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	ΤΙΤΛΟΣ ΠΡΟΤΙΝΟΜΕΝΗΣ ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ: Συσχετισμός της Θυρεοειδίτιδας Hashimoto (HT) με το Θηλώδες καρκίνωμα του θυρεοειδούς (PTC): Κλινικοπαθολογικοί και μοριακοί δείκτες στη μελέτη για την ανάδειξη της HT ως πιθανό προδιαθεσικό αλλά και προγνωστικό δείκτη της νόσου

	Αναλυτική περιγραφή ερευνητικής πρότασης

	Θυρεοειδής Αδένας
Ο θυρεοειδής αδένας είναι από τους μεγαλύτερους στο ανθρώπινο σώμα. Εντοπίζεται στον πρόσθιο τράχηλο αποτελείται από δύο λοβούς οι οποίοι συνδέονται μεταξύ τους με μια λεπτή ζώνη θυρεοειδικού ιστού. Κάθε λοβός έχει πάχος 1-1.5 cm, πλάτος 1.5-2 cm και μήκος 2.5-4 cm. Βασική λειτουργία του θυρεοειδούς είναι η πρόσληψη ιωδίου μέσω της διατροφής και η αξιοποίηση του για την παραγωγή των θυρεοειδικών ορμονών θυροξίνη Τ4 και Τ3. Στην σύνθεση των ορμονών αυτών συμμετέχουν οι πρωτεΐνες θυρεοσφαιρίνη (ΤG) και θυρεοειδική υπεροξειδάση (TPO) ενώ η θυρεοειδοτρόπος ορμόνη (TSH) ελέγχει όλα τα στάδια της σύνθεσης. Η βιολογική δράση των ορμονών αυτών τελείται από τα ελεύθερα μόρια τους (FT3, FΤ4) τα οποία συνδέονται με σχεδόν όλα τα κύτταρα όλων των ιστών του οργανισμού, τα επίπεδα τους στο αίμα είναι ιδιαίτερα σημαντικά για την φυσιολογική λειτουργία όλων των συστημάτων (1-3, 4, 5, 6).
Θυρεοειδίτιδα Hashimoto	
Η Θυρεοειδίτιδα Hashimoto (αυτοάνοση ή χρόνια λεμφοκυτταρική θυρεοειδίτιδα, HT) αποτελεί ένα από τα συχνότερα εμφανιζόμενα αυτοάνοσα νοσήματα, το πιο κοινό φλεγμονώδες νόσημα του θυρεοειδούς και την πιο συχνή αιτία υποθυρεοειδισμού στον γενικό πληθυσμό. Προσβάλλει άτομα κάθε ηλικίας αλλά εμφανίζει αυξημένη επίπτωση στις γυναίκες (7 φορές περισσότερο από ότι στους άνδρες) και είναι πιο συχνή στην μέση ηλικία (7, 8, 9).
Χαρακτηρίζεται από προοδευτική αντικατάσταση του υγιούς παρεγχύματος του θυρεοειδούς αδένα από λεμφοκύτταρα και ινώδη ιστό. Στον ορό των ασθενών ανιχνεύονται αντιθυρεοσφαιρινικά αντισώματα (anti-Tg) και αντισώματα έναντι της θυρεοειδικής υπεροξειδάσης (anti-TPO). Η νόσος συνήθως εξελίσσεται με βραδύ ρυθμό και στα αρχικά στάδια είναι ασυμπτωματική. Στην HT παρατηρείται σταδιακή απώλεια της λειτουργικότητας του θυρεοειδούς αδένα με συνέπεια οι ασθενείς να αναπτύσσουν υποθυρεοειδισμό, συχνά και βρογχοκήλη (9, 10).
Οι παράγοντες οι οποίοι συμβάλλουν στην εμφάνιση της HT είναι γενετικοί και περιβαλλοντικοί.  Στο γονίδιο της θυρεοσφαιρίνης εντοπίζονται πολλές σημειακές μεταλλάξεις οι οποίες συσχετίζονται και με την HT ενώ έχουν αναγνωρισθεί φυλετικές διαφορές στον εντοπισμό των μεταλλάξεων αυτών. Επίσης, μεταλλάξεις και πολυμορφισμοί γονιδίων του HLA τάξης I και HLA τάξης II έχουν συσχετισθεί με την ανάπτυξη αυτοάνοση θυρεοειδικής νόσου. Περιβαλλοντικοί παράγοντες που συμβάλλουν είναι τα υψηλά επίπεδα ιωδίου και η έλλειψη σεληνίου, το κάπνισμα, το στρες, οι λοιμώξεις, φάρμακα, η κατανάλωση αλκοόλ και τα χαμηλά επίπεδα βιταμίνης D (11, 12, 13, 14).
