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Несмотря на значительный прогресс в методах ранней диагностики и лечения рака молочной желе-
зы (РМЖ), сохраняется высокий шанс рецидива. Существующие методы выявления рецидивов не
пригодны для раннего обнаружения, поскольку требуют инвазивных процедур и не способны опе-
ративно сопровождать лечение. Многообещающим методом стала так называемая жидкая биопсия,
основанная на анализе генетического материала из периферической крови, в частности фракции
свободной циркулирующей ДНК (сцДНК) плазмы крови. Определение мутаций, копийности и ме-
тилирования отдельных генов в сцДНК позволяет отслеживать изменения как в опухолевом очаге,
так и в патологическом процессе у пациента в целом, причем мало инвазивно и с хорошей точно-
стью и оперативностью. В представленном обзоре обобщены данные литературы по прогностиче-
ской и предиктивной ценности эпигенетических маркеров, основанных на анализе метилирования
генов в сцДНК плазмы или сыворотки крови у больных РМЖ. Показано, что гены, гиперметилиро-
ванные в сцДНК (RASSF1A, RARB, SOX17, WNT5A и др.), могут служить эффективными маркерами
общей и опухоль-специфичной выживаемости и химиорезистентности. Важным преимуществом
маркеров метилирования, в отличие от маркеров на основе однонуклеотидных замен, микросател-
литов и вариаций числа копий, являются универсальность, раннее проявление и ясная связь с био-
логией патологического процесса. Анализ метилирования наиболее эффективных маркеров может
решать задачи своевременного выявления метастазирования и рецидива заболевания, оперативно
наблюдать за ответом на неоадъювантную и послеоперационную химиотерапию, что является осно-
вой для персонифицированного подхода к лечению больных РМЖ.
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ДНК, рак молочной железы, плазма крови, предиктивный фактор, прогностический фактор.
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Рак молочной железы (РМЖ) является самым
распространенным злокачественным заболева-
нием у женщин в мире. В 2018 г. зарегистрирова-
но более 2.1 млн новых случаев. Метастатический
тип РМЖ диагностируется в зависимости от ре-
гиона и этнической группы от 5–6 до 9% случаев
первичного выявления [1]. РМЖ – гетерогенное за-
болевание, включающее различные типы опухолей,
которые отличаются по морфологии, клиническо-
му течению и чувствительности к терапии. Молеку-
лярное типирование позволяет классифицировать
опухоль, дать прогноз заболевания и персонализи-
ровать схему лечения, например определить требуе-
мый объем хирургического вмешательства и средств
терапии. В рутинной клинической практике при-

меняется типирование по экспрессии генов ре-
цепторов эстрогена, прогестерона и эпидермаль-
ного фактора роста, которые делят РМЖ на четыре
подтипа: люминальный А и Б, HER2+ позитив-
ный и трижды негативный. Подтипы РМЖ отли-
чаются между собой и по прогнозу течения, и от-
ветом на медикаментозную терапию [2]. Однако
детальное типирование вскрывает молекулярное
разнообразие подтипов, что требует разработки и
внедрения более точных и информативных групп
маркеров [3].

Основной объект для молекулярного анализа –
ткань опухоли, полученная с помощью биопсии.
Биопсия является инвазивным методом и позво-
ляет получить на анализ только небольшую часть
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опухолевого очага, который вследствие гетеро-
генности злокачественного процесса не всегда
отражает молекулярный портрет всей опухоли.
Более доступным и полноценным объектом может
служить периферическая кровь, которая содержит
помимо форменных элементов циркулирующие
опухолевые клетки, свободную циркулирующую
ДНК и экзосомы. Так называемая “жидкая биоп-
сия” позволяет изучить генетический материал
опухолевого процесса в целом. Так, можно опре-
делить генотип опухоли и его изменения с течением
болезни, что делает возможным обнаружение мута-
ций, которые могут быть пропущены при инвазив-
ной биопсии [4]. Жидкая биопсия может исполь-
зоваться для мониторинга ответа на терапию,
оценки риска возникновения устойчивости к те-
рапии и своевременно выявлять рецидив болезни
[5, 6]. Данные молекулярного профиля опухоле-
вого процесса, полученные анализом сцДНК, до-
полненные данными анализа циркулирующих
опухолевых клеток, РНК и белковых маркеров,
позволяют дополнять и предварять классическую
биопсию и в итоге найти и оптимизировать ком-
плексный подход к персонифицированному ле-
чению больных РМЖ [7].

Вопросам диагностики РМЖ на основе мети-
лирования генов в сцДНК плазмы или сыворотки
периферической крови посвящен ряд обзоров [8,
9]. Однако получено также много эксперимен-
тальных данных по оценке метилирования генов
в сцДНК как факторов выживаемости и химиоре-
зистентности при РМЖ, которые не получили
должного обсуждения в мировой литературе. В
представленном обзоре суммированы и обобще-
ны накопленные за последнюю декаду данные о
прогностическом и предиктивном значении ме-
тилирования генов и их наборов в сцДНК плазмы
или сыворотки крови у пациентов с РМЖ.

СВОБОДНАЯ ЦИРКУЛИРУЮЩАЯ ДНК 
КРОВИ В НОРМЕ И ПАТОЛОГИИ

Свободная циркулирующая ДНК (сцДНК, cell-
free circulating DNA) в норме у здорового человека
имеет эндогенное происхождение и появляется в
кровотоке в результате гибели ядросодержащих
клеточных элементов, созревания эритроцитов и
тромбоцитов и в результате активной секреции
нуклеиновых кислот во внеклеточное простран-
ство [10]. Экзогенным источником сцДНК в кро-
вотоке могут быть вирусные и бактериальные
агенты при развитии инфекционных заболева-
ний и ДНК плода при беременности [11, 12].

Концентрация сцДНК в крови здоровых людей,
измеренная различными методами, составляет:
спектрофотометрией – 15–50 нг/мл, радиоиммуно-
анализом – 14 нг/мл, методами с флуоресцентными
красителями – 7–57 нг/мл, количественной ПЦР –
16.57 нг/мл, и в норме не должна превышать 50–

60 нг/мл [10]. Концентрация сцДНК является ре-
зультатом динамического равновесия между ско-
ростью поступления ДНК в кровоток и скоро-
стью ее гидролиза сывороточными нуклеазами и
выведением олигомеров из циркуляции. СцДНК
выводится из кровотока в печени и почках. Сред-
нее время полураспада сцДНК в крови составляет
10–15 мин [13]. С помощью анализа паттерна ме-
тилирования сцДНК плазмы крови здоровых доно-
ров определено, что сцДНК в норме происходит из
белых кровяных клеток (55%), предшественников
эритроцитов (30%), эндотелиальных клеток сосу-
дов (10%) и гепатоцитов (1%) [14].

