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Соматические мутации в гене EGFR у больных немелкоклеточным раком легкого предопределяют
чувствительность опухоли к таргетной терапии ингибиторами тирозинкиназ — гефитинибом (иресса)
или эрлотинибом. Нами разработан метод, позволяющий выявлять 13 наиболее часто встречающих-
ся мутаций в гене EGFR: 9 вариантов делеций в 19-м экзоне и точковые мутации в 21-м (Leu858Arg) и

18-м (Gly719Cys, Gly719Ala, Gly719Ser) экзонах. Для повышения чувствительности метода и выявле-

ния минорных фракций опухолевых клеток в клинических образцах использован способ подавления

амплификации последовательностей «дикого» типа в ходе полимеразной цепной реакции с помощью

LNA -олигонуклеотидов. Продукт LNA -блокирующей полимеразной цепной реакции гибридизовали с

олигонуклеотидными зондами, иммобилизованными в геле на поверхности биочипа. Биочип протести-
рован на 127 образцах ДНК больных немелкоклеточным раком легкого, в основном аденокарциномой.
В качестве референс-метода использовали секвенирование продуктов полимеразной цепной реакции.
Разработанный метод с использованием биочипов позволяет с высокой достоверностью обнаруживать
мутации в гене EGFR, независимо от метода получения ДНК, даже если доля клеток, несущих мутацию,
незначительна.

Ключевые слова: соматические мутации, рак легкого, ген ECFR, биочипы, диагностика.

15



Вестник РОНЦ им. Н. Н. Блохина РАМН, т. 23, №3, 2012

В последние годы при лечении больных немелкокле-

точным раком легкого (НМРЛ) активно используют на-

целенные на определенный вид молекул (таргетные)
препараты гефитиниб и эрлотиниб [ 1 ] . Они избиратель-
но связываются с тирозинкиназным доменом рецептора
эпидермального фактора роста (EGFR), тем самым бло-
кируя рост и пролиферацию клеток опухоли [2]. В ряде
исследований показано, что данные препараты эффек-
тивны исключительно у пациентов, несущих соматиче-

ские мутации в гене EGFR [3—6]. Большинство мутаций
локализуются в 18 —21-м экзонах гена ECFR, кодирую-
щих тирозинкиназный домен рецептора [4; 5]. Это при-
водит к увеличению киназной активности рецептора,
способствующей увеличению клеточной пролиферации,
выживаемости, инвазии [7].

Наиболее распространенными мутациями в гене

EGFR, составляющими 51 —56% тестируемых наруше-
ний, являются делеции в 19-м экзоне, которые могут
иметь различный размер, но наиболее часто приводят к

делеции с 746-й по 750-ю аминокислоту. Кроме того, ча-

сто наблюдаются точковые мутации Leu858Arg (36 —44%)
в 21-м экзоне и Gly719X (5—6%) в 18-м [8— 10]. Мутации,
наличие которых ассоциировано с эффективностью
анти-ЕСРК-терапии, также различаются по своей клини-

ческой значимости. Например, у пациентов с делециями

в 19-м экзоне гена EGFR общая выживаемость выше, чем

у пациентов с мутацией Leu858Arg [11; 12].
При исследовании опухолевого материала доля кле-

ток с соматическими мутациями может быть невелика,

что в ряде случаев не позволяет выявить анализируемую
мутацию. Наиболее распространенный подход к реше-
нию этой проблемы состоит в избирательном выявлении

мутантного аллеля [13; 14] или в подавлении амплифика-
ции последовательностей дикого типа при проведении
полимеразной цепной реакции (ПЦР) [15; 16]. В част-

ности, для обогащения образца последовательностью
определенного типа используют LNA -блокирующую
ПЦР [17].

