas, 1994). IAP ponovak (“BIR-baculovirus
inhibitory repeat”), je 70-aminokiselinski dug domen, koji koordinise cinkov jon preko
jednog Histidina i tri Cisteina (Hinds i sar., 1999). Kod virusa i Zivotinjskih vrsta je

prisutno do 3 tandemske kopije ovog domena (Deveraux, i Reed, 1998).

Sam po sebi, ovaj domen verovatno nije dovoljan za inhibiciju apoptoze, a i proteini
ove familije, ostvarujuéi interakciju preko njega, su evoluirali da sluze i u druge svrhe.
Isto tako je moguce da “samostalnost” IAP domena u inhibiciji apoptoze zavisi od
¢elijskog konteksta, obzirom da je samo jedan BIR (BIR2) kod baculovirus dovoljan za
inhibiciju apoptoze (Deveraux i Reed, 1999). Pored BIR domena, proteini ove familije
mogu da sadrze jo§ i CARD (caspase ruqritment domain), UBA (ubiquitin associated
domain) i novootkriveni RING domen (Fulda i Vucic, 2012). Do sada je identifikovano
8 humanih IAP proteina: NAIP, c-1AP1, c-IAP2, XIAP, survivin, Apollon/BRUCE,
ML-IAP (livin) i ILP-2 (de Almagro i Vucic, 2012). Od svih ¢lanova, c-1AP1, c-1AP2,
ML-IAP i XIAP direktno uti¢u na regulaciju apoptoze (Vaux i Silke, 2003).

1.4. SURVIVIN
1.4.1. Strukturne i funkcionalne karakteristike survivina

Survivin, sa 16.5 kDa molekulske mase, je najmanji ¢lan IAP familije proteina. Kodiran
je od strane jednog gena (sa tri introna i dva egzona) lociranog na 17925 hromozomu
(Li i sar., 1998, Abrosini i sar., 1997; Li i Altieri, 1999). On je jedinstven kako po
strukturnim, tako i po funkcionalnim karakteristikama. Za razliku od drugih AP
¢lanova, ovaj protein sadrzi samo jedan IAP ponovak, i ne sadrzi RING finger i CARD
(kaspaza-regrutujuc¢i) domen (Amrosini i sar., 1997; Li i sar.,1998; Li i sar., 1999).
Kristalografskom analizom je utvrdeno da se survivin u rastvoru nalazi u obliku
homodimera (Chantalat i sar., 2000). Alternativnim splajsovanjem survivinske pre-
iRNK se dobija 5 razli¢itih i-RNK sa razli¢itim potencijalom da kodiraju 5 razli¢itih
proteina: survivin, survivin 23, survivin AEx3, survivin 3f, survivin 20 (Mahotka i sar.,

1999; Caldas i sar., 2005; Badran i sar.,2004).
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Slika 10. Kristalografska struktura
humanog molekula survivina.
Preuzeto sa internet adrese
http://upload.wikimedia.org

1.4.2. Uloge survivina

Uloga survivina u ¢eliji je viSestruka: od celijske deobe, preko apoptoze, pa sve do
angiogeneze i uloge u metastaskom procesu (Altieri i Marchisio, 2001; Mehrotra i sar.,
2010).

Neki istrazivaci sugeriSu da je primarna uloga survivina u kontroli ¢elijskog ciklusa, pre
nego u inhibiciji apoptoze (Yang i sar., 2004; Okada i Mak, 2004). Zapravo, sinteza i
degradacija survivina u normalnom tkivu je regulisana preko Celijskog ciklusa.
Transkripcija survivinskog gena je kontrolisana specificnom sekvencom u
promotorskom regionu, povecava se tokom G; faze, i dostize pik u G,-M fazi ciklusa
(Kobazashi i sar., 1999; Li i Altieri, 1999). Tokom mitoze svoju funkciju ostvaruje u
kratkom vremenskom intervalu, tokom metafaze i anafaze, i lokalizovan je u dva glavna
¢elijska odeljka. Jedan odeljak je direktno asociran sa polimerizovanim tubulinom, tj. u

sastavu je vlakana deobnog vretena. U ovaj odeljak su, osim metafaznih i anafaznih
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vlakana, ukljueni jo§ i1 centrozomi i ostatak mitotskog aparata. U okviru ove
lokalizacije, survivin uéestvuje u stabilizacije mikrotubula i njihovoj dinamici (Li i sar.,
1998; Giodini i sar., 2002; Altieri, 2006). Drugi odeljak je u sklopu kinetohora
metafaznog hromozoma, i ovde je survivin pridruzen regulatorima citokineze, kao Sto
su Aurora B kinaza, INCENP | Borealin/Dasra (Bolton i sar., 2002; Wheatley i sar.,
2001; Sampath i sar., 2004), §to podrzava miSljenje da je survivin subjedinica
“chromosomal passenger complex”-a, koji je esencijalan za pravilnu segregaciju
hromatida i citokinezu (Lens i sar., 2006). Ukoliko se survivin ukloni iz sistema,
kinetohorno-mikrotubularni aparat se ne formira pravilno, celijska deoba se ili
zaustavlja ili nepravilno dovrSava, S$to konacno rezultuje celijskom smrcu, tako da

eliminacija survivina dovodi do apoptoze ¢elije u deobi.

Sa druge strane, uloga survivina u apoptotskom procesu je joS uvek predmet
kontroverzi. Inicijalno, postavljeni postulati vezani za ulogu survivina, kao i svih
¢lanova IAP familije proteina podrazumevali su da se selektivno vezuju i pospeSuju
degradaciju aktivnih kaspaza-3, -7 i -9 (Altieri, 2003). Kasniji eksperimenti su pokazali
da survivin inhibira aktivnu kaspazu-9, ali ne i -3 i -7, i da je za inhibiciju kaspaze-9
neophodna interakcija sa XIAP ili hepatitis B-X interaguju¢im proteinom (Marusawa i
sar., 2003). Prema ovome, sposobnost survivina da inhibira apoptozu predstavlja
rezultat njegovih interakcija sa drugim molekulima, a ne direktnu inhibiciju aktiviranja

kaspaza.

Smatra se da su razli¢iti podéelijski “pool”-ovi survivina u vezi sa njegovim razli¢itim
ulogama. Razlicite studije su pokazale da jedarni “pool” ucestvuje u mitozi, dok je
citoplazmatska i mitohondrijalna frakcija odgovorna za antiapoptotsku funkciju
survivina (Dohi i sar., 2004; Rodriguez i sar., 2002; Colnaghi i sar., 2006).

Regulacija ekspresije survivina i njegove funkcije je kompleksna i deSava se na
razli¢itim nivoima, ukljucujuci transkripciju, razli¢ito splajsovanje, post-translacionu

regulaciju, degradaciju, intracelularnu sekvestraciju sa razli¢itim ligandima (Mita i sar.,

2008).
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1.4.3. Ekspresija survivina u kancerima

Survivin je fizioloski eksprimiran u fetalnom tkivu, a nedetektabilan u veéini
neproliferiSuceg diferenciranog tkiva (Ambrosini i sar., 1997). S druge strane, survivin
je poviseno eksprimiran u transformisanim celijama 1 razliitim tipovima humanih
karcinoma kao Sto su: karcinom pluca, dojke, pankreasa, debelog creva, sarkomi mekog
tkiva, tumori mozga, melanomi, neuroblastomi, hematoloski maligniteti (Waligorska i
sar., 2012). Genetska istrazivanja su potvrdila razliku u ekspresiji gena za survivin U
tumorima u odnosu na normalno tkivo (You i sar., 2004). Ekspresija survivina u
karcinomima moze biti deregulisana kroz nekoliko mehanizama, ukljucujuc¢i gensku
amplifikaciju (Islam i sar., 2000), demetilaciju survivinskog egzona (Hattori i sar.,
2001), povecanu promotorsku aktivnost (Li i Altieri, 1999), i pojacanog uzvodnog
signalnog PI3-kinaznog i mitogen-aktiviraju¢eg kinaznog puta (Vaira i sar., 2000).
Takode, poremecaj u regulaciji ekspresije survivina izgleda da je nezavisna od ¢elijskog
ciklusa, sugerisuéi pojacanu antiapoptotsku ulogu u poredenju sa normalnom c¢elijom, u
kojoj je mitotska regulacija survivina predominantna. PoviSena ekspresija survivina u
karcinomima predstavlja nepovoljan prognosti¢ki marker, jer je u korelaciji sa
uznapredovalom boleS¢u, smanjenim prezivljavanjem, ubrzanom pojavom recidiva,
prisustvom invazije u lokalnim limfnim ¢vorovima, udaljenih metastaza i rezistencijom

na terapiju (Adida i sar., 1998; Marioni i sar., 2006; Osaka i sar., 2006).

1.4.4. Ekspresija survivina u tumorima Stitaste Zlezde

Survivin je manje izu¢avan u tumorima $titaste Zlezde u odnosu na druge tipove tumora.
Dosada$nje studije pokazuju da survivin igra vaznu ulogu u patologiji tiroidnog
karcinoma Prvi publikovani rezultati u ovoj oblasti (Ito i sar, 2003) ukazali su na
razliku u ekspresiji survivina u diferenciranim i anaplastiénim karcinomima Stitaste
zlezde i sugerisali da je ekspresija survivina u korelaciji sa stepenom dediferencijacije
maligne tiroidne celije. Kim i saradnici (Kim i sar., 2012) su pokazali postepen rast
survivinske ekspresije idu¢i od hiperplasti¢nog tkiva, preko papilarnog karcinoma do
anaplasti¢nog, kao i korelaciju ekspresije ovog proteina sa klinickim stadijumom. Sli¢ne
rezultate su dobili Zhang i sar. (Zhang i sar., 2009). Oni su pokazali da je znacajno
povisena ekspresija survivina u tiroidnom karcinomu u odnosu na adenom, a u

normalnom tkivu nisu uspeli da ga detektuju. Dobili su statisticki znacajnu korelaciju sa
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histoloskim tipom, klinickim stadijumom, prisustvom metastaza u limfnim ¢vorovima,
na osnovu ¢ega su sugerisali da je ovaj protein znacajan u evoluciji tiroidnog karcinoma
i molekulski indikator lose prognoze. Antonaci i sar. (Antonaci i sar., 2008) su pokazali
ekspresiju survivina ve¢ u papilarnom mikrokarcinomu, Sto ukazuje da je ,,up-

regulacija® gena za survivin vezana za ranu fazu tiroidne kancerogeneze.

1.5. ANGIOGENEZA

Kod visih organizama krvna i limfna vaskulatura se formiraju kroz dva razlicita
procesa: vaskulogenezom i angiogenezom. Vaskulogeneza je de novo formiranje sudova
od hematopojeticnih prekursorskih ¢elija i prevashodno se deSava kod razvijajuceg
embriona. Angiogeneza, sa druge strane, je formiranje sudova od veé postojece
vaskulature (Kurz H i sar., 2003) i predstavlja vazan bioloski proces kroz Zivot
organizma, 1 u normalnom stanju, a i tokom bolesti. Smanjenje ove funkcije moZe
dovesti do razvoja bolesti kao Sto su ateroskleroza, dijabetesna retinopatija, psorijaza,
artritis, neurodegenerativna oboljenja i placentalna insuficijencija (eklampsija) (Ferrara,
2004). Suprotno tome, povecana vaskularizacija prisutna je u neoplasti¢nim tkivima i

neophodna je za razvoj i progresiju tumora.

Proces angiogeneze podrazumeva multiplikaciju i migraciju endotelnih ¢elija, kao i
remodeliranje ekstracelularnog matriksa. Ovaj proces se u fizioloskim uslovima u
adultnom organizmu retko desava (zarastanje rana, menstrualni ciklus) i regulisan je
preciznim molekularnim mehanizmima koji  uklju¢uju promotore 1 inhibitore

angiogeneze.

Jedan od najbitnijih faktora koji reguliSu formiranje sudova tokom embrionskog
razvoja, zarastanja rana i odrzavanja homeostaze vaskulature kod odraslih organizama
je vaskularni endotelni faktor rasta-VEGF (od engl. Vascular endothelial growth factor).
Ovaj protein je identifikovan pre viSe od 30 godina, kada mu je pripisana vazna uloga u
regulaciji fiziologije endotelnih ¢elija, kao i uloga u permeabilizaciji vaskulature, pa je u
isto vreme oznacen i kao VPF (od engl. Vascular permeability factor), (Senger i sar.,
1983; Senger i sar., 1986). Sada se zna da VEGF (VPF) pripada familiji polipeptidnih
faktora rasta (VEGF familija,), koje kodira nekoliko gena. Clanovi VEGF familije

proteina specifi¢no interaguju sa odgovarajué¢im receptorima na prekusorskim i zrelim

24



endotelnim celijama i tako aktiviraju signalne puteve kojima reguliSu angiogenezu i

limfangiogenezu.

1.6. Osnovne karakteristike VEGF familije proteina

VEGF polipeptidi pripadaju PDGF familiji faktora rasta. To su sekretorni, dimerni Cys-
vezani glikoproteini priblizne mase 40kDa. Kod sisara, VEGF familiju ¢ini 5 ¢lanova:
VEGF-A, -B, -C, -D (Tammela i sar., 2005) i placentalni faktor rasta (“PLGF-placental
growth factor”) (Maglione i sar., 1991). Strukturni srodnici VEGF-A su i VEGF-E,
kodiran od strane pox virusa Orf familije (Meyer i sar., 1999; Ogawa i sar., 1998) i

VEGF-F izolovan iz zmijskog otrova (Takahashi i sar., 2004).

VEGF-A, -B i PLGF se vezuju za VEGFreceptor-1 (VEGFR-1), VEGF-A i —-E za
VEGFR-2, a VEGF-C i -D za VEGFR-3. Proteolitickim procesovanjem VEGF-C i -D
omogucava se vezivanje za VEGFR-2, ali sa slabijim afinitetom nego za VEGFR-
3(Takahashi i Shibuya, 2005).

VEGF-A VEGF-C

VEGF-B / \/’EGF-E\/ VEGF-D
\ 1 !
X ; ;"

Slika 11. Sematski prikaz vezivanja VEGF

VEGER-1  VEGER-2 VEGER-3 proteina za VEGF receptore. Preuzeto sa
(Fit-1)  (FIk-1/KDR)  (Flt-4) internet adrese http://upload.wikimedia.org
1.6.1. VEGF-A

Najizucavaniji ¢lan familije VEGF proteina je VEGF-A, koji se prvobitno oznacavao
samo kao VEGF. VEGF-A aktivira signalne puteve preko VEGF receptora-2 (VEGFR-
2) i reguliSe morfogenezu sudova preko VEGFR-1. Dakle, VEGF-A promovise

proliferaciju i migraciju endotelnih ¢elija krvnih sudova.

Kristalografska struktura VEGF-A otkriva 2 monomera koja su organizovana anti-

paralelno da bi formirali dimer sa receptor-vezujuéim mestom na svakom polu od

25



dimera (Muller i sar., 1997). VEGF-A gen organizovan je u osam egzona, koji su
podeljeni sa sedam introna, a lociran je na hromozomu 6p21.3 (Houck i sar., 1991).

VEGF-A gen moze da da nekoliko razliitth iRNK transkripata koji se razlikuju u
proteinskim produktima koje kodiraju (Houck i sar., 1992). Ovi razli¢iti transkripti se
razlikuju u signalnim karakteristikama (Robinson i Stringer, 2001), a nastaju
mehanizmom alternativnog splajsovanja (Smith i sar., 1989), pri ¢emu je koli¢ina
razli¢itih transkripata nejednaka, i zavisi od ispitivanog tkiva (Bacic i sar., 1995).
Najucestaliji VEGF-A transkripti pronadeni u humanim odraslim tkivima kodiraju
proteine od: 121, 165 i 189 aminokiselinskih ostataka (Berkman i sar., 1993).
Identifikovane su i druge rede varijante od 145 i 206 aminokiselinskih ostataka, ali su
ove forme pronadene samo u nekim tkivima, pretezno u fetalnim organima (Houck i
sar., 1991), humanoj placenti (Cheung i sar., 1995) i humanim endometrijalnim

karcinomskim ¢elijama (Charnock-Jones i sar., 1993).

Na ekspresiju VEGF-A gena uticu hipoksija, faktori rasta i citokini: epidermalni faktor
rasta -EGF, transformisu¢i faktor rasta-TGF-p, interleukin-beta (Takahashi i Shibuya,
2005).

1.6.2. VEGF-B

VEGF-B protein rasprostranjen je u mnogim tkivima, a u najvec¢oj koli¢ini eksprimiran
je u sr¢anom tkivu i skeletnim misi¢ima (Olofsson i sar., 1999).

Humani VEGF-B ima dve izoforme nastale alternativnim splajsovanjem: proteini od
167 i 186 aminokiselinska ostatka.VEGF-B izoforme vezuju i aktiviraju VEGF R-1.
Uloge VEGF-B proteina u angiogenezi i razvoju kardiovaskularnog sistema nisu
dovoljno jasne. Studije na miSevima deficijentnim za VEGF-B pokazale su da ovi
miSevi imaju disfunkcionalne koronarne arterije (Bellomo i sar., 2000). Takode, kod
ovakvih miSeva pokazana je uloga VEGF-B u patoloSkom remodeliranju vaskulature u
inflamatornom artritisu (Mould i sar., 2003), ali i uloga u zastiti mozdanog tkiva od

ishemi¢nih stanja(Sun i sar., 2004).
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1.6.3. VEGF-C i VEGF-D

VEGF-C protein deli strukturnu homologiju sa VEGF-A proteinom u delu od 30%
aminokiselinskog lanca, ali je strukturno srodniji VEGF-D proteinu zahvaljujuci
ekstenziji i na N-terminalnom i na C-terminalnom kraju lanca, koja nije prisutna kod
drugih ¢lanova VEGF familije (Lohela i sar., 2003).VEGF-C, kao i VEGF-D, vezuje se
za VEGFR-2 i VEGFR-3, koji su eksprimirani na endotelnim ¢éelijama krvnih (VEGFR-
2) i limfnih sudova (VEGFR-3) i imaju mitogeni efekat na ove ¢elije. VEGF-C, kao i
VEGF-D, sintetiSu se u vidu prekursorskih proteina, koji nakon proteolitickog cepanja
generiSu forme sa umerenim afinitetom za VEGFR-3. Slede¢i proteoliticki korak je
potreban da bi nastali finalno procesovani proteini, sa visokim afinitetom za oba
receptora, VEGFR-2 i -3 (Lohela i sar., 2003). Pokazano je da prekomerna ekspresija
VEGF-C u epidermisu transgenih miSeva dovodi do stvaranja limfne vaskulature
(Jeltsch i sar., 1997). In vitro, VEGF-C i VEGF-D stimuli$u migraciju i mitogenezu
endotelnih ¢elija. Pokazano je da su oba alela VEGF-C gena neophodna za razvoj

limfne vaskulature u fiziolo§kim uslovima (Karkkainen 1 sar., 2004).

VEGF-C smatra se parakrinim faktorom esencijalnim za limfangiogenezu, tako da se
naziva faktorom rasta limfnih sudova (engl. lymphatic vessel growth factor). Ovi efekti
ostvaruju se interakcijom sa VEGFR-3, dok u interakciji sa VEGF-R -2 uti¢e na

endotelne Celije krvnih sudova.

1.7. VEGF receptori: struktura, distribucija i uloga

Receptori za VEGF proteine (VEGFR) su ¢lanovi superfamilije receptora tirozin kinaza
(RTK). VEGFR se sastoji od ekstracelijskog domena (750 aminokiselinskih ostataka),
koji je organizovan u 7 imunoglobulinu(lg)-sli¢nih sekvenci. Na ekstracelijski domen se
nadovezuje transmembranski domen, potom “juxtamembrane” domen (podeljeni tirozin
kinazni domen koji je prekinut sa 70-aminokiselinskim kinaznim insertom) i na kraju C-

terminalni domen (Christinger i sar., 2004).

Mutacione analize ekstracelijskog domena VEGFR-1 i -2 pokazuju da drugi i tre¢i Ig-

slican domen formira visoko-afinitetno vezuju¢e mesto za VEGF proteine, dok prvi Ig-
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slican domen reguliSe vezivanje liganda, a cCetvrti Ig-sliCan domen dimerizaciju

receptora (Davis-Smyth i sar., 1998; Fuh i sar., 1998).

lako je primarna uloga VEGF/VEGFR sistema u vaskulaturi, otkrivena je ekspresija
VEGFR i u ne-endotelnim ¢elijama. Ovi receptori su eksprimirani na povrS$ini mnogih
¢elija koje su poreklom iz kostane srzi, kao §to su hematopojeti¢ne celije (Kabrun i sar.,

1997), takode na makrofagama i na glatko-misi¢nim ¢elijama (Ishida i sar., 2001).

Receptori tirozin kinaza (RTK) se aktiviraju nakon ligandom posredovane dimerizacije
receptora (Hubbard, 1999; Jiang i Hunter, 1999) §to vodi strukturnim promenama koje
se prenose na intracelijski kinazni domen nakon rearanzmana transmembranskog i
jukstamembranskog domena (Bell i sar., 2000). Sva tri VEGF receptora sadrze tirozin-
fosforilisu¢a mesta koja zapravo imaju ili regulatornu ili signalnu funkciju. Dok
fosforiliSu¢a mesta jukstamembranskog i manjeg reznja kinaznog domena uglavnom
uticu na moduliranje strukture receptora i kinazne aktivnosti, drugi predstavljaju mesto

uglavljivanja (ukotljavanja) signalnih molekula koji sadrze SH2-domene.

1.7.1. VEGF receptor-1

VEGF receptor-1 (VEGFR1) je 180-kDa tezak glikoprotein, koji regulise morfogenezu
krvnih sudova. Neophodan je tokom embriogeneze za normalni razoj krvnih sudova
(Fong i sar., 1995).

Nizvodni signalni put aktiviran VEGFR-1 nije potpuno okarakterisan i samo mali
proliferativni 1 migratorni efekat endotelnih celija je posredovan ovim receptorom.
Funkcija VEGFR-1 je najbolje utvrdena kod migracije i diferencijacije monocita
(Barleon i sar., 1996) regrutovanja progenitorskih endotelnih cCelija iz koStane srzi
(Carmeliet i Luttun, 2001) migracije i invazije karcinomskih ¢elija (Wey i sar., 2001) i

kod adhezija ,,natural killer” ¢elija za endotelne ¢elije (Chen i sar., 2002).
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1.7.2. VEGF receptor-2

EGF receptor-2 (VEGFR-2) je 200 kDa tezak glikoprotein, eksprimiran na
hematopojeticnim 1 endotelnim ¢elijama 1 glavni je receptor za prenosenje

angiogenetskog signala (Kabrun i sar., 1997).

