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Реферат
Актуальность. Проблема диагностики метастазов в лимфатических узлах при раке шейки матки остаётся 
актуальной и до конца не решённой. Результаты исследований последнего десятилетия показали большой 
потенциал молекулярных маркёров в предсказании метастазирования в лимфатические узлы, однако необ-
ходимы дополнительные исследования для их внедрения в клиническую практику.
Цель. Биоинформационный и лабораторный скрининг молекулярных маркёров регионарного метастазиро-
вания опухолей шейки матки для разработки методов его малоинвазивной диагностики.
Материал и методы исследования. Исследование выполнено на 400 больных раком шейки матки и 40 до-
норах без онкологической патологии. Для идентификации потенциальных молекулярных маркёров ме-
тастатического поражения лимфатических узлов первично проводили анализ базы данных The Cancer 
Genome Atlas. Выявленные маркёры валидировали методом полимеразной цепной реакции в режиме ре-
ального времени в образцах опухолевых клеток (извлечены с помощью лазерной микродиссекции) и вне-
клеточной дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК). Для оценки различий применяли критерий Манна–
Уитни, для учёта множественного сравнения использовали поправку Бонферрони.
Результаты. На биоинформационном этапе было проанализировано изменение копийности 5493 генов, из 
них было выбрано 79 генов, наиболее часто изменяющих свою копийность. При валидации данных было 
установлено, что клетки первичной опухоли и опухолевые клетки метастазов из лимфатических узлов от-
личаются по уровню копийности генов от нормальных клеток шейки матки. Показатель копийности генов 
CCND1 и PPARGC1A имеет наивысший потенциал для диагностики метастазов в регионарные лимфатиче-
ские узлы у больных раком шейки матки, меньшим потенциалом обладают локусы PIK3CA, SPEN, ERBB3, 
APC, MUC4, CASP8, HLA-A, IGSF1 и TMTC1. Гены EP300, TTN, DMD, DST, LAMP3, TORC2, TP53 и FOXO3 
можно использовать для диагностики рака шейки матки независимо от его формы — метастатической или 
нет. На внеклеточной ДНК плазмы крови больных раком шейки матки и условно здоровых доноров прове-
дена дополнительная валидация маркёров. Установлено наличие дифференциального показателя копийно-
сти генов PIK3CA, SPEN, ERBB3, APC, CCND1, HLA-A, TTN, MUC4, DST, PPARGC1A в двух группах боль-
ных раком шейки матки с метастатическим поражением лимфатических узлов и без него.
Вывод. Проведённое исследование позволило сформировать перечень потенциальных молекулярных мар-
кёров для малоинвазивной диагностики как рака шейки матки в целом (EP300, LAMP3, TORC2, FOXO3, 
TP53), так и рака шейки матки с метастатическим поражением регионарных лимфатических узлов (PIK3CA/
DST, APC/PPARGC1A, ERBB3/HLA-A и LAMP3/MUC4).
Ключевые слова: метастазы, рак шейки матки, малоинвазивная диагностика, лазерная микродиссекция, 
копийность генов, биоинформатика, внеклеточная ДНК.
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Abstract
Background. The problem of lymph nodes metastases diagnosing in cervical cancer remains relevant and not 
fully resolved. The last decade studies results have shown the great potential of molecular markers in lymph nodes 
metastasis prediction, however, additional studies for their implementation in clinical practice are required.
Aim. Bioinformatic and laboratory screening of molecular markers of cervical tumors regional metastasis for its 
low invasive diagnosis.
Material and methods. The study was performed on 400 patients with cervical cancer and 40 donors without 
oncological pathology. To identify potential molecular markers of lymph node metastatic lesions, the Cancer 
Genome Atlas database was initially analyzed. The identified markers were validated by the Real-Time-polymerase 
chain reaction in tumor cell samples (extracted using laser microdissection) and extracellular deoxyribonucleic acid 
(DNA). The Mann–Whitney test was used to assess the differences; the Bonferroni correction was used to account 
for multiple comparisons.
Results. At the bioinformation stage, the change in the copy number of 5493 genes was analyzed, of which 79 genes 
were selected that most often change their copy number. During the data validation, it was found that primary 
tumor cells and tumor cells of metastases from the lymph nodes differ from normal cervix cells in the level of 
gene copies. The copy number of the CCND1 and PPARGC1A genes has the highest potential for regional lymph 
nodes metastases diagnosing in patients with cervical cancer; the PIK3CA, SPEN, ERBB3, APC, MUC4, CASP8, 
HLA-A, IGSF1 and TMTC1 loci have a lower potential. The EP300, TTN, DMD, DST, LAMP3, TORC2, TP53 and 
FOXO3 genes can be used to diagnose cervical cancer, whether metastatic or not. Additional validation of markers 
was carried out on extracellular DNA of blood plasma of cervical cancer patients and conditionally healthy donors. 
The presence of a differential copy number of PIK3CA, SPEN, ERBB3, APC, CCND1, HLA-A, TTN, MUC4, DST, 
PPARGC1A genes was found in two groups of patients with cervical cancer with and without metastatic lesions of 
the lymph nodes.
Conclusion. The study made it possible to form a list of potential molecular markers for low invasive diagnostics of 
cervical cancer in general (EP300, LAMP3, TORC2, FOXO3, TP53) and cervical cancer with metastatic lesions of 
regional lymph nodes (PIK3CA/DST, APC/PPARGC1A, ERBB3/HLA-A and LAMP3/MUC4).
Keywords: metastasis, cervical cancer, low invasive diagnostics, laser microdissection, gene copy number, 
bioinformatics, extracellular DNA.
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Актуальность
По состоянию на 2020  г. рак шейки матки 
(РШМ) остаётся наиболее частой злокачествен-
ной опухолью женской репродуктивной систе-
мы и ключевой причиной летальных исходов от 
онкогинекологической патологии во всём мире 
[1]. Возникновение метастазов РШМ обуслов-
лено первичным лимфогенным и гематогенным 
распространением опухоли [2]. Примерно поло-
вина больных РШМ — кандидаты на хирурги-
ческое лечение в объёме радикальной гистерэк-
томии III типа (операция Вертгейма–Мейгса). 
В результате операции Вертгейма–Мейгса об-
разуется большая раневая поверхность, а в за-
брюшинных пространствах малого таза ска-
пливается раневой экссудат в значительных 
количествах, что приводит к ряду побочных 
явлений, угрожающих жизни больных [3, 4].

