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Аннотация. Свободная ДНК не связана с клетками и определяется практически во всех жид-
костях организма. При этом повышение уровня свободной ДНК в плазме и сыворотке крови опре-
деляется при многих заболеваниях, включая аутоиммунные заболевания, злокачественные новооб-
разования, инфаркт миокарда и др. До сих пор не ясна физиологическая роль сцДНК, а также ее 
значение в развитии того или иного заболевания. Определены значения сцДНК у здоровых доноров, 
которые колеблются в пределах 10-100 нг/мл. Предполагается, что сцДНК у этих больных происхо-
дит из опухолевых клеток непосредственно. Принадлежность сцДНК к опухолевым клеткам можно 
определять по мутациям в ряде генов, связанных с опухолевой прогрессией клеток, например, в гене 
р53. Хотя концентрация сцДНК не может быть использована как эффективное прогностическое и 
диагностическое средство, этот параметр можно использовать для мониторинга изменений, проис-
ходящих с опухолью в процессе лечения, а так же для раннего выявления онкологических патоло-
гий. В отдельных клинических случаях концентрация сцДНК оказывается ниже оптимального для 
детекции мутаций количества. Как правило, фракция сцДНК, происходящая из опухолевых клеток, 
составляет от 0.01% до 90% от всей сцДНК крови. Очевидно, что повышенная концентрация сцДНК 
является отражением протекающих в организме пациента процессов. 

Разработан метод аллель-специфичной ПЦР для определения свободно циркулирующей ДНК в 
крови как результат метастазирования опухоли почек. Методами таргетного секвенирования опре-
делялись мутации в ткани удаленной почки и методами аллель-специфичной ПЦР отслеживали ее 
наличие в крови пациента через равные промежутки времени. Данный метод охарактеризован по 
следующим показателям: лимит/предел детекции реакции, минимальное определяемое количество 
ДНК, линейность, чувствительность. Минимальный процент мутантной аллели для анализа состав-
ляет 1.6%. Линейность метода наблюдается в промежутке концентраций проб 0.1 нг/мкл до 50 нг/
мкл. При 50% мутантной аллели минимум концентрации для детекции составляет 0.1 нг/мкл; при 
15% мутантной аллели – 0.6 нг/мкл; при 1.7% мутантной аллели – 0.6 нг/мкл. По значению дельты 
двух конкурирующих реакций ПЦР определяют наличие, отсутствие или динамику сцДНК в крови 
пациентов. На основании полученных данных возможно прогнозирование успешности операции и 
в дальнейшем наличия метастазирования опухоли.

Ключевые слова: аллель-специфичная ПЦР, свободно циркулирующая ДНК, 
метастазирование, опухоль почек, прогнозирование
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Свободная ДНК, свободно циркулирующая, 
внеклеточная, сокращенно свДНК или сцДНК, не 
связана с клетками и определяется практически во 
всех жидкостях организма: плазме, сыворотке, моче, 
слюне и даже жидкости спинного мозга [1, 2]. При 

этом повышение уровня сцДНК в плазме и сыво-
ротке крови определяется при многих заболеваниях, 
включая аутоиммунные заболевания, злокачествен-
ные новообразования, инфаркт миокарда и др. [3, 4]. 
До сих пор не ясна физиологическая роль сцДНК, 
а также ее значение в развитии того или иного за-
болевания. Установлено, что сцДНК находится во 
внеклеточных жидкостях в виде таких структур, 
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как микропузырьки, микрочастицы, апоптотиче-
ские тельца, экзосомы, гистоновые комплексы и 
виртосомы [5, 6, 7]. Определены значения сцДНК 
у здоровых доноров, которые колеблются в преде-
лах 10-100 нг/мл. Предполагается, что сцДНК у 
этих больных происходит из опухолевых клеток 
непосредственно. Принадлежность сцДНК к опу-
холевым клеткам можно определять по мутациям 
в ряде генов, связанных с опухолевой прогресси-
ей клеток, например, в гене р53 [8, 9].

