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Uvod

Čvorovi štitnjače su najzastupljenija promjena na štitnjači i jedan od najznačajnijih kliničkih problema, čija učestalost u općoj populaciji iznosi između 4% i 7% (1-3). Podaci nekoliko istraživanja, u kojima se prisutnost čvora dokazivala ultrazvukom, pokazuju linearan porast prevalencije čvorova štitnjače s obzirom na dob. Dok je prevalencija čvorova u osoba starih 15 godina blizu nule, u osoba starih 60 godina je oko 50%  (1). Čvorovi mogu biti benigni ili maligni (tablica 1.). Velika većina čvorova su benigni. Incidencija malignih čvorova štitnjače je 25-40 / 1 000 000 stanovnika (3-6), a karcinomi štitnjače predstavljaju svega 1% (5,6) svih novootkrivenih karcinoma. Stoga je najveća dilema razlikovati rijetke maligne čvorove od učestalih benignih čvorova. Idealno bi bilo kad bi se svi pacijenti s malignim čvorovima mogli prepoznati i podvrgnuti operacijskom zahvatu, a pacijenti s benignim čvorovima tretirati prikladnijim konzervativnim metodama. 

Tablica 1. Podjela čvorova štitnjače
	Benigni čvorovi

(učestalost: >90%)
	Hiperplastični čvor

Folikularni adenom

Adenom Hürthleovih stanica

Limfocitni tiroiditis

	Maligni čvorovi

(učestalost: 5-10%)
	 Karcinomi folikularnih stanica štitnjače

Karcinomi C-stanica 

Limfomi

 Metastaze (karcinom bubrega, kolona, dojke)



U većine pacijenata maligne promjene štitnjače, kao i benigni poremećaji štitnjače, se očituje kao asimptomatski čvor (1,2,3,7). Fizikalnim pregledom možemo utvrditi opće karakteristike čvora (njegovu lokaciju, konzistenciju, pomičnost, odnos prema okolnim strukturama, uključujući i znakove kompresije okolnih strukura). Naročito važan klinički nalaz je limfadenopatija. Brojna klinička istraživanja su pokazala povezanost (iako ne veliku) između određenih anamnestičkih podataka i kliničkih znakova s prisutnošću karcinoma u čvoru (8-11). Iako je većina populacije s karcinomom štitnjače starija od 20 i mlađa od 60 godina, veća vjerojatnost da je čvor štitnjače maligan je u populaciji mlađoj od 20 i starijoj od 60 godina (8,9). Benigni čvorovi štitnjače su četiri do pet puta češći u žena. Maligni čvorovi su pak dva do tri puta češći u žena, te je stoga vjerojatnost da je čvor maligan veća u muškoj populaciji. Veliki čvorovi, naročito čvorovi veći od 4 centimetra, su puno češće karcinomi (8-11). Ostali klinički čimbenici povezani s većim rizikom malignosti čvora navedeni su u tablici 2.

Tablica 2. Klinički nalazi povezani s povećanim rizikom prisutnosti karcinoma u čvoru
	Stariji od 20, mlađi od 60

Muški spol

Anamneza drugih benignih ili malignih bolesti štitnjače

Anamneza drugih karcinoma (bubrega, dojke i kolona)

Anamneza radioterapije glave i vrata

Simptomi kompresije susjednih struktura

Obiteljska anamneza benignih i malignih bolesti štitnjače

Veličina čvora

Fiksiran čvor

Čvrsta konzistencija čvora

Bolnost 

Limfadenopatija

Brzi rast čvora



Laboratorijski se najčešće mjeri serumska koncentracija tireotropina (TSH), tiroksina (T4) i trijodtironina (T3) (1,3,4,7) kako bi se utvrdilo je li čvor autonomni funkcionalni adenom, koji uzrokuje subkliničku tireotoksikozu, ili postoji hipotireoza, koja ne mora biti povezana sa čvorom. No, većina pacijenata s malignim i benignim čvorovima ima normalne serumske koncentracije navedenih hormona. Tireoglobulin se može koristiti kao tumorski biljeg za bolesnike s diferenciranim karcinomom štitnjače (4). Među ostalim laboratorijskim parametrima ističe se  kalcitonin u bolesnika s obiteljskom anamnezom medularnog karcinoma (12). 


Ultrazvučna dijagnostika nije pogodna za diferenciranje benignih od malignih čvorova jer su njihove ultrazvučne karakteristike slične (2,13). Ipak neke karakteristike, poput mikrokalcifikacija, hipoehogenosti, nepravilnosti rubova, invazivnosti i limfadenopatije, upućuju na veću vjerojatnost da se radi o malignom čvoru (13,14). Ultrazvuk se može koristiti za razlikovanje solitarnih od multiplih čvorova štitnjače, budući da 50% pacijenata s kliničkim nalazom solitarnog čvora ima multiple čvorove (15). Veliki nedostatak ultrazvuka u dijagnostici solitarnih čvorova štitnjače je da ovisi o iskustvu osobe koja izvodi pretragu (14). 


