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1. SANTRUMPOS

ASP — aspiraciné skydliaukés punkcija

AUC - plotas po kreive (angl. area under the curve)

BRAF — B tipo RAF kinazé (angl. B-type Raf kinase)

CKLM - centriniai kaklo limfmazgiai

Ct — slenkstinis ciklas

DKT — daugiasluoksné kompiuteriné tomografija

DNR - deoksiribonukleortigstis

DSK - diferencijuota skydliaukés karcinoma

EU-TIRADS — Europos skydliaukés vaizdinimo protokolo ir duomeny
sistema (angl. European Thyroid Imaging Reporting and Data System)
FSK — folikuliné skydliaukés karcinoma

IQR — kvartiliy skirtumas (angl. interquartile range)

iIRNR — informaciné ribonukleortigstis

KDNR — kopijiné deoksiribonukleortigstis

KLM - kaklo limfmazgiai

LM — limfmazgiai

LKLM - lateraliniai kaklo limfmazgiai

MAPK — mitogeno aktyvuota proteinkinazé

MKLM — metastazés kaklo limfmazgiuose

MCKLM — metastazés centriniuose kaklo limfmazgiuose

MIiRNR — mikro ribonukleortigstis

MLKLM — metastazés lateraliniuose kaklo limfmazgiuose

MRT — magnetinio rezonanso tomografija

MTS — metastazés

NIFTP — neinvaziné folikuliné skydliaukés neoplazija su papiliniam navikui
budingais branduolio pakitimais (angl. noninvasive follicular thyroid
neoplasm with papillary like nuclear features)

NKS — naujos kartos sekoskaita

NPV — neigiama prognostiné verté

NSM — nepiktybiniai skydliaukés mazgai

OnkomiR — onkogeniné miRNR

OR - 8ansy santykis (angl. odds ratio)

PAX8 genas — porinis genas 8 (angl. Paired Box Gene 8)

Pl — pasikliautinasis intervalas

PI3-AKT — fosfatidilinositolio 3 kinazé/proteinkinazé B (angl.
phosphatidylinositol 3-kinase-Akt/Protein Kinase B)

PPARYy — Peroksisomy proliferatoriaus aktyvinto y receptorius

8



PSK — papilin¢ skydliaukés karcinoma

PSMK - papiliné skydliaukés mikrokarcinoma
pre-miRNR — nesubrendusi miRNR

pri-miRNR — miRNR pirminis transkriptomas

RISC — RNR-indukuotas nutildymo kompleksas (angl. RNA-induced
silencing complex)

RL-PGR - realaus laiko polimerazés grandininé reakcija
SN — standartinis nuokrypis

SK — skydliaukés karcinoma

TPV — teigiama prognostiné verté

TTH — tireotropinis hormonas

UGT - ultragarsinis tyrimas

VUL SK — Vilniaus universiteto ligoniné Santaros klinikos



2. JVADAS
2.1. Darbo aktualumas

Skydliaukés karcinoma (SK) yra daZniausias endokrininés sistemos
piktybinis navikas [1]. Du histologiniai diferencijuotos skydliaukés
karcinomos (DSK) potipai: papiliné skydliaukés karcinoma (PSK) ir
folikuling skydliaukés karcinoma (FSK) iSsivysto i§ folikuliniy skydliaukés
epitelio lgsteliy ir sudaro apie 94 % visy skydliaukés karcinomy [2]. SK
daznis per pastaruosius 20 mety visame pasaulyje smarkiai iSaugo ir tikétina,
kad iki 2030 mety SK bus ketvirta pagal daznumg piktybiniy naviky forma
[3]. SK daznio didéjimg iSskirtinai lemia PSK atvejy skaiciaus augimas
[4][5]. Ultragarsinio iStyrimo paZanga pagerina ankstyva skydliaukés
karcinomos nustatyma, taciau atsiranda ir hiperdiagnostikos galimybe¢, kuri
lemia nereikalinga, agresyvig operacija ir su ja susijusias pooperacines
komplikacijas, bloginané¢ias pacienty gyvenimo kokybe [6]. Tarptautinés
profesinés organizacijos, jskaitant Europos skydliaukés asociacija [7],
Amerikos skydliaukés asociacijg [8] ir Amerikos radiologijos kolegija [9],
parengé skydliaukés mazgy rizikos stratifikavimo kriterijus, kuriais
vadovaujamasi atliekant ultragarsinj skydliaukés mazgy iStyrimg ir gydant
skydliaukés mazgus [10]. Ultragarsinis tyrimas ir plonos adatos aspiraciné
biopsija yra ,,auksinis standartas* diferencijuojant nepiktybinius skydliaukés
mazgus nuo piktybiniy. Aspiracinés punkcinés biopsijos rezultatai pateikiami
pagal Bethesda skydliaukés citopatologijos sistemg, pasizymincig dideliu
diagnostiniu specifiSkumu [11]. Nepaisant to, 10-20 % skydliaukés mazgy po
atlikto citologinio jvertinimo licka neapibrézti [12]. Tai lemia santykinai
didelj diagnostiniy operacijy skaiciy.

Nors sergamumas PSK nuolat auga, mirtingumas nuo skydliaukés
karcinomos per pastaruosius penkis desimtmecius pasikeité minimaliai [13].
Paprastai PSK prognozé yra gera, mirtingumas santykinai Zemas, taciau
nedidelei daliai pacienty pasireiskia agresyvi ligos forma, su naviko invazija
1 aplinkinius audinius, metastazémis [14]. Metastazés kaklo limfmazgiuose
(MKLM) daznai stebimos jau ankstyvoje ligos stadijoje. Paprastai PSK
metastazuoja ] centrinius kaklo limfmazgius (CKLM), reciau j lateralinius
kaklo limfmazgius (LKLM). MKLM salygoja daZznesnj lokaly SK recidyva,
kas yra blogesnés ligos prognozés rodiklis [15][16][17]. Tiek ultragarsinis
kaklo LM istyrimas, tiek daugiasluoksné kompiuteriné tomografija (DKT) ar
magnetinio rezonanso tomografija (MRT), nepadeda pilnai nustatyti
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navikinio proceso iSplitimo iki operacijos [18]. Aiskis limfmazgiy
strukttriniai ir dydzio pokyciai dazniausiai diagnostiniy sunkumy nesukelia.
Labiau komplikuota situacija su mazomis iki 1cm dydzio MKLM. Neretali
dél specifiniy pozymiy nebuvimo, net ir preciziSkai DKT ir MRT tyrimais
vertinant LM trumpajg asj, jo struktiira, ribas, kontrastinio preparato kaupimo
pobiid] bei Salia naviko esancias audiniy struktiiras, tiksliai jvertinti mazy
MKLM nepavyksta. Tai trukdo iki operacijos tiksliai nustatyti ligos stadija.

Kinijos tyréjy atliktos meta analizés duomenys parodé, kad ultragarsinio
tyrimo specifiSkumas diagnozuojant MCKLM yra 93 %, kai tuo tarpu
jautrumas tik 33 %, diagnozuojant MLKLM atitinkamai 84 % ir 70 % [19].
Daugiausia diagnostiniy problemy kelia retrofaringiniy ir mediastinaliniy
CKLM verifikavimas. Histologiskai diagnozuojama net iki 60 % MKLM,
kurios iki operacijos nebuvo nustatytos vaizdinimo tyrimais [20].

Amerikos skydliaukés asociacijos tarptautinés gairés [21] pacientams,
kuriems iki operacijos yra nustatomi pakitimai kaklo limfmazgiuose,
rekomenduoja atlikti CKLM pasalinimg. Taciau profilaktinés CKLM
pasalinimo operacijos svarba yra kontraversiSka [8]. Nors profilaktiné
CKLM limfadenektomija sumazina lokalaus PSK recidyvo rizikg, taciau
padidina pooperaciniy komplikacijy, tokiy kaip praeinancio ar pastovaus
gerkly griztamojo nervo pazeidimo, praeinan¢ios ar pastovios
hipokalcemijos tikimybe [22].

Todél labai svarbu iki operacijos identifikuoti onkologinio proceso i$plitima,
kas leisty parinkti optimaly ir individualy PSK gydyma, lemiant] mazesne
skydliaukés karcinomos recidyvavimo rizika. Kadangi turimais vaizdinimo
tyrimais tiksliai diagnozuoti PSK i$plitimo nepavyksta, ieskoma kity
klinikiniy patologiniy rizikos veiksniy. Atlikty meta analiziy duomenys
parod¢, kad vyriska lytis, jaunas amzius (<45 mety), pirminio naviko dydis,
daugiazidiniSkumas bei plitimas uz skydliaukés riby galéty biti
nepriklausomi metastazavimo j kaklo limfmazgius rizikos veiksniai [23][24].
TaCiau ir to nepakanka, svarbi naujy biozymeny, galinciy padéti
diferencijuoti nepiktybinius skydliaukés mazgus nuo piktybiniy, taip pat
leidziancius nustatyti ligos progresavimg ir tinkamg gydymo parinkima,
paieska.

Mikro ribonukleortig§tis (miRNR) yra nekoduojanc¢iy nukleortig§ciy
molekulés, reguliuojancios geny transliacijg ar produkty degradavimg ir
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dalyvaujancios jvairiuose lasteliy funkcijas reguliuojanciuose procesuose.
Moksliniy tyrimy duomenimis miRNR raiskos pokyc¢iai nustatomi jvairiy
ligy, taip pat ir vézio, patogenezés mechanizmuose. Todél svarbu
identifikuoti miRNR reikSme¢ diferencijuotos skydliaukés karcinomos
diagnozés ir metastastaziy kaklo limfmazgiuose nustatymui.

2.2. Darbo tikslas

Ivertinti miRNR raiSkos reikSme¢ papilinés skydliaukés karcinomos
diagnostikai ir ligos i$plitimui prognozuoti.

2.3. Darbo uzdaviniai

1. Nustatyti miRNR raiSkg skydliaukés mazgy plonos adatos
aspiratuose, kuriuose yra jtariama PSK.

2. Palyginti miRNR raiskos jverCius piktybiniy ir nepiktybiniy
skydliaukés mazgy lastelése.
pozZymiais.

4. Palyginti miRNR raiska skydliaukés mazgy aspiratuose
tiriamiesiems, kuriems buvo nustatytos PSK metastazés kaklo
limfmazgiuose ir, kuriems nebuvo nustatytos metastazés kaklo
limfmazgiuose.

2.4. Darbo naujumas ir praktiné reikSmé

skydliaukés karcinomos gydymo taktika taip, kad maZesng¢ skydliaukés
karcinomos rizika turintys pacientai nebiity gydomi pernelyg agresyviai.
Kartu jie turi identifikuoti pacientus, kuriy liga yra labiau pazengusi, kuriems
gresia didelé recidyvavimo rizika ir kuriems reikalingas agresyvesnis
gydymo metodas. Todél svarbu ieSkoti naujy bioZymeny, kurie padéty
tiksliau diagnozuoti skydliaukés karcinomg ir jvertinti ligos i$plitima prie$
operacija. Yra atlikta tyrimy, kurie parodo, kad kai kurios miRNR gali biiti
potencialtis biozymenys navikinio proceso metastazavimui prognozuoti,
pvz.: miR21 krities karcinomos [25]; miR21 ir miR31 storzarnés karcinomos
[26] bei miR1207-5p skrandZio karcinomos atveju [27]. miRNR rysj su PSK
metastazavimu | kaklo limfmazgius nagrinéjancios publikacijos pasirodé
2010 metais [28]. Nors yra atlikta nemazai darby, nagrinéjanciy jvairiy
miRNR pritaikymg PSK diagnostikai, ligos progresavimo bei recidyvo
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rizikai, taciau iki Siol paskelbti duomenys yra priestaringi. Dauguma tyrimy
buvo atlikta Kinijoje. Lietuvoje darby, tyrinéjanciy miRNR sasaja su PSK,
nedaug [29][30][31].

Pasirinkta mokslinio darbo tema turéty praktinj klinikinj pritaikyma. miRNR
raiSkos analizé skydliaukés mazgy plonos adatos aspiraciniuose méginiuose
gali pagerinti pacienty prieSoperacinj iStyrimg, kas leisty parinkti tinkama
gydymo taktika, operaciniy sprendimy priémimg. Tai leisty sumazinti
pooperaciniy komplikacijy skaiiy ir pagerinty pacienty gyvenimo kokybe.

2.5. Ginamieji disertacijos teiginiai

1. miRNR raiska skydliaukés plonos adatos aspiratuose reik§mingai
skiriasi tarp piktybiniy ir nepiktybiniy skydliaukés mazgy.

2. miRNR raiska skydliaukés plonos adatos aspiratuose reikSmingai
skiriasi tarp skirtingus patologinius pozymius turiniy papilinés
skydliaukés karcinomy.

3. miRNR raiska skydliaukés papilinés karcinomos plonos adatos
aspiratuose reikSmingai skiriasi tarp tiriamyjy, kuriems diagnozuotos
metastazés kaklo limfmazgiuose ir, kuriems metastazés kaklo
limfmazgiuose nenustatytos.
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3. LITERATUROS APZVALGA

3.1. Skydliaukés mazgai

Tiek pavieniai, tiek daugybiniai skydliaukés mazgai yra daznas radinys
klinikinéje praktikoje. Daznesniam skydliaukés mazgy atsiradimui jtakos turi
moteriska lytis, amzius, jonizuojanti spinduliuoté bei jodo tritkumas. Mazgy
paplitimo daznis priklauso nuo tirtos populiacijos ir nuo naudoto tyrimo
metodo. Diagnozuojant skydliaukés mazgus palpuojant, jy paplitimas — 2-6
%, tiriant ultragarsu — 19-35 %, autopsijos metu randama iki 65 % [5]. Placiai
klinikinéje praktikoje taikant jautrius vaizdinimo tyrimus (kompiutering
tomografijg, magnetinj rezonansg, pozitrony emisijos tomografijg ir kt.) vis
dazniau skydliaukés mazgai diagnozuojami atsitiktinai [32]. Skydliaukés
mazgus gali sglygoti tiek nepiktybiniai, tiek piktybiniai susirgimai, todél,
nustacius mazgus, svarbu atmesti piktybinius pakitimus, kurie diagnozuojami
nuo 7 iki 15 % atvejy [33].

ISsami ligos istorija, paciento apziiira, laboratoriniai tyrimai, kaklo
ultragarsinis tyrimas (UGT) ir, esant indikacijoms, plonos adatos aspiraciné
skydliaukés punkcija (ASP), padeda atskirti mazos ir didelés skydliaukés
karcinomos rizikos grupes.

Veiksniai didinantys piktybiskumo rizikg pateikti 1-oje lenteléje [21].

Didelés skiriamosios gebos kaklo UGT yra jautriausias tyrimo metodas,
naudojamas nustatyti ir iSmatuoti mazginius pakitimus skydliaukéje,
diferencijuoti skydliaukés mazgus nuo kitos kilmés kakle esanciy patologiniy
dariniy bei jvertinti difuzinius skydliaukés audinio poky¢ius [34].

2017 metais Europos skydliaukés asociacija, remiantis literatiiros
duomenimis, jvairiy tarptautiniy organizacijy (Amerikos klinikiniy
endokrinology asociacijos, Amerikos skydliaukés asociacijos bei Koréjos
skydliaukés asociacijos) rekomendacijomis, iSleido skydliaukés mazgy
piktybiskumo rizikos stratifikavimo gaires EU-TIRADS (angl. European
Thyroid Imaging Reporting and Data System) (2 lentelé) [7].

Skydliaukés mazgy ASP kontroliuojant ultragarsu ir citologinis aspirato
iStyrimas yra ,,auksinis standartas® skydliaukés karcinomos diferencinéje
diagnostikoje.
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1 lentelé. Skydliaukés karcinomos rizikg didinantys veiksniai

Anamnezé Vaikystéje apsvita galvos-kaklo srityje
Viso kiino apsvita prieS kauly ciulpy
transplantacija
Kitu biidu gauta jonizuojanti spinduliuote
(pvz., aknés ar apgamy gydymas, darbas
Su jonizuojancia spinduliuote)

Pirmos eilés giminai¢iams diagnozuotas
piktybinis skydliaukés susirgimas arba
skydliauké karcinomos sindromas (pvz.,
Cowden sindromas, Carney kompleksas,
dauginé endokrininé neoplazija 2 tipas,
Seiminé polipoze

Vyriska lytis

Amzius <20 arba >70 mety

ApZitira Kaklo limfadenopatija
Balso uzkimimas
Kieta mazgo konsistencija
Nepaslankus mazgas

Laboratoriniai ir Skydliauke stimuliuojantis hormonas —

instrumentiniai tireotropinis hormonas (TTH) ties virSutine

tyrimai riba ar padidéjes

Ultragarsiniai pozymiai: mazgo
solidiskumas, hipoechogeniskumas,
mazgas “labiau aukStas nei platus”,
mikrokalcinatai, nelygiis mazgo krastai,
Itartinai pakite limfmazgiai)

Ne ,.karStas“ mazgas skenuojant su *Tc
Aktyviis mazgai pozitrony emisijos
tomografijoje

Serumo kalcitoninas >50-100 pg/ml
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2 lentelé. EU-TIRADS kategorijos ir piktybiskumo rizika

Kategorija Ultragarsinio tyrimo pozymiai Piktybiskumo
rizika %

EU-TIRADS 1: Néra mazgy Néra
norma
EU-TIRADS 2: Cista ~0
nepiktybiniai »Kempinés“ struktiiros mazgai
mazgai
EU-TIRADS 3: Ovalis, 2-4
Zema rizika izoechogeniski/hiperechogeniski

Néra auksto piktybiskumo pozymiy
EU-TIRADS 4: Ovalus, Svelniai hipoechogeniski 6-17
vidutiné rizika Néra auksto piktybiSkumo pozymiy
EU-TIRDAS 5: Turi bent vieng i§ aukSto 26-87
auksta rizika piktybiskumo poZymiy:

Neovali, netaisyklinga  forma

(ilgesnis statmenas kiino pavirsiui
mazgo matmuo)

Nelygis krastai

Mikrokalcinatai

Ryskiai hipoechogeniskas (ir
solidinis)

Nustacius zemg TTH koncentracija, prie§ atlieckant ASP, mazgy funkciniam
aktyvumui jvertinti rekomenduojama atlikti skydliaukés radionuklidinj
skenavimg. Tam gali biti naudojamas jodo123 izotopas (I-123) arba natrio
pertechnetatas (*°Tc) [34].

Remiantis radionuklidy kaupimu, mazgai gali buti klasifikuojami |
hiperfunkcionuojancius (,,karstus®), hipofunkcionuojanéius (,,8altus®) ar
tarpinius (“Siltus”). Kliniskai reik§mingi piktybiniai pakitimai beveik niekada
neblina ,karStuose” mazguose, taciau ,,Saltuose™ ar ,Siltuose” mazguose
piktybiniy pakitimy daZnis svyruoja nuo 3 iki 15 % [35].

Indikacijos aspiracinei skydliaukés mazgy punkcijai [7]:

EU-TIRADS 2 — gerybiniai mazgai. Cistos ir ,.kempininés“ strukttiros
mazgai. Tokie mazgai vertinami kaip gerybiniai ir ASP néra indikuotina.
Cistos ASP gali biiti atliekama terapiniu tikslu, esant spaudimo simptomams
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] gretimas strukturas.

EU-TIRADS 3 — Zemos piktybiskumo rizikos mazgai. ASP atlickama, jei
mazgas didesnis nei 2 cm.

EU-TIRADS 4 — vidutinio piktybiskumo rizikos mazgai.

Sios kategorijos mazgai punktuojami, jei mazgas didesnis nei 1,5 cm.
EU-TIRADS 5 — aukstos piktybiSkumo rizikos mazgai. Visi §ios Kategorijos
vir§ 1 cm dydzio mazgai turi biti istirti citologiSkai. Gavus citologinio tyrimo
iSvada, kad mazgas yra gerybinis, siekiant iSvengti klaidingai neigiamy
tyrimy, rekomenduojama pakartoti ASP 3 mén. laikotarpiu.

Iki 1 cm EU-TIRADS 5 kategorijos mazgai turi buti aktyviai stebimi. Mazgui
didéjant, atsiradus plitimui uz skydliaukés riby ar atsiradus patologiskai
pakitusiam limfmazgiui, atliekama ASP.

ASP rezultatai turéty buti klasifikuojami j diagnostinius (pakankamus) ir
nediagnostinius  (nepakankamus). Meéginys ,diagnostiniu® vadinamas
tuomet, kai jame yra ne maziau nei 6 gerai iSsilaikiusios skydliaukés epitelio
lasteliy grupés, kuriy kiekviena sudaryta i§ ne maziau nei 10 lgsteliy, arba
randamas gausus koloidas.

Citologiné diagnozé skirstoma | SeSias kategorijas naudojant Bethesda
sistema [11].

| Bethesda kategorija — neinformatyvi (nediagnosting).

Meéginiai Zymimi kaip ,,nediagnostiniai“ tuomet, jei juose néra pakankamo
skydliaukés lasteliy skaiGiaus. Si citologiné diagnozé gali biiti dél storo
tepin¢élio, dél blogos preparaty paruoSimo technikos ir dél to blogai
iSsilaikiusios diagnostinés medziagos. Jeigu méginiuose dominuoja
makrofolikulai, stebimas gausus ir vandeningas koloidas, tokius méginius
leidziama priskirti gerybiniams, nors ir nesant 6-ioms lgsteliy grupéms.
Isskiriamas pogrupis — limfocitinis tiroiditas, kuris taip pat vertinamas kaip
nepiktybinis. Méginiai, kuriuose yra tik cistinis komponentas, vertinami kaip
neinformatyvis, tadiau reikia vertinti koreliacija su ultragarsiniu vaizdu. Sios
kategorijos piktybiskumo rizika — 5-10 %. Rekomenduojama kartoti ASP —
pakartotinos punkcijos laikas parenkamas individualiai.

Il Bethesda kategorija — nepiktybiniai poky¢iai. Nepiktybiniai citologiniai
radiniai budingi koloidiniams, hiperplastiniams mazgams, gerybinéms
cistoms arba esant limfocitiniam ar granuliominiam tiroiditui. Sios
citologinés diagnozés mazgo piktybiskumo tikimybé yra 0-3 %.

111 Bethesda kategorija — nenustatytos reik§més folikulinio epitelio atipija. Si
kategorija nustatoma tuomet, kai aptinkamos Iastelés (folikulinés,
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limfoidinés eilés ar kitos) su architektonine ar branduolio atipija, taciau jos
negali biti klasifikuojamos kaip piktybinis navikas ar folikuliné neoplazija ar
ju itarimas. Atipija yra taip pat per didelé¢, kad pakitimus buity galima vertinti
kaip nepiktybinius. Si kategorija nustatoma apie 7 % ASP méginiy.
Piktybiskumo rizika siekia 10-30 %. Rekomenduojama kartoti ASP, atlikti
molekulinius genetinius tyrimus ar lobektomijg.

IV Bethesda kategorija — folikuliné neoplazija arba folikulinés neoplazijos
jtarimas. Folikulinéms neoplazijoms priskiriami visi méginiai, kuriuose
randamos gausios mikrofolikulais besidéstancios folikulinio epitelio lastelés
su iSreikStu branduoliy persidengimu. Nezenkliis branduoliy atipijos
pozymiai, budingi papilinei karcinomai leidziami Sioje kategorijoje.
Folikuliniai pokyciai gali biiti randami atliekant ASP i§ adenomatozinés
hiperplazijos zidiniy, folikulinés adenomos ir karcinomos, Hurthle Iasteliy
adenomos arba karcinomos [36]. Folikuliniai poky¢iai méginyje matomi kaip
gausus  kiekis vienody lasteliy, iSsidésCiusiy mikrofolikulinémis
struktiromis, sumazéjes koloido kiekis arba jo visai néra. Hurthle lasteliy
neoplazijos diagnozuojamos tuomet, kai aspirate randamos beveik vien tik
Hirthle lastelés, dazniausiai be ar su menku koloido kiekiu, taciau néra
limfoidiniy Iasteliy, budingy létiniam autoimuniniam tiroiditui. Folikulinés
adenomos pakitimai gali bati atskirti nuo folikulinés skydliaukés karcinomos
tik remiantis kapsulés peraugimu ir kraujagysline invazija, todél tiksli
diagnostika remiantis citologiniu tyrimu néra galima. Piktybiskumo rizika
siekia 25-40 %. Rekomenduojami molekuliniai genetiniai tyrimai,
lobektomija.

V Bethesda kategorija — piktybinio naviko jtarimas. Didelés rizikos
neapibréztos reikSmés citologiniy pokyc¢iy kategorija, kuriai priskiriami
atvejai, turintys piktybiniam procesui bidingy citologiniy poZymiy, taciau Sie
pozymiai néra pakankami, kad atvejis buity priskirtas VI kategorijai.
Piktybiskumo rizika — 50-75 %. Rekomenduojama atlikti tiroidektomijg ar
lobektomija.

