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бъем хирургического вме�

шательства у пациентов

при небольших ПК ЩЖ об�

суждается. Современные

тенденции развития тиреоидной

онкологии предусматривают персо�

нифицированный алгоритм реше�

ния этого вопроса. В частности, на

конгрессе Американского общества

клинической онкологии (ASCO, Чи�

каго, 2014) подчеркнута необходи�

мость более широкого применения

индивидуального подхода к лече�

нию рака и принятия клинических

решений с учетом молекулярно—ге�

нетических характеристик опухо�

лей. 

Доказано, что в ПК точечная му�

тация BRAF V600E ассоциирована с

более высокой смертностью паци�

ентов. Таким образом, она является

важным молекулярным маркером,

отражающим агрессивность биоло�

гического поведения опухолей и

прогноз лечения для пациентов [1,

2].

Ген BRAF является протоонкоге�

ном и кодирует белок, принадлежа�

щий к семейству протеинкиназ RAF.

BRAF является серин—треонин—ки�

назой, обеспечивает взаимодейст�

вие белка RAS с сигнальным путем

MAPK. RAS—BRAF—МАРК каскад от�

ветственен за регуляцию клеточных

ответов на внеклеточные сигналы

(действие гормонов, цитокинов,

различных факторов роста). По

RAS—BRAF—МАРК пути сигнал до�

стигает клеточного ядра, где в ответ

на него происходит модуляция

транскрипции генов, ответствен�

ных за пролиферацию, дифферен�

цировку и апоптоз клетки. Регуля�

ция этого пути является критичной

для сохранения клеточного гомео�

стаза в ответ на изменения окружа�

ющей среды [3].

Мутации в генах—участниках

этого киназного каскада выявляют в

30% всех злокачественных новооб�

разований, в том числе в 7% — это

мутации гена BRAF [3].

Точечная мутация, расположен�

ная на 15—м экзоне гена BRAF, обус�

ловливает замещение в соответству�

ющей киназе аминокислоты валина

на глутаминовую кислоту в положе�

нии 600 (BRAF V600E). В результате в

мутированном белке BRAF активи�

руется сайт регуляции фосфорили�

рования, что, в конечном итоге, спо�

собствует активации MAPК пути и,

как следствие, повышению митоти�

ческой и пролиферативной актив�

ности клетки, нарушению процесса

дифференциации и дизрегуляции

естественной гибели клеток. Таким

образом, при мутации в гене BRAF

организм утрачивает контроль над

ростом таких клеток, что способст�

вует их опухолевому перерожде�

нию.

Из всех опухолей ЩЖ BRAF—му�

тации выявляют исключительно в

ткани ПК и анапластической карци�

номы, они отсутствуют при фолли�

кулярном, медуллярном раке и доб�

рокачественных образованиях ЩЖ

[4]. По данным литературы, частота

мутаций гена BRAF в ПК ЩЖ варьи�

рует от 29 до 83% [5]. По результатам

исследований установлены взаимо�

связи BRAF—мутаций с возрастом

пациентов, гистологическим вари�

антом опухоли, ее экстратиреоид�

ным распространением, стадией за�

болевания, метастазированием в ре�
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Abstract
Analyzed the presence of BRAF V600E mutation in the focal thyroid gland in the preop'
erative diagnosis of papillary carcinoma (PC). Molecular genetic testing conducted on
puncture aspirates from 26 patients before surgery. The diagnosis was verified accord'
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marker in the preoperative diagnosis of thyroid PC.
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гионарные лимфатические узлы.

Обнаружение BRAF V600E связано с

высокой вероятностью возникнове�

ния рецидива рака ЩЖ даже у паци�

ентов в начальной стадии заболева�

ния [6].

Наиболее важным вопросом для

хирурга является правильная стра�

тификация тактики до начала лече�

ния, особенно по поводу небольших

ПК ЩЖ. В последние годы мутацию

BRAF V600E используют в качестве

перспективного прогностического

фактора в оценке агрессивности ПК

ЩЖ [1, 4, 5]. Такая мутация, вероят�

но, является единственным доступ�

ным молекулярным маркером, оп�

ределяемым как фактор риска, до

операции [5]. Обнаружение BRAF—

мутации с оценкой стадии заболева�

ния позволяет до начала лечения

разделить маленькие ПК ЩЖ на

опухоли "низкого" и "высокого" рис�

ка. Многие исследователи отмечают,

что отсутствие мутации гена BRAF

при небольших ПК ЩЖ, возможно,

позволило бы упростить последую�

щее наблюдение за этими пациента�

ми, например, избежать профилак�

тической диссекции шеи, ненужной

радиойодтерапии после операции

или даже ограничить вмешательст�

во односторонней гемитиреоидэк�

томией [7].

