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IZVOD

Matriksne  metaloproteinaze (MMP) 1 tkivni inhibitori  matriksnih
metaloproteinaza (TIMP) su molekuli odgovorni za procese remodeliranja celijske
mikrosredine 1 neophodni su za odrzanje homeostaze tkiva. Neadekvatna regulacija ovih
procesa je uzrok mnogih patoloskih stanja ukljucuju¢i nastanak i progresiju malignih
oboljenja.

Tiroidni karcinom predstavlja najce$¢i endokrini malignitet sa incidencom u
porastu u razli¢itim delovima sveta. Neoplasticnom transformacijom tiroidnog epitela
potencijalno nastaje veliki broj malignih i benignih neoplazija sa velikim varijacijama u
klini¢koj slici, agresivnosti i ishodu. Ograni¢ena moguénost predikcije razvoja
nepovoljnih i metastatskih karakteristika tiroidnih karcinoma je trenutno jedan od
glavnih problema u klinickoj praksi pri izboru tretmana obolelih.

Cilj ove teze bio je ispitivanje ekspresije 1 aktivnosti dve metaloproteinaze,
MMP-2 i MMP-9, kao i ekspresije njihovog inhibitora TIMP-2, kao markera koji bi
mogli da budu od pomoé¢i u diferencijalnoj dijagnostici tiroidnih neoplazija i
prognosti¢koj stratifikaciji obolelih. Analiza je obuhvatila arhivski i svez materijal
tiroidnog tkiva dobijen nakon operacije pacijenata sa benignim ili malignim tumorom
Stitaste zlezde, a kao kontrolni materijal koriS¢eno je “zdravo” tiroidno tkivo pacijenata
odstranjeno uz tumor. Za analizu je koriS¢ena imunohistohemijska metoda i metode
zelatin zimografije (SDS-PAGE 1 in situ).

Imunohistohemijskom analizom pokazano je da MMP-2, MMP-9 i TIMP-2
imaju vecu ekspresivnost u papilarnom tiroidnom karcinomu u odnosu na folikularni
tiroidni adenom, folikularni tiroidni karcinom i uslovno zdravo tkivo Stitaste zlezde, Sto
pruza dodatne informacije prilikom rutinske mofoloske analize tkiva. Poredenjem
imunohistohemijske ekspresije MMP-2 sa klinickopatoloSkim parametrima pacijenata
sa papilarnim tiroidnim karcinomom utvrdena je znacajna korelacija izmedu ekspresije
MMP-2 i prisustva metastaza u limfnim ¢vorovima, dok su ekspresioni profili TIMP-2
pokazali znacajnu korelaciju sa klinickopatoloSkim parametrima vezanim za progresiju
karcinoma (veli¢ina tumora i1 pojava ekstratiroidne invazije). Imunohistohemijski
detektovana aktivna forma MMP-9 je pokazala snaznu asocijaciju sa ve¢inom ispitanih

klini¢kopatoloskih parametara papilarnog karcinoma: veli¢inom tumora, prisustvom



ekstratiroidne invazije 1 limfnih metastaza, stadijumom karcinoma i dubinom njegove
neoplasti¢ne infiltracije, §to ovaj molekul ¢ini odli¢nim prediktorom agresivnih formi
papilarnog karcinoma.

Uz pomo¢ gel-zimografije izracunati su nivoi aktivacije MMP-2 i MMP-9,
odnosno udeo aktivne u ukupnoj formi svakog od ovih enzima. Ovaj odnos za MMP-2
nije bitno varirao u uzorcima papilarnog karcinoma, dok je nivo aktivacije MMP-9 bio
znacajno visi u uzorcima prezentovanim sa ekstratiroidnom invazijom 1 limfnim
metastazama, kao 1 u uzorcima sa viS§im stepenom neoplastiCne infiltracije i
uznapredovalim stadijumom bolesti u odnosu na karcinome bez navedenih
karakteristika

Kako bi se vizualizovale enzimske reakcije ispitivanih enzima u tiroidnim
neoplazijama, u ovom radu je prvi put upotrebljena tehnika zimografije in situ sa
fluorescentno obelezenim supstratom. Ovom tehnikom je bilo moguée utvrditi taénu
lokalizaciju enzimske aktivnostt MMP-2 1 -9, a nakon selektivne inhibicije MMP-2,
analizirana je in situ proteoliticka aktivnost MMP-9. Visok nivo fluorescence poreklom
od aktivnosti MMP-9 detektovan je u maligno transformisanim tirocitima i elementima
tumorske strome karcinoma sa visokim stepenom tumorske infiltracije.

Nakon rezultata iznesenih u ovom radu zaklju¢ujemo da je pojaCana aktivnost
enzima MMP-9 jedan od faktora koji utiCu na razvoj agresivnog fenotipa papilarnog
tiroidnog karcinoma. Detekcija aktivnosti ovog enzima u papilarnom karcinomu moze

biti od koristi u predvidanju bioloskog ponasanja ovog maligniteta u klini¢koj praksi.

Kljuéne reci: matrksne metaloproteinaze, tumori Stitaste Zlezde, papilarni tiroidni
karcinom, klinickopatoloSki parametri, imunohistohemija, Zelatin zimografija (SDS-

PAGE i in situ)
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ABSTRACT

Matrix metalloproteinases (MMPs) and their tissue inhibitors (TIMPs) are
molecules that can remodel the cellular microenvironment and are necessary for
maintaining tissue homeostasis. Inadequate regulation of these processes leads to many
pathological conditions, including the formation and progression of malignant diseases.

Thyroid carcinoma is the most frequent endocrine malignancy with increasing
incidence over recent years worldwide. Neoplastic transformation of thyroid epithelial
tissue potentially gives rise to many malignant and benign tumors with great diversity in
clinical pesentation, aggressiveness and outcome. The limited possibility of predicting
the development of unfavorable and metastatic features in thyroid carcinoma is
currently one of the major problems in clinical practice and patient management.

The aim of this thesis was to investigate the expression and activity of two
metalloproteinases, MMP-2 and MMP-9, as well as their inhibitor, TIMP-2, as markers
that might be helpful in differential diagnostics of thyroid neoplasia and prognostic
stratification of patients. The analysis included archival and fresh tissue obtained by
surgical removal from patients with benign or malignant thyroid tumors, while
“healthy” peritumoral tissue was used as the control. Methods of analysis included
immunohistochemistry and gelatin zymography (SDS-PAGE and in situ).

The immunohistochemical analysis revealed that MMP-2, MMP-9 and TIMP-2
are expressed more strongly in papillary thyroid carcinoma than in follicular thyroid
adenoma, follicular thyroid carcinoma and conditionally healthy thyroid tissue, which
administers additional information during routine morphological tissue analysis.
Comparison of MMP-2 immunohistochemical expression with clinicopathological data
revealed a significant correlation with the presence of metastases in lymph nodes, while
the expression profile of TIMP-2 was correlated with clinicopathological parameters
involved in papillary carcinoma progression (tumor size and occurrence of extrathyroid
invasion). The immunohistochemically detected active form of MMP-9 was strongly
associated with most clinicopathological parameters of papillary carcinoma: tumor size,
extrathyroid invasion and lymph node metastasis, cancer stage and depth of neoplastic
infiltration. This makes this molecule an excellent predictor of aggressive forms of

papillary carcinoma.



Using gel-zymography, the activation ratios of MMP-2 and MMP-9 were
calculated. The ratio for MMP-2 did not vary significantly in papillary carcinoma
samples, but that for MMP-9 was significantly higher in cases presenting with
extrathyroid invasion and lymph node metastases, as well as those with high stage and
tumor infiltration grades, when compared to samples lacking these features.

In this study the technique of in situ zymography with fluorescently labeled
substrate was employed for the first time in order to visualise the reaction of the
enzymes in question in thyroid neoplasia. This technique enabled precise localisation of
the enzymatic activity of MMP-2 and MMP-9, while, after selectively inhibiting MMP-
2, it was possible to analyze the proteolytic activity of MMP-9 in situ. Intense
fluorescence originating from MMP-9 activity could be detected in malignantly
transformed thyrocytes and elements of tumor stroma in carcinomas with extensive
tumor infiltration.

Based on the results presented in this work, we conclude that increased activity
of MMP-9 is one of the factors involved in the development of aggressive features of
papillary thyroid carcinoma. The immunohistochemical detection of active MMP-9 can

be useful in predicting the biological behavior of papillary carcinoma.

Key words: matrix metalloproteinases, thyroid tumors, papillary thyroid
carcinoma, clinicopathological parameters, immunohistochemistry, gelatin zymography

(SDS-PAGE and in situ)

Scientific field: Biology
Special topic: Tumor biology
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1.UVOD



1.1. MORFOLOSKO FUNKCIONALNE KARAKTERISTIKE
STITASTE ZLEZDE

Stitasta zlezda (glandula thyroidea) je najveéi endokrini organ odraslog ¢oveka i
ima najvecu ucestalost oboljenja u odnosu na druge endokrine organe. Prose¢na masa
kod odraslih zdravih osoba se kre¢e oko 20 grama. Zlezda je smestena ispred vrata, u
vidu dva lobusa postavljena oko traheje. Predstavlja bilobarni organ, ¢iji su desni i levi
lobus medusobno spojeni trakom istmi¢nog Zzlezdanog tkiva. Ilustracija anatomije

Stitaste zlezde data je na slici la.
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Parenhim Stitaste zlezde je izgraden iz folikularnih C¢elija (tirocita) i
parafolikularnih (C) celija. Folikularne epitelijalne celije (tirociti) poreklom su od

endoderma prednjeg dela Zdrela i luce tiroidne hormone. Parafolikularne C-¢elije su



ektodermalnog porekla, poti¢u od nervne kreste unutar ultimobranhialnih tela 1 luce

kalcitonin.

Histoloski gledano, Stitasta zlezda je gradena od acinusa u ¢iji sastav ulaze
folikuli. Acinusi su medusobno odvojeni fibrovaskularnom stromom koja je gradena od

dobro prokrvljrnog vezivnog tkiva. Simpatic¢ki nervni sistem inervise arteriole i folikule.

Folikuli su osnovne strukturne i funkcionalne jedinice Stitaste zlezde. To su
ovoidne strukture veli¢ine 0.02 do 0.9 mm gradene od tirocita. U normalnim uslovima
postoji samo jedan red tirocita u folikulu (Slika 1b). Tirocit je polarizovana ¢elija.
Bazalni deo njegove ¢elijske membrane naleze na bazalnu membranu folikula. U centru
folikula nalazi se koloid koji je acidofilan kad je koncentrovan a bazofilan kad je
razredeniji. Koloid sadrzi produkte tirocita: jodirani glikoprotein tireoglobulin koji je

prekursor tiroidnih hormona, i tiroidne hormone trijodtironin (T3) i tiroksin (T4).

Tiroidni hormoni uticu na intermedijarni metabolizam, na oksidativne procese u
¢eliji, deobu 1 diferencijaciju ¢elija, sintezu ribonukleinskih kiselina 1 proteina i na

maturaciju razli¢itih enzimskih sistema.

Relativno velika tezina tiroidne zlezde i njena bogata vaskularizacija, a posebno
velika intratiroidna rezeva tiroidnih hormona, ¢ine ovaj organ jedinstvenim medu
endokrinim Zlezdama. Funkcija tiroidee je pod kontrolom tireotropnog hormona
adenohipofize (tireotropin, TSH) koji je glavni regulator rasta i aktivnosti folikularne
Celije tiroidee. On stimuliSe sintezu i sekreciju tiroidnih hormona, a njihova
koncentracija u cirkulaciji kontroliSe sekreciju TSH mehanizmom negativne povratne
sprege. Tireotropin uti¢e 1 na brojne biohemijske procese u tiroidnoj zlezdi. Osim toga,
na funkcionalnu aktivnost folikularne ¢elije tiroidee uticu i1 drugi brojni faktori (jod,

faktori rasta itd.)

1.2. OBOLJENJA STITASTE ZLEZDE

Oboljenja stitaste zlezde obuhvataju strumu, hipotireozu, hipertireozu i tumore
Stitaste zlezde. Hipotireoza je stanje smanjene saturacije tkiva i organa tiroidnim
hormonima §to vodi smanjenju ukupnog metabolizma, dok je, nasuprot njoj,
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hipertireoza stanje prekomerne saturacije tkiva tiroidnim hormonima, usled cega je

znacCajno povecan metabolizam u organizmu.

1.2.1. STRUME I NODUSI

Pod strumom se podrazumeva niz patoloskih procesa u Stitastoj zlezdi koji
dovode do njenog povecanja. Prema makroskoskopskom izgledu struma moze biti
koloidna hiperplasticna struma 1 koloidni hiperplasticni adenom. Koloidna
hiperplasti¢na struma obuhvata dva tipa strume: difuznu koloidnu i multinodoznu

(polinodoznu) strumu.

Difuzna koloidna struma je difuzna hiperplazija. Histoloski su u celoj Stitastoj
zlezdi svi folikuli umereno povecéani. Hiperplazije nekada dovode do stvaranja

papilarnih formacija koje ulaze u lumen folikula.

Multinodozna struma je identicnog porekla i patogeneze kao difuzna struma.
Ako difuzna hiperplasticna strume traje dugo, u pojedinim folikulima se tirociti vise
umnoZzavaju tako da potiskuju okolne strukture. Usled pritiska na okolinu dolazi do
ishemije sa atrofijjom pojedinih tirocita, i formiranja vezivnih pregrada izmedu

pojedinih grupa folikula, pa tako nastaju ¢vorovi razlicitih veli¢ina.

Koloidni hiperplasti¢ni adenom nastaje usled izrazene hiperplazije jednog dela
Stitaste zlezde koji potiskuje okolinu. Usled pritiska nastaje vezivna kapsula koja
ogranicava celu promenu. Kapsula je od acelularnog vezivnog tkiva i deblja je u
poredenju sa vezivnim pregradama nastalim u multinodoznoj strumi. Makroskopski se u
tiroidei nalazi jedan ¢vor ovoidnog oblika, promera 2-6cm. Mada nosi naziv adenom,

nije tumor.

HaSimotov tiroiditis 1 Grejvsova bolest su autoimuna oboljenja, specificna za
tiroideu. Kod HaSimotove bolesti je povecan titar antitela na tiroidnu peroksidazu i
karakteriSe se hroni¢nim zapaljenjem tiroidee. Grejvsova bolest je hiperplazija i
hiperfunkcija Stitaste Zlezde sa hipersekrecijom tiroidnih hormona koji se eliminiSu u
krvotok i dovode do hipermetabolizma u organizmu. KarakteriSe se pove¢anim titrom
antitela na TSH receptore §to dovodi do hipertireoze i hiperplazije tiroidee. Hiperplazije

mogu pripadati svim tipovima struma.



1.2.2. TUMORI STITASTE ZLEZDE

Primarni tumori Stitaste zlezde su najc¢e$¢i endokrini tumori, sa porastom
incidence Sirom sveta. To su solitarna uvecanja nepravilnog oblika i Cvrste
konzistencije, oznaena kao nodusi. Nodus je klinicki pojam kojim se oznacava
izolovani palpabilni ¢vor u S§titastoj zlezdi, pri ¢emu je preostalo tkivo Stitaste zlezde
normalno ili difuzno uvecano. Iako je vecina solitarnih nodusa benigne histogeneze
(Utiger i sar., 2005), kako pokazuju operativno leceni slucajevi, 10-30% njih mogu
predstavljati maligne neoplazije. Tiroidni nodus je problem za klini¢ara jer nema
pojedina¢nog anamneznog ili fizikalnog nalaza koji sa znafajnom verovatno¢om

ukazuje da je priroda utvrdenog pojedina¢nog nodusa maligna.

1.2.2.1. Patohistoloska klasifikacija tumora Stitaste Zlezde

Tumori Stitaste zlezde su relativno retke neoplazije, ali pokazuju veoma veliku
histolosku varijabilnost, razli¢ito biolosko ponaSanje kao i klini¢ke manifestacije. Zbog
raznovrsnosti klinicke slike, patohistolosko razvrstavanje tiroidnih tumora je od velike
vaznosti za klinicara, usled cega su proistekle potrebe za njihovom klasifikacijom.
Prema klasifikaciji Svetske Zdravstvene organizacije (World Health Organisation,
WHO) iz 1988. godine, tiroidni tumori su podeljeni na epitelne, neepitelne, meSovite,
sekundarne, neklasifikovane i tumorima sli¢ne lezije (Hedinger i sar., 1988). U
zavisnosti od tendencije njihovog Sirenja tumori se dele na benigne i maligne. Benigni
ostaju lokalizovani u tkivu u kom su nastali. Maligni se Sire preko krvotoka i1 limfotoka

u ostale organe, tako formiraju metastaze i oznacavaju se kao kanceri.

1.2.2.1.1. Benigni tumori Stitaste Zlezde

Osnovna karakteristika svih benignih tumora jeste njihov lokalizovan rast i
odsustvo invazije u okolno tkivo (nemaju tendenciju Sirenja). Postoji viSe tipova

benignih tiroidnih tumora, ali najées¢i su folikularni tiroidni adenomi.



Folikularni tiroidni adenom (FTA) je vrsta benignog tumora u obliku solitarnog nodusa,
okruglastog oblika, ¢vrste konzistencije sa jasno definisanom kapsulom. Okolno tkivo
je normalne grade, ali je potisnuto. Palpabilni tiroidni nodusi se prema raznim ocenama
nalaze u oko 4% opste populacije sa tendencijom porasta incidence u starijih.
Mikroskopski, FTA je sastavljen od folikula razli¢ite veli¢ine, od sasvim malih
(mikrofolikuli) sa malo koloida, do wvelikih koji sadrze veliku koli¢inu koloida
(makrofolikuli) (Slika 2). Celije su kockaste, sa tamnim bazalno postavljenim jedrima.
Postoji nekoliko razlicitih histoloskih varijanti, a od posebnih tipova treba napomenuti

folikularne adenome oksifilnih ¢elija (Hiirthle adenome ili HTA).

‘= Slika 2. Fotomikrografija folikularnog adenoma.
g :,-_-_-.,q;.,._.i. ] Bojenje hematoksilin-eozinom, originalno uvelicanje
A S Lo .'" 20x. Preuzeto sa internet adrese: www.origene.com
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1.2.2.1.2. Maligni tumori Stitaste Zlezde

Vise od 90% malignih tumora tiroidee su epitelni tumori, odnosno karcinomi,
dok su neepitelni maligni tumori dosta retki i obuhvataju limfome, angiosarkome i
fibrosarkome. Karcinomi mogu poticati od obe vrste epitelnih ¢elija koje grade Stitastu
zlezdu: folikularnih ¢elija koji daju folikularne 1 papilarne karcinome; 1 parafolikularnih

¢elija koje daju medularne karcinome.

Prema stepenu agersivnosti i bioloSkom ponaSanju karcinomi tiroidee dele se na
dobro diferencirane, u koje spadaju papilarni i folikularni karcinom, i na nediferencirane
(anaplasti¢ne) karcinome. Dobro diferenciranim karcinomima oznacavaju se oni koji u
manjem ili ve¢em stepenu zadrzavaju funkcionalne karakteristike zdravog tkiva, za
razliku od nediferenciranih, anaplasti¢nih, koji gube morfofunkcionalne odlike zdravih

¢elija (Rosai 1 sar., 1992.; Schlumberger 1 sar., 2007). Naravno, postoje i forme tiroidnih



karcinoma koji se po svojoj diferenciranosti nalaze izmedu prethodno pomenutih (na
primer, solidne ili insularne forme tiroidnih karcinoma), ali se oni u humanoj populaciji

javljaju jako retko.

1.2.2.1.2.1. Papilarni tiroidni karcinomi (PTC)

Najces¢i od svih malignih tumora Stitaste zlezde je papilarni tiroidni karcinom,
¢ija se ucestalost povecala u posljednjih 20 godina u razli¢itim dijelovima sveta
(Haselkorn i sar., 2000; Hodgson i sar. 2004; Lang 1 sar., 2007). Glavni faktor rizika za
razvoj PTC je istorija izloZenosti zracenju, posebno tokom detinjstva, $to je dokazano
posle nesrece u Cernobilu (Ron 1 sar., 1995;. Cardis i sar., 2005;. Schlumberger 1 sar.,

1999; Williams i sar., 2000; Tronko i sar., 2010).

Papilarni karcinom obuhvata 70-85% ukupnih primarnih karcinoma tiroidee.
Javlja se u obliku solitarnog nodusa ili kao nodus u okviru polinodozno izmenjene
Stitaste Zlezde, razli¢itih dimenzija. Cvrste je konzistencije i nejasno je ograni¢en od
okolnog normalnog tkiva. Kod Zena je tri puta ¢e$¢i nego kod musSkaraca. Ima odli¢nu

prognozu ako se pravilno le¢i. Najcesce se javlja izmedu 30. 1 50. godine Zivota.

Na histoloskoj slici folikularne ¢elije papilarnog tiroidnog karcinoma najcesce
formiraju papile (Slika 3), ali mogu formirati i folikule ili solidna polja. Vecina
papilarnih karcinoma je gradena od slozenih i razgranatih papila koje imaju centralnu
fibrovaskularnu stromu pokrivenu sa jednim redom tumorskih ¢elija (klasi¢na varijanta
papilarnog tiroidnog karcinoma). Celije su uglavnom kuboidne, sa karakteristi¢nim
velikim jedrima razliitog oblika, sa uo€ljivim citoplazmatskim invaginacijama.
Hromatin je uglavnom skoncentrisan blizu nuklearne membrane, pa su jedra uglavnom
svetla 1 prozra¢na i oznacavaju se kao staklasta jedra (Rosai i sar., 1992; Hermanek i
sar., 2002). Pretpostavlja se da staklast izgled jedara dolazi od periferne lokalizacije

hromatina 1 nukleolusa.

U lumenu ovih tumora se nalazi viskozniji koloid. Na presecima tkiva se mogu
uociti psamomska telasca koja nastaju usled nekroze vrhova papila, verovatno kao
posledica oSte¢enja i tromboze sitnih krvnih sudova. Na to se nadovezuje taloZenje
kalcijuma u nekroticnim celijama sa stvaranjem karakteristicnih lamelarnih tvorevina

koje leze ekstracelularno. Moguce je uociti 1 limfocitne infiltracije unutar i okolo
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karcinoma. Ni jedna od navedenih osobina nije apsolutni dijagnosticki znak papilarnog
karcinoma. Dijagnoza papilarnog karcinoma se postavlja od strane patologa na osnovu

kombinacije citoloskih i histoloskih karakteristika.

PTC ispoljava veliku raznovrsnost u nacinu rasta tako da osim klasi¢ne forme
PTC koja je opisana, postoje i druge histopatoloske varijante. Cesta je folikularna
varijanta koju karakteriSe folikulska organizacija, dok su papilarne formacije retke ili ih
uopste nema. Ova varijanta ima sve druge citoloske karakteristike papilarnog karcinoma
ukljucujuci svetla jedra, psamomska telaSca, limfocitnu infiltraciju. Biolo§ko ponasanje
ove varijante je sli¢no ponasanju klasicnog papilarnog karcinoma. Druge varijante PTC
su papilarni mikrokarcinom (dijametra do 1 cm), visokocelijska varijanta, inkapsulirana
varijanta, difuzno-skleroti¢na 1 oksifilna varijanta i1 dr. (Rosai sar., 1992; Hermanek sar.,
2002). Papilarni karcinom ima dobru prognozu. PTC vecih dimenzija imaju loSiju
prognozu (Havelka i Tati¢, 2003). Sire se limfnim sudovima u regionalne limfne Zlezde,
rede metastaziraju u plu¢a, mozak i kosti. Ekstratiroidna zahvaéenost mekih tkiva
postoji u oko 15% pacijenata pri prvoj operaciji. Samo 1-7% imaju udaljene metastaze

prilikom postavljanja dijagnoze.

PATHPEDIA.COM g

Slika 3. Fotomikrografija papilarnog karcinoma

Stitaste  zZlezde.  Bojenje  hematoksilin-eozin.

\  Originalno uvelicanje 20x. Preuzeto sa internet
adrese: pathpedia.com

1.2.2.1.2.2. Folikularni tiroidni karcinom (FTC)

Folikularni karcinom obuhvata 10-15% od ukupnih tumora Stitaste Zlezde.

Graden je uglavnom od folikula koji su pretezno iste veli¢ine, a koli¢ina koloida je ¢esto
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smanjena. Folikularne celije su pravilne sa gustom citoplazmom i Cesto nejasnih
granica. Jedra su tamna, centralno postavljena sa jako granulisanim hromatinom i malim
brojem mitoza. Jedarna membrana je glatka i bez invaginacija. Histoloski, folikularni
karcinomi se ne razlikuju jasno od folikularnih adenoma. Jedini opste prihvaceni

kriterijum za njihovo razlikovanje je proboj kapsule i/ili invazija krvnog suda.

Folikularni karcinom raste ekspanzivno i patohistoloski, prema klasifikaciji
Svetske zdravstvene organizacije, moze biti: minimalno invazivan tip sa
mikroskopskom invazijom krvnog suda i jasno invazivan tip sa jasnim invazivnim
rastom. Postavljanje histopatoloske dijagnoze folikularnog karcinoma nije sporno kod
jasno invazivnog tipa, ali je prilicno problemati¢no razlikovati minimalno invazivan
folikularni karcinom od folikularnog adenoma. Dokaz maligniteta je kapsularna ili
vaskularna invazija tumorskim Ccelijjama, pa je za uspostavljanje tane dijagnoze
potrebno histoloski ispitati tkivo na ve¢em broju rezova. Primer tipi¢ne mikrografije

folikularnog karcinoma sa probojem tumorske kapsule dat je na Slici 4.

. Slika 4. Fotomikrografija folikularnog karcinoma sa
. probojem tumorske kapsule. Bojenje hematoksilin-
eozinom, originalno uvelicanje 10x. Preuzeto sa
internet adrese: quizlet.com

Histoloska klasifikacija karcinoma Stitaste zlezde zasnovana je na morfoloskoj
slici. Sa klinickog aspekta njen nedostatak je odsustvo uvida u proSirenost tumora. Za
oznacavanje proSirenosti karcinoma Stitaste zlezde koristi se podela u klinicke grupe na
osnovu poznatih klini¢kopatoloskih parametara, kao 1 podela u klinicke stadijume. Ovaj

zakljucak posebno vazi za papilarne i folikularne karcinome (Fonseca i sar., 1997).



1.2.2.2. Prognosticki klinickopatoloSki faktori

Prognosticki faktori tiroidnih tumora su karakteristike samog tumora ili
pacijenta koje su direktno dovedene u vezu sa agresivnos$¢u tumora i klinickom slikom.

U prognosticke klini¢kopatoloske faktore tiroidnih tumora spadaju:

Velicina tumora (T) — U papilarnom 1 folikularnom karcinomu stopa mortaliteta

je direktno srazmerna veli¢ini tumora (Akslen i sar., 1993; Hay i sar., 1993).

Multicentri¢nost tiroidnih karcinoma (mc) — Multicentri¢nost je Cesta pojava u

PTC iako ne mora da ima prognosticki znacaj u odnosu na mortalitet. U velikim
serijama ocenjeno je da se multicentricni kancer nalazi u oko 20-80% PTCa
(Schlumberger 1 sar., 1998). Ovakav nalaz moze biti stvarna multicentri¢nost pojave
tumora ili posledica metastaza u intraglandularnim limfaticima. Bez obzira na ovaj
nalaz, stopa recidiva ne prelazi 6-24% posle delimi¢ne tiroidektomije. Nekoliko autora
je pokazalo da multicentri¢nost snazno implicira loSu prognozu (Mazzaferri i Jhiang,

1994; Carcangiu i sar., 1985).

Ekstratiroidna invazija (ei)- Prisustvo ekstratiroidne invazije je lo$§ prognosticki

faktor i negativno utiCe na stopu prezivljavanja pacijenata obolelih od tiroidnog

karcinoma (Mazzaferri i Young, 1981; Carcangiu i sar., 1985; Ito i Miyauchi, 2009).