Radionuklidne pretrage štitnjače su važna metoda u evaluaciji čvora i funkcije štitnjače (1,4,7). Temelje se na činjenici da se radioaktivni jod apsorbira u organizam te distribuira u tkiva jednako kao i neradioaktivni jod (127I) (16). Postoji dvadesetak različitih radionuklida joda, no 123I i 131I su najčešći u kliničkoj upotrebi. 123I emitira samo γ-zračenje, ima kratko poluvrijeme života (13.2 sati) te se koristi u dijagnostčke svrhe (17). 131I emitira β-čestice i visokoenergetsko γ-zračenje, poluvrijeme života mu je 8 dana, a koristi se u terapijske svrhe (18). Radionuklidi se primjenjuju peroralno, iako se mogu primijeniti i intravenski. Budući da 123I nije univerzalno dostupan, u dijagnostičke svrhe se koristi tehnecij pertehnetat intravenski (19). Za razliku od joda, koji prikazuje mehanizam akumulacije i organifikacije, tehnecij pertehnetat prikazuje samo mehanizam akumulacije. Indij pentreotid (analog somatostatina) i tehnecij dimerkaptosukcinat se koriste u dijagnostici medularnog karcinoma (20). Gama kamera s pin-hole kolimatorom dijametra <5 mm se koristi kao detektor γ-zračenja koje emitiraju radionuklidi (21). Najvažnija radionuklidna slikovna metoda za dvodimenzionalni prikaz anatomije i fiziologije štitnjače je scintigrafija. Scintigrafijom se dobivaju podaci o difuznim ili nodularnim promjenama štitnjače, ektopičnom tkivu štitnjače te služi za procjenu hipertireoze, hipotireoze (1,4,7) te kod supresivnog i stimulacijskog testa (22,23). Test supresije se obavlja mjerenjem akumulacije radioaktivnog joda prije i sedam dana nakon uzimanja trijodtironina. Normalno dolazi do smanjenja akumulacije 50% ili više, dok kod hipertireoze dolazi do male ili nikakve supresije. Test stimulacije tireotropinom se zasniva na sposobnosti normalnog tkiva štitnjače da reagira na egzogeni TSH porastom akumulacije radioaktivnog joda i u sekreciji hormona. Kod znatno oštećenog tkiva štitnjače taj učinak izostaje jer je tkivo već maksimalno stimulirano endogenim TSH. Intramuskularno se aplicira TSH i mjeri se akumulacija radioaktivnog joda nakon 24 sata. U zdravih osoba i osoba s hipofiznom hipotireozom, akumulacija poraste najmanje 50%, dok porast izostaje kod primarne hipotireoze. Ove dvije pretrage se danas rijetko koriste. Najvažnija primjena scintigrafije je u procjeni solitarnog čvora štitnjače. Prema scintigrafskom nalazu čvorovi mogu biti „hladni” (u kojima se nakuplja manje radionuklida od ostalog tkiva) i „vrući“ (u kojima se nakuplja više radionuklida od ostalog tkiva). „Topli“ čvorovi nakupljaju jednaku količinu radionuklida kao i ostalo tkivo. Razlikovanje autonomnog od neautonomnog čvora provodi se testom supresije. 85% čvorova je „hladno“, 10% je „toplo“, a svega 5% je „vrućih“ čvorova (24). Pritom, preko 80% „hladnih“ čvorova, oko 90% „toplih“ čvorova i preko 90% „vrućih“ čvorova je benigno (4,8). Velika većina malignih čvorova se na scintigramu prikazuju kao nefunkcionalni „hladni“ čvorovi (4,8). No, scintigrafijom se ne može sa sigurnošću utvrditi je li se radi o benignom ili malignom čvoru. Za tomografski prikaz se koristi Single Photon Emission Tomography (SPECT) pretraga, u kojoj gama kamera rotira oko tijela, a računalo konstruira sliku. SPECT je pogodan za scintigrafsku analizu nepalpabilnih čvorova štitnjače (25). Positive Emission Tomography (PET) je pretraga radionuklidima koji emitiraju pozitrone. Pozitroni stupaju u interakciju sa susjednim elektronima, pri čemu se emitiraju dvije γ-zrake pod kutem od 180°. Uređaj za PET detektira zrake, a računalo rekonstruira sliku distribucije radionuklida. Pretraga se kombinira sa CT-om u svrhu anatomskog pozicioniranja PET nalaza (26). PET pretraga 19fluorodeoksiglukozom se koristi za procjenu metaboličke aktivnosti čvora (27). Budući da normalno tkivo štitnjače troši malo glukoze, ono neće nakupljati radionuklide, kao ni dobro diferencirani karcinomi. Slabo diferencirani karcinomi će nakupljati radionuklide (27). No, povećano nakupljanje pokazuju i upalni čvorovi, sarkoidoza i tuberkuloza. Stoga, nijednom radionuklidnom metodom se ne može sa sigurnošću razlikovati benigni od malignog čvora.


Citodijagnostika je najvažnija metoda u razlikovanju benignih od malignih čvorova (28). Njome se u obojenom biološkom materijalu, na osnovi zastupljenosti, međusobna odnosa i morfološke slike staničnih elemenata u razmazu, postavlja citološka dijagnoza. Iz štitnjače se materijal dobiva aspiracijskom punkcijom tankom iglom - Fine Needle Aspiration (FNA). Punkcija palpabilnog čvora ili difuzno povećane štitnjače može se izvesti „naslijepo“ ili ciljano pod nadzorom ultrazvuka. Dobiveni se materijal razmaže na predmetno staklo, suši se na zraku i najčešće boji May-Grunwald-Giemsovom (MGG) metodom. Morfološka analiza citološkog nalaza može biti kvalitativna, semikvantitativna i kvantitativna. Pritom se analiziraju tireociti, fagociti i parafolikularne C-stanice. Bitna je zadaća citologije u otkrivanju tumora. U citološkom razmazu postoje morfološki pokazatelji za pojedinu vrstu tumora i oni su ekvivalent patohistološkim pokazateljima. Citološka analiza se preporučuje za čvorove veće od 1 cm. Za čvorove manje od 1 cm dijagnosticirane ultrazvukom, citološka analiza se vrši ukoliko čvor pokazuje slijedeće ultrazvučne karakteristike: hipoehogenost, mikrokalcifikati, nepravilni rubovi, te povećana prokrvljenost na kolor dopleru. Učestalost karcinoma u palpabilnim čvorovima jednaka je onima u nepalpabilnim. Osjetljivost metode se kreće između 65% i 99%, a specifičnost metode između 72% i 100% (1,29-32). Učestalost lažno negativnog nalaza je između 1% i 11% (30,33,34). Prema citodijagnostičkom nalazu, promjene se mogu podijeliti u tri skupine: benigne, maligne i neodređene (35). Među benignim promjenama nalaze se nodularna struma i Hashimotov tireoiditis (28,36). Male do srednje velike epitelne stanice s pravilnim okruglim jezgram, saćasti uzorak, veliki folikuli, makrofazi te obilati koloidni sadržaj  čine citološku sliku nodularne strume. Hashimotov tireoiditis je obilježen mononuklearnim upalnim stanicama, ponajprije limfocitima i plazma stanicama, atrofičnim folikularnim strukturama i Hürthleovim stanicama. Među maligne promjene spadaju papilarni karcinom, folikularni karcinom visokog stupnja, anaplastični karcinom, velikostanični limfom i metastatski karcinom (28,36). Za papilarni karcinom je karakterističan nalaz papilarnih fragmenata, za folikularni prisutnost folikularnih struktura, dok kod anaplastičnog karcinoma nema formiranih složenih struktura. Stanice, ovisno o stupnju diferencijacije tumora, su povećane, zgusnute citoplazme, preklapajućih jezgara, granuliranog kromatina i s intracitoplazmatskim inkluzijama. U uzorku mogu biti prisutna i psamomska tjelešca, gusti koloid i multinuklearne gigantske stanice. Budući da je osnovni cilj citodijagnostike razlikovanje benignih od malignih lezija, promjene kod kojih postoji preklapanje svojstava i jednih i drugih lezija, stvaraju značajan diferencijalno dijagnostički problem i svrstavaju se u skupinu neodređenih promjena. Ovdje spadaju celularna folikularna promjena, folikularna neoplazma, adenomatoidni čvor i tumor Hürthle stanica (28,36). Kod celularne folikularne promjene su prisutne blago atipične, folikularne stanice, skromnog koloida. Međutim, dijagnoza se postavlja tek u kombinaciji s kliničkom slikom i ostalim pretragama. Folikularna neoplazma objedinjuje prisutnost karakteristika folikularnog adenoma i folikularnog karcinoma. Opisuje se prisutnošću nepravilnih mikrofolikula, atipijom i preklapanjem  jezgara te zgusnutim koloidom. Stupanj malignosti se određuje prema razini infiltracije vezivne ovojnice i krvnih žila. Adenomatoidni čvor karakteriziraju hipercelularnost, folikularne strukture, preklapanje jezgara te oskudan ili odsutan koloid. Nalaz monomorfnog, visokocelularnog uzorka, sa slabom kohezijom među stanicma, koje su granulirane i dobro definiranih rubova, odgovara tumoru Hürtleovih stanica


