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Введение. Гиперметилированные CpG-островки в промоторах генов-супрессоров (в частности, SEPT9) – клинически 
значимые опухолевые маркеры, широко используемые в жидкостной биопсии. Для количественной оценки 
гиперметилированных ДНК обычно используют полимеразную цепную реакцию в реальном времени с метилспеци
фическими праймерами. Этот метод требует нормализации данных, зависит от степени вариабельности числа копий 
генов-калибраторов и весьма трудоемок.
Цель исследования – разработка альтернативного метода оценки аберрантного метилирования посредством 
количественного анализа плавления ДНК (qDMA, quantitative DNA melting analysis).
Материалы и методы. Образцы ДНК, выделенные из плазмы крови здоровых доноров и больных колоректальным 
раком, анализировали методом qDMA, включающим: 1) асимметричную полимеразную цепную реакцию с метил-
независимыми индивидуально подобранными праймерами к гену SEPT9; 2) использование зонда TaqMan, гибриди-
зующегося с 2 CpG-динуклеотидами ампликона; 3) постамплификационное плавление гибридов зонд/ампликон; 
4) количественный анализ плавления ДНК.
Результаты. Метод испытан на гене SEPT9 (применялся в жидкостной биопсии колоректального рака). Различия 
в степени метилирования SEPT9 между группами здоровых (n = 41) и больных (n = 39) людей статистически значимы 
(p <0,0001). Определена диагностическая эффективность qDMA: AUC ROC (area under curve – площадь под ROC-
кривой) – 0,812 (после перекрестной валидизации – 0,801), чувствительность – 90 %, специфичность – 66 %.
Заключение. Предлагаемый метод количественной оценки аберрантно метилированных ДНК прост, реализуется 
в закрытом формате, не требует нормализации и построения стандартных кривых. Предполагается возможность его 
оптимизации посредством применения мультиплексного варианта с одновременным анализом нескольких маркеров.
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Liquid biopsy of colorectal cancer: a new approach to evaluation of aberrant methylation 
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Introduction. Hypermethylated CpG islands in the promoters of suppressor genes (in particular, SEPT9) are clinically 
significant markers of malignant growth that are widely used in liquid biopsy. Real-time polymerase chain reaction 
with methylation-specific primers is commonly used to quantify hypermethylated DNA. The method requires data nor-
malization, depends on copy number variability of the calibrator genes, and is rather laborious.
The study subject is to develop an alternative qDMA method (quantitative DNA Melting Analysis).
Materials and methods. DNA samples isolated from blood plasma of healthy donors and colorectal cancer patients 
were analyzed by the method including: 1) asymmetric polymerase chain reaction with methylation-independent 
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individually selected primers for the SEPT9 gene; 2) using the TaqMan probe hybridizing to two CpG dinucleotides 
in the amplicon; 3) post-amplification melting of probe/amplicon hybrids; 4) quantitative analysis of DNA melting. 
Results. The method was tested on the SEPT9 gene in liquid biopsy of colorectal cancer. Differences in SEPT9 methyla-
tion in healthy donors (n = 41) and cancer patients (n = 39) were statistically significant (p <0.0001). Analytical sensi-
tivity and diagnostic efficiency of qDMA were determined: AUC (area under curve) ROC– 0.812 (according to the result 
of 10-fold cross-validation AUC ROC – 0.801), sensitivity – 90%, specificity – 66%. 
Conclusion. The proposed method for the quantitative assessment of aberrantly methylated DNA is simple, implement-
ed in the closed-tube format, does not require normalization and usage of standard curves. The possibility of optimiza-
tion through the use of a multiplex variant with simultaneous analysis of several markers is assumed.

Key words: liquid biopsy, colorectal cancer, SEPT9 gene, DNA melting analysis
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ВВЕДЕНИЕ
Жидкостная биопсия основана на анализе циркули-

рующих в плазме крови нуклеиновых кислот (ДНК, 
мРНК (матричной РНК), микроРНК) и направлена 
на скрининг, раннюю диагностику и прогноз онкологи-
ческого заболевания, выявление остаточной болезни, 
мониторинг эффективности терапии и эволюции опу-
холевых клонов [1, 2]. Одной из главных мишеней этой 
биопсии являются гиперметилированные CpG-остров-
ки в промоторах генов-супрессоров, для выявления ко-
торых применяют, как правило, бисульфитную обработ-
ку ДНК и различные варианты анализа на основе 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) [3–6].

