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Аннотация: Онкологические заболевания являются основной причиной смертности в мире. Развитие онкопатологий 
тесно связано с различными изменениями генетического материала, возникающими в злокачественно трансформи-
рованных клетках. Принятие медицинских решений требует четкой дифференциации нормальных и патологических 
показателей, являющихся в том числе результатами применения количественных методов в лабораторной медици-
не. Исследования ДНК, выделенной из биологического материала пациента, выявление и измерения содержания 
последовательностей нуклеотидов, выступающих в роли биомаркеров онкопатологий, позволяют решать задачи 
определения генетических предпосылок развития рака, его диагностики на ранней стадии, определения стратегии 
лечения, его мониторинга, подтверждения излечения пациента.
Целью данного исследования является выработка основных подходов к созданию стандартных образцов (СО) 
ДНК для метрологического обеспечения молекулярной диагностики онкопатологий на примере СО содержания 
последовательности гена HER2 в составе генома человека, значение величины «число копий последовательности 
ДНК» которого метрологически прослеживается к естественной единице SI «один».
В ходе исследования разработана методика выполнения измерений копийности (числа копий последовательности 
гена на геном) гена HER2, основанная на применении метода цифровой ПЦР (цПЦР). Показана сходимость результа-
тов измерений для разработанной авторами методики и результатов, полученных с использованием коммерческого 
набора, использующего метод MLPA на образцах биологического материала человека.
Охарактеризованы пять постоянных клеточных линий из ЦКП «Коллекция культур клеток позвоночных» по отноше-
нию числа копий последовательностей гена HER2 и генов CEP17 и RPPH1. Выявлена клеточная линия с повышенной 
копийностью гена HER2. Полученные результаты будут использованы при создании СО отношения числа копий 
последовательностей гена HER2 и генов RPPH1 и CEP17. Создание матричных СО ДНК на основе культур клеток 
человека, аттестованных с применением цПЦР, позволит передавать единицу величины числа копий последо-
вательности ДНК калибраторам, входящим в состав медицинских изделий, обеспечивая тем самым требуемую 
достоверность и сопоставимость результатов измерений в лабораторной диагностике онкопатологий, а также 
возможность калибровки рутинных методик ДНК-диагностики и внутрилабораторного контроля качества.

Ключевые слова: стандартные образцы, онкодиагностика, лабораторная медицина, последовательность нуклео-
тидов, число копий последовательности
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Abstract: Cancer is the leading cause of death in the world. The development of oncopathology is closely related to vari-
ous changes in the genetic material that occur in malignantly transformed cells. Medical decision-making requires a clear 
differentiation between normal and pathological indicators, which are, among other things, the results of application of 
quantitative methods in laboratory medicine. Studies of DNA isolated from a patient’s biological material, identification and 
measurement of the content of nucleotide sequences acting as oncopathology biomarkers allow to solve the problems of 
determining the genetic prerequisites for cancer, its early diagnosis, determining the treatment strategy, monitoring, and 
confirming the patient’s cure.
The purpose of this research is to develop the main approaches to the design of DNA reference materials (RMs) for met-
rological support of molecular diagnostics of oncopathology through the example of the RM for the HER2 gene sequence 
content in the human genome, with the value of «the number of copies of the DNA sequence» which is metrologically 
traceable to the natural SI unit «one».
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In the course of the research, a technique for measuring the HER2 gene amplification (the number of copies of the gene 
sequence per genome) was developed based on the use of the digital PCR method (dPCR). Comparability of measurement 
results for the method developed by the authors, and the results obtained using a commercial kit by the MLPA method on 
samples of human biological material is shown.
Five permanent cell lines obtained from the CUC «Vertebrate Cell Culture Collection» were characterized in relation to 
the copy number ratios of HER2 gene sequence and CEP17 and RPPH1 genes sequences. A cell line with the HER2 gene 
amplification was identified. The results obtained will be used to create the RM for the copy number ratio of the HER2 gene 
sequences and the RPPH1 and CEP17 gene sequences. Creation of matrix DNA RMs based on human cell cultures certified 
using dPCR will allow transferring the unit of copy numbers of the DNA sequence to calibrators included in medical devices, 
thereby ensuring the required reliability and comparability of measurement results in the laboratory diagnostics of onco-
pathology, as well as the possibility of calibrating routine methods of DNA diagnostics and intralaboratory quality control.
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Введение
Онкологические заболевания являются ведущей при-

