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Жидкостная биопсия как 
полноценная альтернатива 

гистологическому исследованию 
– возможно ли это? 

 

Демидова И.А.    
 Лаборатория молекулярной биологии  
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Современные рекомендации по диагностике 
НМРЛ 

Общепринятый   
валидированный   
стандарт -   
тканевая биопсия 
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Но будем справедливы: достоинства 
жидкостной биопсии неоспоримы 

• Легкость и безопасность получения 
материала  

• Безопасное повторение процедуры – 
возможность мониторинга  

• Большая сохранность ДНК, не подвергнутой 
«формалиновому шоку» 

Что такое «жидкие биопсии»? 

Speicher M R, Pantel K. Tumor signatures in the blood. Nature biotechnology, 2014, 
32(5): 441-443. 
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Циркулирующие опухолевые клетки и внеклеточная 
циркулирующая опухолевая ДНК (ctDNA) 

• Циркулирующие опухолевые 
клетки попадают в кровоток как 
из первичной опухоли, так и из 
метастазов, однако факторы, 
определяющие их способность к 
проникновению и 
метастатический потенциал до 
конца не известны  

• Срок жизни их очень короток – у 
радикально оперированных 
пациентов они исчезают из 
кровотока в течение 24 часов  

• У больных с метастатической 
формой болезни определяется 
до 10 клеток/ml (для сравнения – 
лейкоцитов – 106/ml)  

• Методики выделения дороги и 
трудоемки, арсенал генетических 
исследований – практически 
любой 

Haber et Velculescu , Cancer Disovery 2014, Elshimali Y et al Int. J. Mol. Sci. 2013 

Циркулирующие опухолевые клетки и внеклеточная 
циркулирующая опухолевая ДНК (ctDNA) 

• Количество внеклеточной 
циркулирующей ДНК у 
онкологических пациентов в 
среднем в 3 раза превышает 
количество таковой у здоровых 
людей (0,5-1600 ng/ml), причем 
до 10% она представлена 
циркулирующей опухолевой 
ДНК, возможно происходящей 
как из первичной опухоли, так и 
из метастазов или 
циркулирующих опухолевых 
клеток.  

• Срок жизни ctDNA невелик, не 
до конца понятны 
закономерности 
увеличения/снижения ее 
концентрации  

Diehl F et al Nat Med 2008, Elshimali Y et al Int. J. Mol. Sci. 2013 
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Циркулирующие опухолевые клетки vs циркулирующая опухолевая ДНК 

Преимущества недостатки 

ЦОК 

• Возможность морфологической 
идентификации опухолевых клеток 

• Позволяет выполнят исследования in 
vitro и in vivo, в том числе – получать 
ксенографты   

• Возможно проведение всех 
молекулярных исследований  

• Возможно любое иммунное 
окрашивание  

• Так же как и ctDNA коррелируют с 
метастазированием и ответом на 
терапию  

• Может использоваться для навигации 
терапии 

• Крайняя немногочисленность и хрупкость 
• Требует весьма чувствительных и 

дорогостоящих методик выделения  
• Ложно негативная (за счет эпителиально-

мезенхимальной транзиции) и ложно 
позитивная селекция 

• Гетерогенность популяции   
• Предпочтительный метод выделения не 

определен 

 цоДНК 

• Более чувствительна в определении 
опухолевой массы  

• Так же как и ЦОК коррелируют с 
метастазированием и ответом на 
терапию  

• Потенциально может служить 
субстратом  для определения маркеров 
резистентности к  терапии  
 

• Может использоваться для навигации 
терапии 

 

 

• Ложно позитивные и ложно негативные 
результаты (крайне малое количество 
именно цоДНК , обнаружение мутаций в 
здоровых тканях пожилых людей или 
тканях доброкачественных опухолей)  

• Функциональные методы невозможны  
• Невозможна стандартизация 

преаналитической фазы 
(степень контаминации ДНК здоровых 
тканей малопредсказуема) 

Феномен циркулирующей внеклеточной ДНК( 
cfDNA) 

• Хорошо известен  

• Характерен для> чем 90% здоровых 
индивидуумов (около 25 ng/ml 
cfDNA – от 10 до 1500ng)  

• Представляет из себя значительно 
фрагментированную клеточную 
ДНК ( размер 160-180 п.н.), 
соответствующую апоптотической 
ДНК, циркулирующей в виде 
нуклеосом  

• Количество существенно возрастает 
при воспалении, повреждении 
тканей, физической нагрузке, 
беременности и т.д. 

