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Abstract

Introduction: In differentiated thyroid cancer (DTC) the dif-
ferentiation between reactive and metastatic lymph nodes is
difficult at the early stages of metastasis. The aim of the stu-
dy was to assess the results of fine needle aspiration (FNNA)
samples examination by the use of RT-PCR for Tg mRNA.
The special attention was directed to the evaluation of spe-
cificity of TgRNA estimation.

Material and methods: The group consisted of 193 DTC
patients with suspicion of lymph node recurrence and at
least one positive RT-PCR result. Thyroglobulin RT-PCR was
conducted in residual material left after preparation of cy-
tological smears from FNA specimens. Primer spanning
exons 3-5 were used with 39 cycles of PCR. RNA isolation
control and cDNA amplification were carried out using
GAPDH starters. 308 lymph node biopsies were included.
Results: 246 positive results for Tg RNA were observed in
the analyzed group, 71.1% confirmed by FNA. Among other
71 results, in which cytological examination did not corre-
spond unequivocally to molecular findings, in 34 metasta-
ses were confirmed both by cytological and clinical exami-
nation. There were 11 patients operated due to the positive
serial molecular examination only. In 10 (91%) of them DTC

metastases were confirmed. So, the positive predictive va-
lue of the molecular result ranged between 75-89% and the
negative one was 100%.

Conclusions: In DTC patients RT-PCR Tg mRNA is helpful
in qualification of suspicious lymph nodes to surgery in DTC
patients. At the negative cytological finding, the positive
molecular result constitutes an indication for early surgery.

(Pol ] Endocrinol 2006; 4 (57): 396—402)
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Streszczenie

Wstep: Ryzyko wznowy w wezlach chlonnych w przebie-
gu zréznicowanych rakéw tarczycy (DTG, differentiated thy-
roid cancer) jest znaczace. Mimo ze wiekszo$¢ nawrotow
wykrywa sie juz w czasie pierwszych lat obserwagji, to jed-
nak u czesci chorych do wznowy raka moze dojs¢ nawet
po wielu latach od zakoniczenia leczenia skojarzonego. We
wczesnej fazie tworzenia sie przerzutu trudno odréznic¢
wezly chionne odczynowe od przerzutowych, stad pyta-
nie, czy w rozpoznaniu przerzutéw podejrzanych wezléw
chionnych moze pomdc badanie molekularne uzyskanego
bioptatu. Celem pracy byta ocena wynikéw bioptatéw ba-
danych metoda molekularng, RT-PCR (reverse transcription
polymerase chain reaction) dla mRNA tyreoglobuliny (Tg, thy-
reoglobulin).

Material i metody: W badaniu wziela udzial grupa 193 cho-
rych na zréznicowane raki tarczycy z podejrzeniem prze-
rzutéw do miejscowych weztéw chtonnych, u ktérych przy-
najmniej raz w toku obserwacji uzyskano wynik dodatni
RT-PCR. Lacznie pobrano od nich 308 bioptatow.

Reakcje RT-PCR wykonywano z materialu pozostalego
w igle po wykonaniu tradycyjnego rozmazu cytologiczne-
go. Kontrole izolacji RNA i amplifikacji cDNA przeprowa-
dzano, stosujac startery dla dehydrogenazy fosforanu-3-gli-
ceroaldehydu (GADPH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase). Startery dla tyreoglobuliny obejmowaly eksony
3-5; stosowano 39 cykli PCR.

Wyniki: W badanej wyselekcjonowanej grupie chorych
uzyskano 246 wynikéw dodatnich badania RT-PCR, a roz-
poznanie przerzutéw do wezléw chlonnych potwierdzono
za pomoca badania cytologicznego w 71,1% przypadkéw.
Sposréd pozostalych 71 wynikéw, w ktérych wynik bada-
nia cytologicznego nie byl jednoznacznie zgodny z bada-
niem molekularnym, w 34 przypadkach potwierdzenie
istnienia przerzutu wynikalo z facznej interpretacji badania
cytologicznego (w ktérym cytolog stwierdzatl podejrzenie

