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Цель. Выявление значимости наличия мутации V600E гена BRAF в дооперационной диагностике рака щитовидной железы.

Материал и методы. В исследование включены 46 пациентов с узловыми образованиями щитовидной железы, которым

была проведена тонкоигольная аспирационная биопсия (ТАБ). ДНК выделялась сорбентным методом из материала

ТАБ. Выявление мутации гена BRAF проводилось с помощью ПЦР с праймерами, характерными для дикого и мутант+

ного типа гена.

Результаты. По результатам цитологического исследования все пациенты были разделены на 3 группы: 1+я – больные

с узловым коллоидным зобом (УКЗ) (9), 2+я – больные папиллярным раком (ПР) (19) и 3+я – пациенты с неопределен+

ными результатами ТАБ (18). В группе пациентов с ПР все диагнозы были подтверждены гистологически, и мутация ге+

на BRAF была выявлена у 15 (79%) пациентов. В группе с неопределенным цитологическим диагнозом только у одного

пациента определена мутация гена BRAF и при гистологическом исследовании был диагностирован фолликулярный рак.

У 16 пациентов с гистологическим диагнозом “фолликулярная аденома”, у 9 пациентов с УКЗ и у 1 пациента с фоллику+

лярным раком мутации BRAFV600E выявлено не было. Таким образом, мы  получили следующие критерии достоверно+

сти метода: чувствительность – 76%, специфичность – 100% и диагностическая точность – 89%.

Выводы. Выявление мутации BRAFV600E может быть использовано в качестве дополнительного метода дооперационной

диагностики РЩЖ.

Ключевык слова: щитовидная железа, узловой зоб, рак щитовидной железы, фолликулярная неоплазия

Purpose: To assess the utility of BRAFV600E mutation detection in preoperative thyroid cancer diagnostic.

Material and methods: We studied 46 aspirates taken by FNA from patients with thyroid gland nodes. Thyroid tis+

sue aspirates DNA was extracted by sorbent method. BRAF gene mutation was analyzed with primers specific for

wild and mutant gen type by RT+PCR. 

Results: All patients were divided into three groups by cytological conclusions: colloid nodules (9), PTC (19), and

suspicious for malignancy (18). In the group of patients with PTC all diagnoses were confirmed by histology, and

BRAF gene mutation was detected in 15 (79%) FNAB specimens. In the group with suspicious cytological diagno+

sis only one patient had follicular cancer by histology and positive BRAF mutation. There were detected no BRAF
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В последнее время отмечается рост числа боль+

ных с узловыми образованиями щитовидной железы

(УОЩЖ) [1, 4], которые обнаруживают у 5–70% на+

селения [1, 2, 6, 19]. Актуальность проблемы диффе+

ренциальной диагностики УОЩЖ заключается в том,

что, по некоторым данным, от 10 до 22% солитарных

узлов ЩЖ являются злокачественными, а почти

в 90% случаев РЩЖ на ранних стадиях развивается

под маской узлового зоба [3].

Традиционно для дифференциальной диагности+

ки УОЩЖ используется тонкоигольная аспираци+

онная биопсия (ТАБ) под контролем УЗИ с последу+

ющим цитологическим исследованием биоптата.

Однако цитологический метод имеет ряд ограниче+

ний, а именно получение при ТАБ неинформативных

и неопределенных результатов. Неопределенные

результаты ТАБ связаны с отсутствием точных цито+

логических критериев для дифференциальной диа+

гностики ряда доброкачественных и злокачественных

заболеваний ЩЖ. Доля таких аспиратов весьма

высока и составляет в среднем около 30% [13, 15].

Таким образом, невозможность на дооперационном

этапе имеющимися методами исключить опухолевую

природу узла ЩЖ является показанием к выполне+

нию диагностической операции.  При хирургичес+

ком вмешательстве лишь в 15–20% неопределенных

результатов цитологического исследования выявляет+

ся злокачественный процесс [7, 10]. На сегодняшний

день окончательный диагноз может быть установлен

только в результате гистологического исследования.