VEGFR-2 promovise diferencijaciju, proliferaciju i migraciju endotelnih ¢elija, ali i
permeabilnost i dilataciju krvnih sudova. VEGF-posredovana proliferacija endotelnih
¢elija zavisi od aktivacije razlicitih puteva nizvodno od VEGFR-2. Sli¢no kao i drugi
¢lanovi RTK familije, VEGFR-2 aktivira Ras-zavisne signalne kaskade (Meadows i
sar., 2001).

VEGFR-2 takode regulise organizaciju citoskeleta i ¢elijsku migraciju(Abedi i Zachary,
1997).

Nakon interakcije sa ligandom, VEGFR-2 stiti endotelnu ¢eliju od apoptoze in vitro i in
Vvivo, tj. utiCe na prezivljavanje novoformiranih endotelnih celija. Pokazano je da je
VEGF-A, ligand za VEGFR-2, neophodan za prezivljavanje endotelnih ¢elija i razvoj

krvnih sudova u ranom postnatalnom zivotu (Gerber i sar., 1999).

1.7.2. VEGF receptor-3

VEGF receptor-3 (VEGFR-3) nakon vezivanja liganda (VEGF-C) regulise

limfangiogenezu.

VEGFR-3 protein se sintetiSe kao 175 kDa tezak prekursor, koji se sastoji od sedam Ig-
slicnih domena, transmembranskog 1 intracelijskog kinaznog domena. Protein se
proteoliticki procesuje na petom Ig domenu dajuci 125- i 75-kDa lance koji su spojeni
disulfidnim mostom (Pajusola i sar., 1993). Ekspresija ovog receptora pocinje tokom
razvoja u svim embrionskim endotelnim ¢éelijama (Jussila i Alitalo, 2002). U adultnom
organizmu, ekspresija VEGFR-3 ograni¢ena je na endotelne celije limfnih sudova.
VEGF-C | VEGF-D-3 aktiviraju ove receptore, a proteoliticko procesovanje ovih
liganada omogucava njihovo vezivanje i za VEGFR-2, ali sa manjim afinitetom nego za
VEGFR-3. Takode je uoceno stvaranje heterodimera izmedu VEGFR-2 i -3 u limfnim
endotelnim ¢elijama proSirujuci repertoar signalnih puteva aktiviranih ovim receptorima

(Dixelius i sar., 2003; Makinen i sar., 2001).

29



1.8. Mehanizam angiogeneze u tumorima

Angiogeneza je proces koji se u fizioloSkim i patofizioloskim uslovima sastoji od vise
koraka i ukljucuje i endotelne ¢elije i ekstracelijski matriks (Risau, 1997). U tumorskom
tkivu ovaj proces ukljucuje interakciju tumorskih celija, endotelnih ¢elija, makrofaga,
fibroblasta 1 ekstracelijskog matriksa. Nakon vezivanja stimulatornih signala
(npr.VEGF proteini, produkovani u tumorskim ¢elijama), za odgovarajuée receptore na
endotelnim ¢elijama, ove ¢elije otpustaju proteaze, sto vodi degradaciji ekstracelijskog
matriksa koji okruzuje krvni sud (Bicknell, 1997),i dalje migraciji i proliferaciji

endotelnih celija.
Angiogeneza je regulisana faktorima koji podsticu ili inhibiraju ovaj process (Slika 12).

Limfaticl (limfangiogeneza)
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Slika 12. Vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF,) kojeg sintetiSu tumorske ¢éelije ili susedne
stromalne ¢elije, stimuliSe VEGFR-1, -2, -3 koji su eksprimirani na endotelnim i
hematopojeticnim ¢elijama. Stimulacija VEGFR-1 i -2 aktivira proliferaciju, migraciju,
prezivljavanje i vaskularnu propustljivost, kao i regrutovanje progenitorskih (EPC) i VEGFR-1
+ mijeloidnih ¢elija u kostanoj srzi do mesta tumorske neovaskularizacije. Preuzeto sa internet
adrese http://www.avastin.net

U endokrinim organima, koji su znaCajno vaskularizovani, negativni regulatori
angiogeneze koji odrzavaju endotel u proliferativno mirnom stanju su bitni isto koliko i
pojacani induktori angiogeneze, tako da je smanjenje u produkciji inhibitora neophodno

za aktiviranje angiogenetskog prekidac¢a (Hanahan i Folkman, 1996).
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“Prekidac”
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internet adrese http://www.nature.com

Aktivna angiogeneza se pokazala kao bitan proces kod tumorskog rasta, progresije i
Sirenja. Jo§ sedamdesetih godina proslog veka Folkman i saradnici (Folkman, 1972)
izneli su koncept po kome solidni tumori veli¢ine nekoliko milimetara za dalji rast
zahtevaju odgovaraju¢e povecanje vaskulature. U mnogim humanim tumorima
pokazalo se da je povecana angiogeneza u korelaciji sa agresivnijim ponaSanjem
tumora. Tako je npr. u karcinomu dojke poveana angiogeneza (merena gustinom
mikrosudova u tumorskom tkivu) udruzena sa razvojem metastaza, loSom prognozom i
smanjenim prezivljavanjem (Weidner i sar., 1991). S druge strane, inhibitori
angiogeneze kao $to su angiostatin ili endostatin smanjuju tumorski rast ukoliko se daju
u ranoj fazi, sugeriSu¢i da je povecana angiogeneza bitna u tumorskoj progresiji

(Bergers i sar., 1999).

1.9. Angiogeneza u tumorima Stitaste Zlezde

Proces angiogeneze je malo izu¢avan u tumorima Stitaste Zlezde, za razliku od drugih
humanih tumora, gde su VEGF/VEGF-receptorni sistem (ligandi i njihovi receptori na
endotelnim ¢elijama), signalni mehanizmi koje aktivacija receptora pokrece, kao i

patobioloski efekti ovih dogadaja vise izuc¢avani.

Angiogeneza u tiroidnim tumorima izucavana je analizom ekspresije iRNK transkripata
VEGF gena (VEGF-A) i analizom sintetisanog VEGF-A proteina u spektru tiroidnih
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neoplasti¢nih lezija (Zhang i sar., 2009). Ovi rezultati su pokazali da normalno tkivo ne
eksprimira VEGF, ali se njegova ekspresija na nivou iRNK i proteina postepeno
povecava od neoplasti¢nih ne-malignih lezija, preko dobro diferenciranih karcinoma
(papilarni 1 folikularni), do anaplasticnog (nediferenciranog) karcinoma, gde su
ekspresioni nivoi VEGF proteina imali najvise nivoe. Ekspresija VEGF proteina bila je
u korelaciji sa klinicko-patoloskim pokazateljima agresivnosti karcinoma (prisustvo
metastaza, uznapredovali tumorski stadijum, nediferenciran histotip). Ovi rezultati su
sugerisali da visoka ekspresija VEGF proteina nije dobar prognosti¢ki znak za tiroidno-
onkoloske pacijente i takode potkrepili stanoviste da je za razvoj i progresiju tumora
neophodno formiranje dodatne krvne vaskulature, koja ¢e obezbediti nutritivno
snabdevanje tumorskih ¢elija, kao i da je visoka ekspresija VEGF proteina ukljuc¢ena u

tumorsku angiogenezu.

Polaze¢i od cinjenice da papilarni karcinomi Stitaste zlezde imaju tendenciju Sirenja
limfnim putevima, tj. metastaziraju u regionalne limfne ¢vorove, a da folikularni
karcinomi metastaziraju hematogeno daju¢i udaljene metastaze (Fellmer i sar., 1999)
ispitali su ekspresiju VEGF-C proteina in situ hibridizacijom u papilarnom i
folikularnom karcinomu Stitaste zlezde. Njihovi rezultati su pokazali ekspresiju VEGF-
C u tkivu papilarnog, ali ne i folikularnog karcinoma, sugerisu¢i da VEGF-C (koji se
smatra parakrinim faktorom esencijalnim za limfangiogenezu, ali ne i za angiogenezu
krvnih sudova), ima ulogu u determinaciji limfno-metastatskog fenotipa tiroidnih

tumora.

Nakon ovih rezultata, veza izmedu VEGF-C ekspresije, tumorske limfangiogeneze i
formiranja metastaza u limfnim ¢vorovima, postala je predmet interesovanja i drugih
istrazivaca.

Nalaz vise ekspresije VEGF-C u primarnim tumorima pacijenata sa papilarnim
karcinomom koji imaju prisutne limfne metastaze, u poredenju sa tumorima bez
metastaza potvrdilo je viSe istrazivackih timova (Bunone i sar., 1999; Tanaka i sar.,
2002). U ovakvim tumorima nadena je i povecana gustina limfnih sudova (,,lymph
vessel density) 1 u tumorskom i u peritumorskom tkivu, §to upucuje na limfangiogenu
ulogu VEGF-C, koju ovaj protein ostvaruje aktiviranjemVEGF-3 receptora na

endotelnim ¢elijama limfnih sudova (Yu i sar., 2005).
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U isto vreme, ovi rezultati otvorili su pitanje mogucénosti koris¢enja evaluacije VEGF-C

ekspresije u predikciji metastatskog kapaciteta papilarnog karcinoma.

Uprkos kontinuiranoj akumulaciji korelativnih klinickih podataka, funkcionalna uloga
VEGF-C u tumorskoj limfangiogenezi, kao i u formiranju metastaza u limfnim

¢vorovima, nije jo$ objasnjena do kraja.

Siironen i saradnici (Siironen i sar., 2006) nasli su vece ekspresione nivoe VEGF-C kod
starijih pacijenata sa papilarnim karcinomom i prisutnim metastazama, nego kod mladih
pacijenata sa takode prisutnim metastazama. Ovi autori predlozili su zanimljivu
hipotezu: kod starijih pacijenata VEGF-C ne promovise formiranje limfnih metastaza,

nego indukuje diseminaciju malignih ¢elija kroz limfne ¢vorove u druge organe.

S obzirom da VEGF-C protein aktivira receptore eksprimirane na endotelnim ¢elijama
limfnih sudova (VEGFR-3), ali da sa slabijim afinitetom moZe da se vezuje i aktivira i
receptor VRGFR-2 na endotelnim c¢elijama krvnih sudova, uloga ovog angiogenog

faktora u tiroidnoj tumorogenezi i progresiji tiroidnih tumora nije dovoljno jasna.

Najnoviji podaci u ovoj oblasti (Salajegheh i sar.,, 2013) pokazali su korelaciju
ekspresije VEGF-A i VEGF-C na nivou genskih transkripata i proteina u tiroidnim
karcinomima, kao i njihovu korelaciju sa metastatskim statusom tumora i postavili novu
hipotezu o ,ko-regulatornom® potencijalu VEGF-A i VEGF-C, tj. njihovim
interakcijama tokom tumorske progresije.

Dakle, dosadasnji literaturni podaci ukazuju da formiranje novih krvnih i limfnih
sudova ima vaZznu ulogu u razvoju i progresiji tumora Stitaste Zlezde, kao 1 determinaciji

njihovog metastatskog fenotipa, a time 1 klinickog toka tumorske bolesti.

Dalja istrazivanja molekularnih mehanizama koji leze u osnovi angiogeneze i
limfangiogeneze u tiroidnim tumorima, neophodna su da bi se identifikovala ciljna
mesta za molekularnu terapiju usmerenu ka inhibiciji angiogenetskih faktora pokrenutih

malignom transformacijom celije Stitaste zlezde.
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2. CILJ



Progresija malignih tumora Stitaste zlezde od dobro diferenciranih (papilarni karcinom)
u nediferencirane, agresivne forme (anaplasticni karcinom) pracena je razliCitim
promenama na molekularnom nivou, koje omoguéavaju malignoj ¢eliji kontinuiranu
aberantnu stimulaciju rasta i izbegavanje apoptotske smrti, Sto uz neoangiogenezu
(formiranje novih krvnih i limfnih sudova) predstavlja preduslove tumorskog rasta i
Sirenja.

Predmet i cilj ovog rada je izucavanje molekularnih promena koje prate
dediferencijaciju papilarnog u anaplasti¢ni karcinom S$titaste Zlezde, tj. ispitivanje
promena ekspresionih profila apoptotskin molekula (Bcl-2, Bax, survivin) i
limfangiogenog faktora (VEGF-C), njihova uloga u biologiji tumora i korelacija sa

klinickim parametrima tokom progresije maligniteta tumora Stitaste Zlezde.

Na osnovu postavljenih ciljeva planirani su slede¢i istrazivacki zadaci:

imunohistohemijska analiza ekspresionih profila apoptotskih molekula Bcl-2
familije, koja je operativna na mitohondrijalnom delu apoptotske signalne
kaskade (Bcl-2, anti-apoptotski molekul i Bax, pro-apoptotski molekul) i analiza
promena u njihovim medusobnim odnosima tokom progresije maligniteta od

papilarnog ka anaplasticnom karcinomu stitaste zlezde

- imunohistohemijska ekspresija survivina, ¢lana IAP (Inhibitor of apoptosis
proteins) familije, koji je operativan nizvodno od Bax-a, (na nivou aktivacije
kaspaza, proteolitickih enzima) uporedno u papilarnom i anaplasti¢cnom

karcinomu

- analiza medusobnih odnosa ekspresionih profila apoptotskih molekula Bcl-2

familije i survivina tokom progresije maligniteta

- in situ detekcija stepena apoptotske smrti ¢elija TUNEL metodom (€iji je princip
detekcija dvolancanih prekida DNK molekula tokom apoptotske smrti) u
papilarnom i anaplastiénom karcinomu stitaste zlezde u korelaciji sa ekspresijom

apoptotskih molekula

- korelacija imunohistohemijske ekspresije apoptotskih molekula sa klinickim

parametrima koji su vezani za agresivno biolosko i klinicko ponasanje tiroidnih
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karcinoma (prisustvo limfnih metastaza, ekstratiroidna invazija, uznapredovali

stadijum tumorske bolesti: stadijum I/11 vs. stadijum 11/1V)

- uporedna analiza ekspresije VEGF-C (limfangiogeni faktor) u papilarnom i

anaplasticnom karcinomu u korelaciji sa klinickim parametrima

- analiza ekspresije survivina i VEGF-C proteina u malignom i nemalignom tkivu

imunohistohemijskom metodom i imunoblotom

- uporedna analiza ekspresije survivina i VEGF-C u tkivu primarnog tumora
papilarnog karcinoma i u pripadajuéem metastatskom tkivu (metastaza u
limfhom ¢voru) istog pacijenta, da bi se dobio uvid u ekspresione promene ovih
molekula i analizirala njihova moguéa sinhronizovana ekspresija tokom

metastatskog procesa.

Istrazivanja predvidena izradom ove doktorske diseratacije, kao 1 sli¢na istrazivanja
u svetu, trebala bi da budu most izmedu osnovnih istrazivanja na molekularnom

nivou i njihove primene u tiroidnoj onkologiji.

Bolje razumevanje molekularne patogeneze razvoja i progresije tiroidnih tumora
otvori¢e mogucénosti za razvoj 1 primenu uspesnijih i optimalnijih terapeutskih
postupaka u leCenju malignih oboljenja Stitaste zlezde, u kojima ¢e indukcija

apoptotske smrti i inhibicija angiogeneze sigurno biti integralni deo.

36



3. MATERIJAL | METODE



3.1. MATERIJAL

3.1.1. Reagensi

a) Za imunohistohemijsku analizu 1 imunoblot analizu odabranih proteina koriS¢ena su

slede¢a komercijalno dostupna antitela i kompleti reagenasa:

e Monoklonsko antitelo koje specifi¢no prepoznaje Bcel-2 (klon Bcel 2-100, Sigma,

Germany)
e Zecje poliklonsko antitelo prema Bax (Dako, Carpinteria, California, USA)

e Monoklonsko antitelo koje specifiéno prepoznaje survivin (clone EP2880Y,
Abcam plc, Cambridge, UK)

e Zecje poliklonsko antitelo prema VEGF-C (Abcam plc, Cambridge, UK)

e Sekundarno biotinilizovano antitelo, konjski anti-misji IgG  (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA)

e Sekundarno biotinilizovano antitelo, kozji anti-ze¢ji IgG (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA)

e DAB: 3,3’-diaminobenzidinhidrohlorid (Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA)

e ABC: Vectastain Avidin-biotin complex kit (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA)

e BCA: Bicinchoninic acid kit (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA)

e ECL: Enzyme chemoluminescence kit (Pierce Biotechnology, Rockford, IL,
USA)

e ColourBurst™ Electrophoresis standard, Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA.
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b) Za in situ detekciju apoptotske smrti u u tkivnim odseécima koriséen je:

e TASC™ TdT Kit: TdT In Situ Apoptosis Detection Kit (R&D Systems Europe,
Ltd. 19 Barton Lane Abington Science Park, Abington, OX 14 3NB, United
Kingdom)

¢) Za imunoblot analizu, kao ¢vrsta faza koriSéeno je sledece:

e Nitrocelulozna membrana (GE Healthcare Life Sciences, Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

e PVDF membrana (Millipore, Billerica, MA, USA)

e KODAK Medicinski rendgenski film (Carestream Health, Inc. 150 Verona
Street, Rochester, N.Y 14608 USA)

3.1.2. Klini¢ki materijal

U radu su koris¢eni uzorci tkiva Stitaste zlezde pacijenata koji su podvrgnuti hirurSkom
zahvatu zbog sumnje na malignitet u periodu od 1996. do 2012.godine. Pacijenti su
operisani u Centru za endokrinu hirurgiju, Instituta za endokrinologiju, dijabetes i
bolesti metabolizma, Klinickog centra Srbije, Beograd. Na Odeljenju za endokrinu i
kardiovaskularnu patologiju odstranjeno tumorsko tkivo je fiksirano u formalinu i
ukalupljeno u parafin, ¢ime se dobijaju trajni histoloSki preparati 1 nakon patohistoloske
analize odlazu kao arhivski materijal. Patohistoloska analiza i1 postavljanje dijagnoze
obavljena je od strane patologa, a u skladu sa kriterijumima Svetske zdravstvene
organizacije (WHO, 2004); (DeLellis i sar., 2004).

Iz arhivskog materijala odabrana su tkiva pacijenata sa dijagnozom papilarnog

karcinoma 1 dijagnozom anaplasti¢nog karcinoma Stitaste zlezde.

Radi poredenja ekspresije analiziranih proteina u tumoru i metastatskom tkivu, iz
arhivskog materijala prikupljena su i metastatska tkiva (ukalupljene metastaze u

limfnim ¢vorovima) sparene sa tkivom primarnog tumora istog pacijenta.

Arhivski klini¢ki materijal (tkivo fiksirano u formalinu 1 ukalupljeno u parafin), nakon
secenja na mikrotomu na rezove debljine 4-5 um i fiksiranja na mikroskopske plocice,

koriS¢en je za imunohistohemijsku analizu i in situ detekciju apoptotske smrti.
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Tacan broj uzoraka koji je koriS¢en u pojedinim eksperimentima dat je uz konkretne

tabele u sekciji Rezultati.

U drugom delu studije kao polazni materijal kori$éeno je sveze tiroidno tkivo dobijeno
nakon operacije pacijenata sa malignim tumorom S§titaste zlezde. Uz tumorsko tkivo
preuzimali smo i deo zdravog ili hiperplasticnog tkiva odstranjenog uz primarni tumor.
Sveze tiroidno tkivo je podeljeno u vise delova i odmah zamrznuto u teCnom azotu i

¢uvano na -80°C do upotrebe.
SveZe tiroidno tkivo koriS¢eno je za imunoblot analize.

Takode su prikupljeni i svi dostupni podaci o liénim i klini¢ko-patoloskim parametrima
pacijenata: starost, pol, veli¢ina tumora, histoloski tip, prisustvo metastaza u limfnim

¢vorovima/broj izolovanih limfnih ¢vorova, prisustvo ekstratiroidne invazije.

Svi sluéajevi su klasifikovani prema prema stadijumu bolesti (stadijumi I-1V) na osnovu
TNM Kklasifikacije tiroidnih tumora (UICC, 2002) sto je detaljnije objasnjeno u sekciji
UVvOD- 1.2.4.

Klini¢ki materijal (post-operativno dostupna tkiva) i podaci o pacijentima sakupljeni su
sa dozvolom Etickog komiteta Centra za endokrinu hirurgiju Klinickog centra Srbije,

Beograd, uz pismenu saglasnost obolelih.

3.2. METODE

3.2.1. Detekcija ekspresije proteina imunohistohemijskom metodom

Imunohistohemijskom metodom smo u uzorcima malignog tkiva Stitaste zlezde
analizirali prisustvo ili odsustvo trazenih antigena, kao 1 njihovu unutarcelijsku

lokalizaciju.

Princip metode

ABC sistem (Avidin-Biotin-Complex) je Siroko prihvacena i jedna od najpouzdanijih
danas dostupnih imunohistohemijskih metoda (Hsu i Raine, 1981). To je trostepena
metoda u kojoj je osetljivost povecana zahvaljujuéi tre¢oj komponenti-kompleksu
avidina i biotina. Nakon vezivanja primarnog antitela za antigen, u sistem se ubacuje

sekundarno antitelo obelezeno peroksidazom i konjugovano biotinom, za Kkoji se dalje
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vezuje makromolekulski kompleks avidina i1 biotinilovane peroksidaze iz rena. S
obzirom da avidin poseduje visoki afinitet i Cetiri vezujuca mesta za vitamin biotin, ova
metoda pojacava signal i omogucava vecu specificnost i osetljivost, pri cemu se odrzava
postojanost signala zahvaljujuéi ireverzibilnoj interakciji izmedu avidina i biotina. Na
kraju se dodaje hromogen DAB (3,3’-diaminobenzidinhidrohlorid) koji u prisustvu
vodonik peroksida prelazi u nerastvoran proizvod braon boje.

Postupak

Mikroskopske plocice sa parafinskim odseécima fiksiranog tkiva se deparafinizuju u

ksilolu 5 do 10 minuta, a potom prebace u Cist ksilol jo§ 5-10 min.

Rezovi se potom rehidratiSu u apsolutnom etanolu, pri ¢emu se postupak ponavlja jos$

jednom.

Blokiranje endogene peroksidaze se odvija inkubiranjem rezova u 0.3% H,0, u etanolu

tokom 30 min.

Nakon toga sledi trostepeno ispiranje 3 u PBS-u (0.05 M natrijum fosfatni pufer i 0.14
M NaCl, pH=7.4).

Nespecifiéno vezivanje se blokira inkubacijom odsecaka sa neimunizovanim konjskim

serumom tokom 20 min.

Inkubacija sa primarnim antitelom (u slede¢im razblazenjima u PBS-u: 1:200 za Bcl-2,
1:25 za Bax, 1:300 za survivin, 1:50 za VEGF-C) se vrsi preko noci na 4°C, nakon ¢ega
sledi inkubacija sa biotinilizovanim sekundarnim antitelom u razblazenju 1:200 u

trajanju od 30 min na sobnoj temperaturi.

Signal se pojacava inkubacijom u ABC reagensu 30 minuta, pri ¢emu slede tri
sukcesivna ispiranja u PBS-u, zatim desetominutna inkubacija sa DAB-om na sobnoj

temperaturi, posle ¢ega sledi ispiranje pod mlazom ¢esmenske vode.

