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Введение. локальное гиперметилирование промоторов уникальных генов и глобальное гипометилирование гено-
ма – хорошо известные проявления ассоциированного с канцерогенезом аберрантного метилирования. мы иссле-
довали этот феномен в качестве возможного диагностического маркера для жидкостной биопсии колоректального 
рака, используя оригинальный метод количественного анализа плавления гибридов ДНк-зонд (quantitative DNA 
melting analysis with hybridization probes, qDMA-HP).
Цель исследования – количественная оценка метилирования гена HIST1H4F и транспозона LINE-1 в циркулирующей 
ДНк плазмы крови больных колоректальным раком.
Материалы и методы. проанализированы обработанные бисульфитом образцы ДНк, выделенные из плазмы крови 
здоровых доноров и онкологических больных. метилирование HIST1H4F оценивали с помощью асимметричной 
полимеразной цепной реакции с гибридизуемым зондом и плавлением гибридов ампликон / зонд после завершения 
амплификации. Для тестирования многократно повторяющихся и характеризующихся выраженным полиморфизмом 
последовательностей LINE-1 использовали асимметричную полимеразную цепную реакцию с гибридизуемым зондом 
и интеркалирующим красителем SYBR Green, после чего плавили гибриды и анализировали многокомпонентные 
профили плавления.
Результаты. показана высокая диагностическая эффективность панели маркеров LINE-1 и HIST1H4F в жидкостной 
биопсии колоректального рака: площадь под ROC-кривой 0,92; чувствительность 100 %; специфичность 84 %. пе-
рекрестная валидизация подтверждает этот результат. Гиперметилирование HIST1H4F и гипометилирование LINE-1 
статистически значимо коррелируют (коэффициент корреляции Спирмена r = 0,4; p = 0,01).
Заключение. метод qDMA-HP можно использовать для количественной оценки аберрантного метилирования кли-
нически значимых генов.

Ключевые слова: опухолевый маркер, жидкостная биопсия, колоректальный рак, HIST1H4F, LINE-1, анализ плавле-
ния ДНк
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LINE-1 hypomethylation and HIST1H4F hypermethylation as oncomarkers in liquid biopsy  
of colorectal cancer
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Introduction. Local hypermethylation of gene promoters and global genome hypomethylation are well-known manifes-
tations of aberrant methylation associated with carcinogenesis. We investigated this phenomenon as a possible diag-
nostic marker for liquid biopsy of colorectal cancer using the original quantitative DNA melting analysis with hybridiza-
tion probes (qDMA-HP) method.
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Aim. To quantify the methylation of HIST1H4F promoter and LINE-1 transposon in circulating blood plasma DNA  
of colorectal cancer patients.
Materials and methods. Bisulfite-treated DNA samples isolated from blood plasma of healthy donors and cancer patients 
were analyzed. HIST1H4F methylation was assessed by asymmetric polymerase chain reaction with hybridized probe  
and post-amplification melting of probe / amplicon hybrids. To test for repetitive and highly polymorphic LINE-1 sequences, 
asymmetric polymerase chain reaction with hybridized probe and SYBR Green intercalating dye was used, followed by melting 
of hybrids and analysis of multicomponent melt curves.
Results. High diagnostic efficiency of LINE-1 and HIST1H4F methylation markers in liquid biopsy of colorectal cancer 
was demonstrated with the area under the ROC curve = 0.92, sensitivity – 100 %, specificity – 84 %. Cross validation 
supports this result. Hypermethylation of HIST1H4F and hypomethylation of LINE-1 are statistically significantly corre-
lated (Spearman correlation coefficient r = 0.4; p = 0.01).
Conclusion. The qDMA-HP is suitable for quantitative assessment of aberrant methylation of various clinically significant genes.
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ВВЕДЕНИЕ
Аберрантное метилирование ДНК – один из эпи-

генетических механизмов канцерогенеза – включает 
2 разнонаправленных процесса: локальное (опухоле-
специфическое и тканеспецифическое [1, 2]) гипер-
метилирование CpG-островков в промоторах уни-
кальных генов и глобальное гипометилирование 
генома [3–8]. Оба процесса имеют важные функцио-
нальные последствия: локальное гиперметилирование 
промотора подавляет активность прилежащего гена, 
тогда как глобальное гипометилирование генома ак-
тивирует последовательности, до недавнего времени 
относимые к так называемой мусорной ДНК (junk 
DNA) [9], но играющие большую роль в биологичес-
кой эволюции [10]: многократные повторы, транспо-
зоны, некодирующие последовательности. В итоге 
аберрантное метилирование ДНК приводит к деста-
билизации генома и нарушениям внутриклеточных 
сигнальных путей [6, 11–13].

