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Аннотация
Цель исследования: изучение влияния мутации гена KRAS на клиническое течение 
болезни у пациентов с внутрипеченочным холангиоцеллюлярным раком (ВПХЦР) по-
сле хирургического лечения в российской популяции.

Материалы и методы. Проведено молекулярно-генетическое исследование образ-
цов опухолевой ткани 33 больных с внутрипеченочным холангиоцеллюлярным раком, 
полученных после хирургического лечения с помощью полимеразной цепной реакции 
в реальном времени.

Результаты. В российской популяции частота мутации гена KRAS при ВПХЦР состави-
ла 27%, преимущественно в 12 (78%), 13 (33%), 61 (55%), 117 (44%), 146 (44%) кодонах 2, 
3, 4-го экзонов. В отношении KRAS-мутации внутрипеченочный холангиоцеллюлярный 
рак отличается выраженной гетерогенностью: как правило, имеет место множествен-
ная мутация гена KRAS в нескольких локусах и ко-мутация в других генах, в частности, 
в генах IDH1/IDH2, PIK3CA, NRAS, BRAF. Мутация гена KRAS при ВПХЦР встречается 
у женщин достоверно чаще. Общая выживаемость была достоверно выше у пациентов 
с KRAS-мутацией по сравнению с диким типом гена. В отношении безрецидивной вы-
живаемости в группах пациентов с мутантным и диким типом гена KRAS достоверной 
разницы выявлено не было.

Заключение. В российской популяции негативной ассоциации между мутацией в гене 
KRAS и клиническими исходами выявлено не было.

Ключевые слова: мутация гена KRAS, внутрипеченочный холангиоцеллюлярный рак, 
хирургическое лечение, клиническое течение
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Abstract
Aim. To study the effect of mutations in the KRAS gene on the clinical course of intrahepatic 
cholangiocellular cancer (ICC) after surgical treatment in the Russian population.

Materials and methods. A molecular genetic study of tumour tissue samples from 33 patients 
with intrahepatic cholangiocellular cancer obtained after surgical treatment was carried out 
using real-time polymerase chain reaction.

Results. In the Russian population, the frequency of mutations in the KRAS gene in ICC was 
27%, mainly in 12 (78%), 13 (33%), 61 (55%), 117 (44%) and 146 (44%) codons of 2, 3, 4 exons. 
In terms of KRAS gene mutations, intrahepatic cholangiocellular cancer is characterised by 
a pronounced heterogeneity. As a rule, the KRAS gene demonstrates multiple mutations at 
several loci and co-mutations in other genes, in particular, in IDH1/IDH2, PIK3CA, NRAS and 
BRAF genes. KRAS gene mutations in ICC were found to be significantly more common in 
women. The overall survival rate was significantly higher in patients with a KRAS mutation as 
compared to those with the wild type of the gene. Regarding the relapse-free survival rate in 
the groups of patients with the mutant and wild type of the KRAS gene, no significant differ-
ences were found.

Conclusion. In the Russian population, no negative association between mutations in the 
KRAS gene and clinical outcomes was observed.

Keywords: KRAS gene mutation, intrahepatic cholangiocarcinoma, surgical treatment, clinical 
course
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Введение
Внутрипеченочный холангиоцеллюлярный 

рак (ВПХЦР) — агрессивная опухоль, исходя-
щая из внутрипеченочных желчных протоков 
второго и выше порядков [1]. Хирургическое 
лечение увеличивает безрецидивную выжива-
емость, однако пятилетняя выживаемость по-
прежнему остается низкой. Даже после ради-

кальной операции пятилетняя выживаемость 
находится в пределах 30% [2]. Системная 
химиотерапия после хирургического лечения 
препаратами платины и пиримидинового ряда 
также не обладает достаточной эффективно-
стью. Неоадъювантная химиотерапия неопе-
рабельных больных практически не влияет 
на выживаемость [3].
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Хотя достигнуты большие успехи при лече-
нии таргетными препаратами некоторых видов 
опухоли в частности таких, как колоректаль-
ный рак, их использование при лечении вну-
трипеченочного холангиоцеллюлярного рака 
не стандартизировано в протоколах по лече-
нию данной опухоли. Во многом это обуслов-
лено недостаточным пониманием молекуляр-
но-генетических аберраций, лежащих в основе 
патогенеза данной опухоли.

KRAS-мутация является наиболее распро-
странённой при различных видах опухолей. 
Согласно зарубежным авторам, мутация гена 
KRAS — одна из наиболее распространенных 
мутаций при ВПХЦР [4]. Наличие или отсут-
ствие мутации этого гена имеет очень важное 
значение в терапии таргетными препаратами 
некоторых опухолей, в частности колоректаль-
ного рака. Такой подход позволил добиться 
колоссальных результатов по увеличению об-
щей и безрецидивной выживаемости пациен-
тов с колоректальным раком. Однако влияние 
мутации гена KRAS на клиническое течение 
при внутрипеченочном холангиоцеллюлярном 
раке изучено недостаточно. В отечественных 
публикациях мы не встречали исследований, 
направленных на изучение KRAS-мутации 
на прогноз выживаемости больных с ВПХЦР.

