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Под термином «жидкостная биопсия» (“liquid biopsy”) понимают изучение различных дериватов опухоли (циркулирующая опу-
холевая ДНК, циркулирующие опухолевые клетки, опухолевая РНК, белки опухоли) в плазме крови. Данные жидкостной биопсии 
дают информацию о молекулярных нарушениях и морфологии в реальном времени по всей опухолевой массе и позволяют оценить 
в динамике эволюционные изменения образования, гетерогенность заболевания и эффективность терапии. Несмотря на впечат-
ляющую перспективу применения данного метода в диагностике и мониторинге заболевания, тем не менее существует ряд про-
блем по внедрению жидкостной биопсии при различных онкопатологиях. В данном обзоре литературы мы сконцентрируемся 
на роли циркулирующей ДНК как источнике информации об опухоли у больных раком толстой кишки.
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The term “liquid biopsy” describes the study of various tumor derivatives (circulating tumor DNA, circulating tumor cells, tumor RNA, tu-
mor proteins) in the blood plasma. Results of liquid biopsy provide real-time information on the molecular pathologies and morphological 
features throughout the whole tumor mass and allow to estimate evolutionary changes of tumor mass in the dynamics, heterogeneity of mass 
formation and effectiveness of the therapy. Despite the impressive perspective of this method in the diagnosis, monitoring of disease, there 
is a number of problems for the implementation of liquid biopsy for various cancer pathologies. In this literature review, we focus on the role 
of circulating DNA as a source of information about the tumor in patients with colon cancer.
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Введение
В последние 5 лет термин «жидкостная биопсия» 

(“liquid biopsy”) стал очень популярен в онкологии. 
Под ним понимают изучение различных дериватов 
опухоли в плазме крови. Объяснением этому служит 
все большая персонификация лечения онкологических 
пациентов, основанная на молекулярных изменениях 
в опухоли конкретного больного. В процессе лечения 
возникают новые генетические изменения в образова-
нии, определяющие его резистентность к проводимо-
му лечению. Традиционная тканевая биопсия пред-
ставляет данные лишь по одному небольшому участку 
первичной опухоли или метастаза, зачастую взятому 
еще до начала лечения. От выполнения повторных 
биопсий, как правило, пациенты отказываются. В кли-
нике бывают случаи, когда блоки первичной опухоли 
утеряны, качество морфологического материала или 
его неправильное хранение не позволяет выполнить 
генетическое исследование, локализация метастазов 
препятствует выполнению биопсии. Все это определило 

развитие альтернативных путей изучения опу холевого 
материала у онкологических больных. В качестве источ-
ника информации об образовании применяют его раз-
личные дериваты (циркулирующие опухолевые клет-
ки (ЦОК), опухолевая циркулирующая ДНК (цДНК), 
опухолевая РНК, белки опухоли). Данные жидкостной 
биопсии дают информацию о молекулярных нарушени-
ях и морфологии в реальном времени по всей опухолевой 
массе и позволяют оценить в динамике эволюционные 
изменения образования, гетерогенность заболевания 
и эффективность терапии. Это определяется возмож-
ностью многократного взятия образцов крови пациента 
для анализа в процессе терапии, в отличие от традици-
онной тканевой биопсии, что помогает оценить механиз-
мы резистентности к лечению и, возможно, уже в скором 
будущем модифицировать терапевтическую схему в со-
ответствии с выявляемыми молекулярными нарушени-
ями в опухоли. В данном обзоре литературы мы сконцен-
трируемся на роли цДНК как источника информации 
об опухоли у больных раком толстой кишки.
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ы Методы выделения и изучения циркулирующей ДНК
Использование опухолевой цДНК в качестве сур-

рогата опухолевого генома было предложено еще 
в 70-е годы прошлого века [1]. Саму внеклеточную 
циркулирующую в крови ДНК (нуклеиновые кислоты) 
у здоровых людей удалось выделить еще в 1940-е годы 
P. M. Mandel и P. Métais [2].

Источником опухолевой цДНК являются погибшие 
вследствие некроза, фагоцитоза или апоптоза клетки 
опухоли [3]. Процентное содержание опухолевой цДНК 
от общей цДНК в плазме крови, по данным K. Hibi 
и соавт., составляет от 0,2 до 10,0 % [4]. При этом обо-
рот опухолевой цДНК довольной высокий за счет того, 
что период полураспада цДНК колеблется от несколь-
ких минут до нескольких часов [5]. Следует отметить, 
что нормальных значений цДНК не определено, так 
как они значимо варьируют в зависимости от различ-
ных физиологических условий [6]. В свою очередь, 
гетерогенность и клональная эволюция опухоли в про-
цессе лечения могут приводить к различиям между 
мутационным статусом первичной опухоли и цДНК, 
особенно при метастатическом поражении [7, 8]. 

В обзоре литературы, выполненном Т. Lecomte 
и соавт., уровень выявления мутаций в цДНК при раке 
толстой кишки варьировал от 9 до 100 %. Однако 
большинство исследований, вошедших в анализ, 
включали небольшое число пациентов [9]. Таким обра-
зом, сравнивать ранние работы, посвященные цДНК, 
довольно трудно. Тем не менее изучение опухолевой 
цДНК имеет значительные перспективы от скрининга 
и диагностики до мониторинга терапии онкологиче-
ских за болеваний. При этом можно не только оцени-
вать концентрацию опухолевой цДНК в крови, 
но и определять мутации в цДНК, как и отношение 
мутантных цДНК к их общему количеству.

