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Резюме: 
Цель. Целью настоящего исследования стало изучение факторов, ассоциированных с дискордантностью мутационного ста-
туса генов KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA между первичной опухолью и метастазами рака толстой кишки.

Материалы и методы. был проведен анализ ДНК методом плавления с TaqMan зондами с последующим секвенированием 
по Sanger для выявления мутаций в горячих точках 2 и 3 экзонов гена KRAS, 2 и 3 экзонов гена NRAS, 15 экзона гена BRAF 
и 9 и 20 экзонов гена PIK3CA в 148 образцах опухоли 65 пациентов (65 первичных опухолей и 83 метастаза).

Результаты. мутации в генах KRAS, NRAS, PIK3CA и BRAF в первичной опухоли выявлены у 43,1 %, 3,1 %, 13,8 % и 3,1 % 
соответственно. Различия в мутационном статусе генов между первичной опухолью и метастазами выявлены у 29,2 % паци-
ентов: 16,9 % – в гене KRAS, 3 % – в NRAS, 12,3 % – в PIK3CA и 3 % – в BRAF. Дискордантность по мутационному статусу генов 
отмечена при локализации метастазов в головном мозге (p=0,02) и по брюшине (p=0,02). С увеличением времени между 
удалением первичной опухоли и метастазов увеличивалась и частота случаев расхождения по мутационному статусу генов. 
Связи дискордантности с другими клиническими и морфологическими факторами установить не удалось.

Вывод. изменения мутационного статуса генов, особенно при длительном течении болезни, ставит вопрос о необходимости 
выполнения повторных биопсий при прогрессировании заболевания с целью определения мутационного статуса опухоли, 
которую мы в данный момент лечим.
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Введение

Все больше работ в онкологии посвящено молекуляр-
но-генетическим различиям между первичной опухолью 
и метастазами. Это становится актуальным не только 
для молекулярного биолога в рамках понимания про-
цессов канцерогенеза, но и все большее значение при-
обретает для клинициста в связи с возможным влиянием 
на выбор терапии метастатического процесса. Тем бо-
лее в условиях наличия ряда генетических предиктор-
ных маркеров для таргетных препаратов. Рак толстой 
кишки в этом плане – интересная модель для изучения 
как первичной гетерогенности опухоли, так и процес-
сов эволюции заболевания на фоне терапии. В пос- 
ледние годы опубликованы результаты ряда иссле-
дований, демонстрирующих высокую гетерогенность 
опу холей, в том числе и рака толстой кишки [1–4]. 
При этом показано, что в основе такой гетерогенности  
лежат явления клональной эволюции резистентного 
клеточного клона на фоне проводимой лекарственной 
терапии [5, 6].

Проведенный ранее нами метаанализ показал, что 
при сравнении частоты мутаций между первичной  
опухолью и метастазами по различным генам (KRAS, 

NRAS, BRAF) значимых отличий получено не было 
[7]. Отмечена некоторая тенденция к увеличению ча-
стоты встречаемости мутаций в гене PIK3CA в метас- 
тазах в сравнении с первичной опухолью. В то же время 
статистически значимо, хоть и в небольшом проценте, 
выявляются случаи расхождения мутационного ста- 
туса генов KRAS, PIK3CA, но не BRAF и NRAS, между 
первичной опухолью и метастазами. Эти находки го-
ворят о необходимости выявления признаков, ассоци-
ированных с данной дискордантностью, с целью опре-
деления популяции больных, которым необходимо 
повторное определение мутационного статуса такого 
клинически значимого гена, как KRAS. Кроме этого, 
подтверждена и более выраженная степень дискордант-
ности по мутации в гене KRAS при сравнении первичной 
опухоли и метастазов рака толстой кишки в лимфоуз-
лы. Последнее позволяет сделать вывод, что мутацион-
ный статус генов может быть неодинаков у различных  
метастазов.