 Haber et Velculescu , Cancer Disovery 2014, http://www.swiftbiosci.com/applications/cfDNA 



27.04.2018 

5 

Leon SA, Shapiro B, Sklaroff DM, Yaros MJ. Free DNA in the serum of cancer patients and the effect of therapy. Cancer 
Res 1977; 37: 646–650 

цоДНК у больных злокачесвенными 
опухолями 

• Почти у 95% здоровых 
людей цДНК определяется 
в крайне малых 
количествах – менее 50 
ng/ml  

• У больных без метастазов 
– такие же низкие 
концентрации 
определяются в 70% 
случаев  

• При метастатическом 
процессе  - в 70% случаев 
эти цифры превышают 50 
ng/ml, более того  - в 50% 
случаев они находятся в 
пределах 100-5000ng/ml 

цоDNA – привлекательный источник для 
исследований в онкологии 

• Неинвазивная методика 
пригодная для: 

• Ранней диагностики  
• Определения риска 

прогрессии у радикально 
пролеченных пациентов  

• Мониторинга эффективности 
и выбора терапии у 
пациентов с 
распространенным 
заболеванием  

• Определения механизмов 
резистентности и поиска 
способов их преодоления у 
пациентов с рефрактерными 
опухолями 

Haber et Velculescu , Cancer Disovery 2014 

http://www.aacr.org/
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Может ли жидкая биопсия полностью 
заменить тканевую при первичном диагнозе? 

• Увы. Пока нет  

• Но она может быть применена для 
пациентов с недостаточным материалом  

• Тяжелым общим статусом  

• Недоступностью взятия материала по 
анатомическим причинам 

Наиболее важная область применения – 
определение причин резистентности у 

пациентов на таргетной терапии 

Erlotinib, Gefitinib,  

Afatinib (8-12m) 

EGFR 

del 19 

L858R 

Первичная 
биопсия 

Прогрессия.  
Повторная 
биопсия 

Yu et al., Clin Cancer Res 2013 

EGFR -зависимые 

EGFR -независимые 
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Привлекательная функция – 
мониторинг МРД 

13 Chaudari A. ASCO 2017, Cancer Discovery 2017  

Но проблемы, увы, никто не отменял 

• Чувствительность используемого метода   

• Низкая аллельная частота исследуемых 
мутаций    

• Обдуманный выбор пациентов для 
исследования 

• Получение и правильная первичная обработка 
образцов  

• Правильная оценка биомаркера – насколько 
он специфичен для данной патологии? 
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Вернемся к тем генам, которые важны для 
НМРЛ : EGFR в первую очередь 

Чувствительность. Данные метаанализа  
27 исследований 3110 больных 
Чувствительность 62% 

 

Qui M et al. Can Epid Biomark Rev 2015; Reck M et al JTO 2016; 11, 1682; Zhang X-C et al. MA 06.09 WCLC 2017 

ASSESS: проспективное генотипирование активирующих 
мутаций EGFR (1162 patients; 56 centres)  

Средняя чувствительность 46% (range 15.8% - 68.4%).  
 

Возможно, необходимо использование 
более чувствительных методик? 

