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Êî ëè ÷å ñò âåí íûé àíà ëèç ïðî ôè ëåé ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ ÿâ ëÿ åò ñÿ íå îòú åì ëå ìûì àñ ïåê òîì èñ ñëå äî âà íèé â îá ëà ñ òè
ýïè ãå íå òè ÷å ñêèõ ìå õà íèç ìîâ îí êî ãå íå çà. Êðî ìå òî ãî, äå òåê öèÿ îïó õî ëåñ ïå öè ôè÷ íûõ ýïè ãå íå òè ÷å ñêèõ àíî ìà ëèé îá ëà -
äà åò âû ñî êèì äèà ãíî ñ òè ÷å ñêèì ïî òåí öè à ëîì. Ïðè àíà ëè çå ãå íîâ-êàí äè äà òîâ, êàê ïðà âè ëî, èñ ïî ëü çó þò ÏÖÐ-àì ï ëè ôè êà -
öèþ ìî äè ôè öè ðî âàí íûõ áè ñó ëü ôè òîì ãåí íûõ îá ëà ñ òåé. Ïî ñêî ëü êó èç ìå ðå íèå ñòå ïå íè ìå òè ëè ðî âà íèÿ CpG-äè íóê ëå î òè -
äîâ ïðî èñ õî äèò â àì ï ëè êî íàõ, ÏÖÐ îïðå äå ëÿ åò òî÷ íîñòü âñå ãî àíà ëè çà. Èç áè ðà òå ëü íàÿ àì ï ëè ôè êà öèÿ ôîðì ÄÍÊ, ðàç -
ëè ÷à þ ùèõ ñÿ õà ðàê òå ðîì ìå òè ëè ðî âà íèÿ, ìî æåò çà òðóä íÿòü èí òåð ï ðå òà öèþ ðå çó ëü òà òîâ. Äî ïîë íè òå ëü íûå ýê ñ ïå ðè ìåí -
òà ëü íûå èñ êà æå íèÿ ìî ãóò áûòü ñâÿ çà íû ñ îñî áåí íî ñòÿ ìè òåõ íî ëî ãèé äå òåê öèè ìå òè ëè ðî âàí íûõ îñíî âà íèé, íà ïðè ìåð
ñïå öè ôè÷ íî ñòüþ îëè ãî íóê ëå î òèä íûõ çîí äîâ ÄÍÊ-÷è ïîâ. Öå ëüþ ðà áî òû áû ëî èñ ñëå äî âà íèå ïðè ìå íè ìî ñòè ïðåä ëî æåí -
íî ãî íà ìè ðà íåå àë ãî ðèò ìà äëÿ óñòðà íå íèÿ ýê ñ ïå ðè ìåí òà ëü íûõ èñ êà æå íèé èç êî ëè ÷å ñò âåí íûõ äàí íûõ ìå òè ëè ðî âà íèÿ
ÄÍÊ, êî òî ðûå ïî ëó ÷å íû ìå òî äà ìè âû ñî êî ïðî èç âî äè òå ëü íî ãî áè ñó ëü ôèò íî ãî ñåê âå íè ðî âà íèÿ è ãèá ðè äè çà öèè íà îëè ãî -
íóê ëå î òèä íûõ ÄÍÊ-÷è ïàõ. Ìà òå ðè à ëû è ìå òî äû. Äëÿ êî ëè ÷å ñò âåí íîé õà ðàê òå ðè ñòè êè ïðî ôè ëåé ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ
âáëè çè òî ÷åê íà ÷à ëà òðàíñ êðèï öèè ãå íîâ-êàí äè äà òîâ èñ ïî ëü çî âà íû ìå òî äû âû ñî êî ïðî èç âî äè òå ëü íî ãî áè ñó ëü ôèò íî ãî
ñåê âå íè ðî âà íèÿ ïî òåõ íî ëî ãèè 454 è ãèá ðè äè çà öèè íà ÄÍÊ-÷è ïàõ «Fe bit Bi o tech». Ðåã ðåñ ñè îí íûé àíà ëèç ïî ëó ÷åí íûõ âå -
ëè ÷èí ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ ïðî âî äè ëè ïî ñðåä ñò âîì êó áè ÷å ñêèõ ïî ëè íî ìè à ëü íûõ êðè âûõ. Ðå çó ëü òà òû. Äëÿ àíà ëè çà áû ëè
âû áðà íû ãå íû, àíî ìà ëü íîå ãè ïåð ìå òè ëè ðî âà íèå êî òî ðûõ îá íà ðó æè âà åò ñÿ â çëî êà ÷å ñò âåí íûõ íî âî îá ðà çî âà íè ÿõ: êî äè -
ðó þ ùèå ñóáú å äè íè öû ôåð ìåí òà ñóê öè íàò äå ãèä ðî ãå íà çû SDH, à òàê æå îí êî ñóï ðåñ ñî ðû CDKN2B, DAPK1 è TP53. Àíà ëè -
çè ðó å ìûå ðå ãè î íû àì ï ëè ôè öè ðî âà ëè â êîí ò ðî ëü íûõ ïðî áàõ ÄÍÊ èç âå ñò íîé ñòå ïå íè ìå òè ëè ðî âà íèÿ. Àì ï ëè ôè êà öèÿ è
ïî ñëå äó þ ùåå ñåê âå íè ðî âà íèå àì ï ëè êî íîâ SDHB è SDHD âû ÿ âè ëè çíà ÷è òå ëü íûå îò êëî íå íèÿ îò îæè äà å ìûõ âå ëè ÷èí ìå -
òè ëè ðî âà íèÿ. Àíà ëî ãè÷ íî èí äåê ñû ìå òè ëè ðî âà íèÿ ðàñ ñìîò ðåí íûõ CpG-äè íóê ëå î òè äîâ â ãå íàõ CDKN2B è DAPK1 ñó ùå ñò -
âåí íî èñ êà æà ëèñü ïðè ãèá ðè äè çà öèè íà ÄÍÊ-÷è ïå. Ñ ïî ìî ùüþ óðàâ íå íèé ïî ëó ÷åí íûõ êó áè ÷å ñêèõ ðåã ðåñ ñè îí íûõ êðè âûõ
áû ëà ïðî âå äå íà êîð ðåê òè ðîâ êà èñ õîä íûõ äàí íûõ ñ ïðàê òè ÷å ñêè ïîë íûì óñòðà íå íè åì àð òå ôàê òîâ. Âû âî äû. Ïðè ìå íå íèå
êó áè ÷å ñêîé ïî ëè íî ìè à ëü íîé ðåã ðåñ ñèè äëÿ êîð ðåê òè ðîâ êè ýê ñ ïå ðè ìåí òà ëü íûõ èñ êà æå íèé â äâóõ ðàç íûõ òè ïàõ êî ëè ÷å ñò -
âåí íûõ äàí íûõ ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ — ïî ëó ÷åí íûõ âû ñî êî ïðî èç âî äè òå ëü íûì áè ñó ëü ôèò íûì ñåê âå íè ðî âà íè åì è ãèá ðè -
äè çà öèåé íà îëè ãî íóê ëå î òèä íûõ ÄÍÊ-÷è ïàõ — ïðî äå ìîí ñò ðè ðî âà ëî ïðàê òè ÷å ñêè ïîë íîå óñòðà íå íèå àð òå ôàê òîâ, è, ñëå -
äî âà òå ëü íî, óíè âåð ñà ëü íîñòü ìå òî äà.
     Êëþ ÷å âûå ñëî âà: ìå òè ëè ðî âà íèå ÄÍÊ, êî ëè ÷å ñò âåí íûé àíà ëèç, ÏÖÐ-îò êëî íå íèå, êó áè ÷å ñêàÿ ðåã ðåñ ñèÿ, âû ñî êî ïðî -
èç âî äè òå ëü íîå áè ñó ëü ôèò íîå ñåê âå íè ðî âà íèå, îëè ãî íóê ëå î òèä íûå ÄÍÊ-÷è ïû
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Ââå äå íèå

Îïó õî ëåñ ïå öè ôè÷ íûå ïðî ôè ëè ìå òè ëè ðî âà íèÿ
ÄÍÊ ÿâ ëÿ þò ñÿ íàè áî ëåå èí òåí ñèâ íî èñ ñëå äó å ìûì
êîì ïî íåí òîì ýïè ãå íå òè ÷å ñêèõ ìå õà íèç ìîâ, êî òî ðûå
âíî ñÿò çíà ÷è òå ëü íûé âêëàä â îá ðà çî âà íèå è ðàç âè òèå
îïó õî ëåé. Îñî áóþ àê òó à ëü íîñòü èñ ñëå äî âà íèå îí êî-àñ -
ñî öè è ðî âàí íûõ ýïè ãå íå òè ÷å ñêèõ èç ìå íå íèé èìå åò
ñ ïðàê òè ÷å ñêîé òî÷ êè çðå íèÿ äëÿ èõ äå òåê öèè â êà ÷å ñò -
âå ïî òåí öè à ëü íûõ îí êî ìàð êå ðîâ [1, 2]. Ïî ñêî ëü êó
àáåð ðàí ò íîå ìå òè ëè ðî âà íèå îò äå ëü íûõ ëî êó ñîâ ïðî èñ -
õî äèò íà ðàí íèõ ýòà ïàõ îí êî ãå íå çà è ÿâ ëÿ åò ñÿ íà ìíî ãî
áî ëåå ÷à ñ òûì ñî áû òè åì, ÷åì îí êî ãåí íûå ìó òà öèè, à
ìî äè ôè êà öèÿ îñòàò êîâ öè òè äè íà ìå òè ëü íû ìè ãðóï ïà -
ìè õè ìè ÷å ñêè ñòà áè ëü íà, îïðå äå ëå íèå ìå òè ëè ðî âàí -
íûõ ôîðì ÄÍÊ ÿâ ëÿ åò ñÿ ïåð ñ ïåê òèâ íûì íà ïðàâ ëå íè -
åì îí êî äè àã íî ñòè êè.