К сожалению, на сегодняшний день все не-
инвазивные диагностические методы (ульт-
развуковая томография малого таза, магнит-
но-резонансная и компьютерная томография 
с контрастным усилением) не дают 100% точ-
ности в оценке распространённости опухоли: 
специфичность современных методов для вы-
явления лимфогенных метастазов составляет 
не более 80%. Основная проблема — диагно-
стика микрометастазов в лимфатических узлах 
размерами до 10 мм [5].

Проблема своевременной диагностики 
и проведения оптимального хирургического 
лечения РШМ остаётся актуальной и до конца 
не решённой. Результаты исследований послед-
него десятилетия показали большой потенциал 
молекулярных маркёров в предикции мета
стазирования в лимфатические узлы [1]. Так, 
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показана возможность использования показате-
ля транскрипционной активности генов [1], но 
экспрессия генов служит не очень стабильным 
показателем и способна изменяться в организме 
пациентов в широком диапазоне под влиянием 
различных факторов. К тому же матричная ри-
бонуклеиновая кислота (РНК) во внеклеточной 
среде быстро разрушается РНКазами [6], что 
ограничивает и усложняет построение подхо-
дов малоинвазивной диагностики на её основе. 
Соответственно, необходим переход на более 
устойчивый в биологических жидкостях орга-
низма молекулярный маркёр.

Одним из подобных маркёров может быть 
показатель копийности генов (CNV — от англ. 
copy number variation), не подверженный бы-
строй деградации в плазме крови, но плохо изу
ченный при злокачественных опухолях шейки 
матки и пока не применяемый в клинической 
практике [1].

Цель
В свете этого целью исследования стал биоин-
формационный и лабораторный скрининг моле-
кулярно-генетических маркёров регионарного 
метастазирования злокачественных опухолей 
шейки матки для разработки методов малоин-
вазивной диагностики забрюшинных метаста-
тических лимфатических узлов.

