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Введение. Ежегодно во всем мире от гепатоцеллюлярной карциномы (ГЦК) умирают более 600 тыс. человек. Заболевание часто 
выявляется на поздних стадиях и во многих случаях является некурабельным. Ранняя диагностика и мониторинг развития реци-
дивов ГЦК продолжают оставаться существенной проблемой клинической онкологии. Это определяет актуальность поиска 
высокочувствительных и специфичных биомаркеров для неинвазивной диагностики ГЦК.
Цель исследования – идентификация гиперметилированного при ГЦК локуса в промоторном районе гена септин 9 (Sept9) на ос-
новании анализа общедоступных данных метиломных исследований; экспериментальная валидация метилирования на пилотной 
панели парных клинических образцов пациентов с ГЦК, а также образцов ткани пациентов с доброкачественными опухолями 
печени и лимфоцитов здоровых доноров.
Материалы и методы. Для анализа метиломных данных были использованы выборки ГЦК TCGA, гепатоцеллюлярной аденомы 
из депозитария GEO (Gene Expression Omnibus), а также клеток периферической крови и тканей здоровых доноров Methbank. 
Экспериментальную валидацию уровней метилирования идентифицированного сайта проводили на пилотной выборке клинических 
образцов с использованием метода бисульфитного пиросеквенирования на приборе PyroMark Q24.
Результаты. На основании анализа метиломных данных нами был выбран сайт cg20275528, который характеризуется высоким 
уровнем метилирования в тканях ГЦК и минимальными уровнями метилирования в клетках неопухолевой ткани печени, гепато-
целлюлярной аденомы и периферической крови здоровых доноров. Экспериментальная проверка на пилотной выборке клинических 
образцов показала, что уровень метилирования маркерного сайта в ГЦК (медиана 42 %) значительно выше, чем в неопухолевых 
тканях печени (медиана 3 %) и доброкачественных новообразованиях (медиана 1,5 %) и превышает пороговое значение в ГЦК 
по сравнению с парными образцами прилежащей неопухолевой ткани печени в 20 (66,6 %) из 30 исследованных случаев. Показана 
принципиальная возможность детекции метилирования cg20275528 в циркулирующей ДНК плазмы больных ГЦК.
Заключение. Полученные результаты позволяют предположить, что разработанный и апробированный в этой работе подход 
к поиску и экспериментальной верификации диагностически значимых маркеров может быть использован для выявления новых 
дифференциально метилированных сайтов и разработки новых подходов к неинвазивной диагностике ГЦК.
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Background. Over 600,000 people die from hepatocellular carcinoma (HCC) each year worldwide. The disease is often detected at ad-
vanced stages and in many cases is not curable. Early diagnostic and monitoring of HCC recurrences remains a substantial problem in clini-
cal oncology. That determines the need for a search for highly sensitive and specific biomarkers for the non-invasive of HCC diagnostics.
The objective of the study. Identification of the hypermethylated locus in the promoter region of the septin 9 (Sept9) gene based on the anno-
tated methylomes from the public databases. Experimental validation of methylation on a pilot panel of paired clinical samples of patients 
with HCC, as well as tissue samples from patients with benign liver tumors and lymphocytes from healthy donors.
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Введение
Гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) – преобла-

дающая форма первичного рака печени, которая  
занимает 6‑е место по  распространенности 
и 4‑е по смертности среди злокачественных новообра-
зований в мире [1]. ГЦК характеризуется бессимптом-
ным течением, поздними сроками диагностики 
и крайне неблагоприятным прогнозом [2]. Несмотря 
на то что наиболее высокая заболеваемость характерна 
для стран Азии и центральной Африки, за последние 
годы в развитых странах отмечена устойчивая тенден-
ция к росту заболеваемости и смертности от ГЦК [3].

Эти обстоятельства определяют необходимость 
поиска диагностических маркеров и  разработки  
методов, которые могли бы обеспечить повышение 
эффективности ранней диагностики ГЦК. В настоя-
щее время основным клинически значимым белковым 
маркером для диагностики и мониторинга течения 
заболевания является альфа-фетопротеин [4], опреде-
ляемый в сыворотке крови, однако чувствительность 
теста недостаточна для  эффективной диагностики 
ГЦК (особенно ранних стадий). Ведется анализ эф-
фективности использования совместно с альфа-фето-
протеином таких маркеров, как глипикан 3 (GPC3) 
и дес-гамма-карбоксипротромбин (DCP), однако чув-
ствительность метода тестирования в случае ранних 
стадий заболевания остается недостаточной [5].

