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PREDGOVOR

Molekularna biologija dozivljava svoj procvat u XXI veku. Od naucne discipline koja je pocetkom 1930-ih bila u po-
vojima, i koja je nastojala da objedini genetiku, biohemiju i biofiziku kako bi rasvetlila tajne Zivota, izrasla je u nauku
¢ija su postignuca doprinela velikom napretku u medicini, veterini, poljoprivredi i farmaciji. Uz informaciono komu-
nikacione tehnologije, molekularna biologija je najperspektivnija oblast istrazivanja, od koje se o¢ekuje da znacajno
doprinese boljitku Zivota ljudi u budu¢nosti.

U Srbiji je molekularna biologija prepoznata relativno rano, pre nego na mnogim drugim meridijanima. Ve¢ u
$kolskoj 1972/73. se na Bioloskom fakultetu u Beogradu (tada Prirodno-matematicki fakultet) osniva smer- molekularna
biologija i fiziologija. U nasoj zemlji se tako edukuju generacije molekularnih biologa ve¢ pola veka. | veliki nau¢ni in-
stituti u Srbiji osnivaju laboratorije u kojima istrazivanja prate, a ponekad i predvode, svetske trendove u molekular-
noj biologiji. Jedna od tih nau¢nih institucija je Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo (IMGGlI),
osnovan 1986. godine u Beogradu. Ve¢ 35 godina naucnici iz IMGGI stavljaju najmodernije teme iz molekularne bio-
logije u fokus svojih istrazivanja.

Ovaj Tematski zbornik ima za cilj da prikaze aktuelne teme i postignuca iz oblasti molekularne biologije u pret-
hodnoj, 2020. godini i da svedoci o tome kako su naucnici u Srbiji u¢estvovali u tim svetskim trendovima. Poglavlja su
rezultat doktorskih teza mladih molekularnih biologa ali i prikaz aktuelnih istrazivanja u kojima je istaknut doprinos
nasih nauc¢nika. Od godine 2020. se ocekivao veliki napredak u mnogim disciplinama zahvaljuju¢i novim saznanjima
iz molekularne biologije. Pocetak godine je doneo pandemiju KOVID-19 bolesti, koja je imala sve karakteristike epi-
demija iz ranijih vekova. Bili smo na pragu velikog razo¢aranja. A onda je molekularna biologija upotrebila sve svoje
kapacitete, tako $to je omogucila karakterizaciju virusa, uzro¢nika bolesti, za izuzetno kratko vreme. |1z tog razloga me-
tode za detekciju virusa su bile razvijene u rekordnom roku, te je brza i efikasna dijagnostika postala dostupna leka-
rima. A potom su se pojavile vakcine, rezultat modernih metoda genetic¢kog inzenjerstva. | tako je 2020. godina ipak
bila jedinstvena u istoriji, jer je odgovor na epidemiju bio brz i efikasan, zahvaljujuci, u velikoj meri, molekularnoj bio-
logiji. Iste godine, Nobelova nagrada za hemiju je dodeljena metodi koja efikasno i ta¢no edituje humani genom. Vrata
medicine budu¢nosti su se Sirom otvorila.

Ova sveska bi trebalo da bude prva u nizu godisnjih tematskih zbornika posvecenih aktuelnim temama iz mole-
kularne biologije. Svesni smo kako ¢e ovi rezultati izgledati za deceniju ili dve. Ali, ovo su,znakovi pored puta” koje je
nase vreme ostavilo, osvetljavajuci put kojim se ide napred. Mi smo zadivljeni napretkom nase nauke, kad pogledamo
u proslost, ali smo i svesni koji su njeni dometi u odnosu na ono ¢emu nauka stremi. Radujemo se bududim sveskama
i verujemo da ¢e one otvarati nove perspektive i trasirati put napretka.

Nadamo se da ¢e ovaj Tematski zbornik naci put do mladih ljudi, da ¢e ih inspirisati da se opredele za nau¢ni rad,
posebno za molekularnu biologiju. Verujemo da ¢e buduce generacije uvideti da naucni rad i u ovoj zemlji moze dati
doprinos svetskoj nauci a pri tome i dovesti do poboljsanja zivota ljudi u nasoj zemlji. Od svih koji su ucestvovali u
stvaranju ovog svedocenja o nasem vremenu, poruka za vas koji dolazite je:

,Hoc¢emo li na molekularnu?!”

Sonja Pavlovi¢

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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1Z RECENZIJA TEMATSKOG ZBORNIKA
Trendovi u molekularnoj biologiji

Tematski zbornik Trendovi u molekularnoj biologiji oslikava trenutno stanje i fokus istrazivanja u molekularnoj bio-
logiji u Srbiji. Izabrane tematske oblasti i reprezentativni radovi jasno govore o moguc¢nostima i dometima ove nau-
¢ne oblasti i spremnosti istrazivaca u Srbiji da prate trendove i savremene naucne pristupe.

Osim trenutno aktuelnog COVID-19, molekularna biologija je unapredila i obogatila istrazivanja u medicini kroz
oblast biomedicine. TezZiSte ovog Tematskog zbornika je na rezultatima istrazivanja molekularne osnove kompleksnih
i retkih bolesti. Proucavanje prokariota dovelo je do mnogih fundamentalnih i revolucionarnih otkri¢a u molekularnoj
biologiji, koja su otvorila put ka biotehnoloskoj primeni. Jedno od takvih otkric¢a je i CRISPR/Cas9 tehnologija za edi-
tovanje genoma. Veoma vazna oblast istrazivanja je i potraga za inovativnim nacinima kontrole infekcija izazvanih
bakterijama koje su rezistentne na konvencionalne antibiotike. O ovim temama se takode govori u Tematskom zbor-
niku. Istrazivanja u molekularnoj biologiji biljaka ne samo da su prosirila znanja o ovim organizmima, ve¢ su otvorila
put ka primeni savremenih metoda za poboljSanje osobina biljaka i povecanje prinosa. U tom smislu je veoma za-
nimljiv i ilustrativan rad koji je prikazan u ovom Zborniku.

Tematski zbornik Trendovi u molekularnoj biologiji jasno je ukazao na naucni i Siri drustveni znacaj istrazivanja u
molekularnoj biologiji. Ovim prvim brojem nagovestava se da ¢e Zbornik ne samo pratiti i dokumentovati najznacaj-
nija dostignuca u molekularnoj biologiji, ve¢ da e biti podstrek i inspiracija istrazivac¢ima u Srbiji.

Prof. Svetlana Radovi¢, redovni profesor
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu

Tematski zbornik,,Trendovi u molekularnoj biologiji” je sacinjen od 17 poglavlja u kojima su predstavljeni nau¢ni
rezultati iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije. Veliki broj poglavlja iz Zbornika je posve-
¢en istrazivanjima iz oblasti biomedicine. Doprinos koji je molekularna biologija dala modernoj medicini je izuzetno
veliki. Danas su u klinickoj praksi mnogobrojni dijagnosticki, prognosticki i terapijskih molekularni markeri. Posebno
je znacajno $to je medicina u Srbiji pratila svetske trendove, i to zahvaljujuci i velikim naporima molekularnih biologa
u nasoj zemlji.

Najbolji primer postignu¢a molekularne biomedicine je odgovor ove nauke na pandemiju KOVID-19. Dijagno-
stika je omogucena uzuzetno brzo jer je molekularna biologija bila spremna za ovaj zadatak. Ipak je razvoj vakcina u
fascinantnom roku najvece postignuce ove nauke. Molekularna biologija je pokazala svoju snagu u pravom trenutku
i postala najznacajnija nauka u kriznim momentima za ¢ovecanstvo, kako u svetu, tako i u nasoj zemlji.

Sigurno je da ¢e ovako koncipiran Tematski zbornik imati buducnost, jer je napredak medicine nemoguce zami-
sliti bez novih dostignuc¢a molekularne biologije.

Prof. dr Vesna Skodrié-Trifunovi¢, redovni profesor
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

Ovaj Tematski zbornik kroz Cetiri celine daje pregled najznacajnijih ostvarenja u molekularnoj biologiji u svetu, a
kojima se bave i istrazivaci u Srbiji. U okviru 17 preglednih radova prikazani su razliciti rezultati - od onih koji su obe-
lezili prethodnu godinu (posveceni COVID-19 i CRISPR/Cas9 tehnologiji), preko novih dostignuca u biomedicini (ret-
kih i kompleksnih bolesti), do molekularno bioloskih istrazivanja prokariota i biljaka.