LNA (locked nucleic acid) — синтетический аналог

РНК, имеющий дополнительную связь между 2'-0 и 4'-С,
которая блокирует рибозу в N -конформации, подобно
А-форме РНК. Такая «закрытая» конформация способ-
ствует увеличению термодинамической стабильности
совершенного дуплекса ДНК -LNA и нестабильности
несовершенного [18]. В результате присутствия в ПЦР-
смеси LNA -олигонуклеотида, который специфически
узнает последовательность дикого типа и связывается с

ней, препятствуя ее амплификации, происходит преиму-
щественное увеличение числа копий мутантного алле-

ля [17].
В нашем исследовании предложен высокочувстви-

тельный метод, совмещающий LNA -блокирующую муль-
типлексную ПЦР с гибридизацией на биочипе. Это сде-

лало возможным проведение одновременного анализа

13 соматических мутаций в гене ECFR. В результате раз-
работана высокоэффективная тест-система, которую в
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дальнейшем можно использовать для скрининга больных
НМРЛ на наличие мутаций в гене EGFR. Достоверное
определение мутаций позволяет индивидуально подби-
рать противоопухолевую терапию, основываясь на гене-

тическом портрете опухоли.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Пациенты. В исследование включены 123 больных

НМРЛ, прооперированных и/или получавших химиоте-

рапевтическое лечение в НИИ клинической онкологии

ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина» РАМН. Выборка опу-
холей представлена 109 аденокарциномами (у 65 мужчин
и у 44 женщин) и 14 образцами плоскоклеточного рака
легких (у 12 мужчин и у 2 женщин). Средний возраст
больных аденокарциномой составил 60,3 года (от 28 до

82 лет), а больных плоскоклеточным раком — 59,2 года

(от 30 до 76 лет). В 81 случае исследовали свежезаморо-
женный опухолевый материал, полученный в результате
хирургического вмешательства и хранившийся в жид-

ком азоте, а в 65 случаях — архивные парафиновые бло-
ки опухолевых биопсий. У 23 пациентов образцы были
представлены одновременно и свежезамороженной, и

фиксированной в парафиновых блоках опухолевой тка-

нью.

Выделение ДНК. Для выделения ДНК из свежезамо-

роженного операционного материала использовали на-

бор OIAamp DNA Micro Kit («Qiagen», Германия).
При выделении ДНК из архивных образцов опера-

ционного материала, фиксированного в парафине, про-
водили ручную макродиссекцию опухолевых клеток со

срезов под контролем серийного среза, окрашенного
гематоксилином и эозином, что позволяет обогатить пре-
парат опухолевой ДНК. Геномную ДНК выделяли с по-

мощью протеиназы К, как описано ранее [ 19] .

Концентрацию ДНК измеряли на флуориметре Qubit
(«Life Technologies Corporation», США).

Сайт-направленный мутагенез. Для тестирования
биологического микрочипа мутантные последователь-

ности гена EGFR, несущие точковые мутации Leu858Arg,
Gly7 19Cys, Gly7 19А1а и Gly719Ser, получены посредством
сайт-направленного мутагенеза [20; 21]. Фрагменты 19-го
экзона гена ECFR, содержащие все варианты анализиру-
емых на чипе делеций, синтезированы в коммерческой
фирме «Евроген» (Москва, Россия).

Мутации. В ячейках биочипа были иммобилизованы
олигонуклеотиды, позволяющие определять точковые

мутации GIy719Ala, Gly719Cys, Gly719Ser, Leu858Arg и

делеции в 19-м экзоне гена EGFR: 2235 —2249del {Е746 —

A750del), 2236— 2250del (Е746— A750del) [ 2237— 2251 del
(E746 —Т751 del insA), 2237— 2252del insT (E746— T751del
insV), 2237— 2255del insT (E746— S752del insV), 2239—
2248del insC (L747— A750del insP), 2239— 2251 del insC
(L747— T751del insP), 2240— 2254del (L747— T751del) r

2240— 2257del (L747— P753del insS),
Олигонуклеотидные пробы представляют собой по-

следовательность гена EGFR длиной 15 —20 п. о., несу-
щую вариабельный участок в центральном положении.

Фрагменты гена EGFR с анализируемыми мутациями
приведены в табл. 1 .

Синтез олигонуклеотидов и изготовление биочипов.

Олигонуклеотиды для иммобилизации на биочипе синте-
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Таблица 1

Мутации в гене EGFR, идентифицируемые на биологиче-

ском микрочипе

зировали на автоматическом синтезаторе 394 DNA/RNA
Synthesizer («Applied Biosystems», США) с использовани-

ем стандартной фосфоамидитной процедуры. На З'-кон-
це олигонуклеотидов находился спейсер со свободной
аминогруппой, который вводили при синтезе с помощью

З'-Атшо-МосШег С7 CPG 500 («Glen Research», США).
Биочипы изготовлены с помощью фотоиндуцируемой

совместной полимеризации олигонуклеотидов и компо-

нентов полиакриламидного геля, как описано ранее [22].
Подбор LNA -олигонуклеотидов. LNA -олигонуклео-

тиды моделировали с помощью on-line приложения
(http://www.exiqon.com/oligo-tools). В их состав входили

как LNA, так и ДНК-нуклеотиды, З'-конец молекулы был
фосфорилирован для препятствия удлинению олигону-

клеотида Taq -полимеразой. Последовательности LNA-
олигонуклеотидов могут быть предоставлены авторами
по запросу.

