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Введение: на сегодняшний день для определения кандидатов для получения анти-EGFR терапии моноклональ-
ными антителами при колоректальном раке (КРР) используется анализ мутаций в генах KRAS, NRAS, BRAF p. V600, 
а также микросателлитной нестабильности (MSI) и амплификации HER2 (ERBB2). Недавние результаты исследований 
PRESSING и PARADIGM демонстрируют, что негативная гиперселекция пациентов по результатам анализа широкого 
спектра генов позволяет лучше прогнозировать эффективность анти-EGFR терапии.
Цель исследования: ретроспективная оценка встречаемости альтераций, ассоциированных с резистентностью, 
в образцах пациентов, получавших анти-EGFR терапию при левостороннем раке толстой кишки с диким типом 
генов RAS и BRAF.
Материалы и методы: в исследование были включены пациенты с морфологически подтвержденным левосто-
ронним КРР, получившие анти-EGFR терапию в первой линии лечения в связи с отсутствием альтераций в генах 
KRAS / NRAS / BRAF V600 по результатам рутинной ПЦР диагностики, выполненной в различных лабораториях. FFPE 
образцы были проанализированы с использованием тест-системы Соло-тест Драйвер (38 генов + MSI) на основе 
секвенирования нового поколения (NGS). Для KRAS / NRAS / BRAF V600‑положительных по результатам NGS образцов 
было выполнено повторное ПЦР-тестирование.
Результаты: в рамках исследования было проанализировано 111 образцов с использованием NGS. Альтерации 
в покрываемых панелью генах были выявлены у 96 (86,5 %) пациентов. Всего было выявлено 172 соматических 
альтераций в 17 генах. Диапазон частот альтернативного аллеля (ЧАА) среди обнаруженных вариантов составил 
1,3–93,0 %. По результатам NGS-анализа у 29 (26,1 %) пациентов были выявлены онкогенные варианты в генах 
KRAS (n = 24), NRAS (n = 3) или вариант BRAF p. V600E (n = 4). Повторное ПЦР-тестирование было проведено для 16 
(51,6 %) RAS / BRAF p. V600E-положительных пациентов (100 % конкордантность между ПЦР и NGS). Среди RAS / BRAF 
V600E-отрицательных образцов в 10 (12,3 %) образцах были выявлены другие альтерации (ERBB2 амплификация, 
n = 3; PIK3CA, n = 2; MSI, n = 1; BRAF мутация II класса, n = 1; ERBB3, n = 1). Среди всех проанализированных образцов 
в 11 (10 %) образцах было выявлено более 1 мутации потенциальной резистентности. Мутации BRAF II / III класса 
встретились в 4 образцах. Мутации PIK3CA были выявлены у 17 (15,3 %) пациентов, среди них в 5 образцах были 
выявлены варианты в 21 экзоне.
Выводы: описанные результаты демонстрируют высокую долю ложноотрицательных результатов по результатам 
рутинного ПЦР, что приводит к избыточному назначению таргетной терапии (~ 26 % случаев). Расширение спектра 
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диагностируемых альтераций имеет потенциал для определения дополнительных 9 % пациентов, опухоли которых 
могут быть резистентны к анти-EGFR терапии.
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Background: Routine analysis of KRAS, NRAS, BRAF V600 mutations, as well as MSI and HER2 guides treatment 
selection in colorectal cancer (CRC). Recent findings from the PRESSING and PARADIGM trials have demon-
strated that the negative hyperselection of patients based on the results of comprehensive genomic profiling results 
in better treatment outcomes following anti-EGFR therapy.
Study objective: The study aimed to retrospectively analyze the occurrence of alterations associated with potential 
resistance in samples from CRC patients treated with anti-EGFR therapy.
Materials and methods: Patients with confirmed left-sided CRC treated with anti-EGFR therapy due to the lack of 
RAS / BRAFV600 mutations as per routine PCR were included in the study. FFPE samples were analyzed via NGS 
(Solo-test Atlas Pro, 38 genes, MSI). Samples determined as RAS / BRAFV600‑positive by NGS were validated 
with PCR.
Results: A total of 111 samples were analyzed via NGS. A total of 172 alterations in 17 genes were found; alterations 
in any of the genes covered by the panel were found in 96 (86.5 %) samples. The variant allele frequency ranged 
1.3–93.0 %. NGS identified 29 (26.1 %) samples with KRAS (n = 24), NRAS (n = 3) or BRAF p. V600E (n = 4) mutations. 
Confirmatory PCR testing of 16 RAS / BRAF p. V600E-positive samples resulted in 100 % agreement with NGS. 
Among RAS / BRAFV600‑negative samples, 10 (9 %) samples harbored other alterations (ERBB2 amplification, n = 3; 
PIK3CA, n = 2; MSI, n = 1; BRAF class II mutation, n = 1; ERBB3, n = 1). A total of 11 samples harbored more than 
1 alterations associated with potential resistance. BRAF class II / III mutations were found in 4 samples, PIK3CA 
mutations — in 17 (15.3 %) samples (of those, 5 samples harbored mutations in exon 21).
Conclusions: The results of this retrospective analysis demonstrate that a high frequency of false-positive routine 
PCR results may lead to incorrect indication of anti-EGFR therapy in ~ 26 % cases. Analysis of alterations beyond 
RAS / BRAFV600 might identify an additional 9 % of patients whose tumors are potentially resistant to anti-EGFR 
therapy.
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ВВЕДЕНИЕ