В частности, на основании ана�

лиза результатов комплексных мо�

лекулярно—биологических и кли�

нических исследований клиницис�

ты из Италии разработали блок—

Экстрацеллюлярный митогенный сигнал

Активация МАРК пути

Модуляция клеточных программ дифференцировки и апоптоза

Повышение митотической и пролиферативной активности тироцитов

Ген BRAF (серин'треонинкиназа) обеспечивает взаимодействие RAS с сигнальным путем МАРК 
(Mitogen Activated Protein Kinase)

BRAF имеет киназную активность, необходимую для передачи сигнала при его активации

Точечная мутация, происходящая в кодоне V600E, обусловливает дестабилизацию гена, 
и активность мутантной киназы становится неконтролируемой

RAS, мембрансвязывающие белки первого этапа в передаче сигнала извне клетки

Детерминация онкогенного процесса в тироцитах

Формирование фенотипических вариантов ПК ЩЖ

Рис 1. 
Структурная активация RAS ' BRAF ' MAPК сигнального пути мутированным BRAF V600E в патогенезе ПК ЩЖ [1].

Анализ мутационного статуса гена BRAF в пунктатах опухоли перед хирургическим вмешательством

Отсутствие мутации BRAF V600E Наличие мутации BRAF V600E

Возможна гемитиреоидэктомия 
при минимально инвазивной ПК ЩЖ 

в стадии Т1

Тотальная тиреоидэктомия 
с диссекцией шеи и терапия 

с применением 131I

Рис. 2. 
Мутационный скрининг гена BRAF в хирургическом лечении ПК ЩЖ.
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Определение мутаций гена BRAF в гистологических препаратах

Отсутствие мутации BRAF V600E Наличие мутации BRAF V600E

Возможна гемитиреоидэктомия 
при минимально инвазивной ПК ЩЖ 

в стадии Т1

Окончательная тиреоидэктомия 
и терапия с применением 131I

Гемитиреоидэктомия по поводу ПК ЩЖ

Рис. 3. 
Мутационный скрининг гена BRAF после органосохраняющих операций по поводу ПК ЩЖ.

схему хирургической тактики на ос�

нове оценки BRAF—статуса при ле�

чении ПК ЩЖ (рис. 1 — 3) [7].

Возможны два варианта иденти�

фикации мутаций BRAF: доопераци�

онная, на цитологических образцах

пунктатов опухоли, что может по�

влиять на выбор первичного лече�

ния; и послеоперационная, на фик�

сированном материале с парафино�

вых блоков, что имеет клиническое

значение для установления показа�

ний к выполнению окончательной

тиреоидэктомии.

При выявлении BRAF—мутаций

до операции следует предполагать

более агрессивное течение ПК ЩЖ,

что обосновывает необходимость

более радикального лечения — то�

тальной тиреоидэктомии, профи�

лактической лимфаденэктомии

центрального отдела шеи с последу�

ющей абляцией 131I. С другой сторо�

ны, при отсутствии BRAF—мутации

в пунктатах минимально инвазив�

ной ПК в стадии Т1 возможно ре�

шать вопрос о выполнении гемити�

реоидэктомии.

Исследование BRAF—мутации по

данным гистологического исследо�

вания после операции позволит

объективизировать дальнейшую ле�

чебную программу. При первичном

выполнении гемитиреоидэктомии

и обнаружении BRAF—мутации

обосновано выполнение оконча�

тельной тиреоидэктомии с абляци�

ей 131I. При отсутствии BRAF—мута�

ции в минимально инвазивных ПК в

стадии рТ1 гемитиреоидэктомию

можно считать достаточной и не

проводить терапию 131I без риска для

пациента.

Однако такую точку зрения раз�

деляют не все клиницисты, посколь�

ку некоторые из них не отметили

взаимосвязи между агрессивностью

ПК ЩЖ и наличием в них мутации

BRAF V600E [8, 9].

