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* Рак легкого (РЛ) – наиболее распространенная
форма злокачественных новообразований (12.8% в
структуре онкологической заболеваемости населе�
ния мира), занимающая первое место по общей ле�
тальности от онкологических заболеваний у мужчин
(1.18 млн. в год) [1].

В России ежегодно вновь регистрируется свыше
63 тыс. больных раком легкого. Соотношение забо�
левших мужчин и женщин составляет 10 : 1.1, смерт�
ность у мужчин составляет 30.1%, у женщин – 6.7%

* Эл. почта: rykova@niboch.nsc.ru.

[2]. Реалии современного социума, связанные со
старением населения, курением, загрязнением воз�
духа, вносят свой вклад в повышение заболеваемо�
сти РЛ [3]. Прогноз эффективности терапии РЛ в
ближайшем будущем неутешителен. Высокая
смертность связана преимущественно не с труд�
ностью терапии, а с отсутствием эффективных под�
ходов к выявлению этой опухоли на ранних стадиях.
Обнаружение РЛ на поздних стадиях существенно
понижает вероятность успешного лечения, в то вре�
мя как при раннем его выявлении показатели выжи�
ваемости возрастают в несколько раз (рис. 1).
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рам, поскольку эпигенетическая модификация является одним из наиболее ранних событий опухолевой
трансформации. Особое место в обзоре занимают сведения об онкомаркерах, циркулирующих в биологиче�
ских средах организма. Эти маркеры могут быть использованы для малоинвазивной диагностики заболевания
до его клинического проявления, для скрининга групп риска, мониторинга ремиссии опухоли после терапии, а
также для уточнения диагноза при использовании клинико�инструментальных методов обследования. Об�
суждается возможность разработки на основе внеклеточных ДНК, циркулирующих в крови, диагностических
маркеров для раннего выявления РЛ, для предсказания эффективности противоопухолевых препаратов, а
также для мониторинга состояния после специфического клинического лечения.
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В клиническую практику недавно внедрены но�
вейшие чувствительные методы компьютерной, по�
зитронно�эмиссионной томографии, аутофлуорес�
центной бронхоскопии. Однако использование этих
методов для диагностики РЛ не привело к сниже�
нию смертности [6] – из�за низкой эффективности
именно ранней диагностики методами инструмен�
тального анализа. Используемые же в настоящее
время патоморфологические критерии неэффек�
тивны как для диагностики ранних стадий, так и для
дифференциальной диагностики доброкачествен�
ных и злокачественных процессов [3]. Необходимо
искать и разрабатывать чувствительные и специ�
фичные методы диагностики, которые бы были ос�
нованы на изучении молекулярных опухолевых
маркеров, вовлеченных в формирование и прогрес�
сию РЛ [7, 8].

Опухолевые маркеры – это такие биологические
характеристики, которые могут сами влиять на кли�
ническое течение и предсказывать исход онкологи�
ческого заболевания, а также позволяют проследить
ответ на терапевтическое вмешательство [9]. Этапы
трансформации клеток в раковые и опухолевой про�
грессии определяются накоплением в геноме изме�
нений, возникающих в результате нарушения нор�
мального его функционирования под действием на�
следуемых мутаций и канцерогенных факторов [10].
Трансформированные клетки обладают способ�
ностью выживать в организме за счет изменения
сигнальных путей, которые потенциально онкоген�
ны. Это: (1) независимые или автономные сигналы к
росту; (2) нечувствительность к сигналам, ингиби�
рующим рост; (3) невосприимчивость к сигналам
апоптоза; (4) неограниченный потенциал к проли�
ферации; (5) способность поддерживать ангиогенез;

(6) способность к инвазии и метастазированию [11].
Молекулярные изменения, ответственные за приоб�
ретение указанных свойств, могут использоваться в
качестве онкомаркеров. 

Онкомаркеры по их природе и по методам вы�
явления можно разделить на несколько типов: ге�
нетические (мутации, изменение копийности ге�
нов, экспрессии мРНК), эпигенетические (изме�
нение профиля метилирования ДНК), протеомные
(изменение уровня и профиля белковой экспрес�
сии), метаболические (изменение уровня и спектра
низкомолекулярных метаболитов), профиль синте�
за и уровень микроРНК (миРНК) [11–16]. Ведутся
поиски оптимальных онкомаркеров не только в
опухолевых тканях, поскольку практически все ти�
пы ассоциированных со злокачественной транс�
формацией нарушений синтеза биополимеров об�
наруживаются в биологических жидкостях организ�
ма. Это позволяет разрабатывать малоинвазивные
методы диагностики рака, основанные на использо�
вании легкодоступного биологического материала
(кровь, мокрота, лаваж и др.) [7, 17–24].

БЕЛКОВЫЕ МАРКЕРЫ ПРИ РАКЕ ЛЕГКОГО

В табл. 1 приведены данные о белковых онкомар�
керах, которые используются в клинической прак�
тике в качестве дополнительных критериев при диа�
гностике и мониторинге РЛ [5].

Увеличение концентрации белковых онкомарке�
ров в сыворотке крови и ткани опухоли детектирует�
ся при помощи специфичных иммунохимических и
иммуногистохимических методов. Однако чувстви�
тельность используемых в настоящее время сероло�
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Рис. 1. Клинико�морфологические характеристики рака легкого и прогноз заболевания [4, 5]. НМРЛ – немелкокле�
точный рак легкого; МРЛ – мелкоклеточный рак легкого; ПКРЛ – плоскоклеточный рак легкого; КРЛ – крупнокле�
точный рак легкого; АК – аденокарцинома.
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гических маркеров РЛ невысока. Например, при не�
мелкоклеточном раке легкого (НМРЛ) чувствитель�
ность первичной диагностики по маркерам CEA,
NSE, CYFRA 21�1 составляет 55, 38 и 65%, а специ�
фичность – 70, 97 и 87% соответственно. При мел�
коклеточном раке легкого (МРЛ) чувствительность
по тем же маркерам составляет 43, 49 и 36%, а специ�
фичность 76, 95 и 96% соответственно [25–27]. По�
этому их использование для ранней диагностики РЛ
ограничено и, в основном, они применяются для
оценки эффективности лечения, мониторинга тече�
ния заболевания и для раннего выявления рецидива
опухоли. Иммуногистохимический метод оценки
белковых маркеров в ткани опухоли используют для
уточнения диагноза и прогноза клинического тече�

ния. В табл. 1 представлены маркеры, эффектив�
ность которых в настоящее время интенсивно изу�
чается [5].