В настоящее время для диагностики онкологиче-
ских заболеваний различных локализаций ведется 
поиск маркеров, основанных на  метилировании 
ДНК. Эти маркеры имеют ряд преимуществ, которые 
делают их перспективными в качестве опухолевых 
маркеров для неинвазивной диагностики:

• метилированная ДНК достаточно стабильна 
в  плазме крови и  других биологических жидко-
стях;

• метилирование ДНК зачастую легче поддается 
оценке ввиду ее специфического расположения 
в промоторной области определенных генов;

• некоторые эпигенетические маркеры имеют важ-
ное значение для раннего выявления рака вслед-
ствие их участия в процессах канцерогенеза;

• метилирование может быть обнаружено с  помо-
щью чувствительных методик, основанных на по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР), в том числе 
с использованием малоинвазивных подходов жид-
костной биопсии, позволяющих детектировать 
циркулирующие опухолевые маркеры в биологи-
ческих жидкостях организма.
Поэтому маркеры метилирования ДНК обладают 

высоким потенциалом и широким спектром приме-
нения в качестве биомаркеров для ранней и неинва-
зивной диагностики различных форм опухолей [6, 7].

Одним из первых маркеров метилирования, для ко-
торых была доказана возможность диагностического 
использования в малоинвазивных методах жидкостной 
биопсии, стал CpG-богатый район в альтернативном 
промоторе V2 гена септин 9 (Sept9), расположенного 
в геномном локусе 17q25.3. Было установлено, что ги-
перметилирование этого участка – не только частое 
событие в тканях колоректальной карциномы, но и по-
тенциальный диагностический маркер, который может 
быть выявлен в циркулирующей ДНК (цДНК), выде-
ленной из плазмы крови пациентов с колоректальным 
раком [8]. Детальный анализ профиля метилирования 
CpG-сайтов в этом районе позволил картировать уча-
сток с максимальным уровнем метилирования в образ-
цах колоректальной аденомы и карциномы – ампли-
кон  5 (chr17:75369420-75369648 по  сборке генома 
человека GRCh37 / hg19) [9]. Эти исследования легли 
в основу разработки тест-системы mSept9 Epi proColon 
2.0 (Epigenomics, Германия) – первого теста на основе 
анализа метилирования цДНК из плазмы крови, одо-
бренного Управлением по санитарному надзору за ка-
чеством пищевых продуктов и медикаментов США 
для  клинического использования при  диагностике 
колоректального рака [10]. Гиперметилирование Sept9 
описано также при раке молочной железы, пищевода, 

Materials and methods. To analyze the methyl data, samples of HCC from TCGA, hepatocellular adenoma from GEO (Gene Expression 
Omnibus) depository, peripheral blood cells and tissues of healthy donors from Methbank were used. Experimental validation of methylation 
levels of the identified site was carried out on a pilot panel of clinical samples by bisulphite pyrosequencing using PyroMark Q24.
Results. Based on the analysis of methylome data, we selected cg20275528 site, which is characterized by high level of methylation in HCC 
tissues and minimal levels of methylation in non-tumor liver tissue, hepatocellular adenoma and peripheral blood of healthy donors. Experi-
mental testing on a pilot panel of clinical specimens showed that the level of marker site methylation in HCC (42 % median) is significantly 
higher than in non-tumor liver tissues (3 % median) and benign neoplasms (1.5 % median) and exceeds the threshold value in HCC com-
pared to paired samples of adjacent non-tumor liver tissue in 20 out of 30 studied cases (66.6 %). The general possibility for cg20275528 
methylation detection in circulating DNA of plasma in HCC patients was shown.
Conclusion. The obtained results indicate that the approach to the detection and experimental verification of diagnostically significant  
markers developed and tested in this study can be used to identify new differentially methylated sites and to establish new approaches for 
non-invasive HCC diagnosis.

Key words: hepatocellular carcinoma, methylation markers, septin 9, liquid biopsy

For citation: Lazarevich N. L., Abramov P. M., Fedorova M. D. et al. Identification of a new methylation site in the Sept9 promoter region 
for the diagnosis of hepatocellular carcinoma. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2019;6(4):26–37. 
(In Russ.).
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желудка, предстательной железы, вне- и внутрипече-
ночных желчных протоков [11].

Результаты нескольких исследований, опублико-
ванных к  настоящему времени, указывают на  то, 
что гиперметилирование промотора гена Sept9 также 
характерно и для ГЦК. При анализе профилей мети-
лирования в 221 клиническом образце ГЦК методом 
гибридизации с использованием Illumina HumanMeth-
ylation450 Chip гиперметилирование промотора гена 
Sept9 наблюдалось в 61 % проанализированных опу-
холей [12]. В экспериментальной статье, опубликован-
ной в  2018  г., продемонстрирована возможность  
использования теста mSept9 Epi proColon 2.0 для ди-
агностики ГЦК среди пациентов с алкоголь- или ге-
патитиндуцированным циррозом печени [13].

В то же время данные J. Li и соавт. свидетельствуют 
о том, что гиперметилирование CpG-богатого участка 
в промоторной области Sept9 (chr17:75369766-75369791) 
может быть использовано для дифференциальной диаг-
ностики метастазов колоректального рака в  печени 
от тканей ГЦК, в которых этот участок не метилирован 
[14]. Несогласованность существующих к настоящему 
времени данных литературы указывает на необходи-
мость более точной детекции конкретных участков про-
моторной области Sept9, гиперметилирование которых 
характерно для ГЦК и может быть использовано для ди-
агностики ГЦК методами жидкостной биопсии.