Iako se citološkom dijagnostikom može razlikovati većina čvorova, i dalje postoje problemi u razlikovanju hiperplastičnih čvorova, adenoma i nekih papilarnih karcinoma (37,38). Zato se danas citološka dijagnostika nadopunjava molekularnom analizom. Za galektin-3 i CD44v dokazane su kvantitativne i kvalitativne promjene tijekom maligne transformacije i proliferacije tumora (39-42). Galektin-3 spada u skupinu lektina, proteina koji vežu specifične ugljikohidrate (u ovom slučaju ß-galaktozide) te mogu prepoznati specifične glikokonjugate (39). Smatra se da su lektini važni u međustaničnoj interakciji i interakciji stanice s međustaničnim matriksom (39). CD44 je obitelj površinskih glikoproteina važnih u međustaničnoj interakciji i interakciji stanice s međustaničnim matriksom, aktivaciji limfocita, migraciji stanica i rastu tumora (40). CD44 se eksprimira kao CD44s, koji predstavlja osnovni površinski receptor hijaluronske kiseline, ili kao CD44v, koji predstavlja različite splicing varijante osnovnog egzona (40).


Cilj istraživanja
U dosadašnjim kliničkim istraživanjima proučavali su se mnogi parametri kao mogući pokazatelji malignosti čvora. Istraživanja su pokazala važnost određenih kliničkih parametara, osobito dobi i spola. Iako ovi parametri mogu uputiti na dijagnozu, ona se u većini slučajeva postavlja citološkom analizom. Međutim, i citološka analiza nije posve pouzdana metoda, te se stoga definitivna dijagnoza postavlja patohistološkom obradom (PHD) materijala dobivenog operativnim uklanjanjem čvora. No, budući da je cilj izbjeći operativni zahvat u pacijenata s benignim čvorovima, traga se za novim parametrima u razlučivanju benignih i malignih čvorova.

Cilj istraživanja je, u visoko selekcioniranoj skupini pacijenata s ultrazvučno solitarnim i scintigrafski „hladnim“ čvorom, proučiti rizik malignosti, utjecaj kliničkih pokazatelja, kao što su spol i dob, na rizik malignosti, istražiti distribuciju citoloških dijagnoza i patohistoloških dijagnoza (u operiranih pacijenata).


Od novih metoda u dijagnostici solitarnih i scintigrafski „hladnih“ čvorova, cilj je bio proučiti izražaj molekularnih tumorskih biljega: galektina-3 i CD44v6.
Hipoteza


Osnovna pretpostavka ovog istraživanja je bila da upotreba molekularnih metoda u određivanju stupnja izražaja biljega galektina-3 i CD44v6 povećava pouzdanost dijagnostičke procjene solitarnih, scintigrafski „hladnih“ čvorova štitnjače. 

Materijali i metode
Ispitanici. Istraživanje je obuhvatilo 174 bolesnika kojima je klinički (palpacijom čvora) i  ultrazvučno (snimanjem ultrazvukom frekvencije 7 MHz u frontalnoj, sagitalnoj i transverzalnoj ravnini) dijagnosticiran solitarni čvor štitnjače, a scintigrafijom s tehnecij-99m-pertehnetatom čvor se pokazao „hladnim“. Među bolesnicima je bila 151 žena i 23 muškarca (omjer žene : muškarci 6,6:1) dobi od 17 do 83 godine (medijan 51 godina). Svim bolesnicima je učinjena punkcija čvora i citološka obrada – Fine Needle Aspiration (FNA). Kod 29 bolesnika izvršen je operacijski zahvat i patohistološka dijagnostika. U 48 bolesnika izvršena je molekularna analiza punktata na prisutnost CD44v6 i galektina-3.
Scintigrafija. Scintigrafija štitnjače je obavljena korištenjem 185 MBq 99mTc-pertehnetata iniciranog intravenski. Statičko snimanje štitnjače se izvodilo 20 minuta nakon davanja radionuklida Za snimanje se koristila gama kamera (s jednom glavom i pinhole kolimatorom dijametra 5 mm), koja je prikupljala 200 tisuća impulsa s maksimumom apsorpcije pri 140-keV. Snimke su zabilježene na film za X-zrake. 

