
ГЕНЕТИКА, 2022, том 58, № 7, с. 822–830

822

ДИЗАЙН ПАНЕЛЕЙ ПРЕДИКТИВНЫХ МАРКЕРОВ ЭФФЕКТИВНОСТИ 
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Частота полного патоморфологического ответа на неоадъювантную химиотерапию (НАХТ) при
трижды негативном раке молочной железы невысока и колеблется от 30 до 40%. При этом на сего-
дняшний день практически отсутствуют предиктивные маркеры эффективности НАХТ для этого
подтипа опухолей. В настоящей статье предлагается подход к идентификации прогностических
эпигенетических маркеров чувствительности трижды негативных опухолей молочной железы к
НАХТ, диагностика которых возможна с использованием метилчувствительной ПЦР. Отбор маркеров
проводили из массива данных широкогеномного бисульфитного секвенирования ДНК XmaI-RRBS,
проведенного для опухолевых биопсий, полученных от 34 пациенток до начала НАХТ, и для 6 об-
разцов нормальных тканей молочной железы. Пациентки были разделены на группы ответивших
(полный патоморфологический ответ) или не ответивших (наличие остаточной опухоли) на химио-
терапию. Были определены CpG-динуклеотиды, дифференциальное метилирование которых поз-
воляет различать образцы трижды негативных опухолей с различной чувствительностью к НАХТ, и
разработана панель маркеров метилирования, включающая участки CpG-островков генов
RUSC1/RUSC1-AS1, MXRA5 и ANKRD46, дизайн которой соответствует требованиям, предъявляе-
мым к тест-системам на основе метилчувствительной ПЦР. Расчетная диагностическая точность
панели из этих трех маркеров метилирования составляет 0.79 (cvAUC = 0.80, 95%ДИ: 0.79–0.82).
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бисульфитное секвенирование, XmaI-RRBS, неоадъювантная химиотерапия, метилчувствительная
ПЦР.
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Трижды негативный подтип рака молочной
железы (ТНРМЖ) составляет от 15 до 20% всех
случаев рака молочной железы (РМЖ) и является
агрессивным заболеванием с высоким уровнем
метастазирования, частым возникновением ре-
цидивов и низкой выживаемостью по сравнению
с другими подтипами РМЖ [1]. Важным этапом
лечения ТНРМЖ является неоадъювантная химио-
терапия (НАХТ) [2]. В настоящее время наиболее
распространены схемы НАХТ ТНРМЖ на основе
антрациклинов и таксанов [3]. Полный патоморфо-
логический ответ (pCR – pathologic complete re-

sponse) после НАХТ ассоциирован с лучшим про-
гнозом, тогда как остаточная опухоль – с более вы-
соким риском рецидива и худшим прогнозом [4, 5].

Согласно крупным исследованиям, частота
pCR после НАХТ ТНРМЖ невысока и колеблет-
ся от 30 до 40% [6–10], а “золотой стандарт” хи-
миотерапии не выработан [6]. При значительном
количестве доступных схем и химиотерапевтиче-
ских средств одной из проблем НАХТ остается
эмпирический выбор лечения. Учитывая, что цито-
статические препараты снижают качество жизни
пациентов, а при их использовании достигается
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ограниченный терапевтический эффект, отказ от
потенциально неэффективного лечения может слу-
жить лучшим терапевтическим решением. Задача
состоит в том, чтобы идентифицировать маркеры,
которые могли бы заранее предсказать ответ на хи-
миотерапию и помочь снизить побочные эффекты
и стоимость лечения, помогая определить терапев-
тическую стратегию. Изучение молекулярно-гене-
тических профилей опухолей поможет индивидуа-
лизировать выбор химиотерапевтических препара-
тов и снизить риск побочных эффектов [11].