За последние 5 лет различные независимые иссле-
довательские группы показали возможность выделения 
опухолевой цДНК в крови у больных раком толстой 
кишки [10]. Такая возможность определяется чувстви-
тельностью методов изучения мутировавших последо-
вательностей ДНК, основанных на полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР). Основной проблемой применения 
в данных целях классической ПЦР является ее низкая 
чувствительность в выделении небольшого количества 
мутантных аллелей в большом количестве неизменен-
ной ДНК. В связи с этим стали разрабатываться новые 
технологии для решения данной проблемы.

Следует отметить, что внеклеточная ДНК с длиной 
в среднем около 180 пар оснований высоко фрагмен-
тирована в плазме крови [11]. У онкологических боль-
ных бóльшая часть данных фрагментов короче 100 пар 
оснований [12]. Это позволяет повысить чувствитель-
ность метода ПЦР за счет укорочения ампликонов [13, 
14]. В исследовании R. F. Andersen и соавт. провели 
анализ цДНК у 46 больных раком толстой кишки с му-
тацией в гене KRAS в первичной опухоли. С помощью 

длинных ампликонов мутации в цДНК удалось вы-
явить только в 61 % случаев, тогда как при примене-
нии метода коротких ампликонов стало возможным 
повысить конкордантность по мутационному статусу 
до 74 % [15]. Кроме этого, наряду с методикой изучения 
коротких ампликонов [15, 16] был предложен и ряд 
других разработок для повышения чувствительности 
метода выделения и анализа опухолевой цДНК. Так, 
рекомендуется использовать для анализа плазму, а не 
сыворотку крови пациента [7, 17], сочетать несколько 
методов анализа ДНК (мутационного анализа и мети-
лирования ДНК) [18]. К примеру, в исследовании 
Е. Danese и соавт. изучили конкордантность мутаци-
онного статуса гена KRAS и метилирования гена SEPT9 
между первичной опухолью и цДНК у 85 больных ра-
ком толстой кишки во время операции с помощью 
методов ARMS-qPCR и methylation specific qPCR. 
Общая конкордантность между мутационным статусом 
первичной опухоли и цДНК по мутационному статусу 
гена KRAS составила 89,4 %. Однако среди 29 больных 
с мутацией в гене KRAS аналогичная мутация в цДНК 
была обнаружена лишь у 22 (75,8 %). Это определило 
чувствительность теста в 85 %, а специфич ность – 
в 93 %. По метилированию промотора гена SEPT9 
конкордантность составила 86 %, чувствительность – 
83 %, специфичность – 100 % [19]. К такому же выво-
ду – о необходимости комбинации как минимум 2 
маркеров в целях повышения чувствительности мето-
да детекции опухолевой цДНК – пришли и F. Di Fiore 
и соавт., предложившие определять не только мутацию 
в гене KRAS, но и метилирование промотора гена 
RASSF2A цДНК [20].

Еще одним способом повышения чувствительно-
сти метода выделения и анализа опухолевой цДНК 
является nucleic acid (PNA) – based PCR. Данная тех-
ника, по убеждению авторов, решает проблему неболь-
шого числа мутантных аллелей в плазме крови, позволяя 
выявить 1 мутантный аллель на 10 тыс. Так, в 2014 г. 
группа исследователей из Тайваня представила анализ 
сравнения мутационного статуса гена KRAS в первич-
ной опухоли и в цДНК в плазме крови 52 больных 
раком толстой кишки III–IV стадий с помощью дан-
ного варианта ПЦР. Только у 28,8 % больных была 
выявлена мутация гена KRAS в первичной опухоли, 
тогда как в 50 % случаев мутация гена KRAS была об-
наружена в цДНК. То есть у 21,1 % больных с «диким» 
типом гена KRAS в опухоли обнаруживалась мутация 
в цДНК. Общая конкордантность по мутационному 
статусу гена составила 78,8 %. Авторы объяснили дан-
ное явление гетерогенностью заболевания [21].

Можно сделать вывод, что в основе повышения 
чувствительности большинства методов лежит насыще-
ние изучаемого образца мутантными аллелями в про-
цессе процедур амплификации с последующим приме-
нением чувствительных техник по детекции данного 
измененного гена. Однако эти процедуры весьма тру-
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ыдоемки и требуют многократного выполнения тестов, 
что осложняет их внедрение в рутинную клинико-ла-
бораторную практику.

Сравнивая частоту выявления ЦОК и опухолевой 
цДНК, отметим, что во всех случаях выявления ЦОК 
в крови пациента всегда обнаруживается и опухолевая 
цДНК. Однако зачастую при отсутствии ЦОК в крови 
выявляется опухолевая цДНК [22]. Некоторые иссле-
довательские группы выявили значимую корреляцию 
между выявлением ЦОК и мутацией в гене KRAS цДНК 
у больных метастатическим раком толстой кишки [23].

Стоит отметить, что любые манипуляции с опу-
холью приводят к увеличению уровня цДНК в крови 
пациента. Так, установка стентов в просвет толстой 
кишки в целях профилактики кишечной непроходи-
мости приводила к увеличению уровня цДНК в крови 
в несколько раз с последующим снижением до перво-
начального уровня через 4 дня [24]. После метастаз-
эктомий у всех (n = 10) больных с метастазами рака 
толстой кишки в печень отмечено повышение уровня 
цДНК в крови к 7-му дню после оперативного вмеша-
тельства. У 3 пациентов с прогрессированием заболе-
вания в течение 6 мес после выполнения радикальной 
операции уровень цДНК увеличивался или оставался 
повышенным после хирургического лечения. Авторы 
исследования отметили, что развитие послеопераци-
онных осложнений может уменьшать скорость сниже-
ния уровня цДНК [25]. В исследовании Т. Reinert 
и соавт., изучив концентрацию цДНК после хирурги-
ческого вмешательства у 11 больных раком толстой 
кишки, выявили, что динамика уровня цДНК опреде-
ляется следующими факторами: гибель нормальных 
клеток в результате хирургической травмы (определяя 
пик цДНК к 8-му дню после операции), гибель клеток 
вследствие послеоперационных осложнений, гибель 
клеток вследствие сопутствующей патологии, адъю-
вантной химиотерапии и разрушение лейкоцитов в ре-
зультате приготовления образцов крови для анализа. 
Также отмечено, что рост уровня опухолевой цДНК при 
прогрессировании заболевания наступает раньше по-
лучения объективных данных о прогрессировании [26]. 
Интересно, что применение техники No-touch isolation 
при удалении первичной опухоли снижает частоту вы-
явления опухолевой цДНК до 14 % с 73 % при класси-
ческой методике оперативного вмешательства [27].