Kontrastno bojenje se vrsi hematoksilinom do pojave plave boje na rezu, iza ega sledi

ponovno ispiranje pod mlazom ¢esmenske vode.

Potom sledi postepena dehidratacija rezova u rastu¢im koncentracijama etanola (70% do
100%), inkubiranje dva puta u ksilolu i montiranje VectaMount Permanent Mounting
gelom (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) i pokrovnim stakalcima.
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Po zavrSetku bojenja preparati su analizirani pod svetlosnim mikroskopom Axio Imager
1.0 Carl Zeiss, koji je povezan sa automatskim kamera sistemom za fotografisanje

(Canon PowerShot A640 camera).

U cilju provere specifi¢nosti signala, kontrolni odsecci su inkubirani sa PBS-om umesto
primarnih antitela, pri ¢emu se ti odsecci nisu bojili. Ovo ukazuje da se u odsustvu
primarnih antitela ostale komponente unete u sistem ne vezuju za tkivnu strukturu, a

takode ukazuje i na specificnost reakcije izmedu primarnog antitela i trazenog antigena.

Ocenjivanje intenziteta imunohistohemijskoq bojenja

Retultati imunohistohemijskog bojenja su ocenjivani nezavisno od strane dva
istrazivaca, nakon ¢ega su finalno usaglaSeni rezultati. Imunoreaktivnost je odredivana
semikvantitativno, kombinovanom ocenom procenta obojenih c¢elija u odnosu na

ukupan broj ¢elija i intenzitet obojenosti.

Citoplazmatsko bojenje za Bcl-2, Bax, survivin i VEGF-C protein je ocenjivano na

slede¢i nacin:

0 - Odsustvo bojenja

1 - Slabo difuzno ili fokalno bojenje (do 40%)

2 - Umereno bojenje u vise od 40% tumorskih celija

3 - Intenzivno bojenje u vise od 40% tumorskih ¢elija

3.2.2. In situ detekcija apoptoze TUNEL-kitom (TdT In Situ Apoptosis Detection
Kit)

Princip metode

Za in situ detekciju apoptotskih ¢elija koristili smo tzv. TUNEL metodu (terminal-
mediated deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end- labeling), koja omogucava da se
¢elije koje su podlegle apoptozi detektuju na osnovu dvolancanih prekida DNK u tim
¢elijama.

Metoda se zasniva na karakteristici apoptotske celije da degraduje sopstvene DNK
molekule. Ovaj proces otpocinje nastajanjem velikih fragmenata DNK od 300 kb i 500
kb, koji se produkuju endonukleaznom degradacijom hromatinskih strukturnih

organizacija. Medutim, aktivacija Ca’* i Mg*-zavisnih endonukleaza, ove velike
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fragmente dodatno skracuje isecaju¢i DNK na "linker" regionima izmedu nukleozoma.
Kona¢ni DNK fragmenti su multimeri od oko 180 bp. Da bi dvolancani prekidi bili
dostupni za detekciju, ¢elijska membrana se permeabilizuje proteinazom K ili citonin
reagensom (citonin je optimizovan za permeabilizaciju celija, a proteinaza K za
permeabilizaciju tkiva). S obzirom da je ovo peroksidazna metoda (tj. u detekcioni
sistem je ukljuen enzim-peroksidaza), neophodno je da se endogene peroksidaze
inhibiraju povec¢anom koncentracijom vodonik peroksida, kako se ne bi dobio lazno
pozitivan odgovor. Dvolan€ani prekidi se detektuju enzimskim obelezavanjem
slobodnog 3'-OH terminalnog kraja modifikovanim nukleotidima. Modifikovani
nukleotidi su zapravo biotinilizovani nukleotidi koji se vezuju za 3'-OH kraj DNK
fragmenta pomocu terminalne deoksinukleotidil transferaze (TdT), a detektuju se
streptavidin-peroksidaznim konjugatom i hromogenom (DAB). Ovi novi krajevi DNK
koji su generisani nakon fragmentacije su lokalizovani u morfoloski uoc¢ljivom jedru i
apoptotskim telascima. Za razliku od apoptotskog jedra, normalna ili proliferativna
jedra imaju beznacajan broj slobodnih 3'-OH krajeva, i oni se obi¢no ne detektuju
kitom. Hemijskim agensima indukovano oste¢enje DNK se ne identifikuje TUNEL-
metodom, ukoliko ono nije kuplovano sa apoptotskim odgovorom. Ovom tehnikom se
mogu detektovati rani stupnjevi apoptoze u sistemu u kojem je otpocela kondenzacija
hromatinskog materijala, kao i lan¢ani prekidi koji ne moraju biti znatni, ¢ak i pre nego

Sto jedro podlegne velikim morfoloskim promenama.

Postupak

Tkivni rezovi na ploc¢icama su grejani 1h na 57°C u inkubatoru radi otapanja parafina,
nakon Cega je usledila dalja deparafinizacija inkubiranjem dva puta po 10 min u ksilolu.
Preparati su rehidratisani dva puta u apsolutnom alkohol, i jednom u 70% alkoholu, sa

vremenom inkubacije od po 5 min.

Potom je usledilo ispiranje u dH,O, dva puta po dva minuta, i ispiranje u puferu (PBS,
0.05M natrijum fosfatni pufer-0.14M NaCl, pH=7.4), 10 min na sobnoj temperaturi.

Tkivni isecci se zatim permeabiliSu rastvorom proteinaze K (razblazenje 1:50 sa dH,0)

tokom 45 min na 37°C u vlaznoj komori, a potom ispiraju dva puta po 2 min u dH0.

Za pozitivnu kontrolu, koju smo svaki put u eksperimentu koristili, vrsili smo isecanje

dvolan¢ane DNK nukleazama. U ovom koraku se dodaje rastvor TASC-nukleaze
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(razblazenje 1:50 sa TASC nukleaznim puferom) i inkubira na 37°C tokom 25 min u

vlaznoj komori.
Uzorak se nakon tretmana ispira PBS-om kako bi se reakcija zaustavila.

Kontrola tretirana nukleazama zapravo potvrduje uspesnost permeablilizacije i reakcije
obelezavanja, ali i daje informaciju o optimizaciji uslova postupka obelezavanja i
bojenja. Vecina cCelija kontrolnog uzorka bi trebalo da pokaze bledo braon jedarno
bojenje, koje je blede od bojenja pravih apoptotskh ¢elija. Razlog ovome je razlika u
hromatinskoj strukturi izmedu Cdelija tretiranith nukleazama 1 apoptotskih celija

analiziranog tkiva.

U slede¢em koraku se inhibiraju endogene peroksidaze 30% rastvorom H,O, u
metanolu; razblazenje 1:10) u kadici tokom 4 minuta na sobnoj temperaturi. Vremenski
interval inkubiranja uzoraka sa rastvorom za gaSenje treba poStovati iz razloga §to
prekovremenim inkubiranjem moze do¢i do uniStavanja DNK molekula i njegovog

isecanja, §to moze dati lazno pozitivne rezultate.

Potom sledi jednominutno ispiranje u PBS-u, nakon ¢ega ide inkubacija u kadici sa TdT
puferom za obelezavanje (obezbeden kitom) tokom 5 minuta, a onda i obelezavanje
dvolan€anih prekida reagensom za obelezavanje kojji sadrzi: smeSa TdT dNTP,
dvovalentne katjone (Co*, Mn?*, Mg ?*-sluZe za modulaciju enzimske aktivnosti), TdT
enzim, 1 TdT pufer za obelezavanje, tokom 1h u vlaznoj komori. Sve komponente ovog
rastvora su obezbedene kitom, i redosled dodavanja komponenti treba poStovati kako bi
se uspostavila najbolja efikasnost obelezavanja. Postupak dodavanja komponenti se radi

na ledu.

Reakcija obeleZavanja se zaustavlja puferom za zaustavljanje (stop buffer), na sobnoj

temperaturi tokom 5 min, posle ¢ega sledi ispiranje 2 puta po 2 minuta u PBS-u.

Kako bi se detektovali biotinilizovani nukleotidi vazani za dvolancane prekide
apoptotske DNK, uzorci se inkubiraju sa streptavidin-HRP (streptavidin-horseradish
peroxidase) rastvorom (analogno avidin/biotin reakciji u imunohistohemijskoj metodi)

na sobnoj temperaturi tokom 10 minuta.

Iza ovog koraka sledi 2 puta po 2 minuta ispiranje PBS-om, a zatim inkubiranje sa

hromogenom (DAB-diaminobenzidin; u razblazenju 1:200 i 30% H,0, u razblazenju
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1:1000) tokom 10 minuta na sobnoj temperaturi. Uzorci ne bi trebalo da se drze duze u

rastvoru zbog moguce pojave nespecifi¢nog bojenja.

Uzorci se zatim ispiraju prvo u dH,O, a zatim u Cesmenskoj vodi, po 15 minuta.
Kontrastno bojenje se izvodi metil-zelenom bojom ili hematoksilinom 5 sekundi do 5

minuta (interval inkubacije zavisi od tipa tkiva i mora se utvrditi empirijski).
Opet sledi prvo ispiranje u dH,0, a zatim u ¢esmenskoj vodi.

Uzorci se dehidratiSu inkubacijom u 70% etanolu tokom 5 minuta, a zatim se postupak
ponavlja dva puta u apsolutnom etanolu, nakon ¢ega slede dve inkubacije od po 10

minuta u ksilolu.

Uzorci se na kraju montiraju medijumom za montiranje i pokrovnim stakalcima.

Rezultati se vizuelizuju koriste¢i svetlosni mikroskop.

Ocenjivanije stepena apoptotske smrti

Pregledom najmanje pet razli¢itih mikroskopskih polja najveéeg uveéanja (x40) na
svetlosnom mikroskopu utvrden je apoptotski indeks datog tkivnog uzorka izrazen kao
procenat apoptotskih (TUNEL tehnikom oznacenih ¢elija) u odnosu na ukupan broj

¢elija u pregledanim vidnim poljima.

3.2.3. Homogenizacija tkiva Stitaste Zlezde

Uzorci postoperativnog tkiva mase 0.1 g su homogenizovani na ledu u 1 ml pufera za
homogenizaciju (20mM Tris, 137 mM NaCl, 10% glicerol, 2 mM EDTA, 1% nonidet
P-40, pH 8) sa dodatkom 10 pl koktela inhibitora proteaza (P8340, Sigma Aldrich St.
Louis, MO, USA). Homogenati su centrifugirani na 12000 rpm na 4°C tokom 30
minuta, a supernatant nakon centrifugirannja je alikvotiran i zamrznut do daljeg

koriS¢enja. Koncentracija proteina u homogenatima je odredena uz pomo¢ BCA Kkita.

3.2.4. Detekcija ekspresije proteina imunoblotom

Priprema uzoraka: 100 pg svakog homogenata (Cije su koncentracije prethodno
utvrdene BCA kitom) rastvoreno je u istoj zapremini pufera za uzorke (0.125M Tris,
10% SDS, 20% glicerol, 10% P merkaptoetanol) i inkubirano 5 minuta na 100°C. Uz
uzorke su nanoSeni i proteinski standardi poznatih molekulskih masa (ColourBurst™

Electrophoresis standard, Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA). Proteini iz homogenata
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su elektroforetski razdvojeni na 10% (za razdvajanje VEGF-C) i 15% (za razdvajanje
survivina) poliakrilamidnom gelu sa strujom od 120V, 50 mA , 8W za jedan gel ili
150V, 80mA, 12W za dva gela. Proteini su preneti na nitroceluloznu (za VEGF-C) i
PVDF (za survivin) membranu upotrebom polu suvog sistema za transfer uz pufer za
blot (25 mM Tris, 152 mM glicin, 20% metanol). Membrana je blokirana inkubacijom u
5% kazeinu u TBST-u (50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 0.2% Tween-20, pH 7.4) u
trajanju od 2h na sobnoj temperaturi, a potom inkubirana sa primarnim antitelima na
4°C preko no¢i uz blago muckanje. Primarna antitela su rastvorena u 1% kazeinu u
TBST-u u razblazenju 1:300 (za VEGF-C) i 1:5000 (za survivin). Nakon inkubacije u
inkubacija u ABC reagensu 30 minuta na sobnoj temperaturi. Vizuelizacija signala je
vrSena na medicinskom rendgenskom filmu ECL kitom. Izmedju svakog koraka vrseno

je ispiranje TBST-om 5 puta po 5 minuta.

3.2.5. Kvantifikacija proteinskih traka (denzitometrija)

Razvijeni filmovi sa dobijenim trakama su skenirani 1 izvrSena je kvantifikacija
odgovaraju¢ih traka denzitometrijom, uz pomo¢ TotalLab softvera (Nonlinear
Dynamics Itd, Newcastle, UK). Za svaki imunoblot koriS¢en je interni standard poznate
molekulske mase (koji je nanoSen u istoj koncentraciji kao i uzorci: 100ug). Nakon
kvantifikacije traka u gore navedenom programu, vrednosti smo normalizovali u odnosu
na interni standard, kako bi smanjili male varijacije tokom razvijanja filma, tako da je
kona¢na vrednost predstavljala koli¢nik denzitometrijkih podataka uzoraka i internog

standarda.

3.3. Statisti¢ke analize

Statisticka analiza je radena uz pomo¢ programa SPSS 12.0.1 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) za Windows. Vrednost P<0.05 je smatrana statisticki znaCajnom za sva
poredenja. Normalnost distribucije podataka je proveravana Kolmogorov-Smirnov
testom. Obzirom da grupe podataka nisu pratile normalnu raspodelu, poredene su
Mann-Whitney U testom i ¥ ili Fisher-ovim testom ta¢ne verovatnoce, u zavisnosti od

broja analiziranih slucajeva. Koeficijenti korelacije izmedu grupa i njihove statisticke
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znacajnosti su raunati Spearman korelacionim testom. Za poredenje denzitometrijskih
podataka izmedu tumorskog i peritumorskog uzorka istog pacijenta koriS¢en je

Wicoxon-ov test za vezane uzorke.
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4. REZULTATI



4.1. Ekspresija anti-apoptotskog proteina Bcl-2 i pro-apoptotskog
proteina Bax u tkivu papilarnog i anaplasticnog karcinoma Stitaste
Zlezde

U ovom delu ispitivanja analizirali smo imunohistohemijsku ekspresiju molekula koji
pripadaju BCL-2 familiji proteina, operativnih u poc¢etnom delu signalne kaskade koja
reguliSe programiranu smrt ¢elije (apoptozu). Predstavnici ove familije su Bcl-2 (anti-
apoptotski molekul), koji ¢uva integritet mitohodrijalne membrane i Bax (pro-
apoptotski molekul), koji omogucéava dezintegraciju mitohondrijalne membrane i time
obezbeduje dalju propagaciju signala koji vodi apoptotskoj smrti Celije. Promene u
odnosu anti-apoptotskih i pro-apoptotskih molekula ukazuju na poremecaje u

regulatornim mehanizmima apoptotske smrti.

U ovim ispitivanjima Koristili smo arhivski materijal, tj. uzorke malignog tkiva koje je
hirurski odstranjeno pacijentima, fiksirano u formalinu i ukalupljeno u parafin, ¢ime su
dobijeni trajni tkivni preparati. Ispitivanu seriju predstavljalo je 69 uzoraka tkiva
pacijenata sa dijagnozom papilarnog karcinoma (PTC) i 30 uzoraka tkiva pacijenata sa

anaplasti¢nim karcinomom (ATC).

Klini¢ko-patoloski podaci ovih pacijenata, prikupljeni su iz baze podataka Centra za
endokrinu hirurgiju Klini¢kog centra Srbije i ukljucili su informacije o godinama i polu,
veli¢ini tumora, prisustvu/odsustvu limfnih metastaza i ekstratiroidne invazije, kao i 0
stadijumu tumorske bolesti, prema TNM klasifikaciji tumora predlozenoj od AJCC
(American Joint Comitee on Cancer) 2002. godine, koju je usvojila i Svetska

zdravstvena organizacija (WHO) 2004. godine. Ovi podaci prikazani su u Tabeli 1.
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Tabela 1. Klini¢ko-patoloski podaci za 69 slucajeva papilarnog (PTC) i 30 slucajeva

anaplasti¢nog karcinoma §titatste Zlezde (ATC).

st el padas (E:Té) (nA:T?)%)
Starost (godiine) ey Vrednet 57.42 (20-80) 61.63 (31-85)
<45 14 (20.29%) 5 (16.67%)
>45 55 (79.71%) 25 (83.33%)

Pol ZM 58:11 19:11
LNM Prisustvo 15 (21.74%) 19 (63.33%)
El Prisustvo 18 (26.09%) 23 (76.67%)
Velic¢ina tumora Srednja vrednost 25.41 (3-100) 63.37 (30-120)
(mm) (opseq)
pT Tla 27 0

T1b 13 0

T2 10 1

T3 2 6

T4 17 23
pTNM ! 46 0

I 3 0

I 7 0

v 13 30
Pocetni stadijumi 171 49 0
ggggﬂf]?o"a" v 20 30

LNM: metastaze u limfnim ¢vorovima
El: ekstratiroidna invazija

pT i pTNM status: prema AJCC (American Joint Comittee on Cancer), detaljnije u Materijalu

i Metodama

Uzorci malignog tkiva ovih pacijenata analizirani su imunohistohemijskom metodom,

uz koriS¢enje monoklonskih antitela (za Bcl-2) i poliklonskih antitela (za Bax),

specifi¢nih za ove proteine. Rezultati imunohistohemijske analize ekspresije Bcel-2

proteina u papilarnom i anaplasti¢cnom karcinomu prikazani su u Tabeli 2.
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Tabela 2. Imunohistohemijska ekspresija Bcl-2 u papilarnom (PTC) i anaplasti¢nom
karcinomu Stitaste zlezde (ATC).

Analizirano tkivo Bcl-2
-(0) /+ (1) +(2) ++ (3)
6 8 36 19
PTC (n=69) 63/69 (91.3%)
niska ekspresija visoka ekspresija
14 55 (79.71%)
-(0) /+ (1) +(2) ++ (3)
6 16 8 0
ATC (n=30) 24130 (80%)
niska ekspresija visoka ekspresija
22 8 (26.67%)

Intenzitet obojenosti: - (0) izostanak bojenja; -/+ (1) slabo ili fokalno bojenje; + (2) umereno
bojenje u vecini ¢elija; ++ (3) jako bojenje u vecini ¢celija.

Imunohistohemijskom metodom detektovali smo pozitivhu citoplazmatsku
imunoreakciju koja ukazuje na prisustvo Bcl-2 proteina u veéini slu¢ajeva papilarnog
karcinoma (Slika 14). Normalno tkivo S§titaste Zlezde susedno malignom tkivu
(peritumorsko tkivo) takodje je pokazivalo imunopozitivnost u bojenju na Bcl-2

protein (Slika 14A), §to je u skladu sa literaturnim podacima.

Slika 14. Imunohistohemijska ekspr
zlezde. Intenzivno imunohistohemijsko bojenje na Bcl-2 (A,B) i umereno imunohistohemijsko
bojenje (C).

U uzorcima malignog tkiva anaplasticnog karcinoma nadena je znafajno smanjena
ekspresija Bcl-2 proteina u poredenju sa papilarnim karcinomom, tj. samo 8 od 30
slucajeva (26.7%) pokazivalo je visoku ekspresiju Bcl-2 proteina (ocene obojenosti 2 i
3), nasuprot 55 od 69 slucajeva (79.7%) sa visokom ekspresijom Bcl-2 u papilarnom

karcinomu.
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Slika 15. Imunohistohemijska ekspresija Bcl-2 u uzorcima tkiva anaplasticnog karcinoma

stitaste  zlezde. Fokalno bojenje (A),

bojenje slabog intenziteta (B), odsustvo

imunohistohemijskog bojenja, tj. odsustvo sinteze Bcl-2 proteina (C).

Slika 16. Imunohistohemijsko bojenje na Bcl-
2 u anaplasticnom karcinomu, koji sadrzi
ostatke  folikularne  strukture.  Bcl-2
pozitivnost o¢uvana je u ostacima folikula, ali
se gubi u ¢elijama anaplasticnog karcinoma.
Ova slika pokazuje takode da je anaplasti¢ni
karcinom ovog pacijenta nastao od prethodno-
postojec¢eg diferenciranog karcinoma daljom
progresijom maligniteta.

Rezultati analize imunohistohemijske ekspresije Bax proteina u tkivu papilarnog

anaplasti¢nog karcinoma $titaste zlezde prikazani su u Tabeli 3. i na Slikama 17 i 18.

Bax protein nije eksprimiran u normalnom tkivu Zlezde, ali je eksprimiran u vecini

slucajeva papilarnog karcinoma (87%), kao i u anaplasticnom karcinomu (96.7%). Broj

slucajeva sa visokom ekspresijom Bax proteina bio je slican u papilarnom (78.3%) 1

anaplasti¢nom karcinomu (80%).
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Tabela 3. Imunohistohemijska ekspresija Bax u papilarnom (PTC) i anaplastiénom karcinomu
Stitaste zlezde (ATC).

Analizirano tkivo Bax
-(0) /+ (1) +(2) ++ (3)
9 6 18 36
PTC (n=69) 60/69 (87%)
niska ekspresija visoka ekspresija
15 54 (78.26%)
- (0) -1+ (1) +(2) ++ (3)
1 5 10 14
ATC (n=30) 20130 (96.7%)
niska ekspresija visoka ekspresija
6 24 (80.00%)

Intenzitet obojenosti: - (0) izostanak bojenja; -/+ (1) slabo ili fokalno bojenje; + (2) umereno
bojenje u vecini ¢elija; ++ (3) jako bojenje u vecini ¢elija.

" - Oy v
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Slika 17. Intenzivno imunohistohemijsko bojenje na Bax protein u uzorcima tkiva
papilarnog karcinoma $titaste Zlezde (A,B). Normalno tkivo zlezde susedno
malignom tkivu (A, desno) ne sintetiSe Bax protein, tj. ne pokazuje bojenu
reakciiu.
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Slika 18. Imunohistohemijsko bojenje na Bax protein u uzorcima tkiva anaplasti¢nog
karcinoma Stitaste Zlezde. Intenzivno bojenje na Bax (A,B) i odsustvo bojenja (C).

U Tabeli 4 prikazane su srednje vrednosti ocena imunohistonemijske ekspresije

dobijene iz ocena pojedinacnih slucajeva (ocene 0-3) za grupe pacijenata sa papilarnim i
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anaplastiénim karcinomom. Ova tabela, kao i graficki prikaz ovih rezultata dat u
Histogramu 1, pokazuju smanjenje (down-regulaciju) ekspresije gena za Bcl-2 u
uzorcima pacijenata sa anaplasticnim karcinomom u poredenju sa grupom papilarnih
karcinoma. Takode, prikazan je i odnos srednjih vrednosti ekspresija Bcl-2 i Bax
proteina, koji pokazuje ve¢i udeo Bax proteina (pro-apoptotskog molekula) u tkivu

anaplasti¢nog karcinoma.

