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Обоснование. При дооперационной диагностике новообразований щитовидной железы (ЩЖ) 
цитологическое исследование материала тонкоигольной аспирационной биопсии (ТАБ) является золотым 
стандартом и служит основанием для планирования лечебной стратегии. Однако в 10–30% случаев 
доброкачественный или злокачественный характер новообразования ЩЖ не может быть однозначно 
установлен по цитологии, что приводит к невозможности заранее выбрать оптимальную стратегию 
лечения. Для таких случаев крайне актуален поиск методов уточняющей дифференциальной диагностики, 
среди которых наиболее перспективным в настоящее время считается мутационное тестирование.
Цель: оценить возможность использования мутационных тестов для дифференциальной диагностики 
новообразований ЩЖ на дооперационном этапе.
Методы. Проведено одноцентровое проспективное исследование, в которое были включены пациенты 
с новообразованиями ЩЖ, проходившие хирургическое лечение в ФГБУ “НМИЦ эндокринологии” 
Минздрава России с 2012 по 2014 г. Образцы цитологического, гистологического материала и плазмы 
крови пациентов тестировали на наличие соматических мутаций в “горячих точках” генов BRAF, KRAS, 
NRAS, EIF1AX и TERT. 
Результаты. В исследование было включено 75 пациентов, из них 29 с папиллярным раком ЩЖ низкого 
риска, 29 с фолликулярными новообразованиями ЩЖ и 17 с узловым коллоидным зобом. Мутации в 
“горячих точках” гена BRAF (экзон 15, район кодонов 600–601) были обнаружены у 29 пациентов, мутации 
в “горячих точках” гена NRAS (экзон 3, кодон 61) – у 8 пациентов; мутации в “горячих точках” генов KRAS, 
TERT и EIF1AX выявлены не были. Совпадение результатов мутационного тестирования цитологического и 
гистологического материала составило 91,7%. Мутация опухолевого происхождения в циркулирующей 
ДНК плазмы крови была обнаружена в одном случае. Прогностическая ценность положительного результата 
(PPV) мутационного теста на цитологическом материале в отношении злокачественного характера опухоли 
ЩЖ составила 100% для гена BRAF и 0% для гена NRAS.
Заключение. Тест на мутации в “горячих точках” гена BRAF на цитологическом материале может быть 
использован в качестве дополнительного маркера для уточнения характера новообразования ЩЖ при 
неопределенном результате цитологического исследования. Не получено данных за информативность 
использования в аналогичных ситуациях тестов на мутации в “горячих точках” генов KRAS, NRAS, EIF1AX и 
TERT, а также мутационного тестирования циркулирующей ДНК плазмы крови.
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дифференциальная диагностика, неопределенный результат цитологического исследования, 
молекулярно-генетические исследования, соматические мутации, гены BRAF, KRAS, NRAS, 
EIF1AX, TERT.
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Обоснование

За последние десять лет получены важ-
ные данные о молекулярных механизмах 
формирования опухолей, были идентифици-
рованы генетические изменения, ассоции-
рованные с различными типами рака щито-
видной железы (ЩЖ). Некоторые из выяв-
ленных маркеров стали применять в предо-
перационной диагностике узлов, которые по 
результатам тонкоигольной аспирационной 
биопсии (ТАБ) относятся к образованиям 

с неопределенными результатами, – это 
диаг ностические категории Bethesda III–V. 
Категория III – фолликулярное поражение 
неопределенного значения/атипия неопре-
деленного значения, риск злокачественно-
сти такого образования составляет 6–30%, 
категория IV – фолликулярная неоплазия/
подозрение на фолликулярную неоплазию 
имеет умеренный риск злокачественности 
(10–40%) и категория V – подозрение на зло-
качественность имеет высокий риск злока-
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Background: In the preoperative diagnosis of thyroid tumors the cytological examination of the material 
of fine needle aspiration biopsy is the gold standard and serves as the basis for planning of treatment strat-
egy. However, in 10–30% of cases, it cannot be clearly established by cytology whether the nature of thyroid 
neoplasm benign or malignant, which leads to the inability to choose the optimal treatment strategy in 
advance. For such cases, it is extremely important to search for methods of clarifying differential diagnosis, 
among which mutation testing is currently considered the most promising.
Aims: To evaluate the possibility of using mutation tests for clarifying differential diagnosis of thyroid neo-
plasms at the preoperative stage.
Materials and methods: We performed the prospective single center study, which included patients with 
the thyroid neoplasms, who had been treated in the Endocrinology Research Center, Moscow, Russia from 
2012 to 2014. Samples of histological material, cytological material and blood plasma of these patients were 
tested for the presence of somatic mutations in hot spots of the genes BRAF, KRAS, NRAS, TERT, and 
EIF1AX.
Results: The study included 75 patients, 29 of them with low-risk papillary thyroid cancer, 29 with follicular 
neoplasm NA of the thyroid gland and 17 with colloid nodular goiter. Mutations in the “hot spots” of the BRAF 
gene (exon 15, codon area 600–601) were found in 29 patients, mutations in the “hot spots” of the NRAS 
gene (exon 3, codon 61) – in 8 patients; mutations in the hot spots of the KRAS, TERT and EIF1AX genes 
were not detected. Correlation of the results of mutational testing of cytological and histological material was 
91.7%. Mutations of tumor origin in circulating blood plasma DNA were found in only 1 cases. The prognos-
tic value of the positive result (PPV) of the mutation test on cytological material in relation to the malignant 
nature of the thyroid tumor was 100% for the BRAF gene and 0% for the NRAS gene.
Conclusions: The mutation test in the “hot spots” of the BRAF gene on cytological material can be used as 
an additional marker to clarify the nature of thyroid tumors, when the result of cytological examination are 
uncertain. Either in similar situations for mutation tests in the “hot spots” of genes KRAS, NRAS, EIF1AX and 
TERT on cytological material, or mutation testing of circulating DNA of blood plasma can’t be used as an 
additional marker.