Диагностическая польза и прогностическое значение 
циркулирующей ДНК при ранних стадиях рака толстой 
кишки
По сравнению со здоровыми добровольцами (n = 100) 

и пациентами с аденомой толстой кишки (n = 70) 
у больных с метастатическим раком толстой кишки 
(n = 100), получавших 2-ю линию химиотерапии, уро-
вень цДНК в плазме крови был значимо выше. Этот 
уровень влиял на медиану времени до прогрессирова-
ния и продолжительность жизни: 2,1 мес (95 % дове-

рительный интервал (ДИ) 2,0–3,4), 6,5 мес (95 % ДИ 
4,2–7,2; отношение рисков (ОР) 2,53 (95 % ДИ 1,57–
4,06); p ≤ 0,0001), 7,4 мес (95 % ДИ 4,3–8,7) и 13,8 мес 
(95 % ДИ 11,9–18,9; ОР 2,52 (95 % ДИ 1,54–4,13); 
p < 0,0001) соответственно [28]. Такие же обнадежива-
ющие данные по возможности использования опухо-
левой цДНК в качестве биомаркера выявления рака 
толстой кишки и его прогрессирования получили 
S. Pucciarelli и соавт., изучившие различия в концент-
рации опухолевой цДНК у здоровых добровольцев 
(n = 55), пациентов с аденомами толстой кишки (n = 24) 
и больных с различными стадиями рака толстой кишки 
(n = 136). При пороговом значении уровня опухолевой 
цДНК в 4,86 нг/мл чувствительность и специфичность 
метода составили 78,52 и 86,08 % соответственно [29]. 
Аналогичные результаты получены и другими исследо-
вательскими группами [14, 30–32].

При анализе мутационного статуса генов TP53, 
APC, KRAS, BRAF, PIK3CA, FBXW7 и SMAD4 в цДНК 
и в опухолевом материале 19 пациентов с метастати-
ческим раком толстой кишки применялась технологи-
ческая платформа MPS (Safe-SeqS). У 84,2 % больных 
в опухоли обнаружилась хотя бы 1 мутация в 1 из пе-
речисленных генов, во всех случаях подтвержденная 
и цДНК (7 – KRAS, 3 – TP53, 3 – BRAF, 2 – APC и 1 – 
PIK3CA). Как и в других исследованиях, более высокая 
концентрация цДНК была ассоциирована с низкими 
показателями общей выживаемости (при пороговом 
значении 2,5 нг/мл): 6,9 мес против 12,2 мес; p = 0,0086 
[33]. Эти же авторы с данной технологической плат-
формой MPS (Safe-SeqS) в дальнейшем решили про-
спективно оценить прогностическое значение мута-
ционных изменений опухолевой цДНК, взятой через 
4–10 нед после операции, у 250 больных раком толстой 
кишки II стадии. При этом у 175 пациентов удалось 
взять образцы цДНК и через 3 мес после хирургиче-
ского лечения. Предварительные данные о результатах 
лечения 112 пациентов были доложены в 2014 и 2015 гг. 
Хотя бы 1 мутация в перечисленных генах была обна-
ружена у всех больных. Прогрессирование заболевания 
развилось у 7 (77,8 %) из 9 больных с позитивной цДНК 
после оперативного лечения, тогда как в случае отсутст-
вия цДНК в плазме крови после хирургического вмеша-
тельства прогрессирование наступило лишь у 7 (6,8 %) 
из 103. Данная закономерность выявлялась независимо 
от стадии T. При этом у половины пациентов с прогрес-
сированием опухолевая цДНК выявлялась в процессе 
наблюдения после операции. Также наличие опухолевой 
цДНК значимо было ассоциировано с короткой безре-
цидивной выживаемостью (ОР 25,7; p < 0,001). Авторы 
работы сделали вывод о возможности оценки уровня 
опухолевой цДНК в крови пациента в процессе наблю-
дения за развитием рецидива болезни [33, 34].

Исследователи из Франции с помощью технологии 
Inplex оценили прогностическое значение таких па-
раметров, как общая концентрация цДНК в плазме, 
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ы уровень фрагментации цДНК, мутационный статус 
генов KRAS и BRAF в цДНК и процент мутантной 
цДНК, у 98 больных метастатическим раком толстой 
кишки. Так, наличие мутации в гене BRAF цДНК, вы-
сокий уровень цДНК в плазме крови, высокий процент 
мутантной цДНК (медиана 10,3 %) обладали значимым 
негативным влиянием на общую выживаемость [35].

