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нами комбинированное лечение, включающее 
наряду с системной медикаментозной терапией 
местное введение препаратов в полость матки и 
органы малого таза, существенно повышает имп-
лантационный потенциал эндометрия за счет ус-
транения или ослабления проявлений фиброза, 
воспаления. 

Наиболее результативным показателем эф-
фективности реабилитационной терапии у паци-
енток с хроническим эндометритом и бесплодием 
является наступление беременности. В тече-
ние года у 3 из 20 (15%) пациенток контрольной 
группы беременность наступила на фоне ИИСМ.  
В основной группе 7 из 25 (28%) пациенток забе-
ременели на фоне 2-го этапа лечения без вспо-
могательных репродуктивных технологий, а 5 из 
25 (20%) пациенток – на фоне ИИСМ по собствен-
ному настоянию. То есть беременность в основ-
ной группе наступила у 48% пациенток против 
15% контрольной группы. 

Таким образом, применение комбинирован-
ной терапии с локальным введением препаратов 
в полость матки и органы малого таза у пациен-
ток с хроническим эндометритом и нарушениями 
репродуктивной функции достоверно повышает 
эффективность традиционного лечения, обеспе-
чивает стойкий лечебный эффект и позволяет 
достичь наиболее полного восстановления фер-
тильности.
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В данном исследовании определена ассоциация между мутационным статусом гена BRAF и клинико-мор-
фологическими особенностями меланомы кожи у пациентов Юга России возрастной группы старше 55 лет.  
У 35 пациентов Юга России с морфологически подтвержденным диагнозом «меланома кожи» проведено молеку-
лярно-генетическое исследование 15-го экзона гена BRAF методами прямого секвенирования по Сэнгеру и RT-
PCR. В результате исследования установлено, что присутствие мутации в гене BRAF достоверно ассоциировано 
с увеличением толщины опухоли по Бреслоу. Также наблюдалось повышение частоты изъязвления опухоли на 
21% у пациентов с активирующими мутациями V600. Частота обнаружения мутаций V600 в гене BRAF в тканях 
меланомы кожи составила 40%.
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Введение
Меланома – опасное злокачественное заболева-

ние кожи человека с высоким риском метастазиро-
вания. Заболеваемость меланомой составляет ме-
нее 2% от общего числа онкозаболеваний: в 2012 г. 
в мире зарегистрировано 232 130 случаев мелано-
мы из 14,1 млн. вновь выявленных онкологических 
больных. Однако рост заболеваемости меланомой 
отмечен почти во всех странах мира и за 40 лет со-
ставил примерно 5% в год [4]. По прогнозу Всемир-
ной организации здравоохранения, заболеваемость 
меланомой в мире в течение ближайших 10 лет вы-
растет на 25%. В России в 2013 г. зарегистрирова-
но 8974 новых случая меланомы при общем числе 
новых онкозаболеваний 535 887 [2]. С 2008 г. по  
2013 г. в России абсолютный прирост числа забо-
левших меланомой составил 15,9% [2]. Составляя 
не более 10% от злокачественных новообразова-
ний кожи, меланома ответственна за 80% смертей 
от заболеваний этой группы [4].

В развитие меланомы вовлечены как внешние 
(ультрафиолетовое облучение), так и внутренние 
(наследственные) факторы. В молекулярном па-
тогенезе спорадической меланомы основную роль 
играют онкогены и гены-супрессоры различных сиг-
нальных каскадов. В 75% случаев меланомы кожи 
наблюдается гиперактивация сигнального пути 
RAS/RAF/MEK/ERK. Одним из его ключевых факто-
ров – серин-треониновая киназа, кодируемая геном 
BRAF. Мутации в гене BRAF становятся основопо-
лагающими в 40–80% случаев меланомы кожи. На 
сегодняшний день известно около 40 соматических 
мутаций в гене BRAF [6]. В 80% случаев выявляется 
нуклеотидная замена T1799A в 15-м экзоне BRAF, 
приводящая к замене валина на глутаминовую кис-
лоту в 600-м кодоне (V600E) [5]. В 20% случаев му-
тации кодона-600 представлены заменой V600K, 
редко встречаются замены V600R/D/M [9].