Существующие в настоящее время панели мо-
лекулярно-генетических маркеров, такие как On-
cotype DX [12], Prosigna [13], MammaPrint [14],
EndoPredict [15], BluePrint [16], позволяют про-
гнозировать ответ на адъювантную терапию. Что
касается неоадъювантной терапии, все эти пане-
ли показали лучшие показатели прогностической
ценности при люминальных подтипах РМЖ, чем
при ТНРМЖ [13, 16–20]. Таким образом, задача
уточнения прогноза ответа ТНРМЖ на НАХТ пу-
тем анализа биопсийного материала, полученно-
го до лечения, по-прежнему остается актуальной
в современной медицинской практике.

Все перечисленные выше прогностические
панели включают в себя маркеры экспрессии ге-
нов. В качестве дополнительного и в некоторой
степени альтернативного источника прогности-
ческих маркеров мы рассматриваем метилотипи-
рование злокачественных опухолей. Профили
метилирования ДНК опухолевых геномов уже ис-
пользовались нами и другими авторами для со-
здания классификаторов эпигенетических под-
типов РМЖ [21, 22].

Эффективный и беспристрастный поиск эпи-
генетических маркеров, позволяющих различать
группы сравниваемых клинических образцов,
возможен только на основе широкогеномного
скрининга дифференциального метилирования,
прежде всего на основе секвенирования ДНК.
Хотя полногеномное бисульфитное секвенирова-
ние (WGBS) теоретически предоставляет наи-
большую информацию о метилировании ДНК-
генома, в настоящее время вряд ли это метод вы-
бора при разработке маркеров метилирования
ДНК. Бисульфитное секвенирование ограничен-
ных выборок локусов (RRBS), направленное пре-
имущественно на регуляторные участки генома,
такие как CpG-островки, позволяет гораздо бо-
лее рентабельно проводить скрининг дифферен-
циально метилированных участков, представля-
ющих собой потенциальные диагностические
маркеры.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клинический материал

В исследование включены материалы биоптатов
опухолей от 34 пациенток (табл. 1) с инвазивным
ранним (T1-2N0-1M0) и местнораспространенным
(T3-4N0-3M0 либо T1-4N2-3M0) РМЖ трижды нега-

тивного подтипа, степени злокачественности 2 и 3,
которые лечились в ФГБУ “Национальный меди-
цинский исследовательский центр онкологии им.
Н.Н. Блохина” и в ГБУ Рязанской обл. “Област-
ной клинический онкологический диспансер” в
2015–2018 гг., а также шесть аутопсийных непар-
ных образцов нормальных тканей молочной же-
лезы со средним возрастом 30.5 лет. Средний воз-
раст женщин с РМЖ составил 47.82 ± 10.07 года
(табл. 1). От каждого участника исследования по-
лучено письменное информированное согласие.
Все пациентки прошли 7–8 курсов НАХТ по схе-
ме доксорубицин + цисплатин + паклитаксел.
Лечение проводилось в рамках протоколов, раз-
работанных в ФГБУ “Национальный медицин-
ский исследовательский центр онкологии им.
Н.Н. Блохина” и в ГБУ Рязанской обл. “Област-
ной клинический онкологический диспансер”.
Материалы биопсии, полученные от пациенток
до начала НАХТ, помещали в раствор IntactRNA
(Евроген, Россия) и хранили при –20°C (после 24 ч
инкубации при 4°C) до выделения ДНК. Паци-
ентки были разделены на две группы: ответившие
на НАХТ (pCR) и не ответившие на НАХТ (оста-
точная опухоль).

Экстракция ДНК
Геномную ДНК из биопсийных образцов выде-

ляли по стандартной методике фенол-хлороформ-
ной экстракции. Концентрацию ДНК измеряли на
флуориметре Qubit 4.0 (Thermo Fisher Scientific,
США).

Широкогеномный анализ метилирования ДНК
Широкогеномное бисульфитное секвенирова-

ние ДНК проводили по ранее описанной нами
технологии XmaI-RRBS [23] на секвенаторе Ion
Torrent PGM (Thermo Fisher Scientific, США).

