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Введение. Микросателлитная нестабильность (MSI) яв-
ляется следствием дефекта системы репарации неспарен-
ных оснований ДНК и сопровождается накоплением мно-
жества мутаций в ткани опухоли. Этот феномен характерен 
для колоректальных опухолей, карцином желудка, рака 
эндометрия и некоторых других типов новообразований. 
MSI в опухолях часто сочетается с активацией сигнального 
пути MAPK, в частности с мутациями в генах KRAS, NRAS 
и BRAF. Недавние исследования показали, что в опухолях 
с микросателлитной нестабильностью также могут встре-
чаться транслокации с участием тирозинкиназ ALK, ROS1, 
RET и NTRK1-3.

Цель. Изучить частоту и спектр активирующих транс-
локаций тирозинкиназ при опухолях разных локализаций с 
микросателлитной нестабильностью.

Материалы и методы. Статус MSI был определен для 
27 408 новообразований. Выявление перестроек с участием 
генов ALK, ROS1, RET и NTRK1-3 в 1284 образцах MSI-
позитивных опухолей осуществлялось при помощи тестов 
по определению несбалансированной экспрессии 5’/3’-кон-
цов гена, вариант-специфической ПЦР и высокопроизво-
дительного секвенирования РНК (РНК-NGS).

Результаты. Перестройки были обнаружены в 101/990 
(10,2 %) случае колоректального рака и 1/108 (1 %) опухоли 
желудка (ALK: 11; RET: 25; NTRK1: 42; NTRK2: 2; NTRK3: 
22), и не были выявлены при раке эндометрия (n = 157), 
шейки матки (n = 13), поджелудочной железы (n = 7), хо-
лангиокарциноме (n = 4) или раке яичника (n = 5). Са-
мой высокой частота транслокаций оказалась среди KRAS/
NRAS/BRAF-негативных колоректальных карцином с MSI 
93/395 (23,5 %). Гораздо реже перестройки обнаружива-
лись при раке толстой кишки с мутациями KRAS/NRAS/
BRAF (8/597, 1,3 %). При раке толстой кишки присутствие 
транслокаций ассоциировалось с возрастом старше 50 лет 
((97/795 (12,2 %) vs 3/195 (1,5 %), p = 0,0002)).

Introduction. Microsatellite instability (MSI), a conse-
quence of defective in DNA mismatch repair (dMMR), is 
manifested by multiple mutations. This phenomenon is particu-
larly common in colorectal tumors, gastric cancer, endometrial 
cancer, etc. MSI in tumors is often associated with activation 
of the MAPK pathway, for example with mutations in the 
KRAS, NRAS and BRAF genes. Recent studies have shown that 
drugs targeting ALK, ROS1, RET and NTRK1-3 tyrosine kinase 
translocations occur in tumors with microsatellite instability.

Aim. To study the frequency and spectrum of activating 
tyrosine kinase translocations in microsatellite unstable tumors 
of different localization.

Materials and Methods. MSI status was determined for 
27,408 neoplasms. Detection of rearrangements involving the 
ALK, ROS1, RET and NTRK1-3 genes in 1,284 samples of 
MSI-positive tumors was performed using the 5’-3’-end unbal-
anced expression test, variant-specific PCR and high-through-
put RNA next-generation sequencing (RNA-NGS).

Results. Gene fusions were detected in 101/990 (10.2 %) 
colorectal cancers, 1/108 (1 %) gastric cancers (ALK: 11; RET: 
25; NTRK1: 42; NTRK2: 2; NTRK3: 22). These alterations 
were not observed in endometrial (n = 157), cervical (n = 13), 
pancreatic (n = 7), cholangiocarcinoma (n = 4) or ovarian 
(n = 5) cancers. The highest frequency of gene rearrange-
ments was observed in KRAS/NRAS/BRAF-negative colorec-
tal cancer with MSI 93/395 (23.5 %). Much less frequent 
rearrangements were found in colorectal cancers with KRAS/
NRAS/BRAF mutations (8/597, 1.3 %). Patients with colorectal 
cancer over 50 years of age had a higher frequency of trans-
locations compared to younger patients (97/795 (12.2 %) vs. 
3/195 (1.5 %), p = 0.0002).
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Выводы. Транслокации с участием генов тирозинкиназ 
встречаются со значительной частотой при MSI-позитивном 
раке толстой кишки, в особенности при KRAS/NRAS/BRAF-
негативных опухолях.

