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Öåëü. Ðàç ðà áî òàòü ÄÍÊ-òåõ íî ëî ãèþ ïðî ãíî çà ýô ôåê òèâ íî ñòè íåî àäú þ âàí ò íîé õè ìè î òå ðà ïèè (ÍÀÕÒ) ðà êà ìî ëî÷ íîé æå -
ëå çû (ÐÌÆ) íà îñíî âå îïðå äå ëå íèÿ ñî ñòî ÿ íèÿ ìå òè ëè ðî âà íèÿ îãðà íè ÷åí íî ãî íà áî ðà ìàð êå ðîâ ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ ìå òî -
äîì ìíî ãî ëî êóñ íîé ìå òèë ÷óâ ñò âè òå ëü íîé ïî ëè ìå ðàç íîé öåï íîé ðå àê öèè (Ì×-ÏÖÐ). Çà äà ÷è. (1) Ïðî âå ñ òè øè ðî êî ãå íîì íûé
àíà ëèç ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ èç áèî ïòà òîâ îïó õî ëåé ìî ëî÷ íîé æå ëå çû äî ïðî âå äå íèÿ ÍÀÕÒ ñ ïðè ìå íå íè åì àí ò ðà öèê ëè íîâ. (2) 
Ñôîð ìè ðî âàòü îãðà íè ÷åí íóþ ïà íåëü ìàð êå ðîâ ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ, íàè áî ëåå èí ôîð ìà òèâ íûõ ñ òî÷ êè çðå íèÿ ïðî ãíî çà ýô -
ôåê òèâ íî ñòè ÍÀÕÒ. (3) Ðàç ðà áî òàòü è îï òè ìè çè ðî âàòü ëà áî ðà òîð íûé ïðî òî êîë ìíî ãî ëî êóñ íîé Ì×-ÏÖÐ äëÿ îïðå äå ëå íèÿ ñòà -
òó ñà ìå òè ëè ðî âà íèÿ ìàð êå ðîâ ðàç ðà áî òàí íîé ïà íå ëè. (4) Îöå íèòü äèà ãíî ñ òè ÷å ñêèå ñâîé ñò âà ïî ëó ÷åí íîé ïà íå ëè ìàð êå ðîâ
ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ. Ìà òå ðè à ëû è ìå òî äû. Ìå òî äîì XmaI-RRBS ïðî âåä¸í øè ðî êî ãå íîì íûé àíà ëèç 27 áèî ïñèé íûõ îá ðàç -
öîâ ÐÌÆ ëþ ìè íà ëü íî ãî B ïîä òè ïà, âçÿ òûõ äî ëå ÷å íèÿ ïîä êîí ò ðî ëåì ÓÇÈ. Ïî ðå çó ëü òà òàì XmaI-RRBS âû áðà íû 10 ãå íîâ, ñî -
ñòî ÿ íèå ìå òè ëè ðî âà íèÿ ïðî ìî òî ðîâ êî òî ðûõ íàè áî ëåå ýô ôåê òèâ íî ìàð êè ðó åò ýïè ãå íå òè ÷å ñêèå ïîä òè ïû îïó õî ëåé ñ ðàç íûì
îò âå òîì íà ÍÀÕÒ. Ñî ñòî ÿ íèå ìå òè ëè ðî âà íèÿ âû áðàí íûõ ìàð êå ðîâ îïðå äå ëÿ ëè ìå òî äîì Ì×-ÏÖÐ ñ òðå ìÿ ïó ëà ìè ïðàé ìå ðîâ
â âû áîð êå èç 40 îá ðàç öîâ ÄÍÊ áèî ïñèé íûõ îá ðàç öîâ ÐÌÆ ëþ ìè íà ëü íî ãî B ïîä òè ïà, âçÿ òûõ äî ëå ÷å íèÿ. Îöåí êó äèà ãíî ñ òè -
÷å ñêèõ ñâîéñòâ ñè ñ òå ìû ïðî âî äè ëè ìå òî äîì ROC-àíà ëè çà. Ðå çó ëü òà òû. Ïî äàí íûì øè ðî êî ãå íîì íî ãî àíà ëè çà ìå òè ëè ðî âà -
íèÿ ÄÍÊ â êà ÷å ñò âå íàè áî ëåå èí ôîð ìà òèâ íûõ ìàð êå ðîâ ÷óâ ñò âè òå ëü íî ñòè ÐÌÆ ê ÍÀÕÒ ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì àí ò ðà öèê ëè íîâ
îïðå äå ëè ëè ó÷à ñò êè ãå íîâ SLC9A3, C1QL2, DPYS, IRF4, ADCY8, KCNQ2, TERT, SYNDIG1, SKOR2 è GRIK1. Äëÿ ïðî âå äå íèÿ ëî -
êóñ-ñïå öè ôè ÷å ñêî ãî òå ñ òè ðî âà íèÿ ñî ñòî ÿ íèÿ ìå òè ëè ðî âà íèÿ ýòèõ ìàð êå ðîâ ðàç ðà áî òà ëè ñè ñ òå ìó ìíî ãî ëî êóñ íîé Ì×-ÏÖÐ.
Ïî ðå çó ëü òà òàì ëî êóñ-ñïå öè ôè ÷å ñêî ãî òå ñ òè ðî âà íèÿ îïðå äå ëè ëè äèà ãíî ñ òè ÷å ñêèå ñâîé ñò âà ñè ñ òå ìû: ïëî ùàäü ïîä
ROC-êðè âîé ñî ñòà âè ëà 84%, ÷óâ ñò âè òå ëü íîñòü ñè ñ òå ìû — 82% ïðè ñïå öè ôè÷ íî ñòè 80%, òî÷ íîñòü — 82%. Âû âî äû. Ñè ñ òå ìà,
âêëþ ÷à þ ùàÿ îãðà íè ÷åí íîå êî ëè ÷å ñò âî ìàð êå ðîâ ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ, ïî çâî ëÿ åò ýô ôåê òèâ íî ïðî ãíî çè ðî âàòü îò âåò îïó õî ëè
ìî ëî÷ íîé æå ëå çû ëþ ìè íà ëü íî ãî Â ïîä òè ïà íà ÍÀÕÒ ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì àí ò ðà öèê ëè íîâ ïî ðå çó ëü òà òàì àíà ëè çà áèî ïñèé íî ãî
ìà òå ðè à ëà, ïî ëó ÷åí íî ãî äî íà ÷à ëà ëå ÷å íèÿ.
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Ob jec tive. To de velop a DNA tech nol ogy for the prog no sis of the ef fec tive ness of neoadjuvant che mo ther apy of breast can cer
(BC) based on the de ter mi na tion of the methylation state of a lim ited set of DNA methylation mark ers by the method of multilocus
methylation sen si tive re stric tion en zyme poly mer ase chain re ac tion (MSRE-PCR). Ma te rial and meth ods. The re search workflow was
as fol lows. (1) Carry out a ge nome wide DNA methylation anal y sis on bi opsy sam ples of breast tu mors prior to anthracycline
neoadjuvant che mo ther apy. (2) De velop a lim ited panel of DNA methylation mark ers, the most in for ma tive for the prog no sis of the ef -
fec tive ness of neoadjuvant che mo ther apy. (3) De velop and op ti mize the lab o ra tory pro to col of multi-locus MSRE-PCR for de ter min -
ing the methylation sta tus of the mark ers in the panel. (4) Eval u ate the di ag nos tic prop er ties of the re sult ing panel of DNA methylation
mark ers. Ge nome wide DNA methylation anal y sis of 27 BC bi opsy spec i mens of the luminal B sub type, taken be fore the treat ment un -
der ul tra sound guid ance, was per formed us ing the XmaI-RRBS method. Ac cord ing to the re sults of XmaI-RRBS, 10 genes have been
se lected, the state of methylation of the pro mot ers of which most ef fec tively marks epigenetic sub types of tu mors with dif fer ent re -
sponses to neoadjuvant che mo ther apy. Methylation sta tus of the se lected mark ers was next de ter mined by MSRE-PCR with three
primer pools in a sam ple of 40 BC bi opsy spec i mens of the luminal B sub type taken be fore the treat ment. Eval u a tion of the di ag nos tic
prop er ties of the sys tem was car ried out by ROC anal y sis. Re sults. By the ge nome wide DNA methylation anal y sis, the SLC9A3,
C1QL2, DPYS, IRF4, ADCY8, KCNQ2, TERT, SYNDIG1, SKOR2 and GRIK1 gene re gions were iden ti fied as the most in for ma tive mark -
ers of BC sen si tiv ity to anthracycline neoadjuvant che mo ther apy. To con duct lo cus-specific test ing of the methylation sta tus of these
mark ers we have de vel oped a multi-locus MSRE-PCR sys tem. Based on the re sults of the lo cus-specific test ing, the di ag nos tic prop -
er ties of the sys tem were de ter mined: the area un der the ROC curve was 84%, the sen si tiv ity of the sys tem was 82% with the spec i fic -
ity of 80%, the ac cu racy was 82%. Con clu sion. The sys tem in clud ing a lim ited num ber of DNA methylation mark ers, makes it pos si ble
to ef fec tively pre dict the re sponse of a luminal B sub type breast tu mors to anthracycline neoadjuvant che mo ther apy by an anal y sis of
bi opsy ma te rial ob tained prior to treat ment.

