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Гены EGFR, BRAF, PIK3CA и KRAS играют важную роль в молекулярном пути EGFR и при раке часто несут
активирующие диагностические мутации, предсказывающие ответ на многие таргетные терапевтические
препараты. Тем не менее связь между этими мутациями и особенностями генной экспрессии систематичес"
ки не изучалась. Мы исследовали такие связи тремя способами. Во"первых, исследовали экспрессию этих
генов в опухолях в зависимости от наличия мутаций с использованием базы данных профилей РНК"секве"
нирования проекта The Cancer Genome Atlas (n = 3660). Во"вторых, сравнили мутационный статус с уров"
нем активации молекулярного пути EGFR. В"третьих, сопоставили мутационный статус с расчетным уров"
нем экспрессии транскрипционной подписи, полученной из дифференциально экспрессируемых генов пу"
ти EGFR между опухолями, мутантными и референсными по данным генам. Активация пути EGFR оказа"
лась связана с мутациями генов BRAF (рак щитовидной железы, меланома) и PIK3CA (рак молочной желе"
зы). Было показано, что уровни экспрессии генных подписей связаны с мутациями в BRAF (рак щитовид"
ной железы, меланома), EGFR (плоскоклеточный рак легкого), KRAS (колоректальный рак), PIK3CA (рак
молочной железы), однако приемлемый биомаркерный потенциал со значением AUC > 0,7 (0,809) мы на"
блюдали лишь для подписи гена BRAF при раке щитовидной железы. Эта подпись была затем проверена на
независимом наборе литературных данных (n = 127, свежезамороженные образцы, AUC 0,912), а также на
экспериментальном наборе данных, полученном в Эндокринологическом научном центре г. Москвы
(n = 42, образцы парафинизированной ткани, AUC 0,822). Полученные данные показывают, что профили
генной экспрессии могут использоваться для надежной детекции мутации BRAF V600E при папиллярном
подтипе рака щитовидной железы. Результаты демонстрируют применимость количественного анализа ген"
ной экспрессии для четкого определения статуса образца по драйверным онкогенным мутациям.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: мутации, EGFR, BRAF V600E, транскриптомный биомаркер, РНК"секвенирование,
папиллярный рак щитовидной железы.
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ОСНОВАННЫЕ НА МОЛЕКУЛЯРНОМ ПУТИ EGFR
ГЕННЫЕ ПОДПИСИ КЛИНИЧЕСКИ ЗНАЧИМЫХ МУТАЦИЙ

ПРИ РАКЕ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ, ЛЕГКИХ,
ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ И ПРИ МЕЛАНОМЕ
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ВВЕДЕНИЕ

Гены EGFR, BRAF, PIK3CA и KRAS играют
важную роль в сигнальном пути EGFR [1], в ко"
тором рецепторная тирозинкиназа EGFR явля"

ется первичным получателем сигнала, а продук"
ты остальных генов – его нижестоящими пере"
датчиками и регуляторами. Активирующие му"
тации в этих генах связаны с ответом на таргет"
ные препараты гефитиниб/панитумумаб/эрло"

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АЛ – аденокарцинома легких; КРР – колоректальный рак; МКРЛ – мелкоклеточный рак
легкого; РМЖ – рак молочной железы; РЩЖ – рак щитовидной железы; WT – дикий тип.

* Адресат для корреспонденции.
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тиниб/цетуксимаб, алпелисиб, дабрафениб/ве"
мурафениб (табл. 1). Так, активирующие мута"
ции в гене EGFR являются предпосылкой для
эффективного применения некоторых ингиби"
торов EGFR [2]. В свою очередь, активирующие
мутации в генах нижестоящих передатчиков
сигнала свидетельствуют о потенциально низ"
кой эффективности EGFR"направленной тера"
пии [3]. Например, для гена BRAF наиболее час"
той активирующей мутацией является
BRAF V600E [4], которая часто встречается при ме"
ланоме (~ 35–50% случаев [5]) и при папилляр"
ном раке щитовидной железы (~ 51% [6]). По"
мимо блокаторов EGFR, были разработаны так"
же специфические ингибиторы мутантной фор"
мы серин"треониновой киназы BRAF [7] и фос"
фоинозитид"3"киназы PIK3CA [8]. На графе
молекулярного пути EGFR белки PIK3CA и
BRAF расположены как нижележащие передат"
чики сигнала относительно представителей се"
мейства RAS [9] и, следовательно, они могут
быть эффективны даже в опухолях с мутирован"
ными RAS"белками.

С другой стороны, профили экспрессии раз"
личных молекул РНК оказались эффективными
маркерами чувствительности опухоли к таргет"
ным терапевтическим препаратам, согласно
данным микрочипового профилирования [19] и
РНК"секвенирования (RNA"seq) [20]. Профили
РНК"секвенирования могут служить альтерна"
тивой иммуногистохимии в отдельных опухолях
и могут служить маркерами ответа на таргетные
препараты [21]. Кроме того, в качестве биомар"
керов нового поколения могут быть использова"
ны относительные уровни активации молеку"
лярных путей, рассчитанные с использованием
широкомасштабных данных генной экспрес"
сии [22] для алгоритмической оценки эффектив"
ности противораковых препаратов [23]. Агрега"
ция отдельных генов в пути или подписи приво"
дит к более надежным результатам экспрессион"
ного профилирования, что было предсказано тео"
ретически [24] и доказано на эксперименталь"
ном материале опухолевых тканей [25].