В связи с низкой диагностической информатив�
ностью онкомаркеров актуальна проблема поиска
более эффективных белковых маркеров на основе
совершенствования технологий экспрессионного и
протеомного анализа. В качестве перспективных
могут рассматриваться вовлеченные в канцерогенез
белки, синтез которых многократно более интенси�
вен в опухолевых клетках по сравнению с нормаль�
ными [12, 15]. Выявить такие белки можно, сравни�
вая уровни генной экспрессии в нормальной и опу�
холевой ткани с использованием метода обратной
транскрипции и ПЦР (ОТ�ПЦР). Использование

Таблица 1.  Характеристика белковых маркеров рака легкого (РЛ), использующихся в клинической практике

Ген Маркер Характер нарушений при РЛ Метод детекции

*CEA (раково�эмбриональный антиген) Увеличение концентрации ИФА
*NSE (нейрон�специфическая енолаза,
гликолитический фермент)

То же То же

*CYFRA 21�1 (фрагмент цитокератина 19) » »
*TPA (тканевой полипептидный антиген) » »
*ProGRP (предшественник гастрин�рили�
зинг пептида)

» »

C�MYC, N�MYC** c�myc, N�myc (участие в процессах роста, 
дифференцировки и апоптоза клеток)

Гиперэкспрессия
Амплификация

ИГХ

Ki�67** Ki�67 (контроль пролиферации клеток) Гиперэкспрессия То же

Bcl�2** Bcl�2 (регуляция апоптоза) То же »

ERBB1 (HER1) ** EGFR [ErbB1, HER1] (рецептор эпидермально�
го фактора роста, контроль пролиферации
эпителиальных клеток)

» »

ERBB2
(HER�2/neu)**

HER�2/neu [c�erbB�2] (тирозинкиназный
рецептор)

Гиперэкспрессия
Амплификация

»

VEGF** VEGF (фактор роста эндотелия сосудов,
индуктор неоангиогенеза)

Гиперэкспрессия »

Цитокератины AE1/AE3 и цитокератин 7 
[CK7] (эпителиальный маркерный белок)

То же »

Хромогранин B и C (нейроэндокринный 
маркерный белок)

» »

Синаптофизин (нейрональный маркерный 
белок)

» »

TTF�1** TTF�1 (тиреоидный транскрипционный
фактор�1)

» »

COX�2** COX�2 (циклооксигеназа) (контроль
клеточного цикла)

» »

MMP9** MMP9 (матриксная металлопротеиназа) » »

β�катенин 
(CTNNB1)**

β�катенин (участие в клеточной адгезии) » »

PRAD1** Циклин D1 (регуляция клеточного деления) Гиперэкспрессия
Амплификация

»

 * Широко используются в клинической практике. 
** Потенциальные онкомаркеры.
ИФА – иммуноферментный анализ; ИГХ – иммуногистохимический анализ.
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микрочиповых технологий позволяет одновремен�
но тестировать уровень экспрессии многих генов по
количеству мРНК [14]. Профили экспрессии генов
отражают биологические различия опухолей, что
позволяет дискриминировать гистотипы и даже
подтипы заболевания в рамках одного гистотипа РЛ.
Оказалось, что МРЛ возникает из легочного эпите�
лия, а не из нейроэндокринных предшественников,
как считалось ранее; найден комплекс генов, экс�
прессия которых позволяет отличать первичный РЛ
от метастазов в легкие из первичной опухоли другой
локализации. Кластерный анализ генной экспрес�
сии позволяет получать экспрессионные профили,
ассоциированные с выживаемостью пациентов, ги�
стотипом РЛ, с опухолевой прогрессией, и чувстви�
тельность прогноза достигает 90% [14]. Однако надо
отметить, что данные различных авторов не всегда
согласуются между собой. Это может быть обуслов�
лено недостаточной репрезентативностью выборок,
нечеткой их дискриминацией по гистологическим
признакам, использованием образцов опухолевой
ткани, где присутствуют элементы стромы и ин�
фильтрирующие опухоль клетки иммунной систе�
мы, либо полученных при микродиссекции только
опухолевых клеток. Тем не менее, имеется положи�
тельный опыт использования панелей генной экс�
прессии для прогноза рака молочной железы [28],
что свидетельствует о перспективности дальнейше�
го изучения профилей экспрессии генов при про�
гнозе РЛ.

Несмотря на высокую информативность продук�
та экспрессии – мРНК генов, вовлеченных в патоге�
нез опухолей, – нет однозначной корреляции этого
показателя с концентрацией кодируемых белков
вследствие дополнительной регуляции их экспрес�
сии на уровне трансляции. Их свойства могут изме�
няться в результате посттрансляционной модифи�
кации, при которой увеличивается число изоформ,
ассоциированных с разными стадиями опухолевой
прогрессии, что, в свою очередь, может повышать
специфичность белковых маркеров [12, 15]. В по�
следние 10 лет интенсивно разрабатываются про�
теомные подходы, основанные на анализе диффе�
ренциальной экспрессии белков, их посттрансляци�
онных изменений, взаимодействий и участия в
патогенезе злокачественных опухолей. При этом
можно выделить два основных подхода: один харак�
теризует глобальный профиль белковой экспрессии
в опухоли и в нормальной ткани с использованием
методов масс�спектрометрии, другой направлен на
выявление целевых белков – потенциальных онко�
маркеров [12, 15, 16]. Масс�спектрометрические ме�
тоды имеют важное значение в изучении механиз�
мов канцерогенеза, для совершенствования класси�
фикации гистотипов и подтипов РЛ, а также
дискриминации опухолей различного типа. Однако
эти методы пока далеки от практического использо�
вания из�за высокой стоимости и невозможности
широко использовать аналитические приборы.

Один из основных методов целевого поиска –
двумерный гель�электрофорез, который позволяет
получать белковые профили опухолевой и нормаль�
ной ткани (или крови), изучать их различия с после�
дующей идентификацией белков. Учитывая, что
концентрации различных белков в тканях и крови
могут различаться между собой в миллионы раз, не�
обходимо предварительно подразделять белки по их
физико�химическим характеристикам. Для этого
предварительно удаляют структурные клеточные
белки солевым буфером [29, 30], используют техни�
ку капиллярного изоэлектрического фокусирова�
ния, методы осаждения мечеными антителами, дву�
мерный капиллярный электрофорез и многомерное
фракционирование [12, 15].

Бюренс (Buhrens) и соавт. [16] проанализировали
результаты двенадцати опубликованных до 2009 г.
протеомных исследований НМРЛ с использовани�
ем двумерного электрофореза и серологического
протеомного анализа для определения аутоантител к
опухоль�ассоциированным антигенам (SERPA) [16].
В целом, при обследовании 306 пациентов найдено
261 дифференциально экспрессирующихся белков,
причем 76% из них не дублировались в разных ис�
следованиях, и лишь два были найдены в пяти ис�
следованиях. В литературе пока мало сравнительных
исследований гликозилированных, фосфорилиро�
ванных и других модифицированных форм белков
(как продуктов посттрансляционных изменений)
при РЛ и других видах рака, однако их перспектив�
ность очевидна в изучении механизмов онкогенеза и
для повышения эффективности поиска онкомарке�
ров. Современные данные протеомных исследова�
ний по поиску маркеров ранней диагностики и про�
гноза РЛ протеомными методами рассмотрены в ря�
де обзоров [12, 15, 16].

