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В статье представлены результаты изучения эффективности молекулярного скрининга рака толстой кишки путем 
определения эпигенетического маркера рака SEPT 9 в крови и в образцах крови и клетках опухоли в кале. Диагностическая 
чувствительность теста при определении метилированного гена в крови составила 87,1%, диагностическая специфич-
ность — 96%, диагностическая эффективность — 90,6%, что превышало эффективность иммуногистохимического ме-
тода анализа кала на скрытую кровь (41,9%). Определение в крови метилированной ДНК гена SEPT9 эффективно при 
ранних стадиях рака толстой кишки, а также при проксимальной и дистальной локализациях опухоли.
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Effectiveness and optimization of epigenetic 
methods in molecular screening colon cancer
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The paper presents the results of the study the effectiveness of molecular screening colon cancer by identifying cancer SEPT 
9 epigenetic marker in blood and blood samples and tumors cells in faeces. Diagnostic sensitivity test in determining methylated gene 
in blood left 87,1%, diagnostic specifi city — 96% and diagnostic effi ciency — 90,6%, that exceed the effi ciency immunohistoсhemical  
method analysis of feces occult blood test (41,9%). Identifi cation in the blood of methylated DNA gene SEPT9 is  effective at early 
stages of colon cancer, as well as of proximal and distal tumor sites. 

Keywords: colon cancer, screening, methylatgene DNA, epigenetics. 

Скрининг определяют как массовое обследование населе-
ния с целью выявления лиц с наличием определенного забо-
левания при отсутствии клинических симптомов [1]. Конечной 
целью онкологического скрининга принято считать снижение 
смертности больных, а непосредственным результатом – об-
наружение рака до момента клинического проявления. Многие 
исследователи подчеркивают, что, если скрупулезно подходить 
к определениям, скрининг не является диагностической про-
цедурой [2, 10]. Главной задачей скрининга авторы считают 
формирование групп риска, имеющих наибольшую вероятность 
заболевания и подлежащих диагностическим исследованиям 
с целью отбора лиц, действительно являющихся носителями 
рассматриваемой патологии [2]. Таким образом, скрининг при-

нято относить к мерам профилактики или предупреждения 
рака.

С этих общих позиций при скрининге рака толстой кишки 
колоноскопию не следует относить к основной методике, как 
это принято считать, а к наиболее надёжному методу ранней 
диагностики рака толстой кишки. Колоноскопия не может ши-
роко использоваться в профилактических целях вследствие 
своего полуинвазивного характера, риска осложнений, а так-
же высокой себестоимости для массовых обследований [5]. 
Кроме того, к проведению колоноскопии большинство людей 
относится с настороженностью ввиду ее полуинвазивности 
и понятного дискомфорта при исполнении. Ввиду этого обстоя-
тельства, большую распространенность при скрининге рака 
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толстой кишки получили биохимические и иммуногистохими-
ческие тесты, идея которых основывается на обнаружении 
скрытой крови в фекалиях пациента [6]. Однако этот подход 
не удовлетворяет потребностей клинической онкологии из-за 
низкой чувствительности и специфичности. Действительно, да-
леко не все злокачественные новообразования толстой кишки 
характеризуются кровотечением. С другой стороны, скрытое 
кровотечение может сопровождать многие неонкологические 
заболевания [6]. В связи с этим, большие надежды возлага-
ются на использование методов молекулярной медицины для 
ранней диагностики и скрининга рака толстой кишки, среди 
которых, по последним данным, перспективны эпигенетические 
методики [4]. За последнее десятилетие изучения процессов 
развития раковых опухолей биологи установили, что у челове-
ка имеется сложная система молекулярных механизмов, при 
участии которых внешние факторы могут изменять поведение 
генов, не влияя на заключенную в них информацию. Вместо 
того, чтобы вносить в гены мутации, эпигенетические факторы 
помечают их таким образом, что изменяется их активность – 
в некоторых случаях необратимо. Эпигенетические изменения 
наследственного материала не имеют ничего общего с мута-
циями. Гены, в которых закодирована информация о синтезе 
белков, состоят из нуклеотидов. Замена одного нуклеотида 
может привести к синтезу дефектного белка. Эпигенетические 
изменения влияют на активность генов. Химические группы – 
эпигенетические маркеры – присоединяются либо к самой ДНК, 
либо к гистоновым комплексам, на которые эта ДНК намотана. 
Замена маркеров или их отсоединение могут повлиять на по-
ведение генов, при этом заключенная в них информация не 
изменяется. Некоторые эпигенетические маркеры подавляют 
активность генов, способствуя уплотнению помеченной ими 
области хроматина и экранированию ее от белков, которые 
считывают генетическую информацию. Плотно упакованные 
участки ДНК, погруженные вглубь хромосом, находятся в не-
активном состоянии. К маркерам подобного типа относятся 
метильные группы [9]. 