Κλινικά η Hashimoto γίνεται αντιληπτή όταν αναπτυχθεί υποθυρεοειδισμός. Οι ασθενείς με έκδηλο υποθυρεοειδισμό παρουσιάζουν συμπτώματα από σχεδόν όλα τα συστήματα ανάμεσα σε αυτά χρόνια κόπωση, έλλειψη ψυχικής διάθεσης, κατάθλιψη, μυϊκές κράμπες, μυϊκή αδυναμία, παραισθησίες, αρθραλγίες και βραδυκαρδία, δέρμα κρύο, τραχύ, ωχρό και οιδηματώδες . Η έλλειψη των θυρεοειδικών ορμονών μειώνει τη σύνθεση της αιμοσφαιρίνης και προκαλεί δυσαπορρόφηση του φυλλικού οξέος, του σιδήρου και της βιταμίνης Β12 (9,  10, 15).
Η διάγνωση είναι κυρίως εργαστηριακή και συμπεριλαμβάνει την ανίχνευση των αντιθυρεοειδικών αντισωμάτων (anti-Tg και anti-TPO) στον ορό του ασθενούς, την μέτρηση των θυρεοειδικών ορμονών TSH και FT4 καθώς και απεικονιστικά με υπερηχογράφημα στο οποίο διαπιστώνεται η χαρακτηριστική ανομοιογενής απεικόνιση του θυρεοειδικού παρεγχύματος. Η θεραπεία της θυρεοειδίτιδας είναι συμπτωματική και συνίσταται στη χορήγηση θυροξίνης σε άτομα με αυξημένα επίπεδα TSH και σε δόσεις υποκατάστασης για μεγάλο χρονικό διάστημα (16).
Θηλώδες Καρκίνωμα του θυρεοειδούς (PTC)
Οι σημαντικότεροι τύποι καρκίνου του θυρεοειδούς είναι το Θηλώδες καρκίνωμα (ΡΤC), το  Θυλακιώδες καρκίνωμα (FTC), το Μυελοειδές καρκίνωμα (MTC), ο Χαμηλής διαφοροποίησης καρκίνος του θυρεοειδή (PDTC) και το Αναπλαστικό καρκίνωμα του θυρεοειδή (ATCΤ). 
Το θηλώδες καρκίνωμα (PTC) είναι ο πιο κοινός τύπος καρκίνου, αντιπροσωπεύοντας το 75% έως 85% όλων των περιπτώσεων καρκίνου του θυρεοειδή. Προέρχεται από τα θυλακιώδη κύτταρα, χαρακτηρίζεται από υψηλής διαφοροποίησης κύτταρα με θηλώδη αρχιτεκτονική και χαρακτηριστικά που περιλαμβάνουν το οβάλ, επιμηκυμένο σχήμα του πυρήνα καθώς και αυλακώσεις. Εμφανίζεται πιο συχνά στις γυναίκες με αναλογία 3:1 σε σχέση με τους άνδρες και πιο συγκεκριμένα στην ηλικιακή ομάδα 30-50 ετών. Η συχνότητα εμφάνισης του καρκινώματος συνδέεται   με την πρόσληψη ιωδίου σε κάθε περιοχή, με προδιαθεσικούς κληρονομικούς παράγοντες και με προηγούμενη έκθεση σε ακτινοβολία. Επίσης απαντάται και σε ασθενείς με θυρεοειδίτιδα Hashimoto (17).
Συχνά οι ασθενείς είναι ασυμπτωματικοί και εμφανίζουν την πρώτη εκδήλωση της νόσου στον τράχηλο, είτε με τη μορφή όζου στο θυρεοειδή είτε με τη μορφή διήθησης των τραχηλικών λεμφαδένων. Η διάγνωση της νόσου γίνεται με συνεκτίμηση του ιστορικού του ασθενούς, των κλινικών και εργαστηριακών ευρημάτων, του υπέρηχου του θυρεοειδούς και την λήψη βιοπτικού υλικού με παρακέντηση με λεπτή βελόνη (FNAC).
