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Glede na priporocila mednarodnih strokovnih zdruzenj (ESMO, NCCN,
ASCO) je pri karcinomih $¢itnice molekularna diagnostika klju¢na za
nacértovanje tar¢nega, bolniku prilagojenega zdravljenja. Se posebej to
velja v primeru napredovale in/ali metastatske bolezni, ob iz¢rpanem
predhodnem zdravljenju in pri bolnikih z anaplasticnim karcinomom
$Citnice. Genetsko testiranje zajema opredelitev klinicno pomembnih
biomarkerjev, kot so BRAF V600E, genskih fuzij RET, NTRK in ALK,
ter dolocCanje t. i. vzorcev mutacij v tumorju, kot sta mikrosatelitska
nestabilnost (MSI) in mutacijsko breme tumorja (TMB). Molekularne
znacilnosti tumorjev so lahko v pomoc pri boljsi opredelitvi nekaterih
podtipov folikularnih neoplazem $¢itnice ter pri spremljanju poteka
bolezni. Rezultat genotipizacije je treba obravnavati v sklopu morfoloskih,
patohistoloskih in citoloskih znacilnostih tumorja ter klini¢ne slike
bolnika.
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Vecina karcinomov $cCitnice (razen medularnega karcinoma $¢itnice)
nastane iz folikularnih epitelijskih celic $¢itnice in jih uvr§¢amo v
skupino folikularnih neoplazem scitnice. Vecino folikularnih neoplazem
predstavljajo benigne folikularne neoplazme, kot so folikularni adenomi
$¢itnice in drugi benigni tumorji $¢itnice. Karcinomov §¢itnice je priblizno
1 % vseh folikularnih neoplazem.

Glede na WHO Kklasifikacijo so glavni in najpogostejsi podtipi malignih
neoplazem S$citnice: papilarni karcinom $¢itnice (>85 % vseh karcinomov
$¢itnice), folikularni karcinom $citnice (5 do 15 % vseh karcinomov
$Citnice) in anaplasti¢ni (nediferencirani) karcinom $citnice (<5 % vseh
karcinomov $citnice). Vsak podtip folikularnih neoplazem $citnice ima



svojevrstne (tipi¢ne) molekularne znacilnosti, ki so poleg morfoloskih,
citoloskih in patohistoloskih znacilnosti lahko v pomo¢ pri natanc¢nejsi
opredelitvi podtipa folikularnih neoplazem. Nekatere molekularne
znacilnosti folikularnih neoplazem lahko uporabimo kot molekularne
biomarkerje pri na¢rtovanju bolniku prilagojenega zdravljenja (Tabela 1).

Molekularne znacilnosti folikularnih neoplazem.

RAS (20-40 %), fuzije PPARG (5-10 %),
EZH1(30 %), TSHR in GNAS

(pri 50-80 % hiperfunkcionalnih/
toksi¢nih FA)

Folikularni adenom $c¢itnice (FA)

Neinvazivna folikularna razli¢ica

. . i RAS (52 %), BRAF VBO1E (4 %), fuzije
papilarnega karcinoma scitnice -

PPARG in THADA, EIFTAX(6-17 %)

NIFTP
Tumorji $¢itnice z nejasnim RAS (30-40 %), EIFTAX, TSHR,
malignim potencialom redko fuzija PAX8::PPARG

Hialinizirajoci trabekularni tumor Fuzije GLIS(PAX8::GLIS1
(angl. Hyalinizing trabecular tumor)  in PAX8::GLIS3)

BRAF V600E (40-65 %), fuzije RET
(5-10 %)(CCDC6::RET (60-70 %)in
NCOA4::RET(20-30 %)), fuzije NTRK

Papilarni karcinom $¢itnice (3-5 %)(najpogosteje ETV6::NTRK3),
TERT-promotor (10 %), fuzije ALK,
spremembe v ekspresiji razli¢nih
mikroRNA

Invazivna folikularna razli¢ica
papilarnega karcinoma $¢itnice -
IEFVPTC (angl. Invasive
encapsulated follicular variant of
papillary thyroid carcinoma)

RAS (30 %), fuzija PAX8::PPARG,
BRAF VBOI1E, EIF1AX, TSHR, fuzija
THADA::IGF2BP3, TERT-promotor
(<5 %)