Цель исследования: определить

возможность выявления мутации ге�

на BRAF в пункционном материале и

оценить значение обнаружения му�

тации BRAF V600E в дооперацион�

ной диагностике ПК ЩЖ и на этапе

планирования хирургического ле�

чения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

ИССЛЕДОВАНИЯ

В исследование включены 26 па�

циентов, у которых обнаружены

очаговые образования ЩЖ. Возраст

пациентов в среднем (48,0 ± 8,5) го�

да; соотношение мужчин и женщин

1 : 10. 

До операции всем больным про�

ведена тонкоигольная аспирацион�

ная пункционная биопсия (ТАПБ)

опухолей ЩЖ под контролем ульт�

развукового исследования. Полу�

ченный материал направляли для

цитологического исследования и

проведения молекулярных тестов.

Гистологический диагноз и степень

распространения рака ЩЖ устанав�

ливали в соответствии с классифи�

кацией TNM UICC (2002) [10].

Затем проводили молекулярно—

генетические исследования для вы�

явления возможной мутации V600E

гена BRAF.

Подготовительный этап. Мате�

риал, полученный с помощью ТАПБ,

помещали в пробирки со стабили�

зирующим реагентом RNAlater

(Ambion, США). Образцы хранили

при температуре —80°С до момента

экстракции ДНК.

Выделение ДНК. ДНК выделяли из

материала с использованием набо�

ра "Проба—НК" (ДНК—Технология,

Россия) в соответствии с инструк�

цией. Образцы ДНК хранили при

температуре —20°С.

Проведение цепной реакции с по�
лимеразой (ЦРП) в реальном време�
ни. Точечные мутации BRAF V600E

определяли методом двунаправлен�

ной аллельспецифичной амплифи�

кации с детекцией результатов в ре�

жиме реального времени ("real—

time" ЦРП).

Реакционная смесь содержала: 2

мкл ДНК, по 14 пмоль каждого прай�

мера, Maxima SYBR Green/ROX qPCR

Master Mix (2X) (Thermo Scientific,

США), в составе которого: Maxima™

HS taq—полимераза, дНТФ, дУТФ,

буфер, SYBR green. В исследовании

использовали праймеры как для му�

тированного, так и дикого аллеля ге�

на BRAF (для контроля уровня амп�

лификации мРНК). Последователь�
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ность использованных праймеров:

обратный праймер (общий для ди�

кого и мутантного аллелей гена

BRAF) RP—BRAF 5'—GGC—CAAAATT�

TAATCAGTGGA+3' и 2 прямых прай�

мера: FW—BRAF 5'—TAGGT�

GATTTTGGTCTAGC—TACAGT—3' —

для дикого типа и FM—BRAF 5'—

GGT—GATTTTGGTCTAGCTACAAA—

3' — для мутированного аллеля гена

[8].

Амплификацию проводили с по�

мощью прибора CFX96 real—time

PCR detection system (Bio—Rad,

США). Программа амплификации

включала начальную денатурацию

(при 94°C в течение 10 мин) и 49

циклов денатурации (при 94°C в те�

чение 20 с), гибридизации матрицы

с праймерами (при 61°C в течение

30 с), элонгации (при 72°C в тече�

ние 40 с). Результаты анализировали

с использованием программного

обеспечения прибора, интерпрети�

ровали на основании наличия или

отсутствия пересечения кривой

флуоресценции на использованном

канале с установленной на соответ�

ствующем уровне пороговой лини�

ей, что определяло наличие или от�

сутствие в данной пробе ДНК поро�

гового цикла Ct (cycle threshold). Об�

разец считали положительным, ес�

ли Ct на канале FAM/Green не превы�

шал 40.

Статистическая обработка дан�

ных при сравнении BRAF—позитив�

ных и BRAF—негативных опухолей,

а также оценка частоты мутации

BRAF V600E проведена с использо�

ванием критерия χ2.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

ПК ЩЖ выявлены у 19 пациен�

тов. Из больных, у которых обнару�

жены доброкачественные очаговые

образования ЩЖ, у 5 — диагности�

ровали фолликулярную аденому, у 1

— многоузловой коллоидный зоб, у

1 — диффузный тиреотоксический

зоб.

