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Цель нашей работы – определение возможности стратификации пациентов с папиллярным раком щитовид-
ной железы (ПРЩЖ) на группы прогноза в зависимости от статуса мутации BRAF V600E и индекса Ki-67. 
В исследование вошли 89 пациентов с ПРЩЖ, прогноз которых известен за период 2005–2015 гг., пролечен-
ных в Алтайском краевом онкологическом диспансере и перенёсших операцию по поводу ПРЩЖ за период 
2005–2013 гг. Мутация p. Val600Glu (V600E) гена BRAF определялась с помощью аллель-специфичной ПЦР в 
реальном времени набором Real-time–PCR-BRAF–V600E («Биолинк»). Иммуногистохимическое исследование 
проводили с антителами Ki-67 (клон MIB1, DAKO) на стейнере Ventana XT по стандартным протоколам.
Мы выявили, что BRAF V600E не является независимым прогностическим критерием. Различные варианты 
ПРЩЖ в зависимости от уровня экспрессии Ki-67 в сочетании с мутацией BRAF V600E позволили выделить 
3 группы молекулярных типов ПРЩЖ: с отсутствием мутации и низким индексом Ki-67 (I тип), с мутаци-
ей и низким индексом Ki-67 (II тип) и с наличием и/или отсутствием мутации и высоким уровнем Ki-67 (III 
тип). I молекулярный тип ПРЩЖ – самый благоприятный с точки зрения выживаемости: 10 лет прожи-
вает 100% больных. Молекулярный тип II характеризуется промежуточным прогнозом – 76% пациентов. 
Молекулярный тип III – самым неблагоприятным прогнозом – всего 36,8%. При многофакторном анализе 
выживаемости больных ПРЩЖ независимым фактором прогноза стал молекулярный тип опухоли. В этом 
случае χ2 = 35 при p ≤ 0,000005.
К л ю ч е в ы е  с л о в а: папиллярный рак щитовидной железы; BRAF V600E; экспрессия Ki-67, прогноз.
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The aim of our research was to determine the possibilities to stratify patients with papillary thyroid cancer (PTC) on 
the group’s forecast, depending on the status of the mutation BRAF v600e and Ki-67 expression. The study included 89 
PTC patients with the known prognosis for the period of 2005–2015. They were treated in the Altai regional oncology 
center and underwent surgery for PTC over the period of 2005–2013. Mutation p. Val600Glu (V600E) BRAF gene 
was determined with the use of allele-specific real-time PCR kit «Real-time–PCR-BRAF–V600E («BioLink»)». 
Immunohistochemical examination was performed with antibodies Ki-67 (clone MIB1, «DAKO») on stainer «Ventana 
XT» according to standard protocols. We revealed BRAF V600E not to be an independent predictor. Different variants 
of PTC, depending on the level of expression of Ki-67 in combination with a mutation of BRAF V600E was allowed to 
identify 3 groups of molecular types of PTC: a lack of mutation and a low Ki-67 (type I), with mutation and a low Ki-
67 (type II) and with the presence and/or absence of a mutation and high level Ki-67 (type III). I molecular type PTC is 
the most favorable from the point of view of survival: 100% of patients live 10 years. Molecular type II is characterized 
by an intermediate prognosis: 76% of patients lived out up to 10 years. Molecular type III is characterized by the 
poor prognosis: only 36.8 percent of cases lived up to 10 years. In multivariate analysis of survival in PTC patients 
the independent prognostic factor happened to be the molecular type of tumor. In this case χ2 = 35 at p ≤ 0.000005.
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cLINIcAL INVEsTIgATIONs