ПЦР. Амплификацию интересующих нас участков
гена EGFR проводили с помощью двухэтапной муль-
типлексной ПЦР. Для каждого фрагмента гена были
подобраны и синтезированы две пары праймеров.
Нуклеотидные последовательности праймеров можно

получить у авторов по запросу.
Мультиплексную ПЦР проводили на приборе Dyad

(«Bio-Rad», США). ПЦР-смесь первого этапа общим
объемом 25 мкл включала 67 мМ Трис -HCl (рН 8,6),
166 мМ(МН 4 ) 2 50 4 , 0,01% Тритон Х-100, 1,5 мМ МдС1, 2 ,

0,2 мМ каждого из дНТФ («Силекс», Россия), 2,5 U
Т а q - г i оли м е р аз ы («Силекс», Россия), по 0,2 мкМ каж-

дого из праймеров, 0,02 —0,1 мкМ каждого из LNA-
олигонуклеотидов и 20 нг ДНК. Амплификацию прово-
дили по следующей схеме: денатурация при 94 °С (3 мин

30 с), затем 35 циклов: 94 "С (30 с), 62 "С (20 с), 72 °С (10 с),
после этого — элонгация при 72 °С в течение 3 мин.

На втором этапе в качестве матрицы использовали

продукт первого этапа ПЦР (2 мкл). Состав ПЦР-смеси
был таким же, за исключением того, что в ней отсутство-
вали LNA -олигонуклеотиды, а содержались праймеры
второго этапа в концентрации 0,2 мкМ для прямых и

2 мкМ для обратных праймеров. Кроме того, в ПЦР-смесь
добавляли 0,2 нМ флуоресцентно меченного дУТФ-Су5,
который встраивался в цепь в процессе амплификации.
Таким образом, в результате ПЦР получали одноцепо-

чечный флуоресцентно меченный ПЦР-продукт.
Гибридизация меченного продукта на биочипе.

Полученный на втором этапе мультиплексной ПЦР флу-
оресцентно меченный продукт использовали для гибри-
дизации на биочипе. Гибридизационная смесь общим
объемом 40 мкл содержала 10 мкл формамида («Serva»,
США), 10 мкл 20 х SSPE («Promega», США) и 20 мкл ам-

плификата. Гибридизационную смесь денатурировали
при 95 "С (5 мин), охлаждали на льду (2 мин), наносили

на биочип и оставляли на 12 — 18 ч при температуре 37 °С.
После этого биочип отмывали в растворе 1 х SSPE в те-

чение 15 мин при комнатной температуре, споласкивали

дистиллированной водой и высушивали.
Регистрация изображения. Флуоресцентный сигнал от

ячейки микрочипа регистрировали с помощью портатив-
ного анализатора биочипов, снабженного камерой ПЗС и

программным обеспечением Imageware («Биочип-ИМБ»,
Россия), по описанной ранее методике с экспозицией 100 —

500 мс [23]. Поскольку все ячейки на биочипе дублирова-
ны, в расчетах использовали среднее значение сигнала по

двум ячейкам. Считали, что сигнал свидетельствует об об-
разовании дуплекса, если интенсивность флуоресценции
от соответствующей ячейки минимум в 5 раз превышала

интенсивность флуоресценции фона. В зависимости от

локализации сигнала на биочипе можно судить о наличии

той или иной мутации в исследуемом образце. При ампли-

фикации интересующего нас фрагмента ДНК использо-

вали LNA -блокирующую ПЦР. Поэтому ячейка, содержа-
щая зонд с последовательностью дикого типа, могла иметь

очень низкий уровень флуоресцентного сигнала.