VI Bethesda kategorija — piktybinis navikas. Siai kategorijai priskiriami
atvejai, kai jtariama papiliné karcinoma, anaplastiné karcinoma, medulinis
karcinoma, limfomos, metastatiniai navikai. Piktybiskumo rizika — 97-99 %.
Rekomenduojamas operacinis gydymas — tiroidektomija.

Nors ASP su citologiniu tiriamosios medziagos jvertinimu yra ,,auksinis
standartas® skydliaukés karcinomos diferencingje diagnostikoje, taciau Sis
iStyrimas turi ir trokumy. Didziausias trikumas yra III ir IV Bethesda
kategorijos, kurios patenka j ,,pilkajg“ neapibrézta diagnosting zong, kai néra
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atsakoma j klausima, ar procesas yra piktybinis, ar nepiktybinis. Net apie 25
% citologiniy meéginiy biitent patenka | neapibrézta kategorija, kur
piktybiSkumo daZnis varijuoja nuo 14 iki 48 % [37][38]. Siekiant i§vengti
nereikalingo operacinio gydymo, vis ieSkoma budy kaip tiksliau atskirti
piktybinius pakitimus nuo nepiktybiniy, kuriems biitent toks gydymas
reikalingas.

3.2. Skydliaukés karcinoma (SK)

SK — daZniausia onkologiné endokrininés sistemos liga. Ji sudaro apie 1 %
visy piktybiniy naviky [2]. Sergamumas skydliaukés piktybiniais susirgimais
pasaulyje yra 10,2/100000 motery ir 3,10/100000 vyry [39]. Sergamumo
skaiCius visame pasaulyje ir toliau didéja, vis placiau klinikinéje praktikoje
taikant vaizdinimo tyrimus ir aktyvy pacienty stebéjima [13]. SK yra penktas
dazniausiai pasitaikantis piktybinis navikas motery tarpe Jungtinése
Amerikos valstijose, o bendras naujy susirgimy skaicius $ioje Salyje 2020
metais sieké 52 890 atvejus [40]. Nacionalinio vézio instituto duomeninis
2015 metais Lietuvoje bendras naujy skydliaukés vézio susirgimy skaicius
buvo 344 atvejai, i$ jy 282 atvejai nustatyti moterims ir 62 atvejai — vyrams.
SK histologiniai tipai [41]:

o Diferencijuota skydliaukés karcinoma:
v" Papiliné skydliaukés karcinoma
v" Folikuliné skydliaukés karcinoma
v" Blogai diferencijuota skydliaukés karcinoma
v Hurthle lasteliy karcinoma
e Meduliné karcinoma
e Anaplastiné karcinoma
o Kiti piktybiniai navikai — limfoma, angiosarkoma ir kt.

DazZniausiai pasitaikantis SK histologinis tipas yra diferencijuota skydliaukés
karcinoma, kurios 85 % sudaro PSK ir 12 % FSK. Retesné yra meduliné
karcinoma, sudaranti apie 2 % visy SK. Reciausia — anaplastiné karcinoma
<1% visy SK. Bendrai paémus, SK prognozé yra puiki. Penkiy mety bendras
iSgyvenamumas siekia 96,1 %, o pacienty vieny mety i§gyvenamumas po
diagnozés nustatymo — 98,2 % [42]. Gera prognozg labiausiai lemia PSK,
maziau palankios kity SK histologiniy varianty prognozés [33].
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3.3. Diferencijuotos skydliaukés karcinomos patogenezé.

Daug tyrimy, atlikty per paskutinj deSimtmetj, pagilino Zzinias apie
skydliaukés karcinomos molekuling patogeneze.

BRAF pokycio ir mitogeno aktyvios proteinkinazés (MAPK) kelias

BRAF protoonkogenas, koduojantis baltyma — serino-treonino kinazg,
priklausancia baltymy RAF Seimai, kuri dalyvauja signalo perdavime MAPK
kelyje. MAPK yra tarplastelinio signalo perdavimo kelias yra svarbus
uztikrinant Igsteliy augima, proliferacijg, apoptoze ir diferenciacija. BRAF
pokytis potencialiai aktyvuoja §] kelig. Viena i§ geriausiai iStirty geny
poky¢iy, turin¢iy svarby vaidmen] skydliaukés karcinogenezéje yra BRAF
geno pokytis [43]. Taskinis BRAF-V600E pokytis lemia nuolating serino-
treonino kinazés aktyvacijg, kuri aktyvina kancerogeninj MAPK signalo
perdavimo kelia (1 paveikslas). Siy tagkiniy poky&iy daznis gali siekti iki 90
%, bet vidutiniskai nustatoma iki 45 % PSK atvejy [44]. BRAF-V600E
pokytis néra nustatoma nepiktybiniuose skydliaukés mazguose.

AKTYVUOJANTYS
POKYCIAI

LASTELIU PROLIFERACIJA IR
DIFERENCIACIJA

1 pav. Kancerogeninio MAPK signalo perdavimo kelio aktyvavimas [54].

Signalo perdavimo kelio aktyvavimas prasideda augimo faktoriui (AF) prisijungus prie
tirozinkinazés receptoriaus (RTK), kuris aktyvuoja RAS, BRAF, MEK ir ERK fosforilinimo
kaskada. MEK: MAPK kinazé, ERK: ekstracelulinj signalg reguliuojanti kinazé.
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RAS pokytis ir fosfatidilinositolio 3 kinazés/proteinkinazés B (angl.
phosphatidylinositol 3-kinase-Akt/Protein Kinase B ) (P13-AKT) kelias

RAS pokytis yra antras pagal daznj aptinkamas DSK pokytis [44].

RAS dar viena geny Seima koduojanti baltymus, kurie dalyvauja signalo
perdavimo sistemoje lgstelés viduje. RAS genai koduoja fermentus —
guanozintrifosfato kinazes (GTFazés). GTFazés yra didele fermenty
hidrolaziy Seima, kuri jungiasi su nukleotidu guanozino trifosfatu (GTF) ir
hidrolizuoja jj iki guanozino difosfato (GDF). RAS baltymas yra aktyvus, kai
yra susijunges su GTF. GTFazei GTF hidrolizavus iki GDF, RAS baltymas
susijunges su GDF pasidaro neaktyvus, tokiu biidu sustabdomas signalo
perdavimas j lgstelés branduolj.

Ivykus poky¢iui RAS gene, GTFazés buina neaktyvi, tokiu budu RAS baltymas
pasidaro pastoviai aktyvus. Yratrys RAS baltymy izoformos — HRAS, KRAS,
NRAS. Skydliaukés karcinomos atveju pokytis dazniausiai jvyksta NRAS
gene.

Nors RAS gali aktyvinti tiek MAPK, tiek PI3-AKT kelius, ta¢iau, esant Siam
poky¢iui, pastarojo aktyvinamas yra svarbesnis. PI3-AKT signalinis kelias
dominuoja folikulinése neoplazijose, jskaitant FSK, kas nulemia naviko
invazi$kumg ir metastazavimg [45].

RET/PSK translokacija

RET protoonkogenas koduoja lastelés membranos receptoriaus tirozinkinazg.
RET geno raiska biina stipriai padidéjusi skydliaukés parafolikulinése C
lastelése. Paprastai folikulinése skydliaukés lastelése Sio geno raiska néra
aptinkama. Taciau jvykus persitvarkymui — RET/PSK translokacijai, RET
genas yra aktyvuojamas, tokiu biidu yra aktyvinama tirozinkinazé [46].
RET/PSK aktyvuoja MAPK ir PI13-AKT signalo perdavimo kelius.

Yra nustatyta daugiau nei 10 translokacijy, pacios dazniausios yra RET/PSK1
ir RET/PSK3 [44]. RET/PSK1 ir kartu RET/PSK3 pasitaiko iki 80 % DSK
atvejy [45][47].

RET/PSK1 randama gerai diferencijuotos skydliaukés karcinomos lgstelése,
tuo tarpu RET/PSK3 daZniau nustatoma agresyvesnéje radiacijos sukeltoje
solidinés PSK Igstelése [48].
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PAX8 (angl. Paired Box 8)/Peroksisomy proliferatoriaus aktyvinto y
receptoriaus (PPARy) geny pokytis

PAXS/PPARy pokytis — tai (2;3)(q13;p25) translokacija, kuri sukelia PAX8 ir
PPARy geny susiliejima [49]. PAX8/PPARy translokacija FSK randama iki
30-60 %, o PSK folikuliniame variante apie 38 % [44][50]. Néra nustatyta,
kad PAX8/PPARy ir RAS pokyc¢iai kartu biity tame paciame navike. Tai
leidzia galvoti, kad FSK gali vystytis dviem skirtingais keliais [51].

Kiti genetiniai pokyciai
Zmogaus  atvirkstinés  transkriptazés(angl.  Telomerase  Reverse
Transcriptase) (TERT) promotoriaus geno pokytis (TERT).

Tai yra naujai atrastas mechanizmas, kuriuo lastelés jgyja telomerazés

aktyvuma.
TERT pokytis siejamas su agresyvesne ligos eiga [52].

mikroRNR  (miRNR) yra nekoduojan¢iy nukleoriigi¢iy molekulés,
reguliuojanéios geny transliacijg ar produkty degradavima ir dalyvauja
jvairiuose lasteliy funkcijas reguliuojanciuose procesuose. Manoma, kad
miRNR raiskos poky¢iai yra svarbiis skydliaukés karcinomos vystymuisi ir
progresavimui [53].

Pastebéta skirtinga miRNR raiska tarp nepiktybiniy ir piktybiniy skydliaukés
naviky.

3.4. Papiliné skydliaukés karcinoma (PSK)

PSK diagnozuojama bet kurios amziaus grupés pacientams. DaZniausia
diagnozuojama 30-50 mety amziaus pacientams. Su amziumi susirgimy
daznis didéja, moterys serga 2-4 kartus dazniau nei vyrai [55]. PSK etiologija
kelia didelj tyréjy susidoméjima. Vienintelis gerai istirtas aplinkos veiksnys,
turintis neabejotinos jtakos PSK iSsivystymui yra apSvitos poveikis (taikyta
spinduliné terapija galvos ar kaklo srityje, gyvenimas atominiy elektriniy
avarijy paveiktose vietovése) [56]. Kiti rizikos wveiksniai — lydintys
nepiktybiniai skydliaukés mazgai ir Seiminé PSK anamnezé [54].

PSK — tai dazniausiai pasitaikanti ir geriausig prognoze¢ turinti SK. Taciau
Siai skydliaukés karcinomos formai 20-90 % atvejy biidingas ankstyvas
metastazavimas | sritinius limfmazgius, sglygojantis recidyvus ir ligos
progresavima [57]. Visgi iki 10 % atvejy liga bina progresuojancios eigos,
pasireiskianti plitimu uz skydliaukes riby, i limfmazgius ar j kitus organus.

22



Ligos atsinaujinimas po pradinio chirurginio gydymo siekia apie 15-20 %
atvejy [58][59]. Butent dél galimos jvairios PSK eigos kyla dilema parenkant
individualy optimaliausig gydymo metoda.
2017 m. Pasaulinés sveikatos organizacijos skydliaukés naviky
klasifikacijoje i$skiriami $ie histologiniai PSK potipiai [41]:
o Klasikiné PSK
e Folikulinis PSK variantas
e Papiliné mikrokarcinoma
e Stulpiniy Igsteliy PSK
e Onkocitinis PSK variantas
o Kiti variantai: difuziskai sklerozuojantis, auksty lasteliy,
kribriforminis — morularinis, su Hobnail poZzymiais,
fibromatozinis/su j fascija panasia stroma, solidinis —trabekulinis,
skaidriy lasteliy, verpstés formos lgsteliy, Warthin-like variantai.

Skydliaukés karcinomos stadija yra nustatoma remiantis 8-uoju Amerikos
jungtinio vézio komiteto patvirtintu Vézio stadijavimo vadovu (3 lentele)
[60].

Citologiskai diagnozavus skydliaukés karcinomg, paprastai atliekama totali
tiroidektomija su pakitusiy limfmazgiy pasalinimu. Iki operacijos ultragarsu
nenustacius pakitusiy limfmazgiy, daznu atveju atliekama profilaktiné
centriné limfadenektomija. IS dalies tokios gydymo taktikos imamasi dél to,
kad UGT metu ir citologiskai néra galimybiy identifikuoti naviko
agresyvumo ar tiksliai diagnozuoti nedideliy metastaziy kaklo
limfmazgiuose. Kuo platesné operacijos apimtis, tuo daugiau pooperaciniy
komplikacijy. Jei iki operacijos pavykty tiksliai nustatyti naviko iSplitima ir
agresyvuma, iSpléstinio chirurginio gydymo, padidinan¢io ne tik
pooperaciniy komplikacijy skai¢iy, bet ir bloginancio pacienty gyvenimo
kokybe, galima buty iSvengti [61]. Dél to, planuojant operacijos apimtj,
svarbu ne tik jvertinti sritiniy limfmazgiy vaizdinius pakitimus, bet ir
nustatyti rizikos veiksnius prognozuojanéius vézio metastazavimg bei
agresyvuma.
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3 lentelé. Skydliaukeés karcinomos klasifikacija

Pirminis navikas — T

T kategorija T Kriterijai

TX Pirminis navikas nejvertintas

TO Pirminio naviko néra

T1 <2 cm, neisplitgs uz skydliaukés riby navikas

Tla <1 cm, neisplitgs uz skydliaukés riby navikas

Tib >1 cm, bet <2 cm, neiSplites uz skydliaukés riby
navikas

T2 >2 cm, bet <4 cm, neisplites uz skydliaukés riby
navikas

T3 >4 cm, neisplites uz skydliaukés riby navikas arba bet
kokio dydzio navikas, esant iSplitimui uz skydliaukés
riby tik j apatinius poliezuvinius raumenis.

T3a >4 cm, neisplites uz skydliaukés riby

T3b Bet kokio dydzio navikas, esant i$plitimui uz
skydliaukés riby tik j apatinius poliezuvinius
raumenis (m.sternothyroideus, m.sternothyroideus,
m.thyrohyoideus ar m.omohyoideus)

T4 ISplites j pagrindinias kaklo strukttiras

T4a Bet kokio dydzio navikas, iSplitgs uz skydliaukés
kapsulés ir peraugantis poodinius minkStuosius
audinius, gerklas, trachéja, stemple arba grjztamajj
gerkly nerva

T4b Bet kokio dydzio, peraugantis prevertebraling
fascijag arba apgaubiantis miego arterijg arba
tarpuplaucio kraujagysles

Pastaba: Kiekviena kategorija gali buti suskirstyta: (S) —

......

naviko dydis apsprendzia kategorija).

Sritiniai limfmazgiai — N

N kategorija

N kriterijai

NX

Sritiniai limfmazgiai nejvertinti

NO

Metastaziy sritiniuose limfmazgiuose néra
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3 lentelés tgsinys

NOa Vienas ar daugiau citologiskai ar histologiskai
patvirtinty nepiktybiniy limfmazgiy

NOb RadiologiSkai ir kliniSkai nenustatyta metastaziy
kaklo sritiniuose limfmazgiuose

N1 Metastazés sritiniuose kaklo limfmazgiuose

Nla Metastazeés VI ar VII srities (pretrachéjiniuose,
paratrachéjiniuose, prelaringiniuose / Delphiniuose ar
virSutinio tarpuplaucio limfiniuvose mazguose).
ISplitimas gali biiti vienpusis ar dvipusis.

N1b Metastazés vienpusés, dvipusés ar prieSingos pusés
Soniniuose kaklo limfmazgiuose (I, 11, Il, IV ar V sritis)

ar retrofaringiniuose limfmazgiuose.

Tolimosios metastazés — M

M kategorija M Kriterijai

MO Neéra tolimyjy metastaziy

M1 Tolimosios metastazés

Diferencijuotos skydliaukés karcinomos stadijos

AmZius T N M Stadija
<55 mety Bet koks T Bet koks N MO I
Bet koks T Bet koks N M1 I
>55 mety T1 NO/NX MO I
T1 N1 MO I
T2 NO/NX MO |
T2 N1 MO I
T3a/T3b Bet koks N MO I
T4a Bet koks N MO Il
T4b Bet koks N MO IVA
Bet koks T Bet koks N M1 IVB

3.4.1. Klinikiniai patologiniai papilinés skydliaukés karcinomos
agresyvumo — prognostiniai veiksniai

Histologiniai PSK potipiai
Nepaisant to, kad dauguma PSK yra gerai diferencijuotos su mazu recidyvy
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ar metastaziy (regioniniy ar tolimyjy) dazniu, yra nedidelé agresyviy PSK
histologiniy varianty grupé.

Patys agresyviausi PSK potipai yra difuziskai sklerozuojantis, auksty lasteliy,
solidinis, stulpiniy lasteliy ir su Hobnail pozymiais [62]. Sie histologiniai
PSK variantai dazniau linke metastazuoti, recidyvuoti, blogiau pasiduota
gydymui radiojodui (I-131), taip pat salygoja blogesnj iSgyvenamuma [63].

AmZius. Paciento amzius ligos diagnozés nustatymo metu yra vienas i$
svarbiausiy klinikiniy metastaziy kaklo limfmazgiuose ir PSK recidyvavimo
rizikos veiksniy. Atliktos metaanalizés parodé¢, kad jaunas amzius (<45 mety)
1,27-1,52 karto padidina PSK metastaziy kaklo limfmazgiuose atsiradimo
rizikg [24][64]. Taliau yra ir priestaringy rezultaty. K. Gou ir Z.Wang atlikta
metaanalizé parodé, kad jaunas amzius kaip rizikos veiksnys reikSmingai
skyrési tik Vakary Salyse, o Azijos Salyse reik§mingo skirtumo nebuvo [15].
Todél svariy jrodymy, kad jaunesnis pacienty amzius gali biiti siejamas su
didesne PSK MTS kaklo limfmazgiuose dar truksta. Tai jrodyti reikéty atlikti
prospektyvinius tyrimus su didesne tiriamyjy imtimi.

Lytis. Nors sergamumas PSK yra Zenkliai didesnis motery tarpe, bet, eilé
atlikty tyrimy parodé¢, kad vyrams dazniau aptinkamos MTS kaklo
limfmazgiuose. Remiantis metaanalizés duomenimis vyrams, sergantiems
PSK, rizika yra 1,68 karto didesné turéti MTS kaklo limfmazgiuose nei
moterims [24]. Todél vyriska lytis galéty bati nepriklausomas PSK MTS
kaklo limfmazgiuose prognostinis veiksnys.

Naviko dydis. Naviko dydis yra svarbus klinikinis patologinis kriterijus
nustatant ligos stadija pagal TNM klasifikacija. Nedideli (< nei 10 mm)
navikai yra priskiriamas prie mikrokarcinomy. 2015 mety Amerikos
Skydliaukés Asociacijos gairése nurodoma, kad skydliaukés papiliné
mikrokarcinoma yra siejama su mazesne metastaziy kaklo limfmazgiuose
rizika, todél papilinés mikrokarcinomos daugeliu atveju gali buti aktyviai
stebimos, o ne operuojamos [21]. Nors kai kurie tyrimai parod¢, kad
pacientams, sergantiems skydliaukés papiline mikrokarcinoma MTS kaklo
limfmazgiuose gali bati randamos net iki 64 % [65]. Be to, papilinés
skydliaukés karcinomos MTS kaklo limfmazgiuose 11-22 % didina recidyvo,
ypa¢ sritiniuose limfmazgiuose, rizika [66]. Paskutiné literataroje paskelbta
metaanalizé nurodo, kad naviko dydis >10 mm siejamas su zenkliai didesne
metastaziy buvimo KLM rizika negu, kai naviko dydis <10 mm (Sansy
santykis (OR) = 3,53; 95% PI 2,62-4,76, p < 0.00001) [24].
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Daugiazidiniskumas. PSK gali metastazuoti ne tik uz skydliaukés riby, bet ir
pacioje  skydliaukéje. DaugiazidiniSkumas taip pat svarbus PSK
metastazavimo | sritinius kaklo limfmazgius rizikos veiksnys. Atlikti tyrimai
parodé, kad daugiazidininés papilinés karcinomos atveju MTS | sritinius
kaklo limfmazgius rizika yra Zenkliai didesné nei solitarinio naviko (OR =
2,05; 95% PI 1,45-2,89) [24]. DaugiazidiniSskumo metastazavimo
prognostine reik§me ypaé padidina karcinomos dydis yra >10 mm [67].

Naviko lokalizacija. Patikimy jrodymy, kad tam tikra naviko lokalizacija
didina metastazavimo j sritinius kaklo limfmazgius rizikg néra.

Yra tyrimy jrodanciy, kad naviko lokalizacija virSutiniame skydliaukés
treCdalyje yra dazniau lydima MTS kaklo limfmazgiuose nei naviko
lokalizacija viduriniame — apatiniame tre¢daliuose [24][68]. Taliau yra
tyréjy, kurie teigia prieSingai — didesné metastazavimo rizika yra, jei navikas
lokalizuojasi apatiniame ar viduriniame tre¢daliuose [69][70].

Plitimas uz skydliaukés kapsulés. Svarbus PSK agresyvumo rizikos veiksnys
yra skydliaukés kapsulés peraugimas. Pacientams, kuriems nustatomas PSK
plitimas uz skydliaukés kapsulés turi didesng MTS kaklo limfmazgiuose
rizika (OR = 2,03; 95% PI 1,78-2,31). Taip pat svarbu paminéti, kad
pacientai, kuriems nustatomas didelis plitimas uz skydliaukeés kapsulés, turi
didesn¢ recidyvo rizikg nei tie, kuriems plitimas nedidelis, nustatomas tik
histologiskai [24].

3.4.2. Molekuliniai genetiniai papilinés skydliaukés karcinomos
diagnostiniai Zymenys

ASP Dbiopsija su citologiniu jvertinimu iSlieka ,,auksiniu standartu*
diferencijuojant piktybinius skydliaukés mazgus nuo nepiktybiniy.
Citologinés Bethesda kategorijos leidzia jvertinti punktuoto mazgo
piktybiskumo rizikg [11]. Taciau net iki 15-30 % atvejy vien i§ ASP gautos
tirlamosios medziagos citologinio jvertinimo negalima nustatyti, ar mazgas
yra piktybinis [71]. Piktybiskumo rizika, esant nenustatytos reik§més atipjai
(11 Bethesda kategorija) yra 10-30 %, o folikulines neoplazijos atveju (IV
specialistams, nes piktybiskumo rizika yra per didelé, kad galima biity ja
ignoruoti. Norint nustatyti tikslig histologing diagnoze, reikéty atlikti
diagnosting operacijg, kuri net iki 70-80 % biity atlikta be reikalo. Be to,
gavus agresyvesnj histologinj variantg, gali tekti dar kartg operuoti pacienta,
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iSpleCiant operacijos apimtj. Todé¢l daug moksliniy tyrimy yra atlickama
identifikuojant molekulinius genetinius Zymenis, kurie leisty tiksliau dar iki
operacijos nustatyti skydliaukés karcinomos diagnozg.

BRAF V600E

BRAF V600E pokytis — tai labiausiai ASP méginiuose iStirtas molekulinis
Zymuo, nustatomas iki 45 % visy PSK atvejy. Sis pokytis retai nustatoma
FSK atveju ir nerandama nepiktybiniuose skydliaukés mazguose. 18 tyrimy,
kuriuose BRAF pokytis buvo tiriamas ASP méginiuose, apzvalga parodé, kad
99,8 % BRAF teigiamy méginiy buvo piktybiniai [45]. BRAF poky¢io tyrimo
taikymas kaip diagnostinio Zymens diferencijuojant piktybinius mazgus nuo
nepiktybiniy mazgy yra ribotas, dél nedidelio tyrimo jautrumo. Taciau
nepaisant kokiai citologinei kategorijai priklauso tiriamoji medziaga,
nustac¢ius BRAF V600E pokyti, skydliaukés karcinomos diagnozé labai
tikétina, dél mazai klaidingai teigiamy atvejy [72]. BRAF V600E pokycio
tyrimo jautrumas diagnozuojant skydliaukés karcinoma varijuoja nuo 32 %
[73] iki 82 % [74], o specifiskumas net 99-100 % [21].

RAS

Trijy RAS geny Seimos atstovy (HRAS, NRAS ir KRAS) poky¢iai nustatomi
skydliaukés karcinomos lgstelése. Dazniausias RAS pokytis aptinkamas
NRAS gene, re¢iau HRAS ir reciausiai KRAS genuose [54].

RAS pokytis nustatoma iki 40-50 % FSK atvejy ir 10-20 % PSK.
Daugiausia PSK atvejy, kur nustatomas RAS pokytis yra folikulinis PSK
variantas. Taciau RAS pokytis néra specifiskas piktybiniams navikams, nes
20-40 % randamas ir folikulinése skydliaukés adenomose. Tai dazniausias
pokytis nustatomas tarpiniame tarp piktybinio ir nepiktybinio naviko —
neinvazingje folikulingje skydliaukés neoplazijoje su papiliniam navikui
budingais branduolio pakitimais (NIFTP) [45]. Todél RAS pokytis negali bati
kaip vienintelis skydliaukés naviko piktybiskumo Zymuo.