Keywords: thyroid neoplasms, thyroid cancer, differential diagnosis, indeterminate result of 
thyroid cytology, molecular testing, somatic mutations, genes BRAF, KRAS, NRAS, TERT, EIF1AX. 
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чественности (45–75%) [1]. Согласно реко-
мендациям Американской тиреоидологи-
ческой ассоциации (АТА) 2015 г. [2] и Аме-
риканской ассоциации клинических эндо-
кринологов (ААСЕ) 2016 г. [3], рекомендует-
ся рассмотреть молекулярное тестирование 
при неопределенных результатах ТАБ. 
Однако данные об отдаленных результатах 
применения молекулярных маркеров в кли-
нической практике в настоящее время отсут-
ствуют. Поэтому определение молекулярных 
маркеров для принятия решений об измене-
нии лечебной тактики широко обсуждается 
и существенно не влияет на решение о по-
казаниях к хирургическому вмешательству. 
Так, по данным исследований, только у 7,2–
8,4% пациентов изменяется тактика лечения 
в результате молекулярного тестирова-
ния [4]. Согласно российским клиническим 
рекомендациям по диагностике и лечению 
высокодифференцированного рака ЩЖ 
у взрослых 2017 г., для дифференциальной 
диагностики опухолей ЩЖ в рамках цитоло-
гического заключения III, IV и V групп по 
Bethesda Thyroid Classification (2009) может 
быть полезным генетическое тестирование 
на BRAF и другие маркеры (RAS, RET/PTC, 
PAX8/PPAR-γ, TERT и др.). На сегодняшний 
день возможности этого метода ограничены 
и требуют дальнейшего накопления данных 
[5].

В нашем исследовании мы решили ис-
следовать панель соматических мутаций 
в “горячих точках” генов BRAF, KRAS, NRAS, 
EIF1AX, TERT, поскольку их обнаружение 
ассо циировано с обнаружением рака ЩЖ 
[10–16].

Ген BRAF кодирует цитоплазматический 
белок, участвующий во внутриклеточной пе-
редаче сигнала от рецепторов факторов 
роста. Ген BRAF относится к протоонкоге-
нам; примерно в 7–8% случаев злокаче-
ственных опухолей человека обнаруживают-
ся активирующие соматические мутации 
в этом гене, которые чаще всего локализу-
ются в 15-м экзоне гена BRAF (кодоны 600–
601). Реже встречаются так называемые не-
классические мутации в 11-м и 15-м экзонах 
гена BRAF (в районе кодонов 469, 570–598, 
603–605). Описано использование мутант-
ного гена BRAF в качестве маркера для не-

инвазивного мониторинга опухолевого при-
сутствия. Кроме того, мутационный статус 
гена BRAF может быть использован как про-
гностический и особенно как предиктивный 
маркер – наличие мутации в “горячих точках” 
этого гена ассоциировано с потенциальной 
устойчивостью к любым ингибиторам рецеп-
торных тирозинкиназ, а также к монотерапии 
ингибиторами mTOR [14–16]. 

Ген NRAS кодирует цитоплазматический 
белок, участвующий во внутриклеточной пе-
редаче сигнала от рецепторов факторов 
роста. Ген NRAS относится к протоонкоге-
нам, примерно в 15% случаев злокачествен-
ных опухолей человека обнаруживаются ак-
тивирующие соматические мутации в этом 
гене, которые чаще всего локализуются 
в экзо не 3 (кодоны 59 и 61) и реже в экзоне 2 
(кодоны 12 и 13) или в экзоне 4 (кодоны 117 
и 146). Описано использование мутантного 
гена NRAS в качестве маркера для неинва-
зивного мониторинга опухолевого присут-
ствия [14–15].

Ген KRAS кодирует цитоплазматический 
белок, участвующий во внутриклеточной 
пере даче сигнала от рецепторов факторов 
роста. Ген KRAS относится к протоонкоге-
нам; примерно в 30–40% случаев злокаче-
ственных опухолей человека обнаруживают-
ся активирующие соматические мутации 
в этом гене, которые чаще всего локали-
зуются в экзоне 2 (кодоны 12 и 13) и реже 
в экзоне 3 (кодоны 59 и 61) или в экзоне 4 
(кодоны 117 и 146). Описано использование 
мутантного гена KRAS в качестве маркера 
для неинвазивного мониторинга опухолево-
го присутствия [14–15]. 

Ген TERT кодирует каталитическую субъ-
единицу теломеразной обратной транскрип-
тазы – ядерный белок, выполняющий клю-
чевую роль в реакции поддержания длины 
теломер. Поскольку поддержание длины 
тело мер связано с увеличением пролифера-
тивного потенциала клеток и потенциальным 
преодолением лимита Хейфлика, экспрес-
сионная активность гена TERT и других генов 
теломеразного комплекса (TERC, NOP10, 
GAR1, NHP2, REPTIN и PONTIN) оказывается 
подавлена в большинстве нормальных кле-
ток взрослого человека, за исключением 
стволовых клеток и активированных лимфо-
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цитов. В большинстве злокачественных опу-
холей человека наблюдается патологическая 
активация теломеразы, которая может инду-
цироваться различными механизмами. 
Одним из таких механизмов являются сома-
тические точечные мутации в “горячих точках” 
промоторной области гена TERT (преимуще-
ственно в позициях -124, -125, -138, -139, 
-146 и изредка -57 относительно начала коди-
рующей последовательности основного 
транскрипта данного гена – NM_198253.2). 
Эти мутации создают в промоторной области 
гена TERT сайты связывания транскрипцион-
ных факторов ETS/TCF, вследствие чего ин-
дуцируется экспрессия этого гена в клетках, 
в которых в норме она должна быть подавле-
на. Мутации в “горячих точках” промоторной 
области гена TERT обнаруживаются при раз-
личных типах злокачественных опухолей, 
включая глиальные опухоли головного мозга, 
рак щитовидной железы, меланому, колорек-
тальный рак и некоторые другие. Эти мута-
ции могут быть использованы для диффе-
ренциальной диагностики “пограничных” 
опухолей, поскольку наличие мутаций в про-
моторной области гена TERT с очень высо-
кой вероятностью говорит о злокачествен-
ном характере новообразования [10–12]. 

