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В терапии колоректального рака (КРР) просле�
живается четкая зависимость между показателем
средней пятилетней выживаемости больных и ста�
дией, на которой было впервые диагностировано
заболевание. У тех пациентов, которые начинают
получать хирургическое лечение на I стадии забо�
левания, показатель пятилетней выживаемости  –
около 90 %, и, напротив, у тех, кто начал лечение на
IV стадии, пятилетняя выживаемость составляет
примерно 10 % [5, 11]. Тем не менее в настоящее
время в онкологические клиники поступают пре�
имущественно пациенты с III–IV стадиями забо�
левания.

Частота встречаемости КРР и явная зависимость
успешного излечения от раннего обнаружения за�
болевания оправдывает регулярное обследование
здоровых индивидуумов, особенно входящих в груп�
пу риска. На примере усилий японских медиков,
направленных на выявление ранних форм рака
желудка, можно проследить, насколько эффектив�
на такая программа, проводимая на государствен�
ном уровне. В результате скрининговых программ
в Японии ранний рак желудка выявляют у 30–60 %
больных, в Европе эта стадия выявляется в 4–7 %
случаев. Именно по этим причинам смертность от
рака желудка в Японии почти в 2 раза меньше, чем
заболеваемость [29].

Колоноскопия и такие ее варианты, как сигмоидо�
скопия, КТ�колонография и т. д., хотя и являются
самими информативными диагностическими мето�
дами в клинической практике на сегодняшний день,
не могут широко использоваться в профилактиче�
ских целях вследствие своего полуинвазивного ха�
рактера, дискомфорта для пациентов, риска ослож�
нений, а также высокой себестоимости.

ТЕСТ  НА  СКРЫТУЮ  КРОВЬ  В  ФЕКАЛИЯХ
Среди неинвазивных методов наиболее распро�

странен тест на скрытую кровь в фекалиях GFOBT

(guaiac�based fecal occult blood test), использующий
свойства гваяковой смолы. Тест основан на выяв�
лении в фекалиях гема, обладающего пероксидазно�
подобной активностью. Это свойство позволяет ему
катализировать реакцию окисления между пере�
кисью водорода и гваяковой смолой, что приводит
к появлению синего окрашивания.

Однако GFOBT не специфичен именно к чело�
веческому гему. К увеличению риска ложнополо�
жительных результатов может привести употреб�
ление продуктов питания (например, красного
мяса из�за наличия гема, некоторых свежих фрук�
тов и овощей с учетом активности пероксидазы)
и таких лекарств, как нестероидные противовос�
палительные препараты. Витамин С может при�
вести к ложноотрицательным результатам из�за
своей способности блокировать пероксидазные
реакции. GFOBT может обнаруживать гем в фека�
лиях при кровотечениях, которые могут сопровож�
дать многие заболевания, не связанные с онколо�
гией, что вызывает ложноположительные резуль�
таты испытаний. С другой стороны, не все
колоректальные опухоли характеризуются крово�
течением, т. е. возможны как ложноположитель�
ные, так и ложноотрицательные результаты
используемого теста [9, 27]. Кроме того, данный
метод малоинформативен при выявлении опухо�
лей на ранней стадии [1, 21, 30].

Наиболее распространенными и традиционно
используемыми в клинической практике набора�
ми, основанными на принципе GFOBT, являются
киты Hemoccult II и более чувствительный
Hemoccult II SENSA. Более усовершенствованным
вариантом FOBT является FIT (fecal immu�
nochemical test) – тест на скрытую кровь в фе�
калиях на основе иммунохимического анализа
[22, 27].

