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Введение. Метод секвенирования по Сэнгеру в последние годы активно используется для валидации выявленных методом 
высокопроизводительного параллельного секвенирования (NGS) вариантов. Использование метода Сэнгера необходимо, когда 
выявленный вариант локализуется в гене, имеющем некоторое количество псевдогенов. Наличие псевдогенов осложняет поиск 
патогенных вариантов в белок-кодирующих участках. Ген PMS2, ассоциированный с синдромом Линча, имеет большое число 
псевдогенов PMS2P1-PMS2P14 и PMS2CL, поэтому для верификации выявленных патогенных вариантов требуются дополнительные 
методические подходы. 
Цель: отработать протокол валидации выявленных патогенных вариантов в гене PMS2 с учетом большого количества псевдогенов, 
имеющих высокий процент гомологии с участками, на которых расположены валидируемые варианты. 
Методы. В статье представлены два случая с выявленными патогенными герминальными вариантами гена PMS2: chr7:5982823C>T 
(rs267608172) и chr7:6003716del (hg38). 
Результаты. Для валидации варианта chr7:5982823C>T (экзон 12 гена PMS2), выявленного методом полногеномного 
секвенирования, разработана схема с использованием ПЦР с вложенными праймерами. В первом раунде проведена 
амплификация длинного фрагмента, содержащего 9-12 экзоны, во втором раунде – амплификация целевого фрагмента, 
пригодного для секвенирования методом Сэнгера. Для валидации варианта chr7:6003716del (экзон 4 гена PMS2) праймеры 
подобраны так, чтобы различия нуклеотидной последовательности гена и псевдогена располагались на 3’-конце прямого 
праймера. В результате для дальнейшего секвенирования методом Сэнгера используется целевой фрагмент без примеси 
псевдогена.  Таким образом, чтобы избежать ошибок при анализе PMS2 методом секвенирования по Сэнгеру необходимо 
использовать специфические методические подходы, чтобы высокогомологичные последовательности псевдогенов не мешали 
прочтению последовательности функционального гена. 
Ключевые слова: PMS2, высокопроизводительное секвенирование, секвенирование по Сэнгеру, наследственные опухолевые 
синдромы.
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Background. Next generation sequencing (NGS) has achieved unprecedented development in recent years. The Sanger sequencing 
method is actively used to validate variants identified using NGS. The use of the Sanger method is necessary when the identified variant 
is localized in a gene that has several pseudogenes. The presence of pseudogenes complicates the detection of pathogenic variants in 
protein-coding regions. The PMS2 gene, associated with Lynch syndrome, has a large number of pseudogenes PMS2P1-PMS2P14 and 
PMS2CL, so additional methodological approaches are required to verify the identified pathogenic variants.
Aim. Testing a validation protocol for identified PMS2 gene pathogenic variants, taking into consideration the presence of numerous 
pseudogenes, which exhibit a high percentage of homology with the regions where the validated variants are found.
Methods. The article presents two cases with identified PMS2 gene pathogenic germline variants: chr7:5982823C>T (rs267608172) 
and chr7:6003716del (hg38).
Results. We developed an algorithm using nested PCR primers to validate the chr7:5982823C>T variant (PMS2 gene, exon 12) identified 
by whole-genome sequencing. In the first round, a long fragment containing exons 9-12 is amplified; in the second round, a target 
fragment suitable for Sanger sequencing is amplified. To validate the chr7:6003716del variant (PMS2 gene, exon 4), the primers were 
selected in a special way: the differences in the nucleotide sequence of the gene and the pseudogene were located at the 3’-end of the 
forward primer. As a result, further Sanger sequencing uses the target fragment without pseudogene contamination.
Conclusions. Specialized algorithms for Sanger sequencing of the PMS2 gene are necessary to ensure that highly homologous 
pseudogene sequences do not interfere with reading the functional gene sequence.
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Введение

Псевдогены представляют собой нефункцио-
нальные аналоги структурных белок-кодиру-
ющих генов, эволюционно утративших способ-