Znacaj ovog Zbornika je visestruk, ogleda se ne samo u ¢injenici da su najrelevantnija saznanja iz navedenih obla-
sti objedinjena i postala dostupna Siroj javnosti na maternjem jeziku, ve¢ i zbog toga $to su radove napisali istraZivaci
iz razli¢itih nau¢nih instituta (6), fakulteta (3) i klinika (2) iz Srbije, u kojima se ta istrazivanja aktivno sprovode. Naime,
saznanja o SARS-CoV-2 koronavirusu, uzro¢niku nove bolesti COVID-19, se kontinuirano uvecavaju i veoma je vazno
$to i naucnici iz nase zemlje daju doprinos u razumevanju ove pandemije. Isto se odnosi i na najnovije tehnologije za
manipulaciju molekula DNK, koje su dovele do revolucionarnih pomaka u biomedicinskim naukama. Stoga, prikazana
istrazivanja molekularne osnove razli¢itih bolesti najsavremenijim metodoloskim pristupima, primena dobijenih re-
zultata u dijagnozi, preciznom predvidanju progresije bolesti i leenju, kao i razvoju novih molekularnih terapeutika,
daju realnu osnovu ocekivanjima da ¢e personalizovana medicina uskoro postati Siroko dostupna.

Dr Gordana Nikcevié, nauéni savetnik
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Univerzitet u Beogradu



Savremena molekularno-bioloska ispitivanja prognostickih faktora papilarnog tiroidnog
karcinoma i moguénost njihove primene u klinickoj praksi

llona Pori¢, Jelena Jankovi¢ Miljus, Sonja Selemetjev

Odeljenje za endokrinologiju i radioimunologiju, Institut za primenu nuklearne energije - INEP, Univerzitet u Beogradu,
Srbija

Kontakt: marecko@inep.co.rs

Apstrakt

Papilarni tiroidni karcinom (PTK) je naj¢es¢i oblik endokrinog maligniteta koji se javlja sa razli¢itim stepenom
agresivnosti. Identifikacija pacijenata koji ¢e imati tezi klinicki tok je jedan od najvecih problema tiroidne
onkologije. U ovom radu su predstavljeni savremeni tokovi bazi¢nih molekularno-bioloskih istrazivanja sa
ciljem selekcije molekularnih markera poboljsanih prognostickih performansi. Savremeni markeri su
podeljeni na: molekularni “background” pacijenta (genski polimorfizmi); preoperativni cirkulisuc¢i markeri
(tumorska DNK i RNK, tumorske celije i ekstracelijske vezikule); intraoperativni markeri; postoperativni
markeri (promene na nivou gena i proteina detektovane iz hirurski odstranjenog materijala) koji bi pomogli
u proceni opsega hirurskog zahvata i personalizaciji terapijskog toka. Takode je dat osvrt na prednosti i
nedostatke svakog markera kao i mogu¢nost njihove primene u klini¢koj praksi.

Kljucne reci: papilarni tiroidni karcinom, prognosticki markeri, molekularna patogeneza

Contemporary molecular-biological investigations of papillary thyroid carcinoma prognostic fac-
tors and their potential for application in clinical practice

llona Dori¢, Jelena Jankovi¢ Miljus, Sonja Selemetjev

Department of Endocrinology and Radioimmunology, Institute for the Application of Nuclear Energy — INEP, University
of Belgrade, Serbia

Correspondence: marecko@inep.co.rs

Abstract

Papillary thyroid carcinoma (PTC), the most common form of endocrine malignancy displays various extents
of aggressiveness. Identification of patients who are at risk of developing more severe forms of the disease
is of great importance in thyroid oncology. In this review we summarized contemporary basic molecular-
biological research aimed to select molecular markers with improved prognostic accuracy. These markers are
divided as: patients’ molecular background (genetic polymorphisms); preoperative circulating markers
(tumor DNA and RNA, tumor cells and extracellular vesicles); intraoperative markers; postoperative markers
(changes on genetic and protein levels detected from surgically removed tissue) that could aid the
assessment of surgical extent and personalization of therapy. We also elaborated on benefits and
disadvantages of each marker and their applicability in clinical practice.

Key words: papillary thyroid carcinoma, prognostic markers, molecular pathogenesis
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Papilarni tiroidni karcinom (PTK), naj¢esci oblik endokrinog maligniteta, u vecini slucajeva ima dobru prognozu i
nizak nivo rekurence. Medutim, zbog nedovoljno razjasnjenih molekularnih dogadaja, manji broj pacijenata razvija
tezu klinicku sliku okarakterisanu loko-regionalnom invazijom i metastatskom diseminacijom, $to potencijalno rezultuje
smrtnim ishodom. Kako incidenca PTK poslednjih decenija belezZi rast, postoji sve prisutnija potreba da se identifikuju
pacijenti koji ¢e razviti tezi tok bolesti, kako bi im se prilagodila terapijska strategija, kako u opsegu operativnog zahvata,
tako i postoperativni tok le¢enja. Mnoge studije u proslosti su identifikovale niz klinickopatoloskih parametara
indikativnih za predikciju toka PTK. Uopsteno govoredi, ovi faktori se mogu razvrstati u 4 grupe:

1. Pacijentov “background” (podaci o pacijentu, epidemioloski faktori, urodena predispozicija)

2. Preoperativni nalazi (ultrazvuk stitne Zlezde i regionalnih limfnih ¢vorova, citoloski nalaz aspirata finom
iglom, magnetna rezonanca)

3. Intraoperativni nalazi- nalaz hirurga u toku resekcije (prisustvo ekstratiroidne invazije i uznapredovalost
tumora)

4. Postoperativni nalazi (izvestaj patologa sa podacima o histoloskom tipu, veli¢ini tumora, ekstratiroidnoj
invaziji, multifokalnosti, prisustvu metastaza u limfnim ¢vorovima ili udaljenih metastaza, TNM stadijum)

U cilju klinicke stratifikacije pacijenata razvijen je niz klasifikacija koji uzimaju u obzir ove faktore. Preoperativni
podaci se baziraju na citoloskom nalazu dobijenom iz aspirata finom iglom (FNAB eng. fine needle aspiration biopsy),
klasifikovan po Bethesda klasifikaciji . Postoperativni nalaz definiSe patolog iz arhivskog materijala koriste¢i TNM
klasifikaciju predlozenu od strane American Joint Comitee on Cancer (AJCC) koja uzima u obzir sledece informacije: pol,
starost, veli¢inu tumora, prisustvo metastaza u limfnim ¢vorovima i ekstratiroidne invazije. Ipak, trenutna klasifikacija
PTK pacijenata suocava se sa nizom ograni¢enja i izazova. Neadekvatna preciznost, invazivnost pri uzorkovanju,
subjektivnost patologa u tumacenju nalaza i nemogu¢énost predvidanja rekurence su samo neki od njih. Iz tih razloga,
vec¢ duzi niz godina u velikom broju laboratorija vrsi se geneticka, molekularna i bioloska karakterizacija PTK kako bi
se identifikovale molekularne promene koje prate tiroidnu onkogenezu, a koje bi bili pogodni kandidati kao
molekularni markeri boljih prognostickih performansi od postojecih.

U ovom radu je dat pregled savremenih istrazivanja molekularnih markera u polju prognostike papilarnog
tiroidnog karcinoma. Molekularni markeri su grupisani prema podeli iznad, odnosno obradeni su biomarkeri koji se
ispituju kao urodene predispozicije, preoperativni i postoperativni markeri.

PROGNOSTICKI MOLEKULARNI MARKERI U SAVREMENIM ISTRAZIVANJIMA
1. Pacijentov geneticki “background” kao prognosticki faktor PTK

Funkcionalni genski polimorfizmi koji se prirodno javljaju u populaciji bilo u promotorskim ili kodirajuc¢im
sekvencama gena uglavnom imaju zanemarljiv fenotipski efekat. Medutim, na primeru mnogih patoloskih stanja je
pokazano da pod odredenim uslovima mogu predstavljati predispoziciju za susceptibilnost i klinicki tok. U slucaju
PTK, nekoliko istrazivackih grupa je dokumentovalo povezanost nasledenih genetskih varijanti sa agresivnoscu
maligniteta.

Baysel i saradnici su pokazali da polimorfizam u genu za vitamin D (rs2228570) asocira sa prisustvom limfnih
nodalnih metastaza (metastazama u limfnim ¢vorovima), multifokalnosc¢u i velicinom tumora. Slicna studija je
identifikovala dva polimorfizma u genu za CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), jedan u
promotorskoj (rs4148682) a drugi u kodirajucoj sekvenci (rs213950) sa progresijom bolesti. Obe analizirane alteracije
su korelisale sa tumorskom multifokalnos¢u i metastazama u cervikalnim ¢vorovima. Jo$ jedna zanimljiva studija je
nasla povezanost polimorfizma u mikroRNK let-7 (rs10877887 i rs13293512), sa rizikom od razvoja viSestrukih tumora
i pojavom limfnih metastaza. Na kraju, studija na kohorti pacijenata iz Srbije objavljena 2019. godine od strane nase
laboratorije pokazala je povezanost nukleotidne supstitucije u promotoru gena za Matriksnu metaloproteinazu-9 sa
razvojem ekstratiroidnih ekstenzija i stadijumom bolesti.