Конкордантность между мутационным статусом 
опухоли и циркулирующей ДНК
Одно из ключевых исследований, посвященных 

изучению конкордантности мутационных изменений 
цДНК и опухолевого материала, было проведено 
C. Bettegowda и соавт. Конкордантность мутационного 
статуса гена KRAS в первичной опухоли и в цДНК 
была оценена у 206 больных раком толстой кишки. 
Чувствительность метода оценки цДНК составила 
87,2 %. У 26 пациентов при наличии мутации в пер-
вичной опухоли она не выявлялась в цДНК. При де-
тальном анализе данной подгруппы пациентов отме-
чено, что такая ситуация была характерна в подгруппе 
с низким уровнем раково-эмбрионального антигена, 
муцинозным гистотипом опухоли, низким уровнем ала-
нинаминотрансферазы и лейкоцитов, молодым возрас-
том больного. Авторы сделали вывод, что при небольшой 
распространенности заболевания чувствительность 
метода выявления мутаций в цДНК значимо снижается. 
Также в данной работе было доказано и негативное 
прогностическое значение концентрации цДНК у боль-
ных раком толстой кишки. Исследователи выявили 
мутацию в гене KRAS цДНК у 38 % пациентов с про-
грессированием заболевания на фоне анти-EGFR-
терапии и с «диким» типом гена KRAS в первичной 
опухоли, при этом у 62,5 % пациентов мутация в гене 
KRAS цДНК локализовалась в 61-м кодоне 2-го экзона. 
Суммарно у 96 % больных были выявлены изменения 
цДНК, касающиеся генов MAPK-сигнального пути 
при прогрессировании на фоне терапии анти-EGFR-
моноклональными антителами [22].

Исследователи из Китая в целях изучения конкор-
дантности между опухолью и цДНК выбрали методы 
ПЦР с последующим секвенированием по Сэнгеру 
и NGS-технологией. При этом пороговое значение 
мутации в гене KRAS было принято > 0,5 %. Всего 
в исследование были включены 27 пациентов, которым 
выполняли операцию по удалению первичной опухо-
ли. Чувствительность и специфичность определения 
мутационного статуса гена KRAS в цДНК составили 
76,9 и 78,6 % соответственно. При этом в отношении 
мутаций в цДНК, но не в опухолевом материале чувст-
вительность технологии NGS превосходила секвени-
рование по Сэнгеру [36].

Аналогичные относительно неудовлетворительные 
данные по чувствительности мутационного анализа цДНК 
в отношении гена KRAS были получены и D. Sefrioui 
и соавт. Метод, который применяли исследователи 

у 35 больных метастатическим раком толстой кишки, 
получавших химиотерапию, в целях изучения статуса 
гена KRAS в цДНК, – TaqMan Mutation Detection Assay 
(TMDA). При сравнении мутационного статуса гена 
KRAS в опухоли и в цДНК чувствительность и специ-
фичность метода составили 62 и 100 % соответственно. 
Авторы работы также отметили корреляцию между 
концентрацией цДНК и 3-месячными показателями 
выживаемости без прогрессирования [37]. Приме-
нение же цифровой ПЦР (Digital 3D™ QuantStudio) 
в качестве метода детекции мутации в гене KRAS цД-
НК у 34 пациентов с метастатическим раком толстой 
кишки характеризовалось аналогичными показателя-
ми чувствительности (63 %) и специфичности (100 %) 
[38].

А. Marziali и соавт. в целях снижения частоты оши-
бок секвенирования разработали собственный процесс 
отбора таргетной ДНК «дикого» типа, назвав данную 
технологию OnTarget. Применение такого подхода 
позволило добиться высоких показателей чувствитель-
ности (92 %) и специфичности (100 %) по определению 
мутационных изменений в генах цДНК у 17 больных 
раком толстой кишки [39].

R. Scott и соавт. представили результаты изучения 
соответствия мутационного анализа опухолевого ма-
териала и цДНК у 31 больного раком толстой кишки 
III и IV стадий с помощью теста OncoBEAM. Данный 
тест включал панель из 33 мутаций генов RAS. Отмече-
на высокая частота соответствия мутационного статуса 
гена KRAS между цДНК и опухолью – 93,5 % [40]. 
В 2015 г. были представлены результаты метаанализа 
2 исследований по соответствию мутационного стату-
са генов RAS в опухоли и цДНК у больных метастати-
ческим раком толстой кишки с помощью тест-системы 
OncoBEAM. Всего был изучен материал от 68 пациен-
тов из Европы и Австралии, из которых 46 были 
с впервые выявленным заболеванием. Данная тест-
система показала высокую частоту соответствия мута-
ционного статуса между цДНК и опухолевым матери-
алом – 96 %; в 100 % случаев подтверждался «дикий» 
тип генов, в 92 % – наличие мутации. Частота выявле-
ния мутации в опухоли и цДНК составила 55 и 57 % 
соответственно. В этих 3 случаях расхождения данных 
в цДНК был выявлен низкий процент мутаций в генах 
RAS от всей цДНК [41]. В настоящий момент продол-
жается исследование по валидации данной тест-сис-
темы на большем числе пациентов.

Исследователи из Японии изучили цДНК 29 боль-
ных метастатическим раком толстой кишки. Мутации 
в гене KRAS цДНК были обнаружены у 86 % пациентов 
с мутацией данного гена в первичной опухоли и у 14 % 
без таковой. Из 12 больных, которым были назначены 
анти-EGFR-моноклональные антитела с «диким» ти-
пом генов KRAS и BRAF в первичной опухоли, у 9 
с отсутствием мутации и в цДНК наблюдали выражен-
ный клинический ответ. Только у 1 из 3 пациентов 
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ыс мутацией в гене KRAS цДНК также был достигнут 
объективный ответ. Через 12 мес у 1 пациента отмече-
но появление мутации в гене KRAS цДНК на фоне 
анти-EGFR-терапии [42].

