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1. Wykaz stosowanych skrotow

ATA — Amerykanskie Towarzystwo Tyreologiczne (American Thyroid Association)
NKW — nerw krtaniowy wsteczny

ChH - choroba Hashimoto

TBSRTC — klasyfikacja cytologiczna bioptowanych zmian ogniskowych tarczycy (The
Bethesda System for Reporting Thyroid Cytopathology)

NKW — nerw krtaniowy wsteczny;

BACC - biopsja aspiracyjna cienkoiglowa celowana;

USG/US - badanie ultrasonograficzne;

ATA — American Thyroid Association — Amerykanskie Towarzystwo Tyreologiczne

FNAB - biopsja aspiracyjna cienkoigtowa celowana (fine needle aspiration biopsy )

SFN - podejrzenie nowotworu pecherzykowego (“suspicious for follicular neoplasm)

NGS - sekwencjonowanie nowej generacji (next generation sequencing)

WDTC — dobrze zroznicowane raki tarczycy (well-differentiated thyroid cancers)

TC — rak tarczycy (thyroid cancer )

NIFTP - nieinwazyjny nowotwor pecherzykowy z jadrowymi cechami brodawkowymi
(noninvasive follicular thyroid neoplasm with papillary-like nuclear features )

FTC — rak pecherzykowy tarczycy (follicular thyroid cancer)

PTC - rak brodawkowaty tarczycy ( papillary thyroid cancer)

FVPTC - wariant pgcherzykowy raka brodawkowatego tarczycy (follicular variant of
papillary thyroid cancer)

MDS - wielowymiarowe skalowanie (multidimensional scaling)

qPCR - reakcja fancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time polymerase chain

re action)
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2. Streszczenie w jezyku polskim

Wprowadzenie

Zmiany ogniskowe w tarczycy stwierdza si¢ u okoto 65% badanych. W znakomite;j
wiekszosci sg to zmiany tagodne. Wedtug danych pochodzacych z analiz przeprowadzonych
na duzych grupach chorych odsetek nowotworow ztosliwych waha si¢ w przedziale 3%—15%.
W ciagu ostatnich lat zapadalno$¢ na raka tarczycy dynamicznie wzrasta.

Istotna role w algorytmie diagnostycznym stanowi biopsja aspiracyjna cienkoigtowa
celowana (BACC). BACC charakteryzuje si¢ duza doktadnos$cia i pozwala zakwalifikowaé
zmiang ogniskowa jako tagodna badz ztosliwa. W Polsce przyjeto klasyfikacje cytologiczng
bioptowanych zmian wedlug systemu Bethesda (TBSRTC — The Bethesda System for
Reporting Thyroid Cytopathology), ktory wyr6znia 6 kategorii, przypisujac kazdej okreslone
ryzyko ztosliwosci.

W rozprawie doktorskiej poddano analizie chorych z kategorig IV wg klasyfikacji
Bethesda — podejrzenie nowotworu pecherzykowego (SFN). Charakteryzuje si¢ ona ryzykiem
raka tarczycy wahajacym si¢ w przedziale 8,2-19%. Dotychczas nie wprowadzono do
praktyki klinicznej testu, ktory wykazywalby dostatecznie wysoka czuto$¢ lub pozwalalby
wykluczy¢ zmiang ztosliwa, dlatego wigkszos¢ chorych z takim wynikiem BACC wymaga
leczenia operacyjnego i weryfikacji histopatologiczne;j.

Szansg na zwigkszenie doktadno$ci diagnostycznej okazaty si¢ badania molekularne.
MiRNA nalezg do endogennych, jednoniciowych, niewielkich, wysoce konserwatywnych,
niekodujacych czasteczek, o dlugosci 18 - 25 rybonukleotydow. Odgrywa istotng role w wielu
zaroOwno w prawidlowym funkcjonowaniu komorek jak i procesach patologicznych, jak:
proliferacja, r6znicowanie oraz apoptoza. miRNA zaburza ekspresje genéw na poziomie
posttranskrypcyjnym poprzez interakcje z mRNA. Sg bardzo trwate I ich struktura pozostaje
niezmieniona w tkankach po zamrozeniu oraz w formalinie. Ta wlasciwo$¢ pozwolita podjac
probe uzycia miRNA w komercyjnych testach bazujacych na diagnostyce molekularne;.
Dotychczas opublikowano liczne prace, w ktorych wykazano zwigzek zaburzonej regulacji
miRNA z nowotworami ztosliwymi.Dotychczas opublikowano liczne prace, w ktérych
wykazano zwigzek zaburzonej regulacji miRNA z nowotworami ztosliwymi. W 2006 roku
Weber 1 wsp. opublikowali pierwszg prace na temat wykorzystania miRNA do réznicowania
gruczolaka pecherzykowego (FA) 1 raka pecherzykowego tarczycy (FTC). Od tamtej pory w
licznych pracach wykazano, ze miRNA moze by¢ czulym biomarkerem raka tarczycy,
zard6wno w preparacie tkankowym, jak i w osoczu, przy czym wigkszo$¢ publikacji dotyczy
raka brodawkowatego.
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Cel

Cel badania byt dwojaki: scharakteryzowanie miRNA w zmianach ogniskowych
tarczycy zweryfikowanych w BACC jako SFN oraz znalezienie w osoczu panelu miRNA,
ktory pozwolilby zréznicowaé gruczolaka pecherzykowego i dobrze zrdznicowane raki
tarczycy (WDTC) — raka brodawkowatego i1 pecherzykowego.

Materialy i metody

Do badania wtaczono 110 pacjentow operowanych w Oddziale Klinicznym Chirurgii
Ogolnej z Onkologig Szpitala Miejskiego Specjalistycznego im. G. Narutowicza w Krakowie
(na bazie ktérego dziata III Katedra Chirurgii Ogolnej UJCM) w latach 2016-2020 z powodu
podejrzenia nowotworu pecherzykowego tarczycy. Kryteria wigczenia stanowity:
potwierdzone cytologiczne rozpoznanie ,,podejrzenie nowotworu pecherzykowego” lub
,podejrzenie nowotworu z komoérek Hiirthle’a ” u chorego dotychczas nieleczonego z tego
powodu, wiek od 18 do 90 r.z., §wiadoma zgoda chorego na udzial w badaniu. Z badania
wylaczono chorych z obecnos$cia typowych cech nowotworu ztosliwego, takich jak naciekanie
okolicznych tkanek, podejrzenie przerzutow do weztow chtonnych lub przerzutow odlegtych
stwierdzonych w badaniu klinicznym lub w przedoperacyjnych badaniach obrazowych.

W pierwszej publikacji podjeto probe wyodrebnienia czynnikow klinicznych lub
ultrasonograficznych, ktore wigzatyby si¢ z wiekszym ryzykiem raka tarczycy. Grupy
poddano analizie pod wzgledem: wieku, ptci, obecnosci choroby Hashimoto, $rednicy guza,
odsetka rozpoznan cytologicznych ,,podejrzenie z komoérek Hiirthle’a” oraz sumaryczne;j
liczby klinicznych i ultrasonograficznych cech zwigkszonego ryzyka zto§liwosci wedtug

rekomendacji Amerykanskiego Towarzystwa Tyreologicznego (ATA).

W drugiej pracy przeanalizowano wptyw elektywnej limfadenektomii przedziatu VI
szyl na pooperacyjny staging oraz wczesne powiklania pooperacyjne. Stopien zaawansowania
choroby nowotworowej przedstawiono wg 8 edycji AJCC/ TNM z 2017 roku. Poréwnano
odsetki wczesnych pooperacyjnych powiktan chirurgicznych w grupie badanej oraz w grupie
chorych operowanych w tym samym okresie w tutejszej Klinice z powodu wola
nienowotworowego. Ruchomos¢ faldow gtosowych ocenial specjalista laryngologii w 2.
dobie pooperacyjnej metoda wideolaryngoskopii. Odsetek uszkodzen nerwéw krtaniowych
wstecznych (NKW) przedstawiono w przeliczeniu na nerwy narazone na ryzyko uszkodzenia,
a nie na liczbg pacjentéw. Za definicje hipokalcemii przyjeto obnizenie ste¢zenia wapnia
catkowitego w surowicy ponizej 2,0 mmol/l w okresie hospitalizacji. Opracowanie
statystyczne wykonano w pakiecie oprogramowania Statistica 13 (StatSoft Inc). Do oceny
normalnosci rozktadu zastosowano test zgodnosci Chi kwadrat. Jednoczynnikowg analizg
statystyczng materialu przeprowadzono przy pomocy testow Chi2 Pearsona dla zmiennych
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nominalnych oraz U Manna-Whitney'a i t-studenta dla zmiennych ilosciowych. W ocenie
istotnosci statystycznej przyjeto warto$¢ p<0,05.

Trzecia publikacja przedstawia analize¢ molekularng, ktérg przeprowadzono u 10
chorych z wysoko zréznicowanym rakiem tarczycy (WDTC) oraz 14 chorych z gruczolakiem
pecherzykowym (FA) tarczycy. Obie grupy poréwnano pod katem struktury ptci, wieku,
obecnos$ci choroby Hashimoto, $rednicy guza oraz ultrasonograficznych czynnikéw ryzyka
jako punktacji w skali EU-TIRADS. Fragmenty guza oraz niezmieniong makroskopowo
tkanke tarczycy zostaty pobrane przez do§wiadczonego patologa, ktdre zabezpieczono w
RNA Later, a nastepnie umieszczono w temperature 80 st. C do momentu ekstrakcji RNA.
Krew pobrano w sali operacyjnej przed nacigciem skory. Okoto 50-100mg tkanki guza
poddano lizie przy uzyciu preaparatu TissueLyser LT (Qiagen, Hilden, Germany) 1 pobrano
RNA. Z 0,5ml osocza wyizolowano catkowite RNA wedtug protokotu RNAzol. Tak zwane
mate RNA ( small RNA) zastosowano do przygotowania bibliotek NGS.

W celu uzyskania RNA o wysokiej jako$ci usunieto z dalszej analizy odczyty zawierajace
ponizej 15 nukleotydow oraz nieposiadajace adapterow. Po przygotowaniu bibliotek
przeprowadzono sekwencjonowanie nowej generacji w aparacie NextSeq (llumina, San
Diego, CA, USA). Uzyskane wyniki znormalizowano dostosowujac je do rozmiaréw
bibliotek i przedstawiono jako liczbe odczytéw na milion (CPM) wykorzystujac
oprogramowanie miRDeep2 software. Otrzymane odczyty miRNA zostaly zachowane na
lokalnym serwerze. Poddano ocenie jako$¢ odczytow za pomocg oprogramowanie FastQC
software. Tak opracowane znormalizowane wyniki — CPMs — zostaly poddane skalowaniu
wielowymiarowego. Do analizy statystycznej i eksploracyjnej miRNOME zastosowano
pakiet LIMMA. Osoczowe miRNA wyizolowano z probek o jednakowej objetosci. Do
analizyr6znicowej eskpresji miRNA zastosowano test t-studenta.

Wyniki

W pierwszej publikacji, ktéra objeta 110 os6b operowanych w powodu podejrzenia
nowotworu pecherzykowego tarczycy, w grupie chorych ze zmiang ztosliwa stwierdzono, w
porownaniu z grupa z gruczolakiem pecherzykowym, przewage mezczyzn (16,6% vs. 13,1%,
p=0,31) wigkszy odsetek biopsji zweryfikowanych jako podejrzenie nowotworu z komorek
Hurthle’a (55,6%% vs. 45,7%, p=0,075), wickszy odsetek pacjentéw z choroba Hashimoto
(33,3% vs. 31,5%, p=0,55), wigkszy odsetek klinicznych i ultrasonograficznych cech
zwiekszonego ryzyka ztosliwosci (1,4 vs. 1,29, p=0,71), mniejsza srednice guza (14,5 mm vs.
19,4 mm, p=0,15) oraz fakt, ze chorzy byli $rednio o 2,3 roku mtodsi (53,1 vs. 55,4 roku,
p=0,42). Wyniki te nie byty istotne statystycznie

W drugiej publikacji, w grupie 80 zoperowanych chorych, stwierdzono tacznie 129
weztdw chtonnych ($rednio 1,6 wezla chlonnego na 1chorego) w preparacie pooperacyjnym,
wszystkie wezly zostaty zweryfikowane jako wolne od komorek nowotworowych. U 26
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chorych nie znaleziono w¢ztow chlonnych w preparacie. W grupie chorych z rakiem tarczycy
wykazano nieistotnie wigkszg $rednig liczbe weztéw chlonnych (2,2 vs. 1,5, p=0,13) oraz
nieistotnie czgsciej stwierdzano wezly chtonne w preparacie (90% vs. 64%, p=0,1). Analiza
pooperacyjnych powiktan chirurgicznych nie wykazata istotnych réznic w czestosci ich
wystepowania pomiedzy grupa badang a grupa kontrolng: niedowtadu NKW (3,38% vs.
1,49%, p=0,08), krwawienia do rany pooperacyjnej (1,25% vs. 0,44%, p=0,29) oraz
hipokalcemii (5% vs 5,4%, p= 0,86). Poréwnujac czestos¢ powiktan w zaleznos$ci od zakresu
zabiegu, wczesny pooperacyjny niedowtad NKW oraz krwawienie do rany stwierdzono w
grupie badanej jedynie u chorych poddanych catkowitemu wycieciu tarczycy.

W ostatniej pracy przedstawiono wyniki badan molekularnych - r6znicowa
ekspresje miRNA pomiedzy probkami FA 1 WDTC. Stwierdzono znamienng statystycznie
nadekspresje miRNA - miR-146b-5p (p=0,031) oraz miR-146b-3p (p= 0,034), natomiast
poziom ekspresji miR-195-3p (p=0,032) okazatl si¢ istotnie nizszy w grupie chorych z
WDTC w poréwnaniu z grupg chorych z FA. Wyniki zostaly zwalidowane przy
wykorzystaniu zewnetrznej kohorty pochodzacej z The Cancer Genom Atlas (TCGA).
Poréwnaniu z sygnatutrg z Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego uzyskano
pokrycie 90% probek (18 z 20 miRNAs). Nastepnie potwierdzono obecnos¢ miRNA w
osoczu. Zmiennos$¢ ekspresji zbadano za pomocg metody qPCR. W badaniu stwierdzono
wyzszy poziom ekspresji hsa miR 195 u pacjentow z WDTC, co wskazuje na odwrotna
zalezno$¢ pomiedzy ekspresja tego miRNA w tkankach i osoczu w obu grupach ( WDTC vs
FA). Uzyskany rezultat byt istotny statystycznie (p =0,039).

Whioski

W analizie czynnikdéw ryzyka nie stwierdzono wiarygodnych cech klinicznych, ktore
charakteryzowataby si¢ znamiennie niskim ryzykiem raka w zmianach ogniskowych
zweryfikowanych w BACC ,,podejrzenie nowotworu pgcherzykowego”, dlatego w guzach o
$rednicy przekraczajacej 2cm leczenie operacyjne pozostaje najlepsza metoda pozwalajaca
wykluczy¢ ztosliwy charakter zmiany.

Poszerzenie zakresu o limfadenektomie¢ przedziatu VI szyi nie poprawia
histopatologicznego stagingu, natomiast w do§wiadczonych osrodkach w chirurgii tarczycy
nie wigze si¢ z wigkszym ryzykiem powiktan pooperacyjnych.

MiRNA jest obiecujagcym biomarkerem roznicujagcym gruczolaka pecherzykowego i
dobrze zréznicowane raki tarczycy. Zmienno$¢ ekspresji czasteczek miRNA - miR-146b-5p
oraz miR-146b-3p oraz miR-195-3p moze by¢ wykorzystana do odr6znienia zmiany tagodnej
i zto§liwej, natomiast miR-195-3p stanowi osoczowy biomarker, potencjalnie umozliwiajacy
wykluczenie raka tarczycy na etapie przedoperacyjnym.
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3. Streszczenie w jezyku angielskim

Introduction

Thyroid nodules occur in 65% of population. Most of them are benign lesions. Recent
large retrospective studies conducted at a high-volume centers revealed TC in 3%—15% of
biopsies. Thyroid cancer (TC) accounts for more than 95% of endocrine cancers. Over the last
three decades TC has become one of the most rapidly increasing cancer in the USA. Fine
needle aspiration biopsy (FNAB) comprises basic method in preoperative diagnostic work-up.
FNAB is charakcteryzed by high level of accuracy and enables to preliminary assessment of
the lesions as benign or malignant. The results are presented according to the Bethesda system
which categorizes into six groups. In the doctoral the analysis of patients with FNAB result
Bethesda tier IV - suspicious for follicular neoplasm (SFN) has been performed. The
malignancy rate varies between 8,2 — 19%. To date, there are no diagnostic tools allowing to
exclude malignancy and indeterminate cytopathology often requires diagnostic surgery for
definitive.

There have been several studies appraising the potential of miRNAs as diagnostic
markers for thyroid cancer. miRNAs are endogenous, single-stranded, tiny, highly conserved,
noncoding molecules with lengths ranging from 18 to 25 nucleotides RNAs. miRNAs are
encompassed in many biological and pathological processes as proliferation, differentiation
and apoptosis. miRNAs alter gene expression at the post-transcriptional level of messenger
RNAs (mRNAs). miRNAs are extremely stable and remain intact in tissues, whether fresh,
frozen or formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) 37. This property of miRNAs has been
exploited for the development of several commercially available miRNA-based molecular
tests. To date many papers revealed association between malignant neoplasm and altering
miRNA expression. In 2006 Weber et al in their study showed miRNA as a potential
molecule allowing to discriminate FA and FTC. To date there are many researches
emphasising mi RNA as a valuable biomarker, mostly papillary thyroid cancer.

Objectives

The purpose of this study was twofold: to characterize the miRNAs signature of the
tumors assessed as SFN and to define circulating miRNA pattern to distinguish follicular
adenoma from follicular cancer in patients with thyroid nodules verified in FNAB as SFN
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Materials and Methods

In this study 110 consecutive patients were included. All patients were operated in
Department of General Surgery of G. narutowicz Hospital, Third Chair of General Surgery,
Jagiellonian University Medical College in Cracow, between 2016 and 2020. The indication
for surgery was FNAB result “suspicious for follicular neoplasm”. Inclusion criteria were: the
result of fine needle aspiration biopsy “ suspicious for follicular/oxyphilic neoplasm”, absence
of invasive neoplasm features as follows infiltration of surrounding tissue or lymph
nodes/distant metastases, informed consent. Typical features of malignant process as
suspicion on lymph nodes metastases or infiltration of adjacent tissues excluded from the
study.