ность кодировать белок [1]. У некоторых генов степень 
гомологии с псевдогенами может достигать 100%, что 
представляет определенную сложность для идентифи-
кации генетических вариантов, выявленных в иссле-
дуемых районах. Существует риск получения ложно-
положительных результатов, когда последовательность 
псевдогена «принимается» за последовательность ге-
на, и нуклеотидная замена в псевдогене  выносится в 
заключение как выявленный генетический вариант. 
Также существует риск ложноотрицательных резуль-
татов, когда чувствительность метода не позволяет 
идентифицировать генетический вариант из-за вкла-
да последовательности псевдогена. Также наличие 
псевдогенов необходимо учитывать при обращении к 
геномным базам данных, поскольку результаты, полу-
ченные при полном секвенировании экзома/генома, 
могут быть контаминированы последовательностями 
псевдогенов [2].

В зависимости от различных факторов, таких как 
длина псевдогена, степень гомологии последователь-
ностей, расположение и др. существуют варианты 
идентификации последовательности гена. К ним от-
носятся анализ последовательностей РНК [3], получе-
ние длинных ампликонов «long-range» [4, 5] или ана-
лиз более протяженных участков генома методом высо-
копроизводительного параллельного секвенирования 
(NGS) с учетом особенностей обогащения последова-
тельностями гена на этапе пробоподготовки и/или ис-
пользование специальных алгоритмов биоинформа-
ционной обработки [2]. Выявленные таким образом 
варианты для указания их в заключении необходимо 
валидировать альтернативным методом, согласно «Ру-
ководству по интерпретации данных последователь-
ности ДНК человека, полученных методами массово-
го параллельного секвенирования» [6]. 

Ген PMS2 является сложным для тестирования, по-
скольку некоторые его участки имеют высокое сход-
ство с его нефункциональными аналогами (псевдогена-
ми). Ген PMS2, наряду с генами MLH1, MSH2, MSH6, 
ассоциирован с синдромом Линча (наследственным 
неполипозным колоректальным раком), одним из наи-
более частых наследственных опухолевых синдромов 
[7]. Несмотря на то, что ген PMS2 был охарактеризо-
ван примерно в то же время, что и MSH2 и MLH1 [8], 
долгое время считалось, что его роль в развитии син-

дрома Линча незначительна. В первую очередь это свя-
зано с тем, что мутации в гене PMS2 характеризуются 
более низкой пенетрантностью. Поэтому родственни-
ки пациента с меньшей вероятностью соответствуют 
Амстердамским критериям синдрома Линча, которые 
подразумевают наличие семейного анамнеза с просле-
живанием заболевания по крайней мере у трех род-
ственников в двух поколениях [9]. По некоторым дан-
ным пенетрантность колоректального рака среди ге-
терозиготных носителей патогенных вариантов PMS2 
составляет 13% для мужчин и 12% для женщин, рака 
эндометрия – 13%, а риск развития опухолей внеки-
шечных локализаций остается неясным [10]. Одним 
из объяснений относительно низкой пенетрантности 
патогенных мутаций в гене PMS2 считается то, что ге-
теродимер MLH1-MLH3 (MutLγ) частично компенси-
рует дисфункцию гетеродимера MLH1-PMS2 (MutLα) 
в процессе репарации непарных оснований [9,11-13].

Частота мутаций в гене PMS2 при синдроме Линча 
согласно отечественным [14] и зарубежным [15] иссле-
дованиям невысокая и составляет до 10%. Такую низкую 
встречаемость сегодня связывают с наличием пятнадцати 
высоко гомологичных псевдогенов различной длины, ко-
торые затрудняют поиск мутаций в гене PMS2. Все псев-
догены, как и ген PMS2 (7p22.1), расположены на хро-
мосоме 7 и имеют высокую степень гомологии до 99%. 
Экзоны 1-5 гена PMS2 перекрываются с последователь-
ностями четырнадцати псевдогенов (PMS2P1-PMS2P14). 
При верификации патогенных вариантов, локализован-
ных в этих экзонах, трудно избежать контаминации по-
следовательностями псевдогенов. Чтобы избежать этого, 
необходимо применение методических особенностей, та-
ких как подбор экзонспецифичных праймеров [16] или 
использование метода «long-range PCR» [17, 18].