przerzutu, ale nie dawal jednoznacznego rozpoznania lub
wynik bioptatu byl niediagnostyczny) i klinicznego (ze
wzgledu na wyniki innych badan). Operowano 11 chorych,
u ktérych na zabieg zdecydowano sie wylacznie ze wzgle-
du na utrzymujacy si¢ w kolejnych bioptatach dodatni
wynik badania molekularnego. U 10 z nich (91%) rozpo-
znanie przerzutu raka tarczycy potwierdzono za pomocg
pooperacyjnego badania histopatologicznego weztéw
chionnych szyi. Zatem lgczna ocena wiarygodnosci wyni-
ku dodatniego miescita sie w zakresie 75-89%, przy wiary-
godnosci wyniku ujemnego réwnej 100%.

Whioski: Badanie molekularne (RT-PCR dla mRNA Tg)
podejrzanych wezléw chlonnych jest badaniem wspoma-
gajacym kwalifikacje chorych do leczenia operacyjnego
w przebiegu zréznicowanych rakéw tarczycy. W przypad-
ku, kiedy badanie cytologiczne jest ujemne, wiarygodnos¢
dodatniego wyniku badania molekularnego nie jest peina,
dlatego przed podjeciem leczenia operacyjnego koniecznie
nalezy przeprowadzi¢ indywidualng analize wskazan,
a dodatni wynik badania molekularnego kwalifikuje cho-
rego do grupy wysokiego ryzyka wznowy w wezlach.

(Endokrynol Pol 2006, 4 (57): 396—402)
Stowa kluczowe: zréznicowany rak tarczycy, wezly chfonne
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Wstep

W leczeniu raka tarczycy bardzo istotne znaczenie ma
wczesne wykrycie wznowy, poniewaz tylko wtedy le-
czenie operacyjne i uzupetniajace leczenie radiojodem
moze da¢ pelny, pozytywny efekt [1]. W przypadku
raka brodawkowatego przerzuty do weztéw chlonnych
czesto stwierdza sie juz w chwili rozpoznania nowo-
tworu. Po zabiegu chirurgicznym nawroty choroby no-
wotworowej najczesciej sg zlokalizowane w wezlach
chlonnych szyi, stanowigc 60-75% wznéw miejscowych [2].
Ryzyko wznowy miejscowej w przebiegu zréznicowa-
nych rakéw tarczycy (DTC, differentiated thyroid cancer)
jest znaczne i wynosi 5-30%. Wiekszo$¢ nawrotéw wy-
krywa sie w ciggu pierwszych lat obserwacji, jednak
u czesci chorych do nawrotu moze dojé¢ nawet po wie-
lu latach od zakonczenia leczenia. Wczesne wykrycie
wznowy miejscowej znacznie zwieksza szanse wyle-
czenia [1, 3]. Do tej pory w zréznicowanych rakach
tarczycy nie znaleziono markera molekularnego pozwa-
lajacego na wykrycie przerzutéw nowotworowych
w poczatkowej fazie ich rozwoju. Wiadomo jednak, ze
ekspresja bialek swoistych dla tarczycy jest zachowana
w wiekszosci zréznicowanych rakéw tarczycy, chociaz
jest ona znacznie nizsza niz w prawidlowych komor-
kach pecherzykowych [4-7]. Mimo Ze tyreoglobulina
(Tg, thyreoglobulin) oznaczana immunometrycznie we krwi
chorych dobrze spelnia swoja role markera nawrotéw, to
czasem zawodzi jako sygnal wczesnej wznowy weztowej
[8]. Istnieje zatem potrzeba szukania lepszych markeréw
stuzacych do monitorowania pooperacyjnego chorychna
DTC — takich, ktére pozwolilyby na wczesne rozpo-
znanie przerzutow do wezléw chionnych szyi.

