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Malignant cell transformation is accompanied 
by two processes of DNA methylation changes: 
promoter hypermethylation of specific genes 
and hypomethylation of retrotransposons. The 
composition of circulating DNA (cirDNA) from 
plasma and cell-surface-bound circulating DNA (csb-
cirDNA) was shown earlier to be altered in the blood 
of cancer patients due to accumulation of tumor-
specific aberrantly methylated DNA fragments, which 
are currently considered valuable cancer markers. 
The present study compares LINE-1 retrotransposon 
methylation patterns in plasma cirDNA and csb-
cirDNA from 21 untreated lung cancer patients (LC) 
and 23 healthy donors. Concentrations of methylated 
LINE-1 region 1 copies (LINE-1met) were assayed 
by real-time methylation-specific PCR. In order to 
normalize the LINE-1 methylation level, the LINE-1 
region 2 concentration was evaluated, which was 
independent of the methylation status (LINE-1Ind). 
The LINE-1met concentration in csb-cirDNA tended 
to decrease (by a factor of 1.4) in blood from LC 
patients in comparison to healthy donors (Mann-
whitney test, P=0.16). The LINE-1Ind concentration 
in csb-cirDNA (methylation-independent) was found 
to be threefold lower in LC patients and fourfold 
lower in patients with adenocarcinoma than in 
healthy donors. That is why, along with the expected 
decrease in LINE-1met concentration in csb-cirDNA, 
we recorded an unexpected statistically significant 

Основными компонентами аберрантного метилирования ДНК 
клеток опухоли являются гиперметилирование промоторов 
некоторых генов и гипометилирование значительной части 
ДНК, в частности повторяющихся последовательностей 
ретротранспозонов. В опухолевой ткани при раке легкого (РЛ) 
выявлено гипометилирование ретротранспозонов семейства 
LINE-1. Известно, что при онкологических заболеваниях  
в составе циркулирующей ДНК (цирДНК) плазмы и цирДНК, 
связанной с поверхностью клеток крови (скп-цирДНК), 
накапливаются фрагменты опухолеспецифичных аберрантно 
метилированных ДНК, которые являются потенциальными 
онкомаркерами. В настоящей работе проведен сравнительный 
анализ уровня метилирования LINE-1 ретротранспозонов  
в цирДНК плазмы и скп-цирДНК 21 больного РЛ до лечения 
и 23 здоровых доноров. Определяли концентрацию 
метилированных фрагментов LINE-1 района 1 (LINE-1 methylated, 
LINE-1met) методом количественной метил-специфичной ПЦР. 
Для нормирования данных по метилированию оценивали 
концентрацию всех фрагментов LINE-1 района 2 (LINE-1 
Independent, LINE-1Ind). Выявлена тенденция снижения 
концентрации метилированных фрагментов LINE met (в 1,4 раза) 
во фракции цирДНК, связанной с клетками крови, у больных 
РЛ (критерий Манна-Уитни, р = 0,16). Оказалось, что в группе 
больных РЛ концентрация всех фрагментов LINE-1Ind,  
которая не зависит от статуса метилирования, в 3 раза  
ниже (при аденокарциноме – в 4 раза) относительно  
здоровых доноров. Поэтому в скп-цирДНК крови при РЛ  
вместе с ожидаемым снижением общей концентрации  
LINE-1met выявлено неожиданное увеличение их относительной 
концентрации (LINE-1met/LINE-1Ind) за счет значительного 
снижения общего количества LINE-1Ind. В цирДНК плазмы 
индекс метилирования (LINE-1met/LINE-1Ind) у больных РЛ 
не отличается от здоровых доноров (критерий Манна-Уитни 
р = 0,40). Полученные результаты подтверждают более 
ранние данные о том, что фракция скп-цирДНК является 
высокоинформативным источником материала для диагностики 
рака легкого.

Ключевые слова: циркулирующие ДНК крови, аберрантное 
метилирование, LINE-1 ретротранспозоны, диагностика, рак 
легкого.

