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М. Л. Филипенко1,2

Filipenko ML1,2

DIAGNOSTIC POTENTIAL OF CELL-FREE DNA AS 
A LIQUID BIOPSY MARKER

ДИАГНОСТИЧЕСКИЙ ПОТЕНЦИАЛ ВНЕКЛЕТОЧНОЙ ДНК 
В КАЧЕСТВЕ ЖИДКОСТНОЙ БИОПСИИ

Внеклеточная ДНК (вкДНК) была обнаружена в плазме крови человека в середине прошлого века, однако ее диа-
гностический потенциал стали по-настоящему активно изучать лишь в последние несколько десятилетий в связи 
с накоплением данных о геноме и эпигеноме клетки человека в норме и при различных патологиях и бурным развитием 
методов анализа ДНК и ее модификаций. Использование вкДНК для диагностики заболеваний принято называть жид-
костной биопсией. В настоящем обзоре рассматриваются история открытия вкДНК, современные представления об 
источниках вкДНК в организме и перспективные направления применения анализа вкДНК в медицине. В частности, 
чаще всего жидкостную биопсию используют в онкологии, но метод актуален и для таких направлений, как прена-
тальная диагностика, прогноз отторжения имплантатов органов и прогноз сепсиса.

Cell-free DNA (cfDNA) was discovered in human blood plasma as early as the middle of the 20th century, but it was not until a 
few decades ago that knowledge of human genome and epigenome in health and pathology became sufficient and methods 
of nucleic acid analysis became more advanced to encourage active research of the diagnostic potential of cfDNA. The use 
of cfDNA as a diagnostic biomarker is conventionally referred to as liquid biopsy. The following review tells a story of cfDNA 
discovery, summarizes contemporary views on cfDNA sources inside the body and touches upon possible prognostic and 
diagnostic applications of cfDNA analysis in medicine, specifically in cancer and prenatal screening, prediction of implant failure 
and sepsis development.

Keywords: cell-free DNA, cfDNA, circulating DNA, liquid biopsy, cancer screening, fetal DNA, prenatal screening

Ключевые слова: внеклеточная ДНК, вкДНК, циркулирующая ДНК, жидкостная биопсия, онкология, фетальная 
ДНК, пренатальная диагностика
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Жидкостной биопсией можно назвать уже давно исполь-
зуемые в клинической практике методы исследования 
онкомаркеров в плазме крови, измерения активности 
ферментов, синтезируемых печенью, определения коли-
чества гормонов щитовидной железы и т. д. Однако тер-
мин «жидкостная биопсия» приобрел новый смысл в связи 
с предположением, что нуклеиновые кислоты специализи-
рованных клеток организма, в том числе опухолей и плода, 
могут попадать в биологические жидкости, могут быть из 
них выделены и использованы для получения диагности-
ческой информации о клетках, в которых они возникли. 

Учитывая стремительное развитие методов анализа ДНК 
и ее модификаций, а также накопление значительных 
данных о структуре генома и эпигенома клетки человека 
в норме и при патологиях, анализ ДНК, попадающей в 
системную циркуляцию (внеклеточной ДНК, или вкДНК),
может иметь огромный диагностический потенциал. Имен-
но анализ вкДНК в настоящее время принято называть 
жидкостной биопсией.
Хотя авторам известно, что различные типы РНК также 

несут важную информацию и могут анализироваться на-
равне с ДНК, предметом обзора является вкДНК.
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Исследование вкДНК: исторические вехи

Впервые внеклеточная ДНК была обнаружена в плазме пе-
риферической крови человека Mandel и Métais в 1948 г. [1], 
однако эта работа практически не была замечена научным 
сообществом. До 1970-х гг. большинство исследований, 
связанных с изучением вкДНК, были посвящены ее при-
сутствию в сыворотке крови пациентов с системной крас-
ной волчанкой и ревматоидным артритом [2–4]. Были усо-
вершенствованы методы измерения количества вкДНК за 
счет применения естественных аутоантител к разным фор-
мам ДНК от пациентов с системной красной волчанкой.
В 1977 г. Stroun и соавт. предложили ставшие клас-

сическими определения внеклеточной и циркулирующей 
ДНК [5]. В том же году Leon и соавт. предложили радиоим-
муноанализ в качестве метода для количественного опре-
деления вкДНК: меченую ДНК использовали в качестве 
антигена, а источником антител являлась сыворотка крови 
пациентов с системной красной волчанкой [6]. Сыворотка 
крови 93 % условно здоровых людей, принявших участие 
в исследовании, содержала вкДНК на уровне 0–50 нг/мл, 
и это значение показателя было принято за норму (данные, 
полученные современными методами, подтверждают об-
основанность такого подхода). Содержание вкДНК в сыво-
ротке крови половины пациентов с онкологическими забо-
леваниями (экспериментальная группа) было значительно 
выше — 50–5000 нг/мл. После лучевой терапии содержа-
ние вкДНК снижалось у 66–90 % пациентов с лимфомой, 
раком легких, яичников, матки и цервикального канала и у 
16–33 % пациентов с глиомами, опухолями молочной же-
лезы, толстой и прямой кишки. Если содержание вкДНК 
возрастало или оставалось неизменным, одновременно не 
наблюдали ответа на терапию. В дальнейшем присутствие 
опухолевой вкДНК в кровотоке было подтверждено детек-
цией опухоль-специфических мутаций, микросателлитной 
нестабильности и метилирования [7–9].
Конец XX в. ознаменовался появлением универсаль-

ного и хорошо воспроизводимого метода для измерения 
количества вкДНК — количественной полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР) в «реальном времени» [10, 11]. Этот ме-
тод позволил не только определять количество вкДНК, но 
и устанавливать соотношение ее фракций, различающих-
ся по размеру фрагментов вкДНК [12]. Наконец, новая эра 
в области исследования вкДНК началась с использовани-
ем высокопроизводительного секвенирования, позволяю-
щего проводить полногеномный анализ специфичности и 
количества вкДНК [13, 14].

Как нуклеиновые кислоты попадают в системную 
циркуляцию?

В своем пионерском исследовании Leon и соавт. пришли 
к выводу, что, так как только у половины пациентов с онко-
логическими заболеваниями было отмечено повышенное 
содержание вкДНК в плазме крови, а у другой половины 
показатель был в норме, источником вкДНК в крови явля-
ется не только опухоль. Недавние данные свидетельствуют 
о том, что в первые часы и дни после цитотоксического ле-
чения обнаруживается увеличение количества свободной 
ДНК в клетках, которая затем исчезает в течение недели. 
Кроме того, при патологиях, связанных с повышенной ги-
белью клеток или разрушением тканей, таких как гепатит, 
сепсис и травма, растет содержание вкДНК в плазме кро-
ви. Эти факты свидетельствует в пользу того, что некроз, 
апоптоз и, возможно, другие типы клеточной смерти дей-

ствительно значимо влияют на содержание нуклеиновых 
кислот в плазме крови в том числе больных раком. Веро-
ятно, механизмы высвобождения нуклеиновых кислот из 
клетки могут различаться для разных типов рака. Тем не 
менее в 1989 г. Stroun и соавт. предположили, что вкДНК 
у пациентов с онкологическими заболеваниями попадает 
в кровь в первую очередь из их опухолевых клеток [15], 
и обоснованность этого предположения была подтвержде-
на обнаружением онкогенных мутаций в вкДНК, выделен-
ной из плазмы крови пациентов с лейкемией [16] и раком 
поджелудочной железы [7].
Исследования фетальной вкДНК показали, что ее пе-

риод полураспада составляет 16,3 мин [17]. Это значение 
было распространено на все типы вкДНК, и справедли-
вость такого подхода была подтверждена в эксперимен-
тах на животных с иньекциями ДНК в кровоток [18]. При 
электрофоретическом анализе также было обнаружено, 
что вкДНК фрагментирована и имеет профиль, сходный 
с профилем ДНК из апоптотических клеток, но, кроме 
того, представлена небольшим количеством высокомо-
лекулярных фрагментов [19]. Их присутствие Jahr и соавт. 
связали с некрозом опухолевых клеток. Правда, послед-
нее утверждение недавно было подвергнуто серьезным 
сомнениям: Diehl и соавт. при анализе вкДНК, полученной 
от пациентов с онкопатологиями, показали, что высокомо-
лекулярные фрагменты ДНК не содержат опухолеспеци-
фических мутаций, которые, напротив, часто обнаружива-
ются в коротких (менее 200 п. н.) фрагментах вкДНК [20]. 
Авторы предположили, что высокомолекулярная вкДНК, 
вероятно, является производной фагоцитированных нек-
ротических клеток.
Несмотря на общее мнение, что некроз обуславливает 

появление в крови высокомолекулярной вкДНК, этот тип 
клеточной гибели также приводит к продукции значитель-
ного количества ДНК в нуклеосомной упаковке с харак-
терным размером [21, 22]. Обычно освобождение нуклео-
сом происходит через 24–48 ч после индукции апоптоза 
или 12 ч — после морфологических проявлений этого 
процесса [23]. Хотя в норме большая часть попадающих 
в циркуляцию нуклеосом эффективно удаляется клетками 
печени, некоторое их количество обнаруживается в крови 
и других биологических жидкостях. В частности, при по-
вышенной гибели клеток в случае дегенеративных, аутоим-
мунных, воспалительных, ишемических, травматических 
и токсин-опосредованных заболеваний или при наличии 
злокачественных опухолей, когда системы элиминации 
перегружены или повреждены, количество нуклеосом в 
крови может повышаться. Таким образом, циркулирующие 
нуклеосомы могут быть продуктом клеток, погибших в ре-
зультате апоптоза или некроза или при комбинации форм 
клеточной гибели — в зависимости от типа и интенсив-
ности стимулов и энергетического состояния клетки.
Другим источником вкДНК в системной циркуляции 

является высокомолекулярная ДНК нейтрофилов. Ней-
трофильные внеклеточные ловушки (neutrophil extracellular 
traps, NETs) образуются активированными нейтрофилами 
в процессе нетоза [24]: во внеклеточное пространство 
высвобождается ядерный материал, включающий моле-
кулы ДНК, цитруллинизированные гистоны и ферменты 
гранул нейтрофилов, такие как эластаза. Эти компоненты 
формируют сети, которые способны не только физически 
захватывать бактерии, но и обеспечивать повышенную 
концентрацию бактерицидных компонентов. В последние 
годы стало ясно, что NETs также могут образовываться 
в стерильных условиях при различных провоспалительных
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состояниях — тромбозе, раке, системной красной вол-
чанке, атеросклерозе и диабете. Нетоз может также быть 
стимулирован хемокинами, например интерлейкином 8 
(CXCL8) [25, 26], факторами роста, например гранулоци-
тарно-колониестимулирующим фактором (G-CSF) [27] и 
трансформирующим фактором роста-β. В зависимости 
от микроокружения в опухоли экспрессия вышепере-
численных факторов может быть повышена, тем самым 
обеспечивая связь между раком и нетозом. И наоборот, 
многие компоненты NETs могут стимулировать рост опу-
холи, способствовать ангиогенезу, метастазированию или 
усиливать образование опухоль-индуцированных тромбо-
эмболий [28].
Потенциально вкДНК также может активно секретиро-

ваться в составе экзосом. Этот вероятный механизм под-
робно рассмотрен в работах Peters и Reclusa [29, 30].
Наконец, еще одним путем возникновения вкДНК явля-

ется активная метаболическая секреция [31–33]. При этом 
процессе вкДНК образует комплекс с гликолипопротеи-
нами и РНК. Aucamp и соавт. на модели клеточных линий 
в культуре in vitro показали, что существует статистически 
значимая корреляция между интенсивностью гликолиза 
и высвобождения вкДНК. Фрагменты вкДНК имели длину 
приблизительно 2 000 п. н., что исключало апоптотическое 
или некротическое происхождение. К настоящему вре-
мени механизмы и вклад активной секреции в общий пул 
вкДНК изучены недостаточно.

Использование вкДНК для диагностики патологий

Пренатальная диагностика

После обнаружения вкДНК плода, циркулирующей в плаз-
ме крови матери [34], было предложено использовать ее 
для выявления анеуплоидий плода в рамках неинвазивно-

го пренатального тестирования (noninvasive prenatal testing, 
NIPT). Фетальная вкДНК появляется в материнской крови 
уже к 5–7 неделе беременности [35]. В первом триместре 
приблизительно 10 % от ее общего количества образуется 
из клеток трофобласта при их апоптозе. Было показано, 
что методы высокопроизводительного секвенирования 
достаточно точны для клинической диагностики [36]. В ре-
зультате возник ряд компаний (Natera, Verinata, Sequenom 
и др.), предлагающих услугу NIPT. Анализ фетальной 
вкДНК в плазме крови матери также активно применяется 
для ранней диагностики моногенных заболеваний [37, 38]. 
Общая схема исследований с использованием ДНК плода 
представлена на рис. 1.
Внеклеточная ДНК может быть обнаружена и в фол-

ликулярной жидкости. Ее количественная оценка может 
использоваться для прогностической оценки качества 
эмбриона и эффективности экстракорпорального опло-
дотворения (ЭКО) [39]. Shamonki и соавт. также показали 
присутствие ДНК эмбриона в культуральной среде в кон-
центрации 2–642 нг/мкл (в исследовании было проанализи-
ровано 55 образцов) [40]. Авторы установили корреляцию 
между результатами преимплантационного генетического 
скрининга методом биопсии трофобласта и методом ана-
лиза вкДНК культуральной среды. При дополнительной 
валидации метод может упростить скрининг эмбрионов 
и повысить эффективность ЭКО. 

Пересадка органов

Другой важной областью клинического применения ана-
лиза вкДНК является мониторинг эффективности транс-
плантации органов. В основе подхода лежит предположе-
ние о том, что клетки трансплантата при отторжении будут 
гибнуть, а их ДНК — появляться в составе вкДНК крови 
реципиента.

Рис. 1. В плазме крови беременной женщины содержится ДНК плода, которая может быть использована в неинвазивной пренатальной диагностике для 
выявления анеуплоидий или моногенных заболеваний у плода
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Показатель выживаемости пациентов после пересадки 
легкого является одним из самых низких в сравнении с ис-
пользованием трансплантатов других органов: существу-
ющие диагностические тесты часто не позволяют отличить 
инфекцию от отторжения. В работе De Vlaminck и соавт. 
показано, что уровень вкДНК донора в крови реципиен-
та коррелирует с результатами инвазивных тестов на от-
торжение (AUC = 0,9). Более того, анализ вкДНК помогает 
выявлять такие инфекционные агенты, как цитомегалови-
рус, вирусы герпеса человека HHV6 и HHV7 и аденовирус, 
которые часто не удается обнаружить клинически, но ко-
торые присутствуют с высокой частотой в организме паци-
ентов, перенесших пересадку легкого [41].

Bloom и соавт. при пересадке почки установили вза-
имосвязь между количеством вкДНК доноров в плазме 
крови реципиентов трансплантатов, определяемым мето-
дом таргетного высокпроизводительного секвенирования, 
и статусом отторжения, установленным морфологически 
[42]. Авторы установили диагностические интервалы со-
держания вкДНК донора: менее 1 % от общего количества 
вкДНК — отсутствие активного отторжения, более 1 % 
— вероятность активного отторжения. Компания CareDx 
Clinical Laboratory уже предлагает тест AlloSure dd-cfDNA 
для клинической диагностики осторого отторжения транс-
плантата почки.

Прогноз сепсиса

Сепсис, системная воспалительная реакция на инфекцию, 
возникающую в результате распространения патогена по 
организму из первичного очага путем попадания в крово-
ток, — распространенная причина смерти. Прогноз раз-
вития данного состояния у больных с травмой или после 
хирургических вмешательств затруднен, поиск и введение 
в клиническую практику новых биомаркеров необходимы 
для снижения уровня летальности.
Одна из форм врожденного иммунитета — реакция 

организма на нарушение стерильности крови в виде вы-
брасывания нейтрофилами внеклеточных ловушек. Как 
уже было сказано, NETs состоят из высокомолекулярной 
вкДНК, ассоциированной с гистонами, протеазами и не-
которыми другими белками. В проспективном пилотном 
исследовании с 45 пациентами с множественной травмой 
(впоследствии 8 пациентов были исключены из исследо-
вания) первоначальное высокое содержание в плазме 
крови вкДНК/NETs (> 800 нг/мл) с его возвратным повы-

шением на 5–9 день было ассоциировано с последующим 
сепсисом, множественной недостаточностью органов и 
смертью [43]. В отличие от этого изменения в содержании 
C-реактивного белка у пациентов с развитием сепсиса и 
пациентов без развития сепсиса значимо не различались. 
Дальнейшая клиническая валидация должна определить 
прогностическую ценность определения вкДНК/NETs.
Недавнее исследование Hamaguchi и соавт. на мышах 

также показало, что содержание вкДНК повышается уже 
на ранней стадии септического состояния, что позволяет 
использовать вкДНК как биомаркер для раннего выявле-
ния сепсиса [44]. В отличие от коллег авторы выяснили, 
что вкДНК имела отличное от вкДНК нейтрофилов проис-
хождение, и предположили, что основным ее источником 
могут являться некротические клетки. Эта гипотеза может 
изменить патофизиологическую концепцию образования 
вкДНК при сепсисе, но для ее подтверждения необходимы 
дальнейшие исследования.

Онкология

Возникновение и прогрессия опухоли связаны с накопле-
нием соматических мутаций. Анализ соматических изме-
нений генома опухолевых клеток все чаще используется 
в диагностических, прогностических и лечебных целях. Ге-
нетический профиль солидных опухолей в настоящее вре-
мя определяют исследованием ДНК, получаемой из хирур-
гических образцов или биоптатов, но такой анализ нельзя 
выполнять регулярно из-за его инвазивного характера. 
К тому же информация, получаемая из одного биоптата 
(ограниченный в пространственном и временном отноше-
нии срез опухоли), может не отражать гетерогенности и 
эволюции новообразования. В противоположность этому 
вкДНК опухоли, изолированная из плазмы крови или мочи, 
может содержать данные о генетических особенностях 
как первичной опухоли, так и метастазов, а также может 
помочь проследить геномную эволюцию опухоли. Только 
за последние три года опубликовано более тысячи работ, 
посвященных различным аспектам исследования вкДНК 
пациентов с разными типами рака. Возможности исполь-
зования вкДНК для диагностики онкологических заболе-
ваний развернуто описаны в работах [45–47].
Существует три направления диагностического ис-

пользования вкДНК в онкологии (рис. 2).
Первое — измерение количества вкДНК или опухо-

левой вкДНК в крови пациента для диагностики или 

Рис. 2. Ключевые направления использования жидкостной биопсии с анализом внеклеточной ДНК в онкологии
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мониторинга опухолевой нагрузки. Несмотря на большое 
число исследований, в которых было показано повышение 
содержания вкДНК в крови пациентов с онкологическими 
заболеваниями, этот подход до сих пор не используется 
в клинической практике в качестве рутинного. Возмож-
но, это обусловлено отсутствием стандартизации мето-
дов выделения и определения количества вкДНК, с одной 
стороны, и невысокой специфичностью метода для онко-
патологий в сравнении с другими заболеваниями, в том 
числе описанными выше, — с другой. Однако, как это еще 
в 1977 г. было показано Leon и соавт., вкДНК является 
перспективным маркером опухолевой нагрузки из-за ко-
роткого периода полувыведения из организма [6]. Многие 
белковые маркеры опухолей, используемые в настоящее 
время для оценки ответа на лечение в клинической прак-
тике (например, PSA, CA125, CEA, αFP), длительное время 
присутствуют в системной циркуляции — до нескольких 
дней [48], тогда как период полувыведения вкДНК состав-
ляет не более нескольких часов [49, 50]. При этом детекция 
соматических мутаций и эпигенетических модификаций 
при определении количества опухолевой вкДНК может 
увеличивать диагностическую ценность метода [51–53]. 
Применение таргетного высокопроизводительного секве-
нирования для определения опухолевой фракции в вкДНК 
после хирургической резекции колоректальных опухолей 
позволило с высокой точностью спрогнозировать рецидив 
заболевания (HR = 18; 95 % CI 7,9–40,0; p < 0.001) [54].
Работа Tie и соавт. [54] также показательна как пример 

второго направления диагностического использования 
вкДНК в онкологии — выявления драйверных соматичес-
ких мутаций в вкДНК для выбора таргетной терапии, а так-
же в качестве скрининга для обнаружения онкологических 
заболеваний. Недавнее исследование Bettegowda и соавт. 
показало, что у пациентов с локализованными опухолями 
опухолевая вкДНК обнаруживается у 73, 57, 48 и 50 % па-
циентов с колоректальным раком, гастроэзофагеальным 
раком, раком поджелудочной железы и аденокарциномой 
молочной железы соответственно [55]. Было также пока-
зано, что опухолевая вкДНК обнаруживается у более чем 
75 % пациентов с метастатическими злокачественными 
новообразованиями поджелудочной железы, яичников, 
толстого кишечника, мочевого пузыря, молочной железы, 
кожи и печени. Дальнейшее совершенствование метода 
может повысить его точность, а приемлемая стоимость 
исследования — сделать привлекательным для использо-
вания в клинической практике.
Третьим направлением является анализ в вкДНК эпи-

генетических модификаций, специфичных для опухолей. 
В 2016 г. была опубликована работа Margolin и соавт. [56], 
в которой был описан высококонсервативный профиль 
гиперметилирования гена ZNF154 в вкДНК, характерный 
для разных типов рака. Такой биомаркер пан-рака, если он 
будет в дальнейшем валидирован, может представлять со-
бой значимый диагностический инструмент. В 2016 г. также 
была представлена пионерская работа Lehmann-Werman
и соавт., в которой было показано, что суммарный про-
филь метилирования вкДНК плазмы крови человека, полу-
ченный с помощью высокопроизводительного секвениро-
вания, может быть программно распределен по фракциям 
ДНК, соответствующим специализированным клеткам че-
ловека [57]. Таким образом, с помощью такого анализа 
и при наличии возрастных и других норм содержания ДНК 
специфических органов в суммарной вкДНК плазмы крови 
может быть определен орган (тип клеток человека), кото-
рый подвержен патологическому процессу и продуцирует 

большее количество специфичной вкДНК. Данный метод 
перспективен для проведения неинвазивной ранней диа-
гностики рака и может быть учтен при разработке таргет-
ных панелей для высокопроизводительного секвенирова-
ния с целью уменьшения стоимости исследования.
Еще одной эпигенетической модификацией может 

быть позиционирование нуклеосом, которое влияет на
структуру образующихся при апоптозе фрагментов 
вкДНК. Специфика фрагментации вкДНК была показа-
на в ряде работ. В 2016 г. Snyder и соавт. сообщили, что 
тотальное секвенирование вкДНК позволяет определить 
позиции нуклеосом и транскрипционных факторов, специ-
фичные для типов клеток [58]. Авторы показали, что про-
филь вкДНК условно здоровых доноров наиболее близок 
лимфоидным и миелоидным клеткам. В то же время секве-
нирование вкДНК плазмы крови пациентов с различными 
типами рака позволило достаточно точно соотнести их 
с профилями 76 клеточных линий соответствующего про-
исхождения. Исследователи предполагают, что их подход 
может применяться для выявления острого или же хрони-
ческого патологического состояния органов/типов клеток 
организма человека.
Несмотря на исключительную важность неинвазивной 

диагностики для снижения смертности от онкологических 
заболеваний, только один тест был зарегистрирован в 
Food and Drug Administration в США в 2016 г. Это cobas 
EGFR Mutation Test v2 (Roche Molecular Systems, США) для 
диагностики соматических активирующих мутаций гена 
EGFR в плазме крови. 
Анализ вкДНК в клинической практике также позво-

ляет фиксировать интересные диагностические случаи. 
Например, в работе Smith и соавт. были получены дис-
кордантные результаты между данными анализа вкДНК 
и последующего диагностического кариотипирования 
клеток плода [59]. В дальнейшем у пациентки была обна-
ружена колоректальная аденокарцинома. Авторы подчер-
кивают необходимость более тщательного рассмотрения 
аномальных результатов анализа вкДНК и использования 
мультидисциплинарного клинического подхода.

Другие применения

Повышенная концентрация вкДНК в плазме и сыворотке 
крови пациентов с аутоиммунными заболеваниями, в осо-
бенности пациентов с системной красной волчанкой, была 
показана неоднократно [4, 60, 61]. Несмотря на это, пока 
нет однозначных рекомендаций для использования опре-
деления количества вкДНК у таких пациентов в клиничес-
ких целях.

Ershova и соавт. [62] исследовали концентрацию вкДНК 
и 8-оксо-2’-дезоксигуанозина (8-oxodG) в вкДНК пациен-
тов с острыми психическими расстройствами. Повышен-
ный уровень содержания 8-oxodG был отмечен для вкДНК 
и лимфоцитов (индекс FL1-8-oxodG) пациентов. Учитывая, 
что отношение вкДНК/FL1-8-oxodG характеризует уро-
вень апоптоза в поврежденных клетках, авторы делают 
вывод о том, что увеличение числа клеток с поврежденной 
ДНК в тканях организма пациента может влиять на этиоло-
гию острого психотического расстройства.

Breitbach и соавт. предлагают использовать монито-
ринг за содержанием вкДНК в спортивной медицине [63]. 
Длительные упражнения на выносливость или регулярные 
тренировки с высокой интенсивностью могут вызывать 
хроническое воспаление, которое ведет к постоянному 
медленному высвобождению ДНК из клеток, что может 
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быть обусловлено апоптозом или некрозом. Таким обра-
зом, вкДНК может быть биомаркером перетренирован-
ности. Для валидации этой гипотезы требуются проспек-
тивные исследования, которые были бы проведены на 
максимально однородных группах спортсменов, получаю-
щих хорошо контролируемые физические нагрузки.
Хроническая обструктивная болезнь легких определя-

ет заболеваемость и смертность пациентов c муковисци-
дозом, при котором в дыхательных путях отмечается не-
продуктивное нейтрофильное воспаление. После контакта 
с патогеном или после длительной активации нейтрофилы 
выделяют уже упомянутые внеклеточные нейтрофильные 
ловушки, содержащие большое количество ДНК. Счита-
лось, что NETs участвуют в защите организма человека, 
обладая бактерицидными и фунгицидными свойствами. 
С другой стороны, чрезмерное их образование ассоции-
ровано с патогенезом аутоиммунных заболеваний. Marcos 
и соавт. провели анализ вкДНК, представлявшей собой 
предположительно ДНК из NETs, и показали, что ее уро-
вень положительно коррелирует с обструкцией дыхатель-
ных путей, колонизацией легких микроорганизмами и со-
держанием хемокинов у пациентов с муковисцидозом и 
у модельных мышей [64]. Таким образом, нейтрофильное 
воспаление в легких при муковисцидозе связано со зна-
чительным увеличением содержания вкДНК, характерным 
для нетоза, и может быть причиной дисфункции легких. 
Если данное предположение верно, то становятся воз-
можными диагностика и лечение патологии с применением 
ДНКазы, антипротеазы и других ингибиторов нетоза.

