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Введение. Молекулярное профилирование опухолевого материала необходимо для персонализированного подхода в лечении 

пациентов со злокачественными новообразованиями. Выявление соматических мутаций новообразований в генах EGFR и KRAS 

позволяет прогнозировать течение заболевания и индивидуализировать терапию. Одним из высокочувствительных методов для 

детекции точечных мутаций является мультитаргетная однонуклеотидная элонгация (МОЭ).

Цель. Оптимизировать метод МОЭ для детекции клинически значимых аберраций в генах EGFR и KRAS в опухолевом ма-

териале.

Материал и методы. Генетический материал был выделен из 31 образца немелкоклеточного рака легкого, из которых 9 

были фиксированы формалином и залиты парафином. Основные лабораторные характеристики МОЭ сравнивали с показателя-

ми полимеразной цепной реакции (ПЦР) в реальном времени, цифровой ПЦР и секвенированием по Сэнгеру.

Результаты. Создан протокол для верификации аберраций в генах EGFR и KRAS. Определен порог чувствительности ме-

тода МОЭ, который составил 48 копий/мкл мутантного ДНК. Было показано, что лабораторные характеристики метода 

сопоставимы с ПЦР в реальном времени. МОЭ способен детектировать аберрации в опухолевом материале, фиксированным 

формалином и залитым парафином. По нашим данным, МОЭ превосходит прямое секвенирование по Сэнгеру по количеству вы-

явленных точечных мутаций: соответственно 26 и 3%. 

Заключение. МОЭ является высокочувствительным и сравнительно быстрым многопараметрическим методом генотипи-

рования опухолевого материала. 
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Background. Genotyping of the tumor samples is necessary for a personalized approach in the treatment of patients with malignancies. 

The identification of somatic mutations in EGFR and KRAS genes can help to predict the course of the disease and to individualize the 

therapy. One of the methods for detecting somatic point mutations in EGFR and KRAS genes is the multi-target single-base elongation 

(MSE).

Objective. To optimize MSE for the detecting clinically significant aberrations in the EGFR and KRAS genes in the tumor samples.

Material and methods. DNA was isolated from 31 samples of non-small cell lung cancer, 9 of which were formalin-fixed and paraffin 

embedded (FFPE). Laboratory characteristics of the MSE were compared with such one of real-time PCR, digital PCR, and Sanger 

sequencing.
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ВВЕДЕНИЕ
Увеличение разнообразия терапевтических под-

ходов лечения злокачественных новообразований, в 

частности внедрение новых таргетных препаратов, 

требует от молекулярно-генетического тестирова-

ния высокой чувствительности и точности. Огра-

ничениями для молекулярного профилирования 

опухолевого материала служат процентное содер-

жание опухолевых клеток в образце, внутриопухо-

левая генетическая гетерогенность некоторых зло-

качественных новообразований и низкое качество 

нуклеиновых кислот в фиксированном материале 

[1, 2]. Одним из методов генетического анализа, ко-

торый максимально соответствует перечисленным 

критериям, является мультитаргетная однонуклео-

тидная элонгация (МОЭ) – высокочувствительная и 

специфичная методика определения точечных мута-

ций [3]. 

МОЭ является одним из вариантов метода Сэнге-

ра. МОЭ состоит из последовательных этапов. Пер-

вым является мультиплексная полимеразная цепная 

реакция (ПЦР) участков ДНК, содержащих исследуе-

мые точечные мутации. Следующий этап представля-

ет собой отжиг немаркированного праймера на один 

нуклеотид выше места возможной аберрации с даль-

нейшей элонгацией дидезоксинуклеотида, имеющей 

соответствующую флюоресцентную метку. Иденти-

фикация продукта однонуклеотидной достройки осу-

ществляется капиллярным электрофорезом путем их 

разделения в зависимости от размера нуклеотидной 

последовательности [4]. 

Особенностью МОЭ является возможность соз-

дания собственных панелей. Это достигается путем 

добавления к комплементарной последовательно-

сти праймера нуклеотидных повторов, например, 

(GACT)n, Tn. Такая особенность позволяет детекти-

ровать до 10 точечных мутаций в одной пробе, а также 

обнаруживать делеции и инсерции в «горячих точках» 

[5]. Данный метод имеет высокую чувствительность: 

МОЭ способен детектировать до 1% мутантной алле-

ли [6].

