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1. УВОД 

 

 
Предмет овог истраживања је испитивање значаја експресије VEGF, COX-2 и p27 

за ангиогени и лимфангиогени фенотип папиларног карцинома штитасте жлезде, као и 

његових хистолошких варијанти: фоликуларног и класичног папиларног карцинома. У 

уводном делу приказани су општи аспекти који су потенцијално важни за разматрање 

резултата актуелне студије: опште патолошке карактеристике карцинома штитасте 

жлезде, молекулски аспекти канцерогенезе диферентованих карцинома, као и главни 

механизми и медијатори укључени у стварање нових крвних и лимфних судова у тумору. 

 

 

1.1. Карциноми штитасте жлезде 

 
Карциноми штитасте жлезде чине око 1% свих малигних тумора. Међутим, у 

протеклих неколико деценија, инциденца карцинома штитасте жлезде је у сталном 

порасту (1). Ово повећање инциденце може се објаснити на неколико начина. Прво, 

унапређење дијагностичких процедура којима се ефикасно откривају тумори пречника до 

2cm, као и микрокарциноми који су мањи од 1cm. Друго, промене у индексу телесне 

тежине на нивоу опште популације, чешће конзумирање лекова који се користе у лечењу 

стерилитета, као и промене у менструалном циклусу сматрају се одговорним за све чешћи 

развој карцинома штитасте жлезде (2). Генерално, за оболеле од карцинома штитасте 

жлезде карактеристично је дуго преживљавање. Само код малог процента оболелих могућ 

је развој рецидива и метастаза, што води ка леталном исходу (3).  

Добро је познато да су карциноми штитасте жлезде два до четири пута чешћи код 

жена (4). Присуство рецептора за естроген на фоликуларним ћелијама указује на значајну 

улогу естрогена у малигној трансформацији ћелија (5), као и у пролиферацији туморских 

ћелија у карциному штитасте жлезде (6).  Три главна естрогена су естрон (Е1), естрадиол 

(Е2) и естриол (Е3) који на више начина доприносе развоју тумора. Тако, документовано 

је да Е2 промовише пролиферацију, адхезију, инвазију и миграцију туморских ћелија тако 

што редукује експресију β-катенина (7). Уз наведено, Е2 смањује експресију Е-кадхерина 

и истовремено повећава експресију виментина и ММР-9 и на тај начин подстиче 

метастатску активност туморских ћелија карцинома штитасте жлезде (8). Примећена је 
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веза између естрогенског и Wnt сигналног пута која се остварује функционалном 

интеракцијом β-катенина са рецептором за естроген: ER-α (9). 

Малигни тумори штитасте жлезде су хетерогена група тумора, а њихова 

разноврсност се огледа у ћелијском пореклу, биолошком понашању, хистолошким 

карактеристикама и ћудљивости клиничког тока малигнома. Тумори пореклом од 

епителних фоликуларних ћелија су најчешћи малигноми штитасте жлезде, који уједно 

представљају добро диферентоване карциноме, а то су папиларни (енгл. papillary thyroid 

carcinoma, РТС) и фоликуларни карцином (енгл. folicular thyroid carcinoma, FTC). 

Медуларни карцином је средње диферентован тумор који води порекло од 

парафоликуларних С-ћелија. Као најагресивнија форма тумора издваја се слабо 

диферентовани анапластични карцином штитасте жлезде (10).  

Медуларни карцином штитасте жлезде (енгл. medullary thyroid carcinoma, МТС) 

настаје малигном трансформацијом парафоликуларних С- ћелија које луче различите 

пептиде и хормоне, укључујући  калцитонин. Ова врста карцинома се углавном јавља 

спорадично, а у око 20% случајева се наслеђује. У основи фамилијарне форме МТС је 

генетска мутација RET онкогена. Фамилијарна форма МТС се може јавити или изоловано 

или у склопу мултипле ендокрине неоплазије (енгл. multiple endocrine neoplasia, МЕN). 

Патохистолошко обележје МТС су плаже ситних малигних ћелија са еозинофилном 

цитоплазмом, тамним једрима и умереним митотским индексом. Клинички ток 

медуларног карцинома варира од индолентне форме до агресивне варијанте са високом 

стопом смртности. Метастазира лимфогено и хематогено. 

Анапластични карцином штитасте жлезде (енгл. anaplastic thyroid cancer,  АТС) 

је редак, али екстремно смртоносан тумор. За оболеле од ове врсте карцинома 

карактеристично је кратко преживљавање, од пет месеци до годину дана (11). Грађен је од 

вретенастих, анапластичних и хиперхроматичних ћелија са израженом митозом. Изузетно 

се брзо се шири у околно ткиво и успоставља метастазе како у лимфне жлезде тако и у 

удаљене органе. Претпоставља се да настаје дедиференцијацијом добро диферентованих 

карцинома. Чест је код старијих људи и обично се јавља на терену дугогодишње струме и 

највероватније непрепознатог добро диферентованог карцинома (12). 
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За разлику од претходно наведена два типа малигнома, добро диферентовани 

тумори су најчешћи тумори штитасте жлезде. То су фоликуларни и папиларни карцином 

који, по правилу, имају добру прогнозу ако се примене сви ефикасни начини лечења. 

Главни проблем у диференцијалној дијагнози фоликуларних лезија је разликовање 

бенигних од малигних лезија, односно разликовање фоликуларног аденома и 

аденоматозних нодуса (са знацима атипије) у мултинодозној струми од фоликуларног 

карцинома. Да би се фоликуларна лезија прогласила малигном неопходно је присуство 

капсуларне и/или васкуларне инвазије. Постављање патохистолошке дијагнозе 

фоликуларног карцинома штитасте жлезде се додатно компликује изгледом једра која 

могу подсећати на једро туморских ћелија РТС због чега FTC може погрешно да се 

интерпретира као фоликуларна варијанта папиларног карцинома. Сем тога, присуство 

слабо диферентованих туморских подручја у FTC ствара проблеме у диференцијалној 

дијагнози FTC и слабо диферентованог карцинома штитасте жлезде (13). 

  Увођењем строжијих критеријума за препознавање капсуларне и/или васкуларне 

инвазије, као и поштовањем свих карактеристика "нуклеарног сета" број 

дијагностикованих FV-PTC је у порасту, док број FTC опада (14), (15). Смањеној 

инциденци FTC широм света, а нарочито у последњој деценији, допринели су и 

спроведени пројекти за корекцију недостатка јода. Прогноза FTC зависи од неколико 

фактора, а то су старосна доб оболелих, величина тумора и стадијум болести, комплетност 

хируршке ресекције и одговор на терапију радиоактивним јодом. Сматра се да на исход 

болести утиче и степен инвазивности тумора (16).  Иако је значај ћелијске 

диференцијације и даље контроверзан, опште је прихваћено да они FTC, који су грађени 

од онкоцитних ћелија или показују солидни, трабекуларни или инсуларни начин раста, 

много слабије реагују на терапију радиоактивним јодом. Стога оболели од овакве форме 

FTC имају лошију прогнозу (17), (18).  

Хистолошки изглед FTC варира, од мале до средње величине фоликула, затим од 

трабекуларних формација до солидних поља раста (Слика 1). Ако доминирају велики 

фоликули, са или без колоида, у том случају, неопходно је да се пажљиво анализирају 

карактеристике једра како се не би превидела фоликуларна варијанта папиларног 

карцинома. Уз то, потребни су бројни ткивни пресеци да би се поставила патохистолошка 

дијагноза како FTC са минималном инвазијом капсуле (генерално, са мање агресивним 
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потенцијалом), тако и ангиоинвазивног FTC (са агресивнијим потенцијалом) где је 

неопходна детекција бар једног крвног суда који је јасно инвадиран туморским ћелијама 

(Слика 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 1. Фоликуларни карцином штитасте жлезде у коме се уочавају мали до средње велики фоликули 

који су испуњени колоидом 
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Слика 2. Хистолошки изглед FTC са минималном капсуларном инвазијом  и ангиоинвазивног FTC. 

А) Микрофоликуларни/солидни раст тумора са задебљаном капсулом; Б) Фокална капсуларна инвазија; Ц и 

Д) Васкуларна инвазија.  

 

Папиларни карцином штитасте жлезде је најчешћи тип добро диферентованог 

карцинома и чини више од 80% малигнома штитасте жлезде. Током протеклих деценија, 

број оболелих од РТС је у сталном порасту што је резултат деловања бројних утицаја из 

околине, као и генетских и хормонских фактора (19), (20). Обично се манифестује 

палпабилним нодусима у штитастој жлезди. На сцинтиграфији радиоактивним јодом 

уочавају се "хладни" нодуси, а на ултразвучном прегледу штитасте жлезде региструју се 

или солидни, хипоехогени нодуси са добро и/или нејасно дефинисаним ивицама или 

цистичне формације (4). У 80% случајева присутни су фокуси тачкастих калцификација 

захваљујући којима се ултразвучно откривају микрокарциноми, а нарочито код пацијената 

са непалпабилним нодусима и коегзистирајућом колоидном струмом (21). Код малог броја 

оболелих, лимфаденопатија на врату је први клинички знак постојања тумора у штитастој 

жлезди. Захватање Делфиановог нодуса, лоциран преларингеално, представља лош 

прогностички знак и упућује на узнапредовану форму болести (22).  

Упркос чињеници да је добро диферентован и углавном индолентан тумор, могуће 

је да папиларни карцином стекне инвазиван потенцијал и да се онда лако шири у друге 

органе. Сматра се да туморске ћелије РТС показују већу склоност да инвадирају у лимфне 

него у крвне судове. Микроскопске или окултне метастазе у лимфним жлездама се 

региструју у 50 до 60% оболелих од РТС. И поред овог високог процента окултних 

микрометастаза у регионалне лимфне жлезде, проценат клинички јасних метастаза је 

мањи од 15%. Присуство метастаза у регионалним лимфним жлездама код млађих 

пацијената готово да нема никакав утицај на прогнозу болести, док код старијих је 

повезано са лошом прогнозом болести (23). 

Као прогностички фактори за развој рецидива РТС наводе се капсуларна 

инфилтрација и екстратироидна инвазија (24). Тако, туморска инвазија у околне мишиће и 

мека ткива повезана је како са повећаном инциденцом метастазирања у удаљене органе 

тако и са већом стопом смртности (25). Потенцијал за дисеминацију у удаљене органе је 

знатно мањи код папиларног карцинома у односу на фоликуларни карцином (26). 
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Најчешћа удаљена места хоминга метастатских ћелија РТС су плућа и медијастинални 

лимфни чворови (27). 

Хистолошка структура папиларног карцинома је варијабилна, а главни цитолошки 

критеријуми (4) за постављање дијагнозе су:  

- величина и облик једра. Једра малигно трансформисаних ћелија су већа од једра 

неизмењених фоликуларних ћелија и имају тенденцију да се преклапају и 

нагомилавају. Изражена је изузетна морфолошка варијабилност: од издужених, 

округлих до "церебриформних" једара (Слика 3А). Једарне овојнице могу да буду 

ирегуларне  

- изглед хроматина. Периферна кондензација хроматина уз једарну мембрану даје 

карактеристичан изглед једра, налик мутном стаклу ("ground glass"). Уочава се и 

присисутво једараца (Слика 3Б) 

- налаз псеудоинклузија односно инвагинација цитоплазме у једру, као и нуклеарних  

усека  који су узоковани  присуством  ирегуларних  једарних  овојница  (Слика 3В 

и Г). 
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Слика 3. Патохистолошке карактеристике папиларног карцинома штитасте жлезде. А) Једра су 

увећана, хипохроматична, ирегуларног облика и често се гомилају и преклапају; Б) Кондезација хроматина 

уз једарну мембрану резултира карактеристичним изгледом једра која су или "празна" или имају изглед 

"мутног стакла"; В и Г) Неправилност једарних овојница резултује развојем једарних усека и 

интрануклеарних псеудоинклузијa. 
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1.2. Хистолошке варијанте папиларног карцинома штитасте жлезде 

 
Папиларни карцином штитасте жлезде је хетероген ентитет који обухвата широк 

спектар хистолошки различитих варијанти, а то су класична и фоликуларна варијанта, 

затим микрокарцином, високоћелијска варијанта, онкоцитни, цилиндричноћелијски тип, 

дифузно склерозирајући, солидни, светлоћелијски, крибриформно моруларни и 

макрофоликуларни тип, РТС са "fascitis-like" стромом, РТС налик Warthin-овом тумору, 

мешовити папиларно-медуларни карцином, као и папиларни карцином код кога се 

региструје дедиференцијација у анапластични карцином (28). С обзиром на претпоставку 

да варијације у молекулском профилу свих наведених хистолошких варијанти 

условаљавју различити исход болести важно је прецизно дефинисање морфолошких 

карактеристика којима се разликују хистолошке варијанте папиларног карцинома (29). 

Класична варијанта папиларног карцинома штитасте жлезде (енгл. classical 

variant of papillary thyroid carcinoma, CV-PTC) је најчешћа хистолошка варијанта коју 

карактеришу разгранате папиларне структуре. Папиле чине малигне ћелије са 

еозинофилном цитоплазмом и увећаним једром са свим одликама карактеристичног  

"нуклеарног сета" (Слика 4А). Поларитет ћелија је нарушен и често је присутна сквамозна 

метаплазија. Могу се наћи и "псамозна телашца", односно концетричне, ламеларне 

структуре које су делом сачињене од наталоженог тиреоглобулина. Уз наведено могу се 

регистровати и мултиједарне џиновске ћелије.  

Фоликуларна варијанта (енгл. folicular variant of papillary thyroid carcinoma, FV-

PTC) чини 41% свих папиларних карцинома штитасте жлезде (30). Ова хистолошка 

варијанта сачињена је од епителних ћелија организованих у фоликуларне структуре, мале 

или средње величине, са једарним карактеристикама које одговарају РТС. Уз то, може се 

регистровати карактеристичан хипереозинофилни колоид са периферним "тестерастим" 

ивицама, као и мултиједарне џиновске ћелије и изузетно ретко псамозна телашца (Слика 

4Б). 
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Слика 4. Хистолошке варијанте папиларног карцинома. А) Класична хистолошка варијанта са 

папиларним структурама у чијем се средишту налази фиброваскуларно језгро, док су једра туморских ћелија 

увећана и хипохроматична; Б) У фоликуларној варијанти РТС уочавају се фоликули који имају увећана 

једра. Колоид је тамније боје и "тестерасто" назубљених ивица; Ц) Код високоћелијске варијанте једра 

туморских ћелија су са карактеристикама РТС и екцентрично су постављена уз базалну мембрану; Д) 

Цилиндрична ћелијска подваријанта са псеудостратификацијом ћелија у којима се преклапају увећана једра. 

 

Високоћелијска хистолошка варијанта обично има клaсичну архитектуру РTС са 

бројним издуженим папилама. Туморске ћелије имају најмање два пута већу висину од 

ширине и у њима се уочава оксифилна цитоплазма, а једра су локализована уз саму 

базалну мембрану (Слика 4Ц). Мада су Hawk и сарадници (31) још пре 40 година описали 

високоћелијску варијанту, дијагностиковање овог типа РТС и даље је праћено 

потешкоћама, а често бива и непрепознат. За постављање дијагнозе високоћелијске 

хистолошке варијанте неопходно је да се региструје више од 50% туморских ћелија 
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изгледа "високих ћелија" (32). Додатно, постоји цилиндрични подтип ове хистолошке 

варијанте у коме се уочава псеудостратификација ћелија (Слика 4Д). 

Папиларни микрокарцином је дефинисан као папиларни карцином  пречника од 

1cm и мање, и илустрован је на Слици 5 (33). Обично се случајно открива у току 

тироидектомије бенигних лезија или се открива код пацијената са местастазама у 

регионалним лимфним жлездама или у удаљеним метастазама (34). Мада je у већини 

случајева индолентaн, резултати неких истраживања указују на лошу прогнозу која је 

повезана са присуством неких патохистолошких параметара, као што су мултифокалност, 

екстратироидно ширење и присутне метастазе у регионалним лимфним жлездама (35). 

 

 
 

 
Слика 5. Папиларни микрокарцином са једрима карактеристичним за папиларни карцином штитасте 

жлезде 

 

 
Иако су CV-PTC и FV-PTC најчешће заступљене хистолошке варијанте, резултати 

досадашњих студија су опречни у погледу њиховог биолошког понашања, као и прогнозе 

болести. FV-PTC је први пут описана пре више деценија (36), међутим, још увек је нејасно 

када је биолошко понаше ове варијанте папиларног карцинома другачије и када захтева 
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другачији протокол у лечењу у односу на CV-PTC. Zidan и сарадници (37) наводе да су 

обе хистолошке варијанте тумора, генерално, индолентне и да нема значајне разлике у 

преживљавању оболелих. Уз то, постоји мањи ризик за развој рецидива, нарочито код 

пацијената млађих од 50 година. Није забележена разлика ни у метастатском потенцијалу, 

као ни у застуљености мултифокалних туморских лезија између FV-PTC и CV-PTC. У 

другој студији (38) документовано је да је мултифокалност много чешћа у FV-PTC неко у 

CV-PTC, али без обзира на то FV-PTC је мање агресиван што се огледа у ниској 

инциденци успостављања метастаза како у регионалне лимфне жлезде тако и у удаљене 

органе. Међутим, када је реч о преживљавању, оно је или слично или чак дуже код 

оболелих од CV-PTC. Супротно томе, резултати појединих истраживања упућују на да 

FV-PTC поседују агресивнији потенцијал и склони су да успостављају метастазе у 

плућима (39).  