In first paper the aim was to define factors correlating with risk of malignancy. Six
specific categories were defined and the clinical records for patients were collected: sex,
age, presence of oxyphilic cells, diameter of the tumour, presence of Hashimoto disease,
aggregate amount of clinical and ultrasonographic features of malignancy according to ATA

The second study assessed the impact of elective central lymph node dissection on
postoperative pathological staging and early surgical complication rate. Staging of thyroid
cancer was presented according to 8" edition TNM/AJCC 2017. Surgical early postoperative
complications were reported and the rate was compared between the study group and the
control group consisting of patients operated on in the same period for benign nodular goiter.
The vocal cords mobility was assessed with video laryngoscope on the second postoperative
day. Hypocalcemia was defined as calcium concentration in serum below 2,0 mmol/I.
Statistical analysis of phenotype data was performed using Statistica 13.0 software.

P-values <0.05 were considered statistically significant. To determine if a data set is
wellmodeled by a normal distribution, the chi-square test of independence has been applied.
To define statistical significance, the Mann—Whitney U test and t test were used, as
appropriate.

The third paper shows the results of molecular analysis performed on 10 patients
with WDTC and 14 patiens with FA. Age, sex, presence of Hashimoto disease, diameter of
the tumor, presence of FNAB suspicious for Hurthle cell neoplasm and US risk factors
according to EU-TIRADS were compared between both groups. The specimens of tumor and
macroscopiclly normal thyroid tissue were excised in the operating theatre by experienced
pathologist. The specimens were placed immediately into RNAlater® and stored at —80°C
until they were ready for RNA extraction All blood samples were taken in the operating
theatre, before a skin incision was done. Tumor’s RNA was extracted from 50—100 mg of
disrupted tissue in TissueLyser LT (Qiagen, Hilden, Germany). RNA from 0.5ml plasma was
extracted using total RNA protocol of RNAzol Small RNA was used to generated NGS
library. For quality purpose we remove all reads with length below 15 nucleotides, and

17



without adapter. As a next step new generation sequencing has been performed on NextSeq
(Ilumina, San Diego, CA, USA). Results have been saved on the local server. Quality of reads
has been assessed using FastQC software. The raw counts were normalized for library size
and represented as counts per million (CPM) with miRDeep2 software.

For multidimensional scaling (MDS) miRNA read count normalized for library size have
been used. Statistical and exploratory analysis of miRNOME data was performed in R, limma
package . The same volume of plasma from each patients for miRNA isolation had been
taken. For the analysis of miRNA expression t-test was applied as appropriate.

Results

In the first paper, including 110 consequtive patients operateted on because of SFN
of thyroid, there were no significant differences between age (53,1 vs. 55,4years, p=0,42),
gender (16,6% vs. 13,1%, p=0,31), tumour diameter (14,5 mm vs. 19,4 mm, p=0,15),
aggregate amount of clinical and ultrasonografic factors (1,4 vs. 1,29, p=0,71), presence of
Hashimoto disease (33,3% vs. 31,5%, p=0,55) and fine needle aspiration biopsy result
suspicious for Hurthle cell neoplasm (55,6%% vs. 45,7%, p=0,075) in both groups.

The second study, performed on 80 patients, revealed 129 lymph nodes dissected
(mean 1.6 lymph node per 1 patient), all lymph nodes were clear of cancer cells. In 26
patients there were no lymph nodes in postoperative preparation. In group of patients with
WDTC lymph nodes were detected more often ( 90% vs 64%, p=0,1) and mean amount of
lymph nodes was greater (2,2 vs 1,5, p=0,13) in postoperative specimen in compared with the
group of patients with FA. No significant differences were identified in prevalence of early
postoperative complications among the study group and the control group patients: unilateral
recurrent laryngeal nerve (RLN) palsy 3.38% vs. 1.49%; p= 0,08), hypocalcemia (5% vs.
5.4%; p=0.86), postoperative hemorrhage (1.25% vs. 0.44; p=0.29). The analysis of
complication frequency based on range of surgery revealed the postoperative hemorrhage and
RLN palsy occurred in patients after total thyroidectomy.

The third study shows the results of molecular analysis — differential expression of
miRNA between FA and WDTC. We found that the expression level of two miRNAs, miR-
146b-5p (p=0,031) and miR-146b-3p (p= 0,034) were significantly higher, whereas miR-195-
3p (p=0,032) occurred to be significantly lower in patients with WDTC than in patients with
FA. The results have been validated using external TCGA data cohort. Overall Jagiellonian
University Medical College signature of WDTC has 90% overlap (18 from 20 miRNAs) with
the signature of TCGA. The presence of this miRNA in plasma have been confirmed. Altered
expression of miRNAs was tested by qPCR. The study revealed higher expression level of
circulating miR-195-3p in patients with WDTC in compared to patients with FA, in
contrary to results of miRNA expression in tissues. The difference was statistically
significant (P =0,039).
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Conclusion

In patients with FNAB results classified as Bethesda tier IV there are no reliable
clinical features associated with low risk of malignancy and surgery should be consider in
every case of tumor size above 2 cm as most appropriate manner to exclude thyroid cancer.

Elective central lymph node dissection at experienced surgical hands does not
improve postoperative pathological staging and is not associated with higher risk of early
postoperative complications.

MiRNA may be useful in the diagnostic process of patients “suspicious for
follicular neoplasm”. Differential expression of miRNAs 146a, 146b and 195 has a potential
of discriminating between WDTC and FA. Additionally miR-195-3p could be isolated from
serum and be applied as a valuable tool which excludes thyroid cancer in preoperative work-

up.
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4. Wstep

Zmiany ogniskowe tarczycy stanowig powszechng patologie tego narzadu i sg
najczestszym powodem konsultacji endokrynologicznej. Wedtug badan autopsyjnych u ponad
50% populacji stwierdza si¢ przynajmniej 1 zmian¢ niema klinicznie o $rednicy
przekraczajacej 1cm, natomiast odsetek guzow wykrywanych podczas badania palpacyjnego
waha si¢ w przedziale 4-—7%. Po ocenie zmiany w USG, nast¢pny etap w algorytmie
diagnostycznym stanowi kwalifikacja do biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej celowane;j
(BACC). Wyniki BACC sg przedstawiane wedtug 6-stopniowej klasyfikacji Bethesda. W
przypadku kategorii I-11I ryzyka raka tarczycy jest niewielkie i przy nieobecnosci innych
wskazan, prowadzi si¢ leczenie zachowawcze. Kategoria V 1 VI wymaga leczenia operacyjne.
W przypadku kategorii IV — podejrzenie nowotworu pecherzykowego — ryzyko raka jest
posrednie. Chorzy z takim rozpoznaniem mogg by¢ leczeni zachowawczo przy niewielkim
rozmiarze guza oraz nieobecnos$ci innych czynnikow ryzyka raka — klinicznych i
ultrasonograficznych. Pewne rozpoznanie pozwala uzyska¢ jedynie wyciecie guza i ocena
histopatologiczna.

Duze mozliwo$ci w zakresie poprawy diagnostyki chorob nowotworowych, w tym
raka tarczycy, sa zwigzane z wykorzystaniem miRNA. Przez blisko 2 dekady, od ukazania si¢
pierwszej publikacji w 2005 roku, znaczenie miRNA w patologii gruczotu tarczowego byto
intensywnie badane. Wiele prac poddalo ocenie mozliwo$¢ wykorzystania miRNA jako
biomarkera raka tarczycy. Szczegotowa analiza zmian ogniskowych tarczycy miata na celu
ustanowienie ogolnych kryteriow ztosliwosci, jak 1 znalezienie specyficznych miRNA dla
poszczegbdlnych podtypoéw histologicznych. Co wigcej, jedno z kluczowych zagadnien
stanowi okreslenie panelu miRNA, ktory bytby w stanie zroznicowac¢ gruczolaka i raka
pecherzykowego tarczycy w badaniu przedoperacyjnym. Cze$¢ autoréw przedstawita
klasyfikatory miRNA sktadajace si¢ z kilku czasteczek miRNA, co znamiennie zwigksza
czuto$¢ 1 swoisto$¢. Materiat wykorzystywany w klasyfikatorze pochodzit z guza, np.
uzyskany na drodze BACC. Przegladajac baz¢ pubmed nie znaleziono publikacji
wykorzystujacych osoczowe miRNA w przedoperacyjnej diagnostyce guzow - podejrzenie
nowotworu pecherzykowego (SFN).
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5. Zalozenia i cel pracy

Zalozeniem przedstawionych w cyklu publikacji badan jest hipoteza, ze istnieje
biomarker umozliwiajacy réznicowanie nowotwordéw tagodnych od zto§liwych w grupie
chorych z przedoperacyjnym rozpoznaniem w BACC guza tarczcy - podejrzenie nowotworu
pecherzykowego (Bethesda IV), wobec braku wystarczajaco trafnych cech kliniczno-
ultrasonograficznych.

Wprowadzenie do praktyki klinicznej wiarygodnego biomarkera stwarzatoby
mozliwos¢ uniknigcia niepotrzebnych tyroidektomii u pacjentow gruczolakiem
pecherzykowym oraz zastosowania adekwatnego, bardziej rozlegltego zakresu zabiegu w
sytuacji wysokiego prawdopodobienstwa raka pecherzykowego tarczycy u chorych z
wynikiem BACC ,,podejrzenie nowotworu pgcherzykowego”.

Cele szczegbdtowe pracy to:

- identyfikacja czynnikow ryzyka wplywajacych na ryzyko raka w zmianach ogniskowych
tarczycy ocenionych w BACC jako Bethesda IV (SFN) : wiek, pte¢, srednice guza, obecnos¢
choroby Hashimoto, podkategori¢ biopsyjng ,,podejrzenie nowotworu z komorek Hurthle’a”
oraz sumg¢ ultrasonograficznych i klinicznych czynnikéw ryzyka;

- ocena wplywu elektywnej limfadenektomii przedzialu VI szyi na pooperacyjny staging oraz
wczesne powiklania pooperacyjne;

- znalezienie panelu miRNA w guzie oraz w osoczu, ktory umozliwitby odr6zni¢ z wysoki
prawdopodobienstwem FA od WDTC przed podjeciem decyzji o leczeniu operacyjnym;

-mozliwos$ci zastosowania tkankowego oraz osoczowego miRNA do réznicowania gruczolaka
pecherzykowego 1 WDTC.
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SKROTY

ATA - Amervkanskie Towarzystwo Tyreclogiczne (Ame-
rican Thyroid Association)

NEKW = nerw krtaniowy wsteczny

RT - rak tarczycy

RET - rak brodawkowaty tarczycy, wariant klasyczny
RPT - rak pecherzykowy tarczycy;

WPRBT - wariant pecherzykowy raka brodawkowatego
tarczycy

ChH - choroba Hashimoto

BACC - biopsja aspiracyjna cienkoigtowa celowana

USG - badanie ultrasonograficzne

TBSRTC - klasyfikacja cytologiczna bioptowanych zmian
ogniskowych tarczycy (The Bethesda System for Reporting
Thyraid Cytopathology)

WSTEP

Guzki tarczycy stanowig powszechng patologie tego na-
rzadu i s3 najczestszym powodem konsultacji endokry-
nologicznej. Wedlug badan autopsyinych u ponad 50%
populacji stwierdza si¢ przynajmniej 1 zmiang niema kli-
nicznie o frednicy przekraczajacej lom, natomiast odsetek
guzow wykrywanych podczas badania palpacyjnego waha
sie w przedziale 4-—7% [1, 2]. Czuloé¢ badania ultrasono-
graficznego (USG) przewyisza badanie Kliniczne i pozwala
rozpoznad zmiany ogniskowe nawet u 67% populacji [3].
Kolejne miejsce w algorytmie diagnostycznym zajmuje
biopsja aspiracyjna cienkoiglowa celowana (BACC). BACC
charakteryzuje sie duza dokladnodcia i pozwala zakwa-
lifikowad zmiang ogniskows jako lagodng badz zlodhiwa
z ryzyvkiem zlosliwosici odpowiednio <5% oraz >968%][4].
W Polsce preyjeto klasyfikacje cytologiczna bioptowanych
zmian wedlug systemu Bethesda (TBSRTC — The Bethesdn
System for Reporting Thyroid Cytopathology), ktdry wy-
roinia 6 kategorii, przypisujac kaidej okreslone ryzyko
zlosliwosci (Tab. 1) [5].

Odsetek wynikow BACC, ktorych rezultat nie pozwala
na wybor optymalnej sciezki postepowania ze wzgledu
na zbyt niska czulosl, zawiera sie w przedziale 0,4-40,7%
{érednio 20%) [6-8]. Doskonaly preyklad takiej biopsji
zwanej .nieokreslong” stanowi kategoria [V - podejrzenie
nowotworu pecherzykowego tarczycy odpowiadajac za
1,2-25,3% BACC, $rednio 10%. Kategoria zawiera naste-
pujace rozpoznania histopatologiczne - gruczrolak peche-
rzykowy, rak pecherzykowy oraz wariant pecherzykowy
raka brodawkowatego wraz z ich wariantami oksyfilnymi,
lecz w okolo 25% mylacy obraz moze wystapic w prey-
padiu guzkéw hiperplastycanych oraz przewleklego lim-
focytowego zapalenie tarczycy [9, 10]. Wigkszos¢ guzdw
stanowig zmiany lagodne, chod w niektorych przypadkach
ryzyko zlodliwosci siega nawet 40% [11]. Brak precyzyjnej
terminologii odrwierciedla ograniczenia BACC tarczycy
w sytuacji, gdy rozpoznanie nowotworu ziosliwego wymaga
uwidocznienia naciekania torebki lub angioinwazji [11, 12].
Obraz cytologiczny kategorii .podejrzenie nowotworu pe-
cherzykowego” charakteryzuje bogato komarkowy aspirat
zawierajacy jednolita populacje komarek pecherzykowych,

1374

minimalng iloéé lub brak koloidu, uklady przestrzenne
o charakterze rozetek, a poszczegolne komorki zawieraja
wydatne, zachodzace na siebie jadra, sporadycznie z obec-
nodcia atypii

Diagnostyka nowotwordw pecherzykowych stanowi
w5zarg strefg” cytologii tarczycy. Trafnos biopsji cien-
koiglowej w rozpoznawaniu nowotworu zlogliwego jest
wysoka i zawiera sig w przedziale 90-100%, natomiast
w przypadku zmian pecherzykowych srednio jedynie 20%
z nich okazuje sig zmianami zlosliwymi w pooperacyjnym
badaniun histopatologicznym [13, 14].

CEL PRACY

Celem pracy byla wyodrebnienie czynnikow ryzyka raka
tarczycy u chorych ze zmianami ognisk i lub guzami
tarczycy eweryfikowanymi w BACC jako ,podejrzenie
nowotworu pecherzykowego”. Identyfikacia klinicznych
cech zwigzanych z wyiszym prawdopodobienstwem zlo-
sliwosci w tej grupie pozwolitaby wyodrebnic chorych, dla
ktorych obserwacja bylaby odpowiednim postepowaniem,
Postepowanie zachowawcze w uzasadnionych przypadkach
umozliwiloby zmniejszenie chorobowoscl oraz ogolnych
kosztow leczenia. Brak takich czynnikow moze stanowic
impuls do poszukiwania innych metod diagnostycznych,
np.: biomarkerdw w tkance guza bad? w osoczu, ktdre pod-
niosa zwigkszyé prawdopodobieristwo klinicznie istotnego
rezultatu.

MATERIAL | METODY

Do badania zakwalifikowano 110 kolejnych pacjentdw
operowanych w 1l Klinice Chirurgii Ogolnej UJCM
w Krakowie na przelomie stycznia 2016 i marca 2020
z powodu wyniku BACC rweryfikowanej jako klasa [V we-
diug Bethesda {TBSRTC). Dane kliniczne zostaly zebrane
prospektywnie. Charakterystyke grupy pod wzgledem cech
demograficznych oraz klinicznych umieszezono w tabeli 2.
Kryteria whiczenia stanowily: potwierdzone cytologiczne
rozpoznanie ,podejrzenie nowotworu pecherzykowe-
go” lub ,podejrzenie nowotworu z komorek Hiirthlea ™
u chorego dotychczas nieleczonego z tego powodu, wiek
od 18 do 90 r.z, swiadoma zgoda chorego na udzial w ba-
daniu. Kryterium wylaczenia stanowila obecnos¢ cech
nowotworu zlosliwego, takich jak naciekanie okolicznych
tkanek, podejrzenie przerzutow do wezldw chlonnych lub
preerzutdw odleghych w badaniu klinicznym lub w przedo-
peracyjnych badaniach obrazowych.

Ocena zmiennodci badanych cech zostala przedstawiona
poprzez srednie arytmetyczne, odchylenie standardo-
we (SD), 95% przedzial ufnoéci (95% CI) oraz odsetek
czestosci wystepowania (%). Opracowanie statystyczne
wykonano w programie Statistica 13. Jednoczynnikows
analize statystyczng materialu przeprowadzono przy
pomocy testow Chi® Pearsona oraz U Manna-Whitney'a.
W ocenie istotnosci statystycznej przyieto wartosc p<0,05.
Opracowano ryzyko wzgledne raka tarczycy dla poszcze-
golnych parametrow.
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Tabela 1. Kategorie razpoznad w badaniu cytologicenym tarcrpey w klasyfikadi Betesda.

| - binpsja niedisgnastyezna lub nissatysfakejonujqca PR
Il - zmidna fagodna :‘;'_1;;"
- rmiana pecherrykowa blifej nieckredlons [FLUS) lub atypi TAAw
ypia o nieokreddonymm rnacreniu (ALFS) 61881
IV - naweatwads pecherzykowy lub podejreenie nowotwors pecherrykowsga® B 2- 190 | 10408

W — podejreenie dhodliveoici T3%e (45-50%)"
Vi - nowotwdr daodlivy 2051005 {4-0E8)
*na podstawie Bethesda System for Reporting Thyrosd Cytopathology 2077
¥ ryzykn raka przyjmowane w popidaci polsiiel. na podstawie: Diagnostyka i beczenie raka tarczycy — rebomendade polsiie. Endakrynal. Pol,,
28; 65: 34-T4
® ryzyko raka 2 pominiedem przypadicw pooperacyjnych mzpoman nisimeazyjnego nowotwory pecherzybowegn ooy o jgdrach komorkowych
pezypominajacych raka brodawkowatego (uznawanego obecnie 23 rowotwor néesaslivy] — na podstawie: (has £.5, Ali5.2.:The Bethesda system for
reparting thymeed cytopathology. Thyraid 2017; 27: 13411246
* W mzpoznanis, podsjrienie nowatwory pecherzyiowegn” misdd sg takze, podejrzenie nowotwony 2 komorek Horthle'a® (dawndsj, oksyfilneqo”), ktdre

pﬂukrmmhzmﬂkﬁ*]mtmﬂmﬂlmmﬂmpﬂmﬂmﬂamhhmﬂm

BAC — hinpsja aspiracyjna denbo

WYNIKI

W badaniu pooperacyjnym u 18 chorych rozponano raka
tarczycy, najczgstsry podtyp stanowil RBT (66,6%), w po-
towie praypadkiw stwierdzono WFRET (8/12). Spoérod
zmian lagodnych dominowal gruciolak pecherzyikowy
[49%). Raport hi atobogi rzedstawiono w tabell
1 I‘acj-enatgw pmﬁlelwonn Ei;?rlfw: 22 rmiang tagodng
{grupa 1) oraz z nowotworem boslwym (gropa 2], Gropy
poddano analizie pod wigledem: wielo, plcl, obecnoged
choroby Hashimoto, drednicy guea, odsetka rozposnar
cytologicenych podejrzenie ¢ komirek Hiirthies™ oraz
surnaryczne] liczby kliniczmych | ultrasomograficenydh cech
rwighszonego ryzyka slodiwodc wedhug rekomendaci Pol-
skiej Grupy Nowotworow Endokrynnych [15]. W grupie
chorych e zmiang zhodlivwg stwierdzone przewage mei-
czvzn [ 16,6% v, 13,1%, 1), wi odsetek biopsji
:hlﬁ'ﬁkmn}rch _l:lkapif‘ﬁzenh lqn;k:':}rluum = tm:rm'\lk
Hurthleia {55,6%% vs. 45.7%, p=0,075), wigkszy odsetek
pacjentdw 2 choroby Hashinmoto (33,3% 5. 31.5%, p=0,55),
wighszy odsetek klinicznych i ultrasonograficemych cech
rwighwronege ryeyka shodivedel (1.4 va. 129, p=0.71),
rniejszg Srednice guza (14,5 mm ws. [94 mm, p=0,15)
oraz chorzy byl srednio o 2.3 roku miodsi (53,1 v 554
roku, p=0,42), lece wyniki te nie byly istotne statystycenie
(Tab_4). Ry wigledne dlodliwoici zwigzane ¥ poszcre-
ghlnymi cechami preedstawinno w tabeli 5.