Хотя концентрация сцДНК не может быть ис-
пользована как эффективное прогностическое и 
диагностическое средство, этот параметр можно 
использовать для мониторинга изменений, про-
исходящих с опухолью в процессе лечения, а так 
же для раннего выявления онкологических пато-
логий [8, 9]. В отдельных клинических случаях 
концентрация сцДНК оказывается ниже опти-
мального для детекции мутаций количества. Как 
правило, фракция сцДНК, происходящая из опу-
холевых клеток, составляет от 0.01% до 90% от 
всей сцДНК крови. 

Очевидно, что повышенная концентрация 
сцДНК является отражением протекающих в ор-
ганизме пациента процессов. Перед тем, как при-
нять концентрацию сцДНК как информативный 
эффективный диагностический биомаркер, следу-
ет решить ряд вопросов. 

Во-первых, выбор метода выделения сцДНК 
высокого качества в необходимом количестве 
является ключевым шагом к введению анализа 
сцДНК в клиническую практику. Показано, что 
преаналитические условия забора и обработки 
крови существенно влияют на выход сцДНК [10, 
11, 12]. Ввиду высокой сложности, стоимости и 
продолжительности имеющихся методик выде-
ления сцДНК, Сонненберг с соавторами разра-
ботали метод электрокинетического выделения 
сцДНК [8].

Во-вторых, в большинстве исследований 
крупного масштаба использовались методы сек-
венирования. В 2012 году Диаз с соавторами по-
казали, что мутантная по гену KRAS ДНК присут-
ствует в кровотоке пациентов с колоректальным 
раком. У 38% пациентов в сцДНК в сыворотке об-
наруживались мутации KRAS методами масштаб-
ного секвенирования в течение 5-6 месяцев после 
окончания терапии [13]. В другом исследовании 
анализировались пациенты с метастатическим ко-
лоректальным раком перед применением таргет-
ной терапии, и было показано, что 100% диагно-
стическая специфичность мутации V600E в гене 

BRAF, а так же 98% специфичность 7 протестиро-
ванных точечных мутаций в гене KRAS [14]. 

Существует два подхода к анализу сцДНК 
плазмы. Первый, так называемый целевой подход, 
заключается в анализе на предмет наличия хоро-
шо известных генетических изменений, наблюда-
емых в основной опухоли, из набора мутаций с 
известными терапевтическими рекомендациями, 
например, в генах KRAS и EGFR. Второй подход 
подразумевает анализ более обширных данных 
без знания конкретной информации об основной 
опухоли. В контексте мониторинга заболевания 
параллельно с полногеномным также использует-
ся полноэкзомное секвенирование сцДНК, кото-
рое так же не требует точных данных по мутаци-
онному профилю в основной опухоли [15, 16, 17, 
18, 19].

Целью работы была разработка метода для де-
текции и оценки количества сцДНК на основании 
известных точечных мутаций в сцДНК, суть ко-
торого заключалась в следующем. Методами тар-
гетного секвенирования определялись мутации в 
ткани удаленной почки и методами аллель-спец-
ифичной ПЦР отслеживали ее наличие в крови 
пациента через равные промежутки времени. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Ткань удаленной почки стабилизировали в 

RNAlater («Sigma», США). ДНК из ткани выде-
ляли Quick-gDNA MiniPrep («Zymo Research», 
США). Свободно-циркулирующую ДНК выде-
ляли из плазмы крови набором QIAamp Circulat-
ing Nucleic Acid Kit («Qiagen», США). Также ис-
пользовали синтетическую ДНК - смесь ДНК из 
нормальной ткани и ДНК из опухолевой ткани с 
мутацией известной частоты по полученным дан-
ным таргетного секвенирования для получения 
мутантной аллели целевого процента. Данную 
смесь ДНК и свободно циркулирующую ДНК ис-
пользовали для проведения аллель-специфичной 
ПЦР и последующей характеристики данного ме-
тода. 