DoI 10.18699/VJ15.018
УДК 616.24–006.6:577.21
Поступила в редакцию 20.10.2014 г.  
Принята к публикации 15.12.2014 г.     
©  АВТОРы, 2015

e-mail: rykova@niboch.nsc.ru

Медицинская генетика



Epigenetic «probes» for lung cancer monitoring:  
LINE-1 methylation pattern in blood-circulating DNA 

A.A. Ponomaryova, Е.Y. Rykova, N.V. Cherdyntseva, ...Е.Y. Rykova, N.V. Cherdyntseva, ....Y. Rykova, N.V. Cherdyntseva, ... 
T.I. Merkulova, V.V. Vlassov, P.P. Laktionov 

2015
19 • 1

145Медицинская генетика

КаК цитировать эту статью?
Пономарева А.А., Рыкова Е.Ю., Чердынцева Н.В., Бондарь А.А., Добродеев А.Ю., Завьялов А.А., Тузиков С.А., Брызгалов Л.О., 
Меркулова Т.И., Власов В.В., Лактионов П.П. Эпигенетические «зонды» для мониторинга рака легкого: профиль метили-
рования элементов LINE-1 в циркулирующей ДНК крови. Вавиловский журнал генетики и селекции. 2015;19(1):144-150. 
DoI 10.18699/VJ15.018

How to cite tHis article?
Ponomaryova A.A., Rykova Е.Y., Cherdyntseva N.V., Bondar A.A., Dobrodeev A.Y., Zavyalov A.A., Tuzikov S.A., Bryzgalov L.o.,Е.Y., Cherdyntseva N.V., Bondar A.A., Dobrodeev A.Y., Zavyalov A.A., Tuzikov S.A., Bryzgalov L.o.,.Y., Cherdyntseva N.V., Bondar A.A., Dobrodeev A.Y., Zavyalov A.A., Tuzikov S.A., Bryzgalov L.o., 
Merkulova T.I., Vlassov V.V., Laktionov P.P. Epigenetic «probes» for lung cancer monitoring: LINE-1 methylation pattern in 
blood-circulating DNA. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii – Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 2015;19(1):144-150. 
DoI 10.18699/VJ15.018

increase of the LINE-1 methylation index determined 
as (LINE-1met/LINE-1Ind) due to the profound 
LINE-1Ind decrease. Plasma cirDNA demonstrated 
no difference in the LINE-1 methylation index 
(LINE-1met/LINE-1Ind) between LC patients and 
healthy donors (Mann-whitney test, P = 0.40). The 
data obtained agree with our earlier results, which 
showed that csb-cirDNA was a highly informative 
material for lung cancer diagnostics. 

Key words: blood-circulating DNA, aberrant 
methylation, LINE-1 retrotransposons, diagnostics, 
lung cancer.

Изменение профиля метилирования ДНК – одно из 
наиболее ранних и распространенных событи�� 
канцерогенеза. Основными компонентами абер-

рантного метилирования являются гиперметилирование 
промоторов генов опухолево�� супрессии и гипометили-
рование значительно�� части ДНК, сопровождающееся 
активацие�� онкогенов, ретротранспозонов и геномно�� 
нестабильностью (E������, 2002; Bou��’���, B��to�, 2004). 
Показано во многих случаях, что изменение статуса 
метилирования предшествует генетическим мутациям 
и определяет развитие молекулярных событи�� при 
канцерогенезе (E�t�����, 2008; K���t�����, ������, 2009). 
Достоверно известно, что при раке в составе цирку-
лирующих ДНК (цирДНК) плазмы/сыворотки крови 
накапливаются фрагменты аберрантно метилированных 
ДНК, идентичных ДНК опухоли, которые могут быть 
потенциальными онкомаркерами (���pou� �t ��., 2011; 
C���t����, 2012; S��w��z������ �t ��., 2014).