СцДНК может состоять из фракций разного
размера, что отражает отличие в способе выхода
из клеток. Основная фракция сцДНК в норме вы-
ходит из клеток в результате апоптоза, при котором
образуются фрагменты ДНК длиной 180–200 пн и
кратные этой длине мультимеры. При некрозе в
кровоток попадает высокомолекулярная ДНК,
размеры фрагментов которой могут быть длиной
более 10 тпн [15]. В кровяном потоке сцДНК
представлены в основном в комплексе с нуклеосо-
мами [16], а также могут находиться в комплексе
с сывороточными белками, в составе апоптотиче-
ских телец, быть адсорбированными на поверх-
ности форменных элементов крови [17]. Концен-
трация сцДНК в кровотоке повышается при трав-
матическом поражении организма [18],
радиационном поражении организма [19], ауто-
иммунных заболеваниях [20] и при онкологиче-
ских заболеваниях [21].

Свободная циркулирующая ДНК крови при
канцерогенезе происходит из различных источни-
ков, включающих первичную опухоль, циркулиру-
ющие опухолевые клетки, отдаленные метастазы, а
также из здоровых гемопоэтических и стромаль-
ных клеток. Быстрое накопление в крови сцДНК
происходит в основном благодаря массивному
выходу ДНК из клеток, подвергшихся апоптозу и
некрозу. Свой вклад в увеличение концентрации
сцДНК в крови также вносит снижение скорости
удаления сцДНК из кровяного потока, что обу-
словлено множественной органной дисфункцией
на фоне системного воспалительного процесса у
пациентов с онкологией [22]. Концентрация сцДНК
в крови варьирует у разных пациентов и зависит
от типа, местоположения и стадии опухоли, в ряде
случаев не выходя за пределы нормы [23, 24]. Фрак-
ция циркулирующей опухолевой ДНК (цоДНК),
которая происходит из клеток опухоли, составля-
ет от 0.01 до 90% всей сцДНК (рис. 1).

Многочисленные исследования продемонстри-
ровали клиническую ценность анализа сцДНК на
всех стадиях лечения: при диагностике, прогнозе,
молекулярной классификации, при подборе
стратегии лечения, определении ответа на тера-
пию и при выявлении рецидива [25] (рис. 2).
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Паттерн метилирования сцДНК при онкопа-
тологиях отличается от такового в норме [26].
Продемонстрирован высокий потенциал метили-
рования сцДНК не только при обнаружении зло-
качественного процесса, но и при определении
места локализации первичной опухоли [27].

ЦИРКУЛИРУЮЩАЯ ДНК ПРИ РМЖ
Исследования регистрируют факт повышения

концентрации сцДНК у пациентов с РМЖ [21].
Оценка концентрации сцДНК в плазме/сыворот-
ке крови проведена различными способами. Так,
с помощью ПЦР в реальном времени получены

следующие значения: маркер HBB – 65 нг/мл
(интервал 9–566) против 13 нг/мл (интервал 3–
73) у здоровых доноров [28]; маркер GAPDH –
41600 гэ/мл (геном-эквивалентов/мл) (интервал
3644–192482) в сыворотке против 14764 гэ/мл
(интервал 2198–87450) у здоровых [29]; маркер
GAPDH – 471 нг/мл (предел отсечения при ROC-
анализе) [30]; маркер TERT – 105.2 нг/мл против
77.06 нг/мл у здоровых [31]. Концентрация сцДНК
существенно снижается после хирургического
удаления опухоли – с 105.5 до 59 нг/мл. В то же
время увеличение концентрации сцДНК после
хирургического вмешательства является предик-
тивным фактором рецидива [31].

Рис. 1. Характеристика и место циркулирующей опухолевой ДНК в системе крови.

цоДНК составляет 0.01%–90% всей сцДНК

Плазма
(55%)

Лейкоциты и
тромбоциты

(<1%)
Эритроциты

(45%)

Концентрация сцДНК в норме не должна
превышать 50–60 нг/мл

Очень короткий период полураспада
от 15 мин до нескольких часов

цоДНК короче нормальной сцДНК,
180–200 пн

Рис. 2. Применение анализа сцДНК в диагностике и ведении онкологических заболеваний.
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Похожую тенденцию показывает исследование с
применением прямого флуоресцентного измере-
ния концентрации сцДНК: 1010 ± 642 нг/мл – перед
хирургическим вмешательством и 398 ± 162 нг/мл –
после, что соответствует уровню контрольной
здоровой группы – 395 ± 248 нг/мл. Уровень
сцДНК коррелировал с размером опухоли, мета-
стазами в региональных лимфоузлах и со стадией
[32]. Методом флуориметрии показано, что уро-
вень сцДНК в плазме повышается в процессе
прогрессирования РМЖ и снижается после хи-
рургического лечения. Медианная концентрация
сцДНК в плазме составляет 0.5, 235, 422, 1280 и
0.5 нг/мл у пациентов с РМЖ, классифицирован-
ными по стадиям I, II, III, IV и после хирургиче-
ского вмешательства соответственно [33].

Важная проблема в разработке методов диа-
гностики РМЖ – поиск предела содержания
сцДНК, после которого однозначно можно гово-
рить о начале злокачественного процесса. Выяв-
ление высоких концентраций тотальной сцДНК
не является опухоль-специфичным биомарке-
ром. Продуктивным путем применения маркера
концентрации сцДНК в онкологической практи-
ке является измерение в составе тотальной
сцДНК доли цоДНК. Доля цоДНК, определенная
с использованием маркеров на основе химерных
генов и изменения копийности, варьировала от
1.4 до 47.9%. Выявление более 0.75% цоДНК поз-
волило диагностировать злокачественный про-
цесс с чувствительностью 90% и специфичностью
99% [34].

СОВРЕМЕННЫЕ МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
МЕТИЛИРОВАНИЯ ЦЕЛЕВЫХ ЛОКУСОВ

В сцДНК ПЛАЗМЫ И СЫВОРОТКИ 
ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ПРИ РМЖ
Маркеры на основе определения метилирования

целевых локусов в сцДНК обладают характери-
стиками, привлекательными для практического
клинического применения, – стабильностью,
ранним проявлением, различием паттернов при
различной локализации опухолевого очага [35–37].

Получение надежных данных с помощью мар-
керов метилирования требует тщательной вери-
фикации и оптимизации преаналитических про-
цедур выделения фракции сцДНК. Ограничения
на использование стандартных методов возника-
ют в силу того, что сцДНК присутствуют в огра-
ниченном количестве, сильно фрагментированы,
и часто необходимо определять статус метилиро-
вания отдельных молекул, составляющих минор-
ную часть пула всех внеклеточных ДНК [38]. Вли-
яние на конечный результат может оказать не
столько низкая концентрация сцДНК, сколько
низкая доля цоДНК, а также загрязнение фрак-
ции свободной ДНК в результате лизиса клеточ-
ных компонентов крови. Неоптимизированная

процедура обращения с кровью способствует вы-
ходу геномной ДНК из лейкоцитов, что суще-
ственно снижает возможность детекции опухоле-
вых маркеров [39, 40].

