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Введение. Основной метод дооперационной диагностики рака щитовидной железы (РЩЖ) и выявления его метастазов – цито-
логическое исследование препаратов, полученных при тонкоигольной аспирационной пункционной биопсии. Однако результаты 
такого исследования могут быть неопределенными, а обнаружение метастазов – затруднительным вследствие неопределен-
ности цитологических признаков в ряде образцов. В своей недавней работе мы описали вариант молекулярного классификатора, 
позволяющего диагностировать и типировать злокачественные опухоли щитовидной железы путем выявления нескольких моле-
кулярных маркеров в цитологических препаратах.
Цель исследования – оценить возможности разработанного метода в дооперационном выявлении метастазов папиллярного и ме-
дуллярного РЩЖ в лимфатических узлах боковой клетчатки шеи.
Материалы и методы. Исследовано 86 образцов, полученных при пункционной биопсии отдельных лимфатических узлов у 62 паци-
ентов; во всех случаях по цитологическим данным диагностирован РЩЖ. Проведено исследование образцов методом полимераз-
ной цепной реакции в реальном времени. Молекулярными маркерами РЩЖ считали наличие мутации V600E гена BRAF, нормали-
зованную концентрацию мРНК HMGA2, FN1 и  SERPINA1, 5 миРНК и  соотношение митохондриальной и  ядерной ДНК. 
Для деления образцов на доброкачественные и злокачественные были использованы классификаторы на основе дерева принятия 
решений.
Результаты. Описанный ранее классификатор, основанный на анализе мутации V600E BRAF, содержания мРНК HMGA2, 3 микро
РНК и соотношения митохондриальной и ядерной ДНК, позволил выявлять метастазы РЩЖ с хорошей специфичностью (98 %), 
но меньшей чувствительностью (83 %). Поэтому был создан новый классификатор, основанный на анализе 3 маркеров – HMGA2, 
FN1 и миРНК-375. Он характеризуется большей чувствительностью (93 %) в выявлении метастазов при лишь небольшом сни-
жении специфичности (до 96 %).
Заключение. Мы продемонстрировали возможность дооперационного выявления метастазов РЩЖ в лимфатических узлах боко-
вой клетчатки шеи путем анализа нескольких молекулярных маркеров в цитологическом материале.
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Introduction. The main method of preoperative diagnosis of thyroid tumors and the identification of possible metastasis is a cytological exa
mination of smears obtained by fine-needle aspiration biopsy. However, the cytological material of the lymph nodes may not be adequate, 
and the detection of metastases faces a number of difficulties. In our recent study, we described a variant of the molecular classifier that allows 
the detection and typing of malignant thyroid tumors by analyzing several molecular markers in cytological preparations.
The study objective was to assess the applicability of the developed method for the preoperative detection of metastases of papillary and 
medullary thyroid cancer in the lymph nodes of the neck lateral cellular tissue.
Materials and methods. A total of 86 cytological samples were used, obtained from individual lymph nodes of 62 patients who had a diagnosis – 
thyroid cancer. Samples were analyzed by real-time polymerase chain reaction regarding the preselected set of molecular markers: the BRAF 
V600E mutation, the normalized concentration of HMGA2, FN1 and SERPINA1 mRNA, 5 miRNAs and the mitochondrial / nuclear DNA 
ratio. The decision tree-based classifier was used to discriminate between benign and malignant samples.
Results. The previously described classifier, based on the analysis of the BRAF V600E mutation, the content of HMGA2 mRNA, 3 miRNAs 
and the mitochondrial / nuclear DNA ratio, revealed metastases of thyroid cancer with good specificity (98 %) but less sensitivity (83 %). 
Therefore, a new classifier was built, including three markers – HMGA2 and FN1 mRNA, and miRNA-375, which, with regard to the de-
tection of metastases, showed good sensitivity – 93 % with a slight decrease in specificity (up to 96 %).
Conclusion. Thus, we demonstrated the possibility of preoperative detection of thyroid cancer metastases in the lymph nodes of the neck late
ral cellular tissue by analyzing several molecular markers in cytological material.
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Введение
Цитологическое исследование материала, получен