Анализ эпигенетического статуса фрагментов ДНК, 
циркулирующих в крови, является привлекательным 
для диагностики, однако его применение осложняется 
низко�� концентрацие�� молекул ДНК, невысоким содер-
жанием опухоле-специфичных ДНК относительно ДНК 
здоровых клеток и небольшим размером фрагментов 
(P�t���, P��to��u�, 2011). Недавно была показана воз-
можность увеличения эффективности определения ме-
тилированных фрагментов генов опухолево�� супрессии 
за счет использования фракции циркулирующих ДНК, 
связанных с поверхностью клеток крови (скп-цирДНК), 
как эритроцитов, так и ле��коцитов (Po�om��yov� �t ��., 
2013). Было установлено, что фракция скп-цирДНК со-
держит ДНК больше, чем в плазме, представлена более 
длинными молекулами и эффективнее накапливает «опу-
холевые» фрагменты (�ykov� �t ��., 2012; Po�om��yov� �t 
��., 2013). Кроме того, чувствительность анализа можно 
увеличить за счет выбора повторяющихся последова-

тельносте�� ДНК в качестве кандидатных онкомаркеров 
вместо стандартно используемых известных однокопи��-
ных генов опухолево�� супрессии, которые инактиви-
рованы в опухолях путем гиперметилирования (��mzy  
�t ��., 2011; �o���moto �t ��., 2012). Например, длинные 
диспергированные ядерные повторы (Lo�� I�t���p����� 
Nu����� E��m��t�) многократно представлены в геноме 
человека и составляют приблизительно 17 % его дли-
ны (до 500 000 копи��/геном) (LINE-1, LINE-2, LINE-3  
и ��L-1) (L����� �t ��., 2001). Среди них LINE-1 являет-
ся самым крупным классом автономных ретроэлементов 
у млекопитающих. Имеются данные о гипометилирова-
нии LINE-1 в злокачественных опухолях легких (S��to 
�t ��., 2010; Suzuk� �t ��., 2013). 

В это�� связи исследование уровня метилирования 
LINE-1 элементов в составе циркулирующих ДНК 
представляет значительны�� интерес. 

Цели настояще�� работы – проведение сравнитель-
ного анализа уровня метилирования LINE-1 элементов  
в цирДНК плазмы и скп-цирДНК крови больных раком 
легкого и здоровых доноров.

Материалы и методы
В исследование включены образцы крови 23 здоровых 
лиц, проживающих на территории Западно-Сибирского 
региона, и 21 больного немелкоклеточным раком легкого 
(НМРЛ) (T1-3N0-3M0), первично обратившихся в клинику 
Томского НИИ онкологии, в возрасте 48–65 лет (табл. 1).  
Диагноз морфологически верифицирован. Все иссле-
дования были проведены в соответствии с междуна-
родными этическими правилами, получено разрешение 
этического комитета Томского НИИ онкологии. 

Венозную кровь собирали в 0,05 М раствор ЭДТА  
в фосфатно-солевом буфере (соотношение крови и ЭДТА  
1 : 5). Образцы крови разделяли на плазму и клетки 
крови, фракцию цирДНК, связанных с клеточно�� по-
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верхностью (скп-цирДНК) получали последовательно�� 
обработко�� клеток 5 мМ фосфатным буфером и 0,25 %  
раствором трипсина, как описано ранее (Po�om��yov�Po�om��yov� 
�t ��., 2013). ДНК выделяли из 1 мл плазмы, 3 мл ��., 2013). ДНК выделяли из 1 мл плазмы, 3 мл��., 2013). ДНК выделяли из 1 мл плазмы, 3 мл., 2013). ДНК выделяли из 1 мл плазмы, 3 мл 
ФБ-ЭДТА и 1 мл трипсиново�� фракции с помощью 
наборов «B�oo� DN� I�o��t�o� K�t» фирмы «B�oS�����B�oo� DN� I�o��t�o� K�t» фирмы «B�oS����� DN� I�o��t�o� K�t» фирмы «B�oS�����DN� I�o��t�o� K�t» фирмы «B�oS����� I�o��t�o� K�t» фирмы «B�oS�����I�o��t�o� K�t» фирмы «B�oS����� K�t» фирмы «B�oS�����K�t» фирмы «B�oS�����» фирмы «B�oS�����B�oS����� 
Lt�» (Новосибирск, Россия). ДНК из ФБ-ЭДТА и трип-» (Новосибирск, Россия). ДНК из ФБ-ЭДТА и трип-
синово�� фракци�� объединяли, полученные суммарные 
препараты представляют собо�� скп-цирДНК. Образцы 
ДНК модифицировали бисульфитом натрия, очищали  
с помощью наборов для выделения модифицированно�� 
ДНК «B��u�fit� ��DN� I�o��t�o� K�t» фирмы «B�oS�����B��u�fit� ��DN� I�o��t�o� K�t» фирмы «B�oS������u�fit� ��DN� I�o��t�o� K�t» фирмы «B�oS�����I�o��t�o� K�t» фирмы «B�oS������o��t�o� K�t» фирмы «B�oS�����K�t» фирмы «B�oS������t» фирмы «B�oS�����B�oS����� 
Lt�» (Новосибирск, Россия).» (Новосибирск, Россия).