Знания, полученные при исследовании феномена 
аберрантного метилирования ДНК, транслируются 
в клиническую медицину и способствуют появлению 
новых методов диагностики. В частности, растет число 
эпигенетических онкомаркеров, одни из которых (ги-
перметилированные CpG-островки) специфически 
ассоциированы с определенными видами рака [14–
17], тогда как другие (гипометилированные много-
кратные повторы Alu, LINE-1) присущи многим из них 
[6, 11, 18–21]. Сканирование аберрантно метилиро-
ванных последовательностей ДНК широко применя-
ется в жидкостной биопсии рака (имеется в виду ана-
лиз ДНК плазмы крови) для выявления остаточной 
болезни, прогноза онкологического заболевания, эво-
люции опухолевых клонов и мониторинга эффектив-
ности терапии [22–27].

В лабораторной практике обычно применяют ме-
тод метил-специфической полимеразной цепной ре-
акции (ПЦР) в реальном времени (ПЦР-РВ) с приме-

нением обработанной бисульфитом ДНК [28–34]. 
Однако этот метод имеет существенные недостатки: 
он не учитывает вариабельности паттернов метилиро-
вания ДНК и поэтому может количественно пре-
уменьшать данный феномен [35, 36], кроме того, он 
предполагает проведение трудоемкой процедуры нор-
мализации данных с использованием генов-калибра-
торов [37, 38].

Разработанный нами метод количественного ана-
лиза метилирования ДНК, включающий асимметрич-
ную ПЦР с метил-независимыми праймерами, гибри-
дизуемые зонды (известные как зонды TaqMan) 
и постамплификационное плавление гибридов 
зонд / ампликон [39, 40], лишен указанных недостат-
ков. В рекомендациях Minimum information for publica-
tion of quantitative real-time PCR experiments (MIQE) 
зонды TaqMan именуются гидролизуемыми [41], 
но в предлагаемом методе они выполняют функцию 
гибридизуемых зондов и обозначаются поэтому соот-
ветственно. Ранее мы применяли мультиплексный 
метод qDMA-HP для анализа аберрантного метилиро-
вания двух генов (SEPT9 и HIST1H4F) в жидкостной 
биопсии колоректального рака. Продемонстрирована 
высокая диагностическая эффективность предложен-
ного подхода [42, 43].

Цель исследования – оценить на той же когорте 
больных и тем же методом диагностический потенциал 
панели, состоящей из принципиально разных марке-
ров: промотора гена HIST1H4F, одного из генов гисто-
нового кластера, универсально гиперметилированного 
в опухолях разного происхождения [44], и многократно 
повторяющегося транспозона LINE-1, отражающего 
глобальное гипометилирование генома [6, 11].

МАТЕРИАЛы И МЕТОДы
Клинические образцы. В ретроспективное исследо-

вание включены 38 больных колоректальным раком 
(16 мужчин и 22 женщины), получавших лечение 



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
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
2

, 
2

0
2

4

87ТОМ 11 / VOL. 11  ЭкспериМенТальнЫе сТаТьи | EXPERIMENTAL REPORTS

в клинике Национального медицинского исследователь-
ского центра онкологии им. Н. Н. Блохина, и 18 доноров 
(10 мужчин и 8 женщин) без выявленной онкологичес-
кой патологии. Медиана возраста пациентов состави-
ла 58 (31–84) лет.

Клиническая характеристика больных колорек-
тальным раком представлена в табл. 1.

Таблица 1. Клиническая характеристика пациентов с коло-
ректальным раком, вошедших в исследование

Table 1. Clinical characteristics of patients with colorectal cancer included 
in the study

Показатель 
Parameter

Число 
пациентов, n 

Number  
of patients, n

Стадия по классификации Tumor, Nodus 
and Metastasis (TNM): 
Tumor, Nodus and Metastasis (TNM) stage:

TisN0M0
T3N0M0
T3N1M1
T3N2M0
T3N2M1
T3NxM0
T3NxM1
T4N0M1
T4N1M0
T4N1M1
T4N2M0
T4N2M1
T4NxM1
TxNxM1

1
4
3
5
2
3
5
1
3
2
2
4
1
2

Локализация: 
Location:

слепая кишка 
caecum
ободочная кишка 
colon
прямая кишка 
rectum

1

23

14

Для получения плазмы из образцов крови (2–4 мл) 
использовали метод двойного центрифугирования 
при комнатной температуре (по 10 мин при 1000g 
и 16 000g); аликвоты плазмы хранили при –60 °С до ис-
пользования. Ранее на этой когорте больных проведен 
анализ метилирования коррелирующих маркеров 
SEPT9 и HIST1H4F [43]. Полученные результаты сти-
мулировали дополнительное, представленное в насто-
ящей работе, исследование контрастирующих марке-
ров HIST1H4F и LINE-1.

