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Введение. Опухоли, содержащие мутацию в кодоне 
600 гена BRAF, демонстрируют чувствительность к инги-
биторам BRAF-киназы. Молекулярно-генетическое тести-
рование данного гена является неотъемлемым компонентом 
диагностических мероприятий, применяемых в отношении 
меланом кожи, карцином толстой кишки, легкого, щито-
видной железы, а также некоторых других разновидностей 
опухолей. Частота мутаций BRAF, наблюдаемая у россий-

Introduction. Tumors harboring BRAF V600 mutations 
demonstrate sensitivity to BRAF kinase inhibitors. Molecu-
lar genetic testing for this mutation represents an essential 
diagnostic component for cutaneous melanoma, colorectal, 
lung, and thyroid carcinomas, among other malignancies. 
Reported BRAF mutation frequencies In Russian cutaneous 
melanoma patients range from 28 to 60  %, suggesting sub-
stantial interlaboratory variability in testing procedures.
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ских пациентов с меланомой кожи, по данным различных 
публикаций, колеблется от 28 до 60 % — это указывает на 
высокую вероятность межлабораторных вариаций в проце-
дуре тестирования. 

Цель. Оценка качества тестирования мутаций BRAF в 
различных лабораториях.

Материалы и методы. Для организации контроля 
качества определения BRAF-статуса в меланомах была 
подготовлена панель из 15  образцов опухолей, которые 
продемонстрировали идентичные результаты молекуляр-
но-генетического анализа в двух референсных лаборато-
риях Межрегиональной общественной организации моле-
кулярных генетиков в онкологии и онкогематологии (МОО 
ОМГО). 

Результаты. Панель была предложена 13 лаборатори-
ям, которые выразили предварительный интерес к участию 
в данном проекте. 10 лабораторий подтвердили согласие 
принять образцы в работу, четыре из которых продемон-
стрировали удовлетворительные результаты тестирования: 
одна лаборатория правильно определила статус BRAF во 
всех предоставленных образцах и три лаборатории оши-
блись в одном из тестов. Не было зафиксировано ни одного 
ложноположительного результата. К основным причинам 
неудовлетворительных итогов относились несоблюдение 
заранее оговоренного двухнедельного срока тестирования 
(две лаборатории), три и более ложноотрицательных ре-
зультата (три лаборатории) и отказ принять в работу более 
половины образцов вследствие недоступности процедуры 
диссекции опухолевых клеток (одна лаборатория). 

Выводы. По итогам данной инициативы, можно сде-
лать вывод о наличии существенных межлабораторных 
вариаций в отношении качества молекулярно-генетических 
исследований. Необходимы дальнейшие усилия, которые 
позволят снизить риск ошибок при тестировании биоло-
гического материала на предмет наличия мутаций.

Ключевые слова: мутации гена BRAF; молекулярная 
онкология; контроль качества
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Aim. To assess the quality of BRAF mutation testing across 
various diagnostic laboratories.

Materials and Methods. A quality control panel comprised 
15 melanoma samples with concordant BRAF status confirmed 
by two reference laboratories of the Russian Organization of 
Molecular Geneticists in Oncology and Oncohematology.

Results. The samples were distributed to 13 laboratories 
expressing preliminary interest in participation. Ten laboratories 
accepted the samples for analysis. Four demonstrated satisfac-
tory performance: one laboratory achieved 100 % concordance, 
while three made a single testing error. No false-positive re-
sults were recorded. Primary reasons for unsatisfactory perfor-
mance included failure to meet the predefined 2-week testing 
deadline (two laboratories), ≥  2 false-negative results (three 
laboratories), and refusal to process >50  % of samples due 
to unavailable tumor dissection capabilities (one laboratory).

Conclusion. This initiative reveals significant quality varia-
tions in molecular genetic testing across laboratories, highlight-
ing the need for further efforts to reduce diagnostic errors in 
mutation analysis.
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Введение

Мутации в кодоне 600 гена BRAF были откры-
ты в 2002  г. в результате направленного поиска 
активирующих событий в генах, кодирующих 
протеинкиназы [1]. Дальнейшие исследования 
установили, что нарушения BRAF характерны 
для меланом кожи, карцином толстой кишки, 
легкого, щитовидной железы, а также отдельных 
разновидностей глиом, волосато-клеточного лей-
коза и некоторых других категорий опухолей [2]. 
На основании этих данных были разработаны 
таргетные ингибиторы BRAF  —  вемурафениб, 
дабрафениб и энкорафениб [3], которые, как 
правило, применяются в комбинации с другими 
лекарственными средствами; при этом выбор 
«компаньона» обычно зависит от типа опухо-

ли [4, 5]. Примечательно, что FDA присвоила 
мутации BRAF V600E статус «агностической» 
мишени [5].