W przypadku podejrzenia przerzutéw nowotworo-
wych do wezléw chlonnych badaniem rozstrzygajacym
jest wykonanie biopsji aspiracyjnej cienkoiglowej celo-
wanej [9]. Uzyskanie materiatu niediagnostycznego
w biopsji lub wynik falszywie ujemny w badaniu cyto-
logicznym nie nalezy do rzadkosci. Ponadto réznico-
wanie zmienionych odczynowo wezléw chlonnych
z wezlami przerzutowymi wymaga czesto wielokrot-
nych biopsji, co jest zadaniem nielatwym, szczegélnie
u 0s6b mlodych, u ktérych odczynowe powigkszenie
wezléw chionnych jest czeste. Wczesne wykrycie wzno-
wy wezlowej DTC moze by¢ réwniez trudne z powo-
du malej liczby komoérek nowotworowych obecnych
w aspiracie.

Postepowanie diagnostyczne u chorych na DTC
moze by¢ wspierane przez analize molekularng probek
uzyskanych z bioptatéw [10-18]. Wykrywanie ekspre-
sji genu przez badanie mRNA jest metodq bardziej czulg
niz badanie obecnosci samego biatka. Poniewaz ko-
morki zréznicowanych rakéw tarczycy zachowuja zdol-
nos¢ produkgji tyreoglobuliny, wykrycie mRNA dla Tg
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w badanych wezlach chlonnych szyi jest argumentem
przemawiajacym za obecnoscig komdrek przerzuto-
wych raka tarczycy. Zastosowanie techniki odwrotnej
transkrypcji reakcji tancuchowej polimerazy (RT-PCR,
reverse transcription polymerase chain reaction) do wykry-
wania ekspresji genu dla tyreoglobuliny moze wiec uzu-
pelniaé badanie cytologiczne i zwiekszy¢ jego czulosé
[10, 13, 16-18].

Wprowadzenie tej metody do monitorowania raka
wiaze sie jednak z zasadniczym pytaniem, czy jej wy-
soka czuloé¢ nie stanowi jednoczesnie jej najwazniej-
szego ograniczenia, prowadzac do obniZenia swoisto-
Sci [19]. Watpliwosci te wynikaja zar6wno z rozwazan
teoretycznych, jak i z do§wiadczen praktycznych, mie-
dzy innymi z badaii nad wprowadzeniem RT-PCR do
diagnostyki raka jelita grubego czy raka piersi [20-22].
Badajac markery uzyte w tych nowotworach, Bostick
i wsp. [19] wykazali u zdrowych kobiet ekspresje dla cy-
tokeratyny, antygenu karcinoembrionalnego (CEA, carci-
noembryonic antigen) oraz MUC-1 i to zaréwno we krwi
obwodowej, jak i w wezlach chlonnych. Niska swoistos¢
jest w wielu przypadkach czynnikiem ograniczajacym
wdrozenie tej metody do diagnostyki klinicznej.

Celem niniejszej pracy jest ocena przydatnosci ba-
dania molekularnego w kwalifikacji chorych na DTC
do zabiegu operacyjnego.

Materiat i metody

W badaniu wzielo udziat 193 chorych z podejrzeniem
rozsiewu zréznicowanego raka tarczycy do szyjnych
wezléw chionnych (308 bioptatéw), u ktérych przynaj-
mniej jeden raz stwierdzono w bioptacie dodatni wy-
nik badania molekularnego. Wskazania do biopsji po-
dejrzanego wezla chlonnego ustalono po przeprowa-
dzeniu badania przedmiotowego lub badania ultraso-
nograficznego u chorych zglaszajacych sie po raz
pierwszy po operacji zréznicowanego raka tarczycy lub
monitorowanych po zakoficzeniu leczenia skojarzone-
go, obejmujacego leczenie operacyjne i uzupelniajace
leczenie jodem promieniotwérczym [9].

U wszystkich chorych rutynowo wykonywano biop-
sje aspiracyjna cienkoiglowa podejrzanych wezléow
chtonnych pod kontrolag USG. Po wykonaniu klasycz-
nego rozmazu cytologicznego igle biopsyjna przeptuki-
wano dodatkowo 350 ul buforu RLT z -merkaptoeta-
nolem (1 ml RLT/10 ul f-merkaptoetanolu) i uzyskany
w ten sposéb materiat komérkowy zamrazano w —120°C
dobadania RT-PCR. Rozmaz barwiono hematoksyling-
-eozyna.