Для определения метилирования сцДНК плаз-
мы и сыворотки крови при РМЖ применяются
как методы, основанные на бисульфитной кон-
версии ДНК, так и методы с использованием ме-
тил-чувствительных рестриктаз. Методы, осно-
ванные на использовании метил-чувствительных
рестриктаз, в современной практике применяют-
ся редко и для повышения производительности
сочетаются с высокопроизводительными метода-
ми анализа. Одним из таких методов является
анализ MethDet56 (methylation detection), позво-
ляющий исследовать с помощью чипа метилиро-
вание 56 генов [38, 41].

Методы, основанные на бисульфитной конвер-
сии, являются золотым стандартом в эпигенетиче-
ских исследованиях. Метод основан на способно-
сти гидросульфита взаимодействовать с цитозином
в составе одноцепочечной ДНК с конверсией по-
следнего в урацил; 5-метилцитозин при тех же
условиях модификации не подвергается [42]. Ос-
новным недостатком метода бисульфитной кон-
версии является существенная деградация ДНК – до
90% от поступившего в реакцию генетического
материала [43]. Требуется оптимизация стадии
бисульфитной конверсии ДНК при работе с таким
малым количеством генетического материала. Оп-
тимизация проводилась по параметрам времени
реакции, концентрации реагентов, температуры
реакции и совмещения с процедурами очистки
[44]. Еще одним способом оптимизации всей
процедуры анализа метилирования в сцДНК ста-
ло исключение процедуры выделения ДНК из
плазмы и сыворотки крови классическими мето-
дами (метод одношаговой МС-ПЦР (one-step
MSP, OS-MSP)) [45].

Анализ бисульфит-конвертированной ДНК
проводят в зависимости от поставленной задачи с
помощью вариантов МС-ПЦР, таргетного или
полногеномного секвенирования на NGS-секве-
наторах. Метил-специфическая ПЦР основана
на применении двух пар праймеров – для мети-
лированной и неметилированной бисульфит-
конвертированной ДНК [46]. Оптимизированная
МС-ПЦР является высокочувствительным мето-
дом, который позволяет детектировать одиноч-
ный метилированный аллель, приходящийся на
тысячу неметилированных [47]. Количественный
вариант МС-ПЦР улучшает чувствительность,
специфичность и воспроизводимость метода и
позволяет детектировать метилированный аллель
в присутствии 10000 неметилированных [48]. Раз-
работано несколько вариантов количественного
МС-ПЦР – MethyLight на основе TaqMan проб
[48], метил-чувствительный анализ кривых плав-
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ления с высоким разрешением (methylation-sensitive
high-resolution melting analysis, MS-HRM) [49], ка-
пельная цифровая метил-специфичная ПЦР
(droplet digital methylation-specific PCR, ddMSP)
[50], мультиплексная количественная МС-ПЦР
cMethDNA [51]. Для масштабного анализа мети-
лирования ДНК (как геномной, так и внеклеточ-
ной) существуют два основных подхода: технологии
с использованием микрочипов (microarray) и мас-
сового параллельного секвенирования. Наиболее
информативным методом с полным покрытием
генома является метод полногеномного бисуль-
фитного секвенирования (Whole-Genome Bisul-
fite Sequencing, WGBS) [52]. Несмотря на инфор-
мативность, метод WGBS не полностью отвечает
критериям для практического клинического при-
менения в силу высокой стоимости, низкого по-
крытия, низкой скорости получения и обработки
данных [53]. Более практично применение тар-
гетного секвенирования бисульфит-конвертиро-
ванной ДНК [54, 55].

МЕТИЛИРОВАНИЕ ЦИРКУЛИРУЮЩЕЙ 
ДНК ПРИ РМЖ

Процесс злокачественной трансформации ха-
рактеризуется глобальным гипометилированием
и гиперметилированием отдельных локусов ге-
номной ДНК. При новообразованиях молочной
железы существенно меняется не только количе-
ство сцДНК, но и ее свойства, в частности мети-
лирование CpG-динуклеотидов. Для фракции
сцДНК плазмы крови наблюдается схожий эф-
фект, что и в тканях злокачественных новообра-
зований молочной железы, – существенное сни-
жение глобального геномного метилирования
5метС в сравнении как с нормой, так и с доброка-
чественными новообразованиями. Уровень гло-
бального гипометилирования сцДНК при РМЖ
коррелирует со стадией заболевания и метастази-
рованием в региональные лимфоузлы [56]. Схо-
жие результаты получены при исследовании ме-
тилирования тотальной ДНК периферической
крови, которая включает также ДНК форменных
элементов крови [57, 58]. Однако другие исследо-
вания показывают, что уровень метилирования
тотальной ДНК периферической крови, изме-
ренный по метилированию LINE-1 регионов, мо-
жет не отличаться от нормы [59]. Кроме того, об-
наружено существенное различие уровня мети-
лирования геномной ДНК лейкоцитов крови
здоровых женщин и больных РМЖ; так, гипоме-
тилирование геномной ДНК лейкоцитов крови
ассоциировано с риском возникновения РМЖ
[60, 61].

Гиперметилирование CpG-островков промо-
торных регионов генов-супрессоров опухолевого
роста обнаруживается с высокой частотой при

РМЖ и гиперметилированные гены используют-
ся как эффективные маркеры РМЖ [62].

ГИПЕРМЕТИЛИРОВАНИЕ ОТДЕЛЬНЫХ 
ЛОКУСОВ В сцДНК ПЛАЗМЫ

И СЫВОРОТКИ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ 
КРОВИ КАК ПРОГНОСТИЧЕСКИЙ

ФАКТОР ПРИ РМЖ
Прогностические маркеры позволяют осуще-

ствить подразделение пациентов на группы риска и
использовать дифференцированные схемы лече-
ния, что позитивно отражается на качестве жизни
пациентов и эффективности терапии. В клиниче-
ской практике маркеры на основе определения
гиперметилирования отдельных генов, детекти-
руемых во фракции сцДНК, могут являться неза-
висимыми прогностическими факторами общей
и опухоль-специфической выживаемости при
первичном РМЖ. Маркеры гиперметилирования
отдельных генов могут быть также ассоциирова-
ны с основными прогностическими факторами:
размером опухоли, метастазами в региональных
лимфоузлах, отдаленными метастазами, экспрес-
сией генов рецепторов гормонов, наличием цир-
кулирующих опухолевых клеток.

Так, обнаружение метилирования RASSF1A
и/или APC в плазме крови пациентов до примене-
ния химиотерапии независимо ассоциировано с
негативным прогнозом общей выживаемости (p =
= 0.001) [63].

