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Аннотация
Обоснование. Молекулярно-генетические маркеры, обнаружение которых может быть ассоциировано с выявлением рака щитовидной же-лезы и/или более агрессивным течением заболевания, в том числе соматические мутации генов BRAF, KRAS, NRAS, EIF1AX и TERT, широкоисследуются в настоящее время. Их применение возможно как для дифференциальной диагностики, так и для прогнозирования течениязаболевания, помощи лечащему врачу в принятии решений по тактике ведения пациентов, поскольку до сих пор остается ряд спорных во-просов в ведении пациентов с высокодифференцированным раком щитовидной железы низкого риска. Разработка персонализированногоподхода к диагностике и лечению пациентов с новообразованиями щитовидной железы с использованием молекулярно-генетического те-стирования является современным и актуальным направлением медицины.
Цель. Оценка частоты встречаемости соматических мутаций в «горячих точках» генов BRAF, KRAS, NRAS, EIF1AX и TERT в гистологическом,цитологическом материале и в плазме крови пациентов с новообразованиями щитовидной железы и возможности их использования длядифференциальной диагностики. 
Методы. Проведено проспективное, одноцентровое клиническое исследование. Образцы гистологического, цитологического материала иплазмы крови тестировали на наличие соматических мутаций в «горячих точках» генов BRAF, KRAS, NRAS, EIF1AX и TERT.
Результаты. В гистологическом материале мутации в «горячих точках» гена BRAF (экзон 15, район кодонов 600–601) были обнаруженыв 35,3% случаев, в цитологическом материале – в 39,2% случаев и в свободно циркулирующей ДНК плазмы крови мутации гена BRAF быливыявлены в 1 случае. Мутации в «горячих точках» гена NRAS (экзон 3, кодон 61) были обнаружены в 7,8% случаев, в цитологическом мате-риале – в 9,5% случаев и в свободно циркулирующей ДНК плазмы крови мутации гена NRAS были выявлены в 1 случае; мутации в горячихточках генов KRAS, TERT и EIF1AX выявлены не были.
Заключение. Определение мутации BRAF в цитологическом материале можно использовать как дополнительный маркер для диагностикипапиллярного рака щитовидной железы. Не получено данных об информативности и целесообразности определения на дооперационномэтапе в цитологическом материале мутаций генов NRAS, KRAS, TERT, EIF1AX.
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Abstract
Background. Molecular genetic markers that may be associated with the detection of thyroid cancer and/or a more aggressive course of the disease,including somatic mutations of the BRAF, KRAS, NRAS, EIF1AX and TERT genes, are currently being widely studied. Their use is possible both for differ-ential diagnosis and for predicting the course of the disease, to help the attending physician in making decisions on patient management tactics, sincethere are still a number of controversial issues in the management of patients with highly differentiated low-risk thyroid cancer. The development ofa personalized approach to the diagnosis and treatment of patients with thyroid neoplasms using molecular genetic testing is a modern and relevantarea of medicine.
Aims. Evaluation of the frequency of somatic mutations in the "hot spots" of the BRAF, KRAS, NRAS, EIF1AX and TERT genes in histological, cytologicalmaterial and in the blood plasma of patients with thyroid neoplasms and the possibility of their use for differential diagnosis.
Materials and methods. A prospective, single-center clinical trial was performed. Histological, cytological, and plasma samples were tested for so-matic mutations in the "hot spots" of the BRAF, KRAS, NRAS, EIF1AX and TERT genes.
Results. In histological material, mutations in the "hot spots" of the BRAF gene (exon 15, codon region 600–601) were detected in 35.3% of cases, incytological material in 39.2% of cases, and in freely circulating blood plasma DNA, BRAF gene mutations were detected in 1 case. Mutations in "hotspots" of the gene NRAS (exon 3, codon 61) were detected in 7.8% of cases, cytological material in 9.5% of cases and in free-circulating DNA in theblood plasma NRAS gene mutation was identified in 1 case; mutations in the hotspots of KRAS, EIF1AX and TERT genes were not identified.
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ОбоснованиеАктуальность исследования определяется в первуюочередь ростом выявляемости и распространенности но-вообразований щитовидной железы (ЩЖ) [1]. Стандарт-ным методом дооперационной диагностики рака щито-видной железы (РЩЖ) является прицельная тонко-игольная аспирационная биопсия (ТАБ) с цитологиче-ским исследованием. Однако данный метод имеет рядограничений при дифференциальной диагностике фол-ликулярных опухолей, отнесенных к диагностическойкатегории III–V по классификации Bethesda [2]. РЩЖ –самая частая злокачественная опухоль эндокринной си-стемы. Как и любая злокачественная опухоль, РЩЖ яв-ляется опасным для жизни заболеванием, которое по-тенциально может привести к гибели больного [3]. Еслизаболевание диагностировано своевременно, правильновыполнено хирургическое лечение и послеоперационноеведение пациентов – прогноз благоприятный. Это, всвою очередь, требует наличия четких и обоснованныхклиническим опытом рекомендаций по диагностике илечению новообразований ЩЖ. И одним из перспектив-ных методов является молекулярно-генетическое тести-рование, но в настоящий момент отсутствуют четкие показания для его проведения, в связи с отсутствиемданных долгосрочного наблюдения за пациентами, у ко-торых выявление/отсутствие мутаций привело к изме-нению врачебной тактики [2, 4, 5]. Целью нашего иссле-дования стала разработка персонализированного подхо-да к диагностике и лечению пациентов с новообразова-

