
Кечин Андрей Андреевич, к.б.н., a.a.kechin@gmail.com, руководитель работы, НГУ, 

старший преподаватель ФЕН и ИМПЗ (по совместительству); ИХБФМ СО РАН, научный 

сотрудник Лаборатории фармакогеномики 

Боробова Виктория Сергеевна, студент ФЕН НГУ, 2-й курс магистратуры, кафедра 

молекулярной биологии и биотехнологии, работа не курсовая и не дипломная, научный 

руководитель – Кечин А.А., обучение заканчивается в 2022 году 
 

•  Название (тема) работы. 
Механизмы канцерогенеза BRCA-зависимого рака яичников 

 

•  Постановка задачи (что именно должно быть сделано, какие результаты должны быть 

получены). 
Цель: выявить новые механизмы канцерогенеза BRCA-зависимого рака яичников. Задачи: собрать 
выборку образцов свежезамороженной опухолевой ткани, выделить высокомолекулярную ДНК, 
определить крупные перестройки, выявить новые потенциальные мишени для терапии 
Непосредственно на кластере будет проводиться преобразование сигнала изменения тока ионов 
через нанопору в последовательность нуклеотидов. Для того, чтобы этот процесс шел достаточно 
быстро, требуется CUDA. 

 

•  Cовременное состояние проблемы, с ссылками на источники, предпочтительно 

доступные в сети Интернет (существующие работы, ваши или других коллективов, на 

которые вы будете опираться). 
Рак яичников является одним из наиболее смертоносных типов опухолей, достигающий более, 

чем 20 % смертности, в первый год после постановки диагноза [1]. Столь высокая смертность, 

несмотря на хороший первоначальный ответ большинства пациенток (более 75 %), связана в 

первую очередь с быстрым развитием резистентности к используемым химиопрепаратам [2]. В 

связи с этим в литературе появляется все больше работ, направленных на поиск новых мишеней 

для терапии. Одно из наиболее перспективных направлений – это применение ингибиторов 

тирозинкиназ, некоторые из которых (например, пазопаниб) уже показали высокую 

эффективность для лечения пациенток с резистентностью к препаратам платины [3], для других 

(гефитиниб, эрлотиниб, лапатиниб, топотекан) – показано лишь усиление побочных эффектов [4–

7]. Тем не менее, за последние годы предложено несколько новых перспективных мишеней для 

ингибиторов тирозинкиназ [8–11]. В связи с чем поиск новых мишеней с использованием 

технологии секвенирования последнего поколения (с протяженными прочтениями) может 

позволить определить новые ранее пропускаемые события канцерогенеза. Это подтверждает и 

недавняя работа по полногеномному секвенированию с использованием коротких прочтений 

клеточных линий рака яичников, для которых была показана корреляция наличия впервые 

выявленных крупных перестроек и чувствительностью к различным химиопрепаратам [12]. 

Применение секвенирования с протяженными прочтениями позволит значительно расширить 

список таких корреляций. 

При исследовании соматических мутаций, приводящих к развитию рака яичников как при BRCA-

зависимом (с герминальной или соматической мутацией в гене BRCA1 или BRCA2), так и BRCA-

независимом типах рака, точечные мутации в основных генах контроля деления, клеточного 

цикла и репарации ДНК (KRAS, NRAS, EGFR, PIK3CA, PTEN, BRAF) встречаются достаточно редко, 

особенно при высокодифференцированной серозной аденокарциноме [13]. Исключением 

является ген TP53, в котором мутации наблюдаются у более, чем 70% всех пациенток [13]. 

Наличие последней в большинстве исследуемых опухолевых клеток говорит о её достаточно 

раннем появлении при малигнизации клеток, однако сама по себе такая мутация не приводит к 

потере контроля над частотой делений. В то же время она ведет к нарушению контроля за 

целостностью генома и, как следствие, накоплению большого числа крупных перестроек, что и 
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было показано для рака яичников при анализе данных TCGA (база данных секвенирования 

образцов от пациентов с различными онкологическими заболеваниями) [14]. Примерами уже 

известных клинически значимых крупных перестроек при раке яичников являются амплификация 

генов PIK3CA (38%), CCNE1 (циклин E1, 22%), AURKA (аврора А киназа, 20%) и KRAS (15%) [14]. 

