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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ВВЕДЕНИЕ
Среди первичных опухолевых заболеваний цен-
тральной нервной системы (ЦНС) наиболее частыми 
и, следовательно, наиболее изученными являются 
опухоли головного мозга. По данным CBTRUS 2014 
года, в структуре первичных и глиальных опухолей 
ЦНС первичные опухоли спинного мозга занима-
ют 4.3%, включая эпендимомы (21%), астроцитомы 
(3.2%), в том числе глиобластомы, а также опухоли 
различной природы (5.9%) – метастазы, лимфомы, 
иные нейроэпидермальные образования, и пило-
идные астроцитомы (0.8%). Низкая частота встре-
чаемости глиом спинного мозга и связанная с этим 
сложность формирования статистически значимых 
выборок больных существенно замедляют изучение 
механизмов возникновения, прогнозирование раз-
вития, а также разработку подходов к эффективной 
терапии глиом спинного мозга по сравнению с опухо-
лями головного мозга.

К настоящему времени исследование интракрани-
альных астроцитом позволило определить ряд гене-
тических маркеров, позволяющих дифференциро-
вать степень злокачественности данных опухолей, 
прогнозировать течение болезни, а в некоторых слу-
чаях и способствовать проведению таргетной тера-
пии. 

Одной из важнейших находок в изучении клеток 
глиом головного мозга (в том числе астроцитом) стало 
обнаружение соматических миссенс-мутаций в генах 

IDH1 и IDH2, кодирующих изоцитратдегидрогеназы 
1 и 2. Мутации IDH1/2 чаще всего ассоциированы 
с астроцитомами II–III степени злокачественности 
и вторичными глиобластомами (70–80% случаев) 
и довольно редко (< 5%) обнаруживаются в пилоци-
тарных астроцитомах и первичных глиобластомах, 
что делает их хорошим диагностическим марке-
ром [1]. Кроме того, они служат важным прогности-
ческим признаком: анапластические астроцитомы 
с IDH дикого типа оказываются более агрессивными 
и близкими к глиобластомам, чем опухоли с мутаци-
ями IDH; наиболее благоприятное течение болезни 
характерно для комбинации мутации в IDH и коде-
леции 1p/19q [2]. Наконец, данный биомаркер может 
оказаться потенциально полезным и при разработке 
препаратов для таргетной терапии опухолей. Так, 
в одном из исследований выявлена частичная эф-
фективность селективных ингибиторов изоцитрат-
дегидрогеназ в случае опухолей с мутацией R132H 
IDH1 как в условиях in vitro, так и на моделях гли-
ом [3]. Перечисленные характеристики мутаций IDH 
стали причиной их официального включения в спи-
сок биомаркеров, используемых для классификации 
опухолей ЦНС по критериям ВОЗ [2].

В гене IDH1 в клетках глиом наиболее часто встре-
чается гетерозиготная однонуклеотидная замена, 
приводящая к замене остатка аргинина на гистидин 
в положении 132 (R132H, >90% случаев) в активном 
центре фермента. Существенно реже встречаются 
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замены аргинина на цистеин, серин, глицин, лейцин, 
валин и пролин [4]. Описаны также динуклеотид-
ные инсерции/делеции, приводящие к замене арги-
нина-132 на цистеин (два случая анапластической 
астроцитомы и один случай глиобластомы головного 
мозга) [5] и на валин (один случай) [6], а также два 
случая гомозиготных мутаций в клетках анапласти-
ческой астроцитомы – замена аргинина-132 на лей-
цин [5] и гистидин [7]. Опубликованы сообщения 
об обнаружении редкой замены аргинина на глута-
мин в положении 100 (R100Q) изоцитратдегидроге-
назы, также приводящей к потере функции белка; 
описаны два случая такой замены при анапласти-
ческой олигодендроглиоме и один – при диффузной 
астроцитоме [8]. Один случай замены R100Q выявлен 
в клетках глиобластомы [5].

Несмотря на существенный багаж знаний о мута-
циях в гене IDH в интракраниальных опухолях, ин-
формации о мутациях в астроцитомах спинного моз-
га (АСМ) пока крайне мало, что связано с редкостью 
таких опухолей и, следовательно, с малым размером 
выборок, не обеспечивающим возможность надеж-
ного статистического анализа. К настоящему време-
ни нами найдена информация о двух случаях обна-
ружения мутации IDH1 в клетках диффузной АСМ 
и одно описание мутации IDH2 в клетках пилоцитар-
ной АСМ [9, 10]. Однако различия в механизмах воз-
никновения и развития опухолей ЦНС различной ло-
кализации затрудняют возможность экстраполяции 
данных, полученных для опухолей головного мозга, 
на опухоли спинного мозга. Таким образом, накопле-
ние и анализ информации о мутациях IDH в клетках 
АСМ остаются очень актуальной задачей.