Citološka analiza. Citološki uzorci su dobiveni ultrazvukom vođenom FNA (Fine Needle Aspiration). Korištena je 25-gauge igla sa špricom od 10 cm3 (za cistične lezije 23-gauge igla sa špricom volumena 20 cm3)  i freehand tehnika. Čvor se punktirao, a potom se igla izvlačila brzo (kako se ne bi aspirirala krv) aspirirajući sadržaj čvora. Vršila se jedna do četiri punkcije ovisno o veličini čvora U slučaju da je nalaz FNA bio neadekvatan (ako ne sadrži šest grupa od po 10 do 20 folikularnih stanica na dva stakalca), pretraga se ponovila (18%). Dio dobivenog materijala se razmazao na stakalca i obojio po MGG. Potom je citolog izvršio citološku analizu. Nalazi su svrstavani u tri skupine: kao benigne, maligne lezije ili kao neodređene promjene. 

Tablica 3. Klasifikacija promjena prema citološkoj dijagnozi 
	Tip promjene
	Citološka dijagnoza

	Benigne promjene
	Nodularna struma

	
	Hashimotov tireoiditis

	
	Pseudocistična promjena

	Maligne promjene
	Papilarni karcinom

	Neodređene promjene
	Celularna folikularna promjena

	
	Folikularna neoplazma

	
	Adenomatoidni čvor

	
	Tumor Hurthleovih stanica


Preostali materijal se koristio za RT-PCR analizu ekspresije galektina-3 i CD44v6.
Patohistološka dijagnoza. Kod 29 bolesnika, nakon operacijskog uklanjanja čvora, izvršena je patohistološka obrada. Načinjeno je nekoliko patohistoloških rezova u različitim ravninama. Rezovi su rutinski impregnirani parafinom i bojani hematoksilin-eozinom (H&E). Gotove preparate je pregledao iskusni patolog.

Molekularna analiza. Izolacija RNA. Izolacija cjelokupnog staničnog RNA izvršena je korištenjem TriPure izolacijskog reagensa (Roche, Indianapolis, IN, USA), prema uputstvima proizvođača. Za reverznu transkripciju, 5 L izolirane RNA se pomiješalo s 0,5 g oligo d(T)18 početnice (New England Biolabs, Beverly, CA, USA) i inkubiralo 4 mintue pri 70°C. U dobivenu smjesu su dodane ostale komponente. Konačne koncentracije u 20 L novodobivene smjese su bile: 1xRT pufer (New England Biolabs), 0.5 mmol/L svakog dNTP-a (Sigma, Saint Louis, MO, USA), 1 U/L inhibitora Rnaza (Roche, Mannheim, Njemačka) i 1,25 U/L M-MuLV reverzne transkriptaze (New England Biolabs). Smjesa je inkubirana 60 minuta pri 42°C, a zatim 5 minuta pri 94°C. Dobivena cDNA je pohranjena na -20˚C.
PCR reakcija. PCR-om je analizirana ekspresija galektina-3, CD44v6, tireoglobulina i gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (GAPDH). Za PCR-analizu 2 L cDNA dobivene obrnutim prepisivanjem,  dodalo se 25 L reakcijske smjese, slijedećeg sastava: 1 x Taq pufer s Mg2+  (Eppendorf, Hamburg, Njemačka), 0.2 mmol/L svakog dNTP-a (Sigma), 0,2 mol/L kodirajuće početnice, 0,2 mol/L nekodirajuće početnice i 0,02 U/L Taq DNA polimeraze (Eppendorf). Umnažanje PCR-om gena za galektin-3, CD44v6, GAPDH i tireoglobulin, provedeno je: jednim ciklusom od 5 minuta pri 95˚C, nakon kojeg je uslijedilo 25 ciklusa za galektin-3, 27 ciklusa za GAPDH, 30 ciklusa za CD44v6 i 32 ciklusa za tireoglobulin, koji su se sastojali svaki od jedne minute denaturacije DNA pri 95˚C, 30 sekundi sparivanja početnica pri 60˚C, te 45 sekundi umnažanja DNA produljivanjem početnica pri 72˚C. Nakon posljednjeg ciklusa slijedilo je dodatno produljivanje u trajanju od 10 minuta pri 72˚C. Uzorci su neposredno nakon umnažanja pohranjeni na 4˚C. Ekspresija tireoglobulina se analizirala kako bi se potvrdila prisutnost folikularnih stanica, dok se ekspresija GAPDH analizirala kako bi se utvrdila cjelovitost RNA u uzorku. Samo uzorci s pozitivnom ekspresijom tireoglobulina i GAPDH su se analizirali na prisutnost galektina-3 i CD44v6.
Analiza produkata umnažanja PCR-om. Svi su produkti umnažanja PCR-om analizirani elektroforezom u 2%-tnom gelu agaroze obojanom etidij-bromidom i označenom biljezima molekulske težine DNA VIII i IX (Roche, Mannheim, Njemačka). Elektroforeza se odvijala 40 minuta pri konstantnom naponu od 90 V i sobnoj temperaturi. Nakon elektroforeze promatran je gel u transiluminatoru pri UV svjetlu valne duljine 302 nm. (Roche, Mannheim, Njemačka). Uzorak se smatrao pozitivnim ako je bila prisutna vrpca (engl. band) odgovarajuće veličine: 587 pb za galektin-3, oko 700 pb za CD44v6, 623 pb za GAPDH i 529 pb za tireoglobulin. 
Rezultati RT-PCR analize su se usporedili s nalazima citološke analize i patohistološke dijagnoze.
Rezultati

Među 174 bolesnika sa solitarnim „hladnim“ čvorem štitnjače, 151 je žena (86,8%) i 23 muškarca (13,2%). Prosječna dob bolesnika je 51,13±15,35 godina. Dob muških bolesnika se kretala u rasponu od 24 do 77 godina (medijan 54 godine), dok je dob bolesnica bila između 17 i 83 godine (medijan 50 godina). Veličina čvora je izmjerena u 154 bolesnika. Srednja vrijednost veličine je 27,91±11,26 mm, dok je raspon od 5 do 70 mm.


Od 174 citološka nalaza 53,4% je svrstano u skupinu benignog, a 4,6% u skupinu malignog nalaza (tablica 5.). Od benignih promjena najučestalija je nodularna struma (45,4%), dok od malignih papilarni karcinom (4,6%). 