Ýïè ãå íå òè ÷å ñêèå áèî ìàð êå ðû ìî ãóò ñëó æèòü íå
òîëü êî äëÿ äå òåê öèè îïó õî ëåé, íî è äëÿ âû ÿâ ëå íèÿ ìî -
ëå êó ëÿð íî-ãå íå òè ÷å ñêèõ ïîä ãðóïï, ðàç ëè ÷à þ ùèõ ñÿ ïðî -
ãíî çîì òå ÷å íèÿ çà áî ëå âà íèÿ è îò âå òîì íà òå ðà ïèþ (ïðî -
ãíî ñ òè ÷å ñêèå ìàð êå ðû). Ýòî â îñî áåí íî ñòè àê òó à ëü íî
äëÿ íî âî îá ðà çî âà íèé ñ íå äî ñòà òî÷ íî ïîë íî îõà ðàê òå ðè -
çî âàí íû ìè ìî ëå êó ëÿð íû ìè «ïîðò ðå òà ìè», ïðî ãíîç êî -
òî ðûõ ïî-ïðåæ íå ìó ñòðî èò ñÿ ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì òðà äè -
öè îí íûõ ìîð ôî ëî ãè ÷å ñêèõ êðè òå ðè åâ, ïðî ãíî ñ òè ÷å ñêàÿ 
ñïî ñîá íîñòü êî òî ðûõ íå äî ñòà òî÷ íî òî÷ íà. Òàê, íà ïðè -
ìåð, ðèñê ðå öè äè âà äëÿ ãà ñò ðî èí òå ñòè íà ëü íûõ ñòðî -
ìàëü íûõ îïó õî ëåé (ÃÈÑÎ) ïî-ïðåæ íå ìó îöå íè âà åò ñÿ
íà îñíî âå ðàç ìå ðà, ëî êà ëè çà öèè è ìè òî òè ÷å ñêîé àê òèâ -
íî ñòè îïó õî ëè [3], ÷òî îáó ñëîâ ëè âà åò íå îá õî äè ìîñòü
â ìî ëå êó ëÿð íî-ãå íå òè ÷å ñêèõ ìàð êå ðàõ, âû ÿâ ëÿ å ìûõ äî -
ñòóï íû ìè â êëè íè êå ìå òî äà ìè. Îäèí èç íå äàâ íî îá íà -
ðó æåí íûõ ýïè ãå íå òè ÷å ñêèõ ìàð êå ðîâ — ñòå ïåíü ìå òè -
ëè ðî âà íèÿ åäè íè÷ íî ãî CpG-äè íóê ëå î òè äà, ðàñ ïî ëî -
æåí íî ãî â ïî ëî æå íèè -647 ïî îò íî øå íèþ ê ãå íó ñåê ðå -
òè ðó å ìî ãî ôîñ ôî ëè ïîï ðî òå è íà 1 SPP1 — ÿâ ëÿ åò ñÿ íå çà -
âè ñè ìûì ïðî ãíî ñ òè ÷å ñêèì ïðè çíà êîì ïðè ÃÈÑÎ [4].
Âû ñî êèé (>25%) óðî âåíü ìå òè ëè ðî âà íèÿ äàí íî ãî ãå íà
ñî îò âåò ñò âó åò áëà ãî ïðè ÿò íî ìó ïðî ãíî çó çà áî ëå âà íèÿ,
â òî âðå ìÿ êàê íèç êàÿ (<25%) ñòå ïåíü ìå òè ëè ðî âà íèÿ
êîð ðå ëè ðó åò ñ íèç êîé âû æè âà å ìî ñòüþ áî ëü íûõ. Èí òå -
ðåñ íî, ÷òî äå òåê öèÿ óðîâ íÿ ìå òè ëè ðî âà íèÿ ãå íà SPP1
îáåñ ïå ÷è âà åò áî ëåå òî÷ íóþ ñòðà òè ôè êà öèþ áî ëü íûõ
ÃÈÑÎ â ãðóï ïû ðè ñ êà ðàç âè òèÿ ðå öè äè âà, ÷åì ïðè ìå íÿ -
å ìûå â íà ñòî ÿ ùåå âðå ìÿ ìîð ôî ëî ãè ÷å ñêèå êðè òå ðèè.
Íà ïðè ìåð, íå ñìîò ðÿ íà âû ñî êóþ ìè òî òè ÷å ñêóþ àê òèâ -
íîñòü â îä íîì èç ðà íåå îïè ñàí íûõ îá ðàç öîâ ÃÈÑÎ
(êëàñ ñè ÷å ñêèé ôàê òîð íå áëà ãî ïðè ÿò íî ãî ïðî ãíî çà) ïðî -
ãðåñ ñèè äàí íîé îïó õî ëè íå íà áëþ äà ëîñü íà ïðî òÿ æå íèè 
áî ëåå ñå ìè ëåò, ÷òî êîð ðå ëè ðî âà ëî ñ ãè ïåð ìå òè ëè ðî âà -
íè åì äàí íî ãî ãå íà (89,9%) [4].

Èñ ïî ëü çî âà íèå ïðî ôè ëåé ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ èëè
ñòå ïå íè ìå òè ëè ðî âà íèÿ åäè íè÷ íûõ CpG-äè íóê ëå î òè -
äîâ â êà ÷å ñò âå áèî ìàð êå ðîâ áû ëî áû öåí íî è äëÿ äè ñê -
ðè ìè íà öèè ôå íî òè ïè ÷å ñêè ñõîä íûõ íî çî ëî ãè ÷å ñêèõ
ôîðì. Íà ïðè ìåð, óðî âåíü ìå òè ëè ðî âà íèÿ ãå íà MLH1,

êî äè ðó þ ùå ãî êîì ïî íåíò ñè ñ òå ìû ðå ïà ðà öèè íå ïðà -
âèëü íî ñïà ðåí íûõ îñíî âà íèé, óæå ñåé ÷àñ èñ ïî ëü çó åò ñÿ
íà ïðàê òè êå äëÿ äèô ôå ðåí öè à ëü íîé äèà ãíî ñ òè êè íà -
ñëåä ñò âåí íûõ è ñïî ðà äè ÷å ñêèõ ôîðì ðà êà ïðÿ ìîé è òîë -
ñòîé êèø êè [5]. Íà ñëåä ñò âåí íûé íå ïî ëè ïîç íûé ðàê
òîë ñòîé êèø êè, èëè ñèí ä ðîì Ëèí ÷à, ðàç âè âà åò ñÿ â ðå -
çóëü òà òå ãåð ìè íà ëü íûõ ìó òà öèé â îä íîì èç ãå íîâ, îáåñ -
ïå ÷è âà þ ùèõ ðå ïà ðà öèþ íå ïðà âè ëü íî ñïà ðåí íûõ îñíî -
âà íèé, â òîì ÷èñ ëå â ãå íå MLH1, è ñî ïðî âîæ äà åò ñÿ ìèê -
ðî ñà òåë ëèò íîé íå ñòà áè ëü íî ñòüþ. Êëàñ ñè ÷å ñêèé ïîä õîä
ê âû ÿâ ëå íèþ íà ñëåä ñò âåí íîé ôîð ìû ðà êà ïðÿ ìîé è
òîë ñòîé êèø êè ñî ñòî èò â äå òåê öèè ìèê ðî ñà òåë ëèò íîé
íå ñòà áè ëü íî ñòè, à òàê æå èì ìó íî ãè ñòî õè ìè ÷å ñêîì èñ -
ñëå äî âà íèè êîì ïî íåí òîâ ñè ñ òå ìû ðå ïà ðà öèè ÄÍÊ. Îä -
íà êî ìèê ðî ñà òåë ëèò íàÿ íå ñòà áè ëü íîñòü õà ðàê òåð íà ïðè -
ìåð íî äëÿ 20% ñïî ðà äè ÷å ñêèõ çëî êà ÷å ñò âåí íûõ íî âî îá -
ðà çî âà íèé ïðÿ ìîé è òîë ñòîé êèø êè, ÷òî îáó ñëîâ ëè âà åò
íå îá õî äè ìîñòü äî ïîë íè òå ëü íûõ ìî ëå êó ëÿð íûõ ìàð êåð -
êå ðîâ [6]. Ïî êà çà íà ÷¸òêàÿ àñ ñî öè à öèÿ ãè ïåð ìå òè ëè ðî -
âà íèÿ ãå íà MLH1, ïðè âî äÿ ùå ãî ê ïî òå ðå åãî ýê ñ ï ðåñ -
ñèè, ñ ìèê ðî ñà òåë ëèò íîé íå ñòà áè ëü íî ñòüþ ïðè ñïî ðà -
äè ÷å ñêîé ôîð ìå ðà êà. Îïðå äå ëå íèå õà ðàê òå ðà ìå òè ëè -
ðî âà íèÿ äàí íî ãî ãå íà â îïó õî ëå âîì ìà òå ðè à ëå, à òàê æå
«æèä êèõ áèî ïñè ÿõ» óæå âíå äðå íî â ìî ëå êó ëÿð íóþ êëè -
íè ÷å ñêóþ äèà ãíî ñ òè êó.

