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ВВЕДЕНИЕ
Выявление мутаций в генах, вовлеченных в  

развитие злокачественных новообразований, ста- 
новится важнейшим инструментом для выбора 
схем лечения в онкологии [1]. Поскольку мутация 
обычно возникает в отдельных клетках среди 
большой популяции нормальных клеток, часто 
возникает проблема обнаружения мутантного 
аллеля на фоне большого числа копий дикого типа 
[2]. Стандартные методы диагностики мутаций 
используют ПЦР-амплификацию фрагментов 

целевых генов с последующей регистрацией му- 
тантной последовательности различными мето-
дами, включая секвенирование по Сэнгеру [3], 
пиросеквенирование [4], секвенирование нового 
поколения (NGS) [5], метод масс-спектрометрии 
(MALDI-TOF MS) [6], высокоэффективную 
жидкостную хроматографию (ВЭЖХ) [7], анализ 
кривых плавления с TaqMan-зондом [8]. При 
использовании этих методов доля детектируемой 
мутантной последовательности по отношению к 
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последовательности дикого типа обычно имеет 
нижний предел от 5 до 15–20%. 

Для преодоления этого ограничения разрабаты- 
ваются различные способы обогащения ПЦР-
продукта мутантными аллелями. Распространенная 
стратегия обогащения – аллель-специфичная 
ПЦР [2], альтернативный подход заключается 
в подавлении амплификации ДНК дикого типа 
за счет образования двухцепочечной структуры 
аллелей дикого типа (но не мутантного аллеля) 
при ПЦР. В методе “холодной” ПЦР (cold-PCR) 
в качестве блокирующей комплементарной 
цепи дикого типа используют целые участки 
ампликона, что позволяет достичь обогащения 
мутантной последовательностью в 5–100 раз [9]. 
В последние годы широкое применение находят 
короткие комплементарные последовательности, 
представленные аналогами нуклеиновой кислоты, 
которые образуют более стабильные пары осно- 
ваний по сравнению с природной ДНК: пептидно-
нуклеиновая кислота (peptide, nucleic acid PNA),  
замкнутая нуклеиновая кислота (locked nucleic 
acid, LNA) или мостиковая нуклеиновая кислота 
(bridge nucleic acid, BNA) [10, 11]. LNA и BNA 
состоят из нуклеотидов, в которых рибоза модифи- 
цирована дополнительным мостиком между 
2'-атомом кислорода и 4'-атомом углерода, в 
состав мостика могут входить как метиленовые, 
так и неметиленовые группы (например, амино- 
группы) [11, 12]. Нуклеотиды LNA/BNA спо- 
собны образовывать более стабильные струк- 
туры по сравнению с нативной ДНК и, таким 
образом, повышать температуру плавления 
дуплексов при гибридизации, при этом число 
копий мутантного аллеля, полученных в резуль- 
тате ПЦР, возрастает в 100–1000 раз [11–13].  
Олигонуклеотиды LNA/BNA широко исполь- 
зуются для блокирования амплификации опре- 
деленных последовательностей, т.к. они сов- 
местимы с различными платформами секвени- 
рования [14], способами амплификации (включая 
изотермическую и асимметричную ПЦР [13, 15]), 
а также с технологией биологических микро- 
чипов [16].  

Драйверные мутации в генах изоцитратде- 
гидрогеназ IDH1/2 – важные биомаркеры для 
целого ряда злокачественных новообразований, 
прежде всего опухолей головного мозга и хондро- 
идных опухолей [17, 18], кроме того, они могут  
служить молекулярными мишенями для тар- 
гетной терапии. Активно разрабатываются 
таргетные препараты – ингибиторы мутантных 
форм IDH: например, для лечения пациентов 
с холангиокарциномой и наличием мутации 

IDH1 был одобрен препарат ивосидениб [18, 19]. 
Применение высокочувствительных методов 
детекции мутаций IDH1/2 особенно актуально 
для оценки эффективности терапии и ранней 
диагностики рецидива. Ранее нами был разработан 
биочип для определения мутаций IDH1/2 [20], 
однако чувствительность метода не превышала 
10–15%, что не позволяло выявлять мутации 
в образцах с малым количеством опухолевых 
клеток. 