Tablica 5. Raspodjela grupa citoloških nalaza
	Grupa citološkog nalaza
	Učestalost
	Postotak

	Benigni nalaz
	93
	53,4

	Neodređeni nalaz
	73
	42,0

	Maligni nalaz
	8
	4,6

	Ukupno
	174
	100,0


Tablica 6. Raspodjela citoloških nalaza
	Citološki nalaz
	Učestalost
	Postotak

	Pseudocista
	9
	5,2

	Nodularna struma
	79
	45,4

	Hashimotov tiroiditis
	5
	2,9

	Celularna folikularna promjena
	14
	8,0

	Folikularna neoplazma
	35
	20,1

	Adenomatoidni čvor
	18
	10,3

	Tumor Hürthleovih stanica
	6
	3,4

	Papilarni karcinom
	8
	4,6

	Ukupno
	174
	100,0



Udio benignog citološkog nalaza u muških bolesnika je 34,8%, a malignog 8,7%. U bolesnica benigni nalaz se pojavljuje u 56,3%, a maligni u 3,9% slučajeva. Benigni nalaz je 10,6 puta učestaliji u ženske populacije, a maligni 3 puta. Ne postoji statistički značajna razlika u distribuciji citološkog nalaza i grupe citološkog nalaza između muškog i ženskog spola (tablica 7. i tablica 8.). 
Tablica 7.  Raspodjela grupa citološkog nalaza po spolu
	Grupa citološkog nalaza
	Spol*
	Ukupno

	
	Muški
	Ženski
	

	Benigni nalaz
	8
	85
	93

	Neodređeni nalaz
	13
	60
	73

	Maligni nalaz
	2
	6
	8

	Ukupno
	23
	151
	174


* p=0.13

Tablica 8. Raspodjela citološkog nalaza po spolu

	Citološki nalaz
	Spol*
	Ukupno

	
	Muški
	Ženski
	

	Pseudcista
	1
	8
	9

	Nodularna struma
	7
	72
	79

	Hashimotov tireoiditis
	0
	5
	5

	Celularna folikularna promjena
	1
	13
	14

	Folikularna neoplazma
	10
	25
	35

	Adenomatoidni čvor
	1
	17
	18

	Tumor Hürthleovih stanica
	1
	5
	6

	Papilarni karcinom
	2
	6
	8

	Ukupno
	23
	151
	174


*p=0.11


Benigni čvorovi se pojavljuju najčešće između 30. i 70. godine života (75,3%) s približno jednakom učestalošću između 30. i 50. te 50. i 70. godine. Učestalost malignih čvorova je najveća između 50. i 70. godine (62,5%), dok kod bolesnika mlađih od 30 godina se nije pojavio nijedan maligni čvor. U dobi nižoj od 30 godina najčešći je benigni čvor (68,4%), kao i u dobi višoj od 70 godina (47,6%). U dobnim skupinama od 30. do 50. i od 50. do 70. godine učestalost benignih promjena je oko 40%. Ne postoji statistički značajna razlika u raspodjeli citološkog nalaza i grupa citološkog nalaza između različitih dobnih skupina (tablca 9. i tablica 10.). 

Tablica 9. Raspodjela grupa citološkog nalaza po dobi
	Grupa citološkog nalaza
	Dobna skupina [godine]*

	
	<30
	31-50
	51-70
	>70
	Ukupno

	Benigni nalaz
	13
	32
	38
	10
	93

	Neodređeni nalaz
	6
	31
	25
	11
	73

	Maligni nalaz
	0
	3
	5
	0
	8

	Ukupno
	19
	66
	68
	21
	174


*p=0.41

Tablica 10. Raspodjela citološkog nalaza po dobi 
	Citološki nalaz
	Dobna skupina [godine]*

	
	<30
	31-50
	51-70
	>70
	Ukupno

	Pseudocista
	2
	4
	2
	1
	9

	Nodularna struma
	11
	26
	34
	8
	79

	Hashimotov tireoiditis
	0
	2
	2
	1
	5

	Celularna folikularna promjena
	1
	6
	4
	3
	14

	Folikularna neoplazma
	3
	16
	11
	5
	35

	Adenomatoidni čvor
	1
	8
	8
	1
	18

	Tumor Hürthleovih stanica
	1
	1
	2
	2
	6

	Papilarni karcinom
	0
	3
	5
	0
	8

	Ukupno
	19
	66
	68
	21
	174


*p=0,82


Benigni, kao i maligni čvorovi su najčešće veličine između 2 i 4 cm (59,5%, odnosno 62,5%). Među čvorovima svih veličina najčešći su benigni čvorovi. Nije pronađena statistička razlika u distribuciji citološkog nalaza i grupa citološkog nalaza između grupa različitih veličina čvora (tablica 11. i tablica 12.).
Tablica 11. Raspodjela grupa citološkog nalaza prema veličini čvora
	Grupa citološkog nalaza
	Veličina čvora [cm]*

	
	≤2,0
	2,1 – 4,0
	>4,0
	Ukupno

	Benigni nalaz
	24
	47
	8
	79

	Neodređeni nalaz
	16
	38
	13
	67

	Maligni nalaz
	3
	5
	0
	8

	Ukupno
	43
	90
	21
	154


*p=0,27

Tablica 12. Raspodjela citološkog nalaza prema veličini čvora
	Citološki nalaz
	Veličina čvora [cm]*

	
	≤2,0
	2,1-4,0
	>4,0
	Ukupno

	Pseudocista
	3
	3
	0
	6

	Nodularna struma
	19
	42
	8
	69

	Hashimotov tireoiditis
	2
	2
	0
	4

	Celularna folikularna promjena
	1
	9
	1
	11

	Folikularna neoplazma
	10
	16
	7
	33

	Adenomatoidni čvor
	4
	9
	4
	17

	Tumor Hürthleovih stanica
	1
	4
	1
	6

	Papilarni karcinom
	3
	5
	0
	8

	Ukupno
	43
	90
	21
	154


*p=0,45


Udio benignih nalaza u 29 bolesnika, kojima je nakon operacijskog uklanjanja čvora izvršena njegova patohistološka obrada, je bio 75,9%, a malignih 24,1%. Najčešća benigna promjena je folikularni adenom (44,8%), a maligna papilarni karcinom (20,7%) (tablica 13.).
Tablica 13. Raspodjela patohistoloških dijagnoza

