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Гепатоцеллюлярная карцинома (ГК) – самый распространенный тип рака печени, диагностируемый в основном на поздних ста-
диях. Применяемые в настоящее время в клинической практике молекулярные маркеры этого заболевания имеют недостаточную 
чувствительность для эффективной диагностики ГК, в связи с чем ведется активный поиск новых биомаркеров. Использование 
малоинвазивного метода жидкостной биопсии позволяет детектировать в биологических жидкостях пациентов специфические 
маркеры опухолевого роста, в частности характерное для ГК нарушение паттерна метилирования генов в ДНК, циркулирующей 
в крови. В настоящем обзоре рассмотрены наиболее перспективные для диагностики и прогноза биомаркеры метилирования, опре-
деляемые в циркулирующей ДНК крови пациентов с ГК.
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Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most common types of liver cancer that is mainly diagnosed at advanced stages. Since molec-
ular markers that are currently used in clinical practice are not sensitive enough for effective diagnosis of HCC, active search of new bio-
markers is underway. Usе of minimally invasive liquid biopsy allows to detect specific markers of tumor growth and particularly alterations  
of gene methylation patterns in cell-free DNA distinctive for HCC, in biological liquids of patients. In the present review the most promising 
diagnostic and prognostic methylation biomarkers that were detected in cell-free DNA of HCC patients are being considered. 
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Введение
Гепатоцеллюлярная карцинома (ГК) – эпителиаль-

ная опухоль, возникающая из зрелых гепатоцитов 
или стволовых клеток печени, является самой частой 
формой злокачественных опухолей печени. По данным 
Всемирной организации здравоохранения по состоя-
нию на 2018 г., ГК занимает 6-е место в мире по рас-
пространенности и 2-е место по уровню смертности 
от онкологических заболеваний со значительным пре-
обладанием в странах Восточной, Юго-Восточной 

Азии и Северной Африки [1]. Ежегодно в мире фик-
сируется 600–800 тыс. новых случаев данного заболе-
вания и примерно столько же смертельных исходов [1]. 
В России ежегодно диагностируется около 5 тыс. новых 
случаев ГК, причем динамика повышения заболева-
емости непрерывно растет и составляет по разным 
оценкам от 18 до 34 % за 10 лет [2]. Пятилетняя выжи-
ваемость пациентов с ГК не превышает 15 %. Высокая 
смертность и низкая эффективность лечения ГК опре-
деляются поздними сроками выявления заболевания 
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и устойчивостью к химиотерапии [3]. Риск развития 
ГК значительно повышен у лиц, инфицированных 
вирусами гепатита В (HBV) или С (HCV), системати-
чески злоупотребляющих алкоголем, страдающих ме-
таболическим синдромом и некоторыми наследствен-
ными генетическими заболеваниями (гемохроматоз, 
дефицит α-1-антитрипсина и др.) [4].

При дифференциальной диагностике ГК наряду 
с инструментальными методами исследования (уль-
тразвуковое исследование, или компьютерная томо-
графия, или магнитно-компьютерная томография 
с контрастированием), позволяющими оценить мор-
фологию патологического образования, используется 
определение уровня онкомаркера α-фетопротеина 
(АФП) в сыворотке крови. АФП синтезируется в клет-
ках гепатоцитарного ряда в эмбриональной печени 
и при канцерогенезе [5]. Для АФП, единственного 
диагностического маркера ГК, одобренного для кли-
нического использования, характерна высокая (80–
94 %) специфичность, но недостаточная (41–65 %) 
чувствительность [6]. Таким образом, поиск дополни-
тельных маркеров для диагностики ГК остается акту-
альной проблемой современной онкологии.

Наиболее эффективными методами лечения ГК 
являются хирургическая резекция, радиочастотная 
аблация или трансплантация; на неоперабельных ста-
диях возможно лечение мультикиназными ингибито-
рами (сорафениб, регорафениб), эффективное лишь 
для небольшой части больных. Надежных прогности-
ческих маркеров, которые бы способствовали выбору 
оптимальных схем терапии ГК или обеспечивали эф-
фективный мониторинг течения заболевания, пока 
не предложено [4].

Значительный прорыв в этом направлении может 
быть достигнут благодаря развитию малоинвазивных 
методов жидкостной биопсии, которые позволяют 
определять в биологических жидкостях организма 
(плазма / сыворотка крови, моча и др.) циркулирующие 
опухолевые клетки (цОК), фрагменты геномной ДНК, 
разные типы внеклеточных РНК, экзосомы и другие 
микрочастицы, содержащие элементы нормальных 
и опухолевых клеток организма. Поскольку время жиз-
ни свободно циркулирующих биомаркеров невелико 
(от нескольких минут до нескольких часов), наличие 
или отсутствие этих молекул в крови отражает акту-
альное состояние пациента на момент взятия матери-
ала. Жидкостная биопсия, направленная на обнару-
жение или количественный анализ в биологических 
жидкостях специфических биомаркеров опухолевого 
роста, может использоваться как для ранней диагно-
стики, так и при прогнозировании течения заболева-
ния (появление рецидивов и метастазов) или монито-
ринге результатов лечения и выборе оптимальных 
для конкретного пациента схем лекарственной тера-
пии. К несомненным преимуществам этого подхода 
относятся возможность получения материала для ис-
следования без проведения операции или биопсии, 

динамическое наблюдение состояния пациента, ни-
велирование эффекта внутриопухолевой гетерогенно-
сти [7–9].

В этом обзоре мы рассмотрим возможности при-
менения жидкостной биопсии для поиска специфи-
ческих биомаркеров ГК.