Η κλινικοπαθολογοανατομική σταδιοποίηση του όγκου γίνεται με τα κριτήρια TNM συμφωνά με την Αμερικάνικη επιτροπή κατά του καρκίνου (AJCC) και Διεθνή Ένωση κατά του καρκίνου (UICC) που βασίζονται στη διάμετρο του μεγαλύτερου όγκου (Τ) και στην ύπαρξη ή μη εξωθυρεοειδικής προσβολής, στη διήθηση ή μη των λεμφαδένων (Ν) και σε τυχόν απομακρυσμένες μεταστάσεις (Μ) που θα έχει δώσει (18, 19).
Η πρόγνωση της νόσου σχετίζεται με την σταδιοποίηση του όγκου, το φύλο και την ηλικία. Γενικά το θηλώδες καρκίνωμα έχει πολύ καλή πρόγνωση, ακόμα και πλήρη ίαση, συγκεκριμένα το 90% των ασθενών έχουν δεκαετή επιβίωση. Από αυτούς περίπου το 15% έχουν υποτροπή της νόσου μετά τη πρώτη δεκαετία και η θνητότητα της νόσου προσεγγίζει το 5% (17).
Η θεραπεία του θηλώδους καρκινώματος συνήθως είναι η ολική θυρεοειδεκτομή ιδίως σε περιπτώσεις πολυεστιακού καρκίνου. Σε ορισμένες περιπιτώσεις συνιστάται η ολική λοβεκτομή ή η ημιθυρεοειδεκτομή. Τυπική θεραπευτική μέθοδος είναι η χορήγηση ραδιενεργού ιωδίου και θυροξίνης σε ασθενείς υψηλού κινδύνου (20).

Συσχέτιση της θυρεοειδίτιδας Hashimoto με το θηλώδες καρκίνωμα του θυρεοειδούς
Η σχέση της HT και του PTC πρωτομελετήθηκε το 1955 από τότε πολλές μελέτες έχουν διεξαχθεί για τον αν η συνύπαρξη τους είναι τυχαία ή αν ο ρόλος του HT στην ανάπτυξη του PTC είναι προδιαθεσικός, προστατευτικός ή επιβαρυντικός. 
Έχουν διατυπωθεί πολλές θεωρίες για τον μηχανισμό σύνδεσης των δυο νόσων. Η ΗΤ είναι μια χρόνια φλεγμονώδης κατάσταση η οποία συνδέεται με την ανάπτυξη καρκίνου δεδομένης της βλάβης που προκαλείται στο κυτταρικό DNA μέσω της παραγωγής δραστικών μορφών οξυγόνου (ROS) (21).
Η HT οδηγεί σε υποθυρεοειδισμό και ως εκ τούτου σε αυξημένα επίπεδα TSH. Tα αυξημένα επίπεδα της TSH επάγουν αποδεδειγμένα τον ταχύτερο πολλαπλασιαστικό ρυθμό των θυρεοειδικών κυττάρων γεγονός που υποδεικνύει την HT ως παράγοντα κίνδυνου για την ανάπτυξη PTC (22, 23, 24).
Συμπληρωματικά με τις παραπάνω υποθέσεις εργασίας και τα συμπεράσματα στα οποία οδηγούν για τον προδιαθεσικό ρόλο της HT στην ανάπτυξη του PTC και σε αντίθεση μαζί τους η συνύπαρξη της HT με το PTC φαίνεται να σχετίζεται με την καλύτερη έκβαση της νόσου, συγκεκριμένα μικρότερους και καλύτερα εστιασμένους όγκους, ηπιότερες λεμφαδενικές διηθήσεις, χαμηλότερα ποσοστά μεταστάσεων, αυξημένο προσδόκιμο επιβίωσης και μεγαλύτερο ελεύθερο νόσου χρονικό διάστημα. Η προστατευτική αυτή δράση της HT ίσως οφείλεται στην ανοσολογική αντίδραση του οργανισμού που έχει κοινά σημεία και στις δύο νόσους. H Tg και η TPO αποτελούν τα κύρια αντιγόνα στόχους για την κυτταρική ανοσολογική απόκριση στην HT που οδηγεί και στην καταστροφή εν τέλει του θυρεοειδούς αδένα. Το ίδιο φαίνεται να συμβαίνει και στο PTC όπου Tg και TPO αποτελούν επίσης αντιγονικούς στόχους είναι πιθανό λοιπόν πως τα αντιθυρεοειδικά αντισώματα επιτίθενται τα καρκινικά κύτταρα ακριβώς όπως και στα υγιή (25, 24, 22).