Obzirom da su genetski polimorfizmi urodena osobina, njihovo prisustvo moze da se detektuje iz Sirokog
dijapazona bioloskih uzoraka pacijenta, $to uzorkovanje ¢ini lakim i neinvazivnim. U bazi¢nim molekularno-bioloskim
i genetickim istrazivanjima u upotrebi je veliki broj metoda za detekciju geneti¢kih polimorfizama, baziranih na
sekvenciranju, hibridizaciji, enzimskoj digestiji, i drugim post-amplifikacionim metodama baziranim na fizickim
osobinama DNK. Medutim, kako je za primenu u klini¢koj praksi od klju¢ne vaznosti i ekonomska isplativost testa, u
translatornim istrazivanjima se uglavnom ispituje mogu¢nost primene PCR-RFLP (polzmerase chain reaction- restriction
fragment length polymorphism), kao brza, jednostavna i ekonomi¢na metoda.



2. Preoperativni molekularni markeri

Citoloski nalaz dobijen aspiracijom finom iglom iz tiroidnog nodusa trenutno predstavlja zlatni standard u
preoperativnoj dijagnostici tumora tiroidee. Medutim, ovo predstavlja agresivnu proceduru potencijalno pra¢enu
komplikacijama, dok je njena pouzdanost narusena moguc¢noscu da se umesto tumorskih ¢elija neselektivno uzorkuje
okolno inflamatorno ili nekroti¢no tkivo. Iz ovog razloga FNAB nije u stanju da da pouzdanu dijagnozu u oko 30%
slucajeva, dok je prognosticka stratifikacija jos nepouzdanija. Novi pristup koji se trenutno ispituje kao alternativa
aspiratima je koncept ,Tecne biopsije”. Te¢na biopsija je nova paradigma u uzorkovanju i analitici koja se bazira na
detekciji bioloskog materijala poteklog od tumora iz cirkulacije pacijenta, ¢inedi je daleko manje invazivnom od FNAB-
a. Kandidati koji su do sada ispitivani kao cirkuliSuci markeri progresije PTK su:

Cirkulisuéa tumorska DNK (ctDNK)

CirkuliSu¢a tumorska DNK moze biti aktivno otpustana od strane tumora ili da poti¢e od razgradenih tumorskih
Celija koje su prosle kroz apoptozu ili nekrozu. Prednost ctDNK kao tumorskog markera lezi u njenoj visokoj stabilnosti,
kao i u tome 35to nosi sve genetske karakteristike primarnog tumora: epigenetske modifikacije, mutacije, mikrosatelitsku
nestabilnost i rearanzmane, koji se mogu detektovati kao specifi¢can “potpis” tumora. Sa druge strane, njeni nedostaci
poticu od toga $to je prisutna i u drugim patoloskim stanjima kao $to su inflamacija, trauma tkiva ili hroni¢ne bolesti,
ali i kod zdravih osoba. Detektuje se digital droplet PCR-om ili sekvenciranjem nove generacije (NGS) iz seruma
pacijenata $to je za sada ¢ini nedostupnim markerom u standardnoj klini¢koj praksi.

U slucaju PTK, istrazivanja ctDNK su joS u povoju i za sada se vise ispituju kao dijagnosticki, a ne prognosticki
marker. Zane i saradnici su u studiji iz 2013 detektovali vecu koli¢inu ctDNK u poodmaklim stadijumima i slabije
diferenciranim PTK. Allin i saradnici su kod malog broja PTK pacijenata pomocu ctDNK predikovali pogorsanje bolesti,
$to markeri u konvencionalnoj upotrebi nisu uspeli. Metaanaliza koja je ukljucila 9 studija i koja je poredila prisustvo
cirkuliSuc¢e BRAF V600E mutacije koja je ¢esta u PTK, je objavila veliku heterogenost i nepouzdanost podataka u vezi
njihove upotrebljivosti. Zanimljiva studija koja je merila nivo metilacije 5 cirkuliSu¢a gena (CALCA, CDH1, TIMP-3, DAPK,
RARB?2) je zakljucila da metilacioni status predikuje pojavu novih nodusa i rekurencu.

Cirkulisuc¢a tumorska RNK

Tumorske celije otpustaju znatnu koli¢inu svih vrsta RNK u cirkulaciju, i stabilnost pojedinih RNK molekula je
zacudujuce velika. Pretpostavka je da se ovi molekuli pakuju u ekstracelijske vezikule ili cirkuliSu vezani za proteine, te
su time zasti¢eni od delovanja serumskih RN-aza. lako postoje opre¢na misljenja, u slu¢aju PTK su pronadene
informaciona RNK (iRNK), mikro RNK (miRNK) i duge nekodiraju¢e RNK, IncRNK (eng. long non-coding RNA) ¢ija je
deregulacija razmatrana kao tumor-marker.

Od iRNK koje su do sada predlozene kao novi marker progresije PTK najvise obecava cirkuliSuci receptor
tireostimuliraju¢eg hormona (TSHR), koji se detektuje u limfocitnoj frakciji pune krvi i predstavlja surogat marker
cirkuliSsuc¢ih tumorskih ¢elija. Preoperativno izmerena iRNK TSHR korelise sa stepenom invazije tumorske kapsule,
staro$c¢u pacijenta i prisustvom limfnih metastaza. Ovaj marker takode moze posluziti i u stratifikaciji rizika za papilarni
mikrokarcinom; pokazana je njegova pozitivna korelacija sa limfnim metastazama kod pacijenata PTK mikro starijim
od 45 god.

MikroRNK (miRNA) su male RNK vrste koje se sastoje od oko 18-25 nukleotida i imaju ulogu u regulaciji genske
ekspresije na posttranskripcionom nivou. Oni se vezuju za nesavrseno komplementarne regione u 3’ - netraslatiranim
(3"-UTR) regionima informacione RNK i uti¢u time na njihovu degradaciju ili inhibiciju translacije. MikroRNK su veoma
stabilne u cirkulaciji, a zbog nihove deregulisane ekspresije u vecini karcinoma, ispituju se kao potencijalni cirkulisudi
markeri maligniteta.

Yu i saradnici su pokazali da serumski nivoi miR-151-5p korelisu sa veli¢inom tumora, miR-222 sa stadijumom, a
oba korelisu sa limfnim metastazama. Druga studija je ustanovila korelaciju miR-222, miR-221 i miR-146b sa
ekstratiroidnom invazijom, visim TNM stadijumom, i limfnim metastazama. Preoperativni i postoperativni cirkuliSuci
nivoi miR-222 i miR-21 su takode pokazali korelacije sa ekstratiroidnom invazijom i limfnim metastazama. Nekoliko
studija nije uspelo da utvrdi povezanost serumskih miR sa parametrima agresivnosti.

Duge nekodirajuc¢e RNK su cirkuliSu¢e RNK duzine preko 200 nukleotida koje ne kodiraju proteine, ali ucestvuju
u svim aspektima genske regulacije. Imaju ulogu u velikom broju fizioloskih i patoloskih procesa uklju¢ujuci malignu
transformaciju, pri ¢emu mogu imati protoonkogensku ili tumor-supresorsku funkciju. Studija objavljena od strane
Qiu i saradnika je koristila mikroerejski Cip kako bi uporedila ekspresiju IncRNK izmedu relativno mirnih i agresivnih
formi PTK, i zakljucila da ENST00000462717 i ENST00000415582 imaju povisenu, a TCONS_00024700 i NR_028494)
snizenu ekspresiju kod PTK pacijenata koji su razvili plu¢ne metastaze. Druga studija je nasla da deregulacija GAS8-AS1
utice na progresiju PTK GAS8-AS1.

135



136

Cirkulisuce tumorske Celije

Cirkulisuce tumorske celije su ¢elije poreklom od primarnog tumora koje su stekle invazivne karakteristike i presle
u krvotok. One su najverovatniji izvor tumorske diseminacije i razvoja udaljenih metastaza sto ih potencijalno ¢ini
odli¢nim prediktorom loseg ishoda bolesti. U slu¢aju PTK, cirkuliSu¢e tumorske celije su nedovoljno ispitane. Zbog
kompleksne tehnologije izolacije (obogacivanje na osnovu specifi¢nih povrsinskih markera kao sto je EpCAM) i visoke
cene eksperimenata, do sada je objavljen mali broj studija sa nedovoljnim brojem uzoraka da bi se doneli validni
zakljucci u vezi njihove uloge u tiroidnoj onkologiji. Ipak, mali broj studija je objavio obecavajuce rezultate dovodeci
ih u vezu sa pojavom udaljenih metastaza i ukupnim prezivljavanjem.