Актуальность

Рак щитовидной железы (РЩЖ) – одно из самых 
распространённых злокачественных новообразова-
ний эндокринной системы. В Алтайском крае папил-
лярный рак щитовидной железы (ПРЩЖ) является 
ведущим морфологическим вариантом РЩЖ и со-
ставляет 71% всех диагностированных раков ЩЖ. 
ПРЩЖ имеет относительно благоприятный прогноз, 
но в редких случаях отмечается более агрессивное 
клиническое течение [1, 2]. В мировой литературе 
много публикаций с различными рекомендациями 
о возможных критериях для стратификации паци-
ентов в группу более агрессивного течения ПРЩЖ. 
К таким параметрам относят возраст старше 45 лет, 
размер опухоли > 5 мм, мультифокальную карцино-
му, сосудистую инвазию, а часть авторов – и наличие 
мутации BRAF V600E [3–6]. На наш взгляд, попытки 
отнести мутацию BRAF V600E к неблагоприятным 
прогностическим критериям на сегодняшний день 
преждевременны и требуются дополнительные ис-
следования из-за множества противоречивых мне-
ний авторов [4, 7–15]. Следовательно, необходим 
поиск альтернативного достоверного критерия не 
только для уточнения прогноза, но и для выбора пра-
вильной и оправданной тактики лечения в том или 
ином конкретном случае. Не исключено, что таким 
способом может стать деление на молекулярные 
подтипы по сочетанию различных клинико-морфо-
логических и биомолекулярных параметров образо-
ваний по аналогии с молекулярными подтипами при 
раке молочной железы.

Один из изученных прогностических критериев 
при ряде локализаций, таких как рак молочной желе-
зы, рак лёгкого, толстой кишки и др., – маркёр про-
лиферативной активности (ПА) Ki-67. В отечествен-
ных и зарубежных публикациях встречаются работы 
по изучению уровень экспрессии Ki-67 во взаимо-
связи с клинико-морфологическими критериями при 
ПРЩЖ, в которых авторы пытались пролить свет на 
эту проблему. Однако в литературе нет исследова-
ний о взаимосвязи выживаемости больных ПРЩЖ с 
комбинированной экспрессией Ki-67 и BRAF V600E 
в различных моделях. Таким образом, несмотря на 
наличие множества работ, посвящённых поиску за-
кономерности уровня экспрессии Ki-67, а также ста-
туса мутации BRAF V600E c перечисленными пара-
метрами, выживаемость при ПРЩЖ в зависимости 
от состояния данных маркёров до конца не исследо-
вана и требует дальнейшего изучения.

Цель настоящего исследования – определение 
возможности стратификации пациентов с ПРЩЖ на 

группы прогноза в зависимости от статуса мутации 
BRAF V600E и индекса экспрессии Ki-67.
Материал и методы

В исследовании участвовали пациенты с ПРЩЖ 
(n = 89) с известным прогнозом за период 2005– 
2015 гг., пролеченные в Алтайском краевом онколо-
гическом диспансере, перенёсшие операцию по по-
воду ПРЩЖ за период 2005–2013 гг. Средний воз-
раст больных составил 50 лет, мужчин и женщин 13 
и 87% соответственно. Инвазию в капсулу отмечали 
в 47%. Метастазы в регионарных лимфоузлах вы-
явлены в 42%. За данный период был проопериро-
ван 3101 человек, из них умерли по причине про-
грессирования ПРЩЖ 35 пациентов, 24 из которых 
были включены в анализ. Случаи, в которых лечение 
ПРЩЖ осуществлялось с помощью использования 
радиоактивного йода, были исключены из исследо-
вания в связи с нерепрезентативностью малой вы-
борки.

