
МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2021, том 55, № 3, с. 412–421

412

СПЕКТР ГЕРМИНАЛЬНЫХ И СОМАТИЧЕСКИХ МУТАЦИЙ
В АРХИВНЫХ ОБРАЗЦАХ РАКА МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

С РАЗЛИЧНЫМ РЕЦЕПТОРНЫМ СТАТУСОМ
© 2021 г.   И. С. Абрамовa, Ю. С. Корневаb, О. А. Шистероваc, А. Ю. Иконниковаa,

М. А. Емельяноваa, Т. С. Лисицаa, Г. С. Красновa, Т. В. Наседкинаa, *
aИнститут молекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта Российской академии наук, Москва, 119991 Россия

bСмоленский государственный медицинский университет Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
Смоленск, 214019 Россия

cСмоленский областной онкологический клинический диспансер, Смоленск, 214000 Россия
*e-mail: nased@biochip.ru

Поступила в редакцию 02.09.2020 г.
После доработки 25.09.2020 г.

Принята к публикации 29.09.2020 г.

Молекулярное профилирование опухолей – перспективное направление персонализированной
медицины. Важную роль в выборе эффективной стратегии терапии играет герминальный или сома-
тический статус мутаций. Мы определили спектр герминальных и соматических мутаций у 23 паци-
енток с раком молочной железы различных молекулярных подтипов, включая опухоли, экспресси-
рующие рецепторы эстрогена, прогестерона и/или рецептор эпидермального фактора роста
HER2/neu, и опухоли с трижды негативным подтипом – отсутствием экспрессии всех этих рецеп-
торов. Геномную ДНК выделяли из архивных образцов опухолевой и нормальной ткани. Проведено
таргетное секвенирование кодирующих участков 25 генов, ассоциированных с раком молочной же-
лезы, со средним покрытием ×1000. Эффективность биоинформатического подхода при определе-
нии герминального или соматического статуса мутаций этих генов оценивали в сравнении с резуль-
татами прямого секвенирования ДНК из образцов нормальной ткани. В группе пациенток с трижды
негативным подтипом рака молочной железы выявлены патогенные герминальные мутации BRCA1
c.66_67delAG (185delAG) и BRCA1 c.3226_3227AG (3347delAG). У пациенток с позитивным рецеп-
торным статусом опухоли обнаружена герминальная мутация BRCA2 c.658_659del (886delGT). Мута-
ции BRCA1 представлены с высокой частотой аллельного варианта (80%), что указывает на потерю ге-
терозиготности в клетках опухоли. Соматические мутации в гене TP53 обнаружены у 7/10 (70%) паци-
енток с трижды негативным подтипом рака молочной железы и у 3/13 (23%) – в группе с
положительным рецепторным статусом. В обеих группах выявлены соматические мутации генов
PTEN, MSH2, MSH6, MUTYH.

Ключевые слова: рак молочной железы (РМЖ), трижды негативный подтип, архивные образцы опу-
холи, таргетное секвенирование, герминальные и соматические мутации
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Рак молочной железы (РМЖ) занимает первое
место в структуре онкологических заболеваний у
женщин [1]. Ежегодно в мире регистрируется бо-
лее 2 млн новых случаев РМЖ, что представляет
медицинскую и социальную проблему в связи с
высокой смертностью (около 30%) среди женско-
го населения [2]. Наиболее высокие показатели
заболеваемости отмечены в США, несколько бо-
лее низкие в странах Европы и России, еще реже
РМЖ встречается в странах Азии и Африки [3, 4].
Для прогноза заболевания и выбора схемы терапии
РМЖ важен целый ряд факторов, включая возраст,
стадию заболевания, степень злокачественности,
молекулярный фенотип опухолевых клеток [5, 6].