Starost pacijenta- Dokumentovani su podaci da je agresivnost papilarnog

karcinoma pozitivno korelisana sa staroS¢u pacijenta. Starije osobe trpe agresivnije

neoplazije dok kod mladih karcinom rede ima tendenciju Sirenja.

Pol pacijenta- Iako se maligne promene ceSce javljaju kod zenskog pola, izgleda
da pol nije bitan prognosticki faktor (Hay i sar., 1993).

Metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima - Nalaz metastaza u regionalnim
limfnim ¢vorovima ne pokazuje korelaciju sa stopom prezivljavanja u PTC. Medutim,
postoje 1 nalazi da su metastaze u vratnim limfnim strukturama posle operativnog

leCenja povezane sa loSijom prognozom kod starijih osoba (Harwood i sar., 1978).

Udaljene metastaze - Nalaz udaljenih metastaza je u korelaciji sa stopom

mortaliteta nezavisno od histologije. Sa druge strane, verovatno¢a pojave udaljenih
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metastaza zavisi od tipa tiroidnog kancera. Udaljene metastaze ¢eS¢e su kod FTC 1 ATC

nego kod PTC.

Dubina neoplasti¢ne infiltracije — Ovo je kategorija koja se od nedavno koristi 1
ukazuje na stepen infiltracije tumora. Po klasifikaciji Basolo i1 saradnika (2010),

karcinomi se dele u 4 kategorije:

A- inkapsulisani karcinomi sa intaktnom tumorskom kapsulom,
B- neinkapsulisani tumori bez invazije kapsule Stitaste zlezde
C- karcinomi sa invazijom kapsule §titaste zlezde

D- karcinomi sa ekstratiroidnom invazijom

1.2.2.2.1. Ocena stadijuma tiroidnih karcinoma

Ocena stadijuma karcinoma se vrsi radi procene tezine bolesti, a na osnovu
kombinacije podataka navedenih prognostickih faktora. Danas se uglavnom koristi
TNM Kklasifikacija karcinoma Stitaste zlezde. Klasifikacijom na osnovu TNM sistema
primarna bolest se precizno opisuje i numericki oznacava stepen uoCene anatomske
prosirenosti bolesti. Primenjuje se samo kada je sprovedena prethodna mikroskopska
potvrda dijagnoze ¢ime se omogucava podela na osnovu histoloSkog tipa. Kako bi se
odredio TNM status pacijenta, potrebno je prvo zasebno ustanoviti T status (zavisan od
veli¢ine primarnog tumora), N status (zavisan od prisustva regionalnih metastaza) i M

status (zavisan od prisustva udaljenih metastaza), na slede¢i nacin:

T-primarni tumor

e TI: tumor manji od 1 cm u najve¢em promeru, ogranicen na Stitastu zlezdu.
e T2: Tumor ve¢i od 1 cm a manji od 4 cm, ogranicen na Stitastu zlezdu
e T3: svi primarni tumori ve¢i od 4 cm ograniceni na Stitastu zlezdu

e T4: svi primarni karciomi, bez obzira na dimenziju, ako se §ire van tiroidne kapsule

N-regionalni limfni nodusi

. Nx: regionalni limfni nodusi ne mogu biti procenjeni
11



NO: nema metastaza u regionalne limfne noduse

N1: metastaze u limfne nodus(e)

M-udaljene metastaze

Mx: postojanje udaljenih metastaza se ne moze dokazati

e MO: nema udaljenih metastaza

MI1: postoje udaljene metastaze

U svrhu analize i tabelarnog prikaza neophodno je kondenzovati razlicite kategorije
TNM, jer tumor sa 4 stepena T, tri stepena N i dva stepena M ima 24 TNM kategorija, u
manyji broj TNM stadijuma bolesti. Pored navedenih podataka TNM stadijume definiSe i
starost pacijenta. Prema klasifikaciji predlozene od strane International Union against
cancer 1 American Joint Committee, svi pacijenti ispod 45 godina se svrstavaju u
stadijum I, tj. nisko rizicnu grupu, bez obzira na prisustvo regionalnih limfnih
metastaza. Izuzetak su pacijenti koji imaju udaljene metastaze i koji se svrstavaju u

stadijum II. Dakle, TNM stadijumi izgledaju ovako:

e Stadijum I : Svi pacijenti mladi od 45 godina sa MO i pacijenti sa 45 godina ili stariji
sa TINOMO

e Stadijum II : Svi pacijenti mladi od 45 godina sa M1 i pacijenti sa 45 godina ili
stariji sa T2ZNOMO

e Stadijum III : Svi pacijenti sa 45 godina ili stariji sa T3NOMO ili pacijenti sa T
stadijumom od 1 do 3 1 N1MO

e Stadijum IV : Svi pacijenti sa 45 godina ili stariji sa T4 ili pacijenti sa bilo kojim T 1
N stadijumom i M1

1.2.2.3. Teskoce prilikom postavljanja dijagnoze tiroidnih karcinoma

Zbog raznovrsnosti klinicke slike, patohistoloska diferencijacija karcinoma
Stitaste zlezde je od ogromne vaznosti za klini¢ara s obzirom da mu ona pruza podatke

kako od prognostickog tako i terapijskog znacaja. Medutim, jo$ uvek ne postoje jasni
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kriterijumi koji bi pruzili pouzdane i1 adekvatne informacije prilikom postavljanja
dijagnoze 1 donoSenja prognoznih ocena kod tiroidnih tumora. Patolog je ¢esto suocen
sa lezijom kod koje ne postoji jasna razlika izmedu malignog i benignog. Odluka
povlaci klini¢ke posledice i implicira razli¢it tretman. Sa jedne strane, postoji potreba da
se izbegne preterano agresivan tretman pacijenata sa benignim lezijama, a time i
izazivanje nepotrebnih fizickih 1 psihi¢kih neprijatnosti pacijenta. Sa druge strane,
pacijentima sa potencijalno agresivnim lezijama se mora garantovati efikasan tretman u

ranim fazama bolesti, dok je jos izleciva.

U studiji Amrikachi i saradnika (2001), citoloski nalaz folikularnih tiroidnih
neoplazija u uzorcima dobijenim predoperativnom FNA analizom (engl. fine needle
aspiration, tj. punkcija nodusa tankom iglom) je bio potvrden posleoperativnim
patohistoloSkim nalazom u samo 5% slucajeva. Postoje i1 teSkoc¢e u posleoperativnoj
diferencijalnoj dijagnostici folikularnih tiroidnih neoplazija. Pokazano je da su uzrok
10-15% pogresnih dijagnoza otkrivenih prilikom preispitivanja ranijih patohistoloskih
nalaza folikularnih neoplazmi (Ron i sar., 1986). Stavise, u studijama koju su izveli
Fassina i sar. (1993), Hirokawa i sar. (2002), kao i Franc i sar. (2003) pokazano je da je
slaganje razliitih patologa prilikom identifikacije folikularnih tiroidnih tumora bilo
manje od 60%. Ovako veliko neslaganje patologa je zapravo posledica nepostignutog
konsenzusa u pogledu minimalnog kriterijjuma za jedarne promene papilarnog

karcinoma, kao i za kapsularnu invaziju folikularnog tiroidnog karcinoma.

1.2.2.3.1. Dileme prilikom postavljanja dijagnoze PTC

Dileme prilikom postavljanja dijagnoze PTC nastaju kod okultnih karcinoma,
hiperplasti¢nih lezija, karcinoma sa folikularnom strukturom i karcinoma sa solidnim
poljima. Kao §to je prethodno naglaseno osnovni kriterijum za postavljanje dijagnoze
PTC su hipohromna jedra. Medutim, nekad se ovakav izgled jedara moze mestimi¢no
naéi i u benignim i hiperplastiénim lezijama. Sta vise, ima sludajeva PTC, klasai¢ne ili

folikularne varijante, kod kojih karakteristicni hipohromni izgled jedara nije izrazen.

Ravinsky 1 Safneck (1990) isticu da su morfoloske karakterstike folikularnih

neoplazija, pa ¢ak i adenomatoznih struma 1 folikularne varijante PTC sli¢ne, te da su
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¢elije retko tako izmenjene morfologije da bi se odmah mogle prepoznati kao maligne.
Razlog za postojanje ili nepostojanje fenotipskih ¢elijskih razlika nije u potpunosti
jasan.

Proliferacija 1 diferencijacija tireoidnih epitelijalnih celija pod uticajem je
brojnih faktora rasta, onkogena, citogena, hormona i drugih mitogena. Odgovor tirocita
na ove faktore uslovljen je postojanjem razli¢itih, tacno odredenih, puteva transmisije
signala ¢iji je osnovni cilj aktivacija jedarne transkripcije i formiranje ¢elijskog
fenotipa. Ovo moze delimi¢no objasniti razlike, ali i slicnosti u transformisanom
¢elijskom fenotipu pojedinih oblika tireoidnih karcinoma, njihovom karakteristicnom
morfoloSkom 1 bioloskom ponasSanju.

Dileme sa kojima se patolog najcesce susrece prilikom postavljanja dijagnoze

papilarnog tiroidnog karcinoma su sledece:

1. Razlikovanje klasi¢ne varijante PTC od histotipova sa papilarnom gradom

Osnovne poteskoc¢e se odnose na razlikovanje klasi€ne varijante papilarnog
karcinoma od benignih lezija koje formiraju pseudo-papile. Pomenute promene slicne
papilarnom karcinomu (benigne hiperplasti¢ne papile u Stitastoj zlezdi) se javljaju kod
koloidne cisti¢ne 1 hiperplasti¢ne strume.

2. Razlikovanje folikularne varijante PTC od histotipova sa folikularnom

radom

Folikularna varijanta PTC je po svojim morfoloskim karakteristikama sli¢na
folikularnim lezijama. Najces$¢i uzrok nejasne diferencijacije kod ove kategorije
suspektnih nalaza jeste nemoguénost pouzdanog razlikovanja folikularnog podtipa
papilarnog tireoidnog karcinoma (PTC FV) od dobro diferenciranog folikularnog
karcinoma (FTC), folikularih adenoma (FTA), kao i od hiperplasti¢nih adenomatoznih
nodusa.

U ovim slucajevima, imunohistohemijski tumorski markeri mogli bi poboljsati
dijagnosticku tacnost konvencionalne patohistoloske analize tiroidnih tumora, §to je

jako vazno za daljnje klini¢ko le¢enje pacijenata.
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1.2.2.4. Biomarkeri u istrazivanjima karcinoma

Biomarkeri imaju Siroku primenu u modernoj medicini i biologiji. U biomarkere
spadaju razni molekuli (proteini, metaboliti ili geni), imaju izuzetno veliki znacaj za
ranu detekciju 1 dijagnostiku karcinoma, u identifikovanju osoba koje imaju rizik od
nastanka karcinoma, u predvidanju njihovog odgovora na terapiju, u razvoju novih
hemoterapeutika, kao i u proceni efikasnosti i bezbednosti terapije karcinoma. Danas se

biomarkeri koriste za dijagnozu i prognozu bolesti.

Poslednjih godina razvoj karcinomskih biomarkera postao je glavni predmet
interesovanja u istrazivanjima karcinoma i identifikovan je veliki broj biomarkera

potencijalno korisnih u dijagnostici tiroidnih karcinoma.

Danas se rutinski u dijagnostici oboljenja Stitaste Zlezde koriste serumski
markeri (tireoglobulin i kalcitonin), ¢ije merenje u serumu omogucava pracenje
posleoperativnog toka maligne bolesti (diferenciranog karcinoma, odnosno, medularnog
karcinoma). Za razliku od njih, postoje brojni potencijalni tkivni markeri, ¢ija se
dijagnosticka 1 prognosticka vrednost jo§ uvek utvrduje. Novija istrazivanja u ovoj
oblasti idu u pravcu identifikacije biomarkera koji ¢e mo¢i da razlikuju invazivne od
neinvanzivnih tumora i tumore koji imaju sposobnost metastaziranja od onih koji ¢e

verovatno ostati lokalizovani u primarnom organu.

Iako se poslednjih nekoliko godina razvijaju novi tipovi tumorskih markera koji
se zasnivaju na utvrdivanju promena DNK ili RNK molekula (hromozomski
rearanzmani specifi¢ni za tiroidni karcinom), veliku vec¢inu tkivnih tumorskih markera
tiroidne Zlezde Cine proteini. Kandidate za proteinske markere mozemo podeliti u dve
grupe: na specifi¢ne tiroidne proteine koji su izgubili ekspresiju tokom dediferencijacije
folikularne ¢elije (kao S$to je tiroglobulin i tiroidna peroksidaza), i na markere koji su
uopSteno povezani sa maligom transformacijom celije (npr. aktivacija onkogena i
proteina koji u€estvuju u regulaciji celijskog ciklusa, apoptozi, celijskom pripajanju,

rearanziranju vancelijskog matriksa ili u angiogenezi).

Vancelijski matriks (ECM, od engl. extracellular matrix) predstavlja

kompleksnu mrezu strukturnih i funkcionalnih makromolekula koji imaju vaznu ulogu u
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morfogenezi organa i tkiva te u odrzavanju tkivne strukture i funkcije. Medutim, osim
uticaja ECM-a na fizioloSke procese, sve se viSe pojavljuju i pokazatelji o njegovoj

ulozi u toku patoloskih stanja.

Kljuénu ulogu u reanZiranju i razgradivanju komponenti ekstracelularnog
matriksa imaju proteoliticki enzimi, koje proizvode celije strome, fibroblasti i druge
¢elije. Posto su matriksne metaloproteinaze, kao najveca familija proteolitickih enzima,
ukljucene u patogenezu akutnih i1 hroni¢nih destruktivnih bolesti (u koje spada i
karcinom) preko razgradnje ECM, u narednom poglavlju da¢emo osvrt na strukturne
karakteristike ovih enzima, kao i njihovu bioloSku ulogu u kancerogenezi i progresiji

tumorskog rasta.

1.3. MATRIKSNE METALOPROTEINAZE

Matriksne metaloproteinaze (MMP) su porodica ekstracelularnih cink i kalcijum
zavisnih endopeptidaza zajedno sposobnih da razgrade sve komponente vanéelijskog
matriksa. Prvi put su opisane 1962. godine od strane Zerom Grosa i Sarla Lapiera u
tkivu punoglavaca (Gross i Lapiere, 1962), a od tada je opisano 28 ¢lanova od kojih su
22 nadene kod coveka. Matriksne metaloproteinaze imaju visoku homologiju sekvence i

evolutivno o¢uvanu domensku strukturu.

Kristalografskim  studijama je detaljno opisana struktura vecine
metaloproteinaza (Bode 1 sar., 1999). Najjednostavnije metaloproteinaze sa minimalnim
brojem domena se sastoje od signalnog peptida, prodomena i katalitickog domena.
Signalni peptid se nalazi na N-terminalnom kraju i sluzi za usmeravanje molekula za
sekreciju (Sternlicht i sar., 2001). Propeptid ima ulogu da zadrzi enzim u neaktivnoj
formi pre sekrecije. Sa izuzetkom MMP-11 i MMP-28, sve metaloproteinaze se
sintetiSu kao latentni zimogeni koji se proteolitiucki aktiviraju odstranjivanjem
propeptida. Propeptid sadrzi visoko konzervirani motiv ,cisteinskog prekidaca”
(PRCXXPD) koji stoji u koordinativnoj vezi sa cinkom u aktivnom mestu (Springman i
sar., 1990; Van Wart i sar., 1990). Kataliticki domen sadrzi aktivnho mesto sa jonom

metala. U kataliticki mehanizam su ukljuceni joni cinka i kalcijuma.
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Vecina, ali ne sve MMP sadrze C- terminalni domen koji ima strukturu koja je
slicna hemopeksinu ili vitronektinu a koja je za kataliticki domen vezana fleksibilnim
zglobom (engl. ,hinge region”). Hemopeksinski domen obezbeduje veliku glatku
povrsinu za koju se pretpostavlja da ima ulogu u protein-protein interakcijama. Od ovog
domena zavisi supstratna specificnost i to je mesto vezivanja tkivnih inhibitora
metaloproteinaza (TIMP-ova). Membranske MMP poseduju i1 transmembranski domen

ili GPI vezujué¢i domen na C- terminalnom kraju.

Zelatinaze (MMP-2, MMP-9) uz to imaju i dodatni domen s tri kaskadna spoja
koji se ponavljaju i lice na fibronektin tip II, a cepaju kataliticko podrucje i stupaju u
interakciju s kolagenima i Zelatinom. Zelatinaza B (MMP-9) ima region koja je

homolog sa kolagenom tipa V. Opsta domenska struktura MMP je prikazana na Slici 5.

SH
’ Kataliti¢ki region Hemopeksin

- Pro IAktivno mesto

Slika 5. Opsta domenska struktura MMP

Pre- prepeptid, signalna sekvenca H- ,,Hinge region”, zglobno podrucje
Pro- propeptid Hemopeksin- Domen koji sadrzi 4
II-  Kolagen-vezujuci inserti  slicni ponovka od kojih su prvi i poslednji
fibronektinu tipa Il povezani disulfidnom vezom.

Zn- Mesto koje vezuje cink
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Postoje brojni pokusaji podele matriksnih metaloproteinazea na osnovu kojih bi
se one razvrstale prema supstratnoj specificnosti, slicnosti u sekvenci 1 organizaciji
domena. Ove klasifikacije su vestacke 1 donekle proizvoljne zbog velikih preklapanja u
domenskoj arhitekturi i supstratima medu grupama. Kod podela prema supstratu treba
imati u vidu da MMP obi¢no imaju glavni supstrat, ali nikada nisu apsolutno specifi¢ne
za njega. Klasifikacija koja se najcesce koristi uzima u obzir glavni supstrat i domensku
organizaciju 1 navodi 6 grupa: kolagenaze (MMP-1, MMP-8, MMP-13), Zelatinaze
(MMP-2, MMP-9), stromelizine (MMP-3, MMP-10), matrilizine (MMP-7, MMP-26,
MMP-11), metaloproteinaze membranskog tipa (MMP-14, -15, -16, -17, 24, -25), i
ostale MMP (MMP-12, -19, -20, -21, -23, -27, -28) (Sekhon, 2010)

1.3.1. REGULACIJA AKTIVNOSTI MATRIKSNIH METALOPROTEINAZA

Matriksne metaloproteinaze su izuzetno aktivni enzimi, te da bi ¢elija ostala u
homeostazi sa ostatkom tkiva, MMP moraju da se eksprimiraju u ta¢no odredenim
¢elijama 1 na pravoj pericelularnoj lokaciji, u pravo vreme i u pravoj koli¢ini i moraju
biti aktivirane ili inhibirane na pravi na¢in. Mnoga patoloska stanja su povezana sa
aberantnom ekspresijom MMP te zato postoji viSe nivoa regulacije aktivnosti MMP:
transkripciona, posttranskripciona, regulacija sekrecije, aktivacija latentnih zimogena,
inhibicija, pericelularna lokalizacija, katabolizam i uklanjanje. Od njih, dva najmo¢nija

nivoa regulacije su aktivacija zimogenih formi i selektivna inhibicija.

1.3.1.1. Aktivacija latentnih zimogena

Kao i drugi proteoliticki enzimi, MMP se sintetiSu kao neaktivni zimogeni koji
se proteoliticki aktiviraju po sekreciji. Odstranjivanje propeptida mogu vrsiti druge

aktivirane MMP, serinske proteaze ili furinu slicne proteaze.
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1.3.1.2. Inhibicija matriksnih metaloproteinaza

Matriksne metaloproteinaze se mogu inhibirati predstavnicima porodice TIMP
proteina (engl. tissue inhibitor of metalloproteinases). TIMP-ovi su porodica od 4
proteina mase od 20 do 29 kDa koji se vezuju za hemopeksinski deo MMP u
stohiometrijskoj razmeri 1:1. TIMP-ovi su glavni lokalni tkivni inhibitori MMP, dok su
u plazmi metaloproteinaze inhibirane o2-makroglobulinima. Inhibicija 0o2-
makroglobulinima je ireverzibilna jer se kompleksi a2-makroglobulin/MMP uklanja iz

cirkulacije endocitozom dok je inhibicija TIMP-ovima reverzibilna.

1.3.2. FUNKCIONALNA ULOGA MMP U KANCERU

Kancer je viSestepeni poremecaj u kome sekvencijalne i kumulativne geneticke
promene dovode do maligne transformacije celije. Invazivni i metastatski karcinomi
dovode do letalnog ishoda u oko 50% pacijenata sa ovim tipom karcinoma. Invazije i
metastaze su, sa druge strane, takode kompleksni viSestepeni procesi koji direktno

zavise od degradacije okolocelijskog matriksa.

Tumorske celije produkuju matriksne metaloproteinaze koje uniStavaju
matriksne barijere omogucéavajuéi rast i invaziju tumora u okolna tkiva. Prekomerna
ekspresija MMP je dokumentovana u prakti€no svim vrstama kancera i koreliSe sa
kasnijim stadijumom bolesti, metastatskim potencijalom i invazivno$¢u kancera i
generalno loSijom prognozom (Roy i sar., 2009). Pored toga Sto same sintetiSu
prekomerne koli¢ine MMP, tumorske ¢elije parakrinim signalima kao §to je EMMPRIN
(engl. extracellular matrix metalloproteinase inducer) aktivno stimuliSu i1 okolne

stromalne ¢elije da produkuju metaloproteinaze (Weidle i sar., 2010).

Uloge MMP u progresiji kancera su brojne i smatra se da su MMP neophodne u

svim stadijumima razvoja kancera.
e Uloga MMP u epitelijalno-mezenhimskoj tranziciji i ¢elijskoj migraciji

Epitelijalno-mezenhimska tranzicija (EMT) je proces kroz koji neke epitelne
¢elije prolaze u toku embrionalnog razvica a karakteriSe se gubitkom celijske adhezije,
smanjenjem ekspresije E-kadherina 1 zadobijanjem migratornih 1 invazivnih

karakteristika karakteristiénih za mezenhimske ¢elije. EMT je takode jedan od znakova
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karcinoma i1 metastaze, a skorasnje studije navode MMP kao promotore i medijatore
EMT (Radisky i sar., 2005). Neki od predlozenih mehanizama ukljucuju procesuiranje
E-kadherina od strane MMP-3 i MMP-7 §to direktno narusava meducelijske veze kao 1
proteolizu adhezivnih molekula koji pri¢vrS¢uju Celiju za matriks. Ovi procesi ne samo
Sto fizicki oslobadaju ¢eliju za migraciju, ve¢ i pokrecu niz signalnih puteva koji dovode
do globalnih promena u transkripciji ¢elije. Na primer, MMP-1 sece i aktivira PAR-1
(engl. protease activated receptor-1) Sto dovodi do niza promena koje povecavaju

mobilnost 1 migratorne sposobnosti ¢elije (Boire 1 sar., 2005).

MMP podsticu Celijsku migraciju i drugim mehanizmima koji ukljucuju
oslobadanje hemoatraktanata iz matriksa i fizicko ,,kréenje puta” razgradnjom matriksa

ispred invazivne celije.
e Uloga MMP u izazivanju genomske nestabilnosti

Celija poseduje mnoge mehanizme za odrZanje genomskog integriteta. To su
sistemi koji prepoznaju i popravljaju oste¢enu DNK, reguliSu vreme i tanost replikacije
genetickog materijala i uspesno segregiraju hromozome u ¢erke ¢éelije. Njihova bitnost
se ogleda u tome S§to su genomske alteracije od baznih promena do krupnih
hromozomskih aneuploidija nadene u skoro svim tumorima (Lengauer 1 sar., 1998) i
igraju ulogu u najranijim stupnjevima razvoja tumora (Pihan i sar., 2003). Mnogi
ekstracelularni faktori imaju uticaj na rad ovih sistema pa tako i matriksne

metaloproteinaze indirektno uticu na njihovo funkcionisanje.

U nedavnim studijama je nadeno da MMP mogu da izazovu promene u genomu
aktiviranjem genotoksi¢nih metaboli¢kih puteva. Na primer, nadeno je da MMP-3 moze
da izazove genomsku nestabilnost u epitelnim ¢elijama sisara preko Raclb indukovanog
poviSenja nivoa slobodnih radikala kiseonika i remecenja p53 signalnog puta (Radisky i
sar., 2005). Takode, MMP mogu da kompromituju mnoge citokine koji direktno dovode

do aneuploidije i maligne transformacije.

Ipak, nase razumevanje molekularnih mehanizama koji su uklju¢eni u MMP
indukovanu genetsku nestabilnost dolazi u potpunosti iz studija na celijskoj kulturi 1
zivotinjskim modelima. Jo$ uvek se ne zna koliko se ova saznanja mogu ekstrapolirati

na tumore ¢oveka.
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e Uloga MMP u menjanju dostupnosti faktora rasta

Nekoliko MMP mogu da uticu na ¢elijsku proliferaciju menjaju¢u dostupnost
faktora rasta vezanih za matriks 1 moduliSu¢i njihove receptore. Biodostupnost insulinu
sli¢nih faktora rasta (IGF) je regulisana njihovim vezuju¢im proteinima (IGFBP) koji su
supstrat za MMP-1, -2, -3 i1 -11 (Thraikill i sar., 1995). Ligandi za faktore rasta su

takode supstrati nekih metaloproteinaza.
e Uloga MMP u tumorskoj angiogenezi

Angiogeneza u tumorima je kontrolisana balansom izmedu proangiogenetskih 1
antiangiogenetskih faktora. MMP igraju kompleksne i ponekad kontradiktorne uloge u
tumorskoj angiogenezi. Studije pokazuju da MMP-2 i -9 pokrecu tzv. angiogenetski
prekudac tj. iniciranje stvaranja kapilara menjanjem balansa angiogenetskih faktora
(Fang 1 sar., 2000). Pokazalo se da je dejstvo MMP neophodno ne samo za njihov

nastanak ve¢ i1 za odrzavanje.

Dejstvo MMP moze takode da rezultuje i produkcijom negativnih regulatora
angiogeneze, na primer proteolizom plazminogena i kolagena XVIII nastaju angiostatin

1 endostatin (O’Reilly i sar., 1999).
e Uloga MMP u invaziji krvnih i limfnih sudova

Metastatski potencijal tumora direktno zavisi od njegove sposobnosti da ude u
krvni ili limfni sistem i potom formira sekundarne tumore u limfnim ¢vorovima ili
udaljenim organima. Zelatinaze (MMP-2 i MMP-9) seku kolagen IV koji je glavna
komponenta bazalne membrane, dok MMP-14 aktivira MMP-2 (Liotta i sar., 1990).
Smatra se da su ove tri metaloproteinaze klju€ne za invazivni fenotip kancera jer
direktno omogucavaju invaziju krvnog suda i metastazu. Nakon Sto predu u cirkulaciju,
MMP su potrebne i za napusStanje krvnog suda kao i za uspostavljanje povoljne

mikrosredine na mestu udaljene metastaze.
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1.3.3. MATRIKSNE METALOPROTEINAZE U DIJAGNOSTICI
KARCINOMA

Obzirom na prekomernu ekspresiju MMP u kancerima, u toku je veliki broj

studija koje ispituju njihovu potencijalnu primenu kao biomarkera kancera.

U sluc¢aju karcinoma dojke, MMP-9 je povisen kako u tkivu kancera tako i u
serumu, urinu i plazmi pacijenata (Moses 1 sar., 1998), a postoje indicije da se ekspresija
MMP-9 moze koristiti kao dijagnosticko i prognosticko sredstvo, za ranu detekciju
kancera ili kao indikator relapsa, metastaze i odgovora na terapiju (Wu i sar., 2008).
Ohrabruju¢i rezultati su dobijeni i u slucaju kancera pankreasa koga je jako tesko
dijagnostifikovati u ranom stadijumu. Nadena je poviSena ekspresija MMP-2, MMP-9 1
MMP-7 u serumu i pankreasnom soku pacijenata (Tian i sar., 2008). Iste MMP su
povisene i1 u serumu obolelih od karcinoma pluéa (Jumper i sar., 2004), dok je u slucaju
kancera jajnika nadena povisena ekspresija MMP-2, MMP-9 i MMP-14 (Kamat i sar.,
2006). Kod pacijenata sa kancerom besike, ove metaloproteinaze su povisene u urinu i
serumu (Gerhards 1 sar., 2001). Studije sa slicnim rezultatima su radene i u kanceru
mozga, kolona, prostate, Stitne zlezde i jednjaka (Roy i sar., 2009). Iako je nadena
poviSena ekspresija i korelacija sa malignim fenotipom gotovo svih MMP u
karcinomima u odnosu na odgovaraju¢a zdrava tkiva, istrazivacki fokus je u velikoj
meri usmeren na Zelatinaze, MMP-2 1 MMP-9, zbog njihove uloge u degradaciji

kolagena IV, glavne komponenta bazalne membrane.

