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Цель  – разработать высокочувствительную 
систему для выявления соматических мутаций 
в  кодонах  542 и  545 экзона 9 и  в кодоне 1047 
экзона 20 гена PIK3CA, составляющих более 
80% всех соматических мутаций этого гена, с ис-
пользованием полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) в режиме реального времени для работы 
с гистологическим материалом без проведения 
макро- и  микродиссекции и  произвести ана-
лиз ассоциаций этих мутаций с  клиническими 
и морфологическими характеристиками опухо-
лей молочной железы.

Материал и  методы. Применен метод ал-
лель-специфичной ПЦР с  детекцией сигнала 
с  помощью TaqMan зондов. Для определения 
его аналитической чувствительности стандарт-
ными генно-инженерными методами с  исполь-
зованием мутагенеза были сконструированы 
плазмиды, несущие исследуемые мутации, при-
готовлены образцы ДНК, несущие разный про-
цент мутации относительно дикого типа (5,0; 2,0; 
1,0; 0,5; 0,25%).

Результаты. Проведена разработка и  оптими-
зация мультиплексной аллель-специфичной 
ПЦР в  режиме реального времени для выяв-
ления наиболее распространенных соматиче-
ских мутаций в гене PIK3CA: p.E542K c.1624G>A, 
p.E545K c.1633G>A, p.H1047R c.3140A>G, 

p.H1047L c.3140A>T. Аналитическая чувстви-
тельность выявления мутаций составила 0,5% 
для p.E542K и  0,25% для p.E545K, p.H1047R 
и  H1047L. Разработанный метод был исполь-
зован для выявления указанных соматических 
мутаций в  ДНК, выделенной из парафиновых 
блоков опухолей больных раком молочной же-
лезы. Показано, что частота встречаемости со-
матических мутаций гена PIK3CA увеличивается 
по мере прогрессии опухоли – 9,6% в опухолях 
I–II  стадии против 21% в  опухолях III–IV стадии 
(83 и  324 образца соответственно, p = 0,022) 
в  основном за счет увеличения встречаемости 
мутации p.H1047R c.3140A>G, локализованной 
в каталитическом домене фермента.

Заключение. Разработанный метод детекции 
соматических мутаций в  гене PIK3CA являет-
ся достаточно чувствительным, специфичным 
и  производительным, что позволяет рекомен-
довать данную методику для потокового скри-
нинга в клинико-диагностической лаборатории 
с  целью прогнозирования течения заболева-
ния, мониторинга ответа опухоли на терапию 
и ее коррекции.

Ключевые слова: аллель-специфичная ПЦР 
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Соматические мутации в  гене PIK3CA, 
кодирующем каталитическую субъ-
единицу p110α фосфатидил-инозитол 
3'-киназы (PI3K), играют значитель-

ную роль в  патогенезе и  прогрессии опухолей 
и  часто встречаются при раке молочной железы 
(8,3–40%), колоректальном раке (18,8–32%), раке 
эндометрия, мочевого пузыря, желудка, а  также 
в большинстве других опухолей человека [1, 2, 3]. 
Несинонимичные однонуклеотидные замены со-
ставляют 98% соматических мутаций, найденных 
в этом гене. Из них наиболее часто – более 90% всех 
мутаций  – встречаются p.E542K c.1624G>A, 
p.E545K c .1633G>A, p.H1047R c .3140A>G 
и p.H1047L c.3140A>T. Показано, что эти мутации 
повышают киназную активность PIK3, ведут к ак-
тивации нижележащей киназы Akt и, таким обра-
зом, являются онкогенными [4, 5].

