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REZIME

Uvod: Nodusi Stitaste zlezde porekla folikularnih celija su cesti i dele brojne
zajednicke morfoloske osobine, koje otezavaju histoloSku diferencijalnu dijagnozu
na H/E obojenim preparatima. Rastu¢i broj imunohistohemijskih markera je u
procesu testiranja, a neki poput CD56, Hector Battifora mesothelial-1(HBME-1),
galectin-3 (Gal-3) i CK19 su obecavaju¢i u diferencijalno dijagnostickom smislu, ali
do sad, pojedinacno, nijedan od njih nije dovoljno konkluzivan. Poznato je da PTC
ima sklonost ka intratiroidnom Sirenju posredstvom limfatika, i dalje, dajuci
metastaze u regionalne limfne noduse, dok FTC uglavnom metastaziraju
hematogeno. Ove razlike nisu u potpunosti razjasnjene, ali mogu imati veze sa
angiogenezom, glavnim faktorom tumorskog razvoja i progresije. Angiogeneza u
tumorima Stitaste zlezde je posledica povecane ekspresije razliCitih faktora koji
promovisu de novo sintezu krvnih sudova, dok je ekspresija limfangiogenih faktora
znacajno povecana samo u PTC-u .

Ciljevi: Da se ispita i uporedi ekspresija CD31, D2-40, CK19, CD56, Galectin-3,
HBME-1, u benignim i malignim lezijama Stitaste zlezde, porekla folikularnih
¢elija, koje se prezentuju klinicki kao nodusi. Da se odredi znacaj pojedinacne i
kombinovane ekspresije markera neoangiogeneze (CD31, D2-40) i drugih markera
( CK19, CD56, Galectin-3, HBME-1) za procenu malignog potencijala lezija Stitaste
Zlezde.

Metodologija: Istrazivanje je dizajnirano kao studija preseka. Kompletno ispitivanje
sprovedeno je na uzorku od 201 slucaja, hirurski tretiranih zbog nodusa Stitaste
zlezde, u Centru za endokrinu u periodu od 2010- 2013. godine. Konstruisan je
tkivni mikroniz, po selekciji reprezentativnih kalupa. Molekularni markeri su
ispitivani  metodom  imunohistohemije. Dobijeni podaci analizirani su
odgovarajucim statistiCkim metodama.

Rezultati: Ekspresija CK19, HBME-1, Galectin-3 je bila prisutna u 75%, 71.3%,
88.5% malignih tumora. Gubitak ekspresije CD56 je uocen u 58.2% malignih
tumora. Razlika u ops$toj mikrovaskularnoj gustini izmedu benignih i malignih lezija
je statisticki znacajna, nasuprot limfovaskularnoj gustini gde nije pokazana znacajna

razlika izmedu benignih i malignih lezija.



Zakljuéak: Galektin 3 je najsenzitivniji marker za malignitet, dok je odsustvo
ekspresije CD56 veoma specificno za malignitet. Ocekivana koekspresija za
kombinacije markera u dijagnostici folikularnih lezija smanjuje senzitivnost i
povecava specificnost za malignitet. Odredivanje mikrovaskularne gustine u
dijagnostickom algoritmu predstavlja bitnu alatku za diskriminaciju benignih od

malignih lezija porekla folikularnih ¢elija.



ABSTRACT

Introduction: Follicular cell derived nodules of thyroid gland are common and
share many morphological features, which makes histological differential diagnosis
difficult on HE stained slides. Increasing number of immunohistochemical markers
are being tested, and some are promising like CD56, Hector Battifora Mesothelial 1
(HBME-1), Galectin 3 (Gal-3) and Cytokeratin 19 (CK19) considering differential
diagnosis, nevertheless, none of them is individually conclusive. It has been known
that papillary thyroid carcinoma has propensity to metastase through lymphatics into
regional lymph nodes , while follicular thyroid carcinoma gives hematogenous
metastases . These differences are not completely explained, but it might have been
related to angiogenesis, due to overexpression of different angiogenesis-promoting
factors, while expression of lymphangiogenic factors is significantly increased only
in papillary thyroid carcinomas.

Aims: To investigate and to compare expression of CD31, D2-40, CK19, CD56,
Galectin-3, HBME-1 in benign and malignant follicular cell's derived thyroid
nodules. To determine the significance of single and combined expression
angiogenesis (CD31, D2-40) and other markers (CK19, CD56, Galectin-3,
HBME-1) in the evaluation of malignant potential in thyroid gland lesions.
Methodology: This retrospective study was conducted on 201 cases of thyroid
lesions, surgically treated for nodules of thyroid gland, in Center for endocrine
surgery, from 2010-2013 year. Tissue microarray has been constructed.
Immunohistochemistry was used for evaluation of molecular markers expression.
Obtained data were analyzed with proper statistical methods.

Results: Expression of CK19, HBME-1, Galectin-3 was present in 75%, 71.3%,
88.5% malignant tumors (respectively). CD56 expression was lost in 58.2% of
malignant lesions. Statistically significant difference was found between general
microvascular density in benign and malignant thyroid lesions. There is no
significant difference in lymphovascular density between benign and malignant
thyroid lesions.

Conclusions: Galectin 3 is most sensitive marker for malignancy, while absence of
expression of CD56 is very specific for malignancy. Expected co-expression for

combinations of markers in diagnostics of follicular lesions decrease sensitivity and



increase specificity for malignancy. General microvascular density determination
represent important tool for discrimination between benign and malignant thyroid

lesions.
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Znacaj ekspresije markera neoangiogeneze u patohistoloskoj dijagnozi

nodularnih lezija Stitaste Zlezde porekla folikularnih Celija

1. UVOD

1.1. Epidemiologija nodusa Stitaste Zlezde
Nodusi stitaste zlezde su Cest klini¢ki nalaz, sa procenjenom prevalencom na osnovu
palpacije, koja varira od 3%-7% (1). Upotrebom ultrazvu¢ne dijagnostike ,
prevalenca klinicki nepalpabilnih nodusa Stitaste Zlezde varira od 20% do 76%
unutar opste populacije , Sto je slicno prevalenci dobijenoj uvidom u autopsijske
izvestaje (2).
Povrh toga, kod 20-48% pacijenata sa jednim palpabilnim nodusom Stitaste zlezde,
prilikom dijagnostike ultrazvukom, je nadeno da imaju dodatne noduse (2).
Nodusi su Cesti kod starijih osoba, u zena, kod osoba sa deficijencijecijom joda, i
kod onih koji imaju istoriju izlaganja zraenju. Procenjena godiSnja stopa
incidencije od 0,1% u Sjedinjenim Americkim Drzavama sugeriSe da se 300000
novih nodusa detektuje u ovoj drzavi svake godine (3).
I benigna i maligna oboljenja mogu dovesti do pojave nodusa unutar Stitaste zlezde.
Iz tih razloga, klinicki znacaj novootkrivenih nodusa Stitaste zlezde je prvenstveno u
isklju¢ivanju malignih lezija Stitaste zlezde. Mada je ve¢ina nodusa benigno, 4-5%
nodusa su maligni (4).
U odnosu na osobitosti nodusa Stitaste zlezde na ultrazvuku, najveéi rizik za
malignitet pokazuju nodusi ¢ija je visina veéa od Sirine, zatim odsustvo ,ialo*
znaka, prisustvo mikrokalcifikacija i iregularnih ivica. U odnosu na klinicke
osobitosti, najveci rizik nose nodusi kod osoba sa familijarnom istorijom karcinoma
Stitaste zlezde (5).
Incidentalomi Stitaste zlezde se definiSu kao neocekivani asimptomatski tumori
Stitaste zlezde, otkriveni postupcima preduzetim u cilju ispitivanja drugih struktura
vrata (6).
Poredec¢i sa drugim malignim tumorima, karcinomi Stitaste zlezde su prilicno Cesti, i
predstavljaju 3,8% od svih novih slucajeva kancera u SAD-u. Karcinomi Stitaste

zlezde su ces¢i kod Zzena nego kod muskaraca, i Cesti su kod onih sa familijarnom
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istorijom bolesti Stitaste zlezde. Broj novih slucajeva karcinoma Stitaste Zlezde za
ispitivani petogodis$nji period (2007-2011), na 100000 muskaraca i zena, po godini
je bio 12,9. Stopa smrtnosti se povecava sa godinama zivota. Za isti period (2007-
2011) stopa smrtnosti od karcinoma Stitaste zlezde je iznosila 0,5 na 100000
muskaraca i zena, po godini. Koristec¢i statisticke modele za analizu, stope za nove
slu¢ajeve karcinoma Stitaste Zlezde su rasle u proseku 5,5% svake godine u proteklih
deset godina. Stope smrtnosti su rasle u proseku 0,8% svake godine, za period 2002-
2011 godine. Procenat pacijenata sa petogodiSnjim prezivljavanjem za period
ispitivanja od 2004-2010 godije je bio 97,8% (7).

U Srbiji, incidenca karcinoma Stitaste zlezde za period 1999-2008 godije bila je tri
puta veca kod zena nego kod muskaraca (4.7:1.5). U navedenom periodu uocen je

primetan porast incidence karcinoma Stitaste Zlezde za oba pola (8).

1.2. Nodularne lezije Stitaste Zlezde porekla folikularnih éelija

Patoloske lezije Stitaste Zlezde se manifestuju raznovrsnom morfologijom. Uprkos
velikom broju lezija, iz prakti¢nih razloga, delimo ih u dve glavne grupe: one koje
pokazuju difuzni obrazac rasta i one koje dovode do pojave nodusa. Difuzne lezije
Stitaste zlezde su najéeS¢e udruzene sa stanjima koja pogadaju celu zZlezdu, poput
hiperplazije i tireoiditisa. U grupu lezija koje se klinicki prezentuju nodusom
spadaju benigne i maligne neoplazme i razlicite hiperplazije (9).

Termin ,, folikularni“ se Cesto koristi dvojako, oznaCavaju¢i parenhimske celije
Stitaste zlezde, koje produkuju hormone (T3, T4) i pokazuju ekspresiju
tiroglobulina, ili pak obrazac rasta unutar tiroidnih lezija , to jest formiranje folikula
(folikularni  obrazac). Lezije koje pokazuju folikularni obrazac se dalje
subklasifikuju u odnosu na veli¢inu folikula (mikro-, makrofolikularne), i prisustvo
kapsule (totalno/parcijalno inkapsulirane i neinkapsulirane) (10). UopSteno, vecina
folikularnih lezija Stitaste Zlezde moze biti klasifikovana na benignu i malignu

kategoriju.
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1.2.1. Tumori

Vecina klinicki o€iglednih neoplazmi Stitaste zlezde su primarne i epitelnog porekla.
Tradicionalno se dele na adenoma i karcinome. U drugu grupu, zajedno sa mnogo
¢es¢im lezijama komponovanim od folikularnih ¢elija, spada i medularni karcinom.
Sa histogenetskog/diferencijacijskog stanovista poZeljna je podela neoplazmi Stitaste
zlezde u tri glavne kategorije, i njihova dalja subdivizija u benigne i maligne

kategorije:

1. Tumori koji ispoljavaju folikularnu ¢elijsku diferencijaciju

2. Tumori koji ispoljavaju C-¢elijsku diferencijaciji

3. Tumori koji ispoljavaju i folikularnu i C-¢elijsku diferencijaciju

Lezije iz prve grupe sacinjavaju vise od 95% svih slu€ajeva, dok ostatak slucajeva
najve¢im delom spada u tumore iz druge grupe (11). U dalja razmatranja ¢emo

uvrstiti samo lezije iz prve grupe.

1.2.1.1.Folikularni adenom

Folikularni adenom se definiSe kao benigni inkapsulirani tumor koji ima folikularnu
¢elijsku diferencijaciju , uz odsustvo kapsularne i vaskularne invazije, kao i
odsustvo jedarnih osobitosti karakteristi¢nih za papilarni karcinom. To je najcesca
neoplazma Stitaste zlezde. Vecina pacijenata su eutireoidne odrasle osobe koje
inicijalno imaju izraslinu (izbocCinu) Stitaste zlezde, i koja se na snimku prezentuje
kao ,,hladan®, ponekad ,,topao®, i samo retko kao ,,vru¢* nodus. Mnogi pacijenti sa
tiroidnim adenomom imaju povisene cirkuliSu¢e nivoe tireoglobulina (12), ali je
samo kod nekolicine pacijenata sa tumorom prisutan hipertireoidizam (takozvani
toksicni 1ili Plummer-ovi adenomi) (13). Treba zapamtiti da su vrué¢i nodusi, obi¢no,

ali ne uvek benigni (14).

Klonalno poreklo adenoma je potvrdeno ranim studijama na miSevima (15) i

ljudima ukljucujuéi analizu X hromozoma (16).
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Adenomi su gotovo uvek solitarne lezije. Oni su karakteristicno oivi¢eni tankom
kapsulom koja je makroskopski i mikroskopski kompletna. Arhitektiralne i citoloSke
osobine su drugacije od onih u okolnom tkivu Stitaste zlezde, koje uglavnom
pokazuje znake kompresije. Adenomi mogu prikazivati razli¢ite obrasce,
pojedinacno ili u kombinaciji: normofolikularni (obi¢ni), makrofolikularni
(koloidni), mikrofolikularni (fetalni) 1 trabekularni/solidni ( embrionalni).
Morfoloske razlike izmedu razlicitih obrazaca mogu biti veoma izrazene. Ovo nema
jasan klinicki znacaj, ali dovodi u razmatranje razlic¢ite diferencijalne dijagnoze.
Tako, kao opSte pravilo, Sto su veci folikuli, manja je verovatnoca da je lezija
adenom ili karcinom (nasuprot hiperplasticnom nodusu ili folikularnoj varijanti
papilarnog karcinoma). S druge strane, predominacija solidnih/trabekularnih/poput
gnezda zona treba da pobudi sumnju na alternativne mogucnosti slabo
diferentovanog ili medularnog karcinoma (koji su, medutim, obi¢no, ali ne uvek,

jasno invazivni) (17).

Mitoze su retke ili odsutne u folikularnom adenoma. One nisu obavezno i
pokazatelji maligniteta, ali kad su prisutne u znaCajnom broju, neophodno je
uzorkovanje 1 ispitivanje uzorka sa posebnom paznjom. Sekundarne degenerativne
promene poput hemoragije, edema, fibroze, kalcifikacija, osealne metaplazije i
cisticne degeneracije su Ceste, posebno medu ve¢im tumorima. Ponekad, krvni
sudovi kapsule adenoma (kao i na periferiji hiperplasticnih nodusa) pokazuju
izrazito fokalno zadebljanje njihovih zidova, $to se naziva misi¢nim jastucima (18)
Adenomi mogu prikazivati papilarne ili pseudopapilarne formacije, kao i
mikrokalcifikacije, koje mogu dovesti do zabune sa papilarnim karcinomom. Ove
papile su obi¢no orjentisane prema centru lezije, sa edematoznom fibrovaskularnom
stromom 1 malim folikulima unutar iste, uz izostanak jedarne morfologije
karakteristi¢ne za papilarni karcinom (19). Za takve adenoma predlaze se naziv :

folikularni adenom sa papilarnom arhitekturom (20).

Enzimohistohemijski i imunohistohemijski profil adenoma je isti kao u normalnim
folikulima (21). Postoji reaktivnost za niskomolekularne keratine i tiroglobulin u
citoplazmi, za TTF-1 u jedru, i za laminin i druge komponente bazalne membrane

oko folikula (22)
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Opisano je nekoliko varijanti folikularnog adenoma.

Termin atipicni adenom je predlozen za adenome sa naglasenom celijskom
proliferacijom i manje pravilnim citoarhitekturalnim obrascima, uz izostanak dokaza

o postojanju kapsularne ili vaskularne invazije (23).

Adenom sa bizarnim jedrima se odlikuje ogromnim hiperhromati¢nim jedrima,
obi¢no u grupama, bez prate¢ih osobitosti maligniteta. Ovaj fenomen je analog

onom koji se vida u parastitastoj zlezdi i drugim endokrinim organima.

Drugi retki tipovi folikularnog adenoma su oni sa svetlocelijskom promenom,
adenoma sa adipoznom metaplazijom stome (takozvani — adenolipomi) (24),
adenoma sa hrskavicnom metaplazijom ( takozvani —adenohondromi) (25),
vretenasto Celijski adenomi (26), i adenomi sa masivnim deponovanjem

citoplazmatskog crnog pigmenta posle terapije minociklinom (crni adenomi ) (27).

Diferencijalna dijagnoza folikularnih adenoma ukljucuje hiperplasti¢ni nodus,
minimalno invazivni folikularni karcinom i folikularnu varijantu papilarnog
karcinoma. Neki folikularni adenomi mogu biti pomeSani sa vaskularnim tumorima

zbog njihove izrazene vaskularizovanosti.

Standardna terapija za folikularne adenoma je odstranjivanje lobektomijom.

Neki oblici folikularnog adenoma su identifikovani kao posebni patoloski entiteti. U

ove spadaju hijalinizujuéi trabekularni adenom/neoplazma i atipi¢ni adenom (23).

Hijalinizujudi trabekularni adenom i srodne lezije

Hijalinizuju¢i trabekularni adenom (HTA) je narocit tip folikularne celijske
neoplazme koja prikazuje naglasen trabekularni aranzman i podjednako naglaSen
hijalin izgled. Ovo drugo je prisutno i u citoplazmi tumorskih ¢elija (kao rezultat
akumulacije intermedijarnih filamenata) i u ekstracelijskom prostoru (kao rezultat
deponovanja hijalinizovanih kolagenih vlakana i materijala bazalne membrane).
Trabekule mogu biti prave ili zakrivljene, formiraju¢i ¢udne organoidne formacije.

Taj obrazac rasta moze simulirati izgled kao kod paraganglioma i medularnog
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karcinoma, dok prisustvo jedarnih uvrata i psamoznih telaSaca moze sugerisati na
papilarni karcinom. Jedna druga posebna morfoloska osobina (ali ne i specificna)
HTA su takozvana citoplazmatska zuta tela. To su citoplazmatska inkluziona telasca
zute boje, paranuklearne lokalizacije i mogu se detektovati na tkivnim iseccima i na

citoloskim razmazima (28).

Imunohistohemijski , HTA su pozitivni na tiroglobulin i TTF-1. Polovina slucajeva
pokazuje pozitivnost na Galectin-3 (29), i fokalnu, neredovnu pozitivnost na
neuroendokrine markere (30). Oni takode pokazuju neobi¢nu, ali jo§ neobjasnjenu
citoplazmatsku i membransku imunopozitivnost na neka od antitela za MIB-1 (31).
Imunobojenja za kolagen tip IV pokazuju deponovanje teSkog stepena ovog
materijala oko tumorskih celija i iznenaduju¢e unutar nuklearnih pseudoinkluzija

(32).

Znacajna polemika je pokrenuta po pitanju da li je HTA poseban entitet ili je
obrazac rasta koji moZe biti prisutan u raznim lezijama Stitaste Zlezde. Brojni autori
su pri poslednjem stanovistu. Tako, danas je prihvaceno da se “HTA obrazac”
moze sresti unutar nodularne hiperplazije (33), i u neoplazmama sa kapsularnom i/ili
vaskularnom invazijom , i koje se zbog toga oznaCavaju kao hijalinizujuci
trabekularni karcinom (34). Cak spornija i intrigantnija je o¢igledna patogenetska
veza izmedu HTA i papilarnog karcinoma (35, 36).

Na osnovu ovih kombinovanih dokaza , predlozeno je da je HTA samo jedna
morfoloska varijanta papilarnog karcinoma (hijalinizujuéa trabekularna varijanta)
(37). Ovo bi moglo biti ispravno, ali sa prakticnog stanovista ostaje Cinjenica da
solitarne inkapsulirane lezije Stitaste zlezde koje ispunjavaju sve kriterijume
navedene u originalnom ¢lanku (38) ¢e se ponasati benigno u skoro svakom slucaju

(39, 40).

U bilo kom slucaju, dok se ne razjasni ova komplikovana situacija, mozda se moze
savetovati zamena termina hijalinizujuci trabekularni adenom, sa manje

obavezujuéim hijalinizujuci trabekularni tumor (40).
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1.2.1.2.Papilarni karcinom S§titaste Zlezde

Papilarni karcinom Stitaste zlezde (PTC) je najceS¢i maligna neoplazma Stitaste
zlezde. Tumor je ¢es$¢i kod Zena nego kod muskaraca. Moze da se javi u bilo kom
zivotnom dobu, sa prose¢nom staro$¢u u trenutku postavljanja dijagnoze od oko 40
godina. Predstavlja 90% malignih neoplazmi Stitaste zlezde kod dece. U 5-10%
slucajeva postoji istorija izlaganja vrata zraCenju, a kao rezultat toga je da i ne-

neoplasticna Stitasta zZlezda moze pokazivati jedarne aberacije (41).

Skoro svi pacijenti imaju klinicki ociglednu bolest u vratu pri prvom pregledu. U
jednoj velikoj seriji, bolest je bila lokalizovana u $titastoj zlezdi u 67% slucajeva, u

limfnim nodusima i $titastoj zlezdi u 13%, a samo u limfnim nodusima u 20% (42).

Veli¢ina primarnog tumora varira od mikroskopskih do ogromnih. Veliki udeo
karcinoma Stitaste Zlezde koji su manji od lcm pripada papilarnom tipu.
Makroskopski, vec¢ina tumora su solidni, ¢vrsti, belicaste boje, 1 jasno invazivni.
Manje od 10% je oivi¢eno kompletnom kapsulom. NaglaSene cisti¢ne promene se

vide u oko 10% slucajeva (42).

Mikroskopski, tipi¢an papilarni karcinom sadrzi brojne prave papile (43). Papile su
obi¢no kompleksne , granajuée, i nasumi¢no orijentisane, sa centralnim
fibrovaskularnim jezgrom, obloZene sa jednim ili viSe redova kuboidalnih ¢elija.
Stroma papilla moZe biti edematozna ili hijalina, i moze da sadrzi limfocite,
penusave makrofage, hemosiderin i izuzetno —adipocite. Ove papile su skoro uvek
udruzene sa formiranjem folikula, u razli¢itom omjeru. Folikuli teze da budu
nepravilni, Cesto tubularni i racvaju¢i. Tumore sa kombinacijom papilarnih i
folikularnih sruktura treba klasifikovati kao papilarne, a ne kao mesovite.

Najbitnija osobina papilarnih karcinoma su da tumorske epitelne celije imaju
karakteristi¢ne jedarne osobitosti (koje ¢emo u daljem tekstu nazivati PTC - tipom
jedara):

1. Jedra poput mlec¢nog stakla (opticki prazna jedra), su obi¢no velika i preklapaju
se. Nukleolus je obi¢no slabo uocljiv i potisnut periferno ka jedarnoj membrani, koja

izgleda zadebljano (44).
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2. Jedarne pseudoinkluzije predstavljaju invaginacije citoplazme i oStro su oiviCene,
okrugle, acidofilne vacuole (45). Pokazano je da imunohistohemijski reaguju sa 3
kateninom i kolagenom tipa [V (46).

3. Jedarni Zlebovi se javljaju u ovalnim ili vretenastim jedrima, i obi¢no se protezu
duz uzduzne ose jedra, i predstavljaju morfoloski izraz uvrata preuvelicane jedarne
membrane (47).

Mitoze su veoma retke ili odsutne u papilarnom karcinomu. Preko polovine
slucajeva pokazuje izrazenu fibrozu, obi¢no u obliku ostro ocrtanih traka koje koje
presecaju tumor. Izgled fibroze varira od sklerohijalinog do visoko celularnog
veziva. Elasti¢no tkivo je obi¢no u izobilju u tumorskoj stromi (48,49).

Psamozna telaSca se vidaju u oko polovine slucajeva. Mogu biti locirana u stromi
papila, fibroznoj stromi i izmedu tumorskih ¢elija. Ove bazofilne strukture pokazuju
koncentri¢ne laminacije i izgleda da nastaju nekrozom pojedinac¢nih tumorskih
¢elija, koje pak predstavljaju nidus (zametak) za njihovo formiranje, na veoma
slican nacin kao S$to u Skoljci nastaje biser. Ako su prisutni u naizgled normalnoj
Stitastoj zlezdi ili limfnim nodusima vrata , velike su Sanse da je prisutan papilarni
karcinom u neposrednoj blizini (50). Psamozna telasca treba razlikovati od drugih
vidova kalcifikacija i od intraluminalnih fokusa zgu$njavanja sekreta §to se Cesto
vida u tumorima Hirtleovih ¢elija (43).

Zone sa solidnim/trabekularnim obrascem rasta su prisutne u 20% slucajeva, kao 1
fokusi skvamozne metaplazije u sli¢énom procentu slucajeva. Cesto su oba obrasca
prisutna, i verovatno, i povezana. Prisustvo takvih fokusa nije samo po sebi
indikacija da je tumor slabo diferentovan (43).

Povremeno, uocava se prisustvo komponente komponovane od citoloski benignih
vretenastih ~ Celija, Sto predstavlja zanemarljivu metaplastiénnu  promenu
(prepoznatljivu zbog njihovog meSanja sa tipicnim epitelnim ¢elijama i njihove
imunoreaktivnosti na tiroglobulin i TTF-1), i ne treba je pomesati sa nezenhimalnim
neoplazmama ili sa anaplasticnom transformacijom papilarnog karcinoma (51) .

U papilarnim karcinomima se mogu videti i : limfocitna infiltracija strome, prisustvo
brojnih S-100 pozitivnih dendriti¢nih ¢elija i histiocita (52), kao i rasStrkane
multinuklearne dzinovske celije, koje su Cesto prisutne u lumenu neoplasticnih

folikula (53).
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Multipli mikroskopski fokusi tumora se nadu u oko 20%-75% slu€ajeva . Sporno je i
dalje da li ovo predstavlja multicentricnost ili intratiroidnu limfaticku permeaciju.
Invazija krvnih sudova je nadena u samo 5%slucajeva (54).

Imunohistohemijske osobine (upotrebljivost u praksi):

Imunohistohemijski, ¢elije papilarnog karcinoma su pozitivne na pan-keratin, CK7,
(CK20 negativne), keratin 19, visokomolekularni keratin (34BE12), tiroglobulin, i
TTF-1. Takode postoji pozitivnost na TTF-2, PAXS, S-100, EMA, HBME-1,CD15,
Galectin-3, i druge (55- 59).

Prakticno pitanje je, koliko je koristan ovaj brojno impresivan niz antitela u
diferencijalnoj dijagnozi papilarnog karcinoma. U situaciji kada postoji metastaza
papilarne neoplazme u limfnom nodusu ili sa ekstratiroidnom lokalizacijom, a
neophodno je utvrditi da li je tumor tiroidne prirode ili ne, klju¢ne su uloge
tiroglobulina i TTF-1, posto su od markera koji postoje, ovi sa najveéom
specificnos¢u. Druga znacajno slozenija situacija je upotreba imunobojenja u
diferencijalnoj dijagnozi PTC u odnosu na benigne i maligne lezije Stitaste Zlezde.
Tacno je da je imunohistohemijski profil PTC drugaciji od normalnih folikula,
folikularnih neoplazmi, i od benignih papila Graves-ovog oboljenja i nodularne
hiperplazije. Papile zadnje pomenutih benignih lezija su negativne na HBME-1,
galectin-3, 34BE12, i keratin 19, dok mogu pokazivati pozitivnost na p27Kip1(60).
Profil celija PTC je veoma slican onom koji prikazuju folikularne c¢elije u
Hashimoto tireoiditisu (61). Od svih gore navedenih antitela, najvecu

diskriminatornu vrednost ima HBME-1 (sam, ili u kombinaciji sa CK19) (62).

Varijante PTC

Papilarni mikrokarcinom se definiSe kao PTC ¢iji je dijametar manji ili jednak
lem. Vedina slucajeva ima zvezdastu konfiguraciju i odgovara lezijama koje su se
ranije oznacavale terminom okultni sklerozirajuci karcinom (63), dok drugi
pokazuju delimi¢nu ili skoro potpunu inkapsulaciju, sa ili bez tumora van kapsule
(64). Mikroskopske osobitosti i do sad ispitivani mutacioni profil gubitka
heterozigotnosti , nisu drucaciji od njihovih vecih parnjaka (65) Papilarni

mikrokarcinomi su ekstremno Cest incidentalan nalaz (25% ili viSe u zavisnosti od
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temeljnosti pretrage) u Stitastim zlezdama koje su odstranjene iz drugih razloga i u
populaciono-zasnovanim autopsijksim studijama (66). Papilarni mikrokarcinom
moze biti udruzen sa cervikalnim nodalnim metastazama, 1 izuzetno retko sa
udaljenim, te je prognoza uopsteno gledano odlicna (67). Definicija papilarnog
mikrokarcinoma je rezervisana iskljuCivo za odrasle osobe (68), jer je klinicki
znacaj kod dece nejasan. S druge strane, kad se pojavi kod odraslih u tipi¢noj formi,
predlozeno je da se izbegava termin carcinoma, te da se zameni terminom papilarni

mikrotumor (69).

Inkaspulirana varijanta se definiSe kao papilarni karcinom koji je u potpunosti
obavijen kapsulom. Ipak, moze da da nodalne metastaze, ali incidenca udaljenih
metastaza i smrti zbog tumora je skoro pa nula .Citoarhitekturalne (i delimic¢no
jedarne) osobitosti su iste kao i kod konvencionalnog invazivnog tipa (70).Ovu
leziju treba razlikovati od hiperplasticnih nodusa sa centralnom cisticnom

degeneracijim i papilarnim i pseudopapilarnim stalcima u zidu.

Folikularna varijanta papilarnog karcinoma (FVPTC) je u potpunosti, ili skoro
u potpunosti komponovana od folikula. Dijagnoza je najve¢im delom bazirana na
prisustvu jedara PTC tipa. Dijagnoza je podrzana u slucajevima kada su prisutni:
invazivni obrazac rasta, fibrozna trabekulacija (naroCito na periferiji tumora),
psamozna telaSca, izrazeno eozinofilan koloid sa nabranom ivicom i prisustvo
abortivnih papila. PonaSanje ovih tumora kada su invazivni je analogno ponasanju
konvencionalnog papilarnog karcinoma (71), narocito po pitanju visoke incidence
nodalnih metastaza. Folikularna varijanta papilarnog karcinoma moze se posmatrati
kao rezultat balansa dva suprotna bioloska svojstva tumorskih ¢elija: diferencijacije,
u formi sekretorne aktivnosti (time cine¢i koloidom ispunjene folikule) i
proliferacije. Kada postoji dominacija jedne od dve sile nad drugom, dve

podvarijante izranjaju:

1. Solidna varijanta, je Cesta kod dece, i razvija se kada predominira proliferacija
nad sekrecijom. Ova varijanta se odlikuje solidnim celijskim gnezdima sa
prilicno okruglim oblikom, na koja mozZemo gledati kao na ispunjene folikule.

Jedarne osobitosti kod ove varijante su PTC tipa, i to je osnovna razlika u
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odnosu na insularni karcinom i druge forme slabo diferentovanih karcinoma
(72).

2. Makrofolikularna varijanta je suprotnost solidnoj varijanti, u smislu da je

sekretorna aktivnoszt takva da rezultira velikim dilatiranim folikulima , tako da

tumor podseca ne toliko na folikularne neoplazme, koliko na hiperplasti¢ni

nodus (73).

U odnosu na granice tumora , uzimaju¢i kao standard da je lezija predstavljena kao

jedna invazivna masa, FVPTC mozemo podeliti i na:

1.

Difuznu (multinodularnu) varijantu. Ovo je veoma neuobicajena forma, u
kojoj su veci deo lobusa ili ponekad oba lobusa Stitaste Zlezde difuzno
zahvaceni tumorskim rastom, Sto je teSko prepoznati zbog Siroke
rasprostranjenosti tumora (74).