Таким образом, поиск новых методов дооперци+

онной дифференциальной диагностики УОЩЖ яв+

ляется одной из актуальных проблем современной

тиреоидологии, что позволило бы улучшить ди+

агностику РЩЖ и уменьшить количество диагнос+

тических операций.

В настоящее время исследование событий моле+

кулярного уровня занимает ведущее место в опреде+

лении патогенеза различных форм РЩЖ и, соот+

ветственно, может быть применено в диагностичес+

ких целях. В ряде работ зарубежных исследователей

[12, 18] описывается мутация V600E в 15+й экзоне

гена BRAF (BRAFV600E),как наиболее часто встре+

чающаяся при ПРЩЖ. Наличие данной мутации

ведет к дестабилизация в RAF+киназном гене, что

в конечном итоге способствует активации MAP+ки+

назного пути и повышению митотической и проли+

феративной активности клетки. При исследовании

гистологического материала больных, проопериро+

ванных по поводу РЩЖ, наличие BRAFV600E мута+

ции определялось с частотой 38–69% [5, 11, 13, 15, 20].

Цель работы: выявление значимости наличия

мутации V600E в гене BRAF в дооперационной диа+

гностике РЩЖ.

Материал и методы

Характеристика групп пациентов

В исследование были включены 46 пациентов,

обследованных на базе кафедры клинической лабо+

раторной диагностики с курсом молекулярной меди+

цины и оперированных на кафедре общей хирургии

СПбГМУ им. акад.  И.П. Павлова в период с 2007

по 2008 гг. Средний возраст пациентов составил

48,0 ± 8,5 года; соотношение мужчин и женщин –

1 : 10 соответственно.

Всем пациентам было выполнено стандартное

клиническое обследование: определение уровня

ТТГ, св.Т4, УЗИ ЩЖ, ТАБ узлов ЩЖ под УЗ+кон+

тролем, по показаниям – радионуклидное сканиро+

вание ЩЖ с 123I.

До операции всем больным проведена ТАБ под

УЗ+контролем с последующим цитологическим ис+

следованием аспирата в цитологической лаборато+

рии ЦЛД СПбГМУ им. акад. И.П. Павлова. Пункци+

онная тонкоигольная биопсия выполнена также под

УЗ+контролем (табл. 1) [2].

На основании цитологического диагноза паци+

енты были разделены на 3 группы: 1+я – с коллоид+

ным зобом, 2+я – с папиллярным раком и 3+я – ли+

ца, у которых цитологическое заключение звучало

как “фолликулярная опухоль”, т. е. на основании
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Таблица 1. Распределение пациентов по группам в зависимости от цитологического диагноза

Результат ТАБ Доброкачественный (УКЗ) Злокачественный (ПР) Неопределенный (ФО)

Число пациентов, n 9 19 18

Примечание: УКЗ – узловой коллоидный зоб, ПР – папиллярный рак, ФО – фолликулярная опухоль.

mutation in 16 patients with histologically proven follicular adenoma, in 9 patients with colloid nodular goiter and

in one patient with follicular cancer.  Thereby, we received the following criteria valuers of method’s reliability: sen+

sitivity – 76%, specificity – 100%, diagnostic accuracy – 89%.

Conclusions: Detection of the BRAFV600E mutation may be a useful adjunct marker for preoperative diagnostic of

thyroid gland cancer.

Key words: thyroid, nodular goiter, thyroid cancer, follicular lesion
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цитологического заключения нельзя было исклю+

чить злокачественную природу узла. Группы пациен+

тов сравнимы по полу, возрасту. Все больные были

прооперированы. Показания к операции: папилляр+

ный рак и фолликулярная опухоль по данным ТАБ.

Следует отметить, что у 1 пациента с цитологичес+

ким диагнозом “фолликулярная опухоль” клиничес+

ки имела место токсическая аденома. У 9 пациентов

с диагнозом “УКЗ” по данным цитологического ис+

следования показанием к операции был узловой зоб

больших размеров со смещением органов шеи.