Аллель-специфичная полимеразная цепная 
реакция (АС-ПЦР)  – один из наиболее широко 
используемых методов выявления соматических 
мутаций [6]. Поиск соматических мутаций с по-
мощью АС-ПЦР в  режиме реального времени 
(АС-ПЦР-РВ) занимает меньше времени, менее 
затратен и  более чувствителен по сравнению 
с прямым секвенированием дезоксирибонуклеи-
новой кислоты (ДНК) по Сенгеру. Классический 
вариант АС-ПЦР предполагает использование 
двух аллель-специфичных праймеров, в которых 
3'-концевой нуклеотид комплементарен поли-
морфному нуклеотиду, и  третьего общего прай-
мера. Метод основан на разной эффективности 
элонгации спаренного и  неспаренного 3'-нукле-
отида ДНК-полимеразой. В  идеале (при полном 
ингибировании элонгации) это должно вести 
к отсутствию продукта амплификации в реакции 
с праймером к мутации на матрице ДНК дикого 
типа. Однако в  реальности полного ингибиро-
вания не происходит, более того, для некоторых 
типов неспаренных оснований (например, G:T) 
разница в  эффективности элонгации несуще-
ственна.

Значительному улучшению дискриминации 
продуктов с  «мутантной» и  «нормальной» ДНК 
и точности определения генотипов АС-ПЦР обя-
зан двум его модификациям. Первая представля-
ет собой введение дополнительных неспаренных 
нуклеотидных оснований на 3'-конце праймера 
(в  -2, -3 или -4  позиции) для дальнейшей деста-
билизации дуплекса с целью уменьшения эффек-
тивности элонгации ДНК-полимеразой (рис.  1). 
Вторым очень важным улучшением стал переход 
к  полуколичественному ПЦР-анализу в  режиме 
реального времени (АС-ПЦР-РВ), что позволило 

отслеживать даже сравнительно небольшие из-
менения в  эффективности амплификации му-
тантного аллеля, а также дало возможность муль-
типлексирования (анализа нескольких мутаций 
в одной реакционной смеси) при использовании 
для детекции TaqMan зондов, несущих разные 
флюоресцентные краски.

АС-ПЦР-РВ  – система для выявления со-
матических мутаций в  гене PIK3CA  – описана 
R.E.  Board и  соавт. в  2008  г. [7]. Однако для мо-
ниторинга продуктов ПЦР в  данном методе ис-
пользованы более дорогостоящие по отношению 
к широко распространенным TaqMan зонды типа 
“scorpions”. Кроме того, для отдельных мутаций 
нам не удалось достигнуть приемлемой (< 1%) 
чувствительности при ее использовании.

Цель данной работы  – разработка мульти-
плексной АС-ПЦР-РВ системы на основе приме-
нения модифицированных последовательностей 
олигонуклеотидных праймеров для более чув-
ствительного выявления мутаций в гене PIK3CA, 
характеристика ее чувствительности и  сравне-
ние с  классическим секвенированием методом 
Сенгера, а также анализ ассоциаций выявляемых 
мутаций с  клиническими и  морфологическими 
характеристиками опухолей молочной железы 
разных стадий.

Материал и методы
Получение стандартных плазмидных образцов, 
несущих частые мутации
Фрагменты ДНК, включающие область  542, 545 
и  1047  кодонов, для конструирования стандарт-
ных образцов амплифицировали с  помощью 
праймеров, приведенных в табл. 1, в следующих ус-
ловиях: реакционная смесь ПЦР объемом 50 мкл 
содержала буфер для Taq-полимеразы (65  мМ 
Tris-НСl; рН 8,9; 16  мМ (NH₄)₂SO₄; 0,05%  Tween 
20; 3,5 мМ MgCl₂), 0,2 мМ дНТФ, 50 нг геномной 
ДНК, выделенной из парафиновых блоков опухо-
лей молочной железы и  валидированной секве-
нированием по Сенгеру, 1  е.а. Taq-полимеразы 
(«Биосан», Россия). Амплификацию проводили 
в  амплификаторе Терцик (ДНК-технология) со-
гласно следующей программе: 3  мин при 95  °С 
начальной денатурации, далее 50 циклов: 10 с при 
95 °С для денатурации, 10 с при 60 °С для гибри-
дизации праймеров, 20 с при 72 °С для элонгации.

