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1. Wykaz stosowanych skrótów 

 
 

ATA – Amerykańskie 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 cienkoigłowa celowana; 

USG/US – badanie ultrasonograficzne; 

ATA – American Thyroid Association – Amerykańskie Towarzystwo Tyreologiczne 

 

FNAB – biopsja aspiracyjna cienkoigłowa celowana (fine needle aspiration biopsy )  

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

 

NGS  - sekwencjonowanie nowej generacji (next generation sequencing) 

WDTC – dobrze zróżnicowane raki tarczycy (well-differentiated thyroid cancers) 

TC – rak tarczycy (thyroid cancer ) 

NIFTP - nieinwazyjny nowotwór pęcherzykowy z jądrowymi cechami brodawkowymi 

(noninvasive follicular thyroid neoplasm with papillary-like nuclear features ) 

FTC – rak pęcherzykowy tarczycy (follicular thyroid cancer) 

PTC – rak brodawkowaty tarczycy ( papillary thyroid cancer) 

FVPTC – wariant pęcherzykowy raka brodawkowatego tarczycy (follicular variant of 

papillary thyroid cancer) 

MDS - wielowymiarowe skalowanie (multidimensional scaling) 

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

re action) 
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2. Streszczenie w języku polskim 
 
                                                             

Wprowadzenie 

 

          

          Zmiany ogniskowe w tarczycy stwierdza się u około 65% badanych. W znakomitej 

większości są to zmiany łagodne. Według danych pochodzących z analiz przeprowadzonych 

na dużych grupach chorych odsetek nowotworów złośliwych waha się w przedziale 3%–15%. 

W ciągu ostatnich lat zapadalność na raka tarczycy dynamicznie wzrasta.  

          Istotna rolę w algorytmie diagnostycznym stanowi biopsja aspiracyjna cienkoigłowa 

celowana (BACC). BACC charakteryzuje się dużą dokładnością i pozwala zakwalifikować 

zmianę ogniskową jako łagodną bądź złośliwą. W Polsce przyjęto klasyfikację cytologiczną 

bioptowanych zmian według systemu Bethesda (TBSRTC − The Bethesda System for 

Reporting Thyroid Cytopathology), który wyróżnia 6 kategorii, przypisując każdej określone 

ryzyko złośliwości. 

           W rozprawie doktorskiej poddano analizie chorych z kategorią IV wg klasyfikacji 

Bethesda – podejrzenie nowotworu pęcherzykowego (SFN). Charakteryzuje się ona ryzykiem 

raka tarczycy wahającym się w przedziale 8,2-19%. Dotychczas nie wprowadzono do 

praktyki klinicznej testu, który wykazywałby dostatecznie wysoką czułość lub pozwalałby 

wykluczyć zmianę złośliwą, dlatego większość chorych z takim wynikiem BACC wymaga 

leczenia operacyjnego i weryfikacji histopatologicznej.   

Szansą na zwiększenie dokładności diagnostycznej okazały się badania molekularne. 

MiRNA należą do endogennych, jednoniciowych, niewielkich, wysoce konserwatywnych, 

niekodujących cząsteczek, o długości 18 - 25 rybonukleotydów. Odgrywa istotną rolę w wielu 

zarówno w prawidłowym funkcjonowaniu komórek jak i procesach patologicznych, jak: 

proliferacja, różnicowanie oraz apoptoza. miRNA zaburza ekspresję genów na poziomie 

posttranskrypcyjnym poprzez interakcję z mRNA. Są bardzo trwałe I ich struktura pozostaje 

niezmieniona w tkankach po zamrożeniu oraz w formalinie. Ta właściwość pozwoliła podjąć 

próbę użycia miRNA w komercyjnych testach bazujących na diagnostyce molekularnej.  

