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Резюме

Цель исследования. Изучение относительной копийности 12 генов: MYC, PTEN, CCND1, PIK3CA, TP53, CDKN2A, MDM2, MCL1, 
NFKBIA, MTAP, BIRC2, KMT2C для поиска потенциальных прогностических онкомаркеров при раке вульвы (РВ).
Пациенты и методы. Исследование включало 50 пациентов в возрасте 29–80 лет с диагнозом плоскоклеточный РВ без метаста-
зов – 1‑я группа пациентов (n = 25) и с метастазами в лимфоузлы – 2‑я группа пациентов (n = 25). Материалом для исследования 
служила тотальная ДНК из парафиновых блоков опухолевой и условно здоровой ткани вульвы. Методом RT-qPCR оценивали 
относительную копийность генов (RCQ): MYC, PTEN, CCND1, PIK3CA, TP53, CDKN2A, MDM2, MCL1, NFKBIA, MTAP, BIRC2, KMT2C 
и референсных генов: GAPDH и B2M. Первичные данные RT-qPCR анализировали с помощью программного обеспечения Bio-
Rad CFX Manager (ver. 2.1). RСQ генетического локуса рассчитывали по формуле 2-ΔCt. Анализ достоверности различий включал 
определение ОШ (ДИ 95 %), Хи-квадрат, U-критерия Манна-Уитни. Статистически значимыми считали различия при р < 0,05.
Результаты. Амплификацию наблюдали для 9 генов: MYC (48 % случаев), MCL1 (39 %), NFKBIA (46 %), CCND1 (52 %), PIK3CA (48 %), 
TP53 (62 %), MDM2 (40 %), BIRC2 (54 %), KMT2C (42 %); потери зафиксированы для 3 генов PTEN (44 % случаев), MTAP (32 %), CDKN2A 
(36 %). Во 2‑й группе пациентов обнаружено статистически значимое увеличение RCQ гена CCND1 (р < 0,05) в 1,7 раз и снижение 
RCQ гена PTEN (р < 0,05) в 1,9 раз.
Заключение. В исследовании события амплификации CCND1 и/или потери PTEN были ассоциированы с метастазированием в лим-
фоузлы у больных РВ. Таким образом, уровни копийности этих генов могут служить прогностическими маркерами заболевания.
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Abstract

Purpose of the study. Studying the relative copy number of 12 genes: MYC, PTEN, CCND1, PIK3CA, TP53, CDKN2A, MDM2, MCL1, NFKBIA, 
MTAP, BIRC2, KMT2C, to search for potential prognostic cancer markers in vulvar cancer (VR).
Patients and methods. The study included 50 patients aged 29–80 years with the diagnosis of squamous cell carcinoma of the vulva 
without metastases – group 1 (n = 25) and with metastases to the lymph nodes – group 2 (n = 25). Total DNA from paraffin blocks of tu-
mor and conditionally healthy vulvar tissue served as the material for the study. The relative copy number of genes (RCQ) was assessed 
using the RT-qPCR method: MYC, PTEN, CCND1, PIK3CA, TP53, CDKN2A, MDM2, MCL1, NFKBIA, MTAP, BIRC2, KMT2C and reference 
genes: GAPDH and B2M. Raw RT-qPCR data were analyzed using Bio-Rad CFX Manager software (ver. 2.1). RCQ of the genetic locus was 
calculated using the formula 2-ΔCt. Analysis of the significance of differences included determination of the OR (CI 95 %), Chi-square, 
Mann-Whitney U-test. Differences were considered statistically significant at p < 0.05.
Results. Amplification was observed for 9 genes: MYC (48 % of cases), MCL1 (39 %), NFKBIA (46 %), CCND1 (52 %), PIK3CA (48 %), TP53 
(62 %), MDM2 (40 %), BIRC2 (54 %), KMT2C (42 %); losses were recorded for 3 genes PTEN (44 % of cases), MTAP (32 %), CDKN2A (36 %). 
In the 2nd group of patients, a statistically significant 1.7‑fold increase in RCQ of the CCND1 gene (p < 0.05) and a 1.9‑fold decrease in 
RCQ of the PTEN gene (p < 0.05) were found.
Conclusion. In the study, CCND1 amplification events and/or PTEN loss were associated with lymph node metastasis in RV patients. Thus, 
the copy numbers of these genes may serve as prognostic markers of the disease.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Рак вульвы (РВ) – редкое злокачественное ново-
образование, составляющее 4 % гинекологических 
злокачественных новообразований и  0,3 % всех 
вновь диагностированных новообразований [1]. Пло-
скоклеточный РВ, наиболее распространенный тип 
(90 %), традиционно считался заболеванием женщин 
в постменопаузе, хотя в последние годы средний 
возраст заболеваемости снизился из-за увеличения 
числа случаев заражения вирусом папилломы чело-
века (ВПЧ) во всем мире [2]. Плоскоклеточный РВ 
можно разделить на два клинико-патологических 
подтипа в зависимости от этиологии. Первый подтип 
связан с персистирующей инфекцией, вызванной 
ВПЧ, и обычно диагностируется у молодых женщин 
и составляет примерно 30 % всех РВ [3–5]. Второй 
подтип связан со склерозирующим лишаем и в боль-
шинстве случаев диагностируется у женщин в пост-
менопаузе  [3, 6]. РВ, не связанный с ВПЧ, имеет 
менее благоприятный прогноз [7, 8]. Однако кли-
ническое ведение и прогнозирование у больных РВ, 
как правило, основывается не на их отличительной 
этиопатогенетической основе, а скорее на клинико-
патологических параметрах, например, таких, как 
стадия опухоли и состояние лимфатических узлов, ко-
торые считаются наиболее важными независимыми 
факторами, определяющими исход лечения [9, 10]. 
Соответственно, существует потребность в новых 
подходах к пониманию и лечению этой опухоли, 
и необходима идентификация новых молекулярных 
маркеров для прогностических целей.