Inkapsulira folikularna varijanta moze biti definisana kao neoplazma
koja je okruzena kapsulom i ima citoarhitekturalne osobitosti papilarnog
karcinoma , narocito kada su jedra u pitanju. Kao i u slucaju folikularnih
neoplazmi, mogu postojati dokazi za kapsularnu i/ili vaskularnu invaziju.
Da bi se postavila dijagnoza ove varijante, jedarne promene PTC-tipa bi
trebale da su Siroko rasprostranjene i dobro razvijene, uz prisustvo nekih
drugih osobitosti (poput fibrohijalinih traka, izduzenih i rac¢vajucih folikula,
abortivnih folikula, i gustog eozinofilnog koloida) koje podrzavaju

dijagnozu (75).

Razlozi za poteskoée koje nastaju u dijagnostici ove lezije ukljucuju
multifokalnu distribuciju jedara karakteristicnih za PTC, pre nego difuznu,
kao i odsustvo invazivnih osobina, poput kapsularne/vaskularne invazije u
vecini slucajeva FVPTC (76). Stvari se dodatno komplikuju ¢injenicom da
su brojne studije pokazale postojanje znacajne razlike izmedu patologa u
postavljanju dijagnoze FVPTC, pa cak i izmedu eksperata za oblast tiroidne
patologije (77). Na osnovu ovih zapazanja, i sa svthom da se izbegne

reakcije koje termin karcinom ima na hirurga i pacijenta , od strane grupe
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autora ( ,,Chernobyl Pathology Group *) je predlozena sledeca terminologija

(68):

e Zalezije koje imaju ocigledne jedarne promene:
1. Papilarni tiroidni karcinom , folikularna varijanta, bez
obzira na status kapsule
e Zalezije sa upitnim jedarnim promenama:
i. Dobro diferentovan karcinom, NOS , ako postoji jasna
kapsularna invazija
ii. Dobro diferentovan tumor neizvesnog malignog potencijala

(WDT-UMP), ako je kapsularna invazija upitna ili odsutna

Difuzna sklerozirajuéa varijanta se odlikuje difuznom zahvacenoscu jednog ili
oba reznja Stitaste zlezde, gustom sklerozom, brojnim psamoznim telima, obimnim
solidnim fokusima, skvamoznom metaplazijom, i permeacijom velikog broja
limfnih sudova (78). Nodalne metastaze su skoro uvek prisutne, pluéne metastaze

su Ceste, 1 stopa prezivljavanja bez bolesti je niza nego kod klasi¢nog PTC-a (79) .

Oksifilna (onkocitna) varijanta. Kod ove varijante, jedra imaju odlike jedara
PTC-a, ali je citoplazma obilna i ima granularni oksifilni izgled (80). Obrazac rasta
moze biti papilarni ili folikularni, i tumor moze biti inkapsuliran ili invazivan. Dalja
varijacija na temu je da tumor ima papilarnu arhitektoniku, tipicne jedarne osobine,
onkocitnu citoplazmu i izrazen limfocitni infiltrat u stromi papila , Sto rezultuje
izgledom nalik na Warthinov tumor pljuvaénih Zlezda. ,,Warthin-like* papilarni

karcinom S§titatste zlezde ima generalno odli¢nu prognozu (81).

»lall cell* varijanta se odlikuje papilama oblozenim jednim redom visokih
(,,tall”) ¢elija (Cija je visina minimalno tri puta ve¢a od Sirine) koje imaju obilnu
acidofilnu (onkocitoidnu) citoplazmu (82). Ove osobine treba da budu prisutne u
bar polovini tumora, da bi se tumor mogao svrstati u ovu kategoriju. Obrazac rasta
tezi da bude izrazito papilaran. Nuklearne pseudoinkluzije su narocito upadljive.
Moze postojati obiman limfocitni infiltrat u stromi (83). Ovaj tip tumora se ceSce
javlja kod starijih pacijenata u odnosu na klasi¢ni tip PTC-a. Ekstratiroidno Sirenje

je Cesto, 1 klinicki tok je agresivniji (84).
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Kolumnarna ¢éelijska varijanta papilarnog karcinoma . U tumoru postoji
izrazena stratifikacija, i citoplazma je pre svetla (ponekad sa subnuklearnom
vakuolizacijom, Sto podse¢a na rani sekretorni endometrijum) nego acidofilna.
Mitotske figure se uocavaju, i MIB-1 je relativno visok. Jedra nemaju opticki
prazan izgled, uvrate i pseudoinkluzije, te se stoga postavlja pitanje da li je to zaista
varijanta papilarnog karcinoma, bez obzira na postojanje naglaSene papilarne
arhitektonike. Prognoza tumora korelira sa tumorskim stadijumom, dok su
inkapsulirani kolumnarni ¢elijski karcinomi skop¢ani sa povoljnom prognozom (85,

86, 87).

Kribriformno-morularna varijanta papilarnog karcinoma. Ova varijanta se
odlikuje prisustvom kribriformnog obrasca rasta i morularnim formacijama. Moze
se videti jedarno rasvetljavanje, koje na ultrastrukturalnom nivou nastaje zbog
akumulacije mikrofilamenata. = Poznato je da su ovi tumori udruzeni sa
familijarnom adenomatoznom polipozom (FAP) (88). Sporenja postoje po pitanju

da li je to varijanta PTC ili posebna kategorija karcinoma Stitaste zlezde (89).

Papilarni karcinom sa obilnom stromom koja je nalik na nodularni fascitis. U
ovoj varijanti, stromalna reakcija tumora je istaknuta i moze da ucini nejasnom

neoplasti¢nu epitelnu komponentu (90).

Sirenje i metastaze

Ekstratiroidno Sirenje u meka tkiva vrata se nalazi u oko Cetvrtine pacijenta, sa
povremenim Sirenjem u parastitaste zlezde. Zahvacenost vratnih limfnih nodusa je
veoma cesto (narocito u mladih pacijenata), i moze predstavljati prvu manifestaciju
bolesti. Nodalne metastaze su sklone cisticnoj degeneraciji.

Hematogene metastaze su rede u odnosu na druge karcinome §titaste zlezde, ali se
javljaju. Mada su pluca najces¢e zahvacena, metastaze su zabelezene u kostima,
mekim tkivima, centralnom nervnom sistemu, pankreasu, dojci i u mnogim drugim

organima (42,91, 92, 93).
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Prognoza

Prose¢no prezivljavanje pacijenata sa papilarnim karcinomom je izvrsno, bez

znacajne razlike u odnosu na opstu populaciju (94).

Faktori koji imaju uticaj na prognozu su: godine Zivota (95), pol, veli¢ina tumora,
ekstratiroidno Sirenje, status kapsule i margina, multicentricnost, prisustvo
udaljenih metastaza , mikroskopska varijanta tumora, prisustvo slabo diferentovanih

skvamoznih ili anaplasti¢nih fokusa (42).

1.2.1.3.Folikularni karcinom

Po definiciji, folikularna epitelna neoplazma koja pokazuje kapsularnu ili
vaskularnu invaziju u odsustvu nuklearnih promena tipi¢nih za papilarni karcinom
se dijagnostikuje kao folikularni karcinom Stitaste zlezde (FTC) (96) . To je
relativno redak tumor, ¢es¢i kod Zena i javlja se u proseku dekadu kasnije u odnosu
na papilarni karcinom (97).

Mikroskopski izgled folikularnog karcinoma je izuzetno promenjiv, i varira od
dobro formiranih folikula, do preteZzno solidnog obrasca rasta. Slabo formirani
folikuli, kribriformne zone, ili trabekularne formacije, mogu biti prisutni , ponekad 1
kombinovano. Izuzetno, tumor moze biti u potpunosti komponovan od vretenastih
¢elija ili pokazivati naglaSene glomeruloidne formacije (98,99).

Svetlocelijska promena citoplazme tumorskih ¢elija moze biti prisutna fokalno ili
difuzno. Mitotska aktivnost i jedarna tipija su obi¢no prisutni, ali mogu da u
potpunosti izostanu. Psamozna tela su odsutna, a skvamozna metaplazija je
ekstremno retka. Tumore koji imaju pretezno solidni/trabekularni/ili u gnezdima
obrazac rasta neophodno je pazljivo pregledati traze¢i mitoze i polja nekroze, a u
svrhu iskljucivanja dijagnoze slabo diferentovanog karcinoma.

Imunohistohemijski, folikularni karcinomi eksprimiraju tiroglobulin, TTF-1,
niskomolekularni keratin, EMA, i komponente bazalne membrane, kao §to su
laminin i kolagen tip IV (100). Ne postoji znacajna razlika u ekspresiji ovih i drugih
markera izmedu folikularnog karcinoma 1 adenoma. Ekspresija matriksnih

metaloproteinaza, MCM2 i humane telomerazne reverzne transkriptaze (h'TERT) je
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¢eSc¢e prisutna u folikularnim karcinomima u odnosu na folikularne adenome ili

hiperplasti¢ne noduse (101, 102).

Podela folikularnih karcinoma- podtipovi

U odnosu na stepen invazivnosti folikularni karcinom se deli na minimalno i Siroko

invazivni podtip.

Minimalno invazivni folikularni karcinom je makroskopski inkapsuliran tumor ,
Cesto solidan i mesnat na preseku. Obrazac rasta obi¢no podseca na onaj u adenomu,
fetalnog ili embrionalnog tipa. Dijagnoza maligniteta se u potpunosti zasniva na
demonstraciji vaskularne i/ili kapsularne invazije (103, 104). Obi¢no ovi tumori
imaju deblju kapsulu u odnosu na adenome. Patoloska dijagnoza minimalno
invazivnog folikularnog karcinoma se postavlja kada postoji kapsularna invazija.
Eksperti koji veruju da je kapsularna invazija kriterijjum za malignitet se
medjusobno dele u odnosu na definiciju kapsularne invazije, tj. da li je prisutan
prodor tumora u zid kapsule, ili kroz celu debljinu kapsule (105). PoSto tumor
napravi prodor kroz tanak segment kapsule, ima sklonost da se poput klobuka
pecurke Siri dalje. Ponekad zbog tangencijalnog preseka, se sti¢e utisak da postoji
nodus sa druge strane intaktne kapsule. Neophodno je na dubljim presecima
potvrditi kontinuitet nodusa sa tumorskim tkivom, i prodor kroz kapsulu. Kriterijum
vaskularne invazije se odnosi samo i striktno na krvne sudove tumorske kapsule ili u
neposrednom okolnom tkivu Stitaste zlezde, van tumora. Vaskularna invazija se
definiSe kao prisustvo tumorskih ¢elija izmeSanih sa fibrinom i eritrocitima unutar
krvnog suda, pricvrSéenih za zid krvnog suda, a endotelne ¢elije moraju oblagati
najmanje tri strane tumorskog tromba (106). Krvni sudovi treba da budu venskog
tipa, relativno velike veli¢ine. Za identifikovanje ovih struktura predloZena je

upotreba CD31.

Iz prethodnih zapazanja proistiCe da je temeljno uzorkovanje inkapsuliranih
folikularnih lezija od najviSe vaznosti. Grupa ( ,,Chernobyl group“ ) tirodnih

patologa predlaze usvajanje sledece terminologije (68).
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e Za tumore koji pokazuju definitivau kapsularnu invaziju, i odsustvo jedara
PTC-tipa: folikularni karcinom

e Zatumore sa upitnom (suspektnom) kapsularnom invazijom : Folikularni tumor
sa neizvesnim malignim potencijalom (FT-UMP), ako su jedra PTC-tipa
odsutna, i dobro diferentovan tumor neizvesnog malignog potencijala (WDT-

UMP), ako su jedra PTC-tipa prisutna

Siroko invazivni folikularni karcinom pokazuje $iroko rasprostranjenu infiltraciju
krvnih sudova i/ili okolnog tkiva Stitaste ?lezde. Cesto, inkapsuliranost izostaje u
potpunosti. Mnogi od ovih tumora su slabi diferentovani karcinomi na

citoarhitekturalnom nivou.

Izgleda da je klinicki znacajnija podela folikularnih karcinoma koja uzima u obzir

slede¢a razmatranja:

e Postoje dve glavne kategorije sa znaCajno razli¢itim prognostickim
znacenjem: inkapsulirani tumori, gde treba tragati za invazijom; Siroko
invazivni tumori, gde treba traziti prisustvo kapsule

e U prvoj grupi, postoje znacajne prognosticke razlike izmedu tumora koji
pokazuju samo invaziju kapsule, u odnosu na tumore sa vaskularnom
invazijom, sa ili bez kapsularne invazije

e U grupi sa vaskularnom invazijom , postoji prognosticka razlika u

zavisnosti od broja zahvacéenih krvnih sudova.

Shodno navedenom predlozena je nova klasifikacija folikularnih karcinoma(107):

Folikularni karcinom

1. Inkapsulirani
1.1. Sa kapsularnom (bez vaskularne) invazije
1.2. Sa ogranicenom (<4) vaskularnom invazijom (sa ili bez kapsularne
invazije)
1.3. Sa ekstenzivnom (=4) vaskularnom invazijom (sa ili bez kapsularne
invazije)

2. Siroko invazivni
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Nasuprot papilarnim karcinomima, folikularni karcinomi , bez obzira na podtip, su

gotovo uvek solitarni i izuzetno okultni. Metastaze su obicno hematogene (108).

Najcesca mesta metastaziranja su pluca i kosti, ali se mogu videti i na mnogim
drugim mestima ukljucujuéi kozu i bubrege (109). Ove metastaze imaju jak afinitet
za radiojodid, i interesantno, mogu imati bolje diferentovan izgled u odnosu na
primarni tumor. Vecina, ipak, ima slabo diferentovan izgled, barem na
arhitekturalnom nivou (108). Metastaze su Ceste kod Siroko invazivnog tipa, zatim
javljaju se u manje od 5% minimalno invazivnih tumora sa vaskularnom invazijom,
1 razviju se u manje od 1% tumora koji su dijagnostifikovani kao karcinomi , samo

na osnovu minimalne kapsularne invazije (110).

1.2.1.4. Tumori Hirtleovih ¢elija

Hirtleove celije (Hiirthle cell)

Sinonimi za ove ¢elije su: oksifilne, onkocitne i eozinofilne ¢elije. To su ¢elije koje
vode poreklo od folikularnih celija, i imaju citoplazmu koja se opisuje kao
“otecena”. Ovo povecanje zapremine citoplazme (“oticanje”) je najve¢im delom
posledica prisustva brojnih mitohondrija u ¢elijskoj citoplazmi. Hirtleove celije se
citoloski opisuju kao velike c¢elije, sa obilnom, eozinofilnom, granuliranom
citoplazmom 1 velikim hiperhromati¢nim jedrom sa istaknutim jedarcetom (111).
Nisu sve onkocitne c¢elije u Stitastoj zlezdi prave Hirtleove celije. Onkocitne
folikularne celije sadrze eozinofilnu (obi¢no negranuliranu) citoplazmu, i tek su
nesto vece od normalnih folikularnih epitelnih ¢elija. Ove Celije se obi¢no javljaju u
nodoznim strumama, i dominantnim adenomatoznim ili hiperplasticnim nodusima
(112). Veliki broj mitohondrija koji se vidi u Hirtleovim ¢elijama verovatno nastaje
sekundarno u odnosu na postojanje defekata u mitohondrijalnoj DNK, Sto rezultuje
u mitohondrijalnoj disfunkciji.. Proces akumulacije mitohondrija u citosolu
folikularnih ¢elija se ne deSava brzo. Veruje se da nastaje postepeno, tokom

vremena, $to objasnjava zasSto se Hirtleove celije retko vidaju u neneoplasti¢nim i
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neoplasticnim lezijama kod dece (113). Imunohistohemijski , Hirtleove Ccelije
pokazuju reaktivnost na tiroglobulin (u manjem stepenu nego folikularne celije), za
mnoge mitohondrijalne antigene, i keratin . Sto se ti¢e keratina, CK 14 izranja kao

selektivni marker za ove ¢elije (114).

Neoplazme Hirtleovih Celija: opsti koncepti

Po definiciji neoplazme Hirtleovih ¢elija su safinjene od 75% ili vise, Hirtleovih
¢elija. Raznovrsni tumori Stitaste Zlezde imaju onkocitnu citologiju. Ovde spadaju
benigne (adenoma Hirtleovih celija, tumor zrnastih ¢elija) i maligne (karcinom
Hirtleovih ¢elija) neoplazme, zatim varijante PTC-a (“tall cell”, onkocitna, i
Warthin-ovom tumoru nalik varijanta), i onkocitna varijanta medularnog karcinoma.
Studije, u koje su bili ukljuceni i multipli nodusi Hirtleovih ¢elija koji se vide na
terenu strume ili hroni¢nog limfocitnog tireoiditisa, pokazale su da je vise od 80%
neoplazmi Hirtleovih ¢elija benigno (115). Druge studije, koje su iskljucile ove
neinkapsulirane noduse Hirtleovih ¢elija, su pokazale da je stopa maligniteta veca
kod neoplazmi Hirtleovih ¢elija u odnosu na folikularne neoplazme (2-3%, nasuprot
30-45%) (116).

Makroskopski, neoplazme Hirtleovih ¢elija su obi¢no pojedinacne i pokazuju barem
parcijalnu inkapsuliranost. One su upecatljivo mahagoni braon boje zbog prisustva
obilnog sadrzaja mitohondrijalnog citohroma. Sli¢no onkocitnim neoplazmama u
drugim organima, centralni oziljak moze biti prisutan. Makroskopski vidljiva
podru¢ja nekroze i krvavljenja mogu biti prisutnha u lezijama podvrgnutim
preoperativnoj aspiracionoj biopsiji tankom iglom. Prisustvo infarkta se ne moze
izjednaciti sa malignitetom (117).

Mikroskopski, razli¢iti obrasci rasta mogu biti prisutni: makrofolikularni,
folikularni, trabekularni, solidni, i pseudopapilarni (118). Mnogi tumori pokazuju
kombinacije razli¢itih obrazaca rasta. Neoplazme Hirtleovih c¢elija (benigne i
maligne) imaju sklonost da pokazuju podrucja sa pseudopapilarnom promenom, za
koju se smatra da nastaje kao artefakt tokom fiksacije i obrade tkiva. U tumorima
Hirtleovih ¢elija se mogu sresti distrofijske kalcifikacije nalik na psamozma telasca,

ali je vazno ista¢i da se one nalaze unutar koloida i da Cesto nemaju lameliranost
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(19). Jedan od najtezih aspekata pregleda neoplazmi Hirtleovih ¢elija je odredivanje
prirode lezije, tj. da li je lezija benigna ili maligna. Veli¢ina tumora, jedarna atipija,
multijedarnost, celijski pleomorfizam, mitoze ili histoloski obrazac rasta, nisu
determinante maligniteta (118). Glavni kriterijumi za malignitet ukljucuju prisustvo
kapsularne/vaskularne invazije. Poput folikularnih karcinoma, karcinomi Hirtleovih
celija se mogu klasifikovati kao minimalno invazivni, angioinvazivni (invazija
krvnih sudova kapsule, ili van tumorske kapsule) i Siroko invazivne. Ghossein i
saradnici su u studiji na 50 pacijenata sa karcinomom Hirtleovi ¢elija identifikovali
najvazniji faktor rizika za rekurentnu bolest. Taj faktor je prisustvo vaskularne
invazije, tacnije, 4 ili viSe zona sa vaskularnom invazijom je udruzeno sa znacajno
visim rizikom za rekurenciju kod inkapsuliranih karcinoma Hirtleovih ¢elija. Siroko
invazivni tumori imaju ekstenzivnu transkapsularnu i vaskularnu invaziju(119).

Termin atipicni adenom Hirtleovih cCelija se koristi za opisivanje lezija koje imaju
atipicne osobitosti, a ne zadovoljavaju u potpunosti kriterijume za malignitet. Ove
osobitosti su naglaSena citoloSka atipija, mitotska aktivnost, spontani infarkti,
nekroza, krvavljenje i/ili zarobljavanje tumorskih ¢elija unutar kapsule tumora kod
kojih nije radena FNAB preoperativno(116) . lako se smatra da su karcinomi
Hirtleovih ¢elija sli¢ni folikularnim karcinomima, oni imaju tendencu da se klinicki
drugacije ponasaju u odnosu na ove druge. Metastaziraju u regionalne limfne noduse
i hematogeno, najceS¢e u pluca, jetru, i kosti (116). Petogodisnje stope

prezivljavanja variraju od 50-60%. Kasna rekurencija i metastaze nisu retki (120).

1.2.1.5. Genetika tumora Stitaste Zlezde

Karcinom Stitaste zlezde napreduje kroz seriju genetskih i epigenetskih promena,
ukljucujuci aktivirajuée i inaktivirajue somatske mutacije, promene u obrascu
ekspresije gena, aberantnu gensku metilaciju i poremecaje regulacije microRNA
(miRNA). Najveci broj mutacija su somatske, bilo da su u pitanju tackaste mutacije
ili hromozomske alteracije. U 70% papilarnih karcinoma nalaze se genetske
alteracije BRAF, RAS i RET/PTC, dok se genetske alteracije RAS i PAX8/PPARY
sre¢u kod 70% folikularnih karcinoma. Ove genetske alteracije su medusobno
iskljucive(121).

BRAF je najproucavanija mutacija i najceS¢a genetska promena u karcinomima

Stitaste zlezde.
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BRAF tackasta mutacija. BRAF je serine treonin kinaza koja se translocira na
¢elijsku membranu, poSto se veze za, i aktivira od strane RAS-a. BRAF u
karcinomima Stitaste zlezde biva aktiviran tackastom mutacijom, najcesce
zamena timina za adenin u nukletidu na poziciji 1799, §to rezultuje zamenom
valina za glutamat na poziciji 600 (V600E) (122). Ova specificna mutacija
predstavlja 99% svih BRAF mutacija nadenih u tiroidnom karcinomu. To je
najcesca genetska mutacija u papilarnom karcinomu Stitaste zlezde i registruje se
u 40-45% ovih tumora (123). BRAF je naden u klasi¢nom i visokocelijskom
papilarnom karcinomu, kao i kod trecine slabo diferentovanih i anaplasti¢nih
karcinoma. Dediferentovani karcinomi mogu imati zone sa diferencijacijom, i
obe zone mogu sadrzavati mutirani BRAF. Ovo ukazuje na progresiju iz
diferentovane ka dediferentovanoj neoplazmi (124) .

RET/PTC rearanzman. RET/PTC je hromozomski rearanzman otkriven u
papilarnom karcinomu S$titaste zlezde. Deo RET gena je spojen sa aktivno
transkribuju¢im genom , §to rezultuje u nastanku himernog gena koji poveéava
ekspresiju i ligand nezavisnu dimerizaciju skra¢enog RET proteina, i koji onda
stimuliSe MAPK kaskadu. Dva najceS¢a rearanzmana su RET/PTCI i
RET/PTC3, i oba predstavljaju paracentricne intrahromozomske inverzije.
RET/PTCI1 je najcesci tip (60-70%) rearanzmana, dok RET/PTC3 ima udeo u
20-30% pozitivnih sluc¢ajeva. Klonalni RET/PTC rearanZmani se javljaju u
oko 15% PTC-a i specifi¢ni su za PTC (125). Javljaju se uglavnom kod mladih
pacijenata. Papilarni karcinomi koji su nastali kod pacijenata posle izlaganja
zratenju tokom Cernobiljske nezgode pokazuju povecanu incidencu RET/PTC
rearanzmana (126). BRAF i RAS tackaste mutacije su retke u tumorima
izazvanim radijacijom.

RAS tac¢kaste mutacije . Humani geni, HRAS, NRAS i KRAS, kodiraju visoko
srodne G proteine koji su locirani na unutra$njoj povrsini ¢elijske membrane.
Ovi proteini su karika u lancu prenosa signala od membranskih receptorskih
tirozin kinaza na MAPK i PI3K signalne puteve. Tackaste mutacije koje se
najcesce javljaju u tumorima Stitaste zlezde su u kodonu 61 NRAS-a i HRAS-a.
RAS mutacije nisu specifi¢ne za malignitet i nalaze se u 10-20% PTC-a, 40-50%

FTC-a, 20-40% slabo direrentovanih i anaplasti¢nih karcinoma, kao i u tre¢ini
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folikularnih adenoma (127). RAS pozitivni folikularni adenomi bi mogli
predstavljati prekursore RAS pozitivnih folikularnih karcinoma i RAS pozitivne
folikularne varijante PTC-a.

PAXS8/PPARY rearanZmani. PAX8/PPARy himerni fuzioni rearanzman se
nalazi kod tre¢ine konvencionalnih FTC-a. To nije karakteristicno za FTC, s
obzirom da se u malom procentu moze sresti kod folikularnih adenoma i u
folikularnoj varijanti PTC-a. PAX8/PPARY rearanzman i RAS tackaste mutacije
se retko javljaju udruZeno u istom tumoru, Sto ukazuje da oni predstavljaju

sli¢ne puteve (128).

1.2.1.6. Prognosticki i terapijski znac¢aj genetskih markera

BRAF pozitivni papilarni karcinomi Stitaste Zlezde imaju vecu stopu metastaziranja u
noduse centralnog kompartmana vrata. Tufano i saradnici saopStavaju da od 197
slucajeva kod kojih je bilo neophodno uraditi reoperarativnu disekciju centralnog
kompartmana 75% je bilo BRAF pozitivno, i sa kra¢im vremenom rekurencije u
odnosu na BRAF negativne rekurentne tumore,

Ova informacija, uzimajuéi u obzir i druge klinicke faktore, moze pomoc¢i u donosenju
odluke za profilakticku disekciju centralnog kompartmana vrata (129).

BRAF mutacija je udruzena sa ekstratiroidnim Sirenjem tumora, metastazana u limfne
noduse , uznapredovalijim stadijumom na prezentaciji, tumorskom rekurencijom,
tumor povezanim mortalitetom, i reoperacijama. BRAF pozitivni papilarni
mikrokarcinomi imaju agresivnije tumorske odlike (130).

Karcinomi sa BRAF mutacijom, naroCito kad se povrate ili dediferenciraju, mogu
imati slabiji odgovor na le¢enje radioaktivnim jodom, zbog smanjene sposobnosti da
preuzimaju jod, verovatno zbog promena u funkciji natrijum jod simportera. BRAF -
mutirani rekurentni PTC su 1311 negativni u 94% slucajeva (131). S druge strane,
samo 20-30% BRAF pozitivnih tumora ima agresivan klinicki tok, te stoga , njihov
znacaj za prognozu tumora ostaje da bude u potpunosti definisan (132).

RET/PTC rearanzmani su rede udruzeni sa agresivnom patogenezom, i za razliku od
BRAF tackastih mutacija, nisu udruzeni sa gubitkom natrijum/jod simportera(133).

Inkapsulirana folikularna varijanta PTC je udruZena sa RAS mutacijama. Infiltrativna
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folikularna varijanta je udruzena sa BRAF mutacijom i agresivnijim bioloskim
ponasanjem (metastaze u limfne noduse, invazivni obrazac). Moguce implikacije su da
RAS pozitivna inkapsulirana varijanta PTC moze biti leCena konzervativnije, poput

minimalno invazivnog folikularnog karcinoma (134).

1.2.1.7.Tumorima nalik lezije

Hiperplasticni nodusi. Istorijski gledano, multipli nodusi u strumozno izmenjenoj
Stitastoj zlezdi se klasifikuju kao hiperplasticni nodusi. Obi¢no nastaju u sklopu
nodozne strume, mogu pokazivati kompletnu ili parcijalnu inkapsulaciju, i obi¢no
sadrze meSavinu makro-, i mikrofolikula. Ipak, postoje i takvi koji se sastoje samo
mikro-, ili makrofolikula. Ovi nodusi ¢esto pokazuju razlicite oblike degenerativnih
promena kao $to su hemoragija , fibroza ili formiranje cisti (19).

Ponekad, hiperplasticni nodusi u multinodoznoj Stitastoj zlezdi mogu biti veliki i
inkapsulirani, i pokazivati drugaciji obrazac rasta od okolnog tkiva Stitaste zlezde. U
takvim slucajevima tesko je razlikovati hiperplasti¢ni nodus od pravog adenoma. Neki
patolozi preferiraju da klasifikuju takve lezije kao adenomatoidne noduse ili
adenomatoidnu strumu (10).

Pokazano je da c¢ak do 70% hiperplasti¢énih nodusa koji se javljaju na podrucju
nodozne strume su klonalne proliferacije (135).

Multipli inkapsulirani nodusi se obi¢no oznacavaju terminom ,adenomatoidna

hiperplazija‘“ (75).

1.3. Molekularne metode dijagnostike nodularnih lezija Stitaste Zlezde porekla
folikularnih éelija
1.3.1. Citokeratin 19
Citokeratin 19 (CK19) je najmanji ¢lan familije citokeratina, heterogene grupe
intermedijarnih filamenata, cije fizioloske uloge i dalje ostaju nejasne. CK19 je
eksprimiran u brojnim tkivima. Normalno je prisutan u prostim ili zlezdanim
epitelima, bazalnom celijskom odeljku slojevitih epitela, i u folikulima dlake (136).
Poviseni nivoi ekspresije CK19 su uoc¢eni u nekim patoloskim stanjima, poput tumora

epitelnog porekla. Ova ekspresija zavisi od tipa epitela, stepena  tumorske
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diferencijacije, 1 moZe se menjati tokom karcinogeneze (137). Narocito vazna
primena ovog proteina je njegova upotreba kao markera u tumorskoj patologiji Stitaste
zlezde. Rezultati nekoliko studija ukazuju da imunohistohemijsko bojenje na CK19
moze pomo¢i u diferencijaciji folikularne varijante PTC od folikularnih benignim i
malignih tumora(138, 139).

Zdravi tireociti ne produkuju ovaj protein, dok je ushodna regulacija povezana sa
neoplasticnom transformacijom. Postoje ¢vrsti dokazi u literaturi koji ukazuju na
slabu ekspresiju CK19 u benignim stanjima, ali promenjivu ekspresiju u malignom
tkivu Stitaste Zlezde (140). Jaka i difuzna imunohistohemijska pozitivnost CKI19 je
najceSce povezana sa papilarnim karcinomom S$titaste Zlezde. Ipak, objavljeni rezultati
se razlikuju, i upotrebljivost CK19 u dijagnozi tiroidnih lezija je predmet sporenja
(139,141).