Это послужило предпосылкой к проведению соб-
ственного исследования конкордантности мутацион-
ного статуса генов KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA меж-
ду первичной опухолью и метастазами рака толстой  
кишки.
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Материалы и методы

В качестве критериев включения в нашем исследова-
нии выступали следующие условия:

1)  хирургическое лечение рака толстой кишки I – III ста-
дий в условиях проктологического отделения РОНЦ 
им. Н. Н. Блохина с 2004 по 2013 год;

2)  дальнейшее прогрессирование заболевания;
3)  хирургическое удаление метастазов рака толстой 

кишки на любом этапе лечения после прогрессиро-
вания в условиях РОНЦ им. Н. Н. Блохина;

4)  наличие доступного гистологического материала 
для проведения молекулярно-генетического анализа 
как первичной опухоли, так и метастаза.

Для подтверждения несоответствия мутационного ста-
туса по любому из генов в метастазе в сравнении с пер-
вичной опухолью более чем у 20 % пациентов необходимо 
включение в анализ 61 больного при условии мощности 
исследования 90 %, показателя =0,05.

Из 1457 пациентов, которым было выполнено опера-
тивное вмешательство по поводу рака толстой кишки  
I–III стадии, критериям включения в анализ удовлетворя-
ли 65 больных. Материал был доступен из 65 первичных 
опухолей и 83 метастаза.

Средний возраст пациентов составил 57 лет (31–76, 
=10,4), мужской пол – 48 %. Среднее число операций 

по удалению метастазов – 1,4 (1–5, =0,76). Более под-
робная характеристика больных представлена в табл. 1.

Как видно из табл. 1, первичная опухоль локализова-
лась в правых отделах ободочной кишки у 10,8 %, в левых 
отделах – у 35,4 %, в прямой кишке – у 53,8 % пациентов. 
Медиана времени между удалением первичной опухоли 
и удалением метастаза составила 16 месяцев (2–63 ме-
сяцев, =12,5). Большинству больных перед удалением 
метастаза проводилась химиотерапия (87,7 %). Ни один 
из пациентов перед удалением метастаза не получал ан-
ти-EGFR моноклональных антител.

Был проведен анализ ДНК методом плавления 
с TaqMan зондами с последующим секвенировани-
ем по Sanger для выявления мутаций в горячих точках 
2 и 3 экзонов гена KRAS, 2 и 3 экзонов гена NRAS, 15 эк-
зона гена BRAF и 9 и 20 экзонов гена PIK3CA в 148 об-
разцах опухоли 65 пациентов (65 первичных опухолей 
и 83 метастазов).

Статистический анализ

Для переменных, отражающих различные призна-
ки, применялись методы описательной статистики. 
Для сравнения групп больных по частоте встречаемо-
сти признаков, представленных непараметрически-
ми (номинальными) переменными, применялся тест 
c2 с поправкой Йетса на непрерывность, при неболь-
ших выборках (5 и менее больных) применялся метод  
Fisher. Сравнение групп больных по факторам, пред-
ставленным численными переменными, проводилось 
в зависимости от распределения признака. При нор-
мальном распределении использовался t-критерий 
Стьюдента, при неправильном распределении незави-
симых признаков – тест Mann-Whitney. Оценка зависи- 
мых параметрических признаков с неправильным рас-
пределением проводилась с помощью критерия Вилкок-
сона. При использовании перечисленных методов ста-
тистики применялся 95 %-ный доверительный интервал 
и значение двустороннего «р». Многофакторный анализ 
проводился с помощью пошагового биноминального 
регрессионного анализа. Статистический анализ прово-
дился в среде программ SPSS v. 22, Inc, Chicago, IL.