DYSKUSJA

Pomimo postgpu dizgnostyce, wigksze| crutodcl badafi
obrazowych oraz modliwoich wykorzystania technik im-
munohistechemicenych, w codziennej prakiyee kinicime

wykluczenie nmmﬁm!twgnwgmﬂpgdmz}lhn—
wych na podstawie BACC jest niemodliwe. Rak

wystepuje drednio 3—4 razy credciej u kobiet, natomiast
bardziej agresywny preebieg | wigkszq Emiertelnosé

stwierdza sig u metcayn. Postuluje sie wphyw hormondw
plciowych na patogeneze raka tarcrycy, lecz dokiadny
mechanizm molekularny nie zostal poznany | na dzied
deisiejszy brakupe dowoddw nanko ierdzajgcych
te tmj:l!g W lu.{:u dnnaumnmh“vm ped 'Im.gsk.:'
jakn coynnik ryzyka nowotworn zhodiwegn w adku
m;ﬂ nieokretlong bhpj*&ﬂﬁejﬁﬂn&fr%
analiza 21746 chorych operowanych w Europie | Stanach
Fjednoczonych wykazata, fe pled meska widde sig 2 istotnie
wyiszym ryzykiem zhodliwoscl w kaide] kategorii wedbug
systemu Bethesda (od I do V) [16]. W analizowanej ma-
tertale dominowaly kabiety w obu grupach, jednak odsetek
meiczyan wgnepie 2 rozpoznanym byl wigkszy [17-19].
Przewlelde limfocytowe 2apalenie tarczycy jest to cho-
roba o podiozn auteimmunologicanym opisang ponad
100 fat temu [20]. Na $wiecie ChH stwierdza sie u okolo
1 ma 1000 0séb, najczedcie] u kobiet w 4—6 dekadaie. [21].
Ewigzek pomigdzy choroba Hashimoto a nowotworem
zlodliwym tarczycy po raz pierwszy ziobserwowano
w 1955 roku [22]. Czestsze wystgpowanie RT u chorych
z ChH zostato potwierdzone w licenych publikacjach
[23-25], chociaz niektdrey autorzy nie wykazujy takiej
zaleinodcd [26]. W 2017 roku uka.mj'{;:i.q 2 metaanalizy,
ktire potwierdzily swigkszone ryzyvko RET u chorpch
z ChH. Na mtgdh:l uwage rastuguje praca Resende
de Paiva i wsp. uwzgledniajaca warysthde podtypy BT, Na
podstawie 64,628 preypadkiw wykazali dodatnig loore-
lzcje pomigdzy ChH a RET, natomiast nie stwierdzono
takiej zaleinodci w preypadkdw pozostatych podtypdw
RT [27. 28). Spoérod potencjaluych mechanizméw wy-
mienia sig uszhodzenia DNA w wyniku nadmiermego
wytwarzaniz rodnikiw tlenowych, jednak dokladny
praehieg tramﬁ:rmacjimmnm; pozostaje nieznany
[29]. Brakuje domiesien analizy choroby Ha-
shimoto na ryzyko raba wind dmr]rch 1rnzpnzn.miem

cytologicznym podejrzenis nowotworn pecherzykowego.
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Tabela 1. Charakterystyka gnapy badanej
Wiek [lata] 55,1 [13-88] 18,14
Rosmiar guza [mm] 18,7 [31-80] 1585
Cryminiki ryzyka sodiwadc 1,52 [0-4] 0a2
Chorabia Hashimato A5 [31.8%
Ih:q:muni&tﬁd_bg'\‘__tm— podejrzenie nowotworu SE/S2 (52, 7%)
pecherzykowegod podejrzenie nowotworu & komorek oksyfilmych
Piled [MK) 1555 (13,60
Cryranii ryzyia shosiwoda [15]:
- Wlinicme

a) przerzuty do weatdw delonnych lub pezernsty odleghe;

) ekspozycjz soyi na promieniowanie jonizujgee w wywiadrie;
ﬂz}hﬁmlgb:a;_ _

] quzek twardy, zrofnigty z otoczeniem;

e} dreddnica guzia >4 cm;

1) pajaatensic sig quzka tarczycy preed 30, rokiem yeia buh pa 6. ok ycia;
) porazeniz nerwow krtaniowych, sacregdlnie jednostronme.

- ultzasonogeaficne

4} cechy wskazujgce na modiwodd preerouty raka tarcoycy do wesidw chionmych soyjych;
b) cechy naciskania tevebhi tanczycy wraz z nacekaniem okobcmych narzadow lub ber;

) eibecnisd mikrozwapnisn w zmianie ogniskewe] azycy;
) charakter lity | Hipoechogenicnedé smizmy ognikowei;
e} ksztaht zmiany ogniskowsj {wysokodd > ssembedi™);

{) ieveqularne granice rmiany;

] cechy wemoinnege, chastycmego preeptywu nacrynioweqo centralnis w zmiande.

Zaleinodd ta wydaje sie byé warty thadania ze wrgledn
ma obecnodd komdrek oksyfiloych w pezebiegu ChH, co
moge prowadzic do blednej diagnozy cytologicine| i po-
chopnej kwalifikacji do leczenia operacyjnego. W bada-
nym materiale we wazystkich prevpadkach wapGlistnienia
choroby Hashimoto | raka tarczyey (6/18) rozpoznano
podtyp brodswhkowaty, w 3 preypadkach WPRET. Prae-
waga chorych  ChH w grupie chorych 2 rakiem tarczycy
nie byta istotna statystycenie.

Pojawienle sip smiany ogniskowe| w tarcrycy przed 20 ri
oraz po 6l ri wigke sig 2 jei wigksoym ryzykiem zhodliwoici
[_Hil W dim dzieci | mbodych dorostych nablonek

je wykszy stoplen proliferaciil rwigkszong
p-ndamnsr. na cxynniki zewngtrene, np: promieniowanie
oraz cIestsze wystepowanie nisktérych mutacji prowa-
deacych do raka tarcrycy, jak rearaniacjs RET/PTC [31].
Miedocnymnoici tarceycy oraz cstabiona funkcja witadu
odpomoiciowego =3 najprawdopodobnie} odpowied zialne
za wighsza czestodd raka tarcaycy w gruple osdb po 6l ri
[32]. W naszym materiale éredni wiek chorych w grupie
I wynidsl 55,4 roku, natomiast w grupie 2 — 53,1 roku.
Réznica nie byla istotna statystycznle (p=0.58).

Formisr guza ma istotny wphyw na ryzyko rozsiewu,
mawraty choroby oraz rokowanbe. \'nﬂud.hﬁapdskndl zalecet
guz o drednicy >4 cm stanowl wskazan zabiegu opera-
cyinego w praypadio blopsji nieokredlonej. W analizowa-
nym materiale w | preypadion guz o srednicy >4 cm okazal
slg mied 2hodliwy charakter. Ponadto, w grupie chorych ze
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amianami lagodnymi érednd roemiar gues okazat sbe byc
wigkszy o 4% mm {194 mm vs. 14,5 mmm). lecz wynik nie
fest statystycznie istotny (p=0,15) [£5, 33].

Wytyczne ATA oraz rekomendacie Polskisj Grupy No-
wotwordw Endo wyrdiniaja klinkczne i ultraso-
nograficzne cechy awiekszonego ryzvka dlodliwodd smian
ogniskowych tarcrycy [15]. Katde) cesre praypisano | punkt,
s CEYTI ZSUMOWANO je § pordwnano drednia wartodd punk-
tows dla obu grup. Srednio wigeej cech awigkszonego ryryka
#lndliwndci stwierdzono w grupie 2 (1.4 v, 1,29), przy crym
nie uryskano istotnodd statystycene] (p=0.65).

Obecnoid komdrek oksyfilnych w bioptowanych zmia-
nach ogniskiwych tarczyey stanowi powszechnie wrnany
crynnik ryzyka nowotworu ziodliwego |1535]. W pray-
padku populacii polskie| co najmniej 15% takich guzdw
okaruje sig byé BT, natomiast w populaci ogilnej odsetek
tem sigga nawet 40%. Chorzy z takdm roz nient cytoko-
gicamym powinni by kwalifikowani do leczenia operacyj-
%L chorych 2 wynikiem BACC podefrzenie nowotworu

drewc Hurthlea stwierdzono cegstsze wystgpowanie
raka tarcrycy, lece nie wykazano istoinodcl statystyczne)
(55,6% vs 45, 7%, p=0,075).

Z uwagl na brak mozliwedcl przedoperacyinego od-
réimienia raka od gruczolaka pecherzvkowego ta
wieh amtordw pnﬁz?:;walo kl!:rlilsgcb:':zn3-'4'11:"I cech E‘wlqmm;yﬁnj
2 wyzszym ryzykiem zlodliwodici w tej grupie chorych.
Miektére doniesienia sugerufa stratyfikac]e nowotwordmw
pecherzvkowych na rmiiny wysokiego ryzyka, kidre na-
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Tabela 3. Wynik badania histopatolagicmega .

Grupa 1
N=32

Grupal
HN=18&

Grucolak pecherzykowy =45

Rk brodawkowaty, waniant kissycrny = 6, wariant

. e ) pechertykowy =6
‘Wynik badania histopatologicznego Wal gud —15 Rak 5 -z
Praevwlekls zapalenie =11 Rak niskozrddnicowany=1
Tabela 4. Cryrnikd ryzyka raka tascoycy
Grupa 1 Grupa 2 [
Pied (M) 12580 ns 031
Sradni wisk [Lata] 554 [+16.1) 53, (2175} 0.58
Sredinia liczba crynnikdw ryzyks dotlivoda
lini iLEG 1,29 [£091) 1.4 (1,03} 065
Chonota Hashimoto [n (%] 25,92 (31,5} 618 {33,3) 0,55
Rozpaznanis cytodagiczns — pecherzykovey!
On i Er0%] 50042 (543} B0 j44.4) 0075
Srednica quza [mm] 194 [+11,2] 145{2 57} 0,15
Razem =52 MN=18
Tabela 3. Ryryko wegledne raka tarcryey.
Cecha Liczba charych in=18)
Preedzial ufnodd [95% C1} L
Pl
Megbcoyina 00085 1,71) a3
Kobieta 95 1,00
Wisk
Fonad 53 lat 51 0,76 [0.64 - 1.59) 61
Poniiej 55 lat 2] 1,00
Chomba Hashimoto
Tak 15 054 091 - 118
Mie 75 .00 053
Srednica qura
Ponad 4 crmi 1,34 {083 - 1,67) 0a7
Paniiej dom o 1.00
Podejrzenie npl = kamdnsk Hirthie'a
Tak 52 1,05 0,89~ 1,21)
Hie 58 100 3
Surna klinicenych i ultrasonograficzmpch cech ryryka
rlodliwadc
1 lub wigesj a7 1,45 [0,82 - 1,74) oz
0 3 1.00

lezy poddad operacii oraz niskiego ryzyka zhodliwodct, dla
ktdrych obserwacja bedzie whadclwym postgpowaniem
[15]. Istotne rnacrenie ma Srednica miany. BT wystgpu-
Je cxeéciej w guzach pecherzykowych preekraceajgoych
»3—4 cm w najwigkszvm wymiarze. Baloch i wsp, opricz
drednicy. do crynnikéw ryeyka. zalicayli pled mesky oraz
wiek =40 lat, z kolei Davis | wsp., dodatkowo wykazali
wpdyw radisterapii okolicy ghowy i szyi na wystepowanie
RP [13,34].

Srednica guza odgrywa isiotna role réwniez wprzypad-
ke podejrzenia nowotworn 2 komdrek Hurthlea, Wedlug

pracy Bronner i LiVolsi amiany praekraczajace 4 om w 80%
maja charakter zlodliwy [35].

W celn stratyfikacii rvzyka BT moena wykorzystad bada-
nia obrazowe. Wytycine ATA z 2015 rokn podboredajg wy-

wiartosd LISG tarc W OCETHLE FTLAn O 1

potenciale Hodliwosc [36]. W zaleinodcd od doniesien do
cech rwigkszalacych ryzyho zlosliwosci zalicza slg: mikoroz-
wapiienia, ksrtatt amiany “wyiszy nii srerszy’, nieregularny
braeg, lity charakter, brak halo oraz hypoechogenicenods
[37). Ma podstawie metaanalizy 9 badan obserwacyjmych
Remonti | wep wykazall, f2 nie ma pojedynczej cechy w USG,
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ktira w przypadku nieokreilone] biopsji charakteryzowata
sig akceptowalng dokladnodcig [38].

Liczme doniesienia wskazujg na potrzebe wprowadizenka
kryteridw ultrasonograficenych u chorych 2 nieokredlong
BACC, ktdre ewolityby na stratyfikacje w obrgbie tej
grupy [39, 40]. Amerykafskie Towarzystwe Radiologiw
zaproponowato systern punktowy oparty na 5 cechach.
Zmbany ogniskowe zostaja zaklasyfikowane do odpowied-
nle| kategorii na podstawie liczby punktiw otreymywanych
2a okredlone cechy: TR2 (2 pht); TR3 (3 pht) TR4 {46
pict, TR4a — 4 pht, TR4b — 5 pht, TR 4c — 6 pt) i TR5 (27
pht) [41, 42]. Oba modele zostaly pordwnane w Elruaca:h
Middletoma i wsp. orazr Barbosa i wsp. Autorzy kon i,
#e zmiany ogniskowe eweryhikowane jako jreenie no-
wobworu pecherzykowego 2 wysokim ryzykiem dlodlivodct
na podstawie kryteridw ATA 2015 lub wynikiem 4hf4c/5
wedlug ACR TI-RADS wiaga sie z gorszym rokowaniem
i stanowig wekazanie do leczenia operacyjnego. W pry-
E:gxk:“mme;::cgn rveyka rhodliwodct moina rozwakyE

mobekularne (jednak metody te 3 drogie | w Polsce
nierefundowane) [41, 42].

Postepy w driedzinke biolegil molekularne) zostaly wy-
knrzystane w diagnostyce nowotwordw pecherzybowych
tarceycy. Badania molekularne pozwalaja na rozrdinienie
tagndnych | zhodliwych guadew, zwlaszeza w sytuachi nie-
E::a:na::me iku badania cytelogicznego (weding

ylikacyi B kategoria I11-V) poprzez wykrywanie
murtacjl typowych dla BT [43, 44]. Wyndgnia sig 2 scieikd
diagnostyczne, kuore wynikaja z charakterystyki stoso-
wanych testow. W przypadku niewielkiego ryzyka raka
stosuje sie testy wykluczajace. Zalicza sig do nich Afirma
Cene Expression Classifier (GEC), ktdry dostarcza firma
Veracyte. Najnowsza wersja testu charakieryzuje sig cru-
bodrig 91,1 % oraz specyficanodcks 68,3% [44]. Fezeli ryzyvin
raka jest wysokie, naledy wykonad test potwierdzajacy, np.
ThyroSeq. V3 Genomic Classifier, ktdry charalteryzuje
sig cruloiciy 94%, specyficznodcia 82%, wartofcly pre-
dykcying ujemna 97% i wartoicla predykicying dodatnig
66%. Lastosowanie testu ThySeq V3 pozwala uniknac
diagnostycenego zshiegu operacyjnego u ponad 60% [45].