RET/PTC

RET/PTC translokacija aptinkama 15-20 % sporadiniy suaugusiy PSK atvejy.
Sis pokytis daznesnis spindulinés ap3vitos sukeltos ir vaiky PSK [75][76].

Atliekant retrospektyvine analiz¢ buvo lyginti pacienty ASP meéginiai su
histologine medZiaga po tiroidektomijos. RET/PTC pokytis nustatytas 50 %
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ASP méginiy — visiems jiems po operacijos buvo patvirtinta PSK. Klaidingai
teigiamy rezultaty nebuvo [77]. Rezultatai patvirtino, kad RET/PTC pokytis
yra specifinis PSK. Be to, buvo pastebéta, kad Sis molekulinis genetinis
tyrimas informatyvus nediagnostiniuose (I Bethesda kategorija) ASP
méginiuose. Dvejuose iS Sesiy ASP nediagnostiniy (su nepakankamu lasteliy
kiekiu citologinei diagnozei nustatyti) méginiy, kuriems véliau histologiskai
buvo patvirtinta PSK, RET/PTC pokytis buvo rastas ASP méginiuose. I§ 15
pacienty su neapibréztais (III-IV Bethesda) ASP méginiais, kuriems
histologiSkai buvo patvirtinta PSK, devyniems ASP meéginiuose buvo
nustatytas RET/PTC pokytis. Taciau, remiantis vien RET/PTC poky¢iu,
diagnozuojant PSK, jy biity diagnozuota tik 50 % [77].

Genomo varianty rinkiniy tyrimai

Per paskutinius deSimtmecius jvairlis autoriai pabréz¢é tam tikry specifiniy
somatiniy varianty, geny pokyc¢iy ir/ar miRNR raiskos profilio tyrimy auksta
specifiSkuma ir prognosting vert¢ diagnozuojant piktybinius skydliaukes
susirgimus.

Kadangi pavieniy geny pokyc¢iy tyrimai skydliaukés karcinomos diagnostikai
yra nepakankamai jautrds ir tikslts, todél ASP méginiy iStyrimui pasitelkiami
genomo varianty rinkiniai. Diagnostiniai genomo variznty rinkiniai
dazniausiai apima BRAF, NRAS, HRAS, KRAS, taip pat RET/PTCL ir
RET/PTC3 pokyc¢ius, kai kuriuose rinkiniuose kartu tiriami PAXS8/PPARy
persitvarkymai [78].

Reikéty atkreipti démesj, kad duomenys genomo varianty rinkiniy taikymo
srityje yra riboti. Publikuotos pavienés vieno centro studijos, kuriose buvo
griezta pacienty atranka, o didzioji dauguma tyrimy finansuotos farmacijos
kompanijy.

3.4.3. Molekuliniai genetiniai papilinés skydliaukés karcinomos
prognostiniai Zymenys

Skydliaukés karcinomos prognostiniai Zymenys, tokie kaip paciento amzius,
naviko dydis, naviko iSplitimas uz skydliaukés riby, tolimyjy metastaziy ir
metastaziy kaklo limfmazgiuose buvimas, pooperacinis ultragarsinis kaklo
iStyrimas ir pooperacinis tireoglogulino jvertinimas yra naudojami ligos
recidyvo ir mirtingumo rizikai prognozuoti [21]. Deja, dauguma $iy veiksniy
néra zinomi iki operacijos. Pastaruoju metu ypa¢ daug démesio skiriama
molekuliniams genetiniams Zymenims, kurie leisty numatyti pacienty,
serganciy skydliaukés karcinoma, ligos eiga. Tokiy molekuliniy genetiniy
zymeny jtraukimas ] rizikos vertinima, leisty parinkti tinkama operacijos
apimtj bei pooperacinj gydyma.
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BRAF-V600E pokytis

Dazniausiai pasitaikantis PSK atveju yra BRAF-VB00E pokytis. Sio geno
pokycio prognostinis potencialas yra placiausiai istirtas.

BRAF-V600E paprastai prognozuoja blogesne PSK baigtj. Sis pokytis
sigjamas su agresyvesniais patologiniais radiniais, daznesniais ligos
recidyvais, radiojodoterapijos veiksmingumo praradimu, o atsinaujinus ligai,
nesékmingu gydymu [79][80].

Atlikta metaanalizé parodé¢, kad PSK pacientams, turintiems BRAF-V600E
pokyti 1,5-2,1 karto dazniau nustatomas nevisiSkas pasveikimas ar ligos
recidyvas. Tokiems pacientams dazniau aptinkamas naviko plitimas uz
skydliaukés riby, metastazés kaklo limfmazgiuose bei diagnozuojama
aukstesné TNM stadija [81].

Kitoje metaanalizéje, | kurig buvo jtraukti 3437 papiling skydliaukés
mikrokarcinoma (PSMK) turintys pacientai, buvo lyginti BRAF-V600E
pokyti turintys su minéto pokycio neturinCiais pacientais. BRAF-V600E
pokycio daznis sieké 47,48 %, o pacienty pasiskirstymas pagal lytj (vyrai ir
moterys) ir amziy (jaunesni nei 45 mety ir 45 mety ar vyresni) grupése
reik§mingai nesiskyré. Atlikta statistiné analizé parodé, kad BRAF-V600E
pokytis yra susijes su PTMC naviko daugiazidiniskumu (OR = 1,38; 95 % PI
1,04-1,82), naviko i$plitimu uz skydliaukés riby (OR = 3,09; 95 % PI 2,24-
4,26), metastazémis kaklo limfmazgiuose buvimu (OR =2,43; 95 % PI 1,28-
4,60) ir pazengusia stadija (OR = 2,39; 95 % Pl 1,38-4,15). Taigi $ios
metaanalizés rezultatai jrodo, kad BRAF-VG600E pokyc¢io nustatymas
sigjamas su agresyvesnémis naviko formomis net ir jprastai mazos rizikos
PSMK sergantiems pacientams [82].

Italijos mokslininky grupé tyringjo BRAF-V600E pokycio jtaka mazos
recidyvo rizikos grupés pacientams, kuriems buvo diagnozuota intratiroidiné
PSK be metastaziy kaklo limfmazgiuose. Tyrimas parodé, kad BRAF-V600E
pokytis yra blogas ligos pilno pasveikimo prognostinis veiksnys. Siems
pacientams reikéjo didesnés radioaktyvaus jodo dozés, kad biity pasiektas
pilnas terapinis efektas [83].

Dar viena didelés apimties metaanalizé parodé, kad BRAF-V600E pokytis
svarbus prognozuojant pacienty iSgyvenamuma be ligos, bet neturi
reikSmingo poveikio prognozuojant ligos specifinj iSgyvenamuma [84].
Taciau, kaip teigia patys autoriai, §j reikSminga poveikj reikéty vertinti
atsargiai, nes tarp jtraukty j metaanaliz¢ tiriamyjy kohorta buvo ganétinai
heterogeniska. Jdomu tai, kad reikSmingg BRAF-V600E pokyciy rysi su
nepalankiu iSgyvenamumu be ligos ir ligai specifiniu i§gyvenamumu §i
metanalizé nustaté tik stebint pacientus trumpa/vidutinj (<5 m.) laikotarpj. O
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stebint pacientus ilgiau nei 5 metus, reikSmingo BRAF-VG600E pokycio
poveikio iSgyvenamumui nelieka. Taigi, BRAF-V600E pokytj kaip PSK
prognozavimo Zymenj galima bty naudoti tik vertinant trumpalaike, bet
netinka vertinant ilgalaike prognoze. Taciau svarbu pazyméti, kad didzioji
dalis PSK recidyvy jvyksta per pirmuosius penkerius steb&jimo metus [85],
todél galima svarstyti BRAF-V600E pokyc¢io naudojima kaip PSK prognozés
veiksnj.

TERT pokytis

Atliktos metaanalizés duomenimis, BRAF pokytis kartu su TERT poky¢iu
pasireiskeé iki 6,2 % PSK atvejy, o vien tik TERT — 4,2 % PSK atvejy. TERT
promotoriaus pokytis siejamas su prastesniu iSgyvenamumu be ligos ir
prastesniu ligai specifiniu iSgyvenamumu. TERT pokytis reik§mingai susijes
su nepalankiu i§gyvenamumu tiek trumpo ir (arba) vidutinio, tiek ilgalaikio
stebéjimo metu. Taciau dauguma tyrimy yra retrospektyvis, todél tai jrodyti
reikia didesnés tiriamyjy imties prospektyviniy tyrimy [45].

3.5. miRNR

mMiRNR — tai nekoduojan¢ios mazos RNR molekulés, sudarytos i§ 18-24
nukleotidy. Jos visos riSasi su Argonaute (Ago) Seimos baltymais,
sudarydamos taip vadinamus RNR indukuotus nutildymo kompleksus
(RISC), kuriuose vykdo potranskripcinius geny — taikiniy nutildymo
procesus. miRNR turi didele reikSme organizmo funkcijy palaikyme bei ligy
iSsivystyme. Jos lemia daug su onkogeneze susijusiy procesy, tokiy kaip
proliferacija, lasteliy dalijimosi ciklo kontrolé, apoptozé, diferenciacija ir
migracija [86](82)(83).

Pirma karta miRNR kaip piktybinio naviko bioZymenys buvo nustatyti 2008
m., tiriant difuzing dideliy B lasteliy limfoma [87].

3.5.1. miRNR biogenezé

miRNR biogenezés etapai vyksta Igsteliy branduolyje ir citoplazmoje.
Pirmiausia branduolyje RNR polimerazés II/111 transkribuoja miRNR pirminj
transkripta (pri-miRNR) nuo ji koduojan¢iy geny. Pri-miRNR yra
susilankstes j stiebo-kilpos (angl. stem-loop) struktira su laisvais 3’ ir 5’
galais. Si struktiira yra skeliama RNazés III tipo fermento Drosha-DGCRS8
komplekso, nukerpant laisvus viengrandzius segtuko galus [88]. Taip
susidaro 60-70 nukleotidy ilgio segtuko formos fragmentas, vadinamas
nesubrendusiomis mi-RNR (pre-miRNR) (2 paveikslas).
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2 pav. miRNR biogenezés apzvalga. (adaptuota pagal Medley ir kt.,
2020)[88].

(1) miRNR transkripcija branduolyje ir stiebo-kilpos struktiiros susidarymas; (2)
stiebo-kilpos struktiiros apdorojimas mikroprekursoriaus komplekso, kurj sudaro
Drosha ir DGCRS8; (3) apdorotos miRNR perkélimas j citoplazmg dalyvaujant
Exportin-5; (4) Dicer apdoroja stiebo-kilpos miRNR struktiira pasalindamas kilpa, o
miRNR dupleksas prijungiamas prie AGO baltymo; (5) Keleivinés grandinés
skaidymas ir miRISC komplekso susidarymas; (6) MIRISC prisijungimas prie
taikinio iRNR.

Pre-miRNR toliau Exportin 5 baltymo transporterio (Exp5, koduojamo XPO5
geno) per poras membranoje yra perneSama i§ branduolio j citoplazma, kur
kerpama kitos endonukleazés — Dicer. Tokiu budu susiformuoja ~22
nukleotidy subrendusiy miRNR dupleksas, sudarytas i§ ,,vedanciosios* (angl.
guide strand) ir ,,keleivinés* (angl. passenger guide) seky ( miRNR-5p (5p)
ir MiRNR-3p (3p) seky).

Po miRNR duplekso susidarymo, sekos atskiriamos ir ,,vedanciosios*
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miRNR jungiasi prie baltymo Argonaute (Ago2), kuris patenka j RNR-
indukuotg nutildymo kompleksa — RISC (angl. RNA-induced silencing
complex), o kita “keleiviné” grandiné néra funkcionali ir yra degraduojama
[89]. RISC kompleksuose miRNR reikalingos taikiniy atpazinimui. Taikinys
yra atpazjstamas pagal Votsono-Kriko susiporavima tarp miRNR
,vedanciosios® grandinés ir jos iRNR-taikinio (2 paveikslas) [88].

3.5.2. miRNR funkcijos

Pagrindinis miRNR vaidmuo zmogaus organizme yra geny reguliavimas,
dalyvaujant iRNR skaldyme, taip pat reguliuojant transkripcija ir transliacija
kanoniniais ir nekanoniniais mechanizmais [90].

Kanoninis mechanizmas reiskia, kad miRNR — RISC kompleksas, kuriame
yra ,,vedancioji“ aktyvi miRNR grandiné, jungiasi prie geno taikinio iRNR
sekos 3 UTR gale. Procesas vyksta pagal miRNR ,,pamating (angl. seed
site) 2-7 nukleotidy seka. Sis susijungimas sukelia iRNR degradacija ir/arba
iRNR transliacijos slopinimg [91]. Visiskas komplementarumas tarp miRNR
ir iRNR taikinés sekos yra retas reiSkinys zinduoliuose, bet susijungimas
,pamatine* seka, kuri apima nuo 2-7 nukleotidy 5° miRNR gale, yra
pakankamas, kad biity nuslopinta specifiniy geny raiska potranskripciniame
lygmenyje. Taéiau zmogaus lastelése apie 60 % miRNR-RISC komplekso ir
iRNR saveiky yra nekanoninés, o tai reiskia, kad jy grandinés ne visada yra
visiskai komplementarios [92]. Tai leidzia manyti, kad viena miRNR
potencialiai gali buiti nukreipta j daugybe iRNR, o tuo pat metu vienoje iRNR
gali biiti daugybé miRNR prisijungimo viety, todél atsiranda galimybé, kad
Sia sgveika gali buti reguliuojama daugybé biologiniy procesy [89].

Kitas svarbus miRNR vaidmuo yra tarplastelinis signalizavimas. Nors
dauguma miRNR randama lgstelés viduje, didelé jy dalis migruoja uz lastelés
riby ir gali biiti randama organizmo skysciuose [93]. Tai vadinamosios
cirkuliuojan¢ios miRNR, jos issiskiria j krauja, §lapima, seiles, motinos pieng
[94] ir kitus skyséius dél audiniy paZeidimo, apoptozés ir nekrozés arba
aktyviai perneSamos, mikrovezikulése, egzosomose ar prisijungusios prie
baltymo [95]. Cirkuliuojan¢ios miRNR gali regulivoti kity lasteliy veikla,
veikti kaip tarplastelinés signalinés molekulés, o patekusios j jvairius kiino
skyscius, nukeliauti ir veikti kity organy lasteliy veikla.

Tyrimai parodé, kad apie 10 % cirkuliuojanéiy miRNR yra iSskiriamos
egzosomose, 0 Kiti 90 % sudaro kompleksus su tokiais baltymais kaip Ago2,
nukleofosminas 1 ir didelio tankio lipoproteinai [96]. Toks kompleksas
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butinas, kad organizmo skysCiuose esancios RNazés nesuardyty miRNR
[89].

3.5.3. miRNR vaidmuo onkologijoje

miRNR raiska jvairiy onkologiniy ligy metu pakinta, dél pakitusiy
epigenetiniy procesy reguliavimo, atsiradusiy miRNR sri¢iy patogeniniy
varianty, onkogeny ir/ar navika slopinanciy geny raiskos pokyciy.

miRNR, skatinan¢ios piktybinio naviko iSsivystyma, vadinamos
onkogeninémis miRNR (angl. oncogenic miRNAS). Tos, kurios uzkerta kelig
naviko formavimuisi arba slopina jy vystymasi, bendrai vadinamos navikus
slopinan¢iomis miRNR (angl. tumor-suppressive). Paprastai onkogeninés
miRNR (onkomiR) yra aukstai/stipriai ekspresuojamos sergant véziu, o
navikg slopinan¢ios miRNR yra nuslopintos raiskos (3 paveikslas) (82).

OnkomiR budinga padidéjusi raiSka gali buti sicjama su sustipréjusia
onkomiRNR geno transkripcija dél transkripcijos veiksniy prieinamumo, jo
promotoriaus hipometilinimo arba jo vietos intra- arba intergeninéje srityje.
OnkomiR taip pat gali buti regulivojama dél biogenezés defekty ir (arba)
subrendusios miRNR stabilumo (83).

NORIAALI NAVICA SLOPINANGIOS NUSLOFINTA NAVIKA SLOPNANCIOS

e AAAA
’E))ﬂlcp /'\:‘ AAAS '6(;\1 AAAA

PLLLTY

OMKOGENO ,-'C 5’:/
Paddspel  TRANSLWCUA w 6<
~—— AAMA
e Psromo
HORMALI = VEDNE
| Lerme | TUNORCENED: «— ueree
ARAA 243 U
S E o 0
L e |

NORMALI ONKOGEMNES miRtiR RAISKA SUSPIPREAS ONKOGENNES mRIR RAISKA

3 pav. Navikg slopinanciy ir onkogeniniy miRNR vaidmuo normaliose ir
vézinése lastelése (adaptuota i§ Ludvikova M. ir kt. 2015) [97].
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3.5.4. miRNR — skydliaukés karcinomos diagnostinis veiksnys

Daugybé tyrimy atliekama siekiant panaudoti miRNR kaip potencialy
biozymenj skydliaukés karcinomos diagnostikai, prognozei ar gydymo
efektyvumui vertinti. miRNR yra labai specifiSkos tam tikroms lgsteléms ar
patologijoms, santykinai stabilios dél savo trumpos struktiiros (22-24
nukleotidai), todél jas galima nustatyti ir patikimai iSmatuoti jvairiose
audinius, plonos adatos aspiratus, kraujo plazma ar seruma.

miRNR raiska labai skiriasi tarp skirtingy skydliaukes piktybiniy naviky, net
jei jie kile i8 tos pacios rasies skydliaukés Igsteliy. Pavyzdziui, i§ C lIgsteliy
kilusios medulinés skydliaukés karcinomos miRNR raiska labai skiriasi nuo
skydliaukés naviky, kilusiy i§ folikuliniy lasteliy [98].

Nors papilinés karcinomos, folikulinés adenomos ir karcinomos bei
onkocitinés folikulinés adenomos yra kilusios i$ folikuliniy lasteliy, bet jos
pasizymi skirtinga miRNR raiska [99].

Tikslus biologinis miRNR vaidmuo skydliaukés kancerogenezéje dar néra iki
galo istirtas, bet specifiné miRNR raiska skydliaukés navikuose, palyginus
su nepakitusiu skydliaukés audiniu, gali biti svarbi diagnozuojant ir gydant
skydliaukés neoplazijas. Be to, skirtingy skydliaukés naviky skirtinga
miRNR raiSka galéty pasitarnauti kaip atitinkamas skydliaukés naviky tipy
diagnostinis zymuo [98].

miRNR raiskos analizé ir cirkuliuojan¢iy miRNR nustatymas gali buti
pritaikyti ankstyvajai skydliaukés karcinomos diagnostikai ir atsako j
gydymg stebésenai [100].

Didelé molekuliniy tyrimy, tame tarpe ir miRNR, reik§mé galéty buti 11, IV
ir V Bethesda citologiniy kategorijy, kurios patenka j ,,pilkgjg“ neapibrézty
diagnosting zona, kai néra atsakoma j klausima, ar procesas yra piktybinis, ar
nepiktybinis.

Dabartinéje literatiiroje trys dazniausiai PSK Igstelése aptinkamos miRNR
yra miRNR -146B, -221 ir -222.

PSK lagstelése miRNR 221-222 raiska yra didesné lyginant su nepakitusiu
skydliaukés audiniu. Preliminariis tyrimai rodo, kad Siy miRNR raiska
skydliaukés karcinoma serganc¢iy pacienty organizme yra didesné nei sveiky
kontrolinés asmeny grupés [101].

Vienu metu naudojant 221-222 miRNR raiskos lygio matavima ir citologinj
vertinimg galima padidinti ASP tyrimo jautrumg ir specifiSkuma.
Homologinés 221 ir 222 miRNR yra labai panaSios viena i kitg ir yra
iSsidéscCiusios kaip klasteris X chromosomoje. 221 ir 222 miRNR didina
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proliferacija, telomery aktyvuma, angiogenez¢ ir autofagija bei dalyvauja
apoptozéje ir lasteliy ciklo reguliavime. Siy miRNR raidkos tyrimas galéty
buti naudingas diagnozuojant PSK ir valdant ligos gydyma [102].

Kitas tyrimas parodé, kad padidéjusi miR221-222 raiska bitina ne tik lyginant
su nepakitusiu skydliaukés audiniu, bet ir su folikuline adenoma ar
hiperplastiniais skydliaukés mazgais [103].

Y. Liu su bendraautoriais atliko metaanalize ir nustaté, kad cirkuliuojancios
miR222 turi didele diagnosting verte nustatant PSK Azijos populiacijoje.
Konkrec¢iai miR222 jautrumas buvo 70 %, specifiskumas — 90 % [104].
Nemazai tyrimy nustaté, kad miR146B raiska yra didesné PSK lastelése
lyginat su sveiku skydliaukés audiniu ar nepiktybiniais mazgais [105].
Neseniai atliktas tyrimas parodé, kad miR 146B raiska PSK navikuose yra net
28,9 karto didesné, lyginant su kontroliniais audiniais [106].

Dviejuose atskiruose tyrimuose buvo tiriama miR375 raiska ASP
méginiuose. Nustatyta, kad padidéjusi miRNR-375 raiska slopina PSK
lasteliy proliferacija ir sukelia apoptoze. Tyrimai su gyviiny modeliais
parodé, kad padidéjes Sios miRNR kiekis mazina navikiniy lasteliy migracija
ir invazija. ERBB2 molekulé suaktyvéja, kai suaktyvéja MAPK ir PI3K-AKT
keliai, o padidéjusi Sios molekulés raiska skatina lasteliy proliferacijg ir
mazina apoptoze. ERBB2 yra miR375 taikinys, ir kai $i miRNR ja suskaido,
proliferacija slopinama. Todél manoma, kad miR375 sumazéjusi raiska gali
atlikti navika slopinantj vaidmenj PSK atveju [107][108].

S. Cantara su bendraautoriais nustaté, kad miR95 ir miR190 yra tikslus ir
jautriis diagnostiniai PSK Zymenys baltosios rasés zmonéms. Jy rezultatai
parodé¢, kad miR95 jautrumas yra 94,9 %, o specifiskumas 98,7 %, padedantis
atskirti PSK nuo nepiktybiniy skydliaukés mazgy ir normalaus skydliaukés
audinio. Jautrumas padidéja iki 100 %, kai miR95 derinama su miR 190, kuri
taip pat turi didel¢ diagnosting reikSme [109].

E.Toraik su bendrauatoriais neseniai atliko sistemine literatiiros apzvalga,
kur analizavo skystos biopsijos RT-PGR budu istirta miRNR raiska tarp
sergan¢iy PSK ir kontrolinés grupés. | analize buvo jtraukta 12 publikacijy,
1164 PSK ir 540 kontroliniy méginiy. Visi j analizg jtraukti tiriamieji buvo
azijieCiai. Geriausi nustatyti diagnostiniai bioZymenys, pasizymintys
didziausiu jautrumu, buvo miR16-2-3p, miR223-5p, miR130a-3p ir miR182-
5p (Jautrumas atitinkamai 94 %, 91 %, 90 %, 94 %). Dideliu specifiskumu
pasizyméjo miR34c-5p. Taip pat buvo pastebéta, kad keliy miRNR
diagnostiné verté yra didesné nei pavienés miRNR. Sesios 2-4 egzosominiy
miRNR grupés pasizyméjo didesne diagnostine verte, kai plotas po kreive
(AUC) svyravo nuo 0,906 iki 0,981. Geriausiai atskirti piktybinius ir
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nepiktybinius pakitimus padéjo miR146B-5p + miR223-5p + miR182-5p
(AUC = 0,981, jautrumas = 93,8 % (84,9-98,3), specifiskumas = 92,9 %
(76,5-99,1)). Isanalizave duomenis, autoriai padaré i§vada, kad egzosominiy
miRNR raiskos nustatymas gali padéti diagnozuojant PSK [110].

Dar viena sisteminé metanalizé, atlikta S. Xu ir kolegy, nagrinéjo,
cirkulivojan¢iy miRNR svarbg diferencijuojant SK nuo nepiktybiniy
skydliaukés mazgy. | analize buvo jtraukti 9 publikcijos apimancios 35
tyrimus, 663 SK pacientus, 519 pacientus turin¢ius nepiktybinius skydliaukeés
mazgus ir 84 sveikus asmenis. Didzioji dauguma tiriamyjy buvo azijie€iai.
SK tipai analizéje nebuvo iSskirti. Metanalizé parodé, kad bendras miRNR
raiSkos vertinimo jautrumas, specifiSkumas, teigiamas tikétinumo santykis,
neigiamas tikétinumo santykis, diagnostinis Sansy santykis (OR) ir plotas po
ROC kreive (AUC) buvo 0,81 (95% P1 0,75-0,86); 0,81 (95% PI1 0,75-0,86);
4,3 (95% PI 3,2-5,6); 0,24 (95% PI1 0,18-0,31); 18 (95% PI 12-28) ir 0,88
(95% PI 0,85-0,90), kai kontroliné¢ grupé buvo nepiktybiniai skydliaukés
mazgai ir, atitinkamai 0,81 (95% P1 0,75-0,86); 0,85 (95% PI 0,75-0,91); 5,3
(95% P1 3,3-8,7); 0,23 (95% P1 0,18-0,29); 24 (95% PI1 14-39); 0,89 (95% PI
0,86-0,91), kai kontroliné grupé — sveiki asmenys. Atlikus pogrupiy analizg
nustatyta, kad keliy miRNR tyrimy diagnostinis tikslumas buvo aukstesnis
nei pavieniy miRNR tyrimy. Pagal iSanalizuotus duomenis, autoriai padaré
iSvada, kad cirkuliuojancios miRNR yra reik§mingos diagnozuojant SK ir
atskiriant SK nuo nepiktybiniy skydliaukés mazgy [111].