чиной смертности в мире. По данным Всемирной органи-
зации здравоохранения (ВОЗ), онкологические заболева-
ния отвечают за 16 % от всех смертей [1]. Национальный 
институт онкологии (National Cancer Institute, США) опре-
деляет рак как группу заболеваний, характеризующих-
ся неконтролируемым ростом и распространением ано-
мальных клеток. Возникновение рака всегда связано 
с генетической трансформацией – ​комплексным изме-
нением, реализуемым на разных уровнях организации 
генетического аппарата злокачественно трансформи-
рованных клеток [2]. К числу таких изменений относят 
различные мутации, нарушающие первичную структу-
ру ДНК, в том числе – ​сопровождаемые изменениями 
числа копий последовательности гена в составе гено-
ма (копийности) и активности генов. Действительно, для 
опухолевой клеточной трансформации характерны та-
кие проявления, как активация/гиперэкспрессия онко-
генов, стимулирующих опухолевый рост, и инактивация/
подавление экспрессии антионкогенов – ​генов-супрес-
соров опухолевого роста, количественные характерис-
тики которых могут быть полностью охарактеризованы 
в рамках биоаналитических измерений.

Описанные изменения включают характеристики 
номинальных свойств – ​последовательностей нуклео-
тидов и величин – ​числа копий определенных последо-
вательностей нуклеотидов, или отношения числа копий 
последовательностей нуклеотидов.

Выделяют группу генов, мутации в которых опре-
деляют наследственную предрасположенность к раз-
витию опухолей. Риск возникновения новообразо-
вания у  лиц – ​носителей таких мутаций значитель-
но повышен. Так, рак груди выявляют приблизитель-
но у 13 % женщин в течение всей продолжительности 
жизни. У женщин – ​носителей мутантного варианта ге-
на BRCA1 или BRCA2 (BRCA1/2) к возрасту 70–80 лет 
рак груди выявляют у 55–72 % и 45–69 % соответствен-
но [3–5]. При этом у носителей мутантных вариантов ге-
нов BRCA1/2 также повышены риски образований опу-
холи предстательной железы  (до 22,9 % – ​для муж-
чин), желудка (до 3,5 % – ​в популяции), поджелудоч-
ной железы (до 3 % – ​в популяции) [6].

Изучение мутаций, их роли в этиологии и патогене-
зе опухолей обеспечило все возрастающее примене-
ние молекулярно-генетических исследований в целях 
диагностики, профилактики и лечения злокачествен-
ных новообразований [7]. Идентификация генетических 
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нарушений является необходимым элементом примене-
ния новых противоопухолевых препаратов, направлен-
но воздействующих на конкретные молекулярные ме-
ханизмы, лежащие в основе возникновения и развития 
опухолей. Подобные генетические нарушения, выявля-
емые при анализе последовательностей нуклеотидов, 
выступают в качестве биомаркеров, характеризующих 
«молекулярный портрет» опухоли и обеспечивающих 
возможность принятия персонализированных клини-
ческих решений при выборе терапии. Так, выявление 
определенных мутаций гена эпидермального фактора 
роста (EGFR) у больных немелкоклеточным раком лег-
ких позволяет выделить пациентов, которым показана 
терапия ингибиторами тирозинкиназы [8]; идентифика-
ция мутаций гена KRAS необходима для индивидуали-
зации лечения антителами при колоректальном раке [9].

