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Abstract

Background: Total thyroidectomy with lymphadenectomy
is the most typical operationin a case of papillary thyroid
cancer. Range of lymph node resection still remains a
matter of controversy. In some publications treatment of
lymph node metastases doesn’t affect survival, so only
selective lymph node resection is the extended enough
operation. The others remark that, local relapse- the worst
prognostic factor, appears the most often in the lymph
nodes, so they suggest more aggressive treatment. To
solve that problem we try to find more sensitive methods
to examine lymph nodes.

Aim: To compare the results of detection lymph
node metastases of papillary thyroid cancer by
immunohistochemistry with the results of RT- PCR for
thyroglobulin (Tg) mRNA.

Material and methods: Each of one hundred eighty
four cervical lymph nodes obtained from 24 patients,
operated in our Department was divided into 2 halves:
one was used for conventional histopathology and
immunohistochemistry, the other part was investigated
by RT- PCR for Tg mRNA. Immunohistochemical staining
for Tg was performed on formalin-fixed, paraffin-
embedded sections with anti-Tg antibodies.

Results: According to routine, histopathological
examination 8 (33.5%) patients had involved lymph
nodes. One hundred correspondence of the results of
immunohistochemistry and histopathology was observed.

We obtained different results of examination of the lymph
nodes in 6 (25%) patients. In four patients (16.7%) RT-PCR
was more sensitive in detection of positive lymph nodes,
in two patients (8.3%) it revealed less metastasized lymph
nodes than immunohistochemistry. The remaining 18
patients didn’t have any differences, fourteen (58.3%)
of them had the negative lymph nodes and four (16.7%)
had positive, the same lymph nodes in all examinations.
Finally, according to RT-PCR 10 (41.7%) of the patients
had metastasized lymph nodes.

Coclusion: Tg RT-PCR is a sensitive method of detection
of papillary thyroid cancer cells and may help to detect
the metastases of papillary thyroid cancer in regional
lymph nodes.

(Pol | Endocrinol 2005; 2(56): 160-167)
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Streszczenie

Wstep: Calkowita tyreoidektomia z limfadenektomia
jest najczeSciej wykonywang operacja w przypadku
RBT. Zakres resekcji weziéw chlonnych jest sprawa
dyskusyjng. Wedlug niektérych publikacji, przerzuty
w wezlach chlonnych nie wplywaja na przezycia odlegte,
w zwiazku z tym selektywna resekcja weztéw chlonnych
jest wystarczajaca operacjg. Inni autorzy podkreslaja, ze
wznowa miejscowa, najgorszy czynnik prognostyczny,
pojawia sie najczesciej w weztach chlonnych, sugerujac
bardziej radykalny zabieg operacyjny. Aby rozwiazac ten
problem prébujemy znaleZé, czulsze od histopatologii,
metody oceny zajecia wezléw chlonnych.

Cel pracy: Poréwnanie wynikéw wykrywania przerzutéw
RBT w weztach chlonnych za pomocg badania immuno-
histochemicznego i badania RT-PCR mRNA dla tyreo-
globuliny.

Material i metodyka: Kazdy ze 184 wezléw chlonnych
uzyskanych od 24 pacjentéw operowanych przez jednego
chirurga, z powodu RBT, podzielono na 2 czesci: jedna
z nich zbadano za pomoca badania histopatologicznego
i immunohistochemicznego, w drugiej poszukiwano
mRNA dla tyreoglobuliny. W badaniu immunohisto-
chemicznym wykorzystano specyficzne przeciwciala
przeciwko tyreoglobulinie.

Wyniki: W rutynowym badaniu histopatologicznym
usunietych w czasie operacji weziéw chlonnych
stwierdzono obecnos¢ przerzutéw RBT u 8 (33,3%) z 24
pacjentéw. Zaobserwowano 100% zgodnos$¢ wynikow
pomiedzy badaniem immunohistochemicznym i histo-
patologicznym. Dla immunohistochemii i RT-PCR
odmienne wyniki uzyskano dla 6 (25%) oséb. U 4

(16,7%) pacjentéw badanie RT-PCR bylo bardziej czule
w wykrywaniu przerzutéw, a u 2 (8,3%) pacjentéw
ujawnilo ono mniej zajetych wezléw chionnych niz
immunohistochemia. U pozostalych 18 pacjentéw nie
obserwowano réznic w wynikach. Czternastu (58,3%)
z nich nie mialo przerzutéw w wezlach chionnych, 4
(16,7%) mialo zajete te same wezty chlonne we wszystkich
badaniach. Ostatecznie w oparciu o RT-PCR uznano, ze
dodatnie wezly chtonne ma 10 (41,7%) pacjentéw.