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ  АСПЕКТЫ  КРР
Для перерождения клетки из нормальной в зло�

качественную она должна, в первую очередь, изба�
виться от сигналов, контролирующих клеточную
пролиферацию и индуцирующих апоптоз. Такие
сигналы могут возникать внутри клетки в процес�
се дифференцировки или исходить из окружающих
эпителиальных или стромальных клеток. Чтобы
преодолеть нормальный контроль, клетки должны
активировать ключевые онкогены и инактивиро�
вать ключевые туморсупрессорные гены с по�
мощью мутаций. Минимальная группа мутаций,
которая позволяет клетке преодолеть контроль, на�
зывается «мутационным профилем» опухоли. Му�
тации происходят случайным образом, но их селек�
ция не случайна – она зависит от окружения
и предыдущих мутаций. Последовательность раз�
вития мутационного профиля опухоли составляет
«генетический путь» канцерогенеза. Генетические
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пути опухолей могут различаться как результат их
окружения или их тканевого происхождения. Од�
ним из ярких примеров гено� и фенотипических
изменений, сопряженных с развитием неоплазии,
является модель КРР, предложенная E. R. Fearon и
B. Vogelstein [13]. Согласно этой модели прогрес�
сии КРР, исходным событием является инактива�
ция гена�супрессора рака – АРС – с последую�
щим появлением соматических мутаций в генах
K�RAS, DCC, TP53 и некоторых других поврежде�
ний, в том числе гиперметилирования промотор�
ной области генов MLH1, Р16 и др. Дальнейшие ис�
следования показали, что генетические пути раз�
вития КРР также могут различаться, в том числе
и по патоморфологии, эпидемиологии и ряду кли�
нических проявлений, от «классической» модели.
Например, около 15 % спорадических карцином
ассоциированы с нарушениями в работе системы
коррекции неспаренных оснований, и среди них
около 95 % карцином проявляют пониженную
экспрессию генов MSH2 и MLH1 [26]. Такие опу�
холи, как правило, выявляются в более раннем воз�
расте, склонны к полинеоплазии, являются низко�
дифференцироваными, чаще локализованы в прок�
симальном отделе ободочной кишки и менее
агрессивны, что приводит к большей выживаемо�
сти пациентов.

Около 30 % больных колоректальным раком
имеют мутации в генах PTEN и P13K [11]; значи�
тельную долю случаев спорадического КРР со�
ставляют также опухоли с инициирующими му�
тациями гена BRAF [25]. Кроме того, существуют
также наследственные формы КРР, такие как се�
мейный аденоматозный полипоз и наследствен�
ный неполипозный рак толстой кишки, которые
развиваются по свойственным им генетическим
путям.

Из вышеизложенного следует, что возникнове�
нию КРР сопутствуют изменения ДНК (на генети�
ческом и эпигенетическом уровнях), РНК и белка
в эпителиальных клетках кишечника. Данные мо�
лекулы могут служить биомаркерами для диагно�
стирования КРР при анализе их в выделениях
человека. На сегодняшний момент ведутся актив�
ные исследования в этой области.

ДИАГНОСТИКА  КРР:  ГЕНЕТИЧЕСКИЕ
МЕТОДЫ  И  СОПОСТАВЛЕНИЕ  ИХ
С  ТЕСТАМИ  НА  СКРЫТУЮ  КРОВЬ
Эпителий кишечника постоянно возобновляет�

ся. Отшелушенные эпителиальные клетки посту�
пают в кишечный тракт, при прохождении через
который в большинстве своем полностью или час�
тично разрушаются под действием ферментов,
а ДНК этих клеток деградирует [16]. Несколько иная
картина наблюдается у пациентов с колоректаль�
ными опухолями. Колоректальные раковые клетки,

наряду с нормальными, попадают в стул человека,
причем у пациентов с новообразованиями кишеч�
ного тракта количество ДНК в кале может быть даже
увеличено по сравнению со здоровыми лицами, что
связано с повышенным отделением клеток опухо�
ли по сравнению с нормальным эпителием при
прохождении каловых масс [18].