Анализ генетических биомаркеров в молекулярной 
диагностике выполняют с применением целого ряда ме-
тодов, включая полимеразную цепную реакцию (ПЦР) 
с детекцией по конечной точке, ПЦР в реальном време-
ни (ПЦР-РВ), количественную ПЦР (кПЦР), цифровую 
ПЦР (цПЦР), гибридизацию in situ (ISH), мультиплекс-
ную зависимую от лигирования амплификацию зон-
дов (MLPA), времяпролетный масс-спектрометрический 
анализ с применением матричной лазерной десорбции/
ионизации (MALDI-TOF), направленное определение по-
следовательности ДНК (секвенирование по Сэнгеру), 
массовый параллельный сиквенс (NGS). Вследствие это-
го задача обеспечения достоверности и сопоставимо-
сти результатов измерений, выполняемых в разных ла-
бораториях с применением различных методов молеку-
лярной диагностики, особенно актуальна.

Важнейшим инструментом обеспечения сопостави-
мости и достоверности результатов измерений в лабо-
раторной медицине является метрологическая просле-
живаемость. При этом в области молекулярной диагно-
стики основным средством обеспечения прослеживае-
мости являются стандартные образцы (СО) нуклеиновых 
кислот, ДНК и РНК, аттестованные по таким характери-
стикам, как последовательность нуклеотидов, концен-
трация копий последовательности или отношение чис-
ла копий последовательностей.

В настоящее время для передачи единиц величин 
калибраторам, входящих в наборы реагентов для мо-
лекулярной диагностики генетических онкомаркеров, 
на международном уровне производится ограниченное 
число стандартных образцов. Так, два СО, в том числе 
один сертифицированный СО, производит Национальный 
институт стандартов и технологий (NIST, США) и пять 
СО в  ранге международных стандартов Всемирной 

организации здравоохранения (IS WHO) производит 
Национальный институт биологических стандартов 
и  контролей  (NIBSC, Великобритания). Все перечис-
ленные СО NIST SRM 2373 [10] и RM 8366 [11], IS WHO 
NIBSC09/138, 16/120, 16/250, 18/118 и 18/130 использу-
ют для передачи единиц величины отношения числа ко-
пий последовательностей ДНК. При том что в диагно-
стике онкопатологий используют около 300 генетиче-
ских биомаркеров, очевидна необходимость обеспече-
ния метрологической прослеживаемости результатов 
выполняемых измерений к единице величины SI – ​чис-
лу копий последовательности ДНК.

Стоит отметить, что обеспечение единства изме-
рений, выполняемых в молекулярной диагностике он-
копатологий, является одной из приоритетных задач 
РГНА КККВ МБМВ [12]. Например, в пилотных сличени-
ях CCQM-P184 1 исследованы измерительные возмож-
ности, обеспечивающие идентификацию мутаций в со-
ставе последовательностей генов BRAF и EGFR, и изме-
рения отношения числа копий последовательностей, 
содержащих мутацию, к общему числу копий после-
довательностей этих генов. Результаты сличений под-
твердили, что применение метода цПЦР обеспечивает 
получение достоверных, прослеживаемых к SI резуль-
татов измерений содержания генетических биомарке-
ров онкопатологий.

Рак молочной железы является одной из наиболее 
распространенных злокачественных патологий у жен-
щин во всем мире [13]. При этом около 20–30 % ин-
вазивных раков груди характеризуются увеличением 
числа копий последовательности гена рецептора эпи-
дермального фактора роста тип 2 ERBB2 (HER2) на ге-
ном (или увеличением копийности гена). Данные типы 
опухолей являются наиболее агрессивными и требуют 
особых подходов для лечения [14, 15]. Сам ген HER2 яв-
ляется протоонкогеном, увеличение копийности кото-
рого приводит к повышенному уровню экспрессии, что, 
в свою очередь, ведет к запуску сигнального каскада 
роста и агрессивному метастазированию злокачествен-
ной опухоли [16]. Измерения числа копий последова-
тельности гена HER2 на геном являются необходимы-
ми для определения правильной терапии, выбора со-
ответствующих препаратов и прогнозирования исхо-
да заболевания.