3.5.5. miRNR - skydliaukés papiliné karcinomos metastazavimo j kaklo
limfmazgius rizikos veiksnys

PSK gydymo taktikai, operacijos apimc¢iai parinkti svarbu iki operacijos
tiksliai jvertinti kaklo limfmazgius. Metastaziy kaklo limfazgiuose, ypac
smulkiy, subklinikiniy, nustatymas esamais vaizdinimo tyrimy metodais
daznai yra problematiskas. Iki 60 % metastaziy yra diagnozuojamos
histologiskai, nors iki operacijos vaizdinimo tyrimais jos néra aptinkamos
[18]. Todél parinkta gydymo taktika ne visada gali baiti adekvati. Amerikos
skydliaukés asociacijos gydymo gairése rekomenduojama operacijos metu
pasalinti CKLM pacientams, kuriems kliniskai yra nustatomos MCKLM,
ta¢iau profilaktinis CKLM Salinimas pacientams, kuriems kliniskai
nenustatytos MCKLM, islieka priestaringas [21]. Profilaktinis CKLM
Salinimas Zenkliai sumazina PSK recidyvo rizikg, tafiau padidina
pooperaciniy komplikacijy dél taikomos operacijos apimties, skaiCiy.
Pacientams, kuriems atlieckama CKLM paSalinimo operacija, gerokai did¢ja
trumpalaikio pasikartojan¢io gerkly nervo pazeidimo ir trumpalaikés ar
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nuolatinés hipokalcemijos tikimybé [22]. Todél tikslus MCKNM nustatymas
yra labai svarbus optimizuojant individualy PTC gydyma.

Daugelis tyrejy iesko naujy tyrimo metody, kurie leisty nustatyti MKLM pries
operacija. Pazanglis nauji molekuliniai genetiniai bioZymenys galéty padéti
identifikuoti agresyvia PSK sergancius pacientus, kuriems biity galima taikyti
agresyvesnius gydymo metodus.

Pastarajj deSimtmetj daug tyrimy buvo atlikta siekiant nustatyti miRNR, kaip
diagnostinj PSK biozymenj. Keletas miRNR yra siejamos ir su PSK
metastazémis [112].

Sio darbo metu atlikta sistemin¢ literatiiros apzvalga apibendrina dabartines
zinias apie miRNR ry$j su PSK metastazavimu ] regioninius kaklo
limfmazgius[113].

I apzvalga buvo jtrauktos 27 publikacijos. IS jy 17 tyrimy analizavo audiniy
miRNR, 5 — cirkuliuojané¢ias miRNR, o 5 tyrimai analizavo ir audiniy, ir
cirkuliuojan¢iy miRNR meéginius. miR146B, miR221, miR222, miR21,
miR204, miR451, miR199a-3p ir miR30a-3p reikSmingas raiSkos pokytis
buvo bent dvejuose tyrimuose. Nemaza dalis tyrimy neparodé statistiskai
reikSmingy miRNR raiskos skirtumy tarp metastazes kaklo limfmazgiuose
turinéiy ir neturindiy pacienty. Siuos neatitikimus galima paaiskinti
skirtingomis metodikomis ir pacienty populiacijy skirtumais. Svarbus atliktos
analizés trikumas, kad dauguma tyrimy buvo atlikta su azijieciais, tyrimy
atlikty su baltosios rasés atstovais yra labai nedaug.

Sio darbo metu atliktos sisteminés analizés duomenimis toliau atskirai bus
aptariamos atskiros miRNR.

miR146

Funkciné miR146 analizé parodé, kad ji susijusi su jvairiomis lgsteliy
funkcijomis, jskaitant proliferacija, migracija ir invazija [114][115].
C.H.Chou ir kt. jrodé, kad miR146B raiska yra nepriklausomas PSK blogos
prognozes rizikos veiksnys [116]. Vienuolikoje straipsniy, jtraukty j analizg,
buvo tiriamas rySys tarp miR146B raiskos padidéjimo ir MKLM PSK atveju.
AStuoniuose i§ $iy tyrimy analizuotos audiniy miRNR (4 formalinu fiksuoti,
3 Svieziai Saldyti méginiai ir 1 ASP méginys)
[28][117][118][119][120][121][122][29], dviejuose — cirkuliuojancios
miRNR (plazmos egzosomos) [123][124] ir viename — ir audiniy, ir
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nepriklausomos tyréjy grupés, tyrusios miRNR histologiniuose méginiuose,
nustaté, kad miR146B raiskos lygis yra reik§mingai padidéjes pacientams su
MKLM [120][121][29], taciau likusiuose tyrimuose reik§Smingo padidéjimo
nenustatyta [119][28][125][118].

M. Sun ir kt. nustaté teigiamg ry$j] tarp padidintos miR146A raiskos
histologiniuose meéginiuose pacienty su PSK ir MKLM. Taciau reik§mingo
miR146A raiskos skirtumo periferiniame kraujyje tarp PSK tiriamyjy su
MKLM ir be MKLM nenustaté. ReikSmingo miR146B raiskos skirtumo ty
paciy tiriamyjy tiek histologiniuose méginiuose, tiek ir periferiniame kraujyje
tai pat nebuvo. Todél autoriai padaré iSvada, kad miR146A ir miR146B
raiSkos tyrimas periferiniame kraujyje néra reikSmingas prognozuojant
MKLM buvimg PSK pacientams [125].

F. Yang ir kt. tyrinéje miR146B raiskg ASP méginiuose nustate, kad Sios
miRNR raiska buvo reik§mingai didesné PSK pacienty tiek su MKLM, tiek
su labiau pazengusia karcinomos stadija [122].

K. Jiang su kolegomis tyré plazmos egzosomines miRNR kaip potencialius
biozymenis, leidziancius prognozuoti MKLM buvimg PSK pacientams.
Egzosominiy miR146B-5p ir miR222-3p ROC analizé parodé, kad jy AUC
yra atitinkamai 0,811 ir 0,834. Egzosominiy miR146B-5p ir miR222-3p
derinys pagerino diagnostine verte ir padidino AUC iki 0,895, jy jautrumas ir
specifiskumas atitinkamai buvo 85,1 % ir 80,0 %. Todél autoriai padaré
iSvada, kad plazmos egzosominés miR146B-5p ir miR222-3p gali buti
potencialis PSK MKLM biozymenys [124].

miR221/222

Su miR221/222 yra daugiausia tyrimy, jrodanc¢iy jy raiSkos pokycio s3saja su
uz skydliaukés riby, didesne ligos atkrycio rizika. Keletas tyrimy nustate, kad
PSK su MKLM turi didesng miR221/222 raiska audiniuose, palyginti su PSK
be MKLM [126][117][120][121][127][29]. K. Jiang su kolegomis nustaté,
kad reikSmingai didesné miR222 ir miR221 raiska serume randama PSK
tiriamiesiems, kuriems yra diagnozuotos MKLM [124]. Padidinta miR222
raiska PSK su MKLM pacienty serume nustaté ir S. Yu su kolegomis [128].
Dar vienas tyrimas, atliktas Y. S. Lee ir kt. taip pat vertino pacienty, serganciy
PSK, plazmos miRNR raiska. Tiriamyjy su MKLM plazmos miR221 (-4,86 +
0,051) ir miR222 (-5,36 + 0,91) raiskos pokyc¢iai buvo $iek tiek didesni nei
pacienty be MKLM, kuriy raiskos poky¢iai buvo atitinkami: miR221(-5,06 +
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0,074) ir miR222 (-5,45 + 0,079). Taciau skirtumas nebuvo statistiSkai
reik$mingas [123].

miR451

Kita svarbi miRNR Seimos naré yra miR451, kurios raiSkos sumazgéjimas
nustatomas daugelio onkologiniy susirgimy metu. [vairiose piktybiniy naviky
formose ji daznai veikia kaip navika slopinanti miRNR [129][130][131].
Taciau mazai Zinoma apie jos vaidmenj PSK atveju.

Darbo metu analizuotose publikacijose duomenys apie miR451 rysj su PSK
MKILM yra priestaringi. M. Zhang ir bendraautoriai atlikto tyrimo rezultatai
parodé, kad miR451 raiska buvo reikSmingai sumazéjusi PSK pacienty su
MKLM histologiniuose méginiuose. Tai galéty biti ,,geras” MKLM
biozymuo, kur apskaic¢iuotas AUC = 0,792. Taciau tiriant miR451 raiska
serume, tokio reik§mingo skirtumo tarp grupiy nebuvo nustatyta. Siuo atveju
apskaiciuota AUC reik§mé sieké tik 0,690, ka galétume vertinti tik kaip
,vidutinj MKLM biozymenj [132].

Z. Wang ir kolegos savo tyrime gavo prieSingus rezultatus. Histologiniuose
pacienty su MKLM méginiuose miR451 raiska buvo reik§mingai didesné nei
pacienty be MKLM méginiuose. Remiantis Siais radiniais galima buty manyti,
kad miR451 veikia kaip onkogeniné miRNR [133]. Norint paaiskinti miR451
tyrimy nesutapimus, reikéty atlikti didesnés apimties tyrimus.

miR199a-3p

C. Liu su kolegomis savo tyrime RT-PGR budu nustaté, kad miR199a-3p
raiSka PSK histologiniame méginyje buvo 7,1 (95% PI 3,9-12,4). Tai yra
reik§mingai mazesné nei normaliame skydliaukés audinyje, kuriame
mMiR199a-3p raiska buvo 31,4 (95% PI 15,4-44,3) (p = 0,002). ROC analizé
parodé, kad miR199a-3p galéty biiti potencialus PSK biozymuo, su gana
didele AUC reik8me - 0,87 (95% P1 0,66-0,90; p = 0,001). Zemas miR199a-
3p raiskos lygis siejamas su TNM stadija (p = 0.026), plitimu uz skydliaukeés
riby (p = 0.02), MKLM (p = 0,036), tolimosiomis metastazémis (p = 0,002) ir
recidyvuojan¢iomis MKLM (p = 0,03). Remiantis savo tyrimo rezultatais
tyréjai daro i§vadg, kad miR 199a-3p sumazéjimas skydliaukés audinyje siejasi
su PSK invazyviskumu bei metastazavimu, ir galéty buti potencialus terapinés
intervencijos rodiklis [134]. K. Jiang su kolegomis atliko miR199a-3p tyrima
su 136 pacienty serganciais PSK serumu. ReikSmingo skirtumo tarp pacienty
su MKLM ir pacienty be MKLM tyréjai nenustaté [124].
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Vienas i§ veiksniy, ribojanciy skirtingy straipsniy miRNR raiskos pokyciy
palyginimg, yra tas, kad daugumoje tyrimy naudojamos gana subjektyvios
miRNR raiskos vertés ir nenustatomi absoliutis tiksliniy miRNR lygiai, o tai
apsunkina miRNR, kaip klinikinio jrankio, patvirtinima.

Cirkuliuojanc¢iy ir/arba ASP miRNR raiskos pokyciy analizé galéty biuti
naudojama PSK kaklo limfmazgiy metastaziy diagnostikoje iki operacijos.
Norint Siuos duomenis pritaikyti klinikinéje praktikoje, reikia atlikti didesnés
tiriamyjy imties tyrimus, kad biity nustatyta miRNR grupiy prognostiné ir
diagnostiné verté. Standartizavus miRNR tyrimo metodus, biity galima
placiau taikyti Siuos tyrimus nustatant individualias skydliaukés karcinoma
serganciy pacienty gydymo strategijas.

41
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5. DARBO METODOLOGIJA
5.1. Tyrimo organizavimas

Biomedicininiam tyrimui atlikti 2017.03.07 gautas Vilniaus Regioninio
Biomedicininiy tyrimo Etikos komitetas leidimas Nr. 158200-17-905-414 (1
priedas). Tyrimo vieta — V3] Vilniaus universiteto ligoniné Santaros klinikos
(VUL SK). Valstybiné duomeny apsaugos inspekcija isdavé leidimg Nr. 2R-
2261 atlikti asmens duomeny tvarkymg mokslinio tyrimo tikslu (2 priedas).
Tyrimas uzregistruotas VUL SK Biomedicininiy tyrimy registracijos
sistemoje, registracijos numeris — 17BMT24. 2016-2021 m. atliktas
monocentrinis prospektyvinis tyrimas, kuris neturéjo jtakos pacienty gydymo
taktikai. Tyrimo metu taikyti standartizuoti VUL SK ligy gydymo ir
diagnostikos metodai.

5.2. Tiriamieji asmenys
5.2.1. Tiriamyjy asmeny jtraukimo j tyrima kriterijai

Tyrime dalyvauti pakviesti VUL SK tirti ir gydyti pacientai, atitinkantys
jtraukimo j tyrimg kriterijus (4 lentelé).

5.2.2. Tiriamyjy asmeny grupeés:

1. Tiriamieji asmenys, kuriems citologiskai jtarta (II1-VI Bethesda
citopatologiné kategorija) ir po tiroidektomijos histologiskai
patvirtinta papiliné skydliaukés karcinoma, be metastaziy
limfmazgiuose.

2. Tiriamieji asmenys, kuriems citologiSkai jtarta (III-V1 Bethesda
citopatologiné kategorija) ir po tiroidektomijos histologiskai
patvirtinta papiliné skydliaukés karcinoma, su metastazémis
limfmazgiuose.

3. Kontroliné grupé. Tiriamieji asmenys, kuriems citologiSkai jtarta
(I-VI  Bethesda citopatologiné  kategorija), bet po
tiroidektomijos ar skydliaukés rezekcijos histologiskai
diagnozuoti gerybiniai pakitimai — adenoma ar mazginé
hiperplazija.
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4 lentelé. Tiriamyjy asmeny jtraukimo ir atmetimo j tyrimg kriterijai

Tiriamoji grupé

Kontroliné grupé

Jtraukimo e Informuoto asmens e Informuoto asmens

kriterijai sutikimo davimas sutikimo davimas
pries pradedant bet pries pradedant bet
kokia su  tyrimu kokia su  tyrimu
susijusig veikla. susijusia veikla.

e Vyrai ir moterys, e Vyrai ir moterys,
kuriy amzius >18 kuriy amzius >18
mety. mety.

e Asmenys, kuriems e Asmenys, kuriems
citologiskai jtarta citologiskai jtarta
skydliaukés skydliaukés
karcinoma  (IlI-VI karcinoma  (IlI-VI
Bethesda Bethesda
citopatologiné citopatologiné
kategorija). kategorija).

e Asmenys, kuriems e Asmenys, kuriems
atlikta tiroidektomija atlikta tiroidektomija
ar skydliaukés ar skydliaukés
rezekcija. rezekcija.

e Asmenys, kuriems po e Asmenys, kuriems po
operacijos operacijos
histologiskai histologiskai bus
patvirtinta  papiliné patvirtinti
skydliaukés nepiktybiniai
karcinoma. pakitimai — adenoma

ar mazgine
hiperplazija
Atmetimo e Néra e Neéra
kriterijai

5.3. Asmeny pakvietimo dalyvauti tyrime procediira

Visiems pacientams, kuriems VUL SK 2017.01-2021.01 laikotarpyje buvo
citologiSskai nustatytas ar jtartas skydliaukés piktybinis procesas, buvo
pasitilyta dalyvauti biomedicininiame tyrime. Tyréjas paaiSkino tyrimo
tikslus, tyrimo eigg, galimybe bet kada ir d¢l bet kokios priezasties pasitraukti
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i§ tyrimo. Pacientams buvo skiriama pakankamai laiko perskaityti
informavimo apie biomedicininj tyrimg formai, buvo atsakyta ] visus
iSkilusius klausimus. Savo sutikimg pacientai patvirtino pasiraSydami
informuoto asmens sutikimo forma, versija 1.1, 2017.02.26 (3 priedas).
Vienas dokumento egzempliorius su paciento ir tyréjo paraSu atiduotas
pacientui, o kitas paliktas tyrimo centre. Pacientui, sutikusiam dalyvauti
tyrime, siekiant apsaugoti asmens duomeny konfidencialuma, suteiktas
specialus kodas. Kiekvienam tiriamajam buvo uzvesta popieriné byla, kurioje
laikomi visi su pacientu susije koduoti tyrimo duomenys. SaraSas, kuriame yra
pacienty vardai ir pavardés susiejami su kodu, yra tyréjo segtuve. Visi su
tyrimy susij¢ dokumentai yra saugomi rakinamoje spintoje, j kurig prieiga turi
tik tyréjai.

5.4. Biomedicininio tyrimo duomeny rinkimo etapai

5.4.1. Tyrimo etapas iki operacijos

Pagal jprasta kliniking praktika ir VS] VUL SK galiojancias procediiras,
pacientams su jtariama skydliaukés patologija atliktas skydliaukés ir kaklo
limfmazgiy UGT bei, esant indikacijoms, skydliaukés mazgy plonos adatos
aspiraciné punkcija. Plonos adatos aspiratas iSsiun¢iamas citologiniam
iStyrimui. Visiems pacientams, kuriems citologiskai buvo nustatytos III, IV,
V ar VI Bethesda citologines Kkategorijos, buvo sitloma dalyvauti
biomedicininiam tyrime. Asmeniui sutikus dalyvauti ir pasirasius informuoto
asmens sutikimo forma, i§ ASP likuciy iSskirta RNR ir uzsaldyta -80 °C
temperattroje. Méginiai buvo pazyméti su specialiu konkre¢iam pacientui
priskirtu kodu.
Siame etape buvo surinkti tokie tiriamyjy asmeny duomenys:
- Demografiniai:

= amzius — pilnas mety skaicius informuoto asmens sutikimo formos

pasiraSymo metu

= |ytis
- Skydliaukeés ultragarsinio tyrimo duomenys:

= punktuoto skydliaukés mazgo dydis (mm)

= mazgy skaiCius — vienas ar daugiau nei vienas

= kaklo limfmazgiy buklé — yra limfadenopatija ar ne
- Citologiné aspiruoto mazgo kategorija — pagal Bethesda Ill, IV, V, VI
- Skydliaukés funkcija — hipertireoze, hipotireoze, eutireoze
- Biocheminiai skydliaukés hormony tyrimai: TTH koncentracija — jeigu buvo
atlikti keli TTH tyrimai, paimtas ar¢iausiai operacijos datai atliktas matavimas
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5.4.2. Tyrimo etapas po operacijos

Siame etape surinkti tiriamyjy asmeny duomenys:
- Operacijos protokolas: operacijos apimitis
- Histologinis tyrimas:

= galutiné patologiné diagnozé

= paviko dydis (mm)

= [imfocitinis tiroiditas — taip/ne

= naviko plitimas uz skydliaukés riby — taip/ne
= MKLM - taip/ne

5.5. Procediiros
5.5.1. Skydliaukés mazgy citologiniy méginiy paémimas

Medziaga citologiniam tyrimui gauta atliekant perkutanine skydliaukeés
mazgo punkcija plonomis steriliomis adatomis. Procedtra atlikta
kontroliuojant ultragarsu. UZzdéjus ultragarso daviklj ant kaklo, skydliaukés
projekcijoje, ekrane iSvedamas norimo punktuoti mazgo vaizdas. Viena ranka
laikant daviklj, kita, laisva ranka — Svirksta su adata, durta statmenai ultragarso
spinduliui nedideliu atstumu nuo daviklio. Sekant adatos galiuka, adata jvesta
] norima vietg ir staigiu judesiu §vytuoklés principu atlikti diiriai. Aspiratas
gautas Svirkste sudarant vakuuma, stimoklis atleistas pra¢jus 2-3 sekundéms
nuo aspiracijos pradzios. Norint gauti tyrimui tinkamg medziaga, mazgai tos
padios procediiros metu punktuoti 2-3 kartus. Dalis ASP metu gautos
skydliaukés audinio medziagos suSvirkSta j pazyméta buteliuka su skysta
terpe. Likusi aspiruotos medziagos dalis paskleista ant pazyméto objektinio
stiklelio. Tepin¢liai fiksuoti sausai (dZiovinant ore).

5.5.2. Citologinis skydliaukés mazgo aspirato tyrimas

Citologiniai skydliaukés mazgy aspiraty tyrimai atlikti VUL SK
Laboratorinés medicinos centre, hematologijos ir bendrosios citologijos
laboratorijoje, pagal standartizuota VUL SK diagnostikos metoda. Visi ASP
méginiy aspiratai jvertinti dazytuose Papanicolau tepinéliuose ir
automatizuota BD Prep Stain sistema paruostuose tepinéliuose. ASP rezultatai
klasifikuoti j diagnostinius (pakankamus) ir nediagnostinius (nepakankamus).
Méginys vadinamas ,,diagnostiniu‘ tuomet, kai jame yra ne maziau nei $esios
gerai iSsilaikiusios skydliaukés epitelio lgsteliy grupés, kuriy kiekviena
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sudaryta i§ ne maziau nei 10 lasteliy, arba randamas gausus koloidas.
Citologin¢ diagnoz¢ skirstoma j 6 kategorijas naudojant Bethesda sistema [11]
(3.1. skyrius).

5.5.3. Chirurginis gydymas

Operuojantis chirurgas nebuvo informuotas apie paciento dalyvavima
biomedicininiame tyrime, todél tai neturéjo jtakos sprendimui dél indikacijy
operaciniam gydymui ar pac¢ioS operacijos apimties. Pacientams buvo atlikta
vienos skilties su tarpine dalimi ar visos skydliaukés pasalinimo operacija.
Tiems pacientams, kuriems iki operacijos ultragarsu buvo jtartos metastazés
centriniuose kaklo limfmazgiuose, buvo atlikta terapiné centriniy kaklo
limfmazgiy limfadenektomija. Jeigu iki operacijos ultragarsu buvo nustatyti
patologiskai pakite lateraliniai kaklo limfmazgiai, kartu atlikta ir radikali
modifikuota Soniniy kaklo limfmazgiy limfadenektomija. Daliai pacienty iki
operacijos nebuvo diagnozuotos metastazés, todél jiems atlikta profilaktiné
vienos pusés ar abipusé centriniy limfmazgiy pasalinimo operacija. Nedidelei
daliai pacienty limfadenektomija nebuvo atlikta. Histologinis operacinés
medziagos iStyrimas atliktas Valstybiniame patologijos centre, VS§] VUL
Santaros kliniky filiale, autopsiniy ir biopsiniy tyrimy skyriuje.

5.5.4. RNR isskyrimas

RNR 8§ skydliaukés mazgy aspiraty buvo iSgryninta naudojant komercinj
Quick-DNA/RNA™ Microprep Plus Kit rinkinj (Zymo Research, JAV). RNR
kiekybinis jvertinimas atliktas naudojant spektrofotometra Nanodrop
(Thermo Fisher Scientific, JAV). I$skirtos RNR méginiai buvo laikomi -80 °C
temperattroje iki tolimesnio miRNR i§tyrimo.

5.5.5. miRNR raiskos nustatymas naujos kartos sekoskaitos metodu
skydliaukés mazgy méginiuose

Mazyjy RNR praturtinimas ir mazyjy RNR fragmenty biblioteky paruoSimas
buvo atliktas naudojant ,,Ion Total RNA-Seq Kit v2 for Small RNA Libraries*
rinkinj (Thermo Fisher Scientific, JAV). Pagal gamintojo protokola,
kiekvienam méginiui naudota 1 pg RNR, atliktas RNR 3’ adapterio ligavimas,
RNR 5’ adapterio ligavimas, kopijinés DNR (kDNR) sintezé, PGR
amplifikacija, naudojant unikalias kiekvieno méginio barkody sekas, ir
mazyjy RNR bibliotekos dydzio atranka. Sekoskaita atlikta naudojant naujos
kartos sekoskaitos platformg lon Torrent PGM (Thermo Fisher Scientific,
JAV).
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miRNR sekoskaitos bioinformaciné duomeny analiz€é buvo vykdoma
Partek® Flow® (Partek incorporated, JAV) kompiuterinés bioinformatinés
analizés programa.

5.5.6. Pasirinkty miRNR istyrimas RL-PGR metodu pacienty skydliaukés
mazgy méginiuose

miRNR raiSka buvo matuojami atliekant kiekybing atvirkStineés
transkriptazés-polimerazés grandininés reakcija (RL-PGR), naudojant
TagMan® Advanced miRNA Assays (Applied Biosystems, JAV) rinkinius. I$
iSgrynintos RNR, naudojant TagMan miRNR atvirkstinés transkripcijos
rinkinj, pagal gamintojo protokola susintetinta KDNR. Susintetinta kDNR
buvo gausinta naudojant TagMan® miRNR zondus. Kiekvienam méginiui,
pagal gamintojo instrukcijas, buvo atliekamos trys PGR pakartojimai.