Key words. Breast can cer, neoadjuvant che mo ther apy, ge nome wide anal y sis of DNA methylation, multilocus methylation sen si -
tive re stric tion en zyme PCR.

Ââå äå íèå

Ïðå äî ïå ðà öè îí íàÿ (íåî àäú þ âàí ò íàÿ) õè ìè î òå ðà ïèÿ 
(ÍÀÕÒ) ïî êà çà íà äëÿ èñ ïî ëü çî âà íèÿ ó áî ëü íûõ ñ ìåñò -
íî-ðàñ ïðî ñòðà íåí íûì ÐÌÆ IIIA, IIIB, èëè IIIC ñòà äè ÿ -
ìè è ìî æåò ïðè ìå íÿ òü ñÿ ó ïà öè åí òîâ ñ IIA (T2N0 èëè
T1N1) èëè IIB (T2N1 èëè T3N0) ñòà äè ÿ ìè ïðè òðèæ äû
íå ãà òèâ íîì, ëþ ìè íà ëü íîì Â, HER2-ïî çè òèâ íîì ÐÌÆ
è ïðè íà ëè ÷èè ëèì ôî ãåí íûõ ìå òà ñòà çîâ. Èñ ïî ëü çî âà -
íèå ÍÀÕÒ ïðî äèê òî âà íî ñòðåì ëå íè åì ê óìå íü øå íèþ
îáú å ìà ïåð âè÷ íîé îïó õî ëè, ÷òî ñî çäà åò óñëî âèÿ äëÿ âû -
ïîë íå íèÿ îð ãà íî ñîõ ðàí íûõ îïå ðà öèé èëè ïå ðå âî äèò
îïó õîëü â îïå ðà áå ëü íîå ñî ñòî ÿ íèå. Êðî ìå òî ãî, äî ñòè -
æå íèå ïîë íîé ìîð ôî ëî ãè ÷å ñêîé ðåã ðåñ ñèè ñïî ñîá ñò âó -
åò óëó÷ øå íèþ îò äà ëåí íûõ ðå çó ëü òà òîâ ëå ÷å íèÿ. Â ñâÿ çè
ñ ýòèì î÷åíü âàæ íî, ÷òî áû ó áî ëü íûõ îò ìå ÷àë ñÿ õî ðî -
øèé îò âåò íà õè ìè î òå ðà ïèþ (ïîë íàÿ èëè ÷à ñ òè÷ íàÿ ðåã -
ðåñ ñèÿ îïó õî ëè) [1], ÷òî äå ëà åò àê òó à ëü íîé ðàç ðà áîò êó
ìî ëå êó ëÿð íûõ ìàð êå ðîâ, êî òî ðûå â èäå à ëå ïðåä ñêà çû -
âà ëè áû ÷óâ ñò âè òå ëü íîñòü îïó õî ëè ê ÍÀÕÒ åù¸ äî å¸ íà -
÷à ëà, ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì â êà ÷å ñò âå áèî ëî ãè ÷å ñêî ãî ìà òå -
ðè à ëà áèî ïòà òà îïó õî ëè.

Èçó ÷å íèå ïðî ãíî ñ òè ÷å ñêèõ ôàê òî ðîâ ýô ôåê òèâ íî -
ñòè ÍÀÕÒ, íå çà âè ñÿ ùèõ îò îñíîâ íûõ êëè íè êî-ïà òî ëî -
ãè ÷å ñêèõ ôàê òî ðîâ ïðî ãíî çà, ñî ñðå äî òî ÷å íî âî êðóã ôå -
íî ìå íà ìíî æå ñò âåí íîé ëå êàð ñò âåí íîé óñòîé ÷è âî ñòè
(ÌËÓ), îñî áåí íî ñòåé ôóí ê öè î íè ðî âà íèÿ ãå íîâ ÌËÓ è
ìî íî ðå çè ñòåí ò íî ñòè, îïðå äå ëÿ þ ùèõ ÷óâ ñò âè òå ëü íîñòü
îïó õî ëè ê îò äå ëü íûì õè ìè îï ðå ïà ðà òàì, çà ñ÷åò ó÷à ñ òèÿ
â èõ ìå òà áî ëèç ìå èëè ÿâ ëÿ þ ùè ìè ñÿ ìè øå íÿ ìè õè ìè î -
òå ðà ïåâ òè ÷å ñêèõ ñðåäñòâ [2, 3]. Áû ëî ïî êà çà íî, ÷òî íà -
ëè ÷èå äå ëå öèé ëî êó ñîâ ãå íîâ ÌËÓ â îïó õî ëè ìî ëî÷ íîé
æå ëå çû íå ïî çâî ëÿ åò ïîë íî öåí íî ôóí ê öè î íè ðî âàòü
òðàíñ ïîð òå ðàì êñå íî áè î òè êîâ, îñó ùå ñò â ëÿ þ ùèì óäà ëå -
íèå õè ìè îï ðå ïà ðà òîâ èç îïó õî ëå âûõ êëå òîê, è àñ ñî öè è -

ðî âà íî ñ õî ðî øèì îò âå òîì îïó õî ëè íà ÍÀÕÒ. Îïðå äå ëå -

íèå äå ëå öèé ëî êó ñîâ ãå íîâ ÌËÓ ìî æåò ñëó æèòü íî âûì

ïî òåí öè à ëü íûì ïðå äèê òèâ íûì ôàê òî ðîì [2, 3]. Òàê æå

áû ëà ïî êà çà íà âçàè ìî ñâÿçü ìåæ äó ìå òè ëè ðî âà íè åì ãå -

íîâ ÌËÓ è ðàç ëè÷ íû ìè ýô ôåê òà ìè ÍÀÕÒ [4].

