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Достигнутый в последние десятилетия прогресс в изуче-
нии геномики канцерогенеза на фоне сложившегося 

консенсуса о генетической природе онкологических заболе-
ваний делает возможной всё более точную интерпретацию 
механизмов их возникновения и развития, что, в свою 
очередь, открывает новые перспективы для скрининга, 
диагностики и терапии [1]. Молекулярно-генетическая 
классификация опухолей постепенно дополняет и заме-
няет гистологическую [2], а терапевтические методы всё 
чаще становятся прицельно направленными на характер-
ные молекулярные изменения в опухолевых клетках [3]. 
Формирующаяся в результате этих процессов прецизионная 
онкология призвана учитывать всё многообразие данных 
о молекулярных характеристиках опухоли и нуждается 
в более совершенных и малоинвазивных методах для полу-
чения этой информации [4]. Наличие в крови здоровых лю-
дей свободно циркулирующих фрагментов ДНК (сцДНК) 
было показано в середине прошлого века [5]. В крови паци-
ентов с онкологическими заболеваниями зачастую имеется 
небольшая фракция сцДНК опухолевого происхождения. 
Развитие генетических технологий сделало возможными 
разработку и клиническое применение инструментов для 
поиска циркулирующей в крови опухолевой ДНК (цоД-
НК), качественно отличающейся от соматической ДНК 
организма в целом. В кровь пациентов с онкологическими 
заболеваниями опухолевая ДНК попадает из первичных 

опухолей, циркулирующих опухолевых клеток, микроме-
тастазов или явных метастазов, как правило, в результате 
некроза и апоптоза клеток [6]. Ряд исследований также 
показал, что жизнеспособные опухолевые клетки могут 
высвобождать экзосомы, содержащие двухцепочечную 
ДНК, но роль такой ДНК в канцерогенезе окончательно 
не ясна [7].

Как правило, пациенты со злокачественными опухо-
лями имеют более высокое содержание циркулирующей 
ДНК, чем здоровые люди, что может быть обусловлено 
дополнительным поступлением в кровоток фрагментов 
ДНК, выделяющихся из опухолевых клеток [8], однако 
существуют работы, показывающие, что источником избы-
точной ДНК в крови таких пациентов могут быть лейкоци-
ты [9]. Количество цоДНК зависит от опухолевой массы 
в организме пациента – с увеличением объема опухоли 
одновременно нарастает и количество опухолевых клеток, 
подвергшихся апоптозу и некрозу, что в свою очередь уве-
личивает количество цоДНК. Кроме объема опухолевой 
массы, количество выделяемой в кровоток цоДНК может 
зависеть от гистологического типа опухоли, размера опухо-
левых очагов и их васкуляризации. Увеличению количества 
цоДНК способствуют и особенности утилизации погибших 
опухолевых клеток: если при физиологической гибели 
нормальных клеток организма продукты их распада погло-
щаются и перерабатываются фагоцитами, то в опухолевой 
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ткани процесс фагоцитоза менее эффективен, в связи с чем 
происходит накопление клеточного детрита, выделяющего 
опухолевую ДНК в циркуляцию [10].

В целом предлагаемые клинические применения 
цоДНК подразделяются на две категории: неинвазивную 
характеристику молекулярных особенностей опухоли 
(профилирование) и количественное определение, при 
котором уровень представленности ДНК отражает опу-
холевую нагрузку [11]. Для обеих категорий клиническая 
полезность будет зависеть от степени надежности обна-
ружения цоДНК, когда она присутствует (аналитическая 
чувствительность), а также от доли пациентов, для которых 
должна обнаруживаться цоДНК (клиническая чувстви-
тельность) [12]. Хотя цоДНК выявляется при различных 
типах опухолей и, как правило, ее количество коррелирует 
со стадией заболевания, абсолютные уровни цоДНК широ-
ко варьируют в каждой субпопуляции [13]. Обнаружение 
цоДНК дополнительно затруднено высокими фоновыми 
уровнями циркулирующей ДНК из нормальных клеток, 
наблюдаемыми не только у людей со злокачественными 
новообразованиями, но и у здоровых людей [14]. На ранней 
стадии заболевания (в некоторых случаях – при метастази-
ровании) цоДНК может представлять собой чрезвычайно 
редкую субпопуляцию на фоне общего уровня сцДНК 
в количестве, соответствующем одному геном-эквиваленту 
на 5 мл плазмы [13, 15]. Также представленность цоДНК 
может варьировать в зависимости от опухолевой нагруз-
ки, анатомической близости опухоли к сосудистой сети 
и биологических особенностей клеток организма, включая 
скорость апоптоза и метастатический потенциал [12].