В настоящем исследовании мы применили 
LNA-опосредованное блокирование амплифи- 
кации ДНК дикого типа для разработки высоко- 
чувствительного способа детекции мутаций в генах  
IDH1 и IDH2 с использованием биочипов. Опти- 
мизированы условия подавления амплифи- 
кации аллелей дикого типа генов IDH1 и IDH2 с 
помощью LNA-олигомеров, определена анали- 
тическая чувствительность метода гибриди- 
зационного анализа на биочипе в сочетании с  
LNA-блокирующей амплификацией, продемон- 
стрирована эффективность детекции мутаций 
IDH1/2 c помощью данного подхода при анализе 
образцов опухоли с низкой представленностью 
мутантного аллеля. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исследовали образцы ДНК, выделенные из  
тканей глиальных (глиома, глиобластома) и хон- 
дроидных опухолей, заключенных в парафиновые 
блоки. Для блокирования амплификации аллелей 
дикого типа R132 (ген IDH1) и R172 (ген IDH2)  
в образцах опухоли в реакционную смесь ПЦР 
добавляли LNA-олигомеры. Были синтезированы 
LNA-олигомеры с различной температурой 
плавления (Tm) от 73.0 до 83.9°С, а также комп- 
лементарные (+)- и (–)-цепям ДНК генов IDH1 
и IDH2 (табл. 1). Для оптимизации условий 
блокирующей ПЦР в присутствии LNA-олиго- 
меров использовали метод ПЦР в реальном вре- 
мени (ПЦР-РВ) и метод кривых плавления ДНК 
с TaqMan-зондом. По результатам экспериментов 
были выбраны олигомеры длиной 13 нт с Tm = 79°С  
для мутации R132 IDH1 (LNA11) и с Tm = 80°С  
для R172 IDH2 (LNA21), в обоих случаях соответ- 
ствующие (–)-цепи ДНК дикого типа. При про- 
ведении ПЦР-РВ видно, что с возрастанием 
концентрации LNA-олигомера в реакции значение 
порогового цикла заметно увеличивается для 
аллеля дикого типа гена IDH1 и практически 
не изменяется для мутантного аллеля (рис. 1). 
Аналогичные результаты были получены для 
мутации в гене IDH2. 
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Подавление амплификации аллеля дикого типа 
может существенно повысить чувствительность 
метода в определении мутаций при анализе кривых 
плавления с TaqMan-зондом. При достаточно 
сильном подавлении амплификации ДНК дикого 
типа образуется ПЦР-продукт, представленный 
преимущественно мутантным аллелем (рис. 2). 

При анализе мутаций IDH1/2 с помощью биоло- 
гического микрочипа подавление амплификации 
аллеля дикого типа использовали на первом 
этапе гнездовой ПЦР (см. “Эксперим. часть”). 
Для определения предела чувствительности 
метода проводили анализ образцов с различным 
процентным содержанием мутантного аллеля на 
фоне аллеля дикого типа (10, 5, 1, 0.5 и 0.1%).  
При сочетании LNA-блокирующей ПЦР с гибри- 
дизационным анализом на биочипе метод позво- 

ляет обнаружить не менее 0.1% мутантной ДНК на 
фоне ДНК дикого типа, эффективность выявления 
мутации также зависит от эффективности подав- 
ления ДНК дикого типа и коррелирует с кон- 
центрацией LNA-олигомера (рис. 3). 

Для проверки способности метода выявлять му- 
тации IDH1/2 в образцах опухоли с низкой пред- 
ставленностью мутантного аллеля была сфор- 
мирована коллекция образцов ДНК, выделенных  
из ткани хондросаркомы и имеющих IDH1-му- 
тантный статус по данным иммуногистохими- 
ческого анализа (ИГХ). Методом гибридизацион- 
ного анализа на биочипе без подавления ампли- 
фикации ДНК дикого типа гена IDH1 было про- 
анализировано 14 образцов хондросаркомы. В 
двух случаях метод биологических микрочипов 
не подтвердил наличие выявленной методом ИГХ 

Таблица 1. Последовательности LNA-олигомеров для блокирования амплификации аллелей дикого типа генов 
IDH1 и IDH2

Ген Название олигомера Последовательность (5'–3') Длина, нт Tm, °С Ориентация

IDH1
LNA11 GCA+T+G+A+C+G+A+C+C+TA-p 13 79.2 (–)-цепь
LNA12 GCAT+G+A+C+G+A+C+CTA-p 13 73.0 (–)-цепь
LNA13 TA+G+G+TC+G+T+C+A+T+GC-p 13 79.4 (+)-цепь

IDH2
LNA21 G+CGT+G+C+C+T+G+CCAA-p 13 80.0 (–)-цепь
LNA22 GC+G+T+G+C+C+T+G+C+CAA-p 13 83.9 (–)-цепь
LNA23 GCGT+G+C+C+T+G+CCAA-p 13 77.1 (–)-цепь

Примечание: LNA-нуклеотиды отмечены надстрочным знаком “плюс” перед обозначением буквы основания. Полужирным 
шрифтом выделены LNA-олигомеры, отобранные для дальнейшей работы. Зонды содержали на 3'-конце фосфатную группу.