Распространенный или метастатический колоректаль-
ный рак (мКРР), включающий в себя рак ободочной кишки, 
рак прямой кишки и ректосигмоидного соединения, явля-
ется вторым в структуре обоих полов по частоте ежегодной 
заболеваемости злокачественными новообразованиями, 
а также одной из ведущих причин смертности от рака как 
в РФ по данным за 2021 год [1], так и в мире по данным 
за 2022 год [2]. Алгоритм принятия решения о тактике 
лечения больных мКРР в последние годы претерпел зна-
чительные изменения и на текущий момент учитывает 
не только клинические характеристики опухоли, но и ее 
молекулярный профиль.

Активирующие мутации в генах KRAS / NRAS и BRAF 
V600E являются одними из наиболее распространенных 
драйверных нарушений в мКРР. Мутации KRAS обнару-
живаются примерно в 40 % опухолей пациентов с мКРР, 
а мутации NRAS — примерно в 4 % случаев. Мутации BRAF 
встречаются у приблизительно 7 % пациентов с мКРР, при 
этом наиболее распространенная миссенс-мутация BRAF 
V600E составляет до 80–95 % всех мутаций BRAF [3–7]. В на-
стоящее время тип KRAS / NRAS и BRAF является показанием 
к назначению анти-EGFR моноклональных антител (цетук-
симаба, панитумумаба) в комбинации с химиотерапией. 
Такая опция наиболее эффективна для лечения пациентов 
с левосторонними опухолями, в то время как для пациентов 
с правосторонними опухолями предпочтительной опцией 
является терапия с добавлением бевацизумаба ввиду мень-
шего ожидаемого улучшения ВБП и ОВ на фоне анти-EGFR 
терапии у этих пациентов [8–10]. Однако, хотя для большин-
ства пациентов развитие приобретенной резистентности 
к лечению неизбежно, у некоторых пациентов наблюдается 
первичная резистентность [11–14]. Онкогенная активация 
генов RAS и BRAF является известным механизмом устойчи-
вости к анти-EGFR MAb у пациентов с мКРР [15], как показано 
в многочисленных клинических исследованиях [16–20]. 
В современной клинической практике решения о лечении 
моноклональными антителами против EGFR основываются 
на мутационном анализе генов RAS / BRAF [9,21].

Помимо мутаций RAS / BRAF, другие драйверные события 
также могут оказывать влияние на эффективность терапии 
анти-EGFR моноклональными антителами. Так, результаты 
исследований PRESSING [22] и PARADIGM [23] свидетель-
ствуют о том, что одновременный скрининг различных 
генов, активность которых часто повышается при КРР, может 
быть наиболее эффективным подходом для отбора пациен-
тов на терапию цетуксимабом или панитумумабом. Исполь-
зованная в исследованиях негативная гиперселекция — то 
есть отбор пациентов на основании отсутствия у них не 
только активирующих вариантов в генах RAS и BRAF, но 
и других потенциально драйверных альтераций — позво-
лила лучше прогнозировать результаты эффективности 
анти-EGFR терапии. В частности, гиперселектированные 
пациенты в PRESSING без альтераций достигли достоверно 
лучших результатов как в выживаемости без прогрессиро-
вания (ВБП), так и в общей выживаемости (ОВ). Аналогично, 

в под-анализе исследования PARADIGM было показано, что 
медиана ОВ для пациентов без альтераций в драйверных 
генах выше при получении терапии анти-EGFR ингибито-
рами, в то время как в группе пациентов с онкогенными 
альтерациями стандартная химиотерапия с бевацизумабом 
является более эффективной опцией. Кроме того, послед-
ние литературные данные свидетельствуют о том, что ис-
следование генов KRAS, BRAF с помощью секвенирования 
следующего поколения (NGS) позволяет увеличить частоту 
выявления мутаций более чем на 10 % [24,25].