Предлагаемый способ диагностики метаста-
зирования опухоли на основании сцДНК включа-
ет в себя следующие стадии: 

1. получение исходной пары образцов ткани от 
пациента, где один из образцов получен из 
предположительно пораженной раком ткани, 
а второй получен из прилегающей гистологи-
чески нормальной ткани («условной нормы»); 

2. выделение и очистка препаратов ДНК из ис-
ходной пары образцов; 

Свободно циркулирующая днк
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3. создание библиотек AmpliSeq из ДНК исход-
ной пары образцов тканей для целевого ресек-
венирования кодирующих последовательно-
стей (экзонов) наиболее значимых онкогенов 
коммерчески доступной панели праймеров 
Comprehensive Cancer Panel с целью состав-
ления характерной для пациента «карты му-
таций» - всего спектра геномных перестроек, 
возникших в ходе развития опухоли; 

4.  получение образцов крови от пациента в день 
операции, через 10-15 дней после операции и 
через месяц после операции; 

5. выделение и очистка препаратов ДНК из об-
разцов крови; 

6. проведение полуколичественной или количе-
ственной реакции амплификации фрагментов 
онкогенов с использованием ДНК крови в ка-
честве матрицы, и пар геноспецифичных оли-
гонуклеотидных праймеров, специфически 
подобранных для каждого пациента; 

7. сравнение количества амплифицированных 
фрагментов ДНК крови онкогенов в день опе-
рации, что принимается за базовый уровень, 
и через месяц. Обнаружение повышения кон-
центрации мутантных аллелей в крови будет 
свидетельствовать о ремиссии опухолевого 
роста и возможном прогрессе заболевания, 
что потребует дополнительного обследования 
для выявления локализации опухоли и/или 
мест метастазирования.
Ключевым является разработка праймеров 

для проведения аллель-специфичной ПЦР (АС-
ПЦР) – полимеразной цепной реакции, в которой 
аллельные варианты различаются за счёт того, 
что 3' концевой нуклеотид одного из праймеров 
гибридизуется непосредственно с позицией одно-
нуклеотидной замены (ОНП или в англоязычной 
литературе SNP).

Во всех экспериментах ставилось две реакции 
АС-ПЦР с SNP полимеразой («Евроген», Россия): 

1) Реакция с праймером дикого типа (WT – 
wild type) – реакция АС-ПЦР 1 (реакция 1);

2) Реакция с аллель-специфичным праймером 
(AS – allele specific, мутантным) – реакция АС-
ПЦР 2 (реакция 2).

Все эксперименты проводились на приборе 
CFX96 Touch™ Real-Time PCR DetectionSystem 
(«Bio-Rad», Америка).

Реакцию №1 ставили с нормальным прайме-
ром (или праймером дикого типа) следующая: 
SYBR green I – 1 мкл, реакционный буфер 10x 
– 2.5 мкл, смесь дезоксинуклеотидтрифосфатов 

50x – 0.5 мкл, ДНК-полимераза – 0.2 мкл, смесь 
праймеров – 1.25 мкл, ДНК матрица – 1 мкл, вода 
– 3.25 мкл. Состав реакции №2 идентичен составу 
реакции №1 за исключением смеси праймеров – 
аллель-специфичный (с мутацией) праймер с об-
ратным праймером.

ПЦР проводилась в амплификаторе при стан-
дартных условиях: начальная денатурация - 95 ºС, 
3 мин, 1 цикл; 50 циклов - предварительная дена-
турация 95 ºС 30 сек, отжиг праймеров 60ºС 30 
сек, элонгация 72ºС 45 сек.

При постановке ПЦР включается два вида 
внутренних контролей:

1) Контроль 1 – положительный контроль – 
геномная ДНК, выделенная из опухолевой ткани 
(мутантная);

2) Контроль 2 – отрицательный контроль – 
геномная ДНК, выделенная из нормальной ткани 
(нормальная).

ΔСt рассчитывали по следующей формуле: 
ΔСt = Сt реакции 2 (мутантной аллели) – Сt реак-
ции 1 (аллели дикого типа) [20]. Чем больше про-
цент мутантной аллели, тем больше ΔСt реакции.