Наконец, дифференциальное метилирование в промо-
торе гена PPARγ может быть обнаружено в вкДНК плазмы 
крови человека и может быть использовано для стратифи-
кации тяжести фиброза печени у пациентов с неалкоголь-
ной жировой болезнью печени [65].
Приведенный выше список заболеваний, для которых 

имеются интересные данные о вкДНК, не является исчер-
пывающим. К тому же он постоянно расширяется в связи 
с совершенствованием технологий определения количе-
ства и структурного профиля вкДНК в различных биоло-
гических жидкостях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Интерес исследователей к внеклеточной ДНК растет во 
всем мире вследствие высокого потенциала жидкостной 
биопсии для использования в качестве метода неинвазив-
ной диагностики и мониторинга таких заболеваний, как 
рак, инсульт, инфаркт миокарда, различные аутоиммунные 
нарушения, травмы и связанные с беременностью ослож-
нения. Пока нет ясного понимания патофизиологических 
функций вкДНК: есть ли у нее постоянные биологические 
функции в клетке или организме? каковы молекулярные 
механизмы их реализации в норме и при патологии? Эти 
вопросы требуют ответов со стороны биологов, биоин-
форматиков, специалистов по эволюции человека и вра-
чей-клиницистов. Кроме того, включение жидкостной 
биопсии в клиническую практику требует оптимизации 
технологий на всех этапах диагностического процесса.
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АНАЛИЗ СОМАТИЧЕСКИХ МУТАЦИЙ В ГЕНАХ RAS-КАСКАДА 
СВОБОДНО ЦИРКУЛИРУЩЕЙ ДНК ПЛАЗМЫ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ 
С КОЛОРЕКТАЛЬНЫМ РАКОМ МЕТОДОМ УСИЛЕННОЙ 
АЛЛЕЛЬ-СПЕЦИФИЧЕСКОЙ ПЦР В «РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ»

THE USE OF WILD-TYPE BLOCKING ALLELE-SPECIFIC REAL-TIME 
POLYMERASE CHAIN REACTION FOR THE ANALYSIS OF SOMATIC 
MUTATIONS IN RAS GENES OF CIRCULATING FREE DNA ISOLATED FROM 
THE BLOOD PLASMA OF PATIENTS WITH COLORECTAL CANCER 

Анализ внеклеточной ДНК (жидкостная биопсия) — перспективное направление в современной медицине, осо-
бенно в онкологии. В статье представлены результаты исследования соматических онкоспецифических мутаций 
в свободно циркулирующей ДНК (сцДНК) плазмы крови пациентов с колоректальным раком стадий I–IV методом 
усиленной аллель-специфической полимеразной цепной реакции в «реальном времени». Названный метод был 
разработан специально для анализа биологических образцов, содержащих небольшое количество мутантной опу-
холевой ДНК. В исследование включили 46 человек (18 женщин, 28 мужчин) в возрасте 48–86 лет (средний воз-
раст — 67,1 ± 8,8 года). Все пациенты получили хирургическое лечение  (радикальное — в 85 % случаев). Молекуляр-
но-генетическое исследование сцДНК плазмы крови проводили на основе результатов стандартного исследования 
образцов опухолевой ткани. Кровь отбирали до операции и на 5 день после нее. Анализировали мутации в генах KRAS 
и BRAF, которые были выявлены в ткани опухоли. Результаты исследования показали, что изучаемый метод позволяет 
выявлять мутации в генах RAS-каскада чаще на стадиях II–IV заболевания, а порог его чувствительности составляет 
0,1 %. Исследование сцДНК до и после операции предположительно может давать дополнительную информацию 
о качестве хирургического вмешательства, появлении метастазов или существовании недиагностированных мета-
стазов. Метод усиленной аллель-специфической ПЦР в «реальном времени» должен быть валидирован и оценен 
в различных клинических ситуациях.

Screening for cell-free DNA usually referred to as liquid biopsy holds great promise in cancer diagnosis and treatment. This 
article presents the results of the analysis of somatic tumor-specific mutations in circulating free DNA (cfDNA) isolated from 
the blood plasma of patients with stages I–IV colorectal cancer, based on the use of wild-type blocking allele-specific real-time 
polymerase chain reaction. This technique was specially designed for the analysis of biological specimens containing small 
amounts of mutant circulating tumor DNA. The study included 46 patients (18 female and 28 male participants) between 48 and 
86 years of age (mean age was 67.1 ± 8.8 years). All patients underwent surgical treatment (radical surgery was performed on 
85 % of the participants). Besides the molecular genetic analysis of cfDNA isolated from the blood plasma, standard histological 
staining was performed. Patients’ blood samples were collected before the surgery and on day 5 after it to test for KRAS and 
BRAF mutations. The applied PCR technique proved to be effective in detecting mutations in the RAS genes in stages II–IV of 
the disease, its sensitivity threshold being 0.1 %. Analysis of cfDNA before and after surgery may provide additional information 
on the surgical treatment outcome, development of new metastases, or presence of those previously overlooked. Wild-type 
blocking allele-specific real-time PCR is awaiting further validation in different clinical situations. 

Ключевые слова: жидкостная биопсия, внеклеточная ДНК, свободно циркулирующая ДНК, циркулирующая опухо-
левая ДНК, соматические мутации, неинвазивная диагностика, онкология
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Выбор тактики лечения пациентов с учетом индивидуаль-
ных молекулярно-генетических характеристик опухоли ле-
жит в основе персонифицированного подхода в онкологии. 
Такой подход позволяет существенно повысить качество 
и эффективность лечения за счет воздействия таргетными 
препаратами на генетические нарушения в опухоли. Как 
показали многочисленные исследования, генетический 
профиль опухоли является уникальной характеристикой 
конкретного больного и отражает изменения не только 
в генах, участвующих в развитии данного заболевания, но 
и случайные изменения в разных участках генома [1, 2].
Анализ молекулярно-генетических маркеров прово-

дится, как правило, на образцах опухолевой ткани, по-
лучаемых при хирургической операции или с помощью 
биопсии до начала лечения. Однако эти методы сопряже-
ны с серьезными трудностями, связанными с получением 
материала для исследования, его обработкой, а также 
информативностью: для опухолей характерна молекуляр-
ная гетерогенность [3, 4]. При этом и анализ материала, 
полученного только из одной части опухоли, не дает пол-
ного представления о молекулярно-генетическом профиле 
опухоли и ее метастазов, а многократная биопсия разных 
участков опухоли трудоемка и дорогостояща. 
Как известно, молекулярно-генетические нарушения,

возникшие в процессе канцерогенеза, могут быть вы-
явлены не только в самой опухолевой ткани или ее ме-
тастазе, но и в плазме или сыворотке крови пациента 
с помощью анализа циркулирующей опухолевой ДНК 
(цоДНК), которая выполняет роль онкомаркера [5, 6]. Ана-
лиз внеклеточной ДНК называют жидкостной биопсией, 
и этот метод позволяет преодолеть ограничения, связан-
ные с получением образцов опухолевой ткани и работой 
с ними, являясь идеальным инструментом для исследо-
вания молекулярно-генетических нарушений у  пациен-
тов с онкологическими заболеваниями [7]. Взятие пробы 
крови является минимально инвазивной процедурой, 
которая может быть осуществлена в любое время в те-
чение курса терапии, что позволяет наблюдать за мо-
лекулярными изменениями в опухоли в динамике [8, 9].
Содержание цоДНК в плазме крови очень небольшое: 

ее количество зависит от стадии заболевания и часто 
составляет менее 1 % от общего количества свободно 
циркулирующей ДНК (сцДНК) [10, 11]. По этой причине 
для обнаружения молекулярно-генетических наруше-
ний в цоДНК необходимы высокочувствительные мето-
ды анализа, такие как секвенирование нового поколения 
(next generation sequencing, NGS) и цифровая полимераз-
ная цепная реакция (ПЦР; droplet digital polymerase chain 
reaction, ddPCR). Высокая чувствительность этих методов 
при анализе соматических мутаций в сцДНК плазмы кро-
ви была подтверждена неоднократно [12–14]. Однако их 
рутинное применение в онкологии ограничено из-за край-
не высокой стоимости одного исследования, а в случае 
с NGS — также из-за неоправданной избыточности полу-
чаемой информации.
Одним из перспективных методов анализа сцДНК 

плазмы крови является метод усиленной аллель-специ-
фической ПЦР, разработанный компанией «Евроген» (Рос-
сия) специально для работы с биологическими образца-
ми, содержащими небольшое количество мутантной ДНК. 
Принцип метода заключается в сочетании аллель-специ-
фической ПЦР с блокадой амплификации аллеля «дико-
го типа» — так же, как при использовании метода мута-
ционно-специфической ПЦР [15]. Две пары праймеров 
подбирают таким образом, чтобы амплифицировать целе-

вой фрагмент с одной конкретной мутацией для анализа. 
Одним из преимуществ метода является короткая длина 
ПЦР-продукта — всего лишь 90 п. о., что важно при ана-
лизе сцДНК, присутствующей в кровотоке в крайне фраг-
ментированном виде. Теоретически данный метод позво-
ляет анализировать любые мутации. На сегодняшний день 
с его помощью можно проверить на 7 ключевых мутаций 
ген KRAS (6 замен в кодоне 12 — p.G12D, p.G12V, p.G12C, 
p.G12S, p.G12A, p.G12R и замену в кодоне 13 — р.G13D) 
и на 5 мутаций — ген BRAF (p.V600E, p.V600E-2, p.V600K, 
p.V600K-2, p.V600D). Чувствительность метода усиленной 
аллель-специфической ПЦР составляет не менее 10 копий 
ДНК с мутацией, а избирательность — 0,1–1,0 % (в зави-
симости от количества исходной ДНК), при этом частота 
ложноположительных результатов не превышает 0,05 %.
В настоящей работе представлены результаты анализа 

мутаций в генах RAS-каскада (KRAS, BRAF) в сцДНК плаз-
мы крови пациентов с колоректальным раком (КРР) мето-
дом усиленной аллель-специфической ПЦР.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

В исследование были включены пациенты, которые про-
ходили обследование и лечение в Российском научном 
центре рентгенорадиологии (г. Москва) в 2010–2016 гг. 
Критерием включения в исследование являлось наличие у 
пациента морфологически подтвержденной злокачествен-
ной эпителиальной опухоли ободочной или прямой кишки.
Основываясь на результатах молекулярно-генети-

ческого исследования операционного материала больных  
КРР (метод ПЦР в «реальном времени» с последующим 
секвенированием по Сэнгеру), для участия в исследова-
нии отобрали 46 человек, у которых в опухолевой ткани 
были выявлены активирующие мутации в гене KRAS (эк-
зон 2: кодоны 12 и 13) или BRAF (экзон 15: кодон 600) [16]. 
В группу исследования включили 46 человек (18 женщин и 
28 мужчин) в возрасте от 48 до 86 лет (средний возраст — 
67,1 ± 8,8 года).
У 13 пациентов (28 %) была стадия I заболевания, у 

10 (22 %) — стадия II, также у 10 — стадия III и еще у 13 — 
стадия IV (табл. 1). По гистологической структуре практи-
чески все опухоли являлись аденокарциномами различной 
степени дифференцировки: у 4 участников исследования 
опухоль была низкодифференцированной, у 25 — умерен-
нодифференцированной, у 16 — высокодифференциро-
ванной, в одном случае аденокарцинома была слизеобра-
зующей.
Все пациенты получили хирургическое лечение: в 85 % 

случаев (39 человек) операция носила радикальный харак-
тер, в 15 % случаев (7 человек со стадией IV заболева-
ния) — нерадикальный. Пациентам проводили молекуляр-
но-генетическое исследование для обнаружения мута-
ций, выявленных в ткани опухоли: в гене KRAS — мутаций 
p.G12D, p.G13D, p.G12V, p.G12C, p.G12S, p.G12A, в гене 
BRAF — мутации p.V600E, наиболее распространенной 
при КРР. Для этого до хирургического вмешательства 
(n = 46) и через 5 дней после него (n = 35) у пациентов 
брали кровь. По имеющимся в литературе данным, период 
полувыведения сцДНК из плазмы крови составляет около 
15 ч и зависит от локализации опухоли, ее гистологичес-
кого типа и от стадии заболевания [17, 18]. Таким обра-
зом, отбор крови на 5 сутки после операции гарантиро-
вал полное выведение цоДНК из кровяного русла в слу-
чае удаления опухоли. Кровь отбирали в объеме 15 мл в 
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пробирки с ЭДТА, в течение часа после взятия крови плаз-
му отделяли от клеточного дебриса путем центрифугиро-
вания в течение 15 мин при 4 °С в три этапа: при 1 400, 
3 400 и 4 400 об/мин соответственно. Аликвоты плазмы 
(по 5 мл) хранили до проведения исследования при –80 °С.
Свободно циркулирующую ДНК выделяли из плазмы 

с помощью набора QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit 
(Qiagen, Нидерланды) по протоколу производителя. Объ-
ем элюата для каждого образца составил 20 мкл. Концен-
трацию выделенной сцДНК измеряли методом ПЦР в «ре-
альном времени» с использованием набора «XY-Детект» 
(«Синтол», Россия) в соответствии с протоколом произво-
дителя.
Для исследования сцДНК на наличие мутаций в генах 

KRAS и BRAF применяли метод усиленной аллель-специ-
фической ПЦР в «реальном времени» с использованием 
наборов реагентов фирмы «Евроген» (Россия) на прибо-
ре 7500 real-time PCR systems (Applied Biosystems, США). 
Каждый образец сцДНК в исследование брали в объеме 
10 мкл.
Статистическую обработку данных проводили с исполь-

зованием программных пакетов Statistica 8 (StatSoft, США) 
и Microsoft Excel 2013. Сравнение вариационных рядов 
проводили с использованием U-критерия Манна–Уитни.
Исследование было одобрено этическим комитетом 

Российского научного центра рентгенорадиологии (прото-
кол № 3 от 17 марта 2014 г.). Все пациенты дали письменное 
информированное согласие на участие в исследовании.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Молекулярно-генетическое исследование сцДНК плазмы 
крови, полученной до операции, показало, что у 24 паци-

ентов (52 %) в циркулирующей опухолевой ДНК присут-
ствуют мутации в экзоне 2 гена KRAS или экзоне 15 гена 
BRAF, а в цоДНК других 22 пациентов их нет (табл. 1). Мы 
проанализировали распределение пациентов по подгруп-
пам в зависимости от стадии заболевания и установили, 
что в группе больных с мутациями в генах RAS-каскада 
большинство (15 человек, 63 %) имели стадию III или IV, 
а в группе больных без мутаций в цоДНК большинство 
(10 человек, 45 %) имели стадию I заболевания. 
В табл. 1 также приведены значения концентрации 

сцДНК и относительного содержания мутантной цоДНК 
в плазме крови участников исследования. У пациентов 
с онкоспецифическими мутациями в генах RAS-каска-
да, выявленных изучаемым методом, содержание сцДНК 
было выше независимо от стадии заболевания (особенно 
заметной была разница между подгруппами больных со 
стадией IV), но различия оказались статистически незна-
чимыми ввиду высокой вариабельности показателя. А вот 
относительное содержание мутантной цоДНК у пациентов 
этой группы было достоверно выше, чем в подгруппах 
пациентов, у которых мутации не были обнаружены 
(p < 0,01–0,03). В этих подгруппах содержание мутантной 
цоДНК в плазме крови было ниже порога чувствитель-
ности метода, использованного в данной работе, который 
составляет 0,1%.
Мы проанализировали возможную связь результатов 

молекулярно-генетического исследования до операции 
с прогнозом заболевания, появлением метастазов и реци-
дивом. 
Срок наблюдения составил 27 мес. В группе пациен-

тов, у которых выявили мутации в сцДНК плазмы крови 
изучаемым методом до операции (n = 24), у 19 человек 
(79 %) заболевание прогрессировало, причем 15 человек 
впоследствии умерли (табл. 2). Во второй группе больных
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Показатель
Пациенты с выявленными мутациями, 

(n = 24)
Пациенты без мутаций, 

(n = 22)
p-value

I

Число больных (доля в группе, %) 3 (12) 10 (45) –

Содержание сцДНК в плазме крови, нг/мкл 3,1 (1,4–3,7) 1,4 (1,2–2,6) 0,09

Отн. содержание мутантной цоДНК, % 1,04 (0,14–12,37) 0,02 (0,0–0,03) 0,01*

II

Число больных (доля в группе, %) 6 (25) 4 (15) –

Содержание сцДНК в плазме крови, нг/ мкл 2,05 (1,6–4,0) 1,4 (0,9–1,8) 0,11

Отн. содержание мутантной цоДНК, % 0,47 (0,2–1,9) 0,0 (0,0–0,0) 0,01*

III

Число больных (доля в группе, %) 4 (17) 6 (27) –

Содержание сцДНК в плазме крови, нг/ мкл 2,4 (1,4–4,9) 1,9 (0,9–1,9) 0,52

Отн. содержание мутантной цоДНК, % 2,59 (1,05–10,77) 0,04 (0,0–0,09) 0,01*

IV

Число больных (доля в группе, %) 11 (46) 2 (9) –

Содержание сцДНК в плазме крови, нг/ мкл 3,8 (1,9–6,9) 1,5 (1,3–1,7) 0,14

Отн. содержание мутантной цоДНК, % 5,65 (1,23–20,96) 0,04 (0,0–0,08) 0,03*

Таблица 1. Распределение пациентов с колоректальным раком по группам в зависимости от стадии заболевания с учетом содержания свободно цирку-
лирующей ДНК в плазме крови до операции и факта выявления онкоспецифических мутаций в генах RAS-каскада методом аллель-специфической ПЦР 
в «реальном времени»

Примечание. Данные представлены в виде M (Q1–Q3), т. е. медиана (квартиль первого порядка – квартиль третьего порядка). Достоверность различий опре-
деляли при сравнении между собой групп пациентов с выявленными мутациями и без мутаций в генах RAS-каскада. Символом * отмечены статистически 
значимые различия.



17ВЕСТНИК РГМУ   4, 2017   VESTNIKRGMU.RU| |

METHOD   LIQUID BIOPSY

(n = 22) 17 человек были живы в течение всего срока на-
блюдения, а у 5 человек было отмечено прогрессирова-
ние заболевания, они впоследствии умерли. В табл. 2
приведены данные о концентрации сцДНК и относитель-
ном содержании мутантной цоДНК в плазме крови. Зна-
чения обоих показателей были достоверно выше в под-
группе пациентов с выявленными в цоДНК мутациями 
и прогрессированием заболевания по сравнению с под-
группой пациентов с невыявленными мутациями и про-
грессированием заболевания. В группе пациентов с не 
выявленными изучаемым методом мутациями содержание 
сцДНК и мутантной цоДНК было небольшим, что, по-види-
мому, и не позволило обнаружить мутации. В то же время 
в случае с 5 больными без прогрессирования заболевания 
метод усиленной аллель-специфической ПЦР в «реальном 
времени» был эффективен, несмотря на низкое содержа-
ние сцДНК и цоДНК в плазме крови. 
Для 35 из 46 участников исследования сцДНК плазмы 

крови была проанализирована не только до операции, но 
и на 5 день после хирургического лечения (табл. 3). В груп-
пе больных с выявленными мутациями у 13 человек (76 %) 
зарегистрировано прогрессирование заболевания, 9 че-
ловек из этой группы (53 %) имели стадию IV заболевания, 
из них 5 получили нерадикальное хирургическое лечение. 
По-видимому, по факту наличия или отсутствия онкоспе-
цифических мутаций в сцДНК плазмы крови можно судить 
о степени радикальности хирургической операции, пред-
полагая, что у больных с выявленными мутациями и, со-
ответственно, высоким содержанием мутантной цоДНК, 
очаги опухоли и метастазов были удалены не полнос-
тью или имеются метастазы, которые не были диагно-
стированы. 

В группе пациентов, у которых не были выявлены му-
тации в генах RAS-каскада при молекулярно-генетическом 
исследовании сцДНК, 14 человек (78 %) были живы на 
протяжении всего срока наблюдения, а у 4 человек было 
отмечено прогрессирование заболевания.  В этой группе 
7 человек имели стадию I заболевания, 5 — стадию II, 5 —
стадию III и только 1 — стадию IV. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Как известно, при развитии онкологических заболеваний 
содержание сцДНК в крови достоверно повышается, но 
при этом не зависит от локализации опухоли [19]. Имеются 
данные о связи содержания сцДНК в крови с клиническим 
течением онкологического заболевания [20], причем бо-
лее высокое по сравнению с нормой содержание сцДНК 
в крови часто наблюдается уже на ранних стадиях опухо-
левого процесса, а также может резко возрастать при ме-
тастазировании [21]. При этом концентрация сцДНК может 
сильно различаться у разных пациентов [10]. Это неудиви-
тельно, если учесть, что сцДНК может появляться в крови 
не только в результате гибели клеток опухоли и окружаю-
щих ее тканей, но и при естественном разрушении клеток 
крови. Вклад в общее содержание сцДНК в крови может 
вносить также секреция опухолевыми клетками фрагмен-
тов нуклеиновых кислот, в том числе амплифицирован-
ных. Известно, что амплификация отдельных участков 
генов — достаточно частое событие при опухолевой пато-
логии. В результате общее количество сцДНК у больных 
с онкологическими заболеваниями сильно варьирует от 
пациента к пациенту, что не позволяет использовать кон-
центрацию сцДНК в качестве маркера.

Прогрессирование 
заболевания

Показатель
Пациенты с выявленными мутациями, 

(n = 24)
Пациенты без мутаций, 

(n = 22)
p-value

Да

Число больных (доля в группе, %) 19 (79) 5 (23) –

Содержание сцДНК в плазме крови, нг/мкл 3,7 (1,9–6,7) 1,3 (0,9–1,7) 0,01*

Отн. содержание мутантной цоДНК, % 1,9 (0,85–14,59) 0,0 (0,0–0,08) 0,0007*

Нет

Число больных (доля в группе, %) 5 (21) 17 (77) –

Содержание сцДНК в плазме крови, нг/мкл 1,7 (1,6–2,2) 1,7 (1,2–1,9) 0,64

Отн. содержание мутантной цоДНК, % 0,36 (0,21–3,30) 0,01 (0,00–0,04) 0,0009*

Таблица 2. Характеристика клинического течения заболевания пациентов с колоректальным раком с учетом содержания свободно циркулирующей ДНК 
в плазме крови до операции и факта выявления онкоспецифических мутаций в генах RAS-каскада методом аллель-специфической ПЦР в «реальном 
времени»

Примечание. Данные представлены в виде M (Q1–Q3), т. е. медиана (квартиль первого порядка – квартиль третьего порядка). Достоверность различий опре-
деляли при сравнении между собой групп пациентов с выявленными мутациями и без мутаций в генах RAS-каскада. Символом * отмечены статистически 
значимые различия.

Прогрессирование 
заболевания

Показатель
Пациенты с выявленными 
мутациями, (n = 17)

Пациенты без мутаций, 
(n = 18)

p-value

Да

Число больных (доля в группе, %) 13 (76) 4 (22) –

Содержание сцДНК в плазме крови, нг/мкл 5,4 (3,5–12,7) 8,65 (5,35–11,50) 0,69

Отн. содержание мутантной цоДНК, % 2,15 (0,19–8,43) 0,0 (0,0–0,01) 0,003*

Нет

Число больных (доля в группе, %) 4 (24) 14 (78) –

Содержание сцДНК в плазме крови, нг/мкл 4,75 (2,35–6,95) 5,8 (4,9–8,0) 0,37

Отн. содержание мутантной цоДНК, % 0,23 (0,16–0,42) 0,02 (0,0–0,07) 0,003*

Таблица 3. Характеристика клинического течения заболевания пациентов с колоректальным раком с учетом содержания свободно циркулирующей ДНК 
в плазме крови после операции и факта выявления онкоспецифических мутаций в генах RAS-каскада методом аллель-специфической ПЦР в «реальном 
времени»

Примечание. Данные представлены в виде M (Q1–Q3), т. е. медиана (квартиль первого порядка – квартиль третьего порядка). Достоверность различий опре-
деляли при сравнении между собой групп пациентов с выявленными мутациями и без мутаций в генах RAS-каскада. Символом * отмечены статистически 
значимые различия. 
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Косвенно судить о количестве циркулирующей опухо-
левой ДНК можно, анализируя определенные онкоассоци-
ированные мутации. При этом важно учитывать, что содер-
жание мутантной цоДНК может значительно отличаться от 
общего содержания цоДНК: быть ниже за счет гетероген-
ности новообразования [22]. По этой причине не всегда, 
особенно на ранних стадиях заболевания, удается опреде-
лить присутствие цоДНК в плазме крови. В свою очередь, 
это может приводить к ложноотрицательным результатам 
и, соответственно, снижать чувствительность метода, ис-
пользуемого для анализа сцДНК. Это подтверждают дан-
ные нашего исследования, в котором нам не удалось выя-
вить мутации в генах RAS-каскада у пациентов с ранними 
стадиями заболевания.
В работе Rachiglio и соавт. [13], посвященной иссле-

дованию цоДНК плазмы крови 44 пациентов с немелко-
клеточным раком легкого и 35 пациентов с колоректаль-
ным раком, продемонстрированы возможности методов 
NGS и цифровой ПЦР. Генетические изменения (мутации 
в гене EGFR) в сцДНК, аналогичные выявленным при ана-
лизе опухолевой ткани, методом NGS были обнаружены 
у 77,3 % больных с немелкоклеточным раком легкого и 
у 2 больных, у которых в опухолевой ткани стандартным 
методом ПЦР был выявлен дикий тип EGFR. Метод циф-
ровой ПЦР подтвердил наличие мутаций у этих  2 боль-
ных как в первичной опухоли, так и в плазме крови. 
В этом же исследовании в 100 % случаев (6/6) методом 
NGS в плазме крови были подтверждены мутации в гене 
KRAS, выявленные стандартным методом ПЦР у пациен-
тов, обследованных до хирургического лечения. В то же 
время у прооперированных пациентов  мутации были об-
наружены методом NGS только в 46,2 % случаев (6/13). 
Авторы полагают, что метод обладает высокой чувстви-
тельностью для анализа мутаций цоДНК плазмы кро-
ви, однако она зависит от присутствия в организме опу-
холевого очага и гетерогенности драйверных мутаций.  
В другом исследовании методом таргетного секвени-

рования анализировали образцы плазмы крови и ткани 
опухоли на наличие соматических драйверных мутаций 
у 58 пациентов с немелкоклеточным раком легкого [12]. Ав-
торами были выявлены часто встречающиеся драйверные 
мутации в генах EGFR, KRAS, PIK3CA и TP53, а также бо-
лее редкие мутации в других генах в цоДНК плазмы крови 
и ДНК опухолевой ткани, при этом общая конкордантность 
метода исследования составила 50,4 %, а чувствитель-
ность и специфичность — 53,8 и 47,3 % соответствен-
но. Также ими было отмечено, что уровень содержания 

сцДНК коррелирует с некоторыми клиническими характе-
ристиками больных, включая стадию заболевания и под-
тип опухоли.

 В работе Тu и соавт. [14] при исследовании образцов 
опухолевой ткани и плазмы крови 19 пациентов с колорек-
тальным раком методом капельной цифровой ПЦР было 
показано соответствие полученных данных по выявленным 
мутациям в 73 % случаев.
Результаты нашего исследования, а также данные лите-

ратуры свидетельствуют о том, что жидкостную биопсию, 
основанную на анализе цоДНК плазмы крови, можно при-
менять в качестве дополнительного метода диагностики 
онкологических заболеваний, но преимущественно на бо-
лее поздних стадиях заболевания, а также в тех случаях, 
когда биопсия по какой-либо причине трудновыполнима 
или может вызвать осложнения. На сегодняшний день 
клиническое значение анализа сцДНК, по-видимому, свя-
зано с применением в качестве прогностического иссле-
дования при индивидуальном мониторинге заболевания. 
Нами показано, что у пациентов с мутациями в цоДНК, 
выявленными методом усиленной аллель-специфической 
ПЦР как до операции, так и на 5 день после хирургичес-
кого лечения, заболевание прогрессирует. На основании 
анализа онкоспецифических изменений в плазме крови до 
и после лечения можно делать предположения о степени 
агрессивности опухоли и возможном метастазировании, 
оценивать эффективность терапии и вносить коррективы 
в лечение при отсутствии необходимого ответа на него.

