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Мутации в генах изоцитратдегидрогеназ 1 и 2 (IDH1 и IDH2) – важные диагностические и прогно-
стические маркеры при целом ряде опухолей (хондроидные опухоли, опухоли головного мозга, лей-
козы). Для определения мутаций в генах IDH1/2 разработан метод аллель-специфичной гибридиза-
ции на биологическом микрочипе, позволяющий определять наличие мутации в образце опухоли
(хондроидные опухоли, глиобластома) и вариант нуклеотидной замены. При сравнении методов
определения мутаций IDH1/2 с помощью биологического микрочипа и анализа кривых плавления
с TaqMan-зондом получено полное совпадение результатов, при этом метод с использованием био-
чипа позволяет не только выявлять наличие мутантного генотипа, но и идентифицировать тип нук-
леотидной замены без дополнительного этапа секвенирования.
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ВВЕДЕНИЕ
Мутации в генах изоцитратдегидрогеназ 1 и 2

(IDH1 и IDH2) играют существенную роль в раз-
витии ряда опухолей (глиомы, хондроидные опу-
холи, лейкозы) и представляют интерес в целях
диагностики и выбора терапии [1]. Изоцитратде-
гидрогеназы участвуют в окислительном де-
карбоксилировании изоцитрата, превращая его
в α-кетоглутарат, промежуточный продукт цик-
ла Кребса. Соматические мутации в генах IDH1 и
IDH2 представляют собой гетерозиготные нук-
леотидные замены в каталитическом домене,
приводящие к потере нормальной функциональ-
ной активности фермента, снижению уровня
α-кетоглутарата и образованию 2-гидроксиглута-
рата, обладающего онкогенной активностью [2].
Мутации в гене IDH1 происходят в кодоне R132,
причем при глиомах >90% мутаций связано с за-
меной аргинина на гистидин (R132H), в то время
как при хондроидных опухолях наблюдают более
широкий спектр аминокислотных замен [3, 4]. В

гене IDH2 мутации затрагивают кодон R172, чаще
всего происходит замена аргинина на лизин
(R172K). Мутации в гене IDH1 встречаются гораз-
до чаще по сравнению с мутациями в гене IDH2 и
составляют >95% всех случаев мутантного гено-
типа IDH1/2 [4]. Мутации генов IDH1/2 – одни из
наиболее значимых и клинически актуальных
маркеров в современной онкологии, прежде все-
го, в нейроонкологии.

Прямое секвенирование – “золотой” стандарт
в оценке мутационного статуса генов IDH1/2. Од-
нако чувствительность этого метода зависит от
качества образца, кроме того, порог обнаружения
мутантной ДНК на фоне ДНК дикого типа со-
ставляет ~25% [5]. Иммуногистохимический ана-
лиз (ИГХ) требует разработки специфических ан-
тител для определения типа мутации, также наблю-
даются гетерогенность окрашивания препаратов и
перекрестная реактивность антител [5]. Такие мето-
ды определения мутаций, как пиросеквенирование
[6] или основанный на ПЦР метод SNaPshot [7],
применяются в клинической практике, но не
имеют значительных преимуществ по сравнению
с традиционным секвенированием. Метод плав-
ления ДНК с использованием TaqMan-зондов

Сокращения: IDH – изоцитратдегидрогеназа; ИГХ – им-
муногистохимический анализ.
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позволяет определять мутации с чувствительно-
стью 5%, однако для идентификации нуклеотид-
ной замены дополнительно требуется секвениро-
вание по Сэнгеру [8]. Биологические микрочипы –
эффективный диагностический инструмент для
анализа мутаций в геноме человека. Ранее были
разработаны биочипы для определения сомати-
ческих мутаций при раке легкого, меланоме, ко-
лоректальном раке [9, 10].