1.3.3.1. MMP-2 i MMP-9 u tiroidnim tumorima

Prva studija MMP-2 u tumorima S§titaste Zlezde radena je jo§ 1992 godine od
strane Campo 1 saradnika (1992). Ova grupa je imunohistohemijski utvrdila prisustvo
MMP-2 i korelaciju sa agresivnim fenotipom tiroidnih neoplazija, dok nisu nasli
imunopozitivnost u zdravoj tiroidei i strumi. Takode, pokazali su imunopozitivnost u 5
od 9 benignih folikularnih aenoma. Sledec¢a studija je objavljena 1999. godine, kada su

Nakamura i saradnici ispitali prisustvo 7 MMP (MMP-1, -2, -3, -7, -8, -9, 1 -13), i nasli
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da je samo nivo MMP-2 povisen u karcinomima u odnosu na adenome i zdravu tiroideu
(Nakamura 1 sar., 1999), dok su dve godine kasnije Maeta i saradnici pokazali da je u
papilarnom karcinomu pored MMP-2, poviSen nivo i MMP-9 1 TIMP-2, i da sva tri
antigena pozitivno koreliSu sa razli¢itim klini¢kopatoloSkim parametrima (Maeta i sar.,
2001). Korem 1 saradnici su kasnije ponovo dobili opre¢an rezultat ne nalaze¢i vezu
izmedu ekspresije MMP-2 i nepovoljnih prognostickh klinickopatoloskih parametrara
papilarnog karcinoma (Korem 1 sar., 2002). Prva studija na ¢elijskim linijama tiroidnih
tumora radena je 2004. godine od strane Baldini i saradnika (Baldini 1 sar., 2004). Ova
grupa je pokazala povecanu ekspresiju i zelatinoliticku aktivnost u ¢elijskim linijama
poreklom od tumora u odnosu na zdravu tiroideu. Rezultati Cho Mar i saradnika (2006)
pokazuju da se ekspresija MMP-2 1 MMP-7 moze koristiti u diferencijalnoj dijagnostici
minimalno invazivnog FTC i FTA. Dve godine kasnije, te rezultate je opovrgla Rydlova
sa saradnicima (Rydlova 1 sar., 2008), a Tian i saradnici su nasli korelaciju izmedu
ekspresije MMP-2 u papilarnom karcinomu i prisustva limfnih nodalnih metastaza

(Tian 1 sar., 2008).

Sumirajuéi rezultate dosadaSnjih istrazivanja o ekspresiji Zelatinaza, kao i
njihovih inhibitora, u tiroidnim tumorima, moze se re¢i da jo$S uvijek postoji dosta
nepoznanica; ¢esto su nalazeni medusobno oprecni rezultati povodom modela njihove
ekspresije u razli¢itim histotipovima tumora Stitaste zlezde. Isto tako, jo$ nije jasno koje

zelatinaze su predominantno povezane sa agresivnijim fenotipom tiroidnog karcinoma.

Imajuéi na umu ulogu matriksnih metaloproteinaza u procesu kancerogeneze i progresiji
tumorskog rasta, predpostavili smo da bi ekspresija MMP-2, -9 i tkivnog inhibitora
TIMP-2, mogla biti jo§ jedan dijagnosticki i/ili prognosti¢ki factor kod karcinoma
Stitaste Zlezde. Poseban naglasak stavili smo na analizu aktivhe forme MMP-9, u
odabranom klinickom uzorku tiroidnih tumora, iz razloga Sto do sada nije publikovano
istrazivanje o aktivnosti i lokalizaciji ovog enzima u tiroidnom tkivu, niti korelacija
izmedu nivoa njegove ekspresije/aktivnosti i1 tezine klini¢ke slike kod pacijenata sa

PTC.
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2. CILJ
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Neoplasti¢ne lezije Stitaste zlezde najceS¢e se javljaju kao nodusi zlezdanog
tkiva i  mogu biti benigne ili maligne prirode. Obzirom da prognoza, terapija i
eventualne hirurske intervencije zavise od postavljanja tacne dijagnoze, biomarkeri koji
se koriste u diferencijalnoj dijagnostici benignog 1 malignog tkiva imaju bitnu ulogu u
klini¢koj praksi. Osim toga, novija istrazivanja u ovoj oblasti idu u pravcu identifikacije
biomarkera koji ¢e mo¢i da razlikuju invazivne od neinvazivnih tumora i tumore koji
imaju sposobnost metastaziranja od onih koji ¢e verovatno ostati lokalizovani u

primarnom organu.

Matriksne metaloproteinaze (MMP) su proteoliticki enzimi koji ucestvuju u
nastanku metastaza putem promovisanja invazije tumorskih ¢elija. Radi se o proteinima
koji jedini mogu razgraditi fibronektin, kolagen, kao i ostale proteine ekstracelularnog
matriksa. Ovi enzimi i1 njihovi specificni tkivni inhibitori (TIMP) ispoljavaju
jedinstveno dejstvo na tkivo Stitaste Zlezde kao 1 na maligne ¢elije tiroidnog karcinoma

coveka, u smislu stimulacije ili inhibicije tumorske aktivnosti.

Polaze¢i od izvestaja prethodnih studija da je prisustvo enzima MMP-2 i MMP-
9 (zelatinaza) veoma malo u normalnom i benignom tkivu Stitaste zlezde, a povecano
kod tiroidnog karcinoma, ispitivana je mogucénost koriS¢enja imunohistohemijske
detekcije zelatinaza, kao i njihovog tkivnog inhibitora 2 (TIMP-2) u diferencijalnoj
dijagnostici pojedinih tiroidnih tumora. Pored toga, analizirani su nivoi ekspresije 1
aktivnost Zelatinaza, posebno, MMP-9 u papilarnom tiroidnom karcinomu (PTC) u
odnosu na poznate prognosticke faktore (veliCina tumora, patohistoloski stadijum

tumora, status limfnih ¢vorova).

Konac¢ni cilj je definisati model ekspresije MMP-2 i -9, kao i1 njihovog inhibitora
(TIMP-2) u tumorima Stitaste zlezde coveka, u smislu povezivanja njihove ekspresije i

aktivnosti zZelatinaza, posebno MMP-9, sa patoloskim stanjem i progresijom karcinoma.
Treba istaci da je u prikazanom istrazivanju prvi put ispitivana:

o 1imunohistohemijska ekspresija aktivne forme MMP-9 proteina u benignom,

malignom i uslovno zdravom tkivu $titaste Zlezde
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o povezanost ekspresije aktivne forme MMP-9 proteina sa prognostickim
klini¢kopatoloskim parametrima papilarnog tiroidnog karcinoma na velikom broju

uzoraka

Radi postizanja zadatog cilja, neposredni zadaci ovog rada su podeljeni u vise
celina koje se odnose na ispitivanje eksperesije zelatinaza i njihovog inhibitora TIMP-2.
Analiza ¢e se vrsiti na arhivskom i svezem materijalu tiroidnog tkiva dobijenom nakon
operacije pacijenata sa benignim (folikularni tiroidni adenom) ili malignim tumorom
Stitaste zlezde (papilarni tiroidni karcinom i folikularni tiroidni karcinom). Kao
kontrolni materijal za ekspresiju i aktivnost MMP-a koristi¢e se uslovno zdravo tiroidno
tkivo pacijenata odstranjeno uz neoplasti¢no tiroidno tkivo. Molekulske forme MMP-a
¢e se detektovati imunohistohemijski sa antitelima koja prepoznaju obe forme
zelatinaza, i prvi put u nasem radu, sa novim antitelom koje specifi¢no prepoznaje samo
aktivnu formu MMP-9. Studija ¢e takode obuhvatiti ispitivanje aktivnosti zelatinaza.
Aktivnost MMP-a Ce biti ispitivana sa aspekta udela aktivnih formi, koriS¢enjem Zelatin
elektroforeze, ¢ija specifiénost omogucuje procenu kvantitativnog odnosa pro 1 aktivnih
formi MMP-2 i MMP-9. Lokalizacija aktivnosti obe zelatinaze u tkivnim iseccima ¢e se

ispitati metodom in situ zimografije.

Ukupni program rada obuhvata sledece celine:

o analizu i ocenu imunohistohemijske ekspresije MMP-2, MMP-9, TIMP-2 i aktivne
forme MMP-9 proteina na parafinskim iseccima tkiva Stitne Zlezde, koje je prethodno
detaljnom patohistoloSkom analizom od strane ekspertskog tima patologa razvrstano u
dijagnosticki jasno definisane grupe,

o detaljnu statisticku obradu dobijenih podataka radi utvrdivanja najadekvatnijeg

imunohistohemijskog markera za diferencijalnu dijagnostiku tiroidnih tumora,
o analizu povezanosti imunohistohemijskog profila MMP-2 MMP-9 i TIMP-2

o poredenje modela ekspresije MMP-2, MMP-9, kao 1 TIMP-2, sa viSe razliCitih
klinicko-patoloskih parametara papilarnog tiroidnog karcinoma, u smislu procene

moguceg rizika da dode do pogorsanja razvoja maligne bolesti,

o procenu vrednosti dinamike profila aktivne forme-MMP-9/ukupni-MMP-9, kao

potencijalnog prognostickog markera PTC,
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o vizualizaciju aktivnosti Zelatinaza in situ u razli¢itim histotipovima tiroidnog tkiva,
sa posebnim osvrtom na papilarni tiroidni karcinom sa jasno histoloski definisanim

stepenom tumorske infiltracije.

Definisanje modela ekspresije ovih molekula je neophodno radi razumevanja
sticanja ili gubitka specificne bioloske aktivnosti u fizioloskim i patoloskim stanjima
Stitaste Zlezde, analizi dijagnostickog potencijala i kao osnova za identifikaciju promena
koje su povezane sa tezinom klinic¢ke slike kod pacijenata sa tiroidnim karcinomom. To
otvara mogucnost koriS¢enja pomenutih proteina kao dijagnostickih i/ili prognosti¢kih
markera tiroidnog karcinoma i moZe biti polazna osnova za razvoj ciljanih terapeutskih

sredstava u savremenoj medicinskoj praksi.
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3. MATERIJAL I METODE
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3.1. MATERIJAL

3.1.1. REAGENSI

Antitela

Monoklonsko antitelo koje specificno prepoznaje MMP-2 (klon 42-5D11,

Calbiochem, Darmstadt, Germany)

e Monoklonsko antitelo koje specificno prepoznaje TIMP-2 (klon 3A4, Abcam,
Cambridge, UK)

e Monoklonsko antitelo koje specifi¢no prepoznaje proformu i aktivau formu MMP-9

(klon 56-2 A4, Abcam, Cambridge, UK)

e Monoklonsko antitelo koje prepoznaje aktivhu formu MMP-9 (klon MCA2736,
AbD Serotec, Kidlington, UK)

e Seckundarno antitelo, konjski anti-misji IgG (Vector Laboratories, Burlingame, CA,

USA)
Kompleti reagenasa

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

CA, USA)

e DAB: 3,3’-diaminobenzidine tetra hydrochloride kit (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA)

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

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

USA)
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Cvrsta faza

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

Louis, MO, USA)
Fluorescentno obeleZeni reagensi

DQ (dye-quenched) zelatin iz svinjske koze konjugovan sa fluoresceinom

(Molecular Probes, Inc., Invitrogen™, Eugene, OR, USA)
DAPI u glicerolu (Millipore, Merck, Billerica, MA, USA)
Inhibitori

ARP-100, selektivni inhibitor MMP-2 (Santa Cruz Biotechnologies, Dallas,
USA)
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3.1.2 KLINICKI MATERIJAL

3.1.2.1. Prikupljanje i obrada uzoraka tkiva tumora Stitaste Zlezde

U istrazivanju koje je ukljucilo pacijente kojima je odstranjen tumor Stitaste Zlezde u
periodu od 1996. do 2012. godine, prikupljeno je ukupno 147 uzoraka tumorskog tkiva
poreklom od folikularne epitelne tiroidne celije. Pacijenti su operisani u Centru za
endokrinu hirurgiju, Instituta za endokrinologiju, dijabetes i1 bolesti metabolizma,
Klinickog centra Srbije, Beograd, a odstranjeno tumorsko tkivo je bilo obradeno na
Odeljenju za endokrinu i kardiovaskularnu patologiju, Beograd. To podrazumeva da je
materijal dobijen hirurskim intervencijama, zatim fiksiran i ukalupljen u parafin, te su
na taj nacin dobijeni trajni preparati. Utvrden je patohistoloski nalaz od strane patologa
u skladu sa kriterijumima WHO (Svetske zdravstvene organizacije) (Hedinger 1 sar.,
1988) Serija dobijenih histoloSkih uzoraka kalupljenih u formalinu sastojala se od
ukupno 147 slucajeva, a na osnovu revizije patohistoloske dijagnoze, izvrSena je sledeca

klasifikaicija analiziranog tkiva:

e 22 uzorka folikularnog adenoma

e 20 uzoraka folikularnog karcinoma

e 00 uzoraka klasi¢ne varijante papilarnog karcinoma

e 45 uzorka folikularne varijante papilarnog karcinoma

e Kontrolnu grupu ¢inilo je 30 uzoraka normalnog ili hiperplasti¢nog tiroidnog tkiva
dobijenog nakon operacije u kojima nije bilo tragova tumorskih ¢éelija niti upalnih

procesa.

Pored navedenog arhivskog materijala (parafinski isecci tiroidnog tkiva), jedan
deo (oko 30 %) nasSih uzoraka je €inilo sveZe tiroidno tkivo dobijeno nakon operacije
pacijenata sa benignim ili primarnim malignim tumorom Stitaste zlezde. Prikupljeno je
ukupno 42 uzoraka tumorskog i isto toliko zdravog ili hiperplasti¢nog tkiva
odstranjenog uz primarni tumor Stitaste zlezde. Ovo uslovno zdravo tkivo istog
pacijenta, sluzilo je kao kontrolni materijal za ekspresiju i1 aktivnost matriksnih

metaloproteinaza. Sveze tiroidno tkivo je podeljeno u viSe porcija. Jedan deo
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tumorskog, kao i uslovno zdravog tkiva odstranjenog uz primarni tumor, je odmah
zamrznuto u te¢nom azotu i ¢uvano na -80°C do upotrebe. Preostali deo materijala je

upotrebljen za pripremu patohistoloskih preparata.

Sav materijal sakupljen je sa dozvolom Etickog komiteta Centra za endokrinu

hirurgiju Klini¢ckog centra Srbije, Beograd a uz pismenu saglasnost obolelih.

Za vecinu bolesnika prikupljeni su podaci iz istorije bolesti i protokola lecenja:
starost, pol, datum operacije, patohistoloska klasifikacija tumora, prisustvo metastaza,

klinickopatoloski stadijum bolesti i drugo.

Na osnovu dobijenih podataka pacijenti operisani zbog tiroidnog karcinoma kao
i njihovi patohistoloski nalazi klasifikovani su na razliite nacine. Standardne
klasifikacije koriS¢ene su radi grupisanja odredenih parametara (pol, starost, veliCina,

TNM klasifikacija, stadijum bolesti, dubina neoplasti¢ne infiltracije).

3.2. METODE

3.2.1. PRIPREMA TKIVA ZA HISTOLOSKU ANALIZU

Kod svih analiziranih slu¢ajeva nacinjen je intraoperativni histoloski pregled a
potom je tkivo tumora pripremano standardnom histoloSkom procedurom. Tkivo tumora
je fiksirano u formalinu posle ¢ega su pravljeni parafinski blokovi i sefeni na
mikrotomu na rezove debljine 4-5 um. Ovi rezovi nakon deparafinizacije i dehidracije
bili su bojeni standardnom hematoksilin-eozin metodom i procenjena je morfoloska
grada tumorskog tkiva.

Preparati fiksirani u formalinu su bojeni i1 imunohistohemijskom metodom.
Drugi deo tkiva istog tumora je fiksiran u alkoholu, posle ¢ega su takode pravljeni

parafinski kalupi, potrebni za analizu tkiva metodom in situ zimografije.
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3.2.2. DETEKCIJA EKSPRESIJE PROTEINA IMUNOHISTOHEMIJOM

Imunohistohemijsku metodu smo upotrebili za vizualizaciju lokalizacije i
zastupljenosti antigena u trajnim parafinskim preparatima. U ovom radu smo koristili
klasi¢nu trostepenu imunoperoksidaznu tehniku. Mikroskopske plocice sa parafinskim
odseccima fiksiranog tkiva se deparafinizuju u ksilolu 5 do 10 minuta, a zatim se
ponovo prebace u ist ksilol. Rezovi su potom rehidratisani kroz seriju alkohola od
100% do 70% etanola. Aktivnost endogene peroksidaze je blokirana 0.3% H,0O, u 100%
etanolu. Nakon toga sledi korak ispiranja 3 puta u PBS-u (0.05 M natrijum fosfatni
pufer i 0.14 M NaCl, pH=7.4). Inkubacija sa primarnim antitelom u razblazenju 1:50 se
vr$i preko no¢i na 4°C, nakon Cega sledi inkubacija sa biotinilizovanim sekundarnim
antitelom u razblazenju 1:200 u trajanju od 30 min na sobnoj temperaturi. Signal se
pojacava inkubacijom u ABC reagensu 30 minuta, a reakcija se vizualizuje dodatkom
DAB-a. Kontrastno bojenje se vr$i hematoksilinom, a zatim sledi postepena
dehidratacija rezova i montiranje VectaMount Permanent Mounting gelom (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA). Po zavrSetku bojenja preparati su analizirani pod
svetlosnim mikroskopom Reichart-Jung koji je povezan sa automatskim kamera
sistemom za fotografisanje. U cilju provere specificnosti signala, kontrolni odsecci su
inkubirani sa PBS-om umesto primarnih antitela. Ovi odsecci nisu pokazivali bojenu

reakciju.

3.2.2.1. Metod imunohistohemijske procene

Imunohistohemijska procena odnosila se na intenzitet pozitivnosti i procenat
obojenih folikularnih tiroidnih ¢elija na ukupnoj povrsini tiroidnog ise¢ka. Svi uzorci su
posmatrani od strane dva istrazivata, bez prethodnog znanja o konacnom

patohistoloSkom nalazu pacijenta. Procena je vrSena u skladu sa modelom:

0 — folikularne tiroidne ¢elije ne pokazuju pozitivnost ili fokalno slabo bojenje tj mali

broj pozitivnih ¢elija i slab intenzitet pozitivnosti.

1 — slaba imunopozitivnost u svim ¢elijama ili fokalno umereno do jako bojenje
2 — srednje izrazena imunopozitivnost u vecini ¢elija ili svim ¢elijama

3 — veoma izrazena imunopozitivnost u vecini ¢elija ili svim ¢elijama
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3.2.3. HOMOGENIZACIJA TKIVA

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

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

3.2.4. DETEKCIJA ENZIMSKE AKTIVNOSTI GEL-ZIMOGRAFIJOM

Gel zimografija je koriS¢ena za merenje enzimske aktivnosti u uzorku in vitro
kako bi se dobile informacije o molekularnim masama i relativnoj zastupljenosti enzima
odgovornih za degradaciju supstrata.

Pre elektroforeze, 100 pg svakog homogenata rastvoreno je u duploj zapremini
pufera za uzorke (0.125M Tris, 10% SDS, 20% glicerol) i inkubirano 5 minuta na
100°C. Elektroforeza je radena na 8% poliakrilamidnom gelu kopolimerisanim sa
zelatinom, sa strujom od 120V, 50 mA , 8W za jedan gel ili 150V, 80mA, 12W za dva
gela. Nakon razdvajanja proteina, gel je inkubiran u 2.5% (v/v) Triton-X 100 kako bi se
odstranio SDS iz uzoraka i gela. Gel je inkubiran preko no¢i na 37°C u puferu za
renaturaciju (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 5 mM CaCl,, 1 uM ZnCl,). Gel je zatim bojen
rastvorom CBB (0.4% Comassie Blue G-250 u 40% metanolu, 10% sircetnoj kiselini u
vodi) pa obezbojavan 30% metanolom, 10% siréetnom kiselinom do pojave bledih traka
na mestima digestije. Rezultat je detektovan u vidu cCetiri obezbojene trake na plavom
gelu, koje odgovaraju digestiji od strane pro-MMP-9, aktivnhoj MMP-9, pro-MMP-2 1
aktivnoj MMP-2. Dobijeni gelovi su skenirani i izvrSena je kvantifikacija odgovarajucih
traka denzitometrijom, uz pomo¢ TotalLab softvera (Nonlinear Dynamics Itd,

Newcastle, UK).
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3.2.5. DETEKCIJA ZELATINOLITICKE AKTIVNOSTI ZIMOGRAFIJOM
IN SITU

Zimografija in situ je tehnika za direktno detektovanje zelatinoliticke aktivnosti
na tkivnim odsec¢cima. Odsecci su fiksirani u etanolu kako je preporufeno od strane
Hadler-Olsen i saradnika (2010), zbog toga $to taj nacin ocuva strukturu enzima i
omogucava dobijanje slike visoke rezolucije. Tehnika podrazumeva dodavanje DQ
(dye-quenched) Zelatina konjugovanog sa fluoresceinom kao supstrata (DQ gelatin,
Molecular Probes, Inc., InvitrogenTM, Eugene, OR, USA) u renaturacionom puferu
(0.05 M Tris-HCI1, 0.15 M NaCl, 5 mM CaCl,, 0.2 mM NaN3;, pH 7.6) na rez.
Vizualizacija enzimske reakcije je vrSena pod fluorescentnim mikroskopom. Mesta
razgradnje supstrata se uocavaju u vidu zelene fluorescence na mra¢noj pozadini. Radi
bolje vizualizacije morfologije tkiva, koriS¢en je DAPI kao kontrastna boja za
obelezavanje jedara. Da bi se utvrdio tacan doprinos zelatinaza pojavi fluorescence, uz
svaki eksperiment smo radili dve kontrole. Kontrola autofluorescence je podrazumevala
inkubaciju sa supstratom na -20°C kako bi se zaustavile enzimske reakcije i posmatrao
udeo fluorescence poreklom od spontane emisije samog tkiva i supstrata. Kontrola
doprinosa metaloproteinaza u odnosu na druge zelatinoliticke enzime podrazumevala je
inkubaciju sa EDTA koji, kao helirajuéi agens specificno blokira matriksne
metaloproteinaze. Preostali deo fluorescence, u tom slucaju, dolazi od drugih

zelatinoliti¢kih enzima.

U cilju procene doprinosa samo MMP-9, koristili smo ARP-100, inhibitor koji
selektivno deluje na MMP-2 u koncentraciji od 13.7 nM/I

3.2.6. METODE I SREDSTVA STATISTICKE ANALIZE

Za prikupljanje, obradu i statistiCku analizu podataka koriS¢ene su opste i

specifi¢ne metode statisticke analize, kao 1 razli¢iti informaticki postupci i sredstva.

Osnovno je bilo formirati bazu podataka o pacijentima, sa svim elementima

kontrole potpunosti i logi¢nosti podataka. Opstim statistiCkim metodama izvrSeno je
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grupisanje, klasifikovanje 1 formiranje distribucije frekvencija uz pomo¢ programa
SPSS 12.0.1 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) za Windows. Normalnost distribucije
podataka je proveravana Kolmogorov-Smirnov testom. Grupe podataka koje nisu pratile
normalnu raspodelu su poredene Mann-Whitney U testom i y ili Fisher-ovim testom
tatne verovatnoce, u zavisnosti od broja analiziranih slu€ajeva. Grupe sa normalnom
raspodelom podataka su poredene Studentovim t- testom. Koeficijenti korelacije izmedu
grupa 1 njihove statisticke znacCajnosti su racunati Spearman-ovom Kkorelacionom

analizom. Vrednost P<0.05 je smatrana statisticki znacajnom za sva poredenja.

Za ocenu kvaliteta ispitivanih proteina kao tumorskih markera, racunati su
slede¢i parametri: senzitivnost, specificnost, pozitivna prediktivna vrednost (PPV) i

negativna prediktivna vrednost (NPV).

Senzitivnost je mogucénost testa (tehnike) da kao pozitivne identifikuje ispitanike
koji su zaista pozitivni (na osnovu kriterijuma). Racuna se kao odnos broja ispitanika
koje je tehnika c¢iju senzitivnost ispitujemo identifikovala kao pozitivne 1 broja
ispitanika koji su kao pozitivni identifikovani na osnovu kriterijuma, u ovom radu su to

patohistoloski kriterijumi.

Specificnost neke metode se racuna kao odnos broja ispitanika koji su tom

tehnikom ocenjeni kao negativni i broja negativnih na osnovu kriterijuma

Pozitivna prediktivna vrednost (PPV) se ra¢una kao odnos broja ispitanika koje
je tehnika koju ispitujemo tacno identifikovala kao pozitivne, u odnosu na ukupan broj
ispitanika koje je ista ta tehnika identifikovala kao pozitivne (i ta¢no i pogres$no). U
sustini, to je procenat ispravno identifikovanih kao pozitivni, izraCunava se na osnovu

formule: stvarno pozitivni / (stvarno pozitivni + lazno pozitivni).

Negativna prediktivna vrednost (NPV) se racuna kao broj ispitanika koje je
tehnika koju ispitujemo tacno identifikovala kao negativne, u odnosu na ukupan broj
ispitanika koje je ista ta tehnika identifikovala kao negativne (i ta¢no i pogresno), tj.
procenat ispravno identifikovanih kao negativni. Ukratko: stvarno negativni / (stvarno

negativni + lazno negativni)
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Analiza ROC (Reciever Operating Characteristic) krivih se ¢esto upotrebljava u
medicini za procenu efikasnosti dijagnostickih testova. ROC krive su dobar nacin za
predstavljanje odnosa izmedu senzitivnosti 1 specificnosti testova. KonstruiSu se na
osnovu dobijenih vrednosti ispitivanih parametara sa ciljem utvrdivanja njihove
grani¢ne vrednosti (cut off vrednost) za razlikovanje komplementarnih grupa (u ovoj

tezi patohistoloskih grupa tiroidnog tkiva).

Povrsina ispod krive sluzi kao sveukupna mera korisnosti nekog testa. Kada test
nema dijagnosticku vrednost, ROC kriva se poklapa sa dijagonalnom linijom, a
povrsina ispod krive je jednaka 0.5. Sto je veéa povrsina ispod krive test ima vecu

dijagnosticku tacnost.
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4. REZULTATI
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4.1. REZULTATI IMUNOHISTOHEMIJSKE ANALIZE MMP-2,
TIMP-2, MMP-9 | AKTIVNE FORME MMP-9 U TKIVU STITASTE
ZLEZDE

U ovom delu doktorske disertacije analizirana je imunohistohemijska ekspresija
MMP-2, TIMP-2, ukupne i aktivne forme MMP-9 u malignom i nemalignom tkivu
Stitaste Zlezde. Nemaligno tkivo je uklju¢ivalo benigne folikularne adenome i uslovno
normalno peritumorsko tkivo Stitaste zlezde. U sklopu maligniteta Stitaste Zzlezde
analizirali smo dobro diferencirane karcinome $titaste zlezde poreklom of folikularne

epitelne tiroidne Celije.