Таким образом, протеомные методы позволили
идентифицировать многие белковые молекулы в ка�
честве потенциальных биомаркеров РЛ. Внедрение
таких маркеров в практику сдерживают такие техни�
ческие проблемы, как, например, отсутствие специ�
фичных и чувствительных (коммерчески доступ�
ных) антител для оценки маркеров методами ELISA
или иммуноблоттинга. Для повышения эффектив�
ности диагностики необходима разработка новых
высокочувствительных технологий анализа инфор�
мативных белковых маркеров в тканях и биологиче�
ских средах организма.

ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ
ПРИ РАКЕ ЛЕГКОГО

К генетическим изменениям относят точечные
мутации и хромосомные перестройки, такие как
анеуплоидия, хромосомные аберрации, потеря гете�
розиготности и нестабильность микросателлитной
ДНК [31]. В большинстве случаев мутации возника�
ют в результате инсерции/делеции и замещения
нуклеотидов. В табл. 2 представлены характеристика
и частота встречаемости основных нарушений ге�



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 45  № 2  2011

МОЛЕКУЛЯРНО�ГЕНЕТИЧЕСКИЕ МАРКЕРЫ В ДИАГНОСТИКЕ РАКА ЛЕГКОГО 207

нов, которые выявляются в ткани и биологических
жидкостях при РЛ различных гистотипов и в предра�
ковых состояниях; все они являются потенциальны�
ми маркерами для использования в клинической
практике. Наиболее подробно охарактеризованы
мутации, ведущие к активации онкогенов (K�ras,
EGFR, HER�2), либо к инактивации генов опухоле�
вой супрессии (p53, p16INK4A, Rb).

Гены K�ras и p53 наиболее исследованы, посколь�
ку частота выявления нарушений в них достаточно
высока, и возможно раннее обнаружение в опухоле�
вых тканях. Для создания специфичных маркеров
также важно, что большинство мутаций гена K�ras
приходится на определенные его участки (“горячие
точки”). До 85% всех мутаций гена K�ras происходит
в 12�м кодоне, остальные находятся в 13�м и 61�м
кодонах [18]. Мутации гена p53 выявляются в опухо�
лях легких с частотой 50–90% и обнаруживаются в
более чем 200 кодонах, включая “горячие точки”.
Эти мутации обусловлены действием генотоксиче�
ских продуктов курения и представлены, в основ�

ном, нуклеотидными заменами G  T, в отличие
от других опухолей, где чаще встречаются замены
G  A [18]. Мутации гена EGFR включают в себя
делеции “внутри рамки считывания” и миссенс�му�
тации [41].

Мутации генов K�ras и p53 выявляются с высо�
кой частотой также в образцах мокроты, бронхоаль�
веолярном лаваже (БАЛ) и в сыворотке крови паци�
ентов, что указывает на их перспективность для ма�
лоинвазивной диагностики (см. далее). Опухоль�
ассоциированные изменения в ДНК мокроты об�
наруживаются еще до проявления клинических
симптомов заболевания, что позволяет анализиро�
вать мокроту на мутации генов при создании мето�
дов ранней диагностики [44].

Значительная часть опухолей характеризуется
хромосомной нестабильностью, что приводит к ха�
рактерным нарушениям количества копий фрагмен�
тов ДНК. При злокачественной трансформации кле�
ток наиболее часто происходит потеря фрагментов
хромосом (делеция). Такой механизм повреждений

Таблица 2. Частота выявления мутаций патогенетически значимых генов в ДНК опухолевой ткани и циркулиру�
ющей ДНК (ДНКцирк) больных раком легкого

Ген Метод детекции Опухолевая ткань ДНКцирк Ссылка

p53 ПЦР и рестрикционный 
анализ

13/38 (34%) – НМРЛ 12/80 (15%) – НМРЛ [18]

45/60 (75%) – МРЛ – [32]
– 12/40 (29%) – БАЛ – НМРЛ [33]
– 17/56 (30%) – мокрота – НМРЛ [34]

p53
5–8 экзон

Рестрикционный анализ, 
аллель�специфичная 
ПЦР (MASA)

26/64 (41%) – НМРЛ 19/64 (40%) – НМРЛ [35]

p53
5–8 экзон

“Гнездовая” ПЦР и се�
квенирование

33/58 (60%) – НМРЛ,
32/40(79%) – дисплазия, карци�
нома in situ, 2/35 (5%) – альвео�
лярно�клеточная гиперплазия

– [36]

K�ras ПЦР, DHPLC# анализ – 15/36 (42%) – НМРЛ 12/40 (30%) – 
контроль

[37]

K�ras ПЦР и секвенирование 102/418 (24%) – экзон 2 – НМРЛ
18/45(39%) – атипичная адено�
матозная гиперплазия

– [38]

– 26/54 (48%) – мокрота – НМРЛ [33, 39]
EGFR ПЦР и секвенирование 44/58 (76%) – экзон 18–22 – 

НМРЛ и МРЛ
– [36]

EGFR SARMS# анализ, секве�
нирование

23/46 (50%) – НМРЛ 17/18 (94%) – циркулирующие
клетки – НМРЛ
7/18 (39%) – плазма – НМРЛ

[40]

EGFR Микрофлюидная ПЦР 16/35 (46%) – экзон 19 или му�
тации L858R – НМРЛ 

6/35 (17%) – делеции по экзону 19
9/35 (26%) – мутации L858R – НМРЛ 

[41]

HER�2 ПЦР, секвенирование 4/53 (7%) экзон 19–20 – НМРЛ – [42]
RB1 Мультиплексная ПЦР 40/125 (32%) – МРЛ и 3/125 

(2%) – НМРЛ
– [43]

p16 Мультиплексная ПЦР 24/125 (19%) – НМРЛ и 7/125 
(5%) – МРЛ

– [43]

Примечание. DHPLC#�анализ – денатурирование методом жидкостной хроматографии с высоким разрешением; SARMS#�
анализ – анализ с применением идентификации мутаций “скорпион”.
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ПОНОМАРЕВА и др.

типичен для супрессорных генов Rb, APC, p16. Уве�
личение копийности (амплификация) генов, приво�
дящее к увеличению синтеза белковых продуктов,
характерен для онкогенов HER2, N�MYC, cyclin D1.
Увеличение числа тандемно�повторенных копий
ДНК за счет амплификации в различных областях
хромосом наблюдается в 70% опухолей легкого [45].