Dalsze postepowanie kliniczne zalezalo od wyniku
badania cytologicznego. Jezeli wynik badania cytologicz-
nego byt dodatni, przeprowadzano ocene operacyjno-
Sci przerzutéw i kwalifikowano chorych do leczenia
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Tabela I

Wyniki badaii cytologicznych i molekularnych u chorych na raka tarczycy z podejrzeniem
wznowy weztowej (tgcznie u 193 chorych wykonano 308 bioptatow)

Table I

Results of cytological and molecular investigation in patients with suspicion of DTC lymph
node metastases (308 fine-needle aspirations were performed in 193 patients )

Dodatnie Ujemne Niejednoznaczne = Razem
Badania molekularne 246 62 0 308
79,9% 20,1%
Badania cytologiczne 175 88 45 308
56,8% (62 + 26%) 14,6%
28,6%

*W dalszej obserwaciji wycofano sig z podejrzenia przerzutu

operacyjnego. Jezeli wynik badania cytologicznego byl
ujemny, postepowanie uzalezniano od ryzyka rozsie-
wu, ocenianego na podstawie obserwacji kliniczne;j.
U chorych, u ktérych w badaniu USG lub w innych ba-
daniach dodatkowych (stezenie tyreoglobuliny w su-
rowicy) stwierdzano podejrzenie przerzutéw, powta-
rzano biopsje cienkoiglowe. Chorych, u ktérych kolej-
ne biopsje nie potwierdzaly zmian przerzutowych
w wezlach chlonnych, a wynik badania RT-PCR byt po-
nownie dodatni, poddano kilkuletniej obserwacji (od
roku do 5 lat).

U pozostatych chorych kontrolowano jedynie ob-
raz podejrzanego wezta w USG i kontynuowano ozna-
czenia Tg.

Kwas rybonukleinowy (RNA, ribonucleic acid) z ma-
terialu uzyskanego przez plukanie igly biopsyjnej izo-
lowano za pomocg zestawu Rneasy Mini Kit (Qiagen).
Synteze jednoniciowego DNA (cDNA) prowadzono na
matrycy RNA z uzyciem zestawdéw cDNA Cycle Kit (In-
vitrogen). Do probéwek zawierajacych 6 ul badanego
RNA dodawano 5,5 ul H O i po 1 ul starteréw oligo dT
(sekwengje tych starteréw ulegaja komplementarnemu
parowaniu z zasadami znajdujacymi sie w ogonie polia-
denylowym czasteczki informacyjnego RNA). Probow-
ki umieszczano w termocyklerze UNO II (Biometra):
10 min w temperaturze 65°C, 2 min w temperaturze 20°C.
Nastepnie dodano 4 ul buforu 5 x RT, 1 41 100 mmol roz-
tworu dezoksyrybonukleotydéw (dNTPs), 14180 mmol
pirofosforanu sodu i 1 ul inhibitora RNA-az oraz 0,5 ul
odwrotnej transkryptazy (AMV). Caloé¢ umieszczano
w temperaturze 42°C na okres 60 min. Wyizolowany
c¢DNA zamrazano w -120°C.

Reakcje PCR prowadzono w nastepujacych warun-
kach: 5 min (94°C); 39 cyKkli: 30 s (94°C), 30 s (60°C), 30 s
(72°C); 10 min (72°C) z uzyciem starteréw dla genu ty-
reoglobuliny (F:5'TGT GAG CTG CAG AGG GAA ACG
GCC 3’ R:5’ATA CAC CTC CAT CCC CTC TGC GTC
CAC ACA 3) oraz dla GAPDH uzytego jako kontroli

(F:5" CCA CCC ATG GCA AAT TCC ATG GCA 3
R:5TCT AGA CGG CAG GTC AGG TCC ACC 3'). Na-
stepnie przeprowadzano elektroforeze na 2-procento-
wym zelu agarozowym barwionym bromkiem etydyny,
przy uzyciu pUC Mix (MBI Fermentas) jako markera
dlugosci fragmentéw DNA. Dlugosé produktéw reak-
¢ji PCR z uzyciem starteréw dla genéw tyreoglobuliny
i GAPDH wynosily odpowiednio: 348 i 603 pz.