Polaze¢i od heterogenosti histotipova tiroidnih lezija, predpostavili smo da
postoji 1 intertumorska heterogenost ekspresije pomenutih proteina kod pacijenata s
tiroidnim tumorima koja bi, kao dodatni parameter, mogla biti od pomo¢i patologu
prilikom postavljanja dijagnoze maligniteta i/ili prepoznavanja odredenog malignog

histotipa.

Za svaki od markera je racunato da li postoji statistiCka znacajnost razlike u
modelu ekspresije izmedu histotipova, a zatim su raCunati parametri koji odreduju
njegov kvalitet kao markera odredenog histotipa: senzitivnost, specificnost,

dijagnosticka tacnost i pozitivna i negativna prediktivna vrednost.

Prema tome, nacin obrade i analize podataka uslovljen je polaznom hipotezom o
postojanju povezanosti vrednosti imunoreaktivnih parametara sa tiroidnim histotipom,

odnosno, sa patohistoloSkom slikom analiziranog tiroidnog tkiva.

4.1.1. IMUNOHISTOHEMIJSKA EKSPRESIJA MMP-2 U TIROIDNOM TKIVU

Ekspresija MMP-2 je analizirana u 112 primeraka tiroidnog tkiva. Tabela 1
prikazuje broj uzoraka i ocenu njihovih obojenosti u okviru svakog histotipa, a

procentualni udeli svake ocene dati su u Histogramu 1.
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Tabela 1. Imunohistohemijska analiza ekspresije MMP-2 u uzorcima peritumorskog i

tumorskog tiroidnog tkiva

.. . Procena obojenosti
PH dijagnoza | Broj uzoraka

0 1 2 3
PT 21 15 5 1 0
FA 16 14 2 0 0
PTC CLV 35 8 7 11 9
PTCFV 28 5 11 7 5
FC 12 10 1 1 0

PH dijagnoza: Patohistoloska dijagnoza, PT : Peritumorsko tkivo, FA: Folikularni adenom, PTC
CLV: klasicna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, PTC FV : folikularna varijanta
papilarnog tiroidnog karcinoma, FC: Folikularni karcinom. Metod procene imunohistohemijske
obojenosti detaljno je opisan u Materijalu i metodama
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Histogram 1. Procentualna zastupljenost imunohistohemijskih ocena MMP-2 u uzorcima
peritumorskog (uslovno normalnog) i tumorskog tiroidnog tkiva coveka. PT : Peritumorsko
tkivo, FA: Folikularni adenom, PTC CLV: klasi¢na varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma,

PTC FV : folikularna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, FC: Folikularni karcinom

4.1.1.1. Imunohistohemijsko bojenje MMP-2 u benignom i uslovno

zdravom tKkivu tiroidee

Grupu uzoraka uslovno normalnog peritumorskog tiroidnog tkiva predstavljalo

je tkivo

susedno neoplasticnoj leziji,

prema nalazu patologa proglaSeno za

histomorfoloski normalno. Ovih uzoraka je bilo ukupno 21. Normalno tkivo je

pokazalo, u imunohistohemijskom bojenju na MMP-2 slabu bojenu reakciju u 5
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primeraka a umerenu u jednom, dok je bojena reakcija odsustvovala u preostalih 15
primeraka. U sklopu analize ekspresije MMP-2 u benignom tkivu tiroidee, pregledano
je 16 folikularnih adenoma. Vecina uzoraka nije dala bojenu reakciju. Naime, od
analiziranih adenoma, 14 (87%) nije ekspimiralo MMP-2 dok je u 2 primerka (13%)

uoceno slabo fokalno citoplazmatsko bojenje. Primeri uzoraka nemalignog tkiva

imunonegativnog na MMP-2 su dati na slici 6.

Slika 6. a) Odsustvo immunohistohemijskog bojenje na MMP-2 u tirocitima u uslovno zdravom
tiroidnom tkivu susednom neoplasticnoj leziji, ali slaba imunopozitivnost u elementima strome i
inflamatornim Ccelijama peritumorskog tkiva. b) Odsustvo immunohistohemijske reakcije na
MMP-2 u vecini folikularnih epitelnih celija folikularnog adenoma. (Bojenje: diaminobenzidin
— hematoksilin, originalno uvelicanje x20).

4.1.1.2. Imunohistohemijsko bojenje MMP-2 u malignom tkivu tiroidee

Grupa malignih tumora obuhvatala je 63 primerka papilarnog tiroidnog
karcinoma, od toga 35 klasi¢ne i 28 folikularne varijante, i 12 primeraka folikularnog
tiroidnog karcinoma. Ovaj antigen nije bio prisutan samo u 8 uzoraka klasi¢ne i 5
uzoraka folikularne varijante papilarnog karcinoma. Papilarni karcinomi dominantno
klasi¢ne arhitekture su naj¢eS¢e umereno eksprimirali MMP-2 (11 slucajeva). Slaba
difuzna ili jaka fokalna imunopozitivnost zapazena je u 7 slucajeva dok je ekspresija
bila jako povisena u 9 slucajeva. Uzorci folikularne varijante papilarnog karcinoma su
pokazali pozitivnost u 23 od analiziranih 28 slucajeva. Najcesce su davali slabu reakciju
(11 slucajeva ili 39,2%), dok je umereno pozitivno bilo 7 slucajeva, a intenzivno bojenje
je nadeno u 5 slucajeva. Reprezentativne mikrografije imunohistohemijskog bojenja
klasi¢ne i folikularne varijante papilarnog karcinoma prikazane su na Slici 7. Folikularni
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karcinomi su uglavnom pokazali odsustvo imunopozitivnosti. Od 12 pregledanih
slucajeva, MMP-2 se eksprimirala samo u 2 slucaja, u jednom slabo i u jednom

umereno.

Slika 7. a) Klasicna varijanta papilarnogtiroidnog karcinoma sa intenzivnom
imunohistohemijskom eksresijom MMP-2 u maligno transformisanim tirocitima; b) Umerena
pozitivnost na MMP-2 u folikularnoj varijanti papilarnog tiroidnog karcinoma. (Bojenje:
diaminobenzidin — hematoksilin, originalno uvelicanje x20).

4.1.1.3. MMP-2 kao dijagnosticki marker papilarnog karcinoma

Kako bi se utvrdile razlike u ekspresiji MMP-2 u razli¢itim histotipovima
tiroidnog tkiva, raspodele semikvantitativnih ocena su uporedene medusobno u svim
histotipovima. Prvo je Kolmogorov-Smirnov testom utvrdeno da ekspresija MMP-2 ne
prati normalnu raspodelu ni u jednom histotipu, a zatim su, shodno tome, svi histotipovi
medusobno poredeni Mann-Whitney neparametarskim testom. StatistiCka analiza je
ukljucila 1 ukupni papilarni karcinom (klasi¢nu 1 folikularnu varijantu), kao i nemaligno
tkivo (peritumorsko tkivo zajedno sa folikularnim adenomom). Znacajnosti Mann-

Whitney testa su dati u Tabeli 2. Statisticki znacajne razlike su podebljane.
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Tabela 2. Znacajnosti razlika u ekspresiji MMP-2 medu histotipovima Stitaste Zlezde

coveka poredenih Mann-Whitney testom

PH dijagnoza PT FA NM PTCCLV | PTCFV PTC
FA 0.404

NM 0.543 0.424

PTC CLV <0.001 <0.001 <0.001

PTC FV <0.001 <0.001 <0.001 0.497

PTC <0.001 <0.001 <0.001 0.716 0.672

FTC 0.645 0.837 0.791 <0.001 0.001 <0.001

PH dijagnoza: Patohistoloska dijagnoza, PT: Peritumorsko tkivo, NM: Nemaligno tkivo, FA:
Folikularni adenom, PTC CLV: klasicna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, PTC FV:
folikularna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, PTC: Ukupni papilarni karcinom, FC:
Folikularni karcinom

U Tabeli 2 se vidi da se MMP-2 ¢es¢e eksprimira u papilarnom karcinomu nego
u nemalignim tkivima i folikularnom karcinomu. Folikularni karcinom, sa druge strane,
nema znacajno razlicitu ekspresiju MMP-2 u odnosu na folikularni tiroidni adenom kao
1 uslovno normalno tiroidno tkivo. Analiza takode pokazuje da se dve varijante
papilarnog karcinoma medusobno ne razlikuju znacajno u pogledu ekspresije MMP-2.
Bitno je ista¢i da se ekspresija MMP-2 razlikuje izmedu folikularne varijante
papilarnog karcinoma i morfoloski sli¢nih histotipova tj. folikularnog adenoma, kao 1

folikularnog karcinoma.

Kako bi se detaljnije analizirala mogucnost uklju¢ivanja imunohistohemijskih
rezultata za MMP-2 za upotrebu u klinickoj praksi treba definisati dijagnosticke
performanse MMP-2 testa. Mere dijagnosticke tacnosti jednog testa su osetljivost,
specifi¢nost, sveukupna ta¢nost (efikasnost testa, dijagnosticka tac¢nost), ,,ROC* krive i
drugo. Prvo smo na osnovu dobijenih imunohistohemijskih ocena za MMP-2
konstruisali ROC krive za razlikovanje definisanih patohistoloSkih grupa tiroidnog
tkiva. Dalje smo pomoc¢u ,,ROC* krivih odredili grani¢nu vrednost MMP-2 (engl. “cut

off”) koju bi primenili za razlikovanje odredenih patohistoloskih grupa pacijenata.

Krive su konstruisane za razlikovanje ukupnog PTC od nemalignog tkiva,
folikularnog adenoma i folikularnog karcinoma (Grafikon 1a), kao 1 za razlikovanje
samo folikularnih histotipova: folikularne varijante papilarnog karcinoma od

folikularnog adenoma ili folikularnog karcinoma (Grafikon 1b). PovrSina ispod krive
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moze posluziti za poredenje dijagnosticke korisnosti dva testa. Sa porastom
dijagnosticke korisnosti, ROC kriva se udaljava od dijagonalne linije, postaje bliza

jedinici 1 povrSina ispod krive raste.
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Grafikon 2. ROC krive za odredivanje upotrebljivosti MMP-2 za razlikovanje a) PTC od NM,
FAiFC;ib) PTCFV od FA i FCNM: Nemaligno tkivo, FA: Folikularni adenom, PTC FV:
folikularna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, PTC: Ukupni papilarni karcinom, FC:
Folikularni karcinom, AUC- Povrsina ispod ROC krive (engl. Area Under Curve). Na grafikonu
su dati podaci za povrsine ispod krive bez uvedenog ,, cut off**-a

PovrSina ispod ROC krivih pokazuje da promenljiva MMP-2 moze da bude
koristan marker za razlikovanje slede¢ih grupa pacijenata (Grafikon 1): PTC i
nemalignog tkiva, FA i1 FC, kao 1 folikularne varijante PTC od FA kao i FC. Kao tacka
razlu¢ivanja odredena je ona tacka na svakoj ROC krivoj koja daje najbolji odnos
izmedu senzitivnosti i specificnosti. U naSem sluc¢aju, u svim poredenjima tacka
razluc¢ivanja tj “cut off” vrednost za MMP-2 je imala vrednost 1. Na osnovu toga su

izraCunati parametri koji ukazuju na dijagnosticke performanse MMP-2 (Tabela 3)
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Tabela 3. Dijagnosticke performanse MMP-2

Dijagnosticki parametri PTC/NM PTC/FA PTC/FC PTC FV/FA | PTC FV/FC
Senzitivnost 0.79 0.79 0.79 0.82 0.82
Specifi¢nost 0.78 0.86 0.83 0.86 0.83
Dijagnosticka ta¢nost 0.79 0.81 0.8 0.84 0.83

PPV 0.86 0.96 0.96 0.92 0.89

NPV 0.69 0.51 0.43 0.74 0.67

AUC 0.789 0.834 0.813 0.848 0.827

PPV: Pozitivna prediktivna vrednost, NPV: Negativna prediktivna vrednost, AUC: PovrsSina
ispod ROC krive (engl. Area under curve), PT: Peritumorsko tkivo, NM: Nemaligno tkivo, FA:
Folikularni tiroidni adenom, PTC CLV: klasicna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma,
PTC FV: folikularna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, PTC: Ukupni papilarni
karcinom, FC: Folikularni tiroidni karcinom

Iz Tabele 3 se vidi da senzitivnost, specifi¢nost, pozitivna prediktivna vrednost i
povrsina ispod ROC krive za MMP-2 u svim poredenjima prevazilazi vrednost od 0.75,
Sto ukazuje na sposobnost MMP-2 da prepozna PTC i i da ga razlikuje od nemalignog
tkiva, folikularnog adenoma i folikularnog karcinoma. Niske vrednosti negativne
prediktivne vrednosti MMP-2 ukazuju na slabu sposobnost testa da pravilno klasifikuje
negativan rezultat. U kombinaciji sa visokim vrednostima specifi¢nosti, ovi rezultati se
mogu protumaciti tako da odsustvo ekspresije MMP-2 ne zna¢i nuzno i odsustvo

dijagnoze papilarnog karcinoma, iako je vec¢ina ostalih lezija imunonegativna.

4.1.2. IMUNOHISTOHEMI)JSKA EKSPRESIJA TIMP-2 U TIROIDNOM
TKIVU

Imunohistohemijska ekspresija TIMP-2 je analizirana u 113 primeraka tiroidnog
tkiva. Analizom prisustva TIMP-2 u uzorcima nemalignog i malignog tkiva tiroidee
dobijeni su rezultati koji su prikazani u tabeli 4. Histogram 2 prikazuje raspodelu

procentualnih udela imunohistohemijskih ocena u svakom histotipu.
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Tabela 4. Imunohistohemijska analiza ekspresije TIMP-2 u uzorcima peritumorskog i

tumorskog tiroidnog tkiva

.. . Procena obojenosti

PH dijagnoza | Broj uzoraka

0 1 2 3
PT 26 19 7 0 0
FA 12 10 2 0 0
PTC CLV 36 7 15 12 2
PTCFV 28 6 10 6 6
FC 11 9 1 1 0

PH dijagnoza: Patohistoloska dijagnoza, PT : Peritumorsko tkivo, FA: Folikularni adenom, PTC
CLV: klasicna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, PTC FV : folikularna varijanta
papilarnog tiroidnog karcinoma, FC: Folikularni karcinom.

Metod procene imunohistohemijske obojenosti detaljno je opisan u Materijalu i
metoda

90.0% &ff*’\f’ o
e — ol
80.0% A
/\'b
70.0% 1—| |
60.0% ||
mo
50.0% | AP 01
A o

400% | . S° e w2

1@‘0 rg—) ] | o3

1 1 o\ ‘o olo
30.0% 5 o @Pf‘ S w\w N
o LN
20.0% 1
\o
o\o f{) oq,§
10.0% g g & o ° |7 ‘LD g
by 0. by 0. 0.
0.0%
PT FA PTCCLV PTC FV FC

Histogram 2. Procentualna zastupljenost imunohistohemijskih ocena MMP-2 u uzorcima
normalnog i tumorskog tiroidnog tkiva coveka. PT : Peritumorsko tkivo, FA: Folikularni
adenom, PTC CLV: klasicna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, PTC FV : folikularna
varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, FC: Folikularni karcinom

4.1.2.1. Imunohistohemijsko bojenje TIMP-2 u benignom i uslovno
zdravom tkivu tiroidee

Vecéina sluCajeva nemalignog tkiva nije dala imunoreakciju u folikularnim
epitelnim tiroidnim ¢elijama. Imunopozitivnost nije bila prisutna u 19 od 26 analiziranih
peritumorskih tkiva (73%), a slaba reakcija je detektovana u 7 slucajeva. Folikularni
adenomi su pokazali ponaSanje sli¢no uslovno zdravom peritumorskom tkivu u odnosu
na bojenje na TIMP-2. Od 12 pregledanih slu¢ajeva, u 2 primeraka je detektovana slaba
difuzna rasprostranjenost TIMP-2, a nijedan uzorak nije dao umerenu ili jaku

imunoreakciju (Slika 8).
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Slika 8. a) Peritumorsko tkivo sa odsustvom imunohistohemijskog bojenja na TIMP-2 u
tirocitima i imunopozitivnoséu u stromi b) Odsustvo imunohistohemijskog bojenja na TIMP-2 u
folikularnim epitelnim Celijama folikularnog tiroidnog adenoma sa mestimicnom pozitivnoséu u
stromi. (Bojenje: diaminobenzidin — hematoksilin, originalno uvelicanje x20).

4.1.2.2. Imunohistohemijsko bojenje TIMP-2 u malignom tkivu
tiroidee
Grupu malignih tumora cinilo je 75 diferenciranih tiroidnih karcinoma: 11
uzoraka folikularnog tiroidnog karcinoma i 64 uzoraka papilarnog karcinoma. Dobro
diferenciranih papilarnih karcinoma sa dominantnom klasi¢nom papilarnom strukturom
je bilo 36. U 7 od 36 takvih uzoraka, maligne epitelne tiroidne Celije, koje grade zid
papilarnih formacija ili folikulskih struktura, su bile kompletno negativne na TIMP-2. U
15 uzorka je nadeno slabo difuzno citoplazmatsko bojenje ili heterogeno fokalno
bojenje. Umerena difuzna imunopozitivnost se mogla uociti u 12 uzoraka, a 2 primerka

klasi¢nog papilarnog karcinoma su intenzivno eksprimirala ovaj antigen.

Papilarnih karcinoma sa isklju¢ivo folikulskom histoloskom strukturom, bez
papilarnih projekcija, je bilo 28. U 6 uzoraka nije bilo bojenja malignih ¢elija. Blago
poviSenu ekspresiju u malignim tirocitima pokazalo je 10 uzoraka. U 6 uzorka je
konstatovano umereno bojenje folikulskih ¢éelija kroz ceo tumorski rez (slika 9). U 6

uzorka je nadena umerena do intenzivna citoplazmatska pozitivnost u vecini Celija.

U odnosu na papilarni tiroidni karcinom, ¢éelije folikularnog karcinoma su rede
eksprimirale TIMP-2. Odsustvo ekspresije nadeno je u 9 primeraka od ukupno 11
analiziranih. Po jedan uzorak je dao slabo i umereno difuzno bojenje kroz ceo rez

folikularnog karcinoma.
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Slika 9. Ekspresija TIMP-2 u papilarnom karcinomu tiroidee. a) Slucaj klasicne varijante
papilarnog karcinoma sa intenzivnim bojenjem na TIMP-2 (ocena 3) i odsustvom obojenosti u
susednim ,,zdravim* folikulima; b) folikularna varijanta papilarnog karcinoma sa jakom
imunopozitivnosc¢u velikog dela reza (ocena 3). (Bojenje: diaminobenzidin — hematoksilin,
originalno uvelicanje x20).

4.1.2.3. TIMP-2 kao dijagnosticki marker papilarnog karcinoma

Kako bi se utvrdile znacajnosti razlika u modelu ekspresije TIMP-2 u
analiziranim histotipova tiroidnog tkiva, upotrebljen je Mann-Whitney test za

neparametarske podatke. Dobijene znacajnosti testa su date u Tabeli 5.

Tabela 5. Znacajnosti razlika u ekspresiji TIMP-2 medu histotipovima Stitaste zlezde

coveka poredenih Mann-Whitney testom

PH dijagnoza | PT FA NM PTCCLV | PTCFV PTC
FA 0.613

NM 0.631 0.771

PTC CLV <0.001 <0.001 <0.001

PTCFV <0.001 <0.001 <0.001 0.570

PTC <0.001 <0.001 <0.001 0.723 0.762

FTC 0.928 0.817 0.781 0.020 0.010 0.001

PH dijagnoza: Patohistoloska dijagnoza, PT: Peritumorsko tkivo, NM: Nemaligno tkivo, FA:
Folikularni adenom, PTC CLV: klasicna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, PTC FV:
folikularna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, PTC: Ukupni papilarni karcinom, FC:
Folikularni karcinom

Kao §to se vidi iz Tabele 5, Mann-Whitney testom nije nadena razlika u

ekspresiji TIMP-2 izmedu folikularnog adenoma i peritumorskog zdravog tkiva.
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Folikularna i klasi¢na varijanta papilarnog karcinoma se takode nisu bitno razlikovale u
ovom pogledu. Sa druge strane, TIMP-2 razlikuje ukupni PTC, kao i njegove varijante
od nemalignih tkiva 1 folikularnog karcinoma. U odnosu na ekspresiju TIMP-2,

folikularni karcinom se ponasao sli¢nije nemalignom tkivu nego papilarnom karcinomu.

ROC krive date u Grafikonu 2 su konstruisane za poredenja izmedu ukupnog
PTC i ukupnog nemalignog tkiva, folikularnog adenoma i folikularnog karcinoma, kao i
histotipova FA 1 FC. Nakon odredivanja tacke razlu¢ivanja (ocena 1), izracunati su
parametri koji ukazuju na kvalitet TIMP-2 kao dijagnostickog markera PTC 1 PTC fv.

Rezultati su prikazani u Tabeli 6.
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Grafikon 2. ROC krive za odredivanje upotrebljivosti MMP-2 za razlikovanje a) PTC od NM,
FAiFC;ib) PTCFV od FA i FC, NM: Nemaligno tkivo, FA: Folikularni adenom, PTC FV:
folikularna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, PTC: Ukupni papilarni karcinom, FC:
Folikularni karcinom, AUC- Povrsina ispod ROC krive (engl. Area Under Curve). Na grafikonu
su dati podaci za povrsine ispod krive bez uvedenog ,, cut off**-a
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Tabela 6. Dijagnosticke performanse TIMP-2

Dijagnosticki parametri PTC/NM PTC/FA PTC/FC PTC PTC FV/EC
Senzitivnost 0.8 0.8 0.79 0.8 0.79
Specifi¢nost 0.76 0.83 0.83 0.82 0.82
Dijagnosticka ta¢nost 0.78 0.8 0.8 0.8 0.79

PPV 0.85 0.96 0.92 0.96 0.92

NPV 0.69 0.43 0.63 0.43 0.6

AUC 0.780 0.815 0.810 0.808 0.802

PPV: Pozitivna prediktivna vrednost, NPV: Negativna prediktivna vrednost, AUC: PovrsSina
ispod ROC krive (engl. Area under curve), PT: Peritumorsko tkivo, NM: Nemaligno tkivo, FA:
Folikularni tiroidni adenom, PTC CLV: klasicna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma,
PTC FV: folikularna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, PTC: Ukupni papilarni
karcinom, FC: Folikularni tiroidni karcinom

Vrednosti koje ukazuju na kvalitet TIMP-2 kao dijagnostickog markera su slicne
kao i u slu¢aju MMP-2, tako da i ovde zakljucujemo da prisustvo TIMP-2 sa velikom
verovatno¢om potvrduje dijagnozu papilarnog karcinoma, dok njegovo odsustvo ne

iskljucuje tu dijagnozu.

4.1.3. IMUNOHISTOHEMIJSKA EKSPRESIJA UKUPNE FORME MMP-9 U
TIROIDNOM TKIVU

Ekspresija MMP-9 je ocenjena u 184 uzorka tiroidnog tkiva. Tabela 7 prikazuje
rezultate imunohistohemijske analize. Histogram 3 prikazuje procentualnu zastupljenost

svake ocene u okviru razli€itih patohistoloskih grupa tiroidnog tkiva.

Tabela 7. Imunohistohemijska analiza ekspresije MMP-9 u uzorcima normalnog i

tumorskog tiroidnog tkiva coveka

.. . Procena obojenosti

PH dijagnoza | Broj uzoraka

0 1 2 3
PT 37 32 3 2 0
FA 22 16 4 2 0
PTC CLV 60 8 16 18 18
PTCFV 45 12 15 12 6
FC 20 15 3 0 2

PH dijagnoza: Patohistoloska dijagnoza, PT : Peritumorsko tkivo, FA: Folikularni adenom, PTC
CLV: klasicna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, PTC FV : folikularna varijanta
papilarnog tiroidnog karcinoma, FC: Folikularni karcinom

Metod procene imunohistohemijske obojenosti detaljno je opisan u Materijalu i metodama
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Histogram 3. Procentualna zastupljenost imunohistohemijskih ocena MMP-9 u uzorcima
normalnog i tumorskog tiroidnog tkiva coveka

4.1.3.1. Imunohistohemijsko bojenje ukupne forme MMP-9 u
benignom i uslovno zdravom tkivu tiroidee

Imunoekspresiju MMP-9 u nemalignom tkivu tiroidee analizirali smo u
ukupnom uzorku od 37 slucajeva peritumorskog tkiva i 22 slucaja folikularnog
adenoma. Kao i u prethodnim slu¢ajevima, u vec¢ini nemalignih uzoraka ovaj antigen
nije detektovan i nijedan uzorak nije imao intenzivnu ekspresiju. U 86.5% slu¢ajeva PT
1 72.7% slucajeva FTA imunoreakcija je u potpunosti izostala. Tri uslovno normalna

peritumorska tkiva su imala slabu, a dva su imala umerenu ekspresiju. U grupi

folikularnih adenoma, MMP-9 je bio eksprimiran u ukupno 6 primeraka, od toga 4 slabo

12 umereno (Slika 10).

Slika 10. a) Odsustvo imunohistohemijskog bojenja na MMP-9 u uslovno normalnom tkivu,
susednom papilarnom karcinomu. (Diaminobenzidin — hematoksilin, originalno uvelicanje
x10); b) Odsustvo bojenja folikularnog adenoma na MMP-9. (Originalno uvelicanje x20).
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4.1.3.2. Imunohistohemijsko bojenje ukupne forme MMP-9 u
malignom tkivu tiroidee

Ukupno 125 uzoraka malignog tkiva je uklju¢eno u imunohistohemijsku analizu
MMP-9. Od toga, grupu papilarnih karcinoma ¢inilo je 105 uzoraka (60 klasi¢ne i 45
folikularne varijante), dok je ostatak maligniteta spadao u folikularne karcinome. U
grupi uzoraka papilarnog karcinoma klasi¢nog histotipa, u 8 uzoraka ili nije bilo
imunohistohemijske reakcije, ili je ona bila slabo fokalna. Slabo difuznu ili fokalno jaku
imunopozitivnost detektovali smo u 16 slucajeva klasi¢ne varijante, dok su po 18
slu¢ajeva dali umerenu i intenzivhu imunoreakciju. Papilarni karcinomi pretezno
folikularnog histotipa pokazali su neSto razliCito ponasanje u odnosu na ekspresiju
ukupne forme MMP-9. Od 45 pregledanih uzoraka, 12 uzoraka (26.7%) nije
eksprimiralo MMP-9. Ostatak imunopozitivnih slucajeva nejces¢e je davao slabu
reakciju $iroko rasprostranjenu kroz ceo rez (15 slucajeva, ili 33.3%). Umerena difuzna
ekspresija MMP-9 zapazena je u 12 slucajeva, dok je samo 6 uzoraka klasifikovano kao

izrazito pozitivno (Slika 11). Folikularni karcinomi su veéinom bili imunonegativni.

Izuzetak je Cinilo 5 slucajeva, od kojih je 3 dalo slabu reakciju a 2 izrazitu (Slika 12).

Slika 11. Imunohistohemijsko bojenje na MMP-9 u tkivu papilarnog tiroidnog karcinoma a)
Klasicna varijanta papilarnog karcinoma sa intenzivnim bojenjem malignih folikularnih
tiroidnih Celija duz papila b) Folikularna varijanta papilarnog karcinoma sa izrazitim
bojenjem na MMP-9 i odsustvom pozitivne reakcije u peritumorskom tkivu. (Diaminobenzidin —
hematoksilin, originalna uvelicanja x20).
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Slika 12. Primeri folikularnih karcinoma imunohistohemijski bojenih na ukupni MMP-9. a)
Imunonegativan folikularni karcinom. b) Folikularni karcinom sa izrazitom ekspresijom MMP-
9. (Diaminobenzidin — hematoksilin, originalna uvelicanja x20).

