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Введение. одной из инициирующих мута-
ций развития рака щитовидной железы яв-
ляется BRAF-V600E, которая приводит к ак-
тивации различных сигнальных каскадов и 
изменению продукции транскрипционных и 
ростовых факторов. Для папиллярного рака 
щитовидной железы характерна активация 
экспрессии транскрипционных факторов 
NF-ĸB и HIF-2α и AKT/m-TOR сигнального 
каскада. однако связь уровня мрнк транс-
крипционных, ростовых факторов и компо-
нентов AKT/m-TOR пути у пациентов в за-
висимости от наличия мутации BRAF до сих 
пор не изучена. 

Цель работы заключалась в исследова-
нии экспрессии транскрипционных факто-
ров NF-ĸB p65 и NF-ĸB p50, HIF-1α, HIF-2α, 
ростовых факторов VEGF, CAIX и VEGFR2, 
компонентов AKT/m-TOR сигнального пути 
у больных папиллярным раком щитовидной 
железы в зависимости от наличия мутации 
BRAF-V600E.

Материал и методы. В исследование 
было включено 40 больных папилляр-
ным раком щитовидной железы со ста-
дией опухолевого процесса T1-4N0-2M0. 
Уровень мрнк изучаемых показателей 
определялся методом пЦр в реальном 
времени. Мутацию BRAF-V600E опреде-
ляли в аллель-специфичной пЦр в режи-
ме реального времени.

результаты и обсуждение. при наличии 
сходных клинико-морфологических параме-
тров пациентов с отсутствием и наличием 
мутации BRAF-V600E выявлены молекуляр-
но-биологические отличия. присутствие му-
тантной формы гена в опухоли сопровожда-
лось снижением уровня мрнк киназ AKT, 
cRAF, GSK-3β и ростом экспрессии ядерных 
факторов NF-κB p65, HIF-1 и ростового фак-
тора VEGF. 

ОригиНАлЬНые стАтЬи
Б. Экспериментальные исследования

Заключение. Для пациентов с папилляр-
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Актуальность

Папиллярная карцинома является наиболее 
частой злокачественной опухолью щитовидной 
железы (60% всех случаев злокачественных па-
тологий данной локализации) и характеризуется 
высокой частотой регионарного метастазирова-
ния [1, 2]. развитие злокачественных опухолей 
щитовидной железы ассоциировано с возник-
новением ряда генетических нарушений, что 
способствует вовлечению в механизмы опухо-
лей MAPK (mitogen-activated protein kinase) и 
AKT/m-TOR сигнальных каскадов [3]. Половина 
случаев папиллярного рака щитовидной железы 
связана с активацией гена BRAF [2, 4]. 

активация AKT/m-TOR сигнального пути, 
связанная с повышением продукции транскрип-
ционных и ростовых факторов, является клю-
чевым механизмом опухолевой трансформации 
клеток [5]. его составляющими являются про-
теинкиназы: AKT, c-Raf, GSK-3, PDK1, а также 
m-TOR, ее субстраты p70-S64 и E-BP1, онко-
супрессор PTEN. Показана высокая экспрессия 
киназ m-TOR, AKT в опухолях щитовидной же-
лезы, сопряженная с риском прогрессирования 
заболевания [6].

К значимым молекулярным параметрам онко-
генеза относят также транскрипционные и ро-
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стовые факторы: ядерный фактор NF-κB, HIF, 
VEGF и карбоангидразы IX (CAIX) [7]. Име-
ются экспериментальные данные о значимости 
транскрипционных факторов HIF-1, NF-κB в 
обеспечении инвазивного роста и в формирова-
нии метастатического потенциала папиллярного 
рака щитовидной железы [8, 9]. 

Показано, что наибольшая активность AKT/
m-TOR сигнального каскада наблюдается у па-
циентов с наличием мутации гена BRAF [3]. 
Полагают, что его гиперактивация является при-
чиной развития резистентности к проводимому 
лечению у больных раком щитовидной железы 
[10, 11], в том числе и таргетной терапии инги-
биторами BRAF [12].