В настоящей работе мы провели анализ уровней 
метилирования промоторных сайтов гена Sept9 на ос-
новании общедоступных баз данных, идентифициро-
вали участки, максимально метилированные в образцах 
ГЦК по сравнению с образцами неопухолевых тканей 
печени, и провели экспериментальную верификацию 
полученных результатов на панели клинических образ-
цов ГЦК и доброкачественных опухолей печени.

Материалы и методы
Анализ общедоступных баз данных метиломного про-

филирования. Анализ метиломных данных был прове-
ден с использованием выборки ГЦК Атласа генома 
опухолей (The Cancer Genome Atlas, TCGA-LIHC) [15] 
с  помощью онлайн-сервера DiseaseMeth 2.0 
(http://bio-bigdata.hrbmu.edu.cn / diseasemeth), депозита-
рия первичных данных метиломных исследований  
генома человека GEO (Gene Expression Omnibus, https://
www.ncbi.nlm.nih.gov / geo), а также клеток перифериче-
ской крови и тканей здоровых доноров Methbank 3.0 
(http://bigd.big.ac.cn / methbank). Хромосомные коорди-
наты всех исследованных локусов приведены по сборке 
генома человека GRCh37 / hg19, при необходимости 
конвертацию из других версий проводили с использо-
ванием сервиса LiftOver UCSC Genome Browser  
(https://genome.ucsc.edu / cgi-bin / hgLiftOver).

Клинические образцы. В работе были использованы 
30 пар образцов нормальной и опухолевой тканей печени 
пациентов с гистологически верифицированным диаг-
нозом ГЦК, 10 пар образцов ткани пациентов с добро-

качественными опухолями печени (фокальная нодуляр-
ная гиперплазия или  гепатоцеллюлярная аденома), 
полученных при резекции опухолей в отделении опухо-
лей печени и поджелудочной железы НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Блохина, а также 23 образца клеток перифери-
ческой крови здоровых доноров. Сбор образцов прово-
дили после подписания пациентом информированного 
согласия на использование биологического материала. 
Кроме этого, в работе были использованы препараты 
архивных аутопсийных образцов тканей печени пациен-
тов без опухолевых патологий печени. Сводная характе-
ристика исследованных случаев ГЦК и доброкачествен-
ных опухолей печени представлена в табл. 1.

Выделение препаратов геномной ДНК и цДНК из плаз-
мы крови. Выделение геномной ДНК проводили из за-
мороженных в жидком азоте образцов неопухолевых 
и опухолевых тканей печени, масса которых не превы-
шала 30 мг, с помощью набора для выделения геномной 
ДНК Wizard SV Genomic DNA Purification System 
(Promega, США) согласно протоколу производителя. 
Выделение геномной ДНК из образцов периферической 
крови (100 мкл) выполняли с помощью набора для вы-
деления геномной ДНК DNeasy Blood & Tissue Kit 
(Qiagen, США) согласно протоколу производителя. Вы-
деление цДНК проводили из 1 мл плазмы крови с ис-
пользованием набора QIAamp ccfDNA / RNA kit (Qiagen, 
США). Концентрацию препаратов ДНК определяли 
c помощью флуориметра Qubit (Invitrogen, США).

Бисульфитная конверсия ДНК. Бисульфитную  
обработку геномной ДНК из тканей ГЦК, прилежа-
щей неопухолевой ткани печени и клеток перифери-
ческой крови проводили с использованием набора 
реактивов EZ DNA Methylation-Gold Kit TM (Zymo 
Research, США) согласно протоколу производителя. 
ДНК элюировали в 40 мкл буфера для элюции. Элюат, 
содержащий очищенную модифицированную ДНК, 
пригодную для ПЦР‐анализа, хранили при темпера-
туре –20 °С. Бисульфитную обработку цДНК из плаз-
мы крови пациентов с ГЦК проводили с использова-
нием набора EZ DNA Methylation-Lightning Kit (Zymo 
Research, США) согласно протоколу производителя. 
ДНК элюировали в 20 мкл буфера для элюции и хра-
нили при температуре –20 °С.