Анализ уровня метилирования LINE-1 элементов 
проводили с использованием количественно�� метил-спе-
цифично�� ПЦР. Определение концентрации метилиро-
ванных фрагментов LINE-1 ра��она 1 (LINE-1 m�t�y��t�� 
(LINE-1m�t) – последовательность 241–361, G��B��k 
локус X58075) проводилось методом T�qM�� ПЦР в ре-
жиме реального времени с использованием пра��меров  
5′-�t����t�t��ttt��t��t�����ttt-3′ (прямо��), 5′-��������
�t������������t���-3′ (обратны��) и флюоресцентны�� 
зонд 5′-((5,6)-T�m��) tt��������t��t�tt����t�����t��tt- 
3-B�Q2′ (�p�����o �t ����, 2009). Для нормирования дан-
ных по метилированию оценивали концентрацию всех  
фрагментов LINE-1 ра��она 2 (LINE-1 I���p�����t  
(LINE-1I��) – последовательность 162925–163131, 
G��B��k локус �L162574.14) методом ПЦР в режиме 
реального времени с использованием пра��меров 5′-
tttt����t���t�t��t�t-3′ (прямо��), 5′-��tt����t���������t�-3′ 
(обратны��) и флюоресцентного красителя Ev�G���� 
(B�ot�um, ��yw���, C����o����, США), как описано ранееB�ot�um, ��yw���, C����o����, США), как описано ранее как описано ранее 
(B�yz�u�ov� �t ����, 2013). Для того чтобы точно определить 
концентрацию фрагментов LINE-1 ра��онов 1 и 2 в иссле-
дуемых образцах, в качестве стандарта для калибровки 
использовали препарат полностью метилированно�� 
бисульфитконвертированно�� ДНК человека с известно�� 
концентрацие�� (Zymo ��������,США).Концентрацию, США).Концентрацию). Концентрацию ме-
тилированных фрагментов LINE-1 ра��она 1 (LINE-1m�t) и 
нормировочных фрагментов LINE-1 ра��она 2 (LINE-1I��) 
рассчитывали в геномах-эквивалентах (ГЭ) на 1 мл крови. 
Индекс метилирования рассчитывали как долю метили-

рованных молекул от общего числа молекул по формуле  
(%) = 100 × (LINE-1m�t/LINE-1I��). Статистическая 
обработка данных проводилась с использованием пакета 
прикладных программ «St�t��t��� 6.0». Для каждо�� выбор-
ки вычисляли среднее значение и стандартную ошибку. 
Статистическую значимость различи�� определяли  
с использованием непараметрического критерия Ман-
на-Уитни. Анализ чувствительности и специфичности 
тестов проводили методом построения ��C кривых  
в программе «M��C���».