МОЭ нашел широкое применение в молекулярной 

медицине. В частности, данный метод используется в 

диагностике инфекционных болезней: определение 

генотипа вируса гепатита B для прогноза и подбора 

оптимальной терапии, резистентности ВИЧ к анти-

ретровирусной терапии [7, 8]. Детекция точечных 

аберраций позволяет использовать МОЭ в диагности-

ке наследственных заболеваний, таких как дефицит 

глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, несиндромальная 

нейросенсорная тугоухость, а также для определения 

групп крови [9–11]. Немаловажно значение метода 

МОЭ в судебно-медицинской экспертизе, например, 

для идентификации человека с помощью обнаруже-

ния однонуклеотидных полиморфизмов [12]. МОЭ 

активно применяется и в онкологии. Данный метод 

позволяет создавать диагностические панели для вы-

явления необходимых соматических мутаций в горя-

чих точках для каждого гена, в частности, предсказы-

вающих чувствительность к применяемой таргетной 

терапии и важных для прогноза течения заболевания 

[13–15].

Цель данного исследования – оптимизация мето-

да МОЭ для обнаружения ключевых точечных мута-

ций в генах EGFR и KRAS при немелкоклеточном раке 

легкого (НМКРЛ). 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Была выделена ДНК из 31 образца биопсийного 

материала НМКРЛ: 22 – свежезамороженные опухо-

левые образцы и 9 – блоки тканей, фиксированные 

формалином и залитые парафином. Всеми пациен-

тами было подписано информированное согласие на 

взятие биологического материала для проведения ис-

следования.

Экстракцию проводили с помощью набора 

QIAamp® DNA Mini Kit согласно протоколу произ-

водителя. Для определения концентрации и оценки 

контаминации элюированной ДНК с помощью соот-

ношения A260/A280 использовали спектрофотометр 

BioDrop UV/VIS. 

Оптимизация метода мультитаргетной одно-

нуклеотидной элонгации. На 1-м этапе оптимизации 

генотипирования образцов НМКРЛ было созданы 

3 генетические панели для детекции точечных му-

таций, которые помогают предсказывать ответ на 

таргетную терапию и прогноз заболевания: в экзо-

нах 18-21 гена EGFR, во 2 и в 3 экзонах гена KRAS 

(см. таблицу). Видоизмененная последовательность 

праймеров для используемого метода была синтези-

рована в соответствии с рядом ранее опубликован-

ных работ [6, 16].

Следующим этапом было проведение ступенчатой 

ПЦР представленных в таблице экзонов. Данный ме-

тод выбран с целью дестабилизации образования ди-

меров праймеров, блокирования неспецифического 

связывания праймеров с последовательностью ДНК, 

а также для увеличения выхода продукта реакции. 

ПЦР выполняли с использованием реактивов набора 

Encyclio Plus PCR kit (Евроген, Россия) и праймеров 

для 18, 20, 21 экзонов гена EGFR и 2, 3 экзонов гена 

KRAS. Для определения наличия ПЦР-продукта ис-

Results. Protocol for verification the aberrations in the EGFR and KRAS genes has been created. The sensitivity of MSE was determined 

(48 copies/μl of the mutant DNA). The laboratory characteristics of the method were shown to be comparable with such one of real-time PCR. 

MSE is able to detect aberrations in FFPE tissue samples. MSE can detect more point mutations in comparison with Sanger sequencing: 26 

vs 3%, respectively.

Conclusion. MSE is a highly sensitive and relatively rapid multiparametric method of genotyping a tumor tissue.

Key words: multi-target single-base elongation, somatic mutations, targeted therapy, NSCLC
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пользовали 1,5% агарозный трис-борат-ЭДТА-гель 

с последующим окрашиванием SYBR Green I и ви-

зуализацией с помощью ультрафиолетового спектра 

трансиллюминатора. 

Нужно отметить важность удаления нуклеоти-

дов и не связавшихся праймеров после амплифика-

ции целевых участков генов EGFR и KRAS, так как 

они способны искажать результаты анализа. С этой 

целью была проведена оптимизация метода, кото-

рая заключалась в использовании одного из 2 мето-

дов: 1) выделение амплификата из агарозного геля; 

2) ферментная очистка ПЦР-продукта. Выделение 

из геля проводили с помощью колоночного метода 

с использованием наборов Cleanup Mini (Евроген, 

Россия) в соответствии с инструкцией производи-

теля. Ферментная очистка 2,5 мкл ПЦР-продукта 

осуществлялась с помощью 0,7 мкл ExS-Pure mix 

(NimaGen’s ExS-Pure™ Enzymatic PCR Cleanup Kit, 

Нидерланды), содержащей щелочную фосфатазу 

креветки (rSAP) и экзонуклеазу 1, при следующих 

условиях: инкубирование при 37° в течение 1 ч с по-

следующей инактивацией ферментов при 90° в тече-

ние 10 мин. 