 

Рис. 1. Подавление амплификации аллеля дикого типа R132 IDH1 в образце, содержащем ~50% мутантного аллеля 
R132H, при различных концентрациях LNA-олигомера. (а) – Кривые амплификации аллеля дикого типа R132 и 
мутантного аллеля R132H: аллель дикого типа (wt) – кривые 1 (0 нМ), 2 (50 нМ) и 3 (100 нМ);  мутантный аллель 
(R132H) – кривые 4 (0 нМ), 5 (50 нМ) и 6 (100 нМ); (б) – разница в значениях порогового цикла кривых амплификации 
аллеля дикого типа (wt) и мутантного аллеля (R132H) при различной концентрации LNA по сравнению с нулевой 
концентрацией.

(а) (б)
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мутации в кодоне R132 гена IDH1. Использование 
LNA-блокирующего этапа ПЦР при получении 
флуоресцентной ДНК-мишени для гибридизации 
на биочипе позволило идентифицировать в этих 
образцах мутации R132C и R132L (рис. 4). 

Также метод LNA-блокирующей ПЦР и гибри- 
дизации на биочипе апробировали при анализе  
12 образцов глиом. В одном образце была выявлена 
мутация IDH1 R132H, что соответствовало кли- 
ническим характеристикам данного случая: IDH- 
мутантный подтип глиомы 4-й степени злокачест- 
венности, рецидив опухоли (пример определения 
мутации R132H представлен на рис. 3). Результат 
был подтвержден секвенированием по Сэнгеру. 
Мутаций в гене IDH2 выявлено не было.

Подавление амплификации аллеля дикого 
типа с использованием LNA-олигонуклеотидов – 
эффективный методический подход, используемый 
при выявлении соматических мутаций в опухоли 
[13, 16, 21, 22]. При дизайне LNA-олигомеров 
для блокирования амплификации целевых после- 
довательностей дикого типа критическим пара- 
метром является температура плавления, которая 
должна превышать температуру отжига и элон- 
гации праймеров на определенное число градусов. 
В нашей работе мы использовали программное 
обеспечение компании IDT (https://www.idtdna.
com/calc/analyzer) для расчета температур плав- 
ления LNA-олигомеров. Оптимальными значе- 
ниями было превышение Tm LNA-олигомера 
на 16–20°C температуры отжига и на 8–10°C 

 
ºC 

Рис. 2. Анализ кривых плавления с TaqMan-зондом при подавлении амплификации аллеля дикого типа R132 IDH1 (wt) 
в образце, содержащем 15–20% мутантного аллеля (R132H) при различных концентрациях LNA-олигомера: 1 – образец 
дикого типа (0 нМ); образцы с мутацией R132H – кривые 2 (0 нМ), 3 (50 нМ) и 4 (100 нМ). Заметно увеличение пика 
R132H при возрастании концентрации LNA-олигомера.

Рис. 3. Детекция мутации R132H IDH1 в образце, содержащем 0.5% мутантного аллеля, при различных концентрациях 
LNA-олигомера. Картины гибридизации: (а) – 0 нМ LNA, (б) – 50 нМ LNA, (в) – 100 нМ LNA; (г) – нормированные 
значения флуоресцентных сигналов.

 

(а) (б) (в)

(г)
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температуры элонгации праймеров в реакции 
амплификации. 