Амплификация бисульфитно-модифицированной ДНК 
и пиросеквенирование. Амплификацию бисульфитно-
модифицированной ДНК проводили с праймерами, 
специфичными к участку последовательности ампли-
кона 5 Sept9, содержащему целевой CpG-динуклеотид 
(cg20275528). Дизайн праймеров для амплификации 
бисульфитно-обработанной ДНК и  последующего  
пиросеквенирования выполнен с  использованием  
программы MethylPrimer 2.0 (http://www.urogene.
org / methprimer2 [16]). После оптимизации условий 
бисульфитной конверсии образцов геномной ДНК 
и цДНК плазмы крови были отработаны оптималь- 
ные условия амплификации и последующего пиро 
секвенирования.
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Таблица 1. Клинические характеристики опухолевых образцов, вклю-
ченных в исследование 

Table 1. Clinical characteristics of tumor samples included in the study 

Характеристика 
Characteristic

Число случаев, n 
Number of cases, n

Гепатоцеллюлярная карцинома 
Hepatocellular carcinoma

Хронический вирусный гепатит: 
Chronic viral hepatitis:

нет  
no
HBV 
HCV

21 

4 
5

Пол, мужской/женский 
Gender, male/female

20/10

Возраст (среднее ± SD), лет 
Age (average ± SD), years 

55,5 ± 16,8

Стадия TNM: 
TNM stage:

I
II
III
IV

4
11
11
4

Размер опухоли, максимальное 
измерение, см: 
Tumor size, maximum dimension, cm
≤5
5–10
>10

10
8

12

Внутрипеченочные метастазы: 
Intrahepatic metastasis:

есть 
yes
нет 
no

7

23

Метастазирование в регионарные 
лимфатические узлы: 
Regional lymph node metastasis:

есть 
yes
нет 
no
НД 
ND

2

25

3

Отдаленные метастазы: 
Distant metastasis:

есть 
yes
нет 
no

1

29

Характеристика 
Characteristic

Число случаев, n 
Number of cases, n

Инвазия в сосуды: 
Vascular invasion:

есть 
yes
нет 
no

17

13

Степень дифференцировки 
(по Эдмондсон–Стейнер): 
Differentiation degree (Edmondson–Steiner):

G
1

G
2

G
3

G
x

3
16
7
4

Уровень АФП, нг/мл: 
AFP level, ng/ml:

низкий (<50) 
low (<50)
высокий (>50) 
high (>50)
НД 
ND

13

11

6

Очаги некроза в опухолевом узле: 
Necrotic areas in the tumor node:

есть 
yes
нет 
no

21

9

Цирроз: 
Cirrhosis:

есть 
yes
нет 
no

13

17

Доброкачественные образования печени 
Benign liver tumors

Фокальная нодулярная гиперплазия/
аденомы 
Focal Nodular Hyperplasia/аdenomas

5/5

Пол, мужской/женский 
Gender, male/female

5/5

Возраст (среднее ± SD), лет 
Age (average ± SD), years

38,0 ± 10,1

Размер опухоли, максимальное 
измерение, см: 
Tumor size, maximum dimension, cm
≤5
5–10
>10

4
4
2
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Использовали 2 праймера: один модифицирован 
биотином на 5'-конце для последующей иммобилиза-
ции на  стрептавидиновой сефарозе в  процессе  
пиросеквенирования (SEP9‑CpG1  R  5'-RGAAATCR
GACATAATAACTAATAAACA-3') ,  второй  –  
немодифицированный праймер (SEP9‑CpG1 
F 5'-TYGGYGGTTAGTTTTGTA-3').

Для амплификации использовали термостабильную 
hot-start полимеразу SmarTaq в составе готовой смеси 
реактивов для ПЦР-анализа – 5X MasDDTaqMIX (Ди-
алат, Россия).

Амплификацию проводили в объеме 25 мкл. Смесь 
для  выполнения реакции содержала: 5 мкл смеси 
5X MasDDTaqMIX, специфические праймеры и 2 мкл 
бисульфитно обработанной ДНК. Постановку ПЦР про-
водили на амплификаторе Т100 (Bio-Rad, США) по сле-
дующей программе: 95 °С – 3 мин; 95 °С – 15 с, 48 °С – 
15  с, 72 °С  – 20 с  (45 циклов). Продукты ПЦР 
анализировали электрофорезом в 1,8 % агарозном геле 
на буфере ТАЕ. Пробы ПЦР содержали только 1 полосу, 
соответствующую продукту с ожидаемой длиной 138 пар 
оснований.

Пиросеквенирование выполняли на  приборе 
PyroMark Q24 (Qiagen, США) с использованием спе-
цифического праймера для секвенирования (SEP9‑CpG1 
S 5'-GGTTAGTTTTGTATTGTAGGAG-3'). Анализи- 
руемая на  пиросеквенаторе последовательность 
YGYGGGYGYGGYGTTTTAGTTAGYGYGTAG со-
держит 7 CpG-динуклеотидов, целевой сайт метили-
рования (cg20275528) отмечен подчеркиванием. По-
лученные в результате секвенирования последовательности 
анализировали с помощью программного обеспечения 

PyroMark Q24 Advanced Software, позволяющего про-
водить количественный анализ уровня метилирования 
сайтов. Изменение уровня метилирования в опухолевой 
ткани ГЦК рассчитывали как разность между про-
центом метилирования в ДНК из опухолевой и нео-
пухолевой тканей тех же пациентов. Изменение уровня 
метилирования в опухолевой ткани ГЦК выше 20 % 
принимали за положительный уровень метилирования, 
ниже 20 % – за отрицательный. Статистический анализ 
данных проводили с помощью программы GraphPad 
Prism 7.0.