Упомянутые выше результаты позволяют
рассматривать анализ данных профилирования
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Официальное
название

Цетуксимаб

Панитумумаб

Афатиниб

Гефитиниб

Эрлотиниб

Дакомитиниб

Осимертиниб

Дабрафениб

Вемурафениб

Алпелисиб +
фулвестрант

Алпелисиб

Таблица 1. Одобренные для клинического использования таргетные противоопухолевые препараты, для которых известны
диагностические активирующие мутации в генах EGFR, BRAF, PIK3CA и KRAS

Ссылки

[10, 11]

[10]

[12]

[13]

[12]

[12]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

Сопутствующие биомаркеры

дикий тип KRAS, NRAS, BRAF (для КРР)

дикий тип KRAS, NRAS, BRAF

активирующие мутации в EGFR (для РЛ): делеции
экзона 19 или мутации экзона 21, L858R (для РЛ)

активирующие мутации в EGFR: делеции экзона 19
или мутации экзона 21, L858R

активирующие мутации в EGFR: делеции экзона 19
или мутации экзона 21, L858R (для АЛ)

активирующие мутации в EGFR: делеции экзона 19
или мутации экзона 21, L858R

активирующие мутации в EGFR: делеции экзона 19
или мутации экзона 21, L858R, также мутация
T790M; но нет мутации экзона 20 C797S

активирующая мутация в BRAF: V600E

активирующая мутация в BRAF: V600E

активирующая мутация в BRAF: V600E

активирующие мутации в PIK3CA: экзон 7 C420R;
экзон 9 E542K, E545A, E545D (только 1635G>T),
E545G, E545K, Q546E, Q546R; экзон 20 H1047L,
H1047R, H1047Y

Одобрены для видов рака

колоректальный рак, рак головы и шеи

колоректальный рак

рак легких, рак молочной железы

рак легких

рак легких, панкреатический рак

рак легких

рак легких

рак легких, рак щитовидной железы

меланома

рак щитовидной железы, папиллярный
подтип

рак молочной железы

Примечание. АЛ – аденокарцинома легкого, РК – рак легкого, КРР – колоректальный рак.



ГЕННЫЕ ПОДПИСИ НА ОСНОВЕ МОЛЕКУЛЯРНОГО ПУТИ EGFR

РНК как новый перспективный подход в кли"
нической онкологии, который в будущем смо"
жет улучшить или заменить некоторые из ны"
нешних диагностических методов [26]. Поэтому
представляется важным также получить воз"
можность идентифицировать клинически зна"
чимые мутации на основании данных генной
экспрессии. Такие экспрессионные подписи
действительно были реконструированы для не"
которых мутаций, например, для амплифика"
ции гена транскрипционного фактора MYCN в
нейробластоме [27], однако же эта задача оста"
ется в значительной степени нерешенной для
активирующих мутаций генов BRAF, PIK3CA,
EGFR и KRAS.

В настоящей работе мы исследовали тран"
скрипционную проекцию мутаций BRAF,
PIK3CA, EGFR и KRAS тремя способами. Во"пер"
вых, сравнивали экспрессию самих этих генов в
опухолях, где они мутированы или имеют статус
дикого типа. Сравнение проводили с использо"
ванием базы данных проекта The Cancer Gene
Atlas (TCGA), n = 3660. Во"вторых, мутантный
статус по каждому из генов сопоставляли с уров"
нем активации пути EGFR. В"третьих, мутации
ассоциировали с генными подписями, получен"
ными из наборов дифференциально экспресси"
рующихся генов пути EGFR между опухолями с
мутантным статусом и статусом дикого типа.

Мы обнаружили, что мутации гена EGFR бы"
ли связаны с повышенной экспрессией этого ге"
на в аденокарциноме легкого (АЛ, p = 0,021), но
не при плоскоклеточном раке легкого (ПКРЛ).
Мутации KRAS были связаны с его транскрип"
ционной активацией при колоректальном раке
(КРР, p = 4 × 10−6), а мутация BRAF была связана
с его повышенной экспрессией в меланоме
(p = 1 × 10−7). Активация молекулярного пути
EGFR была связана с мутациями BRAF при раке
щитовидной железы (РЩЖ, p = 1 × 10−8), при
меланоме (p = 0,006), а также с мутациями
PIK3CA при раке молочной железы (РМЖ,
p = 2 × 10−5). С другой стороны, генные экспрес"
сионные подписи оказались статистически зна"
чимо связаны с мутациями BRAF при РЩЖ
(p < 1 × 10−8) и при меланоме (p < 1 × 10−8), с му"
тациями EGFR для МКРЛ (p = 2 × 10−4), с мута"
циями KRAS при КРР (p = 1 × 10−8) и с мутация"
ми PIK3CA при РМЖ (p = 1 × 10−9). Однако же
большинство этих показателей имеют недоста"
точно сильный биомаркерный потенциал, что
отражается в значениях ROC AUC (receiver oper"
ating characteristic, area under curve) < 0,7. Только
лишь для подписи гена BRAF при РЩЖ был за"
фиксирован высокий биомаркерный потенциал
со значением AUC, равным 0,809. Эту подпись
мы проверили на независимом наборе литера"

