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Совершенствование методик диагностики рака легкого (РЛ) направлено на увеличение эффективности лекарственного и 
хирургического лечения за счет своевременного выявления РЛ. Молекулярно-генетический анализ свободно-циркулирующей 
внеклеточной ДНК (сцДНК), выделенной из плазмы крови, может в перспективе дополнить методы лучевой диагностики РЛ 
и стать вариантом исследования при подозрении на РЛ или его рецидив. Ранее нами была разработана методика выявления 
случаев РЛ по профилю фрагментации сцДНК, выделенной из плазмы крови пациентов. Целью настоящей работы была 
оценка повторяемости и воспроизводимости результатов, полученных при использовании разработанной нами методики 
для диагностики РЛ. Исследовали 12 случаев РЛ (стадии I, II, III – 3, 5, 4 случаев, соответственно). Случаи были разделены 
на две группы по 6 образцов таким образом, что в каждой группе были представлены I, II, III стадии. Для каждого образца 
высокопроизводительное секвенирование (NGS-анализ) сцДНК фрагментов из плазмы крови выполняли суммарно два раза. 
Оценка воспроизводимости результатов классификации клинических случаев на основании сравнения двух независимых и 
непересекающихся групп пациентов с РЛ была выполнена в 1 и 2 день постановки NGS-анализа. При сравнении результатов 
для групп в 1 день проведения NGS-анализа значение p-величины было равно 1, во 2 день – 0,45. Для всего массива данных по-
вторяемость методики была оценена посредством теста Мак-Немара. Сравнение результатов NGS-анализа, полученных 
в 1 и 2 день показало, что для каждой группы различий не было обнаружено (р-величина=1). Таким образом, были доказаны 
воспроизводимость и повторяемость методики диагностики рака легкого по профилю фрагментации сцДНК.
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Improvement of methods for diagnostics of lung cancer (LC) is aimed at increasing the effectiveness of drug and surgical treatment 
through timely detection of LC. Molecular-genetic analysis of circulating-free DNA (cfDNA) isolated from blood plasma can 
complement methods of radiological diagnosis of LC in prospect and become an option for detection of suspected cases of LC or 
of its relapse. Previously, we have developed a method for identifying LC cases based on cfDNA fragmentation pattern in the blood 
plasma samples of patients. The purpose of this study was to assess the repeatability and reproducibility of the developed method for 
LC diagnostics. We studied 12 LC cases (stage I, II, III – 3, 5, 4 cases, respectively). These cases were divided into two groups of six 
cases each, in the way that I, II, III stages are present in each group. For each case we performed high-throughput sequencing (NGS-
analysis) of cfDNA fragments from blood plasma twice in total. An evaluation was conducted to determine the reproducibility of the 
outcomes of the classification of clinical cases based on the comparison of two separate and non-overlapping groups of LC cases on 
the first and second days of NGS-analysis. When comparing the results for the groups on the 1-st day of NGS-analysis, the p-value 
was equal to 1, on the 2-nd day – 0.45. For the entire data set, the repeatability of the method was assessed using McNemar’s test. 
Comparison of NGS-analysis results obtained on the 1-st and 2-nd days showed no differences for both groups (p-value=1). Thus, 
the developed method for lung cancer diagnosis by cfDNA fragmentation pattern has been proven to be reproducible and repeatable.
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 Введение.  Рак легкого (РЛ) остается одним из наи-
более распространенных типов рака и характеризуется 
высоким уровнем летальности [1]. По данным россий-
ского Канцер-регистра [2] за 2021 год, летальность в 
течение одного года после постановки диагноза соста-
вила 47,2 %, и только 56,9 % случаев рака были выявле-
ны на I–III стадиях, что демонстрирует необходимость 
расширения спектра существующих диагностических 
методик. Разработка методик ранней диагностики РЛ 
призвана увеличить эффективность лекарственного и 
хирургического лечения за счет своевременного обна-
ружения РЛ. В их числе есть малоинвазивные методики 
анализа жидкостной биопсии, которые на сегодняшний 
день являются многообещающими для трансляцион-
ной медицины. Анализы образцов жидкостной биоп-
сии в перспективе могут дополнить методы лучевой 
диагностики РЛ и стать вариантом исследования при 
подозрении на РЛ или его рецидива при невозможно-
сти взятия образца ткани из патологического очага, в 
том числе при помощи бронхоскопии. 