Ген EIF1AX кодирует цитоплазматический 
белок, участвующий в трансляции (синтезе 
белка на матрице мРНК). Белок EIF1AX вхо-
дит в состав так называемого преинициаци-
онного белкового комплекса, который спец-
ифически распознает кэпированный 5'-конец 
молекулы мРНК, связывается с ним и запу-
скает сборку трансляционной “машины”. 
Ген EIF1AX относится к протоонкогенам. 
Соматические мутации в гене EIF1AX встре-
чаются менее чем в 1% случаев злокаче-
ственных опухолей, в основном при увеаль-
ных и лептоменингеальных меланомах, 
фолли кулярных опухолях щитовидной желе-
зы, раке эндометрия и высокодифференци-
рованных серозных опухолях яичников. Эти 
мутации локализованы преимущественно 
в экзоне 2 и в отдельных “горячих точках” эк-
зонов 1 и 6. Функциональным результатом 
данных мутаций, скорее всего, является 
утрата чувствительности белка EIF1AX к ин-
гибиторным сигналам и как следствие – 
акти вация трансляционного синтеза широ-

кого круга белков. В большинстве случаев 
мутации в гене EIF1AX обнаруживаются 
в опухолях с наименее агрессивным феноти-
пом, включая доброкачественные, вслед-
ствие чего наличие подобных мутаций счи-
тается благоприятным прогностическим 
фактором. Однако сочетание мутаций в гене 
EIF1AX с другими онкогенными событиями 
оказывается фактором менее благоприят-
ного прогноза. Так, при фолликулярных опу-
холях щитовидной железы одновременное 
обнаружение мутаций в генах EIF1AX и RAS 
однозначно говорит о злокачественном ха-
рактере опухоли. При анапластическом раке 
щитовидной железы наличие мутации в гене 
EIF1AX является предиктором особенно 
агрессивного течения заболевания [13]. 

Цель 
Целью исследования являлось оценить 

возможность использования молекулярно-
генетических маркеров для дифференци-
альной диагностики опухолей ЩЖ на доопе-
рационном этапе.

Методы

Дизайн исследования
Проведено проспективное одноцентро-

вое наблюдательное неконтролируемое вы-
борочное исследование (рис. 1). 

Рис. 1. Схема дизайна исследования.

УЗИ + ТАБ + результат 
цитологического исследования

Хирургическое лечение + 
молекулярно-генетическое тестирование

Пациенты 
с опухолями ЩЖ ≤2 см

Пациенты с ПРЩЖ 
низкого риска

Пациенты 
с ФНО

Пациенты 
с УКЗ
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Критерии соответствия

В ходе исследования пациентов набира-
ли и распределяли в три группы. 

• Критериями включения в группу папил-
лярного рака ЩЖ (ПРЩЖ) были размер об-
разования менее 2 см, отсутствие признаков 
метастазирования или экстратиреоидного 
распространения по данным ультразвуково-
го исследования (УЗИ), что соответствовало 
стадии T1 низкого риска (по версии TNM 
2009 г.). 

• Критерием включения в группу фолли-
кулярных новообразований (ФНО) был раз-
мер образования менее 2 см. 

• В группу узлового коллоидного зоба 
(УКЗ) набирались пациенты с узловыми об-
разованиями любых размеров, которым 
было показано проведение хирургического 
лечения (синдром компрессии органов шеи 
или косметический дефект). 

Критериями невключения для всех групп 
были: некомпенсированный тиреотоксикоз, 
проведенная ранее операция на ЩЖ, отяго-
щенный анамнез по наследственным и се-
мейным формам заболеваний ЩЖ, повы-
шенная концентрация кальцитонина в крови. 

Условия проведения
В исследование включали пациентов, 

нахо дившихся на лечении в хирургическом 
отделении ФГБУ “НМИЦ эндокринологии” 
Минздрава России. 

Продолжительность исследования
Набор пациентов в группы продолжался 

в течение трех лет – с 2012 по 2014 г.

Описание медицинского 
вмешательства
Всем пациентам, включенным в иссле-

дование, проводили лабораторно-инстру-
ментальный комплекс для подготовки, про-
ведения и послеоперационного наблюдения: 
физикальное обследование; лабораторные 

исследования: определение уровня тирео-
тропного гормона (ТТГ), общий анализ крови 
и мочи, биохимический анализ крови, коагу-
лограмму, определение уровня тиреоглобу-
лина (ТГ), антител к ТГ (АТ-ТГ); инструмен-
тальные исследования: электрокардиограм-
му, рентгенографию органов грудной клет-
ки, УЗИ ЩЖ, ТАБ с цитологическим исследо-
ванием пунктата, гистологическое исследо-
вание опухоли, сцинтиграфию всего тела 
с  радио фармпрепаратом (изотопами йода 
131I, 123I).

Основной исход исследования 
Конечной точкой исследования был по-

казатель прогностической ценности резуль-
татов генетического тестирования в отно-
шении типа опухоли, выполненного на доо-
перационном этапе по цитологическому 
материалу и/или по плазме крови.

Анализ в подгруппах
Пациентов разделяли на три группы в за-

висимости от результатов УЗИ и цитологиче-
ского исследования: ПРЩЖ низкого риска 
(n = 29), ФНО (n = 29), УКЗ (n = 17). Группы 
пациентов были несколько различны по воз-
расту и сопоставимы по полу и концентрации 
ТТГ (табл. 1).

Методы регистрации исходов
В рамках исследования пациентам про-

водили молекулярно-генетическое иссле-
дование цитологического, гистологического 
материала и плазмы крови.

Цитологические стекла были отобраны 
и использованы для выделения ДНК с согла-
сия пациентов после получения результатов 
гистологического заключения. Все цитоло-
гические стеклопрепараты были приготов-
лены методом мазка и окрашены по Гимзе–
Романовскому. Предоставленные стекло-
препараты были подвергнуты пересмотру 
с установлением цитологического диагноза 

Таблица 1. Характеристика пациентов, включенных в исследование

 Показатель УКЗ ФНО ПРЩЖ Значимость

 Возраст, лет 34 [28,5; 55] 51 [34; 59] 52 [46; 59,5] p = 0,048
 Пол (м/ж) 3/14  3/26 2/27 р = 0,521
 ТТГ, мЕд/л 1,55 [1,0; 2,52] 1,8 [1,0; 2,42] 1,6 [1,0; 2,5] р = 0,682
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по классификации Bethesda. Для каждого 
образца выбирали наиболее информативные 
участки мазков и оценивали их на предмет 
соответствия критериям для достоверного 
молекулярного исследования опухолевых 
клеток. Выделение ДНК из этих образцов, т.е. 
из участков окрашенных цитологических сте-
клопрепаратов, осуществляли с помощью 
набора реагентов серии AllPrep (Qiagen, 
Hilden, Германия) в соответствии с инструк-
цией производителя. Концентрацию и каче-
ство выделенной ДНК оценивали с исполь-
зованием набора реагентов “aXY-Детект” 
(ООО НПФ “Синтол”, Москва, Россия) в соот-
ветствии с инструкцией производителя. 
Всего было отобрано 87 стеклопрепаратов 
от 75 пациентов. ДНК, выделенная из всех 
87 образцов, по концентрации и качеству 
соот ветствовала критериям для достоверно-
го ПЦР-анализа мутаций.