Секвенирование. Выделенные из срезов парафино-
вых блоков образцы опухолевой ДНК (п = 65) анализи-

Сайт Мутация
Нуклеотид-
ная последо-

вательность

19-йэкзон

WT ATTAAGAGA

2235— 2249del (Е746— A750del) TCAAAACAT

2236— 2250del (E746-A750del) TCAAGACAT

2237— 2251 del (E746— T751del insA) CAAGGCATC

2237— 2252del insT (E746-T751del insV) AAGGTATCT

2237— 2255del insT (E746— S752del insV) AAGGTTCCG

2239— 2248del insC (L747-A750del insP) GGAACCAAC

2239— 2251del insC (L747— T751del insP) GGAACCATC

2240— 2254del (L747-T751del) GGAATCTCC

2240— 2257del (L747— P753del insS) GGAATCGAA

719-йкодом

Gly (WT) GCTGGGCTC

Ala CTGGCCTCC

Cys GCTGTGCTC

Ser GCTGAGCTC

858-й кодом

Leu (WT) GGGCTGGCC

Arg GGGCGGGCC
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ровали секвенированием параллельно с анализом на био-
чипах. Для выявления мутаций в гене EGFR использовали

ПЦР с праймерами к 18, 19 и 21-му экзонам гена EGFR,
выбранными в результате биоинформационного анали-

за [19]. В случаях, если ДНК со срезов была сильно фраг-
ментирована и имела низкую концентрацию, использо-

вали полугнездовую ПЦР с праймерами, позволяющими
получить более короткие ПЦР-продукты, перекрываю-
щие друг друга [19]. После очистки ПЦР-продуктов про-
водили секвенирование с помощью набора реактивов
ABI PRISM BigDye Terminator v. 3.1 с последующим ана-

лизом продуктов реакции на автоматическом секвенато-

ре Applied Biosystems 3730 DNA Analyzer (ЦКП «Геном»,
Москва, Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ мутаций в гене EGFR с помощью биочипа

На рис. 1 приведена схема биологического микрочи-
па. Для повышения надежности и точности анализа каж-

дая проба на биочипе дублирована.
Разработанный биочип позволяет анализировать

13 наиболее часто встречающихся мутаций в гене EGFR\
9 вариантов делеций в 19-м экзоне, мутации в 719-м кодо-

neG^igAla, Gly719CysH Gly719Ser, мутацию Leu858Arg.
На рис, 2 представлены гибридизационные картины, ко-

торые получены при анализе ДНК, выделенной как из

свежезамороженных биопсий, так и из парафинового
среза. Один образец представлен последовательностью

гена EGFR «дикого» типа (см. рис. 2, А), другие образцы
содержат мутации: 2235 —2249del (E746-A750del) в 19-м
экзоне (см. рис. 2, Б), Gly719Ala (см. рис. 2, В) и Leu858Arg
(см. рис. 2, Г).

Биологический микрочип протестирован на способ-
ность определения всех 13 мутаций. Для этого использо-

вали образцы опухолевой ДНК с известными генотипами.

В ряде случаев ввиду отсутствия клинических образцов
с данной мутацией использованы мутантные последова-

тельности, полученные с помощью сайт-направленного
мутагенеза.

Геиотипирование пациентов с НМРА

Разработанный нами протокол генотипирования на

биочипах использован при анализе 127 образцов ДНК от

123 больных НМРА. Результаты генотипирования сумми-
рованы в табл. 2.

Выборка опухолей состояла из 2 групп. В 1-ю группу
входили образцы ДНК из свежезамороженных образцов
НМРА (п = 81), во вторую — образцы ДНК, полученные
из парафиновых блоков опухолевой ткани (п = 46) . Для
4 случаев НМРА получены образцы ДНК двух типов.

В результате генотипирования образцов ДНК, выде-

ленных из свежезамороженных опухолевых биопсий,
мутации в гене EGFR обнаружены у 1 1 (15%) из 72 паци-

ентов с аденокарциномой легкого. Мутации в 19-м эк-

зоне выявлены в 6 случаях: в 5 зафиксированы делеции

2235—2249 del (Е746— A750del) и в одном — 2240—2254
del (L747 —T751del). В 5 случаях выявлена миссенс-мута-
ция Leu858Arg в 21-м экзоне. Для 9 случаев НМРА полу-
чено по два препарата ДНК из разных участков опухоли.
При анализе на микрочипах результаты с разными пре-
паратами ДНК от одного больного совпали. Мутации у