ВЫВОДЫ

По-прежнему существуют проблемы, ограничивающие 
внедрение в рутинную клиническую практику метода жид-
костной биопсии. В частности, сохраняется потребность 
в дешевых, но высокочувствительных методах анализа 
сцДНК плазмы крови больных с онкологическими забо-
леваниями. Представленные в работе промежуточные 
результаты исследования сцДНК плазмы крови пациен-
тов с колоректальным раком стадий I–IV продемонстри-
ровали, что метод усиленной аллель-специфической ПЦР 
в «реальном времени» более эффективен при выявлении 
онкоспецифических мутаций на более поздних стадиях 
заболевания. Возможно, метод сможет занять достойное 
место среди инструментов молекулярной диагностики 
в онкологии. Усилия должны быть направленны на его ва-
лидацию, а также оценку возможности его применения 
в различных клинических ситуациях.  
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МОДИФИКАЦИЯ МУЛЬТИПЛЕКСНОЙ ПЦР В «РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ» 
ДЛЯ КОЛИЧЕСТВЕННОЙ ОЦЕНКИ ФРАКЦИЙ ВНЕКЛЕТОЧНОЙ ДНК 
РАЗНОГО РАЗМЕРА

MODIFIED MULTIPLEX REAL-TIME PCR FOR QUANTIFICATION OF 
DIFFERENTLY SIZED CELL-FREE DNA FRAGMENTS 

Данные о распределении фрагментов внеклеточной ДНК (вкДНК) по фракциям в зависимости от их размера могут 
иметь диагностическую ценность. В статье описывается разработанный и валидированный авторами метод мульти-
плексной количественной полимеразной цепной реакции в «реальном времени» для исследования степени фрагмен-
тированности вкДНК плазмы крови. Метод основан на определении фрагментов Alu и hLINE-1 с помощью флуорес-
центных зондов. Были подобраны последовательности праймеров и зондов, проведена оптимизация ПЦР и оценка 
динамического диапазона измерений и нижнего порога детекции. Аналитические характеристики метода: динами-
ческий диапазон измерений — 6 порядков, эффективность ПЦР — более 90 %. С использованием разработанного 
подхода было показано, что индекс фрагментированности вкДНК плазмы крови женщин с раком яичников стадий 
III–IV (n = 14) не отличается достоверно (p = 0,34) от этого показателя у здоровых женщин (n = 16). В дальнейшем 
следует проводить исследование на более крупной выборке, а также использовать электрофоретическую селекцию 
фрагментов вкДНК по фракциям.   

There is evidence that size distribution of cell-free DNA (cfDNA) fragments can be diagnostically relevant. The present work 
describes a multiplex quantitative real-time polymerase chain reaction technique modified and validated by the authors to study 
the degree of cfDNA fragmentation in blood plasma. Based on the detection of Alu and hLINE-1 repeats, this technique employs 
fluorescent probes. We selected suitable primers and probes, optimized PCR conditions and estimated the dynamic range 
and sensitivity threshold of the assay. The modified PCR had a dynamic range of 6 logs, its efficiency being over 90 %. We 
demonstrated that cfDNA fragmentation index did not differ significantly between healthy women (n = 16) and women with stage 
III–IV ovarian cancer (n = 14). Therefore, further research on a larger sample is needed using electrophoretic cfDNA fractionation. 

Ключевые слова: внеклеточная ДНК, вкДНК, мультиплексная количественная ПЦР, Alu-повторы, hLINE-1-повторы, 
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Количественный анализ циркулирующей внеклеточной 
ДНК (вкДНК) для оценки терапевтической эффективнос-
ти новых антиметастатических препаратов в ксенотранс-
плантатах был предложен в 1998 г. [1]. Он был основан 
на ПЦР-амплификации последовательностей Alu генома 
человека с использованием 32P-меченного 2'-дезоксици-
тидин-5'-трифосфата (dCTP) и обладал высокой чувстви-
тельностью (обнаружение эквивалента одной опухолевой 
клетки человека в 1 × 106 мышиных клеткок), достигаемой 

за счет высокого содержания последовательностей Alu 
в геномной ДНК человека. Alu-повторы представляют со-
бой характерные для приматов повторяющиеся элементы 
ДНК, рассеянные по геному в количестве от 500 тыс. до 
1 млн копий. Ввиду высокой копийности и относительной 
консервативности они представляют собой отличную ми-
шень для амплификации малых количеств ДНК человека 
[2]. В 2002 г. с целью адаптации к рутинному применению 
метод был модифицирован: было предложено применять 
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полимеразную цепную реакцию (ПЦР) в «реальном вре-
мени» с детекцией сигнала с помощью интеркалирующего 
красителя [3, 4]. Достоинства метода навели исследовате-
лей на мысль разработать аналогичную систему для се-
мейства повторов hLINE-1, длина  консенсусной последо-
вательности которого около 6 тпн, а частота — примерно 
200 тыс. копий на геном человека [5]. В 2007 г. была опу-
бликована работа, описывающая подход к оценке коли-
чества вкДНК с помощью ПЦР в «реальном времени» для 
hLINE-1 [6].
Количественный анализ циркулирующей вкДНК ранее 

рассматривался как потенциальный метод выявления рака 
яичников у женщин. Несмотря на наличие отдельных пуб-
ликаций с обнадеживающими результатами, в целом для 
метода характерны не очень высокие значения по ряду 
важных диагностических параметров [7]. Соотношение 
длинных (более 180 п. н.) и коротких фрагментов вкДНК 
может являться более перспективным маркером опухоли. 
Предполагается, что продуктом некроза клеток опухоли 
могут быть более длинные фрагменты ДНК, что изменяет 
соотношение различных форм вкДНК [8].
С помощью количественной ПЦР с различными разме-

рами ампликона несколько исследователей показали, что 
более длинные фрагменты ДНК составляют значительную 
долю от общего количества вкДНК у больных раком [9, 10]. 
Эта доля уменьшалась на фоне лечения, а ее сохранение 
было связано с плохим прогнозом [9]. В то же время в 
других исследованиях при анализе одновременно длины 
ампликона и специфичных для опухолевой ДНК сомати-
ческих мутаций было показано, что опухолевая вкДНК, 
напротив, короче [11]. Можно также предположить, что 
степень фрагментированности опухолевой вкДНК может 
зависеть от типа рака и преобладания какого-либо типа 
клеточной гибели.
В настоящей работе мы описываем метод мульти-

плексной количественной ПЦР, разработанный, валиди-
рованный и примененный нами для исследования степени 
фрагментированности опухолевой вкДНК при карциноме 
яичников.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

В исследовании приняли участие пациентки Национально-
го медицинского исследовательского центра онкологии 
им. Н. Н. Блохина. Критерий включения в исследова-
ние — серозная аденокарцинома яичников стадий III–IV. 
Группу пациенток с раком яичников составили 14 женщин 
со средним возрастом 64,3 ± 5,6 года (медиана — 64 года), 
а контрольную — 16 условно здоровых женщин без он-
кологических заболеваний со средним возрастом 60,8 ± 
8,2 года (медиана — 60,5 года). Исследование было одо-
брено локальным этическим комитетом НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Блохина (протокол № 3 от 16.05.2016). Данные 
об участниках исследования были деперсонифицированы.
В качестве биологического материала для исследова-

ния использовали плазму крови. Образцы крови условно 
здоровых женщин были получены при проведении пла-
новых биохимических анализов. Кровь отбирали в коли-
честве 6 мл в вакутейнеры с ЭДТА. Затем пробы центри-
фугировали при 2 000 g в течение 10 мин, плазму пере-
носили в новые пробирки и повторно центрифугировали 
при 2 000 g в течение 10 мин. Аликвоты плазмы после 
центрифугирования вновь переносили в новые пробирки 
и хранили при –70 °С. Аликвоты размораживали непо-
средственно перед выделением ДНК. Выделение ДНК 
проводили с помощью набора QIAamp Circulating Nucleic 
Acid Kit (Qiagen, Нидерланды).

Дизайн праймеров и флуоресцентных зондов 
для Alu и hLINE-1

Для выбора олигонуклеотидных праймеров и флуорес-
центного зонда для Alu нами было проведено выравни-
вание консенсусных последовательностей наиболее рас-
пространенных семейств Alu-повторов: Alu Sx, Alu Sp и 
Alu Y [12] (рис. 1).
Для hLINE-1 последовательности праймеров были за-

имствованы из статьи [6]. Флуоресцентный зонд разраба-
тывали самостоятельно с помощью программы UGENE 

Таблица 1. Структуры праймеров и флуоресцентных зондов для Alu и hLINE-1

Наименование Последовательность Длина продукта амплификации, п. н.

Alu-U 5’-GGGCGCGGTGGCTCACGC-3’

235Alu-R 5’-GCGATCTCGGCTCACTGCAA-3’

Alu-Pr 5’-FAM-TTGGGAGGCCGAGGCGGG-BHQ-3’

LN-U 5’-TCACTCAAAGCCGCTCAACTAC-3’

82LN-R 5’-TCTGCCTTCATTTCGTTATGTACC-3’

LN-Pr 5’-HEX-TGGAAACTGAACAACCTGCTCCTG-BHQ-3’

Рис. 1. Выравнивание консенсусных нуклеотидных последовательностей разных семейств Alu-повторов. Позиции выбранных олигонуклеотидных прай-
меров и флуоресцентного зонда выделены подчеркиванием. Темно-серым цветом выделены позиции, в которых нуклеотид совпадает с консенсусной по-
следовательностью (нижняя строка), светло-серым — позиции с заменой в нуклеотидной последовательности. Прочерк — делеция нуклеотида по данной 
позиции
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Рис. 2. График мультиплексной ПЦР для Alu и hLINE-1. По оси абсцисс указаны циклы ПЦР, по оси ординат — уровень флуоресценции в относительных 
единицах RFU. Кривые синего цвета — для зонда FAM, зеленого цвета — для зонда HEX

software v1.14 [13] и OligoAnalyzer software v1.0.3 (Teemu 
Kuulasmaa, Финляндия). Для возможности мультиплек-
сирования ПЦР для Alu и hLINE-1 флуоресцентные зон-
ды содержали разные красители. Структура праймеров 
и флуоресцентных зондов для Alu и hLINE-1, а также длины 
амплификационных продуктов приведены в табл. 1.

Опредение вкДНК в плазме крови методом ПЦР 
в «реальном времени»

ПЦР в «реальном времени» была проведена на приборе 
CFX96 Thermal Cycler (Bio-Rad, США). Объем амплифи-
кационной смеси составлял 25 мкл и содержал 65 мМ 
Tris-HCl (pH 8,9), 24 мМ сульфата аммония, 3,5 мМ хло-
рида магния, 0,05 % Tween-20, 0,2 мМ dNTP, 0,3 мМ каж-
дого праймера, 0,1 мМ каждого флуоресцентного зонда 
(табл. 1) и 1 ед. акт. термостабильной модифицирован-
ной Taq-полимеразы («Интерлабсервис», Россия). ПЦР 
проводили по протоклу: денатурация — 15 мин при 96 °C 
с последующими 45 циклами по 10 с при 96 °C и 30 с при 
58 °C. Оптимальную температуру отжига подбирали эмпи-
рически.

Динамический диапазон измерений, нижий порог 
детекции мультиплексной ПЦР

Первоначальную концентрацию раствора двухнитевой 
ДНК проверяли спектрофотометрически на длине вол-
ны 260 нм (NanoDrop LITE, Thermo Fisher Scientific, США). 
Отношение поглощения на длинах волн 260 и 280 нм 
(A260/280) использовали для оценки чистоты препара-
та. Динамический диапазон измерений и нижний порог 
детекции мультиплексной ПЦР оценивали с помощью 7 
последовательных 10-кратных разведений геномной ДНК 
человека известной концентрации (80 нг/мкл). Измерение 
каждого образца проводили в 3 повторностях. Нижний 
порог детекции использовали для демонстрации чувстви-
тельности детекции разработанного метода и определяли 
его как количество ДНК человека на 1 мкл образца.

Статистическая обработка данных

Оценку эффективности мультиплексной ПЦР (E) и динами-
ческого диапазона линейности (R2) проводили с помощью 
программного обеспечения, поставляемого с прибором 
CFX96 Thermal Cycler — Bio-Rad CFX Manager Software 
v3.1. Статистическую значимость различий между соотно-

шениями фракций (R) в экспериментальной и контрольной 
группах оценивали с помощью непараметрического крите-
рия Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оптимизация условий мультиплексной ПЦР

Оптимизацию условий мультиплексной ПЦР проводили пу-
тем подбора оптимальной температуры отжига в диапазо-
не 55–68 °C. Наилучшее соотношение уровней флурорес-
ценции и максимальная эффективность мультиплексной 
ПЦР была при температуре отжига 58 °C.

Динамический диапазон измерений, нижий порог 
детекции мультиплексной ПЦР

Мы провели эксперимент с использованием 7 последова-
тельных 10-кратных разведений геномной ДНК человека 
в концентрации 80 нг/мкл, в результате были получены ка-
либровочные кривые (рис. 2). Аликвота каждого разведе-
ния была оценена в 3 повторностях. Динамический диапа-
зон линейности мультиплексной ПЦР составил 6 порядков 
(рис. 3). Эффективность ПЦР для фрагмента Alu состави-
ла 94,6 % (линейность R2 = 0,988), для фрагмента hLINE-1 
— 92,1 % (линейность R2 = 0,996).
Нижний порог детекции был определен также с исполь-

зованием 7 последовательных 10-кратных разведений ге-
номной ДНК человека в концентрации 80 нг/мкл, каждая 
аликвота — в 3 повторностях (в нг/мкл: A1 = 80, А2 = 8, 
А3 = 0,8, А4 = 0,08, А5 = 0,008, А6 = 0,0008, А7 = 0,00008, 
А8 = 0,000008) и при наличии отрицательного контроля ре-
акции. Для обоих компонентов мультиплексной ПЦР (Alu 
и hLINE-1) нижний порог детекции составил 0,08 пг/мкл.

Анализ вкДНК в плазме крови женщин с раком 
яичников и здоровых женщин

Разработанный метод для количественного определе-
ния последовательностей Alu и hLINE-1 генома человека 
был применен для оценки соотношения фракций вкДНК 
в плазме крови женщин с раком яичников (n = 14) и ус-
ловно здоровых женщин без онкологических заболеваний 
(n = 16). Значение соотношения фракций (R) рассчитыва-
ли, деля количество фрагмента Alu (размером 235 п. н.) 
в условных единицах на количество фрагмента hLINE-1 
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(размером 82 п. н.) также в условных единицах. Нами не 
были выявлены достоверные различия по R между группа-
ми (табл. 2, рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Наше исследование показало, что разработанный метод 
мультиплексной ПЦР в «реальном времени» на основе 
Alu и hLINE-1 является надежным, точным и чувствитель-
ным методом количественного определения плазменной 
вкДНК по следующим причинам. Во-первых, по сравне-
нию с уже существующими методами детекции вкДНК 
на основе Alu и hLINE-1 он предполагает использование 
флуоресцентных зондов. Это гарантирует специфичность 
детекции продуктов ПЦР в отличие от их детекции с по-
мощью интеркалирующего красителя [3, 4, 14]. Во-вторых, 
использование флуоресцентных зондов дает возможность 
мультплексирования ПЦР, что сокращает количество ма-
нипуляций и продолжительность анализа. В-третьих, ме-
тод имеет адекватные аналитические характеристики: 
динамический диапазон измерений — 6 порядков, эффек-
тивность ПЦР — более 90 %. В-четвертых, нижний порог 
детекции составил 0,08 пг/мкл образца, что на 4–5 поряд-
ков ниже концентрации вкДНК, обычно выделяемой из 
плазмы крови здоровых пациентов, например при выде-
лении вкДНК с помощью коммерческого набора QIAamp 
Circulating Nucleic Acid Kit из 1 мл плазмы с последющей 
элюцией ДНК в конечный объем 50 мкл концентрация об-
разцов — 0,5–1,5 нг/мкл [15]. И, наконец, использование 
ампликонов различной длины в мультиплексной ПЦР по-
зволяет оценить степень фрагментированности опухоле-
вой вкДНК.
Мы применили разработанный метод на небольшой 

выборке пациенток с раком яичников (n = 14). Сравнение 
значений соотношения фракций вкДНК (R) между группой 
женщин с онкологическим заболеванием и контрольной 
группой условно здоровых женщин не выявило сатисти-
чески значимых различий (p = 0,34). Тем не менее пока 
рано говорить о действительном отсутствии различий — 
и ввиду малой выборки, и ввиду довольно грубой оценки 

распределения фракций сиспользованием всего двух ре-
ферентных длин — 235 и 82 п. н. Дальнейшие исследова-
ния, в том числе включающие электрофоретическую се-
лекцию фрагментов вкДНК по фракциям, с применением 
количественной ПЦР должны способствовать появлению 
более рационального дизайна диагностических систем для 
выявления соматических мутаций в опухолевой вкДНК.

ВЫВОДЫ

Нами разработан и валидирован метод мультиплекс-
ной ПЦР для количественной оценки разных по размеру 

Таблица 2. Результаты статистического анализа данных о соотношении 
фракций длинных и коротких фрагментов вкДНК (R), полученной из плазмы 
крови женщин с раком яичников и здоровых женщин

Группа Медиана R m ± SD
p (критерий 
Манна–Уитни)

Женщины с раком 
яичников (n = 14)

2,56 2,9 ± 2,0

0,34
Здоровые женщины 
(n = 16)

3,08 3,2 ± 1,7

Рис. 4. Соотношение фракций длинных и коротких фрагментов вкДНК (R), 
в плазме крови женщин с раком яичников (А) и здоровых женщин (Б)
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Рис. 3. Динамический диапазон измерений. Ось абсцисс — количество образца в относительных единицах, ось ординат — пороговый цикл Cq. Каждое 
измерение — в 3 повторностях
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фракций внеклеточной ДНК с хорошими аналитическими 
характеристиками: динамический диапазон измерений — 
6 порядков, эффективность ПЦР — более 90 %. С исполь-
зованием разработанного метода показали, что индексы 
фрагментированности вкДНК в группе женщин с раком 

яичников и в группе условно здоровых женщин без онко-
патологий достоверно не различаются. Необходимы даль-
нейшие исследования на более значительных выборках и 
с применением электрофореза для разделения фракций 
вкДНК.  



26 ВЕСТНИК РГМУ   4, 2017   VESTNIKRGMU.RU| |

ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ   ЖИДКОСТНАЯ БИОПСИЯ

Tyschik EA1, Kometova VV2, Rodionov VV3, Rebrikov DV1

Е. А. Тыщик1, В. В. Кометова2, В. В. Родионов3, Д. В. Ребриков1

ОЦЕНКА ПРЕДСТАВЛЕННОСТИ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ РНК ИЗОФОРМ VEGF 
В ПЛАЗМЕ КРОВИ ПАЦИЕНТОК С РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

ANALYSIS OF VEGF CIRCULATING RNA ISOFORMS IN PATIENTS WITH 
BREAST CANCER

The present study aims to estimate and compare the levels of cell-free circulating RNAs of three interleukins IL-6, IL-8, and 
IL-18 and three splice variants of the vascular endothelial growth factor (VEGF), namely 121, 165 and 189, in blood plasma of 
patients with stage I / II breast cancer and healthy controls. The study reveals that patients with breast cancer have significantly 
elevated levels of circulating VEGF121 and VEGF165 RNAs, so far unreported in the literature. We also confirm that levels of 
circulating IL-8 and IL-18 RNAs are considerably increased in breast cancer patients.

Проанализирован уровень представленности внеклеточных РНК IL-6, IL-8, IL-18 и трех сплайсинговых вариантов фак-
тора роста эндотелия сосудов VEGF: 121, 165 и 189 — в плазме крови пациенток с раком молочной железы I и II стадий 
в сравнении с контрольной группой обследуемых без онкологических заболеваний. Для IL-8 и IL-18 подтвержден, 
а для изоформ VEGF-121 и VEGF-165 впервые продемонстрирован значимо повышенный уровень внеклеточных РНК 
в группе пациенток с раком молочной железы на ранних стадиях.

Ключевые слова: внеклеточная РНК, изоформа VEGF, рак молочной железы, цитокины, количественная полимераз-
ная цепная реакция
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Циркулирующие в плазме крови молекулы нуклеино-
вых кислот (ДНК и РНК) давно позиционируют в качестве 
диагностических и прогностических маркеров различных 
патологических процессов в организме человека [1–4]. 
Однако информативный потенциал этого легкодоступного 
для анализа биологического материала далеко не исчер-
пан. Постоянный и мощный «мониторинг» кровеносной си-
стемой практически всех органов и тканей позволяет об-
наружить отклонения от нормального состава циркуляции 
при патологических изменениях в любой части организма. 
И в то время как количественный состав ДНК в клетках 

разных тканей довольно стабилен, профиль транскриптов 
уникален для каждого типа клеток, что можно использо-
вать при разработке диагностического инструментария.
Появление внеклеточных молекул РНК (вкРНК) в крово-

токе имеет различную природу (некроз, апоптоз, активная 
секреция [5–8]). Количественная оценка уровня отдельных 
транскриптов в плазме методом ПЦР представляет собой 
рутинный и сравнительно недорогой диагностический ме-
тод, который в случае обнаружения новых информативных 
маркеров легко внедрить в медицинскую практику в ка-
честве скринингового подхода.
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Рак молочной железы (РМЖ) является самым распро-
страненным онкологическим заболеванием у женщин — на 
него приходится 16 % всех случаев заболевания раком [9]. 
В литературе представлены обширные данные, демонc-
трирующие изменение концентрации вкРНК при онкоге-
незе [1, 2]. В процессы опухолеобразования, как правило, 
вовлечены гены цитокинов, а также факторов клеточного 
роста и дифференцировки. Цитокины играют важную роль 
как в регуляции индукции опухолеобразования, так и в за-
щите от прогрессии РМЖ [10, 11].
Фактор роста эндотелия сосудов (vascular endothelial 

growth factor, VEGF) является одним из ключевых белков, 
воздействующих на процессы формирования сосудов, 
что, в свою очередь, напрямую влияет на рост опухоли. 
Ангиогенез необходим опухоли для обеспечения клеток 
кислородом при увеличении размеров новообразования, 
а также для гематогенного метастазирования. Цитокины 
и факторы роста, секретируемые опухолевыми и стро-
мальными клетками, стимулируют пролиферацию эндоте-
лиальных клеток. Фактор роста эндотелия сосудов тесно 
связан с повышенной агрессивностью и метастазирова-
нием опухоли [12–14]. VEGF повышен в сыворотке крови 
у пациентов с онкологическими заболеваниями, и есть 
данные, что измерение циркулирующего VEGF является 
суррогатным маркером ангиогенеза и/или метастазирова-
ния [15]. Аномальный ангиогенез — общая черта многих 
форм рака, причем различные изоформы VEGF играют 
разную роль в этих процессах. Показано, что VEGF-121 
является самой опухолегенной изоформой в эксперимен-
тальных моделях рака молочной железы [16]. Экспрессия 
VEGF-121 возрастает в сравнении с VEGF-165 при злока-
чественных новообразованиях толстой кишки и предста-
тельной железы [17, 18].
Ранее нами было показано, что на начальных стадиях 

РМЖ достоверно повышен уровень вкРНК IL-8 и IL-18, 
а уровень IL-6 не изменяется [19]. Целью настоящего ис-
следования было оценить уровень вкРНК трех наиболее 
представленных изоформ VEGF: VEGF-121, VEGF-165 
и VEGF-189 — на ранних стадиях РМЖ и подтвердить ра-
нее полученные данные для IL-6, IL-8 и IL-18.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Исследуемую группу составили 36 женщин с гистологиче-
ски подтвержденным диагнозом «рак молочной железы». 
Возраст пациенток варьировал от 34 лет до 81 года, сред-
ний возраст составил 57,9 года. Опухоль была диагно-
стирована в 0 стадии (TisN0M0) у 2 пациенток, в I стадии 
(T1N0M0) — у 17 женщин, в стадии IIA — у 13 (T1N1M0 
— 7 больных и T2N0M0 — 6), в стадии IIB (T2N1M0) — у 2, 
в стадии IIIA (T2N2M0) — у одной и в стадии IIIC (T2N3M0) 
— у одной пациентки. Опухоль менее 2 см выявлена у 32 
пациенток. Метастазы в регионарные лимфоузлы были 
обнаружены у 11 пациенток, из них метастазы в 1–3 лим-
фоузлах обнаружены у 9 пациенток, в 4 лимфоузлах и 
более — у 2 женщин. Наиболее часто регистрировался 
неспецифический протоковый гистологический вариант 
(21 случай), дольковый вариант был диагностирован у 
4 пациенток, особые формы рака — у 9, внутрипротоко-
вый рак — у 2 больных. По степени злокачественности все 
случаи разделились следующим образом: I степень злока-
чественности — 6 случаев, II степень — 16, III — 14 случа-
ев. Никто из пациентов, включенных в исследование, не 
получал предоперационную противоопухолевую терапию.
Контрольную группу составили 56 клинически здоро-

вых женщин (возраст варьировал от 24 до 55 лет, средний 
возраст — 40 лет).
Информация о всех женщинах, принимавших участие 

в исследовании, была деперсонифицирована. Исследова-
ние одобрено локальным этическим комитетом (протокол 
№ 2016/67).
У пациенток с РМЖ кровь забирали до начала опера-

ции. Образцы крови у обследуемых обеих групп забирали 
в одноразовые пробирки BD Vacutainer (Becton, Dickinson 
and Company, США) с ЭДТА и доставляли в лабораторию 
при комнатной температуре в течение 30 мин. Для полу-
чения плазмы 1 мл крови отбирали в полипропиленовую 
пробирку на 1,5 мл и центрифугировали при 1000 об/мин 
10 мин, после чего надосадочную жидкость переносили 
в новую пробирку и центрифугировали при 3000 об/мин 
10 мин. После центрифугирования верхнюю фракцию 

*

*

*
*

Профиль представленности РНК генов в плазме крови больных РМЖ и контрольной группы. По оси абсцисс указаны названия исследованных транс-
криптов, по оси ординат — количество внеклеточных РНК в относительных единицах. * — p < 0,05
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(плазму) переносили в новые пробирки и хранили при 
−70 °С не более 10 дней. Экстракцию вкРНК проводили 
набором «ПРОБА-НК» («ДНК-Технология», Россия) соглас-
но инструкции производителя. Очищенную вкРНК немед-
ленно использовали для постановки обратной транскрип-
ции со специфичными ОТ-праймерами по стандартному 
протоколу. Полученную комплементарную ДНК либо сра-
зу использовали для постановки ПЦР, либо хранили при 
−20 °С не более 10 дней.
Внеклеточную РНК определяли методом количествен-

ной ОТ-ПЦР с использованием коммерческой тест-систе-
мы «ИммуноГенетика» («ДНК-Технология», Россия). Реак-
цию проводили в детектирующем амплификаторе DTprime 
(«ДНК-Технология», Россия) по предлагаемому производи-
телем тест-системы протоколу.
В качестве нормировочного использовали транскрипт 

β-глюкуронидазы (GUSB), не меняющий представленность 
в ходе опухолеобразования [20, 21]. Нормировочные 
значения для транскриптов каждого гена рассчитывали 
с помощью метода ∆∆Ct [22]. Для оценки статистической 
значимости полученных различий был использован метод 
параметрической статистики (критерий Стьюдента). Раз-
личие групп полагали достоверным при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

На рисунке приведены данные об уровне представленно-
сти исследуемых генов (IL-6, IL-8, IL-18, VEGF-121, VEGF-
165, VEGF-189) и нормировочного гена GUSB в плазме 
крови больных РМЖ и контрольной группы.
Достоверные различия в уровне представленности 

вкРНК в группе больных РМЖ и контрольной группе обна-
ружены для транскриптов IL-8, IL-18, VEGF-121 и VEGF-165 
(p < 0,05). Транскрипты IL-6 и VEGF-189 хоть и показали 
несколько большую представленность в группе пациенток 
с РМЖ, не достигли значимого уровня.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные результаты согласуются с данными работы 
[19], где относительные количества РНК IL-8 и IL-18 были 
достоверно повышены у пациенток на ранних стадиях 
РМЖ в сравнении со здоровыми испытуемыми.
Достоверное повышение у пациенток с РМЖ в составе 

циркуляции вкРНК изоформ VEGF-121 и VEGF-165 так-
же согласуется с данными об экспрессии этих вариантов 
в ходе опухолеобразования [12–18]. Tokunaga и соавт. 
классифицировали паттерны мРНК VEGF различных 
опухолей человека на три типа: 1 — экспрессирующий 
только VEGF-121; 2 — VEGF-121 и VEGF-165; 3 — VEGF-
121, VEGF-165 и VEGF-189 [23]. Сочетание всех трех 
изоформ (третий тип) обнаруживается в метастазах рака 
прямой кишки [23], при карциноме почек [24], гепатоцел-
люлярной карциноме [25] и раке легких с плохим прог-
нозом [26]. По мнению ряда авторов, VEGF-189 индуци-
рует петлю аутокринной пролиферации при РМЖ через 
рецепторы семейства семафоринов (в частности, через 
Neuropilin-1) [27]. Наши данные для РМЖ в целом подтвер-
ждают гипотезу Tokunaga, демонстрируя присутствие в со-
ставе циркуляции РНК либо только VEGF-121, либо VEGF-
121 в сочетании с VEGF-165 и/или VEGF-189.