Однако высокочувствительных и высокоспеци-
фичных методик лабораторной диагностики РЛ по-
средством анализа образцов жидкостной биопсии на 
данный момент не существует, несмотря на открытие 
большого числа кандидатных биомаркеров РЛ – био-
молекул белковой природы [3], циркулирующей опухо-
левой ДНК [4] и некодирующих РНК [5,6]. На моле-
кулярном уровне злокачественные изменения в тканях 
легкого сопряжены с нестабильностью геномной ДНК 
в опухолевых клетках [7]. Процессы апоптоза и некро-

за опухолевых клеток приводят к накоплению фраг-
ментов ДНК [8], которые попадают в биологические 
жидкости организма [9]. Такая фракция ДНК получи-
ла название свободно-циркулирующей внеклеточной 
ДНК (сцДНК). Под термином «фрагментом сцДНК» 
следует понимать совокупность фрагментов сцДНК, 
находящихся вне источника происхождения, например, 
фрагментом сцДНК плазмы крови. Молекулярно-ге-
нетический анализ фрагментома сцДНК представляет 
собой активно эволюционирующее направление иссле-
дований за рубежом, что следует из ряда новых резуль-
татов по изучению диагностической ценности опре-
деления профиля фрагментации сцДНК у пациентов с 
РЛ [10–12] и другими злокачественными новообразо-
ваниями (ЗНО) [13]. На данный момент в российской 
научной и патентной литературе не описаны методики 
диагностики РЛ с использованием классификаторов, 
позволяющих с высокой точностью разделять когорты 
субъектов исключительно по профилю фрагментации 
сцДНК в плазме крови.

Ранее нами была разработана методика обработки 
и анализа образцов периферической венозной крови, 
включающая стадии забора цельной крови, выделения 
плазмы крови, выделения сцДНК из плазмы крови, 
подготовки ДНК-библиотек и их высокопроизводи-
тельного секвенирования (NGS-анализ) с последую-
щим анализом результатов с применением алгоритмов 
биоинформатической и биостатистической обработки 
данных для выявления случаев РЛ по профилю фраг-
ментации сцДНК [14]. 
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Целью работы было проведение исследования по 
оценке повторяемости и воспроизводимости резуль-
татов, полученных при использовании разработанной 
методики для диагностики РЛ.

Материал и методы. Сбор биоматериала – об-
разцов крови от пациентов с РЛ – проводили в рамках 
выполнения научно-исследовательской работы (Рег. 
№ АААА-А20-120112390034-8 в системе www.rosrid.
ru). Работы по сбору биоматериала были одобрены не-
зависимым комитетом по этике при ООО «Арте Мед 
Ассистанс» (выписка из протокола заседания № 276 от 
11 мая 2022 г.). 

В когортное исследование были включены субъекты 
согласно следующим критериям: мужчины и женщины 
в возрасте >18 лет; наличие клинических признаков 
и показаний к операции или биопсии по поводу пер-
вичного рака легкого; гистологическое подтверждение 
диагноза после биопсии/операции; удовлетворитель-
ная функция печени (билирубин  <  2  верхних границ 
нормы (ВГН); увеличение концентрации аланиновой 
трансаминазы и аспартат-трансаминазы не более чем 
до 2,5 ВГН; удовлетворительная функция почек (креа-
тинин ≤ 1,5 ВГН); адекватная функция костного мозга, 
выраженная в следующих показателях периферической 
крови: количество нейтрофилов > 1500 х 106/л; количе-
ство тромбоцитов > 75 х 106/л; содержание гемоглоби-
на > 90 г/л; отсутствие лечения по поводу рака легкого 
в прошлом; отсутствие признаков рака легкого IV ста-
дии; отсутствие другого онкологического заболевания 
в анамнезе за последние 5 лет; отсутствие клинических 
признаков, указывающих на вторичную природу опу-
холевых образований в легких, обнаруженных на осно-
вании данных компьютерной томографии или других 
методов лучевой диагностики; отсутствие активного 
легочного туберкулеза; отсутствие гепатита B, гепатита 
С, ВИЧ; для женщин – отсутствие беременности на мо-
мент исследования и на протяжении последних 5 лет; 
отсутствие гематологических патологий.