Результаты
Идентификация специфических для  ГЦК сайтов  

гиперметилирования гена Sept9 на основании данных ме-
тиломного профилирования. Поиск CpG-сайтов промо-
торного участка гена Sept9, гиперметилированных 
в образцах ГЦК, был проведен на основании анализа 
общедоступных данных метиломных исследований 
образцов неопухолевой ткани печени и ГЦК, получен-
ных c использованием платформы для гибридизации 
с ДНК-микрочипами Infinium Human Methylation 450К 
Bead Chip (Illumina, США), включающей более 480 тыс. 
специфических локусов метилирования генома чело-
века [17]. Для анализа была использована последова-
тельность, находящаяся между ампликонами 4 и 6 и со-
держащая ампликон 5 (chr17:75368900-75370620, 
GRCh37 / hg19), по данным литературы характеризую-
щийся наибольшей степенью дифференциального ме-
тилирования в опухолях различного происхождения [9]. 
Этот участок содержит 12 локусов, включенных в In-
finium Human Methylation 450К Bead Chip (табл. 2).

На первом этапе отбора был проведен анализ пер-
вичных данных профилей метилирования неопухоле-
вой ткани печени и ГЦК из выборки TCGA-LIHC [15]. 
В выборку вошел 371 образец гистологически подтвер-
жденных случаев ГЦК и 50 образцов неопухолевой 
ткани печени от пациентов с ГЦК. Данные, отражаю-
щие долю метилирования каждого из 12 исследуемых 
локусов, были загружены из базы данных DiseaseMeth 
2.0 [18]. Анализ этих результатов продемонстрировал 
существенную гетерогенность метилирования внутри 
исследуемого участка.

На 1‑м этапе из рассмотрения были исключены ло-
кусы с высоким фоновым уровнем в неопухолевой тка-
ни печени, медианные значения уровня метилирования 
которых для выборки неопухолевой ткани превышали 
5 % и / или доля случаев с более чем 20 % уровнем ме-
тилирования которых превышала 10 % (cg19554255, 
cg02884239, cg05184938, cg02320862). После этого были 
отобраны варианты с высоким уровнем метилирования 
в ткани ГЦК, для которых медианное значение мети-
лирования по выборке было выше 40 % и / или доля 
образцов с более чем 40 % уровнем метилирования пре-
вышала 65 % (cg06848185, cg20275528, cg12783819). Два 
из выбранных локусов находятся в ампликоне 5, один 
непосредственно прилегает к ампликону 4.

Характеристика 
Characteristic

Число случаев, n 
Number of cases, n

Уровень АФП, нг/мл: 
AFP level, ng/ml:

низкий (<50) 
low (<50)
высокий (>50) 
high (>50)
НД 
ND

8

0

2

Очаги некроза в узле: 
Necrotic areas in the tumor node:

есть 
yes
нет 
no

3

7

Примечание. HBV – вирус гепатита B; HCV – вирус 
гепатита C; НД – нет данных; G

x
 – уровень дифференци-

ровки не применим; АФП – альфа-фетопротеин.  
Note. HBV – hepatitis B virus; HCV – hepatitis C virus;  
ND – no data, G

x
 – level of differentiation is not applicable;  

AFP – alpha fetoprotein.

Окончание табл. 1 
Еnd of table 1
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Важный критерий для  выбора опухольспеци
фических маркеров, используемых для жидкостной  
биопсии, – их минимальный фоновый уровень в тка-
нях и клетках, вносящих вклад в общий пул ДНК, 
циркулирующих в биологических жидкостях организ-
ма. Поскольку важным источником цДНК плазмы 
и сыворотки крови являются клетки периферической 
крови, на следующем этапе отбора мы сравнили уров-
ни метилирования исследуемых локусов по данным 
базы Methbank [19], которая включает данные о мети-
лировании образцов крови 4577 здоровых доноров 
разного возраста, а также от 38 до 322 образцов 8 типов 
нормальных тканей человека.

Все 3 отобранных сайта демонстрировали низкий 
(менее 5 %) уровень метилирования в клетках пери-
ферической крови здоровых доноров. Минимальный 
уровень метилирования (1,8 %) был отмечен для сайта 
cg20275528. Важно отметить, что, по данным сервера 
Methbank, уровень метилирования всех 12 локусов, 
расположенных в исследуемом районе, в нормальных 
тканях молочной железы, кишечника, печени, почки, 
легкого, щитовидной железы, предстательной железы, 
кожи не превышает 1 %.