Âû ÿâ ëå íèå ãå íîâ, óðî âåíü ìå òè ëè ëè ðî âà íèÿ êî òî -
ðûõ ðàç ëè ÷à åò ñÿ â îïó õî ëÿõ ïðè ðåä êîì çà áî ëå âà íèè
òðè à äå Êàð íåÿ è ïðè íà ñëåä ñò âåí íîì ñèí ä ðî ìå Êàð -
íåÿ—Ñòðà òà êè ñà ïî çâî ëèë áû îáîé òèñü áåç òðó äî çàò ðàò -
íî ãî àíà ëè çà ãåð ìè íà ëü íûõ ìó òà öèé â ãå íàõ ÷å òûð¸õ
ñóáú å äè íèö ñóê öè íàò äå ãèä ðî ãå íà çû ìå òî äîì ìàñ ñèâ íî -
ãî ïà ðàë ëå ëü íî ãî ñåê âå íè ðî âà íèÿ. Äàí íûå çà áî ëå âà íèÿ
õà ðàê òå ðè çó þò ñÿ ìà íè ôå ñòà öèåé ïåð âè÷ íûõ îïó õî ëåé, à 
èìåí íî ÃÈÑÎ è ïà ðà ãàí ã ëè î ìû (õà ðàê òåð íû äëÿ îáî èõ
òè ïîâ îí êî ïà òî ëî ãèè), à òàê æå äî ïîë íÿ þ ùåé èõ ïðè
òðè à äå Êàð íåÿ ïó ëü ìî íàð íîé õîí ä ðî ìû. Äëÿ íà ñëåä ñò -
âåí íî ãî ñèí ä ðî ìà Êàð íåÿ—Ñòðà òà êè ñà ñâîé ñò âåí íû
ãåð ìè íà ëü íûå èíàê òè âè ðó þ ùèå ìó òà öèè â ñóáú å äè íè -
öàõ ôåð ìåí òà öèê ëà Êðåá ñà ñóê öè íàò äå ãèä ðî ãå íà çû,
â òî âðåìÿ êàê ïðè òðè à äå Êàð íåÿ äàí íûõ ìó òà öèé íå
îá íà ðó æå íî. Ðà íåå ìû îïè ñà ëè âîç ìîæ íûé ýïè ãå íå òè -
÷å ñêèé ìå õà íèçì èíàê òè âà öèè ýê ñ ï ðåñ ñèè ãå íà, êî äè -
ðó þ ùå ãî ñóáú å äè íè öó C ñóê öè íàò äå ãèä ðî ãå íà çû SDHC,
ïðè òðè à äå Êàð íåÿ ïî ñðåä ñò âîì ãè ïåð ìå òè ëè ðî âà íèÿ
åãî ïðî ìî òîð íîé îá ëà ñ òè [7]. Âàæ íî, ÷òî äàí íàÿ ýïè ãå -
íå òè ÷å ñêàÿ àáåð ðà öèÿ îò ñóò ñò âó åò ïðè ñèí ä ðî ìå Êàð -
íåÿ—Ñòðà òà êè ñà, è óðî âåíü ìå òè ëè ðî âà íèÿ åäè íè÷ íî ãî
CpG-äè íóê ëå î òè äà èç äàí íîé îá ëà ñ òè ïî çâî ëÿ åò
äèôôåðåíöè ðî âàòü äàí íûå çà áî ëå âà íèÿ.

Òà êèì îá ðà çîì, îïè ñàí íûå ïðè ìå ðû, à òàê æå ïî ñòî -
ÿí íî ðàñ òó ùèé ñïè ñîê ýïè ãå íå òè ÷å ñêè èíàê òè âè ðî âàí -
íûõ ãå íîâ ïðè çëî êà ÷å ñò âåí íûõ íî âî îá ðà çî âà íè ÿõ ðàç -
ëè÷ íûõ ëî êà ëè çà öèé ñâè äå òå ëü ñò âó þò î òîì, ÷òî äå òåê -
öèÿ óðîâ íÿ ìå òè ëè ðî âà íèÿ ìàð êåð íûõ ãå íîâ ìîã ëà áû
ñòàòü ñó ùå ñò âåí íûì äî ïîë íå íè åì ê ïðè íÿ òûì ñïî ñî -
áàì îí êî äè àã íî ñòè êè è îöåí êè ïðî ãíî çà.
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Ñòå ïåíü ìå òè ëè ðî âà íèÿ èñ ñëå äó å ìî ãî ëî êó ñà èëè

îò äå ëü íî ãî CpG-äè íóê ëå î òè äà â áèî ëî ãè ÷å ñêîé ïðî áå

ÿâ ëÿ åò ñÿ êî ëè ÷å ñò âåí íîé âå ëè ÷è íîé, êî òî ðàÿ ìî æåò

ïðè íè ìàòü ëþ áûå çíà ÷å íèÿ â äèà ïà çî íå îò 0 äî 100%.

Ïî ý òî ìó, íà ïðè ìåð, â îò ëè ÷èå îò àíà ëè çà îä íî íóê ëå î -

òèä íûõ ïî ëè ìîð ôèç ìîâ äëÿ èçó ÷å íèÿ õà ðàê òå ðà ìå òè -

ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ ïðåä ïî÷ òè òå ëü íû ìå òî äû êî ëè ÷å ñò âåí -

íî ãî èñ ñëå äî âà íèÿ. Â íà ñòî ÿ ùåå âðå ìÿ ïðè ìå íÿ åò ñÿ öå -

ëûé ðÿä òà êèõ ìå òî äîâ, âêëþ ÷à þ ùèõ, ê ïðè ìå ðó, áè -

ñóëü ôèò íîå ïè ðî ñåê âå íè ðî âà íèå, âû ñî êî ïðî èç âî äè òå -

ëü íîå áè ñó ëü ôèò íîå ñåê âå íè ðî âà íèå, àíà ëèç íà îëè ãî -

íóê ëå î òèä íûõ ÄÍÊ-÷è ïàõ è ìå òèëñïå öè ôè÷ íóþ ÏÖÐ

â ðå à ëü íîì âðå ìå íè. Áî ëü øèí ñò âî ìå òî äîâ èñ ïî ëü çó þò

ÄÍÊ, ìî äè ôè öè ðî âàí íóþ áè ñó ëü ôè òîì [8]. Äàí íàÿ õè -

ìè ÷å ñêàÿ îá ðà áîò êà ïî çâî ëÿ åò ïðå âðà òèòü ýïè ãå íå òè ÷å -

ñêîå ðàç ëè ÷èå ìåæ äó Ñ è 5mC â ãå íå òè ÷å ñêèé âà ðè àíò U

èëè 5mC âñëåä ñò âèå èç áè ðà òå ëü íî ãî äåç àìè íè ðî âà íèÿ

íå ìå òè ëè ðî âàí íûõ îñòàò êîâ öè òî çè íà â óðà öèë ïîä äåé -

ñò âè åì áè ñó ëü ôè òà, â òî âðå ìÿ êàê 5-ìå òèë öè òî çèí â ðå -

àê öèþ íå âñòó ïà åò. Îä íèì èç ÷à ñ òî èñ ïî ëü çó å ìûõ ýòà -

ïîâ ïðî áî ïîä ãî òîâ êè ÿâ ëÿ åò ñÿ ÏÖÐ-àì ï ëè ôè êà öèÿ èñ -

ñëå äó å ìûõ ðå ãè î íîâ, íå îá õî äè ìàÿ äëÿ ïî âû øå íèÿ ÷óâ -

ñò âè òå ëü íî ñòè äå òåê öèè. Ïî ñêî ëü êó â äåé ñò âè òå ëü íî ñòè

èç ìå ðå íèå ñòå ïå íè CpG-ìå òè ëè ðî âà íèÿ ïðî èñ õî äèò íå

â ãå íîì íîé ÄÍÊ, à â àì ï ëè êî íàõ, ýòàï ÏÖÐ-àì ï ëè ôè -

êà öèè êðè òè ÷å ñêè âà æåí äëÿ òî÷ íî ñòè âñå ãî àíà ëè çà.