Заболевание с манифестацией в возрасте 40–
50 лет и ранее ассоциировано с плохим прогно-
зом, высокой частотой рецидивов и высокой
смертностью по сравнению с РМЖ, диагностиро-
ванным после 50 лет. В то время как РМЖ с позд-
ней манифестацией (после 50 лет) лучше поддает-
ся контролю и лечению, РМЖ у женщин моложе
50 лет остается серьезной проблемой с тенденци-
ей к неуклонному росту заболеваемости и требует
интенсивного изучения молекулярных характе-
ристик опухоли [7–10].

Другой важный прогностический фактор –
экспрессия рецепторов эстрогена (ER), прогесте-
рона (PR) и рецептора эпидермального фактора
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роста типа 2 (HER2/neu) на поверхности опухо-
левых клеток [7, 11]. Трижды негативный подтип
РМЖ (ТНРМЖ), который характеризуется от-
сутствием экспрессии ER, PR и повышенной экс-
прессией/амплификацией HER2/neu, это крайне
агрессивное и плохо поддающееся лечению забо-
левание [12, 13]. ТНРМЖ встречается в 10–20%
вновь диагностируемых случаев РМЖ и чаще у
молодых женщин. К ТНРМЖ относятся, как пра-
вило, низкодифференцированные опухоли с вы-
сокой пролиферативной активностью, склонно-
стью к отдаленному метастазированию и плохим
ответом на терапию [14].

Ответ на противоопухолевую терапию у пациен-
ток с РМЖ сильно различается, поэтому все боль-
шее значение для диагностики и лечения РМЖ
приобретают биологические маркеры, определяе-
мые непосредственно в опухолевой ткани [11, 15].
Молекулярно-генетический анализ опухолевых
клеток широко используется в настоящее время для
прогноза и выбора схемы терапии у пациентов с он-
кологическими заболеваниями [16]. Наиболее пол-
ную информацию о молекулярном профиле опухо-
ли безусловно предоставляют полноэкзомное се-
квенирование и анализ транскриптома, но это
дорогостоящие и затратные по времени методы, по-
этому на сегодняшний день наибольшее практиче-
ское применение находят целевые (таргетные)
панели генов, ассоциированных с раком [17, 18].
Поскольку в опухолевой ткани присутствуют и
наследуемые, и вновь приобретенные генетиче-
ские варианты, крайне важно точно дифферен-
цировать соматические и герминальные мутации.
“Золотым стандартом” считается парное тестиро-
вание образцов ДНК опухоли и клеток зародыше-
вой линии (кровь или нормальная ткань), однако
интерес представляет возможность идентифика-
ции наследуемых генетических вариантов на ос-
нове секвенирования только опухолевой ДНК без
анализа ДНК зародышевой линии [19–21]. С од-
ной стороны, это позволяет минимизировать сто-
имость и длительность генетического тестирова-
ния, с другой – дает возможность анализировать
архивный материал в тех случаях, когда в наличии
имеется только опухолевая ткань.

В настоящей работе проанализированы коди-
рующие последовательности 25 наиболее изучен-
ных генов, ассоциированных с РМЖ. Исследова-
ны архивные образцы опухолей молочной железы
в группах с ТНРМЖ и с положительным рецеп-
торным статусом (люминальный А, люминаль-
ный В, HER2-позитивный подтип РМЖ). На мо-
мент манифестации заболевания подавляющее
большинство пациенток были моложе 50 лет. Для
определения герминального или соматического
статуса мутаций использовали биоинформатиче-
ские подходы, а также прямое секвенирование
ДНК из образцов нормальной ткани, если они бы-
ли доступны. В результате выявлены редкие на-

следственные мутации в генах BRCA1/2, а также
клинически значимые соматические мутации в
генах TP53, PTEN, MSH2, MSH6, MUTYH.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Пациенты. В исследование вошли 23 пациент-
ки с диагнозом РМЖ в возрасте от 27 до 68 лет
(средний возраст 44 года). Возраст 21 пациентки на
момент постановки диагноза не превышал 50 лет,
три пациентки с ТНРМЖ были старше 60 лет (63,
66 и 68 лет). Все пациентки постоянно проживали
в Смоленске или Смоленской области. Хирурги-
ческое удаление первичной опухоли выполнено в
период с 2013 по 2016 гг. в Смоленском областном
онкологическом диспансере. У 10 пациенток вы-
явлен ТНРМЖ. У 13 пациенток в клетках опухоли
обнаружена экспрессия ER и/или PR, и/или
HER2/neu – эти опухоли отнесены к люминально-
му А, люминальному B и HER2/neu-позитивному
подтипам РМЖ.