Септины – белки, функции которых заключаются в построе-
нии белкового остова, осуществляющего поддержку клетки во 
время процесса деления. Они обеспечивают децентрализацию 
плазматической мембраны и запускают механизм, необходи-
мый для разделения цитоплазмы. Белок septin-9 является он-
косупрессором и регулирует деление цитоплазмы в клетках 
или цитокинез. Ген SEPT9 кодирует синтез белка septin-9. Ме-
тилирование ДНК этого гена прекращает его активную работу 
и «выключает» синтез белка-супрессора ракового роста. Пов-
реждение экспрессии гена SEPT9 ассоциировано с развити-
ем колоректального рака (КРР). Наличие в крови неактивного 
гена-супрессора раковой опухоли свидетельствует о процес-
сах развития опухоли в кишечнике, отражает такие события 
как пролиферация клеток и ангиогенез в опухоли [8]. В связи 
с этим, эпигенетические методы определения метилированной 
ДНК гена SEPT9 могут помочь в организации молекулярного 
скрининга колоректального рака. 

Целью работы явилось изучение эффективности моле-
кулярного скрининга рака толстой кишки путем определения 
эпигенетического маркера рака SEPT 9 в сыворотке крови и в 
образцах крови и клетках опухоли в кале. 

У 39 больных (22 мужчин и 17 женщин) основной группы 
с подтвержденным по результатам колоноскопии раком тол-
стой кишки определяли в крови наличие метилированной ДНК 
гена SEPT9 с помощью ПЦР. Для проведения методики ис-
пользовали EpiproColontest, разработанный в лаборатории 
немецкой компании Epigenomics. EpiproColontest конверти-
рует все деметилированные остатки цитозина, обнаруженной 

в образце крови циркулирующей ДНК в тимин. После чего
количество фрагментов, несущих метилированную ДНК гена
SEPT9, увеличивается до количества, обнаруживаемого ана-
лизатором [7]. В контрольную группу включены 25 пациентов
без опухолевых образований толстой кишки. У больных без
предварительной подготовки для анализа была взята кровь
в объеме 10 мл. Подготовка плазмы крови включала двух-
кратное центрифугирование в течение 12 минут при 1350 ±
150 г с 0,05 М раствором этилендиаминтетрауксусной кислоты
в фосфатно-солевом буфере при комнатной температуре. Да-
лее образцы плазмы хранились при температуре -15-(-25)оС до
7 дней. Фракцию циркулирующих ДНК, связанных с клеточной
поверхностью, получали последовательной обработкой кле-
ток 5мМ фосфатным буфером и 0,125 % раствором трипсина.
Образцы ДНК модифицировали путем бисульфитной конвер-
сии по стандартному протоколу по DevosT. et al. [7], очищали
с помощью наборов для выделения модифицированной ДНК
«Bisulfi tessDNAIsolationKit» фирмы «BioSilicaLtd.». В образ-
цах плазмы одновременно определяли ДНК SEPT9 и бета-
актина (ACTB). Вывод об обнаружении гена SEPT9 делали,
если количество циклов при анализе ДНК SEPT9 было менее
45, а АСТВ – менее 36. Вывод об отрицательном результате
делали при отсутствии специфичного участка ДНК либо при
превышении количества циклов для SEPT9 более 45, а для
АСТВ – более 36 циклов.

На следующем этапе у больных КРР метилированная ДНК
гена SEPT9 определялась в кале и в образцах опухолей, по-
лученных в результате биопсии при колоноскопии. Из кала
выделяли слущенный эпителий толстой кишки, экстрагировали
ДНК и умножали с помощью полимеразной цепной реакции
ДНК опухолевых клеток.

У 17 пациентов из основной группы присутствовал такой
клинический симптом как ректальное кровотечение. У этих
больных образец крови брали из фекалий больных и также
определяли метилированную ДНК гена SEPT9 методом ПЦР
после центрифугирования. 