Ключевые слова: транслокации; микросателлитная не-
стабильность; колоректальный рак; ALK; RET; NTRK
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Conclusion. Tyrosine kinase gene translocations occur with 
significant frequency in MSI-positive colorectal cancer, espe-
cially in KRAS/NRAS/BRAF wild-type tumors.
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Введение

Микросателлитная нестабильность (MSI) яв-
ляется следствием дефектов в системе репара-
ции неспаренных оснований ДНК (dMMR) и 
проявляется наличием множественных мутаций, 
в частности изменением длин коротких тандем-
ных повторов в последовательности ДНК [1, 2]. 
MSI часто наблюдается в опухолях, ассоцииро-
ванных с синдромом Линча. Такие злокачествен-
ные новообразования возникают у носителей 
наследственных патогенных вариантов в генах 
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 или EPCAM. Раз-
витие опухоли связано с соматической инакти-
вацией второго аллеля гена системы MMR [3]. 
Фенотип MSI также характерен для некоторых 
спорадических злокачественных новообразова-
ний, его основной причиной при этом является 
гиперметилирование промотора MLH1 [4]. Кар-
циномы с микросателлитной нестабильностью 
имеют повышенную опухолевую мутационную 
нагрузку (TMB) и чувствительны к ингибиторам 
иммунных контрольных точек [5, 6].

Фенотип MSI часто встречается при раке 
толстой кишки (РТК) (5−15 %). В значитель-
ной доле РТК с MSI обнаруживаются мутации, 
активирующие сигнальный путь MAPK, в част-
ности, аминокислотные замены в генах KRAS, 
NRAS и BRAF [4, 7]. Несколько недавних иссле-
дований продемонстрировали, что колоректаль-
ные карциномы с MSI могут также содержать 
перестройки в генах рецепторных тирозинкиназ 
[2, 8−10]. Кроме того, эти транслокации оказа-
лись связаны с повышенной частотой мутаций в 
GC-богатых интронных областях вовлеченных в 
перестройку генов [11]. Существует целый ряд 
таргетных препаратов ингибиторов тирозинки-
наз, направленных на аномально активирован-
ные ALK, ROS1, RET и NTRK1-3, поэтому об-
наружение транслокаций с участием этих генов 
имеет большое клиническое значение [10, 12]. 
Помимо колоректальных опухолей, MSI также 
характерна для нескольких других типов кар-

цином, в частности, для рака желудка (РЖ) и 
эндометриоидного рака тела матки (РТМ) [13, 
14]. Систематических исследований перестроек 
генов тирозинкиназ в неколоректальных опухо-
лях с микросателлитной нестабильностью до 
сих пор не проводилось.

Комплексный анализ транслокаций обычно 
требует применения дорогостоящей технологии 
РНК-секвенирования следующего поколения 
(next generation sequencing, NGS) [2]. Ранее мы 
разработали эффективную скрининговую мето-
дику для обнаружения транслокаций ALK, ROS1, 
RET и NTRK1-3, которая включает в себя анализ 
несбалансированной экспрессии 5’/3’-концов 
этих генов [15, 16]. Когда ген не затронут пере-
стройкой, количество транскриптов, в которые 
входит киназный домен, и предшествующая ки-
назному домену последовательность гена, оста-
ется одинаковым (сбалансированная экспрес-
сия). Перестройки ALK, ROS1, RET и NTRK1-3 
обычно приводят к слиянию фрагмента гена, 
содержащего киназный домен, с активно транс-
крибируемым геном-партнером. В этом случае 
экспрессия части гена, содержащей киназный 
домен, повышается, по сравнению с экспрессией 
участков, расположенных перед точкой разрыва 
(несбалансированная экспрессия). Такой подход, 
в сочетании с идентификацией конкретных ва-
риантов перестроек ALK, ROS1, RET и NTRK1-3, 
позволяет эффективно выявлять известные и за-
подозрить присутствие новых или более редких 
типов транслокаций.

Материалы и методы 

Присутствие микросателлитной нестабиль-
ности было проанализировано в 21 521 образце 
РТК, в 2 692 случаях рака желудка (РЖ) и в 
932 случаях рака эндометрия, направленных на 
молекулярно-генетический анализ в НМИЦ им. 
Н.Н. Петрова в период 2013−2023 гг. В большин-
стве РТК и в части РЖ были протестированы 
мутации в онкогенах KRAS, NRAS и BRAF [17]. 
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Кроме того, тестирование MSI было проведено 
для 795 образцов рака шейки матки, 229 холан-
гиокарцином, 465 опухолей яичников и 774 опу-
холей поджелудочной железы. В 2013−2021 гг. 
анализ MSI в значительной степени основы-
вался на использовании одного маркера BAT26, 
учитывая доказательства его высокой точности 
для обнаружения MSI [18]. В 2022–2023 гг. этот 
анализ был заменен стандартным тестом MSI 
с использованием 5 маркеров (BAT25, BAT26, 
NR21, NR22 и NR24). При использовании пента-
плексной панели опухоли классифицировались 
как MSI-положительные при наличии отклоне-
ний длины в двух или более маркерах [19]. Де-
текция MSI проводилась методом капиллярного 
электрофореза на системе генетического анализа 
GenomeLab GeXP (Beckman Coulter, США) или 
на приборе Nanophore-05 (Syntol, Россия).