Dioniesienia  ostatnich lat pokazujs, de diagnosiyka
zmian pecherzykowych mﬂdlf: TETAbeT OTWATTYIN,
Pormimo postepu w driedzinie obrazowych, biologii
molekularne) oraz immunohistochemli, Znaczny odsetek

charych wymaga zabiegu Dﬁ;mc}l}nepwceluwldmzenh
nowotwor zhoddiwege. Wi inwazyjnoscl, pﬂtemjmlnj'd&
powiklan oraz wysokich kosztiw disgnostyczny zabieg
operacyjny nie jest optymalmym rozwizzaniem, jednak
na deziers dzisiejszy porostaje pasugﬁwmlﬂn 2 wyboru.
Wymienione niedogodnodci moghyby zostal wyelimino-
mufdziqkihada.niﬂmmlelmla:rrym Kosrty, jakie treeba
niesé sg nidsze, nik w o zahiegu operacyinego,
xtnm'ﬁ:?mujej uphcalpn:zﬂl:’s:dwknnrl:gni‘;ﬁﬁh uw-
go chorego  rozpoznaniem cytologicznym Bethesda TV,
Kluczowym wydaje si¢ wyselehcjonowanie cech klinicz-
oych | ultrasonograficenych, w preypadiu ktarych testy
molekutarne beds mialy najwyisza wartosé diagnostyerna
b optacainoéé.
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W badaniu Autordw nie wyselekcjonowano czynnikiw
ryzyka, ktire wiazalyby sig 2 niskim ryzykiem nowotwo-
ru zlodiwego u chorych z wynikiem BACC podejrzenie
sowotwory pecherzykowego. £ jednej stromy ograniczenie
badania stanowi niewielka Hezebnods analizowanej ¥
Z drugiej strony naledy podkredic trudnodci w poz
wanin materiahy swiszane 2 charakterem zmian. Szerokie
spektrum rozpomnan histopatologicanych odpowiadajy-
cych kategorii IV wedlug klasyfikacji Bethesda cryni t¢
grupe niejednorodng, co utrednia wyszukanie coynnikiw
ryzyka rdinicujgoych np: raka | gruceolaks pecherzyio-
wego. Konieczne jest preeprowadzenie d h bada
wwrgledniajacych wigksze grupy chorych, rwhaszcza do
casy powsrechnego wprowadzenia badan molekularmych
lub innych testiw o wysokiej trafnodci dizgnostycenej
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ORIGINAL ARTICLE

WPLYW ELEKTYWNEJ LIMFADENEKTOMII PRZEDZIALU VI SZYI

U CHORYCH Z ROZPOZNANIEM CYTOLOGICZNYM PODEJRZENIE
NOWOTWORU PECHERZYKOWEGO TARCZYCY NA OCENE STOPNIA
ZAAWANSOWANIA CHOROBY NOWOTWOROWE)

I RYZYKO POWIKLAN CHIRURGICZNYCH

THE IMPACT OF ELECTIVE CENTRAL LYMPH NODE DISSECTION
ON POSTOPERATIVE PATHOLOGICAL STAGING AND SURGICAL
COMPLICATION RATE IN PATIENTS WITH RESULTS OF FINE
NEEDLE ASPIRATION BIOPSY SUSPICIOUS FOR FOLLICULAR
NEOPLASM OF THYROID

D01 1036740/ WLek 202004102

Jarostaw Swirta', Michat Romaniszyn’, Marcin Barczynski'
" KATEDRA CHIRURG DGOLNEI COLLEGHIM MEDICUM, UNTWERSYTET JAGIELLOWSK], KRAKOW, POLSKA
TRELAD DYDAKTYKI MEDYCZNE], COLLEGIUM MEDICUM, UNIWERSYTET JAGIELLONSK], KRAKGW, POLSKA

STRESZCZENIE

Wstep: Imiany pecherzylowe tanaycy stanowi sty patologis tega namadu. Zalicza sk do nidh grucselaka pacherzyhawegn, raka pechermykowego oraz warlznt pecherzykaowy
raka bredawinwatege Okecnie nie ma predogeracyinens badanla dageestyanege, kndre parwolety wykluczyd doshkwy duarkter zmian pecerzyhowych, wobex cege
wigksmét charych 2 podejroentem nowotweru pecherTykawsqo LRy wymans l2cenka eperacyjnegn woalu postawiema ostatecnegs mepomanita.

(el pracy: Thadanie wphpwu alekrpwea) bmfadenestomil preedeiatu'¥ sap uchonach bwal Flowsssych do 7abeegu operzoynegn 2 pewods wyniu badana cymbgicnegn,_podejrenie
nimentwene pecherykowens” [ub . poderzenie nwetworn 1 komorek sksyfiiych ° uryskanego 1a pomodd beops)] asmracyingf cienkougfowey celoweney (28001 ra ooeng siopniz
TadwanswWENL falka tanayry Fepoamane go w histopatniogzimem badanks pooperacyjmym oraz cszacowanie ryzyka wystapients woesmydh powiidad dnengiceych po tef procedure.
Materialy | metody: Do hadania zabwalfikowase kobsjmych 30 chorych operowanych w il Binice Chinergi Dgales) KM w latach 2016—2018. Krytera wijzenda stanowshy:
wynik B4 _podegzenie newetwans pecherzykewega” lub novotwens 7 komdek sksyfilnych™ @y, brak cech nwazyjnego seswotwens, takics @k proercuty do wedow
chionmych keh premety odiegle oz raciekanse ckalicmyds thanek w badaniu klisbconyen badi w predogeracyjmich badaniach: sbezauweych oraz Swiadema 2geda dherego.
U werystidich chorych wykomano elekiywna Bmfadesskiomie prrednaty V1 soyl. Pordwnano cestosd woesspdh powikéan dhrurghcenych w gnape badane| | w gruple choeypdy
opertrzmych w tym samym okresle w tutsjsrym airodky 7 powode wolz quriowega

Whymilkic: U 10 [12, 5%} chorych sompacnians raa tanczyoy, w rym rie brodawlowatege o B (50%) chorgch | raka pacheszylerwege m 1 (20%)] chorych. Spednid mméan fagednych
dominewad grucznlak pecherzykewy stwiendzony u 42 {60% | chonych. 'Wycieto lacmee 129 werde chionmych {&edaio 1,6 werla sa 1 chorega). U 26 dhorych nie stwientzome
utkania chdennege w preparace pospe aoymym. Prerubis wezbnwych mee stwierdzone u Zadneqo dheregn 7 rzpomanym rakiem teroryey. Mie stwierdnenn t2iee istotnych
rinie w RSt wystepewania wizesyd powikfar pooperacyinpch pamigdey grupg badaeq 2 grep koetming: jednostronny niedovlzd f2idn glosowegel3, 18% v 1,49%,
p=0.08), hipoabeemia [1,25% 5. 044, p=0,7%) pooperacyfes krwwienie do rany (5% va. 5,4%; p=0,86).

Wnieski: U chargch operawanychz pewnds pode|rrenia nowatwans pecherzykovwego lub podejroenia nowotwens 7 kemdrek oksyfilnych tasmyoy elekiywnz limfzdenektomia
przeziais W1 nle wplywa na pooperacyjny staging w vy padie steien e raka tancryry wgaperacy jm preparacie,  Cakoe nie wigle s 2 whitkazym ryzyilem wystapknia
wzzsirych povklan pooperacyjnych, o e operegy preeprowadza dodwlsdcnny chinng.

B SLOWA KLUCZ OWE: rkpecheszykowy tarycy, grecenak pechersyiowy taacryry, wasiant pecherrybowy raka brod awhowatege ooy, elektywna imfadenekiomia,
niedowlad nerwu krizsiowego wsisonego

ABSTRACT

Introduction: Folliodr-patiemed lsions of the thymid ar ommon; thes indude foliular adenoma, folioalzr cancer and follioular varant of paplary ancee A present, peopestive
derimenaton between folicslsr adenoma and folioalar cancer s indeasible and mos patients require surgery o mafim dagnosk.

Thie @im: T amess the mpact of elective central lymph node desection on postoperative pathological staging and early sugical complication rie in patients operated for
suspicion far fellicular neaplasm or sesploios for wphilic neoplasm of thysoid.

Materiats amd Metheds: Bohty consecutwe patieats operated batween 2016—2018 in Thind Deparment of Generzl Surgery U0 becaase of suspl does Serfolbodz neogdasm
of the thyroid were induded imto the study. Indsion criteria were: the result of fine neadle aspiration blopsy ™ suspédous for folloulanmoyphilic neoplesa, absznce of invasive
nedplasm features 2 follows infiltation of surrending tesue or lymph nodes/distaat metastases, informed consent_in 2l patients alective central lymph sade disacmon was
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performed. Suenical early postoperative complications werz reporied and the rate was compared between the study greup and the coetnel greup consshieg of patients apeaied

on in the same perad foe benkgn nodstar goitre.

Eesulits: In 10{1.2 5%] patients thyreld cancer was dagresed, indeding 8 {B0%| patents with papillary caner and 1 [10%) patients wath fellicular cancer. The most coememan
berdgn besiaa was follicelar adenomna dagaosed in 42 (50%)] patients. Theve were 129 ymph nodes desected (mean 1.6lymph nede per 1 patient), 2 lymph nodes were clear
of cancer cels. In 26 patients there wese no lymph nodes in posteperative prepartion. Metastatic lymph nodes were net identified in any patients of the shedy group with
final dagnasis of thyroad cancer. Ko signaficant differences were ientified in prevaiznce of early poctoperative complicatioes among the shedy roup and the control groep
patient urdateral receerent kargngeal nesve (RLN) pabsy 3.4% vi. 1.409%; p=0,08), hypocaloemia (3% vi 5.4%; p=0 B4}, postoperztive hemorhage (1.25% v 044, p=0L19).
Comclusions: Elective central lymgph node dissection 2t experienced surgical hands does not imgpeove pistoperative pathological staging and is not assoclated with higher risk

of aarly pustogeratve complications.

I KEY WORDS: fullicular thyroid cancer follicalarthysoid sdenoma, folliodarvasiantof papillary thyseid tances, sbactive bymph node dissa ction, recument|aryngeal nere paksy

SKROTY:

NEW — nerw krtaniowy wsteceny;

BACC - biopsja aspiracyjna cienkoiglowa celowana;
USG - badanie ultrasonograficene;

ATA - American Thyroid Association - Amerykanskie
Towareystwo Tyreologicane

WSTEP
Choroby tarceyey naleza do najceestseych schorzen uldadu
wydzielania wewngtrznego. Okolo 50% osob po 50. roku
iycia posiada zmiany ogniskowe w gruczole tarczowym,
natomiast zaburzenia czynnosci tarczyey dotycza okolo
7% doroste} populacii [1]. Raki stanowis ponad 95% no-
wotworow dotliwych tarcayey § odpowiadajg za okolo 1%
wszystkich nowotwordw glodliwych w populacji. W ciagu
ostatnich lat liczba rozpoznan raka tarceycy dynamicznie
warasta [2, 3]. Wedlug danych amerykanskich rak tarcey-
oy plasuje sig na 3. miejscu wirdd nowotwordw, ktorych
roepoenawalnoss rwicksza sie majseybeie), 2 podwojeniem
rapadalnodci w ciagn ostatnich 3 lat [4=6). Wedlug danych
Erajowego Rejestru Nowotwordw w 2016 stwierdzono
okolo 4000 nowych zachorowan na raka tarczycy 7).
Morfologie gruczolu tarczowege ocenia sic za pomoecg
badanta ultrasonograficenego (USG). W praypadku stwier-
deenia mian ogniskowych, prey spelnienin kryteridw,
preeprowadea sie biopsje aspiracyjna clenkoigiows celowang
(BACC) wceln wykluczenia choroby nowotworowej. Biopsia
grubodglowa nie poprawia maczaco lrafnosd rozgraniceenia
rakai gruczolaka pechersvkowegn. Wskazaniem do wykona-
mia BACC pod kontrolg USG jest obecnosd wycruwalnego
guzka lub zmiany ogniskowej w tarczycy o Srednicy > 10 mm
lub>5 mm wpreypadki obecnoda dodatkowych ceynniledw
ryzyka dodliwodci. Klasyfikacia oytologicena nakluwanych
#mian powinna byd prowadzona wedhyg zalecen: The Bethesda
Spstern for Reporting Thyroid Cytopathology (TBSETC). Wiy-
nik BACE tarceyey prayporzadkowany zostaje do jednej 2 6
kategorii: 1 - biopsia niediagnostycena, 2 — srmiana lagodna, 3
— zmiana pechereykowa blizej nieokredona, 4 - podejrzeniem

nowolworu pecherzykowegn, 5 — podejraenie elosliwada,
6 — nowotwir dodlivy [&].

430

Wiiad Le J0Z0;73{4) 629637

Pormimo technicznego rozwoju orai wirmost trafniodcd me-
tod diagnostycmych ich cmulodd porostaje niezadowalajaea
Wedhug rebomendaci Amervkanskiego Towareystwa Tyreobo-
gicenego (ATA) dla kategorii IV = podejreenie nowobwon
pecherzvkowego lub nowotworu z komorek oksyfilnych tar-
ceyey = rygyko dodliwodcl oceniane jest na 25-40%. Z drugiej
sh'umrukﬂluﬁ% l}rdimnnc&tnru;cla;m:b}t wogdle mmiang

zabiegu operacyjnegn. Publikowane polskie dane w:écathg. ie
ryzyko raka w kategarii IV wedlug klasyfikacji Bethesda wynosi
od 8.2 do 19%. Minimalny zaiu'csupnau;|| obeymuje catkowite
w;-ugclcplallaln:ct}q wraz ¥ cesnig, kidry mozna posaereyc

wania klinicmego i ultrasonograficenegn |8, 9].

Przegladajac baze danych Pub Med (stan na 30.10.20191.)
nie znaleziono prac, w ktdrych analizowano zagadnienie
elektywnej limfadenektomii przedziatu VI seyi o chorych
z podejrzeniem nowotworu pecherzvkowego oraz nowo-
tworu & komdarek oksyfilnych tarceyey,

CEL PRACY

Celem badamia bylo okeedlenie roli elektywnej imfadenekio-
mii preedeialn V1 szyi v chorych 2 rozpoznaniem biopsyjnym
wpodejrzenie nowotworu pecherzykoweps” lub _podejrzenie
nowotwors 2 komorek oksyilnych” w ocenie stopnia zaawan-
sowania raka larcrycy mozpornanego w histopatologicenym
badaniu pooperacyjmym oraz oscacowanie rveyka wystapienia
wozestych ponwibdan chirurgicenych rwigranych 2 1 procedura.

MATERIAL | METODY

Do badania wlyczono &0 kolejnych pacjentdw operowa-
nych w [l Klinice Chirurgii Ogélnej UTCM w Kkowie
w latach 2016-2018 z powodu podejrzenia nowotwora

30



WPLYW ELEKTYWME) LIMFADEMEKTOMII PRZEDZIALU VI SZY1 U CHORYCH £ ROZPOZNAMNIEM CYTOLDGICZMYM...

Przedni brrusiec

Rye. 1. Klasyfikaca regionalnych wezliw ctoanych szyi wedhug American Thyroid Association.
Tabela 1. Charakterystyka grupy badanej.

[min-max] ___standardowe 15D

Wiek [lata] 55,6 [21-88] 17,55

Rozrnlar guza [mm] 18,5 [5-60] 12,28

Czyniniki ryzyka zhoslivodci® 1,28 [0-4]

0.93

Choroba Hashimoto

Rozpoznanie cytologhczne — podejrzenie nowotwon
pecherzykowego! podejrzenie rowotworu z komdrek oksyfilnych

Fled (M/K)

12/68

*Crynniki ryzyka chodliwodci

= kliniczne

a) przerzuty do wezhiw chionmych lub preerzuty odlegle;

b) ekspozycja szyi na promieniowanie jonizujace w wywiatdze;

) saybk warost guzks;

o) quzek twardy, zrodniety z otoczeniem;

&) $rednica gurka > 4 cm;

f) pojawienie sig guzka tancrycy przed 20. rokiem Zyda dub po 60. roku Zycia;

q) porazenie nerwiv krtanicwych, szczegdlnie jednostronne;

- ultrasonngraficzne

a) cedhy wikarujace na mazliwose proerzutu raka tarcrycy do weztdw chionnych szyjnych;
b) cechy naciekania torebki tarczycy wraz 2 naciekaniem okolicznych narzaddw lub bez;
) chemodd mikrozwapnien w Zmianie egniskowe] tarczycy;

d) charakter lity i hipoechogenicznadc zmiany ognishowe;;

&) kszialt zmiany ogniskiwe] [ wysokosd > szerokosc”);

) nierequlame granice zmiany;

q) cechy wzmaionegn, chaotyznego przeptywu naczynicwego centralnie w zmianie.
Ma podstawie [9).

&1
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Tabela 2. Raport histopatalagiczny.

Zmiana lagodna Nowotwor zlashivy P
Liczha wycletych wezldw chionnych 107 22
Liczba wycletych wezldw chlonnych [Sradnia) 1.5 22 a13
Liczba wezldw chionnych przerzutowych - a
Liczha chorych bez wezldw chlonnych w preparacie 5 1 15

Gruczolak pacherzykowey = 42

Rak brodawkowaty =8

Wynik badania histoparologicznegao

Wiole guzkowe = 21

Rak pecherzykowy = 2

Przewlekle zapalenie =7

pecherzykowego lub nowotworn & komdrek oksyfilnych
tarceyey. Dane klinicme shierano prospektywnie. Erperia
wlaczenia stanowily: potwierdrone cytologicme rozpornanie
wpodejrzenic nowotworu pecherzykowego™ lub podejrzenic
nowotworn oksyiilnego tarceyey™ u chorych dotychezas nie-
leczonych z tego powodu, wick od 18. do 0. rz, swiadoma
zgoda chorego na udial w badanin. Kryterium wylaceenia
stanowilo wystepowanie ewidentnych cech nowotwor u ebodli-
wegn, takich jak nacickanie okolicemych thanek w badaniach
obrazowych lub badaniu klinicenym, podejrsenie preermtiw
do wezltw chlonnych lub preerzutdw odleghych.

Charabterystyka grupy pod wegledem cech demograficenych
oraz klintcenych zostala o witabeli 1. U weeysthich
chiorych wykonano elektywna limfadensktomis proedziatu V1
sy (Ryc. 1). Precanalizowsno roxpomania histopatologicme
oraz stopien raawansowania choroby nowotworowe) wg 8
edyeji ANCCY TNM £ 2017 roku (Tab, 2, 5) [10]. Pordwnano
w grupie badanej oraz w grupie chorych operowanych w tym
samym okresic wtutejsze] Klinice 2 powodu wola nienowo-
tworowego (Tab. 3). Rochomosc faldéw glosowych ocendal
specfalista laryngologii w 2. dobie pooperacyjnej metoda wi-
deolanmngoskopii. Odsetek uszkodzen NEW preedstawiono
w preliceenin na nerwy narasone na ry#vko usskodeena, a nie
mie sterenia wapnia calkiowdtego w surowicy ponize) 2,0mmolfl
w okresie hospitalizacii. U wszysthkich chorych po calkowitym
wyclecin tarceyey stosowano rutynowo substytucje prepara-
tami wapnia i aktywng postacia witaminy D, Opracowanie
statystyczne wykonano w pakiecie oprogramowania Satistica
12 opracowanym prace StatSoft Inc. Jednocrymnikows analize
statystycena materials preeprowadzono prioy pomocy testdw
Chr' Pearsona oraz U Manna-Whitney'a. W ocenie istotnosc
statystycznej preyjeto wartodé p<0,05.