Определение анализа на скрытую кровь в кале (СКК) про-
водили с помощью фотометрического анализатора Sentifob
и теста FOB Gold. Метод основан на реакции агглютинации
антиген-антитело между присутствующим в образце гемоглоби-
ном человека и анти-гемоглобин-антитело на латексных части-
цах. Агглютинация измерялась как увеличение при абсорбции
в 570 нм, единица которой пропорциональна количеству гемо-
глобина человека в образце. Данный тест является полностью
автоматическим. Специальная пробирка для сбора образцов
разработана как прибор для сбора и одновременно как гигие-
ничный и практичный контейнер для образцов, помещаемый
прямо в биохимические контрольные приборы.

Для оценки эффективности молекулярного скрининга рас-
считывали диагностическую чувствительность и специфичность
теста, диагностическую эффективность метода по общеприня-
тым в доказательной медицине формулам. Все статистические
процедуры проводили с использованием пакета прикладных
программ Statistica 7.0.

В случае апоптоза раковых клеток или при высвобождении
ДНК из неповрежденных либо претерпевших канцерогенез кле-
ток в плазму крови высвобождаются фрагменты ДНК, которые
затем начинают свободно циркулировать в плазме крови. При
высвобождении из раковой клетки свободно циркулирующая
ДНК (цДНК) характеризуется присутствием маркёров онкогенов
и специфическими мутациями онкосупрессоров [3]. В связи
с этим, для обнаружения эпигенетических онкологических мар-
керов можно брать образцы крови.

В основной группе у больных КРР в сыворотке крови метили-
рованная ДНК гена SEPT9 была обнаружена у 34 пациентов, а у
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5 больных результат теста был отрицательным. В контрольной 
группе ложноположительный результат наблюдался только 
у 1 больного, во всех остальных наблюдениях метилированная 
ДНК гена SEPT9 отсутствовала. Таким образом, диагности-
ческая чувствительность эпигенетического теста EpiproColon 
составила 87,1%, диагностическая специфичность – 96%, диа-
гностическая эффективность – 90,6%. Прогностическая цен-
ность положительного результата в этой группе была 91,4%. 
В клиническом исследовании, проведенном Lofton-DayC. etal. 
в 2008 году, были получены иные, но схожие цифры эффектив-
ности теста по выявлению метилированной ДНК гена SEPT9: 
диагностическая чувствительность – 69%, а диагностическа 
специфичность – 86% [9].

Среди больных 1 основной группы рак толстой кишки I ста-
дии был диагностирован у 5 (12,8%), IIА стадии у 11 (28,2%), 
IIВ стадии у 9 (23,1%), IIС стадии у 4 (10,3%), III стадии 
у 6 (15,4%) и IV стадии у 4 (10,2%) пациентов. На следующем 
этапе определяли эффективность эпигенетического теста об-
наружения метилированной ДНК гена SEPT9 среди больных 
КРР на ранней стадии (I), во II стадии и поздних этапах (III-IV 
стадии) заболевания.

Среди больных КРР на I стадии заболевания отрицательный 
тест определялся у 1 (20%) больного, на II стадии – у 4 (16,7%) 
пациентов и на III-IV стадиях отрицательных результатов не 
встречалось. Диагностическая эффективность на I стадии 
заболевания составила 80%, на II стадии – 83,3% и на III-IV 
стадии – 100%. Таким образом, эффективность теста была вы-
сокой и на ранних стадиях КРР, но с повышением стадии рака 
толстой кишки диагностическая чувствительность изучаемого 
молекулярного теста повышалась.

На следующем этапе была изучена взаимосвязь между ло-
кализацией рака толстой кишки и чувствительностью теста по 
выявлению метилированной ДНК гена SEPT9 в крови (табл.1). 
Результаты EpiproColon теста не зависели от локализации рака 
толстой кишки. В труднодоступных местах толстой кишки, где 
при колоноскопии существуют определенные затруднения для 

выявления опухоли, положительные результаты молекулярного 
теста выявлялись в 100%.