Dotychczas opublikowano liczne prace, w których wykazano związek zaburzonej regulacji 

miRNA z nowotworami złośliwymi.Dotychczas opublikowano liczne prace, w których 

wykazano związek zaburzonej regulacji miRNA z nowotworami złośliwymi. W 2006 roku  

Weber i wsp. opublikowali pierwszą pracę na temat wykorzystania miRNA do różnicowania 

gruczolaka pęcherzykowego (FA) i raka pęcherzykowego tarczycy (FTC). Od tamtej pory w 

licznych pracach wykazano, że miRNA może być czułym biomarkerem raka tarczycy, 

zarówno w preparacie tkankowym, jak i w osoczu, przy czym większość publikacji dotyczy 

raka brodawkowatego.  
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Cel 

 
            Cel badania był dwojaki: scharakteryzowanie miRNA w zmianach ogniskowych 

tarczycy zweryfikowanych w BACC jako SFN oraz znalezienie w osoczu panelu miRNA, 

który pozwoliłby zróżnicować gruczolaka pęcherzykowego i dobrze zróżnicowane raki 

tarczycy (WDTC) – raka brodawkowatego i pęcherzykowego. 

 
 

Materiały i metody 

 
 

             Do badania włączono 110 pacjentów operowanych w Oddziale Klinicznym Chirurgii 

Ogólnej z Onkologią Szpitala Miejskiego Specjalistycznego im. G. Narutowicza w Krakowie 

(na bazie którego działa III Katedra Chirurgii Ogólnej UJCM) w latach 2016–2020  z powodu 

podejrzenia nowotworu pęcherzykowego tarczycy.  Kryteria włączenia stanowiły: 

potwierdzone cytologiczne rozpoznanie „podejrzenie nowotworu pęcherzykowego” lub 

„podejrzenie nowotworu z komórek Hürthle’a ” u chorego dotychczas nieleczonego z tego 

powodu, wiek od 18 do 90 r.ż., świadoma zgoda chorego na udział w badaniu. Z badania 

wyłączono chorych z obecnością typowych cech nowotworu złośliwego, takich jak naciekanie 

okolicznych tkanek, podejrzenie przerzutów do węzłów chłonnych lub przerzutów odległych 

stwierdzonych w badaniu klinicznym lub w przedoperacyjnych badaniach obrazowych. 

 

           W pierwszej publikacji podjęto próbę wyodrębnienia czynników klinicznych lub 

ultrasonograficznych, które wiązałyby się z większym ryzykiem raka tarczycy. Grupy 

poddano analizie pod względem: wieku, płci, obecności choroby Hashimoto, średnicy guza, 

odsetka rozpoznań cytologicznych „podejrzenie z komórek Hürthle’a” oraz sumarycznej 

liczby klinicznych i ultrasonograficznych cech zwiększonego ryzyka złośliwości według 

rekomendacji Amerykańskiego Towarzystwa Tyreologicznego (ATA). 

 

            W drugiej pracy przeanalizowano wpływ elektywnej limfadenektomii przedziału VI 

szyi na pooperacyjny staging oraz wczesne powikłania pooperacyjne. Stopień zaawansowania 

choroby nowotworowej przedstawiono wg 8 edycji AJCC/ TNM z 2017 roku.  Porównano 

odsetki wczesnych pooperacyjnych powikłań chirurgicznych w grupie badanej oraz w grupie 

chorych operowanych w tym samym okresie w tutejszej Klinice z powodu wola 

nienowotworowego. Ruchomość fałdów głosowych oceniał specjalista laryngologii w 2. 

dobie pooperacyjnej metodą wideolaryngoskopii. Odsetek uszkodzeń nerwów krtaniowych 

wstecznych (NKW) przedstawiono w przeliczeniu na nerwy narażone na ryzyko uszkodzenia, 

a nie na liczbę pacjentów. Za definicję hipokalcemii przyjęto obniżenie stężenia wapnia 

całkowitego w surowicy poniżej 2,0 mmol/l w okresie hospitalizacji. Opracowanie 

statystyczne wykonano w pakiecie oprogramowania Statistica 13 (StatSoft Inc). Do oceny 

normalności rozkładu zastosowano test zgodności Chi kwadrat. Jednoczynnikową analizę 

statystyczną materiału przeprowadzono przy pomocy testów Chi2 Pearsona dla zmiennych 
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nominalnych oraz U Manna-Whitney'a i t-studenta  dla zmiennych ilościowych. W ocenie 

istotności statystycznej przyjęto wartość p<0,05. 
 