В другом исследовании при метастатическом раке 
толстой кишки с мутацией в гене KRAS отмечено вы-
сокое совпадение по мутационному статусу гена KRAS 
между опухолевым материалом и цДНК в плазме кро-
ви (n = 20) и моче (n = 16) – в 95 и 94 % соответствен-
но. При этом исследователи изучали ультракороткие 
ампликоны (до 31 вр) для выявления мутации в гене 
KRAS в цДНК [43]. Такие же высокие результаты соот-
ветствия мутационного статуса первичной опухоли 
и цДНК в моче были получены и для гена BRAF – 
94 %. Анализ был проведен среди 34 пациентов с ме-
тастатическими злокачественными опухолями различ-
ной локализации с мутацией в гене BRAF, включая 
8 больных раком толстой кишки (см. таблицу) [44].

C. Trevisiol и соавт. с помощью метода RFLP-ПЦР 
выявили мутации во 2-м экзоне гена KRAS в опухолях 
28 (33 %) пациентов с раком толстой кишки. Из них 
только у 36 % данные изменения регистрировались 
в цДНК. Исследователи подтвердили негативное про-
гностическое значение наличия мутации в гене KRAS 
цДНК у больных с метастатическим заболеванием [49]. 
Негативное прогностическое значение выявления му-
тации в гене KRAS цДНК при метастатическом и опе-
рабельном раке толстой кишки было показано и дру-
гими исследовательскими группами [50, 51].

В работах M. S. Kopreski и соавт. и J. Mora и соавт. 
мутации в гене KRAS цДНК были выявлены у 28 и 8,5 % 
пациентов соответственно. При этом в 1-м исследова-
нии совпадение по мутационному статусу гена и пер-
вичной опухоли отмечено в 83 %, «дикий» же тип гена 
в первичной опухоли в 93 % случаев сопровождался 
и отсутствием мутации в цДНК. Во 2-м исследовании 
чувствительность метода оказалась низкой: если в цДНК 
мутация в гене KRAS была выявлена у 8,5 % больных, 
то в первичной опухоли она выявлялась уже у 41,0 % 
[32, 52]. В других исследованиях, проведенных в конце 
90-х годов прошлого века, частота соответствия мута-
ционного статуса гена KRAS в цДНК и опухолевом ма-
териале варьирует от 19 до 86 % [4, 53, 54].

Что касается совпадения по другим молекулярным 
изменениям в опухоли и в цДНК, то в этой связи ин-
тересны результаты следующих двух исследований. У 148 
пациентов с аденомой или злокачественной опухолью 
толстой кишки проспективно был взят опухолевый 
материал и образцы крови для анализа на наличие 
фенотипа хромосомной нестабильности (CIN), мети-
лирования ДНК (CIMP) и микросателлитной неста-
бильности (MSI). В аденомах MSI-, CIN- и CIMP-
фенотипы были выявлены в 4, 32 и 7 % случаев 
соответственно. При этом изменений в цДНК плазмы 
крови от этих пациентов выявлено не было. Среди 
больных раком толстой кишки MSI-, CIN- и CIMP-

фенотипы были выявлены в 10, 36 и 32 % случаев со-
ответственно. Конкордантность с изменениями в цД-
НК отмечена у 25 % пациентов с MSI, у 23 % с CIN 
и у 60 % с CIMP-фенотипом. Минимальной для про-
ведения полноценного анализа считали концентрацию 
цДНК 0,2 нг/мл [55].

Панель из 54 генов для анализа их мутационных 
изменений по технологии Guardant360 в цДНК была 
применена у 120 больных метастатическим раком толс-
той кишки, в среднем получивших 3 линии химиоте-
рапии. Анализ мутации 50 генов в опухолевом материале 
был проведен с помощью технологии секвенирования 
(Ion Torrent). У 83 % пациентов в цДНК были выявле-
ны изменения хотя бы в 1 из 54 генов исследуемой 

Конкордантность мутационного статуса опухолевого материала 
и циркулирующей ДНК

Автор Метод 
 детекции

Число 
пациен-

тов, n
Ген

Конкор-
дант-

ность, %

R. F. Andersen 
и соавт., 2015 [15] PCR-based 46 KRAS 71,0

E. Danese и со-
авт., 2015 [19] PCR-based 85

KRAS and 
metilation 
of SEPT9

89,4

Y. B. Kuo и со-
авт., 2014 [21] 

PNA-based 
PCR 52 KRAS 78,8

C. Bettegowda 
и соавт., 2014 [22] PCR-based 206 KRAS 88,2

M. S. Kopreski 
и соавт., 2000 [32] PCR-based 34 KRAS 83,0

F. Liu и соавт., 
2015 [36] NGS 27 KRAS 76,9

A. Marziali и со-
авт., 2014 [39] OnTarget 17 KRAS 92,0

D. Sefrioui и со-
авт., 2014 [40] 

TaqMan 
Assay 35 KRAS 62,0

F. Jones и соавт., 
2015 [41] OncoBEAM 68 RAS 92,0

T. Yamada и со-
авт., 2014 [42] PCR-based 29 KRAS 86,0

J. C. Poole и со-
авт., 2015 [43] PCR-based 20 KRAS 95,0

M. P. Morelli 
и соавт.,  
2014 [45] 

GUARDANT 
sequencing 
technology

49 KRAS 70,0

J. Tabernero и со-
авт., 2015 [46] BEAMing 503

KRAS
NRAS
BRAF

76,0
88,0
97,0

A. L. A. Wong 
и соавт., 2015 [47] BEAMing 35 KRAS 77,0

M. Teufel и со-
авт., 2015 [48] BEAMing 143 KRAS 65,0
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ы панели (в среднем 4,2 мутации на 1 больного), включая 
амплификацию генов EGFR, MET или ERBB2 у 26 %. 
В опухолевом материале генетические аберрации вы-
явлены у 88 % пациентов, при этом значимо менее 
часто – в среднем 2,9 мутации на 1 больного [56].

