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SURVIVIN I VEGF-C U PAPILARNOM I ANAPLASTIČNOM KARCINOMU 

ŠTITASTE ŽLEZDE: EKSPRESIONI PROFILI, ULOGA U BIOLOGIJI 

TUMORA I KLINIČKO-PATOLOŠKI ZNAČAJ 

REZIME 

Progresija malignih tumora štitaste žlezde od dobro diferenciranih (papilarni karcinom) 

u nediferencirane, agresivne forme (anaplastični karcinom) praćena je različitim 

promenama na molekularnom nivou, koje omogućavaju malignoj ćeliji kontinuiranu 

aberantnu stimulaciju rasta i izbegavanje apoptotske smrti, što uz neoangiogenezu 

(formiranje novih krvnih i limfnih sudova) predstavlja preduslove tumorskog rasta i 

širenja. 

Predmet ovog rada je izučavanje molekularnih promena koje prate dediferencijaciju 

papilarnog u anaplastični karcinom štitaste žlezde, tj. ispitivanje promena ekspresionih 

profila apoptotskih molekula (Bcl-2, Bax, survivin) i limfangiogenog faktora (VEGF-C) 

u korelaciji sa kliničkim parametrima tokom progresije maligniteta tumora štitaste 

žlezde. 

Imunohistohemijskom analizom ekspresionih profila članova 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 povećanja drugog antiapoptotskog molekula, survivina, koji je 

operativan nizvodno od Bax-a. Visoka ekspresija survivina je bila u korelaciji sa 

sniženim stepenom in situ detektovane apoptotske smrti, što sugeriše da survivin, a ne 

odnos Bcl-2/Bax ima ulogu u inhibiciji finalizacije programirane ćelijske smrti. 

Poređenjem imunohistohemijske ekspresije survivina sa kliničko-patološkim 

parametrima pacijenata utvrđena je značajna korelacija između visoke ekspresije 

survivina i prisustva metastaza u limfnim čvorovima. Ekspresioni profili VEGF-C 

proteina (angiogeni faktor koji promoviše formiranje tumorske vaskulature, a time i rast 

i širenje tumora) pokazali su porast tokom tumorske progresije i značajnu korelaciju sa 

prisustvom limfnih metastaza, ekstratiroidnom invazijom i uznapredovalim stadijumom 

tumorske bolesti. Značajna međusobna korelacija imunohistohemijske ekspresije 



survivina i VEGF-C proteina u tumorima sa prisutnim limfnim metastazama, kao i u 

njihovom metastatskom tkivu, sugeriše koordinisanu ulogu ova dva molekula u 

metastatskom procesu. Klinički značaj evaluacije ekspresije survivina i VEGF-C 

proteina je u predikciji metastatskog potencijala tumora i agresivnijeg toka bolesti 

karcinoma štitaste žlezde. Sagledavanje uloge ova dva proteina u biologiji tumora 

otvoriće mogućnosti za kreiranje i primenu ciljanih molekulskih terapija kojima će 

aktivacija apoptoze i inhibicija angiogeneze sigurno biti integralni deo. 

Ključne reči: štitasta žlezda, papilarni karcinom, anaplastični karcinom, survivin, 

VEGF-C, apoptoza, angiogeneza 

Naučna oblast: Biologija 

Uža naučna oblast: Biologija tumora 
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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 

UDC number: [577.112 : 616-037] : [616-006.6 : 612.44] (043.3) 
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Višećelijski organizmi razvili su složene, genski regulisane mehanizme, kojima 

održavaju konstantan broj ćelija u tkivima, a otkljanjaju ostarele, suvišne i “nepoželjne” 

ćelije. 

Maligna ćelija, da bi ostvarila svoju misiju (neprestano umnožavanje i preživljavanje), 

mora da “prevari” kontrolne mehanizme koje je organizam razvio da bi regulisao 

kontrolu ćelijskog ciklusa i programiranu ćelijsku smrt-apoptozu. 

Misija maligne ćelije je i zauzimanje novih prostora, a za to je potrebno dodatno 

snabdevanje tumorskog tkiva nutritivnim faktorima i stvaranje nove vaskulature, koja će 

to obezbediti. 

Dakle, u osnovi razvoja i progresije tumora su poremećaji u regulaciji ćelijskog ciklusa, 

programirane ćelijske smrti i angiogeneze. 

Tema ovog rada bila je izučavanje molekularnih promena u ekspresiji proteina 

uključenih u procese apoptoze i angiogeneze, tokom progresije maligniteta tumora 

štitaste žlezde, od diferenciranih karcinoma sa dobrom prognozom, do nediferenciranih 

(anaplastičnih) karcinoma, sa agresivnim tokom bolesti i letalnim ishodom. 

Istraživanja su izvedena sa željom da daju doprinos boljem sagledavanju biologije 

tumora štitaste žlezde, u korelaciji sa njihovim kliničkim ponašanjem, a time doprinesu 

i novim modalitetima terapije ovih pacijenata u budućnosti. 
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1.1. Štitasta žlezda: struktura, funkcija i regulacija 

Štitasta žlezda ili tiroidea (lat. Glandula thyreoidea) je jedan od najvažnijih endokrinih 

organa u organizmu. Ova žlezda putem svojih hormona, tiroksina (T4) i trijodtironina 

(T3), omogućava normalan rast i razviće i utiče na osnovne metaboličke procese. 

Štitasta žlezda se nalazi na prednjem delu vrata, uz traheju, i čine je dva bočna režnja 

(lobusa) spojena tkivnim mostom - Isthmusom (Slika 1). Prosečna težina štitaste žlezde 

odrasle osobe je 20 do 30 grama (Petrović i Cvijić, 1997).U strukturu ovog organa ulaze 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

Tiroidne epitelne ćelije (tirociti), odgovorne za sintezu tiroidnih hormona, organizovane 

su u sferne strukture zvane folikuli, koji su građeni od jednoslojnog epitela koji 

zaokružuje unutrašnjost folikula (folikularni lumen). Između folikula je stroma koja se 

sastoji od krvnih sudova (kapilara) i vezivnog tkiva. Folikuli su sa spoljne strane 

ograničeni bazalnom membranom. Bazolateralni deo ćelijske 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 regulišu 

rast i funkciju folikularne tiroidne ćelije. Apikalni deo ćelijske membrane tirocita 

okrenut je ka unutrašnjosti folikula i učestvuje u sintezi tiroidnih hormona. Visina i 

Slika 1. Građa štitaste (tiroidne) žlezde. Preuzeto sa 

internet adrese http://medicalook.com 

 

 

http://medicalook.com/
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Slika 2. Građa folikula. Preuzeto sa internet adrese 

http://humanphysiology.tuars.com 

 

 

oblik folikularnog epitela su u skladu sa aktivnošću žlezde. Pored tirocita, u tkivu 

štitaste žlezde prisutne su i parafolikularne ili C ćelije, koje produkuju kalcitonin i 

regulišu nivo kalcijuma u organizmu (Havelka i Tatić, 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Osnovna funkcija štitaste žlezde je sinteza i sekrecija tiroidnih hormona, tiroksina (T4) i 

trijodtironina (T3). 

Ovi hormoni su po svojoj strukturi jodirane aminokiseline, tako da je za 

hormonogenezu neophodno da folikularne ćelije aktivno koncentruju jodid iz 

cirkulacije, koji se nakon enzimske oksidacije inkorporira u tirozinske ostatke 

visokomolekularnog glikoproteinskog molekula, tiroglobulina (Tg), koji se sintetiše u 

tirocitima. Proces organifikacije joda i maturacije tiroglobulina odvija se na spoljašnjoj 

strani apikalne membrane.Tiroglobulin, koji u svojoj strukturi nosi nastale hormone, 

izlučuje se u lumen folikula, gde ostaje deponovan, služeći, dakle, i kao prekursor i kao 

depo tiroidnih hormona. U skladu sa potrebama organizma, tiroglobulin se endocitozom 

vraća u tirocit, hidrolitički razlaže u lizozomima, a oslobođeni hormoni prelaze u 

cirkulaciju (Ekholm i sar., 1985). 
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Dakle, folikularne ćelije štitaste žlezde imaju niz složenih funkcija koje uključuju 

akumulaciju jodida, sintezu i jodovanje tiroglobulina, njegovo izlučivanje i deponovanje 

u mešak folikula, proteolizu tiroglobulina i sekreciju hormona. 

* * * 

Glavni regulator funkcije štitaste žlezde je tireostimulišući hormon hipofize (TSH), koji 

reguliše nivo hormona u cirkulaciji i tkivima mehanizmom povratne sprege. Nedostatak 

tiroidnih hormona u ljudskom organizmu dovodi do poremećaja u rastu, razvoju, 

reprodukciji, ponašanju i metaboličkim procesima. Smanjeno lučenje hormona 

(hipotireoza) i povećano lučenje hormona (hipertireoza) su osnovni poremećaji funkcije 

štitaste žlezde. 

1.2. Tumori štitaste žlezde 

1.2.1. Histološka klasifikacija tumora štitaste žlezde 

Nastanak novih ćelija i uklanjanje starih ćelija su procesi su pod strogom kontrolom 

organizma. Složena i koordinirana regulacija ovih procesa može biti poremećena raznim 

spoljašnjim ili unutrašnjim činiocima. U tom slučaju, ćelije se nekontrolisano dele i 

stvaraju tkivnu masu ili izraslinu, zvanu tumor. Prilikom ovakve transformacije ćelija 

postepeno gubi svoje specifičnosti u različitom stepenu, u zavisnosti od tipa i stadijuma 

bolesti i stiče nove osobine karakteristične za neoplastično tkivo (autonomnost, 

nekontrolisane deobe). 

Različite vrste tumora koji nastaju u ljudskom organizmu generalno delimo na dve 

grupe: benigni i maligni, što je određeno njihovim biološkim ponašanjem odnosno 

kliničkim manifestacijama. 

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

na ostale delove tela, tako da nisu pretnja životu. 

Maligne tumore (karcinome), osim nekontrolisanog rasta, karakteriše i invazivnost. 

Odvajanjem kanceroznih ćelija od malignog nodusa i njihovim ulaskom u krvotok ili 

limfotok, ove ćelije iz originalnog tumora (primarnog tumora) stvaraju nove maligne 
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tumore na drugim organima (sekundarne tumore ili metastaze). Dakle, invazivnost je 

sposobnost maligne ćelije da napada i oštećuje okolno tkivo ili udaljene organe. 

* * * 

Tumori štitaste žlezde, u odnosu na druge tumore, pokazuju mnogo veću morfološku 

varijabilnost, različita biološka ponašanja i kliničke manifestacije. Usled ovoga, a radi 

davanja što bolje i 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 usavršava kriterijume klasifikacije tumora štitaste žlezde. 

Histološka 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.Većina 

tiroidnih tumora su benigni (adenomi). Maligni tumori štitaste žlezde mogu poticati od 

dve vrste ćelija: od parafolikularnih ćelija, koje daju tzv. medularne karcinome ili od 

folikularnih (epitelnih) ćelija. 

Maligni tumori poreklom od epitelnih ćelija generalno se dele na dobro diferencirane 

(papilarni i folikularni karcinomi) i nediferencirane (anaplastični karcinomi). 

Diferencirani karcinomi štitaste žlezde u manjoj ili većoj meri zadržavaju funkcionalne 

karakteristike zdravog tkiva, dok nediferencirani karcinomi gube funkcionalne i 

morfološke karakteristike diferencirane ćelije od koje su nastali.  
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1.2.2. Papilarni karcinom štitaste žlezde: cito-histološke karakteristike, etiologija i 

prognoza 

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

nastaju od folikularnih epitelnih ćelija tiroidne žlezde. To je najčešći tip tiroidnog 

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 povećana je incidenca PTC širom sveta, pa tako i u našoj 

zemlji. Jednim delom to se može objasniti širokom primenom savremene ultrazvučne 

dijagnostike. Ostali mogući uzroci povećane incidence maligniteta štitaste žlezde (npr. 

posledice nuklearnih akcidenata, nutritivni faktori, stres) još uvek nisu dovoljno jasni. 

Nakon nuklearne katastrofe u Černobilju 1986 godine porastao je stepen u incidenci 

PTC u Belorusiji i okolnim zemljama bivšeg Sovjetskog Saveza (DeLellis i sar., 2004). 

Najupečatljivije povećanje incidence PTC je zapaženo kod dece obzirom da je rast 

štitaste žlezde najbrži u detinjstvu i opada kod odraslih (DeLellis i sar., 2004). 

Slika 3. Klasifikacija tumora štitaste žlezde prema 

klasifikaciji Svetske zdravstvene organizacije (WHO, 2004). 
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Slika 4. Papilarni karcinoma 

štitaste žlezde. Preuzeto sa 

internet adrese 

www.thyroidmanager.org. 

PTC se obično detektuje kao opipljiv nodus (čvor) u predelu vrata, koji na skeneru 

nakon primene radioaktivnog izotopa joda ne vezuje jod. To je tzv. “hladni nodus”, koji 

upućuje na sumnju na malignitet (DeLellis i sar., 2004). Neopipljivi nodusi obično se 

otkrivaju slučajno nakon ultrazučnog, CT ili MR ispitivanja, kao i prilikom histološkog 

pregleda tkiva nakon operacija štitaste žlezde. Mali nodusi PTC-a ili mikrokarcinomi 

(manji od 1 cm u prečniku), koji se još nazivaju i okultni karcinomi, uglavnom nisu od 

kliničke važnosti posebno kod mlađih pacijenata. Najčešće imaju odličnu prognozu, 

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

Histološki, tipičan PTC stvara papilarne strukture koje su izdužene i razgranate, a čini ih 

fibro-vaskularna stroma, obložena malignim epitelnim ćelijama. Ćelije su obično 

kuboidnog ili pravouganog oblika sa prisutnim citoplazmatskim invaginacijama 

(DeLellis i sar., 2004). Jedarni hromatin je skoncentrisan uz jedarnu membranu, što daje 

jedru prozračan izgled, tako da je nalaz staklastih (svetlih) jedara jedan od osnova 

pravilne dijagnostike papilarnog karcinoma (LiVolsi, 1990; LiVolsi i sar., 2004). 

 

 

 

 

 

Na jedru se javljaju tzv. jedarni žljebovi ili zaseci. Psamoma telašca, koja predstavljaju 

kalcifikate sa koncentričnim lamelama, su česta pojava, tipična za PTC. Neki tumori 

mogu da sadrže multinuklearne gigantske ćelije. Skvamozne metaplazije mogu biti 

prisutne. Iako su sve ove karakteristike tipične za klasični PTC, često mogu biti prisutne 

i folikularne strukture koje su često nepravilnog oblika, što zapravo otežava 

diferencijalnu dijagnostiku papilarnog karcinoma u odnosu na folikularni adenom ili 

http://www.thyroidmanager.org/
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folikularni karcinom. Pored klasične i folikularne varijante PTC, postoje još i drugi 

podtipovi PTC, kao što su papilarni mikrokarcinom, inkapsulisana, visokoćelijska 

varijanta, onkocitna, kolumnarno ćelijska varijanta, dufizno sklerotična varijanta, 

solidno ćelijska, trabekularna itd. Iako se ove razne varijante PTC histomorfološki 

razlikuju, zajednički im je izgled jedara i biološko ponašanje. 

Molekularnoj patogenezi papilarnog karcinoma posvećena je velika pažnja, mada je još 

uvek predmet izučavanja. Tipični molekularni marker PTC predstavlja BRAF mutacija 

(V600E), koja se može detektovati u 35-70% slučajeva PTC i olakšava diferencijalnu 

dijagnostiku, jer nije prisutna u drugim tipovima tiroidnih karcinoma (folikularni, 

medularni karcinom). U PTC takođe se često detektuju RET/PTC hromozomski 

rearanžmani. Mutacije u Ras genu takođe mogu prisutne u PTC, ali sa manjim 

procentom zastupljenosti nego u folikularnim karcinomima (Nikoforova i Nikiforov, 

2008). 

Za papilarni karcinom karakteristično je širenje do regionalnih limfnih čvorova, za 

razliku od folikularnih karcinoma koji se šire hematogeno i daju udaljene metastaze. 

Prognoza za PTC je generalno veoma dobra i samo mali broj pacijenata razvija 

agresivniju varijantu sa čestim recidivima, pa čak i udaljenim metastazama, što vodi 

lošem toku ishoda bolesti. Najlošiji prognostički faktor predstavlja ekstratiroidna 

invazija - širenje tumora van kapsule žlezde u okolne strukture. 

1.2.3. Anaplastični karcinom štitaste žlezde: cito-histološke karakteristike, 

etiologija i prognoza 

Anaplastični karcinom (ATC) je jedan od najletalnijih maligniteta, sa veoma lošom 

prognozom i sa rezistencijom na različite tretmane (Smallridge i sar., 2008). Vreme 

preživljavanja 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 uključuju kombinaciju operacije, radijacije i hemoterapije 

daju neka obećanja. Ova vrsta karcinoma čini manje od 5% od svih tiroidnih maligniteta 

(Alin, 1998). Javlja se u šestoj ili sedmoj deceniji života (Smallridge i Copland, 2010), a 

vrlo retko kod osoba ispod 40 godina (Wein i Weber, 2011). U vreme dijagnoze obično 

je u poodmakloj fazi, jer se odlikuje brzim lokalnim rastom, sa invazijom u meka tkiva 

vrata, što ugrožava disajne puteve i jednjak. Od ukupnog broja pacijenata, pri 
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Slika 5. Anaplastični karcinom 

štitaste žlezde. Preuzeto 

sainternet adrese 

www.atlasgeneticsoncology.or

g. 

prezentaciji njih 30-40% ima evidentne metastaze u limfnim čvorovima (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, anaplastični 

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 veličina tumora preko 7 cm (Siironen i sar., 2010), dok starost 

ispod 60 godina i intratiroidni ATC predstavljaju nezavisne faktore za nižu stopu 

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

Citološka morfologija je varijabilna kod ATC. Mogu se uočiti tri različite morfološke 

šeme: vretenaste ćelije, gigantske i skvamozne ćelije, mada se često u okviru jednog 

tumora mogu naći različite varijante ćelija. Jedra su nepravilna i hiperhromatična, 

“bizarnog” izgleda, a usled čestih mitoza prisutne su i multijedarne anaplastične ćelije 

(Guarda i sar., 1991). 

 

 

 

 

 

Iako molekularna patogeneza ATC nije do kraja rasvetljena, postoje dokazi koji 

sugerišu da je ovaj vid karcinoma nastao od prethodno postojećeg dobro diferenciranog 

karcinoma u procesu dalje malignizacije koja je dovela do dediferencijacije, tj. 

gubljenja morfoloških i funkcionalnih osobina folikularne ćelije (Wiseman i sar., 2003). 

Histopatološki dokaz za ovo stanovište  predstavlja prisustvo koegzistirajućih fokusa 

dobro diferenciranog karcinoma uz ATC koji čini 90% od ukupne tumorske mase, dok 

je molekularni dokaz prisustvo identičnih mutacija ili vrlo slične šeme hromozomskih 

http://www.atlasgeneticsoncology.org/
http://www.atlasgeneticsoncology.org/
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aberacija detektovanih i u dobro diferenciranom i u anaplastičnom delu karcinoma, 

implicirajući na zajedničko poreklo (Nikiforova i sar., 2003; Hunt i sar., 2003). 

Neka istraživanja pokazuju da BRAF i RAS tačkaste mutacije nađene u dobro 

diferenciranim karcinomima (Nikiforova i sar., 2003; Lemoine i sar., 1989), 

predstavljaju rani događaj u tiroidnoj tumorogenezi, dok su druge mutacije, kao što je 

npr. mutacija na p53 genu (koja je nađena samo u nediferenciranim karcinomima) 

uključene u tumorsku dediferencijaciju (Fagin i sar., 1993; Garcia-Rostan G i sar., 

1999). 

Veliki je napor uložen da se okarakterišu molekularne genetske promene u ATC i 

signalni putevi kao potencijalne nove mete za buduće terapije. Najčešće mutacije su: 

BRAF
V600E

 koja je detektovana u oko 25% (Xing, 2005) slučajeva ATC, zatim 

izmenjena funkcija tumor supresor gena p53, čije su mutacije prisutne u 20-83% 

slučajeva (Smallridge i sar., 2009). Prisutne su i mutacije na genu PI3KCA koji kodira 

katalitičku subjedinicu PI3K, što vodi aktivaciji Akt proteina.(Santarpia i sar., 2008), 

kao i mutacija u PTEN genu (Santarpia i sar., 2008). 

Za tretman ATC sve se više ide na planiranje novih molekulskih terapija koje bi mogle 

da uključe administraciju tirozin kinaznih inhibitora (Nagaiah i sar., 2009), ciljanje 

ključnih gena nekih signalnih puteva kao što su RAS/RAF/MAPK (Kojic i sar., 2011; 

Wunderlich i sar., 2011), PI3K/AKT (.Liu i Brown, 2010). Takođe 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). 

Iako ne postoji efektivna terapija za ATC u ovom momentu i uprkos tome što se 

preživljavanje kod pacijenata sa dijagnozom ATC nije promenilo tokom poslednje 

decenije, postoji nada da će inhibitori tirozin kinaznih receptora i antiangiogenetski 

agensi u kombinaciji sa operacijom, zračenjem i hemoterapijom dati bolje rezultate u 

lečenju ovog agresivnog tipa karcinoma. 

1.2.4. TNM klasifikacija tumora štitaste žlezde 

Papilarni tiroidni karcinom (PTC) je najčešći tip dobro diferenciranog tiroidnog 

karcinoma (DTC). Iako je prognoza za ovaj tip karcinoma generalno dobra, oko 10% 
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pacijenata umire, a čak veći procenat pati od recidiva bolesti (Sherman, 2003; Lang i 

sar., 2007; Mazzaferri i Kloos, 2001).Veoma je važno da se prepoznaju pacijenti kod 

kojih se može očekivati agresivnije ponašanje tumora i da se prema tome planira 

klinički tretman. Preduzimane su brojne studije koje su identifikovale različite kliničko-

patološke prediktore za PTC na osnovu kojih je osmišljena stratifikacija rizičnih grupa 

ili gradirajući 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 kliničko-patoloških parametara koji reflektuju biološko i kliničko 

ponašanje i utiču na prognozu pacijenta: 

Starost pacijenta je u pozitivnoj korelaciji sa agresivnijim ponašanjem tumora. 