Сложность и многокомпонентность моле-
кулярных механизмов развития и прогрес-
сирования опухоли является причиной от-
сутствия до настоящего времени значимых и 
клинически апробированных молекулярных 
прогностических факторов развития заболе-
вания. Показано, что наличие соматической 
мутации BRAF-V600E не может определять 
исход заболевания. В работе F.J. Jing et al. 
отмечено, что появление спорадической мута-
ции гена не является признаком агрессивного 
поведения опухоли и не может быть исполь-
зовано в качестве предсказательного маркера 
относительно риска развития отдаленных ме-
тастазов [13].

Кроме того, показано, что данная генетиче-
ская мутация способна изменять молекулярные 
характеристики опухоли. Зафиксирован факт 
того, что мутантный белок b-Raf опосредованно 
влияет на уровень активации ядерного фактора 
NF-κB [4, 14]. 

Имеются сведения, что процесс неоангиоге-
неза и сопровождаемая им продукция ядерно-
го фактора HIF-1, ростовых факторов VEGF и 
CAIX в ткани опухоли щитовидной железы бо-
лее активны при наличии мутации гена BRAF 
[13].

В наших исследованиях показано, что для 
папиллярного рака щитовидной железы харак-
терна активация экспрессии транскрипцион-
ных факторов NF-ĸB и HIF-2α, протеинкиназы 
AKT, фосфатазы PTEN, на фоне низкого уровня 
мрнК c-Raf по сравнению с доброкачественны-
ми опухолями [15]. однако экспрессия транс-
крипционных, ростовых факторов в ассоциации 
с уровнем мрнК компонентов AKT/m-TOR сиг-
нального пути у пациентов в зависимости от 
наличия мутации BRAF-V600E до сих пор не 
изучена.

Целью работы было исследование экспрес-
сии транскрипционных факторов NF-ĸB p65 
и NF-ĸB p50, HIF-1α, HIF-2α, ростовых фак-
торов VEGF, CAIX и VEGFR2, компонентов 

AKT/m-TOR сигнального пути у больных па-
пиллярным раком щитовидной железы в зави-
симости от наличия или отсутствия мутации 
BRAF-V600E.

Материал и методы

В исследование было включено 40 больных папил-
лярным раком щитовидной железы со стадией опухоле-
вого процесса T1-4N0-2M0, проходивших оперативное 
лечение в клиниках нИИ онкологии томского нИмЦ. 
В зависимости от статуса гена BRAF пациенты были 
разделены на две группы: без мутации BRAF-V600E, 
которую составили 27 человек и с ее наличием – 13 
человек.

материалом исследования являлись образцы опухоле-
вой и неизмененной ткани щитовидной железы, находя-
щиеся на расстоянии не менее 1 см от границы опухолей, 
которые после забора замораживались и хранились при t 
-800С. 

Проведение данной работы одобрено Этическим коми-
тетом нИИ онкологии томского нИмЦ. Все процедуры с 
вовлечением больных были проведены в соответствии с 
Протоколом хельсинской декларации по правам человека 
(1964 г.) Все больные подписывали информированное со-
гласие на участие в исследовании. 

Выделение ДнК. ДнК выделяли с помощью набора 
FFPET DNA – Extraction Kit (Биолинк, россия). Для оценки 
количества выделенной ДнК оценивали ее концентрацию 
на спектрофотометре NanoDrop-2000 (Thermo Scientific, 
USA). Полученная ДнК использовалась для ПЦр в режи-
ме реального времени.

определение мутации BRAF-V600E. мутацию BRAF-
V600E определяли с помощью набора реагентов Real-
time-PCR-BRAF-V600E, предназначенного для выявления 
точечной мутации GTG→GGG в 600 кодоне гена BRAF. 
анализ проводится методом аллель-специфичной ПЦр в 
реальном времени. 