Материалом для исследования послужила опера-
ционная ткань, фиксированная в 10% нейтральном 
забуференном формалине от 6 до 24 ч и заключён-
ная в парафин. Выделение ДНК из ткани произво-
дили с помощью набора FFPE QIAGEN по прото-
колу производителя на автоматической станции для 
выделения нуклеиновых кислот и белков QIAcube 
(QIAGEN). Мутация p. Val600Glu (V600E) c. 1799T 
> A [COSMIC ID 475] 15 экзона гена BRAF определя-
лась с помощью аллель-специфичной ПЦР в реаль-
ном времени набором Real-time–PCR-BRAF–V600E 
(«Биолинк»). Реакции и анализ результатов проводи-
ли на аппарате SFX 96 (BIORAD, США) по протоко-
лу производителя реактивов. Иммуногистохимиче-
ское исследование – с антителами Ki-67 (клон MIB1, 
DAKO) на стейнере VentanaXT по стандартным 
протоколам. Для стандартизации исследования ис-
пользовали метод тканевых матриц. При проведении 
окраски материала изготовлялись срезы толщиной  
4 мкн. В диагностике биомолекулярных параме-
тров использовали пороговые величины, представ-
ляющие собой средние арифметические показатели 
маркёра. Анализ выживаемости оценивали актури-
альным методом Каплана–Мейера, многофакторный 
анализ проводили по Коксу с определением ряда 
статистических предикторов для многофакторных 
и моновариантных систем просчёта с уровнем без-
ошибочного суждения 95% для непараметрических 
систем анализа. Статистически достоверным счита-
ется уровень ошибки р ≤ 0,05 и t ≥ 2. Для статисти-
ческой обработки данных использовали программу 
Statistica 8.0.
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Результаты и обсуждение
Уровень ПА в образцах нашего исследования 

имел достаточно большой разброс, и средний пока-
затель экспрессии Ki-67 при ПРЩЖ в нашей выбор-
ке составил 6,3 ± 0,9%. По данным других авторов, 
индекс ПА в злокачественных опухолях щитовидной 
железы, в зависимости от дифференцировки ткани, 
был также с широким диапазоном – от 0,2 до 52% 
[16–18] (рис. 1, см. 1-ю полосу вклейки).

При анализе взаимосвязи уровня экспрессии Ki-
67 с возрастно-половыми характеристиками выяв-
лено, что уровень ПА у мужчин был статистически 
значимо выше и составил 13,8 ± 3,6%, у женщин – 
5,1 ± 0,8% (p < 0,001, табл. 1).

Индекс Ki-67 у пациентов с размером узла ≥ 2,1 см  
был статистически значимо выше, чем при узле раз-
мером < 2,1 см, и составил 3,6 ± 0,4% против 2,9 ± 
0,2% (p < 0,001; см. табл. 1).

Анализ взаимосвязи инвазии опухоли в капсулу и 
пролиферативной активности показал, что при нали-
чии инвазии индекс Ki-67 был статистически значи-
мо выше, чем при отсутствии инвазии: 7,7 ± 1,7% 
против 4,6 ± 0,7%, (p < 0,001; см. табл. 1).

При поиске взаимосвязи наличия метастазов в ре-
гионарных лимфоузлах выявлено, что уровень про-
лиферативной активности выше при их наличии, 
чем отсутствии: 8,7 ± 1,9% против 4,8 ± 0,9% в груп-
пе без метастазов (p < 0,001; см. табл. 1).

Полученные нами результаты совпадают с данны-
ми других авторов, которые также находили стати-
стически значимую корреляционную зависимость 
индекса Ki-67 с размером опухоли (p = 0,003), сосу-
дистой инвазией, экстратиреоидным распростране-
нием и регионарными лимфатическими метастазами 
(p < 0,001) [19].

Общая 10-летняя выживаемость больных в нашей 
выборке ПРЩЖ составила 72 ± 4,9%. При анализе 
10-летней выживаемости во взаимосвязи со стату-
сом BRAF V600E и/или индексом Ki-67 были полу-
чены интересные данные. Анализ 10-летней выжи-

ваемости больных ПРЩЖ в зависимости от статуса 
гена BRAF статистически достоверных различий не 
выявил. Так, в группе с наличием мутации V600E 
10-летняя выживаемость составила 71,6 ± 10,9% и 
практически не отличалась от таковой в группе с 
отсутствием данной мутации 77,3 ± 6,6% (табл. 2;  
рис. 2, а).

