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Цель исследования — разработка методик для дифференцировки мутаций в кодоне 600 гена BRAF и повышения чувстви-
тельности определения мутации К601Е.

Материалы и методы. Нуклеотидную последовательность кодонов 592–602 гена BRAF определяли с помощью системы гене-
тического анализа PyroMark Q24. Для поиска мутаций в кодоне 600 использовали праймер 600-S с порядком добавления нуклеоти-
дов GCTGTCАTCTGCTAGCTAGAC (соответствует нуклеотидам 1799–1786). Для определения мутации K601E применяли праймер 
601-S с порядком добавления нуклеотидов GCTACTCACTGTAG (соответствует нуклеотидам 1801–1793). Аналитические харак-
теристики предлагаемых методик для выявления соматических мутаций определяли на разведениях образцов плазмидной ДНК, 
включающих участок гена BRAF без мутаций или с одной из мутаций: V600E, V600R, V600K, V600M, K601Е. Апробацию проводили 
на 132 образцах биологического материала, полученных из узловых образований щитовидной железы.

Результаты. С помощью разработанных методик в образцах с высокой концентрацией ДНК можно определять 2% мутации 
V600E или V600M, 1% — V600K и V600R, 3% — K601E; в образцах с низкой концентрацией (менее 500 копий/ПЦР) — уверенно 
выявлять от 5% мутантного аллеля для всех мутаций. При тестировании биологического материала обнаружено 53 образца с му-
тацией V600E, доля мутантного аллеля составляла 4,9–50,0%.

Заключение. Разработаны комплекс методик для определения нуклеотидной последовательности кодонов 592–601 гена 
BRAF и алгоритм тестирования образцов и анализа мутаций в кодонах 600–601 гена BRAF. Методика обеспечивает достаточную 
чувствительность для выявления частых мутаций в кодонах 600 и 601 и позволяет однозначно их дифференцировать.
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The aim of the study is to develop methods for the differentiation of mutations in the BRAF codon 600 and to increase the sensitivity 
of the K601E mutation detection.

Materials and Methods. The nucleotide sequence of the BRAF codons 592–602 was identified using the PyroMark Q24 genetic 
analysis system. The mutations search in codon 600 was conducted using the 600-S primer in line with the following order of adding 
nucleotides: GCTGTCАTCTGCTAGCTAGAC (corresponding to nucleotides 1799–1786). The K601E mutation was detected using the 
601-S primer in line with the following order of nucleotide addition: GCTACTCACTGTAG (corresponding to nucleotides 1801–1793). The 
analytical characteristics of the proposed methods for somatic mutations’ detection were determined using dilutions of plasmid DNA samples 
containing the BRAF gene region without mutations or with one of the following mutations: V600E, V600R, V600K, V600M, and K601E. 
Validation was performed on 132 samples of biological material obtained from the thyroid nodules.

Results. The developed methods allow to determine 2% of the V600E or V600M mutations, 1% of the V600K and V600R mutations, 
and 3% of the K601E mutations in samples with high DNA concentration; it is also possible to confidently detect at least 5% of the mutant 
allele for all mutations in low concentration samples (less than 500 copies/PCR). During biological material testing, 53 samples with the 
V600E mutation were detected; the proportion of the mutant allele was 4.9–50.0%.

Conclusion. A complex of methods for determination of the nucleotide sequence of the BRAF codons 592–601 and the algorithm for 
testing samples and analyzing mutations in the BRAF codons 600–601 was developed. The method provides sufficient sensitivity to detect 
frequent mutations in codons 600 and 601 and allows them to be precisely differentiated.

Key words: pyrosequencing; BRAF; oncogenetics; fine-needle aspiration biopsy; thyroid cancer.

Введение

Ген BRAF (v-Raf murine sarcoma viral oncogene ho-
molog B) кодирует серин-треониновую протеинкиназу, 
входящую в сигнальный путь MAPK/ERK, конститутив-
ная активация которого приводит к онкогенной транс-
формации клеток. Активирующие соматические мута-

ции в гене BRAF выявляют в 6–8% случаев солидных 
опухолей [1, 2], в том числе при меланоме (в 44% 
опухолей), раке щитовидной железы (от 1,7 до 90,0% 
в зависимости от гистологического типа), аденокарци-
номе толстого кишечника (10%), аденокарциноме лег-
кого (1,5–8,0%) [1, 3, 4].