Pol pacijenta nije nezavisan prognostički faktor, iako neke studije pokazuju da muški 

pol ima nepovoljniji ishod bolesti  

Veličina tumora (T) nije nezavisan prognostički faktor, iako je u nekim studijama 

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

Ekstratiroidna invazija (Ei) predstavlja loš prognostički faktor i u korelaciji je sa 

smrtnošću pacijenata (Mazzaferri i Young, 1981; Ito i Miyauchi, 2009). 

Metastaze u lokalnim limfnim čvorovima nisu u direktnoj korelaciji sa stopom 

preživljavanja, mada su neke studije pokazale da je prisustvo metastaza u limfnim 

čvorovima kod starijih pacijenata loš prognostički faktor (Harwood i sar., 1978; Ito i 

Miyauchi, 2009). 

Udaljene metastaze (M) su loš prognostički pokazatelj za sve histotipove tiroidnih 

tumora, i u vezi su sa većom smrtnošću.  

TNM klasifikacija tiroidnih tumora, koja se bazira na veličini tumora i prisustvu 

metastaza, je prvi put opisana 1940. godine i smatra se pouzdanim vodičem u donošenju 

prognoze, odnosno identifikaciji pacijenata sa rizikom za nepovoljniji ishod bolesti. 

Šesta edicija TNM klasifikacije tumora donesena je 2002. godine (AJCC Cancer 

Staging Handbook: TNM Classification of Malignant Tumors, 6th ed. New York: 

Springer-Verlag, 2002). 



14 
 

TNM sistem zapravo uzima u obzir anatomsku rasprostranjenost tj.veličinu tumora (T), 

prisustvo/odsustvo metastaza u lokalinim limfnim čvorovima (N), i prisustvo/odsustvo 

udaljenih metastaza (M). 

T klasifikacija primarnih tumora. Klasifikacija primenljiva isključivo za primarne 

tumore poznatih dimenzija i invazivnosti. Postoje četiri kategorije: 

‐ T1: tumor manji od 2cm u najvećem promeru, ograničen na štitastu žlezdu 

‐ T2: tumor veći od 2cm, a manji od 4cm u najvećem promeru, ograničen na 

štitastu žlezdu 

‐ T3: svi tumori veći od 4cm, ali ograničeni na štitastu žlezdu  

‐ T4: svi tumori, bez obzira na njihovu dimenziju, ukoliko se šire van kapsule 

štitaste žlezde.  

N-regionalni limfni čvorovi 

‐ Nx: regionalni limfni nodusi ne mogu biti procenjeni 

‐ N0: nema metastaza u regionalnim limfnim čvorovima 

‐ N1: prisutne metastaze u regionalnim limfnim čvorovima 

M-udaljene metastaze 

‐ Mx: postojanje udaljenih metastaza se ne može proceniti 

‐ M0: nema udaljenih metastaza 

‐ M1: postoje udaljene metastaze 

TNM klasifikacija tiroidnih tumora je najšire prihvaćen sistem za rangiranje 

diferenciranog tiroidnog carcinoma i uključuje proširenost primarnog tumora (četiri 

kategorije T), godine pacijenta, odsustvo/prisustvo metastaza u lokalnim limfnim 

čvorovima (dva stepena N) i 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 rizičnu grupu 

(stadijum I) bez obzira na odsustvo/prisustvo metastaza u lokalnim limfnim čvorovima. 

Jedino ukoliko postoje udaljene metastaze ovi pacijenti se svrstavaju u TNM stadijum 

II. 

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

sledećim stadijumima: 
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‐ TNM I  : T1N0M0 

‐ TNM II : T2N0M0 

‐ TNM III: T3N0M0 ili bilo koji T i N1M0 

‐ TNM IV: T4, bilo koji N i M0; bilo koji T, bilo koji N i M1  

Svi anaplastični karcinomi se računaju kao stadijum IV. 

1.3. Programirana ćelijska smrt - apoptoza 

1.3.1. Istorija 

Termin apoptoza prvi put spominje J.F.R. Kerr 1972. godine  (Kerr i sar., 1972), kako 

bi definisao fiziološku formu ćelijske smrti koja se bitno razlikuje od nekroze (Searle i 

sar., 1982). Reč apoptoza potiče od grčke reči koja znači „opadanje” i zapravo opisuje  

opadanje lišća sa grana i latica sa cvetova. Danas je reč apoptoza ili programirana 

ćelijska smrt opšte prihvaćena za proces  umiranja ćelije fiziološki regulisanim putem. 

1.3.2. Definicija, morfološke karakteristike i uloga apoptoze 

Apoptoza je genetski kontrolisan proces kojim se nepotrebne ili oštećene ćelije 

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

Svaki multićelijski organizam predstavlja visoko organizovan sistem u kojem je broj 

ćelija regulisan, i to ne samo kontrolisanjem brzine ćelijske deobe, već i kontrolom 

stope ćelijske smrti. Ukoliko su ćelije nepotrebne, ili na bilo koji način oštećene, 

smatraju se opasnim za organizam i eliminišu se suicidalnim programom aktiviranja 

intraćelijskog programa smrti. Dakle, višećelijski organizmi su evoluirali u tom pravcu 

da razviju mehanizme koji će genetski oštećenu ćeliju, prvenstveno unišititi, a ne 

rizikovati da je poštede. Za razliku od nekrotične smrti, apoptotska smrt predstavlja 

aktivan biološki proces koji pogađa jednu ćeliju, i koji kroz tri različite faze dovodi do 

hromatinske kondenzacije, jedarne fragmentacije, smanjenja ćelijske zapremine tj. 

skupljanja ćelije, uvijanja ćelijske membrane, ali bez narušavanja njenog integriteta, i na 

kraju do fragmentacije same ćelije, pri čemu nastaju apoptotska telašca koja se ubrzo 

eliminišu iz sistema procesom fagicitoze bez aktiviranja inflamatornog odgovora 

(Saikumar i sar., 1999).  
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Apoptoza se dešava kako u fiziološkim, tako i u patološkim uslovima. Kod zdravih 

odraslih ljudi, u koštanoj srži i tankom crevu umire bilion ćelija svakog sata. Sa druge 

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

različitih oboljenja. Pojačana aktivnost apoptotskog odgovora učestvuje u patogenezi 

nekih degenerativnih ili hroničnih oboljenja, kao što su Alchajmerova i Parkinsonova 

bolest, hronični ulcerativni kolitis, sindrom stečene imunodeficijencije (AIDS) ili 

imunski-zavisan (tip1) dijabetes melitus (Saikumar i sar., 1999; Carson i Ribeiro, 1993; 

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

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

onkogeneze, s obzirom da postaje nemoguće zaustaviti replikaciju genetski izmenjene 

ćelije (Saikumar i sar.,1999; Thompson, 1995; Mountz i sar., 1996). 

 

 

Slika 6. Apoptoza podrazumeva skupljanje ćelije, kondenzaciju hromatina, potom 

fragmentaciju jedra i ćelije pri čemu ne dolazi do narušavanja integriteta membrane. Ovaj 

proces se završava fagocitozom apoptotskih telašaca. Kod nekroze se dešava suprotan proces, 

ćelija bubri, puca i ćelijski sadržaj se izliva napolje što uzrokuje nastanak inflamacije . 

Preuzeto sa internet adrese http://linsenbardt.net 
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Slika 7. Putevi indukcije apoptoze. I spoljašnj  i unutrašnji put podrazumeva 

aktivaciju kaspaza. Spoljašnji put se aktivira preko receptora smrti, dok kod 

stres indukovanog ununtrašnjeg puta dolazi do povećanja propustljivosti 

mitohondrijalne membrane (što je regulisano Bcl-2 familijom proteina), pri 

čemu dolazi do ispuštanja 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 

1.3.3. Indukcija i mehanizam apoptotskog procesa 

Nakon izlaganja specifičnom stimulusu, prvi korak je korak „odluke“ koji predstavlja 

tačku genetske kontrole ćelijske smrti, iza kojeg propagacijom početnog signala dolazi 

do egzekucije ćelijske smrti. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Apoptoza se može aktivirati kroz dva različita puta, vodeći ka specifičnoj sekvencijalnoj 

aktivaciji 14 cistein-zavisnih aspartat specifičnih proteaza poznatih kao kaspaze 

(Thornberry i Lazebnik, 1998): 
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 Spoljašnji put aktivacije podrazumeva vezivanje liganada za raceptore prisutne 

na ćelijskoj membrani (npr tumor nekrotični faktor alfa-TNF-α) i signalnom 

kaskadom vodi aktivaciji prokaspaze-8 

 Unutrašnji put koji je odgovor ćelije na subletalna oštećenja na DNK molekulu 

izazvana npr. radijacijom, hemoterapijom, reaktivnim kiseoničnim vrstama (kao 

što su: superoksid, vodonik peroksid, hidroksil radikali itd.) ili čak odsustvom 

hormona rasta i kontakta sa okolnim ćelijama, što vodi aktivaciji prokaspaze-9 

Jednom aktivirane inicijatorne kaspaze (kaspaze -8 i -9) seku tzv. efektore kaspaze 

(kaspaze -3, -6, -7) koje dalje seku različite ćelijske substrate uključujući komponente 

citoskeleta (Earnshaw i sar.,1999). 

1.3.4. Regulacija apoptotskog procesa 

1.3.4.1. Bcl-2 familija proteina 

Članovi ove familije proteina poseduju konzerviran Bcl-2 homolog region ili skraćeno 

BH domen (Yin i sar., 1994; Chittenden i sar., 1995) i dele se na anti-apoptotske 

(inhibitore apoptoze), čiji je predstavnik Bcl-2 protein i pro-apoptotske (aktivatore 

apoptoze), čiji je predstavnik Bax protein. BH3 domeni su zaduženi za stvaranje homo 

i heterodimera između članova ove familije proteina, pa čak i onih sa suprotnim 

efektom na proces apoptoze. Nakon signala za otpočinjanje apoptotskog procesa pro-

apoptotski članovi podležu konformacionim promenama koje omogućavaju pravilnu 

inserciju u mitohondrijalnu membranu stvarajući 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 članovi stvaranjem heterodimera sa 

pro-apoptotskim članovima inhibiraju stvaranje kanala, čuvajući na taj način integritet 

mitohondrijalne membrane. Povišena ekspresija anti-apoptotskih članova Bcl-2 familije 

proteina je uočena u velikom broju humanih karcinoma (Reed, 1998) i vezana je za lošu 

prognozu. 
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1.3.4.2. Inhibitorni apoptotski proteini – IAP familija 

Signalna kaskada koje reguliše apoptotsku smrt ćelije je u fiziološkim uslovima 

precizno regulisan proces. Tokom maligne transformacije ćelije mogu se desiti defekti u 

raznim delovima ovog signalnog mehanizma. Članovi Bcl-2 familije apoptotskih 

proteina, čiji 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 mišljenje da od njihovog odnosa zavisi sudbina ćelije. Nakon 

toga, otkriveni su i opisani i drugi akteri, operativni nizvodno u ovoj signalnoj kaskadi, 

koji takođe utiču na apoptotsku smrt ćelije u koraku neposredno pre aktivacije kaspaza, 

proteolitičkih enzima koji su egzekutori ćelijske smrti. 

Novi članovi apoptotskih protein koji inhibiraju apoptozu (IAP familija, od engleskog: 

”Inhibitor of Apoptosis Proteins”) su prvi put identifikovani 1993. godine u 

bakulovirusnom genomu utvđivanjem njihove sposobnosti da suprimiraju apoptotski 

odgovor ćelije domaćina tokom viralne infekcije (Crook i sar., 1993; Birnbaum i sar., 

1994). Članovi ove familije se karakterišu prisustvom najmanje jednog od tri IAP 

Slika 8. Šematski prikaz strukturne organizacije Bcl-2 

familije proteina. Preuzeto sa internet adrese 

http://upload.wikimedia.org 
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ponovljenog domena (Miller i Thomas, 1994). IAP ponovak (“BIR-baculovirus 

inhibitory repeat”), je 70-aminokiselinski dug domen, koji koordiniše cinkov jon preko 

jednog Histidina i tri Cisteina (Hinds i sar., 1999). Kod virusa i životinjskih 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, ostvarujući interakciju preko njega, su evoluirali da služe i u druge svrhe. 

Isto tako je moguće da “samostalnost” IAP domena u inhibiciji apoptoze zavisi od 

ćelijskog 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 sadrže još 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-IAP1, c-IAP2, XIAP, survivin, Apollon/BRUCE, 

ML-IAP (livin) i ILP-2 (de Almagro i Vucic, 2012). Od svih članova, c-IAP1, c-IAP2, 

ML-IAP i XIAP direktno utiču 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 član IAP familije proteina. Kodiran 

je od strane jednog gena (sa tri introna i dva egzona) lociranog na 17q25 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 IAP 

članova, ovaj protein sadrži samo jedan IAP ponovak, i ne sadrži RING finger i CARD 

(kaspaza-regrutujući) domen (Amrosini i sar., 1997; Li i sar.,1998; Li i sar., 1999). 

Kristalografskom analizom je utvrđeno da se survivin u rastvoru nalazi u obliku 

homodimera (Chantalat i sar., 2000). Alternativnim splajsovanjem survivinske pre- 

iRNK se dobija 5 različitih i-RNK sa različitim potencijalom da kodiraju 5 različitih 

proteina: survivin, survivin 2β, survivin ΔEx3, survivin 3β, survivin 2α (Mahotka i sar., 

1999; Caldas i sar., 2005; Badran i sar.,2004). 
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1.4.2. Uloge survivina 

Uloga survivina u ćeliji je višestruka: od ćelijske deobe, preko apoptoze, pa sve do 

angiogeneze i uloge u metastaskom procesu (Altieri i Marchisio, 2001; Mehrotra i sar., 

2010). 

Neki istraživači sugerišu da je primarna uloga survivina u kontroli ćelijskog 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 ćelijskog ciklusa. 

Transkripcija survivinskog gena je kontrolisana specifičnom sekvencom u 

promotorskom regionu, povećava se tokom G1 faze, i dostiže pik u G2-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 

ćelijska odeljka. Jedan odeljak je direktno asociran sa polimerizovanim tubulinom, tj. u 

sastavu je vlakana deobnog vretena. U ovaj odeljak su, osim metafaznih i anafaznih 

Slika 9. Šematski prikaz strukturne 

organizacije pet izoformi survivina. 

Preuzeto sa internet adrese 

http://www.nature.com 

Slika 10. Kristalografska struktura 

humanog molekula survivina. 

Preuzeto sa internet adrese 

http://upload.wikimedia.org 
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vlakana, uključeni još i centrozomi i ostatak mitotskog aparata. U okviru ove 

lokalizacije, survivin učestvuje 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 pridružen regulatorima citokineze, kao što 

su Aurora B kinaza, INCENP I Borealin/Dasra (Bolton i sar., 2002; Wheatley i sar., 

2001; Sampath i sar., 2004), što podržava mišljenje 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, ćelijska deoba se ili 

zaustavlja ili nepravilno dovršava, što konačno rezultuje ćelijskom smrću, tako da 

eliminacija survivina dovodi do apoptoze ćelije u deobi. 

Sa druge strane, uloga survivina u apoptotskom procesu je još uvek predmet 

kontroverzi. Inicijalno, postavljeni postulati vezani za ulogu survivina, kao i svih 

članova IAP familije proteina podrazumevali su da se selektivno vezuju i pospešuju 

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 interagujućim 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 različiti podćelijski “pool”-ovi survivina u vezi sa njegovim različitim 

ulogama. Različite studije su pokazale da jedarni “pool” učestvuje 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 dešava se na 

različitim nivoima, uključujući transkripciju, različito splajsovanje, post-translacionu  

regulaciju, degradaciju, intracelularnu sekvestraciju sa različitim ligandima (Mita i sar., 

2008). 
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1.4.3. Ekspresija survivina u kancerima 

Survivin je fiziološki eksprimiran u fetalnom tkivu, a nedetektabilan u većini 

neproliferišućeg diferenciranog tkiva (Ambrosini i sar., 1997). S druge strane, survivin 

je povišeno eksprimiran u transformisanim ćelijama i različitim tipovima humanih 

karcinoma kao što su: karcinom pluća, dojke, pankreasa, debelog creva, sarkomi mekog 

tkiva, tumori mozga, melanomi, neuroblastomi, hematološki maligniteti (Waligorska i 

sar., 2012). Genetska istraživanja su potvrdila razliku u ekspresiji gena za survivin u 

tumorima u odnosu na normalno tkivo (You i sar., 2004). Ekspresija survivina u 

karcinomima može biti deregulisana kroz nekoliko mehanizama, uključujući gensku 

amplifikaciju (Islam i sar., 2000), demetilaciju survivinskog egzona (Hattori i sar., 

2001), povećanu promotorsku aktivnost (Li i Altieri, 1999), i pojačanog uzvodnog 

signalnog PI3-kinaznog i mitogen-aktivirajućeg kinaznog puta (Vaira i sar., 2000). 

Takođe, poremećaj u regulaciji ekspresije survivina izgleda da je nezavisna od ćelijskog 

ciklusa, sugerišući pojačanu antiapoptotsku ulogu u poređenju sa normalnom ćelijom, u 

kojoj je mitotska regulacija survivina predominantna. Povišena ekspresija survivina u 

karcinomima predstavlja nepovoljan prognostički marker, jer je u korelaciji sa 

uznapredovalom bolešću, smanjenim preživljavanjem, ubrzanom pojavom recidiva, 

prisustvom invazije u lokalnim limfnim čvorovima, 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 štitaste žlezde 

Survivin je manje izučavan u tumorima štitaste žlezde u odnosu na druge tipove tumora. 

Dosadašnje studije pokazuju da  survivin igra važnu 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 anaplastičnim karcinomima štitaste 

žlezde i sugerisali da je ekspresija survivina u korelaciji sa stepenom dediferencijacije 

maligne tiroidne ćelije. Kim i saradnici (Kim i sar., 2012) su pokazali postepen rast 

survivinske ekspresije idući od hiperplastičnog tkiva, preko papilarnog karcinoma do 

anaplastičnog, kao i korelaciju ekspresije ovog proteina sa kliničkim stadijumom. Slične 

rezultate su dobili Zhang i sar. (Zhang i sar., 2009). Oni su pokazali da je značajno 

povišena ekspresija survivina u tiroidnom karcinomu u odnosu na adenom, a u 

normalnom tkivu nisu uspeli da ga detektuju. Dobili su statistički značajnu korelaciju sa 
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histološkim tipom, kliničkim stadijumom, prisustvom metastaza u limfnim čvorovima, 

na osnovu čega su sugerisali da je ovaj protein značajan u evoluciji tiroidnog karcinoma 

i molekulski  indikator loše prognoze. Antonaci i sar. (Antonaci i sar., 2008) su pokazali 

ekspresiju survivina već u papilarnom mikrokarcinomu, što ukazuje da je „up-

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

1.5. ANGIOGENEZA 

Kod viših organizama krvna i limfna vaskulatura se formiraju kroz dva različita 

procesa: vaskulogenezom i angiogenezom. Vaskulogeneza je de novo formiranje sudova 

od hematopojetičnih prekursorskih ćelija i prevashodno se dešava kod razvijajućeg 

embriona. Angiogeneza, sa druge strane, je formiranje sudova od već postojeće 

vaskulature (Kurz H i sar., 2003) i predstavlja važan biološki proces kroz život 

organizma, i u normalnom stanju, a i tokom bolesti. Smanjenje ove funkcije može 

dovesti do razvoja bolesti kao što su ateroskleroza, dijabetesna retinopatija, psorijaza, 

artritis, neurodegenerativna oboljenja i placentalna insuficijencija (eklampsija) (Ferrara, 

2004). Suprotno tome, povećana vaskularizacija prisutna je u neoplastičnim tkivima i 

neophodna je za razvoj i progresiju tumora. 

Proces angiogeneze podrazumeva multiplikaciju i migraciju endotelnih ćelija, kao i 

remodeliranje ekstracelularnog matriksa. Ovaj proces se u fiziološkim uslovima u 

adultnom organizmu retko dešava (zarastanje rana, menstrualni ciklus) i regulisan je 

preciznim molekularnim mehanizmima koji uključuju promotore i inhibitore 

angiogeneze. 

Jedan od najbitnijih faktora koji regulišu formiranje sudova tokom embrionskog 

razvoja, zarastanja rana i održavanja homeostaze vaskulature kod odraslih organizama 

je vaskularni endotelni faktor rasta-VEGF (od engl. Vascular endothelial growth factor). 

Ovaj protein je identifikovan pre više od 30 godina, kada mu je pripisana važna uloga u 

regulaciji fiziologije endotelnih ćelija, kao i uloga u permeabilizaciji vaskulature, pa je u 

isto vreme označen 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. Članovi VEGF familije 

proteina specifično interaguju sa odgovarajućim receptorima na prekusorskim i zrelim 
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endotelnim ćelijama i tako aktiviraju signalne puteve kojima regulišu angiogenezu i 

limfangiogenezu. 

1.6. Osnovne karakteristike VEGF familije proteina 

VEGF polipeptidi pripadaju PDGF familiji faktora rasta. To su sekretorni, dimerni Cys-

vezani glikoproteini približne mase 40kDa. Kod sisara, VEGF familiju čini 5 članova: 

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. Proteolitičkim procesovanjem VEGF-C i -D 

omogućava se vezivanje za VEGFR-2, ali sa slabijim afinitetom nego za VEGFR-

3(Takahashi i Shibuya, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

1.6.1. VEGF-A 

Najizučavaniji član familije VEGF proteina je VEGF-A, koji se prvobitno označavao 

samo kao VEGF. VEGF-A aktivira signalne puteve preko VEGF receptora-2 (VEGFR-

2) i reguliše morfogenezu sudova preko VEGFR-1. Dakle, VEGF-A promoviše 

proliferaciju i migraciju endotelnih ćelija krvnih sudova. 

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

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

Slika 11. Šematski prikaz vezivanja VEGF 

proteina za VEGF receptore. Preuzeto sa 

internet adrese http://upload.wikimedia.org 
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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 može da da nekoliko različitih iRNK transkripata koji se razlikuju u 

proteinskim produktima koje kodiraju (Houck i sar., 1992). Ovi različiti transkripti se 

razlikuju u signalnim karakteristikama (Robinson i Stringer, 2001), a nastaju 

mehanizmom alternativnog splajsovanja (Smith i sar., 1989), pri čemu je količina 

različitih transkripata nejednaka, i zavisi od ispitivanog tkiva (Bacic i sar., 1995). 

Najučestaliji VEGF-A transkripti pronađeni u humanim odraslim tkivima kodiraju 

proteine od: 121, 165 i 189 aminokiselinskih ostataka (Berkman i sar., 1993). 