WYMIKI

Sredni wiek grupy badanej wynidst 55,6 roku, z praewaga
kobiet (stosunck K/M = 5,7/1). Chorobe Hashimoto stwier-
deono u 28 chorych. W badaniv cytologicenym roepoznania
podejrzenic nowotworu pecherzykowego 1 podejrzenic
nowotworu ¢ komarek oksyhlnych wystapily w jednako-
wa crestoscia (40 vs 40 chorych). U 68 chorych zakres

abicgu polegal na calkowitym wydgciu tarceycy, a u 12
wykonano jedynie lobektomie. W badaniu pooperacyjmm
u 10 choryeh rozpoenano raka tarceyoy, najezestszy podiyp
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stanowil rak brodawkowaty (8/10, 80%). Spoirdd zmian
fagodnych dominowal gruczolak pechereykowy (42/70,
60%). W badaniach histopatologicmych stwierdzono bycmie
129 wertdw chionnych (srednio 1.6 wezla chionnego na 1
cherego). wszysthie wealy zostaby swerylikowane jako wolne
od komérek nowotworowych. U 26 chorych nie znaleziono
wezliw chionnych w preparacie pooperacyjnym. W pordw-
nanits do grupy chorych ze smianami lagodnymi, w grupie
chorych z rakiem tarcryvey wykazano nieistotnie wickszs
11'!:-&.111.&]I licebe westow chlonmych (2,2 ve 1,5, p=0,13) oraz
nieistotnie cogdeie) stwierdeano wealy chlonne w preparace
(50% vs. 64%, p=0.1). Analiza pooperacyjnych powikian
chirurgicznych nie wykazala istotnych rdenic w coestosciich
wystepowania pomigdsy grupg badang a grupa kontrolng:
niedowlade NEW (3,38% v, 1,49%, p=0,08), krwawienia do
rany pooperacyjre) { 1.25% 1. 0,44%, p=(,29) orar hipolal-
cemii (5% vs 5.4%, p= 0,86). Porwnujac cegstosc powikian
w zaleinosd od zakresu rabiegu, wozesny pooperacyjny
niedowlad NKW oraz krwawienie do rany stwierdzono
w grupie badane] jedynie u chorych poddanych catkowitemu
wiciecin tarcycy [ Tab. 4).

DYSKUSJA

Raki, w odrdinieniu od pozostalych nowotwondw litych,
wykaruja tendencje do rozsiewn drogg nacevn chlonnych,
W 1908 roku Moynihan zwrdcil uwage na znaczaca role
tnajomosc anatomii ukladu chionnego w chirurgsi onko-
logicene) (The surgery of maligrant disease is not the sur-
gery of organs, it is anatomy of the lymphatic sysiem) [11].
Limfadencktomia stanowi nicodlaczng skiadows leczenia
chorob nowotworowych wywodizacych sie 2 thanki na-
blonkowej. Wycigcie regionalnego ukladu chlonnego ma
na celu doszezetne usunigcie komdrek nowotworowych
i w konsekwencji wyleczenie, Maleby mied na uwadze, 2e
wezly chlonne sa najczestszym migjscem wenowy raka
tarczyey po leczenin radykalnym, a preerzuly wezlowe
53 uwaiane za jeden z czynnikow rokowniceych. Wy-
kaxano smniejszony odsetek wendw raka tarczycy po
elektywnej (profilaktycene)) limfadenektomit [12-15].
Pomimo braku jednego schematu przerzutowania naj-
crescie] plerwsrym miejscem roesiew s3 werly chlonne
preedziatu frodkowego seyi (stacja VI) [16]. Znajduje
to odzwicrciedlenie w zaleceniach dotyczacych leczenia
operacyjnego raka tarceyey, W wickszodar preypadkow,
oproce catkowitego wycigcia tarcaycy, zaleca sie elektyw-
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Tabela 3. Wzesne powikiania pooperacyjne.
w ‘Grupa kontrolna [n=1138] B
Wezesny niedowlad/porazenie NEKW 5(3,38%)° 31 (1,49%)" 0,08
krwawienis 111,25%) 5 (044%) 029
Grupa badana Grupa kontrolna
[M=68] [M=272]
hipokalcemia 4 (5% 62 {5,4%) 0,56

NEW - nerw krtaniowy wsteczny; * 148 NKW narazonych na ryzyko uszkodzenia; 2075 NEW narazonych na ryzyko uszhodzenia; n - lizba chorych
poddanych speradi tarayey (lobeksomil lub tyreoidektomil), N = liczba chorych poddanych tyreaidektomii

Tabela 4. Wzesne powikiania pooperacyjne w zaleinosd od zakresu zabiegu w grupie badane).

Lobektomia n=12 Tyreoldekiomla n=66 B

Niedowlad/porazenie NKW o 5 10
Hipokalcemia o 4 10
Krwawienie o 1 10

ne wycigcie weeldw chlonnych preedeialu VI Pozostale
przediialy wymagaja wycigcia w razie podejrzenia obec-
no&ci process nowotworowegn, o czym moie swiadczyc
charakterystyceny obraz w ultrasonografii i w badaniu
srodoperacyjnym lub wezesniejsze potwierdzenie zajecia
przez nowotwor w oparcin o wynik badania cytologice-
nego [17]. Znaczenie rokownicze elektywnej limfade-
nektomii przedziatu VI seyvi w leczeniv chorob nowo-
tworowych tarczycy wykazano kilka lat temu w osrodku
autorow. Barceynsks @ wap. pordwnali wyniki leceenia
dwach grup chorych (tyreoidektomia z obustronng lim-
fadencktomia preedriatu VI weztdw chlonnych szyjnych
oraz tyreoidektomia bez limfadenektomii). Po 10 latach
obserwacji wykazano mniejszy odsetek windw lokore-
gionalnych w grupie choryveh poddanych limfadenekto-
mii [18]. Ponadto, na podstawie S-letniej obserwacii po
operacyjnym leczeniu pierwotnym 760 chorych na raka
brodawkowategn tarczyey odnotowano, ze obecnodc
przerzutow w przedziale V1 szyi oraz stosunek wezliow
chlonnych smienionych preerzutowo do wszystkich we-
zldw chlonnych w preparacie po imfadenektomi 20,3
byl najsilniejszym czynnikiem rokowniczym wrnowy
w wezlach chlonnych preedeiatu bocenego seyi [19].

Pod rozpoenaniem cytologicenym , podejrzenie nowo-
tworu pecherzykowego/ 2 komérek oksyfilnych tarceycy”™
kryje sig zardwno rak pechersykowy, jak 1 wariant peche-
reykowy raka brodawkowatego. Rak brodawkowaty jest
najczestszym (obecnie okolo 85%) nowotworem zloflivym
tarczycy [20]. Charakieryzuje go duia sklonnost do pree-
rettowanta drogg naceyn chlonnych. Wedlug pismiennic-
twa nawet w 85-90% preypadkdw wykrywa sie preereuty
w regionalnych weelach chionnych. Rozsiew krwiopochod-
ny wystcpuje rzadko i zazwyczaj pdino [21-24].

Rak pecherzykowy wykazuje odmienne cechy biologice-
ne. Crestodc jego wystepowania maleje 1 obecnie wynosi
okolo 5% [20]. Preerzuty raka pechersybowego tarczyey
dov wezbow chlonmych wystepuja readko (3=15%}, jednak
ich stwierdzenie jest uwatane za nickorzystny czynnik

rokowniczy [25-27]. Ze wegledu na relatywnic maly
odsetek preypadkow rozsiewn droga ukladu chlonnego
polskie rekomendacje leczenia raka tarczycy dopuszczaja
odstapienie od wyciecia weetdw chlonnych w okreslonych
preypadkach [28].

Jak zatem potraktowad rmiang ogniskowa, dla ktdrej ry-
eyvkio elodliwodcl sigga nawet 40%? Ciy zastosowad bardirie
radykalne leczenie odpowiednie dla zmiany rlodliwe, czy
zminimalizowad zakres zabiegu jak w preypadku nieno-
wotworowego wola? Preede wszysthim naledy podkrelic,
ze w przypadku zmiany sweryfikowanej w BACC jako
wpodejrzenic nowotworu pecherzykoweps” ryzyko raka
w palskiej populacyi jest nizsie niz w populacy amerykan-
skiej i zawicra sic w przedriale 8,2-19% [28]. Kolejnym
zagadnieniem, na kidre nalefy odpowiedsied, jest wphyw
limfadenektomii na odsetek powikian wynikajacy = posie-
rzenia zakresn zabiego.

Analiza histopatologicena wykazala, e u 80 chorych
wycieto lacmie 129 wezldw chlonnych, co dalo érednia
L& wezla na chorego. Po uweglednienin faktu, 2o w po-
operacyjmym preparacie wezly chlonne znaleriono jedynie
u 54 charych, na chorego preypadio 2,4 weela chionnego
W grupie chorych e smiang lagodna srednia liczba werbow
chlonnych na pacjenta wyniosta 1,5, natomiast w grupie
chorych & nowotworem ztosliwym 2,2, Analiza staty-
styczna okagala sic nieznamienna (p=(,13). W zadnym
2 weelow chlonnych nie stwierdzono obecnoici komarek
nowotworowych. Diagnostyka mikroskopowa wycietego
preparatu oenaconego przez chirurga jako weely chlon-
ne” wykazala u & chorych (10%) obecnosc przytarcayc,
chod naleiy podkreslic, ze w adnym z tych preypadkow
nie wystapita objawowa hipokalcemia pooperacyjna. W 5
preypadkach {6,25% ) wycigto fragment grasicy, natomiast
i 13 chorych (16,25%) preparal zawieral jedynie thanke
tluszczowa. Limfadencktomia przedzialn VI szyi nie
prayczynila sic do dokdadniejszef oceny stopnia zaawanso-
wania raka tarceycy w badane) grupie chorych, jedhi zostal
stwierdzony w preparacie.
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Kairdy zabieg chirurgiczny niesie ze soba ryzyko powd-
kfan. Dla chirurgii tarceycy charakterystyome komplikacye
stanowig niedowlad lub porazenie nerwu krtaniowego
witecenego (WKW oraz hipokalcemia rwigzana x po-
operacyjng niedoczynnosciy preytarceye. Pooperacyjny
niedowlad faldiw glosowych bedacy konsekwencja nszko-
deenia NEW stanowi najbardziej niepokojace powiklanie,
Przejiciowy niedowlad stwierdia sic w 0,4-12% prey-
padkow [29=31], natomiast odsetek trwalych usrkodzen
wynosi 0,2-6% [31-33]; prey ceym jego crestosé jest
mnicjsza w ofrodkach dysponujgeych dubym dofwiad-
czeniem w chirurgii tarczycy i korzystajacych rutynowo
zmetody srddoperacyinego neuromonitoring (0.2-0,8%).
Raportowana w pidémiennictwie czestosé niedowladu
NEW zawicra sic w szerokim preedriale takie ze wegledu
na fakt, #¢ nie wszyscy chorzy po operaci larceycy sg
badani laryngoskapowo, a jedynie chorzy z objawami
w postaci dysfonii lub chrypki w preebicgu poaperacyj-
nym oraz srodnicowanie crasu po operacit, kiedy badania
laryngoskopowe jest wykonywane (im rzadzic) i poénicj
badamy, tym cegsciej odsetek usrkodzen weresnych jest
nied y i pozornie wyniki sa lepsze). Metaana-
liza uszI'l;dma.Jm 25000 pacjentow wykazala czestost
prcisciowego i trwalego pooperacyinego uszkodieenia
jednostronnego falddw glosowych odpowiednio u 9.8%
oraz 2,3% chorych. Okres ubsl:rwacji wyniost érednio rok
[34]. Nadrieje na smniejszenie odsetka pooperacyjnego
niedowladu NKW wigzano z zastosowaniem metody
srodoperacyjnego neuromonitoringu (IONM). W bada-
niach randomizowanych udowodniono spadek czestodci
trwalego [35] oraz czasowego porazenia falddw glosowych,
szcregilnie u chorych wysokiego ryzyka [38]. Opubliko-
wana w 2019 roku metaanaliza 5 badan randomizowanych
nie wykazala, aby zastosowanic IONM mialo przewage
nad klasyceng identyfikaciy NKW i porwolilo istotnie
statystycznie rmniejseyc ceestosc crasowepo lub trwalego
jednostronnego uszkodzenia WKW, jednak w analizie nie
wwzgledniono koreyici z zastosowania neuromaonitoringu
daglego, a lakie koncepeji etapowej tyreoidektomii w pre-
wencji obustronnego niedowladu falddw glosowych [37].
Powszechnie wiadomo, ze obustronne uszkodzeniec NKW
jest powiklaniem sagradajacym dyciu chorego t mose wy-
magad trwalego wylonienia tracheostomii. W preypadkn
jednostronnego niedowtadu NEW do glivwnych objawie
zalicza si¢ chrypke, dysfonie, sporadycinie wystepuje
dysfagia. Maleiy miec na uwadze, fe niedowlad NEW to
nie tylko wyie] wymienione dolegliwosc. Nouraei § wsp.
wykazali rnacescy wierost czestosci hospitalizaci wtej gru-
pie chorych, cegstsze infekeje dolnych drog oddechowych
iwyisza smiertelnode [38].

W przeprowadzonym badaniu wezesny pooperacyjny
niedowlad faldéw glosowych stwierdzono w grupie badane;
u 5 chorych (3.38% sposrdd 148 nerwdw narasonych na ry-
zyko uszkodzenia). Powiklanie to wystapito tylko u chorych
poddanych calkowitermu wycieciu tarceyoy. U zadnego 2 tyvch
chorych nie stwierdzono nowotworn shodliwego w badaniu
histopatologicenym. Pordwnano cagstodt wezesnego poope-
racyjnego niedowladu faldu glosowego w grupie badancj
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i grupie kontrolne choryeh operowanych w osrodko autordw
w tym samym preediiale crasowym . W grupie kontrolne
na 1138 operacji z powodu lagodnego wola (201 lobektomii
i 937 tyreoideltomit), bez limfadencktomil preededaln VI
svl, stwierdzono weresny niedowlad/porakenie NEW u 31
chorych {1,49% sposnod 2075 nerwiw narasonych naryeyko
uszkiodzenia). Odsetek ten nie byl znamiennie statystycz-
nie nizsey w grupic kontrolnej w pordwnaniv z odsetkiem
wezesnego niedowladu NKW w grupie badanej (p=(,08). Na
podstawie piimiennictwa mozna stwierdedd, de operacia ze
wikazan onkologicenveh, wyciecie werlow chlonnych, ope-
racia duego zamosthowego wola § reoperacia sa uwagane za
crynnik ryzyka wystapienia jednostronnego pooperacyjnego
niedowladu fabddiw glosowych a takie pooperacyine) hipokal -
cemii [39=41]. Jednak czestosc wystepowania tych powiklas
Jjest odwroknie proporcjonalng do dofwiadcrenia chinurga, im
dofwiadczenie wicksze, tym ryzvko powiklan jest mniejsze.
Na.]cqﬂszfm powiklanierm &nr&kl:rystym‘qm dia chi-
rurgii tarczyey jest pooperacyjna hipokalcemia [42]. We-
diug rimych doniesien jej wystcpowanie sicga nawet 71%
[43]. Duga rocbieimodd w publikowanyeh pracach mode
byt spowodowana brakiem $cidle prayietej definicii terminu
hipokalcemia, M:l'nn.n.a i wspwy‘kazs]:..::w:akmmud
prayjete] definicji crestost hipokaleemii waha sig Puu:n'ngtlz\'
0 a 46% [44]. Bmk]ndm;macm}‘d:t kryteridw mozpoznania
utrudnia reetelna, reecrywisty ocene jej wystepowania, analiaee
oraz ustalenie wytycznych postepowania Objawy klinicane
hipokalcemii wystepuja zwykle wcagn 24=48 h. 53 wynikiem
niedoboru wapnia zjonizowanego, kidry jest jepo akibywnag
biologicznie forma. Dotyces przede wszystkim zaburzen
crynnodct ukladu nerwowego i nerwowo-migsniowego [45].
Woedbug wiytycenych Polskie (JnJF:f'dewmﬁw Endokryn-
nych w bexpairednim okresie puupcmq.l}n}lm koniecrne jest
monitorowanie stefenia wapnia Zjonizowanego w surowicy
krwi poewalsjace ocenic funkeje preytarcrye. Etiologia hi-
pokalcemii jest widloczynnikowa. W preypadku sabiegpdw
operacyjnych na tarceycy 1 preytarceycach wymienia sig
caodu lub jego unaczynienia oraz preypadhowym wycedem.
Do innych preyveeyn zalicea sie hemodylude spowodowana
podaza plyndw dozylnie, hiperkalciurie w odpowiedsd na
stres pooperacyjny lub nadmierne uwalniame kaloytoniny,
zespil glodnych ke u chorych 2 zaburzeniami metabolicz-
nymi kodci. Im wezedniej wystepuje od zabiegu, tym diuzej
sie utreymuje [46, 47]. Leczenie wymaga zwykle dousine
podazy preparatow wapnia oraz prelursora czynnego me-
tabolitu witaminy D, choc w przypadku ostrych objawdw
koniecena moge si¢ okazad suplementacia wapnia dodéylnie.
W wickszodct preypadkiw niedoczynnodé proytarczye ma
charakter preejsciowy: Jesh utreymuje sie powyzes 6 miesiecy,
stwierdza sig postad prretrwely. Koniecznosé regulamego
preyimowania preparatiw wapnia moze by ucigeliwa dla
chorych. Jedng # aliernatyw stanowi dodyina podat analogn
{l:r}l'parﬂ}d}hﬂ:ﬂl:}cqstccﬂaipﬂnﬂmmmu[mﬂ Takie
pmt;punmcm,m zapotrzebowanie na wapn, poprawia
gestodd minerabng kodci [48-51]. Ostalecena opoja mote byd
preesecrepienie preyiarceye, Wyniki wahaja sie w szerokim
pracdiiale {20=100%), duty wplyw ma sposcb przechowywa-
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mia i preygotowania gruczod Srednd cras fyda preeszczepu
wynosi od 5 do 10 lat [52, 53] W badaniach na dudych
grupach wykazano wplyw profilakiycmej imfadenekiomii
wraku tarceycy na rwickseenie crestosc preejSciowe) i trwale)
niedocrynnodcd proptarceye [54=-56).

W przeprowadzonym badaniu hipokalcemia wystapila
u 4 chorych, w kazdym preypadku miata charakter prici-
sciowy. W pordwnaniu ¢ grupa kontralng hipokalcemie
stwierdzano rzadzic) (5% vs. 5,4%), rdenica nie byla jednak
enamienna statystycenie (p=0,86),

Krwawienie nie jest powszechnym powiklaniem w chirur-
gii tarceyey (0,5=1,5%). Ze wegledu na duda dynamike f ucisk
na ichawice stanowi zagrofenie dla fycia chorego 1 wymaga
dorafnej interwencji Do podstawowych coynnikow ryzyka
ealicza sig: plec meska, starsiy wiek, choroba Graves-Basedo-
wa, wole ramostkowe, zabieg praex chirurga
o mnigjszym doswiadezeniu [57-60]. Limfadencktomia
nie jest klasyeenyim crynnikiem ryeyka krwawienia, jednak
moina spotkad donfesienia, w ktdrych wykazano jej wplyw
na wystaplenie krwotoku pooperacyjnego [61, 82]. Objawy,
kidre powinny szczegiinie zwracad nasza uwage to mepokdj
chorego, bl lub ucruce ucsku w okolicy seyi, krwawienie
= rany, powighszenie obwodu soyl, narastajaca dusznodé,
tachykardia oraz obfity drenaz [63). W grupic badanej stwier-
dieono pojedyncey privpadek krwawienia po tyreoidebtomii
(1,25%). Krwawienie w grupie kontrolne) wystapifo u 5
chorych (0,44%). Rdinica nie byla imamienna statystycznie
(p=029). W przeprowadzone] analirie poszerzenie zakresu
zabiegu o limfadencktomic centralna nie wiazalo sic ze
wirostem ryzyka krwawienie do rany,

U 12 chorych wykonano catkowite wyciecie plata tar-
cxycy wraz £ ciednia. W 2 preypadkach w pooperacyjmym
badaniu histopatologicenym rozpoznano mikroraka
brodawkowatego tarczycy (pTla). Z uwagi na wczesny
stopien raawansowania nowolworu radykalizacja lecee-
nia - widrne wyciecie drugiego plata tarceycy — nie byla
koniecena. Ponadto, w analizowanym materiale powaine
powiklania, takie jak wezesne porakenie lub niedowlad
NEW, pooperacyjna hipokalcemia lub krwawienie do
rany wymagajace reoperacii wystapily jedynie u chorych
poddanych catkowitemu wycigein tarceyey (Tab. 4).