Ekstracelijske vezikule

Ekstracelijske vezikule su heterogena grupa membranskih vezikula koje ¢elija aktivno otpusta u telesne te¢nosti.
Mogu da nose biomolekule, metabolite, pa ¢ak i organele roditeljske celije i smatraju se odrazom molekularnog profila
Celije porekla. Ovo ih ¢ini nosiocem molekularnih informacija i potencijalnih biomarkera u cirkulaciji. Egzozomi su
ekstracelijske vezikule veli¢ine 30-120nm koje su najvise izu¢avane zbog ustaljenih protokola izolacije. Molekuli
egzozomom zasti¢eni od degradacije koji imaju najvedi potencijal kao prognosticki i dijagnostic¢ki markeri su miRNK.
U slu¢aju PTK pokazano je da su miR-146b-5p i miR-222-3p egzozomskog porekla dobri prediktori pojave metastaza
u limfnim ¢vorovima i doprinose migratornim sposobnostima tumora, dok miR-485-3p korelise sa veli¢cinom tumora,
pojavom ekstratiroidne invazije, limfnim metastazama i odmaklim stadijumom bolesti. Takode, miR-34a i miR-17-3p
uticu na proliferativnhu sposobnost celija PTK i razmatraju se kao potencijalni prognosticki markeri.

Glavne poteskoce u upotrebi egzozoma kao biomarkera odnose se na njihovu heterogenost i probleme sa
izolacijom. Ultracentrifugiranje je najcesci metod izolacije egzozoma, medutim ovaj metod ima slabu reproducibilnost
i prinos, i ne diskriminise egzozome poreklom od tumorskih i zdravih ¢elija.

Navedeni analiti prikupljeni te¢nom biopsijom, iako predstavljaju intrigantnu i potencijalno obecavajucu
alternativu FNAB-u, jo$ uvek su u fazi bazi¢nih istrazivanja i verovatno nece udi u klini¢cku praksu u doglednoj
budu¢nosti. Rezultati objavljeni od strane razlicitih istrazivackih grupa su neusaglaseni i obradeni na malom broju
uzoraka, dok je neophodna oprema za njihovu izolaciju skupa i daleko od komercijalne upotrebe. Ipak, ovo je vredno
i zanimljivo polje istrazivanja koje, zbog brojnih poteskoca sa kojima se suocava savremena tiroidna onkologija, nosi
potencijal za klinicku praksu. U nadolazecoj eri personalizovane medicine, preoperativno molekularno-biolosko
profilisanje tumora pojedinac¢nih pacijenata neinvazivnim metodama bi donelo brojne prednosti u planiranju
operativnog zahvata i postoperativnog tretmana.

3. Intraoperativni molekularni markeri

Intraoperativni molekularni markeri su molekularne informacije o tumorskom potencijalu za Sirenje koje se mogu
dobiti u toku resekcije. lako spadaju u markere koji se uzorkuju invazivnom metodom, za razliku od postoperativnih
markera ipak daju blagovremenu informaciju o neophodnom opsegu operativnog zahvata. Intraoperativni molekularni
imidzing je nova tehnologija sa potencijalom da dramati¢no unapredi hirurske operacije omogucavajuci hirurgu da
vizualizuje razlic¢ite delove neoplazme fluorescentnim obelezavanjem. Medutim ova metoda jo$ uvek nije
standardizovana u klini¢koj praksi za PTK. Za razliku od toga, intraoperativni “smrznuti isecci” se koriste u tiroidnoj
hirurgiji za vizuelizaciju histologije tumora, sa potencijalom i za molekularna ispitivanja.

4, Postoperativni molekularni markeri

Postoperativni molekularni markeri su molekuli ¢ije se prisustvo i karakteristike mogu analizirati iz hirurski
odstranjenog tumorskog tkiva. Najcesce ispitivane alteracije su promene u ekspresiji i posttranslacionoj modifikaciji
proteina (fosforilacije, glikozilacije, acetilacije) koje se uglavnom detektuju imunohistohemijom i imunoblotom. Takode
se mogu detektovati i genetske promene (mutacije, abnormalna metilacija, genska amplifikacija, pojacana
promotorska aktivnost, stabilnost iRNK i alternativni splajsing) metodama baziranim na PCR-u i sekvenciranju. Ovi
markeri se mogu ispitati kako na uzorcima svezeg tkiva dobijenog nakon operacije i zamrznutog u te¢nom azotu, tako
i na arhivskom materijalu (tkivu fiksiranom u formaldehidu i ukalupljenom u parafinu).

4a. Geneticki markeri agresivnosti

Geneticki markeri progresije tiroidnog karcinoma koji su obradeni u ovom radu obuhvataju somatske mutacije,
izmenjenu ekspesiju kodirajucih RNK (informacionih RNK) i nekodiraju¢ih RNK (miRNK i IncRNK). Somatske mutacije
su markeri koji se od ranih 2000.-tih proucavaju u svrhu prognostike PTK. lako se pojedine somatske mutacije ve¢
preporucuju u klinickoj primeni kao pomocni tzv “tiebreaker” markeri, za vecinu postoji debata u pogledu njihove
upotrebljivosti, te one i dalje predstavljaju predmet aktivnog istrazivanja. Kao i u slu¢aju preoperativnih markera, noviji



pravci istrazivanja u postoperativnim markerima uzimaju u obzir i deregulaciju miRNK i IncRNK kao prediktore
nepovoljnog klini¢ckog toka PTK.

BRAF V600OE

BRAF je serin-treonin kinaza iz RAF familije kinaza koje uti¢u na RAS/RAF/MEK/ERK signalni put. Mutacije u BRAF
genu se javljaju u >50% PTK, a 98-99% njih predstavlja BRAF V600E mutacija. BRAF V600E je tackasta mutacija u egzonu
15 koja uzrokuje zamenu timina sa adeninom na nukleotidu 1799, $to na proteinskom nivou ima za posledicu zamenu
valina za glutamat. Ova zamena konstitutivno aktivira BRAF kinazu, $to rezultuje hroni¢nom stimulacijom MAPK
signalnog puta. Na ovaj nacin, BRAF V600E mutacija uti¢e na signalne puteve koji deluju na agresivnost kancera, preko
mehanizama celijske adhezije, migracije i invazije.

Osim u papilarnom karcinomu, ova mutacija je pronadena i u 10-20% slabo diferenciranih karcinoma i 20-40%
anaplasti¢nih karcinoma. Obzirom da je kod BRAF V600E pozitivnih ATC ista mutacija pronadena i u njegovim dobro
diferenciranim regijama, pretpostavlja se da je to jedan od ranih dogadaja koji predodreduje tumor na dediferencijaciju.
Ovo bi ukazivalo da su dobro diferencirani tiroidni karcinomi sa BRAF V600E skloniji agresivnijem ponasanju.

Studija koja je prva povezala BRAF V600E mutacije sa agresivnoscu je objavljena 2015. god i nakon nje su mnoge
studije pokazale da BRAF V60OE korelise sa klinicko-patoloskim faktorima PTK. Dve velike multicentri¢ne studije na
2099 i 1849 pacijenata respektivno su demonstrirale da je BRAF V600E mutacija nezavisan prognosticki faktor za PTK
i korelise sa PTK-specifi¢cnim mortalitetom. Ipak, ova mutacija je i dalje interesantna za istrazivanje jer se tokom godina
pojavio i odreden broj studija koje su pokazale da ona nije povezana sa progresijom tumora. Rezultati koje je nasa
laboratorija dobila prilikom analize BRAF V600E mutacije i agresivnosti tiroidnog kancera, govore u prilog njenoj
povezanosti sa losijim ishodom. U dve nase studije pokazali smo da PTK pacijenti pozitivni na BRAF V600E i sa visokom
ekspresijom proteina kaveolina-1 su bili povezani sa agresivnijim varijantama, dok je BRAF V600E mutacija samaili sa
visokom ekspresijom EGFR proteina korelisala sa ekstratiroidnom invazijom i metastazama u limfnim ¢vorovima.

Za papilarne mikrokarcinome niskog rizika (manji od 2mm koji nemaju ekstratiroidnu invaziju ili limfne metastaze)
BRAF V600E mutacija je predlozena kao marker odlucivanja o tretmanu . Za njih se sve vise preporucuje klinicko
pracenje umesto operacije, zbog njihovog niskog metastatskog potencijala. Ipak jedan deo mikrokarcinoma ce razviti
metastaze, pa cak biti i fatalan. BRAF wt mikrokarcinomi su dokazano niskorizi¢ni, te bi terapija ovakvih karcinoma
modgla biti manje agresivna.

