
ВОПРОСЫ ОНКОЛОГИИ. 2019, ТОМ 65, № 6

791

©Коллектив авторов, 2019 Вопросы онкологии, 2019. том 65, № 6 
УДК 616-006

т.г. Клочкова, В.и. евтушенко

Внеклеточная свободноциркулирующая вирусная Днк и новые 
возможности для диагностики онкологических заболеваний

Фгбу «российский научный центр радиологии и хирургических технологий имени академика А. М. гранова» 
Мз рФ, санкт-петербург

обзор посвящён использованию свобод-
ноциркулирующей Днк (сцДнк) вируса 
Эпштейна-Барр (EBV) и папилломавируса 
(HPV) в диагностике онкологических за-
болеваний. обобщены результаты исследо-
ваний последних лет, свидетельствующие о 
перспективности разработки сцДнк EBV и 
HPV в качестве диагностических маркёров. 
подробно проанализированы противоречия 
в исследованиях различных авторов, свиде-
тельствующие о необходимости стандартиза-
ции исследований для внедрения этих новых 
маркёров в клиническую практику. 
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В последнее десятилетие вырос интерес к из-
учению свободноциркулирующих ДнК (сцДнК) 
и их возможного диагностического значения. ос-
новными источниками сцДнК в настоящее вре-
мя принято считать апоптоз, некроз нормальных 
и опухолевых клеток и секрецию ДнК нормаль-
ными и/или трансформированными клетками. С 
тех пор, как было показано, что сцДнК онколо-
гических больных содержит фракцию, несущую 
молекулярные маркеры опухоли [4], стабильно 
увеличивается количество исследований, разра-
батывающих подходы к использованию сцДнК 
в диагностике опухолей. такие характеристи-
ки, как малоинвазивность и возможность бы-
стро получить результат, делают исследование 
опухолевой сцДнК в биологических жидкостях 
человека перспективным направлением оптими-
зации диагностики онкологических заболеваний. 
Появление методик выделения внеклеточной 
ДнК и новых методов анализа (секвенирования 
следующего поколения (NGS), цифровой ПЦр) 
в значительной степени стимулировали эти ис-
следования. 

В отдельное направление можно выделить 
исследования циркулирующей вирусной вне-
клеточной ДнК канцерогенных вирусов че-
ловека как маркёров опухолевого процесса. В 
настоящее время считается, что больше 10% 
всех случаев онкологических заболеваний че-

ловека могут иметь вирусное происхождение 
[31]. Как правило, вирус либо персистирует 
в опухоли, либо встраивается в её ДнК. Это 
даёт возможность предполагать, что сцДнК 
онкогенных вирусов может быть специфиче-
ским диагностическим маркёром для соответ-
ствующих опухолей.

К таким вирусам относится прежде все-
го вирус Эпштейна-Барр (EBV). EBV является 
опухолеобразующим вирусом при нескольких 
локализациях: В- и т-клеточных лимфомах, 
раке носоглотки (рнГ), некоторых формах 
рака желудка (рЖ). В основе патогенеза EBV-
содержащих опухолей лежит способность вируса 
переходить в латентную фазу жизненного цикла, 
задерживаться в клетке в виде эписомы и экс-
прессировать продукты, являющиеся вирусными 
онкогенами (белки EBNA1, -2, -3A, -3C, LMP1). 
общей чертой всех EBV-ассоциированных опу-
холей является, по-видимому, клональность, т. е. 
опухоль происходит из единственной трансфор-
мированной EBV клетки и несёт в себе клоны 
вирусного генома [28, 50]. Кроме того, было по-
казано, что у опухоленосителей большая часть 
сцДнК EBV имеет опухолевое происхождение 
[48]. Это позволяет использовать вирусную ДнК 
в качестве маркёра опухолевого процесса. 