Wyniki

W wyselekcjonowanej grupie 193 chorych (308 bioptatow)
uzyskano 246 wynikéw dodatnich badania molekular-
nego. Rozpoznanie przerzutéw do wezléw chlonnych
za pomoca badania cytologicznego potwierdzono
w 175 przypadkach, co stanowilo 71% wszystkich do-
datnich wynikéw badan molekularnych (tab. I). W po-
zostalych 29% badanie cytologiczne nie bylo zgodne
z badaniem molekularnym bioptatu. W toku dalszej
obserwacji w 26 przypadkach (11%) wykluczono wzno-
we wezlowg, a wynik badania molekularnego uznano
za falszywie dodatni (ryc. 1). W dalszych 34 przypad-
kach potwierdzenie istnienia przerzutéw wynikato
z lacznej interpretacji wynikéw badania cytologicznego
(w ktorym cytolog stwierdzal podejrzenie przerzutu,
lecz nie dawal jednoznacznego rozpoznania lub wynik
biopsji byl niediagnostyczny) i innych badan. W 11 przy-
padkach, w ktérych badanie cytologiczne nie bylo
jednoznaczne, a ktére leczono operacyjnie, badanie
molekularne zweryfikowano poprzez pooperacyjne
badanie histopatologiczne. U 10 z tych chorych (91%)
uzyskano jednoznaczne potwierdzenie obecnodci
wznowy wezlowej w badaniu histopatologicznym po
zabiegu (ryc. 2).

W badaniach kontrolnych (72 badanych weziéw),
wykonanych u chorych z podejrzeniem przerzutu no-
wotworu innego niz DTC, w 20 przypadkach uzyska-
no cytologiczne rozpoznanie przerzutu, a w 52 wynik
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n=185
75%

Dodatnie wyniki badan RT-PCR zgodne z badaniami
cytologicznymi lub histopatologicznymi

]
|:| Fatszywie dodatnie wyniki badan RT-PCR dla Tg
N

Dodatnie wyniki badan RT-PCR dla Tg nierozstrzygnigte
w dotychczasowej obserwacji klinicznej

|:| Dodatni wynik badania RT-PCR dla Tg, ktérego nie
potwierdzono pooperacyjnym badaniem histopatologicznym

Rycina 1. Analiza dodatnich wynikéw badania molekularnego
bioptatu weztow chtonnych

Figure 1. Evaluation of positive results of molecular examination
of suspected lymph nodes

n=10
91%

|:| Wyniki badan RT-PCR dla Tg potwierdzone
pooperacyjnym badaniem histopatologicznym

- Wynik badania RT-PCR dla Tg, ktdrego nie potwierdzono
pooperacyjnym badaniem histopatologicznym

Rycina 2. Wiarygodnosc wyniku molekularnego w grupie chorych
zakwalifikowanych do leczenia operacyjnego mimo ujemnego
wyniku badania cytologicznego

Figure 2. Positive predictive value of molecular examination , as
evaluated by post-surgery histopathology. Surgery was decided
on the basis of positive RT-PCR, at negative cytology
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Tabela II
Grupa kontrolna — 72 chorych na nowotwory inne niz
zroznicowane raki tarczycy (DTC)

Table II

Control group — 72 patients with suspicion of lymph node
metastases from other tumors than differentiated thyroid
carcinoma

Wynik badania RT-PCR Tg Razem
cytologicznego

+ —
Dodatni* 0 20 20
Ujemny 0 52 52
Razem 0 72 12

*Rak inny niz DTC; DTC (differentiated thyroid carcinoma) — zréznicowane
raki tarczycy; RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction)
— odwrotna transkrypcja reakcji tancuchowej polimerazy;

Tg — tyreoglobulina

badania cytologicznego byt ujemny. W zadnej z 72 ba-
danych prébek nie otrzymano dodatniego wyniku RT-
PCR dla mRNA tyreoglobuliny (tab. II).