Фоликуларна хистолошка варијанта је чешће инкапсулирана него класична 

варијанта папиларног карцинома (40) и биолошко понашање ове инкапсулиране форме је 

слично фоликуларном аденому или карциному (41). Даље, анализом молекулске основе 

FV-РTС примећено је да је молекулски профил FV-РTС ближи фоликуларном аденому и 

карциному него папиларном карциному штитасте жлезде (42)  Праћењем инкапсулиране 

форме и у FV-PTC и у СV-PTC, закључено је да је оваква форма код обе хистолошке 

варијанте папиларног карцинома индолентна и са ниском стопом смртности (43)  

Оваква шареноликост података из литературе може бити одраз разноликости 

молекулског профила фоликуларне и класичне варијанте РТС, као и стадијума болести.  

 

 
1.3. Онкогенеза и прогресија диферентованих карцинома штитасте жлезде 

 

Диферентовани карциноми штитасте жлезде у већини случајева су клинички 

индолентни и после примене радиоактивног јода и/или супресивне терапије тироидних 

хормона могу да се хируршки ефикасно лече. Међутим, код неких пацијената оболелих од 

ове врсте карцинома, поменута терапија је неефикасна у дестукцији туморских ћелија и 

инхибицији прогресије болести (44). Стога, током последњих деценија, бројна 

истраживања су углавном фокусирана на идентификацију генетских промена, као и на 

разумевању молекулских догађаја укључених у генезу диферентованих карцинома 
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штитасте жлезде, што може да омогући нови терапијски приступ у лечењу, а нарочито код 

оболелих који су рефракторни на конвенционалну терапију. 

Малигна трансформација фоликуларних ћелија штитасте жлезде је резултат 

каскадне акумулације генетских мутација. Ове мутације "погађају" гене чији су продукти 

укључени како у ћелијску пролиферацију и диференцијацију тако и у ћелијску смрт, а то 

је мање-више заједничко и за генезу свих тумора. Најранији догађај у онкогенези 

укључује "непланску пролиферацију" фоликуларних ћелија која је индукована мутацијом 

онкогена. Коначна последица ове непланске пролиферације је настанак диферентованих 

карцинома штитасте жлезде: папиларног и фоликуларног карцинома. Већина мутација 

мења стабилност генома. Тиме се спречава поправак оштећених гена, што је један од 

најважнијих заштитних контролних механизама у очувању генске структуре. У каснијим 

фазама онкогенезе дешава се губитак и/или инактивација антионкогена, као повећана 

активација додатних онкогена, што све заједно за последицу има прогресију и 

дедиференцијанцију добро диферентованих карцинома штитасте жлезде (45).  

До сада је познато неколико сетова генетских промена, који углавном активирају 

специфичне сигналне путеве, укључујући MAPК, PI3K и β-catenin сигнални пут, значајне 

у иницијацији и прогресији карцинома штитасте жлезде (46). У папиларном карциному 

примећено је да генетске мутације (RET/PTC, BRAF, и RAS гена) најчешће стимулишу 

непрекидну активацију MAPK (енгл. mitogen-activated protein kinase) сигналног пута (47). 

Ова аберантна активација MAPK сигналне каскаде доприноси генези тумора тако што 

промовише ћелијски раст и пролиферацију (48). Када је реч о онкогенези фоликуларног 

карцинома, честа је индукција и MAPK и PI3K (енгл. phosphatidylinositol 3-kinase) 

сигналног пута (49). Супротно њима, у анапластичном карциному штитасте жлезде уочене 

су мутације широког спектра гена чији су продукти укључени у више сигналних путева, 

као што су MAPК, PI3K и β-catenin сигнални пут (50).  

Мутације BRAF гена су најчешће генетске промене и присутне су у више од 60% 

PTC (51). Препоставља се да ова генетска мутација у класичној и високоћелијској 

варијанти PTC подстиче развој метастаза у лимфним жлездама, као и ризик за настанак 

рецидива. Агресивнији потенцијал класичне и високоћелијске варијанте PTC са 

детектованом мутацијом BRAF гена се објашњава повећаном експресијом MMPs (енгл. 

matrix metalloproteinases) укључених у инвазију малигних ћелија (52). Сем тога, за овакве 
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хистолошке варијанте PTC карактеристична је рефрактарност на радиоактивни јод. 

Претпоставља да је ова рефрактарност последица повећане активности MAPK сигналног 

пута индуковане мутацијом BRAF
V600E

 онкопротеина што коначно резултује супресијом 

експресије гена укључених у инкорпорацију јода (53). Фоликуларни карцином и 

фоликуларна варијанта PTC су често удружени или са мутацијом RAS гена или са фузијом 

PAX8 и PPARG онкогена (49).  

Један од важних догађаја у генези тумора, укључујући карцином штитасте жлезде 

је дисбаланс између ћелијског раста и смрти ћелија. Протеини који контролишу ћелијски 

циклус су кључни у регулацији ове равнотеже. Постоји неколико група различитих 

ефекторских молекула који стого регулишу специфичне фазе ћелијског циклуса, а то су: 

циклини, циклин-зависне киназе (енгл. cyclin-dependent kinases,CDKs) и инхибитори 

CDKs. Тако, губитак експресије или функције инхибитора CDKs у G1- контролној тачки 

ћелијског циклуса, као што су р21 и р27, доприносе генези и прогресији различитих врста 

тумора. Сем тога, претпоставља се да је функциионални губитак протеина р21 и р27 

одговоран за резистенцију малигних ћелија на антитуморске лекове (54). Молекул р27 је 

члан Cip/Kip фамилије протеина који инхибицијом CDKs привремено зауставља ћелијски 

циклус у G1 фази (Схема 1). Мутација р27 гена, обично удружена са мутацијом других 

антионкогена, резултује дисрегулацијом ћелијског циклуса и акумулацијом генетских 

промена. Коначна последица акумулације генетских мутација је настанак и прогресија 

тумора (55).  Значајна улога р27 у канцерогенези и прогресији тумора потврђена је и у 

експерименталном моделу папиларног карцинома штитасте жлезде заснованом на 

коришћењу мишева генски дефицијентних у експресији р27. Наиме, у овим мишевима 

регистрована је већа инциденца развоја папиларног карцинома, краћи период латенције, 

као и повећани пролиферацијски индекс тумора у односу на мишеве чије соматске ћелије 

исказују овај протеин (56). 

 Описане генетске промене неопходне у настанку карцинома штитасте жлезде саме 

по себи нису довољне за онкогенезу. Процеси онкогенезе укључују низ унутарћелијских 

догађаја које, најчешће у већ генетски измењеном миљеу покрећу фактори спољашње 

средине. Добро је познато да јонизујуће зрачење значајно повећава ризик за развој 

папиларног карцинома. У папиларном карциному изазаваним јонизујућим зрачењем 

примећена је повећана преваленца фузије онкогена која обично настаје 

интрахромозомским реаранжирањем гена. Најчешће се региструје аберантна активација 
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RET онкогена, која настаје услед фузије овог протоонкогена са неким од конститутивно 

експримираних гена, што се вероватно дешава током оштећења ДНК изазваним 

јонизујућем зрачењем (57), (58).  

 

 

Схема 1. Биолошка улога протеина р27 

 

 
Новија истраживања сугеришу на то да су у генезу карцинома штитасте жлезде 

укључене и мутиране тиороидне матичне и прогениторске ћелије (59). Ћелијска деоба 

диферентованих ћелија је предуслов за акумулацију мутација и/или генетских и 

епигенетских промена што резултује онкогенезом тумора. Међутим, претпоставља се да 

алтернативни извор у генези тумора, укључујући карцином штитасте жлезде, су матичне и 

прогениторске ћелије (59), (60). Матичне ћелије су недиферентоване ћелије које имају 

способност самообнављања. Ове ћелије насељавају било који орган или ткиво, па су 

регистроване и у штитастој жлезди, укључујући ткиво струме и карцином штитасте 

жлезде (61). Пролиферација матичних ћелија строго је регулисана сигналима из ниша, 

смештених у локалној микросредини. Ови сигнали недозвољавају матичним ћелијама да 

уђу у неконтролисану ћелијску деобу. Одређени услови, нпр. интензивна стимулација 

хормонима и факторима раста, могу да савладају строге контролне механизме ниша што 

резултује пролиферацијом матичних ћелија. Због своје дуговечности, матичне ћелије су 

склоне стицању мутација и других молекулских аберација. У фоликуларном, папиларном 

Циклин 

Инактивни комплекс 

Циклин - Cdk 

Активни комплекс 

Циклин - Cdk 
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и недиферентованом карциному штитатасте жлезде регистрована је мала популација CSCs 

(енгл. cancer stem cells). Интересантно је запажање да ортотопска апликација малог броја 

тироидних CSCs резултује агресивнијим метастатским потенцијалом недиферентованог 

карцинома штитасте жлезде (62).  

 

 

 

1.4. Ангиогенеза и лимфангиогенеза у тумору 

 

1.4.1а. Механизми неоангиогенезе 

 

Ангиогенеза је процес формирања нових из већ постојећих крвних судова и од 

суштинског је значаја за многе физиолошке процесе, укључујући ембрионални развој и 

зарастање ране (63), (64). Овај генетски програмиран и динамичан процес је под строгом 

контролом две врсте молекула, а то су: с једне стане проангиогени фактори који 

стимулишу стварање нових крвних судова и с друге стране антиангиогени фактори који 

инхибирају ангиогенезу. Ангиогенеза се локално активира под утицајем стимулаторних 

сигнала што каскадно покреће след кључних корака: 1) активацију ендотелних ћелија; 2) 

протеолитичку разградњу базалне мембране посткапиларне венуле и локалног 

ванћелијског матрикса; 3) пролиферацију и миграцију ендотелних ћелија; 4) пупљење и 

раст ендотелних трака и формирање капиларне петље; 5) матурацију и стабилизацију 

новонасталог крвног суда (65). Сви поменути кораци који се одигравају током 

физиолошке ангиогенезе су регулисани деликатном равнотежом између про- и анти-

ангиогених фактора (66). Строго координисана и регулисана интеракција бројних 

ендогених про- и анти-ангиогених молекула резултује формирањем функционалног 

крвног суда. Међутим, дисбаланс, који се огледа у преваги проангиогених над 

антиангиогеним факторима, означен као "ангиогени свич", узрокује "непланску" 

ангиогенезу која значајно доприноси патогенези различитих болести (64). 

Неоангиогенеза (туморска ангиогенеза) није тако "фино наштимован" процес као 

што је физиолошка ангиогенеза. У основи неоангиогенезе дешава се губитак како 

равнотеже тако и координисане интеракције молекула укључених у регулацију 

ангиогенезе што резултира прекомерним стварањем нових крвних судова у потки тумора, 

који су уз то фрагилни, повећано пропустљиви, неправилног изгледа и хаотичног 
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распореда (67), (68). Мутације онкогена и/или антионкогена у туморским ћелијама су 

један од главних окидача за повећану и неконтролисану продукцију фактора раста крвних 

судова. На пример, познато је да мутације k-ras, raf или p53 индукују повећану синтезу и 

секрецију главног фактора раста васкуларног ендотела (енгл. Vascular endothelial growth 

factor, VEGF) (69) (70). Касније, у брзо растућим туморима, малигне ћелије су изложене 

различитим неповољним утицајима туморске микросредине, као што су хипоксија и 

метаболичка ацидоза. Хипоксија је важно обележје микросредине многих солидних 

тумора која утиче на дисбаланс у продукцији про- и анти-ангиогених молекула што за 

последицу има повећано и брзо стварање нових крвних судова са хаотичном распоредом. 

Резултат је структурних и функционалних абнормалности крвних судова, као и повећане 

потребе за кисеоником услед брзе пролиферације туморских ћелија (71), (72). У одсуству 

кисеоника, HIF-1α (енгл. hypoxia inducible factor-1 alpha) се стабилизује и транслоцира у 

једро туморских ћелија где се везује за HIF-1β са којим граде HIF комплекс. Овај комплекс 

функционише као транскрипциони фактор који повећава експресију гена за VEGF што 

последично подстиче неоангиогенезу (73), (74). На основу података из литературе може се 

закључити је васкуларизација тумора најпре руковођена генетским мутацијама, а касније 

хипоксија и метаболичка ацидоза представљају важан стимулус за продукцију фактора 

раста крвних судова како у малигним ћелијама тако и у ћелијама туморске микросредине.  

Тумори на више начина остварују сопствено снабдевање крвљу (Схема 2). Прво, 

туморске ћелије ослобађају факторе раста којима подстичу стварање нових крвних судова 

из постојећих капилара што је слично физиолошкој ангиогенези. Овакав начин 

снабдевања туморских ћелија кисеоником и хранљивим материјама је означен као 

ангиогенеза- индукована тумором. Друго, сматра се да тумор регрутује циркулишуће 

прекурсоре ендотелних ћелија из костне сржи које затим граде нове крвне судове у 

туморској потки. Овакав начин формирања нових крвних судова de novo означен је као 

туморска васкулогенеза. Треће, у неким врстама тумора (нпр. меланому, глиобластому и 

саркому), малигне ћелије и макрофаги показују изражену пластичност односно 

способност да трансдиферентују у ћелије сличне ендотелним ћелијама и на тај начин 

формирају сопствену васкуларну мрежу. Овај феномен је познат као васкуларна 

мимикрија (75).  
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Схема 2. Мехaнизми којима се тумор снабдева крвљу (кориговано према: Burrell K. and Zadeh G. Chapter 

1. Molecular Mechanisms of Tumor Angiogenesis. In: Tumor Angiogenesis, Edited by Sophia Ran. InTech 2012) 

 

Подаци из нама доступне литературе указују да специјална популација туморских 

ћелија, односно туморске матичне ћелије (енгл. cancer stem cells, CSCs) такође промовишу 

васкуларизацију тумора. Наиме, показано је CSCs глиома пацова исказују VEGF и 

CXCL12 којима стимулишу регрутовање прекурсорских ендотелних ћелија из костне сржи 

у туморску микросредину (76). Сем тога, резултати неких студија сугеришу на то да су 

захваљујући трансдиференцијацији у ендотелне ћелије, CSCs су још једни важни 

учесници у васкуларној мимикрији у неким врстама тумора, укључујући глиом и лимфом 

(77), (78). 

Добро је познато да је неоангиогенеза есенцијална у прогресији различитих врста 

тумора. Сем што допремањем кисеоника и хранљивих материја обезбеђују експанзиван 

раст солидних тумора, новофомирани крвни судови омогућују и хематогену дисеминацију 

метастатских ћелија у удаљене органе.  

 

 

Ендотелне ћелије

Туморске ћелије

Прекурсорске ћелије из костне сржи

Ангиогенеза Васкулогенеза
Васкуларна 

мимикрија

1) 2) 3)
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1.4.1б. Улога VEGF и СОХ-2 у ангиогенези тумора 
 

Идентификована је широка палета проангиогених фактора, укључујући факторе 

раста, адхезивне молекуле, ензиме ванћелијског матрикса, хемокине и цитокине који на 

директан и индиректан начин подстичу васкуларизацију тумора. Међу овим факторима, 

VEGF је главни учесник туморске ангиогенезе. Најпре је откривен као фактор васкуларне 

пропустљивости чији је ефекат на пропустљивост крвних судова чак 50 000 пута јачи у 

односу на хистамин, па се сматра одговорним не само за повећану пропустљивост 

туморских крвних судова, већ и за формирање асцитеса у солидним туморима. VEGF, 

познат и као VEGF-А, је члан протеинске VEGF фамилије која обухвата: VEGF-А, VEGF-

B, VEGF-C, VEGF-D и фактор растa плаценте (енгл. Placental Growth Factor, PlGF). VEGF 

је присутан у неколико изоформи које настају алтернативним сплајсингом РНК. Код 

људи, најчешће изоформе су VEGF121, VEGF165, VEGF189 и VEGF206. Кратке изоформе 

(VEGF121 и VEGF165) су у циркулишућем облику и сматрају се главним медијаторима 

неоангиогенезе, док су дуже изоформе (VEGF189 и VEGF206) везане или за површину 

ћелија или су секвестриране у ванћелијском матриксу и активирају се под утицајем 

протеаза ванћелијског матрикса (64). Овај фактор раста крвних судова продукују многе 

врсте ћелија, као што су туморске ћелије, макрофаги, глатко мишићне ћелије крвних 

судова и фибробласти. VEGF је повећано експримиран у многим карциномима код људи у 

односу на нормално ткиво. 

VEGF је гликопротеин који је специфичан за ендотелне ћелије, а своје бројне 

ефекте на ове ћелије остварује везивањем за рецепторе VEGFR-1 (flt-1) или VEGFR-2 (flk-

1) на њиховој површини. Рецептор VEGFR-2 је искључиво исказан на ендотелним 

ћелијама, док експресија VEGFR-1 није ограничена само на ендотелне ћелије, већ је 

исказан и на другим ћелијама: матичним и прекурсорским ћелијама костне сржи, ћелијама 

туморске строме, перицитима и глатко мишићним ћелијама, макрофагима и дендритским 

ћелијама (79). Везивањем за VEGFR-2 на ендотелним ћелијама, VEGF покреће бројне 

интацелулерне сигналне путеве укључене у пролиферацију, преживаљавању и миграцију 

ендотелних ћелија (80), (81). Сем што делује као хемоатрактант за ендотелне ћелије, 

VEGF стимулише миграцију прекурсорских ендотелних ћелија из костне сржи, као и 

мононуклеарних и полимофонуклеарних леукоцита у туморску микросредину. Уз то, 

претпоставља се доприноси миграцији и инвазији неких туморских ћелија (нпр. 
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карцинома дојке и леукемија) (82), (83). Резултати неких истраживања показују да VEGF 

функционише као аутокрини фактор преживљавања туморских ћелија. Наиме, 

неутрализацијом овог фактора раста, односно давањем анти- VEGF антитела значајно је 

повећана апоптоза у линијама туморских ћелија мишјег и хуманог карцинома дојке (84). 