ного при тонкоигольной аспирационной биопсии (ТАБ), 
в настоящее время рассматривается как основной метод 
диагностики узловых образований щитовидной желе-
зы (ЩЖ) на  дооперационном этапе. В большинстве 
случаев оно позволяет верифицировать наличие того 
или иного патологического процесса с учетом морфо-
логических критериев и провести дифференциальную 
диагностику гиперпластических узлов, доброкачествен-
ных и злокачественных опухолей [1]. Однако прибли-
зительно в 30 % наблюдений цитологические признаки 
могут быть неопределенными, что связано с отсутстви-
ем явных признаков атипии в клетках опухолей ЩЖ, 
и  окончательный диагноз можно установить лишь 
при гистологическом исследовании, т. е. после хирур-
гического вмешательства [2]. Как правило, цитологи-
ческое исследование позволяет диагностировать па-
пиллярный, медуллярный и недифференцированный 
рак ЩЖ (РЩЖ), однако в ряде случаев могут возникать 
серьезные затруднения при определении степени зло-
качественности [3].

Ввиду высокой частоты метастазирования карци-
ном ЩЖ в  регионарные лимфатические узлы (ЛУ) 
(14–22 % на момент диагностики заболевания [4, 5]) 
актуальной проблемой остается цитологическая вери-
фикация лимфаденопатий шеи при  наличии в  ЩЖ 

узлов, вызывающих подозрения в их доброкачествен-
ности. Однако материал ТАБ ЛУ может быть недоста-
точно адекватным, а сложности его цитологического 
исследования часто обусловлены наличием большого 
количества лимфоидных элементов, гистиоцитов, 
многоядерных клеток типа гигантских клеток инород-
ных тел, сопутствующих воспалительным и дегенера-
тивным процессам [6].

Совершенствование методов дооперационной ве-
рификации патологических процессов в ЩЖ и выяв-
ления метастазов РЩЖ в ЛУ необходимо для точного 
определения объема хирургического вмешательства. 
В Российских клинических рекомендациях по диагнос
тике и лечению высокодифференцированного рака щи-
товидной железы у взрослых (2017) предписывается [7]:

–– удалять ЛУ центральной зоны (VI уровня), если по 
данным дооперационного обследования есть подо-
зрение на наличие метастазов в этой зоне (cN1) или 
они выявлены интраоперационно;

–– выполнять профилактическую центральную лим-
фаденэктомию (VI уровня, ипси- или билатераль-
ную) при  распространенной первичной опухоли 
(T3 или  T4), дооперационно верифицированных 
метастазах в ЛУ боковой клетчатки шеи (cN1b);

–– удалять клетчатку II–V уровней фасциально-клет-
чаточного пространства шеи только при  дока
занном метастатическом поражении ЛУ этих зон 
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по результатам ТАБ; селективное удаление мета-
статических ЛУ вне футлярно-фасциального блока 
не рекомендовано.
Для  повышения точности дооперационной диа-

гностики в дополнение к цитологическому исследова-
нию материала ТАБ может быть осуществлен поиск 
молекулярных маркеров злокачественности в цитоло-
гических препаратах [8, 9]. Диагностический потенци-
ал разных типов молекулярных маркеров определяется 
характерными для них ограничениями. Соматические 
мутации (точечные замены и транслокации) и повы-
шение уровня экспрессии онкогенов в целом характе-
ризуются высокой прогностической ценностью по-
ложительного результата и позволяют повысить общую 
специфичность типирования. Однако диагностическая 
чувствительность и прогностическая ценность отрица-
тельного результата может быть достаточно низкой [10] 
в силу того, что наличие ни одного из этих маркеров не 
является обязательным при развитии какого бы то ни 
было типа опухоли.

В то же время количественный анализ экспрессии 
микроРНК (миРНК) в пункционном материале может 
обеспечить более высокую диагностическую чувстви-
тельность типирования и, соответственно, прогности-
ческую ценность отрицательного результата, однако 
специфичность такого анализа может быть невысокой [10]; 
она в значительно большей степени зависит от ошибок, 
допускаемых при биопсии. Поскольку каждый маркер 
по отдельности не имеет всех необходимых характери-
стик, исследователи пытаются их  комбинировать, 
как правило, соединяя выявление мутаций с определе-
нием уровня экспрессии ряда генов или с определени-
ем профиля экспрессии миРНК [11].

