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Введение. Долговременные результаты лечения ме-
тастатического уротелиального рака остаются неудовлет-
ворительными: 5-летняя выживаемость при этом заболе-
вании составляет менее 15 %. Разработка и внедрение 
в клиническую практику новых, в том числе таргетных 
препаратов, а также индивидуализация системной терапии 
уротелиального рака на основе молекулярно-генетического 
анализа опухолевой ткани являются актуальными задачами. 
Эрдафитиниб — новый препарат для лечения местнора-
спространённого и метастатического уротелиального рака с 
определёнными генетическими изменениями в рецепторах 
FGFR2 и FGFR3, был зарегистрирован в России в 2023 г.

Материалы и методы. В настоящей работе нами было 
изучено распределение клинически значимых мутаций/
транслокаций генов FGFR2/3 на значительной по объёму 
выборке российских пациентов с уротелиальным раком при 
помощи собственной тест-системы, разработанной на осно-
ве высокочувствительных методов — цифровой капельной 
ПЦР и ПЦР в реальном времени.

Результаты. Генетические нарушения были обнаруже-
ны у 34 из 182 (18,7 %) пациентов. Были выявлены сле-
дующие аберрации: мутации в гене FGFR3 R248C (n = 4), 
S249C (n = 16), G370C (n = 4) и Y373C (n = 8), а также 
транслокации FGFR3-TACC3 (F17;T11) (n = 2). Данные 
изменения чаще выявлялись в опухолях верхних мочевых 
путей: мутации/транслокации были найдены у 5/8 (62,5 %) 
пациентов с раком почечной лоханки, у 2/6 (33,3 %) паци-
ентов с раком мочеточника и у 21/120 (17,5 %) пациентов 
с раком мочевого пузыря (p = 0,008). Также наблюдалась 
ассоциация с возрастом пациентов и тенденция к более 
частому обнаружению мутаций при локализованной форме 
заболевания (стадии 1−2).

Выводы. Разработанные методы тестирования мутаций 
и транслокаций в дальнейшем могут быть использованы в 
клинической практике для определения чувствительности 
опухолей к лечению эрдафитинибом.

Introduction. Long-term outcomes of metastatic urothe-
lial cancer remain unsatisfactory: the 5-year survival rate for 
this disease is less than 15 %. It is important to develop and 
introduce into clinical practice new drugs, including targeted 
agents, and the individualization of systemic therapy for uro-
thelial cancer based on molecular genetic analysis of tumor 
tissue. Erdafitinib, a new drug developed for the treatment of 
locally advanced and metastatic urothelial cancer with certain 
genetic alterations in the FGFR2 and FGFR3 receptors, was 
registered in Russia in 2023.

Materials and Methods. This work investigated the dis-
tribution of clinically relevant mutations/translocations affect-
ing the FGFR2/3 genes in a large number urothelial cancer 
patients in Russia using a new test system developed on the 
basis of highly sensitive methods, such as digital droplet PCR 
and real-time PCR.

Results and Conclusion. 34 out of 182 patients (18.7 %) 
presented genetic aberrations. These aberrations included mu-
tations R248C (n = 4), S249C (n = 16), G370C (n = 4) and 
Y373C (n = 8) in the FGFR3 gene, and translocation FGFR3-
TACC3 (F17;T11) (n = 2). FGFR3 gene alterations were more 
frequent in upper urinary tract tumors: mutations/translocations 
were found in 5/8 (62.5 %) renal pelvic cancer patients, in 2/6 
(33.3 %) ureteral cancer patients and in 21/120 (17.5 %) blad-
der cancer patients (p = 0,008). There was also an association 
with patient age and a tendency for more frequent detection of 
mutations in the localized form of the disease (stages 1-2). The 
developed methods of mutation and translocation testing can 
be further used in clinical practice to determine the sensitivity 
of tumors to erdafitinib treatment.
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Введение

Уротелиальный рак — это группа злокаче-
ственных новообразований, развивающихся из 
уротелия — эпителия, выстилающего мочевы-
водящие пути: чашечно-лоханочную систему 
почки, мочеточники, мочевой пузырь, уретру. 
Наиболее часто уротелиальные карциномы ло-
кализуются в мочевом пузыре. До 90 % всех 
случаев рака мочевого пузыря (РМП) пред-
ставлены уротелиальными новообразованиями 
[1]. Среди всех онкологических заболеваний у 
российских пациентов РМП занимает 12 место. 
РМП значительно чаще встречается у мужчин, 
чем у женщин: в 2021 г. стандартизованные по-
казатели заболеваемости и смертности среди 
мужчин в России составили 11,33 и 4,04, а сре-
ди женщин — 2,02 и 0,58 на 100 тыс. человек 
соответственно [2].