Критическое значение измерений числа копий после-
довательности гена HER2 было отмечено МБМВ: в 2021 г. 

1 CCQM-P184 Copy number concentration and fractional 
abundance of a mutation (SNV: EGFR or INDEL: BRAF) mixed with 
wild-type DNA. Координатор сличений: National Measurement 
Institute и LGC Standards, Великобритания. http://bit.ly/3WpXrr3
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КККВ было принято решение о проведении РГНА ключе-
вых сличений CCQM-K176, направленных на подтвержде-
ние возможностей национальных метрологических ин-
ститутов (НМИ) в области измерений отношения числа 
копий последовательностей гена HER2 и генов RPPH1, 
CEP17, считаемых однокопийными.

Актуальность данного исследования обусловлена 
тем, что для выявления повышенной копийности гена 
HER2 в рутинной диагностике часто используют методы 
ISH, которые позволяют с высокой чувствительностью 
и специфичностью установить наличие хромосомных 
перестроек, однако, по сути, являются субъективными 
экспертными методами, показатели точности которых 
не охарактеризованы. Применяемые в лабораторной ди-
агностике тест-системы часто используют для сравнения 
в качестве однокопийного гены, число копий которых 
на геном может изменяться [17]. Для более точного из-
мерения отношения числа копий последовательностей 
генов в рутинной лабораторной диагностике использу-
ется метод кПЦР – ​относительный метод, требующий 
использования калибраторов. Таким образом, необхо-
димо обеспечить сопоставимость результатов измере-
ний, выполненных в разных лабораториях с примене-
нием различных методов молекулярной диагностики.

Предназначенные для обеспечения прослеживаемо-
сти СО должны быть представлены не только как чистые 
препараты ДНК, но и как матричные образцы. Важное 
значение имеет обеспечение коммутативности матри-
цы СО с матрицей исследуемого биологического мате-
риала человека, с учетом особенностей его подготов-
ки – ​таких, как фиксации, обезвоживания и др.

Создание подобных СО требует развития соответ-
ствующих измерительных возможностей, что является 
одной из приоритетных задач РГНА КККВ МБМВ. В пи-
лотных и ключевых сличениях были исследованы и под-
тверждены измерительные возможности, обеспечиваю-
щие идентификацию мутаций и измерения доли числа 
копий соответствующих последовательностей, проде-
монстрировано, что применение метода цПЦР обеспе-
чивает получение достоверных, прослеживаемых к SI 
результатов измерений содержания генетических био-
маркеров онкопатологий.

Целью данного исследования является выработка 
основных подходов к созданию прослеживаемых к еди-
нице величины SI – ​«числу копий последовательности 
ДНК» – ​СО ДНК для метрологического обеспечения мо-
лекулярной диагностики онкопатологий, на примере 
гена HER2 как биомаркера агрессивности рака груди.

В задачи исследования входит: расчет прай-
меров и  зондов, обеспечивающих амплификацию 

специфических последовательностей генов HER2, RPPH1 
и CEP17, выделение ДНК из биологического материала, 
отработка режима цифровой капельной ПЦР (цкПЦР) 
и выполнение измерений концентрации копий последо-
вательностей исследуемых генов, анализ сопоставимо-
сти результатов измерений, полученных с применением 
цкПЦР и рутинного метода MLPA, установление копий-
ности последовательности гена HER2 в культурах клеток 
опухолей молочной железы и определение возможности 
создания СО, аттестованного по отношению числа копий 
последовательностей гена HER2 и генов RPPH1 и CEP17.

