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Клинически значимые мутации и 
рациональные алгоритмы их поиска при 

НМРЛ 

Демидова И.А.  

Лаборатория молекулярной биологии 
ГБУЗ «МГОБ 62 ДЗМ» 

Генетический анализ как конкурент 
морфологии? 

• Что первично и что вторично?  

• И можем ли мы самонадеянно считать 
морфологию пережитком прошлого?  

• Безусловно, нет.  

• Только сочетание накопленных знаний 
может обеспечить нам адекватный анализ 
структуры опухоли и попытаться прийти, 
наконец, к той самой прецизионной 
терапии, о которой так много говорят 
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Adenocarcinoma 

Lung epithelium 

Driver gene 
mutation 

Driver gene  
fusion None 

Cancer-related gene 

mutation 

TP53 gene mutation 

SWI/SNF gene mutation 

Современные представления об онкогенезе 
аденокарциномы легкого  

(Saito et al, Cancer Sci, 2016) 

Mutation burden 

Гены-двигатели онкогенеза (LC-SCRUM-Japan) 
(214 Non-Sq. NSCLC samples completed OCA v3 as of Aug. 2017) 

4 
(Dr. Goto of Natl Cancet Ctr Hospital East) 
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Сочетание генов-драйверов онкогегеза (LC-
SCRUM-Japan) 

(1688 Non-Sq. NSCLC samples completed OCP as of Apr. 2017) 

5 
(Dr. Goto of Natl Cancet Ctr Hospital East) 

Япония vs США (аденокарцинома) 

Japan USA 

(Saito et al, Cancer Science, 2016) 

NCC_Surgical specimens USA (TCGA)_Surgical specimens 
6 
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Курящие vs некурящие 

Japan 

USA 

Never-smoker  Smoker  

(Saito et al., Cancer Science, 2016) 
7 

Что мы можем сейчас? 

TCGA  2013 

27%! 
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И что же новое ожидает нас ? 

• NEW  
• Сплайсинговые мутации MET exon14  
• Транслокации NTRK 
• Транслокации NRG, BRAF, PDGFRa 
• “NEW” OLD 
• ROS1?? Вопросов больше, чем ответов 
• RET?  
• BRAF?  
• Амплификация MET – существует ли она вне 

мутаций? 
• HER2 инсерции? 

Сплайсинговые мутации 14 экзона MET  

• Мутации MET ex14 
приводят к вырезанию 14 
экзона в процессе 
сплайсинга RNA, что 
приводит к киназной 
активности MET   

• Потеря MET exon 14 
усиливает стабильность 
MET, увеличивая его 
онкогенный потенциал 

Ma, Cancer Discovery 2015, Frampton WLCC 2015, Paik et al Cancer Discovery 2015 

MET exon 14 Mutations - Incidence

Disease

Cases with 

MET exon 

14

Total 

cases
Frequency

Lower -

Upper 95% 

CI

Lung adenocarcinoma 131 4,402 3.0% 2.5 – 3.5%

Other lung neoplasms 62 2,669 2.3% 1.8 – 3.0%

Brain glioma 6 1,708 0.4% 0.1 – 0.8%

Tumors of unknown primary origin 15 3,376 0.4% 0.2 – 0.7%

Female reproductive system 

neoplasm
0 7,436 0%

0 – 0.05%

Colon and rectum neoplasm 0 3,714 0% 0 – 0.1%

Pancreas neoplasm 0 1,424 0% 0 – 0.3%

All other tumor types 7 13,299 0.05% 0.02 - 0.11%

Adrenal gland cortical carcinoma 1

Kidney renal cell carcinoma 1

Liver hepatocellular carcinoma 1

Skin merkel cell carcinoma 1

Soft tissue rhabdomyosarcoma 1

Soft tissue sarcoma 1

Soft tissue synovial sarcoma 1

Total 221 38,038

Frampton GM al. WLCC 2015
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Транслокации NTRK  

• Гены NTRK кодируют 
тирозинкиназные рецепторы 
TrkA , или TRK протонкогены  

• Наиболее частый механизм 
активацииTrkA – 
транслокации с 
формированием химерных 
онкогенов 

• Все поврежедния приводят к 
потере экстрацеллюлярного 
домена и активации 
протеина 

Single  5’  (green)Single  3’  (red)

Gene Patients
Screened

Positive 
Cases

Age 
(Years) Gender Smoking 

Status Histology

NTRK1 443 5 - 1.1% 48 to 76
2M 
3F

2 never 
2 current 

1 unknown

3 ADC
1SCC
1NE

NTRK2 410 5 - 1.2% 38 to 73 5M
3 former 
2 current

3 ADC 
2 SCC

NTRK3 434 1 - 0.2% 66 1M 1 former 1 ADC

NTRK Fusions in NSCLC

Doebele et al. Cancer Discovery 2015 

NRG1 

• NRG1 (Neuregulin 1) – гомолог семейства 
ERBB. Активирует сигнальный путь PI3K-
AKT-NF-kB. 

