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ЕКСПРЕСIЯ мРНК RET/PTC1/3 ТА BRAF
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Проліферативні процеси у клітинах 
контролюються двома основними каскада-
ми РІ3К/Акt та кіназами, що активуються  
мітогенами (МАРК) [1, 2]. Останній каскад  
контролює власне поділ клітини. Визна чен- 
 ня проліферативного потенціалу пухлинних  
клітин — важливе завдання для оцінки 
агресивності пухлини. Раніше нами було 
продемонстровано значне збільшення вмісту 
ядерного антигену проліферуючих клітин 
(PCNA) у пухлинах щитоподібної зало-
зи (ЩЗ), особливо в агресивних пухлинах 
з метастазами, що свідчить про суттєве по-
силення проліферативних процесів [3, 4]. 
Мітогенний сигнальний шлях Ret/Ras/
Raf/MEK/ERK (МАРК-каскад) — пов’язує 
сигнали факторів росту на рецепторах 
клітинної поверхні з транскрипційними 
факторами, що регулюють експресію генів, 
які контролюють такі важливі клітинні 
процеси, як ангіогенез, ріст і проліферацію 

клітин [2]. Цей сигнальний шлях часто  
є конститутивно активованим в деяких 
пухлинах в результаті хромосомних транс-
локацій RET/PTC, мутацій в генах BRAF  
(BRAFV600E), RAS, деяких рецепторів цитокінів  
або надмірної експресії нормальних і му-
тованих рецепторів, таких як EGFR [5, 6]. 
В основі патогенезу раку щитоподібної за-
лози (ЩЗ) також лежить неконтрольова-
на активність різних сигнальних шляхів 
і, в першу чергу — МАРК-каскаду [7, 8]. 
Пригнічення цього каскаду специфічними 
інгібіторами посилює чутливість ракових 
клітин (в тому числі і карцином ЩЗ) до хі-
міотерапії [9, 10].

Сучасний тренд онкоендокринології — 
це пошук молекулярних маркерів агре-
сивності пухлини. Знаючи їх, можна більш  
точно розрахувати об’єм оперативного втру-
чання та дозу радіоактивного йоду. За мету 
роботи ставилося вивчення хромосомних  
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транслокацій RET/PTC1, RET/PTC3 та му-
тацій B-RAF (BRAFV600E) в тканині багато- 

вузлового зобу, фолікулярних та папіляр- 
них карциномах ЩЗ людини.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
Дослідження проводилися на після-

опера ційному матеріалі 29 хворих, одержа-
ному у хірургічному відділенні Інституту. 
З них 10 з інкап сульованою РТС (IРТС), 
9 з неінкапсульованою РТС (NРТС), 3 з фо-
лікулярною карциномою (FTC), 4 з фолі-
кулярною аденомою (FA) та 3 з багатовуз-
ловим зобом (MNG). Всі пацієнти перед 
оперативним втручанням підписували 
інформовану згоду на використання пост-
опереративного матеріалу для наукових 
дослідженнь. Одразу ж після видалення 
тканину ЩЗ поміщали на лід і швидко 
заморожували при – 80°С. Гістологічне за-
ключення та його номер отримували з клі-
нічної бази тканин ЩЗ ІЕОР. За умовно 
нормальну тканину щитоподібної залози 
приймали тканину, що за морфологічними 
критеріями не відрізнялася від нормальної.

Виділення та аналіз РНК.
РНК виділяли за допомогою наборів 

фірми «Quiagen» (США) згідно протоколу 
виробника. Тканину вагою біля 25 мг го-
могенізували в 500 мкл лізис-буферу RLT, 
що містить гуанідин ізотіоцианат, в гомо-
генізаторі «TissueLyser» II MM200 фірми 
«Retsch» (ФРН) протягом 2 хв. Вміст про-
бірок центрифугували протягом 15 сек.  
Для виділення РНК до 320 мкл гомогенату 
додавали ще по 150 мкл буферу RLT, роз-
водили з 590 мкл води без РНКаз та дода-
вали 10 мкл готового розчину протеїнази  
К з набору. Суміш перемішували, інкубу-
вали при 55оС 10 хв і центрифугували в на-
стільній центрифузі фірми «Eppendorf» 
(США) в стандартному кутовому роторі 
при 13000 об/хв протягом 3 хв. Супернатант 
(прибл. 1 мл) відбирали і додавали поло-
вину об’єму (до 0,5 мл) 96–100 % етанолу. 
Суміш перемішували і вміст пробірок пе-
реносили на спеціальну колонку. Після 
центрифугування колонок РНК залиша-
лось на фільт рі. Фільтр промивали 350 мкл 
буферу RW1 (що містить солі гуанідину, 
етанол, і використовується для ефективно-
го видалення вуглеводів, білків, жирних 
кислот та ін., які неспецифічно зв’язуються 