Следующим этапом данного метода является 

однонуклеотидная элонгация немаркированного 

праймера. Этот этап представляет собой денату-

рацию амплифицированного участка ДНК с даль-

нейшим отжигом праймера непосредственно перед 

местом возможной однонуклеотидной замены в 

одноцепочечной матрице и удлинение данного 

праймера на 3’-конце за счет комплементарного, 

связанного с флюоресцентным красителем диде-

зоксинуклеотида. Для рационализации данного 

этапа были изменены объем и соотношение смеси, 

предложенные производителем данной техноло-

гии (SNaPshot; Life Technologies/Applied Biosystem, 

США). Реакции выполня-

ли в объеме 2,5 мкл, содер-

жащем 1,25 мкл очищенно-

го ПЦР-продукта, 0,5 мкл 

смеси немаркированных 

праймеров, представлен-

ных в таблице, и 0,75 мкл 

готовой реакционной сме-

си SNaPshotTMMultiplex. 

Данный этап осуществля-

ли путем однократного 

нагревания до 96°С в тече-

ние 30 с, далее следовали 

32 цикла амплификации с 

изменениями температу-

ры: 96°С (10 с), 50°С (5 с) и 

60°С (30 с). 

Немаловажным звеном 

данного этапа является 

постреакционная очист-

ка с помощью 1 мкл rSAP, 

которая убирает не свя-

завшиеся флюоресцентно 

меченные ddNTP и тем 

самым предотвращает ин-

терференцию последних. 

Данный этап происходит 

при следующих услови-

ях: инкубация при 37°С в 

течение 1 ч 30 мин с даль-

нейшей инактивацией 

фермента при температу-

ре 90°С в течение 15 мин. 

Заключительным этапом 

МОЭ является разделение 

продукта достройки по 

размеру последовательно-

сти фрагмента с помощью 

капиллярного электрофо-

реза в анализаторе ABI3500 

(Applied Biosystems; США) 

Точечные аберрации, определяемые с помощью метода МОЭ

Point mutations, which is detected by MSE

Экзон Кодон
Определяемые 

мутации
Праймеры, используемые 

при однонуклеотидной элонгации
Нуклеотидная 

замена

EGFR

18 G719

G719C

G719S
(GACT)

2
TCAAAAAGATCAAAGTGCTG

c.2155G>T

c.2155G>A

G719A (GACT)
3
CAAAAAGATCAAAGTGCTGG c.2156G>C

20 T790 T790M (GACT)
8
AAGGGCATGAGCTGC c.2369C>T*

21
L858 L858R (GACT)

4
ACAGATCACAGATTTTGGGC c.2573T>G

L861 L861Q TTCTCTTCCGCACCCAGC c.2582T>A**

KRAS

2

G12

G12C

G12S

G12R

(GACT)
4
CTCTTGCCTACGCCAC

c.34G>T**

c.34G>A**

c.34G>C**

G12A

G12D

G12V

(GACT)
2
CTTGTGGTAGTTGGAGCTG

c.35G>C

c.35G>A

c.35G>T

G13

G13C

G13S

G13R

(GACT)
6
TGGTAGTTGGAGCTGGT

c.37G>T

c.37G>A

c.37G>C

G13A

G13D
GACTGGTAGTTGGAGCTGGTG

c.38G>C

c.38G>A

3 Q61

Q61K (GACT)
4
ATTCTCGACACAGCAGGT c.181C>A

Q61L

Q61R
(GACT)

6
ATTCTCGACACAGCAGGTC

c.182A>T

c.182A>G

Q61H (GACT)
3
CCTCATTGCACTGTACTCCTC

c.183A>C**

c.183A>T**

Примечание. При наличии определенной гетерозиготной аберрации будут детектироваться 

2 пика разного цвета, каждый из которых соответствует достраиваемому нуклеотиду в каждом 

аллеле; * – точечная мутация T790M обнаруживается приблизительно в 50% случаев приобретен-

ной резистентности к тирозинкиназным ингибиторам (ТКИ) EGFR 1-го поколения [17]; 

** – для данных нуклеотидных замен использовались обратные немаркированные праймеры.

Note. The presence of certain heterozygous aberration will be detected as two peaks with different colors, 

each of which corresponds to extension nucleotide in both alleles. * The T790M point mutation is found 

in approximately 50% of the cases of acquired resistance to first-generation EGFR tyrosine kinase 

inhibitors (TKIs) [17]. ** For these nucleotide substitutions used unlabeled reverse primers.
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при стандартных условиях в соответствии с реко-

мендациями производителя.