Результаты и обсуждение
В недавне�� работе S��to с соавт. (2010) для больных 
НМРЛ уже на стадии I� в ДНК ткани опухоли мето-I� в ДНК ткани опухоли мето- в ДНК ткани опухоли мето-
дом метил-специфично�� количественно�� ПЦР было 
показано снижение уровня метилирования LINE-1 по 
сравнению с нормально�� тканью. Гипометилирование 
LINE-1 при раке легкого было выявлено также другим 
методом: пиросеквенированием бисульфит-модифи-
цированно�� ДНК, выделенно�� из опухоли (Suzuk�  
�t ��., 2013). В настояще�� работе мы использовали метод 
количественно�� метил-специфично�� ПЦР для опреде-
ления статуса метилирования LINE-1 при раке легкогоLINE-1 при раке легкого-1 при раке легкого 
в циркулирующе�� ДНК крови. 

Полученные нами результаты показали, что есть тен-
денция к снижению количества копи�� метилированных 
фрагментов выбранного нами для анализа LINE-1 ра��онаLINE-1 ра��она-1 ра��она 
1 (LINE-1m�t) в связанно�� с клетками фракции цирДНКLINE-1m�t) в связанно�� с клетками фракции цирДНК-1m�t) в связанно�� с клетками фракции цирДНКm�t) в связанно�� с клетками фракции цирДНК) в связанно�� с клетками фракции цирДНК 
крови у больных НМРЛ, которая более выражена у пациен-
тов с аденокарциномо�� (АК), чем у больных плоскокле-
точным раком (ПКРЛ) (табл. 2). Однако снижение при АК 
также статистически незначимо по сравнению со здоро-
выми (12 724 ± 3 202 ГЭ/мл против 26 725 ± 2 781 ГЭ/мл,  
р = 0,251, критери�� Манна-Уитни). В обще�� группе 
больных НМРЛ выявленная тенденция согласуется  
с данными, полученными на опухолево�� ткани (S��to  
�t ��., 2010; Suzuk� �t ��., 2013). Однако Suzuk� с соавт.Suzuk� с соавт. с соавт. 
(2013) при сопоставлении пациентов с разными гисто-
типами НМРЛ показали более значительное снижение 
уровня метилирования LINE-1 элементов в ДНК опухоле-LINE-1 элементов в ДНК опухоле--1 элементов в ДНК опухоле-
во�� ткани у больных ПКРЛ по сравнению с АК. Различия  
в этих результатах могут быть связаны с анализом разных 

таблица 1. Клинико-морфологическая характеристика больных НМРЛ (n = 21)

Возраст, лет Стадия

≤� 60 6060 10 (48 %) I–II–IIII 0 (0 %) (0 %)

>� 60 60 11 (52 %) III 21 (100 %)

Пол Курение

мужской 21 (100 %) да 21 (100 %) (100 %)100 %) %)

женский 0 (0 %) нет 0 (0 %) (0 %)

Гистологический тип

плоскоклеточный рак легкого 13 (62 %) (62 %)

аденокарцинома 8 (38 %)
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таблица 2. Концентрация метилированных фрагментов LINE-1 района 1 (LINE met) в крови

Группа НМРЛ n Скп-цирДНК* Критерий  
Манна-Уитни

цирДНК  
плазмы крови*

Критерий  
Манна-Уитни

Аденокарцинома 8 12724#± 3202
р = 0,167

1202#± 533
р = 0,949

Плоскоклеточный рак легкого 13 24013 ± 3636 1138 ± 5053

Больные НМРЛ (общая группа) 21 19364 ± 1918 ± 19181918
р = 0,376

1163 ± 459163 ± 459 ± 459459
р = 0,817

Здоровые доноры 23 26725 ± 2781 ± 27812781 1012 ± 489 ± 489489

Здесь и в табл. 3: p – уровень значимости; * концентрация рассчитана в геномах-эквивалентах (ГЭ) на 1 мл крови; представлены среднее значение 
и стандартная ошибка; # сравнение проводилось между группами ПКРЛ и АК; НМРЛ – немелкоклеточный рак легкого.