Tabela 4. Srednje vrednosti intenziteta ekspresije za Bcl-2 i Bax i odnos njihovih srednjih
vrednosti u papilarnom (PTC) i anaplasti¢nom karcinomu Stitaste Zlezde (ATC).

- . Bcl-2 srednja Bax srednja
Analizirano tkivo vrednost £ SD vrednost + SD Bcl2/Bax odnos
PTC 1.971 £ 0.857 2.188 £ 1.061 0,900
ATC 1.067 £ 0.691 2.233 4+ (0.858 0,478

2.5 A

E Bcl-2
Bax
= Bcel-2/Bax

PTC ATC

Histogram 1. Srednje vrednosti intenziteta ekspresije za Bcl-2 i Bax protein, i
koli¢nik njihovih srednjih vrednosti za papilarni karcinom Stitaste Zlezde (PTC)
1 anaplasti¢ni karcinom Stitaste zlezde (ATC).

Zaklju¢ak ovih eksperimenata je da tokom progresije od diferenciranog ka
nediferenciranom (anaplasticnom) karcinomu dolazi do molekularnih promena koje se
ogledaju u izmenjenoj ekspresiji anti-apoptotskih i pro-apoptotskih proteina. S obzirom
da odnos anti-apoptotskog molekula (Bcl-2) i pro-apoptotskog molekula (Bax) ,,ide u

korist* Bax molekula, trebalo bi o¢ekivati da ¢e povecani proliferativni kapacitet, koji je
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odlika veoma agresivnog karcinoma kakav je anaplasti¢ni, biti kompenzovan
adekvatnim odgovorom organizma, tj. aktivacijom signalne kaskade koja vodi

apoptotskoj smrti maligne celije.

4.2. Detekcija apoptotske smrti celija u tkivu papilarnog i
anaplasti¢nog karcinoma Stitaste Zlezde

Apoptoza je kompleksan genski regulisan proces u kojem regulatorne uloge imaju anti-
apoptotski i pro-apoptotski molekuli, uz dodatne medijatore. Ovim mehanizmom se u
normalnim fizioloskim uslovima otklanjaju suvisne ili nepozeljne ¢elije 1 Cuva tkivna

homeostaza. Odlika maligne ¢elije je ,,izbegavanje apoptoze.

Stepen apoptotske smrti u uzorcima tkiva papilarnog i anaplasticnog karcinoma
odredivali smo tzv-TUNEL metodom (terminal deoxynucleotidil transferase-mediated
dUTP-biotin nick end labeling method) koriste¢i Apop Tag kit za in situ detekciju
apoptoze. Metoda se zasniva na detekciji dvolanc¢anih prekida DNK molekula, koji se

deSavaju pri proteoliti¢koj degradaciji Celije.

B (Bl W s
Slika 19. In situ apoptotska smrt u papilarnom karcinomu Stitaste zlezde, (A-kontrolni
uzorak, B-ispitivani uzorak).

Na Slici 19A prikazan je kontrolni uzorak detekcije apoptotske smrti u tkivu papilarnog
karcinoma, koji je dobijen veStacki izazvanim dvolananim prekidima DNK, ¢ime je
proverena ispravnost metode i reagenasa. Na Slici 19B prikazan je uzorak tkiva
papilarnog karcinoma u kojem se vidi detektovana apoptotska smrt na osnovu bojene

reakcije jedara apoptotskih ¢elija.
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Slika 20. In situ apoptotska smrt u anaplasti¢cnom karcinomu S§titaste Zlezde, (A-
kontrolni uzorak, B-ispitivani uzorak).

Takode, na Slici 20A prikazan je kontrolni uzorak detekcije apoptotske smrti ¢elija na
uzorku anaplasti¢nog karcinoma, a na Slici 20B vidi se detektovane apoptotske ¢elije u

jednom od ispitivanih slucajeva anaplasti¢nog karcinoma.

Analiza stepena apoptotske smrti, iskazanog kao apoptotski indeks, (Tabela 5) u
ispitivanim sluc¢ajevima papilarnog i anaplasti¢nog karcinoma, pokazala je nizak stepen
apoptoze u tiroidnim karcinomima, ¢ak neSto nizZi u anaplasticnom nego u papilarnom

karcinomu.

Tabela 5. Apoptotski indeks (Al) za papilarni (PTC) i anaplasti¢ni karcinom Stitaste Zlezde

(ATC).
- . Apoptotski indeks *
Analizirano tkivo (%) p
PTC (n=50) 0.626 + 0.587
<0.05
ATC (n=30) 0.267 £0.438

Al: detaljno opisani u Materijalu i Metodama
* Mann-Whitney U-test

Zaklju¢ak ovih eksperimenata je da odnos Bax molekula i Bcl-2 molekula, ne
obezbeduje propagaciju signala do finale faze (aktivacije proteolitickih enzima), Sto
ukazuje na postojanje drugih defekata duz signalne kaskade nizvodno od mesta

delovanja Bax proteina.
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4.3. Poredenje ekspresije Bcl-2 i Bax proteina sa klinicko-patoloSkim
parametrima pacijenata sa papilarnim karcinomom Stitaste Zlezde

Klinicko-patoloski parametri pacijenata sa papilarnim karcinomom (n=69) dati su u
Tabeli 1, u poc¢etnom delu sekcije Rezultati. Ovi podaci obuhvatili su informacije o
godinama i polu, veli¢ini tumora, prisustvu/odsustvu limfnih metastaza i ekstratiroidne

invazije, kao i o stadijumu tumorske bolesti, prema TNM klasifikaciji tumora.

Tabela 6. Poredenje izmedu klini¢ko-patoloskih karakteristika i ekspresije Bcl-2 proteina u
69 slucajeva papilarnog karcinoma Stitaste zlezde (PTC).

PTC (n=69)

Bcl-2 ekspresija

Klini¢ko-patoloski podaci niska ekspresija  visoka ekspresija 4
LNM Prisutne (n=15) 4 (26.67%) 11 (73.33%) 5005
Odsutne (n=54) 10 (18.52%) 44 (81.84%)
El Prisutna (n=18) 2 (11.11%) 16 (18.89%) 5005
Odsutna (n=51) 12 (23.53%) 39 (76.47%)
pT T1a (n=27) 6 (22.22%) 21 (77.78%)
T1b (n=13) 3 (23.08%) 10 (76.92%)
T2 (n=10) 3 (30.00%) 7 (70.00%) >0.05
T3 (n=2) 0 2 (100%)
T4 (n=17) 3 (17.65%) 14 (82.35%)
PTNM | (n=46) 9 (19.57%) 37 (80.43%)
Il (n=3) 1(33.33%) 2 (66.67%)
11 (n=7) 2 (28.57%) 5 (71.43%)
IV (n=13) 2 (15.38%) 11 (84.62%)
PoCetni stadijumi /) 10 (20.41%) 39 (79.59%)
g;gﬁﬂﬁ?o"a" IV 4 (20.00%) 16 (80.00%) 70.05

LNM: metastaze u limfnim ¢vorovima

pT i pTNM status: prema AJCC (American Joint Comittee on Cancer), detaljnije u Materijalu

i Metodama

* Fisher's exact test

Poredena je visoka imunohistohemijska ekspresija Bcl-2 proteina uzoraka pacijenata sa

papilarnim karcinomom (ocene imunohistohemijskog bojenja 2 1 3) sa klinic¢ko-

patoloskim parametrima ovih pacijenata (Tabela 6). Parametri koji ukazuju na teZi
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klini¢ki tok bolesti, kao $to je prisustvo metastaza u limfnim ¢vorovima, ekstratiroidna
invazija (Sirenje tumora van kapsule zlezde u okolne strukture vrata) i status
uznapredovale tumorske bolesti (stadijumi III 1 IV), nisu pokazali statisticki znac¢ajnu
korelaciju sa visokom ekspresijom Bcl-2 proteina.
Tabela 7. Poredenje izmedu klini¢ko-patoloskih karakteristika i ekspresije Bax proteina u 69
slucajeva papilarnog karcinoma Stitaste zlezde (PTC).

PTC (n=69)

Bax ekspresija

Klini¢ko-patoloski podaci niska ekspresija visoka ekspresija 4
LNM Prisutne (n=15) 4 (26.67%) 11 (73.33%) >0.05
Odsutne (n=54) 10 (18.52%) 44 (81.48%)
El Prisutna (n=18) 2 (11.11%) 16 (88.89) 50.05
Odsutna (n=51) 13 (25.49%) 38 (74.51%)
pT T1a (n=27) 9 (33.33%) 18 (66.67%)
T1b (n=13) 2 (15.38%) 11 (84.62%)
T2 (n=10) 2 (20.00%) 8 (80.00%) >0.05
T3 (n=2) 0 2 (100%)
T4 (n=17) 2 (11.76%) 15 (88.24%)
PTNM | (n=46) 12 (26.09%) 34 (73.91%)
Il (n=3) 0 3 (100.%)
11 (n=7) 1 (14.29%) 6 (85.71%)
IV (n=13) 2 (15.38%) 11 (84.62%)
Pocetni stadijumi )| 12 (24.49%) 37 (75.51%)
;Jt;gf}ﬂ:ﬁ?o"a“ . 3 (15.00%) 17 (85.00%) 7005

LNM: metastaze u limfnim ¢vorovima

pT i pTNM status: prema AJCC (American Joint Comittee on Cancer), detaljnije u Materijalu

i Metodama
* Fisher's exact test

Takode, 1 visoka ekspresija Bax proteina poredena je sa klini¢ko-patoloskim
parametrima pacijenata sa papilarnim karcinomom (Tabela 7). Rezultati ovog
poredenja nisu pokazali statisticki znac¢ajnu korelaciju visoke ekspresije Bax proteina sa

klini¢ko-patoloSkim parametrima pacijenata ukljucenih u ovu studiju.
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Zakljucak ovih eksperimenata je da apoptotski molekuli Bcl-2 1 Bax nemaju
prognosticki znacaj u predvidanju toka bolesti tiroidno-onkoloskih pacijenata, kao §to i
nemaju presudnu ulogu u finalizaciji apoptotske smrti celija tokom progresije

maligniteta tiroidnih tumora.

4.4. Analiza imunohistohemijske ekspresije survivina u papilarnom i
anaplasticnom karcinomu Stitaste Zlezde

Survivin je ¢lan IAP familije proteina (IAP-Inhibitor of apoptosis protein), koji su
operativni u nizvodnom delu apoptotske signalne kaskade, u finalnom koraku koji
prethodi aktivaciji kaspaza, proteolitickih enzima, koji razgraduju sve Celijske strukture
i dovode do apoptotske smrti ¢elije. Survivin, osim inhibicije apoptoze, ima i ulogu u
promovisanju ¢elijskog ciklusa (proliferacija), kao i angiogenezi, tako da se njegovo

aktiviranje smatra vaznim za nastanak, razvoj i progresiju humanih tumora.

U ovom delu eksperimentalnog rada analizirali smo imunohistohemijsku ekspresiju

survivina u papilarnom i anaplasticnom karcinomu.

Serija uzoraka pacijenata sa papilarnim karcinomom koja je koriS¢ena u ovim
eksperimentima sastojala se od 104 uzorka arhivskog tkivnog materijala. Klini¢ko-
patoloski podaci ovih pacijenata prikazani su u Tabeli 8. Iz ovih podataka se vidi da je
od ukupno 104 pacijenata, njih 25 imalo prisutne metastaze u limfnim ¢vorovima, 31
pacijent je imao prisutnu ekstratiroidnu invaziju, a 34 je bilo u uznapredovalim

stadijumima bolesti (stadijumi 111/1V).
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Tabela 8. Klini¢ko-patoloski podaci za 104 slucaja papilarnog karcinoma Stitaste zlezde

(PTC).
Klini¢ko-patoloski podaci (nl::{g 2)
Starost (godine) Srednja vrednost (opseg) 49.75 (20-76)
<45 33 (31.73%)
=45 71 (68.27%)
Pol Z:M 89:15
LNM Prisustvo 25 (24.04%)
El Prisustvo 31 (29.81%)
Veli¢ina tumora (mm) Srednja vrednost (opseg) 21.81 (3-100)
pT T1 51
T2 19
T3 4
T4 30
PTNM | 64
1 6
Il 11
v 23
Pocetni stadijumi I/ 70
Uznapredovali stadijumi /v 34

LNM: metastaze u limfnim ¢vorovima

El: ekstratiroidna invazija

pT i pTNM status: prema AJCC (American Joint Comittee on Cancer), detaljnije u Materijalu
i Metodama

Serija uzoraka tkiva pacijenata sa anaplasti¢nim karcinomom je ista kao 1 u prethodnim
eksperimentima (n=30), u kojima je koriS¢ena za analizu ekspresije Bcl-2 1 Bax

proteina. Podaci za ove pacijente dati su Tabeli 1, u pocetnom delu sekcije Rezultati.

Rezultati analize imunohistohemijske ekspresije survivina u uzorcima papilarnog i

anaplasti¢nog karcinoma Stitaste zlezde prikazani su u Tabeli 9.
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Tabela 9. Imunohistohemijska ekspresija survivin proteina u papilarnom (PTC) i
anaplasti¢nom karcinomu Stitaste zlezde (ATC).

Analizirano tkivo survivin
-(0) /+ (1) +(2) ++ (3)
4 26 45 29
PTC (n=104) 100/104 (96.15%)
niska ekspresija visoka ekspresija
30 74 (71.15%)
- (0) -1+ (1) +(2) ++ (3)
2 2 6 20
ATC (n=30) 28/30 (93.33%)
niska ekspresija visoka ekspresija
4 26 (86.67%)

Intenzitet obojenosti: - (0) izostanak bojenja; -/+ (1) slabo ili fokalno bojenje; + (2) umereno

bojenje u vecini ¢elija; ++ (3) jako bojenje u vecini ¢elija.

Ekspresija survivina je nadena u citoplazmi malignih ¢elija velikog broja uzoraka

papilarnog (96.2%) i anaplasticnog karcinoma (93.3%). U normalnom tkivu Zlezde,

susednom malignom tkivu, survivin se nije mogao imunohistohemijski detektovati. Broj

uzoraka papilarnog karcinoma sa visokom ekspresijom survivina iznosio je 71.2%, a u

anaplastiénom karcinomu 86.7%, medutim u visokoj ekspresiji survivina u papilarnom

karcinomu bilo je dominantno umereno bojenje (ocena 2), a u anaplasticnom karcinomu

bilo je dominantno intenzivno bojenje (ocena 3). Ovaj porast u intenzitetu bojenja na

survivin u anaplasticnom karcinomu jasno je vidljiv iz graficke ilustracije distribucije

ocena intenziteta imunohistohemijskog bojenja, §to je prikazano u Histogramu 2.
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Histogram 2. Procentualni udeo slucajeva sa intenzitetom obojenosti 0, 1, 2 i 3 za
survivin u papilarnom (PTC) i anaplasticnom (ATC) karcinomu Stitaste zlezde.

Imunohistohemijska ekspresija survivina u uzorcima tkiva papilarnog i anaplasti¢nog

karcinoma Stitaste zlezde prikazana je na Slikama 21 i 22.

Slika 21. Ekspresija survivina u papilarnom karcinomu S§titaste zlezde. A) Umereno
imunohistohemijsko  bojenje u citoplazmi malignih ¢elija B) Intenzivno
imunohistohemijsko bojenje u citoplazmi malignih ¢éelija.
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Slika 22. Ekspresija survivina u anaplastiénom karcinomu $titaste zlezde. A) Slabo

imunohistohemijsko

bojenje u citoplazmi

malignih  ¢elija

imunohistohemijsko bojenje u citoplazmi malignih ¢eljja.

B) Intenzivno

4.5. Poredenje imunohistohemijske ekspresije survivina i ¢lanova Bcl-2
familije (Bcl-2, Bax) u papilarnom i anaplastiénom karcinomu Stitaste

Zlezde

Poredenje srednjih vrednosti ocenjivanja imunohistohemijskog bojenja na Bcl-2, Bax i

survivin u papilarnom i anaplasticnom karcinomu Stitaste Zlezde prikazano je u

Histogramu 3.

N
() 3l

Vrednosti IHC obojenosti
=
(6]

1
0.5
0 [ty . .....
Bcl-2 Bax Survivin
BPTC 1.98 2.17 1.95
BATC 1.07 2.23 2.47

Histogram 3. Srednje vrednosti ocena imunohistohemijske obojenosti za Bcl-
2, Bax i survivin u papilarnom (PTC) i anaplasticnom karcinomu Stitaste

zlezde (ATC).
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Iz ovog histograma se jasno vidi da tokom progresije od papilarnog ka anaplasti¢nom
karcinomu dolazi do smanjenja ekspresije Bcl-2, anti-apoptotskog proteina, §to je
praceno povecanjem ekspresije survivina, proteina koji inhibira apoptozu, uz konstantnu

visoku ekspresiju Bax proteina.

Slika 23. Anaplasti¢ni karcinom S§titaste Zlezde sa ostacima folikularne strukture
diferenciranog karcinoma. A) Imunohistohemijsko bojenje na Bcl-2 pokazuje
pozitivnost u ostacima folikula i negativno bojenje anaplasti¢nog karcinoma. B)
Imunohistohemijsko bojenje na Bax i C) imunohistohemijsko bojenje na
survivin, pokazuju intenzivno bojenje u folikulima i u zonama anaplasticnog
karcinoma.

Ova slika pokazuje trend promena u ekspresiji apoptotskih molekula tokom progresije
maligniteta, a takode dokazuje da je anaplasti¢ni karcinom ovog pacijenta nastao od
prethodno-postoje¢eg  diferenciranog  karcinoma  daljom  progresijom, tj.

dediferencijacijom tumora.
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4.6. Korelacija imunohistohemijske ekspresije survivina i apoptotske
smrti Celija anaplasticnog karcinoma Stitaste Zlezde

S obzirom da su prethodni rezultati pokazali da u anaplasticnom karcinomu dolazi do
povecanja ekspresije survivina, proteina koji inhibira apoptozu, u ovom delu
eksperimentalnog rada korelisali smo imunohistohemijsku ekspresiju survivina u
uzorcima tkiva anaplasti¢cnog karcinoma sa stepenom apoptotske smrti ¢elija u ovim

uzorcima.

Stepen apoptotske smrti u uzorcima tkiva papilarnog i anaplastiénog karcinoma

odredivali smo TUNEL metodom, koriste¢i Apop Tag kit za in situ detekciju apoptoze.

Tabela 10. Korelacija izmedu ekspresije survivina i apoptotske smrti ¢elija izrazene
apoptotskim indeksom u anaplasticnom karcinomu S§titaste zlezde (ATC).

Broj slucajeva Apoptotski indeks (%) p*
Uzorci sa niskom 4 0.691 + 0.139
ekspresijom survivina
Uzorci sa visokom <0.05
26 0.202 £0.204

ekspresijom survivina
Al: detaljno opisani u Materijalu i Metodama
* Mann-Whitney U-test

U Tabeli 10 prikazana je korelacija izmedu uzoraka tkiva anaplasti¢énog karcinoma sa
niskom i visokom ekspresijom survivina i detektovanog stepena apoptotske smrti u
ovim uzorcima, iskazanog kao apoptotski indeks. Rezultati pokazuju da je u uzorcima
tkiva sa visokom ekspresijom survivina apoptotski indeks bio znacajno manji nego u

uzorcima tkiva sa niskom ekspresijom survivina.
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Slika 24. Anaplasti¢ni karcinom sa intenzivnim imunohistohemijskim bojenjem na survivin
(A) 1 detekcija in situ apoptotske smrti samo u jednoj ¢eliji u istoj zoni tkivnog uzorka
karcinoma (B).

Zakljucak ovih eksperimenata je da tokom progresije maligniteta tumora Stitaste Zlezde
dolazi do smanjenja ekspresije Bcl-2 proteina i do povecanja ekspresije survivina. Pro-
apoptotski protein Bax, aktivira se u pocetnoj fazi maligne transformacije i ostaje na
visokom nivou tokom tumorske progresije. Medutim, visoka ekspresija Bcl-2 (anti-
apoptotskog proteina) u papilarnom karcinomu, a zatim visoka ekspresija survivina
(takode anti-apoptotskog proteina) u anaplasticnom karcinomu, onemogucavaju
propagaciju apoptotskog signala, odnosno finalnu egzekuciju smrti ¢elije. Na ovaj nacin

maligna ¢elija izbegava apoptotsku smrt.
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4.7. Poredenje ekspresije survivina sa klinicko-patoloSkim
parametrima pacijenata sa papilarnim karcinomom Stitaste Zlezde

S obzirom da je u prethodnim eksperimentima pokazano da se ekspresija survivina
povecava tokom progresije maligniteta od papilarnog ka anaplasticnom karcinomu i da
povecana ekspresija survivina koreliSe sa smanjenom apoptozom malignih cCelija, u
slede¢em delu eksperimentalnog rada poredili smo ekspresiju survivina sa klinicko-

patoloskim parametrima pacijenata sa papilarnim i anaplasti¢nim karcinomom.

U Tabeli 11 prikazana je korelacija izmedu ekspresije survivina i klini¢ko-patoloskih

parametara pacijenata sa papilarnim karcinomom S§titaste Zlezde.
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Tabela 11. Poredenje izmedu klinicko-patoloskih karakteristika i ekspresije survivina u 104

slucaja papilarnog karcinoma Stitaste zlezde (PTC).

survivin ekspresija

PTC (n=104) _ _ p D
Klini¢ko-patoloski podaci nlska" VISOka_I_
ekspresija ekspresija
Starost <45 10 23
0,823
>45 20 51
Pol Zenski 26 63
1.000°
Muski 4 11
Veli¢ina tumora <2 cm 19 46
0,911
>2 cm 11 28
LNM Prisutne 2 23
0.010° 0,009
Odsutne 28 51
El Prisutna 5 26
0.062° 0,063
Odsutna 25 48
pT T1 18 33
T2 5 14
0.209°
T3 2 2
T4 5 25
T1-T2 23 47
0,195
T3-T4 7 27
PTNM | 23 41
I 2 4
0.153°
i 2 9
v 3 20
Pocetni stadijumi /1 25 45
Uznapredovali 0,027 0,027
stadijumi v 5 29

LNM: metastaze u limfnim ¢vorovima

El: ekstratiroidna invazija

pT i pTNM status: prema AJCC (American Joint Comittee on Cancer), detaljnije u Materijalu

i Metodama
Chi-square test
®Mann-Whitney test
‘Fisher 's exact test
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Rezultati pokazuju da je primenom navedenih statistickih testova (Chi-square test,
Mann-Whitney U-test i Fischer Exact test) pokazana statisticki znacajna korelacija
visoke ekspresije survivina sa prisustvom metastaza u limfnim ¢vorovima 1
uznapredovalim stadijumom tumorske bolesti (stadijumi 1I/IV prema TNM
klasifikaciji). Korelacija visoke ekspresije survivina sa prisustvom ekstratiroidne
invazije (Sirenje tumora van kapsule Zlezde) bila je na granici statisticke znacajnosti
(p=0.062, odnosno p=0.063, u zavisnosti od primenjenog statistickog testa). Ostali
klinicko-patoloski parametri nisu pokazali statisticki znacajnu korelaciju sa ekspresijom

survivina.