Взятие образцов периферической венозной кро-
ви осуществляли в пробирки PAXgene Blood ccfDNA 
Tubes (QIAGEN, Германия) объемом 10 мл. Хранение 
пробирок до фракционирования крови осуществляли 
при температуре от +4 °C до +10 °C в течение не более 
7 суток с момента взятия крови.

Фракция плазмы крови была получена центрифуги-
рованием согласно протоколу производителя пробирок 
PAXgene Blood ccfDNA Tubes (QIAGEN, Германия), кри-
оконсервирована и хранилась при температуре –80 °C. 

Для выделения сцДНК из образцов плазмы крови 
использовали набор QIAamp Circulating Nucleic Acid 
Kit (QIAGEN, Германия). Ранее было установлено, что 
с помощью этого набора реагентов можно получать 
максимальный выход сцДНК из образцов плазмы, что 
позволяет стандартизировать саму процедуру выделе-
ния сцДНК [15].

Концентрацию сцДНК измеряли флуориметром 
Quantus (Promega, США) с использованием флуорес-
центного красителя QuantiFluor ONE dsDNA Dye (Pro-
mega, США). Чистоту выделенной сцДНК оценивали 
спектрофотометрически на NanoDrop 8000 (Thermo 
Fisher Scientific, США). 

Распределение сцДНК по длинам фрагментов оце-
нивали с помощью капиллярного электрофореза на 
автоматизированной станции Agilent 4200 TapeStation 
(Agilent Technologies, США). 

Библиотеки для NGS-анализа были подготовлены 
с помощью набора NEBNext Ultra II DNA Library Prep 
Kit for Illumina (New England Biolabs, США). Контроль 
качества готовых библиотек осуществляли путем изме-
рения концентраций на флуориметре Qubit 4 (Thermo 
Fisher Scientific, США) и измерения длины фрагмен-
тов ДНК на автоматизированной станции Agilent 
4200 TapeStation. Секвенирование проводили на при-
борах NovaSeq 6000 (Illumina, США) с параметрами 
101/8/0/101, учитывая покрытие не менее 100 млн про-
чтений на образец. NGS-анализ фрагментов сцДНК, 
выделенных из каждого образца плазмы крови, в этом 
исследовании выполняли дважды. 

Для классификации пациента в группу условно 
здоровых людей либо группу больных с РЛ проводи-
ли биоинформатический и биостатистический анализ 
профиля фрагментации сцДНК, выделенной из плазмы 
крови, с применением ранее разработанного классифи-
катора [14]. Показатели чувствительности и специфич-
ности классификатора для детекции РЛ I–III стадий со-
ставили 0,81 и 0,79–0,90, соответственно. 

При оценке воспроизводимости и повторяемости 
результатов детекции случаев РЛ с применением раз-

Рис. 1. Дизайн экспериментов по оценке повторяемости и воспроизводимости методики.
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работанной методики исследовали два непересекаю-
щихся набора образцов плазмы крови пациентов с ги-
стологически верифицированным РЛ: по 6 различных 
клинических случаев РЛ I–III стадий в каждой группе 
(I стадия – 3 случая, II стадия – 5 случаев, III стадия 
– 4 случая). Образцы плазмы крови были обработаны 
двумя независимыми командами исследователей: для 
каждого образца были выполнены два независимых 
выделения сцДНК, последующая подготовка двух 
ДНК-библиотек и их секвенирование в разные дни (1-й 
день и 2-й день NGS-анализа сцДНК). Каждой группе 
пациентов (клинических случаев РЛ) соответствовали 
отдельная команда исследователей и отдельная при-
борная база. Дизайн экспериментов по оценке повто-
ряемости и воспроизводимости классификации 12 кли-
нических случаев РЛ на основании анализа профилей 
фрагментации сцДНК приведен на рис. 1.