	PHD
	Učestalost
	Postotak, %

	Nodularna struma
	7
	24,1

	Folikularni adenom
	13
	44,8

	Adenom Hürthleovih stanica
	2
	6,9

	Folikularni karcinom
	1
	3,4

	Papilarni karcinom
	6
	20,7

	Ukupno
	29
	100,0


 
Deset patohistoloških dijagnoza odgovara citološkim (4 nodularne strume, 1 tumor Hürthleovih stanica i 5 papilarnih karcinoma). Preostali citološki nalazi (njih 19) spadaju u skupinu neodređenih nalaza (1 celularna fokalna promjena, 14 folikularnih neoplazmi, 3 adenomatoidna čvora, 1 tumor Hürthleovih stanica). Među tih 19 čvorova, 3 su nodularna strume, 13 su folikularni adenom, 1 je tumor Hürthleovih stanica, 1 je folikularni karcinom i 1 je papilarni karcinom (17 benignih : 2 maligna). Dakle, od 7 malignih promjena, 5 (71,43%) ih je pravilno dijagnosticirano citološkim nalazom. Preostala 2 maligna nalaza (jedan folikularni i jedan papilarni karcinom) na PHD-u su prema citodijagnozi bili folikularna neoplazma. 


Omjer benignog i malignog nalaza PHD-a u bolesnica je 4:1, a u muških 3:1. Benigni nalaz je 6,7 puta učestaliji u bolesnica, a maligni 6 puta. Nema statistički značajne razlike u distribuciji PHD-a između muškog i ženskog spola (tablica 14.). 

Tablica 14. Raspodjela PHD-a prema spolu

	PHD
	Spol*

	
	Muški
	Ženski
	Ukupno

	Nodularna struma
	0
	7
	7

	Folikularni adenom
	2
	7
	7

	Adenom Hürthleovih stanica
	1
	11
	13

	Folikularni karcinom
	0
	1
	2

	Papilarni karcinom
	1
	1
	1

	Ukupno
	4
	5
	6


*p=0,47


U skupini bolesnika kojima je načinjena patohistološka obrada, benigni nalaz je najučestaliji u dobi do 50 godina (73%). Učestalost malignog nalaza je najveća između 30 i 70 godine života (100%). Nije nađena statistički značajna razlika distribucije PHD-a između dobnih skupina.

Tablica 15. Raspodjela PHD-a prema dobi

	PHD
	Dobne skupine [godine]*

	
	<30
	31-50
	51-70
	>70
	Ukupno

	Nodularna struma
	3
	3
	1
	0
	7

	Folikularni adenom
	4
	4
	3
	2
	13

	Adenom Hürthleovih stanica
	0
	2
	0
	0
	2

	Folikularni karcinom
	0
	1
	0
	0
	1

	Papilarni karcinom
	0
	3
	3
	0
	6

	Ukupno
	7
	13
	7
	2
	29


*p=0,51

Među čvorovima manjim od 4 cm učestalost benignog nalaza je 70,8%, a malignog 29,2%. Kod čvorova većih od 4 cm nađen je isključivo benigni nalaz, dakle maligni nalaz se pojavio isključivo u čvorovima manjim od 4 cm. Nema statistički značajne razlike u distribuciji PHD nalaza između  grupa različitih veličina čvorova (tablica 16.).
Tablica 16. Raspodjela PHD-a prema veličini čvora

	PHD
	Veličina čvora [cm]*

	
	<2.0
	2,1 – 4,0
	>4,0
	Ukupno

	Nodularna struma
	3
	2
	2
	7

	Folikularni adenom
	6
	5
	2
	13

	Hurthle Cell adenom
	1
	0
	1
	2

	Folikularni karcinom
	0
	1
	0
	1

	Papilarni karcinom
	3
	3
	0
	6

	Ukupno
	13
	11
	5
	29


*p=0,47

Molekularna analiza je obavljena na materijalu 51-og citološkog punktata. Međutim, 48 (94,1%) ih je bilo pozitivno na „housekeeping gene“ GAPDH i tireoglobulin. Iako je 5 od 11 (45,5%) benignih čvorova imalo pozitivan nalaz CD44v6, svih 5 (100%) malignih nalaza je bilo pozitivno na dotični marker. Folikularna neoplazma (63,2%) je najčešći benigni nalaz kod kojeg je prisutan CD44v6. Rezultati su slični i za drugi molekularni marker, galektin-3: 55% benignih nalaza je pozitivno, dok su svi maligni nalazi pozitivni. Najčešći benigni nalaz s prisutnim galektinom-3 je također folikularna neoplazma (48,2%). Nađena je statistički značajna razlika u prisutnosti CD44v6 i galektina-3 markera između citoloških nalaza i grupa citoloških nalaza (tablice 17.-20.). 
Tablica 17. Raspodjela prisutnosti CD44v6 po grupi citološkog nalaza

	CD44v6
	Grupa citološkog nalaza*
	Ukupno

	
	Benigni nalaz
	Neodređeni nalaz
	Maligni nalaz
	

	0
	6
	18
	0
	24

	1
	0
	7
	0
	7

	2
	5
	7
	5
	17

	Ukupno
	11
	32
	5
	48


*p<0.05, p=0,01

Tablica 18. Raspodjela prisutnosti galektina-3 po grupi citološkog nalaza 

	Galektin-3
	Grupa citološkog nalaza*
	Ukupno

	
	Benigni nalaz
	Neodređeni nalaz
	Maligni nalaz
	

	0
	5
	11
	0
	16

	1
	1
	14
	0
	15

	2
	5
	7
	5
	17

	Ukupno
	11
	32
	5
	48


*p<0,05, p=0,01
Tablica 19. Raspodjela prisutnosti CD44v6 po citološkom nalazu

	CD44v6
	Nalaz citodijagnoze*
	Ukupno

	
	Nodularna struma
	Hashimotov tireoiditis
	Celularna folikularna promjena
	Folikularna neoplazma 
	Adenomatoidni čvor
	Papilarni karcinom
	