Identifikovane su i druge ređe varijante od 145 i 206 aminokiselinskih ostataka, ali su 

ove forme pronađene samo u nekim tkivima, pretežno u fetalnim organima (Houck i 

sar., 1991), humanoj placenti (Cheung i sar., 1995) i humanim endometrijalnim 

karcinomskim ćelijama (Charnock-Jones i sar., 1993). 

Na ekspresiju VEGF-A gena utiču hipoksija, faktori rasta i citokini: epidermalni faktor 

rasta -EGF, transformišući faktor rasta-TGF-β, interleukin-beta (Takahashi i Shibuya, 

2005). 

1.6.2. VEGF-B 

VEGF-B protein rasprostranjen je u mnogim tkivima, a u najvećoj količini eksprimiran 

je u srčanom tkivu i skeletnim mišićima (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 miševima deficijentnim za VEGF-B pokazale su da ovi 

miševi imaju disfunkcionalne koronarne arterije (Bellomo i sar., 2000). Takođe, kod 

ovakvih miševa pokazana je uloga VEGF-B u patološkom remodeliranju vaskulature u 

inflamatornom artritisu (Mould i sar., 2003), ali i uloga u zaštiti moždanog tkiva od 

ishemičnih 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 zahvaljujući 

ekstenziji i na N-terminalnom i na C-terminalnom kraju lanca, koja nije prisutna kod 

drugih članova 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 ćelijama krvnih (VEGFR-

2) i limfnih sudova (VEGFR-3) i imaju mitogeni efekat na ove ćelije. VEGF-C, kao i 

VEGF-D, sintetišu se u vidu prekursorskih proteina, koji nakon proteolitičkog cepanja 

generišu forme sa umerenim afinitetom za VEGFR-3. Sledeći proteolitički 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 miševa dovodi do stvaranja limfne vaskulature 

(Jeltsch i sar., 1997). In vitro, VEGF-C i VEGF-D stimulišu migraciju i mitogenezu 

endotelnih ćelija. Pokazano je da su oba alela VEGF-C gena neophodna za razvoj 

limfne vaskulature u fiziološkim uslovima (Karkkainen i 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 utiče na 

endotelne ćelije krvnih sudova. 

1.7. VEGF receptori: struktura, distribucija i uloga 

Receptori za VEGF proteine (VEGFR) su članovi superfamilije receptora tirozin kinaza 

(RTK).  VEGFR se sastoji od ekstraćelijskog domena (750 aminokiselinskih ostataka), 

koji je organizovan u 7 imunoglobulinu(Ig)-sličnih sekvenci. Na ekstraćelijski 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 ekstraćelijskog domena VEGFR-1 i -2 pokazuju da drugi i treći Ig-

sličan domen formira visoko-afinitetno vezujuće mesto za VEGF proteine, dok prvi Ig-
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sličan domen reguliše vezivanje liganda, a četvrti Ig-sličan domen dimerizaciju 

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

Iako je primarna uloga VEGF/VEGFR sistema u vaskulaturi, otkrivena je ekspresija 

VEGFR i u ne-endotelnim ćelijama. Ovi receptori su eksprimirani na površini mnogih 

ćelija koje su poreklom iz koštane srži, kao što su hematopojetične ćelije (Kabrun i sar., 

1997), takođe na makrofagama i na glatko-mišićnim ćelijama (Ishida i sar., 2001). 

Receptori tirozin kinaza (RTK) se aktiviraju nakon ligandom posredovane dimerizacije 

receptora (Hubbard, 1999; Jiang i Hunter, 1999) što vodi strukturnim promenama koje 

se prenose na intraćelijski kinazni domen nakon rearanžmana transmembranskog i 

jukstamembranskog domena (Bell i sar., 2000). Sva tri VEGF receptora sadrže tirozin-

fosforilišuća mesta koja zapravo imaju ili regulatornu ili signalnu funkciju. Dok 

fosforilišuća mesta jukstamembranskog i manjeg režnja kinaznog domena uglavnom 

utiču na moduliranje strukture receptora i kinazne aktivnosti, drugi predstavljaju mesto 

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

1.7.1. VEGF receptor-1 

VEGF receptor-1 (VEGFR1) je 180-kDa težak glikoprotein, koji reguliše 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 i migratorni efekat endotelnih ćelija je posredovan ovim receptorom. 

Funkcija VEGFR-1 je najbolje utvrđena kod migracije i diferencijacije monocita 

(Barleon i sar., 1996) regrutovanja progenitorskih endotelnih ćelija iz koštane srži 

(Carmeliet i Luttun, 2001) migracije i invazije karcinomskih ćelija (Wey i sar., 2001) i 

kod adhezija „natural killer” ćelija za endotelne ćelije (Chen i sar., 2002). 
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1.7.2. VEGF receptor-2 

EGF receptor-2 (VEGFR-2) je 200 kDa težak glikoprotein, eksprimiran na 

hematopojetičnim i endotelnim ćelijama i glavni je receptor za prenošenje 

angiogenetskog signala (Kabrun i sar., 1997). 

VEGFR-2 promoviše diferencijaciju, proliferaciju i migraciju endotelnih ćelija, ali i 

permeabilnost i dilataciju krvnih sudova. VEGF-posredovana proliferacija endotelnih 

ćelija zavisi od aktivacije različitih puteva nizvodno od VEGFR-2. Slično kao i drugi 

članovi RTK familije, VEGFR-2 aktivira Ras-zavisne signalne kaskade (Meadows i 

sar., 2001). 

VEGFR-2 takođe reguliše organizaciju citoskeleta i ćelijsku migraciju(Abedi i Zachary, 

1997). 

Nakon interakcije sa ligandom, VEGFR-2 štiti endotelnu ćeliju od apoptoze in vitro i in 

vivo, tj. utiče na preživljavanje novoformiranih endotelnih ćelija. Pokazano je da je 

VEGF-A, ligand za VEGFR-2, neophodan za preživljavanje endotelnih ćelija i razvoj 

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

1.7.2. VEGF receptor-3 

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

limfangiogenezu. 

VEGFR-3 protein se sintetiše kao 175 kDa težak prekursor, koji se sastoji od sedam Ig-

sličnih domena, transmembranskog i intraćelijskog kinaznog domena. Protein se 

proteolitički procesuje na petom Ig domenu dajući 125- i 75-kDa lance koji su spojeni 

disulfidnim mostom (Pajusola i sar., 1993). Ekspresija ovog receptora počinje tokom 

razvoja u svim embrionskim endotelnim ćelijama (Jussila i Alitalo, 2002). U adultnom 

organizmu, ekspresija VEGFR-3 ograničena je na endotelne ćelije limfnih sudova. 

VEGF-C I VEGF-D-3 aktiviraju ove receptore, a proteolitičko procesovanje ovih 

liganada omogućava njihovo vezivanje i za VEGFR-2, ali sa manjim afinitetom nego za 

VEGFR-3. Takođe je uočeno stvaranje heterodimera između VEGFR-2 i -3 u limfnim 

endotelnim ćelijama proširujući repertoar signalnih puteva aktiviranih ovim receptorima 

(Dixelius i sar., 2003; Mäkinen i sar., 2001). 
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1.8. Mehanizam angiogeneze u tumorima 

Angiogeneza je proces koji se u fiziološkim i patofiziološkim uslovima sastoji od više 

koraka i uključuje i endotelne ćelije i ekstraćelijski matriks (Risau, 1997). U tumorskom 

tkivu ovaj proces uključuje interakciju tumorskih ćelija, endotelnih ćelija, makrofaga, 

fibroblasta i ekstraćelijskog matriksa. Nakon vezivanja stimulatornih signala 

(npr.VEGF proteini, produkovani u tumorskim ćelijama), za odgovarajuće receptore na 

endotelnim ćelijama, ove ćelije otpuštaju proteaze, što vodi degradaciji ekstraćelijskog 

matriksa koji okružuje krvni sud (Bicknell, 1997),i dalje migraciji i proliferaciji 

endotelnih ćelija. 

Angiogeneza je regulisana faktorima koji podstiču ili inhibiraju ovaj process (Slika 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

U endokrinim organima, koji su značajno vaskularizovani, negativni regulatori 

angiogeneze koji održavaju endotel u proliferativno mirnom stanju su bitni isto koliko i 

pojačani induktori angiogeneze, tako da je smanjenje u produkciji inhibitora neophodno 

za aktiviranje angiogenetskog prekidača (Hanahan i Folkman, 1996). 

Slika 12. Vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF,) kojeg sintetišu tumorske ćelije ili susedne 

stromalne ćelije, stimuliše VEGFR-1, -2, -3 koji su eksprimirani na endotelnim i 

hematopojetičnim ćelijama. Stimulacija VEGFR-1 i -2 aktivira proliferaciju, migraciju, 

preživljavanje i vaskularnu propustljivost, kao i regrutovanje progenitorskih (EPC) i VEGFR-1 

+ mijeloidnih ćelija u koštanoj srži do mesta tumorske neovaskularizacije. Preuzeto sa internet 

adrese http://www.avastin.net 



31 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aktivna angiogeneza se pokazala kao bitan proces kod tumorskog rasta, progresije i 

širenja. Još sedamdesetih godina prošlog veka Folkman i saradnici (Folkman, 1972) 

izneli su koncept po kome solidni tumori veličine nekoliko milimetara za dalji rast 

zahtevaju odgovarajuće povećanje vaskulature. U mnogim humanim tumorima 

pokazalo se da je povećana angiogeneza u korelaciji sa agresivnijim ponašanjem 

tumora. Tako je npr. u karcinomu dojke povećana angiogeneza (merena gustinom 

mikrosudova u tumorskom tkivu) udružena sa razvojem metastaza, lošom prognozom i 

smanjenim preživljavanjem (Weidner i sar., 1991). S druge strane, inhibitori 

angiogeneze kao što su angiostatin ili endostatin smanjuju tumorski rast ukoliko se daju 

u ranoj fazi, sugerišući da je povećana angiogeneza bitna u tumorskoj progresiji 

(Bergers i sar., 1999). 

1.9. Angiogeneza u tumorima štitaste žlezde 

Proces angiogeneze je malo izučavan u tumorima štitaste žlezde, za razliku od drugih 

humanih tumora, gde su VEGF/VEGF-receptorni sistem (ligandi i njihovi receptori na 

endotelnim ćelijama), signalni mehanizmi koje aktivacija receptora pokreće, kao i 

patobiološki efekti ovih događaja više izučavani. 

Angiogeneza u tiroidnim tumorima izučavana je analizom ekspresije iRNK transkripata 

VEGF gena (VEGF-A) i analizom sintetisanog VEGF-A proteina u spektru tiroidnih 

Slika 13. Odnos proangiogenetskih i 

antiangiogenetskih faktora reguliše 

"angiogenetski prekidač". Preuzeto sa 

internet adrese http://www.nature.com 
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neoplastičnih 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 

povećava od neoplastičnih ne-malignih lezija, preko dobro diferenciranih karcinoma 

(papilarni i folikularni), do anaplastičnog (nediferenciranog) karcinoma, gde su 

ekspresioni nivoi VEGF proteina imali najviše nivoe. Ekspresija VEGF proteina bila je 

u korelaciji sa kliničko-patološkim pokazateljima agresivnosti karcinoma (prisustvo 

metastaza, uznapredovali tumorski stadijum, nediferenciran histotip). Ovi rezultati su 

sugerisali da visoka ekspresija VEGF proteina nije dobar prognostički znak za tiroidno-

onkološke pacijente i takođe potkrepili stanovište da je za razvoj i progresiju tumora 

neophodno formiranje dodatne krvne vaskulature, koja će obezbediti nutritivno 

snabdevanje tumorskih ćelija, kao i da je visoka ekspresija VEGF proteina uključena u 

tumorsku angiogenezu. 

Polazeći od činjenice da papilarni karcinomi štitaste žlezde imaju tendenciju širenja 

limfnim putevima, tj. metastaziraju u regionalne limfne čvorove, a da folikularni 

karcinomi metastaziraju hematogeno dajući udaljene metastaze (Fellmer i sar., 1999) 

ispitali su ekspresiju VEGF-C proteina in situ hibridizacijom u papilarnom i 

folikularnom karcinomu štitaste žlezde. Njihovi rezultati su pokazali ekspresiju VEGF-

C u tkivu papilarnog, ali ne i folikularnog karcinoma, sugerišući 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 između VEGF-C ekspresije, tumorske limfangiogeneze i 

formiranja metastaza u limfnim čvorovima, postala je predmet interesovanja i drugih 

istraživača. 

Nalaz više ekspresije VEGF-C u primarnim tumorima pacijenata sa papilarnim 

karcinomom koji imaju prisutne limfne metastaze, u poređenju sa tumorima bez 

metastaza potvrdilo je više istraživačkih timova (Bunone i sar., 1999; Tanaka i sar., 

2002). U ovakvim tumorima nađena je i povećana gustina limfnih sudova („lymph 

vessel density“) i u tumorskom i u peritumorskom tkivu, što upućuje na limfangiogenu 

ulogu VEGF-C, koju ovaj protein ostvaruje aktiviranjemVEGF-3 receptora na 

endotelnim ćelijama limfnih sudova (Yu i sar., 2005). 
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U isto vreme, ovi rezultati otvorili su pitanje mogućnosti korišćenja evaluacije VEGF-C 

ekspresije u predikciji metastatskog kapaciteta papilarnog karcinoma. 

Uprkos kontinuiranoj akumulaciji korelativnih kliničkih podataka, funkcionalna uloga 

VEGF-C u tumorskoj limfangiogenezi, kao i u formiranju metastaza u limfnim 

čvorovima, nije još objašnjena do kraja. 

Siironen i saradnici (Siironen i sar., 2006) našli su veće ekspresione nivoe VEGF-C kod 

starijih pacijenata sa papilarnim karcinomom i prisutnim metastazama, nego kod mlađih 

pacijenata sa takođe prisutnim metastazama. Ovi autori predložili su zanimljivu 

hipotezu: kod starijih pacijenata VEGF-C ne promoviše formiranje limfnih metastaza, 

nego indukuje diseminaciju malignih ćelija kroz limfne čvorove u druge organe. 

S obzirom da VEGF-C protein aktivira receptore eksprimirane na endotelnim ćelijama 

limfnih sudova (VEGFR-3), ali da sa slabijim afinitetom može da se vezuje i aktivira i 

receptor VRGFR-2 na endotelnim ćelijama 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, dosadašnji literaturni podaci ukazuju da formiranje novih krvnih i limfnih 

sudova ima važnu ulogu u razvoju i progresiji tumora štitaste žlezde, kao i determinaciji 

njihovog metastatskog fenotipa, a time i kliničkog toka tumorske bolesti. 

Dalja istraživanja molekularnih mehanizama koji leže 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 ćelije štitaste žlezde. 
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Progresija malignih tumora štitaste žlezde od dobro diferenciranih (papilarni karcinom) 

u nediferencirane, agresivne forme (anaplastični karcinom) praćena je različitim 

promenama na molekularnom nivou, koje omogućavaju malignoj ćeliji kontinuiranu 

aberantnu stimulaciju rasta i izbegavanje apoptotske smrti, što uz neoangiogenezu 

(formiranje novih krvnih i limfnih sudova) predstavlja preduslove tumorskog rasta i 

širenja. 

Predmet i cilj ovog rada je izučavanje molekularnih promena koje prate 

dediferencijaciju papilarnog u anaplastični karcinom štitaste žlezde, tj. ispitivanje 

promena ekspresionih profila apoptotskih molekula (Bcl-2, Bax, survivin) i 

limfangiogenog faktora (VEGF-C), njihova uloga u biologiji tumora i korelacija sa 

kliničkim parametrima tokom progresije maligniteta tumora štitaste žlezde. 

Na osnovu postavljenih ciljeva planirani su sledeći istraživački 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 međusobnim odnosima tokom progresije maligniteta od 

papilarnog ka anaplastičnom karcinomu štitaste žlezde 

- imunohistohemijska ekspresija survivina, člana IAP (Inhibitor of apoptosis 

proteins) familije, koji je operativan nizvodno od Bax-a, (na nivou aktivacije 

kaspaza, proteolitičkih enzima) uporedno u papilarnom i anaplastičnom 

karcinomu 

- analiza međusobnih odnosa ekspresionih profila apoptotskih molekula Bcl-2 

familije i survivina tokom progresije maligniteta 

- in situ detekcija stepena apoptotske smrti ćelija TUNEL metodom (čiji je princip 

detekcija dvolančanih prekida DNK molekula tokom apoptotske smrti) u 

papilarnom i anaplastičnom karcinomu štitaste žlezde u korelaciji sa ekspresijom 

apoptotskih molekula 

- korelacija imunohistohemijske ekspresije apoptotskih molekula sa kliničkim 

parametrima koji su vezani za agresivno biološko i kliničko ponašanje tiroidnih 
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karcinoma (prisustvo limfnih metastaza, ekstratiroidna invazija, uznapredovali 

stadijum tumorske bolesti: stadijum I/II vs. stadijum III/IV) 

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

anaplastičnom karcinomu u korelaciji sa kliničkim 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 pripadajućem metastatskom tkivu (metastaza u 

limfnom čvoru) istog pacijenta, da bi se dobio uvid u ekspresione promene ovih 

molekula i analizirala njihova moguća sinhronizovana ekspresija tokom 

metastatskog procesa. 

Istraživanja predviđena izradom ove doktorske diseratacije, kao i slična istraživanja 

u svetu, trebala bi da budu most između osnovnih istraživanja na molekularnom 

nivou i njihove primene u tiroidnoj onkologiji. 

Bolje razumevanje molekularne patogeneze razvoja i progresije tiroidnih tumora 

otvoriće mogućnosti za razvoj i primenu uspešnijih i optimalnijih terapeutskih 

postupaka u lečenju malignih oboljenja štitaste žlezde, u kojima će indukcija 

apoptotske smrti i inhibicija angiogeneze sigurno biti integralni deo. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIJAL I METODE
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3.1. MATERIJAL 

3.1.1. Reagensi 

a) Za imunohistohemijsku analizu i imunoblot analizu odabranih proteina korišćena su 

sledeća komercijalno dostupna antitela i kompleti reagenasa: 

 Monoklonsko antitelo koje specifično prepoznaje Bcl-2 (klon Bcl 2-100, Sigma, 

Germany) 

 Zečje poliklonsko antitelo prema Bax (Dako, Carpinteria, California, USA) 

 Monoklonsko antitelo koje specifično prepoznaje survivin (clone EP2880Y, 

Abcam plc, Cambridge, UK) 

 Zečje poliklonsko antitelo prema VEGF-C (Abcam plc, Cambridge, UK) 

 Sekundarno biotinilizovano antitelo, konjski anti-mišji IgG (Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, USA) 

 Sekundarno biotinilizovano antitelo, kozji anti-zečji IgG (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, USA) 

 DAB: 3,3’-diaminobenzidinhidrohlorid  (Vector Laboratories, Burlingame, CA, 

USA) 

  ABC: Vectastain Avidin-biotin complex kit (Vector Laboratories, Burlingame, 

CA, USA) 

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

 ECL: Enzyme chemoluminescence kit (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, 

USA) 

 ColourBurst
TM

 Electrophoresis standard, Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA. 

 

 

 

 



 

39 
 

b) Za in situ detekciju apoptotske smrti u u tkivnim odsečcima korišćen je: 

 TASC
TM 

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) 

c) Za imunoblot analizu, kao čvrsta faza korišćeno je sledeće: 

 Nitrocelulozna membrana (GE Healthcare Life Sciences, Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) 

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

 KODAK Medicinski rendgenski film (Carestream Health, Inc. 150 Verona 

Street, Rochester, N.Y 14608 USA) 

3.1.2. Klinički materijal 

U radu su korišćeni uzorci tkiva štitaste žlezde pacijenata koji su podvrgnuti hirurškom 

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, Kliničkog centra Srbije, Beograd. Na Odeljenju za endokrinu i 

kardiovaskularnu patologiju odstranjeno tumorsko tkivo je fiksirano u formalinu i 

ukalupljeno u parafin, čime se dobijaju trajni histološki preparati i nakon patohistološke 

analize odlažu kao arhivski materijal. Patohistološka analiza i 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 i dijagnozom anaplastičnog karcinoma štitaste žlezde. 

Radi poređenja ekspresije analiziranih proteina u tumoru i metastatskom tkivu, iz 

arhivskog materijala prikupljena su i metastatska tkiva (ukalupljene metastaze u 

limfnim čvorovima) sparene sa tkivom primarnog tumora istog pacijenta. 

Arhivski klinički materijal (tkivo fiksirano u formalinu i ukalupljeno u parafin), nakon 

sečenja na mikrotomu na rezove debljine 4-5 μm i fiksiranja na mikroskopske pločice, 

korišćen je za imunohistohemijsku analizu i in situ detekciju apoptotske smrti. 
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Tačan broj uzoraka koji je korišćen u pojedinim eksperimentima dat je uz konkretne 

tabele u sekciji Rezultati. 

U drugom delu studije kao polazni materijal korišćeno je sveže tiroidno tkivo dobijeno 

nakon operacije pacijenata sa malignim tumorom štitaste žlezde. Uz tumorsko tkivo 

preuzimali smo i deo zdravog ili hiperplastičnog tkiva odstranjenog uz primarni tumor. 

Sveže tiroidno tkivo je podeljeno u više delova i odmah zamrznuto u tečnom azotu i 

čuvano na -80°C do upotrebe. 

Sveže tiroidno tkivo korišćeno je za imunoblot analize. 

Takođe su prikupljeni i svi dostupni podaci o ličnim i kliničko-patološkim parametrima 

pacijenata: starost, pol, veličina tumora, histološki tip, prisustvo metastaza u limfnim 

čvorovima/broj izolovanih limfnih čvorova, prisustvo ekstratiroidne invazije. 

Svi slučajevi su klasifikovani prema prema stadijumu bolesti (stadijumi I-IV) na osnovu 

TNM klasifikacije tiroidnih tumora (UICC, 2002) što je detaljnije objašnjeno u sekciji 

UVOD- 1.2.4. 

Klinički materijal (post-operativno dostupna tkiva) i podaci o pacijentima sakupljeni su 

sa dozvolom Etičkog komiteta Centra za endokrinu hirurgiju Kliničkog 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 štitaste žlezde 

analizirali prisustvo ili odsustvo traženih antigena, kao i njihovu unutarćelijsku 

lokalizaciju. 