Стога, сматра се да туморске ћелије, у неповољним условима: хипоксија, примена 

хемотерапије и радиотерапије, повећано секретују VEGF што их чини резистентним на 

ове неповољне утицаје (64).  

Beck и сарадници (85) су показали да VEGF доприноси расту сквамозног 

карцинома коже тако што подстиче не само ангиогенезу, већ и експанзију CSCs. 

Штавише, примећено је да делеција гена за неуропилин-1 (енгл. neuropilin-1, Nrp1) 

односно корецептора VEGF који промовише везивање VEGF за VEGFR-2 за последицу 

има губитак способности VEGF да промовише матичност и самообнављање CSCs коже. 

Овакав налаз расветљава двоструку улогу VEGF пореклом из туморских ћелија: с једне 

стране паракрино подстиче ангиогенезу и на тај начин креира периваскуларну нишу за 

CSCs, док с друге стране VEGF директно делује на CSCs преко Nrp1 исказаног на њиховој 

површини чиме се успоставља аутокрини пут стимулације матичности и самообнаљања 

ових ћелија (85).  

Циклооксигеназе катализују конверзију арахидонске киселине до простагландина. 

Најбоље проучене су две изофоме ензима: COX-1 (енгл. Cyclooxygenase-1) и COX-2 (енгл. 

Cyclooxygenase-2). COX-1 је конститутивно исказана на већини ћелија и експресија ове 

изоформе се повећава током малигне трансформације ћелије (68). "Housekeeping" 

функција COX-1 се огледа у њеном учешћу у продукцији мукуса и агрегацији тробоцита 

(86). У физиолошким условима COX-2 није присутна у ћелијама, а под утицајем фактора 

раста и медијатора запаљења експресија COX-2 се рапидно повећава (87), (88).  

Резултати бројних истраживања показују да је повећана експресија COX-2 у већини 

тумора, укључујући карцином колона, простате, плућа, дојке, панкреаса и желуца, 

повезана са узнапредованим стадијумом и лошим исходом болести (89), (90), (91), (92). 

Многи аутори сматрају да је PGE2 (енгл. prostaglandin E2) доминантан производ 

активности COX-2 у туморима (93). Резултати студија које се баве карциномом колона 

сугеришу на то да COX-2 и PGE2 редукују апоптозу туморских ћелија, као и да PGE2 

позитивном повратном спрегом повећава експресију COX-2 у тумору (94). 
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Претпоставља се да COX-2 промовише ангиогенезу и да на тај начин подстиче 

малигни фенотип туморских ћелија (95). Наиме, регистровано је да експресија COX-2 

корелира са повећаном микроваскуларном густином у експерименталном моделу 

карцинома колона, плућа и желуца (96), (97). Уз наведено, уочено је да продукација 

простагландина, а нарочито тромбоксана А2 и PGE2 повећава неоангиогенезу (98). 

Изгледа да COX-2 пореклом из ендотелних ћелија и ћелија туморске строме модулише 

ангиогенезу. Тако, документована је експресија овог ензима у туморским, али не и у 

нормалним крвним судовима (96). Murphy и сарадници (99) су показали да инкубација 

ендотелних ћелија са рекомбинованим VEGF подстиче њихову пролиферацију и 

формирање капиларне цеви in vitro. Документовано је да VEGF овај ефекат остварује 

везивањем за VEGFR2 на ендотелним ћелијама што повећава експресију COX-2 и 

последично PGI2 у овим ћелијама. Коначан резултат ове координисане сарадње VEGF и 

COX-2 је пролиферација и миграција ендотелних ћелије и формирање нове капиларне 

цеви (99). Сличан је и налаз других студија које указују да VEGF индукујући формирање 

VEGFR1–VEGFR2 хетеродимера повећава продукцију PGI2, а активацијом PLCγ-IP3/Ca
2+

-

calcineurin–NFAT сигналног пута подстиче повећану експресију COX-2 (100), (101). 

. 

 

1.4.2. Механизми и медијатори неолимфангиогенезе  

 

Лимфни судови могу да представљају један од најважнијих путева за дисеминацију 

метастатских ћелија. Штавише, очекује се да туморске ћелије много лакше улазе у лимфне 

него у крвне судове што је условљено њиховим структурним разликама. Тако, 

дисконтинуирана и/или потпуно одсутна базална мембрана, као и одсуство перицита 

(потпорних ћелија) доприноси већој пропустљивости лимфних у поређењу са крвним 

судовима (102). Стога, спекулише се да формирање нових лимфних судова процесом 

лимфангиогенезе и/или ремоделовање постојећих лимфних судова су важни кораци у 

прогресији тумора (103).  

Раније се сматрало да лимфни судови играју пасивну улогу у метастазирању 

тумора. Међутим, резултати експерименталних и клиничких истраживања указују да 

лимфни судови подлежу динамичним променама што истовремено олакшава 

метастазирање тумора. Ове промене подразумевају пораст броја  новонасталих лимфних 
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судова процесом лимфангиогенезе и ремоделовање односно проширење постојећих 

лимфних судова услед њихове хиперплазије (103). Претпоставља се да поменути 

догађаји, који се дешавају као у примарном тумору тако и у сентинелним (стражарским) 

лимфним чворовима, фаворизују улазак метастатских ћелија у мрежу лимфних судова што 

коначно олакшава успостављање метастаза у удаљеним органима (Схема 3) (104).   

Слично ангиогенези, лимфангиогенеза је комплексан процес који подразумева 

координацију сложених целуларних догађаја, укључујући пролиферацију и миграцију 

ендотелних ћелија и последично формирање капиларне цеви. Преживљавање, 

пролиферација и миграција ендотелних ћелија лимфних судова је централни догађај у 

лимфангиогенези. Сматра се да VEGF-C–VEGF-R3 и VEGF-D–VEGF-R3 сигнални пут је 

главни покретач лимфангиогенезе. Наиме, VEGF-C и VEGF-D везујући се за рецептор 

VEGF-R3 на ендотелним ћелијама лимфних судова покрећу ERK-1 (енгл. Extracellular 

Signal-regulated Kinase-1) или ERK-2 (енгл. Extracellular Signal-regulated Kinase-2) 

сигналну каскаду зависну од протеин киназе-C, као и фосфорилацију Akt сигналног пута 

што резултује пролиферацијом, преживљавањем и миграцијом ендотелних ћелија 

лимфних судова (105), (106). Додатно, NRP-2 (енгл. neuropilin- 2), корецептор VEGF-R3, 

модулише све поменуте сигналне путеве у ендотелним ћелијама покренуте 

пролимафангиогеним факторима: VEGF-C и VEGF-D (107), (108). 

Добро се зна да туморске ћелије продукују читаву палету бројних фактора раста 

који дирекно или индиректно стимулишу лифангиогенезу.  Главни фактори који подстичу 

стварање нових лимфних судова су молекули VEGF-C и VEGF-D. Ови секретовани 

фактори раста, синтетисани су у форми пропептида које онда разграђују ензими 

ванћелијског матрикса и тако настају активне форме. Овако настале активне форме 

фактора раста се затим високим афинитетом везују за VEGF-R3 на површини ендотелних 

ћелија и на тај начин директно стимулишу лимфангиогенезу (109). Регистровано је да је 

експресија VEGF-C и VEGF-D често повећана у примарном тумору и његовој околној 

строми. Сем туморских ћелија, ове факторе раста лимфних судова секретују и канцер-

асоцирани фибробласти, као и инфламацијске ћелије које инфилтришу туморску 

микросредину (110), (111).  

У мишјем моделу карцинома коже где туморске ћелије повећано експримира ју 

VEGF-C примећено је да повећан степен лимфангиогенезе, не само у туморском ткиву већ 
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и у дренирајућим лимфним чворовима, позитивно корелира се лимфогеним 

метастазирањем тумора. Интересантно је и запажање да експанзија лимфних судова у 

сентинелним лимфним чворовима започиње пре него што метастатске ћелије стигну на 

ово место. Претпоставља се да се VEGF-C из примарне туморске лезија дренира у лимфне 

чворове где иницира лимфангиогенезу, а када стигну и метастатске ћелије овај процес се 

додатно појачава (112). Сем тога, повећана експресија VEGF-C индукује и ремоделовање 

тумор-асоцираних лимфних судова што повећава проток лимфе и последично олакшава 

улазак метастатских ћелија у лимфне судове (104). Показано је и да VEGF-C повећава 

пропустљивост лимфних судова што додатно фацилитира интравазацију и лимфогену 

дисеминацију метастатских ћелија (113). Сличан налаз се описује и у другим мишјим 

моделима карцинома где повећана експресија VEGF-D у туморским ћелијама такође 

подстиче неолимфагангиогенезу и последично метастазирање  туморских ћелија у лимфне 

чворове (114).  

Стога може се закључити да лимфангиогенеза индукована тумором може да 

промовише дисеминацију туморских ћелија јер са порастом броја новостворених лимфних 

судова повећава се и вероватноћа уласка метастатских ћелија у лимфни систем. За улазак 

у лимфни систем, метастатске ћелије користе исти образац миграције као и активиране 

дендритске ћелије и наивни Т лимфоцит. Дакле овај улазак у лимфни чвор омогућује 

интеракција CCR-7 (енгл. C-C chemokine receptor type-7) са  хемокином  CCL21 (енгл. 

chemokine C-C motif chemokine-21) који је конститутивно експримиран на ендотелу 

лимфних судова, као и у одређеном ћелијском одељку у лимфном чвору (115). 

Регистрована је повећана експресија хемокинског рецептора CCR7 у неколико линија 

туморских ћелија карцинома дојке и меланома. Примећено је да линија метастатских 

ћелија меланома која експримира CCR7 стиче способност хемотаксе у правцу  CCL21 in 

vitro, као и in vivo и то у правцу ендотелних ћелија лимфних судова које секретују CCL21 

(116), (117). Тако на пример, повећана експресија CCR7 у B16 варијанти мишјег меланома 

промовише њихово метастазирање у дренирајући лимфни чвор (118). 
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Схема 3. Промене у тумор-асоцираним лимфниm судовима које олакшавају лимфогено 

метастазирање тумора (кориговано према: Stacker SA, et al. Nat Rev Cancer 2014;14(3):159-72.) 

 

Подаци из нама доступне литературе сугеришу на то да су простагландини 

укључени у неолимфангиогенезу тако што модулишу експресију VEGF-C. Туморске и 

имунске ћелије који исказују COX-2 и рецепторе за простагландине (нпр. EP2, EP3 и EP4) 

повећавају експресију VEGF-C у туморској микросредини и на тај начин подстичу 

лимфангиогенезу и лимфогено метастазирање in vivo (119), (120), (121). Друга студија 

описује још једну везу између простагландина и туморске лимфангиогенезе. Наиме, 

показано је да VEGF-D редукује експресију 15-PGDH (енгл. 15-hydroxyprostaglandin 

dehydrogenase), кључног ензима за деградацију простагландина. Тако услед 

пролонгираног излагања повећаној концентрацији простагландина, регулисано VEGF-D, 

јавља се проширење постојећих лимфних судова што све заједно утиче на пораст степена 

дисеминације метастатских ћелија (122). Ефекат простагландина на лимфангиогенезу није 

специфичан само за тумор, већ ови продукти COX-2 могу да промовишу лимфангиогенезу 

и на терену инфламације (121). 
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2. ЦИЉ РАДА 

 

 
 

 

Главни циљ истраживања је да се процени значај експресије VEGF, COX-2 и p27 за 

ангиогени и лимфангиогени профил папиларног карцинома штитасте жлезде, са посебним 

освртом на класичну и фоликуларну хистолошку варијанту папиларног карцинома. 

 

У складу са основним циљем постављени су следећи експериментални задаци: 

1. анализом експресије CD31, панмаркера ендотела крвних судова, одредити 

микроваскуларну густину и утврдити могућу везу са експресијом VEGF и COX-2 у 

папиларном карциному  

2. анализом експресије D2-40, специфичног маркера ендотела лимфних судова, одредити 

густину лимфних судова и утврдити повезаност са експресијом COX-2  

3. испитати повезаност густине крвних и лимфних судова, као и експресије VEGF и 

COX-2 са клиничким и патохистолошким параметрима папиларног карцинома  

4. испитати значај експресије негативног регулатора ћелијског циклуса, p27, са 

клиничким и патохистолошким параметрима папиларног карцинома штитасте жлезде 

5. одредити густину крвних и лимфних судова и испитати могућу везу између експресије 

VEGF и COX-2 и p27 у класичној и фоликуларној варијанти папиларног карцинома 

штитасте жлезде.  
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3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 

 

Истраживање је спроведено у Центру за молекулску дијагностику и истраживање 

матичних ћелија Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу и у Институту 

за патологију и судску медицину Војномедицинске академије у Београду у периоду од 

2009 до 2013. године и у периоду од 2016 до 2017. године. 

Спровођење студије су одобрили Етички одбор Сектора за лечење 

Војномедицинске академије у Београду и Етички одбор Факултета медицинских наука 

Универзитета у Крагујевцу. Пре започете студијске процедуре, испитаници су потписали 

образац сагласности за учешће у студији. Протокол је спроведен у складу са важећом 

регулативом Добре клиничке праксе. 

 
3.1. Испитивана популација 

У студију је укључено 73 пацијента са папиларним карциномом штитасте жлезде 

који су оперативно лечени у Клиници за хирургију Војномедицинске академије у 

Београду, у периоду од 2009 до 2013. године, као и 11 пацијената са мултинодуларном 

струмом који су на истој клиници оперативно лечени у периоду од 2016. до 2017. године  

Биолошки материјал добијен је приликом тоталне тиреоидектомије и лобектомије са или 

без учињене регионалне лимфаденоктомије. Оперативни материјал је након детаљног 

макроскопског описа обрађиван стандардном патохистолошком процедуром на Институту 

за патологију и судску медицину Војномедицинске академије у Београду.  

Патохистолошка дијагноза и класификација тумора је учињена према 

морфолошким критеријумима Светске здравствене организације WHO (енгл. World Health 

Organization ) а одређивање хистолошког субтипа папиларног карцинома и патолошког 

стадијума примарног тумора према TNM класификацији Америчког удруженог комитета 

за рак и Интернационалне уније против рака AJCC/UICC (енгл. American Joint Comittee on 

Cancer and the International Union Against Cancer Comittee, 7th edition). У студију су 

укључени пацијенти са папиларним карциномом штитасте жлезде, који су на основу 

величине тумора класификовани у рТ1, рT2 и рT3 стадијум. Папиларни карциноми су 



26 

 

даље на основу патохистолошких карактеристика (морфолошког изгледа и раста тумора) 

сврстани у четири хистолошке варијанте: класичну, фоликуларну, високоћелијску 

варијанту и микрокарцином. 

Поред дијагнозе, микроскопски прегледом ткивних исечака обојених  

хематоксилином и еозином анализирани су и други патохистолошки критеријуми тумора, 

као што су инвазија лимфних и крвних судова, леукоцитна инфилтрација, мултифокалност 

тумора, локална екстратироидна инвазија и дезмоплазија. 

Смерница Јапанске институтске болнице за малигне болести (енгл. The Cancer 

Institute Hospital of JRC, CIH) разликује две групе ризика. Тако, групу високог ризика чине 

пацијенти са детектабилним удаљеним метастазама без обзира на године старости или 

пацијенти са 50 и више година код којих су присутни метастатски лимфни чворови 

величине ≥ 3cm и/или екстратироидна инвазија тумора, док групу ниског ризика чине 

пацијенти који не испуњавају ни један од наведених критеријума (123). У овој студији 

није било испитаника са удаљеним метастазама и/или метастатским лимфним нодусима ≥ 

3cm, тако да су групу високог ризика чинили пацијенти са ≥ 50 година код којих је 

регистрована екстратироидна инвазија. Сви остали пацијенти сврстани су у групу ниског 

ризика. 

Искључујући критеријуми за одабир испитаника су друге врсте тумора штитасте 

жлезде, као и оболели од папиларног карцинома развијен на терену Хашимотовог 

тиреодитиса.  

 

3.2. Истраживачки поступак 

За патохистопатолошку и имунохистохемијску анализу ткиво штитасте жлезде је 

фиксирано 24 сата у 4% пуферисаном неутралном формалину, на собној температури. По 

завршеној фиксацији, исечци ткива су дехидрисани, просветљени и прожети парафином у 

апарату за аутоматску фиксацију ткивних узорака Sacura V.I.P и укалупљени у 

парафинске блокове. Парафински калупи су исечени на аутоматском, ротационом, 

микротому Historange LKB на резове дебљине 4µm, а затим су потапани у воду на 40
о
С и 

на крају стављени на стаклене микроскопске плочице. 
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3.2.1. Бојење хематоксилином и еозином (H&E) 

Бојење парафинских ткивних пресека урађено је методом хематоксилин-еозин 

(hematoxylin-eosin) по Heidenhain-у (124) и сагласно препорукама Gurr-а (125). Плочице са 

ткивним пресецима пуферисане су у пуферу формалдехида 10 секунди, онда опране у 

текућој води, а затим су потопљене 2 минута у Mayer-ов хематоксилин (Merck). Потом су 

ткивни исечци испирани 1 минут у текућој води и најзад су бојени алкохолним еозином 

(Merck) у трајању 1 минут. Након бојења уследила је дехидратација исечака како би се у 

њима уклонила вода. Другим речима, исечци су потапани у серију растућих 

концентрација етанола и то следећим редом: најпре 1 минут у 85% алкохолу, затим 2 пута 

по 50 секунди у 96% и на крају 2 пута по 50 секунди у апсолутном алкохолу. Након бојења 

и дехидратације, уследио је поступак просветљавања када су исечци потопљени 50 

секунди у мешавину ксилола и етанола у односу 1:1, а затим два пута по 50 секунди само 

у ксилолу. На крају је на ткивне исечке нанета кап Канада балзама (Canada balsam, 

Centrohem, Србија) и прекривени су покровним стаклима. Препарати су анализирани под 

светлосним микроскопом након 24-часовног сушења. 