Podsumowujac powyzsze wyniki, nalezy stwierdzi¢,
ze w wybranych w ten sposéb grupach wiarygodnos¢
wyniku dodatniego miesci si¢ w granicach 75-89%,
w zaleznoéci od przyjetego kryterium, a wiarygodnosé
wyniku ujemnego wynosi 100%.

Dyskusja

Komérki raka tarczycy, tworzace przerzuty do weziéw
chtonnych, zachowuja wiele cech funkcjonalnych ko-
morki pecherzykowej, zatem mozna w nich badac eks-
presje gendéw swoistych dla tarczycy [23, 24]. Metode RT-
PCR zastosowano w zréznicowanym raku tarczycy do
badania ekspresji wielu genéw swoistych dla komérek
pecherzykowych, w tym genu tyreoglobuliny, recepto-
ra dla TSH, symportera jodowo-sodowego oraz perok-
sydazy tarczycowej czy pendryny [5, 16-18, 23-27]. Bada-
nia wykonane metoda iloSciowej PCR w czasie rzeczy-
wistym wskazuja, ze liczba kopii mRNA jest znacznie
wyzsza dla tyreoglobuliny niz dla innych genéw i to za-
réwno w prawidlowej komérce pecherzykowej, jak
i w komorce raka brodawkowatego [23, 27, 28]. Mimo ze
ekspresja wszystkich genéw tarczycowo-swoistych jest
w raku tarczycy wyraznie obnizona, to w warto$ciach
wzglednych obniZenie jest najmniejsze wlasnie dla ty-
reoglobuliny [23]. Dlatego w celu wykrycia komérek
nowotworowych tworzacych przerzuty DTC w innych
narzadach najczesciej stosuje sie tyreoglobuline.
Autorzy niniejszej pracy skupili sie przede wszystkim
na kwestii swoistosci wyniku badania molekularnego,
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dlatego ograniczyli sie wylacznie do oséb, u ktérych
przynajmniej jeden raz stwierdzono wynik dodatni.
Wiarygodnosé¢ wyniku dodatniego wahata sie w grani-
cach 75-89%. Dolna granica tego zakresu to wyniki
potwierdzone cytologicznie lub histopatologicznie.
Gorng granice wyznacza stwierdzenie 11% wynikow
falszywie dodatnich, poniewaz u tych chorych w dal-
szej obserwacji jednoznacznie wycofano sie z podejrze-
nia przerzutu [26]. U 11 chorych, u ktérych stwierdzo-
no dodatni wynik badania molekularnego bez rozpo-
znania przerzutu w badaniu cytologicznym, zdecydo-
wano si¢ na leczenie operacyjne, ktore wykazato bardzo
dobra wiarygodnos¢ tych badan (91%). U pozostalych
chorych operacji nie wykonywano ze wzgledu na obec-
nos¢ rozsiewu choroby do innych narzadow lub prze-
ciwwskazan do leczenia chirurgicznego, badz tez ni-
skie prawdopodobienstwo przerzutéw o znaczacej
masie, wynikajgce z oceny klinicznej. Wyniki autoréw
prezentowanej pracy zachecaja do kontynuowania ba-
dan molekularnych w opisanej sytuacji klinicznej. Jezeli
liczba komorek raka w wezle chlonnym jest stosunko-
wo niewielka, latwo mozna je przeoczy¢ w materiale
z biopsji cienkoiglowej, obejmujacym stosunkowo nie-
wielka liczbe komdrek. Stwierdzenie w uzyskanym
materiale cytologicznym komorek raka tarczycy lub
komoérek o morfologii tyreocytéw pozwala na posta-
wienie rozpoznania nawrotu procesu nowotworowe-
go. Jednak w przypadku malo zaawansowanych zmian
interpretacja otrzymanego rozmazu komérkowego
moze by¢ utrudniona (zbyt mata liczba komérek lub ich
zmieniona morfologia, bedaca wynikiem przeprowa-
dzonego leczenia). Barwienie na obecnosé Tg w aspira-
cie moze zwiekszy¢ czulosc i swoistosé tej metody, jed-
nak czesto jest to rowniez niewystarczajace ze wzgle-
du na niewielka ilo$¢ pobranego materialu komérko-
wego [10].