Выделение рнК. рнК выделяли с помощью набо-
ра RNeasy mini Kit, содержащего ДнК-азу I (Qiagen, 
Germany). Для оценки количества выделенной рнК на 
спектрофотометре NanoDrop-2000 (Thermo Scientific, USA) 
оценивали концентрацию и чистоту выделенной рнК. 
Концентрация рнК составила от 80 до 250 нг/мкл, а260/
а280 = 1.95-2.05; а260/а230 = 1.90-2.31. Целостность рнК 
оценивалась при помощи капиллярного электрофореза на 
приборе TapeStation (Agilent Technologies, USA) и набора 
R6K ScreenTape (Agilent Technologies, USA). RIN составил 
5.6 – 7.8.

Количественная ПЦр с обратной транскрипцией в 
режиме реального времени. Уровень экспрессии генов 
оценивали при помощи количественной обратно-транс-
криптазной ПЦр в режиме реального времени (RT-
qPCR) с использованием красителя SYBR Green на 
амплификаторе iCycler (Bio-Rad, USA). Для получения 
кДнК на матрице рнК проводили реакцию обратной 
транскрипции с помощью набора OT m-MuLV-RH (Био-
Лабмикс, россия) со случайными гексануклеотидными 
праймерами в соответствии с инструкцией к набору. 
ПЦр ставили в трех репликах в объеме 25 мкл, со-
держащем 12,5 мкл Биомастер HS-qPCR SYBR Blue 
(БиоЛабмикс, россия), 300 нM прямого и обратного 
праймеров и 50 нг кДнК. Двухшаговая программа ам-
плификации включала 1 цикл – 94oС, 10 мин – пред-
варительная денатурация; 40 циклов – 1 шаг 94oС, 10 
сек и 2 шаг 20 сек – при температуре 60oС. Праймеры 
были подобраны с использованием программы Vector 
NTI Advance 11.5 и базы данных NCBI (http://www.ncbi.
nlm. nih.gov/nuccore) (табл. 1).
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Таблица 1. Последовательность праймеров проб исследованных генов