Вариация числа копий (CNV) – это тип структурной 
изменчивости, при которой наблюдается увеличение 
или уменьшение числа копий определенного гена 
с последующей высокой или низкой экспрессией со-
ответствующего белка или некодирующей РНК [11]. 
CNV может влиять на сигнальные пути, которые кон-
тролируют такие процессы как, клеточная пролифе-
рация, апоптоз, и окислительное фосфорилирование. 
Генетический маркер CNV может быть использован 
в качестве биомаркеров-кандидатов, например, для 
диагностики и стратификации риска рака легкого [12].

Известно, что при плоскоклеточном РВ и  его 
предшественниках определяются мутации в генах-
супрессорах опухолей TP53, PTEN, CDKN2A и др., 
а также наблюдаются аллельные дисбалансы или 
изменения количества копий на хромосомах 3, 8, 
11, 13 и 17 [13]. Поэтому, для нашего исследования 
мы отобрали группу онкоассоциированных генов, 
лежащих в областях этих хромосом и чаще всего 
мутировавших при РВ.

Цель исследования – изучение относительной ко-
пийности 12 генов: MYC, PTEN, CCND1, PIK3CA, TP53, 

CDKN2A, MDM2, MCL1, NFKBIA, MTAP, BIRC2, KMT2C 
для поиска потенциальных прогностических онко-
маркеров при РВ.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Настоящее исследование включало 50 пациентов 
в возрасте 29–80 лет с диагнозом РВ без метастазов – 
1‑я группа пациентов (n = 25) и с метастазами в лимфо-
узлы – 2‑я группа пациентов (n = 25), проходивших пла-
новое лечение в ФГБУ «НМИЦ онкологии» Минздрава 
России в 2015–2020 г. Гистологически пациентам был 
подтвержден диагноз плоскоклеточный РВ (n = 50).

Материалом для исследования служила тотальная 
ДНК, выделенная из парафиновых блоков опухолевой 
и условно здоровой ткани вульвы (тканевые образцы, 
фиксированные в 10 %-м забуференном формалине) 
с помощью набора «ДНК-сорб-В» (AmpliSens) [14].