Кроме того, молекулярное тестирование затруд-
ненно из-за псевдогена PMS2CL, который представля-
ет собой инвертированную дупликацию 3’-конца гена 
размером 100 т.п.н., расположенную примерно на 700 
т.п.н. центромернее функционального гена PMS2 [19]. 
PMS2CL имеет высокое сходство с экзонами 9 и 11-15 
гена PMS2 [20]. Было показано, что ген PMS2 и псев-
доген PMS2CL обмениваются последовательностями 
на 3’-конце, что приводит к формированию функци-
ональных аллелей гена PMS2, содержащих нефунк-
циональные аллели псевдогена PMS2CL, и наоборот 
[21-23]. Высказаны предположения, что такой обмен 
последовательностями в результате генной конвер-
сии еще продолжается и является одним из механиз-
мов введения патогенных аллелей в функциональный 
ген [3, 23]. 
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Для проведения анализа гена PMS2 методом секве-
нирования по Сэнгеру необходимо, чтобы высоко го-
мологичные последовательности псевдогенов не ме-
шали секвенированию функционального гена во из-
бежание ложноположительных/ложноотрицательных 
результатов, что требует подбора определенной мето-
дики тестирования. 

Цель исследования: отработать протокол валида-
ции выявленных патогенных вариантов в гене PMS2 
с учетом большого количества псевдогенов, имеющих 
высокий процент гомологии с участками, на которых 
расположены валидируемые варианты. 

Методы

В статье представлены особенности валидацион-
ных исследований методом секвенирования по Сэн-
геру патогенных герминальных вариантов гена PMS2 
chr7:5982823C>T (rs267608172) и chr7:6003716del (hg38), 
выявленных у пациентов с диагностированными зло-
качественными новообразованиями и признаками на-
следственного опухолевого синдрома в результате пол-
ногеномного секвенирования в рамках научного ис-
следования «Внедрение в практику инновационных 
методов лечения злокачественных новообразований, 
обусловленных наследственными опухолевыми син-
дромами» (приказ Департамента здравоохранения го-
рода Москвы от 01.02.2021 № 69 «Об организации он-
когенетических исследований в городе Москве»). Ме-
тодика полногеномного секвенирования и обработки 
данных молекулярно-генетических исследований опи-
сана в работе «Возможности молекулярно-генетиче-
ских методов для эффективного выявления наслед-
ственных форм онкологических заболеваний среди лиц 
с повышенными рисками их развития» [24].

Валидация варианта chr7:5982823C>T (rs267608172)
Валидацию варианта  chr7 :5982823C>T 

(rs267608172) методом Сэнгера проводили с исполь-
зованием метода ПЦР с вложенными праймерами. 
Для получения относительно длинного участка ге-
на PMS2, содержащего 9-12 экзоны, использовали 
праймеры собственного дизайна, а также праймеры, 
рекомендованные в работах Clendenning c соавт. [4] 
и Vaughn с соавт. [5]. Дизайн праймеров осуществляли 
с помощью специализированных сервисов и баз дан-
ных: NCBI Reference Sequence Databa, Multiple Primer 
Analyzer Thermo Scientific Browser с учетом следующих 
критериев: равные температуры плавления праймеров 
в диапазоне ~ 60-64°C, GC-состав праймеров ~ 35-60%, 
отсутствие образования вторичных структур. 

Схема расположения праймеров представлена на 
рис. 1, праймеры, длина продуктов и температура от-
жига приведены в таблице.