Цель данного исследования – разработка биоло-
гического микрочипа для определения соматиче-
ских мутаций в генах IDH1/2 на основе комбинации
ПЦР и аллель-специфичной гибридизации с иммо-
билизованными зондами, его апробации и сравни-
тельном анализе с альтернативными методами
определения мутаций. Для апробации биочипа
использовали контрольные образцы ДНК, выде-
ленные из парафинизированной ткани хондро-
идных опухолей и глиобластомы. Проведен срав-
нительный анализ определения мутаций IDH1/2 с
помощью биочипа и метода плавления ДНК с ис-
пользованием TaqMan-зондов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Была сформирована коллекция контрольных

образцов ДНК, выделенных из тканей хондроид-
ных опухолей и глиобластомы, заключенных в
парафиновые блоки. Для определения мутацион-
ного статуса генов IDH1/2 использовали модифи-
цированный метод анализа кривых плавления
ДНК с TaqMan-зондами. В качестве зондов были
выбраны олигонуклеотиды длиной 29 нт (ген
IDH1) и 18 нт (ген IDH2), комплементарные

участку ДНК, в котором находится мутация, и со-
держащие на концах молекулы флуорофора
(ROX) и гасителя флуоресценции (BHQ2). Про-
водили асимметричную ПЦР для участков генов
IDH1 и IDH2, далее продукты ПЦР подвергали
плавлению в присутствии TaqMan-зондов. Кри-
вые плавления позволяют отличить полностью
комплементарные гомодуплексы (гибрид зонда с
последовательностью дикого типа) и частично
комплементарные гетеродуплексы (гибрид зонда
с мутантной последовательностью). Симметрич-
ный пик плавления указывает на наличие в образ-
це ДНК одной определенной последовательности,
дополнительный пик с более низкой температурой
плавления свидетельствует о присутствии мутант-
ной последовательности. В качестве примера при-
ведены кривые плавления для образца с геноти-
пом дикого типа и мутантным генотипом для гена
IDH1 (рис. 1).

При выявлении мутации в образце далее про-
водили секвенирование по Сэнгеру для определе-
ния типа нуклеотидной замены. Результаты се-
квенирования образцов с мутациями генов IDH1
и IDH2 представлены на рис. 2. Таким образом,
была сформирована выборка из 15 контрольных
образцов, которая включала шесть образцов c ге-
нотипами дикого типа по R132 (ген IDH1) и R172
(ген IDH2), восемь образцов с мутациями гена
IDH1 (по два образца с генотипом R132H, R132С,
R132L и по одному с R132G и R132S) и один обра-
зец с мутацией гена IDH2 R172K. Мутации генов
IDH1 и IDH2 – взаимоисключающие.

Рис. 1. Кривые плавления ПЦР-продукта гена IDH1 в присутствии TaqMan-зонда: 1 – образец с генотипом дикого ти-
па, 2 – образец с мутацией. Отмечены пики флуоресценции, соответствующие последовательности дикого типа (wt) и
мутантной последовательности (mut).
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В дальнейшем контрольные образцы использо-
вали для оптимизации работы биологического мик-
рочипа. Для определения мутаций IDH1/2 проводи-
ли двухэтапную “гнездовую” ПЦР с включением на
втором этапе меченого дезоксиуридинфосфата
(Cy5-dUTP) в растущую цепь ДНК. Флуорес-
центно-меченый ПЦР-продукт гибридизовали
на биочипе с иммобилизованными зондами. На
рис. 3 представлены примеры картин гибридиза-
ции с различными генотипами гена IDH1 и гена
IDH2. В ходе разработки метода варьировали
условия ПЦР, последовательности праймеров и
иммобилизованных зондов для достижения од-
нозначно интерпретируемых результатов гибри-
дизации. Результаты определения мутаций на
биочипе совпали с результатами, полученными с
помощью анализа кривых плавления с TaqMan-
зондом, при этом биочип позволяет сразу иден-
тифицировать вариант нуклеотидной (и, соответ-
ственно, аминокислотной) замены. Это дает воз-
можность проводить анализ без дополнительного
этапа секвенирования в отличие от метода плав-
ления ДНК с TaqMan-зондом [8]. Также метод с
использованием биочипов имеет определенные
преимущества перед методом ИГХ с монокло-
нальными антителами [5], т.к. позволяет в одной

пробирке проводить одновременный анализ на
наличие всех возможных мутаций в обоих генах.
Использование в ИГХ-анализе поликлональных
антител не дает возможности определить тип му-
тации, а также анализировать мутации сразу в
двух генах IDH1 и IDH2.