Методом RT-qPCR оценивали относительную 
копийность генов: MYC, PTEN, CCND1, PIK3CA, TP53, 
CDKN2A, MDM2, MCL1, NFKBIA, MTAP, BIRC2, KMT2C. 
Каждые 25 мкл ПЦР-смеси содержали 10 нг геном-
ной ДНК, 0,2 mM dNTP’s, по 600 нМ прямого и обрат-
ного праймеров, 2,5 mM MgCl2, ПЦР-буфер, 0,05 u/µl 
ДНК-полимеразы Thermus aquaticus («Синтол», Рос-
сия). В качестве красителя использовали EvaGreen 
(Biotium, США). Амплификацию каждой из проб осу-
ществляли в трех повторностях с использованием 
термоциклера CFX96 (Bio-Rad, США) по следующей 
программе: 95 °C 3 мин., и 40 циклов при 95 °C 10 
с, 60 °C 30 с (чтение оптического сигнала FAM для 
красителя EvaGreen) и 72 °C 15 с. Первичные данные 
RT-qPCR анализировали с помощью программного 
обеспечения Bio-Rad CFX Manager (ver. 2.1) [15].

В качестве референсного использовали генетиче-
ские локусы GAPDH, B2M. Прямые и обратные прай-
меры были разработаны с использованием базы NCBI 
GenBank (табл. 1).

Относительную копийность генетического локуса 
(RСQ) рассчитывали по формуле 2-ΔCt. Дозу исследо-
ванного локуса считали равной диплоидному набору 
(2n), если отношение RCQопухоль/норма ~ 1. Если отноше-
ние RCQопухоль/норма было > 1,5 или < 0,5, дозу локуса 
считали увеличенной (≥ 3n) или уменьшенной (≤ 1n), 
соответственно [16]. Сравнительный анализ досто-
верности различий проводили с использованием от-
ношения шансов (ОШ) (доверительный интервал (ДИ) 
95 %), Хи-квадрат, U-критерия Манна-Уитни, стати-
стически значимыми считали различия при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Изучение относительной копийности генов у боль-
ных РВ в двух группах показало изменение копийно-
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сти в опухолевых клетках относительно нормальных 
для всех генов. Так, наблюдали амплификацию генов: 
MYC (48 % случаев), MCL1(39 %), NFKBIA (46 %), CCND1 
(52 %), PIK3CA (48 %), TP53 (62 %), MDM2 (40 %), BIRC2 
(54 %), KMT2C (42 %) и потери генов PTEN (44 % слу-
чаев), MTAP (32 %), CDKN2A (36 %). Анализ межгруп-
повых различий показал статистически значимые 
изменения в генах CCND1 и PTEN (табл. 2).

Результаты CNV при раке вульвы в двух исследуе-
мых группах представлены на рисунке.

На фоне значимого увеличения относительной 
копийности гена CCND1 и снижения этого показателя 
для гена PTEN при плоскоклеточном РВ выявлены до-
стоверные различия между группами 1 и 2 по уровню 
RСQ этих локусов, соответственно в 1,7 раз (р < 0,05) 
и в 1,9 раз. Статистически значимого межгруппового 
изменения копийности других генов не выявлено.

ОБСУЖДЕНИЕ

Вариация числа копий является основной катего-
рией генетической изменчивости человека. Большин-
ство CNV представляют собой нормальные изменения 
и являются функционально доброкачественными, 
в то время как другие имеют ассоциации с заболева-
ниями, например, со злокачественными неоплазия-
ми [17]. Считается, что CNV возникают как результат 
различных мутационных механизмов, таких как ошиб-

ки в репликации, рекомбинации и репарации двух-
цепочечных разрывов ДНК. CNV охватывают 4,8–9,5 % 
генома и могут быть вовлечены как в эволюцион-
ную адаптацию, так и в прогрессирование заболева-
ния [18]. Также, показана роль CNV при малигнизации 
различных тканей, ответе на терапию, в том числе 
лучевую, прогнозировании течения заболевания 
и выживаемости больных раком [19]. Таким обра-
зом, выявление CNV важно, как для биомедицинских 
исследований, так и для клинической диагностики.

В настоящем исследовании было отмечено стати-
стически значимое увеличение относительной копий-
ности гена CCND1 (р < 0,05) в 1,7 раз в группе больных 
с плоскоклеточным РВ с метастазами в лимфоузлы, 
по сравнению с группой больным раком вульвы без 
метастазов.