Da bismo proverili vrednost statistiCke znacajnosti korelacije dobijene izmedu visoke
ekspresije survivina i navedenih klini¢ko-patoloSkih parametara prikazanih u prethodnih
eksperimentima, takode smo primenili i Spearman-korelacioni test (koji poredi
korelaciju vrednosti parametarskih karakteristika izmedu pojedina¢nih slucajeva, a ne

izmedu vrednosti za grupe uzoraka).

Rezultati primene Spearman-korelacionog testa u analizi korelacije izmedu ekspresije
survivina 1 klini¢ko-patoloSkih parametara odabranih prema prethodnoj statistickoj
analizi, prikazani su u Tabeli 12.

Tabela 12. Korelacioni koeficijent prema Spearman-u izmedu ekspresije survivina i klini¢ko-
patoloskih parametara za 104 slucaja papilarnog karcinoma $titaste zlezde (PTC).

Spearman-ov test LNM El PTNM LILILIV - pTNM LI/ IV
Rs (Korelacioni 0.259™ 0,183 0.213" 0.218"
koeficijent)
p 0,008 0,063 0,030 0,027

korelacioni koeficijent za nivo znacajnosti 0.05
korelacioni koeficijent za nivo znacajnosti 0.01

Rezultati prikazani u ovoj tabeli pokazuju dodatnim statistickim testom (Spearman-
korelacioni test) da je visoka ekspresija survivin molekula u statisticki znacajnoj
korelaciji sa prisustvom metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima i uznapredovalim
stadijumima karcinoma, tj. stadijumima II/1V, dok se korelacija sa ekstatiroidnom

invazijom ponovo pokazala na nivou grani¢ne statisticke znacajnosti.

69



4.8. Poredenje ekspresije survivina sa klinicko-patoloSkim
parametrima pacijenata sa anaplasticnim karcinomom S$titaste Zlezde

U seriji od 30 arhivskih tkivnih uzoraka pacijenata sa anaplasti¢cnim karcinomom, koja
je koris¢ena u prethodnim eksperimentima (¢iji su klinicko-patoloski podaci dati u
Tabeli 1 u uvodnom delu sekcije Rezultati), analizirana je imunohistohemijska

ekspresija survivina. (Tabela 8).

Rezultati poredenja ekspresije survivina sa klini¢ko-patoloskim parametrima

anaplasti¢nog karcinoma $titaste zlezde dati su u Tabeli 13.

Tabela 13. Poredenje izmedu klinicko-patoloskih karakteristika i ekspresije survivina u 30
slucajeva anaplastiénog karcinoma $titaste Zlezde (ATC).

ATC (n=30) survivin ekspresija p*
Klinicko-patoloski podaci niska ekspresija  visoka ekspresija
LNM Prisutne (n=19) 0 19
0,012
Odsutne (n=11) 4 7
El Prisutna (n=23) 4 19
0,548
Odsutna (n=7) 0 7

LNM: metastaze u limfnim ¢vorovima
El: ekstratiroidna invazija
Fisher's exact test

Rezultati poredenja klinicko-patoloskih parametara pacijenata sa dijagnozom
anaplasticnog karcinoma sa imunohistohemijskom ekspresijom survivina pokazali su
statisti¢ki znacajnu razliku izmedu visoke ekspresije survivina u tumorima sa prisutnim
limfnim metastazama u odnosu na tumore sa odsustvom limfnih metastaza (p=0.012).

Visoka ekspresija survivina nije bila u korelaciji sa prisustvom ekstratiroidne invazije.
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4.9. Poredenje imunohistohemijske ekspresije survivina u uzorcima
pacijenata sa papilarnim karcinomom sa prisustvom/odsustvom

metastaza u limfnim ¢vorovima

U ovom delu eksperimenata analizirali smo razliku u imunohistohemijskoj ekspresiji

survivina u uzorcima tkiva papilarnog karcinoma sa prisustvom i odsustvom metastaza

u limfnim ¢évorovima.

2 lil‘)um L

Slika25. Imunohistohemijska ekspresija survivina.
A) Negativno bojenje na survivin u nemalignom
tkivu Stitaste Zlezde. B) Umereno
imunohistohemijsko bojenje na survivin u tkivu
papilarnog  karcinoma  koji nema  prisutne
metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima. C)
Intenzivno bojenje na survivin u tkivu papilarnog
karcinoma koji ima prisutne (evidentirane)
metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima.
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4.10. Imunoblot analiza ekspresije survivina u uzorcima pacijenata sa
papilarnim karcinomom sa prisustvom/odsustvom metastaza u
limfnim ¢vorovima

Hirurski odstranjeno tkivo pacijenata sa karcinomom Stitaste Zzlezde preuzeto je
neposredno posle operacije i ¢uvano zamrznuto do upotrebe. Ako je bilo dostupno,

preuzeto je i normalno tkivo zlezde iz suprotnog lobusa.

Od ovih uzoraka pripremljeni su tkivni homogenati, u kojima je nakon elektroforetskog
razdvajanja proteina uraden imunoblot (,,Western blot*), uz primenu specificnih antitela

na survivin, na nacin kako je detaljno opisano u sekciji Materijal i metode.

T n o o

> > > >

Z. Z. Z. Z

= Z = > = 7 = >

= = = = Survivin
- - 16.5kDa

Slika 26. Imunoblot analiza ekspresije survivina u uzorcima papilarnog
karcinoma sa prisutnim limfnim metastazama (T LNM+), sa
odsustvom limfnih metastaza (T LNM-) i u normalnom tkivu Zlezde

(N).

Ovi rezultati su pokazali da tkivo papilarnog karcinoma koji ima prisutne limfne
metastaze sadrZzi vecu koli¢inu sintetisanog survivin proteina, nego tkivo papilarnog
karcinoma koji nema prisutne limfne metastaze, kao i da normalno tkivo Zlezde ne
sintetiSe survivin. Rezultati dobijeni imunoblotom bili su u saglasnosti sa rezultatima
dobijenim imunohistohemijskom analizom, a takode su potvrdili 1 specifi¢nost antitela
na survivin, jer je detektovana traka odgovarala molekulskoj masi survivin proteina
(16.5kDa).

72



4.11. Analiza imunohistohemijske ekspresije survivina u uzorcima
tkiva papilarnog karcinoma u poredenju sa metastatskim tkivom u
limfnim ¢vorovima istog pacijenata

Karakteristika papilarnog karcinoma je limfogeno Sirenje, za razliku od drugih tipova
karcinoma Stitaste zlezde (folikularni 1 medularni karcinom) koji se Sire hematogenim

putevima kroz krvne sudove dajuéi udaljene metastaze.

Dakle, maligne C¢elije papilarnog karcinoma putem limfnih sudova dospevaju u
regionalne limfne ¢vorove. To je Cesta 1 rana pojava kod pacijenata sa dijagnozom
papilarnog karcinoma (otprilike 30% pacijenata pri prezentaciji lekaru ima prisutne

metastaze u limfnim ¢vorovima).

U ovom delu eksperimentalnog rada ispitivali smo imunohistohemijskom metodom da
li postoji razlika u ekspresiji survivina izmedu primarnog tumora i njegovog

metastatskog tkiva u limfnom ¢voru.

U tu svrhu, iz baze arhivskog materijala Centra za endokrinu hirurgiju KCS, odabrali
smo 15 uzoraka ukalupljenog tkiva papilarnog karcinoma sa ukalupljenim metastatskim

tkivom iz limfnih ¢vorova istog pacijenta.

U Tabeli 14 dati su podaci o imunohistohemijskoj analizi ovih uzoraka.
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Tabela 14. Imunohistohemijska ekspresija survivina u primarnim karcinomima (PTC) i
njihovim metastazama u limfnim ¢vorovima (LNM).

Analizirano tkivo survivin
-(0) /+ (1) +(2) ++(3)
0 0 5 10
PTC (n=15) 15/15 (100%)
niska ekspresija visoka ekspresija
0 15 (100%)
- (0) -1+ (1) +(2) ++ (3)
0 0 4 11
LNM (n=15) 15/15 (100%)
niska ekspresija visoka ekspresija
0 15 (100%)

Intenzitet obojenosti: - (0) izostanak bojenja; -/+ (1) slabo ili fokalno bojenje; + (2) umereno
bojenje u vecini ¢elija; ++ (3) jako bojenje u vecini ¢elija.

Rezultati imunohistohemijske analize ekspresije survivina prikazani u ovoj tabeli
pokazuju da svi odabrani sluéajevi uzoraka tkiva pacijenata sa papilarnim
karcinomom  stitaste  zlezde 1imaju  visoku ekspresiju  survivina (ocene
imunohistohemijskog bojenja: 2 i 3). U metastatskom tkivu ovih primarnih papilarnih

karcinoma, takode je nadena visoka ekspresija survivina.

Histogram 4 prikazuje poredenje imunohistohemijskog ocenjivanja ekspresije
survivina u primarnim papilarnim karcinomima i njihovom sparenom metastaskom

tkivu u limfnim ¢vorovima.

37 PTC
uLNM

2 .

1 .

O -
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Histogram 4. Graficka ilustracija pojedina¢nih ocena imunohistohemijske
ekspresije survivina za primarne papilarne karcinome $titaste zlezde i njihova
metastatska tkiva u limfnim ¢vorovima.
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Ovaj histogram pokazuje da je visoka imunohistohemijska ekspresija survivina, koja je
dokumentovana u primarnim papilarnim karcinomima Stitaste zlezde, takode ocuvana u
metastatskom tkivu. lako svi uzorci limfnih metastaza imaju visoku ekspresiju survivin
proteina, tri slu¢aja metastatskog tkiva su odstupala dajuéi u dva slucaja nizu ekspresiju

u primarnom tumoru, a u jednom slu¢aju visu ekspresiju survivina.

Na Slici 27 prikazana je imunohistohemijska ekspresija survivina u primarnim
tumorima (papilarni karcinom Stitaste Zlezde) u poredenju sa metastatskim tkivom u
limfnom ¢voru istog pacijenta. Ove slike dokumentuju da je visoka ekspresija survivina
prisutna i u metastatskom tkivu. Takode, ove slike pokazuju da maligne ¢elije dospele u
limfni ¢vor pocinju ovde da ,,grade” istu histolosku strukturu (papilarne formacije) kao i

u primarnom tumoru.

Slika 27. Imunohistohemijska ekspresija survivina u tkivu papilarnog karcinoma i
metastatskom tkivu u regionalnom limfnom ¢voru istog pacijenta .Intenzivno bojenje
na survivin u primarnom tumoru (A) i u metastatskom tkivu u limfnom ¢voru (B).
Umereno bojenje na survivin u primarnom tumoru (C) i u metastatskom tkivu u
limfnom ¢voru (D).

Zakljucak ovih eksperimenata je da je ,,up-regulacija®“ gena za survivin rani dogadaj u

tiroidnoj tumorogenezi (ekspresija survivina prisutna je ve¢ u pT1 tumorima, tj.
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tumorima manjim od 2 cm, koji nisu razvili ni limfne, niti udaljene metastaze (Tabela
11). Ekspresija survivina postepeno se povecava tokom progresije maligniteta od
papilarnog ka anaplasticnom karcinomu i u korelaciji je sa prisustvom limfnih
metastaza 1 uznapredovalim stadijumima tumorske bolesti. U metastatskim
karcinomima, visoka ekspresija survivina u primarnim tumorima prisutna je i u ¢elijama

karcinoma koje su metastazirale u limfne ¢vorove.

4.12. Analiza imunohistohemijske ekspresije VEGF-C proteina u
uzorcima tkiva papilarnog i anaplasti¢nog karcinoma Stitaste zlezde

VEGF-C (od engleskog: Vascular endothelial growth factor-C, tj. faktor rasta endotela
krvnih sudova) je protein koji podsti¢e formiranje novih limfnih sudova od prethodno-
postojecih, $to znaci da ima ,,limfangiogenu‘ ulogu. Nakon vezivanja VEGF-C proteina
za odgovarajuce receptore na endotelnim celijama limfnih sudova, dolazi do njihove
proliferacije 1 migracije, $to je preduslov za stvaranje novih limfnih sudova i

diseminaciju malignih ¢elija limfnim putevima.

U ovom delu eksperimentalnog rada odabrali smo seriju od 75 uzoraka arhivskih trajnih
preparata papilarnog karcinoma S§titaste Zlezde. Klini¢ko-patoloski parametri ove grupe

pacijenata dati su u Tabeli 15.
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Tabela 15. Klini¢ko-patoloski podaci za 75 slucajeva papilarnog karcinoma Stitaste zlezde

(PTC).
Klini¢ko-patoloski podaci (EI%)
Starost (godine) Srednja vrednost (opseq) 48.24 (11-76)
<45 29 (38.67%)
>45 46 (61.33%)
Pol Z:M 59:16
LNM Prisustvo 27 (36.00%)
El Prisustvo 28 (37.33%)
Veli¢ina tumora (mm) Srednja vrednost (opseq) 27.09 (3-100)
pT T1 25
T2 14
T3 9
T4 27
pTNM | 41
I 4
Il 9
v 21
Pocetni stadijumi i1 45
Uznapredovali stadijumi /v 30

LNM: metastaze u limfnim ¢vorovima

El: ekstratiroidna invazija

pT i pTNM status: prema AJCC (American Joint Comittee on Cancer), detaljnije u Materijalu
i Metodama

U ovoj seriji tkivnih uzoraka papilarnog karcinoma (n=75), kao i u seriji uzoraka tkiva
anaplasticnog karcinoma (n=30), koja je koriS¢ena u prethodnim ispitivanjima,
analizirali smo imunohistohemijskom metodom ekspresiju VEGF-C proteina. Rezultati

ovih ispitivanja prikazani su u Tabeli 16.
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Tabela 16. Imunohistohemijska ekspresija VEGF-C proteina u papilarnom (PTC) i
anaplasti¢nom karcinomu Stitaste zlezde (ATC).

Analizirano tkivo VEGF-C
-(0) /+ (1) +(2) ++ (3)
8 20 25 22
PTC (n=75) 67/75 (89.33%)
niska ekspresija visoka ekspresija
28 47 (62.67%)
-(0) -1+ (1) +(2) ++ (3)
3 4 7 16
ATC (n=30) 27/30 (90.00%)
niska ekspresija visoka ekspresija
7 23 (76.67%)

Intenzitet obojenosti: - (0) izostanak bojenja; -/+ (1) slabo ili fokalno bojenje; + (2) umereno

bojenje u vecini ¢elija; ++ (3) jako bojenje u vecini ¢elija.

Citoplazmatska ekspresija VEGF-C proteina detektovana je u 67 od 75 uzoraka tkiva

papilarnog karcinoma, pri ¢emu je 47 uzoraka (62.7%) pokazivalo visoku ekspresiju

(ocena intenziteta imunohistohemijske ekspresije 2 i 3).

U tkivnim uzorcima anaplasticnog karcinoma citoplazmatska ekspresija VEGF-C

proteina detektovana je u 27 od 30 slucajeva, pri cemu je visoka ekspresija bila prisutna

u 23 (76.7%) slucajeva.

Graficka ilustracija distribucije ocena intenziteta imunohistohemijskog bojenja na

VEGF-C u uzorcima papilarnog i anaplasti¢nog karcinoma prikazana je u Histogramu

5.
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Histogram 5. Distribucija ocena intenziteta imunohistohemijskog bojenja na
VEGF-C u uzorcima papilarnog (PTC) i anaplasti¢nog karcinoma Stitaste zlezde
(ATC).

Imunohistohemijska ekspresijaVEGF-C u uzorcima tkiva papilarnog i anaplasti¢nog

karcinoma §titaste zlezde prikazana je na Slikama 28 i 29.

N " (B] AN NG =
Slika 28. Imunohistohemijska ekspresija VEGF-C u papilarnom karcinomu $titaste zlezde.
A) Umerena ekspresija VEGF-C u malignim celijama tkiva papilarnog karcinoma. B)
Intenzivna ekspresija VEGF-C u malignim ¢elijama tkiva papilarnog karcinoma. C) Osim u
malignim c¢elijama, VEGF-C protein detektovan je i u endotelu vaskulature u
peritumorskom tkivu (okolnom nemalignom tkivu koje je susedno tumorskoj masi).
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Sllka 29 Imunohistohemijska ekspresua VEGF Cu anaplastlcnom karcinomu S$titaste
zlezde. A) Negativna ekspresija VEGF-C (odsustvo imunohistohemijskog bojenja). B)
Umerena ekspresija VEGF-C u malignim c¢elijama tkiva anaplasticnog karcinoma. C)
Intenzivna ekspresija VEGF-C u malignim ¢elijama tkiva anaplasti¢nog karcinoma.

4.13. Poredenje ekspresije VEGF-C proteina sa klini¢ko-patoloskim
parametrima pacijenata sa papilarnim karcinomom Stitaste Zlezde

Rezultati imunohistohemijske analize ekspresije VEGF-C proteina u uzorcima
pacijenata sa papilarnim karcinomom S$titaste zlezde poredeni su sa klinicko-patoloskim

parametrima ovih pacijenata (n=75, prikazanih u Tabeli 15).
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Tabela 17. Poredenje izmedu klinicko-patoloskih karakteristika i ekspresije VEGF-C u 75
slucajeva papilarnog karcinoma stitaste zlezde (PTC).

VEGF-C ekspresija

PTC (n=75) : _ p D
Klini¢ko-patoloski podaci nlska" VISOka_I_
ekspresija ekspresija
Starost <45
13 16 0.226
245 14 32
Pol Zenski 20 39
0,560
Muski 7 9
Veli¢ina tumora <2 em 14 19
0,340
>2 cm 13 29
LNM Prisutne 2 25
<0.001° <0.001
Odsutne 25 23
El Prisutna 4 24
0.003°¢ 0,002
Odsutna 23 24
pT T1 11 14
T2 7 7
0.025°
T3 5 4
T4 4 23
T1-T2 18 21
0,091 0,033
T3-T4 9 27
PTNM | 18 23
I 3 1
0.071°
i 2 7
\V4 4 17
Pocetni stadijumi /1 21 24
Uznapredovali . 6 Y 0,027 0,001
stadijumi

LNM: metastaze u limfnim ¢vorovima

El: ekstratiroidna invazija

pT i pTNM status: prema AJCC (American Joint Comittee on Cancer), detaljnije u Materijalu

i Metodama
Chi-square test
®Mann-Whitney test
‘Fisher 's exact test
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Poredenje izmedu ekspresije VEGF-C i klinicko-patoloskih parametara pacijenata sa
papilarnim karcinomom pokazalo je (uz primenu navedenih statistickih testova) da je
visoka ekspresija VEGF-C bila statisticki znacajno veca kod pacijenata koji su imali
prisutne limfne metastaze u limfnim ¢vorovima i prisustvo ekstratiroidne invazije.
Statisticki znacajne razlike nadene su i u poredenju pT statusa tumora, mada bez
lincarne korelacije izmedu ovih grupa. Uznapredovali stadijumi tumorske bolesti
(stadijumi III/IV) pokazali su statisticki znacajnu razliku u imunohistohemijskoj

ekspresiji VEGF-C u odnosu na pocetne stadijume (stadijumi I/II).

4.14. Imunoblot analiza i denzitometrijska kvantifikacija traka koje
odgovaraju VEGF-C proteinu iz tkivnih uzoraka pacijenata sa
papilarnim karcinomom sa prisustvom/odsustvom metastaza u
limfnim ¢vorovima

Hirur$ki odstranjeno tkivo pacijenata sa karcinomom $titaste zlezde preuzeto je
neposredno posle operacije i cuvano zamrznuto do upotrebe. Ako je bilo dostupno,

preuzeto je i normalno tkivo zlezde iz suprotnog lobusa.

Od ovih uzoraka pripremljeni su tkivni homogenati, u kojima je nakon elektroforetskog
razdvajanja proteina uraden imunoblot (,,Western blot*), uz primenu specifi¢nih antitela

na VEGF-C protein, na nacin kako je detaljno opisano u sekciji Materijal i metode.

Rezultati ovih ispitivnja prikazani su na Slici 30.
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Slika 30. Imunoblot analiza ekspresije VEGF-C u uzorcima tkiva
papilarnog karcinoma sa prisustvom ( T LNM+) ili odsustvom
metastaza u limfnim ¢vorovima (T LNM-), i normalno tkivo istog
pacijenta (N).
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Rezultati imunoblot analize tkivnih homogenata pacijenata sa dijagnozom papilarnog
karcinoma, koji imaju podatke o prisustvu/odsustvu metastaza u limfnim ¢vorovima,
nakon elektroforetskog razdvajanja proteina iz tkivnih homogenata i uz primenu
specificnih antitela na VEGF-C, pokazali su razliku u ekspresiji VEGF-C izmedu
tumora sa prisustvom i odsustvom limfnih metastaza. Metastatski papilarni karcinomi
(T LNM+) imali su veéu ekspresiju VEGF-C proteina u poredenju sa nemetastatskim
karcinomima (T LNM-). Takode, interesantan podatak, koji se vidi iz ovih rezultata, je
da se u peritumorskom tkivu (nemaligno tkivo susedno tumorskoj masi), imunoblotom
detektuje prisutnost VEGF-C.

Wilcoxon-ov statisticki test za vezane uzorke koristili smo za poredenje ekspresije
VEGF-C proteina (odredene denzitometrijskom kvantifikacijom) izmedu uzoraka
papilarnog karcinoma i uzoraka peritumorskog tkiva poreklom od istog pacijenta.
Rezultati su prikazani u Tabeli 18.

Tabela 18. Osnovni statisticki podaci i Wilcoxon-ov statisticki test za vezane uzorke.

Poredenje ekspresije VEGF-C proteina (odredene denzitometrijskom kvantifikacijom)
izmedu uzoraka papilarnog karcinoma i uzoraka peritumorskog tkiva poreklom od istog

pacijenta.
Analizirano tkivo
Statisticki podaci
Tumorsko tkivo Peritumorsko tkivo

Broj slucajeva 9 9
Medijana 0,436 0,048
Standardna devijacija 0,433 0,096
Opseg 1,080 0,270
Minimum 0,000 0,000
Maksimum 1,080 0,270
Percentili

25 0,367 0,000

75 0,929 0,126
Wicoxon-ov test 0,018

Ovi rezultati pokazuju da je u tumorskom tkivu prisutna statisticki znacajno veca
koli¢ina sintetisanog VEGF-C proteina nego u okolnom peritumorskom tkivu istog

pacijenta.
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Mann-Whitney statisticki test smo koristili za poredenje ekspresije VEGF-C proteina
(odredene denzitometrijskom kvantifikacijom) izmedu uzoraka papilarnog korcinoma
koji imaju prisutne metastaze u limfnim ¢vorovima i uzoraka koji nemaju limfne

metastaze.