ДНК обрабатывали эндонуклеазой рестрик-
ции XmaI, затем проводили частичное тупление
липких концов метилированными цитозинами с
использованием 3'–5' экзофрагмента Кленова и
лигирование с адаптерами, содержащими метили-
рованные остатки цитозина. Полученные таким об-
разом библиотеки фрагментов ДНК селектировали
по длине для получения фракции фрагментов с раз-
мером вставки 100–200 пн и проводили бисуль-
фитную конверсию с использованием набора
Qiagen EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen, Германия).
Чтобы избежать неспецифического праймирова-
ния 3'-концов фрагментов ДНК в дальнейшей
полимеразной реакции, терминировали их с по-
мощью набора SNaPshot Multiplex Kit (Thermo
Fisher Scientific, США). Затем использовали
РНКазу A (Sigma-Aldrich, США) и щелочную
фосфатазу (SibEnzyme, Россия) для удаления
РНК-носителя, используемого в протоколе EpiTect
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Bisulfite Kit и дефосфорилирования остаточных
ddNTP соответственно. Конечные библиотеки
амплифицировали с помощью ПЦР, количество
циклов которой определяли на основании пред-
варительных измерений методом количествен-
ной ПЦР. Полученные библиотеки очищали и
количественно оценивали на флуориметре Qubit
4.0 (Thermo Fisher Scientific, США).

Результаты секвенирования обрабатывали с
помощью стандартного программного обеспече-
ния Ion Torrent Suite. Для выравнивания получен-
ных прочтений на последовательности генома че-
ловека GRCh37/hg19 с помощью выравнивателя
Bowtie 2 [24] использовали программное обеспе-
чение Bismark [25].

Определение маркеров-кандидатов 
in silico для МЧ-ПЦР

Чтобы обеспечить возможность использова-
ния панелей маркеров метилирования ДНК в
формате метилчувствительной ПЦР (МЧ-ПЦР),
мы разработали алгоритм дизайна виртуальных
ампликонов на основе данных широкогеномного
бисульфитного секвенирования ДНК. Критерии
отбора участков генома для включения в качестве
маркеров в диагностическую панель на основе МЧ-
ПЦР были следующими: количество сайтов узнава-
ния чувствительных к метилированию эндонуклеаз
BstHHI (GCG/C) и/или HpaII (C/CGG) в ампли-

коне должно быть больше двух, а длина вставки
ампликона – не более 100 пн. Диагностическую
ценность индивидуальных маркеров метилирова-
ния ДНК характеризовали с помощью ROC-ана-
лиза [26]. Были выбраны маркеры с площадью
под кривой (cvAUC) ≥ 0.75. Рассматривали только
такие потенциальные маркеры метилирования, ко-
торые расположены в пределах или на расстоянии
не более 2 тпн от генов, экспрессирующихся в нор-
мальных тканях молочной железы.

Попарное расстояние между двумя сайтами
узнавания чувствительных к метилированию эн-
донуклеаз вычисляли по формуле

где D – расстояние между двумя сайтами, Dphysical –
физическое расстояние в нуклеотидах между двумя
сайтами, Dmanhattan – нормированное манхэттенское
расстояние между сайтами по значениям уровня
метилирования в образцах [27]. Использование
метода агломерации “полной связи” позволяет
ограничить размер вставки ампликона (максималь-
ное расстояние между двумя сайтами узнавания в
ампликоне) заданным ограничением 100 пн.

