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Открытие повторяющихся мутаций EGFR 
и перестроек генов ALK, ROS1  вместе с раз-
работкой эффективных таргетных препара-
тов стало настоящим прорывом в терапии 
опухолей лёгкого. Молекулярная диагностика 
повреждений этих генов уже стала неотъем-
лемой частью обследования пациентов с не-
мелкоклеточным раком легкого.

В работе представлен комбинированный 
диагностический подход, который позволя-
ет не только выявлять известные химерные 
транскрипты, но и также идентифицировать 
новые варианты транслокаций. С помощью 
этой методики было выявлено восемь транс-
локаций, не описанных ранее в научной ли-
тературе.

Проанализирован спектр транслокаций 
рецепторных тирозинкиназ ALK, ROS1, RET 
в российской популяции, что представляется 
актуальным в связи с известной этнической 
и географической гетерогенностью рака лёг-
кого.
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Введение

Рак лёгкого (РЛ) является одним из самых 
распространённых злокачественных новообразо-
ваний (1 место у РМЖ) и занимает первое место 
в структуре онкологической смертности у муж-
чин. В мире ежегодно регистрируют 2,1 млн. 
новых случаев РЛ; 1,8 млн. человек погибает от 
этого заболевания [1]. В Российской Федерации 
ежегодно выявляется ~60 тыс. новых случаев 
РЛ; смертность составляет ~50 тыс. [2].

В клинической практике и научных исследо-
ваниях РЛ делят на немелкоклеточный (НМРЛ) 
(80–85% случаев) и мелкоклеточный (МРЛ) 

(10–15% случаев) типы. МРЛ характеризуется 
быстрым ростом первичного очага и ранним 
метастазированием, что практически исключает 
возможность использования хирургических ме-
тодов лечения.

В последние годы некоторого повышения эф-
фективности лечения в лекарственной терапии 
МРЛ удалось добиться использованием имму-
нотерапии с блокаторами PD-L1 (атезолизумаб, 
дурвалумаб) [3, 4].

При НМРЛ опухолевый процесс также харак-
теризуется весьма агрессивным течением, одна-
ко в отношении этой разновидности опухолей 
легкого существует большее разнообразие тера-
певтических подходов.

Появление в 2003 г. первых таргетных анти-
EGFR препаратов (гефитиниба и эрлотиниба) 
кардинально изменило подход к системной те-
рапии распространённого НМРЛ. На сегодня 
таргетная терапия одобрена Управлением по са-
нитарному надзору за качеством пищевых про-
дуктов и медикаментов США (Food and Drug 
Administration – FDA) для опухолей лёгкого, 
несущих генетические изменения в следующих 
онкогенах: EGFR, ALK, ROS1, RET, BRAF, KRAS, 
NTRK1,2,3. Препараты для остальных потенци-
альных мишеней (MET,  HER2) находятся в ак-
тивной фазе клинических исследований [5]. В 
нашей стране согласно клиническим рекоменда-
циям на 2021 г. от Ассоциации онкологов России 
и Российского общества клинической онкологии 
одобрены следующие таргетные препараты для 
лечения НМРЛ: анти-EGFR (гефитиниб, эрлоти-
ниб, афатиниб, осимертиниб), анти-ALK (кри-
зотиниб, церитиниб, алектиниб), анти-ROS1 
(кризотиниб), анти-BRAF/MEK (дабрафениб и 
траметиниб).

Характерной чертой опухолей лёгкого, ассо-
циированных с транслокациями рецепторных 
тирозинкиназ (ALK,  ROS1,  RET), является их 
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преимущественное развитие у некурящих паци-
ентов молодого возраста [6].

Встречаемость транслокаций гена ALK, по 
обобщённым данным, составляет около 5% сре-
ди НМРЛ [5], однако разброс значений в разных 
исследованиях варьирует от 3 до 13%, что свя-
зано с особенностями анализируемых выборок и 
популяционными различиями [7, 8]. Перестрой-
ки ROS1, RET встречаются ещё реже: в евро-
пейской популяции около 1–2%, а в азиатских 
странах до 2–3% [6, 7, 9].