Забор материала проводился на дооперационном

этапе при выполнении ТАБ УОЩЖ под УЗ+контро+

лем. Далее выполнялось молекулярно+генетическое

исследование на наличие в материале пункционной

биопсии мутации V600E гена BRAF. Окончательная

верификация диагноза выполнялась по данным гис+

тологического исследования.

Преаналитический этап

Пункционная тонкоигольная биопсия проводи+

лась под УЗ+контролем. Материал помещался в про+

бирки со стабилизирующей средой EverFresh RNA

(фирма “Силекс”, Россия). Полученные образцы

хранились при температуре 4 °С до исследования

(не более 2 дней).

Выделение ДНК

ДНК выделяли из ткани ЩЖ, используя набор

“ДНК+ГС” (фирма “ДНК+Технология”, Россия) со+

гласно прилагаемой инструкции. В результате полу+

чали 100 мкл водного раствора, содержащего от 3 до

10 мкг ДНК. После выделения образцы ДНК до ис+

следования хранились при температуре −20 °С.

Проведение ПЦР6анализа

Амплификация проводилась на приборе “Тер+

цик” (фирма “ДНК+Технология”, Россия) по стан+

дартной двухпраймерной схеме в конечном объеме

10 мкл. Реакционная смесь содержала: 2 мкл ДНК,

14 pMол каждого праймера, смесь дНТФ в конечной

концентрации 240 мкМол и 2,5 единицы термоста+

бильной Taq ДНК+полимеразы (Helicon, Россия)

в стандартном ПЦР+буфере с содержанием Mg2+

15 мМол. Последовательности используемых прай+

меров: обратный праймер (общий для дикого и му+

тантного аллелей гена BRAF) RP+BRAF 5’+GGC+

CAAAATTTAATCAGTGGA+3’ и 2+а прямых прайме+

ра: FW+BRAF 5’+TAGGTGATTTTGGTCTAGC+

TACAGT+3’ для дикого типа и FM+BRAF 5’+GGT+

GATTTTGGTCTAGCTACAAA+3’ для мутантного

типа гена [22]. Программа амплификации состояла

из начальной денатурации (96 °C, 3 мин) и 40 цик+

лов, включавших денатурацию (94 °C, 20 с), отжиг

праймеров (61°C, 30 с), элонгацию (72 °C, 40 с) и за+

ключительную элонгацию (72 °C, 8 мин).

ПЦР+продукт без предварительной обработки

наносился на 2% агарозный гель. Электрофорез про+

водился в стандартном трис+ЭДТА+боратном буфере

при напряженности электрического поля 10 В/см

в течение 20 мин. Визуализация выполнялась с по+

мощью водного раствора бромистого этидия. Фото+

графирование электрофореграммы осуществлялось

в УФ+свете на трансиллюминаторе (254 нм).

Оценка результатов исследования 

Качественная оценка аналитических характе+

ристик проводилась путем исследования данных

электрофореграммы продуктов амплификации.

Каждая проба оценивалась по наличию электрофо+

ретического сигнала на двух дорожках: дорожка 1

(амплификация с праймерами для “дикого” и му+

тантного типов гена BRAF) и дорожка 2 (амплифи+

кация с праймерами только для мутантного типа ге+

на BRAF). Наличие электрофоретического сигнала

на дорожке 1 являлось контролем метода. Наличие

сигнала на дорожке 2 свидетельствовало о наличии

данной мутации в исследуемом образце (рис. 1).

Результаты выявления мутации V600E гена BRAF

в материале аспирационных биоптатов и сопоставле+

ние с диагнозами, сделанными по данным морфоло+

гического исследования на послеоперационном мате+

риале, были оценены по следующим критериям:

– предсказательная ценность положительного

теста;

– чувствительность теста;

– предсказательная ценность отрицательного

теста;

– специфичность теста;
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Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации.

Дорожки 1, 2, 3, 4 – “дикий” и мутантный тип гена BRAF.

У всех 4 пациентов (I–IV) присутствует “дикий” тип гена

BRAF (внутренний контроль); дорожки 5, 6, 7, 8 – мутант+

ный тип гена BRAF. Пациенты II и IV – положительные

по мутации в гене BRAF, пациенты I и III – отрицательные

по мутации в гене BRAF.