             Trzecia publikacja przedstawia analizę molekularną, którą przeprowadzono u 10 

chorych z wysoko zróżnicowanym rakiem tarczycy (WDTC) oraz 14 chorych z gruczolakiem 

pęcherzykowym (FA) tarczycy. Obie grupy porównano pod kątem struktury płci, wieku, 

obecności choroby Hashimoto, średnicy guza oraz ultrasonograficznych czynników ryzyka 

jako punktacji w skali EU-TIRADS.  Fragmenty guza oraz niezmienioną makroskopowo 

tkankę tarczycy zostały pobrane przez doświadczonego patologa, które zabezpieczono w 

RNA Later, a następnie umieszczono w temperature 80 st. C do momentu ekstrakcji RNA. 

Krew pobrano w sali operacyjnej przed nacięciem skóry. Około 50-100mg tkanki guza 

poddano lizie przy użyciu preaparatu TissueLyser LT (Qiagen, Hilden, Germany) i pobrano 

RNA. Z 0,5ml osocza wyizolowano całkowite RNA według protokołu RNAzol. Tak zwane 

małe RNA ( small RNA) zastosowano do przygotowania bibliotek NGS.  

W celu uzyskania RNA o wysokiej jakości usunięto z dalszej analizy odczyty zawierające 

poniżej 15 nukleotydów oraz nieposiadające adapterów. Po przygotowaniu bibliotek 

przeprowadzono sekwencjonowanie nowej generacji w aparacie NextSeq (llumina, San 

Diego, CA, USA).  Uzyskane wyniki znormalizowano dostosowując je do rozmiarów 

bibliotek i przedstawiono jako liczbę odczytów na milion (CPM) wykorzystując 

oprogramowanie miRDeep2 software.  Otrzymane  odczyty miRNA  zostały zachowane na 

lokalnym serwerze. Poddano ocenie jakość odczytów za pomocą oprogramowanie  FastQC 

software.  Tak opracowane znormalizowane wyniki – CPMs – zostały poddane skalowaniu 

wielowymiarowego.  Do analizy statystycznej i eksploracyjnej miRNOME zastosowano 

pakiet LIMMA.  Osoczowe miRNA wyizolowano z próbek o jednakowej objętości. Do 

analizyróżnicowej eskpresji miRNA zastosowano test t-studenta. 

 

 

Wyniki 

 
              

              W pierwszej publikacji, która objęła 110 osób operowanych w powodu podejrzenia 

nowotworu pęcherzykowego tarczycy, w grupie chorych ze zmianą złośliwą stwierdzono, w 

porównaniu z grupą z gruczolakiem pęcherzykowym, przewagę mężczyzn (16,6% vs. 13,1%, 

p=0,31) większy odsetek biopsji zweryfikowanych jako podejrzenie nowotworu z komórek 

Hurthle’a (55,6%% vs. 45,7%, p=0,075), większy odsetek pacjentów z chorobą Hashimoto 

(33,3% vs. 31,5%, p=0,55), większy odsetek klinicznych i ultrasonograficznych cech 

zwiększonego ryzyka złośliwości (1,4 vs. 1,29, p=0,71), mniejszą średnicę guza (14,5 mm vs. 