 

3.2.2. Имунохистохемијска анализа експресије VEGF, CD31, COX-2, D2-40 и p27 у 

ткиву штитасте жлезде 

За имунохистохемијску анализу, ткивни пресеци, претходно монтирани на 

адхерентне SuperFrost® плочице,  су загрејани на температури од 56ºC у трајању од 60 

минута. У циљу депарафинизације и рехидратације плочице са ткивним пресецима су 

потапане најпре у ксилол, а затим у серију опадајућих концентрација етанола: два пута по 

5 минута у апсолутном, а затим по 5 минута у 96%, 70% и на крају у 50% етанолу. У циљу 

демаскирања антигена, исечци ткива су грејани у микроталасној пећници и то у цитратном 

пуферу (рН= 6.0) у трајању од 21. минута. Након хлађења, препарати су интензивно 

испрани најпре у дестилованој а затим су 3 пута по 10 минута инкубирани у PBS (енгл. 

Phosphate Buffered Salline). У циљу фиксације и пермеабилизације ткивних исечака, 

плочице са ткивним пресецима су потопљене у ледено хладном ацетону на темепратури 

4ºC у трајању од 10 минута. Након истека инкубације, ткивни исечци су најпре испрани у 

PBS, а затим је у циљу да се блокира активност ендогене пероксидазе на њих је стављено 
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неколико капи Hydrogen Peroxide Block-а. Након инкубације од 10 минута на собној 

температури, препарати су два пута опрани у PBS, а онда је на њих додато неколико капи 

Protein Block-a који је после 10 минута инкубације испран једном у PBS.  Након испирања, 

ткивни исечци су инкубирани са примарним антителима преко ноћи у влажној комори на 

температури од 4 ºC. Коришћена су одговарајућа мишја моноклонска и одговарајућа зечја 

поликлонска антитела која су одговарајућем разблажењу растворена у PBS-у са 1% BSA 

(Табела 1).  

Антитело Порекло и врста Произвођач Каталошки број Разблажење 

     D240 Mouse Abcam 77854 1:200 

VEGF Mouse Abcam 16883 1:200 

COX-2 Rabbit Abcam 15191 1:1000 

     p27 Rabit Abcam 7961 1:500 

CD31 Rabit Abcam 28364 1:200 

Табела 1. Основне карактеристике и разблажења коришених примарних антитела 

 

Након истека инкубације, ткивни исечци су испирани у PBS а затим су за 

визуелизацију антигена коришћени одговарајући комерцијални детекциони китови: 

Mouse specific HRP/DAB [ABC] Detection IHC Kit (каталошки број ab64259; Abcam) и 

Rabbit specific HRP-AEC Detection IHC Kit (каталошки број ab94361; Abcam) у зависности 

од порекла примарног антитела.   

За детекцију антигена које засновано на примени моноклонских мишјих антитела, 

исечци ткива су инкубирани са одговарајућим секундарним антителом на собној 

температури и у влажној комори. Након инкубације, препарати су опрани у PBS а онда 

је ткивне исечке апликована Streptavidin Peroxidase-а. По истеку инкубације од 30 

минута, уследило је троструко испирање а затим је на ткивне исечке нанет DAB 

супстрат. Након развијања браон боје препарати су испрани три пута у дестилованој води 

и обојени хематоксилином по Mayer-у, а затим интензивно опрани текућом водом. 

Обојени исечци су покривени глицеролом и на крају покровном љуспицом. 

За детекцију антигена засновано на примени зечјих поликлонских антитела 

коришћен је Rabbit specific HRP-AEC Detection IHC Kit. Наиме, на исечке ткива је нанета 
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кап Rabbit Specific HRP conjugate. По истеку инкубације од 45 минута, препарати су 

испрани у PBS, а затим је апликован AEC Single Solution.  Након развијања црвене боје 

препарати су најпре испрани у дестилованој води, а затим обојени хематоксилином и 

интензивно опрани текућом водом. Обојени исечци су покривени глицеролом и 

покровном љуспицом. 

На крају, овако припремљени ткивни исечци су након 24-часовног сушења, 

анализирани светлосним микроскопом. Препарате су независно анализирала три 

истраживача. 

Контрола квалитета и специфичности имунохистохемијског бојења. Сва 

имунохистохемијска бојења изведена су уз контролу квалитета и специфичности бојења, 

применом позитивних и негативних контрола, према стандардним пропозицијама UK 

NEQAS (енгл. UK National External Quality Assessment Scheme for  Immunocytochemistry). 

Као позитивна контрола за тестирање специфичности примарних антитела коришћени су 

ткивни узорци за које се сигурно зна да исказују испитиване антигене: исечци ткива 

карцинома дебелог црева (за анти-VEGF и COX-2 антитела), коже (за анти-D2-40 и CD-31 

антитела) и лимфног чвора (за анти- р27 антитело). Третирани су на исти начин као и 

испитивани узорци у овом истраживању. Као негативна контрола у току 

имунохистохемијског бојења послужили су узорци ткива третирани индиферентним 

пуфером који нема афинитет везивања за анализиране антигене. 

Евалуација експресије испитиваних белега у ткиву папиларног карцинома штитасте 

жлезде и мултинодозне струме. Експресија VEGF, COX-2 и р27 у циљаним ткивима је 

анализирана коришћењем семиквантитативног скор система базираног на проценту 

обележених туморских ћелија. Поштујући критеријум за процену експресије протеина 

који је коришћен у студији Радосављевић и сарадника (126), скор експресије је оцењиван 

на основу процента обојених ћелија у односу на укупан број евалуираних ћелија. 

Експресија маркера је дефинисана као позитивна уколико је >10% ћелија било обележено 

и негативно ако је у лезијама било обележено ≤ 10% ћелија. 

Квантификација густине крвних и лимфних судова у ткиву штитасте жлезде и 

мултинодозне струме. Микроваскуларна густина је процењена анализом експресије 

панмаркера ендотелних ћелија крвних судова- CD31. Црвено обојене, појединачне или 

груписане ендотелне ћелије, јасно одвојене од суседних ћелија и ткивних елемената су 
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дефинисани као крвни судови. Коришћењем микроскопских увећања од 40 и 100x, у 

сваком исечку селектована су најпре по три "врућа жаришта" (енгл. "hot spots") тј. поља са 

највећим бројем крвних судова. Затим су у тим жариштима, на увећању 200х, избројане 

како појединачне тако и груписане обојене ћелије. За сваког испитаника MVD је 

представљена као средња вредност избројаних крвних судова у три одабрана 

микроскопска фокуса (127).  

Густина лимфних судова (енгл. lymphatic vessel density, LVD) је одређена на основу 

експресије специфичног маркера ендотелних ћелија лимфних судова D2-40. Обележене 

појединачне ендотелне ћелије и груписане обојене ћелије које су јасно одвојене од 

суседних ћелија и ткивних елемената дефинисани су као лимфни судови. Слично као и 

приликом одређивања густине крвних судова, најпре су селектована три "врућа поља" на 

микроскопском увећању 40 и 100x, а затим су у овим изабраним фокусима, на увећању 

200 х, избројане појединачне и груписане обојене ћелије. На крају је LVD представљена 

као средња вредност избројаних лимфних судова у три одабрана микроскопска фокуса за 

сваког испитаника (128). 

 

3.3. Статистичка обрада података 

Подаци су анализирани коришћењем софтверског пакета IMB SPSS Statistics 

верзија 20. Добијени резултати су груписани и приказани, табеларно и графички. За 

утврђивање мера централне тенденције и варијабилитета коришћене су методе 

дескриптивне статистике. Резултати су приказани као средње вредности (енгл. mean), 

минимум, максимум и проценти. 

Пре статистичке обраде података, најпре је испитано да ли добијене вредности 

имају нормалну расподелу. Нормалност расподеле унутар група анализирана је 

Kolmogorov-Smirnov-им тестом. Уколико су вредности имале нормалну расподелу 

коришћен је Student’s-ов тест, док у случају да вредности нису имале нормалну расподелу, 

коришћен је непараметријски Mann-Whitney тест. За утврђивање зависности између 

варијабли коришћен је Rank Sum-ов тест и χ
2
 тест. Могућност да нека променљива буде 

маркер испитивана је помоћу криве оперативне карактеристике примаоца (енгл. Receiver 
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operating characteristic curve, ROC curve), при чему су, за погодно утврђен cut-off, 

одређивани сензитивност и специфичност. Статистичке анализе су урађене са интервалом 

поверења од 95%. За статистички значајну разлику у добијеним вредностима сматра се 

када је p<0.05, док је статистички веома значајна разлика када је p<0.01.  
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4. РЕЗУЛТАТИ 

 

4.1. Клиничке и патолошке карактеристике испитаника оболелих од папиларног 

карцинома штитасте жлезде 

У студију је било укључено 73 испитаника са папиларним карциномом штитасте 

жлезде (енгл. papillary thyroid carcinoma, PTC), односно 59 (80.8%) пацијената женског и 

14 (19.2%) мушког пола (Табела 1). Старосна доб је један од важних фактора ризика како 

за настанак тако и за прогресију и исход болести (129). Табела 1 приказује старосну 

структуру испитаника. Јасно се види да је већина оболелих укључених у ову студију, била 

стара 50 и више година.  

На основу класификације Светске здравствене организације WHO ( енгл. World 

Helth Organisation( (130) одређене су четири хистолошке варијанте папиларног карцинома 

штитасте жлезде (Табела 1). Све хистолошке варијанте папиларног карцинома имају исти 

карактеристичан “нуклеарни сет“ који укључује светло једро изгледа “мутног стакла“ са 

нуклеарним усецима и инклузијама, док се међусобно разликују по начину раста и 

морфологији тумора (130). Па се тако у класичном типу папиларног карцинома штитасте 

жлезде (енгл. classic variant of papillary thyroid carcinoma, СV-РTС) региструју разгранате 

папиларне структуре са једним редом туморских ћелија и централном фиброваскуларном 

стромом, док се у фоликуларној варијанти РТС (енгл. follicular variant of papillary thyroid 

carcinoma, FV-PTC) туморске ћелије организују у мање и веће фоликуларне структуре. 

Високоћелијски тип РТС карактерише присуство туморских ћелија чија је висина најмање 

два пута већа од ширине. Папиларни микрокарцином (енгл. papillary microcarcinoma, 

РСМ) је дефинисан као карцином величине ≤ 1 сm (130).  
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Параметар 
Испитаници 

N=73 % 

Старост 
<50 година 26 35.6 

≥50 година 47 64.4 

Пол 
Мушкарци 14 19.2 

Жене 59 80.8 

Хистолошкa варијантa 

карцинома 

Класични 16 21.9 

Фоликуларни 43 58.9 

Високоћелијски 4 5.5 

Микрокарцином 10 13.7 

 

Табела 1. Демографске и хистолошке карактеристике испитаника оболелих од папиларног карцинома 

штитасте жлезде 

 

Мултифокалност PTC се дефинише присуством два или више фокуса малигно 

измењеног ткива унутар штитасте жлезде. Дезмопластична реакција (дезмоплазија) 

представља реактивну туморску строму коју чине измењени канцер-асоцирани 

фибробласти због чега личе на миофибробласте, као и крвни судови, инфламацијске 

ћелије и компоненте екстрацелуларног матрикса. Протокол САР (енгл. College of American 

Pathologist, AJCC/UICC TNM, 7th edition) одређује клиничке и патолошке параметре, као 

могуће али не и апсолутне предикторе прогресије болести и лошег исхода. То су: инвазија 

лимфних и крвних судова, мултифокалност, локална екстратироидна инвазија, 

дезмоплазија и фактор ризика (131), (123).  

Сви до сада поменути патохистолошки и клинички параметри папиларног 

карцинома приказани су у Табели 2. 
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Параметар 
Испитаници 

N=73 % 

Ризик
a
 

Низак 65 89.0 

Висок 8 11.0 

Васкуларна инвазија 
Одсутна 61 83.6 

Присутна 12 16.4 

Инвазија лимфних судова 
Одсутна 16 21.9 

Присутна 57 78.1 

Локална екстратироидна инвазија 
Одсутна 64 87.7 

Присутна 9 12.3 

Мултифокалност 
Одсутна 31 42.5 

Присутна 42 57.5 

Дезмопластична реакција 

Оскудна 35 48 

Умерена 20 27.4 

Наглашена 18 24.6 
а У овој студији групу високог ризика су чинили пацијенти са ≥ 50 година код којих је детектована ектратироидна инвазија. Сви остали 

пацијенти сврстани су у групу ниског ризика 

Табела 2. Клинички и патохистолошки профил папиларног карцинома штитасте жлезде 

 

4.2. Микроваскуларна густина у зависности од клиничких и патолошких 

карактеристика карцинома 

Неоангиогенеза је битан процес за прогресију већине солидних тумора. Стога, циљ 

студије је био да се испита степен ангиогенезе у папиларном карциному штитасте жлезде. 

Најчешћи метод за семиквантитативну процену ангиогенезе је одређивање 

микроваскуларне густине (енгл. microvessel density, MVD). 

Запажа се да су новонастали крвни судови доминантно локализовани у туморском 

ткиву. У Табели 3 приказане су вредности MVD у зависности од клиничких и 

патохистолошких карактеристика РТС. Према студији Sugitani и сарадника (123), а 

поштујући критеријуме CIH, испитаници су сврстани у групу са ниским и са високим 

ризиком. С обзиром да испитаници нису имали удаљене хематогене метастазе нити 

метастатске лимфне жлезде једнаке и веће од 3 cm, групу високог ризика чинили су 
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пацијенти од 50 година и више код којих је регистрована локална екстратироидна 

инвазија, док су испитаници млађи од 50 година са/или без локалне екстратироидне 

инвазије сврстани у групу ниског ризика. Резултати јасно показују да је MVD значајно 

већа у групи високог ризика (р<0.05; Графикон 1А). Додатно, забележена је статистички 

значајно већа MVD код пацијената са присутном локалном екстратироидном инвазијом у 

поређењу са пацијентима код којих није регистрована локална екстратироидна инвазија 

PTC (р<0.05; Графикон 1Б). 

Параметар N 

МVD 

Просечан бр. крвних 

судова +SD 

Степен ризика 
Низак 65 2.84 + 3.56 

Висок 8 7.75 + 7.52 

Инвазија крвних судова 
Одсутна 61 3.03+4.35 

Присутна                12 5.08+ 3.57 

Локална екстратироидна 

инвазија 

Одсутна 64 2.88 + 3.60 

Присутна 9 6.83 + 6.85 

Мултифокалност 
Одсутна 31 2.41 + 2.84 

Присутна 42 4.08 + 5.00 

Дезмопластична реакција 

Оскудна 35 1.83 + 2.55 

Умерена 20 5.46 + 6.20 

Наглашена 18 4.04 + 3.31 

Код 73 испитаника са РТС анализирана је микроваскуларна густина у односу на клиничке и патолошке параметре карцинома  

Табела 3. Густина крвних судова у зависности од клиничких и патолошких карактеристика карцинома.  

 

Даљом анализом повезаности MVD са инвазијом туморских ћелија у локалне крвне 

судове, примећено је да је MVD значајно већа у карциномима са детектабилном 

васкуларном инвазијом у поређењу са карциномима у којима микроскопском анализом 

није регистрована инвазија туморских ћелија у крвне судове (р<0.05; Графикон 2А). Уз то, 

добијени резултати упућују да MVD може да послужи као маркер за детерминацију 

васкуларне инвазије што је приказано ROC кривом (сензитивност 75%, специфичност 

67.2%, cut -off 3.88; Графикон 2Б).  
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Графикон 1. MVD као фактор повећаног ризика за локално ширење и потенцијалну прогресију 

карцинома. А) Повећана микроваскуларна густина забележена је код оболелих од PTC са високим ризиком 

(Student's t тест, p=0.037); Б) Истовремено, микроваскуларна густина је статистички значајно већа у групи 

пацијената са присутном локалном екстратироидном инвазијом (Student-ов t тест, p=0.033). Резултати су 

представљени као средња вредност ± стандардна грешка 

 

Графикон 2. Веза MVD са васкуларном инвазијом PTC. A) Микроваскуларна густина је статистички 

значајно већа у карциномима код којих је регистрована инвазија туморских ћелија у крвне судове у 
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поређењу са карциномима без детектоване васкуларне инвазије (Student-ов t тест, p=0.022). На графикону је 

приказана средња вредност + стандардна грешка; Б) На RОС криви региструје се умерена сензитивност 

(75%) и специфичност (67,2%) са cut off 3.88, што указује на значај MVD као могућег предиктивног маркера 

за васкуларну инвазију 

Уочава се и да је у папиларном карциному штитасте жлезде са умереном и 

наглашеном дезмопластичном реакцијом, просечан број крвних судова статистички 

значајно већи у односу на карцином са оскудном дезмоплазијом (Графикон 3А).  