Â õî äå ÏÖÐ-àì ï ëè ôè êà öèè ìî äè ôè öè ðî âàí íîé áè -

ñó ëü ôè òîì ÄÍÊ íå ðåä êî ïðî èñ õî äèò èç áè ðà òå ëü íîå

îáî ãà ùå íèå íå ìå òè ëè ðî âàí íîé èëè, ðå æå, ìå òè ëè ðî -

âàí íîé ôîð ìû èñ ñëå äó å ìî ãî ó÷à ñò êà. Äàí íûé ýô ôåêò,

ïî ëó ÷èâ øèé íà çâà íèå ÏÖÐ-îò êëî íå íèÿ (àíãë. PCR-bi -

as), áûë âïåð âûå îïè ñàí â 1997 ã. [9]. Ìå õà íèçì ýô ôåê -

òà, ïî-âè äè ìî ìó, ñî ñòî èò â ðàç íîé ýô ôåê òèâ íî ñòè àì ï -

ëè ôè êà öèè ìå òè ëè ðî âàí íîé è íå ìå òè ëè ðî âàí íîé ôîðì 

ÄÍÊ, ðàç ëè ÷à þ ùèõ ñÿ âñëåä ñò âèå ðàç íî ãî GC-ñî ñòà âà

òåì ïå ðà òó ðîé ïëàâ ëå íèÿ è ñâî áîä íîé ýíåð ãèåé îá ðà çî -

âà íèÿ âòî ðè÷ íûõ ñòðóê òóð. Ðàç ìåð äàí íî ãî îò êëî íå íèÿ

òðóä íî ïðåä ñêà çàòü. Ïðè ýòîì àì ï ëè ôè êà öèÿ îò äå ëü íûõ 

ðå ãè î íîâ ìî æåò ñî ïðî âîæ äà òü ñÿ î÷åíü çíà ÷è òå ëü íûì

îò êëî íå íè åì, âå äó ùèì ê íå âåð íîé èí òåð ï ðå òà öèè ýê ñ -

ïå ðè ìåí òà ëü íûõ äàí íûõ î ñòå ïå íè ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ 

â áèî ëî ãè ÷å ñêèõ ïðî áàõ. Íà ïðè ìåð, ðà íåå ìû ïî êà çà ëè

çíà ÷è òå ëü íîå ÏÖÐ-îò êëî íå íèå ïðè àíà ëè çå ïðî ôè ëÿ

ìå òè ëè ðî âà íèÿ ãå íà SFRP1, êî äè ðó þ ùå ãî èí ãè áè òîð

îí êî ãåí íî ãî ñèã íà ëü íî ãî ïó òè Wnt. Òàê, àíà ëèç êîí ò -

ðîëü íîé ïðî áû ÄÍÊ ñî ñòå ïå íüþ ìå òè ëè ðî âà íèÿ âñå ãî

12,5% (ïðàê òè ÷å ñêè ïîë íî ñòüþ íå ìå òè ëè ðî âàí íîé)

ïðè âî äèë ê ëîæ íîïî ëî æè òå ëü íî ìó ðå çó ëü òà òó î ñòå ïå íè 

ìå òè ëè ðî âà íèÿ ãå íà SFRP1 60%, ÷òî ìî æåò áûòü îøè -

áî÷ íî èí òåð ï ðå òè ðî âà íî êàê âû ñî êèé óðî âåíü ìå òè ëè -

ðî âà íèÿ ãå íà [10]. È õî òÿ ÏÖÐ-àì ï ëè ôè êà öèÿ áî ëü -

øèí ñò âà èñ ñëå äó å ìûõ ðå ãè î íîâ íå ñî ïðî âîæ äà åò ñÿ íà -

ñòî ëü êî ýê ñò ðå ìà ëü íîé èç áè ðà òå ëü íî ñòüþ ïî îò íî øå -

íèþ ê ìå òè ëè ðî âàí íûì èëè íå ìå òè ëè ðî âàí íûì ôîð -

ìàì, ÏÖÐ-îò êëî íå íèå ÿâ ëÿ åò ñÿ ÷à ñ òûì ñî áû òè åì.

Ïðåä ëî æåí íûå ðà íåå ïîä õî äû ê óñòðà íå íèþ
ÏÖÐ-îò êëî íå íèÿ ñâî äè ëèñü ê òùà òå ëü íîé îï òè ìè çà öèè 
óñëî âèé àì ï ëè ôè êà öèè äëÿ êàæ äî ãî àíà ëè çè ðó å ìî ãî
ðå ãè î íà, âêëþ ÷àÿ òåì ïå ðà òóð íûé ðå æèì àì ï ëè ôè êà öèè 
[11], à òàê æå ââå äå íèå CpG-äè íóê ëå î òè äîâ â ñî ñòàâ
ïðàé ìå ðîâ äëÿ ÏÖÐ [12]. Äàí íûé ëî êóññïå öè ôè÷ íûé
ïîä õîä, îä íà êî, ñó ùå ñò âåí íî óâå ëè ÷è âà åò òðó äî¸ìêîñòü
àíà ëè çà, íå âñå ãäà îáåñ ïå ÷è âàÿ æå ëà å ìóþ òî÷ íîñòü ðå -
çóëü òà òîâ. Äëÿ îä íî âðå ìåí íî ãî àíà ëè çà ìíî æå ñò âà ãå -
íîâ-êàí äè äà òîâ èëè ïðî âå äå íèÿ ìàñ ø òàá íî ãî àíà ëè çà
îï òè ìè çà öèÿ óñëî âèé ïðî âå äå íèÿ àì ï ëè ôè êà öèè òåì
áî ëåå òåõ íè ÷å ñêè çà òðóä íè òå ëü íà.

Ðà íåå ìû ïðåä ëî æè ëè óíè âåð ñà ëü íûé ìå òîä, ïî çâî -
ëÿ þ ùèé ñ ïî ìî ùüþ êîí ò ðî ëü íûõ ïðîá ÄÍÊ èç âå ñò íîé
ñòå ïå íè ìå òè ëè ðî âà íèÿ è ðåã ðåñ ñè îí íî ãî àíà ëè çà íå
ïðåä îò âðà ùàòü, íî âû ÿâ ëÿòü è ïðàê òè ÷å ñêè ïîë íî ñòüþ
óñòðà íÿòü ýê ñ ïå ðè ìåí òà ëü íûå èñ êà æå íèÿ èç ìå ðå íèé
äëÿ ëþ áî ãî ðå ãè î íà ÄÍÊ [10]. Â êà ëèá ðî âî÷ íûõ ïðî áàõ
ÄÍÊ, ïî ëó ÷à å ìûõ ñìå øå íè åì ïîë íî ñòüþ ìå òè ëè ðî âàí -
íî ãî è íå ìå òè ëè ðî âàí íî ãî îá ðàç öîâ îá ðà áî òàí íîé áè -
ñó ëü ôè òîì ÄÍÊ, ïðî âî äè ëè àì ï ëè ôè êà öèþ èñ ñëå äó å -
ìûõ ðå ãè î íîâ è èç ìå ðÿ ëè óðî âåíü ìå òè ëè ðî âà íèÿ
CpG-äè íóê ëå î òè äîâ ïî ñðåä ñò âîì ïè ðî ñåê âå íè ðî âà íèÿ.
Äàí íûå îò äå ëü íûõ CpG-äè íóê ëå î òè äîâ èëè ñðåä íèå
çíà ÷å íèÿ ñòå ïå íè ìå òè ëè ðî âà íèÿ ìíî ãèõ CpG-äè íóê ëå -
î òè äîâ èñ ñëå äó å ìî ãî ó÷à ñò êà äëÿ êàæ äîé êà ëèá ðî âî÷ íîé 
ïðî áû îò êëà äû âà ëè â êî îð äè íà òàõ «ðå à ëü íûé ïðî öåíò
ìå òè ëè ðî âà íèÿ» è «ýê ñ ïå ðè ìåí òà ëü íûé ïðî öåíò ìå òè -
ëè ðî âà íèÿ». Ïî íà øèì äàí íûì [10], ñðå äè ñå ìåéñòâ ëè -
íåé íûõ ôóí ê öèé, êâàä ðàò íûõ è êó áè ÷å ñêèõ ïà ðà áîë, ãè -
ïåð áîë ðåã ðåñ ñè îí íàÿ êðè âàÿ íà îñíî âå êó áè ÷å ñêîé ðåã -
ðåñ ñèè íàè áî ëåå òî÷ íî îïè ñû âà ëà âå ëè ÷è íû ìå òè ëè ðî -
âà íèÿ ÄÍÊ â êîí ò ðî ëü íûõ îá ðàç öàõ è ïî çâî ëÿ ëà ïðàê -
òè ÷å ñêè ïîë íî ñòüþ óñòðà íèòü ýê ñ ïå ðè ìåí òà ëü íûå èñ êà -
æå íèÿ.