Таким образом, метод детекции мутаций в интере-
сующих генах в цДНК является краеугольным камнем 
в достижении высоких показателей соответствия му-
тационному статусу опухолевого материала.

Клональная эволюция рака толстой кишки
В 1976 г. P. Nowell предположил, что прогресси-

рование опухоли определяется селекцией наиболее 
агрессивных субклонов опухолевых клеток вследст-
вие приобретаемых генетических различий между 
клетками. То есть происходит эволюционный отбор 
клеток опухоли, способных к выживанию, инвазии 
и метастазированию [57]. Внедрение методов изуче-
ния генома NGS (next generation sequencing) подтвер-
дило генетическую гетерогенность опухолевых клеток 
в одной опухоли, в том числе и при раке толстой 
кишки [58, 59].

Драйверные мутации в генах KRAS, NRAS, BRAF 
зачастую совпадают между клетками первичной опу-
холи и метастазов, что подтверждает их раннее возник-
новение в процессе туморогенеза [60]. При сравнении 
15 пар синхронных метастазов и первичных опухолей 
было подтверждено соответствие по мутационному 
статусу генов PIK3CA и TP53 [61]. В других исследова-
ниях также не выявлено значимых мутационных раз-
личий в генах семейства RAS между первичной опу-
холью в кишке и метастазах в печень [62, 63]. Однако 
в работе Т. Xie и соавт. описано появление новых му-
таций в генах FBXW7, DCLK1, FAT2 в метастазах рака 
толстой кишки по сравнению с первичной опухолью 
[62]. Генетический профайлинг отдельных клеток 
15 образцов рака толстой кишки также подтвердил, что 
мутации в генах APC, KRAS, PIK3CA и TP53 являются 
ранними событиями канцерогенеза [64].

В случае «диких» типов генов RAS у пациентов с ме-
тастатическим раком толстой кишки отмечена эффек-
тивность терапии анти-EGFR-моноклональными ан-
тителами. Однако в дальнейшем у них развивается 
вторичная резистентность к данному типу таргетного 
воздействия, а у части больных имеется и первичная 
резистентность к анти-EGFR-терапии. Интересное 
наблюдение было описано L. A. Diaz и соавт., которые 
выявили у 40 % больных метастатическим раком тол-
стой кишки при прогрессировании заболевания на фо-
не терапии панитумумабом (анти-EGFR-монокло-
нальное антитело) мутации в гене KRAS в цДНК. При 
этом у 3 пациентов были выявлены множественные 
аберрации в гене KRAS. Путем математического моде-
лирования авторы статьи пришли к выводу, что данные 
изменения в гене KRAS существовали в отдельных 
клонах еще до лечения панитумумабом. Однако дан-

ная гипотеза не была подтверждена секвенированием 
опухолевого материала до терапии панитумумабом. 
Соответственно, появление мутаций в гене KRAS мо-
жет быть и поздним событием, возникающим при те-
рапии анти-EGFR-моноклональными антителами [65].

Аналогичное по дизайну исследование было про-
ведено С. Bettegowda и соавт., которые изучили спектр 
мутаций в цДНК у пациентов с «диким» типом гена KRAS 
в первичной опухоли толстой кишки при прогресси-
ровании на фоне терапии цетуксимабом. Были выяв-
лены 66 различных генетических изменений в цДНК, 
которые не присутствовали в первичной опухоли. По-
ловина этих изменений локализовалась во 2-м экзоне 
гена KRAS, а у 2 пациентов была найдена мутация 
в гене BRAF, отсутствовавшая ранее, также у 2 пациентов 
выявлены мутации в киназном домене гена EGFR [22].

S. Mohan и соавт. выполнили секвенирование генов 
(KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA, EGFR) цДНК у 10 пациен-
тов с метастатическим раком толстой кишки и «диким» 
типом гена KRAS в первичной опухоли при прог-
рессировании на фоне терапии анти-EGFR-моно-
клональными антителами. У 40 % больных исследова-
тели выявили увеличение количества копий гена 
KRAS. При этом, как и в других исследованиях, данное 
событие было взаимоисключающим с мутацией 
в том же гене и было ассоциировано с резистентно-
стью к анти-EGFR-терапии [66–68].

В более расширенной публикации данного иссле-
дования среди 14 больных с метастатическим раком 
толстой кишки и «диким» типом гена KRAS в первич-
ной опухоли при прогрессировании на фоне химиоте-
рапии без анти-EGFR-моноклональных антител толь-
ко у 1 пациента была обнаружена мутация в гене KRAS 
цДНК (в низкой концентрации 0,01 %). Тогда как сре-
ди 10 пациентов с прогрессированием болезни на фо-
не цетуксимаба у 7 (70 %) больных была обнаружена 
мутация в гене KRAS и еще у 1 (10 %) – амплификация 
гена KRAS. При этом мутация в 71 % случаев локали-
зовалась в 13-м кодоне. У пациентов без мутации 
в гене KRAS цДНК после терапии цетуксимабом была 
выявлена амплификация гена MET цДНК, что расце-
нено авторами как причина резистентности к анти-
EGFR-воздействию [66, 69].

Исследователи из клиники MD Anderson с помо-
щью технологии секвенирования GUARDANT изучи-
ли расхождение по мутационному статусу и числу ко-
пий 54 генов между опухолевым материалом и цДНК 
пациентов с метастатическим раком толстой кишки, 
рефрактерным к фторурацилу. При этом мутантными 
генотипами считали случаи с частотой мутантного 
аллеля более 0,1 %. Из 49 пациентов, которые ранее 
получали анти-EGFR-моноклональные антитела 
и имели «дикий» тип гена KRAS в опухоли, в 30 % слу-
чаев выявляли мутации в гене KRAS цДНК, а ампли-
фикацию гена KRAS отмечали у 12 %. У 14 % пациен-
тов из описанных 49 выявляли мутацию в гене EGFR. 