Digital droplet PCR 
EGFR ex19del (new dx) 86% 
EGFR L858R(new dx)  69% 
KRAS (new dx)  64% 
EGFR T790M (relapse) 77%  (Specificity 63%) 
 

NGS-based assay 
Multiple tumour types and targets 
85% sensitivity 
 

Range of data    
Newer studies (2015-17) 
50-100% (mutation dependant) 

 

Sacher AG et al. JAMA Oncol 2016; 2,1014, Lanman RB et al. PLoS One 2015; 10, e0140712, Sacher AG et al. JTO 2017; 12, 
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И чем это нам грозит? 

Плазма пациентов из исследования AURA была исследована   
цифровым ПЦР (216 парных образцов – опухоль и плазма) 

111 T790М+  
В обоих образцах 

47 T790M+ 

в опухоли, 

не в 

плазме 

18 T790M+ 

в плазме, 

не в 

опухоли 

16.5m 

PFS 
4.3m 

PFS 

T790M+ в опухоли: 

62% RR, 10m PFS 

40 patients T790M- в обоих образцах  T790M+ в плазме: 

63% RR, 10m PFS 

Oxnard et al, JCO, 2016 

Параллельные исследования 

Валидационные исследования на 180 образцах с известным 
генотипом показали 

• Выраженная вариация   
• концентрации мутантной  
•  ДНК  
  
• 100% специфичность  
 для мутаций-двигателей  
 онкогенеза    
(0 FPR, 100% PPR) 
 
• 63% специфичность для   
T790M   
  
•  Почему такие различия? 
  
  

 
Sacher et al, JAMA Onc, 2016 



27.04.2018 

10 

Тем более концентрация мутантной ДНК в 
плазме существенно меньше, чем в ткани 

Данные уже упомянутого исследования  AURA   
(216 пациентов с образцами опухоли и плазмы)  

Oxnard et al, JCO, 2016 

А для T790M очень характерен аллельный 
дисбаланс S8 P.A. Jänne

Fig. 5 Allelic dilution. GR: gefitinib-resistant. Presented at the

12th Biennial World Conference on Lung Cancer, Seoul, Korea,

2007. Reproduced with permission of author (Pasi A Jänne).

other resistance mutations, either within the same patient

at different metastatic sites, or even within the same

tumour. Reports of both of these occurrences were dis-

cussed earlier in this paper [30], and physicians should bear

these possibilities in mind when making treatment choices.

Tumours may be heterogenous, with a T790M appearing

only in one fraction of the total tumour and another

resistance mechanism appearing in the remaining portion

of the tumour. Special attention is required if patients have

tumours that are resistant to gefitinib/erlotinib and con-

tain T790M and another resistance mutation – for example,

a MET amplification; these patients may need combination

treatment to cover both resistance mechanisms.

5. Conclusion

The identification of patients with T790M who are ap-

propriate for treatment with irreversible TKIs is now a

real prospect. The discovery that the T790M mutation

is sufficient to confer resistance to gefitinib, and the

development of techniques to locate T790M in patients

who have tumour progression after initially responding

to gefitinib, is an important step in guiding treatment

decisions for patients with advanced NSCLC. Patients

with EGFR-dependent NSCLC may, in the future, benefit

from a new generation of irreversible TKIs, which could

retain activity should tumours develop T790M. In the

meantime, it is essential to encourage the use of high-

sensitivity techniques to analyse patients whose tumours

have progressed despite treatment with gefitinib/erlotinib

and find suitable alternative treatment for them accord-

ing to the mutational status of their tumours. In this

sense, physicians have increasing opportunities to pro-

vide individually targeted molecular therapy for patients

with NSCLC.

Conflict of interest statement

Pasi A. Jänne has served as a consultant for Boehringer

Ingelheim, Roche, AstraZeneca and AVEO Pharmaceuticals,

has received grants/other funding from Pfizer and has a

patent application/registration with Genzyme.

Acknowledgements

This supplement was supported by an unrestricted grant

from Boehringer Ingelheim GmbH. The author would like

to acknowledge the editorial assistance of Ogilvy Health-

world. Boehringer Ingelheim GmbH provided financial sup-

port for this assistance.