Доля самой частой мутации c.1799 T>A p.V600E 
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в гене BRAF сильно варьирует — от менее 10% при 
раке мочевого пузыря до более 90% при раке щито-
видной железы [3, 4]. Для ряда нозологий показано, 
что опухоли с разными мутациями BRAF отличаются 
по клиническим характеристикам и течению, ответу на 
терапию и прогнозу [1, 2, 4].

Наличие мутаций в гене BRAF является предиктив-
ным маркером ответа на терапию таргетными препа-
ратами, направленными на сигнальный путь MAPK/
ERK [1, 2, 5, 6]. При этом для опухолей с мутациями 
не-V600E и особенно не-V600 эффективность ингиби-
торов BRAf ниже [2, 7].

Опухоли с мутациями в гене BRAF часто демон-
стрируют более агрессивное течение, что было пока-
зано при меланоме и раке щитовидной железы. При 
раке толстого кишечника наличие мутации V600E ас-
социировано с меньшей общей выживаемостью и вы-
живаемостью до прогрессирования по сравнению с 
опухолями без мутаций, в то время как для опухолей 
с мутациями не-V600E медиана общей выживаемо-
сти выше, чем при мутации V600E [1, 6]. Данные по 
прогностической значимости мутаций BRAF при раке 
легкого противоречивы. Это может быть связано с 
большой долей и разнообразием мутаций, отличных 
от V600E, которые учитываются не во всех исследо-
ваниях [1, 7].

При опухолях щитовидной железы мутация V600E 
характерна для папиллярного рака, а K601E — для 
фолликулярных новообразований [8], что позволяет 
использовать их выявление для уточнения диагно-
за при таких цитологических заключениях, как «ати-
пия неясного значения» и «фолликулярная опухоль/
подозрение на фолликулярную опухоль» (категории 
III и IV классификации Bethesda, 2017 г. [9]) при узло-
вых образованиях щитовидной железы, а также для 
выбора тактики лечения [8, 10, 11]. Наличие мутации 
V600E, особенно в сочетании с мутациями в промото-
ре гена TERT, ассоциировано с экстратироидным рас-
пространением опухоли, более агрессивным феноти-
пом и высоким риском рецидива [1, 8, 10, 11].

В связи с этим при поиске мутаций в гене BRAF 
целесообразно использовать методы, позволяющие 
выявлять и дифференцировать клинически значи-
мые мутации в присутствии интактной ДНК. В насто-
ящее время с этой целью применяются методики, 
основанные на ПЦР в режиме реального времени 
и иммуногистохимии, которые отличаются высокой 
чувствительностью и относительно низкой стоимо-
стью. Однако они позволяют определять только ог-
раниченный спектр мутаций и не всегда специфичны 
к типу мутации. Методики, основанные на секвени-
ровании, способны детектировать и дифференциро-
вать как уже известные, так и новые мутации [12–14]. 
Пиросеквенирование превосходит метод секвениро-
вания по Сэнгеру по чувствительности при детекции 
минорной фракции ДНК (около 15–20% — для секве-
нирования по Сэнгеру и 1–5% — для пиросеквениро-
вания) [12–16]. По сравнению с высокопроизводитель-

ным секвенированием пиросеквенирование требует 
меньшего времени на проведение анализа и меньших 
затрат на реагенты [12–14]. Подбор оптимальных па-
раметров анализа при пиросеквенировании позволяет 
получить высокие значения чувствительности и спе-
цифичности при детекции различных мутаций, а так-
же измерять количественно долю мутантного аллеля 
[15–18].

Ранее в Центральном научно-исследовательском 
институте эпидемиологии Роспотребнадзора была 
разработана методика для определения нуклеотид-
ной последовательности кодонов 592–602 BRAF и 
выявления всех клинически значимых мутаций в этом 
участке. Предел детекции составил 2% для V600R и 
V600K, 3% — для V600E и V600M, 10% — для K601E. 
Однако при доле мутации менее 7–10% было сложно 
точно определить тип мутации в кодоне 600 [16].

Цель данного исследования — разработка мето-
дик для дифференцировки мутаций в кодоне 600 гена 
BRAF и повышения чувствительности определения 
мутации K601E.