ВЫВОДЫ

Полученные результаты подтверждают ранее опублико-
ванные данные о повышенном уровне представленности 
в составе циркуляции транскриптов IL-8 и IL-18 у пациен-
ток с раком молочной железы I и II стадий. У больных РМЖ 
также обнаружено повышенное содержание вкРНК VEGF-
121 и VEGF-165. Для внеклеточной фракции РНК плазмы 
крови при РМЖ I и II стадий подтверждается гипотеза 
Tokunaga о базовых изоформах роста опухоли VEGF-121 
и VEGF-165, а также изоформе VEGF-189 как факторе ме-
тастазирования.
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С. Г. Щербак2, И. В. Пикалов4, А. Э. Кель1, М. Л. Филипенко1,5

Shirshova AN1, Shamovskaya DA1, Boyarskikh UA1, Apalko SV2, Leskov LS3, Sokolov AV3, Kovalenko SA2, Scherbak SG2, 
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Colorectal cancer (CRC) is one of the most common cancer types in the world. Timely diagnosis of CRC and adenomatous 
polyps aided by effective screening techniques can considerably reduce mortality from this disease. MicroRNAs constitute a 
new class of promising biomarkers for a range of human diseases including cancer. The following article assesses the diagnostic 
significance of miR-146a concentrations in the blood plasma of patients with colorectal cancer. The main group included 
patients with stages I to III colorectal cancer (n = 102); the control group comprised patients with chronic colitis, nonspecific 
ulcerative colitis and Crohn’s disease (n = 58) and healthy individuals (n = 42). MicroRNA levels were quantified by reverse-
transcription real-time PCR, revealing significantly higher miR-146a concentrations in the samples of patients with CRC than in 
the controls (p < 0.0001). The optimal diagnostic sensitivity determined by ROC analysis was 47.3 %, specificity was 91.5 %, with 
AUC = 0.79 ± 0.018. Our findings demonstrate that the studied approach does not have sufficient specificity, but still suggest 
that miR-146a can be included into screening tests based on quantification of other microRNAs with improved specificity. 

ОЦЕНКА ЗНАЧИМОСТИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА MIR-146A 
В ПЛАЗМЕ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ 
КОЛОРЕКТАЛЬНОГО РАКА

SIGNIFICANCE OF MIR-146A QUANTIFICATION IN HUMAN BLOOD 
PLASMA FOR THE DIAGNOSIS OF COLORECTAL CANCER 

Колоректальный рак (КРР) — один из наиболее распространенных видов рака в мире. Эффективные методы скри-
нинга для своевременного выявления КРР и аденоматозных полипов могут значительно снизить смертность от этого 
заболевания. МикроРНК — новый класс потенциальных биомаркеров для широкого круга заболеваний человека, 
включая онкопатологии. В статье оценивается диагностическая значимость концентрации микроРНК miR-146a в 
плазме крови человека с КРР. В опытную группу включили пациентов с колоректальным раком стадий I–III (n = 102), 
а в контрольную — пациентов с хроническим колитом, неспецифическим язвенным колитом и болезнью Крона (n = 58) 
и условно здоровых людей (n = 42). Количество микроРНК определяли при помощи ПЦР с обратной транскрипцией 
(ОТ-ПЦР) с детекцией результатов в «реальном времени». Было показано, что концентрация miR-146a статистически 
значимо выше в образцах плазмы крови пациентов с КРР в сравнении с пациентами контрольной группы (p < 0,0001). 
Оптимальное значение диагностической чувствительности, определенное с помощью ROC-анализа, составило 
47,3 %, специфичности — 91,5 %, AUC = 0,79 ± 0,018. Исследуемый подход обладает недостаточно высокой специ-
фичностью, но показано, что miR-146a в будущем может быть включена в состав диагностических профилей на основе 
нескольких микроРНК с улучшенной специфичностью.
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ная цепная реакция, обратная транскрипция

Keywords: cancer research, colorectal cancer, screening, biomarker, microRNA, miR-146a, cel-238, polymerase chain 
reaction, reverse transcription

Для корреспонденции: Филипенко Максим Леонидович
Пр-т Ак. Лаврентьева, д. 8, г. Новосибирск, 630090; max@niboch.nsc.ru

Correspondence should be addressed: Maxim Filipenko 
Prospekt Ak. Lavrientieva, d. 8, Novosibirsk, Russia, 630090; max@niboch.nsc.ru

1 Институт химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН, Новосибирск
2 Городская больница № 40, Санкт-Петербург
3 Городская клиническая больница № 1, Новосибирск
4 Новосибирский государственный медицинский университет, Новосибирск
5 Новосибирский государственный университет, Новосибирск

1 Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine SB RAS, Novosibirsk, Russia
2 City Hospital No. 40, Saint Petersburg, Russia
3 City Clinical Hospital No.1, Novosibirsk, Russia
4 Novosibirsk State Medical University, Novosibirsk, Russia
5 Novosibirsk State University, Novosibirsk, Russia 

Статья получена: 25.08.2017 Статья принята к печати: 30.08.2017

Received: 25.08.2017 Accepted: 30.08.2017

Финансирование: работа выполнена при финансовой поддержке в рамках  федеральной целевой программы «Исследования и разработки по 
приоритетным направлениям развития научно-технологического комплекса России на 2014–2020 гг.» (Соглашение № 14.604.21.0101, идентификатор 
RFMEFI60414X0101).

Funding: this works was supported by the Federal Targeted Program for Research and Development in Priority Areas of Advancement of the Russian Scientific 
and Technological Complex for 2014–2020 (Grant No. 14.604.21.0101, ID RFMEFI60414X0101).



32 ВЕСТНИК РГМУ   4, 2017   VESTNIKRGMU.RU| |

ORIGINAL RESEARCH   ONCOLOGY

Колоректальный рак — одно из самых распространенных 
онкологических заболеваний и наиболее часто встречаю-
щаяся форма злокачественных опухолей кишечника. При 
выявлении заболевания на стадии I и адекватной терапии 
выживаемость пациентов составляет 90 %, тогда как для 
пациентов со стадией IV — не более 6 %. В связи с этим 
своевременная диагностика — залог сохранения жизни 
пациенту. Одним из перспективных направлений исследо-
ваний является поиск неинвазивных молекулярных мар-
керов, обнаруживаемых в крови, кале и других доступных 
биоматериалах. 
В 2008 г. Tewari и соавт. обнаружили, что некоторые 

микроРНК присутствуют в плазме крови человека в уди-
вительно стабильной форме, которая защищает их от дей-
ствия эндогенных РНКаз [1]. Это стало отправной точкой 
начала исследований циркулирующих микроРНК в ка-
честве потенциальных биомаркеров. МикроРНК обнару-
жены в плазме крови, слюне, моче, желчи, грудном молоке 
и других жидкостях организма человека. Накоплены мно-
гочисленные данные о специфическом изменении профи-
ля экспрессии циркулирующих микроРНК при различных 
патологических состояниях, таких как онкологические, 
сердечно-сосудистые, воспалительные заболевания, ста-
рение и др. [2–5].
Для опухолей различного происхождения характерны 

как специфические, так и неспецифические изменения 
экспрессии микроРНК. Например, большинство опухо-
лей ассоциировано с увеличением экспрессии микроРНК
miR-21 и снижением экспрессии микроРНК семейства 
let-7. Специфическими могут быть изменения для различ-
ных гистологических типов новообразований, профилей 
экспрессии генов в клетках опухоли, стадии TNM.
В исследованиях разных исследователей для колорек-

тального рака значимыми в патогенезе и прогнозе описаны 
опухоль-специфичные микроРНК miR-21, miR-9, miR-155, 
miR-17, miR-19, let-7 и miR-24, а также циркулирующие miR-
181b, miR-21, miR-183, let-7g, miR-17 и miR-126 [6]. Пер-
вое исследование изменения профиля экспрессии мик-
роРНК при колоректальном раке, выполненное в 2003 г.,
показало снижение экспрессии опухоль-супрессорных 

микроРНК miR-143 и miR-145 и при аденоматозе, и в зло-
качественных новообразованиях в сравнении с нормой [7]. 
К настоящему времени описано несколько десятков мик-
роРНК, экспрессия которых изменяется при КРР [8].
Возможность использования мониторинга микроРНК 

в плазме крови в качестве неинвазивной диагностики КРР 
была показана в 2008–2009 гг. [9, 10]. Исследования в этой 
области остаются крайне актуальными и сегодня [11, 12].
Ранее нами были проанализированы данные проекта 

SysCol (Systems Biology of Colorectal cancer) [13], содер-
жащие результаты профилирования микроРНК с помо-
щью секвенирования нового поколения (next generation 
sequencing, NGS), в результате чего для miR-146a
(ENSG00000253522) было получено статистически зна-
чимое увеличение уровня экспрессии в ткани колорек-
тальной аденокарциномы (logFC = 1,742 для изменения 
экспрессии микроРНК в опухолях против контрольных 
образцов, скорректированное значение p = 5,57E–79). Це-
лью настоящей работы являлась оценка диагностической 
значимости определения уровня miR-146a в плазме крови 
человека для диагностики колоректального рака.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

В исследование были включены пациенты, проходившие 
обследование по поводу заболевания толстого кишечни-
ка в Городской клинической больнице № 1 (Новосибирск), 
Центре новых медицинских технологий (Новосибирск) 
и Городской больнице № 40 (Санкт-Петербург). В экспе-
риментальную группу включили 102 человека с аденокар-
циномой толстой кишки стадий I–III, в контрольную — 100 
человек с воспалительными заболеваниями кишечника 
(хронический колит, неспецифический язвенный колит, 
болезнь Крона, n = 58) или без патологий (n = 42). Вклю-
чение в контрольную группу пациентов с воспалением ки-
шечника обусловлено тем, что прогрессия опухоли всег-
да сопровождается воспалением в прилегающих тканях. 
Обе группы подробно охарактеризованы в табл. 1 и 2. Ис-
следование было одобрено этическим комитетом Центра 

Таблица 1. Характеристика выборки пациентов с колоректальным раком (n = 102) 

Таблица 2. Характеристика выборки пациентов без онкологических заболеваний кишечника (n = 100)

Стадия заболевания Пол Возраст, лет Число пациентов

I–II
М 54,3 ± 16,4 13

Ж 62,1 ± 11,2 8

III
М 59,3 ± 14,2 49

Ж 58,9 ± 14,0 32

Заболевание Пол Возраст, лет Число пациентов

Хронический колит
М 36,5 ± 19,3 10

Ж 38,4 ± 10,8 16

Неспецифический язвенный колит
М 26,5 ± 8,3 4

Ж 42,2 ± 11,7 20

Болезнь Крона
М 31,5 ± 6,3 4

Ж 28,4 ± 4,8 4

Без патологии кишечника
М 46,5 ± 17,1 15

Ж 49,4 ± 19,2 27
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Таблица 3. Нуклеотидные последовательности олигонуклеотидных праймеров и гидролизующихся флуоресцентно меченных зондов использованных в 
работе.

МикроРНК Олигонуклеотид Последовательность

miR-146a

U 5’- ggctgagaactgaattccat-3’

R 5’-gagcagggtccgaggt-3’

Зонд 5’-HEX-accaccgcaccacgcc-BHQ-3’

RT 5’-gagcagggtccgaggtaaccaccgcaccacgcctttttttttttaaccca -3’

cel-238

U 5’ -tttgtactccgatgcc–3’

R 5’-gagcagggtccgaggt-3’

Зонд 5’-FAM-tcgcacgaccacccgc-BHQ-3’

RT 5’-gagcagggtccgaggtatcgcacgaccacccgcttttttttttttctgaa-3’

новых медицинских технологий в Новосибирске (протокол 
№ 18 от 24.10.2014). Все пациенты дали письменное ин-
формированное согласие на участие в эксперименте.
Для исследования получали периферическую кровь. 

Кровь (около 10 мл) отбирали из вены в пробирки Vacutainer 
с антикоагулянтом ЭДТА, тщательно, но мягко перемеши-
вали и центрифугировали в течение 10 мин при 1 600 g 
и комнатной температуре. Полученную плазму (около 
4–5 мл) осторожно отбирали, не захватывая осадка, и пе-
реносили в пробирки с коническим дном объемом 15 мл. 
Центрифугировали еще раз, плазму переносили в пробир-
ки объемом 1,5 мл, замораживали и хранили при –80 °С. 
Для получения пулов объединяли по 50 мкл 10 образцов 
плазмы из одной группы.
МикроРНК для анализа выделяли из замороженной 

плазмы крови. Перед этим к каждому образцу добавляли 
внутренний контроль — синтетическую микроРНК cel-238, 
5 x 107 копий на образец. Он позволял следить за каче-
ством экстракции РНК и полимеразной цепной реакции 
(ПЦР), например за отсутствием в образце ингибиторов 
реакции. Количество копий cel-238 использовали в ка-
честве нормировочного коэффициента при вычислении 
количества копий тестируемых микроРНК в образце.
Количество микроРНК определяли при помощи до-

бавления поли-А тракта поли-А-полимеразой и ПЦР с об-
ратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) с детекцией результатов 
в «реальном времени». Для реакции ОТ использовали 
праймер, содержащий на 3’-конце 5–6 оснований, компле-
ментарных 3’-концу микроРНК, затем последовательность 
из 11 тиминов и области для посадки гидролизуемого 
флуоресцентно меченного зонда и универсального обрат-
ного праймера (табл. 3).
Полученные в реакции обратной транскрипции кДНК, 

разведенные в 5 раз для исключения ингибирования, ам-
плифицировали методом ПЦР с детекцией результатов 
в «реальном времени» при помощи специфичного прямого 
и универсального обратного праймеров и универсально-
го зонда. Использовали термоциклер с оптическим бло-
ком для детекции флуоресценции CFX96 (Bio-Rad, США). 
Схема амплификации: первичная денатурация — 15 мин 
при 96 °С; амплификационный цикл (х40): денатурация — 
10 с при 96 °С, отжиг праймеров — 20 c при 56 °С, элонга-
ция — 10 с при 72 °С, съем сигнала — 10 с. Реакционная 
смесь объемом 20 мкл содержала 65 мМ Tris-HCl (pH 8,9), 
3 мМ MgCl2, 16 мМ (NH4)2SO4, 0,2 мМ dNTP, 300 нМ прай-
меров и 100 нМ гидролизуемого флуоресцентно меченно-
го зонда, 0,5 ед. акт. Taq-полимеразы с «горячим стартом» 
(Biosan, ИХБФМ СО РАН) и 2 мкл кДНК.

Представленность микроРНК определяли в условных 
единицах по калибровочной кривой, построенной на ос-
нове 4 последовательных 4-кратных разведений тестовой 
кДНК, представляющей собой сконцентрированную в 
5 раз смесь кДНК 5 случайных образцов (при этом наи-
меньшая концентрация образцов калибровочной кривой 
принята за 1 усл. ед.). Коэффициент корреляции между 
ожидаемым и эмпирическим уравнениями калибровочной 
кривой был не менее 0,99. Эффективность ПЦР рассчи-
тывали как угол наклона калибровочной кривой. Эффек-
тивность ПЦР, определенная методом построения кали-
бровочной кривой для miR-146a, составила 82 %, а для 
cel-238 — 93 %. Во всех случаях измеряемые значения 
попадали в линейную область калибровочной кривой. Для 
оценки воспроизводимости значений порогового цикла 
(Ct) образец кДНК с каждой парой праймеров амплифи-
цировался в двух повторностях. В целом мы старались не 
проводить измерений при Ct > 37.
Нормальность распределения полученных нормиро-

ванных значений концентрации микроРНК проверяли с по-
мощью Anderson–Darling Normality Test. Для определения 
статистической значимости различий значений концент-
рации микроРНК в группах использовали непараметри-
ческий U-критерий Манна–Уитни. Для ROC-анализа вос-
пользовались программным обеспечением Web-based 
Calculator for ROC Curves [14].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Нами было проведено выделение микроРНК, синтез 
кДНК и определение концентраций микроРНК miR-146a и 
cel-238 в индивидуальных образцах плазмы крови и в их 
пулах. Для удобства мы обозначили опытную группу бук-
вой T, а контрольную — K.
Медиана нормированного уровня miR-146a в условных 

единицах составила 9,7 в группе Т против 4,65 в группе 
К при анализе пулов (табл. 4, рис. 1) и 7,6 против 2,5 со-
ответственно при анализе индивидуальных образцов 
(табл. 4, рис. 2). Уровень miR-146a был достоверно выше 
как в пулах, так и в индивидуальных образцах пациентов 
с колоректальным раком.
Для оценки диагностического потенциала теста нами 

был проведен ROC-анализ, который показал следующие 
значения: AUC = 0,79, SD = 0,018, оптимальные значе-
ния диагностической чувствительности — 47,3 %, специ-
фичности — 91,5 % при выставлении порогового уровня 
miR-146a 4 условных единицы (рис. 3).
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Таблица 4. Анализ ассоциации концентрации микроРНК miR-146a в плазме крови пациентов с колоректальным раком (T) и пациентов контрольной группы (K)

Показатель T (пул) K (пул) T K

Размер выборки 10 10 102 100

Среднее значение 10,28 4,8 7,40 2,58

Стандартное отклонение 3,98 2,23 3,04 0,97

Медиана 9,7 4,65 7,6 2,5

P-value (критерий 
Манна–Уитни)

0,0019 < 0,0001

Рис. 1. Распределение нормированных значений содержания miR-146a в 
условных единицах в 10-ти пулах плазм от пациентов с колоректальным ра-
ком (Т) и без него (К)

Рис. 2. Распределение нормированных значений содержания miR-146a в 
условных единицах в плазме пациентов с колоректальным раком (Т) и без 
него (К)

Сравнение группы условно здоровых людей (n = 42) 
и пациентов с гранулематозным и язвенным колитом 
(n = 58) показало, что пациенты с воспалительными забо-
леваниями кишечника имеют повышенный уровень miR-
146a в плазме крови (в среднем 3,1 ± 1,61 против 2,33 ± 
0,67 соответственно), однако различия менее выраженные 
и имеют значительно меньшую статистическую значи-
мость (критерий Манна–Уитни, p = 0,01).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Циркулирующие микроРНК как биомаркеры колоректаль-
ного рака находятся в фарватере поиска новых методов 
диагностики онкологических заболеваний [15]. Микро
РНК miR-146a рассматривалась в этом аспекте только 
однажды и не показала диагностической значимости [16]. 
В то же время есть несколько причин для включения этой 
микроРНК в список потенциальных биомаркеров для диа-
гностики КРР. Ранее рядом авторов было показано, что 
miR-146a вовлечена в супрессию воспаления посредством 
угнетения сигнального пути NF-κB [17], по крайней мере — 
за счет супрессии генов TRAF6 и IRAK1 [18]. Повышенная 
концентрация miR-146a в плазме крови наблюдается при 
ряде воспалительных заболеваний, например при сепсисе 
[19]. Это может быть следствием сверхстимуляции молеку-
лярных механизмов, ограничивающих воспаление. Вместе 
с тем пока мы не можем определенно указать как типы 
клеток, так и конкретные молекулярные механизмы, при-
водящие к увеличению количества miR-146a в циркуляции 
при некоторых онкологических заболеваниях, в том числе 
колоректальном раке. Ассоциативные исследования по-
казали, что полиморфный вариант rs2910164 в гене miR-

146a ассоциирован с ростом риска развития рака пище-
варительной системы различных типов [19, 20], что также 
обосновывает наш выбор.
В нашем исследовании показана статистически зна-

чимая ассоциация (p < 0,0001) повышенной концентра-
ции miR-146a с раком толстого кишечника. Более того, 
измерение количества miR-146a в пулах показало мень-
шую, но также статистически значимую ассоциацию. 
Формирование пулов образцов ранее неоднократно было 
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использовано в качестве метода прескрининга для повы-
шения производительности и снижения стоимости иссле-
дований [21, 22]. Однако работ по валидации такого под-
хода немного. В настоящем исследовании мы показали 
возможность редукции тестируемых образцов с помощью 
формирования пулов по 10 образцов плазмы крови для 
первичного скрининга.
Несмотря на статистически значимое повышенное 

содержание miR-146a в плазме крови пациентов с коло-
ректальным раком в сравнении с пациентами без этой 
онкопатологии, ROC-анализ показал довольно умеренный 
AUC, равный 0,79 ± 0,018, с неудовлетворительной диа-
гностической чувствительностью (47,3 %). Более того, кон-
центрация miR-146a была достоверна повышена и у паци-
ентов с воспалительными заболеваниями кишечника, что 
неудивительно, учитывая важную роль miR-146a в регу-
ляции воспаления. Ранее увеличение количества miR-146 
в плазме крови наблюдали у пациентов с аутоиммунным 

тиреоидитом [24], при сепсисе [19] и других заболеваниях 
с воспалительным компонентом.

ВЫВОДЫ

По результатам исследования можно сделать вывод о дос-
таточно низкой специфичности изолированной количес-
твенной детекции miR-146a в плазме крови как метода 
диагностики при колоректальном раке. Специфичность 
и чувствительность использованного подхода могут быть 
уточнены только в проспективных исследованиях, которых 
сейчас крайне мало. Вместе с тем функциональная связь 
miR-146a, воспаления и колоректального канцерогенеза, 
а также высокая значимость полученной ассоциации по-
вышенной концентрации miR-146a в плазме крови и КРР, 
делают эту микроРНК кандидатом на включение в состав 
диагностических профилей на основе нескольких микро-
РНК с улучшенной специфичностью.
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О. А. Левченко1, Р. А. Зинченко1,2, А. В. Лавров1,2

СЕМЕЙНЫЙ СЛУЧАЙ СИНДРОМА КОЭНА: КЛИНИЧЕСКОЕ НАБЛЮДЕНИЕ

COHEN SYNDROME IN FAMILY MEMBERS: A CASE REPORT

Синдром Коэна — редкое аутосомно-рецессивное заболевание, характеризующееся умственной отсталостью, мио-
пией, гипотонией, ожирением и деформацией костей. Заболевание имеет выраженный меж- и внутрисемейный  кли-
нический полиморфизм, что затрудняет его клиническую диагностику. Ген VPS13B, мутации в котором приводят к 
развитию синдрома, имеет 62 экзона, и полный его анализ в практике не применяется. Нами описан семейный слу-
чай синдрома Коэна. Брат и сестра из метисированного абазино-черкесского брака имеют диагноз «умственная 
отсталость в стадии имбецильности». У обоих пробандов с рождения отмечена задержка психомоторного развития. 
В школе учиться не смогли, писать, читать, считать не научились. Несмотря на некоторые общие неспецифические 
признаки, различия в фенотипе не позволили установить диагноз, и был назначен полноэкзомный анализ. Найде-
на однонуклеотидная замена с.7603C>T, приводящая к образованию преждевременного стоп-кодона R2535* в гене 
VPS13B. Носителями мутации оказались мать, больные сибсы и один из двух здоровых сибсов. Вторую мутацию найти 
не удалось. По итогам детального анализа фенотипа и с учетом выявленной мутации установлен синдрома Коэна у 
обоих пациентов.

Cohen syndrome is a rare autosomal-recessive disorder characterized by intellectual disability, myopia, hypotonia, and skeletal 
malformations. Its clinical diagnosis is impeded by marked inter- and intrafamilial phenotypic variability. Gene VPS13B that 
carries disease-associated mutations has 62 exons, making Sanger sequencing of the entire gene unsuitable for routine 
clinical use due to high costs. In this work we report a case of Cohen syndrome in a brother and sister born to a mixed Abazin-
Circassian marriage and diagnosed with moderate mental retardation. Both patients had psychomotor retardation, were unable 
to study at school, and never learned to read, write and count. Although the patients shared a few nonspecific phenotypic 
characteristics, phenotypic differences made it impossible to arrive at a clear diagnosis. Therefore, whole exome sequencing 
was performed revealing the single nucleotide variant с.7603C>T that results in the premature stop codon R2535* in VPS13B. 
This mutation was found in the mother, the affected sibs and one of the two other healthy sibs. The second mutation remained 
undetected. Considering the identified mutation and the analyzed phenotypic traits, we concluded Cohen syndrome in both 
patients.