Перестройки с участием генов ALK, ROS1, 
RET и NTRK1-3 были проанализированы в 1 284 
опухолях с позитивным статусом MSI. Методы 
поиска транслокаций в вышеуказанных генах 
описаны ранее [15, 16]. Вкратце, архивные об-
разцы опухолевых тканей подвергались мануаль-
ной микродиссекции и стандартной процедуре 
фенол-хлороформной экстракции нуклеиновых 
кислот с последующей реакцией обратной 
транскрипции. Качество кДНК контролирова-
лось при помощи ПЦР-амплификации фрагмен-
та гена «домашнего хозяйства» SDHA; образ-
цы с показателем порогового цикла (Ct, Cycle 
treshold)) выше 35 считались непригодными для 
дальнейшего анализа. Тест на несбалансирован-
ную экспрессию 5’/3’-концов генов ALK, ROS1, 
RET, NTRK1, NTRK2 и NTRK3 и вариант-спец-
ифическая ПЦР для наиболее распространенных 
типов транслокаций, затрагивающих гены ALK 
(4 варианта), ROS1 (10 вариантов), RET (11 ва-
риантов), проводились методом ПЦР с TaqMan-
зондами [15, 16] Реакции ПЦР выполнялись 
на приборах CFX-96 Real-Time PCR Detection 
System (Bio-Rad, США). Смесь для ПЦР содер-
жала 1 мкл образца кДНК, 1 × GeneAmp ПЦР 
буфер I (Applied Biosystems, США), 250 мкМ 
каждого dNTP, 200 нМ каждого праймера и 
зонда, 2,5 мМ MgCl2 и 1 ед. полимеразы TaqM 
(АлкорБио, Россия) в общем объеме 20 мкл. Ре-
акции ПЦР начинались с активации фермента 
(95 °С, 10 мин.) и включали 40 циклов ампли-
фикации (95 °С — 15 сек., 58 °С — 1 мин.).

Образцы с несбалансированной экспрессией, 
которые не имели перестроек, обнаруживаемых 
с помощью ПЦР, были исследованы методом 
РНК-секвенирования нового поколения. РНК-
NGS выполнялось с использованием таргетной 
панели QIAseq RNA-Scan Targeted Panel (Qiagen, 
Hilden, Германия), дизайн которой направлен на 
обнаружение перестроек в 6 генах (ALK, ROS1, 

RET, NTRK1, NTRK2, NTRK3). NGS проводили 
на приборах Illumina MiSeq или NextSeq 550, 
анализ полученных NGS-данных выполнял-
ся биоинформатическим пакетом STAR-Fusion 
(V.1.4.0). Статистический анализ проводился с 
использованием точного критерия Фишера.

Результаты

Анализ MSI
Микросателлитная нестабильность была об-

наружена в 1230/21521 (5,7 %) РТК, 123/2692 
(4,6 %) РЖ, 185/932 (19,8 %) случаях рака тела 
матки (РТМ), 16/795 (2 %) карциномах шей-
ки матки (РШМ), 10/465 (2,2 %) случаях рака 
яичников (РЯ), 7/774 (0,9 %) опухолях подже-
лудочной железы (РПЖ) и 4/229 (1,7 %) холан-
гиокарциномах (ХКЦ) (рис. 1). Частота MSI в 
этих типах опухолей хорошо согласуется с ра-
нее опубликованными данными [1]. Поскольку в 
нашем исследовании использовались результаты 
как одномаркерного тестирования BAT26, так и 
пентаплексной панели (BAT25, BAT26, NR21, 
NR22 и NR24), мы оценили различия между 
этими двумя методами и то, как они могут по-
влиять на результаты. Оценка статуса BAT26 в 
958 РТК, 108 РЖ и 160 РТМ, в которых по дан-
ным пентаплексного анализа была обнаружена 
MSI, показала, что только 8 из 1 226 опухолей 
имели нормальный статус BAT26. Эти резуль-
таты свидетельствуют о том, что методология 
тестирования MSI не оказала существенного 
влияния на результаты.