Стандартом консервативного лечения распро-
странённого и метастатического уротелиального 
рака является терапия на основе препаратов пла-
тины [3−5]. Однако в связи с высокой токсич-
ностью платиносодержащая терапия может быть 
назначена далеко не всем пациентам. В настоя-
щее время в качестве терапии первой и второй 
линий применяются также ингибиторы контроль-
ных точек иммунного ответа (ИКТО) — пем-
бролизумаб и атезолизумаб [3−5]. Несмотря на 
определённые успехи, долговременные резуль-
таты лечения метастатического уротелиального 
рака остаются неудовлетворительными: 5-летняя 
выживаемость при этом заболевании составляет 
менее 15 % [3, 4]. В связи с этим актуальны-
ми задачами являются разработка и внедрение 
в клиническую практику новых, в т. ч. таргет-
ных препаратов, а также индивидуализация си-
стемной терапии уротелиального рака на основе 
молекулярно-генетического анализа опухолевой 
ткани.

В 2019 г. управлением по санитарному над-
зору за качеством пищевых продуктов и ме-
дикаментов США (FDA) был одобрен первый 
препарат из группы специфических ингибиторов 
киназ FGFR1-4 — эрдафитиниб. Данный препа-
рат назначается при местнораспространённом и 
метастатическом уротелиальном раке с опреде-
лёнными генетическими изменениями в рецеп-
торах FGFR2 и FGFR3 [6, 7]. Для отбора паци-

ентов на лечение эрдафитинибом одновременно 
с лекарственным препаратом был зарегистриро-
ван набор реагентов therascreen FGFR RGQ RT-
PCR Kit (QIAGEN Manchester Ltd., Германия). 
Набор позволяет выявлять четыре наиболее ча-
сто встречающиеся в уротелиальных опухолях 
мутации в гене FGFR3: R248C, S249C, G370C 
и Y373C, а также транслокации FGFR3-TACC3v1 
(F17;T11), FGFR3-TACC3v3 (F17;T10), FGFR3-
BAIAP2L1 (F17;B2), FGFR2-BICC1 (F17;B3) и 
FGFR2-CASP7 (F17;C2). Мутации в гене FGFR3 
присутствуют приблизительно в 50 % случаев 
неинвазивного уротелиального рака, однако их 
встречаемость снижается с возрастанием стадии 
заболевания [8, 9]. Кроме того, такие мутации 
чаще обнаруживаются в опухолях верхних мо-
чевых путей [10, 11]. Эрдафитиниб в ходе кли-
нических испытаний показал эффективность у 
40 % пациентов с местнораспространенной или 
метастатической уротелиальной карциномой с 
FGFR-мутациями [6, 7]. В 2023 г. эрдафитиниб 
был зарегистрирован и в России. В настоящей 
работе нами была поставлена задача изучить 
распределение клинически значимых мутаций/
транслокаций у 196 российских пациентов при 
помощи собственной тест-системы, разрабо-
танной на основе высокочувствительных мето-
дов — цифровой капельной ПЦР и ПЦР в ре-
альном времени.

Материалы и методы

В исследование были включены образцы 
уротелиального рака от 196 пациентов, направ-
ленных на молекулярно-генетическое тестирова-
ние в НМИЦ онкологии им. Н. Н. Петрова в 
2022−2023 гг. Образцы опухолевой ткани, фик-
сированные в формалине и залитые парафином, 
были подвергнуты мануальной микродиссекции 
опухолевых клеток. Нуклеиновые кислоты (ДНК 
и РНК) были выделены из срезов с помощью 
фенол-хлороформной экстракции [12].

Для исследования однонуклеотидных за-
мен использовалась цифровая капельная ПЦР. 
Для проведения одной реакции брали 2 мкл 
образца нуклеиновых кислот, 10 мкл ddPCR 
Supermix for Probes, праймеры и пробы в фи-
нальной концентрации 0,5 мкМ и воду в коли-
честве, необходимом для достижения объёма 
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реакции 20 мкл. Генерация «капель» произво-
дилась с использованием устройства QX200 
Droplet Generator. ПЦР проходила при следую-
щих условиях: 95 °C, 10 мин. (активация фер-
мента), 50 циклов: 94 °C 30 сек., 58 °C 60 сек., 
затем 98 °C, 10 мин. Считывание флюоресцен-
ции и анализ полученных данных производи-
лись при помощи оборудования QX200 Droplet 
Digital PCR System. Последовательности всех 
использованных в работе праймеров и TaqMan-
зондов приведены в табл. 1.