Ìàð êå ðû ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ õà ðàê òå ðè çó þò ñÿ òåì, 

÷òî äå òåê öèÿ àíî ìà ëü íî ãî ìå òè ëè ðî âà íèÿ CpG-îñò -

ðîâêîâ ïðî ìî òî ðîâ ãå íîâ, îò ñóò ñò âó þ ùå ãî â íîð ìà ëü -

íûõ êëåò êàõ, íå òðå áó åò ïðè ìå íå íèÿ êî ëè ÷å ñò âåí íûõ

ìå òî äîâ, ÷óâ ñò âè òå ëü íîñòü êî òî ðûõ ñíè æà åò ñÿ â ïðè ñóò -

ñò âèè ïðè ìå ñè íîð ìà ëü íîé òêà íè, è âîç ìîæ íà ñ ïðè ìå -

íå íè åì âû ñî êî ÷óâ ñò âè òå ëü íûõ êà ÷å ñò âåí íûõ ìå òî äîâ,

òà êèõ, êàê Ì×-ÏÖÐ [5]. Îä íà êî â íà ñòî ÿ ùåå âðå ìÿ ïðå -

è ìó ùå ñò âà ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ â êà ÷å ñò âå ìî ëå êó ëÿð -

íî ãî ìàð êå ðà èñ ïî ëü çó þò ñÿ â íå äî ñòà òî÷ íîé ñòå ïå íè

äëÿ ïðî âå äå íèÿ äèà ãíî ñ òè êè â êëè íè ÷å ñêîé îí êî ëî ãèè.

Ýòî îáú ÿñ íÿ åò ñÿ íå äî ñòàò êîì õî ðî øî èçó ÷åí íûõ è îõà -

ðàê òå ðè çî âàí íûõ ãå íîâ, àíî ìà ëü íîå ìå òè ëè ðî âà íèå êî -

òî ðûõ äî ñòî âåð íî ñâÿ çà íî ñ òåì èëè èíûì ïà òî ìîð ôî -

ëî ãè ÷å ñêèì òè ïîì îïó õî ëè. Â ñâÿ çè ñ ýòèì îñî áîå çíà -

÷å íèå ïðè îá ðå òà åò èäåí òè ôè êà öèÿ è ïî äðîá íàÿ õà ðàê -

òå ðè ñòè êà îñî áåí íî ñòåé ìå òè ëè ðî âà íèÿ íî âûõ ãå íîì -

íûõ ëî êó ñîâ, âî âëå ÷åí íûõ â êàí öå ðî ãå íåç.

Íà ïðè ìåð, ìå òè ëè ðî âà íèå ðå ãó ëÿ òîð íîé îá ëà ñ òè ãå -

íà PITX2 îïè ñà íî êàê ïðå äèê òèâ íûé ìàð êåð îò âå òà

òðèæ äû íå ãà òèâ íî ãî ÐÌÆ íà íåî àäú þ âàí ò íóþ õè ìè î òå -

ðà ïèþ àí ò ðà öèê ëè íà ìè è òàê ñà íà ìè [6], ïî êà çà íà çíà -

÷è ìîñòü ýòî ãî ìàð êå ðà â íà çíà ÷å íèè íåî àäú þ âàí ò íî ãî

ëå ÷å íèÿ äëÿ ÐÌÆ äðó ãèõ èì ìó íî ãè ñòî õè ìè ÷å ñêèõ ïîä -

òè ïîâ. Íå ñìîò ðÿ íà íå ÿñ íóþ ðîëü ãå íà PITX2 â ðàç âè òèè 

îïó õî ëè, èç âå ñò íî, ÷òî îí ÿâ ëÿ åò ñÿ òðàíñ êðèï öè îí íûì

ôàê òî ðîì.

Ïî êà çà íî ÷òî ôóí ê öè î íà ëü íûé ñòà òóñ ãå íîâ òðàíñ -

êðèï öè îí íûõ ôàê òî ðîâ ìî æåò íàé òè îò ðà æå íèå â ñòà òó -
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ñå ìå òè ëè ðî âà íèÿ ïðî ìî òîð íûõ CpG-îñò ðî âêîâ ðå ãó ëè -
ðó å ìûõ èìè ãå íîâ [7], òà êèì îá ðà çîì, õà ðàê òå ðè ñòè êà
ïîä òè ïîâ ÐÌÆ ïî ïðî ôè ëþ ìå òè ëè ðî âà íèÿ ìî æåò áûòü 
áî ëåå óñòîé ÷è âûì ìàð êå ðîì â ñðàâ íå íèè ñ îïðå äå ëå íè -
åì îò äå ëü íûõ ìàð êå ðîâ. Ðà íåå ïî êà çà íà âîç ìîæ íîñòü
ýïè ãå íå òè ÷å ñêîé êëàñ ñè ôè êà öèè ïîä òè ïîâ ÐÌÆ íà
îñíî âå ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ ãå íî ìîâ îïó õî ëåé [8]. Ìû
ïðåä ïî ëà ãà åì, ÷òî ïðî ôè ëè ìå òè ëè ðî âà íèÿ ìî ãóò áûòü
ðàç ëè ÷è ìû ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì îãðà íè ÷åí íî ãî íà áî ðà
ìàð êå ðîâ ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ, ÷òî ïî çâî ëèò ïðè ìå íèòü 
èõ â êëè íè ÷å ñêîé äèà ãíî ñ òè êå.

Ðà íåå íà ìè áû ëà ðàç ðà áî òà íà òåõ íî ëî ãèÿ øè ðî êî ãå -
íîì íî ãî àíà ëè çà ìå òè ëè ðî âà íèÿ âû ñî êî ïðî èç âî äè òå ëü -
íûì ïà ðàë ëå ëü íûì ñåê âå íè ðî âà íè åì áèá ëèî òåê ôðàã -
ìåí òîâ áè ñó ëü ôèò-êîí âåð òè ðîâí íîé ÄÍÊ, ïî ëó ÷åí íûõ
ãèä ðî ëè çîì îá ðàç öîâ ýí äî íóê ëå à çîé XmaI — ìå òîä
XmaI-RRBS [9—11]. Äëÿ ïîä ãî òîâ êè ãå íîì íûõ áèá ëèî -
òåê RRBS èñ ïî ëü çó þò ñÿ ñïå öè ôè ÷å ñêèå ýí äî íóê ëå à çû
ðå ñò ðèê öèè, ôîð ìè ðó þ ùèå ïóë CpG-áî ãà òûõ ôðàã ìåí -
òîâ ÄÍÊ. Ìå òîä âêëþ ÷à åò ïðî âå äå íèå ãèä ðî ëè çà ãå íîì -
íîé ÄÍÊ ýí äî íóê ëå à çîé ðå ñò ðèê öèè XmaI, ôîð ìè ðó þ -
ùåé ôðàã ìåí òû ñ 5’-ëèï êèì êîí öîì, ÷à ñ òè÷ íîå òóï ëå -
íèå êîí öîâ ïî ëè ìå ðàç íîé ðå àê öèåé â ïðè ñóò ñò âèè
5’-me-dCTP, ëè ãè ðî âà íèå ôðàã ìåí òîâ ñ àäàï òå ðà ìè
ñ ëèï êèì êîí öîì, êîì ï ëå ìåí òàð íûì ìî äè ôè öè ðî âàí -
íî ìó ÷à ñ òè÷ íûì òóï ëå íè åì ëèï êî ìó êîí öó öå ëå âî ãî
ôðàã ìåí òà, îò áîð öå ëå âûõ ôðàã ìåí òîâ ñå ëåê öèåé ïî
äëè íå ôðàã ìåí òîâ è àì ï ëè ôè êà öèþ ñ ïðàé ìå ðà ìè, êîì -
ï ëå ìåí òàð íû ìè àäàï òå ðàì, ñåê âå íè ðî âà íèå ôðàã ìåí òîâ 
áèá ëèî òå êè, êàð òè ðî âà íèå ïðî ÷òå íèé ñ ó÷å òîì áè ñó ëü -
ôèò íî ãî êîí âåð òè ðî âà íèÿ ÄÍÊ, îïðå äå ëå íèå ñòà òó ñà
ìå òè ëè ðî âà íèÿ îò äå ëü íûõ CpG-ïàð. Â íà ñòî ÿ ùåé ðà áî -
òå ìå òîä XmaI-RRBS èñ ïî ëü çî âàí äëÿ øè ðî êî ãå íîì íî -
ãî ïî èñ êà ìàð êå ðîâ ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ, ðàç ëè ÷à þ ùèõ
áèî ïñèé íûå îá ðàç öû ÐÌÆ, ïî ëó ÷åí íûå äî ëå ÷å íèÿ, ïî
ýô ôåê òèâ íî ñòè ïî ñëå äó þ ùåé ÍÀÕÒ ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì
àí ò ðà öèê ëè íîâ.