TERT

TERT (eng. Telomerase reverse transcriptase), predstavlja kataliticki domen enzima telomeraze, ¢ija funkcija
uklju¢uje dodavanje telomera na krajeve hromozoma ¢ime se odrzava njihov integritet i geneticka stabilnost. TERT-om
aktivirana telomeraza u toku maligne transfomacije celije, promovise ¢elijske i molekularne aktivnosti karakteristicne
za kancer . U promotoru gena za TERT su pronadene dve tackaste mutacije, C228T i C250T koje se medusobno iskljucuju
i povezane su sa malignitetom tiroidee. Ove mutacije stvaraju konsenzus mesta za vezivanje odredenih transkripcionih
faktora $to za posledicu ima povecanje transkripcione aktivnosti promotora. Ovo za posledicu ima povecanje ekspresije
TERT-a na iRNK i proteinskom nivou, kao i duzine telomera. Primer za to je vezivanje GABP, ETS transkripcionog faktora
koji selektivno vezuje mutantni promotor uzrokujuci povecanu transkripciju TERT-a.

Kod diferentovanog tiroidnog karcinoma TERT promotorske mutacije se javljaju sa u¢estalo3¢u od 10-15%, a kod
lo3e diferentovanog i anaplasti¢cnog od 40-45% . Nijedna od ovih mutacija nije detektovana kod benignih tumora.
TERT promoterske mutacije su veoma jasno povezane sa agresivnoscu. Prvo, visa incidenca je detektovana kod
agresivnijih i lose diferentovanih karcinoma gde su pokazale jaku povezanost sa starosc¢u, velicinom tumora,
ekstratirodinom invazijom, vaskularnom invazijom, metastazama u limfne ¢vorove i udaljenim metastazama, visim
stadijumom i mortalitetom.

TERT mutacije su kao prognosticki markeri posebno korisne kada koegzistiraju sa BRAF V600E mutacijama ili RAS
mutacijama. Karcinomi pozitivni na BRAF V600E i TERT promoterske mutacije ¢ine posebnu agresivnu grupu sa ¢estim
rekurencama i loSim ishodom. U primarnom PTK, uestalost zajedni¢kih BRAF i TERT mutacija je 7.7%. Pored velikog
broja studija koje su pokazale asocijaciju sa klinicko-patoloskim faktorima, dve studije su ubedljivo dokazale da
koegzistencija ove dve genetske alteracije predvida los tok bolesti. U 2018. god je izasla i studija koja objasnjava ovaj
fenomen sa mehanickicke tacke gledista. Naime, BRAF V600E mutant uti¢e na konstitutivnu aktivaciju MAP kinaze, i
posledi¢no na selektivno vezivanje GABP transkripcioni faktor za TERT promotor i malignu transformaciju ¢elije.

RET/PTC
RET/PTC je hromozomski rearanZman kod kog se deo RET gena fuzioniSe sa genima iz prostorno bliskog lokusa,
$to rezultuje nastankom RET himernih proteina koji su sposobni za ligand-nezavisnu dimerizaciju RET/PTC proteina.
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Ovo dovodi do hroni¢ne stimulacije MAPK ili PI3K/Akt signalnog puta i za posledicu ima proliferaciju folikularnih ¢elija.
RET/PTC rearanzmani su otkriveni u papilarnom tiroidnom karcinomu odakle i potice njihov naziv, a dva najces¢a
rearanzmana su RET/PTCT i RET/PTC3.

Nije do kraja jasno kolika je upotrebljivost RET/PTC rearanZmana u prognostici PTK. RET/PTC1 se povezuje sa boljom
prognozom jer se srece kod manijih, klasi¢nih PTK, i karcinomima koji se retko dediferenciraju. Za razliku od RET/PTC]1,
RET/PTC3 se detektuje kod agresivnijeg fenotipa PTK, bilo da je sporadican ili indukovan radijacijom. RET/PTC3
rearazmani su pokazali pozitivnu korelaciju sa veli¢cinom tumora, kasnijim stadijumom i metastatskim Sirenjem. Studija
na 1500 pacijenata je pokazala da uzorci koji nose ove mutacije imaju agresivniji karakter od onih sa RAS mutacijama.
Ipak, ove studije nisu dovoljno ubedljivo pokazale da se RET/PTC rearanZmani mogu upotrebiti u prognostici tiroidnih
karcinoma, te je njihova klinicka primena za sada ograni¢ena. Rezultati nasih istrazivanja nisu pokazali da RET/PTC1i 3
mutacije imaju klini¢ku vrednost, u nasoj populaciji. One nisu bile znacajno ¢e$¢e u malignim tumorima u odnosu na
benigne, niti su korelisale sa BRAF V600E mutacijom kao markerom agresivnog karaktera .

Kodirajuce RNK

Analiza informacione RNK kao prognosti¢ckog markera je obradena u malom broju studija sa skromnim zaklju¢cima
u pogledu klinicke primene. Jedna studija je ispitivala prognosti¢ku primenu nivoa ekspresije gena koji su markeri
tiroidne diferencijacije - TSHR, NIS, Tg i TPO. Pokazano je da nivoi iRNK za tireoglobulin korelisu sa MACIS skorom
(MACIS - algoritam za procenu prognoze PTK baziran na klinickopatoloskim parametrima). Novija studija Tanake i
saradnika je analizirala iRNK ekspresiju TERT gena kao markera progresije. Pokazano je da u slucaju odsustva TERT
promotorskih mutacija, nivoi TERT iRNK mogu biti koristan prognosti¢ki marker, a kako se TERT mutacije najcesce
javljaju kod starijih pacijenata, TERT iRNK je posebno korisna za stratifikaciju rizika kod mlade populacije.

MikroRNK

Deregulacija mirkoRNK molekula u primarnom papilarnom tiroidnom karcinomu je pokazana u vise studija. TCGA
analiza je pokazala da se papilarni tiroidni karcinomi mogu klasifikovati u 6 klastera po ekspresiji mirkoRNK molekula,
od kojih je klaster 1 grupisao vecinu niskorizi¢nih RAS —pozitivnih pacijenata, a klaster 6 vecinu visokocelijskih PTK,
histoloskog tipa PTK sa agresivnim ponasanjem. Ova analiza je ukazala da se ekspresija mikroRNK molekula u PTK
razlikuje prema invazivnom karakteriru maligniteta.

Pregled literature prognostickog potencijala miR u PTK je pokazao da miRNA-221, miRNA-222, miRNA-135b,
miRNA-181b, miRNA-146a, i miRNA-146b korelisu sa veli¢cinom tumora, miRNA-146b, miRNA-221, and miRNA-222 sa
vaskularnom invazijom, miRNA-221, miRNA-222, miRNA-146a, miRNA-146b, miRNA-199b-5p, i miRNA-135b sa
ekstratiroidnom invazijom, miRNA-221, miRNA-222, miRNA-21-3p, miRNA-146a, miRNA-146b, i miRNA-199b-5p sa
prisustvom limfnih metastaza, a miRNA-146b i miRNA-221 sa pojavom udaljenih metastaza.

Sistematski pregled radova objavljenih na temu asocijacije miRNK i agresivnosti PTK je pokazao da svaki od
analiziranih miR molekula (miRNK-21,-34b, -130b, -135b, -146b,-151,-181b, -199b-5p, -221,-222,-21 451,-623,-1271,
-2861, i let-7e) korelise sa bar jednim klinickopatoloskim parametrom lose prognoze. Autori su ustanovili da je vecina
studija dovela u vezu tri miRNK — miR-146b, miR-221 i miR-222 sa nekoliko parametara agresivnosti, pre svega veli¢cinom
tumora, ekstratirodnom invazijom, metastazama u limfnim ¢vorovima, visim TNM stadijumom.

Meta-analiza koja je uporedila studije koje su se bavile prognosti¢kim potencijalnom miRNK u dugoro¢nom
pracenju PTK je pokazala da specificne deregulisane mikroRNK mogu da predvide dugoroc¢ni ishod bolesti. Vec¢
pomenute miR-146b, -221 i -222 su se pokazale kao dobri prognosti¢ki markeri za regionalne i udaljene rekurence
PTK. U pogledu prognoze za ukupno prezivljavanje, dve miR sa povisenom (miR-182 i -203) i tri s smanjenom
ekspesijom (miR-26a, -381i-791) su identifikovane kao dobri markeri.