Материалы и методы
Методики пиросеквенирования. Для выявления 

мутаций и их количественного анализа определяли 
нуклеотидную последовательность методом пиро-
секвенирования на приборе PyroMark Q24 (QIAGEN, 
Германия) [16, 17] с праймерами для амплификации 
5’biotin-gCT-TgC-TCT-gAT-Agg-AAA-ATg-AgA-TC3’ и 
5’CCA-CAA-AAT-ggA-TCC-AgA-CAA-CT3’ (длина фраг-
мента — 172 пары оснований) и с праймерами для 
секвенирования BR-S 5’gAC-CCA-CTC-CAT-CgA3’, 
600-S 5’CCC-ACT-CCA-TCg-AgA-TTT-C3’ и 601-S 5’gAC- 
CCA-CTC-CAT-CgA-gAT-T3’. Секвенирование прово-
дили в обратном направлении. Для анализа резуль-
татов применяли программное обеспечение к прибо-
ру версии 2.0.6.

Амплификацию, пробоподготовку и пиросеквени-
рование выполняли согласно описанной ранее ме-
тодике с использованием реагентов производства 
Центрального научно-исследовательского институ-
та эпидемиологии Роспотребнадзора (Россия) — 
«АмплиСенс» — и QIAGEN (Германия) [18,  19]. 
Секве нирование для определения нуклеотидной по-
следовательности кодонов 592–602, соответствую-
щих нуклеотидам 1805–1775 (140753330-140753361 
по референсной последовательности NC_000007.14), 
проводили с праймером BR-S согласно [16]. Для 
поиска мутаций в кодоне 600 использовали прай-
мер 600-S с порядком добавления нуклеотидов 
GCTGTCАTCTGCTAGCTAGAC (соответствует нуклео-
тидам 1799–1786). Для определения мутации K601E 
применяли праймер 601-S с порядком добавления 
нуклеотидов GCTACTCACTGTAG (соответствует нук-
леотидам 1801–1793) (рис. 1).

Тип и долю мутантного аллеля устанавлива-
ли с помощью функции AQ Analyze программного 
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обеспечения к прибору. Для мутаций V600K и V600R, 
нуклео тидная последовательность которых не позво-
ляет использовать автоматический анализ, долю му-
тантного аллеля рассчитывали по высотам сигналов 
на пирограмме по формулам:

V600K=(1/3·G3+G4+T5+C12)/4;
V600R=(С2+1/2·G3+G4+T5+C12)/5,

где С2, G3, G4, T5, C12 — отношение высот соответ-
ствующих сигналов на пирограмме (см. рис. 1) к сред-
нему уровню сигнала.

Аналитические характеристики методик. Для 
оценки аналитических характеристик определяли па-
раметры limit of blank — LOB (наибольший сигнал, 
который ожидается при измерениях образца, не со-

держащего тестируемого материала) и limit of detec-
tion — LOD (наименьшая концентрация тестируемого 
материала, которая может быть достоверно диффе-
ренцирована от значения LOB) [20]:

LOB=M+1,645σ,

где M и σ — среднее и стандартное отклонение значе-
ний сигнала в выборке образцов без мутаций соответ-
ственно;

LOD=LOB+1,645σ,

где σ — стандартное отклонение значений сигнала в 
выборке образцов с мутацией.

Аналитические характеристики разработанных ме-
то дик определяли на разведениях образцов плаз-

а

б

в

г

д

е

ж

з

Рис. 1. Секвенируемый участок и примеры пирограмм образцов:
а — образец без мутаций, секвенированный с праймером 600-S; б — образец с мутацией c.1799 T>A p.V600E, 30% 
мутантного аллеля, 600-S; в — образец с мутацией c.1798_1799delinsAA p.V600K, 30% мутантного аллеля, 600-S; г — 
образец с мутацией c.1798_1799delinsAG p.V600R, 30% мутантного аллеля, 600-S; д — образец с мутацией c.1798 G>A 
p.V600M, 30% мутантного аллеля, 600-S; е — образец без мутаций, секвенированный с праймером 601-S; ж — обра-
зец с мутацией c.1801 A>G p.K601Е, 30% мутантного аллеля, 601-S. Ось абсцисс — последовательность подачи нукле-
отидов в реакционную смесь; ось ординат — уровень сигнала, детектируемый прибором. Над пирограммами приведены 
нуклео тидные последовательности, используемые для анализа мутаций. Стрелками указаны сигналы для нуклеотидов, 
значения которых изменяются при наличии мутации. На рисунке з приведена схема методик для пиросеквенирования 
гена BRAF: референсная последовательность NC_000007.14, стрелками обозначены праймеры для секвенирования, пун-
ктиром — секвенируемые участки
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мидной ДНК, включающих участок гена BRAF, кло-
нированный в вектор pGem-T, без мутаций или с 
одной из следующих мутаций: c.1799 T>A p.V600E; 
c.1798_1799delinsAG p.V600R; c.1798_1799delinsAA 
p.V600K; c.1798 G>A p.V600M; c.1801 A>G p.K601Е. 
Мутагенез проводили с помощью набора QuikChange 
II Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, 
США). Концентрацию клонов измеряли методом ПЦР 
в режиме реального времени с праймерами к после-
довательности вектора. Для каждой мутации ана-
лизировали смеси, содержащие 1, 2, 3, 5, 10 и 30% 
мутантного аллеля. Смеси с 1–5% мутантного алле-
ля тестировали как минимум в трех повторах, 10 и 
30% — в двух повторах для двух концентраций ДНК 
(100 и 10 000 копий/ПЦР) на двух приборах. В качест-
ве контроля в каждой постановке использовали клони-
рованный фрагмент последовательности гена BRAF 
без мутаций в той же концентрации.

