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Генетическая предрасположенность является одним из основных факторов риска развития рака
молочной железы (РМЖ) и рака яичников (РЯ). Нами был проведен анализ эпидемиологии мута-
ций в генах BRCA1 и BRCA2 в российской популяции и проанализирована отечественная и между-
народная клиническая практика молекулярно-генетического тестирования пациентов с РМЖ
и/или РЯ на наличие мутаций в генах BRCA1 и BRCA2. Эффективность выявления мутаций во мно-
гом зависит от выбранной технологии молекулярно-генетического тестирования (МГТ). Наиболее
распространенными в российской популяции BRCA-мутациями являются 5382insC, 4153delA,
185delAG, 300T>G (в гене BRCA1) и 6174delT (в гене BRCA2). Сравнение отечественных и зарубеж-
ных клинических рекомендаций показало, что область применения результатов МГТ на BRCA-му-
тации в международной клинической практике шире, чем в российской. Важным вопросом для
клинической практики является выбор технологии МГТ. Основным преимуществом технологии
NGS является возможность определения мутации в любой части генов BRCA1/2.
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В Российской Федерации в 2018 г. число случа-
ев впервые выявленного рака молочной железы
(РМЖ) составило 64544, при этом в 26.5% случа-
ев была диагностирована I стадия заболевания, в
44.7% случаев – II стадия, в 20.6% случаев – III
стадия и в 7.8% – IV стадия. Летальность на пер-
вом году жизни с момента постановки диагноза
составила 5.8%. На учете в онкологических учре-
ждениях на конец 2018 г. находились 692297 па-
циентов, при этом 60.9% из них находились на
учете от 5 лет и более [1]. Заболеваемость РМЖ у
женщин в 2018 г. в стандартизированных показа-
телях составила 51.63 случай на 100 тыс. населе-
ния, а среднегодовой темп прироста с 2008 по
2018 год составил 1.97. Смертность от РМЖ среди
женщин в 2017 г. в стандартизированных показа-
телях составила 14.02 случаев на 100 тыс. населе-
ния [2]. Число случаев впервые выявленного рака

яичников (РЯ) составило 13701, при этом в 27.8%
случаев была диагностирована I стадия заболева-
ния, в 12.5% случаев – II стадия, в 38.0% случаев –
III стадия и в 20.0% – IV стадия. Летальность на
первом году жизни с момента постановки диагно-
за составила 20.3%. На учете в онкологических
учреждениях на конец 2018 г. находились 111915
пациентов, при этом 62.1% из них находились на
учете от 5 лет и более [1]. Заболеваемость РЯ у
женщин в 2018 г. в стандартизированных показа-
телях составила 11.14 случаев на 100 тыс. населе-
ния, а среднегодовой темп прироста с 2008 по
2018 год составил 0.45. Смертность от РЯ среди
женщин в 2018 г. в стандартизированных показа-
телях составила 4.92 случаев на 100 тыс. населе-
ния [2]. В структуре онкологической заболевае-
мости среди обоих полов РМЖ занимает второе
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место и составляет 11.4%, при этом на рак яични-
ков приходится доля 2.3% [2].

Генетическая предрасположенность является
одним из основных факторов риска развития
РМЖ и РЯ [3]. От 5 до 10% случаев РМЖ и от 10
до 15% случаев РЯ (особенно высокой степени
злокачественности) являются наследственными
[4]. Наследственный РМЖ связан с нарушениями
в генах репарации ДНК различной степени пене-
трантности. Мутации в генах BRCA1/2 характеризу-
ются высокой пенетрантностью и обусловливают
20–50% наследственных форм РМЖ и до 90–95%
наследственных форм РЯ у женщин, а также 4–40%
РМЖ у мужчин. Помимо РМЖ и РЯ, у носителей
мутаций в генах BRCA1/2 может развиваться рак
фаллопиевых труб, рак желудка, рак простаты и
рак поджелудочной железы [4].

Гены BRCA1 и BRCA2 кодируют аминокислот-
ные последовательности ядерных белков, кото-
рые участвуют в регуляции репарации поврежде-
ний ДНК и размножения клеток. Мутации генов
BRCA1 и BRCA2 приводят к хромосомной неста-
бильности и злокачественной трансформации
клеток молочной железы, яичников и других ор-
ганов [5].

По данным зарубежной статистики, средние
кумулятивные риски для носителей мутаций в ге-
не BRCA1 в возрасте 70 лет составляют 57–65% в
случае РМЖ и 39–40% – в случае РЯ. Риск развития
РМЖ у носителей мутаций в гене BRCA2 составляет
45–49%, тогда как риск РЯ не превышает 11–18%
[6]. Во многих популяциях наблюдается так назы-
ваемый эффект основателя (“founder” эффект),
который представляет собой преобладание не-
скольких мутаций в генах BRCA1 и BRCA2, специ-
фичных для этнической группы. Выявление широ-
ко распространенных мутаций в генах BRCA1/2, ха-
рактерных для определенной популяции, лежит в
основе внедрения соответствующих молекуляр-
ных скрининговых программ и оптимизации ге-
нетического тестирования [3]. Таким образом,
важным аспектом оценки распространенности
мутаций в генах BRCA1/2 является обнаружение
эффекта основателя для определенных этниче-
ских групп населения.

Взаимосвязь между наличием мутаций в генах
BRCA1/2 и риском развития наследственного
синдрома РМЖ/РЯ свидетельствует о возможности
использования результатов молекулярно-генетиче-
ского тестирования (МГТ) на наличие данных мута-
ций для выявления носителей BRCA-мутации до
развития заболевания и проведения ранней профи-
лактики и мониторинга их состояния. Кроме того,
выявление мутаций в генах BRCA1/2 у пациентов
или родственников пациентов с РМЖ/РЯ необ-
ходимо для формирования специфического под-
хода к ведению таких пациентов, в частности вы-
бор методов диагностики и назначение таргетной

терапии ингибиторами поли(АДФ-рибоза)-по-
лимеразы (англ. poly (ADP-ribose) polymerase in-
hibitors, PARP inhibitors, PARP-ингибиторы) [7].