ниями ЩЖ с использованием молекулярно-генетическо-го тестирования посредством оценки панели соматиче-ских мутаций в горячих точках генов BRAF, KRAS, NRAS,
EIF1AX, TERT, поскольку их обнаружение ассоциировано сРЩЖ и с более агрессивным течением заболевания.
Методы

Дизайн. Проведено проспективное одноцентровоеклиническое исследование, схема представлена на рис 1.
Критерии соответствия. Критерии включения: па-циенты обоих полов, возрастом старше 18 лет на основа-нии цитологического заключения. Для цитологическогозаключения «высокодифференцированный рак щито-видной железы» (ВДРЩЖ) – размер новообразованияЩЖ менее 2 см, отсутствие признаков метастазированияили экстратиреоидного распространения по даннымультразвукового исследования (УЗИ) ЩЖ, что соответ-ствовало стадии T1 низкого риска (по версии TNM 2009 г.).Для цитологического заключения «новообразованиящитовидной железы» (НОЩЖ) – размер образования ме-нее 2 см. Для цитологического заключения «узловой кол-лоидный зоб» (УКЗ) – показание для операции, которы-ми были наличие синдрома компрессии органов шеи иликосметический дефект. Критериями исключения для всех групп были: неком-пенсированный тиреотоксикоз, проведенная ранее опе-рация на ЩЖ, отягощенный анамнез по наследственными семейным формам заболеваний ЩЖ, повышенный уро-вень кальцитонина. 

Conclusions. Evaluation of the mutation in BRAF gene in the cytological material can be used as an additional marker for the diagnosis of papillarythyroid cancer. No data were obtained for the informativeness and expediency of evaluation of the mutations in NRAS, KRAS, TERT, and EIF1AX genesin the cytological material at the preoperative stage.
Key words: thyroid neoplasms; differentiated thyroid cancer; molecular testing; somatic mutations in hot spots of the genes BRAF, KRAS, NRAS, TERT,and EIF1AX.
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Примечание. Здесь и далее на рисунках и таблицах: ВДРЩЖ – высокодифференцированный РЩЖ, УКЗ – узловой коллоидный зоб, ФНО или
НОЩЖ – фолликулярные новообразования, отнесенные к диагностической категории III–V по классификации Bethesda, ФА – фолликулярная
аденома. 

Рис. 1. Схема исследования.
Fig. 1. Study design.
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Условия проведения и продолжительность. В иссле-дование включали пациентов, находившихся на лечениив хирургическом отделении ФГБУ «НМИЦ эндокриноло-гии» Минздрава России. Набор пациентов в группы про-должался в течение трех лет – с 2012 по 2014 г.
Описание медицинского вмешательства. Все паци-енты до включения в исследование получали «Информа-цию для пациента и информированное согласие для уча-стия в клиническом исследовании». Участие было добро-вольным. Всем пациентам, включенным в исследование,проводили лабораторно-инструментальный комплексдля подготовки, проведения и послеоперационного на-блюдения, все были прооперированы и всем проводилимолекулярно-генетическое исследование гистологиче-ского материала, части пациентов – цитологичекого ма-териала и плазмы крови.Секвенирование по Сэнгеру проводили в специализи-рованной лаборатории ЗАО «Евроген Ру» на аппарате«ABI 3500» (Applied Biosystems – часть Thermo Fisher Sci-entific, США) с использованием рекомендованных про-изводителем наборов реагентов и стандартных опера-ционных процедур. Исследовали только образцы, из ко-торых удалось выделить достаточное количество ДНК.В гистологическом и цитологическом материале поискмутаций в «горячих точках» генов BRAF (экзон 15) и

