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Цель. Выявление механизмов резистентности к оси-
мертинибу в циркулирующей опухолевой ДНК (цоДНК).

Материалы и методы. В рамках исследования Trust 
(многоцентровое неинтервенционное ретро- и проспектив-
ное исследование безопасности и эффективности примене-
ния осимертиниба в рамках Программы раннего доступа 
(EAP) и реальной клинической практики у пациентов с 
местнораспространенным или метастатическим НМРЛ, 
прогрессировавшим в течение или после терапии ингиби-
тором I-II тирозинкиназы EGFR, с подтвержденной поло-
жительной мутацией Т790М в гене EGFR) исследовались 
образцы плазмы пациентов с прогрессированием заболева-
ния на осимертинибе. Для проведения молекулярно-генети-
ческого тестирования использована адаптированная мето-
дика комплексного геномного профилирования для цоДНК.

Результаты. Всего в исследование было включено 62 
пациента EGFR-позитивным немелкоклеточным раком лег-
кого после прогрессирования на осимертинибе. Только 35 
образцов оказались пригодными для тестирования. В 40 % 
случаев были выявлены генетические нарушения, предо-
пределившие развитие приобретенной резистентности к 

Aim. To identify the mechanisms of resistance to osimer-
tinib in circulating-tumor DNA (ctDNA).

Materials and Methods. An adapted method of complex 
genomic profiling for cDNA was used to conduct molecular 
genetic testing. The Trust study (a multicenter non-interven-
tional retro- and prospective study of safety and efficacy of the 
Osimertinib administration in frames of Early Access Program 
(EAP) and real clinical practice in patients with locally ad-
vanced or metastatic non-small cell lung cancer that progressed 
during or after therapy with an EGFR tyrosine kinase I-II 
inhibitor, with confirmed Т790М positive mutation in EGFR 
gene) examined plasma samples from patients with disease 
progression on osimertinib. Molecular genetic testing was 
performed using an adapted comprehensive genomic profiling 
method for cDNA.

Results. A total of 62 patients with EGFR-positive non-
small cell lung cancer after progression on osimertinib were in-
cluded in the study. Only 35 samples were found to be suitable 
for testing. In 40 % of cases, genetic disorders were identified 
that predetermined the development of acquired resistance to 
osimertinib. EGFR-independent mechanisms prevailed – rear-
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осимертинибу. Преобладали EGFR-независимые механиз-
мы — перестройки в гене RET (17,1 %) и амплификация 
МЕТ (11,4 %). EGFR-зависимые механизмы в виде третич-
ной мутации С797S зарегистрированы у 8,5 % пациентов. 
Сочетание двух и более генетических нарушений выявлено 
у 22,8 % больных.

Выводы. Полученная информация может быть исполь-
зована при определении лечебной тактики у пациентов по-
сле прогрессирования на осимертинибе.

Ключевые слова: немелкоклеточный рак легкого; му-
тация EGFR2; резистентность; жидкостная биопсия; оси-
мертиниб; молекулярно-генетическое исследование
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rangements in the RET gene (17.1 %) and MET amplifica-
tion (11.4 %). EGFR-dependent mechanisms in the form of a 
tertiary C797S mutation were registered in 8.5 % of patients. 
A combination of two or more genetic disorders was detected 
in 22.8 % of patients.

Conclusion. The information obtained can be used to 
determine therapeutic tactics in patients after progression on 
osimertinib.

Keywords: non-small cell lung cancer; EGFR muta-
tion; resistance; liquid biopsy; osimertinib; molecular ge-
netic study
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Введение