RAS (30-50 %) - najpogosteje NRAS,
fuzija PAX8::PPARG (10-40 %), fuzija
CREB3L2::PPARG, EIF1AX(5 %), PIK3CA
mutacije (8 %), PIK3CA amplifikacije
(30 %), PTEN(10 %), DICERT, NF1,
TSHR, TERT-promotor (metastaze)

Folikularni karcinom Sc¢itnice




Onkocitni karcinom Scitnice Abnormalna mtDNA

Slabo diferencirani karcinom
8¢itnice (angl. High-grade follicular
cell-derived non-anaplastic thyroid
carcinoma)

RAS, BRAF VBOOE, fuzije RET, fuzije
ALK, TP53, TERT-promotor, SWI/SNF
chromatin remodeling complex

RAS, BRAFV600E, TP53, TERT-
promotor, CTNNBI, PIK3CA, PTEN,
ATM, EIFTAX, NF1, NF2, CDKN2A,
CDKN1B, CDKN2C, SWI/SNF, MLHT,
MLH3, MSH5, MSH6, USH2A, fuzije
ALK, fuzije RET, fuzije NTRK,
spremembe v ekspresiji razli¢nih
mikroRNA

Anaplasti¢ni karcinom S¢itnice

Opombe: Podtipi folikularnih neoplazem so opisani v skladu z WHO klasifikacijo.
S krepkim tiskom so ozna¢eni molekularni biomarkeriji, ki so pomembni pri uvedbi
tarénega zdravljenja.

Opredelitev folikularnih neoplazem temelji na morfoloskih, citoloskih,
patohistoloskih in radiografskih znacilnostih. V zadnjem desetletju je
razvoj molekularno-genetskih metod, predvsem sekvenciranja druge
generacije (NGS), omogocilo opredelitev molekularnih znacilnosti
folikularnih neoplazem ter odprlo moznosti uporabe genetskega testiranja
pri opredelitvi nekaterih podtipov folikularnih neoplazem. Genetsko
testiranje vzorcev tanko-igelnih biopsij (FNA) je lahko v pomo¢ pri oceni
malignosti citolosko neopredeljivih (angl. indeterminate) folikularnih
neoplazem. Za dosego Zelenih diagnosti¢nih molekularnih kriterijev za
pomoc pri oceni malignosti FNA vzorcev mora genetsko testiranje zajeti
$irsi nabor molekularnih biomarkerjev, ki so znacilni za razli¢ne folikularne
neoplazme (Tabela 1). Potrebna je zelo previdna interpretacija rezultatov
genetskega testiranja vzorcev FNA, ki mora biti v sklopu klini¢nih,
radiografskih in citoloskih znacilnostih posameznega bolnika. Vecina



sumljivih folikularnih neoplazem je dokon¢no opredeljenih z morfoloskim
in patohistoloskim pregledom vzorcev po kirurski odstranitvi.

Molekularne znacilnosti karcinomov Sc¢itnice

V nastanek karcinomov $citnice so vpletene Stevilne signalne poti.
Najpogosteje sta to MAPK-kinazna signalna pot in PI3K/AKT signalna
pot, ki nadzirata rast, delitev in diferenciacijo celic (Slika 1). Ti sta
obicajno aktivirani z vezavo rastnih dejavnikov na receptorje tirozinskih
kinaz. Nastanek genetskih sprememb, kot so gonilne (angl. driver)
patogene razlicice (mutacije ali genske fuzije), v dolo¢enih genih vodijo v
konstitutivno aktivacijo teh signalnih poti, sprozi se proces karcinogeneze
in nastanek (razvoj) karcinomov §¢itnice.

Slika 1: Prikaz glavnih signalnih poti pri papilarnem in folikularnem
karcinomu $citnice.
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Za papilarni karcinom je znacilna aktivacija MAPK-signalne poti in BRAF
V600E-molekularni profil, za folikularni karcinom je znacilna aktivacija
PI3K/AKT-signalne poti in RAS-molekularni profil. *najbolj pogoste
patogene razli¢ice (mutacije).