Стратегии детекции цоДНК можно подразделить на две 
категории: опухоль-агностические и опухоль-информиро-
ванные (рис. 1). В первом случае маркерами опухолевой 
ДНК служат её особенности, общие для большинства 
опухолей данного типа (например, характерные паттерны 
метилирования или изменения копийности). Это позволяет 
разрабатывать универсальные тесты с порогом детекции 
до 0,1 % фракции опухолевой ДНК. В основе опухоль-ин-
формированных методов лежит априорная информация 
об опухоли (например, наличие определённых сомати-
ческих мутаций), что требует проведения предваритель-
ного анализа опухолевого материала пациента. При этом 

предел обнаружения может достигать значений <0,001 % 
фракции опухолевой ДНК. Зачастую при этом создаются 
персонализированные тесты включающие индивидуальные 
для каждого пациента регионы генома; примером может 
служить тест Signatera от компании Natera [16].

В качестве основных классов опухоль-специфичных 
маркеров, позволяющих отличить цоДНК, можно выде-
лить точечные мутации и небольшие инделы, изменения 
копийности и эпигенетические изменения. Соматические 
мутации, в силу их ключевой роли в канцерогенезе, явля-
ются одними из наиболее специфичных и надёжных при-
знаков ДНК опухолевого происхождения [15]. Наибольшее 
практическое применение в клинике на сегодняшний день 
получил прямой анализ соматических мутаций в гене EGFR 
при немелкоклеточном раке лёгкого в образцах сцДНК 
для определения оптимальной схемы лечения таргетными 
препаратами [18]. С помощью высокопроизводительного 
секвенирования (NGS) соматические мутации можно 
детектировать либо “глубоким” секвенированием опреде-
лённых наборов генов с высоким покрытием (100x‑10000x), 
либо, используя высокую частоту встречаемости мутаций 
на единицу длины генома во многих типах опухолей, при 
помощи “широкого” полногеномного секвенирования 
с более низким покрытием (1x‑10x). Практический предел 
обнаружения мутаций в сцДНК стандартными методами 
“глубокого” NGS составляет порядка 0,1–0,5 % фракции 
опухолевой ДНК [19]. Для достижения более высокой 
чувствительности необходима коррекция ошибок секве-
нирования, например при помощи уникальных молеку-
лярных баркодов (УМБ) [20] или применения специально 
разработанных алгоритмов супрессии ошибок [21]. УМБ 
представляют собой метки с уникальными последователь-
ностями, позволяющими восстановить последовательно-
сти исходных молекул сцДНК нивелировав накопленные 
в процессе амплификации ошибки.

Актуальные направления исследований в анализе цир-
кулирующих нуклеиновых кислот сегодня сосредоточены 
не в области идентификации единичных опухоль-спец-
ифических изменений в сцДНК, таких как, отдельные 
точечные мутации или транслокации генов, а комплекс-
ного одновременного анализа большого числа измене-
ний, каждое из которых в отдельности не может служить 