W badane]j grupic czestosc raka tarczycy wyniosla 12,5%,
zatem miedel sig wzakresie typowym dla polskic] populacii.
Z uwagi na mzpowszechnienic badania USG oraz udosko-
nalenie techniki BACC nowotwory tarczyey sa rozpozna-
wane we wezesnym stadium zaawansowania. Porwala to
na uzyskanie radykalnodci onkologiczne] prey mnicjsoym
zakresie zabiegu operacyjnego. W analizowanym materiale
w 7 przypadkach (70%) rozpoemany nowolwor stodlivy
okaral si¢ mikrorakiem: pTla (Tab. 5). Wedlug zalecen
Polskiej Grupy Nowotwordw Endokrynnych oraz ATA
wtakim stopniu zaawansowania raka tarezycy limfadenck-
tomia preedeaty VI szyi nie jest koniecena [8, 9]

Warto podbreshic, e wplyw zajecia wezbdw chlonnych
ma przezycia odlegle w zrdinicowanym raku tarceyey jest
mnigjsey nie np.: naciekanie okolicenych thanek. Dosko-
nale obraxuje to 8 edyga klasyfikacji AJCCSTHNM, w korej
prayvporzadkowanie do stopnia saawansowania klinicanego

nowotworu koreluje # przeiyciami odleghymi. W pordw-
nanin ¥ 7. edycjg klasyfikacji AJCC/THNM, \w.dlug ktdrej
chorzy & preerzutami do wezlow chlonnych preedeialn VI
szyi byli zaklasyfikowani do I stopnia zmawansowania,
wnanowsaej, 8. edycji, postaja preyporzadkowani do stopnia
[1. Podobnie obecnoét preerzutdw w wezlach chlonnych
przedrialu bocenego szyi {cecha Nib) dotychezas byla
rownoenaczna ¢ rogpognaniem [V stopnia zaawansowa-
nia, natomiast obecnic s3 zaklasyfikowani jako 11 stopien
raawansowania. Szacowane 10-letnie preceyae zaleine od
charoby dla choryeh w Il stopnin zaswansowania waha si¢
w granicach 85-95% [ 10, 64].

Badanie to ma kilka ograniczen. Podstawowym ograni-
czeniem badania jest niewielka liczebnosd grupy badane).
Pracprowadzenie analizy na wiekszej grupie prawdopodob-
nie poewolitoby na uzyskanie wigkszej rognorodnoic co do
stopnia wmawansowania cechy T i umotliwilo stwierdzenie
preerzutow w wezlach chlonnych preedidatu V1 oraz wekaga-
nie cynnikow ryeyka ich wystapienia zaleinic od wiclkosd
ogniska pierwotnego. Niewielka liceebnosc grupy badane
uniemodtiwila takie pu.eprmm.ta:mcnmhrymdua}mku-
wej ryzyka wystapienia powiklan chirurgicenych. Kolejnym
ogranicreniem tego badania jest brak adlegie) kontroli chorych
¢ powikianiami chirurgicznymi, stad w badaniu oceniano
jedynie powiklania wezesne. Jednak brak istotnych statystyee-
nie régnic w czestoscl wystepowania wezesnych powiklan
w grupic chorych poddamych eektywnej imfadenektomii
ioperowanych bez limfadenckiomt preemawia posrednio za
berpiecrenstwem tej procedury chirurgicene) wrekach chimr-
i doswiadcaonego w operacjach tarceyey. Wa oceng crestosc
wizesne] pooperacyjnej niedoczynnodci praylarczye moglo
mied wplyw stosowanie rutynowej substytucyi preparatami
wapnia i aktywne] postact witaming D, u wseystkich chorych
po calkowitym wyciedu tarcryoy w okresie hospitalizacii.

WNIOSKI

Elekiywna limfadenektomia preedeiatn VI seyi v chorych
zakwalifikowanych do leczenia operacyjnego z powodu
podejreenia nowotworu pechersykowego lub oksyfilnego
tarcryey nie wplywa na oceng slopnia zZaawansowania w prey-
padkn rorpoenania nowotworn dosliwego, jak i nie wiaze
sie @ wyiszym ryeykiem wystapienia weresnpch powildan
pooperacyjnych, o tle operacje przeprowadza doswiadczony
chirurg. Stad mode nadal byt ona rozwatana jako opcja
terapeutycrnz u wybranych chorych = dutym guzem hub
znacenym ryzykicm dlodliwosc oszacowanym na podstawie
cech klinicenych, ultrasonograficenych lub seodoperacyjrych.
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Abstract

Background. Approximately 1% of thyroid nodules undengaing fine needle asgimtion biopsy (FRAB) receive
& sisspicious for follicular neaplasm (SFN) classification. Cumrently, thereis no diagnastic ool to preoperatively
discriminate between follicular aderoma (FA) and thyroid cancer (TC), and mst patients require surgery
1o exclude malignancy.

Objectives, To characterize the micro-ribonuclc acid (mikHA) signature of tumors assessed as SN and
define drouating miRNA pattems to distinguish FA from follicuder cancer in patienis with thyroid nodules
tinpsied using FHAR.

Materials and methods, The study included eisad tumor and thyroid tisse samples from &0 consecue
five patients collected by @ pathiologist in the operating theater. The miRHA was solated from specimens
&t the Center for Medical Genomics OMICRON, and next-generation saquencing (NGS) was used to abtain
target mitihs. n addition, maRNA expression was detected inserum using polymerase chain reaction [PCR).
Reesults. Well-fiffereeiated shyroid cancer (WOTC) samples had significandy higher expressian leve of hsa=
mif-146b-5p (p = 0.030) and hsa-miR-1460-3p [p = 0.032), whils the expression levels of hsa-miRi-195-3p
were sigrificantly lower (p = 0032} in WO samples compared to FA specimens. The senam of TC patients
showed markedly higher expression of the uraque miRMA Fsa-mif-195-3p (p = 0.039).

Condusions. The oeeresqession of hsa=mif-1460=50 and hsa-mif-1460-3p, and the downrequlztion
af hisa=miF=195-3p expression could be used as biomarkers to distinguish FA from WOTC in patients with
FHAR results classified as Bethesda tier IV, In addition, hsa=miR=195-3p could act as a sensm biomarker for
differentiating patients with £ from those with WORC, and preoperative mezsurement of its expression
wiould help avoid unnecessary surgeries. However, this concept needs further verification in a more substarial
prospective study.

Hiey words: thyroad cances, follicular adenome, suspicious for foloular neoplasm, next=generation sequencing
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Background

Thyroid cancer (TC) is the mast commaon endocrine ma
lignancy. It accounts for more Lhan 95% of endecrine can-
cers. Over the last 3 decades, the incidence of TC in the USA
has been growing rapidly amd has increased 2.3 fold Y
Much of this rise appears W be due Lo maore sensitive diag-
nostic procedures, such as computed tomography (1) and
magnetic resomance imaging (MR, often undertaken for
unrelaled medical problems. These medalities can detect
small incidental thyrodd nodules that might have gone un-
detected provioshy, The death eate for T shightly increased
Trarm 20008 fo 2018 (0.6% per yeark Lhough il appears Lo have
stabilized in recent vears. Monetheless, there were more
than #1040 new cases of TC diagnosed in Poland in 2018,
which resulted in 238 deaths.”

Thyrowd nodules are highly prevalent and oceur in up
tor 65% of the healthy adult population.® Ulteasound (L15)
1= currently the best detection tool available for the initial
work-up of thyroid nodules, and the primary goal of thyroid
LIS examination is to discriminate benign nodules from be
sions comprising malignant features that regquire advanced
dizgnostics."” Particular sonographic features of thyroid
nodules associated with a high risk of malignancy inclede
microcaleilications, irregular margins, absenee of clastiz-
ity and a taller-than-wide shape.” " Mevertheless, no US
feature can efficiently detect or disregard malignancy, 11

The main examinalion in preoperalive diagnostics
of thyroid nodules is fine needle aspiration biopsy (FNAB),
which has an accuracy of =95%. Fine needle aspiration
biopsy demonstrates benign cylelogical fealures in more
than halfl of the cases (60-70%), and the sk of malignancy
in fess than 3% ™ Recent retrospective studies at high
volume centers revealed TC in 3-15% of biopsies ™
Despite high confidence levels, up to 30% of FNABRs are
reported as indeferminate and unsatisfactory in terms
of certainty for malignancy. ™

The malignancy rate increases to 4% in nodules verified
as suspicious for follicular necplasm (SFM), also known
as Bethesda ter 1V, Indeterminate eylopathology olten
requires diagnostic surgery for a definitive diagnosis, based
an the presence of tumor cells within the lomen of Blood
vessels or lumor capsular invasion ® On the contrary, pa-
tients undergoing thyrod lobectomy for an indeterminate
Biogsy may require completion surgery if the final patho
logical report conlirms cancer.

Significant efforts have been made to combine FNAB
results with immuanoeytochemical and molecular mark
ers, clinical information, and ulirasonography (o enhance
the accuracy of thyroid biopsies. " ™ Numerous mulations
have been analyzed for their applicability 1o FNAR diag
nosis in dilferent sellings, ™ though there s nol enoagh
confidence in the results for this approach to be widely
implemented in elinieal practice,

Several studies have appraised the polential of micro-
ribonucleic acids (mikRMNAs) as diagnostic markers for TC,

1. Sowirta et al miflKA with THAR werdied a5 5N

These tiny nopcoding melecules are endogenows, single-
stranded and highly conserved, with lengths ranging from
18 1o 25 nuclectides, Furthermore, milMNAs are invobeed
in many biological and pathological processes, including
proliferation, differentiation and apoptosis, and can al-
fer gene ex pression at the post tramseriptional messenges
RNA (mRMNA) level In addition, miRNAs are very stable
and remain intact in tissues, whether fresh, frozen or for-
malin fixed paraffin-embedded (FTPELY a property ex
plodted in the development of several commercially avail-
able miRNA-based molecular tests ™™ Moreover, miRNAs
have demonstrated influsnce on the activity of TC eelated
signaling pathways such as mitogen-activated protein ki-
nase (MAPK) and the RET gene W

The hypothesis explored in this pilot study was that
millNA signatures in malignant Wemaors assessed as SFN us-
ing FNAR differ [rom signatures in benign tumors, and cir-
culating miRNA distinguishes betwsen the 2 tumor types.

Objectives

The purpose of this study was twofold and included
characterizing the miBNA signature of tumors assessed
as SFM and defining cireulating miRNA patlerns in or-
der to distinguizsh follicular adenoma (FA) from follicular
cancer in patients with thyroid podules verified as SFN
using FNAB

Materials and methods
Patients

This noninterventional study included 280 consecutive
patients operated on in the Department of Cndoerine Sur
gery [ Third Chair of General Surgery, lagiellonian Univer-
sity Medical College, Krakow, Poland} belween January
2006 and Ovtober 2008, The indication for surgery was
an FMADB resull of SEN, Patient baseline dernographic and
clinical characteristics were extracted from de-identified
patient history, physical examination records, LIS, and
pathology reports. This infermation included patient
age, gender, tumor size, presence of Hashimoto's disease,
and am aggrepate of increased malignancy risk factors,
including tumor phenolype based on preoperative U
maligmancy risk stratification using the Furopean Thy-
roid Tmaging and Reporting Data System (FUTTRADS)
classilication.,

Blood samples were drawn in the operating Ltheater be-
fore the skin incision and were transferred immediately
Lo the Center of Medical Genomics OMICRON of Jagiel-
lonian University Medical College.

An experienced patholopist excised specimens from
the lumor and normal thyrond ssues in the operating
theater, with samples of normal thyroid tissue obtained
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from the contralateral Chyroid lobe, The specimens were
immediately placed into RMAlater® {Invitrogen, Thermo
Fisher Scientifie, Waltham, USA)and stored at - 80°C until
RNA extraction. Based on histopathelogical examination,
patients were assigned to TC {study group) or FA (control
group) proup matched for age, soxand body mass index
(BMI). AN'TC patients and 14 FA patients were eligible for
further analysis of complete elinical data and uncontami-
mated serum samples with detectable miRNA,

All participants provided wrilten informed consenl
on the day of recruitment. The Institutional Review Board
{Bioethical Committee of Jagiellonian University, Keakdw,
Pedand) approved the study (approval No. 122.6120,17.2016
granted on lanuary 28, 2016}, which adhered to the Dec-
laratinn of Helsinki.

RMA extraction

The extraction of lumor BNA [rom 50-100 mg of dis-
rupted tissue using Tissuelyser LT ((Hagen, Hilden, Ger-
mwany) with zivconivum beads (A& A Bistechnolosy, Gdansk,
Poland) and BN Azof® (Molecular Besearch Center, Cincin-
matd, USA) resulted in an RNA fraction of less than 208 base
pairs (hps) long, The quality and concentration of FMNA
were determined using TapeStation {Agilent, Santa Clary,
USA) and Manolrrop (Thermo Fisher Scientific), respec-
tivedy, The RNA was extracted from 0.5 mb, of seram using
the total RNA protocol provided by BRNAzol®

Next-generation sequencing

A next-generation sequencing (NGS) library was gener-
abed using 100 ng of small RNA. After adapter ligation
(NEBNext Small RNA Library Prep el for Hluminas; MNew
England Biclabs, Ipswich, USA}, the library was enriched
using polymersse chain reaction (PCR) (12 eyveles), and
the size was sclected using BluePippin (Sage Science, Bev-
erly, USA) to cut out 141-bp fragments. In total, 48 samples
were multiplexed and individually barcoded. The pooled
libeary was run on NextSeq 500 {(1Hueming, San Diego, LISA)
using 75 cyeles and a single read mid-output cartridge,
with the addition of an artificial PhiX library (1Humina)
ab a linal conceniration of 20%.

Bioinformatics pipeline

A local server housed raw miENA reads. The bimn-
formatics pipeling and miBNA identification were provi
ously deseribed ® The reads were de-multiplexed based
on the S-nucleotidase barcode sequence at the beginning
of the read, and FasoQC software {(Hhamina)™ was osed
Loy assess read quality, with sdaplers removed al the 3
end using Cutadapt (hitps/foutadapt.readthedocsio/en/
stabled).% Far quality purposes, all reads with o lenpth be
low 15 nucleotides or withoul an adapler were removed,
The cleaned reads were then aligned using miR Base 221

and counted wsing milDeep2 soltware * The raw counls
were normalized for library size using miRDeep2 soft-
ware and represented as counts per million (CPM) for use
in further analysis.

Multidimensional scaling (MD5S) used miRNA read
counts normalized for library size and outlier selection
based on dimensions 1 and 2 (Fig. 1)

Quantitative polymerase chain reaction

Confirmation of the presence of the most reliable milNAs
insertm was peformesd using quantitative PCR gPCR) with
SYBR Green intercalating dyve {{Oiagen/Exigon, Vedbssk,
Denmark). Briefly, 5 pL. of total RNA underwent reverse
transeription (RT) using the miBOCUTRY ™ ] N A™ | Tnjversal
R miRNA PCR system {Oiagen/Exiqon). The penerated
complimentary deoxyribonucleic acid (cIXNA) was diluted
A0 times amd applied in triplicate to the gPCR reaction,
wilth a spectlic primer set and spike-in standard {reference
genes LINT 5P6), using the CFX 384 thermal evcler (Bio-Rad
Laboratories, Singapore) and a standard Exigon pratocol.

Ultrasound malignancy risk assessment

The risk of malignancy index was derived [rom s mean
vahue of clinical factors listed in the Guidelines of Polish Na-
tiomal Societios Diagnostics and Treatment of Thyroid Car
cinoma and sonographic fealures according o ELFTTRALS
for each group. ™" Patients received 1 point for the pres-
ence of each clinieal risk factor and feom 2 16 5 points for
the US risk category, Clinies] risk [actors included lymph
node metastases, distant metastases, history of previous
neck exposure to ediation, capid tumor growth, o hard
thyroid nodule lxated Lo surrounding ssues, lumor >4 cm
in diameter, nodule occurrence before 20 years of age, nod-
ule oeeurrence after &0 vears of age, and paresis of recar
rint laryngeal nerves, particularly the unilsteral nerves,
The EL-TIRADS categories are presented in Table 1.

Statistical analyses

Phenoty pe data were analyzed statistically using Statis
Lica v. 130 sollware (TIBCO Sollware, Palo Allo, USA).
The 3" test of independence was applied to determine
if & dataset was well-modeled by a normal distribution.
Data did ot fullow a normal distribotion. Therelore, mesn,
median and range values were caleulated. Mann—Whitney
LI tests and the Fishers exact tests were used to determine
slatistical signilicance, as appropriate, A value of p < 0,05
was considered statistically significant.

Statistical and exploratory analyses of milNome data
used the limma package in B (B Foundation for Slatistical
Computing, Vienna, Austria).® The CPM values of miRNA
eapressions were praphied on g twoedimensional seatterplot
o find and remove cutliers (Supplementary Fig. 1), which
included miRMNAs with low CPM values (median below
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incheded mikNAs with low CPM valees (median below
5 readsh. Walues wors then bog-transformed using Chie woom
fanclion. 'The doplicaleCormelation fonetion created gone-
wize mezn coll modals, and, since the study contained
paired samples (lumor and healthy tissne samples from
Lz sz pationd), patienUlD randomication gomeraged block
varizhles. The ImFit fonction was applied for cach gene
bk L the linear moded, amd 3 conlrast malrix was croaied
for individoal comparisons. Control of the false discov-
ery rale of multiple Lesting was performed wsing Uthe Ben-
jamini-Hochberg correclion method. Cualily measures
aof Lhe repression model are prosented in Sopplementary
Table 1. DMagnostics plots {wessm fonction pd) for rootine
check mean-varianoe relationships of the count data afler
limear meedel filling are shown in Sopplementary Fig, 2.