Повторное молекулярно-генетическое тести-
рование является одним из основных этапов 
уточняющей диагностики для определения ле-
чебной тактики у пациентов немелкоклеточным 
раком легкого (НМРЛ) с активирующими мута-
циями в рецепторе эпидермального фактора ро-
ста (EGFR) после прогрессирования на таргет-
ной терапии ингибиторами тирозинкиназ (ИТК) 
первого и второго поколений. Доминантный ме-
ханизм приобретенной резистентности заключа-
ется в появлении вторичной мутации Т790М в 
20 экзоне гена EGFR, и в случае ее обнаруже-
ния осимертиниб является оптимальным выбо-
ром в качестве второй линии таргетной терапии. 
Сегодня все больше пациентов получают оси-
мертиниб в первой линии, а также в качестве 
адъювантной терапии. Знание механизмов ре-
зистентности к осимертинибу позволит выбрать 
оптимальную тактику дальнейшего ведения па-
циента. К сожалению, по объективным причи-
нам мы не всегда можем выполнить ребиопсию 
опухоли при прогрессировании заболевания. 
Жидкостная биопсия, основанная на изучении 
циркулирующей опухолевой ДНК (цоДНК), вы-
деленной из биологических жидкостей, являет-
ся альтернативой тканевой биопсии. Процедура 
забора крови безопасна, может выполняться 
многократно. Кроме того, жидкостная биопсия 
дает более полное представление о генетиче-
ском «портрете» опухоли, нивелируя различия, 
связанные с ее возможной гетерогенностью. 
Однако следует помнить, что чувствительность 
этого метода составляет около 75 % [1]. Важ-
ной вехой в совершенствовании молекулярной 
диагностики НМРЛ стала разработка метода вы-
сокопроизводительного секвенирования, моди-
фицированного для цоДНК, он характеризуется 
высокой чувствительностью и специфичностью 
[2]. Однако есть определенные сложности, свя-

занные со стандартизацией процесса выделения 
нуклеиновых кислот, техническими ограничени-
ями, зависимыми от методики исследования.

Анализ цоДНК с помощью высокопроиз-
водительного секвенирования был применен в 
клинических исследованиях, оценивающих эф-
фективность осимертиниба в первой и второй 
линиях терапии у EGFR-позитивных пациен-
тов, — AURA3 и FLAURA [3, 4]. Цель насто-
ящего исследования — выявление механизмов 
резистентности к осимертинибу с помощью ме-
тода высокопроизводительного секвенирования 
цоДНК.

Материалы и методы

В рамках исследования Trust (многоцентро-
вое неинтервенционное ретро- и проспективное 
исследование безопасности и эффективности 
применения осимертиниба в рамках Программы 
раннего доступа (EAP) и реальной клинической 
практики у пациентов с местнораспространен-
ным или метастатическим НМРЛ, прогрессиро-
вавшим в течение или после терапии ингибито-
ром I-II тирозинкиназы EGFR, с подтвержденной 
положительной мутацией Т790М в гене EGFR) 
исследовались образцы плазмы пациентов с про-
грессированием заболевания на осимертинибе. 

Для реализации поставленной цели было 
проведено молекулярно-генетическое тестиро-
вание цоДНК, выделенной из образцов перифе-
рической крови на момент прогрессии.

Характеристика пациентов. В исследование 
было включено 62 пациента: 8 мужчин (12,9 %) 
и 54 женщины (87,1 %). У всех больных до на-
чала таргетной терапии были выявлены активи-
рующие мутации в гене EGFR.

Осимертиниб в первой линии таргетной 
терапии получили 18 больных, медиана дли-
тельности которой составила 18 мес. (от 7 
до 48 мес.). Восьми пациентам препарат был 
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назначен сразу после постановки диагноза, 
10 — после одной линии химио- или химиоим-
мунотерапии (паклитаксел + карбоплатин — 4 
пациента, паклитаксел + карбоплатин + беваци-
зумаб + атезолизумаб — 3 пациента, пеметрек-
сед + карбоплатин + бевацизумаб — 3 пациента).

44 больным осимертиниб был назначен по-
сле прогрессирования на ИТК 1−2 поколений, у 
33 из них была мутация резистентности Т790М. 
В первую линию 25 человек (76 %) получили 
гефитиниб (средняя длительность терапии была 
10 мес.), 8 человек (24 %) принимали афатиниб 
(средняя длительность терапии — 11 мес.).

После регистрации клинико-рентгенологиче-
ского прогрессирования на фоне приема осимер-
тиниба всем больным выполнен забор крови для 
дальнейшего молекулярно-генетического тести-
рования цоДНК.

Алгоритм забора и обработки венозной кро-
ви для криобанка плазмы. Забор 10 мл веноз-
ной крови проводился в стандартные пробирки 
с консервантом на основе ЭДТА. После забора 
плазма отделялась методом центрифугирования 
согласно стандартным методикам. Полученная 
плазма переносилась в криопробирки и поме-
щалась на хранение в морозильную камеру при 
температуре -80 0С [5]. Выделение цоДНК из 
замороженных образцов плазмы объемом 4 мл 
проводилось с использованием набора Roсhe 
AVENIO cfDNA в соответствии с протоколом 
производителя. Далее выполнялось приготовле-
ние парно-концевых библиотек методом обога-
тительной гибридизации, состоящее из этапов 
лигирования с универсальными адаптерами, на-
работка продукта лигирования ПЦР и очистка 
на магнитных шариках, ночная гибридизация с 
зондами для обогащения соответствующей па-

нели AVENIO ctDNA Targeted Panel (81 kb, 17 
генов) и постгибридизационной очистки. Секве-
нирование проводилось на приборе Nextseq 550 
Illumina по протоколу HighOutput 2*151 циклов 
с целевым количеством прочтений 40М на об-
разец. Анализ данных проводился с использова-
нием ПО AvenioOncologyAnalysis Software v2.0. 
Из 62 образцов результат исследования оказался 
валидным в 35 случаях.