Ген ампликон Последовательность

CAIX
nM_001216.2

217 п.н. F 5¢‐GTTGCTGTCTCGCTTGGAA‐3¢
R 5¢‐CAGGGTGTCAGAGAGGGTGT‐3¢

HIF-1a
nM_001243084.1

188 п.н. F 5¢‐ CAAGAACCTACTGCTAATGCCA‐3¢
R 5¢‐ TTTGGTGAGGCTGTCCGA‐3¢

ePAs1
nM_001430.4

265 п.н. F 5¢‐ TGGAGTATGAAGAGCAAGCCT‐3¢
R 5¢‐GGGAACCTGCTCTTGCTGT‐3¢

nFKB1
nM_001165412.1

144 п.н. F 5¢‐CGTGTAAACCAAAGCCCTAAA‐3¢
R 5¢‐AACCAAGAAAGGAAGCCAAGT‐3¢

ReLA
nM_001145138.1

271 п.н. F 5¢‐GGAGCACAGATACCACCAAGA‐3¢
R 5¢‐GGGTTGTTGTTGGTCTGGAT‐3¢

Pten
nM_001304717.2

136 п.н. F 5¢‐GGGAATGGAGGGAATGCT‐3¢
R 5¢‐CGCAAACAACAAGCAGTGA‐3¢

VeGFA
nM_001025366.2

316 п.н. F 5¢‐AGGGCAGAATCATCACGAA‐3¢
R 5¢‐TCTTGCTCTATCTTTCTTTGGTCT‐3¢

KDR
nM_002253.2

306 п.н. F 5¢‐AACACAGCAGGAATCAGTCA‐3¢
R 5¢‐GTGGTGTCTGTGTCATCGGA‐3¢

4eBP1
nM_004095.3 

244 п.н. F 5¢‐ CAGCCCTTTCTCCCTCACT ‐3¢
R 5¢‐ TTCCCAAGCACATCAACCT ‐3¢

AKt1
nM_001014431.1

181 п.н. F 5¢‐ CGAGGACGCCAAGGAGA ‐3¢
R 5¢‐ GTCATCTTGGTCAGGTGGTGT ‐3¢

С-RAF
nM_002880.3

152 п.н. F 5¢‐ TGGTGTGTCCTGCTCCCT ‐3¢
R 5¢‐ ACTGCCTGCTACCTTACTTCCT ‐3¢

GsK3b
nM_001146156.1

267 п.н. F 5¢‐ AGACAAGGACGGCAGCAA ‐3¢
R 5¢‐CTGGAGTAGAAGAAATAACGCAAT‐3¢

70s kinase alpha
nM_001272042.1

244 п.н. F 5¢‐ CAGCACAGCAAATCCTCAGA ‐3¢
R 5¢‐ ACACATCTCCCTCTCCACCTT ‐3¢

m-toR nM_004958.3 160 п.н. F 5¢‐ CCAAAGGCAACAAGCGAT‐3¢
R 5¢‐ TTCACCAAACCGTCTCCAA ‐3¢

PDK1 nM_001278549.1 187 п.н. F 5¢‐ TCACCAGGACAGCCAATACA ‐3¢
R 5¢‐ CTCCTCGGTCACTCATCTTCA ‐3¢

GAPDH
nM_001256799.2

138 п.н. F 5¢‐ GGAAGTCAGGTGGAGCGA‐3¢
R 5¢‐GCAACAATATCCACTTTACCAGA‐3¢

Примечание: nM – номер последовательности рнК в nCBI nucleotide Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore); F – прямой праймер; R – обратный 
праймер

Таблица 2. Клинико-морфологические характеристики больных в зависимости от статуса гена BRAF-V600E)

отсутствие мутации BRAF-V600e (n=37) Мутантный,
BRAF-V600e (n=13) р

Возраст, лет 50,0 (34,0; 58,0) 46,0 (46,0; 58,0) >0.05

Гистологический вариант папиллярного рака

Классический вариант 36 (97,3) 13 (100%)
0.581

Фолликуллярный вариант
1 (2,7%) 0 (0%)

Критерий Хи-квадрат с поправкой Йейтса 0.305

размер опухоли

t1-2 12 (54,5%)  6 (46%) 0.897

t3-4
 10 (45,6%) 7 (54%)

Критерий Хи-квадрат с поправкой Йейтса 0.236

Вовлеченность регионарных лимфоузлов

n0 15 (68,2%) 7 (53,8%) 0.627

n1-2
7 (31,8%)  6 (46,2%)

Критерий Хи-квадрат с поправкой Йейтса 0.017

Примечание: p – значимость различий

В качестве референсного гена использовали ген «до-
машнего хозяйства» фермента GAPDH (glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase), и уровень экспрессии каждого 
целевого гена нормализовали по отношению к экспрессии 
GAPDH. Количественный анализ экспрессии проводили по 
формуле 2ΔΔСt по отношению к конститутивно-экспрессиру-
емому гену-рефери фермента GAPDH.

Статистическую обработку результатов проводили с 
применением пакета программ Statistica 8.0. Проверку 
нормальности проводили с помощью с помощью крите-
рия холмогорова-Смирнова. результаты определения экс-

прессии генов представлены как Me (Q1; Q3). Значимость 
различий оценивали по критерию манна-Уитни. различия 
считали значимыми при р<0.05. Значимость различий ча-
стот качественных признаков оценивали с помощью хи 
квадрат критерия с поправкой йейтса.

результаты исследования

Частота мутации составила 26% (13 чело-
век) у больных папиллярным раком щитовид-
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ной железы, у 37 человек данной мутации не 
было обнаружено. В зависимости от ее наличия 
пациенты были разделены на две группы: без 
мутации BRAF-V600E и с ее наличием. В табл. 2 
представлены клинико-морфологические харак-
теристики больных этих групп; причем, отмече-
но отсутствие значимых различий между этими 
параметрами у пациентов обеих групп.

При анализе уровня экспрессии компонен-
тов AKT/m-TOR сигнального пути показано 
снижение экспрессии генов AKT, c-RAF GSK-
3β у пациентов с мутацией BRAF-V600E в 8,0; 
5,6 и 6 раза, соответственно, по сравнению с 
больными без нее (табл. 3). однако, в ранее 
проведенных исследованиях показана акти-
вация AKT/m-TOR cигнального каскада, про-
теинкиназы m-TOR, сопряженная с наличием 
мутантного белка b-RAF [3], что, по данным 
авторов, свидетельствует об агрессивном харак-
тере развития опухоли. 