Èñ ïî ëü çî âàâ ìå òîä áè ñó ëü ôèò íî ãî ïè ðî ñåê âå íè ðî -
âà íèÿ, ìû ïðåä ïî ëî æè ëè, ÷òî àë ãî ðèòì êîð ðåê òè ðîâ êè
âå ëè ÷èí ìå òè ëè ðî âà íèÿ, ïî ëó ÷åí íûõ â ýê ñ ïå ðè ìåí òå,
ìî æåò áûòü ïðè ìåí¸í áå çîò íî ñè òå ëü íî ê êîí ê ðåò íî ìó
ìå òî äó êî ëè ÷å ñò âåí íî ãî àíà ëè çà CpG-ìå òè ëè ðî âà íèÿ.
Îä íà êî â äî ïîë íå íèå ê ÏÖÐ-îò êëî íå íèþ êîí ê ðåò íûé
ìå òîä äå òåê öèè ìå òè ëè ðî âàí íûõ öè òî çè íîâ ìî æåò âíî -
ñèòü äî ïîë íè òå ëü íûå èñ êà æå íèÿ. Ïî ý òî ìó ïðè ìå íè -
ìîñòü ïðåä ëî æåí íî ãî àë ãî ðèò ìà äëÿ äâóõ äðó ãèõ øè ðî -
êî èñ ïî ëü çó å ìûõ ìå òî äîâ êî ëè ÷å ñò âåí íî ãî àíà ëè çà ìå -
òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ ðàñ ñìîò ðå íà â äàí íîé ðà áî òå.

Öåëü è çà äà ÷è

Öåëü ðà áî òû ñî ñòî ÿ ëà â èñ ñëå äî âà íèè ïðè ìå íè ìî ñòè 
àë ãî ðèò ìà óñòðà íå íèÿ ýê ñ ïå ðè ìåí òà ëü íûõ èñ êà æå íèé
äàí íûõ, ïî ëó ÷åí íûõ ìå òî äà ìè âû ñî êî ïðî èç âî äè òåëü -
íî ãî áè ñó ëü ôèò íî ãî ñåê âå íè ðî âà íèÿ è ãèá ðè äè çà öèè íà 
îëè ãî íóê ëå î òèä íûõ ÄÍÊ-÷è ïàõ.

Çà äà ÷à ìè ðà áî òû áû ëî èç ìå ðå íèå óðîâ íÿ ìå òè ëè ðî -
âà íèÿ ÄÍÊ íå êî òî ðûõ ãå íîâ-êàí äè äà òîâ ñ îí êî-àñ ñî -
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öè è ðî âàí íîé ôóí ê öèåé â êîí ò ðî ëü íûõ ïðî áàõ ÄÍÊ èç -
âå ñò íîé ñòå ïå íè ìå òè ëè ðî âà íèÿ ïî ñðåä ñò âîì óêà çàí íûõ 
ìå òî äîâ, ïðè ìå íå íèå êó áè ÷å ñêîé ðåã ðåñ ñèè äëÿ êîð ðåê -
òè ðîâêè ïî ëó ÷åí íûõ ýê ñ ïå ðè ìåí òà ëü íûõ äàí íûõ, è
îöåíêè ïðè ìå íè ìî ñòè äàí íî ãî àë ãî ðèò ìà ïî ñðåä ñò âîì
ñðàâ íå íèÿ èñ õîä íûõ è ñêîð ðåê òè ðî âàí íûõ ýê ñ ïå ðè ìåí -
òà ëü íûõ äàí íûõ.

Ìà òå ðè à ëû è ìå òî äû

Êîí ò ðî ëü íûå ïðî áû ÄÍÊ èç âå ñò íîé ñòå ïå íè ìå òè -
ëè ðî âà íèÿ — 0, 25, 50, 75 è 100% — ïî ëó ÷à ëè ñìå øè âà -
íè åì ïîë íî ñòüþ ìå òè ëè ðî âàí íîé è íå ìå òè ëè ðî âàí íîé
ÄÍÊ (Epi Tect PCR con t rol DNA, «Qi a gen»), îá ðà áî òàí -
íîé áè ñó ëü ôè òîì. Ó÷à ñò êè, ðàñ ïî ëî æåí íûå âáëè çè òî -
÷åê íà ÷à ëà òðàíñ êðèï öèè ãå íîâ SDHB è SDHD, êî òî ðûå
êî äè ðó þò ñóáú å äè íè öû ôåð ìåí òà ñóê öè íàò äå ãèä ðî ãå íà -
çû, àì ï ëè ôè öè ðî âà ëè ìåòîäîì ÏÖÐ â 50 ìêë ðå àê öè îí -
íîé ñìå ñè, ñî äåð æà ùåé ôåð ìåíò Taq ÄÍÊ-ïî ëè ìå ðà çó
ñ «ãî ðÿ ÷èì ñòàð òîì» (Hot S tar Taq, «Qi a gen»), áó ôåð
â 10x ðàç âå äå íèè, 1,5 ìÌ MgCl2, 200 ìêÌ êàæ äî ãî
dNTP, 0,3 ìêÌ êàæ äî ãî ïðàé ìå ðà, 0,52 Åä. ôåð ìåí òà.
Ïðî ãðàì ìà àì ï ëè ôè êà öèè âêëþ ÷à ëà ýòàï àê òè âà öèè
ÄÍÊ-ïî ëè ìå ðà çû ïðè 95°C â òå ÷å íèå 15 ìèí, 1 ìèí äå -
íà òó ðà öèè ïðè 95°C, 2 ìèí îò æè ãà ïðàé ìå ðîâ ïðè 60°C è 
ýëîí ãà öèþ â òå ÷å íèå 3 ìèí. Ïðè äàí íîì òåì ïå ðà òóð íîì 
ðå æè ìå ïðî âî äè ëè 20 öèê ëîâ àì ï ëè ôè êà öèè, ïðè ýòîì
â êàæ äîì ïî ñëå äó þ ùåì öèê ëå òåì ïå ðà òó ðà îò æè ãà ñíè -
æà ëàñü íà 0,5°C. Äà ëü íåé øèå 40 öèê ëîâ àì ï ëè ôè êà öèè
ïðî âî äè ëè, äå íà òó ðè ðóÿ ÄÍÊ ïðè 95°C â òå ÷å íèå 1 ìèí
è ïî ñëå äó þ ùåì îò æè ãå ïðàé ìå ðîâ ïðè ôèê ñè ðî âàí íîé
òåì ïå ðà òó ðå 50°C â òå ÷å íèå 2 ìèí è ýëîí ãà öèè â òå ÷å íèå 
2 ìèí. Óñëî âèÿ ïðî âå äå íèÿ ðå àê öèè è ïðî ãðàì ìà àì ï -
ëè ôè êà öèè ãå íà SDHC îò ëè ÷à ëèñü òåì ïå ðà òó ðîé îò æè ãà 
ïðàé ìå ðîâ, ñî ñòàâ ëÿâ øåé â ïåð âîé è âòî ðîé ÷à ñ òÿõ ïðî -
ãðàì ìû 61°C è 51°C ñî îò âåò ñò âåí íî. Àì ï ëè ôè êà öèþ ãå -

íîâ CDKN2B, DAPK1 è TP53 ïðî âî äè ëè àíà ëî ãè÷ íî ðà -
íåå îïóá ëè êî âàí íîé ñõå ìå [13]. Íóê ëå î òèä íûå ïî ñëå äî -
âà òå ëü íî ñòè ïðàé ìå ðîâ ïðåä ñòàâ ëå íû â òàá ëè öå.

Àì ï ëè êî íû ãå íîâ SDHB, SDHC è SDHD î÷è ùà ëè
ñ èñïîëüçîâàíèåì íà áî ðà Agen co urt AM Pu re XP («Bec k -
man Co ul ter», ÑØÀ). Èõ êîí öåí ò ðà öèþ èç ìå ðÿ ëè ôëó î -
ðè ìåò ðè ÷å ñêèì ìå òîäîì ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì íà áî ðà Qu -
ant-iT Pi coG re en dsDNA As say Kit («Li fe Tec h no lo gi es»,
ÑØÀ) íà àíà ëè çà òî ðå Sy ner gy 2 Mul ti-Mo de Mic rop la te
Re a der («Bi o tek», ÑØÀ). Âû ñî êî ïðî èç âî äè òå ëü íîå ñåê -
âå íè ðî âà íèå ïðî âî äè ëè ïî òåõ íî ëî ãèè 454, («Roc he»,
Ãåð ìà íèÿ) ïî îïè ñàí íî ìó ðà íåå ïðî òî êî ëó [6]. Ïî ëó -
÷åí íûå íóê ëå î òèä íûå ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòè ñðàâ íè âà ëè
ñ êîí âåð òè ðî âàí íû ìè áè ñó ëü ôè òîì ïî ñëå äî âà òå ëü íî -
ñòÿ ìè ãå íîâ â ïðî ãðàì ìå Am p li con Va ri ant Ana ly ser Sof t -
wa re v. 2.5 («Roc he»). Ïðî öåíò ìå òè ëè ðî âà íèÿ CpG-äè -
íóê ëå î òè äîâ â ïðî áàõ âû ÷èñ ëÿ ëè ñ ïî ìî ùüþ ïðî ãðàì -
ìû BISMA [13].