Выделение ДНК. ДНК выделяли из плазмы крови 
методом фенол-хлороформной депротеинизации [39] 
и подвергали бисульфитной конверсии, как описано 
ранее [42]. Для серийных разведений использовали 
коммерческий набор метилированной и неметилиро-
ванной ДНК (EpiTect PCR Human control DNA set, 
Qiagen, Германия).

Асимметричная полимеразная цепная реакция с ги-
бридизуемым зондом и плавление ДНК. Последователь-
ность CpG-островка гена HIST1H4F (GenBank Acces-
sion number NC_000006) амплифицировали 
посредством асимметричной ПЦР с гибридизуемым 
зондом (последовательности праймеров и зондов 
представлены в табл. 2). Зонд HIST1-ROX (24 основа-
ния) взаимодействовал с тремя CpG-динуклеотидами 
(chr6:26240752–26240763, human hg19). Асимметрич-
ную ПЦР проводили в 96-луночных планшетах 
на приборах CFX96 (Bio-Rad Laboratories, США) 
и QuantStudio 5 (Applied Biosystems, Life Technologies, 
США). Инкубационная смесь (25 мкл) содержала  
50 мМ Трис-HCl; pH 8,8; 50 мМ KCl; 4 мМ MgCl

2
;  

0,25 мМ каждого дезоксинуклеотдитрифосфата (дНТФ); 
0,2 мкМ зонда HIST1-ROX; 0,04 мкМ праймера 
HIST1-sense; 0,4 мкМ праймера HIST1-antisense; 2,5 ед. 
Hot-rescue Taq-полимеразы («Синтол», Россия); 3 мкл 
раствора ДНК. Условия ПЦР: начальная денатурация – 
5 мин при 95 °С; 55 цик лов по 13 с при 95 °С, 40 с при 58 °С, 
30 с при 72 °C (с регистрацией флуоресценции). Плав-
ление гибридов зонд / ампликон: денатурация – 1 мин 
при 95 °С, ренатурация – 2 мин при 52 °С, плавление – 
от 35 до 75 °C (инкремент 0,4 °C, выдержка 6 с, ско-
рость нагревания 3,3 °C / с).

Ампликон LINE-1 (GenBank Accession number 
X52235) амплифицировали с помощью асимметричной 
ПЦР с зондом LINE-1-ROX (27 оснований; табл. 2), 
взаимодействующим с тремя CpG-динуклеотидами. 
Инкубационная смесь (25 мкл) содержала 50 мМ Трис-
HCl; pH 8,8; 50 мМ KCl; 4 мМ MgCl

2
; 0,25 мМ каждо-

го дНТФ; 0,1 мкМ зонда LINE-1-ROX; SYBR Green I 
(1:20 000); 0,04 мкМ праймера LINE-1-sense; 0,8 мкМ 
праймера LINE-1-antisense; 1 ед. Hot-rescue Taq-
полимеразы («Синтол», Россия); 3 мкл раствора ДНК. 
Условия ПЦР: начальная денатурация – 10 мин при  
95 °С; 40 циклов по 20 с при 95 °С, 20 с при 54 °С, 20 с 
при 72 °C (с регистрацией флуоресценции). Плавление 
дуплексов зонд / ампликон: денатурация – 1 мин 
при 95 °С, ренатурация – 2 мин при 40 °С, плавление – 
от до 95 °C (инкремент 0,3 °C, выдержка 20 с).

Для построения графиков и количественных рас-
четов отрицательные первые производные кривых 
плавления (–d(RFU) / dt) экспортировали в Excel. 
Для аппроксимации экспериментальной кривой гаус-
совыми пиками и определения их площадей исполь-
зовали программу PeakFit (v.4.12.00; SeaSolve Soft-
ware Inc., США), как описано ранее [39, 40].

