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РЕЗЮМЕ

До недавнего времени считалось, что мутации в генах BRAF и NRAS являются взаимоисключающи-
ми и не встречаются в пределах одной опухоли. В последующем было выявлено, что данные мутации 
могут наблюдаться вместе, но это по-прежнему является достаточно редким явлением. 

Цель исследования – определить возможность сочетания взаимоисключающих мутаций в генах 
BRAF и NRAS и проанализировать взаимосвязь мутационного статуса опухоли с экспрессией не-
мутантного белка NRAS. 

Материалы и методы. Определение мутации BRAF V600E в опухоли проводилось методом полиме-
разной цепной реакции в режиме реального времени, а во 2-м и 3-м экзоне гена NRAS – методом 
секвенирования по Сенгеру. Оценка экспрессии белка NRAS дикого типа осуществлялась методом 
иммуногистохимии. 

Результаты. Выявлены мутации в 15-м экзоне гена BRAF c.1799T>A (V600E) и во 2-м экзоне гена 
NRAS p.G13S (с.37 G>A). Уровень экспрессии не мутантного белка NRAS в обоих случаях разли-
чался. У одного пациента, несмотря на наличие мутации в гене NRAS, в менее чем 5% опухолевых 
клеток нормальный белок не экспрессировался.

Заключение. Данный феномен можно связать с возможными эпигенетическими нарушениями экс-
прессии генов на посттранскрипционном уровне.
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ABSTRACT

The paper provides a clinical description and analysis of two melanoma cases with mutations in the BRAF 
and NRAS gene within one tumor. Until recently, it was believed that mutations in the BRAF and NRAS 
genes are exclusive and do not occur within the same tumor. Later it was revealed that these mutations 
can exist within one tumor, but this is still quite a rare phenomenon. Molecular genetic analysis of the 
tumor obtained from both patients showed a mutation in the 15 exon of the BRAF gene c.1799T>A 
(V600E) and exon 2 of the NRAS p.G13S gene (p.37 G>A). The expression level of non-mutant NRAS 
protein was different in both cases. In conclusion, so in one patient, despite the presence of a mutation 
in the NRAS gene, the level of expression of the non-mutant protein was absent, which can be related to 
possible posttranscriptional disorders in the regulation of gene expression.
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ВВЕДЕНИЕ
Сигнальный каскад MAPK, состоящий из 

RAS-RAF-MEK-ERK протеинкиназ, участвует в 
регуляции множества важных функций в клет-
ке, таких как пролиферация, дифференциров-
ка, миграция, апоптоз [1]. Усиленная активация 
сигнального пути MAPK может быть вызвана 
мутациями в генах RTK, HRAS, NRAS, BRAF, 
NF1 [2]. Наличие активирующих мутаций в од-
ном из вышеперечисленных генов не приводит к 
нарушению проведения сигнала внутрь клетки, 
так как другие участники данного сигнального 
каскада берут на себя данную функциональную 
роль. Около 25% всех злокачественных опухолей 
имеют нарушения регуляции сигнального каска-
да MAPK, связанные с увеличением продукции 
активирующих лигандов, а также наличием акти-
вирующих мутаций в генах семейств RTKs, RAS и 
RAF [3]. При меланоме кожи нарушения в MAPK 
сигнальном каскаде связаны, как правило, с ак-
тивирующей мутацией в гене BRAF в 50% случаев 
или с мутацией в гене NRAS в 15% случаев [4]. 
Данный факт демонстрирует важность контро-
ля регуляции MAPK в гомеостазе меланоцитов. 
До недавнего времени считалось, что мутации в 
генах BRAF и NRAS являются взаимоисключа-
ющими, что может быть связано с развитием в 
данном случае самоиндуцированного апоптоза, 

вызываемого стойкой гиперактивацией сигналь-
ного каскада MAPK [5]. 