з фільт ром). Потім наносили ДНКазу в бу-
фері RDD (склад і концентрації солей буфе-
ру забезпечують ефективне розщеплення 
ДНК, а також створюють умови для затрим-
ки РНК на колонці), інкубували при кім-
натній температурі 15 хв і знову промивали 
буфером RW1. Після центрифугування про-
тягом 15 сек при максимальній швидкості  
ротора і заміни пробірок для збирання цен-
трифугату, фільтр двічі промивали буфером  
RPE (буфер для м’якої промивки, що міс-
тить етанол, для видалення слідів солей, 
які знаходяться на колонці), просушува-
ли центрифугуванням, переносили в ко-
нічну пробірку об’ємом 1,5 мл і розчиняли  
очищену РНК у 50 мкл води без РНКаз. 
Зберігали при – 80оС. Контроль якості одер- 
жаних РНК здійснювали за допомогою спек-
трофотомет ра «Nanodrop» («Thermo Fisher  
Scientific Inc»., США), капілярного електро-
форезу на РНК-наночіпах у біоаналізаторі 
«Agilent-2100» («Agilent Technologies», США) 
та електрофорезу в 1 % агарозному гелі 
з додаванням у гель флуоресцентного барв-
ника SYBRgreen або етидій броміду.

Аналіз експресії мРНК RET/PTC-1, RET/
PTC-3 та B-Raf (wt/mut) методом ЗТ-ПЛР 
та методом ПЛР у реальному часі.

ПЛР. Реакцію зворотної транскрипції 
(ЗТ) проводили (ампліфікатор — «GeneTech»  
фірми «Stuart scientific») в реакційній сумі-
ші, що містила: стандартний буфер для по-
лімеразної ланцюгової реакції (ПЛР), 5 мМ 
хлористого магнію, по 1 мМ всіх дНТФ, ін-
гібітор РНКази (1 од/мкл), зворотну тран-
скриптазу (2,5 од/мкл) («Sigma», США), 
суміш випадкових гексамерів (2,5 мкМ) 
та 1 мкг екстрагованої РНК. Інкубація 
проводилась за таких умов: 22 °С — 10 хв, 
42 °С — 15 хв, 99 °С — 5 хв, 4 °С — 5 хв. 
Реакційна суміш для ПЛР містила 2,5 мкл 
кДНК, 2 mM кожного з нуклео тидів, 2 mM 
MgCl2, 1 о. а. Taq-ДНК полімерази, буфер 
(50 mM Tris HCl pH 8.6, 50 mM KCl, 0,1 % 
Tween-20) та по 15 pM кожного праймера. 
Продукти ПЛР аналізували методом елек-
трофорезу у 1,5 % агарозному гелі з дода-
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ванням у гель флуоресцентного барвника 
SYBRgreen або етидій броміду.

Кількісна ПЛР. Реакцію зворотньої транс - 
крипції проводили з використанням 1 мкМ  
оліго dT18 праймера, 2 мкг загальної РНК,  
500 мкМ кожного дНТФ, 1 од./мкл зворот - 
ньої транскриптази, 1 од./мкл інгібітора  
РНКази та стандартного буферу в термоцик- 
лері «GeneAmp PCR System 2720» («Applied 
Biosystems», США).

2,5 мкл кДНК використовували для  
в 20 мкл реакційної суміші з SYBRgreen/Rox  
qPCR мастер-мікс («Thermo Fisher Scienti- 
fic Inc»., США). Для визначення експресії 
мРНК в зразках пухлинної тканини кіль- 
кісну ПЛР проводили з наступними прай- 
мерами: RET/PTC-1: прямий — 5’-GAGCT- 

GGAGACCTACAAACTGA-3’, зворотній — 
5’-CGTTGCCTTGACCACTTTTC-3’; RET/PTC-3:  
прямий — 5’-AAACCTGCCAGTGGTTATCAAG-3’, 
зворотній — 5’-TCGCCTTCTCCTAGAGTTT- 
TTCC-3’; BRAFwt: прямий — 5’-TAGGTGATТ- 
TTGGTCTAGCTACAGT-3’; BRAFmut: прямий —  
5’-TAGGTGATTTTGGTCTAGCTACGGA-3’;  
зворотній BRAF-R: 5’-TCTGACTGAAAGC- 
TGTATGGATT-3’. Інтенсивність експресії 
бета-2-мікрогло буліну використовували як  
внутрішній контроль. Всі реакції прово-
дили тричі при наступних умовах: 95 °C — 
10 хв, і далі 40 циклів — 95 °C — 15 с 
та 60 °C — 40 с. Специфічність кількісної 
ПЛР визначали за допомогою аналізу кри-
вих плавлення. Відносний рівень експресії 
мРНК рахували по методу 2−ΔΔCt [11].