Материал и методы исследования
Работа выполнена в ФГБУ «НМИЦ онкологии» 
Минздрава России за период с 2018 по 2021 г. 
В работе был использован биологический ма-
териал от 400  больных раком шейки матки 
и 40 доноров без онкологической патологии (ус-
ловно здоровые доноры). В ретроспективную 
группу вошли 300 больных раком шейки мат-
ки (150 пациенток без метастазов и 150 женщин 
с метастатическим поражением лимфатических 
узлов), для исследования использовали биологи-
ческий материал, заключённый в FFPE-блоки. 
В проспективную группу вошли 40 доноров без 
онкологической патологии и 100 больных раком 
шейки матки (50 больных без метастазов в ре-
гионарные лимфатические узлы и 50 пациенток 
с метастазами), у которых для исследования от-
бирали кровь путём венопункции. Каждая па-
циентка и условно здоровый донор подписали 
добровольное информированное согласие на 
участие в проведении исследования. На прове-
дение исследования получено разрешение эти-
ческого комитета ФГБУ «НМИЦ онкологии» 
Минздрава России (протокол №12 от 10.10.2018).

Биоинформационный анализ баз данных. 
Для идентификации потенциальных молеку-

лярно-генетических маркёров метастатическо-
го поражения лимфатических узлов первично 
проводили анализ базы данных TCGA (The 
Cancer Genome Atlas, https://portal.gdc.cancer.
gov/). Для получения данных из Genomic Data 
Commons Data Portal (https://portal.gdc.cancer.
gov/) использовали пакет TCGA Biolinks язы-
ка R в оболочке Rstudio. Для идентификации 
областей генома, размер которых значительно 
увеличивался или уменьшался в ряде образцов 
опухолей, применяли алгоритмы GISTIC вер-
сии 2.0.22, MutSig и RAE [7].

Лазерная микродиссекция с бесконтакт-
ным захватом. Материалом для исследова-
ния послужили срезы тканей, фиксированные 
в формалине и заключённые в парафин блоков, 
300  пациенток. Срезы фиксировали на пред-
метных стёклах, покрытых полиэтиленом. Для 
высококачественной дифференцировки опухо-
левых и нормальных клеток тканей шейки мат-
ки был выбран подход, основанный на лазерной 
микродиссекции с бесконтактным захватом 
(Palm MicroBeam, Carl Zeiss, Германия) [8].

Из клеток, извлечённых путём лазерной ми-
кродиссекции с бесконтактным захватом, фе-
нол-хлороформным методом была проведена 
экстракция 900 образцов дезоксирибонуклеи-
новой кислоты (ДНК) (300 образцов из опухо-
левых и 300 образцов из нормальных клеток, 
а также 300 образцов из метастатических опу-
холевых клеток).

Для определения относительной копий-
ности генов с использованием базы данных 
NCBI GenBank были разработаны последова-
тельности синтетических олигонуклеотидов 
(праймеров, прямых и обратных) для 81 гена, 
включая референсные локусы (ACTB, GAPDH). 
Перечень генов был сформирован на основа-
нии предварительного биоинформационного 
анализа. При выборе референсного гена ис-
пользовали алгоритм, применённый в рабо-
те J. Vandesompele и соавт. [9]: рассчитывали 
величину M (M-value) и S (Stability, показа-
тель стабильности), равную ln(1/M). Гены со 
значением M менее 0,4 считали идеальными. 
В качестве референсных выбрали 2  локуса: 
GAPDH (M=0,003, S=2,868) и ACTB (M=0,105, 
S=1,942).

Определение показателя относительной 
копийности генов в клетках из FFPE-блоков. 
Количественную Real-Time-PCR амплифика-
цию проводили с использованием термоци-
клера CFX96 (Bio-Rad, США). Амплификацию 
каждой из проб осуществляли в трёх техни-
ческих повторах. Усреднённые данные по ка-
ждому гену нормировались по усреднённому 
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показателю референсных генов для получения 
величины ΔCt [ΔCt=Ct (среднее исследуемого 
гена) – Ct (среднее геометрическое референс-
ных генов)]. Копийность генетического локу-
са (rC) рассчитывали по формуле rC=Е–ΔCt, где 
Е  — эффективность амплификации, рассчи-
танная по формуле E=10–1/k, где k — коэффи-
циент из уравнения прямой C(T)=k•log P0+b, 
полученного путём линейной аппроксимации 
экспериментальных данных (Е=1,987). Далее 
вычисляли медиану rCоп1 (или для образцов 
из метастазов rCоп2) для образцов опухолевых 
клеток и медиану rCн для образцов нормаль-
ных клеток по каждому генетическому локусу 
и рассчитывали кратность изменения (FC — от 
англ. fold change) копийности генов в опухоле-
вых образцах по отношению к нормальным:
FC=rCопухоль(1 или 2)/rCнорма=E–ΔCt(опухоль1–2)/E–ΔCt(норма) [8].

