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Основной целью обследования пациентов с узловыми 
образованиями щитовидной железы (ЩЖ) является 

исключение злокачественных опухолей. Тонкоигольная 

аспирационная биопсия (ТАБ) с последующим цитоло-
гическим исследованием биоптата представляет собой 
один из наиболее чувствительных и специфичных методов 
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РЕЗЮМЕ
Цель исследования. Выделить наиболее информативные комбинации малых некодирующих молекул РНК (миРНК), сопряженные 
со злокачественными образованиями щитовидной железы (ЩЖ) у пациентов с узловыми образованиями при неопределенном заключении 
по материалам тонкоигольной аспирационной биопсии (ТАБ) и отсутствием генных мутаций.
Материалы и методы. В исследование включены 83 пациента с узловыми образованиями ЩЖ по результатам ультразвукового 
исследования с неопределенным цитологическим заключением по материалам ТАБ (III–V категория по классификации Bethesda) 
и отсутствием мутаций V600Е гена BRAF, генов NRAS, HRAS, KRAS при молекулярно-генетическом исследовании аспирата. Методом ПЦР 
реального времени в аспирате определена экспрессионная активность миРНК. С помощью кластерного анализа выделены однородные 
группы миРНК, сопряженные со злокачественным поражением ЩЖ у пациентов.
Результаты. В клетках узловых образований ЩЖ, полученных при ТАБ, со злокачественным поражением сопряжено усиление 
экспрессионной активности миРНК‑146b, –221, –222, –885–5p и снижение экспрессии миРНК‑455–3p и миРНК‑574–3p. Реципрокные 
изменения экспрессионной активности в парах миРНК‑146b/миРНК‑574–3р, миРНК‑221/миРНК‑455–3р, миРНК‑222/миРНК‑574–3р, миРНК‑885–
5р/миРНК‑574–3р более информативны при дифференциальной диагностике доброкачественных и злокачественных образований ЩЖ, 
чем оценка экспрессии отдельных миРНК.
Вывод. При неопределенном цитологическом заключении по материалам ТАБ узловых образований ЩЖ (III–V категории по классификации 
Bethesda) и отрицательных результатах молекулярно-генетического исследования в отношении мутаций генов дальнейший диагностический 
поиск рекомендуется направить на определение экспрессии в аспирате миРНК‑146b, –221, –222, –885–5p, –455–3p, –574–3p.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: рак щитовидной железы, тонкоигольная аспирационная биопсия, малые некодирующие молекулы РНК, молекулярно-
генетические исследования, дифференциальная диагностика.
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SUMMARY
Purpose of the study. To identify the most informative combinations of small non-coding RNA molecules (miRNA) associated with malignant 
tumors of the thyroid gland (TG) in patients with nodular formations with an uncertain conclusion based on fine needle aspiration biopsy (FNA) 
and the absence of gene mutations.
Materials and methods. The study included 83 patients with thyroid nodules according to the results of ultrasound examination with an indefinite 
cytological conclusion based on FAB materials (category III–V according to the Bethesda classification) and the absence of V600E mutations 
in the BRAF gene, NRAS, HRAS, KRAS genes in the molecular genetic study of the aspirate. Expression activity of miRNA was determined by real-
time PCR in aspirate. Using cluster analysis, homogeneous groups of miRNAs associated with malignant thyroid lesions in patients were identified.
Results. In the cells of thyroid nodules obtained during FNA, malignant lesions are associated with an increase in the expression activity of 
miRNA‑146b, –221, –222, –885–5p and a decrease in the expression of miRNA‑455–3p and miRNA‑574–3p. Reciprocal changes in expression activity 
in pairs miRNA‑146b/miRNA‑574–3p, miRNA‑221/miRNA‑455–3p, miRNA‑222/miRNA‑574–3p, miRNA‑885–5p/miRNA‑574–3p are more informative 
when differential diagnosis of benign and malignant thyroid formations than assessing the expression of individual miRNAs.
Conclusion. With an uncertain cytological conclusion based on the FAB data of thyroid nodules (categories III–V according to the Bethesda 
classification) and negative results of a molecular genetic study regarding gene mutations, it is recommended to direct further diagnostic search 
in determining the expression in the aspirate of miRNA‑146b, –221, –222, –885–5p, –455–3p, –574–3p.
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для дифференциальной диагностики доброкачественных 
и злокачественных новообразований ЩЖ [1]. По данным 
Ohori N. P. с соавт., от 35 до 45 % ТАБ ЩЖ остаются без-
результатными, что объясняется неясной цитологической 
картиной (категории III–V по классификации Bethesda) [2]. 
Неопределенность результатов цитологической диагнос-
тики обусловливает сложности в выборе тактики ведения 
пациентов.