References

[1] Shepherd FA, Rodrigues Pereira J, Ciuleanu T, et al. Erlotinib

in previously treated non-small-cell lung cancer. N Engl J Med

2005;353(2):123–32.

[2] Brabender J, Danenberg KD, Metzger R, et al. Epidermal

growth factor receptor and HER2-neu mRNA expression in

non-small cell lung cancer Is correlated with survival. Clin

Cancer Res 2001;7(7):1850–5.

[3] Rusch V, Klimstra D, Venkatraman E, et al. Overexpres-

sion of the epidermal growth factor receptor and its ligand

transforming growth factor alpha is frequent in resectable

non-small cell lung cancer but does not predict tumor pro-

gression. Clin Cancer Res 1997;3(4):515–22.

[4] Fukuoka M, Yano S, Giaccone G, et al. Multi-institutional

randomized phase II trial of gefitinib for previously treated

patients with advanced non-small-cell lung cancer (The IDEAL

1 Trial) [corrected]. J Clin Oncol 2003;21(12):2237–46.

[5] Perez-Soler R, Chachoua A, Hammond LA, et al. Determinants

of tumor response and survival with erlotinib in patients with

non–small-cell lung cancer. J Clin Oncol 2004;22(16):3238–47.

[6] Milton DT, Riely GJ, Pao W, et al. Molecular on/off switch. J

Clin Oncol 2006;24(30): 4940–2.

[7] Kris MG, Natale RB, Herbst RS, et al. Efficacy of gefitinib,

an inhibitor of the epidermal growth factor receptor tyrosine

kinase, in symptomatic patients with non-small cell lung

cancer: a randomized trial. JAMA 2003;290(16):2149–58.

[8] Cappuzzo F, Hirsch FR, Rossi E, et al. Epidermal growth factor

receptor gene and protein and gefitinib sensitivity in non-

small-cell lung cancer. J Natl Cancer Inst 2005;97(9):643–55.

[9] Huang SF, Liu HP, Li LH, et al. High frequency of epidermal

growth factor receptor mutations with complex patterns in

non-small cell lung cancers related to gefitinib responsive-

ness in Taiwan. Clin Cancer Res 2004;10(24):8195–203.

[10] Han SW, Kim TY, Hwang PG, et al. Predictive and prognostic

impact of epidermal growth factor receptor mutation in non-

small-cell lung cancer patients treated with gefitinib. J Clin

Oncol 2005;23(11):2493–501.

[11] Lynch TJ, Bell DW, Sordella R, et al. Activating mutations in

the epidermal growth factor receptor underlying responsive-

ness of non-small-cell lung cancer to gefitinib. N Engl J Med

2004;350(21):2129–39.

[12] Paez JG, Janne PA, Lee JC, et al. EGFR mutations in lung can-

cer: correlation with clinical response to gefitinib therapy.

Science 2004;304(5676):1497–500.

[13] Pao W, Miller V, Zakowski M, et al. EGF receptor gene mu-

tations are common in lung cancers from "never smokers"

and are associated with sensitivity of tumors to gefitinib and

erlotinib. Proc Natl Acad Sci U S A 2004;101(36):13306–11.

[14] Balak MN, Gong Y, Riely GJ, et al. Novel D761Y and

common secondary T790M mutations in epidermal growth

factor receptor-mutant lung adenocarcinomas with ac-

quired resistance to kinase inhibitors. Clin Cancer Res

2006;12(21):6494–501.

[15] Pao W, Miller VA. Epidermal growth factor receptor muta-

tions, small-molecule kinase inhibitors, and non-small-cell

lung cancer: current knowledge and future directions. J Clin

Oncol 2005;23(11):2556–68.

Detecting EGFR T790M in gefitinib/erlotinib-resistant tumours S7

Fig. 3 H3255 and H3255 GR cells were exposed to increasing

amounts of gefitinib for 24 hours prior to lysis. Blots of H3255 and

H3255 GR extracts for each antibody are the same exposure from a

single gel and blot. GR: gefitinib-resistant; p-EGFR: phosphorylated

EGFR; p-ErbB-3: phosphorylated ErbB-3; p-Akt: phosphorylated

Akt; p-ERK1/2: phosphorylated ERK1/2. Figure reproduced with

permission from the American Society for Clinical Investigation.