1.3.2. Galectin 3

Galektini su velika familija proteina koja prepoznaje i vezuje galaktozide na ¢elijskim
glikoproteinima i glikolipidima (142). Gal-3 je strukturalno jedinstven (31-kDa) ¢lan
familije galektina. Mada drugi ¢lanovi postoje kao oligomeri, Gal-3 je jedini ¢lan koji
pokazuje pentamernu strukturu i zbog toga je sposoban da pravi ukrStene veze sa
glikoproteinima ¢elijske povrSine, formiraju¢i novu mrezu koja je ukljucena u ¢celijsku
signalizaciju i receptorsku endocitozu. Gal-3 je identifikovan u jedru , citoplazmi i
ekstracelularnom prostoru. Ima ulogu u regulaciji apoptoze, Celijskog motiliteta, i
rasta T celija, i upleten je u progresiju karcinoma Stitaste zlezde (143, 144).
Transfekcija Gal-3 deficijentnih ¢elijskih linija humanog karcinoma dojke sa divljim
tipom Gal-3, rezultuje u fosforilaciji i translokaciji Gal-3 iz jedra u citoplazmu, Sto
dovodi do rezistencije na apoptozu, kada se one podvrgnu hemoterapeuticima koji
indukuju apoptozu . Dalje, u jednom eksperimentu u kojem se procenjivala
lokalizacija i funkcija Gal-3, transfekcija Gal-3 deficijentnih ¢elijskih linija prostate sa
citoplazmatski lociranim Gal-3 je dovela do poveanja za vezivanje-nezavisnog
¢elijskog rasta, povecane invazivnosti na Matrigel-u, i pojacanog tumorskog rasta,
dok transfekcija sa jedarno lokalizovanim Gal-3 nije uspela da demonstrira ove efekte
(145, 146). U klinickom okruzenju , ove studije ukazuju da je citoplazmatska
ekspresija Gal-3 u tumorima Stitaste zlezde bitnija u odnosu na jedarnu ekspresiju

(147). Godine 1995., Xu i saradnici su ispitivali ekspresiju galectin-1 i galectin-3 u
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maloj seriji tumora §titaste Zlezde, i pronasli su ekspresiju ovih lektina u papilarnom i
folikularnom karcinomu, ali ne u adenomima, nodularnoj strumi, ili normalnom tkivu
Stitaste zlezde. Na osnovama ovih ispitivanja, oni su zakljucili da galektini mogu biti
korisni u razlikovanju benignih od malignih tumora Stitaste zlezde(144). Takode, treba
napomenuti, da u skorijoj studiji, uporedujuci ekspresiju galektina 3 u seriji slucajeva
papilarnog karcinoma i papilarne hiperplazije, uoceno je znacajno preklapanje
ucestalosti  ovog markera (148) . Galektin-3 je prisutan u oko 60% slabo
diferentovanih karcinoma i u skoro 90% nediferentovanih karcinoma $titaste zlezde

(149).

1.3.3. HBME-1
Monoklonalno antitelo HBME-1 reaguje sa nepoznatim antigenom u mikrovilima
mezotelnih ¢elija, epitelu traheje, i adenokarcinomima pankreasa, pluca, i dojke. Ovo
antitelo je procenjivano u smislu delotvornosti razlikovanja benignih i malignih lezija
Stitaste zlezde, 1 u aspiratima (direktni razmazi, i Celijski blokovi), i u tkivnim
iseccima (150). Miettinen i Karkkainen su pokazali pozitivnost za HBME-1 u 100%
papilarnih (145/145) i folikularnih karcinoma (27/27), a benigne lezije su bile ili
negativne, ili su pokazivale fokalnu pozitivnost u oko 30% slucajeva (151). U nesto
kasnijoj seriji, Mase i saradnici su prikazali pozitivnost u priblizno 13%
adenomatoznih struma, 37% adenoma, 84% folikularnih karcinoma, 97% papilarnih
karcinoma (152). Sack i saradnici su zakljucili da je pozitivan rezultat za HBME-1 u
FNA podrzavajuéi dokaz da je lezija karcinom, ali da negativni rezultat ne iskljucuje
dijagnozu maligniteta (150). Uopsteno, onkocitne neoplazme , kako papilarnog, tako i
folikularnog tipa, su rede pozitivne na HBME-1 u odnosu na njihove neonkocitne
analoge. Skoro 90% slabo diferentovanih i pribliZzno 20% anaplasti¢nih karcinoma su
pozitivni na HBME-1 (153).
1.3.4. CD56

CD56 (NCAM) je multivalentni adhezivni molekul koji omogucava ostvarivanje
homotipi¢nih 1 heterotipicnih celijsko celijskih adhezija, posredstvom homofilnih
vezuju¢ih mehanizama, i uobicajeno se eksprimira u NK celijama, aktiviranim T

limfocitima, velikim granuliranim limfocitima, specificnim endokrinim organima, i
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mozdanom tkivu. U S$titastoj Zlezdi, ekspresija CD56 je identifikovana ne samo u
neizmenjenoj Zzlezdi, ve¢ takode i u adenomatoznoj hiperplaziji, Graves-ovom
oboljenju, limfocitnom tireoiditisu, Hashimoto titeoiditisu i folikularnom adenomu. U
PTC, nadena je znacajno redukovana ekspresija CD56 , i incidenca ove smanjene
ekspresije varira od 83,4% do 100% (154). Ove varijacije u incidenci mogu biti
prouzrokovane razlikom u definisanju donje granice pozitivnih tumorskih ¢elija.

U nekoliko studija, senzitivnost i specificnost CD56 nisu bile 100%, te se sugeriSe da
je bolje koristiti kombinaciju markera za klinicku evaluaciju pacijenata (155).
Promene u ekspresiji CD56 mogu uticati na migratornu sposobnost tumorskih ¢elija
(156). Losija prognoza kod pacijenata sa karcinomima debelog creva i pankreasa, kao
i sa astrocitomima je u vezi sa gubitkom ekspresije CD56 (157). Pokazano je da CD56
stimuliSe Pl-integrinom posredovane celijsko matriksne adhezije, aktivirajuci
receptore za fibroblastni faktor rasta. Zbog toga, niska ekspresija CD56 moze povecati
verovatno¢u pojave metastaza posredstvom stimulacije limfangiogeneze (158).
Modifikacije ekspresije CD56 u PTC mogu dovesti do nishodne regulacije
vaskularnog endotelnog faktora rasta D (VEGF-D) i VEGF-C, faktora koji stimuliSu
limfangiogenezu (159). Homebox B9 (HoxB9; transkripcioni factor) reguliSe
transkripciju CD56 u PTC. Utisavanje HoxB9 jedarne ekspresije je povezano sa
tumorskim stadijumom i ekstratiroidnim Sirenjem, dok gubitak ekspresije CD56 nije
u korelaciji sa klinicko-patoloskim osobinama. Svi ovi nalazi su dokazi koji
objasnjavaju zaSto PTC karakteristicno metastazira u regionalne limfne noduse , dok
se FTC obi¢no Siri hematogeno (160).

1.4. Angiogeneza u tumorima §titaste Zlezde

Angiogeneza je rast krvnih sudova iz ve¢ postojecih sudova. Javlja se tokom celog
zivota , u zdravlju i bolesti, po¢injuéi u materici i nastavljajuci se do u starost. Nijedno
metabolicki aktivno tkivo u telu nije udaljeno vise od nekoliko stotina mikrometara od
krvnih kapilara, koji su nastali procesom angiogeneze. Kapilari su neophodni u svim
tkivima za difuzionu razmenu hranjivih materija i metabolita. Promene u metabolickoj
aktivnosti dovode do srazmernih promena u angiogenezi i zbog toga, i
proporcionalnih promena u gustini kapilara. Kiseonik igra klju¢nu ulogu u ovoj
regulaciji. Hemodinamski ¢inioci su kriti¢ni za prezivljavanje vaskularne mreze i za

strukturalne adaptacije zidova krvnih sudova. Spoznaja da kontrola angiogeneze moze
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imati terapeutsku vrednost je proizvela veliko interesovanje tokom proteklih 40
godina. Stimulacija angiogeneze moze biti terapeutska u ishemijskoj bolesti srca,
perifernoj arterijskoj bolesti i u zarastanju rana. Smanjenje ili inhibicija angiogeneze
moze biti terapeutska u malignim tumorima, o¢nim stanjima, reumatoidnom artritisu i
drugim oboljenjima. Kapilari rastu i regrediraju u normalnim tkivima shodno
funkcionalnim zahtevima (161). Vaskularna arhitektura u tumorima je drugacija u
odnosu na normalna tkiva, i odredena je mikroheterogenosc¢u celijskih interakcija sa
ekstracelijskim matriksom. Najveéa vaskularna gustina se obi¢no pronalazi na
periferiji unutar invazivnog fronta. Tumorski krvni sudovi ne prikazuju raspoznatljive
osobenosti arteriola, kapilara i venula, nepravilnog su oblika, veli¢ine i obrasca
ra¢vanja. Formiraju arterio-venske Santove. Njihov nasumican obrazac ra¢vanja i veci
nepravilni lumeni doprinose neujedna¢enoj perfuziji tumorskih celija. Stavise, oni
imaju nejednake dijametre, haoti¢ne obrasce protoka, i poveéanu permeabilnost za
makromolekule (162, 163) Gustina tumorskih sudova je veoma heterogena. Najvise
vrednosti su nadene na invazivnoj tumorskoj ivici, gde je gustina Cetiri do deset puta
veéa nego u unutrasnjosti tumora. Aranzman krvnih sudova u centru je vise
iregularan nego na njegovim ivicama (164). Tumorski krvni sudovi prikazuju citav
spektar podtipova sudova, koji variraju od kapilarnih, preko “majcinskih” krvnih
sudova (veliki, porozni, tankog zida, fenestrirani sinusoidi sa oskudnim pericitima),
do glomeruloidnih sudova (slabo organizovane vaskularne strukture koje podsecaju na
glomerule, i sastoje se od endotelnih ¢elija i pericita sa minimalnim vaskularnim
lumenima i udvostru¢enom bazalnom membranom.) i vaskularnih malformacija
(majcinski krvni sudovi koji imaju asimetrican glatko miSi¢ni omotac i/ili omotac¢ od
fibroznog vezivnog tkiva) (165). Molekularni mehanizmi koji dovode do izmenjene
vaskularne arhitekture nisu u potpunosti razjaSnjeni. Smatra se da je poremecena
ravnoteZa pro- i antiangiogenih faktora kljuéni &inilac. Stavise, mehani¢ki stres, koji je
prouzrokovan od strane proliferiSu¢ih tumorskih ¢elja, takode komprimuje sudove u
tumoru, sa nekim sudovima koji postaju prenaglaseno veliki, i drugim koji su vise
nezreli 1 mali (166, 167). Ove strukturalne nepravilnosti dovode do poremecaja
protoka krvi, hipoksije, prekomerne propustljivosti, i poviSenog intersticijalnog
pritiska u mnogim solidnim tumorima, §to zauzvrat ima ugrozavanje dostave

antikancerskih lekova, kao i kiseonika do tumorskog tkiva.
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Poznato je da papilarni karcinomi Stitaste zlezde imaju sklonost za intratiroidno
Sirenje posredstvom limfatika, sa daljom propagacijom u regionalne limfne noduse,
dok folikularni karcinomi uglavnom metastaziraju hematogeno. Ove posebnosti u
metastatskim osobitostima diferentovanih tumora Stitaste zlezde nisu u potpunosti
razja$njenjene, ali mogu biti u vezi sa tumorskom angiogenezom, kao glavnim
faktorom u razvoju i progresiji tumora. Skorije studije angiogeneze na tumorima
Stitaste zlezde su pokazale da ekspresija razlicitih faktora koji promovisu de novo
formiranje krvnih sudova je povefana u svim tumorima Stitaste zlezde
(hemangiogeneza), dok je ekspresija limfangiogenih faktora rasta znacajno povecana
samo u papilarnom karcinomu Stitaste zlezde (168, 169). Medu angiogenim faktorima,
najvise proucavani u neoplazmama Stitaste zlezde su vaskularno endotelni faktori rasta
(VEGF), jedni od najvaznijih regulatora tumorske angiogeneze. Ekspresija VEGF
gena i proteina je povecana ne samo u tumorima, ve¢ i u Graves-ovom oboljenju,
Hashimoto tireoiditisu, i strumi (169,170). Povecanje koncentracije VEGF u PTC i
FTC ide paralelno sa povecanjem proliferativne Ccelijske aktivnosti evaluirane
bojenjem na KI67, ukazujuéi na povecanju angiogenezu u oba tipa tumora (171).
Pokazano je da clanovi VEGF familije promoviSu i hemangioangiogenezu i
limgangiogenezu u $titastoj zlezdi tokom patoloskih procesa. Demonstrirano je da su
nivoi VEGF-C, koji stimuliSe limfangiogenezu, pove¢ani u PTC-u, ali ne i u drugim
karcinomima Stitaste koji imaju sklonost da metastaziraju limfogeno (168,172).
Tumori Stitaste zlezde imaju vecu vaskularnu gustinu u odnosu na normalnu Stitastu
zlezdu. Povecanje mikrovaskularne gustine je pokazano u malignim u odnosu na
benigne folikularne tumore, dobro diferentovanim tiroidnim karcinomima i PTC-u
(173, 174).

CD31, takode poznat i kao trombocitno endotelni celijski adhezioni molekul-1
(PECAM-1), je membranski glikoprotein lociran na spojevima endotelnih ¢elija , i na
povrsini trombocita. Igra ulogu u trombozi, zarastanju rana i angiogenezi. CD31, je
pan-endotelni marker koji je obi¢no koriS¢en da bi se procenila mikrovaskularna
gustina (MVD), igra ulogu u angiogenezi kroz njegovu ukljucenost u endotelne
¢elijsko-celijske i ¢elijsko matriksne interakcije, i sprovodenje signala.

Imunomarker specifican za limfne sudove, D2-40, je koris¢en za odredivanje limfo-

vaskularne gustine (LVD) u nekoliko tipova tumora Stitaste Zlezde (175, 176).
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1.5. Tkivni mikroniz
Tkivni mikroniz (tissue microarray —TMA) sadrzi i do 1000 tkivnih cilindara (u
formalinu fiksirana i u parafin ukalupljena tkiva) koji su dobijeni iz donorskog
parafinskog kalupa i preneSeni u jedan recipijenti parafinski kalup. Ovaj recipijentni
kalup se kasnije sece i iseCci se stavljaju na staklene plocice. U zavisnosti od duzine
cilindara, iz jednog TMA moze se proizvesti i do 300 plocica. Postoje brojne oblasti
primene tkivnog mikroniza:
Vrednovanje (validacija/provera) podataka dobijenih sa cDNA cipova (177)
. Provera senzitivnosti i specifi¢nosti novootkrivenih antitela
o Koris¢enje TMA sa citoloskim uzorcima
Obezbedivanje kvaliteta u imunohistohemiji (178)
Prevodenje podataka sa ¢elijskih linija, ksenograftova i animalnih modela na
humane maligne tumore (179)
Kolaborativne studije
Molekularno profilisanje velikih serija tumora ili obolelih tkiva i korelacija sa
klini¢kim ishodom
Evaluacija  dijagnostickih,  prognostickih 1  terapijskih  potencijala
novootkrivenih gena i molekula.
Postoje razliciti tipovi TMA:
Multitumorski TMA: Ovi TMA sadrze uzorke nekoliko razlicitih tipova
tumora sa ciljem da se testira specificnost novog monoklonalnog antitela (180)
Progresivni TMA: Sadrzi uzorke jednog tipa tumora u razli¢itim stadijumima,
sa ciljem da prouce promene ili slicnosti u genskoj amplifikaciji ili ekspresiji
proteina u razli¢itim stadijumima, u tom tipu tumora (180).
Prognosticki TMA: Sadrze uzorke tumora sa udruzenim klinickim podacima
dobijenim dugotrajnim pracenjem sa ciljem da se identifikuju i procene
promene i  prognosticki markeri za predikciju klinickog odgovora na
terapeutske intervencije poput hemoterapeutskih lekova ili radijacione terapije
(181).
Retki tumor ili bolesti: Sa ciljem da se sacuva S§to je moguce vise tkiva za

buduce studije retkih maligniteta ili oboljenja, TMA pruza nacin da se iskoristi

37



mali uzorak koji moze biti slozen zajedno sa tkivnim cilindrima dobijenim iz
brojnih institucija, oCuvavajuci veoma ogranicene resurse.
Na tkivnom mikronizu mogu se primeniti razli¢ite procedure: imunohistohemija,
hromogena in situ hibridizacija, fluorescentna in situ hibridizacija, multiplex
immunobloting, quantum dots. U nastavku su navedene najCeS¢e koriSCene
procedure sa osvrtom na specifi¢nosti i ogranicenja:
1. Imunohistohemija:
Isecci dobijeni sa TMA , tokom imunohistohemijske procedure, su veoma
podlozni gubitku tkiva tokom deparafinizacije i demaskiranja antigena . Oni su
podlozni i nastanku efekta obojene ivice. Postoje dve kategorije proteina koji
su veliki izazov za imunohistohemiju. To su transkripcioni faktori, koji zbog
veoma malog broja kopija po celiji, ponekad ne mogu da se vizuelno
detektuju, 1 citokini koji zbog difuzije kroz tkivo mogu da naprave
nespecificno bojenje (182).
2. Hromogena/fluorescentna in situ hibridizacija (CISH/FISH)
Fiksacijom u formalinu nastaju ukrSteni metilenski mostovi koji ¢uvaju tkivnu
strukturu, ali nedostatak ovoga je da se smanjuje dostupnost hibridizacionuh
ciljeva. Koraci u predtretmanu , kao S§to je upotreba natrijum tiocijanata i
digestija pepsinom da bi se demaskirala ciljna DNK, moraju biti optimizovani
za svaki tip tkiva. PoSto multitumorski TMA sadrZze mnoga razli¢ita tkiva to
moze zahtevati razliCite tipove predtretmana, o ¢emu treba razmisljati prilikom
dizajniranja odgovaraju¢eg TMA za eksperiment (183).
U nekoliko tipova tumora, a za razlicite markere, sprovedene su studije koje su
poredile imunohistohemijske nalaze na uzorcima iz tkivnog mikroniza sa
imunohistohemijskim nalazima na iseCcima sa odgovaraju¢ih donorskih kalupa.
Postavlja se nekoliko pitanja. Koja veli¢ina i koji broj tkivnih cilindara je
optimalan? Da 1i tako mali uzorci mogu odrazavati tumorsku heterogenost?
Opsta saglasnost je da tri cilindra dijametra 0,6mm obezbeduju adekvatno
predstavljanje, i poSto se pretpostavlja da ¢e bar jedan cilindar biti izgubljen
tokom transfera na staklenu plocicu, ili tokom bojenja, ostace dva cilindra za
skorovanje. Slicno, dva cilindra ¢iji je dijametar 1.0 ili 1.5 mm, se smatraju

reprezentativnim. Uzimanje cilindara iz razliitih tkivnih kalupa jednog tumora
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moze donekle pomoc¢i u oslikavanju heterenosti istog. Bitna Cinjenica koju treba
imati na umu je da su ove studije bazirane na pretpostavci da je praksa
standardnog uzorkovanja tkiva zlatni standard i reprezentativha je za ceo

tumor(184,185, 186, 187).
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2. CILJEVIISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja su :

1.

Ispitivanje i poredenje ekspresije CD31, D2-40, CK19, CD56, Galectin-3,
HBME-1, u benignim i malignim lezijama Stitaste zlezde, porekla folikularnih

¢elija, koje se prezentuju klini¢ki kao nodusi.

Odredivanje znacaja pojedinacne 1 kombinovane ekspresije markera
neoangiogeneze (CD31, D2-40) i drugih markera ( CK19, CD56, Galectin-3,

HBME-1) za procenu malignog potencijala lezija Stitaste zlezde.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Materijal
Istrazivanje je dizajnirano kao studija preseka. Istrazivanjem je, metodom slucajnog
izbora, bilo obuhvaéeno 208 pacijenata. Pacijenti su hirurski tretirani zbog nodusa
Stitaste Zlezde, u Centru za endokrinu hirurgiju (I hirurska klinika) u periodu od 01.
januara 2010. godine do 31. decembra 2013. godine. Kriterijum izbora je veli¢ina
preseka nodusa ¢iji je dijametar ve¢i od Smm. Dijagnoze od interesa su: koloidni i
folikularni adenom, hiperplasti¢ni nodus , PTC, FTC, adenom i karcinom Hirtleovih
¢elija, dobro diferentovani tumor neizvesnog malignog potencijala. U svim
ispitivanim slucajevima, dijagnoza je potvrdena od strane dva nezavisna endokrina
patologa, a na osnovu evaluacije HE obojenih ploc¢ica. Tokom ispitivanja, iz studije
je isklju¢eno 7 pacijenata. U Sest slucajeva unutar TMA, cilindri nisu odgovarali
prethodno odredenim zonama od interesa, a u dva slucaja nedostajala su oba
cilindra, koja reprezentuju jedan slucaj. Kompletno ispitivanje sprovedeno je na
uzorku od 201 slucaja, 44 pacijenta muskog pola i 157 pacijenata Zenskog pola.
3.2. Metode rada

Tkivo stitaste Zlezde sa tumorom je dostavljeno na patohistolosku obradu, pri ¢emu
je materijal makroskopski pregledan i opisan. Veli¢ina tumora je odredena
makroskopskim pregledom i definisana najvec¢om vrednosti od tri dimenzije nodusa.
Veli¢ina tumora koji je manji ili jednak 1 cm je naknadno i mikroskopski
evaluirana.
Uzorci tkiva za histolosku analizu su fiksirani u 10% formalinu, ukalupljeni u
parafinske blokove i seCeni na rezove debljine S5pm. Deparafinisani tkivni iseCci su
bojeni metodom hematoksilin-eozin (HE) i analizirani.
Rezultati patohistoloske analize HE preparata:

e Histoloska dijagnoza nodusa

e Selekcija plocice, Ciji ¢e se parafinski kalup koristiti kao donorski kalup

za izradu tkivnog mikroniza

e (Oznacavanje markerom zona od interesa na plocici

HistoloSka dijagnoza tumora Stitaste zlezde je odredena na osnovu predloga

patohistoloske klasifikacije tumora Stitaste zlezde Svetske Zdravstvene Organizacije
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(188). Po ovoj Kklasifikaciji tumori Hirtleovih celija predstavljaju podtipove

folikularnog adenoma/karcinoma. Prema klasifikaciji navedenoj u udzbeniku autora

Rosaija i Akermana, to su zasebni entiteti (189).

Zone od interesa su predstavljene tumorskim tkivom u pojasu Sirine od Imm,

neposredno ispod tumorske kapsule ili na samom invazivnom frontu.

Selektovane su minimalno dve zone od interesa. Kriterijumi za izbor zone, pored

gore ve¢ navedenog, su ocuvana morfologija, visoka celularnost, odsustvo

sekundarnih regresivnih promena (krvarenje, fibroza, kalcifikacije), odsustvo

nekroze i prisustvo jasno uocljive mikrovaskulane mreze.

3.2.1. Konstrukcija tkivnog mikroniza

Po ucinjenom pregledu svih pripadaju¢ih plocica za pojedinacni slucaj,
selektovana je jedna reprezentativna HE obojena plocica. Posto su
izdvojene reprezentativne plocice u narednom aktu su obelezavane
markerom zone od interesa na plocici, uz upotrebu mikroskopa (Olympus
BX41). Po odabiru i markiranju plocice, a s obzirom da su plocice
numerisane na identi¢an nac¢in kao i odgovarajuci parafinski kalupi (jedan
kalup=jedan broj) iz arhive je odvajan odgovaraju¢i parafinski kalup
(,,kalup donor*). Posto su upareni odgovaraju¢i donorski kalup i vec
markirana plocica, zone od interesa su prenete sa plocice na odgovarajuci
kalup. Instrumentom (Suplja igla pre¢nika 1.2mm) su uzeta 2 cilindra tkiva
iz predhodno obelezenih kalupa donora i preneta u prethodno oznacena i
kodirana mesta unutar kalupa recipijenta. U recipijentni kalup su uvrséene i
spoljasnje pozitivne kontrole, unete na isti nacin.
Recipijentni kalup se, nakon unosenja poslednjeg tkivnog cilindra, stavlja u
odgovaraju¢u metalnu modlu, polaze u laboratorijsku peénicu na 60
Celsius stepeni, i inkubira 50 minuta. Po vadenju iz pecnice, kalupi se
prenose na ledenu podlogu i ostavljaju da leze 15 minuta.
Napravljena su 4 recipijentna parafinska kalupa sa 8 redova i 13 kolona
cilindara (104 inkorporirana tkivna cilindra), sa 5 kontrolnih tkiva u 14.

koloni.
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S obzirom da tokom izrade TMA moZe doc¢i do osipanja i trosenja tkiva,
svi sluCajevi od kojih je prisutan minimalno jedan tkivni cilindar, na svim

ispitivanim presecima, su ukljuceni u istrazivanje.
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3.2.2. Imunohistohemijska metoda

Parafinski kalupi sa tkivnim mikronizom su sefeni na preseke debljine 4um.

Informacije o antitelima i

imunohistohemijskom metodu (proizvodac,

klon,

razblazenje, pretretman, duzina inkubacije primarnog antitela, vizuelizacioni kitovi)

su radi preglednosti predstavljene u Tabeli 1.

Tabela 1
o =
S 8 = = < s E N 2 = S
5 3 2 z |2 ££ | §% T2 |8
g 5°F E 3 ? Z= =g 5T =
& ¥ 2 < & & =g o ¥ 5 &=
DAKO, Mo0823 CD31, 1:25 mikrotalasna | lh UltraVision TL-125- | Thermo
DENMARK A/S Endothelial pecnica 20", ™]Pp HL Scientific
Cell, Clone citratni pufer Detection ™ USA
JCT0A pH6 System:
HRP
Polymer
NOVOCASTRA, NCL-L- CD56 1:50 mikrotalasna | 1h UltraVision TL-125- | Thermo
UK CD56-1B6 | (NCAM) pecnica 20', ™ P HL Scientific
Clone 1B6 citratni pufer Detection ™, USA
pH6 System:
HRP
Polymer
DAKO, MO0888 Cytokeratin 1:50 enzimska 30' UltraVision TL-125- | Thermo
DENMARK A/S 19, Clone digestija, ™]Pp HL Scientific
RCK108 proteinaza K Detection ™ USA
10' sobna T System:
HRP
Polymer
DAKO, M3619 D2-40, 1:100 | mikrotalasna | lh UltraVision TL-125- | Thermo
DENMARK A/S Clone D2- pecnica 20, ™LP HL Scientific
40 citratni pufer Detection ™, USA
pH6 System:
HRP
Polymer
DAKO, M3505 Mesothelial 1:50 mikrotalasna | 1h UltraVision TL-125- | Thermo
DENMARK A/S Cell, Clone pecnica 20', ™LP HL Scientific
HBME-1 citratni pufer Detection ™ USA
pH6 System:
HRP
Polymer
TECHNE/R&D MABI1154 | Human 1:100 | mikrotalasna | 12hna UltraVision TL-125- | Thermo
SYSTEMS, USA Galectin-3 , pecnica 20', 4°C ™LP HL Scientific
Clone citratni pufer Detection ™, USA
194804 pH6 System:
HRP
Polymer
Imunohistohemijska analiza je vrSena svetlosno mikroskopski,

kvalitativnom i semikvantitativnom analizom, uz koris¢enje kontrola.
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3.2.2.1.Imunohistohemijska analiza ekspresije citokeratina 19.
Pozitivnim bojenjem je smatrana citoplazmatska 1i/ili membranska
ekspresija CK19. Imunoreaktivnost je smatrana pozitivnom kad je
najmanje 11% tumorskih ¢elija pozitivno na CKI19, nezavisno od
intenziteta bojenja. Distribucija bojenja je gradirana kao “17, “2”, “3”
or “4”  kada 11-25%, 26-50%, 51-75% ili 76—100% tumorskih celija
pokazuje pozitivnu ekpresiju, respektivno (190, 191).
Kao pozitivna spoljaSnja pozitivna kontrola koristile su se epitelne
celije kripti apendiksa, a kao unutrasnja pozitivna kontrola koristile su
se maligne epitelne celije papilarnog karcinoma Stitaste zlezde.

3.2.2.2.Imunohistohemijska analiza ekspresije HBME-1
Pozitivnim bojenjem je smatrana membranska + citoplazmatska
ekspresija HBME-1. Imunoreaktivnost je smatrana pozitivnom kad je
najmanje 11% tumorskih ¢elija pozitivno na HBME-1, nezavisno od
intenziteta bojenja. Distribucija bojenja je gradirana kao “17, “27, “3”
or “4”  kada 11-25%, 26-50%, 51-75% ili 76—100% tumorskih celija
pokazuje pozitivnu ekpresiju, respektivno (191,192,193).
Kao pozitivna spoljasnja pozitivna kontrola koristile su se celije
mezotela apendiksa.

3.2.2.3.Imunohistohemijska analiza ekspresije Galectin-3
Pozitivnim bojenjem je smatrana citoplazmatska i/ili membranska
ekspresija ekspresija Galectin-3. Imunoreaktivnost je smatrana
pozitivnom kad je najmanje 11% tumorskih celija pozitivno na
Galectin-3, nezavisno od intenziteta bojenja. Distribucija bojenja je
gradirana kao “17, “2”, “3” or “4” , kada 11-25%, 26—-50%, 51-75% ili
76-100%  tumorskih  ¢elija  pokazuje  pozitivnu  ekpresiju,
respektivno(191, 193).
Kao pozitivna spoljasnja pozitivna kontrola koristile su se epitelne
¢elije kripti apendiksa.

3.2.2.4.Imunohistohemijska analiza ekspresije CD56

Pozitivnim bojenjem je smatrana membranska ekspresija CD56.
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Za CD56, marker cija je ekspresija redukovana ili odsutna u
karcinomima Stitaste zlezde , pozitivni rezultat (ili “maligni profil”) ¢e
biti smatran kada se 0-10% tumorskih ¢elija boji pozitivno.
Svi nalazi su podeljeni u dve grupe:
Skor 0- negativna grupa (11-100% pozitivnih tumorskih ¢elija)
Skor 1 —pozitivna grupa (0-10% pozitivnih tumorskih ¢elija)
Kao pozitivna spoljasnja pozitivna kontrola koristili su se periferni
nervi u pravom miSi¢nom sloju apendiksa, a kao pozitivna unutrasnja
kontrola koriS¢eni su tireociti unutar koloidnog adenoma ili
folikularnog adenoma (190, 191)

3.2.2.5.Imunohistohemijska analiza ekspresije CD31
Pozitivnim bojenjem je smatrana membranska i/ili citoplazmatska
ekspresija ekspresija CD31.
Bilo koja braon obojena endotelna ¢elija ili grupa endotelnih ¢elija koja
je jasno odvojena od susednih mikrosudova, tumorskih ¢éelija, ili drugih
elemenata vezivnog tkiva, je smatrana pojedinacnim, brojivim
mikrosudom. Lumen sudova, iako je Cesto prisutan, nije neophodan za
definisanje strukture kao mikrosuda. Takode, crvena krvna zrnca nisu
koriS¢ena za definisanje lumena sudova. Svakih 40 pm duZine
mikrosuda je racunato kao novi mikrosud (194, 195).
Svaki pojedinacni slucaj je predstavljen sa dva tkivna cilindra. Preseci
svakog cilindra TMA su fotografisani pomocu kamere Olympus DP70
na uvelicanju 200x, pri konstantnom osvetljenju. PovrSina
fotografisanog preseka iznosi 0,55 mm?. Od dva preseka, presek sa
ve¢om mikrovaskularnom gustinom je biran za dalju analizu. U slucaju
da nije bilo mogucée napraviti razliku izmedu dva cilindra u pogledu
mikrovaskularne gustine, analizirana su oba preseka i srednja vrednost
je uzimana za vrednost mikrovaskulane gustine.
U ImageJ programu (Image] 1.48V) formirana je mreza nad slikom
promera 10x10pm. U gore navedenom programu, manuelno su
izbrojani mikrosudovi koris¢enjem opcije Plugins/Analyze/Cell

Counter.

46



U slucajevima kada je presek tkivnog cilindra bio nepotpun, ili kada
tumorsko tkivo ne zauzima celokupan presek cilindra, u Imagel
programu je izracunavana povrsina od interesa. S obzirom da bi u tim
okolnostima postojala moguénost neuravnotezenosti rezultata od
slucaja do slucaja, svi prebrojani krvni sudovi na zadatoj povrSini
izrazenoj u mm’ (idealno 0,55 mm?) su uz pomo¢ proporcije bili
prevodeni na broj krvnih sudova po Imm®.

Za spoljasnje pozitivne kontrole kori$éeni su endotelne celije krvnih

sudova patoloski neizmenjene Stitaste Zlezde.

3.2.2.6.Imunohistohemijska analiza ekspresije D2-40
Pozitivnim bojenjem je smatrana citoplazmatska i/ili membranska

ekspresija ekspresija D2-40.