В литературе последних лет появились данные 
о том, что мутации в генах BRAF и NRAS не яв-
ляются взаимоисключающими и могут встречаться 
вместе [5]. Выявлено, что обе эти мутации могут 
существовать в небольшой области (около 10 тыс. 
клеток), выделенных путем лазерной микродиссек-
ции [6]. Несмотря на вышеперечисленные аргумен-
ты, сочетание данных мутаций является достаточно 
редким событием. Проведенное исследование было 
направленно на определение мутационного статуса 
в генах BRAF и NRAS у больных меланомой кожи. 
Пациенты находились на лечении в КГБУЗ «Крас-
ноярский краевой клинический онкологический 
диспансер имени А.И. Крыжановского». 

Цель данного исследования – определение 
возможности сочетания взаимоисключающих му-
таций в генах BRAF и NRAS и анализ взаимосвя-
зи мутационного статуса опухоли с экспрессией 
немутантного белка NRAS. Для достижения цели 
были поставлены следующие задачи: 

1. Выявить сочетание мутаций в генах BRAF и 
NRAS в пределах одной опухоли у пациентов с 
меланомой кожи.

2. Описать иммуногистохимическую картину 
экспрессии белка NRAS дикого типа у больных с 
различным NRAS-мутантным статусом. 
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3. Проанализировать взаимосвязь сочетания 
мутаций в генах BRAF и NRAS с ýкспрессией не-
мутантного белка NRAS. 

Анализ мутации BRAF V600E осуществлялся 
методом аллель-специфичной полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР) в режиме реального времени 
c использованием набора Real-Time-PCR-BRAF 
V600E (Биолинк, Россия). Мутационный статус 
опухоли определялся при расчете разницы (Δ Ct) 
между Ct образца в реакции со специфичными 
V600E праймерами и Ct того же образца в кон-
трольной реакции. Образец ДНК расценивался 
как положительный (т.е. содержащий мутацию), 
если ΔCt образца ≤ ΔCt положительного стандар-
та, содержащего 1% ДНК с мутацией. 

Определение мутационного статуса 2-го и 
3-го ýкзона гена NRAS проводилось методом 
секвенирования по Сенгеру. На первом ýта-
пе исследования проводилась постановка ре-
акции амплификации ПЦР. Для приготовления 
ПЦР-смеси использовали набор Encyclo Plus PCR 
kit (Евроген, Россия). Последовательность прай-
меров для гена NRAS была следующей: Forward 
5′-ATAGCATTGCATTCCCTGTG; Reverse 
5′-GCGGATATTAACCTCTACAGG. Условия ПЦР  
(NRAS): предварительная денатурация 95 °С –  
3 мин, далее денатурация 95 °С – 30 с, отжиг 54 °С –  
40 с, ýлонгация 72 °С – 40 с; всего 38 циклов, в 
завершении финальная ýлонгация 72 °С – 3 мин.

Для постановки иммуногистохимической ре-
акции была использована безбиотиновая систе-
ма детекции REVEAL Biotin-Free Polyvalent (Spring, 
BioScience, США). В качестве первичных антител 
применялись моноклональные антитела, клон 
AT2G9 (antibodies-online, США). Визуализацию 
продукта реакции проводили хромогеном AEC 
(амино-ýтил-корбазол) (Sigma, США). Подсчет 
положительно окрашенных клеток выполняли 
при увеличении ×600 с помощью микроскопа 
Olympus BX-41, программа Infinity Cap-
ture, камера Lumenera Corporation и Software  
V.4.6.0. 

Клинический случай № 1. Пациентка К.,  
35 лет, диагноз «меланома кожи левого бедра, 
метастазы в паховые лимфатические узлы слева». 
Толщина опухоли по Бреслоу составила 4,46 мм. 
Больной было выполнено иссечение опухолевого 
узла, а также пахово-подвздошная лимфаденýк-
томия слева. У данной пациентки выявлено нали-
чие мутации в гене BRAF p.V600E (c.1799 T>A), 
связанной с заменой глутамата на валин в поло-
жении 600 (рис. 1), также мутации NRAS p.G13S 
(c.37 G>A), приводящей к замене глицина на се-
рин в 13-м положении.