1 2 3 4 5 6 7 8

I II III IV I II III IV
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– диагностическая точность метода [16].

При статистической обработке данных исполь+

зовали метод χ2 для сравнения качественных показа+

телей. Для описания выборок рассчитывали среднее

и его стандартное отклонение. Различия считались

статистически значимыми при р < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Всем прооперированным больным было выпол+

нено гистологическое исследование операционного

материала, по результатам которого проведен срав+

нительный анализ данных цитологического и гисто+

логического исследований (табл. 2).

Результаты генетического исследования
и их обсуждение

В группе пациентов с дооперационным цитоло+

гическим диагнозом “коллоидный зоб” мутантного

типа гена BRAF не было выявлено ни в одном слу+

чае, что полностью совпало с данными планового

гистологического послеоперационного исследова+

ния, при котором были поставлен  диагноз “узловой

коллоидный зоб” (табл. 3). В группе пациентов  по

результатам цитологического исследования с бес+

спорным диагнозом “папиллярный рак” во всех слу+

чаях данный диагноз был подтвержден гистологиче+

ским исследованием, однако мутантный тип гена

BRAF определялся в 15 (79%) образцах, а в 4 случаях

мутантный тип гена BRAF не определялся. 

Большой интерес представляет 3+я группа, в ко+

торую вошли пациенты с цитологическим диагнозом

“фолликулярная опухоль”. По данным гистологиче+

ской оценки препаратов у 16 пациентов был постав+

лен окончательный диагноз фолликулярная аденома,

и у двух – фолликулярный рак. Мутантный тип гена

BRAF не определялся ни в одном из образцов, взя+

тых у пациентов с фолликулярной аденомой. Однако

в образцах, взятых у пациентов с фолликулярным

раком, мутантный тип гена BRAF был обнаружен

у одного больного. Критерии достоверности были

вычислены по общепринятой методике [16] (табл. 4).

Таким образом, чувствительность данного метода

исследования составила 76%,  специфичность –

100% и диагностическая ценность – 89% соответст+

венно.
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Таблица 2. Сравнение результатов цитологического  и  планового гистологического исследований

Цитологическое заключение Количество Окончательный гистологический диагноз Количество

Узловой коллоидный зоб 9 Узловой коллоидный зоб 9

Папиллярный рак 19 Папиллярный рак 19

Фолликулярная опухоль 18 Фолликулярная аденома 16

Фолликулярный рак 2

Всего 46 Узловой коллоидный зоб 9

Фолликулярная аденома 16

Папиллярный рак 19

Фолликулярный рак 2

Таблица 3. Выявление мутации гена BRAFV600E

Цитологическое 
Количество

Окончательный 
Количество

BRAF+мутация
заключение гистологический диагноз есть нет

Узловой коллоидный зоб 9 Узловой коллоидный зоб 9 0 9

Папиллярный рак 19 Папиллярный рак 19 15 4

Фолликулярная опухоль 18 Фолликулярная аденома 16 0 16

Фолликулярный рак 2 1 1

Всего 46 46 16 30

Таблица 4. Критерии достоверности метода выявления мутации V600E гена BRAF у пациентов с подозрением на РЩЖ 

Параметры BRAF+мутация, % Доверительный интервал, %

Предсказательная ценность положительного теста 99,6 87,1–100,0

Чувствительность теста 76,2 61,3–76,7

Предсказательная ценность отрицательного теста 83,3 72,9–83,7

Специфичность теста 99,4 80,0–00,0

Диагностическая точность метода 89

Примечание: для р < 0,05. 
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По данным нашего исследования наличие в об+

разцах мутантного типа гена BRAF с вероятностью

100% свидетельствует о злокачественности процесса,

а отсутствие данной мутации характерно для добро+

качественных заболеваний.

Выводы
1. Наличие мутации V600E гена BRAF является

диагностическим маркером высокодифференциро+

ванного рака щитовидной железы.

2. Выявление мутации гена BRAFV600E может

быть использовано  в качестве дополнительного ме+

тода дооперационной диагностики высокодиффе+

ренцированного рака щитовидной железы.
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