Whniosek RT-PCR dla Tg mRNA jest czulg metoda
wykrywania komérek raka tarczycy i moze poméc w
okresleniu obecnosci przerzutéw raka brodawkowatego
tarczycy w regionalnych wezlach chlonnych.

(Endokrynol Pol 2005; 2(56): 160-167)
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Wstep

Mimo dobrego rokowania rak brodawkowaty
tarczycy stosunkowo czesto daje przerzuty do regio-
nalnych weziéw chtonnych oraz rzadziej przerzuty
odleglte. Odsetek zajetych weztéw chionnych moze
wynosi¢ nawet od 31% do 86% w przypadku
wezléw przedziatu I (przestrzeri pomigedzy szyjnymi
peczkami naczyniowo-nerwowymi), w przypadku
jednoimiennych przedziatéw II lub III ( bocznie od
szyjnych peczkéw naczyniowo-nerwowych) od 32%
do 68%, w przypadku przeciwlegtych przedziatéw II

lubIllod 12 do24%, w przypadku przedziatu IV ($r6d-
piersie gorne) od 3 do 20% [1]. Znaczenie kliniczne
przerzutéw w wezlach chlonnych jest przedmiotem
licznych kontrowersji. Niektérzy wykazuja, ze jest
to niekorzystny czynnik prognostyczny, pogar-
szajacy przezycia odleglte [1-8] w innych pracach
przedstawiono wyniki, ktére sugerujg, Zze obecnosé
przerzutéw w weztach chlonnych nie ma znaczenia
rokowniczego [9, 10, 11].

Kontrowersje dotycza nie tylko znaczenia
obecnosci przerzutéw ale takze zakresu przepro-
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wadzonego zabiegu operacyjnego. Czes¢ chirurgéw
opowiada si¢ za jedynie selektywnym usuwaniem
regionalnych wezléw chionnych (nazewnictwo wg
Robbins i wsp. 1991) [12]. Zalecajgq oni przeprowa-
dzenie limfadenektomii jedynie w tych przypad-
kach, w ktérych regionalne wezly chlonne zostaty
ocenione jako N,. Ocene tag mozna przeprowadzi¢
na podstawie: przedoperacyjnego badania klinicz-
nego, badann obrazowych (USG szyi, CT, BACC,
biopsja chirurgiczna), makroskopowego i ewentu-
alnie mikroskopowego badania $rédoperacyjnego.
Zwolennicy selektywnej limfadenektomii uzasad-
niaja swoje stanowisko nastepujacymi argumen-
tami:

- obecnos¢ przerzutéw w weztach chlonnych
nie pogarsza rokowania ani nie skraca przezy¢
odlegtych [9, 10, 11];

- przerzuty w wezlach chlonnych moga zostaé
zniszczone podczas leczenia uzupelniajacego 'J
[13];

- przerzuty w wezlach chlonnych czesto nie
ujawniaja sie klinicznie [13];

- w przypadku wznowy lokoregionalnej mozna
przeprowadzi¢ kolejny zabieg operacyjny,
podczas ktérego zostang usuniete przerzutowo
zmienione wezly [14, 15].

Zwolennicy bardziej agresywnego postepo-
wania proponuja wykonac radykalna, zmodyfiko-
wang resekcje weztéw chlonnych, podczas ktorej
wszystkie wezly chlonne, bez wzgledu na stopien
podejrzenia obecnosci przerzutu, zostang usuniete.
Przedstawiaja oni liczne argumenty sugerujace
wybér takiego postepowania:

- przerzuty w regionalnych wezlach chlonnych
sq zjawiskiem czestym, zwlaszcza w przypadku
raka brodawkowatego [1];

- najnowsze prace méwig o negatywnym wplywie
obecnosci przerzutéw w wezlach chlonnych na
wyniki leczenia i przezycia odlegte [1-8];

- przerzuty w regionalnych wezlach chlonnych sa
najczestszym miejscem wznowy raka tarczycy,
ktéra w znaczny spos6b pogarsza rokowanie
[14, 16, 17];

- w przypadku wznowy wezlowej trudniej jest
przeprowadzic zabieg radykalny onkologicznie,
u 25% chorych mozliwe jest wykonanie jedynie
zabiegu paliatywnego [17];

- przeprowadzenie zabiegu usuniecia weziow,
w ktérych doszto do wznowy jest trudniejsze
technicznie, bardziej obcigzajace chorego
i obarczone wigksza mozliwoscia wystapienia
powikian [17];

- przerzuty w wezlach chlonnych czesto sa
nie jodochwytne lub zbyt mata aktywnosé
zgromadzonego jodu radioaktywnego w prze-
rzutowo zmienionym weZle chlonnym nie
wywoluje efektu letalnego [13, 14, 15, 18, 19];

- uzyskuje sie korzystniejsze wyniki leczenia
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uzupelniajacego *'I po usunieciu ognisk raka w
regionalnych weztach chlonnych [17].