Для определения воспроизводимости результа-
тов проводили межгрупповое сравнение результатов 
классификации клинических случаев РЛ с помощью 
точного теста Фишера. Повторяемость проверяли с по-
мощью критерия Мак-Немара и Q‑критерия Кохрейна. 
Отсутствие статистически значимых различий между 
двумя независимыми выборками образцов (группа па-
циентов 1 и группа пациентов 2) на 1-й и 2-й день сек-
венирования принимали как показатель хорошей вос-
производимости, отсутствие статистически значимых 
различий результатов, полученных при исследовании 
одних и тех же образцов в разные дни, рассматривали 
в качестве показателя хорошей повторяемости. Было 
принято, что между выборками (группами пациентов) 

отсутствуют статистически значимые различия, если 
полученное значение р-величины превышает 0,1.

Результаты. В данной работе термин «повторяе-
мость» означает свойство методики показывать один и 
тот же результат для конкретного клинического случая 
при повторном анализе одного и того же образца с ис-
пользованием одних и тех же реактивов, приборов и 
при участии одной и той же команды исследователей в 
другой момент времени. Термин «воспроизводимость» 
означает свойство методики демонстрировать близкие 
значения чувствительности, специфичности и аккурат-
ности при проверке на различных группах клиниче-
ских случаев. 

Оценка воспроизводимости результатов классифи-
кации клинических случаев на основании сравнения 
двух независимых и непересекающихся групп пациен-
тов с РЛ была выполнена в 1-й и 2-й день постанов-
ки NGS-анализа сцДНК (рис. 2). При сравнении рас-
пределений результатов классификации, полученных 
для двух групп случаев, в 1-ый день проведения NGS 
значение p-величины было равно единице, во 2-й день 
– 0,45 (см. рис. 2). Таким образом, была доказана вос-
производимость методики.

Повторяемость методики была оценена посред-
ством теста Мак-Немара: для каждой группы случаев 
было проведено сравнение результатов классифика-
ции по выборке наблюдений, полученной в 1-й день 
выполнения NGS-анализа сцДНК, с результатами по 
выборке, полученной при выполнении NGS‑анализа 
- во 2-й день. При сравнении результатов по вы-
боркам наблюдений различий не было обнаружено 

Рис. 2. Оценка повторяемости и воспроизводимости диагностической классификации клинических случаев РЛ. Зеленым цветом обозначена область 
принадлежности к здоровым субъектам.
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(р-величина =1) (см. рис. 2). 
Ранее, при создании диагностической методики, 11 

из 12-ти исследуемых клинических случаев были клас-
сифицированы как РЛ («оригинальные наблюдения», за 
исключением клинического случая «78003764», кото-
рый ранее не классифицировали). При сопоставлении 
результатов текущего исследования с «оригинальными 
наблюдениями» также была продемонстрирована по-
вторяемость результатов: 9 случаев в 1-ый день и 10 
случаев во 2-й день NGS-анализа сцДНК были клас-
сифицированы как РЛ (значение р‑величины, согласно 
Q‑критерию Кохрейна, составило 0,22) (рис. 3).

Рис. 3. Оценка повторяемости результатов классификации случаев РЛ. Зеленым цветом обозначена область принадлежности к здоровым субъектам.

Обсуждение. Для анализа данных NGS-анализа в 
диагностической методике мы использовали разрабо-
танный нами ранее бинарный классификатор со зна-
чением AUC («площадь под кривой») ≈ 0,87, который 
позволяет различать условно здоровых субъектов и 
пациентов с РЛ I–III стадий [14]. По данным мета-ана-
лиза Х. He и соавторов [16], посвященного оценке ана-
литической точности биомаркеров на основе сцДНК 
для диагностики РЛ, было установлено усредненное 
значение AUC = 0,89, что позволяет оценивать насто-
ящую методику как соответствующую уровню анало-
гов и имеющую хорошую диагностическую ценность. 

Отличительной особенностью нашей методики являет-
ся ее функционирование для минимально инвазивной 
диагностики РЛ без использования сведений о допол-
нительных геномных, транскриптомных, протеомных 
и метаболомных биомаркерах, клинических характе-
ристиках субъектов и результатах иных лабораторных 
или инструментальных исследований, в том числе по-
средством методик визуализации на основе рентгено-
графии и компьютерной томографии. Поэтому мето-
дика может быть позиционирована как потенциально 
перспективный диагностический тест, основанный на 
использовании одного лабораторного метода исследо-
вания – NGS-анализа сцДНК, выделенной из образцов 
плазмы крови. 