В ходе разработки набора проведена пред-
варительная оценка следующих показателей ме-
тода, а именно лимит/предел детекции реакции, 
минимальное определяемое количество ДНК, ли-
нейность, чувствительность.

Для анализа была выбраны мутации в генах 
RET, PRKDC, PDGFRA, представляющая собой 
однонуклеотидную замену/полимозфизм – ОНП, 
или так называемый SNP. В качестве контроля 
для ПЦР взята нормальная ДНК. Подбор прай-
меров осуществляли с помощью программного 
комплекса Primer Blast на сайте https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_
LOC=BlastHome. Список праймеров – два прямых 
(forward): аллель-специфичный – allele-specific 
(AS) - и дикого типа - wild-type (WT) – праймеры, и 
один обратный (reverse) представлены в таблице 1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Для определения минимальной детектируемой 

концентрации ДНК, т.е. лимита детекции, были 
поставлены эксперименты с разной концентра-
цией ДНК, содержащей 50% мутантной аллели 
в образцах (169 нг/мкл). А именно были сделаны 
разведения опухолевой геномной ДНК для полу-
чения проб конечных концентрации 10; 5; 1; 0.5; 
0.1; 0.05; 0.01 нг/мкл. Для анализа была выбрана 
мутация в гене RET, представляющая собой одно-
нуклеотидную замену С/G в хромосоме 10 в поло-
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Таблица 1.
Список праймеров для проведения АС-ПЦР

Название праймера Сиквенс праймера 5'-3' Tm, ºC
RETfn CCCGAGATGTTTATGAAGAGGATTCC 57
RETfm CCCGAGATGTTTATGAAGAGGATTCG 57
RETr CTAGGCTTCCCAAGGGCAC 59
PRKDCfn ACGAGGTGCTCCAGAACTGGA 60
PRKDCfm ACGAGGTGCTCCAGAACTGGG 60
PRKDCr CTAGGCTTCCCAAGGGCAC 59
PDGFRAfn GGAGGGTCATTGAATCAATCAGCCCA 61
PDGFRAfm GGAGGGTCATTGAATCAATCAGCCCG 61
PDGFRAr AACTTACCAAGCACTAGTCCATCTCTTGG 60

жении 43120185 с частотой встречаемости 51.8. В 
качестве контроля для ПЦР взята нормальная ДНК. 
Списки праймеров представлены в таблице 1.

Полученные результаты в ходе ПЦР свиде-
тельствуют о том, что при наличии 50% мутант-
ной аллели в образце минимальная концентрация 
ДНК для анализа с допустимой достоверностью 
может составлять 0.1 нг/мкл (P<0.001) (риc. 1). 

Рис. 1. Определение предела детекции 
концентрации ДНК с 50% мутантной аллели

С целью определения минимальной детек-
тируемой концентрации ДНК с 15% мутантной 
аллели в образце была приготовлена также син-
тетическая ДНК. Синтетическая ДНК приготов-
лена из ДНК, выделенной из нормальной ткани, 
с концентрацией 90.4 нг/мкл и ДНК, выделенной 
из опухолевой ткани, с концентрацией 152 нг/
мкл. Исходные образцы ДНК использованы для 
получения концентраций 10; 5; 2.5; 1.25; 0.6; 0.3; 
0.15 нг/мкл. В качестве контроля использовалась 
нормальная ДНК. При постановке ПЦР анализи-
ровалась мутация в гене PRKDC в хромосоме 8 в 
положении 48848443 с частотой 26.7%. 

В результате проведения ПЦР было получено, 
что при анализе ДНК с 15% мутантной аллели ми-
нимальная детектируемая концентрация состав-
ляет 0.6 нг/мкл (P<0.001) (рис. 2).