Для оптимизации дифференциальной диагностики 
в цитологическом материале дополнительно проводят 
генетические исследования по выявлению мутаций генов 
BRAF V600E, HMGA2, NRAS, HRAS, KRAS, хромосомных 
перестроек RET/PTC и PAX8/PPARG с помощью раз-
работанных коммерческих диагностических панелей [3]. 
Однако отсутствие мутаций и хромосомных перестроек 
не исключают наличия рака ЩЖ у пациентов [3]. После-
дующее хирургическое вмешательство с гистологическим 
исследованием операционных образцов ткани является 
основным инструментом для проведения дифференциаль-
ной диагностики между доброкачественными и злокаче-
ственными заболеваниями, определения гистологического 
типа рака ЩЖ [4].

Среди молекулярных маркеров оценка экспрессии 
и концентрации микроРНК (миРНК) является перспектив-
ной ввиду стабильности молекул в биологической среде [5]. 
Экспрессия миРНК изменяется при раке ЩЖ в зависимо-
сти от гистологического типа опухоли [6]. Идентификация 
и валидация панели миРНК имеет высокую практическую 
значимость для дифференциальной диагностики добро-
качественных и злокачественных узлов ЩЖ у пациентов 
в сложных диагностических ситуациях [7]. Комбинация 
одновременного определения в аспирате ЩЖ мутаций ге-
нов и концентрации опухолеспецифичных для ЩЖ миРНК 
успешно осуществляется в мировой клинической практике 
с помощью совмещенных панелей ThyGenX и ThyraMIR [8, 
9]. Однако по-прежнему актуальным является выявление 
наиболее информативных кластеров из большого количе-
ства миРНК, наиболее специфичных для злокачественных 
образований ЩЖ, когда все остальные дооперационные 
методы диагностики не дают четкого диагностического 
заключения о природе поражения железы.

Целью работы явилось выделить наиболее информа-
тивные комбинации миРНК, сопряженные со злокаче-
ственными образованиями ЩЖ у пациентов с узловыми 
образованиями при неопределенном заключении по мате-
риалам ТАБ и отсутствием генных мутаций.

Материалы и методы
В исследование включены 83 пациента (22 мужчины 

со средним возрастом 49,2±3,4 года и 61 женщина со средним 
возрастом 45,9±4,2 года) с узловыми образованиями ЩЖ.

Критерии включения больных в исследование: узловые 
образования ЩЖ по результатам ультразвукового иссле-
дования; неопределенное цитологическое заключение 
по материалам ТАБ (III–V категория по классификации 
Bethesda); отсутствие мутаций V600Е гена BRAF, а также 
генов NRAS, HRAS, KRAS при молекулярно-генетическом 

исследовании аспирата; последующее хирургическое ле-
чение с гистологическим исследованием операционных 
образцов ткани ЩЖ.

Критерии исключения: специфическое противоопу-
холевое лечение, онкологические заболевания иной ло-
кализации.

Ультразвуковое исследование ЩЖ осуществляли на ап-
парате Minifocus 1402 фирмы «BK Medical» (Дания) дат-
чиком, работающим с частотой 12 МГц.

При тонкоигольной аспирационной биопсии использо-
вали одноразовые иглы 21G (длина 5 см) и иглы 20G (длина 
10 см) в зависимости от глубины залегания узла. Цитоло-
гический материал на стекле высушивали естественным 
образом и окрашивали по Майн-Грюнвальду-Гимзе, а далее 
исследовали с помощью световой микроскопии.