Особенностью транслокаций, ассоциирован-
ных с РЛ, является наличие большого количества 
вариантов, что значительно усложняет скринин-
говую диагностику такими методами, как ПЦР. 
Несмотря на разнообразие существующих под-
ходов к детекции транслокаций: [флуоресцент-
ная гибридизация in situ (FISH), иммуногисто-
химические исследования (ИГХ), полимеразная 
цепная реакция (ПЦР), секвенирование нового 
поколения (NGS)] – ни один из методов не яв-
ляется оптимальным по сочетанию чувствитель-
ности, простоты исполнения и стоимости.

В настоящей работе представлен комбини-
рованный подход для молекулярной диагности-
ки химерных транскриптов, ассоциированных 
с НМРЛ. Данная методика была использована 
для анализа спектра транслокаций рецепторных 
тирозинкиназ ALK, ROS1, RET в российской по-
пуляции.

Материалы и методы

В исследование было включено 1000 последовательных 
случаев НМРЛ (преимущественно аденокарцином), для 
которых были получены образцы комплементарной ДНК 
(кДНК) удовлетворительного качества. Основные клинико-
анамнестические характеристики изучаемой группы отра-
жены в табл. 1.

Таблица 1. Клиническая характеристика больных 
НМРЛ

Число пациентов (доля)

Возраст:

Медиана (диапазон) 63 (20–86)

≤40 31 (31,0%)

41–50 102 (10,2%)

51–60 277 (27,7%)

61–70 429 (42,9%)

>70 134 (13,4%)

Неизвестно 27 (2,7%)

Пол:

Мужчины 666 (66,6%)

Женщины 334 (33,4%)

Статус курения:

Курящие 304 (30,4%)

Некурящие 336 (33,6%)

Неизвестно 360 (36,0%)

Всего: 1000 (100%)

Рис. 1. Пример образца, негативного в отношении транслокаций ALK, ROS1, RET.
A – кривые амплификации фрагментов 5’- и 3’-концевых участков гена ALK одновременно достигают порогового уровня: нет 

несбалансированной экспрессии; Б – кривые амплификации фрагментов 5’- и 3’-концевых участков гена ROS1 одновременно достигают 
порогового уровня: нет несбалансированной экспрессии; В – кривые амплификации фрагментов 5’- и 3’-концевых участков гена RET 
одновременно достигают порогового уровня: нет несбалансированной экспрессии; Г – отсутствие кривых амплификации фрагментов, 

специфичных для известных вариантов транслокаций. SDHA – ген-рефери
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Архивные образцы опухолевых тканей подвергались 
мануальной микродиссекции и стандартной процедуре экс-
тракции нуклеиновых кислот [10]. РНК использовалась в 
реакции обратной транскрипции с использованием случай-
ных декамеров и ген-специфических праймеров для полу-
чения кДНК.

Комбинированный  подход  к  детекции  перестроек. 
Предлагаемый подход к тестированию транслокаций за-
ключается в последовательном использовании двух мето-
дик, основанных на полимеразной цепной реакции (ПЦР):

1) оценки несбалансированной экспрессии концевых 
5’- и 3’-концевых фрагментов соответствующего гена ти-
розинкиназы (∆Ct), позволяющей выявить подозрительные 
на присутствие перестройки образцы;

2) постановки вариант-специфической ПЦР с целью 
идентификации известных вариантов транслокаций.

Оценка уровня несбалансированности экспрессии 
концевых фрагментов гена (∆Ct) определялась по форму-
ле: ∆Ct=Ct5’–Ct3’, где Ct5’ – величина порогового цикла 
5’-фрагмента исследуемого гена, Ct3’  – величина порого-
вого цикла 3’-фрагмента исследуемого гена.

Если экспрессия киназной 3’-порции гена намного пре-
вышает экспрессию 5’-участка, то можно предполагать на-
личие транслокации. Образцы считались подозрительными 
на наличие транслокации, если разница в экспрессии (∆Ct) 
преодолевала пороговое значение, а 3’-фрагмент исследу-
емого гена экспрессировался, как правило, раньше или на 
уровне гена-рефери SDHA. К негативным случаям отно-
сились образцы, у которых не наблюдалась несбалансиро-
ванная экспрессия 3’-фрагмента или вообще отсутствовала 
экспрессия концевых фрагментов исследуемого гена.