Для первого раунда ПЦР использовали прайме-
ры F1R1 и F2R2, 20 нг высокомолекулярной ДНК 
пациента и набор реактивов БиоМастер LR HS-ПЦР-
Color (Биолабмикс, Россия). Реакционную смесь гото-
вили согласно инструкции производителя. ПЦР про-
водили в амплификаторе Veriti (TermoFisher Scientific, 
USA) по программе 94°C – 3 мин, 10 циклов в режиме: 
94°C – 15 сек, 56-66°C – 30 сек, 68°C – 6 мин; 20 циклов 
в режиме: 94°C – 15 сек, 62-66°C – 30 сек, 68°C – 6 мин 
+ 10 сек в каждом последующем цикле; 68°C – 15 мин. 
Визуализацию продуктов проводили в 0,6% агарозном 
геле с окрашиванием бромистым этидием. Продукты 
ожидаемых размеров очищали из реакционной смеси 
Cleanup Mini (Евроген, Россия) с добавлением изопро-
панола согласно инструкции производителя, нормали-
зовали до 5 нг/мкл и использовали в качестве матрицы 
для ПЦР с парой праймеров F3R3. 

Рис. 1. Схема расположения последовательностей гена PMS2, псевдогена PMS2CL и продуктов амплификации с праймеров F1R1, 
F2R2, F3R3 для валидации варианта rs267608172. 

Fig. 1. Scheme of the PMS2 gene, the PMS2CL pseudogene and amplification products from primers F1R1, F2R2, F3R3 location for val-
idation of the rs267608172
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Для ПЦР второго раунда использовали 10 нг очи-
щенного ПЦР-продукта, праймеры F3R3, высокоточ-
ную полимеразу SNP-detect (Евроген, Россия), реак-
ционную смесь готовили согласно инструкции про-
изводителя, ПЦР проводили в амплификаторе Veriti 
по программе 95◦C – 5 мин, 30 циклов в режиме: 95◦C – 
25 сек, 56-58°C – 20 сек, 72◦C – 30 сек; 72◦C – 5 мин. 
Визуализацию продуктов ПЦР проводили с использо-
ванием электрофореза в 1,5% агарозном геле с окраши-
ванием бромистым этидием.

Секвенирование по Сэнгеру проводили с исполь-
зованием праймеров F3R3 (прямое и обратное про-
чтение, соответственно) и набора реактивов BigDye 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit по стандартному 
протоколу производителя. Капиллярный электрофо-
рез выполняли на генетическом анализаторе ABI 3500 
(Applied Biosystems, USA). Анализ полученных данных 
осуществляли с использованием программного обе-
спечения Chromas (Technelysium, Австралия), вырав-

нивание – с использованием программного обеспече-
ния BioEdit (Nucleics, Австралия).

Валидация варианта chr7:6003716del
Чтобы избежать одновременной амплификации 

целевой последовательности и сходных участков псев-
догенов PMS2P1-PMS2P14 для валидации варианта 
chr7:6003716del были подобраны специфические прай-
меры F4R4 и F5R5 (таблица), схема расположения 
праймеров приведена на рис. 2. 

Дизайн пары праймеров F4R4 осуществляли та-
ким образом, чтобы обеспечить специфичность ам-
плификации. Для этого место отжига выбрали так, 
чтобы нуклеотид на 3’-конце праймера R4 был ком-
плементарен нуклеотиду в последовательности гена 
PMS2, но не псевдогенам (рис. 3б). Поскольку анали-
зируемые участки PMS2 имеют высокую степень го-
мологии с псевдогенами PMS2P1-PMS2P14 (степень 
гомологии с  экзоном 4 гена PMS2 93-99%), таких по-

Таблица. Последовательности праймеров, длины продуктов амплификации и температуры отжига, используемые для вали-
дации вариантов chr7:5982823C>T (rs267608172) (12 экзон) и chr7:6003716del (4 экзон) методом секвенирования по Сэнгеру

Table. Primers sequences, amplification products lengths and annealing temperatures used to validate variants chr7:5982823C>T 
(rs267608172) (exon 12) and chr7:6003716del (exon 4) by Sanger sequencing

Валидируемый вариант Название праймера Последовательность праймера 5’ – 3’ Tm,°С Длина, п.н.

chr7:5982823C>T F1* AGTAGTCAGGGTAAAACATTCCAGT 62 8812

R1* GCGTTGATATCAATGTTACTCCAGA 65

F2 GAAGGATCTTCTGGCTAACCA 63 8138

R2 TGCTGGATGTTGAAGGTAAGA 63

F3 CCTCCTTCCTAGATCTCTTCT 56 330

R3 AGTAAAACGATGTTTGCAGA 58

chr7:6003716del F4 AATAGTGCTTTGGTGAAATGTT 56 688

R4 TTAAGGACTATGGAGTGGATCTT 58

F5 GCTCACATTTCAGAAGTACTATGA 60 462

R5 CGAAGGCTTAAGTAAGTTGACTT 60

Примечание: праймеры F1* и R1* рекомендованы в работах [4,5], остальные праймеры собственного дизайна.