• Перестройки характерны для KRAS-
негативной инвазивной  муцинозной 
аденокарциномы легкого. Партнер – CD74. 

• Показана активность ингибиторов Her2 
(lapatinib, afatinib).  

Gay ND et al, JTOAug;12(8):e107-e110. doi: 10.1016/j.jtho.2017.04.025. Epub 2017 May 10. 
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ROS1 

• ROS1 - рецепторная тирозинкиназа, относящаяся к 
семейству инсулиновых рецепторов. В 2007 г. 
перестройка в гене ROS1 была обнаружена в 
аденокарциноме легкого. 

• Встречается у 0.5 – 1.7 % пациентов с НМРЛ. 
• Описаны следующие партнеры ROS1: CD74, CCD6, 

TPM3, SDC4, EZR, LRIG3, KDELR2, SLC34A2. 
• С 2016 г. наличие перестройки в гене ROS1 является 

основанием для назначения пациенту кризотиниба. 
(FDA) 

• Появление вторичных мутаций в гене ROS1 
вызывает устойчивость к кризотинибу. 
 

Собственные данные лаборатории МГОБ 62 

RET 

• RET – рецепторная тирозинкиназа. Транслокации и 
активирующие мутации распространены при раке 
щитовидной железы. 

• Перестройки RET наблюдаются в 1.5 % НМРЛ. Чаще 
среди молодых некурящих пациентов с 
низкодифференцированными аденокарциномами.  

• При реарранжировке партнерами RET могут быть 
KIF5B, CCD6, NCOA4, TRIM33. 

• Показана активность ингибитора ALK Alectinib в 
отношении RET-позитивных опухолей. 

Courtesy of Roman Thomas and Fabrice Barlesi PLC 2014  
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BRAF 

• BRAF – серин-треониновая киназа, принадлежащая 
семейству киназ RAF. 

• Мутации в гене BRAF определяются у 1 – 5 % 
пациентов с аденокарциномой легкого. 

• 50 %  – V600E; 50 % – другие мутации в 15 и 11 
экзонах гена BRAF. 

• Прием ингибиторов BRAF (vemurafenib, dabrafenib) 
позволяет добиться стойкого частичного ответа у 50 
% пациентов с BRAF-мутациями. 

• Помимо мутаций, описана перестройка с участием 
гена BRAF: SND1-BRAF. 

HER2 

• HER2 – член семейства рецепторов ERBB. 

• Мутации в 20 экзоне гена HER2 встречаются 
среди пациентов с аденокарциномой 
легкого с частотой 1 – 2 %.  

• Показана эффективность afatinib и neratinib 
(+temsirolimus). 

Multidisciplinary Oncology & Therapeutic Innovations
INSERM U911 – CRO2

Marseille - France

HER2mut patient treated w Trastuzumab/Cx

November 2011 December 2013

Courtesy of Roman Thomas and Fabrice Barlesi PLC 2014  
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Как нам найти иголку в стоге сена?? 

Первоначальный алгоритм 

KRAS, BRAF 

PCR+Sanger seq(ABI 3500) 

HER2, CMET  

PCR+FLA 

ROS1, RET, CMET, 
NTRK1, NRG1, BRAF  

FISH (Abbott, Kreatech, 
Abnova, Agilent) 
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Второй этап – использование NGS 

Сложности поэтапного тестирования 

Tiffany M et al. Clin Lung Cancer 2018, in press 
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Возможности таргетного 
ресеквенирования 

M
A
N
U
S
C
R
IP
T

 

A
C
C
E
P
T
E
D

ACCEPTED MANUSCRIPT

 
Tiffany M et al. Clin Lung Cancer 2018, in press 

Возможности таргетного 
ресеквенирования 

Tiffany M et al. Clin Lung Cancer 2018, in press 
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Кастомизированная панель 

• 8 генов (EGFR, KRAS, BRAF,NRAS, KIT, PDGFRA, PI3KCA, 
ERBB2), 24 локуса: 
 

EGFR ex18,19,20,21 
KRAS ex2,3,4 
BRAF ex15 
NRAS ex2,3,4 
KIT ex9,11,13,17, 14,18 
PDGFRA ex12,18 
PI3kCA ex9,20 
ERBB2 ex20 
       24 ROI, 4500 bp (3500 ), 10 ng 

Приготовление библиотеки 
10 ng DNA treated with UNG 
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Контроль качества сырых данных 
 

Total 
Reads 

PF Reads % Reads 
Identified 
(PF) 

CV Min Max 

15954167 15040511 94.8244 0.5116 0.0190 12.5829 

46,4-74,8 
 (mean 58,6) % 
Среднее 
покпрытие 
reads/locus>1000   

Биоинформатика 

• BioLinux machine 

• BWA2 

• GATK INDEL Realigner, 

• primer trimming, 

• GATK Unified Genotyper, 

• VariantAnnotator - GATK 

• Variant frequency cut off 10% 
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Насколько мы готовы использовать метод 
NGS в клинической практике?  

http://www.pancreapedia.org/pathways/egfr 

А как же более широкие подходы?  
Basket trials 

Renfro et al Cancer Letters 2017 
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За и против 

• Basket trial  
• за: становится ясной эффективность таргетных препаратов 

при разных опухолях с одинаковыми генетическими 
нарушениями  

• против: игнорирование гистологии может привести к 
серьезным ошибкам!  