Биологические образцы. Апробация методик 
проведена на 132 образцах узловых образований 
щитовидной железы от 127 пациентов. Из них пу-
тем тонкоигольной аспирационной биопсии (ТАБ) 
получен 131 образец (смывы с иглы после ТАБ в 
ТЕ-буфере — 43; собранные стерильным скальпелем 
клеточные материалы ТАБ, нанесенные на стекло 
традиционным цитологическим методом и окрашен-
ные по Романовскому, — 85; образцы ТАБ, помещен-
ные в жидкую консервирующую среду BD SurePath 
Collection Vial (Becton Dickinson, США), — 3), 1 — из 
срезов парафиновых блоков. У четырех пациентов 
кроме пунктатов образований щитовидной железы 
были получены образцы ТАБ из лимфатических узлов, 
у одного — одновременно из узловых образований 
обеих долей щитовидной железы. 57 пациентов на мо-
мент завершения тестирования имели установленный 
гистологический диагноз. ДНК выделяли наборами 
«РИБО-преп» (Центральный научно-исследователь-
ский институт эпидемиологии Роспотребнадзора) и 
QIAamp DNA ffPE Tissue Kit (QIAGEN). Концентрацию 
выделенной ДНК определяли методом ПЦР в режиме 
реального времени с праймерами к гену β-глобина. 
Образцы с низкой концентрацией (<500 копий/мкл) 
тестировали в нескольких повторах. Все образцы те-
стировали с праймером BR-S для поиска мутаций на 
всем участке. Образцы, в которых не было выявлено 
мутаций, секвенировали с праймером 601-S для по-
иска мутации K601Е. Образцы, в которых была опре-
делена мутация в кодоне 600 с долей мутантного ал-
леля менее 15%, секвенировали с праймером 600-S. 
Часть образцов была секвенирована с тремя прайме-
рами для сравнения получаемых результатов. В ка-
ждой постановке вместе с биологическими образцами 
анализировали контрольный образец ДНК человека, 
полученный из клеток периферической крови и не со-
держащий мутаций.

Статистическая обработка данных. Пред-
об работка данных, формирование и анализ таблиц, 
расчет основных аналитических показателей (LOB, 

LOD) и построение графиков проводили в Microsoft 
Excel. Для статистической обработки — анализа рас-
пределения, характеристики групп и межгрупповых 
различий, расчетов статистических показателей — ис-
пользовали встроенные функции и дополнительные 
пакеты среды R (https://www.R-project.org/). Оценку 
категориальных данных проводили с помощью таб-
лиц сопряженности, критерия χ2 Пирсона и точного 
теста Фишера. Для анализа количественных показа-
телей, характеризующихся распределением, отлич-
ным от нормального (определялось с помощью теста 
Шапиро–Уилка и построением графика квантиль-кван-
тиль (Q-Q)), выбросами и малым объемом выбор-
ки, применяли непараметрические критерии: крите-
рий Манна–Уитни, критерий Данна, парный критерий 
Вилкоксона (для анализа повторных наблюдений). 
Для коррекции множественных сравнений использо-
вали поправку Бонферрони. Результаты тестов прини-
мали за статистически значимые при значениях веро-
ятности ошибки первого рода р<0,05.

Результаты
Аналитические характеристики методик. 