Для внедрения в рутинную практику данного 

метода дальнейшим этапом разработки было прове-

дение генотипирования всех биопсийных образцов, 

включенных в исследование, с использованием трех 

разработанных панелей.

На заключительном этапе оптимизации опреде-

ляли чувствительность МОЭ и ее сравнение с наи-

более распространенными методиками. Для опреде-

ления порогового значения использован материал 

опухоли с известной мутацией в гене EGFR (L858R), 

содержащейся в низкой копийности. Данная точеч-

ная аберрация детектирована с помощью цифровой 

ПЦР [18]. Также метод применен для генотипирова-

ния частой мутации L858R во всех исследуемых об-

разцах НМКРЛ. 

Для определения 2-й по частоте мутации L858R 

использована TaqMan® проба (Thermo Fisher 

Scientific, США). ПЦР в реальном времени исполь-

зована с учетом высокой чувствительности для со-

поставления с результатами, полученными с помо-

щью МОЭ, всех материалов биопсий, включенных 

в исследования.

Параллельно для сравнения используемых нами 

методик все образцы опухолей были генотипированы 

с помощью классического метода – автоматизиро-

ванного секвенирования по Сэнгеру. Так, проведено 

прямое секвенирование 18-21 экзонов, кодирующих 

тирозинкиназный домен рецептора EGFR, и 2-3 эк-

зонов гена KRAS.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Низкая эффективность стандартных схем лече-

ния пациентов со злокачественными новообразова-

ниями привела к созданию персонализированной 

медицины, где ключевую роль играет молекулярно- 

генетическое тестирование опухолевого материала. 

В качестве шага к персонализированному подходу в 

терапии таких пациентов был оптимизирован высо-

копроизводительный метод МОЭ. Огромным пре-

имуществом данного метода является возможность 

создания генетических панелей широкого профиля 

генетических аберраций. Это не только позволяет 

повысить диагностический охват метода, но и сни-

зить его стоимость. Нами были оптимизированы 3 

генетические панели определения соматических 

мутаций в генах EGFR и KRAS НМКРЛ, выявление 

которых позволяет прогнозировать ответ на прово-

димую таргетную терапию и течение заболевания. 

Примеры получаемых электроферограмм приведе-

ны на рис. 1. Так, для гена EGFR в панель была вклю-

чена не только распространенная мутация L858R, но 

и встречающиеся реже точечные аберрации, что по-

зволило выявить в одном из опухолевых материалов 

мутацию G719S (рис. 2, б). Данная мутация опреде-

ляет чувствительность опухоли к ряду таргетных 

препаратов. 

Метод ступенчатой ПЦР в сравнении со стандарт-

ной ПЦР позволил предотвратить интерференцию 

сигналов при капиллярном электрофорезе вслед-

ствие высокой специфичности связывания прай-

меров. Также в связи с высоким выходом продукта 

амплификации удалось увеличить интенсивность 

флюоресценции на заключительном этапе МОЭ. Ис-

пользование колоночного метода и модифицирован-

ного протокола ферментной очистки ПЦР-продукта 

препятствовало появлению высокого уровня фона 

при капиллярном электрофорезе. 

Уменьшение объема и изменение соотношения 

смеси на этапе однонуклеотидной элонгации не-

маркированного праймера не отразились на выходе 

продукта реакции и ее специфичности и позволили 

значительно снизить стоимость метода МОЭ. На эта-

пе постреакционной очистки увеличение доли rSAP 

и времени инкубирования свело к минимуму появле-

Рис. 1. Генетические панели обнаружения ключевых мутаций в гене EGFR (а), во 2 (б) и 3 (в) экзонах гена KRAS. 

Представлены аллели дикого типа. Здесь и на последующих рисунках: по оси абсцисс – размер фрагмента, по оси 

ординат – интенсивность флюоресценции

Fig. 1. Genetic panels for the detection of key mutations in the EGFR gene (а), in 2 (б) and 3 (в) exons of the KRAS gene. 