O. I. KIT, D. I. VODOlAzHSKY, E. Yu. zlATNIK,  
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ASSOCIATION BETWEEN BRAF GENE MUTATION STATUS AND CLINICAL-MORPHOLOGICAL 
FEATURES OF CUTANEOUS MELANOMA
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This study identified associations between mutation status of the BRAF gene and the clinico-morphological features 
of melanoma patients in the South of Russia of the age group over 55 years. It was carried out molecular genetic study 
of exon 15 of the BRAF gene sequencing method of Sanger and by RT-PCR in 35 patients in Southern Russia with 
morphologically confirmed diagnosis of skin melanoma. The study found that the presence of mutations in the gene BRAF 
was significantly associated with increasing tumor thickness according to Breslow. We also observed an increase in the 
frequency of ulceration of the tumor by 21% in patients with an activating V600 mutation. The frequency of detection of 
V600 mutations in the BRAF gene in tissues of melanoma was 40%.
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Оценка ряда морфологических характеристик 
новообразования имеет существенное значе-
ние при определении прогноза и формировании 
групп риска среди больных меланомой кожи. От-
мечается корреляция глубины инвазии опухолей 
по Кларку, как и их толщины по Бреслоу, с пос-
леоперационной выживаемостью [3]. Ухудшение 
прогноза у больных меланомой кожи отмечается 
также при изъязвлении опухоли [8].

В связи с этим большой интерес представляет 
изучение ассоциации клинико-морфологических 
особенностей меланомы кожи и мутационного 
статуса гена BRAF.

Цель настоящего исследования заключалась 
в определении ассоциаций между мутационным 
статусом гена BRAF и клинико-морфологически-
ми особенностями меланомы кожи у пациентов 
Юга России возрастной группы старше 55 лет.

Материалы и методы исследования
В исследовании участвовали 35 пациентов 

Юга России: 22 мужчины и 12 женщин в возрасте 
старше 55 лет с морфологически подтвержденным 
диагнозом «меланома кожи». Для молекулярно-
генетического исследования использовали 3-мкм. 
срезы парафиновых блоков (FFPE), содержащие 
не менее 20% опухолевых клеток. Экстракция ДНК 
включала стандартную процедуру депарафини-
рования в ортоксилоле, лизис в 2%-ноль SDS-бу-
фере в присутствии протеиназы K и дополнитель-
ную очистку от ингибиторов на колонках «QIAamp® 
DNA FFPE Tissue Kit» (ІQIAGENE», Германия). 
Для проведения ПЦР концентрацию ДНК норма-
лизовывали до величины 2 нг/мкл. Полимераз-
ная цепная реакция для 15-го экзона гена BRAF 
проводилась с использованием пары праймеров:  
F 5’-TGCTTGCTCTGATAGGAAAATGAGA-3’ и R 5’-
AACTCAGCAGCATCTCAGGG-3’. Амплификация 
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оказались: наличие метастазов в лимфоузлы, кли-
нические варианты меланомы кожи, уровень инва-
зии по Кларку и локализация опухоли (p>0,05).

Полученные данные наглядно демонстрируют, 
что наличие мутации в гене BRAF является про-
гностически неблагоприятным фактором, однако 
мутантный статус этого гена является значимым, 
но не ведущим фактором, предсказывающим ис-
ход этого заболевания.

Детекция мутации V600E в гене BRAF в 35 об-
разцах была проведена с использованием двух 
методов: прямого секвенирования по Сэнгеру и 
метода аллельной дискриминации RT-PCR. Ме-
тодом прямого секвенирования мутация V600E 
была обнаружена у меньшего количества паци-
ентов в отличие от RT-PCR (табл. 2).

Так, методом прямого секвенирования му-
тация V600E определялась у шести пациентов 
(17%), а методом RT-PCR – у девяти пациентов 
(26%). Расхождение в результатах было выяв-
лено в 3 образцах, что составило 33% от общего 
количества образцов с подтвержденной методом 
RT-PCR мутацией V600E. Это, очевидно, связано 
с различной чувствительностью использованных 
методов при обнаружении соматической мутации 
V600E. Однако метод секвенирования по Сэнгеру 
обнаружил и другие варианты активирующих му-
таций V600. Так, общее количество пациентов с 
выявленными мутациями V600 по методу Сэнге-
ра составило 28,5%, а методом RT-PCR – 26%.