Исследованные образцы ДНК были выделены
из парафиновых срезов участков опухолевой тка-
ни, выбранных под гистологическим контролем,
и содержали не менее 15–20% опухолевых клеток.
Дальнейшее развитие метода анализа на разрабо-
танном IDH-биочипе предполагает использова-
ние блокирующих олигонуклеотидов на этапе
ПЦР для подавления амплификации ДНК дикого
типа [10, 11]. Это позволит повысить аналитиче-
скую чувствительность метода до выявления 0.5%
опухолевой ДНК в образце, что делает принци-
пиально возможным применение метода аллель-
специфичной гибридизации на биочипе в жид-
костной биопсии [12].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Образцы. В исследование было включено

15 пациентов: 13 пациентов с краниальными хон-
дроидными опухолями (хондросаркома) в воз-

Рис. 2. Определение мутаций в кодоне R132 гена IDH1 и кодоне R172 гена IDH2 методом секвенирования по Сэнгеру:
(а) – генотип дикого типа гена IDH1; (б) – мутация IDH1 R132C (замена аргинина на цистеин); (в) – мутация IDH1
R132L (замена аргинина на лейцин); (г) – мутация IDH1 R132G (замена аргинина на глицин), (д) – мутация IDH1
R132S (замена аргинина на серин), (е) – мутация IDH2 R172K (замена аргинина на лизин). Пики, соответствующие
мутациям, отмечены стрелками.
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расте от 17 до 54 лет и 2 пациента с глиобласто-
мой, возраст 42 и 63 года. Материал опухоли фик-
сировали 4%-ным раствором формальдегида и
заключали в парафиновые блоки по стандартной
методике приготовления гистологических препа-
ратов.

Выделение ДНК. ДНК выделяли из парафино-
вых срезов опухолевых тканей с использованием
набора QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen,
Германия) по протоколу производителя.

ПЦР с использованием TaqMan-зонда. Для про-
ведения ПЦР в реальном времени и определения
профиля плавления ПЦР-продукта использовали
модификацию метода, описанного ранее [8]. Опре-
деление мутаций в генах IDH1 и IDH2 проводили
в различных пробирках. При подборе прайме-
ров использовали программу Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).
Последовательности праймеров и зондов: IDH1

F – 5'-AAAATATCCCCCGGCTTGTGA-3', R ‒
5'-GCAAAATCACATTATTGCCAACA-3', зонд
5'-ROX-CCCATAAGCATGACGACCTATGATGA-
TAG-BHQ2-3'; IDH2 F – 5'-AAACATCCCACG-
CCTAGTCC-3', R – 5'-AAAGTCTGTGGCCTTG-
TACTGC-3', зонд 5'-ROX-TGGGCGTGCCTGC-
CAATG-BHQ2-3' (подчеркнуты кодоны,
соответствующие аргинину в положении 132 в ге-
не IDH1 и 172 в гене IDH2). Реакцию проводили в
амплификаторе LightCycler 96 (Roche, Швейца-
рия) для обеих пар праймеров: 95°С – 5 мин, да-
лее (95°С – 13 с, 57°С – 40 с, 72°С – 20 с) × 53 цик-
ла; плавление продуктов ПЦР: 95°С – 1 мин, 55°С
– 4 мин, далее от 55 до 90°С повышение темпера-
туры на 0.2°С при каждом шаге с продолжитель-
ностью шага 12 с. Секвенирование по Сэнгеру
проводили на автоматическом секвенаторе Applied
Biosystems 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems,
США).