Таким образом, целью данной работы яв-
ляется изучение влияния мутации гена KRAS 
на клиническое течение болезни у пациентов 
с внутрипеченочным холангиоцеллюлярным 
раком после хирургического лечения в россий-
ской популяции.

Материалы и методы
В анализ включены пациенты, находившие-

ся на лечении в ФГБУ «Национальный меди-
цинский исследовательский центр хирургии 
имени А.В. Вишневского» Минздрава Рос-
сии с 2011 по 2013 г. в количестве 33 человек 
с диагнозом «внутрипеченочный холангиоцел-
люлярный рак». Все пациенты подверглись 
хирургическому лечению — резекции печени 
различного объема. Женщины были в подав-
ляющем большинстве (23; 70%), мужчины — 
10 (30%). Возраст больных варьировал от 31 
до 74 лет. Неоадъювантная химиотерапия ни-
кому не проводилась. Адъювантная полихи-
миотерапия (АПХТ) проводилась 32 больным, 
1 больному АПХТ не проводилась по причине 
отказа больного. АПХТ после операции прово-
дилась, как правило, в режиме GEMOX (GEM-
CIS), в ряде случаев в сочетании с 5-фтору-
рацилом. Пациенты отслежены в отдаленном 
периоде от 18 до 85 месяцев. С целью оценки 

наличия мутации в гене KRAS выполнено мо-
лекулярно-генетическое исследование опухо-
левой ткани из удаленного макропрепарата 
с помощью полимеразной цепной реакции 
в реальном времени (ПЦР-РВ) в соответствии 
с протоколами использованных коммерческих 
наборов на приборе CFx 96 «Bio-rad», (США).

Выделение ДНК из опухолевой ткани прово-
дилось коммерческим набором DNA Sample 
Preparation kit «Roche» (Германия). В нашем ис-
следовании использована технология TaqMan 
Assay, в основе которой лежит использование 
5’-экзонуклеазной активности полимеразы.

Молекулярно-генетический анализ прово-
дился в ФГАУ «Национальный медицинский 
исследовательский центр “Лечебно-реабили-
тационный Центр”» Минздрава России.

Статистическая обработка полученных ма-
териалов проводилась с использованием про-
граммы Statistica 10 (StatSoft, США). Связь между 
наличием мутации в гене KRAS с клинико-демо-
графическими параметрами и характеристика-
ми опухоли была оценена с помощью теста χ2, 
или точного критерия Фишера. Общая выжива-
емость после операции была рассчитана с ис-
пользованием метода Каплана — Мейера. Раз-
личия считались достоверными при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Из всех исследованных 33 образцов опу-

холевой ткани мутация гена KRAS выявлена 
в 9 (27%) случаях. Мутация в гене KRAS в нашей 
работе во всех случаях выявлена у лиц жен-
ского пола. Только в 2 случаях удалось выпол-
нить резекцию R0 (28%), в остальных 7 случаях 
выполнена резекция R1–R2 (72%). Гистологи-
чески опухоль была представлена умеренно 
дифференцированной (6; 66%) и низкодиффе-
ренцированной (3; 34%) аденокарциномой. Вы-
сокодифференцированная аденокарцинома 
не встречалась ни в одном случае. В 4 случаях 
опухоль была 3А стадии, в 3 случаях — 1Б ста-
дия и в 2 случаях — 2 стадия.

Клинико-демографические показатели паци-
ентов и характеристики опухоли (пол, возраст, 
размер опухоли, степень дифференциров-
ки, стадия, радикальность операции), а также 
связь мутации гена КRAS с этими показателя-
ми показаны в таблице 1.

При анализе мутационного статуса мутация 
гена KRAS в одном локусе (13 кодон 2 экзона) 
встречалась только в одном случае, во всех 
остальных случаях наблюдались сочетанные 
мутации в нескольких локусах: в 6 случаях 
в 12 кодоне 2 экзона, в 3 — в 13 кодоне 2 экзона, 
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в 3 — в 61 кодоне 3 экзона, в 1 — в 112 кодоне 
4 экзона, в 2 — в 117 кодоне 4 экзона, в 4 — 
в 146 кодоне 4 экзона. Кроме того, в 4 случаях 
(44%) мутация в гене KRAS сочеталась с други-
ми мутациями (в 1 случае с мутациями в генах 
BRAF — экзон 14, PIK3CA — экзоны 9, 20, 21, 
IDH1/IDH2 — экзон 4; в 1 случае с мутациями 
в генах PIK3CA — экзоны 9, 20, IDH1 — экзон 4; 
в остальных 2 случаях с мутациями в генах 
PIK3CA — экзон 10 и NRAS — экзон 4).