Выделение внеклеточной ДНК (внДНК). Для 
получения внДНК использовали кровь, взятую 
путём венопункции у 50 больных раком шейки 
матки без метастазов в регионарные лимфати-
ческие узлы и 50 больных раком шейки матки 
с метастазами в регионарные лимфатические 
узлы, а также у 40 доноров без онкологической 
патологии (группа условно здоровых доноров).

Плазму крови отделяли центрифугировани-
ем (30 мин, 2000 об./мин, t=10 °С). Из плазмы 
выделяли внДНК фенол-хлороформным ме-
тодом в модификации Д.С. Кутилина и соавт. 
[10]: к 4 мл плазмы добавляли 4 мл лизирующе-
го раствора, содержащего 2% додецилсульфа-
та натрия, 1% меркаптоэтанол и протеиназу K, 
инкубировали 30 мин при 58 °С, после чего до-
бавляли 4 мл смеси щелочной фенола с хлоро-
формом (1:1) и центрифугировали 20 мин при 
3000 об./мин (t=10 °С). Раствор разделялся на 
две фазы — фенол-хлороформную и водную 
фазу, содержащую ДНК. Водную фазу пере-
носили в отдельную пробирку и добавляли 
равный объём изопропилового спирта (96%) 
и натрия хлорида (до концентрации в раство-
ре 100  мМ). После 60-минутной инкубации 
при –20  °С проводили центрифугирование 
(12 000 об./мин, 15 мин, t=10 °С). Получивший-
ся осадок промывали этиловым спиртом (80%). 
Этанол удаляли центрифугированием, высуши-
вали осадок при 58 °С и растворяли в буфере, 
содержащем этилендиаминтетрауксусную кис-
лоту [10].

Определение показателя относительной 
копийности генов во внДНК. Оценку показате-
ля относительной копийности генов (перечень 
представлен в табл. 1) проводили методом ко-
личественной полимеразной цепной реакции 

(ПЦР) в режиме реального времени (RT-qPCR). 
Разработка последовательности синтетических 
олигонуклеотидов (праймеров) осуществля-
лась с помощью Primer-BLAST и базы данных 
GenBank (NCBI). В качестве референсного гена 
для нормализации полученных показателей 
был выбран GAPDH.

Реакцию амплификации проводили на тер-
моциклере CFX96 (Bio-Rad, США) в 20 мкл 
смеси, содержащей матрицу внДНК (не менее 
0,5 нг), 0,2 мМ раствор dNTP, 0,4 мкМ прямого 
и обратного праймеров, 2,5 мМ раствор MgCl2, 
1X ПЦР-буфер с интеркалирующим красите-
лем EvaGreen и 0,1 е.а./мкл SynTaq ДНК-поли-
меразы [10]. Амплификация осуществлялась по 
следующей программе: 95 °C 3 мин, 40 циклов, 
95 °C 10 с, 55 °C 30 с (чтение оптического сиг-
нала по каналу FAM) и 72 °C 20 с.

Относительную копийность (rC) рассчитыва-
ли по формуле, описанной Д.С. Кутилиным [11]:

rC=rCо/rCн=E–ΔCt(образцов от больных)/ 
E–ΔCt(образцов от условно здоровых),

где Е — эффективность ПЦР-амплификации, 
рассчитанная по формуле E=10–1/k [k — коэф-
фициент уравнения прямой C(T)=k•log P0+b, 
полученной в ходе линейной аппроксимации 
данных экспериментальных постановок ПЦР; 
усреднённое значение Е=1,914], а ΔCt — разница 
между средним геометрическим Ct(гена-мише-
ни) и средним геометрическим Ct(референсно-
го гена) [11].