19,4 mm, p=0,15) oraz fakt, że chorzy byli średnio o 2,3 roku młodsi (53,1 vs. 55,4 roku, 

p=0,42). Wyniki te nie były istotne statystycznie 

              W drugiej publikacji, w grupie 80 zoperowanych chorych, stwierdzono łącznie 129 

węzłów chłonnych (średnio 1,6 węzła chłonnego na 1chorego) w preparacie pooperacyjnym, 

wszystkie węzły zostały zweryfikowane jako wolne od komórek nowotworowych. U 26 
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chorych nie znaleziono węzłów chłonnych w preparacie. W grupie chorych z rakiem tarczycy 

wykazano nieistotnie większą średnią liczbę węzłów chłonnych (2,2 vs. 1,5, p= 0,13) oraz 

nieistotnie częściej stwierdzano węzły chłonne w preparacie (90% vs. 64%, p=0,1). Analiza 

pooperacyjnych powikłań chirurgicznych nie wykazała istotnych różnic w częstości ich 

występowania pomiędzy grupą badaną a grupą kontrolną: niedowładu 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). Porównując częstość powikłań w zależności od zakresu 

zabiegu, wczesny pooperacyjny niedowład NKW oraz krwawienie do rany stwierdzono w 

grupie badanej jedynie u chorych poddanych całkowitemu wycięciu tarczycy. 

                 W ostatniej pracy przedstawiono wyniki badań molekularnych - różnicową 

ekspresję miRNA pomiędzy próbkami FA i WDTC. Stwierdzono znamienną statystycznie 

nadekspresję miRNA - miR-146b-5p (p=0,031)  oraz miR-146b-3p (p= 0,034), natomiast 

poziom ekspresji  miR-195-3p (p=0,032)  okazał się istotnie niższy w grupie chorych z 

WDTC w porównaniu z grupą chorych z FA. Wyniki zostały zwalidowane przy 

wykorzystaniu  zewnętrznej kohorty pochodzącej z The Cancer Genom Atlas (TCGA). 

Porównaniu z sygnatutrą z Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellońskiego uzyskano 

pokrycie 90% próbek (18 z 20 miRNAs). Następnie potwierdzono obecność miRNA w 

osoczu. Zmienność ekspresji zbadano za pomocą metody qPCR. W badaniu stwierdzono 

wyższy poziom ekspresji hsa_miR_195_u pacjentów z WDTC, co wskazuje na odwrotną 

zależność pomiędzy ekspresją tego miRNA w tkankach i osoczu w obu grupach ( WDTC vs 

FA). Uzyskany rezultat był istotny statystycznie  (p =0,039). 

 

 

Wnioski 

            

            W analizie czynników ryzyka nie stwierdzono wiarygodnych cech klinicznych, które 

charakteryzowałaby się znamiennie niskim ryzykiem raka w zmianach ogniskowych 

zweryfikowanych w BACC „podejrzenie nowotworu pęcherzykowego”, dlatego w guzach o 

średnicy przekraczającej 2cm leczenie operacyjne pozostaje najlepszą metodą pozwalającą 

wykluczyć złośliwy charakter zmiany. 

             Poszerzenie zakresu o limfadenektomię przedziału VI szyi nie poprawia 

histopatologicznego stagingu, natomiast w doświadczonych ośrodkach w chirurgii tarczycy 

nie wiąże się z większym ryzykiem powikłań pooperacyjnych.   

             MiRNA jest obiecującym biomarkerem różnicującym gruczolaka pęcherzykowego i 

dobrze zróżnicowane raki tarczycy. Zmienność ekspresji cząsteczek miRNA - miR-146b-5p  

oraz miR-146b-3p oraz miR-195-3p  może być wykorzystana do odróżnienia zmiany łagodnej 

i złośliwej, natomiast miR-195-3p  stanowi osoczowy biomarker, potencjalnie umożliwiający 

wykluczenie raka tarczycy na etapie przedoperacyjnym.  
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3. Streszczenie w języku 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 8th 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/l. 