В настоящем исследовании мы сообщаем о пяти 
мутациях в гене IDH1, выявленных в клетках АСМ. 
Две из этих мутаций можно считать уникальными, 
так как они впервые описаны в глиомах ЦНС.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В исследование генетических мутаций было вклю-
чено 50 пациентов с интрамедуллярными глиомами 
спинного мозга, однако в данной работе мы фоку-
сируемся на 5 пациентах. Клинические проявления 
были типичными для заболевания и выражались 
в снижении чувствительности и слабости в конеч-
ностях. Пациентам проводили микрохирургическое 
удаление интрамедуллярной опухоли под контролем 
нейрофизиологического мониторинга. Исход хирур-
гического лечения во всех случаях был удовлетво-
рительным.

Выделение ДНК
ДНК выделяли из образцов опухолевой ткани, фик-
сированных в формальдегиде и залитых парафином 

(FFPE-образцы, formalin-fixed paraffin-embedded), 
с использованием коммерческого набора GeneRead 
DNA FFPE (QIAGEN, США). Была получена пригод-
ная для дальнейшего анализа ДНК, концентрация 
которой варьировала от 10 до 100 нг/мкл. 

Высокопроизводительное секвенирование (NGS)
Анализ опубликованных результатов изучения гене-
тики опухолей ЦНС позволил нам отобрать 15 генов 
(ATRX, EGFR, FGFR2, H3F3A, IDH1, IDH2, NF1, NF2, 
NTRK1, PDGFRA, PIK3CA, PIK3R1, PTEN, PTPN13, 
TP53), мутации в которых могут иметь непосред-
ственное отношение к молекулярному патогенезу 
астроцитом спинного и головного мозга. На основе 
технологии AmpliSeq при участии компании Illumina 
разработана панель праймеров, обеспечивающая 
возможность селективного анализа этих генов в на-
шей выборке образцов ДНК на секвенаторе нового 
поколения MiSeq (Illumina, США). 

Анализ результатов NGS
Выравнивание прочитанных последовательностей 
относительно референсной последовательности ге-
нома человека (hg19), а также их фильтрацию по ка-
честву осуществляли в автоматическом режиме 
с помощью программы MiSeq Reporter (Illumina). 
Анализ (аннотацию) генетических изменений про-
водили с помощью программы Variant Studio 3.0 
(Illumina). Для визуализации геномных данных, 
оценки глубины прочтения и выявления возмож-
ных ложноположительных результатов использо-
вали программу Integrative Genomics Viewer (IGV) 
(Broad Institute, США). Популяционные частоты 
аннотированных генетических вариантов оцени-
вали с использованием данных проекта gnomAD 
(gnomad.broadinstitute.org/variant/2-209113262-C-
T?dataset=gnomad_r2_1). Влияние генетических ва-
риантов генов на структуру и функции кодируемых 
белков предсказания выявляли с использованием 
биоинформатических методов Pathoman (pathoman.
mskcc.org/PathoMANmethodDescription) и Condel 
(bbglab.irbbarcelona.org/fannsdb/). Для оценки их 
клинической значимости использовали базу данных 
NCBI ClinVar (ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В результате проведенного исследования ни в одном 
из проанализированных 46 образцов не обнаружили 
мутации в гене IDH2. В то же время в пяти образцах 
выявлены мутации в гене IDH1 (таблица). 

Поскольку к настоящему моменту мутации в гене 
IDH1 в клетках астроцитом спинного мозга описа-
ны лишь в двух публикациях [9, 10], причем в одной 
из них отсутствует детализация мутации, эти ре-
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зультаты имеют высокую степень новизны. В гене 
IDH1, выделенном из образца диффузной астроци-
томы спинного мозга, выявлена мутация, определя-
ющая аминокислотную замену R132S (Arg→Ser) в мо-
лекуле фермента [9]. Наши результаты показывают, 
что в клетках АСМ возможно появление еще двух 
замен в данной позиции IDH1 – R132H (Arg→His) 
и R132G (Arg→Gly). Обе эти замены найдены в IDH1 
в астроцитомах головного мозга, причем первая 
из них относится к наиболее распространенному ва-
рианту. 