Результаты

Изучение факторов, ассоциированных с дискордантностью 
мутационного статуса генов KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA между 
первичной опухолью и метастазами рака толстой кишки

В первичной опухоли частота выявления мутаций в гене 
KRAS, NRAS, BRAF и PIK3CA составила 43,1 %, 3,1 %, 3,1 % 
и 13,8 % соответственно. Различия в мутационном стату-
се генов KRAS, NRAS, BRAF и PIK3CA между первичной 
опухолью и хотя бы одним метастазом выявлены у 19 па-
циентов (29,2 %): у 11 пациентов (16,9 %) – по гену KRAS,  

Таблица 1. Характеристика больных
Признак N (%)

Пол 
женский
мужской

34 (52,3%)
31 (47,7%)

Локализация первичной опухоли
правые отделы
левые отделы
прямая кишка

7 (10,8%)
23 (35,4%)
35 (53,8%)

муцинозный рак 16 (24,6%)
Степень дифференцировки рака
низкодифференцированный
умеренно-дифференцированный
высокодифференцированный
неизвестно

5 (7,7%)
43 (66,1%)

6 (9,2%)
11 (17%)

Стадия
1
2
3

4 (6,2%)
27 (41,5%)
34 (52,3%)

Лучевая терапия 21 (32,3%)
Любая химиотерапия до удаления метастазов 57 (87,7%)
Число органов, пораженных метастазами
1
2
3

49 (75,4%)
12 (18,5%)

4 (6,2%)
Метастазы в печени 37 (56,9%)
Метастазы в легких 13 (20%)
Метастазы в головном мозге 2 (3,1%)
Метастазы в забрюшинных лимфоузлах 3 (4,6%)
Метастазы в периферических лимфоузлах 3 (4,6%)
Метастазы по брюшине 3 (4,6%)
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у 2 (3 %) – по гену NRAS, у 2 (3 %) – по гену BRAF 
и у 8 (12,3 %) – по гену PIK3CA. При этом появление му-
таций в метастазе при диком типе гена KRAS в первичной 
опухоли отмечено у 2 / 11 (18,2 %) пациентов, а исчезнове-
ние мутации в метастазе – у 7 / 11 (63,6 %) больных, еще у 2 
из 11 пациентов (18,2 %) мутация в гене KRAS «поменяла» 
свою локализацию. В отношении гена NRAS у одного па-
циента мутация «поменяла» свою локализацию, еще у од-
ного – появилась в метастазе при диком типе гена в пер-
вичной опухоли. В отношении гена BRAF в одном случае 
мутация перестала определяться в метастазе, в другом 
– появилась в метастазе. Что же касается гена PIK3CA, 
у 4 / 8 (50 %) пациентов мутация стала определяться в ме-
тастазе при диком типе данного гена в первичной опухоли, 
у 4 / 8 (50 %) – перестала выявляться в метастазе.

Отмечено влияние некоторых локализаций метаста-
зов на частоту расхождения по мутационному статусу 
генов. Так, во всех случаях метастазов в головной мозг 
(n=2) отмечено расхождение по мутационному статусу 
генов BRAF или PIK3CA (р=0,08, в сравнении с другими 
локализациями метастазов): у одного пациента отмеча-
лась мутация в гене BRAF (V600E) в первичной опухоли, 
но она не выявлялась в метастазе; во втором наблюдении 
аналогичные изменения коснулись мутации в 9 экзоне 
гена PIK3CA (E542K). При метастазах по брюшине (n=3) 
значимо чаще отмечалась дискордантность по мутации 
в гене KRAS (р=0,02, в сравнении с другими локализация-
ми). У всех трех больных в первичной опухоли выявлялась 
мутация в гене KRAS, тогда как в метастазах она не обна-
руживалась. При этом у одного пациента мутация в гене 
KRAS стала другой локализации (G12C – в первичной опу-
холи, G15S – в метастазе), а у второго стали выявляться 
мутация в гене BRAF (V600E) и NRAS (T58R), у третьего 
появилась мутация в гене NRAS. При метастазах в мягких 
тканях (n=2 / 8) у одного пациента отмечалось исчезнове-
ние мутации в гене KRAS в метастазе в сравнении с пер-
вичной опухолью, у второго пациента, наоборот, в пер-
вичной опухоли отмечалась мутация в гене NRAS и дикий 
тип гена KRAS, тогда как в метастазе выявлена обратная 
ситуация – мутация в гене KRAS и дикий тип гена NRAS. 
У оставшихся 5 пациентов отмечено совпадение по мута-
ционному статусу исследуемых генов между первичной 
опухолью и метастазом в мягких тканях (p=0,57).