Таблица 3. Экспрессия компонентов AKT/m-TOR  
сигнального пути: AKT, c-Raf, GSK-3β, PDK1 и PTEN, m-TOR, 
70s киназы в зависимости от наличия мутации BRAF-V600E; 

Me(Q1;Q3)

Показатель отсутствие мутации 
BRAF-V600e (n=37)

Мутантный,
BRAF-V600e (n=13)

PDK1 1,00 (0,25; 4,04) 2,80 (1,52; 10,00)

аКТ 2,00 (0,31; 14,00) 0,25 (0,00; 1,00)*

c-RAF 2,14 (0,54; 8,00) 0,38 (0,01; 0,38)*

GsK-3ü 3,48 (0,80; 14,93) 0,58 (0,50; 0,66)*

Pten 1,62 (0,57; 2,33) 0,50 (0,00; 0,76)

m-toR 1,87 (0,25; 4,04) 1,0 (0,31; 2,30)

70s киназа 3,25 (1,00; 16,00) 0,32 (0,25; 0,38)

4eBP1 0,50 (0,06; 2,00) 0,19 (0,03; 0,25)

Примечание: * - значимость различий по сравнению с группой больных 
папиллярным раком щитовидной железы без мутации BRAF-V600e, р<0,05

При этом отмечено повышение уровня 
мрнК ядерного фактора NF-κB p65, VEGF и 
HIF-1α в 368,2; 12,1 и 2,0 раза, соответственно, 
у пациентов с наличием мутации BRAF-V600E 
по сравнению с больными без нее (табл. 4). 
В литературе имеются противоречивые сведе-
ния о механизмах активации ядерного фактора 
NF-κB в ткани папиллярного рака щитовидной 
железы под влиянием мутантного белка b-RAF 
[4, 14]. В проведенной работе показана связь 
высоких уровней мрнК транскрипционных и 
ростовых факторов (NF-ĸB р65, HIF-1 и VEGF) 
с мутацией BRAF-V600E, что, вероятно, опре-
деляет изменения биологических особенностей 
папиллярной опухоли, влияющих на исход за-
болевания.

Таблица 4. Экспрессия транскрипционных факторов NF-κB 
p65, NF-κB р50, HIF-1α, HIF-2α, ростовых факторов VEGF, 

CAIX, VEGFR2 в ткани папиллярного рака щитовидной 
железы в зависимости от наличия мутации BRAF-V600E; 

Me(Q1;Q3)

Показатель дикий (n=37) Мутантный,
BRAF-V600e (n=13)

nF-ĸB р65 0,05 (0,01; 3,66) 18,41 (14,67; 51,20)*

nF-ĸB р50 1,00 (0,03; 11,7)7 0,50 (0,38; 44,31)

VeGFR2 1,78 (0,13; 6,06) 0,68 (0,01; 0,76)

VeGF 0,47 (0,13; 4,92) 12,13 (1,00; 56,00)*

CAIX 1,00 (0,29; 8,57) 1,50 (0,19; 4,00)

HIF-2α 0,50 (0,13; 4,00) 1,00 (0,25; 3,03)

HIF-1α 0,25 (0,01; 6,06) 0,50 (0,03; 1,00)*

Примечание: * - значимость различий по сравнению с группой больных 
папиллярным раком щитовидной железы без мутации BRAF-V600e, р<0,05

обсуждение

Папиллярная карцинома щитовидной железы 
в большинстве случаев связана с активацией 
гена BRAF [2, 4], являющегося важным генети-
ческим маркером заболевания. однако до насто-
ящего времени имеются противоречивые сведе-
ния, касающиеся механизмов прогрессирования 
заболевания при наличии мутантного белка 
b-RAF, а также их ассоциаций с компонентами 
AKT/m-TOR сигнального пути [6], транскрипци-
онными и ростовыми факторами [7, 8, 9]. 