Статистический анализ. Анализ проводили с помо-
щью GraphPad Prism 9.3.0 (GraphPad Software, США), 
онлайн-серверов CombiROC [45] и Cutoff Finder [46]. 
Для сравнения уровня метилирования HIST1H4F 
и LINE-1 в ДНК плазмы крови здоровых доноров 
и больных колоректальным раком применяли непара-
метрический U-критерий Манна–Уитни. Для оценки 
корреляции между феноменами гиперметилирования 
HIST1H4F и гипометилирования LINE-1 определяли 
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коэффициент Спирмена. Все статистические тесты 
двусторонние; различия считались статистически зна-
чимыми при p <0,05.

Таблица 2. Последовательности праймеров и зондов

Table 2. Sequences of primers and probes

Праймер / зонд 
Primer / probe

Последовательность 
Sequence

Ампликон HIST1H4F (105 bp) 
Amplicon HIST1H4F (105 bp) 

Праймер HIST1-sense 
Primer HIST1-sense

5’-AAAGTGTTGAGTG
ATAATATATAGGG

Праймер HIST1-antisense 
Primer HIST1-antisense

5’-AATCTCCTCATAA
ATAAAACCC

Зонд HIST1-ROXа (sense) 
Probe HIST1-ROXа (sense) 

5’-ROX-
AAGTTTGTTATTTGTTGTT

TGGTT-BHQ2

Ампликон LINE-1 (100 bp) 
Amplicon LINE-1 (100 bp) 

Праймер LINE-1-sense 
Primer LINE-1-sense

5’-TGTTAGATAGTGGG
CGTAGGTT

Праймер LINE-1-antisense 
Primer LINE-1-antisense

5’-ACTCCCTAACCCCTTAC

Зонд LINE-1-ROXб (sense) 
Probe LINE-1-ROXб (sense) 

5’-ROX-
CGAGTCGAAGTAGGGC
GAGGTATTGTT-BHQ2

аПоследовательность зонда комплементарна конвертиро-
ванной (обработанной бисульфитом) неметилированной 
ДНК. 
бПоследовательность зонда комплементарна конвертиро-
ванной метилированной ДНК. 
аThe probe sequence is complementary to the converted (bisulfite-treated) 
unmethylated DNA.  
бThe sequence of the probe is complementary to the converted methylated 
DNA.

РЕзУЛьТАТы
Метод количественного анализа плавления гибри-

дов ДНК-зонд [39, 40, 47] основан на том же принци-
пе, что и широко известный метод анализа кривых 
плавления высокого разрешения (high resolution melt-
ing analysis, HRMA) [48–51], а именно на анализе те-
пловой денатурации двунитевой ДНК как способе 
выявления дефектов вторичной структуры. Достоин-
ство обоих методов заключается в том, что они реали-
зуются в закрытом формате (т. е. без дополнительных 
процедур). Это сокращает затраты времени и труда 
и минимизирует риск взаимного загрязнения клини-
ческих образцов. Однако методы HRMA и qDMA-HP 
различаются. В первом случае для мониторинга плав-
ления ДНК используются интеркалирующие красите-
ли (SYBR Green, EvaGreen и др.), а во втором – гибри-
дизуемые зонды (олигонуклеотиды с флуорофором 
и гасителем на концах). Это различие определяет 

ключевые особенности данных методов, их достоин-
ства и недостатки. Так, в HRMA флуоресцирующий 
краситель интеркалирует между основаниями двуни-
тевого ампликона, что многократно усиливает его све-
чение (при плавлении дуплекса флуоресценция воз-
вращается к исходному уровню). Tаким образом, 
большой ампликон, иногда содержащий десятки CpG-
динуклеотидов, тестируется целиком, но с относитель-
но невысоким разрешением из-за присутствия неспе-
цифических продуктов амплификации, побочного 
формирования множества гетеродуплексов, а также 
слабой выраженности температурных сдвигов, инду-
цированных в длинных дуплексах одиночными неспа-
ренными основаниями. В свою очередь, qDMA-HP 
способен зондировать лишь короткие последователь-
ности (20–30 пар оснований), но с высоким разреше-
нием, обусловленным сильным эффектом неспарен-
ных оснований в коротких дуплексах. Этот подход 
предполагает асимметричный вариант ПЦР для фор-
мирования избытка одной из двух нитей ампликона 
как мишени гибридизационного зондирования. Це-
лью включения в реакционную среду ПЦР наряду 
с флуоресцентным зондом интеркалирующего краси-
теля SYBR Green был мониторинг амплификации 
в реальном времени. В предыдущей работе установле-
но, что даже очень короткий участок аберрантного 
метилирования (1–4 CpG-динуклеотида) может быть 
эффективным диагностическим маркером [42, 43]. 
В данной работе этот подход применен к существенно 
различающимся объектам: гиперметилированному 
уникальному гену HIST1H4F [44] и гипометилирован-
ному многократно повторяющемуся транспозону 
LINE-1 [6, 12, 13, 18].