Далее для определения чувствительности ме-
тода, была взята ДНК с 1.7% мутантной аллели 
в образце. Далее данная ДНК разбавлена с полу-

чением концентраций 10; 5; 2.5; 1.25; 0.6; 0.3; 0.15 
нг/мкл для проведения АС-ПЦР. Для последова-
тельного разведения использовалась мутация в 
гене PRKDC с 26.7% мутантной аллели. В каче-
стве контроля использовалась нормальная ДНК в 
концентрации 5 нг/мкл. 

Рис. 2. Определение минимальной детекти-
руемой концентрации синтетической ДНК с 15% 
мутантной аллели

Проведение АС-ПЦР показало, что при со-
держании 1.7 % мутантной аллели в образце, не-
обходимое количество матрицы ДНК для анализа 
составляет 0.6 нг/мкл (P<0.001) (рис. 3).

Рис. 3. Определение минимальной детектиру-
емой концентрации синтетической ДНК с 1.7 % 
мутантной аллели

На основании полученных данных при ана-
лизе диапазона концентраций ДНК с разным про-
центом мутантной аллели – 50% ,15% и 1.7%, 
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линейность анализа мутаций методом АС-ПЦР 
соблюдается в пределах от 0.1 нг/мкл до 10 нг/
мкл. Таким образом, минимальная концентрация 
образца для анализа составляет 0.1 нг/мкл.

Для установления допустимой максимальной 
концентрации была протестирована ДНК с гомо-
зиготной мутацией в концентрациях 10, 20, 50, 
100 нг/мкл.

Анализировалась эффективность амплифи-
кации мутации в гене PDGFRA с заменой A/G в 
хромосоме 4 в положении 54274888 с частотой 
встречаемости 100%, праймеры для проведения 
АС-ПЦР представлены в таблице 1.

Проведение АС-ПЦР показало, что макси-
мальная концентрация образца, допустимая для 
анализа, составляет 50 нг/мкл, тогда как большие 
концентрации приводят к повышению неспец-
ифического отжига праймеров и требуют допол-
нительного разведения для анализа (рис. 4).

Таким образом, оптимальный диапазон кон-
центраций ДНК для детекции мутаций методом 
АС-ПЦР, при котором наблюдается линейность, 
представлен в пределах от 0.1 нг/мкл до 50 нг/мкл.

Следующим показателем для определения 
была чувствительность (sensitivity) – минимальное 
количество целевого соединения/продукта – про-
цент мутантной аллели в ДНК, которое может быть 
определено поверх исходного шума (неспецифиче-
ской амплификации) системы. Чувствительность 
зависит не только от прибора, но и от реагентов, в 
связи с чем важно при сравнении систем использо-
вать одно и то же целевое соединение и реагенты.

Для определения чувствительности метода 
была получена сделана синтетическая ДНК сме-
шиванием нормальной и опухолевой ДНК c мута-
цией RET в соотношении 1:1 для получения 25% 
мутантной аллели, далее разбавлена в 2 раза с не-

Рис. 4. Определение максимальной детектиру-
емой концентрации ДНК с гомозиготной мутацией

мутантной матрицей ДНК (фоновой) для получе-
ния следующих % мутантной аллели: 50; 25;12.5; 
6.3; 3.1; 1.6; 0.8; 0.4; 0.2. В качестве контроля взя-
та нормальная ДНК.

В результате проведения ПЦР получено, что 
минимальный % мутантной аллели, доступный 
для анализа, составляет 1.6 (P<0.001) (рис. 5).

После проведения аллель-специфичной ПЦР с 
геном PRKD c частотой встречаемости 26.7%, по-
лучены следующие результаты сцДНК, выделен-
ная до операции –ΔCt 7.33, cцДНК, выделенная 
после операции – 7.21, сцДНК, выделенная через 
3 месяца после операции – 6.54, геномная ДНК, 
выделенная из опухолевой ткани – 0.75, геномная 
ДНК, выделенная из нормальной ткани – 7.08.

На основании данных ΔCt была построена ги-
стограмма (рис. 6).