NRAS (экзон 3, район кодона 61) в ДНК образцов прово-дили методом мутационно-специфической полимераз-ной цепной реакции (ПЦР) в режиме реального временис верификацией положительных и сомнительных ре-зультатов методом секвенирования продуктов ПЦР поСэнгеру. Использовали наборы реагентов «ИнсайдерBRAF» и «Инсайдер NRAS» (ЗАО «Евроген») в соответ-ствии с инструкцией производителя. Поиск мутаций вдругих «горячих точках» гена NRAS (экзон 2, район кодо-нов 12 и 13; экзон 3, район кодона 59; экзон 4, район ко-донов 117 и 146) и в «горячих точках» гена KRAS (экзон 2,район кодонов 12 и 13; экзон 3, район кодонов 59 и 61;экзон 4, район кодонов 117 и 146) проводили методоммутационно-специфической ПЦР в режиме реальноговремени с верификацией положительных и сомнитель-ных результатов методом секвенирования продуктовПЦР по Сэнгеру. Использовали набор реагентов «Инсай-дер PAN-RAS» (ЗАО «Евроген») в соответствии с инструк-цией производителя. Поиск мутаций в «горячих точках»гена TERT (транскрипт NM_198253.2, промоторнаяобласть) в ДНК образцов проводили методом ПЦР споследующим секвенированием продуктов ПЦР по Сэн-геру. Использовали набор реагентов «ГенСкан TERT»(ООО «Евроген Лаб») в соответствии с инструкцией про-изводителя. Поиск мутаций в «горячих точках» гена
EIF1AX (экзон 6) в ДНК части образцов проводили мето-дом ПЦР с последующим секвенированием продуктов

ПЦР по Сэнгеру. Использовали набор реагентов «ГенСканEIF1AX-6» (ООО «Евроген Лаб») в соответствии с ин-струкцией производителя. Исследовали только образцы,в которых обнаруживались мутации в генах NRAS или
KRAS. Для выделения циркулирующей ДНК производили за-бор периферической крови за день до и на 3–5-е суткипосле оперативного вмешательства. Кровь забирали ввакуумные пробирки с консервантом на основе EDTA. Об-разцы крови обрабатывали в два этапа. Вначале в срок непозднее чем через 4 ч после забора крови отделяли фрак-цию плазмы крови методом трехэтапного центрифуги-рования по стандартному протоколу. Затем из плазмыкрови выделяли циркулирующую ДНК с использованиемнабора реагентов «QiaAmp Circulating Nucleic Acids Kit»(Qiagen, Hilden, Германия) в соответствии с инструкциейпроизводителя. Концентрацию и качество выделеннойДНК оценивали с использованием набора реагентов«aXY-Детект» (ООО НПФ «Синтол», Москва, РФ) в соответ-ствии с инструкцией производителя.Поиск мутаций в «горячих точках» экзона 15 гена BRAFи экзона 3 гена NRAS в образцах циркулирующей ДНКплазмы крови проводили методом высокочувствитель-ной мутационно-специфической ПЦР-РВ в модификацииусиленной аллель-специфической ПЦР-РВ с одновремен-ным подавлением амплификации аллелей «дикого ти-па». Использовали наборы реагентов серии «Супер-Инсайдер» (ООО «Евроген Лаб», Россия) в соответствии синструкцией производителя. 