В этой работе мы описываем результаты ретроспек-
тивного анализа образцов пациентов с колоректальным 
раком (КРР), материал которых ранее был определен как 
RAS / BRAF V600E-отрицательный по результатам ПЦР-
диагностики, получавших терапию анти-EGFR монокло-
нальными антителами (цетуксимаб или панитумумаб), 
с использованием NGS.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Дизайн исследования

Цель работы — исследование встречаемости биомар-
керов в субпопуляции пациентов с левосторонним КРР 
c диким типом RAS / BRAF, которые могут быть основа-
нием отказа от анти-EGFR терапии. Дизайн исследова-
ния — ретроспективное многоцентровое клиническое 
исследование. В исследование были включены пациенты 
с морфологически подтвержденным левосторонним КРР, 
проходившие лечение на базе филиала Онкологического 
центра № 1 ГБУЗ «ГКБ им С. С. Юдина ДЗМ» г. Москвы, 
в период с 2019 по 2022 год. Все пациенты получали химио-
терапию в режиме FOLFIRI / FOLFOX в комбинации с анти-
EGFR терапией в первой линии и имели отрицательный 
статус генов KRAS, NRAS и BRAF по данным ПЦР диагно-
стики, проведенной в различных лабораториях РФ. Паци-
ентам было проведено расширенное NGS-тестирование. 
В случаях, когда по результатам NGS были обнаружены 
активирующие варианты в генах KRAS, NRAS или вариант 
BRAF p. V600E, пациентам было проведено повторное ПЦР-
тестирование на базе филиала Онкологического центра 
№ 1 ГБУЗ «ГКБ им С. С. Юдина ДЗМ» г. Москвы.

Выделение ДНК и секвенирование

ДНК была выделена из архивных FFPE блоков с ис-
пользованием набора для выделения cobas® DNA Sample 
Preparation Kit (Roche, Швейцария) в соответствии с ин-
струкцией производителя.

Амплификация целевых регионов была проведена 
с использованием тест-системы Соло-тест Драйвер (Онко-
Атлас, Россия), позволяющей анализировать альтерации 
(генетические варианты, варианты числа копий) в 38 генах 
(AKT1, AKT2, AKT3, ALK, ARAF, BRAF, EGFR, ERBB2, ERBB3, 
ERBB4, ESR1, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, H3F3A, HIST1H3B, 
HIST1H3C, HRAS, IDH1, IDH2, KIT, KRAS, MET, NRAS, POLE, 
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PDGFRA, PIK3CA, PTEN, RAC1, RAF1, RIT1, ROS1, STK11, TP53), 
а также микросателлитную нестабильность (MSI). Таким 
образом, выбранная панель позволяет в полной мере про-
водить анализ маркеров, выбранных для оценки статуса 
по гиперселекции.

Анализ данных секвенирования проводился с помо-
щью программного обеспечения Solo AVES (ОнкоАтлас, 
РФ). Амплификация гена считалась высокоуровневой при 
увеличении числа копий в 7 и более раз [26–30]. Интер-
претация эффекта генетических вариантов проводилась 
в соответствии с руководствами профессиональных сооб-
ществ [31–32]. Учитывая фокус исследования на маркерах 
резистентности, мутации считались клинически значи-
мыми вне зависимости от частоты альтернативного аллеля 
(ЧАА) [33]. Предел детектирования вариантов (аналити-
ческая чувствительность) составил от 0,5 % до 5 % ЧАА 
в зависимости от конкретного варианта и образца.

Образцы считались положительными по генам гипер-
селекции (HSG+) в случае, если обнаруживались альте-
рации, приводящие к активации сигнальных каскадов 
PI3K / AKT / mTOR и / или Ras / Raf / MAPK. При этом не учи-
тывались нарушения или классы нарушений, ранее про-
демонстрировавшие отсутствие ассоциации с влиянием 
на эффективность или резистентность к анти-EGFR тера-
пии. Таким образом, молекулярные альтерации в списке 
следующих генов интерпретировались как HSG+: AKT1, 
AKT2, BRAF (варианты I и II классов, амплификация), EGFR 
(мутации в эктодомене), ERBB2, ERBB3, FGFR1, FGFR2, KRAS, 
MET, NRAS, PIK3CA (мутации в 21 экзоне), PTEN, RAC1, RAF1, 
RIT1. В дополнение к приведенному списку наличие MSI 
или альтераций POLE также интерпретировалось, как HSG+ 
[34–35]. В случае, если не было выявлено вышеперечис-
ленных альтераций или MSI, образец считался HSG-отри-
цательным (HSG–). Нумерация экзонов PIK3CA приведена 
в соответствии с транскриптом ENST00000263967.3.

Повторное ПЦР-тестирование

Мутации KRAS / NRAS считались рутинными в случае, 
если все зарегистрированные в РФ диагностические тест-
системы детектируют эти мутации [36].