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 
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without adapter. As a next step new generation sequencing has been performed on NextSeq 

(llumina, 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. Wstęp 
 
 
          Zmiany ogniskowe tarczycy stanowią powszechną patologię tego narządu i są 

najczęstszym powodem konsultacji endokrynologicznej. Według badań autopsyjnych u ponad 

50% populacji stwierdza się przynajmniej 1 zmianę niemą klinicznie o średnicy 

przekraczającej 1cm, natomiast odsetek guzów wykrywanych podczas badania palpacyjnego 

waha się w przedziale 4-−7%. Po ocenie zmiany w USG, następny etap w algorytmie 

diagnostycznym stanowi kwalifikacja do biopsji aspiracyjnej cienkoigłowej celowanej 

(BACC). Wyniki BACC są przedstawiane według 6-stopniowej klasyfikacji Bethesda. W 

przypadku kategorii I-III ryzyka raka tarczycy jest niewielkie i przy nieobecności innych 

wskazań, prowadzi się leczenie zachowawcze. Kategoria V i VI wymaga leczenia operacyjne. 

W przypadku kategorii IV – podejrzenie nowotworu pęcherzykowego – ryzyko raka jest 

pośrednie. Chorzy z takim rozpoznaniem mogą być leczeni zachowawczo przy niewielkim 

rozmiarze guza oraz nieobecności innych czynników ryzyka raka – klinicznych i 

ultrasonograficznych. Pewne rozpoznanie pozwala uzyskać jedynie wycięcie guza i ocena 

histopatologiczna.  

 

             Duże możliwości w zakresie poprawy diagnostyki chorób nowotworowych, w tym 

raka tarczycy, są związane z wykorzystaniem miRNA. Przez blisko 2 dekady, od ukazania się 

pierwszej publikacji w 2005 roku, znaczenie miRNA w patologii gruczołu tarczowego było 

intensywnie badane. Wiele prac poddało ocenie możliwość wykorzystania miRNA jako 

biomarkera raka tarczycy. Szczegółowa analiza zmian ogniskowych tarczycy miała na celu 

ustanowienie ogólnych kryteriów złośliwości, jak i znalezienie specyficznych miRNA dla 

poszczególnych podtypów histologicznych. Co więcej, jedno z kluczowych zagadnień 

stanowi określenie panelu miRNA, który byłby w stanie zróżnicować gruczolaka i raka 

pęcherzykowego tarczycy w badaniu przedoperacyjnym. Część autorów przedstawiła 

klasyfikatory miRNA składające się z kilku cząsteczek miRNA, co znamiennie zwiększa 

czułość i swoistość. Materiał wykorzystywany w klasyfikatorze pochodził z guza, np. 

uzyskany na drodze BACC. Przeglądając bazę pubmed nie znaleziono publikacji 

wykorzystujących osoczowe miRNA w przedoperacyjnej diagnostyce guzów - podejrzenie 

nowotworu pęcherzykowego (SFN). 
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5. Założenia i cel pracy 
 
          
 

            Założeniem przedstawionych w cyklu publikacji badań jest hipoteza, że istnieje 

biomarker umożliwiający różnicowanie nowotworów łagodnych od złośliwych w grupie 

chorych z przedoperacyjnym rozpoznaniem w BACC guza tarczcy - podejrzenie nowotworu 

pęcherzykowego (Bethesda IV), wobec braku wystarczająco trafnych cech kliniczno-

ultrasonograficznych.  
              Wprowadzenie do praktyki klinicznej wiarygodnego biomarkera stwarzałoby 

możliwość uniknięcia niepotrzebnych tyroidektomii u pacjentów gruczolakiem 

pęcherzykowym oraz zastosowania adekwatnego, bardziej rozległego zakresu zabiegu w 

sytuacji wysokiego prawdopodobieństwa raka pęcherzykowego tarczycy u chorych z 

wynikiem BACC „podejrzenie nowotworu pęcherzykowego”.   
              Cele szczegółowe pracy to: 
- identyfikacja czynników ryzyka wpływających na ryzyko raka w zmianach ogniskowych 

tarczycy ocenionych w BACC jako Bethesda IV (SFN) : wiek, płeć, średnicę guza, obecność 

choroby Hashimoto, podkategorię biopsyjną „podejrzenie nowotworu  z komórek Hurthle’a” 

oraz sumę ultrasonograficznych i klinicznych czynników ryzyka; 