W chwili obecnej usuniete srédoperacyjnie wezly
chionne sg oceniane jedynie w rutynowym, poope-
racyjnym badaniu histopatologicznym. Wobec
istnienia tak licznych kontrowersji co do znaczenia
obecnosci przerzutéw w weztach chtonnych, istnieje
potrzeba poszukiwania nowych metod diagnostycz-
nych, wspomagajacych a by¢ moze w przysziosci
zastepujacych klasyczne badanie histopatolo-
giczne. W przypadku innych nowotworéw zlosli-
wych (np. rak jelita grubego, rak sutka, czerniak,
rak prostaty) do oceny obecnosci przerzutéw
w wezlach chlonnych uzywano badan immuno-
histochemicznych i molekularnych z zuzyciem
techniki odwrotnej transkrypgji tfaricuchowej reakgji
polimerazy (RT-PCR) [20-28]. Uzyskane wyniki sa
obiecujace — w wiekszosci prac metody te okazaly
si¢ bardziej czule i swoiste niz klasyczne badanie
histopatologiczne [20-28]

Fakty te zachecaja do przeprowadzenia
podobnych badan w przypadku raka brodaw-
kowatego tarczycy. By¢ moze uda sie¢ za pomoca
metod molekularnych lub immunohistochemicz-
nych wyodrebnié¢ grupe chorych, ktéra odniostaby
korzysci z bardziej agresywnego leczenia uzupel-
niajacego.

Komérki  zréznicowanego raka tarczycy
zachowuja zdolnos¢ do produkcji tyreoglobu-
liny. Dlatego tez poszukiwanie mRNA dla Tg w
wezlach chlonnych wydaje sie¢ wlasciwa metoda
wykrywania obecno$ci w nich przerzutéw raka
brodawkowatego tarczycy w regionalnych wezlach
chionnych. Za wyborem tego markera przemawia
takze opisany fakt wczesniejszego wykorzystania
metody RT-PCR ukierunkowanej na wykrywanie
Tg mRNA w materiale uzyskanym z biopsji aspira-
cyjnej cienkoiglowej wezléw chlonnych. W tych
badaniach tyreoglobulina okazala si¢ markerem
o odpowiedniej swoistosci i wystarczajacej czutosci.
[29]. Pobrane wezly chionne sa réwniez badane
immunohistochemicznie. Do takiego postepowania
zachecaja wczesniejsze prace podkreslajace wartosé
badari immunohistochemicznych w diagnostyce
raka tarczycy [30, 31, 32]. Sposréd mozliwych do
oznaczenia markeréw (tyreoglobulina, vimentyna,
cytokeratyna, S-100, EMA, ceruloplazmina) do
naszych badann wykorzystaliSmy tyreoglobuline.
Dzieki temu poszukujac w badaniu molekularnym
mRNA dla tyreoglobuliny a w badaniu immuno-
histochemicznym tyreoglobuliny wykluczyliSmy
mozliwos¢ wystapienia bledéw wynikajacych
z réznej ekspresji poszczegdlnych markerow.

Pacjenci i metodyka

Do badania wlaczono 24 pacjentéw (19 kobiet
i 5 mezczyzn, wiek od 19-61 $rednia wieku 44,9)
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z rozpoznanym przedoperacyjnie lub srédopera-
cyjnie rakiem brodawkowatym tarczycy. U zadnego
z pacgjentéw przed zabiegiem nie wykryto wola
guzowatego toksycznego i nie leczono za pomoca
jodu promieniotworczego B'I. Wszyscy chorzy
wyrazili §wiadomg zgode na badanie. Na przepro-
wadzenie badania uzyskano akceptacje Komisji
Etyki Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.

U chorych wykonano catkowita tyreoidektomie
z limfadenektomia centralng oraz zmodyfikowane,
boczne jedno- lub wielopolowe wyciecie ukiadu
chionnego szyi zgodnie z wytycznymi Polskiego
Towarzystwa Chirurgicznego i Polskiego Towarzy-
stwa  Endokrynologicznego, = zamieszczonymi
w konsensusie osiggnietym podczas Konferencji
,Rak Tarczycy Szczyrk 20007 [33].