Определение LOB проводили на разведениях кло-
нированного фрагмента последовательности гена 
BRAF без мутаций в количестве 100 и 10 000 копий/
ПЦР (45 повторов с праймером 600-S для мутаций 
V600E, V600K, V600M и V600R; 63 повтора с прайме-
ром 601-S для мутации K601E) и на образцах геном-
ной ДНК человека (18 и 29 повторов соответственно), 
выделенной из клеток периферической крови, в коли-
честве около 4000 копий/ПЦР.

Характеристики мутационной нагрузки, полученные 
при анализе образцов без мутаций, представлены в 
табл.  1. Для мутаций V600E, V600K, V600R и K601E 
наблюдается отклонение от нормального распределе-
ния (по результатам теста Шапиро–Уилка и построе-
ния графика квантиль-квантиль), но в целом данные 
характеризуются наличием единичных выбросов, а 
средние значения измеренной доли мутантного алле-
ля совпадают с медианами.

Т а б л и ц а  1
Доля мутантного аллеля в образцах без мутаций

Мутация n M±σ Me [Q25; Q75] Тест  
Шапиро–Уилка, p

V600E 63 1,43±0,44 1,4 [1,1; 1,6] 0,0096
V600K 63 0,95±0,26 0,9 [0,7; 1,2] 0,0162
V600M 63 0,65±0,24 0,7 [0,4; 0,8] 0,0578
V600R 63 1,02±0,29 1,0 [0,8; 1,2] 0,0009
K601E 92 1,43±0,37 1,4 [1,2; 1,6] 0,0016

П р и м е ч а н и е: n — количество исследованных 
образцов.

Определение мутаций в гене BRAF методом пиросеквенирования
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Т а б л и ц а  2
Значения LOB и LOD, определенные  
с праймерами 600-S и 601-S

Мутация LOB, % LOD  
(10 000 копий/ПЦР), %

V600E 2,1 3,0
V600M 1,0 1,3
V600K 1,4 1,7
V600R 1,5 2,0
K601Е 2,0 2,4

Т а б л и ц а  3
Характеристика разброса значений коэффициента вариации (CV)  
в выборке образцов с мутациями

Доля мутантного 
аллеля, %

100 копий/ПЦР 10 000 копий/ПЦР Тест Манна–
Уитни, pMCV±σCV, % MCV±σCV, %

1 61,82±27,08 13,85±6,93 0,008
2 44,06±13,83 9,13±2,95 0,008
3 41,69±10,80 8,45±4,04 0,008
5 34,55±14,72 6,92±2,79 0,008

10 27,31±18,36 4,67±2,02 0,15
30 20,12±16,79 3,18±1,23 0,016

доли мутантного аллеля в группе образцов с разве-
дением 100 копий/ПЦР имели высокий коэффици-
ент вариации (CV) (табл.  3): при доле мутации 1–5% 
средний CV (MCV) составил 45,53±19,25; при доле 
мутации 30% — 20,12±16,79. При разведении 10 000 
копий/ПЦР для образцов с долей мутантного алле-
ля 1–5% MCV составил 9,60±4,91, а при доле мутации 
30% — 3,18±1,23. Сравнение средних CV между груп-
пами с разным разведением является статистически 
значимым для большинства значений доли мутант-
ного аллеля.

Таким образом, большой разброс значений изме-
ренной доли мутантного аллеля (рис.  2) в образцах 
с концентрацией 100 копий/ПЦР может снижать на-
дежность выявления мутаций. Исходя из полученных 
данных рассчитаны значения предела детекции (LOD) 
для образцов с концентрацией 10 000 (см. табл. 2) и 
100 копий/ПЦР (данные не приводятся).

Тестирование биологичес кого материала. 
Кон центрация ДНК, выделенной из 132 биологиче-

ских образцов, составила от 1,2 до 
1128,0 копий/мкл. При тестировании 
обнаружено 53 об разца с мутацией 
V600E, полученных от 51 пациента. 
Доля мутантного аллеля составляла 
4,9–50,0%. В 8 образцах при анали-
зе с праймером BR-S выявлена доля 
мутантного аллеля менее 10%, что 
не позволяло однозначно опреде-
лить тип мутации в кодоне 600. Еще 
в 1 образце не удалось достоверно 
установить присутствие мутации в 
кодоне 600. Анализ этих образцов 
с праймером 600-S позволил под-

Рис. 2. Корреляция между ожидаемой 
и измеренной долей мутантного алле-
ля для мутации V600E при секвениро-
вании с праймером 600-S
Ось абсцисс — ожидаемая доля му-
тантного аллеля в образце, %; ось ор-
динат — измеренная доля мутантного 
аллеля, %; кресты — образцы без му-
таций; круги — разведения с мутацией 
V600E, 10 000 копий/ПЦР; треугольни-
ки — разведения с мутацией V600E, 100 
копий/ПЦР. Пунктиром показана линия 
тренда для 100 копий/ПЦР, сплошной — 
для 10 000 копий/ПЦР

Уровень LOB для мутаций, рассчитанный на основе 
полученных данных, составил от 1,0 до 2,1% (табл. 2).