Ген CCND1 расположен на длинном плече хромо-
сомы 11 (11q13.3) и кодирует белок циклин D1 [20]. 
Циклин D1 участвует в клеточном цикле, индуцируя 
переход G1-S посредством активации циклинзависи-
мых киназ, Cdk4 и Cdk6. Было обнаружено, что циклин 
D1 усиливается или подавляется при различных видах 
рака. Так при раке молочной железы (РМЖ), амплифи-
кация CCND1 была связана с повышенным риском ре-
цидива и снижением химиочувствительности [21, 22]. 
Также обнаружена связь между амплификацией CCND1 
и уровнем пролиферации, гистопатологической ста-
дией и люминальным подтипом B при РМЖ [20].

Таблица 1. Последовательности праймеров для определения копийности генов
Table 1. Primer sequences for gene copy number determination

№ Ген / Gene Последовательность прямого праймера / 
Direct primer sequence 

Последовательность обратного праймера / 
Reverse primer sequence 

1 MYC GACCAGCTGGAGATGGTGAC AAGCCGCTCCACATACAGTC

2 PTEN GTCCAGAGCCATTTCCATCCT TGTCATGTCTGGGAGCCTGT

3 CCND1 GGTGAACAAGCTCAAGTGGAAC CCGGCCAGGGTCACCTAA

4 PIK3CA GCTTGGGAGGATGCCCAAT GCTGTGGAAATGCGTCTGGA

5 TP53 GGTCGGTGGGTTGGTAGTTT GTGTGGGATGGGGTGAGATT

6 CDKN2A GCCACATTCGCTAAGTGCTC CAAATCCTCTGGAGGGACCG

7 MDM2 TCTTTGGGACCCATCTACCCT AGAATGCTTTAGTCCACCTAACCTT

8 MCL1 TGGTCTAAGTGCTGACTGGC GTCCTAACCCTTCCTGGCAC

9 NFKBIA CTACACCTTGCCTGTGAGCA AGTTGGTAGCCTTCAGGATGGA

10 MTAP GCTGCCCAGGAGAAAAGAAGA ACTCTTTGATAGGCAAGGGCAT

11 BIRC2 TCTGCCTTGGAAATGGGCTT AGCATTAAGAAGTGCTGACACA

12 KMT2C TGTCTCCTGCACAGTCATTCC GAGGGTGGCTGAGAAGTCTG

13 GAPDH GCTGAACGGGAAGCTCACT GCAGGTTTTTCTAGACGGCAG

14 B2M TGAGTGCTGTCTCCATGTTTGA ATTCTCTGCTCCCCACCTCT
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Таблица 2. Результаты статистического анализа поиска ассоциаций между относительной копийностью генов при раке 
вульвы в двух группах
Table 2. Results of statistical analysis of the search for associations between relative gene copy number in RV in two groups

RCQ > 1,5 RCQ < 0,5

ОШ / OR 

ДИ 95 % (нижняя – 
верхняя граница) / 

CI 95 % 
(lower - upper limit)

Хи–квадрат, р / 
Chi-square, р ОШ / OR

ДИ 95 % (нижняя – 
верхняя граница) / 

CI 95 % (lower - upper 
limit) 