При использовании наиболее широко применяемой 
в клинической практике ПЦР в реальном времени c ме-
тилспецифическими праймерами (МС-ПЦР – MS-PCR) 
возникает ряд проблем. Во-первых, необходимо учиты-
вать непредсказуемую гетерогенность CpG-островков 
(имеется в виду разнообразие паттернов их метилирова-
ния) [7]. В связи с этим использование метилспеци
фических праймеров (т. е. праймеров, содержащих 
CpG-динуклеотиды) может искажать общую картину: 
избирательно амплифицировать лишь какую-то субпо-
пуляцию метилированных последовательностей. Во-
вторых, в дополнение к построению стандартной кривой 
для анализируемого гена (в данном случае SEPT9) для 
нормализации количественных показателей необходимо 
построение стандартной кривой также для гена-калиб
ратора (обычно ACTINB), не содержащего CpG-динук-
леотиды и не подверженного изменению числа копий 
[8–11]. Показаны, однако, значительная вариабельность 
результатов при использовании одного калибратора [12] 
и необходимость использования нескольких из них [13], 
что усложняет анализ. В-третьих, принято считать, что 
гены-калибраторы во всех отношениях подобны иссле-
дуемому гену, но это всего лишь более или менее вероят-
ное предположение. Степень деградации ДНК и скорость 
ее поступления в кровоток могут быть неодинаковыми 
для разных генов, что в ряде случаев приводит к разли-
чиям в числе копий и длине соответствующих фрагмен-
тов и, соответственно, к разной кинетике их амплифи-
кации. В-четвертых, для обработанной бисульфитом ДНК 

известен феномен предпочтительной амплификации 
неметилированных последовательностей [14], который 
может привести к неверным результатам.

Некоторые из этих проблем могут быть устранены, 
во‑первых, использованием метилнезависимых прайме-
ров (т. е. праймеров, не содержащих CpG-динуклеотиды) 
и, во‑вторых, отказом от применения ПЦР в реальном 
времени в пользу ПЦР с анализом результатов по конеч-
ной точке (end-point ПЦР), предполагающей анализ 
конечного продукта, а не кинетики его синтеза. Наибо-
лее удобен при этом реализуемый «в закрытом формате» 
метод HRMA (high resolution melting analysis – анализ 
плавления ДНК с высоким разрешением) [15, 16]. Одна-
ко и он имеет ряд ограничений: появление неспецифи-
ческих пиков плавления ДНК при использовании ин-
теркалирующих красителей, сложность количественного 
анализа плавления длинных ампликонов, проблема 
предпочтительной амплификации неметилированных 
последовательностей.

В данной работе для оценки аберрантного мети-
лирования ДНК применен метод qDMA, разработан-
ный нами ранее для выявления генных мутаций [17, 18]. 
Испытание qDMA проводили на гене SEPT9 как мар-
кере, наиболее востребованном в жидкостной биопсии 
разных форм рака [19, 20].

Цель исследования – разработка альтернативного 
метода оценки аберрантного метилирования посред-
ством количественного анализа плавления ДНК 
(qDMA, quantitative DNA melting analysis).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клинические образцы. В исследование включены 

случайно отобранные 39 пациентов с колоректальным 
раком, проходивших лечение в клинике Националь-
ного медицинского исследовательского центра онко-
логии им. Н.Н. Блохина Минздрава России, и 41 здо-
ровый донор. Клинические характеристики больных 
представлены в табл. 1.

Выделение ДНК проводили методом фенол-хлоро
формной депротеинизации [17].