Материалы и методы
В работе использованы клеточные культуры, полу-

ченные из Центра коллективного пользования (ЦКП) 
«Коллекция культур клеток позвоночных» ФГБУН 
«Институт цитологии РАН» – ​HeLa S3 эпителиоидная 
карцинома шейки матки, сублиния HeLa [18] и пять куль-
тур, полученных из опухолей молочной железы, которые 
могли содержать повышенное число копий гена HER2 
на геном. Культивирование проводили в соответствии 
с паспортом на культуру, сроки культивирования не пре-
вышали уровней 4–6 пассажей. Перед выделением ДНК 
клеточный биоматериал был проверен на присутствие 
микоплазм цитохимическим методом в соответствии 
с требованиями ОФС.1.7.2.0031.15 Фармакопеи РФ. В ра-
боте также были использованы фиксированные в фор-
малине парафинизированные образцы биологического 
материала 12 пациенток с диагнозом рак молочной же-
лезы, проходивших лечение в клинике Первого Санкт-
Петербургского государственного медицинского уни-
верситета им. И. П. Павлова, у которых было получено 
добровольное информированное согласие.

Во всех образцах биологического материала чело-
века до выделения ДНК была проведена оценка объема 
материала злокачественного образования: ткань, отно-
сящаяся к опухоли, составляла не менее 70 % от общего 
объема ткани. Выделение ДНК из ткани проводили с ис-
пользованием набора ExtractDNA FFPE (ЗАО «Евроген», 
Россия) в соответствии с инструкцией производителя. 
Исследование копийности гена HER2 выполняли ме-
тодом MLPA с использованием наборов SALSA MLPA 
Probemix Р078 Breast tumor (MRC-Holland, Голландия) 
в соответствии с инструкцией производителя.

Для исследований методом цПЦР ДНК выделяли 
из культур клеток с помощью коммерческого набора 
DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN, Германия) в строгом 
соответствии с рекомендациями производителя. Чистоту 
и концентрацию выделенной ДНК оценивали спектро-
фотометрически на приборе BioSpec-nano (Shimadzu, 



Та б л и ц а  1 .  Праймеры и зонды для амплификации последовательностей в составе генов HER2, RPPH1 
и CEP17
Ta b l e 1 .  Primers and probes for amplification of HER2, RPPH1 and CEP17 gene sequences

Ген / 
последовательность

Последовательность нуклеотидов праймеров / зонда
Размер ампликона,
(пар нуклеотидов)

HER2-EXON4
NC_000017.11: 
39694639–39695571

5’-GGTGGCAAAGCAAAGCTATATTC‑3’ 102

5’-CGTTTGTCCTGGCCATTCTA‑3’

5’-HEX-ACATGCAAAGCTACTCCCTGAGCA-BHQ1–3’

HER2-EXON16
NC_000017.11: 
39715445–39716387

5’-CCTCTTGGCATGGCTTCTC‑3’ 96

5’-TGTAGGGAGAGGAAGAGTTCTG‑3’

5’-HEX-AAGGATGCCAAGGCAGGTAGGAC-BHQ1–3’

HER2-EXON24
NC_000017.11: 
39724733–39725827

5’-ATGAGCTACCTGGAGGATGT‑3’ 103

5’-CCAGCCCGAAGTCTGTAATTT‑3’

5’-HEX- TTGGGACTCTTGACCAGCACGTTC-BHQ1–3’

RPPH1
NC_000014.9:
20343050–20343764

5’-CGGAGCTTGGAACAGACTCA‑3’ 97

5’-GGAGAGTAGTCTGAATTGGGTTATG‑3’

5’-FAM–CCTCACCTCAGCCATTGAACTCAC-BHQ1–3’

CEP17
NC_000017.11: 
26981721–26983000

5’-AAAGCCACAGGTAAGAAGTAGG‑3’ 97

5’-CTAGATCACGGCAGCAAGAG‑3’