В своей недавней работе мы описали свой вариант 
молекулярного классификатора, позволяющего вы-
являть и  типировать злокачественные опухоли ЩЖ 
путем анализа нескольких молекулярных маркеров 
в цитологических препаратах [12]. Результаты, описан-
ные в той работе, были получены на выборке образцов, 
относящихся в основном ко II–VI категориям по клас-
сификации Bethesda (Bethesda System for Reporting 
Thyroid Cytopathology) [2], и методика не проверялась 
на образцах ЛУ с метастазами РЩЖ и без них [12]. Цель 
настоящего исследования – оценить возможности раз-
работанного метода в дооперационном выявлении ме-
тастазов папиллярного и медуллярного РЩЖ в лим-
фатических узлах боковой клетчатки шеи.

Материалы и методы
Клинический материал. В работе было использовано 

86 цитологических образцов, полученных при ТАБ от-
дельных ЛУ у 62 пациентов, которым по данным пунк-
ционной биопсии поставлен диагноз РЩЖ (у 60 па
циентов  – папиллярный рак, у  2  – медуллярный). 
Образцы были получены в Краевой клинической боль-

нице № 2 (г. Краснодар) в соответствии с законодатель-
ством России: от  каждого пациента было получено 
письменное информированное согласие на использо-
вание его материала, все данные были деперсонализи-
рованы. Протокол исследования был утвержден эти-
ческим комитетом Краевой клинической больницы 
№ 2.

При первичной диагностике опухоли ЩЖ у всех 
пациентов с лимфаденопатией боковой клетчатки шеи 
выполнена биопсия паравазальных ЛУ. Если при ци-
тологическом исследовании было подтверждено на-
личие метастазов РЩЖ, проводили тиреоидэктомию, 
центральную лимфодиссекцию, фасциально-футляр-
ную лимфодиссекцию. Получено гистологическое за-
ключение о наличии или отсутствии метастазов в уда-
ленных ЛУ: метастазы обнаружены в 29 из 86 образцов, 
не выявлены в 57 образцах.

Метод классификации. Первоначально для деления 
образцов на  доброкачественные и  злокачественные 
было использовано дерево принятия решений, пред-
ложенное нами ранее [13] (рис. 1).

Рис. 1. Дерево принятия решений (классификатор) для  деления об-
разцов, полученных при тонкоигольной биопсии щитовидной железы, 
на доброкачественные и злокачественные с последующим типированием 
последних. «+» означает превышение установленного уровня отсечки 
для данного маркера или выявление мутации BRAF V600E

Fig. 1. Decision tree for stratification of thyroid fine needle aspiration puncture 
biopsy smears on benign and malignant, followed by typing the latter. “+” 
means exceeding the established cutoff level for the marker or identifying 
the BRAF V600E mutation
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Предложенный классификатор делит все цитоло-
гические образцы на следующие группы:

–– доброкачественные образования, в том числе фол-
ликулярные аденомы (фолликулярные опухоли без 
маркеров злокачественности);

–– злокачественные образования: папиллярный, ме-
дуллярный, гюртлеклеточный рак, фолликулярные 
опухоли с маркерами злокачественности. Анаплас
тический рак и  низкодифференцированные кар-
циномы не выделяются данным классификатором 
как отдельные типы, но определяются как злока-
чественные.
Выделение нуклеиновых кислот. Высушенный ци-

тологический препарат смывали в пробирку 3 порци-
ями по 200 мкл лизирующего буфера (4 моль / л гуани-
дина изотиоцианата, 25 ммоль / л цитрата натрия, 0,3 % 
саркозила, 3 % дитиотреитола). Пробирки помещали 
в термошейкер на 10 мин при 65 °С. Раствор центри-
фугировали в течение 2 мин при 10 000 g, переносили 
супернатант в новые пробирки и добавляли к нему равный 
объем изопропанола, перемешивали и  оставляли 
при комнатной температуре на 5 мин. Центрифугиро-

вали в течение 10 мин при 12 000 g, супернатант слива-
ли, осадок промывали в 500 мкл 70 % этанола, затем 
в 300 мкл ацетона. РНК растворяли в 200 мкл деиони-
зованной воды.