При сравнении характеристик пациентов с дискор-
дантностью или совпадением по мутационному статусу 
всех 4 генов выявлено, что дискордантность характерна 
для пациентов с метастазами в головной мозг (р=0,08) 
и по брюшине (р=0,02). Такие параметрические показа-
тели, как возраст и время с момента удаления первичной 
опухоли и появления первого метастаза, не отличались 
между сравниваемыми группами: р=0,3 и р=0,5 соответ-
ственно.

При проведении регрессионного анализа было выяв-
лено, что такие параметры, как возраст, пол, показатель 

T или N, степень дифференцировки опухоли, другие ги-
стологические характеристики, локализация первичной 
опухоли, проведение адъювантной химиотерапии или хи-
миолучевой терапии, число органов, пораженных метаста-
зами, локализация метастазов, не влияли на риск расхож-
дения мутационного статуса в исследуемых генах (р>0,05).  
Отмечена тенденция к увеличению шанса дискордантно-
сти по любому из исследуемых генов, если первичная опу-
холь имела мутацию в генах RAS (OR 4,5, 95 % ДИ 1,07–
10,08, p=0,08), Так, при наличии мутации в генах RAS 
в первичной опухоли в 4,5 раза выше шанс изменения му-
тационного статуса в генах RAS в метастазах в сравнении 
с пациентами с диким типом гена RAS в первичной опухо-
ли (OR 4,5, 95 % ДИ 1,07–10,08, p=0,04).

Изучение гетерогенности мутационных изменений в генах 
KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA и клональной эволюции 
в первичной опухоли и метахронных метастазах

В предыдущем разделе нам не удалось выявить влия-
ния метахронности возникновения метастазов на разви-
тие дискордантности мутационного статуса генов. Веро-
ятно, это было связано с тем, что у всех больных в нашей 
популяции были метастазы, развившиеся через некоторое 
время с момента операции на первичной опухоли. Кроме 
этого, было отмечено, что в случае, если пациенту вы-
полнялось в течение определённого времени несколько 
операций по удалению метастазов, то эти метастазы раз-
личались между собой. С целью подтверждения данных 
наблюдений мы провели поданализ исследуемой популя-
ции больных, введя дополнительные критерии включения:

1) появление метастазов минимум через 12 месяцев 
с момента удаления первичной опухоли;

2) последовательное удаление 2 и более метастазов.
Данным критериям обора соответствовало 19 

из 65 больных (29,3 %).
Средний возраст пациентов составил 61 год (46–76, 

=9,1), мужской пол – 42 %. Среднее число метастазэкто-
мий составило 2,4 (2–5, =0,76). Значимых отличий в ха-
рактеристике больных от всей группы пациентов получено 
не было. У большинства (94,7 %) больных первичная опу-
холь локализовалась в левых отделах ободочной и прямой 
кишке. Медиана времени между удалением первичной 
опухоли и удалением метастаза составила 19 месяцев 
(12–63 месяцев, =14). Большинству пациентов перед 
удалением метастаза проводилась химиотерапия (94,7 %). 
Ни один из пациентов перед удалением метастаза не полу-
чал анти-EGFR моноклональных антител.

Мутации в первичной опухоли в генах KRAS, NRAS, 
BRAF, PIK3CA встречались в 52,6 %, 5,3 %, 0 % и 15,8 % соот-
ветственно. Поражение хотя бы 1 из 4 исследуемых генов 
в первичной опухоли отмечено у 13 из 19 (68%) больных.