Гистологический материал был предо-
ставлен в виде парафиновых блоков с опера-
ционным материалом. На основании данных 
морфологических исследований выбирали 
наиболее информативный блок и оценивали 
его на предмет соответствия критериям до-
стоверного молекулярного исследования 
опухолевых клеток. Выделение ДНК из сре-
зов с парафиновых блоков осуществляли 
с помощью набора реагентов “Экстракт ДНК 
FFPE” (ЗАО “Евроген”, Москва, Россия) в со-
ответствии с инструкцией производителя. 
Концентрацию и качество выделенной ДНК 
оценивали с использованием набора реа-
гентов “aXY-Детект” (ООО НПФ “Синтол”, 
Москва, Россия) в соответствии с инструк-
цией производителя. Всего было отобрано 
74 блока от 74 пациентов. ДНК, выделенная 
из 74 образцов, по концентрации и качеству 
соответствовала критериям для достоверно-
го ПЦР-анализа мутаций.

Для выделения циркулирующей ДНК 
производили забор периферической крови 
за день до и на третьи сутки после оператив-
ного вмешательства. Кровь забирали в ваку-
умные пробирки с консервантом на основе 
EDTA. Образцы крови обрабатывали в два 
этапа. Вначале в срок не позднее чем через 
4 ч после забора крови отделяли фракцию 
плазмы крови методом трехэтапного цен-
трифугирования по стандартному протоколу. 

Затем из плазмы крови выделяли циркулиру-
ющую ДНК с использованием набора реа-
гентов QiaAmp Circulating Nucleic Acids Kit 
(Qiagen, Hilden, Германия) в соответствии 
с инструкцией производителя. Концентрацию 
и качество выделенной ДНК оценивали с ис-
пользованием набора реагентов “aXY-Детект” 
(ООО НПФ “Синтол”, Москва, Россия) в соот-
ветствии с инструкцией производителя. 

Секвенирование по Сэнгеру проводили 
в специализированной лаборатории ЗАО 
“Евроген Ру” на аппарате ABI 3500 (Applied 
Biosystems – часть Thermo Fisher Scientific, 
США) с использованием рекомендованных 
производителем наборов реагентов и стан-
дартных операционных процедур. Иссле-
довали только образцы, из которых удалось 
выделить достаточное количество ДНК.

Поиск мутаций в “горячих точках” генов 
BRAF (экзон 15) и NRAS (экзон 3, район кодо-
на 61) в ДНК образцов гистологического 
и цитологического материала проводили 
мето дом мутационно-специфической ПЦР 
в режиме реального времени с верификаци-
ей положительных и сомнительных результа-
тов методом секвенирования продуктов ПЦР 
по Сэнгеру. Использовали наборы реагентов 
“Инсайдер BRAF” и “Инсайдер NRAS” (ЗАО 
“Евроген”) в соответствии с инструкцией 
производителя. 

Поиск мутаций в других “горячих точках” 
гена NRAS (экзон 2, район кодонов 12 и 13; 
экзон 3, район кодона 59; экзон 4, район 
кодо нов 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 
кодо нов 117 и 146) в ДНК части образцов 
гисто логического и цитологического мате-
риала проводили методом мутационно-
специфической ПЦР в режиме реального 
времени с верификацией положительных 
и сомнительных результатов методом секве-
нирования продуктов ПЦР по Сэнгеру. 
Использовали набор реагентов “Инсайдер 
PAN-RAS” (ЗАО “Евроген”) в соответствии 
с инструкцией производителя. 

Поиск мутаций в “горячих точках” гена 
TERT (транскрипт NM_198253.2, промотор-
ная область) в ДНК образцов гистологиче-
ского и цитологического материала прово-
дили методом ПЦР с последующим секвени-
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рованием продуктов ПЦР по Сэнгеру. 
Использовали набор реагентов “ГенСкан 
TERT” (ООО “Евроген Лаб”) в соответствии 
с инструкцией производителя. 

Поиск мутаций в “горячих точках” гена 
EIF1AX (экзон 6) в ДНК части образцов гисто-
логического и цитологического материала 
проводили методом ПЦР с последующим 
секвенированием продуктов ПЦР по Сэнгеру. 
Использовали набор реагентов “ГенСкан 
EIF1AX-6” (ООО “Евроген Лаб”) в соответ-
ствии с инструкцией производителя. 
Исследовали только образцы, в которых об-
наруживались мутации в генах NRAS или 
KRAS.

Поиск мутаций в “горячих точках” экзона 
15 гена BRAF и экзона 3 гена NRAS в образ-
цах циркулирующей ДНК плазмы крови про-
водили методом высокочувствительной 
мута ционно-специфической ПЦР-РВ в мо-
дификации усиленной аллель-специфиче-
ской ПЦР-РВ с одновременным подавлени-
ем ампли фикации аллелей “дикого типа”. 
Ис поль зовали наборы реагентов серии 
“Супер Инсайдер” (ООО “Евроген Лаб”, Рос-
сия) в соответствии с инструкцией произво-
дителя. 

Этическая экспертиза
Протокол исследования был одобрен 

Межвузовским комитетом по этике (прото-
кол № 02-12 от 16.02.2012). Все пациенты 
до включения в исследование добровольно 
подписывали форму информированного со-
гласия.

Статистический анализ
Размер выборки был рассчитан для уров-

ня статистической значимости не менее 95% 
с ДИ ±5%, вероятностью ошибки не более 
20%. Учитывая небольшие объемы выборок 
и распределения, отличающиеся от нор-
мального, были использованы непараметри-
ческие методы анализа данных. Для оценки 
значимости различий данных в группах при-
менялся метод Манна–Уитни (для двух неза-
висимых групп), для сравнения более двух 
независимых выборок использовался тест 
Крускала–Уоллиса (критерий Н). Для сравне-
ния относительных показателей использо-
вался критерий χ2 (хи-квадрат). Статис-

тическая обработка результатов исследова-
ния выполнена с использованием пакета 
прикладных программ Statistica v 10.0 for 
Windows (Dell, США). Данные в тексте и в та-
блицах представлены в виде медианы 
и межквартильного размаха. Критический 
уровень значимости при проверке статисти-
ческих гипотез принимался равным 0,05.