Результатом крупных перестроек может быть активация тирозинкиназ через формирование 

химерных генов. В недавней работе было показано, что «сшивание» различных генов может быть 

представлено по-отдельности не менее, чем у 50% пациенток с диагнозом рак яичников, что 

суммарно может достигать 77% пациенток [15]. Кроме того, механизмами развития 

резистентности могут быть амплификация CCNE1, а также нарушение функций (чаще крупными 

перестройками) генов RB1, NF1, RAD51B и PTEN [16]. 

По большинству данных, полученных на небольших выборках, PTEN может теряться примерно в 

половине всех случаев высокодифференцированной серозной аденокарциномы [17], что 

расходится с результатами анализа данных TCGA, согласно которым такое событие наблюдалось 

только в 7% случаев [18]. Такие различия в результатах выявления крупных перестроек могут быть 

связаны с особенностями хранящихся в TCGA данных. Во-первых, большинство образцов 

представляли собой парафиновые гистологические блоки, ДНК которых значительно 

модифицируется и фрагментируется при фиксации материала, что усложняет выявление крупных 

перестроек. Во-вторых, при извлечении информации из больших массивов данных без 

возможности подтверждения результата поиск ведется «с максимальной специфичностью», то 

есть таким образом, чтобы найти максимум новой информации при минимальной контаминации 

ложной информацией. В-третьих, все образцы секвенировались с помощью коротких прочтений 

(не более, чем по 250 нуклеотидов с каждой стороны). Представленные на сегодняшний день в 

литературе результаты исследования крупных перестроек при раке яичников в большинстве 

случаев представляют собой анализ данных TCGA, что приводит к смещению в имеющихся 

представлениях о встречаемости крупных перестроек в геномах опухолевых клеток. 

Использование же свежезамороженной опухолевой ткани одновременно с длинными 

прочтениями Oxford Nanopore позволит получить новые данные о встречаемости и клиническом 

значении крупных перестроек при BRCA-зависимом раке яичников. 

На сегодняшний день, применимость данной технологии секвенирования для исследования 

образцов опухоли уже показана во многих работах: для исследования крупных перестроек в гене 

BRCA1 [19], поиска крупных перестроек в генах SMAD4, CDKN2A [20]. Несомненным 

преимуществом новой технологии является и одновременное определение метилированных 

цитозинов [21], что позволяет оценивать активность промоторов клинически значимых генов. О 

необходимости использования технологий секвенирования с протяженными прочтениями для 

расширения наших знаний о механизмах канцерогенеза говорится во многим обзорах [22, 23]. 

Некоторые недавно проведенные исследования образцов ДНК из опухоли уже доступны для 

чтения в базе данных bioRxiv или medRxiv [24, 25], что говорит о высокой актуальности 

исследуемой проблемы, однако достоверность и правильность выводов этих источников пока не 

была оценена внешними рецензентами. 

Таким образом, наши знания о крупных перестройках и их связи с механизмами канцерогенеза 

при раке яичников являются ограниченными, поскольку получены в большинстве случаев с 

помощью подходов, не позволяющих их надежно идентифицировать. В связи с этим, 

исследование крупных перестроек при BRCA-зависимом раке яичников является актуальной и 

перспективной задачей. 

Для исследования механизмов канцерогенеза при BRCA-зависимом раке яичников будет 

использоваться уже собранная выборка образцов свежезамороженной опухолевой ткани 

высокодифференцированной серозной аденокарциномы и соответствующие образцы цельной 

крови от тех же пациенток. Для всех из них уже было проведено секвенирование генов BRCA1, 



BRCA2 и TP53. Будут отобраны 4 образца опухолевой ткани и соответствующих образцов цельной 

крови, для которых была найдена мутация в генах BRCA1 и TP53 и которые имеют наибольшую 

представленность опухолевых клеток. Для этого совместно с коллегами из лаборатории будут 

приготовлены гистологические срезы с окраской гематоксилин-эозином для оценки содержания 

на срезах опухолевых клеток. Далее для отобранных образцов будет проведено выделение 

высокомолекулярной геномной ДНК с использованием легкоплавкой агарозы, как это было 

сделано, например, Gabrieli и соавт. [19]. Контроль длин получаемых фрагментов будет 

осуществляться с помощью пульс-гель-электрофореза, доступного для использования у коллег из 

Института молекулярной и клеточной биологии СО РАН. 