Хи–квадрат, р / 
Chi-square, р 

MYC 0,725 0,238–2,208 0,321,
P = 0,572 1,568 0,239–10,301 0,222,

P = 0,638

PTEN 0,638 0,097–4,189 0,222,
P = 0,638 0,178 0,052–0,607 8,117,

P = 0,005

CCND1 0,123 0,035–0,436 11,538,
P < 0,001 1,000 0,130–7,717 0,000,

P = 1,000

PIK3CA 0,375 0,120–1,176 2,885,
P = 0,090 0,638 0,097–4,189 0,222,

P = 0,638

TP53 0,599 0,189–1,898 0,764,
P = 0,383 1,568 0,239–10,301 0,222,

P = 0,638

CDKN2A 0,716 0,143–3,589 0,166,
P = 0,684 0,706 0,221–2,253 0,139,

P = 0,710

MDM2 0,716 0,230–2,230 0,333,
P = 0,564 0,219 0,023–2,114 2,000,

P = 0,158

MCL1 0,342 0,102–1,144 3,125,
P = 0,078 1,568 0,239–10,301 0,222,

P = 0,638

NFKBIA 0,844 0,269–2,647 0,085,
P = 0,771 2,087 0,177–24,616 0,355,

P = 0,552

MTAP 1,568 0,239–10,301 0,222,
P = 0,638 1,446 0,438–4,781 0,368,

P = 0,545

BIRC2 0,615 0,201–1,887 0,725,
P = 0,395 1,397 0,279–7,002 0,166,

P = 0,684

KMT2C 0,609 0,196–1,891 0,739,
P = 0,391 2,316 0,509–10,544 1,220,

P = 0,270

Примечание: жирным выделены статистически значимые различия.
Note: statistically significant differences are highlighted in bold.

Рисунок. Показатели относительной копийности генов (медиана RСQ) при раке вульвы в двух группах больных. 
* – статистически значимые различия при использовании критерия Манна-Уитни (р < 0,05).

Figure. Relative gene copy numbers (median RCQ) for vulvar cancer in two groups of patients. 
* – statistically significant differences using the Mann-Whitney criterion are marked (p < 0.05).
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Choschzick M. и соавт. в своей работе обнаружили 
амплификацию гена CCND1 у 32 (22,4 %) из 143 боль-
ных РВ, тогда как экспрессия CCND1 была обнаружена 
в 83,2 % опухолей. Повышенные уровни экспрессии 
CCND1 коррелировали с амплификацией гена и были 
связаны с более старшим возрастом, метастазирова-
нием в лимфатические узлы и отрицательным стату-
сом ВПЧ [23].

В нашем исследовании выявлено статистически 
значимое снижение относительной копийности гена 
PTEN (р < 0,05) в 1,9 раз в группе больных с плоско-
клеточным РВ с метастазами в лимфоузлы. Ген PTEN 
был идентифицирован на 10 хромосоме (10q23.31) 
и давно известен как супрессор опухоли, который 
часто мутирует при различных видах рака, уступая 
в этом только p53. Белок, кодируемый этим геном, 
представляет собой фосфатидилинозитол‑3,4,5‑трис-
фосфат‑3‑фосфатазу [24]. PTEN регулирует широкий 
спектр клеточных функций, таких как индуцирование 
апоптоза и остановка клеточного цикла в фазе G1, 
ингибирование выживания, подвижности, адгезии 
и миграции клеток, а также поддержание целост-
ности генома. PTEN индуцирует апоптоз посред-
ством блокирования пути PI3K/AKT. Дисфункция 
PTEN в результате генетической мутации или эпи-
генетического сайленсинга, способствует развитию 
и прогрессированию рака [25], это также связано 

с высокой степенью и потенциальной метастатиче-
ской лекарственной устойчивостью и плохим про-
гнозом для пациентов [26, 27]. Инактивация PTEN 
вызвана различными механизмами, включая поте-
ри, точечные мутации, эпигенетическую регуляцию 
и посттрансляционные модификации. Большинство 
изменений приводят к  потере или уменьшению 
экспрессии белка PTEN. При раке путь PI3K/PTEN /
Akt был идентифицирован как одна из критических 
молекулярных осей, определяющих онкогенез [28].

В итоге отмеченные нами изменения в случаях РВ, 
метастазирующего в  лимфоузлы, затрагивают ось 
PSMC2/CCND1, которая способствует развитию рака пу-
тем регулирования роста клеток, апоптоза и миграции, 
и путь PTEN/PI3K/AKT/mTOR, регулирующий клеточную 
пролиферацию, дифференцировку, состояние покоя, 
апоптоз, продолжительность жизни и онкогенез [29].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В исследовании значимое увеличение RCQ онко-
гена CCND1 и, напротив, уменьшение RCQ онкосу-
прессора PTEN, были связаны с метастазированием 
в лимфатические узлы у больных плоскоклеточным 
РВ. Таким образом, уровни копийности генов CCND1 
и PTEN могут служить прогностическими маркерами 
для больных РВ.
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