Princip metode 

ABC sistem (Avidin-Biotin-Complex) je široko prihvaćena i jedna od najpouzdanijih 

danas dostupnih imunohistohemijskih metoda (Hsu i Raine, 1981). To je trostepena 

metoda u kojoj je osetljivost povećana zahvaljujući trećoj komponenti-kompleksu 

avidina i biotina. Nakon vezivanja primarnog antitela za antigen, u sistem se ubacuje 

sekundarno antitelo obeleženo peroksidazom i konjugovano biotinom, za koji se dalje 



 

41 
 

vezuje makromolekulski kompleks avidina i biotinilovane peroksidaze iz rena. S 

obzirom da avidin poseduje visoki afinitet i četiri vezujuća mesta za vitamin biotin, ova 

metoda pojačava signal i omogućava veću specifičnost i osetljivost, pri čemu se održava 

postojanost signala zahvaljujući ireverzibilnoj interakciji između 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 pločice sa parafinskim odsečcima fiksiranog tkiva se deparafinizuju u 

ksilolu 5 do 10 minuta, a potom prebace u čist ksilol još 5-10 min. 

Rezovi se potom rehidratišu u apsolutnom etanolu, pri čemu se postupak ponavlja još 

jednom. 

Blokiranje endogene peroksidaze se odvija inkubiranjem rezova u 0.3% H2O2 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). 

Nespecifično vezivanje se blokira inkubacijom odsečaka sa neimunizovanim konjskim 

serumom tokom 20 min. 

Inkubacija sa primarnim antitelom (u sledećim razblaženjima u PBS-u: 1:200 za Bcl-2, 

1:25 za Bax, 1:300 za survivin, 1:50 za VEGF-C) se vrši preko noći na 4°C, nakon čega 

sledi inkubacija sa biotinilizovanim sekundarnim antitelom u razblaženju 1:200 u 

trajanju od 30 min na sobnoj temperaturi. 

Signal se pojačava inkubacijom u ABC reagensu 30 minuta, pri čemu slede tri 

sukcesivna ispiranja u PBS-u, zatim desetominutna inkubacija sa DAB-om na sobnoj 

temperaturi, posle čega sledi ispiranje pod mlazom česmenske vode. 

Kontrastno bojenje se vrši hematoksilinom do pojave plave boje na rezu, iza čega sledi 

ponovno ispiranje pod mlazom česmenske vode. 

Potom sledi postepena dehidratacija rezova u rastućim koncentracijama etanola (70% do 

100%), inkubiranje dva puta u ksilolu i montiranje VectaMount Permanent Mounting 

gelom (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) i pokrovnim stakalcima. 



 

42 
 

Po završetku 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 specifičnosti signala, kontrolni odsečci su inkubirani sa PBS-om umesto 

primarnih antitela, pri čemu se ti odsečci nisu bojili. Ovo ukazuje da se u odsustvu 

primarnih antitela ostale komponente unete u sistem ne vezuju za tkivnu strukturu, a 

takođe ukazuje i na specifičnost reakcije između primarnog antitela i traženog antigena. 

Ocenjivanje intenziteta imunohistohemijskog bojenja 

Retultati imunohistohemijskog bojenja su ocenjivani nezavisno od strane dva 

istraživača, nakon čega su finalno usaglašeni rezultati. Imunoreaktivnost je određivana 

semikvantitativno, kombinovanom ocenom procenta obojenih ćelija u odnosu na 

ukupan broj ćelija i intenzitet obojenosti. 

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

sledeći način: 

0 - Odsustvo bojenja 

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

2 - Umereno bojenje u više od 40% tumorskih ćelija 

3 - Intenzivno bojenje u više od 40% tumorskih ćelija 

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

Kit) 

Princip metode 

Za in situ detekciju apoptotskih ćelija koristili smo tzv. TUNEL metodu (terminal-

mediated deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end- labeling), koja omogućava da se 

ćelije koje su podlegle apoptozi detektuju na osnovu dvolančanih prekida DNK u tim 

ćelijama. 

Metoda se zasniva na karakteristici apoptotske ćelije da degraduje sopstvene DNK 

molekule. Ovaj proces otpočinje nastajanjem velikih fragmenata DNK od 300 kb i 500 

kb, koji se produkuju endonukleaznom degradacijom hromatinskih strukturnih 

organizacija. Međutim, aktivacija Ca
2+ 

i Mg
2+

-zavisnih endonukleaza, ove velike 
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fragmente dodatno skraćuje isecajući DNK na "linker" regionima između nukleozoma. 

Konačni DNK fragmenti su multimeri od oko 180 bp. Da bi dvolančani prekidi bili 

dostupni za detekciju, ćelijska membrana se permeabilizuje proteinazom K ili citonin 

reagensom (citonin je optimizovan za permeabilizaciju ćelija, a proteinaza K za 

permeabilizaciju tkiva). S obzirom da je ovo peroksidazna metoda (tj. u detekcioni 

sistem je uključen enzim-peroksidaza), neophodno je da se endogene peroksidaze 

inhibiraju povećanom koncentracijom vodonik peroksida, kako se ne bi dobio lažno 

pozitivan odgovor. Dvolančani prekidi se detektuju enzimskim obeležavanjem 

slobodnog 3'-OH terminalnog kraja modifikovanim nukleotidima. Modifikovani 

nukleotidi su zapravo biotinilizovani nukleotidi koji se vezuju za 3'-OH kraj DNK 

fragmenta pomoću 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 morfološki uočljivom jedru i 

apoptotskim telašcima. Za razliku od apoptotskog jedra, normalna ili proliferativna 

jedra imaju beznačajan broj slobodnih 3'-OH krajeva, i oni se obično ne detektuju 

kitom. Hemijskim agensima indukovano oštećenje 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 otpočela kondenzacija 

hromatinskog materijala, kao i lančani prekidi koji ne moraju biti znatni, čak i pre nego 

što jedro podlegne velikim morfološkim promenama. 

Postupak 

Tkivni rezovi na pločicama su grejani 1h na 57°C u inkubatoru radi otapanja parafina, 

nakon čega 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 dH2O, 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 isečci se zatim permeabilišu rastvorom proteinaze K (razblaženje 1:50 sa dH2O) 

tokom 45 min na 37°C u vlažnoj komori, a potom ispiraju dva puta po 2 min u dH2O. 

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

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

vlažnoj komori. 

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

Kontrola tretirana nukleazama zapravo potvrđuje uspešnost permeablilizacije i reakcije 

obeležavanja, ali i daje informaciju o optimizaciji uslova postupka obeležavanja i 

bojenja. Većina ćelija kontrolnog uzorka bi trebalo da pokaže bledo braon jedarno 

bojenje, koje je bleđe od bojenja pravih apoptotskh ćelija. Razlog ovome je razlika u 

hromatinskoj strukturi između ćelija tretiranih nukleazama i apoptotskih ćelija 

analiziranog tkiva. 

U sledećem koraku se inhibiraju endogene peroksidaze 30% rastvorom H2O2 u 

metanolu; razblaženje 1:10) u kadici tokom 4 minuta na sobnoj temperaturi. Vremenski 

interval inkubiranja uzoraka sa rastvorom za gašenje  treba poštovati iz razloga što 

prekovremenim inkubiranjem može doći do uništavanja DNK molekula i njegovog 

isecanja, što može dati lažno pozitivne rezultate. 

Potom sledi jednominutno ispiranje u PBS-u, nakon čega ide inkubacija u kadici sa TdT 

puferom za obeležavanje (obezbeđen kitom) tokom 5 minuta, a onda i obeležavanje 

dvolančanih prekida reagensom za obeležavanje kojji sadrži: smeša TdT dNTP, 

dvovalentne katjone (Co
2+

, Mn
2+

, Mg 
2+

-služe za modulaciju enzimske aktivnosti), TdT 

enzim, i TdT pufer za obeležavanje, tokom 1h u vlažnoj komori. Sve komponente ovog 

rastvora su obezbeđene kitom, i redosled dodavanja komponenti treba poštovati kako bi 

se uspostavila najbolja efikasnost obeležavanja. Postupak dodavanja komponenti se radi 

na ledu. 

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

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

Kako bi se detektovali biotinilizovani nukleotidi vazani za dvolančane 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 razblaženju 1:200 i 30%  H2O2 u razblaženju 
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1:1000) tokom 10 minuta na sobnoj temperaturi. Uzorci ne bi trebalo da se drže duže u 

rastvoru zbog moguće pojave nespecifičnog bojenja. 

Uzorci se zatim ispiraju prvo u dH2O, a zatim u česmenskoj 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 dH2O, a zatim u česmenskoj vodi. 

Uzorci se dehidratišu inkubacijom u 70% etanolu tokom 5 minuta, a zatim se postupak 

ponavlja dva puta u apsolutnom etanolu, nakon čega slede dve inkubacije od po 10 

minuta u ksilolu. 

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

Rezultati se vizuelizuju koristeći svetlosni mikroskop. 

Ocenjivanje stepena apoptotske smrti 

Pregledom najmanje pet različitih mikroskopskih polja najvećeg uvećanja (x40) na 

svetlosnom mikroskopu utvrđen je apoptotski indeks datog tkivnog uzorka izražen kao 

procenat apoptotskih (TUNEL tehnikom označenih ćelija) u odnosu na ukupan broj 

ćelija u pregledanim vidnim poljima. 

3.2.3. Homogenizacija tkiva štitaste žlezde 

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 µl 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 

korišćenja. Koncentracija proteina u homogenatima je određena uz pomoć BCA kita. 

3.2.4. Detekcija ekspresije proteina imunoblotom 

Priprema uzoraka: 100 µg svakog homogenata (čije su koncentracije prethodno 

utvrđene BCA kitom) rastvoreno je u istoj zapremini pufera za uzorke (0.125M Tris, 

10% SDS, 20% glicerol, 10% β merkaptoetanol) i inkubirano 5 minuta na 100°C. Uz 

uzorke su nanošeni i proteinski standardi poznatih molekulskih masa (ColourBurst
TM

 

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-HCl, 150 mM NaCl, 0.2% Tween-20, pH 7.4) u 

trajanju od 2h na sobnoj temperaturi, a potom inkubirana sa primarnim antitelima na 

4°C preko noći uz blago mućkanje. Primarna antitela su rastvorena u 1% kazeinu u 

TBST-u u razblaženju 1:300 (za VEGF-C) i 1:5000 (za survivin). Nakon inkubacije u 

sekundarnim antitelima u razblaženju 1:2500 i za anti-mišji i anti-zečji IgG , sledila je 

inkubacija u ABC reagensu 30 minuta na sobnoj temperaturi. Vizuelizacija signala je 

vršena na medicinskom rendgenskom filmu ECL kitom. Izmedju svakog koraka vršeno 

je ispiranje TBST-om 5 puta po 5 minuta. 

3.2.5. Kvantifikacija proteinskih traka (denzitometrija) 

Razvijeni filmovi sa dobijenim trakama su skenirani i izvršena je kvantifikacija 

odgovarajućih traka denzitometrijom, uz pomoć TotalLab softvera (Nonlinear 

Dynamics ltd, Newcastle, UK). Za svaki imunoblot korišćen je interni standard poznate 

molekulske mase (koji je nanošen u istoj koncentraciji kao i uzorci: 100µg). 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 

konačna vrednost predstavljala količnik denzitometrijkih podataka uzoraka i internog 

standarda. 

3.3. Statističke analize 

Statistička analiza je rađena uz pomoć programa SPSS 12.0.1 (SPSS Inc.,
 
Chicago, IL, 

USA) za Windows. Vrednost P<0.05 je smatrana statistički značajnom za sva 

poređenja. Normalnost distribucije podataka je proveravana Kolmogorov-Smirnov 

testom. Obzirom da grupe podataka nisu pratile normalnu raspodelu, poređene su 

Mann-Whitney U testom i χ
2 

ili Fisher-ovim testom tačne verovatnoće, u zavisnosti od 

broja analiziranih slučajeva. Koeficijenti korelacije između grupa i njihove statističke 
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značajnosti su računati Spearman korelacionim testom. Za poređenje denzitometrijskih 

podataka između tumorskog i peritumorskog uzorka istog pacijenta korišćen je 

Wicoxon-ov test za vezane uzorke. 
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4.1. Ekspresija anti-apoptotskog proteina Bcl-2 i pro-apoptotskog 

proteina Bax u tkivu papilarnog i anaplastičnog karcinoma štitaste 

žlezde 

U ovom delu ispitivanja analizirali smo imunohistohemijsku ekspresiju molekula koji 

pripadaju BCL-2 familiji proteina, operativnih u početnom delu signalne kaskade koja 

reguliše programiranu smrt ćelije (apoptozu). Predstavnici ove familije su Bcl-2 (anti-

apoptotski molekul), koji čuva integritet mitohodrijalne membrane i Bax (pro-

apoptotski molekul), koji omogućava dezintegraciju mitohondrijalne membrane i time 

obezbeđuje dalju propagaciju signala koji vodi apoptotskoj smrti ćelije. Promene u 

odnosu anti-apoptotskih i pro-apoptotskih molekula ukazuju na poremećaje u 

regulatornim mehanizmima apoptotske smrti. 

U ovim ispitivanjima koristili smo arhivski materijal, tj. uzorke malignog tkiva koje je 

hirurški odstranjeno pacijentima, fiksirano u formalinu i ukalupljeno u parafin, čime su 

dobijeni trajni tkivni preparati. Ispitivanu seriju predstavljalo je 69 uzoraka tkiva 

pacijenata sa dijagnozom papilarnog karcinoma (PTC) i 30 uzoraka tkiva pacijenata sa 

anaplastičnim karcinomom (ATC). 

Kliničko-patološki podaci ovih pacijenata, prikupljeni su iz baze podataka Centra za 

endokrinu hirurgiju Kliničkog centra Srbije i uključili su informacije o godinama i polu, 

veličini tumora, prisustvu/odsustvu limfnih metastaza i ekstratiroidne invazije, kao i o 

stadijumu tumorske bolesti, prema TNM klasifikaciji tumora predloženoj 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. Kliničko-patološki podaci za 69 slučajeva papilarnog (PTC) i 30 slučajeva 

anaplastičnog karcinoma štitatste žlezde (ATC). 

Kliničko-patološki podaci 
PTC                            

(n=69) 

ATC                           

(n=30) 

Starost (godine) 
Srednja vrednost 

(opseg) 
57.42 (20-80) 61.63 (31-85) 

<45  14 (20.29%) 5 (16.67%) 

≥45  55 (79.71%) 25 (83.33%) 

Pol Ž:M 58:11 19:11 

LNM Prisustvo 15 (21.74%) 19 (63.33%) 

EI Prisustvo 18 (26.09%) 23 (76.67%) 

Veličina tumora 

(mm) 

Srednja vrednost 

(opseg) 
25.41 (3-100) 63.37 (30-120) 

pT T1a 27 0 

 T1b 13 0 

 T2 10 1 

 T3 2 6 

 T4 17 23 

pTNM I 46 0 

 II 3 0 

 III 7 0 

 IV 13 30 

Početni stadijumi I/II 49 0 

Uznapredovali 

stadijumi 
III/IV 20 30 

LNM: metastaze u limfnim čvorovima 

EI: 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 korišćenje monoklonskih antitela (za Bcl-2) i poliklonskih antitela (za Bax), 

specifičnih za ove proteine. Rezultati imunohistohemijske analize ekspresije Bcl-2 

proteina u papilarnom i anaplastičnom karcinomu prikazani su u Tabeli 2. 
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Tabela 2. Imunohistohemijska ekspresija Bcl-2 u papilarnom (PTC) i anaplastičnom 

karcinomu štitaste žlezde (ATC). 

Analizirano tkivo Bcl-2 

PTC (n=69) 

- (0) -/+ (1) + (2) ++ (3) 

6 8 36 19 

 63/69 (91.3%) 

niska ekspresija visoka ekspresija 

14 55 (79.71%) 

ATC (n=30) 

 

- (0) -/+ (1) + (2) ++ (3) 

6 16 8 0 

 24/30 (80%) 

niska ekspresija visoka ekspresija 

22 8 (26.67%) 

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

bojenje u većini ćelija; ++ (3) jako bojenje u većini ćelija. 

 

Imunohistohemijskom metodom detektovali smo pozitivnu citoplazmatsku 

imunoreakciju koja ukazuje na prisustvo Bcl-2 proteina u većini slučajeva papilarnog 

karcinoma (Slika 14). Normalno tkivo štitaste žlezde susedno malignom tkivu 

(peritumorsko tkivo) takodje je pokazivalo imunopozitivnost u bojenju na Bcl-2 

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

 

 

 

U uzorcima malignog tkiva anaplastičnog karcinoma nađena je značajno smanjena 

ekspresija Bcl-2 proteina u poređenju sa papilarnim karcinomom, tj. samo 8 od 30 

slučajeva (26.7%) pokazivalo je visoku ekspresiju Bcl-2 proteina (ocene obojenosti 2 i 

3), nasuprot 55 od 69 slučajeva (79.7%) sa visokom ekspresijom Bcl-2 u papilarnom 

karcinomu. 

Slika 14. Imunohistohemijska ekspresija Bcl-2 u uzorcima tkiva papilarnog karcinoma štitaste 

žlezde. Intenzivno imunohistohemijsko bojenje na Bcl-2 (A,B) i umereno imunohistohemijsko 

bojenje (C). 
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Rezultati analize imunohistohemijske ekspresije Bax proteina u tkivu papilarnog i 

anaplastičnog karcinoma štitaste žlezde prikazani su u Tabeli 3. i na Slikama 17 i 18. 

Bax protein nije eksprimiran u normalnom tkivu žlezde, ali je eksprimiran u većini 

slučajeva papilarnog karcinoma (87%), kao i u anaplastičnom karcinomu (96.7%). Broj 

slučajeva sa visokom ekspresijom Bax proteina bio je sličan u papilarnom (78.3%) i 

anaplastičnom karcinomu (80%). 

 

 

 

 

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

štitaste žlezde. 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 anaplastičnom karcinomu, koji sadrži 

ostatke folikularne strukture. Bcl-2 

pozitivnost očuvana je u ostacima folikula, ali 

se gubi u ćelijama anaplastičnog karcinoma. 

Ova slika pokazuje takođe da je anaplastični 

karcinom ovog pacijenta nastao od prethodno-

postojećeg diferenciranog karcinoma daljom 

progresijom maligniteta. 
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Tabela 3. Imunohistohemijska ekspresija Bax u papilarnom (PTC) i anaplastičnom karcinomu 

štitaste žlezde (ATC). 

Analizirano tkivo Bax 

PTC (n=69) 

- (0) -/+ (1) + (2) ++ (3) 

9 6 18 36 

 60/69 (87%) 

niska ekspresija visoka ekspresija 

15 54 (78.26%) 

ATC (n=30) 

 

- (0) -/+ (1) + (2) ++ (3) 

1 5 10 14 

 29/30 (96.7%) 

niska ekspresija visoka ekspresija 

6 24 (80.00%) 

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

bojenje u većini ćelija; ++ (3) jako bojenje u većini ćelija. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

U Tabeli 4 prikazane su srednje vrednosti ocena imunohistohemijske ekspresije 

dobijene iz ocena pojedinačnih slučajeva (ocene 0-3) za grupe pacijenata sa papilarnim i 

Slika 17. Intenzivno imunohistohemijsko bojenje na Bax protein u uzorcima tkiva 

papilarnog karcinoma štitaste žlezde (A,B). Normalno tkivo žlezde susedno 

malignom tkivu (A, desno) ne sintetiše Bax protein, tj. ne pokazuje bojenu 

reakciju. 

Slika 18. Imunohistohemijsko bojenje na Bax protein u uzorcima tkiva anaplastičnog 

karcinoma štitaste žlezde. Intenzivno bojenje na Bax (A,B) i odsustvo bojenja (C). 
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anaplastičnim karcinomom. Ova tabela, kao i grafički prikaz ovih rezultata dat u 

Histogramu 1, pokazuju smanjenje (down-regulaciju) ekspresije gena za Bcl-2 u 

uzorcima pacijenata sa anaplastičnim karcinomom u poređenju sa grupom papilarnih 

karcinoma. Takođe, prikazan je i odnos srednjih vrednosti ekspresija Bcl-2 i Bax 

proteina, koji pokazuje veći udeo Bax proteina (pro-apoptotskog molekula) u tkivu 

anaplastičnog karcinoma. 

 

 

 

 

 

Zaključak ovih eksperimenata je da tokom progresije od diferenciranog ka 

nediferenciranom (anaplastičnom) 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 očekivati da će povećani proliferativni kapacitet, koji je 

0
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Bcl-2/Bax

Tabela 4. Srednje vrednosti intenziteta ekspresije za Bcl-2 i Bax i odnos njihovih srednjih 

vrednosti u papilarnom (PTC) i anaplastičnom karcinomu štitaste žlezde (ATC). 

Analizirano tkivo 
Bcl-2 srednja 

vrednost ± SD 

Bax srednja  

vrednost ± SD 
Bcl2/Bax odnos 

PTC 1.971 ± 0.857 2.188 ± 1.061 0,900 

ATC 1.067 ± 0.691 2.233 ± 0.858 0,478 

Histogram 1. Srednje vrednosti intenziteta ekspresije za Bcl-2 i Bax protein, i 

količnik njihovih srednjih vrednosti za papilarni karcinom štitaste žlezde (PTC) 

i anaplastični karcinom štitaste žlezde (ATC).  
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odlika veoma agresivnog karcinoma kakav je anaplastični, biti kompenzovan 

adekvatnim odgovorom organizma, tj. aktivacijom signalne kaskade koja vodi 

apoptotskoj smrti maligne ćelije. 

4.2. Detekcija apoptotske smrti ćelija u tkivu papilarnog i 

anaplastičnog karcinoma štitaste žlezde 

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 fiziološkim uslovima otklanjaju suvišne ili nepoželjne ćelije i čuva tkivna 

homeostaza. Odlika maligne ćelije je „izbegavanje“ apoptoze. 

Stepen apoptotske smrti u uzorcima tkiva papilarnog i anaplastičnog karcinoma 

određivali smo tzv-TUNEL metodom (terminal deoxynucleotidil transferase-mediated 

dUTP-biotin nick end labeling method) koristeći Apop Tag kit za in situ detekciju 

apoptoze. Metoda se zasniva na detekciji dvolančanih prekida DNK molekula, koji se 

dešavaju pri proteolitičkoj degradaciji ćelije. 

 

 

 

 

 

 

 

Na Slici 19A prikazan je kontrolni uzorak detekcije apoptotske smrti u tkivu papilarnog 

karcinoma, koji je dobijen veštački izazvanim dvolančanim prekidima DNK, čime 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 ćelija. 