Гиперметилирование промотора гена BRCA1 в
сцДНК плазмы крови ассоциировано с высокой
вероятностью рецидива, негативным прогнозом
как опухоль-специфической (p ≤ 0.0001; медиана
14.2 мес.), так и общей выживаемости (p = 0.0001;
медиана 24.3 мес.). Гиперметилирование GSTP1 в
сцДНК плазмы крови также ассоциировано с вы-
сокой вероятностью рецидива и негативным про-
гнозом опухоль-специфической выживаемости
(p = 0.03, медиана 24.2 мес.) [64].

К маркерам худшего прогноза общей и опухоль-
специфической выживаемости относятся гиперме-
тилирование PITX2 (p = 0.001 и p = 0.023 соответ-
ственно) и гиперметилирование RASSF1A (p = 0.001
и p = 0.004). Мультивариантный анализ выжива-
емости показывает, что маркеры метилирования
PITX2 и RASSF1A являются независимым от тера-
пии прогностическим фактором общей выживае-
мости (р = 0.021, р < 0.001) [65]. Выявление мети-
лирования минимум одного из маркеров GSTP1,
RASSF1A, RARB в плазме крови пациентов с I и II
клиническими стадиями указывает на худший
прогноз общей выживаемости (p = 0.002).

Высокую концентрацию в плазме крови сцДНК
в целом можно тоже использовать для негативного
прогноза общей выживаемости (p = 0.001). Паци-
енты с высокой концентрацией сцДНК, а также с
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метилированием ряда маркеров показывали худший
прогноз общей выживаемости (p = 0.001) [66].

Метилирование RARB и ESR2 наблюдали в 20
и 50% образцов сыворотки крови, что хорошо
коррелировало с обнаружением в ткани опухоли.
Гиперметилирование RARb2 в сыворотке крови ас-
социировано с плохим прогнозом опухоль-специ-
фической (p = 0.0001; медиана – 22.1 мес.), и общей
выживаемости (p = 0.002; медиана – 23.2 мес.) [67].

Метилирование SOX17 обнаружено в 72.9%
образцов опухолевой ткани и 58.1% сцДНК плаз-
мы крови больных, а в ткани и плазме здоровых
доноров метилирование SOX17 не выявляется.
Важно, что наблюдается существенная корреля-
ция между обнаружением метилирования в опу-
холевой ткани и плазме крови того же пациента
(rs = 0.688, р < 0.001). Метилирование промотора
SOX17 в ткани и плазме ассоциировано со стадией
болезни (p < 0.001 и p = 0.001 соответственно) и
метастазами в лимфоузлах (p < 0.001 и p = 0.001
соответственно). Мультивариантный анализ де-
монстрирует, что обнаружение метилирования
SOX17 является независимым маркером плохого
прогноза и общей (p = 0.02) и опухоль-специфи-
ческой (p = 0.001) выживаемости [68].

Определены гены, метилирование которых в
сцДНК может выступать эффективным прогно-
стическим фактором общей и опухоль-специфи-
ческой выживаемости при метастатическом РМЖ.
Метилирование промоторной области гена SEPTIN9
обнаруживали в сцДНК плазмы крови у 11% (9/82)
пациентов с первичным РМЖ, у 52% (26/50) па-
циентов с метастатическим РМЖ и не выявляли у
здоровых доноров (0/51) [69]. Количественные
показатели метилирования панели из шести генов-
маркеров (AKR1B1, HOXB4, RASGRF2, RASSF1,
HIT1H3C, TM6SF1), суммированные в кумуля-
тивном индексе метилирования, позволяют дать
прогноз метастатического РМЖ. Так, медианы
выживаемости без прогрессирования заболева-
ния и общей выживаемости существенно короче
у пациентов с высоким кумулятивным индексом
метилирования (2.1 и 12.3 мес. соответственно),
чем у пациентов с низким индексом (5.8 и
21.7 мес. соответственно) [70].

Выявление метилирования трех любых генов
из набора маркеров (KLK10, SOX17, WNT5A,
MSH2) у пациентов с метастатическим РМЖ с ра-
нее выявленным метилированием SOX17 или
WNT5A ухудшает прогноз общей выживаемости
(p = 0.042, p = 0.043, p = 0.048 соответственно).
Особенно заметное снижение общей выживаемо-
сти (p = 0.011) и высокая вероятность летального
исхода (p = 0.017) характерны для сочетания
HER2/neu фенотипа и метилирования SOX17.
Метилирование всех четырех генов указанного
выше набора коррелирует с отсутствием ответа на
химиотерапию (p = 0.002). В группе, получившей

адъювантную терапию, обнаружение метилиро-
вания KLK10 ассоциировано с рецидивом болез-
ни (p = 0.008) и снижением интервала до выявле-
ния рецидива (p = 0.013) [71].

Обнаружение маркеров метилирования корре-
лирует с присутствием в кровотоке циркулирую-
щих опухолевых клеток. Исследована связь меж-
ду клиническими маркерами метастатического
процесса: циркулирующими опухолевыми клет-
ками и метилированием сцДНК плазмы крови.
Гиперметилирование одного и более генов APC,
RASSF1A и ESR1 обнаружено в плазме 42 из 80 па-
циентов (53%), притом, что частота метилирова-
ния этих генов по отдельности составила 29, 35 и
20% соответственно, в то время как в контроль-
ной группе метилирование этих генов найдено
только у 3 из 20 (15%). Выявление маркеров мети-
лирования в плазме коррелирует с обнаружением
циркулирующих опухолевых клеток в крови (p =
= 0.03) пациентов с РМЖ. Данный эффект может
быть объяснен как тем, что циркулирующие опу-
холевые клетки выступают источником метили-
рованной сцДНК в плазме крови, так и тем, что
присутствие клеток и метилированной сцДНК
является фенотипическим проявлением агрес-
сивной опухоли [72].

Установлена корреляция между обнаружени-
ем в крови циркулирующих опухолевых клеток и
определением метилированных генов APC (p =
= 0.012) и GSTP1 (p = 0.001) в сцДНК плазмы па-
циентов с РМЖ. Обнаружение метилированных ге-
нов APC, RASSF1A и циркулирующих опухолевых
клеток коррелирует с агрессивными и прогрессиру-
ющими типами РМЖ (p = 0.001, p = 0.031). Частота
встречаемости метилирования APC и RASSF1A
различается между метастатическим РМЖ и
РМЖ без метастазов; метилированный GSTP1 чаще
обнаруживается в плазме пациентов с большими
опухолями (p = 0.023) и коррелирует с позитив-
ным Her2/neu статусом (p = 0.003) [73].

Промотор гена SOX17 гиперметилирован в
86% первичных опухолей. В ДНК циркулирую-
щих опухолевых клеток SOX17 метилирован в
34.5% ранних случаев РМЖ, 45.8% случаев мета-
статического РМЖ и в 1.6% здоровых доноров; в
парных образцах сцДНК плазмы SOX17 метили-
рован в 34.5, 40.7 и 1.6% случаев соответственно.
Обнаружена существенная корреляция между
уровнем метилирования SOX17 в ДНК циркули-
рующих опухолевых клеток и сцДНК на ранних
стадиях РМЖ, но не у пациентов с метастатиче-
ским РМЖ. Эти данные могут указывать на роль
циркулирующих опухолевых клеток в формиро-
вании пула сцДНК плазмы периферической кро-
ви [74].