Bilo koja braon obojena endotelna ¢elija ili grupa endotelnih ¢elija koja
je jasno odvojena od susednih mikrosudova, tumorskih ¢elija, ili drugih
elemenata vezivnog tkiva, je smatrana pojedinacnim, brojivim
mikrosudom. Lumen sudova, iako je Cesto prisutan, nije neophodan za
definisanje strukture kao mikrosuda. Svakih 40 pm duzine mikrosuda
je racunato kao novi mikrosud (194, 195, 196).

Svaki pojedinacni slucaj je predstavljen sa dva tkivna cilindra. Preseci
svakog cilindra TMA su fotografisani pomocu kamere Olympus DP70
na uvelicanju 200x, pri konstantnom osvetljenju. PovrSina
fotografisanog preseka iznosi 0,55 mm?. Od dva preseka, presek sa
ve¢om limfovaskularnom gustinom je biran za dalju analizu. U slucaju
da nije moguce napraviti razliku izmedu dva cilindra u pogledu
limfovaskularne gustine, analizirana su oba preseka i srednja vrednost
je uzimana za vrednost mikrovaskulane gustine.

U ImageJ programu (Image] 1.48V) formirana je mreza nad slikom
promera 10x10pm. U gore navedenom programu, manuelno su
izbrojani mikrosudovi koris¢enjem opcije Plugins/Analyze/Cell

Counter.
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U slucajevima kada je presek tkivnog cilindra bio nepotpun, ili kada
tumorsko tkivo ne zauzima celokupan presek cilindra, u Imagel
programu je izracunavana povrsina od interesa. S obzirom da bi u tim
okolnostima postojala moguénost neuravnotezenosti rezultata od
slucaja do slucaja, svi prebrojani krvni sudovi na zadatoj povrSini
izrazenoj u mm’ (idealno 0,55 mm?) su uz pomo¢ proporcije bili
prevodeni na broj krvnih sudova po Imm®.
Za spoljasnje pozitivne kontrole koris¢eni su endotelne ¢elije limfnih
sudova mukoze/submukoze i subseroze apendiksa.
3.3. Statisticka analiza
U studiji su koris¢ene deskriptivne i analitiCke statistiCke metode. Od deskriptivnih
su koriS¢eni apsolutni i relativni brojevi (n,%), mere centralne tendencije
(aritmeticka sredina, medijana) i mere disperzije (standardna devijacija). Od
analitickih statistickih metoda su koriS¢eni testovi razlike i testovi za ispitivanje
valjanosti dijagnostickog metoda. Od testova za ispitivanje znacajnosti razlike,
koriS¢eni su parametarski testovi (t test i ANOVA) i neparametarski testovi (Hi-
kvadrat test, Mann-Whitney U test, Kruskal-Wallis test). Od dijagnostic¢kih testova
je koris¢ena senzitivnost , specificnost , pozitivna prediktivna vrednost (PPV),
negativna prediktivna vrednost (NPV). Takode, radi uporedivanja ispitivanih
markera ROC kriva je konstruisana. Rezultati ¢e biti prikazani tabelarno i graficki.
Svi podaci bi¢e obradeni u SPSS 20.0 (IBM korporacija) softverskom paketu. U
svim primenjenim analitickim metodama nivo statisticke znacajnosti bio bi

definisan verovatnocom nulte hipoteze od 0,05.
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4. REZULTATI
4.1. Demografske karakteristike ispitanika
Istrazivanjem je, metodom slucajnog izbora, bilo obuhvaceno 208 pacijenata.

Kompletno ispitivanje sprovedeno je na uzorku od 201 slucaja, 44 pacijenta muskog

pola i 157 pacijenata zenskog pola (Grafikon 1).

Pol

W muski
H zenski

Grafikon 1 Polna distribucija
Najmladi pacijent u vreme postavljanja dijagnoze je imao 14 godina, a najstariji 78
godina. Prosecna starost pacijenata u uzorku je 50,94 £14,080 godine, sa medijanom od

53 godine (Tabela 2). Najveéi broja pacijenata nalazi se u Sestoj dekadi zivota (27,36%)
(Grafikon 2).

Tabela 2 Starosna distribucija

Ukupan | Prose¢na | Standardna devijacija | Medijana | Minimum | Maksimum

Broj starost

201 50.94 14.080 53.00 14 78
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Grafikon 2 Starosna distribucija izrazena u apsolutnim brojevima

Poredeci pacijente prema polu, a u odnosu na starost (Tabela 3, Grafikon 3), dolazimo

do zakljucka da nema razlike u starosnoj distribuciji u odnosu na pol (p=0,950)

Tabela 3 Starosna distribucija u odnosu na pol

Pol Srednja N SD  Min Max
vrednost
Muski 50.82 44 12354 25 75
Zenski 5097 157 14.563 14 78
Ukupno 50.94 201 14.080 14 78

:

60

Starost

404

20

T T
muski zenski

Pol

Grafikon 3 Starosna distribucija u odnosu na pol
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Poredenjem kategorija “benigno” i “maligno” u odnosu na pripadnost polu (Tabela 4)
mozemo da zaklju¢imo da ne postoji statisticki znacajna razlika, to jest da je raspodela

benignih i malignih lezija kod muskaraca i zena sli¢na (Pearson Chi-Square; p=0.134)

Tabela 4 Distribucija benignih i malignih tumora u odnosu na pol

Pol / Tip tumora
Tip tumora Ukupno
Benigni | Maligni
Pol | Musko | N | 13 31 44
% | 29.5% |70.5% | 100.0%
Zenski | N | 66 91 157
% | 42.0% | 58.0% | 100.0%
Ukupno N |79 122 201
% 139.3% |60.7% | 100.0%

Analizom skupa i poredeci da li se starost pacijenata razlikuje u benignoj i malignoj
grupi lezija dosli smo do slede¢ih rezultata (Tabela 5). Prosecna starost pacijenata u
benignoj grupi lezija (53,34+13,42) je neSto visa nego u grupi sa malignim lezijama

(49,38+14,33), a uocena razlika je na granici statisticke znacajnosti (p=0,051).

Tabela 5 Odnos grupa benigno/maligno u odnosu na starost pacijenata

Tip tumora | N | Srednja vrednost | SD Medijana | Min | Max
Benigni 79 |53.34 13.422 | 56.00 22 |78
Maligni 122 | 49.38 14.329 | 51.00 14 |75
Ukupno 201 | 50.94 14.080 | 53.00 14 |78

4.2. Klinic¢ko patoloske karakteristike ispitivanog uzorka

U uzorku od 201 pacijenta, benigni nalaz je bio prisutan kod 79 (39,3%) pacijenata, a
maligni nalaz kod 122 (60,7%) pacijenata.

NajceSc¢a benigna dijagnoza nodusa je koloidni adenom (14,9% svih dijagnoza), a

najces¢a maligna dijagnoza je papilarni karcinom (43,3% svih dijagnoza) (Tabela 6).
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Tabela 6 Distribucija pacijenata u odnosu na patohistoloski nalaz

PH nalaz N %  [Kumulativni %
'Adenoma colloides 30 14.9 (14.9

IAdenoma folliculare 27 13.4 28.4
IAdenoma Hurthle cell |10 5.0 [33.3

\Adenoma hyperplasticum(12 6.0 [39.3
Carcinoma folliculare 15 7.5 46.8
Carcinoma Hurthle cell 20 (10.0 [56.7

Carcinoma papillare 87 ¥3.3 |100.0
Ukupno 201{100.0

U grupi papilarnih karcinoma najces¢i histoloski podtip u ispitivanom uzorku je
folikularna varijanta PTC-a (47,62%) a najredi podtip je oksifilna varijanta PTC
(3,57%) (Tabela 7)..

Tabela 7 Podtipovi papilarnog karcinoma Stitaste Zlezde i njihova distribucija

Varijante PTC F % Kumulativni %
Folikularna 40 47.6 47.6

Klasicna 27 32.1 79.8

Mesovita 9 10.7 90.5

Oksifilna 3 3.6 94.0

Solidna 5 6.0 100.0

Ukupno 84 100.0

Najveci broj nodularnih lezija u ispitivanom uzorku je veli¢ine oko 3 cm (prosecna
vrednost 3,36 +£1,92cm) sa medijanom od 3 cm (Tabela 8, Grafikon 4). Najmanji nodus
u ispitivanom uzorku je velic¢ine 0.5cm, a najveci 12 cm. Uporedujuci podatke o veli¢ini
tumora dobijene makroskopskim pregledom preparata sa klinickim podacima o veli€ini
dominantnog nodusa, zbog Cega je i izvrSena hirurSka intervencija, nalazimo da ne
postoji znacajna razlika. Uporedujuéi benigne i maligne lezije u odnosu na veli¢inu
tumora (Tabela 9), zakljuCujemo da u ispitivanom skupu ne postoji statisticki znacajna

razlika u odnosu na ove dve grupe (p=0,719)

Tabela 8 Veli¢ine tumora i klini¢ki dominantnih nodusa

Prose¢na vrednost | Standardna devijacija | Medijana | Min | Max

Veli¢ina tumora | 3.357 1.9223 3.000 5 12.0

Dominantni évor | 3.525 2.0230 3.000 S 14.0

52




50

454

40+

359

30

25

20

i
i

Grafikon 4 Distribucija pacijenata u odnosu na veli¢inu tumor

Tabela 9 Veli¢ine tumora u odnosu na tip tumora

Velicina Tu

| | I I | P | T T | | T T I T T
0 510152025 30354045 505560657075 808590 851

Velicina tumora

Srednja vrednost | Mediana | Min | Max | SD
Tip tumora | Benigni | 3.3 3.0 5 9.0 |17
Maligni | 3.4 3.0 5 12.0 | 2.0

4.3. Ekspresija citokeratina 19 (CK19)

T
00511 0115120125

Uvidom u Tabelu 10 i Grafikon 5 uocava se da najveci broj benignih lezija (70,9%) ima

negativnu ekspresiju CK19. S druge strane, distribucija ekspresije citokeratina 19 u

malignim lezijama pokazuje pokazuje obrnut trend i pozitivnu ekspresiju CK19 u 75,4%

malignih nodusa.

Tabela 10 Ekpresija CK19 u benignim i malignim tumorima

CK 19 Ukupno
- H-
Tip tumora Benigni N 56 23 79
% 70.9% 29.1% 100.0%
Maligni IN 30 92 122
% 24.6% 75.4% 100.0%
N 36 115 201
% 42.8% 57.2% 100.0%
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Grafikon 5 Poredenje ekspresije CK19 u benignim i malignim tumorima

Ako se posmatra distribucija ekspresije CK19 unutar maligne grupe(Tabela 11), uocava
se da najveci broj slucajeva (54; 58,7%) pokazuje izraZzenu ekspresiju (76-100%
tumorskih ¢elija). Uocena razlika u ekspresiji CK19 izmedu benignih i malignih lezija je
visoko statisticki znacajna (p=.000). Kada smo iz uzorka eliminisali papilarne
karcinome na taj nacin eliminiSu¢i doprinos papilarnog karcinoma, i uporedili maligne i
benigne entitete u odnosu na ekspresiju CK19 , dobili smo statistiki znacajnu razliku u
ekspresiji CK19 izmedu benigne i maligne grupe (p=0.045).

Tabela 11 Distribucija malignih i benignih lezija u odnosu na procenat tumorskih ¢elija koje eksprimiraju
CK19

CK 19 Ukupno
0-10% [11-25% [26-50% [51-75% [76-100%
. mn 56 10 6 4 3 79
Benigni
) %1(70.9% 12.7%  [7.6% 5.1% 3.8% 100.0%
Tip tumora
n 30 8 15 15 54 122
Maligni
% 24.6% 16.6% 12.3% |123% 44.3% 100.0%
n 86 18 21 19 57 201
Ukupno
% 42.8% 9.0% 10.4%  9.5% 28.4% 100.0%
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U grupi benignih lezija (Tabela 12, Slika 1), nijedan hiperplasticni adenom nije
pokazivao ekspresiju CK19. U skupini koloidnih adenoma, u 36,7% slucajeva se uoc¢ava
pozitivna ekspresija CK19. U 18% (2/11) pozitivnih slucajeva se uocava umerena do
izrazena ekspresija CK19 (50-100% c¢elija).U skupini folikularnih adenoma, u 22.2%
slu¢ajeva se uoCava pozitivna ekspresija CK19. U 50% (3/6) pozitivnih slucajeva se
uoCava umerena do izrazena ekspresija CK19 (50-100% celija).U skupini adenoma
Hirtleovih ¢elija, u 60% slucajeva se uocava pozitivna ekspresija CK19.

Uvidom u Tabelu 13, uocava se da je 86,2% papilarnih karcinoma pozitivno, od cega je
81,3% sa izrazenom ekspresijom.Karcinomi Hirthleovih ¢elija u 60% slucajeva su
pozitivni na CK19, sa 50% karcinoma koji pokazuju umerenu do izraZenu ekspresiju
(50-100% tumorskih ¢elija).Folikularni karcinom u 66.7% slucajeva nije pozitivan na
CK19, a od 33,3% slucajeva gde je prisutna ekspresija CK19, 60% slucajeva je sa

slabom do umerenom ekspresijom CK19.

Tabela 12 Ekspresija CK19 u odnosu na patohistoloski nalaz

CK 19

- H

N % N %
'Adenoma colloides 19 63.3% 11 36.7%
IAdenoma folliculare 21 77.8% 6 22.2%
IAdenoma Hurthle cell 4 40.0% 6 60.0%

PH nalaz Adenoma hyperplasticum |12 100.0% [0 0.0%

Carcinoma folliculare 10 66.7% 5 33.3%
Carcinoma Hurhle cell 3 40.0% 12 60.0%
Carcinoma papillare 12 13.8% 75 86.2%
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'CK19 HCC

CK19 FOLIKULARNI ADENOM

CK19 PTC

Slika 1 Ekspresija CK19 (HCA-Adenom Hirtleovih ¢elija, PTC- papilarni karcinom, FTC-folikularni
karcinom, HCC-karcinom Hirtleovih ¢elija), 100x
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Tabela 13 Distribucija patohistoloskih nalaza u odnosu na procenat tumorskih céelija koje

eksprimiraju CK19

CK 19
0-10% 11-25% 26-50% 51-75% 76-100%
N | % N | % N | % N | % N | %
PH Adenoma 191633% |5 (167% |4 |133% |1 [33% |1 |3.3%
nalaz | colloides
Adenoma 211 778% (2 [74% |1 [37% |2 [74% |1 |3.7%
folliculare
Adenoma 4 140.0% |3 [30.0% |1 |10.0% |1 [10.0% |1 |10.0%
Hurthle cell
Adenoma 121 100.0% |0 | 0.0% |0 |0.0% |0 [0.0% |0 |0.0%
hyperplasticum
Carcinoma 10 66.7% |2 |133% |1 |67% |1 [67% |1 |6.7%
folliculare
Carcinoma 8 140.0% |3 |150% |3 |150% |4 |20.0% |2 |10.0%
Hurhle cell
Carcinoma 12113.8% |3 |34% |11 |12.6% |10 |11.5% | 51| 58.6%
papillare

U odnosu na ekspresiju CK19 uporedili smo medusobno tri razli¢ita tumora: papilarni
karcinom, folikularni karcinom, i folikularni adenom.

U odnosu na ekspresiju CK19 postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji CK19 u
papilarnom i folikularnom karcinomu (p=.000), kao i izmedu papilarnog karcinoma i
folikularnog adenoma (p=.000).

U odnosu na ekspresiju CK19 nije nadena statisticki znacajna razlika u ekspresiji CK19
izmedu folikularnog karcinoma i folikularnog adenoma (p=1.00).

Takode, u odnosu na ekspresiju CK19 uporedili smo folikularnu varijantu papilarnog
karcinoma sa folikularnim karcinomom, i folikularnu varijantu papilarnog karcinoma sa
folikularni adenomom.

U odnosu na ekspresiju CK19 postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji CK19 u
folikularnoj varijanti papilarnog karcinoma u usporedbi sa folikularnim karcinomom
(p=.004), a takode i izmedu folikularne varijante papilarnog karcinoma u odnosu na
folikularni adenom (p=.000).

Uporedili smo adenom Hirtleovih ¢elija sa karcinomom Hirtleovih ¢elija u odnosu na

ekspresiju CK19 u ovim lezijama i nismo nasli postojanje razlike (p=.894)
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4.3.1. Dijagnosticka upotrebljivost CK19 u stratifikaciji lezija na benigne i

maligne

Tabela 14 Karakteristike dijagnostickog testa CK 19 u klasifikaciji lezija na benigne i maligne

Senzitivnost 75.41% 66.79% to 82.75%
Specifi¢nost 70.89% 59.58% to 80.56%
Positive Likelihood Ratio 2.59 1.81t03.71
Negative Likelihood Ratio 0.35 0.25t0 0.49
Prevalenca oboljenja 60.70% 53.58% to 67.49%
Pozitivna prediktivna vrednost 80.00% 71.52% to 86.88%
Negativna prediktivna vrednost 65.12% 54.08% to 75.08%
ROC Curve
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Grafikon 6 ROC kriva — CK 19 kao klasifikator lezija na benigne i maligne

Uvidom u kordinate krive (Grafikon 6), dobija se se granicna vrednost od 9,5%
pozitivnih tumorskih ¢elija koje eksprimiraju CK19. Ukoliko je broj tumorskih ¢elija sa
ekspresijom CK19 jednak ili ve¢i od ove vrednosti, mozemo ustvrditi da se radi o
malignoj leziji Stitaste zlezde sa senzitivnoséu od 75,41%, 1 specificnos¢u od 70,89%

(Tabela 14).
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4.4. Ekspresija HBME-1

Ekspresija HBME-1 je prikazana tabelarno i graficki. Uvidom u Tabele 15, 16 i
Grafikon 7, uocava se da je HBME-1 pozitivan u 15,2% benignih lezija, i 71,3%

malignih lezija.

Tabela 15 Ekpresija HBME-1 u benignim i malignim tumorima

HBME 1 Ukupno
B -
benigni |67 12 79
. %  [84.8% 152% 100.0%
Tip tumora . 35 g7 122
maligni o =7 71.3% 100.0%
— N 102 99 201
% 50.7% 49 3% 100.0%

Tabela 16 Distribucija malignih i benignih lezija u odnosu na procenat tumorskih ¢elija koje eksprimiraju

HBME-1

IHBME 1 Ukupno
0-10%  [11-25% P6-50% [51-75% [76-100%
oo P67 D 6 3 1 79
e tumora M T R48% 5% [1.6%  B.8% 13% 100.0%
p o dieni PO 6 12 27 42 122
M ol D87%  B9%  9.8%  R2.1%  B44%  [100.0%
HEME
100.0% 1
M-
B+
B80.0%
B0.0%
40.0%
20.0%

benigni

Tip tumora

maligni

Grafikon 7 Poredenje ekspresije HBME-1 u benignim i malignim tumorima




Uocena razlika u ekspresiji HBME-1 izmedu benignih i malignih lezija je visoko

statisticki znacajna (p=.000).
Samo jedan od trideset koloidnih adenoma (3,3%) je ispoljavao HBME-1 (Tabela 17).

Svi hiperplasti¢ni adenomi su bili negativni. 14,8% folikularnih adenoma je imalo slabo

do umerenu ekspresiju HBME-1. Cak 70% adenoma Hirtleovih ¢elija je pokazivalo

ekspresiju HBME-1,a od toga najveci broj je imao umerenu espresiju.

Folikularni karcinomi u ispitivanom uzorku u ¢ak 73,3% slucajeva nisu eksprimirali

HBME-1. S, druge strane 85% karcinoma Hirtleovih celija i 76,9% papilarnih

karcinoma su bili pozitivni na HBME-1. 54,5% papilarnih karcinoma je imalo izraZenu

ekspresiju HBME-1 (76-100% tumorskih ¢elija) (Tabela 18, Slika 2).

Tabela 17 Ekspresija HBME-1 u odnosu na patohistoloski nalaz

HBME 1 Ukupno
- H
PH nalaz  |Adenoma colloides IN 29 1 30
% 96.7% 3.3% 100.0%
IAdenoma folliculare IN 23 4 27
% 85.2% 14.8% 100.0%
IAdenoma Hurthle cell IN 3 7 10
% 30.0% 70.0% 100.0%
IAdenoma hyperplasticum IN 12 0 12
% 100.0% 0.0% 100.0%
(Carcinoma folliculare IN 11 4 15
% 73.3% 26.7% 100.0%
Carcinoma Hurhle cell IN 3 17 20
% 15.0% 85.0% 100.0%
Carcinoma papillare IN 21 66 87
% 24.1% 75.9% 100.0%
Ukupno IN 102 99 201
% 50.7% 49.3% 100.0%
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Tabela 18 Distribucija patohistoloskih nalaza u odnosu na procenat tumorskih ¢elija

koje eksprimiraju HBME-1

HBME 1 Total
0-10 11-25 26-50 51-75 76-100
\Adenoma colloides N 29 0 L 0 0 30
% 96.7% 0.0% 3.3% 0.0% 0.0% 100.0%
IAdenoma folliculare N_ 23 z L 0 0 27
% 85.2% 7.4% 7.4% 0.0% 0.0% 100.0%
N 3 0 3 3 1 10
Adenoma Hurthle celllym—500—— 507 30.0%  [30.0%  |10.0% _ |100.0%
IAdenoma N |12 0 0 0 0 12
IPH nalaz .
hyperplasticum % [100.0%  10.0% 0.0% 0.0% 0.0% 100.0%
ICarcinoma folliculare Nl 0 2 2 0 15
% [73.3% 0.0% 13.3% 13.3% 0.0% 100.0%
Carcinoma HurthleN 3 2 3 6 6 20
cell % |15.0% 10.0% 15.0% 30.0% 30.0% 100.0%
Carcinoma papillare N2l u / 19 36 87
% [24.1% 4.6% 8.0% 21.8% 41.4% 100.0%

U odnosu na ekspresiju HBME-1 uporedili smo medusobno tri razliita tumora:
papilarni karcinom, folikularni karcinom, i folikularni adenom.

U odnosu na ekspresiju HBME-1 postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji
HBME-1 izmedu papilarnog i folikularnog karcinoma (p=.000), kao i izmedu
papilarnog karcinoma i folikularnog adenoma (p=.000).

U odnosu na ekspresiju HBME-1 nije nadena statisticki znacajna razlika u ekspresiji
HBME-1 izmedu folikularnog karcinoma i folikularnog adenoma (p=1.00).

Takode, u odnosu na ekspresiju HBME-1 uporedili smo folikularnu varijantu papilarnog
karcinoma sa folikularnim karcinomom, i folikularnu varijantu papilarnog karcinoma sa
folikularnim adenomom.

U odnosu na ekspresiju HBME-1 postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji HBME-
1 u folikularnoj varijanti papilarnog karcinoma u usporedbi sa folikularnim karcinomom
(p=.009), a takode i izmedu folikularne varijante papilarnog karcinoma u odnosu na
folikularni adenom (p=.000).

Uporedili smo adenom Hirtleovih ¢elija sa karcinomom Hirtleovih ¢elija u odnosu na

ekspresiju HBME-1 u ovim lezijama i nismo nasli postojanje razlike (p=.176)
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HBME-1 HIPERPLASTICNI ADENOM

HBME-1 HCC

HBME-1 FOLIKULARNI ADENOM

HBME-1 PTC

Slika 2 Ekspresija HBME-1 (HCA-adenom Hirtleovih ¢elija, PTC- papilarni karcinom, FTC-folikularni

karcinom, HCC-karcinom Hirtleovih ¢elija), 100x
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4.4.1. Dijagnosticka upotrebljivost HBME-1 u stratifikaciji lezija na benigne i
maligne

Tabela 19 Karakteristike dijagnostickog testa HBME-1 u klasifikaciji lezija na benigne i maligne

Senzitivnost 71.31% 62.42% to 79.13%
Specifi¢nost 84.81% 74.97% to 91.89%
Positive Likelihood Ratio 4.69 2.75 to 8.00
Negative Likelihood Ratio 0.34 0.25 t0 0.45
Prevalenca oboljenja 60.70% 53.58% to 67.49%
Pozitivna prediktivna vrednost 87.88% 79.78% to 93.57%
Negativna prediktivna vrednost 65.69% 55.63% to 74.80%
ROC Curve
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Diagonal segments are produced by ties.

Grafikon 8 ROC kriva — HBME-1 kao klasifikator lezija na benigne i maligne
Uvidom u kordinate krive (Grafikon 8), dobija se se granicna vrednost od 7,5%
pozitivnih tumorskih ¢elija koje eksprimiraju HBME-1. Ukoliko je broj tumorskih celija
sa ekspresijom HBME-1 jednak ili veéi od ove vrednosti, mozemo ustvrditi da se radi o
malignoj leziji Stitaste zlezde sa senzitivnoséu od 71,31%, i specificnoséu od 84,81%

(Tabela 19).
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4.5. Ekspresija Galectin-3

Ekspresija Galectin-3 je prikazana tabelarno i graficki (Tabele 20; Grafikon 9). Uvidom

u tabelu uocava se pozitivna ekspresija Galectin-3 u 88,5% malignih lezija i 35,4%

benignih lezija.

Tabela 20 Ekpresija Galectin 3 u benignim i malignim tumorima

Galectin 3 Ukupno
i n
benigni IN 51 28 79
Tip tumora % 64.6% 35.4% 100.0%
maligni IN 14 108 122
% 11.5% 88.5% 100.0%
Ukupno IN 65 136 201
% 32.3% 67.7% 100.0%

Tabela 21 Distribucija malignih i benignih lezija u odnosu na procenat tumorskih ¢elija koje eksprimiraju

Galectin 3
Galectin 3 Ukupno
0-10% [11-25% [26-50% |51-75% [76-100%
benigni N 51 9 8 5 6 79
Tip tumora % 64.6% [11.4% [10.1% 6.3% [1.6% 100.0%
aligni N 14 8 22 24 54 122
% 11.5% 16.6% [18.0% [19.7% ©¥4.3% |100.0%

Benigne lezije u 60, 7% slucajeva su imale slabu do umerenu ekspresiju Galectina-3, a u

¢ak 39,3% slucajeva su imale umerenu do izrazenu ekspresiju Galectin-3 (Tabela 21).

100.0%

80 .0%

60.0%

40.0%

20.0%

0.0%—

benigni

maligni

Tip tumora

Galectin
3

|-
+

Grafikon 9 Poredenje ekspresije Galectin 3 u benignim i malignim tumorima
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Uocena razlika u ekspresiji Galectina-3 izmedu benignih 1 malignih lezija je statisticki
znacajna (p=.000)

U 13,3 % slucajeva sa koloidnim adenomom bila je prisutna slaba do umerena
ekspresija Galectina 3 (Tabele 22, 23). Folikularni adenomi su u 40,7% imali ekspresiju
Galectina 3, koja je varirala od slabe do izrazene. Adenomi Hirtleovih celija u 50%
ispitivanih sluCajeva su pokazali varijabilnu pozitivhu ekspresiju Galectin-3.
Interesantno, hiperplasticni adenomi su imali varijabilnu pozitivhu (od slabe do
izrazene) ekspresiju u ¢ak 66,7% slucajeva.

Sto se tice malignih lezija, sva tri tipa tumora u visokom procentu pokazuju ekspresiju
Galectina 3: folikularni karcinom je pozitivan 73.3% slucajeva, karcinom hirtleovih
¢elija je pozitivan u 85% slu€ajeva, papilarni karcinom je pozitivan u 92% slucajeva.
Ova pozitivnost je najvecim delom umerena do izrazena (Slika 3).

Tabela 22 Ekspresija Galectin 3 u odnosu na patohistoloski nalaz

Galectin 3 Ukupno
R -

IPH nalaz IAdenoma colloides N 26 4 30
% [86.7% 13.3% 100.0%

\Adenoma folliculare N |16 11 27
% [59.3% 40.7% 100.0%

IAdenoma Hurthle cell N 5 5 10
% [50.0% 50.0% 100.0%

/Adenoma hyperplasticum N @ 8 12
% (33.3% 66.7% 100.0%

Carcinoma folliculare N 4 11 15
% [26.7% 73.3% 100.0%

Carcinoma Hurthle cell N 3 17 20
% [15.0% 85.0% 100.0%

Carcinoma papillare N 7 80 87
% [8.0% 92.0% 100.0%
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Tabela 23 Distribucija patohistoloskih nalaza u odnosu na procenat tumorskih ¢elija

koje eksprimiraju Galectin 3

Galectin 3 Ukupno
0-10% |11-25% [26-50% |51-75% [76-100%

IPH nalaz |Adenoma colloides IN [26 1 3 0 0 30
% 86.7% [3.3% 10.0% (0.0% 0.0% 100.0%

IAdenoma folliculare IN |16 3 2 3 3 27
% 59.3% [11.1% [7.4% 11.1% [11.1% 100.0%

IAdenoma Hurthle cell N |5 0 1 2 2 10
% [50.0% [0.0% 10.0% 20.0% [20.0% 100.0%

/Adenoma hyperplasticum N @4 5 2 0 1 12
% [33.3% ¥1.7% [16.7% [0.0% 8.3% 100.0%

Carcinoma folliculare N 4 1 2 5 3 15
% 26.7% [6.7% 13.3% PB3.3% [20.0% 100.0%

Carcinoma Hurthle cell N 3 2 2 5 8 20
% [15.0% [10.0% [10.0% [25.0% 40.0% 100.0%

Carcinoma papillare N [7 5 18 14 43 87
% 8.0% [5.7% 20.7% [16.1% |49.4% 100.0%

U odnosu na ekspresiju Galectin-3 uporedili smo medusobno tri razli¢ita tumora:
papilarni karcinom, folikularni karcinom, i folikularni adenom.

U odnosu na ekspresiju Galectin-3 postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji
Galectin-3 u papilarnom karcinomu i folikularnom adenomu (p=.000).

U odnosu na ekspresiju Galectin-3 nadena je statisticki znacajna razlika u ekspresiji
Galectin-3 izmedu folikularnog adenoma 1 folikularnog karcinoma (p=0.043). Dalje,_ne
postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji Galectin-3 izmedu papilarnog karcinoma
i folikularnog karcinoma (p=0.197).

Takode, u odnosu na ekspresiju Galectin 3 uporedili smo folikularnu varijantu
papilarnog karcinoma sa folikularnim karcinomom, i folikularnu varijantu papilarnog
karcinoma sa folikularnim adenomom.

U odnosu na ekspresiju Galectin 3 postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji
Galectin 3 u folikularnoj varijanti papilarnog karcinoma u usporedbi sa folikularnim
adenomom (p=.001). Nije nadena razlika u ekspresiji Galectin 3 izmedu folikularne
varijante papilarnog karcinoma i folikularnim karcinoma (p=1.000)

Uporedili smo adenom Hirtleovih ¢elija sa karcinomom Hirtleovih ¢elija u odnosu na
ekspresiju Galectin 3 u ovim lezijama i nasli smo postojanje razlike (p=.041; Asymp 2.

sided Pearson Chi Square).
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GALECTIN 3 HCA GALECTIN3 FTC

GALECTIN 3 HCC GALECTIN 3 PTC

Slika 3 Ekspresija Galectin 3 (HCA-adenom Hirtleovih ¢elija, PTC- papilarni karcinom, FTC-folikularni

karcinom, HCC-karcinom Hirtleovih ¢elija), 100x
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4.5.1. Dijagnosticka upotrebljivost Galectin-3 u stratifikaciji lezija na benigne i

maligne

Tabela 24 Karakteristike dijagnosti¢kog testa Galectin 3 u klasifikaciji lezija na benigne i maligne

Senzitivnost 88.52% 81.49% to 93.58%
Specifi¢nost 64.56% 52.99% to 75.00%
Positive Likelihood Ratio 2.50 1.84 to 3.39
Negative Likelihood Ratio 0.18 0.11 t0 0.30
Prevalenca oboljenja 60.70% 53.58% to 67.49%
Pozitivna prediktivna vrednost 79.41% 71.64% to 85.86%
Negativna prediktivna vrednost 78.46% 66.51% to 87.69%
ROC Curve
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Diagonal segments are produced by ties.