Продукты амплификации с  праймерами 
542-UC/545-RC (длиной 199  п.н.) и  PIK47-clU/
PIK47-clR (длиной 213  п.н.) гидролизовали эн-
донуклеазами рестрикции Hind III и  EcoRI 
(«Сибэнзим», Россия) и  лигировали с  вектором 
pBluescript II SK (+), гидролизованным теми же 
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эндонуклеазами, в течение 8 часов со 100 ед. акт. 
Т4  ДНК-лигазы («Биосан», Россия). Лигазной 
смесью трансформировали компетентные клет-
ки Escherichia coli штамма XL1-Blue (Stratagene). 
У плазмидных клонов, отобранных по результа-
там рестрикционного анализа, для подтвержде-
ния структуры определяли нуклеотидную по-
следовательность вставки секвенированием по 
методу Сенгера. Секвенирование выполнено на 
автоматическом секвенаторе ABI 3130XL Genetic 
Analyzer (Applied Biosystems, США) с  использо-
ванием набора Big dye 3.1 (Центр коллективно-
го пользования «Геномика», ИХБФМ СО РАН). 
Рекомбинантные плазмидные ДНК (p542-5W, 
p542M, p545m, p1047W, p1047m) выделяли из 
50  мл ночной культуры в  среде LB с  помощью 
QIAGEN Plasmid Midi Kit (QIAGEN) согласно ин-
струкции фирмы-производителя.

Получение контрольных ДНК, содержащих разный 
процент мутантного аллеля
Концентрацию полученных стандартных плаз-
мидных ДНК определяли спектрофотометрически 
и флюорометрически (набор Qubit™ BR, Invitrogen), 
а именно: 2 мкг ДНК подвергали гидролизу эндо-
нуклеазой рестрикции EcoRI для линеаризации. 
Полученные линейные стандарты разводили до 
концентрации 10⁹ и  далее до 10⁶ копий плазмид-
ной ДНК на мл в стерильном буфере, содержащем 
10 мМ Tris HCl pH 7,6 и ДНК фага лямбда 5 нг/мкл.

Анализ соматических мутаций гена PIK3CA 
методом мультиплексной АС-ПЦР-РВ
Для детекции соматических мутаций гена PIK3CA 
проводили мультиплексную АС-ПЦР-РВ. Смесь 
для ПЦР (объемом 20 мкл) содержала олигонукле-
отидные праймеры (см. табл. 1) – 0,3 мкМ; флюо-
ресцентно меченные зонды  – 0,1  мкМ, 1х буфер 
для Taq-полимеразы (см. выше), 0,2 мМ dNTP, 1 е.а. 
Taq-полимеразы («Биосинтек», Россия) и  5–50  нг 
ДНК. Реакцию амплификации проводили в  ам-
плификаторе CFX96 (Bio-Rad, США) согласно сле-
дующей программе: 15  мин при 95  °С начальной 
денатурации для активации фермента, далее 6 ци-
клов: 8 с при 95 °С для денатурации, 30 с при 60 °С 
для гибридизации праймеров, 10  с  при 72  °С для 
элонгации; далее 39 циклов: 8 с при 95 °С, 30 с при 
60  °С, съем флюоресцентного сигнала на каналах 
FAM/HEX/Cy5, 10 с при 72 °С. Для каждого образ-
ца анализ проводили в двух повторах. Для анализа 
вычисляли deltaCt по формуле: dCt = Ct-mutation - 
Ct-w, где Ct-mutation – Ct, полученное при ампли-
фикации тестируемой ДНК с  аллель-специфич-
ным праймером для мутации и общим праймером, 

Таблица 1. Список олигонуклеотидных праймеров и флюоресцентно меченных зондов, 
использованных в работе

№ Название Нуклеотидная последовательность

1 542-UC 5'-GCGAAGCTTGCTAGAGACAATGAATTAAGGGA-3'

2 545-RC 5'-GCAGAATTCCAGCCAAATTCAGTTATTTTTTC-3'