Поскольку ГЦК относится к опухолям с наиболее 
низкой частотой морфологической верификации ре-
зультатов дооперационного обследования (66,3  %) 
[20], важной диагностической задачей является до-
стоверная дифференциация ГЦК от менее агрессив-
ных форм первичных опухолей печени, например 
гепатоцеллюлярной аденомы. Для  решения этой  
задачи мы использовали данные метиломного анализа 
выборки, включающей 50 случаев гепатоцеллюлярной 
аденомы из депозитария первичных данных мети
ломных исследований генома человека GEO (Gene  
Expression Omnibus, GSE43091). Для всех 3 выбранных 

сайтов медианный уровень метилирования в ткани 
гепатоцеллюлярной аденомы не превышал 4 %, одна-
ко доля случаев, в которых уровень метилирования 
превышал 20  %, для локуса cg12783819 была выше, 
чем для остальных, и составила 10 %.

Для дальнейшего исследования нами был выбран 
сайт cg20275528, для которого в клетках неопухолевой 
ткани печени, гепатоцеллюлярной аденомы и пери-
ферической крови здоровых доноров были выявлены 
минимальные уровни метилирования (см. табл. 2).

Экспериментальная верификация гиперметилирования 
сайта cg20275528 при ГЦК методом бисульфитного пиро-
секвенирования. В настоящем исследовании мы проана-
лизировали уровень метилирования нового маркерного 
CpG-динуклеотида (cg20275528) в ампликоне 5 гена 
Sept9 на пилотной выборке тканей ГЦК (30 случаев), 
парных образцов прилежащей неопухолевой ткани пе-
чени (30 случаев) и доброкачественных опухолей печени 
(5 случаев гепатоцеллюлярной аденомы, 5 случаев фо-
кальной нодулярной гиперплазии печени) с помощью 
метода бисульфитного пиросеквенирования. Сводная 
характеристика исследованных случаев представлена 
в табл. 1. Пиросеквенирование проводили на приборе 
PyroMark Q24 (Qiagen, США), полученные в результате 
секвенирования последовательности анализировали 
с помощью программного обеспечения PyroMark Q24 
Advanced Software, позволяющего проводить количест-
венный анализ уровня метилирования сайтов.

На рис. 1 приведен пример пирограммы для участ-
ка гена Sept9 в неопухолевой ткани печени и опухоле-
вой ткани пациента 18 (ГК 18). Целевой CpG-динук-
леотид (cg20275528) обозначен стрелкой. Как видно 
из пирограммы, уровень метилирования в опухолевой 
ткани ГЦК составляет 82 %, тогда как в нормальной 
прилежащей ткани печени – 2 %.

Рис. 1. Пример пирограммы промоторного участка гена Sept9: а – пирограммы геномной ДНК неопухолевой ткани печени: б – опухолевой ткани паци-
ента 18 (ГК 18). По оси абсцисс указан порядок нуклеотидов; по оси ординат – уровень сигнала в относительных единицах. Голубым выделены 7 CpG-
динуклеотидов, целевой CpG отмечен стрелкой. Процент метилирования указан над каждым CpG-динуклеотидом и в таблице под пирограммой 

Fig. 1. Example of a pyrogram of the promoter region of the Sept9 gene: а – pyrogramms for genomic DNA from non-tumor liver tissue; б – tumor liver tissue 
of the patient 18 (HC 18). The abscissa axis indicates the nucleotide order; the ordinate axis represents detected light in relative units. The “light blue” regions 
highlight the analyzed CpG sites, arrow indicates the marker CpG site. Рercentage of methylation for the respective CpG above them and in the table below 
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Последовательность для анализа: / Sequence to analyze:
YGYGGGYGYGGYGTTTTAGTTAGYGYGTAG

Позиция 
Position

1 2 3 4 5 6 7

Качество 
Quality

Прошлый / Passed

Метилирование, %  
Methylation, %

2 2 2 1 1 3 1

Последовательность для анализа: / Sequence to analyze:
YGYGGGYGYGGYGTTTTAGTTAGYGYGTAG

Позиция 
Position

1 2 3 4 5 6 7

Качество 
Quality

Прошлый / Passed

Метилирование, %  
Methylation, %

76 81 73 76 78 77 73

2 762 812 731 761 783 771 73
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На рис. 2 представлены данные по уровню мети-
лирования маркерного сайта в индивидуальных образ-
цах опухолевой ткани (ГЦК), прилегающей неопухо-
левой ткани печени тех же пациентов (П) и образцах 
доброкачественных опухолей печени (ДО).

Полученные данные свидетельствуют о  том, 
что уровень метилирования маркерного сайта в ГЦК 
(медиана 42 %) значительно выше, чем в неопухоле-
вых тканях печени (медиана 3 %) или доброкачествен-
ных новообразованиях (медиана 1,5 %). Значительное 

повышение уровня метилирования маркерного сайта 
в ГЦК по сравнению с парными образцами приле
жащей нормальной ткани печени обнаруживается 
в 20 (66,6 %) из 30 исследованных случаев. Эти резуль-
таты полностью согласуются с данными, полученны-
ми при анализе данных метиломного профилирования 
образцов ГЦК из выборки TCGA-LIHC (см. табл. 1).