В наибольшей мере диагностическое значе-
ние сцДнК EBV исследовано для рака носоглот-
ки (рнГ). Впервые предположение о том, что 
сцДнК EBV может быть диагностическим мар-
кёром рнГ было сделано после исследований 
Mutirangura, Pornthanakasem, Theamboonlers et 
al. (1998) [42]. авторы обнаружили фрагменты 
ДнК EBV в плазме пациентов с диагнозом рнГ, 
типировали их методом ПЦр и пришли к выво-
ду, что эти участки ДнК EBV имеют опухолевое 
происхождение. В подтверждение этого вывода 
была обнаружена корреляция апоптоза в опухо-
левой ткани с наличием ДнК EBV в плазме па-
циентов. В дальнейшем другие авторы выявили 
сцДнК EBV у 55 из 57 больных рнГ методом 
количественной ПЦр в реальном времени [37]. 
При этом, сцДнК EBV ДнК практически отсут-
ствовала в плазме людей из контрольной группы. 
оказалось, что копийность ДнК EBV коррели-
ровала со стадией заболевания и вероятностью 
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рецидива после лечения. В дальнейшем этими 
же авторами была дана молекулярная характе-
ристика сцДнК EBV и подтверждено её опухо-
левое происхождение [14]. В исследовании Lin, 
Wang, Chen et al. (2004) [33] также была уста-
новлена прогностическая и предиктивная значи-
мость сцДнК EBV, и, при этом, было сделано 
интересное наблюдение. оказалось, что для не-
которых больных, прошедших лечение, и не со-
держащих ДнК EBV в плазме после этого, в 
случае рецидива заболевания сцДнК EBV вновь 
появлялась в крови задолго до проявления кли-
нических признаков болезни. Это дало возмож-
ность предположить, что определение сцДнК 
EBV можно использовать в качестве скринин-
гового маркёра для определения заболевания на 
бессимптомной доклинической стадии. В насто-
ящее время, таким образом, крупные когортные 
исследования и клинические испытания ведутся 
в отношении сцДнК EBV в следующих направ-
лениях: 1) прогностическая значимость маркёра; 
2) предиктивная значимость; 3) возможность ис-
пользования сцДнК EBV для скрининга популя-
ции в целях раннего обнаружения рнГ.

ещё в 2010 году ESMO предложила счи-
тать определение концентрации ДнК вируса 
Эпштейна-Барр в плазме крови больных рнГ до 
начала лечения и после его окончания прогно-
стически значимым (минимальные клинические 
рекомендации европейского общества медицин-
ской онкологии (ESMO, москва, 2010). С тех пор 
количество публикаций, посвящённых диагности-
ческому значению определения сцДнК EBV при 
рнГ, непрерывно увеличивается. Подавляющая 
масса исследований по этой тематике выполня-
ется в восточно-азиатском регионе, являющемся 
эндемичным для рнГ. Большое количество па-
циентов даёт возможность проводить в этом ре-
гионе обширные когортные и ретроспективные 
исследования [23, 46]. ежегодно выполняются 
аналитические исследования в рамках мета-ана-
лизов [34, 66]. В свою очередь, для неэндемич-
ных районов также было выявлено прогностиче-
ское значение уровня сцДнК EBV в плазме крови 
больных рнГ. Это направление представлено 
пока только одной работой [3] и требует более 
широких когортных исследований. 

В последние годы было показано, что сцДнК 
EBV  — более эффективный маркёр, позволяю-
щий следить за ходом лечения при радиотера-
пии, чем циркулирующие опухолевые клетки и 
антитела к капсиду EBV [1, 52, 56]. И хотя для 
утверждения сцДнК EBV в качестве стандарт-
ного предиктивного маркёра рнГ необходимо 
проведение дорогостоящих многоцентровых ис-
следований в ранге клинических испытаний [45], 
многие клиники мира в настоящий момент ис-
пользуют этот показатель для индивидуализации 

лечения. однако, результаты клинических иссле-
дований NPC-0502 неожиданно выявили неодно-
значность сцДнК EBV как предиктивного мар-
кёра [11]. оказалось, что, вопреки ожиданиям, 
продолжение терапии у больных с выявленной 
после первой очереди хеморадиотерапии сцДнК 
EBV в плазме не приводит к увеличению про-
должительности жизни пациентов. объяснение, 
возможно, заключалось в неудачно подобранных 
препаратах для терапии, поскольку, предполо-
жительно, проявлялись циркулирующие клоны, 
устойчивые к проводимому курсу. По-видимому, 
для успешной терапии необходим анализ мута-
ций в циркулирующих опухолевых клетках и 
подбор препарата на основании данной инфор-
мации. таким образом, ценность сцДнК EBV 
как предиктивного маркёра на основе этих све-
дений несколько снижается. 