Za vecino papilarnih karcinomov $¢itnice je znacilna aktivacija MAPK-
kinazne signalne poti (Slika 1). Najpogostej$i vzrok za konstitutivno
aktivacijo MAPK-kinazne signalne poti so patogene razlic¢ice (mutacije)
v genu BRAF (40-65 % vseh papilarnih karcinomov). Najpogostejsa
je razlicica BRAF V600E (98-99 % vseh BRAF razlicic pri papilarnem
karcinomu), zato jih v literaturi opisujejo kot folikularne neoplazme z
BRAF V600E-molekularnim profilom (Slika 1). Pri papilarnih karcinomih
so pogosto opisane tudi RET ali NTRK genske fuzije (10-20 % vseh
papilarnih karcinomov) in aktivirajo¢e mutacije v genih RAS, najpogosteje
v genu NRAS (10-30 % vseh papilarnih karcinomov) (Tabela 1). Mutacije
v genih RAS so opisane pri folikularni razli¢ici papilarnega karcinoma
$¢itnice (amgl. invasive encapsulated follicular variant of papillary
carcinoma). Opisane mutacije so med seboj izkljucujejo in vse spadajo
med gonilne (angl. driver) patogene razlicice (mutacije), saj nastanejo zelo
zgodaj v procesu karcinogeneze.

Folikularni karcinomi $citnice imajo pogosto patogene razli¢ice (mutacije)
v genih RAS (30-50 % vseh folikularnih karcinomov), zato jih v literaturi
opisujejo kot folikularne neoplazme z RAS-molekularnim profilom.
Posledi¢no je za te neoplazme znacilna aktivacija PI3K/AKT-signalne poti
(Slika 1).

Skoraj polovica folikularnih karcinomov ima znacilno gensko fuzijo
PPARG::PAX8 (10—40 % vseh folikularnih karcinomov). Gen PAX8 (angl.
paired homeobox) je pomemben pri razvoju $citnice. Gen PPARG (angl.
peroxisome proliferator—activated receptor), katerega produkt je receptor
za jedrni hormon, je vkljucen v terminalno diferenciacijo epitelijskih celic
$¢itnice. Pri folikularnih karcinomih so pogoste tudi aktivirajoce patogene
razlicice (mutacije) in amplifikacije v genu PIK3CA, ki kodira kinazo



PI3K, in patogene razlicice (mutacije) v tumor-supresorskem genu PTEN,
ki je negativni regulator kinaze PI3K v PI3K/AKT signalni poti (Slika 1,
Tabela 1). Mutacije v genih RAS in genska fuzija PAX8::PPARG se med
seboj izkljucujejo in spadajo med gonilne (angl. driver) patogene razlicice
(mutacije).

Patogene razli¢ice (mutacije) v genih RAS in PIK3CA so lahko prisotne
tudi v benignih folikularnih adenomih in anaplasti¢nih karcinomih, kar
nakazuje skupno histogenezo.

Majhen delez folikularnih karcinomov ima somatske mutacije v genu
DICERI (imajo znacilno makrofolikularno zgradbo) ali genu NF1, redko
tudi aktivirajoce mutacije v genu TSHR.

Slabo diferencirani karcinomi $¢itnice in anaplasti¢ni (nediferencirani)
karcinomi §¢itnice so najbolj agresivne folikularne neoplazme. Ve¢inoma
nastanejo s progresijo (napredovanjem) dobro diferenciranega
papilarnega ali folikularnega karcinoma $¢itnice v slabo diferencirano
oziroma nediferencirano, agresivnejso obliko. Redkeje nastanejo de novo.
Molekularne znacilnosti teh karcinomov so enake kot pri papilarnem ali
folikularnem karcinomu, odvisno, iz katerega podtipa nastanejo, zato imajo
lahko RAS- ali BRAF V600E-molekularni profil. Poleg primarnih, gonilnih
patogenih razli¢ic (mutacij) imajo obicajno prisotne tudi sekundarne
patogene razlicice (mutacije) v genih TP53, CTNNB1, PTEN, PIK3CA in
promotorski regiji gena TERT. Pri anaplasti¢cnem karcinomu $citnice se
poleg gonilnih mutacij v genih RAS ali BRAF V60OE najpogosteje pojavljajo
sekundarne mutacije v tumor-supresorskem genu 7P53 in promotorski
regiji gena TERT. Te prispevajo k agresivnejsi naravi teh tumorjev in slabsi
prognozi.