3 PIK47-clU 5'-CTACAAGCTTTTGATGACATTGCATAC-3'

4 PIK47-clR 5'-GTGTGGAATTCAGAGTGAGCTTTC-3'

5 IL17RA-U 5'-CTTGATGCTCTCGCTCTTCG-3'

6 IL17RA-R 5'-TGTAGCCCTGGTCAGACTG-3'

7 IL17RA-PCy5 5'-Cy5-CTGCCGCTGCTCCTCCTCG-BHQ2-3'

8 1047mutN2R 5'-TGTTGTCCAGCCACCATGTC-3'

9 545mutN2 5'-CCATAGAAAATCTTTCTCCTGCct-3'

10 542mutN2 5'-CTTTCTCCTGCTCAGTGATTct-3'

11 UU-542 5'-GGAAAATGACAAAGAACAGCTCA-3'

12 PIC-1047L 5'-TTGTTGTCCAGCCACCATGGA-3'

13 Prob-PIC1 5'-FAM-CAATTTCTACACGAGATCCTCTCTC-BHQ1-3'

14 Prob-PIC3 5'-HEX-TCATGAAACAAATGAATGATGCA-BHQ1

Рис. 1. Стандартный (А) и «улучшенный» (Б) дизайн олигонуклеотидных праймеров  
для АС-ПЦР
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а  Ct-w  – Ct, полученное при амплификации кон-
трольного локуса ДНК (IL17-RA).

Клинический материал
В исследовании использованы образцы ДНК, 
экстрагированные из парафиновых блоков опу-
холей 411  нелеченых больных раком молочной 
железы в  различных стадиях заболевания, прохо-
дивших обследование и  лечение в  ФГБУ «РОНЦ 
им.  Н.Н.  Блохина» Минздрава России в  2009–
2012 гг.

Выделение ДНК проводили с  помощью 
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit согласно инструк-
ции компании-производителя. 

Исследование одобрено этическим комитетом 
ИХБФМ СО РАН от 25.02.2015 (протокол № 2).

Результаты и обсуждение
Выбор олигонуклеотидных праймеров и зондов, 
оптимизация условий мультиплексной ПЦР
Исследование начали с валидации системы оли-
гонуклеотидных праймеров (описаны в  работе 
R.E.  Board и  соавт. [7]), отличающейся тем, что 
для детекции сигнала был введен TaqMan зонд, 
комплементарный внутренней области фрагмен-
та. Была получена малая разница Ct (dCT = 7), со-
ответствующих амплификационным сигналам 
с  контрольной пары праймеров (амплификация 
ДНК дикого типа) и  с праймера, соответствую-
щего мутации PIK3CA H1047R на ДНК дикого 
типа, выделенной из крови и из гистологическо-
го препарата нормальной печени человека. При 
этом авторы описывали детекцию 1%  мутации 
с Ct = 7,6. Таким образом, мы сделали вывод, что 
использование системы праймеров, описанной 

в этой работе, не позволит нам достичь приемле-
мой (менее 1%) чувствительности выявления со-
матических мутаций.

Для дизайна аллель-специфичных прайме-
ров мы выбрали подход, описанный B. Li и соавт. 
в  2004  г. [8]. Чтобы увеличить дискриминацию 
мутантного аллеля, они предложили вводить 
второе неспаренное нуклеотидное основание 
в  -2  позиции аллель-специфичного праймера. 
Был составлен простой набор правил выбора 
типа этого основания для достижения макси-
мального эффекта. В  соответствии с  этими ре-
комендациями мы синтезировали аллель-специ-
фичные праймеры как для прямой цепи ДНК, так 
и для обратной. В оптимизации добивались мак-
симальной разницы Ct между реакцией с мутант-
ным праймером на нормальной ДНК и реакцией 
с  нормировочным геномным локусом (в нашем 
случае это был экзон гена IL17RA).