Dugacke nekodirajuce RNK

Slicno mikroRNK vrstama, i dugacke nekodirajuc¢e RNK su ispitivane i kao tkivni, postoperativni markeri. IncRNK
koje su do sad detektovane kao povisene u PTK, a koje su pokazale korelaciju sa bar jednim od parametara agresivnosti
(veli¢cinom tumora, metastazama u limfnim ¢vorovima, visim TNM stadijumom, multifokalnos¢u, rezistencijom na '*l,
ekstratiroidnom invazijom ili ukupnim prezivljavanjem) su ATB, CTD-3193013, ENSG00000415582, ENSG00000462717,
FAL1, HIT000218960, HOTAIR,HOXD-AS1, LOC100507661, NONHSAT076754, NR-036575.1, PANDAR, XLOC-006074 i
XLOC-051122. SniZzena ekspresija BLACAT1, BANCR, CASC2, H19, GAS5, LINC00271, MEG3, NONHSAG051968,
NONHSAT037832, NR-028494, RP5-1024C24.1 i TCONS-00024700 IncRNK korelise sa bar jednim klinickopatoloskim
faktorom. Od pomenutih IncRNK posebno se izdvajaju H19 i NR_036575.1 za koje je ROC analizom izracunata
specifi¢nost >75% za detekciju limfnih nodalnih metastaza; LINC00271 koji moze biti nezavisni riziko faktor rekurence
PTK; XLOC_051122, XLOC_006074 i Linc00941 koje su analizirane sekvenciranjem RNK, validirane RT-gPCR metodom



i dodatno potvrdene u TCGA studiji kao znacajno asocirane sa agresivno$c¢u i BANCR koja je temeljno ispitivana u PTK
i za koju je pokazano da igra ulogu u razvoju PTK.

Nasa laboratorija se bavila analizom upravo ove IncRNK i ustanovljeno je da ekspresija BANCR u PTK zavisi od
prisustva BRAF V600E mutacije. Kod BRAF V600E negativnih PTK, BANCR moze da detektuje slucajeve sa
ekstratiroidnom invazijom dok promena BANCR ekspesije izmedu tumorskog i susednog normalnog tkiva pokazuje
korelaciju sa LNM kod BRAF V600E pozitivnih slucajeva.

4b. Proteinski markeri agresivnosti

Proteinski kandidati-biomerkeri, su oni molekuli koji u¢estvuju u klju¢nim celijskim procesima kao sto su celijski
rast i diferencijacija, proliferacija i apoptoza, pokretljivost i adhezija, razgradnja okolocelijskig matriksa itd. Poremecaji
u nekom delu ovih bitnih signalnih puteva mogu dovesti do nekontrolisanog rasta i rezistencije na odbrambene celijske
mehanizme. Samim tim, predstavljaju dobre kandidate za ispitivanje njihove potencijalne uloge u dijagnostici i
prognostici tiroidnih karcinoma.

Proteini programirane Celijske smrti

U normalnim fizioloskim uslovima tkivna homeostaza se ostvaruje odrzavanjem balansa izmedu programirane
Celijske smrti (apoptoze) i proliferacije. Poremecaji u ovom balansu vode razli¢itim patoloskim stanjima koji mogu da
rezultuju nekontrolisanom proliferacijom i, posledi¢no, malignom transformacijom. Iz tog razloga, potencijalni
postoperativni prognosticki markeri mogu da se traze u abnormalnoj ekspresiji ili poremeé¢enom balansu regulatora
ovih procesa.

Veliki broj istrazivaca se bavio analizom deregulacije p53 proteina koji je poznat kao “¢uvar genoma*“ zbog svoje
uloge u popravci DNK lanca i regulaciji ¢elijskog ciklusa, a takode funkcionise i kao transkripcioni faktor za proteine i
miRNK koji vr$e centralnu ulogu u apoptotskom odgovoru. Jednu od bitnijih uloga p53 ostvaruje preko regulacije
transkripcije jo$ jednog proapoptotskog proteina- Bax-a. Hermann i saradnici su zakljucili da je prisustvo visoke
koncentracije p53 proteina pra¢eno visokom ekspresijom Bax-a u dobrodiferenciranim karcinomima stitaste zlezde, sto
dovodi do apoptotske smrtii daje bolju prognozu ovim tumorima. Istrazivanja nase grupe su potvrdila odsustvo razlike
u ekspresiji Bax-a u grupi dobro diferenciranih karcinoma, ali bez korelacije sa klinickim parametrima. Ipak, pokazali smo
znacajnu asocijaciju p53 i Bax-a $to sugerise postojanje celijskog odgovora na razli¢ita apoptotske stimuluse, s tim da
ova veza nije dovoljna za realizaciju apoptotske smrti.

Odsustvo korelacije Bax-a kao proapoptotskog proteina sa klinickopatoloskim faktorima PTK motivisalo je
istrazivace da uzmu u obzir njegov odnos sa antiapoptotskim proteinom Bcl-2 kao prognosticki faktor. Bcl-2 regulise
integritet spoljasne mitohondrijske membrane stvarajuci kompleks sa Bax-om. Vecina studija je pokazala da se nivo
ekspresije Bcl-2 proteina smanjuje u diferenciranim karcinomima u odnosu na normalno tkivo $to sugerise da se ova
molekulska promena moze smatrati ranim znakom tumorogeneze i losijeg toka bolesti. Nasa ispitivanja su, nasuprot
tome, pokazala da se nivoi ekspresije Bcl-2 zadrzavaju na visokom nivou u dobro diferenciranim karcinomima u odnosu
na normalno tkivo, ali da se sinteza ovog antiapoptotskog proteina znacajno snizava u slabo diferenciranom
anaplasti¢cnom karcinomu. Ipak, imunohistohemijske analize Bcl-2 ekspresije u nasim istrazivanjima nisu pokazale
korelaciju sa tumorskom agresivnoscu i prognozom bolesti. Pokazali smo da odnos Bcl-2/Bax znacajno opada tokom
progresije tiroidnog maligniteta, na osnovu ¢ega bi se moglo ocekivati da se kao posledica gubitka Bcl-2 i akumulacije
Bax proteina javlja povisen stepen apoptotske smrti. Medutim, uprkos ovakvom odnosu glavnih ucesnika u igri
Zivot/smrt, do aktivacije programirane celisjke smrti ne dolazi. Isto tako p53, Bcl-2 i Bax nisu pokazali progosti¢ki znacaj
u predvidanju toka bolesti tiroidno-onkoloskih pacijenata, na Sta ukazuje odsustvo korelacije njihove ekspresije sa
klinicko-patoloskim paramterima agresivnog ponasanja tumora (limfne metastaze, ekstratiroidna invazija,
uznapredovali stadijum bolesti). Razlog za ovaj neuspeh bi se mogao potraziti nizvodno u apoptotskim signalnim
putevima, sve do efektorskih molekula-kaspaza.

Jos jedan anti-apoptotski protein koji u protekle dve decenije privla¢i dosta paznje u oblasti prognostike raznih
maligniteta je survivin. Survivin svoju glavnu ulogu u malignoj transformacijji ostvaruje inhibicijom kaspaza i
sprecavanjem egzekucije apoptotskog procesa, ali pokazano je da ima i znatno Siri spektar delovanja: regulise celijski
ciklus i angiogenezu, a pokazana je i njegova veza sa metastatskom diseminacijom.

Kao i vec¢ina drugih istrazivackih grupa, i nasa je utvrdila povisen nivo ekspresije u tiroidnim tumorima koristeci
imunoblot i imunohistohemisjku metodu. Cak je u 90% slué¢ajeva karcinomskog tkiva nadeno prisustvo ovog proteina
u citoplazmi, bez detekcije ekspresije u okolnom uslovnom nemalignom tkivu ¢ineci ga i dobrim potencijalnim
dijagnostickim marekrom. Pokazali smo da, osim $to je zastupljen u ve¢em broju slucajeva u agresivnom anaplasti¢cnom
karcinomu (85%) u odnosu na dobro diferenciran PTK (70%), dominantno intenzivo bojenje je bilo prisutno u
nediferenciranoj varijanti u odnosu na dominantno umereno u PTK.

139



140

Kaspaze predstavljaju glavne izvrSioce programirane Celijske smrti, a medu njima najcesce je aktivirana kaspaza-
3 koja katalizuje degradaciju velikog broja klju¢nih ¢elijskih proteina. U studiji iz 2013 god koja je obuhvatila 107
slu¢ajeva PTK, autori su pokazali da u predikciji tumorskog ponasanja kaspaza-3 nije dala ocekivane rezultate. U kohorti
od ¢ak 1900 pacijanata sa ranim stadijumom karcinoma dojke je pokazano je da kaspaza-3 ali ne i -8 povezana sa
tumor-specifi¢nim prezivljavanjem i da bi mogla dati korisne informacije o toku bolesti u razli¢itim fenotipovima
karcinoma. Obzirom da tumorska ¢elija, u cilju sopstvenog prezivljavanja pokusava da izbegne proces apoptoze, tako
jeinivo sinteze kaspaza deregulisan. To je verovatni uzrok odsustva korelacije izmedu ekspresije kaspaza i agresivnosti
karcinoma, te ova egzekutogrna grupa proteina nije atrtaktivna za ispitivanje prognosti¢ckog potencijala.