Tabela 19. Osnovni statisticki podaci i Mann-Whitney statisticki test za poredenje ekspresije
VEGF-C proteina (odredene denzitometrijskom kvantifikacijom) izmedu uzoraka papilarnog
karcinoma koji imaju prisutne metastaze u limfnim ¢vorovima i uzoraka koji ih nemaju.

Analizirano tkivo

Statisticki podaci
PTC (LNM+) PTC (LNM-)

Broj slucajeva 7 24
Medijana 0,858 0,055
Standardna devijacija 0,690 0,184
Opseg 2,140 0,820
Minimum 0,150 0,000
Maksimum 2,290 0,820
Percentili

25 0,436 0,000

75 1,000
Mann-Whitney test p<0,001

Ovi rezultati pokazuju da je ekspresija VEGF-C proteina statisticki znacajno veca u

metastatskim nego u nemetastatskim tumorima.

84



4.15. Analiza imunohistohemijske ekspresije VEGF-C u uzorcima
tkiva papilarnog karcinoma u poredenju sa metastatskim tkivom u
limfnim ¢vorovima istog pacijenta

U ovom delu eksperimentalnog rada ispitivali smo imunohistohemijskom metodom da
li postoji razlika u ekspresiji VEGF-C proteina izmedu primarnog tumora i hjegovog

metastatskog tkiva u limfnom ¢voru.

Uzorci ukalupljenog tkiva papilarnog karcinoma sa sparenim ukalupljenim
metastatskim tkivom iz limfnih ¢vorova istog pacijenta, koji su preuzeti iz baze
arhivskog materijala Centra za endokrinu hirurgiju KCS (n=15), i kori$¢eni u analizi
ekspresije survivina izmedu primarnog tumora i metastatskog tkiva istog pacijenta,
koriséeni su takode u ovom delu eksperimentalnog rada. Rezultati ispitivanja
imunohistohemijske ekspresije  VEGF-C u primarnim tumorima i njihovom

metastatskom tkivu dati su u Tabeli 20.

Tabela 20. Imunohistohemijska ekspresija VEGF-C u primarnim karcinomima (PTC) i
njihovim metastazama u limfnim ¢vorovima (LNM).

Analizirano tkivo VEGF-C
-(0) -1+ (1) +(2) ++(3)
0 0 4 11
PTC (n=15) 15/15 (100%)
niska ekspresija visoka ekspresija
0 15 (100%)
-(0) /+ (1) +(2) ++ (3)
0 0 4 11
LNM (n=15) 15/15 (100%)
niska ekspresija visoka ekspresija
0 15 (100%)

Intenzitet obojenosti: - (0) izostanak bojenja; -/+ (1) slabo ili fokalno bojenje; + (2) umereno
bojenje u vecini ¢elija; ++ (3) jako bojenje u vecini Celija.

Analiza imunohistohemijske ekspresije VEGF-C u primarnim karcinomima (PTC) i
njihovim metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima istog pacijenta, pokazala je da
je visoka ekspresija VEGF-C proteina prisutna u svim analiziranim primarnim
tumorima papilarnog karcinomima (svih 15 uzoraka imalo je visoku ekspresiju VEGF-

C, pri ¢emu je 4 uzorka imalo umereno, a ostali intenzivno bojenje na VEGF-C). U
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metastatskom tkivu papilarnog karcinoma takode su svi uzorci imali visoku ekspresiju

VEGF-C, sa malim razlikama u intenzitetu imunohistohemijskog bojenja.

U Histogramu 6 prikazano je poredenje imunohistohemijskog ocenjivanja ekspresije
VEGF-C u primarnim papilarnim karcinomima i njihovom sparenom metastaskom

tkivu u limfnim ¢vorovima.
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2 .
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Histogram 6. Graficka ilustracija pojedina¢nih ocena imunohistohemijske
ekspresije VEGF-C proteina za primarne papilarne karcinome Stitaste zlezde i
njihova metastatska tkiva u limfnim ¢vorovima.

Ovaj histogram pokazuje da je visoka imunohistohemijska ekspresija VEGF-C, koja je
dokumentovana u primarnim papilarnim karcinomima Stitaste Zlezde, takode ouvana u
metastatskom tkivu. lako svi uzorci limfnih metastaza imaju visoku ekspresiju VEGF-C
proteina, dva slucaja metastatskog tkiva su imala niZu ekspresiju, a dva visu ekspresiju
VEGF-C proteina u odnosu na njihov primarni tumor (imunohistohemijsko ocenjivanje
2ili 3).

Na Slici 31 prikazana je imunohistohemijska ekspresija VEGF-C proteina u primarnim
tumorima (papilarni karcinom S$titaste zlezde) u poredenju sa metastatskim tkivom u
limfnom ¢voru istog pacijenta. Ove slike dokumentuju da je visoka ekspresija VEGF-C

prisutna i u metastatskom tkivu.
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Slika 31. Imunohistohemijska ekspresija VEGF-C u tkivu papilarnog karcinoma i
metastatskom tkivu u regionalnom limfnom ¢voru istog pacijenta. Intenzivno bojenje
na VEGF-C u primarnom tumoru (A) i u metastatskom tkivu u limfnom ¢voru (B). Na
ovoj slici strelicom je oznacen limfni sud koji pokazuje pozitivno bojenje na VEGF-C.

Umereno bojenje na survivin u primarnom tumoru (C) i u metastatskom tkivu u
limfnom ¢voru (D).

Zakljucak ovih eksperimenata je da je visoka ekspresija VEGF-C proteina prisutna i u

primarnim tumorima i u ¢elijama karcinoma koje su metastazirale u limfne ¢vorove.

87



4.16. Korelacija imunohistohemijske ekspresije survivina i VEGF-C u
uzorcima tkiva papilarnog i anaplasticnog karcinoma

U seriji tkivnih uzoraka pacijenata sa papilarnim karcinomom Stitaste zlezde (n=75), ¢iji
su klini¢ko-patoloski podaci dati u Tabeli 15, u prethodnom delu eksperimentalnog
rada analizirana je ekspresija VEGF-C imunohistohemijskom metodom (rezultati dati u
Tabeli 16). Da bismo proverili da li postoji korelacija izmedu ekspresije survivina i
VEGF-C, ovu seriju uzoraka papilarnog karcinoma, uz imunohistohemijsko bojenje na
VEGF-C, obojili smo uporedno i na survivin, $to je omogucilo poredenje ekspresije ova

dva proteina u malignom tkivu istog pacijenta.

Rezultati uporedne analize imunohistohemijske ekspresije survivina i VEGF-C u

papilarnom i anaplastiénom karcinomu dati su Tabeli 21.

Ovi rezultati pokazuju da je u tkivu papilarnog karcinoma visoka ekspresija survivina
nadena u 47 od 75 slucajeva (62.7%), a visoka ekspresija VEGF-C u 48 od 75 slucajeva
(64%), dok je u tkivu anaplasticnog karcinoma visoka ekspresija survivina bila prisutna

u 26 od 30 slucaja (86.7%), a VEGF-C proteina u 23 od 30 (76.7%).

Tabela 21. Imunohistohemijska ekspresija survivina i VEGF-C proteina za 75 slucajeva
papilarnog (PTC) i 30 slucaja anaplasticnog karcinoma Stitaste zlezde (ATC).

survivin ekspresija

0 1 2 3

PTC (n=75) 7 21 19 28
VEGF-C ekspresija

0 1 2 3

7 20 26 22
survivin ekspresija

0 1 2 3

ATC (n=30) 2 2 0 20
VEGF-C ekspresija

0 1 2 3

3 4 7 16

Intenzitet obojenosti: - (0) izostanak bojenja; -/+ (1) slabo ili fokalno bojenje; + (2)
umereno bojenje u veéini ¢elija; ++ (3) jako bojenje u veéini ¢éelija.

U slede¢em koraku primenili smo Spearman-korelacioni statisti¢ki test da bismo

proverili postojanje korelacije imunohistohemijske ekspresije survivina i VEGF-C
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proteina u uzorcima tkiva istog pacijenta sa papilarnim karcinomom. Rezultati ove

analize dati su u Tabeli 22.

Tabela 22. Korelacioni koeficijent prema Spearman-u izmedu ekspresije survivina i VEGF-C
proteina za 75 slucaja papilarnog karcinoma Stitaste zlezde (PTC).

survivin

Rs=0.878""

Vet p<0.001

korelacioni koeficijent za nivo znacajnosti 0.01

Primenom Spearman-korelacionog testa, ovi rezultati su pokazali da postoji statisticki
znacajna korelacija izmedu imunohistohemijske ekspresije survivina i VEGF-C proteina

u uzorcima tkiva istih pacijenata sa dijagnozom papilarnog karcinoma.

Spearman-korelacioni statisticki test takode smo primenili da bismo proverili postojanje
korelacije imunohistohemijske ekspresije survivina i VEGF-C proteina u uzorcima tkiva

istog pacijenta sa anaplasticnim karcinomom.

Tabela 23. Korelacioni koeficijent prema Spearman-u izmedu ekspresije survivina i VEGF-C
proteina za 30 slu¢aja anaplasti¢nog karcinoma $titaste zlezde (ATC).

survivin

Rs=0.647""

VBEEEE p<0.001

EX3 . . .. . v . .
korelacioni koeficijent za nivo znacajnosti 0.01

Spearman-korelacioni test je pokazao postojanje korelacije izmedu ekspresije survivina

I VEGF-C proteina u uzorcima istih pacijenata sa anaplasticnim karcinomom.

llustracija korelacije imunohistohemijske ekspresije survivina i VEGF-C u papilarnom

karcinomu Stitaste zlezde prikazana je na Slici 32.
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Slika 32. Korelacija imunohistohemijske ekspresije survivina i VEGF-C u papilarnom
karcinomu S§titaste Zlezde. Visoka ekspresija survivina (A) i VEGF-C proteina (B) u
papilarnom karcinomu istog pacijenta. Visoka ekspresija survivina (C) i VEGF-C
proteina (D) u papilarnom karcinomu drugog pacijenta.
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llustracija korelacije imunohistohemijske ekspresije survivina i1 VEGF-C u

anaplasticnom karcinomu Stitaste zlezde prikazana je na Slici 33.

AP eY | M eEtel, @ XS YAVl eE
Slika 33. Korelacija imunohistohemijske ekspresije survivina i VEGF-C u anaplasti¢cnom
karcinomu Stitaste Zlezde. Uporedno imunohistohemijsko bojenje na survivin (A) i VEGF-
C protein (B) u anaplasti¢nom karcinomu istog pacijenta. Uporedno imunohistohemijsko
bojenje na survivin (C) i VEGF-C protein (D) u anaplasti¢cnom karcinomu istog pacijenta.
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Na Slici 34 prikazano je tkivo pacijenta sa papilarnim karcinomom koje je uporedno

obojeno na survivin i VEGF-C u primarnom tumoru i njegovoj limfnoj metastazi.

L @ 2 < ‘I’k- 5 B
Slika 34. Korelacija imunohistohemijske ekspresije survivina (A) i VEGF-C proteina

(B) u primarnom tumoru pacijenta sa papilarnim karcinomom i njegovom
metastatskom tkivu u limfnom évoru (C-survivin, D-VEGF-C).
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Na Slici 35 prikazan je anaplasticni karcinom sa ostatkom prethodno-postojeceg

papilarnog karcinoma.

Slika 35. Anaplasti¢ni karcinom sa ostatkom papilarnog karcinoma. (A) Pozitivno
imunohistohemijsko bojenje na survivin prisutno je u papilarnom karcinomu (levo ) i
u anaplasti¢énom karcinomu (desno). (B) Imunohistohemijsko bojenje na survivin u
anaplasti¢noj zoni karcinoma. Uporedno bojenje na survivin (C) i VEGF-C protein
(D) u zoni papilarnog karcinoma, koje pokazuje korelaciju ekspresije ova dva
proteina u istom tkivnom uzorku.
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5. DISKUSIJA



Malignom transformacijom folikularne epitelne celije Stitaste zlezde nastaju karcinomi
koji se generalno svrstavaju u dve kategorije: diferencirani (papilarni i folikularni
karcinomi) i1 nediferencirani (anaplasticni) karcinom, koje se razlikuju u bioloskim

karakteristikama i klinickom ponaSanju.

Papilarni karcinomi Stitaste zlezde ¢ine oko 80% ukupnih tiroidnih maligniteta, rastu
sporo, imaju tendenciju ka stvaranju regionalnih limfnih metastaza i uglavnom imaju
dobru prognozu. Nasuprot tome, anaplasti¢ni karcinom, koji €¢ini manje od 5% tiroidnih
maligniteta, odlikuje se brzim lokalnim rastom, uz istovremeno stvaranje regionalnih
limfnih i udaljenih hematogenih metastaza. Anaplasti¢ni karcinom neizostavno zavrsava
brzim letalnim ishodom. Nekada se smatralo da anaplasti¢ni karcinom nastaje de novo
transformacijom tiroidnog folikularnog epitela u ovu vrstu karcinoma, medutim danas
preovladava misljenje da anaplasti¢ni karcinom nastaje postepeno od prethodno
postojeéeg diferenciranog karcinoma daljom progresijom uz gubitak morfoloske i

funkcionalne diferencijacije.

Molekularni mehanizmi maligne transformacije epitelnih tiroidnih celija, i pored
brojnih napora istraZivaca u ovoj nauc¢noj oblasti, jo§ uvek nisu potpuno razjasnjeni, pa
je tesko razumeti kako od veoma dobro diferencirane specijalizovane tiroidne celije,
koja se u adultnom organizmu odlikuje niskim mitotickim indeksom, nastaje strukturno
1 funkcionalno nediferencirana ¢elija, programirana za neprestane deobe 1 neosetljiva na

normalne kontrolne mehanizme.

Maligna ¢elija, da bi ostvarila svoju misiju (neprestana multiplikaciju i prezivljavanje),
mora da ,,nadmudri® kontrolne mehanizme koje je organizam razvio da bi regulisao
kontrolu ¢elijskog ciklusa i programiranu ¢elijsku smrt- apoptozu. Apoptoza je genski

strogo kontrolisan mehanizam kojim se otklanjaju ostarele, suviSne i nepozeljne celije.

Misija maligne celije je i zauzimanje novih prostora, a za to je potrebno dodatno
snabdevanje tumorskog tkiva nutritivnim faktorima 1 stvaranje nove vaskulature, koja ¢e

to obezbediti.

Promene na molekularnom nivou koje omogucavaju malignoj celiji kontinuiranu
aberantnu stimulaciju rasta i izbegavanje apoptotske smrti, uz formiranje novih krvnih i
limfnih sudova, predstavljaju preduslov tumorskog rasta i Sirenja, tj. progresije

maligniteta.
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Predmet ovog rada bio je izucavanje molekularnih promena koje prate dediferencijaciju
papilarnog u anaplasti¢ni karcinom $titaste zlezde, tj. ispitivanje promena ekspresionih
profila apoptotskih molekula (Bcl-2, Bax, survivin) i limfangiogenog faktora (VEGF-
C), njihova uloga u biologiji tumora i1 korelacija sa klini¢kim parametrima tokom

progresije maligniteta tumora Stitaste zlezde.

* x *

Dosadasnja izucavanja procesa programirane cCelijske smrti, apoptoze, u razliCitim
humanim tumorima, pokazala su da u ovom sloZzenom procesu vaznu ulogu ima Bcl-2
familija strukturno homologih proteina, od kojih neki imaju anti-apoptotsku
(predstavnik Bcl-2 protein), a neki pro-apoptotsku ulogu (predstavnik Bax). Bcl-2
molekul cuva integritet mitohondrijalne membrane, a Bax protein omogucava njenu
dezintegraciju 1 sledstveno oslobadanje citohroma C, ¢ime se obezbeduje dalja
propagacija signala koji vodi aktivaciji kaspaza, proteolitickih enzima koji su finalni

egzekutori ¢elijske smrti (Cory i Adams, 2002; Burlacu, 2003; Kirkin i sar., 2004).

Da bismo dobili uvid u moguée defekte u apoptotskom putu, u prvom delu
eksperimentalnog rada analizirali smo ekspresione profile apoptotskih molekula, Bcl-2 i
Bax, u papilatmom 1 anaplasticnom karcinomu Stitaste Zlezde. Rezultati
imunohistohemijske analize pokazali su visoku ekspresiju Bcl-2 proteina u tkivu
papilarnog karcinoma, dok je u anaplasticnom karcinomu ekspresija ovog proteina
znacajno manja u odnosu na papilarni. Visoke ekspresione nivoe Bax proteina, koji nije
prisutan u normalnom tkivu, nasli smo i u papilarnom i u anaplasticnom karcinomu, §to

pokazuje da je ,,up-regulacija“ Bax gena rani dogadaj u tiroidnoj tumorogenezi.

U nekim humanim malignitetima nastalim od epitelnih tkiva, kao S§to su karcinomi
jajnika, prostate, pluca, gastrointestinalnog trakta, mokra¢ne besike, nadeni su povecéani
nivoi Bcl-2, anti-apoptotskog proteina (Thompson, 1995), koji mogu da znace losu
prognozu, jer ovi tumori ne odgovaraju adekvatno na primenjenu terapiju (izostaje
efekat apoptotske smrti celija). Medutim, prognosticka vrednost povecane Bcl-2
ekspresije izgleda da zavisi od tipa tumora i u nekim sluc¢ajevima nije u korelaciji sa
progresijom bolesti. Tako je npr. u metastatskom karcinomu dojke niska ekspresija Bcl-

2 povezivana sa loSijom prognozom (Chang i sar., 2003).
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Ekspresija Bcl-2 proteina izucavana je i u tiroidnom tkivu. Ovi radovi pokazali su da
normalno tkivo Stitaste zlezde eksprimira visoke nivoe Bcl-2 proteina, $to je objasnjeno
time da se tiroidne celije u normalnim fizioloSkim uslovima (adekvatno snabdevanje
jodom i nutritivnim faktorima, uz funkcionisanje svih regulatornih mehanizama koji
kontrolisu njihovu funkciju i rast), na ovaj nacin $tite od apoptotske smrti ¢elija (Moore

I sar., 1998).

Zapazanja sli¢na naSim, tj. inverzna korelacija izmedu ekspresije Bcl-2 proteina i
stepena diferencijacije tiroidnih karcinoma, objavili su i drugi istrazivaci koji su se

bavili ovom problematikom (Pilotti i sar.,1994; Pollina i sar., 1996).

Iz ovoga se moze izvesti zakljucak da je, suprotno nekim drugim humanim tumorima,
opadanje sinteze anti-apoptotskog proteina, Bcl-2, u malignim tiroidnim tumorima,

znak njihove progresije 1 loSije prognoze.

Bax, predstavnik pro-apoptotskih faktora Bcl-2 familije proteina, manje je izu¢avan u
modelu tiroidne kancerogeneze, nego Bcl-2 protein. Poveéana ekspresija Bax proteina
nadena je u nekim humanim tumorima, $to bi ukazivalo na njihovu sposobnost da
aktivacijom apoptotskog procesa otklanjaju transformisane Celije. To bi znacilo da je
visok nivo Bax proteina zasluzan za “dobru biologiju” tumora i dobar odgovor pacijenta
na terapiju koja indukuje DNK oStecenja, kao Sto je radioterapija. Sledstveno tome,
defekti u ekspresiji Bax-a, nadeni u metastatskom kolorektalnom kanceru (Sturm i sar.,

1999), dovode se u vezu sa loSom prognozom ovih pacijenata.

Radovi koji su izucavali ekspresiju Bax proteina u tiroidnim tumorima su malobrojni i
do sada su dali kontraverzne rezultate. Poredenjem ekspresije Bax-a u benignom i
malignom tiroidnom tkivu, konstatovano je smanjenje ekspresije ovog proteina u
karcinomima (Brocker i sar., 1996), dok su drugi istrazivaci nasli povec¢ane nivoe 0vog
proteina u karcinomima u odnosu na benigne tumore (Hermann i sar., 2001), ali su se

sloZili u tome da Bax nije prisutan u normalnom tiroidnom tkivu.

Nalazi razli¢itog trenda u promenama ekspresije Bcl-2 i Bax-a naveli su nas da
uporedimo njihov odnos (Bcl-2/Bax) u papilarnim 1 anaplastiénim tiroidnim
karcinomima.

Odnos antiapoptotskih i proapoptotskih molekula, prema osnovnim postulatima u ovoj

oblasti, ima glavnu ulogu u odlucivanju sudbine ¢elije, tj. da 1i ¢e krenuti putem
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samoubistva apoptotskom smrcu ili nastaviti da zivi kao izmenjena, transformisana
¢elija. Bcl-2/Bax odnos, Kkoji je predstavljen kao odnos srednjeg stepena intenziteta
njihove ekspresije u analiziranim karcinomima, pokazao je znaCajno smanjenje u

anaplasti¢cnom, u poredenju sa papilarnim karcinomom.

Zakljuc¢ak ovog dela nasih eksperimenata je da tokom progresije od diferenciranog ka
nediferenciranom (anaplasticnom) karcinomu dolazi do molekularnih promena koje se
ogledaju u izmenjenoj ekspresiji anti-apoptotskih i pro-apoptotskih proteina. S obzirom
da odnos anti-apoptotskog molekula (Bcl-2) i pro-apoptotskog molekula (Bax) ,,ide u
korist“ Bax molekula, trebalo bi oc¢ekivati da ¢e povecani proliferativni kapacitet, koji
je odlika veoma agresivnog karcinoma kakav je anaplasti¢ni, biti kompenzovan
adekvatnim odgovorom organizma, tj. aktivacijom signalne kaskade koja vodi

apoptotskoj smrti maligne Celije.

U slede¢em koraku, da bismo proverili kako se promene u odnosu anti-apoptotskih i
pro-apoptskih proteina reflektuju na programiranu celijsku smrt-apoptozu, odredivali
smo stepen apoptotske smrti u uzorcima tkiva papilarnog i anaplasticnog karcinoma,
tzv. TUNEL metodom (terminal deoxynucleotidil transferase-mediated dUTP-biotin
nick end labeling method) koriste¢i Apop Tag kit za in situ detekciju apoptoze. Metoda
se zasniva na detekciji dvolan€anih prekida DNK molekula, koji se deSavaju pri

proteolitickoj degradaciji celije.

Analiza stepena apoptotske smrti, iskazanog kao apoptotski indeks, u ispitivanim
slu¢ajevima papilarnog i anaplastiénog karcinoma, pokazala je nizak stepen apoptoze u

tiroidnim karcinomima, ¢ak nesSto nizi u anaplasti¢cnom nego u papilarnom karcinomu.