Рис. 3. Гибридизационные картины образцов ДНК опухолей, полученные на биочипе: (а) – генотип дикого типа IDH1
R132, IDH2 R172; (б) – в образце опухоли присутствует мутация IDH1 R132G (замена аргинина на глицин); (в) – мута-
ция IDH1 R132S (замена аргинина на серин), (г) – мутация IDH2 R172K (замена аргинина на лизин). Пунктирными
линиями обозначены области расположения иммобилизованных зондов для генов IDH1 и IDH2. М – маркер (ячейка
содержит цианиновый краситель Cy-5).
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Гибридизационный анализ с использованием био-
чипа. Для наработки одноцепочечного и флуорес-
центно-меченого фрагмента ДНК для гибридиза-
ции на биочипе использовали метод “гнездовой”
ПЦР в два этапа, как описано ранее [9]. В ходе пер-
вого этапа происходила наработка двухцепочеч-
ного продукта, на втором этапе использовали в ка-
честве матрицы продукт первого этапа и проводили
асимметричную ПЦР с одновременным включени-
ем в ПЦР-продукт флуоресцентной метки в виде
Cy5-dUTP. Флуоресцентно-меченый продукт вто-
рого этапа ПЦР гибридизовали на биочипе. Биочи-
пы изготавливали методом фотоиндуцируемой
совместной полимеризации олигонуклеотидов и
компонентов акриламидного геля, как описано
ранее [13]. Гибридизацию флуоресцентно-мече-
ного продукта на биочипе проводили в условиях,
описанных ранее [10]. Флуоресцентные сигналы
регистрировали с помощью анализатора биочи-
пов, анализ изображения проводили с помощью
программы ImaGeWare (ООО “БИОЧИП-ИМБ”,
Россия). Последовательности праймеров 1-го и
2-го этапов ПЦР для генов IDH1 и IDH2 могут
быть предоставлены авторами по запросу. После-
довательности зондов, иммобилизованных на
биочипе, приведены в табл. 1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработан метод определения соматических
мутаций с использованием биологического мик-
рочипа, который позволяет проводить одновре-
менный анализ на наличие мутаций в генах
IDH1/2 в образцах различных опухолей (хондро-
идные опухоли, глиобластомы), в том числе в
фиксированных формалином парафинизирован-
ных тканях. При сравнении с методом анализа
кривых плавления с TaqMan-зондом показано,
что метод с использованием биочипа не менее

специфичен, при этом биочип позволяет не толь-
ко выявлять наличие мутантного генотипа, но и
идентифицировать вариант нуклеотидной заме-
ны без дополнительного этапа секвенирования.
Дальнейшее развитие этого направления предпо-
лагает повышение аналитической чувствительно-
сти метода биочипов для применения в жидкост-
ной биопсии.
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Biological Microarray for Detection of Somatic Mutations in the Genes 
of Isocitrate Dehydrogenase 1 and 2
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Mutations in isocitrate dehydrogenases 1 and 2 (IDH1 and IDH2) genes are important diagnostic and prog-
nostic markers in a number of tumors (chondroid tumors, brain tumors, leukemia). To determine mutations
in the IDH1/2 genes the method of allele-specific hybridization on a biological microarray was developed,
which makes it possible to determine the presence of a mutation in a tumor sample (chondroid tumors and
glioblastoma) and the variant of nucleotide substitution. When comparing IDH1/2 mutation detection meth-
ods using a biological microarray and DNA melting analysis with a TaqMan probe, full coincidence of results
was obtained, with the biochip method making it possible to determine the type of nucleotide substitution
without an additional sequencing step.

Keywords: isocitrate dehydrogenase 1 and 2, mutations, glioblastoma, chondroid tumors, diagnosis, biological
microarray