разработка высокочувствительного скринин-
гового маркёра рнГ является особенно важной, 
как отмечалось, для стран Юго-Восточной азии, 
являющейся эндемичным районом для EBV-
ассоциированных опухолей. В 2017 году в рамках 
государственных клинических испытаний в Гон-
конге было осуществлено проспективное скри-
нинговое исследование с участием 20174 человек, 
которое показало, что сцДнК EBV является хоро-
шим скрининговым маркёром на бессимптомной 
стадии рнГ [13]. однако, экономическая выгода 
скрининга групп риска и населения из эндемич-
ных районов с помощью этого маркёра пока об-
суждается [36]. одной из проблем, мешающих 
широкому использованию сцДнК EBV в качестве 
скринирующего маркёра, является низкая про-
гностическая ценность (positive prognostic value, 
PPV). так, в исследовании Chan, Woo, King et al., 
2017 [13] она составила всего 11%. Это связано 
как с неуклонно снижающейся частотой случаев 
рнГ, так и с тем, что ДнК EBV может содер-
жаться в плазме не только опухоленосителей, но 
и здоровых людей. авторы другой работы выска-
зали предположение, что ДнК EBV опухолевого 
происхождения, циркулирующая в плазме долж-
на отличаться по молекулярным характеристикам 
от ДнК EBV неопухолевого происхождения [28]. 
В ходе данного исследования установили, что в 
плазме больных рнГ циркулировали более длин-
ные фрагменты ДнК EBV и количество такой 
ДнК было больше, чем в плазме лиц, не страда-
ющих рнГ, и параллельно определили пороговый 
уровень различий. Включение в тест этапа срав-
нения с этим пороговым уровнем подняло PPV с 
11% до 19% в рамках исследования, что делает 
более перспективным использование сцДнК EBV 
для скрининга популяции в эндемичных районах.

таким образом, наибольшую клиническую 
значимость в настоящий момент имеет исполь-
зование сцДнК EBV в качестве прогностиче-
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ского маркёра. Значение сцДнК EBV для пред-
сказания успеха лечения и широкого скрининга 
нуждается в дальнейших исследованиях.

Была также показана клиническая значи-
мость сцДнК EBV при некоторых формах рЖ 
[51, 17]. Для рЖ диагностика ассоциирован-
ности с EBV имеет принципиальное значение 
для выбора метода лечения пациента, поскольку, 
EBV-ассоциированные опухоли, составляющие в 
разных регионах мира до 10 % всех опухолей 
желудка [6], в отличие от других форм рЖ, от-
вечают на иммунотерапию. Следует отметить, 
что во всех случаях наличие сцДнК EBV или 
возрастание её количества в плазме крови счи-
таются негативным прогностическим маркёром, 
хотя EBV-ассоциированные опухоли, как пра-
вило, имеют лучший прогноз по сравнению с 
опухолями той же локализации не связанными 
с EBV [51]. также было показано, что количе-
ство сцДнК EBV убывает при результативном 
лечении и возрастает при рецидивах. Это делает 
сцДнК EBV перспективным маркёром, указы-
вающим на активность опухоли. однако, при 
этом может возникнуть проблема, связанная с 
тем, что EBV может присутствовать в организ-
ме больного и неспецифично по отношению к 
опухоли. В случае рЖ эта проблема является 
решаемой, поскольку EBV-ассоциированные га-
строкарциномы являются опухолями клонально-
го происхождения и все клетки этой опухоли и 
внеклеточная ДнК опухолевого происхождения 
содержат клон исходной последовательности 
EBV. таким образом, для подтверждения проис-
хождения сцДнК EBV достаточно в сомнитель-
ных случаях прибегнуть к анализу ДнК EBV из 
плазмы и опухоли методом NGS.