Анализ генных перестроек
Для исследования генных перестроек было 

доступно 1 355 образцов РНК, полученных из 
опухолей с микросателлитной нестабильностью 
(1044 РТК, 112 РЖ, 166 РТМ, 16 РШМ, 5 ХК, 7 
РПЖ и 5 РЯ). Часть образцов (71/1355, 5,2 %) не 
прошли контроль качества РНК (54/1044 (5,2 %) 
РТК, 4/112 (3,7 %) РЖ, 9/166 (5,7 %) РТМ, 3/16 
(18,7 %) РШМ и 1/5 (25 %) ХК). В 1 284 MSI-
позитивных образцах (990 РТК, 108 РЖ, 157 
РТМ, 13 РШМ, 7 РПЖ, 5 РЯ и 4 ХК) с удов-
летворительным качеством РНК был проведен 
поиск химерных транскриптов ALK, ROS1, RET, 
NTRK1, NTRK2 и NTRK3.

Процедура скрининга включала одновре-
менное определение несбалансированной экс-
прессии 5’/3’-концов генов и использование 
вариант-специфической ПЦР для диагности-
ки распространенных типов транслокаций. Во 
всех опухолях с перестройками, затрагивающи-
ми гены ALK и NTRK2, был обнаружен дисба-
ланс экспрессии. Вместе с тем чувствительность 
оценки экспрессии 5’/3’-концов оказалась ниже 
в отношении транслокаций генов RET, NTRK1 и 
NTRK3: 7/25 (28 %), 3/42 (7,1 %) и 4/22 (18,2 %) 
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образцов с перестройками этих генов, соответ-
ственно, демонстрировали сбалансированную 
экспрессию.

Дисбаланс экспрессии 5’/3’-фрагментов ге-
нов рецепторных тирозинкиназ наблюдался в 
88 опухолях (ALK: 11; RET: 18; NTRK1: 39; 
NTRK2: 2; NTRK3: 18). При помощи вариант-
специфической ПЦР перестройки были иден-
тифицированы в 55/88 (62,5 %) образцах. Из 
оставшихся 33 случаев с несбалансированной 
экспрессией, но без выявленных вариантов пе-
рестроек, 19 были проанализированы с помо-
щью NGS. Оставшиеся случаи не были вклю-
чены в NGS-анализ, поскольку гистологический 
материал был возвращен в первичные медицин-
ские учреждения после завершения тестирова-
ния MSI и оказался недоступен для повторного 
выделения РНК. При помощи NGS во всех 19 
опухолях были идентифицированы варианты 
транслокаций: SPTBN1::ALK (S7;A20) (n = 2), 
ETV6::NTRK2 (E5;N15) (n = 2), TPR::NTRK1 
(T21;N10) (n = 2), TPR::NTRK1 (T21;N12) 
(n = 2) и по одной NCOA4::RET (N9del501;R12), 
STRN::ALK (S3;A20), STRN::ALK (S5;ins53A20), 
RBBP8::ALK (R8;A20), TPR::NTRK1 (T15;N10), 
TPR::NTRK1 (T20;N11), ZKSCAN1::NTRK1 
(Z3;N12), LMNA::NTRK1 (L9ins44;del74N11), 
LMNA::NTRK1 (L12del266;N12), EML4::NTRK3 
(E6;N14), GPHN::NTRK3 (G11;N14). Эти данные 
позволяют предположить, что большинство из 
оставшихся 14 опухолей, которые не были до-
ступны для NGS, также содержат редкие пере-
стройки генов тирозинкиназ.

Таким образом, в 89 опухолях с микроса-
теллитной нестабильностью были идентифици-
рованы варианты транслокаций (ALK: 9, RET: 
21, NTRK1: 39, NTRK2: 2, NTRK3: 18) (рис. 1, 
рис. 2). Кроме того, ещё 14 опухолей имели 

несбалансированную экспрессию 5’/3’-концов 
(ALK: 2, RET: 4, NTRK1: 4, NTRK3: 4), что с 
высокой вероятностью указывает на наличие 
перестроек в перечисленных генах.

Паттерн перестройки генов в различных ка-
тегориях опухолей с MSI

В опухолях с MSI частота транслокаций со-
ставила 102/990 (10,3 %) для колоректальных 
опухолей и 1/108 (0,9 %) для карцином желудка. 
В исследование вошло 395 случаев РТК без му-
таций в генах KRAS/NRAS/BRAF; в 80 (20,6 %) 
из этих опухолей были обнаружены химерные 
транскрипты (ALK: 9; RET: 21; NTRK1: 34; 
NTRK2: 1; NTRK3: 15). Кроме того, 13 KRAS/
NRAS/BRAF-негативных РТК продемонстриро-
вали дисбаланс экспрессии 5’/3’-концов для од-
ного из этих генов (ALK: 2, RET: 4, NTRK1: 4, 
NTRK3: 3), однако варианты слияния не удалось 
идентифицировать по техническим причинам. В 
общей сложности 93/395 (23,5 %) случаев рака 
толстой кишки без мутаций KRAS/NRAS/BRAF, 
содержали транслокации (ALK: 11; RET: 25; 
NTRK1: 38; NTRK2: 1; NTRK3: 18).