В целом нужно отметить, что технические решения 

[17–20], основанные на определении генетических ва-
риантов (замены нуклеотидов, инсерции, делеции), а 
также на оценке изменений копийности генов, демон-
стрируют высокие показатели общей повторяемости и 
воспроизводимости. Однако широко распространенное 
определение однонуклеотидных генетических вариан-
тов (SNV) в фрагментированной ДНК с использованием 
NGS-анализа имеет как преимущества, так и недостат-
ки, причем в числе последних можно выделить невы-
сокую воспроизводимость детекции (от англ. variant 
calling) SNV. Так, в работе [21] было установлено, что 
этот показатель составил около 80%, подразумевая появ-
ление до 20% ошибочных вариантов детекции. Данный 
недостаток отсутствует при анализе данных о профиле 
фрагментации сцДНК. Кроме того, сверхмалые концен-
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трации (ниже предела определения) циркулирующей 
опухолевой ДНК с характерным профилем мутаций, 
выявляемые в образцах жидкостной биопсии на ранних 
стадиях развития ЗНО, не являются критичными.

В экспериментальной части нашей работы акцент 
был сделан не на оценку классической биологической 
повторности, а на оценку повторяемости и воспроизво-
димости методики, для чего в отношении одного и того 
же образца плазмы крови проводили NGS‑анализ триж-
ды (1 раз ранее, при создании методики, и 2 раза для 
данного исследования) и, соответственно, трижды про-
водили биоинформатическую и биостатистическую об-
работку NGS-данных с использованием классификатора 
на основе комбинации методов машинного обучения. 

Среди подобных исследований, описанных в на-
учной литературе, можно упомянуть следующие две 
работы. В публикации G. Alexander и соавторов [22] 
приведены результаты оценки работы бинарного клас-
сификатора (в частности, данные о повторяемости и 
воспроизводимости) в рамках валидации методики 
ранней диагностики рака по профилю метилирования 
сцДНК. Так, в ходе четырех тестовых запусков с тре-
мя наборами реагентов и инструментов онкологиче-
ское заболевание было правильно детектировано в 77 
(из 81) целевых образцах, полученных от пациентов с 
верифицированным диагнозом, и не детектировалось в 
45 (из 45) образцах, полученных от здоровых субъек-
тов [22]. S. Wang и соавторы [23] привели результаты 
проверки диагностического классификатора, который, 
учитывая множественные параметры фрагментома 
сцДНК (включая изменения копийности генов), спо-
собен различать случаи РЛ и его отсутствие при зна-
чениях чувствительности и специфичности 85–92% и 
96–99%, соответственно, и значениях AUC 0,97–0,98. 
Образцы, полученные от трех здоровых субъектов и 
трех пациентов с РЛ, были проанализированы в трех-
кратной повторности, при этом была достигнута 100% 
аккуратность классификации. Кроме того, имела место 
высокая согласованность данных: как трех повторов 
для каждого условия теста, так и между разными за-
пусками и условиями теста (две партии одних и тех же 
образцов) [23]. Две рассмотренные выше работы с при-
мерами использования методик диагностики РЛ, осно-
ванных на анализе профилей фрагментации сцДНК, 
демонстрируют воспроизводимость и повторяемость 
их результатов и согласуются с нашими данными. Од-
нако они требуют больше входных данных, чем класси-
фикатор, используемый в данном исследовании. 

Заключение. Разработанная методика характеризу-
ется воспроизводимостью и повторяемостью и позво-
ляет выявлять РЛ I–III стадий, используя данные, по-
лученные исключительно на основе NGS-анализа про-
филя фрагментации сцДНК плазмы крови. Результаты 
выполненного исследования соотносятся с известными 
данными и подтверждают возможность использования 
NGS-анализа жидкостной биопсии для диагностики 
РЛ. Кроме того, полученные результаты указывают на 
высокий потенциал применимости данного подхода в 
клинической практике, поскольку демонстрируют не 
только стабильность результатов многокомпонентного 
анализа фрагментома сцДНК, но и возможность полу-
чать воспроизводимые диагностические оценки при 
выполнении NGS-анализа разными группами исследо-
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