Исторически EBV связывали прежде все-
го с разными т- и В-клеточными лимфомами. 
на протяжении ряда лет делаются попытки 
использовать сцДнК EBV в качестве диагно-
стического маркёра в EBV-ассоциированных 
лимфомах. Почти 20 лет назад было показано 
наличие сцДнК EBV в плазме пациентов с EBV-
ассоциированными лимфомами: лимфомой ход-
жкина [20], лимфомами, ассоциированными с 
трансплантацией [32], ВИЧ-ассоциированными 
лимфомами [53], лимфомой Бёркита и NK/T-
клеточной лимфомами [30]. За прошедшие годы 
в исследованиях разного уровня было показано, 
что сцДнК EBV может быть прогностическим 
и предиктивным маркёром для NK/T-клеточной 
[30, 57], T–клеточной [22], детской В-клеточной 
неходжкинской лимфом [39]. особенно хорошо 
исследована в этом отношении лимфома ход-
жкина, взрослая и детская [60, 61]. однако, во-
прос о том, что в случае EBV-ассоциированных 
лимфом ДнК EBV в плазме крови больных 
имеет опухолевое происхождение, а не явля-

ется продуктом амплификации вируса в не-
опухолевых клетках, остаётся открытым. ещё 
меньше на сегодняшний момент исследована 
диагностическая роль ДнК EBV в плазме при 
редкой EBV-ассоциированной форме эпители-
альной опухоли  — лимфоэпителиоме лёгких. 
В исследовании Ngan, Yip, Cheng et al., 2002 
[44] впервые показано наличие сцДнК EBV в 
плазме крови пациентов с этим диагнозом, а её 
возможное прогностическое значение было про-
демонстрировано лишь недавно [62].

Внеклеточная свободно циркулирующая ДнК 
другого онкогенного вируса человека  — па-
пилломавируса (HPV) также исследуется как 
возможный прогностический маркёр ассоции-
рованных с HPV заболеваний. основным кан-
церогенным механизмом HPV является интегра-
ция в геном клетки-хозяина, благодаря которой 
утрачивается ген-репрессор вирусных онкогенов 
E6 и E7, причём место интеграции индивиду-
ально для каждой опухоли, в редких же случаях 
вирус может оставаться в эписомальной форме 
[5]. Всё это относится только к типам HPV вы-
сокого канцерогенного риска. ниже мы будем 
обсуждать результаты, полученные именно для 
этих типов HPV. 

наибольшее количество исследований отно-
сится к раку шейки матки (ршм). одновремен-
но с представлениями о том, что HPV является 
этиологическим фактором для ршм, появились 
и начали развиваться исследования возможности 
использования циркулирующего в крови вируса 
в качестве специфического опухолевого маркё-
ра. Первые работы были выполнены с исполь-
зованием методов ПЦр или ПЦр в реальном 
времени, и частота обнаружения сцДнК HPV 
у опухоленосителей увеличивалась по мере со-
вершенствования метода детекции. так, в работе 
Dong, Pai, Rha et al., 2002 [18] это было вы-
явлено только у 18% (10 из 55 пациентов), у 
20% (4 из 20 пациентов) в исследовании Liu, 
Tsang, Yip et al., 2001 [35], 50% (25 из 50) в 
исследовании Yang, Liu, Tsang et al., 2004 [63]. 
Применение метода детекции следующего по-
коления  — капельного цифрового ПЦр (ddP-
CR)  — позволило ещё больше повысить часто-
ту обнаружения сцДнК HPV в плазме больных 
ршм. например, метод ddPCR дал возмож-
ность выявить ДнК HPV у 39 из 47 пациентов 
(83%) в плазме, причём авторы отмечали, что 
уровень позитивности возрастает, если образцы 
плазмы до анализа хранились при температуре 
не выше -80ºС [25]. При этом, в эксперименте 
участвовали образцы пациентов, находящихся 
на разных стадиях заболевания. авторы другой 
работы, взяв в своё ретроспективное исследова-
ние только сыворотки пациентов с метастазами, 
обнаружили у 100% пациентов (19/19) сцДнК 
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HPV [26]. таким образом, технический прогресс 
в области детекции ДнК позволил приблизить 
чувствительность обнаружения HPV в плазме 
или сыворотке крови к требуемой в клиниче-
ской практике. Следует отметить, что в боль-
шинстве исследований обнаружена корреляция 
наличия или количества сцДнК HPV c размером 
опухоли, стадией заболевания или успешностью 
лечения [43], что позволяет предполагать, что 
данный маркёр может быть использован как 
предиктивный и прогностический.