Рис. 2. Схема расположения пар праймеров F4R4 и F5R5, используемых для валидации варианта chr7:6003716del, расположен-
ного в 4 экзоне 

Fig. 2. Layout of primer pairs F4R4 and F5R5 used to validate the chr7:6003716del variant located in exon 4
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зиций очень мало. Праймер F4 специфичен как по-
следовательности гена PMS2, так и последовательно-
стям всех псевдогенов (PMS2P1, PMS2P3-PMS2P14) 
(рис. 3а). Выравнивание последовательностей гена, 
псевдогенов PMS2P1-PMS2P14 и праймера R4 пред-
ставлено на рис. 3.

Дизайн дополнительной пары праймеров F5R5 для 
секвенирования более короткого фрагмента осущест-
вляли так, чтобы они располагались внутри участка, 
фланкированного парой F4R4, а длина последователь-
ности не превышала 450 п.н. Их выравнивание приве-
дено на рис. 4.

 Амплификацию с праймеров F4R4 проводили с ис-
пользованием трех вариантов высокоточных полимераз 
SNP-detect, Encyclo (Евроген, Россия) и TaqF (ИЛС, 
Россия). Впоследствии по причине одинаковых резуль-

татов, полученных для трех полимераз, использовали 
полимеразу SNP-detect. В качестве матрицы использо-
вали 10 нг высокомолекулярной ДНК. Реакционную 
смесь готовили согласно инструкциям производите-
лей, ПЦР проводили с использованием амплификато-
ра Veriti (Thermo Scientific) по программе 95°C – 5 мин, 
30 циклов в режиме: 95°C – 25 сек, 56-62°C – 20 сек, 
7°C – 30 сек; 7°C – 5 мин. Визуализацию продуктов ам-
плификации проводили при помощи электрофорети-
ческой детекции в 1,5% агарозном геле с окрашива-
нием бромистым этидием. Очистку продуктов ампли-
фикации осуществляли при помощи набора реагентов 
Cleanup Mini (Евроген, Россия)

Для секвенирования использовали как прайме-
ры F4R4 (продукт праймеров F4R4 в качестве матри-
цы, полученный с использованием трех вариантов по-

Рис. 3. Выравнивание последовательностей гена, обозначенного как ref, псевдогенов PMS2P1-PMS2P14 и праймеров (выделе-
ны в рамки) F4 (a) и R4 (б). В рамку также выделен нуклеотид последовательности гена (аденин) и псевдогенов (гуанин), распо-
ложенный на 3’-конце праймера R4, обеспечивающий специфичность отжига. 

Fig. 3. Sequence alignment of the gene designated as ref, pseudogenes PMS2P1-PMS2P14 and primers F4 (a) and R4 (б) (boxed). The 
nucleotides adenine of the gene and guanine of the pseudogenes at the 3’ end of the R4 primer, which provides annealing specificity, 
are also boxed.

Рис. 4. Выравнивание последовательностей гена, обозначенного как ref, псевдогенов PMS2P1-PMS2P14 и праймеров (выделе-
ны в рамки) F5 (a) и R5 (б). Также в рамки заключены нуклеотиды, различающиеся в последовательностях гена и псевдогенов. 

Fig. 4. Alignment of the gene designated as ref, pseudogenes PMS2P1-PMS2P14 and primer F5 (a) and R5 (б) (boxed) sequences. Nu-
cleotides that differ in the sequences in the gene and pseudogenes are also framed.



40

оригинальные исследования� Медицинская генетика 2024. Том 23. Номер 2

Медицинская генетика [Medical genetics] 2024; 23(2)

ORIGINAL ARTICLES� Medical genetics 2024. Vol. 23. Issue 2

лимераз), так и праймеры F5R5 (продукты праймеров 
F4R4 и F5R5 в качестве матрицы), последовательно-
сти представлены в таблице. 