Результаты

Объекты (участники) 
исследования
Из 75 вошедших в исследование пациен-

тов 74 были прооперированы. В одном слу-
чае УКЗ было принято решение продолжить 
наблюдение. Пациентам в зависимости от 
клинической ситуации были выполнены геми-
тиреоидэктомия, тиреоидэктомия или тирео-
идэктомия, дополненная удалением лимфо-
узлов центральной зоны шеи (VI уровень), 
при подозрении на наличие метастазов в ре-
гионарные лимфатические узлы. Пациентам 
с фолликулярным новообразованием выпол-
няли диагностическую гемитиреоидэктомию 
и по результатам срочного интраопераци-
онного морфологического исследования 
принимали решение о дальнейшем объеме 
оперативного вмешательства. 

Для молекулярно-генетического иссле-
дования использован цитологический мате-
риал 75 пациентов. 

После получения результатов гистологи-
ческого исследования количественное соот-
ношение в группах изменилось за счет уве-
личения доли пациентов в группе ПРЩЖ 
(с 39 до 53%) и УКЗ (с 23 до 28%). Из 17 па-
циентов, исходно вошедших в группу УКЗ, 
на основании гистологического исследова-
ния был диагностирован ПРЩЖ в 1 случае 
и фолликулярная аденома (ФА) в 1 случае, 
в остальных случаях диагноз УКЗ был под-
твержден. Из 29 пациентов, включенных 
в группу ФНО, по результатам гистологичес-
кого исследования в 10 случаях был выявлен 
ПРЩЖ, в 13 – ФА, в 5 – УКЗ и в 1 – хрониче-
ский аутоиммунный тиреоидит (ХАИТ). 
В группе пациентов с ПРЩЖ диагноз был 
подтвержден во всех случаях. Данные по рас-
пределению пациентов по группам на осно-
вании цитологического заключения и рас-
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пределение гистологических заключений 
в группе ФНО представлены на рис. 2. Ито-
говое распределение пациентов по группам 
на основании гистологического заключения 
представлено на рис. 3.

Основные результаты 
исследования

Молекулярное тестирование 
цитологического материала
BRAF. Поиск мутаций в “горячих точках” 

гена BRAF (экзон 15, район кодонов 600–601) 
выполнен в образцах ДНК, выделенной из 
цитологического материала 75 пациентов. 

Мутации обнаружены в 29 случаях из 75, 
в том числе: c.1799T>A, p.(Val600Glu, V600E) 
[COSMIC ID 476] – у 27 пациентов; 
c.1799_1800TG>AT, p.(Val600Asp, V600D) 
[COSMIC ID 477] – у 1 пациента; 
c.1794_1796delTAC, p.(Thr599del, T599del) 
[COSMIC ID 1169497] – также у 1 пациента 
(табл. 2). По результатам гистологического 
исследования операционного материала 
у всех 29 пациентов с мутациями в гене BRAF 
был выявлен ПРЩЖ. Среди 46 пациентов без 
мутации в гене BRAF злокачественные опу-
холи были выявлены еще у 11 пациентов. 
Таким образом, прогностическая ценность 

мутационного теста, выполняемого на цито-
логическом материале, в отношении злока-
чественного характера опухоли составила 
PPV = (29/29) 100%. А прогностическая зна-
чимость отрицательного результата этого 
теста в отношении доброкачественного 
харак тера опухоли NPV = (35/46) 76,0%. 
Чувствительность, специфичность и точ-
ность теста составили (29/40) 72,5%, (35/35) 
100% и ((29+35)/75) 85,3% соответственно.

NRAS. Поиск мутаций в “горячих точках” 
гена NRAS (экзон 3, район кодона 61) выпол-
нен в образцах ДНК, выделенной из цитоло-
гического материала 75 пациентов. Мутации 
обнаружены в 8 случаях, в том числе: 
c.182A>G, p.(Gln61Arg, Q61R) [COSMIC ID 
584] – у 6 пациентов; с.181C>A, p.(Gln61Lys, 
Q61K) [COSMIC ID 580] – у 2 пациентов 
(табл. 3). По результатам гистологического 
исследования операционного материала 
злокачественные опухоли ЩЖ не были обна-
ружены ни у одного из 8 пациентов с мутаци-
ями в гене NRAS (в 4 случаях был выявлен 
УКЗ, в 3 – ФА и в 1 случае – ХАИТ); среди 
67 пациентов без мутации в гене NRAS зло-
качественные опухоли ЩЖ были выявлены 
в 37 случаях. Таким образом, прогности-
ческая ценность мутационного теста, выпол-
няемого на цитологическом материале, 

Рис. 2. Распределение пациентов по группам на 
основании цитологического заключения (n = 75, %) 
и распределение гистологических заключений в группе 
ФНО: УКЗ – узловой коллоидный зоб, ПРЩЖ – папил-
лярный рак щитовидной железы, ФНО – фолликулярное 
новообразование, ФА – фолликулярная аденома.

Риc. 3. Распределение пациентов по группам на 
основании гистологического заключения (n = 75, %): 
УКЗ – узловой коллоидный зоб, ПРЩЖ – папиллярный  
рак щитовидной железы, ФА – фолликулярная аденома.
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в отно шении злокачественного характера 
опухоли ЩЖ составила PPV = 0%, а прогно-
стическая ценность отрицательного резуль-
тата данного теста в отношении доброкаче-
ственного характера опухоли ЩЖ составила 
NPV = (30/67) 44,8%. Чувствительность, 
специфичность, точность теста составили 
(0/40) 0%, (27/35) 77% и ((0+27)/75) 36% со-
ответственно. Мутации в других “горячих 
точках” гена NRAS (экзон 2, район кодонов 
12 и 13; экзон 3, район кодона 59; экзон 4, 
район кодонов 117 и 146), а также 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), EIF1AX (экзоны 1, 
2 и 6) и TERT (транскрипт NM_198253.2, про-
моторная область, район позиций c.1-146 – 
c.1-124) не обнаружены ни в одном образце.