Íå ñìîò ðÿ íà ýô ôåê òèâ íîñòü ìå òî äà RRBS ñ òî÷ êè
çðå íèÿ ðàç ðà áîò êè ýïè ãå íå òè ÷å ñêèõ êëàñ ñè ôè êà òî ðîâ
òè ïîâ çëî êà ÷å ñò âåí íûõ íî âî îá ðà çî âà íèé, âîç ìîæ íîñòü
âíå äðå íèÿ øè ðî êî ãå íîì íî ãî àíà ëè çà ìå òè ëè ðî âà íèÿ
ÄÍÊ â ðó òèí íóþ êëè íè ÷å ñêóþ äèà ãíî ñ òè ÷å ñêóþ ïðàê -
òè êó â íà ñòî ÿ ùåå âðå ìÿ íå ðàñ ñìàò ðè âà åò ñÿ. Â ñâÿ çè
ñ ýòèì íà ìè áû ëà ïî ñòàâ ëå íà öåëü ðàç ðà áî òàòü òåõ íî ëî -
ãèþ ïðî ãíî çà ýô ôåê òèâ íî ñòè ÍÀÕÒ ÐÌÆ íà îñíî âå
îïðå äå ëå íèÿ îãðà íè ÷åí íî ãî íà áî ðà ìàð êå ðîâ ìå òè ëè ðî -
âà íèÿ ÄÍÊ ìå òî äîì ìíî ãî ëî êóñ íîé Ì×-ÏÖÐ.

Ìà òå ðè à ëû è ìå òî äû

Êëè íè ÷å ñêèé ìà òå ðè àë. Èñ ñëå äî âà íèå ïðî âå äå íî íà
40 áèî ïñèé íûõ îá ðàç öàõ ÐÌÆ ëþ ìè íà ëü íî ãî B ïîä òè -
ïà, âçÿ òûõ äî ëå ÷å íèÿ ïîä êîí ò ðî ëåì ÓÇÈ. ÍÀÕÒ âêëþ -
÷à ëà 2—4 êóð ñà ïî ñõå ìàì FAC (ôòî ðó ðà öèë, äî êñî ðó áè -
öèí, öèê ëî ôîñ ôàí), CAX (öèê ëî ôîñ ôàí, äî êñî ðó áè -
öèí, êñå ëî äà). Ýô ôåê òèâ íîñòü ÍÀÕÒ îöå íè âà ëè ïî

êðè òå ðè ÿì ÂÎÇ è Ìåæ äó íà ðîä íî ãî ïðî òè âî ðà êî ãî ñî þ -
çà (In ter na ti o nal Uni on Aga inst Can cer) ñ ïî ìî ùüþ ÓÇÈ
è/èëè ìàì ìîã ðà ôèè, êî òî ðûå ïðî âî äè ëè äî ëå ÷å íèÿ,
ïî ñëå 2 êóð ñîâ ÍÀÕÒ è ïå ðåä îïå ðà öèåé. Ðå ãè ñò ðè ðî âà -
ëè ïîë íóþ ðåã ðåñ ñèþ (100% óìå íü øå íèå îïó õî ëè), ÷à ñ -
òè÷ íóþ ðåã ðåñ ñèþ (óìå íü øå íèå îáú å ìà îïó õî ëè áî ëåå
÷åì íà 50%), ñòà áè ëè çà öèþ (ñíè æå íèå îáú å ìà ìå íåå
÷åì íà 50% èëè óâå ëè ÷å íèå íå áî ëåå, ÷åì íà 25%) è ïðî -
ãðåñ ñè ðî âà íèå (óâå ëè ÷å íèå îáú å ìà îïó õî ëè áî ëåå ÷åì
íà 25%). Ñî ãëàñ íî ìåæ äó íà ðîä íûì ðå êî ìåí äà öè ÿì, ïðè 
ïðî âå äå íèè ïðå äî ïå ðà öè îí íîé õè ìè î òå ðà ïèè áî ëü íûå
ÐÌÆ ñî ñòà áè ëè çà öèåé èëè ïðî ãðåñ ñè ðî âà íè åì ñî ñòà -
âè ëè ãðóï ïó ñ îò ñóò ñò âè åì îò âå òà íà ÍÀÕÒ, à áî ëü íûå
ñ ÷à ñ òè÷ íîé è ïîë íîé ðåã ðåñ ñèåé — ãðóï ïó ñ îáú åê òèâ -
íûì îò âå òîì [1].

Áèî ïñèé íûå îá ðàç öû ïî ìå ùà ëè â ðàñ òâîð RNA la ter
(Am bi on, USA) è ñî õðà íÿ ëè ïðè òåì ïå ðà òó ðå -80°Ñ (ïî -
ñëå 24-÷à ñî âîé èí êó áà öèè ïðè +4°Ñ) äëÿ äà ëü íåé øå ãî
âû äå ëå íèÿ ÄÍÊ.

Âû äå ëå íèå è êîí ò ðîëü êà ÷å ñò âà ÄÍÊ. ÄÍÊ ïî ëó ÷à ëè
ñ èñïîëüçîâàíèåì íà áî ðà QIA amp DNA mi ni Kit (Qi a gen, 
Ger ma ny). Êîí öåí ò ðà öèþ ÄÍÊ è ÷èñ òî òó âû äå ëå íèÿ
îïðå äå ëÿ ëè íà ñïåê òðî ôî òî ìåò ðå Na noD rop-2000 (Ther -
mo Sci en ti fic, USA) (îò 50 äî 150 íã/ìêë,
À260/À280 = 2,10—2,35; À260/À230 = 2,15—2,40). Öå ëî -
ñò íîñòü ÄÍÊ îöå íè âà ëè êà ïèë ëÿð íûì ýëåê ò ðî ôî ðå çîì
íà ïðè áî ðå Ta peS ta ti on (Agi lent Tec h no lo gi es, USA),
ôðàã ìåí òû ÄÍÊ èìå ëè ìàñ ñó áî ëåå 48 kbp.

Øè ðî êî ãå íîì íûé àíà ëèç ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ ïðî âî -
äè ëè ïî ðà íåå îïè ñàí íîé íà ìè òåõ íî ëî ãèè [9] íà ïðè áî -
ðå Ion Tor rent PGM (Ter mo Fis her, ÑØÀ).

Ãèä ðî ëèç ÄÍÊ ìå òèë ÷óâ ñò âè òå ëü íîé ýí äî íóê ëå à çîé
ðå ñò ðèê öèè. Äëÿ àíà ëè çà ìå òè ëè ðî âà íèÿ ó÷à ñò êîâ èí -
äè âè äó à ëü íûõ ãå íîâ, ÄÍÊ èç îá ðàç öîâ òêà íåé îá ðà áà -
òû âà ëè ìå òèë ÷óâ ñò âè òå ëü íîé ðå ñò ðèê òà çîé BstHHI
(ñàéò óç íà âà íèÿ GCG/C, Ñè áýí çèì, Ðîñ ñèÿ): 20 íã
ÄÍÊ ñìå øè âà ëè ñ 2 ìêë ðå àê öè îí íî ãî 10õ SE-áó ôå ðà
Y (Ñè áýí çèì, Ðîñ ñèÿ) è ãèä ðî ëè çî âà ëè ñ äî áàâ ëå íè åì
10 åä. àêò. ôåð ìåí òà â êî íå÷ íîì îáú å ìå 20 ìêë ïðè
òåì ïå ðà òó ðå 50°C â òå ÷å íèå íî ÷è ïîä ñëî åì ìè íå ðà ëü -
íî ãî ìàñ ëà.