Реакцию секвенирования проводили с использо-
ванием набора реактивов BigDye Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit по стандартному протоколу произво-
дителя. Капиллярный электрофорез выполняли на ге-

нетическом анализаторе ABI 3500 (Applied Biosystems, 
USA). Анализ полученных данных  осуществляли с ис-
пользованием программного обеспечения Chromas 
(Technelysium, Австралия), выравнивание – с исполь-
зованием программного обеспечения BioEdit (Nucleics, 
Австралия). 

Результаты

Анализируемые участки гена PMS2 имеют высокую 
степень гомологии с псевдогенами PMS2P1-PMS2P14 
(степень гомологии с экзоном 4 гена PMS2 93-99%) 
и PMS2CL (степень гомологии с участком, содержа-
щим  экзон 12 и  интрон 12 гена PMS2, 99%). 

Результаты валидации варианта chr7:5982823C>T 
(rs267608172)
Для валидации варианта chr7:5982823C>T 

(rs267608172), расположенного в интроне 12 
(NM_000535.7), методом секвенирования по Сэнге-
ру, чтобы избежать контаминации последовательно-
стями псевдогена PMS2CL использовали ПЦР с вло-
женными праймерами. ПЦР-продукт после первого 
раунда в зависимости от используемой пары прайме-
ров имел длину F1R1=8812 п.н. и F2R2=8138 (рис. 5). 
Для второго раунда ПЦР использовали пару праймеров 
F3R3 (таблица). Ампликон после второго раунда ПЦР 
с длиной фрагмента 330 п.н. использован для секвени-
рования по Сэнгеру (рис. 6). 

Анализ секвенограммы на примеси последователь-
ности псевдогена не представляется возможным, так 
как последовательности, ограниченные праймерами 
F3R3, идентичны  со степенью гомологии 100%.

Рис. 5. Результат электрофореза продуктов амплификации с 
праймеров F1R1 и F2R2.

Fig. 5. Amplification products from primers F1R1 and F2R2 elec-
trophoresis result

Рис. 6. Секвенограмма прямого (a) и обратного (б) прочтения праймеров F3R3, подтверждающая наличие на проанализирован-
ном участке гена PMS2 варианта, соответствующего rs267608172 (chr7:5982823C>T) в гетерозиготном состоянии. 

Fig. 6. Sequenceogram of forward (a) and reverse (б) reads of F3R3 primers, confirming the presence of a heterozygous variant corre-
sponding to rs267608172 (chr7:5982823C>T)  in the analyzed region of the PMS2 gene.
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Чтобы убедиться в достоверности результатов, бы-
ло выполнено контрольное исследование. В качестве 
контроля была выбрана ДНК пациента, у которого 
не выявлено замены chr7:5982823C>T (рис. 7). Резуль-
таты секвенирования свидетельствуют об отсутствии 
патогенного варианта chr7:5982823C>T у пациента, что 
подтверждает секвенирование гена PMS2 без примеси 
псевдогенов (рис. 7)

Результаты валидации варианта chr7:6003716del
Для валидации варианта chr7:6003716del продукт 

ПЦР F4R4 секвенировали как с одноименных прай-
меров, так и с дополнительной пары F5R5. В резуль-
тате валидирована делеция T в гетерозиготном состоя-
нии chr7:6003716del с использованием прямых  (рис. 8) 
и обратных праймеров (рис. 9). На рис. 8а и 8б, а так-
же 9а и 9б очевидно отсутствие контаминации после-

Рис. 7. Секвенограмма прямого (a) и обратного (б) прочтения праймеров F3R3: изменения нуклеотидной последовательности 
гена PMS2, соответствующие rs267608172 (chr7:5982823C>T), не обнаружены, как и примесь псевдогенов.

Fig. 7. Sequencegram of forward (a) and reverse (б) reads of F3R3 primers: changes in the nucleotide sequence of the PMS2 gene cor-
responding to rs267608172 (chr7:5982823C>T) were not detected, as well as an admixture of pseudogenes.