Поэтому необходимо учесть, что любой на-
бор для обнаружения мажорной мутации V600E 
не предназначен для детекции других замен в 
этой точке. Особенно актуальным это становится 
для группы пациентов старше 55 лет, где частота 
V600К генотипов увеличивается с возрастом. Для 
обнаружения «не V600E» мутаций необходимо  
использовать наборы, определяющие и другие за-
мены в этой точке, либо дополнительно проводить 

проводилась на программируемом термоцикле-
ре «MaxyGene Gradient» («Axygen», США) по про-
грамме, включавшей: первичную денатурацию при  
95°С – 5 минут и 40 циклов в режиме: денатура- 
ция – 95°С – 15 сек., отжиг – 66°С – 15 сек., синтез при 
72°С – 20 сек. и заключительная элонгация 72°С –  
30 мин. Секвенирующая амплификация проводи-
лось по стандартному протоколу для набора «ABI 
Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready 
Reaction Kits ver. 3.1» на термоциклере «MaxyGene 
Gradient» («Axygen», США) по следующей програм-
ме: первичная денатурация при 96°С – 1минута и 
30 циклов в режиме: денатурация – 96°С – 10 сек., 
отжиг – 50°С – 5 сек., синтез при 72°С – 4 мин [1]. 
Прямое секвенирование исследуемых ампликонов 
по методу Сэнгера проводили с использованием 
генетического анализатора ABI Prism 3500 («Life 
Technologies», США).

Скрининг мутаций V600E в гене BRAF в 35 ис-
следуемых препаратах суммарной ДНК опухолей 
параллельно определяли методом Real-TimePCR 
(RT-PCR). Для этого были использованы термо-
циклер «CFX96 Touch™ Real-Time PCR System» 
(«Bio-Rad», США) и набор реагентов «Real-Time-
PCR-BRAF-V600E» («Биолинк», Россия).

Статистический анализ полученных данных 
проводили с использованием непараметричес-
кого критерия Манна-Уитни, точного критерия 
Фишера и таблиц сопряженности с применением 
критерия χ2 для порогового уровня p<0,05.

Результаты и обсуждение
Для изучения мутационного статуса гена BRAF 

в зависимости от клинико-морфологических ха-
рактеристик меланомы кожи больные были раз-
делены на 2 группы: с наличием мутаций в гене  
BRAF – mtBRAF (n=14) и без наличия мутаций –  
wtBRAF (n=21). В результате проведенного иссле-
дования была определена общая частота прояв-
ления активирующих мутаций V600 в гене BRAF, 
которая составила 40% (14/35 пациентов) (рис. 1).

Статистически достоверной разницы между 
медианой возраста пациентов групп mtBRAF и 
wtBRAF выявлено не было (p>0,05) (табл. 1). При-
сутствие мутаций в гене BRAF было достоверно 
ассоциировано с увеличением толщины опухоли 
по Бреслоу (p<0,05) (табл. 1), что является опре-
деляющим, поскольку эта характеристика призна-
на одним из наиболее точных прогностических 
факторов на ранних стадиях развития меланомы 
кожи [7]. Так, в группе mtBRAF толщина опухоли 
>4 мм наблюдалась на 40% чаще, чем в группе 
wtBRAF. Близко к статистически достоверным 
отличиям (p=0,07) наблюдалось повышение час-
тоты изъязвления опухоли в группе mtBRAF по 
сравнению с wtBRAF на 20%.

Клиническими характеристиками, статистически 
достоверно не связанными с мутацией в гене BRAF, 

Рис. 1. Частота активирующих мутаций (%) V600  
в гене BRAF у пациентов Юга России
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Таблица 1

Ассоциация между клинико-морфологическими особенностями меланомы 
кожи и мутационным статусом гена BRAF

wtBRAF (n=21) mtBRAF (n=14)
Характеристики Абс. % Абс. % p

Пол 0,22
Женский 6 29 6 43
Мужской 15 71 8 57
Возраст 0,555
Средний возраст 67 68,6
Диапазон 58-78 59-83
Локализация p>0,05
Конечности 7 33 3 21
Туловище 7 33 5 36
Голова и шея 5 24 4 29
Акральная 1 5 0 0
Не известно 1 5 2 14
Толщина по Бреслоу, мм p<0,01
0,01-1,0 1 5 0 0
1,01–2,0 7 33 2 14,4
2,01–4,0 8 38 3 21,3
>4 5 24 9 64,3
Уровень инвазии по Кларку p>0,05
II 3 14 0 0
III 13 62 7 50
IV 2 10 3 21
V 3 14 4 29
Клинические варианты p>0,05
Поверхностно-распространенная 1 5 2 14
Узловая 15 71 7 43
Не известно 5 24 5 14
Изъязвление p=0,07
Присутствует 6 29 7 50
Отсутствует 15 71 7 50
Кожа с хроническим солнечным повреждением p=0,155
Да 8 38 7 50
Нет 12 57 5 36
Не известно 1 5 2 14
Наличие метастазов в лимфоузлы 0,0926
Да 2 9,5 0 0
Нет 19 90,5 14 100