Рис. 1. Определение наличия мутации BRAF V600E 
методом аллель-специфичной полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени. Детекция му-
тации BRAF V600E, ДНК с мутацией (красная стрел-

ка), ДНК без мутации (черная стрелка)

Fig. 1. Allele-specific real-time PCR for BRAF gene 
V600E mutation identification, mutated DNA (red 

arrow), wild-type DNA (black arrow)

Multicomponent Plot
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Вышеуказанная нуклеотидная замена затраги-
вала менее 5% мутантных клеток и была опре-
делена в реакции секвенирования с обогащением 
мутантным аллелем (рис. 2, а, b). В 3-м ýкзоне 
гена NRAS у данной пациентки не было обна-
ружено нуклеотидных замен. Для оценки уровня 
ýкспрессии белка NRAS проводилось иммуно-
гистохимическое определение ýкспрессии белка 
NRAS дикого типа. Определено отсутствие ýкс-
прессии вышеуказанного белка как в клетках 
опухоли, так и в клетках стромального микроо-
кружения (рис. 3).

Клинический случай № 2. Пациент Н., 48 лет, 
диагноз «меланома межлопаточной области, ме-
тастазы в лимфатические узлы шеи, туловища и 
конечностей». Молекулярно-генетический статус 
данного больного был аналогичен первому паци-
енту: выявлено присутствие мутаций BRAF V600E 
и NRAS G13S. 

Иммуногистохимическое исследование ýкс-
прессии немутантного белка NRAS выявило нали-
чие положительного окрашивания в опухолевых 
клетках (красного цвета) и наличие негативного 
окрашивания в опухоль-ассоциированных лим-
фоцитах синего цвета (рис. 4).
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Рис. 3. Негативное иммуногистохимическое окраши- 
вание с антителами к немутантному NRAS у  пациента,  

имеющего менее 5% мутантных клеток, ×400

Fig. 3. Immunohistochemical staining with antibodies to 
non-mutant NRAS. ×400. Negative immunohistochemical 
staining with antibodies to NRAS wild-type. The patient 

has less than 5% mutant cells, ×400
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Рис. 4. Позитивное иммуногистохимическое окраши-
вание с антителами к немутантному NRAS, ×400

Fig. 4. Immunohistochemical staining with antibodies to 
non-mutant NRAS, ×400. Positive immunohistochemical 

staining with antibodies to NRAS wild-type, ×400

a

b

Мутационные изменения при меланоме кожи 
затрагивают гены BRAF и NRAS, однако в 95% 
врожденных невусов наблюдаются подобного 
рода изменения [7]. Высокая распространен-
ность BRAF-мутации отмечается и при диспла-
стических невусах [8]. Большой процент мута-
ций в генах BRAF и NRAS в невусах доказывает 
то, что активация МАРК-киназного сигнального 
каскада из-за возникновения мутаций в генах 
BRAF и NRAS не является достаточной для зло-
качественной трансформации [9]. BRAF-мутации 
способствуют злокачественной гиперплазии ме-
ланоцитов, но без дополнительных мутаций не 
способны инициировать процесс канцерогенеза. 
В частности, усиленная ýкспрессия онкогенных 
BRAF и NRAS в нормальных меланоцитах не-
вуса запускает в них процессы апоптоза и па-
раллельно с ýтим ограничивает процессы про-
лиферации [10]. Вместе с тем наличие таких 
драйверных мутаций, как BRAF и NRAS, явля-
ется триггерным фактором в опухолевой транс-
формации нормальных клеток, ведет к образова-
нию первичного опухолевого клона. Драйверные 
мутации создают генетическую нестабильность и 
приводят к появлению вторичных мутаций, под 
влиянием которых могут появляться уже новые 
субклоны опухолевых клеток, которые будут, в 
том числе, устойчивыми к химиотерапии. Драй-
верная мутация создает идеальную мишень для 
таргетных («целевых») препаратов, поскольку 
установлено, что жизнеспособность опухоле-
вой клетки зависит от наличия драйверных му-
таций, которые «блокируют» другие механизмы  