Η μελέτη των μοριακών και γενετικών μηχανισμών ανέδειξε και άλλα ενδιαφέροντα και αδιευκρίνιστα σημεία που αφορούν την συνύπαρξη των δύο ασθενειών. Πιο αναλυτικά η μετάλλαξη του ογκογονιδίου BRAF V600E είναι γνωστό πως σχετίζεται με δυσμενή και επιθετικότερη εκδήλωση του PTC. Εντοπίζεται όμως σημαντικά σπανιότερα σε ασθενείς που το PTC συνυπάρχει με την HT ακόμη ένα γεγονός που ίσως συνηγορεί στην προστατευτική της δράση (26, 25).
Μια ιδιαίτερα σημαντική χρωμοσωμική μετατόπιση του ογκογονιδίου RET, που κωδικοποιεί έναν υποδοχέα κινάσης τυροσίνης, είναι η RET/PTC αναδιάταξη η οποία εντοπίζεται στην πλειοψηφία των ιστών με HT χωρίς ανιχνεύσιμο PTC γεγονός που θα μπορούσε να συνδέει την ανάπτυξη καρκίνου με την ύπαρξη μακροχρόνιας φλεγμονής (26, 21, 23).
Τα παραπάνω καθιστούν τις μεταλλάξεις του σηματοδοτικού μονοπατιού των MAP κινασών ιδιαίτερα ενδιαφέρον και αδιευκρίνιστο πεδίο μελέτης όσο αφορά στη συσχέτιση της HT και του PTC. Tο ίδιο ισχύει και για το σηματοδοτικό μονοπάτι PI3K/AKT που εμπλέκεται στην ισορροπία μεταξύ προ και αντι-αποπτωτικών κυτταρικών σημάτων άρα και με την καρκινογένεση και εμφανίζεται ιδιαίτερα ενεργοποιημένο με αυξημένη έκφραση σε ιστούς με HT και PTC. Ερευνητικά στοιχεία δείχνουν πως οι ασθενείς που νοσούν απο Hashimoto έχουν τριπλάσιες πιθανότητες να διαγνωσθούν με διαφοροποιημένο καρκίνο του θυρεοειδούς σε σχέση με αυτούς που δεν νοσούν. Η παραπάνω εκτίμηση στηρίζεται και από ανοσοιστοχημικά ευρήματα που καταδεικνύουν αυξημένη έκφραση των φωσφορυλιωμένων κινασών Akt, Akt1 και Akt2 σε ιστικές περιοχές με HT και PTC σε σχέση με περιοχές που περιβάλλονταν από υγιή ιστό (24, 26).
Εξίσου σημαντική είναι και η έκφραση της p63, μια ομόλογη πρωτεΐνη της ογκοκατασταλτικής πρωτεΐνης p53 μετά από εναλλακτικό μάτισμα, η οποία εντοπίζεται στην μεγάλη πλειοψηφία των δειγμάτων με HT και PTC κατά αποκλειστικότητα, καθώς δεν εντοπίζεται σε δείγματα με άλλες κακοήθειες του θυρεοειδούς (21, 26).   

Σκοπός του ερευνητικού έργου
Στην παρούσα πρόταση θα μελετηθούν οι μηχανισμοί μέσω των οποίων είναι πιθανόν να συνδέονται η θυρεοειδίτιδα Hashimoto και το θηλώδες καρκίνωμα του θυρεοειδούς. Επίσης θα γίνει προσπάθεια να προσδιοριστεί ο ρόλος της HT ως παράγοντας κινδύνου για την ανάπτυξη καρκίνου του θυρεοειδούς και η αξιολόγηση της ως δείκτη πρόγνωσης της πορείας και της εξέλιξης του καρκίνου, καθώς δεν έχει αποδειχθεί ακόμα εάν οι δύο ασθένειες, των οποίων ο επιπολασμός είναι αξιοσημείωτος ειδικά στο γυναικέιο φύλο, πράγματι συσχετίζονται ή απλώς συνυπάρχουν τυχαία.