Поиск мутаций в фекальной ДНК является совре�
менным и удобным для пациентов методом диагно�
стики злокачественных опухолей толстой кишки.
В последние десятилетия был установлен набор ге�
нов (APC, TP53, K�RAS, DCC, BRAF, IFNA и др.)
и микросателлитов (BAT�26, D9S162 и D9S171), свя�
занных с процессом канцерогенеза, повреждения
которых позволили сделать диагностические и про�
гностические заключения о колоректальном раке
[2, 4, 19, 20]. Исследователи разных стран на широ�
ком материале доказали адекватность поврежде�
ний фекальной ДНК и ДНК из опухолевых пред�
раковых (аденом) и раковых (карцином) клеток.
Первые попытки такого молекулярно�генетическо�
го анализа могли лишь успешно дополнять класси�
ческие инвазивные процедуры диагностики опу�
холей толстой кишки, так как относились к высо�
ким технологиям со всеми вытекающими отсюда
требованиями к оборудованию, квалификации пер�
сонала и даже инфраструктуре обеспечения науч�
ных исследований. Тем не менее сейчас успешно
развиваются новые, более технологичные, генети�
ческие методы анализа фекальной ДНК.

Метод протяженных фрагментов ДНК: значи�
тельное количество ДНК отшелушенных опухоле�
вых клеток может сохранять свою стабильность
в связи с нарушением механизма апоптоза или 
из�за устойчивости подобных клеток к различным
деградирующим ферментам.

K. A. Boynton в своей работе показал, что фраг�
менты ДНК, выделенные из стула больных с коло�
ректальными опухолями, имели большую молеку�
лярную массу, нежели фрагменты, полученные из
стула здоровых индивидуумов [6]. Следовательно,
анализ целостности фрагментов ДНК, выделенной
из образцов стула, предоставляет большие возмож�
ности для скрининга КРР.

В числе подобных исследований следует упомя�
нуть метод амплификации протяженных фрагмен�
тов фекальной ДНК с использованием флуоресцент�
номеченых праймеров [7]. В данной работе ампли�
фицировали фрагмент гена ТР53 (5–8 экзоны)
и 4 фрагмента гена АРС, чувствительность и спе�
цифичность такого теста составили соответствен�
но 79 и 89 %. Комбинация данного метода с FIT, осу�
ществленная этими же авторами [8], увеличивает
чувствительность анализа и его прогностическую
значимость для пациента.

H. Zou et al. [32] разработали метод количествен�
ной оценки кривой плавления нити ДНК – DMC
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(digital melt curve), способный выявлять мутации
в образцах кала при малых количествах мутирован�
ной ДНК по отношению к общей массе (0,1 %). Ана�
лизировали мутации в генах KRAS , APC, BRAF , TP53.
Мутации в фекальной ДНК были обнаружены
у 90 % образцов стула.

В работе, которую проводили F. Diehl et al. [10],
анализировали мутации в генах APC TP53, KRAS,
PIK3CA, CTNNB1. Применялся метод BEAMing
(beads, emulsions, amplification and magnetics), со�
стоящий из следующих шагов: преамплификация;
эмульсионная ПЦР; гибридизация; проточная цито�
метрия. 92 % анализируемых образцов ДНК из сту�
ла содержали мутации, которые присутствовали
в ДНК опухолевых тканей тех же пациентов.

Аномальное метилирование CpG участков –
эпигенетическое изменение, которое наблюдает�
ся на одном из ранних этапов прогрессии опухо�
ли от аденомы к карциноме. Аномальное метили�
рование промоторных участков гена приводит к
изменению его экспрессии и может быть исполь�
зовано как биомаркер для ранней диагностики
рака. В работе Z. Xiao [33] изучали аномальное
метилирование генов SFRP2 и VIM в образцах
кала. Анализ осуществляли методом MS�HRM
(methylation�sensitive high�resolution melting),
в котором определяется температура плавления
ДНК, зависящая от уровня метилирования. В слу�
чае колоректального рака при комбинированном
анализе двух маркеров (SFRP2 и VIM) диагности�
ческая чувствительность MS�HRM (93,4 %) была
значительно выше, чем полученная при помощи
метода FIT (56,6 %). Специфичность составила со�
ответственно 91,2 и 89,5 %.