На рис. 1–2 представлены примеры образцов со сбалан-
сированной и несбалансированной экспрессией. Образцы с 
несбалансированной экспрессией далее подвергались вари-
ант-специфической ПЦР, как описано Iyevleva AG и соавт. 
[11], и/или таргетному РНК-секвенированию.

Таргетное  РНК-секвенирование.  Образцы, продемон-
стрировавшие выраженную несбалансированную экспрес-
сию и не содержащие известные химерные транскрипты, 
были подвергнуты высокопроизводительному анализу ме-
тодом NGS с использованием панели для таргетного РНК-
секвенирования «TruSight RNA Fusion Panel» (Illumina). 
Панель позволяет идентифицировать перестройки с во-
влечением 16 генов, кодирующих тирозинкиназы (ALK, 
EGFR,  ERBB3,  CSF1R,  FGFR1,  FGFR2,  FGFR3,  FGFR4, 
FLT3,  NTRK1,  NTRK2,  NTRK3,  PDGFRA,  PDGFRB,  RET, 
ROS1). Для биоинформатического анализа использова-
но программное обеспечение Illumina RNA-Sequencing 
Aligment software (V.2.0.0) и STAR-Fusion pipeline (V.1.4.0). 
Все обнаруженные транслокации также верифицировались 
секвенированием по Сэнгеру.

Статистический  анализ.  Статистическая обработка 
данных проводилась с использованием свободной среды 
RStudio для работы с языком программирования R. Для 
анализа применялись следующие статистические крите-
рии: критерий Шапиро–Уилка для проверки исследуемых 
распределений на нормальность, критерий Манна–Уитни 
для анализа различий в распределении групп пациентов 
по возрасту U, точный критерий Фишера для сравнения 
статуса курения между группами пациентов, а также для 
оценки распределения пациентов по полу. Везде, где это 
представлялось возможным, был использован двухсторон-
ний вариант критерия.

Результаты

Коллекция из 1000 образцов НМРЛ была про-
тестирована на предмет присутствия несбалан-
сированной экспрессии 5’ и 3’- концевых фраг-
ментов для всех трёх генов (ALK,  ROS1,  RET). 

Рис. 2. Пример образца с транслокацией ALK.
A – отличие в динамике амплификации фрагментов 5’- и 3’-концевых участков гена ALK: наблюдается гиперэкспрессия 3’-концевого 

участка; Б – кривые амплификации фрагментов 5’- и 3’-концевых участков гена ROS1 одновременно достигают порогового уровня: нет 
несбалансированной экспрессии; В – кривые амплификации фрагментов 5’- и 3’-концевых участков гена RET одновременно достигают 
порогового уровня: нет несбалансированной экспрессии; Г – специфическая амплификация фрагмента, соответствующего одному из 

вариантов перестройки ALK. SDHA – ген-рефери
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Далее, все образцы были проанализированы на 
наличие основных вариантов ALK-транслокации 
(с помощью вариант-специфической ПЦР). Из-
вестные варианты перестроек ROS1 проанализи-
рованы в 440 образцах, а варианты транслокаций 
RET – в 37 образцах. Результаты молекулярного 
анализа отражены в табл. 2–4.

Образцы опухолей молодых некурящих паци-
енток, в которых не были выявлены известные 
повторяющиеся транслокации, но с выражен-
ной несбалансированной экспрессией концевых 
фрагментов или гиперэкспрессией исследуемо-
го гена относительно гена-рефери, были под-
вергнуты таргетному РНК-секвенированию. В 
15 отобранных случаях было выявлено 6 новых 
перестроек, ранее не описанных в научной лите-
ратуре: EML4ex21/ALKex20;  EML4ex13/ALKex3-

ALKex20; UBCex1/ALKex18; CD74ex6/ROS1ex35; 
ACTBex6/ROS1ex35;  EML4ex15/GOLGA3ex9.