турных данных из работы Yoo et al. [28] (n = 127,
AUC 0,912, свежезамороженные образцы) и на"
боре экспериментальных данных, полученных в
Федеральном государственном бюджетном уч"
реждении «Национальный медицинский иссле"
довательский центр эндокринологии» Мини"
стерства здравоохранения Российской Федера"
ции (Москва, РФ; далее в тексте – ЭНЦ) (n = 42,
AUC 0,822, FFPE"образцы). Полученные нами
данные свидетельствуют, что профили РНК"
секвенирования могут быть использованы для
надежной идентификации BRAF V600E при раке
щитовидной железы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экспериментальные клинические образцы биоJ
материала. Исследование проводилось в соотве"
тствии с этическими принципами Хельсинк"
ской декларации. Ретроспективные биологичес"
кие образцы были получены от пациентов с ди"
агностированной первичной опухолью щито"
видной железы, перенесших операцию в ЭНЦ.
От всех пациентов или их законных представи"
телей было получено письменное информиро"
ванное согласие на участие в исследовании.
Процедура получения письменного информи"
рованного согласия и дизайн исследования бы"
ли одобрены локальным этическим комитетом
ЭНЦ под председательством Е.Н. Андреевой.
Для всех пациентов было получено согласие на
публикацию информации о поле, возрасте, гис"
тологическом типе опухоли, диагнозе и молеку"
лярных данных, включая данные РНК"секвени"
рования, статусе мутации BRAF, но не о данных
полногеномного или полноэкзомного секвени"
рования.

Биопрепараты представляли собой фикси"
рованные в формалине парафинизированные
(FFPE) блоки опухолевой ткани, которые были
исследованы патологом для определения гисто"
логического типа и оценки доли опухолевых
клеток. В этом исследовании использовались
только блоки FFPE, содержащие не менее 60%
опухолевых клеток. В общей сложности для
дальнейшего молекулярного скрининга было
получено 42 образца папиллярного типа рака
щитовидной железы, отвечающих вышеуказан"
ным критериям. Клинические аннотации опу"
холевых образцов приведены в таблице в При"
ложении к статье.

Оценка статуса мутации BRAF V600E. Статус му"
тации BRAF V600E определяли с помощью аллель"
специфической ПЦР с флуоресцентным зондом
с двойной меткой согласно протоколу, опубли"
кованному в работе [29]. Условия амплифика"
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ции: начальная денатурация при 95 °С в течение
2 мин, затем 50 циклов по следующей програм"
ме – денатурация (94 °С, 10 с), отжиг и элонга"
ция (60 °С, 15 с). Статус мутации считали поло"
жительным, если содержание мутантного алле"
ля составляло 3% и более от содержания аллеля
дикого типа.

Подготовка транскриптомных библиотек и
РНКJсеквенирование. Библиотеки РНК были
созданы, отсеквенированы и первично проана"
лизированы согласно протоколам, ранее ис"
пользованным для создания Атласа профилей
РНК"секвенирования нормальных тканей чело"
века [30]. Выделение РНК проводили с исполь"
зованием набора RecoverAll™ Total Nucleic Acid
Isolation Kit («Invitrogen», США), а длину выде"
ленной РНК (RIN) измеряли с помощью био"
анализатора Agilent 2100 («Agilent», США). Кон"
центрацию РНК измеряли с помощью набора
Qubit RNA Assay Kit («Thermo Fisher Scientific»,
США). Рибосомную РНК удаляли с использова"
нием набора KAPA RNA Hyper Kit with
RiboErase («Roche», Швейцария). Концентра"
ции библиотек и распределение длин амплифи"
цированных кДНК измеряли с помощью набора
Qubit dsDNA HS Assay kit («Life Technologies»,
США) и Agilent TapeStation («Agilent») соответ"
ственно. Образцы секвенировали с использова"
нием прибора Illumina HiSeq 3000 по протоколу
для одноконцевых прочтений со средней дли"
ной 50 п.н. с глубиной прочтения около 30 мил"
лионов на образец. Первичную проверку каче"
ства данных отсеквенированных библиотек
проводили с помощью программы Illumina SAV.
Демультиплексирование производили с исполь"
зованием программы Illumina Bcl2fastq2 v2.17
согласно публикации [30].

Обработка данных РНКJсеквенирования.
Полученные прочтения РНК"секвенирования
в формате файлов FASTQ обрабатывали с по"
мощью программы STAR aligner [31] в режиме
GeneCounts с использованием аннотации
транскриптома человека Ensembl (сборка
GRCh38, аннотация GRCh38.89). Идентифи"
каторы генов Ensembl были преобразованы в
названия генов согласно номенклатуре HGNC
в соответствии с версией от 16 апреля 2021
(https://www.genenames.org). Уровни генной
экспрессии были установлены для 36 596 анно"
тированных генов с HGNC"идентификаторами.
Контроль качества полученных данных секве"
нирования проводили с использованием прог"
раммы NCBI MAGIC [32]. Затем уровни прочте"
ний индивидуальных генов были нормализова"
ны с помощью метода квантильной нормализа"
ции [33]. Анализ дифференциальной экспрес"
сии выполняли с использованием исходных

уровней генной экспрессии при помощи про"
граммы DESeq2, визуализацию данных прово"
дили с помощью пакета EnhancedVolcano R.