1 9-й экзон 719-й кодом 858-й кодом

Wt 1 Су 5Wt Wt WtWt

Del 1 У Dell I Ala i Ala У Arg I Arg

Del 2 )( Del 2 I Cys \ Cys

Del 3 I Del 3 I Ser I Ser

Del 4 I Del 4

Del 5 I Del 5

Del 6 I Del 6

Del 7 « Del 7

Del 8 I Del 8

Cy 5Cy 5 I Del 9 У Del 9

Рисумок 1. Схема расположемия олигомуклеотидмых проб
ма биочипе. Олигонуклеотиды, расположенные в верхнем ряду,

соответствуют последовательностям «дикого» типа. В двух пер-
вых столбцах нанесены олигонуклеотиды, соответствующие

наиболее часто встречающимся делециям в 19-м экзоне: Del 1

(2235— 2249del (Е746— A750del)), Del 2 (2236— 2250del (E746—
A750del)), Del 3 (2237— 2251 del (E746-T751 del insA)), Del 4

(2237— 2252del insT (E746— T751del insV)), Del 5 (2237— 2255del
insT (E746— S752del insV)), Del 6 (2239— 2248del insC (L747—
A750del insP)), Del 7 (2239— 2251del insC (L747— T751del insP)),
Del 8 (2240— 2254del (L747— T751del)), Del 9 (2240— 2257del
(L747— P753del insS)). В третьем и четвертом столбцах нане-

сены олигонуклеотиды, соответствующие мутациям Gly719Ala,
Gly719Cys и Gly719Ser, в двух последних — мутации Leu858Arg
гена EGFR. В угловых позициях нанесены ячейки, содержащие

флуоресцентный краситель Су5 и перманентно светящиеся,

для ориентировки и контроля интенсивности свечения.

пациентов с плоскоклеточным раком легких не обнару-
жены.

Необходимо отметить, что для 23 случаев аденокарци-
номы легкого, исследованных на биочипах, проведен па-

раллельный анализ мутаций секвенированием в препара-
тах ДНК, полученных из парафиновых срезов. Несмотря
на то что ДНК получали разными методами и из разных
участков опухоли, результаты совпали в 95,6% случаев.
Только в одном случае мутация Leu858Arg была обнару-
жена с помощью биочипа в препаратах ДНК из свежей
ткани и парафинового среза, но не выявилась при секве-

нировании ДНК из среза. Этот спорный случай был про-
верен с помощью ПЦР в реальном времени: мутация была
выявлена в новом препарате ДНК от этой больной.

В результате генотипирования образцов ДНК, вы-

деленных из парафиновых срезов, мутации в гене EGFR
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19-й экзон 719-й кодон 858-й кодон 19-йэкзон 719-й кодом 858-й кодом

19-йзкзон 719-й кодон 858-й кодон 19-й экзон 719-й кодон 858-й кодон

Рисунок 2. Гибридизационные картины, полученные при анализе образцов НМРЛ с различным генотипом. Образцы А, Б, Г
выделены из свежезамороженных биопсий, образец В — из биопсии, фиксированной в парафиновом блоке.
А. Образец ДНК, не содержащий исследуемых мутаций (Wt). Б. Образец ДНК, содержащий мутацию 2235— 2249del (Е746— A750clel) в

19-м экзоне. В. Образец ДНК, содержащий мутацию Gly719Ala. Г. Образец ДНК, содержащий мутацию Leu858Arg.

обнаружены только у пациентов с аденокарциномой, в 13
(32%) случаях из 4 1 . В 7 аденокарциномах выявлена мис-

сенс-мутация Leu858Arg в 21-м экзоне. У 5 больных обна-
ружены делеции в 19-м экзоне, преимущественно Е746-
A750del. Причем в одном образце присутствовала делеция

Е746-А750, одновременно выявленная при гибридизации

на биочипе двумя пробами: 2235 —2249 del и 2236—2250
del. Кроме того, в одном образце обнаружена делеция

2240 —2257del (L747 —P753del insS). У одного пациента об-
наружена редкая мутация Gly719Ala в 18-м экзоне.