Рисунок 1. Применение методов определения цоДНК 
в различных клинических сценариях (модифицировано из [17]
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однозначным маркером, однако совокупность которых 
позволяет сделать определённый вывод с достаточно 
высокой достоверностью, увеличивая диагностическую 
чувствительность и специфичность метода. Одним из при-
меров такого подхода могут служить недавние работы 
по одновременному анализу реккурентных соматических 
мутаций в сцДНК в комбинации с белковыми маркера-
ми [22]. Сосредоточившись на задаче ранней диагностики 
8 операбельных форм рака, исследователи скомбинировали 
панели белковых маркеров, свидетельствующих о гисто-
логическом типе рака, с панелью соматических мутаций, 
повышающих чувствительность системы в целом, однако 
не дающих достоверной информации об органе, в кото-
ром развивается патологический процесс. В результате 
такой комбинации были достигнуты достаточно высокие 
показатели чувствительности и специфичности, особенно 
для рака яичников, однако сильно различающиеся в зави-
симости от стадии и типа заболевания. Другим примером 
может служить исследование паттернов метилирования 
сцДНК. Ранее подобные исследования были в основном 
сосредоточены на выявлении отдельных изменений, таких, 
как статус метилирования промотора гена SEPT9 при 
колоректальном раке [23], однако в последние годы всё 
большее внимание уделяется мультипараметрическим 
исследованиям в полногеномном масштабе с примене-
нием методов машинного обучения для классификации 
результатов [24]. Учитывая, что профили метилирования 
высоко специфичны для разных типов тканей, а также тот 
факт, что масштабные изменения в статусе метилирова-
ния генома начинают происходят достаточно рано в ходе 
канцерогенеза, значительные усилия направлены на разра-
ботку тестов для ранней диагностики и определения типа 
рака на основе статуса метилирования. Примером может 
служить тест Galleri, разрабатываемый компанией Grail 
и проходящий в настоящее время валидацию в крупных 
клинических исследованиях [25]. Однако предварительные 
результаты показывают его невысокую чувствительность 
для диагностики ранних стадий некоторых типов рака 
(в частности, РМЖ, рака простаты, почек и лёгких). Тест 
Guardant Shield, напротив, разработан для ранней диа-
гностики одного типа рака – колоректального – и основан 
на комбинации генетических и эпигенетических маркеров, 
что при скрининге 10258 участников исследования позво-
лило получить чувствительность 87,5 % на I–III стадиях 
при специфичности 89,6 % [26]. Среди других примеров 
альтернативных многопараметрических подходов следу-
ет упомянуть исследование пула циркулирующих РНК, 
включая сигнатуры микроРНК [27], а также отдельных 
метаболитов в сочетании с геномными маркерами [28]. 
Исследованию особенностей фрагментирования сцДНК, 
как ещё одному уровню её структуры, уделяется всё больше 
внимания. В последнее десятилетие постоянно накаплива-
лись свидетельства в пользу того, что длина фрагментов 
сцДНК отличается у здоровых людей и больных со злока-
чественными новообразованиями [29]. В 2019 году была 
опубликована одна из ключевых работ на эту тему, в кото-
рой авторы, основываясь на наблюдаемой разнице в меди-
ане длины фрагментов сцДНК в полногеномном масштабе 
у здоровых и онкобольных всего лишь в 3,5 п. о. выдвинули 

и экспериментально подтвердили гипотезу о том, что саму 
эту разницу можно рассматривать качестве опухолевого 
маркера и использовать для онкодиагностики [30]. Ряд 
исследователей применяет другой подход к этому вопро-
су и делает ставку на распределение свободных концов 
фрагментов сцДНК для определения локальной степени 
фрагментированности сцДНК [31].

Анализ циркулирующей опухолевой ДНК осложняется 
небольшими количествами сцДНК в образцах, порядка 
10–40 нг (1000–6000 копий генома), при этом фракция 
опухолевой ДНК часто составляет <<1 %-10 % от этого 
количества. Важным техническим ограничением является 
возникновение аналитических ошибок при амплификации 
и секвенировании, однако технологии анализа постоянно 
и достаточно быстро совершенствуются. Мониторинг 
эффективности терапии, молекулярных механизмов рези-
стентности, диагностика рецидивов в режиме реального 
времени, а также ранняя диагностика онкологических 
заболеваний, – лишь некоторые из возможных приложе-
ний жидкостной биопсии в прецизионной онкологии [32]. 
Внедрение этих методик в рутинную клиническую практи-
ку в ближайшие годы способно принципиально изменить 
возможности врача в ведении онкобольных. Более полная 
информация об ответе пациента на применяемую терапию 
позволит своевременно её корректировать при необходи-
мости, данные о послеоперационных рецидивах и более 
ранняя диагностика онкологических заболеваний на ранних 
стадиях позволит назначать оптимальные схемы лечения.
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