4.1.3.3. MMP-9 kao dijagnosticki marker papilarnog karcinoma

U Tabeli 8. date su znacCajnosti Mann-Whitney testa dobijene poredenjem
imunoekspresije ukupne forme MMP-9 izmedu razlicitih dijagnostickih grupa. Rezultati
su sli¢ni kao 1 u slu¢aju prethodna dva antigena, uz jedan izuzetak: prvi put je nadena
zna€ajna razlika u okviru varijanti papilarnog karcinoma, preciznije, u folikularnoj
varijanti papilarnog karcinoma nivoi ekspresije MMP-9 su znatno nizi u odnosu na

klasi¢nu varijantu (P=0.008).

Tabela 8. Znacajnosti razlika u ekspresiji MMP-9 medu histotipovima Stitaste zlezde

Coveka poredenih Mann-Whitney testom

PH dijagnoza | PT FA NM PTC CLV PTC FV PTC
FA 0.644

NM 0.498 0.756

PTC CLV <0.001 <0.001 <0.001

PTCFV <0.001 <0.001 <0.001 0.008

PTC <0.001 <0.001 <0.001 0.188 0.079

FTC 0.567 0.154 0.121 <0.001 0.015 <0.001

PH dijagnoza: Patohistoloska dijagnoza, PT: Peritumorsko tkivo, NM: Nemaligno tkivo, FA:
Folikularni adenom, PTC CLV: klasicna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, PTC FV:
folikularna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, PTC: Ukupni papilarni karcinom, FC:
Folikularni karcinom
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Kako bi se utvrdila tacka razlu€ivanja izmedu histotipova i1 utvrdio kvalitet
antigena kao markera, konstruisane su ROC krive (Grafikon 3). Vrednost tacke
razlucivanja je opet odredena na oceni 1. a u odnosu na nju su izraCunati parametri koji

ukazuju na dijagnosticke performanse MMP-9 (Tabela 9).
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Grafikon 3. ROC krive za odredivanje upotrebljivosti MMP-2 za razlikovanje a) PTC od NM,
FAiFC;ib) PTC FVod FA i FC, NM: Nemaligno tkivo, FA: Folikularni adenom, PTC FV:
folikularna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, PTC: Ukupni papilarni karcinom, FC:
Folikularni karcinom, AUC- Povrsina ispod ROC krive (engl. Area Under Curve). Na grafikonu
su dati podaci za povrsine ispod krive bez uvedenog ,, cut off*“-a

Tabela 9. Dijagnosticke performanse ukupne forme MMP-9

Dijagnosticki parametri PTC/NM PTC/FA PTC/FC PTCFV/FA | PTC FV/FC
Senzitivnost 0.81 0.81 0.81 0.73 0.73
Specifi¢nost 0.81 0.73 0.75 0.73 0.75
Dijagnostic¢ka tacnost 0.81 0.79 0.8 0.73 0.74

PPV 0.88 0.93 0.94 0.85 0.87

NPV 0.8 0.44 0.43 0.57 0.55

AUC 0.827 0.802 0.751 0.750 0.699

PPV: Pozitivha prediktivna vrednost, NPV: Negativna prediktivna vrednost, AUC: Povrsina
ispod ROC krive (engl. Area under curve), AUC: Povrsina ispod ROC krive (engl. Area under
curve), PT: Peritumorsko tkivo, NM: Nemaligno tkivo, FA: Folikularni tiroidni adenom, PTC
CLV: klasicna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, PTC FV: folikularna varijanta
papilarnog tiroidnog karcinoma, PTC: Ukupni papilarni karcinom, FC: Folikularni tiroidni
karcinom

Podaci iz Tabele 9 ukazuju na nesto slabiju sposobnost MMP-9 da diskriminiSe
PTC od MMP-2 i TIMP-2. Podaci za negativnu prediktivnu vrednost su i ovaj put bili
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niski. Iz dosadasnje analize smo zakljucili da su MMP-2, TIMP-2 i ukupna forma
MMP-9 kao markeri papilarnog karcinoma diskriminatori slicnog kvalitateta tj. da
pozitivan rezultat sa velikom verovatno¢om ukazuje na diagnozu PTC, dok, zbog niske
negativne prediktivne vrednosti, postoji veca verovatnofa da imunonegativan slucaj

ipak bude dijagnostifikovan kao papilarni karcinom.

4.1.4. IMUNOHISTOHEMIJSKA EKSPRESIJA AKTIVNE FORME MMP-9 U
TIROIDNOM TKIVU

U sklopu analize ekspresije aktivne forme MMP-9 pregledano je ukupno 117
uzoraka tkiva Stitaste zlezde. Broj uzoraka i ocena ekspresije prikazani su u Tabeli 10.
Histogram 4 prikazuje procentualne zastupljenosti procene obojenosti u svakom

analiziranom histotipu.

Tabela 10. Imunohistohemijska analiza ekspresije aktivne forme MMP-9 u uzorcima

peritumorskog i tumorskog tiroidnog tkiva coveka

. . Procena obojenosti

PH dijagnoza | Broj uzoraka

0 1 2 3
PT 21 20 1 0 0
FA 11 11 0 0 0
PTC CLV 49 15 23 6 5
PTCFV 30 18 7 4 1
FC 6 4 1 1 0

PH dijagnoza: Patohistoloska dijagnoza, PT : Peritumorsko tkivo, FA: Folikularni adenom, PTC
CLV: klasicna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, PTC FV : folikularna varijanta
papilarnog tiroidnog karcinoma, FC: Folikularni karcinom

Metod procene imunohistohemijske obojenosti detaljno je opisan u Materijalu i metodama
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Histogram 4. Procentualna zastupljenost imunohistohemijskih ocena aktivne forme MMP-9 u
uzorcima normalnog i tumorskog tiroidnog tkiva coveka

4.1.4.1. Imunohistohemijsko bojenje aktivne forme MMP-9 u
benignom i uslovno zdravom tkivu tiroidee

Imunohistohemijska analiza aktivne forme MMP-9 u seriji nemalignog tkiva
obuhvatilo je 21 uzorak peritumorskog tkiva i 11 folikularnih adenoma. Samo jedan
uzorak peritumorskog tkiva je pokazao slabu imunoreakciju u tirocitima difuzno

rasprostrtu po rezu. Ostatak uzoraka peritumorskog tkiva 1 svi pregledani folikularni

adenomi nisu dali bojenu reakciju (Slika 13).

Slika 13. Imunonegativnost nemalignog tkiva bojenog na aktivnu formu MMP-9 a)
Peritumorsko tkivo sa odsustvom bojenja u tirocitima ali sa imunopozitivnoséu u endotelnim
Celijama i vezivnom tkivu i miofibroblastima. Originalno uvelicanje 10x b) Otsustvo bojenja u

folikularnom tiroidnom adenomu. (Diaminobenzidin — hematoksilin, originalno uvelicanje
20x.).

56



4.1.4.2. Imunohistohemijsko bojenje aktivne forme MMP-9 u
malignom tkivu tiroidee

U sklopu analize imunohistohemijskog bojenja aktivnhe forme MMP-9 u
malignom tkivu tiroidee, pregledano je 85 maligniteta, od cega 79 slucajeva
dijagnostifikovanih kao papilarni tiroidni karcinom (49 klasi¢ne i 30 folikularne
varijante) 1 6 kao folikularni tiroidni karcinom. U 15 slucajeva klasi¢ne 1 18 slucajeva
folikularne varijante papilarnog karcinoma izostala je bojena reakcija u malignim
¢elijama. Slabo pozitivnih uzoraka u sklopu klasi¢ne varijante papilarnog karcinoma
bilo je 23. Umerena pozitivnost zabelezena je u 6 slucajeva ovog histotipa dok je 5
uzoraka imalo jak intenzitet bojenja. Folikularna varijanta papilarnog karcinoma je
obuhvatila 7 slabo 1 4 umereno pozitivna slucaja, dok je samo jedan uzorak imao jak

intenzitet bojenja (Slika 14).

U grupi folikularnih karcinoma nijedan uzorak nije pokazao intenzivnu

ekspresiju aktivnog MMP-9, dok su po jedan uzorak dali slabo i umereno bojenje.

Ostala 4 uzorka su ocenjena kao negativna.

Slika 14. Ekspresija aktivne fome MMP-9 u papilarnom karcinomu. a) Klasicna varijanta
papilarnog karcinoma sa slabom imunopozitivnoséu b) Klasicna varijanta papilarnog
karcinoma sa umerenom imunopozitivnoscu na aktivnu formu MMP-9. (Diaminobenzidin —
hematoksilin, originalno uvelicanje x20).
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4.1.4.3. Aktivna forma MMP-9 kao dijagnosticki marker papilarnog
karcinoma

Kao i u slucaju prethodno analiziranih antigena, upotrebljen je Mann-Whitney
test za neparametarsku raspodelu kako bi se utvrdile razlike u ekspresiji aktivne forme
MMP-9 izmedu histotipova od interesa. Poredenjem modela ekspresije aktivne forme
MMP-9, ovaj put su nadene razlike izmedu folikularnog adenoma i folikularnog
karcinoma, dok nije nadena razlika u ekspresiji izmedu folikularnog adenoma i
folikularne varijante papilarnog karcinoma. Aktivna forma MMP-9 je kao i ukupna
forma takode uspesno diskriminisala izmedu klasi¢ne i folikularne varijante papilarnog
karcinoma. Izmedu klasi¢ne i folikularne varijante papilarnog karcinoma pokazana je

znacajna razlika u pogledu imunohistohemijske ekspresije aktivne forme MMP-9.

Tabela 11. Znacajnosti razlika u ekspresiji aktivne forme MMP-9 medu histotipovima

Stitaste Zlezde coveka poredenih Mann-Whitney testom

PH dijagnoza | PT FA NM PTC CLV PTC FV PTC
FA 1

NM 0.991 0.899

PTC CLV <0.001 0.01 < 0.001

PTC FV 0.004 0.089 0.001 0.025

PTC <0.001 0.03 <0.001 0.281 0.127

FTC 0.289 0.253 0.253 0.186 0.82 0.260

PH dijagnoza: Patohistoloska dijagnoza, PT : Peritumorsko tkivo, FA: Folikularni adenom, PTC
CLV: klasicna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, PTC FV : folikularna varijanta
papilarnog tiroidnog karcinoma, FC: Folikularni karcinom

Metod procene imunohistohemijske obojenosti detaljno je opisan u Materijalu i metodama

Nakon utvrdivanja statistickih razlika u ekspresiji aktivne forme MMP-9 medu
histotipovima tiroidnog tkiva, konstruisane su ROC krive za razlikovanje ukupnog PTC
od nemalignog tkiva, FA 1 FC 1 folikularne varijante PTC od FA i FC. Kako u
poredenju PTC fv sa FA 1 FC nije dobijena statisti¢ka razlika, kao ni u poredenju
ukupnog PTC sa FC, u ovim slu¢ajevima ni povrsSine ispod ROC krive nisu ukazivale na

znacajnu razliku u ekspresiji aktivne forme MMP-9 izmedu prethodno analiziranih
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grupa. U ostalim slu¢ajevima, kada su ROC krive ukazivale na znacajnu razliku medu

histotipovima, tacka razlu¢ivanja je odredena na oceni 1.
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Grafikon 3. ROC krive za odredivanje upotrebljivosti MMP-2 za razlikovanje a) PTC od NM,
FAiFC;ib) PTCFV od FA i FC, NM: Nemaligno tkivo, FA: Folikularni adenom, PTC FV:
folikularna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, PTC: Ukupni papilarni karcinom, FC:
Folikularni karcinom, AUC- Povrsina ispod ROC krive (engl. Area Under Curve). Na grafikonu
su dati podaci za povrsine ispod krive bez uvedenog ,, cut off“-a

Na osnovu utvrdene taCke razlucivanja u vrednosti od 1, izraCunati su
dijagnosticki parametri aktivne forme MMP-9 za razlikovanje papilarnog karcinoma i
njegove folikularne varijante od drugih folikularnih histotipova i nemalignog tkiva.

Rezultati analize prikazani su u Tabeli 12.

Tabela 12. Dijagnosticke performanse aktivne forme MMP-9

Dijagnosticki parametri | PTC/NM PTC/FA PTC/FC PTC FV/FA | PTC FV/EC
Senzitivnost 0.58 0.58 0.58 0.4 0.4
Specificnost 0.97 1 0.67 1 0.67
Dijagnosticka ta¢nost 0.69 0.63 0.59 0.56 0.44

PPV 0.98 1 0.96 1 0.85

NPV 0.48 0.25 0.11 0.37 0.18

AUC 0.689 0.803 0.636 0.7 0.533

PPV: Pozitivna prediktivna vrednost, NPV: Negativna prediktivna vrednost, AUC: Povrsina
ispod ROC krive (engl. Area under curve), PT : Peritumorsko tkivo, FA: Folikularni adenom,
PTC CLV: klasicna varijanta papilarnog tiroidnog karcinoma, PTC FV: folikularna varijanta
papilarnog tiroidnog karcinoma, FC: Folikularni karcinom. Metod procene imunohistohemijske
obojenosti detaljno je opisan u Materijalu i metodama
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Senzitivnost aktivne forme MMP-9 za papilarni karcinom i folikularnu varijantu
papilarnog karcinoma je nisStavna. Razlog slabe performanse ativne forme MMP-9 kao
markera papilarnog karcinoma je veci broj imunonegativnih uzoraka papilarnog
karcinoma, naroc¢ito u sklopu folikularne varijante. Jako mali broj lazno pozitivnih
uzoraka nemalignog tkiva je uzrokovao visoku specifi¢nost aktivne forme MMP-9 u
odnosu na ovu grupu lezija. Visoke vrednosti pozitivne prediktivne vrednosti ukazuju
na to da ¢e vecina imunopozitivnih lezija biti pravilno dijagnostifikovana, dok niske
vrednosti za negativnu prediktivnu vrednost ukazuju da imunogativnost nije dobar

prediktor odbacivanja dijagnoze papilarnog karcinoma.

4.2. DETEKCIJA AKTIVNOSTI MMP-2 i MMP-9 METDOM
ZELATIN ZIMOGRAFIJE

Metodom  natrijum-dodecil  sulfat poliakrilamid gel elektrofore sa
kopolimerizovanim Zelatinom t.j. SDS-PAGE — Zelatin zimografijom Zeleli smo da
ispitamo da li ima aktivnih zelatinaza u analiziranim histotipovima tiroidnog tkiva i da li
je njihova aktivnost povisSena kod bolesnika sa tiroidnim karcinomom. Zimografska
analiza u tkivnom homogenatu je uradena na 33 uzoraka papilarnog tiroidnog
karcinoma i 25 uzoraka odgovarajuc¢eg zdravog tkiva, 8 uzoraka folikularnog adenoma
sa 5 uzoraka odgovarajueg zdravog tkiva i1 jednom folikularnom karcinomu sa

njegovim susednim zdravim tkivom.

Zimogrami tkivnih homogenata pacijenata sa papilarnim tiroidnim karcinomom
(Slika 15) pokazuju trake na pozicijama molekularnih masa od 92 kDa, 83 kDa, 72 kDa
1 64 kDa. Molekularna masa proteina od 72 kDa odgovara enzimu pro MMP-2 a 64
kDA aktivnoj formi MMP-2, dok molekularna masa proteina od 92 kDa odgovara pro-
MMP-9 i ona od 83 kDa aktivnoj formi MMP-9. Aktivnost pro i aktivnih formi MMP-2
1 MMP-9 detektuje se u svim tkivnim homogenatima papilarnog tiroidnog karcinoma

(Slika 11). Za razliku od toga, u slu¢aju folikularnih adenoma, folikularnog karcinoma i
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u svim zdravim tkivima, aktivne forme enzima nisu uocene, dok su proforme

detektovane u vecini ali ne u svim slu¢ajevima.

Proforma MMP-9 >

Aktivna forma MMP-9 ——»

Proforma MMP-2 >

Aktivna forma MMP-2 /

Slika 15. Aktivnost Zelatinaze A (MMP-2) i zelatinaze B (MMP-9) u homogenatima tiroidnog
tkiva pacijenata sa papilarnim karcinomom. Cetiri obezbojene trake su rezultat aktivnosti:
proforme MMP-9, aktivne forme MMP-9, proforme MMP-2 i aktivne forme MMP-2 (oznaceno
strelicamay).

4.2.1. INHIBICIJA AKTIVNOSTI ZELATINAZA

Da bismo potvrdili da svetle zone na tamno plavoj pozadini u gelu odgovaraju
aktivnosti Zelatinaza, uradili smo test inhibicije metaloproteinaza dodavanjem inhibitora
metaloproteinaza, EDTA, u koncentraciji od 20 mM. Ovako tretirani ekstrakti
podvrgnuti su zimografiji sa kopolimerizovanim zelatinom. Ovim eksperimentom
potvrdili smo da zimografske trake odgovaraju aktivnosti Zelatinaza jer je inhibitor
metaloproteinaza blokirao aktivnost zelatinaza u tkivnim homogenatima u kojima je
postojala aktivnost pro i aktivnih formi MMP-2 i MMP-9. U drugom eksperimentu u
kome su gelovi inkubirani sa 13.7 nM ARP-100 radi selektivne inhibicije MMP-2,
potvrdili smo identitet traka za pro 1 aktivhu formu MMP-2 (Slika 16). Odnosno, da dve
trake na na nizim molekulskim masama pripadaju MMP-2, a da gornje dve trake moraju

da pripadaju MMP-9, §to i odgovara relativnom rasporedu njihovih molekulskih masa.
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Proforma MMP-9 _—

Aktivna forma MMP-9 ——»

Proforma MMP-2
Aktivna forma MMP-2

Slika 16. Gel zimogram a) zimografske trake homogenata tiroidnog tkiva pacijenta sa
papilarnim tiroidnim karcinomom i pod b) nakon inkubacije homogenata tkiva istog pacijenta
sa 13.7 nM ARP-100 koji je blokirao aktivnost obe (pro i aktivne) forme MMP-2, tako da trake
koje odgovaraju MMP-2 izostaju.

Radi kvantifikacije rezultata, sve trake su denzitometrijski izmerene. U uzorcima
papilarnog karcinoma, statisticki su poredena denzitometrijska merenja izmedu pro i
aktivne forme svakog enzima, kao i izmedu proformi i aktivnih formi medusobno.

Rezultati Wilcoxon-ovog testa za vezane uzorke su dati u Tabeli 13.

Tabelal3. Vrednosti Wilcokson-ovog testa za vezane uzorke pri poredenju proformi i

aktivnih formi MMP-2 i MMP-9

Proforma MMP-9 Aktivna forma MMP-2
Aktivna forma MMP-9 7 =-1.966 7 =-3.197

p=0.049 p=0.001
Proforma MMP-2 7 =-2.670 Z.=-0.923

p=0.108 p=10.356

Z- Vrednost Wilcoxon-ovog testa, p- znacajnost razlike

Test je pokazao da postoji statistiCki znaCajna razlika izmedu aktivnosti
proforme MMP-9 i njegove aktivne forme, kao i izmedu aktivnih formi MMP-9 i
MMP-2. Razliku izmedu proforme MMP-9 i proforme MMP-2, kao i pro i aktivne
MMP-2 nismo nasli.

Takode, za svaki uzorak je odreden nivo aktivacije, tj. podeljena je vrednost

aktivne forme sa zbirom vrednosti aktivne 1 ukupne forme. S obzirom da aktivne forme

62



nisu detektovane u nemalignim tkivima i folikularnom karcinomu, izracunati nivo

aktivacije za njih je bio nula.
Deskriptivna statistika za nivo aktivacije je data u Tabeli 14.

Tabela 14. Deskriptivna statistika nivoa aktivacije MMP-9 u uzorcima papilarnog

karcinoma
Broj uzoraka Minimum Maksimum Srednja vrednost | St.dev.
33 0.00 0.84 0.2347 0.23267

St. dev- Standardna devijacija

4.3. DETEKCIJA AKTIVNOSTI ZELATINAZA ZIMOGRAFIJOM IN
SITU

Zelatinolititka aktivnost in situ analizirana je na uzorku od 26 papilarnih
tiroidnih karcinoma i dva folikularna adenoma. Analiza papilarnih karcinoma je
ukljucila i susedno peritumorsko tkivo, ukoliko je bilo prisutno. Za svaki pojedinacni
uzorak nivo emitovane fluorescence je poreden sa dve negativne kontrole. Prva
negativna kontrola je trebalo da utvrdi jacinu autofluorescence tkiva i supstrata. U ovu
svthu posmatrali smo intenzitet fluorescence nakon Sto su sve enzimske reakcije
zaustavljene zamrzavanjem ispitivane plocice. Druga negativna kontrola je trebalo da
proceni doprinos aktivnosti matriksnih metaloproteinaza ukupnoj fluorescenci. Nakon
inkubacije rezova na 37°C sa EDTA, generalnim inhibitorom matriksnih
metaloproteinaza, moze se posmatrati ostatak produkovane fluorescence koji nije
poreklom od metaloproteinaza. Svi uzorci su montirani DAPI-em koji je posluzio kao
kontrastno bojenje za pozicioniranje jedara i1 kao interna kontrola jacine fluorescence,
posto njegov intenzitet ne zavisi od aktivnosti enzima. Ilustracija rezultata zimografije
in situ na slucaju papilarnog karcinoma sa dve pomenute negativne kontrole data je na
slici 17. U gornjem delu slike je prikazana zelena fluorescenca poreklom od FITC-a, tj.
razgradnje Zelatina. Krajnji levi deo slike prikazuje neinhibiranu fluorescencu, sredina
prikazuje fluorescencu poreklom od zamrzavanog tkiva dok se na desnom kraju vidi
fluorescenca nakon tretmana tkiva sa EDTA. Kao §to se vidi na slici 17 (a), papilarni

karcinomi su pokazivali visok nivo Zelatinazne aktivnosti dok je na kontrolnim
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plo¢icama nivo zelene fluorescence bio znatno snizen (Slika 17 b i ¢). Pri tome, zelena
fluorescenca na zamrznutim uzorcima i uzorcima inkubiranim sa EDTA je bila slicanog
intenziteta, iz ¢ega smo zakljucili da osim matriksnih metaloproteinaza, drugi enzimi ne
doprinose znacajno razgradnji Zelatina. Donji deo slike 17 (a3, b3 i c3) predstavlja

kompjuterski preklopljenu fluorescencu FITC i DAPI-ja na kojoj je jasno uocljiva

inhibicija zelene fluorescence na kontrolnim plo¢icama.

Slika 17. Zimografija in situ na primerku folikularne varijante papilarnog karcinoma: a)
izvorna (neinhibirana) fluorescenca; b) fluorescenca nakon zamrzavanja (kontrola
autofluorescence); c¢) fluorescenca nakon dodavanja EDTA (kontrola doprinosa
metaloproteinaza). 1) FITC (Fluorescein isotiocijanat); 2) DAPI (2-(4-amidinofenil)-1H -indol-
6-karboksamidin); 3) Preklopljena fluorescenca FITC i DAPI. Sva originalna uvelicanja 10x

Intenzitet fluorescence folikularnih adenoma je takode bio snizen i slican
negativnim kontrolama. Nemaligno tkivo susedno karcinomu takode nije imalo
zelatinoliticku aktivnost, odnosno fluorescenca je bila snizena u slicnoj meri kao u
slucaju folikularnih adenoma. Primeri zimografije in situ folikularnog adenoma i
peritumorskog tkiva dat je na Slici 18. Radi poredenja intenziteta signala, prikazan je i

jedan slucaj klasi¢ne varijante papilarnog karcinoma. Kao §to se vidi na slici 18, tkivo
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susedno karcinomu kao (Slika 18b1) i1 folikularni adenom (Slika 18c1) imaju znatno
snizenu fluorescencu poreklom od FITC-a u odnosu na papilarni karcinom (Slika 18al i
bl). Mikrografije 18a2-18c2 prikazuju kontrastnu fluorescencu poreklom od DAPI-a
koja ne poti¢e od enzimske aktivnosti. Preklopljena fluorescenca FITC 1 DAPI
prikazana na donjem delu slike 18 (a3-c3) najbolje odslikava razliku u sposobnosti
razgradnje zelatina izmedu papilarnog karcinoma sa jedne strane, i peritumorskog tkiva
1 folikularnog adenoma sa druge. Klasi¢nom varijantom papilarnog karcinoma (18a3) 1
folikularnom varijantom prikazanom u donjoj polovini mikrografije 18b3 dominira
zelena fluorescenca i pored preklopljenog DAPI-a, ukazujuéi na intenzivnu razgradnju
zelatina u papilarnom karcinomu. Peritumorsko tkivo prikazano u gornjem delu
mikrografije 18b3 i folikularni adenom (18c¢3) su dominantno emitovali samo plavu

fluorescencu, ukazuju¢i na nemogucnost razgradnje Zelatina i odsustvo aktivnosti

7elatinaza.

Slika 18. Zimografija in situ a) Klasicna varijanta papilarnog karcinoma b) Peritumorko tkivo
susedno neoplasticnoj leziji tj. folikularnoj varijanti papilarnog karcinoma c) Folikularni
adenom 1) FITC (Fluorescein izotiocijanat); 2) DAPI (2-(4-amidinofenil)-1H-indol-6-
karboksamidin); 3) Preklopljena fluorescenca FITC i DAPI. Sva originalna uvelicanja 10x.
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4.4. ISPITIVANJE POVEZANOSTI IMUNOHISTOHEMIJSKE
EKSPRESIJE TIMP-2, MMP-2, UKUPNOG | AKTIVNOG MMP-9
SA KLINICKIM | PATOLOSKIM KARAKTERISTIKAMA
PAPILARNOG KARCINOMA

U ovom delu disertacije trazili smo moguce povezanosti ekspresije MMP-2,
TIMP-2, ukupnog i aktivnog MMP-9 sa klinickim i patoloskim karakteristikama
obolelih od papilarnog tiroidnog karcinoma. U ovu svrhu kori§¢eni su univarijantni
statisticki testovi slaganja i povezanosti. Pored asocijacije sa klini¢kopatoloskim
karakteristikama, analizirali smo 1 medusobnu povezanost ekspresije svih ispitivanih

parametara.

4.4.1. ANALIZA POVEZANOSTI EKSPRESIJE MMP-2, TIMP-2, UKUPNOG I
AKTIVNOG MMP-9 SA KLINICKOPATOLOSKIM KATRAKTERISTIKAMA
PAPILARNOG TIROIDNOG KARCINOMA NEPARAMETARSKIM TESTOM

KORELACIJE PO SPEARMAN-U

Analiziraju¢i imunoreaktivnost ispitivanih proteina u tkivu Stitaste zlezde
pacijenata sa papilarnim karcinomam na$ cilj je bio da dokazemo uticaj koji bi
ekspresija analiziranog markera mogla da ima na razvoj i prognozu bolesti. U svim
tabelama koje slede navedene su vrednosti Spearmanovog koeficijenta korelacije jac¢ine
bojenja odredene imunohistohemijske analize 1 poznatih klinickopatoloskih
prognosti¢kih faktora. Radi boljeg razumevanja daljeg toka opisa rezultata i vaznosti
koeficijenta korelacije za ovaj deo istrazivanja, treba podsetiti na definiciju i tumacenje
koeficijenta korelacije, kao statistickog parametra. Koeficijent korelacije definiSe jacinu
veze izmedju dva obelezja, ukoliko ona postoji. Vrednosti koeficijenata korelacije kre¢u
se u granicama R < +1. Veza je jace izrazena ukoliko je koeficijent blizi vrednosti 1,
dok vrednost R = 1 oznaCava postojanje gotovo funkcionalne veze. Predznak
koeficijenta korelacije oznaCava smer veze medu parametrima. Vrednost koeficijenta
korelacije R od 0.00 do 0.02 ukazuje na nikakvu ili neznatnu povezanost. Vrednost
koeficijenta R od 0.21 do 0.4 pokazuje laku povezanost, vrednost od 0.41 do 0.70

stvarnu ili znacajnu povezanost i ve¢a od 0.7 na visoku ili vrlo jaku povezanost.
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Rezultati povezanosti po Spearman-u dati su u Tabeli 15 u vidu koeficijenta (Rs)
1 njegove znacajnosti (p). Kao Sto se vidi u tabeli, ekspresija MMP-9 nije korelisala tj
nije bila znac¢ajno povezana ni sa jednom od ispitivanih parametara, dok je ekspresija
MMP-2 u tumorkim ¢elijama bila zna€ajno povezana samo sa klinickom formom PTC
sa prisutnim limfnim nodalnim metastazama. TIMP-2 je imao znacajno poviSenu
ekspresiju u uzorcima PTC kod kojih je detektovana pojava ekstratiroidne invazije i koji
su svrstani u visok T status. Ekspresija aktivne forme MMP-9 je bila znaCajno povezana
sa viSe klinickopatoloskih karakteristika PTC: prisutvom limfnih nodalnih metastaza,
prisutnom ekstratiroidnom invazijom, viSim T statusom, vi§im TNM stadijumom i

ve¢om dubinom neoplasti¢ne infiltracije.