Slika 19. In situ apoptotska smrt u papilarnom karcinomu štitaste žlezde, (A-kontrolni 

uzorak, B-ispitivani uzorak). 
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Takođe, na Slici 20A prikazan je kontrolni uzorak detekcije apoptotske smrti ćelija na 

uzorku anaplastičnog karcinoma, a na Slici 20B vidi se detektovane apoptotske ćelije u 

jednom od ispitivanih slučajeva anaplastičnog karcinoma. 

Analiza stepena apoptotske smrti, iskazanog kao apoptotski indeks, (Tabela 5) u 

ispitivanim slučajevima papilarnog i anaplastičnog karcinoma, pokazala je nizak stepen 

apoptoze u tiroidnim karcinomima, čak nešto niži u anaplastičnom nego u papilarnom 

karcinomu. 

Tabela 5. Apoptotski indeks (AI) za papilarni (PTC) i anaplastični karcinom štitaste žlezde 

(ATC). 

Analizirano tkivo 
Apoptotski indeks 

(%) 
p* 

PTC (n=50) 0.626 ± 0.587 
<0.05 

ATC (n=30) 0.267 ± 0.438 

AI: detaljno opisani u Materijalu i Metodama 

* Mann-Whitney U-test 

 

Zaključak ovih eksperimenata je da odnos Bax molekula i Bcl-2 molekula, ne 

obezbeđuje propagaciju signala do finale faze (aktivacije proteolitičkih enzima), što 

ukazuje na postojanje drugih defekata duž signalne kaskade nizvodno od mesta 

delovanja Bax proteina. 

 

Slika 20. In situ apoptotska smrt u anaplastičnom karcinomu štitaste žlezde, (A-

kontrolni uzorak, B-ispitivani uzorak). 
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4.3. Poređenje ekspresije Bcl-2 i Bax proteina sa kliničko-patološkim 

parametrima pacijenata sa papilarnim karcinomom štitaste žlezde 

Kliničko-patološki parametri pacijenata sa papilarnim karcinomom (n=69) dati su u 

Tabeli 1, u početnom delu sekcije Rezultati. Ovi podaci obuhvatili su informacije o 

godinama i polu, veličini tumora, prisustvu/odsustvu limfnih metastaza i ekstratiroidne 

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

Tabela 6. Poređenje između kliničko-patoloških karakteristika i ekspresije Bcl-2 proteina u 

69 slučajeva papilarnog karcinoma štitaste žlezde (PTC). 

PTC (n=69)                                                             

Kliničko-patološki podaci 

Bcl-2 ekspresija 
p* 

niska ekspresija visoka ekspresija 

LNM Prisutne (n=15) 4 (26.67%) 11 (73.33%) >0.05 

 Odsutne (n=54) 10 (18.52%) 44 (81.84%) 

EI Prisutna (n=18) 2 (11.11%) 16 (18.89%) >0.05 

 Odsutna (n=51) 12 (23.53%) 39 (76.47%) 

pT T1a (n=27) 6 (22.22%) 21 (77.78%) 

>0.05 

T1b (n=13) 3 (23.08%) 10 (76.92%) 

T2 (n=10) 3 (30.00%) 7 (70.00%) 

T3 (n=2) 0 2 (100%) 

T4 (n=17) 3 (17.65%) 14 (82.35%) 

pTNM I (n=46) 9 (19.57%) 37 (80.43%)  

II (n=3) 1 (33.33%) 2 (66.67%)  

III (n=7) 2 (28.57%) 5 (71.43%)  

IV (n=13) 2 (15.38%) 11 (84.62%)  

Početni stadijumi I/II 10 (20.41%) 39 (79.59%) 

>0.05 Uznapredovali 

stadijumi 
III/IV 4 (20.00%) 16 (80.00%) 

LNM: metastaze u limfnim čvorovima 

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

i Metodama 

* Fisher's exact test 

 

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

papilarnim karcinomom (ocene imunohistohemijskog bojenja 2 i 3) sa kliničko-

patološkim parametrima ovih pacijenata (Tabela 6). Parametri koji ukazuju na teži 
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klinički tok bolesti, kao što je prisustvo metastaza u limfnim čvorovima, ekstratiroidna 

invazija (širenje tumora van kapsule žlezde u okolne strukture vrata) i status 

uznapredovale tumorske bolesti (stadijumi III i IV), nisu pokazali statistički značajnu 

korelaciju sa visokom ekspresijom Bcl-2 proteina. 

Tabela 7. Poređenje između kliničko-patoloških karakteristika i ekspresije Bax proteina u 69 

slučajeva papilarnog karcinoma štitaste žlezde (PTC). 

PTC (n=69)                                                             

Kliničko-patološki podaci 

Bax ekspresija 
p* 

niska ekspresija visoka ekspresija 

LNM Prisutne (n=15) 4 (26.67%) 11 (73.33%) >0.05 

 Odsutne (n=54) 10 (18.52%) 44 (81.48%) 

EI Prisutna (n=18) 2  (11.11%) 16 (88.89) >0.05 

 Odsutna (n=51) 13 (25.49%) 38 (74.51%) 

pT T1a (n=27) 9 (33.33%) 18 (66.67%) 

>0.05 

T1b (n=13) 2  (15.38%) 11 (84.62%) 

T2 (n=10) 2 (20.00%) 8 (80.00%) 

T3 (n=2) 0 2 (100%) 

T4 (n=17) 2 (11.76%) 15 (88.24%) 

pTNM I (n=46) 12 (26.09%) 34 (73.91%)  

II (n=3) 0 3  (100.%)  

III (n=7) 1 (14.29%) 6 (85.71%)  

IV (n=13) 2 (15.38%) 11 (84.62%)  

Početni stadijumi I/II 12 (24.49%) 37 (75.51%) 

>0.05 Uznapredovali 

stadijumi 
III/IV 3 (15.00%) 17 (85.00%) 

LNM: metastaze u limfnim čvorovima 

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

i Metodama 

* Fisher's exact test 

 

Takođe, i visoka ekspresija Bax proteina poređena je sa kliničko-patološkim 

parametrima pacijenata sa papilarnim karcinomom (Tabela 7). Rezultati ovog 

poređenja nisu pokazali statistički značajnu korelaciju visoke ekspresije Bax proteina sa 

kliničko-patološkim parametrima pacijenata uključenih u ovu studiju. 
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Zaključak ovih eksperimenata je da apoptotski molekuli Bcl-2 i Bax nemaju 

prognostički značaj u predviđanju toka bolesti tiroidno-onkoloških pacijenata, kao što i 

nemaju presudnu ulogu u finalizaciji apoptotske smrti ćelija tokom progresije 

maligniteta tiroidnih tumora.  

4.4. Analiza imunohistohemijske ekspresije survivina u papilarnom i 

anaplastičnom karcinomu štitaste žlezde 

Survivin je član IAP familije proteina (IAP-Inhibitor of apoptosis protein), koji su 

operativni u nizvodnom delu apoptotske signalne kaskade, u finalnom koraku koji 

prethodi aktivaciji kaspaza, proteolitičkih enzima, koji razgrađuju sve ćelijske strukture 

i dovode do apoptotske smrti ćelije. Survivin, osim inhibicije apoptoze, ima i ulogu u 

promovisanju ćelijskog ciklusa (proliferacija), kao i angiogenezi, tako da se njegovo 

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

U ovom delu eksperimentalnog rada analizirali smo imunohistohemijsku ekspresiju 

survivina u papilarnom i anaplastičnom karcinomu. 

Serija uzoraka pacijenata sa papilarnim karcinomom koja je korišćena u ovim 

eksperimentima sastojala se od 104 uzorka arhivskog tkivnog materijala. Kliničko-

patološki 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 čvorovima, 31 

pacijent je imao prisutnu ekstratiroidnu invaziju, a 34 je bilo u uznapredovalim 

stadijumima bolesti (stadijumi III/IV). 
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Tabela 8. Kliničko-patološki podaci za 104 slučaja papilarnog karcinoma štitaste žlezde 

(PTC). 

Kliničko-patološki podaci 
PTC                                      

(n=104) 

Starost (godine) Srednja vrednost (opseg) 49.75 (20-76) 

<45  33 (31.73%) 

≥45  71 (68.27%) 

Pol Ž:M 89:15 

LNM Prisustvo 25 (24.04%) 

EI Prisustvo 31 (29.81%) 

Veličina tumora (mm) Srednja vrednost (opseg) 21.81 (3-100) 

pT T1 51 

T2 19 

T3 4 

T4 30 

pTNM I 64 

II 6 

III 11 

IV 23 

Početni stadijumi I/II 70 

Uznapredovali stadijumi III/IV 34 

LNM: metastaze u limfnim čvorovima 

EI: ekstratiroidna invazija 

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

i Metodama 

 

Serija uzoraka tkiva pacijenata sa anaplastičnim karcinomom je ista kao i u prethodnim 

eksperimentima (n=30), u kojima je korišćena za analizu ekspresije Bcl-2 i Bax 

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

Rezultati analize imunohistohemijske ekspresije survivina u uzorcima papilarnog i 

anaplastičnog karcinoma štitaste žlezde prikazani su u Tabeli 9. 
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Tabela 9. Imunohistohemijska ekspresija survivin proteina u papilarnom (PTC) i 

anaplastičnom karcinomu štitaste žlezde (ATC). 

Analizirano tkivo survivin 

PTC (n=104) 

- (0) -/+ (1) + (2) ++ (3) 

4 26 45 29 

 100/104 (96.15%) 

niska ekspresija visoka ekspresija 

30 74 (71.15%) 

ATC (n=30) 

 

- (0) -/+ (1) + (2) ++ (3) 

2 2 6 20 

 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 većini ćelija; ++ (3) jako bojenje u većini ćelija. 

 

Ekspresija survivina je nađena u citoplazmi malignih ćelija velikog broja uzoraka 

papilarnog (96.2%) i anaplastičnog karcinoma (93.3%). U normalnom tkivu žlezde, 

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

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

anaplastičnom karcinomu 86.7%, međutim u visokoj ekspresiji survivina u papilarnom 

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

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

survivin u anaplastičnom karcinomu jasno je vidljiv iz grafičke ilustracije distribucije 

ocena intenziteta imunohistohemijskog bojenja, što je prikazano u Histogramu 2.  
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Imunohistohemijska ekspresija survivina u uzorcima tkiva papilarnog i anaplastičnog 

karcinoma štitaste žlezde prikazana je na Slikama 21 i 22.  
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Slika 21. Ekspresija survivina u papilarnom karcinomu štitaste žlezde. A) Umereno 

imunohistohemijsko bojenje u citoplazmi malignih ćelija B) Intenzivno 

imunohistohemijsko bojenje u citoplazmi malignih ćelija. 

Histogram 2. Procentualni udeo slučajeva sa intenzitetom obojenosti 0, 1, 2 i 3 za 

survivin u papilarnom (PTC) i anaplastičnom (ATC) karcinomu štitaste žlezde. 
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4.5. Poređenje imunohistohemijske ekspresije survivina i članova Bcl-2 

familije (Bcl-2, Bax) u papilarnom i anaplastičnom karcinomu štitaste 

žlezde 

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

survivin u papilarnom i anaplastičnom karcinomu štitaste žlezde prikazano je u 

Histogramu 3. 
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Slika 22. Ekspresija survivina u anaplastičnom karcinomu štitaste žlezde. A) Slabo 

imunohistohemijsko bojenje u citoplazmi malignih ćelija B) Intenzivno 

imunohistohemijsko bojenje u citoplazmi malignih ćelija. 

Histogram 3. Srednje vrednosti ocena imunohistohemijske obojenosti za Bcl-

2, Bax i survivin u papilarnom (PTC) i anaplastičnom karcinomu štitaste 

žlezde (ATC).  
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Iz ovog histograma se jasno vidi da tokom progresije od papilarnog ka anaplastičnom 

karcinomu dolazi do smanjenja ekspresije Bcl-2, anti-apoptotskog proteina, što je 

praćeno povećanjem ekspresije survivina, proteina koji inhibira apoptozu, uz konstantnu 

visoku ekspresiju Bax proteina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ova slika pokazuje trend promena u ekspresiji apoptotskih molekula tokom progresije 

maligniteta, a takođe dokazuje da je anaplastični karcinom ovog pacijenta nastao od 

prethodno-postojećeg diferenciranog karcinoma daljom progresijom, tj. 

dediferencijacijom tumora.  

Slika 23. Anaplastični karcinom štitaste žlezde sa ostacima folikularne strukture 

diferenciranog karcinoma. A) Imunohistohemijsko bojenje na Bcl-2 pokazuje 

pozitivnost u ostacima folikula i negativno bojenje anaplastičnog karcinoma. B) 

Imunohistohemijsko bojenje na Bax i C) imunohistohemijsko bojenje na 

survivin, pokazuju intenzivno bojenje u folikulima i u zonama anaplastičnog 

karcinoma. 
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4.6. Korelacija imunohistohemijske ekspresije survivina i apoptotske 

smrti ćelija anaplastičnog karcinoma štitaste žlezde 

S obzirom da su prethodni rezultati pokazali da u anaplastičnom karcinomu dolazi do 

povećanja ekspresije survivina, proteina koji inhibira apoptozu, u ovom delu 

eksperimentalnog rada korelisali smo imunohistohemijsku ekspresiju survivina u 

uzorcima tkiva anaplastičnog karcinoma sa stepenom apoptotske smrti ćelija u ovim 

uzorcima. 

Stepen apoptotske smrti u uzorcima tkiva papilarnog i anaplastičnog karcinoma 

određivali smo TUNEL metodom, koristeći Apop Tag kit za in situ detekciju apoptoze.  

 

U Tabeli 10 prikazana je korelacija između uzoraka tkiva anaplastičnog 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 značajno manji nego u 

uzorcima tkiva sa niskom ekspresijom survivina. 

 

Tabela 10. Korelacija između ekspresije survivina i apoptotske smrti ćelija izražene 

apoptotskim indeksom u anaplastičnom karcinomu štitaste žlezde (ATC). 

 
Broj slučajeva Apoptotski indeks (%) p* 

Uzorci sa niskom 

ekspresijom survivina 
4 0.691 ± 0.139 

<0.05 
Uzorci sa visokom 

ekspresijom survivina 
26 0.202 ± 0.204 

AI: detaljno opisani u Materijalu i Metodama 

* Mann-Whitney U-test 
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Zaključak ovih eksperimenata je da tokom progresije maligniteta tumora štitaste žlezde 

dolazi do smanjenja ekspresije Bcl-2 proteina i do povećanja ekspresije survivina. Pro-

apoptotski protein Bax, aktivira se u početnoj fazi maligne transformacije i ostaje na 

visokom nivou tokom tumorske progresije. Međutim, visoka ekspresija Bcl-2 (anti-

apoptotskog proteina) u papilarnom karcinomu, a zatim visoka ekspresija survivina 

(takođe anti-apoptotskog proteina) u anaplastičnom karcinomu, onemogućavaju 

propagaciju apoptotskog signala, odnosno finalnu egzekuciju smrti ćelije. Na ovaj način 

maligna ćelija izbegava apoptotsku smrt. 

 

 

 

 

Slika 24. Anaplastični karcinom sa intenzivnim imunohistohemijskim bojenjem na survivin 

(A) i detekcija in situ apoptotske smrti samo u jednoj ćeliji u istoj zoni tkivnog uzorka 

karcinoma (B). 
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4.7. Poređenje ekspresije survivina sa kliničko-patološkim 

parametrima pacijenata sa papilarnim karcinomom štitaste žlezde 

S obzirom da je u prethodnim eksperimentima pokazano da se ekspresija survivina 

povećava tokom progresije maligniteta od papilarnog ka anaplastičnom karcinomu i da 

povećana ekspresija survivina koreliše sa smanjenom apoptozom malignih ćelija, u 

sledećem delu eksperimentalnog rada poredili smo ekspresiju survivina sa kliničko-

patološkim parametrima pacijenata sa papilarnim i anaplastičnim karcinomom. 

U Tabeli 11 prikazana je korelacija između ekspresije survivina i kliničko-patoloških 

parametara pacijenata sa papilarnim karcinomom štitaste žlezde. 
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Tabela 11. Poređenje između kliničko-patoloških karakteristika i ekspresije survivina u 104 

slučaja papilarnog karcinoma štitaste žlezde (PTC). 

PTC (n=104)                                                             

Kliničko-patološki podaci 

survivin ekspresija 
p

a 

 
p

b 

 niska 

ekspresija 

visoka 

ekspresija 

Starost <45 10 23 
0,823 

 

 ≥45 20 51  

Pol Ženski 26 63 
1.000

c
 

 

 Muški 4 11  

Veličina tumora ≤2 cm 19 46 
0,911 

 

 >2 cm 11 28  

LNM Prisutne 2 23 
0.010

c
 0,009 

 Odsutne 28 51 

EI Prisutna 5 26 
0.062

c
 0,063 

  Odsutna 25 48 

pT T1 18 33 

0.209
c
 

 

 T2  5 14  

 T3  2 2  

 T4  5 25  

  T1-T2 23 47 
0,195 

  

  T3-T4 7 27   

pTNM I  23 41 

0.153
c
 

 

 II 2 4  

 III  2 9  

 IV  3 20   

Početni stadijumi I/II 25 45 

0,027 0,027 Uznapredovali 

stadijumi 
III/IV 5 29 

LNM: metastaze u limfnim čvorovima 

EI: ekstratiroidna invazija 

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

i Metodama 
a
Chi-square test 

b
Mann-Whitney test 

c
Fisher 's exact test 
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Rezultati pokazuju da je primenom navedenih statističkih testova (Chi-square test, 

Mann-Whitney U-test i Fischer Exact test) pokazana statistički značajna korelacija 

visoke ekspresije survivina sa prisustvom metastaza u limfnim čvorovima i 

uznapredovalim stadijumom tumorske bolesti (stadijumi III/IV prema TNM 

klasifikaciji). Korelacija visoke ekspresije survivina sa prisustvom ekstratiroidne 

invazije (širenje tumora van kapsule žlezde) bila je na granici statističke značajnosti 

(p=0.062, odnosno p=0.063, u zavisnosti od primenjenog statističkog testa). Ostali 

kliničko-patološki parametri nisu pokazali statistički značajnu korelaciju sa ekspresijom 

survivina. 

Da bismo proverili vrednost statističke značajnosti korelacije dobijene između visoke 

ekspresije survivina i navedenih kliničko-patoloških parametara prikazanih u prethodnih 

eksperimentima, takođe smo primenili i Spearman-korelacioni test (koji poredi 

korelaciju vrednosti parametarskih karakteristika između pojedinačnih slučajeva, a ne 

između vrednosti za grupe uzoraka). 

Rezultati primene Spearman-korelacionog testa u analizi korelacije između ekspresije 

survivina i kliničko-patoloških parametara odabranih prema prethodnoj statističkoj 

analizi, prikazani su u Tabeli 12. 

Tabela 12. Korelacioni koeficijent prema Spearman-u između ekspresije survivina i kliničko-

patoloških parametara za 104 slučaja papilarnog karcinoma štitaste žlezde (PTC). 

Spearman-ov test LNM EI pTNM I,II,III,IV pTNM I,II/III,IV 

Rs (Korelacioni 

koeficijent) 
0.259

**
 0,183 0.213

*
 0.218

*
 

p 0,008 0,063 0,030 0,027 

*
korelacioni koeficijent za nivo značajnosti 0.05 

**
korelacioni koeficijent za nivo značajnosti 0.01 

 

Rezultati prikazani u ovoj tabeli pokazuju dodatnim statističkim testom (Spearman-

korelacioni test) da je visoka ekspresija survivin molekula u statistički značajnoj 

korelaciji sa prisustvom metastaza u regionalnim limfnim čvorovima i uznapredovalim 

stadijumima karcinoma, tj. stadijumima III/IV, dok se korelacija sa ekstatiroidnom 

invazijom ponovo pokazala na nivou granične statističke značajnosti. 
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4.8. Poređenje ekspresije survivina sa kliničko-patološkim 

parametrima pacijenata sa anaplastičnim karcinomom štitaste žlezde 

U seriji od 30 arhivskih tkivnih uzoraka pacijenata sa anaplastičnim karcinomom, koja 

je korišćena u prethodnim eksperimentima (čiji su kliničko-patološki podaci dati u 

Tabeli 1 u uvodnom delu sekcije Rezultati), analizirana je imunohistohemijska 

ekspresija survivina. (Tabela 8). 

Rezultati poređenja ekspresije survivina sa kliničko-patološkim parametrima 

anaplastičnog karcinoma štitaste žlezde dati su u Tabeli 13. 

Tabela 13. Poređenje između kliničko-patoloških karakteristika i ekspresije survivina u 30 

slučajeva anaplastičnog karcinoma štitaste žlezde (ATC). 

ATC (n=30)                                                             

Kliničko-patološki podaci 

survivin ekspresija 
p

*
 

niska ekspresija visoka ekspresija 

LNM Prisutne (n=19) 0 19 
0,012 

 Odsutne (n=11) 4 7 

EI Prisutna (n=23) 4 19 
0,548 

  Odsutna (n=7) 0 7 

LNM: metastaze u limfnim čvorovima 

EI: ekstratiroidna invazija 
*
Fisher's exact test 

 

Rezultati poređenja kliničko-patoloških parametara pacijenata sa dijagnozom 

anaplastičnog karcinoma sa imunohistohemijskom ekspresijom survivina pokazali su 

statistički značajnu razliku između 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. Poređenje imunohistohemijske ekspresije survivina u uzorcima 

pacijenata sa papilarnim karcinomom sa prisustvom/odsustvom 

metastaza u limfnim čvorovima 

U ovom delu eksperimenata analizirali smo razliku u imunohistohemijskoj ekspresiji 

survivina u uzorcima tkiva papilarnog karcinoma sa prisustvom i odsustvom metastaza 

u limfnim čvorovima. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika25. Imunohistohemijska ekspresija survivina. 

A) Negativno bojenje na survivin u nemalignom 

tkivu štitaste žlezde. B) Umereno 

imunohistohemijsko bojenje na survivin u tkivu 

papilarnog karcinoma koji nema prisutne 

metastaze u regionalnim limfnim čvorovima. C) 

Intenzivno bojenje na survivin u tkivu papilarnog 

karcinoma koji ima prisutne (evidentirane) 

metastaze u regionalnim limfnim čvorovima. 
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4.10. Imunoblot analiza ekspresije survivina u uzorcima pacijenata sa 

papilarnim karcinomom sa prisustvom/odsustvom metastaza u 

limfnim čvorovima 

Hirurški odstranjeno tkivo pacijenata sa karcinomom štitaste žlezde preuzeto je 

neposredno posle operacije i čuvano zamrznuto do upotrebe. Ako je bilo dostupno, 

preuzeto je i normalno tkivo žlezde iz suprotnog lobusa. 