Циркулирующие опухолевые клетки
Впервые цОК в крови пациента с метастатической 

опухолью были описаны Эшвордом в 1869 г. как клет-
ки, фенотипически похожие на клетки первичной 
опухоли. Пул цОК очень невысок – 1–10 клеток 
на миллион клеток крови у пациентов с метастатиче-
скими опухолями. На сегодняшний день разработаны 
системы (CellSearch, СTС-Сhip и др.), позволяющие 
выделять цОК из небольшого объема сыворотки кро-
ви. Обогащенная фракция цОК может быть исследо-
вана с помощью методов гибридизации in situ, проточ-
ной цитометрии, секвенирования, полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) в реальном времени [10, 11].

Результаты метаанализа 23 исследований показы-
вают, что присутствие цОК в крови больных ГК ассо-
циировано с худшей общей и безрецидивной выжива-
емостью, более высокой стадией по классификации 
TNM, наличием сосудистой инвазии и большим раз-
мером опухоли [12].

Циркулирующие опухолевые нуклеиновые кислоты
Свободные нуклеиновые кислоты, циркулирующие 

в сыворотке / плазме крови, включают сильно фрагмен-
тированную (около 160 п.н.) геномную циркулирую-
щую ДНК (ц-ДНК), циркулирующие матричные РНК 
(ц-мРНК) и циркулирующие микроРНК, которые 
попадают в кровоток из живых, апоптотических 
или некротических клеток. Впервые нуклеиновые кис-
лоты, циркулирующие в крови, были описаны в 1948 г. 
[13], но только спустя 50 лет, после того как в сыво-
ротке крови больных лейкемией и раком поджелу-
дочной железы были выявлены мутантные последо-
вательности генов семейства RAS, циркулирующие 
опухолевые ДНК стали рассматриваться как потенци-
альные опухолевые биомаркеры [14, 15].

Циркулирующие опухолевые РНК. Несмотря на то, 
что фракция ц-мРНК в периферической крови доста-
точно быстро разрушается под действием рибонукле-
аз, многие исследователи подтверждают стабильное 
присутствие ц-мРНК опухолевого происхождения 
в сыворотке крови пациентов с меланомой, опухолями 
молочной железы, толстой кишки и предстательной 
железы. Вероятно, ц-мРНК преимущественно упако-
ваны в экзосомы и микровезикулы, что спасает 
их от разрушения в кровяном русле. По данным раз-
личных исследовательских групп, в крови пациентов 
с ГК циркулирующие опухолевые мРНК выявляются 
на очень низком уровне [10, 11].

Циркулирующие опухолевые микроРНК. Наиболее 
изученным классом циркулирующих опухолевых РНК 
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на сегодняшний день являются некодирующие цир-
кулирующие опухолевые РНК, в частности циркули-
рующие опухолевые микроРНК. В отличие от цирку-
лирующих опухолевых ДНК и циркулирующих 
опухолевых мРНК, количество циркулирующих опу-
холевых микроРНК, определяемых в крови, значи-
тельно выше. МикроРНК – класс высококонсерва-
тивных некодирующих одноцепочечных молекул РНК 
размером 20–25 нуклеотидов. Они вовлечены в регу-
ляцию множества клеточных процессов – дифферен-
цировки, апоптоза, пролиферации, а также могут 
выполнять онкогенные или онкосупрессорные функ-
ции. В крови эндогенные микроРНК находятся в свя-
занном с белками или липопротеинами состоянии, 
что повышает их стабильность. Изучение профилей 
экспрессии микроРНК в разных типах опухолей вы-
явило тканевую специфичность экспрессии ми-
кроРНК, а также корреляцию уровня их экспрессии 
с диагнозом, TNM-стадией и прогрессированием за-
болевания [10].

К настоящему времени в качестве диагностических 
или прогностических биомаркеров предложено более 
70 микроРНК, экспрессия которых изменяется в ГК. 
J. Zhou и соавт. предложили диагностическую панель 
из 7 микроРНК (микроРНК-21, -26а, -27а, -122, -223, 
-192, -801), позволяющую дифференцировать ГК 
от случаев гепатита В и цирроза печени, при исполь-
зовании жидкостной биопсии [16].

Изменение уровня ряда микроРНК может найти 
применение в качестве фактора прогноза течения за-
болевания. Так, высокий уровень микроРНК-17-5р 
в сыворотке может быть фактором неблагоприятного 
прогноза для пациентов с ГК, перенесших резекцию 
печени, а высокая экспрессия микроРНК-122 – низ-
кой выживаемости пациентов с опухолями, ассоци-
ированными с инфекцией HBV. Показано, что ми-
кроРНК-224 может служить индикатором наличия 
остаточных опухолей при нехирургическом лечении 
ГК [11].

Циркулирующие опухолевые ДНК. В плазме кро-
ви здоровых доноров концентрация ц-ДНК колеблет-
ся в пределах 1–10 нг / мл, в крови онкологических 
больных ее содержание значительно выше и может 
достигать 100 нг / мл. Даже с учетом того факта, 
что опухолевая ДНК составляет лишь часть всей низ-
комолекулярной ДНК, циркулирующей в кровотоке, 
этого количества может быть достаточно не только 
для качественного, но и для количественного опре-
деления специфических для опухолевой ткани по-
следовательностей в общем пуле ц-ДНК при жид-
костной биопсии. Выделенная из плазмы крови 
ц-ДНК может быть исследована на наличие генети-
ческих аберраций – точечных мутаций и полимор-
физмов (SNP), микросателлитной нестабильности, 
потери гетерозиготности, делеций, амплификаций, 
а также эпигенетических изменений, характерных 
для опухолевой ткани.