Анализ метилирования HIST1H4F . Различия в степе-
ни метилирования промотора HIST1H4F в циркулирую-
щих ДНК (цДНК) здоровых доноров и больных коло-
ректальным раком (3 образца из каждой группы) 
представлены на рис. 1. Пики метилированной (ДНК-М+) 
и неметилированной (ДНК-М–) ДНК характеризуются 
существенным различием температур плавления 
(из-за присутствия в ДНК-М+ неспаренных оснований) 
и хорошо разделены на температурной шкале. Серийные 
разведения ДНК-М+ в ДНК-М– демонстрируют линей-
ную зависимость измеренной по площади соответству-
ющего пика концентрации метилированного HIST1H4F 
от фактически присутствующей в исследуемом образце 
(полученное соотношение использовано для коррекции 
экспериментальных данных) (см. рис. 2). Предел коли-
чественного измерения (limit of quantitation), т. е. мини-
мальная концентрация, при которой анализируемое 
вещество может быть не только обнаружено, но и на-
дежно измерено, составил 12 % метилированного 
HIST1H4F (это наименьшая концентрация, определяе-
мая при коэффициенте вариации (coefficient of va riance) 
менее 20 % [52]).

Метилированный HIST1H4F в качестве онкомар-
кера при колоректальном раке оценивали с помощью 
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предлагаемого нами метода. Различия в уровне мети-
лирования HIST1H4F в ДНК плазмы крови здоровых 
доноров (среднее значение – 8,5 %; стандартное от-
клонение (standard deviation, SD) – 1,7 %) и онколо-
гических больных (среднее значение – 26,8 %, SD – 
20,2 %) статистически значимы (p = 0,0002) (рис. 3, а). 
Результаты ROC-анализа свидетельствуют о диагно-
стической эффективности данного теста: площадь 
под ROC-кривой (area under ROC curve, AUC) оказа-
лась равна 0,8; диагностические чувствительность 
и специфичность при избранном пороге метилирова-
ния составили соответственно 63 и 100 % (рис. 3, б). 
Каскадная диаграмма визуализирует правильную и не-
правильную классификации здоровых доноров и боль-
ных колоректальным раком в исследованной когорте 
(рис. 3, в).

Анализ метилирования LINE-1 методом qDMA-HP. 
Данный анализ сильно осложнен наличием множества 
повторяющихся последовательностей, составляющих 
примерно 20 % генома человека [50], и неизбежным 
присутствием в них полиморфизмов [18]. Последние 
проявляются неспаренными основаниями в дуплексах 
зонд / ампликон и формируют при плавлении гетеро-
генный профиль (рис. 4), скрывающий до некоторой 
степени искомый эффект метилирования (см. рис. 1). 
Кроме того, согласно данным литературы, величи-
на ассоциированного с канцерогенезом эффекта 

Рис. 1. Пики плавления маркера HIST1H4F в обработанной бисульфи-
том ДНК плазмы крови здоровых доноров (3 образца; отмечены зеленым 
цветом) и больных колоректальным раком (3 образца; отмечены крас-
ным цветом). –d(RFU) / dt – отрицательные первые производные кри-
вых плавления
Fig. 1. Melt peaks of the HIST1H4F marker in bisulfite-treated DNA from 
blood plasma of healthy donors (3 samples in green) and colorectal cancer 
patients (3 samples in red). –d(RFU) / dt – negative first derivatives  
of melting curves

Рис. 2. Серийные разведения ДНК-М+ (конечные концентрации 100; 50; 25; 12,5; 0 %) в ДНК-M–: а – пики плавления ДНК-M+ и ДНК-M–. 
Графики плавления, отражающие разные концентрации метилированной ДНК (Met %), обозначены линиями разного цвета; б – линейная ре-
грессия фактической и измеренной концентраций ДНК-M+. Планки погрешностей – средние значения с 95 % доверительными интервалами
Fig. 2. Serial dilutions of DNA-M+ (final concentrations 100; 50; 25; 12.5; 0 %) in DNA-M–: a – melt peaks of DNA-M+ and DNA-M–. Melt curves 
showing different concentrations of methylated DNA (Met %) are indicated by lines of different colors; б – linear regression of actual and measured DNA-M+ 
concentrations. Error bars are means with 95 % confidence intervals