Классификаторы строили с использованием
логистической регрессии с пороговым значением
по умолчанию 0.5 для определения полного пато-
морфологического ответа или остаточной опухо-
ли как результата НАХТ. Для характеристики от-

physical manhattan0, 100 and 0.1
1000,

if D D
D

< <= 


Таблица 1. Клинико-патологические характеристики исследованных опухолей

Клинико-патологические характеристики Количество образцов (%)

Возраст пациентки ≤47.82 16 (47.06)
>47.82 18 (52.94)

Размер опухоли T0 3 (8.82)
T1 1 (2.94)
T2 18 (52.94)
T3 2 (5.88)
T4 10 (29.41)

Статус лимфатических узлов N0 14 (41.17)
N1 9 (26.47)
N2 2 (5.88)
N3 9 (26.47)

Степень злокачественности G2 15 (44.12)
G3 19 (55.88)

Подгруппа ТНРМЖ Ранний (T1-2N0-1M0) 19 (55.88)
Местнораспространенный
(T3-4N0-3M0 либо T1-4N2-3M0) 15 (44.12)

Ответ на НАХТ pCR 15 (44.12)
Остаточная опухоль 19 (55.88)
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дельных маркеров и их возможных комбинаций
проводили кросс-валидацию с использованием
пакета CaretR [28]. Для оценки качества класси-
фикации проводили ROC-анализ и строили
ROC-кривые с использованием пакета cvAUCR
[29]. Наилучшие показатели чувствительности и
специфичности классификаторов определяли с
помощью индекса Юдена. Все расчеты и графи-
ки выполняли с использованием языка програм-
мирования для статистической обработки дан-
ных R [30].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Широкогеномное бисульфитное секвенирование 
образцов ДНК из биоптатов трижды негативных 

опухолей молочной железы

Для 34 биоптатов ТНРМЖ, взятых до начала
НАХТ, методом XmaI-RRBS получено в среднем
118 млн пн последовательностей с 500000–2000000
прочтений на образец. Средняя эффективность
картирования последовательностей ДНК, кон-
вертированной бисульфитом, на референсный
геном составила 68%. Измерены уровни метили-
рования для 187547 CpG-динуклеотидов, из кото-
рых 40981 (21.85%) и 23822 (12.7%) принадлежат
сайтам узнавания чувствительных к метилирова-
нию эндонуклеаз HpaII и BstHHI соответствен-
но. Полученный массив данных размещен в базе
данных GEO (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo),
идентификатор GSE123712.

Дизайн панели из ограниченного количества 
маркеров для предсказания эффективности 

НАХТ ТНРМЖ

Полученные результаты широкогеномного
анализа метилирования ДНК использовали для
идентификации геномных локусов, которые были
бы одновременно (1) высокоинформативными с
точки зрения различения опухолей, отвечающих и
не отвечающих на НАХТ; и (2) потенциально при-
годными для оценки с помощью МЧ-ПЦР – наи-
более простого метода анализа маркеров метилиро-
вания в условиях клинических диагностических ла-
бораторий. Оценку пригодности локуса для анализа
методом МЧ-ПЦР проводили по следующим кри-
териям: (1) расстояние между двумя крайними
сайтами узнавания чувствительных к метилиро-
ванию эндонуклеаз рестрикции HpaII и/или
BstHHI в пределах потенциальной вставки ам-
пликона – не более 100 пн и (2) наличие в преде-
лах ампликона по крайней мере двух сайтов HpaII
и/или BstHHI. Применив указанные условия, мы
получили 64803 CpG-динуклеотида, входящих в
12905 потенциальных ампликонов для дальней-
шей разработки диагностических панелей с огра-
ниченным количеством маркеров метилирова-
ния ДНК.

Чтобы оценить дискриминативный потенциал
отдельных маркеров, выбранных описанным вы-
ше способом, мы рассчитали индивидуальную
чувствительность, специфичность и площадь под
ROC-кривой (cvAUC) для каждого потенциального
ампликона скросс-валидацией при 100 случайных
разбиениях на обучающую и тестирующую выбор-
ки в соотношении 4 : 1. По результатам были ото-
браны ампликоны, демонстрирующие наилучшее
качество классификации (cvAUC ≥ 0.75). Кроме
того, рассматривали только те ампликоны, кото-
рые картируются в пределах или на расстоянии не
более 2 тпн от генов, экспрессирующихся в нор-
мальных тканях молочной железы (согласно порта-
лу GTEx: https://www.gtexportal.org, дата обращения
15.11.2021). Описанным условиям удовлетворяют
семь кандидатных ампликонов (табл. 2), которые
были выбраны для дальнейшей разработки диа-
гностической панели на основе маркеров мети-
лирования ДНК.