Prinacrtovanju tar¢nega zdravljenja bolnikov s karcinomi §¢itnice genetsko
testiranje temelji na priporocilih (smernicah), ki so jih izoblikovala
mednarodna strokovna zdruzenja ESMO (Europian Society for Medical
Oncology), NCCN (National Comprehensive Cancer Network) in ASCO
(American Society of Clinical Oncology). Glede na priporocila je genetsko
testiranje indicirano v primeru napredovale in/ali metastatske bolezni, ob
iz¢rpanem predhodnem zdravljenju ter pri vseh bolnikih z anaplasti¢nim
karcinomom $¢itnice. Genetsko testiranje zajema doloc¢anje univerzalnih
(angl. agnostic) klinicno pomembnih molekularnih biomarkerjev, kot so
patogena razli¢ica (mutacija) BRAF V600E, genske fuzije NTRK, RET
in ALK, dolo¢anje mutacijskega bremena tumorja (TMB) in doloc¢anje
mikrosatelitske nestabilnosti (MSI). Zdravljenje na podlagi univerzalnih
molekularnih biomarkerjev temelji na uporabi odobrenih tar¢nih zdravil
in njihove dokazane ucinkovitosti ob prisotnosti specifi¢nih genetskih in
molekularnih znacilnostih tumorja, ne glede na vrsto raka (Tabela 2).



Univerzalni molekularni biomarkerji in odobrena tar¢na zdravila
pri karcinomih $¢itnice.

BRAF V600OE Zaviralci BRAF/MEK 2018 (ATC),
(Dabrafenib + Trametinib) 2022 (vsi solidni tumor;ji)
RET fuzije Zaviralci RET 2020(TCin NSCLC),
(Selpercatinib, Pralsetinib) 2022 (vsi solidni tumor;ji)
NTRK fuzije Zaviralci NTRK (Larotrectinib, 2018, 2019

Entrectinib, Rapotrectinib)

Visok TMB Zaviralci imunskih kontrolnih 2020
toék (Pembrolizumab)

MSI/dMMR Zaviralci imunskih kontrolnih 2017, 2022
toék (Pembrolizumab,
Dostarlimab)

ALK fuzije Zaviralci ALK 2022, 2024
(Crizotinib, Alectinib) (zaNSCLC, neza TC)

Opomba: ATC - anaplasti¢ni karcinom S¢itnice; TC - karcinomi S¢itnice;
NSCLC - nedrobnoceli¢ni rak plju¢

Gen BRAF nosi zapis za serin/treoninsko kinazo, ki ima klju¢no vlogo v
MAPK signalni poti (Slika 1). Ta je zaradi patogene razli¢ice (mutacije) v
genu BRAF prekomerno aktivirana, kar vodi v nekontrolirano celi¢no rast
in diferenciacijo. Patogena razli¢ica (mutacija) BRAF V60OE je prisotna
pri razli¢nih vrstah raka, najpogosteje pri papilarnem karcinomu $citnice
(Tabela 1). Dokazana patogena razlicica (mutacija) BRAF V600E je
univerzalni molekularni biomarker za odgovor na zdravljenje s kombinacijo
zaviralcev BRAF/MEK bolnikov s solidnimi tumorji, ki imajo napredovalo
ali metastasko bolezen ter iz¢rpano zdravljenje. Zdravljenje s kombinacijo
zaviralcev BRAF/MEK je bilo pri bolnikih z anaplasti¢nim karcinomom
$¢itnice FDA odobreno Ze prej (odobritev leta 2018) kot pri ostalih solidnih
tumorjih (odobritev leta 2022). Patogena razli¢ica (mutacija) BRAF V600E



je vkljucena v vecino tar¢nih genskih panelov in jo lahko zaznamo med
testiranjem z NGS.

Gen RET nosi zapis za transmembranski tirozin kinazni receptor, ki je
vkljucen v aktivacijo signalnih poti RAS/ERK, RAS/MAPK in PI3K/AKT,
ki so klju¢ne za rast in delitev celic (Slika 1). Najbolj pogoste so RET fuzije
pri papilarnem karcinomu $¢itnice (5-10 % vseh papilarnih karcinomov
§¢itnice) (Tabela 1).