Образцы, в которых по результатам NGS были выявлены 
мутации в генах KRAS, NRAS, BRAF p. V600, были перепро-
верены в лаборатории филиала Онкологического центра 
№ 1 ГБУЗ «ГКБ им С. С. Юдина ДЗМ» г. Москвы. Для опре-
деления основных мутаций в кодонах 12, 13 и 61 гена KRAS 
была использована тест-система cobas® KRAS Mutation 
(Roche, Швейцария). Для выявления мутаций гена BRAF 
в позиции p. V600 была использована тест-система cobas® 
4800 BRAF V600 Mutation (Roche, Швейцария). Мутации в 12, 
13 и 61 кодонах гена NRAS определялись с использованием 
тест-системы Real-time PCR NRAS 3R (БиоЛинк, Россия).

Статистический анализ

Доверительные интервалы встречаемости маркеров 
рассчитывались исходя из предположения о биномиаль-

ном распределении положительных случаев, сравнение 
с литературными данными осуществлялось с помощью 
теста Фишера.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Исследуемая популяция и материал

В рамках исследования были проанализированы об-
разцы 113 пациентов, получавших терапию анти-EGFR 
моноклональными антителами (FFPE блоки, для каждого 
пациента по 1 образцу). NGS-тестирование было успешно 
выполнено для 111 (98,3 %) образцов. Среднее покрытие 
составило 2036х (диапазон — от 419х до 6259х). Клинико-
морфологические характеристики были доступны для 
110 (97 %) пациентов, включенных в исследование (табл. 1).

Таблица 1. Клинико-морфологические характеристики 
пациентов, включенных в исследование

Table 1. Clinical and morphological characteristics 
of the patients included in the study

Количество 
пациентов (%) 

Пол Женский 48 (43,6 %) 

Мужской 62 (56,4 %) 

Возраст (среднее ± стандарт-
ное отклонение) 

65,2 ± 10,4 991

Возраст на момент поста-
новки диагноза

61,7 ± 10,5 951

Сторона поражения Правая 0 (0 %) 

Левая 78 (70,9 %) 

Прямая кишка 32 (29,1 %) 

Степень дифференцировки G1 16 (14,6 %) 

G2 54 (49,1 %) 

G3 9 (8,2 %) 

Нет данных 31 (28,2 %) 

Стадия заболевания I 1 (0,9 %) 

II 13 (11,8 %) 

III 26 (23,6 %) 

IV 70 (63,6 %) 

Гистологический подтип Аденокарцинома 103 (93,6 %) 

Перстневидно-
клеточный

4 (3,6 %) 

Муцинозный 2 (1,8 %) 

Нет данных 1 (0,9 %) 

Наличие метастазов  
на момент установки 
диагноза

Есть 69 (62,7 %) 

Нет 40 (36,4 %) 

Нет данных 1 (0,9 %) 

1	 Количество пациентов, для которых доступна информация
1	 Total number of patients with available information
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Частота объективного ответа (ЧОО) на анти-EGFR 
терапию в общей группе пациентов составила 39 %. Ме-
диана времени до прогрессирования составила 9,6 месяца. 
Медиана выживаемости без прогрессирования для пер-
вой линии терапии составила 9,5 месяца. Медиана ОВ не 
была достигнута, а 12‑месячная ОВ составила 42,9 % (95 % 
ДИ, 0,25–0,60). Медиана наблюдения пациентов составила 
20,8 месяца от старта первой линии терапии.

Альтерации в покрываемых панелью генах были выяв-
лены у 96 (86,5 %) пациентов. Всего было выявлено 172 со-
матических альтераций в 17 генах; наиболее часто обна-
руживались мутации в гене TP53 (84 альтерации, 49 %). 
Большинство генетических вариантов были повреждающи-
ми (n = 83, 48,3 %) или активирующими (n = 51, 30,3 %), реже 
встречались варианты неопределенного значения (n = 19, 
10,7 %) и вероятно повреждающие варианты (n = 11, 6,2 % 
пациентов). Также было выявлено 7 (4 %) амплификаций 
и 1 (0,6 %) делеция. Дополнительно у 1 пациента была 
выявлена микросателлитная нестабильность (MSI).

Диапазон ЧАА среди обнаруженных вариантов соста-
вил 1,3 %–93,0 %. Медиана ЧАА всех обнаруженных вари-
антов составила 24,1 %. Всего было обнаружено 10 гене-
тических вариантов с ЧАА меньше 5 %, при этом 3 из них 
были вариантами генов RAS.