Литературные транскриптомные данные с анJ
нотацией мутационного статуса. Мы использова"
ли транскриптомные данные, для которых так"
же имелась аннотация мутационного статуса,
полученные на открытом портале проекта
TCGA (https://portal.gdc.cancer.gov/) [34]. Всего
был проанализирован 491 образец РЩЖ, из ко"
торых 42,4% опухолей имели мутацию
BRAF V600E; 548 образцов меланомы, из которых
27,6% имели мутацию BRAF V600E; 579 образцов
КРР, из которых 37,1% имели мутацию KRAS;
1005 образцов РЛ, из которых 10,5% имели мута"
цию EGFR; 1037 образцов РМЖ, из которых
16,0% имели мутацию PIK3CA.

Для валидационных исследований исполь"
зовали другой открытый набор данных РНК"
секвенирования с аннотированным статусом
мутации BRAF V600E для образцов папиллярного
РЩЖ, ранее опубликованный в работе
Yoo et al. [28].

Аннотация молекулярного пути EGFR и оценка
уровня его активации. В этом исследовании мы
использовали две альтернативно аннотирован"
ные версии пути EGFR: «biocarta_egf_signal"
ing_Main_Pathway» из базы данных Biocarta вер"
сии 1.2 [35] и «EGF_Pathway» из базы данных
Qiagen Pathway Central [36]. Алгоритмически
проиндексированные аннотации молекулярных
функций для узлов пути были взяты из ранее
опубликованных нами данных молекулярных
путей [36]. Уровни активации молекулярных пу"
тей (PAL, Pathway activation levels) рассчитывали
с помощью биоинформатической платформы
Онкобокс (https://oncobox.com/ru/) [37].

Конструирование и оценка эффективности
генных подписей. Генные подписи были скон"
струированы с использованием данных TCGA
независимо для каждого типа рака на основе
дифференциально экспрессируемых генов, от"
носящихся к молекулярному пути EGFR в каж"
дой из версий. Генные подписи оценивали по
формуле:

, 

где GSS – это оценка значения генной подписи,
n – общее число генов в подписи, wi и gi – дво"
ичный логарифм отношения уровня экспрессии
в образце и в контрольной группе и уровень
экспрессии данного гена, включенного в под"
пись, соответственно. Таким образом, сконстру"
ированные генные подписи представляют собой
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взвешенное среднее арифметическое экспрес"
сии генов, включенных в соответствующую ген"
ную подпись.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Анализ ассоциаций между мутациями и осоJ
бенностями транскриптома. Путь EGFR играет
решающую роль в развитии различных солид"
ных опухолей, включая НМРЛ, РМЖ, РЩЖ и
некоторые другие [13]. В настоящем исследова"
нии мы ставили своей целью обнаружение спе"
цифических транскриптомных особенностей,
связанных с наличием онкогенных мутаций в
генах BRAF, PIK3CA, EGFR и KRAS тремя спосо"
бами. Сначала мы проанализировали экспрес"
сию этих генов в опухолях, имеющих по ним му"
тантный статус и статус дикого типа. Затем ста"
тус мутации этих генов сопоставляли с уровнем
активации EGFR"пути. Далее мутации ассоции"
ровали с генными подписями, сформированны"
ми из генов пути EGFR, которые дифференци"
ально экспрессировались между опухолями с

мутированным статусом и статусом дикого типа
для каждого из анализируемых генов.

Для решения указанной задачи мы использо"
вали профили РНК"секвенирования, аннотиро"
ванные мутационным статусом опухолей, из ба"
зы данных проекта TCGA [34]. Для нескольких
видов рака мы исследовали, как уровень актива"
ции пути EGFR связан с онкогенными мутация"
ми (табл. 2, 3): KRAS при КРР, EGFR при РЛ,
BRAF при РЩЖ и меланоме, PIK3CA при РМЖ.

Для расчета уровня активации молекулярно"
го пути (PAL) мы использовали два альтернатив"
ных варианта пути EGFR: «Основной путь пере"
дачи сигналов EGFR biocarta» из базы данных
Biocarta и «Путь EGFR» из базы данных Qiagen
Pathway Central, которые были единообразно ал"
горитмически аннотированы в отношении
функциональной роли каждого из узлов пу"
ти [35, 36, 43].

Метод PAL для оценки активации молеку"
лярного пути был выбран как отличающийся
большей точностью и надежностью обнаруже"
ния новых биомаркеров по сравнению с уров"
нем экспрессии отдельных генов, что было по"
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Примечание. Каждая строка представляет результаты сравнения между группами с мутантным статусом и статусом дико"
го типа по соответствующему гену для выбранных клинически значимых мутаций, в каждой ячейке показано значение
ROC AUC (первое значение) и значение p (дано в скобках) согласно статистическому тесту по Вилкоксону. Значения ROC
AUC, превышающие 0,8, выделены жирным шрифтом.
* Экзон 7 C420R; экзон 9 E542K, E545A, E545D [1635G>T], E545G, E545K, Q546E, Q546R и экзон 20 H1047L, H1047R,
H1047Y. АЛ – аденокарцинома легкого, РЩЖ – рак щитовидной железы, ПРЛ – плоскоклеточный рак легкого, КРР –
колоректальный рак.