Âû áîð ó÷à ñò êîâ ãå íî ìà äëÿ âêëþ ÷å íèÿ â äèà ãíî ñ òè -
÷å ñêóþ ïà íåëü íà îñíî âå Ì×-ÏÖÐ. Àíà ëèç ãå íîì íûõ
ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòåé ïðî âî äè ëè ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì
êîìïü þ òåð íûõ ïðî ãðàìì UCSC BLAT, UCSC Ge no me 
Brow ser, NCBI BLAST, ñ öå ëüþ âû ÿâ ëå íèÿ âîç ìîæ íî -
ñòè èçó ÷å íèÿ ñòà òó ñà ìå òè ëè ðî âà íèÿ ìå òî äîì
Ì×-ÏÖÐ. Êðè òå ðèè âû áî ðà ó÷à ñò êîâ ãå íî ìà äëÿ
âêëþ ÷å íèÿ â äèà ãíî ñ òè ÷å ñêóþ ïà íåëü íà îñíî âå
Ì×-ÏÖÐ: êî ëî êà ëè çà öèÿ öå ëå âî ãî ó÷à ñò êà ñ îá ëà ñòüþ 
ôðàã ìåí òà áèá ëèî òå êè XmaI-RRBS (ìåæ äó ñàé òà ìè
ðå ñò ðèê öèè XmaI), íà ëè ÷èå òðåõ ñàé òîâ óç íà âà íèÿ
BstHHI, äëè íà ÏÖÐ-ïðî äóê òà íå áî ëåå 200 ï.í., ïðî -
òÿ æåí íîñòü ôëàí êè ðó þ ùèõ öå ëå âîé ïðî äóêò ó÷à ñò êîâ
ÄÍÊ, íå ñî äåð æà ùèõ ñàé òîâ óç íà âà íèÿ BstHHI, — íå
ìå íåå 50 ï.í.
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Ìíî ãî ëî êóñ íàÿ Ì×-ÏÖÐ. Äè çàéí ïðàé ìå ðîâ ïðî âî -
äè ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðî ãðàì ìû MPpri mer 1.4. Ñî -
ãëàñ íî ìàò ðè öå ñî âìå ñ òè ìî ñòè â ìíî ãî ëî êóñ íîé ÏÖÐ,
ïðàé ìå ðû ðàç äå ëè ëè íà 3 ïó ëà (P1, P2, P3). ÏÖÐ ïðî -
âî äè ëè ïà ðàë ëå ëü íî ñ èí òàê ò íû ìè îá ðàç öà ìè ÄÍÊ è

îá ðàç öà ìè, ïðåä âà ðè òå ëü íî ãèä ðî ëè çî âàí íû ìè ðå ñò -
ðèê òà çîé BstHHI.

Äëÿ âíóò ðåí íå ãî êîí ò ðî ëÿ ïîë íî òû ãèä ðî ëè çà ÄÍÊ
(RC) èñ ïî ëü çî âà ëè ôðàã ìåíò ãå íà SNRK, êîí ñòàí ò íî
íå ìå òè ëè ðî âàí íûé êàê â íîð ìà ëü íûõ, òàê è â îïó õî ëå -
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Òàá ëè öà
Èçó ÷à å ìûå ãå íîì íûå ëî êó ñû, ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòè ïðàé ìå ðîâ, 

èõ êî íå÷ íûå êîí öåí ò ðà öèè â ñìå ñè ÏÖÐ è äëè íû ïî ëó ÷åí íûõ àì ï ëè êî íîâ

Ïóë 
ïðàé -
ìå ðîâ

Ëî êóñ Ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòè ïðàé ìå ðîâ 5' — 3' Êîí öåí ò ðà öèÿ ïðàé -
ìå ðîâ F + R, ïÌ

Ðàç ìåð ïðî äóê òà, ï.í.

P1 PC6_0* F: GTCGGCTCAGGGTCGCTGCTTGG
R: GCTCTAGGCCCGCTTTTCCCCGC

0,03 + 0,03 195

RC3_SNRK_5** F: CTGGAGGCCCTGCCCTTGCGG
R: CGCCGCACTCGGCCCGCTCC

0,1 + 0,1 95

ATOH1_2* F: CTCGGTGCAGCTGGACGCTCTGC
R: CCCGTCGCTTCTGTGGGACCGAG

0,03 + 0,03 163

C1QL2_9 F: GCATGACTTCCAGGGCGGCGGTG
R: CCTGCCGCATGATCTGCGACCCT

0,04 + 0,04 105

CNIH3_2* F: TGTCCCGGGGCAGGAGGCAGTTC
R: CGGGCCCTGCAGAGGGTGTCCTA

0,03 + 0,03 110

SLC9A3_5 F: TTAGCGCGGCCAGAGTCGCTCCC
R: CTGGGCCTGGGGGCTTCGTTGTG

0,03 + 0,03 122

SNAP25_2 F: TAAGAGTCGCCCCGTGCGGGTGT
R: AGCGAGGGGCGGGAGGAAGTGG

0,04 + 0,04 148

P2 PC5_ALDH4A* F: GTGACGGTGCCACTCACGTCGCC
R: TTCCACTTCGTGCACCGCTCGGC

0,08 + 0,08 197

RC3_SNRK_8** F: GCCTGGAGGCCCTGCCCTTGC
R: CGCCGCACTCGGCCCGCTCC

0,24 + 0,24 97

ADCY8_4 F: GCCGGCGTGGGAGAGGACCACTG
R: AACAGCGGAGGAACCGGCTGGCG

0,1 + 0,1 114

DPYS_4 F: CATCGTTGACCACGCGACCCCCG
R: TCGGTGGGGACCTTGCAGGAGGG

0,32 + 0,32 154

IRF4_3 F: GCCTCGTGGCTGAAGGGCAGCTC
R: AGCTCACCGCGCTCATGCCGAAC

0,1 + 0,1 145

KCNQ2_7 F: CCGGCGGCTGCAGAGATGGGAC
R: AGCTGTCTGTCCTGCCCCCTCGG

0,07 + 0,07 105

PRR5_4* F: CCCTGTTCAGCCTCCGCATTCCCA
R: CCCCAAGGCCTCTGCTGTCCCCT

0,04 + 0,04 167

P3 PC6_9* F: GTCGGCTCAGGGTCGCTGCTTGG
R: AGGCCCGCTTTTCCCCGCTTGAG

0,019 + 0,019 190

RC2_SNRK_6** F: CTCCGCCGCCTCAGTAGCCTCC
R: AGCGCAACTTACTTTCCGCCTGC

0,03 + 0,03 84

GRIK1_2 F: GCAGTGACGCGGCTCCCCCTTTT
R: CACCAACGCGGGTGTAGCGGGTC

0,015 + 0,015 124

PTGIS_8* F: GGACTGCCGAAAGCAAGGCAGGG
R: TCTGCGTGGCCCGGGTGGAAGAA

0,04 + 0,04 103

SKOR2_1 F: CAGAGTCCGCGGGCGGCGTGGAG
R: CCCCCGCAGGTAGTGGCCAACG

0,03 + 0,03 145

SYNDIG1_7 F: CCGCTAGGGCCTCCCTGGTCTGG
R: GAGCCGCTCCTCTTCGCTTGCCG

0,02 + 0,02 152

TERT_3 F: GCGGAGCTGGAAGGTGAAGGGGC
R: GGGAAGCGCGGCCCAGACCC

0,027 + 0,027 168

Ïðè ìå ÷à íèå. * — âíóò ðåí íèé êîí ò ðîëü ýô ôåê òèâ íî ñòè ÏÖÐ; ** — êîí ò ðîëü ïîë íî òû ãèä ðî ëè çà



âûõ îá ðàç öàõ. Â êà ÷å ñò âå âíóò ðåí íå ãî ïî ëî æè òå ëü íî ãî
êîí ò ðî ëÿ àì ï ëè ôè êà öèè (PC) âû áðà ëè GC-áî ãà òûå
ó÷à ñò êè ãå íî ìà, íå ñî äåð æà ùèå ñàé òîâ óç íà âà íèÿ èñ -
ïîëü çó å ìîé ðå ñò ðèê òà çû, à òàê æå êîí ñòàí ò íî ìå òè ëè ðî -
âàí íûå ôðàã ìåí òû ãå íîâ.