Wielkosé guza u operowanych chorych wynosita:
ponizej 1 cm u 10 (41,7%) pacjentéw a powyzej 1 cm
u 14 (58,3%) pacjentéw. U zadnego z chorych nie
stwierdzono makroskopowo lub mikroskopowo
naciekania torebki gruczotu.

Natychmiast po usunieciu preparaty pobranych
weziéw chlonnych przekazano do Zakladu
Anatomii Patologicznej Wojewddzkiego Szpitala
Specjalistycznego im. M. Kopernika w Lodzi. Tam
kazdy uzyskany wezel chionny zostal podzie-
lony za pomoca jalowego skalpela chirurgicznego
na dwie réwnowazne czesci. Jedna czes¢ uzyska-
nego materialu zostala wykorzystana do przepro-
wadzenia badania histopatologicznego i immuno-
histochemicznego. Druga zanurzono w cieklym
azocie a nastepnie przechowywano w temperaturze
-80 °C celem wykonania badania RT-PCR. Wielkos¢
badanych weztéw chionnych wahata si¢ od 0,3
do 2,6 cm. Wezly o wielkosci mniejszej niz 0,3 cm
poddano jedynie badaniu histopatologicznemu ze
wzgledu na brak mozliwosci uzyskania odpowied-
niego materialu do wszystkich badan.

Badanie histopatologiczne i immunohistochemiczne
Do badania histopatologicznego i immunohistoche-
micznego material zostal utrwalony w roztworze
10% formaliny, a nastepnie poddany standar-
dowej procedurze histopatologicznej (alkohol,
ksylen, parafina) celem wykonania bloczkéw
parafinowych. Nastepnie bloczki zostaly pocigte na
preparaty grubosci ok. 4 pm na mikrotomie firmy
Leica (model SM 2000R). Do procedury histopato-
logicznej preparaty zostaly wybarwione hematok-
syling i eozyng. Do procedury immunohistoche-
micznej uzyskane na mikrotomie preparaty zostaty
natozone na szkietka (Super Frost Plus) o specjalnie
elektrostatycznie  przygotowanej  powierzchni
w celu ich lepszego przylegania. Potem preparaty
zostaly umieszczone w cieplarce w temp. 56°C
przez 15 minut. W celu usunigcia pozostalej
parafiny preparaty byly ptukane: 3 razy w ksylenie
przez 5 minut, 2 razy w alkoholu absolutnym przez
5 minut, 2 razy w alkoholu etylowym o stezeniu

96% przez 5 minut. Nastepnie w celu uwodnienia
preparatow zostaly one umieszczone trzykrotnie
w wodzie destylowanej na 10 minut. Nastepnie
zostal na nie nakropiony odczynnik z przeciw-
cialami przeciwko tyreoglobulinie (Dako, Polska)
na okres 10 minut. Potem preparaty byly ptukane
w roztworze TBS (Dako, Polska) (50mM Tris-HCL,
150 mM NaCl, pH 7,6) przez 15 minut. Po plukaniu
na wycinki zostal nakropiony na czas 30 minut
polimer wizualizujacy EnVision (firma Dako)
zawierajacy jako enzym wskaZnikowy fosfataze
alkaliczng. Nastepnie wycinki byly jeszcze raz
ptukane w roztworze TBS przez 15 minut i poddane
barwieniu chromogenem FAST RED, ktéry reagujac
z enzymem wskaZnikowym (fosfataza alkaliczna)
uwidacznia poszukiwany antygen (tyreoglobu-
ling) w postaci czerwonego produktu reakgji.
W celu lepszego jego uwidocznienia przeprowa-
dzono krétkotrwale ptukanie w wodzie destylowa-
nej, nastepnie w roztworze amoniaku, a nastepnie
jeszcze raz w wodzie destylowanej przez 10 minut.
Do zamkniecia preparatéw uzyto wodnego medium
Faramount (firma Dako).

Badanie histopatologiczne i immunohistoche-
miczne przeprowadzono w Zakladzie Anatomii
Patologicznej Wojewo6dzkiego Szpitala Specjali-
stycznego im. M. Kopernika (kierownik Zakladu dr
n. med. M. Matejkowska)

Badanie molekularne

Materiat z tego samego wezla chionnego w celu
przeprowadzenia badania molekularnego zostal
zamrozony w cieklym azocie i przechowany do
czasu przeprowadzenia badann w temp. -80°C. Do
badania transkrypcji genu kodujacego tyreoglobu-
line zastosowana zostala metoda odwrotnej trans-
krypcji i taricuchowej reakcji polimerazy (RT-PCR).
W celu izolagji catkowitego RNA uzywane byty
zestawy Total RNA Prep. Plus (A&A Biotechno-
logy, Polska), stosowane zgodnie z protokotem
producenta. Metoda izolowania wykorzystywala
jako podstawowe odczynniki fenol i izotiocyjanin
guanidyny.