Рис. 8. Cеквенограммы прямых чтений, полученных в результате секвенирования: а) продукта c праймера F4, полученного с прай-
меров F4R4, – делецию валидируем; б) продукта с праймера F5, полученного с праймеров F4R4, – делецию валидируем; в) продук-
та с праймера F5, полученного с праймеров F5R5 (исследование недостоверно); г) выравнивание последовательности с делеци-
ей на референсную. Красной линией обозначено место валидируемого варианта chr7:6003716del. Черной стрелкой обозначена 
позиция, в которой наличие примеси дополнительного пика свидетельствует об вкладе последовательности псведогенов (в). 

Fig. 8. Sequencegrams from direct primers: a) product from the F4 primer obtained from the F4R4 primers – we validate the deletion; 
б) product from primer F5 obtained from primers F4R4 – we validate the deletion; в) a product from the F5 primer obtained from the 
F5R5 primers (the study is unreliable); г) alignment of the sequence with deletion to the reference one. The red line indicates the loca-
tion of the validated variant chr7:6003716del. The black arrow indicates the position in which the presence of an additional peak indi-
cates the contribution of the psvedogen sequences (в).
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Рис. 9. Cеквенограммы с обратных праймеров: а) c праймера R4 продукта F4R4, – делецию валидируем; б) с праймера R5 про-
дукта F4R4, – делецию валидируем; в) с праймера R5 продукта F5R5, – делецию нельзя валидировать; г) выравнивание после-
довательности с делецией на референсную. Красной линией обозначено место валидируемого варианта chr7:6003716del. Чер-
ной стрелкой обозначена позиция, в которой наличие примеси дополнительного пика свидетельствует об вкладе последова-
тельности псведогенов (в). 

Fig. 9. Sequencegrams from reverse primers: a) product from the R4 primer obtained from the F4R4 primers – we validate the deletion; 
б) product from primer R5 obtained from primers F4R4 – we validate the deletion; в) a product from the R5 primer obtained from the 
F5R5 primers – the deletion cannot be validated; г) alignment of the sequence with deletion to the reference one. The red line indicates 
the location of the validated variant chr7:6003716del. The black arrow indicates the position in which the presence of an additional 
peak indicates the contribution of the psvedogen sequences (в).

Рис. 10. Выравнивание последовательностей гена, обо-
значенного как ref, и псевдогенов PMS2P1-PMS2P14, объ-
ясняющее пик C/T (Y) в позиции, близкой от места вали-
дируемого варианта chr7:6003716del (обозначен крас-
ной линией).

 Fig. 10. Sequence alignment of the gene designated ref 
and the PMS2P1-PMS2P14 pseudogenes explaining the C/T 
peak (Y) at a position close to the site of the validated vari-
ant chr7:6003716del (indicated by the red line).

довательностями псевдогенов, наложение пиков объ-
ясняется только сдвигом последовательности в резуль-
тате делеции Т. 

Продукт амплификации с праймеров F5R5 секвени-
ровали с тех же праймеров, результат прямого прочтения 
F5 представлен на рис. 8 (в), с обратного – на рис. 9(в). 
Наличие смешанных пиков (фон) на секвенограм-
ме прямого прочтения свидетельствует о примеси по-

следовательностей псевдогенов, а высчитать делецию 
на секвенограмме обратного прочтения не представля-
ется возможным. Таким образом показано, что нельзя 
использовать пару F5R5 для валидации варианта по при-
чине неспецифического отжига праймеров и контами-
нации последовательностями псевдогенов. 