45            50             55              60            65             70
Температура, °C / Temperature, °C

–d
(R

FU
)/

dt
, %

45         50           55          60          65          70          75
Температура, °C / Temperature, °C

–d
(R

FU
)/

dt
650

 550

 450 

350

 250

 150

 50

–50

HIST1H4F

M+

M–800 

700

 600

 500 

400

 300 

200 

100

0

–100

100

50

0

  Met – 100 %
  Met – 50 %

И
зм

ер
ен

но
е 

со
де

рж
ан

ие
 Д

Н
К-

М
+,

 %
 / 

M
ea

su
re

d 
D

N
A-

M
+,

 %

0                                  50                                100
Реальное содержание ДНК-М+, % / 

 Actual ДНК-М+, %

y = 0,89*х + 6,4
R2 = 0,97

  Met – 25 %
  Met – 12 %

  Met – 0 %

а б



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
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
2

, 
2

0
2

4
90 Экспериментальные статьи | EXPERIMENTAL REPORTS тОм 11 / VOL. 11

деметилирования генома относительно невелика: при-
мерно 6 % при суммарном сравнении нормальных 
и опухолевых тканей [11] и примерно 20 % в случае 
колоректального рака (от 76 % метилирования в нор-
мальной слизистой до 56 % – в опухолевой) [53]. 
Тем не менее предварительное сопоставление кривых 
плавления LINE-1 в плазме крови здоровых доноров 
и онкологических больных (3 образца из каждой группы) 
показало увеличение фракции неметилированной ДНК 
у пациентов с колоректальным раком (рис. 5) и стиму-
лировало дальнейшее сравнительное исследование.

Применение qDMA-HP для оценки серийных раз-
ведений ДНК-М+ в ДНК-М– демонстрирует линейную 
зависимость измеренной концентрации ДНК-М– 
от концентрации, фактически присутствующей в иссле-
дуемом образце (рис. 6). Степень деметилирования 
LINE-1 в цДНК больных колоректальным раком оцени-
вали с помощью определения процентного содержания 
фракции ДНК-М– в температурном интервале 46–58 °С. 
Обнаружено, что уровень неметилированных последо-
вательностей LINE-1 в цДНК статистически значимо  
(p <0,0001) выше у онкологических больных (среднее 

Рис. 3. Диагностическая эффективность HIST1H4F в жидкостной биопсии колоректального рака: а – сравнение уровней метилирования 
HIST1H4F в циркулирующих ДНК здоровых доноров и пациентов с колоректальным раком (непараметрический U-критерий Манна–Уитни, 
планки погрешностей – средние значения с 95 % доверительным интервалом); б – результаты ROC-анализа; в – каскадная диаграмма, иллю-
стрирующая правильную и неправильную классификации здоровых доноров и пациентов с колоректальным раком в исследованной когорте. AUC – 
площадь под ROC-кривой; cut-off – порог метилирования; OR – отношение шансов
Fig. 3. Diagnostic performance of HIST1H4F in liquid biopsy of colorectal cancer: a – comparison of HIST1H4F methylation levels in circulating DNA  
of healthy donors and colorectal cancer patients (nonparametric Mann–Whitney U test; error bars are mean with 95 % confidence interval); б – ROC analysis 
results; в – waterfall chart illustrating correct and incorrect outcome classification of healthy donors and colorectal cancer patients in the studied cohort. AUC – 
area under ROC curve; cut-off – background methylation; OR – odds ratio
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Рис. 4. Пики плавления маркера LINE-1 в обработанной бисульфитом 
ДНК плазмы крови здорового донора. Экспериментальная кривая аппрок-
симирована 6 гауссовыми пиками. Позиции метилированных (М+) и не-
метилированных (М–) LINE-1 обозначены на рисунке скобками. Про-
межуточные пики предположительно обусловлены однонуклеотидными 
полиморфизмами в многократно повторяющихся последовательностях
Fig. 4. Melt peaks of the LINE-1 marker in bisulfite-treated blood plasma DNA 
from a healthy donor. The experimental curve is approximated by 6 Gaussian 
peaks. The positions of methylated (M+) and unmethylated (M–) LINE-1 
are indicated in the figure by brackets. The intermediate peaks are presumably 
due to single-nucleotide polymorphisms in the repetitive sequences