W celu otrzymania cDNA w procesie katalizo-
wanym przez odwrotng transkryptaze catkowity
komoérkowy RNA w ilosci ok. 1-2 pg poddany
zostal reakcji w koricowej objetosci 30 ul przy
uzyciu startera 1,5 pg oligo(dT)12-18 (Clontech
Lab., USA) oraz przy udziale 100 U odwrotnej trans-
kryptazy MMLV (GIBCO BRL, USA) i w obecnosci
inhibitora Rnazy jakim jest 10 U Rnasin (Promega,
USA). Synteza cDNA prowadzona byla przez 90
minut przy 37 ‘C. Reakcja PCR prowadzona byla
w objetosci koricowej réwnej 20 nl, ktéra zawiera:
2 pl produktu RT, 50 mM KCl, 10 mM TRIS-HCL
(pH 10 w 25 °C), 50 pM czterech dNTPs (po 12,5
BM kazdego), 0,25 ntM odpowiednich starteréw, 1,5
mM MgCl2 oraz 0,5 U Tag polimerazy (Promega,
USA). Amplifikacja w termocyklerze Perkin Elmer
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2400 obejmowala 30 cykli i przebiegala wedlug
schematu: denaturacja 94 ‘C 1 min., annealing 58
‘C 1min. oraz elongacja 72 'C, 1min. Sekwencje
starterowe dla genu TG- sens: 5TGT GAG CTG
CAG AGG GAA ACG GCC3’, antysens: 5 ata CAC
CTC CAT CCC CTC CTC TGC GTC CAC ACAZ;
dlugos¢ produktu amplifikacji 348 pz. Kontrole
izolacji RNA i reakcji odwrotnej transkrypcji byty
prowadzone przy uzyciu starteréw dla B-aktyny
(sens: 5° GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA3,
antysens: 5CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT
TTC3’; dlugos¢ produktu amplifikacji 548 pz). Po
zakoniczeniu reakcji otrzymane produkty byty
poddawane elektroforezie w 2% zelu agarozowym,
wybarwiane bromkiem etydyny i oceniane w anali-
zatorze komputerowym systemu Image GelDoc100
firmy BioRad przy zastosowaniu programu
Molecular Analyst. Zastosowana metodyka jest
modyfikacja oryginalnej metody opracowanej przez
Gubale i wsp. [29] .

Badanie molekularne bylo przeprowadzone w
Zakladzie Patologii Molekularnej i Neuropatologii
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (kierownik
prof. dr hab. P. Liberski).

Wyniki

Obecnos¢ przerzutéw raka brodawkowatego
tarczycy okreS§lano za pomoca trzech metod
w 184 wezlach chlonnych (od 3 do 15 weziéw na
pacjenta, $rednio 7,7 wezla). Wielkos¢ badanych
weziéw wahata sie od 0,3 do 2,6 cm. W rutyno-
wych badaniu histopatologicznym stwierdzono
przerzuty RBT w weztach chlonnych u 8 (33,3%)
z 24 chorych. Zaobserwowano 100% zgodnos¢
wynikéw pomiedzy histopatologia a badaniem
immunohistochemicznym. Nie stwierdzono takiej
zgodnosci wynikéw pomiedzy badaniem moleku-
larnym a immunohistochemia —u 6 (25%) pacjentéw
uzyskano rézne wyniki. Pozostali pacjenci mieli
takie same wyniki we wszystkich trzech badaniach.
Czternastu (58,3%) z nich nie mialo przerzutéw
w wezlach chlonnych, 4 (16,7%) mialo zajete te same
wezly chlonne we wszystkich badaniach.