Молекулярный профиль RAS / RAF

По результатам NGS-анализа у 29 пациентов (26,1 % 
от всех включенных в ретроспективное исследование 
пациентов) были выявлены онкогенные варианты в генах 
KRAS / NRAS или вариант BRAF p. V600E. У 24 пациентов 
(21,6 % от всех) были выявлены мутации в  гене KRAS. 
Наиболее часто встречающимся вариантом KRAS был 

вариант p. Gly12Val (n = 8, 33,3 % от всех KRAS-положи-
тельных образцов). Рутинно встречающиеся характерные 
для КРР варианты KRAS были обнаружены в 19 образцах 
(79 % от всех KRAS-положительных образцов), добавоч-
ные — в 5 (20,8 %). Варианты KRAS обнаруживались с ЧАА 
в диапазоне 1,3–83,7 % (медиана, 25,9 %). У 3 (1,9 %) паци-
ентов были выявлены онкогенные варианты в гене NRAS — 
у 2 пациентов был вариант NRAS p. Q61R, у 1 — p. G12D. 
Варианты NRAS обнаруживались с ЧАА 1,57 %, 12,14 % 
и 42,32 %. У 2 пациентов (1,3 %) был выявлен вариант BRAF 
p. V600E (вариант BRAF I класса). Вариант BRAF p. V600E 
обнаруживался с ЧАА в 21 % и 14 % (рис. 1).

Для пациентов, у которых были выявлены ранее не 
задокументированные варианты в генах RAS или BRAF p. 
V600E, был проведен повторный ПЦР-анализ на базе ГБУЗ 
«ГКОБ № 1 ДЗМ» г. Москвы. Повторное ПЦР-тестирова-
ние было проведено для 16 (51,6 %) RAS / BRAF p. V600E-
положительных пациентов (12 KRAS+, 2 NRAS+, 2 BRAF+). 
При повторном анализе наблюдалось 100 % согласие ПЦР 
и NGS.

Потенциальные маркеры резистентности 
помимо RAS / BRAFV600

Среди RAS / BRAF V600E-отрицательных образцов 
(n = 82), в 10 (9 % от всех проанализированных образцов) 
образцах были выявлены другие альтерации, ассоцииро-
ванные с потенциальной резистентностью к анти-EGFR 
терапии. При обнаружении как минимум одной клинически 
значимой альтерации в проанализированных генах образец 
считался положительным по гиперселекции. У 4 (3,6 % от 
всей исследуемой популяции, 4,9 % от RAS / BRAFV600‑не-
гативных образцов) пациентов были выявлены альтерации 

Рисунок 1. Частота альтернативного аллеля вариантов в генах KRAS, NRAS и варианта BRAF p. V600E, обнаруженных по 
результатам ретроспективного NGS-анализа материала пациентов, получавших анти-EGFR терапию. Красным отмечены 
добавочные варианты (см. «Методы»)

Figure 1. Variant allele frequencies of mutations in KRAS, NRAS and BRAF p. V600E observed in the retrospective 
NGS analysis of patients treated with anti-EGFR therapy. Rare mutations are highlighted in red (see “Methods”)
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помимо KRAS, NRAS и BRAF V600E, анализ которых также 
предписан клиническими руководствами по лечению паци-
ентов с КРР. У 3 (2,7 % от всей исследуемой популяции, 3,7 % 
от RAS / BRAFV600‑негативных образцов) пациентов были 
выявлены высокоуровневые амплификации ERBB2 (коли-
чество копий гена 11х, 16,5х и 48х). Еще у 1 (0,6 % от всей 
исследуемой популяции, 1,2 % от RAS / BRAFV600‑негатив-
ных образцов) пациента была выявлена MSI.

В образцах других RAS / BRAF V600E-отрицательных 
HSG+ пациентов были выявлены и другие альтерации, ана-
лиз которых на сегодняшний момент не является стандар-
том клинической практики. У 3 (3,7 % от RAS / BRAFV600‑от-
рицательных) пациентов, включая 1 MSI-положительный 
образец, были выявлены повреждающие варианты PTEN. 
У еще 2 (2,4 %) пациентов были выявлены активирующие 
варианты в 21 экзоне PIK3CA; оба обнаруженных варианта 
затрагивали позицию рекуррентного мутагенеза p. H1047. 
У 1 (1,2 %) пациента был выявлен активирующий вариант 
в гене ERBB3, еще у одного (1,2 %) — мутация II класса BRAF.