ÏÖÐ ñ ïó ëà ìè ïðàé ìå ðîâ P1 è P2 ïðî âî äè ëè
â 25 ìêë ñìå ñè, ñî äåð æà ùåé 0,1 ìêã ãå íîì íîé ÄÍÊ,
180 ìêÌ êàæ äî ãî äåç îê ñè íóê ëå î òèä ò ðè ôîñ ôà òà, 68 ìÌ
Tris-HCl pH 8.3 ïðè 25°C, 16,8 ìÌ (NH4)2SO4, 0,01%
Twe en-20, 8% ãëè öå ðèí, 0,1 ìã/ìë BSA, 3 ìÌ è 4 ìÌ
MgCl2 äëÿ P1 è P2 ñî îò âåò ñò âåí íî, 1,5 åä. àêò. òåð ìî -
ôèëü íîé ÄÍÊ-ïî ëè ìå ðà çû, ïðàé ìå ðû (òàá ëè öà), äî êî -
íå÷ íî ãî îáú¸ìà äî âî äè ëè äåè î íè çè ðî âàí íîé âî äîé.
Ñìåñü ïîä ñëî åì ìè íå ðà ëü íî ãî ìàñ ëà ïðî ãðå âà ëè ïðè
95°C â òå ÷å íèå 5 ìè íóò è ïðî âî äè ëè 33 öèê ëà ÏÖÐ ñ ïà -
ðà ìåò ðà ìè: 95°C — 40 ñ, 70°C — 40 ñ, 72°C — 40 ñ. Ôè -
íàëü íóþ ýëîí ãà öèþ ïðî âî äè ëè 10 ìè íóò ïðè 72°C.

Äëÿ àì ï ëè ôè êà öèè Ð3 èñ ïî ëü çî âà ëè íà áî ðû Ge ne -
PakÒÌ PCR Co re (Èçî ãåí, Ìî ñê âà). Â ïðî áèð êó ñ ëè î -
ôè ëè çè ðî âàí íûì ïðå ìèê ñîì äî áàâ ëÿ ëè 10 ìêë PCR Di -
lu ent, 0,1 ìêã ÄÍÊ, ïðàé ìå ðû (òàá ëè öà), äåè î íè çè ðî -
âàí íóþ âî äó äî 20 ìêë. ÏÖÐ ïðî âî äè ëè ïîä ñëî åì ìè -
íå ðà ëü íî ãî ìàñ ëà. Ñìåñü ïðî ãðå âà ëè ïðè 95°C â òå ÷å íèå
5 ìè íóò è ïðî âî äè ëè 33 öèê ëà ÏÖÐ ñ ïà ðà ìåò ðà ìè: 95°C 
— 40 ñ, 69°C — 40 ñ, 72°C — 40 ñ. Ôè íà ëü íóþ ýëîí ãà öèþ
ïðî âî äè ëè 10 ìè íóò ïðè òåì ïå ðà òó ðå 72°C.

Ïðî äóê òû ÏÖÐ ðàç äå ëÿ ëè â 8% ïî ëè àê ðè ëà ìèä íîì
ãå ëå è îêðà øè âà ëè íè òðà òîì ñå ðåá ðà.

Êëàñ ñè ôè êà òîð ìå òè ëî òè ïîâ ÐÌÆ ñòðî è ëè íà îñíî -
âå ìî äå ëè ëî ãè ñòè ÷å ñêîé ðåã ðåñ ñèè. Ïà ðà ìåò ðû ìî äå ëè
îïðå äå ëÿ ëè ïî äàí íûì î ñòà òó ñå ìå òè ëè ðî âà íèÿ ìàð êå -
ðîâ ïà íå ëè è ïðè íàä ëåæ íî ñòè îá ðàç öà ïîä òè ïó îò âå òà
íà ÍÀÕÒ. Êà ÷å ñò âî êëàñ ñè ôè êà òî ðà îïðå äå ëÿ ëè ïóòåì
ROC-àíà ëè çà (AUÑ — ïëî ùàäü ïîä êðè âîé, òî÷ íî ñòè
êëàñ ñè ôè êà öèè).

Äèà ãíî ñ òè ÷å ñêóþ öåí íîñòü ïðåä ëî æåí íîé ïà íå ëè
ìàð êå ðîâ îöå íè âà ëè ïî ïî êà çà òå ëÿì ÷óâ ñò âè òå ëü íî ñòè è 
ñïå öè ôè÷ íî ñòè ïðî ãíî çà îò âå òà íà ÍÀÕÒ.

Ðå çó ëü òà òû

Íà 27 îá ðàç öàõ ÐÌÆ ëþ ìè íà ëü íî ãî B ïîä òè ïà, âçÿ -
òûõ äî ëå ÷å íèÿ, ïðî âåä¸í øè ðî êî ãå íîì íûé àíà ëèç ìå -
òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ ìå òî äîì XmaI-RRBS [8]. Íà îñíî âà -
íèè ïî ëó ÷åí íûõ äàí íûõ î ñî ñòî ÿ íèè ìå òè ëè ðî âà íèÿ
ñâû øå 100000 CpG-äè íóê ëå î òè äîâ âû áðà íû ïî çè öèè
ãå íî ìà, äèô ôå ðåí öè à ëü íîå ìå òè ëè ðî âà íèå êî òî ðûõ íà -
áëþ äà åò ñÿ â ãðóï ïàõ îá ðàç öîâ ÐÌÆ, ðàç ëè ÷à þ ùèõ ñÿ
÷óâ ñò âè òå ëü íî ñòüþ ê ÍÀÕÒ ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì àí ò ðà -
öèê ëè íîâ (ðèñ. 1).

Ðó êî âîä ñò âó ÿñü íà áëþ äå íè åì î ñî âìå ñò íîì ýïè ãå íå -
òè ÷å ñêîì ïî âå äå íèè ìàð êå ðîâ (êëà ñ òå ðè çà öèþ ìàð êå ðîâ
ìîæ íî íà áëþ äàòü íà ðèñ. 1, ïî îñè îð äè íàò), èç êàæ äîé
ãðóï ïû âû áðà ëè ïî îä íî ìó, ñôîð ìè ðî âàâ, òà êèì îá ðà çîì, 
ñè ñ òå ìó îãðà íè ÷åí íî ãî íà áî ðà ìàð êå ðîâ ìå òè ëè ðî âà íèÿ
ÄÍÊ, äè ñê ðè ìè íè ðó þ ùèõ îïó õî ëè ìî ëî÷ íîé æå ëå çû

â çà âè ñè ìî ñòè îò èõ ÷óâ ñò âè òå ëü íî ñòè ê ÍÀÕÒ. Òî ïî ëî ãè -
÷å ñêè âû áðàí íûå ìàð êå ðû ïðè íàä ëå æàò ó÷à ñò êàì ïðî ìî -
òîð íûõ îá ëà ñ òåé ãå íîâ SLC9A3, C1QL2, DPYS, IRF4,
ADCY8, KCNQ2, TERT, SYNDIG1, SKOR2 è GRIK1.