Детекция результатов амплификации с помо- 
щью биочипа – достаточно простой, надежный 
и специфичный метод определения мутаций, 
который ранее был успешно применен при ана- 
лизе соматических мутаций в генах EGFR, BRAF,  
KRAS и NRAS [16, 23]. В настоящей работе 
мы продемонстрировали эффективность этого 
подхода для детекции мутаций в генах IDH1 и 
IDH2. Одна из проблем при определении му- 
таций с помощью биочипов – открытая система 
проведения эксперимента, как следствие, высоко- 
чувствительный формат анализа становится уязви- 
мым с точки зрения потенциальной контамина- 
ции посторонней ДНК. Этого недостатка лишен 
метод кривых плавления с TaqMan-зондом, 
который представляет собой закрытую систему, 
при этом чувствительность метода также может 
быть существенно повышена за счет добавления 
в реакционную смесь LNA-олигомеров. Слабое 
звено этого подхода – необходимость секвенировать 
амплифицированную последовательность ДНК 
для идентификации мутации. С этой точки 
зрения перспективным направлением является 
разработка закрытых систем “лаборатория-на-
чипе”, в которых сочетается мультиплексность 
и информативность анализа с использованием 
биочипов и закрытое реакционное пространство 
методов ПЦР в реальном времени [24]. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Образцы. В исследование было включено 

26 клинических образцов, из них 14 образцов 
хондросаркомы основания черепа и 12 образцов 
опухолей головного мозга (глиома, глиобластома).  
Образцы хондросаркомы были предоставлены 
патологоанатомическом отделением РДКБ ФГБОУ 
ВО РНИМУ им. Н.И. Пирогова, образцы опухолей 
мозга получены из отделения нейрохирургии 
НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина.  Материал 
опухоли фиксировали 4%-ным раствором фор- 
мальдегида и заключали в парафиновые блоки 
по стандартной методике приготовления гисто- 
логических препаратов. 

Выделение ДНК. Из парафиновых срезов  
опухолевых тканей, фиксированных формаль- 
дегидом, выделяли ДНК с использованием набора 
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Германия) 
по протоколу производителя.

ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ). ПЦР-РВ  
проводили в двух модификациях: анализ кри- 
вых амплификации с использованием интерка- 
лирующего красителя EvaGreen (Евроген, Россия) 
и анализ кривых плавления с использованием 
TaqMan-зонда. Определение мутаций в генах 
IDH1 и IDH2 проводили в различных пробирках. 
Последовательности праймеров и TaqMan-зондов 
приведены ранее [20]. Для проведения реакции 
использовали смесь для ПЦР 5× qPCRmix-HS 

 

Рис. 4. Детекция мутаций в гене IDH1 в образцах опухоли (хондросаркома) с низким содержанием мутантного аллеля. 
В верхней части рисунка представлены гибридизационные картины на биочипе, в нижней части – нормированные 
значения сигналов флуоресценции. Образец с мутацией R132C: (а) – 0 нМ LNA-олигомера в реакции ПЦР, (б) – при 
добавлении 100 нМ LNA-олигомера. Образец с мутацией R132L: (в) – 0 нМ LNA-олигомера в реакции ПЦР, (г) – при 
добавлении 100 нМ LNA-олигомера. По углам биочипа расположены ячейки с флуоресцентным красителем Cy5, 
выполняющие роль маркера. 

(а) (б) (в) (г)
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(Евроген, Россия). В реакцию добавляли LNA-
олигомеры (ДНК-Синтез, Россия) в концентрации 
20–200 нМ (последовательности представлены 
в табл. 1) и образец ДНК в количестве 5–10 нг. 
Реакцию проводили в амплификаторе LightCycler 
96 (Roche, Швейцария) для пар праймеров IDH1 и 
IDH2: 95°С – 5 мин; (95°С – 13 с, 60°С – 40 с, 72°С –  
20 с) × 53 цикла. При использовании TaqMan-
зондов проводили амплификацию и плавление 
продуктов ПЦР: 95°С – 1 мин, 55°С – 4 мин, далее 
от 55 до 90°С повышение температуры на 0.2°С 
при каждом шаге с продолжительностью шага 
12 с. Секвенирование по Сэнгеру проводили на 
автоматическом секвенаторе Applied Biosystems 
3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems, США).