Uzycie techniki RT-PCR umozliwia wykrycie mRNA
dla Tg, nawet jezeli w aspiracie znajduje si¢ zaledwie
kilka komorek zdolnych do syntezy Tg. Wykrycie in-
formacyjnego RNA dla Tg w bioptatach podejrzanych
wezléw chlonnych oséb chorych na DTC moze by¢
podstawa do rozpoznania wznowy miejscowej. Ko-
nieczne jest jednak wyznaczenie kryteriéw interpreta-
cyjnych dla tej metody diagnostycznej, umozliwiajacej
monitorowanie obecnosci pojedynczych komorek prze-
rzutu. Niniejsza praca wyznacza taki zakres wiarygod-
nosci.

Proby zastosowania metody RT-PCR w badaniach
cytologicznych byty do tej pory w zréznicowanym raku
tarczycy podejmowane przez licznych badaczy [11, 29],
jednak nikt nie opisal swojej metody ilosciowo. Jeszcze
czesciej oznaczano immunoradiometrycznie Tg w po-
pluczynach z wymazu [30, 31].

Jakkolwiek zastosowanie tak czulej metody, jaka jest
RT-PCR, wydaje sie logicznym etapem zwiekszania czu-
tosci biopsji cienkoiglowej, zastosowanie praktyczne tej
metody jest jeszcze w onkologii rzadkie ze wzgledu na
powazne watpliwosci dotyczace jej swoistosci. Zwiek-
szajac liczbe cykli w reakcji PCR, mozna uzyskac bada-
ny transkrypt praktycznie z kazdego materialu. Zatem
kazda pracownia musi udowodni¢, ze warunki reakcji
s tak dobrane, by stanowily optymalny kompromis
miedzy zwiekszaniem czulosci a obnizeniem swoisto-
§ci. Dotyczy to nie tylko liczby cykli w reakcji PCR,
ale takze zakresu oczyszczania izolowanego RNA z do-
mieszek DNA. Autorzy chronili sie przed zanieczyszcze-
niami DNA, stosujac wstepne trawienie DNA-z3.
Zastosowanie starterow obejmujacych kilka kolejnych
eksonéw takze zmniejszato ryzyko namnazania zanie-
czyszczen DNA. Ryzyko nieuprawnionej transkryp-
cji okazalo sie niskie, na co wskazuje analiza grupy
odniesienia, ktéra stanowity bioptaty pobrane od cho-
rych na inne nowotwory niz DTC. W metodzie auto-
réw niniejszej pracy wiarygodnoé¢ wyniku ujemnego
badana w grupie chorych z innymi nowotworami
wynosita 100%.

Whioski

Badanie molekularne (RT-PCR dla mRNA Tg) podej-
rzanych wezléw chlonnych jest badaniem wspomaga-
jacym kwalifikacje chorych do leczenia operacyjnego
w przebiegu zréznicowanych rakéw tarczycy. Nalezy
jednak podkresdli¢, ze w przypadku, kiedy wynik bada-
nia cytologicznego jest ujemny, wiarygodnos¢ wyniku
dodatniego badania molekularnego nie jest pelnaimie-
§ci sie w granicach 75-89%, w zaleznosci od przyjetego
kryterium, wyzsza jest wiarygodnos¢ wyniku ujemne-
go, ktéra wynosi 100%. Tak wiec, przed podjeciem le-
czenia operacyjnego konieczna jest indywidualna oce-
na wskazan u kazdego chorego, a jej zastosowanie po-
zwala na trafny wybor chorych, u ktérych operacja jest
uzasadniona. Nalezy przyja¢, ze dodatni wynik bada-
nia molekularnego kwalifikuje chorych do grupy wy-
sokiego ryzyka wznowy wezlowej.
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