Äëÿ îïðå äå ëå íèÿ ñî ñòî ÿ íèÿ ìå òè ëè ðî âà íèÿ ó÷à ñò êîâ 
ãå íîâ, êî òî ðûå áû ëè âû áðà íû ïî ðå çó ëü òà òàì
XmaI-RRBS êàê íàè áî ëåå ïåð ñ ïåê òèâ íûå ìàð êå ðû ïðî -
ãíî çà ÷óâ ñò âè òå ëü íî ñòè ÐÌÆ ê ÍÀÕÒ, ñôîð ìè ðî âà íà
òåñò-ñè ñ òå ìà íà îñíî âå ìíî ãî ëî êóñ íîé Ì×-ÏÖÐ, ïî -
çâî ëÿ þ ùàÿ ïðî âî äèòü èñ ñëå äî âà íèÿ â áî ëü øèõ âû áîð -
êàõ áèî ëî ãè ÷å ñêî ãî ìà òå ðè à ëà. Ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì
Ì×-ÏÖÐ ìû ïðî à íà ëè çè ðî âà ëè ñî ñòî ÿ íèå ìå òè ëè ðî âà -
íèÿ ó÷à ñò êîâ 10 âû øå ïå ðå ÷èñ ëåí íûõ ãå íîâ
â 40 áèîïñèé íûõ îá ðàç öàõ ÐÌÆ, ïî ëó ÷åí íûõ äî ëå ÷å -
íèÿ. Ïðè ìåð âè çó à ëè çà öèè ðå çó ëü òà òîâ ìíî ãî ëî êóñ íîé
Ì×-ÏÖÐ ïðåä ñòàâ ëåí íà ðèñ. 2.

ROC-àíà ëèç ïî ëó ÷åí íî ãî êëàñ ñè ôè êà òî ðà íà îñíî âå 
10 ìàð êå ðîâ ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ ïî êà çàë õî ðî øåå êà -
÷å ñò âî êëàñ ñè ôè êà öèè ìå òè ëî òè ïîâ ÐÌÆ (ïëî ùàäü ïîä 
êðè âîé AUC = 0,84). Òî÷ íîñòü ðàç ðà áî òàí íîé òåñò-ñè ñ -
òå ìû ñî ñòà âè ëà 82% (ðèñ. 3). Îïðå äå ëå íà äèà ãíî ñ òè ÷å -
ñêàÿ öåí íîñòü ïðî ãíî çà ýô ôåê òèâ íî ñòè ÍÀÕÒ ëþ ìè íà -
ëü íî ãî B ïîä òè ïà ÐÌÆ àí ò ðà öèê ëè íà ìè: ÷óâ ñò âè òå ëü -
íîñòü — 80%, ñïå öè ôè÷ íîñòü — 82%.
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Ðèñ. 1. Òåï ëî âàÿ äèà ãðàì ìà óðîâ íåé ìå òè ëè ðî âà íèÿ CpG-äè íóê ëå î òè -
äîâ â ïîä òè ïàõ ÐÌÆ ñ ðàç ëè÷ íîé ýô ôåê òèâ íî ñòüþ ÍÀÕÒ, îïðå äå ëåí -
íûõ â íà ñòî ÿ ùåì èñ ñëå äî âà íèè ïî ðå çó ëü òà òàì àíà ëè çà ìå òè ëî òè ïîâ
ìå òî äîì XmaI-RRBS. Áî ëåå ò¸ïëûå öâå òà äèà ãðàì ìû îò ðà æà þò áî ëåå
âû ñî êèé óðî âåíü ìå òè ëè ðî âà íèÿ. Ïî îñè àá ñ öèññ — îá ðàç öû ÐÌÆ, ïî
îñè îð äè íàò — CpG-äè íóê ëå î òè äû, äèô ôå ðåí öè à ëü íîå ìå òè ëè ðî âà -
íèå êî òî ðûõ ìàð êè ðó åò ðàç ëè ÷èÿ îò âå òîâ îïó õî ëåé íà ÍÀÕÒ.



Îá ñóæ äå íèå

Èäåí òè ôè êà öèÿ ïîä òè ïîâ çëî êà ÷å ñò âåí íûõ íî âî îá ðà -
çî âà íèé, òðå áó þ ùèõ ðàç íûõ ïîä õî äîâ ê ëå ÷å íèþ — àê òó à -
ëü íàÿ ïðîá ëå ìà îí êî ëî ãèè [3]. Äëÿ ÐÌÆ óæå ñó ùå ñò âó åò
êëàñ ñè ôè êà öèÿ ïîä òè ïîâ, îñíî âàí íàÿ íà èç ìå ðå íèè óðîâ -
íåé ýê ñ ï ðåñ ñèè ãå íîâ. Îä íà êî îïðå äå ëå íèå óðîâ íåé ýê ñ ï -
ðåñ ñèè â êëè íè ÷å ñêèõ îá ðàç öàõ îñëîæ íÿ åò ñÿ êëå òî÷ íîé
ãå òå ðî ãåí íî ñòüþ òêà íåé è íèç êèì êà ÷å ñò âîì ïðå ïà ðà òîâ
ÐÍÊ èç àð õèâ íûõ êëè íè ÷å ñêèõ îá ðàç öîâ.

Â êà ÷å ñò âå àëü òåð íà òè âû ñè ñ òå ìàì ìàð êå ðîâ ãåí íîé
ýê ñ ï ðåñ ñèè ðàñ ñìàò ðè âà åò ñÿ âîç ìîæ íîñòü èñ ïî ëü çî âà -
íèÿ äëÿ êëàñ ñè ôè êà öèè ïîä òè ïîâ ÐÌÆ ïðî ôè ëåé ìå -
òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ ãå íî ìîâ îïó õî ëåé. Â íà ñòî ÿ ùåé ðà -

áî òå ïðî âå äå íî øè ðî êî ãå íîì íîå èñ ñëå äî âà íèå ñî ñòî ÿ -
íèÿ ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ îá ðàç öîâ ÐÌÆ, îòî áðà íû
íàè áî ëåå èí ôîð ìà òèâ íûå ìàð êå ðû ìå òè ëè ðî âà íèÿ è
ñôîð ìè ðî âà íà òåñò-ñè ñ òå ìà äëÿ àíà ëè çà ìå òè ëè ðî âà íèÿ 
îãðà íè ÷åí íî ãî íà áî ðà ìàð êå ðîâ ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ.
Ïðè ðàç ðà áîò êå òà êîé ñè ñ òå ìû íà ìè ðå øàë ñÿ âî ïðîñ
î âû áî ðå ïðèí öè ïè à ëü íî ãî ïîä õî äà ê ïðî âå äå íèþ ëî -
êóñ-ñïå öè ôè ÷å ñêî ãî àíà ëè çà ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ. Èç -
âå ñò íû ìè ìå òî äà ìè àíà ëè çà ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ â äèà -
ãíî ñ òè ÷å ñêèõ ïðè ëî æå íè ÿõ ÿâ ëÿ þò ñÿ ìå òèë ñ ïå öè ôè ÷å -
ñêàÿ ÏÖÐ, âêëþ ÷à þ ùàÿ ýòàï îá ðà áîò êè ÄÍÊ áè ñó ëü ôè -
òîì íà òðèÿ, è Ì×-ÏÖÐ, îñíî âàí íàÿ íà ãèä ðî ëè çå ãå -
íîì íîé ÄÍÊ ìå òèë ÷óâ ñò âè òå ëü íîé ýí äî íóê ëå à çîé ðå ñò -
ðèê öèè. Áè ñó ëü ôèò íàÿ êîí âåð ñèÿ õà ðàê òå ðè çó åò ñÿ êàê
ïî òå ðåé áî ëü øåé ÷à ñ òè ÄÍÊ [12], ÷òî íå äî ïó ñ òè ìî â èñ -
ñëå äî âà íè ÿõ ñ îãðà íè ÷åí íûì êî ëè ÷å ñò âîì ìà òå ðè à ëà,
òàê è íå ïîë íîé êîí âåð ñèåé íå ìå òè ëè ðî âàí íûõ öè òî çè -
íîâ [13]. Ó÷è òû âàÿ âû ñî êóþ ÷óâ ñò âè òå ëü íîñòü [14], íå -
áî ëü øóþ ñòî è ìîñòü è áû ñò ðî òó ïî ëó ÷å íèÿ ðå çó ëü òà òîâ,
çà îñíî âó ïðè ðàç ðà áîò êå ìå äè öèí ñêîé ÄÍÊ-òåõ íî ëî -
ãèè ïðî ãíî çà ýô ôåê òèâ íî ñòè íåî àäú þ âàí ò íîé õè ìè î òå -
ðà ïèè ÐÌÆ íà ìè áûë ïðè íÿò ìå òîä Ì×-ÏÖÐ.