Для получения кДНК на основе РНК про-
водилась реакция обратной транскрипции с ис-
пользованием RevertAid Reverse Transcriptase. 

Качество кДНК проверяли при помощи ПЦР-
амплификации фрагмента гена «домашнего хо-
зяйства», SDHA. Исследование транслокаций 
производилось методом ПЦР в реальном време-
ни. В состав реакции входили 1 × GeneAmp PCR 
Buffer I, 250 мкМ каждого дНТФ, по 200 нМ 
каждого праймера и зонда, 2,5 мМ MgCl2, а так-
же 1 мкл образца нуклеиновых кислот и 1 U 
полимеразы TaqM. Реакция проводилась в объ-
еме 20 мкл. Программа амплификации включала 
фазу активации фермента (95 °С, 10 мин.) и 50 
циклов ПЦР (95 °С 15 сек., 58 °С 1 мин.). ПЦР-
амплификация проводилась на приборе для ПЦР 
в реальном времени CFX96.

Таблица 1. Последовательности праймеров и проб

Мутация Праймер / проба Последовательность олигонуклеотида

FGFR3 p.R248C

Праймер 1 CCCTGAGCGTCATCTGC

Праймер 2 GCGTCACTGTACACCTTGCA

Проба WT FAM-CGCTCCCCGCACCGGCCCAT-BHQ1

Проба MUT JOE-TGCTCCCCGCACCGGCCCAT-BHQ1

FGFR3 p.S249C

Праймер 1 CCCTGAGCGTCATCTGC

Праймер 2 GCGTCACTGTACACCTTGCA

Проба WT FAM-CGCTCCCCGCACCGGCCCAT-BHQ1

Проба MUT JOE-CGCTGCCCGCACCGGCCCAT-BHQ1

FGFR3 p.G370C

Праймер 1 ATGTCTTTGCAGCCGAGGA

Праймер 2 ATGAACAGGAAGAAGCCCAC

Проба WT FAM-TGCATACACACTGCCCGCC-BHQ1

Проба MUT JOE-TGCATACACACTGCACGCC-BHQ1

FGFR3 p.Y373C

Праймер 1 ATGTCTTTGCAGCCGAGGA

Праймер 2 ATGAACAGGAAGAAGCCCAC

Проба WT FAM-TGCATACACACTGCCCGCC-BHQ1

Проба MUT JOE-TGCACACACACTGCCCGCC-BHQ1

FGFR3‐BAIAP2L1 (F17;B2)

Праймер 1 CAGAGGCCCACCTTCAAG

Праймер 2 CAGCCCAGGATTGAACTGT

Проба FAM-TGTCCTTACCGTGACGTCCACCGA-BHQ1

FGFR3‐TACC3 (F17;T10)

Праймер 1 CAGAGGCCCACCTTCAAG

Праймер 2 AACACCTGGGTGTGGGCCTGGCA

Проба FAM-TGTCCTTACCGTGACGTCCACCGA-BHQ1

FGFR3‐TACC3 (F17;T11)

Праймер 1 CAGAGGCCCACCTTCAAG

Праймер 2 GTTCTCCTCCTGTGTCGCCTT

Проба FAM-TGTCCTTACCGTGACGTCCACCGA-BHQ1

FGFR2‐BICC1 (F17;B3)

Праймер 1 CCCTCCCAGAGACCAAC

Праймер 2 CAAGCAATCTGCGTATTTGT

Проба FAM-AATTCGATCCAAGTCTTCTACCAACTGCTTGA-BHQ1

FGFR2‐CASP7 (F17;C2)

Праймер 1 CCCTCCCAGAGACCAAC

Праймер 2 GTGTTCTTTTCCAAGTGCCA

Проба FAM-AATTCGATCCAAGTCTTCTACCAACTGCTTGA-BHQ1

SDHA (контроль наличия кДНК)

Праймер 1 CCACTCGCTATTGCACACC

Праймер 2 ATCCAAGGCAAAATACTCCAC

Проба JOE-CTGGTATCATATCGCAGAGACC-BHQ1
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Для статистической обработки данных ис-
пользовалась свободная программная среда R 
[13]. Для анализа различий в распределении 
групп пациентов по возрасту применялся крите-
рий Манна – Уитни, а для оценки распределения 
пациентов между группами по полу, стадиям за-
болевания, локализации опухоли и статусу ку-
рения использовался точный критерий Фишера.