Этическая экспертиза. Протокол исследования былодобрен Межвузовским Комитетом по Этике. Выписка изпротокола №02-12 Межвузовского комитета по Этике от16.02.2012.
Результаты

Определение частоты встречаемости соматических
мутаций в «горячих точках» генов BRAF, KRAS, NRAS,
EIF1AX и TERT в гистологическом материале (n=153)[6]. В исследование включены 153 пациента. Все группыбыли сопоставимы по полу, возрасту, уровню тиреотроп-ного гормона (табл. 1). В исследовании, согласно цитоло-гическим заключениям, группа НОЩЖ была представле-на 58 пациентами, после получения результатов гисто-логического исследования она распределилась на УКЗ –8 случаев, фолликулярная аденома (ФА) – 30 случаев иВДРЩЖ – 20 случаев (рис. 2). Частота обнаружения мутации BRAF в общей когортесоставила 35,3% (табл. 2), а в группе ВДРЩЖ – 59%. Му-тации BRAF в гистологическом материале обнаружены в54 случаях из 153, в том числе наиболее распространен-ная мутация V600E – у 51 пациента; и еще 3 более редкиемутации. Чувствительность теста составила 58,9%, спе-

Таблица 1. Характеристика пациентов (n=153)
Table 1. Patient profiles (n=153)

Показатель УКЗ (n=24) НОЩЖ (n=58) ВДРЩЖ (n=71) Значимость

Возраст, лет 41 [29; 58,2] 46 [36; 59] 51,5 [40,5; 58] p=0,262

Пол (муж./жен.) 4/20 7/51 11/60 р=0,809
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цифичность – 98,4%, точность – 75,2%, PPV в отношениизлокачественного характера опухоли – 65,6% и NPV в от-ношении доброкачественного характера опухоли –94,9%.По результатам гистологического исследования опера-ционного материала у 53 пациентов с мутациями в гене
BRAF был выявлен папиллярный РЩЖ (ПРЩЖ) и в 1 слу-чае выявлен УКЗ. Выявление мутации в гене BRAF у пациента с УКЗ яв-ляется уникальным, не вполне обычным сочетаниемклинических и молекулярных параметров. В литературе

подобные данные не описаны. В нашем исследованииданный факт не может быть объяснен техническими иметодическими артефактами. Весьма вероятно, что уданного пациента имела место папиллярная микрокар-цинома, которая не вошла в срез гистологического стек-лопрепарата. Мутации NRAS в гистологическом материале обнару-жены в 12 случаях (табл. 3). Частота обнаружения мута-ции NRAS в общей когорте составила 7,8%. Обе мутацииявляются наиболее распространенными. Чувствитель-ность теста составила 4,4%, специфичность – 39,0%, 

УКЗ (n=8) 5%

ФА (n=30) 20%

ВДРЩЖ (n=20)
13%

ВДРЩЖ (n=71) 
46%

НОЩЖ (n=58) 
38%

УКЗ (n=24) 
16%

ВДРЩЖ (n=90) 
59%

ФА (n=33) 
21%

УКЗ (n=30) 
20%

а б

Таблица 2. Результаты определения частоты встречаемости соматических мутаций в «горячих точках» генов BRAF в гистологическом
материале (n=153)
Table 2. Somatic BRAF hotspot mutations frequency in histology specimens (n=153)

Вариант мутации
Мутации в гистологическом материале (n=153), n BRAF+=54 (35,3%)

УКЗ (n=30) ФА (n=33) ВДРЩЖ (n=90)

Нет мутации 29 33 37

c.1799T>A, p.(Val600Glu, V600E) 1 – 50

c.1799_1800TG>AT, p.(Val600Asp, V600D) – – 1

c.1801A>G, p.(Lys601Glu, K601E) – – 1

c.1794_1796delTAC, p.(Thr599del, T599del) – – 1

Таблица 3. Результаты определения частоты встречаемости соматических мутаций в «горячих точках» генов NRAS в гистологическом
материале (n=153)
Table 3. Somatic NRAS hotspot mutations frequency in histology specimens (n=153)

Вариант мутации
Мутации в гистологическом материале (n=153), n NRAS+=12 (7,8%)

УКЗ (n=30) ФА (n=33) ВДРЩЖ (n=90)

Нет мутации (дикий тип) 28 27 86

c.182A>G, p.(Gln61Arg, Q61R) 2 5 4

с.181C>A, p.(Gln61Lys, Q61K) – 1 –

Таблица 4. Характеристика пациентов (n=74)
Table 4. Patient profiles (n=74)