Микросателлитные маркеры представляют со�
бой многократно повторяющиеся последовательно�
сти (мотивы из 1–6 п.н.), распространенные по все�
му геному, для которых характерно два типа наруше�
ний: нестабильность (MI, Microsatellite Instability) и
потеря гетерозиготности (LOH, Loss of Heteroxygosi�
ty). Микросателлитная нестабильность проявляется
в виде аберрантного аллеля этого маркера в резуль�
тате делеции или амплификации одного или не�
скольких составляющих его повторов. При заболе�
вании НМРЛ MI выявляется с частотой от 50 до 80%
[46]. В 87% случаях у больных РЛ прекращается экс�
прессия хотя бы одного из генов системы репарации
ДНК вследствие аллельных делеций в генах hMLH1
и hMSH2 [47].

Потеря гетерозиготности – это исчезновение ал�
леля в результате его делеции. Механизмы LOH, так
же как и биологический смысл данного явления,
изучены пока недостаточно. Предполагается, что
происходит инактивация генов опухолевой супрес�
сии в результате того, что утрата одного аллеля дает
возможность проявиться рецессивным мутациям в
оставшемся аллеле (теория Кнадсена, 1970). Частота
LOH, превышающая 60%, с высокой вероятностью
свидетельствует о присутствии в данном регионе ге�
нов опухолевой супрессии, специфичных для данно�
го типа опухолей. Анализ LOH позволил выявить це�
лый ряд классических генов опухолевой супрессии,
таких как p16INK4A (9p21), Rb (13q12) и p53 (17p13) [48].

Делеции локусов хромосом 3р, 5q21, 9p21 и 17р13
(частота LOH составляет 30–80%) – наиболее частое
и раннее событие при НМРЛ [46, 49]. Делеции ко�
роткого плеча 3�й хромосомы (3р) наблюдаются в
100% случаев МРЛ и 60–65% случаев НМРЛ [50].
Имеются данные об аномалиях 3р при пренеопла�
стических поражениях легких, таких как гиперпла�
зия и дисплазия, а также в карциномах in situ [51, 52].
Пан (Pan) и соавт. [49] выявили LOH трех микроса�
теллитных маркеров, локализованных в локусах
3р14, 9р21 и 17р13 хромосом бронхиального эпите�
лия курильщиков без опухолевых патологий (75, 57
и 18% соответственно). Эти данные указывают на
важную роль LOH как раннего маркера и фактора
риска РЛ.

Таким образом, данные о различных генетиче�
ских изменениях при РЛ уже нашли применение в
клинической практике, а поиск новых более специ�
фичных ДНК�маркеров опухолей легкого с исполь�
зованием таких высокотехнологичных методов, как
гибридизация ДНК на олигонуклеотидных чипах и
полное геномное секвенирование, является акту�
альной задачей [53].

ЭПИГЕНЕТИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ

В основе большинства эпигенетических изме�
нений при онкологических заболеваниях лежит
метилирование цитозина в последовательностях
цитозин�гуанин (CpG). Метилирование CpG в
промоторных областях генов ассоциировано с пре�
кращением генной экспрессии и образования бел�
кового продукта [54, 55]. Большое значение для раз�
вития исследований в этой области имела разработ�
ка метода ПЦР, специфичной к метилированию
(мет�ПЦР), после бисульфитной конверсии ДНК,
что позволяет с высокой чувствительностью и спе�
цифичностью выявлять метилированные области
ДНК [54].

Использование аберрантно метилированных
форм генов в качестве онкомаркеров представляется
особенно перспективным, поскольку они имеют
ряд преимуществ. Показано, что гиперметилирова�
ние нескольких десятков генов опухолевой супрес�
сии – одно из наиболее частых и ранних событий,
приводящих к опухолевой трансформации клетки
[8, 54, 56]. При исследовании ДНК на различных
стадиях развития опухоли увеличивается частота по�
явления метилированных форм нескольких генов
(p16, TIMP3, DAPK, MGMT, RARβ2, RASSF1A и
hTERT) в ряду от атипической аденоматозной гипер�
плазии до аденокарциномы (АК) легких [57]. Кроме
того, чувствительность при определении метилиро�
ванного аллеля, в присутствии избытка неметилиро�
ванного, выше, чем при анализе мутаций, что важно,
так как этот избыток характерен как для циркулиру�
ющей ДНК (ДНКцирк), так и для ДНК, выделенной
из опухолевых тканей.

Поиски метилированных генов�онкомаркеров
обычно проводят, используя метод анализа целевых
генов, метилирование которых предположительно
играет роль в онкотрансформации. При РЛ с высо�
кой частотой наблюдается метилирование тех генов
опухолевой супрессии, которые регулируют рост
опухоли за счет участия в сигнальной трансдукции,
регуляции клеточного цикла и апоптоза (RASSF1А,
p16, RARβ2, FHIT, DAPK, APC, ASC/TMS1, DAL�1,
FHIT), а также генов, участвующих в клеточной
дифференцировке, адгезии и сигнальной трансдук�
ции (GATA, H� E�cadherin, HOXA), и генов ферментов
репарации ДНК (MGMT, hMLH1 и hMSH2). При по�
мощи количественной ПЦР в реальном времени из
28 потенциально значимых локусов выбраны четыре
(CDKN2A EX2, CDX2, HOXA1 и OPCML), степень ме�
тилирования которых позволяет различать нор�
мальные ткани и опухоли легкого, начиная от ста�
дии IA с чувствительностью 94% и специфичностью
90% [58]. 

Ниже дана краткая функциональная характери�
стика генов, поиски метилированных форм которых
представляются перспективными для ранней диа�
гностики, для прогноза клинического течения РЛ и
ответа на терапию. Сведения о частоте выявления
эпигенетических изменений в ДНК клеток опухоли
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представлены в табл. 3. Метилированные формы
этих генов обнаружены в ДНК из мокроты, БАЛ и
сыворотки крови, что свидетельствует о возможно�
сти их использования для малоинвазивного скри�
нинга. Значение этих маркеров как факторов риска
РЛ показано на примерах генов RARβ2 и р16, мети�
лированные формы которых найдены в бронхиаль�
ных биоптатах курящих людей без опухоли и в сыво�
ротке крови пациентов с повышенным риском РЛ
[59], а также в сыворотке больных с плоскоклеточ�
ным (ПК) РЛ за 3 года до проявления клинических
симптомов [60].

Ген опухолевой супрессии RARβ2, расположен�
ный в локусе 3р24, – один из ядерных рецепторов
для активного метаболита витамина А (ретиноевой
кислоты) [61], которая необходима для нормального
развития и дифференцировки клеток. Метилирова�
ние RARβ2 вызывает устойчивость опухоли к дей�
ствию ретиноевой кислоты.