Engelman JA et al: J. Clin. Invest./ *116*(7): 1902–1912 (2006).

doi:10.1172/JCI28400.

T790M-containing sequences [26,38] –most NSCLC tumours

that contain EGFR mutations also contain a concurrent

amplification at the EGFR locus, and only a few copies of

T790M seem to be necessary to confer resistance. Similarly,

Engelman and colleagues were surprised to observe in their

extensive studies of EGFR T790M that a low proportion

of T790M-containing alleles appeared to exert a dominant

effect, conferring gefitinib resistance in the H3255 GR

cell line [30]. In this study, treatment of the parental

H3255 cell line with gefitinib blocked the phosphorylation

of EGFR. However, unlike the parental cell line, H3255

GR cells maintained a low level of phosphorylation after

treatment with gefitinib – this can be seen on Western

blots by the t̀ail' that is present in the H3255 GR lane for

p-EGFR, p-ErbB-3 and p-Akt (Figure 3) [30]. This suggests

that, in the H3255 GR cell line, gefitinib is not able to

completely inhibit EGFR phosphorylation [30] – could this

be due to a resistance mutation?

When direct sequencing failed to pinpoint the EGFR

T790M mutation, researchers turned to a highly sensitive

HPLC-based technique to determine whether a resistance

mutation had so far evaded detection [30]. This technique

involved initial digestion of DNA heteroduplexes by the

DNA endonuclease SURVEYOR, and subsequent HPLC sepa-

ration of the DNA fragments to enable precise screening

for mutations that occur with low frequency [30]. HPLC

sequence tracings of EGFR exon 20 from the H3255 GR

cell line showed that a small proportion of the alleles con-

tained the T790M mutation (Figure 4) [30]. To explain this

observation, researchers proposed that in the H3255 GR

cell line, most, if not all, cells harbour a T790M-containing

allele, although these mutated alleles may account for

only a small proportion of the total number of amplified

Fig. 4 Exon 20 was amplified by polymerase chain reaction anal-

ysis, subjected to SURVEYOR analysis, and analysed using the

WAVE system. High-performance liquid chromatography tracings

are shown; numbers represent fragment size. The presence of a

154 base-pair fragment in H3255 GR suggests a T790M mutation

(asterisks), as observed in the H1975 cells (positive control). A549

(dashed line) is shown as a negative control. GR: gefitinib-resistant.

Figure reproduced with permission from the American Society for

Clinical Investigation. Engelman JA et al: J. Clin. Invest./ *116*(7):

1902–1912 (2006). doi:10.1172/JCI28400.

alleles, and are therefore not always readily detectable

using conventional sequencing techniques [30]. This small

minority of the alleles confer resistance to gefitinib and,

in a dominant fashion, allow the continuation of EGFR,

ErbB-3/PI3K/Akt and ERK1/2 phosphorylation, and inhibit

apoptosis [30].

These results led to the hypothesis that biologically

significant resistance mutations may go undetected using

traditional means because of a phenomenon termed àl-

lelic dilution' [30]. Allelic dilution in this context involves

the initial preferential amplification of mutant, activating

EGFR alleles over wild-type alleles in gefitinib-sensitive

cell lines such as H3255. In gefitinib-resistant cell lines

such as H3255 GR, a low number of additional mutations

(for example, T790M) form a small proportion of the

overall allele number, but act in a dominant fashion to

confer resistance to the overall cell line (Figure 5) [30].

However, because the mutant alleles conferring resistance

form such a small fraction of the overall allele popula-

tion, they cannot be found using conventional sequencing

methods. Instead, improved technology, such as enzymatic

techniques using the SURVEYOR endonuclease combined

with highly sensitive HPLC-based methods, is required to

identify them.