Для использования сцДнК HPV в качестве 
маркёра при ршм следует преодолеть проблему 
специфичности, поскольку источником HPV в 
плазме крови могут быть не только клетки опу-
холи шейки матки. В большинстве работ было 
показано, что тип HPV (HPV16 или HPV18), 
обнаруженный в плазме/сыворотке крови, со-
впадал с типом HPV из опухолевой ткани [15, 
26]. Для повышения специфичности анализа 
некоторые авторы предлагают детектировать 
состояние вируса (эписомальное или интегри-
рованное в хозяйский геном с определением 
сайта интеграции) в сцДнК [5, 24]. Показано, 
что такая своеобразная «молекулярная подпись» 
может быть высокоспецифичным маркёром, от-
ражающим динамику опухоли. 

HPV является этиологическим вирусом и для 
плоскоклеточного рака головы и шеи (ПрГш), 
преимущественно орофарингеального (оФр). 
Доля оФр, вызванных HPV, в последние годы 
резко возросла, и, по некоторым оценкам, мо-
жет доходить до 90% [40]. особенностью оФр, 
ассоциированного с HPV, является более лёгкое 
течение заболевания по сравнению с оФр, вы-
званным другими причинами.

В одной из первых работ по выявлению 
сцДнК HPV при оФр было исследовано 70 па-
циентов, страдающих плоскоклеточным раком 
головы и шеи [8]. При этом ДнК HPV16 была 
обнаружена у 9% пациентов в сыворотке крови. 
авторы другой работы обнаружили, что из 200 
образцов плазмы пациентов с ПрГш 14% было 
HPV-позитивных; при этом был использован ме-
тод ПЦр в реальном времени [41]. В исследова-
нии 40 пациентов с диагнозом оФр с помощью 
того же метода было показано, что 65% из них 
содержат в плазме ДнК HPV до лечения [7]. С 
помощью цифрового ПЦр удалось обнаружить 
ДнК HPV в сыворотке 8 из 8 (100%) больных 
ПрГш [25].

Показано, что наличие ДнК HPV в пуле 
свободноциркулирующей внеклеточной ДнК до 
лечения свидетельствует о благоприятном про-
гнозе заболевания [55], причем, наличие ДнК 
HPV в плазме/сыворотке после лечения коррели-
рует с плохим прогнозом и повышенной вероят-
ностью рецидива [2, 29, 47]. Кроме того, было 

продемонстрировано, что циркулирующая ДнК 
нрV присутствует в плазме крови пациентов с 
HPV-ассоциированными опухолями даже на суб-
клинической стадии и её уровень коррелирует с 
динамикой опухоли [25]. 

однако, до сих пор тесты на наличие сцДнК 
HPV в плазме/сыворотке больных оФр не вош-
ли в клиническую практику. одной из причин 
этого является, видимо, недостаточная чувстви-
тельность тестов. Повысить чувствительность 
неинвазивного определения HPV высокого 
канцерогенного риска у пациентов с диагно-
зом оФр можно, если одновременно анализи-
ровать наличие ДнК вируса в слюне пациента, 
как свидетельствует исследование Ahn, Chan, 
Zhang, 2014 [2]. Исследование ДнК слюны в 
целом является перспективным направлением 
в неинвазивной диагностике. Достаточно хоро-
шая корреляция наличия маркёров нPV в ткани 
опухоли и ДнК в слюне или оральных смывах 
продемонстрировано в нескольких работах [9, 
10, 59]. однако, показано, что детекция HPV 
ДнК исключительно в слюне обладает мень-
шей чувствительностью, чем аналогичное ис-
следование, выполненное только с использова-
нием плазмы [58]. 