5’-FAM–CTATTGCAGCACGTGGCACATGG-BHQ1–3’
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Япония). ДНК после выделения и  очистки хранили 
при –70 °C, избегая многократного размораживания. 
Отношения числа копий последовательности гена HER2 
к числу копий последовательности считаемого одно-
копийным гена в составе генома человека рассчитыва-
ли, используя результаты измерений, полученных ме-
тодом цПЦР. Измерения выполняли с использованием 
разработанного нами экспериментального образца из-
мерительной установки ЭОУ ДНК, реализующего метод 
цифровой капельной ПЦР (цкПЦР), откалиброванного 
с использованием СО концентрации копий ДНК челове-
ка (SRM 2372a, NIST, США) [19, 20].

Праймеры и зонды для амплификации в цПЦР бы-
ли рассчитаны с  использованием сетевого ресурса 
PrimerQuest© Tool (Integrated DNA Technology, США). 
Последовательности праймеров и зондов с указанием 
размера амплифицируемых последовательностей (ам-
пликонов) представлены в  табл.  1. Синтез прайме-
ров и зондов был выполнен НПФ «Синтол» (Москва, 
Россия). Для проведения цкПЦР использовали смеси 
ddPCR mastermix for probes (Bio-Rad Laboratories, США). 
Реакции цкПЦР проводили в  следующих условиях: 

предварительная денатурация/активация фермента 
95 °C – ​10 минут, далее 60 циклов (94 °C – ​30 сек., 57 °C – ​
60 сек.), финальная стабилизация 98 °C – ​10 минут. 
Анализ результатов цкПЦР проводили с использовани-
ем программного обеспечения QuantaSoft 1.7.4 (Bio-Rad 
Laboratories, США) в автоматическом и ручном режимах.

Оптимизацию условий амплификации проводи-
ли с  использованием очищенной ДНК, выделенной 
из культуры клеток опухоли шейки матки линии HeLa S3. 
Данная культура является одним из самых распростра-
ненных и хорошо изученных модельных объектов в кле-
точной биологии, выбор ее был обусловлен присутстви-
ем в составе генома интересующего нас набора генов. 
Распределение продуктов цкПЦР по интенсивности флу-
оресцентного сигнала для последовательностей в со-
ставе экзона 4 гена HER2 и гена RPPH1 проиллюстриро-
вано на рис. 1 (HER2 экзон 4 – ​рис. 1а, RPPH – ​рис. 1б).

Результаты и обсуждение
Разработанная нами методика выполнения изме-

рений копийности (числа копий последовательности 
гена на геном) гена HER2, основанная на применении 



а)                                                                                                                       б)

Рис. 1. Распределение продуктов цкПЦР по интенсивности флуоресцентного сигнала для: а) последовательностей в составе 
экзона 4 гена HER2; б) последовательностей в составе гена RPPH1

Fig. 1. Distribution of ddPCR products by fluorescent signal intensity for: sequence within exon 4 of the HER2 gene; b) sequence 
within the RPPH1 gene
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метода цифровой ПЦР (цПЦР), была апробирована при 
проведении измерений в рамках ключевых сличений 
CCQM-K176, отчет по которым находится на этапе под-
готовки. Подтверждением правильности выбора систе-
мы праймеров/зондов служило совпадение результатов 
измерений числа копий последовательностей, относя-
щихся к разным экзонам в составе гена HER2. Анализ ре-
зультатов сличений подтвердил применимость разрабо-
танной методики для выполнения измерений вариации 
числа копий последовательностей гена HER2 с исполь-
зованием отношения числа копий последовательностей 
гена HER2 и генов CEP17 и RPPH1. Относительная стан-
дартная неопределенность для выполняемых по разра-
ботанной методике измерений не превышала 6 %, а мак-
симальная расширенная неопределенность составля-
ет 12 % (k = 2).