49

Онкологическая
ONCOLOGY

ТОМ 6 / VOL. 6Colorectal
КОЛОПРОКТОЛОГИЯ 3' 2016

О
б

з
о

р
 л

и
т

е
р

а
т

у
р

ыОднако если пациенты с «диким» типом гена KRAS 
не получали моноклональные антитела, мутация в цДНК 
встречалась только у 5 % больных. Амплификацию 
генов EGFR, BRAF, MYC и SMO у пациентов в цДНК 
выявляли в 23, 11, 11 и 4 % соответственно, что пре-
вышало аналогичные показатели по первичной опухо-
ли [45].

Данные наблюдения об отсутствии изменений 
в гене KRAS в цДНК при прогрессировании на фоне 
только химиотерапии (без анти-EGFR-моноклональ-
ных антител) не нашли подтверждения в других рабо-
тах. Так, S. Kopetz и соавт. провели анализ конкордант-
ности мутационного статуса генов, в том числе и KRAS, 
между первичной опухолью и метастазами. Было вы-
явлено, что в случае, если пациент получил химиоте-
рапию до биопсии метастатического очага, частота 
расхождения по мутационному статусу генов увеличи-
валась в 3,5 раза по сравнению с больными, не полу-
чавшими химиотерапию [70]. Аналогичные результаты 
были представлены и в исследовании D. M. Graham 
и соавт. [71].

В своей работе A. L. A. Wong и соавт. изучили дина-
мику опухолевой цДНК у 35 больных, получавших 
терапию регорафенибом (мультитирозинкиназный 
ингибитор) по поводу химиорефрактерного метаста-
тического рака толстой кишки. У 40 % выявлена му-
тация KRAS цДНК, у 11 % – PIK3CA, у 9 % – BRAF. 
У 13 % пациентов, ранее получавших анти-EGFR-
моноклональные антитела, выявлена мутация KRAS 
в цДНК. Суммарно расхождение по мутационному 
статусу генов KRAS, BRAF, PIK3CA между первичной 
опухолью и цДНК выявлено у 23 % пациентов. 
При этом в случае выявления мутантного варианта 
KRAS в цДНК доля мутированных форм от общего 
количества цДНК колебалась в пределах от 0,03 
до 54,0 %, что совпадает с данными других работ [47, 
72–77]. Такая широкая вариабельность процента му-
тантной формы цДНК подтверждает гетерогенность 
заболевания и ставит вопрос о пороговом значении 
мутированной цДНК, при котором необходимо счи-
тать, что опухоль имеет большую часть клеточных кло-
нов с «диким» типом гена KRAS и пациенту целесообраз-
но назначить анти-EGFR-препараты. Авторы статьи 
отметили, что у больных с длительным контролем 
болезни на фоне терапии регорафенибом общее коли-
чество цДНК было значимо ниже в процессе терапии 
по сравнению со случаями быстрого прогрессирова-
ния. При выявлении мутантных форм цДНК прогноз 
течения болезни был хуже. Однако среди больных 
с мутированной формой цДНК доля мутантной опу-
холевой цДНК не коррелировала со временем до про-
грессирования [47].

При анализе частоты встречаемости мутаций в цДНК 
у 143 химиорефрактерных больных азиатской расы, 
получавших регорафениб или плацебо в исследовании 
III фазы CONCUR, применяли технологию BEAM. 

Мутация в гене KRAS выявлена у 54,5 %, NRAS – 
у 7,0 %, BRAF – у 7,8 % и PIK3CA – у 16,1 % пациентов. 
При сравнении с архивными данными мутационного 
статуса гена KRAS первичной опухоли конкордантность 
с данными по цДНК составила всего 65 % [78].

В исследовании регорафениба на европейской 
популяции пациентов с химиорефрактерным метаста-
тическим раком толстой кишки (CORRECT) также был 
проведен мутационный анализ цДНК. Применяемый 
исследователями метод BEAMing (Beads, Emulsifica-
tion, Amplification, and Magnetics) выявил мутацию 
в гене KRAS у 69 %, PIK3CA – у 17 % из 503 пациентов, 
включенных в анализ, и мутацию в гене BRAF – у 3 % 
из 502. В доступном архивном опухолевом материале 
тем же методом были выявлены мутации в генах KRAS, 
PIK3CA и BRAF в 59, 12 и 1 % случаев соответственно. 
При этом конкордантность по мутационному статусу 
причисленных генов между цДНК и опухолевым ма-
териалом составила 76, 88 и 97 % соответственно. 
Исследователей удивило такое несоответствие статуса 
по гену KRAS, что в основном было ограничено случа-
ями наличия мутации в цДНК, но отсутствия ее в опу-
холи, и именно эти пациенты получали ранее анти-
EGFR-терапию. Из 50 больных с несоответствием 
по мутационному статусу у 41 (82 %) отмечены мута-
ции в цДНК, из них у 30 было подтверждено наличие 
«дикого» типа гена KRAS в опухолевом материале 
с помощью BEAMing. Также авторами показана обрат-
ная зависимость между концентрацией цДНК и выжи-
ваемостью [46].