• Процент пациентов, получающих в конце концов терапию 
в рамках клинического исследования (применение off 
label возможно только в исследованиях) пока ничтожен по 
разным причинам 

Hyman et al N Engl J Med 2015; ;Massard et al Cancer Discovery 2017 

91,6% 

81,4% 

39,7% 

19,2% 

18,6% 

Объективный ответ – 11% 

А что насчет «жидкостной биопсии»? Сможет ли 
она адекватно заменить тканевую?  

 

 • ДНК из клеток попадает в 
кровь..   

• Насколько ее количество 
различается у здоровых 
людей и онкологических 
пациентов? 

•  Из каких клеток она 
попадает в русло в первую 
очередь?   

• Зависит ли этот процесс от 
типа опухоли?  

• От опухолевой массы?  
• А если у пациента 

синхронные/метахронные 
оухоли? 
 

Jamal-Hanjani M et al Ann Oncol 2016, 27, 862 
Abbosh C et al Nature 2017, 545, 446 
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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 

Огромное количество влияющих факторов  

• 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 

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

Данные  исследования  AURA  (antiT790M – AZD9192) 
(216 пациентов с образцами опухоли и плазмы)  

Oxnard et al, JCO, 2016 

http://www.aacr.org/
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Основные проблемы и возможные 
пути их решения 

• Крайняя нестойкость цоДНК (необходима 
правильная первичная обработка крови)   

• Существенные колебания в уровне цоДНК как 
между пациентами, так и у одного пациента с 
течением времени (исследования у пациентов 
с продвинутыми стадиями болезни обычно 
более информативны)  

• Чувствительность стандартных методов 
недостаточна для работы с цоДНК 
(использование наиболее чувствительных 
подходов) 

D Tan, WCLC 2017 

Общепринятый наиболее чувствительный 
метод – цифровая ПЦР 

Sacher et al. JAMA Oncology 2016  
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ddPCR 

Oxnard G WCLC 2017 

Собственный опыт клинического 
применения 

• Методом ddPCR обследовано 65 первичных пациентов ( 
с недостаточным материалом для генетического 
исследования)  

• Обнаружено 18 пациентов с мутациями 19 и 21 экзонов 
гена EGFR (26,5%)  

• Для сравнения – среднее количество выявляемых 
мутаций при исследовании морфологических и 
цитологических препаратов – 19-20%  

• В чем причина более высокой чувствительности при 
исследовании цоДНК?  

 небольшая группа пациентов?  
 использование более чувствительного метода?  
 ложнопозитивные результаты?   
• Используемая платформа – BioRad C100 

Данные лаборатории молекулярной биологии МГОБ 62 
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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 

• 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 
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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 

Неожиданные мутации 

E G F R  e x o n  1 9  d e l

1 0

1 0 0

1 0 0 0

C
o

p
ie

s
/m

L
 o

f 
p

la
s

m
a

N /D

E r lo tin ib  x 1 8  m o n th s

80-летняя дама с EGFR exon 19 del 18 месяцкв на эрлотинибе 

И вдруг! 

1 0

1 0 0

1 0 0 0

C
o

p
ie

s
/m

L
 o

f 
p

la
s

m
a K R A S  G 1 2 X

N /D

E G F R  e x o n  1 9  d e l

E r lo tin ib  x 1 8  m o n th s

KRAS G12X in WBC! 
 

Oxnard, WLCC 2017, Yokohama 
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Что мы видим с помощью стандартной 
тканевой биопсии? 

H.Wekelee et al WCLC 2017 

Что мы видим  с помощью 
многонаправленной жидкой биопсии? 

Из собственного архива Демидовой И.А.  



11.11.2018 

22 

Заключение 

• Оптимизация алгоритма определения мутаций 
сможет помочь ускорить определение и расширить 
спектр генетических нарушений у пациентов с 
аденокарциномой легкого   

• Все более очевидно, что предпочтительным 
методом исследования биопсий является  
секвенирование нового поколения 

• Морфология по-прежнему не потеряла своего 
значения, также как и тканевая биопсия  

• Жидкостная биопсия будет, несомненно, 
развиваться дальше. Но сможет ли она когда-
нибудь полностью заменить тканевую?  

Спасибо за внимание! 