Бисульфитная конверсия ДНК. К ДНК, выделенной 
из 1 мл плазмы крови, прибавляли 300 нг ДНК спермы 
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Таблица 1. Клинические характеристики пациентов с колоректаль-
ным раком

Table 1. Clinical characteristics of patients with colorectal cancer

Показатель 
Parameter

Число пациентов, абс. (n = 39)  
Number of patients, abs. (n = 39)

Пол: 
Gender:

мужской 
male 
женский 
female

16

23

Возраст:
Age:

медиана
median 
интервал 
range

58

31–84

Стадия 
Stage

Tis 
Т3 
Т4 
Tx

1
23
13
2

Локализация: 
Localization:

слепая кишка
caecum 
ободочная кишка 
colon 
прямая кишка 
rectum

1

24

14

лосося во избежание потерь из-за неспецифической сорб-
ции, что повышало выход конвертированной ДНК (каж-
дый опыт включал соответствующий контроль). Бисуль-
фитную обработку ДНК проводили с использованием 
DNA Methylation-Gold Kit TM (Cat. № D5005, Zymo 
Research, США) в соответствии с рекомендациями 
фирмы-изготовителя. ДНК элюировали 20 мкл буфера 
для элюции и хранили при 20 °C. В реакцию (объем – 
25 мкл) вносили 3 мкл конвертированной ДНК.

Асимметричная ПЦР и количественный анализ плав-
ления ДНК. Последовательность ампликона 5 гена SEPT9 
(GenBank Accession number NC_000017) [21] амплифи-
цировали в 2 параллелях посредством асимметричной 
ПЦР с зондом TaqMan. Праймеры и зонд подбирали 
с помощью программ Integrative Genomics Viewer (v. 2.8.2), 
Vector NTI Advance 10 (Invitrogen Corp., Карлсбад, Кали-
форния, США), SnapGene Viewer 5.3.2 (GSL Biotech LLC, 
Сан-Диего, США) и MeltCalc [22]. Последовательности 
праймеров и зонда TaqMan представлены в табл. 2, а их 
взаимное расположение – на рис. 1. Зонд SEPT9-R 
(27   оснований) взаимодействует с 2 CpG-динуклео
тидами (chr17: 75369601–75369604, human hg19) – инди-
каторами метилирования SEPT9.

Асимметричную ПЦР вели в 96‑луночных планшетах 
на приборе CFX96 (Bio-Rad Laboratories, США). Инку-
бационная смесь (25 мкл) содержала: 50 мМ Трис-HCl, 
pH 8,8; 50 мМ KCl; 4 мМ MgCl

2
; 0,25 мМ каждого дНТФ; 

0,2 мкМ зонда SEPT9-R; 0,08 мкМ праймера SEPT9‑sense 
и 0,4 мкМ праймера SEPT9‑antisense; 2,5 ед Hot-rescue 

Таблица 2. Последовательности праймеров и зонда TaqMan для ампликона SEPT9

Table 2. Sequences of primers and the TaqMan probe for the SEPT9 amplicon

Праймеры, зонд 
Primers, probe

Последовательности 
Sequences

SEPT9‑sense 5’-GTTGTTTATTAGTTATTATGTAGGATTT*

SEPT9‑antisense 5’-AACCCAACACCCACC

SEPT9-R 5’-ROX-TTAATGTGTAGTTGGATGGGATTATTT-BHQ2**

*Неспаренное основание A в праймере выделено подчеркиванием.**Основания Т в зонде SEPT9-R, возникающие в результате 
бисульфитной конверсии неметилированных CpG-динуклеотидов, выделены жирным шрифтом.
*Mismatched base A in the primer is underlined.**The T bases in the SEPT9-R probe resulting from bisulfite conversion of unmethylated CpG 
dinucleotides are shown in bold.

Рис. 1. Схема расположения праймеров, зонда SEPT9-R (с флуорофором ROX) и CpG-динуклеотидов (отмечены зелеными штрихами) в амплико-
не SEPT9
Fig. 1. Schematic presentation of primers, SEPT9-R TaqMan probe (with ROX fluorophore) and CpG dinucleotides (marked with green strokes) in the SEPT9 
amplicon

86 bp

CG CG CG
CG CG CG CGSEPT9-sense SEPT9-R

SEPT9-antisense



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

РН
О

Й
 О

Н
К

О
Л

О
ГИ

И
  /

  A
D

VA
N

CE
S 

IN
 M

O
LE

CU
LA

R
 O

N
CO

LO
G

Y 
  4

, 
2

0
2

1
56 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ	 ТОМ 8 / VOL. 8

Taq polymerase («Синтол», Москва); 3 мкл раствора ДНК. 
Условия ПЦР: начальная денатурация – 5 мин при 95 °С; 
55 циклов по 13 с при 95 °С, 40 с при 58 °С, 30 с при 72 °C 
(с регистрацией флуоресценции).