Ñèí òåç îëè ãî íóê ëå î òèä íûõ ÄÍÊ-÷è ïîâ in si tu ïðî -
âî äè ëè íà ýê ñ ïå ðè ìåí òà ëü íîé óñòà íîâ êå Ge ni om One
(«Fe bit Bi o tech AG», Ãåð ìà íèÿ) â ñî îò âåò ñò âèè ñ ðà íåå
îïóá ëè êî âàí íûì ïðî òî êî ëîì [15]. Ïðî áî ïîä ãî òîâ êó
ìå ÷åí íîé áèî òè íîì ÄÍÊ, ãèá ðè äè çà öèþ, îò ìû âà íèå,
äå òåê öèþ è àíà ëèç ôëó î ðåñ öåí ò íûõ ñèã íà ëîâ îñó ùå ñò â -
ëÿ ëè, êàê îïè ñà íî ðà íåå [16].

Ðå çó ëü òà òû è îá ñóæ äå íèå

Äëÿ ïðî âåð êè ïðåä ïî ëî æå íèÿ îá óíè âåð ñàëü íî ñòè
ïðåä ëî æåí íî ãî ðà íåå ìå òî äà êîð ðåê òè ðîâ êè âå ëè ÷èí
ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ, ïî ëó ÷à å ìûõ â ýê ñ ïå ðè ìåí òå, è
âîç ìîæ íî ñòè åãî ïðè ìå íå íèÿ íå òî ëü êî äëÿ äàí íûõ ïè -
ðî ñåê âå íè ðî âà íèÿ, íî è äëÿ äðó ãèõ ìå òî äîâ êî ëè ÷å ñò -
âåí íî ãî àíà ëè çà ìû ðàñ ñìîò ðå ëè ýê ñ ïå ðè ìåí òà ëü íûå
äàí íûå âû ñî êî ïðî èç âî äè òå ëü íî ãî áè ñó ëü ôèò íî ãî ñåê -
âå íè ðî âà íèÿ ïî òåõ íî ëî ãèè 454, à òàê æå ðå çó ëü òà òû ãèá -
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Òàá ëè öà
Íóê ëå î òèä íûå ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòè ïðàé ìå ðîâ, ïî [6, 12]

Ãåí Íóê ëå î òèä íàÿ ïî ñëå äî âà òå ëü íîñòü ïðàé ìå ðîâ
(5`-3`), F: ïðÿ ìîé; R: îá ðàò íûé

Äëè íà àì ï ëè êî íà, ï.í.

SDHB-F TAGTTTGGTTAAGATGATGAAATTT
316

SDHB-R CTTTCAAAAAATAAAACTAAAACTTAAATA

SDHC-F GAAAATAATTAGTAAATTAGTTAGGTAG
414

SDHC-R ACTAAAATCACCTCAACAACAAC

SDHD-F TATTAAGGAAGGTGAAATTTTTTTT
317

SDHD-R TCCTAAAAACTCAAAATCATCCAC

CDKN2B-F GTTTTTTGGTTTAGWTGAAAAGGGAATTTTTTGT
575

CDKN2B-R AACCCTAAAACCCCAACTACCTAAATC

DAPK1-F GGAATATAGTTAGGGAGTGAGTG
152

DAPK1-R CTACTTCCAAATATAAAAAAAACAACC

TP53-F TTGATGAGAAGAAAGGATTTAGTTGA
484

TP53-R AAAAACTTACCCAATCCAAAAAAAC



ðè äè çà öèè íà îëè ãî íóê ëå î òèä íûõ ÄÍÊ-÷è ïàõ. Âû áîð
ãå íîâ-êàí äè äà òîâ äëÿ èñ ñëå äî âà íèÿ áûë îáó ñëîâ ëåí èõ
îí êî-àñ ñî öè è ðî âàí íîé ôóí ê öèåé è, ñëå äî âà òå ëü íî, ïî -
òåí öè à ëü íûì ïðàê òè ÷å ñêèì ïðè ìå íå íè åì ïî ëó ÷à å ìûõ
äàí íûõ ìå òè ëè ðî âà íèÿ. Äëÿ ñåê âå íè ðî âà íèÿ áû ëè âû -
áðà íû ãå íû, êî äè ðó þ ùèå ñóáú å äè íè öû ôåð ìåí òà ñóê -
öè íàò äå ãèä ðî ãå íà çû SDHB, SDHC è SDHD, àíî ìà ëü íîå
ãè ïåð ìå òè ëè ðî âà íèå êî òî ðûõ â îïó õî ëÿõ Êàð íè áû ëî
ïî êà çà íî íà ìè ðà íåå [7]. Â êà ÷å ñò âå êîí ò ðî ëü íûõ ïðîá
áû ëè èñ ïî ëü çî âà íû îá ðàç öû ÄÍÊ 0, 25, 50, 75 è 100%
ìå òè ëè ðî âà íèÿ. Ñåê âå íè ðî âà íèå àì ï ëè ôè öè ðî âàí íûõ
ó÷à ñò êîâ äàí íûõ ãå íîâ, ðàñ ïî ëî æåí íûõ â íå ïî ñðåä ñò -
âåí íîé áëè çî ñòè îò òî ÷åê íà ÷à ëà òðàíñ êðèï öèè ïî çâî -
ëè ëî îõ âà òèòü 15, 13 è 25 ïî ñëå äî âà òå ëü íûõ CpG-äè íóê -
ëå î òè äîâ èñ ñëå äó å ìîé îá ëà ñ òè ãå íîâ SDHB, SDHC è
SDHD ñî îò âåò ñò âåí íî. Âû ÷èñ ëåí íûå íà îñíî âå äàí íûõ
ñåê âå íè ðî âà íèÿ ïðî öåí òû ìå òè ëè ðî âà íèÿ CpG-äè íóê -
ëå î òè äîâ â ãå íå SDHB ñó ùå ñò âåí íî îò ëè ÷à ëèñü îò îæè -
äà å ìûõ (ðèñ. 1À). Íå ñêî ëü êî ìå íü øåå îò êëî íå íèå ýê ñ -
ïå ðè ìåí òà ëü íûõ âå ëè ÷èí áû ëî ïî êà çà íî ïðè àíà ëè çå
õà ðàê òå ðà ìå òè ëè ðî âà íèÿ ãå íà SDHD, è ïðàê òè ÷å ñêè îò -
ñóò ñò âî âà ëî äëÿ ãå íà SDHC (ðèñ. 1Á, Â). Êó áè ÷å ñêèå ïî -
ëè íî ìè à ëü íûå ðåã ðåñ ñè îí íûå êðè âûå îïè ñû âà ëè êà -
ëèá ðî âî÷ íûå äàí íûå ñ âû ñî êîé òî÷ íî ñòüþ ñ êî ýô ôè öè -
åí òà ìè äå òåð ìè íà öèè R2, áëèç êè ìè ê 1. Èñ ïî ëü çî âà íèå
óðàâ íå íèé ïî ëó ÷åí íûõ ðåã ðåñ ñè îí íûõ êðè âûõ ïî çâî ëè -
ëî ñêîð ðåê òè ðî âàòü ýê ñ ïå ðè ìåí òàëü íûå äàí íûå, ïðàê -
òè ÷å ñêè ïîë íî ñòüþ óñòðà íèâ ýê ñ ïå ðè ìåí òà ëü íûå èñ êà -
æå íèÿ.