Ген опухолевой супрессии р16 (CDKN2A, MTS1,
INK4A), расположенный в локусе 9p21, кодирует
ингибитор циклин�зависимой киназы, который иг�
рает ключевую роль в контроле клеточного цикла
через активацию пути, зависимого от белка рети�
нобластомы Rb.

Ген опухолевой супрессии RASSF1А, располо�
женный в локусе 3р21.3, принадлежит к семейству
белков RAS�ассоциированных доменов. Продукт
этого гена участвует в регуляции клеточного цикла и
апоптоза, его экзогенная экспрессия в культуре
трансформированных клеток сокращает число ко�
лоний in vitro и образование опухоли in vivo.

Ген FHIT, расположенный в локусе 3р14.2, – по�
тенциальный ген опухолевой супрессии; его про�
дукт контролирует пролиферацию клеток и апоптоз.

Ген опухолевой супрессии APC кодирует белок,
который участвует в клеточной адгезии, сигнальной
трансдукции, стабилизации цитоскелета, регуляции
клеточного цикла и апоптоза. Жанг (Zhang) и соавт.
[62] показали, что снижение экспрессии белка в
опухолевой ткани легкого связано с метилировани�
ем промотора гена АРС.

Ген MGMT (О6�метилгуанин�ДНК–метилтранс�
фераза) кодирует фермент, который участвует в ре�
парации ДНК, защищая клетки от канцерогенного
действия алкилирующих агентов. 

Гены hMLH1 и hMSH2 кодируют белки, которые
участвуют в репарации неспаренных оснований
ДНК. У больных НМРЛ III�ей стадии низкий уро�
вень экспрессии hMSH2 ассоциирован с уменьше�
нием срока жизни и неадекватным ответом на лече�
ние [63].

Гены семейства кадхеринов кодируют гликопро�
теины клеточной поверхности, которые участвуют в
клеточном распознавании, адгезии, подавляют ин�
вазию и метастазирование. CDH1 (Е�кадхерин) и
CDH13 (Н�кадхерин) расположены на длинном пле�
че 16�й хромосомы, в котором происходят частые
аллельные потери при раке легкого.

В последние годы ведутся интенсивные поиски
новых метилированных маркеров при помощи
современных технологий, позволяющих анализи�
ровать метилирование в масштабах всего генома.
Первый из подходов к полногеномному анализу
CрG�островков – рестрикционно�маркерное ска�
нирование генома (Restriction Landmark Genomic
Scanning – RGLS); позднее появились возможности
анализа на микрочипах экспрессии генов до и после
обработки клеток ингибиторами DNMT ± HDAC
(“фармакологическая реактивация”); затем был раз�
работан BeadArray�анализ метилирования панели
генов, ассоциированных с раком (Illumina Golden�
Gate™�анализ), и анализ на микрочипах в сочетании
с иммунопреципитацией метилированной ДНК
(5�метилцитидин�антитело; MeDIP�chip) [78].

Первый метод основан на том, что обработка
клеток ингибиторами метилазы, DNMT (Aza�dC), и
деацетилазы гистонов, HDAC (TSA), индуцируют
повторную экспрессию генов, инактивированных
метилированием [78]. Выявлено 132 гена, экспрес�
сия которых снижается в клетках НМРЛ и возвра�
щается к нормальному уровню при обработке инги�
битором DNMT (Aza�dC) [79]. Авторы отобрали
семь генов, клинически значимых (ALDH1A3, BNC1,
CCNA1, CTSZ, LOX, MSX1 и NRCAM). С помощью
метода RGLS получена панель из 47 метилирован�
ных генов при ПКРЛ и АК легких, которая может
служить дополнительным критерием при разделе�
нии на гистологические подтипы [80].

Используя технологию полногеномного секве�
нирования с помощью платформы Illumina после
бисульфитной конверсии ДНК (Illumina Golden�
Gate™ methylation analysis), Бибикова (Bibikova) и
соавт. [81] определили профиль метилирования в
1536 CpG�сайтах из 371�го гена, участвующих в про�
цессах канцерогенеза, на образцах АК и нормальной
ткани легких. Обнаружено семь генов (ASCL2,
CDH13, HOXA5, HOXA11, NPY, RUNX3, TERT, TP73),
метилирование которых позволяет достоверно диф�
ференцировать АК легких и нормальную ткань.
Применяя технологию Illumina GoldenGate™
Кристенсен (Сhristensen) и соавт. [82] выявили
различия в профилях метилирования опухолевой
и нормальной ткани легких, а также АК легких и
мезотелиомы.

Метод иммунопреципитации (MeDIP) с исполь�
зованием антител к 5�метилцитидину в комбинации
с микрочиповой технологией (MeDIP�chip) приме�
нили для избирательного выделения фрагментов
ДНК, содержащих метилированные CpG�сайты
[83]. Авторы нашли 200 генов, уровень метилирова�
ния которых различается в клетках карциномы
SW48 и нормальной слизистой кишечника. Раух
(Rauch) и соавт. использовали рекомбинантные бел�
ки MBD2b/MBD3L, избирательно связывающие
метилированный цитозин [84]. При изучении мети�
лирования 27800 CG�островков в опухолях ПКРЛ I
стадии и нормальной ткани легких определены во�
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Таблица 3.  Частота выявления эпигенетических изменений в опухолевой и циркулирующей ДНК при раке легкого

Ген Метод детекции Опухолевая ткань Циркулирующие ДНК Ссылка

Р16 
(CDKN2A, 
INK4A)

МС�ПЦР# 6/37 (17%) – базальная клеточ�
ная гиперплазия, 9/37 (24%) – 
плоскоклеточная метаплазия, 
19/37 (50%) – карцинома in situ

– [64]

р16 МС�ПЦР – 19/54 (35%) – сыворотка крови, 12/54 
(22%) – бронхиальные смывы, 9/54 
(16%) – бронхиальные соскобы

[65]

p16 “Гнездовая” 
(nested) МС�ПЦР

34/72 (47%) – НМРЛ 29/72 (40%) – мокрота – НМРЛ
15/72 (21%) – сыворотка крови – НМРЛ

[59]

p16 МС�ПЦР 12/30 (40%) – НМРЛ 14/91 (15%) – сыворотка крови – НМРЛ [61]

p16 Количественная 
МС�ПЦР

– Бронхиальные аспираты
18/75 (24%) – НМРЛ: 14/25 (56%) – ПКРЛ; 
0/64 (0%) – доброкачественные опухоли 
легких

[66]

p16 Количественная 
МС�ПЦР

33/63 (53%) – НМРЛ 9/67 (13%) – НМРЛ, 1/17 (6%) – МРЛ [67]

p16 Количественная 
МС�ПЦР

– 24/63 (38%) – плазма крови – НМРЛ [68]