Показатель УКЗ НОЩЖ ВДРЩЖ Значимость

Возраст, лет 34 [28,5; 55] 51[34; 59] 52 [46; 59,5] p=0,048

Пол (муж./жен.) 3/14 3/26 2/27 р=0,521

Рис. 2. Когорты для определения частоты встречаемости соматических мутаций в «горячих точках» генов BRAF, KRAS, NRAS, EIF1AX
и TERT в гистологическом материале (n=153), а – цитологический материал, б – гистологический материал.
Fig. 2. Cohorts for assessment of somatic BRAF, KRAS, NRAS, EIF1AX and TERT hotspot mutations frequency in histology specimens (n=153), а – cytology
specimen b – histology specimen.
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точность – 38,6%, PPV в отношении злокачественного ха-рактера опухоли – 0,38% и NPV в отношении доброкаче-ственного характера опухоли – 88,1%. По результатам гистологического исследования опера-ционного материала злокачественные опухоли ЩЖ, аименно ПРЩЖ, были обнаружены у 4 пациентов с мута-циями в гене NRAS, ФА – у 6 и УКЗ – у 2 пациентов. 

Мутации в других «горячих точках» гена NRAS, а такжев генах KRAS, EIF1AX, TERT не обнаружены ни в одном об-разце.
Определение частоты встречаемости соматических

мутаций в «горячих точках» генов BRAF, KRAS, NRAS,
EIF1AX и TERT в цитологическом материале (n=74) [7].В исследование включили 74 пациента. Все группы были

Рис. 3. Когорты для определения частоты встречаемости соматических мутаций в «горячих точках» генов BRAF, KRAS, NRAS, EIF1AX и TERT
в цитологическом материале (n=74); а – цитологический материал, б – гистологический материал.
Fig. 3. Cohorts for assessment of somatic BRAF, KRAS, NRAS, EIF1AX and TERT hotspot mutations frequency in cytology specimens (n=74); а – cytology
specimen, b – histology specimen.
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Таблица 5. Результаты определения частоты встречаемости соматических мутаций в «горячих точках» генов BRAF в цитологическом
материале (n=74) 
Table 5. Somatic BRAF hotspot mutations frequency in cytology specimens (n=74)

Вариант мутации
Мутации в цитологическом материале (n=74), n BRAF+=29 (39,2%)

УКЗ (n=16) ФНО (n=29) ВДРЩЖ (n=29)

Нет мутации 16 22 7

c.1799T>A, p.(Val600Glu, V600E) – 5 22

c.1799_1800TG>AT, p.(Val600Asp, V600D) – 1 –

c.1794_1796delTAC, p.(Thr599del, T599del) – 1 –

Таблица 6. Результаты определения частоты встречаемости соматических мутаций в «горячих точках» генов BRAF в группе ФНО (n=29)
Table 6. Somatic BRAF hotspot mutations frequency in the TNF group (n=29)

Вариант мутации Мутации в цитологическом материале в группе ФНО (n=29), n BRAF+=7 (24,1%)

Нет мутации 22

c.1799T>A, p.(Val600Glu, V600E) 5

c.1799_1800TG>AT, p.(Val600Asp, V600D) 1

c.1794_1796delTAC, p.(Thr599del, T599del) 1

Таблица 7. Результаты определения частоты встречаемости соматических мутаций в «горячих точках» генов NRAS в цитологическом
материале (n=74)
Table 7. Somatic NRAS hotspot mutations frequency in cytology specimens (n=74)

Вариант мутации
Мутации в гистологическом материале (n=74), n NRAS+=7 (9,5%)

УКЗ (n=16) ФНО (n=29) ВДРЩЖ (n=29)