В настоящий момент в практике МГТ распро-
странение получили методы секвенирования но-
вого поколения (англ. Next Generation Sequencing,
NGS), благодаря которым стало возможно быстро и
с меньшими финансовыми затратами анализиро-
вать множество участков генома одновременно, а
также всю последовательность ДНК (весь геном).
Данные технологии также нашли свое применение в
определении клинически значимых последователь-
ностей ДНК (таргетное NGS), в том числе и экзонов
генов BRCA1/2. Каждый метод обладает рядом пре-
имуществ и ограничений, однако актуальным оста-
ется вопрос о возможности нахождения патологиче-
ских мутаций в любом месте гена с учетом этниче-
ских различий, а также о вероятности наличия
новых патологических мутаций, что может приве-
сти к ложноотрицательным результатам тестиро-
вания при использовании традиционных техно-
логий секвенирования [8, 9].

ЭПИДЕМИОЛОГИЯ МУТАЦИЙ В ГЕНАХ 
BRCA1 И BRCA2 В РОССИЙСКОЙ 

ПОПУЛЯЦИИ
С целью оценки распространенности мутаций

в генах BRCA1/2 в российской популяции паци-
ентов со злокачественными новообразованиями
яичников и молочной железы был проведен по-
иск эпидемиологических исследований, в ре-
зультате которого были найдены 16 эпидемиоло-
гических исследований, посвященных оценке
распространенности мутаций в генах BRCA1/2 в
российской популяции пациентов со злокаче-
ственными новообразованиями молочной желе-
зы, и 11 эпидемиологических исследований в рос-
сийской популяции пациентов со злокачествен-
ными новообразованиями яичников.

Согласно результатам найденных исследова-
ний, частота встречаемости мутаций в генах
BRCA1/2 у пациентов с РМЖ в российской попу-
ляции составляет от 0.1 до 25.6% [10–22]. При
этом мутации в гене BRCA1 возникают с частотой
от 2.02 до 25.6% [10–22], а в гене BRCA2 – от 0.1 до
0.5% [10, 15, 17, 19–21]. Частота встречаемости
мутаций в генах BRCA1/2 у пациентов с РЯ в рос-
сийской популяции составляет от 0.3 до 35% [15,
23–30]. При этом частота встречаемости мутации
в гене BRCA1 составила от 10.29 до 27% [15, 23–
30], а в гене BRCA2 – от 0.3 до 8% [15, 23–25, 27,
30]. Стоит отметить, что согласно результатам ис-
следования О. Федоровой и др. [28] у пациентов с
первично-множественными злокачественными
новообразованиями (ЗНО) с повреждением яич-
ников частота встречаемости мутаций в генах
BRCA1/2 составила 52.63%, при этом мутации в
гене BRCA2 отсутствовали (рис. 1). Таким образом,
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в структуре частоты встречаемости мутаций в ге-
нах BRCA1/2 для российской популяции пациен-
тов с РМЖ преобладают мутации в гене BRCA1.

По результатам проведенного обзора распро-
страненности мутаций в генах BRCA1/2 у пациентов
со злокачественными новообразованиями яичника
и молочной железы наиболее распространенными
мутациями в российской популяции являются му-
тации в гене BRCA1 5382insC, 4153delA, 185delAG и
300T>G (рис. 2 и 3). Мутации в гене BRCA2 встре-
чаются реже, чем в гене BRCA1, при этом наибо-
лее распространенной мутацией в гене BRCA2 яв-
ляется 6174delT. Полученные в результате анализа
публикаций исследований выводы о преобладаю-
щей распространенности мутации 5382insC в гене
BRCA1 соотносятся с данными, полученными в ис-
следованиях, оценивающих распространенность
BRCA-мутаций в странах Восточной Европы [31–
33].

Несмотря на наличие исследований, в кото-
рых оценивалась распространенность мутаций в
генах BRCA1/2 для российской популяции паци-
ентов и были выявлены мутации с эффектом ос-
нователя, данные о статистически значимых до-
казательствах в корреляции этих мутаций и пред-
расположенности к наследственному синдрому
РМЖ/РЯ отсутствовали.

С точки зрения диагностики важным является
обнаружение так называемых мутаций с эффек-
том основателя, специфических для различных
этнических популяций. Однако с учетом этниче-
ского разнообразия населения России и ограни-
ченности исследований, посвященных данному
вопросу, актуальным является проведение мас-

штабных эпидемиологических исследований с
целью более полной оценки распространенности
данных мутаций среди населения, а также выяв-
ления диагностически значимых мутаций.

ОТЕЧЕСТВЕННАЯ И МЕЖДУНАРОДНАЯ 
КЛИНИЧЕСКАЯ ПРАКТИКА 

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКОГО 
ТЕСТИРОВАНИЯ ПАЦИЕНТОВ С РМЖ 

И/ИЛИ РЯ НА НАЛИЧИЕ МУТАЦИЙ
В ГЕНАХ BRCA1 И BRCA2

С целью анализа степени внедрения молеку-
лярно-генетического тестирования пациентов с
РМЖ/РЯ на наличие мутаций в генах BRCA1/2 в
отечественную и международную клиническую
практику, а также области применения их резуль-
татов, был проведен поиск российских и зарубеж-
ных клинических рекомендаций по диагностике
и лечению пациентов с РМЖ/РЯ. Поиск россий-
ских клинических рекомендаций проводился в
рубрикаторе клинических рекомендаций Мин-
здрава России http://cr.rosminzdrav.ru, а также в
сети интернет. В обзор включались публикации
российских клинических рекомендаций по диа-
гностике и лечению пациентов с РМЖ или РЯ.
Поиск зарубежных клинических рекомендаций
по диагностике и лечению РМЖ и РЯ проводился
в библиографической базе данных Medline (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), ряде других баз
данных и на сайтах ассоциаций (Международной
сети клинических рекомендаций, Женевского
фонда медицинского образования и исследова-
ний, Национального института охраны здоровья

Рис. 1. Частота встречаемости мутаций в генах BRCA1/2 у пациентов с РМЖ и РЯ в российской популяции [10–30].
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и совершенствования медицинской помощи, Ев-
ропейского общества медицинской онкологии,
Американского общества клинической онколо-
гии). Временной диапазон поиска был не ограни-
чен. Дата осуществления поиска: 30.04.2019. В об-
зор включались актуальные (действующие) вер-

сии клинических рекомендаций по диагностике и
лечению РМЖ и/или РЯ на английском языке, в
которых был проведен контекстный поиск по
ключевым словам (“BRCA”, “genetic mutation”,
“genetic testing, genetic counsel”), с целью отбора
публикаций, содержащих рекомендацию об обя-

Рис. 2. Частота встречаемости определенных мутаций в генах BRCA1 и BRCA2 у пациентов с РМЖ в российской попу-
ляции [10, 12–22, 34–37].
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Рис. 3. Частота встречаемости определенных мутаций в генах BRCA1 и BRCA2 у пациентов с РЯ в российской популя-
ции [15, 23–30, 38–40].
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зательном проведении МГТ пациентов на нали-
чие мутаций в генах BRCA1/2, а также информа-
ции о влиянии BRCA-статуса на дальнейшую так-
тику лечения.