Äëÿ îïðå äå ëå íèÿ äèô ôå ðåí öè à ëü íî ãî ìå òè ëè ðî âà -
íèÿ ÄÍÊ â âû áîð êå ÐÌÆ îï òè ìè çè ðî âàí ïðî òî êîë
ïðî âå äå íèÿ ìóëü òè ïëåê ñ íîé Ì×-ÏÖÐ. Ìóëü òè ïëåê ñè -
ðî âà íèå íå ñêî ëü êèõ ìàð êå ðîâ â îä íîé ðå àê öèè ñíè æà åò
òðå áî âà íèÿ ê êî ëè ÷å ñò âó ìà òå ðè à ëà äëÿ èñ ñëå äî âà íèÿ
(40 íã), ÷òî âàæ íî ïðè ïðî âå äå íèè èñ ñëå äî âà íèé ñ èñ ïî -
ëü çî âà íè åì ìà òå ðè à ëà áèî ïñèè îïó õî ëè. Äî áàâ ëå íèå
â ðå àê öèþ äâóõ òè ïîâ êîí ò ðî ëåé — ïî ëî æè òå ëü íî ãî è
êîí ò ðî ëÿ ïîë íî òû ãèä ðî ëè çà ÄÍÊ — ïî çâî ëÿ åò ïî âû -
ñèòü àíà ëè òè ÷å ñêóþ ÷óâ ñò âè òå ëü íîñòü è ñïå öè ôè÷ íîñòü
ïî ñðàâ íå íèþ ñ ìå òî äà ìè, îñíî âàí íû ìè íà àíà ëè çå áè -
ñó ëü ôèò-êîí âåð òè ðî âàí íîé ÄÍÊ [15].

Ðàç ðà áî òàí íàÿ òåñò-ñè ñ òå ìà íà îñíî âå àíà ëè çà ìå òè -
ëè ðî âà íèÿ 10 ìàð êå ðîâ ìå òî äîì ìíî ãî ëî êóñ íîé
Ì×-ÏÖÐ ïî êà çà ëà õî ðî øåå êà ÷å ñò âî êëàñ ñè ôè êà öèè
ìå òè ëî òè ïîâ îá ðàç öîâ ÐÌÆ, ðàç ëè ÷à þ ùèõ ñÿ ÷óâ ñò âè -
òå ëü íî ñòüþ ê ÍÀÕÒ ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì àí ò ðà öèê ëè íîâ.
Ïåð ñ ïåê òè âû êëè íè ÷å ñêî ãî èñ ïî ëü çî âà íèÿ ðàç ðà áî òàí -
íîé òåñò-ñè ñ òå ìû áó äóò îïðå äå ëÿ òü ñÿ äî ïîë íè òå ëü íîé
âà ëè äà öèåé íà íå çà âè ñè ìûõ âû áîð êàõ àí íî òè ðî âàí íûõ
îá ðàç öîâ ÐÌÆ.

Çà êëþ ÷å íèå

Â ðå çó ëü òà òå ïðî âå äåí íî ãî èñ ñëå äî âà íèÿ ñôîð ìè ðî -
âà íà ïà íåëü èç 10 ìàð êå ðîâ ìå òè ëè ðî âà íèÿ ÄÍÊ, êî òî -
ðàÿ ñ âû ñî êîé òî÷ íî ñòüþ îïðå äå ëÿ åò ìå òè ëî òè ïû ÐÌÆ. 
Ìå òè ëî òèï ÐÌÆ, îïðå äå ëÿ å ìûé ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì ðàç -
ðà áî òàí íîé ïà íå ëè ìàð êå ðîâ, ìî æåò áûòü èñ ïî ëü çî âàí
â êà ÷å ñò âå ìàð êå ðà îò âå òà íà ÍÀÕÒ, êî òî ðûé ïî çâî ëÿ åò
ïðåä ñêà çàòü îáú åê òèâ íûé îò âåò íà ÍÀÕÒ èëè îò ñóò ñò âèå 
îò âå òà íà ïðå äî ïå ðà öè îí íóþ õè ìè î òå ðà ïèþ àí ò ðà öèê -
ëè íà ìè ó áî ëü íûõ ëþ ìè íà ëü íûì Â ÐÌÆ. Ëà áî ðà òîð -
íûé ïðî òî êîë ìóëü òè ïëåê ñ íîé Ì×-ÏÖÐ äëÿ îïðå äå ëå -
íèÿ äèô ôå ðåí öè à ëü íî ãî ìå òè ëè ðî âà íèÿ ãå íîâ, ðàç ëè -
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Ðèñ. 3. Ãðà ôè ÷å ñêàÿ õà ðàê òå ðè ñòè êà êà ÷å ñò âà êëàñ ñè ôè êà òî ðà ïîä -
òè ïîâ ÐÌÆ, ðàç ëè ÷à þ ùèõ ñÿ ÷óâ ñò âè òå ëü íî ñòüþ ê ÍÀÕÒ ñ èñ ïî ëü çî -
âà íè åì àí ò ðà öèê ëè íîâ, íà îñíî âå 10 ìàð êå ðîâ ìå òè ëè ðî âà íèÿ
ÄÍÊ.

Ðèñ. 2. Ïðè ìåð ðå çó ëü òà òîâ ïðàê òè ÷å ñêî ãî èñ ïî ëü çî âà íèÿ ðàç ðà áî -
òàí íîé òåñò-ñè ñ òå ìû äëÿ ïðî âå äå íèÿ ìíî ãî ëî êóñ íîé Ì×-ÏÖÐ
ñ ïðàé ìå ðà ìè ïó ëà Ð3. Â ÷¸òíûõ äî ðîæ êàõ — ïðî äóê òû ÏÖÐ îá ðàç -
öîâ ÄÍÊ îïó õî ëåé, ãèä ðî ëè çî âàí íûõ ìå òèë ÷óâ ñò âè òå ëü íîé ýí äî -
íóê ëå à çîé ðå ñò ðèê öèè BstHHI, â íå÷¸òíûõ — ïðî äóê òû ÏÖÐ èí òàê ò -
íûõ îá ðàç öîâ ÄÍÊ îïó õî ëåé. Ì — ìàð êåð ìî ëå êó ëÿð íîé ìàñ ñû ÄÍÊ
pUC19/MspI.



÷à þ ùèõ ìå òè ëî òè ïû ÐÌÆ, òåõ íè ÷å ñêè ñî îò âåò ñò âó åò
âîç ìîæ íî ñòÿì êëè íè ÷å ñêèõ ëà áî ðà òî ðèé, îñó ùå ñò â ëÿ -
þ ùèõ ìî ëå êó ëÿð íî-ãå íå òè ÷å ñêóþ äèà ãíî ñ òè êó. Çà ñ÷¸ò
ñíè æå íèÿ òðå áî âà íèé ê êî ëè ÷å ñò âó ìà òå ðè à ëà îá ðàç öà
çíà ÷è òå ëü íî ðàñ øè ðå íû âîç ìîæ íî ñòè èñ ïî ëü çî âà íèÿ
ïðî òî êî ëà â äèà ãíî ñ òè êå îí êî ëî ãè ÷å ñêèõ çà áî ëå âà íèé.
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