Эпигенетические механизмы вовлечены в по-
давление экспрессии гена эстрогенового рецептора
при РМЖ, который является важным маркером
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прогноза выживаемости и предиктивным маркером
ответа на гормональную терапию тамоксифеном и
ингибиторами ароматазы. На выборке из 100 па-
циентов с РМЖ установлена корреляция между
гиперметилированием промоторов ESR1 и PGR в
плазме крови с ERα-негативным типом РМЖ
(p = 0.003 и p = 0.001). Обнаружено также значи-
тельное гиперметилирование промоторов ESR1 и
PGR в сцДНК плазмы при тройном негативном
РМЖ (p = 0.03 и p = 0.05) [75].

Выявлена значимая ассоциация между мети-
лированием промотора гена ESR1 в сцДНК плазмы
крови и ER-статусом опухоли (p = 0.0179). Более
высокие значения уровня метилирования ESR1 по-
казывают подтипы РМЖ с плохим прогнозом –
тройной негативный и Her2+ (80 и 60% соответ-
ственно), чем подтипы с лучшим прогнозом – лю-
минальный А и Б (28 и 5.9% соответственно) [76].

Метилирование участков промотора гена
ESR1 – ER3, ER4, ER5 обнаружено с частотами
65, 26.7, 61.7% в опухолевой ткани и с очень близ-
кими частотами 57.5, 21.7, 55.8% – в сыворотке
крови. Обнаружена значимая связь между мети-
лированием ER3, ER4, ER5 в ткани и сыворотке
и отрицательным статусом рецептора эстрогена
ER (0.007, 0.001, 0.003 для сыворотки соответ-
ственно) [77].

Выявлена также связь между эндокринным
фенотипом опухоли и метилированием других
маркеров. Обнаружена корреляция между гипер-
метилированием BRCA1 в тканях опухоли и плаз-
ме крови с негативным статусом ER, PR и HER2,
а также тройным негативным РМЖ на выборке
из 100 пациентов с РМЖ [64]. Отсутствие метили-
рования WNT5A коррелирует с фенотипом ER+,
PR+, HER2– в группе адъювантной терапии и
метастатической группе (p = 0.040 и p = 0.016 со-
ответственно). Отсутствие метилирования KLK10
статистически значимо для группы с фенотипом
HER2–, PR+, получившей адъювантную тера-
пию, и группы в устойчивой ремиссии (p = 0.027
и p = 0.004 соответственно). Присутствие метили-
рования KLK10 при тройном негативном РМЖ
ассоциировано с высокой вероятностью рециди-
ва (p = 0.014) [71].

Анализ метилома сцДНК при химиотерапии
ER+ РМЖ эксеместаном позволяет выявить
группу устойчивых к лечению опухолей. Выявле-
но семь регионов генома, связанных с резистент-
ностью к эксеместану, которые характеризуются
различной плотностью метилирования. ROC-
анализ маркеров метилирования перед гормо-
нальной терапией выявил, что высокая плотность
метилирования Chr10 (46400000–46599999, PTPN20;
AUC = 0.909, p = 0.019), Chr3 (67800000–67999999;
SUCLG2-AS1; AUC = 0.932, p = 0.013), Chr3
(140200000–140399999; CLSTN2; CLSTN2-AS1;
TRIM42; AUC = 0.864, p = 0.037) и Chr12

(101200000–101399999; ANO4; AUC = 0.886, p =
= 0.026) предсказывает устойчивую к терапии
группу опухолей [78]. Данные по прогностиче-
ским факторам РМЖ сведены в табл. 1.

ГИПЕРМЕТИЛИРОВАНИЕ ОТДЕЛЬНЫХ 
ЛОКУСОВ В сцДНК ПЛАЗМЫ 

И СЫВОРОТКИ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ 
КРОВИ КАК ПРЕДИКТИВНЫЙ

ФАКТОР ПРИ РМЖ
В клинической практике маркеры на основе

определения гиперметилирования отдельных ге-
нов, детектируемых во фракции сцДНК, могут
применяться при контроле эффективности отве-
та на адъювантную и неоадъювантную химиоте-
рапию и терапию метастатического РМЖ.

Неоадъювантная химиотерапия (НАХТ) про-
водится с целью уменьшения объема первичной
опухоли, размеров и количества пораженных
лимфатических узлов, элиминации отдаленных
микрометастазов и повышения безрецидивной и
общей выживаемости. Статистические оценки
эффективности НАХТ разнятся в зависимости от
иммуно-гистохимического типа РМЖ: для три-
жды негативного от 30 до 60% [79], для ER+ опу-
холей от 2–10% [80] до 69% [81], для HER2+ от
30–70% [82]. Выявление ответа на химиотерапию
является важной клинической задачей.

Исследована динамика метилирования гена
RASSF1A в плазме крови у группы из 21 пациента,
прошедших НАХТ [83]. В четырех случаях, в ко-
торых достигнут полноценный ответ на терапию,
метилирование RASSF1A в плазме снижается и не
детектируется с 12-й нед. Напротив, у 17 пациен-
тов с частичным или минимальным ответом на
терапию метилирование RASSF1A в плазме детек-
тируется дольше, либо вовсе сохраняется (p = 0.02).

Выявлено различие между реагирующей и ре-
зистентной группами до применения терапии по
сниженной частоте метилирования маркеров
BRCA1 и GSTP1 (p = 0.02 и p = 0.003 соответствен-
но) у группы прошедших НАХТ пациентов с
РМЖ [84]. Проанализирован уровень метилиро-
вания сцДНК плазмы крови пациентов в шести
циклах химиотерапии по пяти маркерам: BRCA1,
MGMT, GSTP1, SFN и MDR1. Выявлено, что мети-
лирование BRCA1 существенно коррелирует с отве-
том на терапию и различается между реагирующей
и резистентной группами. Корреляция отмечена
также между метилированием BRCA1 и негатив-
ным статусом рецепторов гормонов.

Метилирование промотора RASSF1A в сцДНК
плазмы крови обнаружено в 23% (20/87) образцов
до НАХТ, что существенно выше, чем показатели
обнаружения антигенов CEA (8.6%) и CA15-3
(7.4%) [85]. Отмечено снижение метилирования
RASSF1A на выборке в целом, но степень измене-
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ния уровня метилирования зависит от ответа на
терапию: наибольшее снижение наблюдается в
группе пациентов с положительным откликом
(р = 0.006) и в меньшей степени у резистентных
пациентов. Сохранение метилирования после те-
рапии коррелирует со степенью остаточной ак-
тивности опухолевого процесса (р = 0.008). Про-
гностическое значение имеет сравнение уровня
метилирования RASSF1A в сцДНК плазмы крови
после года с момента хирургического лечения и
после НАХТ. В группе пациентов, отрицательной
по метилированию RASSF1A (37 пациентов), и в
группе, в которой метилирования RASSF1A не об-
наружено спустя год после лечения (10 пациентов),
наблюдается устойчивая ремиссия. В то же время
среди пациентов с метилированием RASSF1A до ле-
чения (шесть пациентов) и с метилированием до
лечения и спустя год после лечения (один паци-
ент) – три пациента имели рецидив с метастазами.