В результате мы вычленили 4  пары олиго-
нуклеотидных праймеров (см. табл.  1), обла-
дающие максимальной дискриминирующей 
способностью по отношению к  выбранным для 
анализа соматическим мутациям гена PIK3CA. 
Оптимизация условий АС-ПЦР-РВ также вклю-
чала подбор оптимальных концентраций олиго-
нуклеотидных праймеров и  зондов, параметров 
программы амплификации и концентрацию ио-
нов магния. Для повышения чувствительности 
и  специфичности ПЦР был применен «горячий 
старт», который обеспечивается использованием 
химически модифицированной Taq-полимеразы. 
Оптимальные параметры разработанной систе-
мы приведены в табл. 2.

При оптимизации ПЦР нами было показано, 
что на геномной ДНК дикого типа, выделенной 

Таблица 2. Оптимизированные концентрации и сочетания олигонуклеотидных праймеров и флюоресцентно меченных зондов

Олигонуклеотидные праймеры Флюоресцентно меченные зонды

AS-mix 1047R+545K

PIC3-5U /1047mutN2R (300 нМ) Prob-PIC3 (100 нМ)

UU-542 / 545mutN2 (300 нМ) Prob-PIC1 (100 нМ)

L17RA-U/IL17RA-R (300 нМ) IL17RA-PCy5 (100 нМ)

AS-mix 1047L+542K

UU-542 / 542mutN2 (300 нМ) Prob-PIC3 (100 нМ)

PIC3-5U / PIC-1047L (300 нМ) Prob-PIC1 (100 нМ)

L17RA-U/IL17RA-R (300 нМ) IL17RA-PCy5 (100 нМ)
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из крови человека, мы часто практически не на-
блюдали роста сигнала с праймера, специфичного 
для мутации. А  на образцах, выделенных из ги-
стологических блоков нормальной ткани челове-
ка, dCt для мутаций p.E545K, p.H1047R и H1047L 
составило 8,6 ± 0,7; 9,1 ± 1,1 и 8,9 ± 0,6 цикла соот-
ветственно, в то время как для мутации p.E542K – 
7,1 ± 0,4 цикла.

Для определения чувствительности детекции 
исследуемых мутаций было проведено клони-
рование фрагментов гена PIK3CA без мутаций 
и  с мутациями. Нуклеотидная последователь-
ность полученных рекомбинантных плазмид 
была подтверждена секвенированием по Сенгеру. 
Концентрация плазмид была определена флюоро-
метрическим методом. Все плазмидные ДНК раз-
водили до концентрации 10⁶ копий/мл; стандарты, 
содержащие необходимый процент мутантного 
аллеля, получали смешиванием соответствующих 
плазмид с мутацией и плазмид с ДНК дикого типа 
в  необходимой пропорции. Пределом чувстви-
тельности считали стабильное dCt, полученное 
при амплификации плазмидного стандарта, на 
1  Сt меньшее, чем dCt, полученное при анализе 
ДНК из крови или гистологических блоков нор-
мальных тканей человека. Аналитическая чувстви-
тельность выявления мутаций составила 0,5% для 
p.E542K и 0,25% для p.E545K, p.H1047R и H1047L. 
Разработанный нами подход был использован для 
выявления указанных соматических мутаций на 
ДНК, выделенной из гистологических блоков опу-
холей больных раком молочной железы.

Выявление соматических мутаций гена PIK3CA 
в образцах ДНК рака молочной железы, 
выделенной из парафиновых блоков
На первом этапе анализа для валидации разрабо-
танного метода мы параллельно проанализиро-
вали 334 образца ДНК, выделенной из парафино-
вых блоков опухолей, удаленных хирургическим 
методом у больных раком молочной железы III–
IV стадий, с  применением разработанного нами 
метода АС-ПЦР и  прямого секвенирования по 
Сенгеру (рис. 2 и 3).