У пациентов при верифициро�

ванной ПК ЩЖ по данным цитоло�

гического исследования злокачест�

венная опухоль обнаружена у 15

(78,9%), у остальных — предположе�

ние о ее наличии.

В доброкачественных новообра�

зованиях ЩЖ мутации BRAF V600E

не выявлены, что достоверно отли�

чало их от злокачественных опухо�

лей (табл. 1), при этом мутации об�

наружены у 10 (52,6%) больных. Ус�

тановлена четкая взаимосвязь: час�

тота BRAF—мутации увеличивалась

по мере увеличения возраста паци�

ентов. BRAF—мутации выявлены у

73% больных старше 45 лет и у 25%

— моложе 45 лет.

BRAF—мутации в ПК ЩЖ не�

сколько чаще выявляли у женщин,

чем у мужчин — соответственно у

58,3 и 42,9%, однако различия недо�

стоверны.

Стратификация риска, прогно�

зирование исхода заболевания, пер�

сонализация тактики лечения ПК

ЩЖ основаны на таких факторах,

как инвазивность, мультифокаль�

ность, поражение лимфатических

узлов и BRAF—статус.

Частота обнаружения BRAF—му�

тации была практически одинако�

вой в инкапсулированных и неин�

капсулированных ПК ЩЖ.

Мультифокальность опухоли —

фактор, обосновывающий необхо�

димость выполнения тиреоидэкто�

мии. Исследователи не получили

четких доказательств того, что BRAF

V600E мутация связана с более вы�

соким рейтингом мультифокально�

сти опухоли и что прогнозировать

интратиреоидную диссеминацию

при BRAF—положительном статусе

невозможно [2, 4]. Это подтвержда�

ют и наши данные: наличие мутации

BRAF не было ассоциировано с

мультифокальностью. Однако хоте�

лось бы отметить, что в 50% наблю�

дений при предположении о нали�

чии малигнизации по результатам

ТАПБ обнаружены мутации BRAF, в

том числе в 3 инкапсулированных

ПК ЩЖ, которые не всегда можно

выявить на интраоперационном

этапе диагностики, в 2 из них — му�

тации BRAF V600E. Число таких на�

блюдений невелико, тем не менее,

эти данные отчетливо свидетельст�

вуют о возможности применения

такого подхода в дооперационной

диагностике новообразований ЩЖ,

особенно инкапсулированных.

По данным сравнительного ана�

лиза BRAF—позитивных и BRAF—

негативных ПК ЩЖ, генерация му�

тации не коррелировала с размера�

ми опухоли, стадией заболевания,

признаками экстратиреоидного

распространения и наличием реги�

онарных метастазов (табл. 2). При

этом высокую (до 60%) частоту му�

тации выявляли в небольших ПК

ЩЖ в стадии Т1, при I клинической

стадии такие мутации идентифици�

рованы в 50% наблюдений.

Òàáëèöà 1. ×àñòîòà âûÿâëåíèÿ ìóòàöèè BRAF â îïóõîëÿõ ÙÆ 

BRAF+ 

Ïîêàçàòåëü 
×èñëî 

ïàöèåíòîâ 
àáñ. % 

ð 

Âîçðàñò, ëåò     

äî 45 8 2 25 

ñòàðøå 45 11 8 73 

<0,05 

Ïîë     

æ 12 7 58 

ì 7 3 43 

>0,05 

Ãèñòîëîãè÷åñêèé òèï     

äîáðîêà÷åñòâåííàÿ îïóõîëü 7 0 0 

ÏÊ ÙÆ 19 10 52,8 

<0,01 

ÒÀÏÁ     

ÏÊ 15 8 53,3 

Ïðåäïîëîæåíèå î ÏÊ ÙÆ 4 2 50 

>0,05 

Èíêàïñóëèðîâàííîñòü     

íåèíêàïñóëèðîâàííàÿ 13 7 53,8 

èíêàïñóëèðîâàííàÿ 6 3 50 

>0,05 

Ìóëüòèôîêàëüíîñòü     

ñîëèòàðíûå 14 8 57,1 

ìóëüòèôîêàëüíûå 5 2 40 
>0,05 
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Таким образом, по своим инва�

зивным характеристикам BRAF—по�

зитивные ПК ЩЖ не были более аг�

рессивными, чем BRAF—негатив�

ные. Взаимосвязь между прогности�

ческими факторами и BRAF—стату�

сом ПК ЩЖ является предметом

широкого обсуждения.