На биопсийном материале опухолей РМЖ вы-
явлены дифференциально метилированные реги-
оны геномной ДНК, которые различаются между
группой, отвечающей на НАХТ, и группой рези-
стентной к терапии [86]. Проанализировано со-
стояние метилирования промоторных областей ге-
нов SLC9A3, C1QL2, DPYS, IRF4, ADCY8, KCNQ2,
TERT, SYNDIG1, SKOR2 и GRIK1 в материале опу-
холи и плазме крови для их использования в каче-
стве предиктивных маркеров ответа на НАХТ у
больных РМЖ. Наилучшие результаты показала
диагностическая панель, состоящая всего из двух
маркеров IRF4 и C1QL2, имеющая диагностиче-
скую точность 0.75 с чувствительностью 75% и
специфичностью 75% [86]. В другом исследова-
нии на выборке из 36 пациентов с РМЖ выявлено
статистически значимое различие в частотах ме-
тилирования промотора гена ADCY8 в плазме
крови между группами с различной степенью от-
вета на терапию – метилирование чаще наблюда-
лось в группе с плохим ответом на лечение [87].

Исследован способ определения и количе-
ственной оценки фракции сцДНК, происходящей
из ткани РМЖ и нормальной ткани молочной же-
лезы, с помощью маркеров метилирования [88].
Использование маркеров на основе однонуклео-
тидных замен показывает низкие значения чув-
ствительности и специфичности. Значение кон-
центрации тотальной сцДНК плазмы крови не
обладает способностью различать пациентов с РМЖ
и здоровых доноров. Поэтому были использованы
маркеры метилирования KRT19, LMX1B, ZNF296,
специфические только для ткани молочной железы,
что позволило получить высокие значения диа-
гностического теста (чувствительность 80% и
специфичность 97%). На 29 пациентах, которые
получали НАХТ перед операцией, проследили
динамику изменения концентрации цоДНК, спе-
цифичной для ткани молочной железы. Через 2–
4 нед. после начала терапии наблюдается резкое

уменьшение концентрации специфической сцДНК,
которая достигает низшего значения сразу после
операции, не отличаясь от здоровых показателей.
Напротив, пациенты, у которых ответа на терапию
не наблюдалось, перед операцией демонстрировали
повышенный уровень специфической сцДНК.
Уровень специфической сцДНК, измеренный в
последний период неоадъювантной терапии, яв-
ляется предиктивным фактором остаточного забо-
левания. Уровень специфической сцДНК суще-
ственно ниже, по сравнению со значением перед
началом терапии, у пациентов с полноценным от-
ветом [88].

Адъювантная терапия с использованием гормо-
нальных препаратов, применяемая после хирурги-
ческого удаления опухоли, способна увеличивать
как безрецидивную, так и общую выживаемость
больных. При гормонотерапии РМЖ применяют
ингибиторы ароматазы: нестероидные (летрозол
(Фемара), анастрозол (Аримидекс)) и стероидные
(эксеместан), а также конкурентный ингибитор
эстрогеновых рецепторов – тамоксифен.

Статус метилирования RASSF1A в сцДНК 148
пациентов был проанализирован перед хирургиче-
ским лечением и спустя один год после операции с
дополнительной адъювантной терапией тамокси-
феном [89]. Было обнаружено, что метилирование
RASSF1A является независимым предиктивным
маркером негативного прогноза (относительный
риск рецидива и смерти составил 5.1 и 6.9 соответ-
ственно). Также подтверждено, что измерение
уровня метилирования RASSF1A в сцДНК позво-
ляет отслеживать эффективность терапии. Более
поздние исследования подтвердили, что гипер-
метилирование RASSF1A снижает терапевтиче-
ский эффект доцетаксела (Таутакс) при терапии
РМЖ [90] и что его уровни положительно корре-
лируют с экспрессией рецепторов эстрогена при
РМЖ [91].

Исследована динамика изменения метилиро-
вания промоторов генов RARB, MSH2, MGMT, PGR
и MDGI в сцДНК плазмы периферической крови
при хирургическом лечении с последующей тера-
пией тамоксифеном на выборке из 20 пациентов
ER+ РМЖ с использованием метода MethDet-56
[92]. Профиль метилирования сцДНК плазмы
крови изменился: сразу после хирургического лече-
ния выявлено снижение метилирования промото-
ров RARB, MSH2 и MGMT; после применения та-
моксифена возросло метилирование промотора
ESR1; после оперативного лечения в комбинации
с тамоксифеном выявлено снижение метилиро-
вания промоторов PGR, MDGI, MGMT и RARB.

Более 30% гормон-зависимых случаев РМЖ
невосприимчивы к первичной гормонотерапии и
около 40% из первоначально восприимчивых
случаев приобретают устойчивость. Анализ мети-
лома сцДНК при химиотерапии экземестаном
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больных РМЖ с ER+ позволяет определить груп-
пу устойчивых к лечению и проконтролировать эф-
фективность лечения на опухолях, чувствительных к
терапии [78]. Выявлено семь регионов генома, свя-
занных с резистентностью к эксеместану, которые
характеризуются существенно различной плотно-
стью метилирования. Кроме первичной устойчиво-
сти, изменения в метилировании генома обнаруже-
ны для приобретенной устойчивости. Изменение
в плотности метилирования Chr6 (32400000–
32599999; LA-DRA; HLADRB5; HLADRB6; HLA-
DRB1) является предиктором приобретенной к
эксеместану резистентности (AUC = 0.900, р =
= 0.024) и ассоциировано с коротким периодом
до прогрессии заболевания (3.33 против 26.31 мес.,
p = 0.000033).

Метилирование маркера ESR1, обнаруженное
в ДНК циркулирующих опухолевых клеток паци-
ентов после химиотерапии препаратами эвероли-
мус (Афинитор) или эксеместан, ассоциировано
с отсутствием ответа на лечение (p = 0.023) [93].

Основным методом лечения метастатической
формы РМЖ является химиотерапия. Единого
стандарта лечения метастатического РМЖ не су-
ществует, что отражает комплексность заболева-
ния и насущную необходимость в определении
быстрых и надежных маркеров ответа на терапию.