Ещё 2 случая с ранее не описанными вари-
антами перестройки ALK (EML4ex6/ALKex19  и 
EML4ex19/ALKex20) были выявлены в резуль-
тате секвенирования по Сэнгеру образцов, ко-
торые продемонстрировали промежуточный ре-
зультат в вариант-специфической ПЦР.
Спектр  транслокаций  ALK  и  клинические 

ассоциации.  В проанализированной коллекции 
был обнаружен 61 случай (6,1%) транслокаций 
гена ALK. Спектр выявленных вариантов пере-
стройки ALK и их соотношение представлены 
на рис. 3. Наиболее встречаемыми оказались 
варианты EML4ex13/ALKex20 (V.1), EML4ex6/AL-
Kex20 (V.3), EML4ex20/ALKex20 (V.2), EML4ex18/
ALKex20  (V.9) – на них пришлось 92% всех 

Рис. 3. Спектр выявленных вариантов ALK-транслокаций; звездочки – ранее не описанные варианты

Рис.4. Спектр выявленных вариантов ROS1-транслокаций; звездочки – ранее не описанные варианты
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случаев. Сопоставление клинических характе-
ристик у пациентов, в опухолях которых были 
обнаружены химерные транскрипты ALK, пред-
ставлены в табл. 2. Так, медиана возраста паци-
ентов с транслокациями достоверно отличалась 
от таковой у больных без перестроек (58 лет 
vs. 63 года, p=0,007; U-критерий Манна–Уитни). 
Транслокации достоверно чаще обнаруживались 
у женщин (38/334 [11,4%] у женщин vs. 23/666 
[3,5%] у мужчин, p=0,000002, точный критерий 
Фишера).

Статус курения был известен для 640 образ-
цов. Среди них у курильщиков было обнару-
жено 12 (3,9%) ALK-позитивных случаев, в то 
время как у некурящих пациентов – 30 (8,9%) 
(p=0,0226, точный критерий Фишера).

Таким образом, эти результаты подтвержда-
ют известные ассоциации перестроек гена ALK 

с молодым возрастом, женским полом и неку-
рящим статусом.
Спектр  транслокаций  ROS1  и  клинические 

ассоциации.  Транслокации гена ROS1 были об-
наружены в 11 из 440 (2,5%) образцов, проте-
стированных на известные варианты перестроек. 
Спектр обнаруженных химерных транскриптов 
ROS1 представлен на рис. 4. Самым частым ва-
риантом был CD74ex6/ROS1ex34 – на него при-
шлось 64% всех позитивных случаев. Другие 4 
варианта, в том числе 2 ранее не описанных, 
встретились единожды.

В табл. 3 представлены клинические харак-
теристики ROS1-позитивных и негативных слу-
чаев. Пациенты с ROS1-транслокациями были 
достоверно моложе (медиана – 48 лет), чем па-
циенты без транслокаций (медиана – 63 года) 
(p=0,0225, U-критерий Манна–Уитни).

Таблица 2. Клиническая характеристика ALK-позитивных и негативных случаев

ALK-транслокация
p-уровень значимости

Присутствует Отсутствует

Возраст:

Медиана (диапазон) 58 (35–77) 63 (20–86)

≤40 6 (19,4%) 25 (80,6%)

p=0,007, U-критерий Манна–
Уитни

41–50 9 (8,8%) 93 (91,2%)

51–60 22 (7,9%) 255 (92,1%)

61–70 15 (3,5%) 414 (96,5%)

>70 7 (5,2%) 127 (94,8%)

Неизвестно 2 (7,4%) 25 (92,6%)

Пол:

Мужчины 23 (3,5%) 643 (96,5%) p=0,000002 точный критерий 
ФишераЖенщины 38 (11,4%) 296 (88,6%)

Статус курения:

Курящие 12 (3,9%) 292 (96,1%)
p=0,0226, точный критерий 
ФишераНекурящие 30 (8,9%) 306 (91,1%)

Неизвестно 19 (5,3%) 341 (94,7%)

Всего: 61 (6,1%) 939 (93,9%)

Таблица 3. Клиническая характеристика ROS1-позитивных и негативных случаев

ROS1-транслокация
p-уровень значимости

Присутствует Отсутствует

Возраст:

Медиана (диапазон) 48 (28–71) 63 (20–82)