При анализе мутаций секвенированием в тех же

препаратах ДНК из парафиновых срезов мутации вы-
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явлены в аденокарциномах у 16 (38%) пациентов из 41.
Таким образом, результаты генотипирования двумя
различными методами совпали в 43 (93,5%) случаях из

46. В 3 случаях мутации в гене EGFR выявлены секве-

нированием, но не обнаружены с помощью биочипов.
В 2 случаях это были делеции в 19-м экзоне (Е746 —

T751del и Е746 —K754del), которые не могут быть вы-

явлены с помощью гибридизации на биочипе, т. к. оли-

гонуклеотиды, комплементарные им, на биочипе не

присутствуют. В одном образце только секвенировани-
ем обнаружена замена Leu858Arg. Стоит отметить, что

в 2 случаях секвенирования ДНК со срезов мутации в

21-м экзоне вызывали сомнение, но подтвердились при
анализе этой же ДНК на биочипах.

Очевидно, что различия по частоте мутаций в адено-

карциномах в 1-й (15%) и во 2-й (38%) группах обуслов-
лены составом пациентов: 1-я группа представляла собой
рандомизированную выборку больных, прооперирован-
ных в ФГБУ «РОНЦ им. Н, Н. Блохина» РАМН в 2007 —

2010 гг., тогда как во 2-ю группу вошли больные НМРЛ,

которые получали ранее химиотерапию и которым ана-

лиз мутаций был необходим при назначении таргетной
терапии.

Суммируя результаты генотипирования, заключаем,

что всего у пациентов с аденокарциномой легкого му-
тации в гене EGFR были обнаружены в 23 случаях (21%)
из 109. Точечные замены Leu858Arg и делеции в 19-м
экзоне встречались с равной частотой — в И случаях
(48%) из 23, мутация Gly719Ala присутствовала только

в одном (4%) образце. Наиболее частой была делеция

2235 —2249 del (Е746 —A750del). В одном образце присут-
ствовала делеция Е746 —А750, одновременно выявленная

на биочипе двумя пробами 2235 —2249 del и 2236 —2250
del. В одном случае обнаружена делеция 2240 —2254 del
(L747 —T751del) и еще в одном — 2240 —2257del (L747 —

P753del insS).
Анализ мутационного статуса гена EGFR у пациентов

с аденокарциномой в зависимости от пола показал, что

мутации чаще встречаются у женщин — 15 (34%) из 44 (у
мужчин — 8 (12%) из 65) (р = 0,0085). В опухолевых об-

Таблица 2
Результаты генотипирования образцов НМРЛ методом гибридизации на биологическом микрочипе"

Гистологический
тип НМРЛ

Образцы НМРЛ
свежезамороженные ткани (п = 81 )

Образцы НМРЛ
парафиновые срезы (п = 46)

Образцы НМРЛ
(п = 1 23) 6

мутации EGFR число случаев мутации EGFR число случаев Мутации, всего

Плоскоклеточный рак
(п = 14) 0 0/9 (0) 0 0/5 (0) 0/14(0)

11 11/72(15) 13 13/41 (32) 23/109(21)

Делеции
в 19-м экзоне

6/11 (55)
Делеции

в 19-м экзоне
5/13(38) 11/23 (48)

2235—2249 del
(Е746 —A750del)

5
2235—2249 del
(Е746 —A750del) 4 B 9"

Аденокарциноме
(п = 109, 113 образцов
ДНК) 6

2240 —2254 del
(L747 —T751del)

2

2236—2250 del
(Е746 —A750del)

2240—2257 del
(L747 —P753del

insS)

1 в

1

1

1»

1

Leu858Arg
в 21-м экзоне

5/11 (45)
Leu858Arg

в 21 -M экзоне
7/13(54) 11/23 (48)

- -

Gly719Ala
в 18-м экзоне

1/13(8) 1/23 (4)

а В скобках указаны проценты.

6 Всего исследовано 1 27 образцов ДНК от 1 23 больных, для 4 аденокарцином исследована ДНК свежезамороженной опухоли и из среза. При этом в одной
аденокарциноме мутация Leu858Arg выявлена в обоих препаратах ДНК.
■ В одном образце присутствовала делеция Е746 —А750, одновременно выявленная при гибридизации на биочипе двумя пробами: 2235—2249 del и 2236 —

2250 del.
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разцах 14 пациентов с диагнозом плоскоклеточный рак
легкого мутации не обнаружены.