Молекулярное тестирование 
плазмы крови
BRAF и NRAS. Поиск мутаций в “горячих 

точках” гена BRAF (экзон 15, район кодонов 
600–601) и NRAS (экзон 3, район кодона 61) 

в образцах ДНК, выделенной из плазмы 
крови до операции, выполнен у 36 паци-
ентов, из плазмы крови после операции – 
у 19 пациентов. Поиск мутаций производил-
ся только в образцах крови пациентов, у ко-
торых по данным молекулярно-генети-
ческого тестирования гистологического/ци-
тологического материала были выявлены 
таргетные мутации генов BRAF и NRAS. 
Мутации в “горячих точках” гена BRAF (экзон 
15, район кодонов 600–601) не выявлены ни 
в одном случае. Мутация NRAS c.181C>A, 
p.(Gln61Lys, Q61K) [COSMIC ID 580] обнару-
жена в 1 случае в плазме крови пациента как 
до, так и после операции. По результатам 
гистологического исследования операци-
онного материала был выявлен УКЗ. Таким 
образом, прогностическая ценность мутаци-
онного теста по гену BRAF, выполняемого на 
плазме крови, в отношении злокачествен ного 
характера опухоли ЩЖ составила PPV = 0%. 
Прогностическая ценность мутационного 
теста по гену NRAS, выполняемого на плазме 
крови, в отношении злокачественного харак-

Таблица 3. Частота встречаемости мутаций в “горячих точках” гена NRAS (экзон 3, район кодона 61) в цитологи-
ческом и гистологическом материале

Вариант 
мутации

Нет мутации 
(дикий тип)

c.182A>G, p.(Gln61Arg, 
Q61R) [COSMIC ID 584]

с.181C>A, p.(Gln61Lys, 
Q61K) [COSMIC ID 580]

Секвенограмма

Мутации в цитологическом материале (n = 75, n NRAS+ = 8 (10,7%))

УКЗ (n = 17) 14, в том числе 1 ПРЩЖ и 1 ФА 2,  из них по гистологии 1 УКЗ 
и 1 без операции

1,  по гистологии УКЗ

ФНО (n = 29) 24, из них 10 ПРЩЖ, 10 ФА, 
6 УКЗ

4,  из них по гистологии 3 ФА, 
1 УКЗ

1,  по гистологии УКЗ

ПРЩЖ (n = 29) 29

Мутации в гистологическом материале (n = 74, n NRAS+ = 5 (6,8%))

УКЗ (n = 20) 18 2 0

ФА (n = 14) 11 3 0

ПРЩЖ (n = 40) 40 0 0
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тера опухоли ЩЖ составила PPV = 0%. 
Прогностическая ценность отрицательного 
результата данного теста по гену NRAS в от-
ношении доброкачественного характера опу-
холи ЩЖ составила NPV = (7/35) 20%. 

Молекулярное тестирование гисто-
логического материала
BRAF. Поиск мутаций в “горячих точках” 

гена BRAF (экзон 15, район кодонов 600–601) 
выполнен в образцах ДНК, выделенной из 
гистологического материала 74 пациентов. 

Мутации обнаружены в 29 случаях из 74, 
в том числе: c.1799T>A, p.(Val600Glu, V600E) 
[COSMIC ID 476] – у 27 пациентов; 
c.1799_1800TG>AT, p.(Val600Asp, V600D) 
[COSMIC ID 477] – у 1 пациента; 
c.1794_1796delTAC, p.(Thr599del, T599del) 
[COSMIC ID 1169497] – у 1 пациента (табл. 2). 
При сопоставлении данных молекулярно-ге-
нетического тестирования гистологического 
материала с данными гистологического ис-
следования в 28 случаях BRAF+ был выявлен 
ПРЩЖ и в 1 случае УКЗ. Среди 45 пациентов 
без мутации в гене BRAF злокачественные 
опухоли были выявлены еще у 12 пациентов. 
Таким образом, прогностическая ценность 
мутационного теста, выполняемого на гисто-
логическом материале, в отношении злока-
чественного характера опухоли ЩЖ соста-
вила PPV = (28/29) 96,6%. Прогностическая 
ценность отрицательного результата мута-
ционного теста в отношении доброкаче-
ственного характера опухоли ЩЖ составила 
NPV = (33/45) 73,3%. Чувствительность, 
специ фичность, точность теста составили 
(28/40) 70%, (33/34) 97,1% и ((28+33)/74) 
82,4% соответственно. 

NRAS. Поиск мутаций в “горячих точках” 
гена NRAS (экзон 3, район кодона 61) выпол-
нен в образцах ДНК, выделенной из гистоло-
гического материала 74 пациентов. Мутация 
NRAS c.182A>G, p.(Gln61Arg, Q61R) [COSMIC 
ID 584] обнаружена в 5 случаях (табл. 3).

По результатам гистологического иссле-
дования операционного материала злокаче-
ственные опухоли ЩЖ не были обнаружены 
ни у одного из 5 пациентов с мутациями 
в гене NRAS (в 1 случае был выявлен УКЗ, 
в 4 – ФА); среди 69 пациентов без мутации 
в гене NRAS злокачественные опухоли ЩЖ 

были выявлены в 40 случаях. Таким образом, 
прогностическая ценность мутационного 
теста, выполняемого на гистологическом 
материале, в отношении злокачественного 
характера опухоли ЩЖ составила PPV = 0%, 
а прогностическая ценность отрицательного 
результата данного теста в отношении до-
брокачественного характера опухоли ЩЖ 
составила NPV = (29/69) 42%. Чувстви-
тельность, специфичность, точность теста 
составили (0/40) 0%, (29/34) 85,2% и 
((0+29)/74) 39,2% соответственно. Мутации 
в других “горячих точках” гена NRAS (экзон 2, 
район кодонов 12 и 13; экзон 3, район кодона 
59; экзон 4, район кодонов 117 и 146), а также 
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), 
EIF1AX (экзоны 1, 2 и 6) и TERT (транскрипт 
NM_198253.2, промоторная область, район 
позиций c.1-146 – c.1-124) не обнаружены 
ни в одном образце. Частота обнаружения 
мутации BRAF и в цитологическом материа-
ле, и в гистологическом материале была зна-
чимо выше в группе ПРЩЖ по сравнению 
с группами УКЗ и ФНО (р < 0,001).