Кроме этого, в  исследование были включены 
5 архивных аутопсийных образцов печени без опухоле-
вой или неопухолевой патологии печени, а также 7 ауто
псийных образцов тканей печени с такими патологиями, 
как цирроз печени, диабет и стеатогепатит, а также лим-
фоциты здоровых доноров (n = 23). Гиперметилирование 
маркерного CpG-динуклеотида Sept9 не  выявлено 
ни в одном из контрольных образцов. Средний уровень 
метилирования маркерного сайта не превышал 4 %.

Полученные результаты полностью подтверждают 
наблюдения, сделанные нами при анализе баз данных, 
и свидетельствуют о достаточно высокой специфич-
ности выбранного маркерного сайта метилирования, 
который может быть использован для дифференци-
альной диагностики ГЦК от доброкачественных но-
вообразований и неопухолевых заболеваний печени.

На следующем этапе нами была апробирована воз-
можность выявления уровня метилирования маркерного 
сайта во фракции цДНК пациентов с ГЦК. Для 2 паци-
ентов с высоким (ГК 18) и низким (ГК 17) уровнем ме-
тилирования маркерного сайта Sept9 в опухолевой ткани 
были проанализированы образцы цДНК, выделенной 
из 1 мл плазмы крови этих пациентов (рис. 3). Оба случая 
характеризовались большим размером опухолевого узла 
(>10 см), наличием очагов некроза, отсутствием внутри- 
или внепеченочного метастазирования.

По данным бисульфитного секвенирования для па-
циента ГК 18 уровень метилирования маркерного сайта 

Рис. 3. Пример пирограммы промоторного участка гена Sept9: а – пирограммы циркулирующей ДНК (цДНК) пациента 17; б – цДНК пациента 18. 
По оси абсцисс указан порядок нуклеотидов; по оси ординат – уровень сигнала в относительных единицах. Голубым выделены 7 CpG-динуклеоти-
дов, целевой CpG отмечен стрелкой. Процент метилирования указан над каждым CpG-динуклеотидом и в таблице под пирограммой

Fig. 3. Example of a pyrogram of the promoter region of the Sept9 gene: а – pyrograms for circulating DNA (сDNA) form patient 17; б – сDNA form patient 
18. The abscissa axis indicates the nucleotide order; the ordinate axis represents detected light in relative units. The “light blue” regions highlight the analyzed 
CpG sites, arrow indicates the marker CpG site. Рercentage of methylation for the respective CpG above them and in the table below

Рис. 2. Уровень метилирования маркерного сайта cg20275528 в инди-
видуальных клинических образцах. ГЦК – опухолевые ткани (гепато-
целлюлярная карцинома); П – прилегающие неопухолевые ткани пече-
ни тех же пациентов; ДО – образцы доброкачественных опухолей 
печени. Пунктирной линией указан пороговый уровень метилирования – 
20 %. ***p <0,0002; ****p <0,0001 по непараметрическому методу 
Фридмана

Fig. 2. The level of methylation of the marker site cg202755528 in individual 
clinical samples. HCC – tumor specimens (hepatocellular carcinoma);  
L – adjacent non-tumor liver of the same patients; BT – benign tumors.  
The dotted line indicates the threshold level of methylation – 20 %.  
***p <0,0002; ****p <0,0001 by the non-parametric Friedman
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Последовательность для анализа: / Sequence to analyze:
YGYGGGYGYGGYGTTTTAGTTAGYGYGTAG

Позиция 
Position

1 2 3 4 5 6 7

Качество 
Quality

Прошлый / Passed

Метилирование, %  
Methylation, %

49 48 47 47 49 46 43

Последовательность для анализа: / Sequence to analyze:
YGYGGGYGYGGYGTTTTAGTTAGYGYGTAG

Позиция 
Position

1 2 3 4 5 6 7

Качество 
Quality

Прошлый / Passed

Метилирование, %  
Methylation, %

1 2 1 1 3 2 1

49
1

48
2

47
1

47
1

49
3
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2

43
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в цДНК плазмы крови составил 42 %, тогда как для ГК 
17 – 2 %, что коррелирует с уровнем метилирования 
этого сайта, выявленным в препаратах геномной ДНК, 
выделенной из опухолевой ткани пациентов (81 и 3 % 
для ГК 18 и 17 соответственно).

Эти результаты свидетельствуют о том, что низкий 
уровень фонового метилирования в нормальных тканях 
организма и значительная степень гиперметилирования 
сайта cg20275528 в тканях ГЦК позволяют уверенно де-
тектировать опухольспецифическое метилирование этого 
маркера и демонстрируют принципиальную возможность 
его выявления в общем пуле цДНК, по крайней мере 
в опухолях достаточно большого размера, даже «грубым» 
методом бисульфитного пиросеквенирования.