Необходимо отметить, что в 8/597 (1,3 %) 
случаях РТК с активирующими мутациями в 
генах KRAS, NRAS или BRAF были обнаруже-
ны перестройки генов киназ (рис. 2, табл. 1). 
Кроме того, опухоль желудка с перестройкой 
TPM3::NTRK1 (T8;N10) также одновременно со-
держала мутацию p.G12C в онкогене KRAS.

Активирующие мутации в генах пути MAPK 
обычно являются взаимоисключающими, поэто-
му сочетание активирующих транслокаций и 
мутаций KRAS/NRAS/BRAF представляется ин-
тересным феноменом. Такое сочетание может 
быть обнаружено как при наличии разных кле-
точных клонов, содержащих эти молекулярные 
нарушения, так и в результате одновременного 

Рис. 1. Схема анализа транслокаций в опухолях с микросателлитной нестабильностью. РТК, рак толстой кишки; РЖ, рак желудка; 
РТМ, рак тела матки; РШМ, рак шейки матки; РЯ, рак яичников; РПЖ, рак поджелудочной железы; ХКЦ, холангиокарциномы; RAS/

RAF +, образцы с мутациями в генах KRAS, NRAS or BRAF; RAS/RAF −, KRAS/NRAS/BRAF негативные образцы
Fig. 1. Flowchart of gene rearrangement analysis in MSI-positive samples. Colorectal cancer (CRC); gastric cancer (GC); Cancer of the 

corpus uteri (CCU); cervical cancer (CC); ovarian cancer (OC); pancreatic cancer (PC); cholangiocarcinomas (CCA). RAS/RAF +: CRCs 
harbouring mutations in KRAS, NRAS or BRAF oncogenes. RAS/RAF -: KRAS/NRAS/BRAF wild-type CRCs
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Таблица 1. Характеристика групп MSI-позитивных случаев, в которых обнаружены транслокации

MSI-H опухоли тестированные 
на наличие транслокаций

рак толстой кишки рак желудка

990 108
Исследование транслокаций, 
количество образцов MSI+101 (10,2 %) MSI-888 (89,7 %) MSI+1 (0,9 %) MSI-107 (99,1 %)

Пол
Ж 60 (59,4 %) 474 (53,4 %) 1 (100 %) 55 (51,4 %)

М 41 (40,6 %) 414 (46,6 %) 0 52 (48,6 %)

Возраст, лет

диапазон 28−86 20−90 - 34−87

медиана 67 64 - 68

< 40 3 (3 %) 82 (9,2 %) 0 4 (3,7 %)

41−50 1 (1 %) 118 (13,3 %) 0 11 (10,3 %)

51−60 21 (20,8 %) 152 (17,1 %) 0 15 (14 %)

61−70 44 (43,6 %) 294 (33,1 %) 0 34 (31,8 %)

> 70 32 (31,7 %) 242 (27,3 %) 1 (100 %) 43 (40,2 %)

Table 1. Clinical characteristics of MSI-positive tumors with gene fusions

Total MSI-positive tumors tested 
for gene fusions

Colorectal cancers Gastric cancers

990 108
Gene fusions study, Number of 
samples MSI+101 (10.2 %) MSI-888 (89.7 %) MSI+1 (0.9 %) MSI-107 (99.1 %)

Gender
F 60 (59.4 %) 474 (53.4 %) 1 (100 %) 55 (51.4 %)

M 41 (40.6 %) 414 (46.6 %) 0 52 (48.6 %)

Age, years

range 28−86 20−90 - 34−87

median 67 64 - 68

< 40 3 (3 %) 82 (9.2 %) 0 4 (3.7 %)

41−50 1 (1 %) 118 (13.3 %) 0 11 (10.3 %)

51−60 21 (20.8 %) 152 (17.1 %) 0 15 (14 %)

61−70 44 (43.6 %) 294 (33.1 %) 0 34 (31.8 %)

> 70 32 (31.7 %) 242 (27.3 %) 1 (100 %) 43 (40.2 %)

Рис. 2. Спектр выявленных транслокаций в РТК с микросателлитной нестабильностью. RAS/RAF, статус мутаций KRAS/NRAS/BRAF
Fig. 2. Spectrum of gene rearrangements in MSI-positive colorectal cancer samples. RAS/RAF - KRAS/NRAS/BRAF mutation status
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появления двух мутаций в одной и той же 
клетке. Мы оценили фракцию мутаций KRAS/
BRAF в этих опухолях с помощью цифровой 
капельной ПЦР (табл. 2). Полученные данные 
в большинстве случаев в значительной степени 
согласуются с результатами морфологической 
оценки опухолевого материала, что позволяет 
предположить, что мутации KRAS/BRAF веро-
ятно присутствуют во всех опухолевых клетках. 
Примечательно, что все, кроме одной, описан-
ные выше опухоли с перестройками тирозинки-
наз показали несбалансированную экспрессию 
5’/3’-концов затронутого гена; этот дисбаланс 

не мог бы быть обнаружен, если бы только не-
значительная фракция опухолевых клеток несла 
транслокацию (табл. 2).