Ключевые слова: умственная отсталость, семейная неспецифическая умственная отсталость, полноэкзомный ана-
лиз, синдром Коэна, несиндромальная умственная отсталость

Keywords: intellectual disability, familial nonspecific intellectual disability, whole exome sequencing, Cohen syndrome, 
nonsyndromic intellectual disability
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Синдром Коэна — генетически обусловленное заболева-
ние с аутосомно-рецессивным типом наследования (OMIM 
216550).
Впервые синдром описали Cohen и соавт. в 1973 г.: у 

пациентов были отмечены гипотония, ожирение, умствен-
ная отсталость, дисморфии лица и конечностей, офталь-
мологические проблемы [1]. Ген VPS13B (COH1) картиро-
вали на хромосоме 8 в 1994 г. финские исследователи [2], 
но только в 2003 г., также в Финляндии, было установлено, 

что синдром вызывают мутации именно в этом гене [3]. 
Была проведена самая масштабная на тот момент ра-
бота по поиску мутаций в гене COH1 у 76 пациентов из 
59 семей с предварительным диагнозом синдрома Коэна 
[4]. Авторам удалось описать 22 мутации, 19 из которых 
были описаны впервые. Во многих важных работах изу-
чали пациентов из Финляндии и Великобритании [4, 5], но 
всего в литературе описано несколько сотен случаев син-
дрома Коэна в разных странах и разных популяциях, в том 
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Сибсы с синдромом Коэна: сестра, 23 года (слева) и брат, 29 лет (справа)

числе в Германии и Польше [6], Италии [7], Греции [8], Бель-
гии [9]), на Ближнем Востоке и в Африке [6, 10, 11], Японии 
[10, 12] и Америке [6, 11, 13]. Тем не менее уровень за-
болеваемости оценить сложно, т. к. в большинстве стран 
описаны единичные случаи, и заболевание считается ред-
ким. Выраженный межсемейный и внутрисемейный клини-
ческий полиморфизм затрудняет диагностику патологии, 
что может приводить к недооценке ее истинной встречае-
мости. Например, Rauch и соавт. [14] установили синдром 
Коэна у 0,7 % пациентов с недифференцированной ум-
ственной отсталостью. А при секвенировании клиническо-
го экзома у пациентов с признаками наследственной па-
тологии синдром Коэна был выявлен в 0,1 % случаев [15].
Синдром Коэна является наследственным расстрой-

ством, которое поражает многие части тела и, кроме 
описанных Коэном проявлений, характеризуется неярко 
выраженной микроцефалией, миопией высокой степени, 
прогрессирующей дистрофией сетчатки, гипермобильнос-
тью суставов и особым лицевым фенотипом. Черепно-
лицевые аномалии обычно включают в себя толстые воло-
сы на голове и бровях, длинные ресницы, глаза необычной 
формы (антимонголоидные и дугообразные), закругленный 
кончик носа, гладкую или укороченную область между 
носом и верхней губой (фильтр), гипоплазию верхней че-
люсти и выступающие верхние резцы. Сочетание послед-
них трех признаков нередко приводит к приоткрытию рта, 
несмотря на полное смыкание челюстей [16]. Дополни-
тельные признаки и симптомы у некоторых людей с этим 
расстройством включают узкие кисти и стопы и длинные 
пальцы. Из лабораторных показателей отмечают низкий 
уровень лейкоцитов (нейтропению), что приводит к час-
тым рецидивирующим инфекционным заболеваниям [17]. 
Отдельные симптомы сочетаются у больных в различных 
комбинациях, и их одновременное наличие необязательно 
при синдроме Коэна.
Дифференциальная диагностика синдрома Коэна за-

труднена из-за выраженного клинического полиморфиз-
ма, в том числе при возрастных изменениях, и проводится 
в качестве комплексной диагностики при выявлении сра-
зу нескольких синдромов: Прадера–Вилли, Барде–Бидля, 
Альстрема, Ангельмана, Марфана, Сотоса. Редкий син-
дром Мирхоссеини–Холмса–Уолтона (OMIM 268050) счита-
ется аллельным вариантом синдрома Коэна и во многом 
имеет схожую клиническую картину [18, 19].
Генетической причиной синдрома являются мутации в 

гене VPS13B (COH1) [3]. Кроме синдрома Коэна мутации 
в этом гене могут приводить к несиндромальной умст-
венной отсталости [20] или аутизму [21]. Продукт гена 
VPS13B — трансмембранный белок, являющийся частью 
аппарата Гольджи. Его основная роль — это регуляция ве-
зикулярного транспорта, а также внутриклеточная сорти-
ровка белков. Помимо этого, VPS13B участвует в гликози-
лировании. Экспрессионный анализ показал наивысшую 
экспрессию белка в нейронах коры головного мозга [22].
При синдроме Коэна чаще всего находят мутации, 

приводящие к укорочению белка и, соответственно, по-
тере его функции. В экспериментах сниженная экспрес-
сия белка приводит к уменьшению количества нейронов в 
культуре клеток гиппокампа, чем можно объяснить микро-
цефалию и умственную отсталость при синдроме Коэна. 
А нарушения гликозилирования могут являться причиной 
аномального распределения жира [23].
Для диагностики синдрома в популяциях с частыми му-

тациями целесообразно проводить их таргетное секвени-
рование. Например, в Финляндии 75 % мутантных аллелей 

представлены делецией c.3348_3349delCT [3], а в изоля-
те американских амишей сцепленные мутации c.8459T>C 
и 9258_9259insT составляют 99 % всех аллелей при син-
дроме Коэна. Возможно также применение метода мно-
жественной лигазозависимой амплификации (multiplex 
ligation-dependent probe amplification, MLPA) или хромосом-
ного микроматричного анализа, т. к. до 30 % случаев об-
условлены делециями/дупликациями [24]. Секвенирование 
по Сэнгеру целого гена нецелесообразно, поскольку в нем 
62 экзона, и себестоимость анализа достаточно высока. 
Альтернативой являются NGS-панели и секвенирование 
экзома, которое все чаще используют в диагностике ум-
ственной отсталости [25]. При синдроме Коэна с его по-
мощью удается установить молекулярный диагноз в 70 % 
случаев [5].

Описание клинического случая

За консультацией врача-генетика обратилась семья из 
метисированного абазино-черкесского брака. В семье 
два здоровых родителя и четверо детей, из которых двое, 
старший сын 29 лет и дочь 23 лет (рисунок), имеют инва-
лидность с детства и диагноз «умственная отсталость в 
стадии имбецильности». У обоих пробандов с рождения 
отмечена задержка психомоторного развития. В школе 
учиться не смогли, писать, читать, считать не научились. 
Речь односложная, больше фразовая. Умственное разви-
тие соответствует 3–5 годам. При осмотре у обоих про-
бандов отмечена умственная отсталость, микроцефалия 
(52,5 см у мужчины и 53 см у женщины). Черепно-лицевые 
аномалии также включали толстые объемные волосы, низ-
кую линию роста волос на лбу и шее, густые брови, мио-
пию высокой степени, короткий фильтр, тонкую верхнюю 
губу с гипоплазией верхней челюсти (более выражена у 
мужчины), клювовидный нос с закругленным кончиком. 
У пациентов выраженный поясничный сколиоз, плос-
ковальгусная деформация стоп, длинные пальцы рук. 
У мужчины удлиненный проксимальный отдел мизинца, 
низко посаженные оттопыренные уши, синофриз. У жен-
щины более выраженная умственная отсталость, ожире-
ние 1–2 степени при росте 158–160 см, «приросшие» мочки 
ушей, мыс вдовы, открытый рот с видными выступающими 
передними резцами, кариозные зубы, гипотония мышц, 
стрии на всем теле, отсутствие менархе.
Ввиду значительного клинического полиморфизма за-

болевания у сибсов клинический диагноз поставлен не 
был. Мужчине провели массовое параллельное секве-
нирование полного экзома, в результате чего у него 
была найдена ранее описанная мутация rs386834107 
[6, 26] — однонуклеотидная замена с.7603C>T, приво-
дящая к образованию преждевременного стоп-кодона 
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R2535* в экзоне 42 гена VPS13B. Поскольку в гене 62 
экзона, вследствие данной мутации белок оказывается 
усечен на треть своей длины. Затем провели валидацию 
данной мутации у всех членов семьи секвенированием по 
Сэнгеру. Носителями оказались мать, больные сибсы и 
один из двух здоровых сибсов, что не противоречит типу 
аутосомно-рецессивного наследования.
Для поиска второй мутации изучили все другие най-

денные при экзомном секвенировании варианты в данном 
гене (SNV), а также провели вручную поиск возможных ав-
томатически не определенных мутаций в секвенированной 
части гена. Были выявлены следующие варианты: M3265*, 
G3432R, D903N. Данные варианты не являются патоген-
ными либо не подтверждены секвенированием по Сэнгеру. 
Анализ равномерности покрытия данного региона и нали-
чие гетерозиготных вариантов не позволяют заподозрить 
делецию одного из аллелей по данным полноэкзомного 
анализа. 
Фенотип обоих пациентов был дополнительно про-

анализирован с помощью приложения Face2Gene (FDNA, 
США). По совокупности выявленных признаков (умствен-
ная отсталость, микроцефалия, миопия, толстые волосы, 
низкая линия роста волос, закругленный кончик носа, вы-
ступающие передние резцы) также в первую очередь был 
предположен синдром Коэна.
По итогам комплексного обследования мы считаем 

подтвержденным диагноз синдрома Коэна у данных паци-
ентов.

Обсуждение клинического случая

Значительный клинический полиморфизм синдрома Коэна 
затрудняет его диагностику, особенно при невозможности 
проведения немедленных дополнительных лаборатор-
ных исследований, например при экспедиционном сборе 
материала и медико-генетическом консультировании. В 
таких случаях высокопроизводительные методы молеку-
лярно-генетической диагностики могут являться един-
ственным решением, позволяющем установить диагноз. 
Молекулярно-генетическая диагностика открыла значи-
тельную аллельную гетерогенность синдрома, которую ав-

торы соотносили с клиническим полиморфизмом [6, 16]. 
При этом внутрисемейному полиморфизму особое внима-
ние не уделяли (OMIM 216550), а по опубликованным фото-
графиям пациентов можно сделать заключение о преобла-
дающем сходстве фенотипов у сибсов [6, 16].
В описанной нами семье наблюдается ярко выражен-

ный клинический полиморфизм при сохранении множес-
тва общих черт. Возможное объяснение клинической гете-
рогенности можно было бы получить, обнаружив вторую 
мутацию у обоих сибсов. Для продолжения диагностичес-
кого поиска целесообразно осуществить поиск делеций/
дупликаций в гене, что затруднительно, учитывая большую 
длину гена и отсутствие разработанных методов его ана-
лиза. Делеции и дупликации одного-двух экзонов, а также 
инверсии описаны у многих пациентов с синдромом Ко-
эна — 9 (53%) из 17 случаев [27]. Вместе с тем известно 
несколько случаев синдрома Коэна, при которых также 
были выявлены мутации (включая обнаруженную нами) 
в гетерозиготном состоянии, а вторые мутации найдены 
не были [6]. Соответственно, молекулярно-генетическая 
диагностика синдрома Коэна требует применения разных 
молекулярно-генетических методов для определения как 
точечных, так и протяженных мутаций, а также инверсий. 
Ранее мы предлагали диагностический алгоритм при ум-
ственной осталости, предусматривающий выбор полноэк-
зомного или хромосомного микроматричного анализа [25]. 
Однако в некоторых случаях возникает необходимость 
использовании обоих методов, и даже в таких ситуациях 
вторая мутация может быть не найдена.

ВЫВОДЫ

Синдром Коэна проявляет значительную вариабельность 
фенотипа даже в пределах одной семьи, что может зна-
чительно затруднять клиническую диагностику. Надежным 
помощником в такой ситуации является массовое парал-
лельное секвенирование, которое позволяет не только 
установить верный диагноз, но и произвести дифферен-
циальную диагностику с другими трудно отличимыми син-
дромами с умственной отсталостью.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЧАСТОТЫ ВСТРЕЧАЕМОСТИ МУТАЦИЙ В ГЕНЕ PAH 
С ПРИМЕНЕНИЕМ КОМБИНАЦИИ ТЕХНОЛОГИЙ ПЦР «В РЕАЛЬНОМ 
ВРЕМЕНИ» И ВЫСОКОПРОИЗВОДИТЕЛЬНОГО СЕКВЕНИРОВАНИЯ 
У БОЛЬНЫХ ФЕНИЛКЕТОНУРИЕЙ МОСКОВСКОГО РЕГИОНА

DETERMINING THE FREQUENCY OF PAH MUTATIONS IN MOSCOW REGION 
RESIDENTS WITH PHENYLKETONURIA USING A COMBINATION 
OF REAL-TIME PCR AND NEXT-GENERATION SEQUENCING

The present study aimed to determine frequencies of mutations in the phenylalanine hydroxylase gene (PAH) in unrelated 
children (n = 71) diagnosed with phenylketonuria, who presented to Morozovskaya Children’s City Clinical hospital (Moscow) 
over the period from 2015 to 2016. The patients were tested for the most common PAH mutations using the original real-
time PCR-based technique for the identification of nucleotide variants; additionally, next generation sequencing (NGS) was 
performed on the unidentified genotypes. The original PCR-based technique allowed us to effectively identify 83 % of the 
pathogenic allelic variants in the sample. Using the combination approach (real-time PCR + NGS), we found mutations in both 
alleles of PAH in 66 of total 71 patients. Altogether, 26 pathogenic PAH mutations were identified, the most common being 
p.R408W (47.9 %) and p.R261Q (9.9 %). Frequencies of mutations common for the Russian population, such as IVS10nt546, 
IVS12+1G>A, p.R158Q, p.Y414C, and IVS4+5G>T, ranged from 4.2 to 2.8 %. Half of the identified variants accounted for the 
total frequency of < 10 %. Sequencing of PAH revealed a few functional mutations previously unreported for Moscow region 
residents, including p.D222Terfs, p.R111Ter, p.F161S, p.G188D, p.R270K, p.L311P, p.F55L, p.F55Leufs, IVS1+5G>T, and 
IVS8-7A>G. It could be reasonable to include mutations p.D222Terfs and p.R111Ter (carrier frequency of 2.1 %) in PCR testing 
panels. The data obtained in our study can also be used in the development of genetic tests for phenylketonuria.

Определена частота встречаемости мутаций в гене фенилаланингидроксилазы (PAH) у неродственных детей (n = 71) 
с диагнозом «фенилкетонурия», наблюдавшихся в Морозовской детской городской клинической больнице (г. Москва) 
в 2015–2016 гг. Для выявления частых вариантов мутаций в гене PAH была применена оригинальная технология 
определения нуклеотидных замен на основе ПЦР в режиме «реального времени» (real-time PCR), выполнено дополни-
тельное исследование гена методом целевого секвенирования нового поколения (NGS). Эффективность диагности-
рования методом ПЦР при выявлении носительства патогенного аллеля в выборке составила 83 %. При проведении 
комбинированной диагностики мутации в двух аллелях были выявлены в 66 случаях из 71. Всего определено 26 
патогенных мутаций в гене PAH, наиболее часто представлены мутации p.R408W (47,9 %) и p.R261Q (9,9 %). Рас-
пространенные в России IVS10nt546, IVS12+1G>A, p.R158Q, p.Y414C, IVS4+5G>T выявлены с частотами от 4,2 до 
2,8 %. Суммарная частота встречаемости половины определенных вариантов мутаций составила менее 10 %. По 
итогам секвенирования гена PAH обнаружен ряд ранее не описанных для Московского региона мутаций различного 
функционального типа: p.D222Terfs, p.R111Ter, p.F161S, p.G188D, p.R270K, p.L311P, p.F55L, p.F55Leufs, IVS1+5G>T, 
IVS8-7A>G. Мутации p.D222Terfs и p.R111Ter (с частотами 2,1 % каждая) являются потенциальными кандидатами на 
включение в состав скрининговой панели. Полученные данные могут быть использованы для разработки схем гено-
диагностики фенилкетонурии.

Ключевые слова: фенилкетонурия, ген фенилаланингидроксилазы, PAH, генетическая диагностика

Keywords: phenylketonuria, phenylalanine hydroxylase gene, PAH, real-time PCR genotyping
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Патогенные мутации в гене фенилаланингидроксилазы 
(PAH) являются причиной тяжелого заболевания — фенил-
кетонурии (ФАГ-зависимой ФКУ, фенилкетонурии I типа). 
Данное заболевание имеет аутосомно-рецессивный тип 
наследования и входит в число распространенных наслед-
ственных заболеваний, рекомендовано ВОЗ для ранней 
диагностики у новорожденных. В России средняя часто-
та фенилкетонурии составляет 1 : 7000 [1]. Заболевание 
обусловлено недостаточной активностью фермента пе-
чени фенилаланингидроксилазы (ФАГ), отвечающего за 
превращение фенилаланина (ФА) в тирозин. В результате 
нарушения работы ФАГ в организме повышается уровень 
содержания ФА и его производных, снижается уровень 
содержания тирозина, нарушается обмен других амино-
кислот [1, 2]. При отсутствии лечения признаки поражения 
ЦНС появляются в первом полугодии жизни. Своевремен-
ная диагностика и терапия позволяют избежать драмати-
ческих последствий фенилкетонурии.
С целью ранней диагностики ФКУ у всех новорожден-

ных в РФ биохимическими методами определяют уровень 
содержания ФА в крови [1, 2]. При выявлении гиперфенил-
аланинемии (ГФА), т. е. при содержании ФА выше 2 мг/дл 
(0,12 ммоль/л), проводится повторная и дифференциаль-
ная диагностика форм заболевания. Генетическая диаг-
ностика больных ФКУ выполняется с целью уточнения 
клинического диагноза, определения варианта генотипа 
по гену PAН. Мутации гена PAH в зависимости от их ло-
кализации и функционального типа по-разному влияют на 
свойства фермента ФАГ [1, 3–6]. Тяжелые формы заболе-
вания обусловлены изменениями в последовательности 
гена PAH, приводящими к нарушению синтеза белка или 
образованию фермента с нулевой остаточной активнос-
тью. Мутация p.R408W\с.1222C>T — наиболее распрос-
траненная среди населения России [1, 3, 6–10] — являет-
ся примером «тяжелой» мутации гена PAH, в гомозиготном 
состоянии p.R408W\с.1222C>T приводит к синтезу ФАГ 
с минимальной остаточной активностью. Недавно было 
установлено, что препараты из группы синтетических ана-
логов тетрогидробиоптерина (природного кофермента 
ФАГ, НВ4), применяемые при терапии НВ4-зависимых форм 
ГФА, понижают уровень содержания ФА в крови пациен-
тов с классической формой заболевания, но при условии 
сохранения остаточной активности фермента. Медика-
ментозное лечение в этом случае позволяет смягчить кли-
нические проявления заболевания, расширить диету паци-
ента. Таким образом, генетическая диагностика больных 
ФКУ является условием выбора стратегии индивидуальной 
терапии.
Существуют различные подходы генетической диаг-

ностики ФКУ. В целях выявления частых мутаций в гене 
PAH применяют методы выборочной диагностики, ос-
нованные на различных вариантах ПЦР и ПЦР-ПДРФ 
(полимеразная цепная реакция с последующим анали-
зом полиморфизма длины рестрикционных фрагментов) 
[6–8]. Перспективными являются разработки на основе 
метода мультиплексной лигазозависимой амплификации 
зондов (multiplex ligation-depend probe amplification, MLPA) 
[9], а также ПЦР в режиме «реального времени» (real-time 
PCR), в частности, на основе метода примыкающих проб 
(adjacent probes) [10]. Данные подходы позволяют прово-
дить единовременную идентификацию десятков вариан-
тов изменений последовательности гена. Тем не менее 
диагностическая эффективность методов выборочной 
генетической диагностики, как правило, не превышает 
70–80 % [7, 8]. Поиск редких мутаций (с частотой встре-

чаемости менее 1 %) и новых вариантов гена эффективно 
осуществляется с помощью методов секвенирования [3, 4, 
6, 11], обеспечивающих максимальную информативность 
при исследовании целевого региона последовательности 
гена. Актуальной проблемой является разработка и внед-
рение в практику рутинного применения отечественных 
решений для диагностирования ФКУ и других форм ГФА с 
использованием технологий секвенирования нового поко-
ления (next-generation sequencing, NGS).
Целью настоящей работы стало определение мута-

ций в гене PAH у 71 ребенка из Московского региона с 
диагнозом «классическая фенилкетонурия» или «гиперфе-
нилаланинемия». Для выявления частых вариантов мута-
ции в гене была применена оригинальная технология опре-
деления нуклеотидных замен на основе метода real-time 
PCR с анализом кривых плавления, редкие и неучтенные 
генетические варианты в ПЦР-исследовании определяли 
методом таргетного секвенирования нового поколения 
(NGS).

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

В исследовании участвовали дети (n = 71) с клиническим 
диагнозом «классическая фенилкетонурия» или «гиперфе-
нилаланинемия» (69 и 2 пациента соответственно), наблю-
давшиеся в Морозовской детской городской клинической 
больнице (г. Москва) в 2015–2016 гг. Диагнозы пациентов 
были установлены по результатам клинических наблюде-
ний и данных биохимического анализа крови. Пациенты не 
состояли в родстве. На момент проведения исследования 
все пациенты были резидентами Московского региона. 
В этническом отношении исследованная группа больных 
более чем на 85 % была представлена русскими, около 
15 % составили другие национальности, включая выход-
цев с Южного Кавказа, из Средней Азии, а также Вос-
точной Азии (среди пациентов присутствовал этнический 
китаец). Исследование соответствовало требованиям 
Хельсинкской декларации 2003 г., родители дали письмен-
ное информированное согласие на участие детей в нем.
В исследовании использована цельная венозная 

кровь пациентов, из которой с помощью комплекта реа-
гентов «ПРОБА-ГС-ГЕНЕТИКА» («НПО ДНК-Технология», 
Россия) выделяли геномную ДНК. Полученные образцы 
ДНК сразу использовали для генотипирования или храни-
ли при –20 °С.
Примененная технология ПЦР-генотипирования явля-

ется модификацией метода примыкающих проб (adjacent 
probes, kissing probes) [12]. В основе технологии лежит 
использование двух типов сиквенс-специфичных олиго-
нуклеотидных зондов, гибридизующихся на ДНК-матри-
цу при низкой температуре в непосредственной близости 
друг от друга. Один из зондов несет источник флюо-
ресценции, другой — гаситель флюоресценции. Зонд с 
источником флюоресценции является типирующим, для 
повышения надежности генотипирования одновременно 
используются два варианта типирующих зондов (соответ-
ствующих вариантам полиморфизма), меченных разными 
флуорофорами. После проведения серии ПЦР — ампли-
фикации целевой последовательности ДНК — темпера-
тура реакционной смеси понижается, в результате зонды 
гибридизуются на матрице. Генотипирование осуществля-
ется при температурной денатурации дуплексов олигонук-
леотидных зондов и фрагментов ДНК путем измерения 
уровня флуоресценции в режиме «реального времени». 
На рисунке представлены кривые, характерные для 
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Кривые плавления для разных вариантов генотипа, полученные при определении мутации p.R408W\c.1222C>T. Кривые: 1 — гомозигота по мута-
ции p.R408W\c.1222C>T; 2 — гетерозигота по мутации p.R408W\c.1222C>T, заметны характерные двойные пики на кривых плавления; 3 — гомозигота 
дикого типа
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определенных генотипов (подробно технология описана в 
работе Сергеева и соавт. [13])
Для проведения исследования были использованы 

ранее апробированные праймеры и зонды для опреде-
ления 16 мутаций гена PAH: p.R408W, p.R261Q, p.R158Q, 
IVS10nt546\c.1066-11G>A, IVS12+1G>A, p.Y414C, 
IVS4+5G>T, p.R252W, p.L48S, p.R261Ter, p.P281L, p.G188D, 
p.E280K, p.F331S, p.P279L, IVS2+5G>C. В перечень вы-
являемых мутаций вошли 8 вариантов, наиболее распро-
страненных в России и рекомендованных к диагности-
рованию [1]. ПЦР и определение температуры плавления 
олигонуклеотидных зондов проводили с помощью детек-
тирующего амплификатора DTprime («НПО ДНК-Техноло-
гия», Россия) по описанной ранее методике [10]. Продол-
жительность исследования составила 1,5 ч.
Образцы ДНК пациентов с неустановленным в резуль-

тате поиска частых мутаций вариантом генотипа были ис-
следованы методом таргетного высокопроизводительного 
секвенирования по технологии Ion Torrent (Thermo Fisher 
Scientific, США). Панель целевых участков гена PAH по-
крывала области экзонов (покрытие кодирующей после-
довательности гена составило 100 %), экзон-интронные 
границы, частично нетранслируемые регуляторные облас-
ти гена. Суммарная длина исследуемых участков гена 
PAH составила 3 337 п. н. Целевые фрагменты гена ам-
плифицировали в условии мультиплексной ПЦР. Для 
проведения реакции амплификации использовали не ме-
нее 10 нг геномной ДНК. Лигирование адаптеров к про-
дуктам амплификации проводили с использованием T4 
ДНК лигазы (Thermo Fisher Scientific, США) в соответствии 
с рекомендациями производителя. Контроль качества 
приготовления библиотек фрагментов ДНК для NGS-сек-
венирования осуществляли с помощью системы Agilent 
2100 Bioanalyzer и набора Agilent High Sensitivity DNA Kit 
(Agilent Technologies, США). Секвенирование выполняли 
на приборе для проведения высокопроизводительного 
секвенирования Ion PGM System for Next-Generation 
Sequencing (Thermo Fisher Scientific) с использованием на-
бора Ion PGM Template OT2 400 Kit того же производителя.
Первичный анализ данных осуществляли с помощью 

программного обеспечения Torrent Server 4.4.3. Вырав-
нивание на референсный геном версии GRCh37/hg19 
проводили с помощью программного модуля TMAP, для 
идентификации генетических вариантов был использован 

программный модуль Torrent Variant Caller 4.4. (Все пере-
численное программное обеспечение произведено Thermo 
Fisher Scientific) Последующий анализ проводили с помо-
щью программных модулей, разработанных авторами. 
Среднее покрытие целевых фрагментов составило 7 300 
прочтений, минимальное покрытие — 590, среднее коли-
чество прочтений на образец составило 95 500. Интер-
претация патогенности генетических вариантов основана 
на анализе информации баз dbSNP Build 147, PAHvdb, 
BIOPKUdb [14] и данных литературы. В качестве под-
тверждающего метода проводили выборочное секвени-
рование ДНК по Сэнгеру на автоматическом секвенаторе 
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США), 
использовали реактивы и рекомендации производителя. 
Во всех случаях были получены идентичные результаты 
генотипирования.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

На первом этапе исследования генотипирование пациен-
тов проводили методом поиска частых мутаций в гене PAH 
с применением технологии real-time PCR. Из 16 вариантов, 
определяемых методом ПЦР-генотипирования, были вы-
явлены 13: p.R408W, p.R261Q, p.R158Q, p.L48S, p.G188D, 
p.Y414C, p.R252W, IVS4+5G>T, p.R261Ter, IVS10nt546/
c.1066-11G>A, p.E280K, IVS12+1G>A, p.P281L (табл. 1). 
В 70,4 % случаев были идентифицированы мутации, затра-
гивающие оба аллеля гена PAH, у 25,4 % пациентов обна-
ружена мутация в одном из двух аллелей, в 4,2 % случаев 
патогенных мутаций обнаружено не было.
Для 21 одного случая с неустановленными изменени-

ями в двух аллелях гена было выполнено исследование 
клинически значимых участков последовательности гена 
PAH методом высокопроизводительного секвенирования. 
В результате проведения секвенирования список патоген-
ных вариантов гена PAH выборки был существенно рас-
ширен. Дополнительно обнаружены следующие варианты: 
p.D222Terfs, p.R111Ter, IVS11+1G>C, p.F161S, p.E390G, 
p.A300S, p.F55L, p.F55Leufs, p.R176Ter, p.L311P, p.R270K, 
IVS1+5G>T, IVS8-7A>G (табл. 1). Данные мутации описаны 
в мировой литературе, входят в реестр патогенных ва-
риантов международной базы данных PAHvdb. Результа-
ты исследования были подтверждены методом прямого 
секвенирования по Сэнгеру.
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С помощью комбинированного подхода при проведе-
нии генетической диагностики PAH у 66 пациентов (93 % 
случаев) были выявлены 2 патогенные мутации, у 4 (5,6 %) 
пациентов — 1 мутация, у 1 (1,4 %) пациента мутаций не 
обнаружено.
Результаты по частотам встречаемости 26 патоген-

ных вариантов выборки представлены в табл. 1. Мутации 
p.R408W и p.R261Q зарегистрированы с наибольшими 
частотами (соответственно выявлены у 54 и 12 пациен-
тов в гомо- или гетерозиготном состоянии). Сравнитель-
но частыми вариантами были IVS10nt546\c.1066-11G>A, 
IVS12+1G>A, p.R158Q, индивидуальные частоты встреча-
емости аллелей которых составили от 4,2 до 3,5 %, при 
этом данные мутации отмечены только в гетерозиготном 
состоянии. Половина патогенных вариантов, выявленных 
в исследованной выборке, зарегистрирована с суммарной 
частотой встречаемости менее 10 %. По итогам исследо-
вания описано 34 варианта генотипа гена PAH, у 21 па-
циента в одном или двух аллелях этого гена обнаружены 
мутации, при которых фермент ФАГ сохраняет более 10 % 
остаточной активности (табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Частота встречаемости наиболее распространенной в 
России мутации p.R408W в исследованной нами выборке 

больных ФКУ составила 47,9 %. Данный показатель близок 
к среднему значению по регионам [9], существенно ниже 
значений для Ростовской [15], Кемеровской [11], Ново-
сибирской [3] областей и Дальнего Востока [7, 9] России. 
Мутация p.R261Q, вторая по встречаемости в выборке 
(9,9 %), входит список наиболее распространенных на тер-
ритории России [1, 3, 6–8, 15], является превалирующей 
в Карачаево-Черкесской Республике [16]. Оба варианта 
распространены в Европе, мутация p.R408W более харак-
терна для стран Восточной Европы, мутация p.R261Q — 
одна из наиболее частых в странах Южной Европы, рас-
пространена в Нидерландах и Швейцарии [5]. В отличие 
от p.R408W мутация p.R261Q относится к числу «мягких» 
мутаций гена PAH.
Сравнительно часто в генотипах были выявлены рас-

пространенные в России мутации IVS10nt546, IVS12+1G>A, 
p.R158Q, p.Y414C, IVS4+5G>T, p.L48S, p.R252W (индиви-
дуальные частоты встречаемости аллелей составили от 
4,2 до 2,1 %). Мутация p.P281L была идентифицирована 
в гетерозиготном состоянии у 1 пациента выборки русско-
го происхождения. В некоторых регионах России мутация 
p.P281L является одной из наиболее частых [3, 15, 17].
Мутации p.D222Terfs, p.R111Ter были выявлены в 3 ге-

нотипах каждая (частота аллелей составила 2,1 %) в со-
стоянии компаунда с другими мутациями. Генетический 
вариант p.D222Terfs представляет собой делецию двух 

Таблица 1. Спектр и частоты встречаемости патогенных вариантов (мутаций) гена PAH среди пациентов Морозовской ДГКБ, n = 71

Патогенная мутация
Локализация мутации Домен ФАГ Частота встречаемости, %

PAH ФАГ

c.1222C>T p.R408W экзон 12 КАТ 47,9

c.782G>A p.R261Q экзон 7 КАТ 9,9

c.1066-11G>A IVS10nt546 интрон 10 – 4,2

c.1315+1G>A IVS12+1G>A интрон 12 – 4,2

c.473G>A p.R158Q экзон 5 КАТ 3,5

c.1241A>G p.Y414C экзон 12 ТЕТ 2,8

c.441+5G>T IVS4+5G>T интрон 4 – 2,8

c.143T>C p.L48S экзон 2 РЕГ 2,1

c.754C>T p.R252W экзон 7 КАТ 2,1

c.664_665delGA p.D222Terfs экзон 6 КАТ 2,1

c.331C>T p.R111Ter экзон 3 КАТ 2,1

c.781C>T p.R261Ter экзон 7 КАТ 1,4

c.1199+1G>C IVS11+1G>C интрон 11 – 1,4

c.563G>A p.G188D экзон 6 КАТ 0,7

c.838G>A p.E280K экзон 7 КАТ 0,7

c.842C>T p.P281L экзон 7 КАТ 0,7

c.482T>C p.F161S экзон 5 КАТ 0,7

c.1169A>G p.E390G экзон 11 КАТ 0,7

c.898G>T p.A300S экзон 8 КАТ 0,7

c.165T>G p.F55L экзон 2 РЕГ 0,7

c.165delT p.F55Leufs экзон 2 РЕГ 0,7

c.526C>T p.R176Ter экзон 6 КАТ 0,7

c.932T>C p.L311P экзон 7 КАТ 0,7

c.809G>A p.R270K экзон 7 КАТ 0,7

c.60+5G>T IVS1+5G>T интрон 1 – 0,7

c.913-7A>G IVS8-7A>G интрон 8 – 0,7

Неустановленный вариант – – – 4,2

Примечание. КАТ — каталитический домен ФАГ, РЕГ — регуляторный, ТЕТ — тетрамеризующий.
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нуклеотидов GA в 664–665-м положениях, делеция приво-
дит к сдвигу рамки считывания и синтезу более короткого 
белка. Данную мутацию ранее регистрировали в Евро-
пе [18]. Генетический вариант p.R111Ter представляет со-
бой стоп-мутацию, также приводящую к синтезу укорочен-
ной молекулы ФАГ. Данная мутация сравнительно редко 
выявляется в странах Европы [5], но распространена сре-
ди больных ФКУ в КНР [19].
Мутации p.R261Ter и IVS11+1G>C представлены в 

выборке с частотой более 1 %. Мутация p.R261Ter была 
ранее зарегистрирована в различных регионах РФ [3, 11]. 
Нарушающая сплайсинг мутация IVS11+1G>C, редкая в 
РФ, ранее была выявлена у больных ФКУ в Кемеровской 
[11] и Ростовской [15] областях.

