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Диагностика соматических мутаций в опухоли  
с использованием технологии секвенирования  

следующего поколения у пациентов с колоректальным 
раком и раком легкого
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Цель исследования − оценить распространённость редких мутаций в генах EGFR, KRAS, NRAS, BRAF, а также долю мутантного 
аллеля (AF) в образцах у пациентов с раком легкого и колоректальным раком. Методом секвенирования следующего поко-
ления (NGS) (NGS) было исследовано 199 образцов ДНК, выделенной из парафиновых блоков, содержащих образцы опу-
холи. Редкие мутации при колоректальном раке выявлены у 12,8% пациентов; 20% образцов имели AF<15%. Редкие мута-
ции при раке легкого найдены у 24,2% пациентов; 27% образцов имели AF<15%. NGS может быть рекомендовано как рутин-
ный метод исследования соматических мутаций в опухоли. NGS обладает большими диагностическими возможностями в 
сравнении с ПЦР-тестами или секвенированием по Сэнгеру. 
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Study objective is to assess the prevalence of rare mutations in the EGFR, KRAS, NRAS, BRAF genes, as well as the proportion of the 
mutant allele frequency (AF) in the samples of patients with lung cancer and colorectal cancer. Materials and Methods: 199 sam-
ples of DNA isolated from paraffin blocks was studied using next generation sequencing. Study Results: rare mutations in colorec-
tal cancer were detected in 12.8% of patients. 20% of the samples had AF <15%. Rare mutations in lung cancer were observed 
in 24.2%. 27% of the samples had AF <15%. Conclusion: Next Generation Sequencing (NGS) may be recommended as a routine 
method for detecting somatic mutations in a tumor. NGS has great diagnostic capabilities compared to PCR or Sanger sequencing. 
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Секвенирование следующего поколения (NGS) 
становится все более используемым методом, 
позволяющим анализировать соматические му-

тации в опухолевой ткани. NGS позволяет одномо-
ментно анализировать несколько сотен мутаций в од-
ном образце, точно идентифицировать мутацию, а не 
только кодон в котором произошла аминокислотная 
замена, имеет высокую чувствительность, что дает 
возможность выявлять мутантный аллель с долей 
≥0,1%. Этот метод позволяет диагностировать редкие 
мутации, а также снизить стоимость определения му-
тации при использовании панели генов. В России ру-
тинный поиск частых мутаций в генах EGFR, BRAF, 
KRAS, NRAS чаще всего осуществляется методом по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР) или секвениро-
ванием по Сэнгеру. Диагностика соматических мута-
ций с использованием технологии NGS имеет опре-
деленные преимущества по сравнению с привычными 
подходами.  

Цель и задачи исследования − оценить преимуще-
ства NGS по сравнению с другими методами для диа-
гностики соматических мутаций в опухоли у пациен-
тов с колоректальным раком и раком легкого.  

Материалы и методы

 Исследовались 199 образцов опухоли (парафи-
новые блоки, FFPE) пациентов с ранее установлен-
ным диагнозом: 122 с колоректальным раком (КРР) 
и 77 с раком легкого (РЛ). Во всех образцах проводил-
ся анализ мутаций в генах EGFR, BRAF, KRAS, NRAS. 
Образцы поступили в течение 2019 г., от пациентов по-
лучено информированное согласие. 

ДНК выделяли с использованием QIAamp DNA 
FFPE Tissue Kit (QIAGEN, Нидерланды), для оцен-
ки качества и эффективной концентрации ДНК при-
менялся набор QuantumDNA-156 (Евроген, Россия). 
Концентрацию ДНК на других этапах исследования 
определяли с помощью Qubit™ dsDNA BR Assay Kit 
(Thermo Fisher Scientific, США). Подготовка библи-
отек проводилась с использованием Accel-amplicon 
plus EGFR pathway panel (Swift Bioscience, США), 
последующее секвенирование на секвенаторе MiSeq 
(Illumina, США) по протоколам производителей. 
Анализ данных секвенирования проводили с помо-
щью собственного программного обеспечения «Ге-
номед Онко».   

Результаты

Из 122 образцов КРР мутации были обнаружены 
в 70 (57,4%). Оценивалась частота встречаемости мутаций, 
в том числе тех, которые не входят в большинство ПЦР-
тест систем. Среди мутаций в гене KRAS 14,5% составили 
редкие мутации 61, 146, 59 кодонов. В гене BRAF поми-
мо мутации V600 была обнаружена мутация p.Thr599Ile 
(7,7%). В образцах пациентов с РЛ мутации были обна-
ружены у 33 пациентов (42,9%). Почти половину соста-
вили мутации в гене EGFR (48,5%). Редкие мутации (не 
L858R и не делеции 19 экзона) составили 37,5%: 25% − 
инсерции 20 экзона, 12,5% − миссенс-мутации 18 и 19 эк-
зона (p.Leu747Ser, p.Gly719Ala). 2 обнаруженные мутации 
в гене BRAF оказались не V600 мутациями (p.Gly466Ala, 
p.Gly469Ala). Для оценки чувствительности NGS по срав-
нению с секвенированием по Сэнгеру без использова-
ния блокирующих проб оценивалась доля мутантно-
го аллеля (AF%) в образцах с условным порогом мини-
мальной чувствительности метода Сэнгера 15%. Среди 
пациентов с КРР 20% имели AF 5−14%. Среди пациен-
тов с РЛ 27% пациентов имели AF 3−12%. 

В нашем исследовании NGS выявило редкие му-
тации у 12,8% пациентов с КРР и у 24,2% пациен-
тов с РЛ. Это больше, чем позволяют выявить многие 
ПЦР-тест системы, в том числе тест-системы, имею-
щие регистрационное удостоверение на территории 
Российской Федерации.  NGS позволило выявить му-
тации у достаточно большой группы пациентов (20% 
и 24,2% пациентов с КРР и РЛ, соответственно), у ко-
торых они не были бы выявлены при использовании 
секвенирования по Сэнгеру без блокирующих проб. 
Внедрение NGS для поиска частых соматических му-
таций в опухоли в рутинную практику позволяет выяв-
лять большее число пациентов, имеющих важные драй-
верные мутации, помогая осуществлять более эффек-
тивное консультирование или лечение.   
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