Tabela 15. Koeficijenti korelacije i njihova znacajnost dobijeni Spearman-ovim testom.
Imunohistohemijska ekspresija MMP-2, TIMP-2, ukupnog i aktivnog MMP-9 je

poredena sa klinickopatoloskim karakteristikama obolelih od papilarnog karcinoma

Klinickopatoloske MMP-2 TIMP-2 ukMMP-9 aMMP-9
karakteristike
St Rs 0.195 0.166 0.124 0.202
arost
p 0.142 0.19 0.225 0.155
Pol Rs 0.256 0.377 0.378 0.240
P 0.114 0.243 0.100 0.034
Ei Rs 0.081 0.267 0.180 0.453
P 0.526 0.039 0.067 <0.001
LNM Rs 0.351 0.229 0.115 0.325
p 0.048 0.079 0.246 0.004
T Rs 0.121 0.322 0.086 0.398
P 0.344 0.012 0.410 <0.001
TNM Rs 0.191 0.191 0.112 0.398
p 0.134 0.143 0.254 <0.001
DNI Rs 0.827 0.215 0.454 0.512
p 0.051 0.255 0.100 <0.001

uk MMP-9: Ukupni MMP-9, a MMP-9: Aktivna forma MMP-9, Ei: Ekstratiroidna invazija,
LNM: limfne nodalne metastaze, T i TNM status su detaljno opisani u Materijalu i metodama,
DNI: Dubina neoplasticne infiltracije, Rs: koeficijent korelacije, p: znacajnost koeficijenta
korelacije

Za statisticki znaCajne korelacije konstruisane su 1 regresione prave koje

odslikavaju trend porasta jedne varijable (ekspresija proteina) u odnosu na drugu
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(klinickopatoloska karakteristika). Iz pravca prave, tj. koeficijenta korelacije, vidi se da
su sve pronadene korelacije pozitivne, tj. porast jedne varijable je uvek pratio porast

druge.

1
MMP-2 TIMP-2

Grafikon 5. Regresione linije koje pokazuju oblik povezanosti ispitivanih markera sa
klinickopatoloskim parametrima sa kojima je nadena statisticki znacajna povezanost. FEi:
Ekstratiroidna invazija, LNM: limfne nodalne metastaze, T i TNM status su detaljno opisani u
Materijalu i metodama, DNI: Dubina neoplasticne infiltracije,

4.4.2. ISPITIVANJE MEDUSOBNE POVEZANOSTI IMUNOEKSPRESIJE
ISPITIVANIH ANTIGENA U UZORCIMA PAPILARNOG KARCINOMA

Spearman-ova korelaciona analiza upotrebljena je 1 u svrhu ispitivanja
medusobne povezanosti imunoekspresije MMP-2, TIMP-2, ukupnog i aktivnog MMP-
9. Rezultati analize prikazani u Tabeli 16 pokazuju da postoji visoka korelacija izmedu

imunohistohemijske ekspresije ispitivanih markera.

Tabela 16. Koeficijenti korelacije ekspresije markera i njihova znacajnost dobijeni

Spearman-ovim testom.

Marker Spearmanov test | MMP-2 TIMP-2 ukMMP-9
TIMP-2 Rs 0.583
p <0.001
ukMMP-9 Rs 0.572 0.528
p <0.001 <0.001
AMMP-9 Rs 0.259 0.652 0.383
p 0.076 <0.001 0.010

uk MMP-9: Ukupna forma MMP-9, a MMP-9: Aktivna forma MMP-9, Rs: Koeficijent

korelacije, p: Znacajnost koeficijenta korelacije
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Spearman-ova analiza pokazuje visoku korelaciju ekspresije svih ispitivanih
markera, sa izuzetkom pri poredenju MMP-2 i aktivne forme MMP-9 gde je korelacija
izostala. Pravac 1 jacina korelacija su predstavljeni regresionim linijama prikazanim na

QGrafikonu 6.

MMP-2

aMMP-9

TIMP-2 ukMMP-9

ukMMP-9

Grafikon 6. Regresione linije koje pokazuju oblik medusobne povezanosti ispitivanih markera
uk MMP-9: Ukupna forma MMP-9, a MMP-9: Aktivna forma MMP-9

4.4.3. ANALIZA POVEZANOSTI EKSPRESIJE MMP-2, TIMP-2, UKUPNOG I
AKTIVNOG MMP-9 SA KLINICKOPATOLOSKIM KATRAKTERISTIKAMA
PAPILARNOG TIROIDNOG KARCINOMA TESTOVIMA SLAGANJA

Povezanost ekspresije MMP-2, TIMP-2, aktivhog i1 ukupnog MMP-9 sa
prisustvom odredenih klinickopatoloSkih parametara je proverena i testovima slaganja.
S obzirom da smo ove testove radili nakon uvedenog ,,cut off-a“, njima je provereno da
li se broj uzoraka sa pozitivnim i negativnim bojenjem znacajno razlikuje u odnosu na
prisustvo ili odsustvo konkretne klini¢kopatoloske karakteristike. U zavisnosti od broja
uzoraka po grupama, analiza je sprovedena y* testom ili FiSerovim testom tatne
verovatno¢e. Jedino je u slucaju starosti pacijenata upotrebljen Studentov t-test zbog
normalne raspodele podataka. Rezultati analize u vidu znacajnosti razlika (p) dati su u

Tabeli 17.
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Tabela 17. Znacajnost asocijacije ispitivanih markera sa ispitivanim klinickopatoloskim

. . .o 2 .. . . v ’
karakteristikama dobijene y” ili Fiserovim testom tacne verovatnoce

Klinickopatoloske MMP-2 TIMP-2 ukMMP-9 aMMP-9
karakteristike (p) (p) (p) (p)
Starost 0.828 0.552 0.915 0.013
Pol 0.136 0.546 0.214 0.347
Ei 0.755 0.189 0.708 <0.001
LNM 0.094 0.027 0.185 0.018
T 0.873 0.255 0.902 0.001
TNM 0.126 0.184 0.815 0.001
DNI 0.817 0.062 0.136 <0.001

uk MMP-9: Ukupni MMP-9, a MMP-9: Aktivna forma MMP-9,Ei: Ekstratiroidna invazija
LNM: limfne nodalne metastaze, T i TNM status su detaljno opisani u Materijalu i metodama,
DNI: Dubina neoplasticne infiltracije,

Kao $to se vidi u Tabeli 17, rezultati ove analize se u nekoliko poredenja
razlikuju u odnosu na one dobijene Spearman-ovom korelacijom. Kada su podaci
grupisani na ovaj nacin, dobijene su statistiCki znacajne asocijacije uzoraka
imunopozitivnih na TIMP-2 sa prisustvom limfnih nodalnih metastaza, ali je izostala
asocijacija sa ekstratiroidnom invazijom i T statusom. Takode, ekspresija MMP-2 i
ukupne forme MMP-9 nije pokazala znaCajnu asocijaciju ni sa jednom karakteristikom
koju smo testirali. Jedino su se u slucaju aktivne forme MMP-9 rezultati analize po
Spearman-u i x2 test poklopili. Iz Tabele 17 se vidi asocijacija aktivne forme MMP-9 sa

svim klini¢kopatoloskim podacima osim sa polom.

Kao ilustraciju rezultata statistiCke analize, na Slici 19 prikazali smo primer
bojenja ukupne i aktivne forme MMP-9 na slucaju potpuno inkapsulisanog papilarnog
karcinoma, odnosno karcinoma kome je dubina neoplasti¢ne infiltracije (DNI) ocenjena
ocenom 1, kao 1 papilarnog karcinoma sa ekstratiroidnom invazijom (DNI=4). Ova dva
primerka papilarnog karcinoma sa razli¢itim stepenima dubine neoplasti¢ne infiltracije,
pokazuju jednaku ja¢inu signala poreklom od ukupne forme MMP-9, dok se u odnosu
na aktivnu formu MMP-9 drasticno razlikuju. Inkapsulisani karcinom je ostao
imunonegativan pri bojenju na aktivnu formu MMP-9, dok je karcinom sa

ekstratiroidnom invazijom dao intenzivno bojenje.
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Slika 19. Imunohistohemijsko bojenje ukupne i aktivne forme MMP-9 u papilarnim
karcinomima sa  razlicitim  stepenom  dubine tumorske progresije al) Umereno
imunohistohemijsko bojenje na ukupni MMP-9 u primerku inkapsulisanog papilarnog
karcinoma. bl) Odsustvo bojenja aktivne forme MMP-9 u istom karcinomu. Originalno
uvelicanje 10x. a2) Intenzivno bojenje ukupne forme MMP-9 u uzorku papilarnog karcinoma sa
ekstratiroidnom invazijom. b2) Jaka imunopozitivnost karcinoma sa ekstratiroidnom invazijom
pri bojenju na aktivanu formu MMP-9. (Diaminobenzidin — hematoksilin, originalno uveéanje
x20).

Medutim, kako rezultati y” testa nisu dovoljno pouzdani u sluajevima kada za
ishod postoji viSe od dve moguénosti, u slucaju pT 1 pTNM klasifikacije rezultati su
dodatno potvrdeni Kruskall-Wallis-ovim neparametarskim testom. Rezultati ovog

dodatnog ispitivanja dati su u Tabeli 18.

Tabela 18. Znacajnost povezanosti ispitivanih markera sa T i TNM statusom dobijeni

Kruskall-Wallis-ovim testom

. o p-vrednost Kruskall-Wallis testa
Patohistoloski podatak
ALOTISTOTOSKL POCAta [Py NP2 TIMP-2 ukMMP-9 aMMP-9
T 0.875 0.262 0.904 <0.001
TNM 0.131 0.189 0.891 <0.001

ukMMP-9: Ukupna forma MMP-9, aMMP9: aktivna forma MMP-9, T i TNM status su opisani

u Materijalu i Metodama




Ova analiza je potvrdila rezultate dobijene y* testom i jo§ jednom pokazala da
aktivna forma MMP-9 koreliSe sa T i TNM stadijumom papilarnog tiroidnog karcinoma

za razliku od ostalih ispitivanih markera.

4.4.4. ISPITIVANJE POVEZANOSTI ODNOSA AKTVINE I UKUPNE FORME
MMP-9 I MMP-2 SA KLINICKOPATOLOSKIM PODACIMA PAPILARNOG
KARCINOMA

Merenja dobijena denzitometrijom zimografskih traka takode su korelisana sa
postoje¢im klinickopatoloSkim podacima o pacijentima. Prethodno je za svakog
pacijenta izracunat odnos aktivne forme prema obe forme ispitivane Zelatinaze (aktivna
forma/(aktivna + proforma)) zasebno za MMP-2 i MMP-9. Zatim su ovi podaci
poredeni medu kategorijama klinickopatoloskih parametara Mann-Whitney testom za
nezavisne varijable ukoliko je varijabla imala dva moguca ishoda ili Kruskall Wallis
testom u slucaju vise mogucih ishoda. Pored toga, takode je ponovo raden Spearman-ov

test neparametarskih korelacija.

Karakteristike skupa dobijenih vrednosti su date u Tabeli 19.

Tabela 19. Deskriptivna statistika nivoa aktivacije MMP-2 i TIMP-2 u uzorcima

papilarnog karcinoma

Aktivna/ukupna N Maksimum Srednja Standardna Medijana
forma vrednost devijacija
MMP-2 0.00 0.62 0.244 0.20 0.27
MMP-9 0.00 0.84 0.234 0.23 0.2

Dobijeni nivoi aktivacije su korelisani sa ranije navedenim klini¢kopatoloskim
karakteristikama papilarnog karcinoma. Zbog neparametarske raspodele podataka, u
ovu svrhu koris¢en je Mann Whitney test kao test slaganja u slucajevima kada se
klini¢kopatoloska karakteristika javljala u dva modaliteta i Kruskall Wallis test kada se
javljala u viSe od dva modaliteta. Korelacija po Spearman-u se koristila kao test

povezanosti. Rezultati analize dati su u tabelama 20 1 21.
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Tabela 20. Analiza korelacije nivoa aktivacije MMP-2 i MMP-9 Mann Whitney i

Spearman-ovim testom

Klinickonatolotke Aktivni MMP-2/ukupni MMP-2 Aktivni MMP-9/ukupni MMP-9
karakterils)tike Mann Spearman Mann Spearman
Whitney peatma Whitney pearma
/ Rs =0.083, / Rs =0.085,
Starost p =0.668 p =0.665
_ Rs =0.324, _ Rs =10.892,
Pol p=0673 p = 0.434 p=0543 p = 0.085
~ Rs = 0.065, Rs=0.611,
Fi p=0.735 p=0.729 p<0.001 p<0.001
_ Rs=0.093, _ Rs=0.5006,
LNM p=0643 P=0.637 p =0.006 p =0.005

Ei: Prisustvo ekstratiroidne invazije, LNM: Prisustvo limfnih nodalnih metastaza

Tabela 21. Analiza korelacije nivoa aktivacije MMP-2 i MMP-9 Kruskall Wallis i

Spearman-ovim testom

Klini¢kopatoloske Aktivni MMP-2/ukupni MMP-2 Aktivni MMP-9/ukupni MMP-9
karakteristike Kruskall Wallis Spearman Kruskall Wallis Spearman
. p=0.862 }{1;:3'516122’ p=0.04 R;:g'ggf’
DNI p=0.957 E;S::(?.gzz;’ p=0.003 [}Sig_'&ff’

T i TNM status su detaljno opisani u Materijalu i metodama, DNI: Dubina neoplasticne
infiltracije, Rs: Koeficijent korelacije, p: Znacajnost Spearman-ovog koeficijenta
korelacije/znacajnost razlike po Kruskall Wallis testu

U ovom slucaju analize po Mann Whitney-u i Spearman-u su dale saglasne
rezultate. Nivo aktivacije MMP-2 nije bio statisticki znacajno povezan sa bilo kojom od
klinickopatoloskih karakteristika Grafikon 7 ilustruje dobijene statisticke razlike u
nivoima aktivacije MMP-9 izmedu grupa pacijenata podeljenih na osnovu klasi¢nih

prognosti¢kih parametara.
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Grafikon 7. Gore: Razlike u nivoima aktivacije MMP-9 izmedu grupa pacijenata sa razlicitim
stepenom dubine neoplasticne infiltracije: A-inkapsulisano karcinomi, ,B- karcinomi bez
tumorske kapsule, C- karcinomi sa invazijom kapsule Stitaste Zlezde i D- karcinomi sa
ekstratiroidnom invazijom. Dole levo: Razlike u nivoima aktivacije MMP-9 izmedu grupa
pacijenata sa odsustvom (LNM-) i prisustvom limfnih nodalnih metastaza (LNM+). Dole
desno: Razlike u nivoima aktivacije MMP-9 izmedu grupa pacijenata sa odsustvom (Ei-) i
prisustvom ekstratiroidne invazije (Ei+). Sredisnje linije predstavljaju medijanu, horizontalne
ivice pravougaonika predstavijaju kvartilni opseg, a vertikalne linije predstavljaju opseg
merenja.

S obzirom da je Kruskall-Wallis test pokazao razlike u svim poredenjima za
aktivni/ukupni MMP-9, ispitali smo i medukategorijske razlike Mann-Whitney tesom.
Odnos aktivni/ukupni MMP-2 nije korelisao ni sa jednom ispitivanom

klini¢kopatoloskom karakteristikom.

Analiza medukategorijskih razlika po Mann-Whitney testu pokazuje razliku
izmedu TNM stadijuma II 1 III, dok se prvi stadijum ne razlikuje bitno od odmaklih
stadijuma bolesti (nije pokazano na grafikonu). Takode, pri analizi pT statusa, nadena je
razlika izmedu kategorija 1 i 4, dok druge razlike nisu nadene. U kategoriji pT3 nismo
imali uzoraka. Sto se ti¢e dubine neoplasti¢ne infiltracije, razlika je nadena izmedu

grupe D i svih ostalih, dok izmedu grupa A, B i C nije bilo razlika (Grafikon 7).
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4.4.5. ISPITIVANJE POVEZANOSTI ZELATINOLITICKE AKTIVNOSTI IN
SITU SA STEPENOM NEOPLASTICNE INFILTRACIJE.

U poslednjem delu rada, metodom in-situ DQ Zelatin zimografije, analizirali
smo nivo zelatinolitiCke aktivnosti u papilarnim tiroidnim karcinomima sa razli¢itim
stepenom neoplasticne infiltracije. Utvrdena je Zzelatinoliticka aktivnost celija
karcinoma, kao i stromalnih c¢elija (slika 20.2). Treba ista¢i da je sli€no rezultatima
imunohistohemijskog bojenja na zelatinaze, posebno aktivnu formu MMP-9 (slika 19),
metodom DQ in situ Zelatin zimografije detektovana aktivnost zelatinolitickih enzima
najvise u samim malignim folikularnim epitelim tiroidnim celijama, a rede u stromi

(slika 20).

Analizirali smo ZelatinolitiCku aktivnost in situ na 18 uzoraka tkiva papilarnog
karcinoma fiksiranog u alkoholu i kalupljenog u formalinu. Od analiziranih 18 uzoraka,
7 uzoraka je bilo potpuno inkapsulisano, 3 uzorka nisu imala tumorsku kapsulu ili je
izvrSena invazija tumorske kapsule ali bez invazije kapsule Stitaste zZlezde, 3 su izvrSila
invaziju na kapsulu Stitaste Zlezde 1 5 je prezentovano sa ekstratiroidnom invazijom.
Kako bismo vizualizovali samo aktivnost poteklu od MMP-9 a eliminisali onu od
MMP-2, vrsena je inkubacija tkivnih isecaka sa selektivnim inhibitorom ARP-100 u
molaritetu od 13.7 nM, koji utice u navedenoj koncentraciji samo na MMP-2 ali ne i na
MMP-9. Svaki uzorak je inkubiran sa i bez selektivnog MMP-2 inhibitora, kao 1 sa
EDTA, univerzalnim inhibitorom metaloproteinaza. Reprezentativni uzorci su prikazani
na Slici 13. Paralelno je dato i bojenje hematoksilin-eozinom na istoj seriji uzoraka radi
bolje vizualizacije strukture tkiva (Slika 20.1). Kao $to se vidi iz srednje kolone na Slici
13, svi karcinomi su pokazali izrazitu ukupnu ZelatinolitiCku aktivnost, koja se nije
znaCajno razlikovala izmedu razlicitih kategorija stepena neoplasticne infiltracije.
Medutim, nakon dodavanja selektivnog inhibitora MMP-2 (13.7 nM ARP-100), uoc¢ava
se skoro potpuno gasenje fluorescentnog signala t.j. Zelatinoliticke aktivnosti kod
vecine inkapsulisanih papilarnih karcinoma, Sto ukazuje da Zelatinoliticka aktivnost u
ovim uzorcima uglavnom potice od MMP-2 (Slika 20 a2 i a3). Sa druge strane,
karcinomi koji su probili tumorsku kapsulu, prosirili se po Zlezdi ili probili kapsulu
tiroidne Zlezde 1 izvr$ili invaziju van granica Stitaste Zlezde u okolne strukture pokazuju

sukcesivno sve veci intenzitet fluorescence nakon primene inhibitora (Slika 20 c2 i ¢3).

75



Slika 20. Bojenje hematoksilin-eozinom i zimografija in situ na uzorcima papilarnog karcinoma
sa razlicitim histoloski definisanim stepenima dubine neoplasticne infiltracije. Leva kolona-
bojenje hematoksilin-eozinom. Srednja kolona- distribucija Zelatinoliticke aktivnosti na istoj
seriji uzoraka kao u levoj koloni. Desna kolona- zimografija in-situ na datoj seriji uzoraka
nakon dodatka selektivnog inhibitora MMP-2. a) inkapsulisani karcinom b) neinkapsulisani
karcinom bez invazije kapsule Stitaste Zlezde c) karcinom sa ekstratiroidnom invazijom.
Preklopljena fluorescenca FITC (Fluorescein isotiocijanat) i DAPI (2-(4-amidinofenil)-1H -
indol-6-karboksamidin), originalna uvelicanja x10, horizontalne linije predstavljaju udaljenost
od 100um
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5. DISKUSIJA
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5.1. IMUNOHISTOHEMIJSKA LOKALIZACIJA MMP-2, TIMP-2,
UKUPNOG | AKTIVNOG MMP-9 U TIROIDNOM TKIVU

Zelatinaze su ¢Glanovi porodice matriksnih metaloproteinaza u koje
spadaju MMP-2 i MMP-9, enzimi sa primarnom ulogom u razgradnji kolagena IV.
Njihova aktivnost je dovedena u vezu sa brojnim normalnim i patoloskim procesima.
Ucestvuju u razli¢itim stadijumima progresije tumora: rastu, vaskularizaciji 1 sticanju

invazivnih 1 metastatskih osobina.

U pokusaju da pomognemo razlikovanje morfoloski sli¢nih, ali po klinickom
toku razli¢itih tumora poreklom od folikularne epitelne tiroidne celije, nadinjena je
analiza ekspresije matriksnih metaloproteinaza-2 i -9 kao 1 tkivnog inhibitora TIMP-2 u
uzorcima uslovno normalnog, benignog i malignog tkiva Stitaste Zlezde (papilarni i

folikularni tiroidni karcinom).

Matriksna metaloproteinaza-2 (MMP-2) je enzim koji u fizioloskim
uslovima sintetiSu mezenhimalne Cdelije (prvenstveno fibroblasti) i ucestvuje u
procesima razviéa, remodeliranja tkiva, angiogeneze, ovulacije i zaceljivanja rana. Sa
druge strane, pokazano je da neadekvatna regulacija aktivnosti MMP-2 dovodi do
remecenja homeostaze tkiva i1 patoloskih stanja kao S§to su reumatoidni artritis,

osteoartritis ili maligna oboljenja.

U sklopu panela imunohistohemijskih markera koje smo ispitali kako bismo
unapredili patohistolosku evaluaciju pacijenata obolelih od tiroidnih tumora, analizirana
je imunoekspresija MMP-2 u folikularnim ¢elijama tiroidee na ukupnom broju od 112
arhivskih uzoraka tumorskih tkiva, dijagnostifikovanih kao papilarni ili folikularni

karcinomi, folikularni adenomi i uslovno ,,zdravo* peritumorsko tkivo.

Rezultati imunohistohemijske analize uz primenu monoklonskog antitela na
proteoliticki enzim MMP-2 pokazali su znacajnu imunoreaktivnost u malignim
folikularnim epitelnim ¢elijama veéine analiziranih papilarnih tireoidnih karcinoma, $to
ukazuje na kapacitet ovih celija da produkuju velike koli¢ine ovog enzima. Glavna
produkcija enzima MMP-2 je detektovana u samom tumoru, ali, u manjem obimu, i u

stromi.
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Dosadasnja istrazivanja matriksnih metaloproteinaza u tiroidnim tumorima su
nekoherentna. Na zna¢aj MMP-2 je ukazano u ranijim radovima u kojima su koris¢ene
imunohistohemijske metode (Campo i sar., 1992, Maeta 1 sar., 2001, Korem 1 sar.,
2002), imunoradiometrijske metode (Nakamura i sar., 1999), in situ hibridizacija
(Zedenius 1 sar., 1996) i zelatin-zimografija (Korem i sar., 2002). Autori pomenutih
studija (Campo i sar., 1992, Maeta i sar., 2001, Korem i sar., 2002), sli¢cno nama,
zakljuCuju da postoji poviSena ekspresija MMP-2 u papilarnom karcinomu, ali da je
MMP-2 protein takode prisutan u malom broju benignih tkiva koja podlezu procesu

remodeliranja.

Nasi rezultati pokazuju da osim ,,zdravog® i benignog tiroidnog tkiva, u
dijagnosticke grupe sa preteznim odsustvom ekspresije MMP-2 spada 1 grupa
folikularnih karcinoma sa 10 imunonegativnih sluc¢ajeva od analiziranih 12. Ovaj
rezultat je suprotan prethodno objavljenim rezultatima. Kampo 1 saradnici (Campo i
sar., 1992) su nasli imunopozitivnost u svih 7 analiziranih slucajeva folikularnog
karcinoma, Korem i saradnici u sva 4 uzorka (Korem i sar., 2002) dok su Co Mar i
saradnici (Cho Mar i sar., 2005) nasli povisenu ekspresiju u 17 od 21 analiziranog
slucaja 1 statisticki znaCajnu razliku u ekspresiji u odnosu na pretezno negativne
folikularne adenome. Ipak, treba pomenuti da su prve dve pomenute studije nasle da je
ekspresija. MMP-2 sveukupno niza u folikularnim nego u papilarnim tiroidnim
karcinomima iako se folikularni karcinom smatra agresivnijim od papilarnog
karcinoma. Jedan od mogucih razloga zbog kojih se naSi rezultati razlikuju od
prethodno objavljenih mozZe biti nacin analize rezultata. Naime, nasa grupa je ocenjivala
ekspresiju markera samo u tirocitima, zanemarujuéi bojenje u elementima tumorske
strome, dok druge grupe to nisu eksplicitno naglasile. Takode, treba naglasiti da su sve
tri do sada objavljene imunohistohemijske analize MMP-2 na folikularnim karcinomima
radene na relativno malom broju slu¢ajeva, pa rasvetljavanje imunoekspresije MMP-2 u
ovoj grupi tiroidnih maligniteta mora da saceka opSirniju studiju. Otezavajucu okolnost
predstavlja ¢injenica da folikularni karcinomi ¢ine svega 10-15% svih tiroidnih tumora,

pa predstavljaju relativno redak materijal za analizu.

Rezultati statisticke analize na nasoj seriji uzoraka potvrduju da papilarni
karcinom ima znacajno povisenu ekspresiju MMP-2 u odnosu na analizirana benigna
tkiva 1 folikularni karcinom, kao i da folikularna varijanta papilarnog karcinoma
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znacajno vise eksprimira MMP-2 od folikularnog adenoma 1 folikularnog karcinoma.
To je znacilo da MMP-2 moze biti potencijalni marker za uspostavljanje dijagnoze
papilarnog karcinoma, kao 1 za mnogo problemati¢nije postavljanje dijagnoze
folikularne varijante papilarnog karcinoma a odbacivanje dijagnoze folikularnog

adenoma i folikularnog karcinoma.

ROC analiza je potvrdila da je MMP-2 solidan marker papilarnog karcinoma 1
folikularne varijante papilarnog karcinoma, obzirom da su povrSine ispod krivih u svim
poredenjima prevazilazile vrednost od 0.8 (Marecko 1 sar., 2012). Detaljnom analizom
MMP-2 kao dijagnostickog markera pokazali smo da MMP-2 daje visoke vrednosti za
sve dijagnosticke parametre osim negativne prediktivne vrednosti, §to znaci da, iako
solidno prepoznaje papilarni karcinom, odsustvo ekspresije MMP-2 ne znaci nuzno i

odsustvo dijagnoze papilarnog karcinoma.

U skladu sa nasim nalazima, studija Korem i saradnika (2002) ukazuje na
korisnost imunohistohemijskog bojenja na MMP-2 kao dijagnostickog testa za
razlikovanje papilarnih karcinoma od drugih neoplazija Stitaste Zlezde. Nasuprot tome,
studija sprovedena od strane Ridlove i saradnika (Rydlova i sar., 2008) je doSla do
zakljucka da MMP-2 nije od pomoéi kao marker koji razlikuje hiperplasti¢ne i
neoplasti¢ne tiroidne noduse. Razlozi za ova neslaganja su verovatno u vezi su sa
brojnim preanalitickim 1 analitickim faktorima, kao S$to su vreme fiksacije, izbor
primarnog antitela i koriS¢ene metode, varijacije u interpretaciji rezultata i ocenjivanju,

kao 1 razlicite serije.