≤40 2 (14,3%) 12 (85,7%)

p=0,0225, U-критерий Манна–
Уитни

41–50 4 (8,9%) 41 (91,1%)

51–60 0 (0%) 112 (100%)

61–70 2 (1%) 198 (99%)

>70 1 (2,2%) 45 (97,8%)

Неизвестно 2 (8,7%) 21 (91,3%)

Пол:

Мужчины 2 (0,7%) 302 (99,3%) p=0,0006, точный критерий 
ФишераЖенщины 9 (6,6%) 127 (93,4%)

Статус курения:

Курящие 1 (0,8%) 126 (99,2%)
p=0,12, точный критерий 
ФишераНекурящие 6 (4,5%) 127 (95,5%)

Неизвестно 4 (2,2%) 176 (97,8%)

Всего: 11 (2,5%) 438 (97,5%)
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Наибольшая доля ROS1-позитивных случаев 
приходилась на женщин — 81,8% (9 из 11). Ча-
стота перестройки ROS1 у женщин (6,6%) была 
практически в 10 раз выше, чем у мужчин (0,7%) 
(p=0,0006, точный критерий Фишера).

Среди исследованных образцов с известным 
статусом курения, только у 7 была обнаружена 
ROS1-транслокация: 6 случаев приходилось на 
некурящих и 1 случай — на курящего пациента 
(p=0,1206, точный критерий Фишера).
Спектр  транслокаций  RET  и  клинические 

ассоциации.  Среди проанализированных образ-
цов было выявлено 11 RET-позитивных случа-
ев (1,1%). 10 из них были представлены един-
ственным вариантом KIF5Bex15/RETex12 (91%), 
один – CCDC6ex1/RETex12  (9%).

Различие в возрасте между пациентами с 
транслокациями и без оказалось статистически 
недостоверным (p=0,4, U-критерий Манна–Уит-
ни, табл. 4). Частота перестроек у женщин была 
достоверно выше, чем у пациентов мужского 
пола (p=0,009, точный критерий Фишера).

Не удалось установить статистически досто-
верной связи между статусом курения пациента 
и присутствием перестройки RET (p=0,6, точный 
критерий Фишера), что, вероятно, связано с от-
сутствием информации о статусе курения для 
значительной части образцов.

Подробная клиническая характеристики RET-
позитивных и негативных случаев представлена 
в табл. 4.

Обсуждение

В работе представлен комбинированный под-
ход, основанный на последовательном исполь-

зовании двух методик – оценки несбалансиро-
ванной экспрессии концевых фрагментов гена, 
вовлеченного в перестройку, и вариант-спец-
ифической ПЦР, который позволяет выполнять 
эффективную диагностику РЛ-ассоциированных 
ALK- и RET-транслокаций. Отметим, что для 
выявления перестроек ROS1 метод оценки не-
сбалансированной экспрессии может оказаться 
недостаточно информативным из-за высокого 
уровня эндогенной экспрессии этого гена в тка-
ни лёгкого; для диагностики ROS1-транслокаций 
в опухолях лёгкого предпочтительнее использо-
вать вариант-специфическую ПЦР.

Для идентификации ранее неизвестных вари-
антов транслокаций мы использовали сочетание 
анализа несбалансированной экспрессии конце-
вых фрагментов перестраиваемого гена с после-
дующим высокопроизводительным секвенирова-
нием (NGS) или секвенированием по Сэнгеру. 
В данном исследовании мы обнаружили 8 но-
вых вариантов перестроек, проанализировав 15 
образцов с несбалансированной экспрессией и 
отсутствием частых вариантов: EML4ex6/AL-
Kex19;  EML4ex19/ALKex20;  EML4ex21/ALKex20; 
EML4ex13/ALKex3-ALKex20;  UBCex1/ALKex18; 
CD74ex6/ROS1ex35;  ACTBex6/ROS1ex35;  EM-
L4ex15/GOLGA3ex9.

Частота транслокаций с участием генов ALK, 
ROS1 и RET при аденокарциномах лёгкого соста-
вила 6,1%, 2,5% и 1,1% соответственно, что со-
ответствует литературным данным относительно 
встречаемости этих повреждений в НМРЛ [12].