отдельно стоит остановиться на анализе 
сцДнК онкогенных вирусов в моче. Этот метод 
является истинно неинвазивным по сравнению 
с малоинвазивными методами, использующими 
плазму/сыворотку, и, предположительно, может 
быть более информативным для урологических 
и генитальных опухолей. Как правило, анализ 
ДнК в моче предполагает определение суммар-
ной ДнК из разных источников, как клеточной, 
так и свободноциркулирующей [38]. наиболь-
шее количество данных по диагностическому 
значению ДнК онкогенных вирусов получено 
для ршм. В нескольких исследованиях показа-
но, что наличие и тип HPV в моче хорошо кор-
релирует с данными, анализа цитологических 
образцов шейки матки [16, 27, 54]. Полученные 
результаты позволяют предполагать, что анализ 
мочи на наличие ДнК HPV  — это удобный спо-
соб широкомасштабного скринирования населе-
ния на наличие HPV высокого канцерогенного 
риска. В исследовании Ducancelle, Legrand, Piv-
ert et al., 2014 [19] генотип и вирусная нагрузка 
в моче и ткани шейки матки в высокой степени 
совпадали, а повышенное количество HPV в об-
разцах мочи и ткани соответствовало наличию 
участков поражения слизистой оболочки шей-
ки матки. Более специфичный маркёр ршм и 
предраковых состояний был предложен в другой 
работе, авторы которой показали, что типирова-
ние и определение метилированных паттернов 
ДнК HPV в моче (вместе с анализом ДнК кле-
ток эпителия шейки матки) может быть полезно 
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при персонализированном подходе к диагности-
ке предраковых состояний и ршм [21]. 

Возможно, ДнК HPV в моче является пер-
спективным диагностическим маркёром и для 
опухоли другой локализации  — рака предста-
тельной железы (рПЖ). В моче больных рПЖ, 
получивших хирургическое лечение, папиллома-
вирусная ДнК обнаружена в 50% случаев [65]. 
Данные исследований последних лет позволяют 
предполагать ассоциацию HPV и повышенного 
риска рПЖ [64], но диагностическое значение 
ДнК HPV в моче при рПЖ ещё предстоит уста-
новить.

СцДнК вируса Эпштейна–Барр также была 
найдена в моче у больных рнГ [12]. авторы 
другого исследования изучили диагностическую 
значимость этого маркёра и показали, что уро-
вень сцДнК EBV в моче коррелировал с уров-
нем в плазме и изменялся параллельно уровню в 
плазме до и после лечения [49]. Это свидетель-
ствует о высоком диагностическом потенциале 
сцДнК EBV в моче. Следует всё же отметить, 
что чувствительность обнаружения ДнК EBV в 
моче была значительно ниже, чем в плазме в 
обоих исследованиях, а фрагменты ДнК, обна-
руженные в моче, были короче по сравнению 
с фрагментами ДнК, полученными из плазмы, 
что, видимо, связано с прохождением трансре-
нального барьера. 

В качестве оценки мочи как материала для 
жидкой биопсии и анализа сцДнК следует заме-
тить, что по сравнению с плазмой/сывороткой, 
отбор мочи является неинвазивной процедурой, 
которую легко может произвести практически 
любой человек. таким образом, моча являет-
ся идеальным материалом для самообследова-
ния и может быть использована для быстрого 
скрининга большой популяции людей. однако, 
в качестве источника свободно циркулирующих 
нуклеиновых кислот моча всё же уступает плаз-
ме/сыворотке из-за более агрессивного и неста-
бильного химического состава. моча требует 
методически более сложного процесса выделе-
ния нуклеиновых кислот и выход их несколь-
ко меньше по количеству, фрагменты трансре-
нальной ДнК, кроме того, короче фрагментов 
сцДнК, выделенных из плазмы [38]. 

В заключение следует отметить, что сцДнК 
онкогенных вирусов является перспективным 
диагностическим маркёром. Для широкого вне-
дрения в клиническую практику исследований 
вирусной сцДнК следует решить несколько ме-
тодических вопросов: 1. необходимо стандарти-
зовать процедуру отбора биологического матери-
ала, поскольку состав биологических жидкостей 
очень сильно варьирует в зависимости от вре-
мени суток, питания и физиологического со-
стояния организма. 2. Следует стандартизовать 

процедуру выделения и анализа сцДнК. 3. Для 
повышения инфомативности анализа следует 
разрабатывать наиболее специфичные варианты 
маркёров с учётом биологии каждого онкогенно-
го вируса и основ его патологического действия. 
4. Для каждого разрабатываемого маркёра не-
обходимы широкомасштабные исследования на 
больших когортах пациентов.
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The review focuses on the use of free-circulating 
DNA (fcDNA) of Epstein-Barr virus (EBV) and human 
papillomavirus (HPV) in the diagnosis of cancer. The results 
of researches of recent years indicate the perspective for the 
development of EBV and HPV scDNAs as diagnostic markers. 
Authors analyzed in details the contradictions in the various 
studies, indicating the need for standardization of research for 
the introduction of these new markers in clinical practice.
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