Àíà ëî ãè÷ íûå ðå çó ëü òà òû, äå ìîí ñò ðè ðó þ ùèå ïðè ìå -
íè ìîñòü ïðåä ëî æåí íî ãî ìå òî äà êîð ðåê òè ðîâ êè, áû ëè
ïî ëó ÷å íû ïðè àíà ëè çå âå ëè ÷èí ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ,
èç ìå ðåí íûõ ìåòîäîì ãèá ðè äè çà öèè íà îëè ãî íóê ëå î òèä -
íûõ ÄÍÊ-÷è ïàõ. Ãèá ðè äè çà öè îí íûé àíà ëèç íà
ÄÍÊ-÷è ïàõ ñî ïðÿæ¸í ñ âîç íèê íî âå íè åì áî ëü øå ãî ÷èñ -
ëà ýê ñ ïå ðè ìåí òà ëü íûõ èñ êà æå íèé (Ðèñ. 2À). Â îò ëè ÷èå
îò êî ëè ÷å ñò âåí íûõ äàí íûõ, ïî ëó ÷åí íûõ ìå òî äà ìè ñåê -
âå íè ðî âà íèÿ, äëÿ êî òî ðûõ îñíîâ íîé ïðè ÷è íîé èñ êà æå -
íèé ÿâ ëÿ åò ñÿ, ïî-âè äè ìî ìó, îáî ãà ùå íèå íå ìå òè ëè ðî -
âàí íûõ èëè ìå òè ëè ðî âàí íûõ ôîðì ÄÍÊ â õî äå àì ï ëè -
ôè êà öèè, áî ëü øîé âêëàä â òî÷ íîñòü àíà ëè çà íà
ÄÍÊ-÷è ïàõ âíî ñèò ñïå öè ôè÷ íîñòü ôóí ê öè î íè ðî âà íèÿ
îëè ãî íóê ëå î òèä íûõ çîí äîâ, ò.å. èõ ñïî ñîá íîñòü äè ñê ðè -
ìè íè ðî âàòü ìå òè ëè ðî âàí íûé è íå ìå òè ëè ðî âàí íûé ñòà -
òóñ èñ ñëå äó å ìûõ CpG-äè íóê ëå î òè äîâ. Äî ïîë íè òå ëü íûì 
ôàê òî ðîì, ñíè æà þ ùèì òî÷ íîñòü àíà ëè çà, ìî æåò áûòü
íå äî ñòà òî÷ íàÿ ñïå öè ôè÷ íîñòü ãèá ðè äè çà öèè ÄÍÊ-ìè -
øå íè. Òðà äè öè îí íûé ïîä õîä ê ðå øå íèþ äàí íîé ïðîá -
ëå ìû ñî ñòî èò â òùà òå ëü íîì îò áî ðå îëè ãî íóê ëå î òèä íûõ
çîí äîâ è èñ ïî ëü çî âà íèè ëèøü òåõ îëè ãî íóê ëå î òè äîâ,
êî òî ðûå ñïî ñîá íû âû ñî êî òî÷ íî äè ñê ðè ìè íè ðî âàòü êà -
ëèá ðî âî÷ íûå îá ðàç öû ÄÍÊ èç âå ñò íîé ñòå ïå íè ìå òè ëè -
ðî âà íèÿ, íà ïðè ìåð, 0, 25, 50, 75 è 100% ìå òè ëè ðî âà íèÿ
[16]. Íå äî ñòàò êîì äàí íî ãî ïîä õî äà ÿâ ëÿ åò ñÿ îò íî ñè -
òåëü íî ìà ëîå ÷èñ ëî çîí äîâ, êî òî ðûå ïðå î äî ëå âà þò äàí -
íûé ôèëüòð. Ïî ñêî ëü êó êàæ äûé îëè ãî íóê ëå î òèä íûé

çîíä ïðåä íàç íà ÷åí äëÿ èç ìå ðå íèÿ ñòå ïå íè ìå òè ëè ðî âà -
íèÿ îä íî ãî èëè íå ñêî ëü êèõ ðàñ ïî ëî æåí íûõ ðÿ äîì
CpG-äè íóê ëå î òè äîâ, ïî òå ðÿ ñó ùå ñò âåí íîé äî ëè çîí äîâ
ïðè èõ îò áî ðå ïðè âî äèò ê çíà ÷è òå ëü íî ìó ñíè æå íèþ ðàç -
ðå øå íèÿ àíà ëè çà ïðî ôè ëåé ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ. Âîç -
ìîæ íîñòü íå èñê ëþ ÷àòü çíà ÷è òå ëü íóþ ÷àñòü çîí äîâ, íî
êîð ðåê òè ðî âàòü ïî ëó ÷à å ìûå äàí íûå, ìîã ëà áû îáåñ ïå -
÷èòü áî ëü øåå ðàç ðå øå íèå è, òà êèì îá ðà çîì, áî ëü øóþ
èí ôîð ìà òèâ íîñòü àíà ëè çà.

Ìû ðàñ ñìîò ðå ëè íå ñêî ëü êî òè ïè÷ íûõ îëè ãî íóê ëå î -
òèä íûõ çîí äîâ ÄÍÊ-÷è ïà, ãèá ðè äè çà öèÿ ÄÍÊ-ïðî áû
ñ êî òî ðû ìè ñî ïðÿ æå íà ñî çíà ÷è òå ëü íû ìè ýê ñ ïå ðè ìåí -
òà ëü íû ìè èñ êà æå íè ÿ ìè. Ïðè ìå ðû çîí äîâ äëÿ àíà ëè çà
èí äåê ñà ìå òè ëè ðî âà íèÿ CpG-äè íóê ëå î òè äîâ â îí êî-àñ -
ñî öè è ðî âàí íûõ ãå íàõ CDKN2B è DAPK1 ïðåä ñòàâ ëå íû
íà ðèñ. 2Á, Â. Â êàæ äîì ñëó ÷àå èñ ïî ëü çî âà íèå àë ãî ðèò ìà 
êîð ðåê òè ðîâ êè ïî çâî ëÿ ëî ïðàê òè ÷å ñêè ïîë íî ñòüþ
óñòðà íÿòü ýê ñ ïå ðè ìåí òà ëü íûå èñ êà æå íèÿ.