Prisolidnih tumorjih je dokazana RET genska fuzijauniverzalni molekularni
biomarker za odgovor na zdravljenje z zaviralci RET. Zdravljenje z zaviralci
RET je bilo pri bolnikih z anaplasticnim karcinomom $¢itnice s strani
FDA odobreno prej (odobritev leta 2020) kot pri drugih solidnih tumorjih
(odobritev leta 2022 za odrasle in otroke > 12 let; leta 2024 dodatno Se
za pediatricne bolnike >2 let). V Kklini¢ni raziskavi za prvo odobritev
zaviralcev RET je bilo vkljucenih 19 bolnikov s karcinomi $citnice z
dokazano RET fuzijo (raziskava LIBRETTO-001). Za dokazovanje RET
fuzij se uporabljajo razlicne metode, kot so imunohistokemija, FISH in
NGS. Najbolj zanesljivo je sekvenciranje NGS na nivoju RNA, ki velja za
visoko specificno in obc¢utljivo metodo za dolocanje genskih fuzij.

Geni NTRK1, NTRK2 in NTRK3 nosijo zapis za transmembranske
tropomiozinske kinazne receptorje, ki so klju¢ni za aktivacijo signalnih
poti, kot so MAPK in PI3K/AKT/mTOR signalna pot (Slika 1). Te imajo
pomembno vlogo pri celi¢ni diferenciaciji, prezivetju celic, apoptozi in
migraciji celic. Cezmerna in konstitutivna aktivacija teh signalnih poti
vodi v delitev rakastih celic in njihovo prezivetje. Klinicno pomembne
spremembe/okvare v genih NTRK so genske fuzije z razli¢nimi
partnerskimi geni.



NTRK genske fuzije so zelo redke pri vecini vrst raka, saj so prisotne v
manj kot 5 % vseh rakov. Nasprotno pa so zelo pogoste pri nekaterih redkih
rakih, v ve¢ kot 90 % primerov pri sekretornem raku dojk, sekretornem
raku zlez slinavk in infantilnem fibrosarkomu. Pri papilarnem karcinomu
$¢itnice so NTRK fuzije prisotne pri 3—5 %, predvsem fuzije NTRKI in
NTRK3 (Tabela 1).

Dokazana NTRK fuzija je univerzalni molekularni biomarker za odgovor
na zdravljenje z zaviralci NTRK pri vseh solidnih tumorjih. Zdravljenje
z zaviralci NTRK je opisano pri bolnikih s karcinomi §¢itnice, vklju¢no
z anaplatsicnim karcinomom (raziskave ALKA-371-001, STARTRK-1,
STARTRK-2). Za dokazovanje NTRK fuzij se uporabljajo razli¢cne metode,
kot so imunohistokemija, FISH in NGS. Najbolj zanesljivo je sekvenciranje
NGS na nivoju RNA, ki velja za visoko specifi¢no in obcutljivo metodo za
doloc¢anje genskih fuzij.

MSI v tumorskema tkivu je pokazatelj okvare delovanja mehanizmov
za popravljanje neujemanj nukleotidnih baz na nivoju DNA (dAMMR).
Najpogosteje gre za okvaro delovanja oz. izrazanja proteinov MLHI,
MSH2, MSH6 ali PMS2.

Pri karcinomih $¢itnice je MSI redka. Pri folikularnem karcinomu $¢itnice
je pogostnost MSI ocenjena na 2,5 %.

MSI je univerzalni molekularni biomarker za izbor bolnikov s solidnimi
tumorji za zdravljenje z =zaviralci imunskih kontrolnih tock (npr.
pembrolizumabom). Pribolnikih s papilarnim in folikularnim karcinomom
$¢itnice z dokazano MSI je bil dokazan primerljiv odgovor na zdravljenje
z zaviralci imunskih to¢k (pembrolizumab, dostarlimab) kot pri drugih
vrstah raka (raziskava KEYNOTE-158).