Дуплексы зонд/ампликон плавили по завершении 
ПЦР: денатурация – 1 мин при 95 °С, ренатурация – 
2 мин при 52 °С, плавление – от 35 до 75 °C (инкре-
мент– 0,4 °C, выдержка – 6 с, скорость нагревания – 
3,3 °C/с).

Количественный анализ плавления ДНК с исполь-
зованием программы PeakFit (v. 4.12.00; SeaSolve Software 
Inc., Сан-Хосе, Калифорния, США) проводили, как 
описано ранее [17, 18]. Для измерения площадей под 
гауссовыми пиками плавления после вычитания фона 
использовали итеративную процедуру аппроксимации 
кривой методом наименьших квадратов (рис. 2).

Статистический анализ. Статистический анализ про-
веден с помощью GraphPad Prism 9.2.0 (GraphPad Software, 
Сан-Диего, Калифорния, США) и онлайн-сервера 
CombiROC [23]. Для сравнения уровня метилирования 
SEPT9 в ДНК плазмы крови здоровых доноров и больных 
колоректальным раком использовали непараметрический 
критерий Манна–Уитни. Линейный регрессионный 
анализ проводили для оценки чувствительности qDMA, 
логистический регрессионный анализ – для построения 
ROC-кривых и определения AUC (area under curve – пло-
щади под ROC-кривой). Десятикратная перекрестная 
валидизация (10‑fold cross-validation) была предпринята 
для исключения эффекта over-fitting и определения ди-
агностической эффективности qDMA [23]. Все статисти-
ческие тесты были двусторонними, статистически зна-
чимой принята величина p <0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для количественной оценки аберрантного мети-

лирования в метод qDMA введен ряд модификаций, 
в частности: 1) дизайн максимально коротких ампли-
конов; 2) асимметричная ПЦР с «ручным» подбором 
метилнезависимых праймеров; 3) расположение зон-
да TaqMan над 2 CpG-динуклеотидами – «индикато-
рами» степени метилирования SEPT9 (см. рис. 1); 4) за-
мена в зонде оснований С на Т; 5) количественный 
анализ пиков плавления, соответствующих метили-
рованным и неметилированным аллелям SEPT9 в ис-
ходном образце ДНК.

Указанные модификации основаны на следующих 
соображениях. ДНК плазмы крови фрагментирована, 
в силу чего амплификация происходит тем эффективнее, 
чем короче ампликон. Выбор метилнезависимых прай-
меров обусловлен необходимостью вовлечения в анализ 
всех (а не выборочных) аллелей SEPT9. Известные про-
граммы подбора праймеров и зондов, как правило, 
не справляются с этой задачей, что делает неизбежным 
«ручной» дизайн (имеются в виду «подгонка» величин 
Tm, контроль некомплементарности 3’-концов, отсут-
ствия палиндромов, неспецифической амплификации, 
гашения флуоресценции и т. п.). Когда в процессе «под-
гонки» избежать присутствия CpG-динуклеотида в прай-
мере не удавалось, основание С заменяли в нем не
спаренным основанием А, «не различающим», судя 
по термодинамическим показателям, метилированные 
и неметилированные CpG-динуклеотиды. Что касается 
замены оснований С на Т в зонде TaqMan, то они име-
ли целью сделать его последовательность комплемен-
тарной неметилированным аллелям. Это должно было 
снизить эффект предпочтительного синтеза неметили-
рованных аллелей [14, 24, 25].

Зонды TaqMan, изначально предложенные для ПЦР 
в реальном времени [26], нашли применение также в по-
стамплификационном плавлении ДНК [27]. Оно стано-
вится возможным при условии проведения асимметрич-
ной ПЦР, когда оказавшаяся в избытке нить ампликона 
может взаимодействовать с зондом. Образующийся 

Рис. 2. Количественный анализ плавления ДНК: а – показания модуля 
плавления CFX96; б – компьютерная обработка (над рисунком – ста-
тистические показатели аппроксимации кривой). Обработка сигнала 
включает удаление фона, разделение перекрывающихся пиков, опреде-
ление площадей под гауссовыми пиками. SE – стандартная ошибка; 
R2 – коэффициент детерминации
Fig. 2. Quantitative DNA melting analysis: a – readings of the CFX96 melting 
module; б – computer processing (above the figure – statistical indicators 
of  curve approximation). Signal processing includes background removal, 
separation of overlapping peaks, determination of areas under Gaussian 
peaks. SE – standard error; R2 – coefficient of determination
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короткий гибрид крайне чувствителен к неспаренным 
основаниям и претерпевает при плавлении сильно вы-
раженный температурный сдвиг, не требующий для ви-
зуализации и количественной оценки использования 
технологии HRMA [24, 27, 28].