Od ovih uzoraka pripremljeni su tkivni homogenati, u kojima je nakon elektroforetskog 

razdvajanja proteina urađen imunoblot („Western blot“), uz primenu specifičnih antitela 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

Ovi rezultati su pokazali da tkivo papilarnog karcinoma koji ima prisutne limfne 

metastaze sadrži veću količinu sintetisanog survivin proteina, nego tkivo papilarnog 

karcinoma koji nema prisutne limfne metastaze, kao i da normalno tkivo žlezde ne 

sintetiše survivin. Rezultati dobijeni imunoblotom bili su u saglasnosti sa rezultatima 

dobijenim imunohistohemijskom analizom, a takođe su potvrdili i specifičnost antitela 

na survivin, jer je detektovana traka odgovarala molekulskoj masi survivin proteina 

(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 žlezde 

(N). 
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4.11. Analiza imunohistohemijske ekspresije survivina u uzorcima 

tkiva papilarnog karcinoma u poređenju sa metastatskim tkivom u 

limfnim čvorovima istog pacijenata 

Karakteristika papilarnog karcinoma je limfogeno širenje, za razliku od drugih tipova 

karcinoma štitaste žlezde (folikularni i medularni karcinom) koji se šire hematogenim 

putevima kroz krvne sudove dajući udaljene metastaze. 

Dakle, maligne ćelije papilarnog karcinoma putem limfnih sudova dospevaju u 

regionalne limfne čvorove. To je česta i rana pojava kod pacijenata sa dijagnozom 

papilarnog karcinoma (otprilike 30% pacijenata pri prezentaciji lekaru ima prisutne 

metastaze u limfnim čvorovima). 

U ovom delu eksperimentalnog rada ispitivali smo imunohistohemijskom metodom da 

li postoji razlika u ekspresiji survivina između primarnog tumora i njegovog 

metastatskog tkiva u limfnom čvoru. 

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 čvorova 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 čvorovima (LNM). 

Analizirano tkivo survivin 

PTC (n=15) 

- (0) -/+ (1) + (2) ++ (3) 

0 0 5 10 

 15/15 (100%) 

niska ekspresija visoka ekspresija 

0 15 (100%) 

LNM (n=15) 

- (0) -/+ (1) + (2) ++ (3) 

0 0 4 11 

 15/15 (100%) 

niska ekspresija visoka ekspresija 

0 15 (100%) 

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

bojenje u većini ćelija; ++ (3) jako bojenje u većini ćelija. 

 

Rezultati imunohistohemijske analize ekspresije survivina prikazani u ovoj tabeli 

pokazuju da svi odabrani slučajevi uzoraka tkiva pacijenata sa papilarnim 

karcinomom štitaste žlezde imaju visoku ekspresiju survivina (ocene 

imunohistohemijskog bojenja: 2 i 3). U metastatskom tkivu ovih primarnih papilarnih 

karcinoma, takođe je nađena visoka ekspresija survivina. 

Histogram 4 prikazuje poređenje imunohistohemijskog ocenjivanja ekspresije 

survivina u primarnim papilarnim karcinomima i njihovom sparenom metastaskom 

tkivu u limfnim čvorovima. 
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Histogram 4. Grafička ilustracija pojedinačnih ocena imunohistohemijske 

ekspresije survivina za primarne papilarne karcinome štitaste žlezde i njihova 

metastatska tkiva u limfnim čvorovima.  
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Ovaj histogram pokazuje da je visoka imunohistohemijska ekspresija survivina, koja je 

dokumentovana u primarnim papilarnim karcinomima štitaste žlezde, takođe očuvana u 

metastatskom tkivu. Iako svi uzorci limfnih metastaza imaju visoku ekspresiju survivin 

proteina, tri slučaja metastatskog tkiva su odstupala dajući u dva slučaja nižu ekspresiju 

u primarnom tumoru, a u jednom slučaju višu ekspresiju survivina. 

Na Slici 27 prikazana je imunohistohemijska ekspresija survivina u primarnim 

tumorima (papilarni karcinom štitaste žlezde) u poređenju sa metastatskim tkivom u 

limfnom čvoru istog pacijenta. Ove slike dokumentuju da je visoka ekspresija survivina 

prisutna i u metastatskom tkivu. Takođe, ove slike pokazuju da maligne ćelije dospele u 

limfni čvor počinju ovde da „grade“ istu histološku strukturu (papilarne formacije) kao i 

u primarnom tumoru.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zaključak ovih eksperimenata je da je „up-regulacija“ gena za survivin rani događaj u 

tiroidnoj tumorogenezi (ekspresija survivina prisutna je već u pT1 tumorima, tj. 

Slika 27. Imunohistohemijska ekspresija survivina u tkivu papilarnog karcinoma i 

metastatskom tkivu u regionalnom limfnom čvoru istog pacijenta .Intenzivno bojenje 

na survivin u primarnom tumoru (A) i u metastatskom tkivu u limfnom čvoru (B). 

Umereno bojenje na survivin u primarnom tumoru (C) i u metastatskom tkivu u 

limfnom čvoru (D). 
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tumorima manjim od 2 cm, koji nisu razvili ni limfne, niti udaljene metastaze (Tabela 

11). Ekspresija survivina postepeno se povećava tokom progresije maligniteta od 

papilarnog ka anaplastičnom karcinomu i u korelaciji je sa prisustvom limfnih 

metastaza i uznapredovalim stadijumima tumorske bolesti. U metastatskim 

karcinomima, visoka ekspresija survivina u primarnim tumorima prisutna je i u ćelijama 

karcinoma koje su metastazirale u limfne čvorove. 

4.12. Analiza imunohistohemijske ekspresije VEGF-C proteina u 

uzorcima tkiva papilarnog i anaplastičnog karcinoma štitaste žlezde 

VEGF-C (od engleskog: Vascular endothelial growth factor-C, tj. faktor rasta endotela 

krvnih sudova) je protein koji podstiče formiranje novih limfnih sudova od prethodno-

postojećih, što znači da ima „limfangiogenu“ ulogu. Nakon vezivanja VEGF-C proteina 

za odgovarajuće receptore na endotelnim ćelijama limfnih sudova, dolazi do njihove 

proliferacije i migracije, što je preduslov za stvaranje novih limfnih sudova i 

diseminaciju malignih ćelija limfnim putevima. 

U ovom delu eksperimentalnog rada odabrali smo seriju od 75 uzoraka arhivskih trajnih 

preparata papilarnog karcinoma štitaste žlezde. Kliničko-patološki parametri ove grupe 

pacijenata dati su u Tabeli 15. 
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Tabela 15. Kliničko-patološki podaci za 75 slučajeva papilarnog karcinoma štitaste žlezde 

(PTC). 

Kliničko-patološki podaci 
PTC                                      

(n=75) 

Starost (godine) Srednja vrednost (opseg) 48.24 (11-76) 

<45  29 (38.67%) 

≥45  46 (61.33%) 

Pol Ž:M 59:16 

LNM Prisustvo 27 (36.00%) 

EI Prisustvo 28 (37.33%) 

Veličina tumora (mm) Srednja vrednost (opseg) 27.09 (3-100) 

pT T1 25 

 T2 14 

 T3 9 

 T4 27 

pTNM I 41 

 II 4 

 III 9 

 IV 21 

Početni stadijumi I/II 45 

Uznapredovali stadijumi III/IV 30 

LNM: metastaze u limfnim čvorovima 

EI: 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 

anaplastičnog karcinoma (n=30), koja je korišćena 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 

anaplastičnom karcinomu štitaste žlezde (ATC). 

Analizirano tkivo VEGF-C 

PTC (n=75) 

- (0) -/+ (1) + (2) ++ (3) 

8 20 25 22 

 67/75 (89.33%) 

niska ekspresija visoka ekspresija 

28 47 (62.67%) 

ATC (n=30) 

 

- (0) -/+ (1) + (2) ++ (3) 

3 4 7 16 

 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 većini ćelija; ++ (3) jako bojenje u većini ćelija. 

 

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

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

(ocena intenziteta imunohistohemijske ekspresije 2 i 3). 

U tkivnim uzorcima anaplastičnog karcinoma citoplazmatska ekspresija VEGF-C 

proteina detektovana je u 27 od 30 slučajeva, pri čemu je visoka ekspresija bila prisutna 

u 23 (76.7%) slučajeva. 

Grafička ilustracija distribucije ocena intenziteta imunohistohemijskog bojenja na 

VEGF-C u uzorcima papilarnog i anaplastičnog karcinoma prikazana je u Histogramu 

5.  
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Imunohistohemijska ekspresijaVEGF-C u uzorcima tkiva papilarnog i anaplastičnog 

karcinoma štitaste žlezde prikazana je na Slikama 28 i 29.  
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Histogram 5. Distribucija ocena intenziteta imunohistohemijskog bojenja na 

VEGF-C u uzorcima papilarnog (PTC) i anaplastičnog karcinoma štitaste žlezde 

(ATC). 

 

Slika 28. Imunohistohemijska ekspresija VEGF-C u papilarnom karcinomu štitaste žlezde. 

A) Umerena ekspresija VEGF-C u malignim ćelijama tkiva papilarnog karcinoma. B) 

Intenzivna ekspresija VEGF-C u malignim ćelijama tkiva papilarnog karcinoma. C) Osim u 

malignim ćelijama, VEGF-C protein detektovan je i u endotelu vaskulature u 

peritumorskom tkivu (okolnom nemalignom tkivu koje je susedno tumorskoj masi). 
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4.13. Poređenje ekspresije VEGF-C proteina sa kliničko-patološkim 

parametrima pacijenata sa papilarnim karcinomom štitaste žlezde 

Rezultati imunohistohemijske analize ekspresije VEGF-C proteina u uzorcima 

pacijenata sa papilarnim karcinomom štitaste žlezde poređeni su sa kliničko-patološkim 

parametrima ovih pacijenata (n=75, prikazanih u Tabeli 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 29. Imunohistohemijska ekspresija VEGF-C u anaplastičnom karcinomu štitaste 

žlezde. A) Negativna ekspresija VEGF-C (odsustvo imunohistohemijskog bojenja). B) 

Umerena ekspresija VEGF-C u malignim ćelijama tkiva anaplastičnog karcinoma. C) 

Intenzivna ekspresija VEGF-C u malignim ćelijama tkiva anaplastičnog karcinoma. 
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Tabela 17. Poređenje između kliničko-patoloških karakteristika i ekspresije VEGF-C u 75 

slučajeva papilarnog karcinoma štitaste žlezde (PTC). 

PTC (n=75)                                                             

Kliničko-patološki podaci 

VEGF-C ekspresija 
p

a 

 
p

b 

 niska 

ekspresija 

visoka 

ekspresija 

Starost <45 13 16 
0,226 

 

 ≥45 14 32  

Pol Ženski 20 39 
0,560 

  

 Muški 7 9   

Veličina tumora ≤2 cm 14 19 
0,340 

 

 >2 cm 13 29   

LNM Prisutne 2 25 
<0.001

c
 <0.001 

 Odsutne 25 23 

EI Prisutna 4 24 
0.003

c
 0,002 

  Odsutna 23 24 

pT T1 11 14 

0.025
c
 

 

 T2  7 7  

 T3  5 4  

 T4  4 23  

  T1-T2 18 21 
0,091 0,033 

  T3-T4 9 27 

pTNM I  18 23 

0.071
c
 

 

 II 3 1  

 III  2 7  

 IV  4 17   

Početni stadijumi I/II 21 24 

0,027 0,001 Uznapredovali 

stadijumi 
III/IV 6 24 

LNM: metastaze u limfnim čvorovima 

EI: ekstratiroidna invazija 

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

i Metodama 
a
Chi-square test 

b
Mann-Whitney test 

c
Fisher 's exact test 
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Poređenje između ekspresije VEGF-C i kliničko-patoloških parametara pacijenata sa 

papilarnim karcinomom pokazalo je (uz primenu navedenih statističkih testova) da je 

visoka ekspresija VEGF-C bila statistički značajno veća kod pacijenata koji su imali 

prisutne limfne metastaze u limfnim čvorovima i prisustvo ekstratiroidne invazije. 

Statistički značajne razlike nađene su i u poređenju pT statusa tumora, mada bez 

linearne korelacije između ovih grupa. Uznapredovali stadijumi tumorske bolesti 

(stadijumi III/IV) pokazali su statistički značajnu razliku u imunohistohemijskoj 

ekspresiji VEGF-C u odnosu na početne 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 čvorovima 

Hirurški odstranjeno tkivo pacijenata sa karcinomom štitaste žlezde preuzeto je 

neposredno posle operacije i čuvano zamrznuto do upotrebe. Ako je bilo dostupno, 

preuzeto je i normalno tkivo žlezde iz suprotnog lobusa. 

Od ovih uzoraka pripremljeni su tkivni homogenati, u kojima je nakon elektroforetskog 

razdvajanja proteina urađen imunoblot („Western blot“), uz primenu specifičnih antitela 

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

Rezultati ovih ispitivnja prikazani su na Slici 30. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 30. Imunoblot analiza ekspresije VEGF-C u uzorcima tkiva 

papilarnog karcinoma sa prisustvom ( T LNM+) ili odsustvom 

metastaza u limfnim čvorovima (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 čvorovima, 

nakon elektroforetskog razdvajanja proteina iz tkivnih homogenata i uz primenu 

specifičnih antitela na VEGF-C, pokazali su razliku u ekspresiji VEGF-C između 

tumora sa prisustvom i odsustvom limfnih metastaza. Metastatski papilarni karcinomi 

(T LNM+) imali su veću ekspresiju VEGF-C proteina u poređenju sa nemetastatskim 

karcinomima (T LNM-). Takođe, 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 statistički test za vezane uzorke koristili smo za poređenje ekspresije 

VEGF-C proteina (određene denzitometrijskom kvantifikacijom) između uzoraka 

papilarnog karcinoma i uzoraka peritumorskog tkiva poreklom od istog pacijenta. 

Rezultati su prikazani u Tabeli 18. 

 

Ovi rezultati pokazuju da je u tumorskom tkivu prisutna statistički značajno veća 

količina sintetisanog VEGF-C proteina nego u okolnom peritumorskom tkivu istog 

pacijenta. 

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

Poređenje ekspresije VEGF-C proteina (određene denzitometrijskom kvantifikacijom) 

između uzoraka papilarnog karcinoma i uzoraka peritumorskog tkiva poreklom od istog 

pacijenta. 

Statistički podaci 
Analizirano tkivo 

Tumorsko tkivo Peritumorsko tkivo 

Broj slučajeva 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 
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Mann-Whitney statistički test smo koristili za poređenje ekspresije VEGF-C proteina 

(određene denzitometrijskom kvantifikacijom) između uzoraka papilarnog korcinoma 

koji imaju prisutne metastaze u limfnim čvorovima i uzoraka koji nemaju limfne 

metastaze. 

 

Ovi rezultati pokazuju da je ekspresija VEGF-C proteina statistički značajno veća u 

metastatskim nego u nemetastatskim tumorima. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 19. Osnovni statistički podaci i Mann-Whitney statistički test za poređenje ekspresije 

VEGF-C proteina (određene denzitometrijskom kvantifikacijom) između uzoraka papilarnog 

karcinoma koji imaju prisutne metastaze u limfnim čvorovima i uzoraka koji ih nemaju. 

Statistički podaci 
Analizirano tkivo 

PTC (LNM+) PTC (LNM-) 

Broj slučajeva 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 
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4.15. Analiza imunohistohemijske ekspresije VEGF-C u uzorcima 

tkiva papilarnog karcinoma u poređenju sa metastatskim tkivom u 

limfnim čvorovima istog pacijenta 

U ovom delu eksperimentalnog rada ispitivali smo imunohistohemijskom metodom da 

li postoji razlika u ekspresiji VEGF-C proteina između primarnog tumora i njegovog 

metastatskog tkiva u limfnom čvoru. 

Uzorci ukalupljenog tkiva papilarnog karcinoma sa sparenim ukalupljenim 

metastatskim tkivom iz limfnih čvorova istog pacijenta, koji su preuzeti iz baze 

arhivskog materijala Centra za endokrinu hirurgiju KCS (n=15), i korišćeni u analizi 

ekspresije survivina između primarnog tumora i metastatskog tkiva istog pacijenta, 

korišćeni su takođe u ovom delu eksperimentalnog rada. Rezultati ispitivanja 

imunohistohemijske ekspresije VEGF-C u primarnim tumorima i njihovom 

metastatskom tkivu dati su u Tabeli 20. 

 

Analiza imunohistohemijske ekspresije VEGF-C u primarnim karcinomima (PTC) i 

njihovim metastazama u regionalnim limfnim čvorovima 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 čemu je 4 uzorka imalo umereno, a ostali intenzivno bojenje na VEGF-C). U 

Tabela 20. Imunohistohemijska ekspresija VEGF-C u primarnim karcinomima (PTC) i 

njihovim metastazama u limfnim čvorovima (LNM). 

Analizirano tkivo VEGF-C 

PTC (n=15) 

- (0) -/+ (1) + (2) ++ (3) 

0 0 4 11 

 15/15 (100%) 

niska ekspresija visoka ekspresija 

0 15 (100%) 

LNM (n=15) 

- (0) -/+ (1) + (2) ++ (3) 

0 0 4 11 

 15/15 (100%) 

niska ekspresija visoka ekspresija 

0 15 (100%) 

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

bojenje u većini ćelija; ++ (3) jako bojenje u većini ćelija. 
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metastatskom tkivu papilarnog karcinoma takođe su svi uzorci imali visoku ekspresiju 

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

U Histogramu 6 prikazano je poređenje imunohistohemijskog ocenjivanja ekspresije 

VEGF-C u primarnim papilarnim karcinomima i njihovom sparenom metastaskom 

tkivu u limfnim čvorovima. 

 

 

 

Ovaj histogram pokazuje da je visoka imunohistohemijska ekspresija VEGF-C, koja je 

dokumentovana u primarnim papilarnim karcinomima štitaste žlezde, takođe očuvana u 

metastatskom tkivu. Iako svi uzorci limfnih metastaza imaju visoku ekspresiju VEGF-C 

proteina, dva slučaja metastatskog tkiva su imala nižu ekspresiju, a dva višu ekspresiju 

VEGF-C proteina u odnosu na njihov primarni tumor (imunohistohemijsko ocenjivanje 

2 ili 3). 

Na Slici 31 prikazana je imunohistohemijska ekspresija VEGF-C proteina u primarnim 

tumorima (papilarni karcinom štitaste žlezde) u poređenju sa metastatskim tkivom u 

limfnom čvoru istog pacijenta. Ove slike dokumentuju da je visoka ekspresija VEGF-C 

prisutna i u metastatskom tkivu.  

0

1

2

3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

PTC

LNM

Histogram 6. Grafička ilustracija pojedinačnih ocena imunohistohemijske 

ekspresije VEGF-C proteina za primarne papilarne karcinome štitaste žlezde i 

njihova metastatska tkiva u limfnim čvorovima. 
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Zaključak ovih eksperimenata je da je visoka ekspresija VEGF-C proteina prisutna i u 

primarnim tumorima i u ćelijama karcinoma koje su metastazirale u limfne čvorove. 

 

 

 

 

 

 

Slika 31. Imunohistohemijska ekspresija VEGF-C u tkivu papilarnog karcinoma i 

metastatskom tkivu u regionalnom limfnom čvoru istog pacijenta. Intenzivno bojenje 

na VEGF-C u primarnom tumoru (A) i u metastatskom tkivu u limfnom čvoru (B). Na 

ovoj slici strelicom je označen limfni sud koji pokazuje pozitivno bojenje na VEGF-C. 

Umereno bojenje na survivin u primarnom tumoru (C) i u metastatskom tkivu u 

limfnom čvoru (D). 
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4.16. Korelacija imunohistohemijske ekspresije survivina i VEGF-C u 

uzorcima tkiva papilarnog i anaplastičnog karcinoma 

U seriji tkivnih uzoraka pacijenata sa papilarnim karcinomom štitaste žlezde (n=75), čiji 

su kliničko-patološki 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 između ekspresije survivina i 

VEGF-C, ovu seriju uzoraka papilarnog karcinoma, uz imunohistohemijsko bojenje na 

VEGF-C, obojili smo uporedno i na survivin, što je omogućilo poređenje ekspresije ova 

dva proteina u malignom tkivu istog pacijenta. 

Rezultati uporedne analize imunohistohemijske ekspresije survivina i VEGF-C u 

papilarnom i anaplastičnom karcinomu dati su Tabeli 21. 

Ovi rezultati pokazuju da je u tkivu papilarnog karcinoma visoka ekspresija survivina 

nađena u 47 od 75 slučajeva (62.7%), a visoka ekspresija VEGF-C u 48 od 75 slučajeva 

(64%), dok je u tkivu anaplastičnog karcinoma visoka ekspresija survivina bila prisutna 

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

Tabela 21. Imunohistohemijska ekspresija survivina i VEGF-C proteina za 75 slučajeva 

papilarnog (PTC) i 30 slučaja anaplastičnog karcinoma štitaste žlezde (ATC).  

PTC (n=75) 

survivin ekspresija 

0 1 2 3 

7 21 19 28 

VEGF-C ekspresija 

0 1 2 3 

7 20 26 22 

ATC (n=30) 

survivin ekspresija 

0 1 2 3 

2 2 6 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 većini ćelija; ++ (3) jako bojenje u većini ćelija. 

 

U sledećem koraku primenili smo Spearman-korelacioni statistički 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 između ekspresije survivina i VEGF-C 

proteina za 75 slučaja papilarnog karcinoma štitaste žlezde (PTC). 

 survivin 

VEGF-C 
Rs=0.878

**
 

p<0.001 
**

korelacioni koeficijent za nivo značajnosti 0.01 

 

Primenom Spearman-korelacionog testa, ovi rezultati su pokazali da postoji statistički 

značajna korelacija između imunohistohemijske ekspresije survivina i VEGF-C proteina 

u uzorcima tkiva istih pacijenata sa dijagnozom papilarnog karcinoma. 

Spearman-korelacioni statistički test takođe smo primenili da bismo proverili postojanje 

korelacije imunohistohemijske ekspresije survivina i VEGF-C proteina u uzorcima tkiva 

istog pacijenta sa anaplastičnim karcinomom. 