Molekularno genetsko testiranje za dolocanje MSI zajema uporabo
razlicnih metod oziroma pristopov. Osnovni pristop k dolo¢anju MSI na
molekularnem nivoju je z metodo PCR, kjer pomnozujemo, kot genetske
oznacevalce, t. i. homopolimerne regije v tumorskem in netumorskem



tkivu istega bolnika. Najpogosteje se v diagnostiki uporabljata t. i. Bethesda
panel 5 genetskih oznacevalcev (mononukleotidna markerja BAT25
in BAT26, dinukleotidni markerji D2S123, D5S346 in D17S250) ali t. i.
Pentaplex panel, ki vklju¢uje 5 mononukleotidnih genetskih oznacevalcev
(BAT25, BAT26, NR21, NR24 in NR27). PCR metoda za dolo¢anje MSI
velja za zlati standard doloc¢anja MSI pri raku debelega ¢revesa in danke ter
raku endometrija. Pri drugih rakih, tudi pri karcinomih §¢itnice, je lahko
zanesljivost/obcutljivost te metode manj$a. Novejsi pristop za dolocanje
MSI na molekularnem nivoju je uporaba metode NGS. Pri uporabi tar¢nih
genskih panelov so v test vkljucene stevilne homopolimerne regije oziroma
MSI-mesta, ki omogocajo dolocitev MSI. Prednost je, da pri analizi ne
potrebujemo netumorskega tkiva. Izziv pa predstavlja interpretacija
rezultatov, saj ni na voljo priporoc¢il/smernic, in so potrebne obsezne
validacije znotraj posameznega laboratorija.

Mutacijsko breme tumorja (TMB) je opredeljeno kot stevilo vseh razlicic
v tumorju in je obi¢ajno podano kot $tevilo razli¢ic na milijon pregledanih
nukleotidov oziroma kot stevilo razlicic na eno megabazo (Mb). Obicajno
je visok TMB (TMB-H) opredeljen kot >10 razli¢ic/Mb. Visok TMB je
univerzalni molekularni biomarker za odgovor na zdravljenje z zaviralci
imunskih kontrolnih tock (npr. pembrolizumabom) pri vseh solidnih
tumorjih. Metode za dolocanje TMB v rutinski diagnostiki obicajno
temeljijo na metodi NGS in uporabi velikih genskih panelov.

Pri bolnikih z diferenciranimi karcinomi $Citnice je povpre¢ni TMB
ocenjen na 0,2 do 1,7 razli¢ic/Mb. Zanimivo je, da ima vecina papilarnih
karcinomov §citnice zelo nizek TMB, v povprecju 0,41 razli¢ic/Mb
karcinomom $¢itnice imajo v primerjavi z diferenciranimi folikularnimi
neoplazmami visji TMB (povprecno 6 razlicic/Mb).



V strokovnih smernicah NCCN je opredeljeno tudi genetsko testiranje za
dokazovanje ALK genskih fuzij. Pri karcinomih §citnice so ALK genske
fuzije redke, prisotne pri <1% vseh karcinomov $¢itnice (Tabela 1). V
primeru prisotne ALK genske fuzije, razlicne raziskave kazejo na dober
odgovor bolnikov s karcinomi $¢itnice na zdravljenje z zaviralci ALK
(Crizotinib, Alectinib).

Nas cilj je, da izvajamo genetsko testiranje skladno z mednarodnimi in
domacimi smernicami. Na ta nacin skrbimo, da je vsem slovenskim
bolnikom s karcinomi $Citnice zagotovljena najsodobnejsa molekularna
diagnostika. Genski paneli, ki jih uporabljamo pri genetskem testiranju,
zajemajo vse klini¢cno pomembne gene, ki so opredeljeni v mednarodnih
strokovnih smernicah, za uvedbo bolniku prilagojenega tar¢nega
zdravljenja. Prav tako je v genske panele zajeta vecina diagnosti¢no
pomembnih molekularnih biomarkerjev za primer genetskega testiranja
vzorcev FNA. Na samo izvedbo genetskega testiranja in zanesljivost
rezultatov pa vplivata kakovost vzorca DNA in RNA ter delez tumorskih
celic. V primeru, da je delez tumorskih celic manjsi od 30 %, je genotipizacija
tumorja manj zanesljiva.
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