Учитывая отсутствие различий в клинико-
морфологических характеристиках больных в 
зависимости от статуса гена BRAF, именно био-
логические особенности опухоли могут опреде-
лять прогрессирование заболевания. Полагают, 
что изменение молекулярных характеристик 
опухоли при наличии мутации BRAF-V600E 
может влиять на механизмы опухолевой про-
грессии. так, в случае накопления мутантного 
белка b-RAF отмечено снижение уровня мрнК 
AKT, c-RAF GSK-3β – ключевых компонентов 
AKT/m-TOR сигнального пути, связанных с 
формированием инвазивного роста и развитием 
метастазов. При этом рядом авторов, напротив, 
отмечается отсутствие связи между данной му-
тацией и клинико-морфологическими особен-
ностями заболевания [13, 16], что также выяв-
лено в данной работе. Более того, пациенты с 
неметастатическим папиллярным раком на фоне 
мутации хорошо отвечают на лечение и имеют 
более благоприятный исход [17].

Следовательно, в развитии папиллярного рака 
щитовидной железы значимы другие молекуляр-
ные механизмы. Вероятно, они связаны с транс-
крипционными и ростовыми факторами. нами 
выявлено, что повышение экспрессии ядерных 
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факторов NF-ĸB р65, HIF-1 и ростового факто-
ра VEGF сочеталось с наличием мутации белка 
b-RAF. Известно, что эти молекулярные пара-
метры ответственны за активацию ангиогенеза, 
развитие иммунного воспаления и угнетение 
апоптоза в опухолевых клетках [4, 13, 14]. 

Заключение. В результате проведенного ис-
следования отмечено отсутствие различий в 
клинико-морфологических характеристиках па-
циентов папиллярным раком щитовидной желе-
зы в зависимости от статуса гена BRAF-V600E. 
Выявлены биологические параметры, ассоци-
ированные с данной мутацией, которые могут 
влиять на развитие и прогрессирование заболе-
вания. При наличии соматической мутации от-
мечена инактивация AKT/m-TOR сигнального 
пути в опухоли, что сопровождается гиперпро-
дукцией ядерных факторов NF-κB p65, HIF-1 и 
ростового фактора VEGF. 
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Introduction. One of the initiating mutations in the 
development of thyroid cancer is BRAF-V600E, which leads 
to the various signaling cascades activation and changes in 
the production of transcription and growth factors. It is known 
that papillary thyroid cancer is characterized by activation of 
the expression of transcription factors NF-ĸB and HIF-2α and 
AKT/m-TOR signaling cascade. However, the relationship of 
the studied molecular markers in patients with the wild and 
mutant BRAF gene has not yet been studied.

The aim of the work was to study the expression of 
transcription factors NF-65B p65 and NF-ĸB p50, HIF-
1α, HIF-2α, growth factors VEGF, CAIX and VEGFR2, 
components of the AKT/m-TOR signaling pathway in patients 
with thyroid papillary cancer depending on the presence of 
mutations BRAF-V600E.

Material and methods. It was included 40 patients with 
papillary thyroid cancer with the stage of the tumor process 
T1-4N0-2M0. The expression of the indicators was determined 
by real-time PCR. BRAF-V600E mutation was revealed by 
allele-specific PCR in real-time.

Results and discussion. It was found that patients with the 
absence and presence of the BRAF-V600E mutation had similar 
clinical and morphological parameters of the disease, which 
was accompanied by a change in the molecular-biological 
characteristics of the tumor. The presence of the mutant form 
of the gene in the tumor led to a decrease in the AKT, cRAF, 
GSK-3β kinases mRNA levels and the overexpression of NF-
κB p65, HIF-1 and VEGF.

Conclusion. Patients with papillary thyroid cancer have 
no differences in the clinical and morphological characteristics 
of the disease, depending on the status of the BRAF-V600E 
gene, is characteristic. It was identified biological parameters 
associated with this somatic mutation. An increase in the 
mRNA level of growth and transcription factors was observed 
with a decrease in the activity of the AKT / m-TOR signaling 
pathway.

Key words: thyroid cancer, BRAF-V600E, AKT/m-TOR 
signaling cascade, transcription and growth factors