 

Spearman-korelacioni test je pokazao postojanje korelacije između ekspresije survivina 

i VEGF-C proteina u uzorcima istih pacijenata sa anaplastičnim karcinomom. 

Ilustracija korelacije imunohistohemijske ekspresije survivina i VEGF-C u papilarnom 

karcinomu štitaste žlezde prikazana je na Slici 32. 

 

 

 

Tabela 23. Korelacioni koeficijent prema Spearman-u između ekspresije survivina i VEGF-C 

proteina za 30 slučaja anaplastičnog karcinoma štitaste žlezde (ATC). 

 survivin 

VEGF-C 
Rs=0.647

**
 

p<0.001 
**

korelacioni koeficijent za nivo značajnosti 0.01 
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Slika 32. Korelacija imunohistohemijske ekspresije survivina i VEGF-C u papilarnom 

karcinomu štitaste žlezde. 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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Ilustracija korelacije imunohistohemijske ekspresije survivina i VEGF-C u 

anaplastičnom karcinomu štitaste žlezde prikazana je na Slici 33. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 33. Korelacija imunohistohemijske ekspresije survivina i VEGF-C u anaplastičnom 

karcinomu štitaste žlezde. Uporedno imunohistohemijsko bojenje na survivin (A) i VEGF-

C protein (B) u anaplastičnom karcinomu istog pacijenta. Uporedno imunohistohemijsko 

bojenje na survivin (C) i VEGF-C protein (D) u anaplastičnom 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.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 čvoru (C-survivin, D-VEGF-C). 

 



 

93 
 

Na Slici 35 prikazan je anaplastični karcinom sa ostatkom prethodno-postojećeg 

papilarnog karcinoma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 35. Anaplastični karcinom sa ostatkom papilarnog karcinoma. (A) Pozitivno 

imunohistohemijsko bojenje na survivin prisutno je u papilarnom karcinomu (levo ) i 

u anaplastičnom karcinomu (desno). (B) Imunohistohemijsko bojenje na survivin u 

anaplastičnoj 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. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. DISKUSIJA
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Malignom transformacijom folikularne epitelne ćelije štitaste žlezde nastaju karcinomi 

koji se generalno svrstavaju u dve kategorije: diferencirani (papilarni i folikularni 

karcinomi) i nediferencirani (anaplastični) karcinom, koje se razlikuju u biološkim 

karakteristikama i kliničkom ponašanju. 

Papilarni karcinomi štitaste žlezde čine oko 80% ukupnih tiroidnih maligniteta, rastu 

sporo, imaju tendenciju ka stvaranju regionalnih limfnih metastaza i uglavnom imaju 

dobru prognozu. Nasuprot tome, anaplastični karcinom, koji čini manje od 5% tiroidnih 

maligniteta, odlikuje se brzim lokalnim rastom, uz istovremeno stvaranje regionalnih 

limfnih i udaljenih hematogenih metastaza. Anaplastični karcinom neizostavno završava 

brzim letalnim ishodom. Nekada se smatralo da anaplastični karcinom  nastaje de novo 

transformacijom tiroidnog folikularnog epitela u ovu vrstu karcinoma, međutim danas 

preovladava mišljenje da anaplastični karcinom nastaje postepeno od prethodno 

postojećeg diferenciranog karcinoma daljom progresijom uz gubitak morfološke i 

funkcionalne diferencijacije. 

Molekularni mehanizmi maligne transformacije epitelnih tiroidnih ćelija, i pored 

brojnih napora istraživača u ovoj naučnoj oblasti, još uvek nisu potpuno razjašnjeni, pa 

je teško razumeti kako od veoma dobro diferencirane specijalizovane tiroidne ćelije, 

koja se u adultnom organizmu odlikuje niskim mitotičkim indeksom, nastaje strukturno 

i funkcionalno nediferencirana ćelija, programirana za neprestane deobe i neosetljiva na 

normalne kontrolne mehanizme. 

Maligna ćelija, da bi ostvarila svoju misiju (neprestana multiplikaciju i preživljavanje), 

mora da „nadmudri“ kontrolne mehanizme koje je organizam razvio da bi regulisao 

kontrolu ćelijskog ciklusa i programiranu ćelijsku smrt- apoptozu. Apoptoza je genski 

strogo kontrolisan mehanizam kojim se otklanjaju ostarele, suvišne i nepoželjne ćelije. 

Misija maligne ćelije je i zauzimanje novih prostora, a za to je potrebno dodatno 

snabdevanje tumorskog tkiva nutritivnim faktorima i stvaranje nove vaskulature, koja će 

to obezbediti. 

Promene na molekularnom nivou koje omogućavaju malignoj ćeliji kontinuiranu 

aberantnu stimulaciju rasta i izbegavanje apoptotske smrti, uz formiranje novih krvnih i 

limfnih sudova, predstavljaju preduslov tumorskog rasta i širenja, tj. progresije 

maligniteta. 
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Predmet ovog rada bio je izučavanje molekularnih promena koje prate dediferencijaciju 

papilarnog u anaplastični karcinom štitaste žlezde, tj. ispitivanje promena ekspresionih 

profila apoptotskih molekula (Bcl-2, Bax, survivin) i limfangiogenog faktora (VEGF-

C), njihova uloga u biologiji tumora i korelacija sa kliničkim parametrima tokom 

progresije maligniteta tumora štitaste žlezde. 

* * * 

Dosadašnja izučavanja procesa programirane ćelijske smrti, apoptoze, u različitim 

humanim tumorima, pokazala su da u ovom složenom procesu važnu 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 čuva integritet mitohondrijalne membrane, a Bax protein omogućava njenu 

dezintegraciju i sledstveno oslobađanje citohroma C, čime se obezbeđuje dalja 

propagacija signala koji vodi aktivaciji kaspaza, proteolitičkih enzima koji su finalni 

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

Da bismo dobili uvid u moguće defekte u apoptotskom putu, u prvom delu 

eksperimentalnog rada analizirali smo ekspresione profile apoptotskih molekula, Bcl-2 i 

Bax, u papilarnom i anaplastičnom karcinomu štitaste žlezde. Rezultati 

imunohistohemijske analize pokazali su visoku ekspresiju Bcl-2 proteina u tkivu 

papilarnog karcinoma, dok je u anaplastičnom karcinomu ekspresija ovog proteina 

značajno manja u odnosu na papilarni. Visoke ekspresione nivoe Bax proteina, koji nije 

prisutan u normalnom tkivu, našli smo i u papilarnom i u anaplastičnom karcinomu, što 

pokazuje da je „up-regulacija“ Bax gena  rani događaj u tiroidnoj tumorogenezi. 

U nekim humanim malignitetima nastalim od epitelnih tkiva, kao što su karcinomi 

jajnika, prostate, pluća, gastrointestinalnog trakta, mokraćne bešike, nađeni su povećani 

nivoi Bcl-2, anti-apoptotskog proteina (Thompson, 1995), koji mogu da znače lošu 

prognozu, jer ovi tumori ne odgovaraju adekvatno na primenjenu terapiju (izostaje 

efekat apoptotske smrti ćelija). Međutim, prognostička vrednost povećane Bcl-2 

ekspresije izgleda da zavisi od tipa tumora i u nekim slučajevima nije u korelaciji sa 

progresijom bolesti. Tako je npr. u metastatskom karcinomu dojke niska ekspresija Bcl-

2 povezivana sa lošijom prognozom (Chang i sar., 2003). 
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Ekspresija Bcl-2 proteina izučavana je i u tiroidnom tkivu. Ovi radovi pokazali su da 

normalno tkivo štitaste žlezde eksprimira visoke nivoe Bcl-2 proteina, što je objašnjeno 

time da se tiroidne ćelije u normalnim fiziološkim uslovima (adekvatno snabdevanje 

jodom i nutritivnim faktorima, uz funkcionisanje svih regulatornih mehanizama koji 

kontrolišu njihovu funkciju i rast), na ovaj način štite od apoptotske smrti ćelija (Moore 

i sar., 1998). 

Zapažanja slična našim, tj. inverzna korelacija između ekspresije Bcl-2 proteina i 

stepena diferencijacije tiroidnih karcinoma, objavili su i drugi istraživači koji su se 

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

Iz ovoga se može izvesti zaključak da je, suprotno nekim drugim humanim tumorima, 

opadanje sinteze anti-apoptotskog proteina, Bcl-2, u malignim tiroidnim tumorima, 

znak njihove progresije i lošije prognoze. 

Bax, predstavnik pro-apoptotskih faktora Bcl-2 familije proteina, manje je izučavan u 

modelu tiroidne kancerogeneze, nego Bcl-2 protein. Povećana ekspresija Bax proteina 

nađena je u nekim humanim tumorima, što bi ukazivalo na njihovu sposobnost da 

aktivacijom apoptotskog procesa otklanjaju transformisane ćelije. To bi značilo da je 

visok nivo Bax proteina zaslužan za “dobru biologiju” tumora i dobar odgovor pacijenta 

na terapiju koja indukuje DNK oštećenja, kao što je radioterapija. Sledstveno tome, 

defekti u ekspresiji Bax-a, nađeni u metastatskom kolorektalnom kanceru (Sturm i sar., 

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

Radovi koji su izučavali ekspresiju Bax proteina u tiroidnim tumorima su malobrojni i 

do sada su dali kontraverzne rezultate. Poređenjem ekspresije Bax-a u benignom i 

malignom tiroidnom tkivu, konstatovano je smanjenje ekspresije ovog proteina u 

karcinomima (Brocker i sar., 1996), dok su drugi istraživači našli povećane nivoe ovog 

proteina u karcinomima u odnosu na benigne tumore (Hermann i sar., 2001), ali su se 

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

Nalazi različitog trenda u promenama ekspresije Bcl-2 i Bax-a naveli su nas da 

uporedimo njihov odnos (Bcl-2/Bax) u papilarnim i anaplastičnim tiroidnim 

karcinomima. 

Odnos antiapoptotskih i proapoptotskih molekula, prema osnovnim postulatima u ovoj 

oblasti, ima glavnu ulogu u odlučivanju sudbine ćelije, tj. da li će krenuti putem 



 

98 
 

samoubistva apoptotskom smrću ili nastaviti da živi kao izmenjena, transformisana 

ćelija. Bcl-2/Bax odnos, koji je predstavljen kao odnos srednjeg stepena intenziteta 

njihove ekspresije u analiziranim karcinomima, pokazao je značajno smanjenje u 

anaplastičnom, u poređenju sa papilarnim karcinomom. 

Zaključak ovog dela naših eksperimenata je da tokom progresije od diferenciranog ka 

nediferenciranom (anaplastičnom) 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 očekivati da će povećani proliferativni kapacitet, koji 

je odlika veoma agresivnog karcinoma kakav je anaplastični, biti kompenzovan 

adekvatnim odgovorom organizma, tj. aktivacijom signalne kaskade koja vodi 

apoptotskoj smrti maligne ćelije. 

U sledećem koraku, da bismo proverili kako se promene u odnosu anti-apoptotskih i 

pro-apoptskih proteina reflektuju na programiranu ćelijsku smrt-apoptozu, određivali 

smo stepen apoptotske smrti u uzorcima tkiva papilarnog i anaplastičnog karcinoma, 

tzv. TUNEL metodom (terminal deoxynucleotidil transferase-mediated dUTP-biotin 

nick end labeling method) koristeći Apop Tag kit za in situ detekciju apoptoze. Metoda 

se zasniva na detekciji dvolančanih prekida DNK molekula, koji se dešavaju pri 

proteolitičkoj degradaciji ćelije. 

Analiza stepena apoptotske smrti, iskazanog kao apoptotski indeks, u ispitivanim 

slučajevima papilarnog i anaplastičnog karcinoma, pokazala je nizak stepen apoptoze u 

tiroidnim karcinomima, čak nešto niži u anaplastičnom nego u papilarnom karcinomu. 

Zaključak ovih eksperimenata je da odnos Bcl-2 molekula i Bax molekula ne 

obezbeđuje propagaciju signala do finale faze (aktivacije proteolitičkih enzima), što 

ukazuje na postojanje drugih defekata duž apoptotske signalne kaskade nizvodno od 

mesta delovanja Bax proteina. 

Osim što nemaju presudnu ulogu u finalizaciji apoptotske smrti ćelija tokom progresije 

maligniteta tiroidnih tumora, nego ostavljaju transformisanu ćeliju da preživljava i 

reprodukuje se, Bcl-2 i Bax nemaju niti prognostički značaj u predviđanju toka bolesti 

tiroidno-onkoloških pacijenata, na što ukazuje odsustvo korelacije njihove ekspresije sa 
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kliničko-patološkim parametrima agresivnog ponašanja tumora (limfne metastaze, 

ekstratiroidna invazija, uznapredovali stadijum bolesti). 

* * * 

S obzirom da su rezultati prvog dela našeg eksperimentalnog rada pokazali nizak stepen 

apoptoze u tkivima tiroidnih karcinoma uprkos visoke ekspresije pro-apoptotskog Bax 

proteina, u sledećem delu rada pokušali smo da identifikujemo druge molekulske 

defekte u apoptotskoj signalnoj kaskadi. 

Nakon strukturne i funkcionalne karakterizacije članova Bcl-2 familije apoptotskih 

proteina, otkrivena je još jedna grupa regulatora apoptoze - IAP familija proteina 

(Inhibitor of apoptosis proteins). Članovi ove grupe proteina deluju nizvodno od Bax-a 

u apoptotskoj signalnoj kaskadi, tako što sprečavaju aktivaciju kaspaza, proteolitičkih 

enzima koji su finalni egzekutori apoptotske smrti. Survivin, najmanji član IAP familije, 

je prvo identifikovan kao bifunkcionalan protein, koji ima ulogu u inhibiciji apoptoze i 

u regulaciji ćelijskog ciklus, gde je prisutan u G2-M fazi i učestvuje u formiranju 

deobnog vretena. Sledstveno tome, ovaj protein prisutan je u dva subćelijska odeljka, 

jedarnom i citoplazmatskom, tj. mitohondrijalnom, koji ima ulogu u njegovoj anti-

apoptotskoj ulozi. Tačan mehanizam inhibitornog efekta survivina na apoptotsku smrt 

bio je predmet kontroverzi. Prvobitni rezultati u ovoj oblasti istraživanja sugerisali su da 

se survivin direktno vezuje za prokaspaze i onemogućava njihovu proteolitičku 

aktivaciju (Tamm i sar., 1998). Međutim, kasniji radovi pokazali su da nema direktne 

interakcije između survivina i kaspaza, nego da međusobne interakcije između članova 

IAP familije imaju regulatornu ulogu u apoptotskom procesu. Dakle, molekulske 

interakcije survivina i XIAP proteina, drugog člana IAP familije, dovode do 

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

Tokom protekle decenije survivin je privukao veliku pažnju istraživača u ovoj oblasti. 

Naime, ovaj protein je eksprimiran tokom embrionalnog i fetalnog razvića, dok je u 

odraslom organizmu njegova ekspresija neznatna u većini organa. Međutim, utvrđeno je 

da mnogi humani tumori eksprimiraju survivin i da je nivo te ekspresije u korelaciji sa 

lošim prognostičkim faktorima pacijenata. 
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U našem radu analizirali smo ekspresiju survivina u tkivu papilarnog i anaplastičnog 

karcinoma štitaste žlezde koristeći imunohistohemijsku i imunoblot (Western blot) 

metodu. 

Imunohistohemijskim bojenjem detektovali smo ekspresiju survivina u citoplazmi 

malignih ćelija u velikom broju slučajeva (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% slučajeva papilarnog i oko 85% 

slučajeva anaplastičnog karcinoma. Ovo ukazuje na njegovo visoko prisustvo i u ranim 

fazama tumorogeneze sa tendencijom veće sinteze tokom maligne progresije, obzirom 

da je u papilarnom postojalo dominantno umereno, a u anaplastičnom dominantno 

intenzivno bojenje. 

Prethodni radovi čiji je cilj bio izučavanje ekspresije survivina u tumorima štitaste 

žlezde dali su kontroverzne podatke o subćelijskoj lokalizaciji ovog proteina u 

malignom tkivu, a prema tome nisu mogli sugerisati njegovu ulogu u promovisanju 

ćelijskog 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 štitaste žlezde, ali se njegova ekspresija postepeno povećava u 

malignom tkivu prateći stepen dediferencijacije. Ovi autori su detektovali survivin u 

nukleusima malignih ćelija, što bi moglo sugerisati njegovu ulogu u promovisanju 

ćelijskog ciklusa, pogotovo u anaplastičnom (nediferenciranom) karcinomu, koji se 

odlikuje visokim proliferativnim kapacitetom. Za razliku od ovih zapažanja, radovi koji 

su usledili detektovali su survivin u citoplazmi karcinomskih ćelija štitaste žlezde 

(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 već u papilarnom 

mikrokarcinomu (karcinomi papilarnog tipa manji od 1 cm, tzv. okultni karcinomi), što 

ukazuje da je “up-regulacija” gena za survivin rani događaj 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 lošim prognostičkim znakom za ove 

pacijente. 
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U našim eksperimentima pokazali smo imunohistohemijskom metodom citoplazmatsku 

lokalizaciju survivina kako u papilarnom, tako i u nediferenciranom (anaplastičnom) 

karcinomu, što sugeriše njegovu anti-apoptotsku ulogu u malignim ćelijama štitaste 

žlezde. 

Poređenje srednjih ocena imunohistohemijskog bojenja survivina i dva člana Bcl-2 

familije proteina (Bcl-2 i Bax) pokazalo je da tokom progresije od papilarnog ka 

anaplastičnom karcinomu dolazi do smanjenja ekspresije Bcl-2, anti-apoptotskog 

proteina, što je praćeno povećanjem ekspresije survivina, proteina koji inhibira 

apoptozu, uz konstantnu visoku ekspresiju Bax proteina. 

 S obzirom da su prethodni rezultati pokazali da u anaplastičnom karcinomu dolazi do 

povećanja ekspresije survivina, proteina koji inhibira apoptozu, u ovom delu 

eksperimentalnog rada korelisali smo imunohistohemijsku ekspresiju survivina u 

uzorcima tkiva anaplastičnog karcinoma sa stepenom apoptotske smrti ćelija u ovim 

uzorcima. 

Stepen apoptotske smrti u uzorcima tkiva papilarnog i anaplastičnog karcinoma 

određivali smo TUNEL metodom, koristeći Apop Tag kit za in situ detekciju apoptoze. 

Ovi rezultati su pokazali da je u uzorcima tkiva sa visokom ekspresijom survivina 

apoptotski indeks bio značajno manji nego u uzorcima tkiva sa niskom ekspresijom 

survivina, što je ukazalo na efekte visokih koncentracija survivina na apoptotsku smrt 

ćelije. 

Zaključak ovih eksperimenata je da tokom progresije maligniteta tumora štitaste žlezde 

dolazi do smanjenja ekspresije Bcl-2 proteina i do povećanja ekspresije survivina. Pro-

apoptotski protein Bax, aktivira se u početnoj fazi maligne transformacije i ostaje na 

visokom nivou tokom tumorske progresije. Međutim, visoka ekspresija Bcl-2 (anti-

apoptotskog proteina) u papilarnom karcinomu, a zatim visoka ekspresija survivina 

(takođe anti-apoptotskog proteina) u anaplastičnom karcinomu, onemogućavaju 

propagaciju apoptotskog signala, odnosno finalnu egzekuciju smrti ćelije. Na ovaj način 

maligna ćelija izbegava apoptotsku smrt. 

S obzirom da je u prethodnim eksperimentima pokazano da se ekspresija survivina 

povećava tokom progresije maligniteta od papilarnog ka anaplastičnom karcinomu i da 

povećana ekspresija survivina koreliše sa smanjenom apoptozom malignih ćelija, u 
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sledećem delu eksperimentalnog rada, da bismo dobili bolji uvid u moguće uloge 

survivina u biologiji tumora, poredili smo ekspresiju survivina sa kliničko-patološkim 

parametrima pacijenata sa papilarnim i anaplastičnim karcinomom. 

U poređenju između ekspresije survivina i kliničko-patoloških parametara pacijenata sa 

papilarnim karcinomo štitaste žlezde, dobili smo značajnije veću ekspresiju kod 

pacijenata sa prisutnim metastazama u limfnim čvorovima, kao i kod pacijenata sa 

uznapredovalim stadijumom bolesti (prema TNM klasifikaciji, stadijumi III i IV), dok 

je veza sa dubinom invazije bila na granici statističke značajnosti. Korelacija visoke 

ekspresije survivina sa prisustvom limfnih metastaza nađena je i u anaplastičnom 

karcinomu, što je  potvrdilo njegove veze sa metastazama i 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 neoplastičnih tiroidnih lezija i našli značajnu pozitivnu 

korelaciju ekspresije survivina sa histološkim tipom, kliničkim stadijumom i prisustvom 

limfnih metastaza. Karakteristika PTC je limfogeno širenje karcinomskih ćelija po 

organizmu, dok ATC karakteriše i hematogeno, kako bi se na sve načine obezbedio 

opstanak i dalji razvoj maligniteta. 

Nalaz značajne korelacije između visoke ekspresije survivina u tumorskom tkivu i 

prisustva limfnih metastaza, dobijen na trajnim histološkim preparatima,  proverili smo i 

imunoblotom na svežim uzorcima  tkiva štitaste žlezde. 

 Ovi rezultati su pokazali da tkivo papilarnog karcinoma koji ima prisutne limfne 

metastaze sadrži veću količinu sintetisanog survivin proteina, nego tkivo papilarnog 

karcinoma koji nema prisutne limfne metastaze, kao i da normalno tkivo žlezde ne 

sintetiše survivin. Rezultati dobijeni imunoblotom bili su u saglasnosti sa rezultatima 

dobijenim imunohistohemijskom analizom, a takođe su potvrdili i specifičnost 

primenjenih antitela na survivin. 