Выявление соматических мутаций  
в циркулирующей ДНК
Для выявления характерных для опухолевой ткани 

генетических нарушений в пуле ц-ДНК используют 
2 подхода – массовое параллельное секвенирование 
и различные варианты ПЦР, каждый из которых име-
ет свои преимущества и недостатки и может приме-
няться в различных модификациях. Дорогостоящее 
высокопроизводительное секвенирование использу-
ется преимущественно в фундаментальных исследо-
ваниях, проводимых на выборках пациентов с опреде-
ленным типом опухолей. Это позволяет определить 
большое количество мутаций, характерных для данно-
го заболевания, выявить неизвестные ранее генетиче-
ские нарушения. Метод ПЦР, более быстрый и эконо-
мичный, используется для выявления в ц-ДНК 
конкретного пациента ранее охарактеризованной му-
тации для принятия решения о тактике лечения. Так, 
в клинической практике уже используется определение 
мутации T790M в гене EGFR в плазме крови больных 
немелкоклеточным раком легкого для контроля раз-
вития резистентности к терапии ингибиторами тиро-
зинкиназ 1-го и 2-го поколения. L. A. Diaz и соавт. 
описали появление в крови больных колоректальным 
раком (КРР) мутантных вариантов гена КRAS при раз-
витии резистентности к таргетной анти-EGFR-тера-
пии [17].

Гепатоцеллюлярная карцинома характеризуется 
крайне гетерогенным профилем генетических наруше-
ний – в среднем экзом ГК содержит от 40 до 80 сома-
тических мутаций. Наиболее часто при гепатоканцеро-
генезе выявляются мутации промоторной области гена 
TERT, гена β-катенина (CTNNB1) (около 25 %, чаще 
всего в вирус-ассоциированных ГК) и опухолевого су-
прессора ТР53 (25–40 %), которые в большинстве слу-
чаев являются взаимоисключающими. Среди других 
генов опухолевых супрессоров, мутации которых с на-
ибольшей частотой выявляются в клинических образцах 
ГК: CDKN2A, кодирующий ингибиторы циклинзави-
симых киназ Cdk4 и Cdk2 – p16INK4а (6–17 %) и p14ARF 
(5 %), AXIN1 (5–15 %), AXIN2 (2–10 %), IGFR2 (10–
20 %), KLF6 (15 %), CASP8 (13 %), PTEN (5–8 %), HNF1α 
(3 %), SMAD2 (2 %) и SMAD4 (5 %) и др. [18].

В настоящий момент в научной литературе опу-
бликовано несколько статей, посвященных выявле-
нию мутаций, характерных для опухолевой ткани ГК, 
в ц-ДНК тех же пациентов, и продемонстрирована 
принципиальная возможность мониторинга течения 
заболевания в отдельных случаях [19]. В исследовании, 
опубликованном в 2018 г., проведено ультраглубокое 
(5500×) секвенирование образцов ц-ДНК 8 пациентов 
с ГК с использованием специально разработанной 
для ГК таргетной панели, включающей 58 генов [20]. 
Достоверное присутствие мутантного аллеля хотя бы 
одного из исследованных генов было выявлено 
в 4 (50 %) случаях ГК, причем все они были ассоции-
рованы с инфекцией HBV или HCV. В 2 случаях 
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«диагностических» мутаций не обнаружено даже 
при секвенировании опухолевой ткани тех же паци-
ентов. Это первое исследование, в котором методом 
жидкостной биопсии удалось идентифицировать му-
тацию в гене JAK1, обладающую потенциальной тера-
певтической значимостью, однако в целом его резуль-
таты неутешительны: панельное секвенирование 
конкретных наборов генов при ГК позволяет выявить 
лишь малую долю генетических нарушений только 
в половине случаев, к тому же в ассоциированных с ви-
русной инфекцией.

Приведенные данные свидетельствуют о том, 
что применение методов жидкостной биопсии для ана-
лиза опухоль-специфических нарушений генома име-
ет значительный клинический потенциал, однако 
нуждается в разработке новых подходов к персонали-
зированному выбору генетических нарушений, кото-
рые могут быть использованы в качестве биомаркеров 
для выявления в опухоль-специфической ц-ДНК. Та-
ким образом, в настоящий момент выявление набора 
соматических мутаций в ц-ДНК, характерных для ГК, 
не является достаточно эффективным методом для ис-
пользования в диагностике этого заболевания.

Выявление эпигенетических изменений  
циркулирующей ДНК
ДНК-метилирование – важный эпигенетический 

феномен, определяющий транскрипционную актив-
ность генома. Метилирование цитозина в положении 
5’ в составе CpG-динуклеотидов является одной из наи-
более распространенных модификаций ДНК, около 
70 % динуклеотидов в геноме человека метилированы. 
CpG-островки, GC-богатые последовательности ДНК 
длиной от 200 пар нуклеотидов, часто встречаются 
в областях с промоторов и первых экзонов генов. При-
нято считать, что гиперметилирование CpG-островков 
в составе промоторов генов связано с транскрипцион-
ной репрессией гена, а метилирование кодирующих 
участков гена повышает уровень транскрипции. Таким 
образом, метилирование отдельных участков генома 
может приводить как к супрессии, так и к активации 
генов в зависимости от локализации сайтов метили-
рования. Контроль экспрессии генов за счет эпигене-
тических модификаций различных последовательно-
стей ДНК является фундаментальным процессом, 
который влияет на эмбриональное развитие, клеточ-
ную дифференцировку, старение и другие ключевые 
биологические процессы. Изменение профиля мети-
лирования ДНК играет существенную роль в возник-
новении и прогрессии опухолей. Геном опухолевых 
клеток имеет тенденцию к гипометилированию, на-
ряду с гиперметилированием промоторов генов и спе-
цифических межгенных сайтов метилирования [10, 21].

Анализ метилирования ДНК проводят с помощью 
химической модификации цитозиновых оснований. 
На 1-м этапе в большинстве методов осуществляется 
бисульфитная конверсия денатурированной ДНК, 

описанная M. Frommer и соавт. в 1992 г. [22]. Основой 
метода бисульфитной конверсии служит сульфониро-
вание цитозина в 6-м положении и последующие де-
заминирование цитозин-сульфоната и образование 
урацил-сульфоната, который при дальнейшей инку-
бации со щелочью превращается в урацил. Конверсии 
подвергается только неметилированный цитозин, 
5-метилцитозин практически не взаимодействует с би-
сульфитом. На 2-м этапе в ходе ПЦР комплементарно 
урацилу включается тимин, а метилированному цито-
зину на комплементарной цепи соответствует гуанин 
[23]. Далее проводится анализ продукта амплификации 
и определяется соотношение цитозин / тимин для оцен-
ки числа 5-метилцитозина к общему числу цитозина. 
Для качественного анализа достаточно обнаружения 
ПЦР-продукта с помощью агарозного гель-электро-
фореза. В онкологии этот метод успешно применяют 
для изучения статуса метилирования отдельных генов, 
например генов TP53, RB1, CDKN2A, CDKN2B и др. [24, 
25]. Для количественной оценки метилирования может 
быть использована ПЦР в реальном времени [26].