 

Графикон 3. Веза MVD са дезмоплазијом PTC. A) Микроваскуларна густина је статистички значајно већа 

у папиларном карциному штитасте жлезде са умереном или наглашеном дезмопластичном реакцијом у 

односу на карцином са детектабилном оскудном дезмоплазијом (Student-ов t тест, p=0.003). На графикону је 

представљена средња вредност + стандардна грешка. Б) Имунохистохемијска процена MVD. За сваког 

пацијента микроваскуларна густина је представљена као средња вредност избројаних крвних судова у три 

одабрана микроскопска фокуса (енгл.“hot spots“). На доњем панелу приказани су PTC са већом (лево) и 

мањом (десно) MVD (оригинално увећање 200x). 
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На основу налаза повећане MVD у групи испитаника са високим ризиком, као и у 

групи PTC са васкуларном и локалном ектратироидном инвазијом, очигледно је да 

локално ширење, а потенцијално и прогресија папиларног карцинома штитасте жлезде 

зависe од процеса ангиогенезе.  

 

4.3.  Евалуација ангиогеног фенотипа папиларног карцинома штитасте жлезде на 

основу експресије VEGF и COX-2  

 

Да би се боље разумели потенцијални механизми ангиогенезе у папиларном 

карциному штитасте жлезде, следећи корак у истраживању је био да се анализира 

повезаност микроваскуларне густине са експресијом проангиогених фактора: VEGF и 

COX-2. Експресија VEGF и COX-2 у циљаном ткиву је анализирана имунохистохемијском 

методом, при чему је коришћен семиквантитативни скор систем базиран на проценту 

обележених туморских ћелија. Поштујући критеријум за процену експресије протеина 

(126), папиларни карциноми штитасте жлезде су класификовани у групу са позитивном 

(>10% обележених туморских ћелија) и групу са негативном експресијом анализираних 

проангиогених фактора (≤10% обележених туморских ћелија). Експресија протеина VEGF 

и COX-2 у циљаном ткиву је илустрована на Слици 1. Није забележена статистички 

значајна разлика у експресији ових проангиогених фактора између туморске 

микросредине и њене околине (податак није приказан).  

Након добијених података о броју крвних судова за сваког испитаника, израчуната 

je и медијана. Mедијана крвних судова код оболелих од РТС је износила 3.00, са опсегом 

интерквартила од 0 до 5.58. Поштујући овај критеријум, сви испитаници су категорисани у 

две групе: групу испитаника са већом микроваскуларном густином (број крвних судова 

већи од вредности медијане) и групу испитаника са мањом микроваскуларном густином 

(број крвних судова мањи или једнак вредности медијане) (132).  

Као што се види у Табели 4, већа MVD је значајно повезана са позитивном 

експресијом VEGF (р=0.007), али не и са експресијом СОХ-2 (p>0.05). Ова статистичка 

значајност тестирана је χ
2
 тестом. Репрезентативни пресеци туморског ткива са мањом 

(леви панел) и већом (десни панел) густином крвних судова приказани су на Графикону 

3Б. 
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Слика 1. Експресија VEGF и СОХ-2 у папиларном карциному штитасте жлезде. У горњем панелу слике 

приказан је PTC са негативном и позитивном експресијом VEGF, док је у доњем панелу илустрован 

карцином са негативном и позитивном експресијом СОХ-2. У десном панелу уочава се изражена 

цитоплазматска и мембранска експресија VEGF и СОХ-2 у туморским ћелијама (оригинално увећање 200x)  
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Маркер 
Испитаници 

(N) 

MVD 

 P-вредност 

Мања Већа 

VEGF 

(експресија) 

Негативна 53 33 20 

 0.007
a
 

Позитивна 18 5 13 

COX-2 

(експресија) 

Негативна 33 19 14 

 НС 
Позитивна 36 17 19 

а Статистичка значајност је одређена χ2 тестом 

Табела 4. Однос MVD и експресије VEGF и COX-2 

 

Анализирана је и повезаност експресије VEGF и COX-2 истовремено како са 

старосном доби пацијената према претходно поменутим смерницама, тако и са величином 

тумора према критеријуму рТ класификације (AJCC/UICC TNM, 7th edition). 

Дистрибуција испитаника у зависности од величине тумора и старосне доби приказана је у 

Табели 5.  

Уочена је значајно повећана фреквенца позитивне експресије VEGF међу 

испитаницима са 50 и више година старости са пречником тумора већим од 2 и 4cm (у рТ2 

и рТ3 стадијуму) (Графикон 4).  
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Параметар 
Испитаници 

N=73 % 

Величина тумора (pT) 

≤2cm (pT1) 34 46.6 

<50 година 10 13.7 

≥50 година 24 32.9 

2-4cm (pT2) 29 39.7 

<50 година 15 20.5 

≥50 година 14 19.2 

>4cm (pT3) 10 13.7 

<50 година 1 1.4 

≥50 година 9 12.3 

 

Табела 5. Дистрибуција испитаника у зависности од величине тумора и година старости 

Графикон 4. Експресиони профил VEGF у зависности од старосне доби испитаника и величине 

тумора. На основу семиквантитативног скор система базираног на проценту обележених туморских ћелија, 

сви PTC су категорисани у групу карцинома са позитивном експресијом VEGF (>10% позитивних ћелија) и 

у групу са негативном експресијом VEGF (≤10% позитивних ћелија). Постоји статистички значајно повећана 
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фреквенца позитивне експресије VEGF међу пацијентима са ≥50 година код којих пречник тумора већи од 2 

и 4cm (са рТ2 и рТ3 стадијумом) (р=0.04). Статистичка значајност је одређена χ
2
 тестом 

Примећена је и статистички значајна повезаност експресије СОХ-2 са старосном 

доби и величином тумора. Другим речима, забележена је повећана фреквенца позитивне 

експресије СОХ-2 међу испитаницима са 50 и више година старости код којих је пречник 

тумора био већи од 4cm (у рТ3 стадијуму). Ако се пореди група испитаника у рТ2 

стадијуму папиларног карцинома, уочава се повећана фреквенца позитивне експресије 

СОХ-2 међу млађима од 50 година, док је ова фреквенца смањена међу оболелима са 50 и 

више година старости (Графикон 5).   

 

 

Графикон 5. Експресија СОХ-2 у зависности од старосне доби испитаника и величине карцинома 

штитасте жлезде. На основу семиквантитативног скор система базираног на проценту обојених туморских 

ћелија, сви PTC су сврстани у групу са позитивном експресијом СОХ-2 (>10% позитивних ћелија) и у групу 

са негативном експресијом СОХ-2 (≤10% позитивних ћелија). Постоји статистички значајна повезаност 

експресије СОХ-2 са старосном доби и величином тумора. Статистичка значајност је одређена χ
2
 тестом  
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У овој студији није забележена статистичка значајна повезаност експресије VEGF и 

COX-2 са осталим клиничким и патолошким карактеристикама папиларног карцинома 

штитасте жлезде (Табела 6). 

 

Параметар 

Експресија VEGF 

(*N=71) 

Експресија COX-2 

(*N=69) P-

вредност 
Негативна Позитивна Негативна Позитивна 

Ризичност 
Ниска 49 14 31 31 

p>0.05 
Висока 3 5 2 5 

Инвазија 

лимфних судова 

Одсутна 14 1 11 5 
p>0.05 

Присутна 38 17 22 31 

Инвазија крвних 

судова 

Одсутна 45 14 29 30 
p>0.05 

Присутна 8 4 4 6 

Локална 

екстратироидна 

инвазија 

Одсутна 48 14 30 30 

p>0.05 
Присутна 5 4 3 6 

 Мултифокалност 
Одсутна 23 7 13 17 

p>0.05 
Присутна 30 11 20 19 

Дезмопластична 

реакција 

Оскудна 29 6 19 14 

p>0.05 Умерена 13 6 8 11 

Наглашена 11 6 6 11 

*При имунохистохемијском бојењу због техничких разлога, из анализе су искључени пресеци ткивног исечка 2 испитаника за VEGF и 4 

испитаника за COX-2. Статистичка значајност је одређена χ2 тестом 

 

Табела 6. Експресија VEGF и COX-2 у зависности од клиничких и патолошких карактеристика PTC 

 

Са циљем да се даље анализира значај експресије VEGF и СОХ-2 у папиларном 

карциному штитасте жлезде, испитаници су на основу истовремене експресије, VEGF и 

СОХ-2, сврстани у следеће групе: VEGF
-
СОХ-2

-
, VEGF

+
СОХ-2

-
, VEGF

-
СОХ-2

+
 и 

VEGF
+
СОХ-2

+
. Резултати показују да је позитивна експресија, како VEGF тако и СОХ-2, 

значајно повезана са повећаним процентом пацијената код којих је регистрована инвазија 

туморских ћелија у лимфне судове (Графикон 6). Овакав налаз јасно указује на то да су 

VEGF и СОХ-2 заједно или самостално повезани са инвазивним потенцијалом папиларног 

карцинома штитасте жлезде. 
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Графикон 6. Повезаност експресије VEGF и СОХ-2 са инвазивношћу туморских ћелија у лимфне 

судове. Према унапред утврђеним критеријумима верификована је експресија VEGF и СОХ-2. Затим су на 

основу истовремено позитивне или негативне експресије VEGF и СОХ-2 испитаници сврстани у следеће 

групе: VEGF
-
СОХ-2

-
, VEGF

+
СОХ-2

-
, VEGF

-
СОХ-2

+
 и VEGF

+
СОХ-2

+
. Запажа се да је позитивна експресија, 

како VEGF тако и СОХ-2, значајно повезана са повећаним процентом пацијената код којих је регистрована 

инвазија туморских ћелија у лимфне судове (р=0.018). Статистичка значајност је одређена χ
2
 тестом 

 

 

 

4.4. Микроваскуларна густина и експресија VEGF и COX-2 у зависности од 

интратуморске и перитуморске инфилтрације леукоцита 

У даљем току истраживања анализирана је повезаност микроваскуларне густине са 

пери- и интра-туморском леукоцитном инфилтрацијом. Није уочена статистички значајна 

разлика у MVD између групе PTC са оскудном и групе са умереном и наглашеном 

инфилтацијом леукоцита у околини туморског ткива (Графикон 7А). Ако се пак пореди 

MVD код PTC са инфилтрацијом леукоцита у туморској микросредини, регистрована је 

значајно већа MVD у групи са умереном или наглашеном интратуморском инфилтрацијом 

леукоцита у поређењу са групом PTC код којих је детектована оскудна инфилтрација 

леукоцита у туморском ткиву (Графикон 7Б). 
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Графокон 7. Однос MVD и перитуморске и интратуморске инфилтрације леукоцита. Према унапред 

утврђеним критеријумима одређена је MVD. На основу интензитета леукоцитног инфилтрата у туморској 

микросредини и у њеној околини, PTC су сврстани у групу са оскудном и са умереном/наглашеном 

инфилтрацијом леукоцита; А) Густина крвних судова је приближно иста у обе испитиване групе (p>0.05 или 

скр. Н.С.- није сигнификантно); Б) Региструје се статистички значајно повећана MVD у PTC са 

умереном/наглашеном интратуморском инфилтрацијом (**p=0.000). На оба графика приказана је средња 

вредност ± стандардна грешка. Статистичка значајност је одређена Student-овим t тестом 

 

Даља анализа експресије протеина VEGF у зависности од степена пери- и интра-

туморске инфламације указала је да не постоји статистички значајна повезаност позитивне 

експресије VEGF са перитуморском инфилтрацијом (Графикон 8А). Међутим, забележено 

је да је процентуална заступљеност позитивне експресије VEGF већа у групи PTC са 

умереном или наглашеном инфилтрацијом леукоцита у поређењу са групом код којих је 

присутна оскудна инфилтрација у туморском ткиву (Графикон 8Б). 
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Графикон 8. Процена експресије VEGF у односу на перитуморску и интратуморску 

инфилтрацију леукоцита. Према унапред утврђеним критеријумима квантификована је 

експресија VEGF. На основу интензитета леукоцитног инфилтрата у туморској микросреини и у 

њеној околини, PTC су сврстани у групу са оскудном и са умереном/наглешеном инфилтрацијом 

леукоцита; А) Фреквенца позитивне експресије VEGF је већа у групи PTC са 

умереном/наглашеном перитуморском инфилтрацијом леукоцитима у односу на групу са 

оскудном инфилтрацијом, али овакав пораст није достигао ниво статистичке значајности (p>0.05 

или скр. Н.С. - није сигнификантно); Б) Забележена је статистички значајна повезаност (p=0.043) 

позитивне експресије VEGF са умереном/наглашеном инфилтрацијом леукоцита у туморском 

ткиву. Статистичка значајност је тестирана применом χ
2
 теста  

 

Налази сугеришу да је могуће да експресија VEGF повећава број новоформираних 

крвних судова што је вероватно последица пораста инфилтрације леукоцита у папиларном 

карциному штитасте железде.  

  Процентуална заступљеност експресије СОХ-2 била је слична и у групи PTC са 

оскудном и у групи са умереном или наглашеном инфилтрацијом леукоцита, како у 

околини тако и у туморском ткиву, што се види на Графикону 9. 
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Графикон 9. Евалуација експресије СОХ-2 у зависности од перитуморске и интратуморске 

инфилтрације леукоцита. Према унапред утврђеним критеријумима верификована је експресија СОХ-2. На 

основу интензитета леукоцитног инфилтрата у туморској микросредини и у њеној околини, PTC су сврстани 

у групу са оскудном и са умереном/наглешеном инфилтрацијом леукоцита; А) Не постоји статистички 

значајна повезаност експресије СОХ-2 са оскудном и умереном/наглашеном перитуморском инфилтрацијом 

леукоцита (p>0.05 или скр. Н.С.- није сигнификантно); Б) Уочава се да је процентуална заступљеност 

експресије СОХ-2 слична у групи PTC са оскудном и са умереном/и наглашеном интратуморском 

инфилтрацијом леукоцита (p>0.05 или скр. Н.С.- није сигнификантно). Статистичка значајност је одређена χ
2
 

тестом  

 

4.5. Густина лимфних судова у зависности од клиничких и патолошких 

карактеристика карцинома 

Претходно је јасно показано да је ангиогенеза значајна у расту и локалном ширењу 

тумора што представља један од најранијих знакова прогресије папиларног карцинома. 

Следећи корак у истраживању је био да се анализира и лимфангиогени фенотип овог типа 

карцинома штитасте жлезде. У складу са тим, густина лимфних судова (енгл. lymphatic 

vessel density, LVD) је одређена на основу експресије специфичног маркера ендотелних 

ћелија лимфних судова: D2-40.  

Није регистрована статистички значајна разлика у густини лимфних судова између 

пацијената сврстаних у одређене групе које су дефинисане на основу пола и старости, као 

и на основу клиничких и патхистолошких параметара, а то су степен ризика, лимфна и 
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локална екстратироидна инвазија тумора, мултифокалност и дезмопластична реакција 

(Табела 7). 

Узимајући у обзир потенцијалну улогу COX-2 у регулацији синтезе VEGF-C, 

главног фактора раста у лимфангиогенези, анализирана је и густина лимфних судова у 

зависности од експресије COX-2. Као што се види у Табели 8, не постоји значајна 

повезаност експресије COX-2 са LVD у папиларном карциному штитасте жлезде. 

Визуелизација лимфних судова у папиларном карциному штитасте жлезде 

илустрована је на Слици 3. За разлику од крвних судова који су доминатно локализовани у 

туморској микросредини, лимфни судови су углавном дистрибуирани у околини тумора. 

Приказани су репрезентативни пресеци туморског ткива са мањом (лево) и већом (десно) 

густином лимфних судова (Слика 3).  

Добијени резултати сугеришу да квантификација лимфне густине нема 

предиктивни значај у папиларном карциному штитасте жлезде и да није зависна од 

експресије COX-2. 

Параметар N 

LVD 

P-вредност Просечан бр. 

лимфних судова +SD 

Ризичност 
Ниска 65 10.93 + 5.88 

p>0.05 
Висока 8 7.33 + 3.85 

Инвазија лимфних судова Одсутна 16 11.01 + 4.09 
p>0.05 

 Присутна 57 10.51+ 6.18 

Локална екстратироидна 

инвазија 

Одсутна 64 11.02 + 5.82 
p>0.05 

Присутна 9 7.87 + 4.92 

 Мултифокалност 
Одсутна 31 9.32 + 5.79 

p>0.05 
Присутна 42 11.56 + 5.65 

Дезмопластична реакција 

Оскудна 35 11.61 + 6.30 

p>0.05 Умерена 20 11.23 + 5.38 

Наглашена 18 8.11 + 4.61 

Код 73 испитаника оболелих од РТС анализирана је густина лимфних судова у односу на клиничке и патохистолошке параметре 

карциинома. Није забележена статистички значајна разлика у густини лимфних судова између испитаника разврстаних у одређене 

групе на основу различитих параметара. Статистичка значајност је одређена Student-овим t тестом. SD-стандардна девијација 

 

Табела 7. Густина лимфних судова у зависности од клиничких и патолошких карактеристика PTC. 
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Маркер N 

LVD 

P-вредност 
Просечан бр. 

лимфних судова +SD 

COX-2 

(експресија) 

Негативна 33 11.13+4.42 

p>0.05 
Позитивна 36 10.44+6.91 

Статистичка значајност је одређена Student-овим t тестом. SD-стандардна девијација 

 

Табела 8. Густина лимфних судова у зависности од експресије COX-2. 