Молекулярный анализ. Оценку относительного 
уровня экспрессии генов HMGA2, FN1, SERPINA1 
(с нормализацией на ген домашнего хозяйства PGK1), 
миРНК-146b, -221, -375, -31, -551b (с нормализацией 
на  геометрическое среднее содержания миРНК-29b, 
-23a, -197), соотношения митохондриальной и ядерной 
ДНК, а также определение соматической мутации V600E 
в гене BRAF осуществляли так, как описано ранее [12]. 
Дополнительные маркеры: миРНК-31 и -551b – выбра-
ны на основании результатов предыдущего исследования 
[12], 2 новых гена: FN1 и SERPINA1 – выбраны на осно-
вании данных научной литературы [14–16]. Олигонуклео
тиды, использованные в работе, приведены в табл. 1.

Классификацию цитологических препаратов ЛУ про-
водили с помощью программы TANAGRA [17] методом 
построения дерева принятия решений C4.5 [18] с оцен-
кой качества прогноза с  помощью кросс-валидации 
с 5 разбиениями.

Таблица1. Использованные в работе последовательности олигонуклеотидов

Table 1. The sequences of oligonucleotides used in this work

Мишень 
Target

Тип олигонуклеотида 
Oligonucleotide type

Последовательность (5’ → 3’) 
Sequence (5’ → 3’) 

миР-146b 
miR-146b

ОТ-праймер 
RT primer

GTCGTGTCTGAGGCTCACTGAGACCTATTCGCACCTCCGACACGA
CAGCCTATG

Обратный ПЦР-праймер 
Reverse PCR primer

CTGAGGCTCACTGAGACCT

ПЦР-зонд 
TaqMan probe

(R6G)-ATTCGCACC(T-BHQ1)CCGACACGACAGCCTATG

Прямой ПЦР-праймер 
Forward PCR Primer

ACCAGCTGAGAACTGAATTCC

миР-221 
miR-221

ОТ-праймер 
RT primer

GTCGTGTCTGAGGCTCACTGAGACCTATTCGCACCTСGACACGAC
GAAACCCA

Обратный ПЦР-праймер 
Reverse PCR primer

CTGAGGCTCACTGAGACCT

ПЦР-зонд 
TaqMan probe

(R6G)-ATTCGCACC(T-BHQ1)CGACACGACGAAACCCAG

Прямой ПЦР-праймер 
Forward PCR Primer

CAGCAGCTACATTGTCTGC

миР-31 
miR-31

ОТ-праймер 
RT primer

GTCGTGTCTGAGGCTCACTGAGACCTATTCGCACCTCGACACGAC
AGCTATGC

Обратный ПЦР-праймер 
Reverse PCR primer

CTGAGGCTCACTGAGACCT

ПЦР-зонд 
TaqMan probe

(R6G)-ATTCGCACC(T-BHQ1)CGACACGACAGCTATGC

Прямой ПЦР-праймер 
Forward PCR Primer

CAAGCAGGCAAGATGCTG
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Мишень 
Target

Тип олигонуклеотида 
Oligonucleotide type

Последовательность (5’ → 3’) 
Sequence (5’ → 3’) 

