Ekspresija molekularnih markera u citoloSkom uzorku
Stitaste Zlezde u identifikaciji prirode nodozne strume

Uvod

lako su tiroidni nodusi Cesti, tiroidni karcinom ima godiSnju
incidencu 3,5-4,8% nal00000 stanovnika, a incidenca maligniteta u
tiroidnim nodusima se kre¢e od 5-15%, tako da procenjena smrtnost iznosi
manje od 1% 1 ima sporiji tok.(1) Tiroidni nodusi predstavljaju Cest klinicki
problem, koji postaje jo§ aktuelniji sa porastom prevalence diferentovanog
tiroidnog karcinoma.

U velikoj studiji Martensona 1 saradnika i1z Minesote, radenoj na
autopsijskom materijalu, polovina je imala solitarne ili multiple noduse, pri
¢emu je najveéi broj nodusa bio malih dimenzija (< lem ) benigne
prirode.(2) Kod osoba sa iradijacijom glave 1 vrata u ranim godinama
zapazene su u 70 % slucajeva benigne promene, a u 30 % maligne promene,
s tim da su od maligniteta najceS¢i papilarni karcinomi. Kod dece koja su
bila izloZena zraenju u Cernobilu pronaden je visok rizik za pojavu
tiroidnih karcinoma.(3)

Pored funkcijske dijagnostike Stitaste zlezde koja podrazumeva
odredivanje tiroidnih hormona u krvi, 1 autoimune dijagnostike kojom se
odreduju antitiroidna antitela od izuzetnog znacaja je morfolosko ispitivanje
koje kreée od ehosonografske  dijagnostike  Stitaste  Zlezde.

Razlikovanje benignog od malignog nodusa je veoma teSko, pa je 1
donoSenje odluke o hirurSkom lecenju nekada kontraverzno. Pri proceni
tiroidnog nodusa veoma su vazne informacije dobijene anamnezom i
fizikalnim pregledom, jer one vrSe identifikaciju pacijenta sa vecim
rizikomzarazvojkarcinoma.

Ispitivanje tiroidnog nodusa punkcijom Stitaste Zlezde tankom iglom
( FNA-fine needle aspiration ) i citopatoloski pregled dobijenog aspirata
primenjuje se unazad 60 godina. Punkcija tiroidnog nodusa od izuzetnog je
znaCaja u preoperativnoj dijagnostici 1 predstavlja prvi korak u evaluaciji
tiroidnog nodusa.



Uvodenjem citopunkcije Stitaste zlezde u klinicku praksu, znatno je
smanjen broj operacija Stitaste zlezde. Neodreden nalaz citoloSkog
istrazivanja poti¢e od neadekvatne citoloSke analize. U toku citoloSke
analize mogu se videti mnoge promene u samoj ¢eliji ili jedru, a ne razlikuju
se od ¢elija u papilarnom karcinomu.

Dosadasnja iskustva veceg broja molekularnih markera pouzdaniji su
pokazatelj maligno transformisanog tireocita. Izmedu ostalih galektin -3,
tiroidna peroksidaza, dipeptil dipeptidaza 1 HBM-1 (Hector Batiffore
mezotelial 1). Nedavna studija na 450 pacijenata potvrdila je petostruku
ucestanost malignih nodusa koji su bili pozitivni na galektin 3.(4) I BRAF
mutacije su prisutne u 45-50% papilarnih karcinoma pri ¢emu je zajednicka
analiza galektina 1 BRAF mutacija na uzorcima punkcije koji su oznaceni
kao citoloski neodredeni pokazala znaCajnu ucestanost preoperativnog
otkri¢a malignih tiroidnih nodusa. Markeri koji su od koristi u odredivanju
metastatskog potencijala tumora Stitaste zlezde su CIKLIN DI, pozitivan
kod karcinoma sa ve¢im metastatskim potencijalom, P27 1 P 21 gde je
negativna reakcija kod karcinoma sa ve¢im metastatskim potencijalom. Od
bitnog znacaja su i PAX-PPARI 1 mutacije RET/PTC. (5,6,7) Samom
preoperativnom identifikacijom molekularnih markera nakon aspiracione
biopsije iskljuCuje se, ili potvrduje postojanje tiroidnog karcinoma obzirom
da je poslednje dve decenije utrostru¢en porast papilarnog karcinoma. Od
izuzetnog su znacaja 1 kod novootkrivenih nodusa kao i1 u neodredenim
nalazima aspirata ili seruma ispitivanih pacijenta. Orlandi i1 saradnici u
ponovljenim punkcijama nalaze saglasnost sa prvobitnom citopunkcijskom
dijagnozom u 91 do 100%.(8) Hamburger saopStava da ponovljena
punkcija potvrduje prvu citolosku dijagnozu u 91% slucajeva 1 zakljucuje
da wvalidnost ponovnog nalaza opravdava upucéivanje na  hirurSku
intervenciju.(9)



RADNA HIPOTEZA

Ekspresija molekularnih markera poboljSava kvalitet citoloSke
dijagnostike  dobro  diferentovanog karcinoma Stitaste zlezde Sto se
manifestuje manjim brojem laZno pozitivnih i lazno negativnih nalaza.