Мутации в материале из первого удаленного метастаза 
в генах KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA выявлены в 64,4 %, 0 %, 0 % 
и 21 % соответственно. В материале, полученном при после-
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Таблица 2. Индивидуальные данные по мутационному статусу генов  
KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA в первичной опухоли и метастазах

* PIK – PIK3CA.
** Данные по 5 метастазам у 2 пациентов в таблице не представлены в связи с отсутствием изменений мутационного статуса. 
*** Синим цветом выделены пациенты с расхождением мутационного статуса по одному из генов.
**** – (+) обозначены наблюдения с мутацией в гене.
 

+ + - - + + - - - - - -
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дующей операции по удалению метастазов, мутации в генах 
KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA обнаруживались у 57,9% (11/19), 
5,2% (1/19), 0% и 10,5% (2/19) соответственно. Изменения 
между первичной опухолью и метастазами по любому из ге-
нов в процессе прогрессирования заболевания затрагивали 
ген KRAS – у 26,3 %, ген NRAS – у 5,2 %, ген PIK3CA – у 21 % 
больных, суммарно – у 9 из 19 пациентов (47,3 %). Измене-
ния гена BRAF обнаружено не было. Подробно информация 
по изменениям по каждому больному представлена в табл. 2.

Из табл. 2 видно, что у ряда пациентов часть клонов, 
имевших ту или иную мутацию в первичной опухоли, стано-
вились незначимыми в развитии метастазов, а оставались те, 
которые имели способность к метастазированию или более 
агрессивное течение. Это также поддерживает факт появле-
ния в метастазах мутации гена KRAS в метастазе при диком 
его типе в первичной опухоли. Вероятно, в первичной опу-
холи данный клон был представлен в небольшом проценте, 
но именно он реализовался в процессе метастазирования 
как при появлении 1 метастаза, так и последующих (паци-
ент № 13). В другой ситуации оба клона оказались и с мута-
цией, и с диким типом гена KRAS, что привело к развитию 
2 метастазов, отличающихся мутационным статусом (паци-
ент № 16). В некоторых ситуациях происходит накопление 

менее важных мутаций, например, появление в 4 метастазе 
у 15 пациента мутации в гене PIK3CA при сохраняющейся 
на протяжении всего времени мутации в гене KRAS.

При сравнении между собой клинико-морфологи-
ческих характеристик больных с различиями и конкор-
данстностью по мутационному статусу хотя бы по од-
ному из генов только по частоте локализации опухоли 
в прямой кишке сравниваемые группы статистически 
значимо различалась между собой: 6 / 12 (50 %) в груп-
пе конкордантности и 7 / 7 (100 %) в группе дискордант-
ности (р=0,03). По другим признакам, включая воз-
раст и время с момента удаления первичной опухоли  
до удаления первого метастаза, сравниваемые группы 
не различались (р>0,05).

Обсуждение

При сравнении собственных результатов с результата-
ми метаанализа получены аналогичные данные: наиболь-
шее расхождение по мутационному статусу между пер-
вичной опухолью и метастазами обнаружено для генов 
KRAS и PIK3CA, тогда как расхождение по статусу генов 
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NRAS и BRAF не превышало 3 %. В отличие от других ис-
следований, в данный анализ не были включены пациенты 
с синхронно удаляемой первичной опухолью и метастаза-
ми, у каждого больного операция на первичной опухоли 
выполнялась по поводу I–III стадии болезни, а метастазы 
выявлялись позднее. Это, возможно, объясняет несколь-
ко больший процент расхождений по статусу генов KRAS 
и PIK3CA в нашем анализе в сравнении с мировыми дан-
ными [8–17]. Эта тенденция особенно прослеживается 
в поданализе пациентов, у которых метастазы возникли 
через 12 месяцев с момента удаления первичной опухоли 
и которым удалялись последовательно несколько метас-
тазов. В этой подгруппе больных нам удалось подтвердить 
случаи клональной эволюции опухоли, когда с течением 
времени отбирался небольшой (мутация не определя-
лась в первичной опухоли), но устойчивый к терапии клон 
с мутацией в том или ином гене, который в дальнейшем 
и давал метастазы (мутация определялась в метастазе). 
Такие ситуации более редки для синхронно возникающих 
метастазов, когда в первичной опухоли преобладает наи-
более патогенный опухолевый клон, который и приводит 
к раннему метастазированию. Это видно по результатам 
работ, суммированных в метаанализе [8–28]. Выявленные 
нами случаи различного мутационного статуса ряда ге-
нов не только между первичной опухолью и метастазами, 
но и метастазами между собой, отвечают на вопрос о при-
чине встречающейся в клинической практике ситуации 
с разнонаправленным ответом опухоли на лечение, когда 
ряд очагов уменьшается, а ряд – растёт.