Для каждой пары отобранных образцов будут приготовлены библиотеки с использованием 

реагентов Oxford Nanopore Technologies, New England Biolabs и Beckman Coulter (полный список 

реагентов см. в п. 4.11). Далее для каждого из образцов опухоли будет проведено 

секвенирование на одной проточной ячейке SpotON Flow Cell (R9.4) Single (Oxford Nanopore 

Technologies, по одной ячейке на образец) на приборе MinION с программой MinKNOW. Образцы 

ДНК из цельной крови будут секвенироваться на одной проточной ячейке путем пулирования 

отдельно приготовленных библиотек и с добавлением индексов. Предполагается, что на каждый 

образец опухоли будет прочитано до 50 миллиардов нуклеотидов, что даст возможность 

прочитать каждый геном с покрытием до 15 прочтений на позицию. Этого будет достаточно для 

выявления как крупных перестроек, так и точечных мутаций с высокой представленностью в 

опухоли (не менее 7–10%). Тестирование ДНК из мононуклеарных клеток крови для фильтрации 

герминальных вариантов будет проведено с более низким покрытием (около 5× на каждый 

образец), чего будет достаточно для выявления герминальных крупных перестроек. 

Первичная обработка данных с прибора MinION будет осуществляться с использованием 

стандартной программы Oxford Nanopore Technologies – Albacore. Преобразование прочтений в 

FASTQ-формат и их картирование будут проводиться программами poretools и BWA, 

соответственно. Выявление изменений числа копий и других крупных перестроек, а также 

определение статуса метилирования будет выполнено с помощью программ QDNASeq, DNAcopy, 

LAST и собственными Python-скриптами, используя общедоступные алгоритмы (такие, как скрытая 

марковская модель) [26]. Точечные мутации будут выявлены с помощью программ Pisces и 

Freebayes и, сравнивая результаты секвенирования с данными, полученными ранее на приборе 

MiniSeq Illumina, будут определены параметры для фильтрации ложно-положительных мутаций. 

Часть (около 10-20) выявленных крупных перестроек будут подтверждены секвенированием по 

Сэнгеру, для чего будут разработаны праймеры, фланкирующие место перестройки. Результаты 

сравнения двух методов будут использованы для определения ложноположительных мутаций и 

параметров их фильтрации с составлением ROC-кривых. 

Для всех выявленных крупных перестроек будут предсказаны эффекты на работу затрагиваемых 

ими генов. Среди выявленных крупных перестроек предполагается найти новые химерные гены, 

приводящие к активации одних киназ, регулирующих работу клеток, а также крупные 

перестройки, нарушающие работу других. Высока вероятность, что среди новых нарушений 

сигнальных путей клетки найдутся такие, которые могут стать мишенью для разработки новых 

таргетных противоопухолевых препаратов либо маркером при выборе тактики лечения пациента. 

Суммируя результаты исследования (точечные мутации, метилирование промоторов и крупные 

перестройки) для каждого из образцов будет предположен механизм канцерогенеза. 
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•  Научная новизна, практическая значимость работы (для чего она выполняется, в чём 

смысл и практическая / потенциальная польза). 
На сегодняшний день основным материалом для исследования опухолевой ткани являются 

парафиновые гистологические блоки, фиксированные в формалине (так называемые formalin fixed 

paraffin embedded – FFPE). Такой материал обладает многими преимуществами, в первую 

очередь, связанными с удобством их транспортировки и хранения. Однако фиксация нарушает 

целостность молекул ДНК, а также вводит различные модификации в азотистые основания. В 

данном проекте предполагается использование свежезамороженных образцов опухолевой ткани 

– редко используемый тип образцов во всем мире, однако именно это позволит выделить 

геномную ДНК в виде протяженных фрагментов (до сотен тысяч пар оснований).  