Таким образом, при анализе на биочипах мутаций
гена EGFR в опухолевой ДНК 123 больных НМРЛ полу-
чены результаты, подтверждающие данные литературы:
мутации выявлены в 21% случаев аденокарцином легко-

го, при этом чаще у женщин.

ОБСУЖДЕНИЕ
Данное исследование посвящено разработке высоко-

чувствительного метода скрининга образцов опухолевой
ДНК на наличие соматических мутаций гена EGFR.

В настоящее время в крупных клиниках России при
назначении противоопухолевой терапии уже использу-
ется определение мутационного статуса гена EGFR (24;
25]. Существует широкий спектр молекулярно-генети-
ческих методов, позволяющих выявлять мутантные по-

следовательности в присутствии большого количества

последовательностей «дикого» типа. Однако наибольшее
распространение в клинической диагностике получили
секвенирование, иногда сопряженное с предваритель-
ным обогащением ПЦР-продукта мутантной последова-
тельностью, и аллель-специфичная ПЦР в реальном вре-
мени. Эти методы обладают высокой достоверностью,
но достаточно трудоемки, так как обусловливают необ-
ходимость постановки отдельной реакции для каждой
анализируемой мутации. Секвенирование без предвари-
тельного обогащения мутантной последовательностью

обладает еще и низкой аналитической чувствитель-
ностью, позволяя определять не менее 10% мутантной
ДНК на фоне ДНК «дикого» типа.

Разработанный нами метод генотипирования мута-
ций в гене EGFR с использованием LNA -блокирующей
ПЦР и гибридизации на биологическом гидрогелевом
микрочипе не имеет перечисленных выше недостат-
ков. Мультиплексная ПЦР проходит в одной пробирке,
при этом биочип позволяет одновременно выявлять 13
различных мутаций в гене EGFR. Для анализа с помо-

щью биочипов используется недорогое детектирующее
устройство — портативный анализатор биочипов (ООО
«Биочип-ИМБ», Россия). Разработанный метод обладает
высокой аналитической чувствительностью, позволяя

выявлять мутации при низком содержании в образце
мутантной ДНК. Полученные результаты позволяют сде-

лать вывод о том, что разработанная методика анализа

мутаций не уступает по достоверности секвенированию
препаратов ДНК, полученных из парафиновых срезов
при обогащении их опухолевыми клетками с помощью

микродиссекции. Последний метод широко использу-
ется в ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина» РАМН. Стоит
также отметить, что при анализе с помощью биочипа с

одинаковой эффективностью может быть использована

ДНК, выделенная как из свежезамороженной ткани, так

и из ткани, фиксированной в парафиновых блоках.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Новая диагностическая тест-система на основе ги-

дрогелевых биочипов для одновременного определения
13 вариантов мутаций в 3 экзонах гена EGFR позволяет

проводить анализ быстро и с высокой достоверностью.
Поскольку в настоящее время при назначении ряда про-

тивоопухолевых препаратов онкологам необходимо про-
ведение молекулярно-генетического анализа гена EGFR,
разработанный биочип может быть рекомендован для

широкого использования в целях клинической диагно-
стики в системе практического здравоохранения.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Федеральной целевой программы Минобрнауки
(ГК № 16.512.11.2238) и гранта РФФИ 1 1-04-12097.
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EGFR somatic mutations predict sensitivity to targeted therapy with tyrosine kinase inhibitors, gefitinib
(Iressa) and erlotinib in patients with non-small cell lung cancer. We have developed a method able to detect

13 most common EGFR mutatons including 9 deletions in exon 19 and point mutations in exons 21 (Leu858Arg)
and 18 (Gly719Cys, Glyy^Ala, Gly719Ser). Wild-type seguence amplification was inhlbited using LNA

oligonucleotides during polymerase chain reaction to increase test sensitivity and to detect minor tumor cell

fractions in clinical specimens. Product of the LNA blocking polymerase chain reaction was hybridized with

oligonucleotide probes immobilized in gel on biochip surface. The biochip was tested on 127 DNA samples from

patients with non-smail cell lung cancer, mainly adenocarcinoma. Sequencing of polymerase chain reaction

products was used as reference. The developed biochip test can reliably detect EGFR mutations irrespective of

DNA sampling procedure even in small fractions of mutation-carrying cells.

Key words: somatic mutations, lung cancer, EGFR, biochip, diagnosis.
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