Заключение об отсутствии мутаций V600Е гена BRAF, 
а также генов NRAS, HRAS, KRAS, хромосомных пере-
строек RET/PTC и PAX8/PPARG формировали по итогам 
молекулярно-генетического исследования аспирата методом 
обратной гибридизации продуктов мультиплексной полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) с помощью диагностической 
панели ThyGenX TEST (Interpace Diagnostic, США).

Тотальную микроРНК выделяли из аспирата, полученно-
го при ТАБ ЩЖ, с помощью набора реагентов PureLink RNA 
Mini Kit (Thermo Scientific, США). Общую концентрацию 
и оценку качества выделенной РНК проводили на спек-
трофотометре NanoDrop 2000C (Thermo Scientific, США).

При дальнейшем гистологическом исследовании опе-
рационных образцов ткани у 17 больных была диагности-
рована папиллярная карцинома ЩЖ, у 9 – фолликулярный 
вариант папиллярной карциномы ЩЖ, у 5 – фолликулярная 
карцинома ЩЖ и у 52 пациентов – доброкачественные 
образования ЩЖ (у 50 пациентов фолликулярная аденома 
и у 2 – оксифильная аденома). В результате 31 больной 
составил группу со злокачественными образованиями 
ЩЖ и 52 пациента с доброкачественными узлами ЩЖ. 
Гистологическое исследование операционных образцов 
расценивали как золотой стандарт диагностики, с которым 
сравнивали результаты оценки экспрессии миРНК в ци-
тологическом материале до операции. То есть проводили 
ретроспективный анализ результатов молекулярных ис-
следований после получения гистологического заключения 
относительно операционных образцов ткани.

С целью предварительного начального профайлинга 
опухоль-ассоциированных миРНК для ЩЖ были при-
готовлены так называемые пулы. Из 52 образцов РНК, 
полученных из доброкачественных узлов ЩЖ, смешанных 
в эквимолярных количествах, готовили пул «доброкаче-
ственных узлов ЩЖ». Аналогично объединяли РНК в пул 
«злокачественные узлы» от 31 больного.

В полученных пулах РНК на первом этапе методом 
ПЦР реального времени оценивали экспрессию 170 миРНК 
с помощью диагностической панели ПЦР miRCURY LNA 
miRNA (QIAGEN Sciences LLC, США).

Далее оценка концентрации миРНК с наиболее вы-
раженными изменениями по результатам исследования 
в двух пулах исследовалась в цитологическом материале, 
полученном при ТАБ, отдельно в 83 образцах методом dCt. 
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В качестве референсной молекулы по данным компании 
«Exiqon» использовали миРНК‑7a (Lеt‑7a): (dCt = 2(Ct миРНК-X – 

Ct миРНК‑7а)). Для оценки экспрессии миРНК в цитологических 
образцах использовали набор компании «Альгимед-Техно» 
(Беларусь).

На заключительном этапе проводили сравнительный 
анализ экспрессии миРНК в клетках узловых злокаче-
ственных и доброкачественных образований ЩЖ. С по-
мощью кластерного анализа выделяли кластеры, наиболее 
значимые для проведения дифференциальной диагностики 
между доброкачественными и злокачественными образо-
ваниями ЩЖ.

Статистическую обработку результатов осуществляли 
с помощью модулей описательной статистики и кластер-
ного анализа Statistica 12.0 (StatSoft, США) и ROC-анализа 
программы MedCalc (Software Ltd, США).

Результаты и обсуждение
Существуют убедительные доказательства участия 

миРНК в канцерогенезе, включая дифференцировку, про-
лиферацию и апоптоз. миРНК могут функционировать либо 
как опухолевые супрессоры, либо как онкогены и имеют 
тканеспецифический паттерн экспрессии при различных 
онкологических заболеваниях [10].