Существует также методика, сочетающая бисуль-
фитную конверсию и применение рестриктаз, специ-
фичных к сайтам с неметилированным цитозином 
(Combined Bisulphite Restriction Analysis – комбинатор-
ный бисульфитный рестрикционный анализ) [27].

В последние годы для крупномасштабного анали-
за метилирования ДНК чаще всего применяют различ-
ные методы секвенирования. После бисульфитной 
конверсии и амплификации интересующей области 
фрагменты ДНК могут быть секвенированы по Сэн-
геру, подвергнуты пиросеквенированию или высоко-
производительному параллельному секвенированию. 
Каждая из этих технологий имеет свои преимущества 
и недостатки и может быть выбрана в зависимости 
от объекта и задач исследования [28].

В настоящее время на основании результатов из-
учения метиломов опухолевых и здоровых тканей па-
циентов сформированы базы данных (DiseaseMeth, 
Lnc2Meth), содержащие сведения о многочисленных 
сайтах, дифференциально метилированных в опухолях. 
Комбинации этих сайтов формируют профиль мети-
лирования опухоли и могут отражать степень прогрес-
сирования заболевания. Это открывает возможность 
для определения биомаркеров метилирования в крови 
пациентов за счет поиска сайтов, специфически ме-
тилированных в опухолях, и выявления аномально 
метилированных молекул в общем пуле ц-ДНК. 
Для введения в рутинную практику биомаркеров 
метилирования данные, полученные при изучении 
метиломов опухолевых тканей, должны пройти ва-
лидацию на большой выборке пациентов с исполь-
зованием жидкостной биопсии.

Как подтверждают результаты многочисленных 
исследований, профили метилирования ц-ДНК в кро-
ви пациентов с ГК хорошо согласуются с данными 
по метилированию ДНК в образцах опухолевой ткани 
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[29]. В связи с этим поиск опухоль-специфических 
биомаркеров метилирования в циркулирующих опу-
холевых ДНК представляется перспективным направ-
лением в диагностике и лечении ГК.

Ниже мы рассмотрим наиболее часто встречаю-
щиеся в литературе потенциально значимые для диаг-
ностики биомаркеры метилирования, выявляемые 
в ц-ДНК пациентов с ГК.

Нарушение метилирования генов-регуляторов каскада 
Wnt / β-катенин
В 20–90 % клинических образцов ГК выявляется 

активация проопухолевого пути Wnt / β-катенин [30]. 
Нарушение активности каскада происходит на ранних 
этапах гепатоканцерогенеза, способствует выживанию 
опухолевых клеток, стимулирует их пролиферацию, 
миграцию и инвазию и поддерживает рост опухоли 
за счет влияния на ее микроокружение [31].

В ГК часто наблюдается инактивация комплекса 
деградации β-катенина вследствие повреждающих му-
таций его компонентов – белка аденоматозного поли-
позного колита (Adenomatous Polyposis Coli protein 
(APC)) и аксина 1 (AXIN1) [30]. Активация сигнально-
го пути, вызванная накоплением β-катенина 

в цитоплазме и его последующей транслокацией 
в ядро, может также обусловливаться метилированием 
промоторов генов, кодирующих отрицательные регу-
ляторы каскада: APC, белки, секвестрирующие лиган-
ды Wnt – Wnt inhibitory factor 1 (WIF1) и Secreted FZD-
related protein 1 (SFRP1), или Е-кадгерин (CDH1), 
связывающий β-катенин в составе адгезионных ком-
плексов [30, 31].

По данным обширного метаанализа 144 экспери-
ментальных статей, посвященных сравнению профи-
лей метилирования ДНК в нормальных и опухолевых 
тканях печени, для тканей ГК характерно гипермети-
лирование промоторов генов APC, WIF1, SFRP1 
и CDH1. Кроме того, гиперметилирование генов WIF1 
и CDH1 часто отмечается в ц-ДНК из сыворотки кро-
ви пациентов с ГК [29].

Промоторные последовательности генов APC, 
WIF1, SFRP1 и CDH1 вошли в состав панели из 7 био-
маркеров, определение уровня метилирования которых 
предлагается использовать для оценки специфическо-
го показателя гиперметилирования генов в опухоли 
CIMP (CpG island methylator phenotype) (см. таблицу). 
Опухоли CIMP+, в которых отмечается гиперметили-
рование промоторов не менее 3 генов панели, 

Потенциальные биомаркеры метилирования, исследуемые для диагностики и прогноза гепатоцеллюлярной карциномы в циркулирующей ДНК 
из крови

Potential methylation biomarkers of circulating DNA in blood studied for diagnosis and prognosis of hepatocellular carcinoma