APC Количественная 
МС�ПЦР

– Бронхиальные аспираты
14/67 (21%) – НМРЛ, 0/17 (0%) – МРЛ

[67]

APC МС�ПЦР 95/99 (96%) – НМРЛ 42/89 (47%) – сыворотка крови – НМРЛ [61]

RASSF1A “Гнездовая” 
МС�ПЦР

30/63 (48%) – НМРЛ 25/63 (39%) – НМРЛ [68]

RASSF1A МС�ПЦР 9/30 (30%) – НМРЛ
44/114 (39%) – НМРЛ

11/91 (12%) – НМРЛ [61, 69]

RASSF1A Количественная 
МС�ПЦР

– Бронхиальные аспираты
35/40 (88%) – МРЛ, 31/111 (28%) – НМРЛ

[70]

Бронхиальные аспираты
20/67 (30%) – НМРЛ, 14/17 (82%) – МРЛ

[67]

RARβ2 Количественная 
МС�ПЦР

– Бронхиальные аспираты
42/75 (56%) – НМРЛ и МРЛ; 8/64 (13%) – 
доброкачественные опухоли легких

[66]

Бронхиальные аспираты
28/66 (42%) – НМРЛ, 12/16 (75%) – МРЛ

[67]

RARβ2 “Гнездовая” 
МС�ПЦР

34/63 (54%) – НМРЛ 23/63 (37%) – НМРЛ [68]

RARβ2 МС�ПЦР 63/87 (72%) – МРЛ,
52/127 (41%) – НМРЛ

– [64]

MGMT МС�ПЦР 37/122 (30%) – НМРЛ – [71]

MGMT МС�ПЦР – 19/53 (36%) – мокрота, 5/44 (11%) – 
плазма крови –НМРЛ; 17/100 (17%) – 
сыворотка крови – НМРЛ

[61, 72]

18/33 (55%) – НМРЛ – [73]

hMHL1 МС�ПЦР 37/60 (62%) – НМРЛ – [74]

E�кадхерин 
(CDH1)

МС�ПЦР 20/53 (37%) – опухоль, 17/46 
(37%) – браш�биопсия – НМРЛ

– [75]

H�кадхерин 
(CDH13)

Количественная 
МС�ПЦР 

21/49 (42%) – НМРЛ – [76]

FHIT МС�ПЦР 65/176 (37%) – НМРЛ – [77]

FHIT Количественная 
МС�ПЦР

49/155 (32%) – НМРЛ – [75]

МС�ПЦР# – метил�специфичная ПЦР.
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семь клинически значимых генов (OTX1, BARHL2,
MEIS1, OC2, PAX6, IRX2, TFAP2A и EVX2).

Использование новых технологий привело к об�
наружению примерно сотни генов, аберрантно ме�
тилированных в опухолях [78]. Важно отметить, что
не все гены, метилирование которых при РЛ выяв�
ляется с высокой частотой при анализе целевых ге�
нов, можно определить при использовании новых
подходов. Например, упомянутые выше авторы [81]
показали, что метилирование генов RASSF1A и
ASC/TMS1 в клеточных линиях РЛ не определяется в
первичных АК легких. В то же время, метилирование
таких генов, как CDH1 и TIMP3 [79], FHIT [82], p16
[84], SLIT2 [82, 84] и CDH13 [81], выявляется при ис�
пользовании разных методов. Очевидна необходи�
мость анализа более широкого спектра генов в ДНК
различных биологических образцов.

ИЗМЕНЕНИЯ ПРОФИЛЯ миРНК

В последнюю декаду интенсивно изучается новая
группа потенциальных онкомаркеров – микроРНК
(миРНК, miRNA), профиль экспрессии которых
высоко специфичен для некоторых патологий, в том
числе опухолей. МиРНК – это семейство коротких
РНК (около 22 п.н.), которые регулируют экспрес�
сию генов, влияя на трансляцию и деградацию
мРНК [85]. Обнаружены миРНК с функциями он�
когенов или опухолевых супрессоров, что позволяет
использовать их в качестве онкомаркеров и мише�
ней для терапии. Поиски видов миРНК, синтез ко�
торых изменен при раке, а также регулируемых ими
мРНК�мишеней с последующей идентификацией
кодируемых белков – один из наиболее перспектив�
ных подходов для поиска онкомаркеров. 

Тканевая концентрация специфичных миРНК
может быть связана с характеристиками агрессивно�
сти опухоли и, следовательно, с прогнозом болезни.
В частности, потеря гетерозиготности локуса
миРНК�128b, которая регулирует экспрессию EGF�
рецептора в клетках НМРЛ, тесно коррелирует с по�
казателями, характеризующими выживаемость па�
циентов после лечения гефитинибом (таргетный
препарат – ингибитор EGFR), в то время как экс�
прессия этого рецептора или его мутации не ассоци�
ированы с исходом. Мутации в гене EGFR часто вы�
являются у некурящих больных НМРЛ. У таких па�
циентов найдена эктопическая экспрессия шести
миРНК: 21b, 126, 145, 182, 183, 210; при этом обнару�
жен ингибирующий эффект миРНК�145 на проли�
ферацию опухоли [13]. Профиль экспрессии
32 миРНК при РЛ изменяется, для семи из них ха�
рактерна корреляция с опухолевой прогрессией; по�
казана прогностическая значимость миРНК�21 при
НМРЛ [13]. Информативность профиля миРНК для
гистологической классификации опухолей и оценки
прогноза достаточно высока [86, 87]. Особая цен�
ность миРНК как потенциальных онкомаркеров при
РЛ обусловлена тем, что количество этих стабильных
молекул в биологических жидкостях организма ве�

лико. Необходимы независимые (когортные) иссле�
дования для дальнейшей оценки значимости
миРНК как онкомаркеров и как терапевтических
мишеней для профилактики и лечения рака.

ВНЕКЛЕТОЧНЫЕ НУКЛЕИНОВЫЕ 
КИСЛОТЫ, ЦИРКУЛИРУЮЩИЕ В КРОВИ

Наиболее перспективными для медицинской
практики представляются малоинвазивные методы
анализа биологических жидкостей [22, 88], а имен�
но: анализ ДНКцирк и РНКцирк в плазме или сыво�
ротке крови, в моче, слюне и других биологических
жидкостях, концентрация и состав которых суще�
ственно изменяются при онкологических заболева�
ниях [22, 88].