Понятно, что очередное ретроспективное одноцентро-
вое исследование не изменит выводы анализа, поэтому мы 

поставили основной своей целью определение факторов, 
по которым можно предсказать изменение дискордантно-
сти, чтобы повторно определить мутационный статус изу-
чаемых генов. Это становиться особенно актуально, так 
как мы показали, что не только дикий тип гена в первичной 
опухоли затем становиться мутантным клоном, но, что важ-
нее, пациенты с ранее выявленной в первичной опухоли 
мутацией, в том числе и в гене KRAS, могут иметь дикий 
тип гена в метастазе, что открывает этому пациенту воз-
можность назначения анти-EGFR моноклональных антител. 
Также нами выявлено, что при последующем удалении ме-
тастазов, особенно при локализации метастазов в головном 
мозге или по брюшине, или при метахронных метастазах 
и локализации первичной опухоли в прямой кишке выше 
шанс развития расхождения мутационного статуса генов.

Таким образом, изменение мутационного статуса генов, 
особенно при длительном течении болезни, ставит вопрос 
о необходимости выполнения повторных биопсий при про-
грессировании заболевания с целью определения мутацион-
ного статуса опухоли, которую мы в данный момент лечим. 
Особенно это актуально в случае, когда выбор терапии опре-
деляется отсутствием или наличием мутаций в тех или иных 
генах, что сейчас все чаще встречается в лечении больных 
раком толстой кишки. Нами показано, что метастазы могут 
различаться между собой по состоянию генов, а выполне-
ние в клинической практике биопсии каждого очага, когда 
речь идет о неоперабельных метастазах, малоприменимо. 
В связи с чем стало развиваться новое малоинвазивное на-
правления мониторинга за всеми мутационными изменени-
ями в опухоли, возникающими в процессе лечения, – изуче-
ние циркулирующей в крови опухолевой ДНК.
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Abstract:
Introduction. The aim of this study was to find factors associated with the discordance of KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA mutation status 
between the primary tumors and metastases in patients with CRC.

Patients and methods. We performed DNA melting analysis with TaqMan probes and following Sanger sequencing to detect mutation 
hot-spots in KRAS exons 2 and 3, NRAS exons 2 and 3, BRAF exon 15, PIK3CA exons 9 and 20 in 148 tumor tissues in 65 patients 
(65 patients with primary tumors and 83 patients with metastases).

Results. Mutations in KRAS, NRAS, PIK3CA and BRAF genes were detected in 43.1 %, 3.1 %, 13.8 % and 3.1 %, patients with primary 
tumors respectively. Discordance of mutation status of genes was identified in 29.2 % of patients: 16.9 % in KRAS, 3 % in NRAS, 
12.3 % in PIK3CA and 3 % BRAF status. The discordance of mutation status of genes was detected in cases of brain metastases 
(p=0.02) and peritoneal metastases (p=0.02). With the increase of period from removal of the primary tumor and metastases, the 
incidence rate of changes in the mutational status of the genes also increased.

Conclusion. Changes of the mutational status of genes, especially in the long course of the disease, raises the question of necessity 
of repeating biopsies in cases of the progression of the disease with the aim to identify the mutantional status of the tumor which 
we are treating at the moment.

Keywords: intratumor heterogeneity, clonal evolution, colorectal cancer, KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA
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