 

 

Слика 2. Имунохистохемијска анализа D2-40 као специфичног маркера ендотелних ћелија лимфних 

судова у папиларном карциному штитасте жлезде. Представљени су исечци туморског ткива са мањом и 

већом густином лимфних судова (увећање 200х). 

 

 

4.6.  Евалуација експресије p27, регулатора ћелијског циклуса, у папиларном 

карциному штитасте жлезде 

 

Узимајући у обзир познату улогу p27 у негативној регулацији прогресије 

ћелијског циклуса коју овај молекул остварује инхибирајући циклин зависне киназе (133), 

имунохистохемијском методом испитивана је експресија протеина p27 у папиларном 
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карциному штитасте жлезде. При томе коришћен је исти семиквантитативни скор систем 

као и за VEGF и COX-2, а који је базиран на проценту обојених туморских ћелија. Тако су 

на основу експресије овог протеина сви папиларни карциноми сврстани у две групе: групу 

са позитивном (>10% обојених туморских ћелија) и групу са негативном експресијом p27 

(≤10% обојених туморских ћелија). 

Очекивано, проценат испитаника са позитивном експресијом p27 у туморском 

ткиву PTC је био низак и износио је свега 22.2%. Међутим, у овом истраживању није 

забележена значајна повезаност експресије p27 ни са једним од клиничких и 

патохистолошких карактеристика PTC (Табела 9). 

Параметар 

Експресија p27  

(*N=72 испитаника) P-вредност 

Негативна              Позитивна 

Ризичност 
Ниска 50 15 

p>0.05 
Висока 6 1 

Инвазија лимфних судова Одсутна 12 3 
p>0.05 

 Присутна 44 13 

Локална екстратироидна 

инвазија 

Одсутна 48 15 
p>0.05 

Присутна 8 1 

 Мултифокалност 
Одсутна 23 7 

p>0.05 
Присутна 33 9 

Дезмопластична реакција 

Оскудна 26 8 

p>0.05 Умерена 16 4 

Наглашена 14 4 

*При имунохистохемијском бојењу p27 због техничких разлога, из анализе искључен је пресек ткивног исечка 1 испитаника. 

Статистичка значајност је одређена χ2 тестом 

  
Табела 9. Експресија p27 у зависности од клиничких и патолошких карактеристика PTC 

 

Експресија протеина p27 је документована на репрезентативној Слици 3. Иако у 

овој студији није забележена разлика у процентуалној заступљености позитивне 

експресије p27 између туморске микросредине и њене околине, интересантно је запажање 

да је p27 доминатно еспримиран у једру ћелија туморске строме, док је у туморским 

ћелијама изражена цитоплазматска експресија овог протеина (Слика 3Б). 
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Слика 3. Имунохистохемијска анализа експресије р27 у папиларном карциному штитасте жлезде. А) 

На левом панелу слике представљен је папиларни карцином штитасте железде са негативном, а на десном 

панелу са позитивном експресијом p27; Б) Уочава се да је p27 доминатно еспримиран у једру ћелија 

туморске строме (лево), док је у туморским ћелијама израженија цитоплазматска експресија p27 (десно) 

(увећање 200х)  

 

С обзиром да није забележена значајна повезаност експресије p27 ни са једним од 

клиничких и патохистолошких карактеристика PTC, овакав налаз упућује да 

имунохистохемијска квантификација експресије p27 протеина нема предиктивни значај у 

папиларном карциному штитасте жлезде. Међутим, у овој студији је забележено да се у 

туморским ћелијама дешава релокализација протеина p27 из једра у цитоплазму што 

сугерише на закључак да поред смањенe експресије, малигне ћелије вероватно индукују и 

секвестрацију овог протеина у цитоплазми што представља још један начин којим малигне 

ћелије неутралишу функцију p27 у инхибицији ћелијске пролиферације.  

p27
A)

Б)
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4.7. Различити ангиогени и лимфангиогени профил у фоликуларној и у класичној 

варијанти папиларног карцинома штитасте жлезде  

Следећи циљ овог истраживања је био да се испитају потенцијалне разлике између 

хистолошки различитих варијанти папиларног карцинома и то на основу њиховог 

ангиогеног и лимфангиогеног профила. Иако претходно није забележена статистички 

значајна повезаност LVD са неким од клиничких и патохистолошких параметара 

папиларног карцинома штитасте жлезде, у фоликуларној варијанти РТС (енгл. follicular 

variant оf papillary thyroid carcinoma, FV-PTC) вредност LVD (10.55 ± 0.86) била је 

значајно већa у односу на вредност MVD (2.99 ± 0.48), што није био случај код класичне 

варијанте овог карцинома (енгл. classical variants оf papillary thyroid carcinoma, СV-PТC). 

Ако се пореди густина крвних судова у ове две фоликуларне варијанте карцинома, уочава 

се да је МVD у FV-PТC статистички значајно нижа него код СV-PТC, што се види на 

Графикону 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Графикон 10. Густина лимфних и крвних судова  у хистолошким варијантама папиларног карцинома 

штитасте жлезде (FV-PTC и СV-PTC). За визелизацију ендотелних ћелија лимфних и крвних судова 

коришћени су маркери D2-40 и CD31. Према унапред утврђеним критеријумима одређени су LVD и MVD. У 

FV-PТC LVD је значајно већа у поређењу са MVD (** p=0.000), али не и у СV-PТC. Додатно, МVD у FV-

PТC је статистички значајно нижа у односу на СV-PТC (* p=0.014). Статистичка значајност је одређена 

Student-овим t тестом 
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На основу ових налаза може се закључити да се фоликуларна и класична варијанта 

папиларног карцинома разликују према ангиогеном и лимфангиогеном профилу. С 

обзиром да је густина лимфних судова значајно већа у односу на микроваскуларну 

густину може се закључити и да лимфангиогенеза доминира у фоликуларној варијанти 

папиларног карцинома. Повећана густина крвних судова у класичној у односу на 

фоликуларну варијанту папиларног карцинома сугерише и да квантификација степена 

ангиогенезе може послужити као метод за разликовање ове две хистолошке варијанте.  

Даља анализа експресије VEGF, СОХ-2 и р27 у FV-PТC и СV-PТC, указала је да је 

процентуална заступљеност позитивне експресије VEGF статистички значајно већа у СV-

PТC (46.67%) у односу FV-PТC (14.29%) што је приказано на Графикону 11А. Овакав 

налаз упућује да је пораст густине крвних судова у CV-PTC вероватно последица повећане 

експресије VEGF. Такође, важно је истаћи да у FV-PTC постоји статистички значајна 

разлика између позитивне експресије СОХ-2 и р27 (χ2, p=0.000), што није био случај у 

класичној варијанти овог карцинома (Графикон 11Б). Другим речима, уз пораст позитивне 

експресије COX-2 забележена је смањена процентуална заступљеност позитивне 

експресије p27 што сугерише на могућност да је овакав образац експресије COX-2 и p27 

повезан са забележеним порастом густине лимфних судова у FV-PТC. На основу овог 

налаза може се констатовати да инверзна експресија COX-2 и p27 утиче на пролиферацију 

ендотелних ћелија што промовише лимфангиогенезу у Fv-PТC. 

Добијени резултати сугеришу да су VEGF, COX-2 и p27 важни биолошки маркери 

који условаљавају разлике у ангиогеном и лимфангиогеном потенцијалу фоликуларне и 

класичне варијанте папиларног карцинома.  
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Графикон 11. Евалуација експресије VEGF, СОХ-2 и р27 у хистолошким варијантама РТС (FV-PTC и 

CV-PTC). Према унапред утврђеним критеријумима верификована је експресија VEGF, СОХ-2 и р27. А) 

Процентуална заступљеност позитивне експресије VEGF је статистички значајно већа у СV-PТC у поређењу 

са FV-PТC (*p=0.016). Б) Присутна је статистички значајна разлика између позитивне експресије СОХ-2 и 

р27 у фоликуларној, али не и у класичној варијанти PТC (**p=0.000). Статистичка значајност је одређена χ
2
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4.8. Микроваскуларна густина и експресиони профил VEGF, p27 и COX-2 у 

нетуморском и у туморском ткиву штитасте жлезде 

На крају истраживања са циљем да се утврди да ли постоји разлика у MVD и LVD, 

као и разлика у експресији испитиваних маркера (VEGF, COX-2 и p27) у нетуморској и 

туморској лезији штитасте жлезде, у студију је укључено и 11 пацијената са 

мултинодозном струмом. Мултинодозна струма (енгл. multinodular goiter, МNG) је 

најчешће обољење штитасте жлезде које погађа чак половину одрасле популације (134). 

Мада је ризик за малигну трансформацију релативно мали, резултати неких студија 

импликују да се у 3 до 10% случајева може развити карцином штитасте жлезде (135) (136).  

У наставку анализе густине крвних судова, уочена је статистички значајно мања 

MVD у нетуморском у поређењу са туморским ткивом штитатсте жлезде (Графикон 12А). 

У складу са овим налазом, процентуална заступљеност позитивне експресије VEGF је 

мања у групи пацијената са MNG у односу на групу оболелих од PTC, при чему ова 

разлика не досеже ниво статистичке значајности што је вероватно последица ограниченог 

броја испитаника са MNG (леви панел Графикона 12Б),  

Очекивано, фреквенца позитивне експресије р27 је била већа међу испитаницима са 

MNG него код оболелих од РТС, мада није забележена статистички значајна разлика 

између испитиваних група, што је приказано на десном панелу Графикона 12Б. 

Међутим, експресија COX-2, као и D2-40, маркера ендотела лимфних судова, није 

детектована код оболелих од MNG (подаци нису приказани). Добијени резултат потврђује 

претходни закључак да је забележени пораст микроваскуларне густине важна 

карактеристика папиларног карцинома штитасте жлезде. У овом истраживању није 

забележена статистички значајна разлика у експресији осталих испитиваних маркера 

између туморских и нетуморских лезија штитасте жлезде што је делимично последица 

тога да је већина укључених испитаника оболелих од PTC била у pТ1 или pТ2 стадијуму, а 

добрим делом и због чињенице да је у актуелној студији број испитаника са MNG био 

ограничен. 

Додатно, када је упоређена густина крвних судова између MNG и две хистолошке 

варијанте карцинома, СV-PТC и FV-PТC, забележена је значајно нижа MVD у лезијама 
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MNG у односу на лезије обе хистолошке варијанте РТС, а нарочито у односу на СV-PTC 

(Графикон 13А). У наставку анализе експресије VEGF, СОХ-2 и р27 у циљаним ткивима, 

уочено је да је процентуална заступљеност позитивне експресије VEGF био значајно нижа 

у групи оболелих од MNG (9.1%) него у групи FV-PТC (14.29%), а нарочито у односу на 

групу са СV-PТC (46.67%) (Графикон 13Б). Експресија СОХ-2 није детектована код 

пацијената са MNG, док је позитивна експресија овог протеина регистрована у око 

половине испитаника са СV-PТC и FV-PТC (Графикон 13В). Није забележена значајна 

разлика у фреквенци позитивне експресије р27 између свих испитиваних група (Графикон 

13Г). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Графикон 12. Густина крвних судова и експресија VEGF и р27 у нетуморском и туморском ткиву 

штитасте жлезде. За визуелизацију ендотелних ћелија крвних судова коришћен је маркер CD31. Према 
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унапред утврђеним критеријумима анализирана је MVD, као и експресија испитиваних протеина у циљаним 

ткивима; А) MVD у РТС је значајно већа у поређењу са MVD у MNG (** p=0.000). Статистичка значајност је 

одређена Student-овим t тестом; Б) Уочава се да је процентуална заступљеност позитивне експресије VEGF 

била већа у групи испитаника са РТС, док је експресија р27 била израженија у групи оболелих од MNG, али 

ова разлика у експресији наведених маркера између нетуморских и туморских лезија у штитастој жлезди 

није статистички значајна (p>0.05 или скр. Н.С.- није сигнификантно). Статистичка значајност је одређена χ
2
 

тестом  

 

 Графикон 13. Густина крвних судова и експресија VEGF, СОХ-2 р27 у мултинодозној струми и у 

хистолошким варијантама папиларног карцинома штитасте жлезде (FV-PTC и СV-PTC). За 

визуелизацију ендотелних ћелија крвних судова коришћен је маркер CD31. Према унапред утврђеним 

критеријумима одређена је MVD и верификована експресија протеина; А) MVD је значајно већа у FV-РТС, a 

нарочито у CV-PTC у поређењу са  MNG (**p=0.000). Статистичка значајност је испитана Student-овим t 

тестом; Б) Процентуална заступљеност позитивне експресије VEGF је статистички значајно већа у CV-РТС 

у односу на MNG (р=0.017); В) Око половине испитаника са CV-РТС и FV-PTC присутна је позитивна 

експресија СОХ-2, док у групи са MNG није детектована експресија овог протеина (р=0.005); Г) Не постоји 

статистички значајна повезаност експресије p27 код испитиваних група (p>0.05 или скр. Н.С.- није 

сигнификантно). Статистичка значајност је испитана χ
2
 тестом. 
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5. ДИСКУСИЈА 

 

Папиларни карцином је најчешћи тип карцинома штитасте жлезде (19). Генерално, 

РТС је добро диферентован тумор са високом стопом преживљавања. Процењује се да, је 

код чак 98% оболелих, преживљавање око 10 година (137). Међутим, у случају прогресије 

РТС, ово преживљавање се значајно редукује (3). Упркос бројним сазнањима о РТС 

клинички ток и исход хистолошки различитих варијанти РТС су комплексни и разнолики. 

Тако, молекулски профил који детерминише потенцијално агресивнији фенотип класичне 

и фоликуларне варијанте РТС није још увек у потпуности разјашњен. 

Ангиогенеза и лимфангиогенеза су фундаментални процеси у прогресији тумора и 

представљају важну карактеристику туморске микросредине (138). Док ангиогенеза 

промовише раст тумора и хематогено метастазирање (139), лимфангиогенеза обезбеђује 

алтернативни пут за дисеминацију туморских ћелија у лимфне жлезде (140). Најчешће 

коришћен метод за квантификацију ангиогенезе и лимфангиогенезе је процена густине 

крвних и лимфних судова.  

Први део истраживања је усмерен на анализу густине крвних и лимфних судова у 

зависности од клиничких и патохистолошких параметара папиларног карцинома штитасте 

жлезде, као и њену повезаност са експресијом VEGF и COX-2. Испитиван је и клинички 

значај експресије инхибитора ћелијског циклуса p27 код оболелих од ове врсте карцинома 

Добијени подаци указују на то да је ангиогенеза, углавном зависна од експресије VEGF, 

значајна како за раст тако и за локално ширење тумора што представља један од 

најранијих знакова прогресије папиларног карцинома штитасте жлезде. 

Други део истраживања усмерен је на утврђивање потенцијалне разлике између 

хистолошки различитих варијанти папиларног карцинома и то на основу анализе њиховог 

ангиогеног и лимфангиогеног профила. Добијени резултати сугеришу да су VEGF, COX-2 

и p27 важни биолошки маркери који утичу на различити ангиогени и лимфангиогени 

потенцијал фоликуларне и класичне варијанте РТС. 
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5.1. Раст и локално ширење папиларног карцинома штитасте жлезде зависи од 

ангиогенезе 

Фундаментална улога ангиогенезе у малигним туморима огледа се кроз 

стимулацију раста и метастазирања тумора (141). У почетним истраживања прогностичког 

значаја туморске ангиогенезе, као и повезаности густине крвних судова са метастатским 

потенцијалом, MVD (енгл. microvessel density) је издвојена као значајан и потенцијално 

независан прогностички параметар у различитим врстама тумора (142), (143), (144). 

Резултати новијих истраживања у којима је анализирана густина крвних судова у 

карциному простате (145) и дебелог црева (146), такође потврђују да је MVD један од 

важних прогностичких маркера за процену како ризика за прогресију тако и клиничког 

тока и исхода тумора.  

Када је реч о карциному штитасте жлезде, циљ бројних истраживања је да се 

испита веза између MVD и клиничких и патохистолошких параметара удружених са 

прогнозом болести, међутим, добијени резултати су контроверзни. Тако на пример, у 

недиферентованом карциному штитасте жлезде забележен је мали број крвних судова, док 

је у медуларном  карциному регистрована повећана MVD и стога је издвојена као значајан 

прогностички фактор у овој врсти тумора (147). С друге стране у добро диферентованим 

карциномима, документована је већа густина крвних судова у односу на околно ткиво 

штитасте жлезде, али није нађена повезаност оваквог пораста MVD са лошим исходом 

болести (148). Значај MVD у папиларном карциному штитасте жлезде такође је 

комплексан и још увек није расветљен.   

Поред неоангиогенезе, инвазија туморских ћелија у крвне судове је још једно од 

обележја агресивности тумора и представља рани корак у дисеминацији метастатских 

ћелија у удаљене органе. Стога васкуларна инвазија се углавном издваја као важан 

прогностички фактор у карциному дојке (149), (150), или се пак повезује са слабијом 

диференцијацијом и узнапредованим стадијумом карцинома бубрега (151).  

Претпоставља се да је васкуларна инвазија важан индикатор развоја локалних 

рецидива и успостављања удаљених метастазама у добро диферентованим карциномима 

штитасте жлезде, а нарочито у папиларном карциному (152). Важан знак локалне инвазије 
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карцинома штитасте жлезде је екстратироидно ширење примарног тумора у околна ткива 

(153) и сматра се још једним прогностичким параметром у папиларном карциному 

штитасте жлезде (154). Док неки аутори описују значајну повезаност екстратироидне 

инвазије са високом стопом рецидива, као и са краћим преживљавањем (155), други нису 

регистровали значајну везу између екстратироидне инвазије и  преживљавања оболелих 

од папиларног или фоликуларног карцинома штитасте жлезде (156).  