Grafikon 10 ROC kriva — Galectin 3 kao klasifikator lezija na benigne i maligne

Uvidom u kordinate krive (Grafikon 10), dobija se se grani¢na vrednost od 7,5%
pozitivnih tumorskih ¢elija koje eksprimiraju Galectin 3. Ukoliko je broj tumorskih
¢elija sa ekspresijom Galectin 3 jednak ili ve¢i od ove vrednosti, mozemo ustvrditi da
se radi o malignoj leziji Stitaste Zlezde sa senzitivnoS¢u od 88,52%%, 1 specifi¢noSéu od

64,5% (Tabela 24).
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4.6. Ekspresija CD56

CD56 je marker c¢ija je ekspresija redukovana ili odsutna u karcinomima Stitaste zlezde,

pozitivni rezultat (ili “maligni profil”) ¢e biti smatran kada se 0-10% tumorskih celija

boji pozitivno. Rezultati su prikazani tabelarno, graficki i mikrofotografijama (Tabele

25, Grafikon 11, Slika 4).

Uvidom u tabelu uocava se gubitak ekspresije CD56 (pozitivan rezultat) u 58,2 %

malignih lezija i 7,6% benignih lezija. Razlika u ekspresiji CD56 izmedu benignih i

malignih lezija Stitaste Zlezde je statisticki znacajna (p=.000).

Tabela 25 Ekpresija CD56 u benignim i malignim tumorima

80.0%

60.0%

40.0%

20.0%

0.0%=

Grafikon 11 Poredenje ekspresije CD56 u benignim i malignim tumorima
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U Tabelama 26, i 27, je prikazano odsustvo (+) /prisustvo (-) ekspresije CD56 za

razli¢ite nodularne lezije Stitaste Zlezde.U 86,7% koloidnih adenoma je prisutna

varijabilna pozitivna ekspresija CD56.U 96,3% folikularnih adenoma, i 90% Hirtleovih

adenoma je prisutna najve¢im delom umerena do izrazena ekspresija CD56.

Folikularni i1 Hirtleovih ¢elija karcinomi ispoljavaju ekspresiju CD56 u 73,3%, 1 90%

sluc¢ajeva, respektivno. Papilarni karcinom ispoljava ekspresiju CD56 u 25,3%

slucajeva, 1 gubitak iste u 74,7% slucajeva. U 72,7% slucajeva gde je prisutna ekspresija

CD56 u papilarnom karcinomu, ona je slaba do umerena.

Tabela 26 Ekspresija CD56 u odnosu na patohistoloski nalaz

CD 56 \Ukupno
- H
IPH nalaz IAdenoma colloides IN [26 4 30
% 186.7% 13.3% 100.0%
IAdenoma folliculare IN [26 1 27
% 196.3% 3.7% 100.0%
I Adenoma Hurthle cell IN 9 1 10
% 190.0% 10.0% 100.0%
IAdenoma hyperplastic. IN |12 0 12
% {100.0% 0.0% 100.0%
ICarcinoma folliculare IN |11 4 15
% [73.3% 26.7% 100.0%
Carcinoma Hurthle cell IN (18 2 20
% 190.0% 10.0% 100.0%
Carcinoma papillare N 22 65 87
% [25.3% 74.7% 100.0%
Tabela 27 Distribucija patohistoloskih nalaza u odnosu na procenat tumorskih ¢elija koje
eksprimiraju CD56
CD56 [Ukupno
0-10% |11-25% [26-50% [51-75% [76-100%
. IN 4 15 2 2 7 30
IAdenoma colloides
% 13.3% [50.0% 16.7% 6.7% 23.3% [100.0%
IAdenoma folliculare N ! 6 > > 10 27
% 3.7% 22.2% (18.5% |18.5% [37.0% [100.0%
I Adenoma Hurthle cell N ! : 2 3 ! 10
% 10.0% 30.0% [20.0% [30.0% [10.0% (100.0%
IAdenoma IN 0 2 0 4 6 12
IPH nalaz .
hyperplasticum %% 0.0% [16.7% 0.0% [33.3% [50.0% [100.0%
IN 4 7 3 1 0 15
Ca folliculare
% 26.7% 146.7% 20.0% 16.7% 0.0% 100.0%
IN 2 2 5 9 2 20
Ca Hurthle cell
% 10.0% [10.0% [25.0% 145.0% [10.0% (100.0%
. IN 65 11 5 4 2 87
Ca papillare
% 74.7% |12.6% [5.7% 4.6% 2.3% 100.0%
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U odnosu na ekspresiju CD56 uporedili smo medusobno tri razlicita tumora: papilarni
karcinom, folikularni karcinom, i folikularni adenom.

U odnosu na ekspresiju CD56 postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji CD56 u
papilarnom i folikularnom karcinomu (p=.006), kao i izmedu papilarnog karcinoma i
folikularnog adenoma (p=.000).

U odnosu na ekspresiju CD56 nadena je statisticki znacajna razlika u ekspresiji CD56
izmedu folikularnog karcinoma i folikularnog adenoma (p=0.028), kao i izmedu
folikularnog karcinoma i benignih lezija (izuzimaju¢i adenome Hirtleovih celija ;
p=0.006).

Takode, u odnosu na ekspresiju CD56 uporedili smo folikularnu varijantu papilarnog
karcinoma sa folikularnim karcinomom, i folikularnu varijantu papilarnog karcinoma sa
folikularnim adenomom.

U odnosu na ekspresiju CD56 postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji CD56 u
folikularnoj varijanti papilarnog karcinoma u usporedbi sa folikularnim adenomom
(p=.000). Nije nadeno postojanje razlike u ekspresiji CD56 izmedu folikularne varijante
papilarnog karcinoma i folikularnog karcinoma (p=.282)

Uporedili smo adenom Hirtleovih ¢elija sa karcinomom Hirtleovih ¢elija u odnosu na

ekspresiju CD56 u ovim lezijama i nismo nasli postojanje razlike (p=.450).

CDS56 FOLIKULARNI ADENOM CD56 HIPERPLASTICNI ADENOM CDS6 FTC

CD56 HCA CD56 HCC CD56 PTC

Slika 4 Ekspresija CD56 (HCA-adenom Hirtleovih celija, PTC- papilarni karcinom, FTC-folikularni
karcinom, HCC-karcinom Hirtleovih ¢elija), 100x
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4.6.1. Dijagnosticka upotrebljivost CD56 u stratifikaciji lezija na benigne i
maligne

Tabela 28 Karakteristike dijagnostickog testa CD56 u klasifikaciji lezija na benigne i maligne

Senzitivnost 58.20% 48.93% to 67.06%
Specifi¢nost 92.41% 84.19% to 97.14%
Positive Likelihood Ratio 7.66 3.50 to 16.78
Negative Likelihood Ratio 0.45 0.36 to 0.56
Prevalenca oboljenja 60.70% 53.58% to 67.49%
Pozitivna prediktivna vrednost 92.21% 83.80% to 97.07%
Negativna prediktivna vrednost 58.87% 49.68% to 67.63%
ROC Curve
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Diagonal segments are produced by ties.

Grafikon 12 ROC kriva — CD56 kao klasifikator lezija na benigne i maligne

Uvidom u kordinate krive (Grafikon 12), dobija se se grani¢na vrednost od 12,5%
pozitivnih tumorskih ¢elija koje eksprimiraju CD56. Ukoliko je broj tumorskih ¢elija sa
ekspresijom CD56 jednak ili manji od ove vrednosti, mozemo ustvrditi da se radi o
malignoj leziji Stitaste Zlezde sa senzitivnoS¢u od 58,20%, 1 specifi¢noS¢u od 92,4%

(Tabela 28).
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4.7. Dijagnosti¢ka valjanost kombinacija razli¢itih markera

Tabela 29 Distribucija lezija u odnosu na kombinovanu pozitivnost CK19, CD56, HBME-1, Galectin3

f %
0 35 17.4
Pozitivan || 47 N34
broj 2 27 13.4
3 42 20.9
markera 4 50 4.9
Ukupno 201 100.0

Najveci broj slucajeva u ispitivanom uzorku je bio pozitivan na sva Cetiri markera

(Tabela 29) .
Tabela 30 Ekpresija CK19, CD56, HBME-1, Galectin3 u benignim i malignim tumorima (zbirna tabela)
Tumor
Benigni Maligni
Markeri Ekspresija | N %| N %
CK 19 + 231291% | 92| 75.4%
- 56 |170.9% | 30| 24.6%
HBME1 |+ 121 152% | 87| 71.3%
- 67| 84.8% | 35| 28.7%
Galectin 3 | + 28| 35.4% | 108 | 88.5%
- 51164.6% | 14| 11.5%
CD 56 + 6| 7.6% | 71]|58.2%
- 731924% | 51|41.8%
U obe grupe lezija (benigne i maligne) galectin 3 je bio najcesc¢e eksprimiran marker
(Tabela 30, Tabela 31).
Tabela 31 Ekpresija CK19, CD56, HBME-1, Galectin3 u benignim i malignim tumorima (zbirna tabela)
PH nalaz
Adenoma Adenoma Adenoma Adenoma Carcinoma | Carcinoma | Carcinoma
colloides folliculare Hurthle hyperplasticum | folliculare Hurhle cell | papillare
cell
N|N% [N|[N% [N|N% [N |[N% N|N% [N |[N% |[N|N%
CK 19 - | 19]633% | 21 | 77.8% | 4 | 40.0% | 12 | 100.0% 10 | 66.7% | 8 | 40.0% | 12 | 13.8%
+ | 11 | 36.7% | 6 222% | 6 | 60.0% | O 0.0% 5 333% | 12 | 60.0% | 75 | 86.2%
HBME- | - | 29| 96.7% | 23 | 85.2% | 3 | 30.0% | 12 | 100.0% 11| 733% | 3 15.0% | 21 | 24.1%
1 + |1 33% | 4 148% | 7 | 70.0% | O 0.0% 4 26.7% | 17 | 85.0% | 66 | 75.9%
GAL-3 | - | 26| 86.7% | 16 | 59.3% | 5 | 50.0% 33.3% 4 1267% |3 15.0% | 7 8.0%
+ |4 13.3% | 11 | 40.7% | 5 | 50.0% | 8 66.7% 11 | 73.3% | 17 | 85.0% | 80 | 92.0%
CD - | 26| 86.7% | 26 | 96.3% | 9 | 90.0% | 12 | 100.0% 11 | 73.3% | 18 | 90.0% | 22 | 25.3%
56 + |4 13.3% | 1 3.7% 1 10.0% | 0 0.0% 4 | 26.7% |2 10.0% | 65 | 74.7%
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Tabela 32 Svi markeri u kombinaciji pozitivni

Pozitivna 4 markera | Ukupno
ne da
PH nalaz | Adenoma colloides N | 30 0 30
% | 100.0% 0.0% 100.0%
Adenoma folliculare N | 27 0 27
% | 100.0% 0.0% 100.0%
Adenoma Hurthle cell N |9 1 10
% | 90.0% 10.0% 100.0%
Adenoma hyperplasticum | N | 12 0 12
% | 100.0% 0.0% 100.0%
Ca folliculare N |13 2 15
% | 86.7% 13.3% 100.0%
Ca Hurhle cell N [ 19 1 20
% | 95.0% 5.0% 100.0%
Ca papillare N | 41 46 87
% | 47.1% 52.9% 100.0%
Ukupno N | 151 50 201
% | 75.1% 24.9% 100.0%

Uvidom u Tabelu 32 uocava se da postoji jedan slucaj adenoma Hirtleovih ¢elija, kao i

52.9% slucajeva papilarnog karcinoma koji pokazuju pozitivnost na sva Cetiri markera.

Tabela 33 Poredenje kombinovane ekspresije markera u benignim i malignim tumorima

Za cds6 cd56 cds6 ck19 ckl19 hbmel cd56 hbmel cd56 cds6 cds6
malignitet ck19 hbmel | gal3 hbmel | gal3 gal 3 gal 3 gal 3 gal 3 ck19 ck19
ck19 ckl19 hbmel hbmel hbmel
gal 3

Senzitivnost | 50.82 50.00 52.46 60.66 68.03 64.75 45.90 54.92 45.08 45.08 40.16
% % % % % % % % % % %

Specificnost | 94.94 98.73 97.47 89.87 88.61 92.41 97.47 93.67 98.73 98.73 98.73
% % % % % % % % % % %

Positive 10.04 39.5 20.72 5.99 5.97 8.53 18.13 8.68 35.61 35.61 31.73

Likelihood

Ratio

Negative 0.52 0.51 0.49 0.44 0.36 0.38 0.56 0.48 0.56 0.56 0.61

Likelihood

Ratio

Prevalenca 60.70 60.70 60.70 60.70 60.70 60.70 60.70 60.70 60.70 60.70 60.70

oboljenja % % % % % % % % % % %

Pozitivna 93.94 98.39 96.97 90.24 90.22 92.94 96.55 93.06 98.21 98.21 98.00

prediktivna % % % % % % % % % % %

vrednost

Negativna 55.56 56.12 57.04 59.66 64.22 62.93 53.85 57.36 53.79 53.79 51.66

prediktivna % % % % % % % % % % %

vrednost

Najvecu vrednost senzitivnosti za malignitet ima kombinacija markera

CK19/Galectin-3 (68.3%) (Tabela 33). S druge strane najvise vrednosti specifi¢nosti za

malignitet ima kombinacija CD56/HBME-1 (98.7%). Interesantno je zapazanje da
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vrednost specificnosti nije porasla uvodenjem dodatnih markera u kombinaciju . U

Tabeli 34 prikazana je kombinovana ekspresija markera u odnosu na razliCite

patohistoloske nalaze.

Tabela 34 Poredenje kombinovane ekspresije markera u odnosu na patohistoloski nalaz

Kombinacije IPH nalaz
markera
(svi markeri u IAdenoma IAdenoma |[AdenomalAdenoma CarcinomalCarcinoma|Carcinoma
kombinaciji su colloides folliculare[Hurthle hvperplasticumifolliculare [Hurhle papillare
bozitivni) N [N% NN% NN% N N% NN% NN% NI(\Ilool/umn
cd56_ck19 27 90.0% [27/100.0%|9 [90.0% (12 {100.0%  |12[80.0% (18(90.0% 3034.50%
3 10.0% [0 [0.0% |1 {10.0% [0 [0.0% 3 20.0% 2 [10.0% [57/65.5%
cd56_gal3 29 96.7% [27/100.0%(9 [90.0% (12 {100.0%  |12{80.0% [19(95.0% R2731.0%
1 3.3% [0 0.0% |1{10.0% 0 [0.0% 3 20.0% |l |5.0% [60/69.0%
cd56_hbmel 30 100.0%[27]100.0%|9 [90.0% (12 |100.0%  [13[86.7% (18190.0% [(3034.5%
0 0.0% [0 0.0% |1{10.0% 0 [0.0% 2 |13.3% 2 [10.0% |5765.5%
ck19_gal3 27 90.0% [24/88.9% [7 [70.0% (12 100.0%  |10]66.7% |10{50.0% |19221.8%
3 10.0% 3 {11.1% [3 [30.0% [0 [0.0% 5 33.3% |1050.0% [68(78.2%
hbmel ck19 29 96.7% [2592.6% |5 [50.0% (12 [100.0%  |12(80.0% [8 40.0% [2832.2%
1 3.3% 2 [74% [51[50.0% 0 [0.0% 3 20.0% |1260.0% [59/67.8%
gal3_hbmel 29 96.7% [2696.3% |6 160.0% (12 [100.0%  |12(80.0% |5 [25.0% [26229.9%
1 3.3% |l 3.7% |4 140.0% 0 [0.0% 3 20.0% |15(75.0% [61{70.1%
cd56_gal3 29 96.7% [27/100.0%(9 [90.0% (12 {100.0%  |12(80.0% [19(95.0% 33540.2%
ck19 1 33% [01[0.0% [1[10.0% 0 [0.0% 3 20.0% [I [5.0% [5259.8%
hbm3_gal3 29 96.7% [2696.3% (7 [70.0% (12 {100.0%  |12{80.0% [10{50.0% 33337.9%
ck19 1 3.3% |l 3.7% [330.0% 0 [0.0% 3 20.0% [1050.0% [54/62.1%
cd56_gal3 30 100.0%[27/100.0%|9 [90.0% (12 |100.0%  [13[86.7% (19]95.0% [3540.2%
hbme 1 0 0.0% [00.0% [1]10.0% 0 [0.0% 2 133% 1 [5.0% [5259.8%
cd56_ck19 30 100.0%[27/100.0%|9 [90.0% (12 |100.0%  [13[86.7% (18190.0% (3641.4%
hbmel 0 0.0% [0 0.0% |1{10.0% 0 [0.0% 2 |13.3% 2 [10.0% |51|58.6%
cd56_hbmel 30 100.0%[27/100.0%|9 [90.0% (12 |100.0%  [13[86.7% [19(95.0% 4147.1%
gal3_ckl19 0 0.0% [0 0.0% [1]10.0% 0 [0.0% 2 [133% |1 [5.0% [46/52.9%
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Tabela 35 Senzitivnost i specifi¢nost razli¢itih medusobnih kombinacija CK 19, HBME 1, CD56,
Galectin-3 u diskriminaciji izmedu razli¢itih patohistoloskih entiteta

Svi marker u kombinaciji su pozitivni Maligno | PTC vs FVPTC | FVPTC | FTCvs PTC vs | HCC vs
Sensitivnost & Specifi¢nost za prvog u Benigno | FA vs FA vs FTC FA non- HCA
usporedbi tumor
CD56_CK19 Sensitivnost | 50.8% 65.5% 50.0% 50.0% 20.0% 65.5% 10.0%
Specificnost | 94.9% 100% 100.0% | 85.7% 100.0% | 92.9% 90.0%
CD56_HBMEI Sensitivnost | 50.0% 65.5% 55.0% 55.0% 13.3% 65.5% 10.0%
Specifi¢nost | 98.7% 100% 100.0% | 92.9% 100.0% 100.0% | 90.0%
CD56_GAL3 Sensitivnost | 52.5% 69% 57.5% 57.5% 20.0% 69.0% 5.0%
Specifi¢nost | 97.5% 100% 100.0% | 85.7% 100.0% | 97.6% 90.0%
HBMEI_CKI19 Sensitivnost | 60.7% 67.8% 52.5% 52.5% 20.0% 67.8% 60.0%
Specifi¢nost | 89.9% 92.6% 92.6% 85.7% 92.6% 97.6% 50.0%
GAL3_HBMEI Sensitivnost | 64.8% 70.1% 60.0% 60.0% 20.0% 70.1% 75.0%
Specifi¢nost | 92.4% 96.3% 96.3% 85.7% 96.3% 97.6% 60.0%
CK19_GAL3 Sensitivnost | 68.0% 78.2% 70.0% 70.0% 33.3% 78.2% 50.0%
Specifi¢nost | 88.6% 88.9% 88.9% 71.4% 88.9% 92.9% 70.0%
CD56_CK19 HBMEI1 Sensitivnost | 45.1% 58.6% 45.0% 45.0% 13.3% 58.6% 10.0%
Specifi¢nost | 98.7% 100% 100.0% | 92.9% 100.0% 100.0% | 90.0%
CD56_GAL3_HBMEI1 Sensitivnost | 45.1% 59.8% 50.0% 50.0% 13.3% 59.8% 5.0%
Specifi¢nost | 98.7% 100% 100.0% | 92.9% 100.0% 100.0% | 90.0%
CD56_GAL3_CKI19 Sensitivnost | 45.9% 59.8% 45.0% 45.0% 20.0% 59.8% 5.0%
Specifi¢nost | 97.5% 100% 100.0% | 85.7% 100.0% | 97.6% 90.0%
HBMEI_GAL3_CK19 Sensitivnost | 54.9% 62.1% 47.5% 47.5% 20.0% 62.1% 50.0%
Specifi¢nost | 93.7% 96.3% 96.3% 85.7% 96.3% 97.6% 70.0%
CD56_HBMEI_GAL3_CK | Sensitivnost | 40.2% 52.9% 40.0% 40.0% 13.3% 52.9% 5.0%
19 Specifi¢nost | 98.7% 100% 100.0% | 92.9% 100.0% 100.0% | 90.0%

(PTC- papilarni karcinom, FVPTC-folikularna varijanta papilarnog karcinoma; FA- folikularni adenoma;

FTC- folikularni karcinom; HCC-karcinom Hirtleovih ¢elija; HCA — adenom Hirtleovih ¢elija)

Uvidom u Tabelu 35 , najoptimalniniji odnos senzitivnosti i specifi¢nosti za maligne
lezije pokazuje kombinacija GAL-3/HBME-1. Za diferencijalnu dijagnozu papilarnog
karcinoma, kao i1 njegove folikularne varijante, u odnosu na folikularni adenom,
CK19/GAL3 je kombinacija sa najpovoljnijim odnosom senzitivnosti i specificnosti za
papilarni karcinom. Kombinacije markera u kojima je prisutan gubitak ekspresije CD56
pokazuju specifi¢nost od 100% za folikularni karcinom u usporedbi sa folikularnim

adenomom. Problem u vezi sa gore iznesenim je ekstremno niska senzitivnost .
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4.8.0psta mikrovaskularna gustina (CD31)

Mikrovaskularna gustina (MVD) je izrazena brojem krvnih sudova po milimetru

kvadratnom (Tabela 36, Slika 5). Prose¢na vrednost broja krvnih sudova po milimetru

kvadratnom u benignim lezijama je 145+104. Broj krvnih sudova se kretao u rasponu od

22 do 542 izbrojana krvna suda po slucaju. Prosecna vrednost broja krvnih sudova po

milimetru kvadratnom u malignim lezijama je 255+114. Broj krvnih sudova se kretao u

rasponu od 67 do 682 izbrojana krvna suda po slucaju.

Opazene razlike u srednjim vrednostima su statisti¢ki evaluirane, i doslo se do zakljucka

da postoji statisticki visoko znacajna razlika izmedu malignih i benignih lezija u odnosu

na mikrovaskularnu gustinu (p=.000) (Grafikon 13).

Tabela 36 Broj krvnih sudova po milimetru kvadratnom u benignim i malignim tumorima

CD31 broj ks/mm?2

N [Prosecna vrednost SD |Medijana Min [Max [Raspon
(ks/mm?2)
] benigni {79 |145 104 |115 22 524 [502
T1p tumora
maligni  [122 [255 114 P41 67 1682 615
o
[e]
500
(o]
E4UU' o
2
(%)
2004
o

T
benigni

Tip tumora

T
maligni

Grafikon 13 Poredenje benignih i malignih tumora u odnosu na mikrovaskularnu gustinu (ks/mm?)
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~ CD31

\&

CD31 HCC _CD31PTC

Slika 5 Mikrovaskularna gustina predstavljena ekspresijom CD31 (HCA-adenom Hirtleovih ¢elija, PTC-
papilarni karcinom, FTC-folikularni karcinom, HCC-karcinom Hirtleovih ¢elija), 200x
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Najvecu mikrovaskularnu gustinu od benignih lezija ima folikularni adenom (204+70) a
najmanju mikrovaskularnu gustinu ima koloidni adenom (90+70). Vrednosti
mikrovaskularne gustine za hiperplasti¢ni adenom (148+46) i adenom Hirtleovih ¢elija
(1514£97) se nalaze izmedu gore spomenutih vrednosti za koloidni i folikularni adenom.
Najvise vrednosti mikrovaskularne gustine od malignih lezija ima papilarni karcinoma
(264+125), a najnize vrednosti ima karcinom Hirtleovih ¢elija (222+63) (Tabela 37).

Tabela 37 Mikrovaskularna gustina u razli¢itim patohistoloskim entitetima

CD31 ks/mm2
IN IProse¢na [SD Mediana [Min Max IRaspon
/Adenoma colloides 30 90 70 79 22 358 336
/Adenoma folliculare 27 204 117 164 53 524 471
PH IAdenoma Hurthle cell |10 151 97 136 31 338 307
/Adenoma hyperplasticum |12 148 86 138 45 347 302
palaz Carcinoma folliculare 15 244 94 215 95 375 280
Carcinoma Hurthle cell 20 222 63 216 115 322 207
Carcinoma papillare 87 264 125 247 67 682 615

Na histogramu (Grafikon 14) koji reprezentuje distribuciju mikrovaskularnih gustina
unutar grupe koloidnih adenoma , uocava se da je 76,7% slucajeva sa gustinom manjom

od 100 ks/1mm?

Mean = 89.97
2 = Stel, Dev. = 69,997
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L L T 1T 1T T 1T T 17T ©° 7T 7T T 17 7T T°°71
.20 0 20 40 G0 80 100120140160180200220240260260 300320340 360360400420
CD31 ksimm2

Grafikon 14 Mikrovaskularna gustina unutar grupe sa patohistoloskim nalazom koloidnog

adenoma
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Na histogramu koji reprezentuje distribuciju mikrovaskularnih gustina unutar grupe

folikularnih adenoma , uocava se da 66,7% slu€ajeva sa mikrovaskularnom gustinom

koja varira u rasponu od 100- 200 ks/Imm? (Grafikon 15).
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Mean = 203.85
Std. Dev. =117.218
M =27

Grafikon 15 Mikrovaskularna gustina unutar grupe sa patohistoloskim nalazom folikularnog adenoma
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Na histogramu koji reprezentuje distribuciju mikrovaskularnih gustina unutar grupe
adenoma Hirtleovih ¢elija, uoc¢ava se da 50% slucajeva ima mikrovaskularnu gustinu
koja varira u rasponu od 31-100 ks/Imm? a drugi segment sa udelom od 50% ima

mikrovaskularnu gustinu koja je jednaka ili veéa od 184 ks/lmm? (Grafikon 16).

Mean =151.4
| Std. Dev. =97.183
3.0 1 M=10

|

Frequency

pe=—7t1 1 1 4% ¢ T 1. 00 T 1 T.T°T T & § 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400

CD31 ksimm2

Grafikon 16 Mikrovaskularna gustina unutar grupe sa patohistolo§kim nalazom adenoma Hirtleovih

celija
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Na histogramu koji reprezentuje distribuciju mikrovaskularnih gustina unutar grupe
hiperplasti¢nih adenoma, uo€ava se da 58,3% slu€ajeva ima mikrovaskularnu gustinu
koja varira u rasponu od 45-142 ks/lmm’. Ostatak sludajeva (31,7%) ima

mikrovaskularnu gustinu koja varira od 171-347 ks/lmm? (Grafikon 17).

Mean = 145.08

Std. Dev. = 86.385
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Grafikon 17 Mikrovaskularna gustina unutar grupe sa patohistoloskim nalazom hiperplasti¢nog adenoma
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Na histogramu koji reprezentuje distribuciju mikrovaskularnih gustina unutar grupe
folikularnih karcinoma, uocava se da 73,3% slucajeva ima mikrovaskularnu gustinu

koja je jednaka ili veéa od 185 ks/Imm? (18).

Mean = 244 27
St Dev. = 93.649
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Grafikon 18 Mikrovaskularna gustina unutar grupe sa patohistoloskim nalazom folikularnog karcinoma
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Na histogramu koji reprezentuje distribuciju mikrovaskularnih gustina unutar grupe
karcinoma Hirtleovih ¢elija, uoc¢ava se da 80 % sluc¢ajeva ima mikrovaskularnu gustinu

koja je ve¢a od 188 ks/Imm? (Grafikon 19)
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Grafikon 19 Mikrovaskularna gustina unutar grupe sa patohistoloskim nalazom karcinoma Hirtleovih

celija
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Na histogramu koji reprezentuje distribuciju mikrovaskularnih gustina unutar grupe

papilarnih karcinoma, uocava se da 70,1% slucajeva ima mikrovaskularnu gustinu koja

je vec¢a od 174 ks/Imm?* (Grafikon 20)
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Grafikon 20 Mikrovaskularna gustina unutar grupe sa patohistoloskim nalazom papilarnog karcinoma
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Uvidom u Tabelu 38 i Grafikon 21 (referentna linija u odnosu na x osu postavljena na

vrednost 256 ks/mm”) vidimo da najveée mikrovaskularne gustine imaju solidna

varijanta (325 £140) i folikularna varijanta papilarnog karcinoma (299 +138). Najnize

vrednosti pokazuje klasi¢na varijanta papilarnog karcinoma (217+89).

Tabela 38 Mikrovaskularna gustina u razli¢itim podtipovima papilarnog karcinoma

CD31 ks/mm2
N Srednja [SD Median Min Max  [Raspon
Varijante folikularni40 299 138 277 30 682 602
. lklasicni 27 217 89 185 95 422 327
papilarnog  fnesoviti 9 274 115 296 R7 489 402
arcinoma  [oksifilni |3 219 72 185 171 302 131
Tk solidni |5 325 140 325 158 496 338
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Grafikon 21 Mikrovaskularna gustina unutar varijanti papilarnog karcinoma
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Tabela 39 Mikrovaskularna gustine u folikularnoj varijanti PTC, folikularnom karcinomu, i folikularnom

adenomu

CD31 ks/mm?2

IN Prosecno [SD Median [Min Max Raspon
Folikularna varijanta PTC 40 299 138 277 80 682 602
Folikularni karcinom 15 244 94 215 95 375 280
Folikularni adenoma 27 204 117 164 53 524 471

Poredili smo grupu sa folikularnom varijantom papilarnog karcinoma i grupu sa
folikularnim adenomima u odnosu na mikrovaskularnu gustini i pokazali da je prisutna
statistiCki znacajna razlika izmedu navedenih grupa po pitanju mikrovaskularne gustine
(p=.003) (Tabela 39).

Razlike u mikrovaskularnoj gustini izmedu folikularnog adenoma i folikularnog
karcinoma (p=.403), i folikularnog karcinoma i folikularne varijante papilarnog
karcinoma (p=.834) nisu statisticki znacajne.

Uporedili smo adenom Hirtleovih ¢elija sa karcinomom Hirtleovih ¢elija u odnosu na
mikrovaskularne gustine u ovim lezijama i nasli smo postojanje razlike (p=.028).
Konstruisali smo ROC krivu za CD31 broj ks/mm? u odnosu na kategorije benigni

tumor/maligni tumor (Grafikon 22).

ROC kriva

1.00
0.954
0.90
0.857
0.80-
0.757
0.70
0.655
0.607
0.55
0.50
0.457
0.40
0.357
0.30
0.257
0.207
0159
0104
0.054
0.00

Sensitivhost

SO0
010
S04
02 0+
SZ 0~
0 0+
SE'04
0¥ 0
e
05 0=
55 O
090
5904
0404
S04
0204
S804
060
A

[ili}
ool

1-Specifiénost

Grafikon 22 ROC kriva — Mikrovaskularna gustina kao klasifikator lezija na benigne i maligne
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PovrSina ispod krive je 0.796 (std. error 0.034; p=.000, 95% interval poverenja: .729-

.863) (Tabela 40).
Tabela 40 Kordinate Krive

Test pozitivan ako jelgenitivnost 1 - Specifiénost
173.50 730 291
175.00 1721 291
177.00 713 .266
179.00 .705 .266
182.00 1697 .266

Tabela 41 Karakteristike mikrovaskularne gustine kao dijagnostickog testa u klasifikaciji lezija na

benigne i maligne

Senzitivnost 71.31% 62.42% to 79.13%
Specifi¢nost 73.42% 62.28% to 82.73%
Positive Likelihood Ratio 2.68 1.83 to 3.94

Negative Likelihood Ratio 0.39 0.29 to0 0.53

Prevalenca oboljenja 60.70% 53.58% to 67.49%
Pozitivna prediktivna vrednost 80.56% 71.82% to 87.54%
Negativna prediktivna vrednost 62.37% 51.72% to 72.20%

Iz priloZenog se moze zakljuciti da ako ima viSe od 177 krvnih sudova po milimetru
kvadratnom preseka tumora, da je nalaz maligni sa senzitivno$¢u od 71,31% i

specificnoscu od 73,42% (Tabela 41).