Рис. 5. Определение детекции минимального 
процента мутантной аллели

Предварительное секвенирование выявило, что 
мутация PRKDC встречается в ДНК опухоли с ча-
стотой 26.7%. Для образца нормальной ДНК зна-
чение ΔCt составляет 7.08, а для опухолевой ДНК 
– 0.75. Это значит, что образец геномной ДНК имеет 
мутантный аллель гена PRKDC. Тогда как образцы 
сцДНК имеют ΔCt близкую к ΔCt нормальной ДНК, 
что свидетельствует об отсутствии мутантных алле-
лей в них и наличие только аллелей дикого типа.

Рис. 6. Сравнение ΔCt в образцах нормальной 
и опухолевой ДНК
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Таким образом, метод аллель-специфич-
ной ПЦР возможен для анализа присутствия 
сцДНК в крови пациентов с раком почки с ди-
агностическими и прогностическими целями. 
Минимальный процент мутантной аллели для 
анализа составляет 1.6%. Линейность мето-
да наблюдается в промежутке концентраций 
проб 0.1 нг/мкл до 50 нг/мкл. При 50% му-
тантной аллели минимум концентрации для 
детекции составляет 0.1 нг/мкл; при 15% му-
тантной аллели – 0.6 нг/мкл; при 1.7% мутант-
ной аллели – 0.6 нг/мкл. Соответственно дан-
ные характеристики метода нужно учитывать 
при использовании данного метода анализа.
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CELL FREE DNA AS A PROGNOSTIC AND DIAGNOSTIC 
BIOMARKER

T. M. Gorbacheva1, A. V. Panevina1, A.P. Gureev1, V. Yu. Bashmakov1, Solodskih S. A.1, 
I. P. Moshurov 3, A.A.Mikhaylov 3, A. Yu. Maslov1,2, V. N.Popov1

1 Voronezh State University
2 Albert Einstein College of Medicine, Yeshiva University

3 Voronezh Regional Clinical Oncological Dispensary

Abstract. Cell free DNA (cfDNA) is detected in all liquids of organism. Besides, the increase of cell 
free DNA in plasma or serum is detected when there is a disease, including autoimmune diseases, cancer, 
cardiac infarction. Still physiological role of cfDNA is not known, and its role in pathogenesis of any 
diseases. The diapason of cfDNA is detected in healthy people and it varies from 10 ng/ml to 100 ng/ml. 
It is supposed that cfDNA is originated from cancer cells. It proved that these cells are cancerogenic based 
on mutations in genes of cancer progression, for example, p53. Even though cfDNA can not be used as an 
effective prognostic and diagnostic tool, this parameter can be used for monitoring of changes of tumor 
during the treatment and for early detection of cancer. In some clinical cases concentration of cfDNA is 
below optimum for detection of mutations. As a rule, fraction of originated from tumor cfDNA constitute 
from 0.01% to 90% of total cfDNA of the blood. Obviously that increased concentration of cfDNA is a 
reflection of the processes occurring in the patient's body.

It was developed a method of allele-specific PCR for determination of free circulating DNA in blood as 
a result of metastasis of a kidneys tumor. First the mutations were detected by targeted sequencing of kidney 
tissue, then these mutations were traced by allele-specific PCR at time scale. This method is characterized 
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Маслов А. Ю., Попов В. Н.
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by the following indicators: limit/limit of detection reaction, the minimum detectable amount of DNA, lin-
earity, sensitivity. The minimum percent of mutant allele for the analysis is 1.6%. The linearity is observed 
in the diapason of probe concentration between 0.1 ng/mkl до 50 ng/mkl. When 50% of mutant allele, 
minimum detectable concentration is 0.1 ng/mkl; when 15% of mutant allele – 0.6 ng/mkl; when 1.7% of 
mutant allele – 0.6 ng/mkl. The Delta value of two competing reactions PCR is applied to determine the 
presence, absence, or dynamics cfDNA in the blood of patients. Based on these data, it is possible to predict 
the success of the operation and in the further presence of tumor metastasis.

Keywords: allele-specific PCR, free circulating DNA, kidneys tumor, metastasis 
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