Другие мутации гена PAH (12 вариантов) были обна-
ружены в гетерозиготном состоянии по одному разу. Вы-
явленные в выборке миссенс-мутации p.E280K, p.E390G, 
p.A300S и стоп-мутация p.R176Ter были ранее зареги-
стрированы в двух регионах РФ [3, 11]. Миссенс-мутация
p.R270K ранее идентифицирована в Татарстане [20]. Му-
тация p.F161S впервые зарегистрирована в Северном 
Китае [21], по современным данным, выявляется среди 
больных ФКУ в КНР сравнительно редко [19]. Варианты 
p.L311P, p.F55L, p.F55Leufs, IVS1+5G>T, IVS8-7A>G описа-
ны в европейских популяциях [18, 22–25]. Редкий вариант 
p.G188D ранее зарегистрирован в КНР [26].
Разнообразие вариантов аллелей гена PAH в выбор-

ке, установленное в результате проведения целевого 

Таблица 2. Результаты генотипирования пациентов Морозовской ДГКБ, n = 71

Генотип
Число носителей генотипа

Остаточная активность ФАГ*, %

аллель 1 аллель 2 мутация 1 мутация 2

p.R408W p.R408W 14 2 2

p.R158Q p.R408W 4 10 2

IVS10nt546 p.R408W 3 5 2

IVS12+1G>A p.R408W 3 0 2

Х p.R408W 3 – 2

p.Y414C p.R408W 2 57 2

IVS4+5G>T p.R408W 2 0 2

p.L48S p.R408W 2 39 2

p.R252W p.R408W 2 0 2

p.R261Ter p.R408W 2 0 2

p.R111Ter p.R408W 2 0 2

p.D222Terfs p.R408W 1 0 2

p.G188D p.R408W 1 Нет данных 2

p.E280K p.R408W 1 2 2

p.F55Leufs p.R408W 1 0 2

p.L311P p.R408W 1 1 2

p.R270K p.R408W 1 11 2

IVS1+5G>T p.R408W 1 0 2

IVS8-7A>G p.R408W 1 0 2

p.R261Q p.R408W 7 44 2

p.R261Q p.R261Q 2 44 44

IVS10nt546 p.Y414C 1 5 57

IVS10nt546 IVS4+5G>T 1 5 0

IVS10nt546 p.L48S 1 5 39

IVS12+1G>A p.R111Ter 1 0 0

IVS12+1G>A p.R158Q 1 0 10

IVS12+1G>A IVS4+5G>T 1 0 0

IVS11+1G>C p.F161S 1 0 7

IVS11+1G>C p.R261Q 1 0 44

p.D222Terfs p.Y414C 1 0 57

p.D222Terfs p.R252W 1 0 0

p.R261Q p.F55L 1 44 Нет данных

p.R261Q p.R176Ter 1 44 0

p.E390G p.A300S 1 62 31

p.P281L Х 1 2 –

Х Х 1 – –

Примечание. Х — неустановленный патогенный вариант.

* — приводится на основе данных базы BIOPKUdb [14].
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секвенирования гена, сопоставимо с данными литературы 
по Ростовской [15], Новосибирской [3] и Кемеровской [11] 
областям. Частоты встречаемости аллелей с «тяжелыми» 
и «мягкими» мутациями составили 73,8 и 20,4 % соответ-
ственно. Показатель встречаемости в генотипах пациен-
тов «мягких» мутаций согласуется с данными Гундоровой 
и соавт. по Москве и Московской области на 2017 г. [9], 
полученное значение превышает усредненные показатели 
по регионам.
В исследовании представлен пилотный опыт примене-

ния адаптированной технологии real-time PCR определе-
ния нуклеотидных замен на основе метода примыкающих 
проб для выявления частых мутаций гена PAH в выборке 
больных ФКУ Московского региона. Метод не представля-
ет сложности в использовании (все реакции и регистрация 
флуоресцентного сигнала выполняются на одном приборе 
отечественного производства), позволяет одновременно 
осуществлять диагностирование образца на наличие ши-
рокого ряда генетических вариантов за сравнительно ко-
роткие строки. Технология перспективна для проведения 
как научных исследований, так и для внедрения в практи-
ку рутинного медицинского диагностирования. По итогам 
исследования выборки диагностическая эффективность 
метода в отношении выявления носительства патогенного 
аллеля превысила 80 %. Список определяемых мутаций в 
гене PAH, включивший 16 вариантов, не окончательный, 
преимуществом технологии является возможность опера-
тивного введения новых вариантов в состав диагностичес-
кой панели.
Мутации с низкой частотой встречаемости в популяции 

не диагностируются методами выборочной генодиагнос-
тики. Спектр редких вариантов в конкретной популяции 
может быть достаточно широким, на сегодняшний день в 
гене PAH описано более 800 вариантов, при этом только 
несколько из них выявляются c частотой более 1 %. При-
менение целевого высокопроизводительного секвениро-
вания при исследовании выборки позволило дополнитель-
но идентифицировать 12,6 % патогенных аллелей. Были 
выявлены не описанные в России на момент проведения 
исследования мутации: p.D222Terfs, p.R111Ter, p.F161S, 
p.G188D, p.L311P, p.F55L, p.F55Leufs, IVS1+5G>T, IVS8-

7A>G. Отметим, что варианты p.D222Terfs и p.R111Ter 
являются потенциальными кандидатами на включение в 
состав панели ПЦР-скрининга для проведения генотипи-
рования в Московском регионе (мутации обнаружены у 3 
разных пациентов русской национальности). В 7 % случаев 
нам не удалось обнаружить патогенные изменения в обо-
их аллелях гена PAH. Эти случаи требуют дополнительных 
генетических тестов, прежде всего, более глубокого ис-
следования гена PAH, а также проведения диагностики с 
PAH-независимыми формами ФКУ, на долю которых при-
ходится до 2–3 % случаев заболевания [1, 4].

ВЫВОДЫ

В результате исследования выборки неродственных боль-
ных с фенилкетонурией, наблюдавшихся в Морозовской 
ДГКБ (г. Москва) в 2015–2016 гг., выявлено широкое раз-
нообразие патогенных мутаций, а также вариантов геноти-
пов по гену PAH. Применение ПЦР для определения нук-
леотидных замен в гене PAH в рамках исследования на 16 
типах мутаций гена позволило идентифицировать 83 % па-
тогенных аллелей в выборке. Технологический потенциал 
метода real-time PCR делает возможным его применение 
в практике для рутинного диагностирования частых мута-
ций в гене PAH у больных ФКУ и выявления носительства 
патогенных мутаций. Мутация p.R408W представляет ма-
жорный вариант, полученное значение аллельной частоты 
по данной мутации соответствует современным данным 
для Москвы и Московской области. Выявленный спектр 
частых мутаций выборки совпадает с данными по России. 
Процент аллелей с «мягкими» мутациями в выборке боль-
ных ФКУ превышает средние значения по России. Мутации 
p.D222Terfs и p.R111Ter, выявленные в нескольких незави-
симых случаях, являются потенциальными кандидатами 
на включение в состав панели тестов ПЦР-скрининга при 
проведении генотипирования в Московском регионе. В 
результате использования метода целевого высокопроиз-
водительного секвенирования выявлен ряд не описанных 
ранее для региона мутаций различного функционального 
типа: p.D222Terfs, p.R111Ter, p.F161S, p.G188D, p.R270K, 
p.L311P, p.F55L, p.F55Leufs, IVS1+5G>T, IVS8-7A>G.
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АССОЦИАЦИЯ ПОЛИМОРФНЫХ ВАРИАНТОВ ГЕНОВ ACE И BDKRB2 
С ПАРАМЕТРАМИ ВАРИАБЕЛЬНОСТИ СЕРДЕЧНОГО РИТМА 
У СПОРТСМЕНОВ РЕСПУБЛИКИ КАРЕЛИИ

ASSOCIATION OF POLYMORPHIC VARIANTS OF ACE AND BDKRB2 WITH 
HEART RATE VARIABILITY IN ATHLETES OF THE REPUBLIC OF KARELIA

Целью настоящего исследования было изучение распределения частоты аллелей гена ангиотензинпревращаюшего 
фермента АСЕ и рецептора β2 брадикинина у спортсменов различной спортивной специализации, а также выявле-
ние взаимосвязи генотипа с параметрами вариабельности сердечного ритма. Методом ПЦР в группе атлетов (n = 75, 
мужчины) исследован полиморфизм генов ACE I/D и BDKRB2 +9/−9. Показано достоверное отличие между группами 
спортсменов по частоте генотипа −9/−9 гена BDKRB2. Уровень парасимпатической активности преобладает у носите-
лей аллеля I гена ACE. В группе спортсменов с генотипом D/D регистрируются низкие значения временных параметров 
вариабельности сердечного ритма. Согласно полученным данным, временные параметры ритма сердца спортсменов 
с генотипом ACE I/I отличаются от значений групп ACE I/D и ACE D/D. У гомозигот по аллелю −9 гена BDKRB2 отмечены 
самые низкие значения ЧСС, что указывает на усиление парасимпатических влияний в системе регуляции сердечно-
го ритма. Аллель −9 гена BDKRB2 ассоциирован с минимальной продолжительностью последовательных сокраще-
ний сердца. Полиморфные локусы ACE I/D и BDKRB2 +9/−9 можно рассматривать как контрольные показатели 
процесса регуляции параметров сердечной деятельности при проведении первичного отбора спортсменов в Рес-
публике Карелии.

This work aims to study distribution of allele frequencies of the ACE and BDKRB2 genes coding for the angiotensin-converting 
enzyme and the bradykinin receptor β2, respectively, in athletes specializing in different sports and to establish the associations 
between the studied genotypes and heart rate variability. The study included 75 male athletes. Polymorphisms of ACE and 
BDKRB2 (I/D and +9/−9, respectively) were studied by PCR. A significant difference was revealed in the −9/−9 genotype 
frequency between the studied groups of athletes. Parasympathetic nerve activity prevailed in the athletes with the I allele 
of the ACE gene. Time-domain parameters of heart rate variability had low values in the carriers of the D/D genotype. In the 
athletes with the ACE I/I genotype the time-domain parameters differed from those typical for the I/D and D/D genotype carriers. 
Participants homozygous for −9 BDKRB2 had the lowest heart rate in the studied sample, implying an increased contribution 
of parasympathetic activity to heart rate regulation. The −9 allele of BDKRB2 was found to be associated with the minimal 
R — R interval between consecutive hear beats. We conclude that polymorphisms I/D of ACE and +9/−9 of BDKRB2 can 
indicate individual patterns of heart rate regulation in athletes from the Republic of Karelia.

Ключевые слова: тренировочный процесс, спортивная специализация, вариабельность сердечного ритма, генети-
ческий полиморфизм, ACE, BDKRB2

Keywords: training, sport specialization, heart rate variability, genetic polymorphism, ACE, BDKRB2
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Современный уровень развития спорта с учетом его 
резкого «омоложения» требует поддержания высокой 
соревновательной формы спортсмена в течение дли-
тельного времени подготовки [1]. Своевременный отбор, 
рациональная организация тренировочного и соревно-
вательного режимов, учет индивидуальных особенностей 
и функциональных возможностей организма занимаю-
щихся спортом обычно не приводят к снижению работо-
способности и развитию предпатологических и патологи-
ческих изменений. Если же требования, предъявляемые 
к организму спортсмена, превышают текущий уровень 
развития его функциональных возможностей, и если на-
грузки имеют выраженный форсированный характер, то 
вегетативные системы могут ответить на них развитием 
патологических отклонений.
Сердечно-сосудистую систему многие исследователи 

рассматривают в качестве индикатора индивидуальных 
приспособительных возможностей организма [1, 2]. В свя-
зи с этим исследованию состояния системы кровообраще-
ния спортсменов уделяется особое внимание. Постоянный 
контроль функционирования системы кровообращения 
позволяет не только оптимизировать тренировочный про-
цесс и оценить переносимость нагрузок различного ха-
рактера, но и предвидеть в ней структурно-морфологи-
ческие и функциональные изменения. Согласно данным 
литературных источников, основной причиной внезапной 
смерти спортсменов являются отклонения в работе систе-
мы кровообращения [2–5]. В настоящее время большой 
прогностический вес имеют генетические методы иссле-
дования. Обнаружение генетических маркеров, значимых 
для функционирования кровеносной и мышечной систем, 
обусловливает поиск их корреляционных связей с различ-
ными фенотипами (данными антропометрии, результата-
ми тестирования при нагрузках, кардиоинтервалометрии 
и т. д.) [6, 7].
Спортивная геномика, описывающая организацию и 

функционирование генома спортсменов, является относи-
тельно новой научной дисциплиной [8–11]. Первый генети-
ческий маркер, связанный с выносливостью, был иденти-
фицирован в конце 1990-х гг. [12]. Важность полиморфных 
вариантов генов и их ассоциации с характеристиками ат-
лета широко обсуждаются в спортивной научной литерату-
ре [11, 13, 14]. Было предложено несколько методологиче-
ских подходов, чтобы найти связь между полиморфизмом 
генов и уровнем спортивных достижений спортсмена. 
В популяционных исследованиях смотрят ассоциацию 
с определенным генотипом или аллелем различных пока-
зателей фенотипа спортсмена (например, максимального 
потребления кислорода VO2 max) по сравнению с показа-
телями остальных спортсменов [8, 11]. Другим подходом 
являются геномные исследования полиморфных маркеров 
ДНК всего генома, которые могут быть ассоциированы 
с определенными физическими характеристиками [10, 12]. 
Изучение ассоциаций с определенными признаками оста-
ется наиболее распространенным видом исследований 
в области спортивной геномики. Они основаны на предпо-
ложении, что один аллель гена, называемый кандидатом 
из-за его известной функции, имеет отношение к изучае-
мому признаку, более или менее распространен в группе 
элитных спортсменов в сравнении с общей популяцией 
и, следовательно, повышает производительность [10–12].
Обзор литературы за период с 1997 по 2014 г. пока-

зал, что, по крайней мере, 120 генетических маркеров 
ассоциированы со статусом элитного спортсмена (77 
генетических маркеров, связанных с выносливостью, и 

43 — связанных с силовыми факторами). Однако только 
11 (9 %) этих маркеров показали такую ассоциацию в трех 
или более исследованиях. К маркерам выносливости, ас-
социированным со статусом спортсмена, относят ACE I, 
ACTN3 577X, PPARA rs4253778 G и PPARGC1A Gly482, тог-
да как к маркерам мощности/силы: ACE D, ACTN3 R577, 
AMPD1 Gln12, HIF1A 582Ser, MTHFR rs1801131 C, NOS3 
rs2070744 T и PPARG 12Ala [8].
Целью проведенного исследования было изучение 

распределения частоты аллелей генов ACE и BDKRB2 у 
спортсменов различной спортивной специализации, а так-
же поиск связи между вариантами этих генов и параметра-
ми сердечного ритма у спортсменов Республики Карелии, 
занятых различными видами спорта.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Работа была проведена с октября 2015 г. по май 2016 г. 
в г. Петрозаводске Республики Карелии. Данное исследо-
вание было одобрено комитетом по биоэтике ИБ КарНЦ 
РАН (протокол № 21/20/187 от 26.02.2015). Каждый ис-
пытуемый дал письменное согласие на участие в экспе-
рименте. В исследование были включены 75 спортсменов 
различных специализаций, имеющих квалификацию от 
1-го спортивного разряда до мастера спорта, в возрасте 
от 18 до 30 лет. Спортсмены в зависимости от преимуще-
ственной направленности тренировочного процесса были 
разделены на 3 группы по специализации тренируемого 
спортивного качества: «сила» (n = 25) (бодибилдинг, пау-
эрлифтинг, бокс, борьба), «быстрота» (n = 23) (легкоатлети-
ческий спринт, бег на средние дистанции), «выносливость» 
(n = 27) (лыжный спорт, бег на длинные дистанции). Крите-
рии включения в исследование: стаж занятий спортом бо-
лее 5 лет, возраст старше 18 лет, мужской пол, отсутствие 
хронических заболеваний.
Исследования проводили в утренние часы в два этапа. 

В состоянии покоя у спортсменов изучали характеристики 
сердечного ритма и функциональное состояние сердеч-
но-сосудистой системы. В качестве данных антропометрии 
и биоимпедансного анализа были выбраны следующие по-
казатели: рост (см), вес (кг), жировая масса (кг), мышеч-
ная масса (кг), количество воды в организме (кг), костная 
масса (кг), индекс массы тела (ИМТ, отношение массы тела 
к квадрату роста в м), импеданс. Рост определяли на ро-
стомере, вес и показатели биоимпедансного анализа — на 
весах Tanita SC-330 S (Tanita, Япония).
На втором этапе исследования у спортсменов изучали 

характеристики сердечного ритма в покое, а также были 
взяты образцы крови для проведения генетических иссле-
дований. Работа выполнена на образцах ДНК, выделенных 
из лимфоцитов периферической крови, на оборудовании 
Центра коллективного пользования ИБ КарНЦ РАН. Геном-
ную ДНК выделяли из 200 мкл венозной крови с помощью 
набора AxyPrep Blood Genomic DNA Miniprep Kit (Axygen, 
США) согласно инструкции производителя. Методом по-
лимеразной цепной реакции и анализом полиморфизма 
длины рестрикционных фрагментов исследован полимор-
физм генов ACE I/D, BDKRB2 +9/−9 в группе спортсменов 
(n = 75, мужчины).
Для амплификации фрагментов гена ACE (прямой прай-

мер 5'-CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT-3, обратный прай-
мер 5'-ATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT-3) и гена BDKRB2 
(прямой праймер 5'-TCTGGCTTCTGGGCTCCGAG-3', 
обратный праймер 5'-AGCGGCATGGGCACTTCAGT-3) 
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проводили ПЦР при следующих условиях: предваритель-
ная денатурация — 94 °С (7 мин), 30 циклов амплифика-
ции — 94 °С (1 мин), 62 °С (1 мин), 72 °С (1 мин 10 с). За-
ключительный синтез — 72 °С, 5 мин. Размер продукта 
гена АСЕ: I аллель — 477 п. о. и D аллель — 190 п. о.; гена 
BDKRB2: +9 аллель — 100 п. о. и −9 аллель — 90 п. о. Для 
проведения ПЦР использовали смесь для амплификации 
ScreenMix-HS («Евроген», Россия) вместе с геноспеци-
фическими праймерами в конечном объеме 25 мкл. Для 
амплификации использовали программируемый термоци-
клер MaxyGene II (Applied Biosystems, США).
После амплификации продукты реакции анализиро-

вали электрофорезом в 6,0 % полиакриламидном геле 
(в случае BDKRB2 — 8 %) с последующей окраской этиди-
умбромидом и визуализацией в проходящем УФ на транс-
иллюминаторе ECX-F20 с длиной волны 312 нм (Vilber 
Lourmat, Франция). Электрокардиоритмограмму записы-
вали с помощью программно-аппаратного комплекса «По-
ли-Спектр-8/E» («Нейрософт», Россия) согласно общепри-
нятой методике. Временные (R — R min, R — R max, RRNN, 
SDNN, RMSSD, pNN50 и CV) и спектральные (TP, VLF, 
LF norm и HF norm) параметры вариабельности сердечно-
го ритма (ВРС) рассчитывали в среде «Поли-Спектр-Ритм» 
(«Нейрософт», Россия).
Определение достоверности различий популяционных 

частот производили методом χ2 по стандартной форму-
ле с помощью программы Microsoft Excel. Межгрупповые 
различия и влияние факторов на параметры ВРС опреде-
ляли с помощью анализа ANOVA и множественных срав-
нений (H-тест) (STATGRAPHICS Centurion XVI; Statpoint 
Technologies Inc., США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В исследовании приняли участие 75 спортсменов. Участ-
ники исследования были разделены на 3 группы в зави-
симости от спортивной специализации. Сравнение групп 
«Сила» и «Скорость» позволило заключить, что достовер-
но (p < 0,05) выше вес, содержание жировой и мышечной 
массы, индекс массы тела у спортсменов силовой специа-
лизации (табл. 1). У спортсменов-силовиков при переходе 

из подготовительного периода к соревновательному этапу 
отмечается относительно высокое содержание жировой 
массы, т. к. в этот период рацион питания спортсменов 
довольно широк.
Большим количеством достоверных различий (p < 0,05) 

характеризуется сравнение показателей группы «Сила» 
и «Выносливость». Недостоверными оказались только 
различия по росту атлетов и костной массе. Достовер-
ность различий по весу, уровню жировой и мышечной 
массы, содержанию воды в организме и, соответственно, 
индексу массы тела объясняется резким расхождени-
ем фенотипов, характерных для спортсменов указанных 
специализаций. Для спортсменов, тренирующих силовые 
качества, часто характерен гиперстенический тип тело-
сложения, т. е. преобладание поперечных размеров тела 
над продольными. Для атлетов, тренирующих преимуще-
ственно качество выносливости, характерен астенический 
тип телосложения с выраженным преобладанием про-
дольных размеров тела над поперечными.
Согласно полученным данным, временные показатели 

сердечного ритма спортсменов группы «Выносливость» 
заметно отличаются от значений групп «Сила» и «Быстро-
та» (табл. 2).
Согласно полученным данным наибольшее число до-

стоверных отличий обнаружено между группами «Сила» 
и «Выносливость» (значения ср. ЧСС, R — R min и R — 
R max, RRNN). В этом отношении регуляция сердечного 
ритма у спортсменов-силовиков и спортсменов-стайеров 
представляет собой два крайних варианта: регуляция на 
фоне повышенных симпатических воздействий и регуля-
ция ритма с преобладанием влияний блуждающего нерва 
на сердце соответственно.
По значениям спектрального анализа можно также су-

дить о степени утомления спортсмена и делать прогнозы 
динамики функционального состояния в течение подго-
товительного и соревновательного периода макроцикла 
(табл. 3).
Согласно средним значениям данных спектрального 

анализа, суммарная общая мощность спектра (суммарный 
эффект всех механизмов регуляции) отличается большими 
значениями в группах «Быстрота» и «Выносливость». Счи-
тается, что чем выше значения общей мощности спектра, 

Таблица 1. Биоимпедансный анализ состава тела юношей

Таблица 2. Временные показатели вариабельности сердечного ритма спортсменов

Примечание. * — достоверные различия с соответствующими значениями группы «Сила» (p < 0,05).

Примечание. ср. ЧСС — средняя частота сердечных сокращений; R — R min и R — R max — минимальная и максимальная продолжительность последова-
тельных R — R интервалов; RRNN — средняя длительность интервалов R — R; SDNN — стандартное отклонение величин нормальных интервалов R — R; 
RMSSD — квадратный корень из среднего квадратов разностей величин последовательных пар интервалов NN; pNN50, % — процент последовательных 
интервалов NN, различие между которыми превышает 50 мс; CV — коэффициент вариации.

* — достоверные различия с соответствующими значениями группы «Сила» (tкрит. = 2,008; p < 0,05). Определение различий между временными показателями 
ритма сердца среди групп проводили по непараметрическому U–критерию Манна–Уитни.

Специализация n Рост, см Вес, кг
Жировая 
масса, кг

Мышечная 
масса, кг,

Содержание 
воды, кг

Костная 
масса, кг

ИМТ, кг/м2 Импеданс

Выносливость 27 178,9 72,2* 6,4* 62,6* 46,1* 3,3 22,5* 481,5*

Быстрота 23 178,6 72,9* 6,5* 63,1* 46,6* 3,4 22,8* 475,4*

Сила 25 177,3 85,1 11,6 69,9 51,4 3,7 26,8 447,9

Специализация n ср. ЧСС R — R min, мс R — R max, мс RRNN, мс SDNN, мс RMSSD, мс pNN50, % CV, %

Сила 25 66,0 747,8 1124,9 945,6 60,7 59,7 32,8 6,2

Быстрота 23 59,7 836,3* 1226,2 1020,8 70,0 64,9 37,8 6,9

Выносливость 27 57,3* 835,7* 1258,0* 1068,9* 75,6 66,5 39,5 6,9
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Таблица 3. Спектральные показатели вариабельности сердечного ритма спортсменов

Рис. 1. Распределение частот встречаемости генотипов гена ACE у спортс-
менов Республики Карелии разной специализации

Рис. 2. Распределение частот встречаемости генотипов гена BDKRB2 у 
спортсменов Республики Карелии разной специализации

Примечание. TP — общая мощность спектра; VLF — колебания очень низкой частоты; LF — низкочастотные колебания; HF — высокочастотные колебания; 
LF norm и HF norm — нормализованные низкочастотные и высокочастотные колебания соответственно.