Таким образом, дополнительно к RAS / BRAF p. V600E-
положительным пациентам, NGS-тестирование позво-
ляет дополнительно выявить 9 % пациентов, для которых 
анти-EGFR терапия потенциально неэффективна. При этом 
в нашем исследовании дополнительно у 4,9 % пациентов, 
у которых по результатам NGS-анализа не было выявлено 
альтераций в генах RAS и варианта BRAF p. V600E, была 
выявлена высокоуровневая амплификация ERBB2 или MSI — 
биомаркеры, которые рутинно анализируются для паци-

ентов с КРР. Кроме того, среди всех проанализированных 
пациентов у 11,7 % были обнаружены альтерации в прочих 
генах гиперселекции за пределами рутинных мутаций RAS, 
входящих в зарегистрированные в РФ ПЦР-панели, BRAF 
p. V600E, ERBB2 или MSI, либо были выявлены варианты 
RAS / BRAFV600 с низкой ЧАА. У 27 % пациентов были обна-
ружены варианты, которые не детектируются одной или 
более зарегистрированными в РФ ПЦР тест-системами. 
У 7,3 % пациентов дикого типа RAS / BRAFV600E / ERBB2 / MSI 
были обнаружены прочие маркеры потенциальной рези-
стентности к анти-EGFR терапии.

В образцах 11 HSG+ пациентов было выявлено более 
одного биомаркера потенциальной резистентности 
(9 образцов — 2 мутации, 2 образца — 3 мутации) к анти-
EGFR терапии. Так, у 8 пациентов с KRAS мутациями (из 
24 KRAS+ пациентов — 33 %) были выявлены мутации в генах 
PIK3CA (n = 7), PTEN (n = 2) или амплификация ERBB2 (n = 1). 
В 8 PIK3CA-положительных образцах (активирующие мута-
ции в любом экзоне PIK3CA) (из 14 PIK3CA+ образцов — 
57 %), помимо KRAS, были также выявлены мутации PTEN 
(n = 2), NRAS (n = 1). Помимо вышеописанного, в 4 PTEN-
положительных образцах (из 7 PTEN+ образцов — 57 %) 
также встречались мутации III класса BRAF (n = 1), MSI 
(n = 1). Наконец, в 1 KRAS-положительном образце было 
выявлено 2 варианта PIK3CA, включая 1 вариант в 21 экзоне.

П р и с р а в н е н и и п о л у ч е н н ы х р е з ул ьт а т о в д л я 
KRAS / NRAS / BRAF V600‑негативных пациентов с лите-
ратурными данными (когорта MSK-MET [30], n = 910), 

Рисунок 2. Молекулярно-генетическая эпидемиология ретроспективного исследования.

Figure 2. Epidemiology of genomic alterations observed in the retrospective study

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ  |  Original Reports 63



|  том / vol. 14(4)2024 ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫЕ ОПУХОЛИ
Malignant Tumors

частота HSG+ пациентов статистически не отличалась 
(10 из 82 (12,2 %) против 172 из 910 (18,9 %), p = 0,232). 
Детальное сравнение по обнаруженным биомаркерам при-
ведено в таблице 2. В обеих популяциях не были выявлены 
пациенты с альтерациями, потенциально ассоциирован-
ными с резистентностью к анти-EGFR терапии, такими 
как RIT1 мутации / амплификации, BRAF амплификации, 
RAC1 мутации / амплификации, RAF1 мутации / амплифика-
ции, ARAF мутации / амплификации, AKT1 мутации / ампли-
фикации и ERBB3 амплификации.

Дополнительные результаты

Суммарно у 6 пациентов (5,4 % от всех пациентов, вклю-
ченных в исследование) были обнаружены варианты BRAF. 
За исключением 2 вариантов I класса (p. V600E), у 1 и 3 па-
циентов были выявлены варианты II и III класса соответ-
ственно. Мутации BRAF III класса не рассматривались как 
маркеры потенциальной резистентности, а обнаружение 
таких мутаций не приводило к классификации образца как 
HSG+ (см. «Материалы и методы»). К выявленным вари-
антам III класса относятся варианты p. D594G (n = 2), p. 
G466E (n = 1). У пациента с вариантом II класса был выявлен 
вариант p. G469V (табл. 3). Варианты II и III класса BRAF 
выявлялись с ЧАА 8–29 % (медиана, 26,5 %). Два (50 %) 
образца с BRAF II / III класса считались положительными 
по генам гиперселекции: 1 образец с вариантом BRAF II 
класса и 1 вариант с вариантом III класса, в котором также 
был выявлен повреждающий вариант PTEN.