Всего в результате поиска было найдено пять
публикаций российских клинических рекомен-
даций по диагностике и лечению РМЖ и РЯ [41–
45]. В рамках лабораторной диагностики РМЖ ре-
комендовано проведение консультации медицин-
ского генетика и молекулярно-генетического те-
стирования на наличие мутаций в генах BRCA1/2 у
ограниченной группы пациентов, соответствую-
щих определенным критериям. Информация о
влиянии BRCA-статуса на дальнейшую тактику
ведения пациентов с РМЖ отсутствует. В рамках
лабораторной диагностики РЯ рекомендовано
проведение генетического консультирования и
МГТ на наличие мутаций в генах BRCA1/2 у под-
группы пациентов с серозной и эндометриоидной
карциномой высокой степени злокачественности.
При этом положительный BRCA-статус влияет на
ведение данных пациентов, в частности в случае
платиночувствительного рецидива заболевания
им рекомендовано назначение таргетного препа-
рата олапариба.

В результате проведенного поиска также было
найдено 763 публикации зарубежных клиниче-
ских рекомендаций по диагностике и лечению
РМЖ и/или РЯ, при этом по результатам допол-
нительного контекстного поиска в данный обзор
были включены 19 актуальных публикаций зару-
бежных клинических рекомендаций [46–64]. В
рамках лабораторной диагностики РМЖ при со-
ответствии пациентов определенным критериям
рекомендуется проведение генетического кон-
сультирования и МГТ на наличие мутаций в генах
BRCA1/2, при этом BRCA-статус влияет на даль-
нейшую тактику ведения пациенток. В частности,
рекомендуется назначение таргетного препарата
олапариб пациенткам с BRCA-ассоциированным
тройным негативным РМЖ, с BRCA-ассоцииро-
ванным метастатическим и BRCA-ассоциирован-
ным распространенным РМЖ. По сравнению с
российскими клиническими рекомендациями
критерии для назначения и проведения генетиче-
ского консультирования и МГТ представлены бо-
лее широко.

В рамках лабораторной диагностики РЯ в не-
которых зарубежных клинических рекомендаци-
ях рекомендовано проведение генетического
консультирования и МГТ на наличие мутаций в
генах BRCA1/2 в более широкой группе пациентов,
например в клинических рекомендациях, разрабо-
танных Шотландской межуниверситетской сетью
по клиническим рекомендациям, проведение МГТ
рекомендовано всем пациентам с РЯ, раком маточ-
ных труб и первичным раком брюшины. Однако в
некоторых клинических рекомендациях проведе-

ние тестирования, так же, как и в российских, по-
казано узкой группе пациентов с серозными и эн-
дометриоидными карциномами высокой степени
злокачественности. При этом как в российских,
так и в зарубежных клинических рекомендациях
положительный BRCA-статус влияет на ведение
данных пациентов, в частности в случае рецидива
заболевания им рекомендовано назначение тар-
гетного препарата олапариб или нирапариб (по-
следний упоминается только в зарубежных кли-
нических рекомендациях).

По результатам анализа отечественных и зару-
бежных клинических рекомендаций, а также не-
скольких отечественных статей, посвященных
проблемам профилактики развития РМЖ/РЯ, в
настоящее время в странах Европы и США сфор-
мирован комплексный подход к выявлению груп-
пы пациентов (мужчин и женщин) с высоким
риском развития наследственного РМЖ/РЯ на
основании их BRCA-статуса, их дальнейшему мо-
ниторингу и проведению профилактики развития
злокачественных новообразований. При этом в
России в рамках существующих клинических ре-
комендаций отсутствуют упоминания о необхо-
димости проведения МГТ родственников паци-
ентов с BRCA-ассоциированным РМЖ. В случае
РЯ данная рекомендация существует, однако от-
сутствует информация о дальнейших мерах мо-
ниторинга и профилактики.

Это свидетельствует об актуальности вопроса
раннего мониторинга и профилактики лиц высо-
кого риска в российской клинической практике
и потребности в формировании единообразных
принципов и подходов к реализации данных мер.

НОВЫЕ ТЕХНОЛОГИИ ПРОВЕДЕНИЯ 
МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКОГО 

ТЕСТИРОВАНИЯ
Следует отметить, что одним из главных фак-

торов, влияющих на частоту выявляемых мута-
ций, являются критерии направления пациентов
на генетическое тестирование. При этом эффек-
тивность выявления мутаций как с эпидемиоло-
гической, так и с клинической точки зрения, в
свою очередь, во многом зависит от выбранной
технологии МГТ. Так, в случае мутаций в генах
BRCA необходимо учитывать большой размер ге-
нов – размер гена BRCA2 более чем в 2 раза боль-
ше гена BRCA1, при этом мутации в обоих генах
могут быть расположены по всей их длине. Сле-
довательно, чтобы точно определить, существует
ли мутация в генах BRCA1/2, поиска конкретных
мутаций может быть недостаточно (таргетное се-
квенирование), в таком случае их необходимо се-
квенировать полностью [9]. Выбор метода МГТ
является важным этапом при проведении диагно-
стики пациентов, так как достоверность получен-
ного результата влияет на дальнейший сценарий
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терапии или выбор мер профилактики. Истинно
положительные результаты МГТ пациентов с се-
мейным анамнезом или родственников носите-
лей мутации в генах BRCA1/2 указывают на то,
что в гене была идентифицирована патогенная
или потенциально патогенная мутация. При этом
отрицательные результаты означают, что у чело-
века был отрицательный результат теста на нали-
чие патогенной мутации, которая, как известно,
присутствует в его семье. В таких случаях считает-
ся, что риск РМЖ и/или РЯ снижается до уровня
населения в целом. Неинформативные результа-
ты возникают, когда МГТ пробанда не выявляет
наличия патогенной мутации. Данные результаты,
которые также включают как отсутствие обнаруже-
ния патогенной мутации (ложноотрицательные),
так и обнаружение мутации неизвестного клиниче-
ского значения, являются неоднозначными, по-
скольку в таких случаях нельзя исключать наслед-
ственный характер заболевания или наследствен-
ный риск его возникновения [9].