Мутации BRAF могут затрагивать экзоны 11 
и 15, при этом они подразделяются на три клас-
са в зависимости от их функциональной роли 
[6]. Существенно, что в настоящий момент толь-
ко мутации т.  н. первого класса, а именно ами-
нокислотные замены, затрагивающие кодон 600, 
являются мишенью для терапии BRAF-ингиби-
торами. По-видимому, исследование BRAF явля-
ется самым доступным тестом в онкологии, т. к. 
анализу подлежит всего один триплет нуклео-
тидов. В то же время некоторую трудность для 
аллель-специфических ПЦР-тестов представля-
ет определенное разнообразие этих мутаций: в 
то время как около 90  % замен приходится на 
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V600Е и 10  % на V600K, в отдельных редких 
случаях наблюдаются мутации V600R, V600M, 
V600D и V600G [6]. Следует признать, что пол-
ный спектр мутаций BRAF V600 покрывается не 
всеми существующими диагностическими набо-
рами [7, 8].

Наиболее изученными в отношении статуса 
гена BRAF являются меланомы кожи. Повышен-
ная встречаемость мутаций BRAF V600 наблю-
дается в меланомах, расположенных на наиболее 
чувствительных к УФ-ожогам участках кожи, а 
также у пациентов молодого возраста [9]. Тем не 
менее, различия в характеристиках больных не 
могут полностью объяснить вариации в частотах 
выявления мутаций в гене BRAF у российских 
пациентов. Действительно, анализ исследований, 
опубликованных отечественными специалистами, 
демонстрирует колебание частот мутаций BRAF 
V600 от 28 до 60  % [9−13]. Вероятно, на по-
добный показатель влияют различные техниче-
ские аспекты лабораторного анализа нарушений 
в гене BRAF. Межрегиональной общественной 
организацией молекулярных генетиков в онколо-
гии и онкогематологии (МОО ОМГО) была пред-
принята попытка оценить качество тестирования 
мутаций BRAF в различных лабораториях.

Материалы и методы

Контрольные образцы были приготовлены в 
специализированном патоморфологическом от-
делении референсного класса с соблюдением 
правил первичной преаналитической обработки 
и верифицированы квалифицированным онко-
патологом. Биологический материал предостав-
лялся в виде четырех 10-микронных срезов на 
предметных стеклах. Один срез предназначал-
ся для окрашивания гематоксилином и эозином 
с целью визуализации клеток меланомы, три 
остальных — для диссекции опухолевых клеток 
и выделения ДНК. Мутационный статус гена 
BRAF был определен в двух молекулярно-ге-
нетических лабораториях экспертного класса: в 
первой  —  с помощью коммерческих наборов, 
имеющих регистрацию на территории РФ (cobas 
BRAF V600 Mutation Test (Roche Diagnostics) 
и BRAF Codon 600 Mutation Analysis Kit II 
(EntroGen); во второй  —  с помощью валиди-
рованной панели для высокопроизводительного 
секвенирования. В комплект контрольных опу-
холей были включены образцы без мутаций, а 
также случаи с мутациями BRAF V600E, V600K 
и V600R. Существенно, что для рассылки были 
выбраны только те случаи, которые не вызвали 
никаких проблем в отношении выделения ДНК, 
а также при определении статуса BRAF ни в 
одной из участвовавших в подготовке образцов 
лабораторий. 

Результаты

Интерес к участию в раунде высказали ру-
ководители 13  лабораторий, предварительно 
оповещенных персоналом МОО ОМГО по элек-
тронной почте с целью подтверждения готовно-
сти к прохождению контроля качества тестиро-
вания BRAF. В письме содержались сведения о 
данной инициативе, требования к срокам выпол-
нения тестирования и форме выдачи результа-
тов, а также другие информационные материа-
лы. Десять лабораторий подтвердили участие в 
проекте. Пять лабораторий из десяти располо-
жены на базе специализированных онкологиче-
ских учреждений (две  —  в единой структуре с 
патологоанатомическими отделениями, три  —  в 
составе клинико-диагностической лаборатории), 
две лаборатории работают на базе крупных мно-
гопрофильных клиник, две  —  в коммерческих 
медицинских организациях, одна  —  в составе 
регионального медико-генетического центра. 
Девять из десяти лабораторий можно отнести 
к высокопотоковым, т.  е. выполняющим более 
1500  молекулярно-генетических исследований 
в год (в т.  ч. более 300 исследований мутаций 
гена BRAF). 