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Використання мініколонок фірми 

«Quiagen» забезпечує невисокий вихід РНК, 
але достатню ступінь її очистки від біл-
ка (А260/А280 ~ 2,0), ДНК та вуглеводів 
для подальшого аналізу молекулярно-ге-
нетичними методами. Аналіз РНК мето-
дом капілярного електрофорезу засвідчив 
її високу цілісність з показниками RIN 
(RNA integrity number) у межах 7,4–8,3, 
що наближається до значень позитивного 
контролю (клітини феохромоцитоми РС-12)  
та свідчить про відсутність суттєвої дегра-
дації РНК (рис. 1 А, Б).

Перебудови генів рецепторної тирозин-
кінази RET та мутації протеїнкінази 
BRAF були відсутні в тканинах багатовуз-
лового зобу (MNG) та фолікулярної адено-
ми. У зразку 616Т/N (багатовузловий зоб, 
3 стадія) спостерігалась посилена експресія 
BRAFwt (не показано).

Аналіз післяопераційного матеріалу хво - 
рих на папілярний та фолікулярний рак  
ЩЗ виявив зміни експресії, наявність мута-
цій та перебудов генів у 11 зразках. Зразки  
з гістологічними номерами 173, 245, 367 
та 396 були взяті з неінкапсульованих, інва-
зивних папілярних карцином (NPTC); зраз-
ки 130 та 352 — з інкапсульованих, неін-
вазивних пухлин папілярного раку (IPTC);  
зразок 479 — фолікулярна карцинома (FTC).

Попередньо визначали наявні мутації 
методом звичайної ЗТ-ПЛР, яка дозволяє 

виявити експресію мутованих генів та ге-
нів дикого типу без її кількісної оцінки. 
Посилена експресія BRAF спостерігалась 
у зразках 173Т/N, 130N, 479Т. Мутація BRAF  
виявлена у зразку 352Т (IPTC) та в клі-
тинах лінії ТРС1, що походять з папілярної 
карциноми (рис. 2). Мутований BRAF був 
виявлений також у зразку 130Т (IPTC), при-
чому в цьому ж зразку відмічено надекс - 
пресію і BRAFwt (не показано).

Перебудови RET/PTC1 спостерігались 
у зразках 173Т, 367Т/N, 396Т, 245Т. Пере-
будови RET/PTC3 відмічені в клітинах лі-
нії ТРС1 та зразках 245Т і 352Т (рис. 2).

Оскільки звичайна ЗТ-ПЛР не надає 
кількісної оцінки експресії генів, наступ-
ним завданням було застосування для ана-
лізу мутацій і перебудов кількісної ПЛР 
(ПЛР у реальному часі). З рис. 3 видно, що 
вища інтенсивність експресії RET/PTC1  
та RET/PTC3 у пухлинній тканині спосте-
рі гається у неінкапсульованих пухлинах 
(NPTC1-3). Середнє значення експресії NPTC 
складає 2,38 ± 0,67 проти 1,15 ± 0,05 у IPTC.

Переваги методу кількісної ПЛР щодо 
методу звичайної ПЛР виразно проявля-
ються на зразку 367 (NPTC2). Як видно 
з рис. 2, перебудова RET/РТС1 з однаковою 
інтенсивністю експресії спостерігається 
і в пухлинній і в нормальній тканинах 
цього зразка. Проте кількісна ПЛР де-
монструє більш ніж 3,5-кратне зростання 
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Рис. 1. Аналіз деяких зразків екстрагованої з тканини ЩЗ РНК  
методом капілярного електрофорезу. 

А – розділення РНК за розмірами молекул. L (ladder) – маркери РНК.
Б – оцінка ступеня цілісності (RIN) одержаної РНК за співвідношенням 28S/18S/5S. 
РС12 – позитивний контроль.
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експресії RET/PTC1 у пухлинній тканині 
у порівнянні з нормальною (рис. 3).

Одночасна експресія онкогенів в умов-
но нормальній та пухлинній тканині може 
пояснюватись контамінацією нормальної 
пухлини клітинами пухлини, а також тим, 
що нормальна тканина береться у хворої 
людини і є умовно нормальною тільки 
за морфологічними, а не біохімічними 
критеріями.