Таблица 2. Результаты ассоциативного исследования

Версия пути EGFR
Тип мутации

BRAF V600E [40]

EGFR: L858R и делеции
в 19 и 28 экзонах [40]

KRAS: мутации в 12, 13,
59, 61, 117, 146 кодонах
[41]

PIK3CA [42]*

Biocarta

0,564
(0,015)

0,568
(0,014)

0,518
(0,59)

0,509
(0,83)

0,534
(0,19)

0,513
(0,6)

Qiagen 

0,651
(9,7×10 –9)

0,576
(0,006)

0,536
(0,34)

0,507
(0,89)

0,508
(0,74)

0,606
(1,5×10 –5)

Qiagen 

0,809
(2,2××10 –16)

0,692
(4,0×10 –13)

0,531
(0,43)

0,675
(1,7×10 –4)

0,646
(1,1×10 –8)

0,648
(1,3×10 –9)

эксперимен"
тальная 

(GSE138042) [38]

0,822
(3,7××10 –4)

–

–

–

–

–

Тип
опухоли

РЩЖ

меланома

АЛ

ПРЛ

КРР

РМЖ

Генная
экспрессия

0,69 (0,073)

0,69
(1,1×10 –7)

0,567 (0,021)

0,562 (0,95)

0,69
(3,8×10 –6)

0,541 (0,46)

литературная
(PRJEB11591)

[28]

0,912
(3,5××10 –15)

–

–

–

–

–

Валидация генной подписи
Значения генной
подписи для пути

EGFR

Biocarta

–

–

–

–

–

–
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казано ранее [22]. Он также обладает большей
стабильностью при независимом воспроизведе"
нии результатов [24]. Положительное значение
PAL означает активацию молекулярного пути
по сравнению с контрольной группой образцов,
а отрицательное значение указывает на подавле"
ние пути, тогда как нулевое значение говорит об
отсутствии изменений в активации пути [24]. В
свою очередь, абсолютная величина PAL отра"
жает степень изменения активации или ингиби"
рования пути [22]. Таким образом, более высо"
кое значение PAL отражает бóльшую активацию
пути, и наоборот [24].

Исследованные в данной работе генные под"
писи были сконструированы для каждой из двух
версий пути EGFR с использованием следую"
щих критериев: участвующие гены должны быть
(i) включены в путь EGFR и (ii) дифференци"
ально экспрессироваться (padj − value < 0,05 и
|log2FoldChange| > 1) в мутированных образцах
по сравнению с образцами дикого типа данного
вида опухоли в отношении рассматриваемого
онкогена. Значения генной подписи рассчиты"
вали следующим образом:

где GSS – это значение генной подписи, n – чис"
ло генов в подписи, wi и gi – это двоичный лога"
рифм отношения уровня экспрессии в образце к

контрольной группе и нормализованное число
генных прочтений для гена i из данной подписи
соответственно.

Связь с мутационным статусом оценивали с
использованием двух различных статистических
подходов. Во"первых, оценивали значимость
различий между двумя сравниваемыми группа"
ми с использованием критерия Вилкоксона.
Во"вторых, на основании значений ROC AUC
определяли, можно ли использовать рассматри"
ваемый показатель в качестве высококачествен"
ного биомаркера наличия данной мутации в об"
разце. Площадь под ROC"кривой (AUC) – это
показатель устойчивости биомаркера, который
зависит от его чувствительности и специфич"
ности [45]. Он изменяется в диапазоне от 0,5
до 1, а порог дискриминации обычно устанавли"
вается на уровне 0,7, где элементы с более высо"
ким значением AUC считаются биомаркерами
хорошего качества [46]. Оценка AUC широко
используется для аннотации молекулярных мар"
керов в онкологии [38]. Таким образом, оценка
значения p согласно критерию Вилкоксона и
ROC AUC помогают ответить на два вопроса:
(1) регулируется ли рассматриваемый параметр
по"разному среди двух сравниваемых групп и
(2) может ли он служить для прогнозирования
наличия мутации в конкретной опухоли. В на"
шем исследовании был обнаружен ряд ассоциа"
ций для шести изучаемых видов опухолей.

Рак щитовидной железы. Папиллярный под"
тип РЩЖ был исследован в отношении мута"
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Таблица 3. Соотношение образцов с мутантным статусом и статусом дикого типа для каждого из проведенных сравнений

Ген

BRAF

EGFR

KRAS

PIK3CA

Рассматриваемые мутации

V600E [44]

L858R; делеции 19 и 28 экзона [40]

мутации в 12, 13, 59, 61, 117, 146
кодонах [41]

[42]*

Тип опухоли

РЩЖ

меланома

АЛ

ПРЛ

КРР

РМЖ

Источник данных

TCGA THCA

PRJEB11591 [28]

GSE138042 [38]

TCGA SKCM

TCGA LUAD

TCGA LUSC

TCGA COAD
READ

TCGA BRCA

Количество
образцов, статус

дикого типа**

283 (57,6%)

75 (59,1%)

27 (64,3%)

397 (72,4%)

444 (86,9%)

455 (92,1%)

364 (62,9%)

871 (84,0%)

Количество образцов,
мутированный

статус**

208 (42,4%)

52 (40,9%)

15 (35,7%)

151 (27,6%)

67 (13,1%)

39 (7,9%)

215 (37,1%)

166 (16,0%)