На начальном этапе исследования при сравнительном 
анализе экспрессии 170 миРНК в двух пулах с помощью 
панели «Exiqon» наиболее выраженные изменения были 
обнаружены для 22 миРНК: миРНК‑7‑2‑3p, -30d, -139-5p,  
-145-5p, -146b, -148b‑3p, -155, -182, -183, -199а‑5р, -199а‑3р, 
-187, -197, -221, -222, -224, -455 -3р, -455-5р, -484 -542–5р, 
-574-3р, -885-5р.

В последующем анализ экспрессии 22 молекул прово-
дили в 83 образцах доброкачественных и злокачественных 
узлов ЩЖ пациентов. Величины медианы и межквар-
тильного диапазона концентрации миРНК в образцах 
представлены в таблице 1.

Относительные величины экспрессии или кратность 
изменения экспрессии миРНК в клетках злокачественных 
опухолей по отношению к аналогичному показателю в до-
брокачественных опухолях, представленные в таблице 2, 
позволили определить направленность сдвигов изучаемых 
показателей при их сравнительном анализе.

По результатам сравнительного анализа в опухолевых 
образцах злокачественных образований ЩЖ экспрессия 
миРНК‑139-5p, -145-5p, -146b, -148b‑3p, -155, -182, -183, 

-187, -197, -221, -222, -224, -484, -885-5р по отношению 
к аналогичной величине в доброкачественных узлах ЩЖ 
статистически значимо повышалась (p<0,05), а экспрессия 
миРНК‑7–2–3p, –30d, –182, –183, –199а‑5р, –199а‑3р, –455–
3р, –455–5р, –542–5р снижалась (p<0,05).

Использование кластерного анализа для классифи-
кации молекулярных маркеров позволило выделить два 
кластера из комплекса изучаемых миРНК, максимально 
отличных друг от друга. Элементы, входящие в один кла-
стер максимально схожи. Евклидово расстояние между 
объектами позволяет выделить среди элементов одного 
и того же кластера показатели с наибольшей однородно-
стью. Чем выше евклидово расстояние, тем разнороднее 

Таблица 1
Экспрессия миРНК в образцах доброкачественных 

и злокачественных узлов ЩЖ. Нормализация относительно 
референсной miR‑7а

миРНК Доброкачественные 
опухоли, Me [25–75]

Злокачественные 
опухоли, Me [25–75] p

7–2–3p 1,07 [0,9–1,17] 0,48 [0,39–1,03] 0,012

30d 0,89 [0,75–1,04] 0,46 [0,28–0,57] 0,034

139–5p 1,23 [1,04–1,45] 3,95 [3,44–4,31] <0,001

145–5p 1,17 [1,01–1,32] 4,10 [3,63–5,06] <0,001

146b 0,82 [0,72–0,91] 9,56 [8,54–10,16] <0,001

148b‑3p 1,70 [1,4–1,97] 5,29 [4,73–5,68] <0,001

155 1,62 [1,34–1,94] 8,39 [7,39–9,44] <0,001

182 1,34 [1,01–1,51] 3,54 [2,62–3,97] 0,004

183 1,33 [1,04–1,48] 3,31 [3,07–3,74] 0,008

199а‑5р 1,26 [1,03–1,4] 0,72 [0,23–1,32] 0,002

199а‑3р 1,06 [0,82–1,62] 0,81 [0,68–0,9] 0,009

187 1,29 [1,15–1,45] 5,63 [4,81–6,28] <0,001

197 1,72 [1,36–2,26] 5,08 [4,07–6,09] <0,001

221 1,47 [1,26–1,73] 11,35 [10,38–12,09] <0,001

222 1,52 [1,4–1,69] 15,07 [13,81–16,46] <0,001

224 1,76 [1,42–2,11] 6,38 [5,68–6,88] <0,001

455–3р 1,17 [0,98–1,36] 0,47 [0,42–0,64] 0,003

455–5р 1,18 [1,1–1,45] 0,69 [0,6–0,81] 0,005

484 0,95 [0,78–1,15] 2,90 [2,06–3,22] <0,001

542–5р 1,22 [1,02–1,43] 0,54 [0,33–0,86] 0,006

574–3р 1,32 [1,05–1,7] 0,16 [0,14–0,2] <0,001

885–5р 1 32 [1,16–1,48] 22,87 [20,74–23,44] <0,001

Примечание: Me – медиана, [25–75] – межквартильный диапазон.