Результаты определения эпигенетического маркера КРР 
сравнивали с анализом кала на скрытую кровь (СКК) с исполь-
зованием иммуногистохимического теста FOB Gold. Тест FOB 
Gold позволяет точно определить количественное содержание 
гемоглобина в кале без предварительного соблюдения пациен-
тами диеты [6]. Были проанализированы 7853 историй болезни 
компьютерной базы данных регионального консультативно-
диагностического центра Ростовской области за 2008-2011 гг. 
У 265 больных был идентифицирован рак толстой кишки. 
Среди больных раком толстой кишки положительный тест на 
СКК встречался при уровне 50 нг/мл у 111 пациентов, а при 
уровне 100 нг/мл у 167 больных. Среди 7588 пациентов, у ко-
торых при колоноскопии был отвергнут диагноз злокачествен-
ного новообразования толстой кишки, количество пациентов 
с положительным результатом СКК при критическом рубеже 
50 нг/мл было 384, а при уровне 100 нг/мл – 676. При рубе-
же 50 нг/мл из 384 пациентов у 278 (72,4%) была диагности-
рована тубулярная аденома, у 35 (9,1%) – сложная аденома 
и у остальных 71 (18,5%) пациентов – воспалительные заболе-
вания кишки. При втором критическом уровне 100 нг/мл из 676 
пациентов тубулярные аденомы были диагностированы у 479 
(70,9%) больных, сложные аденомы у 111 (16,4%) и воспали-
тельные заболевания кишечника у 86 (12,7%) пациентов. Таким 
образом, диагностическая чувствительность теста FOB Gold 
у пациентов для выявления рака толстой кишки при уровне 
50 нг/мл составила 41,9%, а при уровне 100 нг/мл – 63%. Таким 
образом, диагностическая чувствительность теста, основан-
ного на выявлении эпигенетического маркера в крови, была 
выше по сравнению с результатами определения скрытой крови 
в стуле иммуногистохимическим методом.

ДНК трансформированных опухолевых клеток обнаружи-
вается во внеклеточных ДНК, циркулирующих в плазме крови 
[3], в результате чего кровь используется для малоинвазивной 
диагностики опухолей. Встречаемость метилированной ДНК 

Таблица 1.
Результаты теста по выявлению метилированной ДНК гена SEPT9 в крови 
у больных раком толстой кишки в зависимости от локализации опухоли

Локализация рака толстой кишки Обшее число
больных 

Число больных 
с положительным 
результатом теста 

Диагностическая 
чувствительность

теста 

Слепая кишка 3 3 100

Восходящая ободочная кишка 4 4 100

Печеночный изгиб 1 1 100

Поперечная ободочная кишка 3 2 66,7

Селезеночный изгиб 1 1 100

Нисходящая ободочная кишка 1 1 100

Сигмовидная кишка 11 9 81,8

Ободочная кишка неуточненной
локализации 1 1 100

Ректосигмовидное соединение 3 2 66,7

Прямая кишка 11 10 90,9

Всего 39 34 89,7
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в образцах опухолей должна возрастать. У 39 больных КРР
детекция метилированного гена SEPT9 в клетках опухолей,
полученных из фекалий, была достигнута у 36 больных (диа-
гностическая чувствительность 92,3%), а при исследовании
образцов опухоли в 38 наблюдениях (диагностическая чувстви-
тельность 97,4%). Следовательно, одним из способов оптими-
зации определения эпигенетических маркеров рака толстой
кишки является исследование фекальных или биопсийных
образцов опухолевой ткани.

У больных раком толстой кишки с ректальным кровотечени-
ем в крови из кала метилированный ген ДНК SEPT9 был вы-
явлен у 16 пациентов из 17. Следовательно, диагностическая
чувствительность метода возросла и составила 94,1%. При
этом, из 16 больных рак был локализован в 12 наблюдениях
в прямой и сигмовидной кишке, у 1 больного в нисходящей
кишке, у 1 в селезеночном изгибе, у 2 в поперечной ободоч-
ной кишке. Следовательно, при подозрении на дистальный
рак толстой кишки, целесообразно брать образцы крови из
кала, что повышает диагностическую чувствительность теста
EpiproColon.

Следовательно, внедрение новых эпигенетических методов
для активного выявления группы риска по колоректальному
раку является перспективным, что позволяет значительно по-
высить результативность скрининга рака толстой кишки. 

Выводы
1. Определение в крови эпигенетического маркера рака тол-

стой кишки метилированной ДНК гена SEPT9 является эф-
фективным скрининговым мероприятием с диагностической
чувствительностью 87,1%, диагностической специфичностью
96%, диагностической эффективностью 90,6%.