ра��онов LINE-1, так же, как с различными источникамиLINE-1, так же, как с различными источниками-1, так же, как с различными источниками 
ДНК, в нашем случае мы анализируем цирДНК крови,  
в которо�� общи�� профиль метилирования фрагмента опре-
деляется комбинацие�� молекул из разных источников –  
опухоли и здоровых ткане��.

Согласно общепринято�� практике анализа статуса 
метилирования целевых последовательносте��, мы 
определяли не только абсолютное количество, но также 
относительное содержание метилированых фрагментов 
LINE-1m�t в цирДНК. Для этого нормировали количе-
ство метилированных фрагментов на общее количество 
фрагментов LINE-1, циркулирующих в крови. Это 
количество определяли в бисульфит-модифицирован-
но�� цирДНК методом ПЦР анализа ра��она 2 (LINE 
I��), которы�� был выбран в связи с тем, что в области 
комплементарности пра��меров отсутствуют CpG ди-
нуклеотиды, поэтому с помощью одно�� реакции амп-
лификации можно определять суммарное количество 
фрагментов в этом ра��оне LINE-1 независимо от ста-
туса метилирования. Данные по концентрации LINE-
1I�� представлены в табл. 3, из которо�� следует, что  
в скп-цирДНК эта концентрация достоверно снижается 
у больных РЛ по сравнению со здоровыми донорами. 
По данным ��C-анализа выбрано оптимальное поро-
говое значение концентрации фрагментов LINE-1I�� 
в скп-цирДНК для дискриминирования больных РЛ  
и здоровых доноров, которое составляет 19 000 ГЭ/мл 
крови. При этом значении концентрации LINE-1I��  
в цирДНК фракции, связанно�� с поверхностью клеток 
крови, позволяют с чувствительностью 79 % и специ-
фичностью 64 % отличить больных РЛ от здоровых 
доноров.

Оказалось, что при РЛ концентрация LINE-1I��LINE-1I��-1I��I��  
в среднем ниже в 3 раза (при аденокарциноме – в 4 раза),  
а LINE-1m�t – только в 1,4 раза в скп-цирДНК боль-LINE-1m�t – только в 1,4 раза в скп-цирДНК боль--1m�t – только в 1,4 раза в скп-цирДНК боль-m�t – только в 1,4 раза в скп-цирДНК боль- – только в 1,4 раза в скп-цирДНК боль-
ных РЛ относительно здоровых доноров. Поэтому  
в скп-цирДНК при вычислении индекса метилирования 
(LINE-1m�t/LINE-1I��) мы наблюдаем парадоксальны��LINE-1m�t/LINE-1I��) мы наблюдаем парадоксальны��-1m�t/LINE-1I��) мы наблюдаем парадоксальны��m�t/LINE-1I��) мы наблюдаем парадоксальны��/LINE-1I��) мы наблюдаем парадоксальны��LINE-1I��) мы наблюдаем парадоксальны��-1I��) мы наблюдаем парадоксальны��I��) мы наблюдаем парадоксальны��) мы наблюдаем парадоксальны�� 
феномен: значимое увеличение в группе больных РЛ по 
сравнению со здоровыми донорами (р = 0,005, критери�� 
Манна-Уитни) (рисунок). Согласно данным ��C-ана-��C-ана--ана-
лиза, оценка индекса метилирования LINE-1 повторовLINE-1 повторов-1 повторов 
в цирДНК фракции, связанно�� с поверхностью клеток 
крови, позволяет с чувствительностью 78 % и специфич-
ностью 80 % отличить больных РЛ от здоровых доноров 
(при пороговом значении ИМ 53 %). 