ДНКцирк крови представляют собой популяцию
гетерогенных молекул как высокомолекулярных
(21000–80000 п.н.), так и низкомолекулярных (100–
500 п.н.) [89]. Фрагментация ДНК менее выражена в
плазме крови пациентов с онкологическими заболе�
ваниями. Например, при амплификации фрагмен�
тов гена β�актина и гена лептина показано, что у
больных с опухолями различной локализации обна�
руживаются более длинные фрагменты, чем у кли�
нически здоровых людей [90, 91]. Это может быть
обусловлено рядом причин, в том числе снижением
активности ДНК�гидролизующих ферментов в
плазме онкологических больных [92].

В норме плазма крови характеризуется высокой
ДНК�гидролизующей активностью, которая обес�
печивает быструю деградацию (в течение несколь�
ких минут) незащищенных олигонуклеотидов, по�
падающих в кровь. В отличие от экзогенных олиго�
нуклеотидов, концентрация ДНКцирк плазмы и
сыворотки крови не изменяется в течение несколь�
ких часов после забора крови, поскольку они нахо�
дятся в составе нуклеосом, комплексов с белками и
апоптических телец. РНКцирк входят в состав РНК�
содержащих апоптических телец, липопротеиновых
комплексов и экзосом [24].

Одним из источников циркулирующих нуклей�
новых кислот крови считают апоптоз клеток орга�
низма, разрушающихся в процессе гомеостатиче�
ской регуляции [93]. В результате, в плазме крови
появляются фрагменты ДНКцирк, соответствую�
щие по размеру нуклеосомным фрагментам. Рост
опухоли сопровождается некрозом клеток и приво�
дит к образованию высокомолекулярных фрагмен�
тов ДНКцирк [94], которые могут появляться также
в результате процесса активной секреции живыми
клетками [24]. Клетки тканей человека, например,
эндотелиоциты пупочной вены и периферические
лимфоциты, при культивировании секретируют
ДНК, причем ее концентрация в среде возрастает во
время их активной пролиферации, когда разрушен�
ные клетки практически отсутствуют [95].

При развитии ряда онкологических заболеваний
в плазме и сыворотке крови больных увеличивается
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концентрация ДНКцирк (рис. 2) [22, 88], так же как
и при РЛ [96]. Нами обнаружены достоверные отли�
чия от нормы во фракции ДНКцирк, связанной с
поверхностью клеток крови, в зависимости от тяже�
сти заболевания и неблагоприятного прогноза [96,
97]. Другие авторы, используя метод иммунохими�
ческой детекции нуклеосом, показали, что концен�
трация нуклеосом в плазме крови онкологических
больных существенно повышается, в том числе, и
при РЛ [26, 98]. Наблюдается строгая корреляция
между снижением уровня концентрации ДНКцирк
и нуклеосом и степенью радикальности резекции
опухоли, при этом концентрация увеличивалась при
рецидивах болезни.

Возможность разработки специфических мето�
дов диагностики обусловлена тем, что в ДНКцирк
крови больных с опухолями выявляются те генети�
ческие и эпигенетические изменения, которые об�
разуются в ДНК клеток опухоли (рис. 2) [22, 23]. Ре�
зультаты определения частот встречаемости одних и
тех же генетических и эпигенетических нарушений в
ДНК опухолевых клеток и в ДНКцирк при РЛ у раз�
ных авторов различаются. Это может быть связано с
использованием разных методов анализа и с низким
уровнем опухолевых ДНК во фракции ДНКцирк,
что понижает чувствительность (табл. 2, 3).

Много работ посвящено изучению характера му�
таций генов K�ras и p53, которые обнаруживаются в
ДНКцирк при РЛ с частотой 20–24% [99] и 40% [35]
соответственно (табл. 2). Мутации гена p53 в ДНК�
цирк выявлены у интенсивно курящих людей без

опухолевой патологии, что свидетельствует об их ас�
социации с повышенным риском развития РЛ [18].
Мутация T790M гена EGFR встречается с частотой
33% в плазме крови больных и ассоциирована с не�
благоприятным исходом [40]. Недавно в митохон�
дриальной ДНК (мтДНК) опухолей найдены мута�
ции, располагающиеся преимущественно в области
некодирующей D�петли. С использованием микро�
чипов найдены мутации мтДНК (с частотой 36%) в
образцах биологических жидкостей при РЛ, в том
числе, – в БАЛ [100].

В исследованиях Бо�Фаллер (Beau�Faller) и соавт.
[19] чувствительность и специфичность определе�
ния 12 микросателлитных маркеров РЛ в ДНКцирк
плазмы крови составляет 88 и 100% соответственно.
Микросателлиты ДНКцирк нестабильны уже на
ранних стадиях РЛ (I стадия) и при хронических не�
опухолевых заболеваниях легких (ХОБЛ и астма),
что указывает на перспективность анализа этих мар�
керов для ранней диагностики РЛ на доклинической
стадии и раннего выявления рецидивов [101].

Поиск метилированных маркеров, пригодных
для определения в крови, продолжается в двух ос�
новных направлениях. Во�первых, определяются
целевые гены – участники патогенеза опухолей
[102]; во�вторых, проводится масштабный геном�
ный скрининг новых генов�кандидатов, которые за�
тем исследуют в образцах плазмы и сыворотки кро�
ви [6]. Первое направление используется исследова�
телями давно и позволило выявить несколько
перспективных метилированных маркеров при РЛ.

Пациенты с онкологическими
заболеваниями

Образцы крови Клетки крови

Сыворотка
Плазма

ФСБ�ЭДТА и
трипсиновый

элюатыцирДНК + цирРНК из плазмы
или сыворотки

Мутации
геномной

ДНК

Микросателлитные
изменения

Опухоль�ассоциированная
микроРНК

Опухоль�
ассоциированная

мРНК

Мутации
митохондриальной

ДНК

Повышенный уровень
циркулирующей ДНК

Аберрантное
метилирование

ДНК

Снижение уровня
связанной с клеточной

поверхностью ДНК

цирДНК и цирРНК из фракции,
связанной с клеточной

поверхностью

Разделение на фракции
Обработка ФСБ�ЭДТА

и трипсином

Уровень
фрагментированности

цирДНК

Рис. 2. Общая схема выделения внеклеточных ДНК и РНК, циркулирующих в крови, и их использование для анализа
молекулярных онкомаркеров. ДНКцирк и РНКцирк выделяют из плазмы (или сыворотки) крови и из фракции, свя�
занной с поверхностью клеток крови, которую получают последовательной обработкой клеток крови фосфатно�соле�
вым буфером (ФСБ), содержащим 5 мМ EDTA (ФСБ�EDTA) и 0.125%�ным раствором трипсина [115].
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Так, при анализе целевых генов показано, что нали�
чие двух или более метилированных генов из шести
(BLU, CDH13, FHIT, p16, RARβ2 и RASSF1A) в плазме
крови позволяет рассматривать их как фактор риска
развития РЛ с чувствительностью 73% и специфич�
ностью 72% [68]. Два гена p16 и ESR1 в ДНКцирк ме�
тилированы на I�ой стадии РЛ, причем чувствитель�
ность определения больше, чем чувствительность
детекции РЭА у этих же пациентов [103]. Обнаруже�
ние метилированных маркеров в плазме крови куря�
щих пациентов с ХОБЛ, относящихся к группе с вы�
соким риском РЛ, позволило прогнозировать это за�
болевание за 3–18 мес. до клинического диагноза
[59]. Поиски новых маркерных генов�кандидатов в
масштабах генома начаты сравнительно недавно, и
результаты скрининга на ДНК из опухолей РЛ долж�
ны быть подтверждены на ДНКцирк [6].