Результаты

Для анализа мутаций p.R248C, p.S249C, 
p.G370C, p.Y373C в гене FGFR3, и транслока-
ций FGFR3‐TACC3 (F17;T10), FGFR3‐TACC3 
(F17;T11), FGFR3‐BAIAP2L1 (F17;B2), FGFR2‐
CASP7 (F17;C2), наличие которых ассоциирова-
но с чувствительностью уротелиальных опухолей 
к эрдафитинибу и другим FGFR-ингибиторам, 
были разработаны молекулярно-генетические 
тесты на основе цифровой капельной ПЦР и 
ПЦР в реальном времени (рисунок). С помощью 
этих тестов были исследованы образцы уротели-
альной карциномы от 196 пациентов. В 14/196 

(7,1 %) случаев результат получить не удалось 
из-за низкого качества нуклеиновых кислот в 
образце.

Характеристики пациентов и основные ре-
зультаты анализов представлены в табл. 2. Ге-
нетические нарушения были обнаружены у 34 
из 182 (18,7 %) пациентов. Основную часть на-
рушений (94,1 %) составляли однонуклеотидные 
замены. Лишь у двух пациентов были выявле-
ны транслокации. В обоих случаях был выяв-
лен вариант FGFR3-TACC3 (F17;T11); другие 
варианты транслокаций в нашем исследовании 
обнаружены не были.

Пациенты, в опухолях которых были най-
дены мутации/транслокации гена FGFR3, ока-
зались старше пациентов без таких нарушений 
(медиана возраста составляла 68,5 и 65 лет со-
ответственно, p = 0,043). Мутации/транслокации 
были обнаружены у 24/128 (18,8 %) мужчин и 
у 10/54 (18,5 %) женщин (p = 1,0). У пациентов 
с 1−2 стадиями заболевания мутации/транс-
локации обнаруживались чаще, чем у пациен-
тов с 3−4 стадиями: в 12/49 (24,5 %) и 11/84 

Таблица 2. Характеристики пациентов (n = 196)

Параметр Количество случаев (%)

Возраст

Медиана (диапазон) 65,5 (34–92)

Пол

Мужчины 138 (70,4 %)

Женщины 58 (29,6 %)

Диагноз

Рак мочевого пузыря (C67) 130 (66,3 %)

Рак мочеточника (C66) 6 (3,1 %)

Рак почечных лоханок (C65) 11 (5,6 %)

Уротелиальный рак без уточнения 49 (25 %)

Стадия

1−2 54 (27,6 %)

3−4 91 (46,4 %)

Нет данных 51 (26,0 %)

Статус курения

Курящие 17 (8,7 %)

Не курящие 37 (18,9 %)

Нет данных 142 (72,4 %)

Результаты тестирования 

FGFR3 R248C 4 (2 %)

FGFR3 S249C 16 (8,2 %)

FGFR3 G370C 4 (2 %)

FGFR3 Y373C 8 (4,1 %)

FGFR3-TACC3 (F17;T11) 2 (1 %)

Нет мутаций / транслокаций 148 (75,5 %)

Результат получить не удалось 14 (7,1 %)
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(13,1 %) случаях соответственно; однако эти 
различия не были статистически достоверными 
(p = 0,103). Аберрации гена FGFR3 достовер-
но чаще выявлялись у пациентов с опухолями 
верхних мочевых путей: мутации/транслокации 
были найдены у 5/8 (62,5 %) пациентов с раком 
почечной лоханки, у 2/6 (33,3 %) пациентов с 
раком мочеточника и у 21/120 (17,5%) пациен-
тов с раком мочевого пузыря (p = 0,008). Статус 
курения был известен в 54 случаях. Мутации/
транслокации были обнаружены у 1/16 (6,3 %) 
куривших и у 7/37 (18,9 %) не куривших паци-
ентов (p = 0,410).