Рис. 5. Пики плавления маркера LINE-1 в обработанной бисульфитом 
ДНК плазмы крови здоровых доноров (3 образца; помечены зеленым 
цветом) и больных колоректальным раком (3 образца; помечены крас-
ным цветом)
Fig. 5. Melt peaks of the LINE-1 marker in bisulfite-treated DNA from blood 
plasma of healthy donors (3 samples in green) and colorectal cancer patients 
(3 samples in red)
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Рис. 6. Cерийные разведения ДНК-М+ (конечные концентрации 100; 50; 25; 12,5; 0 %) в ДНК-M–: а – пики плавления ДНК-M+ и ДНК-M–. 
Графики плавления, отражающие разные концентрации метилированной ДНК (Met %), обозначены линиями разного цвета; б – линейная регрес-
сия фактической и измеренной концентраций ДНК-M+. Планки погрешностей – средние значения с 95 % доверительными интервалами
Fig. 6. Serial dilutions of DNA-M+ (final concentrations 100; 50; 25; 12.5; 0 %) in DNA-M–: a – melt peaks of DNA-M+ and DNA-M–; melt curves 
showing different concentrations of methylated DNA (Met %) are indicated by lines of different colors; б – linear regression of actual and measured DNA-M+ 
concentrations. Error bars are means with 95 % confidence intervals
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Рис. 7. Диагностическая эффективность LINE-1 в жидкостной биопсии колоректального рака: а – сравнение уровней метилирования LINE-1 
в циркулирующих ДНК здоровых доноров и пациентов с колоректальным раком (непараметрический U-критерий Манна–Уитни, планки погреш-
ностей – средние значения с 95 % доверительным интервалом); б – ROC-анализ (площадь под ROC-кривой (AUC) 0,87; чувствительность 74 %; 
специфичность 100 %); в – каскадная диаграмма, иллюстрирующая правильную и неправильную классификации здоровых доноров и больных в ис-
следованной когорте. Cut-off – порог метилирования; OR – отношение шансов
Fig. 7. Diagnostic performance of LINE-1 in liquid biopsy of colorectal cancer: a – comparison of LINE-1 methylation levels in circulating DNA of healthy 
donors and colorectal cancer patients (nonparametric Mann–Whitney U test; error bars are mean with 95 % confidence interval); б – ROC analysis (area 
under ROC curve (AUC) 0.87; sensitivity 74 %; specificity 100 %); в – waterfall chart illustrating correct and incorrect outcome classification of healthy donors 
and patients in the studied cohort. Cut-off – background methylation; OR – odds ratio

М
ет

ил
ир

ов
ан

на
я 

Д
Н

К 
/ M

et
hy

la
te

d 
D

N
A

Доноры / 
Donors

Больные / 
Patients

0                            10                           20                          30                           40                          50
Больные / Patients

20

15

10

5

0

100

80

60

40

20

 0

<0,0001
LINE-1

Чу
вс

тв
ит

ел
ьн

ос
ть

 / 
Se

ns
iti

vi
ty

0              20            40            60              80           100
1-специфичность / 1-specificity

AUC 0,87
Cut-off 6

Чувствительность 73,7 % / 
Sensitivity 73.7 %

Cпецифичность 100 % / 
Specificity 100 %

П
ор

ог
 м

ет
ил

ир
ов

ан
ия

 / 
Ba

ck
gr

ou
nd

 m
et

hy
la

tio
n 46

36

26

16

0

   Правильная классификация результатов / 
Correct outcome classification

   Неправильная классификация 
результатов / Wrong outcome classification

Cut-off 6
OR 1,71 (1,16–2,52); p = 1,2e-07

Чувствительность 73,7 % (58–85 %) /  
Sensitivity 73.7 % (58–85 %)

Cпецифичность 100 % (82,4–100 %) /  
Specificity 100 % (82.4–100 %)

а б

в

значение – 14,9 %, SD – 11,9 %), чем у здоровых до-
норов (среднее значение – 3,4 %, SD – 1,5 %) (рис. 7, а). 
Результаты ROC-анализа (AUC = 0,87; чувствитель-
ность – 74 %; специфичность – 100 %) (рис. 7, б, в), 
согласуются с предположением о диагностической 
значимости феномена деметилирования LINE-1 
у больных колоректальным раком [12, 21, 54–56].

Оценка панели маркеров HIST1H4F и LINE-1. Между 
феноменами гиперметилирования HIST1H4F и гипоме-
тилирования LINE-1 в ДНК колоректального рака об-
наружена статистически значимая корреляция (коэф- 

фициент Спирмена r = 0,4; p = 0,01) (рис. 8), что соот-
ветствует данным литературы [23, 57–60].