Porodica TIMP proteina je prvobitno okarakterisana kao grupa proteina koja
inhibira aktivnosti matriksnih metaloproteinaza, medutim, TIMP-ovi poseduju i druge
bioloske funkcije koje nisu u potpunosti okarakterisane. U ovom delu studije opisana je
imunohistohemijska ekspresija TIMP-2 proteina u seriji uzoraka nemalignih 1 malignih

tkiva kao 1 upotrebljivost TIMP-2 u patohistoloskoj evaluaiji tiroidnih neoplazija.

Nasa studija je pokazala odsustvo ekspresije TIMP-2 u veéini nemalignih
tkiva, (73% peritumorskih tkiva i 83% folikularnih adenoma) kao i folikularnih
karcinoma (83%), dok je njegova ekspresija u papilarnom karcinomu veoma izrazena
(80% uzoraka PTC je bilo imunopozitivno). Ovi rezultati su samo delimi¢no saglasni sa
ranije objavljenim studijama. U imunohistohemijskoj studiji koju su izveli Maeta i
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saradnici (2001), takode je opisana poviSena ekspresija TIMP-2 u papilarnom
karcinomu tiroidee, i to u ve¢em procentu nego u nasoj seriji uzoraka (94%). Osim toga,
nasli su imunopozitivnost na TIMP-2 u 91% peritumorskih tkiva. Za razliku od toga,
eksperimenti Cho Mar i saradnika (2006) delimi¢no potvrduju nase rezultate i takodje
ne nalaze TIMP-2 u benignim tkivima, ali za razliku od nas nalaze povisenu ekspresiju

u grupi jasno invazivnih folikularnih karcinoma.

Druge metode detekcije nisu dale jednoznacne rezultate u pogledu ekspresije
TIMP-2 u malignim i benignim histotipovima tiroidnog tkiva. Korem i saradnici (2002)
upotrebom ELISA metode 1 Baldini i saradnici (2004) merec¢i nivo iRNK na cCelijskim
linijama nisu naSli razlike u ekspresiji TIMP-2 izmedu papilarnog karcinoma,
folikularnog adenoma i normalnog tiroidnog tkiva, a razliku u iRNK nisu nasli ni
Hoffmann i saradnici (1998) poredeci primarne ¢elijske kulture poreklom od papilarnog
karcinoma 1 od fibroblasta. Primena razli¢itih metoda detekcije uvek nosi moguénost
dobijanja oprecnih rezultata. Metode kao Sto je ELISA koje mere ukupnu ekspresiju
TIMP-2, kako u samim tumorskim folikularnim tiroidnim ¢elijama tako 1 u
okoloc¢elijskom matriksu daju rezultate razliite od imunohistohemijskih koje
dozvoljavaju zasebnu evaluaciju ekspresije u razli¢itim tipovima c¢elija. Takode,
eksperimetni  koji se baziraju na merenju koli¢ine iRNK nisu uporedivi sa
eksperimentima baziranim na proteomici, jer postojanje iRNK ne garantuje njegovu

translaciju.

U svetlu ovih rezultata, naSa analiza ekspresije TIMP-2 u dijapazonu tiroidnih
neoplazija podrzava deo studija koje su nasSle poviSenu ekspresiju TIMP-2 u
karcinomima a snizenu u nemalignom tkivu (Maeta i1 sar., 2001). S obzirom na
pokazanu ulogu matriksnih metaloproteinaza u nastanku i progresiji karcinoma,
potrebno je objasniti povisenu ekspresiju njihovog inhibitora u malignitetima. TIMP-2
je jedinstven ¢lan familije TIMP proteina iz razloga §to, osim inhibicije MMP-2,
selektivno interaguje sa MMP-14 1 ucestvuje u aktivaciji pro-MMP-2 posredstvom
kompleksnog ¢elijskog mehanizma. S obzirom na dokumentovanu sposobnost TIMP-2
da deluje na suprotne nacine u istim ¢elijskim procesima, mozemo zakljuciti da njegova
uloga u zdravom i maligno transformisanom tkivu zavisi kako od njegove koncentracije,

tako 1 od tkivnog konteksta u kom se nalazi. Zato uloga TIMP-2 u malignoj
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transformaciji ne moze da se generalizuje, ¢cime moze da se objasni razliCita ekspresija

TIMP-2 u folikularnom i papilarnom karcinomu tiroidee.

Obzirom da smo zeleli da utvrdimo koliko TIMP-2 moze biti pouzdan marker
za postavljanje patohistoloske dijagnoze PTC, kao 1 za razlikovanje njegove folikularne
varijante od drugih benignih 1 malignih tiroidnih tumora sa folikularnom strukturom,
opet su koriS¢ene ROC krive kako bi se naknadno izracunali parametri koji odreduju

kvalitet antigena kao dijagnostickog markera.

ROC analizom je utvrdeno da je TIMP-2 solidan diskriminator papilarnog
karcinoma od svih ostalih ispitivanih histotipova tiroidnog tkiva kao i same folikularne
varijante papilarnog karcinoma od folikularnog adenoma 1 folikularnog karcinoma.
Vrednosti povrsina ispod krivih koje ukazuju na kvalitet diskriminatora, bile su iznad
0.8 u svim poredenjima. Treba istaci visoke vrednosti koje su dobijene za pozitivnu, a
niske za negativnu prediktivnu vrednost TIMP-2, ¢ime se moze zakljuciti da pozitivna
imunoekspresija TIMP-2 sa velikom verovatnoom potvrduje dijagnozu papilarnog

karcinoma, dok odsustvo ekspresije ne iskljucuje tu dijagnozu.

Matriksna metaloproteinaza-9 je jedan od najproucavanijih proteina u
tumorskoj biologiji. Ona procesuira elemente okolocelijskog matriksa kao 1 veliki broj
receptora i faktora rasta. SintetiSe se u monomernoj formi kao zimogen a aktivacija je
posredovana plazminogen aktivator/plazminogen sistemom i deSava se ekstracelularno,

proteolitickim odstranjivanjem propeptida i oslobadanjem aktivnog mesta.

I pored utvrdenog znacaja MMP-9 u karcinogenezi, podaci vezani za
ekspresiju u tiroidnim neoplazijama su oskudni i kontradiktorni. Nakamura 1 saradnici
(1999) ELISA metodom na tkivnim ekstraktima nisu nasli razliku u ekspresiji MMP-9
izmedu papilarnog karcinoma, folikularnog adenoma i kontrolnog zdravog tkiva,
medutim treba ista¢i da ova metoda bez razlike prepoznaje protein poreklom i od
epitelnih ¢elija i elemenata strome, dok je u slucaju imunohistohemijske analize ¢elijska
lokalizacija proteina definisana. Jedinu imunohistohemijsku analizu MMP-9 u
papilarnom karcinomu pre nase sproveli su Maeta i saradnici koji su nasli da se MMP-9
eksprimira u 94% karcinoma 1 41% netumorskih tkiva susednih neoplasti¢noj leziji. Ovi
rezultati su sliéni naSim, osim §to je pomenuta grupa pronasla nesto viSu ekspresiju

MMP-9 kako u papilarnom karcinomu, tako i u susednom netumorskom tkivu, $to se
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moze objasniti razli¢ito postavljenim pragom pozitivnosti. Imunoekspresija MMP-9 u
folikularnim karcinomima prvi put je pra¢ena 2006. godine (Cho Mar i sar., 2006).
Autori ove studije su nasli statisticki znacajnu razliku u ekspresiji MMP-9 izmedu
minimalno invazivnih folikularnih karcinoma i folikularnih adenoma. Razlozi zbog
kojih se razlikuju rezultati MMP-9 naSe studije i onih koje su objavili Cho Mar i
saradnici su, kao i u slu¢aju MMP-2 i TIMP-2, verovatno u vezi sa razli¢itim na¢inom
ocenjivanja rezultata. Jo§ jednom treba napomenuti da zbog malog broja uzoraka
folikularnih karcinoma na kojima je do sada izuCavana imunoekspresija sva tri
pomenuta markera, kona¢ni zaklju¢ak o njihovoj ekspresiji, u ovom malignitetu,

zahteva obimniju studiju od strane veéeg broja istrazivackih grupa.

Razlika u ekspresiji ukupne forme MMP-9 izmedu papilarnog karcinoma sa
jedne strane i folikularnog karcinoma, folikularnog adenoma i peritumorskog tkiva sa
druge strane je bila statisticki znacajna. Medutim, statisticka analiza je pokazala i
razliku izmedu folikularne 1 klasi¢ne varijante papilarnog karcinoma, sa jacom
ekspresijom u klasi¢noj varijanti, kao $to je ranije ve¢ pokazano u eksperimentima
Dragutinovi¢ i saradnika (2012). U svim drugim poredenjima, MMP-9 se ponasao
slicno kao prethodno analizirani markeri, 1 slicno njima, smatramo da njegova upotreba
kao imunohistohemijskog markera omogucava sigurnije postavljanje dijagnoze

papilarnog tiroidnog karcinoma.

U okviru analize ukupne forme MMP-9 kao dijagnostiCkog markera
papilarnog tiroidnog karcinoma i folikularne varijante papilarnog karcinoma, nalazimo
da je senzitivnost MMP-9 za papilarni karcinom bila nesto viSa nego za izdvojenu
folikularnu varijantu, $to je posledica povisene ekspresije MMP-9 u klasi¢noj varijanti
papilarnog karcinoma. Rezultat toga je da su dijagnosticka tacnost i povrSine ispod
ROC krivih takode bile vise za ukupni papilarni karcinom nego samo za folikularnu
varijantu. Zapravo, na naSim serijama uzoraka analiziranim ROC metodom, MMP-2 se
pokazao kao bolji, a MMP-9 kao loSiji marker folikularne varijante papilarnog
karcinoma, dok su za ukupni papilarni karcinom sva tri markera dala uglavnom
ujednacene rezultate. Slicne performanse MMP-2, TIMP-2 i MMP-9 u diferencijalnoj
dijagnostici tiroidnih neoplazija rezultuju iz njihove sli¢ne ekspresije u ovim
histotipovima, $to se ¢esto dovodi u vezu sa moguc¢om kotranskripcijom njihovih gena
indukovanom spoljasnjim faktorima (Deschamps i1 Spinale, 2006). Promotori gena
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MMP-2, TIMP-2 i MMP-9 sadrze identi¢ne sekvence koje vezuju transkripcioni faktor
AP-1 (activator protein-1) koji interaguje sa proteinima Fos i Jun signalne kaskade. AP-
1 reguliSe ekspresiju gena vecine matriksnih metaloproteinaza, TIMP-1 i TIMP-2
(Deschamps 1 Spinale., 2006) kao odgovor na niz stimulusa uklju€ujuéi faktore rasta,

citokine i bakterijske i1 virusne infekcije (Hess 1 sar., 2004).

Ukupno uzevsi, na$i rezultati ukazuju na to da MMP-2, TIMP-2 i ukupni
MMP-9 pokazuju poviSenu ekspresiju u papilarnom karcinomu u odnosu na
peritumorsko tkivo, folikularni adenom i folikularni karcinom. ROC analiza dobijenih
rezultata potvrduje da sva tri markera solidno razlikuju papilarni karcinom tiroidee, kao
1 samu folikularnu varijantu, od uslovno ,zdravog® tkiva, folikularnog adenoma i

folikularnog karcinoma.

U poslednjem delu imunohistohemijske analize, koriS¢eno je antitelo MCA
2736 koje specificno prepoznaje samo aktivnu formu MMP-9 i po nasim saznanjima
do sada nije koriS¢eno u tiroidnom tkivu. Od svih analiziranih nemalignih tkiva, aktivna
forma MMP-9 je nadena u samo jednom slucaju peritumorskog tkiva dok je u odnosu
na prethodno analizirane markere, u znatno manjem procentu pronadena i kod malignih
histotipova. Statisticka analiza je pokazala da se nivo ekspresije aktivne forme MMP-9
ne razlikuje bitno izmedu folikularne varijante papilarnog karcinoma, folikularnog
adenoma 1 folikularnog karcinoma, tako da aktivna forma MMP-9 nije zadovoljavajuci
marker folikularne varijante papilarnog karinoma. Sa druge strane, nasa serija uzoraka
je pokazala povisenu ekspresiju aktivne forme MMP-9 u papilarnom karcinomu u
odnosu na folikularni adenom kao 1 u odnosu na ukupno nemaligno tkivo. Rezultati
imunohistohemijske analize za ukupni i aktivni MMP-9 ukazuju da, iako postoji
poviSena produkcija ovog enzima u malignim ¢elijama papilarnog karcinoma, i to viSe u
klasi¢noj nego u folikularnoj varijanti, samo deo se aktivira i prelazi u aktivhu formu

enzima.

Aktivna forma MMP-9 je imala daleko nize vrednosti od prethodno
ispitivanih markera za dijagnosticku ta¢nost (povrsinu ispod ROC krive), senzitivnost 1
negativnu prediktivnu vrednost. Specifi¢nost 1 pozitivna prediktivna vrednost, sa druge
strane, su imale jako visoke vrednosti zbog visokog procenta imunonegativnih benignih

i uslovno zdravih tkiva u odnosu na ukupan broj analiziranih, odnosno ukupan broj
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imunonegativnih tkiva (NPV). Iz svega izloZzenog proizilazi da je aktivna forma MMP-9
slab diskriminator papilarnog tiroidnog karcinoma od svih ostalih ispitivanih histotipova
tiroidnog tkiva, a folikularnu varijantu papilarnog karcinoma uopste ne razlikuje od
folikularnih tiroidnih karcinoma i adenoma. Odnosno, imunohistohemijski test na
aktivhu formu MMP-9 nema dijagnosticku vrednost prilikom postavljanja dijagnoze

kod pacijenata sa papilarnim tiroidnim karcinomom.

5.2. DETEKCIJA MMP-2 | MMP-9 GEL-ZIMOGRAFIJOM

Zbog kompleksne post-translacione regulacije aktivnosti matriksnih
metaloproteinaza, ovi enzimi se u bioloSkom materijalu mogu naéi u razliCitim
oblicima: u zimogenoj formi, u aktivnoj formi ili u kompleksu sa inhibitorima. Stoga,
razli¢ite metode detekcije matriksnih metaloproteinaza omoguéavaju detekciju njihovih
razli¢itih formi. U op$tem slu¢aju, imunoloske tehnike kao $to su imunohistohemija ili
ELISA ne razaznaju da li je enzim proteoliticki aktiviran i da li je kompleksiran sa
TIMP-om, tako da se ne moze tvrditi bioloska aktivnost samo na osnovu prisustva
imunoreaktivnog proizvoda. Da bi prevaziSla ovaj problem, naSa imunohistohemijska
studija je, izmedu ostalog, koristila antitelo specifi¢no za aktivnu formu MMP-9, ali jo$
uvek ostaje mogucénost unakrsne reakcije navedenog antitela sa antigenima slicnim
onom na koji su proizvedena. Osim toga, TIMP-ovi mogu da onemogucée dejstvo
enzima 1 u sluc¢aju kada su MMP prisutne u aktivnoj formi. Zbog toga su neophodne

druge metode koje ¢e omoguciti da se ispita funkcionalna aktivnost MMP-a u tkivu.

Gel-zimografija je relativno jeftina 1 jako osetljiva metoda koja omogucava
simultanu detekciju 1 kvantifikaciju pro- i aktivne forme MMP-2 i MMP-9 u uzorku
homogenata tkiva. U slucaju tiroidnih karcinoma postoje samo dve studije koje su
upotrebom zimografije pokusale da ispitaju prisustvo zelatinaza u uzorcima tumorskog i
peritumorskog tiroidnog tkiva. Jedna od ovih studija nije izvrSila kvantifikaciju aktivnih
formi enzima (Korem i sar., 2002), dok druga opisuje samo prisustvo ili odsustvo
odredenih formi u papilarnom karcinomu i peritumorskom tkivu (Maeta i sar., 2001).
Kako u dostupnoj literaturi nema kompletnih podataka o kvantitativnom odnosu

razli¢itth formi Zelatinaza u tkivu Stitaste Zlezde prvi put dajemo konzistentnu
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kvantifikaciju latentnih 1 aktivnih formi MMP-2 i MMP-9 u tumorskom i

peritumorskom tkivu §titaste zlezde primenom gel-zimografije.

Pokazano je da pacijenti sa papilarnim karcinomom imaju znacajno vecu
aktivnost MMP-2 1 MMP-9 u malignom tkivu u poredenju sa zdravim tkivom. U naSim
eksperimentima proforme MMP-2 i MMP-9 su nadene u svim uzorcima papilarnog
karcinoma dok su aktivne forme nadene u vecini, ali ne u svim uzorcima. Zdrava tkiva
koja su analizirana, dala su slabo obezbojene trake koje odgovaraju proformama
zelatinaza u samo tri uzorka, u slucajevima kada je hirurski odstranjeno zdravo tkivo
poticalo sa istog lobusa sa kog je odstranjen tumor. Ovi rezultati su donekle saglasni sa
nalazima Maeta i saradnika (2001) koji su u svim papilarnim karcinomima detektovali
Cetiri trake koje odgovaraju pro- i aktivnim formama Zelatinaza, dok su u zdravim
tkivima nasli dve slabije trake. U pomenutom radu nije precizirano da li je zdravo tkivo
odstranjeno sa istog lobusa sa kog je uzeto tumorsko, pa ovo moze biti objasnjenje za
neslaganje sa naSim rezultatima. Kada smo zimografskom metodom analizirali
folikularne adenome i folikularni karcinom, kao i1 njihova zdrava tkiva, ni u jednom od
analiziranih sluc¢ajeva zimografske trake koje odgovaraju aktivnim formama enzima
nisu detektovane, dok su proforme nadene u vecini slucajeva folikularnog adenoma, ali
ne 1 folikularnom karcinomu. Imajuéi u vidu rezultate imunohistohemije, mozemo da
zakljuc¢imo da papilarni karcinom nema samo poviSenu ekspresiju Zelatinaza u odnosu

na druge analizirane histotipove tkiva, ve¢ i poja¢anu stopu njihove aktivacije.

Sli¢ni eksperimenti koje su objavili Korem i saradnici (2002) nalaze proforme
zelatinaza 1 u uzorcima folikularnith adenoma, folikularnih karcinoma i strume. Za
razliku od nas, ova grupa je nasla povisenu ekspresiju proforme MMP-2 ali ne i MMP-9
u papilarnom karcinomu u odnosu na kontrolno zdravo tkivo. Prema podacima koje su
objavili, nivo proforme MMP-2 nije se statisticki razlikovao izmedu folikularnih
karcinoma, folikularnih adenoma 1 strume. Razlozi za neslaganje sa nasim rezultatima
verovatno se mogu pripisati, pre svega, rezliCitim serijama uzoraka ali i tehnickim
razlikama u protokolu (razli¢ita naneta koncentracija proteina, razli¢it nacin i vreme

obezbojavanja gela i razliCit softver za kvantifikaciju traka).

U drugim karcinomima zimografski izmereni nivoi aktivacije MMP-2 1 -9 u

tumorskim u odnosu na zdrava tkiva su dali opre¢ne rezultate. Grupa Patel i saradnika
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(2005) nasla je poviSene nivoe aktivacije Zelatinaza u karcinomu skvamoznih ¢elija
usne duplje u odnosu na susedna zdrava tkiva, pri ¢emu je nivo aktivacije MMP-2 bio
visi od MMP-9. Za razliku od toga, u sluc¢aju karcinoma plu¢a (Weng i sar., 2013) 1
kolorektalnog karcinoma (Waas i sar., 2002) nadeno je da je aktivacija MMP-2
povisena, a aktivacija MMP-9 sniZzena u tumorskom u odnosu na kontrolno zdravo
tkivo. Ovaj tkivno specifican obrazac aktivnosti Zelatinaza je verovatno posledica

razlike u lokalnim mikrosredinama analiziranih tkiva.

5.3. LOKALIZACIJA ENZIMSKE AKTIVNOSTI ZIMOGRAFIJOM
IN-SITU

I pored brojnih prednosti koje nudi gel-zimografija u detekciji aktivnosti
matriksnih metaloproteinaza, njen nedostatak je S§to ne dozvoljava lokalizaciju enzimske
aktivnosti. Pomenutom metodom, specifiéna proteazna aktivnost mozda nece biti
detektovana u punom tkivnom ekstraktu ukoliko se aktivirani enzim nalazi samo u
relativno malom delu obolelog tkiva. Moze se desiti i da tokom ekstrakcije proteina
dode do inhibicije aktivnog enzima ili, obrnuto, aktivacije inaCe neaktivnog enzima.
Takode, zbog prisustva SDS-a u postupku elektroforeze, matriksne metaloproteinaze se
odvajaju od svojih inhibitora sa kojima su prirodno u kompleksu, pa ih nije moguce
razlikovati od slobodnih aktivnih formi enzima. Za razliku od toga, in situ zimografija

omogucava preciznu lokalizaciju funkcionalne enzimske aktivnosti u tkivnim ise¢cima.

Kako rutinska formalinska fiksacija uzoraka tkiva onemogucava enzimsku
aktivnost in situ, do nedavno su se u ovu svrhu koristili zamrznuti isecci 1 detekcija
zelatinoliticke aktivnosti na filmu (FIZ metoda, film in situ zymography). Zamrzavanje
iseCaka naruSava morfologiju tkiva, a detekcija na filmu ne omogucava kontrastno
bojenje, tako da se strukturni detalji i precizna lokalizacija aktivnosti Zelatinaza slabo
razaznaju. Do sada, jedini pokuSaj detekcije Zelatinaza u tiroidnim karcinomima
metodom in situ zimografije su objavili Nakamura i saradnici (1999). Ova grupa je FIZ
metodom demonstrirala razliku izmedu in situ ZelatinolitiCke aktivnosti izmedu

papilarnog karcinoma i susednog tiroidnog tkiva, pokazuju¢i da je zelatinoliticka
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aktivnost locirana isklju¢ivo u folikularnim epitelnim tiroidnim ¢elijama karcinoma, a

izostaje u nemalignim ¢elijama.

Niska osetljivost FIZ tehnike je poboljsana upotrebom DQ (dye quenched)
zelatina obelezenog fluorescein izotiocijanatom (FITC). Proteolizom DQ Zelatina
oslobadaju se fluorescentni peptidi jasno vidljivi na tamnoj pozadini. Prednosti ove
varijante in situ zimografije su i mogucnost kontrastnog bojenja jedara DAPI-em, kao i
mogucnost upotrebe trajnih preparata tkiva fiksiranih u alkoholu sa ocuvanom
morfologijom tkiva. Ovako poboljsana metoda zimografije in situ daje mikrografije
visoke rezolucije na kojima se precizno i1 sa visokom osetljivos¢u moze lokalizovati

zelatinoliticka aktivnost na ¢elijskom nivou.

Nasa grupa je prva upotrebila metodu in sifu zimografije sa fluorescentno
obelezenim zelatinom na tiroidnim neoplazijama. Rezultati pokazuju jaku
zelatinoliticku aktivnost u folikularnim epitelnim ¢elijama papilarnog karcinoma, dok je
nivo aktivnosti u peritumorskom tkivu i folikularnim adenomima znatno sniZzen i po
intenzitetu sli¢an negativnoj kontroli. Povremeno je uocena zelatinoliticka aktivnost u
elementima strome kao $to su krvni sudovi, inflamatorne ¢elije i mio/fibroblasti. Sli¢na
distribucija zelatinoliticke aktivnosti u ¢elijama karcinoma, ali i elementima strome
pokazana je na karcinomu pluc¢a (Kaji i sar., 2003), kao 1 hepatocelularnom karcinomu

(Kaneyoshi i sar., 2001).

Vosseler 1 saradnici (2009) su pokazali da se Zelatinoliticka aktivnost pokrece
u pocetnim stadijumima invazivnog rasta karcinoma skvamoznih ¢celija kozZe,
prvenstveno u tumorskoj stromi. Na$i rezultati in situ zimografije nedvosmisleno
pokazuju povecanu zelatinoliticku aktivnost ne samo u folikularnim epitelnim tiroidnim
¢elijama samog tumora ve¢ 1 u elementima strome. Hadler-Olsen i saradnici (2009) su,
proucavajuéi in situ Zzelatinoliticku aktivnost ¢elija karcinoma jezika kod pacova,
zapazili da je vecina generisane fluorescence fokalno distribuirana na periferiji
tumorskih celija, iz Cega su pretpostavili da je proteoliticki aktivan enzim smesten u
vezikulama. Pokazano je da se u ¢elijama melanoma ovakve vezikule aktivno prenose
duz mikrotubula ka plazma membrani (Schnaeker i sar., 2004). Ovo moze biti
objasnjenje porekla jakog fluorescentnog signala unutar malignih ¢elija razlicitih tipova

karcinoma, ukljucujuéi i tiroidni.
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Rezultati in situ zimografije potkrepljuju naSe rezultate dobijene
imunohistohemijom. Sa ove dve tehnike pokazali smo da je najveci deo ekspresije
MMP-2 1 MMP-9 lokalizovan u ¢elijama folikularnog epitela papilarnog karcinoma
tiroidee 1 da je bar deo ovih enzima u aktivnoj formi i u stanju da razgradi komponente
matriksa. Takode smo pokazali da se u manjoj meri ovi enzimi sintetiSu i aktiviraju u
¢elijama strome koje okruzuju karcinom. Znacaj ZelatinolitiCke aktivnosti poreklom iz

stromalnih ¢elija u slucaju papilarnog tiroidnog karcinoma tek treba utvrditi.

5.4. POVEZANOST EKSPRESIJE MMP-2, TIMP-2, UKUPNOG |
AKTIVNOG MMP-9 SA KLINICKOPATOLOSKIM
KARAKTERISTIKAMA PAPILARNOG KARCINOMA

U cilju odredivanja prognoze i ishoda bolesti, kao i donoSenju odluke o
specificnom onkoloskom le¢enju neophodno je poznavati TNM Kklasifikaciju tiroidnih
karcinoma. Odredivanje TNM stadijuma bolesti ili stepena progresije bolesti,
predstavllja grupisanje pacijenata shodno utvrdenim karakteristikama tumora. Zasniva
se na klinickopatoloskim nalazima kao S§to su godine pacijenta, veli¢ina tumora,
prisustvo ili odsustvo metastaza, i drugo. Uprkos dokazanoj prognostickoj vrednosti
prethodno pomenutih klasi¢nih prognosti¢kih faktora za papilarni tiroidni karcinom i
dalje postoji teznja za otkrivanjem novih prognosti¢kih parametara koji ¢e pomoéi u

razotkrivanju o¢ekivanog ponaSanja tumora.

Danas se istrazivanja prognostickih markera baziraju na razumevanju
molekularnih mehanizama rasta, progresije i metastaze tumora kako bi se molekularni
ucesnici ovih procesa upotrebili za predvidanje bioloskog ponaSanja karcinoma. S
obzirom da matriksne metaloproteinaze 1 njihovi inhibitori imaju ulogu u svim
stadijumima razvoja kancera, posveéena im je velika paznja kao potencijalnim

biomarkerima koji bi pomogli u predikciji agresivnosti karcinoma.

Mnoge studije su pokazale pozitivne korelacije izmedu ekspresije MMP 1
tumorske invazije 1 metastaza. Ovi podaci se odnose na razliite tipove karcinoma

lociranim u razli¢itim organima (Curran i Murray, 2000).
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Cilj ovog dela rada je bio da ustanovimo prognosticku vrednost
ekspresionog profila MMP-2, MMP-9 i TIMP-2 u papilarnom karcinomu, kako bi

pokusali da predvidimo njegovo agresivno ponasanje i modifikovali tretman pacijenata.