Следует учитывать, что даже не�

большие ПК ЩЖ могут иметь высо�

кую биологическую агрессивность.

Одним из маркеров такой потенци�

альной агрессивности считают

BRAF—мутации. К такому выводу

клиницисты пришли на основании

обобщения большого фактического

материала и сложного многофак�

торного анализа. При этом рассмат�

ривали не только инвазивные ха�

рактеристики удаленной опухоли,

но и отдаленные результаты лече�

ния больных, в первую очередь, час�

тоту рецидивов, отдаленных мета�

стазов, радиойодрезистентность.

В силу объективных причин (у

всех пациентов срок наблюдения

менее 1 года после операции) мы не

могли проанализировать данный

аспект, но непременно планируем

вернуться к нему в будущем. Воз�

можно, проведение молекулярно—

генетического тестирования в кли�

нической практике позволит при�

менять избирательный терапевти�

ческий подход к лечению больных

по поводу ПК ЩЖ, снизить риск

возникновения хирургических ос�

ложнений, частоту рецидивов. С

другой стороны, возможно умень�

шение частоты выполнения тиреои�

дэктомии и выбор гемитиреоидэк�

томии как оперативного вмеша�

тельства достаточной радикальнос�

ти.

ВЫВОДЫ

1. Молекулярное тестирование

ПК ЩЖ при выборе лечебной про�

граммы позволяет персонализиро�

вать хирургическое лечение и при�

менение радиоактивного йода. Воз�

можности проведения молекуляр�

но—биологических исследований

апробированы на пункционном ма�

териале, полученном из опухолей

ЩЖ.

2. Частота мутаций BRAF V600E в

ПК ЩЖ превышала 50%, установле�

на ее четкая взаимосвязь с возрас�

том: у пациентов старше 45 лет по�

казатель почти в 3 раза выше, чем у

пациентов моложе 45 лет.

3. Высокая частота и специфич�

ность мутаций BRAF V600E для ПК

ЩЖ свидетельствуют о возможнос�

ти использования молекулярно—

биологических методов в доопера�

ционной диагностике опухолей

ЩЖ.

4. У всех пациентов при наличии

BRAF—мутации оптимальным мето�

дом лечения можно считать тиреои�

дэктомию с аблятивной терапией с

применением 131І независимо от раз�

меров опухоли.

5. В ближайшей перспективе

важным результатом может быть

уменьшение частоты выполнения

завершающей тиреоидэктомии. В

условиях отрицательного BRAF—

статуса при минимально инвазив�

ных ПК ЩЖ возможен выбор геми�

тиреоидэктомии как оперативного

вмешательства достаточной ради�

кальности. 

Òàáëèöà 2. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç BRAF–ïîçèòèâíûõ è BRAF–íåãàòèâíû

ÏÊ ÙÆ 

BRAF + BRAF – 

Ïîêàçàòåëü 

àáñ. % àáñ. % 

Âîçðàñò, ëåò     

äî 45  2 20,0 6 66,7 

ñòàðøå 45  8 80,0 3 33,3 

Ïîë     

æ 7 70,0 5 55,6 

ì 3 30,0 4 44,4 

Ðàçìåð îïóõîëè, ìì     

äî 10 3 30,0 – – 

11 – 40 6 60,0 7 77,8 

41 è áîëåå 1 10,0 2 22,2 

Èíâàçèâíûé ïîòåíöèàë îïóõîëè     

èíòðàòèðåîèäíàÿ äèññåìèíàöèÿ 8 80,0 7 77,8 

èíâàçèÿ 2 20,0 2 22,2 

Ïåðâè÷íàÿ îïóõîëü, ñòàäèÿ     

Ò1 6 60,0 4 44,5 

Ò2 1 10,0 2 22,2 

Ò3 1 10,0 3 33,3 

Ò4 2 20,0 – – 

Ðåãèîíàðíûå ìåòàñòàçû     

åñòü 4 40,0 5 55,5 

íåò 6 50,0 4 44,4 

Ñòàäèÿ çàáîëåâàíèÿ     

I 5 50,0 7 77,8 

II 1 10,0 – – 

III 1 10,0 – – 

IV 3 30,0 2 22,2 
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