Slenkstinio ciklo (Ct) verté buvo apibrézta kaip kPGR cikly skaicius,
reikalingas fluorescenciniam signalui pasiekti ir vir§yti medziagos aptikimo
slenksting verte [135]. Pradinis Ct reik8miy apdorojimas ir normalizavimas
buvo atliekamas naudojant Expression Suite release v1.3 (Thermo Fisher
Scientific, JAV) kompiutering duomeny analizés programa. Sios programos
pagalba buvo suvidurkinti reakcijy pakartojimai. Kadangi nei vienos tirtos
miRNR raiska nebuvo vienodai pasiskirs¢iusi visuose méginiuose, duomeny
normalizavimui  naudotas visuotinis vidurkio normalizavimas, Kkai
normalizatoriumi naudojamas apskaiciuotas visy miRNR vidurkis. Pereita
prie santykiniy vienety ir gauti duomenys perskaiciuoti logaritminéje skaléje.
Santykiné raiSka apskaiCiuota taikant 2-ACt metoda [135]. Taip apdoroti
dydziai buvo naudoti tolimesnéje statistinéje analizéje.

5.6. Statistiné duomeny analize

Atliekant statisting duomeny analize buvo naudojama IBM SPSS Statistics
programa, versija 23. Naudoti jvairGs, vienas kitg papildantys matematinés
statistikos analizés metodai, siekiant kiek galima tikslesniy rezultaty. Taikant
Sapiro — Vilko testa buvo tikrinama kiekybiniy kintamyjy normalumo
prielaida. Normalumo prielaidg tenkinancioms dviem nepriklausomoms
imtims analizuoti pasirinktas Stjudento testas. Statistinis reik§mingumas
vertintas, kaip p-reik§mé <a (a — reik§mingumo lygmuo; 0,05).

Kiekybiniy dydziy, pasiskirs¢iusiy pagal normalyjj désnj, apraSymui taikyta
padéties charakteristika — vidurkis (taskas, kuris vidutini§kai artimiausias
visiems elementams) su savo standartiniu nuokrypiu (SN). Kiekybiniai

duomenys, nepasiskirste pagal normalyji désnj, pateikti nurodant mediang bei
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kvartiliy skirtumg (kvartiliy skirtumas skai¢iuojamas Q3-Q1). Nominalieji
kintamieji apraSyti absoliuciais duomeny skaiCiais (n) bei jy procentine
iSraiska (proc.).

Duomenims nepasiskirsCiusiems pagal normalyji skirstinj, dviejy grupiy
duomenys buvo lyginti naudojant Mano-Vitnio kriterijy. Kai normalumo
priclaida buvo pazeidziama ir lygintos daugiau nei 2 grupés, taikytas
Kruskalo-Voliso kriterijus.

Skirtumy tarp kategoriniy kintamyjy statistiniam reikSmingumui jvertinti
buvo skai¢iuotas Pirsono (angl. Pearson) y? (chi kvadratu) kriterijus, o kai
kintamojo nors vienos reik§més tikétinas daznis <5, FiSerio tikslusis (angl.
Fisher’s exact) Kriterijus.

Kategoriniy kintamyjy priklausomybei nuo kity kintamyjy aprasyti, siekiant
i8siaiskinti, nuo ko jis priklauso, taikytas daugianarés logistinés regresijos
modelis. Modelio priskirtas kaip tinkamas jei:

1) Kklasifikavimo lenteléje teisingai suklasifikuoty atvejy kiekvienoje
kategorijoje daugiau nei 50 %. Kuo didesnis teisingai suklasifikuoty atvejy
procentas, tuo modelis geresnis.

2) tikétinumo santykio chi-kvadratu statistikos p reikSmé mazesné nei 0.05.
Parodé, kad modelyje buvo bent vienas reikalingas (reikSmingas) regresorius;
3) Kokso Snelo ir Nagelkerkés determinacijos pseudokoeficientai didesni uz
0,20, kurie parodé bendrg modelio tikima.

miRNR raiskos tyrimy, klasifikuojant piktybinius ir nepiktybinius
skydliaukés mazgus, tikslumui nustatyti buvo naudotos ROC (angl. Receiver
operating characteristic) kreivés, jvertinant plotg po kreive. ROC kreivé rodo
teisingai kvalifikuoty teigiamy rezultaty skaiCiaus priklausomybe nuo
neteisingai kvalifikuoty neigiamy rezultaty skai¢iaus. Nubraizytose ROC
kreivése galima vizualiai jvertinti ir palyginti biozymeny klasifikacinj
veiksmingumg. Kuo ROC kreivé yra arciau kairiojo virSutiniojo kampo, tuo
geresnis klasifikacinis veiksmingumas. Taip pat paskaiciuotas plotas po ROC
kreivémis (AUC — angl. area under curve). Modelis laikomas tinkamu tik
tada, kai jo kreivé yra auksCiau jstrizai grafikg kertanCios tiesés, paprastai
modelio veiksmingumas vertinamas nuo 0,5 (bevertis modelis) iki 1 (idealus
modelis).

Tyrimo imties dydZiui nustatyti naudota EpiTools (angl. epidemiological
calculators, www.epitools.ausvet.com.au) bei GPower 3.1 programos.
Kriterijaus reikSmingumo lygmuo pasirinktas o=0,05. Atsizvelgta | tai, kad
kriterijaus galia biity ne mazesné nei 0,8. Pasirinktas tirty imc¢iy dydis atitinka
reikalavimus.
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6. TYRIMO REZULTATAI

6.1. Tyrimo imties sudarymas. Bendrieji demografiniai tiriamyjy pozymiai

Nuo 2017 m. geguzés mén. iki 2021 m. sausio mén. 239 pacientai sutiko
dalyvauti biomedicininiame tyrime ir pasirasé informuoto asmens sutikimo
forma (3 priedas). Jy citologiniai skydliaukés mazgy aspiraty méginiai buvo
surinkti, i$skirta RNR ir uzSaldyta -80°C temperatiiroje VS] VUL SK
Medicininés genetikos centre, Molekulinés genetikos ir citogenetikos
laboratorijoje.

Véliau 79 pacientai i$ tyrimo buvo pasalinti, nes:

- 57 pacientai atsisaké chirurginio gydymo arba buvo iSoperuoti kitose
gydymo jstaigose,

- 18 pacienty skydliaukés mazgy aspiraty citologiniuose méginiuose
buvo like per mazai tiriamosios medziagos molekuliniams
genetiniams tyrimams atlikti,

- 4 pacientai netiko dél histologinio skydliaukés mazgo varianto (1
pacientui diagnozuota granulioma, 1 - fokalinis granuliominis
tiroiditas, 1- meduliné karcinoma, 1- limfoma).

Pacienty jtraukimo ir atmetimo i§ biomedicininio tyrimo schema pateikta 4
paveiksle.

Galuting tyrimo imtj sudaré 160 tiriamyjy, kurie atitiko jtraukimo j tyrima
kriterijus. I8 jy 28 (17,5 %) vyrai ir 132 (82,5 %) moterys; 34 (21,25 %)
pacientams buvo atlikta skydliaukés rezekcija (lobistmektomija ar
lobektomija), 126 (78,75 %) — tiroidektomija. 59 (36,88 %) pacientams kaklo
limfmazgiai neSalinti, 79 (49,38 %) — atlikta profilaktine CKLM
limfadenektomija, 22 (13,75 %) — atlikta terapiné kaklo limfmazgiy
limfadenektomija, i$ kuriy 18 (81,8 %) — CKLM limfadenektomija ir 4 (18,2
%) — CKLM ir LKLM limfadenektomijos. 48 (30,0 %) pacientams
histologiSkai patvirtinti nepiktybiniai skydliaukés mazgai (NSM) ir 112 (70,0
%) pacienty — PSK.

Atlikty skydliaukés operacijy ir limfadenektomojy pasiskirstymas tarp
tirlamyjy grupiy pavaizduotas 5A ir 5B paveiksluose.
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239 tiriamieji, kuriems
nustatyta III-VI Bethesda
kategorijos

57 tiriamieji atsisaké operacinio
*| gydymo arba buvo operuoti kitur;

18 tiriamyjy — per mazai
tirlamosios medZiagos

164 operuoti tiriamieji

1 — granulioma
1 — fokalinis granulominis

"l tiroiditas
1 — meduliné karcinoma
1 — limfoma
160 tiriamieji, sudarantys
galuting tyrimo imtj
60 tirlamyjy 100 tiriamujy
miRNR NKS miRNR RL-PGR

4 pav. Jtraukimo ir atmetimo i tyrima schema.

NKS — naujos kartos sekoskaita. RL-PGR - realaus laiko polimerazés grandininé
reakcija.

Atliktos operacijos

M Rezekcija (n)  ® Tiroidektomija (n)

100%
80%
60%
40%
20%
0% | | —
NSM PSK be MTS PSK su MTS
H Tiroidektomija (n) 21 61 44
m Rezekcija (n) 27 6 1

5A pav. Skydliaukés operacijy pasiskirstymas tiriamyjy grupése.
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Limfadenektomijos

M Nesalinta (n) Profilaktiné (n) M Terapiné (n)
100% — ——
-
60%
40%
20%
o I .
NSM PSK be MTS PSK su MTS
H Terapiné (n) 2 1 19
Profilaktiné (n) 3 50 26
M Nesalinta (n) 43 16 0

5B pav. Limfadenektomijy pasiskirstymas tiriamyjy grupése.

Vertinant Bethesda sistemos kategorijy pasiskirstymg PSK ir NSM grupése,
paaiskéjo, kad reik§mingai dazniau IV kategorija nustatyta NSM grupéje, o V
ir VI kategorijos dazniau nustatytos PSK grupéje, (p < 0,05). 111 kategorija
tarp NSM ir PSK grupiy reik§mingai nesiskyré, (p = 0,62). Bethesda sistemos
kategorijy dazniai ir priklausomybiy jvertinimai tarp grupiy pateikti 5
lenteléje.

5 lentelé. Tiriamyjy pasiskirstymas pagal Bethesda kategorijas

Bethesda NSM (n, %) PSK (n,%) Viso (n, P reik§mé
kategorija %)
i 17 (10,6) 20 (12,5) 37 (23,1) 0,62*
v 21 (13,1) 3(1,9 24 (15,0) 0,001**
\% 6 (3,8) 23 (14,4) 29 (18,1) 0,001*
VI 4 (2,5) 66 (43,8) 70 (43,8) <0,001**
Viso (n, %) 48 (30) 112 (70) 160 (100)

*Pirsono 2 (chi kvadrato) kriterijus, **Tikslusis FiSerio kriterijus

| etape, pirmiesiems 60-¢iai tiriamyjy buvo atliktas miRNR raiskos iStyrimas
naujos kartos sekoskaitos metodu.

Sie tiriamieji pagal pooperacinj galutinj histologinj rezultata, buvo paskirstyti
1 tris grupes: 12 (20 %) tiriamyjy su nepiktybiniais skydliaukés mazgais, 33
(55 %) tiriamieji su piktybiniais mazgais be metastaziy kaklo limfmazgiuose,

53



15 (25 %) tiriamyjy su piktybiniais mazgais su metastazémis kaklo
limfmazgiuose. Tiriamieji, kuriems histologiskai buvo patvirtinta PSK, bet
nebuvo Salinti kaklo limfmazgiai, taip pat buvo priskirti prie tiriamyjy su
piktybiniais mazgais be metastaziy kaklo limfmazgiuose grupés.

Il etape, likusiems 100-ui tiriamyjy pasirinkty miRNR (miR125a, miR146b,
miR200b, miR221, miR222, miR4324) raiskos iStyrimui buvo atliktas RL-
PRG tyrimas. Pastarieji pagal galutinj histologinj rezultata taip pat buvo
padalinti j analogiSkas grupes: 36 (36 %) — nepiktybiniy mazgy, 34 (34 %) —
piktybiniy be metastaziy kaklo limfmazgiuose ir 30 (30 %) — piktybiniy su
metastazémis kaklo limfmazgiuose. Kaip ir pirmo etapo metu, tiriamieji,
kuriems histologiskai buvo patvirtinta PSK, bet nebuvo Salinti kaklo
limfmazgiai, taip pat buvo priskirti prie tiriamyjy su piktybiniais mazgais be
metastaziy kaklo limfmazgiuose grupés. Bendra tiriamyjy grupiy
charakteristika pateikta 6 lenteléje.

6 lentelé. Tiriamyjy asmeny pasiskirstymas j grupes

I etapas (NKS) Il etapas (RL-PGR)

Nepiktybiniai (n, %) 12 (20) 36 (36)
AmZius (metai, SN)* 50,3 (+/-14,5) 56,1 (+/-13,7)
Lytis (n, %):

moterys 11 (91,7) 25 (69,4)

vyrai 1(8,7) 11 (30,6)
PSK be MKLM (n, %) 33 (55) 34 (34)
AmZius (metai, SN)* 52,7 (+/-14,4) 47,5 (+/-15,4)
Lytis (n, %):

moterys 29 (87,9) 30 (88,2)

vyrai 4(12,1) 4(11,8)
PSK su MKLM (n, %) 15 (25) 30 (30)
Amzius (metai, SN)* 44,0 (+/-14,6) 45,1 (+/-14,1)
Lytis (n, %):

moterys 15 (100) 22 (73,3)

vyrai 0 (0) 8(26,7)

*Simboliu pazyméti kiekybiniai kintamieji yra pasiskirste pagal normalyjj désnj, jy
padéties charakteristikai apraSyti naudotas vidurkis su standartiniu nuokrypiu (SN).
NKS — naujos kartos sekoskaita, RL-PGR — realaus laiko PGR.
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6.2. I etapas. miRNR iStyrimas naujos kartos sekoskaitos metodu

IS pirmyjy 60 tiriamyjy asmeny skydliaukés plonos adatos aspiraty medziagos
i8skirtos RNR buvo istirta miRNR raiska naujos kartos sekoskaitos metodu.
Siame etape j tyrima buvo jtraukti 5 (8,3 %) vyrai ir 55 (91,7 %) moterys.
Bendras tiriamyjy amziaus vidurkis 50,3 +/-14,5 mety. 46 (76,7 %)
tiriamiesiems buvo atlikta tiroidektomija, 14 (23,3 %) tiriamyjy atlikta
skydliaukés rezekcija (lobektomija arba lobistmektomija). 16 (26,7 %)
tiriamyjy kaklo limfmazgiai nebuvo $alinti, 38 (63,3 %) tiriamiesiems atlikta
profilaktiné limfadenektomija, 4 (6,7 %) tiriamiesiems — terapiné centriné
limfadenektomija ir 2 (3,3 %) tiriamiesiems — terapiné centriné bei radikali
modifikuota Soniniy kaklo limfmazgiy limfadenektomija. Naviko mediana 12
(7) mm. 12 (20 %) tiriamyjy diagnozuoti nepiktybiniai skydliaukés mazgai,
48 (80 %) tiriamiesiems — papiliné skydliaukés karcinoma.

Skydliaukés karcinoma serganciyjy grupe sudaré 4 (8,3 %) vyrai ir 44 (91,7
%) moterys. 43 (89,6 %) tiriamiesiems atlikta tiroidektomija ir 5 (10,4 %)
tiriamiesiems — skydliaukés rezekcija (lobektomija arba lobistmektomija). 5
(10,4 %) tiriamiesiems kaklo limfmazgiai nebuvo Salinti, 37 (77,1 %)
tiriamiesiems atlikta profilaktiné limfadenektomija, 4 (8,3 %) tiriamiesiems —
terapiné centriné limfadenektomija ir 2 (4,2 %) tiriamiesiems — terapiné
centriné bei radikali modifikuota Soniniy kaklo limfmazgiy limfadenektomija.
43 (89,5 %) tiriamiesiems buvo diagnozuota klasikin¢ PSK, 3 (6,3 %)
tiriamiesiems diagnozuota PSK folikulinis variantas, 1 (2,1 %) tiriamajam
auksty lasteliy PSK ir 1 (2,1 %) tiriamajam onkocitiné PSK. Bendri PSK
serganciy pacienty demografiniai klinikiniai pozymiai pateikti 7 lenteléje.
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7 lentelé. NKS etapo PSK serganciy tiriamyjy bendri demografiniai

Tiriamieji

PoZymis (n) Procentai
Lytis

Vyrai/Moterys 4/44 8,3/91,7
AmZius

<55 metai/>55metai 32/16 66,7/33,3
Naviko dydis (mm, IQR)* 10 (7)
Naviko dydis

<I0mm (mikrokarcinoma) 25 52,1

>10mm (makrokarcinoma) 23 47,9
DaugiazidiniSkumas

Vienas zidinys/ >2 zZidiniai 31/17 64,6/35,4
MTS kaklo limfmazgiuose

Ne/Taip 33/15 68,75/31,25
Plitimas uZ skydliaukés kapsulés
Ne/Taip 26/22 54,2/45,8
Hasimoto tiroiditas

Ne/Taip 27/21 56,25/43,75
Histologiniai potipiai
Klasikine PSK 43 89,5
Folikulinis PSK variantas 3 6,3
Onkocitine PSK 1 2,1
Auksty lgsteliy 1 2,1
T kategorija (TNM)

T1 32 66,7

T2 4 8,3

T3 12 25

T4 0 0
N kategorija (TNM)
NO 33 68,75
Nla 13 27,08
N1b 2 4,17
M kategorija (TNM)
MO0 47 97,9
M1 1 2,1
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7 lentelés tgsinys

Operacija

Skydliaukés rezekcija/Tiroidektomija 5/43 10,4/89,6
Limfadenektomija n = 43

Profilaktine CKLM 37 86,0
Terapine CKLM 4 9,3
Terapiné CKLM ir LKLM 2 4.7

X Simboliu pazymeétas kiekybinis kintamasis néra pasiskirstgs pagal normalyjj désnj,
jo padéties charakteristikai apra$yti naudota mediana su kvartiliy skirtumu (IQR).

6.2.2. miRNR raiskos istyrimo naujos kartos sekoskaitos metodu rezultatai

Lyginant miRNR raiskos skirtumus, buvo atliktos dvi analizés:

1) pacienty (n = 33), sergan¢iy PSK be metastaziy kaklo limfmazgiuose ir
pacienty (n = 15), sergan¢iy PSK su metastazémis kaklo limfmazgiuose,

grupiy;

2) pacienty (n = 12), serganciy nepiktybiniais skydliaukés mazgais ir pacienty
(n = 48), kuriems diagnozuota PSK, grupiy. PSK grupé suformuota apjungus
abi PSK grupes PSK su MTS ir PSK be MTS.

Lyginant PSK su MTS ir PSK be MTS grupes, i analiz¢ buvo jtrauktos tos
MIiRNR, kuriy vidutinis seky skaiius méginyje buvo didesnis nei 20,
statistiSkai patikimu laikytas pokytis, kai raiska didéja/mazéja >2, p < 0,05.
Nustatytos 10 miRNR, kuriy pokytis kartais skyrési reikSmingai (6A
paveikslas). Labiausiai tarp tiriamy grupiy skyrési miR4324 raiska ir
miR200B raiska (8 lentelé).

Lyginant PSK su nepiktybiniy mazgy grupe, i analiz¢ buvo jtrauktos tos
MIiRNR, kuriy vidutinis seky skai¢ius méginyje buvo didesnis nei 0,
statistiSkai patikimu laikytas pokytis, kai raiska didéja >2, p <0,05. Nustatytos
12 miRNR, kuriy pokytis kartais skyrési reikSmingai (6B paveikslas).
Labiausiai tarp tiriamy grupiy skyrési miR4324 (p < 0,02), miR200B (p <
0,02) ir miR125A (p < 0,03) raiska.

IS reikSmingai besiskirianciy miRNR tarp PSK ir nepiktybiniy mazgy, bei tarp
PSK su MTS ir PSK be MTS, SeSios miRNR (miR4324, miR200B, miR125A,
miRLET7A1, miRLET7F2, miR30D) sutapo. I§ juy trys labiausiai
besiskirian¢ios miRNR: miR4324, miR200B, miR125A, buvo atrinktos
tolimesniam patvirtinimo etapui. Atlikus literatiros apzvalgg [113], dar trys
miRNR: miR146B, miR221 ir miR222, kurios daugiausia apraSytos tiek
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diferencijuojant PSK su nepiktybiniais skydliaukés susirgimais, tiek
diferencijuojant agresyvesnes PSK formas, buvo pasirinktos tolimesniam
iStyrimui.

8 lentelé. miRNR, kuriy raiska pakitusi PSK su MTS méginiuose, lyginant su
PSK be MTS, sarasas.

mMiRNR Pokytis kartais p-reik§mé
miR4324 250,87 <0,001
miR200B 40,54 <0,001
miR125A 24,29 0,01
miR31 8,13 0,01
miR30B 3,78 0,01
MIRLET7F2 15,17 0,02
miR30D 7,80 0,02
miR3074 4,43 0,02
miR125B 4,24 0,04
mMIRLET7A1 10,84 0,04
MTS+ vs MTS-
°0_0 -

-128

4

Pokytis kartais

6A pav. miRNR raiskos naujos kartos sekoskaitos metodu rezultatai.

ReikSmingai besiskiriancias miRNR tarp PSK su MTS ir PSK be MTS.
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PSK vs Nepiktybiniai

MIR4324

‘ MIR2008

P-reikdme

MIR125A
MIRLETT#2

MIR30D.
MIR3074

Pokytis kartais

6B pav. miRNR raiSkos naujos kartos sekoskaitos metodu rezultatai.

Reik$mingai besiskirian¢ias miRNR tarp PSK ir nepiktybiniy mazgy.

6.3. Il etapas. miRNR raiskos poky¢iy patvirtinimas realaus laiko PGR
metodu

Tiriant skydliaukés mazgy aspiraty meginius, dél gana didelés duomeny
variacijos, biitina raiSkos pokyc¢ius patvirtinti kuo didesnéje tiriamyjy imtyje.
Kadangi sekoskaita buvo vykdyta ribotoje meéginiy imtyje, todél toliau
pasirinkty miRNR raiSka buvo jvertinta RL-PGR metodu.

Siame etape j tyrima jtraukta 100 tiriamyjy. Dalyvavo 77 (77 %) moterys ir
23 (23 %) vyrai. Bendras tiriamyjy amziaus vidurkis 49,7+/-15,2 metai. 80
(80 %) tiriamyjy atlikta totali tiroidektomija, 20 (20 %) tiriamyjy —
skydliaukés rezekcija (lobistmektomija ar lobektomija). 43 (43 %)
tiriamiesiems kaklo limfmazgiai neSalinti, 41 (41 %) tiriamajam atlikta
profilaktiné centriniy kaklo limfmazgiy limfadenektomija, 13 (13 %)

59



tiriamyjy atlikta terapiné centriniy kaklo limfmazgiy limfadenektomija, 3 (3
%) tiriamiesiems — terapiné centriné bei radikali modifikuota Soniniy kaklo
limfmazgiy limfadenektomija. 36 (36%) tiriamiesiems po operacijos
histologiskai buvo patvirtinti nepiktybiniai skydliaukés mazgai ir 64 (64 %)
tiriamiesiems histologiskai diagnozuota PSK. Pagal galuting histologing
diagnozg pacientai buvo paskirstyti ] NSM (n = 36) ir PSK (n = 64) grupes,
kuriy pastaroji dar buvo padalinta | PSK be MTS (n = 34) ir PSK su MTS
kaklo limfmazgiuose (n = 30) grupes. Tiriamiesiems, kuriems buvo nustatyta
PSK, taciau kaklo limfmazgiai nesalinti, taip pat pateko j PSK be MTS grupe.
Tiriamyjy pasiskirstymas i tiriamasias grupes ir visy tiriamyjy demografiniai

— klinikiniai duomenys pateikti 9 lenteléje.

PSK tiriamyjy tarpe iki 55 mety amziaus asmenys sudaré 71,9 %, o vyresni
nei 55 metai 28,1 %. 21 (32,8 %) tiriamajam buvo diagnozuota
mikrokarcinoma (<10 mm) ir 43 (67,2 %) tiriamiesiems — makrokarcinoma
(>1 mm). 53 (82,8 %) PSK tiriamiesiems buvo atlikta limfadenektomija, i§
kuriy 34 (64,2 %) tiriamiesiems buvo rastos metastazés, likusiems 19 (35,8
%) tiriamyjy pasalintuose limfmazgiuose metastaziy nebuvo rasta. Net 23
(67,6 %) PSK be MTS grupés tiriamiesiems buvo atlikta profilaktine CKLM
limfadenektomija.

58 (90,6 %) tiriamiesiems buvo diagnozuota klasikiné PSK, 5 (7,8 %)
tiriamiesiems diagnozuota PSK folikulinis variantas, 2 (3,1 %) ir 1 (1,6 %)
tiriamajam — solidiné-trabekuliné PSK.