Значения LOD определяли с помощью панели 
разведений клонированных контролей с праймером 
600-S для мутаций V600E, V600K, V600M и V600R, с 
праймером 601-S — для мутации K601E. Выявленные 

О.П. Дрибноходова, А.С. Есьман, В.И. Корчагин, А.Ю. Бухарина, Е.А. Дунаева, ..., К.О. Миронов
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твердить наличие мутации V600E во всех образцах. 
77 из 132 образцов протестированы тремя методика-
ми (BR-S, 600-S и 601-S), 41 — с праймерами BR-S и 
601-S, 14 — с BR-S и 600-S. Дискордантных результа-
тов получено не было.

Проведено также исследование парных образцов 
ТАБ узла щитовидной железы и сторожевого лимфа-
тического узла, полученных от четырех пациентов. 
В одном случае в обоих образцах обнаружена му-
тация V600Е; гистологически установлен классиче-
ский вариант папиллярного рака щитовидной железы 
с метастазами в 22 лимфатических узлах из 63. Во 
второй паре в обоих образцах также была выявлена 
мутация V600Е при цитологическом диагнозе анапла-
стического рака. В третьем случае мутация была об-
наружена только в образце ТАБ щитовидной железы, 
гистологически был установлен инкапсулированный 
фолликулярный вариант папиллярного рака щитовид-
ной железы, с врастанием в капсулу железы без рас-
пространения за ее пределы, без метастазов в лим-
фатические узлы. В четвертой паре образцов мутации 
не наблюдалось, гистологически определена фолли-
кулярная аденома. Для еще одного пациента с узло-
выми образованиями обеих долей щитовидной желе-
зы мутация V600Е была выявлена только в образце 
ТАБ левой доли; гистологически для левой доли ди-
агностирован папиллярный рак щитовидной железы с 
мультицентрическим ростом; для правой доли — фол-
ликулярная аденома щитовидной железы.

Обсуждение
Аналитические характеристики методик. 

В слу чае мутации V600E при тестировании с прайме-
ром 600-S проб с концентрацией 10 000 копий/ПЦР, 
содержащих 2% мутантного аллеля, все измерения 
находились в диапазоне 3,4–4,6% (3,9±0,5); при те-
стировании проб с концентрацией 100 копий/ПЦР, 
содержащих 5% мутантного аллеля, все измерения 
попали в диапазон 4,0–7,9% (5,80±1,26), что позволя-
ет достоверно отличать их от образцов, не содержа-
щих мутаций (см. рис. 2). Для мутаций V600K и V600R 
можно определять образцы с высокой концентраци-
ей, содержащие 1% мутантного аллеля, для V600M — 
2%. В образцах с низкой концентрацией можно уве-
ренно выявлять от 5% мутантного аллеля для всех 
мутаций.

Для мутации K601E при тестировании проб с кон-
центрацией 10 000 копий/ПЦР применение праймера 
601-S позволяет определять образцы, содержащие 
3% мутантного аллеля. Порядок добавления нуклео-
тидов, использованный для секвенирования с прайме-
ром 601-S, дает возможность выявлять мутации кодо-
на 600, но с меньшей чувствительностью: например, 
для V600E значение LOD составило 3,4% для 10 000 
копий/ПЦР.

Значения LOD при использовании концентрации 
10 000 копий/ПЦР были меньше, чем для 100 копий/

ПЦР. Для образцов с низкой концентрацией ДНК ха-
рактерен высокий разброс значений измеренной доли 
мутантного аллеля, из-за чего не всегда возможно 
достоверно определять наличие мутации, что совпа-
дает с ранее полученными данными [16]. В связи с 
этим при тестировании биологических образцов же-
лательно использовать высокую концентрацию ДНК 
либо для повышения надежности анализа проводить 
тестирование в нескольких повторах в зависимости от 
концентрации ДНК.

Результаты исследования демонстрируют возмож-
ность применения пиросеквенирования для опреде-
ления соматических мутаций на фоне значительного 
избытка интактной ДНК. Новые разработанные мето-
дики позволяют повысить чувствительность определе-
ния мутаций по сравнению с первым вариантом мето-
дики [16] для мутации K601E с 10% до 3–5%.