миР-375 
miR-375

ОТ-праймер 
RT primer

GTCGTGTCTGAGGCTCACTGAGACCTATTCGCACCTCGACACGACT
CACGCGA

Обратный ПЦР-праймер 
Reverse PCR primer

CTGAGGCTCACTGAGACCT

ПЦР-зонд 
TaqMan probe

(R6G)-ATTCGCACC(T-BHQ1)CGACACGACTCACGCGA

Прямой ПЦР-праймер 
Forward PCR Primer

ACAGCTTTGTTCGTTCGGC

миР-551b 
miR-551b

ОТ-праймер 
RT primer

GAGGAGAGGCCTTGTAGCACGACCTTATCCTCACCTCCT
CTCCTCCTGAAACC

Обратный ПЦР-праймер 
Reverse PCR primer

GCCTTGTAGCACGACCTTA

ПЦР-зонд 
TaqMan probe

(R6G)-TC(C-LNA)TCACC(T-BHQ1)CCTCTCCTCCTGAAACC

Прямой ПЦР-праймер 
Forward PCR Primer

CACACTCAGCGACCCATACTT

миР-29b 
miR-29b

ОТ-праймер 
RT primer

GTCGTGTCTGAGGCTCACTGAGACCTTTCGCACCCTCGACACGAC
AA(C-LNA)AC(T-LNA) GAT

Обратный ПЦР-праймер 
Reverse PCR primer

CTGAGGCTCACTGAGACCT

ПЦР-зонд 
TaqMan probe

(R6G)-TTCGCACCC(T-BHQ1)CGACACGACAACACTGAT

Прямой ПЦР-праймер 
Forward PCR Primer

CAGCACTAGCACCATTTGAA

миР-23a 
miR-23a

ОТ-праймер 
RT primer

GTCGTGTCTGAGGCTCACTGAGACCTTTCGCACCCTCGACACGAC
GGAAATCC

Обратный ПЦР-праймер 
Reverse PCR primer

CTGAGGCTCACTGAGACCT

ПЦР-зонд 
TaqMan probe

(R6G)-TTCGCACCC(T-BHQ1)CGACACGACGGAAATCC

Прямой ПЦР-праймер 
Forward PCR Primer

CAGCACATCACATTGCCAG

миР-197 
miR-197

ОТ-праймер 
RT primer

GTCGTGGGTGAAGCAGACAGACACAATTACGCACCTGCCACGAC
GCTGGGTG

Обратный ПЦР-праймер 
Reverse PCR primer

GTGAAGCAGACAGACACAA

ПЦР-зонд 
TaqMan probe

(R6G)-TTACGCACC(T-BHQ1)GCCACGACGCTGGGTG

Прямой ПЦР-праймер 
Forward PCR Primer

CCACGTTCACCACCTTCTC

HMGA2

Обратный ОТ / ПЦР-праймер 
Reverse RT / PCR primer

ACTTGTTGTGGCCATTTCCT

ПЦР-зонд 
TaqMan probe

(R6G)-CAGAAGCCAC(T-BHQ1)GGAGAAAAACGGCCAA

Прямой ПЦР-праймер 
Forward PCR Primer

TCCCTCTAAAGCAGCTCAAAA

Продолжение табл. 1

Continuation of table 1
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Доверительные интервалы для чувствительности, 
специфичности и точности рассчитывались по методу 
Клоппера–Пирсона. Доверительные интервалы для 
прогностических значений являются стандартными 
логитными доверительными интервалами, приведен-
ными в [19].

Результаты
Цитологические препараты были проанализирова-

ны с  помощью предложенного нами молекулярного 
классификатора, позволяющего определить образец 

как злокачественный или доброкачественный. Отно-
сительный уровень экспрессии отдельных маркеров 
представлен на рис. 2, результаты деления ЛУ на добро-
качественные и злокачественные приведены в табл. 2.

Из 29 ЛУ, в которых при гистологическом исследо-
вании подтверждено наличие метастазов, в 27 выявлен 
папиллярный рак, в 2 – медуллярный. С помощью мо-
лекулярного классификатора к злокачественным было 
отнесено 24 ЛУ, к доброкачественным – 5, т. е. метаста-
зы были выявлены этим методом в  82,8 % случаев. 
Из 57 ЛУ, в которых при цитологическом исследовании 

Окончание табл. 1

The end of table 1

Мишень 
Target

Тип олигонуклеотида 
Oligonucleotide type

Последовательность (5’ → 3’) 
Sequence (5’ → 3’) 