Wedlug histopatologii ze wszystkich 184
weziéw 28 (15,2%) byto przerzutowo zmienionych,
zostaly one znalezione u 8 (33,3%) pacjentéw (tabela
1). Dziesie¢ (35,7%) z tych 28 wezléw bylo zlokali-
zowanych w przedziale srodkowym szyi (przedziat
I), pozostate 18 (64,3%) w przedzialach bocznych
szyi (przedziaty II i III) (tabela 2). Nie stwierdzono
przerzutowo zmienionych wezléw w Srédpiersiu
gérnym (przedzial IV). Dodatni wynik RT-PCR
uzyskano z 34 (18,5%) wezléw pochodzacych od
10 (41,7%) pacjentéw. Jedenascie (32,4%) z nich
bylo zlokalizowanych w przedziale srodkowym
szyi, 22 (64,7%) w przedzialach bocznych szyi a 1
(2,9%) w érédpiersiu gérnym (tabela 3). Wéréd 10
pacjentéw z dodatnimi wynikami RT-PCR czterech
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mialo dodatnie wyniki badania immunohistoche-
micznego i molekularnego z tych samych wezléw
(pacjenci oznaczeni jako 5.KW, 8MW, 11.AA,
23.5M w tabeli 1). Wedtug RT-PCR pacjent 16.SM
mial jeden dodatni wezel chlonny w przedziale
srodkowym szyi i 4 w przedziale bocznym lewym.
W badaniu histopatologicznym i immunohistoche-
micznym nie wykryto przerzutéw w tych weztach
chionnych.

U pacjenta 18.EB w badaniu molekularnym
uzyskano dodatni wynik z dwéch wezléw wiecej
niz w badaniu immunohistochemicznym. Ponadto
u dwoéch innych pacjentéw (10.KF i 14.KZ)
stwierdzono dodatni wynik RT-PCR z jednego
wezla chlonnego wiecej od kazdego pacjenta niz
w badaniu histopatologicznym. U tych pacjentéw
w badaniu immunohistochemicznym znaleziono
tyreoglobuling w makrofagach fizjologicznie
obecnych w wezlach chlonnych, nie znaleziono
natomiast komdérek nowotworowych. Przypusz-
czamy ze dodatni wynik RT-PCR uzyskano
dzieki tej ,fizjologicznej” tyreoglobulinie i traktu-
jemy go jako falszywie dodatni. Jest interesu-
jace, ze u innego chorego — 11.CZ patomorfolog
réowniez wykryl immunohistochemicznie tyreoglo-
buline obecng w makrofagach w dwdéch wezlach
chionnych jednakze wynik Tg mRNA RT-PCR dla
tych weztéw byl ujemny.

U dwéch naszych pacjentow (15.EM i 21.SW)
badanie molekularne bylo mniej czule niz badanie
immunohistochemiczne. Wg badania histopatolo-
gicznego i immunohistochemicznego pacjent 15.EM
mial 5 dodatnich weztéw chionnych, a pacjent
21.SW 3 dodatnie wezly chionne. Dodatni wynik
RT-PCR uzyskano jedynie w 3 weztach pochodza-
cych od pacjenta 15.EM i 2 od pacjenta 21.SW.

Dyskusja

Wznowa lokoregionalna, obok obecnosci
przerzutéw odleglych, jest najgorszym czynni-
kiem prognostycznym w przypadku raka brodaw-
kowatego tarczycy [14, 16, 17]. Moze ona wystapic¢
nawet jesli wezly chlonne badane jedynie
w  klasycznym badaniu histopatologicznym sa
wolne od przerzutéw nowotworowych. By¢ moze
wznowa w takim przypadku jest spowodowana
mikroprzerzutami w weztach chionnych, ktére sa
niewykrywalne w rutynowym badaniu histopato-
logicznym. Klasyczne badanie histopatologiczne
ma ograniczona warto$¢ poniewaz jedynie jeden
lub dwa skrawki z kazdego wezla sg oceniane.
Ponadto znalezienie pojedynczych lub niewielkich
zgrupowan komdérek nowotworowych w prepa-
racie moze by¢ trudne dla histopatologa.
Przypuszcza sie, ze rozsiew limfopochodny
w przypadku RBT odgrywa wazniejsza role niz
rozsiew krwiopochodny. Pojecie wezla wartowni-
czego w przypadku raka tarczycy nie jest tak jedno-
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o . . Pacjent Wiek/ple¢ | Liczba weziéw chionnych H/I Tg RT-PCR
Wyniki wykrywania przerzutdw
raka brodawkowatego tarczycy 1.5] 35/m 15 0/15 0/15
za pomocq histiopatologicznego 2.BS 31/k 3 0/3 0/3
i immunohistochemicznego oraz 341\21]) g?; 112 Z 8; i 8; i
Tg mRNA dla tyreoglobuliny KW 61/m 14 5/14 5/14
6.AS 52/k 7 0/7 0/7
7MS 57/k 6 0/6 0/6
8. MM 35/k 11 5/11 5/11
9.55 45/m 5 0/5 0/5
10.KF 54/k 8 1/8 2/8
11.CZ 37/k 4 0/4 0/4
12.RK 58/k 12 0/12 0/12
13.AA 60/k 10 3/10 3/10
14 KZ 44/m 12 0/12 1/12
15.EM 57/m 10 5/10 3/10
16.5M 43/k 12 0/12 5/12
17 KK 47/k 7 0/7 0/7
18.EB 19/k 9 3/9 5/9
19.WS 55/k 5 0/5 0/5
20.K] 48/k 4 0/4 0/4
21.SW 54/k 5 3/5 2/5
22.EK 34/k 4 0/4 0/4
23.5M 50/k 6 3/6 3/6
24.SB 62/k 9 0/9 0/9
Wynik 184 28/166 34/166
Tabela 2 Pacjent Przedzial
Lokalizacja przerzutowo Srodkowy szyi (I) | Boczne szyi (Il lub IIT) | Srédpiersie gérne(IV)
zmienionych weztdw chionnych 5 KW 1710 1/4 0
w badaniu histopatologicznym 8:MM 5/11 0 0
i immunohistochemicznym 10 KF 1/1 0 0
13.AA 0 3/10 0
15.EM 0 5/10 0
18.EB 0 3/9 0
21.SW 0 3/5 0
23.SM 0 3/6 0
Tubel.a 3. Pacjent Przedzial
Lokalizacja przerzutowo Srodkowy szyi (I) | Boczne szyi (I lub III) | Srédpiersie gérne(IV)
zmienionych weztdw chionnych KW 110 174 0
w badaniu molekularnym 8 .MM 5/11 0 0
10.KF 1/1 1/7 0
13.AA 0 3/10 0
14 KZ 0 0 1/9
15.EM 0 3/10 0
16.5M 1/2 4/9 0
18.EB 0 5/9 0
21.5SW 0 2/5 0
23.SM 0 3/6 0