	0
	6
	0
	2
	9
	7
	0
	24

	1
	0
	0
	0
	6
	1
	0
	7

	2
	4
	1
	0
	6
	1
	5
	17

	Ukupno
	10
	1
	2
	21
	9
	5
	48


*p<0,05, p=0,02

Tablica 20.  Raspodjela prisutnosti galektina-3 po citološkom nalazu

	Galektin-3
	Nalaz citodijagnoze*
	Ukupno

	
	Nodularna struma
	Hashimotov tireoiditis
	Celularna folikularna promjena
	Folikularna neoplazma 
	Adenomatoidni čvor
	Papilarni karcinom
	

	0
	5
	0
	0
	8
	3
	0
	16

	1
	1
	0
	1
	8
	5
	0
	15

	2
	4
	1
	1
	5
	1
	5
	17

	Ukupno
	10
	1
	2
	21
	9
	5
	48


*p<0,05, p=0,04


Od 29 bolesnika s patohistološkom analizom, njih 17-ero ima i molekularnu analizu materijala citološkog punktata. Polovica benignih promjena ima negativan nalaz molekularnih markera CD44v6 i galektina-3. Među malignim promjenama sva četiri papilarna karcinoma imaju pozitivne, a samo jedan folikularni karcinom ima negativne molekularne markere. Za CD44v6 marker nije, dok za galektin-3 je dokazana statistički značajna razlika u prisutnosti markera između PHD-a, (tablica 21. i tablica 22.). 
Tablica 21. Raspodjela prisutnosti CD44v6 po PHD-u

	CD44v6
	PHD
	Ukupno

	
	Nodularna struma
	Folikularni adenom
	Adenom Hürthleovih stanica
	Folikularni karcinom
	Papilarni karcinom
	

	0
	1
	4
	1
	0
	0
	6

	1
	0
	2
	0
	1
	0
	3

	2
	1
	3
	0
	0
	4
	8

	Ukupno
	2
	9
	1
	1
	4
	17


*p=0,14

Tablica 22. Raspodjela prisutnosti galektina-3 po PHD-u

	Galektin-3
	PHD
	Ukupno

	
	Nodularna struma
	Folikularni adenom
	Adenom Hürthleovih stanica
	Folikularni karcinom
	Papilarni karcinom
	

	0
	0
	5
	1
	1
	0
	7

	1
	2
	1
	0
	0
	0
	3

	2
	0
	3
	0
	0
	4
	7

	Ukupno
	2
	9
	1
	1
	4
	17


*p<0,05, p=0,02

Rasprava


Glavni cilj preoperativne evaluacije solitarnog čvora štitnjače je precizno procijeniti radi li se o benignoj ili malignoj promjeni, kako bi se maligna lezija mogla kirurški zbrinuti. U procjeni čvora koristimo se epidemiološkim i kliničkim podacima, citološkim nalazom, patohistološkim nalazom i analizom molekularnih markera (CD44v6 i galektin-3) (8-11, 40-42, 44). 


Najučestalija promjena u obrađenoj populaciji je nodularna struma (45,4%). Benigni nalaz se pojavljuje u 53,4% bolesnika. Učestalost malignih lezija u populaciji obrađenih pacijenata je oko 4,6%. Među neodređenim nalazom (preostalih 42% bolesnika) najčešća je bila folikularna neoplazma: 48%.  Ovi rezultati se slažu s rezultatima ostalih radova (8,9). 


Prema raznim istraživanjima, klinički nalaz može ukazati na veću ili manju vjerojatnost prisutnosti malignih promjena u čvoru (8-11,44). Međutim, parametri iz ove skupine imaju ograničenu vrijednost, budući da nisu ni približno dovoljno osjetljivi i specifični, na što i upozoravaju dotična istraživanja. U ovom radu analizirana je povezanost dobi, spola i veličine čvora s učestalošću malignog nalaza. Incidencija scintigrafski „hladnih“ solitarnih čvorova štitnjače, kao i udio benignih čvorova  je puno veći u bolesnica, što se i slaže s ostalim istraživanjima (8-11). No učestalost malignih lezija je bila veća u ženskih nego u muških bolesnika, što se ne poklapa s rezultatima ostalih istraživanja (8-11). Ovo može biti posljedica puno veće učestalosti patologije štitnjače u ženskoj populaciji, ali i specifične distribucije bolesnika u ovom istraživanju. Prema rezultatima ovog rada, benigne, kao i maligne promjene su najučestalije u dobi od 30 do 70 godina, što i odgovara ostalim istraživanjima (8-11). Međutim, ako promatramo samo populaciju mlađu od 30 i stariju od 70 godina, frekvencija malignih promjena nije u skladu s ostalim radovima (8-11). Većina benignih i malignih čvorova veličine je od 20 do 40 mm, što se slaže s drugim radovima, no i o ovdje postoji nesklad između frekvencije čvorova manjih od 20 i većih od 40 mm dobivenih u ovom istraživanju i rezultata drugih istraživanjima (8-11). U ovom radu nije nađena visoka incidencija malignih promjena u čvorovima velikog dijametra (8-11). Ove diskrepancije u rezultatima povezanosti dobi i veličine čvora s pojavom karcinoma u čvoru mogu se objasniti na temelju niske incidencije malignih bolesti štitnjače i specifične distribucije bolesnika u ovom istraživanju. Ni za spol, ni za dob, niti za veličinu čvora nije pokazana statistički značajna razlika u distribuciji citoloških i patoloških dijagnoza. 


Prema rezultatima mnogih radova, najvažnija dijagnostička metoda u evaluaciji solitarnog hladnog čvora je citološka punkcija. U ovom istraživanju uspoređeni su rezultati citološke dijagnoze i PHD-a u 29 bolesnika. Na temelju navedene usporedbe osjetljivost metode je oko 93%, dok je specifičnost 100% (43). Svi citološki nalazi koji se razlikuju od PHD-a spadaju u skupinu neodređenog citološkog nalaza. Među njima najčešći je folikularna neoplazma (68,4%). Ujedno i svi lažno negativni rezultati citološke analize (20%) su folikularna neoplazma. U obrađivanoj skupini nije zabilježen nijedan lažno pozitivan rezultat.  


