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Исследование приобретенных 
мутаций у пациентов рНМРЛ 

со вторичной резистентностью: 
жидкостная биопсия или биопсия 

после прогрессирования 
 
 

Демидова И.А.    
 Лаборатория молекулярной биологии  

ГБУЗ «МГОБ 62 ДЗМ» 

Резистентность к таргетной терапии 

• Camidge et al, Nat Rev Clin Oncol 2014 

фармакологическая 

биологическая 
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Первичные мутации гена EGFR 

Мутации чувствительности к 
таргетной терапии 

Мутации резистентности к 
таргетной терапии 

Sharma S, et al. Nat Rev Cancer 2007;7:169–81.  

Приобретенные мутации НМРЛ с изначально 
чувствительными мутациями – две 

принципиально разные группы 

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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Что же является основной причиной развития 
резистентности? Безусловно, сама таргетная терапия  

Феномен «бутылочного горлышка» 

Генетическая 

гетерогенность 
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Время 

Терапия 

Горлышко 

Временные и 
пространственные 
различия в степени 
генетической 
нестабильности –   
основные двигатели 
опухолевой эволюции 

Adapted from Gerlinger M & Swanton C, Br J Cancer 2010;103:1139‒1143. 

≈ 60% EGFR p.T790M 

           METamp 

           HER2amp 

           ERK/MEK  

           EMT 

           SCLC 

Вторичная мутация  T790M – основная 
причина резистентности  к ИТК I-II поколения 

Мутация – 
«страж ворот» 
– возвращает 
аффинность 
рецептора к  
АТФ путем 
замены 
треонина на 
метионин и 
предотвращает 
соединение с 
ИТК 

Kobayashi et al., NEJM 2005 



11.12.2017 

4 

Удивительно, но этот механизм достаточно 
универсален 

• CML: BCR-ABL; Imatinib Resistance, T315I 

 

   CATCACTGAG:   ACT  Threonine 

                ATT   Isoleucine 

 

• GIST: cKIT; Imatinib Resistance, T670I 

 

   CTGCACTTTA:   ACT  Threonine 

              ATT   Isoleucine 

 

• CEL: PDGFRA; Imatinib Resistance, T674I 

 

   CATCACAGAG:   ACA  Threonine 

                 ATA   Isoleucine 
 

 

 

Kadi et al, WCLC 2017 

Причина – деаминация цитозина, вызванная 
активацией ферментов, инициируемой ИТК 

Cytosine Deamination 
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PC9 Gefitinib  

Kadi et al, WCLC 2017 

AICDA деаминирует цитозин в  
 с. 2369 – получаем T790M 



11.12.2017 

5 

Но препараты 3-го поколения демонстрируют 
прекрасный эффект при возникновении T790M 

Erlotinib, Gefitinib,  

Afatinib (8-12m) 

EGFR 

del 19 

L858R 

Первичная 
биопсия 

Прогрессия.  
Повторная биопсия 

T790M Озимертиниб (8-10 мес) 

Прогрессия.  
Жидкая биопсия 

Phase III (Aura 3)   

(Osimertinib vs. CT)  

mPFS 10.1 vs. 4.4 m 

Phase I (Aura)  

mPFS 9.6 m 

ORR:  61% 

DCR:  95% 

•Jänne et al., NEJM 2015, Mok et al., NEJM 2016 
 

Насколько адекватна в данной ситуации 
жидкая биопсия? 

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 
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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 

Что же такое «жидкие биопсии»? Чем они 
хороши и чем не очень? 

Speicher M R, Pantel K. Tumor signatures in the blood. Nature biotechnology, 2014, 
32(5): 441-443. 
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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 

Процесс образования циркулирующей 
внеклеточной ДНК 

 • ДНК из клеток попадает в 
кровь..   

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

• Но из каких клеток она 
попадает в русло в первую 
очередь?   

• Зависит ли этот процесс от 
типа опухоли?  

• От опухолевой массы? 

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

Oxnard et al, JCO, 2016 

http://www.aacr.org/
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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.
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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 

Тем не менее, цоDNA – 
привлекательный источник для 

исследований 
• 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 
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Однако – у 40% пациентов резистентность 
определяется другими причинами, не связанными с 

T790M 

Wolf et al WCLC 2017 

EGFR-TKI + HER2inh.  

Какие же опции есть у нас для этих пациентов? И 
всегда ли жидкая биопсия может нам помочь? 

Erlotinib, Gefitinib,  

Afatinib (8-12m) 

EGFR 

del 19 

L858R 

Первичная 
биопсия 

Прогрессия.  
Повторная 
биопсия 

T790M 

 

hl MET 

ampl. 

 

HER2 

ampl. 

 

SCLC 

 

 ??? 

Osimertinib (10m)  

EGFR-TKI + METinh.  

Chemo, I-O, anti-DLL3  

Chеmo 

clinical  

trials 

Wolf et al WCLC 2017 
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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 

Гетерогенность опухоли 

• Govindan, Science 2014 
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Что мы видим с помощью обычной биопсии? 

H.Wekelee et al WCLC 2017 

Что мы видим  с помощью 
многонаправленной жидкой биопсии? 

Из собственного архива Демидовой И.А.  
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И новая проблема – резистентность 
к препаратам III поколения 

Мутация   EGFR 
C797S   
 ИТК III 
поколения  
  
Есть ли 
противоядие?  
 

Zhou et al, Nature 2009; Thress et al, Nature Medicine 2015 

Что же делать? 

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

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

• Резистентность – естественное свойство 
опухоли, обусловленное многими 
факторами 

•  Но останавливаться нельзя… 
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Практическое руководство для врачей. Информационный портал молекулярно- генетической диагностики онкологических заболеваний cancergenome.ru [ 
Электронный ресурс], 31.07.15, URL: http://www.cancergenome.ru/Files/pdf/buklet.pdf 

Для больных с прогрессированием на фоне 
таргетной терапии  - алгоритм определения 

механизма резистентности к ИТК EGFR (T790M) 

Получение образца плазмы крови 

Завершить 
анализ 

Положительный результат Отрицательный результат 

Выделение и анализ сцоДНК 

Провести 
биопсию 

Oxnard et al, J Clin Oncol. 2016 Oct 1;34(28):3375-82 

http://www.cancergenome.ru/Files/pdf/buklet.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27354477
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Алгоритм подготовки плазмы для обнаружения мутаций в 
циркулирующих нуклеиновых кислотах. 

Брошюра программы совершенствования мол.генетической 
диагностики RUSSCO, с.4 

Спасибо за внимание! 