4.4. Concurrent resistance mechanisms highlight
the importance of a complete analysis

Having established a means of identifying the subset of

patients with NSCLC whose tumours carry T790M, it is

important to remember that EGFR T790M can coexist with

Janne et al Lung Cancer 2008 (Suppl2) S3-S9 
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Ложнонегативные случаи – как быть? 

• Прямая зависимость 
количества цоДНК от 
стадии IIB –IVB  

• При более ранних 
стадиях – шанс 
выявления цоДНК 
ничтожен  

• Оптимум – тканевая 
биопсия 

Bettegowda C et al Sci Trans Med 2014 

Ложнонегативные случаи – как быть? 

• Сложные нарушения  генотипа  

• Взятие пробы на фоне или после ХТ     

• Появление новых аберраций, связанных с 
другой онкопатологией  

• Выход – тканевая биопсия 

 

 

Oxnard  et al WCLC 2017 
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• Необходима адекватная валидация метода: 
– 57-летний больной азиатской расы, НМРЛ, плазма отправлена 

на анализ 

 

 

 
 

–   

–   

–   

–   

– Полный ответ на эрлотиниб ~12m, биопсия - T790M-neg (?) 

– Низкий уровень T790M при первичном обследовании оказался 
артефактом 

• Скорее всего аллельная частота T790M< 0.5-1% - 
артефакт, требующий более тщательной калибровки 
метода 

Ложнопозитивные случаи – как быть? 

Oxnard  et al WCLC 2017 

Причина – деаминация цитозина, вызванная 
активацией ферментов 

Cytosine Deamination 
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PC9 Gefitinib  

Kadi et al, WCLC 2017 

AICDA деаминирует цитозин в  
 с. 2369 – получаем T790M 
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Однако – у 40% пациентов резистентность 
определяется другими причинами, не связанными с 

T790M 

Wolf et al WCLC 2017 

Мы можем многое с помощью NGS 

Но всегда от при этом мы можем помочь больному?  
Что делать с гетерогенностью опухоли?  
Всегда ли мы видим ДНК, принадлежащую одной опухоли? 

Müller, JTO 2017- NEOliquid assay 



27.04.2018 

14 

Появление неожиданных мутаций 

• 80 летняя женщина с EGFR-mutant 

НМРЛ, 18 месяцев на эрлотинибе 

1 0
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Kerr  et al WCLC 2017 

Появление неожиданных мутаций 
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• 80 летняя женщина с EGFR-mutant НМРЛ, 18 
месяцев на эрлотинибе без признаков 
колоректального рака  или другой оккультной 
опухоли на PET  

• KRAS G12X in WBC 

Kerr  et al WCLC 2017 
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Гетерогенность очагов опухоли у пациента НМРЛ с приобретенной 
резистентностью  – клинический случай 

Первичная опухоль 

Печень (правая доля) 

Парапанкреатичес
кий л/у 

Забрюшинные л/у 

Забрюшинные л/у 

Левое 
легкое 

Трансформация в МРЛ 
Аденокарцинома с Т790М 

Печень (левая доля) 

Очаг в нижней полой вене 

Левый надпочечник 

Левый надпочечник 

Аденокарцинома 

Мелкоклеточный рак легкого 

Аденокарцинома Мелкоклеточный рак легкого 
Suda et al, Scientific Reports 5: 14447 (2015),1-7 
МРЛ- мелкоклеточный рак легкого 

Что мы видим с помощью обычной биопсии? 

H.Wekelee et al WCLC 2017 
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Что мы видим  с помощью 
многонаправленной жидкой биопсии? 

Из собственного архива Демидовой И.А.  

Что же делать? 

• Если есть возможность взять повторно 
тканевую биопсию – это нужно сделать  

• Жидкая биопсия – приемлемая замена 
тканевой, но не в 100% случаев  

•  Нам необходимо больше данных, больше 
исследований  

• И все же тканевая биопсия пока основа 
основ –tissue is the issue! 
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Спасибо за внимание! 