Μεθοδολογία του ερευνητικού έργου
· Επιλογή Ν=100 ασθενών εκ των οποίων όλοι έχουν υποβληθεί σε χειρουργική επέμβαση του θυρεοειδούς αδένα
· Συλλογή ιστορικού για κάθε ασθενή
· Διεξαγωγή υπέρηχου του θυρεοειδούς αδένα
· Ο τύπος της νόσου του θυρεοειδούς και η επιβεβαίωση της κακοήθειας προσδιορίστηκε με ιστοπαθολογική ανάλυση των ιστών 
· Τα ιστολογικά κριτήρια που χρησιμοποιήθηκαν για την διάγνωση της HT περιλαμβάνουν: διάχυτη λεμφοπλασματοκυτταρική διήθηση, μεγεθυνμένα επιθηλιακά κύτταρα με μεγάλους πυρήνες και ηωσινόφιλο κυτταρόπλασμα
· Μελετήθηκαν οι εξής μεταβλητές:
· Η ηλικία
· Το φύλο 
· Κυτταρολογική εξέταση με παρακέντηση με λεπτή βελόνη (FNAC)
· Το μέγεθος και η διαφοροποίηση του όγκου
· Η πολυεστιακότητα του καρκίνου Multifocality
· Η εξωθυρεοειδική επέκταση
· Η έκταση της χειρουργικής αφαίρεσης
· Μετάσταση στους τοπικούς λεμφαδένες
· Απομακρυσμένες μεταστάσεις, Η σταδιοποίηση του νοσήματος γίνεται κατά ΤΝΜ
· Διεξαγωγή ορμονολογικών εξετάσεων λειτουργικότητας του θυρεοειδούς, συγκεκριμένα:
· Θυροξίνη T4
· Τριιωδοθυρονίνη T3 
· Free T4
· Free T3
· Θυρεοσφαιρίνη TG
· Αντισώματα έναντι της θυρεοειδικής υπεροξειδάσης (anti-TPO) 
· Αντισώματα έναντι της θυρεοσφαιρίνης (anti-Tg)
· Θυρεοειδοτρόπος ορμόνη TSH
· Χρήση ανοσοιστοχημικών τεχνικών σε τμήμα του ιστικού παρασκευάσματος για την εντόπιση πρωτεϊνών ως προϊόντα γονιδιακής έκφρασης σχετιζόμενα με το θηλώδες καρκίνωμα και την Hashimoto. Συγκεκριμένα μελέτη των HMBE-1, CK-19, TTF-1, Thyroglogoulin, BRAF, p53, PTEN
· Απομόνωση γενετικού υλικού από τους επιλεγμένους θυρεοειδικούς ιστούς
· Ενίσχυση της επιθυμητής γονιδιακής αλληλουχίας με χρήση αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) και μελέτη/ανάλυση της μετάλλαξης του γονιδίου BRAF V600E
· Στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων με χρήση του στατιστικού προγράμματος ΙΒΜ SPSS

Η συνεισφορά στη θεωρητική ή/και εφαρμοσμένη επιστημονική γνώση
Στην παρούσα μελέτη θα αναλυθούν σε βάθος οι μηχανισμοί που φαίνεται να συνδέουν την ανάπτυξη PTC σε ασθενείς με HT και να διαλευκανθεί ο ρόλος της HT στην εξέλιξη και πρόγνωση της καρκινικής νόσου. Θα μελετηθούν χωριστά αλλά και σε συνδυασμό αρκετοί καρκινογενετικοί μηχανισμοί όπως η χρόνια φλεγμονώδης κατάσταση που προκαλεί βλάβες στο κυτταρικό γενετικό υλικό, τα αυξημένα επίπεδα ορμονών που επάγουν τον έντονο κυτταρικό πολλαπλασιασμό, τα σηματοδοτικά μονοπάτια των MAP κινασών που συνδέονται ισχυρά με την καρκινογένεση, η ανάδειξη μεταλλάξεων σημαντικών ογκογονιδίων αλλά και ογκοκατασταλτικών γονιδίων και η εντόπιση της έκφρασης των παραγόμενων πρωτεϊνικών τους μορίων που σχετίζονται με την ογκογένεση, σε ασθενείς που θα ομαδοποιηθούν με βάση πολυάριθμες μεταβλητές όπως το φύλο, το μέγεθος του όγκου και το στάδιο της νόσου.
Το αξιοσημείωτο ερευνητικό ενδιαφέρον γύρω απο το θέμα και η μελέτη των βιβλιογραφικών αναφορών υποδεικνύουν τη σχέση των δύο ασθενειών χωρίς όμως να έχει στοιχειοθετηθεί επαρκώς ο τρόπος με τον οποίο αλληλεπιδρούν και τα αποτελέσματα της αλληλεπίδρασης αυτης με σκοπό την χρησιμοποίηση της πολύτιμης αυτής πληροφορίας στην αποτελεσματικότερη διαχείρηση και εκτίμηση των αντίστοιχων περιστατικών.


	Η μελέτη αναμένεται να ολοκληρωθεί σε διάστημα 36 μηνών.
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