Таблица 2
Кратность изменения экспрессии миРНК в клетках узловых 

образований ЩЖ, полученных при ТАБ, у пациентов 
при злокачественном поражении по отношению 

к доброкачественному поражению железы

миРНК dCtзо/dCtдо p

7–2–3p 0,7 0,012

30d 0,5 0,034

139–5p 3,1 <0,001

145–5p 3,6 <0,001

146b 11,3 <0,001

148b‑3p 3,2 <0,001

155 5,2 <0,001

182 2,6 0,004

183 2,6 0,008

199а‑5р 0,7 0,002

199а‑3р 0,7 0,009

187 4,3 <0,001

197 2,9 <0,001

221 7,6 <0,001

222 9,9 <0,001

224 3,6 <0,001

455–3р 0,4 0,003

455–5р 0,6 0,005

484 2,8 <0,001

542–5р 0,5 0,006

574–3р 0,1 <0,001
885–5р 17,2 <0,001

e-mail: medalfavit@mail.ru
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объекты, и чем ниже, тем они более однородные. Среди 
первого кластера миРНК наиболее однородны и близки 
друг к другу по системообразующим свойствам четыре 
миРНК: миРНК‑146b, –221, –222, –885–5p. Именно эти 
четыре миРНК первого кластера (миРНК с повышен-
ной экспрессией в ткани узла ЩЖ при злокачественном 
процессе) в большей мере презентируют группировку 
маркеров. Среди миРНК второго кластера миРНК‑455–3p 
и миРНК‑574–3p имели наиболее выраженную самостоя-
тельность, выполняли роль доминирующего компонента 
и наилучшим образом характеризовали кластер миРНК, 
экспрессия которых снижалась в ткани железы при зло-
качественном процессе.

ROC-анализ позволил определить разделительную 
точку cut-off с целью дифференциальной диагностики 
доброкачественных и злокачественных опухолей ЩЖ 
по показателю концентрации отдельных миРНК в цито-
логическом материале, полученном при ТАБ. По величине 
площади под ROC кривой (AUC) сравнивали диагности-
ческую информативность определения концентрации 
каждой молекулы по отдельности (табл. 3).

Информативность оценки экспрессии миРНК в клетках 
злокачественных опухолей, полученных при ТАБ, по от-
ношению к аналогичному показателю в доброкачественных 
опухолях при дифференциальной диагностике изменя-
лась в следующем порядке: миРНК‑221 > миРНК‑146b 
> миРНК‑885–5р > миРНК‑455–3р > миРНК‑574–3р > 
миРНК‑222.

Поиск оптимальных соотношений миРНК с реципрок-
ными изменениями уровней экспрессии при злокаче-
ственном процессе для повышения информативности при 
проведении дифференциальной диагностики проводили 
путем анализа евклидова расстояния между величинами 
экспрессии различных миРНК в цитологическом матери-
але. Реципрокными считали изменения экспрессии одной 
миРНК из пары выше разделительного уровня, а другой 
миРНК ниже точки cut-off. По результатам анализа были 
выделены следующие пары миРНК с наибольшей реци-
прокностью: миРНК‑146b/миРНК‑574–3р (евклидово 
расстояние 19,2); миРНК‑221/миРНК‑455–3р (евклидово 
расстояние 18,0); миРНК‑222/миРНК‑574–3р (евклидово 
расстояние 17,3); миРНК‑885–5р/миРНК‑574–3р (евкли-
дово расстояние 21,2).

Диагностическая чувствительность выявления боль-
ных со злокачественной опухолью ЩЖ при неопреде-
ленной цитологии по материалам ТАБ в случае, если 
экспрессия миРНК‑146b в цитологическом материа-
ле превышала 1,17, а экспрессия миРНК‑574–3р была 
ниже 0,26, составила 93,75 %, а специфичность 98,04 % 
(рис.). Площадь под кривой ROC имела высокое значение 
0,954±0,029 (доверительный интервал 95 % 0,884–0,988, 
p<0,001).