Для выбора сочетаний ампликонов, обеспечи-
вающих максимально качественную классифика-
цию опухолей, были оценены все возможные
комбинации ампликонов, составляющих потен-
циальные панели маркеров метилирования ДНК.
Было получено 120 панелей ампликонов, которые
различают опухоли с хорошим и плохим ответом
на НАХТ. Значения cvAUC, полученные с ис-
пользованием кросс-валидации, для 25 панелей с
наилучшими потенциальными показателями ди-
агностической ценности показаны на рис. 1,а.

Учитывая малые количества ДНК, доступные
для анализа в случае использования в диагности-
ке материала биопсии ткани опухоли, предпочти-
тельным методом анализа метилирования ДНК в
клинической лаборатории является МЧ-ПЦР, не
требующая бисульфитной конверсии ДНК-этапа,
сопряженного со значительными потерями матери-
ала. Метод МЧ-ПЦР может быть реализован как в
полуколичественном формате – с определением
продуктов по конечной точке гель-электрофоре-
зом, так и в количественном формате (МЧ-кПЦР).
В первом случае необходимым условием возможно-
сти интерпретации результатов является отсутствие
метилирования маркерного локуса в одной из двух
групп сравнения (например, отсутствие метилиро-
вания в норме и наличие аномального метилирова-
ния в опухоли). Мы провели оценку уровней мети-
лирования областей покрытия семи ампликонов,
выбранных выше для формирования панелей диа-
гностических маркеров, по результатам широкоге-
номного анализа метилирования XmaI-RRBS. По-
лученные результаты (рис. 2) показывают, что тех-
ническим требованиям для выполнения МЧ-ПЦР
в полуколичественном формате соответствуют ам-
пликоны ANKRD46, MXRA5 и RUSC1/RUSC1-AS1:
локусы ANKRD46 и RUSC1/RUSC1-AS1 неметили-
рованы в нормальных тканях молочной железы и
в группе pCR, и аномально метилированы в группе
с остаточной опухолью; а локус MXRA5 неметили-
рован в нормальных тканях молочной железы и в
группе с остаточной опухолью и гиперметилирован
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в группе pCR. Значения cvAUC панелей, состав-
ленных из этих ампликонов, показаны на рис. 1,б.

Результаты ROC-анализа и параметры логи-
стической регрессии для панели, включающей
одновременно маркеры метилирования ANKRD46,
MXRA5 и RUSC1/RUSC1-AS1 представлены на
рис. 3 и в табл. 3 соответственно.

Гены APCDD1L, RUSC1/RUSC1_AS1, MYO15B,
EXOC2, THBS2, MXRA5 и ANKRD46, уровни мети-
лирования которых показали в нашем исследова-
нии наилучшее качество классификации трижды
негативных опухолей молочной железы по чув-
ствительности к неоадъювантной химиотерапии,
ранее изучались в контексте вовлеченности нару-
шений их экспрессии в этиопатогенез злокаче-
ственных новообразований и возможностей ис-

пользования в качестве диагностических марке-
ров в онкологии. Так, экспрессия APCDD1L
рассматривается как высокоинформативный
маркер выживаемости при 12 различных типах
рака [31]. Для гена RUSC1-AS1 была показана вы-
сокая экспрессия в тканях и клеточных линиях
рака молочной железы, способствующая про-
грессированию опухолей посредством взаимо-
действия с CDKN1A и KLF2. Уровень RUSC1-AS1
положительно коррелировал с размером опухоли
и клиническими стадиями и отрицательно корре-
лировал с выживаемостью пациенток с РМЖ [32].
THBS2 представляет собой секретируемый го-
мотримерный гликопротеин, который принадле-
жит к семейству тромбоспондинов и опосредует
взаимодействия клеток между собой и с межкле-
точным матриксом. По данным Cancer Genet-