Bendri PSK serganciy tiriamyjy demografiniai, klinikiniai pozymiai pateikti
10 lentelgje.
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duomenys.
Pozymis NSM PSK be PSK su
n=36 MKLM MKLM
n=234 n=30
Lytis (n, %):
Vyrai 11 (30,6) 4 (11,8) 8 (26,7)
Moterys 25 (69,4) 30 (88,2) 22 (73,3)
AmzZius (metai, SN)* 56,1 (+/-13,7) | 47,5 (+/-15,4) | 45,1 (+/-14,1)
<55 metai (n, %) 16 (44,4) 23 (67,6) 23 (76,7)
>55 metai (n, %) 20 (55,6) 11 (32,4) 7 (23,3)
Bethesda kategorija (n, %):
i 12 (33,3) 7 (20,6) 5 (16,7)
v 19 (52,8) 1(2,9) 1(3,3)
Y, 3(8,3) 5 (14,7) 8 (26,7)
v 2 (5,6) 21 (61,8) 16 (53,3)
Skydliaukés funkcija (n, %):
Eutireozé 29 (80,6) 26 (76,5) 25 (83,4)
Hipertireozé 5 (13,8) 2(5,9) 1(3,3)
Hipotireozé 2 (5,6) 6 (17,6) 4 (13,3)
Atlikta operacija (n, %):
Lobektomija/lobistmektomija | 18 (50,0) 25,9 0(0,0)
Tiroidektomija 18 (50,0) 32 (94,1) 30 (100,0)
Limfadenektomija (n, %): 4(11,1) 23 (67,6) 30 (100,0)
Naviko dydis (mm, IQR)* 25,0 (12,3) 11,5 (10,0) 14,0 (9,0)
<10 mm (n, %) 4 (11,1) 16 (47,1) 5 (16,7)
>10 mm (n, %) 32(88,9) 18 (52,9) 25 (83,3)
Hasimoto tiroiditas (n, %)
Taip 6 (16,7) 12 (35,3) 10 (30,3)
Ne 30 (83,3) 22 (64,7) 20 (70,7)

*Simboliu pazymeétas kiekybinis kintamasis yra pasiskirstgs pagal normalyjj désnj,
jo padéties charakteristikai aprasyti naudotas vidurkis su standartiniu nuokrypiu

(SN).

x Simboliu paZymeétas kiekybinis kintamasis néra pasiskirstes pagal normalyjj désnj,
jo padéties charakteristikai apra$yti naudota mediana su kvartiliy skirtumu (IQR).
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10 lentelé. RL-PGR etapo, PSK serganciyjy tiriamyjy bendri demografiniai,

PoZymis Tiriamieji (n) Procentai
Lytis

Vyrai 12 18,75
Moterys 52 81,25
AmZius

<55 metai 46 71,9
>55 metai 18 28,1
Naviko dydis (mm, IQR)* 13 (10,5)
Naviko dydis

<10 mm (mikrokarcinoma) 21 32,8
>10 mm (makrokarcinoma) 43 67,2
DaugiazidiniSkumas

Vienas zidinys 41 64,1
Daugybiniai Zidiniai (>2) 23 35,9
MTS kaklo limfmazgiuose

Ne 34 53,1
Taip 30 46,9
Plitimas uZ skydliaukés kapsulés

Ne 40 62,5
Taip 24 37,5
HasSimoto tiroiditas

Ne 42 65,6
Taip 22 344
Histologiniai subtipai
Klasikine PSK 56 87,5
Folikulinis PSK variantas 5 78
Kiti (solidinis-trabekulinis; konvencinis) 3 4,7
T kategorija (TNM)

T1 49 76,5
T2 9 14,1
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10 lentelés tesinys

T3 5 7,8
T4 1 1,6
N kategorija (TNM)

NO 34 531
Nla 22 34,4
N1b 8 12,5
M kategorija (TNM)

MO 62 96,9
M1 2 31
Operacija

Lobistmektomija 2 3,1
Tiroidektomija 62 96,9
Limfadenektomija

Profilaktiné centriniy kaklo limfimazgiy 39 73,59
Terapiné centriniy kaklo limfmazgiy 11 20,75

Terapiné centriniy ir lateraliniy kaklo

limfmazgiy 3 5,66

x Simboliu pazZymeétas kiekybinis kintamasis néra pasiskirstes pagal normalyji désnj,
jo padéties charakteristikai apra$yti naudota mediana su kvartiliy skirtumu (IQR).

6.3.2. Parinkty miRNR raiskos poky¢iy patvirtinimo RL-PGR metodu
rezultatai

Siam etapui buvo pasirinktos 6 miRNR: miR125A, miR200B, miR146B,
miR221, miR222 ir 4324. Kadangi miR222 RL-PGR tyrimo metu nebuvo
gautos gausinimo kreivés, todél $i miRNR j tolimesne analiz¢ nebuvo jtraukta.

Pasirinkty miRNR santykinés raiskos skirtumy jvertinimas pagal klinikinius
demografinius PSK tiriamyjy poZymius.

Nesant duomeny pasiskirstymui pagal normalyjj désnj, dviejy grupiy
duomenys lyginti naudojant Mano-Vitnio kriterijy. miRNR santykinés raiskos
medianos ir kvartiliy skirtumai pateikti 11 lenteléje.
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11 lentelé. miRNR santykinés raiskos palyginimas tarp klinikiniy — demografiniy PSK pozymiy.

Klinikinis poZymis n miR125A miR146B miR200B miR221 miR4324
Naviko dydis

<10mm 21 0,53 (0,46) -0,10 (0,42) -2,35 (1,84) -1,79 (1,14) 0,49 (0,50)
>10mm 43 0,37 (0,43) -0,21 (0,42) -2,52 (1,70) -1,84 (1,62) 0,36 (0,38)
p reikSmé 0,183 0,424 0,426 0,424 0,183

DZ

Ne 40 0,37 (0.49) -0.23 (0,44) -2,68 (2,28) -2,10 (1,77) 0,37 (2,09)
Taip 24 0,53 (0.64) -0.10 (0,29) -2,35(0,99) -1,79 (0,81) 0,58 (0,48)
p reiksmeé 0,127 0,084 0,258 0,043* 0,107
Plitimas uz skydliaukés

kapsulés

Ne 40 0,40 (0,38) -0,10 (0,41) -2,35 (2,16) -1,79 (1,15) 0,39 (0,40)
Taip 24 0,53 (0,64) -0,24 (0,48) -2,35 (1,22) -1,93 (1,63) 0,47 (0,46)
p reiksmé <0,001* <0,001* 0,164 0,027* <0,001*
AmzZius

<55 m. 46 0,40 (0,37) -0,18 (0,41) -2,35(1,72) -1,94 (1,37) 0,37 (0,35)
>55m. 18 0,53 (0,86) -0,10 (0,65) -2,35 (1,70) -1,79 (1,11) 0,57 (0,56)
p reikSmé 0,931 0,996 0,867 0,268 0,278

HT

Ne 42 0,40 (0,47) -0,14 (0,41) -2,35 (1,89) -1,79 (0,99) 0,40 (0,39)
Taip 22 0,47 (0,40) -0,18 (0,52) -2,35 (1,78) -1,90 (1,87) 0,48 (0,51)
p reiksmé 0,849 0,874 0,496 0,985 0,409
Lytis

Vyrai 12 0,41 (0,36) -0,21 (0,31) -2,68 (0,93) -1,81 (1,34) 0,35 (0,56)
Moterys 52 0,44 (0,46) -0,10 (0,42) -2,35(1,92) -1,82 (0,72) 0,46 (0,44)
p reikSmé 0,705 0,509 0,286 0,874 0,161

Mano-Vitnio U testas, santykiné raiska (logz2-ACt), mediana ir kvartiliy skirtumas; *p < 0.05. DZ — daugiazidiniskumas; HT — Hashimoto
tiroiditas.



Visy penkiy miRNR raiskos lygis buvo panaSus tiriamyjy, turinciy
mikrokarcinomag (naviko dydis <10 mm) ir tiriamyjy, kuriems nustatyto
naviko dydis buvo >10 mm, grupése.

ReikSmingai didesné miR221 santykiné raiSka (p = 0,043) nustatyta tarp
tiriamyjy, kuriems buvo nustatyta daugiazidininé karcinoma, lyginant su tais,
kuriems diagnozuota solitariné karcinoma (7 paveikslas). Kity miRNR raiskos
skirtumy tarp daugiazidininés ir solitarinés karcinomos grupiy nebuvo
nustatyta.

miR221 DaugiaZidiniskumas (DZ), p = 0,043
0.00

-0.50

-1.00

-1.50

_2.5.:.

-2.50

-3.00

-3.50

Santyking raiska (log:2-ACt)
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-1.00
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_S.E.:.
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7 pav. miR221 santykinés raiskos palyginimas tarp solitarinés ir

. v

daugiazidininés PSK.

ReikSmingai didesné santykiné raiSka miR125A (p < 0,001) ir miR4324 (p <
0,001) stebéta tarp tiriamyjy, kuriems buvo nustatytas naviko plitimas uz
skydliaukés kapsulés, lyginant su tiriamaisiais, kuriy PSK neplito uz
skydliaukés kapsulés (8A, 8B paveikslai). Tuo tarpu, reikSmingai didesné
santykine raiska miR146B (p < 0,001) ir miR221 (p = 0,027) buvo tiriamyjy,
kuriy PSK neplito uz skydliaukés kapsulés (8C, 8D paveikslai). miR200B
raiSkos skirtumo tarp plintancios uz ir neplintancios uz skydliaukés kapsulés
riby karcinomos tiriamyjy grupiy nebuvo nustatyta.
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ReikSmingy miRNR raiskos skirtumy tarp kity klinikiniy pozymiy, tokiy kaip
pacienty lytis, amZiaus grupé, naviko dydis, lydintis Hashimoto tiroiditas,
nebuvo nustatyta.

miR125A Plitimas uZ skydliaukes kapsules, p < 0,001

1.40
120
1.00

0.B0

0,60

0.40

Santykiné raitka (logz2-ACt)

0.20

0.00 E——

-0.20
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8A pav. miR125A santykinés raiskos palyginimas tarp PSK plintancios ir
neplintancios uz skydliaukes kapsulés.
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miR4324 Plitimas uf skydliaukes kapsules, p < 0,001
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8B pav. miR4324 santykinés raiskos palyginimas tarp PSK plintancios ir
neplintancios uz skydliaukes kapsulés.

miR146B Plitimas uz skydliaukes kapsulés, p < 0,001
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8C pav. miR146B santykinés raiskos palyginimas tarp PSK plintancios ir

neplintancios uz skydliaukés kapsulés.
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miR221 Plitimas uZ skydliaukes kapsules, p = 0,027

Santykingé raika (log:2-0CK)

0O ne M Tzip

8D pav. miR221 santykinés raiSkos palyginimas tarp PSK plintancios ir
neplintancios uz skydliaukés kapsulés.

Pasirinkty miRNR santykinés raiskos palyginimas tarp tiriamyjy grupiy.
Pirmiausia pasirinkty miRNR (miR125A, miR200B, miR146B, miR221,
miR4324) raiskos lygiai buvo analizuojami tarp PSK be MTS (n = 34), PSK
su MTS (n = 30) ir NSM (n = 36) grupiy. Nesant duomeny pasiskirstymui
pagal normalyjj désnj, lyginant daugiau nei 2 grupes, taikytas Kruskalo-
Voliso kriterijus. Keturiy miRNR (miR125A, miR146B, miR221 ir miR4324)
raiSkos lygiai tarp grupiy reikSmingai skyrési (p < 0,05). miR200B raiskos
skirtumas nebuvo reikSmingas (p = 0,129). Visy miRNR santykines raiskos
medianos ir kvartiliy skirtumai pateikti 12 lenteléje.

12 lentelé. miRNR santykinés raiskos palyginimas tarp NSM, PSK be MTS
ir PSK su MTS grupiy.

NSM PSK be PSK su P reikimé
MTS MTS

miR125A 0,02 (0,38) 0,53 (0,46) 0,37 (0,43) 0,001

miR146B 1,49 (1,15) -0,10 (0,20) -0,41(0,53) <0,001

miR200B 2,74 (1,55) -2,35(151) -2,68(1,71) 0,129

miR221 2,34 (1,02) -1,79(1,20) -2,30(168) 0,024

miR4324 -0,12(0,20) 0,58 (0,43) 0,35(0,31) <0,001

Kruskalo-Voliso testo rezultatai. Pateiktos santykinés raiskos (log.2-ACt) medianos
ir kvartiliy skirtumas.
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Kadangi visy miRNR santykinés raiSkos lygiai skirtingi, tai atskiros miRNR
raiSka véliau pateiktuose grafikuose pavaizduota skirtingose skalése.

miR125A santykiné raiSka reikSmingai skyrési tarp trijy tiriamyjy grupiy (p =
0,001). miR125A santykinés raiSkos lygis tiriamosiose grupése pavaizduotas
9A paveiksle.

miR146B santykiné raiska reikSmingai skyrési tarp trijy tiriamyjy grupiy (p <
0,001). miR146B santykinés raiskos lygis tiriamosiose grupése pavaizduotas
9B paveiksle.

miR221 santykiné raiska reikSmingai skyrési tarp trijy tiriamyjy grupiy (p =
0,024). miR221 santykinés raiSkos lygis tiriamosiose grupése pavaizduotas
9D paveiksle.

miR4324 santykingé raiSka reikSmingai skyrési tarp trijy tiriamyjy grupiy (p <
0,001). miR4324 santykinés raiSkos lygis tiriamosiose grupése pavaizduotas
9D paveiksle.

miR200B santykiné raiska reik§mingai nesiskyré tarp trijy tiriamyjy grupiy (p
= 0,129). miR200B santykinés raiSkos lygis tiriamosiose grupése
pavaizduotas 9E paveiksle.
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miR125A, p = 0,001
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9A pav. miR125A santykinés raiskos palyginimas tarp NSM, PSK be MTS
ir PSK su MTS grupiy. Kruskalo-Voliso testas.

miR146B, p < 0,001
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9B pav. miR146B santykinés raiskos palyginimas tarp NSM, PSK be MTS
ir PSK su MTS grupiy. Kruskalo-Voliso testas.
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miR221, p = 0,024
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9C pav. miR221 santykinés raiskos palyginimas tarp NSM, PSK be MTS ir
PSK su MTS grupiy. Kruskalo-Voliso testas.

miR4324, p < 0,001
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9D pav. miR4324 santykinés raiskos palyginimas tarp NSM, PSK be MTS ir
PSK su MTS grupiy. Kruskalo-Voliso testas.
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miR200B, p=0,129
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9E pav. miR200A santykinés raiskos palyginimas tarp NSM, PSK be MTS
ir PSK su MTS grupiy. Kruskalo-Voliso testas.

Pagal miRNR prognozuojant tiriamojo priskyrimg konkreciai histologinei
kategorijai — nepiktybiniy skydliaukés mazgy, papilinés skydliaukés
karcinomos be MTS ar papilinés skydliaukés karcinomos su MTS, pritaikyta
daugianaré logistiné regresija. Kadangi logistinéje regresijoje skai¢iuojamas
sékmés ir nesékmés santykis, tai analizés rezultatai pateikiami Sansy santykiy
pavidalu. ] modelj buvo jtraukti 2 regresoriai — miR146b ir miR4234.
Kontroline kategorija pasirinkta nepiktybiniy skydliaukés mazgy grupé.
Modelis gerai tiko duomenims. Teisingai klasifikuota: PSK be metastaziy
70,6 %, PSK su MTS 56,7 %, NSM 72,2 %, bendrai teisingai klasifikuoja 67
%. Nagelkerkés determinacijos pseudokoeficientas R? = 0,552. Modelio
tikétinumy santykio kriterijaus statistika x"2 =67,406, p <0,01.
Sprendziant i§ tikétinumy santykiy kriterijy, regresoriai yra statistiSkai
reikSmingi.

MiR146B reikSmés padidé¢jimas vienetu 16,0 karty padidina galimybe (Sansy
santykis), kad susirgimas bus piktybinis be metastaziy negu nepiktybinis
(95% PI [4,188; 61,148]).

mMiR146B reik§més padidéjimas vienetu 4,2 karto padidina galimybe (Sansy
santykis), kad susirgimas bus piktybinis su metastazémis negu nepiktybinis
(95% PI [1,692; 10,366]).
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miR4324 reikSmeés padidéjimas vienetu 31,9 karto padidina galimybe (Sansy
santykis), kad susirgimas bus piktybinis be metastaziy negu nepiktybinis
(95% PI [5,966; 170,765]).

miR4324 reik§més padidéjimas vienetu 8,3 karto padidina galimybe (Sansy
santykis), kad susirgimas bus piktybinis su metastazémis negu nepiktybinis
(95% PI [2,155; 31,977]).

Toliau atliktas miRNR santykiniy raisky palyginimas tarp tiriamyjy (n = 36),
serganc¢iy nepiktybiniais skydliaukés mazgais ir tiriamyjy (n = 64), kuriems
diagnozuota PSK, grupiy. PSK grupé suformuota apjungus abi PSK grupes
PSK su MTS ir PSK be MTS. Nesant duomeny pasiskirstymui pagal normalyjj
désnj, dviejy grupiy duomenys lyginti naudojant Mano-Vitnio kriterijy. Visy
miRNR santykinés raiSkos medianos ir kvartiliy skirtumai pateikti 13
lenteléje.

13 lentelé. miRNR santykinés raiskos palyginimas tarp NSM ir PSK grupiy.

NSM PSK P reik§mé
MiR125A 0,02 (0,38) 0,44 (0,43) <0,001
MiR146B 11,49 (1,15) 0,14 (0,42) <0,001
miR200B 22,74 (1,55) -2,35 (1,79) 0,135
miR221 2,34 (1,02) 11,81 (1,10) 0,032
MiR4324 20,12 (0,2) 0,42 (0,40) <0,001

Mano-Vitnio testo rezultatai. Pateiktos santykinés raiskos (log.2-ACt) medianos ir
kvartiliy skirtumas.

Kadangi visy miRNR santykinés raiSkos lygiai skirtingi, tai atskiros
reikSmingai besiskirianc¢ios miRNR raiskos véliau pateiktuose grafikuose
pavaizduotos skirtingose skalése.

miR125A santykiné raiska reikSmingai didesné serganCiyjy PSK grupéje
lyginant su nepiktybiniy skydliaukés mazgy grupe, (p < 0,001). miR125A
santykineés raiskos lygis tiriamosiose grupése pavaizduotas 10A paveiksle.

miR146B santykiné raiska reikSmingai didesné serganciyjy PSK grupéje
lyginant su nepiktybiniy skydliaukés mazgy grupe, (p < 0,001). miR146B
santykinés raiSkos lygis tiriamosiose grupése pavaizduotas 10B paveiksle.
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miR221 santykiné raiska reikSmingai didesné serganciyjy PSK grupéje
lyginant su NSM grupe, (p = 0,032). miR221 santykinés raiskos lygis
tiriamosiose grupése pavaizduotas 10C paveiksle.

miR4324 santykiné raiSka reikSmingai didesné serganciyjy PSK grupéje
lyginant su NSM grupe, (p < 0,001). miR4324 santykinés raiSkos lygis
tiriamosiose grupése pavaizduotas 10D paveiksle.

miR200B santykiné raiska tarp PSK ir NSM grupiy reikSmingai nesiskyreé, (p
=0,135).

RL-PGR miR125A, miR146B, miR221 ir miR4324 santykinés raiskos
rezultatai patvirtino naujos kartos sekoskaitos rezultatus, kad minéty miRNR
santykiné raiSka yra didesné PSK nei NSM grupéje. miR200B raiskos
skirtumas tarp NSM ir PSK grupiy, nustatyto naujos kartos sekoskaitos biidu,
RL-PGR metodu nepasitvirtino.

miR125A, NSM vs PSK, p < 0,001
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10A pav. miR125A santykinés raiSkos palyginimas tarp NSM ir PSK
grupiy. Mano-Vitnio testas.
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miR146B NSM vs PSK, p < 0,001
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10B pav. miR146B santykinés raiSkos palyginimas tarp NSM ir PSK grupiy.
Mano-Vitnio testas.

miR221 NSM vs PSK, p = 0,032
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10C pav. miR221 santykinés raiskos palyginimas tarp NSM ir PSK grupiy.
Mano-Vitnio testas.
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miR4324 NSM vs PSK, p < 0,001
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10D pav. miR4324 santykinés raiskos palyginimas tarp NSM ir PSK grupiy.
Mano-Vitnio testas.

Siekiant jvertinti reikSmingai tarp grupiy besiskirianciy miR125A, miR146B,
miR221 ir miR4324 diagnostinj tikslumg diferencijuojant PSK tiriamuosius
nuo NSM tiriamyjy buvo atlikta ROC kreiviy analizé. Galima teigti, kad
miR146B (AUC = 0,809; p < 0,001) ir miR4324 (AUC = 0,827; p < 0,001)
leido labai gerai identifikuoti sergan¢iuosius PSK, o miR125A (AUC =0,716;
p < 0,001) — gerai, kai riba tarp geros ir labai geros modelio kokybés yra 0,8.
Siy trijy miRNR jautrumas ir specifiSkumas pateikti 14 lenteléje. Vertinti
miR221 negalime, nes modelis blogai prognozuoja nepiktybinius skydliaukés
mazgus, t.y. tik 5,6 proc.
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14 lentelé. miRNR prognostiné reiksmé diferencijuojant PSK pacientus nuo
NSM pacienty.
AUC p verté Pl 95 Jautrumas SpecifiSkumas
proc.
miR125A 0,716 <0,001  0,600- 0,667 0,600
0,832
miR146B 0,809 <0,001  0,700- 0,824 0,885
0,919
miR4324 0,827 <0,001  0,790- 0,859 0,750
0,926
AUC — plotas po kreive (angl. area under curve); Pl — pasikliautinis intervalas.

miR146b, miR4324 ir miR125A ROC kreivés pavaizduotos 11A, 11B ir 11C
paveiksluose.

rRoc Kreivé
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11A pav. miR146B prognostiné reik§mé diferencijuojant piktybinius
skydliaukés mazgus nuo nepiktybiniy.
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11B pav. miR4324 prognostiné reikSmé diferencijuojant piktybinius
skydliaukés mazgus nuo nepiktybiniy.
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11C pav. miR125A prognostiné reikSmé diferencijuojant piktybinius
skydliaukés mazgus nuo nepiktybiniy.
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Toliau atliktas miRNR santykiniy raiSky palyginimas tarp tiriamyjy (n = 34),
serganciy PSK be MTS ir tiriamyjy (n = 30), kuriems diagnozuota PSK su
MTS, grupiy. Nesant duomeny pasiskirstymui pagal normalyjj désnj, dviejy
grupiy duomenys lyginti naudojant Mano-Vitnio kriterijy. Visy miRNR
santykinés raiSkos medianos ir kvartiliy skirtumai pateikti 15 lenteléje.

15 lentelé. miRNR santykinés raiSkos palyginimas PSK su MTS ir PSK be
MTS tiriamyjy grupése.

PSK be MTS PSK suMTS P reikimé
MiR125A 0,53 (0,46) 0,37 (0,43) 0,080
miR146B 20,10 (0,20) 20,41 (0,53) <0,001
miR200B -2,35 (1,51) 22,68 (1,71) 0,128
miR221 11,79 (1,2) -2,30 (1,68) 0,058
miR4324 0,58 (0,43) 0,35 (0,31) 0,016

Mano-Vitnio testo rezultatai. Pateiktos santykinés raiskos (log.2-ACt) medianos ir
kvartiliy skirtumas.

Kadangi visy miRNR santykinés raiSkos lygiai skirtingi, tai atskiros
reikSmingai besiskirian¢ios miRNR raiska véliau pateiktuose grafikuose
pavaizduota skirtingose skalése.

miR146B santykiné raiSka reikSmingai didesné serganciyjy PSK be MTS
grupéje lyginant su PSK su MTS grupe, (p < 0,001). miR146B santykinés
raiSkos lygis tiriamosiose grupése pavaizduotas 12A paveiksle.

miR4324 santykiné raiska reik§mingai didesné serganciyjy PSK be MTS
grupéje lyginant su PSK su MTS grupe, (p = 0,016). miR4324 santykinés
raiSkos lygis tirlamosiose grupése pavaizduotas 12B paveiksle.

miR125A santykiné raiSka lyginant serganciyjy PSK be MTS grupe su PSK
su MTS grupe reikSmingai nesiskyré, (p = 0,08).

miR221 santykiné raiska tarp PSK be MTS ir PSK su MTS grupiy reikSmingai
nesiskyré, (p = 0,058).

miR200B santykiné raiSka tarp PSK be MTS ir PSK su MTS grupiy
reik§mingai nesiskyre, (p = 0,128).
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IStyrus atrinkty miRNR: miR125A, miR200B ir miR4324 raiska tarp PSK su
MTS ir PSK be MTS RL-PGR metodu, naujos kartos sekoskaitos metodu
gautas raiSkos skirtumas tarp grupiy nepasitvirtino.