Выделяют несколько основных причин воз-
никновения ложноотрицательных результатов
при МГТ на наличие мутации в генах BRCA1/2 [9]:
возникновение заболевания у родственника но-
сило случайный характер (спорадическая форма
заболевания); мутация расположена в регулятор-
ной части гена (около 5–10% мутаций BRCA1 и
BRCA2, по-видимому, происходят в регуляторной
части гена, и они не обнаруживаются при обыч-
ном секвенировании генов); технические ограни-
чения технологии МГТ (например, методы, исполь-
зуемые для поиска мутаций) обычно фокусируются
на геномной ДНК и основаны на амплификации
(полимеразной цепной реакции, ПЦР) и позволя-
ют обнаруживать изменения последовательно-
сти, такие как точечные мутации, небольшие де-
леции и вставки, при этом обнаружить потерю ча-
стичных или полных экзонов данными методами
невозможно, так как присутствие гомологичного
нормального аллеля приводит к положительному
результату ПЦР.

В настоящее время активное распространение
получили технологии МГТ, основанные на но-
вых поколениях методов анализа нуклеотидной
последовательности ДНК, т.е. на методах секве-
нирования [65]. Все методы секвенирования,
появившиеся после первого поколения, называ-
ются секвенированием нового поколения или
технологиями NGS (англ. new generation sequenc-
ing) [66]. NGS позволяет выявлять не только мута-
ции BRCA1/2, но и другие мутации, ассоцииро-
ванные с наследственным РМЖ и/или РЯ.

Всего выделяют три основных поколения тех-
нологий секвенирования ДНК: 1) первое поко-
ление: секвенирование по Сэнгеру (англ. Sanger
sequencing), секвенирование по методу Макса-
ма–Гилберта (англ. Maxam–Gilbert sequencing);

2) второе поколение (массовое параллельное
консенсусное секвенирование): пиросеквениро-
вание (англ. pyrosequencing), синтез с обратимой
терминацией (англ. reversible termination), секве-
нирование через лигирование (англ. ligation),
ионное полупроводниковое секвенирование (англ.
ion semiconductor sequencing); 3) третье поколение
(массовое параллельное одномолекулярное се-
квенирование): одномолекулярное секвенирование
в режиме реального времени (англ. single molecule
real time sequencing, SMRT), нанопоровое секве-
нирование (англ. nanopore sequencing).

Выделяют следующие области применения
платформ NGS в научно-исследовательской
практике [67]:
− определение последовательности всей ДНК –
полногеномное секвенирование (англ. whole-ge-
nome sequencing, WGS);
− таргетное секвенирование:

• определение последовательности белок-ко-
дирующих участков генома – полноэкзомное се-
квенирование (англ. whole-exome sequencing,
WES);

• определение последовательности интересу-
ющих генов (сюда относятся многие коммерче-
ские решения – от “клинических экзомов”,
включающих около 5000 медицински значимых
генов, до малых таргетных панелей, анализирую-
щих 1–3 гена);
− секвенирование транскриптома – РНК-секве-
нирование (RNA-seq), которое часто использует-
ся в онкологии для классификации опухолей, на-
хождения неоантигенов, поиска новых химерных
генов и т.д.

В клинической практике технологии NGS яв-
ляются эффективным методом поиска новых и
редких соматических мутаций. Полногеномное,
полноэкзомное и даже таргетное секвенирование
(с использованием мультигенных таргетных гене-
тических панелей) могут быть использованы для
поиска новых генетических аберраций и связан-
ных с ними потенциальных терапевтических ми-
шеней для различных локализаций злокачествен-
ных опухолей. При этом секвенирование нового
поколения позволяет обнаружить редкие генетиче-
ские варианты и протестировать одновременно
большое число генов предрасположенности (MLH1,
MSH2, TP53, CHEK2, PALB2, PTEN, NBS1, ATM,
BRIP1, RAD50, BLM, FGFR2), ассоциированных
с повышенным риском развития РМЖ и/или РЯ,
на наличие в них клинически значимых мутаций
в короткие сроки, в отличие от традиционных мо-
лекулярно-генетических методов (первого поко-
ления) [3, 68].

К секвенированию первого поколения отно-
сится метод ферментативного секвенирования по
Сэнгеру (метод “обрыва” цепи или метод терми-
нантов). Он основан на использовании радиоак-
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тивно меченных нуклеотидов и ДНК-полимеразы
(фрагмента Кленова ДНК-полимеразы I) и в насто-
ящее время является “золотым” стандартом секве-
нирования. Основными преимуществами данного
метода являются дешевизна (в случае секвенирова-
ния небольшого участка ДНК и небольшого чис-
ла образцов), точность и простота автоматиза-
ции. При этом он обладает рядом недостатков:
трудность прочтения длинных последовательно-
стей, состоящих из одного вида нуклеотидов;
ограниченная способность обрабатывать и ана-
лизировать частоты аллелей; сборка de novo ко-
ротких ридов, содержащих повторы, невозможна
без использования физических карт высокого
разрешения; трудоемкий протокол; низкая про-
изводительность (ограниченный объем и ско-
рость секвенирования); дороговизна (в случае
большого участка ДНК – за счет стоимости одной
килобазы) [69–71]. Метод секвенирования Мак-
сама–Гилберта также относится к первому поко-
лению, однако основан на химическом гидролизе
меченого фрагмента ДНК (только по одному кон-
цу) под действием специфических реагентов и
применим к фрагментам ДНК до 250 нуклеоти-
дов. Особенностью данного метода является от-
сутствие этапа амплификации. При этом одним
из основных его недостатков является использо-
вание токсичных и радиоактивных химических
веществ, в связи с чем данный метод не получил
широкого распространения [66].