Таблица 2. Индивидуальные характеристики виртуальных ампликонов, показавших наилучшее качество класси-
фикации (cvAUC ≥ 0.75) трижды негативных опухолей молочной железы по чувствительности к неоадъювантной
химиотерапии

Расположение и границы ампликона

Количество 
образцов 

с данными 
XmaI-RRBS

Средние уровни 
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APCDD1L
chr20:
57042425–57042462 13 17 0.72 0.88 0.78 62.2 88.9 77.1 6

RUSC1_RUSC1_AS1
chr1:
155294112–155294133 13 14 0.01 0.06 0.78 84.2 73.1 78.0 3

MYO15B
chr17:
73584085–73584171 13 15 0.11 0.41 0.77 76.3 80.3 78.6 4

EXOC2
chr6:
694648–694740 12 16 0.91 0.97 0.77 89.7 58.9 72.5 4

THBS2
chr6:
169634923–169634948 13 16 0.98 0.92 0.75 60.8 84.9 74.3 4

MXRA5
chrX:
3263383–3263461 13 17 0.14 0.04 0.75 73.4 70.0 71.5 4

ANKRD46
chr8:
101571816–101571913 13 16 0.02 0.07 0.75 77.4 68.3 72.3 3

Таблица 3. Параметры логистической регрессии для панели маркеров метилирования ANKRD46, MXRA5 и
RUSC1/RUSC1-AS1 с точки зрения предсказания эффективности неоадъювантной химиотерапии трижды нега-
тивных опухолей молочной железы

Фактор Значение коэффициента в модели (SD)
B0 (свободный коэффициент) –1.66 (±1.02)
RUSC1/RUSC1-AS1 60.83 (±35.34)
MXRA5 –1.84 (±5.87)
ANKRD46 27.51 (±16.98)
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icsWeb, THBS2 – мощный ингибитор роста опу-
холи и ангиогенеза [33]. MXRA5 – один из бел-
ков, вовлеченных в ремоделирование матрикса.
Для гена MXRA5 выявлена высокая частота мута-
ций при ТНРМЖ– значимо выше, чем при раке
молочной железы в целом (точный тест Фишера,
P = 0.04) [34]. В одном из исследований были вы-
явлены различия в метилировании гена MXRA5
между пограничными и злокачественными фил-
лодическими опухолями (редкими опухолями
молочной железы) [35]. М. Reyngoldс с соавт. об-

наружили снижение экспрессии гена MXRA5 в
метастазах РМЖ по сравнению с первичной опу-
холью [36].

ANKRD46 – однопроходный мембранный бе-
лок с неясной функцией. Было показано, что
важным регулятором мРНК ANKRD46 и уровня
белка ANKRD46 в клетках РМЖ является miR-21.
В свою очередь miR-21 подавляет рост и проли-
ферацию клеток РМЖ [37]. Таким образом, эпи-
генетическая регуляция гена ANKRD46 может
быть важным звеном в процессах канцерогенеза.

Рис. 1. а – значения cvAUC (AUC, полученные с использованием кросс-валидации) для 25 лучших комбинаций ам-
пликонов в рамках панелей маркеров метилирования ДНК для предсказания чувствительности трижды негативного
рака молочной железы к НАХТ. б – значения cvAUC для панелей, состоящих из маркеров, удовлетворяющих требова-
ниям метилчувствительной ПЦР. По оси абсцисс – различные комбинации ампликонов. Медианные значения
cvAUC обозначены горизонтальными черными линиями в прямоугольниках.
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Обращает на себя внимание тот факт, что анализ
данных проекта TCGA-BRCA выявил связь меж-
ду амплификацией ANKRD46 и гистологической
стадией инвазивной протоковой карциномы [38].

