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ВОЗМОЖНОСТИ ЖИДКОСТНОЙ 
БИОПСИИ В ДИАГНОСТИКЕ 

ОНКОЛОГИЧЕСКИХ ЗАБОЛЕВАНИЙ



Онкологические заболевания. 
Актуальность.

• Раком рано или поздно заболевает каждый 5-й житель планеты. 

• В 2020 году раком заболели 19,3 миллиона человек. 

• Рак является второй главной причиной смертей в мире. В 2020 году 10 
миллионов человек скончались в результате этого заболевания.

• Онкологические заболевания стали главной причиной смерти среди детей 
и подростков. Ежегодно рак диагностируют у 400 тысяч детей.



Заболеваемость раком (тысяч человек в год)

Локализация Западная 
Европа 

Япония США Другие В мире 

Желудок 113 75 22 471 682 

Легкое 169 18 103 300 591 

Молочная 
железа 

142 12 105 282 541 

Колоректальн
ый 

143 18 111 234 506 

Шейка матки 34 10 16 400 459 

Лимфома/ 

Лейкемия 

72 10 58 257 397 

Рот/ 

Глотка 

35 3 26 275 339 

Пищевод 20 6 8 261 296 

Печень 18 11 5 225 259 

Простата 63 2 63 69 197 

Другие 

локализации 

335 42 233 969 1600 

Всего                                    1,164      207             753       3,745          5,890   

 



Результаты лечения онкологических 
заболеваний

• Остаются неудовлетворительными

• Одной из причин недостаточной эффективности лечения 
является поздняя диагностика

• В связи с этим ученые всех стран прикладывают значительные 
усилия для поиска новых чувствительных и специфических 
биомаркеров для ранней диагностики и прогноза заболевания, а 
также мониторинга пациентов в процессе лечения.



Лабораторные маркеры онологических 

заболеваний в повседневной клинической 
практике

• Чаще всего для диагностики используются белки, выделяемые 
опухолью в кровеносное русло

• Примеры: простат-специфический антиген при раке простаты, 
альфа-фетопротеин при гепатокарциноме, раковые антигены 
СА 15-3 и СА 19-9 при опухолях поджелудочной железы

• Недостатком этих маркеров является недостаточная 
сувствительность и специфичность, их уровень в крови может 
повышаться в результате клинических ситуаций, не связанных с 
ростом и прогрессией опухоли что, соответственно, 
ограничивает их применение



Биопсия как метод диагностики 
онкологических забоелваний

• Биопсия – это специализированный метод исследования, когда 
врач осуществляет  прижизненный забор материала из тканей и 
органов пациента с диагностической целью

• Биопсия является ключевым этапом в диагностике 
онкологических заболеваний.

• Клеточный материал может быть исследован различными 
методами: световая микроскопия, иммуногистохимия, 
молекулярно-генетические методы и т.д.



Клетки злокачественных новообразований при 
световой микроскопии



Иммуногистохимические методы в онкологии



ИССЛЕДОВАНИЕ МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИХ 
МАРКЕРОВ ОПУХОЛЕЙ

 Подразумевает получение фрагментов неопластической ткани с помощью 
хирургических вмешательств с последующим молекулярно-генетическим 
анализом

 Их использование расширило возможности лечения опухолей, так как метод 
дает информацию о прогнозе заболеваний и влияет на выбор метода лечения

• Пример – мутации гена KRAS встречаются примерно в 1/3 случаев при 
солидных опухолях. При опухолях толстой кишки и аденокарциноме 
поджелудочной железы более 90% мутаций приходится на ген K-RAS. 

• Мутационный статус гена KRAS коррелирует с первичной лекарственной 
резистентностью. У пациентов с геном KRAS дикого типа может быть 
эффективным применение цетуксимаба или панитумумаба, тогда как у 
пациентов с мутантным геном KRAS наблюдается слабый ответ на лечение.



НЕДОСТАТКИ БИОПСИИ
Травматичность, сложность проведения повторных биопсий для 

оценки эффективности терапии
Невозможность использования при определенных локализациях 

опухоли
Внутриопухолевая гетерогенность. В процессе метастазирования 

отдельные опухолевые клоны распространяются в разные ниши и 
эволюционируют независимо друг от друга 

Для решения этих проблем современные исследования в области 
онкологии уделяют большое внимание анализу различных 
биологических жидкостей, контактирующих со злокачественными 
очагами – эти технологии получили собирательное название 
«жидкостной биопсии»



ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ ЖИДКОСТНОЙ 
БИОПСИИ

Установлено, что в жидкостных средах онкологического пациента 
могут присутствовать разнообразные фрагменты опухолевого 
происхождения:

нуклеиновые кислоты, 
белковые комплексы, везикулы и даже 
«свободные» раковые клетки 

Поскольку кровь активно контактирует с опухолями различных 
локализаций, жидкостная биопсия, как правило, подразумевает 
анализ именно плазмы, хотя в ряде случаев рекомендуется 
использовать в качестве источника и другие аналиты – мочу, 
плевральный выпот, спинномозговую жидкость и др



ЦИРКУЛИРУЮЩИЕ ОПУХОЛЕВЫЕ КЛЕТКИ

Впервые были выявлены в середине XIX в.
При опухолях их число не превышает 10 клеток на 1 мл крови
Для выявления используют методы клеточного сортинга как с 

позитивной селекции по эпителиальным маркерам (EpCAM, 
MUC1, HER2), так и активное устранение лейкоцитов (CD-45)

Не считается оптимальным методом для ранней детекции 
новообразований, хотя некоторые разновидности неоплазм 
отличаются повышенной склонностью диссеминировать ЦОК (рак 
молочной железы, мелкоклеточный рак легкого и т.д.)

Уникальность анализа ЦОК заключается в теоретической 
возможности создания ex vivo тестов на чувствительность к 
лекарственным препаратам 



ЦИРКУЛИРУЮЩАЯ ОПУХОЛЕВАЯ ДНК – 

ОСНОВНОЙ МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ

цоДНК – это фрагменты генома клеток опухоли, подвергшихся 
апоптозу или некрозу, которые наравне с фрагментами ДНК 
нормальных клеток свободно содержатся в плазме периферической 
крови. 

Они представляют собой фракцию бесклеточных нуклеиновых 
кислот, несут те же генетические и эпигенетические вариации, что 
и «материнская» опухоль. Поэтому цоДНК вполне мо гут быть 
объектом для изучения опухолевого генома 



ОБЩИЙ УРОВЕНЬ ЦИРКУЛИРУЮЩЕЙ ДНК ПРИ 
ОНКОЛОГИЧЕСКИХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ

Phallen J. et al. Direct detection of early-stage cancers using circulating tumor DNA. Sci Transl Med. 2017 Aug 16; 9(403).



ЦИРКУЛИРУЮЩАЯ ОПУХОЛЕВАЯ ДНК ПРИ 
ОНКОЛОГИЧЕСКИХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ

Phallen J. et al. Direct detection of early-stage cancers using circulating tumor DNA. Sci Transl Med. 2017 Aug 16; 9(403).



АНАЛИЗ ОПУХОЛЕВОЙ ДНК. КРОВИ. СФЕРЫ 
ПРИМЕНЕНИЯ.

Ранняя диагностика опухолей;
Оценка ответа опухоли на терапию;
Изучение эволюции резистентности к терапии в реальном времени;
Идентификация генетических детерминант для таргетной терапии;
Мониторинг динамики развития опухоли;
Оценки риска рецидива;
Мониторинг минимальной остаточной болезни.



РАННЯЯ ДИАГНОСТИКА ОПУХОЛЕЙ

Использование методов методы высокопроизводительного 
секвенирования позволило выявить мутации в цоДНК в 59–71% 
случаев опухолевых заболеваний I–II стадии

Методы являются дорогостоящими, однако предварительные 
расчеты показывают клиническую и экономическую 
целесообразность их применения у лиц среднего и старшего 
возраста, поэтому в настоящее время уже идет апробация таких 
технологий в реальной практике 



ОЦЕНКА ОТВЕТА ОПУХОЛИ НА ТЕРАПИЮ

Доказано, что падение уровня цоДНК в крови больных раком 
легкого и раком прямой кишки на фоне применения 
противоопухолевых препаратов может расцениваться как 
благоприятный прогностический признак 

Клинический ответ на ингибиторы тирозинкиназ можно с 
определенной долей уверенности предсказать с помощью анализа 
изменений концентрации цоДНК в плазме в первые сутки после 
начала терапии



МОНИТОРИНГ МИНИМАЛЬНОЙ ОСТАТОЧНОЙ 
БОЛЕЗНИ

Наличие в организме даже очень небольшого количества 
жизнеспособных неопластических клеток, выдержавших лечебное 
воздействие, тесно связано с повышенной вероятностью рецидива 
заболевания. 

Щадящий характер процедуры ЖБ позволяет выполнять 
мониторинг циркулирующих в крови опухолевых маркеров у 
больных, находящихся в ремиссии, и оперативно регистрировать 
рост опухолевых очагов, а также метастазирование

Чувствительность детекции MDR с помощью ЖБ при раке легкого, 
молочной железы, прямой кишки варьирует от 36% до 99%; 
cпецифичность – от 71% до 100%.