Примечание. * Экзон 7 C420R; экзон 9 E542K, E545A, E545D (только 1635G>T), E545G, E545K, Q546E, Q546R и экзон 20
H1047L, H1047R, H1047Y.
** В скобках указан процент от общего числа образцов.
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ции BRAF V600E. Мы обнаружили, что экспрессия
BRAF существенно не различалась между мути"
рованными и образцами РЩЖ дикого типа по
этому гену (Wilcoxon test p"value = 0,073, ROC
AUC 0,69; рис. S1 в Приложении). Тем не менее
уровни PAL EGFR были значительно повышены
в опухолях с мутацией BRAF по сравнению с
опухолями дикого типа (p = 0,015 и 9,7 × 10−9 для
версий пути EGFR Biocarta и Qiagen соответ"
ственно; рис. S2 в Приложении). При этом, од"
нако, значения PAL не могли служить качест"
венными биомаркерами, позволяющими отли"
чать индивидуальные опухоли с мутацией BRAF
от опухолей дикого типа – они показали отно"
сительно низкие значения ROC AUC (0,564 и
0,651 для версий Biocarta и Qiagen соответствен"
но; рис. S2 в Приложении).

Дальнейший анализ пути EGFR выявил
дифференциально экспрессируемые гены толь"
ко для версии Qiagen: экспрессия генов FOS и
RHOB была подавлена, тогда как экспрессия
EPS8, RND3, CAV2, CAV1 и MUC1 – активирова"
на в образцах РЩЖ с мутацией BRAF. Для диф"
ференциально экспрессируемых генов была
сконструирована генная подпись, для которой
провели оценку ее биомаркерного потенциала.

Значения генной подписи статистически
значимо различались между образцами РЩЖ с
мутантным статусом и статусом дикого типа
(p = 2,2 × 10−16), при этом значение ROC AUC
составило 0,809 (рис. 1). Это свидетельствует в
пользу того, что такая подпись может служить
качественным биомаркером наличия мутации
BRAF V600E в образце РЩЖ.

Меланома. Были исследованы образцы ме"
ланомы кожи на наличие связи с мутацией
BRAF V600E. Мы обнаружили, что экспрессия
BRAF была значительно выше в мутировавших
опухолях (p = 1,1 × 10−7; рис. S3 в Приложении),
но при этом уровень экспрессии этого гена не
мог служить достаточно качественным биомар"
кером (ROC AUC = 0,69). Уровни активации пу"
тей EGFR Biocarta и Qiagen были также значи"
тельно повышены в мутированных меланомах
(p = 0,014 и 0,006 соответственно; рис. S4, а в
Приложении), но при этом также не были рас"
ценены как значимые биомаркеры (AUC =
= 0,568 и 0,576 соответственно; рис. S4, b в При"
ложении).

Генные подписи содержали только один ген с
повышенной экспрессией (STAT1) для версии
пути EGFR Biocarta; девять генов с повышенной
экспрессией (STAT1, JAK2, EGFR, DOK2, VAV1,
SHC3, RHOH, PRKCQ, PIK3R5) и восемь генов с
пониженной экспрессией (VAV2, MYC, MAP2K2,
JUN, PIK3R2, RRAS2, RHOD, FOS) для версии пу"
ти EGFR Qiagen (рис. S5 в Приложении). Обе

версии генных подписей продемонстрировали
существенную разницу в значениях между мути"
рованными и немутированными образцами
(p = 0,0081 и 4,0 × 10−13 соответственно), но пока"
зали невысокую прогностическую способность
со значениями AUC, равными 0,586 и 0,692 со"
ответственно (рис. S6 в Приложении).

Рак легкого. В раке легкого активирующие
мутации в EGFR (EGFRL858R и делеции в 19 и 28
экзонах) рассматривали для двух типов: адено"
карцинома легкого (АЛ) и плоскоклеточный рак
легких (ПРЛ).

Ген EGFR был статистически значимо сверх"
экспрессирован в мутированных опухолях при
АЛ, но не при ПРЛ (p = 0,021 и 0,95 соответ"
ственно; рис. S7 в Приложении), однако
экспрессия EGFR была слабым биомаркером да"
же для АЛ (AUC 0,567; рис. S7, b в Приложе"
нии). В то же время уровни активации обеих
версий пути EGFR не были дифференциальны"
ми и оказались плохими биомаркерами как для
АЛ, так и для ПРЛ (рис. S8 в Приложении).

Для АЛ удалось сгенерировать только одну
генную подпись, которая содержала один ген с
повышенной экспрессией (EGFR) и два – с по"
ниженной (VAV3 и PIK3C2G) (рис. S9, S10, a в
Приложении). При этом указанная подпись не
давала значимо различающихся значений между
группами (рис. S11, a в Приложении) и не могла
служить значимым биомаркером (рис. S11, b в
Приложении).

Для ПРЛ также была выделена только одна
генная подпись, включающая два гена с пони"
женной экспрессией (HRAS и RELB) из EGFR
Qiagen пути (рис. S10, b в Приложении). Указан"
ная подпись являлась дифференциальной
(p = 1,7 × 10−4; рис. S12, a в Приложении), но не
могла служить надежным биомаркером (AUC
0,675; рис. S12, b в Приложении).