У 17 пациентов (15,3 % от всех пациентов, включен-
ных в исследование) были выявлены варианты PIK3CA, 
16 из которых были активирующими, 1 — вариант неопре-
деленного значения (рис. 3). Активирующие варианты 
PIK3CA вне 21‑го экзона не рассматривались как маркеры 
потенциальной резистентности, а обнаружение таких 
мутаций не приводило к отнесению образца к подгруппе 
HSG+ (см. «Материалы и методы»). Среди активирующих 
вариантов 6 были локализованы в 10 экзоне, 5 — в 21 экзо-
не, 4 варианта были обнаружены во 2 экзоне, 1 — в 5 экзоне. 
В образцах двух пациентов было выявлено по 2 варианта 
PIK3CA: в одном образце было выявлено 2 варианта, затра-
гивающих 10 и 21 экзоны, в еще одном — активирующий 
вариант и вариант неопределенного значения, затраги-
вающие 2 экзон PIK3CA. В 8 образцах (50 % от PIK3CA-
положительных образцов), в которых был выявлен как 

Таблица 2. Сравнение частот встречаемости обнаруженных биомаркеров потенциальной резистентности к анти-
EGFR терапии в KRAS / NRAS / BRAFV600‑отрицательных образцах ретроспективного исследования (n = 82) 
с результатами проекта MSK-MET (n = 1960, из них 910 — KRAS / NRAS / BRAFV600‑отрицательные) [37].

Table 2. Comparison between the frequencies of the observed biomarkers associated with the potential resistance 
to anti-EGFR therapy in KRAS / NRAS / BRAFV600‑negative samples in our study (n = 82) with the results 
of the MSK-MET project (n = 1960, 910 of which were KRAS / NRAS / BRAFV600‑negative) [37]

Биомаркер потенциальной 
резистентности

Количество пациентов, у которых выявлен 
биомаркер среди RAS / BRAFV600‑негатив-
ных пациентов (частота, 95 % ДИ) 

Количество пациентов, у которых выявлен 
биомаркер среди RAS / BRAFV600‑негатив-
ных пациентов (частота, 95 % ДИ) P-value

ERBB2 амплификация 3 (3,7 %, 0,76–10,3 %) 18 (2 %, 1,07–2,88 %) 0,411

PTEN драйверная мутация 2 (2,4 %, 0,3–8,5 %) 49 (5,4 %, 3,92–6,85 %) 0,425

PIK3CA p. H1047 2 (2,4 %, 0,3–8,5 %) 6 (0,7 %, 0,13–6,85 %) 0,1402

BRAF мутация II класса 1 (1,2 %, 0,03–6,6 %) 9 (1 %, 0,35–1,63 %) 0,5805

ERBB3 драйверная мутация 1 (1,2 %, 0,03–6,6 %) 13 (1,4 %, 0,66–2,2 %) 1

Микросателлитная нестабильность 1 (1,2 %, 0,03–6,6 %) 25 (2,7 %, 1,69–3,81 %) 0,716

ERBB2 драйверная мутация 0 21 (2,3 %, 1,33–2,38 %) 0,4048

KRAS амплификация 0 17 (1,9 %, 0,99–2,75 %) 0,3879

PTEN делеция 0 9 (1 %, 0,35–1,63 %) 1

MET амплификация 0 7 (0,8 %, 0,2–1,34 %) 1

EGFR драйверная мутация 0 6 (0,7 %, 1,13–1,19 %) 1

RAC1 амплификация 0 3 (0,3 %, 0,00–0,7 %) 1

POLE драйверная мутация 0 2 (0,2 %, 0,00–0,52 %) 1

NRAS амплификация 0 1 (0,1 %, 0,00–0,33 %) 1

Таблица 3. Статистика по обнаруженным вариантам 
в гене BRAF в исследованных образцах

Table 3. BRAF mutations observed in the study

Класс варианта BRAF
Наблюдаемые варианты  
(количество образцов) 

Класс I p. V600E (n = 2) 

Класс II p. G469V (n = 1) 

Класс III p. D594G (n = 2)
p. G466E (n = 1) 
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минимум один активирующий вариант PIK3CA, были также 
выявлены RAS-мутации.

ОБСУЖДЕНИЕ

Несмотря на наличие устоявшегося алгоритма при-
нятия решений о назначении терапии анти-EGFR моно-
клональными антителами для пациентов с КРР, результаты 
последних исследований свидетельствуют о том, что про-
ведение дополнительной гиперселекции позволяет отби-
рать пациентов, для которых такая терапия может быть 
наиболее эффективна. Такую гиперселекцию наиболее 
целесообразно проводить с использованием расширенных 
NGS-панелей, включающих известные биомаркеры рези-
стентности к анти-EGFR терапии. Так, в ретроспективном 
исследовании PRESSING, в ходе которого была проанализи-
рована эффективность анти-EGFR терапии в зависимости 
от наличия альтераций в генах HER2 / MET (амплификации), 
ALK / ROS1 / NTRKs / RET (перестройки), HER2 / PIK3CA мута-
ции 21 экзона / PTEN / AKT1 / RAS и MSI, эффективность анти-
EGFR терапии была выше в группе гиперселектированных 
пациентов: ЧОО 9,2 % против 75,3 % (P = 0,030), медиана 
ВБП 7,7 против 12,1 месяца (P < 0,001) и 2‑летняя ОВ 48,1 % 
против 68,1 % (P = 0,021) [22]. Схожие результаты были 
получены в исследовании PANDA: медиана ВБП пациентов 
с альтерациями (7,6 против 12,8 месяца, p < 0,001), медиана 
ОВ (20,0 против 29,5 месяца, p = 0,002) и ЧОО (51 % против 
71 %, p = 0,02) были ниже для пациентов с выявленными 
альтерациями в проанализированных генах относительно 
гиперселектированных пациентов [38].