В цирДНК плазмы индекс метилирования (LINE-LINE--
1m�t/LINE-1I��) в обще�� группе больных не отлича-m�t/LINE-1I��) в обще�� группе больных не отлича-/LINE-1I��) в обще�� группе больных не отлича-LINE-1I��) в обще�� группе больных не отлича--1I��) в обще�� группе больных не отлича-I��) в обще�� группе больных не отлича-) в обще�� группе больных не отлича-
ется от уровня здоровых доноров (р = 0,398, критери�� 
Манна-Уитни), поскольку концентрация LINE-1I��LINE-1I��-1I��I��  
в плазме снижается только в группе больных ПКРЛ,  
и не так существенно, как в скп-цирДНК (табл. 4). При 
анализе связи между индексом метилирования (LINE-LINE--
1m�t/LINE-1I��) в цирДНК крови и гистологическимm�t/LINE-1I��) в цирДНК крови и гистологическим/LINE-1I��) в цирДНК крови и гистологическимLINE-1I��) в цирДНК крови и гистологическим-1I��) в цирДНК крови и гистологическимI��) в цирДНК крови и гистологическим) в цирДНК крови и гистологическим 
типом опухоли установлено, что в цирДНК плазмы 
больных с аденокарциномо�� индекс метилирования 
достоверно ниже, чем у больных с ПКРЛ (р = 0,021, 
критери�� Манна-Уитни), и в скп-цирДНК для обоих 
гистотипов наблюдается одинаковое увеличение индекса 
метилирования по сравнению с контролем (табл. 4).

Таким образом, мы обнаружили в цирДНК крови боль-
ных РЛ ожидаемое, хотя и незначительное, снижение 
абсолютного количества метилированных фрагментов 
LINE-1 ра��она 1 и неожиданное увеличение их относи-

таблица 3. Концентрация фрагментов LINE-1 района 2 (LINE-1Ind) в крови

Группа НМРЛ n Скп-цирДНК* Критерий  
Манна-Уитни

цирДНК  
плазмы крови*

Критерий  
Манна-Уитни

Аденокарцинома  8 19495# ± 4132
р = 0,143

7755# ± 2351
р = 0,106

Плоскоклеточный рак легкого 13 33925 ± 3978 ± 3978 3245 ± 1352

Больные НМРЛ (общая группа) 21 27317 ± 21567317 ± 2156
р = 0,009

5048 ± 1310 ± 1310
р = 0,985985

Здоровые доноры 23 76987 ± 6341 ± 6341 5010 ± 1108 ± 1108

См. примечание к табл. 2. 
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Уровень метилирования последователь-
ностей LINE-1 в цирДНК крови больныхLINE-1 в цирДНК крови больных-1 в цирДНК крови больных 
раком легкого и здоровых доноров. 
1 – здоровые доноры, скп-цирДНК; 2 – боль-
ные НМРЛ, скп-цирДНК; 3 – здоровые доноры, 
цирДНК плазмы крови; 4 – больные НМРЛ, 
цирДНК плазмы крови; * различия статисти-
чески значимы.

тельно�� концентрации за счет зна-
чительного снижения общего коли-
чества LINE-1 фрагментов ра��она 2.  
Ранее было показано, что значимые 
различия в уровне метилирования 
фрагментов геномно�� ДНК, выде-
ленно�� из ткани, могут не воспро-
изводиться при анализе цирДНК 
плазмы (Po�om��yov� �t ��., 2013; 
S��w��z������ �t ��., 2014). Это 
явление может быть связано с не-
равномерным фрагментированием 
молекул ДНК за пределами клеток  
и в кровотоке, и как следствие,  
с неоднородно�� представленно-
стью цирДНК в крови (Skvo�t�ov� 

�t ��., 2011). Наши данные о снижении концентрации LINE-1 фрагментов 
в цирДНК крови согласуются с результатами нескольких полногеномных 
исследовани��, согласно которым разные классы длинных диспергированных 
повторов в цирДНК плазмы представлены различным образом: длинные 
LINE-1 повторы недопредставлены и наоборот, короткие ��u повторы 
перепредставлены в цирДНК плазмы/сыворотки крови по сравнению  
с геномно�� ДНК из клеток (��k�� �t ��., 2001; B��k �t ��., 2009, 2010; V�� ��� 
V���t �t ��., 2009, Mo�ozk�� �t ��., 2012). Причем пониженное для LINE-1 или 
повышенное для ��u содержание  фрагментов цирДНК становится досто-
верно более выраженным в цирДНК у больных с опухолями по сравнению 
со здоровыми донорами (��k�� �t ��., 2001; B��k �t ��., 2010). Кроме того, 
значимое снижение концентрации фрагментов LINE-1 фрагментов ра��она 
2 в цирДНК крови у больных НМРЛ по сравнению со здоровыми донорами 
может быть связано с репрессие�� хроматина в зонах LINE-1 при ослаблении 
метилирования ДНК, что объясняется активацие�� защитных механизмов 
клетки (Du����� �t ��., 2013).