CILJEVI ISTRAZIVANJA

Obzirom na to da primarni cilj proizilazi iz radne hipoteze definisani

su sledeci ciljevi:

1.Ucestalost lazno pozitivnih 1 laZzno negativnih nalaza u citoloskoj
dijagnostici aspiracione biopsije Stitaste zZlezde, primenom razliCitih markera

2.Poredenje dijagnostickog kvaliteta novih markera 1 standardnih
dijagnostic¢kih postupaka.

3.0dredivanje optimalnog markera ili kombinacije markera za
preoperativnu dijagnostiku dobro diferentovanog karcinoma Stitaste zlezde.

MATERIJAL I METOD

Ispitivanje ¢e se sprovesti na Medicinskom fakultetu u Beogradu ,
Klinici za endokrinologiju, dijabetes 1 bolesti metabolizma sa pacijentima
kod kojih je poremecena grada Stitaste zlezde. Studijom Ce biti obuhvaceno
300 pacijenata. Studija predvida prospektivno pracenje 1 ispitivanje
bolesnika u periodu od januara meseca 2012 godine do januara meseca
2014 godine na osnovu koga ¢e se moci doneti validni teorijski i klinicki
zakljucci.

Za obradu svakog bolesnika bi¢e uradena detaljna anamneza,
klinicki pregled, laboratorijske analize sa tiroidnim statusom, ultrazvuéni
nalaz Stitaste Zlezde, aspiraciona punkcija pod kontrolom ultrazvuka i
imunocitohemijska ispitivanja aspirata u cilju kasnije korelacije sa
patohistoloSkim nalazom operisanih Stitastih Zlezda.

U toku studije bili bi ispitani bolesnici sa nodozno izmenjenom
Stitastom Zzlezdom, bolesnici koji  su upucéeni na operativho lecenje
tiroidnih nodusa bez obzira na citoloSki nalaz, a nakon operativhog
leCenja  korelacija  patohistoloSkog nalaza sa prethodno uradenom
imunocitohemijskom analizom 1 citohemijskom  analizom na
patohistoloSkom nalazu. U ispitivanju bi bili uklju€eni 1 pacijenti kod kojih



je dijagnostikovan tiroidni karcinom, kao 1 pacijenti kod kojih postoji
poremecaj u tiroidnoj funkciji.

Svim ispitanicima bi¢e odredeni tiroidni status ,trijodtironin (T3),
tiroksin(T4), tireostimuliraju¢i hormon (TSH), antitela na tiroidnu
peroksidazu (anti TPO ab), antitela na tireoglobulin (anti Tg ab),
tireoglobulin(Tg) 1 kalcitonin , uraden ultrazvuk Stitaste Zlezde, a nakon toga
aspiraciona punkcija tankom iglim ( FNA-fine needle aspiration), citoloSka
analiza aspirata i imunocitohemija.

Molekulrani markeri koji ¢e biti odredivani su galektin 3, citokeratin i
HBME-1(Hector Battifore mezotelial 1). Imunocitohemijska analiza nakon
demaskiranja epitopa sprovodice se koriS¢enjem primarnih monoklonskih
antihumanih antitela Galektin 3, Hector Battifore mesothelial 1i citokeratin.

Rezultati dobijeni ovim istrazivanjem bili bi obradeni odabranim
statistickim metodama i testovima pregledno prikazani u obliku dijagrama i
tabela iz kojih ¢e se jasno izvuéi potrebni zakljucci.

U analiziranju bi¢e kori$¢eni slede¢i testovi:

a) Hi kvadrat test

b) Test slaganja ( kappa)

c) Studentov T test

d) jednostruka i viSestruka korelacija

e) multipla regresiona analiza kojom je ispitivana medusobna
povezanost 1 direktan uticaj viSe ispitivanih parametara.

PROCENA KANDIDATA O POTENCIJALNOM NAUCNOM
DOPRINOSU

Rezultati dobijeni ovim istraZivanjem imace znacaj u definisanju
prirode tiroidnih nodusa na osnovu analize citopatoloskog nalaza 1,
sledstveno tome, mogucnost daljeg pracenja ili pravovremenog
operativnog leCenja tiroidnih nodusa, u smislu rane detekcije tiroidnog
karcinoma , a sdruge strane smanjiti broj operacija, smanjiti broj operativnih
komplikacija, smanjiti troskove lecenja, ¢ime c¢e rad pored teorijskog imati
prakti¢nu i klinicku vrednost.
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