Аналитическая чувствительность qDMA. Диагности-
ческий метод характеризуют 3 показателя: LoB (Limit 
of Blank) – предел негативного контроля, LoD (Limit 
of Detection) – предел обнаружения, LoQ (Limit of Quan
titation) – предел количественного измерения [29].

LoB – наибольший ложноположительный резуль-
тат, регистрируемый при повторных измерениях не-
гативного (не содержащего исследуемое вещество) 
контроля. В 20 образцах неметилированной ДНК 
с помощью qDMA определяли процентное содержа-
ние метилированной ДНК. Показатели суммировали, 
находили среднее и стандартное отклонение (SD). 
Величина LoB, определяемая по формуле LoB = сред-
нее + 1,645 × SD, составила 6,5 %.

LoD – минимальная концентрация анализируемо-
го вещества, которую можно надежно отличить от LoB. 
Величина LoD, определенная аналогично LoB, 
но по иной формуле (LoD = среднее + 3 × SD), соста-
вила 8,7 %.

Рис. 3. Определение аналитической чувствительности qDMA посред-
ством серийных разведений метилированной ДНК (конечная концент-
рация 100, 50, 25, 12,5 и 0 % – 6 повторов) в неметилированной ДНК: 
а – пики плавления неметилированной и метилированной ДНК (ука-
заны символами o и• соответственно); б – линейная регрессия фак-
тической и измеренной концентраций метилированной ДНК. Планки 
погрешностей – средние с 95 % доверительным интервалом. R2 – ко-
эффициент детерминации
Fig. 3. Determination of the analytical sensitivity of qDMA by serial dilutions 
of methylated DNA (final concentration 100, 50, 25, 12.5 and 0 % – 
6  repeats) in unmethylated DNA: a – melt peaks of unmethylated 
and methylated DNA (indicated by symbols o and•, respectively); б – linear 
regression of the actual and measured concentrations of methylated DNA. 
Error bars are means with 95 % confidence intervals. R2 – coefficient 
of determination

Рис. 4. Профили плавления SEPT9: а – здоровые доноры (15 образцов), 
б – больные колоректальным раком (15 образцов). Пики плавления не-
метилированной и метилированной ДНК указаны символами o и• 
соответственно
Fig. 4. Patterns of SEPT9 melting: a – healthy donors (15 samples);  
б – colorectal cancer patients (15 samples). Melt peaks of unmethylated 
and methylated DNA are indicated by symbols o and•, respectively
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LoQ – минимальная концентрация, при которой 
анализируемое вещество может быть не только обнару-
жено, но и количественно измерено. Для определения 
величины LoQ серийные разведения метилированной 
ДНК в неметилированной ДНК (по 6 параллелей каж-
дого образца с конечной концентрацией метилированной 
ДНК – 100, 50, 25, 12,5 и 0 %) анализировали методом 
qDMA (рис. 3а). Регрессионный анализ выявляет хоро-
шую корреляцию между реальным содержанием мети-
лированной ДНК в исследованных образцах и результа-
тами количественных измерений пиков плавления 
(рис. 3б). Величина LOQ составила 12 % метилирован-
ного SEPT9 как наименьшая процентная концентрация, 
определяемая с показателем CV (coefficient of variance) 
<20 % [29].

Таблица 3. Количественные показатели чувствительности и специфичности qDMA

Table 3. Quantitative indicators of sensitivity and specificity of qDMA

Тип данных 
Dataset type

AUC Чувствительность,% 
Sensitivity,%

Специфичность,% 
Specificity,%

Вся когорта 
Whole cohort

0,812 90,0 65,8

Десятикратная перекрестная 
валидизация 
10‑fold cross-validation

0,801 90,0 65,8

Примечание. AUC – area under curve (площадь под кривой ROC).
Note. AUC – area under curve.