T. Nagasaka et al. [23] анализировали метили�
рование в генах RASSF2 и SFRP2. Была разработа�
на новая стратегия эксперимента, которая исполь�
зует пошаговую модификацию ДНК с бисульфатом
натрия и флуоресцентную ПЦР для определения
уровня метилирования в фекальной ДНК. Ано�
мальное метилирование одного или обоих марке�
ров в фекальной ДНК было выявлено у 75,0 % па�
циентов с колоректальным раком и у 44,4 % паци�
ентов с распространенными колоректальными
аденомами, но также у 10,6 % пациентов без опу�
холевых заболеваний.

Одним из серьезных комплексных диагности�
ческих исследований является работа T. F. Impe�
riale et al. [14], которые сравнивали неинвазивный
мультимишенный тест ДНК из стула с FIT. Анализ
ДНК включал в себя количественное выявление
мутаций гена KRAS, нарушений метилирования
NDRG4, BMP3 и β�актина. Анализ образцов прово�
дился в трех лабораториях – Exact Sciences
(Madison, WI), Mayo Medical Laboratory (Rochester,
MN) и Molecular Pathology Laboratory Network
(Knoxville, TN). При тестировании ДНК чувстви�

тельность обнаружения КРР составила 92,3 % (при
специфичности 89,8 %), а при использовании ме�
тода FIT – 73,8 % (Р=0,002). Чувствительность при
обнаружении предраковых поражений состави�
ла 42,4 % для тестирования ДНК и 23,8 % для мето�
да FIT (P<0,001).

К числу предложенных на данный момент мето�
дик относится набор PreGenPlus от Exact Sciences
[3] (анализ 23�х мутаций в 3�х генах, маркера микро�
сателлитной нестабильности и анализ целостности
ДНК), чувствительность для обнаружения КРР со�
ставила 59–69 % при специфичности около 98 %.

S. Itzkowitz et al. предложили набор на основе двух
маркеров (поиск мутаций в гене VIM и анализ це�
лостности ДНК по двум участкам) [15]. Чувствитель�
ность данного метода в среднем составила 83 %,
а специфичность – 82 %.

В работе M. Kalimutho [17] проводили сравне�
ние эффективности теста FIT (чувствительность  –
51 %) и теста на целостность фрагментов гена APC,
которую определяли методом количественной де�
натурирующей высокоэффективной жидкостной
хроматографии (чувствительность 86 % при специ�
фичности 81 %). Комбинация обоих методов позво�
лила повысить чувствительность и специфичность
до 89 и 95 % соответственно (p<0,001).

Для большинства таких тестов чувствитель�
ность при использовании одного маркера колеб�
лется в пределах 50–75 % со специфичностью
около 95–100 % [4, 28]. Использование несколь�
ких маркеров повышает чувствительность и спе�
цифичность теста, но увеличивает его стоимость
и время выполнения.

ColoSure (Laboratory Corporation of America) в на�
стоящее время является единственным коммер�
чески и клинически доступным тестом по анализу
фекальной ДНК на рынке для скрининга КРР
в США. ColoSure – это тест одного маркера, кото�
рый определяет метилирование гена VIM. Соб�
ственные данные Labcorp в сочетании с исследо�
ваниями других ученых показывают, что ColoSure
имеет чувствительность 72–77 % и специфичность
83–94 % [24].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представленные данные позволяют сделать зак�

лючение о появлении новых высокоэффективных
диагностических тестов для выявления КРР, осно�
ванных на анализе ДНК в фекалиях. Чувствитель�
ность большинства из них (DMC – 87 %, BEAMing –
92 %, MS�HRM – 93,4 % и др.) превышает чувстви�
тельность диагностики при помощи анализа на
скрытую кровь (GFOBТ, FIT и их аналоги), особен�
но на ранних стадиях заболевания. Это обусловле�
но тем, что генетические изменения являются ини�
циирующими в процессе канцерогенеза, а клини�
ческие проявления в виде скрытого кровотечения
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появляются преимущественно на стадии прогрес�
сия КРР.