У актуелној студији, повећана MVD, као индикатор појачане ангиогенезе, је 

регистрована у групи испитаника високе ризичности (Графикон 1А). Јасно је уочен и 

пораст MVD у папиларним карциномима са присутном локалном екстратироидном 

инвазијом (Графикон 1Б), као и у карциномима са детектабилном васкуларном инвазијом 

(Графикон 2А). Уз наведено, добијени резултати упућују да MVD може да послужи као 

маркер за детерминацију васкуларне инвазије (сензитивност 75%, специфичност 67.2%, 

cut -off 3.88; Графикон 2Б).  

Претпоставља се је дезмопластична стромална реакција (дезмолазија) важан играч 

у процесима инвазије тумора и често се описује у карциному дојке, панкреаса, 

колоректалном карциному, сквамоцелуларном карциному главе и врата, при чему 

интезитет реакције варира у различитим врстама тумора (157), (158). У медуларном 

карциному штитасте жлезде, показано је да је дезмопластична реакција повезана са 

повећаном инциденцом метастаза у лимфним жлезда (159). Подаци из литературе су 

оскудни за папиларни карцином и своде се свега на пар студија. Тако на пример, у 

папиларном микрокарциному, дезмопластична реакција је значајно повезана са 

васкулараном инвазијом, перитуморском инфилтрацијом, пречником тумора и са 

метастазама у лимфним жлездама. Уз то, примећено је да је дезмоластична реакција 

присутна у свим микрокарциномима у pT3 стадијуму, као у групи са детектованом 

перитироидном инфилтрацијом (160). Mai и сарадници (161) су анализирали такозване 

"инфилтришуће" PTCs дефинисане на основу склерозне строме и показали су да се овакав 

тип карцинома одликује већим метастатским потенцијалом. 

Добро је познато да је хипоксија, карактеристична за брзо растуће туморе, важан 

стимулус за продукцију VEGF у туморским ћелијама, као и у CAFs који су главне 

компонента дезмопластичне строме тумора (162). Стога у актуелној студији анализирана 
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је веза између интензитета дезмопластичне реакције и густине крвних судова у РТС. Јасно 

је уочена значајно већа MVD у РТС са умереном и наглашеном дезмопластичном 

стромалном реакцијом, у односу на карциноме са оскудном дезмоплазијом (Графикон 3А), 

што је супротно налазу у  медуларном карциному штитасте жлезде где  није забележена 

веза између MVD и интезитета дезмопластичне стромалне реакције (159). Налаз ове 

студије сугерише на могућност да компоненте дезмопластичне стоме, а нарочито CAFs  

представљају важан извор VEGF, а вероватно и других проангиогених фактора, и да на тај 

начин доприносе порасту густине крвних судова у добро диферентованом РТС. 

На основу добијених резултата може се закључити да су локално ширење 

папиларног карцинома штитасте жлезде, а потенцијално и прогресија тумора зависни од 

процеса ангиогенезе што се огледа у повећаној густини крвних судова. Стога у даљем 

току истраживања анализиран је значај експресије проангиогених фактора (VEGF и COX-

2) за ангиогенезу папиларног карцинома штитасте жлезде. 

 

5.2. Експресија VEGF је повезана са порастом густине крвних судова и са 

интратуморском инфилтрацијом леукоцита у папиларном карциному штитасте 

жлезде 

Фактори који промовишу формирање нових крвних судова, као и њихова веза са 

клиничким и патохистолошким карактеристикама диферентованих карцинома штитасте 

жлезде су недовољно расветљени и разнолики. Иако је у карциному штитасте жлезде 

регистрована повећана експресија VEGF на нивоу протеина,  међутим,  није утврђена веза 

између експресије овог проангиогентског протеина и лоше прогнозе оболелих, односно 

између величине тумора, мултифокалности и/или присутних метастаза у локалним 

лимфним жлездама или удаљеним органима (3). Када је реч о папиларном карциному 

штитасте жлезде, експресија VEGF корелира са повећаним ризиком за развој метастаза, 

као и са високом стопом рецидива и краћим преживљавањем оболелих од ове врсте 

карцинома (163). Овакав налаз је компатибилан са ранијим запажањима да линије 

карцинома штитасте жлезде који повећано експримирају VEGF показују агресивнији 

потенцијал ( (164) (165). Уз то, експресија VEGF (на нивоу mRNA и протеина) је повећана 

како у примарном тумору са детектабилним метастазама у лимфним жлездама, тако и у 
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удаљеним метастатским лезијама РТС. У мањим туморима регистровано је повећање 

експресије VEGF само на нивоу mRNA, док је код оболелих у узнапредованом стадијуму 

РТС присутна и повећана експресија овог проангиогеног протеина ( (166). 

Постоје налази који указују да експресија COX-2 позитивно корелира са повећаном 

MVD у тумору (96). Fu и сарадници (167) бележе да инхибитори COX-2 супримирају 

ангиогенезу тумора што је вероватно последица смањене експресије VEGF па су 

претпоставили да се проангиогена улога COX‑2 огледа и у њеној способности да индукује 

транскрипцију гена за VEGF. У прилог овој претпоставци говори и налаз друге студије 

која се бави анализом експресије VEGF и COX‑2 (168). Наиме, показана је позитивна 

корелација између експресије VEGF и COX‑2 у карциному штитасте жлезде што 

сугерише на то да интеракција ова два молекула игра значајну улогу у канцерогенези тако 

што индукује ангиогенезу. Подаци из литературе потврђују значајну повезаност година 

старости и пола пацијената оболелих од РТС са повећаном експресијом VEGF и COX-2 у 

узнапредованом стадијуму болести (169). 

Да би се боље разумели потенцијални механизми ангиогенезе у папиларном 

карциному штитасте жлезде, у овој студији анализирана је повезаност микроваскуларне 

густине са експресијом VEGF и COX-2. Aктуелним истраживањем показано је да је 

повишена MVD значајно повезана са позитивном експресијом VEGF, али не и са 

експресијом СОХ-2 (Табела 4). Овакав налаз је у сагласности са резулатима ранијих 

истраживања који указују на то да у папиларном карциному штитасте жлезде постоји 

значајна веза између експресије VEGF и броја крвних судова, а која у фоликуларном 

карциному није забележена (170). На основу ових, а и налаза других студија, може се 

закључити да је процес формирања нових крвних судова у папиларном карциному 

штитасте жлезде првенствено руковођен VEGF. 

Обзиром на његову добро познату улогу у расту тумора, у актуелној студији је 

анализирана повезаност експресије VEGF са величином тумора и старосном доби 

пацијената, као два важна фактора ризика оболелих од РТС. Уочена је значајно повећана 

фреквенца позитивне експресије VEGF у већим туморима код испитаника са 50 и више 

година старости (Графикон 4). Овакав налаз упућује да експресија VEGF може да послужи 

као индикатор ризика за прогресију папиларног карцинома штитасте жлезде.  Експресија 

VEGF није детектована у многим ткивним пресецима PTC што је вероватно последица 
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тога што су већина испитаника укључених у ову студију били углавном у pT1 и pT2 

стадијуму. Међутим, у туморском ткиву већине пацијената у pT3 стадијуму забележена је 

позитивна експресија VEGF што упућује на закључак да хипоксична и кисела 

микросредина, карактеристичне за тумор у узнапредованом рТ стадијуму, највероватније 

индукују повећану експресију VEGF (166). 

Познато је да је тумор мета имунског надзора, као и да је једна од физиолошких 

улога имунског система да препозна и уклони туморске ћелије. На жалост, у већини 

случајева, туморске ћелије индукују имуносупресивну туморску микросредину и тако 

"саботирају" имунски надзор и следствено избегавају сопствену елиминацију. Уз то, 

тумор креира хроничну инфламацију где ћелије имунског система продукују бројне 

митогене, антиапоптотске, проангиогене и пролимфангиогене факторе. На тај начин 

тумор, имунски систем као свог непријатеља, преусмерава у саучесника кога затим 

користи за напредовање, односно за сопствени развој и прогресију (171). 

У диферентованом карциному штитасте жлезде, имунски одговор против 

туморских ћелија је тема бројних истраживања (172), (173). Налаз леукоцитног 

инфилтрата, како у туморском ткиву тако и у његовој околини, сугерише на значајну везу 

између инфламацијске микросредине и агресивности карцинома штитасте жлезде (174) 

(175) (176), али њихова улога још увек није довољно расветљена. У карциному штитасте 

жлезде идентификоване су различите врсте тумор-асоцираних инфламацијских ћелија 

(177). То су ћелије урођеног (углавном макрофаги, а у мањој мери мастоцити и 

неутрофили) и ћелије стеченог имунског одговора (Т и В лимфоцити) (178). Генерално, 

субоптимално активиране ћелије урођене имуности чешће потпомажу раст и 

метастазирање тумора (179). Показано је да у карциному штитасте жлезде који је већег 

пречника, однос неутрофила и лимфоцита је измењен на рачун пораста броја неутрофила 

што последично повећава ризик за настанак рецидива (178). За разлику од ћелија урођене 

имуности, утицај лимфоцита на прогнозу овог карцинома и даље је предмет расправе 

бројних студија. Тако, примећено је да они тумори који нису инфилтрисани лимфоцитима 

показују високу стопу рецидива што упућује на закључак да је присуство лимфоцита у 

туморској микросредини штитасте жлезде индикатор повољне прогнозе (173). Међутим, 

резултати других истраживања сугеришу да је налаз тумор-асоцираних лимфоцита 

карактеристичан за карцином штитасте жлезде и то у узнапредованом стадијуму, као и са 



64 

 

већим лимфним инвазивним и метастатским потенцијалом (179). Изгледа да баланс 

између протуморске и антитуморске активности ћелија имунског система одређује 

клинички исход оболелих од карцинома штитасте жлезде. Овај баланс је вероватно 

регулисан комплексним интеракцијама између туморских ћелија и имунског система које 

зависе од миљеа бројних цитокина и хемокина ослобођених у туморској микросредини.  

У актуелној студији, у PTC у коме је детектована умерена и наглашена 

интратуморска инфилтрација леукоцита, регистрована је статистички значајно већа MVD 

у односу на карцином са оскудном инфилтрацијом леукоцита (Графикон 7Б). Уз то, 

забележено је и да је процентуална заступљеност позитивне експресије VEGF већа у групи 

PTC са умереном и наглашеном инфилтрацијом леукоцита у поређењу са групом код 

којих је присутна оскудна инфилтрација у туморском ткиву (Графикон 8Б). Резултати 

другог истраживања упуђују да густина новоформираних крвних судова, као и експресија  

VEGF позитивно корелира са густином тумор-асоцираних макрофага у карциному дојке 

(180). Познато је да тумор-асоцирани макрофаги заузимају важно место у узнапредованом 

карциному штитасте жлезде (181), тако што секретују бројне цитокине, као и факторе 

раста, а нарочито VEGF (182). Такође, туморске ћелије, ослобађањем VEGF, не само што 

директно индукују ангиогенезу већ подстичу и регрутовање леукоцита, пре свега 

макрофага у туморску микросредину (182), што све заједно за последицу има пораст 

густине крвних судова.  

Из свега наведеног, налази ове студије сугеришу на могућност да експресија VEGF 

повећава микроваскуларну густину што је вероватно последица пораста инфилтрације 

леукоцита, највероватније макрофага, у папиларном карциному штитасте железде.  

Повећана експресија СОХ-2 је детектована у бројним туморима, укључујући 

колоректални карцином, карцином дојке, панкреаса и плућа (183), (184), (185) и у 

корелацији је са лошом прогнозом оболелих. Резултати бројних истраживања упућују да 

СОХ-2 игра важну улогу у различитим корацима прогресије тумора. Тако на пример, 

показано је да промовише пролиферацију малигно трансформисаних ћелија (184), 

инхибира апоптозу, омета ефикасност антитуморске терапије (186), (187) и промовише 

ангиогенезу на терену инфламације (188). На крају, сматра се да је укључен и у 

формирању метастаза и то тако што штити метастатске ћелије од посебног облика 

апоптозе, односно аноикиса, индукованог губитком ћелијског контакта са базалном 
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мембраном и суседним ћелијама (189). Уз наведено in vitro, студије јасно указују и на 

адхезивну улогу СОХ-2 у хематогеној метастатској каскади тако што повећава експресију 

угљених хидрата (нпр. сијаличних Lewis антигена) на површини туморских ћелија и на тај 

начин вероватно потпомаже њихову адхезију за ендотел у удаљеним органима (190).    

Опречни су резултати истраживања који се баве анализом значаја експресије СОХ-2 

у карциному штитасте жлезде. У папиларном карциному забележена је повишена 

експресија СОХ-2 у односу на фоликуларни карцином и аденом штитасте жлезде, 

међутим, истовремено је примећена и смањена експресија овог ензима код оболелих 

старије животне доби и у узнапредованом стадијуму болести, као и са већим пречником и 

мултифокалошћу РТС (191). Ови резултати упућују да СОХ-2 игра много важнију улогу у 

раним фазама прогресије карцинома, укључујући карциногенезу, него у узнапредованом 

стадијуму РТС (191). Супротно томе, друга студија описује повећану експресију код 

пацијената са РТС који су старије животне доби што вероватно објашњава и агресивнији 

фенотип тумора у односу на млађу популацију оболелих (137). У актуелном истраживању, 

утврђена је статистички значајна повезаност експресије СОХ-2 са старосном доби и 

величином тумора код оболелих од РТС. Наиме, забележена је повећана фреквенца 

позитивне експресије СОХ-2 међу испитаницима са 50 и више година старости са 

пречником тумора већим од 4 cm (у рТ3 стадијуму) (Графикон 5). Механизам којим СОХ-

2 промовише раст тумора још увек није потпуно расветљен. Претпоставља се да СОХ-2 

подстиче раст тумора тако што индукује продукцију биоактивних простагландина којима 

активира сигналне путеве укључене у конролу ћелијске пролиферације и апоптозе у 

туморским ћелијама (93). Додатно, резултати неких истраживања импликују да СОХ-2, 

посредством простагландина, игра важну улогу у формирању крвних судова на месту 

инфламације (192). Међутим, у овој студији није регистрована значајна повезаност 

екпресије СОХ-2 било са густином крвних судова, било са степеном инфилтрације 

леукоцита у папиларном карциному штитасте жлезде.  

На основу добијених резултата може се констатовати да експресија СОХ-2 значајно 

доприносу расту папиларног карцинома међу оболелима старије животне доби и то 

независно од тумор- асоциране ангиогенезе и инфламације. 
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5.3. Повезаност лимфангиогенезе и експресије p27 са клиничким и патохистолошким 

карактеристикама папиларног карцинома  

Густина лимфних судова, експресија лимфангиогених фактора раста и инвазија 

туморских ћелија у лимфне судове су означени као "лимфни параметри" тумора и могу да 

послуже као показатељи формирања нових лимфних капилара, као и раног корака у 

процесу лимфогене метастатске каскаде (193). Лимфангиогенеза је кључна за 

дисеминацију метастатских ћелија у регионалне лимфне жлезде одакле могу доспети и у 

удаљене органе (194) (195). Клинички значај и регулација лифангиогенезе у различитим 

врстама тумора још увек нису довољно расветљени. Разлог томе је то што је 

дискриминација лимфних од крвних судова била отежана дуги низ година услед 

недостатка специфичног маркера за ендотел лимфних судова (196). До данас, 

идентификовано је неколико маркера који се користе за детекцију ендотелних ћелија 

лимфних судова, а то су подопланин, VEGFR-3 (енгл. vascular endothelial growth factor 

receptor-3), LYVE-1 (енгл. lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor-1) и D2-40. D2-

40 је моноклонско антитело које се селективно везује за O-гликозилирани сијалопротеин, 

специфично исказан на ендотелу лимфних судова, тако да пружа јасну разлику између 

ендотела лимфних и крвних судова (197). Због тога се све чешће користи за 

квантификацију LVD и за евалуацију лимфне инвазије у разним врстама тумора, 

укључујући папиларни карцином штитасте жлезде (198), (199) (200).  

Подаци из нама доступне литературе импликују да повећана густина лимфних 

судова је разлог агресивнијег фенотипа тумора (102), (201) где метастатске ћелије које су 

се одвијиле од примарног тумора првенствено улазе у лимфну циркулацију што је 

вероватно последица структурних особина лимфних судова (одсуства перицита и базалне 

мембране). Неки аутори сугеришу да процена густине лимфних судова, поред тога што 

може да послужи као прогностички параметар, новоформирани лимфни судови у тумору 

истовремено представљају и потенцијалну терапијску мету (202) (203). У актуелном 

истраживању анализом експресије D2-40, квантификована је густина лимфних судова у 

папиларном карциному штитасте жлезде. Није забележена статистички значајна разлика у 

густини лимфних судова у зависности од лимфне и локалне екстратироидне инвазије 

тумора, као ни у односу на друге клиничке и патохистолошке параметре. За разлику од 

крвних судова који су доминатно локализовани у туморској микросредини, примећено је 
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да су лимфни судови углавном дистрибуирани у околини папиларног карцинома штитасте 

жлезде. Улога перитуморске наспрам интратуморске LVD у примарном тумору је била 

тема бројних истраживања. Тако на пример, регистровано је да је перитуморска  LVD 

удружена са метастазирањем туморских ћелија у лимфне жлезде оболелих од карцинома 

дојке, простате и грлића материце (204), (205), (206). Супротно, интратуморска LVD је 

предиктор лифогеног метастазирања у удаљене органе код сквамозног карцинома главе и 

врата, једњака и усне дупље (207), (208), (209).  