Выделение ДНК. Геномную ДНК выделяли из
архивных образцов опухолевой или нормальной
ткани молочной железы с использованием набо-
ра QIAamp DNA FFPETissueKit (“Qiagen”, Гер-
мания). Концентрацию ДНК измеряли с помо-
щью флуориметра Qubit 2 (“Invitrogen”, США) и
набора реагентов Qubit® ds DNA HS (“Invitro-
gen”). Степень фрагментации и чистоту ДНК оце-
нивали с использованием микроспектрофотометра
NanoDrop™ 3300 (“ThermoScientific”, США), а так-
же с помощью электрофореза в агарозном геле.

Массовое параллельное секвенирование. Целе-
вые последовательности ДНК отбирали с исполь-
зованием панели жидких зондов NimbleGenIDP
(“Roche”, Швейцария). Библиотека олигонук-
леотидных зондов включала последовательности,
комплементарные кодирующим участкам следу-
ющих генов: APC, ATM, BRCA1, BRCA2, CDH1,
CDH3, CDK4, CHEK2, MET, MLH1, MSH2, MSH6,
MUTYH, NBN, PALB2, PMS2, PTEN, RET, STK11,
TP53, VHL. Подготовку образцов проводили по
стандартному протоколу для приготовления
быстрых библиотек KAPA LibraryPreparationKit
(“Roche”) согласно инструкциям производителя.
Образцы ДНК фрагментировали ультразвуком
(технология Covaris). Качество библиотек оцени-
вали с помощью системы капиллярного электро-
фореза (“Agilent”, США). Секвенирование про-
водили на платформе MiSeq (“Illumina”, США)
со средним покрытием ×1000.

Анализ результатов секвенирования и использо-
ванные базы данных. Биоинформатический ана-
лиз проводили, как описано ранее [22]. В каче-
стве референсного генома использовали версию
GRCh38 (Ensembl). Полученные VCF-файлы ана-
лизировали с помощью GATK FilterMutectCalls. В
дальнейшем анализировали только варианты,
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прошедшие фильтры. Полученный список вари-
антов аннотировали с помощью сервера Annovar
(http://wannovar.wglab.org). Варианты с популя-
ционной частотой более 1% по базам данных Ex-
AC, 1000 Genomes и dbSNP из анализа исключа-
ли. Также исключали мотивы polyN, в частности
GGGTG> GGGGG, CCCCG> CCCCC.

К значимым герминальным мутациям-канди-
датам относили следующие варианты: 1) мутации
в генах BRCA1, BRCA2, CDH1, NF1, PTEN, STK11
и TP53; 2) частота вариантного аллеля более 30%
при достаточной глубине покрытия; 3) варианты,
зарегистрированные в базе данных ClinVar как
патогенные или вероятно патогенные (а); или ва-
рианты с потерей функции (nonsense или frame-
shift мутации) (б); или варианты в генах BRCA1/2,
не зарегистрированные в ClinVar или HGMD, но
имеющие уровень выше 15 согласно предиктору
патогенности CADD (Combined Annotation De-
pendent Depletion) (https://cadd.gs.washington.edu)
(в). Соматические мутации-кандидаты удовле-
творяли следующим требованиям: 1) любые не-
синонимичные замены, включая мутации в сай-
тах сплайсинга; 2) частота аллельного варианта
10–50% при достаточной глубине покрытия;
3) число прочтений альтернативного аллеля не
менее 10; 4) аннотация в базе данных COSMIC c
оценкой патогенности по FATHMM (Functional
Analysis through Hidden Marcov Models) (http://
fathmm.biocompute.org.uk).