znaczne jak w czerniaku zlosliwym czy raku sutka.
Prace z ostatnich lat nie potwierdzily obecnosci
jednego wzorca rozprzestrzeniania sie przerzutéw
w wezlach chlonnych szyi dla raka tarczycy. Fakty
te zachecily nas do poszukiwania innych poza histo-
patologia metod oceny weztéw chionnych.

Burt i Goudie wprowadzili nowa technike
— badanie immunohistochemiczne — pozwalajaca

wykry¢ komérki raka tarczycy [30]. W ich pracy
tyreoglobulina zostala uwidoczniona we wszyst-
kich przypadkach raka zréznicowanego tarczycy,
w 1 na 20 przypadkéw raka anaplastycznego
tarczycy i zadnym przypadku innych badanych
guzoéw. Pisani i wsp. potwierdzil znaczng wartos¢
badania immunohistochemicznego w wykrywaniu
komérek raka tarczycy w wezlach chlonnych szyi
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[31, 32]. W celu bardziej precyzyjnego okreslania
obecnosci przerzutéow w wezlach chlonnych
wprowadzane sg takze w uzycie techniki diagno-
styki molekularnej. Charakteryzuja si¢ one duza
czulosciq i mozliwoscia oceny komorek nie tylko
z jednego czy dwoch skrawkéw poszczegdlnych
weziéw chlonnych. Technika odwrotnej trans-
krypcji i taricuchowej reakcji polimeryzacji zostala
z sukcesem zastosowana do wykrywania mikro-
przerzutéw wielu nowotworéw ztosliwych takich
jak: rak zotadka, rak jelita grubego, rak gruczotu
krokowego, rak sutka, czerniak zlosliwy [20-28].
W przypadku raka jelita grubego znalezienie mikro-
przerzutéw za pomoca badania molekularnego,
w histopatologicznie ujemnych weztach chlonnych,
bylo czynnikiem wskazujacym na mozliwosé
wystapienia wznowy wezlowej i potrzebe bardziej
agresywnego leczenia. Liefers i wsp., uzywajac
techniki RT-PCR dla CEA podzielit pacjentéw
z histopatologicznie ujemnymi wezlami na dwie
grupy. Piecioletnie przezycie dla grupy chorych
z wolnymi, takze w badaniu molekularnym
wezlami chlonnymi, wynosilo 91%, podczas gdy
w grupie chorych z dodatnim wynikiem RT-PCR
tylko 50% [20].