Proteini proliferacije i regulatori Celijskog ciklusa

Od proteina odgovornih za proliferativnu aktivnost celije, a koji obecavaju kao postoperativni markeri najvise je
izu¢avan PCNA (prolifferating cell nuclear antigen). PCNA je nuklearni protein, kofaktor DNK polimeraze-delta, ukljucen
u replikativnu fazu celijskog ciklusa, tako da je njegova sinteza direktno proporcionalna proliferisu¢im statusu celije.
PCNA kao marker najagresivnijih formi maligniteta je predlagan jo$ pocetkom devedesetih godina proslog veka, a
rezultati dobijeni u nasoj laboratoriji pokazuju da prolferativna aktivnost progresivno raste od papilarnog
mikrokarcinoma, preko klini¢ki manifestnog PTK do anaplasti¢nog karcinoma. Jo3 jedan potencijalni prognosticki marker
vezan za rast i proliferativne procese je Ki67. Prospektivna studija radena na vise od 700 slucajeva PTK otkrila je vezu ki67
i veli¢ine tumora, dok je metaanaliza iz 2017 godine nasla statisticku vezu i sa regionalnim i udaljenim metastazama.

Ciklin D1 je bitan regulator progresije celijskog ciklusa i ¢esto je dovoden u vezu sa progresijom tumora, mada mu
se sa novijim istrazivanjima dodeljuju i uloge u celijskoj migraciji i invaziji, angiogenezi, indukciji hromozomske
nestabilnosti itd. Ekspresija ciklina D1 predstavlja rani dogadaj u tumorigenezi PTC ali njegova uloga u tumorskoj
progresiji nije dovoljno ispitana kao ni njegova potnecijalna primena u klinickoj praksi. Pokazano je da povisena
ekspresija ciklina D1 koreliSe samo sa prisustvom metastaza u limfnim ¢vorovima, dok u imunohistohemijskoj studiji
koja je obuhvatila 919 pacijenata sa PTK, zaklju¢eno je da nema konzistentne veze izmedu eskpresije ciklina D1 i losih
prognostickih faktora PTK. Bitnije informacije su dobijene na nivou genske ekspreije i moguce veze sa mehanizmom
rekurence bolesti.

Proteini angiogeneze

Jos jedan proces cije intenziviranje prati nastanak i razvoj epitelnih tumora je angiogeneza. Tumor otpusta u svoju
okolinu proangiogenetske faktore koji indukuju stvaranje guste mreze krvnih sudova, omogucavajuci tumoru stalan
priliv nutrijenata i kiseonika kao i moguénost metastaziranja. U mnogim humanim malignitetima, ukljucujudi tumor
dojke, besike i stomaka, pokazano je da angiogeneza, merena kao tumorska gustina mikrosudova, koreliSe sa razvojem
metastaza. Ovaj proces je narocito intenzivan u tumorima endokrinih organa koje inace karakterise dobra
vaskularizacija i fenestrovan epitel. Kako PTK dominantno diseminuje metastaze limfogenim putem, kao potencijalni
marker njegove progresije najvise se izu¢avao VEGF-C, ¢lan porodice proangiogenetskih proteina zaduzen za
limfangiogenezu. Iz ovog razloga on potencijalno pruza informaciju o tendenciji tumora ka formiranju metastaza u
limfnim ¢vorovima. Ovu pretpostavku podrzali su rezultati istazivanja koji su pokazali da je ekspresija VEGF-C povisena
u primarnim tumorima pacijenata sa papilarnim karcinomom koji imaju prisutne metastaze u limfnim ¢vorovima u
odnosu na tumore bez metastaza. U ovim slucajevima detektovana je i gus¢a mreza limfnih sudova kako u tumorskom
tako i u peritumorskom tkivu. Rezultati nasih istrazivanja su pokazali da je VEGF-C eksprimiran na visokom nivou u
dobrodiferenciranom PTK ali i u nediferenciranim anaplasti¢nim karcinomima, sa tendencijom postepenog
povecavanja tokom dediferencijacije. Osim u malignim celijama, potvrdili smo prisustvo i u endotelu vaskulature, pre
svega u okolini malignog tkiva. U poredenju sa klinicko patoloskim parametrima, imunohistohemijska analiza
ekspresije VEGF-C je pokazala statisticki znacajnu korelaciju njegove visoke ekspresije i prisustva metastaza u limfnim
¢vorovima, ekstratiroidne invazije i uznapredovalog klini¢ckog stadijuma bolesti.

Proteini poreklom iz okolocelijskog matriksa

Okolocelijski matriks je dugo smatran za pasivan i stabilan okvir u kome obitavaju celije, sa Cisto strukturnom,
odnosno biomehani¢ckom ulogom. Danas se zna da je matriks jedna izuzetno dinamicna sredina koja recipro¢no
komunicira sa celijom, i obezbeduje kontekstualne informacije odgovorne za kontrolu individualnog i kolektivnog
Celijskog ponasanja regulisuci identitet, poziciju, proliferaciju i sudbinu svake ¢elije. Zbog toga nije iznenadujuce $to
matriks tumorske mase poseduje razlic¢itu strukturu i molekularni profil od zdravog tkiva, a molekuli ¢ija je ekspresija
izmenjena mogu se tretirati kao potencijalni tumor markeri. U slu¢aju PTK, kao prognostic¢ki markeri najvise obecavaju
¢lanovi porodice kolagena, glikoproteina, matriksnih metaloproteinaza (MMP) i njihovih tkivnih inhibitora (TIMP). Nasa
laboratorija je ulozila dosta napora u istrazivanje matriksnih metaloproteinaza, ekstracelijskih enzima odgovornih za



razgradnju okolocelijskog matriksa, koje fizicki krce put pred invazivnim frontom tumora. Najvise smo izu¢avali MMP-
9 i MMP-2 koje imaju sposobnost razgradnje bazalne membrane i omogucavaju prelazak metastatske celije u
cirkulaciju, kao i njihov inhibitor TIMP-2. U sklopu toga pokazane su znacajne statisticke asocijacije izmedu
imunoekspresije pomenutih markera i karakteristika papilarnog karcinoma koje ukazuju na njegov invazivni potencijal.
Visoka imunoekspresija MMP-2 je znacajno korelisala sa prisustvom metastaza u limfnim ¢vorovima dok je TIMP-2
pokazao jace prisustvo u karcinomima vecih dimenzija koji su izvrsili invaziju na susedno tkivo. Kako se matriksne
metaloprotenaze sintetisu kao latentni zimogeni koji se proteolicki aktiviraju u okolocelijskoj sredini, zasebno je
imunohistohemijski analizirana aktivna forma MMP-9 kao i zimografski merena proteoliticka aktivnost.
Imunohistohemijski detektovana aktivna forma MMP-9 se pokazala kao odlican prediktor pojave nepovoljnih
karakteristika papilarnog karcinoma, i korelisala je sa prisustvom limfnih metastaza, ekstratiroidne invazije, stadijumom
karcinoma i dubinom njegove neoplasti¢ne infiltracije. Uporedna analiza zimografski izmerenih nivoa aktivacije MMP-
2 i MMP-9 u papilarnim karcinomima razli¢ite agresivnosti je pokazala da je nivo aktivacije MMP-9 je bio znacajno visi
u uzorcima prezentovanim sa ekstratiroidnom invazijom i limfnim metastazama, kao i u uzorcima sa visim stepenom
neoplasti¢ne infiltracije i uznapredovalim stadijumom bolesti, u odnosu na karcinome bez ovih karakteristika.

Strukturni proteini citoskeleta

Tumorigenezu karakterise poja¢ana depozicija strukturnih proteina koji doprinose sticanju migratornih i invazivnih
sposobnosti regulisanju meducelijskih kontakata i izbegavanju prepoznavanja od strane imunog sistema. Citokeratin-
19 pripada familiji intermedijalnih filamenata koji u¢estvuje u izgradnji citoskeleta i ¢ini mehanic¢ku potporu celije.
Njegova ekspresija se znatno pojacava sa malignom transformacijom. Mnogi autori navode da se javlja u PTK u vise od
90% Celija, dok su nasa istrazivanja potvrdila njegovu vezu sa prisustvom ekstratiroidne invazije i veli¢cinom tumora.

Kaveolin-1 je mali protein mase 21-22 kDa, iz familije strukturnih proteina kaveolina, glavnih gradivnih jedinica
membranskih invaginacija kaveola. Kaveolin-1 stupa u interakciju sa proteinima pri¢vrs¢enim na membrani u okviru
kaveola i ovom interakcijom modulira njihovu aktivnost. U zavisnosti od vrste protiena sa kojim interreaguje, kaveoli-
1 igra tumor promotersku ili tumor supresorsku ulogu. Njegova ekspresija se razlikuje prema histotipovima TK kao i
varijantama PTK, a pokazano je da se i njegovi proteinski nivoi razlikuju prema ¢elijskim odeljcima.