Оценка реципрокной дисрегуляции экспрессии миРНК 
в клетках при дифференциальной диагностике доброкаче-
ственных и злокачественных образований ЩЖ при III–V 
категории по классификации Bethesda сопровождалась 
повышением информативности по сравнению с анализом 
экспрессии отдельных миРНК.

При неопределенной цитологии по ТАБ и отрица-
тельных результатах в отношении мутаций генов при 
молекулярно-генетическом исследовании оптимизация 
дифференциальной диагностики у больных с узловыми 
образованиями ЩЖ видится в оценке экспрессии допол-
нительных молекулярных маркеров, в частности миРНК. 
В работе выявлены миРНК, экспрессия которых по от-
дельности, а также при совместном учете экспрессионной 
активности реципрокных пар молекул позволяет повысить 
эффективность ТАБ в сложной диагностической ситуации. 
Повышение экспрессии миРНК‑146b, –221, –222, –885–5p 
и снижение активности миРНК‑455–3p и миРНК‑574–3p 
в клетках узловых образований ЩЖ, полученных при ТАБ, 
относительно установленных разделительных уровней 
позволяет с высокой информативностью сформировать 
заключение в пользу злокачественного процесса с даль-
нейшим выстраиванием стратегии лечебных мероприятий, 
принятых при раке ЩЖ.

Таблица 3
Показатели площади под ROC-кривой для оценки экспрессии 
миРНК в цитологическом материале при дифференциальной 

диагностике между доброкачественными и злокачественными 
образованиями ЩЖ

миРНК cut-off AUC p

миРНК‑146b >1,17 0,876±0,0474 <0,0001

миРНК‑221 >2,06 0,877±0,041 <0,0001

миРНК‑222 >12,6 0,742±0,062 <0,001

миРНК‑885–5р >1,75 0,834±0,0511 <0,0001

миРНК‑455–3р <0,51 0,793±0,052 <0,0001

миРНК‑574–3р <0,26 0,776±0,054 <0,001

Примечание: cut-off – дифференциально-разделительная точка; 
AUC – площадь под ROC-кривой.

Рисунок. ROC-кривая и опорная диагональная линия (отмечена пун-
ктиром) соотношения величин чувствительности и специфичности 
разделения пациентов со злокачественными и доброкачественными 
образованиями ЩЖ при реципрокном изменении концентрации 
миРНК‑146b и миРНК‑574–3р в цитологическом материале узлов ЩЖ
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Выводы
1.	 При неопределенном цитологическом заключе-

нии по материалам ТАБ узловых образований ЩЖ 
(III–V категории по классификации Bethesda) и от-
рицательных результатах молекулярно-генетического 
исследования в отношении мутаций генов дальней-
ший диагностический поиск рекомендуется напра-
вить на определение в клетках аспирата экспрессии 
миРНК‑146b, –221, –222, –885–5p, –455–3p, –574–3p.

2.	Со злокачественным поражением сопряжено уси-
ление в клетках узловых образований ЩЖ, по-
лученных при ТАБ, экспрессионной активности 
миРНК‑146b, –221, –222, –885–5p и снижение экспрес-
сии миРНК‑455–3p и миРНК‑574–3p.

3.	 Реципрокные изменения экспрессии в клетках аспира-
та в парах миРНК‑146b/миРНК‑574–3р, миРНК‑221/
миРНК‑455–3р, миРНК‑222/миРНК‑574–3р, миРНК‑885–
5р/миРНК‑574–3р более информативны при дифферен-
циальной диагностике доброкачественных и злокаче-
ственных образований ЩЖ, чем оценка экспрессии 
отдельных миРНК.

4.	 Диагностическая чувствительность выявления боль-
ных со злокачественной опухолью ЩЖ при неопреде-
ленной цитологии по материалам ТАБ в случае, если 
экспрессия миРНК‑146b в цитологическом материале 
превышает 1,17, а экспрессия миРНК‑574–3р ниже 
0,26, составляет 93,75 %, а специфичность 98,04 %.
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