- ocena wpływu elektywnej limfadenektomii przedziału VI szyi na pooperacyjny staging oraz 

wczesne powikłania pooperacyjne; 

- znalezienie panelu miRNA w guzie oraz w osoczu, który umożliwiłby odróżnić z wysoki 

prawdopodobieństwem FA od WDTC przed podjęciem decyzji o leczeniu operacyjnym; 

-możliwości zastosowania tkankowego oraz osoczowego miRNA do różnicowania gruczolaka 

pęcherzykowego i WDTC. 
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6. Kopie opublikowanych prac

 



23 
 

 



24 
 

 
 
 

 
 
 
 
 



25 
 

 
 
 
 



26 
 

 
 
 



27 
 

 
 
 



28 
 

 
 
 
 



29 
 

 
 
 
 



30 
 

 

 
 
 



31 
 

 

 
 
 



32 
 

 
 
 
 



33 
 

 
 
 



34 
 

 
 
 



35 
 

 
 
 



36 
 

 
 

 



37 
 

 
 

 



38 
 

 



39 
 



40 
 

 



41 
 
 



42 
 
 



43 
 

 
 
 



44 
 



45 
 



46 
 

 



47 
 



48 
 

 
 
 
  



49 
 

7. Podsumowanie i wnioski 

 
              W pierwszej publikacji przeanalizowano kliniczne i ultrasonograficzne czynniki 

mające wpływ na ryzyko raka tarczycy w zmianach ogniskowych zweryfikowanych w BACC 

jak SFN. Obejmują one: wiek, płeć, średnicę guza, obecność choroby Hashimoto, 

podkategorię biopsyjną „podejrzenie nowotworu  z komórek Hurthle’a” oraz sumę 

ultrasonograficznych i klinicznych czynników ryzyka.  W badaniu pooperacyjnym u 18 

chorych rozpoznano raka tarczycy, najczęstszy podtyp stanowił rak brodawkowaty (12,18; 

66,6%). Spośród zmian łagodnych dominował gruczolak pęcherzykowy (45/92; 49%). 

Pacjentów podzielono na 2 grupy: ze zmianą łagodną (grupa 1) oraz z nowotworem 

złośliwym (grupa 2). W grupie chorych ze zmianą złośliwą, w porównaniu z grupą z 

gruczolakiem pęcherzykowym stwierdzono przewagę mężczyzn (16,6% vs. 13,1%, p=0,31) 

większy odsetek biopsji zweryfikowanych jako podejrzenie nowotworu z komórek Hurthle’a 

(55,6%% vs. 45,7%, p=0,075), większy odsetek pacjentów z chorobą Hashimoto (33,3% vs. 

31,5%, p=0,55), większy odsetek klinicznych i ultrasonograficznych cech zwiększonego 

ryzyka złośliwości (1,4 vs. 1,29, p=0,71), mniejszą średnicę guza (14,5 mm vs. 19,4 mm, 

p=0,15) oraz fakt, że chorzy byli średnio o 2,3 roku młodsi (53,1 vs. 55,4 roku, p=0,42). 

Wyniki te nie były istotne statystycznie.  

 

               W drugiej pracy oceniono wpływ elektywnej limfadenektomii przedziału VI szyi w 

grupie 80 zoperowanych chorych na pooperacyjny staging raka tarczycy oraz ryzyko 

wczesnych powikłań pooperacyjnych, takich jak krwawienie do rany, porażenie NKW oraz 

hipokalcemię. U 68 chorych zakres zabiegu polegał na całkowitym wycięciu tarczycy, a u 12 

wykonano jedynie lobektomię. Stwierdzono łącznie 129 węzłów chłonnych (średnio 1,6 

węzła chłonnego na 1 chorego) w preparacie pooperacyjnym, wszystkie węzły zostały 