Таблица 2 

Частота встречаемости мутаций в 15 экзоне гена BRAF  
при использовании методов Real-Time PCR и секвенирования по Сэнгеру

 Секвенирование по Сэнгеру Real-Time PCR

WT 71,5% (25) 74% (26)

Всего с мутацией 28,5% (10) 26% (9)

V600E 17% (6) 26% (9)

V600K 11,5% (4) 0
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секвенирование по методу Сэнгера 15-го экзона 
гена BRAF. Все это является немаловажным при 
решении вопроса о назначении таргетной терапии 
больным, имеющим активирующие мутации V600.

При исследовании мутационного статуса гена 
BRAF в объединенной группе мужчин и женщин 
с меланомой кожи были обнаружены следующие 
мутации: 

p.V600E (64%), характеризующаяся нуклео-
тидной заменой T на A в положении 1799, в ре-
зультате чего происходит замена аминокислот-
ного остатка валина на глутаминовую кислоту в 
600-м положении (рис. 2);

мутация p.V600K (36% от общего количества 
мутаций), характеризующаяся заменой двух нук-
леотидов GT на AA в положении 1798–1799 и при-
водящая к замене аминокислоты валина на ами-
нокислоту аспарагин в положении 600 (рис. 2).

Относительно низкий процент мутаций V600E 
(64%) и высокий p.V600K (36%), по-видимому, свя-
зан с возрастной особенностью выборки, включав-
шей пациентов старше 55 лет, что соответствует ли-
тературным данным [10]. Согласно исследованию, 
проведенному A. Menzies и др., в группе mtBRAF 
частота проявления «не V600E» генотипов (в том 
числе и V600К) возрастала с увеличением возрас-
та. Так, «не V600E» мутации встречались в < 20% 
случаев у пациентов моложе 50 лет и в > 40% слу-
чаев у пациентов старше 70 лет. Медиана возраста 
пациентов в исследовании A. Menzies и др. с мута-
цией V600E составила 53 года, а с V600K – 61 год. 
Эти данные позволяют предположить, что этиоло-
гия мутации V600E отличается от этиологии V600K 
меланомы кожи [10].

Таким образом, при определении взаимосвязи 
между мутационным статусом гена BRAF и клинико-
морфологическими особенностями меланомы кожи 
у пациентов Юга России возрастной группы старше 
55 лет с помощью непараметрического критерия 
χ2, нами установлена статистически достоверная 

связь (p<0,05) между наличием активирующей му-
тации в гене BRAF и толщиной опухоли по Бреслоу. 
Следовательно, наличие мутации можно считать 
неблагоприятным прогностическим фактором для 
пациентов с меланомой кожи. Также при проведе-
нии молекулярно-генетического скрининга мутаций 
в 15-м экзоне гена BRAF (секвенирование ДНК по 
Сэнгеру и RT-ПЦР) у 35 больных Юга России с ме-
ланомой кожи нами выявлены два варианта мута-
ций в 15-м экзоне гена BRAF: p.V600E и p.V600K. 
Частота обнаружения мутантного типа гена BRAF 
у пациентов составила 40%, из них p.V600E – в 
64% и p.V600K – в 36% случаев. Для детекции со-
матической мутации V600E предпочтительно поль-
зоваться методом RT-PCR, так как он имеет чувс-
твительность приблизительно в три раза большую 
по сравнению с методом прямого секвенирования 
по Сэнгеру. Для возрастной группы старше 55 лет 
при отрицательном результате детекции мутации 
V600E методом RT-PCR необходимо продолжить 
диагностический поиск других замен в данном эк-
зоне.
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Рис. 2. Мутационный статус гена BRAF  
по данным методов прямого секвенирования  

по Сэнгеру и RT-PCR