При этом следует отметить, что высокая чувстви�
тельность достигалась при использовании большо�
го числа анализируемых маркеров – от 2–4 до 23,
что, соответственно, увеличивало продолжитель�
ность и стоимость анализа.

Специфичность диагностического анализа с ис�
пользованием аномального метилирования участ�
ков ДНК оказывалась несколько ниже, чем при по�
иске мутаций в генах, однако все же в целом выше,
чем при анализе на скрытую кровь.

Метод протяженных фрагментов, основанный
только на анализе целостности фекальной ДНК,
обладая менее высокой чувствительностью, но по�
чти 100 %�й специфичностью, выгодно отличается
от вышеописанных комплексных быстротой, деше�
визной и технологичностью.

Коммерчески приемлемый тест одного маркера
ColoSure широко распространен, однако уступает
в чувствительности ряду других диагностических
тестов для выявления КРР.

Следует также отметить, что комбинирование
традиционных (на скрытую кровь) и генетических
методов повышает чувствительность и специфич�
ность диагностики КРР.

Для выбора коммерчески и клинически пригод�
ного теста для выявления КРР необходимо прове�
дение популяционного скрининга.
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РЕЗЮМЕ

Г. М. Бутрович, Е. Д. Мирлина, И. Г. Хабарова,
О. А. Вострюхина

Неинвазивная диагностика колоректального рака: мо�

лекулярно�генетический анализ фекальной ДНК

Колоректальный рак (КРР) остается одной из основ�
ных причин смертности среди онкологических заболе�
ваний в мире. Ранняя диагностика имеет фундаменталь�
ное значение для снижения заболеваемости и смертнос�
ти от КРР. В настоящее время исследователи заняты
поисками надежных и эффективных неинвазивных скри�
нинговых тестов, использующих легкодоступные биоло�
гические образцы, такие как фекалии. Подобные методи�
ки имеют также большой потенциал для сбора и доставки

образцов. В обзоре обсуждаются несколько новых вари�
антов анализа фекальных образцов пациентов с исполь�
зованием генетических методов и дано их сравнение
с традиционно используемыми тестами на скрытую кровь
в фекалиях. Критериями для предпочтения того или дру�
гого способа являются чувствительность, специфичность
метода, его технологичность, стоимость анализа и воз�
можность раннего выявления КРР. Эти факторы опреде�
ляют возможности масштабного скрининга КРР. Дости�
жения в области технологии обещают повышение эффек�
тивности анализа фекальной ДНК и ввод новых
клинических приложений.

Ключевые слова: ранняя диагностика колоректального
рака, молекулярно�генетические методы, анализ фекаль�
ной ДНК, тест на скрытую кровь.

SUMMARY

G. M. Butrovich, E. D. Mirlina, I. G. Habarova,
O. A. Vostrukhina

Noninvasive diagnostics for colorectal cancer: molecular

genetic fecal DNA analysis

Colorectal cancer (CRC) is still one of the leading causes of
cancer�related death all over the world. An early diagnosis is
fundamental thing for reducing the CRC�related morbidity and
mortality. Nowadays researchers are studying more reliable
and effective non�invasive screening tests, using easily
available biological samples, such as feces. Such methods have
high potential to collect and deliver samples. The comparison
of some new variants genomic fecal DNA analysis and
traditional fecal occult blood tests are discussed in this review.
Sensitivity, specificity of the methods, processability, efficacy
and ability of early CRC screening are the criteria for the
preference of the using of one of these methods. These factors
give the opportunity to carry out the large�scale CRC screening.
This technological advance promises to increase the efficiency
of the fecal DNA analysis and put the using of new clinical
applications.

Key words: early diagnostics of colorectal cancer, molecular
genetic methods, fecal DNA analysis, fecal occult blood testing.