Колоректальный рак. Для колоректального
рака (КРР) оценивали ассоциации с мутациями
гена KRAS (кодоны 12, 13, 59, 61, 117 и 146).
Экспрессия KRAS была значительно выше в му"
тированных образцах (p = 3,8 × 10−6; рис. S13, a в
Приложении), но при этом она являлась недос"
таточно надежным биомаркером (AUC 0,69,
рис. S12, b в Приложении). Значения PAL для
пути EGFR не были дифференциальными и
служили плохими биомаркерами (рис. S14 в
Приложении).

Единственную подпись удалось сконструи"
ровать для пути EGFR Qiagen с двумя активиро"
ванными генами (SHC2 и PRKCG; рис. S15 в
Приложении). Она была дифференциальной
(p = 1,1 × 10−8), но имела плохую прогностичес"
кую значимость (AUC 0,646; рис. S16 в Прило"
жении).
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Рак молочной железы. При РМЖ мы иссле"
довали статус мутации гена PIK3CA. Уровень
экспрессии PIK3CA не различался между мути"
рованными опухолями и опухолями дикого типа
(рис. S17 в Приложении). В то же время нами
была обнаружена статистически значимая акти"
вация пути EGFR Qiagen (но не по версии
Biocarta) в опухолях с мутацией PIK3CA
(p = 1,5 × 10−5; рис. S18, a в Приложении), одна"
ко прогностическая значимость ее была низкой
(рис. S18, b в Приложении).

Для пути EGFR Qiagen удалось сгенериро"
вать подпись, включающую гены с повышенной
регуляцией (FOS и MUC1) и гены с пониженной
регуляцией (PRKCG и ERBB2; рис. S19 в Прило"
жении). Значения для этой генной подписи ока"
зались дифференциальными (p = 1,3 × 10−8), но
имели недостаточную прогностическую значи"
мость (AUC 0,648; рис. S19, b в Приложении).

Результаты описанных исследований обоб"
щены в табл. 2. В целом, среди всех проверен"
ных вариантов только один одновременно отли"
чался достаточной статистической значимостью
по обоим исследованным критериям: диффе"
ренциальности (p = 2,2 × 10−16) и значимости как
биомаркера (AUC 0,809): 7"генная подпись для
мутации BRAF V600E при РЩЖ (рис. 1). Проверка
этой подписи была в дальнейшем подтверждена
на двух независимых наборах экспрессионных
профилей РЩЖ.

Независимая проверка 7Jгенной подписи
BRAF V600E РЩЖ. Для 7"генной подписи оцени"
вали биомаркерную значимость с использова"
нием двух независимых наборов данных с про"
филями РНК"секвенирования для образцов па"
пиллярного подтипа РЩЖ. Один набор данных
ранее был опубликован в работе [28] и включал
в себя 75 образцов дикого типа и 52 мутирован"
ных образца (BRAF V600E). Другой набор данных
включал образцы 27 опухолей дикого типа и
15 мутированных опухолей и был получен нами
экспериментально в настоящем исследовании.

Для проверки подписи были собраны 42 рет"
роспективных гистологически и клинически
охарактеризованных образца РЩЖ (таблица в
Приложении) с установленным для них стату"
сом мутации BRAF V600E, и для них были получе"
ны профили РНК"секвенирования. Биологи"
ческие образцы представляли собой парафини"
зированные блоки опухолевой ткани, содержа"
щие не менее 60% опухолевых клеток. В иссле"
дование были включены 8 пациентов мужского
пола и 34 – женского, возраст которых варьиро"
вал от 11 до 71 года (средний возраст – 45 лет;
таблица в Приложении).

Семигенная подпись продемонстрировала
хорошую биомаркерную значимость для обоих

наборов данных: AUC 0,912, значение p = 
= 3,5 × 10−15 для литературного набора дан"
ных [28] (рис. 2, a, b) и AUC 0,822, p = 3,7 × 10−4 –
для экспериментального набора (рис. 2, c, d).

Таким образом, на основе анализа трех неза"
висимых наборов данных, один из которых был
экспериментальным, мы пришли к выводу, что
7"генная подпись, включающая гены FOS,
RHOB с пониженной экспрессией и гены PS8,
RND3, CAV2, CAV1, MUC1 с повышенной
экспрессией в мутированных опухолях, являет"
ся надежным предсказательным маркером ста"
туса мутации BRAF V600E с использованием дан"
ных РНК"секвенирования.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящем исследовании мы подтвердили
гипотезу о том, что при некоторых видах опухо"
лей активирующие мутации в онкогенах могут
быть статистически достоверно связаны с повы"
шенной экспрессией соответствующих генов.
Например, мутации EGFR были связаны с акти"
вацией этого гена при аденокарциноме легкого
(p = 0,021), мутации KRAS – при колоректаль"
ном раке (p = 4 × 10−6), а мутации BRAF – при
меланоме (p = 1 × 10−7). 

Тем не менее подобных зависимостей не
наблюдалось для тех же классов мутаций при
других опухолях: для EGFR – при плоскоклеточ"
ном раке легкого, для BRAF – при раке щито"
видной железы и для PIK3CA – при раке молоч"
ной железы (табл. 2).

Следует отметить, что продукты генов EGFR,
BRAF, KRAS и PIK3CA образуют основные узлы
молекулярного пути EGFR (рис. 2, a, b), поэто"
му мы поставили задачу впервые сравнить акти"
вацию пути EGFR с соответствующими статуса"
ми онкогенных мутаций. Было обнаружено, что
активация пути EGFR связана с мутацией
BRAF V600E при раке щитовидной железы
(p = 1 × 10−8) и при меланоме (p = 0,006), а также
с активирующими мутациями PIK3CA при раке
молочной железы (p = 2 × 10−5). В то же время
для активирующих мутаций EGFR при раке лег"
кого и для мутаций KRAS при колоректальном
раке связи обнаружено не было (табл. 2).