В каждую из 10 лабораторий-участников был 
выслан набор, состоящий из 15  образцов; по-
мимо этого, были приложены развернутые ин-
струкции. Даты поступления материала были 
подтверждены как курьерской службой, так и 
персоналом лабораторий. В объявленных пра-
вилах раунда контроля качества был оговорен 
14-дневный срок тестирования, исчисляемый 
с момента получения материала лабораторией. 
Этот срок, общепринятый в аналогичных меж-
дународных программах по контролю качества 
тестирования отдельных мутаций, учитывает 
не только время на подготовку материала и 
выполнение молекулярно-генетического теста 
(ориентировочно три-пять рабочих дней), но и 
возможность дополнительного анализа отдель-
ных образцов. Несмотря на столь упрощенные 
требования к срокам тестирования, две лабора-
тории не справились со своевременным предо-
ставлением результатов. Срок выполнения ис-
следований восьми лабораторий, приславших 
результаты в указанные временные интервалы, 
варьировал от 4 до 10 рабочих дней и составил, 
в среднем, 7,6 рабочих дней, что является, в це-
лом, приемлемым показателем. 

Первый этап  —  оценка пригодности об-
разцов для молекулярно-генетического тести-
рования  —  проводился во всех лабораториях, 
приславших результаты в оговоренные сроки. 
В учреждениях по-разному отнеслись к необ-
ходимости процедуры диссекции опухолевых 
клеток. В четырех лабораториях макродиссек-
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ция проводилась для всех образцов, в то вре-
мя как в трех коллективах данная манипуляция 
выполнялось только для меланом с содержанием 
опухолевых клеток менее 50  %. Одна лабора-
тория вообще не проводила макродиссекцию и 
не приняла в работу восемь образцов из 15 (во 
всех случаях, когда количество опухолевой тка-
ни было менее 20  %). Такой подход был расце-
нен как грубая ошибка.

Все лаборатории указали наименование и 
производителя наборов реагентов, которые ис-
пользовались для выделения ДНК (табл.  1). 
Информация об эффективности выделения ну-
клеиновых кислот была предоставлена шестью 
лабораториями из восьми, при этом только пять 
предоставили количественные показатели. Сле-
дует прокомментировать, что даже если ПЦР-на-
бор для детекции мутаций не предусматривает 
необходимость измерения концентрации ДНК; 
такие измерения должны проводиться в рам-
ках внутреннего контроля качества выполнения 
лабораторных процедур. Существенно, что все 
ПЦР-наборы, используемые лабораториями для 
детекции мутаций BRAF, в своих инструкциях 
указывают необходимое количество/концентра-
цию ДНК для успешного выполнения иссле-
дования. В целом отмечались существенные 
межлабораторные колебания в количестве выде-
ленной ДНК, что свидетельствует о существова-
нии определенных технических затруднений в 
отношении данной процедуры.

Для проведения BRAF-тестирования все ла-
боратории использовали наборы реагентов на 
основе ПЦР, имеющие регистрационное удо-
стоверение Росздравнадзора (табл.  2). Следует 
отдельно прокомментировать, что три лабора-
тории выбрали для работы набор cobas BRAF 
V600 Mutation Test (Roche Diagnostics), который 
не может выявлять включенную в панель мута-
цию BRAF V600R. Оценку качества тестирова-

ния в этом случае проводили не по 15, а по 14 
контрольным образцам.