ИЗУЧЕНИЕ ЭВОЛЮЦИИ РЕЗИСТЕНТНОСТИ К 
ТЕРАПИИ В РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ

Возникновение вторичной резистентности к таргетным препаратам 
зачастую связано с появлением новых мутаций в генах-мишенях

Diaz et al. изучали цоДНК у пациентов, получавших лечение 
панитумумабом. Оказалось, что в процессе лечения у 38% 
пациентов наблюдается появление мутаций в генах RAS, 
объясняющее приобретение опухолью резистентности к данному 
виду терапии.

В клиническую практику повсеместно вошло генотипирование 
цоДНК из периферической крови больных с немелкоклеточным 
раком легкого, прогрессирующих на фоне анти-EGFR терапии.

Эти разработки, в отличие от других областей применения 
жидкостной биопсии, уже внедрены в клиническую практику



ПРЕАНАЛИТИЧЕСКИЙ ЭТАП ПРИ ИЗУЧЕНИИ 
ЦИРКУЛИРУЮЩИХ НК

Для циркулирующих опухолевых ДНК характерна высокая степень 
фрагментации; при этом ее концентрация в кровотоке ничтожна на 
фоне большого количества ДНК из нормальных клеток. 

Степень деградации нуклеиновых кислот и концентрация 
циркулирующих опухолевых ДНК в препаратах, полученных из 
плазмы или других сред организма, могут существенно искажать 
результаты количественного молекулярного анализа и снижать 
чувствительность скрининга мутаций 

Необходимо сформулировать методические правила получения и 
процессинга биологического материала, а также стандартизации 
преаналитических этапов жидкостной биопсии



МАТЕРИАЛ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ
Зависит от локализации очага поражения. 
При новообразований мозга периферическая кровь 

малоинформативна, лучше использовать спинномозговую 
жидкость

При раке мочевого пузыря или почки наиболее подходящим 
аналитом будет моча

В случае карцином легкого, вероятно, следует включить в 
исследование образцы слюны, мокроты или плеврального выпота 

Чувствительность таких тестов в плане обнаружения мутаций 
многократно превосходит возможности стандартного анализа 
цоДНК в плазме крови и часто является единственным способом 
мониторинга состояния опухоли





РАБОТА С КРОВЬЮ ПАЦИЕНТОВ

Для выделения опухолевой ДНК плазма крови более пригодна, чем 
сыворотка:

Она в меньшей степени контаминирована ДНК «дикого типа» 
Длительное время (8 ч  и  более) между забором крови и 

центрифугированием значительно снижает чувствительность 
анализа при использовании сыворотки, но не плазмы

Нельзя допускать замораживание плазмы на этапах, 
предшествующих выделению нуклеиновых кислот.



ВНУТРИИНДИВИДУАЛЬНАЯ ВАРИАЦИЯ УРОВНЯ 
ЦО ДНК У ОНКОЛОГИЧЕСКИХ ПАЦИЕНТОВ

Уровень цоДНК может значительно варьировать у одного и того же 
пациента в течение относительно коротких промежутков времени

Не зависит ни от циркадных ритмов, ни от индивидуальных 
физиологических параметров пациентов (предшествующая 
физическая нагрузка, прием пищи). 

В связи с этим рекомендуется выполнять серийный забор 
биологического материала и повторные испытания в тех случаях, 
когда результаты жидкостной биопсии имеют решающее значение 
для последующего принятия клинически важных решений



ДЕТЕКЦИЯ ОПУХОЛЬ-СПЕЦИФИЧЕСКИХ 

МУТАЦИЙ ЦО ДНК
Выбор метода зависит от того, насколько велика фракция цоДНК 

по сравнению с прочими циркулирующими в крови 
«нормальными» ДНК. 
Для небогатых фракций (<1%) рекомендованы методы с 

использованием высокопроизводительного секвенирования 
нового поколения – являются дорогостоящими и технически 
сложными, непригодны для рутинных анализов.

Цифровая капельная ПЦР (ddPCR) - наиболее перспективный 
метод для внедрения в клиническую практику. С помощью 
ddPCR удалось с 66%-ой чувствительностью и 85%-ой 
специфичностью дифференцировать пациентов с раком легкого 
от здоровых индивидуумов



PLASMA-SEQ В ВЫЯВЛЕНИИ 
ОПУХОЛЕВОЙ ДНК ПРИ 

ОНКОЛОГИЧЕСКИХ ЗАБОЕЛВАНИЯХ



СНИЖЕНИЕ СТОИМОСТИ СЕКВЕНИРОВАНИЯ ПО ГОДАМ





ОПРЕДЕЛЕНИЕ МЕТИЛИРОВАННОЙ ДНК 
ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК

 Метилированные гены вроде RASSF1A, SHOX2, H19, HOXA3/4, RUNX3 
используются для скрининга рака лёгкого, шейки матки и других на ранних 
стадиях с высокой чувствительностью (до 90%), даже в крови, где паттерны 
сохраняются после воздействия факторов риска как курение.