Ciemes wilh sipnificant differential serom expression be-
tween FA and well-differontisted thyroid cancer (W)
palicnls were processed nsing GonEx software (Mulil
Analyses AR, Gothenburg, Sweden). Kaw quantification
cycle (Cg) values were prepared according (o probocol
by remmoving missing data and apphying an officicnty cor-
rection. The following stops incloded sample amount nor-
malization, the calrulation of gPCR replicsle mean vahoes
and log? transformation Lo relative quantities.

The bosts wene perfonmed as mederaled -statistios, asaom-
i, moderated standard ormors aeross gpenes and effoctively
borrowing information foom Lhe cnsemble of genes. Inomost
cases, Lhe distribution of gene expression dais was normal,
and this assumplion still holds for certain technologses such
as microarrays and gPCHR. Regardless, the fimma package
nsed log-CPM vaheos (log2 of counts per million), for which
the normad distribution is assumoed. The mean-variance
rolationship was accounbed for using procision weighds cal-
cutabed wsing Lhe voom unction.*® 1 he anabysis followed all
transformatiens recommended as necessary by Uhe pack-
agp devolopers [conl. Supplementary Fig 31 The varianos
dropped al the low end of the expression scale dioe Lo very
smeall counts*® Nonethebess, the oolpal was interpreled
as a Lypical voom plod, with a decreasing (rend Lowands
higher expression genes (coanl sios) and a very high kevel

of biglogical varisbion. = Genes with significant differential
sorum expression botween FA and well-differentisted thy-
moid cangor (WIFTC) pationts were proccessed asing Conkx
sofiware {Multild Analyses AR, CGodhenbuorg, Swoeden). Raw
quanlification cycle (Cg) valses were propaned acoording
Loy protoc] by resmioving missing data and applying an ef-
fickency correction. The Dllowing steps inchided samplo
amunl nermalication, the caleolstion of g'CH replicato
mesn vahees and np? Lransiommation 1o relative quantilies.
After the normalizaltion of the relalive quantities againsl
serum vl (mach patient provided the same volome of senem
for miRMA isslation), the differences belwoen the FA and
W groaps wese anal yood wsing Slwdonl's 1HesL

Resulis
Group characteristics

Pathology reporis determined the lnal diagnoses
in cases that anderwent total thyroidectomy or Lhytoid
lobeclomy. Thoere were no significant differonces be-
Uween the characleristics of both proups, and mo patient
head a family history of TC. The characleristics of study
cohorl are shown in Table 2. The WETC was diagnosed
in 10 paliends, though Uhers wers no sgnificant dilforonees
in clinical features or EUSTTREA DS seale stratification be-
twopn the groups. Thyroid nodule phonolypos classifind
according o EU-TTEADS and pathology reporls are pre-
senled in Sopplementary Table 2.

Exploratory analysis of miRNA profiles

Malched lumor and healthy samples were sequenced
in 1 MextSeqmom A todal of 48 samples wore muliphexed,
which resulted in over 130 million resds (1308573504),
with a mean of 2,726,194 roads por sample. Alignment
Lo myitHiase ideatified 1610 mikMA transcripts with 2 beast
5read genes expressed. The most abandant ransoripd was
mik-26a with 16.6 million resds (TA7H).



Table 2. Charactensatics of the grougs

1. Swirta et ol miRNA with FHAS verified as 5FM

= ; FA =14 WEITC, n= 1D
Cargoey {rangs; median) {range; median]

Femsle/mals Camey 122 an L0455 [Fish)

Mean age [years] 55.7 (30-80; 60] 514 (37-71:495) DET] UMW)

Presance of Hashamoto's diseads [96) 58 7 LI [Fish)

Tumior dismester fmem] 1620 §6—40; 15) 1275 55-25.05 [RRENIETY )

s e rrasliyiney 1k ol thyrsid tumer (EU-TIRADS) 457 45 D553 UMW)

EL-TRADS - Eumpean Thyseid Assocstion Thyroid knaging and Repesting Dats Systent FA - lalicular adero ma; WITC - well-dilfenentiated thymid
cances; Fish — Fither's exact st UMW - Mann—hitrey U 1est, This table shows chasacteristics of the group with FA and the geoup with thyraid cancer.
I gt of nomins variabbes [bex snd presence of Heshimalo's disesie], Fishers axact Tt has besn spplied. The distribution of quantitive warisbie was
determimed using i 141 of independente The povalue has bean caleulsted using Marn—Whitney L et

Table 3. Diferential expression miFMAs between FA and WOTC samples

miF~A Precursor

mad-146b-5p0 rhit-146k
rafd-195-3p rrae-155
mid-146b-3p rir-1d5h

ad]. p-valu=

1135 | nOonavE onat
—136 541 000022 003z
487 | noooas 003z

FA — Beficuler adenmig WOTE — wel-difrentiated thyroid caneer, Table presents 3 sgnificant diffeentally expressed [DE) miflNAs between studied
o with annotation of fold change fogFC), averascge speestion [AweEapr], p-values, and sdjusted poesbue (adj. govalue), The snabysis of DE rsfbAL was
conducted using limma packase in R with Banjamini-Hothbesg comection methad.

of malignancy sum (number 4) among the entire cohort.
Four mean—variance graphs corresponding to miRNA
signature analysis were plotted separately for adenoma
and carcinoma (Supplementary Fig. 2A.B), as were
findings on genes differentially expressed between
the 2 groups (Supplementary Fig. 2C,D). A high level
of biological variation was evident in both groups due
to patient differences.

Follicular adenoma and well-differentiated
thyroid cancer miRNA signatures:
the analysis of matched tumor
and healthy samples

The primary analysis determined the miRMNA signatures
of the FA and WID'TC separately, using the healthy samples
as a baseline. Compared to the healthy tissue, FA samples
had 9 differentially expressed miR NAs. At the same time,
20 miRNAs were differentially expressed in the WDTC
tissue compared to the healthy samples (Fig. 2 and Sup-
plementary Table 3). Interestingly, the downregulation
of 1 miBNA only, miR-873-5p, was shared between the FA
and WIDTC signatures,

Differential miRNA expression in follicular
adenoma and well-differentiated thyroid
cancer samples

The main purpose of this study was to identify differences
between FA and WDTC. In this regard, the expression lev-
els of miR-146b-5p (p = 0.031) and mik-146b-3p (p = 0.034)
were significantly higher in patients with WDTC than
in those with FA. At the same time, miR-195-3p (p = 0.032)

Fig. 2. Veeren diagrarn
FA __WDTC B i
oy " dawnegulated snd
Pl M cvespging mEANAL
f 2 fah 6 ' infoliculsr adenoma (FA)
| 6 [ 1 | 13 | and well-dutinguished
\ ol | thyid cancer (WDTC)
U‘--..\_\__ ____.--' “-.___ —
down

expression was significantly lower in patients with WDTC
than in those with FA (Table 3, Fig. 3).

Validation of main findings using
The Cancer Genome Atlas data

External data from The Cancer Genome Atlas (TCGA)
were used to validate the study findings. However,
the TCGA repository lacked FA data, and the analysis
was limited to papillary thyroid carcinoma (PTC) (fol-
licular type: 14 tumors and matched healthy controls;
classical type: 114 tumors and matched healthy controls).
The miRMNA signatures were determined using healthy tis-
sue samples as a baseline, and the comparison to the cur-
rent study cohort provided a WDTC signature with 20 sig-
nificant mik NAs. The analysis of the data extracted from
TCGA used methods identical to the current study and
resulted in the identification of 188 significant miRMNAs
{Supplementary Table 4), from which the 2™ most signifi-
cant hit was mil-146b, and the 15" most significant was
miR-195. Overall, the W DTC signature had a 90% overlap
{18 of 20 miRNAs) with the TOGA signature. Moreover,
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the direction of change {upregulation or downregulation)
matehed perfectly, and the fiest hit in both cohocts was
mil-221,

Serum expression of miR-195

The presence of milk-195 was confirmed in serum using
qPCR. The WTXTC patients had higher expression lovels
{log fold change: 4.13, p = 0,039 of circulating hsa-miR-
195-3p than FA patients, contrary to findings of tissue
miRMA wxpression analbysis (Fig. 4. However, the seram
analysis of the WIYTC group used only 3 samples.

Discussion

The current stidy evaluated miRMA signatures in =
tienls with indeterminate FNAR cylology (Bethesda
tier [W). According Lo the literature, such an approach has
not been used inoa elinical setting before. The miRMNA
signalure in surgically excised specimens dilfered belween

1k

o e
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T T
Fa WOTE
MiR-195

Fig. 4. Serem rapression of miRtas Inffioudar adenomo 58y and wel
ﬂﬁf-rw;ul‘.l‘mhl‘fg‘-‘nﬂ cane s (W) peients

WITC and FA patients. Indeed, the differential expres-
sion analysis betwesn these groups highliphted 3 miBMNAs
(146b-5p, 146b-2p, 195-3p) which could act as bomarkers
for thyroid malignancy testing.

[hae tos the absence of specific US features that can de
linttively predict malignancy, a standardized system [or
reporting U features, TIRADS, was developed™ in 2009
by Horvath et al, and Park et al."== In 2007, the Duropean
Thyroid Association created the new and simplistic ELI-
TIRADS, in which classified scores stratify thyroid lesions
inadults according to the risk of malignaney into benign,
low-risk, intermediste-risk, and high-risk. %% The cur-
rent ELETIRADS evaluates 5 lesion patterns and classifies
the nodules into | of the 5 categories hased on the mumber
of suspivious features,

The MGS-based miRNA profiling 15 very sensitive and
detects samples with different phenotypes (see outliers
in Fig. 1). Numerous miRMNA profiles have also been re-
ported in distinet cancer types.™ Recent studies demon-
strated miBNA extraction from bload, urine and saliva
samphes">" and their expression levels provide informa.
tion about ongoing physiological and pathological condi-
tions ™ This study differentiated between FA and WDTC
based on 3 miBENAs, namely miB-146b-5p, miB-146b-2p
and mill-195-3p.

The molecule miBMA 195 engages in varions malig
nant cellular processes via complex mechanismes, including
proliferation, apoptosis, invasion, angicgenesis, and me-
tastasic. [ndead, the molecule may be involved in variows
signaling pathways, such zs retinoblastoma-carly region
2 banding factor (Rb-E2F} and phosphatidylinositol 3-ki-
naseprotein kinase B {PIEKAKLY In a study by Wang
el al, mil-195 was downregulated in thyroid lumor Lis
sues. Moreover, the proto-oncogene Rafl isa target of mill-
196, afthough its regulatory mechanisms are unelear, -5
In addition, the overexpression of mil-195 markedly sup-
pressed the growth of TC cells. " The current study dem-
onstrated the differential expression of hsa mil 195 3p
in Lumar and thyroid tssues, which was also demonstrated
in PCR analysis of serum samples.
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The milMA-146b plays a role in post-transcriplional
gene silencing,™* and ils expression demonstrated a dis-
parity between PTC tissue and normal thyroid tissue 545
AL the same Lime, several studies have implicated miltNA-
14&b dysregulation in the dilferent variants of PTC,
and recent investigations have revealed that diversity
in miBNA-146b expression may be associaled with ad-
vanced malignant tumor characteristics,™ ™ including
extrathyroidal invasion and metastases by suppressing
interfeukin-l receplor-associated kinase 1 (IRAKT) ex-
pression. ™! In addition, other thyroid neoplasms such
as follicular thyroad carcinoma {(FTC) and poorly dilferen
tiated thyroid cancer (PDTCYencompass miR-146h, and its
expression in Lthese subtypes of TC has been described

The crucial point of thiz study was toconfirm differences
inmiRNA expression between FA and WEYTC tssues and
mztched serum. Among the 3 identified RN As, only mil-
195 Gp was exprossed i serum, and its levels were higher
in 10 patients, However, the results should be interpreted
carefully due to the fow number of patients in both growps.
There was i paradoxical haa il 195 3p expression pattern
belween Ussue and serum, as 1L was upregulated in serum
and downregulated in the tissue of patients with WD'TC
compared ta FA patients. A similar phenomenan has been
dovumented in studies on olher cancer variants ™%

The precise mechanisms of miRMNA release into the ex-
tracellular enviconment remain only partially explored.
According Lo one hypolhesis, damaped cells relesse mill-
MAs via microvesicles or directly through different types
of proteing.”® ™ Another potential mechanism suggests
that extracellular miBMAs originate from immunocyles
in the tumor microenvironment.*

The foeus of studies has shifted to altered miBNA sxpres
sien in PIC, as FLC prevalence has decreased inorecent de-
cades.® The current study concentrated on discriminating
between miRMAs in TA and PTC, though PTC oecureed
4 times more frequently than FTC, Consequently, ientify-
ing miRNAs independently associated with PIC and FTC
was impeded, Nonetheless, from cur elinical experience
in U surgieal treatment of thyroid disorders, distinguishing
between PTC and FTC in thyroid nodules verified as 5FN
is not chhigatory. Also, the most recent recommendations
for TC treatment allow to resign from eleclive central neck
dissection in low-risk patients, including those with tumor
size up too4 em, Indeed, differentiating A from WIDTC
should be sulficient Lo apply an appropriate treatrment

Detection of circulating milRMNAs may be a uselul diag-
nexstic toal for TO. Cirenbating miRMN A appear to be dmore
promising Momarker than other BN As due Lo their serum
stability and tissue specificity. [n this regard, serum-based
identification of miBNAs released from the tumaor during
diszase progression could lead (o carly cancer detection.
The expression of mikMNAs varies at different stages of ma-
Tigmant disease. Therefore, evaluating serum miRNA levels
alter thyroid resection may be a viable noninvasive patient
follow-up method ** As such, improved standardization

1. Sowirta et al. miRNA with TRAR werified a5 5TH

of metheds used Lo assay arculating milNAs may resull
in an optimal mikMA diagnostic biomarker. In addition,
miRMAz could become o promising stralegy in cancer re
stzarch, as several studies have demonstrated the sileneing
of vverexpressed miRNAzs and their downregulation using
synthetic oligonuclestides #-90

Mext-generalion sequencing milNA profiling provides
time- and pathophysiological state-specific mil Nome
information. As such, miBNA expression is an obvious
biomarker, and a syslems bielogy approach can delve
deeper into the molecular pathophysiology of certain types
of cancer and benign lesions. For example, the current
study found miRNA upregulation in WEITC related (o in-
terleukin-7 {IL-7} regulation processes involving 2 genes,
I1.-7 receptor (IL78) and 112 receptor subunit gamma
{IL2RG). 5o [ar, no studies have described JL7R in the con-
text of W DT, although its connection with ather thyroid
paithologics, sueh as thyroid brmphoma and thymaoma, has
been demonstrated.” ™ Therefore, the JL7R pene is 3 po-
tential marker for differentiating FA from WIXTC,

A literature search found no studies demonstrating dif
ferences in miENA expression in thyreid nodules verilied
as SFN. Here, a set of 3 miRNAs were found, as was the dif-
forential serum exprossion of 1T miENA in patients with 5PN
biopsy results, Further studies encompassing larger groups
of patients are needed to verify these differential expression
patterns, Hopefully, molecubar disgnesis based on cirealat
ing R MA will aveid unnecessary surgeries or even FENAE,

Limitations

The study was limited by the low rumber of WDTC
samples, It assessed and evaluated only 2 FTC patients due
L loow FTC incidence. OF these 2 patients, MID¥S analysis
led 1o the exclusion of one. The group of patients with
benign FA lesions was more numesous and histopatho
logically hemogeneous compared o the cancer palient
group, which had 3 subtypes ol WETC, Also, sampling was
limited to the population of Lesser Poland Voivedeship.
As such, the conclusions do not apply Lo olher populations
due to genetic differences.

Conclusions

Conclustons and [ulure perspeetives:

1. The FA and WIFT'C had different miRNA signatures,
with only mi 873 overlapping.

2. Three miBNAs, namely 146a, 1460 and 195, could be
used to diagnose patients as SFN.

Supplementary files
The supplementary files are available st hreps:2fdoi.

org/ 105281 penodo 7576125, The packsge contains the fol-
lowing [iles:
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7. Podsumowanie i wnioski

W pierwszej publikacji przeanalizowano kliniczne 1 ultrasonograficzne czynniki
majace wptyw na ryzyko raka tarczycy w zmianach ogniskowych zweryfikowanych w BACC
jak SFN. Obejmuja one: wiek, pte¢, srednice guza, obecnos¢ choroby Hashimoto,
podkategori¢ biopsyjna ,,podejrzenie nowotworu z komoérek Hurthle’a” oraz sume
ultrasonograficznych i klinicznych czynnikow ryzyka. W badaniu pooperacyjnym u 18
chorych rozpoznano raka tarczycy, najczestszy podtyp stanowil rak brodawkowaty (12,18;
66,6%). Sposrod zmian tagodnych dominowat gruczolak pecherzykowy (45/92; 49%).
Pacjentow podzielono na 2 grupy: ze zmiang tagodng (grupa 1) oraz z nowotworem
ztosliwym (grupa 2). W grupie chorych ze zmiang zto§liwa, w porOwnaniu z grupa z
gruczolakiem pecherzykowym stwierdzono przewage mezczyzn (16,6% vs. 13,1%, p=0,31)
wiekszy odsetek biopsji zweryfikowanych jako podejrzenie nowotworu z komorek Hurthle’a
(55,6%% vs. 45,7%, p=0,075), wiekszy odsetek pacjentow z choroba Hashimoto (33,3% vs.
31,5%, p=0,55), wigkszy odsetek klinicznych i ultrasonograficznych cech zwigkszonego
ryzyka ztosliwosci (1,4 vs. 1,29, p=0,71), mniejszg $rednice guza (14,5 mm vs. 19,4 mm,
p=0,15) oraz fakt, ze chorzy byli $rednio o 2,3 roku mtodsi (53,1 vs. 55,4 roku, p=0,42).
Wyniki te nie byty istotne statystycznie.

W drugiej pracy oceniono wplyw elektywnej limfadenektomii przedzialu VI szyi w
grupie 80 zoperowanych chorych na pooperacyjny staging raka tarczycy oraz ryzyko
wcezesnych powiktan pooperacyjnych, takich jak krwawienie do rany, porazenie NKW oraz
hipokalcemig. U 68 chorych zakres zabiegu polegat na catkowitym wycieciu tarczycy, au 12
wykonano jedynie lobektomie. Stwierdzono tacznie 129 weztow chtonnych ($rednio 1,6
wezta chtonnego na 1 chorego) w preparacie pooperacyjnym, wszystkie wezly zostaty
zwerytfikowane jako wolne od komorek nowotworowych. U 26 chorych nie znaleziono
weztow chtonnych w preparacie. W grupie chorych z rakiem tarczycy wykazano nieistotnie
wiekszg $rednig liczbe weztéw chtonnych (2,2 vs. 1,5, p= 0,13) oraz nieistotnie czesciej
stwierdzano wezty chlonne w preparacie (90% vs. 64%, p=0,1). Analiza pooperacyjnych
powiktan chirurgicznych nie wykazata istotnych r6znic w czgstosci ich wystgpowania
pomiedzy grupa badang a grupa kontrolna: niedowtadu NKW (3,38% vs. 1,49%, p=0,08),
krwawienia do rany pooperacyjnej (1,25% vs. 0,44%, p=0,29) oraz hipokalcemii (5% vs
5,4%, p= 0,86). Porownujac czgstos¢ powiktan w zalezno$ci od zakresu zabiegu, wezesny
pooperacyjny niedowtad NKW oraz krwawienie do rany stwierdzono w grupie badane;j
jedynie u chorych poddanych catkowitemu wycigciu tarczycy.