Ген KRAS является одним из ключевых зве-
ньев сигнального пути EGFR-KRAS-BRAF-
MEK-MAPK, который регулирует клеточ-
ную пролиферацию, ангиогенез, апоптоз [5]. 
Он регулирует синтез цитоплазматического 
белка KRAS, участвующего во внутриклеточ-
ной передаче сигнала от рецепторов факто-
ров роста. Ген KRAS относится к протоонкоге-
нам. При злокачественных опухолях человека 
он довольно распространен, и его активирую-
щие соматические мутации обнаруживаются 
примерно в 30–40% случаев. Чаще всего эти 

мутации локализуются в экзоне 2 (кодоны 12 
и 13) и реже в экзоне 3 (кодоны 59 и 61) или в эк-
зоне 4 (кодоны 117 и 146) [6, 7].

В настоящее время частота встречаемости 
мутации гена KRAS при внутрипеченочной хо-
лангиокарциноме оценена в нескольких иссле-
дованиях, но результаты очень вариабельны. 
Например, частота встречаемости мутаций ге-
нов KRAS при внутрипеченочной холангиокар-
циноме варьирует от 0 до 32% [8, 9]. В нашем 
исследовании мутация гена KRAS в россий-
ской популяции была выявлена в 27% (n = 9) 
при ВПХЦР.

На сегодняшний день ни в одной отече-
ственной публикации не представлены дан-
ные по оценке влияния KRAS-мутации на кли-
ническое течение при ВПХЦР, хотя мутация 
гена KRAS одна из наиболее частых мутаций 
при этом типе рака.

В нескольких зарубежных исследовани-
ях было показано, что наличие мутации 

Таблица 1. Связь мутации гена KRAS с клинико-демографическими показателями пациентов и характери-
стиками опухоли
Table 1. Association of mutations in the KRAS gene with the clinical demographic parameters of patients and tumour 
characteristics

Клиникодемографические 
показатели и  

характеристики опухоли

Количество 
пациентов
N = 33 (%)

Статус гена KRAS Достоверность,
статистическая 

значимость  
при p < 0,05

KRAS– (дикий 
тип), n = 24 (63%)

KRAS+ (мутирован
ный тип), n = 9 (27%)

Пол
Мужчины 10 10 0 p = 0,0204*
Женщины 23 14 9

Возраст
<60 лет 21 16 5 p = 0,4205
≥60 лет 12 8 4

Размер опухоли
≤5 см 15 14 1 p = 0,0153*
>5 см 18 10 8

Степень дифференцировки
Умереннодифференцированная 
аденокарцинома

23 16 7 p = 0,5362

Низкодифференцированная  
аденокарцинома

10 8 2

Стадия
1–2 14 10 4 p = 0,9591
3–4 17 12 5

Mетастазы в регионарных лимфатических узлах
Есть 8 5 3 p = 0,4555
Нет 25 19 6

Сосудистая инвазия
Есть 15 9 6 p = 0,1340
Нет 18 15 3

Радикальность операции
R0 11 9 2 p = 0,4070
R1–2 22 15 7
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гена КRAS оказывает негативное влияние 
на прогноз в ВПХЦР [10, 11]. Нами изучено 
влияние наличия мутации в гене KRAS на кли-
нико-морфологические характеристики и исхо-
ды больных с ВПХЦР в российской популяции.

Анализ влияния мутации гена KRAS на об-
щую выживаемость пациентов представлен 
на рисунке 1.

Данные нашей работы свидетельствуют о том, 
что группа пациентов с мутацией гена KRAS 
имела лучшую общую выживаемость по срав-
нению с пациентами c диким типом гена KRAS. 
Анализ выживаемости Каплана — Мейера 
с определением теста Кокса — Ментела, кото-
рый более информативен при выборках малого 

размера, показал достоверную статистическую 
значимость p = 0,0055 (p < 0,05).

Результаты оценки влияния мутации в гене 
KRAS на безрецидивную выживаемость пред-
ставлены на рисунке 2.

Согласно результатам анализа Каплана — 
Мейера данных за достоверные различия 
в группах пациентов с KRAS-мутацией и диким 
типом этого гена в отношении безрецидивной 
выживаемости не получено. Log-rank test, p = 
0,1754, критерий Кокса — Ментела, p = 0,1983.