U nasoj laboratoriji je ispitivana ekpresija ovog proteina i na iRNK i proteinskom noviu i pokazana je korelacija
kavelina-1 na proteinskom nivou sa klini¢cko patoloskim parametrima u zavisnosti od ¢elijskog odeljka. Naime novoi
kaveolina-1 u epitelu su bili u pozitivnoj korelaciji sa pojavom limfnih nodalnih metastaza, dok je stromalni kaveolin-
1 bio u negativnoj korelaciji sa dubinom neoplasti¢ne infiltracije. Posmatrana je i korelacija kaveolina-1 sa BRAF V600E
mutacijom kao losim prognostickim markerom, i pokazano je da stromalni kaveolin-1 negativno korelise sa prisustvom
ove mutacije. Nasi rezultati su pokazali da je kaveolin-1 moguce upotrebiti kao pomocni prognosticki marker, ali da je
njegovu ekspresiju potrebno posmatrati iz ugla celijske distribucije.

Proteini adhezije

Promene u adhezivnim karakteristikama prilikom neoplasti¢ne transformacije igraju bitnu ulogu u epitelo
mezenhimskoj tranziciji i sticanju migratornog ¢elijskog fenotipa. Mnogi adhezivni proteini su prekomerno eksprimirani
prilikom progresije PTK, ukljucujuci kadherine, galektine, fibronektine i selektine. Galektin-3 je ¢lan porodice lektina cija
je zajednicka karakteristika da se sa velikim afinitetom vezuju za 3-galaktozidne strukture. Bioloske funkcije galektina-
3, pored adhezije, ukljucuju aktivaciju odredenih celija, mitogenu stimulaciju i aglutinaciju, dok lokalizacija pored
membranske moze biti i citoplazmatska i jedarna. U jedru ¢ini komponentu ribonukleoproteinskog kompleksa i smatra
se da ima ulogu u splajsovanju RNK. Pretpostavlja se da uti¢e na apoptozu inhibiranjem protein kinaza i kaspaza. Sto
se ti¢e korelacije galektina-3 i napredovannja malignog procesa, dobijeni su oprecni rezultati. Povecanje nivoa
ekspresije galektina-3 je dovodeno u vezu sa povecanim brojem interakcija izmedu tumorskih ¢elija i ekstracelijskog
matriksa posledi¢no dovodeci do promena u ¢elijskim deobama i razvoju tumora. U slucaju tiroidnih karcinoma,
pokazano je da galektin-3 ima najinteinzivniju i najkonzistentniju ekspresiju u epitelnim ¢elijama PTK, dok su folikularni
i anaplasti¢ni karcinomi pokazivali vecu varijabilnost u bojenju. lako mu je posvecena velika paznja sa dijagnostickog
aspekta, nasa ispitivanja njegovog prognostickog potencijala za sada nisu dala obecavajuce rezultate. Visoka
imunoekspresija galektina-3 nije korelisala sa prisustvom limfnih metastaza i ekstratiroidne invazije, i u tom smislu nije
dala klinicki korisnu informaciju. Nasi rezultati su pokazali da je galektin-3 pre fenotipska karakteristika PTK nego
marker njegovih uznapredovalih stadijuma.

Protein kinaze
Za epidermalni faktor rasta (EGF) i njegov receptor (EGFR) je pokazano da ucestvuju u patogenezi razlicitih tipova
karcinoma i da shodno tome predstavljaju atratktivnu metu za molekularnu terapiju. EGFR je transmembranski receptor
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sa tirozin kinaznom aktivnosc¢u koji nakon vezivanja za ligand pokre¢e MAPK i PI3K/Akt signalni put koji ucestvuju u
proliferaciji, prezivljavanju, angiogenezi i migraciji. Veliki broj studija je pokazao da uzroci poremecaja u regulaciji EGFR
signalnog puta leze u povisenoj ekspresiji kako liganda, tako i samog receptora, ali i u aktiviraju¢im mutacijama. Upravo
ove pojave su povezane sa uzanpredovalim stadijumom bolesti, prisutnim metastazama i loSom prognozom.

Foklana adheziona kinaza (FAK) takode pripada familiji protein kinaza koja osim $to prima informacije od EGFR,
ucestvuje i u prenosu signala od integrinskih receptora. Tumorskoj patogenezi doprinosi pojacavajuci i MAPK3 i PI3K
signalni put promovisudi proliferaciju i prezivljavanje ali i sposobnost migracije i diseminacije karcinomske celije. U
tiroidnom karcinomu se vezuje za invazivne karakteristike.

Visoke ekspresije i EGFR i FAK su u nasim analizama korelisale sa prisustvom metastaza u limfnim ¢vorovima,
ekstratiroidnom invazijom, stepenom neoplasti¢ne infiltracije i veli¢inom tumora (odnosno pT statusom koji uzima u
obzir dimenzije tumora). Oba proteina su se pokazala odgovorna za hemio-rezistenciju, pogodna za predvidanje toka
terapije ali i kao mete za nove ciljane molekularne terapije[94].

Detekcija postoperativnih markera progresije PTK nosi brojne prednosti u bazi¢nim istrazivanjima razumevanja
biologije tumora, a mnogi od njih su i prevedeni u klini¢cku praksu kao pomo¢ni markeri uz standardne procedure.
Imunohistohemija koja je naj¢esce upotrebljavana metoda za analizu arhivskog materijala se uspesno upotrebljava vec¢
dugi niz godina, se karakterise dobro ustaljenim protokolima, niskom cenom i dostupanim prilivom uzoraka. Njena
prednost je i u tome Sto daje informaciju ne samo o ekspresiji proteina od interesa, ve¢ i o njegovoj tkivnoj i subcelijskoj
lokalizaciji. Sa druge strane, imunoblot tehnikom se moze preciznije kvantifikovati koli¢ina analita. Nedostaci
postoperativnih markera leze u Cinjenici da se informacija o prognozi tumora dobija tek nakon operacije pacijenta.
Takode, ovim metodama se detektuje zateceno stanje tumora u momentu operacije pacijenta, pa ne dozvoljava
dinamic¢no pracenje markera u vise vremenskih intervala.

ZAKLJUCAK

Sudedi po broju publikacija i istrazivackih pravaca pobrojanih u ovom poglavljy, jasno je da postoji jak fokus
bazi¢nih molekularno-bioloskih istrazivanja na mehanizme progresije PTK u cilju pronalaska savremenijih prognostickih
markera povecane osetljivosti i umanjene invazivnosti uzorkovanja. Ipak, i pored brojnih prednosti koje nude u odnosu
na markere u standardnoj primeni, i markeri novije generacije pate od niza nedostataka, zbog ¢ega vecina njih jos
uvek nije usla u klini¢ku praksu.

Analiza pacijentovog molekularnog backgrounda kroz detekciju genskih polimorfizama kao prednosti ima
neinvazivan nacin uzorkovanja, relativno nisku cenu analize kao i mogu¢nost dobijanja epidemioloske informacije o
ucestalosti markera u populaciji. Sa druge strane uticaj genskih polimorfizama kao predispozicije za o3 tok bolesti se
ne moze gledati izolovano od molekularno-histoloskog konteksta pojedinca ¢ime mu se smanjuje osetljivost i otezava
personalizacija tretmana.

Preoperativne markere takode karakterise neinvazivnost uzorkovanja i mogucnost blagovremenog planiranja
opsega operativnog zahvata i postoperativnog terapijskog toka. Medutim, ovi kanditati iziskuju najnovije dostupne
tehnologije, a time i veca finansijska ulaganja ¢ineci ih nedovoljno istrazenima i bez trenutne perspektive za upotrebu
u klini¢koj praksi.

Intraoperativni markeri daju blagovremenu i najvalidniju informaciju o trenutnom stanju pacijenta i neophodnoj
veli¢ini hirurskog zahvata. Ipak, ove analize bi morale da daju rezultat u kratkom vremenskom roku ne bi li hirurgu
pruzile adekvatne informacije.

Postoperativni molekularni markeri su od svih navedenih najvise ispitivani, a ¢esto se ve¢ primenjuju kao dodatni
marker uz ve¢ postojece. Mogucnost personalizovane postoperativne terapije, informacija o progresiji bolesti, temeljna
istrazenost i ustaljeni protokoli analize ¢ine ih trenutno najadekvatnijim markerima za klinicku upotrebu. Nedostatak
ovih markera je $to detektuju zate¢eno stanje tumora pa ne dozvoljavaju dinami¢no pracenje markera u vise
vremenskih intervala.
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