Note. The wild-type alleles are represented on these electrophoregrams
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ние загрязненности продукта однонуклеотидной до-

стройки на электрофореграммах. 

Использование МОЭ позволило обнаружить 

аберрации у 26% пациентов, включенных в исследо-

вание. Иллюстрацией мутаций в генах EGFR и KRAS 

является рис. 2. 

По данным литературы, МОЭ способна детекти-

ровать в образце до 1% мутантной ДНК [14]. В ис-

следовании для определения пороговой концентра-

ции аберрантной ДНК, позволяющей детектировать 

ее с помощью МОЭ, использовалась цифровая ПЦР. 

Так, показана способность данного метода опреде-

лять до 48 копий в 1 мкл мутантной 

ДНК в панели для детекции точеч-

ных альтераций в 5 нуклеотидных по-

зициях в гене EGFR. Стоит отметить, 

что слабый положительный сигнал 

детектирован и методом ПЦР-РВ 

(рис. 3).

Для подтверждения лаборатор-

ных характеристик метода МОЭ 

все пациенты были дополнительно 

типированы на наличие мутации 

L858R с использованием методов 

ПЦР-РВ и цифровой ПЦР. Все 4 опу-

холевых материла, в которых обна-

ружены мутация L858R с помощью 

МОЭ, также оказались положитель-

ными при использовании ПЦР-РВ 

и цифровой ПЦР. При использова-

нии TaqMan®-пробы (Thermo Fisher 

Scientific, США) цифровая ПЦР по-

зволила определить концентрации 

мутантного ДНК для каждого об-

разца, которые составили 48, 73.7, 

284 и 1619 копий/мкл. У остальных 

пациентов мутации не обнаружено. 

Полученные данные еще раз под-

черкивают высокую чувствитель-

ность выявления точечных мутаций 

с помощью оптимизированного ме-

тода МОЭ.

Несмотря на то, что секвениро-

вание по Сэнгеру является «золотым 

стандартом» генотипирования, в 

контексте выявления соматических 

мутаций данный метод имеет значи-

мый недостаток – это ограниченная 

его чувствительность. В нашей вы-

борке прямое секвенирование по-

зволило обнаружить точечные абер-

рации лишь у 3% пациентов, в то 

время как при использовании МОЭ 

аберрации выявлены у 26% паци-

ентов. Также следует отметить, что 

метод МОЭ способен обнаружить 

мутации в генетическом материале 

низкого качества фиксированного 

биологического материала [19]. Это 

позволяет использовать его в ком-

плексе с гистологическим обследо-

ванием срезов. Данные, полученные 

при сравнении МОЭ и автоматизи-

рованного секвенирования по Сэн-

геру, представлены на рис. 4.

Рис. 2. Пример обнаружения мутаций в 2 использованных генетических 

панелях при НМКРЛ: в гене KRAS – G12C (а), в гене EGFR – G719S (б)

Fig. 2. An example of the detection of mutations in two used genetic panels for 

NSCLC: in the KRAS gene- G12C (а), in the EGFR gene- G719S (б)

а б

y y

x x

G12С G719S

Рис. 3. Положительный паттерн мутации L858R в гене EGFR в низкой 

копийности. Детекция ПЦР в реальном времени (а), МОЭ (б). 

Примечание: WT – аллель дикого типа; K – положительный контроль.

Fig. 3. Low-copy positive pattern of the L858R mutation in the EGFR gene. 

Detection these aberration by real-time PCR (A.), MSE (B.). 

Note. WT- wild-type allele. K+ -positive control.
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Рис. 4. Сравнение метода МОЭ (а) и секвенирования по Сэнгеру (б). С 

помощью МОЭ точечные мутации обнаружены в 26%, при секвенирова-

нии по Сэнгеру – в 3% всех образцов

Fig. 4. Comparison of methods MSE (A) and Sanger sequencing (B). Note: 

point mutations were found by MSE in 26% of all NSCLC samples included 

in the study, and Sanger sequencing detected these aberrations in 3% of all 

samples
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, нами был оптимизирован прото-

кол генотипирования соматических мутаций в генах 

EGFR и KRAS, а также созданы комплексные пане-

ли выявления точечных мутаций. Показаны высо-

кая чувствительность МОЭ, а также сопоставимость 

этого метода с ПЦР-РВ и цифровым ПЦР. Данный 

метод представляется прекрасной альтернативой ру-

тинного выявления соматических мутаций в опухо-

левом материале. 
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