Рис. 2. Определение мутации в гене NRAS методом 
секвенирования по Сенгеру: a – без обогащения 
мутантным аллелем (визуализируется хроматограмма 
дикого типа); b – с обогащением мутантным аллелем 
(определяется нуклеотидная замена p.G13S (c.37 
G>A)). Хроматограмма выполнена с обратного прай-

мера

Fig. 2. Detection of the mutation in NRAS gene by 
Sanger sequencing: a – without enrichment of a mutant 
allele (shows a wild-type DNA chromatogram); b – with 
enrichment of mutant allele.(the nucleotide substitution 
of p.G13S (c.37 G>A)). The chromatogram was 

performed with the reverse primer
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биологической регуляции в клетках [11]. К чис-
лу драйверных мутаций относят мутации в 600-м 
положении гена BRAF, а также в 12-, 13- и 61-м 
положениях гена NRAS.

У пациента из клинического случая № 1 не-
значительное содержание мутантных опухолевых 
клеток в образце соответствовало негативной 
иммуногистохимической реакции в отношении 
белка NRAS. У пациента из клинического случая 
№ 2 наличие высокого числа мутантных клеток 
при секвенировании не было связано с уровнем 
NRAS. Различия белковой ýкспрессии NRAS у 
двух пациентов можно объяснить воздействием 
ýпигенетических факторов на уровень белка. В 
качестве ýпигенетических регуляторов ýкспрес-
сии генов могут выступать микроРНК. Изменения 
ýкспрессионного профиля различных микроРНК 
способны оказывать влияние на ýкспрессию их 
генов-мишеней, среди которых могут быть гены 
BRAF и NRAS, а также регуляцию сигнальных 
каскадов с участием гена NRAS.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Определение мутационного статуса опухоли 

является важной составляющей частью персо-
нифицированного подхода в терапии пациентов 
онкологического профиля. Выявление у больно-
го с меланомой кожи мутации BRAF V600E яв-
ляется критерием, который должен учитываться 
при отборе пациентов для проведения таргетной 
терапии BRAF-ингибиторами. Детекция мута-
ции в гене NRAS G13S (c.37 G>A) была описана  
COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer) 
(https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/mutation/
overview?id=571), но, по данным литературы,  она 
не имеет четко выраженной взаимосвязи с различ-
ными клинико-морфологическими данными паци-
ентов, а также дальнейшим исходом заболевания. 

В ýтой связи данный факт может не иметь важ-
ного прогностического значения в вопросе даль-
нейшей тактики ведения описанных пациентов, но 
при ýтом наглядно демонстрирует проявления вну-
триопухолевой гетерогенности на молекулярно-ге-
нетическом уровне. Наличие небольшого процента 
опухолевых клеток, имеющих мутации, может быть 
показателем того, что внутри опухоли существуют 
различные малые субпопуляции опухолевых кле-
ток, которые ýволюционируют по мере прогресси-
рования заболевания и проявляют генотипические 
и фенотипические различия, в частности появле-
ние NRAS-мутантных клеток на фоне уже имею-
щихся BRAF-мутантных опухолевых клеток. Из-за 
ýтих различий опухолевых субклонов одна и та же 
опухоль может обладать различными механизмами 

химиотерапевтической резистентности у одного 
и того же пациента. Существуют данные о том, 
что появление мутации в гене NRAS может быть 
также связано с применением BRAF-ингибиторов 
у пациентов с меланомой кожи в 18% случаев [12]. 
Различия в ýкспрессии немутантного белка NRAS 
могут быть связаны с постгеномными нарушения-
ми в опухоли первого пациента.
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