FN1

Обратный ОТ / ПЦР-праймер 
Reverse RT / PCR primer

CTGCACGAACATCGGTGAA

ПЦР-зонд 
TaqMan probe

(R6G)-ACCACA(T-BHQ1)CGAGCGGATCTGGCCCC

Прямой ПЦР-праймер 
Forward PCR Primer

GAGGAGAGTGGAAGTGTGA

SERPINA1

Обратный ОТ / ПЦР-праймер 
Reverse RT / PCR primer

CCTGCCAGCAGGAGGATG

ПЦР-зонд 
TaqMan probe

(R6G)-TGGGA(C-LNA)AG(T-BHQ1)GAATCGACAATGCCGTCTTC

Прямой ПЦР-праймер 
Forward PCR Primer

CCTGTCTCCTCAGCTTCA

PGK1

Обратный ОТ / ПЦР-праймер 
Reverse RT / PCR primer

GCTGGCTCGGCTTTAAC

ПЦР-зонд 
TaqMan probe

(R6G)-TTCCCAGAAGCA(T-BHQ1)CTTTTCCCTTCCCTTCT

Прямой ПЦР-праймер 
Forward PCR Primer

GGAGAACCTCCGCTTTCAT

Митохонд
риальная 
ДНК 
Mitochondrial 
DNA

Обратный ПЦР-праймер 
Reverse PCR primer

GATCACAGGTCTATCACCCTA

ПЦР-зонд 
TaqMan probe

(R6G)-TGCATGGAGAGC(T-BHQ1)CCCGTGAGTGGT

Прямой ПЦР-праймер 
Forward PCR Primer

CCCCAGACGAAAATACCAAA

Ядерная 
ДНК 
Nuclear DNA

Обратный ПЦР-праймер 
Reverse PCR primer

CCATAGTTTCACCAGTGAGG

ПЦР-зонд 
TaqMan probe

(R6G)-CCAGGGAC(T-BHQ1)CTTCTGGGCTGCTGAGAT

Прямой ПЦР-праймер 
Forward PCR Primer

CATTGTCAGCCAGTGAGT

Примечание. ОТ-праймер – праймер, используемый в обратной транскрипции; ПЦР – полимеразная цепная реакция; 
BHQ1 – гаситель флуоресценции типа «черная дыра» 1; LNA – заблокированная (запертая, закрытая) нуклеиновая кислота; 
R6G – родамин 6G (родамин 590). 
Note. BHQ1 – black hole quencher 1; LNA – locked nucleic acid; PCR – polymerase chain reaction; R6G – rhodamine 6G (rhodamine 590);  
RT primer – reverse transcription primer.
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метастазы не  были обнаружены, при  молекулярном 
анализе также не было обнаружено маркеров злокаче-
ственности в 56 образцах, т. е. точность при определе-
нии ЛУ без метастазов составила 98,2 %.

Диагностические характеристики метода выявле-
ния ЛУ с метастазами с помощью молекулярного клас-
сификатора (включая 95 % доверительный интервал):

• специфичность 		  98,2 % (90,6–99,7 %)
• чувствительность 		  82,8 % (64,2–94,2 %)
• точность			   93,0 % (85,4–97,4 %)
• прогностическая ценность

положительного результата 	 96,0 % (77,3–97,4 %)
• прогностическая ценность

отрицательного результата	 91,8 % (83,4–96,2 %)
Таким образом, предложенный нами классифика-

тор при хорошей специфичности выявления метастазов 
дифференцированного РЩЖ в ЛУ продемонстрировал 
меньшую чувствительность.

Поскольку дерево принятия решений, постро-
енное для выявления признаков злокачественности 
в  узлах ЩЖ, характеризуется недостаточной чув-
ствительностью при  выявлении метастазов в  ЛУ, 
для последних мы построили отдельное дерево при-
нятия решений, добавив при машинном обучении 
в  качестве дополнительных маркеров миРНК-31 
и  -551b и  гены FN1 и  SERPINA1. Относительный 
уровень экспрессии дополнительных маркеров пред-
ставлен на  рис. 3, получившееся дерево принятия 
решений – на рис. 4, результаты деления образцов 
на доброкачественные / злокачественные с помощью 
нового классификатора – в табл. 3.

Диагностические характеристики метода выявле-
ния ЛУ с метастазами с помощью нового молекуляр-
ного классификатора (включая 95 % доверительный 
интервал):

• специфичность 		  96,5 % (87,9–99,6 %)
• чувствительность 		  93,1 % (77,2–94,2 %)
• точность			   95,3 % (88,5–98,7 %)
• прогностическая ценность

положительного результата	 93,1 % (77,5–98,1 %)
• прогностическая ценность

отрицательного результата	 96,5 % (87,8–99,1 %)
Классификатор, построенный специально для 

выявления признаков метастазов папиллярного и ме-
дуллярного РЩЖ в ЛУ, характеризуется более высо-
кой чувствительностью, но несколько худшей специ
фичностью.