Дифференцировка мутаций в кодоне 600. Поря-
док добавления нуклеотидов для проведения секвени-
рования с праймером 600-S был подобран так, чтобы 
обеспечить возможность определения нуклеотидных 
замен в кодоне 600. Каждой анализируемой мута-
ции соответствовал уникальный паттерн изменения 
уровня сигнала для нуклеотидов на пирограмме (см. 
рис. 1). Это позволяет однозначным образом иденти-
фицировать мутации кодона 600 даже при низкой (ме-
нее 10%) доле мутантного аллеля.

Удобным способом для дифференцировки мутации 
в кодоне 600 является определение отношения вели-
чин сигналов, специфичных для разных мутаций. Для 
мутации V600E на пирограмме сигнал увеличивается 
в положениях Т3, С6 и T8, а уровень C2, G4, Т5 и C12 
не превышает колебаний уровня фона в образцах без 
мутаций. При мутации V600R сигнал увеличивается 
в положениях C2, T3, G4, Т5 и C12; при V600K — в 
положениях T3, G4, Т5 и C12; при V600M сигнал уве-
личивается только для Т8 (см. рис. 1). Таким образом, 
для однозначного определения мутаций достаточно 
использовать сочетания сигналов в трех положени-
ях — С2, Т3 и Т8 (табл. 4).

Установлены статистически значимые различия 
между выборками образцов с мутациями в кодоне 600 
по уровню сигнала (тест Краскела–Уоллиса, p<0,0001). 
Результаты последующего post-hoc анализа попарных 
различий представлены в табл. 5. Каждая пара мута-
ций статистически значимо различается минимум по 

Т а б л и ц а  4
Определение мутаций  
по сочетаниям сигналов С2, Т3 и Т8

Мутация Рост сигнала на пирограмме в положении
C2 T3 T8

V600E – + +
V600K – + –
V600M – – +
V600R + + –

Определение мутаций в гене BRAF методом пиросеквенирования
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Т а б л и ц а  5
Попарное сравнение групп с разными мутациями  
в кодоне 600 по значениям сигнала в положениях T3, 
T8 и С2 на пирограммах

Группы 
сравнения n1/n2 Положение Тест Данна, 

z-score padjusted*

V600E/V600K 46/51

T8 –7,66 <1·10–4

T3 2,95 <0,05
C2 –1,07 1,0

V600E/V600M 46/51

T8 1,97 0,3

T3 –6,75 <1·10–4

C2 –3,14 <0,05

V600K/V600M 51/51

T8 9,88 <1·10–4

T3 –9,96 <1·10–4

C2 –2,12 0,2

V600E/V600R 46/48

T8 –6,44 <1·10–4

T3 2,12 0,2

C2 6,94 <1·10–4

V600K/V600R 51/48

T8 1,13 1,0

T3 –0,81 1,0

C2 8,21 <1·10–4

V600M/V600R 51/48

T8 –8,60 <1·10–4

T3 8,99 <1·10–4

C2 10,30 <1·10–4

* — значение p с поправкой на множественные сравне-
ния Бонферрони; n1/n2 — количество исследованных 
образцов в группах сравнения.

одному показателю, что подтверждает возможность 
дифференциации мутаций в кодоне 600 с помощью 
анализа сигнала в трех положениях пирограммы.

Поскольку три независимые переменные форми-
руют трехмерное пространство, то для удобства гра-
фического представления размерность была снижена 
путем преобразования трех переменных в два отно-
шения — Т3/С2 и Т8/С2. Образцы с мутациями в ко-
доне 600 по отношениям сигналов Т3/С2 и Т8/С2 кла-
стеризуются в четыре непересекающиеся группы. Это 
позволяет по отношению высот T3/С2 и Т8/С2 диффе-
ренцировать мутации V600E, V600K, V600R и V600M 
для образцов, содержащих долю мутантного аллеля 
выше LOD для соответствующих мутаций (рис. 3).