Резултати малобројних истраживања који анализирају значај различите дистрибуције 

густине лимфних судова у карциному штитасте жлезде су разнолики.  На пример, налаз de 

la Torre и сарадника (3) да перитуморска LVD не корелира са присуством лимфних 

метастаза, као ни са другим клиничким и патохистолошким карактеристикама 

агресивности карцинома штитасте жлезде, импликује да је оваква дистрибуција LVD 

повезана са бољом прогнозом оболелих. Супротно, резултати друге студије упућују да је 

перитуморска LVD значајно повезана са капсуларном инвазијом карцинома штитасте 

жлезде. С друге стране, у РТС је регистровано да интратуморска LVD позитивно корелира 

са мултифокалношћу тумора, као и са успостављањем метастаза у регионалне лимфне 

жлезде оболелих (210).  

Показано је да је експресија VEGF-C, кључног пролимфангиогеног фактора, 

повећана у РТС са детектованим метастазама у лимфним жлездама (211) (212) (213).  

Обзиром на потенцијалну улогу СОХ-2 у регулацији синтезе VEGF-C (214), (215) у 

актуелној студији анализирана је густина лимфних судова у зависности од експресије 

СОХ-2. Иако је претходно показана позитивна корелација између експресије СОХ-2 и 

VEGF-C у карциному грлића материце (214), у овој студији није забележена повезаност 

експресије COХ-2 са LVD у РТС. На основу добијених резултата може се констатовати да 

у РТС квантификација LVD нема предиктивни значај и независна је од експресије СОХ-2.  

Добро је познато да пораст лимфне инвазије у тумору значајно повећава ризик за 

развој метастаза у регионалне лимфне жлезде, а одакле метастатске ћелије путем 

циркулације могу доспети у удаљене органе. У овој студији је забележено да је повећан 

проценат пацијената код којих је регистрована инвазија туморских ћелија у лимфне 

судове значајно повезан са позитивном експресијом, како VEGF тако и СОХ-2 (Графикон 
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6). Добијени налаз јасно указује на то да су VEGF и СОХ-2 заједно или самостално, 

укључени у локалну инвазивност папиларног карцинома штитасте жлезде. 

Познато је да је малигна трансформација ћелије сложен процес и резултат је 

акумулације генских мутација широког спектра, првенствено онкогена и антионкогена. 

Континуирани напредак у молекулској биологији омогућио је идентификацију генетских 

промена различитих антионкогена, укључених у генезу тумора. Протеин р27 је 

неконвенционалан антионкоген који се везује и инхибира активност циклин-зависних 

киназа (CDKs, енгл. Cyclin-dependent kinases) и на тај функционише као негативни 

регулатор ћелијског циклуса који контролише прелазак из G0 у S фазу (133) (216). Зна се 

да терминално диферентоване епителне ћелије (епител плућа, дојке, простате, јајника...) 

повећано експримирају р27 у једру, док је за пролиферишуће ћелије (нпр. у криптама 

колона) карактеристична смањена једарна експресија овог протеина (217). Протеолиза р27 

драстично расте током прогресије G1 фазе и полуживот овог протеина се смањује током 

преласка из G0 у S фазу ћелијског циклуса. Бројни механизми регулишу убиквитин-

зависну протеолизу р27 у ћелији. Међутим, конститутивна активација деградацијских 

путева укључених у протеолизу р27 доприносе генези тумора. Тако је на пример у 

премалигним, а и у неинвазивним туморским лезијама, укључујући карцином дојке и 

простате, забележена редукована експресија овог протеина (218), (219).  

Када је реч о карциному штитасте жлезде такође је забележена ниска експресија 

р27 протеина (220). Показано је да је оваква експресија повезана са већим пречником и 

локалним ектратироидним ширењем карцинома (220). Додатно, Do и сарадници (221) 

указују да редукована експресија р27 доприноси развоју папиларног карцинома, као и 

његовом агресивнијем потенцијалу. Наиме, документована је повишена експресија р27 

(нарочито изражена у једру ћелија)  у 26 од 107 (24.3%) лезија PTC и у 81 од 96 (90.1%) 

бенигних лезија штитасте жлезде. Друге студије које су имунохистохемијском методом 

анализирале експресију р27 у микропапиларном карциному штитатсте жлезде сугеришу 

на могућност да је р27 индикатор агресивнијег потенцијала ове хистолошке варијанте 

папиларног карцинома (222) (223). У актуелном истраживању није потврђен налаз 

претходних студија. Иако је проценат испитаника са позитивном експресијом p27 у 

туморском ткиву био низак (22.2%; 16/72), није забележена значајна повезаност 

експресије p27 ни са једним од клиничких и патолошких карактеристика PTC. На основу 

овог и других налаза може се констатовати да је оцена клиничког значаја експресије p27 
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протеина у папиларном карциному комплексна и да би се у потпуности разјаснио, 

неопходна су додатна истраживања са већим бројем испитаника.  

Међутим, интересантно је запажање да је p27 доминатно еспримиран у једру ћелија 

туморске строме, док је у туморским ћелијама изражена цитоплазматска експресија овог 

протеина (Слика 2Б). Претпоставља се да је локализација р27 у цитоплазми малигно 

трансформисаних тиреоцита последица повећане експресије циклина D3 који затим 

индукује формирање комплекса кога чине р27, циклин D3 и CDKs. Формирање овог 

сложеног комплекса у цитоплазми резултује смањеном концентрацијом р27 и на тај начин 

се редукује његова доступност у интеракцији са CDKs у једру (224). Из свега наведеног, 

поред смањења експресије p27 услед повећане деградације у ћелији, забележена 

релокализација протеина p27 из једра у цитоплазму имликује да, малигне ћелије индукују 

и секвестрацију овог протеина у цитоплазми што представља још један начин којим 

малигне ћелије избегавају функцију p27 у инхибицији ћелијске пролиферације. Додатно, 

циљана трансфекција p27 у цитоплазму линија ћелија хуманог меланома са слабим 

метастатским потенцијалом драстично је повећала њихову ћелијску покретљивост  in vitro 

и метастатски капацитет in vivo (225) што указује на парадоксну “Jin-Jang” функцију p27 

у тумору, а која зависи од његове ћелијске локализације. Другим речима, p27, у једру 

функционише као антионкоген, а у цитоплазми као метастатски онкоген.    

 

5.4. Различит образац експресије VEGF, p27 и COX-2 утиче на хетерогеност 

ангиогеног и лимфангиогеног потенцијала у класичној и фоликуларној варијанти 

папиларног карцинома 

 Анализа експресије одређених молекула у нетуморским и туморским лезијама 

штитасте жлезде, поред тога што доприноси бољем разумевању генезе тумора, постоје 

претпоставке да у ендокриној пракси могу послужити и за дефинитивну диференцију. 

Тако, резултати Wolinskog и сарадника (226) сугеришу да процена експресије VEGF-C на 

нову mRNA има већи значај у односу на VEGF-А због чега се сматра да је кориснији 

маркер у диференцијацији бенигних од малигних лезија у штитастој жлезди. Показано је 

да је експресија VEGF-C статистички значајно већа у диферентованом карциному у 

поређењу са бенигним туморима штитасте жлезде, при чему није забележена значајна 
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разлика у експресији VEGF-А на новоу mRNA (226). Противно налазу претходно наведене 

студије, у актуелном истраживању уочена је статистички значајно мања MVD у 

нетуморском (MNG) у поређењу са туморским ткивом (РТС) штитатсте жлезде (Графикон 

12А). Додатно, de la Torre и сарадници (3) описују да је у ткиву MNG забележена значајно 

нижа ескпресија VEGF-А на нивоу протеина у поређењу са папиларним и медуларним 

карциномом. У складу са овим налазом, процентуална заступљеност позитивне експресије 

VEGF је мања у групи пацијената са MNG у односу на групу оболелих од PTC, при чему 

ова разлика није статистички значајна (леви панел Графикона 12Б). Уз наведено, 

фреквенца позитивне експресије р27 је била већа међу испитаницима са MNG него код 

оболелих од РТС, мада није забележена статистички значајна разлика између испитиваних 

група (десни панел Графикона 12Б). Међутим, у другим студијама регистрована је 

статистички значајно већа експресија p27 у нормалном ткиву, као и у мултинодозној 

струми него у карциному штитасте жлезде (227), (228). 

Добијени налаз у спроведеном истраживању потврђује претходни закључак да је 

забележени пораст микроваскуларне густине важна карактеристика папиларног 

карцинома штитасте жлезде. Статистички значајна разлика у експресији осталих 

испитиваних маркера између туморских и нетуморских лезија штитасте жлезде није 

регистрована, а разлози тога су следећи. Прво, већина укључених испитаника оболелих од 

PTC су била у раном pТ1 или pТ2 стадијуму. Друго, у актуелној студији је био ограничен 

број испитаника са MNG.  

 Папиларни карцином није хомогени ентитет и обухвата неколико хистолошки 

различитих варијанти, од којих су доминантне класична и фоликуларна варијанта PTC. 

Показано је да се FV-PTC и CV-PTC међусобно разликују не само у морфолошком и 

клиничком аспекту (30) (229), већ и у генетским алтерацијама  (230), међутим, још увек 

није разветљено да ли захтевају различити терапијски протокол? Тако на пример, иако обе 

хистолошке варијанте имају сличне туморске карактеристике у смислу величине тумора, 

мултифокалности, капсуларне инвазије, лимфоваскуларне инвазије и перинеуралне 

инфилтрације, код FV-PTC хистолошки је потврђен низак степен метастазирања у 

цервикалне лимфне жлезде, као и локаланог екстратиреодног ширења тумора (30), (229). 

Резултати других студија који се баве овим двема хистолошки различитим варијантама 

папиларног карцинома су мање-више конфликтни. Неки аутори указују да FV-PTC 
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показује мањи агресивни потенцијал који се огледа у нижој инциденци метастазирања у 

лимфне жлезде и у удаљене органе, и да оболели од ове хистолошке варијанте имају 

сличну или бољу прогнозу у односу на оболеле од CV-PTC (38), (37). Међутим, друга 

група аутора је документовала да FV-PTC има агресивнији капацитет и да показује већу 

тенденцу метастазирања у плућа (39).  Мултиваријантна анализа указује да иако FV-PTC 

карактерише већа учесталост васкуларне инвазије, она је повезана са повољнијим исходом 

у односу на друге хистолошке варијанте PTC (231). Додатно, Zhu и сарадници (230) су 

показали да FV-PTC одликује посебан сет генетских алтерација, односна висока 

учесталост тачкастих мутација ras гена и ниска учесталост ret/PTC и РAX8-PPARγ 

реаранжирања. Овакав генетски профил се значајно разликује од CV-PTC код кога је 

регистрована значајна инциденца ret/PTC реаранжирања без мутација ras гена. Овакав 

налаз упућује да сви папиларни карциноми код којих су детектоване мутације ras гена 

показују фоликуларни образац раста (230). 

У до сада објављеној и нама доступној литератури, нема студија које се 

истовремено баве квантификацијом густине лимфних и крвних судова у FV-PTC и CV-

PTC. У спроведом истраживању, уочава се да је LVD била статистички значајно већa у 

односу на MVD у FV-PTC, али не и у СV-PТC. Уз наведено, МVD у FV-PТC статистички 

значајно нижа него код СV-PТC (Графикон 10). Овакав налаз је у сагласности са 

резултатима претходне студије у којој је укључено 123 испитаника,  при чему је показано 

да је експресија VEGF на новоу mRNA и протеина била већа у CV-PTC у односу на FV-

PTC (166). Аутори су такође забележили значајно повећану експресију VEGF–С на нивоу 

mRNA, али не и на нивоу протеина, у FV-PTC у односу на CV-PTC. Сагласно са 

претходном студијом, у актуелном истраживању регистрован је сличан тренд, односно 

пораст LVD у FV-PТC, али није достигао ниво статистичке значајности. Међутим, 

противно налази новијег истраживања показују да је LVD је статистички значајно већа 

CV-PTC него у FV-PТC (232). Поређењем густине крвних судова између MNG и две 

хистолошке варијанте карцинома, СV-PТC и FV-PТC, забележена је значајно нижа MVD у 

лезијама MNG у односу на лезије обе хистолошке варијанте РТС, а нарочито у односу на 

СV-PTC (Графикон 13А). 

На основу добијених резулатата актуелне студије може се констатовати да се 

фоликуларна и класична варијанта папиларног карцинома међусобно разликују према 

ангиогеном и лимфангиогеном профилу. Обзиром да је густина лимфних судова значајно 
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већа у односу на микроваскуларну густину може се закључити да је лимфангиогенеза 

доминантан процес у фоликуларној варијанти папиларног карцинома. Повећана густина 

крвних судова у класичној у односу на фоликуларну варијанту папиларног карцинома 

сугерише на то да ангиогенеза заузима важно место у CV-PTC. Стога, симултана анализа 

MVD и LVD у даљим истраживањима може да буде од помоћи у процени клиничког 

исхода различитих хистолошких варијанти РТС. 

С обзиром на различит ангиогени и лимфангиогени профил у СV-PТC и FV-PТC 

намеће се питање, какав је значај експресије VEGF, COX-2 и р27 у ове две хистолошки 

различите варијанте папиларног карцинома?  

Резултати ове студије по први пут показују да образац експресије испитиваних 

маркера варира у хистолошки различитим варијантама PTC. Тако, процентуална 

заступљеност позитивне експресије VEGF је статистички значајно већа у СV-PТC 

(46.67%) у односу FV-PТC (14.29%) (Графикон 11А) што импликује да је пораст густине 

крвних судова у CV-PTC резултат повећане експресије VEGF.  Уз наведено, процентуална 

заступљеност позитивне експресије VEGF је била значајно нижа у MNG (9.1%) у односу 

на обе хистолошке варијанте PTC (Графикон 13Б).  Овакав налаз сугерише на закључак да 

је повећање екпресије VEGF у СV-PТC и FV-PТC резултат ангиогеног свича у туморском 

ткиву што резултује и већом густином крвних судова у односу на нетуморско ткиво 

(MNG). 

Интересантан је налаз да у FV-PTC постоји статистички значајна разлика између 

позитивне експресије СОХ-2 и р27, што није био случај у CV-PTC (Графикон 11Б). Наиме, 

уз пораст позитивне експресије COX-2 забележена је смањена процентуална заступљеност 

позитивне експресије p27 што сугерише на могућност да је овакав образац експресије 

COX-2 и p27 повезан са претходно забележеним порастом густине лимфних судова у FV-

PТC. Изгледа да ова инверзна експресија COX-2 и p27 утиче на пролиферацију 

ендотелних ћелија што вероватно промовише лимфангиогенезу у FV-PТC. У прилог ове 

претпоставке је налаз друге студије која указује да индукција или повишена експресија 

СОХ-2 резултира повећаном продукцијом простагландина Е2 који затим подстиче 

ћелијску пролиферацију тако што фосфорилацијом р27 блокира негативну регулацију 
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ћелијског циклуса (233). Добро је познато да фосфорилисана форма р27 подлеже 

деградацији у протеозому (234). 

 Добијени резултати сугеришу на могућност да су VEGF, COX-2 и p27 важни 

биолошки маркери који условаљавају разлике у ангиогеном и лимфангиогеном 

потенцијалу између фоликуларне и класичне варијанте папиларног карцинома. На жалост, 

у овом истраживању експресија испитиваних маркера није анализирана и у другим 

хистолошким варијантама РТС, као што су високоћелијски РТС и микрокарцином услед 

лимитираног броја испитаника. Да би се расветлио клинички значај интригантних налаза 

ове студије неопходне су додатна истраживања са већим бројем испитаника.  
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ЗАКЉУЧАК 
 

 

 

Ангиогенеза заузима централно место у расту и локалном ширењу тумора и 

представља један од најранијих показатеља прогресије папиларног карцинома штитасте 

жлезде. Процес ангиогенезе углавном зависи од експресије VEGF. Фоликуларна и 

класична варијанта папиларног карцинома штитасте жлезде показују значајну 

хетерогеност у ангиогеном и лимфангиогеном потенцијалу који је условљен разликама у 

обрасцу експресије VEGF, COX-2 и p27. 

Закључак је изведен на основу следећих резултата: 

1. густина крвних судова је већа у групи пацијената са високим ризиком, као и у групи 

PTC са детектованом васкуларном и локалном ектратироидном инвазијом 

2. експресија VEGF значајно повећава густину крвних судова и последично промовише 

раст папиларног карцинома код пацијената са 50 и више година старости 

3. VEGF и СОХ-2, заједно или самостално, су укључени у инвазију лимфних судова у 

папиларном карциному  

4. не постоји значајна повезаност експресије COX-2 са густином лимфних судова у 

папиларном карциному  

5. густина лимфних судова и p27 нису предиктори ризика код оболелих од папиларног 

карцинома 

6. лимфангиогенеза је доминантна у фоликуларној варијанти папиларног карцинома што 

се огледа у већој густини лимфних судова у односу на микроваскуларну густину 

7. пораст густине лимфних судова у фоликуларној варијанти  папиларног карцинома је 

условљен инверзном експресијом COX-2 и p27 која вероватно утиче на пролиферацију 

ендотелних ћелија  

8. густина крвних судова је значајно већа у класичној у односу на фоликуларну варијанту 

папиларног карцинома што је последица повећане експресије VEGF  
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