Специализация n TP, мс2 VLF, мс2 LF, мс2 HF, мс2 LF norm HF norm LF/HF

Сила 25 4167,7 1229,8 1059,4 1878,2 46,3 53,7 1,2

Быстрота 23 5688,4 1737,8 2076,8 1866,9 46,8 53,2 1,2

Выносливость 27 5443,8 2201,2 1460,3 1782,4 44,0 56,1 1,2

тем ниже степень напряжения систем регуляции. В то же 
время, на этот показатель может влиять величина пара-
симпатического спектра (HF), зависящая от частоты и глу-
бины дыхания испытуемого при записи.
Достоверных различий между спектральными параме-

трами ритма сердца в группах спортсменов не установле-
но (табл. 3).
Несмотря на отсутствие достоверных различий между 

группами спортсменов, показатели спектрального анализа 
в целом соответствуют общим закономерностям адапта-
ции к физическим нагрузкам различной направленности. 
Отмечается тенденция к увеличению общей мощности 
спектра в группах «Быстрота» и «Выносливость» за счет 
преобладания симпатических и парасимпатических влия-
ний на ритм соответственно. При этом сохраняется высо-
кая активность гуморально-метаболических воздействий 
на сердце. Преобладание парасимпатических влияний на 
главный водитель ритма в группе «Сила», возможно, объ-
ясняется началом подготовительного периода спортсме-
нов-силовиков, т. е. низким уровнем общего утомления 
организма и напряжения регуляторных систем.
Полученные значения частот аллелей для четырех 

потенциальных маркеров взаимосвязи между генами 
спортсмена и артериальным давлением согласуются с 
данными, ранее описанными для популяций других реги-
онов России и ряда европейских стран [8, 10, 11]. Частота 
встречаемости генотипов полиморфного маркера I/D гена 
АСЕ у карельских спортсменов различалась в зависимо-
сти от специализации (рис. 1). Так, группы «Сила» и «Ско-
рость» статистически значимо не различались (χ2 = 0,35; 
d.f. = 2, p = 0,72). Не было выявлено статистически значи-
мых различий и между группами «Сила» и «Выносливость» 
(χ2 = 1,71; d.f. = 2, p = 0,43). Частота встречаемости ге-

нотипов инсерционно-делеционного полиморфизма гена 
BDKRB2 у карельских спортсменов также различалась в 
зависимости от спортивной специализации (рис. 2). Одна-
ко достоверных различий между группами спортсменов не 
обнаружено.
Средние значения временных показателей вариабель-

ности сердечного ритма групп спортсменов, разделенных 
по генотипам гена ACE (I/I, I/D, D/D), позволяют судить о 
различиях в зависимости от носительства I или D аллеля 
(табл. 4).
Согласно полученным данным, временные параметры 

ритма сердца спортсменов с генотипом ACE I/I отличают-
ся от значений групп ACE I/D и ACE D/D. Прежде всего, 
средние значения ЧСС находятся на верхней границе бра-
дикардии (минимальная ЧСС была зарегистрирована на 
отметке 41 уд/мин у мастера спорта по лыжным гонкам, 
генотип I/I).
Параметры сердечного ритма носителей генотипа I/D 

занимают среднее положение между группами I/I и D/D, 
представляя тем самым промежуточный вариант регуля-
ции работы сердца.
Применение двухфакторного ANOVA-анализа (факто-

ры: спортивная специализация и распределение генотипов 
I/I, I/D, D/D гена ACE) позволило обнаружить статистически 
значимое различие по параметру HF между носителями 
генотипов I/D и D/D (p < 0,05). На генеральной выборке 
спортсменов (n = 75) однофакторный анализ ANOVA по-
казал различия временных параметров ВРС по степени 
изменчивости.
Средние значения спектральных показателей вариа-

бельности сердечного ритма групп спортсменов, разде-
ленных по генотипам гена ACE (I/I, I/D, D/D), дают основание 
говорить о величине симпатических, парасимпатических 
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Генотип гена BDKRB2 n ср. ЧСС R — R min, мс R — R max, мс RRNN, мс SDNN, мс RMSSD, мс pNN50, % CV, %

+9/+9 26 60,6 796,6* 1186,4 1016,8 66,1 61,5 36,43 6,35

+9/−9 32 61,7 794,9* 1213,6 1003,4 70,3 66,25 37,27 6,89

−9/−9 17 59,7 842,9 1199,4 1025,3 67,5 61,6 35,64 6,53

Таблица 6. Временные показатели вариабельности сердечного ритма спортсменов, разделенных по генотипам гена BDKRB2

Примечание. * — достоверные различия с соответствующими значениями группы BDKRB2 −9/−9 (p < 0,05).

Генотип гена BDKRB2 n TP, мс2 VLF, мс2 LF, мс2 HF, мс2 LF norm HF norm LF/HF

+9/+9 26 4597,1 1664,3 1242,7* 1690,1 45,2 54,8 1,08

+9/−9 32 5437,3 1602,1 1902,6 1927,4 47,3* 52,7* 1,43*

−9/−9 17 4806,8 1762,6 1192,0 1852,2 41,9 58,2 0,77

Таблица 7. Спектральные показатели вариабельности сердечного ритма спортсменов, разделенных по генотипам гена BDKRB2

Примечание. * — достоверные различия с соответствующими значениями группы BDKRB2 −9/−9 (p < 0,05).

Таблица 4. Временные показатели вариабельности сердечного ритма спортсменов, разделенных по генотипам гена ACE

Таблица 5. Спектральные показатели вариабельности сердечного ритма спортсменов, разделенных по генотипам гена ACE

Примечание. * — достоверные различия с соответствующими значениями группы ACE I/I (p < 0,05).

Примечание. * — достоверные различия с соответствующими значениями группы ACE I/D (p < 0,05).

Генотип гена ACE n ср. ЧСС R — R min, мс R — R max, мс RRNN, мс SDNN, мс RMSSD, мс pNN50, % CV, %

I/I 14 60,0 843,4 1210,7 1028,4 67,1 60,0 34,4 6,4

I/D 40 60,4 800,8 1220,2 1019,5 71,8 69,4 39,2 6,9

D/D 21 62,3 792,0 1158,3 990,6 62,3 54,6* 33,1 6,1*

Генотип гена ACE n TP, мс2 VLF, мс2 LF, мс2 HF, мс2 LF norm HF norm LF/HF

I/I 14 4862,7* 1635,8 1719,0 1507,9* 47,2 52,8 1,3

I/D 40 5723,2 1797,7 1668,1 2257,3 43,0 57,0 1,0

D/D 21 3727,9* 1408,1 1104,5* 1207,6* 48,8 51,2 1,3

и гуморально-метаболических влияний на ритм сердца 
в зависимости от носительства I или D аллеля (табл. 5).
В группе спортсменов с D/D генотипом, наоборот, ре-

гистрируются низкие значения TP, VLF, LF и HF. Описанные 
изменения параметров ВРС в группе генотипа D/D согла-
суются с представлениями о регуляции сердечного ритма 
в силовых и скоростных видах спорта.
Различия спектральных параметров ВРС по степени 

изменчивости были выявлены с применением однофак-
торного ANOVA-анализа.
Согласно полученным данным, статистически значимо 

различаются значения HF между группами I/I–I/D и I/D–D/D, 
LF — между группами I/D–D/D, TP — между I/I–I/D и I/D–
D/D. Уровень парасимпатической активности преобладает 
в группах спортсменов, имеющих I аллель. Это согласует-
ся с положениями молекулярной генетики спорта об ассо-
циации I аллеля с развитием выносливости.
Нами также было показано ранее, что уровень пара-

симпатической активности выше в группе спортсменов, 
тренирующих выносливость. Для спортсменов с генотипом 
D/D характерны относительно низкие значения вагусных 
влияний и снижение общей мощности спектра. Подобные 
изменения ритма часто регистрируются у представителей 
силовых и скоростно-силовых дисциплин.
Таким образом, мы можем заключить, что снижение 

основных спектральных параметров ВРС (TP, LF, HF) ука-
зывает на потенциальную готовность индивида к выполне-
нию нагрузок скоростного или силового характера, а их 
более высокие значения — к выполнению нагрузок на вы-
носливость.

Средние значения временных показателей вариабель-
ности сердечного ритма групп спортсменов, разделенных 
по генотипам гена BDKRB2 (+9/+9, +9/−9, −9/−9), позволя-
ют судить о различиях в зависимости от носительства +9 
или −9 аллеля (табл. 6).
Различия временных параметров ВРС по степени 

изменчивости были выявлены с применением однофак-
торного ANOVA-анализа. Показана значимость различий 
по параметру R — R min между группами BDKRB2 −9/−9 
и BDKRB2 +9/+9, что указывает на ассоциацию аллеля −9 
гена BDKRB2 с минимальной продолжительностью после-
довательных сокращений сердца.
Средние значения спектральных показателей вариа-

бельности сердечного ритма групп спортсменов, разде-
ленных по генотипам гена BDKRB2 (+9/+9, +9/−9, −9/−9), 
дают основание говорить о величине симпатических, па-
расимпатических и гуморально-метаболических влияний 
на ритм сердца в зависимости от носительства +9 или −9 
аллеля (табл. 7).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В нашем исследовании приняли участие спортсмены раз-
личных специализаций, что позволило разделить их на три 
группы в зависимости от преимущественной направлен-
ности тренировочного процесса. По сравнению с другими 
спортсменами представители группы силовой специали-
зации отличались по морфометрическим характеристи-
кам, что можно объяснить особенностями тренировок. 
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Определенный вид спортивной деятельности накладыва-
ет свой отпечаток на организм спортсмена, что проявля-
ется в особенностях его телосложения, пропорций тела, 
траектории развития основных функциональных систем 
(сердечно-сосудистой, дыхательной, опорно-двигательно-
го аппарата). При длительных занятиях спортом происхо-
дит не только формирование отдельных морфологических 
признаков и телосложения в целом, но и отбор индивиду-
умов, обладающих наиболее благоприятными для данного 
вида спорта морфологическими признаками и физически-
ми качествами [2, 10, 11].
Средние данные временных показателей вариабельно-

сти ритма сердца исследуемых групп спортсменов позво-
ляют определить, насколько она велика и какие закономер-
ные изменения проявляются в ходе адаптации сердечной 
деятельности к нагрузкам специфической направлен-
ности. Сердечный ритм спортсменов, тренирующих вы-
носливость, разрежен, что вызвано усилением парасим-
патических влияний на водителя ритма первого порядка 
в ответ на систематические нагрузки умеренной интенсив-
ности. Результатом этого также является увеличение ве-
личины минимальной и максимальной продолжительности 
R — R интервалов. Интервал между последовательными 
сокращениями сердца у таких спортсменов составляет 
от 1 до 1,5 с. Такое явление получило название «бради-
кардия». Как следствие, значения средней продолжитель-
ности и стандартного отклонения сердечных интервалов 
в этой группе тоже выше значений для групп «Быстрота» 
и «Сила». Показатели RMSSD, pNN50 и CV увеличиваются 
в связи с усилением тонуса блуждающего нерва и вызван-
ным этим отрицательным хронотропным эффектом [1, 3, 4].
Частота сердечных сокращений у спортсменов груп-

пы «Сила» отличается большими по сравнению с другими 
группами значениями. Принято считать, что при трени-
ровке силовых и скоростно-силовых качеств усиливают-
ся симпатические влияния на сердечный ритм. В связи 
с этим сердце в состоянии покоя сокращается сравнитель-
но часто, о чем также свидетельствуют меньшие значения 
минимальной и максимальной продолжительности R — R 
интервалов. На наш взгляд, усиление симпатических вли-
яний обусловливает и меньшие значения средней продол-
жительности последовательных сердечных интервалов, их 
стандартного отклонения, а также RMSSD, pNN50 и CV.
Сравнение показателей спектральных составляющих 

сердечного ритма спортсменов различных специализаций 
дает основание говорить о величине вклада симпатиче-
ских, парасимпатических и гуморально-метаболических 
влияний на сердечный ритм. Принято считать, что в ходе 
адаптации к нагрузкам различной направленности повы-
шается активность одних механизмов регуляции и снижа-
ется активность других.
Согласно средним спектральным значениям, суммар-

ная общая мощность спектра (суммарный эффект всех 
механизмов регуляции) была выше в группах «Быстрота» 
и «Выносливость». Считается, что чем выше значения об-
щей мощности спектра, тем ниже степень напряжения 
систем регуляции. Кроме того, на этот показатель может 
влиять мощность парасимпатического компонента спек-
тра, зависящая от частоты и глубины дыхания испытуемого 
при записи. В группе «Выносливость» было отмечено вы-
сокое значение гуморально-метаболического компонента 
спектра (VLF и VLF%). Обычно сильное влияние мозга на 
сердечный ритм проявляется в увеличении напряжения 
механизмов регуляции и указывает на снижение уровня 
адаптации спортсмена. Вероятно, эта величина в группе 

«Выносливость» объясняется относительным утомлением 
спортсменов в ходе соревновательного сезона. Возмож-
но, что по этой же причине мощность парасимпатическо-
го спектра преобладает в группах «Сила» и «Быстрота». 
С другой стороны, нормализованные значения (без учета 
в общем спектре волн VLF) симпатического и парасимпа-
тического спектра у спортсменов, тренирующих вынос-
ливость, соответствуют общепринятым характеристикам 
адаптации в этих видах спорта.
Достоверное отличие во временных показателях меж-

ду группами «Сила» и «Быстрота» выявлено для показателя 
R — R min. Мы считаем, что это связано с включением 
в тренировочный и соревновательный процесс спортсме-
нов-спринтеров циклической беговой работы, которая 
дополнительно вызывает увеличение парасимпатических 
влияний на сердце. По этой же причине средняя частота 
сердечных сокращений у спринтеров меньше, чем у си-
ловиков. Однако это отличие было недостоверным. Воз-
можно, для получения достоверных отличий необходимо 
изучить большую выборку.
Достоверных различий по временным показателям 

ритма сердца между группами «Быстрота» и «Выносли-
вость» обнаружить не удалось. Вероятно, это связано с 
тем, что регуляция ритма подвержена схожим адаптаци-
онным сдвигам в ответ на физическую нагрузку, посколь-
ку основу тренировочного и соревновательного процесса 
спортсменов обеих специализаций составляют цикличе-
ские нагрузки максимальной, субмаксимальной, большой 
и умеренной интенсивности. Стоит отметить наличие трен-
да в регуляции сердечного ритма спортсменов-сприн-
теров: по временным показателям эта группа занимает 
промежуточное положение между «Силой» и «Выносли-
востью».
Белок, кодируемый геном АСЕ, является важным ком-

понентом ренин-ангиотензиновой системы. Мутация в 
интроне 16 гена АСЕ ведет к двум аллельным вариантам: 
D — отсутствие фрагмента ДНК длиной 287 п. о. (Alu-по-
следовательность), I — наличие данного фрагмента ДНК. 
Данные об ассоциациях I/D полиморфизма гена АСЕ ва-
рьируют в различных популяциях и исследованиях [15]. 
У спортсменов с генотипами I/I и I/D по гену АСЕ ИМТ, жи-
ровая и мышечная масса оказались выше по сравнению со 
спортсменами-носителями генотипа D/D (р < 0,05). Генотип 
I/I по гену АСЕ ассоциирован с проявлением выносливо-
сти, генотип D/D — скоростно-силовых качеств. Генотип 
I/D по гену АСЕ связан как с выносливостью, так и со ско-
ростно-силовыми качествами. Преобладание I аллеля (или 
генотипа ACE I/I) в сравнении с контрольной группой было 
выявлено у атлетов российской популяции, занимающихся 
различными видами спорта (борьба, спортивные игры, бег 
на средние дистанции) [12], российских гребцов-академи-
стов [11], элитных альпинистов [13], пловцов-марафон-
цев [14]. В ряде работ также подтверждена ассоциация 
генотипа ACE I/I с преобладанием «красных» (медленных) 
мышечных волокон в мышцах бедра [15], высокими показа-
телями аэробной производительности, временем восста-
новления ЧСС после физических нагрузок, устойчивостью 
к мышечному утомлению [13], величиной сердечного вы-
броса [16], высокими значениями вентиляции легких [17].
Следовательно, I аллель гена ACE можно считать ге-

нетическим маркером выносливости, что подтвержде-
но рядом зарубежных и отечественных исследований [11, 
13, 18, 19].
Согласно полученным данным, временные параметры 

ритма сердца спортсменов с генотипом ACE I/I отличаются 
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от значений групп ACE I/D и ACE D/D, но эти различия ста-
тистически недостоверны. В группе спортсменов с геноти-
пом D/D обнаружены низкие значения временных параме-
тров вариабельности сердечного ритма. На фоне низкой 
частоты сокращений сердца закономерно увеличивают-
ся R — R min, R — R max, RRNN. Это указывает на роль 
I аллеля в регуляции ритмической активности сердца и 
усилении парасимпатических влияний на синусовый узел.
Обладатели ACE D/D генотипа отличались более высо-

кими значениями средней ЧСС, минимальными значения-
ми R — R min, R — R max, RRNN, RMSSD, pNN50 и CV. На 
наш взгляд, это объясняется активностью ангиотензинпре-
вращающего фермента, связанного с этим генотипом. Та-
кая активность фермента, по всей видимости, сопряжена 
с повышением активности симпатического отдела вегета-
тивной нервной системы. Согласно полученным данным, 
статистически значимо различаются параметры RMSSD 
и CV групп спортсменов носителей I/D и D/D генотипов. 
Носители ACE D/D генотипа отличаются меньшими значе-
ниями как RMSSD, так и CV, что указывает, на наш взгляд, 
на уменьшение активности парасимпатического отдела 
вегетативной нервной системы.
Таким образом, можно заключить, что меньшие значе-

ния RMSSD и CV указывают на потенциальную готовность 
индивида к выполнению нагрузок скоростного или силово-
го характера, а более высокие — к выполнению нагрузок 
на выносливость.
Для носителей генотипа I/I были получены высокие 

значения общей мощности спектра (TP), высокая доля 
гуморально-метаболических и симпатических влияний на 
сердечный ритм (VLF; LF). Мы предполагаем, что такие из-
менения связаны с малой представительностью носителей 
I/I в общей выборке спортсменов (в частности, в группе 
«Выносливость»).
Высокие значения спектральных параметров ритма 

сердца в группе атлетов с генотипом I/D указывают на вы-
сокий вклад парасимпатических и гуморально-метаболи-
ческих влияний в общую мощность спектра.
Брадикинин входит в группу кининов в качестве по-

липептида, который образуется при активации калликре-
ин-кининовой системы крови. Данный полипептид снижает 
тонус сосудов и артериальное давление, повышает прони-
цаемость капиллярной стенки, а также модулирует переда-
чу импульсов в центральную и периферическую нервную 
систему. Опосредует свое действие брадикинин через два 
типа рецепторов: β1 и β2 [8, 20]. Брадикиновый рецептор 
β2 — один из основных медиаторов эффекта брадикина, 
кодируется геном BDKRB2. Экспрессия данного рецеп-
тора обнаружена в различных тканях и органах, а также 
в эндотелии сосудов. В 1-м экзоне гена BDKRB2 обнару-
жен инсерционно-делеционный полиморфизм (вставка 
или делеция 9 нуклеотидов; +9/−9 или I/D), который явля-
ется функциональным и активно изучается спортивными 
генетиками. Делеционный вариант аллеля (−9) ассоции-
рован с повышенной экспрессией гена [19, 20]. В рабо-
те Williams и соавт. также было показано, что −9 аллель 
BDKRB2 ассоциируется с высокой эффективностью мы-
шечного сокращения и положительно коррелирует с сило-
выми признаками [9].
Например, в группе российских стайеров, достигших 

высокого уровня мастерства, (бег и плавание на длинные 
дистанции, лыжные гонки) частота BDKRB2 −9/−9 генотипа 
достигала 39,1 %, а в группе элитных гребцов-байдароч-
ников наличие этого генотипа давало спортсменам преи-
мущество над соперниками: они заканчивали дистанцию 

на 5 с раньше обладателей +9/+9 генотипа [11]. BDKRB2 
−9 аллель также ассоциируется с высокими параметра-
ми эффективности мышечного сокращения [10], с мак-
симальной произвольной силой мышц-разгибателей бед-
ра [8]. BDKRB2 +9 аллель связывают с риском развития 
гипертрофии миокарда левого желудочка в ответ на физи-
ческие нагрузки в течение 10 нед. [20–22].
Таким образом, согласно данным литературных источ-

ников −9 аллель гена BDKRB2 можно также считать ге-
нетическим маркером выносливости. Нами не обнаруже-
но достоверных различий между группами спортсменов, 
тренирующих выносливость и силу, по этому маркеру, что 
можно объяснить небольшой выборкой.
Гомозиготы по аллелю −9 гена BDKRB2 отличаются 

самыми низкими значениями ЧСС, что указывает на уси-
ление парасимпатических влияний в системе регуляции 
сердечного ритма. Аллель −9 гена BDKRB2 достоверно 
ассоциирован с минимальной продолжительностью по-
следовательных сокращений сердца. Параметры, харак-
теризующие частоту ритма, в группе носителей +9/+9 
указывают на некоторое увеличение доли симпатической 
регуляции (значение R — R min ниже в сравнении с осталь-
ными группами). В совокупности показателей группа +9/−9 
занимает промежуточное положение между описанными 
группами и представляет «сбалансированный» вариант ре-
гуляции ритма сердца по влияниям обоих отделов вегета-
тивной нервной системы.
Было отмечено увеличение в группе BDKRB2 −9/−9 

роли парасимпатического нерва. Одноименный компонент 
спектра был выше как в ненормированных, так и в нор-
мализованных величинах (HF, HF norm). Это согласуется 
с представлениями об ассоциации −9 аллеля с развитием 
выносливости [21–23]. Для группы BDKRB2 +9/+9, наобо-
рот, были характерны относительно низкие значения TP 
и HF, высокие значения LF. Низкие значения TP указыва-
ют на усиление централизации в управлении сердечным 
ритмом (с учетом относительно высокого показателя 
VLF-спектра). Подобные изменения ВРС характерны для 
лиц, тренирующих скорость или силу. Различия спек-
тральных параметров ВРС по степени изменчивости были 
выявлены с применением однофакторного ANOVA-ана-
лиза. Значимыми оказались различия по параметрам LF, 
LF norm, HF norm и по симпатовагальному балансу. Обра-
щает на себя внимание высокое значение HF norm в груп-
пе BDKRB2 −9/−9, сниженное значение LF norm и LF. Это 
указывает на превалирование парасимпатических влияний 
на сердечный ритм в группе BDKRB2 −9/−9. Обратные из-
менения перечисленных параметров (высокие значения 
LF norm, LF и низкие HF norm) говорят о предрасположен-
ности к скоростным и скоростно-силовым видам спорта.
Расширение спектра анализируемых генов и увеличе-

ние выборки тестируемых спортсменов позволит нам под-
робнее изучить механизмы регуляции сердечной деятель-
ности при занятиях спортом.

ВЫВОДЫ

В результате проведенного исследования обнаружено, 
что уровень парасимпатической активности преобладает 
в группах спортсменов, имеющих I аллель гена ACE. Было 
также показано увеличение роли парасимпатической 
нервной системы при генотипе BDKRB2 −9/−9. Эти осо-
бенности свидетельствуют о потенциальной готовности 
системы кровообращения у обладателей этих генотипов 
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справляться с нагрузками динамического характера раз-
личной интенсивности. Полученные результаты согласуют-
ся с положениями молекулярной генетики спорта об ассо-
циации данных аллелей с успехами в соревнованиях.
Генетические маркеры повышенной физической рабо-

тоспособности могут быть использованы для увеличения 
надежности и эффективности системы индивидуального 

отбора и подготовки высококвалифицированных спортс-
менов. В частности, полученные результаты позволяют за-
ключить, что при проведении первичного отбора спортс-
менов полиморфные локусы ACE I/D и BDKRB2 +9/−9 мо-
гут служить в качестве генетических маркеров индивиду-
альных особенностей регуляции параметров сердечной 
деятельности.
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ИДЕНТИФИКАЦИЯ НЕТИПИЧНОГО БАКТЕРИАЛЬНОГО ВИДА 
STREPTOCOCCUS INTERMEDIUS, ВЫЗВАВШЕГО АБСЦЕСС 
ГОЛОВНОГО МОЗГА, СЕКВЕНИРОВАНИЕМ ПО СЭНГЕРУ ГЕНА 
16S РРНК ИЗ ДНК ОБРАЗЦА ГНОЯ

IDENTIFICATION OF THE ATYPICAL BACTERIAL STRAIN STREPTOCOCCUS 
INTERMEDIUS THAT CAUSED BRAIN ABSCESS IN THE PATIENT USING 
SANGER SEQUENCING OF THE 16S RRNA GENE FROM THE DNA 
EXTRACTED FROM A PUS SAMPLE

Представлено описание клинического случая: наблюдали девочку в возрасте 14 лет 11 мес с абсцессом головного 
мозга, для которого не удалось установить возбудителя стандартными микробиологическими методами. До и в те-
чение периода госпитализации у ребенка отсутствовала лихорадка, а многие антибиотики вызывали аллергические 
реакции, в связи с чем диагностика и терапия инфекции были затруднены. Пациентке были выполнены три опера-
ции. Четырежды производили посев гноя из абсцесса, но ни разу не наблюдали роста культуры. Дважды проводи-
ли ПЦР-анализ, но в обоих случаях результаты исследования были отрицательными. Тогда был амплифицирован и 
секвенирован по Сэнгеру ген 16S рРНК из образца ДНК, экстрагированной из гноя. С помощью программы BLAST 
была показана высокая гомология (99 %) определенной последовательности с последовательностью гена 16S рРНК 
бактерии Streptococcus intermedius (штамм ChDC B589, KF733728.1), для которой ранее была описана роль в раз-
витии абсцессов головного мозга. Терапия ex juvantibus против этого микроорганизма, начатая еще до получения 
результатов секвенирования, привела к положительной динамике и купированию процесса у ребенка. Таким образом, 
в отдельных случаях секвенирование может являться практически единственным способом идентификации потенци-
ального возбудителя.

In this article we present a clinical case of brain abscess in a girl aged 14 years and 11 months caused by a pathogen that could 
not be identified by routine microbiological testing. Before admission and during her stay in the hospital, the teenager did not 
have fever. Diagnosis and treatment were impeded by allergic responses to a wide range of antibiotics. The patient underwent 
three surgical interventions. Pus culture was performed 4 times, showing no growth. A PCR assay was run twice, but both times 
the results came out negative. Therefore, a decision was made to amplify and Sanger-sequence the 16S rRNA gene from the 
DNA extracted from patient’s pus. BLAST showed a 99 % homology of the obtained nucleotide sequence to the sequence of 
the 16S rRNA gene of Streptococcus intermedius (strain ChDC B589, KF733728.1) which had been previously shown to play a 
role in brain abscess development. Treatment ex juvantibus against the pathogen was started before sequencing results were 
available. The patient responded positively, the symptoms were alleviated and the condition improved. Thus, we conclude that 
in some cases sequencing may be the only diagnostic technique capable of identifying the pathogen.