Верификация мутаций методом секвенирования
по Сэнгеру. Выявленные мутации определяли в об-
разцах опухолевой и нормальной ткани с помощью
прямого секвенирования по Сэнгеру c использова-
нием специфичных праймеров, подобранных для
каждой мутации. Результаты анализировали с по-
мощью программы ChromasLite.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В архивных образцах опухолевой ткани 23 па-
циенток с РМЖ методом таргетного секвениро-
вания геномной ДНК исследованы кодирующие
участки генов APC, ATM, BRCA1, BRCA2, CDH1,
CDH3, CDK4, CHEK2, MET, MLH1, MSH2, MSH6,
MUTYH, NBN, PALB2, PMS2, PTEN, RET, STK11,
TP53, VHL. Клинико-генетические характеристики
пациенток представлены в табл. 1 и 2.

Первичная оценка герминальных и соматиче-
ских вариантов в образцах опухоли проведена с
использованием алгоритмов, предложенных ра-
нее [20], а также согласно рекомендациям NCCN
(National Comprehensive Cancer Network) [23].

В группе пациенток с ТНРМЖ выявлены две
герминальные мутации гена BRCA1. Мутация
c.68_69del (185delAG) относится к известным в
России мутациям с эффектом основателя
(founder mutation) [24]. Напротив, мутация
BRCA1 c.3226_3227AG (3347delAG) описана как
мутация с эффектом основателя в популяциях
Италии [25] и Норвегии [26]. Герминальная мута-
ция в гене BRCA2 c.658_659del (886delGT) обнару-
жена у пациентки с гормоноположительным,
HER2-положительным РМЖ. Ранее эта мутация
была описана как наиболее частая мутация с эф-
фектом основателя в популяции Литвы [27] и
Польши [28]. Мутации в гене BRCA1 представле-
ны в опухолях РМЖ с частотой 77 и 80%, что ука-
зывает на утрату аллеля дикого типа. Секвениро-
вание по Сэнгеру образцов опухолевой и нор-
мальной ткани подтвердило этот факт (рис. 1).

Наибольшее количество мутаций в обеих груп-
пах выявлено в гене TP53. Большинство мутаций
отнесено к соматическим, однако у двух пациен-
ток с ТНРМЖ обнаружены мутации, которые
предположительно относятся к герминальным ва-
риантам. Мутации p.Y220C (rs121912666) и p.G245S
(rs28934575) зарегистрированы в базе данных Clin-
Var как патогенные генетические варианты, ассо-

Рис. 1. Результаты секвенирования ДНК из образцов опухолевой (а) и нормальной (б) тканей пациентки с герминаль-
ной мутацией BRCA1 c.66_67delAG (p.Glu23fs). Мутация присутствует в гомозиготном состоянии в опухоли и в гете-
розиготном – в нормальной ткани (указаны стрелкой).
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циированные с синдромом Ли–Фраумени. Часто-
та вариантного аллеля составила 57 и 44% соот-
ветственно. Так как был доступен архивный
материал нормальной ткани молочной железы, мы
провели сравнительный анализ ДНК, выделен-
ной из парных образцов (опухоль–норма), мето-
дом секвенирования по Сэнгеру. В обоих случаях
мутации обнаружены только в опухолевой ткани,
но не в нормальных клетках, что позволило одно-
значно отнести их к соматическим (рис. 2).

Около 55% соматических мутаций, выявленных
в нашем исследовании в гене TP53, описаны при
РМЖ ранее, в то время как 45% мутаций TP53, а
также мутации в генах MSH2, MSH6, PTEN, MUTYH
обнаружены и при других типах опухолей. Часто-
та вариантного аллеля варьировала от 12 до 98%.
Различные соматические мутации в гене TP53
представлены на рис. 3.