Nepasitvirtino ir pagal literatiiros duomenis atrinkty miRNR (miR221 ir
miR146B) raiskos tarp PSK su MTS ir PSK be MTS skirtumas. Reik§mingai
didesné miR146B ir miR4324 raiska stebéta tiriamyjy, serganciy PSK be
metastaziy lyginant su tiriamaisiais, serganciais PSK su metastazémis kaklo
limfmazgiuose, priesingai, nei nustatyta miRNR raiska Siose grupése tiriant
naujos kartos sekoskaitos metodu.

miR146B MTS (-) vs MTS (+), p < 0,001
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12A pav. miR146B santykinés raiskos palyginimas tarp PSK be MTS ir
PSK su MTS grupiy. Mano-Vitnio testas.
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miR4324 MTS (-) vs MTS (+), p = 0,016
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12B pav. miR4324 santykinés raiskos palyginimas tarp PSK be MTS ir PSK
su MTS grupiy. Mano-Vitnio testas.
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REZULTATU APTARIMAS

Ultragarsinis tyrimas ir plonos adatos aspiraciné punkcija su citologiniu
iStyrimu yra ,,auksinis standartas® diferencijuojant piktybinius skydliaukés
mazgus nuo nepiktybiniy.

Plonos adatos aspiracinés punkcijos (ASP) rezultatai pateikiami pagal
Bethesda skydliaukés citopatologiniy tyrimy sistema, kuri pasizymi dideliu
diagnostiniu specifiskumu [11]. Nepaisant to, 10-20 % skydliaukés mazgy po
atliktos ASP lieka neapibrézti [12]. Bethesdos I11-V citologinés kategorijos
mazgai yra priskiriami neapibréztiems, kuriy piktybisSkumo rizika svyruoja
nuo 10 iki 75%. Bethesdos V kategorijos piktybiskumo rizika yra 60-75 %, IV
kategorijos — 25-40 %, o 111 kategorijos — 10-30 % [11]. Bitent Sios Bethesda
kategorijos sukelia daugiausia diagnostiniy, gydymo taktikos ir operacijos
apimties pasirinkimo problemy. Bethesda VI kategorijos mazgy piktybiskumo
rizika yra 97-99 %, todél Sios kategorijos mazgy gydymo taktikos parinkimas
sukelia maziau diskusijy.

I§ dalyvavusiy tiriamyjy, 37 (23,1 %) buvo nustatyta IIT Bethesda kategorija,
24 (15,0 %) IV kategorija, 29 (18,1 %) — V kategorija ir 70 (43,8 %) — VI
kategorija. 20-¢iai (54,1%) Bethesda Il1, 3 (12,5 %) — Bethesda 1V, 23 (79,3
%) — Bethesda V ir 66 (94,3 %) — Bethesda VI kategorijy tiriamiesiems buvo
diagnozuota skydliaukés karcinoma. Lyginat su literatiros duomenimis, tarp
Il Bethesda kategorijos mazgy Siame tyrime dalyvavusiems asmenims
dazniau aptinkama skydliaukés karcinoma, o tarp IV kategorijos re€iau. V ir
VI Bethesda kategorijy mazgy piktybiSkumo rizika atitinka literatiiroje
aprasyta piktybiskumo rizikg [11][71].

miRNR raiskos skirtumai tarp nepiktybinius ir piktybinius skydliaukés mazgus
turinciy pacienty grupiy.

IS 160 tyrime dalyvavusiy tiriamyjy, 112 (70 %) histologiskai patvirtinta
papiliné skydliaukés karcinoma ir net 48 (30%) histologiskai skydliaukés
karcinoma nepasitvirtino, jiems buvo diagnozuoti nepiktybiniai skydliaukés
mazgai. Vadinasi, net 30 % tiriamujy operacinio gydymo galéjo i§vengti. Sie
duomenys leidzia daryti iSvada, kad vien ultragarsinis skydliaukés mazgy
iStyrimas ir Bethesda citologiné sistema neleidzia pakankamai tiksliai
diferencijuoti nepiktybinius mazgus nuo piktybiniy.

Tyrime dalyvavusiems pirmiesiems 60-¢iai tiriamyjy (12-ai su nepiktybiniais
skydliaukés mazgais, 33 su PSK be metastaziy KLM ir 15-ai su PSK su

metastazémis KLM) pirmiausia buvo istirta plonos adatos biopsijos méginiy
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miRNR raiska naujos kartos sekoskaitos biidu. Atlikus sekoskaitos rezultaty
analize, atrinktos trys miRNR (miR125A, miR200B, miR4324), labiausiai
besiskiriancios tiek tarp piktybiniy ir nepiktybiniy susirgimy, tiek tarp PSK be
MTS ir PSK su MTS grupiy, kurios véliau buvo tiriamos likusiems
tiriamiesiems RL-PGR budu. Dar dvi miRNR (miR146B, miR221)
tolimesniam tyrimui parinktos pagal literatiros duomenis, jtrauktos
dazniausiai siejamos su skydliaukés papiline karcinoma ir jos agresyvesne
eiga miRNR. Tyrime palygintas pasirinky miRNR raiskos skirtumas tarp
tiriamyjy serganciy nepiktybiniais skydliaukés mazgais su papiline
skydliaukés karcinoma serganciaisiais. Keturiy miRNR (miR125A,
miR146B, miR221 ir miR4324) raiska tarp iy grupiy reik§mingai skyrési (p
<0,05). Visy siy keturiy miRNR santykiné raiska reik§mingai didesné stebéta
PSK grupéje. RL-PGR miR125A ir miR4324 santykinés raiSkos rezultatai
patvirtino naujos kartos sekoskaitos rezultatus, kad minéty miRNR santykiné
raiSka yra reik§mingai didesné PSK nei nepiktybiniy mazgy grupéje.

miR200B raiskos skirtumas tarp NSM ir PSK grupiy, nustatyto naujos kartos
sekoskaitos biidu, RL-PGR metodu nepasitvirtino. Literatiiroje iki $iol néra
aprasyta miR125A ir miR4324 reikSmé diferencijuojant piktybinius
skydliaukés mazgus nuo nepiktybiniy.

Patvirtintas ir pagal literatiiros duomenis atrinkty miRNR: miR146B ir
miR221 raiSkos  skirtumas tarp NSM ir PSK  grupiy
[136][137][138][30][139][29][122]. Siy dviejy miRNR raiska buvo
reikSmingai didesn¢ PSK tiriamyjy grupéje.

miRNR raiskos tyrimy, klasifikuojant piktybinius ir nepiktybinius
skydliaukés mazgus, tikslumui nustatyti buvo naudotos ROC kreivés,
jvertinant plotg po kreive. miR146B (AUC = 0,809; p < 0,001) ir miR4324
(AUC =0,827; p < 0.001) leido labai gerai identifikuoti serganciuosius PSK,
0 miR125A (AUC = 0,716; p < 0,001) — gerai.

Tyrimo rezultatai parodé, kad miR125A, miR146B ir miR4324 raiskos
tyrimas gali pagerinti plonos adatos skydliaukés mazgy biopsijos tiksluma,
kas sumazinty neapibrézty citologiniy méginiy skaiciy, leisty geriau
diferencijuoti piktybinius skydliaukés mazgus nuo nepiktybiniy.

miRNR raiskos skirtumai pagal papilinés skydliaukés karcinomos klinikinius
— patologinius rizikos veiksnius.

Tyrime buvo vertinta miRNR sgsaja su PSK agresyvumo rizikos veiksniais.
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Daugiazidiniskumas, naviko dydis, plitimas uz skydliaukés kapsulés riby yra
svarblis PSK agresyvumo rizikos veiksniai [21][24][67]. RL-PGR tyrimo
rezultatai parodé, kad visy tirty penkiy miRNR raiskos lygis buvo panasus tarp
tiriamyjy, turinéiy mikrokarcinomg (naviko dydis <10 mm) ir tiriamyjy,
kuriems nustatyto naviko dydis buvo >10 mm (p > 0,05).

PSK gali metastazuoti ne tik uz skydliaukés riby, bet ir pacioje skydliaukéje.
DaugiazidiniSkumas taip pat svarbus PSK metastazavimo j sritinius kaklo
limfmazgius rizikos veiksnys. A. Antonelli ir kt. atlikta metaanalizé parode,
kad daugiazidininés papilinés karcinomos atveju MTS | sritinius kaklo
limfmazgius rizika yra Zenkliai didesné nei solitarinio naviko (OR = 2,05;
95% Pl 1,45-2,89)[24]. DaugiazidiniSkumo metastazavimo prognosting
reik§mg ypac padidina jei karcinomos dydis yra >1cm [67].

Sio tyrimo rezultatai parod¢, reik§mingai didesng miR221 santyking raiska (p
lyginant su tais, kuriems diagnozuotas vienas PSK zidinys. Tai patvirtina ir
literatiroje aprasytus duomenis, kad miR221 raiska reikSmingai didesné
daugiazidininés PSK atveju (29)(120)(126)[30][118]. Kity miRNR raiskos

......

nebuvo nustatyta.

Literatiros duomenimis, svarbus PSK agresyvumo rizikos veiksnys yra
skydliaukés kapsulés peraugimas. Tiriamiesiems, kuriems nustatomas PSK
plitimas uz skydliaukés kapsulés turi didesng¢ MTS kaklo limfmazgiuose
rizikg (OR =2,03; 95% P11,78-2,31). Taip pat svarbu paminéti, kad pacientai,
kuriems nustatomas didelis plitimas uz skydliaukés kapsulés yra didesnéje
recidyvavimo rizikoje, nei tie, kuriems plitimas nedidelis, randamas tik
histologiskai [24].

Atliktame tyrime tiriamieji nebuvo diferencijuojami pagal plitimo uz
skydliaukés riby laipsnj. Atlikus penkiy miRNR raiskos tyrimg RL-PGR
metodu, stebéta reikSmingai didesné miR125A (p < 0,001) ir miR4324 (p <
0,001) santykiné raiska tarp tiriamyjy, kuriems buvo nustatytas naviko
plitimas uz skydliaukés kapsulés, lyginant su tiriamaisiais, kuriy PSK neplito
uz skydliaukés kapsulés. Tuo tarpu, reikSmingai didesné santykiné raiska
miR146B (p <0,001) ir miR221 (p = 0,027) buvo tiriamyjy, kuriy PSK neplito
uz skydliaukés kapsulés. miR200B reikSmingo raiskos skirtumo tarp minéty
tirlamyjy grupiy nebuvo nustatyta. Gauti tyrimo rezultatai nepatvirtino
ankscéiau literattiroje aprasyty duomeny, teigianc¢ius, kad miR146B ir miR221
gali biiti siejamos su PSK plitimu uz skydliaukés kapsulés [120][122][29][30].
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miR125A ir miR4324 raiskos sgsaja su PSK plitimu uz skydliaukés riby
literatiiroje néra aprasyta.

miRNR raiskos skirtumai tarp papiliné skydliaukés karcinomos su ir be
metastaziy kaklo limfmazgiuose pacienty grupiy.

Amerikos skydliaukés asociacijos tarptautinés gairés [21] pacientams,
kuriems iki operacijos nustatomi pakitimai kaklo limfmazgiuose,
rekomenduoja atlikti CKLM paSalinimg. Taciau profilaktineés CKLM
pasalinimo operacijos svarba dél padidintos pooperaciniy komplikacijy
tikimybés yra kontraversiSka. Esami vaizdinimo diagnostiniai tyrimai
nepadeda tiksliai nustatyti navikinio proceso i$plitimo iki operacijos [18].
Histologiskai diagnozuojama net iki 60 % metastaziy kaklo limfmazgiuose,
kurios iki operacijos néra nustatomos vaizdinimo tyrimais [20].

I§ 160 tyrime dalyvavusiy tiriamyjy, 138-iems (80,25 %) iki operacijos
ultragarsu nebuvo nustatytos metastazés kaklo limfmazgiuose. 59-iems (42,75
%) tiriamiesiems kaklo limfmazgiai nesalinti, 79-iems (49,38 %) — atlikta
profilaktiné KLM limfadenektomija, 22-iems (13,75 %) tiriamiesiems atlikta
terapiné KLM limfadenektomija, i§ jy 18-ai (81,8 %) atlikta CKLM
limfadenektomija, o 4-iems (18,2 %) tiriamiesiems — ir CKLM, ir LKLM
limfadenektomija.

IS 22 terapiniy limfadenektomijy, 19-ai (86,4 %) metastazés kaklo
limfmazgiuose histologiskai pasitvirtino ir 3 (13,6 %) — nepasitvirtino. I§ 79
tiriamyjy, kuriems buvo atlikta profilaktiné limfadenektomija, 26 (32,9 %)
metastazés buvo aptiktos ir 53 (67,1 %) metastaziy kaklo limfmazgiuose
nebuvo rasta. Sie duomenys leidzia daryti i§vadg, kad ultragarsinis kaklo
limfmazgiy tyrimas néra pakankamai jautrus diagnozuojant metastazes kaklo
limfmazgiuose. Net 53 tiriamiesiems, kas sudaro 33,13 % nuo bendro
tiriamyjy skaiciaus ir 67,1 % nuo tiriamyjy, kuriems iki operacijos ultragarsu
nebuvo nustatytos metastazés kaklo limfmazgiuose, galima buvo sumazinti
operacijos apimtj, t.y. neatlikti kaklo limfadenektomijos.

Kadangi $iuo metu turimais tiek vaizdinimo, tiek citologiniais tyrimais tiksliai
diagnozuoti skydliaukés karcinomos, jos iSplitimo j kaklo limfmazgius,
nepavyksta, svarbi naujy bioZymeny, galinciy tiksliau nustatyti diagnoze ir
jvertinti ligos i$plitimg, paieska.

Pastarajj deSimtmetj daug tyrimy buvo atlikta siekiant nustatyti miRNR, kaip
diagnostinj PSK bioZzymenj. Kelios miRNR yra sigjamos ir su PSK

metastazémis [112][113].
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Funkciné miR146 analizé parodé, kad ji susijusi su jvairiomis lasteliy
funkcijomis, jskaitant proliferacija, migracijg ir invazija [114][115]. CK.
Chou su bendraautoriais jrodé, kad miR146B raiska yra nepriklausomas PSK
blogos prognozés rizikos veiksnys [116]. Vienuolikoje straipsniy, jtraukty j
analize, buvo tiriamas rySys tarp miR146 padidintos raiskos ir MKLM PSK
atveju. Kelios nepriklausomos tyréjy grupés, tyrusios miRNR histologiniuose
meginiuose, nustaté, kad miR146B raiskos lygis yra reik§mingai padidéjes
pacientams su MKLM [120][121][29]. Taciau likusiuose tyrimuose
reikSmingo padidéjimo nepastebéta [119][28][125][118]. F. Yang ir
bendraautoriai tyrin¢je miR146B raiska ASP méginiuose nustaté, kad Sios
miRNR raiska buvo reik§mingai didesné PSK pacienty tiek su MKLM, tiek
su labiau pazengusia karcinomos stadija [122].

Su miR221/222 yra atlikta daugiausia tyrimy, jrodanciy jy raiskos pokycio
tyrimy nustaté, kad PSK su MKLM turi didesng¢ miR221/222 raiska
audiniuose, palyginti su PSK be MKLM [126][117][120][121][127][29]. K.
Jiang su kolegomis nustaté, kad reikSmingai didesné miR222 ir miR221 raiska
serume randama PSK pacientams, kuriems yra diagnozuotos MKLM[124].

Siame atliktame tyrime, lyginant pasirinkty miRNR analizés duomenis tarp
PSK su metastazémis ir be metastaziy kaklo limfmazgiuose tiriamyjy grupiy
gauti kontraversiski tirty asmeny grupiy duomenys. miR125A, miR200B ir
miR4324 raiSka nustatyta NKS metodu PSK su MTS kaklo limfamzgiuose
buvo reik§mingai didesné (atitinkamai, p = 0,01, p <0,001, p < 0,001) lyginant
su PSK be MTS kaklo limfmazgiuose. Tuo tarpu RL-PGR budu nustatyta
miR4324 raiska reik§mingai didesné (p = 0,016) stebéta tiriamyjy, serganciy
PSK be metastaziy, nei tiriamyjy, serganc¢iy PSK su metastazémis kaklo
limfmazgiuose, 0 miR200B ir miR125A raiSka tarp tiriamy grupiy skyrési
nereikSmingai (p > 0,05). Daugianarés logistiné regresijos rezultatai parodé,
kad miR146B reikSmés padidéjimas vienetu 16,0 karto padidina galimybe,
kad mazgas bus piktybinis be metastaziy negu nepiktybinis ir 4,2 karto, kad
mazgas bus piktybinis su metastazémis negu nepiktybinis. O miR4324
padid¢jimas vienetu didina net 31,9 karto galimybe sirgti PSK be metastaziy
ir 8,3 karto PSK su metastazémis negu nepiktybiniu susirgimu.

Tyrimo rezultatai nepatvirtino ir pagal literatiros  duomenis
[120][126][117][121][124][29][30][122] atrinkty, kaip dazniausiai su PSK
metastazavimu siejamy miRNR (miR221 ir miR146B) raiskos skirtumo tarp
tiriamyjy grupiy. miR221 raiskos skirtumas tarp grupiy buvo nereikSmingas
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(p = 0,058), 0 miR146B raiska reikSmingai didesné (p <0,001) metastazes
kaklo limfmazgiuose neturin¢iy tiriamyjy grupéje.

Atliktame tyrime buvo keletas trikumy. Sis mokslinis darbas atliktas vienoje
Istaigoje. Nagrinéta santykinai nedidelé tiriamyjy grupé.

Kokie galéty biti tyrimo trukumai ir priezastys, kodél gauti tokie
kontraversiski rezultatai tarp tiriamyjy serganc¢iy PSK su metastazémis ir PSK
be metastaziy grupiy. Pirma, mes nezinome laiko, kiek praéjo nuo naviko
atsiradimo iki diagnozés nustatymo kiekvienoje grupéje. Kadangi PSK be
MTS grupéje net 16-ai (47,1%) tiriamyjy buvo nustatyta mikrokarcinoma,
galime daryti prielaidg, kad metastazém atsirasti dar pritruko laiko. Antra, |
tyrima buvo jtraukti tiriamieji, kuriems buvo atlikta ir profilaktiné, ir terapiné
limfadenektomija. Tokia nevienalyté tiriamyjy grupé irgi galéjo turéti jtakos
rezultatams. Trecia, | tyrimg jtraukti tiriamieji su jvairiais PSK potipiais, t. y.
klasikinis, folikulinis variantas, onkocinis, solidinis-trabekulinis, auksty
lasteliy, kurie turi skirtingus agresyvumo laipsnius. DidZioji dauguma j tyrima
itraukty tiriamyjy sirgo klasikine PSK, todél dél mazo tiriamyjy, serganciy
kitais PSK potipais, skai¢iaus nebuvo galima atlikti tinkamai pagrjstos
kiekvieno ligos potipio pogrupiy analizés.
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ISVADOS

1. miRNR raiSkos tyrimas plonos adatos skydliaukés mazgy aspiratuose
padeda diferencijuoti piktybinius skydliaukés mazgus su nepiktybiniy.
Tyrimo metu nustatyta reikSmingai didesné keturiy miRNR (miR125A,
miR146B, miR221 ir miR4324) santykiné raiska piktybiniuose skydliaukés
mazguose (p < 0,05) lyginant su nepiktybiniais skydliaukés mazgais.

2. Skirtingy patologiniy pozymiy PSK pasizymi skirtinga miRNR raiska
plonos adatos skydliaukés mazgy aspiratuose:

- miR125A ir miR4324 santyking raiska yra reikSmingai didesné PSK
plintancios uz skydliaukés kapsulés riby atveju lyginant su PSK
neplintanéia uz skydliaukés kapsulés (p < 0,001);

......

didesné (p = 0,043) nei solitarinés PSK atveju.
3. Nustatyta reikSmingai didesné miR4324 ir miR 146B santykiné raiSka PSK

be metastaziy lyginant su PSK su metastazémis tiriamyjy grupése (p = 0,016
irp<0,001).
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REKOMENDACIJOS

miRNR raiskos lygio nustatymas ASP méginiuose gali pagerinti skydliaukes
mazgy plonos adatos aspiracinés biopsijos tiksluma, o tai leisty geriau iki
operacinio gydymo atskirti piktybinius skydliaukés mazgus nuo nepiktybiniy,
prognozuoti agresyvesng ligos eiga.

Norint $iuos duomenis pritaikyti klinikinéje praktikoje, reikia atlikti didesnés
apimties kohortinius tyrimus. Patobulinus miRNR tyrimo metody
standartizavima, biity galima placiau taikyti §] metoda nustatant individualias
skydliaukés karcinoma serganciy pacienty gydymo strategijas.
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PRIEDAI

1 priedas. Vilniaus regioninio Biomedicininiy tyrimy etikos komiteto
leidimo atlikti biomedicininj tyrimg ir dokumenty pakeitimo pritarimo
kopijos.

VILNIAUS UNIVERSITETO MEDICINOS FAKULTETAS
Vicsoji istaiga, Universiteto g. 3, LT- 01513 Vilnius, tel. (8 5) 268 7001, faks. (8 5) 272 8646, cl. p. inforiticr vult
Duomenys kaupiami ir saugomi Juridiniy asmeny registre, kod 50810
Fakulteto duomenys: M.K. Ciurlionio g. 2127, LT-03 101 Vilnius, tel. (8 §) 239 8701, (8 5) 239 7800, faks. (8 5) 239 8705,
el p. mf@mf.vuit
VILNIAUS REGIONINIS BIOMEDICININIU TYRIMU ETIKOS KOMITETAS
MK. Ciurfionio g. 21,27, LT-03101 Vilnius. tel. (8 $) 268 6998. cl. p. rhscki@mivult

LEIDIMAS
ATLIKTI BIOMEDICININI TYRIMA

2017-03-07 Nr.158200-17-905-414

Tyrimo pavadinimas:
Skydliaukés karcinomy mikro RNR lizé ir prognostiné r

Protokolo Nr.: 1
Versija: VIO
Data: 2016-12-29

Informuoto asmens sutikimo forma:

Pagrindinis tyréjas Loreta Cimbalistiené

Istaigos pavadinimas: VUL Santariskiy klinikos Medicinos genetikos centras
Adresas: Adresas: Santariskiy g. 2, 08661 Vilnius

Leidimas galioja iki: 2020-10-31

Leidimas iSduotas Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto posédzio
(protokolas Nr. 158200-2017/03, vykusio 2017 m. kovo 7 d. sprendimu.

Pirmininkas 214‘,/) Saulius Vosylius
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VILNIAUS REGIONINIS BIOMEDICININIY TYRIMU ETTKOS KOMITETAS
sui generis darinys prie VILNIAUS UNIVERSITETO

Biomedicininio tyrimo ,Skydliaukés karcinomy mikro RNR analizé ir 2020-11-28 Nr, 2020-LP-87
prognosting reikdmé"
pagrindinei tyréjai Loretai Cimbalistienei

PRITARIMAS
BIOMEDICININIO TYRIMO DOKUMENTV PAKEITIMAMS

Leidimo Nr. 158200-17-905-414 pakeitimas Nr. 1

Vilniaus regioninis biomedicininiy tyrimy etikos komitetas iinagrinéjes prafyma atlikti su vykdomu
biomedicininiu tyrimu , Skydligukés karcinomy mikro RNR analizé ir prognostiné reiksme* (leidimas Nr.
158200-17-005-414, i¥duotas 2017 03 07 d.) susijusiy dokumenty pakeitimus pritaria, ked pakeitimai atitinka
LR biomedicininiy tyrimy etikos jstatymo 11 skyriuje nustatytiems biomedicininiy tyrimy etikos reikalavimams.
Atsizvelgiant | tai pritaria, kad biity:

» vadovawjamasi protokolu (Nr. 1, versijos Nr. 1.1, data 2020 09 18 d.);
» tyrimas pratesiamas iki 2022 09 mén,

~

Pirmininkas . 1‘\’1 l/n\l ﬁu/ éprof. dr. (HP) Saulius Vosylius
\/ /]

v

Ducsmgnys kaupiami ir sasgam| Komileto ducmcnys:
Juridindy asmemy regisire ML K Ciurliania g, 21, LT- 03101 Vilnius
kandag 211950810 Tel. (8 5) 268 6398, e, p. rbiel T vl
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2 priedas. Valstybiné duomeny apsaugos inspekcijos leidimo atlikti asmens
duomeny tvarkyma mokslinio tyrimo tikslu kopija.