Секвенирование позволило успешно про-
анализировать 310 образцов и выявить 59 мутаций 
(31 – p.E542K + p.E545K; 28 – p.H1047R + p.H1047L), 
то есть частота выявления соматических мутаций 
гена PIK3CA в  обследованной группе составила 
19%. В то же время применение АС-ПЦР выяви-
ло мутации в 75 из 327 валидных образцов (45 – 
p.E542K + p.E545K; 30 – p.H1047R + p.H1047L), что 
составило 24%. Позитивные по АС-ПЦР и  не-
гативные по секвенированию образцы во всех 

Рис. 2. Выявление соматических мутаций в гене PIK3CА: А – p.E542K c.1624G>A, Б – p.E545K 
c.1633G>A, В – p.H1047R c.3140A>G, Г – p.H1047L c.3140A>T методом секвенирования 
по Сенгеру

Рис. 3. Мультиплексное выявление соматических мутаций в гене PIK3CА разработанным 
методом АС-ПЦР-РВ: A – ПЦР-дуплекс p.E545K (FAM) + IL-17RA (Cy5); Б – ПЦР-дуплекс 
p.H1047R (HEX) + IL-17RA (Cy5); В – ПЦР-триплекс p.E545K (FAM) + p.H1047R (HEX) + IL-17RA 
(Cy5); Г – p.E542K (FAM) + p.H1047L (HEX) + IL-17RA (Cy5)
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случаях имели высокие dCt, что может быть ин-
терпретировано как низкий процент мутантного 
аллеля.

Для оценки роли соматических мутаций гена 
PIK3CA в прогрессии опухолей молочной железы 
были также проанализированы образцы ДНК, вы-
деленной из парафиновых блоков опухолей боль-
ных раком молочной железы I–II стадий (табл. 3).
Установлено, что частота встречаемости сомати-
ческих мутаций гена PIK3CA увеличивается по 
мере опухолевой прогрессии и  составляет  9,6% 
в  опухолях I–II  стадий против  21% в  опухолях 
III–IV  стадий (83 и  324  образца соответственно, 
p = 0,022). Увеличение происходит в основном за 
счет мутации p.H1047R c.3140A>G, локализован-
ной в каталитическом домене фермента.

Заключение
Разработан простой и  производительный метод 
выявления соматических мутаций гена PIK3CA 
в ДНК, полученной из парафиновых блоков, с по-
мощью мультиплексной АС-ПЦР-РВ, в  которой 
для нормировки количества геномной ДНК ди-
кого типа было использовано измерение количе-
ства инвариантного локуса в гене IL17RA. Кроме 
того, амплификация этого фрагмента ДНК дала 
возможность контроля этапов экстракции ДНК 
и проведения ПЦР.

Предложенная система показала высокую 
эффективность проведения анализа ДНК из 
парафиновых блоков: для образцов ДНК рака 
молочной железы она составила 98%. Это в  зна-
чительной степени обусловлено минимизацией 
размеров ампликонов (менее 100 п.н.) и высокой 
эффективностью ПЦР. Ее использование снижает 
стоимость анализа за счет мультиплексирования, 
а стандартизация методики уменьшает время по-
лучения результата, что позволяет рекомендо-
вать данную методику для потокового скрининга 
в клинико-диагностической лаборатории.

При сравнении разработанной тест-системы 
с классическим референсным методом – секвени-
рованием по Сенгеру, проведенным на репрезен-
тативной выборке из 334 образцов рака молочной 
железы, 16  образцов оказались положительными 

по результатам АС-ПЦР, но негативными по секве-
нированию. Поскольку во всех 16 случаях АС-ПЦР 
показывала довольно высокие dCt (в районе 5–6), 
что может означать небольшой процент мутант-
ного аллеля в  образце, данное несоответствие, 
предположительно, обусловлено прежде всего не-
высокой чувствительностью (не менее 10–15% му-
тантной ДНК в образце) секвенирования для вы-
явления соматических мутаций.