В настоящей работе сопоставлены результаты изме-
рений копийности гена HER2 в биологическом материа-
ле пациентов, полученные с использованием апробиро-
ванной нами в рамках международных ключевых сличе-
ний методики и применяющейся в клинической практике 
методики, основанной на MLPA [21]. Результаты изме-
рений, полученные с использованием цкПЦР и MLPA, 
представлены в табл. 2. С учетом того что число ко-
пий последовательности является исчисляемой вели-
чиной, значение которой, в соответствии с брошюрой 
«Международная система единиц (SI)» МБМВ, выражает-
ся с использованием единицы «один», являющейся ней-
тральным элементом любой системы единиц, отношение 

таких величин выражается как безразмерная величина 
или просто число. Видно, что во всех случаях отноше-
ния числа копий последовательностей гена HER2 и гена 
CEP17 для двух методик находятся в хорошем соответ-
ствии (значения, полученные с использованием MLPA, 
лежат в интервале 12 % расширенной неопределеннос-
ти значений, полученных с использованием цкПЦР). При 
этом нами показано, что отношение числа копий по-
следовательностей гена HER2 и гена RPPH1, лежащего 
на другой хромосоме, в четырех из двенадцати случаев 
отличается от такового к числу копий последовательно-
сти гена CEP17, лежащего на той же хромосоме 17 (па-
циенты № 1, 4, 6 и 11). Этот результат подтверждает 
литературные данные о геномных перестройках, в том 
числе увеличении числа копий протяженных участков 
хромосом в процессе злокачественной трансформации 
при раке груди [22]. Показанная сходимость результа-
тов, полученных методами цкПЦР и MLPA, а также бо-
лее широкий диапазон отношений числа копий после-
довательностей гена HER2 и однокопийных генов RPPH1 
и CEP17 демонстрирует возможности применения ме-
тода цкПЦР для аттестации СО отношения числа ко-
пий последовательностей генов. Такие СО будут пред-
назначены, в первую очередь, для передачи единицы 
величины калибраторам, входящим в состав медицин-
ских изделий для молекулярно-генетической диагнос-
тики in vitro, но также могут применяться в клинической 
практике для калибровки рутинных методик и для вну-
трилабораторного контроля качества.



Та б л и ц а  2 .  Отношения числа копий последовательностей гена HER2 и генов RPPH1, CEP17 для образцов 
биологического материала человека, полученные методами MLPA и цкПЦР
Ta b l e  2 .  Copy number ratios of the HER2 gene sequence and the RPPH1 and CEP17 genes sequences for 
samples of human biological material obtained by MLPA and ddPCR methods

Пациент, № 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Отношение 
числа копий 
последова-
тельностей

HER2/CEP17 (MLPA) >14 3 >14 12 5,7 2,8 4 1,5 1 1 1 1

HER2/CEP17* (цкПЦР) 18,4 2,99 44,4 13,2 5,3 2,5 4,2 1,7 1,1 1,0 1,1 1,0

HER2/RPPH1* (цкПЦР) 24,7 2,44 43,6 22,5 5,6 4,3 3,4 1,6 1,1 1,0 2,2 1,0

* расширенная неопределенность для результатов, полученных с использованием метода цкПЦР, составляет 12 % (k = 2)
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Разработка стандартных образцов, аттестованных 
по содержанию последовательностей ДНК – ​биомарке-
ров онкопатологий, часто требует решения проблемы 
получения возобновляемого биологического материа-
ла. Возможным решением этой проблемы является ис-
пользование культивируемых in vitro линий клеток, гене-
тический материал которых содержит необходимые му-
тации. В рамках исследования возможности создания СО 
отношения числа копий последовательностей гена HER2 
к однокопийным генам RPPH1 и CEP17 был проведен ана-
лиз пяти линий клеточных культур опухолей молочной 
железы. После наращивания культур клеток in vitro ге-
номная ДНК была выделена и очищена, как было указа-
но выше. С использованием цкПЦР было измерено отно-
шение числа копий последовательностей гена HER2 и ге-
нов RPPH1 и CEP17. Результаты измерений показали, что 
исследованные культуры клеток различаются по содер-
жанию числа копий последовательностей гена HER2: для 
трех культур число копий последовательности гена HER2 
осталось в норме, для одной культуры обнаружено сни-
жение числа копий последовательности гена HER2 в два 
раза и для одной культуры – ​значительное увеличение 
этого показателя. В последнем случае отношения чис-
ла копий последовательностей гена HER2 и генов RPPH1 
и CEP17 достоверно различаются (12,5 ± 1,5 и 8,5 ± 1,0 со-
ответственно), что свидетельствует о том, что в данной 
клеточной культуре произошла не только мультиплика-
ция фрагмента хромосомы 17, на котором локализован 
ген HER2, но и хромосомы 14, содержащей ген RPPH1.