Иссле-
дование 

Study

Число 
случаев 

ГК 
Number 
of НСС  

cases

Источник 
циркули-
рующих 
опухоле-
вых ДНК 
Source of 
circulating 

tumor DNA

Число 
и тип 

контроль-
ных 

образцов 
Number and 

type of 
control 
samples

Метод 
анализа 
уровня 

метилирова-
ния 

Method of 
methylation level 

analysis

Биомаркеры метилирования 
Methylation biomarkers

Показатели чувствительно-
сти/специфичности для 
диагностики ГК (%) или 

прогностическая значимость 
Sensitivity/specificity for НСС  

diagnosis (%) or prognostic value

[33] 220
Сыворот-

ка 
Serum

202 ЗД 
202 HD

МС-ПЦР 
MS-PCR

Сайты метилирования 
в промоторах генов APC, 

RASSF1, BASP1, CCND2, CFTR, 
SPINT2, SRD5A2 

Methylation sites in the APC, RASSF1, 
BASP1, CCND2, CFTR, SPINT2, 

SRD5A2 gene promoters

APC 17,6/78,6
RASSF1 83,3/58,9
BASP1 62,0/78,6
CCND2 64,8/42,9
CFTR 56,5/83,9

SPINT2 35,2/98,2
SRD5A2 8,3/92,9

[32] 108 Плазма 
Plasma

60 ЗД 
60 HD

МС-ПЦР 
MS-PCR

Сайты метилирования 
в промоторах генов APC, WIF1, 

RUNX3, DLC1, SFRP1, DKK, 
CDH1 

Methylation sites in the APC, WIF1, 
RUNX3, DLC1, SFRP1, DKK, CDH1 

gene promoters

Статус CIMP+ (гипермети-
лирование промоторов 

≥3 генов панели) ассоции-
рован с более интенсивным 

прогрессированием 
заболевания 

CIMP+ status (hypermethylation  
of ≥3 panel gene promoters) is 
associated with more intensive 

disease progression

[56] 31 Плазма 
Plasma

10 ЗД 
10 HD

МС-ПЦР 
MS-PCR

Сайты метилирования 
в промоторах генов ELF, 

RASSF1A, CDKN2A, GSTP1 
Methylation sites in the ELF, 

RASSF1A, CDKN2A, GSTP1 gene 
promoters

Чувствительность панели 
93,6 

Panel sensitivity 93.6



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  
/ 

 A
D

VA
N

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

   
4

, 
2

0
1

8

13ТОМ 5 / VOL. 5  ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ

Иссле-
дование 

Study

Число 
случаев 

ГК 
Number 
of НСС  

cases

Источник 
циркули-
рующих 
опухоле-
вых ДНК 
Source of 
circulating 

tumor DNA

Число 
и тип 

контроль-
ных 

образцов 
Number and 

type of 
control 
samples

Метод 
анализа 
уровня 

метилирова-
ния 

Method of 
methylation level 

analysis

Биомаркеры метилирования 
Methylation biomarkers

Показатели чувствительно-
сти/специфичности для 
диагностики ГК (%) или 

прогностическая значимость 
Sensitivity/specificity for НСС  

diagnosis (%) or prognostic value

[55] 50
Сыворот-

ка 
Serum

50 ЗД 
50 HD

МС-ПЦР 
MS-PCR

Сайты метилирования 
в промоторах генов CDKN2A, 

CDKN2B, RASSF1 
Methylation sites in the CDKN2A, 
CDKN2B, RASSF1 gene promoters

Для панели биомаркеров 
84,0/94,0 

For biomarker panel 84.0/94.0

[35] 183
Сыворот-

ка 
Serum

50 ЗД 
50 HD

МС-ПЦР 
MS-PCR

Сайты метилирования 
в промоторах генов CDH1, 

DNMT3B, ESR1 
Methylation sites in the CDH1, 

DNMT3B, ESR1 gene promoters

Для панели биомаркеров 
84,5/66,3 

For biomarker panel 84.5/66.3

[34] 98
Сыворот-

ка 
Serum

80 ЗД 
80 HD

МС-ПЦР 
MS-PCR

Сайты метилирования 
в промоторах генов RASSF1, 
APC, BVES, TIMP3, GSTP1, 

HOXA9 
Methylation sites in the RASSF1, APC, 
BVES, TIMP3, GSTP1, HOXA9 gene 

promoters

RASSF1 52,0/91,5
APC 36,7/96,4

BVES 29,6/97,6
TIMP3 11,2/98,8
GSTP1 17,4/98,7
HOXA9 20,4/95,8

[50] 8
Сыворот-

ка 
Serum

10 ЗД 
10 HD

МС-ПЦР 
MS-PCR

RUNX3, CDKN2A, RASSF1, 
CDH1

–

[70] 1098 Плазма 
Plasma

835 ЗД 
835 HD

Таргетное 
бисульфитное 
секвенирова-

ние ДНК 
Targeted 
bisulfate 

sequencing of 
DNA

Диагностическая панель (сайт 
метилирования, хромосомный 

локус): 
Diagnostic panel (methylation site, 

chromosome locus):
cg10428836 (BMPR1A),

cg26668608 (PSD),
cg25754195 (ARHGAP25),

cg05205842 (KLF3),
cg11606215 (PLAC8),
cg24067911 (ATXN1),

cg18196829 (Chr 6:170),
cg23211949 (Chr 6:3),
cg17213048 (ATAD2),

cg25459300 (Chr 8:20).
 cg10428836 (BMPR1A),

Прогностическая панель (сайт 
метилирования, хромосомный 

локус): 
Prognostic panel (methylation site, 

chromosome locus):
cg23461741 (SH3PXD2A),

cg06482904 (C11orf9),
cg25574765 (PPFIA1),

cg07459019 (Chr 17:78),
cg20490031 (SERPINB5),
cg01643250 (NOTCH3),
cg11397370 (GRHL2),

cg11825899 (TMEM8B)

85,7–83,3/90,5–94,3

[46] 98 Плазма 
Plasma

191 ЗД 
191 HD

МС-ПЦР 
MS-PCR

Сайт метилирования в промо-
торе гена SEPT9 

Methylation site in the SEPT9 gene 
promoter

78,4–98,0/64,4–96,4

Продолжение таблицы

Continuation of table
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характеризуются более интенсивным прогрессирова-
нием заболевания по сравнению с CIMP-вариантами 
[32]. Гиперметилирование промотора гена APC, вклю-
ченного в тестируемые в настоящее время панели био-
маркеров для диагностики ГК, характеризуется спе-
цифичностью, сопоставимой с АФП, но более низкой 
чувствительностью по сравнению с мультигенными 
панелями биомаркеров метилирования [33, 34]. 
C. Y. Dou и соавт. предлагают использовать гиперме-
тилирование промоторов генов CDH1, ДНК-метил-
трансферазы 3β DNMT3B и эстрогенового рецептора 
α ESR1, выявляемое в ц-ДНК из сыворотки крови, 
в качестве биомаркера для ранней диагностики ГК, 
ассоциированных с инфекцией HBV [35].