Апробация разработанного комплекса методик на 
образцах биологического материала показала его эф-
фективность для выявления и определения типов му-
тации в гене BRAF даже в образцах с низкой (менее 
500 копий/ПЦР) концентрацией ДНК и низкой (менее 
10%) долей мутантного аллеля. Установлена высокая 
корреляция между долями мутантного аллеля, полу-
ченными разными методиками: значение коэффици-
ента корреляции Пирсона составило 0,99 (95% ДИ 
0,98–0,99; p<0,001) для 600-S и 601-S; 0,96 (95% ДИ 
0,92–0,98; p<0,001) для BR-S и 601-S; 0,96 (95% ДИ 
0,93–0,98; p<0,001) для BR-S и 600-S. Использование 
дополнительного праймера для секвенирования 
(600-S) позволило точно определить наличие мутации 
V600E в 9 образцах с долей мутации менее 10%.

Таким образом, предлагаемый нами комплекс мето-
дик для поиска мутаций в кодонах 592–602 гена BRAF, 
диффренцировки мутаций в кодоне 600 и определе-
ния мутации K601E, а также алгоритм интерпретации 
результатов пиросеквенирования позволяют расши-

Рис. 3. Диаграмма рассеяния отношений 
сигналов в положениях T3/С2 и Т8/С2 на 
пирограммах для образцов с мутациями в 
кодоне 600
Ось абсцисс — отношение сигналов в поло-
жениях T3/С2; ось ординат — отношение сиг-
налов в положениях T8/С2 пирограммы; тре-
угольники — разведения с мутацией V600R, 
ромбы — разведения с мутацией V600K, ква-
драты — разведения с мутацией V600М, кру-
ги темные — разведения с мутацией V600Е, 
круги светлые — образцы узловых образова-
ний щитовидной железы с мутацией V600Е
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рить спектр выявляемых мутаций и повысить чувст-
вительность и специфичность по сравнению с ранее 
предложенными методиками [12–14, 16, 21].

Тестирование биологического материала. На 
момент проведения анализа у 42 из 51 пациента с му-
тацией V600E выявлен папиллярный рак щитовидной 
железы (у 28 диагноз определен гистологически), у 
6/51 — подозрение на папиллярный рак (Bethesda V), 
у 1/51 пациента — анапластический рак (Bethesda VI), 
также у 1/51 — атипия неясного значения (Bethesda III) 
и у 1/51 — диагноз не определен.

При изучении 128 образцов от 127 пациентов му-
тации были выявлены у 42 из 53 человек с диагнозом 
«папиллярный рак щитовидной железы» (у 38 диагноз 
определен гистологически); у 6/13 — с подозрени-
ем на рак (Bethesda V); у 1/10 — с атипией неясно-
го значения (Bethesda III); у единственного пациента 
с анапластическим раком (Bethesda VI) и у 1/7 паци-
ентов без установленного диагноза. У 6 пациентов с 
доброкачественными образованиями (5 — аденома-
тозный зоб, 1 — гистологически определен многоуз-
ловой зоб), единственного пациента с NIfTP и 37 — с 
фолликулярными опухолями (Bethesda IV, из них 17 
определены гистологически) мутации обнаружены 
не были. Результаты определения мутаций в 4 парах 
образцов щитовидной железы и лимфатического узла 
для всех пациентов соответствовали гистологическим 
заключениям. Более высокая частота мутации V600E 
(у 42 из 53 пациентов, 79%) по сравнению с описан-
ной в других исследованиях для папиллярного рака 
[1, 3, 4, 9, 11] связана с тем, что для апробации но-
вых методик в исследование была включена группа 
образцов, для которых ранее с помощью первого ва-
рианта методики уже было определено наличие мута-
ции V600E [16].

Заключение
Разработаны комплекс методик для определения 

нуклеотидной последовательности кодонов 592–601 
гена BRAF и алгоритм тестирования образцов и ана-
лиза мутаций в кодонах 600–601 гена BRAF на осно-
ве технологии пиросеквенирования. Новые методики 
позволили однозначным образом дифференцировать 
все тестированные мутации при низкой доле мутант-
ного аллеля и повысить чувствительность анализа до 
1–5% мутантного аллеля по сравнению с анализом с 
одним праймером для секвенирования.

При тестировании биологических образцов выявле-
но 53 образца с мутацией V600E, доля мутантного ал-
леля составляла 4,9–50,0%. Результаты, полученные 
с разными праймерами, совпали для всех образцов. 
Использование дополнительных праймеров для сек-
венирования (600-S, 601-S) позволило определять тип 
обнаруженных мутаций при доле мутантного аллеля 
менее 10%.

Предложенный подход позволяет разработать ана-
логичные методики для определения редких мутаций 

в секвенируемом фрагменте и мутаций в других онко-
генах (K-, H-, N-RAS).
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