Гибридизационный анализ с использованием 
биочипа. Для наработки одноцепочечного флуо- 
ресцентно-меченого фрагмента ДНК для гибри- 
дизации на биочипе использовали метод гнездовой 
ПЦР в два этапа, как описано ранее [20, 23]. На 
первом этапе добавляли в реакционную смесь 
LNA-олигомеры в концентрации 20–200 нМ. 
В ходе первого этапа происходило подавление 
амплификации последовательностей дикого типа, 
преимущественно нарабатывался двухцепочечный 
продукт мутантной ДНК (при наличии мутации). 
На втором этапе использовали в качестве матрицы 
продукт первого этапа и проводили асимметрич- 
ную ПЦР с одновременным включением в ПЦР-
продукт флуоресцентной метки в виде Cy5-dUTP.  
Реакцию гнездовой ПЦР для генов IDH1 и IDH2  
проводили в разных пробирках, далее флуорес- 
центно-меченые продукты второго этапа ПЦР 
добавляли в гибридизационную смесь и наносили 
на биочип, гибридизацию проводили, как описано 
ранее [16, 23]. Биочипы изготавливали методом 
фотоиндуцируемой совместной полимеризации 
олигонуклеотидов и компонентов акриламидного 
геля, как описано ранее [16, 23]. Флуоресцентные 
сигналы регистрировали с помощью анализатора 
биочипов, анализ изображения проводили с по- 
мощью программы ImaGeWare (ООО “БИОЧИП-
ИМБ”, Россия). Наличие мутации устанавливали, 
если при обработке флуоресцентных сигналов 
ячеек биочипа получали, что J(mut) > J(wt) и 
J(mut)/Bm ≥ 2, где J(mut) и J(wt) – нормированные 
на фон сигналы ячеек биочипа, Bm – сигнал 
фона [16]. Последовательности зондов и их рас- 
положение на биочипе приведены ранее [20]. 
Для определения чувствительности метода сме- 
шивали образец с мутацией гена IDH1, в котором 
доля мутантного аллеля была определена методом 
ПЦР-РВ или методом NGS, с образцом ДНК, не 
содержащем мутацию, в различных соотношениях. 

Была получена серия разведений с долей IDH1-
мутантной ДНК в образце 10, 5, 1, 0.5 и 0.1%. 
Далее проводили ПЦР в присутствии LNA-
олигомера, полученный продукт гибридизовали 
на биочипе.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработан высокочувствительный формат 

метода определения соматических мутаций в генах 
IDH1/2 с использованием LNA-опосредованного 
блокирования амплификации аллелей дикого типа 
и гибридизации на биологическом микрочипе. 
Предел обнаружения мутантной ДНК в образцах 
опухолевой ткани составил 0.1% на фоне ДНК 
дикого типа. Метод апробирован на коллекции 
26 образцов парафинизированной опухолевой 
ткани (глиома, глиобластома, хондросаркома), 
в трех случаях на примере гена IDH1 показана 
эффективность выявления мутаций R132C, 
R132L и R132H в образцах опухоли с низкой 
представленностью мутантного аллеля. 

Дальнейшее развитие метода может быть 
связано с разработкой закрытой системы типа 
“лаборатория-на-чипе”, что позволит повысить 
специфичность и надежность проводимого 
анализа. 
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in Tumor Samples with Low Abundance of the Mutant Allele
V. O. Varachev*, D. A. Guskov*, O. Yu. Susova**, A. P. Shekhtman***, D. V. Rogozhin***,  

S. A. Surzhikov*, A. V. Chudinov*, A. S. Zasedatelev*, and T. V. Nasedkina*, #
# Phone: +7 (495) 135-98-46; e-mail: tanased06@rambler.ru

* Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences,
ul. Vavilova 32, Moscow, 119991 Russia

** N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of the Russian Federation,  
Kashirskoe shosse 23, Moscow, 115478 Russia

*** Russian Children’s Clinical Hospital, Leninsky prosp. 117, Moscow, 119117 Russia

Identification of driver mutations in tumors is an extremely important task in oncology for the choice of 
treatment strategy and assessment of therapy efficacy. In many cases, especially in disease monitoring, 
there is a need to detect a small number of copies of the mutant allele against the background of excessive 
content of wild-type DNA. In this work we investigated the possibilities of highly sensitive detection of 
mutations in IDH1 and IDH2 genes at suppression of wild-type DNA amplification using oligomers of 
“locked” nucleic acid (LNA) with subsequent hybridization of fluorescently labeled polymerase chain 
reaction (PCR) product on a biological microchip (biochip). The limit of detection of mutant DNA is 
0.1% in the wild-type DNA background. The effectiveness of this approach is demonstrated by analyzing  
26 samples of chondroid tumors and glial brain tumors with low representation of the mutant allele, previ-
ously undetected mutations R132C, R132L and R132H were identified in three cases.

Keywords: somatic mutations, isocitrate dehydrogenase 1 and 2, chondroid tumors, glioma, limit of detec-
tion, amplification inhibition, LNA nucleotides, biological microarray