Исследована связь между уровнем метилиро-
вания промоторов генов ESR1 и 14-3-3-σ в
сцДНК плазмы крови и клиническими проявле-
ниями у пациентов с метастазирующим РМЖ
[94]. Уровень метилирования промотора 14-3-3-σ
существенно различался между группой метаста-
зирующего РМЖ и контрольной здоровой груп-
пой (р < 0.001), а также между группой в ремиссии
и группой с метастазами (р < 0.001). При проведе-
нии химиотерапии метастазирующего РМЖ уро-
вень метилирования снижался у большинства па-
циентов, однако обособлялась группа, у которой
уровень оставался неизменным. ROC-анализ поз-
воляет различить группу не отвечающих на тера-
пию пациентов с помощью величины отношения
уровня метилирования перед первым циклом хи-
миотерапии к уровню метилирования перед вто-
рым циклом с чувствительностью 75% и специ-
фичностью 66.7% при отсекающем значении в
2.39 [94].

Значимое снижение суммарного индекса ме-
тилирования генов-маркеров выявлялось у паци-
ентов с ответом на терапию или без прогрессиро-
вания заболевания (p = 0.010). Выборка состояла
из 29 пациентов с метастатическим РМЖ, у кото-
рых взяли образцы сыворотки перед терапией до-
цетакселом или капецитабином и по прошествии
18–49 дней. Данный эффект снижения индекса
метилирования не наблюдался для пациентов с
прогрессирующим течением заболевания. При
прослеживании группы из 13 пациентов в процес-

се терапии у 10 наблюдали динамический характер
изменения индекса метилирования в зависимости
от течения болезни: снижение метилирования при
первоначальном ответе на терапию и увеличение
метилирования при последующем прогрессиро-
вании заболевания [51].

Методами массового параллельного секвени-
рования исследованы метиломы сцДНК плазмы
крови пациентов с метастатическим РМЖ (отда-
ленные метастазы) после терапии, пациентов в
устойчивой ремиссии и здоровых доноров [53].
Данные указали на различие в метилировании
около 5.0 × 106 CpG-динуклеотидов между груп-
пой метастатического РМЖ и группами в ремис-
сии и здоровыми донорами. Между группой в ре-
миссии и здоровыми донорами наблюдается су-
щественное сходство. Метилом метастатического
РМЖ характеризуется глобальным гипометилиро-
ванием и гиперметилированием отдельных локу-
сов. Анализ выявил 21 новых гиперметилирован-
ных при метастатическом РМЖ CpG-островков в
локусах: BEND4, CDH4, C1QL3, ERG, GP5, GSC,
HTR1B, LMX1B, MCF2L2, PAX5, PCDH10, PENK,
REC8, RUNX3, SP8, SP9, STAC2, ULBP1, UNC13A,
VIM, VWC2. Целенаправленное секвенирование
локусов GP5, PCDH10, HRR1B и UNC13A показало
хорошее соответствие с данными полногеномного
секвенирования и продемонстрировало статисти-
чески значимое различие в величине метилирова-
ния между метастатическим РМЖ и группой в ре-
миссии и здоровых доноров. Данные по предик-
тивным маркерам РМЖ сведены в табл. 2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Маркеры на основе метилирования отдельных

генов сцДНК показывают значительный прогно-
стический и предиктивный потенциал при РМЖ.
Анализ сцДНК плазмы крови позволяет предска-
зать эффективность и проследить ответ на адъ-
ювантную и неоадъювантную химиотерапию. Важ-
ным преимуществом маркеров метилирования, в
отличие от маркеров на основе однонуклеотид-
ных замен, микросателлитов и вариаций числа
копий, является универсальность, раннее прояв-
ление и ясная связь с биологией патологического
процесса.

Вместе с обнадеживающими результатами,
продемонстрированными на клиническом мате-
риале, необходимо отметить ряд объективных
технических сложностей, возникающих на прак-
тике. Результаты анализа метилирования сцДНК
зависят от преаналитической стадии выделения
внеклеточной ДНК, которая может осуществ-
ляться различными способами и коммерческими
наборами. Устоявшихся стандартов в данной об-
ласти не существует. Исследователями сообщает-
ся о различной степени корреляции данных, по-
лученных на биопсийном опухолевом материале



ГЕНЕТИКА  том 57  № 11  2021

МЕТИЛИРОВАНИЕ ГЕНОВ В СВОБОДНОЙ ЦИРКУЛИРУЮЩЕЙ ДНК ПЛАЗМЫ 1235
Т

аб
ли

ца
 2

. П
ре

ди
кт

ив
ны

е 
м

ар
ке

ры
 н

а 
ос

но
ве

 о
пр

ед
ел

ен
ия

 г
ип

ер
м

ет
ил

ир
ов

ан
ия

 г
ен

ов
 в

о 
ф

ра
кц

ии
 с

цД
Н

К
 п

ла
зм

ы
 к

ро
ви

 п
ри

 Р
М

Ж

М
ар

ке
ры

Т
ип

 
об

ра
зц

а
М

ет
од

В
ы

бо
рк

а 
па

ци
ен

то
в

и 
до

но
ро

в
К

ли
ни

че
ск

ое
 з

на
че

ни
е

С
сы

лк
а

C
hr

3 
(6

78
00

00
0–

67
99

99
99

), 
C

hr
3 

(1
40

20
00

00
–

14
03

99
99

9)
, 

C
hr

12
 (1

01
20

00
00

–
10

13
99

99
9)

, 
C

hr
6 

(3
24

00
00

0–
32

59
99

99
)

П
ла

зм
а

П
ол

но
ге

но
мн

ое
 с

ек
ве

ни
ро

ва
ни

е 
би

су
ль

ф
ит

-к
он

ве
рт

ир
ов

ан
но

й 
Д

Н
К

16
 п

ац
ие

нт
ов

К
он

тр
ол

ь 
от

ве
та

 н
а 

ад
ъю

ва
нт

-
ну

ю
 го

рм
он

ал
ьн

ую
 х

им
ио

те
ра

-
пи

ю
 Р

М
Ж

 [7
8]

R
AS

SF
1A

С
ы

во
ро

тк
а

M
et

hy
Li

gh
t

14
8 

па
ци

ен
то

в
Т

о 
ж

е
 [8

9]

R
AR

B,
 M

SH
2,

 M
G

M
T,

 P
G

R
, 

M
D

G
I

П
ла

зм
а

M
et

hD
et

-5
6

20
 п

ац
ие

нт
ов

 E
R

+
,

20
 зд

ор
ов

ы
х 

до
но

ро
в

»
 [9

2]

E
SR

1
П

ла
зм

а
К

ол
ич

ес
тв

ен
на

я 
М

С
-П

Ц
Р

58
 п

ац
ие

нт
ов

,
10

8 
па

ци
ен

то
в,

30
 зд

ор
ов

ы
х 

до
но

ро
в

»
 [9

3]