Частота метилирования индивидуальных марке�
ров и общий индекс метилирования коррелирует с
увеличением риска развития РЛ. Результаты многих
работ свидетельствуют о возможности использова�
ния метилированных генов в ДНКцирк в качестве
ранних онкомаркеров при РЛ. Для использования
этих тестов в практике необходимы дальнейшие си�
стемные исследования статуса метилирования ге�
нов у пациентов разного возраста, а также при раз�
витии неопухолевых заболеваний и доброкаче�
ственных опухолей.

Анализ мРНК генов, специфично экспрессиру�
ющихся в опухолях, – одно из направлений поиска
тканеспецифических онкомаркеров в крови [22, 88,
104]. РНКцирк плазмы более фрагментирована, чем
РНК клеток, однако можно амплифицировать
фрагменты длиной в 310 н. [105]. Один из наиболее
часто исследуемых РНК�онкомаркеров в крови –
мРНК гена hTERT, которая первой была обнаруже�
на в плазме больных меланомой [106]. При РЛ в
плазме и сыворотке крови мРНК гена hTERT выяв�
ляется с частотой до 89% [107]. Определение в сыво�
ротке крови мРНК генов hTERT и EGFR позволяет
диагностировать РЛ с высокой чувствительностью и
специфичностью (89 и 73% – для hTERT; 71 и 80% –
для EGFR) [107]. Кроме того, чем выше концентра�
ция мРНК hTERT в сыворотке, тем очевиднее связь
с курением и с тяжестью заболевания (размером
опухоли, метастазами и рецидивами).

Продолжается поиск новых мРНК онкомарке�
ров в сыворотке и плазме крови при помощи анали�
за целевых генов, а также путем сравнения уровня
экспрессии множества генов на микрочипах [108].
Новый маркер при РЛ – мРНК гена hnRNP B1 в плаз�
ме [109], частота выявления которого варьирует от 45
до 100%. Количество мРНК гена hnRNP B1 выше при
плоскоклеточном РЛ, чем при заболевании АК [109].

Как уже отмечалось выше, при раке часто наблю�
дается тканеспецифическое изменение уровня
миРНК, которые характеризуются устойчивостью в
плазме и сыворотке крови. Концентрация ее не из�
меняется при комнатной температуре в течение 4 ч и

при двукратном замораживании–оттаивании [20].
При использовании метода массового секвенирова�
ния миРНК на платформе Solexa обнаружено сни�
жение концентрации 28 их видов и увеличение кон�
центрации 63 других видов в сыворотке больных РЛ
по сравнению со здоровыми донорами [20]. Некото�
рые миРНК�маркеры одинаково характерны для
больных РЛ и раком прямой кишки (miR�134, miR�
146a, miR�221, miR�222, miR�23a), а также для боль�
ных диабетом [20]. Анализ профиля экспрессии
миРНК в сыворотке крови больных РЛ, прямой киш�
ки, яичников, молочной железы и предстательной
железы позволил построить панель из 28 миРНК�
биомаркеров, которые позволили различать онколо�
гических больных и здоровых доноров [110]. При АК
легких уровень как отдельных миРНК, так и общего
их количества в плазме по сравнению с нормой уве�
личивается (159 нг/мл и 68 нг/мл) [111]. При помощи
полногеномного анализа на платформе Solexa найде�
но четыре (miR�486, miR�30d, miR�1 and miR�499)
миРНК, которые перспективны как прогностиче�
ские маркеры для РЛ [112].

В большинстве случаев частота обнаружения мо�
лекулярно�генетических маркеров в плазме крови
больных раком значительно ниже, чем в самой опу�
холевой ткани. Это понятно, так как концентрация
и фрагментированность ДНКцирк высока, так же
как и содержание опухолевой ДНК в составе
ДНКцирк. Одной из причин, кроме невысокой
концентрации и фрагментированности ДНКцирк,
является низкий уровень содержания опухолевой
ДНК в общем количестве ДНКцирк. Так, например,
количество мутантных последовательностей, в сред�
нем, составляет 0.18% от общего количества ДНК�
цирк при раке прямой кишки [21].

ДНКцирк не только присутствуют в плазме, но
также связаны с поверхностью клеток крови, веро�
ятно, за счет образования комплексов с поверхност�
ными белками, а также с фосфолипидами клеточ�
ной мембраны через двухвалентные катионы [113].
Эти ДНК составляют основную часть ДНКцирк
крови здоровых доноров (более 90%). При опухолях
различной локализации изменяются концентрация
и состав как ДНКцирк плазмы, так и связанных с
клеточной поверхностью [97, 114]. Определение
суммарной фракции ДНКцирк (из плазмы и с по�
верхности клеток крови) повышает чувствитель�
ность анализа метилированных форм генов [114,
115]. Такой подход можно использовать для увели�
чения чувствительности анализа любых потенци�
альных ДНК� и РНК�онкомаркеров в крови, как
это, например, показано при изучении мРНК генов
ki�67 и RASSF8 в РНКцирк крови больных с опухо�
лями молочной железы [115].

Еще одно направление – разработка чувстви�
тельных и специфичных анализов для первичной
диагностики рака и мониторинга заболевания после
терапии – связано с использованием новейших тех�
нологий, таких как массовое параллельное секвени�
рование, амплификация индивидуальных молекул
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(дискретная ПЦР) и другие. Повысить чувствитель�
ность методов анализа можно, предварительно уве�
личивая количество ДНК путем мультиплексной
или полногеномной амплификации, либо путем се�
лективного выделениия фракции опухолевых ДНК
за счет использования сайт�специфической ре�
стрикции или высокоаффинных ДНК�связываю�
щих белков, например, метил�связывающих белков.

Работа получила финансовую поддержку Рос�
сийского фонда фундаментальных исследований
(09�04�01334), интеграционного проекта Президи�
ума СО РАН № 12, проекта № 21.2 в рамках Про�
граммы фундаментальных исследований РАН
“Фундаментальные науки – медицине”, а также
ФЦП “Научные и научно�педагогические кадры
инновационной России” на 2009–2013 (Госкон�
тракт П256 от 29.04.2010).
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