С помощью разработанной тест-системы нам 
удалось продемонстрировать статистически 
значимое накопление соматических мутаций 
в  каталитическом домене PIK3CA по мере про-
грессирования рака молочной железы: частота 
выявления мутаций была достоверно выше при 
распространенных (III–IV), чем при начальных 
(I–II) стадиях заболевания. Ранее другими ав-
торами были показаны разные механизмы ак-
тивации PIK3 в  результате двух наиболее рас-
пространенных соматических мутаций p110α 
субъединицы киназы  – H1047R, локализуемой 
в киназном домене, и E545K, лежащей в домене, 
ответственном за взаимодействие с p85 субъеди-
ницей [9, 10]. Так, A. Chakrabarty и соавт. проде-
монстрировали на модели иммортализованных 
эпителиальных клеток молочной железы, что 
именно H1047R, а не E545K мутация, стимулиру-
ет HER2-опосредованную трансформацию [11]. 
Полученные нами данные об увеличении частоты 
встречаемости мутации H1047R при прогрессии 
опухоли хорошо согласуются с  предложенными 
механизмами ее онкогенной реализации и  тре-
буют дальнейшего более пристального рассмо-
трения с  учетом рецепторного статуса опухоли 
и других функциональных маркеров.

Полагаем, что разработанный нами метод 
детекции соматических мутаций в  гене PIK3CA 
является достаточно чувствительным и  специ-
фичным и  позволяет выявлять эти мутации не 
только в фиксированных тканях опухоли из па-
рафиновых блоков, но и в плазме пациентов. Он 
может быть использован для прогноза течения 
заболевания, а также для коррекции лекарствен-
ной терапии и  мониторинга ответа опухоли на 
терапию. 
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Таблица 3. Распределение типов соматических мутаций в исследуемых опухолях молочной железы в зависимости от стадии 
заболевания

Рак молочной 
железы 

Мутация E542K Всего образцов Мутация E545K Всего образцов  Мутация H1047R Всего образцов

I–II стадия 3 83 3 83 2 83

III–IV стадия 27 319 8 324 31 324
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Development of a multiplex allele-specific real-time PCR 
method for detection of PIK3CA gene somatic mutations 
and its validation in the tumors of breast cancer patients

Aim: To develop a highly sensitive real-time poly-
merase chain reaction (PCR) system for detection 
of somatic mutations in 542 and 545 codons of 
exon 9 and 1047 codon of exon 20 of PIK3CA gene 
comprising more than 80% of all somatic muta-
tions in this gene for application on histological 
material without macro- and microdissection, and 
to analyze associations between these mutations 
and clinical and pathological characteristics of 
breast tumors.

Materials and methods: The Allele-specific re-
al-time PCR method with signal detection by 
TaqMan probes was used. For determination of its 
analytical sensitivity, plasmids carrying the muta-
tions studied were constructed by standard genet-
ic engineering methods using mutagenesis. DNA 
samples carrying various mutated/wild type DNA 
ratios (5.0; 2.0; 1.0; 0.5, 0.25%) were prepared.

Results: Multiplex allele-specific real-time PCR 
method for detection of most common muta-
tions in PIK3CA gene: p.E542K c.1624G>A, p.E545K 
c.1633G>A, p.H1047R c.3140A>G, p.H1047L 
c.3140A>T  – was developed and optimized. 

Analytical sensitivity of mutation detection com-
prised 0.5% for p.E542K and 0.25% for p.E545K, 
p.H1047R and H1047L. This method was applied 
to detection of the above-mentioned mutations in 
DNA extracted from paraffin-embedded blocks of 
the tumors of breast cancer patients. It was shown 
that frequency of PIK3CA somatic mutations de-
tection increased with tumor progression, being 
9.6% in stage 1–2 versus 21% in stage 3–4 tumors 
(83 and 324 samples respectively; p = 0.022), mainly 
due to higher prevalence of p.H1047R c.3140A>G 
mutation localized in the catalytic domain of the 
enzyme.

Conclusion: The method developed for detection 
of somatic mutations in PIK3CA gene is sufficiently 
sensitive, specific and efficient, that allows to pro-
pose it for a routine screening in clinical diagnostic 
laboratories for evaluation of disease prognosis 
and monitoring of response to therapy and its 
modification.

Key words: allele-specific real-time PCR (AS-RT-
PCR), PIK3CA gene, mutations, breast cancer.
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