Ко второму поколению относятся секвениру-
ющие платформы массового параллельного кон-
сенсусного секвенирования, основанные на прин-
ципе дробного секвенирования (англ. shotgun se-
quencing) и позволяющие секвенировать большое
количество молекул ДНК одновременно. В целом
такие технологии секвенирования основаны на
процессе определения последовательности нук-
леотидов в геномной ДНК или в совокупности
информационных РНК (транскриптоме) с помо-
щью амплификации множества коротких участ-
ков генов. Это разнообразие генных фрагментов
охватывает всю совокупность целевых генов или,
при необходимости, весь геном (или транскрип-
том как совокупность молекул РНК). Для данных
методов характерны многие черты секвенирова-
ния по Сэнгеру, например, в них используются
полимеразы для синтеза, модифицированные
нуклеотиды и флуоресцентное детектирование.
Кроме того, они включают этап амплификации
ДНК (клонирования) с образованием кластеров
идентичной ДНК с высокой плотностью перед
секвенированием. Отличием от метода Сэнгера
является то, что в нем реакция секвенирования
происходит в жидкой фазе, в то время как в плат-
формах второго поколения молекулы ДНК связаны
с твердой поверхностью, на которой происходят
амплификация и секвенирование. Производитель-
ность таких платформ позволяет генерировать от

500 миллионов до миллиарда пар оснований за
один прогон, что позволяет установить присут-
ствие сотен и тысяч генных мутаций или вариан-
тов в исследуемых клетках за относительно ко-
роткий период времени (от нескольких часов до
нескольких суток) [3, 6, 8–10].

Основными этапами, характерными для всех
технологий секвенирования второго поколения,
являются [10, 11]: 1) подготовка библиотеки (фраг-
ментирование ДНК или мРНК до 300–500 нук-
леотидных пар, лигирование (присоединение)
сиквенсовых адаптеров (синтезированные олиго-
нуклеотиды с известной последовательностью);
2) амплификация (клонирование этих коротких
последовательностей посредством большого чис-
ла специфических ДНК-зондов и с применением
мультиплексной ПЦР); 3) высокопроизводитель-
ное прочтение нуклеотидных последовательно-
стей генных фрагментов (секвенирование и ана-
лиз данных).

Основными преимуществами технологий се-
квенирования второго поколения являются [66]:
осуществление миллионов коротких операций
чтения параллельно; большая скорость секвени-
рования по сравнению с первым поколением;
низкая стоимость секвенирования.

Пиросеквенирование
Пиросеквенирование основано на методике

секвенирования с помощью синтеза (англ. se-
quencing-by-synthesis technique, SBS), однако вместо
измерения растущей цепи ДНК в данном методе
проводится обнаружение побочного продукта ре-
акции синтеза для контроля включения меченых
оснований [72]. В первую очередь, молекулы ДНК
гибридизируются на специальных шариках (твер-
дая фаза), количество которых должно быть до-
статочным для того, чтобы одна молекула ДНК свя-
зывалась с одной гранулой. Иммобилизированные
фрагменты ДНК далее подвергаются амплифика-
ции с помощью эмульсионной ПЦР. Реакция се-
квенирования начинается с добавления универ-
сального праймера, ДНК-полимеразы и одного
из четырех нуклеотидов. При внедрении первого
добавленного нуклеотида ДНК-полимеразой в
растущую цепь ДНК высвобождается неоргани-
ческий фосфат-ион, который, в свою очередь,
инициирует ферментативную каскадную реак-
цию (с ферментами АТФ-сульфурилазой и люци-
феразой), которая приводит к выбросу вспышки
света (хемилюминесцентного сигнала). Излучае-
мый световой сигнал детектируется CCD-каме-
рой и пропорционален количеству добавленных
идентичных нуклеотидов. Избыток нуклеотида
затем смывают и добавляют следующий, соответ-
ствующий другому основанию, после чего цикл
повторяется. Добавление нуклеотидов по отдель-
ности и последовательно позволяет соотнести хе-
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милюминесцентный сигнал с конкретным нук-
леотидом. Вся пластинка визуализируется после
добавления каждого нуклеотида, что позволяет
регистрировать местоположение и интенсив-
ность генерируемого света. Затем данные анали-
зируются для создания последовательности чте-
ния [72].

Основным недостатком пиросеквенирования
являются трудности в секвенировании отрезков
идентичных нуклеотидов (гомополимерных обла-
стей) длиннее пяти нуклеотидов, это связано с тем,
что идентификация размера гомополимеров долж-
на осуществляться по интенсивности света, испус-
каемого пиросеквенированием. Однако сигналы
слишком высокой или слишком низкой интен-
сивности приводят к занижению или завышению
числа нуклеотидов, что вызывает ошибки иден-
тификации нуклеотидов [3, 8].

Синтез с обратимой терминацией

Данный метод, так же как и пиросеквенирова-
ние, относится к типу секвенирования с помощью
синтеза (SBS) и включает в себя три основных эта-
па. На первом этапе проводится фрагментация мо-
лекул ДНК на случайные последовательности,
после чего с обоих концов полученных фрагмен-
тов лигируются адаптеры. Затем адаптеры при-
крепляются к соответствующим комплементар-
ным праймерам, закрепленным на специальной
пластине. На втором этапе каждый прикреплен-
ный фрагмент амплифицируется с помощью твер-
дофазной ПЦР (“мостиковая” амплификация). В
результате образуется набор копий каждого кон-
кретного фрагмента – кластер, содержащий около
миллиона копий. На последнем этапе проводится
определение нуклеотидной последовательности
фрагментов ДНК. Для этого добавляются четыре
модифицированных нуклеотида (с флуоресцентной
меткой), секвенирующие праймеры и ДНК-поли-
мераза. Праймеры гибридизируются с фрагментами
ДНК, после чего с помощью ДНК-полимеразы они
удлиняются за счет модифицированных нуклеоти-
дов. Далее кластеры подвергаются воздействию
лазера для испускания светового сигнала, специ-
фичного для каждого нуклеотида, который улав-
ливается CCD-камерой [3, 9].

К преимуществам метода относятся высокая
точность, универсальность, доступность программ-
ного обеспечения для обработки и анализа результа-
тов, а также наименьшая цена получаемых дан-
ных (в расчете на нуклеотид).

Одним из основных недостатков данного ме-
тода является высокое требование к контролю за-
грузки образцов, поскольку перегрузка может
привести к перекрытию кластеров и низкому каче-
ству секвенирования. Общая частота ошибок этой
технологии секвенирования составляет около 1%.