Обсуждение
В настоящее время основными методами доопера-

ционного выявления метастазов в ЛУ являются ультра-
звуковое исследование ЛУ шеи и ТАБ. Однако данные 
методы имеют свои ограничения, и существует необ-
ходимость в расширении диагностического арсенала 
за счет новых методов, позволяющих повысить точность 

Рис. 2. Относительный уровень экспрессии миРНК-146b, -21, -375 и гена HMGA2 в цитологических образцах (в порядке возрастания). Данные 
приведены в виде логарифмической шкалы, образцы с признаками метастазов медуллярного рака выделены красным. Mts PTC – лимфатические 
узлы с метастазами папиллярного рака (n = 27); Mts MTC – лимфатические узлы с метастазами медуллярного рака (n = 2); Ln without mts – 
лимфатические узлы без метастазов (n = 57)

Fig. 2. All values of relative expression levels of miRNA-146b, -221, -375 and the HMGA2 gene in increasing order in fine needle aspiration puncture biopsy 
smears. Data are shown on a logarithmic scale, samples with metastases of medullary cancer are highlighted in red. Mts PTC – lymph nodes with metastases 
of papillary thyroid carcinoma (n = 27); Mts MTC – lymph nodes with metastases of medullary thyroid carcinoma (n = 2); Ln without mts – lymph nodes 
without metastases (n = 57)

Таблица 2. Результаты деления лимфатических узлов на доброкаче-
ственные и злокачественные с помощью молекулярного классифика-
тора

Table 2. Results of classification of lymph nodes into benign / malignant 
by molecular classifier

Результат примене-
ния молекулярного 

классификатора 
Result of using the 
molecular classifier

Результат цитологического /
 гистологического исследования 

Result of cytological / histological analysis

Обнаружены 
метастазы 
Lymph node 
metastases

Лимфатический узел 
без метастазов 

Lymph node without 
metastases

Рак 
Cancer

24 1

Доброкачественные 
образования 
Benign

5 56
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выявления метастазов. Учитывая собственный опыт 
выявления и типирования злокачественных опухолей 
ЩЖ в материале ТАБ, на основе анализа нескольких 
молекулярных маркеров (определения уровня экспрес-
сии нескольких миРНК, онкогена HMGA2, соотноше-
ния митохондриальной и ядерной ДНК и выявления 
мутации в гене BRAF) [12], мы оценили возможность 
применения данного подхода к дооперационному вы-
явлению метастазов в ЛУ. Предложенный нами клас-
сификатор при  хорошей специфичности (98 %) вы-
явления метастазов РЩЖ в  ЛУ продемонстрировал 

меньшую чувствительность (83 %). Что касается типи-
рования, то оба метастаза медуллярного рака с помо-
щью классификатора были определены как медулляр-
ный рак, а из 22 ЛУ с метастазами папиллярного рака 
с помощью классификатора 20 (91 %) были определены 
как папиллярный рак, а 2 (9 %) – как фолликулярные 
опухоли с маркерами злокачественности.

В целом профиль молекулярных маркеров метаста-
зов рака не отличался существенным образом от тако-
вого злокачественных узлов ЩЖ. Но профиль моле-
кулярных маркеров ЛУ без  метастазов отличался от 
профиля доброкачественных узлов ЩЖ. Самое прин-
ципиальное различие – повышенный уровень экспрес-
сии миРНК-146b в нормальных ЛУ по сравнению с та-
ковым в доброкачественных узлах ЩЖ. Несмотря на то 
что миРНК-146b  – один из  принципиально важных 
маркеров папиллярного РЩЖ, в данном случае это не 

Рис. 3. Относительный уровень экспрессии миРНК-31,  -551b и  генов FN1 и  SERPINA1 в  цитологических образцах (в  порядке возрастания). 
Данные приведены в виде логарифмической шкалы, образцы с метастазами медуллярного рака выделены красным. Mts PTC – лимфатические 
узлы с метастазами папиллярного рака (n = 27); Mts MTC – лимфатические узлы с метастазами медуллярного рака (n = 2); Ln without mts – 
лимфатические узлы без метастазов (n = 57)

Fig. 3. All values of the relative expression levels of miRNA-31, -551b and the FN1 and SERPINA1 genes in increasing order in fine needle aspiration puncture 
biopsy smears. Data are shown on a logarithmic scale, samples with metastases of medullary cancer are highlighted in red. Mts PTC – lymph nodes with 
metastases of papillary thyroid carcinoma (n = 27); Mts MTC – lymph nodes with metastases of medullary thyroid carcinoma (n = 2); Ln without Mts – lymph 
nodes without metastases (n = 57)