Особого внимания заслуживают еще две замены, 
обнаруженные в позициях 82 (Arg→Lys, R82K) и 76 
(Ile→Thr, I76T) IDH1 (рис. 1, 2). Это наследственные 
мутации, имеющие очень низкие частоты встреча-
емости. По данным ресурса gnomAD, популяцион-
ная частота варианта R82K составляет 0.002475%, 
а I76T – 0.0003977%. Обе эти замены описаны впервые 
не только в астроцитомах спинного мозга, но и в опу-
холях ЦНС в целом. Нам удалось найти лишь две пу-
бликации, в которых первая мутация (R82K) была 
описана у пациентов с острым миелоидным лейкозом 
[11] и первичной меланомой кожи [12]. Данные о вто-
рой мутации (I76T) нами не обнаружены. Следует 
также отметить, что образцы с данными уникальны-
ми мутациями не содержали ни одной из других ассо-
циированных с астроцитомами мутаций, включенных 
в панель для анализа (ATRX, EGFR, FGFR2, H3F3A, 

Мутации в гене IDH1, выявленные в исследовании

Мутация* Интрамедулляр ная опухоль, локализация Гистологичес кий диагноз Возраст и пол 
пациента 

R132H Два узла опухоли на уровне С3-5, Th2-3 позвонков Пилоидная астроцитома Ж, 32
R132H С2-С3 Анапластическая астроцитома Ж, 28
R132G С5-7 Диффузная астроцитома Ж, 33
R82K С7-Th1 Пилоидная астроцитома Ж, 21
I76T С1-С6 Пилоидная астроцитома М, 19

*R – аргинин, H – гистидин, G – глицин, K – лизин, I – изолейцин, T – треонин. 

Рис. 1. Обнаружение мутации c.245G> A (p.R82K) 
в гене IDH1 методом NGS. Представлен фрагмент диа-
граммы многократного прочтения фрагмента хромо-
сомы 2, на которой локализован ген IDH1 (Программа 
визуализации геномных данных – Integrative Genomics 
Viewer (IGV)). Красным показана замена С> T в по-
ложении 208248538 хромосомы 2, которая соответ-
ствует замене c.245G> A в гене IDH1. Общая глубина 
прочтения данного региона составила 761Х, количе-
ство прочтений мутантного нуклеотида T составило 
341 (45%) 

Рис. 2. Обнаружение мутации c.227T> C (p.Ile76Thr) 
в гене IDH1 методом NGS. Представлен фрагмент 
диаграммы многократного прочтения фрагмента 
хромосомы 2, на которой локализован ген IDH1 (Про-
грамма визуализации геномных данных – Integrative 
Genomics Viewer (IGV)). Оранжевым показана замена 
A> G в положении 208248556 хромосомы 2, которая 
соответствует замене c.227T> C в гене IDH1. Общая 
глубина прочтения данного региона составила 585Х, 
количество прочтений мутантного нуклеотида G со-
ставило 317 (54%) 
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NF1, NF2, NTRK1, PDGFRA, PIK3CA, PIK3R1, PTEN, 
PTPN13, TP53; данные не приведены).

Использованные нами методы предсказания вли-
яния выявленных аминокислотных замен на струк-
туру и функцию белков (Pathoman и Condel) указы-
вают на повреждающее действие замен R82K и I76T. 
В базе данных NCBI ClinVar эти мутации характе-
ризуются как варианты с неизвестным значением. 
Для определения их возможного эффекта необходи-
мы более детальные исследования.

Таким образом, в результате проведенного ис-
следования получена новая информация о мутациях 
в гене IDH1 в клетках АСМ. Обнаружены две уни-
кальные мутации, не описанные ранее в клетках опу-
холей ЦНС. Дополнительное значение полученных 
результатов связано с тем, что официальная класси-
фикация опухолей по версии ВОЗ предусматривает 
использование мутаций в гене IDH1 в качестве од-
ного из маркеров, имеющих высокую диагностиче-
скую и прогностическую ценность. Поскольку в по-
давляющем большинстве случаев мутации в данном 
гене представлены вариантом R132H, то для анали-
за, как правило, используется иммуногистохимиче-

ское окрашивание соответствующими антителами. 
Однако выявление других мутантных вариантов 
в этом случае становится невозможным. В нашем 
случае из пяти обнаруженных мутаций только две 
относились к доминирующему варианту, при этом 
они оказались уникальными. Следовательно, выявле-
ние подобного рода мутаций возможно исключитель-
но с применением секвенирования. В связи с этим 
для выявления редких типов мутаций в генах IDH 
в образцах АСМ желательно использовать методы 
NGS-секвенирования.

Все процедуры, выполненные в исследовании 
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национального ко-
митета по исследовательской этике и Хельсинкской 
декларации 1964 года и ее последующим изменениям 
или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование участ-
ников получено информированное добровольное со-
гласие. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
РФФИ (номер проекта 18-29-01042).
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