Кроме того, к недостаткам относятся: высокая це-
на реагентов, проблемы с секвенированием мат-
риц с низкой сложностью и большая длитель-
ность прогона [4, 12].

Секвенирование через лигирование

В основе данного метода, в отличие от преды-
дущих, лежит не реакция ДНК синтеза, а лигиро-
вание нуклеотидных зондов с флуоресцентными
метками, что позволяет устанавливать последова-
тельность матричной цепи ДНК, состоящей из
двух нуклеотидов одновременно. Первым этапом
является фрагментация матричной цепи ДНК на
короткие последовательности с последующем ле-
гированием нуклеотидных адаптеров двух типов.
После чего происходит иммобилизация одноце-
почечных фрагментов на твердых шариках, кото-
рая происходит с помощью отжига праймера (об-
разования дуплексных комплексов адаптеров и
комплементарных им праймеров, расположен-
ных на шарике) с последующей амплификацией
фрагментов ДНК методом эмульсионной ПЦР.
Секвенирование осуществляется с помощью ли-
гирования восьми-нуклеотидных зондов с флуо-
ресцентной меткой, у которых первые два основа-
ния используются для определения нуклеотидной
последовательности фрагмента, а остальные шесть
являются вырожденными. Присоединение зонда
осуществляется с помощью ДНК-лигазы, после че-
го избыточные праймеры вымываются и регистри-
руется флуоресцентный сигнал. Затем три основа-
ния праймера с прикрепленной меткой удаляются и
процесс повторяется многократно в рамках одного
цикла. После этого синтезированная цепь дена-
турируется и проводится еще несколько циклов
секвенирования (всего 5), при этом в каждом по-
следующем используется праймер, укороченный
на одно основание. Таким образом, нуклеотид-
ная последовательность матричной ДНК преоб-
разуется в последовательность флуоресцентных
сигналов [3, 6, 8, 9].

Недостатком данного метода является вероят-
ность возникновения ошибок секвенирования, в
частности наиболее характерными ошибками для
данного метода являются замены. Риск возникно-
вения ошибок при использовании данного метода
может быть связан со следующими факторами [70]:
иммобилизация на одном шарике смешанных
фрагментов ДНК, а не уникальных (снижение ка-
чества проводимых реакций, а также фильтрации
данных); маленькое расстояние между шариками
(ошибки прочтения); снижение интенсивности
сигнала и проблемы с удалением флуоресцент-
ных меток (увеличение количества ошибок по
мере проведения циклов).
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Ионное полупроводниковое секвенирование

В отличие от всех описанных выше методов
второго поколения, использующих оптический
способ обнаружения для расшифровки последо-
вательности ДНК, данный метод предполагает
использование электрического детектирования.
Принцип ионного полупроводникового секвени-
рования похож на пиросеквенирование, однако в
отличие от него не предполагает использования
нуклеотидов с флуоресцентной меткой. Общими
стадиями являются: фрагментация матричной
ДНК, лигирование олигонуклеотидных адапте-
ров, амплификация на шариках с помощью
эмульсионной ПЦР. Присоединение праймеров
с помощью ДНК-полимеразы в процессе секве-
нирования сопровождается выделением иона во-
дорода, присутствие которого фиксируется спе-
циальными датчиками и преобразовывается в
электрический сигнал [4, 9].

Преимуществами данного метода являются
большая длина ридов, по сравнению с другими
методами, и быстрота секвенирования (от 2 до 8 ч),
а также относительно низкая цена за запуск. При
этом основными недостатками являются слож-
ность интерпретации гомополимерных последо-
вательностей (более 6 пн), что приводит к ошибке
вставки и удаления независимо от нелинейного
электрического ответа, а также низкая произво-
дительность [66].

Методы массового параллельного консенсус-
ного секвенирования основаны на разных мето-
диках с точки зрения биохимии, однако они име-
ют много общего. Этапы подготовки библиотеки
начинаются со случайной фрагментации ДНК с
последующим лигированием платформо-специ-
фических адаптеров на конце каждого фрагмента.
Эти адаптеры затем используются для амплифи-
кации фрагмента на твердой поверхности с помо-
щью ДНК-полимеразы. Продукты амплифика-
ции пространственно сгруппированы на матрице
перед началом секвенирования. Процесс рас-
шифровки нуклеотидной последовательности
ДНК выполняется с помощью нескольких этапов
сбора биохимических и флуоресцентных сигна-
лов, полученных в результате секвенирования.
Только системы, основанные на методе ионного
полупроводникового секвенирования, используют
электрический метод обнаружения. Все платформы
второго поколения также имеют возможность счи-
тывать оба конца фрагмента ДНК. Методы секве-
нирования второго поколения способны рас-
шифровывать в несколько раз больше данных,
чем традиционное секвенирование по Сэнгеру.
Технологии массового параллельного секвениро-
вания позволяют одновременно определять нук-
леотидные последовательности множества раз-
личных нитей ДНК при осуществлении процессов

синтеза или лигирования ДНК, что обеспечивает
чтение миллиардов нуклеотидов в день [73].

К секвенированию третьего поколения отно-
сятся методы массового параллельного одномо-
лекулярного секвенирования, позволяющие из-
бежать амплификации матрицы ДНК до процесса
секвенирования. Целью данных технологий явля-
ется последовательность отдельных молекул ДНК,
предпочтительно в режиме реального времени.
Потенциальными преимуществами использова-
ния одномолекулярного секвенирования являют-
ся [73]: минимальное количество требуемой ис-
ходной ДНК; отсутствие риска возникновения
ошибок при амплификации; асинхронный син-
тез; быстрота выполнения работы; способность
исследовать характеристики отдельных молекул
ДНК.

Одномолекулярное секвенирование
в режиме реального времени

Принцип данной технологии заключается в
одномолекулярном секвенировании в режиме ре-
ального времени с использованием нуклеотидов с
флуоресцентными метками. При этом, в отличие
от методов предыдущего поколения, отсутствует
этап амплификации нуклеотидов. Детектирующие
сигналы обнаруживаются в режиме реального вре-
мени, так как они испускаются непосредственно
при встраивании нуклеотидов. Для проведения се-
квенирования используется структура, состоя-
щая из множества ячеек (нанофотонных камер),
каждая из которых содержит тысячи волноводов с
нулевой модой (англ. zero-mode waveguide, ZMW),
на дне каждого из которых иммобилизирована мо-
лекула ДНК-полимеразы. Во время реакции секве-
нирования в фрагмент ДНК с помощью ДНК-поли-
меразы встраиваются нуклеотиды с флуоресцент-
ными метками (разные цвета для каждого типа).
При встраивании нуклеотид выпускает световой
сигнал, который регистрируется датчиками. Об-
наружение меченых нуклеотидов позволяет опре-
делить последовательность ДНК [66].