Результаты

У 14 (40 %) пациентов были выявлены гене-
тические нарушения, которые определили при-
обретенную резистентность к осимертинибу. 
EGFR-зависимый механизм в виде третичной 
мутации C797S обнаружен у 3 больных (8,5 %), 
мутация Т790М была обнаружена в 7 случаях 
(20 %), но мы не рассматривали ее наличие как 
возможный механизм резистентности к осимер-
тинибу. Обращает на себя внимание обнаруже-
ние редкого варианта в гене EGFR:c.2170G>A 
(p.Gly724Ser) (NM_005228.5), расположенного в 
Р-связывающей петле внутриклеточного домена 
белка. Он может быть расценен как вариант не-
ясного клинического значения, однако доклини-
ческие исследования показывают, что мутации в 
области Р-петли вызывают существенные изме-
нения в подвижности структур протеина и ассо-
циируются с нарушениями связывания молекул 
ингибиторов [6].

Еще один редкий вариант во внеклеточ-
ном домене EGFR: c.323G>A (p.Arg108Lys) 
(NM_005228.5) интересен тем, что он является, 
безусловно, онкогенным, но в целом нехарак-
терным для НМРЛ. Этот вариант часто обна-
руживается при глиобластоме и приводит к ли-

Генетические нарушения, выявленные при NGS опухолевой ДНК в плазме у EGFR-позитивных пациентов после прогрессирования 
на осимертинибе

Genetic disorders detected by NGS of tumour DNA in plasma from EGFR-positive patients after progression on osimertinib
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ганд-независимой активации рецептора и может 
ассоциироваться с увеличением дозы гена. Пу-
бликации, сообщающие об обнаружении данного 
варианта в образцах аденокарциномы с активи-
рующими мутациями тирозинкиназного домена, 
неоднозначно трактуют его значение, однако в 
последнем исследовании Solomon и соавт. ука-
зывается на его ассоциацию с резистентностью 
к ингибиторам ИТК [7].

Чаще регистрировались EGFR-независимые 
механизмы резистентности — перестройки в 
гене RET у 6 больных (17,1 %), амплификации 
гена МЕТ у 4 (11,4 %), перестройки в гене ALK 
у 2х (5,7 %), мутации в генах BRAF и KRAS — 
по одному пациенту.

Возможности ДНК-панели не позволяют 
определить всех партнеров, могут быть иденти-
фицированы лишь самые частые из них, т. к. 
работа с ограниченным количеством циркули-
рующей опухолевой ДНК не предусматривает 
использование слишком «тяжелых» панелей. 
В половине случаев устанавливался сам факт 
наличия перестройки с помощью изучения дис-
баланса экзонной экспрессии.

На рисунке представлены все выявленные 
в ходе исследования генетические нарушения. 
В части рисунка, относящегося к мутациям гена 
EGFR приведены варианты, относящиеся как к 
первичным мутациям чувствительности к ИТК, 
так и мутации развившейся резистентности.

Более одного механизма приобретенной рези-
стентности было обнаружено у 8 (22,8 %) паци-
ентов. Амплификация MET совместно с EGFR 
C797S и Т790М выявлена у двух пациентов, 
еще в одном случае — в сочетании только с 
Т790М. В одном образце амплификация МЕТ 
обнаружена в комбинации с перестройкой RET 
и мутацией ТР53. Инактивирующие мутации в 
гене ТР53 были верифицированы у 11 пациентов 
(31,4 %). Предполагается, что ко-мутация в гене 
ТР53 у EGFR-позитивных больных НМРЛ при 
первичной диагностике может быть фактором, 
коррелирующим с низкой эффективностью те-
рапии ИТК [8].