Совпадение мутантного статуса 
между разными образцами одного 
и того же пациента (цитология – 
гистология , плазма – гистология)
При сопоставлении данных молекуляр-

но-генетического тестирования цитологи-
ческого материала с данными молекулярно-
генетического тестирования гистологиче-
ского материала из 74 пар было отобрано 
72 парных образца (два цитологических 
образ ца по результатам сравнительного 
моле кулярного тестирования методом муль-
типлексного STR-анализа были идентифици-
рованы как не принадлежащие одним и тем 
же пациентам). Из них в 6 парах были обна-
ружены расхождения (8%):

• мутация BRAF c.1799T>A, p.(Val600Glu, 
V600E) [COSMIC ID 476] обнаружена в двух 
образцах цитологии, но не выявлена в соот-
ветствующих образцах гистологии; 

• мутация BRAF c.1799T>A, p.(Val600Glu, 
V600E) [COSMIC ID 476] обнаружена в двух 
образцах гистологии, но не выявлена в соот-
ветствующих образцах цитологии; 
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• мутация NRAS c.182A>G, p.(Gln61Arg, 
Q61R) [COSMIC ID 584] обнаружена в одном 
образце цитологии, но не выявлена в соот-
ветствующем образце гистологии;

• мутация NRAS c.181C>A, p.(Gln61Lys, 
Q61K) [COSMIC ID 580] обнаружена в одном 
образце цитологии, но не выявлена в соот-
ветствующем образце гистологии.

Кроме того, мы сопоставили данные 
моле кулярно-генетического тестирования 
цитологического материала 12 случаев пар 
цитологических стеклопрепаратов одного 
и того же пациента. По результатам молеку-
лярного тестирования парных образцов 
были обнаружены расхождения в 5 из 12 
случаев, а именно мутация BRAF c.1799T>A, 
p.(Val600Glu, V600E) [COSMIC ID 476] обна-
ружена в образцах, но не обнаружена в пар-
ных. Выявленная мутация NRAS c.181C>A, 
p.(Gln61Lys, Q61K) [COSMIC ID 580] плазмы 
крови была подтверждена молекулярным 
профилем  гистологического материала.

Нежелательные явления
У части пациентов после оперативного 

вмешательства отмечались клинические и ла-
бораторные признаки гипокальциемии, кото-
рые быстро купировались приемом препара-
тов кальция и витамина D. 

Обсуждение

Резюме основного результата 
исследования
По результатам исследования цитологи-

ческих, гистологических и образцов плазмы 
крови пациентов с малыми опухолями щито-
видной железы можно сделать следующие 
выводы. 

1. Частота встречаемости мутаций в ци-
тологическом материале:

• частота обнаружения мутации BRAF в ци-
тологическом материале составила 
38,6% и была значимо выше в группе 
ПРЩЖ по сравнению с группами УКЗ и 
ФНО (р < 0,001);

• частота обнаружения мутации NRAS в ци-
тологическом материале составила 
10,7%. Значимых отличий по частоте вы-
явления мутации NRAS между группами 
не было.

2. Частота встречаемости мутаций в ги-
стологическом материале:

• частота обнаружения мутации BRAF в ги-
стологическом материале составила 
39,2% и была значимо выше в группе 
ПРЩЖ по сравнению с группами УКЗ 
и ФНО (р < 0,001);

• частота обнаружения мутации NRAS в 
гистологическом материале составила 
6,8%, значимых отличий по частоте вы-
явления мутации NRAS между группами 
не было (р = 0,06);

• в исследованных образцах пациентов 
с малыми опухолями ЩЖ не были обна-
ружены мутации в других “горячих точках” 
гена NRAS и генов KRAS, TERT, EIF1AX.
3. Совпадение мутантного статуса 

между разными образцами одного и того же 
пациента (цитология – гистология, плазма – 
гистология). Молекулярный профиль цито-
логического материала в большинстве слу-
чаев совпадает с молекулярным профилем 
гистологического материала (92%). Выяв-
ленные мутации плазмы крови были под-
тверждены молекулярным профилем гисто-
логического материала.

4. Предсказательная сила мутационного 
теста по цитологическому материалу и/или 
по плазме крови в отношении типа опухоли 
на дооперационном этапе:

• для цитологического материала обнару-
жение мутаций в “горячих точках” экзона 
15 гена BRAF (район кодонов 600–601) 
показало высокую предсказательную 
силу в отношении ПРЩЖ, PPV = (29/29) 
100%; 

• для цитологического материала обнару-
жение мутаций в “горячих точках” экзона 
3 гена NRAS (район кодона 61) имеет низ-
кую предсказательную силу в отношении 
злокачественного характера опухоли, 
PPV = 0%; 

• для плазмы крови обнаружение мутаций 
в “горячих точках” экзона 15 гена BRAF 
(район кодонов 600–601) показало низ-
кую предсказательную силу в отношении 
ПРЩЖ, PPV = 0%; 

• для плазмы крови обнаружение мутаций 
в “горячих точках” экзона 3 гена NRAS 
(район кодона 61) имеет низкую пред-
сказательную силу в отношении добро-
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качественного характера опухоли, PPV = 
(1/14) 7%.
5. Предсказательная сила мутационного 

теста по гистологическому материалу в от-
ношении типа опухоли:

• для гистологического материала обнару-
жение мутаций в «горячих точках» экзона 
15 гена BRAF (район кодонов 600–601) 
показало высокую предсказательную 
силу в отношении ПРЩЖ, PPV = (28/29) 
96,6%;

• для гистологического материала обнару-
жение мутаций в “горячих точках” экзона 
3 гена NRAS (район кодона 61) имеет низ-
кую предсказательную силу в отношении 
злокачественного характера опухоли, 
PPV = 0%.

Обсуждение основного результата 
исследования
Основной задачей нашего исследования 

было оценить возможность использования 
молекулярно-генетических маркеров для 
дифференциальной диагностики новообра-
зований ЩЖ на дооперационном этапе. 
По данным нашего исследования, мутации 
в “горячих точках” экзона 15 гена BRAF 
(район кодонов 600–601) в цитологическом 
материале показали высокую предсказа-
тельную силу в отношении ПРЩЖ. Исполь-
зование данного маркера для дифференци-
альной диагностики опухолей ЩЖ менее 
2 см низкого риска представляется целесоо-
бразным: положительный тест на мутации 
в “горячих точках” экзона 15 гена BRAF фак-
тически подтверждает диагноз папилляр-
ного рака ЩЖ.