R
AS

SF
1A

С
ы

во
ро

тк
а

М
С

-П
Ц

Р 
с 

ан
ал

из
ом

 п
о 

м
ет

ил
-ч

ув
ст

ви
-

те
ль

ны
м

 к
ри

вы
м

 п
ла

вл
ен

ия
 (M

S-
H

R
M

)
52

 п
ац

ие
нт

а
К

он
тр

ол
ь 

от
ве

та
 н

а 
не

оа
дъ

-
ю

ва
нт

ну
ю

 х
им

ио
те

ра
пи

ю
 Р

М
Ж

 [8
3]

BR
C

A1
С

ы
во

ро
тк

а
М

С
-П

Ц
Р

30
 п

ац
ие

нт
ов

, 3
0 

зд
ор

ов
ы

х 
до

но
ро

в
То

 ж
е

 [8
4]

R
AS

SF
1A

П
ла

зм
а

О
дн

ош
аг

ов
ая

 М
С

-П
Ц

Р 
(O

S-
M

SP
)

87
 п

ац
ие

нт
ов

»
 [8

5]

AD
CY

8
П

ла
зм

а
М

С
-П

Ц
Р

36
 п

ац
ие

нт
ов

»
 [8

7]

K
RT

19
, L

M
X1

B,
 Z

N
F2

96
П

ла
зм

а
В

ы
со

ко
пр

ои
зв

од
ит

ел
ьн

ое
 та

рг
ет

но
е 

се
кв

ен
ир

ов
ан

ие
 а

мп
ли

ко
но

в 
ко

нв
ер

ти
-

ро
ва

нн
ой

 Д
Н

К

29
 п

ац
ие

нт
ов

, 6
4 

зд
ор

ов
ы

х 
до

но
ра

»
 [8

8]

AK
R

1B
1,

 H
O

XB
4,

 R
AS

G
R

F2
, 

R
AS

SF
1,

 H
IT

1H
3C

, T
M

6S
F1

С
ы

во
ро

тк
а

cM
et

hD
N

A
14

1 
па

ци
ен

т
К

он
тр

ол
ь 

от
ве

та
 н

а 
хи

м
ио

те
ра

-
пи

ю
 м

ет
ас

та
ти

че
ск

ог
о 

РМ
Ж

 [7
0]

14
-3

-3
-σ

С
ы

во
ро

тк
а

К
ол

ич
ес

тв
ен

на
я 

М
С

-П
Ц

Р
77

 п
ац

ие
нт

ов
 б

ез
 о

бн
ар

у-
ж

ен
ны

х 
м

ет
ас

та
зо

в,
 

34
 п

ац
ие

нт
а 

с 
м

ет
ас

та
-

за
м

и,
 3

4 
зд

ор
ов

ы
х 

до
но

ро
в

То
 ж

е
 [9

4]

AK
R

1B
1,

 C
O

L
6A

2,
 G

PX
7,

 
H

IS
T

1H
3,

 H
O

XB
4,

 R
AS

G
R

F2
, 

T
M

6S
F1

, A
R

H
G

E
F7

, T
M

E
FF

2,
 

R
AS

SF
1

С
ы

во
ро

тк
а

cM
et

hD
N

A
29

 п
ац

ие
нт

ов
»

 [5
1]

G
P5

, P
C

D
H

10
, H

R
R

1B
, U

N
C

13
A

П
ла

зм
а

П
ол

но
ге

но
мн

ое
 с

ек
ве

ни
ро

ва
ни

е 
би

су
ль

ф
ит

-к
он

ве
рт

ир
ов

ан
но

й 
Д

Н
К

, 
вы

со
ко

пр
ои

зв
од

ит
ел

ьн
ое

 та
рг

ет
но

е 
се

кв
ен

ир
ов

ан
ие

 а
мп

ли
ко

но
в

ко
нв

ер
ти

ро
ва

нн
ой

 Д
Н

К

40
 п

ац
ие

нт
ов

, 4
0 

зд
ор

ов
ы

х 
до

но
ро

в,
 4

0 
па

ци
ен

то
в 

в 
ре

м
ис

си
и

»
 [5

3]



1236

ГЕНЕТИКА  том 57  № 11  2021

РЫКОВ и др.

и материале плазмы крови. Это может быть как
техническим следствием стадии анализа и интер-
претирования, которая требует процедур калиб-
ровки и нормировки, так и следствием достиже-
ния предела обнаружения применяемых методов.
Устоявшихся стандартов в данной области также
не существует. Концептуальный характер разли-
чия данных биопсийного материала и данных
сцДНК продемонстрирован для маркеров на ос-
нове определения мутаций геномной ДНК. Все
это требует дальнейшей работы для внесения яс-
ности в техническую сторону вопроса и широкого
внедрения анализа метилирования сцДНК в кли-
ническую практику.

Работа выполнена в рамках Государственного
задания Минобрнауки РФ при поддержке ПНИ
0403-2020-0002 на 2020–2022 годы.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
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Genes Methylation in Cell-Free Circulating Plasma DNA
as Prognostic and Predictive Factors in Breast Cancer

S. V. Rykova, b, *, E. A. Filippovaa, V. I. Loginova, and E. A. Bragaa, **
aFederal State Budgetary Scientific Institution “Institute of General Pathology and Pathophysiology”, Moscow, 125315 Russia

bNational Research Centre “Kurchatov Institute” – GosNIIgenetika, Kurchatov Genomic Center, Moscow, 117545 Russia
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Despite significant progress in early diagnosis and treatment of breast cancer, a high chance for recurrence
remains. The existing methods of detecting relapse are not suitable for early detection, since they require in-
vasive procedures and are not able to promptly accompany treatment. A promising method has become a liq-
uid biopsy based on the analysis of genetic material from peripheral blood, in particular the fraction of cell-
free circulating DNA (cfDNA) of blood plasma. Determination of mutations, changes in copy number and
methylation of individual genes in cfDNA makes it possible to track changes both in the tumor focus and in
the pathological process in the patient as a whole, and it is little invasive and with good accuracy and prompt-
ness. This review summarizes the literature data on the prognostic and predictive value of epigenetic markers
based on the analysis of gene methylation in cfDNA of plasma and serum in patients with breast cancer. It has
been shown that genes hypermethylated in cfDNA (RASSF1A, RARB, SOX17, WNT5A, etc.) can serve as ef-
fective markers of overall and tumor-specific survival and chemoresistance. An important advantage of meth-
ylation markers, in contrast to markers based on single nucleotide substitutions, microsatellites and copy
number variations, is their versatility, early manifestation, and a clear connection with the biology of the
pathological process. Methylation analysis of the most effective markers can solve the problem of timely de-
tection of metastasis and recurrence of the disease; promptly monitor the response to therapy during courses
of neoadjuvant and adjuvant chemotherapy, which is the basis for personalized treatment of breast cancer pa-
tients.

Keywords: DNA methylation, hypermethylated genes, cell-free circulating DNA, breast cancer, blood plas-
ma, predictive factor, prognostic factor.
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