Zakljucak ovih eksperimenata je da odnos Bcl-2 molekula i Bax molekula ne
obezbeduje propagaciju signala do finale faze (aktivacije proteolitickih enzima), Sto
ukazuje na postojanje drugih defekata duz apoptotske signalne kaskade nizvodno od

mesta delovanja Bax proteina.

Osim S$to nemaju presudnu ulogu u finalizaciji apoptotske smrti ¢elija tokom progresije
maligniteta tiroidnih tumora, nego ostavljaju transformisanu celiju da prezivljava i
reprodukuje se, Bcl-2 i Bax nemaju niti prognosticki znacaj u predvidanju toka bolesti

tiroidno-onkoloskih pacijenata, na $to ukazuje odsustvo korelacije njihove ekspresije sa
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klinicko-patoloskim parametrima agresivnog ponaSanja tumora (limfne metastaze,

ekstratiroidna invazija, uznapredovali stadijum bolesti).

* * %

S obzirom da su rezultati prvog dela naseg eksperimentalnog rada pokazali nizak stepen
apoptoze u tkivima tiroidnih karcinoma uprkos visoke ekspresije pro-apoptotskog Bax
proteina, u sledeCem delu rada pokusali smo da identifikujemo druge molekulske

defekte u apoptotskoj signalnoj kaskadi.

Nakon strukturne i funkcionalne karakterizacije ¢lanova Bcl-2 familije apoptotskih
proteina, otkrivena je joS jedna grupa regulatora apoptoze - IAP familija proteina
(Inhibitor of apoptosis proteins). Clanovi ove grupe proteina deluju nizvodno od Bax-a
u apoptotskoj signalnoj kaskadi, tako Sto sprecavaju aktivaciju kaspaza, proteolitickih
enzima koji su finalni egzekutori apoptotske smrti. Survivin, najmanji ¢lan IAP familije,
je prvo identifikovan kao bifunkcionalan protein, koji ima ulogu u inhibiciji apoptoze i
u regulaciji ¢elijskog ciklus, gde je prisutan u G2-M fazi i ucestvuje u formiranju
deobnog vretena. Sledstveno tome, ovaj protein prisutan je u dva subcelijska odeljka,
jedarnom i citoplazmatskom, tj. mitohondrijalnom, koji ima ulogu u njegovoj anti-
apoptotskoj ulozi. Ta¢an mehanizam inhibitornog efekta survivina na apoptotsku smrt
bio je predmet kontroverzi. Prvobitni rezultati u ovoj oblasti istrazivanja sugerisali su da
se survivin direktno vezuje za prokaspaze 1 onemogucava njihovu proteolitiCku
aktivaciju (Tamm 1 sar., 1998). Medutim, kasniji radovi pokazali su da nema direktne
interakcije izmedu survivina i kaspaza, nego da medusobne interakcije izmedu ¢lanova
IAP familije imaju regulatornu ulogu u apoptotskom procesu. Dakle, molekulske
interakcije survivina 1 XIAP proteina, drugog c¢lana IAP familije, dovode do

inhibitornog efekta na aktivaciju kaspaza (Dohi i sar., 2004).

Tokom protekle decenije survivin je privukao veliku paznju istrazivaca u ovoj oblasti.
Naime, ovaj protein je eksprimiran tokom embrionalnog 1 fetalnog razvica, dok je u
odraslom organizmu njegova ekspresija neznatna u vecini organa. Medutim, utvrdeno je
da mnogi humani tumori eksprimiraju survivin i da je nivo te ekspresije u korelaciji sa

lo§im prognostickim faktorima pacijenata.
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U naSem radu analizirali smo ekspresiju survivina u tkivu papilarnog i anaplasti¢nog
karcinoma Stitaste Zlezde koriste¢i imunohistohemijsku i imunoblot (Western blot)

metodu.

Imunohistohemijskim bojenjem detektovali smo ekspresiju survivina u citoplazmi
malignih ¢elija u velikom broju slucajeva (preko 90% kod oba tipa karcinoma), bez
detekcije ekspresije u okolnom uslovno nemalignom tkivu. Visoka ekspresija (koju smo
definisali ocenama 2 i 3) bila je prisutna kod oko 70% slucajeva papilarnog i oko 85%
sluc¢ajeva anaplasti¢nog karcinoma. Ovo ukazuje na njegovo visoko prisustvo i u ranim
fazama tumorogeneze sa tendencijom vece sinteze tokom maligne progresije, obzirom
da je u papilarnom postojalo dominantno umereno, a u anaplasti¢cnom dominantno

intenzivno bojenje.

Prethodni radovi ¢iji je cilj bio izuCavanje ekspresije survivina u tumorima Stitaste
zlezde dali su kontroverzne podatke o subcelijskoj lokalizaciji ovog proteina u
malignom tkivu, a prema tome nisu mogli sugerisati njegovu ulogu u promovisanju

¢elijskog ciklusa ili u inhibiciji apoptotskog procesa.

U prvoj imunohistohemijskoj studiji survivina u spektru tiroidnih neoplazija, koju su
objavili Ito i saradnici (Ito i sar., 2003), konstatovano je da survivin nije prisutan u
normalnom tkivu Stitaste zlezde, ali se njegova ekspresija postepeno povecava u
malignom tkivu prate¢i stepen dediferencijacije. Ovi autori su detektovali survivin u
nukleusima malignih ¢elija, §to bi moglo sugerisati njegovu ulogu u promovisanju
¢elijskog ciklusa, pogotovo u anaplastiénom (nediferenciranom) karcinomu, koji se
odlikuje visokim proliferativnim kapacitetom. Za razliku od ovih zapazanja, radovi koji
su usledili detektovali su survivin u citoplazmi karcinomskih celija Stitaste Zlezde
(Antonaci i sar., 2008; Zhang i sar., 2009). Rezultati koje su objavili Antonaci i
saradnici veoma su zanimljivi, jer su pokazali da se survivin detektuje ve¢ u papilarnom
mikrokarcinomu (karcinomi papilarnog tipa manji od 1 cm, tzv. okultni karcinomi), $to

ukazuje da je “up-regulacija” gena za survivin rani dogadaj u tiroidnoj kancerogenezi.

Survivin je detektovan kao citoplazmatski i/ili jedarni protein i u drugim tipovima
humanih maligniteta; npr. u karcinomu dojke izmenjen odnos citoplazmatskog i
jedarnog survivina u korist jedarnog smatra se loSim prognostickim znakom za ove

pacijente.
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U nasim eksperimentima pokazali smo imunohistohemijskom metodom citoplazmatsku
lokalizaciju survivina kako u papilarnom, tako i u nediferenciranom (anaplasticnom)
karcinomu, Sto sugeriSe njegovu anti-apoptotsku ulogu u malignim celijama Stitaste

zlezde.

Poredenje srednjih ocena imunohistohemijskog bojenja survivina i dva ¢lana Bcl-2
familije proteina (Bcl-2 i Bax) pokazalo je da tokom progresije od papilarnog ka
anaplasticnom karcinomu dolazi do smanjenja ekspresije Bcl-2, anti-apoptotskog
proteina, $to je pradeno povecanjem ekspresije survivina, proteina koji inhibira

apoptozu, uz konstantnu visoku ekspresiju Bax proteina.

S obzirom da su prethodni rezultati pokazali da u anaplasticnom karcinomu dolazi do
povecanja ekspresije survivina, proteina koji inhibira apoptozu, u ovom delu
eksperimentalnog rada korelisali smo imunohistohemijsku ekspresiju survivina u
uzorcima tkiva anaplasticnog karcinoma sa stepenom apoptotske smrti ¢elija u ovim

uzorcima.

Stepen apoptotske smrti u uzorcima tkiva papilarnog 1 anaplasticnog karcinoma
odredivali smo TUNEL metodom, koriste¢i Apop Tag kit za in situ detekciju apoptoze.
Ovi rezultati su pokazali da je u uzorcima tkiva sa visokom ekspresijom survivina
apoptotski indeks bio znac¢ajno manji nego u uzorcima tkiva sa niskom ekspresijom
survivina, $to je ukazalo na efekte visokih koncentracija survivina na apoptotsku smrt
¢elije.

Zakljucak ovih eksperimenata je da tokom progresije maligniteta tumora Stitaste Zlezde
dolazi do smanjenja ekspresije Bcl-2 proteina i do poveéanja ekspresije survivina. Pro-
apoptotski protein Bax, aktivira se u pocetnoj fazi maligne transformacije i ostaje na
visokom nivou tokom tumorske progresije. Medutim, visoka ekspresija Bcl-2 (anti-
apoptotskog proteina) u papilarnom karcinomu, a zatim visoka ekspresija survivina
(takode anti-apoptotskog proteina) u anaplasticnom karcinomu, onemogucavaju
propagaciju apoptotskog signala, odnosno finalnu egzekuciju smrti ¢elije. Na ovaj nain

maligna Celija izbegava apoptotsku smrt.

S obzirom da je u prethodnim eksperimentima pokazano da se ekspresija survivina
povecava tokom progresije maligniteta od papilarnog ka anaplasticnom karcinomu i da

povecana ekspresija survivina koreliSe sa smanjenom apoptozom malignih Celija, u
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slede¢em delu eksperimentalnog rada, da bismo dobili bolji uvid u moguce uloge
survivina u biologiji tumora, poredili smo ekspresiju survivina sa klinicko-patoloskim

parametrima pacijenata sa papilarnim i1 anaplasti¢nim karcinomom.

U poredenju izmedu ekspresije survivina i1 klinicko-patoloskih parametara pacijenata sa
papilarnim karcinomo Sstitaste zlezde, dobili smo znacajnije vecu ekspresiju kod
pacijenata sa prisutnim metastazama u limfnim ¢vorovima, kao i kod pacijenata sa
uznapredovalim stadijumom bolesti (prema TNM Klasifikaciji, stadijumi Il i V), dok
je veza sa dubinom invazije bila na granici statisticke znacajnosti. Korelacija visoke
ekspresije survivina sa prisustvom limfnih metastaza nadena je i u anaplasticnom
karcinomu, S$to je  potvrdilo njegove veze sa metastazama 1 dalje tokom
dediferencijacije. Ovi rezultati su u saglasnosti sa radom Zhang-a i saradnika (Zhang i
sar., 2009), koji su analizirali ekspresiju survivina na nivou informacione RNK i
sintetisanog proteina u spektru neoplasti¢nih tiroidnih lezija i nasli znacajnu pozitivhu
korelaciju ekspresije survivina sa histoloskim tipom, klini¢kim stadijumom i prisustvom
limfnih metastaza. Karakteristika PTC je limfogeno Sirenje karcinomskih celija po
organizmu, dok ATC karakteriSe i hematogeno, kako bi se na sve nacine obezbedio

opstanak i dalji razvoj maligniteta.

Nalaz znacajne korelacije izmedu visoke ekspresije survivina u tumorskom tkivu 1
prisustva limfnih metastaza, dobijen na trajnim histoloSkim preparatima, proverili smo i

imunoblotom na svezim uzorcima tkiva Stitaste zlezde.

Ovi rezultati su pokazali da tkivo papilarnog karcinoma koji ima prisutne limfne
metastaze sadrZzi vecu koli¢inu sintetisanog survivin proteina, nego tkivo papilarnog
karcinoma koji nema prisutne limfne metastaze, kao 1 da normalno tkivo Zlezde ne
sintetiSe survivin. Rezultati dobijeni imunoblotom bili su u saglasnosti sa rezultatima
dobijenim imunohistohemijskom analizom, a takode su potvrdili i specifi¢nost

primenjenih antitela na survivin.

Nadalje smo uporedili ekspresione profile survivina u  primarnom tumoru i
metastatskom tkivu (metastaza u limfnom ¢voru) istog pacijenta. Ovi rezultati su
pokazali da je visoka imunohistohemijska ekspresija survivina, koja je dokumentovana
u primarnim papilarnim karcinomima Stitaste zlezde, takode ocuvan 1 u njithovom

metastatskom tkivu.
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Zaklju¢ak ovog dela nasih eksperimenata je da se ekspresija survivina postepeno
povecava tokom progresije maligniteta od papilarnog ka anaplasticnom karcinomu i u
korelaciji je sa prisustvom limfnih metastaza i uznapredovalim stadijumima tumorske

bolesti.

Molekularna osnova metastaza se nije do kraja razjasnila, i u toku su istrazivanja veze
ekspresionih profila izmedu primarnih tumora i metastaza mnogih tipova karcinoma
kako bi se razumeo potencijal nekih tumora ka ranom stvaranju metastaza, dok drugi
ostaju klinic¢ki tihi godinama. Najnovije studije (Mehrotra , Cancer Cell, 2010) daju
moguéi predlog veze izmedu survivina i metastatskog procesa. U ovoj studiji je
pokazano su da neki ¢lanovi IAP familije (survivin i XIAP) direktni metastatski geni, i
da njihova heterodimerizacija moze da funkcionise ne samo u smislu ¢éelijske invazije i
pokretljivosti, ve¢ 1 generalno u Celijskoj homeostazi. U njihovoj studiji dokazali su da
intramolekulaska kooperacija izmedu survivina i XIAP-a promovise ¢elijsku invaziju in
vitro i metastatsku diseminaciju in vivo. Ovaj put delovanja survivina je nezavistan od
njegove apoptotski-inhibitorne uloge. Zapravo ovaj protein ostvaruje svoju ulogu u
metastatskom procesu deluju¢i preko kompleksa sa XIAP-om 1 na taj nac¢in aktivirajuci
transkripcioni faktor NFkB, dovodi do pojatane ekspresije fibronektina, tj.
autokrine/parakrine signalizacije B1 integrinima i konstitutivne fosforilacije (aktivacije)

¢elijskih kinaza odgovornih za pokretljivost (FAK 1 Src).

Molekularni mehanizmi delovanja survivina u aberantnoj regulaciji Celijskog ciklusa,
inhibiciji apoptotske smrti 1 doprinosu metastatskom fenotipu karcinoma Stitaste Zlezde
tek treba da budu predmet buducih istraZzivanja u ovoj oblasti. Trenutna saznanja 1
dostupni podaci ukazuju na jasnu vezu izmedu visoke ekspresije survivina i

nepovoljnih klini¢kih parametara pacijenata sa tiroidnim karcinomima.

* * *

Pored ubrzane proliferacije i izbegavanja apoptotske smrti, za razvijanje tumora
neophodna je 1 dostupnost nutritivnih elemenata, S§to se ostvaruje indukcijom
angiogeneze. U gustoj tumorskoj masi potrebna je nova mreza krvnih sudova koja ¢e
obezbediti dalju progresiju tumora. Formiranje novih sudova od ve¢ postojece
vaskulature se definiSe kao proces angiogeneze, i zna se da pored fizioloSkih procesa

(embrionalno razvice, zarastanje rana), igra znaCajnu ulogu i u progresiji tumora i
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nastanku metastaza (Folkman, 1990). U mnogim humanim malignitetima, ukljucujuci
tumor dojke, beSike i stomaka, pokazano je da je angiogeneza, merena kao tumorska
gustina mikrosudova, u korelaciji sa tumorskim ponasanjem, tj. sa razvojem metastaza
(Weidner i sar., 1991; Weidner i sar., 1993), loSom prognozom (Horak i sar., 1992), i
smanjenim prezivljavanjem (Maeda i sar., 1995; Bochner i sar., 1995). Endokrini organi
su sami po sebi dobro vaskularizovani, sa fenestrovanim epitelom koji se oslanja na
krvne sudove, pri ¢emu se omogucava laksi transport supstanci $to je od velikog znacaja
za funkcionisanje celog organizma (Palade i sar., 1979). Stitasta Zlezda je odli¢an model
za razumevanje koordiniranog angiogenetskog procesa s obzirom da tokom formiranja
strume postoji rast kako folikularnih, tako i1 endotelnih ¢elija, i verovatno je da je ovaj
proces regulisan otpuStanjem citokina iz folikularnih ¢elija kao odgovor na niske
koncentracije trijodtironina i visoke koncentracije tireostimuliraju¢eg hormona (TSH).
Takode je interesantan podatak da su premaligne lezije vaskularizovanije od
neneoplasti¢nih tkiva, kao i da je u njima povecana ekspresija angiogenih faktora rasta

(Brem i sar., 1978; Dobbs i sar., 1997).

Ulozi VEGF proteina, ¢lana VEGF familije angiogenih faktora, u formiranju novih
krvnih sudova u tumorskom tkivu, posvefen je veliki broj istrazivackih radova.
Suprotno tome, znacaj limfangiogeneze u razvoju tumora i njegovom metastatskom

Sirenju dugo je bio zapostavljen.

Novije studije pokazale su da je VEGF-C, ¢lan VEGF familije proteina koji pokazuje
visok afinitet za endotel limfnih sudova, uklju¢en u limfangiogenezu indukovanu

tumorskim ¢elijama 1 limfogeno metastatsko Sirenje malignih ¢elija.

Primarna uloga VEGF-C proteina je stimulacija limfangiogeneze. Vezujuéi se za
VEGFR-3 receptore eksprimirane na endotelu limfnih sudova, VEGF-C pokrece
unutaréelijske signalne puteve koji vode do aktivacije gena koji ¢e obezbediti
proliferaciju i migraciju endotelnih ¢elija, a time i proces formiranja novih limfnih
sudova (Plate, 2001; Makinen i sar.,2001).

Maligni tumori Stitaste zlezde razlikuju se po histomorfoloskom izgledu, bioloskom
ponasanju, nacinu metastaziranja 1 prognozi. Ovi karcinomi mogu metastazirati
razli¢itim mehanizmima, koji ukljucuju direktnu invaziju okolnog tkiva i Sirenje putem

limfnih 1 krvnih sudova. Papilarni karcinomi imaju tendenciju ka limfogenom Sirenju i
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razvoju metastaza u limfnim ¢vorovima, za razliku od folikularnih karcinoma koji se
Sire hematogenim putevima. Anaplasticni karcinom, koji predstavlja terminalnu fazu
morfoloSke 1 strukturne dediferencijacije tiroidne celije 1 najagresivniju formu
karcinoma Stitaste zlezde, metastazira istovremeno i limfogeno i hematogeno, uz
agresivan lokalni rast, koji dovodi do invazije malignog tkiva u sve strukture vrata.
Fellmer i saradnici (Felmer i sar., 1999) postavili su hipotezu da molekularni
mehanizmi koji determiniSu metastatske fenotipe papilarnog i folikularnog karcinoma
moraju biti razli¢iti. Rezultati ovih istrazivaa pokazali su in situ hibridizacijom
ekspresiju VEGF-C gena u tkivu papilarnog, ali ne i folikularnog karcinoma, sugerisuci
da VEGF-C (koji se smatra faktorom odgovornim za limfangiogenezu, ali ne i za
angiogenezu krvnih sudova) ima ulogu u determinaciji limfno-metastatskog fenotipa
karcinoma S§titaste Zlezde. Nakon ovih rezultata, veza izmedu VEGF-C ekspresije,
limfangiogeneze i1 formiranja metastaza u limfnim c¢vorovima, postaje predmet

interesovanja i drugih istrazivaca.

Radovi koji su usledili utvrdili su visu ekspresiju VEGF-C u primarnim tumorima
pacijenata sa papilarnim karcinomom koji imaju prisutne limfne metastaze, u poredenju
sa tumorima bez metastaza (Bunone i sar., 1999; Tanaka i sar., 2002; Yu i sar., 2005),
kao i gus¢u mrezu limfnih sudova u tumorskom i peritumorskom tkivu metastatskih

papilarnih karcinoma (Lee i sar., 2012).

Cilj naSih eksperimenata u ovom delu doktorske disertacije je bio da analiziramo
promene u ekspresionim profilima VEGF-C proteina tokom progresije diferenciranog u
nediferencirani (anaplasti¢ni) karcinom S$titaste Zlezde 1 da poredimo ekspresiju ovog
proteina sa klini¢ko-patoloSkim parametrima koji su od prognostickog znacaja za ove

pacijente.

Nasi rezultati imunohistohemijske analize ekspresije VEGF-C proteina pokazali su da je
u papilarnom, kao i u anaplasticnom karcinomu, prisutan visok nivo citoplazmatskog
VEGF-C proteina, sa postepenim poveéanjem ekspresije tokom dediferencijacije, kao i
da je osim u malignim ¢elijama, prisutan i u endotelu vaskulature (kako krvne, tako i
limfne) posebno u okolini malignog tkiva, ¢ime ove c¢elije utiCu na dalje pojacanje
vaskularizacije 1 Sirenje tumorske mase. Nasi rezultati sli¢ni su onima koje su objavili

Bunone i saradnici (Bunone i sar., 1999), dok je druga istrazivacka grupa (Hung i sar.,
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2003) nasla nizu ekspresiju u nediferenciranom tiroidnom karcinom u poredenju sa
papilarnim, mada su ovi autori sami skrenuli paznju da se radi o preliminarnoj studiji
koja je ukljucila mali broj uzoraka anaplasticnog karcinoma. U daljem toku istrazivanja,
korelisali smo imunohistohemijsku ekspresiju VEGF-C proteina sa klini¢ko-patolo§kim
parametrima pacijenata i dobili statisticki znacajnu vezu izmedu visoke ekspresije
VEGF-C u tumorskom tkivu i prisustva metastaza u limfnim ¢vorovima, ekstratiroidne
invazije i uznapredovalog klinickog stadijuma bolesti. Rezultati dobijeni
imunohistohemijskim bojenjem arhivskih tkivnih uzoraka potvrdeni su i imunoblot
analizom homogenata svezeg tkiva pacijenata sa papilarnim karcinomom i
denzitometrijskom kvantifikacijom dobijenih traka. Dakle, pokazana je razlika u
ekspresiji VEGF-C proteina izmedu tumora sa prisustvom i odsustvom limfnih
metastaza, tj. metastatski papilarni karcinomi imali su vecu ekspresiju VEGF-C proteina
u poredenju sa nemetastatskim karcinomima. Nadalje, imunohistohemijskom metodom
pokazali smo da su u metastatskom tkivu (metastaza u limfnom ¢voru) ekspresioni nivoi

VEGF-C proteina sli¢ni onima u primarnom tumoru istog pacijenta.

Vezu VEGF-C proteina sa prisustvom limfnih metastaza pokazali su 1 drugi istrazivaci
(Bunone i sar., 1999; Tanaka i sar., 2002; Yu i sar., 2005), dok su Hung i saradnici
(Hung i sar., 2003) kao i de la Torre i saradnici (de la Torre i sar., 2006) i sa ovog
aspekta imali drugacije rezultate. Ovi istrazivaci nisu nasli razliku u VEGF-C ekspresiji
izmedu karcinoma koji su imali i koji nisu imali metastaze u limfnim ¢vorovima. S
obzirom da je poznato da izmedu ostalih regulatornih faktora, i interleukin 1 (IL-1a)
indukuje MRNK za VEGF-C protein (Ristimaki i sar., 1998), i da je IL-1 karakteristika
papilarnog, a ne folikularnog karcinoma (Kayser i sar., 1995), de la Torre i saradnici su
ovaj citokin predlozili kao moguc¢i razlog za razliku u ekspresiji VEGF-C proteina u ova
dva tipa tiroidnog karcinoma. Kako su nasli samo slabu korelaciju izmedu gustine
limfnih sudova i VEGF-C ekspresije, ovi autori su zakljucili da je limfangiogeneza
kompleksan proces i da VEGF-C ekspresija nije jedini mehanizam u limfangiogenezi i
procesu stvaranja metastaza u limfnim ¢vorovima, ve¢ da u ovim procesima veliku

ulogu igraju i drugi faktori.