Согласно нашим результатам, в россий-
ской популяции мутация гена KRAS при ВПХ-
ЦР ассоциирована с лучшей выживаемостью 
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Рис. 1. Анализ влияния KRASмутации на общую выживаемость.
Fig. 1. Effect of KRAS gene mutations on the overall survival.
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Рис. 2. Анализ влияния KRASмутации на безрецидивную выживаемость.
Fig. 2. Effect of KRAS gene mutations on relapsefree survival.
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и не оказывает негативного влияния на безре-
цидивную выживаемость. Нами не получено до-
стоверных различий в группах пациентов с му-
тантным геном KRAS и диким типом гена KRAS 
в отношении безрецидивной выживаемости.

Отсутствие негативного влияния на общую 
выживаемость и рецидив, возможно, обуслов-
лено длительным течением злокачествен-
ного процесса при ВПХЦР, в течение которо-
го, на фоне мутации гена KRAS, происходит 
снижение степени дифференцировки исходно 
высокодифференцированной опухоли c от-
носительно более благоприятным течением. 
Подобное объяснение предложено в иссле-
довании пациентов с колоректальным раком, 
где лучшие результаты выживаемости были 
у пациентов с выявленной KRAS-мутацией, 
которую принято считать неблагоприятным 
фактором в отношении исходов у пациентов 
с колоректальным раком [12]. Кроме того, от-
сутствие негативного влияния KRASмутации 
обусловлено возможным влиянием мутаций 
в других генах, в частности в генах PIK3CA, 
IDH1/IDH2. В нашем исследовании были полу-
чены сочетанные ко-мутации гена KRAS в по-
ловине случаев с генами PIK3CA, IDH1/IDH2, 
BRAF и ни одного случая сочетанной мутации 
с геном MET. Так, в исследовании Walter et. 
al. (2017) показано улучшение выживаемости 
пациентов с ВПХЦР на фоне мутации IDH1/2. 
При этом медиана общей выживаемости паци-
ентов с мутантным геном KRAS составила 28,2 
месяца по сравнению с 11,6 месяцами для ди-
кого типа KRAS (р = 0,025) [13]. А также Wang et 
al. (2017) показали, что ген MET ассоциирован 
с худшими исходами в отношении общей вы-
живаемости и рецидива [14].

При оценке взаимосвязи гена KRAS и клини-
ко-демографических показателей мы выяви-
ли взаимосвязь пола с частотой выявления 
мутации гена KRAS при ВПХЦР. В нашем ис-
следовании мутантный ген выявлялся исклю-
чительно у женщин. Исходя из этого можно 
предположить, что женский пол является фак-
тором риска развития ВПХЦР. Учитывая не-
большой объем выборки, данный аспект тре-
бует дальнейшего изучения.

Мутационный статус гена KRAS может быть 
использован как прогностический и особенно 
как предиктивный маркер эффективности ле-
чения и ассоциирован с возможной устойчи-
востью к ингибиторам рецепторных тирозин-
киназ, а также к монотерапии ингибиторами 
mTOR [15].

С другой стороны, мутантный ген KRAS 
с различными нуклеотидными заменами акти-
вирует разные сигнальные пути, в частности 
сигнальный путь MEK [16], что может быть свя-
зано с чувствительностью опухолевых клеток 
при ВПХЦР к ингибиторам MEK и ингибито-
рам Hsp90, а также в комбинации сорафениба 
или ингибиторов MEK с ингибиторами AKT 
и/или mTOR.

В настоящее время не утверждены таргет-
ные препараты, направленные на KRAS-му-
тацию, хотя статус гена KRAS имеет реша-
ющее значение при назначении препаратов 
против EGFR-антител, поскольку обычно 
такая мутация придает устойчивость к этим 
препаратам, в частности при колоректальном 
раке [17]. При ВПХЦР связь между состояни-
ем гена KRAS и эффективностью препара-
тов против EGFR-антител остается неопре-
деленной [18]. С учетом высокой частоты 
KRAS-мутации при ВПХЦР представляется 
целесообразным проведение научных ис-
следований для оценки эффективности тар-
гетных препаратов — ингибиторов mTOR 
и МЕК в сочетании с сорафенибом в россий-
ской популяции.

Таким образом, в заключение можно отме-
тить, что в российской популяции частота 
мутации гена KRAS при внутрипеченочном 
холангиоцеллюлярном раке составила 27%, 
преимущественно в 12 (78%), 13 (33%), 61 
(55%), 117 (44%), 146 (44%) кодонах 2, 3, 4 экзо-
нов. В отношении KRAS-мутации ВПХЦР отли-
чается выраженной гетерогенностью: как пра-
вило, имеет место множественная мутация 
гена KRAS в нескольких локусах и ко-мутация 
в других генах. Мутация гена KRAS при ВПХЦР, 
как правило, встречается у женщин. В россий-
ской популяции негативной ассоциации между 
мутацией в гене KRAS и клиническими исхода-
ми выявлено не было.
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