Нет мутации 14 24 29

c.182A>G, p.(Gln61Arg, Q61R) 1 4 –

с.181C>A, p.(Gln61Lys, Q61K) 1 1 –
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сопоставимы по полу, уровню тиреотропного гормона,несколько моложе были пациенты группы контроля сУКЗ (табл. 4).В исследовании, согласно цитологическим заключе-ниям, группа с фолликулярными новообразованиями(ФНО) была представлена 29 пациентами, после получе-ния результатов гистологического исследования: УКЗ – 4случая, ФА – 14 случаев и ПРЩЖ – 11 случаев (рис. 3).Мутации BRAF в цитологическом материале обнаруже-ны в 29 случаях из 74 (табл. 5), в том числе наиболее рас-пространенная мутация V600E – у 27 пациентов; и еще 2 более редкие мутации. По результатам гистологическо-го исследования операционного материала у всех 29 паци-ентов с мутациями в гене BRAF был выявлен ПРЩЖ. Чув-ствительность теста составила 72,5%, специфичность –100%, точность теста – 85,0%. С учетом распространенно-сти РЩЖ в популяции, прогностическая ценность мута-ционного теста, выполняемого на цитологическом мате-риале, в отношении злокачественного характера опухолисоставила PPV=100%. А прогностическая значимость от-рицательного результата этого теста в отношении добро-качественного характера опухоли NPV=95%. Для группы фолликулярных опухолей мутация в гене
BRAF была выявлена в 7 случаях из 29 (табл. 6). По ре-зультатам гистологического исследования операцион-ного материала у всех 7 пациентов BRAF+ был подтвер-жден ПРЩЖ. Чувствительность, специфичность и точ-ность теста для группы ФНО были достаточно высокимии составили 64%, 100% и 86% соответственно. Обнару-жение мутации в «горячих точках» экзона 15 гена BRAF(район кодонов 600–601) показало высокую предсказа-тельную силу в отношении злокачественного характераопухоли (PPV=100%). Отсутствие мутаций показало вы-сокую предсказательную силу в отношении доброкаче-ственного характера опухоли (с учетом распространен-ности РЩЖ в группе ФНО 10–15%) NPV=96,0–93,9%. Мутации NRAS в цитологическом материале обнаруже-ны в 7 случаях (табл. 7). Обе мутации являются наиболеераспространенными. По результатам гистологическогоисследования операционного материала злокачествен-ные опухоли ЩЖ не были обнаружены ни у одного из 7 пациентов с мутациями в гене NRAS (в 4 случаях былвыявлен УКЗ, в 3 – ФА). Таким образом, чувствитель-ность, специфичность, точность теста были достаточнонизкими и составили 0%, 79,4%, 36,5% соответственно. С учетом распространенности РЩЖ в популяции про-гностическая ценность мутационного теста, выполняе-мого на цитологическом материале, в отношении злока-чественного характера опухоли ЩЖ составила PPV=0%, апрогностическая ценность отрицательного результатаданного теста в отношении доброкачественного харак-тера опухоли ЩЖ составила NPV=93,8%. Мутации в других «горячих точках» гена NRAS, а такжев генах KRAS, EIF1AX, TERT не обнаружены ни в одном об-разце.

Определение частоты встречаемости соматиче-
ских мутаций в «горячих точках» генов BRAF и NRAS в
плазме крови (n=66) [8]. В исследование были включе-