Обнаружение мутаций в “горячих точках” 
экзона 3 гена NRAS (район кодона 61) в цито-
логическом материале показало низкую 
предсказательную силу в отношении злока-
чественного характера опухоли и более вы-
сокую предсказательную силу в отношении 
ФА. Таким образом, использование данного 
маркера для дифференциальной диагности-
ки малых опухолей ЩЖ не показало целесо-
образности, так как положительный тест на 
мутации в “горячих точках” экзона 3 гена 
NRAS не исключает ни диагноз УКЗ, ни диаг-
ноз ПРЩЖ, хотя и чаще встречается при ФА. 
Можно отметить, что обнаружение RAS-

мутации в ЩЖ не устанавливает степень 
злокачественности, однако мутации RAS 
часто являются маркером фолликулярного 
варианта папиллярного рака, который труд-
но диагностировать на основании ТАБ. 

Мутации в гене BRAF в образцах плазмы 
крови не были выявлены ни в одном случае, 
мутации в гене NRAS в образцах плазмы 
крови были выявлены только в одном случае, 
что показало низкую предсказательную силу 
в отношении ПРЩЖ для BRAF и низкую пред-
сказательную силу в отношении доброка-
чественного характера опухоли для NRAS, 
несмотря на использование метода высоко-
чувствительной мутационно-специфической 
ПЦР-РВ с одновременным подавлением 
ампли фикации аллелей “дикого типа”. Полу-
ченные нами результаты соответствуют 
данным  литературы для ПРЩЖ низкого 
риска. Следует учитывать, что этот вопрос 
у пациентов высокого риска требует допол-
нительных исследований: данные литерату-
ры неоднозначны в случаях опухолей боль-
шого размера и/или при метастатическом 
поражении.

Частота выявленных мутаций BRAF в на-
шем исследовании составила в группе 
ПРЩЖ 76% в цитологическом материале 
и 70% в гистологическом материале, что со-
ответствует литературным данным.

Почти во всех случаях (98–99%) точечная 
мутация BRAF связана с нуклеотидом 1799 
и приводит к замене валина на глутамат 
в 600-м кодоне V600E. Всего в 1–2% случа-
ев BRAF обнаруживаются замены K601E за 
счет вставки или делеции в 600-м кодоне и 
AKAP9/ BRAF. Согласно полученным нами 
результатам, в подавляющем большинстве 
случаев выявлена мутация BRAF V600E 
(94,4%) и в трех случаях выявлены точечные 
мутации BRAF K601E, T599del, V600D.

Частота выявленных мутаций NRAS в на-
шем исследовании составила 10,7% в цито-
логическом материале, 6,8% в гистологиче-
ском материале. В нашем исследовании 
были выявлены наиболее часто встречаю-
щиеся варианты мутации.

При тестировании исследованной выбор-
ки не получено данных за информативность 
использования для дифференциальной диа-
гностики малых опухолей щитовидной желе-
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зы мутаций в “горячих точках” генов NRAS 
(экзон 2, район кодонов 12 и 13; экзон 3, 
район кодона 59; экзон 4, район кодонов 117 
и 146); KRAS (экзон 2, район кодонов 12 и 13; 
экзон 3, район кодонов 59 и 61; экзон 4, 
район кодонов 117 и 146), TERT (транскрипт 
NM_198253.2, промоторная область, район 
позиций c.1-146 – c.1-124), EIF1AX. 

Отсутствие выявления мутаций в генах 
TERT и EIF1AX, возможно, связано с характе-
ром набранных групп пациентов, включен-
ных в исследование, поскольку в исследова-
ние исходно набирались пациенты с ПРЩЖ 
низкого риска, для которых не характерно 
агрессивное течение заболевания, с кото-
рым связывают выявление данных маркеров 
[10–15]. Исследование мутаций в генах TERT 
и EIF1AX заслуживает дальнейших исследо-
ваний в группе пациентов с ПРЩЖ высокого 
риска.

Молекулярный профиль цитологическо-
го материала в большинстве случаев совпа-
дает с молекулярным профилем гистологи-
ческого материала. Часть случаев несовпа-
дения молекулярного профиля цитологиче-
ского и гистологического материала объяс-
няется неоднородностью распределения 
материала на цитологических стеклопрепа-
ратах. Для предотвращения такой неодно-
родности представляется целесообразным 
использование техники жидкостной цито-
логии. Другая часть случаев несовпадения 
молекулярного профиля цитологического 
и гистологического материала не может быть 
объяснена техническими и методическими 
артефактами и, по всей видимости, является 
следствием молекулярной гетерогенности 
опухолевых клеток. Клиническое значение 
подобной гетерогенности в настоящее время 
неизвестно. Для разрешения данной про-
блемы представляется целесообразным па-
раллельное тестирование цитологического 
и гистологического материала и проведение 
проспективного наблюдательного исследо-
вания.

Ограничения исследования
Из-за небольшой выборки не представ-

ляется возможным полностью оценить кли-
ническую значимость выявленных мутаций 
NRAS (район кодона 61). Кроме того, по-

скольку в исследование были включены 
только пациенты с ПРЩЖ низкого риска, то, 
возможно, включение пациентов с ПРЩЖ 
высокого риска могло бы значимо повлиять 
на результаты.

Заключение
Таким образом, на основании получен-

ных данных можно сделать вывод о том, что 
определение мутации BRAF в цитологиче-
ском материале можно использовать как до-
полнительный маркер на дооперационном 
этапе для диагностики ПРЩЖ. 

Не получено данных за информативность 
использования для дифференциальной диа-
гностики мутаций генов NRAS, KRAS, TERT, 
EIF1AX. Также не получено данных за инфор-
мативность использования циркулирующей 
ДНК плазмы крови для дифференциальной 
диагностики в группе ПРЩЖ низкого риска. 
Вопрос о потенциальной информативности 
данных тестов в группе пациентов с ПРЩЖ 
высокого риска в настоящем исследовании 
не ставился.

Полученные в ходе исследования резуль-
таты позволяют улучшить подходы к персо-
нифицированному ведению пациентов и дают 
направления для дальнейших проспектив-
ных исследований.
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