Сравнительный анализ спектра герминальных
и соматических мутаций у пациенток с ТНРМЖ и
пациенток с позитивным рецепторным статусом
представлен в табл. 3. Мутации в генах BRCA1/2
обнаружены у 20% пациенток с ТНРМЖ и у 8% –
в объединенной подгруппе с позитивным рецеп-

торным статусом (p = 0.56). Соматические мута-
ции в гене TP53 при ТНРМЖ выявлены у 70% па-
циенток по сравнению с 23% при других подтипах
РМЖ, различия статистически значимы (p = 0.04).

Эти данные согласуются с результатами, полу-
ченными другими авторами. Герминальные мута-
ции BRCA1/2 выявляли в 10–20% случаев ТНРМЖ,
и более 30% приходилось на пациенток старше
60 лет [29, 30]. Нами также выявлена мутация
BRCA1 у пациентки 63 лет. Важным следствием это-
го наблюдения стал вывод о необходимости те-
стирования мутаций BRCA1/2 при ТНРМЖ неза-
висимо от возраста манифестации заболевания
[30], тогда как согласно рекомендациям NCCN,
проведение генетического анализа наиболее ак-
туально для пациенток моложе 45–50 лет. В ряде
случаев – при онкологическом отягощении се-
мейного или персонального анамнеза, генетиче-
ский анализ показан и для пациенток с ТНРМЖ
моложе 60 лет [31]. Определение мутаций в генах
BRCA1/2 имеет большое значение для выбора схе-
мы терапии, так как опухоли с дефектом системы
репарации двухцепочечных разрывов ДНК чув-
ствительны к действию ингибиторов поли-(АDP-

Рис. 2. Результаты секвенирования ДНК из образцов опухолевой и нормальной ткани пациенток с мутациями в гене
TP53. Мутации p.Y220C и p.G245S выявлены только в опухоли (а, в) и отсутствуют в нормальной ткани (б, г).
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рибоза)-полимеразы (ингибиторы PARP) [32]. По-
вышенная частота мутаций BRCA1/2 при ТНРМЖ
делает их важной молекулярной мишенью при этом
агрессивном виде рака [33]. Потеря гетерозиготно-
сти наблюдается примерно в 10% случаев РМЖ с
герминальными мутациями гена BRCA1 и ассо-
циирована с повышенной чувствительностью к
ДНК-повреждающим агентам, в том числе к со-
единениям платины (цисплатин, карбоплатин)

[34]. В нашем исследовании у обеих пациенток с
мутациями BRCA1 отмечена потеря гетерозигот-
ности в опухоли.

Ген TP53 относится к генам, наиболее часто
мутирующим при РМЖ. Мутации TP53 ассоции-
рованы с плохим прогнозом [35]. Суммарная часто-
та соматических мутаций в гене TP53 при РМЖ со-
ставляет около 30%, однако частота и спектр мута-
ций, а также их клиническое значение различаются

Рис. 3. Верификация соматических мутаций гена TP53, обнаруженных в архивных образцах опухолевой ткани паци-
енток с РМЖ (а–г). В одном образце одновременно выявлены две мутации гена TP53 (в).

а б

в г

K132N
250

A A A A A A A

AAAAAA

T T T T T T T

T T

T

T T TTT

C C C C C C C C C

CC C C CCCCC

G G G G

G G G GGGGGGGG GGGG

260 190 200

90 100 110 80

p.H179P

p/G244D p.I251L R273L

Таблица 3. Сравнительный анализ спектра клинически значимых герминальных и соматических мутаций в
группах с ТНРМЖ и с позитивным статусом хотя бы одного из рецепторов (Р + РМЖ)