ны 66 пациентов, у всех пациентов, по данным молеку-лярного тестирования гистологического материала, бы-ла выявлена мутация BRAF (n=54) или NRAS (n=12). Мутация BRAF c.1799T>A, p.(Val600Glu, V600E) обнару-жена в 1 случае в плазме крови до операции. PPV BRAF вотношении злокачественного характера опухоли соста-вила PPV 1,8%. По результатам гистологического иссле-дования операционного материала у этого пациента смутацией в гене BRAF был выявлен ПРЩЖ.Мутация NRAS c.182A>G, p.(Gln61Arg, Q61R) не обнару-жена ни в одном образце. Мутация NRAS c.181C>A,p.(Gln61Lys, Q61K) обнаружена в 1 случае в плазме кровипациента как до, так и после операции. PPV NRAS в отно-шении доброкачественного характера опухоли NPV –8,3%. По результатам гистологического исследованияоперационного материала был выявлен УКЗ. 
ОбсуждениеМолекулярно-генетические исследования, выбранныедля анализа в нашем исследовании, были представленынаиболее изученными мутациями. Точечные мутации BRAF выявляются в 30–70% случа-ев ПРЩЖ. И данная мутация практически не выявляетсяпри доброкачественных новообразованиях. Наиболее ча-стый вариант мутации в гене BRAF – это мутация BRAFV600E (p.Val600Glu или V600E). Реже встречающиеся му-тации в гене BRAF – это мутации Glu586Lys, Val600Asp,Val600Lys, Val600Arg, Lys601Glu и др. [9–12]. Мутации семейства RAS (H, N, K) – выявляют и в добро-качественных и в злокачественных новообразованиях.Обнаружение RAS мутации в ЩЖ не устанавливает сте-пень злокачественности, однако часто является марке-ром фолликулярного варианта папиллярного рака, кото-рый наиболее трудно диагностируется при ТАБ. Чащемутации RAS локализуются в экзоне 3 (кодоны 59 и 61),реже в экзоне 2 (кодоны 12 и 13) или в экзоне 4 (кодоны117 и 146) [9, 10]. Мутация в экзоне 3 кодона 61 NRAS –это вторая по частоте распространенности точечная му-тация, после мутации BRAF V600E с частотой встречаемо-сти 8,5%, выявлялась в фолликулярных опухолях в четы-ре раза чаще, чем при ПРЩЖ [13]. По результатам нашего исследования частота встре-чаемости в гистологическом материале мутаций в «горя-чих точках» генов BRAF и NRAS в набранной группе соот-ветствует данным литературы. По данным исследова-ний, от 15 до 39% образцов с неясной цитологическойкартиной ТАБ оказываются BRAF-позитивными. Соот-ветственно, полученные нами результаты также под-тверждаются данными литературы. Наше исследованиепоказало, что для дифференциальной диагностики опу-холей ЩЖ достаточно изучения мутации в гене BRAF, ко-торая была выявлена в 24% ФНО. Во всех этих наблюде-ниях был подтвержден РЩЖ. Молекулярное тестирова-ние на BRAF V600E ЩЖ при ТАБ образцов значительноулучшает точность цитологической диагностики ново-образований ЩЖ, и определение мутации BRAF в цито-логическом материале можно использовать как допол-нительный маркер для диагностики ПРЩЖ. 
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Мутации TERT имеют высокую специфичность, они небыли найдены при доброкачественных узловых образо-ваниях, были выявлены только при злокачественных но-вообразованиях и во всех исследованиях показали связьс более агрессивным течением и неблагоприятным про-гнозом. Наиболее часто встречающейся мутацией TERTявляется C228T, реже C250T [14, 15].Мутации EIF1AX выявляют и в доброкачественных, и взлокачественных новообразованиях. Однако именно всочетании с мутациями семейства RAS с высокой веро-ятностью говорят о злокачественном процессе, и показа-ли связь с более агрессивным течением РЩЖ и неблаго-приятным прогнозом. Наиболее часто мутации EIF1AXвстречаются во 2, 5 и 6 экзонах [16]. Отсутствие выявления генов KRAS, EIF1AX и TERT в ги-стологическом материале, возможно, указывает на бла-гоприятный прогноз пациентов набранной группы, по-скольку данные гены или их комбинации чаще опреде-ляют при более агрессивном течении заболевания.По результатам нашего исследования, не было получе-но данных за дополнительную информативность ис-пользования на дооперационном этапе в цитологиче-ском материале мутаций генов NRAS, KRAS, TERT, EIF1AX,а использование всей молекулярно-генетической панелине показало преимуществ перед изолированным опреде-лением мутации в гене BRAF. Из этого можно заключить,что применение молекулярно-генетических панелей упациентов ФНО не совсем оправдано, так как мало-информативно и обладает большой стоимостью. Данныйподход позволит значительно снизить стоимость пред-операционного молекулярно-генетического тестирова-ния пациентов с ФНО при его относительно высоких по-казателях чувствительности и специфичности.По полученным нами данным, частота встречаемостимутаций в свободно циркулирующей ДНК плазмы кровипри новообразованиях ЩЖ крайне мала и имеет низкуюпредсказательную силу как в отношении доброкаче-ственного, так и злокачественного характера опухоли, всвязи с чем использование свободно циркулирующейДНК плазмы крови при тестировании исследованной вы-борки не показало целесообразности для диагностики вгруппе ВДРЩЖ низкого риска. 

Ограничения исследованияПоскольку в исследование были включены только па-циенты с ВДРЩЖ низкого риска, то, возможно, включе-ние пациентов с ВДРЩЖ высокого риска могло бы значи-мо повлиять на результаты.
ЗаключениеВыявление мутаций в «горячих точках» гена BRAF поз-воляет поставить на дооперационном этапе диагноз па-пиллярного РЩЖ у пациентов с цитологическим за-ключением III–V категории (Bethesda Thyroid Classifica-tion, 2009, 2017), поэтому определение мутации BRAF вцитологическом материале можно использовать как до-полнительный маркер для диагностики папиллярногоРЩЖ. Использование всей молекулярно-генетическойпанели (BRAF, KRAS, NRAS, EIF1AX и TERT) не показалопреимуществ перед изолированным определением мута-ции в гене BRAF. Полученные в ходе исследования ре-зультаты позволят улучшить подходы к персонифици-рованному ведению пациентов и дают направления длядальнейших проспективных исследований.
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