Не было зафиксировано ни одного ложно-
положительного результата, что указывает на 
неукоснительное соблюдение мер по предот-
вращению ПЦР-контаминации всеми участвую-
щими лабораториями. Только одна лаборатория 
правильно определила статус BRAF во всех пре-
доставленных образцах. Еще одна лаборатория 
ошиблась в одном из 15 тестов. Две лабора-
тории, применявшие набор cobas BRAF V600 
Mutation Test (Roche Diagnostics), получили не-
правильные результаты тестирования в одном из 
14  тестов, доступных для данной тест-системы; 
при этом, в полном соответствии с ограничени-
ями данного набора, они расценили образец с 
заменой BRAF V600R как меланому, которая не 
содержит значимых мутаций. Три лаборатории 
представили два и более ложноотрицательных 
результатов. Наибольшие трудности вызвали об-
разцы с относительно низким содержанием опу-
холевых клеток. Вероятно, это связано с тем, 
что аналитическая чувствительность коммерче-
ских наборов, определяемая на искусственных 
образцах биологического материала, зачастую 
не соответствует чувствительности при работе 
с реальными опухолями.

Оценка правильности формирования заклю-
чений по результатам анализа, в отличие от ана-
лиза параметров, перечисленных выше, носит 
несколько субъективный характер. Это связа-
но с отсутствием официальных отечественных 
требований к формированию заключений по 
результатам молекулярных тестов и в целом 
несколько неопределенной правовой базой, ре-
гулирующей проведение молекулярно-генетиче-
ских исследований в онкологии и онкогематоло-
гии. К несомненным ошибкам следует отнести 
недостаточность описания используемых на-
боров для BRAF-тестирования: в частности, 

Таблица 1. Наборы, использовавшиеся для выделения ДНК в рамках проекта по контролю качества 
BRAF-тестирования

Производитель и название набора Количество лабораторий, использовавших 
набор

Roche Diagnostics: cobas® DNA Sample Preparation Kit 4
ТестГен: набор для выделения ДНК человека из фиксированных в формалине 
и заключенных в парафин тканей (ДНК-ТКАНЬ-Ф) 3

Евроген (НОМОТЕК): набор реагентов для выделения ДНК человека из срезов 
с FFPE‐блоков для диагностики in vitro 1

Table 1. DNA extraction kits used in the BRAF testing quality control project

Manufacturer and kit name Number of participating laboratories

Roche Diagnostics: cobas® DNA Sample Preparation Kit 4
TestGen: A kit for the isolation of human genomic DNA from formalin-fixed and 
paraffin-embedded (FFPE) tissues (DNA-TISSUE-F) 3

Evrogen: Reagent sets for in vitro diagnostic (IVD) use to isolate human DNA from 
FFPE tissue sections 1
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каждая из применяемых тест-систем (табл.  2) 
имеет определенные ограничения по спектру 
выявляемых мутаций и по проценту опухоле-
вых клеток. Соответствующие комментарии, 
несомненно, должны отражаться в бланке ре-
зультатов анализа  —  они могут иметь суще-
ственную медицинскую значимость, например 
в случае отрицательных результатов анализа 
мутаций в гене BRAF. 

Обсуждение

Результаты раунда контроля качества тести-
рования мутаций в гене BRAF представляются 
несколько неожиданными: по существу, лишь 
одна из участвующих лабораторий безупречно 
справилась с анализом панели контрольных об-
разцов, а шесть из восьми лабораторий, своев-
ременно предоставивших результаты, de facto не 
выявили мишени для таргетной терапии в двух и 
более случаях! По-видимому, именно этим можно 
объяснить низкую выявляемость мутаций BRAF, 
отраженную в ряде отечественных исследований 
[12, 13]. BRAF-анализ является самым простым 
тестом в онкологии, т.  к. в данном случае иссле-
дуется лишь один кодон. Подавляющее большин-
ство других генов, которые анализируются при 
решении вопроса об индивидуализации терапии, 
имеют более разнообразный спектр поврежде-
ний  —  в качестве примеров можно привести 
EGFR, KRAS, NRAS, PIK3CA и т.  д. 

Разумеется, любая инициатива по формиро-
ванию панели контрольных образцов подразу-
мевает преднамеренное включение не только 
«простых», но и «трудных» случаев. Напри-
мер, организаторами проекта были сознательно 
включены единичные образцы с невысоким со-

держанием опухолевых клеток. Помимо этого, 
данная панель содержала случай с относитель-
но редкой мутацией  —  BRAF V600R. По-види-
мому, одной из несомненных рекомендаций по 
итогам данного проекта является предложение 
по отказу от диагностических наборов, которые 
выявляют неполный спектр клинически зна-
чимых мутаций. Еще одним очевидным выво-
дом представляется наличие многочисленных 
свидетельств о недостаточной синхронизации 
процедур морфологического анализа и молеку-
лярно-генетического тестирования. Например, в 
панель контрольных образцов сознательно был 
включен случай базальноклеточной карциномы, 
т.  е. опухоли, которая не является меланомой и 
не нуждается в тестировании BRAF, однако мно-
гие лаборатории не уделили никакого внимания 
этому факту. Если подтверждение морфологиче-
ского диагноза не является обязательным компо-
нентом молекулярно-генетической диагностики, 
то адекватная визуализация и диссекция опухо-
левых клеток представляются абсолютно необ-
ходимыми условиями для правильного выпол-
нения тестов. По-видимому, именно недостатки 
в этом компоненте процесса тестирования му-
таций оказались главным источником ошибок.