К преимуществам данного метода относятся
высокая производительность, быстрая подготов-
ка образца (от 4 до 6 ч вместо дней), высокая про-
изводительность (в среднем ~10 кбит/с, в отдель-
ных случаях может достигать 60 кбит/с). При
этом к недостаткам можно отнести высокий уро-
вень ошибок – около 13%, с преобладанием оши-
бок вставок и удалений [66].

Нанопоровое секвенирование

Данный метод был разработан на основе ис-
следований по транслокации ДНК через различ-
ные искусственные нанопоры и, в отличие от
большинства современных секвенсоров ДНК, не
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подразумевает использования нуклеотидных ме-
ток и этапа обнаружения.

Секвенирование ДНК с помощью данного ме-
тода основано на преобразовании электрического
сигнала нуклеотидов путем прохождения фраг-
мента ДНК через нанопору, которая представляет
собой пору из α-гемолизина, ковалентно связан-
ного с молекулой циклодекстрина, встроенного в
синтетическую мембрану с высоким электриче-
ским сопротивлением. Нанопоры располагаются
в отдельных лунках, в процессе трансляции моле-
кулы ДНК постепенно расщепляются экзонукле-
азой, при этом происходит изменение ионного то-
ка, который блокируется отщепленным нуклеоти-
дом. Все изменения ионного тока регистрируются,
а периоды его блокировки позволяют определить
нуклеотидную последовательность ДНК. Кроме
того, данный метод также позволяет идентифи-
цировать характеристики и параметры (диаметра,
длины и конформации) ДНК молекулы [4, 9].

К преимуществам данного метода относятся
низкая стоимость и маленький размер секвенато-
ра. При этом для него характерна высокая частота
ошибок (около 12%, приблизительно 3% состав-
ляют несовпадения, 4% – вставки и 5% – удале-
ния) [66].

В табл. 1 представлены основные платформы
для секвенирования первого, второго и третьего
поколений и их основные характеристики.

Выделяют следующие области применения
платформ NGS в научно-исследовательской
практике [10, 11]:

1) определение последовательности всей ДНК –
полногеномное секвенирование (англ. whole-ge-
nome sequencing, WGS);

2) таргетное секвенирование: определение по-
следовательности белок-кодирующих участков
генома – полноэкзомное секвенирование (англ.
whole-exome sequencing, WES); определение по-
следовательности интересующих генов (сюда от-
носятся многие коммерческие решения – от
“клинических экзомов”, включающих около 5000
медицински значимых генов, до малых таргетных
панелей, анализирующих 1–3 гена);

3) секвенирование транскриптома – РНК-се-
квенирование (RNA-seq), которое часто исполь-
зуется в онкологии для классификации опухолей,
нахождения неоантигенов, поиска новых химер-
ных генов и т.д.

Полногеномное, полноэкзомное и даже тар-
гетное секвенирование (с использованием муль-
тигенных таргетных генетических панелей) могут
быть использованы для поиска новых генетиче-
ских аберраций и связанных с ними потенциаль-
ных терапевтических мишеней для различных ло-
кализаций злокачественных опухолей. При этом
секвенирование нового поколения позволяет об-
наружить редкие генетические варианты и проте-

стировать одновременно большое число генов
предрасположенности на наличие в них клиниче-
ски значимых мутаций в короткие сроки, в отли-
чие от традиционных молекулярно-генетических
методов (первого поколения) [8].

С целью анализа эффективности технологий
МГТ был проведен поиск научных публикаций
по оценке эффективности применения генетиче-
ских тестов у пациентов с РМЖ/РЯ при опреде-
лении наличия мутации в генах BRCA1/2 в следу-
ющих базах данных: кокрановская библиотека и
библиографическая база данных Medline (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). Временной диапа-
зон поиска не был ограничен. Поиск был проведен
по запросу: BRCA[All Fields] AND testing[All Fields].
В данный анализ включались публикации по ре-
зультатам исследований, в которых проводилась
оценка эффективности технологий МГТ на наличие
мутаций в генах BRCA1/2 у пациентов с РМЖ/РЯ по
следующим критериям эффективности: чувстви-
тельность, специфичность.

В результате проведенного систематического
поиска были найдены 22 публикации, в которых
оценивалась эффективность технологий МГТ у
пациентов с РМЖ/РЯ на наличие мутации в генах
BRCA1/2.

В 16 публикациях исследований [74–89], най-
денных по данному поисковому запросу, были
представлены результаты эффективности мето-
дов таргетного NGS в сравнении с секвенировани-
ем по методу Сэнгера, в трех публикациях – ре-
зультаты оценки эффективности технологий те-
стирования на основе ПЦР: DHPLC-метода [90],
анализа плавления с высоким разрешением (тех-
нология HRM-анализа) [91] и метода ПЦР с ис-
пользованием капиллярного электрофореза [92]
по сравнению с секвенированием по методу Сэн-
гера (данные технологии рассматриваются в ка-
честве методов предварительного скрининга для
выявления вариантов (аномалий) генетической
последовательности с последующим секвениро-
ванием [9, 93]). В трех публикациях исследований
представлены результаты оценки эффективности
технологий генетического тестирования (NGS)
[94–96] и анализа плавления с высоким разреше-
нием (технология HRM-анализа) по сравнению с
методом мультиплексной амплификации лигиро-
ванных зондов (англ. multiplex ligation-dependent
probe amplification, MLPA). С целью соблюдения
методологически корректного подхода к интерпре-
тации результатов данные сравнения были выделе-
ны в отдельную группу, так как несмотря на то
что согласно исследованию A. Germani et al. [95]
метод MLPA, так же, как и секвенирование по ме-
тоду Сэнгера, признан “золотым стандартом”
определения мутаций в генах BRCA1/2 и исполь-
зуется в рутинной практике, невозможно рас-
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сматривать данные методы как сопоставимый
контроль.