Обсуждение

В целом спектр выявленных генетических 
нарушений в нашем исследовании соответ-
ствовал данным, полученным в ходе ранее 
опубликованных исследований [9−11]. Первич-
ная активирующая мутация в гене EGFR со-
хранялась у 32 больных (91,4 %). У 3 (8,5 %) 
пациентов выявлен EGFR-зависимый меха-
низм резистентности к ингибиторам 3 поко-
ления — третичная мутация в 20 экзоне гена 
EGFR С797S. При этом мутация резистентно-
сти к ИТК 1−2 поколения Т790М сохранялась 

у 7 больных из 33, у которых данная мута-
ция стала причиной назначения осимертиниба 
(20 %). Кроме того, были обнаружены два ред-
ких варианта мутации в гене EGFR, возможно 
ассоциирующиеся с развитием резистентности 
к ИТК.

EGFR-независимые механизмы включали в 
себя перестройки в гене RET, амплификацию 
МЕТ, транслокации в гене ALK, мутации в ге-
нах BRAF и KRAS.

К сожалению, мы не имели данных о пер-
вичной генетической структуре опухоли у этих 
пациентов. Не было разграничения пациентов в 
зависимости от того, в какой линии был назна-
чен осимертиниб. Это обстоятельство затрудня-
ет интерпретацию полученных данных.

Тем не менее полученный опыт позволяет 
определить дальнейшие направления оптимиза-
ции дизайна и методики исследования.

Важный вывод, который мы сделали по ре-
зультатам нашей работы — это необходимость 
строгого соблюдения предписанных правил на 
всех этапах, начиная с забора и подготовки ма-
териала, соответствие условий его хранения до 
проведения генетического анализа. Из 62 образ-
цов пригодными для анализа оказалось только 
35. Забор и первичная обработка перифериче-
ской крови должны быть направлены на ми-
нимизацию избыточной примеси ДНК из нор-
мальных клеток (лейкоцитов) и предотвращение 
разрушения ДНК естественными ДНКазами. 
Поэтому при взятии образца крови в пробирку 
с обычными антикоагулянтами и невозможности 
сразу передать его в лабораторию, образец дол-
жен быть максимально быстро (желательно, в 
течение часа) подвергнут центрифугированию, 
плазма должна быть отобрана и заморожена в 
низкотемпературном холодильнике (-80 0С). Та-
кой подход позволяет предотвратить лизис лей-
коцитов, который приводит к выбросу нормаль-
ной ДНК и резкому снижению концентраций 
истинной цоДНК.

Следующим проблемным этапом является 
выбор оптимальной методики изоляции цоДНК 
из плазмы. Использование широкого спектра 
существующих методов приводит к существен-
ным вариациям в концентрации выделенной 
ДНК. Достаточно сказать, что по результатам 
исследования Европейской сети контроля ка-
чества молекулярно-биологических анализов 
(EMQN — European Molecular Quality control 
Network), проведенному с участием 56 лабора-
торий в разных странах, количество полученной 
из одинаковых образцов цоДНК отличалось в 
100 раз [12]. В настоящее время над выбором 
наиболее оптимального метода изоляции цоДНК 
и его стандартизацией работает специально соз-
данный Европейский консорциум. 
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Непростым является и подбор непосредствен-
ного метода анализа цоДНК. Внедрение мето-
дики высокопроизводительного секвенирования 
цоДНК в отличие от определения единичных ге-
нетических нарушений открывает широкие воз-
можности для разработки обоснованных эффек-
тивных алгоритмов терапии EGFR-позитивных 
пациентов. Однако несмотря на значительное 
количество разработанных подходов к секвени-
рованию, использующих разный набор генов, 
различные методики приготовления библио-
тек, адаптацию к разнообразным платформам, 
кросс-валидация и стандартизация исследова-
ний остается серьезной проблемой. Учитывая 
низкую концентрацию цоДНК в большинстве 
образцов плазмы пациентов, крайне важной 
является правильная биоинформатическая об-
работка полученных данных, позволяющая по-
лучить наиболее достоверную информацию об 
обнаруженных вариантах. Нами был использо-
ван валидированный подход, основанный на тех-
нологии Avenio (Roche), используемый в методо-
логии FoundationOne Dx. Возможно, что строгие 
требования к фильтрации вариантов, отсечению 
«шума» и возможных герминальных мутаций 
также стали причиной отбраковки значительно-
го количества образцов [13].

В заключении хотелось бы отметить, что 
имплементация в ежедневную практику иссле-
дований цоДНК для детекции возможных ме-
ханизмов резистентности к терапии методом 
высокопроизводительного секвенирования пред-
ставляется нам не только потенциально возмож-
ной, но и крайне необходимой.
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