Иссле-
дование 

Study

Число 
случаев 

ГК 
Number 
of НСС  

cases

Источник 
циркули-
рующих 
опухоле-
вых ДНК 
Source of 
circulating 

tumor DNA

Число 
и тип 

контроль-
ных 

образцов 
Number and 

type of 
control 
samples

Метод 
анализа 
уровня 

метилирова-
ния 

Method of 
methylation level 

analysis

Биомаркеры метилирования 
Methylation biomarkers

Показатели чувствительно-
сти/специфичности для 
диагностики ГК (%) или 

прогностическая значимость 
Sensitivity/specificity for НСС  

diagnosis (%) or prognostic value

[54] 22

Плазма, 
сыворотка 

Plasma, 
serum

10 ЗД 
10 HD

МС-ПЦР 
MS-PCR

Сайт метилирования в промо-
торе гена CDKN2A 

Methylation site in the CDKN2A gene 
promoter

Чувствительность 73,0 
Sensitivity 73.0

[57] 46
Сыворот-

ка 
Serum

23 ЦП 
23 CL

МС-ПЦР 
MS-PCR

Сайт метилирования в промо-
торе гена CDKN2A 

Methylation site in the CDKN2A gene 
promoter

47,8/82,6

[58] 66
Сыворот-

ка 
Serum

43 ЦП + 
ХГ 

43 CL + CH

МС-ПЦР, 
пиросеквени-

рование 
MS-PCR, 

pyrosequencing

Сайты метилирования 
в промоторе гена CDKN2A 

Methylation sites in the CDKN2A gene 
promoter

65,3/87,2

[64] 52
Сыворот-

ка 
Serum

16 ЗД, 30 
HCV+ 

16 HD, 30 
HCV+

ПЦР-РВ 
RT-PCR

Сайт метилирования в гене 
GSTP1 

Methylation site in the GSTP1 gene 
promoter

69,2/93,3

[69] 40 Плазма 
Plasma

20 ЗД 
20 HD

Метил-спе-
цифическая 
рестрикция 
с ПЦР-РВ 

Methyl-specific 
restriction with 

RT-PCR

Сайт метилирования в промо-
торе гена RASSF1 

Methylation site in the RASSF1 gene 
promoter

75,0/80,0

Примечание. В качестве контроля в исследованиях использовали циркулирующие опухолевые ДНК из плазмы или сыворотки 
крови здоровых доноров (ЗД), пациентов с циррозом печени (ЦП) или хроническим гепатитом (ХГ). ГК – гепатоцеллюлярная 
карцинома; МС-ПЦР – метил-специфическая полимеразная цепная реакция; ПЦР-РВ – полимеразная цепная реакция 
с детекцией в реальном времени; HCV+ – пациенты, инфицированные вирусом гепатита С человека. 
Note. In the studies, circulating tumor DNA from plasma or serum of healthy donors (HD), patients with cirrhosis of the liver (CL) or chronic hepatitis 
(CH) was used as control. НСС – hepatocellular carcinoma; MS-PCR – methyl-specific polymerase chain reaction; RT-PCR – real-time polymerase 
chain reaction; HCV+ – patients infected by human hepatitis C virus.

Гиперметилирование промоторов генов APC, WIF1, 
SFRP1 и CDH1 в ц-ДНК из сыворотки или плазмы кро-
ви рассматривается также в качестве потенциального 
биомаркера для диагностики КРР [36–38]. Кроме того, 
CpG-богатый участок промотора гена SFRP1 входит 
в состав панели биомаркеров метилирования, которую 
предлагается использовать для диагностики аденокар-
циномы поджелудочной железы I и II стадий [39].

SEPT9. Септин 9, кодируемый геном SEPT9, явля-
ется ГТФ-связывающим скаффолд-белком, образующим 
филаменты, участвующие в организации внутриклеточ-
ного пространства, поддержании структуры мембран 
и цитокинезе [40]. Разнородные данные о нарушении 
экспрессии гена SEPT9 в разных типах злокачественных 

Окончание таблицы

End of table
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В комбинации с другими биомаркерами определе-
ние статуса метилирования сайтов в промоторе гена 
RUNX3 в ц-ДНК из сыворотки или плазмы крови ис-
пользовали для оценки диагностического потенциала 
мультигенной панели [50] и для прогнозирования те-
чения заболевания в зависимости от уровня метили-
рования генов в опухоли [32].

По данным метаанализа J. Wen и соавт., гиперме-
тилирование промотора гена RUNX3 является одним 
из перспективных биомаркеров для диагностики рака 
желудка на основе жидкостной биопсии ввиду высоких 
показателей чувствительности и специфичности [51].

Нарушение метилирования генов CDKN2A и CDKN2В. 
Белки р16 / INK4a и p14 / ARF, кодируемые геном 
CDKN2A, и р15 / INK4b, продукт гена CDKN2В, явля-
ются регуляторами клеточного цикла. р16 / INK4a 
и р15 / INK4b ингибируют циклинзависимые киназы 4 / 6 
(CDK4 / 6); p14 / ARF обеспечивает стабилизацию р53, 
связываясь и секвестрируя его Е3-убиквитин лигазу 
MDM2 [52]. Инактивация этих опухолевых супрессоров, 
вызванная мутациями в локусе генов CDKN2A / CDKN2В 
или гиперметилированием их промоторов, характерна 
для многих типов рака, включая ГК, и связана с под-
держанием неконтролируемого деления опухолевых 
клеток [49, 52].