Потрібно відмітити, що зразок NPTC1 
(245Т) містив обидві перебудови RET/PTC1  
та RET/PTC3 (рис. 2), хоча, як показав ме-
тод ПЛР у реальному часі, більш інтен-
сивною була експресія RET/PTC3. Такі 
подвійні перебудови в папілярних карци-
номах зустрічаються рідко ~ 1 % [12], свід-
чать про агресивність пухлини і характе-
ризуються гіршим прогнозом. Вважається 
також, що RET/PTC3-позитивні карциноми 

є більш інвазивними [7]. Крім того, пере-
будова RET/PTC1 та підвищена експресія 
немутованої протеїнкінази BRAF (BRAFwt) 
одночасно спостерігалися у зразку 173, де 
було діагностовано оксифільноклітинну 
папілярну карциному з багатофокусним 
ростом, яка є більш агресивною формою 
карциноми (рис. 2). Можливо посилення 
експресії BRAFwt є наслідком перебудови 
RET/PTC1.

Мутації гена BRAF спостерігали у зраз-
ках 130Т, 352Т та 396Т. Особливо інтен-
сивною експресією характеризувався зра - 
зок 130Т, в якому рівень мРНК мутова-
ного гена перевищував норму більш ніж 
у 20 разів (рис. 3).

Цікаві дані отримано в зразку 479Т пух-
линної тканини фолікулярної карциноми 
де ступінь експресії BRAFwt перевищував 
норму в 16 разів (рис. 3). Останній факт ви-

Рис. 2. Приклади визначення мутацій, перебудов та експресії генів RET/PTC-1,  
RET/PTC-3 та B-Raf (wt/mut) в пухлинах ЩЗ методом ЗТ/ПЛР. 

FTC — зразок 479Т, 245T-NPTC1, 352T-IPTC1, 367N/T-NPTC2, TPC1 —  
культивовані клітини папілярної карциноми.  

(Т – пухлина, N – умовно нормальна, незмінена тканина). Пояснення у тексті.
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кликає інтерес, оскільки експресія PCNA 
у цих же зразках пухлини не відрізняла-
ся від нормальної тканини, а кількість  
і активність ERK1/2 (протеїнкінази, що зна - 
хо диться нижче від BRAF в сигнальному 
ланцюгу) у нормальній тканині була вище 
ніж у пухлині [3, 4]. В попередніх роботах 
ми відмічали факт так званої токсичнос-
ті онкогенів — явища, при якому продук-
ти онкогенів, що спричинили утворення 
пухлини, гальмують ріст вже сформованої 
пухлини, викликають сенесценсію та апоп-
тоз пухлинних клітин. У цьому випадку 
пухлина про ду кує спеціальні білки, такі 
як білок тепло вого шоку морталін, що за-
хищають пухлину від токсичних продуктів 

онкогенів шляхом пригнічення у пухлині 
експресії і активності протеїнкіназ МАРК-
каскаду [4, 13–15]. З одержаних даних стає 
оче видним, що пригнічення МАРК-каскаду 
реалізується на рівні останньої проте їн-
кінази каскаду — ERK1/2. Таке пригнічен-
ня могло б відбуватися також на рівні дру-
гої протеїнкінази каскаду — МЕК, проте 
той факт, що знижується не тільки актив-
ність, але й кількість ERK1/2 [4] (за раху-
нок гальмування експресії або посилення 
деградації білка), свідчить, що саме ERK 
є мішенню інгібуючих факторів. Можливо 
надекспресія BRAFwt є компенсаторною 
реакцією клітин на пригнічення експресії 
та інактивацію ERK1/2.

ВИСНОВКИ
1. Інтенсивність експресії RET/PTC1 або 

RET/PTC3, а також наявність обох пере-
будов може свідчити про агресивність, 
інвазивність пухлини.

2. Дослідження експресії RET/PTC1 та 
RET/PTC3, як додаткових молекулярних 

маркерів агресивності папілярних кар-
цином, може бути корисним для більш 
точного розрахунку об’єму оперативного 
втручання та визначення подальших лі-
кувальних процедур.
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ЕКСПРЕСIЯ мРНК RET/PTC1/3 ТА BRAF
WT/MUT

  
У ПУХЛИНАХ ЩИТОПОДIБНО¯ ЗАЛОЗИ ЛЮДИНИ

Гуда Б. Б., Пушкарьов В. М., Журавель О. В., Коваленко А. Є., Таращенко Ю. М., Тронько М. Д. 
ДУ «Інститут ендокринології та обміну речовин ім. В. П. Комісаренка НАМН України», м. Київ, Україна 

pushkarev.vm@gmail.com
Вивчали хромосомні транслокації гена рецепторної тирозинкінази RET/PTC1, RET/PTC3, мута-