Исходя из того, что панель нескольких маркеров 
эффективнее одиночных [26], полученные данные под-
вергли CombiROC-анализу, позволяющему оценить 
оптимальную комбинацию [45]. На рис. 9 и в табл. 3 
представлены результаты, свидетельствующие о вы-
сокой диагностической эффективности исследуемой 
панели как изначально, так и после 10-кратной пере-
крестной валидизации (AUC >0,9; чувствительность  
100 %; специфичность 84 %).
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ОбСУжДЕНИЕ
Многократно повторяющиеся диспергированные 

короткие элементы Alu (размер 282 п. о.) и длинные 
элементы LINE-1 (размер до 6000 п. о.) составляют зна-
чительную часть гаплоидного генома человека (~1 млн 
копий, ~10 % генома и ~0,5 млн копий, ~20 % генома 
соответственно) [18] и содержат CpG-динуклеотиды, 
которые в нормальных соматических клетках метили-
рованы на 80–90 % [61]. В опухолевых тканях повторы 
LINE-1 часто деметилированы (в среднем на ~6,5 %, 
хотя этот показатель варьирует в зависимости от типа 
опухоли) [62]. Метилирование Alu и LINE-1 коррелирует 

Рис. 9. Диагностическая эффективность метода количественного ана-
лиза плавления гибридов ДНК-зонд с использованием панели HIST1H4F 
и LINE-1. Результаты CombiROC-анализа
Fig. 9. Diagnostic performance of quantitative DNA melting analysis with hybri-
dization probes using HIST1H4F and LINE-1 panel. The results of CombiROC 
analysis

r = 0,4

1

 0,75

 0,5 

0,25

0

   Вся когорта / Whole cohort
   Локализация оптимального порога (обозначен звез-
дочкой) / Position of optimal cut-off (indicated by an asterisk)

   Контрольная линия нулевой дискриминации / Reference 
line with zero discriminating power

Таблица 3. CombiROC-анализ диагностической эффектив-
ности панели HIST1H4F и LINE-1 в жидкостной биопсии 
колоректального рака

Table 3. Combi ROC-analysis of the diagnostic effectiveness of HIST1H4F 
and LINE-1 panels in liquid biopsy of colorectal cancer

Показатель 
Parameter

Вся 
когорта 

Whole 
cohort

Десятикратная 
перекрестная 
валидизация 

10-fold cross-validation

Площадь под ROC-кривой 
Area under ROC curve 

0,921 0,904

Чувствительность, % 
Sensitivity, %

100 100

Специфичность, % 
Specificity, %

84,2 84,2

с глобальным метилированием генома и может служить 
суррогатным маркером этого феномена [6, 18, 62].

Исследование многократных повторов методом 
qDMA-HP осложнено присутствием в них полимор-
физмов, имитирующих феномен метилирования CpG-
динуклеотидов. По этой причине наша попытка ис-
пользовать в качестве суррогатного маркера геномного 
гипометилирования повторы Alu оказалась безуспеш-
ной (здесь не представлено). В меньшей степени поли-
морфизмы препятствовали анализу повторов LINE-1. 
Это позволило обнаружить у больных колоректальным 
раком статистически значимое увеличение их немети-
лированной фракции, что согласуется с результатами 
других исследований [2, 21, 26]. Обнаружена невысо-
кая корреляция гипометилирования LINE-1 с гипер-
метилированием HIST1H4F. Однако c учетом того, 
что значительный, если не основной, вклад в цДНК 
плазмы крови вносят нормальные клетки, истинная 
корреляция этих феноменов (т. е. в самой опухолевой 
ткани) может быть значительно выше.

Таким образом, предлагаемый метод сканирова-
ния аберрантного метилирования клинически значи-
мых генов может быть использован в практической 
медицине.

зАКЛючЕНИЕ
Эффективное применение qDMA-HP в жидкостной 

биопсии колоректального рака свидетельствует о воз-
можности внедрения этого простого мультиплексного, 
не требующего нормализации и реализуемого в закры-
том формате метода в клиническую прак тику.

Рис. 8. Корреляция между гиперметилированием HIST1H4F (M+) 
и гипометилированием LINE-1 (M–) в циркулирующей ДНК плазмы 
крови больных колоректальным раком (коэффициент корреляции Спир-
мена r = 0,4)
Fig. 8. Correlation between hypermethylation of HIST1H4F (M+)  
and hypomethylation of LINE-1 (M–) in circulating DNA of colorectal 
cancer patients (Spearman rank correlation coefficient r = 0.4)
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