Veza izmedu VEGF-C proteina, limfangiogeneze i lokalizacije malignih c¢elija u
limfnim ¢vorovima, kao 1 uloga ovog proteina u formiranju i1 krvnih, a ne samo limfnih

sudova nisu potpuno jasni i jo§ uvek su predmet istrazivanja. Jo§ u ranijim radovima
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(Skobe 1 sar., 2001) u eksperimentima na miSevima sa transplantiranim tumorom dojke,
indukcija  VEGF-C proteina rezultovala je u formiranju metastaza u limfnim
¢vorovima, ali i u plu¢ima miseva. Dakle, visoka ekspresija VEGF-C unutar tumorske
mase i U njenom okolnom tkivu moze da indukuje ne samo promociju limfangiogeneze i

limfnih metastaza, nego ¢ak moze da ima ulogu i u formiranju udaljenih metastaza.

Najnoviji radovi u ovoj oblasti, koji pokusavaju da identifikuju vezu izmedu VEGF-A i
VEGF-C proteina i razjasne njihove bioloSke uloge u angiogenezi/limfangiogenezi, kao
1 u metastatskim procesima karcinoma Stitaste Zzlezde, pokazali su signifikantnu
korelaciju visokih ekspresija ovih proteina u anaplasticnim karcinomima i sugerisali
moguénost njihovog kooperativnog dejstva na progresiju tumora i metastatsko Sirenje

malignog procesa (Salajegheh i sar., 2013).

Neosporno je da formiranje novih krvnih i limfnih sudova ima vaznu ulogu u razvoju i
progresiji tumora, kao i determinaciji njegovog metastatskog fenotipa, a time i klinickog
toka tumorske bolesti pacijenta. Dalja istrazivanja molekularnih mehanizama koji leze u
osnovi angiogeneze i limfangiogeneze neophodna su da bi se identifikovala ciljna mesta
za molekularnu terapiju usmerenu ka inhibiciji angiogenih faktora i na taj nac¢in smanjio

rizik od loSeg ishoda bolesti pacijenata sa tiroidnim karcinomom.

* k% %

U slede¢em delu naSeg eksperimentalnog rada analizirali smo mogucu korelaciju
ekspresije survivina (proteina koji inhibira apoptozu u finalnom koraku propagacije
apoptotskog stimulusa) i ekspresije VEGF-C proteina (angiogenog faktora koji ima
potencijalnu ulogu u definisanju limfogeno-metastatskog fenotipa malignog tumora) u

uzorcima tkiva karcinoma S$titaste zlezde.

U nasim prethodnim eksperimentima pokazali smo imunohistohemijskom metodom i
imunoblotom da ekspresija oba ova proteina (survivin i VEGF-C) nije prisutna u
normalnom tkivu Stitaste zlezde, ali se ekspresija gena koji kodiraju ove proteine
aktivira tokom maligne transformacije ¢elija Stitaste Zlezde 1 povecava tokom progresije

malignizacije tumorskih ¢elija od papilarnog ka anaplasticnom karcinomu.

Rezultati imunohistohemijskog bojenja na survivin i VEGF-C protein u sparenim
uzorcima istog pacijenta pokazali su statisticki znacajnu korelaciju nivoa ekspresije ova

dva proteina 1 u papilatmom 1 u anaplastithom karcinomu. Takode,
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imunohistohemijskim bojenjem je pokazana korelacija ekspresije survivina i VEGF-C i

u metastatskom tkivu primarnih tumora.

Survivin je prvo okarakterisan kao ¢lan IAP familije proteina (Inhibitor of apoptosis
proteins), koji osim §to inhibira apoptozu, ima i ulogu u promociji ¢elijskog ciklusa od
G2-M faze ka mitozi, Sto je ovom proteinu dalo veliki znacaj u biologiji tumora (Li i

sar., 1998).

Veza izmedu survivina i angiogeneze uocena je kasnije, kada je konstatovana korelacija
izmedu survivina, apoptoze, proliferacije, ali i gustine mreze krvnih sudova u
kolorektalnom karcinomu (Kawasaki i sar., 2001) i u tumorima mozga (Zhen i sar.,
2005).

Postavljena je hipoteza da angiogeni faktori, kao §to je VEGF, indukuju proliferaciju i
migraciju endotelnih ¢elija i1 time formiranje tumorske vaskulature, a survivin svojim
anti-apoptotskim mehanizmima delovanja omogucava prezivljavanje novih endotelnih

¢elija (O’ Connor i sar., 2000).

Na ovaj nacin sinhronizovanim mehanizmima VEGF 1 survivin doprinose razvoju i
Sirenju tumora. Nadalje, zanimljiva su bila otkrica da survivin 1 VEGF imaju
medusobno recipro¢nu regulaciju aktivacije gena. Dakle, pokazano je da survivin ima
sposobnost ,,up-regulacije angiogenih faktora (Conway 1 sar., 2003), dok je s druge
strane demonstrirano da VEGF indukuje ekspresiju gena za survivin (Tran i sar., 1999).

Veza izmedu survivina, angiogenih faktora i agresivnosti tumora nije jo§ dovoljno
jasna. Survivin inhibira apoptotsku smrt i u tumorskim c¢elijama, i u endotelnim
¢elijama novonastale tumorske vaskulature, koju promoviSu angiogeni faktori.
Prethodne studije su pokazale da kada abnormalne ¢elije (koje bi se inace odstranile
apoptozom) prezivljavaju i nastavljaju da se reprodukuju, njihov potencijal za invaziju i
metastazu raste (Wyllie i sar., 1999; Sierra A, Int J Cancer, 2000). Skoriji rezultati
Mehrotre i saradnika (Mehrotra i sar., 2010) pokazali su da survivin u molekulskoj
interakciji sa XIAP proteinom (¢lan IAP familije proteina) stvara kompleks koji
stimuliSe invazivnost tumorskih ¢elija i indukuje metastaze, i to putem nezavisnim od
mehanizma kojim inhibira apoptotski proces. Ova grupa je pokazala da kompleks ova
dva anti-apoptotska proteina uti¢e na aktiviranje transkripcionog faktora NFkB, §to kao

odgovor ima povecanje ekspresije fibronektina koji vezujuéi se za Pl integrinske
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receptore pokrece kinaze odgovorne za celijsku pokretljivost (FAK i Src kinaze). Kao
odgovor na ove signale, ¢elija remodeluje aktinski citoskelet (Juliano i sar., 2004),
eksprimira matriksne metaloproteinaze (Han i sar., 2006), postaje migratorna (Livant i
sar., 2000), vrsi invaziju bazalne membrane (Gaggioli 1 sar., 2007) i u isto vreme

izbegava apoptotsku smrt.

Veza izmedu survivina i angiogenih faktora izu¢avana je i u tiroidnim tumorima. Zhang
1 saradnici (2009) analiziranjem VEGF i survivina u karcinomima Stitaste zlezde utvrdili
su njihovu povecanu ekspresiju tokom progresije maligniteta od diferenciranih ka
nediferenciranim karcinomima, medusobnu korelaciju ekspresije ova dva proteina, kao i
njihovu korelaciju sa prisustvom metastaza u limfnim c¢vorovima 1 klinickim

stadijumom, dakle sa agresivno$¢u tumora.

Ovi rezultati ukazali su na vaznu ulogu survivina i angiogenih faktora u evoluciji i
progresiji tiroidnog maligniteta i njihovu potencijalnu vrednost u predikciji agresivnog

ponasanja i loSije prognoze pacijenata sa karcinomom Stitaste zlezde.

Veza izmedu survivina i VEGF-C proteina u humanim tumorima mnogo je manje
izu¢avana. U karcinomu dojke Cai i saradnici (2012) pokazali su medusobnu korelaciju
imunohistohemijske ekspresije survivina i VEGF-C, kao i njihovu korelaciju sa
prisustvom limfnih metastaza. Ovi autori su takode pokazali da survivin indukuje
ekspresiju VEGF-C gena na nivou informacione RNK i proteina, $to dovodi do

povecane invazivnosti tumorskih ¢elija.

Korelacija survivina i VEGF-C proteina do sada nije izuavana u malignim tumorima
Stitaste Zlezde. Rezultati naSeg eksperimentalnog rada pokazali su korelaciju ekspresije
ova dva proteina 1 njihovo postupno povecanje tokom progresije maligniteta od
papilarnog ka anaplastiénom karcinomu, §to upucuje da su u kliniCkom smislu ovi
molekuli perspektivni kao prognosticki pokazatelji moguce loSije prognoze i ishoda
bolesti pacijenata sa karcinomom Stitaste Zlezde. Klinicka implikacija nauc¢nih rezultata
do sada dobijenih u ovoj oblasti izuCavanja biologije tiroidnih tumora mogla bi dati
efekte u preoperativnoj evaluaciji punktata Stitaste Zzlezde (citoloski materijal)
ukazivanjem na visok metastatski potencijal tumora i njegovo agresivnije ponasanje.
Pacijenti sa papilarnim karcinomom, i pored tendencije metastaziranja u limfne

¢vorove, uglavnom imaju dobru prognozu. Ipak kod jednog broja pacijenata tumor
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pokazuje agresivnije ponaSanje, sklonost lokalnim recidivima, pa ¢ak i udaljenim
metastazama. Preoperativni nalaz visokih koncentracija survivina i VEGF-C proteina
pomogao bi u identifikaciji ovih pacijenata i ukazao na potrebu za radikalnim hirurskim
zahvatom (kompletno odstranjenje Zlezde, a ne samo jednog lobusa) i pazljivim post-
operativnim pracenjem pacijenta. Anaplasti¢ni karcinom je izuzetno agresivan tumor,

otporan na sve do sada primenjivane vidove terapije, najceSce ne-operabilan.

Sve bolje sagledavanje uloge survivina i angiogenih faktora u molekularnoj patogenezi
progresije maligniteta Stitaste Zlezde trebalo bi da otvori moguénosti za kreiranje i
primenu ciljanih molekulskih terapija usmerenih ka aktivaciji apoptoze i inhibiciji
angiogeneze, $to bi u buducnosti dalo vise nade u izlecenje bolesnicima obolelim od

najagresivnijih formi malignih tumora Stitaste Zlezde.
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6. ZAKLJUCCI



Na osnovu dobijenih rezultata ove doktorske disertacije, izvedeni su sledeci zakljucci:

Progresija maligniteta tumora Stitaste Zlezde od papilarnog ka anaplasticnom
karcinomu praéena je promenama u ekspresiji apoptotskih molekula.

Sinteza anti-apoptotskog Bcl-2 proteina smanjuje se postupno sa dediferencijacijom,
dok se pro-apoptotski protein Bax, aktivira u pocetnoj fazi maligne transformacije i
ostaje na visokom nivou tokom tumorske progresije. PoviSena sinteza ovog proteina
ne obezbeduje propagaciju apoptotskog signala, Sto smo pokazali detekcijom
apoptotske smrti ¢elija koja je bila znacajnije niza u anaplasticnom u odnosu na
papilarni karcinom Stitaste zlezde.

Analiza ekspresije survivina, inhibitornog proteina apoptoze, pokazala je da se
sinteza ovog proteina aktivira u ranoj fazi tumorogeneze i postepeno povecava
tokom tumorske progresije od papilarnog ka anaplasticnom karcinomu.

Analiza korelacije eskpresije survivina i apoptotske smrti ¢elija je pokazala da je
visoka ekspresija proteina u korelaciji sa snizenim stepenom in situ detektovane
apoptotske smrti, §to sugeriSe da survivin, a ne odnos Bcl/Bax ima ulogu u inhibiciji
finalizacije programirane ¢elijske smrti.

Poredenje imunohistohemijske eskpresije survivina sa klini¢cko-patoloskim
parametrima pacijenata sa karcinomima Stitaste zlezde pokazalo je da je visoka
eskpresija ovog proteina u korelaciji sa prisustvom metastaza u limfnim ¢vorovima i
uznapredovalim stadijumom tumorske bolesti (stadijumi [1I/IV). Ove nalaze
potvrdili smo i imunoblot analizom koja je takode pokazala da je nivo sintetisanog
survivina veéi u tumorima Koji su imali prisutne metastaze u limfnim ¢vorovima.
Visoka ekspresija survivina prisutna u primarnim tumorima Stitaste Zlezde,
zadrzana je 1 u ¢elijama karcinoma koje su metastazirale u limfne ¢vorove.
Ekspresija VEGF-C proteina (angiogeni faktor koji promovise formiranje tumorske
vaskulature, a time 1 rast i1 Sirenje tumora) detektovana je u velikom broju
analiziranih karcinoma, sa postepenim povecanjem ekspresionih nivoa tokom
progresije maligniteta od papilarnog ka anaplasti¢nom karcinomu.

Poredenjem ekspresije VEGF-C i klinicko-patoloskih parametara, pokazali smo da
je njegova visoka ekspresija u korelaciji sa prisustvom metastaza u limfnim
¢vorovima, ekstratiroidnom invazijom, kao i sa uznapredovalim stadijumom bolesti.

Vezu sa prisustvom metastaza u limfnim C¢vorovima, potvrdili smo i
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denzitometrijskom kvantifikacijom traka dobijenih imunoblot analizom uzoraka koji
su imali i koji nisu imali prisutne metastaze u limfnim ¢vorovima.

Visoka ekspresija VEGF-C prisutna u primarnim tumorima, pronadena je i u
metastaskom tkivu u limfnim ¢vorovima.

Spearman-ovim korelacionim testom pokazali smo da postoji znacajna korelacija
izmedu imunohistohemijske ekspresije survivina i VEGF-C proteina u uzorcima
pacijenata sa papilarnim 1 anaplasti¢nim karcinomom Stitaste zlezde.

Medusobna korelacija ova dva proteina u primarnim tumorima i u metastatskom
tkivu, sugeriSe moguénost njihovog kooperativnog i sinhronizovanog delovanja u
metastatskom procesu.

Klini¢ki znacaj evaluacije expresije survivina i VEGF-C proteina je u predikciji
metastatskog potencijala tumora i agresivnijeg toka bolesti.

Takode, sve bolje sagledavanje uloge survivina i angiogenih faktora u molekularnoj
patogenezi progresije maligniteta Stitaste Zlezde trebalo bi da otvori mogucénosti za
kreiranje i primenu ciljanih molekulskih terapija usmerenih ka aktivaciji apoptoze i
inhibiciji angiogeneze, Sto bi u buduénosti dalo vise nade u izle¢enje bolesnicima

obolelim od najagresivnijih formi malignih tumora Stitaste zlezde.
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9. PRILOZI



Mpwunor 1.

U3sjasa o ayTopcTBy

MoTtnucanwm-a mp Coma A. LLlenemerties

6poj uHaekca

Hajasmyjem
02 je AOKTOpCKa gucepraumja nog Hacnosom

CypBuBuH 1 VEGF-C y nanunapHom W aHana1acTuyHOM KapuMHOMY LUITUTACTe Maesne:

eKcnpecroHu npoduau, ynora y 6UoNoruiv Tymopa u KAMHUYKO-NaToN0W KK 3Hayaj

® pe3ynTaTt concTBeHOr UCTpaXMuBa4vKor paga,

® fOa NpegnoXeHa AWceprauuja y UeNMHW HU Yy penosuma Huje buna npepnoxeHa 3a
Aobujarbe Bwuno  Koje gunaome npema  CTYAMJCKMM  Nporpamuma  gpyrux
BUCOKOWHKOANCKMUX YCTaHOBa,

® A3 cy pesyAaTaTv KOPEKTHO HaBedeHu U

® A3 HMCaM KpLIMO/Na ayTOPCKa Npasa M KOPUCTMO WHTENEKTYanHy CBOjUHY ApYrux
nvua.

Y beorpapy, 2| % 2014

Motnuc gokTopaHaa
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Mpwunor 2.

M3jaBa 0 MICTOBETHOCTHU LUTAMNAHE U efleKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOPCKOr paga

Wme 1 npesvme ayTopa mp Corba A. WlenemerTjes

bpoj nHgekca

CTyauvjcku nporpam

Hacnos paga _Cypsusux  VEGF-C y nanuaapHOM M aHanaacTMYHOM KapuMHOMY LUTUTacTe

HNesfe: eKCNpPecuoHu npoduau, ynora y 6MoAormiu Tymopa v KAMHUMYKO-NaTONOWK M 3HaYaj

MeHTOp

op Ady6paeka Usejuh, Hayunu casetHuk UHEM-a

op FopaaHa Martuh, peposHu npodecop Buonouwkor pakyntTeta YHMBep3uTeTa v
beorpaay v Hay4Hu caseTHuk MBMUCC-a

Motnucanu/a mp Corba Wenemerties

W3jassbyjem A3 je wramnaHa Bepsvja Mor AOKTOPCKOr Paja MCTOBETHA @NEeKTPOHCKO]j Bep3uju
Kojy cam npegaofna 3a objasmuBarbe Ha noptany [QurutanHor penosuTopujyma
YuuBepauterta y beorpagy.

[lo3so/masam aa ce objaBe mMoju NWMYHW MOJAUM Be3aHW 3a AobuWjatbe aKageMCKOr 3Bara
[OKTOpa HayKa, Kao LWTO CY MMe U Npe3nme, roauHa M mecto pohersa 1 gatym oabpaHe pasa.

OBun nuuHKM nogaum mory ce 06jasMT Ha MPEXHWM CTpaHuLama aurutanHe Bubnuoteke, y
eNeKTPOHCKOM KaTanory v y nybnuraumjama YHusepsuTerta y beorpagy.

nprrl__uc AOKTOpaHAa

VBeorpagy, 1. % 204 VA L
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Mpwunor 3.

U3jaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHusepauteTcky 6ubnuotery ,Csetozap Mapkosuh” pga y [urutanHu
penosuTopujym YHusepsuteTta y beorpasy yHece mojy fOKTOPCKY AMcepTaumujy nog HacaoBom:

CypsuBuH 1 VEGF-C y nannnapHOM W aHannacTH4HOM KapUMHOMY LITUTACTE Kaes3ae:
EKCMpecuoHu npoduau, yaora y 6Uonoriju Tymopa u KIMHUYKO-NaToNOWKK 3Ha4a]

KOja je moje ayTOpPCKO aeno.

Dwvceptaumjy ca ceum npunosvma npegao/na cam y eneKTpoHckom dopmaTty rnorogHom 3a
TpajHO apxuBMparse,

Mojy moxkTopcky gucepTauunjy noxpatbeHy y JurutanHu penosutopujym YHuBepauteta vy
beorpagy mory ga Kopucre cBu Koju nowTyjy ogpenbe cagp:ade y ogabpaHom Ty nuueHLue
KpearvsHe 3ajepHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyumo/na.

1. AytopcTeo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPUMjanHo

3. AyTopcTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLUMjAaNHO — ASNWUTH NOL MCTUM YCNOBUMA
5. AytopcTeo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AeNUTU NoS, UCTUM YCNOBUMA

(Monvmo pa 330KpyXWTE CaMO jefHY 04 LWeCT NOHYHEHUX AUUEHUM, KpaTak Omuc AULEeHLM
43T je Ha nonehuHU nucra).

MoTnuc gokTopauga

»
=

Y Beorpaay, 2403 20!%

J L Aot f—
{ /

1. Aytopcteo - [losso/baBaTe ymHOMKaBarbe, JUcTpubyumjy W jaBHO caonwrasarse gena, um

npepage, ako ce HasBege vme ayTopa Ha HavyuH ogpefeH of CTpaHe ayTropa wWAu gasaoua
NUUEHUE, YaK W Y KoMepuymjanHe cepxe, OBo je HajcnobogHuja 04, CBUX NULLEHLM.
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2. AyropctBo — HekomepuujanHo. [o3sos/basarte ymMHOKaBakbe, AMCTpUbyLMjy M jaBHO
caonwragarbe fena, W Npepaje, ako ce HaBeAe Wme ayTopa Ha Hadyuk ogapeheH o crpaHe
aytopa wiam gasaoua nuuedue. Osa MMueHLa He 40380/baBa Komepuujanty ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HeKomepuujanHo — 6e3 npepage. [o3Bo/baBaTe YMHOMaBare, AMCTPUBYUM]Y 1
jaBHo caonuwTtasakse Aena, 6e3 npomena, npeobnunkosarba unu ynotpebe pgena y ceom geny,
aKo Ce Haeefe Wme ayTopa Ha HadvH ofgpeheH o4 cTpaHe ayTopa uau Aasaoua AuueHue. Osa
NUUEeHUa He A03B0/baBa KomepuujanHy ynotpeby gena. Y oaHOCy Ha CBe OCTane fuueHLe,
OBOM NMUEHLOM Cce orpaHu4asa Hajsehu obum npasa Kopuwhera aena.

4, AyTOpCTBO - HEKOMEPLWjaNHO — ASAUTU NOL MCTUM YCN0BMMA. [J03B0/baBaTE YMHOMKABaLE,
AncTpubyuujy M jaBHO caonuwiTaBarke AE€Na, U Npepaje, ako Ce Hagede UMe ayTopa Ha HaumH
oapeheH og cTpaHe ayTopa MW AaBaola AWLEHLLe W aKo ce npepana avcTpubynpa nog uctom
WA chandHom nuueduom. OBa nuueHUa He [03BO/baBa KomepuujanHy ynotpeby pena u
npepaaa.

5. Aytopctee — 6e3 npepape. [o3Bo/masate ymMHOMaB3Mbe, AUCTPUOYLUM)Y M jaBHO
caonwraeare aena, bes npomeHa, npeobnukosarka unu ynotpete gena y cBom aeny, ako ce
Hasefe Mme ayTopa Ha HayuH ogpeheH opn cTpaHe ayTopa MAM gasaoua nuuedue. Osa
AMUeHua 00380/baBa KomMepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpCTBO - ABAWUTK NOA MCTUM yCnoBuma. [o3B0/basaTe yMHOMaBame, anctpubyuunjy v
jaBHO caonwTaBarbe AeNa, W Npepae, ake Ce Haseae WUMe ayTopa Ha Hadud ogpeheH og
CTpaHe ayTopa WM [aBaoua /MUEHUE M aKo ce npepaga guctpubywpa nog ucTom uam
cnmdHom nuuesyom. OBa AMUEHUA [0380/basa Komepuujandy ynotpeby gena v npepaga.
CnuuHa je codTeepCrMM AULLEHLaMA, OAHOCHO NMLEHUEMa OTBOPEHOT KOAa.
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