Ген
ТНРМЖ (n = 10) Р + РМЖ (n = 13)

p
пациентки, n % пациентки, n %

Герминальные мутации
BRCA1 2 20 – – 0.56
BRCA2 – – 1 8
CHEK2 – – 1 8 1.00

Соматические мутации
TP53 7 70 3 23 0.04
PTEN 1 10 2 15 –
MSH2 1 10 2 15 –



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 3  2021

СПЕКТР ГЕРМИНАЛЬНЫХ И СОМАТИЧЕСКИХ МУТАЦИЙ 419

между подтипами РМЖ [36]. Наиболее высокая
частота соматических мутаций наблюдается при
ТНРМЖ (до 70–80%). В нашей работе частота
соматических мутаций при ТНРМЖ, представ-
ленных в большинстве случаев миссенс-мутаци-
ями и в одном – делецией нуклеотида со сдвигом
рамки считывания, составила 70%. Показано, что
мутации TP53 повышают риск возникновения ме-
тастазов [37], однако это более характерно для под-
типов РМЖ с позитивным рецепторным статусом
[15]. Таким образом, вопрос о прогностической ро-
ли соматических мутаций TP53, особенно в случае
ТНРМЖ, требует дальнейшего изучения. Следует
отметить принципиальную важность определения
терминального или соматического статуса мутаций
TP53, так как герминальные мутации ассоциирова-
ны с наследственными онкопатологиями – син-
дромом Ли–Фраумени и Ли–Фраумени-подоб-
ным синдромом, что требует специфичных подхо-
дов к ведению пациентов [38].

Таким образом, молекулярно-генетический
анализ архивных образцов опухолевой и нор-
мальной ткани 23 пациенток с РМЖ позволил
выявить как герминальные, так и соматические
мутации, которые служат важными прогности-
ческими маркерами, а кодируемые мутантными
генами белки могут быть потенциальными моле-
кулярными мишенями для терапии различных
подтипов РМЖ, в первую очередь ТНРМЖ.

Работа выполнена при поддержке Федеральной
целевой программы “Исследования и разработки
по приоритетным направлениям развития научно-
технологического комплекса России на 2014–
2020 годы” (соглашение № 05.604.21.0234, уникаль-
ный идентификатор проекта RFMEFI60419X0234).

Все процедуры, выполненные в данной работе,
соответствуют этическим стандартам институцио-
нального комитета по исследовательской этике и
Хельсинкской декларации 1964 года и ее последую-
щим изменениям или сопоставимым нормам эти-
ки. От пациентов получено письменное добро-
вольное информированное согласие на использо-
вание результатов исследования в обезличенной
форме в научных целях.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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GERMLINE AND SOMATIC MUTATIONS IN ARCHIVED BREAST CANCER 
SPECIMENS OF DIFFERENT SUBTYPES

I. S. Abramov1, Yu. S. Korneva2, O. A. Shisterova3, A. Yu. Ikonnikova1, M. A. Emelyanova1,
T. S. Lisitsa1, G. S. Krasnov1, and T. V. Nasedkina1, *

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Smolensk State Medical University, Smolensk, 214019 Russia

3Smolensk Regional Clinical Oncologic Dispensary, Smolensk, 214000 Russia
*e-mail: nased@biochip.ru

Molecular profiling of tumors may provide promising leads for personalized treatment. We examined the
spectrum of germline and somatic mutations in 23 breast cancers (BC) of various molecular subtypes, includ-
ing tumors 1) with expression of estrogen, progesterone and/or epidermal growth factor receptor HER2/neu,
2) with a triple negative phenotype. Genomic DNA specimens were isolated from archived tumor and normal
tissue samples and subjected to a targeted sequencing of the coding regions of 25 cancer-associated genes with
a mean coverage of ×1000. In a triple negative subtype of BC, pathogenic germline mutations BRCA1
c.66_67delAG (185delAG) and BRCA1 c.3226_3227AG (3347delAG) were detected, while the germline mu-
tation of BRCA2 658_659del (886delGT) was found in patients with the positive receptor status. Mutations
BRCA1/2 presented were overrepresented by frequency (80%), pointing at common loss of heterozygosity af-
fecting normal allele. Somatic mutations in the gene TP53 were found in 7/10 (70%) patients with a triple
negative subtype of BC and in 3/13 (23%) in the group with a positive receptor status. Additionally, in both
groups of patients, somatic mutations of PTEN, MSH2, MSH6 and MUTYH genes were detected.

Keywords: breast cancer, triple negative subtype, archived tumor samples, targeted sequencing, germline and
somatic mutations
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