Ключевые слова: абсцесс головного мозга, Streptococcus intermedius, 16S рРНК, секвенирование по Сэнгеру, лабо-
раторная диагностика

Keywords: brain abscess, Streptococcus intermedius, 16S rRNA, Sanger sequencing, laboratory diagnosis 

Для корреспонденции: Гордукова Мария Александровна
Шмитовский пр-д, д. 29, г. Москва, 123317; ma.gordukova@dgkb-9.ru

Correspondence should be addressed: Maria Gordukova
Shmitovsky proezd, d. 29, Moscow, Russia, 123317; ma.gordukova@dgkb-9.ru

1 Клиническая диагностическая лаборатория,
  Детская городская клиническая больница № 9 им. Г. Н. Сперанского, Москва
2 Лаборатория фармакогеномики,
  Институт химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН, Новосибирск

1 Clinical Diagnostic Laboratory,
  Speransky Children's Clinical Hospital No. 9, Moscow, Russia
2 Laboratory of Pharmacogenomics,
  Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine SB RAS, Novosibirsk, Russia

Статья получена: 04.07.2017 Статья принята к печати: 04.08.2017

Received: 04.07.2017 Accepted: 04.08.2017



60 ВЕСТНИК РГМУ   4, 2017   VESTNIKRGMU.RU| |

CLINICAL CASE   INFECTIONS

Первым шагом в борьбе с инфекционным заболеванием 
является быстрое и точное определение одного или нес-
кольких патогенов, являющихся причиной инфекции. 
Идентификация возбудителей способствует выбору над-
лежащей антибиотикотерапии не только при клинических 
синдромах, таких как сепсис, но также и в случае инфек-
ций, вызванных множественными патогенами, например 
инфекций верхних дыхательных путей.
Как правило, методы идентификации и выявление 

устойчивости патогенных микроорганизмов к антимик-
робным препаратам в большинстве микробиологических 
лабораторий основаны на культивировании микроорга-
низмов. Такие подходы затратны по времени и не всегда 
эффективны для труднокультивируемых микроорганиз-
мов и для микроорганизмов с ослабленной жизнеспо-
собностью, например в результате лекарственной тера-
пии. Современное молекулярное тестирование позволяет 
идентифицировать большое число патогенов с высокой 
специфичностью и чувствительностью напрямую из кли-
нических образцов [1].
Перечень выявляемых с помощью доступных тест-

систем возбудителей ограничен наиболее частыми бакте-
риальными видами, поэтому иногда мы наблюдаем приз-
наки инфекции при наличии отрицательных результатов 
культуральных и молекулярно-генетических тестов. Для 
таких случаев еще в начале 1990-х гг. был предложен под-
ход, включающий амплификацию на ДНК клинического 
образца или чистой бактериальной культуры фрагмента 
гена, кодирующего 16S рРНК, определение его нуклео-
тидной последовательности и идентификацию бактерии 
на основании анализа полученной последовательности, 
а также ее сравнения с последовательностями, описан-
ными для известных патогенов [2].
Использование гена 16S рРНК в качестве мишени для 

идентификации бактерий возможно за счет его наличия 
у всех бактерий и его высокой консервативности [3]. Высо-
коконсервативные участки перемежаются вариабельными 
областями, их комбинации видоспецифичны. Амплифика-
ция гена 16S рРНК выполняется с помощью олигонуклео-
тидных праймеров, соответствующих консервативным 
участкам гена [4]. Бактерии могут быть идентифициро-
ваны путем анализа нуклеотидной последовательности 
продукта полимеразной цепной реакции (ПЦР) с после-
дующим сравнением этой последовательности с извест-
ными последовательностями, хранящимися в базе дан-
ных, например RiboDB. К настоящему времени описаны 
десятки тысяч нуклеотидных последовательностей гена 
16S рРНК разнообразных бактериальных видов.
Амплификация и секвенирование гена 16S рРНК воз-

можны для ДНК, полученной как из клинических образ-
цов, так и из бактериальных изолятов, в тех случаях, когда 
список потенциальных возбудителей достаточно длинный. 
Метод также может быть применен для обнаружения бак-
терий, которые трудно культивировать, или при работе 
с клиническими образцами от пациентов, получавших 
антибиотики [5–7]. Некоторые исследователи использо-
вали его для анализа образцов спинномозговой жидко-
сти, гноя, жидкости в суставах и тканей [8]. Например, Xia 
и соавт. [9] секвенировали ген 16S рРНК одновременно 
с проведением стандартного анализа бактериальной 
культуры для выявления инфекционных агентов у паци-
ентов с пневмониями. С помощью секвенирования были 
идентифицированы бактерии родов Prevotella, Proteus, 
Aquabacter и Sphingomonas, которые не были обнаруже-
ны при стандартном исследовании. Бактерии 7 видов — 

Streptococcus, Neisseria, Corynebacterium, Acinetobacter, 
Staphylococcus, Pseudomonas и Klebsiella — были обна-
ружены обоими методами, но метод секвенирования гена 
16S рРНК обладал значительно большей чувствитель-
ностью при обнаружении бактерий родов Streptococcus 
и Pseudomonas. В работе Daroy и соавт. [10] секве-
нирование гена 16S рРНК позволило выявить бакте-
рии Haemophilus influenzae, Sphingomonas sp., Klebsiella 
pneumoniae, Staphylococcus haemolyticus, Morganella 
morganii, Mycobacterium sp., Chryseobacterium sp., 
Pseudomonas saccharophila (Xanthomonas) и грибы 
Phaeoacremonium inflatipes в 19 образцах слезной жидкос-
ти пациентов с инфекциями глаз, хотя для всех из них 
были получены отрицательные результаты при культураль-
ном исследовании.
Нами описан клинический случай идентификации пато-

гена, вызвавшего абсцесс головного мозга, амплификаци-
ей и секвенированием гена 16S рРНК. 

Описание клинического случая

В Детской городской клиническлй больнице № 9 
им. Г. Н. Сперанского (Москва) с 6 июня по 15 июля 2016 г. 
находилась на стационарном лечении девочка в возрасте 
14 лет 11 мес. с диагнозом «абсцесс головного мозга». 
Отсутствие лихорадки до и в течение периода госпитали-
зации и постоянные аллергические реакции на различные 
антибиотики затрудняли как диагностику инфекции (в свя-
зи с этим ребенок был достаточно поздно госпитализиро-
ван), так и терапию.
С января 2016 г. девочку беспокоили боли в правом 

ухе, с 25 мая она перенесла правосторонний острый сред-
ний катаральный отит. После вызова бригады скорой ме-
дицинской помощи была доставлена в стационар из-за 
тошноты и рвоты, не лихорадила. На следующий день раз-
вились ригидность затылочных мышц и симптомы Керни-
га, верхний и нижний симптомы Брудзинского и атаксия. 
Была проведена компьютерная томография головного 
мозга, которая выявила абсцесс правой гемисферы с пе-
рифокальным отеком.

7 июня ребенку была выполнена трепанация черепа, 
дренирование абсцесса головного мозга правой теменной 
области, удалено 2 мл гноя, поставлен дренаж, назначена 
антибиотикотерапия. После введения ванкомицина разви-
лась аллергическая сыпь, и препарат был отменен с заме-
ной на комбинированную антибиотикотерапию меропене-
мом в дозе 2 г/сут. и линезолидом в дозе 600 мг каждые 
12 ч. 9 июня возникла аллергическая реакция на линезо-
лид: тошнота, рвота, затруднение дыхания. Этот препарат 
был заменен на амикацин в дозе 400 мг дважды в день. 
13 июня был удален дренаж, а с 19 июня попросьбе мате-
ри ребенка было прекращено введение меропенема из-за 
аллергических реакций.

21 июня была проведена контрольная КТ с контраст-
ным усилением, которая выявила рецидив абсцесса в 
смежных отделах головного мозга. Был назначен цефепим 
в дозе 2 г трижды в день и метронидазол внутривенно по 
0,5 г/сут. В тот же день была проведена повторная опе-
рация, при которой было эвакуировано 20 мл гноя. Ре-
бенок не лихорадил. Отделяемого по дренажу не было. 
25 июня — снова операция, эвакуировано 12 мл гноя. Суб-
фебрилитета не было. К цефепиму и метронидазолу был 
добавлен ванкомицин, а с 30 июня — цефомакс в дозе 
2 г трижды в день вместо цефепима. Таким образом, за 



61ВЕСТНИК РГМУ   4, 2017   VESTNIKRGMU.RU| |

КЛИНИЧЕСКИЙ СЛУЧАЙ   ИНФЕКЦИИ

время нахождения в стационаре ребенку были выполнены 
3 операции по удалению содержимого абсцесса.
Четыре посева гноя из абсцесса не показали роста 

культуры ни в одном случае. Результаты биохимических 
анализов крови с определением содержания C-реактив-
ного белка и скорости оседания эритроцитов приведены 
в таблице.
Дважды, 14 и 22 июня, на ДНК и кДНК из содержи-

мого абсцесса головного мозга был проведен ПЦР-
анализ для определения вируса простого герпеса I и II 
типа, цитомегаловируса, вируса Эпштейн–Барра, виру-
са просто герпеса VI типа, энтеровирусов, Toxoplasma 
gondii, Streptococcus pyogenes, Neisseria meningitidis, 
Haemophilus influenza, Streptococcus pneumoniae, метицил-
лин-чувствительных и метициллин-резистентных штаммов 
Staphylococcus  aureus, метициллин-резистентных коагу-
лонегативных штаммов S. aureus, Streptococcus agalactiae, 
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, C. glabrata, 
C. krusei и Streptococcus spp. Оба раза результаты были 
отрицательными. При этом внутренним контролем в дан-
ном наборе реагентов служил ген актина, и по этой ми-
шени кривая амплификации пересекала линию трешхолда 
при Ct = 23,39, что свидетельствовало о нормальном ка-
честве ДНК, экстрагированной из гноя.
Образец ДНК был передан в лабораторию фармакоге-

номики Института химической биологии и фундаменталь-
ной медицины СО РАН (Новосибирск) для амплификации 
фрагмента гена 16S РНК. В результате секвенирования 
была получена нуклеотидная последовательность, вклю-
чавшая высоковариабельные участки гена v2–v4. Сравни-
тельный анализ полученной нуклеотидной последователь-
ности с использованием программы BLAST (NCBI, США) 
показал высокую гомологию (99 %) с последовательно-
стью гена 16S рРНК бактерии Streptococcus intermedius 
(штамм ChDC B589, KF733728.1).

Обсуждение клинического случая

В научной литературе и международных клинических ре-
комендациях описана роль комменсала Streptococcus 
intermedius в развитии абсцессов головного мозга [11]. 
Также описан случай абсцесса ГМ у пожилой женщины, по-
севы аспирата из которого не приводили к росту культуры, 
а инфекционный агент, как и в описываемом нами случае, 
был установлен с помощью секвенирования гена 16S РНК 
[12]. Streptococcus intermedius и Streptococcus constellatus 
составляют группу, которую в зависимости от применяе-
мой классификации иногда называют Streptococcus milleri 
group, демонстрируют серологическое и гемолитическое 
разнообразие, обладают разной иммуногенностью. Веро-
ятно, S. intermedius в данном случае не запускал развитие 
адекватного иммунного ответа у пациентки, что приводило 
к отсутствию как лихорадки, так и маркеров воспаления 
(таблица). Соответственно, никакие методы лабораторной 
диагностики, имеющиеся в распоряжении многопрофиль-

ного стационара, не могли помочь в установлении этиоло-
гии заболевания, кроме примененного нами секвенирова-
ния по Сэнгеру.
Ошибочные результаты ПЦР-анализа были связаны, 

вероятно, с отсутствием данного референсного штамма 
у разработчиков использованного набора реагентов. Те-
рапия ex juvantibus против S. intermedius, начатая еще до 
получения результатов секвенирования, привела к поло-
жительной динамике и купированию процесса у ребенка, 
что стало косвенными подтверждением данных секвени-
рования. Таким образом, описанный клинический случай 
указывает на то, что в случае дискордантных результатов 
двух молекулярных методов — ПЦР и секвенирования по 
Сэнгеру — стоит опираться на второй как на «золотой 
стандарт» в молекулярной биологии.

ВЫВОДЫ

Амплификация и полное секвенирование гена 16S рРНК 
или секвенирование его фрагментов непосредственно из 
клинических образцов имеет свои ограничения. В качестве 
образца для анализа является предпочтительным матери-
ал из стерильных локусов. При полимикробных инфекциях 
или взятии материала из нестерильных локусов обычно 
возникают трудности с интерпретацией результатов секве-
нирования. Кроме того, даже получение ампликона ДНК 
микроорганизма из клинического образца необязательно 
свидетельствует о том, что именно идентифицированный 
организм является возбудителем инфекции. Секвенирова-
ние гена 16S рРНК — трудоемкая процедура, требующая 
хорошего оснащения лаборатории и высокой квалифика-
ции персонала. Тем не менее в отдельных случаях данный 
метод может являться практически единственным спо-
собом идентификации потенциального патогена. В при-
веденном клиническом случае секвенирование гена 16S 
рРНК позволило выявить нетипичный бактериальный вид, 
а анализ доступных литературных данных позволил пред-
положить его этиологическую роль в развитии абсцесса 
мозга и предположить причины нетипичного течения за-
болевания.

Дата СРБ, мг/л СОЭ, мм, ч

07.06.2016 55,8 –

14.06.2016 3,1 46

20.06.2016 2,2 –

27.06.2016 0,9 –

01.07.2016 0,6 19

12.07.2016 0,5 19

Примечание. СРБ в норме — 0,1–8,2 мг/л; СОЭ в норме — 0–20 мм/ч. По-
лужирным выделены значения показателей за пределами нормы.

Содержание C-реактивного белка (СРБ) и скорость оседания эритроцитов 
(СОЭ) по результатам нескольких биохимических анализов крови пациента
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Е. С. Воробьева1, А. А. Липенгольц1,2,3      , А. А. Черепанов2, Е. Ю. Григорьева2, И. Н. Нечкина2, Н. С. Калыгина2, 
А. В. Соковиков4, В. Н. Кулаков1, И. Н. Шейно1

Vorobyeva ES1, Lipengolts AA1,2,3     , Cherepanov AA2, Grigorieva EYu2, Nechkina IN2, Kalygina NS2, Sokovikov AV4, 
Kulakov VN1, Sheino IN1

ВОЗМОЖНОСТЬ ПРОВЕДЕНИЯ ФОТОН-ЗАХВАТНОЙ ТЕРАПИИ 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 6 МВ ФОТОННОГО ИЗЛУЧЕНИЯ

FEASIBILITY OF USING 6 MV PHOTON BEAMS IN CONTRAST-ENHANCED 
RADIOTHERAPY 

Фотон-захватная терапия (ФЗТ) — метод лучевой терапии, который обеспечивает повышение поглощенной дозы 
в опухоли без дополнительной лучевой нагрузки на окружающие нормальные ткани. В работе представлены резуль-
таты экспериментального исследования возможности увеличения поглощенной дозы при ФЗТ за счет использования 
6 МВ фотонного излучения. При помощи водных растворов ферросульфатных дозиметров было проведено прямое 
измерение величины поглощенной дозы в воде, содержащей йод (дозоповышающий агент) в концентрации от 2,5 до 
50 мг/мл. Облучение растворов проводили на линейном медицинском терапевтическом ускорителе СЛ75-5-МТ (Рос-
сия) в дозе 5 Гр без учета возможного увеличения поглощенной дозы за счет присутствия атомов йода. Для концент-
раций йода 2,5–20 мг/мл достоверного увеличения поглощенной дозы зарегистрировано не было. Для концентра-
ции йода 50 мг/мл увеличение поглощенной дозы составило 13 ± 5 % (p < 0,05). Поскольку типичные концентрации 
дозоповышающих агентов при введении в организм пациентов, как правило, находятся в диапазоне 2,5–15 мг/мл, 
использование 6 МВ фотонного излучения для достижения терапевтически значимого противоопухолевого эффекта 
не представляется целесообразным.

Contrast-enhanced radiotherapy (CERT) is a type of radiation therapy used to enhance the radiation dose absorbed by the 
tumor while sparing surrounding healthy tissues. The present study aims to assess feasibility of using 6 MV photons to increase 
radiation absorption in CERT. The dose absorbed by iodinated water was directly measured by ferrosulphate dosimetry. 
Concentrations of iodine (a dose-enhancing agent) ranged from 2.5 to 50 mg/ml. Solutions were exposed to 5 Gy radiation
generated by the clinical linear accelerator SL75-5MT (Russia). The radiation dose applied did not account for increased 
absorbance due to the presence of iodine atoms. No reliable increase in the absorbed dose was observed for iodine 
concentrations ranging from 2.5 to 20 mg/ml. For 50 mg/ml concentrations the absorbed dose increased by 13% ± 5 % 
(p < 0.05). Normally, dose-enhancing concentrations observed in CERT studies range from 2.5 to 15 mg/ml, therefore, as 
demonstrated by our findings, employing 6 MV photon energy spectra in order to reach a therapeutically significant effect is 
unreasonable. 

Ключевые слова: фотон-захватная терапия, ферросульфатная дозиметрия, мегавольтное излучение, фактор повы-
шения дозы

Keywords: contrast-enhanced radiotherapy, ferrosulphate dosimetry, megavolts radiation, dose enhancement factor
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Фотон-захватная терапия (ФЗТ) — это новый бинарный 
метод лучевой терапии. Особенностью ФЗТ является 
возможность локального увеличения поглощенной дозы 
в опухоли без сопутствующего повышения облучения 

окружающих нормальных тканей. Это достигается за 
счет использования специальных препаратов, содержа-
щих элементы с порядковым номером Z > 52 (I, Gd, Au, Bi 
и др.). Такие элементы имеют большую поглощающую 
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Рис. 1. Зависимость массового коэффициента поглощения энергии от энергии падающего фотонного излучения
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способность, чем элементы, составляющие биологические 
мягкие ткани, и при ФЗТ выступают в роли дозоповышаю-
щего агента (ДПА).
По графику массовых коэффициентов поглощения 

энергии µen для различных элементов (рис. 1) видно, что 
разница в поглощающей способности существует лишь 
для ионизирующего фотонного излучения в диапазоне 
энергий от 30 до 300–500 кэВ в зависимости от порядко-
вого номера Z-элемента [1]. Данный диапазон относится 
к ортовольтному рентгеновскому излучению, и в большин-
стве работ по исследованию ФЗТ используют источники 
ионизирующего фотонного излучения именно этого диапа-
зона [2–7].
Очевидно, что для фотонного излучения с энергией 

более 500 кэВ разница в поглощающей способности меж-
ду ДПА и мягкими тканями пренебрежимо мала. Однако 
в ряде экспериментальных работ (как in vitro, так и 
in vivo) было показано, что увеличение противоопухолево-
го эффекта облучения после предварительного введения 
определенных химических соединений, содержащих ДПА, 
наблюдалось и для излучений мегавольтного диапазона — 
6 МВ и более [8–13]. Такие результаты были получены глав-
ным образом для соединений платины, наночастиц золота 
и наноструктур с гадолинием. Основываясь на этих данных, 
некоторые исследователи описали возможные механизмы 
увеличения поглощенной дозы за счет взаимодействия 
6 МВ излучения с ДПА [14–16]. В этих работах предпо-
лагается, что за счет рассеяния первичного излучения 
в объеме опухоли создается достаточное количество низ-
коэнергетических фотонов, способных заметно взаимо-
действовать с ДПА, находящимися в опухоли. В соответ-
ствии с расчетами авторов в результате взаимодействия 
ортовольтного излучения с ДПА происходит интенсивная 
ионизация среды, окружающей атом ДПА, на расстоянии 
порядка нескольких нанометров от атома. Такая иониза-
ция приводит к образованию большого количества актив-
ных радикалов, способных воздействовать на биологичес-
кие структуры на существенно большем расстоянии от 
атома (порядка нескольких миллиметров).
Другими исследователями было проведено экспери-

ментальное измерение возможного увеличения поглощен-
ной дозы на атомах ДПА при облучении 6 МВ излучением 
при помощи полимерных гелевых дозиметров и ЭПР-
дозиметров (ЭПР — электронный парамагнитный резо-

нанс), в состав которых вводились атомы ДПА. В рабо-
те [17] наличие золота в концентрации 18 мг/мл в соста-
ве полимерного гелевого дозиметра не позволило дос-
товерно зафиксировать увеличение поглощенной дозы. 
В работе [18] измерения при помощи аланинового ЭПР-до-
зиметра, содержавшего золото в концентрации 30 мг/мл, 
показали увеличение поглощенной дозы на 10 %.
Таким образом, возникает вопрос: чем объяснить те-

рапевтический эффект ФЗТ с 6 МВ излучением — физи-
ческим увеличением поглощенной дозы или радиомодифи-
кацией опухолевых клеток? В поисках ответа на него нами 
было проведено исследование увеличения поглощенной 
дозы в водной среде, содержащей атомы йода в качестве 
ДПА, при облучении 6 МВ фотонным излучением. В отли-
чие от предыдущих экспериментальных исследований — 
с использованием полимерных гелевых дозиметров и ала-
ниновых ЭПР-дозиметров, в которых мобильность актив-
ных радикалов может быть снижена по сравнению с во-
дой — в данном исследовании измерение дозы осущест-
влялось в водном растворе, где распространению обра-
зующихся активных радикалов не препятствуют никакие 
крупные молекулы, поэтому они могут быть более эффек-
тивно зарегистрированы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для измерения повышения дозы в водном растворе, со-
держащем йод, был использован метод ферросульфатной 
дозиметрии. Основная сложность количественной оценки 
поглощенной дозы в присутствии ДПА заключается в том, 
что вторичное излучение является короткопробежным (от 
нескольких нанометров для Оже-излучения до нескольких 
микрометров для фотоэлектронов и характеристического 
излучения), что накладывает ограничения на применение 
традиционных методов дозиметрии. Решение проблемы 
возможно при помощи жидкостной ферросульфатной до-
зиметрии. В основе метода лежит окисление ионов Fe2+ 
до Fe3+ высокореакционными продуктами радиолиза во-
ды, образующимися под воздействием ионизирующего 
излучения. Количество образовавшихся ионов Fe3+ зави-
сит от величины поглощенной дозы ионизирующего излу-
чения и позволяет эту величину определить количествен-
но. Раствор дозиметра можно модифицировать путем 
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Рис. 2. График зависимости оптической плотности ферросульфатного дозиметра от величины поглощенной дозы излучения
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добавления в его состав препарата с ДПА. При этом де-
тектирующий агент (ионы трехвалентного железа) распо-
лагается в непосредственной близости от атомов ДПА, что 
позволяет оценить влияние вторичного излучения на сум-
марную поглощенную дозу.
В качестве дозоповышающего агента был использо-

ван йод (Z = 53). Раствор йодсодержащего соединения 
в форме контрастного средства «Ультравист-370» (Bayer, 
Германия) в различных концентрациях йода был добавлен 
непосредственно в раствор ферросульфатного дозимет-
ра. Концентрации йода при этом составили 2,5, 5, 10, 20 
и 50 мг/мл. Приготовление раствора ферросульфатного 
дозиметра осуществлялось по ранее разработанной нами 
методике [19].

Cпектрофотометрическое измерение оптической 
плотности раствора на пике поглощения света ионами 
Fe3+ производится на длине волны 303 нм. Собственный 
спектр оптического поглощения иопромида не позволяет 
детектировать пик поглощения железа, по этой причине 
состав дозиметра был модифицирован путем добавления 
в него раствора роданида (тиоцианата) аммония NH4SCN. 
При взаимодействии ионов трехвалентного железа с ро-
данидом возникает тиоцианатный комплекс Fe3+, имеющий 
оранжево-красную окраску и обладающий пиком оптичес-
кого поглощения на длине волны 460 нм. Для каждой кон-
центрации йода в облученный йодсодержащий раствор 
дозиметра в объеме 2 мл был добавлен раствор родани-
да аммония с концентрацией 0,1 г/мл в объеме 100 мкл, 
после чего была произведена спектрофотометрическая 
оценка спектра поглощения и величины пика оптической 
плотности роданида железа с помощью спектрофотомет-
ра Cary 50 (Varian Australia Pty, Австралия).
Увеличение поглощенной дозы выражается через фак-

тор повышения дозы (ФПД): ФПД = Dcontrast/D, где Dcontrast 

— значение поглощенной дозы в присутствии дозоповы-
шающего агента, полученное по результатам спектрофо-
тометрии облученного дозиметра, и D — поглощенная 
доза в отсутствие ДПА. Величина поглощенной дозы опре-
делялась по предварительно построенной градуировоч-
ной кривой для диапазона доз 2,5–20 Гр.
Облучение растворов дозиметра производилось на 

клиническом линейном 6 МВ ускорителе электронов 
СЛ75-5-МТ (НИИЭФА, Россия), используемом в отделении 

радиотерапии Национального медицинского исследова-
тельского центра онкологии им. Н. Н. Блохина. Ускоритель 
генерирует тормозное излучение с энергией фотонов до 
6 МэВ. Облучение дозиметра производилось в пластико-
вых чашках Петри диаметром 40 мм. Объем дозиметра 
составлял 2,5 мл в каждой чашке. Время облучения сос-
тавляло 100 с, что соответствовало величине поглощенной 
дозы в воде, не содержащей йода, 5 Гр. При облучении 
намеренно не использовали тканеэквивалентные рассеи-
ватели до и вокруг раствора ферросульфатного дозимет-
ра, т. к. главной целью исследования являлось модели-
рование условий поверхностного облучения, характер-
ных для исследований in vitro и in vivo (на мышах и крысах 
с трансплантированными опухолями).
Для каждой концентрации ДПА было выполнено 6 из-

мерений. Для каждой концентрации вычислялась средняя 
величина поглощенной дозы и ошибка среднего с уче-
том коэффициента Стьюдента. Статистическая достовер
ность различий оценивалась с помощью U-критерия 
Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Градуировочный график зависимости оптической плотнос-
ти ферросульфатного дозиметра от величины поглощен-
ной дозы в диапазоне 2,5–20 Гр приведен на рис. 2. По 
нему видно, что зависимость — линейная.
Средние значения фактора повышения дозы для каж-

дой исследованной концентрации представлены в таблице.
Для концентрации йода 50 мг/мл наблюдали увеличе-
ние поглощенной дозы на 13 %, тогда как для мень-
ших концентраций ФПД статистически достоверно не 
превышал 1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные результаты показывают, что для типичных при 
ФЗТ концентраций ДПА в опухолевых тканях (2–50 мг/мл) 
клинически значимого увеличения поглощенной дозы при 
использовании 6 МВ излучения не происходит. При кон-
центрациях йода до 20 мг/мл включительно увеличение 
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Примечание. * — различия  статистически достоверны (р < 0,05).

Измеренные значения фактора повышения дозы (ФПД) для различных кон-
центраций йода

Концентрация йода, мг/мл ФПД

2,50 ± 0,08 1,00 ± 0,05

5,0 ± 0,1 0,90 ± 0,08

10,0 ± 0,3 1,00 ± 0,05

20,0 ± 0,6 1,00 ± 0,05

50,0 ± 1,5 1,13 ± 0,05*
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nanoparticles irradiated with proton, X-rays (kV and MV) and 
electron beams, using alanine/EPR dosimeters. Radiat Meas. 
2015; 82: 122–8.

19. Черепанов А. А., Липенгольц А. А., Воробьева Е. С., Кула-

поглощенной дозы не превышает неопределенности мето-
да. Для концентрации 50 мг/мл зарегистрировано досто-
верное увеличение поглощенной дозы на 13 ± 5 %. По-
лученные результаты хорошо согласуются с результатами 
измерений, выполненных другими авторами [17, 18]. Необ-
ходимо отметить, что концентрации более 20 мг/мл дости-
жимы лишь при внутриопухолевом способе введения ДПА, 
который не приветствуется медицинским сообществом. 
Для системного введения препаратов с ДПА типичная их 
концентрация составляет от 2 до 15 мг/мл [2, 20]. Таким 
образом, измерения поглощенной дозы при облучении 
фотонами 6 МВ ускорителя не показали ее заметного уве-
личения для значимых концентраций йода, что не позво-
ляет ожидать достижения требуемого противоопухолевого 
эффекта.

ВЫВОДЫ

На основании полученных данных можно утверждать, что 
применение стандартных клинических терапевтических 
источников с 6 МВ излучением для фотон-захватной те-
рапии не может обеспечить терапевтически значимого 

увеличения поглощенной дозы. Наблюдаемый противоопу-
холевый эффект 6 МВ фотонного излучения при наличии 
в опухоли атомов дозоповышающих агентов относится 
скорее к биологическому явлению радиосенсибилизации, 
чем к физическому увеличению поглощенной дозы в опу-
холи. Вопрос о возможности применения при ФЗТ 6 МВ 
излучения без выравнивающего фильтра, отсекающего 
часть излучения киловольтного и ортовольтного диапазо-
на, требует дополнительных исследований.
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