Основываясь на опыте, полученном в международ-
ных исследованиях, мы провели ретроспективный анализ 
встречаемости альтераций у российских пациентов с мКРР, 
получавших терапию с добавлением анти-EGFR монокло-
нальных антител. У всех проанализированных пациентов по 

результатам изначального ПЦР-скрининга, проведенного 
в различных лабораториях, не было выявлено «классиче-
ских» биомаркеров резистентности к анти-EGFR терапии, на 
основании чего пациентам была назначена такая терапия. 
Несмотря на это, ретроспективный анализ с использова-
нием NGS выявил у 18,5 % проанализированных пациентов 
наличие альтераций в генах RAS или BRAF p. V600E. При 
этом только 4 варианта KRAS, 2 варианта NRAS и 1 вариант 
BRAF p. V600E (24 % от RAS / BRAF p. V600E-положительных 
образцов) были обнаружены с ЧАА более 15 % — ЧАА, при 
которой чувствительности ПЦР достаточно для обнару-
жения вариантов. Кроме того, среди обнаруженных KRAS 
вариантов, 79 % составляли рутинные KRAS варианты, вхо-
дящие в зарегистрированные в РФ ПЦР-панели.

В исследовании Su et al. (2022) конкордантность ме-
жду NGS против ПЦР при выявлении мутаций в генах 
KRAS / NRAS / BRAF составила 87,8–92,7 % [39]. В другом 
исследовании Kothari et al. (2014) конкордантность соста-
вила 96 % [40], а в исследовании Darwanto et al. (2017) 
достигла 100 % [41]. Использование стандартного метода 
ПЦР может приводить к недовыявлению менее распро-
страненных вариантов KRAS в кодонах 61, 117 и 146. Суб-
клональность KRAS мутаций также может быть одной 
из причин ложноотрицательных результатов [42]. Таким 
образом, в  нашем исследовании было показано, что 
использование расширенной панели NGS у пациентов 
с отрицательным статусом по ПЦР-диагностике, позво-
ляет выявить не только ложноотрицательные случаи, но 
и дополнительные маркеры первичной резистентности. 
Следует отметить, что оценить причины ложноотри-
цательных результатов достаточно сложно, что может 
быть связано с рядом обстоятельств, таких как, напри-
мер, использование различных тест-систем и методик 
в лабораториях. Учитывая то, что ранее не задокументи-
рованные мутации KRAS / NRAS / BRAF V600E, обнаружен-
ные в ходе NGS анализа, были подтверждены повторным 

Рисунок 3. Встречаемость различных вариантов PIK3CA при ретроспективном анализе образцов пациентов. Номера экзонов 
приведены в соответствии с транскриптом ENST00000263967.3

Figure 3. PIK3CA mutations observed in the retrospective study. Exons are numbered according to the ENST00000263967.3 transcript
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ПЦР-тестированием в 100 % проанализированных случаев, 
ранее полученные результаты можно рассматривать как 
ложноотрицательные, причиной которых может быть 
некорректная лабораторная методология, либо ошибки 
в ходе ведения медицинской документации.

Данные по эффективности анти-EGFR терапии в под-
группах HSG+ и HSG– будут представлены отдельно. Осно-
вываясь на результатах ретроспективного анализа, было 
инициировано собственное проспективное исследование 
по оценке эффективности терапии анти-EGFR в зависи-
мости от наличия альтераций в генах гиперселекции по 
результатам NGS (NCT06226857).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Описанные результаты ретроспективного анализа об-
разцов пациентов с колоректальным раком, получавших 
анти-EGFR терапию, с использованием NGS, демонстри-
руют высокую долю ложноотрицательных результатов по 
результатам рутинной ПЦР-диагностики, что приводит 
к излишнему назначению таргетной терапии (~ 26 % слу-
чаев). Расширение спектра диагностируемых альтера-
ций имеет потенциал определить дополнительные 9 % 
пациентов, опухоли которых могут быть резистентны 
к анти-EGFR терапии.
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