миР-31  /  miR-31                                           миР-551b  /  miR-551b                                                              FN1                                                                     SERPINA1

Таблица 3. Результаты деления лимфатических узлов на метаста-
тически пораженные и без признаков метастазов с помощью нового 
молекулярного классификатора

Table 3. Results of classification of lymph nodes into benign / malignant  
by the new molecular classifier

Результат применения 
молекулярного 

классификатора 
Result of using the 
molecular classifier

Результат цитологического /
гистологического исследования 

Result of cytological / histological analysis

Обнаружены 
метастазы 
Lymph node 
metastases

Лимфатический узел 
без метастазов 

Lymph node without 
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Рис. 4. Дерево принятия решений (классификатор) для деления образ-
цов, полученных при тонкоигольной аспирационной биопсии лимфатиче-
ских узлов, на содержащие и не содержащие метастазы. «+» означает 
превышение установленного уровня отсечки для данного маркера

Fig. 4. Decision tree for classifying lymph node fine needle aspiration puncture 
biopsy smears as containing and not containing metastases. “+” means 
exceeding the established cutoff level for the marker

FN1

миР-375 / miR-375

HMGA2

Нет метастазов / Without metastases

Метастаз папиллярного рака / 
Metastasis of papillary thyroid carcinoma

Метастаз папиллярного рака / 
Metastasis of papillary thyroid carcinoma

Метастаз медуллярного рака /  
Metastasis of medullary thyroid carcinoma

+

+

+

–

–

–

Тонкоигольная аспирационная пункционная 
биопсия узла щитовидной железы /  

Thyroid fine needle aspiration puncture biopsy slide



58

Опухоли ГОЛОВЫ  и ШЕИ   HEAD and NECK tumors Том 10  Vol. 104’2020 Оригинальное исследование

58

сказалось на  специфичности метода, поскольку эта 
миРНК используется только на  этапе типирования, 
а не на этапе деления образцы на доброкачественные 
и злокачественные.

Недостаточная чувствительность, по‑видимому, 
объясняется недостаточным размахом изменений ис-
пользованных маркеров, так что в образцах с метаста-
зами эти изменения не удавалось зафиксировать в срав-
нении с  уровнем маркеров в  материале самого ЛУ. 
Таким образом, из 27 образцов с метастазами папил-
лярного рака мутация V600E в гене BRAF была выявлена 
в  15 (55 %), повышенный уровень экспрессии гена 
HMGA2 – в 16 (59 %), повышенный уровень миРНК-375 – 
в 9 (33 %), повышенный уровень миРНК-221 – в 12 (44 %).

По этой причине мы решили построить отдельное 
дерево принятия решений для выявления метастазов 
в ЛУ с привлечением дополнительных молекулярных 
маркеров. В частности, на этапе обучения мы добавили 
к первоначальному набору маркеров миРНК-31 и -551b, 
экспрессия которых повышается при  папиллярном 
раке, а также 2 онкогена – FN1 и SERPINA1. В конечном 
счете в новый классификатор было включено 3 марке-
ра – HMGA2, FN1 и миРНК-375, при этом чувствитель-

ность нового классификатора при выявлении метаста-
зов оказалась выше – 93 %, а специфичность снизилась 
лишь незначительно – до 96 %. Повышение чувстви-
тельности произошло за счет одного из дополнитель-
ных маркеров – гена FN1. В целом этот маркер хуже 
выявляет злокачественные опухоли ЩЖ, чем HMGA2 
(данные не опубликованы), но его изменения имеют 
больший размах: разница между минимальным и мак-
симальным уровнем относительной экспрессии FN1 
в 3 раза больше, чем аналогичный показатель HMGA2.

Заключение
В данной работе мы продемонстрировали возмож-

ность дооперационного выявления метастазов РЩЖ 
в ЛУ боковой клетчатки шеи путем анализа нескольких 
молекулярных маркеров в материале ТАБ. Данный ме-
тод не требует специального (повторного) проведения 
биопсии, поэтому анализ может быть выполнен вслед 
за цитологическим исследованием образца.

Выводы данной работы ограничены вследствие от-
носительно небольшого размера выборки и ввиду того, 
что отсутствие метастазов в 57 ЛУ было установлено 
только при цитологическом исследовании.
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