ції гена протеїнкінази BRAF (BRAFV600E) та експресію BRAFwt у тканині багатовузлового зобу, 
фолікулярних та папілярних карциномах щитоподібної залози (ЩЗ) людини. З 29 зразків пухлинної 
тканин, що вивчались, посилення експресії, мутації та перебудови генів виявлені у 11 випадках. 
У більш агресивних, інвазивних пухлинах інтенсивність експресії RET/PTC1 та RET/PTC3 була ви-
щою ніж у інкапсульованих пухлинах. В одному зразку пухлини папілярної карциноми знайдена 
подвійна перебудова гена RET — RET/PTC1 та RET/PTC3. Підвищена експресія протеїнкінази BRAF 
(BRAFwt) спостерігалася у деяких зразках пухлинної тканини фолікулярної карциноми та багатовуз-
лового зобу.

Обговорюється значення сигнального каскаду МАРК в пухлинах ЩЗ.
К л ю ч о в і  с л о в а : щитоподібна залоза людини, високодиференційовані злоякісні пухлини, пере-

будови Ret/Ptc, мутації та експресія BRAF.

ЭКСПРЕССИЯ мРНК RET/PTC1/3 И BRAF
WT/MUT

  
В ОПУХОЛЯХ ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ ЧЕЛОВЕКА

Гуда Б. Б., Пушкарев В. М., Журавель Е. В., Пушкарев В. В., Коваленко А. Е.,  
Таращенко Ю. Н., Тронько Н. Д. 

ГУ «Институт эндокринологии и обмена веществ им. В. П. Комисссаренко НАМН Украины», г. Киев, Украина 
pushkarev.vm@gmail.com

Изучали хромосомные транслокации гена рецепторной тирозинкиназы RET/PTC1, RET/PTC3, 
мутации гена протеинкиназы BRAF (BRAFV600E) и экспрессию BRAFwt в ткани многоузлового зоба, 
фолликулярных и папиллярных карциномах щитовидной железы человека. Из 29 образцов тканей, 
которые изучались, изменения экспрессии, мутации и перестройки генов обнаружены в 11 случа-
ях. В одном образце опухоли папиллярной карциномы найдена двойная перестройка гена RET —  
RET/PTC1 и RET/PTC3. В более агрессивных, инвазивных опухолях уровень экспрессии RET/PTC1 
и RET/PTC3 был выше, чем в инкапсулированных опухолях. Повышенная экспрессия протеинкиназы 
BRAF (BRAFwt) наблюдалась в некоторых образцах опухолевой ткани фолликулярной карциномы 
и многоузлового зоба.

Обсуждается значение сигнального каскада МАРК в опухолях щитовидной железы.
К л ю ч е в ы е  с л о в а : щитовидная железа человека, высокодифференцированные злокачествен-

ные опухоли, перестройки RET/PTC, мутации и экспрессия BRAF.

RET/PTC1/3 AND BRAF
WT/MUT

 mRNA EXPRESSION  
IN TUMORS OF THE HUMAN THYROID

B. B. Guda, V. M. Pushkarev, O. V. Zhuravel, V. V. Pushkarev, A. Ye. Kovalenko, Y. M. Tarachenko, M. D. Tronko
SI «V. P. Komisarenko Institute of Endocrinology and Metabolism of NAMS of Ukraine», Kyiv, Ukraine 

pushkarev.vm@gmail.com
There were studied the chromosomal translocation of receptor tyrosine kinase gene RET/PTC1, RET/PTC3, 

gene mutations of protein kinase B-RAF (BRAFV600E) and the expression of BRAFwt in the multinodular 
goiter tissue, follicular and papillary carcinoma of the human thyroid. Of the 29 tissue samples which were 
studied, changes in the expression, gene mutations and rearrangements were detected in 11 cases (38 %). In one 
tumor sample of papillary carcinoma double rearrangement of the gene RET — RET/PTC1 and RET/PTC3 was 
found. In a more aggressive invasive tumors the expression level RET/PTC1 and RET/PTC3 was higher than 
in encapsulated tumors. It was observed the increased expression of protein kinase BRAF (BRAFwt) in some 
samples of tumor tissue of follicular carcinoma and multinodular goiter. 

The significance of MAPK signaling pathway in tumors of the thyroid was discussed. 
K ey  wor d s : human thyroid, highly differentiated malignant tumors, rearrangements RET/PTC, muta-

tions and expression of BRAF.
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