Присутствие транслокаций в РТК с MSI ассо-
циировалось с более старшим возрастом (табл. 1). 
У больных старше 50 лет частота транслокаций 
была значительно выше (97/795 (12,2 %)), чем 
у более молодых пациентов (3/195 (1,5 %) OR 
8,894 95 % ДИ (2,788−28,372), p = 0,0002)). 
Эта разница была особенно выражена в груп-
пе РТК без мутаций KRAS/NRAS/BRAF (92/316 
(29,1 %) против 1/79 (1,3 %) OR 32,036 95 % 
ДИ (4,391−233,750) p = 0,0006; табл. 3).

Таблица 2. Оценка фракции опухолевых клеток с мутациями в генах KRAS/BRAF 
в MSI-позитивных опухолях

ID Диагноз Мутация % капель с мутацией 
в цкПЦР Транслокация % опухолевых клеток 

по морф. оценке
C1274 РТК BRAF V600E 17,5 % ETV6::NTRK3 (E5;N15) 30 %

B4561 РТК KRAS A146T 21 % ETV6::NTRK2 (E5;N15) 50 %

C7527 РЖ KRAS G12C 30,9 % TPM3::NTRK1 (T8;N10) 30 %

C3231 РТК BRAF V600E 5 % LMNA::NTRK1 (L8;N12) 30 %

D5144 РТК KRAS G12D 18 % Unbalanced NTRK3 30 %

P29082 РТК NRAS Q61K 22 % TPM3::NTRK1 (T8;N12) нет информации

Table 2. Evaluation of the fraction of KRAS/BRAF-mutated cells in MSI-positive tumors

ID Diagnosis Mutation % drops with mutation 
in ddPCR Fusion % tumor cells by mor-

phologic evaluation
C1274 CRC1 BRAF V600E 17.5 % ETV6::NTRK3 (E5;N15) 30 %

B4561 CRC KRAS A146T 21 % ETV6::NTRK2 (E5;N15) 50 %

C7527 GC2 KRAS G12C 30.9 % TPM3::NTRK1 (T8;N10) 30 %

C3231 CRC BRAF V600E 5 % LMNA::NTRK1 (L8;N12) 30 %

D5144 CRC KRAS G12D 18 % Unbalanced NTRK3 30 %

P29082 CRC NRAS Q61K 22 % TPM3::NTRK1 (T8;N12) no information

1CRC — colorectal cancer; 2GC — gastric cancer.

Таблица 3. Частота транслокаций в MSI-позитивных случаях РТК в зависимости 
от возраста пациентов

Когорты MSI-H рак толстой кишки (все 
случаи)

MSI-H рак толстой кишки с 
мутациями RAS/RAF

MSI-H рак толстой кишки
без мутаций RAS/RAF

Возраст, лет Транслокации / 
всего образцов

Стат. 
значимость

Транслокации / 
всего образцов

Стат. 
значимость

Транслокации / 
всего образцов

Стат. 
значимость

</= 50 3/195 (1,5 %)
p = 0,0002

3/482 (0,6 %)
p = 0,0072

1/79 (1,3 %)
p = 0,0006

> 50 97/795 (12,2 %) 5/115 (4,3 %) 92/316 (29,1 %)

всего 101/990 (10,2 %) 8/597 (1,3 %) 93/395 (23,5 %)

Table 3. Frequency of gene rearrangements in MSI-positive CRC patients of different age

Groups Colorectal cansers MSI+ (total) Colorectal cansers MSI+ with RAS/
RAF mutations

Colorectal cansers MSI+ without 
RAS/RAF mutations

Age Cases with fusions / 
Total number of cases

Statistical 
significance

Cases with fusions / 
Total number of cases

Statistical 
significance

Cases with fusions /
Total number of cases

Statistical 
significance

</= 50 3/195 (1.5 %)
p = 0.0002

3/482 (0.6 %)
p = 0.0072

1/79 (1.3 %)
p = 0.0006

> 50 97/795 (12.2 %) 5/115 (4.3 %) 92/316 (29.1 %)

Total 101/990 (10.2 %) 8/597 (1.3 %) 93/395 (23.5 %)
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Обсуждение

В данном исследовании была выполнена си-
стематическая оценка перестроек тирозинкиназ 
ALK, ROS1, RET и NTRK1-3 в MSI-положительных 
опухолях различных локализаций. Мы подтвер-
дили, что транслокации ALK, RET и NTRK1-3 
часто встречаются в KRAS/NRAS/BRAF–негатив-
ных РТК, особенно у пациентов старше 50 лет. 
Они также могут обнаруживаться в колоректаль-
ных опухолях с мутациями в генах пути RAS/
RAF, и в MSI-позитивных новообразованиях 
других органов.