Используя предложенный подход для моле-
кулярно-генетической диагностики перестроек 
генов ALK,  ROS1,  RET, мы изучили их спектр 
в опухолях лёгких российских пациентов. Более 

Таблица 4. Клиническая характеристика RET-позитивных и негативных случаев

RET-транслокация
p-уровень значимости

Присутствует Отсутствует

Возраст:

Медиана (диапазон) 64 (41–76) 62,5 (20–86)

≤40 0 (0%) 31 (100%)

p=0,4, U-критерий Манна–
Уитни

41–50 1 (0,98%) 101 (99,02%)

51–60 2 (0,7%) 275 (99,3%)

61–70 6 (1,4%) 423 (98,6%)

>70 2 (1,5%) 132 (98,5%)

Неизвестно 0 (0%) 27 (100%)

Пол:

Мужчины 3 (0,5%) 663 (99,5%) p=0,009, точный критерий 
ФишераЖенщины 8 (2,4%) 326 (97,6%)

Статус курения:

Курящие 1 (0,3%) 303 (99,7%)
p=0,6 точный критерий Фи-
шера

Некурящие 3 (0,9%) 333 (99,1%)

Неизвестно 7 (1,9%) 353 (98,1%)

Всего: 11 (1,1%) 989 (98,9%)
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90% всех перестроек ALK может быть выявле-
но с помощью вариант-специфической ПЦР на 
четыре наиболее часто встречающихся вариан-
та: EML4ex13/ALKex20  (V.1):  49,2%;  EML4ex6/
ALKex20  (V.3):  28.0%;  EML4ex20/ALKex20  (V.2): 
8.2%;  EML4ex18/ALKex20  (V.9):  6.6%. Еще пять 
повторяющихся вариантов обнаруживались с 
частотой 1,6% (EML4ex6/ALKex19;  EML4ex19/
ALKex20; EML4ex2/ALKex20; EML4ex13/ALKex3-
ALKex20;  UBCex1/ALKex18), составляя сум-
марно 8% ALK-позитивных случаев. Вариант 
CD74ex6/ROS1ex34 составляет 64% перестроек 
гена ROS1; ещё по 9% транслокаций гена ROS1 
приходится на варианты SDC4ex2/ROS1ex32; 
EZRex10/ROS1ex34;  CD74ex6/ROS1ex35  и  ACT-
Bex6/ROS1ex35. Спектр выявленных вариантов 
RET-транслокаций ограничился двумя транс-
криптами: 91% случаев представлено вариантом 
KIF5Bex15/RETex12, а 9% транслокаций прихо-
дится на CCDC6ex1/RETex12.

У российских пациенток с РЛ мы подтвер-
дили известные ассоциации наличия перестроек 
ALK, ROS1, RET с женским полом, ALK, ROS1 – 
молодым возрастом, ALK  –  отрицательным  ста-
тусом курения [13].

Таким образом, последовательное сочетание 
методов оценки несбалансированной экспрессии 
5’- и 3’-концевых участков генов ALK, ROS1, RET 
с последующей вариант-специфической ПЦР и/
или таргетным секвенированием РНК позволяет 
эффективно осуществлять молекулярно-генетиче-
скую диагностику повреждений этих генов.
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The discovery of recurrent EGFR mutations, ALK  and 
ROS1 translocations, together with the development of effec-
tive targeted drugs, has become a real breakthrough in the 



ВОПРОСЫ ОНКОЛОГИИ. 2022, ТОМ 68, № 5

612

treatment of lung cancer. Molecular diagnosis of alteration in 
these genes has already become a mandatory part of evaluating 
patients with non-small cell lung cancer.

The paper presents a combined diagnostic approach, which 
allows the identification of known chimeric transcripts and new 
variants of translocations. Using this technique, we identified eight 
fusions that had not been previously described in the literature.

Here, we analyze the spectrum of translocations of receptor 
tyrosine kinases ALK,  ROS1,  RET in the Russian population, 
which seems relevant in connection with the known ethnic and 
geographic heterogeneity of lung cancer.

Key words: molecular diagnostics, lung cancer, transloca-
tion, ALK,  RET,  ROS1
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