Полученные нами на примере измерений числа ко-
пий последовательности гена HER2 результаты отчет-
ливо демонстрируют возможности использования по-
стоянных культур клеток как источника воспроизво-
димого биоматериала для производства СО, предна-
значенных для применения в области молекулярной 
ДНК-диагностики онкологических заболеваний.

Заключение
В ходе исследования предложен и  апробирован 

подход к  созданию СО для метрологического обес-
печения молекулярной диагностики онкопатологий 
на основе применения постоянных клеточных культур. 
Разработана методика выполнения измерений вари-
ации числа копий гена HER2 на основе метода цкПЦР. 
Показана сходимость результатов измерений для раз-
работанной авторами методики и коммерческой тест-си-
стемы SALSA MLPA Probemix Р078 Breast tumor (MRC-
Holland, Голландия) на 12 образцах биологического ма-
териала пациенток с диагнозом рак молочной железы. 
Применение цПЦР позволило получать результаты в бо-
лее широком, по сравнению с MLPA, диапазоне значе-
ний копийности гена HER2, что может быть полезно для 
принятия клинических решений. Показано, что выпол-
нение дополнительных измерений отношения числа ко-
пий последовательностей генов HER2 и RPPH1 позво-
ляет выявить случаи геномных перестроек, связанных 
с увеличением копийности протяженного фрагмента 
хромосомы 17, содержащего гены HER2 и CEP17, при 
котором отношение числа копий последовательности 
генов HER2 и CEP17 сохраняется.

Охарактеризованы пять постоянных клеточных ли-
ний из ЦКП «Коллекция культур клеток позвоночных» 
по отношению числа копий последовательностей гена 
HER2 и генов CEP17 и RPPH1. Выявлена клеточная линия 
с повышенной копийностью гена HER2. Полученные ре-
зультаты будут использованы при создании СО содер-
жания гена HER2. Аттестованные значения отношения 
числа копий последовательностей гена HER2 и генов 
RPPH1 и CEP17 будут метрологически прослеживаемы 
к государственному первичному эталону единицы чис-
ла копий последовательности ДНК (на стадии разработ-
ки). Хранение и передача единицы величины числа ко-
пий последовательности ДНК в новом государственном 
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эталоне будут реализованы с использованием этало-
нов сравнения – ​стандартных образцов ДНК, первичная 
структура которых (последовательность нуклеотидов) 
будет подтверждена с использованием генетического 
анализатора «НАНОФОР 05» (ООО «Синтол», Россия).

Теоретическая значимость полученных результа-
тов заключается в обосновании применения культур 
клеток человека, полученных из раковых опухолей, 
как возобновляемого источника биологического ма-
териала для создания матричных СО ДНК биомарке-
ров онкопатологий.

Практическую значимость исследования представ-
ляют результаты измерений содержания гена HER2 
в культурах клеток человека, позволяющие в перспек-
тиве обеспечить передачу единицы величины отноше-
ния числа копий последовательностей ДНК калибра-
торам, входящим в состав медицинских изделий для 
молекулярно-генетической диагностики онкопатоло-
гий in vitro и внутрилабораторного контроля качества.
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