Анализ 10-летней выживаемости больных ПРЩЖ 
в зависимости от индекса Ki-67 выявил статисти-
чески достоверные различия. Так, в группе с Ki-67 
< 6,3% 10-летняя выживаемость составила 82,3 ± 
5,1%, и в группе с Ki-67 > 6,3% – всего 36,8 ± 19,6% 
(см. табл. 2; рис. 2, б).

Наши данные совпадают с исследованиями, в 
которых были обнаружены корреляционные связи 
высокого уровня индекса Ki-67 с неблагоприятным 
прогнозом [20–21]. В исследовании некоторых ав-
торов у пациентов ПРЩЖ с уровнем экспрессии 
Ki-67 > 3% выживаемость была достоверно ниже, 
чем в группе пациентов с Ki-67 < 3% (p < 0,0001) 
[20]. Вместе с тем ряд авторов не разделяют мнение 
о прогностической значимости индекса экспрессии 
Ki-67 и связи его с патоморфологическими крите-
риями [18].

Поскольку в нашем исследовании статистически 
достоверных различий между статусом мутации 
BRAF V600E и 10-летней выживаемостью не было, 
а также статистически достоверной разницы 10-лет-
ней выживаемости по Каплан–Мейеру в зависимо-
сти от индекса Ki-67, принято решение исследовать 
выживаемость в зависимости от коэкспрессии Ki-67 
и статуса мутации BRAF V600E. Для этого все па-
циенты были разделены на 4 группы – по параме-
трам, характеризующим их молекулярные особен-
ности: I группа – с отсутствием мутации и индексом  
Ki-67 ниже среднего уровня 6,3%, II группа – с от-
сутствием мутации и Ki-67 > 6,3%, III группа – с на-
личием мутации и Ki-67 < 6,3%; IV группа – с на-
личием мутации и Ki-67 > 6,3%. Анализ 10-летней 
выживаемости изученных молекулярных типов при 
сравнении группы I и III показал, что 10-летняя вы-
живаемость в I группе составила 100%, в III группе 
– 76,4%, различия были статистически достоверны 
(Log-Rank Test = 0,04, рис. 3, а).

Значимых различий 10-летней выживаемо-
сти во II и IV группах нами не было обнаружено: 
36,4% во II группе и 37,5% в IV группе (Log-Rank 
Test = 0,8, рис. 3, б). Таким образом, ведущим па-
раметром прогноза выживаемости в этих группах 
оказался высокий уровень пролиферативной ак-
тивности (Ki-67 >6,3%). Учитывая этот факт, мы ре-

Т а б л и ц а  1
Ассоциация уровня экспрессии Ki-67 и клинико-пато-
логических параметров, p < 0,001*

Показатель ИМ Ki-67

Пол:
Женщины 5,1 ± 0,83
Мужчины 13,8 ± 3,6

Размер узла:
≥ 2,1 см 3,6 ± 0,4
< 2,1 см 2,9 ± 0,2

Инвазия в капсулу:
С инвазией 7,7 ± 1,7
Без инвазии 4,6 ± 0,7

Метастазы в регионарные лимфоузлы:
Есть 8,7 ± 1,9
Нет 4,8 ± 0,9

П р и м е ч а н и е: * – различия статистически значимы.