Uzimajuéi vrednosti mikrovaskularne gustine jednake ili vece od 177 ks/mm® kao
pozitivan test, u nastavku smo izracunali senzitivnost, specifi¢nost, pozitivhu i
negativnu prediktivnu vrednost, ako se ovaj test iskombinuje sa nekim od slede¢ih

pozitivnih testova: CD56, CK19, Galectin 3, HBME-1 (Tabela 42, 43, 44).
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Tabela 42 Poredenje kombinovane ekspresije markera u benignim i malignim tumorima

Kombinacije markera Tip tumora
(svi markeri u kombinaciji su pozitivni) | henjgni maligni
N N % N N %
cd56_cd31 - 77 97.5% 73 59.8%
+ 2 2.5% 49 40.2%
galectin3_cd31 | - 63 79.7% 42 34.4%
+ 16 20.3% 80 65.6%
ck19_cd31 - 72 91.1% 63 51.6%
+ 7 8.9% 59 48.4%
hbmel_cd31 - 74 93.7% 64 52.5%
+ 5 6.3% 58 47.5%

Tabela 43 Poredenje kombinovane ekspresije markera u odnosu na patohistoloski nalaz

IPH nalaz

lAdenoma |Adenoma [Adenoma |Adenoma Carcinoma|Carcinoma|Carcinoma
colloides  (folliculare [Hurthle |hyperplasticumifolliculare [Hurthle |papillare

cell cell
N N% [N N% N N% [N N% [N N% N N% [N |Column
N %

- 30 {100.0%26 [96.3% (9  [90.0%|12 100.0%|13  86.7%|(18 [90.0%42 48.3%
+ 0 0.0% |1 [3.7% (I |10.0%|0 0.0% [2 |13.3%2 [10.0%@5 [51.7%

cd56_cd31

- 28 93.3% 20 [74.1% |5 [50.0%|10 83.3% [7  146.7%5 [25.0%30 {34.5%
galectin3_cd31

+ 2 6.7% [T 259% |5 [50.0%]2 16.7% 8 [53.3%[15 [75.0%[57 165.5%
K19 od31 - 28 93.3% 25 [92.6% [7  [70.0%]|12 100.0%|13  [86.7%|11 |55.0%[39 {44.8%
c c

- + 2 6.7% 2 [74% (3 [30.0%|0 0.0% R [13.3%9 #45.0%48 [55.2%

- 29 96.7% 27 [100.0%6  |60.0%]12 100.0%|14 93.3%(6  [30.0%44 [50.6%

hbmel cd31 0

—

+ 1 B3% [0 [0.0% 40.0%]0 0.0% 6.7% |14 [70.0%43 (49.4%

Tabela 44 Karakteristike mikrovaskularne gustine kao dijagnostickog testa u kombinaciji sa pozitivnim

testovima CD56, Galectin-3, CK19, HBME-1 u klasifikaciji lezija na benigne i maligne

CD31-CD56 CD31-GAL3 CD31-CK19 CD31-HBMEI1

Senzitivnost 40.16% 65.57% 48.36% 47.54%
Specifi¢nost 97.47% 79.75% 91.14% 93.67%
Positive Likelihood Ratio 15.86 3.24 5.46 7.51

Negative Likelihood Ratio 0.61 0.43 0.57 0.56

Prevalenca oboljenja 60.70% 60.70% 60.70% 60.70%
Pozitivna prediktivna vrednost 96.08% 83.33% 89.39% 92.06%
Negativna prediktivna vrednost | 51.33% 60.00% 53.33% 53.62%
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Uvidom u Tabelu 44, najvise vrednosti senzitivnosti za maligne lezije ima kombinacija

CD31-Galectin 3, a najvecu vrednost specificnosti ima kombinacija CD31-CD56.

Tabela 45 Senzitivnost i specifi¢nost CD31 testa

BENIGNI [PTC vs FAFVPTC  [FVPTC vsFTC vs FAJPTC vsHCC  vs§
VS VS FA FTC netumor |[HCA
MALIGNI
Senzitivnost (71.3%  169.0% [77.5% [77.5% [713.3% 169.0% 80.0%
CD31
Specificnost (73.4% 159.3% 59.3% [28.6% [59.3% [88.1% |50.0%

(FVPTC-folikularna varijanta papilarnog karcinoma; FA- folikularni adenoma; FTC- folikularni

karcinom; HCC-karcinom Hirtleovih ¢elija; HCA — adenoma Hirtleovih ¢elija)

Uvidom u Tabelu 45, pored relativno visokih vrednosti senzitivnosti i specifi¢nosti za

maligne lezije, ove vrednosti su znacajno visoke za papilarni karcinom u odnosu na

benigne ne-tumorske lezije.
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4.9.Limfovaskularna gustina — LVD (D2-40)

Mikroskopskom analizom i naknadno, analizom slike, uocava se odsustvo limfatika u

najveéem broju preseka i veoma mali broj limfnih sudova po preseku, u ostatku

pregledanog materijala. Limfni sudovi su u 71% slucajeva veliki, nepravilnih ivica,

zjapeceg lumena (otvoreni). U 29% slucajeva limfni sudovi su manji, reprezentovani sa

nekoliko ¢elija, ili linearni, sa neuocCljivim ili fokalno otvorenim diskontinuiranim

lumenom (linearni) (Tabela 46 i 47, Slika 6).
Tabela 46 Tipovi limfnih sudova

Prisustvo limfnih F % % validnih
sudova
linearni 20 10.0 29.4
Ima otvoreni 48 23.9 70.6
Ukupno 68 33.8 100.0
INema 133 66.2
Ukupno 201 100.0

Tabela 47 Razlike u distribuciji tipova limfnih sudova u medu razli¢itim entitetima.

Tip limfnih sudova [Ukupno
linearni otvoreni
IAdenoma colloides 5 8 13
IAdenoma folliculare 4 6 10
|Adenoma Hurthle cell 0 3 3
Ukupno /Adenoma hyperplasticum 0 3 3
Carcinoma folliculare 1 2 3
Carcinoma Hurthle cell 0 6 6
Carcinoma papillare 10 20 30
[Ukupno 20 48 68

Uvidom u Tabelu 48 uocava se da je prosecan broj limfnih sudova u benignim lezijama

(4£8) nesto malo manji od prose¢nog broja limfnih sudova u malignim lezijama (5+18)

(Grafikon 23). Uocena razlika izmedu dve grupe, nije statisticki znacajna (p=.550)

Tabela 48 Limfovaskularna gustina (broj limfatika po mm?) u benignim i malignim tumorima

ID2-40 broj ks/mm?2

IN Srednja SD Medijana |Min Max Raspon
vrednost
benigni |79 4 3 0 0 47 47
Tip tumora
maligni (122 5 18 0 0 187 187
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Grafikon 23 Limfovaskularna gustina (broj limfatika po mm?) u benignim i malignim tumorima

Tabela 49 Limfovaskularna gustina ((broj limfatika po mm’) u razli¢itim patohistoloskim

entitetima
ID2-40 broj ks/mm?2
IN Srednja [SD MedijanaMin Max Raspon
vrednost
IAdenoma colloides 30 5 9 1 0 40 40
IAdenoma folliculare 27 S5 10 0 0 47 47
\Adenoma Hurthle cell 10 1 2 0 0 5 5
PPH nalaz |Adenoma hyperplasticum |12 4 7 0 0 18 18
Carcinoma folliculare 15 2 4 0 0 14 14
Carcinoma Hurthle cell 20 12 42 0 0 187 187
Carcinoma papillare 87 3 8 0 0 49 49
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D2-40 KOLOIDNI ADENOM

Y

HCA
e

D2-40 HCC - D2-40 '

Slika 6 Limfovaskularna gustina predstavljena ekspresijom D2-40 (HCA-adenom Hirtleovih éelija, PTC-
papilarni karcinom, FTC-folikularni karcinom, HCC-karcinom Hirtleovih ¢elija), 200x
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U 50% slucajeva koloidnih adenoma ni jedan limfni sud nije indentifikovan. U 30%

sluc¢ajeva indetifikovano je do 5 limfnih sudova po milimetru kvadratnom(Grafikon 24)
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Grafikon 24 Limfovaskularna gustina unutar grupe sa patohistoloskim nalazom koloidnog adenoma
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U 55,5% slucajeva folikularnih adenoma ni jedan limfni sud nije indentifikovan. U 30%
slucajeva indetifikovano je do 10 limfnih sudova po milimetru kvadratnom (Grafikon

25).
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Grafikon 25 Limfovaskularna gustina unutar grupe sa patohistoloskim nalazom folikularnog adenoma
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U 70% slu€ajeva adenoma Hirtleovih ¢elija ni jedan limfni sud nije indentifikovan. U
30% slucajeva indetifikovano je do 5 limfnih sudova po milimetru kvadratnom

(Grafikon 26).

Adenoma Hurthle cell

Mean=1.4
_ St Dev. =2.271
7.0 M=10

6.0

509

= 4.0

3.07

1.0

=1

0o

T T T
0 2 4 g

D2-40 ks/Imm2

Grafikon 26 Limfovaskularna gustina unutar grupe sa patohistoloskim nalazom adenoma Hirtleovih

celija.
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U 58,3% slucajeva hiperplasticnih adenoma ni jedan limfni sud nije indentifikovan. U
16,5 posto slucajeva je indentifikovan samo 1 limfni sud po milimetru kvadratnom, a u
25% slucajeva registrovano je 13 do 18 Ilimfnih sudova po milimetru

kvadratnom(Grafikon 27).
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Grafikon 27 Limfovaskularna gustina unutar grupe sa patohistoloskim nalazom hiperplasti¢nog

adenoma
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U 66,7% slucajeva folikularnih karcinoma ni jedan limfni sud nije indentifikovan. U

33,3% registrovano je 1 do 14 limfnih sudova po milimetru kvadratnom (Grafikon 28).
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Grafikon 28 Limfovaskularna gustina unutar grupe sa patohistoloskim nalazom folikularnog karcinoma
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U 55% slucajeva karcinoma Hirtleovih ¢elija ni jedan limfni sud nije indentifikovan. U
35% slucajeva registrovano je 1 do 3 limfna suda po milimetru kvadratnom (Grafikon

29).
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Grafikon 29 Limfovaskularna gustina unutar grupe sa patohistoloskim nalazom karcinoma Hirtleovih

¢elija
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U 54% slucajeva papilarnih karcinoma ni jedan limfni sud nije indentifikovan. U 34,4

posto slucajeva je registrovano je 1 do 5 limfnih sudova po milimetru kvadratnom

(Grafikon30).

Carcinoma papillare

24.07
52.07
0.0
45.07
46.0=
440
42.05
40.07
38.07
36.0-
34.07
32.07
30.05
Z 2807
26.0-
24.07
22.07
20.07
18.07
16.0-
14.09
12.07
10.04
5.0
5.0
4.0
2.0

-
|

N

0.0

D2-40 ks/Imm2

Mean = 3.21
Std. Dev. =7.787
M=8a7

Grafikon 30 Limfovaskularna gustina unutar grupe sa patohistoloskim nalazom papilarnog karcinoma

Ispituju¢i da 1i postoje razlike u gustini limfovaskularne mreze izmedu papilarnog

karcinoma, folikularnog karcinoma i folikularnog adenoma, nasli smo da ne postoji

statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih entiteta (p=0.690).

Ne postoji statisticki znacajna razlika u limfovaskularnoj gustini izmedu papilarnog

karcinoma s jedne strane i1 grupe predstavljene zbirom slucajeva koloidnog i

hiperplasticnog adenoma s druge (p=0.373).

Takode smo uporedili adenoma Hirtleovih ¢elija i karcinom Hirtleovih ¢elija 1 nasli da

ne postoji razlika u limfovaskularnoj gustini (p=.709)
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5. DISKUSIJA

Citokeratin 19 je najmanji ¢lan citokeratinske familije, heterogene grupe intermedijarnih
filamenata. Zdravi tireociti ne produkuju ovaj protein, dok je ushodna regulacija
povezana sa neoplasticnom transformacijom. Postoje ¢vrsti dokazi u literaturi koji
ukazuju na slabu ekspresiju CK19 u benignim stanjima, ali promenjivu ekspresiju u
malignom tkivu Stitaste zlezde (140). Jaka i difuzna imunohistohemijska pozitivnost
CK19 je najcesce povezana sa papilarnim karcinomom Stitaste zlezde.

Nasi rezultati pokazuju da je CK19 prekomerno eksprimiran u papilarnom tiroidnom
karcinomu (PTC). Dokaz da prekomerna ekspresija ovog markera nije samo povezana
sa PTC, smo dobili kada smo iz uzorka eliminisali papilarne karcinoma, na taj nacin
eliminisaSu¢i doprinos PTC, i uporedili maligne i benigne entitete u odnosu na
ekspresiju CK19 (pogledati rezultate). Obeshrabrujuci rezultat je da nezanemarljiv broj
benignih lezija takode eksprimira CK19, premda fokalno i slabo. Potpuno odsustvo
ekspresije CK19 je uoceno jedino u grupi hiperplasticnih adenoma.

U studiji koju su sproveli Barroeta i saradnici(197) (Tabela 50), ekspresija CK 19 je bila
prisutna u 70% malignih lezija i 34% benignih lezija. Rezultati ove studije su dosta
sli¢ni nasim rezultatima (75,1% 1 29,1%). Prva razlika ove studije u odnosu nase
istrazivanje je u postavci klasifikatora ekspresije. Imunoreaktivnost je smatrana
pozitivnom ukoliko je viSe od 25% ¢elija eksprimira CK19 . Drugo, u navedenoj studiji
odnos benignih prema malignim promenama je 60%:40%, za razliku od naSe studije
gde je taj odnos 39%:61%. Trece, studija je ukljucila izmedu ostalog i slabo
diferentovane i anaplasticne karcinome Stitaste zlezde, za razliku od naSe studije koja je
ukljucila samo dobro diferentovane karcinome Stitaste zlezde. Poredec¢i rezultate ove
studije sa naSim rezultatima u odnosu na imunopozitivnost CKI19 u razli¢itim
patohistoloskim entitetima uocCavaju se znacajne razlike u ekspresiji CK19 (prateci
rezultati prikazani respektivno u zagradama) u folikularnom adenomu (0%; 22%),
adenomu Hirtleovih ¢elija (0% ; 60%), karcinomu Hirtleovih ¢elija  (25%; 60%) i
folikularnoj varijanti papilarnog karcinoma (100% ; 77%). Ove razlike mogu biti
posledica razlike u veli¢ini uzorka jer je veli¢ina naSeg uzorka po entitetima veéa 3-10

puta u zavisnosti od entiteta.
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S obzirom da su ovoj studiji pored ekspresije CK19, ispitivani i HBME-1, i Galectin 3,
jos jedan od razultata sa kojim mozemo uporediti nase nalaze je i koekspresija sva tri
markera u benignim i malignim lezijama. Tako, u ovoj studiji kombinovana ko-
ekspresija sva tri markera daje senzitivnost od 54% i speci¢nost od 100% za karcinome,
nasuprot senzitivnosti od 54% 1 specifi¢nosti od 94% u nasem istrazivanju.

U zakljucku ove studije se istice da he TMA dragocena tehnika za brzo ispitivanje
ekspresije razli¢itih markera na velikom broju uzorkovanih malignih i benignih lezija
porekla folikularnih ¢elija. Takode, nalazi ove studije ukazuju da panel koji se sastoji od
CK19, HBME-1 i Galectin 3 moze pomo¢i u dijagnozi malignih lezija porekla
folikularnih ¢elija (197).

U studiji Hong i saradnika (2010) svih 20 (100%) papilarnih karcinoma je imalo
intenzivnu imunopozitivnost na CK19. Jedna od razlika ove studije u odnosu na nasu je
da su negativnim smatrani samo oni slucajevi u kojima izostaje u potpunosti ekspresija
CK19 (0%). Korekcijom rezultata, sa pomeranjem granice pozivnosti na vrednosti od
10%, dobija se vrednost od 95% papilarnih karcinoma koji eksprimiraju CK19. Takode,
uvidom u podatke ove studije, moze se zakljuéiti da u odnosu na hijalinizujuée
trabekularne tumore , a u dijagnostici papilarnog karcinoma, imunopozitivnost CK19
ima senzitivnost od 95% i specifi¢nost od 92% (198).

Bez obzira na razlike u metodoloskom pristupu (granica pozitivnosti je jednaka ili veca
od 5% celija, IHH radena na standardnim presecima) rezultati studije Zhu X 1 saradnika
(2010) se najvec¢im delom poklapaju sa naSim rezultatima(138). U ovoj studiji su pored
dobro diferentovanih karcinoma (PTC, FTC) bili ukljuceni i slabo diferentovani
karcinom, i medularni karcinom koji nije porekla folikularnih ¢elija. Autori zakljucuju
da je CK19 veoma koristan ne samo u diferencijaciji benignih i malignih papilarnih
struktura, ve¢ takode i za diferencijalnu dijagnozu folikularne varijante PTC i FTC.

U studiji Park YJ i saradnika (2007) koja je metodoloski u dva aspekta razlicita u
odnosu na nasu studiju (odstustvo TMA, i nisu ukljucene onkocitne lezije) senzitivnost
CK19 je bila 90.3 %, a specificnost 83.1% (75.4%; 70.9% u naSoj studiji). Najveca
razlika je bila u eskpresiji CK 19 u benignim netumorskim nodusima, 9.3% u navedenoj
studiji i 26.2% u naSoj. Takode uporedili smo rezultate i po pitanju koeskpresije dva
markera u cilju klasifikacije lezija na maligne i benigne. Za ko-ekspresiju Galectin-3 i

CK19 senzitivnost je bila 86.4%, (68.03%), a specificnost 100% (88.61%), a za ko-
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ekspresiju Galectina 3 1 HBME-1  senzitivnost je bila 85.9%, (64.5%), a specifi¢nost
100% (92.41%). Razlike u ko-ekspresiji za navedene markere bi se mozda mogle
objasniti odsustvom oksifilnih lezija u navedenoj studiji. Jedan od zakljucaka navedene
studije je da kombinovana upotreba CK19 i HBME-1 moze poveéati specifi¢nost i
dijagnosticku preciznost u razlikovanju benignih i malignih tumora Stitaste Zlezde.
Takode, CK19 i visokomolekularni keratin (HMWCK) mogu pomo¢i u dijagnozi
papilarnog karcinoma (199).

Specifi¢nost studije Scognamiglio i sar. (2006) je u tome §to su selektovani samo
slucajevi papilarnog karcinoma (klasicna i folikularna varijanta) kao 1 folikularni
adenom. Senzitivnost 1 specificnost CK19 u dijagnozi papilarnog karcinoma je 96%
(nasuprot 86,2% u nasoj studiji) i 86% (nasuprot 77.8% u naSoj studiji). Razlike u
metodoloskom smislu u odnosu na nasu studiju su i §to nije precizirana zona od interesa
prilikom selekcije za TMA, kao i ¢injenica da su samo slucajevi koji su eksprimirali
CK19 u jednako ili viSe od 10% celija, sa umerenom ili izrazenom citoplazmatskom
imunopozitivno$¢u smatrani pozitivnim. Zakljucci navedene studije su i da jaka ko-
ekspresija dva ili vise markera podrzava dijagnozu PTC, narocito ako je jedno od
antitela HBME-1. Suprotno tome, negativno bojenje sa 3 ili 4 antitela jako podrzava
dijagnozu folikularnog adenoma (200) .

U studiji Nasr MR 1 saradnika (2006) senzitivnost i specificnost CK19 su 100% 1 32%.
U ovoj studiji je nadena ekspresija CK19 u 39/57 benignih lezija. Autori zakljucuju da
je bojenje na CK19 cCesto i u benignim promenama $titaste zlezde i u PTC, a da je
izostanak ekspresije CK19 dobar dokaz protiv dijagnoze papilarnog karcinoma. Dalje,
kombinacija HBME-1 i CK19 daje visoku senzitivnost i specifi¢nost (201).

Senzitivnost CK19 od 68% 1 specifi¢nost od 88.5% za dobro diferentovane karcinome
je pokazana u istrazivanju Prasad ML i saradnika (2005). Zbog prisustva fokalne
ekspresije CK19 i Galectin 3 u nodoznoj strumi i normalnom tkivu, autori donose
zakljuCak da se ovaj marker mora koristiti u kombinaciji sa drugim markerima, i u
sprezi sa pazljivom morfoloskom evaluacijom. Takode u ovoj studiji je pokazano da
nije nadena statisticki znacajna razlika u ekspresiju CK19 izmedu papilarnog karcinoma
s jedne i folikularnog + Hirtleovih ¢elija karcinoma s druge strane (p.=0.23) (202).
Vecina slucajeva folikularnog adenoma, folikularnog karcinoma i nodozne strume su

negativni ili pokazuju fokalno bojenja sa CK19, premda povremeno, neki slucajevi
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pokazuju difuznu pozitivnost. Citokeratin 19 intenzivno i difuzno boji veéinu papilarnih
karcinoma, ukljuc¢uju¢i i FVPTC. Zbog ekspresije i u drugim folikularnim lezijama,
iako retko, ogranic¢ena je upotreba ovog markera u rutinskom dijagnostickom okruzenju
(203, 204).

Casey MB (2003) i saradnici su pokazali da CK19 ima visoku senzitivnost (100%) u
dijagnostici papilarnog karcinoma u odnosu na papilarnu hiperplaziju, ali ima relativno
nisku specifi¢nost (60%). Takode, autori isticu da je uocena ekspresija CK19 u
folikularnim ¢elijama u sklopu Hashimoto tireoiditisa (148).

U diferencijalnoj dijagnozi papilarnog karcinoma i multinodozne strume sa papilarnim
zonama CK19 moze biti od pomoc¢i. Fokalno i bledo bojenje se moze videti u
folikularnim adenomima i multinodoznim strumama sa papilarnim zonama, a intenzivno
i difuzno u papilarnom karcinomu. Ovu imunoreaktivnost treba sagledavati uporedo sa
histopatoloskim nalazima, sa ciljem da se spre¢i prekomerno dijagnostikovanje
papilarnog karcinoma(205).

Prisustvo jake i difuzne ekspresije CK19 u tiroidnom tumoru sa folikularnim obrascem
rasta treba da pobudi sumnju na FVPTC, i lezija treba biti pazljivo pregledana na
prisustvo PTC tipa jedara . Ponekad, CK19 bojenje PTC-a moze biti fokalno, pre nego
difuzno. Zbog toga, ako izostaje difuzno bojenje CK19, to ne iskljucuje dijagnozu
FVPTC ako su prisutne difuzne jedarne promene tipicne za ovaj tumor. (206)

Ekspresija CK19 pored kvantifikacije broja ¢elija zahteva i kvalitativno procenjivanje.
U slucaju difuzne intenzivne imunopozitivnosti, ovaj marker je dobar podrzavajuci
dokaz za papilarni karcinom (207, 208).

Pregledana su 23 naucna rada (138, 148, 153, 191, 197, 199-202, 204-217) na temu
ekspresije CK19 u nodozno izmenjenoj Stitastoj zlezdi, i ekstrahovani su podaci o
istinito 1 lazno pozitivnim sluc¢ajevima, kao i o istinito i lazno negativnim slu¢ajevima.
Nakon ucinjenog dobijeni su rezultati globalne senzitivnosti i spefi¢nosti ekspresije
CK19 za malignitet (80%, 78%, respektivno). Rezultati ove studije su u saglasnosti sa
rezultatima vecine radova koje smo pregledali.

Vrednosti senzitivnosti su varirale od 13% -100% (medianase,s=84%) (201, 216, 217),
dok su vrednosti specifi¢nosti za malignitet varirale od 0% - 100% (mediang..=75% )
(191,206). Pozitivna ekspresija ovog markera u kontrolnim ne-tumorskim tkivima,

folikularnom adenomu, folikularnom karcinomu, i papilarnom karcinomu je varirala u
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slede¢im opsezima : 4-89% (median=20%); 0-100% (median=24%); 0-50%
(median=40%); 46-100% (median=95%) slucajeva, respektivno.

Uopsteno, brojne studije su pokazale da je CK19 viSe ispoljen u malignim nego u
benignim lezija Stitaste zlezde porekla folikularnih ¢elija(138, 197). Ekspresija CK19 u
papilarnom karcinomu generalno, kao i u njegovoj folikularnoj varijanti, je znacajno
viSa nego u folikularnom karcinomu) (138). Dalje, ovaj marker moze posluziti u
razlikovanju papilarnog karcinoma od folikularnog adenom (139), ali ne moze pomo¢i u
razlikovanju folikularnog karcinoma od folikularnog adenoma (199, 216). Takode, ovaj
marker ne pravi razliku izmedu folikularnog karcinoma i tumorski neizmenjenog tkiva
Stitaste zlezde (210).

Na kraju, moze se doneti nekoliko zakljucaka: CK19 moze da pomogne u dijagnostici
papilarnog karcinoma, ali se moraju uzeti u obzir intenzitet i distribucija ekspresije
unutar tumora; intenzivna imunoreaktivnost na CK19 uz izostanak kriterijuma za PTC,
treba da alarmira na mogucnost postojanja maligniteta; zbog relativno niske
specifi¢nosti ovog markera , preporucuje se upotreba ovog markera u kombinaciji sa

drugim markerima.
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Tabela 50 Senzitivnost i specificnost CK19 za malignitet, ukupan broj i procenat slucajeva sa pozitivnom imunoekspresijom

Reference Benign Malignant NG FA HA HCA FTC PTC HCC FVPTC Sens Spec  Cutoff TMA  Total
N % N % N % N % N % N % N % N % N % N %

Dundjerovic (2015) 79 29% 122 75% 30 37% 27  22% 12 0% 10 60% 15 33% 87 86% 20 60% 40 8%  15% 71% 10% yes 201
Barroeta (2006) 53 34% 37 70% 4 25% 3 0% 18 17% 3 0% 7 43% 11 91% 4 25% 4 100% 70%  66%  25% yes 90
Zhu X (2010) 58 26% 180 79% 17 12% 21 14% 11 27% 155 87% 86%  79% 74% 5% no 238
Park YJ (2007) 89 17% 206 90% 54 9% 35 29% 25 44% 181 98% 17 100%  90% 83% 10% no 295
Scognamiglio( 2006) 49 14% 78 96% 49 14% 78 96% 29 90%  96% 86% 10% yes 127
Nasr MR (2006) 57 68% 51 100% 37  75% 6 83% 14 43% 51 100% 10 100%  100%  32% 10% no 108
Prasad ML (2005) 123 11% 85 66% 88 15% 19 10% 14 0% 2 0% 6 50% 67 72% 8 50% 13 79%  66% 89% 10% no 208
Casey MB (2003) 30 40% 30 100% 30 40% 30 100% 100% 60%  >0% no 60
Erkilic S (2002) 40 28% 25 100% 25 20% 15 40% 25 100% 100% 73%  NA no 65
Sahoo S (2001) 20 100% 15 100% 20 100% 15 100% 10 100%  100% 0% NA no 35
Cheung CC (2001) 75 20% 157 61% 40  20% 35 3% 4 0% 138 66% 7 29% 84 57%  61% 80%  NA no 232
Barut F (2010) 393 22% 65 92% 22 50% 283 0% 8 50% 10 50% 55 100% 14 100% 92%  78% 10% no 458
Wiseman SM (2008) 100 46% 105 95% 95% 54%  NA yes 205
Liu YY (2008) 100 3% 71 56% 64 4% 12 0% 13 0% 53 78% 11 22%  56%  98%  other yes 177
Murphy K (2008) 45 47% 43 65% 19 8% 15 27% 14 43% 29 76% 9 22%  65% 54%  >0% yes 88
Nakamura N (2006) 32 44% 130 81% 5 40% 27  44% 21 38% 94 94% 45 91%  81% 56% 10% yes 162
Rossi ED (2006) 58 3% 42 86% 17 2% 41 2% 42 86% 28 82%  86%  97% NA no 100
Song Q (2011) 151 26% 441 96% 97  26% 54  24% 441 96% 96%  74% 10% no 592
Beesley MF (2002) 28 25% 41 83% 8 25% 20 25% 12 41% 26 100% 83% 5%  >0% no 69
de Matos PS (2005) 210 7% 129 54% 170 0% 18 33% 12 17% 38 21% 84 73% 25 52%  54%  93% @ >0% no 339
Nechifor-Boila A (2014) 11 0% 11 45% 3 0% 5 0% 11 46% 5 0% 45% 100%  10% yes 22
Jang MH (2015) 113 6% 79 13% 41 7% 72 6% 79 13% 13%  94% 10% yes 192
Yassin FE (2015) 18 33% 24 100% 8 25% 4 0% 24 100% 6 100% 100% 67%  >0% no 42
Choi YL (2005) [ 9 22% 125 80% 9 22% 30 47% 67 100% 6 67% 90%  78% 5% no 134
Total 1941 2298 711 500 428 23 285 1764 45 357 4239

NG/N nodularna struma/normalno, FA-folikularni adenom, HA-hiperplasticni adenom, HCA-Hurthle cell adenoma, FTC-folikularni karcinom, PTC- papilarni karcinom, HCC-Karcinom

Hurthlevih ¢elija, FVPTC-folikularna varijanta papilarnog karcinoma. Sens-sensitivity, Spec-specificity, TMA-tkivni mikroniz, NA-nije dostupno
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Monoklonalno antitelo HBME-1 reaguje sa nepoznatim antigenom u mikrovilima
mezotelnih celija, epitelu traheje, i adenokarcinomima pankreasa, pluca, i dojke. Ovo
antitelo je procenjivano u smislu delotvornosti razlikovanja benignih i malignih lezija
Stitaste zlezde, 1 u aspiratima (direktni razmazi, i ¢elijski blokovi), i u tkivnim isecima
(150).

Ovaj marker je ekstenzivnije ispoljen u papilarnim karcinomima poredeéi sa
folikularnim karcinom ili folikularnim adenomom (202, 204) (Tabela 51).

Folikularna varijanta papilarnog karcinoma ima znacajno vecu ekspresiju ovog markera
nego folikularni karcinom ili folikularni adenom (204, 215). Rezultati naSe studije su u
saglasnosti sa rezultatima gore navedenih studija.

Nekoliko studija je pokazalo postojanje znacajno vise ekspresije HBME-1 u
folikularnom karcinomu u odnosu na folikularni adenom (199, 211, 216, 218, 219), sto
pak nije slu¢aj sa naSom studijom i nekoliko drugih studija (138, 204, 215).

U studiji Jang MH i saradnika (2015) je pokazano, da je HMBE-1 marker koji se ¢esce
ispoljava u folikularnom karcinomu nego u folikularnom adenomu (p=0.021). Ova
studija je u mnogo ¢emu sli¢na nasoj studiji, ali bih istakao nekoliko bitnih razlika. Broj
slucajeva folikularnih karcinoma i folikularnih adenoma selektovanih za studiju je
nekoliko puta veci u odnosu na broj slucajeva ukljucenih u nasoj studiji (FTC 79
naspram 15; FA 72 naspram 27). Druga bitna razlika se ogleda u Cinjenici da iako je
koris¢ena metoda TMA, dijametar cilindra je skoro 4 puta ve¢i u odnosu na nase
cilindre (4mm:1.1mm). Takode, nije precizirana metodologija u vezi sa selekcijom polja
za TMA. Uocena je ekspresija za adenomatoidnu strumu, folikularni adenom i
folikularni karcinom u 10% , 47% 1 66% slucajeva, respektivno. Ono §to autori isti¢u
kao rezultat je ekspresija u gotovo polovini ispitivanih folikularnih adenoma. Sa
ekspresijom u 27% folikularnih karcinoma, naSi rezultati znacajno odstupaju od
navedenih u studiji Jang MH i saradnika (216).