Trzecia publikacja przedstawia wyniki badah molekularnych. Najwazniejszym
celem badania byto znalezienie panelu miRNA, ktéry umozliwitby odréznienie FA od WDTC
na etapie diagnostyki przedoperacyjnej. Stwierdzono znamienng statystycznie nadekspresj¢ 2
czasteczek miRNA - miR-146b-5p (p=0,031) oraz miR-146b-3p (p= 0,034), natomiast
poziom ekspresji miR-195-3p (p=0,032) okazatl si¢ istotnie nizszy w grupie chorych z
WDTC w poréwnaniu z grupg chorych z FA. Wyniki zostaty zwalidowane porownujac je z
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zewnetrznymi danymi pochodzacymi z TCGA. Do okres$lenia sygnatury miRNA
wykorzystano probki zdrowej tkanki tarczycy jako punktu odniesienia. Analiza kohorty
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego pozwolila uzyska¢ 20 istotnych miRNA,
ktore stanowily sygnature dla WDTC. Analogiczne obliczenia przeprowadzono na danych
pozyskanych z TCGA otrzymujac sygnaturg sktadajaca si¢ z istotnych 188 miRNAs.
Podsumowujac, sygnatura WDTC dla kohorty CMUIJ pokrywa si¢ w 90% (18 sposrod 20
miRNA) z sygnaturg z bazy TCGA. Ponadto, kierunek zmiennosci ekspresji ( nadmierna lub
obnizona) jest taki sam we wszystkich przypadkach.

Potwierdzono takze obecno$¢ miRNA w osoczu. Zmienno$¢ ekspresji zbadano za pomoca
metody qPCR. W badaniu stwierdzono wyzszy poziom ekspresji miR-195-3p u pacjentow z
WDTC. Uzyskany rezultat byt istotny statystycznie (p =0,039). Reasumujac, zaprezentowano
miRNA, ktérych zmiana ekspresji koreluje z ryzykiem nowotworu ztosliwego. Potwierdzono
réwniez taka zalezno$¢ dla jednego z wyizolowanych z guza miRNA réwniez w osoczu.

Whioski:

1. W analizie czynnikdéw ryzyka nie stwierdzono pojedynczej cechy, ktora
charakteryzowalaby si¢ ze znamiennie wyzszym ryzykiem raka w zmianach ogniskowych
zweryfikowanych w BACC ,,podejrzenie nowotworu pecherzykowego”.

2. Poszerzenie zakresu o limfadenektomig przedziatu VI szyi nie poprawia
histopatologicznego stagingu, natomiast w doswiadczonych osrodkach w chirurgii tarczycy
nie wigze si¢ z wigkszym ryzykiem powiktan pooperacyjnych.

3. MiRNA jest obiecujagcym biomarkerem réznicujacym gruczolaka pecherzykowego i dobrze
zréznicowane raki tarczycy.

4. Zmienno$¢ ekspresji czgsteczek miRNA - miR-146b-5p oraz miR-146b-3p oraz miR-195-
3p moze by¢ wykorzystana do odr6znienia zmiany tagodnej i zto§liwej, natomiast miR-195-
3p stanowi osoczowy biomarker, potencjalnie umozliwiajacy wykluczenie raka tarczycy na
etapie przedoperacyjnym.
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2/ obowigzek proedstawienis Komisjic

- wazystkich zmian w protokole majgeych wpdyw na przebieg oraz oceng badania,

- rawiadomienia o przyczynach preedwezesnege zakofczenia badania,

- gprawozdania w toku preeprowadzanyeh badan « co szest miesiecy,

- rapartu kofcoweago.,

Badanie moZe by¢ prowadzone do dnia 28 styeznia 2017 roku.

Sklad i dziatanie Komisji zgodne z GCP oraz wymogami lokalnymi.
Lista czlonkdéw Komisji bioracych wdzial w posiedzeniu stanowi
#alyeznik do niniejszego dokumentu,

Krakéw, dnia 28 stycznia 20161,

Przewodniczgc

Komisji Bi ]

Prof. d , 1. wied. Piotr Thor

| GF‘:r.':ﬁ“Z-L-:-?:‘-..ﬂJI SICETYCZKE) W
DO WYEACZNEGD WYKORZYSTANIA|
| DLA CELOW STATUTOWYCH |

| UMWERASYTETU JaGsLLOASOEGD |

UMIWERSYTET

JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Kamisja Bioetycrna
Uniwersytetu

Jagiellofskiego

ul. Grzegdrzecka 20

PL 31-331 Krakdw

tel. +48 [12] 433 27 39
kbet@em-uj. krakow, pl

www, kbet. om-uj krakow.pl
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10. Oswiadczenia wspolautorow

Forakdw, dnia 20.03.2023r

Prof. dr hab. n. med. Marcin Barcaynski
Klinika Chirurgii Endokrynologiczne
HI Katedra Chirurgii Ogdlnej UJ CM

(stopief/tytud, imig | nazwisko, afiliacja)

OSWIADCZENIE

Jako wapdlautor pracy®:. iz
Swirta J, Romaniszyn M, Barczyfski M. Czynniki ryzyka zlosliwosci zmian ogniskowych
tarczyey zweryfikowanych w biopsji aspiracyjnej cienkoiglowej celowanej jako | podejrzenie

odwiadezam, iz mdj whasny whiad merytoryceny w przygotowanie, preeprowadzenie | opracowanie
badan oraz preedstawienie pracy w formie publikacji polegal na*®:

- opracowaniu koncepeji pracy

- weryfikacii danych i ich analizy statystycznej

- ppracowaniu i interpretacji wynikdw

- korekeie tekstu pracy

- finalnej akeeptacji tekstu pracy

Jednoczednie wyrazam zgode na przedlozenic ww. pracy preez lek Jarostawa Szymona Swirtg
Jako czesé rozprawy doktorskie] w formie spojnego tematycznie zbioru artykuléw opublikowanych
w ezasopismach naukowych,

Oiwiadezam, iz samodelelna | mofliwa do wyodrebnienia czesé ww. pracy wykazuje
indywidualny wkiad lek Jaroshawa Szymona Swirty polegajacy na**:
- opracowaniu koncepcji pracy
- zhicraniu danych i ich analizie statystyceng]
- upracowaniu wynikow i napisaniu pracy

- korekeie manuskryptu i jego finalizaci

(podpis wspdlautora)
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Krakdw, dnia 20,03,2025r

Prof. dr hab. n. med. Marcin Barczymniski
Klinika Chirurgii Endokrynologicznej
[l Katedra Chirurgii Ogolnej UJ CM

OSWIADCZENIE

Swirta J, Romaniszyn M, Barczytiski M. Wplyw elektywnej limfadenektomii przedziatu V1
szyi u chorych z rozpoznaniem cytologicznym podejrzenie nowotworu pecherzykowego
larczycy na oceng stopnia zaawansowania choroby nowotworowej i rvevko powiklan
chirurgicznych. Wiad Lek. 2020:73(4):629-637. PMID: 32731688

abwiadezam, i mdj wlasny whind merytorycany w przygotowanie, przeprowadzenie | opracowanie
badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat na=*:

- opracowaniu koncepeji pracy

- weryfikacji danych i ich analizy statystyczne

- Dpracowaniu i interpretaci wynikow

- korekeie tekstu pracy

- finalnej akeeptac)i tekstu pracy

Jednoczednie wyrazam zpode na preediozenic ww, pracy przez lek Jarostaws Szymona Swirte
Juko czgdt rozpriwy doktorskicj w formie spijnego tematycznie zhioru artykultw apublikowanyeh
w czasopismach naukowych.

Oswiadezam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia cegsé ww. prcy wykazuje
indywidualny wkiad lek Jarostawa Szymona Swirty polegajacy na**:
- opracowaniu koncepeji pracy
- zbieraniu danych i ich analizie statystycane
- apracowaniu wynikow i napisaniu pracy
- korekeie manuskryptu i jego finalizacji

Mogtiu S

(podpis wspolautora)
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Krakdw, March 20, 2023

Prof. Marcin Barceynski, MD, PhD
Department of Endocrine Surgery
Third Chair of General Surgery JU MC

(title, name and surmame, affiliation)

Co-autorship statement

As a co-author of the publication®: ..........

Swirta JS, Wator G, Seweryn M, Kap-usm P Ban:?:,'f:skl M Wcikﬁw P prressmrl ul‘mtcm-
ribonueleic acids in thyroid nodules and serum 1o discriminate between follicular

adenoma and cancer in patients with a fine needle aspiration biopsy classified as suspicious
for follicular neoplasm: A preliminary study [published online as ahead of prim

on March 10, 2023]. Adv Clin Exp Med. 2023. doi;10.17219%acem/ 160003

I declare that my own substantial contribution 1o this publication consists of**;
- Research concept and design,

- Data analysis and interpretation,

- Critical revision of the article,

- Final approval of the article,

Hereby, | agree 1o submit the above-mentioned publication by Jaroslaw Seymon Swirta, MD
a5 part of a doctoral dissertation in the form of a thematically coherent collection of articles published
in scientific journals,

| declare that an independent and identifiable part of the abovementioned publication shows
individual contribution of Jarostaw Szymon Swirta, MDD consisting of**;

- Research concept and design

- Collection and/or assembly of data,
- Diata analysis and interpretation,

- Writing the article,

- Final approval of the article.

Mmukg&wwy

{co-author's signature)
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Krakow, 22.02.2023 r.

Dr Przemystaw Kapusta
istopied/tytul, imie | nazwisko, afiliacja)

OSWILADCZENIE

Tako wspolautor pracy*: Expression of micro-RNA in thyreid nodules and serum to
discriminate follicnlar adenoma and cancer in patients with fine needle aspiration biopsy
verified as “suspicious for follicular reoplasm™ - preliminary study ofwiadezam, i@ mdj
wiasmy whklad merviorvezny w preygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan
oraz. preedstawicnic pracy w formie publikacji polegal na**:

» analizie danych i interpretacii wynikow

*  prevectowaniu manushryplu

» zatwierdzenie ostatecene] wersji manuskrytpu
Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie ww, pracy przez lek Jaroslaw Szymon Swirta
jako czest rozprawy doktorskicg w formie spdjnego tematycznie zhioru arykulow
opublikowanyeh
w gzasopismach naukowych,

Ogwiadczam, iz samodzielna | moiiwa do wyodrebnienia czesé ww. pracy wykazuje

indywidualny wkiad lek Jarostaw Szymon Swirta polegajacy na**:
« opracowaniu pomystu badan 1 stworzeniu hipotezy badawczej
*  ppracowaniu koncepeji badan
* pohraniu prabek oraz danyeh klinicenyeh od pacjentdw, wykonaniu pomiardw
»  opracowaniu 1 interpretacii wynikow

»  przygotowanin manuskrypiu pracy

{podpis wspolautora

*naledy podad fyiud, nazwe crasnpisma. wolumen, rok, strony

**np. oprecowywaniu pomysly badad, siworzeniu hipotezy badaweze], oprecowaniu koncepeji badad,
wykonvwanin okredlenveh  ekspervmentiw Flub  pomisrdw (najlepie] wskazad kibrych), opratowaniu
| interpretecii woynikiw fej pracy. preygolowanio manuskrype pracy.
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Migjscowosé, dnia 22 11 2023
Dr n. med. Gragjan Water, Osrodek Genomiki Medyczne) — OMICRON, UICM
(stopietitytul, imie i nazwisko, afiliacja)

OSWIADCZENIE

Jaka wspdlautor pracy®:

"Expression of micro-ribonucleic acids in thyroid nodules and serum 1o diseriminate between
follicular adenoma and cancer in patients with a fine needle aspiration biopsy classified as suspicious
for follicular neoplasm: A preliminary study™ .

odwiadezam, iz méj whsny whiad merytoryczny w przygotowanie, preeprowadzenie |
opracowEnie badan
oraz preedstawienie pracy w formie publikacji polegal na**:

- zaplanowanie badania

- zebranie 1 opracowanie danych
- analiza danveh i interpretacja
- pisanie artykuhu

- pstateczna korelta artykutu

Jednoczednie wyrzam zgode na przediozenie ww. pracy przez lek Jarostawa Swirte jako
czest rozprawy dokiorskiel w formie spdjnego tematycznie zbioru artykuldw opublikowanych
w czasopismach naukowyeh.

Ofwiadczam, iz samodzielna | mozliwa do wyodrgbnienia czedé ww, pracy wykazuje
indywidualny whiad lek Jarostawa Swirty polegajacy na*®:

- zaplancwanie badania

- zebranie I opracowanie danveh
- analiza danych i interpretacia
- pisanie artykufu

- ostateczna korekta artvkutu

(podpis wspdlautora)

*naleiy podac tytul, nazws czasopisma, wolumen, rok, strony

*pp. opracowywaniu pomysiy badan, stworzeniu hipofezy badaweze], opracowaniu koncepcii  badar,
wykonywanin okreslonych ekspervmentdw  Vlub pomiardw (najlepie; wskeeac ktdrvch), opracowaniuo
i interpretacii wynikdw tef pracy, przyvgotowanin menuskryptu pracy,
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K.rakow, dnia 13 marca 2023

D med. Pawel Wolkow
Céradek Genomiki Medycanej OMICRON
Wydzial Lekarski U1 CM

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy®; “Lxpression of micro-ribonucleic acids in thyroid nodules and serum
to diseriminate between follicular adenoma and cancer in patients with a fine needle aspiration biopsy
classified as suspicious for follicular neoplasm: A preliminary study”™ Jaroslaw Szymon Swirla,
Gracjan Wator, Michal Seweryn, Przemystaw Kapusta, Marcin Barczynski, Pawel Wolkow: Ady Clin
Exp Med. 2023 Mar 10. doi: [0.1721%/cem/1 60003

oéwindezam, iz moj wlasny wklad merytoryesny w przygotowanie, preeprowadzenie i
opracowanie badan oraz praedstawienie pracy w formie publikacji polegal na®*:

- analizie i interpretacji danych
- krytyeene rewizii tekstu artykulu

= koneowej aprohacie arty kudu.

Jednoczesnic wyrazam zgode na preediozenie ww, pracy przez mur/lek Jarostawa Szymona
Swirte jako czest rozprawy  doklorskie] w o formie spajnego  tematycmie zhioru artykulow

opublikowanych w czasopismach nauhowyeh,

Oéwiadezam, i# samodzielna i modliwa do wyodrebnienia czgsé ww. pracy wykazuje
indywidualmy whlad mar/lek Jaroslawa Srymona Swirly polegajgey na®*:
- opracowaniu koneepcii | projekiu badan
- zebraniu danveh 1 prayzotowaniv ich do analizy
- napisaniu artykulu

- koficowe) aprobacic arty kulu

*nalesy podad tvtul, nawe czasopisma, wolumen, rok, stromy
##np. apracowywaniu pomyshi badan, stworzeniu hipotezy badawezej, opracowaniu koncepeji  badan,
wykonywanin  okreslonych  eksperymentéos uh pomiardw (najlepiej wskazaé ktrych), opracowaniv

i interpretacii wynikow tej pracy, preyeolowaniu manuskeypie pracy.
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Flace/date. . Krakow, 13. Feb. 2023..

--..Michal Pomamzzyn, MD, PRD...
(title, name zod surmeme, affiliation)

Co-autorship statement

Az a co-author of the publication®: RISE FACTORS OF MALIGNANCY IN PATIENTS
WITH FINE NEEDLE ASPIRATION BIOPSY RESULTS INTERPEETED AS “SUSPICIOUS FOR
FOLLICULAF. NEOPLASM™, Wiad Lele 2020;73(7):1323-1320, I declare that my own substantial
contribution to thiz publication conzizts of ¥¥:

—Work concept and dezign

—Data collection and analysis,

—statistical analysiz,

Herzby, I agree to submit the above-mentioned publication by MSc/ MD.._Jaroslaw Szymon
Swirta_=s part of a doctoral dizzertation in the form of a thematically coherent collection of articles
publizhed in scientific journals.

I declare that an independent and identifisble part of the shovementionsd publication chows
individual contribution of MSe/ MD .. ... Jarostaw Szvmen Swirta___consisting of ¥

—Worl: concept and design,

—Data collection and analysis,
—Responsibility for statistical analysiz,
— Writing the articls,

— Critical review,

(co-author's siznature)

% provide ride, journal, volume, vear, pages

#%z 7 development a rescarch idea, creation of research hvpothesis, development a research concept, malting
specific experiments and’or measurements (if's best o indicare which ones), inrerprecation of resules, preparation
of manuscript
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FPlace/dare. . Krakow, 13. Feb. 2023

..... Michal Fomaniszye, MD, PhD...
(title, name and sorneme, affiliation)

Co-autorship statement

Az & co-zuthor of the poblication™: THE IMPACT OF ELECTIVE CENTRAL LYMFPH
NODE DISSECTION ON POSTOPERATIVE PATHOLOGICAL STAGING AND SURGICAL
COMPLICATION RATE IN PATIENTS WITH EESULTS OF FINE NEEDLE ASFIRATION
BIOPSY SUSPICIOUS FOE FOLLICULAR NEOPLASM OF THYROID, Wiad Lek
2020;73(4):629-637, I declare that my own subztantial contribution to thiz publication consists of ¥%:

—Work concept and decizn

—Data collection and analysis,

— PRezponzibility for statistical analysis,
— Creation of fizures

— Writing the articls

Hereby, I agres to submit the above-mentioned publication by MSc/ MD.._Jarostaw Szymon
Swirta._.as part of & doctoral dizzertation in the form of a thematically coherent collection of articles
publizhed in scientific journals.

I declare that an independent and identifisble part of the sbovementioned publication shows
individual contribution of MSe/ MD . ... Jarostaw Szymon Swirta....._consisting of#*:
—Work concept and design
—Data collection and analysis,
—Responzibility for statistical analyziz,
—Writing the article,

— Critical review,

Mihgr... Romamis,

{co-author's signature)

* provide dite, journal, volume, vear, pages
%z 7 development a research idea, creation of reseerch bepothesic, developmem a mesearch concepr, making
specific experiments and’or measwrements (ir's best o indicate which ones), interpreration of resulis, preparation

of manuseripc
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