Т а б л и ц а  2
10-летняя выживаемость больных ПРЩЖ в зависимости от ста-
туса гена BRAF V600E

Показатель 10-летняя выживаемость, % p, χ2 

BRAF V600E+ 71,6 ± 10,9 (19 из 67) p > 0,5,
χ2 = 0,3BRAF V600E- 77,3 ± 6,6 (5 из 22)

Ki-67 < 6,3% 82,3 ± 5,1 (12 из 68) p = 0,000003*,
χ2 = 26,6Ki-67 > 6,3% 36,8 ± 19,6 (12 из 19)

П р и м е ч а н и е. * – различия статистически значимы.
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шили объединить II группу с отсутствием мутации и  
Ki-67 > 6,3% и IV группу с наличием мутации и  
Ki-67 > 6,3% и сформировать 3 группы прогноза 
выживаемости в зависимости от молекулярных ха-
рактеристик (по принципу молекулярных типов при 
РМЖ). При исследовании 10-летней выживаемости 
в 3 группах прогноза на основании молекулярных 
типов мы получили интересные данные. В первой 
группе прогноза (с отсутствием мутации и Ki-67 < 
6,3%) 10-летняя выживаемость составила 100%. 
Во второй группе прогноза (с наличием мутации и 
Ki-67 < 6,3%) 10-летняя выживаемость имела более 

скромные цифры и составила 76,4% (рис. 4, а).
Результат исследования выживаемости в группе 

с Ki-67 > 6,3% вне зависимости от статуса мутации 
BRAF V600E имел поражающе низкие цифры и со-
ставил всего 36,8% (Log-Rank Test для всех 3 групп 
p = 0,001, рис. 4, б).

Многофакторный анализ выживаемости по Коксу 
позволил выделить независимый прогностический 
критерий. Им стал биомолекулярный критерий, 
объединивший параметр индекса Ki-67 и статус 
гена BRAF, так как показатель χ2 здесь был самым 
высоким (35, p = 0,000005).

Рис. 2. Анализ 10-летней выживаемости больных ПРЩЖ по Каплан–Мейеру. а – в зависимости от статуса мутации BRAF V600E; б – в за-
висимости от индекса Ki-67.

Рис.3. Анализ 10-летней выживаемости больных ПРЩЖ по Каплан–Мейеру в зависимости от группы: а – I группа (с отсутствием мутации 
и индексом Ki-67 < 6,3%), III группа (с наличием мутации и Ki-67 < 6,3%); б – II группа (с отсутствием мутации и Ki-67 > 6,3%), IV группа 
(с наличием мутации и Ki-67 > 6,3%).



192

РОССийСкий ОНкОЛОГичеСкий жУРНАЛ. 2017; 22 (4) 
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/1028-9984-2017-22-4-188-193

кЛиНичеСкие иССЛедОВАНия

Таким образом, нами выявлено, что мутация в 
гене BRAF V600E не является независимым про-
гностическим критерием. Эти результаты совпада-
ют с мнениями ряда авторов, которые также не вы-
явили зависимости между мутацией BRAF V600E 
и агрессивным течением ПРЩЖ [11–13, 15]. В то 
же время другие исследователи находили данную 
зависимость [4, 8–10]. Этот радикально противопо-
ложный разброс объясним с точки зрения того, что 
данные авторы не рассматривали мутацию BRAF 
V600E в связи с Ki-67 (пролиферативной актив-
ностью). Наше исследование позволило выделить 
биомолекулярные прогностические типы ПРЩЖ, 
связанные с ПА и мутацией BRAF V600E (по анало-
гии с РМЖ). Пациенты I группы с отсутствием му-
тации и Ki-67 < 6,3% имеют самый оптимистичный 
прогноз 10-летней выживаемости, составляющий 
100%. Пациентов с ПРЩЖ, имеющих экспрессию 
Ki-67 < 6,3% и наличие мутации, можно отнести к 

промежуточной группе прогноза с 10-летней вы-
живаемостью, составляющей 76%. Напротив, па-
циенты группы с Ki-67 > 6,3% вне зависимости от 
статуса мутации BRAF V600E имеют крайне не-
благоприятный прогноз 10-летней выживаемости, 
составляющий всего 37%. Внутренние механизмы 
связи мутации BRAF V600E и экспрессии Ki-67 
клеток опухоли довольно сложны и требуют даль-
нейшего изучения, но факт, что комбинированная 
оценка данных маркеров в различных моделях при-
ведет к более адекватной стратификации пациентов 
на группы прогноза, очевиден.
Выводы

1. Мутация в гене BRAF V600E не является неза-
висимым прогностическим критерием.