Результаты работы согласуются с недавним 
исследованием Мэдисона и соавт. [11], в кото-
ром было продемонстрировано, что возникнове-
ние генных перестроек в РТК объясняется му-
тагенным эффектом выделяемого микробиотой 
бутирата и последующим образованием 8-оксо-
гуанина, в контексте дефицита репарации неспа-
ренных оснований. Эти данные объясняют зна-
чительную разницу в частоте генных перестроек 
между колоректальными и неколоректальными 
злокачественными новообразованиями. Вместе с 
тем мы обнаружили умеренную частоту транс-
локаций тирозинкиназ также и в опухолях же-
лудка. Этот факт позволяет предположить, что 
клетки с микросателлитной нестабильностью 
могут приобретать транслокации даже при от-
сутствии влияния кишечных микробов.

Наше исследование подтверждает, что из-
менения в генах пути MAPK, как правило, 
являются взаимоисключающими. Действитель-
но, активации одного участника этого моле-
кулярного каскада, например, рецепторной 
тирозинкиназы или онкогена KRAS, обычно 
достаточно для запуска сигнального пути. Бо-
лее того, упомянутые выше генетические из-
менения обычно считаются относительно эк-
вивалентными с точки зрения фенотипических 
последствий [7]. Интересно, что несмотря на 
это, частота мутаций конкретных генов значи-
тельно отличается между MSI-позитивными и 
MSI-негативными РТК. Колоректальные кар-
циномы с микросателлитной нестабильностью 
имеют примерно в 2 раза более низкую ча-
стоту мутаций KRAS, но приблизительно в 4 
раза более высокую частоту мутаций BRAF, по 
сравнению с MSI-негативными опухолями [7, 
17]. Более того, перестройки генов киназ рас-
пространены в РТК с MSI, но исключительно 
редки в MSI-негативных колоректальных кар-
циномах [11]. В целом кумулятивная частота 
активации каскада MAPK схожа в РТК с фе-
нотипом MSI и без него: в 691/990 (67,9 %) 
MSI-позитивных РТК, проанализированных в 
этом исследовании, обнаружены изменения в 
генах пути MAPK (рис. 2), что почти идентич-

но оценкам, полученным для MSI-негативных 
колоректальных карцином [17]. Явных генети-
ческих изменений в этом сигнальном каскаде 
в оставшихся 30−40 % РТК обнаружено не 
было, что заслуживает дальнейшего изучения 
[7]. Обращает внимание тот факт, что мы об-
наружили несколько случаев, где генетические 
изменения произошли одновременно в двух 
разных онкогенах. В предыдущих исследова-
ниях были описаны подобные наблюдения [17, 
20, 21]. Надежно дифференцировать сочетан-
ное возникновение нескольких активирующих 
каскад MAPK событий в одной и той же клетке 
можно при помощи секвенирования отдельных 
клеток [22]. В этой работе мы использовали 
ddPCR для анализа фракции клеток с мутаци-
ей KRAS/BRAF, и предполагаем, что эти мута-
ции не являются субклональными (табл. 2). В 
двух образцах РТК было обнаружено сочетание 
мутации BRAF V600E и транслокации NTRK. 
Эти опухоли представляют особый интерес с 
клинической точки зрения, поскольку они об-
ладают тремя потенциальными мишенями для 
высокоэффективного лечения: MSI для имму-
нотерапии, замена BRAF V600E для комбини-
рованного ингибирования EGFR/BRAF и акти-
вация NTRK для использования ингибиторов 
TRK [4, 7, 12].

В исследовании было обнаружено, что пере-
стройки генов у больных с РТК старше 50 лет 
встречаются чаще, чем у более молодых паци-
ентов. Этот возрастной порог также разделяет 
спорадические случаи РТК с микросателлитной 
нестабильностью, возникшей как следствие ги-
перметилирования промотора MLH1, и наслед-
ственные, обусловленные биаллельной инакти-
вацией генов MMR [3, 4, 7]. 