По данным метаанализа C. Zhang и соавт., гипер-
метилирование сайтов в промоторах генов CDKN2A 
и CDKN2В является одним из наиболее распростра-
ненных нарушений метилирования при ГК [29]. Ги-
перметилирование сайтов в промоторе гена CDKN2A, 
приводящее к снижению уровня экспрессии р16, от-
мечается в 60–80 % образцов ГК [49]. Согласно мета-
анализу W. H. Ren и соавт. гиперметилирование сайтов 
в гене CDKN2B и его промоторе выявляется в 37,5 % 
образцов ГК [53].

Корреляция уровней метилирования сайта в про-
моторе гена CDKN2A, выявляемых в образцах тканей 
ГК и в ц-ДНК из плазмы или сыворотки крови, ука-
зывает на перспективность использования этого био-
маркера для малоинвазивной диагностики ГК [29, 54].

Анализ уровня метилирования сайтов в промоторах 
генов CDKN2A и CDKN2В в комбинации с другими био-
маркерами метилирования в ц-ДНК из плазмы или 
сыворотки крови пациентов с ГК характеризуется вы-
сокими (84,0–93,6 %) показателями чувствительности 
для диагностики ГК [55, 56]. Гиперметилирование 
сайтов в промоторе гена CDKN2A в ц-ДНК также рас-
сматривается в качестве потенциального диагности-
ческого биомаркера, показатели чувствительности 
и специфичности которого составляют 47,8–73,0 
и 82,6–87,2 % соответственно [54, 57, 58].

Гиперметилирование промотора гена CDKN2A 
во внеклеточной ДНК применяется в качестве потен-
циального биомаркера при анализах мокроты для ди-
агностики рака легкого [59].

Гиперметилирование сайтов в промоторе гена GSTP1. 
Глутатион-S-трансфераза Р1 (GSTP1) относится 

новообразований и его возможной роли в канцерогене-
зе обусловлены существованием нескольких альтерна-
тивных транскриптов SEPT9, тканеспецифически экс-
прессирующихся в опухолях в зависимости от статуса 
метилирования промотора гена [41].

Гиперметилирование промотора гена SEPT9 – до-
стоверно эффективный биомаркер для малоинвазив-
ной диагностики КРР методом жидкостной биопсии. 
Разработанный компанией Epigenomics (США) тест 
Epi proColon, который основан на ПЦР-опосредован-
ном количественном определении уровня метилиро-
вания сайта CpG3 в промоторной области V2 гена 
SEPT9 в ц-ДНК из плазмы крови [42], является един-
ственным анализом крови, который был успешно апро-
бирован и одобрен для скрининга КРР Управлением 
по санитарному надзору за качеством пищевых про-
дуктов и медикаментов США [43]. По данным мета-
анализа, по сравнению с другими разработанными 
лабораторными тестами для скрининга КРР (тесты 
на скрытую кровь и ДНК в кале), тест Epi proColon 
характеризуется высокими показателями чувствитель-
ности и специфичности – 71,1–95,6 и 81,5–99,1 % 
соответственно [44].

Гиперметилирование промотора гена SEPT9 также 
характерно для ГК. По данным масштабного исследо-
вания по профилированию метилома в 221 образце ГК 
методом гибридизации ДНК со специфичными 
к участкам метилирования пробами на микрочипе 
Illumina Human Methylation 450, гиперметилирование 
промотора гена SEPT9 выявляется в 61 % исследован-
ных опухолей и рассматривается как возможный эпи-
генетический драйвер при гепатоканцерогенезе [45]. 
Определение уровня метилирования сайта CpG3 в про-
моторной области V2 гена SEPT9 в ц-ДНК из плазмы 
крови пациентов с ГК с использованием теста компа-
нии Epigenomics показало большую диагностическую 
точность по сравнению с АФП и в дальнейшем может 
найти применение в клинической практике [46].

Гиперметилирование сайтов в гене RUNX3. RUNX3 
относится к семейству транскрипционных факторов, 
содержащих домен Runt (Runt-related transcription fac-
tors) и являющихся одними из ключевых регуляторов 
экспрессии генов в процессах гематопоэза, остеогене-
за и нейрогенеза. Предполагается, что в некоторых 
типах тканей RUNX3 выполняет функцию опухолево-
го супрессора, и его инактивация может способство-
вать возникновению опухолей желудочно-кишечного 
тракта, рака молочной железы, легкого и кожи [47].

RUNX3 – негативный регулятор транскрипции 
генов, кодирующих участников процессов пролифе-
рации, апоптоза, ангиогенеза и эпителиально-мезен-
химального перехода при гепатоканцерогенезе. Сни-
жение экспрессии гена RUNX3 описано в 50–92 % 
случаев ГК [48]. Гиперметилирование сайтов в гене 
RUNX3 или его промоторе – частое событие при ГК, 
детектируемое как в опухолевой ткани, так и в ц-ДНК 
из крови пациентов [29, 49].
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к ферментам II фазы нейтрализации токсических ве-
ществ, лекарств и эндогенных метаболитов и катали-
зирует их конъюгацию с глутатионом. Гиперметили-
рование сайтов в промоторе гена GSTP1, приводящее 
к инактивации его транскрипции, выявляется при лим-
фопролиферативных заболеваниях и в солидных опу-
холях – раке предстательной железы, молочной желе-
зы и печени [60, 61]. Подавление экспрессии GSTP1 
и снижение уровня синтеза белка в ГК коррелирует 
с низкими показателями общей и безрецидивной вы-
живаемости пациентов. Гиперэкспрессия GSTP1 в клет-
ках ГК приводит к снижению их пролиферативного 
потенциала и клоногенности in vitro и замедлению 
скорости роста опухолей in vivo [62].