Нами впервые получены данные об уровне метилирования LINE-1 по-LINE-1 по--1 по-
второв в цирДНК крови у больных раком легкого. Недавно метилирование 
LINE-1 было проанализировано в сыворотке крови больных раком печени-1 было проанализировано в сыворотке крови больных раком печени 
и больных меланомо�� (��mzy �t ��., 2011; �o���moto �t ��., 2012). Важным 
итогом нашего исследования является тот факт, что трансляция данных, 
полученных путем анализа ДНК ткани опухоли, на цирДНК крови не всегда 
приводит к ожидаемым результатам. Поэтому в дальне��шем для опреде-
ления панели актуальных эпигенетических маркеров, пригодных для диаг-
ностики рака по анализу крови, представляется наиболее перспективным 
исследование профиля метилирования молекул, непосредственно форми-
рующих пул циркулирующе�� ДНК. Друго�� важны�� результат настояще�� 
работы – это выявленные нами в крови больных НМРЛ более значительные 
изменения концентрации фрагмента LINE-1 ра��она 2 в цирДНК, связан-LINE-1 ра��она 2 в цирДНК, связан--1 ра��она 2 в цирДНК, связан-
но�� с поверхностью клеток, чем в цирДНК плазмы, что говорит о разных 
механизмах накопления фрагментов ДНК в плазме и связанно�� с клетками 
фракции крови. Эти результаты подтверждают наши более ранние данные  
о том, что фракция скп-цирДНК является высокоинформативным источ-
ником материала для диагностики рака, в том числе злокачественных 
новообразовани�� легкого (�ykov� �t ��., 2012; Po�om��yov� �t ��., 2013).�ykov� �t ��., 2012; Po�om��yov� �t ��., 2013). �t ��., 2012; Po�om��yov� �t ��., 2013).�t ��., 2012; Po�om��yov� �t ��., 2013). ��., 2012; Po�om��yov� �t ��., 2013).��., 2012; Po�om��yov� �t ��., 2013).., 2012; Po�om��yov� �t ��., 2013).Po�om��yov� �t ��., 2013). �t ��., 2013).�t ��., 2013). ��., 2013).��., 2013).., 2013). 
Представляется интересным дальне��шее исследование относительно�� пред-
ставленности и профиля метилирования разных ра��онов LINE-1 элементов,LINE-1 элементов,-1 элементов, 
которые наряду с другими аберрантно метилированными ра��онами могут 
во��ти в состав новых панеле�� онкомаркеров крови. 
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таблица 4. Индекс метилирования LINE-1 в цирДНК крови больных НМРЛ и здоровых доноров

Группа НМРЛ n Скп-цирДНК* Критерий  
Манна-Уитни

цирДНК  
плазмы крови

Критерий  
Манна-Уитни

Аденокарцинома 8 67# ± 8
р = 0,832

17# ± 3
р = 0,021021

Плоскоклеточный рак легкого 13 70 ± 13 32 ± 5

Больные НМРЛ (общая группа) 21 69 ± 7
р = 0,005

21 ± 4
р = 0,398

Здоровые доноры 23 37 ± 6 27 ± 5

* Индекс метилирования LINE-1 (%), представлены средние значения и стандартная ошибка;LINE-1 (%), представлены средние значения и стандартная ошибка;-1 (%), представлены средние значения и стандартная ошибка; # сравнение проводилось между группами ПКРЛ и АК; 
НМРЛ – немелкоклеточный рак легкого.
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