Полученные нами данные позволяют рассматри-
вать метилирование сайта cg20275528 гена Sept9 
как достаточно специфичный маркер ГЦК и указы-
вают на целесообразность разработки высокочувст-
вительных методов (капельная цифровая ПЦР 
(ddPCR), метод количественной ПЦР с последую-
щим плавлением (DNA Melting Analysis, PCR-DMA)) 
[21,22] для создания диагностических тест-систем, 
позволяющих выявлять аберрантное метилирование 
этого маркера методами жидкостной биопсии в кли-
нических образцах плазмы крови пациентов с подо-
зрением на первичный рак печени, для скрининга 
групп риска или мониторинга результатов лечения.

Результаты, полученные в настоящей работе, допол-
няют наблюдение A. Oussalah и соавт. о том, что гипер-
метилирование промоторной области гена Sept9 может 
быть использовано для дифференциальной диагностики 
ГЦК среди пациентов с алкоголь- и гепатитининдуци-
рованным циррозом печени. Применение одобренного 
для клинического использования при колоректальном 
раке теста Epi proColon позволило уверенно детектиро-
вать с помощью малоинвазивного анализа плазмы крови 
около 80 % случаев ГЦК у этих групп пациентов и про-
демонстрировало более высокую диагностическую точ-
ность, чем анализ на онкоэмбриональный маркер альфа-
фетопротеин [13]. В нашем исследовании мы не только 
локализовали сайт, демонстрирующий максимальный 
уровень гиперметилирования при минимальных фоно-
вых значениях в неопухолевой ткани печени (независи-
мо от  наличия или  отсутствия цирроза, хронической 
инфекции вирусами гепатита B или С, метаболических 
нарушений), но и продемонстрировали, что аберрантное 
метилирование локуса cg20275528 позволяет дифферен-
цировать ГЦК от доброкачественных опухолей печени. 
Несомненно, для определения клинической ценности 
предложенного маркера целесообразно проведение до-
полнительных исследований на расширенных выборках 
пациентов с ГЦК разной этиологии.

Важно отметить, что, по данным анализа разных 
выборок образцов ГЦК смешанной этиологии ([12], 
TCGA-LIHC и это исследование), уровень метилиро-
вания промоторного участка гена Sept9 в опухолевой 
ткани колеблется в интервале 60–70 %.

Опыт поиска диагностических маркеров ГЦК 
и  других форм злокачественных новообразований 
свидетельствует о том, что наиболее перспективным 
подходом является использование не единичных мар-
керов, а их сочетаний [7]. Например, было показано, 
что сочетание c другими белковыми или метиломными 
маркерами существенно увеличивает чувствительность 
использования теста Epi proColon при  диагностике 
колоректального рака [23, 24]. Это наблюдение опре-
деляет необходимость поиска и  экспериментальной 
верификации дополнительных маркеров метилирова-
ния ГЦК.

Накопление значительного массива данных о про-
филях метилирования генома различных типов опу-
холевых и нормальных тканей, полученных методами 
гибридизации с  микрочипами или  метиломного  
секвенирования на  представительных коллекциях 
клинических образцов, открывает значительные пер-
спективы для рационального поиска чувствительных 
и специфичных маркеров для опухолей различной 
этиологии. Разработанный и апробированный в этой 
работе подход к поиску и экспериментальной верифи-
кации диагностически значимых маркеров может быть 
использован для выявления новых дифференциально 
метилированных сайтов и их сочетаний, которые бы 
обеспечили максимально чувствительное и специфич-
ное выявление ГЦК, верификацию диагноза и мони-
торинг течения заболевания.

Заключение
Таким образом, в настоящей работе на основании 

анализа общедоступных баз данных метиломного 
профилирования нами выявлен локус гена Sept9 
cg20275528, характеризующийся значительной степенью 
гиперметилирования в тканях ГЦК и низким уровнем 
фонового метилирования в нормальных тканях орга-
низма и доброкачественных опухолях печени. Диффе-
ренциальное метилирование сайта cg20275528 экспе-
риментально подтверждено на выборке клинических 
образцов российских пациентов с первичными опухолями 
печени методом бисульфитного секвенирования. 
На исследованной выборке пациентов с ГЦК частота 
гиперметилирования составляет 66,6  %, при этом 
в неопухолевых тканях печени и клетках перифериче-
ской крови фоновый уровень метилирования крайне 
низок. Эти результаты открывают возможность для раз-
работки на их основе чувствительных методов выявления 
опухольспецифической ДНК в плазме крови, которые 
могут быть использованы для дифференциальной 
диагностики ГЦК, мониторинга остаточной болезни 
и результатов лечения. Разработанный алгоритм поиска 
диагностически значимых сайтов метилирования может 
быть использован для идентификации дополнительных 
метиломных маркеров, которые могут быть включены 
в диагностические панели для высокоспецифической 
и чувствительной детекции ГЦК, а также других типов 
злокачественных новообразований.
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