На уровне значений алгоритмически скон"
струированных генных подписей удалось обна"
ружить значимую связь с мутацией BRAF при ра"
ке щитовидной железы (p < 1 × 10−8) и при мела"
номе (p < 1 × 10−8); с мутацией EGFR – при плос"
коклеточной карциноме легкого (p = 0,0002); с
мутацией KRAS – при колоректальном раке
(p = 1 × 10−8); с мутацией PIK3CA – при раке мо"
лочной железы (p = 1 × 10−9). И только для мута"
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ций EGFR при аденокарциноме легкого связи
обнаружено не было. Таким образом, мы пред"
полагаем, что в целом текущая версия подхода,
основанного на генных подписях, оказалась бо"
лее эффективной в поиске ассоциаций с мутант"
ным статусом, чем другие подходы, протестиро"
ванные в настоящей работе. Среди всех прове"
ренных ассоциаций только 7"генная подпись,
разработанная для мутации BRAF V600E при раке

щитовидной железы, оказалась надежным био"
маркером (AUC 0,809–0,912), что подтвержда"
ется ее валидацией на трех независимых наборах
данных (рис. 2). Интересно, что при этом в тех
же самых наборах сходными были и особеннос"
ти активации пути EGFR (рис. 3).

В двух видах рака (РЩЖ и меланома) мы ре"
конструировали разные генные подписи, свя"
занные с мутацией BRAF V600E. Эти подписи
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Рис. 1. a – Результаты анализа дифференциальной экспрессии генов пути EGFR (Biocarta 1.2 и Qiagen Pathway Central)
между BRAF V600E мутированными и образцами дикого типа РЩЖ из набора данных TCGA; b – значения генной подписи;
c – биомаркерная значимость (ROC AUC) для генной подписи, сформированной из дифференциально экспрессируемых
генов пути Qiagen EGFR



РАЕВСКИЙ и др.

включали в себя 8 генов с пониженной и 8 генов
с усиленной экспрессией при меланоме, 2 гена с
пониженной и 5 генов с повышенной экспрес"
сией при РЩЖ. Между этими двумя подписями
было только одно совпадение по генному соста"
ву: ген FOS с пониженной экспрессией. Это до"
казывает, что одна и та же мутация BRAF V600E при
этих двух видах рака имеет различную молеку"

лярную реализацию даже среди генных продук"
тов пути EGFR. Возможно, эти различия могут
лежать в основе успешной терапии блокаторами
мутантного BRAF при меланоме [47] и отсут"
ствием клинического интереса к ним при
РЩЖ [17].

Клинические подходы на основе метода
РНК"секвенирования в будущем могут стать
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Рис. 2. Валидация 7"генной подписи на литературном (вверху) и экспериментальном (внизу) наборах данных. а, c – Зна"
чения генной подписи; b, d – её биомаркерная значимость (ROC AUC)
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Рис. 3. Усредненный профиль активации пути Qiagen EGFR для образцов BRAF V600E мутированного папиллярного рака
щитовидной железы по наборам данных (a) The Cancer Genome Atlas Thyroid Cancer (TCGA"THCA), (b) исследования
Yoo et al. [28] (PRJEB11591) и (c) экспериментального набора GSE138042 [38]. Гены, включенные в 7"генную подпись для
прогнозирования статуса BRAF V600E при раке щитовидной железы, обведены жирным кружком
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EGFR, BRAF, PIK3CA, and KRAS genes play major roles in EGFR pathway, and accommodate activating mutations
that predict response to many targeted therapeutics. However, connections between these mutations and EGFR path"
way expression patterns remain unexplored. Here, we investigated transcriptomic associations with these activating
mutations in three ways. First, we compared expressions of these genes in the mutant and wild type tumors, respec"
tively, using RNA sequencing profiles from The Cancer Genome Atlas project database (n = 3660). Second, muta"
tions were associated with the activation level of EGFR pathway. Third, they were associated with the gene signatures
of differentially expressed genes from these pathways between the mutant and wild type tumors. We found that the
upregulated EGFR pathway was linked with mutations in the BRAF (thyroid cancer, melanoma) and PIK3CA (breast
cancer) genes. Gene signatures were associated with BRAF (thyroid cancer, melanoma), EGFR (squamous cell lung
cancer), KRAS (colorectal cancer), and PIK3CA (breast cancer) mutations. However, only for the BRAF gene signa"
ture in the thyroid cancer we observed strong biomarker diagnostic capacity with AUC > 0.7 (0.809). Next, we vali"
dated this signature on the independent literature"based dataset (n = 127, fresh"frozen tissue samples, AUC 0.912),
and on the experimental dataset (n = 42, formalin fixed, paraffin embedded tissue samples, AUC 0.822). Our results
suggest that the RNA sequencing profiles can be used for robust identification of the replacement of Valine at posi"
tion 600 with Glutamic acid in the BRAF gene in the papillary subtype of thyroid cancer, and evidence that the spe"
cific gene expression levels could provide information about the driver carcinogenic mutations.
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