2. Диагностическая чувствительность определения в крови
метилированной ДНК гена SEPT9 выше по сравнению с имму-
ногистохимическим методом анализа кала на скрытую кровь
(87,1% против 41,9%).

3. Определение в крови метилированной ДНК гена SEPT9
эффективно при ранних стадиях рака толстой кишки, а также
при проксимальной и дистальной локализациях опухоли, что

позволяет использовать эпигенетический тест при затруднени-
ях проведения колоноскопии.

4. Оптимизация скрининга рака толстой кишки с помощью
методов эпигенетики связана с определением метилированной
ДНК онкомаркеров в крови и клеточных элементах опухолей
фекального происхождения.
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Ñïåöèàëèñòû àíãëèéñêîãî Óíèâåðñèòåòà Êèëÿ áóäóò ëå÷èòü âîçðàñòíóþ òóãîóõîñòü ñ ïîìîùüþ ñòâîëîâûõ êëåòîê. Êàê ñîîáùàåò The
Daily Telegraph, ñåðèþ ñîîòâåòñòâóþùèõ ýêñïåðèìåíòîâ ïðèãîòîâèëàñü ïðîâåñòè èññëåäîâàòåëüñêàÿ ãðóïïà ïîä ðóêîâîäñòâîì Äýéâà
Ôåðíåññà (Dave Furness).

Èññëåäîâàòåëè âûÿñíèëè, ÷òî âîçðàñòíîå ñíèæåíèå îñòðîòû ñëóõà ñâÿçàíî ñ óõóäøåíèåì ñîñòîÿíèÿ ôèáðîöèòîâ. Îíè ÿâëÿþòñÿ ïðåä-
øåñòâåííèêàìè ôèáðîáëàñòîâ (çðåëûõ êëåòîê ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè). Â óëèòêå âíóòðåííåãî óõà ôèáðîöèòû ðåãóëèðóþò èîííûé ñîñòàâ
æèäêîñòè, ïî êîòîðîé ðàñïðîñòðàíÿþòñÿ çâóêîâûå êîëåáàíèÿ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ãðóïïà Ôåðíåññà âûðàùèâàåò êóëüòóðó ôèáðîöèòîâ â ëàáîðàòîðèè èç ñòâîëîâûõ êëåòîê. Íà ñëåäóþùåì ýòàïå
ðàáîòû âûðàùåííûå òàêèì îáðàçîì ôèáðîöèòû áóäóò ïåðåñàæåíû âî âíóòðåííå óõî ïàöèåíòîâ ñ âîçðàñòíûì ñíèæåíèåì ñëóõà.

Èññëåäîâàòåëè îáñóæäàþò òåõíèêó ïðîâåäåíèÿ ñîîòâåòñòâóþùåãî õèðóðãè÷åñêîãî âìåøàòåëüñòâà. Ïî ñëîâàì ó÷åíûõ, â Âåëèêîáðè-
òàíèè íàñ÷èòûâàåòñÿ áîëåå äåâÿòè ìèëëèîíîâ áîëüíûõ âîçðàñòíîé òóãîóõîñòüþ, ýòî ðàññòðîéñòâî íàáëþäàåòñÿ ó êàæäîãî âòîðîãî áðè-
òàíöà ñòàðøå 60 ëåò.

Â ôåâðàëå 2011 ãîäà àâñòðàëèéñêèå ñïåöèàëèñòû ïðåäëîæèëè èñïîëüçîâàòü àíàëîãè÷íóþ ìåòîäèêó äëÿ ëå÷åíèÿ íåéðîñåíñîðíîé
òóãîóõîñòè, êîòîðàÿ îáóñëîâëåíà íàðóøåíèåì âîëîñêîâûõ êëåòîê — íåéðîíîâ, âîñïðèíèìàþùèõ êîëåáàíèÿ æèäêîñòè â êàíàëàõ âíó-
òðåííåãî óõà. Îíè ïåðåñàäèëè ìûøàì ñòâîëîâûå êëåòêè, êîòîðûå äîëæíû áûëè çàìåíèòü ïîâðåæäåííûå íåéðîíû. ×åðåç ìåñÿö ïîñëå
òðàíñïëàíòàöèè ìûøè ñìîãëè âîñïðèíèìàòü çíà÷èòåëüíî áîëåå òèõèå çâóêè, ÷åì äî îïåðàöèè.
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