 Особенностью метода является возможность топической диагностики 
опухолей, так как профили метилирования ДНК в разных органах 
различаются

 Для выявления используется NGS



ИЗУЧЕНИЕ ЦИРКУЛИРУЮЩИХ 
ФРАГМЕНТОВ cfDNA

 Включаетанализ фрагментации циркулирующей клеточно-свободной ДНК 
(cfDNA), включая размер фрагментов, их концевые последовательности (end 
motifs), нуклеосомные паттерны и связанные эпигенетические особенности. 

 Суть метода заключается в том, что опухолевые клетки высвобождают в кровь 
cfDNA преимущественно в форме коротких фрагментов (140–170 bp, в отличие 
от нормальной ДНК (>180 bp), с предпочтительными концами (G>C в 10-bp 
окнах) и повышенной вариабельностью из-за гетерогенности опухоли. Это 
позволяет отличать ctDNA (опухолевую долю cfDNA) от фоновой без знания 
мутаций, используя NGS или PCR-панели.

 Позволяется выявлять рак I–II ст. с чувствительностью 79–87%



ФРАГМЕНТОМИКА cfDNA. ТЕХНИЧЕСКИЕ 
ВЫЗОВЫ.

 Необходимо глубокое NGS-секвенирование с обработкой больших данных о 
размерах фрагментов (140–170 bp), концах (end motifs) и нуклеосомных 
паттернах, а также биоинформатического анализа с ИИ для различения ctDNA 
от фона. 

 Требует строгого контроля преданалитических факторов (сбор крови, 
центрифугирование) и высокочувствительных библиотек, что делает её пока 
лабораторной, а не рутинной.

 В организме присутствует низкая доля ctDNA (0,01–10%), на результат влияет 
воспаление/возраст (ложноположительные результаты до 10–15%), 
вычислительная нагрузка для анализа миллионов ридов.

 Доступна в исследовательских центрах; стоимость ~500–2000 USD, время 
выполнения анализа 7–14 дней



АНАЛИЗ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ЭКЗОСОМ
 Изучение наноразмерных (30–150 нм) мембранных пузырьков, секретируемых 

опухолевыми клетками, которые содержат белки, липиды, ДНК, РНК и 
микроРНК, отражающие молекулярный профиль опухоли. Эти биомаркеры 
циркулируют в крови, моче и других жидкостях, позволяя неинвазивную 
"жидкостную биопсию".

 Метод высоко сложен: выделение экзосом включает ультрацентрифугирование 
(6–10 ч), иммуноаффинную хроматографию или полимеризацию (ExoEasy), за 
которыми следуют анализ NTA (наночастичный трекинг), крио-ТЭМ, 
проточную цитометрию, ПЦР/НGS для груза. Гетерогенность везикул, низкий 
выход (10^9–10^12/мл крови) и отсутствие универсального протокола 
ограничивают рутинность; стоимость ~1000–5000 USD, время 1–3 дня в 
исследовательских центрах.

 Метод пригоден для ранней диагностики. Экзосомальные miR-21, -210, CD63+ 
маркеры выявляют рак яичников/простаты на I стадии с чувствительностью 85–
95% (лучше cfDNA)


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ДОСТОИНСТВА И НЕДОСТАТКИ ЖИДКОСТНОЙ 
БИОПСИИ

Достоинства:

Простота процедуры забора материала
Высокая чувствительность в отношении детекции 

циркулирующих опухолевых маркеров
Может использоваться для ранней диагностики 

Недостатки:

Методические затруднения, вызванные крайне низкой 
концентрацией нуклеиновых кислот, которые 
неопластические клетки высвобождают в кровь. В этой связи 
требуется не только создание новых сверхчувствительных 
модификаций методов детекции мутаций



ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Методы жидкостной биопсии начинают широко использоваться 
в онкологии для выявления опухолей/мониторинга 
терапии/прогноза ответа на проводимую терапию

Наиболее доступные модификации (ddPCR) позволяет выявлять 
опухоли с чувствительностью около 60-70%, в основном 2-4 
стадий

Новые модификации методов (определение экзосом, 
фрагментации ДНК) теоретически дают возможность проводить 
диагностику опухолей 1-2 стадии с чувствительностью 70-90%, но 
пока технически сложны и дороги

Определение метилированной ДНК позволяет с высокой 
вероятностью выявить локализацию опухоли



Спасибо 
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