W naszym badaniu zastosowaliSmy do oceny

obecnosci przerzutéw raka brodawkowatego
tarczycy w weztach chionnych, oprécz badania
histopatologicznego, badanie immunohistoche-

miczne i technike RT-PCR. Do naszych badan
jako marker wybraliSmy tyreoglobuline. Jest to
jedna z najbardziej swoistych dla tarczycy substan-
cji, obecna jedynie w normalnej tkance gruczotu
i komoérkach nowotworowych wywodzacych sie
z komorek pecherzykowych tarczycy. Inne, poza
peroksydaza tarczycowq czy symporterem sodowo-
jodowym, nie sa tak charakterystyczne dla tarczycy.
Dla przykiadu, CK-20 stosowana przez Weber
i wsp. wystepuje takze fizjologicznie w komoérkach
nablonka zoladkowo-jelitowego czy urothelium
[16].

U 18 (75%) z 24 wlaczonych do badania
pacjentéw uzyskano takie same wyniki obecnosci
przerzutow w wezlach chlonnych. Czternastu
z nich mialo wezly wolne od przerzutéw. U czterech
innych wykryto przerzuty w tych samych weztach
chlonnych za pomoca badania immunohistoche-
micznego i RT-PCR.

W  badaniu RT-PCR rozpoznano 9 (4,9%)
wezléw, ktére byly ujemne wg badania histopa-
tologicznego i immunohistochemicznego. Pie¢
z nich pochodzito od tego samego chorego. U innego
chorego wykryto za pomoca RT-PCR przerzuty
w dwéch wezlach chlonnych, ktére wg histopa-
tologii byly ujemne. Uwazamy, ze ci dwaj chorzy
wymagaja dokladniejszej kontroli w opiece ambula-
toryjnej aby oceni¢ kliniczne znaczenie dodatnich
wynikéw RT-PCR przy ujemnych wynikach badan
histopatologicznych i immunohistochemicznych.
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Dwoch innych chorych mialo wg badania moleku-
larnego po jednym przerzutowo zmienionym wezle
chlonnym wiecej niz w badaniu histopatologicz-
nym. Jednakze badanie immunohistochemiczne
ujawnilo obecnos¢ tyreoglobuliny w makrofagach
znajdujacych sie w weztach chlonnych. Sadzimy, ze
dodatni wynik RT-PCR uzyskano dzigki tyreoglo-
bulinie pochodzacej z makrofagéw, a nie z komdrek
nowotworach. Zjawisko to zostalo juz wczesniej
opisane przez Venkatramana i wsp. [34].

Przypuszczamy, ze moglibysmy uzyskac wiecej
dodatnich wynikéw 2z badania RT-PCR przy
ujemnych wynikach histopatologicznych poprzez
zastosowanie wigkszej liczby cykli PCR. Jednakze
nie zrobiliSmy tego w naszym badaniu poniewaz
obawiamy sie¢ uzyskania wynikéw falszywie
dodatnich spowodowanych nieuprawniona trans-
krypcja. Bojunga i wsp. oraz Aust i wsp. udowod-
nili, Ze ekspresja. mRNA dla tyreoglobuliny jest
swoista dla komorek tarczycy przy 30 cyklach
PCR, natomiast zwigkszenie liczby cykli PCR do 40
powoduje, ze ekspresja mRNA dla tyreoglobuliny
jest niespecyficzna [35, 36].

U dwoch oséb za pomoca RT-PCR wykryto
mniej przerzutowo zmienionych weziéw chlonnych
niz w badaniu histopatologicznym i immuno-
histochemicznym. Podobnie jak Weber i wsp.
znajdujemy jedno wyjasnienie dla tych falszywie
ujemnych wynikéw. Przypuszczamy, ze tylko jedna
cze$¢ wezla chlonnego byla zajeta przez komorki
nowotworowe, druga natomiast wolna od komorek
raka zostala wykorzystana do badania molekular-
nego. Z powodu matej wielkosci badanych weztéw
chionnych nie mozna uzyska¢ odpowiedniej ilosci
materialu do przeprowadzenia badania histopato-
logicznego z obu czesci wezla chlonnego co zwery-
fikowaloby nasza hipoteze.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze technika
RT-PCR dla Tg mRNA jest czula metoda wykry-
wania komorek raka brodawkowatego tarczycy
i moze poméc w okresleniu obecnosci przerzutéw
raka brodawkowatego tarczycy w regionalnych
wezlach chlonnych. Jednakze brak badan na
wiekszej liczbie chorych oraz fakt wystepowania
przerzutéw u znacznego, dochodzacego nawet
do 86% odsetka pacjentéw powoduje, ze metoda
w chwili obecnej nie wplynie na zmiane techniki
operacyjnej, sugerujac wykonanie elektywnej
resekcji weztéw chtonnych réwniez w obu przedzia-
fach bocznych szyi, zar6wno po stronie guza jak
i przeciwne;j.
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