Обсуждение

Для анализа уротелиальных опухолей нами 
был разработан метод тестирования клинически 
значимых нарушений в генах FGFR3 и FGFR2 
на основе цифровой капельной ПЦР и ПЦР в 
реальном времени. По спектру выявляемых на-
рушений, данный метод является полным ана-
логом системы therascreen FGFR RGQ RT-PCR 
Kit. Цифровая капельная ПЦР — метод, харак-

теризующийся высокой чувствительностью, по-
зволяющий выявлять мутации, представленные 
в малом количестве в изучаемом образце [14]. 
Благодаря этому мутации могут быть успешно 
выявлены даже в образцах с малым процентом 
опухолевых клеток. При тестировании трансло-
каций, однако, использование цифровой ПЦР не 
требуется: т. к. при перестройках формируется 
новая нуклеотидная последовательность, от-
сутствующая в геномах/транскриптомах неопу-
холевых клеток, избыток нормальной ткани в 
образце не является препятствием к выявлению 
даже единичных молекул «слитных» транскрип-
тов при помощи обычной ПЦР или ПЦР в ре-
альном времени.

С помощью разработанных тестов были 
исследованы образцы уротелиальных опухо-
лей, полученные от 196 пациентов. Мутации/
транслокации были обнаружены у 34 из 182 
пациентов (18,7 %), которым удалось выпол-
нить анализ. Частота выявленных генетических 
нарушений в целом соответствует данным лите-
ратуры. Так, в работе S.J. Ross и соавт. (2016) 
нарушения, затрагивающие ген FGFR3, были 

Примеры анализа мутаций и транслокаций 
А, Б — тестирование мутации FGFR3 p.S249C при помощи цифровой капельной ПЦР. При отрицательном результате теста 

(А) регистрируется только сигнал от красителя FAM, которым помечен зонд, специфичный к нормальному аллелю (WT). При 
положительном результате (Б) в части капель регистрируется флюоресценция красителя HEX, которым помечен зонд, специфичный к 
мутантному аллелю (MUT); В, Г — тестирование на наличие транслокации FGFR3‐TACC3 (F17;T11). При отрицательном результате 

(В) амплификации в лунке с праймерами, специфичными к данному варианту транслокации не происходит; при этом кривая 
амплификации в лунке с праймерами к контрольному фрагменту гену SDHA пересекает пороговую прямую (threshold) до 35 цикла 

ПЦР, что свидетельствует о наличии достаточного количества кДНК в исследуемом образце. При положительном результате (Г) 
регистрируется кривая амплификации в лунке с праймерами, специфичными к тестируемому варианту транслокации
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выявлены в 63/295 (21,3 %) уротелиальных 
карцином, а в исследовании T. Helsten и соавт. 
(2016) — в 28/126 (22 %) опухолей этого типа 
[9, 15]. Следует отметить, что в обеих процити-
рованных работах использовались данные, полу-
ченные при помощи секвенирования нового по-
коления (NGS) и спектр выявляемых нарушений 
был значительно шире, чем в проведённом нами 
исследовании: он включал не только редкие ва-
рианты мутаций и транслокаций, но и ампли-
фикации гена. В нашем исследовании мутации 
достоверно чаще выявлялись в опухолях верхних 
мочевых путей, наблюдалась тенденция к более 
частому их обнаружению у пациентов с локали-
зованной формой заболевания (стадия 1−2). Эти 
ассоциации также ранее отмечались в литературе 
[16−18]. Нами были выявлены случаи с каждым 
из четырёх типов тестируемых однонуклеотид-
ных замен в гене FGFR3 (R248C, S249C, G370C 
и Y373C). В то же время среди исследованных 
образцов было обнаружено всего два случая с 
FGFR-транслокациями; в обоих был идентифи-
цирован вариант FGFR3-TACC3 (F17;T11) наи-
более частый, согласно данным литературы [7].

Заключение

В современной онкологии возрастает зна-
чение молекулярно-генетической диагности-
ки [19]. В связи с появлением в клинической 
практике нового класса препаратов — FGFR-
ингибиторов, требуется проводить разработку и 
валидацию методов тестирования нарушений в 
генах FGFR1-4 [20]. В настоящем исследовании 
было изучено распределение клинически значи-
мых изменений генов FGFR2/3 на значительной 
по объёму выборке пациентов с уротелиальным 
раком в России. Разработанные методы тести-
рования мутаций и транслокаций в дальнейшем 
могут быть использованы в клинической практи-
ке для определения чувствительности опухолей 
к лечению FGFR-ингибитором эрдафитинибом.
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