Было проведено изучение соответствия первичной 
опухоли (n = 108) и динамики (n = 67) мутационного 
статуса генов KRAS и BRAF цДНК у пациентов с мета-
статическим раком толстой кишки в процессе терапии 
3-й линии комбинацией цетуксимаба и иринотекана. 
У 78 % больных с мутацией гена KRAS в опухоли она 
была выявлена и в цДНК. Чувствительность метода 
оценки мутационного статуса гена KRAS в цДНК со-
ставила 78 %, а специфичность – 100 % [77]. Мутация 
в гене BRAF цДНК подтверждена у 2 из 3 больных. 
Контроль заболевания чаще достигался у пациентов 
с низким уровнем цДНК (< 25 %) – 77 % против 30 % 
у больных с высоким уровнем цДНК в плазме крови 
(> 75 %) (р = 0,009). Только у 4 и 1 пациента в процес-
се терапии стали выявляться мутации в генах KRAS 
и BRAF соответственно [79]. Также выживаемость 
без прогрессирования и продолжительность жизни 
были значимо выше при низких значениях опухолевой 
цДНК, постепенно снижаясь при увеличении числа 
аллелей цДНК [80].

В Германии с помощью технологии NGS (Ion Tor-
rent PGM) оценили динамику опухолевой цДНК у 20 
пациентов с мутацией в генах KRAS (n = 17) или NRAS 
(n = 3) с прогрессированием заболевания в процессе 
лечения. При радиографических признаках прогрес-
сирования у 15 % пациентов не отмечено появления 
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ы мутаций в генах RAS цДНК, у 55 % зарегистрировано 
повышение уровня мутантного аллеля в цДНК, у 30 % 
уровень мутантной формы гена не увеличивался 
по сравнению с уровнем на 60-й и 30-й дни до прогрес-
сирования [81]. Интересное наблюдение было сделано 
исследователями из Японии, изучавшими динамику 
мутационных изменений в гене KRAS цДНК. Из 17 
больных метастатическим раком толстой кишки 
с «диким» типом гена в цДНК до начала лечения у 3 
в дальнейшем стала определяться мутация в гене KRAS 
цДНК. При этом только в 1 случае пациент получал 
анти-EGFR-моноклональные антитела [82].

В 2008 г. F. Diehl и соавт. опубликовали работу 
по мутационному анализу генов APC, KRAS, PIK3CA 
цДНК 168 образцов крови от 18 больных раком тол-
стой кишки. Во всех образцах опухолевая цДНК опре-
делялась до хирургического лечения. У пациентов 
с выявляемой опухолевой цДНК в процессе наблюде-
ния после операции в дальнейшем отмечено прогрес-
сирование заболевания [72]. В другом исследовании 
также оценили динамику мутации гена KRAS цДНК 
у 25 пациентов с различными стадиями рака толстой 
кишки после хирургического лечения. У 64 % больных 
мутация в гене KRAS выявлялась в первичной опухоли, 
из них только у 56 % она была также выявлена и в цДНК. 
У 8 из 9 пациентов с мутацией в цДНК последняя 
определялась и после операции. При этом у 62,3 % 
из них в дальнейшем развилось прогрессирование. 
В то же время исследователи не увидели значимой 
корреляции между показателями выживаемости и на-
личием мутации в гене KRAS цДНК [83].

G. Siravegna и соавт. также подтвердили появление 
мутаций в генах RAS в цДНК на фоне терапии анти-
EGFR-моноклональными антителами. Однако после 
отмены данных препаратов отмечалось и снижение 
уровня мутированного аллеля KRAS в цДНК, и он 
не определялся на фоне последующих линий химиоте-
рапии. Исследователи подчеркнули, что мутация в ге-
не KRAS цДНК не появлялась в процессе монохимио-
терапии с бевацизумабом или без. Таким образом, 
появляется возможность реиндукции анти-EGFR-мо-
ноклональных антител при исчезновении клона опу-
холевых клеток с мутацией в гене KRAS. Особенно это 

интересно в контексте того, что опухолевые клетки 
с «диким» типом генов выживают в присутствии анти-
EGFR-моноклональных антител, если культивируют-
ся вместе с клетками с мутантным генотипом. Это 
происходит за счет протективного действия лигандов 
к EGFR (трансформирующий фактор роста α и амфи-
регулин), секретирующихся клетками с мутацией в ге-
нах RAS [84]. В отношении 3 пациентов G. Siravegna 
и соавт. так и поступили – возобновили терапию анти-
EGFR-моноклональными антителами при исчезнове-
нии мутации в гене KRAS цДНК и получили клиниче-
ски значимый ответ опухоли. Однако в дальнейшем 
мутация в этом гене снова стала определяться. Авторы 
предполагают, что интермиттирующее назначение 
анти-EGFR-терапии позволит предотвратить динами-
ку отдельных опухолевых клонов. В качестве методов 
оценки статуса генов применяли капельную цифровую 
ПЦР и метод BEAMing. Оба метода обладают высокой 
чувствительностью, позволяя детектировать 0,01–0,001 % 
мутаций в гене KRAS от всей цДНК [85]. В 97 % случаев 
(у 97 из 100 пациентов с метастатическим раком тол-
стой кишки) авторы подтвердили соответствие мута-
ционного статуса генов KRAS, NRAS и BRAF опухоле-
вого материала и цДНК. У 8 больных выявлены 
изменения в цДНК, которые не обнаружились в опу-
холевом материале [86].

Заключение
В заключение следует отметить, что в настоящее 

время возрастает роль жидкостной биопсии в онколо-
гии. На смену определению ЦОК приходят новые 
суррогаты материала для молекулярного анализа: 
цДНК, матричная РНК. И хотя все больше данных 
накапливается по прогностическому значению нали-
чия ЦОК и цДНК у больных раком толстой кишки, 
все же в первую очередь данный вариант жидкостной 
биопсии войдет в клиническую практику как матери-
ал для определения мутационного статуса генов RAS 
и BRAF. В дальнейшем мы увидим большое количест-
во исследований по оценке динамики мутационных 
изменений в цДНК в процессе терапии анти-EGFR-
препаратами и, возможно, это изменит режим назна-
чения данных моноклональных антител.
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