U studiji Abd-El Raouf SM i saradnika (2014) HMBE-1 je imao viSe nivoe ekspresije u
malignim tumorima (25/28, 89.3%), u poredenju sa benignim lezijama (5/22, 22.7%) (P
<0.001), i takode visu imunoreaktivnost u malignim tumorima (25/28, 89.3%) u odnosu

na grupu folikularnih adenoma (2/9, 22.2%) (P = 0.003). Takode, u ovoj studiji,
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HBME-1 je bio eksprimiran u 4/5 folikularnih karcinoma, sa dijagnostickom
senzitivnoS¢u od 80%, Sto pokazuje znacajnu razliku u odnosu na folikularne adenome
(P=0.036) (219).

Paunovi¢ i saradnici (2012) izvestavajuz da HBME-1 i Galectin 3 mogu biti koriS¢eni
pojedinacno kao diskriminatori izmedu folikularnog karcinoma i folikularnog adenoma,
ali je HBME-1 marker izbora (218).

S druge strane, Zhu X i saradnici (2010), ne nalaze razliku u ekspresiji izmedu
folikularnog karcinoma i folikularnog adenoma (p>0.05) (138).

U studiji Liu YY 1 saradnika (2008) HBME-1 ekspresija je bila znacajno veca u
malignoj u odnosu na benignu grupu, u papilarnom karcinomu i njegovoj folikularnoj
varijanti u odnosu na folikularni karcinom (P<0.01; P<0.05 respektivno), kao i u
papilarnom karcinomu i njegovoj folikularnoj varijanti u odnosu na folikularni adenom
(P<0.01 za oba). S druge strane, ova studija nije pokazala postojanje razlike u ekspresiji
HBME-1 izmedu folikularnog karcinoma i folikularnog adenoma (p>0.05). Zakljucak
ove studije ja HBME-1 moze biti od koristi u diferencijalnoj dijagnozi izmedu
folikularne varijante papilarnog karcinoma i folikularnog adenoma (dijagnosticka
tacnost 88%) (204).

Kada smo iz pregledanih studija ekstrahovali sve rezultate ekspresije HBME-1 u
folikularnim adenomima i folikularnim karcinomima, i uporedili ove dve grupe,
dobijena je statisticki znacajna razlika u ekspresiji HBME-1 izmedu folikularnog
adenoma i karcinoma (Fisher's exact test, the two-tailed: P <0.0001).

Benigne lezije eksprimiraju HBME-1 fokalno, pre nego difuzno.

Izmedu 26 pregledanih studija (124, 138, 148,152, 153, 191, 192, 197,199-202, 204,
207-209, 211, 212, 215, 216, 219-223) senzitivnost i specificnost ovog markera varira
znacajno. Senzitivnost za malignitet se kretala u opsegu od 34% u studiji Nikiforove i
saradnika ( 2003) do 100% u studiji Casey i saradnika (2003) (124, 168). Vrednosti
specificnosti za malignitet su varirale u nesto uzem opsegu, od 54% u studiji Zhu X i
saradnika (2010) (138) do 100% u studijama Guo Z i saradnika (2015)(220) 1 Cheung
CC i saradnika (2001) (207) .

Prose¢ne vrednosti senzitivnosti i specificnosti markera za malignitet, objedinjuci
rezultate svih pregledanih studija, su iznosile 76% (mediana=77%) i 87%

(mediana=89%), respektivno. Kontrolna ne-tumorska tkiva su pokazivala pozitivou
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ekspresiju u opsegu od 0-35% slucajeva (mediana=10%) (138, 207,211). Folikularni
adenomi, folikularni karcinomi i papilarni karcinomi su u razliitim studijama imali
pozitivnu ekspresiju u slede¢im opsezima: 0-56% (mediana=25%), 17-100%
(mediana=65%); 55-100% (mediana=92%), respektivno. Uocljiv je uzlazni trend u
jacini ekspresije, pocevsi od ne-tumorskih tkiva ka papilarnom karcinomu.

U studiji Park i saradnika (2007) je pokazano da istovremena imunopozitivnost za
HBME-1 i Galectin 3, kao i za HBME-1 i CK19 u dijagnozi diferentovanog tiroidnog
karcinoma daje sezitivnosti od 85,9%, 1 86.4%, respektivno, kao i specifi¢nost od 100%
za obe kombinacije. ZakljuCak studije je da se kombinacijom markera povecava
vrednost specificnosti, ali da su vrednosti senzitivnosti nize od istih za pojedinacne
markere (199).

U studiji Scognamiglio i saradnika (2006), koekspresija HBME-1 i CKI19 ima
senzitivnost od 83% 1 specificnost od 100% za dijagnozu papilarnog karcinoma
poredeci sa folikularnim adenomom. Obrnuto, negativno bojenje za HBME-1 i CK19 za
oba markera istovremeno je visoko indikativno za folikularni adenom, sa vrednostima
senzitivnosti od 82% i specificnoséu od 99% (200).

U studiji Volante i saradnika (2004) je pokazano da kombinovana upotreba HBME-1 i
Galectin-3 poboljsava senzitivnost do ¢ak 99% i specificnost do 80% u dijagnozi
malignih Hurthle ¢elijskih tumora poredeci sa adenomima Hirtleoviih ¢elija (223).

U zakljucku mozemo ista¢i da je HBME-1, uzimaju¢i u obzir prosecne vrednosti
senzitivnosti i specifi¢nosti, dosta pouzdan marker za dijagnozu maligniteta Stitaste
zlezde. Najizrazenija ekspresija u grupi folikularnih lezija je prisutna u papilarnim
karcinoma. Kombinovana ko-ekspresija ovog markera i CK19 je visoko specificna za

papilarni karcinom u diferencijalnoj dijagnozi sa folikularnim adenomom.
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Tabela 51 Senzitivnost i specificnost HBME-1 za malignitet, ukupan broj i procenat slucajeva sa pozitivnom imunoekspresijom

Reference Benign Malignant NG FA HA HCA FTC PTC HCC FVPTC Sens Spec

N % N % N % N % N % N % N % N % N % N % cutoff TMA  Total
Dunderovi¢ (2015) 79 15% 122 71% 30 3% 27 15% 12 0% 10 70% 15 27% 87 76% 20 85% 40 65% 71% 85% 10% yes 201
Barroeta(2006) 53 10% 37 70% 4 25% 3 33% 18 6% 3 0% 7 71% 11 91% 4 25% 4 75% 70% 90% 25% yes 90
Zhu X (2010) 58 47% 180 92% 17 35% 21 52% 11 82% 155 95% 7 100%  92% 54% 5% no 238
Park YJ (2007) 89 32% 206 91% 54 20% 35 49% 25 88% 181 92% 17 94% 91% 69% 10% no 295
Scognamiglio (2006) 49 4% 78 87% 49 4% 78 87% 29 86% 87% 96% 10% yes 127
Nasr MR(2006) 57 7% 51 96% 37 1% 6 0% 14 0% 51 96% 10 90% 96% 93% 10% no 108
Prasad ML ( 2005) 123 2% 92 72% 88 1% 19 10% 14 0% 2 0% 6 50% 67 85% 8 13% 13 93% 72% 98% 10% no 215
Casey MB(2003) 30 3% 30 100% 30 3% 30 100% 100%  97% >0% no 60
Cheung CC (2001) 75 0% 157 54% 40 0% 35 0% 4 50% 138 55% 7 29% 84 45% 54% 100%  ukn no 232
Barut F (2010) 393 5% 65 97% 22 50% 283 1% 8 25% 10 90% 55 98% 14 100%  97% 95% 10% no 458
Wiseman SM(2008) 100 5% 105 54% 54% 95% ukn yes 205
Liu YY (2008) 100 2% 77 66% 64 2% 12 11% 13 17% 53 74% 11 89% 66% 98% other yes 177
Nakamura N (2006) 32 9% 130 77% 5 0% 27 11% 21 38% 94 97% 45 96% 77% 91% 10% yes 162
Rossi ED (2006) 58 2% 42 93% 17 2% 41 0% 42 93% 28 93% 93% 98% ukn no 100
de Matos PS (2005) 210 11% 129 80% 170 0% 18 56% 12 33% 38 63% 84 94% 25 84% 80% 89% >0% no 339
Nikiforova MN (2003) 23 13% 33 34% 23 13% 13 NA 33 34% 19 NA 34% 87% 10% no 56
Mai KT (2002) 93 14% 96 71% 45 42% 48 8% 29 65% 55 85% 12 0% 71% 86% >0% no 189
Liang HS (2009 ) 48 29% 71 92% 48 29% 26 92% 45 91% 92% 71% 5% yes 119
Ito Y (2005) 253 26% 175 69% 155 30% 98 17% 138 61% 37 100% 69% 74% >0% no 428
Mase T (2003) 124 20% 81 84% 62 13% 62 27% 39 85% 36 97% 84% 80% 25% no 205
Volante M (2004) 50 12% 102 53% 50 12% 32 88% 70 37% 53% 88% >0% no 152
Nechifor-Boila A (2014) 11 27% 11 64% 3 33% 5 40% 11 64% 5 60% 64% 73% 10% yes 22
Jang MH (2015) 113 34% 79 66% 41 10% 72 47% 79 66% 66% 66% 10% yes 192
Guo Z (2015) 52 0% 85 77% 20 0% 32 0% 28 40% 57 96% 29 92% 77% 100%  >0% yes 137
Abd-El Raouf (2014) 22 23% 28 89% 13 23% 9 22% 5 80% 23 91% 5 80% 89% 77% 10% no 50
Choi YL (2005) 9 33% 125 90% 9 33% 30 100% 67 97% 6 67% 90% 67% 5% no 134
Total 2304 2387 657 742 522 134 557 1489 146 366 77% 89% 4691

NG/N nodularna struma/normalno, FA-folikularni adenom, HA-hiperplasti¢ni adenom, HCA-Hurthle cell adenoma, FTC-folikularni karcinom, PTC- papilami karcinom, HCC-Karcinom Hurthlevih ¢elija, FVPTC-folikularna varijanta

papilarnog karcinoma. Sens-sensitivity, Spec-specificity, TMA-tkivni mikroniz, NA-nije dostupno
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Galectin 3 je strukturalno jedinstven ¢lan (31-kDa) galektinske familije. Galektin je
sposoban da pravi ukrStene veze sa glikoproteinima ¢elijske membrane, na taj nacin
formiraju¢i nove mreze ukljucene u cCelijsku signalizaciju i receptorsku endocitozu.
Galectin 3 je detektovan u jedru, citoplazmi i u ekstracelijskom prostoru. Galectin 3 ima
uloge u regulaciji apoptoze, ¢elijskom motilitetu, i u progresiji tiroidnog karcinoma
(143)

Pre dvadesetak godina, Xu i saradnici su ispitivali ekspresiju Galectin 1 i Galectin 3 u
maloj seriji tiroidnih tumora i pronasli su njihovo ispoljavanje u papilarnom i
folikularnom karcinomu, ali ne i u adenomima, nodularnoj strumi ili u normalnom tkivu
Stitaste zlezde. Na osnovama ovih ispitivanja oni su zakljucili da galektini mogu biti
korisni za razlikovanje benignih od malignih tiroidnih tumora (144)

Ekspresija Galectina 3 je veca u malignim lezijama u usporedbi sa benignim tiroidnim
lezijama ( 138, 197,199,202, 204, 208) (Tabela 52).

U studiji Park i saradnika (2007) ekspresija Galectin 3 je bila prisutna u 94.7%
diferentovanih tiroidnih karcinoma i u 4.5% benignih tiroidnih nodusa (p<0.001). Svi
sluc¢ajevi benignih tiroidnih nodusa su pokazivali fokalnu i slabu imunopozitivnost za
galectin3, a s druge strane nijedan nije eksprimirao CK19 ili HBME-1. U grupi dobro
diferentovanih tiroidnih karcinoma (5.3% ), 11 su bili negativni na galectin 3, ali su svi
pokazivali pozitivno bojenje na HBME-1 (199).

U studiji Barut i saradnika (2010) stopa difuzne ekspresije Galectina 3 je bila u 72.3%
(47/65) malignih tiroidnih lezija (55 papilarnih i 10 folikularnih karcinoma), nasuprot
fokalnoj ekspresiji u 4% benignih tiroidnih lezija (208).

Takode, u studiji Liu i saradnika(2008) pokazana je razlika u ekspresiji Galectin 3
izmedu benignih i malignih lezija, sa prekomernom ekspresijom u malignim (p<0.01).
Galectin 3 se ispoljavao jedarno i intracitoplazmatski, a razlika u ispoljavanju izmedu
benignih i malignih lezija je bila znacajna za oba obrasca (204).

Neke studije su pokazale da je galectin 3 visoko eksprimiran u benignim tiroidnim
lezijama i u normalnom tkivu §titaste zlezde (202,224,225) .

Diskrepanca u ucestalostima imunoreaktivnosti Galectin 3 u benignim lezijama mozda
je u vezi sa razliCitim sistemima za detekciju antitela , kao i u vezi sa grani¢nim

vrednostima za pozitivna i negativna bojenja. U Stitastoj zlezdi , endogeni biotin je uvek
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eksprimiran u tireocitima, uglavnom u Hirtleovim ¢elijama. Zbog toga, detekcioni
sistemi zasnovani na biotinu mogu dovesti do lazno pozitivnih rezultata. Sugerisano je
da imunodetekcija galectin 3 moze biti korisno pomoc¢no sredstvo u razlikovanju
benignih i malignih tiroidnih tumora, ali samo ako je izvedena u okvirima biotin-
slobodnih detekcionih sistema (223) .

Neki autori su nasli razliku u ekspresiji Galectin 3 izmedu papilarnog karcinoma ,kao i
njegove folikularne varijante, u usporedbi sa folikularnim karcinomom (199,204,215).
U studiji Park YJ i saradnika (2007) Galectin 3 je bio eksprimiran u 99% papilarnih
karcinoma (PTC vs FTC; p<0.001), 94% papilarnih karcinoma folikularne histoloske
varijante (FVPTC vs FTC ; p=0.031 ), i u 64% folikularnih karcinoma. Dodatno, dok je
veéina papilarnih karcinoma pokazivala difuznu i jaku pozitivnost na Galectin 3 ,
folikularni karcinomi su pokazivali fokalnu pozitivnost u 56% Galectin 3 pozitivnih
slucajeva, naro€ito u subkapsularnoj zoni. Zato, upotreba Galectin 3 za imunocitohemiju
citoloskih aspirata moZze rezultovati lazno negativnim rezultatima(199) .

De Matos i saradnici (2005) , registruju pozitivhu imunoekspresiju Galectina 3 u 73%,
52%, 1 21% papilarnih karcinoma, papilarnih karcinoma folikularne varijante, i
folikularnih karcinoma, respektivno. Ekspresija je uglavnom bila citoplazmatska, rede
jedarna, sa difuznim obrascem u papilarnom karcinomu i fokalno segmentnim u
folikularnom karcinomu Stitaste zlezde (215).

Liu YY i saradnici (2008) nalaze razliku u ekspresiji Galectin 3 izmedu papilarnog i
folikularnog karcinoma, ali ne i postojanje razlike izmedu folikularne varijante
papilarnog karcinoma i folikularnog karcinoma. U navedenoj studiji jedina razlika
izmedu dva poslednje spomenuta entiteta je nadena u ekspresiji HBME-1 (204).

Ipak, drugi autori nisu nasli znacajne razlike u ekspresiji, ukljucujuéi i rezultat nase
studije (138,219).

U studiji Zhu X i saradnika (2010) ekspresija Galectin 3 je bila prisutna u 92%
papilarnih carcinoma, 100%, papilarnih karcinoma folikularne histoloske varijante, i
64% folikularnih karcinoma. Uocene razlike u ekspresiji izmedu folikularne varijante
papilarnog karcinoma i folikularnog karcinoma nisu bile statisticki znacajne (138).
varijantu) karcinomu u usporedbi sa folikularnim adenomom, §to je uporedivo sa nasim

rezutatima (138,204,211, 215,219).

112



Nakamura 1 saradnici (2006) su pokazali pozitivnu imunoekspresiju u 98% papilarnih
karcinoma folikularne histoloske varijante 1 30% folikularnih adenoma (p<0.0001).
Autori isticu da normalna tkiva nisu eksprimirala Galectin 3, ali bez obzira na uocenu
razliku u ekspresiji izmedu FVPTC i1 FA, zbog visokog procenta pozitivnih slucajeva
FA na Galectin 3, marker samostalno upotrebljen i nije veoma koristan u razdvajanju
FA od FVPTC (211).

U nekoliko studija, ukljucujuéi i tekucu, su pronadene razlike u ekspresiji Galectin 3
izmedu folikularnog karcinoma i folikularnog adenoma (199,219).

Abd-El Raouf 1 saradnici (2014) u svojoj studiji su pokazali pozitivnost Galectin 3 u
80% slucajeva folikularnog karcinoma 1 11% sluc¢ajeva folikularnog adenoma (p=0.036)
(219).

Galectin 3 je jedini marker sposoban da napravi razliku izmedu karcinoma i adenoma
Hirtleovih ¢elija, Sto je takode pokazano i u studiji Volante i saradnika (223). Oni su
koriste¢i biotin slobodni sistem detekcije uoc€ili imunopozitivnost Galectin 3 u 94%
karcinoma i svega 12% adenoma. Lokalizacija imumoreaktivnosti u slucajevima
karcinoma je uglavnom bila na periferiji nodusa, i posebno u zonama kapsularne i
vaskularne invazije , made su registrovani slu¢ajevi sa difuznom imunopozitivnoscéu.
Uvidom u podatke pregledanih studija (29, 128, 138, 148, 200-202, 204, 208-216, 219,
224, 226-238) , jos jednom, uocena je izraZena varijabilnost senzitivnosti i specifi¢nosti
ovog markera za karcinom.

Vrednosti senzitivnosti su varirale od 8-100% (medijana=88%) 1 40-100%
(medijana=82%) za specifi¢nost. Prose¢ne vrednosti nisu mnogo razlicite od vrednosti
medijane (84%; 83%).

U studiji Jang 1 saradnika (2015) senzitivnost od 8% delom je posledica ¢injenice da su
grupu malignih tumora ¢inili iskljuc¢ivo folikularni karcinomi. Svega 8% folikularnih
karcinoma je bilo imunopozitivno na Galectin 3. Vrednosti imunopozitivnosti za
Galectin 3 u folikularnom karcinomu, u razli¢itim studijama, su se kretale od 8-100%
tumora, sa medijanom od 41% imunopozitivnih tumora za TMA metodologiju, 1
medijanom od 67% imunopozitivnih tumora za klasi¢ne iseCke sa parafinskih kalupa
(216).

U studijama Manivannan (2012), i Casey (2003) vrednosti senzitivnosti od 100% za

malignitet se verovatno mogu objasniti delom malim uzorkom (10 malignih tumora u

113



studiji Manivannan-a) ili prelomnom vredno$¢u (>0% celija u studiji Casey-a). U
poslednje spomenutoj studiji, visoka vrednost senzitivnosti je prac¢ena relativno niskom
vrednos$c¢u specifi¢nosti za malignitet od 40% (148, 239).

Vrednosti specifi¢nosti su se kretale od 40% u studiji Casey-a(2002) do 100% u
studijama Nechifor-Boila i sar.(2014), Lavra L i sar. (2011), i Rossi i sar. (2006) (148,
191,212, 234).

Procenti imunopozitivnih slu¢ajeva za kontrolnu grupu (ne tumorsko tkivo), folikularni
adenom, folikularni karcinom i papilarni karcinom su znacajno varirali: 0-52%(
medijana=8%);0-63%( medijana=17%); 8-100%( medijana=66%); 46-100%(
medijana=93%), respektivno.

Koekspresija tri markera (HBME1,Gal-3,CK19) je imala senzitivnost za malignitet od
83%, 87%, 1 54% , kao 1 specifi¢nost za malignitet od 100%, 89% 1 100% u studijama
Scognamiglio i saradnika (2006), Nakamura i saradnika (2006) , and Barroeta i
saradnika (2006), respektivno (197, 200, 211) . Uporedno odsustvo ekspresije sva tri
markera ima senzitivnost od 38% i specifi¢nost od 100% za benigno ( 197). U studiji
Zhu i saradnika (2010), pojedinac¢na ekspresija viSe od tri imunohistohemijska markera
je bila prisutna u 100% slucajeva papilarnog karcinoma i u 0-30% pacijenata sa drugim

tipovima oboljenja (138).
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Tabela 52 Senzitivnost i specificnost Galectin -3 za malignitet, ukupan broj i procenat slu¢ajeva sa pozitivnom imunoekspresijom

Reference Benign Malignant NG FA HA HCA FTC PTC HCC FVPTC

N % N % N % N % N % N % N % N % N % N % Sens Spec Cutoff TMA  Total
Dunderovi¢ (2015) 79 35% 122 89% 30 13% 27 41% 12 67% 10 50% 15 73% 87 92% 20 85% 40 93% 89% 65% 10% Yes 201
Barroeta et al 2006 53 34% 37 73% 4 0% 3 0% 18 6% 3 33% 7 57% 11 82% 4 75% 4 75% 73% 66% 25% Yes 90
Zhu X et al 2010 58 34% 180 86% 17 24% 21 14% 11 64% 155 92% 100%  86% 66% 5% No 238
Park YJ et al 2007 89 5% 206 95% 54 6% 35 3% 25 64% 181 99% 17 94% 95% 96% 10% No 295
Scognamiglio (2006) 49 18% 78 94% 49 18% 78 94% 29 90% 94% 82% 10% Yes 127
Prasad ML e(2005) 123 15% 92 92% 88 18% 19 10% 14 7% 2 0% 6 66% 67 94% 8 88% 13 100%  92% 85% 10% No 215
Casey MB (2003) 30 60% 30 100% 30 60% 30 100% 100%  40% 0% No 60
Barut F (2010) 393 4% 65 94% 22 36% 283 0% 8 25% 10 90% 55 95% 14 98% 94% 96% 10% No 458
Wiseman SM ( 2008) 100 23% 105 87% 87% 77% ukn Yes 205
Liu YY (2008) 100 6% 77 71% 64 10% 12 0% 13 33% 53 92% 11 33% 71% 94% other Yes 177
Murphy K (2008) 45 42% 43 65% 19 42% 15 33% 14 21% 29 86% 9 55% 65% 58% >0% Yes 88
Nakamura N (2006) 32 25% 130 88% 5 0% 27 30% 21 48% 94 96% 45 98% 88% 75% 10% Yes 162
Rossi ED (2006) 58 0% 42 88% 17 0% 41 0% 42 88% 28 86% 88% 100%  ukn No 100
Song Q (2011) 151 51% 441 97% 97 52% 54 48% 441 97% 97% 49% 10% No 592
Beesley MF (2002) 28 18% 41 85% 8 38% 20 10% 12 100% 26 85% 85% 82% >0% No 69
de Matos PS (2005) 210 5% 129 53% 170 0% 18 11% 12 8% 38 21% 84 73% 25 52% 53% 95% >0% No 339
Nikiforova MN (2003) 23 4% 33 15% 23 4% 33 15% 15% 96% 10% No 56
Inohara H ( 2008) 60 28% 56 89% 34 24% 26 35% 16 63% 40 100% 89% 72% >0% No 116
Aiad HA (2008) 38 11% 41 93% 19 11% 19 11% 13 92% 28 93% 93% 90% >0% No 79
Sapio MR (2007) 62 27% 106 87% 51 29% 11 18% 32 75% 74 92% 19 79% 87% 73% 10% No 168
Galusca B (2005) 62 18% 23 96% 36 8% 16 31% 10 30% 6 100% 15 93% 96% 82% >0% No 85
Nucera C (2005) 105 11% 28 68% 20 0% 22 45% 6 66% 15 80% 4 75% 68% 90% NA NA 133
Weber KB (2004) 13 31% 33 79% 13 31% 9 44% 24 92% 79% 69% 5% No 46
Oestreicher-Kedem(2004) 25 28% 29 75% 19 11% 6 83% 11 63% 18 83% 18 83% 75% 72% 5% No 54
Volante M (2004) 50 12% 102 95% 50 12% 32 97% 70 94% 95% 88% >0% No 152
Torres-Cabala C (2004) 91 9% 60 7% 57 0% 12 17% 14 0% 3 33% 13 62% 34 91% 4 100% 12 92% 7% 91% >0% No 151
LavraL (2011) 14 0% 29 93% 14 0% 3 67% 24 96% 2 100% 9 100%  93% 100%  ukn No 43
Kovacs RB (2003) 55 22% 36 89% 25 0% 19 21% 3 0% 10 67% 20 100% 89% 78% >0% No 91
Jakubiak-Wielganowiczv 42 19% 42 86% 42 19% 17 71% 25 96% 86% 81% >0% No 84
Giannini R (2003) 20 10% 45 93% 20 10% 45 93% 93% 90% NA NA 65
Gaffney RL (2003) 14 21% 81 85% 14 21% 21 67% 60 92% 85% 79% other No 95
Martins L (2002) 60 32% 32 94% 29 14% 31 45% 20 90% 12 100% 94% 68% other No 92
Coli A (2002) 52 46% 38 92% 27 63% 25 28% 5 60% 28 100% 1 100% 92% 54% >0% No 90
Nascimento MC(2001) 82 2% 42 71% 48 0% 9 11% 14 7% 14 79% 11 82% 17 59% 71% 98% >0% No 124
Nechifor-Boila A(2014) 11 0% 11 46% 3 0% 5 0% 11 46% 5 0% 46% 100%  10% Yes 22
Jang MH (2015) 113 4% 79 8% 41 2% 72 6% 79 8% 8% 96% 10% Yes 192
Abd-El Raouf SM (2014) 22 9% 28 93% 13 7% 9 11% 5 80% 23 96% 5 80% 93% 91% 10% No 50
Manivannan P (2012) 12 17% 10 100% 3 100% 7 100%  100%  83% 10% No 22
Total 2624 2802 932 748 466 106 488 1947 155 310 5426

NG/N nodularna struma/normalno, FA-folikularni adenom, HA-hiperplasti¢ni adenom, HCA-Hurthle cell adenoma, FTC-folikularni karcinom, PTC- papilarni karcinom, HCC-Karcinom Hurthlevih ¢elija, FVPTC-folikularna varijanta

papilarnog karcinoma. Sens-sensitivity, Spec-specificity, TMA-tkivni mikroniz, NA-nije dostupno
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CDS56 je neuralni celijski adhezioni molekul (NCAM) koje je normalno eksprimiran u
tiroidnim folikularnim ¢elijama. Redukovana ekspresija CD56 korelira sa tumorskom
progresijom kod pacijenata sa kancerima. Njegova ekspresija je smanjena, ili u
potpunosti izostaje , u slu¢ajevima papilarnog, folikularnog i anaplasticnog karcinoma
Stitaste zlezde (159,240,241).

Rezultati naSe studije ukazuju da su maligni tumori izgubili ili eksprimiraju u manjoj
meri CD56 nego benigne tiroidne lezije, Sto je u saglasnosti sa predhodno objavljenim
podacima (242,243,244) (Tabela 53).

Ceyran 1 saradnici (2015) registruju imunopozitivnost u 91.7% benignih tiroidnih lezija
iu samo 8.9% papilarnih tiroidnih karcinoma (p<0.05) (245).

Ma H i saradnici (2014), u istrazivanju nalaze umerenu do jaku ekspresiju u svim
kontrolnim tkivima (peritumoralno benigno tkivo; specificnost 100%) ,dok u
papilarnom karcinomu 79.1% slu€ajeva je u potpunosti negativno ili pokazuje slabu
fokalnu pozitivnost. Ukratko, CD56 je dobar negativni pokazatelj za dijagnozu
papilarnog karcinoma (246).

U studiji Shahebrahimi i saradnika (2013) ekspresija CD56 je bila prisutna u 93%
benignih lezija, nasuprot ekspresiji u samo 5% papilarnih karcinoma (p=0.001) (242).
Abd El Atti RM. i saradnici (2012) su pokazali da CD56 razlikuje folikularnu varijantu
papilarnog karcinoma od drugih nodusa sa folikularnim obrascem (folikularni adenomi,
hiperplasti¢ni nodusi i FT-UMP) sa visokom statisticki znacajnom razlikom (p< 0.001)
(243).

CD56 ekspresija je videna u 95.8% folikularnih lezija (folikularni adenom i karcinom
karcinom, Hirtle cell karcinom i adenom, multinodozna struma, Hashimoto tireoiditis)
nasuprot 1,3% slucajeva papilarnih karcinoma (p<0.001) ( 155).

Ekspresija CD56 je vise redukovana u papilarnim karcinomima u odnosu na folikularne
karcinome 1 folikularne adenome (241). Park 1 saradnici (2009) registruju
imunopozitivhost CD56 u 100% medularnih karcinoma (PTCvsMedularni; p=0.000),
93.3% folikularnih adenoma (PTCvsFA; p=0.000), 82.6% folikularnih karcinoma
(PTCvsFTC; p=0,000), i 7.5% papilarnih karcinoma . Nije nadena statisticki znaCajna
razlika u ekspresiji CD56 izmedu folikularnog adenoma i karcinoma (p=0.339) (241).

S druge strane, u studiji Etem i saradnika (2010) CD56 imunopozitivnost je bila prisutna

u 35% folikularnih tumora i u 35% papilarnih karcinoma folikularne varijante. Bojenje
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je bilo odsutno u 65% slucajeva u obe grupe (p=0.186). Ovi rezultati donekle su u
saglasnosti sa naSim rezultatima (247).

Intrigantno, u nasoj studiji je nadena razlika u ekspresiji CD56 izmedu folikularnog
karcinoma 1 folikularnog adenoma, §to nije u saglasnosti sa rezultatima drugih autora
(241). Ako se prethodno navedena informacija dovede u vezu sa nalazima da folikularni
karcinomi imaju znacajno smanjenu ekspresiju CD56 u odnosu na benigne folikularne
lezije, mogli bi smo zakljuciti da redukovana ekspresija CD56 nije eksluzivno svojstvo
papilarnih karcinoma. Kao dodatak, navodimo i studiju Satoh i saradnika (2001) koji
ispitujucu ekspresiju CD56 registruju odsustvo iste u svim slucajevima folikularnog
karcinoma (100%), 1 kao i u 93% slucajeva papilarnog karcinoma (248).

Razlike izmedu studija u odnosu na senzitivnost i specifi¢nost za malignitet su bile
znacajne. Senzitivnost za karcinom je varirala od 58-100%, sa vrednostima medijane od
84% (preraCunata prosecna vrednost za sve pregledane studije je 80%). Vrednosti
specificnosti za malignitet su varirale od 46% do 100% sa vrednostima medijane od
92% (preraCunata prosecna vrednost za sve pregledane studije je 93%)

Najvecu senzitivnost ovaj marker pokazuje za papilarni karcinom, a najmanju za
folikularni karcinom.