Эффективность генетических тестов у пациен-
тов с РМЖ/РЯ при определении наличия мутации в
генах BRCA1/2 оценивалась по таким критериям,
как точность, чувствительность, специфичность и
конкордантность.

По результатам проведенного обзора чувстви-
тельность методов таргетного NGS по сравнению
с секвенированием по методу Сэнгера у пациен-
тов с РМЖ/РЯ при определении наличия мута-
ции в генах BRCA1/2 составляет от 95 до 100%. В
71% найденных исследований (10 из 14) чувстви-
тельность составила более 99%. При этом специ-
фичность методов таргетного NGS по сравнению
с секвенированием по методу Сэнгера у пациен-
тов с РМЖ/РЯ при определении наличия мута-
ции в генах BRCA1/2 составляет от 91 до 100%. В
79% найденных исследований (11 из 14) специ-
фичность составила более 99%.

Согласно анализу результатов найденных ис-
следований, чувствительность метода ПЦР с ис-
пользованием капиллярного электрофореза на
платформе Experion Automated Electrophoresis system
(Bio-Rad Laboratories) по сравнению с секвенирова-
нием по методу Сэнгера у пациентов с РЯ при
определении наличия мутации в генах BRCA1/2
составляет 100%, при этом чувствительность
DHPLC-метода по сравнению с секвенировани-
ем по методу Сэнгера у пациентов с синдромом
наследственного РМЖ/РЯ при определении на-
личия мутации в генах BRCA1/2 составляет 95%.

Чувствительность и специфичность метода
ПЦР с использованием HRM-анализа по сравне-
нию с секвенированием по методу Сэнгера у паци-
ентов с синдромом наследственного РМЖ/РЯ при
определении наличия мутации в генах BRCA1/2
составляют 100 и 98.1% соответственно.

Чувствительность и специфичность метода
таргетного NGS на платформе HiSeq2500 (Illumi-
na) с использованием инструмента DECoN по
сравнению с методом MLPA у пациентов с
РМЖ/РЯ при определении наличия мутации в
генах BRCA1/2 составляет 100 и 99% соответ-
ственно.

Чувствительность, специфичность и точность
метода таргетного NGS на платформе Ion Torrent
PGM (Thermo Fisher Scientific) по сравнению с
методом MLPA и/или методом MAQ у пациентов
с РМЖ/РЯ при определении наличия мутации в
генах BRCA1/2 составляет 100, 100 и 100% соот-
ветственно. Чувствительность и конкордант-
ность HRM-анализа на основе ПЦР по сравне-
нию с методом MLPA у пациентов с синдромом
наследственного РМЖ/РЯ при определении на-
личия мутации в генах BRCA1/2 составляют 100 и
100% соответственно.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наиболее распространенными в российской
популяции BRCA-мутациями являются 5382insC,
4153delA, 185delAG, 300T>G (в гене BRCA1) и
6174delT (в гене BRCA2). При этом отсутствуют
доказательства статистически значимой корреля-
ции между наличием данных мутаций и предрас-
положенности к наследственному РМЖ/РЯ. С
точки зрения диагностики важным является об-
наружение так называемых мутаций с эффектом
основателя, специфических для различных этни-
ческих популяций. Однако с учетом этнического
разнообразия населения России и ограниченно-
сти исследований, посвященных данному вопро-
су, актуальным является проведение масштабных
эпидемиологических исследований с целью бо-
лее полной оценки распространенности данных
мутаций среди населения, а также выявления ди-
агностически значимых мутаций.

Сравнение отечественных и зарубежных кли-
нических рекомендаций показало, что область
применения результатов МГТ на BRCA-мутации в
международной клинической практике шире,
чем в российской. В отличие от отечественных
рекомендаций в некоторых странах проведение
таргетной терапии PARP-ингибиторами реко-
мендовано более широкой подгруппе пациентов
с РМЖ и РЯ. С точки зрения использования
BRCA-статуса для ранней диагностики и профи-
лактики в отечественной практике отсутствуют
какие-либо рекомендации на этот счет, при этом
в странах Европы и США сформирован систем-
ный подход к выявлению группы пациентов по-
вышенного риска развития наследственного
РМЖ/РЯ, а также их мониторингу и мерам про-
филактики.

Важный вопрос для клинической практики –
выбор технологии МГТ. Несмотря на возможную
вероятность возникновения ошибки при использо-
вании технологий NGS, их преимуществом являет-
ся возможность определения мутации в любой части
генов BRCA1/2, в отличие от других технологий.

Таким образом, актуально проведение эпиде-
миологических исследований с целью более пол-
ной оценки распространенности BRCA-мутаций
среди населения, а также выявление диагности-
чески значимых мутаций. Кроме того, актуаль-
ным является рассмотрение возможности более
широкого внедрения молекулярно-генетическо-
го тестирования в клиническую практику веде-
ния пациентов с РМЖ и РЯ, а также создания
точного подхода к ранней диагностике, профи-
лактике и терапии группы пациентов с положи-
тельным BRCA-статусом.

Исследование проведено без финансовой под-
держки.
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Assessment of BRCA Mutations Genetic Testing Relevance
for Patients with Ovarian and Breast Cancer

V. A. Lemeshkoa, b, c, *, T. S. Teptsovaa, c, S. S. Ratushnyakc, and N. Z. Musinaa, c, d

aThe First Sechenov Moscow State Medical University, Moscow, 119435 Russia
bResearch Financial Institute, Moscow, 127006 Russia

cCenter for Healthcare Quality Assessment and Control, Moscow, 109028 Russia
dSaint Petersburg Chemical Pharmaceutical Academy, Saint Petersburg, 197376 Russia
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Genetic predisposition is one of the main risk factors for developing breast cancer (BC) or ovarian cancer
(OC). Here were present current epidemiological data concerning mutations in BRCA1 gene and BRCA2 gene
in Russian population, and compare national and international clinical practices of integrating molecular ge-
netic testing (MGT) into ascertaining patients with BC and/or OC. Mutations detection efficiency depends
on particular genetic testing technique. In Russian population, the most frequent BRCA mutations are
5382insC, 4153delA, 185delAG, 300T>G (in BRCA1 gene) и 6174delT (in BRCA2 gene).

Keywords: genetic predisposition, breast cancer, ovarian cancer, BRCA1, BRCA2, mutations, epidemiology,
Russian population, molecular genetic testing.
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