Рис. 5. Сравнение степени метилирования SEPT9 в циркулирующей 
ДНК плазмы крови здоровых доноров и больных колоректальным раком 
(непараметрический критерий Манна–Уитни). Планки погрешно-
стей – средние с 95 % доверительным интервалом
Fig. 5. Comparison of SEPT9 methylation in circulating DNA from healthy 
donors and colorectal cancer patients (nonparametric Mann–Whitney test). 
The bars indicate the mean with 95 % confidence interval

Диагностическая эффективность qDMA. Исследование 
проведено на когорте, включающей 41 здорового доно-
ра и 39 больных колоректальным раком. Выделенные 
из плазмы крови образцы ДНК обрабатывали бисуль-
фитом, после чего подвергали асимметричной ПЦР 
с зондом SEPT9-R и последующим qDMA. На рис. 4 
представлены профили плавления дуплексов SEPT9-R/
ампликон здоровых и больных людей (по 15 образцов 
тех и других), демонстрирующие явные различия в сте-
пени метилирования SEPT9. Различия статистически 
достоверны (рис. 5).

Пригодность qDMA гена SEPT9 для жидкостной 
биопсии колоректального рака оценивали посредством 
ROC-анализа (рис. 6). Величина AUC, определяющая 
эффективность диагностического теста, составила 0,812 
(чувствительность – 90 %, специфичность – 66 %), что 
можно считать хорошим результатом, особенно учитывая 
первую попытку применения этого метода и использо-
вание лишь одного маркера, а не панели нескольких 
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Рис. 6. Диагностическая эффективность qDMA
Fig. 6. Diagnostic efficiency of qDMA
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маркеров. Указанные показатели сохранили свои преж-
ние значения после процедуры 10‑кратной перекрестной 
валидизации (cross-validation) (табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ
В данном исследовании показана принципиальная 

возможность использования qDMA для оценки абер-
рантного метилирования клинически значимых генов. 
Учитывая малый размер зондируемой «мишени» (все-
го 2 CpG-динуклеотида), можно предположить, что, 
несмотря на известную гетерогенность паттернов ме-
тилирования CpG-островков [7], значительная масса 
CpG-динуклеотидов подвергается метилированию 
синхронно и координированно. Это наблюдение урав-
нивает шансы предлагаемого нами qDMA и общепри-
нятого HRMA, использующего интеркалирующие 
красители и способного анализировать ампликон це-
ликом (и, следовательно, десятки CpG-динуклеотидов) 
[5, 30–32].

Таким образом, хотя qDMA и уступает HRMA в раз-
мере анализируемой последовательности, он имеет 
преимущества в простоте исполнения, возможности 
мультиплексного анализа, специфичности и чувстви-
тельности. Последнее обусловлено дестабилизирую-
щим эффектом неспаренных оснований, который тем 
сильнее, чем короче анализируемый дуплекс. Поэтому 
в qDMA значительно отчетливее, чем в HRMA (где 
часто имеет место суперпозиция плавления нескольких 
структурных доменов), выражены температурные 

сдвиги, и они легче поддаются количественному ана-
лизу. Таким образом, метод qDMA, не требующий 
необходимых для HRMA оборудования и программ-
ного обеспечения, имеет ряд преимуществ: он более 
прост в использовании и позволяет осуществлять 
одновременный количественный анализ нескольких 
маркеров.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Метод асимметричной ПЦР с использованием 

зондов TaqMan, метилнезависимых праймеров и пост-
амплификационного количественного анализа плав-
ления ДНК (qDMA), предлагаемый для количествен-
ной оценки аберрантно метилированных ДНК, 
реализуется в закрытом формате, прост в исполнении, 
не требует нормализации и построения стандартных 
кривых. Предполагается возможность повышения его 
диагностической эффективности посредством приме-
нения мультиплексного варианта для одновременного 
анализа нескольких маркеров. Кроме того, увеличение 
анализируемой «мишени» (т. е. числа зондируемых 
CpG-динуклеотидов) повышает эффективность теста 
(здесь не представлено). Прямое сопоставление на 1 ко-
горте испытуемых лиц разных подходов – общепри-
нятого (ПЦР в реальном времени с метилспецифиче-
скими праймерами) и оригинального (асимметричной 
ПЦР с метилнезависимыми праймерами, зондами 
TaqMan и qDMA) – является предметом дальнейших 
исследований.
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