Таким образом, для ряда маркеров из нашего
набора другими авторами также выявлены ассо-
циации с особенностями фенотипа опухоли
и/или ее чувствительности к химиотерапии. Это
наблюдается несмотря на непредвзятый отбор (на
основании результатов широкогеномного анали-
за метилирования ДНК) маркеров чувствитель-
ности РМЖ к НАХТ, проведенный нами в рамках
настоящего исследования. Данное наблюдение
позволяет ожидать, что формируемые нами си-
стемы маркеров аномального метилирования
ДНК для определения потенциальной чувстви-
тельности опухолей молочной железы к НАХТ
покажут высокую диагностическую ценность в
клинических испытаниях. Поскольку они не
только базируются на наиболее информативных
маркерах, непредвзято выявленных в разведоч-
ной выборке, но и ассоциированы с биологиче-
скими функциями, нарушения которых могут
приводить к изменению ответа опухолей на хи-
миотерапию.

Авторы благодарят Центр коллективного
пользования (ЦКП) “Геном” ФГБНУ “МГНЦ”
за помощь в выполнении высокопроизводитель-
ного секвенирования ДНК.

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда № 18-15-00430, https://
rscf.ru/project/18-15-00430.

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическим стан-

Рис. 2. Уровни метилирования (по ординате) семи ампликонов, выбранных в настоящей работе для формирования
панелей маркеров метилирования ДНК, различающих ответ трижды негативных опухолей молочной железы на
НАХТ. Красные, голубые и зеленые прямоугольники – группы образцов опухолей с остаточной опухолью, с pCR и об-
разцов ткани нормальной молочной железы соответственно. Различия в уровне метилирования между группами
(U-критерий Манна–Уитни): * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001.
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дартам институционального и/или национально-
го комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное
добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Design of Marker Panels for Prediction of Neoadjuvant Chemotherapy Response
of Triple-Negative Breast Tumors Based on the Results 

of Genome-Wide DNA Methylation Screening
A. I. Kalinkina, V. O. Sigina, E. O. Ignatovab, M. A. Frolovab, E. B. Kuznetsovaa, c,

I. Y. Vinogradovd, M. I. Vinogradove, I. I. Vinogradovd, e, M. V. Nemtsovaa, c,
D. V. Zaletaeva, c, A. S. Tanasa, and V. V. Strelnikova, *

aResearch Centre for Medical Genetics, Moscow, 115522 Russia
bBlokhin National Medical Research Center of Oncology, Moscow, 115478 Russia

cSechenov First Moscow State Medical University, Moscow, 119991 Russia
dRegional Clinical Oncology Dispensary, Ryazan, 390046 Russia

eRyazan State Medical University, Ryazan, 390026 Russia
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The rate of complete pathomorphological response to neoadjuvant chemotherapy (NACT) in triple-negative
breast cancer is low and ranges from 30 to 40%. At the same time, to date, there are practically no predictive
markers of the effectiveness of NACT for this subtype of tumors. We suggest an approach to the identification
of prognostic epigenetic markers of the sensitivity of triple-negative breast tumors to NACT, which can be di-
agnosed using methylation sensitive PCR. We have selected markers from the XmaI-RRBS genome-wide bi-
sulfite DNA sequencing dataset performed for tumor biopsies obtained from 34 patients before the initiation
of NACT, and for 6 samples of normal breast tissue. The patients were divided into groups of responders
(complete pathological response) or non-responders (presence of residual tumor). CpG dinucleotides were
identified, the differential methylation of which distinguish samples of triple-negative tumors with different
sensitivity to NACT, and a panel of methylation markers was developed, including regions of CpG islands of
the RUSC1/RUSC1-AS1, MXRA5, and ANKRD46 genes, the design of which meets the requirements for the
test systems based on methylation sensitive PCR. The estimated diagnostic accuracy of a panel of these three
methylation markers is 0.79 (cvAUC = 0.80, 95%CI: 0.79–0.82).

Keywords: triple-negative breast cancer, DNA methylation, genome-wide bisulfite sequencing, XmaI-
RRBS, neoadjuvant chemotherapy, methylation sensitive PCR.
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