В нашей стране уже существуют десятки 
лабораторий, которые занимаются молекуляр-
но-генетической диагностикой в онкологии. Их 
количество многократно превышает потребно-
сти  —  исходя из показателей онкологической 
заболеваемости, общее количество пациентов, 
которые должны проходить тестирование мута-
ций, вряд ли превышает сто тысяч случаев в 
год [14]. Никаких рекомендаций по организа-
ции подобных лабораторий пока не существу-
ет — многие молекулярно-генетические сервисы 

Таблица 2. Наборы реагентов, использовавшиеся для выявления мутаций BRAF в рамках проекта 
по контролю качества BRAF-тестирования

Производитель и название набора Количество лабораторий, использовавших 
набор*

ТестГен: Набор Тест-BRAF-мульти 3

Roche Diagnostics: cobas BRAF V600 Mutation Test 3
Биолинк: набор реагентов для диагностики in vitro для выявления мутации 
V600E в гене BRAF методом ПЦР в режиме реального времени 1*

EntroGen: BRAF Codon 600 Mutation Analysis Kit II 2*

*Одна из лабораторий заявила об использовании двух наборов (Биолинк / BRAF V600E и EntroGen / BRAF V600E/K/D/R/M).

Table 2. Reagent kits used for BRAF mutation detection in the quality control project

Manufacturer and kit name Number of participating laboratories*

TestGen: Test-BRAF-multi 3

Roche Diagnostics: cobas® BRAF V600 Mutation Test 3

Biolink: Real-time PCR kit for in vitro detection of BRAF V600E mutation 1*

EntroGen: BRAF Codon 600 Mutation Analysis Kit II 2*

*One laboratory reported using two kits (Biolink for V600E and EntroGen for V600E/K/D/R/M).
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предоставляются патологоанатомическими отде-
лениями, клинико-диагностическими лаборато-
риями, коллективами, специализирующимися 
на ПЦР-диагностике инфекций, и т.  д. Резуль-
таты, полученные в ходе данного проекта, сви-
детельствуют о недостаточной онкологической и 
молекулярно-генетической эрудиции специали-
стов, вовлеченных в процесс тестирования гена 
BRAF. Именно этим можно объяснить неопти-
мальный выбор тест-систем, отсутствие вну-
треннего контроля процедур выделения ДНК и 
качества тестирования, плохую синхронизацию 
морфологических и молекулярно-генетических 
компонентов анализа, существенные недостатки 
в формировании бланков заключений и т.  д.

Заключение

По итогам данного проекта можно высказать 
ряд соображений. Во-первых, нет никакой не-
обходимости выполнять BRAF-тестирование в 
тех учреждениях, которые не имеют для этого 
компетенций и инфраструктуры. В Российской 
Федерации действует система межтерриториаль-
ных расчетов в отношении услуг, предоставляе-
мых в рамках ОМС. Недостатки в BRAF-тести-
ровании имеют критическое значение для судеб 
пациентов, которые не получают исключительно 
эффективное лечение вследствие ошибок в диа-
гностике, поэтому при любых сомнениях лучше 
воспользоваться услугами тех лабораторий, кото-
рые выполняют данную процедуру безупречно. 
Во-вторых, многие из нюансов молекулярно-ге-
нетической диагностики, в частности требова-
ния к оборудованию и персоналу лабораторий, 
особенности организации процедур внешнего и 
внутреннего контроля качества, правила форми-
рования бланка заключений и т.  д., требуют от-
крытого обсуждения в рамках профессионально-
го сообщества. Межрегиональная общественная 
организации молекулярных генетиков в онколо-
гии и онкогематологии (МОО ОМГО) пригла-
шает присоединиться к данной дискуссии, на-
пример, в рамках публикации комментариев и 
предложений на страницах журнала «Вопросы 
онкологии».
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