Спектр транслокаций в опухолях с микро-
сателлитной нестабильностью имеет некоторые 
характерные особенности. Варианты NTRK1-3 
относительно часто встречаются в некоторых 
детских опухолях и саркомах, но крайне ред-
ко обнаруживаются в распространенных типах 
рака [23, 24]. Тем не менее перестройки NTRK1-
3 являются наиболее частыми видами трансло-
каций, наблюдаемых в MSI-позитивных карци-
номах. В рамках исследования были выявлены 
слияния генов TPM3::NTRK1, EML4::NTRK3 и 
ETV6::NTRK3, которые составляют большинство 
транслокаций генов NTRK1-3 и при других типах 
опухолей [24]. В карциномах легкого чаще все-
го встречаются перестройки генов ALK и RET. 
На долю нескольких частых вариантов транс-
локаций ALK при раке легкого приходится бо-
лее 90 % всех перестроек [25], однако в нашем 
исследовании были обнаружены только четыре 
такие перестройки (EML4::ALK). Аналогичным 
образом, слияния KIF5B::RET составляют более 
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70 % изменений RET при раке легких [16], но 
ни в одной MSI-позитивной опухоли с трансло-
кацией RET этого варианта обнаружено не было.

Выполненное исследование имеет некоторые 
ограничения. В частности, из-за отсутствия све-
дений о выживаемости пациентов мы не смог-
ли оценить влияние наличия генных перестроек 
на исход заболевания. Выявление MSI основы-
валось на стандартном протоколе ПЦР. Этот 
подход надежно выявляет крайне выраженную 
микросателлитную нестабильность, но он может 
пропустить подмножество карцином с дефици-
том репарации неспаренных оснований, которые 
имеют низкую скорость пролиферации клеток 
и, следовательно, низкое количество мутаций 
в мононуклеотидных последовательностях [5]. 
Несоответствие между иммуногистохимической 
(ИГХ) оценкой белков MMR и ПЦР-анализом 
MSI в основном наблюдается для опухолей, 
локализованных за пределами желудочно-ки-
шечного тракта [5]. Поэтому, учитывая пре-
имущественное возникновение транслокаций в 
РТК, крайне маловероятно, что такие опухоли с 
дефицитом MMR, но стабильными микросател-
литами будут иметь перестройки, активирующие 
MAPK-путь.

В нашем исследовании в 33 образцах с не-
сбалансированной экспрессией 5’/3’-концов 
тирозинкиназ не удалось идентифицировать 
известные перестройки при помощи вариант-
специфической ПЦР. Только 19 из этих опухо-
лей были доступны для NGS, и в каждой из 
них обнаружились редкие варианты химерных 
транскриптов. Весьма вероятно, что большин-
ство из оставшихся 14 опухолей (ALK: 2; RET: 
4; NTRK1: 4, NTRK3: 4) также содержат нео-
бычные типы перестроек в упомянутых генах. 
Также следует учесть, что применение инги-
биторов ALK и NTRK не обязательно основа-
но на идентификации конкретных вариантов 
транслокации, поскольку одобренным методом 
анализа этих генов является FISH. В целом ме-
тодика оценки несбалансированной экспрессии 
5’/3’-фрагментов характеризуется низкой долей 
ложноположительных результатов, т. е. практи-
чески все опухоли, идентифицированные этим 
методом, действительно имеют перестройки со-
ответствующих генов [15, 16]. В связи с этим в 
некоторых обстоятельствах результаты анализа 
несбалансированной экспрессии 5’/3’-концов ти-
розинкиназ сами по себе могут быть достаточ-
ным основанием для назначения терапии. В то 
же время опухоли с транслокациями генов RET, 
NTRK1 и NTRK3 в ряде случаев не демонстри-
руют детектируемой несбалансированной экс-
прессии 5’/3’-концов, что может быть связано 
со сравнимыми уровнями экспрессии таргетного 
гена и гена-партера. Исследование дисбаланса 

экспрессии концов гена помогает обнаруживать 
случаи с редкими вариантами перестроек, но 
допустимо к использованию в сочетании с до-
полняющими вариант-специфическими исследо-
ваниями.

Заключение

Исследование перестроек ALK, RET, NTRK1, 
NTRK2 и NTRK3 имеет особую актуальность 
для колоректальных карцином с MSI, у кото-
рых отсутствуют мутации в генах KRAS, NRAS 
и BRAF. Транслокации с участием упомянутых 
тирозинкиназ встречаются, хотя и значитель-
но реже, также при MSI-позитивных опухолях 
других локализаций. Присутствие транслокаций 
ассоциировано с более старшим возрастом паци-
ентов. Спектр вовлечённых тирозинкиназ и их 
партнёров отличается большим разнообразием, 
поэтому использование косвенных методов, та-
ких как иммуногистохимия или флуоресцентная 
гибридизация in situ, может привести к неодно-
значным результатам. В то время как РНК-NGS 
является золотым стандартом для обнаружения 
транслокаций, представленный в нашем иссле-
довании подход к диагностике перестроек может 
стать экономически эффективной альтернативой 
в случае ограниченного доступа к технологии 
массового параллельного секвенирования.
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