Âû âî äû

Òà êèì îá ðà çîì, ïðè ìå íå íèå ïðåä ëî æåí íî ãî íà ìè
ðà íåå ìå òî äà êîð ðåê òè ðîâ êè ýê ñ ïå ðè ìåí òà ëü íûõ èñ êà -
æå íèé äëÿ äâóõ ðàç íûõ òè ïîâ êî ëè ÷å ñò âåí íûõ äàí íûõ,
ïî ëó ÷åí íûõ âû ñî êî ïðî èç âî äè òå ëü íûì áè ñó ëü ôèò íûì
ñåê âå íè ðî âà íè åì è ãèá ðè äè çà öèåé íà îëè ãî íóê ëå î òèä -
íûõ ÄÍÊ-÷è ïàõ, ïðî äå ìîí ñò ðè ðî âà ëî ïðàê òè ÷å ñêè
ïîë íîå óñòðà íå íèå àð òå ôàê òîâ, è ñëå äî âà òå ëü íî, óíè -
âåð ñà ëü íîñòü ìå òî äà.
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Ðèñ. 1. Ðå ïðå çåí òà òèâ íûå ïðè ìå ðû ýê ñ ïå ðè ìåí òà ëü íûõ îò êëî íå íèé, ïî ëó ÷åí íûå ïðè àíà ëè çå ñòå ïå íè ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ ìå òî äîì âû ñî êî -
ïðî èç âî äè òå ëü íî ãî áè ñó ëü ôèò íî ãî ñåê âå íè ðî âà íèÿ.
(À) Äëÿ âè çó à ëè çà öèè ýê ñ ïå ðè ìåí òà ëü íûõ îò êëî íå íèé ñòå ïåíü ìå òè ëè ðî âà íèÿ èñ ñëå äî âàí íûõ ðå ãè î íîâ â êîí ò ðî ëü íûõ ïðî áàõ («èç ìå ðåí íûé 
% ìå òè ëè ðî âà íèÿ», îñü îð äè íàò) ïðåä ñòàâ ëåí êàê ôóí ê öèÿ ðå à ëü íî ãî ïðî öåí òà ìå òè ëè ðî âà íèÿ â ãå íîì íîé ÄÍÊ (îñü àá ñ öèññ). Êàæ äàÿ âå ëè -
÷è íà ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÿâ ëÿ åò ñÿ ñðåä íèì óðîâ íåì ìå òè ëè ðî âà íèÿ 15, 13 è 25 ïî ñëå äî âà òå ëü íûõ CpG-äè íóê ëå î òè äîâ èñ ñëå äó å ìîé îá ëà ñ òè ãå -
íîâ SDHB, SDHC è SDHD. Ïî êà çà íû ïðè ìå ðû ñè ëü íî ãî è óìå ðåí íî ãî èñ êà æå íèÿ äëÿ ãå íîâ SDHB è SDHD, ñî îò âåò ñò âåí íî, à òàê æå ïðàê òè ÷å -
ñêè ïîë íîå îò ñóò ñò âèå îò êëî íå íèé äëÿ ãå íà SDHC. Íà ãðà ôè êàõ ïðåä ñòàâ ëå íû êó áè ÷å ñêèå ïî ëè íî ìè à ëü íûå ðåã ðåñ ñè îí íûå êðè âûå, îïè ñû -
âà þ ùèå ýê ñ ïå ðè ìåí òà ëü íûå âå ëè ÷è íû.
(Á) Ðå çó ëü òà òû êîð ðåê òè ðîâ êè ýê ñ ïå ðè ìåí òà ëü íûõ âå ëè ÷èí èç ïà íå ëè (À) ïîñðåäñòâîì êó áè ÷å ñêîé ðåã ðåñ ñèè. Ëè íåé íûé õà ðàê òåð ôóí ê öèè
y(x) äå ìîí ñò ðè ðó åò ýô ôåê òèâ íîå óñòðà íå íèå èñ êà æå íèé èç ýê ñ ïå ðè ìåí òà ëü íûõ âå ëè ÷èí.
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Ðèñ. 2. Òè ïè÷ íûå ïðè ìå ðû èñ êà æå íèé, ïî ëó ÷åí íûå ïðè ãèá ðè äè çà öè îí íîì àíà ëè çå ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ íà îëè ãî íóê ëå î òèä íûõ ÄÍÊ-÷è ïàõ.
(À) Ñïî ñîá íîñòü îëè ãî íóê ëå î òèä íûõ çîí äîâ ÷è ïà äè ñê ðè ìè íè ðî âàòü êîí ò ðî ëü íûå îá ðàç öû ÄÍÊ ðàç íîé ñòå ïå íè ìå òè ëè ðî âà íèÿ. Êðè âûå
îïè ñû âà þò ñðåä íèå çíà ÷å íèÿ âû ÷èñ ëåí íî ãî èí äåê ñà ìå òè ëè ðî âà íèÿ (îñü îð äè íàò) äëÿ 421 àíà ëè çè ðó å ìûõ CpG-äè íóê ëå î òè äîâ (îñü àá ñ -
öèññ). Ñòå ïåíü ìå òè ëè ðî âà íèÿ êàæ äî ãî CpG-äè íóê ëå î òè äà îïðå äå ëÿ åò ñÿ ïà ðîé çîí äîâ, îäèí èç êî òî ðûõ ïîë íî ñòüþ êîì ï ëå ìåí òà ðåí ìå òè -
ëè ðî âàí íî ìó (M-çîíä) èëè íå ìå òè ëè ðî âàí íî ìó àë ëå ëþ (U-çîíä). Àíà ëè çè ðó å ìûé CG-äè íóê ëå î òèä ñî îò âåò ñò âî âàë öåí ò ðà ëü íî ìó íóê ëå î òè äó 
çîí äà. Èí äåêñ ìå òè ëè ðî âà íèÿ âû ÷èñ ëåí êàê îò íî øå íèå ôëó î ðåñ öåí ò íî ãî ñèã íà ëà îò M-çîí äà ê ñóì ìå èí òåí ñèâ íî ñòåé ñèã íà ëîâ îò ïà ðû çîí -
äîâ — èí äåêñ ìå òè ëè ðî âà íèÿ, IM/(IM + IU), ãäå IM è IU — èí òåí ñèâ íî ñòè ôëó î ðåñ öåí ò íûõ ñèã íà ëîâ îò M- è U-çîí äîâ ñî îò âåò ñò âåí íî. Êàæ äàÿ ïà -
ðà çîí äîâ ïðåä ñòàâ ëå íà íà ÄÍÊ-÷è ïå â øåñ òè ïî âòîð íî ñòÿõ. Êàê âèä íî èç äèà ãðàì ìû, ñïî ñîá íîñòü îëè ãî íóê ëå î òèä íûõ çîí äîâ äè ñê ðè ìè íè -
ðî âàòü êîí ò ðî ëü íûå ïðî áû ÄÍÊ ðàç ëè ÷à åò ñÿ.
(Á), (Â), (Ã) Ðå ïðå çåí òà òèâ íûå ïðè ìå ðû ïàð îëè ãî íóê ëå î òèä íûõ çîí äîâ. Ñòå ïåíü ìå òè ëè ðî âà íèÿ èñ ñëå äî âàí íûõ CpG-äè íóê ëå î òè äîâ â êîí ò -
ðî ëü íûõ ïðî áàõ («èí äåêñ ìå òè ëè ðî âà íèÿ», îñü îð äè íàò) ïðåä ñòàâ ëåí êàê ôóí ê öèÿ ðå à ëü íî ãî ïðî öåí òà ìå òè ëè ðî âà íèÿ â ãå íîì íîé ÄÍÊ (îñü
àá ñ öèññ). Íà ãðà ôè êàõ ïðåä ñòàâ ëå íû êó áè ÷å ñêèå ïî ëè íî ìè à ëü íûå ðåã ðåñ ñè îí íûå êðè âûå, îïè ñû âà þ ùèå ýê ñ ïå ðè ìåí òà ëü íûå âå ëè ÷è íû.
Ãðà ôèê ñëå âà îïè ñû âà åò èñ õîä íûå äàí íûå, ñïðà âà — ñêîð ðåê òè ðî âàí íûå äàí íûå ïî ñëå óñòðà íå íèÿ ýê ñ ïå ðè ìåí òà ëü íûõ îò êëî íå íèé. Ïî ëî ñû 
ïî ãðåø íî ñòåé ñî îò âåò ñò âó þò ñòàí äàð ò íûì îò êëî íå íè ÿì îò øåñ òè ïî âòîð íî ñòåé.
(Á) Ïà ðà çîí äîâ äëÿ àíà ëè çà òð¸õ CpG-äè íóê ëå î òè äîâ ãå íà CDKN2B ñïî ñîá íà äî ñòà òî÷ íî òî÷ íî äå òåê òè ðî âàòü êà ëèá ðî âî÷ íûå ïðî áû ÄÍÊ
ñ êðàé íè ìè çíà ÷å íè ÿ ìè ïðî öåí òà ìå òè ëè ðî âà íèÿ, îäíà êî çà âè ñè ìîñòü y(x) ñè ëü íî îò ëè ÷à åò ñÿ îò ëè íåé íîé.
(Â) Ïà ðà çîí äîâ äëÿ èç ìå ðå íèÿ èí äåê ñà ìå òè ëè ðî âà íèÿ äâóõ CpG-äè íóê ëå î òè äîâ â ãå íå DAPK1 îáåñ ïå ÷è âà åò áëèç êóþ ê ëè íåé íîé çà âè ñè -
ìîñòü y(x), íî ñó ùå ñò âåí íî çà íè æà åò èç ìå ðÿ å ìóþ âå ëè ÷è íó ìå òè ëè ðî âà íèÿ äëÿ êà ëèá ðî âî÷ íîé ïðî áû 100% ìå òè ëè ðî âà íèÿ.
(Ã) Ïà ðà çîí äîâ äëÿ èç ìå ðå íèÿ èí äåê ñà ìå òè ëè ðî âà íèÿ äâóõ CpG-äè íóê ëå î òè äîâ â ãå íå TP53 äå ìîí ñò ðè ðó åò ïðàê òè ÷å ñêè ëè íåé íóþ çà âè ñè -
ìîñòü y(x), îäíà êî èìå åò ìåñ òî ñó ùå ñò âåí íîå èñ êà æå íèå èç ìå ðÿ å ìûõ âå ëè ÷èí ìå òè ëè ðî âà íèÿ äëÿ îáå èõ êðàé íèõ êà ëèá ðî âî÷ íûõ ïðîá ÄÍÊ 0 
è 100% ìå òè ëè ðî âà íèÿ.
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Quan ti ta tive anal y sis of DNA methylation pat terns is an in trin sic part of epigenetic can cer re search. Be sides, de tec tion of tu mour
spe cific epigenetic ab er ra tions holds prom ise for can cer di ag nos tics. PCR am pli fi ca tion of loci of in ter est from bisulfite treated DNA is 
a com mon sam ple prep a ra tion step. Given the fact amplicons and not the genomic DNA is used for quan ti fi ca tion of the methylation
per cent ages, the PCR am pli fi ca tion step is lim it ing fac tor for the ac cu racy of the en tire anal y sis. Pref er en tial am pli fi ca tion of ei ther
meth yl ated or unmethylated al leles may ham per the cor rect in ter pre ta tion of re sults. Ad di tional bi ases may be in tro duced by the
quan ti fi ca tion tech nol o gies on their own, for ex am ple the spec i fic ity of oligonucleotide probes of a microarray. Aim. The aim of pres -
ent work was to eval u ate the ap pli ca bil ity of the cu bic poly no mial re gres sion for cor rec tion of mea sure ment bi ases in quan ti ta tive DNA 
methylation data that were ob tained by the next gen er a tion se quenc ing and hy bridi sa tion anal y sis on the oligonucleotide microarrays.
Ma te rials and Methods. Next gen er a tion bisulfite 454 se quenc ing and hy bridi sa tion on the in situ syn the sised microarrays (Febit
Biotech) was em ployed to quan tify DNA methylation in vi cin ity of the transcriptional start sites. Cu bic poly no mial re gres sion was used
to ana lyse the cal i bra tion data. Re sults. Can di date genes were se lected that ex hibit ab er rant DNA methylation pat terns in can cer.
Spe cifically, these in cluded genes cod ing for the sub units of succinate dehydrogenase (SDH) as well as tu mour sup pres sor genes
CDKN2B, DAPK1 and TP53. The in ter ro gated DNA loci were am pli fied from con trol DNA sam ples of de fined methylation per cent ages. 
Sub stan tial de vi a tions of ap par ent methylation per cent ages from the o ret i cally ex pected val ues were de tected by the se quenc ing of
SDHB and SDHD amplicons. Like wise, the methylation in di ces of the CDKN2B and DAPK1 CpG sites that were ana lysed were sig nif i -
cantly bi ased in the microarray data. Cor rec tion of bi ased data was per formed by us ing the equa tions of re spec tive re gres sion curves
re sult ing in al most com plete re moval of the artefacts. Con clu sions. Suc cess ful ap pli ca tion of cu bic poly no mial re gres sion was
achieved for cor rect ing mea sure ment bi ases in two dif fer ent types of quan ti ta tive DNA methylation data — namely next gen er a tion
bisulfite se quenc ing and hy bridi sa tion on the oligonucleotide microarrays — dem on strat ing the uni ver sal ap pli ca bil ity of this cor rec -
tion pro cess.
     Key words: DNA methylation, quan ti ta tive anal y sis, PCR-bias, cu bic poly no mial re gres sion, next-generation se quenc ing,
oligonucleotide microarrays
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