2. Различные варианты ПРЩЖ в зависимости от 
уровня экспрессии Ki-67 в сочетании с мутацией 
BRAF V600E позволили выделить 3 группы моле-
кулярных типов ПРЩЖ: с отсутствием мутации и 
низким индексом Ki-67 (I тип), с мутацией и низ-
ким индексом Ki-67 (II тип) и с наличием и/или от-
сутствием мутации и высоким уровнем Ki-67 (III 
тип).

3. Молекулярный тип ПРЩЖ I типа является са-
мым благоприятным с точки зрения выживаемости: 
до 10 лет доживает 100% больных. Молекулярный 
тип II характеризуется промежуточным прогнозом: 
до 10 лет доживает 76% больных. Молекулярный 
тип III характеризуется самым неблагоприятным 
прогнозом: до 10 лет доживает всего 36,8%.

4. При многофакторном анализе выживаемости 
больных ПРЩЖ независимым фактором прогноза 
является молекулярный тип опухоли. В этом случае 
χ2 = 35 при р ≤ 0,000005.

Рис.4. Анализ 10-летней выживаемости больных ПРЩЖ по Каплан–Мейеру в зависимости от группы прогноза на основании молекулярных 
типов: а – I тип (с отсутствием мутации и индексом Ki-67 < 6,3%), II тип (с наличием мутации и Ki-67 < 6,3%); б – II тип (с наличием мутации 
и Ki-67 < 6,3%), III тип (с Ki-67 > 6,3% вне зависимости от статуса мутации BRAF V600E).

Т а б л и ц а  3
Клинико-морфологические и биомолекулярные маркеры в про-
гнозе ПРЩЖ

Маркер χ2 p

Мутация BRAF V600E 0,3 0,5
Индекс Ki-67 26,6 0,000003*
Молекулярный тип 11,3 0,0007*
Группа прогноза 35 0,000005*

П р и м е ч а н и е: * – различия статистически значимы.
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Молекулы семейства B7.
Активация T-клеток начинается с распознавания пептидных антигенов и главного комплекса гистосовместимости (MHC, от англ. major 
histocompatibility complex), представленных на поверхности антигенпрезентирующих клеток. Костимуляторные сигналы, обеспечиваемые 
взаимодействием CD28 с B7-1 и B7-2, а также ICOS с B7-H2, усиливают активацию T-лимфоцитов. При активации T-клеток увеличивается 
экспрессия рецепторов, ингибирующих иммунный ответ, PD-1, взаимодействующий с B7-H1 B7-DC, и др., пока не известные рецепторы, 
связывающиеся с B7-H3, B7-H4, B7-H5, B7-H6 и B7-H7. Наличие ингибиторных рецепторов необходимо, чтобы контролировать иммунный 
ответ против клеток собственного организма и снижать аутоиммунные реакции. Ингибиторные рецепторы также называют точками контроля 
иммунного ответа. Лиганды, взаимодействующие с ингибиторными рецепторами, могут экспрессироваться на негемопоэтических клетках 
организма и опухолях. Блокировка точек контроля иммунного ответа может приводить к усилению противоопухолевого иммунитета, но так-
же существует риск развития аутоиммунных реакций. На рисунке костимулирующие рецепторы обозначены символом (+), ингибирующие 
– символом (–).
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Рис.1. Иммуногистохимическая реакция с антителами к Ki-67:
а – образец с отсутствием мутации BRAF V600E и высоким уровнем пролиферативной активности (18,7%), увеличение ×200; б – образец с 
наличием мутации BRAF V600E и низким уровнем пролиферативной активности (1,9%), увеличение ×200.