Kako bismo utvrdili da li je ekspresija analiziranih markera ili njihovih
razli¢itth formi indikator agresivnosti karcinoma, rezultati imunohistohemije,
zimografije 1 zimografije in situ statistiCki su korelisani sa vrednostima poznatih

prognostickih klinickopatoloSkih parametara papilarnog karcinoma.

5.5. POVEZANOST IMUNOHISTOHEMIJSKE EKSPRESIJE MMP-
2, TIMP-2, UKUPNOG | AKTIVNOG MMP-9 SA
KLINICKOPATOLOSKIM KARAKTERISTIKAMA PAPILARNOG
KARCINOMA

Radi veée pouzdanosti statisticke analize, povezanost imunohistohemijske
ekspresije MMP-2, TIMP-2, ukupnog i aktivnhog MMP-9 sa klinickopatoloskim
parametrima papilarnog karcinoma analizirana je pono¢u dva univarijantna statisticka
testa: y° testom i Spearmanovim testom. Zbog razli¢itog na¢ina raunanja koeficijenta
korelacije, ova dva testa ne daju obavezno iste rezultate. Najpouzdanijom korelacijom

se smatra ona koju potvrde oba testa.

U na$im analizama rezultati y* testa i testa po Spearmanu slagali su se u
vecini sluCajeva. Spearmanov test je pokazao asocijaciju povisene ekspresije MMP-2 sa
prisustvom limfnih nodalnih metastaza, §to je potvrdeno y’ testom. S obzirom da
papilarni karcinom najc¢eS¢e metastazira u lokalne limfne ¢vorove vrata, a MMP-2 ima
ulogu u proteolizi kolagena IV koji se nalazi u bazalnim membranama, ovo sugerise da
MMP-2 moze biti ukljuena u migraciju epitelnih ¢elija duz i preko bazalne membrane
ka limfnom ¢voru, 1 da se povecano prisustvo citoplazmatskog MMP-2 u primarnom
tumoru moze smatrati prognostickim faktorom prisustva limfnih nodalnih metastaza. Do
sliénih rezultata su dosle i grupe Maeta i saradnika (2001) i grupa Hui Tan i saradnika
(2008). Pomenuta kineska grupa je ekspresiju MMP-2 povezala sa nepovoljnim
karakteristikama papilarnog karcinoma kao Sto su limfne metastaze, ekstratiroidna

invazija i dubina tumorske invazije. Tian 1 saradnici (2008) su ¢ak izveli prospektivnu
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studiju prema kojoj je viSe od pola pacijenata obolelih od papilarnog karcinoma sa
visokom ekspresijom MMP-2 u periodu od narednih 5 do 15 godina razvilo limfne
metastaze. Rezultati nisu jednoznacni. Studija Korem i sar. (2002) ukazuje na korisnost
MMP-2 kao dijagnostickog markera za razlikovanje papilarnog karcinoma od drugih
neoplazija Stitaste zlezde, ali osporava njegovu prognosticku vrednost, a nije nadena ni
korelacija sa prisustvom limfnih metastaza. Vecina studija ipak ukazuje na vezu izmedu
povisene ekspresije MMP-2 i prisustva metastaza u limfnim ¢vorovima (Maeta 1 sar.,
2001; Korem 1 sar., 2002; Nakamura i sar., 1999) Sto ukazuje na bitnu ulogu ovog

enzima na metastatsku sposobnost papilarnog karcinoma.

Statisticka analiza imunohistohemijskih rezultata TIMP-2 je pokazala da ovaj
protein vise eksprimiraju tumori veéih dimenzija (visi T status) i oni koji su se prosirili
izvan Stitaste Zlezde. Korelaciju sa T statusom je potvrdila grupa Maeta i saradnika
(2001). Zanimljivo je da je grupa Wajner i saradnika (2014) nasla obrnutu korelaciju
izmedu imunoekspresije TIMP-2 i veli¢ine tumora u medularnom karcinomu 1 tvrde da
smanjena ekspresija TIMP-2 moze biti marker visokog metastatskog potencijala
medularnog karcinoma. Medutim, Cavalheiro i saradnici (2009) su pokazali da, bar $to
se tice medularnog karcinoma tiroidee, mora da se posmatra odnos ekspresije TIMP-2
prema MMP-2 kao prediktor prognoze medularnog karcinoma. U naSem setu uzoraka,
MMP-2 i TIMP-2, iako su kolokalizivali i pokazivali povisenu ekspresiju u papilarnom
karcinomu, nisu korelisali sa pojavom istih klinicko-patoloskih karakteristika. S
obzirom da, u zavisnosti od molarnog odnosa MMP-2 i TIMP-2, TIMP-2 moze delovati
kao aktivator ili inhibitor, verovatno slicno medularnom karcinomu, razli¢iti aspekti
agresivnog ponasanja papilarnog karcinoma zavise od medusobnog odnosa
koncentracija MMP-2 i TIMP-2. Medutim, treba ista¢i da je modulacija aktivnosti
posredstvom TIMP-2 samo jedan od brojnih mehanizama kojima celija regulisSe
aktivnost MMP-2 1 koji mogu imati uticaj na MMP-2 posredovanu invaziju papilarnog

karcinoma.

Ukupni MMP-9, po rezultatima y” testa i Spearmanove analize nije korelisao
ni sa jednim od ispitivanih klini¢kopatoloskih parametara. Za razliku od nasSih rezultata,
nekoliko grupa je naslo asocijaiju izmedu ekspresije ukupne forme MMP-9 i prisustva
metastaza u limfnim ¢vorovima (Maeta i sar., 2001; Wang i sar., 2013). Delektorskaia i
saradnici su objavili da simultana imnopozitivnost na MMP-2, TIMP-2 i MMP-9 u
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tkivu papilarnog karcinoma koreliSe sa loSim klini¢kopatoloskim parametrima, kao $to
su veli¢ina tumora, invazija kapsule i prisustvo regionalnih limfnih metastaza. Podataka
o ulozi MMP-9 u progresiji maligne bolesti Stitaste Zlezde nema mnogo, a podaci iz
istrazivanja na drugim karcinomima ukazuju da MMP-9 u karcinogenezi Cesto ima
kompleksne i promenljive uloge. Pokazano je da u karcinomu usne duplje MMP-9 moze
delovati kao promoter ili supresor karcinoma u zavisnosti od stadijuma i lokacije tumora
(Tuuli Vilen i sar., 2013). Eksperimenti u kojima je vrSen transfer gena MMP-9 u ¢elije
karcinoma mle¢nih Zlezda miSeva, pokazali su usporen rast transfekovanog tumora
(Bendrik 1 sar., 2008), a nekoliko studija vezuje smanjenu ekspresiju MMP-9 sa loSim
klinickopatoloskim parametrima u razli¢itim tumorima (Lin i sar., 2009; Chuang i sar.,
2010). Iz navedenih rezultata mozemo =zakljuc¢iti kako MMP-9 ucestvuje u
patogenetskim promenama tokom progresije karcinoma. Medutim, vazno je ista¢i da
metaloproteinaze formiraju vrlo kompleksnu mrezu u ¢celiji koja izvrSava brojne
funkcije, a koje ne zavise samo od interakcije izmedu razli¢itih medijatora, nego i od
mikrosredine. Zbog toga, koli¢ina 1 priroda metaloproteinaza, njihove target celije,
priroda aktivirajuéeg signala, priroda inhibitora, vreme, redosled njihovog delovanja,

kao 1 eksperimentalni model mogu imati uticaj na rezultat specifi¢ne metaloproteinaze.

Imunohistohemijski detektovana aktivna forma MMP-9 je bila eksprimirana u
manjem broju uzoraka papilarnog karcinoma nego ukupna forma, medutim za razliku
od ukupne forme, pokazala je snaznu asocijaciju sa svim parametrima koji ukazuju na
agresivnost karcinoma: ekstratiroidnom invazijom, prisustvom limfnih nodalnih
metastaza, T statusom i TNM stadijumom kao i dubinom neoplasti¢ne infiltracije. 1z
nasih podataka da se zakljuciti da sinteza i aktivacija MMP-9 nisu uskladeni. Maligno
transformisane epitelne ¢elije papilarnog karcinoma u velikom broju slucajeva sintetiSu
MMP-9, medutim tek njegova aktivacija je u korelaciji je sa veCom agresivnoscéu

tumora i potencijalni je faktor nepovoljne prognoze.

Sli¢ne studije pokazuju da se aktivnost odredenih signalnih puteva, pod ¢ijim
uticajem su 1 razli¢ite MMP, menja menjanjem stadijuma bolesti, odnosno progresijom

bolesti (Yamaguchi i sar., 1998).
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5.6. POVEZANOST NIVOA AKTIVACIJE MMP-2 i MMP-9 SA
KLINICKOPATOLOSKIM KARAKTERISTIKAMA PAPILARNOG
KARCINOMA

Kao i u slucaju imunohistohemije, denzitometrijski izracunati nivoi aktivacije
MMP-2 i MMP-9 korelisani su sa klinickopatoloSkim parametrima papilarnog
karcinoma: staro$¢u, polom, prisustvom ekstratiroine invazije i prisustvom limfnih
nodalnih metastaza, T statusom i TNM stadijumom pacijenata i dubinom neoplasticne
infiltracije. Kako bi osigurali validnost rezultata, i ovaj put su sve korelacije proverene
sa najmanje dva statisticka testa koja odgovaraju postoje¢em setu podataka: Mann-
Whitney testom (klinickopatoloski parametar ima dva moguca ishoda) ili Kruskall
Wallis testom (u sluc¢aju da klini¢kopatoloska varijabla ima viSe mogucih ishoda) 1

Spearmanovim testom.

Nasi podaci su pokazali da odnos aktivirani MMP-2/ukupni MMP-2 nije
pokazao znacajnu povezanost ni sa jednom od klini¢kopatoloskih parametara papilarnog
karcinoma koje smo analizirali: starost, pol, prisustvo ekstratiroidne invazije i limfnih
metastaza, T 1 TNM status ni dubina neoplasti¢ne infiltracije. S obzirom na nacin na
koji smo kvantifikovali podatke, ovo zna¢i da je kod agresivnijih formi papilarnog
karcinoma udeo aktivne forme MMP-2 u ukupnoj koli¢ini enzima mali. Nakamura i
saradnici su 1999. godine pokazali da je na njihovom setu uzoraka odnos aktivne MMP-
2 prema proformi bio znacajno visi kod primarnih tumora koji su metastazirali u okolne
limfne ¢vorove. Nasi podaci iz imunohistohemijskih eksperimenata pokazuju da ukupna
koli¢cina MMP-2 koreliSe sa prisustvom limfnih metastaza, dok se na osnovu gel
zimografije ispostavlja da procentualni udeo aktivne forme nije bitan za njihovu pojavu.
Medutim, kao S§to je ranije diskutovano zbog nedostataka obe metode ne mogu se

jednostavno objasniti razliito dobijeni rezultati.

Za razliku od MMP-2, stopa aktivacije MMP-9 je korelisala sa nepovoljnim
ishodima vecine analiziranih klinickopatoloskih parametara papilarnog tiroidnog
karcinoma: sa prisustvom ekstratiroidne invazije, prisustvom limfnih nodalnih
metastaza, visokim T statusom i TNM stadijumom kao i dubinom neoplasticne
infiltracije. Ovim rezultatima smo potvrdili prethodno prikazane imunohistohemije

nalaze 1 istakli MMP-9 kao jednog od glavnih efektora progresije papilarnog karcinoma
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Stitaste zlezde. Mada ¢elije folikularnog epitela papilarnog karcinoma produkuju velike
koli¢ine MMP-9, nekad ga produkuju i fibroblasti, glatke miSi¢ne celije i endotelne
¢elije. Pored toga, u Stitastoj zlezdi trombociti mogu biti izvor MMP-9, kao §to je
pokazano i naSom imunohistohemijskom analizom. Bez obzira na druge izvore MMP-9
u ekstraktima tiroidnog tkiva rezultati gel zimografije se podudaraju sa

imunohistohemijskim nalazima.

Frasca i saradnici (2008) su pokazali da pojava mutacije V600E u BRAF
genu koreliSe sa imunoekspresijom MMP-9 i MMP-2. Verovatno je da je pojacana
transkripcija gena za MMP-2 1 MMP-9 jedna od mnogobrojnih posledica mutacije u
BRAF kinazi. Medutim, prema naSim rezultatima deluje da papilarni karcinom ne
poprima invazivni fenotip dok se proteoliticki ne aktivira odredeni procenat molekula
MMP-9. Ovi molekuli zatim, degradirajuci elemente okoloéelijskog matriksa i bazalne
membrane promovisu aktivnu migraciju neoplasticnih ¢elija izvan Stitaste zlezde 1

njihovo nastanjivanje u druga, susedna ili udaljena tkiva.

Sveukupno poviSenje nivoa aktivnosti aktivirane forme MMP-9 u tkivu
pacijenata sa papilarnim tiroidnim karcinomom potice od povecane ekspresije MMP-9 u
folikularnim epitelnim tiroidnim ¢elijama samog tumora, kao i u elementima strome. 1z
tih razloga, nivo aktivnosti MMP-9 mogao bi predstavljati jedan parametar kojim bi se
stratifikovali bolesnici oboleli od papilarnog karcinoma, Sto bi pospesilo adekvatnije

odredivanje terapije ovih pacijenata.

5.7. POVEZANOST AKTIVNOSTI MMP-9 IN SITU SA DUBINOM
NEOPLASTICNE INFILTRACIJE PAPILARNOG KARCINOMA

Kao §to je poznato, MMP se izlucuju u inaktivnoj formi proenzima te se
same aktiviraju ili ih aktiviraju drugi proteoliticki enzimi na mestu sekrecije
(Kessenbrock, 2010). U tkivima njihova proteoliticka aktivnost je regulisana

enzimskom aktivacijom i inhibicijom.

In situ zimografija uz upotrebu specificnog supstrata omogucava lokalizaciju

funkcionalnog enzima u tkivu. Ova metoda ne zamenjuje ve¢ nadopunjuje gel
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zimografiju. Takode, ima veliki potencijal u ispitivanju uticaja razliitih proteaznih
inhibitora na ukupnu proteaznu aktivnost u ispitivanom tkivu. Kada su inhibitori
proteaza prisutni u toku perioda inkubacije sa odgovaraju¢im supstratom, njihova
inhibitorna aktivnost se moZe proceniti pomocu smanjenja signala poteklog od
razgradnje odgovaraju¢eg supstrata (Zelatina) u prisustvu proteaza (Zelatinaza) u
tiroidnom tkivu. U osnovnoj varijanti in situ zimografske tehnike, nema nacina da se
difrencira signal potekao od aktivnosti MMP-2 od signala poteklog od MMP-9. Kako
bismo prevazisli ovaj problem, upotrebljen je inhibitor koji selektivno blokira aktivnost
MMP-2, dok na aktivnost MMP-9 deluje tek u sto puta veéem molaritetu od
upotrebljenog. Nakon primene zimografije in situ sa i bez selektivnog inhibitora MMP-
2 poredili smo relativne razlike u fluorescenci na uzorcima papilarnog karcinoma sa
razli¢itim stupnjevima neoplasti¢ne infiltracije. lako literaturni podaci govore da Zelatin
moze da bude supstrat i drugih MMP osim Zelatinaza (Sekhon i sar., 2010), njihov udeo
u zelatinoliti¢koj aktivnosti je zanemarljivo mali, i nismo uspeli da ga detektujemo gel-
zimografijom. Tako smo ustanovlili da je in situ zimografija najadekvatnija metoda za
lokalizaciju Zelatinaza u tkivu, i analizu funkcionalne aktivnosti zasebno za MMP-2 i
MMP-9 sa stepenom neoplasticne infiltracije papilarnog karcinoma, i pored toga $to

njeni rezultat ne mogu precizno da se kvantifikuju.

Svi papilarni tiroidni karcinomi, bez obzira na histoloski definisan stepen
neoplasti¢ne infiltracije su pokazali intenzivnu ukupnu zelatinoliticku aktivnost u
maligno transformisanom epitelu i rede, u elementima susedne strome. Povecanje
aktivnosti zelatinaza moze biti povezano sa fenotipskim promenama tumorskih ¢éelija u

takvim lezijama ili moZe biti povezano sa progresijom tumorskog rasta.

Nakon primene selektivnog inhibitora MMP-2, intenzitet fluorescentnog
signala u spektru uzoraka razli¢itih po stepenu neoplasti¢ne infiltracije je poprimio
gradaciju od stadijuma A (inkapsulisani karcinom) do stadijuma D (karcinom koji vrsi
invaziju u okolna tkiva). Veéina potpuno inkapsulisanih papilarnih karcinoma (71.4%)
je davala signal po jaini slican negativnoj kontroli, dok su karcinomi sa
ekstratiroidnom invazijom pokazivali neumanjenu fluorescencu, slicnu neinhibiranoj.
Ovo sugerise da aktivna forma MMP-9 uglavnom odsustvuje u potpuno inkapsulisanim
papilarnim karcinomima ili je inhibirana nekim od ¢lanova iz porodice TIMP proteina, i
da u ovoj grupi tumora vecéina Zelatinoliticke aktivnosti poti¢e od MMP-2. Sa druge
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strane, nakon primene MMP-2 inhibitora, primerci karcinoma bez tumorske kapsule,
koji su se prosirili po Stitastoj zlezdi pokazali su donekle, ali ne potpuno umanjenu
fluorescencu. Najmanju inhibiciju fluorescentnog signala, odnosno, najjacu enzimsku
aktivnost su pokazali uzorci papilarnog karcinoma koji su veé¢ izvrS$ili invaziju na
strukture van Stitaste Zlezde. Njihova fluorescenca je pokazana u folikularnim epitelnim
¢elijama karcinoma, ali i u stromi, a posledica je zelatinoliticke aktivnosti aktivne forme

MMP-9 (Marecko i sar., 2014).

Povisena aktivnost MMP-9 u tiroidnom tkivu bolesnika sa agresivim oblikom
papilarnog tiroidnog karcinoma ukazuje na ulogu koju ovi enzimi mogu imati u

progresiji ovog karcinoma, prognozi, kao i u dizajniranju terapije.
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6. ZAKLJUCCI
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Primenom imunohistohemijske metode pokazano je da MMP-2, MMP-9 i
TIMP-2 imaju vecéu ekspresivnost u papilarnom tiroidnom karcinomu u odnosu
na folikularni tiroidni adenom, folikularni tiroidni karcinom i uslovno zdravo
tkivo Stitaste Zlezde, $to pruza dodatne informacije prilikom rutinske mofoloske
analize tkiva 1 moglo bi pomo¢i, kao dopunska metoda patohistoloskoj analizi,
pri razlikovanju papilarnog karcinoma od navedenih lezija. Medutim, prema
ukupnim statistiCkim dijagnostickim parametrima, semikvantitativnha procena
imunohistohemijske ekspresije MMP-2, MMP-9 i TIMP-2 ne moze zameniti

klasi¢nu patohistoloSku dijagnostiku kao samostalna analiza.

Pokazana je znafajna pozitivna korelacija izmedu imunohistohemijske
ekspresije MMP-2, MMP-9 i TIMP-2 u grupi papilarnih tiroidnih karcinoma, §to
sugeriSe mogucnost njihovog kooperativnog 1 sinhronizovanog delovanja u

ovom tumoru.

Pokazano je postojanje znacajne veze izmedu imunohistohemijske ekspresije
MMP-2 i formiranja limfnih metastaza primarnog papilarnog karcinoma, Sto
upucuje na potencijalnu ulogu ovog enzima u postizanju invazivnog fenotipa

tiroidne ¢elije.

Uocena je korelacija izmedu pozitivne imunohistohemijske ekspresije TIMP-2 u
tumorskim ¢elijama i klinickopatoloSkih parametara vezanih za progresiju
papilarnog tiroidnog karcinoma (veli¢ina tumora i pojava ekstratiroidne
invazije). To znaci da je prisustvo ekspresije TIMP-2 u papilarnom karcinomu u

korelaciji sa agresivnoscu.

Odsustvo korelacije izmedu rezultata imunohistohemijskog bojenja i klinicko-
patoloskih parametara (veli¢ina tumora, prisustvo regionalnih limfnih metastaza,
prisustvo ekstratiroidne invazije, visoki pTNM stadijum bolesti) ukazuje da
imunohistohemijsko bojenje na ukupni MMP-9 nema prognosticki znacaj za

papilarne tireoidne karcinome.

Ekspresija aktivne forme MMP-9 u papilarnom tiroidnom karcinomu je u
visokom procentu pradena prisustvom nepovoljnih klini¢ko-patoloskih

prognostickih faktora (ekstratiroidna invazija, veli¢ina tumora, visi T status,
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veca dubina neoplasti¢ne infiltracije i kasni TNM stadijum bolesti), Sto upucuje
na zakljuc¢ak da je visoka ekspresija aktiviranog enzima povezana sa loSijom

prognozom papilarnog tiroidnog carcinoma.

7. Gel zimografijom je pokazano da pacijenti sa papilarnim karcinomom imaju
znacajno vecu aktivnost MMP-2 1 MMP-9 u malignom tkivu u poredenju sa
zdravim tkivom, pri ¢emu je nivo aktivacije MMP-9 bio visi od MMP-2. Na
osnovu dobijenih rezultata mozemo zakljuciti da je povecana sinteza i aktivacija

Zelatinaza, pre svega MMP-9, povezana sa malignim tiroidnim fenotipom.

8. Udeo aktivne forme MMP-9, u ukupnoj koli¢ini ovog enzima, visi je u grupi
uzoraka primarnog papilarnog tiroidnog karcinoma sa prisutnim limfnim
metastazama, viSim stepenom neoplasticne infiltracije, 1 prisutnom
ekstratiroidnom invazijom u odnosu na karcinome bez navedenih karakteristika.
Aktivacija MMP-9 je, izgleda, jedan od dogadaja u sticanju invazivnih osobina
papilarnog karcinoma i moze biti marker njegovog agresivnog bioloskog

ponaSanja.

9. Zimografija in situ je pokazala da Zelatinaze ispoljavaju najizrazeniju aktivnost u
¢elijama malignog epitela papilarnog tiroidnog karcinoma, a izvestan stepen
aktivnosti Zelatinaza postoji i u ¢elijskim elementima strome tumora, §to ukazuje
da poveéanje aktivnosti Zelatinaza u oba odeljka moze imati ulogu u

patobiologiji papilarnog tiroidnog karcinoma.

10. Nakon primene selektivnog inhibitora MMP-2 in situ zelatinoliticka aktivnost,
koja odgovara MMP-9 raste sa porastom dubine neoplasti¢ne infiltracije
papilarnog tiroidnog karcinoma. Dobijeni rezultati prvi put pokazuju lokalizaciju
aktivne forme MMP-9 u tkivu papilarnog karcinoma i znacajno doprinose

interpretaciji uznapredovalih stadijuma ove maligne bolesti.

2

Na osnovu ukupnih rezultata koje smo dobili u nasSem radu mozemo zakljuciti da nivoi
imunohistohemijske ekspresije izuCavanih molekularnih markera, nivoi aktivacije
zelatinaza (pre svega MMP-9),1 razumevanje njihovog odnosa prema
poznatim prognostickim klinickopatoloSkim parametrima papilarnog tiroidnog
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karcinoma znacajno doprinose interpretaciji uznapredovalih stadijuma ove
maligne Dbolesti, predikciji agresivnijeg toka bolesti, kao 1 dizajniranju

terapije.
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Mpunor 1. -

U3jaBa o ayTopcTBY

Mortnucann-a WMnoxHa b. Mapeyko

Opoj nHaekca b 303/2008

UzjaBrbyjem
[a je AOKTOpCKa AvucepTauuja noa HacnoBoM

_Excnpecwija v akTMBHOCT MaTPUKCHWX MeTanonpoTenHasa 2 v 9 kao nNoTeHuUMjanHux

MPOrHOCTUYKMX MapKepa Tymopa WTUTacTe Xxnesfe YyoBeka”

® pe3ynTaTt CONCTBEHOr NCTPaXuBadKor pana,

e [ npennoxeHa auceprauuja y LENVHW HY Y Jenosuma Huje Buna npennoxena
3a pobujare BUNIO Koje AWNnome npema CTYAUJCKUM nporpamuma Apyrux
BWCOKOLLIKOMNCKUX YCTaHOBA,

e [Jla cy pe3ynTaTu KOPEeKTHO HaBedeHU u

e [a HWCaM KplMo/na ayTopcka npaea W KOPUCTUO WMHTENEKTyarHy CBOjUHY
OPYrUx nuua.

MoTnwuc moktopaHga

v Beorpaay, /5.4, Yolt

(hGrec ey

Ty




Mpwunor 2.

M3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LWITAMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje [JOKTOPCKOr paaa

Mme n npeanme aytopa WMnoHa b. Mape4ko
bpoj nHapekca E 303/2008
Cryamjckn nporpam Buonoruja henuvja v Tknea

Hacnoe pagna _Exkcnpecuja u akTMBHOCT MaTpPUKCHUX MeTanonpotenHasa 2 u 9 kao
noTeHUMjanHux Mapkepa TyMopa LUTUTacTe Xnesae YoBeka

MeHTopM . ap CeetnaHa CasuH Xerapau, Hay4Hu caBeTHUK MHCTUTYTa 38 NPpUMEHY
HykneapHe eHeprunje - MHEM

Anekcanapa Kopah, penosHu npocdecop Enonolukor chakynreta
YHuBepauteTta y Beorpaay

MoTnucanu/a Wnona b. Mape4ko

W3jaBrbyjem [a je wTamMnaHa Bepauja MoOr JOKTOPCKOr paja WCTOBETHA eNneKTPOHCKO)j
BEpP3Wju Kojy cam npepao/na 3a objaerbuBakbe Ha noprtany [OurutanHor
penosutopujyma YHupepauteta y beorpapny.

[lossorbasam fa ce objaBe MOjU NWYHM Mojaun BesaHu 3a Jobujare akagemckor
3Bak-a [OKTOpa Hayka, Kao LTO Cy UMe U npeaume, roauHa u MecTto pofiera u aaTtym

oabpane papa.

OBM NWYHW nojauu mMory ce ob6jaBuTM Ha MpexHUm CcTpaHuuama purvtande
BubnuoTeke, y enekTpoHCKOM KaTanory 1 y nybnukauujama YHuesepsuteta y beorpaay.

Mornuc pokTopaHaa

Y Beorpagy, /5. 4. Zol4
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Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHueepauteTcky Oubnuoteky ,Ceetosap Mapkoeuh® ga y [urAtanHu
penosuTopujym YHuBepsuteTa y beorpagy yHece mojy AOKTOPCKY AwcepTauujy nog
HacnoBom:

i

‘Ekcnpecuia U akTMBHOCT MaTPUKCHUX MeTaronpoTenHasa 2 n 9 kao noTeHuMjanHnx
MPOrHOCTUYKMX MapKepa TyMopa LUTUTacTe Xnesne Yyoseka”

Koja je moje ayTopcko Aeno.

NucepTauunjy ca CBUM Npuno3umMa npeaaoc/na cam y enekTpoHCKoMm dpopmMary norogHom
3a TpajHO apxuBMpame.

Mojy mOKTOpCKy OucepTaumjy noxparseHy y QurutanHu penoswTtopujym YHuBepsuteTta
y Beorpagy mory aa KopucTe CBU Koju nowTyjy oapeade cagpxaHe y ofabpaHom tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajeqnuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oasny4yumo/na.

1. AyTopCTBO
2. AyTopCTéo - HEKOMepLUujanHo

3. AyTopcTBO — HekoMepuujanHo — 6e3 npepajge

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPUW]anHo — AENUTU NO4 UCTUM YCroB/Ma
5. AytopcTBo — Des npepage
6. AyTOpcTBO — JEnuTu No4 UCTUM YCNOBMMA

(Monumo fa. 3a0KpyXuTe camo jefHy Of LecT MoHyfeHux nuueHuwn, KpaTak onuc
NWLEHUM AaT je Ha nonefuHn nucTa).

Mornuc goktopaHaa

Y Beorpapy, (5. 4. foly