Nadalje smo uporedili ekspresione profile survivina u  primarnom tumoru i 

metastatskom tkivu (metastaza u limfnom čvoru) istog pacijenta. Ovi rezultati su 

pokazali da je visoka imunohistohemijska ekspresija survivina, koja je dokumentovana 

u primarnim papilarnim karcinomima štitaste žlezde, takođe očuvan i u njihovom 

metastatskom tkivu. 
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Zaključak ovog dela naših eksperimenata je da se ekspresija survivina postepeno 

povećava tokom progresije maligniteta od papilarnog ka anaplastičnom 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 istraživanja veze 

ekspresionih profila između primarnih tumora i metastaza mnogih tipova karcinoma 

kako bi se razumeo potencijal nekih tumora ka ranom stvaranju metastaza, dok drugi 

ostaju klinički tihi godinama. Najnovije studije (Mehrotra , Cancer Cell, 2010) daju 

mogući predlog veze između survivina i metastatskog procesa. U ovoj studiji je 

pokazano su da neki članovi IAP familije (survivin i XIAP) direktni metastatski geni, i 

da njihova heterodimerizacija može da funkcioniše ne samo u smislu ćelijske invazije i 

pokretljivosti, već i generalno u ćelijskoj homeostazi. U njihovoj studiji dokazali su da 

intramolekulaska kooperacija između survivina i XIAP-a promoviše ćelijsku 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 delujući preko kompleksa sa XIAP-om i na taj način aktivirajući 

transkripcioni faktor NFκB, dovodi do pojačane ekspresije fibronektina, tj. 

autokrine/parakrine signalizacije β1 integrinima i konstitutivne fosforilacije (aktivacije) 

ćelijskih kinaza odgovornih za pokretljivost (FAK i Src). 

Molekularni mehanizmi delovanja survivina u aberantnoj regulaciji ćelijskog ciklusa, 

inhibiciji apoptotske smrti i doprinosu metastatskom fenotipu karcinoma štitaste žlezde 

tek treba da budu predmet budućih istraživanja u ovoj oblasti. Trenutna saznanja i 

dostupni podaci ukazuju na jasnu vezu između visoke ekspresije survivina  i 

nepovoljnih kliničkih parametara pacijenata sa tiroidnim karcinomima. 

* * * 

Pored ubrzane proliferacije i izbegavanja apoptotske smrti, za razvijanje tumora 

neophodna je i dostupnost nutritivnih elemenata, što se ostvaruje indukcijom 

angiogeneze. U gustoj tumorskoj masi potrebna je nova mreža krvnih sudova koja će 

obezbediti dalju progresiju tumora. Formiranje novih sudova od već postojeće 

vaskulature se definiše kao proces angiogeneze, i zna se da pored fizioloških procesa 

(embrionalno razviće, zarastanje rana), igra značajnu ulogu i u progresiji tumora i 
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nastanku metastaza (Folkman, 1990). U mnogim humanim malignitetima, uključujući 

tumor dojke, bešike i stomaka, pokazano je da je angiogeneza, merena kao tumorska 

gustina mikrosudova, u  korelaciji sa tumorskim ponašanjem, tj. sa razvojem metastaza 

(Weidner i sar., 1991; Weidner i sar., 1993), lošom prognozom (Horak i sar., 1992), i 

smanjenim preživljavanjem (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 čemu se omogućava lakši transport supstanci što je od velikog značaja 

za funkcionisanje celog organizma (Palade i sar., 1979). Štitasta žlezda je odličan model 

za razumevanje koordiniranog angiogenetskog procesa s obzirom da tokom formiranja 

strume postoji rast kako folikularnih, tako i endotelnih ćelija, i verovatno je da je ovaj 

proces regulisan otpuštanjem citokina iz folikularnih ćelija kao odgovor na niske 

koncentracije trijodtironina i visoke koncentracije tireostimulirajućeg hormona (TSH). 

Takođe je interesantan podatak da su premaligne lezije vaskularizovanije od 

neneoplastičnih tkiva, kao i da je u njima povećana ekspresija angiogenih faktora rasta 

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

Ulozi VEGF proteina, člana VEGF familije angiogenih faktora, u formiranju novih 

krvnih sudova u tumorskom tkivu, posvećen je veliki broj istraživačkih radova. 

Suprotno tome, značaj limfangiogeneze u razvoju tumora i njegovom metastatskom 

širenju dugo je bio zapostavljen. 

Novije studije pokazale su da je VEGF-C, član VEGF familije proteina koji pokazuje 

visok afinitet za endotel limfnih sudova, uključen u limfangiogenezu indukovanu 

tumorskim ćelijama  i limfogeno metastatsko širenje malignih ćelija. 

 Primarna uloga VEGF-C proteina je stimulacija limfangiogeneze. Vezujući se za 

VEGFR-3  receptore eksprimirane na endotelu limfnih sudova, VEGF-C pokreće 

unutarćelijske signalne puteve koji vode do aktivacije gena koji će obezbediti 

proliferaciju i migraciju endotelnih ćelija, a time i proces formiranja novih limfnih 

sudova (Plate, 2001; Makinen i sar.,2001). 

Maligni tumori štitaste žlezde razlikuju se po histomorfološkom izgledu, biološkom 

ponašanju, načinu metastaziranja i prognozi. Ovi karcinomi mogu metastazirati 

različitim mehanizmima, koji uključuju direktnu invaziju okolnog  tkiva i širenje putem 

limfnih i krvnih sudova. Papilarni karcinomi imaju tendenciju ka limfogenom širenju i 
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razvoju metastaza u limfnim čvorovima, za razliku od folikularnih karcinoma koji se 

šire hematogenim putevima. Anaplastični karcinom, koji predstavlja terminalnu fazu 

morfološke i strukturne dediferencijacije tiroidne ćelije i najagresivniju formu  

karcinoma štitaste žlezde, 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 determinišu metastatske fenotipe  papilarnog i folikularnog karcinoma 

moraju biti različiti. Rezultati ovih istraživača pokazali su in situ hibridizacijom 

ekspresiju VEGF-C gena u tkivu papilarnog, ali ne i folikularnog karcinoma, sugerišući 

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 štitaste žlezde. Nakon ovih rezultata, veza između VEGF-C ekspresije, 

limfangiogeneze i formiranja metastaza u limfnim čvorovima, postaje predmet 

interesovanja i drugih istraživača. 

Radovi koji su usledili utvrdili su višu ekspresiju VEGF-C u primarnim tumorima 

pacijenata sa papilarnim karcinomom koji imaju prisutne limfne metastaze, u poređenju 

sa tumorima bez metastaza (Bunone i sar., 1999; Tanaka i sar., 2002; Yu i sar., 2005), 

kao i gušću mrežu limfnih sudova u tumorskom i peritumorskom tkivu metastatskih 

papilarnih karcinoma (Lee i sar., 2012). 

Cilj naših eksperimenata u ovom delu doktorske disertacije je bio da analiziramo 

promene u ekspresionim profilima VEGF-C proteina tokom progresije diferenciranog u 

nediferencirani (anaplastični) karcinom štitaste žlezde i da poredimo ekspresiju ovog 

proteina sa kliničko-patološkim parametrima koji su od  prognostičkog značaja za ove 

pacijente. 

Naši rezultati imunohistohemijske analize ekspresije VEGF-C proteina pokazali su da je 

u papilarnom, kao i u anaplastičnom karcinomu, prisutan visok nivo citoplazmatskog 

VEGF-C proteina, sa postepenim povećanjem ekspresije tokom dediferencijacije, kao i 

da je osim u malignim ćelijama, prisutan i u endotelu vaskulature (kako krvne, tako i 

limfne) posebno u okolini malignog tkiva, čime ove ćelije utiču na dalje pojačanje 

vaskularizacije i širenje tumorske mase. Naši rezultati slični su onima koje su objavili 

Bunone i saradnici (Bunone i sar., 1999), dok je druga istraživačka grupa (Hung i sar., 
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2003) našla nižu ekspresiju u nediferenciranom tiroidnom karcinom u poređenju sa 

papilarnim, mada su ovi autori sami skrenuli pažnju da se radi o preliminarnoj studiji 

koja je uključila mali broj uzoraka anaplastičnog karcinoma. U daljem toku istraživanja, 

korelisali smo imunohistohemijsku ekspresiju VEGF-C proteina sa kliničko-patološkim 

parametrima pacijenata i dobili statistički značajnu vezu između visoke ekspresije 

VEGF-C u tumorskom tkivu i prisustva  metastaza u limfnim čvorovima, ekstratiroidne 

invazije i  uznapredovalog kliničkog stadijuma bolesti. Rezultati dobijeni 

imunohistohemijskim bojenjem arhivskih tkivnih uzoraka potvrđeni su i imunoblot 

analizom homogenata svežeg tkiva pacijenata sa papilarnim karcinomom i 

denzitometrijskom kvantifikacijom dobijenih traka. Dakle, pokazana je razlika u 

ekspresiji VEGF-C proteina između tumora sa prisustvom i odsustvom limfnih 

metastaza, tj. metastatski papilarni karcinomi imali su veću ekspresiju VEGF-C proteina 

u poređenju sa nemetastatskim karcinomima. Nadalje, imunohistohemijskom metodom 

pokazali smo da su u metastatskom tkivu (metastaza u limfnom čvoru) ekspresioni nivoi 

VEGF-C proteina slični onima u primarnom tumoru istog pacijenta. 

Vezu VEGF-C proteina sa prisustvom limfnih metastaza pokazali su i drugi istraživači 

(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 drugačije rezultate. Ovi istraživači nisu našli razliku u VEGF-C ekspresiji 

između karcinoma koji su imali i koji nisu imali metastaze u limfnim čvorovima. S 

obzirom da je poznato da između ostalih regulatornih faktora, i interleukin 1 (IL-1α) 

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 predložili kao mogući razlog za razliku u ekspresiji VEGF-C proteina u ova 

dva tipa tiroidnog karcinoma. Kako su našli samo slabu korelaciju između gustine 

limfnih sudova i VEGF-C ekspresije, ovi autori su zaključili da je limfangiogeneza 

kompleksan proces i da VEGF-C ekspresija nije jedini mehanizam u limfangiogenezi i 

procesu stvaranja metastaza u limfnim čvorovima, već da u ovim procesima veliku 

ulogu igraju i drugi faktori. 

Veza između VEGF-C proteina, limfangiogeneze i lokalizacije malignih ćelija u 

limfnim čvorovima, kao i uloga ovog proteina u formiranju i krvnih, a ne samo limfnih 

sudova nisu  potpuno jasni i još uvek su predmet istraživanja. Još u ranijim radovima  
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(Skobe i sar., 2001) u eksperimentima na miševima sa transplantiranim tumorom dojke, 

indukcija  VEGF-C proteina rezultovala je u formiranju metastaza u limfnim 

čvorovima, ali i  u plućima miševa. Dakle, visoka ekspresija VEGF-C unutar tumorske 

mase i u njenom okolnom tkivu može da indukuje ne samo promociju limfangiogeneze i 

limfnih metastaza, nego čak može da ima ulogu i u formiranju udaljenih metastaza. 

Najnoviji radovi u ovoj oblasti, koji pokušavaju da identifikuju vezu između VEGF-A i 

VEGF-C proteina i razjasne njihove biološke uloge u angiogenezi/limfangiogenezi, kao 

i u metastatskim procesima karcinoma štitaste žlezde, pokazali su signifikantnu 

korelaciju visokih ekspresija ovih proteina u anaplastičnim karcinomima i sugerisali 

mogućnost njihovog kooperativnog dejstva na  progresiju tumora i metastatsko širenje 

malignog procesa (Salajegheh i sar., 2013). 

Neosporno je da formiranje novih krvnih i limfnih sudova ima važnu ulogu u razvoju i 

progresiji tumora, kao i determinaciji njegovog metastatskog fenotipa, a time i kliničkog 

toka tumorske bolesti pacijenta. Dalja istraživanja molekularnih mehanizama koji leže u 

osnovi angiogeneze i limfangiogeneze neophodna su da bi se identifikovala ciljna mesta 

za molekularnu terapiju usmerenu ka inhibiciji angiogenih faktora i na taj način smanjio 

rizik od lošeg ishoda bolesti pacijenata sa tiroidnim karcinomom. 

* * * 

U sledećem delu našeg eksperimentalnog rada analizirali smo moguću 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 štitaste žlezde. 

U našim prethodnim eksperimentima pokazali smo imunohistohemijskom metodom i 

imunoblotom da ekspresija oba ova proteina (survivin i VEGF-C) nije prisutna u 

normalnom tkivu štitaste žlezde, ali se ekspresija gena koji kodiraju ove proteine 

aktivira tokom maligne transformacije ćelija štitaste žlezde i povećava tokom progresije 

malignizacije tumorskih ćelija od papilarnog ka anaplastičnom karcinomu. 

Rezultati imunohistohemijskog bojenja na survivin i VEGF-C protein u sparenim 

uzorcima istog pacijenta pokazali su statistički značajnu korelaciju nivoa ekspresije ova 

dva proteina i u papilarnom i u anaplastičnom karcinomu. Takođe, 
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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 član IAP familije proteina (Inhibitor of apoptosis 

proteins), koji osim što inhibira apoptozu, ima i ulogu u promociji ćelijskog ciklusa od 

G2-M faze ka mitozi, što je ovom proteinu dalo veliki značaj u biologiji tumora (Li i 

sar., 1998). 

Veza između survivina i angiogeneze uočena je kasnije, kada je konstatovana korelacija 

između survivina, apoptoze, proliferacije, ali i gustine mreže krvnih sudova u 

kolorektalnom karcinomu (Kawasaki i sar., 2001) i u tumorima mozga (Zhen i sar., 

2005). 

Postavljena je hipoteza da angiogeni faktori, kao što je VEGF, indukuju proliferaciju i 

migraciju endotelnih ćelija i time formiranje tumorske vaskulature, a survivin svojim 

anti-apoptotskim mehanizmima delovanja omogućava preživljavanje novih endotelnih 

ćelija (O’ Connor i sar., 2000). 

Na ovaj način sinhronizovanim mehanizmima VEGF i survivin doprinose razvoju i 

širenju tumora. Nadalje, zanimljiva su bila otkrića da survivin i VEGF imaju 

međusobno recipročnu  regulaciju aktivacije gena. Dakle, pokazano je da survivin ima 

sposobnost „up-regulacije“ angiogenih faktora (Conway i sar., 2003), dok je s druge 

strane demonstrirano da VEGF indukuje ekspresiju gena za survivin (Tran i sar., 1999). 

Veza između survivina, angiogenih faktora i agresivnosti tumora nije još dovoljno 

jasna. Survivin inhibira apoptotsku smrt  i u tumorskim ćelijama,  i u endotelnim 

ćelijama novonastale tumorske vaskulature, koju promovišu angiogeni faktori. 

Prethodne studije su pokazale da kada abnormalne ćelije (koje bi se inače odstranile 

apoptozom) preživljavaju 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 (član IAP familije proteina) stvara kompleks koji 

stimuliše invazivnost tumorskih ćelija i indukuje metastaze, i to putem nezavisnim od 

mehanizma kojim inhibira apoptotski proces. Ova grupa je pokazala da kompleks ova 

dva anti-apoptotska proteina utiče na aktiviranje transkripcionog faktora NFκB, što kao 

odgovor ima povećanje ekspresije fibronektina koji vezujući se za β1 integrinske 
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receptore pokreće kinaze odgovorne za ćelijsku pokretljivost (FAK i Src kinaze). Kao 

odgovor na ove signale, ćelija remodeluje aktinski citoskelet (Juliano i sar., 2004), 

eksprimira matriksne metaloproteinaze (Han i sar., 2006), postaje migratorna (Livant i 

sar., 2000), vrši invaziju bazalne membrane (Gaggioli i sar., 2007) i u isto vreme 

izbegava apoptotsku smrt. 

Veza između survivina i angiogenih faktora izučavana je i u tiroidnim tumorima. Zhang 

i saradnici (2009) analiziranjem VEGF i survivina u karcinomima štitaste žlezde utvrdili 

su njihovu povećanu ekspresiju tokom progresije maligniteta od diferenciranih ka 

nediferenciranim karcinomima, međusobnu korelaciju ekspresije ova dva proteina, kao i 

njihovu korelaciju sa prisustvom metastaza u limfnim čvorovima i kliničkim 

stadijumom, dakle sa agresivnošću tumora. 

Ovi rezultati ukazali su na važnu ulogu survivina i angiogenih faktora u evoluciji i 

progresiji tiroidnog maligniteta i njihovu potencijalnu vrednost u predikciji agresivnog 

ponašanja i lošije prognoze pacijenata sa karcinomom štitaste žlezde. 

Veza između survivina i VEGF-C proteina u humanim tumorima mnogo je manje 

izučavana. U karcinomu dojke Cai i saradnici (2012) pokazali su međusobnu korelaciju 

imunohistohemijske ekspresije survivina i VEGF-C, kao i njihovu korelaciju sa 

prisustvom limfnih metastaza. Ovi autori su takođe pokazali da survivin indukuje 

ekspresiju VEGF-C gena na nivou informacione RNK i proteina, što dovodi do 

povećane invazivnosti tumorskih ćelija. 

Korelacija survivina i VEGF-C proteina do sada nije izučavana u malignim tumorima 

štitaste žlezde. Rezultati našeg eksperimentalnog rada pokazali su korelaciju ekspresije 

ova dva proteina i njihovo postupno povećanje tokom progresije maligniteta od 

papilarnog ka anaplastičnom karcinomu, što upućuje da su u kliničkom smislu ovi 

molekuli perspektivni kao prognostički pokazatelji moguće lošije prognoze i ishoda 

bolesti pacijenata sa karcinomom štitaste žlezde. Klinička implikacija naučnih rezultata 

do sada dobijenih u ovoj oblasti izučavanja biologije tiroidnih tumora mogla bi dati 

efekte u preoperativnoj evaluaciji punktata štitaste žlezde (citološki materijal) 

ukazivanjem na visok metastatski potencijal tumora i njegovo agresivnije ponašanje. 

Pacijenti sa papilarnim karcinomom, i pored tendencije metastaziranja u limfne 

čvorove, uglavnom imaju dobru prognozu. Ipak kod jednog broja pacijenata tumor 
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pokazuje agresivnije ponašanje, sklonost lokalnim recidivima, pa čak i udaljenim 

metastazama. Preoperativni nalaz visokih koncentracija survivina i VEGF-C proteina 

pomogao bi u identifikaciji ovih pacijenata i ukazao na potrebu za radikalnim hirurškim 

zahvatom (kompletno odstranjenje žlezde, a ne samo jednog lobusa) i pažljivim post-

operativnim praćenjem pacijenta. Anaplastični karcinom je izuzetno agresivan tumor, 

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

Sve bolje sagledavanje uloge survivina i angiogenih faktora u molekularnoj patogenezi 

progresije maligniteta štitaste žlezde trebalo bi da otvori mogućnosti za kreiranje i 

primenu ciljanih molekulskih terapija usmerenih ka aktivaciji apoptoze i inhibiciji 

angiogeneze, što bi u budućnosti dalo više nade u izlečenje bolesnicima obolelim od 

najagresivnijih formi malignih tumora štitaste žlezde. 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. ZAKLJUČCI
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Na osnovu dobijenih rezultata ove doktorske disertacije, izvedeni su sledeći zaključci: 

 Progresija maligniteta tumora štitaste žlezde od papilarnog ka anaplastičnom 

karcinomu praćena 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 početnoj fazi maligne transformacije i 

ostaje na visokom nivou tokom tumorske progresije. Povišena sinteza ovog proteina 

ne obezbeđuje propagaciju apoptotskog signala, što smo pokazali detekcijom 

apoptotske smrti ćelija koja je bila značajnije niža u anaplastičnom u odnosu na 

papilarni karcinom štitaste žlezde. 

 Analiza ekspresije survivina, inhibitornog proteina apoptoze, pokazala je da se 

sinteza ovog proteina aktivira u ranoj fazi tumorogeneze i postepeno povećava 

tokom tumorske progresije od papilarnog ka anaplastičnom karcinomu. 

 Analiza korelacije eskpresije survivina i apoptotske smrti ćelija je pokazala da je 

visoka ekspresija proteina u korelaciji sa sniženim stepenom in situ detektovane 

apoptotske smrti, što sugeriše da survivin, a ne odnos Bcl/Bax ima ulogu u inhibiciji 

finalizacije programirane ćelijske smrti. 

 Poređenje imunohistohemijske eskpresije survivina sa kliničko-patološkim 

parametrima pacijenata sa karcinomima štitaste žlezde pokazalo je da je visoka 

eskpresija ovog proteina u korelaciji sa prisustvom metastaza u limfnim čvorovima i 

uznapredovalim stadijumom tumorske bolesti (stadijumi III/IV). Ove nalaze 

potvrdili smo i imunoblot analizom koja je takođe pokazala da je nivo sintetisanog 

survivina veći u tumorima koji su imali prisutne metastaze u limfnim čvorovima. 

 Visoka ekspresija survivina prisutna u primarnim  tumorima štitaste žlezde, 

zadržana je i u ćelijama karcinoma koje su metastazirale u limfne čvorove. 

 Ekspresija VEGF-C proteina (angiogeni faktor koji promoviše formiranje tumorske 

vaskulature, a time i rast i širenje tumora) detektovana je u velikom broju 

analiziranih karcinoma, sa postepenim povećanjem ekspresionih nivoa tokom 

progresije maligniteta od papilarnog ka anaplastičnom karcinomu. 

 Poređenjem ekspresije VEGF-C i kliničko-patoloških parametara, pokazali smo da 

je njegova visoka ekspresija u korelaciji sa prisustvom metastaza u limfnim 

čvorovima, ekstratiroidnom invazijom, kao i sa uznapredovalim stadijumom bolesti. 

Vezu sa prisustvom metastaza u limfnim čvorovima, 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 čvorovima.  

 Visoka ekspresija VEGF-C prisutna u primarnim tumorima, pronađena je i u 

metastaskom tkivu u limfnim čvorovima. 

 Spearman-ovim korelacionim testom pokazali smo da postoji značajna korelacija 

između imunohistohemijske ekspresije survivina i VEGF-C proteina u uzorcima 

pacijenata sa papilarnim i anaplastičnim karcinomom štitaste žlezde. 

 Međusobna korelacija ova dva proteina u primarnim tumorima i u metastatskom 

tkivu, sugeriše mogućnost njihovog kooperativnog i sinhronizovanog delovanja u 

metastatskom procesu. 

 Klinički značaj evaluacije expresije survivina i VEGF-C proteina je u predikciji 

metastatskog potencijala tumora i agresivnijeg toka bolesti. 

 Takođe, sve bolje sagledavanje uloge survivina i angiogenih faktora u molekularnoj 

patogenezi progresije maligniteta štitaste žlezde trebalo bi da otvori mogućnosti za 

kreiranje i primenu ciljanih molekulskih terapija usmerenih ka aktivaciji apoptoze i 

inhibiciji angiogeneze, što bi u budućnosti dalo više nade u izlečenje bolesnicima 

obolelim od najagresivnijih formi malignih tumora štitaste žlezde. 
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