Imajué¢i na umu da su nasi tkivni uzorci dobijeni iz tumora na dodirnoj povrsini sa
normalnim tkivom, nasi rezultati mogu biti podrzani rezultatima studija ElDemellawy i
saradnika (2009) i Scarpino i saradnika (2007) koji su unutar grupe papilarnih
karcinoma nasli da su pojedine CD56 pozitivne celije su identifikovane, i u svim
slucajevima ove celije su bile locirane unutar tumora na spoju sa zdravim tkivom. Zbog
toga, niska vrednost senzitivnosti (58%) CD56 u naSem istraZivanju moZe biti posledica
uzorkovanja tkiva (159, 240).

Nechifor-Boild i saradnici (2014) su naSli da panel koji se sastoji od CD56 i/ili
CK19/Gal-3 (oni su koristili izraz Gal-3/CK19 zbog toga $to su sli¢ni rezultati dobijeni
sa panelom koji je sadrzao bilo CK19, bilo Gal-3) i CD56 i/ili HBME-1 ima najvece
senzitivnosti (90.9%) i1 negativne prediktivne vrednosti (87.5 1 83.3, respektivno), dok je
kombinacija markera sa najve¢om specifi¢noscu (72.7%) predstavljena panelom koji se

sastojao od HBME-1 sa CK19/Gal-3, u indentifikaciji slucajeva papilarnog karcinoma.
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Panel koji se sastojao od CD56 1/ili HMBE-1 je veoma senzitivan i specifican (100%;
90%) u u razlikovanju slucajeva folikularne varijante papilarnog karcinoma od benignih
tiroidnih lezija /tumora (249) .

Kad je procenjivana vrednost panela koji se sastoji od tri markera, najbolja kombinacija
za slucajeve sa folikularnom varijantom papilarnog karcinoma je bila HBME-1, CD56
i/ili CK19 sa senzitivnos¢u od 91%(249).

Kada je evaluirana imunopozitivnost za tri markera, u studiji Ceyran i saradnika (2015),
kombinacija za papilarni karcinom sa najve¢om senzitivnosti i specifi¢nosti je CD56(-),
HBME-1 (+), Galectin-3 (+) sa vrednostima od 97%, i 70%, respektivno (245).

U studijama Mi i saradnika (2011), kao i Park i saradnika (2009), kombinacijom tri
markera, CD56, Galectin3, i CK19, sa ciljem da se napravi razlika izmedu papilarnog
karcinoma od drugih benignih tiroidnih lezija, dobijene su vrednosti senzitivnosti za
papilarni karcinom od 93,8% 1 88,1%, 1 specifi¢nosti za papilarni karcinom od 90.9% 1

93.8%, respektivno (241, 250).
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Tabela 53 Senzitivnost i specificnost CD56 za malignitet, ukupan broj i procenat slu¢ajeva sa pozitivnom imunoekspresijom

Reference Benign Malignant NG FA HA HCA FTC PTC HCC FVPTC

N % N % N % N % N % N % N % N % N % N % Sens Spec Cutoff TMA  Total
Dunderovi¢ (2015) 79 92% 122 42% 30 87% 27 96% 12 100% 10 90% 15 73% 87 25% 20 90% 40 38%  58% 92% 10% yes 201
Shahebrahimi K (2013) 39 92% 39 5% 32 NA 7 NA 39 5% 5 NA 95% 92% 0% no 78
Nechifor-Boila A (2014) 11 64% 11 18% 3 33% 5 60% 11 18% 5 20%  82% 64% 10% yes 22
Abd El Atti RM (2012) 44 93% 29 17% 12 92% 32 88% 29 17% 16 19%  83% 93% 10% no 73
Scarpino S (2007) 107 100% 66 27% 26 100% 61 30% 21 10%  73% 100%  other no 173
ElDemellawy D (2009) 100 100% 75 0% 2 NA 72 0% 1 NA 23 0% 100%  100%  10% no 175
Satoh F (2001) 11 46% 39 8% 11 46% 10 0% 14 7% 92% 46% 0% no 50
Park WY (2009) 36 92% 112 38% 21 91% 15 93% 23 83% 67 8% 63% 92% 10% no 148
Nechifor-Boila A (2013) NA 83% 204 15% 204 15% 90 27%  85% 83% 10% yes 204
Mi KS (2011) 22 73% 80 5% 12 58% 5 100% 80 5% 95% 73% 10% no 102
Total 449 777 98 108 44 50 664 21 200 1226

NG/N nodularna struma/normalno, FA-folikularni adenom, HA-hiperplasticni adenom, HCA-Hurthle cell adenoma, FTC-folikularni karcinom, PTC- papilarni karcinom, HCC-Karcinom

Hurthlevih ¢elija, FVPTC-folikularna varijanta papilarnog karcinoma. Sens-sensitivity, Spec-specificity, TMA-tkivni mikroniz, NA-nije dostupno
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Angiogeneza (merena kao tumorska mikrovaskularna gustina) korelira sa tumorskim
ponasanjem. U mnogim humanim tumorima, ukljucuju¢i tumore dojke, mokraéne
besike, zeluca, i Stitaste zlezde, pokazano je da je povecana angiogeneza povezana sa
razvojem metastaza (251), loSijom prognozom (252), i kra¢im prezivljavanjem (253,
254).

Uloga angiogeneze i limfangioeneze u kancerima Stitaste zlezde nije u potpunosti
razjasnjena. Obrasci tumorskog ponaSanja i metastatskog Sirenja variraju shodno tipu
tumora. Na primer, papilarni karcinom Stitaste Zlezde ima sklonost da metastazira u
regionalne limfne noduse, dok folikularni karcinom Stitaste zlezde obicno metastazira
hematogeno. Nije u potpunosti istrazeno da li razlike u angiogenom i limfangiogenom
fenotipu uti¢u na puteve tumorskog metastaziranja ili odreduju agresivnije ponasSanje.

U studiji Garcia i saradnika (2006) je pokazano da je mikrovaskularna gustina veca u
normalnom tkivu S§titaste Zlezde i u uzorcima papilarnog mikrokarcinoma nego u
benignim i malignim proliferativnim lezijama Stitaste zlezde. Folikularni tumori
(adenom 1 karcinom) su imali najnize vrednosti limfovaskularne gustine, a papilarne
neoplazme (karcinom i mikrokarcinom), medularni karcinom i toksi¢ne multinodularne
strume su pokazivali veée vrednosti limfovaskularne gustine. U usporedbi sa papilarnim
karcinomima i incidentalno otkrivenim mikropapilarnim karcinomima, folikularni
adenomi su imali statisticki znac¢ajno niZe vrednosti mikrovaskularne gustine.

U suprotnosti sa uobi¢ajenim karcinomima, ali slicno sa drugim endokrinim
neoplazmama, poput tumora hipofize i adrenokortikalnih tumora, mikrovaskularna
gustina je redukovana u nekim proliferativnim lezijama u usporedbi sa normalnim
tkivom Stitaste zlezde. Ekspresija vaskularno-endotelnog faktora rasta - A (VEGF-A) je
ushodno regulisana u tiroidnim karcinomima u poredenju sa normalnim tkivom $titaste
zlezde (255).

Nasuprot nalazima gore spomenute grupe (N Garcia et al), procenom angiogeneze
koris¢enjem F8, kao endotelnog markera, i kvantifikacijom mikrovaskularne gustine u
zonama sa najvise krvnih sudova u 128 papilarnih tiroidnih karcinoma, druga grupa je
demonstrirala trostruko povecanje u tumorskoj prokrvljenosti u poredenju sa normalnim

tkivom Stitaste zlezde (173).
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Opsta intratumorska mikrovaskularna gustina, u nasoj studiji, je bila statisticki znacajno
veca u malignim tumorima u odnosu na benigne lezije, sa najve¢im prosecnim
vrednostima mikrovaskularne gustine u papilarnom karcinomu, a najnizim vrednostima
u koloidnom adenomu. Takode, pokazane su znacajno viSe vrednosti mikrovaskularne
gustine u folikularnoj varijanti papilarnog karcinoma u odnosu na folikularni adenom,
kao 1 u karcinomu Hirtleovih ¢elija u odnosu na adenom Hirtleovih ¢elija. Nisu nadene
znacajne razlike u mikrovaskularnoj gustini izmedu folikularne varijante papilarnog
karcinom i folikularnog karcinoma, kao ni izmedu folikularnog adenoma i folikularnog
karcinoma.

U studiji Celano i saradnika (2013), upotrebom CD31 kao endotelnog markera, je
pokazana znaCajno veca mikrovaskularna gustina unutar toksicnih adenoma, u
poredenju sa okolnim neizmenjenim tkivom Stitaste zlezde. S druge strane, unutar
toksicnih adenoma su gotovo u potpunosti nedostajali limfni sudovi, sa znacajno
smanjenom limfovaskularnom gustinom u usporedbi sa okolnim neizmenjenim tkivom
Stitaste zlezde (256).

U studiji TA Giorgadze i saradnika (2005), poredenjem vrednosti opste intratumoralne
mikrovaskularne gustine izmedu grupa sa folikularnom varijantom papilarnog
karcinoma, folikularnim karcinomom i folikularnim adenomom, nije nadena statisticki
znacajna razlika (257).

U studiji Lee S i saradnika (2012), koris¢enjem CD31, nisu nadene znacajne razlike u
mikrovaskularnoj gustini izmedu tiroidne nodularne hipeplazije, papilarnog karcinoma
Stitaste zlezde sa limfonodalnim metastazama, i papilarnog karcinoma bez
limfonodalnih metastaza (258).

U drugoj studiji, upotrebom CD31 i CD34 kao endotelnih markera, nadeno je da
prosecne opste mikrovaskularne gustine u malignim i benignim oboljenjima Stitaste
zlezde nisu znacajno razlicite (259).

U jednoj od studija je pokazano da je mikrovaskularna gustina povecana u zonama sa
solidnim obrascem i naglasenim celijskim pleomorfizmom unutar mikroinvazivnih
folikularnih carcinoma, u poredenju sa folikularnim adenomima (260), ali neke studije
su, pre iznenadujuce, pokazale da je redukovana mikrovaskularna gustina povezana sa
slabijom diferencijacijom (261), loSijjom prognozom i smanjenim prezivljavanjem

(173).
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U jednoj od studija je pokazano da su rekurentni papilarni i folikularni tiroidni
karcinomi imali znacajno manje vrednosti opste intratumoralne mikrovaskularne gustine
u odnosu na folikularne adenome. Visoke vrednosti peritumoralne limfovaskularne
gustine su nadene u rekurentnim papilarnim karcinomima. Jedan od zakljucaka ove
studije je bio i taj da visoka vaskularna gustina moZe biti marker za manje agresivne
tumore, dok su visoke vrednosti peritumoralne limfovaskularne gustine marker za vise
agresivne i rekurenciji sklone tumore $titaste zlezde (262).

Nasuprot iznesenom, dve druge studije su demonstrirale povecan rizik za rekurenciju i
krace bez-bolesti prezivljavanje u vise prokrvljenim papilarnim tiroidnim karcinomima
(263, 264) .

Nalaz da visa stope vaskularizacije u mikroinvazivnom folikularnom karcinomu,
narocito u blizini kapsule ili unutar tumora u zoni proboja kapsule, je u saglasnosti sa
hipotezom da vaskularizacija moZe imati ulogu u Sirenju folikularnog tumora Stitaste
zlezde (260).

Razli¢ite grupe su koristile razlicite tehnike za kvantifikaciju mikrovaskularne gustine,
koriste¢i razli¢ite endotelne markere (npr.F8, CD31, CD34) kao i razli¢ite pristupe,
poput procene broja krvnih sudova u najguséim zonama (“hot spots™), dok drugi to nisu.
Specifi¢nost naSe studije se ogleda u Cinjenici da je koriS¢ena metoda tkivnog
mikroniza, sa selekcijom intratumoralnih zona neposredno ispod kapsule, ili na
invazivnom frontu, bez prethodnog osvrta na eventualne zone visoke mikrovaskularne
gustine, ¢ime se objektivno smanjuje pristrastnost u odnosu na izbor same zone u
odnosu na entitete. Ova heterogenost u metodologiji mogla bi da objasni neke od
oprecnih rezultata izmedu navedenih studija i nase studije.

Jedan od bitnih nalaza nase studije koji proistice iz naSe studije, je i precizno
odredivanje odsecnih vrednosti mikrovaskularne gustine, koje u dijagnostickom
algoritmu predstavljaju bitnu alatku za diskriminaciju benignih od malignih lezija
porekla folikularnih ¢elija. Kombinovanom upotrebom ovih vrednosti sa ekspresijom
vec¢ proverenih markera, poput CD56, dobijaju se dosta visoke vrednosti za specifi¢nost
koje idu ¢ak do 97% za malignitet, Sto u dijagnostickom smislu daje prilicnu sigurnost

patologu za postavljenje dijagnoze maligniteta u nejasnim slucajevima.
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Tumorski indukovana limfangiogeneza je vazan korak za limfogeno metastaziranje.
Novoformirani limfati¢ki sudovi su komponovani od jednog reda celija. Odsustvo
bazalne membrane, Cvrstih spojeva izmedu celija, veliki broj potencijalnih lakuna
(meducelijskih zjapova), su sve doprinoseci faktori za ulazak celija u limfaticke sudove.
Limfangiogeneza i rezultujuc¢a povecana limfaticka mikrovaskularna gustina doprinose
invaziji tumorskih ¢elija u regionalne limfne noduse kroz limfaticke kapilare, i
posledi¢no pojavi limfogenih metastaza.

U studiji Gong L. i saradnika (2012) je pokazano da je limfaticka mikrovaskularna
gustina znacajno veca u papilarnom karcinomu u odnosu na papilarnu hiperplaziju
Stitaste zlezde, kao i u papilarnom karcinomu sa limfogenim metastazama u odnosu na
papilarni karcinom bez limfogenih metastaza(265).

U drugim studijama (266, 267) je nadeno da je intratumorska limfaticka gustina veca u
papilarnom karcinomu u odnosu na folikularni adenom, i ve¢a u folikularnoj varijanti
papilarnog karcinoma u odnosu na folikularni adenom i folikularni karcinom (257).
Jedno interesantno zapazenje iz studije Giorgadze i saradnika (2005) je postojanje
ostrvaca sa povecanim brojem limfatika, a koja se mogu identifikovati u zonama
intraglandularnog Sirenja tumora daleko od glavne tumorske mase, i koja su jasno
demarkirana u odnosu na netumorski parenhim $titaste zlezde koji je u potpunosti liSen
limfatika (257).

U benignim i malignim folikularnim neoplazmama, limfaticki sudovi si bili lokalizovani
na periferiji lezije, u blizini ili unutar kapsule, i obi¢no su bili odsutni unutar samog
tumora, dok je u drugim histoloskim grupama distribucija bila viSe dispergovana unutar
uzorka (npr. medularni karcinom). Limfangiogeneza i ekspresija VEGF-C su povecani
u papilarnom karcinomu koji je sklon da daje limfogene metastaze, i ovo bi mogao biti
vazan mehanizam koji objasnjava razliito metastatsko ponasanje izmedu papilarnog
karcinoma i folikularnog karcinoma (266).

U jednoj od studija je pokazano da je limfovaskularna gustina, odredena koris¢enjem
D2-40, statisticki znacajno veca u papilarnim karcinomima sa limfonodalnim
metastazama u odnosu na papilarne karcinome bez limfonodalnih metastaza i tiroidne

nodularne hiperplazije. Takode, u ovoj studiji je koriS¢enjem multivarijantne analize
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pokazano, da su ekspresija VEGF-C i ekstratiroidna tumorska propagacija nezavisni
prediktori za limfonodalne metastaze (268).

U sli¢noj studiji je pokazano da su peritumoralna i intratumoralna limfovaskularna
gustina veée u grupi papilarnih carcinoma §titaste Zlezde sa limfonodalnim metastazama
u odnosu na grupu papilarnih karcinoma bez limfonodalnih metastaza. Takode, u ovoj
studiji je pokazano da vece vrednosti intratumoralne limfovaskularne gustine jako
koreliraju sa prisustvom cervikalnih nodalnih metastaza, ¢ine¢i intratumoralnu gustinu
vaznim pokazateljom tumorske agresivnosti (269).

Neki autori su prijavili jaku povezanost izmedu povecane intratumoralne
limfovaskularne gustine u papilarnom karcinomu Stitaste zlezde i muSkog pola ,
multifokalnosti oboljenja, invazivnosti i pojave metastaza(270, 271), §to je pak u
suprotnosti sa rezultatima drugih grupa koje nisu nasle bilo kakvu povezanost izmedu
intratumoralne limfovaskularne gustine unutar papilarnog karcinoma i gore navedenih
karakteristika (266,267).

U studiji Eloy i saradnika (2011) (272) u cak 92% slucajeva inkapsulirane folikularne
varijante papilarnog karcinoma nije uocen ni jedan intratumorski D2-40 pozitivan
limfni sud. Vec¢ina slucajeva (77%) infiltrativne folikularne varijante papilarnog
karcinoma je imala intratumorske D2-40 pozitivne limfaticke sudove. Srednje vrednosti
intratumoralne limfaticke mikrovaskularne gustine su bile statisticki znacajno vise u
klasicnom papilarnom karcinomu i infiltrativnoj folikularnoj varijanti papilarnog
karcinom, u odnosu na inkapsuliranu folikularnu varijantu papilarnog karcinoma.
Srednje vrednosti intratumoralne limfaticke mikrovaskularne gustine su znacajno veée u
papilarnim tumorima sa ekstratiroidnim Sirenjenjem, limfovaskularnom invazijom i
limfonodalnim metastazama, u odnosu na one koji ne pokazuju navedene osobine.
D2-40 pozitivni limfni sudovi su ¢esS¢e bili locirani na periferiji tumora, narocito na
invazivnom frontu infiltrativnih tumora, u odnosu na centralne delove tumora gde su
retki.

Ostaje da se razjasni, da li odsustvo intratumoralnih D2-40 pozitivnih limfnih sudova u
vecini inkapsuliranih - folikularne varijante papilarnih karcinoma , kao i u ve¢ini tumora
sa folikularnim obrascem, odrazava nizak kapacitet limfangioneze kao prvog koraka

tumorigeneze, ili je posledica njihovog nestanka, (,,mehanizam uruSavanja”),
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sekundarno zbog povecanog intratumoralnog pristiska, koji se javlja tokom razvoja
inkapsuliranih tumora (272, 273).

U studiji Giorgadze i saradnika (2005) (257), nije pokazana razlika u vrednostima
peritumoralne limfaticke mikrovaskularne gustine izmedu papilarnog karcinoma,
folikularnog karcinoma i folikularnog adenoma, kao ni razlike izmedu peri- i
intratumoralne gustine za navedene entitete, dok su u studiji Garcia i saradnika (2010)
(267) vrednosti peritumoralne limfovaskularne gustine uvek vece u odnosu na
intratumoralne za navedene entitete. Dalje, u poslednje navedenoj studiji (Garcia et al
2010), pokazane su vece vrednosti intra-, i peritumoralne limfaticke mikrovaskularne
gustine u folikularnom karcinomu u odnosu na folikularni adenom, kao i vec¢e vrednosti
peritumoralne limfaticke mikrovaskularne gustine u folikularnom karcinomu u odnosu
na papilarni karcinom.

Chung i saradnici (2012), koriste¢i podoplanin kao marker za limfatike, nalaze da je
peritumoralna  limfaticCka mikrovaskularna gustina znaCajno veéa u odnosu na
intratumoralnu limfaticku gustinu u papilarnom mikrokarcinomu Stitaste Zzlezde.
Pacijenti sa visokom peritumoralnom limfatickom mikrovaskularnom gustinom (>8/
x200 polju uveliCanja ) imaju znacajno vecu stopu metastaza u vratu u odnosu na
pacijente sa nizom limfatickom mikrovaskularnom gustinom (<8/ x200 polju
uvelicanja). Dalje, ova grupa nalazi da je peritumoralna limfaticka mikrovaskularna
gustina jedini znacajan prediktor limfonodalnog metastaziranja (274).

Selekcija zona za tkivni mikroniz je ucinjena uvidom u literaturne podatke (266, 272), iz
kojih proizilazi da je gustina limfnih sudova najveca na periferiji tumora, bilo da je u
pitanju supkapsularna regija ili invazivni front. Shodno navedenom, rezultati nase
studije su donekle iznenaduju, jer cak u 66% slucajeva nije identifikovan ni jedan limfni
sud. Ovaj rezultat donekle moze da se uporedi sa rezultatima studije Eloy i saradnika
(2011) (272). Dalje, pokazano je da ne postoji znacajna razlika u limfovaskularnoj
gustini izmedu benignih i malignih lezija, kao ni izmedu papilarnog karcinoma ,
folikularnog karcinoma i folikularnog adenoma.

Rezultati, i posledi¢no zakljucci, su posledica ograni¢enja ove studije: tkivni mikroniz,
selekcija polja za tkivni mikroniz bez prethodnog uvida u limfovaskularne gustine na
celom preseku lezije, i odsustvo komparabilnih peritumoralnih polja integrisanih u

tkivni mikroniz. Najbitniji zakljucak, uzimaju¢i u obzir ogranicenja studije, je da se
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limfovaskularna gustina ne moZe koristiti kao alatka u dijagnostickom algoritmu za

diferencijalnu dijagnozu nodularnih lezija Stitaste Zlezde porekla folikularnih celija.
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6. ZAKLJUCCI

ZakljuCci naSeg istrazivanja o znacaju ekspresije markera neoangiogeneze u

patohistoloskoj dijagnozi nodularnih lezija Stitaste zlezde porekla folikularnih ¢elija, su

slededi:

e Raspodela benignih i malignih lezija kod muskaraca i Zena je slicna (Pearson Chi-

Square; p=0.134)

e Ne postoji znacajna razlika u veli¢ini benignih i malignih lezija (p=0,719).

e ProseCna starost pacijenata u grupi benignih lezija (53,34+13,42) je visa nego u

grupi sa malignim lezijama (49,38+14,33), a uoCena razlika je na granici statisticke

znacajnosti (p=0,051).
e CITOKERATIN 19 (CK19)

(0]

Maligne lezije imaju viSu ekspresiju CK19 u odnosu na benigne lezije
(p=-000).

Ekspresija CK19 je visa u papilarnom karcinomu Stitaste zlezde u odnosu na
folikularni karcinom (p=.000), i u odnosu na folikularni adenom (p=.000).
CK19 je znacajno viSe eksprimiran u folikularnoj varijanti papilarnog
karcinoma u usporedbi sa folikularnim karcinomom (p=.004), i u poredenju
sa folikularnim adenom (p=.000).

Razlike u u ekspresiji CK19 izmedu folikularnih karcinoma i folikularnih
adenoma nisu znacajne (p=1.00).

Razlike u ekspresiji CK19 izmedu adenoma Hirtleovih ¢elija i karcinoma
Hirtleovih ¢elija nisu znacajne (p=.894).

Senzitivnost i specificnost CK19 za maligno u klasifikaciji lezija na benigne
1 maligne je 75% 1 71% , respektivno, za lezije u kojima je vise od 9,5%
tumorskih ¢elija pozitivno na CK19.

CK19 moze da pomogne u dijagnostici papilarnog karcinoma, ali se moraju
uzeti u obzir intenzitet i distribucija ekspresije unutar tumora.

Intenzivna imunoreaktivnost na CK19 uz izostanak kriterijuma za PTC, treba
da alarmira na moguc¢nost postojanja maligniteta.

Zbog relativno niske specificnosti ovog markera , preporucuje se upotreba

ovog markera u kombinaciji sa drugim markerima.
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e HBME-1

(0]

Maligne lezije imaju visu ekspresiju HBME-1 u odnosu na benigne lezije
(p=-000).

Papilarni karcinom Stitaste zlezde eksprimira viSe HBME-1 u odnosu na
folikularni karcinom i folikularni adenom (p=.000, za oba poredenja).
Folikularna varijanta papilarnog karcinoma eksprimira vise HBME-1 u
odnosu na folikularni karcinom i folikularni adenom (p=.009; p=.000,
respektivno).

Ne postoji razlika u ekspresiji HBME-1 izmedu folikularnog adenoma i
folikularnog karcinoma Stitaste zlezde (p=1.00), kao ni izmedu adenoma
Hirtleovih ¢elija i karcinoma Hirtleovih ¢elija (p=.176)

Senzitivnost 1 specificnost HBME-1 za maligno u klasifikaciji lezija na
benigne 1 maligne je 75% 1 82% , respektivno, za lezije u kojima je viSe od
7,5% tumorskih ¢elija pozitivno na HBME-1.

HBME-1 je pouzdan marker za dijagnozu maligniteta Stitaste zlezde.
Najizrazenija ekspresija u grupi folikularnih lezija je prisutna u papilarnim
karcinoma. Kombinovana ko-ekspresija ovog markera i CK19 je visoko
specificna za papilarni karcinom u diferencijalnoj dijagnozi sa folikularnim

adenomom.

e GALECTIN-3

(0]

(0]

(0]

Ekspresija Galectin-3 je viSa u malignim u odnosu na benigne lezije
(p=-000).

Ekspresija Galectin-3 je visa u papilarnom karcinomu Stitaste Zlezde, i
folikularnoj varijanti papilarnog karcinoma , u odnosu na folikularni adenom
(p=.000; p=.001 , respektivno).

Ekspresija Galectin-3 je visa u folikularnom karcinomu u odnosu na
folikularni adenom (p=0.043).

Ekspresija Galectin 3 je viSa u karcinomu Hirtleovih ¢elija u odnosu na

ekspresiju u adenomu Hirtleovih ¢elija (p=.041).
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Razlike u ekspresiji Galectin 3 izmedu papilarnog karcinoma Stitaste zlezde,
kao i njegove folikularne varijante u usporedbi sa folikularnim karcinomom
Stitaste Zlezde nisu znacajne (p=0.197; p=1.000).

Senzitivnost 1 specificnost Galectin -3 za maligno u klasifikaciji lezija na
benigne 1 maligne je 89% 1 65% , respektivno, za lezije u kojima je viSe od
7,5% tumorskih ¢elija pozitivno na Galectin 3.

Galectin 3 je marker Cija je ekspresija u svim malignim histoloskim
entitetima znac¢ajno veca u odnosu na benigne histoloske paralele.

Zbog niske specificnosti Galectin 3 za malignitet, preporucuje se upotreba

ovog markera u kombinaciji sa drugim markerima.

Ekspresija CD56 je niza u malignim u odnosu na benigne lezije (p=.000).
Ekspresija CD56 je znac¢ajno manja u papilarnom karcinomu Stitaste zlezde u
poredenju sa folikularnim karcinomom i folikularnim adenomom Stitaste
zlezde (p=.006; p=.000; respektivno) .

U direktnoj usporedbi, ekspresija CD56 je znacajno niza u folikularnom
karcinomu u odnosu na folikularni adenom S$titaste Zlezde (p=0.028).
Ekspresija CD56 je znacajno niza u folikularnoj varijanti papilarnog
karcinoma u poredenju sa ekspresijom CD56 u folikularnom adenomu
(p=-000).

Razlike u ekspresiji CD56 izmedu folikularne varijante papilarnog
karcinoma S§titaste zlezde u usporedbi sa folikularnim karcinomom Stitaste
zlezde (p=0.282), kao i izmedu adenoma Hirtleovih ¢elija i karcinoma
Hirtleovih ¢elija (p=.450), nisu znacajne.

Senzitivnost i specificnost CD56 za maligno u klasifikaciji lezija na benigne
1 maligne je 58% 1 92%, respektivno, za lezije u kojima je manje od 12.5%

tumorskih ¢elija pozitivno na CD56.

e DIJAGNOSTICKA VALJANOST KOMBINACIJA MARKERA

(0]

Najveéu vrednost senzitivnosti za malignitet ima kombinacija markera
CK19/Galectin-3 (68.3%).
Najvise vrednosti specificnosti za malignitet ima kombinacija CD56/HBME-

1 (98.7%).
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Specificnost za malignitet ne raste uvodenjem treceg ili Cetvrtog markera
pored dva navedena (CD56/HBME-1).

Najoptimalniniji odnos senzitivnosti i specificnosti za maligne lezije
pokazuje kombinacija Galectin-3/HBME-1 (64.8%, 92.4%., respektivo)
CK19/Galecti-3 je kombinacija sa najpovoljnijim odnosom senzitivnosti i
specificnosti za papilarni karcinom u odnosu na folikularni adenom (70.1%,
96.3%, respektivno)

U diferencijalno dijagnostickom pogledu, gubitak ekspresije CD56 ima
100% specificnost za folikularni karcinom u poredenju sa folikularnim

adenomom.

e MIKROVASKULARNA GUSTINA

(0]

Prose¢na vrednost broja krvnih sudova po milimetru kvadratnom u
malignim lezijama je ve¢a od prosecne vrednosti broja krvnih sudova po
milimetru kvadratnom u benignim lezijama (p=.000).

Folikularna varijanta papilarnog carcinoma ima vecu mikrovaskularnu
gustinu u odnosu na folikularni adenom (p=.003).

Razlike u mikrovaskularnoj gustini izmedu folikularnog adenoma i
folikularnog karcinoma (p=.403), i folikularnog karcinoma i folikularne
varijante papilarnog karcinoma (p=.834) nisu statisticki znacajne.
Karcinomom Hirtleovih ¢elija ima ve¢u mikrovaskularnu gustinu u odnosu
na adenom Hirtleovih ¢elija (p=.028).

Ukoliko lezija ima viSe od 177 krvnih sudova po milimetru kvadratnom
preseka tumora, senzitivnost i specifi¢nost za malignitet su 71,31% 1

73,42%, respektivno.

e DIJAGNOSTICKA VALJANOST KOMBINACIJE MIKROVASKULARNE
GUSTINE KAO DIJAGNOSTICKOG TESTA I DRUGIH MARKERA

(0]

Uzimajuéi vrednosti mikrovaskularne gustine jednake ili veée od 177
ks/mm? kao pozitivnog testa, ako se ovaj test iskombinuje sa nekim od
sledec¢ih pozitivnih testova CD56, CK19, Galectin 3, HBME-1, dobija se da
je test sa najvecom senzitivnosti za malignitet CD31-Galectin 3 (66%), a test

sa najvecom specifi¢nosti za malignitet CD31-CD56 (97.47%).
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LIMFOVASKULARNA GUSTINA

0 Limfatici su odsutni u najve¢em broju tkivnih preseka (66% slu€ajeva), a u

ostatku pregledanog materijala je prisutan veoma mali broj limfnih sudova
po preseku (4-5 1s/mm?2).

Limfni sudovi su u 71% slucajeva veliki, nepravilnih ivica, zjape¢eg lumena
(otvoreni). U 29% slu€ajeva limfni sudovi su manji, reprezentovani sa
nekoliko ¢elija, ili linearni, sa mneuocljivim ili fokalno otvorenim
diskontinuiranim lumenom (linearni).

Razlika u limfovaskularnoj gustini izmedu benignih i malignih lezija nije
statisticki znacCajna.

Razlike u gustini limfovaskularne mreze izmedu papilarnog karcinoma,
folikularnog karcinoma i folikularnog adenoma nisu znacajne (p=0.690).
Razlike u gustini limfovaskularne mreze izmedu adenoma Hirtleovih celija i
karcinom Hirtleovih ¢elija nisu znacajne (p=.709).

Odredivanje limfovaskularne gustine na uzorcima dobijenim sa invazivnog
fronta , ili iz subkapsularne regije, integrisanim u tkivni mikroniz, nije od
znacaja u diferencijalnoj dijagnozi nodularnih lezija porekla folikularnih

¢elija Stitaste zlezde.
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»Znacaj ekspresije markera neoangiogeneze u patohistoloskoj dijagnozi
nodularnih lezija Stitaste Zlezde porekla folikularnih celija“

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za
trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odluéio/la.

1. Autorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno

@Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od $est ponudenih licenci, kratak o

pis licenci dat je
na poledini lista).

Potpis doktoranda

ﬂg’é %Jmém —

U Beogradu,
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