Поэтому уникальность материала (высокодифференцированная серозная аденокарцинома), тип 

образцов (свежезамороженная опухолевая ткань), платформа, на которой будет проводиться 

полногеномное секвенирование образцов опухоли (MinION) с протяженными прочтениями, 

совместно обеспечивают высокую научную новизну проекта. Согласно данным литературы до 

момента написания проекта, таких работ не проводилось нигде в мире. Все это связано с 

относительно недавним появлением данной технологии секвенирования и редким 

использованием образцов свежезамороженной опухолевой ткани. 
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Результаты 

Целью работы стала отработка подходов к полногеномному секвенированию образцов ДНК 

из лейкоцитов крови пациента с 9 ранее выявленными вариациями (в том числе 1 

патогенной) в генах BRCA1 и BRCA2 с помощью технологии Oxford Nanopore. ДНК была 

выделена стандартным фенол-хлороформным методом. Концентрация составила 91 нг/мкл, 

соотношения A260/A280 и A260/A230 – 1,85 и 2,29, соответственно. Все фрагменты в 

образце имели длину значительно превышающую 3000 п.о. Всего при секвенировании в 

течение 48 часов было получено 4,12 миллиона прочтений с суммарной длиной прочтений 

15,8 миллиардов п.о. С помощью ROC-анализа были определены оптимальные параметры 

выявления точечных вариаций программой Pisces: минимально допустимое качество 

прочитанного основания – 6, минимальное качество варианта – 2; минимальное покрытие 

– 4. Важным результатом стало верное определение для исследуемого образца клинически 

значимой мутации в гене BRCA1 c.5266dup. Для поиска структурных вариантов была 

использована программа NanoVar, в которой прочтения предполагаемой перестройки 

прочтения снова выраниваются на референс с помощью собственного улучшенного 

авторами программы алгоритма blastn. Таким образом, в работе были отработаны методики 

выявления герминальных точечных и протяженных вариантов в ДНК, выделенной из 

лейкоцитов крови. 

Эффект от использования кластера в достижении целей работы 

Благодаря использованию кластера стало возможным конвертировать сырой сигнал 

секвенирования в нуклеотиды с использованием технологии CUDA, что сократило время 

на данную процедуру с недели до нескольких часов. 

Перечень публикаций, содержащих результаты работы (если есть). Если имеется, 

указать DOI, импакт-фактор журнала (Thomson Reuters, РИНЦ,…) 

Кечин А.А., Боробова В.С., Субботина К.В., Боярских У.А., Тархов А.В., Филипенко М.Л. 

Опыт применения технологии секвенирования Oxford Nanopore для выявления 

герминальных мутаций // III Всероссийская конференция "Высокопроизводительное 

секвенирование в геномике". Тезисы. - Новосибирск: Академиздат, 2022. - С. 40. 

Аннотация 

Одним из применений массового параллельного секвенирования (NGS) является поиск 

патогенных мутаций в генах BRCA1 и BRCA2 у пациенток с диагнозом «рак яичников» при 

помощи таргетного секвенирования. Особенностью этих генов является высокая частота 

патогенных мутаций, приводящих к сдвигу рамки считывания, из-за чего их выявление 

осложняется при использовании технологий секвенирования без терминирующих 

нуклеотидов. Примером такой технологии является технология секвенирования с 

протяженными прочтениями Oxford Nanopore, качество секвенирования которой за 

последние годы было значтельно улучшено. Однако выявление инсерций и делеций до сих 

пор остается проблемной областью. Целью работы стала отработка подходов к 



полногеномному секвенированию образцов ДНК из лейкоцитов крови пациента с 9 ранее 

выявленными вариациями (в том числе 1 патогенной) в генах BRCA1 и BRCA2 с помощью 

технологии Oxford Nanopore. ДНК была выделена стандартным фенол-хлороформным 

методом. Концентрация составила 91 нг/мкл, соотношения A260/A280 и A260/A230 – 1,85 

и 2,29, соответственно. Все фрагменты в образце имели длину значительно превышающую 

3000 п.о. Всего при секвенировании в течение 48 часов было получено 4,12 миллиона 

прочтений с суммарной длиной прочтений 15,8 миллиардов п.о. С помощью ROC-анализа 

были определены оптимальные параметры выявления точечных вариаций программой 

Pisces: минимально допустимое качество прочитанного основания – 6, минимальное 

качество варианта – 2; минимальное покрытие – 4. Важным результатом стало верное 

определение для исследуемого образца клинически значимой мутации в гене BRCA1 

c.5266dup. Для поиска структурных вариантов была использована программа NanoVar, в 

которой прочтения предполагаемой перестройки прочтения снова выраниваются на 

референс с помощью собственного улучшенного авторами программы алгоритма blastn. 

Таким образом, в работе были отработаны методики выявления герминальных точечных и 

протяженных вариантов в ДНК, выделенной из лейкоцитов крови. 