VALSTYBINE DUOMENU APSAUGOS INSPEKCIJA

V3] Vilniaus universiteto ligoninés
Santariskiy klinikoms

(per E. pristatymo informacing sistemq

ir el. paitu loreta.cimbalistiene@santa.lt )

SPRENDIMAS
DEL LEIDIMO VS| VILNIAUS UNIVERSITETO LIGONINES SANTARISKIU
KLINIKOMS ATLIKTI ASMENS DUOMENY
TVARKYMO VEIKSMUS

2017 m. balandzio /l d.Nr. 2R- M(Z.&I B)
Vilnius

Valstvbing ds p inspekcija (toliau - Inspekeija), i in¢jusi V3] Vilniaus universiteto
ligoninés Santarikiy kliniky pateiktg Pranedimg dél i inés patikros (Inspekeijoje gauta 2017-03-22, reg.
Nr. IR-2152) (toliau — Prane3imas) dél asmens duomeny apie sveikata tvarkymo mokslinio medicininio
tyrimo tikslu,

nustaté,

kad Pranedime nurodyti asmens duomeny tvarkymo veiksmai auunka Llemvos Respublikos asmens

lemnes psaugos jstatyme asmens d ymo ir subjekty teisiy
g ot bei : izacinés ir techni & 4
priemonés.

Lleluvos Respubllkos asmens duomeny
teisinés 33 straipsniu, Valstybinés d direktoriaus 2016 m.
birzelio 22 d. )sakymu Nr 1T-23 patvirtinty [$ankstinés pankros atlikimo msykhu 12 ir 19.2 punktais,

nusprendZia

V3| Vilniaus universiteto ligoninés Santariskiy klinik i8duoti leidimg atlikti Pranedime nurodyty
asmens dt apie sveikatg tvark kslini dicininio tyrimo ,,Skydliaukés karcinomy mikro RNR
analizé ir prognosting reikimé* (P Nr. 1) tikslu, veik

Sis sprendimas Administraciniy byly teisenos jstatymo nustatyta tvarka per vieng ménesj nuo jo
jteikimo dienos gali biiti skundZiamas Vilniaus apygardos administraciniam teismui.

/f\/( Dijana Sinkiiniené
fif 5

/

Direktoriaus pavaduotoja,
atlickanti direktoriaus funkcij
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3 priedas. Informuoto asmens sutikimo forma ir sutikimas dalyvauti
biomedicininiame tyrime.

INFORMUOTO ASMENS SUTIKIMO FORMA
Biomedicininio / klinikinio vaistinio preparato tyrimo pavadinimas:

Skydliaukés karcinomy miRNR analiz¢ ir prognostiné reikSmeé

Protokolo Nr.: 1
UzZsakovas: Vilniaus Universitetas Medicinos fakultetas

Adresas: M. K. Ciurlionio g. 21, 03101 Vilnius
Tel.: (8 5) 239 8700 El. pastas:
mf@mf.vu.lt

Uzsakovo atstovas: Vilniaus Universitetas Medicinos fakultetas
Atsakingas tyréjas: Loreta Cimbalistiené

Tyrimo centro pavadinimas: VUL Santariskiy klinikos Medicinos
genetikos centras

Adresas: Santariskiy 2, 08661 Vilnius Tel.: +3705 2365116
El. pastas: loreta.cimbalistiene@santa.lt

1. Kokia $io dokumento paskirtis?

Jas kvieGiamas (-a) dalyvauti biomedicininiame tyrime. Sioje sutikimo
formoje pateikta

informacija, padésianti Jums apsispresti dél dalyvavimo tyrime. Neskubékite,
atidziai

perskaitykite $ig formg ir uzduokite gydytojui tyréjui visus Jums iskilusius
klausimus. Jus neturétuméte pasiraSyti Sios formos tol, kol nesusipaZinote su
visa Sioje formoje

Jums pateikta informacija ir kol j visus Jisy klausimus nebus atsakyta.
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dalyvauja zmonés (taip vadinami tiriamieji). Pagrindinis tokiy tyrimy tikslas
yra didinti medicinos mokslo pazangg.

2. Kodél atliekami biomedicininiai?

Svarbu suprasti, kad nors biomedicininio tyrimo metu Jums bus atliekami
papildomi tyrimai, biomedicininis tyrimas i§ esmés skiriasi nuo jprastos
(kasdienés) klinikinés praktikos. Jprastos (kasdienés) klinikinés praktikos
tikslas yra Jus (t. y. konkrety asmenj, pacientg) iSgydyti ir/ar pagerinti Jusy
sveikatos biikle. Pagrindinis biomedicininio (mokslinio) tyrimo tikslas — gauti
naujy medicinos mokslo ziniy, kurios ateityje padéty kity Sia liga serganciy
pacienty sveikatai. Kitaip tariant, pagrindinis $io tyrimo tikslas néra tiesioginé
nauda Jiisy sveikatai.

3. Kodél atliekamas Sis tyrimas?

Papiliné karcinoma yra dazniausias skydliaukés vézys. Dazniausiai pacienty,
sergan¢iy skydliaukés papiline karcinoma, prognozé yra gera -
iSgyvenamumas vir§ 10 mety siekia daugiau nei 90 proc. Nepaisant geros
prognozés, gydant pacientus, sergancius skydliaukés véziu, daznai
Susiduriama su vézio atsinaujinimu kaklo limfmazgiuose. Todél jtarus
skydliaukés vézj, dar iki operacijos, yra labai svarbu nustatyti jo iSplitima,
ligos agresyvuma. Tai padéty gydytojui parinkti tinkama individualiag gydymo
ir tolimesnio stebé&jimo taktika. Siuo metu prieinami diagnostiniai tyrimai
neleidzia tiksliai nustatyti vézio iSplitimo. Todél gydymo taktika paprastai
buna agresyvi. Kuo didesné operacijos apimtis, tuo daugiau pooperaciniy
komplikacijy. Taéiau ne visada reikalingas agresyvus chirurginis gydymas,
kuris padidina ne tik pooperaciniy komplikacijy skaiCiy bet ir pablogina
pacienty gyvenimo kokybe.

Sio tyrimo tikslas — nustatyti naujus skydliaukés véZio biozymenis (miRNR),
kurie leisty dar iki operacijos prognozuoti skydliaukés vézio agresyvuma,
ligos progresavimg, leisty parinkti tinkama operacijos apimtj ar net visai
iSvengti chirurginio gydymo. Tai sumazinty pooperaciniy komplikacija
skai¢iy, pagerinty pacienty gyvenimo kokybe.

4. Kokie asmenys pasirenkami dalyvauti Siame tyrime?

Kviec¢iame Jus dalyvauti biomedicininiame tyrime, nes Jums buvo nustatyti
mazgai skydliaukéje. Visiems sutikusiems dalyvauti tiriamiesiems pacientams
i§ méginiy, kurie buvo paimti atlickant aspiracing skydliaukés mazgy
punkcija, bus atliekami papildomi molekuliniai genetiniai tyrimai (miRNR).
Jokiy papildomy intervenciniy procediiry Jums nebus atliekama, tik bus
naudojama anksciau paimta medziaga. Todél jokiy papildomy nepatogumy,
skausmo ar laiko sgnaudy jis nepatirsite.

110



5. Kas atlieka / uZsako §j biomedicininj / klinikinj vaistinio preparato
tyrimg?

Sio biomedicininio tyrimo uZsakovas Vilniaus Universitetas Medicinos
fakultetas. Finansavimas skiriamas pagal Europos Sajungos struktiiriniy
fondy projekta ,,Doktoranttiros studijy plétra “. Biomedicininio tyrimo tyréja
yra Vilniaus Universiteto Medicinos fakulteto doktorante gydytoja
endokrinologé Romena Laukiené.

6. Tikimybé patekti j skirtingas tiriamyjy grupes ir dalyvavimo Siose
grupése ypatybés.

Pacientai, pagal nustatytus pakitimus skydliaukéje bus suskirtyti j grupes. |
pirma grupe pateks pacientai su nustatytu skydliaukés véziu, bet nerastomis
metastazémis limfmazgiuose, antroje grupéje pateks pacientai su patvirtintu
iSplitusiu j kaklo limfmazgius skydliaukés véziu. Kontrolingje grupéje bus
pacientai, kuriems yra diagnozuoti ir, atlikus skydliaukés mazgy aspiracing
punkcija, patvirtinti gerybiniai skydliaukés mazgai. Visiems pacientams,
nepriklausomai nuo grupés, bus atlickami tokie patys molekuliniai genetiniai
tyrimai (miRNR analizé).

7. Kiek truks Jiisy dalyvavimas Siame tyrime?

Bendra tyrimo trukmé — keturi metai. Tiek laiko bus jtraukiami pacientai j
tyrimg. Jums bus skiriamas jprastinis skydiaukés mazgy iStyrimas ir gydymas.
Papildomy vizity (daugiau nei jprastai laikytumetés pas gydytoja) nebus. I$
jusy anksCiau paimto skydliaukés mazgo meéginio, Vilniaus Universiteto
SantariSkiy kliniky molekulinés genetikos laboratorijoje bus atlickami
papildomi genetiniai tyrimai — miRNR analizé.

Beto gydytoja, atliekanti tyrima, i$ jisy ambulatorinés paciento kortelés ir
elektroninés duomeny bazés surinks sekanéius duomenis: TTH tyrima,
tireoglobulino tyrima, skydliaukés ultragarsinio tyrimo apraSyma, aspiracinés
skydliaukés mazgo punkcijos apraSyma bei citologinj jvertinima, operacijos
apraSyma (jeigu bus atlikta) ir pooperacinés medziagos iStyrimo aprasyma ir
jvertinimg. Sie duomenys bus panaudoti analizuojant skirtumus tarp tiriamuyjy
grupiy.

8. Kokiose Salyse bus vykdomas §is tyrimas?

Tyrimas bus atliekamas Lietuvoje, viename centre.

9. Kiek tiriamyjy dalyvaus numatyta §iame tyrime?

I tyrimg planuojama jtraukti 100 pacienty, kuriems bus nustatytas ir
patvirtintas skydliaukés vézys, i$ jy apie 50 pacienty su i$plitusiu véziu ir apie
50 pacienty su neiSplitusiu véziu. Kontrolingje grupéje (su gerybiniais
skydliaukés mazgais), irgi apie 50 pacienty. Minétos pacienty grupés bus
lyginamos tarpusavyje.
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10. Ka Jums reikés daryti?

Prasysime Jisy leisti paimtus skydliaukés mazgy aspiratus saugoti
laboratorijoje iki tyrimo pabaigos. IS jy bus atlickam miRNR analizé. Jokiy
kity papildomy tyrimy ar gydymo procediry nebus atliekama.

11. Ar dalyvavimas biomedicininiame / klinikiniame vaistinio preparato
tyrime Jums bus naudingas? / Kokios naudos galite tikétis dalyvaudami
Siame tyrime?

Tyrimo metu gauta informacija mokslininkams gali padéti nustatyti naujus
skydliaukés vézio zymenis, kurie leisty dar iki operacijos prognozuoti
skydliaukés vézio agresyvuma, ligos progresavima, kas leisty tiksliau parinkti
tinkama gydymg. Tiesioginés naudos dalyvaudamas tyrime Jus neturésite.
12. Kokia su dalyvavimu Siame tyrime susijusi rizika ir nepatogumai?
Kadangi tyrimo metus jums nebus atliekamos jokios papildomos
intervencinés procediiros, jums nereikés papildomai atvykti pas gydytoja,
todél jokios rizikos ar nepatogumy Jiis nepatirsite.

13. Jei atsitikty kas nors negero? (Informacija apie draudima)

Sio biomedicininio tyrimo metu bus taikomi tik neintervenciniai tyrimo
metodai (molekulinis iStyrimas laboratorijoje i§ anks¢iau paimtos skydliaukeés
mazgo medziagos, medicininiy duomeny rinkimas i§ ambulatorinés kortelés
ir elektrolinés duomeny bazés), kurie nekelia rizikos Jasy sveikatai, todél
biomedicininis tyrimas néra apdraustas biomedicininio tyrimo uzsakovy ir
pagrindiniy tyréjy civilinés atsakomybés draudimu.

14. Ar galésite nutraukti dalyvavima tyrime?

Jisy dalyvavimas Siame tyrime yra savanoriskas. Galite nuspresti bet kuriuo
metu pasitraukti i$ tyrimo apie tai pranesgs gydytojui tyréjui. Jums nebus
skirta jokiy nuobaudy ir neprarasite jokiy savo, kaip paciento, teisiy.

15. Jusy dalyvavimo tyrime nutraukimo aplinkybés ir kriterijai

Tyrimo gydytojas ar uzsakovas turi teis¢ bet kuriuo metu sustabdyti tyrimg ar
Jasy dalyvavima jame.

16. Kokias pasirinkimo galimybes turésite, jeigu nesutiksite dalyvauti
Siame tyrime arba atSauksite sutikima jame dalyvauti?

Tyrime dalyvaujate savanoriskai, todél turite teis¢ atsisakyti, o pradéjes galite
bet kada iS jo pasitraukti. Jusy sprendimas atsisakyti dalyvauti ar nutraukti
dalyvavimag tyrime nedarys jokios jtakos teikiamai jprastinei sveikatos
priezitrai.

17. Ar dalyvaudami Siame tyrime patirsite kokiy nors iSlaidy?

Uz dalyvavimg biomedicininiuose tyrimuose atlygis néra mokamas.
Dalyvaudami tyrime Jis nepatirsite jokiy islaidy.
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18. Ar Jiisy asmens duomenys bus konfidencialiis?

Jeigu nuspresite dalyvauti Siame tyrime, gydytojas tyréjas naudos tyrimui
atlikti reikalingus Jusy asmens duomenis, kaip iSdéstyta Sioje sutikimo
formoje. Sie duomenys gali biiti Jisy vardas, pavardé, telefono numeris,
medicininé istorija, gimimo data ir informacija, gauta tyrimo metu.
Biomedicininj tyrimg atliekant gauta sveikatos informacija, leidzianti
nustatyti asmens tapatybe, yra konfidenciali ir gali biiti teikiama tik pacienty
teises ir asmens duomeny apsauga reglamentuojanciy jstatymy nustatyta
tvarka.

Siekiant apsaugoti duomeny konfidencialuma, Jums bus suteiktas specialus
kodas. Sarasa, kuriame Jusy vardas ir pavardé susiejami su kodu ir visus su
tyrimu susijusius dokumentus saugos tyréjas rakinamoje spintoje, i kurig
prieigg turés tik $io tyrimo tyréjai. Kompiuteris, kuriame bus Ssaugomi
elektroniniai tyrimo dokumentai ir duomenys, apsaugoti slaptazodziu.

Jei sutiksite dalyvauti Siame tyrime, gydytojas tyréjas naudos tyrimui atlikti
reikalingus Jusy asmeninius duomenis.

Jas nebusite identifikuotas pagal varda, pavard¢ paskelbtose tyrimo
ataskaitose, bet kokiose kitose mokslinése publikacijose ar pristatymuose.
19. Kas ir kokiu tikslu galés susipaZinti su Jiisy asmens duomenimis?
PasiraSydami §] dokumenta Jis sutinkate leisti tyrimg atliekanciam gydytojui
(tyréjui) Jusy asmens duomenis teikti: etikos komitetui, kuris vykdys $io
tyrimo priezitira ir uzsakovui. Etikos komitetui ir uzsakovui dirbantys
asmenys, atsakingi uz tyrimo taisykliy laikymosi kontrole, visus Jisy
surinktus asmens duomenis galés matyti tyrimo centre.

Jusy leidimas naudotis ir teikti Jusy sveikatos duomenis néra apribotas laike.
Rastu kreipesi 1 gydytoja tyréja galésite bet kuriuo metu atSaukti leidima
naudotis ir teikti Jisy sveikatos duomenimis. Nuo to momento nebebus
renkami jokie Jus identifikuojantys sveikatos duomenys. Taciau iki to laiko
sukaupti Jusy sveikatos duomenys bus ir toliau naudojami bei teikiami kitiems
Sioje formoje nurodyta tvarka. Tam kad uztikrinti tyrimo mokslinj vientisuma,
gali biti jog negalésite susipazinti su kai kuriais Jsy su tyrimu susijusiais
duomenimis iki tol kol tyrimas bus pabaigtas. Pasibaigus tyrimui, galésite
kreiptis raStu j gydytojg tyréja praSydamas (-ama) teis€s susipazinti su tyrimo
metu apie Jus sukauptais sveikatos duomenimis ir pataisyti klaidas.

20. Kiek laiko bus saugomi tyrimo metu surinkti duomenys ir kas uz tai
bus atsakingas?

Vadovaujantis VUL Santariskiy kliniky dokumenty saugojimo ir archyvavivo
valdymo nustatyta tvarka, tyrimo dokumentai su Jisy duomenimis bus
saugomi tyrimo centre ne maziau kaip 15 mety nuo tyrimo pabaigos, véliau
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sunaikinami. Dokumentai bus saugomi Vilniaus Universiteto ligoninés
Santariskiy kliniky, Santariskiy 2, Vilnius, LT-08661 archyve. Uz dokumenty
saugojima tyrimo centre bus atsakinga pagrindiné tyréja ar jos jgaliotas

asmuo.

21. Kas jvertino $j biomedicininj / klinikinj vaistinio preparato tyrima? /
I ka kreiptis, jeigu iSkilty klausimy?
Dél savo kaip tyrimo dalyvio teisiy galite kreiptis j:

Leidimg atlikti §j biomedicininj tyrima iSdavusj Vilniaus regioninj
biomedicininiy tyrimy etikos komiteta, M. K. Ciurlionio g. 21/27 (231
kab.), LT-03101, Vilnius, tel. (8-5) 2686998, el. pastas:
rbtek@mf.vu.lt.

Pagrinding tyréja prof. Loreta Cimbalistiene, tel. +370 5 2365116, el.
pastas: loreta.cimbalistiene@santa.lt

Tyrimg atliekancia gydytoja Romeng Laukiene, tel.2365135,
el.pasStas: romena.laukiene@santa.lt.

Leidimg atlikti asmens duomeny tvarkymo veiksmus iSdavuse
Valstybiné duomenu apsaugos inspekceija, A. Juozapaviciaus g. 6,
LT-09310 Vilnius, tel. (8-5) 2127535, el. pastas: ada@ada.lt
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SUTIKIMAS DALYVAUTI BIOMEDICININIAME TYRIME

e AS perskaiciau §ig Informuoto asmens sutikimo formg ir supratau
man pateiktg informacijg.

e Man buvo suteikta galimybé uzduoti klausimus ir gavau mane
tenkinancius atsakymus.

e Supratau, kad galiu bet kada pasitraukti i§ tyrimo, nenurodydamag(s)
priezasciy.

e Supratau, kad norédama(s) atSaukti sutikimg dalyvauti
biomedicininiame tyrime, rastu turiu apie tai informuoti tyréja.

e Patvirtinu, kad turéjau uztektinai laiko apsvarstyti man suteikta
informacija apie biomedicininj tyrimg.

e Supratau, kad dalyvavimas Siame tyrime yra savanoriskas.

e Patvirtinu, kad sutikimg dalyvauti Siame biomedicininiame tyrime
duodu laisva valia.

e Leidziu naudoti asmens duomenis ta apimtimi ir budu, kaip nurodyta
Informuoto asmens sutikimo formoje.

e Patvirtinu, kad gavau Informuoto asmens sutikimo formos
egzemplioriy, pasiraSyta tyréjo.

Asmuo
vardas pavardé atstovavimo parasas pasiraS§ymo
pagrindas data ir
laikas

Patvirtinu, kad suteikiau informacijg apie biomedicininj tyrima auksciau
nurodytam asmeniui.

Patvirtinu, kad asmeniui (ar kitam sutikimg duoti turin¢iam teis¢ asmeniui)
buvo skirta pakankamai laiko apsispresti dalyvauti biomedicininiame tyrime,
atsizvelgiant | biomedicininio tyrimo pobudj, taip pat jvertinus Kkitas
aplinkybes, galincias daryti jtaka priimamam sprendimui.

A$ skatinau asmenj (ar kitg sutikimg turint] teis¢ duoti asmenj) uzduoti
klausimus ir j juos atsakiau.

Tyréjas

vardas pavardé pareigos parasSas pasiraS§ymo
tyrime data ir laikas
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4 priedas. Mokslinio tyrimo metu atlikti darbai ir disertacijos autorés

indélis.

Dokumenty Vilniaus regioninio bioetikos komiteto leidimui 100 %
gauti paruoSimas

Dokumenty valstybinés duomeny apsaugos inspekcijos 100 %
leidimui gauti paruos$imas

Tiriamyjy atranka 100 %
Asmens informavimo ir informuoto asmens sutikimo 100 %
pasiraSymo procediira

Tiriamyjy asmeny klinikinis iStyrimas 100 %
Ultragarsinis skydliaukés ir kaklo limfmazgiy jvertinimas 100 %
Aspiraciné skydliaukés mazgy punkcija 100 %
Citologinis skydliaukés mazgy aspiraty tyrimas 0%
Operacinis skydliaukés mazgy gydymas 0%
Histologinis operacinés medziagos iStyrimas 0%
MiRNR raiskos nustatymas NKS metodu 20 %
mMiRNR istyrimas RL-PGR metodu 30 %
Tiriamyjy duomeny rinkimas ir suvedimas Excel laikmenoje 100 %
Statistiné duomeny analizé 70 %
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APIE AUTORE

Vardas, pavardé

Romena Laukiené

Telefonas +370 698 09923
Darbovietés V31 VUL Santaros klinikos, Santari$kiy 2, Vilnius 08661,
adresas Lietuva

Ankstesné ir
dabartiné klinikiné
praktika

Pacienty, serganciy skydliaukés, prieskydiniy liauky,
antinksciy, hipofizés, cukriniu diabetu bei retomis
endokrinologinémis ligomis gydymas bei priezitira.

Veiklos sritis

Gydytoja endokrinologg, licencijos Nr. MPL-09657

I$silavinimas ir
kvalifikacija

1996 m. — Vilniaus universitetas, Medicinos fakultetas,
medicinos studijy krypties, medicinos programa. Medicinos

gydytoja

2002 m. — Vilniaus universitetas, Medicinos fakultetas,
endokrinologijos programa. Gydytoja endokrinologe

2003 m. — gydytojo echoskopuotojo kvalifikacija

Darbovieté

2002 m. iki dabar — V8] VUL SK, Endokrinologijos centras,
gydytoja endokrinologé

2003 m. iki dabar — V8] VUL SK, Radiologijos ir
branduolinés medicinos centras, gydytoja echoskopuotoja

2018 m. iki dabar — VU MF, Klinikinés medicinos
institutas, Vidaus ligy, Seimos medicinos ir onkologijos
klinika, jaun. asistenté

Klinikiniy tyrimy
patirtis

2004-2007 — klinikiniy tyrimy koordinatoré
2007-2010 — vyresnioji klinikiniy tyrimy koordinatoré
2010-2014 — medicinos recenzenté

2010-2021 — tyréja

2013-2019 — pagrindiné tyré¢ja

Narysté
profesinése
organizacijose

Nuo 2002 m. — Lietuvos Endokrinology draugija
Nuo 2008 m. — Europos Endokrinology asociacija
Nuo 2016 m. — Amerikos Endokrinology asociacija
Nuo 2017 m. — Vilniaus Endokrinology draugija

Nuo 2018 m. — Lietuvos Radiology asociacija
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PADEKA

Visy pirma, nuoSirdziai dékoju Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto
Biomedicinos mokslo instituto Zmogaus ir medicininés genetikos katedros
vadovui ir $io darbo moksliniam konsultantui prof. dr. Algirdui Utkui uz
suteikta galimybe atlikti §j darbg, uz pasitikéjimag, pagalba, nepaisant itin
uzimto grafiko ir daugybés atsakomybiy.

Nuosirdziai dékoju S§io darbo mokslinei vadovei prof. dr. Loretai
Cimbalistienei uz vertingg pagalba mokslinio darbo rengimo metu, jos
geruma, §ilta bendravimg ir nuolatinj palaikyma.

Ypatinga mano padéka skirta doc. dr. Laimai Ambrozaitytei uz pagalba
atliekant genetinius tyrimus ir kasdienj darba laboratorijoje, kantrybe ir
supratinguma, uz draugiska ir nuoSirdy palaikyma, disertacijos rankras¢io
perziurg.

Mano padékos zodziai doc. dr. Almai Molytei uz vertingg pagalba atliekant
bioinformacing duomeny analize.

Uz idéjas, patarimus, nuolatinj padrasinimg ir palaikymg esu dékinga prof. dr.
Algirdui Edvardui Tamositnui.

Nuosirdi padéka VUL SK Laboratorinés medicinos centro Hematologijos ir
bendrosios citologinés laboratorijos vedéjai Elvyrai OstaneviCititei uZz
kasdieninj darbg ir kolegiska pagalbg atrenkant citologinius méginius.

Dékoju darbg vertinusiems recenzentams — prof. dr. Arvydui Laurinaviciui,
doc. dr. Ausrai Matulevicienei bei doc. dr. Editai Miseikytei Kaubrienei uz
vertingas pastabas, patobulinusias §j darba.

Dékoju VUL SK Endokrinologijos centro kolektyvui uz draugiskg darbing
aplinka.

Skiriu nuosirdzig padéka tiriamiesiems, sutikusiems dalyvauti Siame tyrime.
Uz palaikymag ir padrasinima padékos Zodzius tariu savo draugams.

Labiausiai noriu padékoti visiems savo Seimos nariams uz jy meile, kantrybe,
besalygiska palaikyma mano kelyje ir buvima kartu.
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