zweryfikowane jako wolne od komórek nowotworowych. U 26 chorych nie znaleziono 

węzłów chłonnych w preparacie. W grupie chorych z rakiem tarczycy wykazano nieistotnie 

większą średnią liczbę węzłów chłonnych (2,2 vs. 1,5, p= 0,13) oraz nieistotnie częściej 

stwierdzano węzły chłonne w preparacie (90% vs. 64%, p=0,1). Analiza pooperacyjnych 

powikłań chirurgicznych nie wykazała istotnych różnic w częstości ich występowania 

pomiędzy grupą badaną a grupą kontrolną: niedowładu 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). Porównując częstość powikłań w zależności od zakresu zabiegu, wczesny 

pooperacyjny niedowład NKW oraz krwawienie do rany stwierdzono w grupie badanej 

jedynie u chorych poddanych całkowitemu wycięciu tarczycy. 

 

                  Trzecia publikacja przedstawia wyniki badań molekularnych. Najważniejszym 

celem badania było znalezienie panelu miRNA, który umożliwiłby odróżnienie FA od WDTC 

na etapie diagnostyki przedoperacyjnej. Stwierdzono znamienną statystycznie nadekspresję 2 

cząsteczek miRNA - miR-146b-5p (p=0,031)  oraz miR-146b-3p (p= 0,034), natomiast 

poziom ekspresji  miR-195-3p (p=0,032)  okazał się istotnie niższy w grupie chorych z 

WDTC w porównaniu z grupą chorych z FA. Wyniki zostały zwalidowane porównując je z 
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zewnętrznymi danymi pochodzącymi z TCGA. Do określenia sygnatury miRNA 

wykorzystano próbki zdrowej tkanki tarczycy jako punktu odniesienia. Analiza kohorty 

Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellońskiego pozwoliła uzyskać 20 istotnych miRNA, 

które stanowiły sygnaturę dla WDTC. Analogiczne obliczenia przeprowadzono na danych 

pozyskanych z TCGA otrzymując sygnaturę składającą się z istotnych 188 miRNAs. 

Podsumowując, sygnatura WDTC dla kohorty CMUJ pokrywa się w 90% (18 spośród 20 

miRNA) z sygnaturą z bazy TCGA. Ponadto, kierunek zmienności ekspresji ( nadmierna lub 

obniżona) jest taki sam we wszystkich przypadkach.  
Potwierdzono także obecność miRNA w osoczu. Zmienność ekspresji zbadano za pomocą 

metody qPCR. W badaniu stwierdzono wyższy poziom ekspresji miR-195-3p u pacjentów z 

WDTC. Uzyskany rezultat był istotny statystycznie  (p =0,039). Reasumując, zaprezentowano 

miRNA, których zmiana ekspresji koreluje z ryzykiem nowotworu złośliwego. Potwierdzono 

również taką zależność dla jednego z wyizolowanych z guza miRNA również w osoczu.   
 
 
 
Wnioski: 
 

1. W analizie czynników ryzyka nie stwierdzono pojedynczej cechy, która 

charakteryzowałaby się ze znamiennie wyższym ryzykiem raka w zmianach ogniskowych 

zweryfikowanych w BACC „podejrzenie nowotworu pęcherzykowego”.  

2. Poszerzenie zakresu o limfadenektomię przedziału VI szyi nie poprawia 

histopatologicznego stagingu, natomiast w doświadczonych ośrodkach w chirurgii tarczycy 

nie wiąże się z większym ryzykiem powikłań pooperacyjnych.   

3. MiRNA jest obiecującym biomarkerem różnicującym gruczolaka pęcherzykowego i dobrze 

zróżnicowane raki tarczycy.  

4. Zmienność ekspresji cząsteczek miRNA - miR-146b-5p  oraz miR-146b-3p oraz miR-195-

3p  może być wykorzystana do odróżnienia zmiany łagodnej i złośliwej, natomiast miR-195-

3p  stanowi osoczowy biomarker, potencjalnie umożliwiający wykluczenie raka tarczycy na 

etapie przedoperacyjnym. 
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