Od novih metoda u evaluaciji čvora danas se najčešće koristi detekcija molekularnih biljega (CD44v6 i galektin-3). U ovom radu analizirana je prisutnost molekularnih biljega na materijalima 48 citoloških aspirata. Osjetljivost metode na temelju rezultata ovoga rada je 100% i za CD44v6 i za galektin-3. Specifičnost metode za obrađivanu skupinu iznosi između 46,2% i 55,8% za CD44v6, odnosno između 37,2% i 50,0%. Na temelju rezultata, može se zaključiti da svi maligni čvorovi izražavaju biljege, što i odgovara naravi njihove funkcije u regulaciji staničnog ciklusa. Na osnovu njihove funkcije može se objasniti i njihova ekspresija na nekim benignim lezijama. Za oba markera pokazana je statistički značajna razlika u prisutnosti između citoloških i patohistoloških dijagnoza. 
Zaključci


Ovo istraživanje je procijenilo dijagnostiku visoko-selekcionirane skupine ultrazvučno solitarnih i scintigrafski hladnih čvorova štitnjače. U visoko selekcioniranoj skupini bolesnika s ultrazvučno solitarnim i scintigrafski hladnim čvorom štitnjače ustanovljeno je da rizik od malignosti iznosi 4,6%. S obzirom na kliničke pokazatelje, iako su muški bolesnici imali dvostruko veći rizik malignosti (8,7% vs. 3,9%), nije utvrđena statistički značajna povezanost (p=0,13) između spola i rizika malignosti. U raspodjeli prema dobnim skupinama, svi maligni nalazi bili su u skupinama bolesnika između 30 i 70 godina. Kako se u tom dobnom rasponu nalazio se i najveći broj bolesnika, nije nađena statistički zanačajna povezanost (p=0,41) između određene dobne skupine i rizika malignosti. Stoga za kliničke podatke je utvrđena njihova ograničenost u postupku dijagnoze.

U raspodjeli prema citološkim dijagnozama, najčešće su bile zastupljene benigne dijagnoze (53,4%), zatim su slijedili neodređeni nalazi u pogledu malignosti (42,0%) te maligni nalazi (4,6%). Osjetljivost citološke analize je bila 93%, a specifičnost oko 100%, što je potvrđuje kao osnovnu metodu u dijagnostičkoj obradi čvora. 

U raspodjeli prema patohistološkim dijagnozama, bilo je 75,9% benignih nalaza, većinom adenoma, te 24,1% malignih nalaza, većinom papilarnih karcinoma. 

Upotreba molekularnih tumorskih biljega, CD44v6 i galektina-3, pokazala je njihovu visoku osjetljivost (100%) te umjerenu specifičnost (50%).
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Sažetak
Marijan Pašalić

Dijagnostički pristup kod solitarnih, scintigrafski „hladnih“ čvorova štitnjače

Punkcija štitnjače je najtočnija i najracionalnija metoda u diferencijalnoj dijagnostici čvora štitnjače koja se rutinski izvodi kod odraslih bolesnika. Cilj istraživanja bio je odrediti rizik od malignosti u citološkom i patohistološkom materijalu te istražiti kliničke i citološke pokazatelje u grupi visoko selekcioniranih bolesnika s ultrasonografskim solitarnim i scintigrafski “hladnim” čvorom štitnjače. Ultrazvučno vođena punkcija štitnjače izvršena je kod 174 bolesnika. Klinički pokazatelji bili su dob i spol te veličina čvora. Citološki pokazatelji uključivali su citološku dijagnozu i ekspresiju tumorskih markera, CD44v6 and galektina-3. Dob bolesnika bila je između 17 i 83 godina (srednja vrijednost 51). Bilo je  151 žena i 23 muškarca sa omjerom žena/muškarac 6:1. Za 48 bolesnika bili su dostupni podaci vezani za ekspresiju tumorskih markera, CD44v6 and galektina-3. Rizik malignosti kod svih 174 bolesnika s ultrasonografskim solitarnim i scintigrafski “hladnim” čvorom štitnjače bio je 4.6%. Nije bilo statistički značajne povezanosti (p>0.05) između dob i spola, te veličine čvora s obzirom na rizik malignosti. U raspodjeli prema citološkim dijagnozama bilo je 93 (53.4%) benignih dijagnoza, 73 (42.0%) citološki neodređenih dijagnoza u pogledu malignosti te 8 (4.6%) malignih dijagnoza. U raspodjeli prema patohistološkim dijagnozama bilo je 75,9% benignih dijagnoza, većinom adenoma, i 24.1% malignih dijagnoza, većinom papilarnih karcinoma. Upotreba tumorskih markera, galektina-3 and CD44v6, određena  RT-PCR metodom, poboljšava samo osjetljivost citološke punkcije štitnjače.

Ključne riječi:
solitarni, hladni, čvor, štitnjača, FNA
Summary
Marijan Pašalić

Diagnostic approach to solitary cold thyroid nodule
Thyroid fine needle aspiration cytology (FNAC) is the most accurate and cost effective method in the evaluation of the thyroid nodules. Our aim was to determine the risk of malignancy in cytological and patohistological material and some relevant clinical and cytological parameters in the highly selected group of patients with sonographically solitary and by scintiscan “cold” nodules. Ultrasound-guided thyroid FNACs was performed in 174 patients. The clinical parameters were age and gender, and the nodule size. Cytological parameters included cytologic diagnosis and the expression of tumor markers, CD44v6 and galectin-3. The patient's age ranged from 17 to 83 years (mean 51). There were 151 females and 23 males with a female/male ratio 6:1. For 48 patients data concerning the expression of tumor markers, CD44v6 and galectin-3, were recorded. The risk of malignancy in all 174 patients with sonographically solitary and by scintiscan “cold” nodules was 4.6%. There was no a statistically significant (p>0.05) relationship between age and gender, and nodule size according to the risk of malignancy. In the  distribution  according to the cytologic diagnosis, there were  93 (53.4%) benign diagnoses, 73 (42.0%) cytologically indeterminate lesions, and 8 (4.6%) malignant diagnoses. In the  distribution  according to the patohistological diagnosis, there were  75,9% benign diagnoses, mostly adenomas, and 24.1% malignant diagnoses, mostly papillary carcinomas. The use of tumor markers, galectin-3 and CD44v6, determined by RT-PCR improves only sensitivity of thyroid FNAC.
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