Метилирование сайтов в промоторе гена GSTP1 
часто детектируется в опухолевой ткани и ц-ДНК из сы-
воротки крови пациентов с ГК [29], однако уровень 
метилирования может существенно варьировать в за-
висимости от исследуемого сайта в опухолях различной 
этиологии [63]. Так, определение уровня метилирова-
ния сайта в гене GSTP1 в ц-ДНК из сыворотки крови 
при инфекции HCV показало бόльшую специфичность 
(93,3 %) по сравнению с определением сывороточного 
АФП (72,7 %) для диагностики ГК [64]. В то же время 
для пациентов с HBV-ассоциированными ГК индиви-
дуальная диагностическая значимость метилирования 
сайта в промоторе GSTP1 невысока [34]. Этот биомар-
кер может быть использован для диагностики ГК в со-
ставе мультигенных панелей: по данным W. Huang 
и соавт., такая мультигенная панель отличается более 
высоким показателем чувствительности (93,6 %) 
по сравнению с АФП (48,4 %) [56].

Гиперметилирование сайтов в промоторе гена 
GSTP1 в ц-ДНК из сыворотки / плазмы крови или мо-
чи рассматривается в качестве возможного биомаркера 
для диагностики и прогноза рака предстательной же-
лезы [65].

RASSF1. RASSF1, белок-ингибитор протоонко-
генов семейства Ras (Ras association domain-contain-
ing protein 1), является регулятором клеточного ци-
кла и рецепторзависимого пути индукции апоптоза. 
Дефицит RASSF1, вызванный потерей гетерозигот-
ности по локусу гена, гиперметилированием его 
промотора, микроРНК-опосредованной РНК-ин-
терференцией (например, за счет репрессорного 
действия микроРНК-602) или индуцированной SKP2 
(S-phase kinase-associated protein 2) убиквитинзави-
симой деградацией белка при переходе в S-фазу кле-
точного цикла наблюдается в 48–100 % случаев ГК 
[66, 67].

Гиперметилирование промотора гена RASSF1 часто 
детектируется в образцах ГК и ц-ДНК из плазмы / сы-
воротки крови и мочи пациентов с ГК [29, 49]. Гипер-
метилирование промотора гена RASSF1 в опухолевой 
ткани и ц-ДНК из сыворотки крови пациентов с ГК 
коррелирует с низким уровнем синтеза белка в ткани 
ГК и неблагоприятным прогнозом течения 

заболевания, связанным с метастазированием опухоли 
и ее инвазией в воротную вену печени [68].

Гиперметилирование сайтов в промоторе гена 
RASSF1 в ц-ДНК из крови обладает высокой диагно-
стической значимостью: показатели чувствительности 
и специфичности составляют 52–75 и 58,9–91,5 % 
соответственно [33, 34, 69]. В то же время диагности-
ческая точность панелей биомаркеров метилирования, 
в состав которых входят сайты в промоторе гена RASSF1 
(см. таблицу), превышает индивидуальные показатели 
этого биомаркера и характеризуется чувствительностью 
в диапазоне 73,5–84,0 % и специфичностью 91,1–
94,0 % [34, 55].

Оценку уровня метилирования промотора гена 
RASSF1 в ц-ДНК в комбинации с другими биомарке-
рами метилирования предлагается также использовать 
для диагностики и прогноза течения рака молочной 
железы [65].

Панели биомаркеров метилирования. В представлен-
ных исследованиях большинство биомаркеров мети-
лирования, детектируемых в ц-ДНК крови, объедине-
ны в диагностические панели, насчитывающие от 3 
до 10 сайтов метилирования в различных локусах (см. 
таблицу). Это отражает тенденцию к объединению био-
маркеров в группы для повышения диагностической 
мощности анализа: чувствительность диагностики ГК 
с использованием панелей биомаркеров колеблется 
в пределах 84,0–93,6 %, специфичность составляет 
66,3–94,3 %, что в целом превышает данные показа-
тели для индивидуальных биомаркеров. По приведен-
ным сведениям, наиболее часто в диагностические 
панели входят гены APC, CDH1, CDKN2A и RASSF1. 
Остальные гены, для которых описаны диагностиче-
ские биомаркеры метилирования ГК, описаны не бо-
лее чем в 2 исследованиях, что указывает на то, что про-
филь метилирования генов, которые могут быть 
использованы в качестве потенциальных биомаркеров 
для жидкостной биопсии ГК, пока охарактеризован 
недостаточно.

Заключение
Высокая гетерогенность и низкая частота встреча-

емости конкретных соматических мутаций в ГК по срав-
нению с другими типами рака являются существенным 
препятствием для их использования в качестве биомар-
керов для диагностики или прогнозирования течения 
заболевания. Изменение тканеспецифических паттер-
нов метилирования генов при канцерогенезе и суще-
ствование нарушений, специфических для ГК, откры-
вают возможность для использования изменений 
метилирования конкретных сайтов или участков генов 
как биомаркеров ГК. Поскольку профили метилирования 
генов в опухолевой ткани коррелируют с нарушениями, 
обнаруживаемыми в ц-ДНК из крови пациентов с ГК, 
детекция эпигенетических нарушений с помощью жид-
костной биопсии имеет несомненный потенциал для ис-
пользования в клинической практике. К настоящему 
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времени ни для одного из индивидуальных маркеров 
не описано чувствительности и специфичности, доста-
точных для надежной диагностики ГК, в то время как ис-
пользование панелей из нескольких маркеров позволяет 
достичь существенного повышения точности анализа. 
Дальнейшее изучение биомаркеров метилирования 
и их экспериментальная валидация на больших выборках 

образцов позволят выявить наиболее перспективные био-
маркеры и их сочетания для диагностики и прогноза ГК. 
Огромное значение для внедрения таких биомаркеров 
в клиническую практику имеет разработка чувствитель-
ных методов количественной оценки доли опухоль-спе-
цифических нарушений в общем пуле свободно цирку-
лирующих нуклеиновых кислот.
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