Подтверждением того, что при использовании 
праймеров F5R5 псевдогены контаминируют после-



43

ISSN 2073-7998� Медицинская генетика 2024. Том 23. Номер 2

Медицинская генетика [Medical genetics] 2024; 23(2)

https://doi.org/10.25557/2073-7998.2024.02.34-45� Medical genetics 2024. Vol. 23. Issue 2

довательность гена и делают исследование недосто-
верным является наличие смешанного пика C/T от-
меченного стрелкой на секвенограммах 8 (в) и 9 (в). 
На секвенограммах 8 (a, б) и 9 (a, б), детектирует-
ся только чистый пик C без примеси пика T в со-
тветствующей позиции (указано стрелкой). Такая 
секвенограмма характерна для неконтаминирован-
ной последовательности гена PMS2. Происхожде-
ние смешанного пика C/T в случае ПЦР с праймеров 
F5R5 объясняется наличием нуклеотида T в соответ-
ствующей позиции в псевдогенах PMS2P6-PMS2P11, 
PMS2P13, PMS2P14. Нуклеотиды С (ген) и Т (псев-

догены) при амплифиции с праймеров F5R5, накла-
дываются друг на друга и вносят существенный вклад 
в получаемую нуклеотидную последовательность на 
секвенограмме. Выравнивание последовательностей 
приведено на рис. 10. 

Таким же образом, проверены на наличие смешан-
ных пиков продукты с праймеров F4R4 для оценки 
вклада последовательностей псевдогенов (рис. 11, 12). 
На рисунке видно отсутствие наложения пиков, что со-
ответствует отсутствию примеси псевдогенов. При на-
личии смеси целевой последовательности и псевдо-
гена на хроматограмме должны присутствовать сме-

Рис. 11. Анализ секвенограммы на примеси псевдогенов, приведена секвенограмма прочтения с ампликона F4R4. Секвено-
грамма без примесей последовательностей псевдогенов, фона нет.

Fig. 11. Analysis of the sequenceogram for pseudogene impurities, reads from the F4R4 amplicon are shown. Sequenceogram without 
admixtures of pseudogene sequences.

Рис. 12. Секвенограмма анализируемого образца (а) в сравнении с образцом (б) без валидируемого варианта chr7:6003716del 
(отрицательный контроль).

Fig. 12. Sequenceogram of the analyzed sample (a) in comparison with the sample (б) without the validated variant chr7:6003716del 
(negative control)
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шанные пики в позициях chr7:6003650, chr7:6003668, 
chr7:6003679, chr7:6003683, chr7:6003685 (рис. 12а) 
и в позициях chr7:6003731, chr7:6003744, chr7:6003745, 
chr7:6003803, chr7:6003825, chr7:6003837, chr7:6003844, 
chr7:6003845 (рис. 11а, б). Однако на полученной на-
ми последовательности никаких дополнительных пи-
ков на секвенограмме в указанных позициях обнару-
жено не было (рис. 11б, 12б). 

Для исключения получения ложноположитель-
ного результата с подобранными праймерами прове-
дено исследование образца, в котором не было выяв-
лено валидируемого варианта (отрицательный кон-
троль) (рис. 12). 

Обсуждение

Исследование мутаций в гене PMS2 требует приме-
нения определенных лабораторных подходов и является 
методически не простым. В настоящее время существует 
несколько методических подходов, которые позволяют 
определять патогенные варианты в гене PMS2, исклю-
чая контаминацию последовательностями псевдогенов. 
Для того, чтобы отсеять последовательности псевдогенов 
при подборе праймеров необходимо учитывать степень 
гомологии в районе отжига праймеров.  Отличия целевой 
последовательности от последовательностей псевдогенов 
даже на 1 нуклеотид достаточно для дизайна специфиче-
ских праймеров, особенно если нуклеотид находится на 
3’-конце праймера. Неспаренный нуклеотид праймера 
препятствует взаимодействию ДНК и полимеразы и по-
вышает специфичность реакции.

Выводы

Ген PMS2, ассоциированный с синдромом Линча, 
имеет большое число псевдогенов PMS2P1-PMS2P14 
и PMS2CL, которые затрудняют верификацию вы-
явленных вариантов и снижают эффективность диа-
гностики.  Чтобы избежать ошибок при анализе пато-
генных вариантов в гене PMS2 у пациентов с наслед-
ственными онкологическими синдромами необходимо 
использовать специфические методические подхо-
ды,  в каждом отдельном случае необходимо тщатель-
но продумывать дизайн праймеров и условия ПЦР для 
верификации полученных результатов. 
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