Статистическую обработку результа-
тов выполняли с помощью программы Sta-
tistica  10.0 (StatSoft, США). После проверки 
распределения признаков на соответствие за-
кону нормального распределения по критерию 
Колмогорова–Смирнова для оценки разли-
чий значений применяли непараметрический 
U-критерий Манна–Уитни, для учёта множе-
ственного сравнения использовали поправку 
Бонферрони. Для проведения кластерного ана-
лиза использовали скрипты на языке  R. Для 
получения диагностической панели генов при-
менили математический подход, основанный на 
LASSO-пенализованной логистической регрес-
сии, и оптимизацию при помощи bootstrap-дан-
ных. Для кластеризации генов по функции 
использовали алгоритм FMD (Functional module 
detection). Алгоритм основан на методе k-бли-
жайших соседей (KNN  — от англ.  k-nearest 
neighbors algorithm) и алгоритме поиска сооб-
щества Лувена для кластеризации тесно свя-
занных генов в отдельные функциональные 
модули, которые тестируются на функциональ-
ное обогащение [12].
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Результаты и обсуждение
Анализ данных проекта The Cancer Genome 
Atlas (TCGA). Для биоинформационного подбо-
ра перечня потенциальных молекулярно-гене-
тических маркёров опухолей шейки матки мы 
обратились к данным проекта TCGA, доступ-
ным на портале Genomic Data Commons. Эта 
база данных содержит информацию о полимор-
физмах, экспрессии микроРНК, метилировании 
ДНК, транскриптоме и копийности генов в об-
разцах тканей (опухоль, здоровая ткань, клетки 
крови, опухолевые метастазы) более 14 531 боль-
ного 38 видами онкологических заболеваний, 
в том числе 608 пациенток с диагнозом «пло-
скоклеточный РШМ». В анализ были включе-
ны 295 пациенток, для которых были доступны 
данные по копийности генов в образцах опухо-
ли, прилежащей здоровой ткани и метастазов.

Алгоритм GISTIC идентифицирует области 
генома, размер которых значительно изменя-
ется при малигнизации тканей. При анали-
зе 295  образцов опухолей было обнаружено 
25 значимых результатов на уровне фрагментов 
хромосом, 26 значимых очаговых амплифика-
ций и 37 значимых очаговых делеций (рис. 1).

Таким образом, в выборке из 295 пациенток 
было проанализировано изменение копийности 

5493 генов. Из них было выбрано 79 генов, наи-
более часто изменяющих свою копийность (от 
6,5 до 26,2% рассмотренных случаев): PIK3CA, 
KMT2C, KMT2D, EP300, SPEN, FBXW7, NSD1, 
FAT1, NOTCH1, PTEN, NFE2L2, STK11, RB1, 
CREBBP, TP53, CASP8, ARID1A, NF1, HLA-A, 
PTPN13, CDK12, FAT4, TRRAP, CIC, CHD4, 
AFF3,ATRX, UBR5, CNTRL, ZFHX3, SETD2, 
BCOR, MED12, BRCA1, ERBB3, TET1, RANBP2, 
ATR, KDM5A, TSC2, APC, PML, RNF213, BRIP1, 
BAP1, AR, ZNF521, CUX1, PTPRK, GRIN2A, TTN, 
MUC4, MUC16, DNM1P47, SYNE1, DMD, DST, 
GCH1, RTEL1, IGSF1, ADPRM, PCCB, AGPAT5, 
ATP8A1, TMTC1, KIAA1429, SDK1, LAMP3, 
PRKAA1, TORC2, FOXO3, HDAC5, MEF2C, 
MLXIPL, HNF4A, SREBF1, SREBF2, PPARGC1A 
и CCND1.

Особенности копийности генов в клетках 
первичной опухоли у больных РШМ. У 150 боль-
ных РШМ ретроспективной группы не было 
обнаружено поражения регионарных лимфати-
ческих узлов. Анализ показателя относитель-
ной копийности (относительно нормальных 
клеток) 79 генетических локусов в опухолевых 
клетках 150 больных РШМ без поражения ре-
гионарных лимфатических узлов показал вы-
сокую молекулярную гетерогенность данного 

Рис. 1. Геномное положение амплифицированных (А) и делетированных (Б) областей
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типа опухолей. Так, 150 пациенток отчётливо 
кластеризовались по 4 группам-кластерам (в за-
висимости от копийности 79 генов). Сами гены 
по особенностям их копийности также были 
разделены на 3 крупных кластера.

Тем не менее, несмотря на значительную 
молекулярную гетерогенность плоскоклеточ-
ного РШМ без поражения регионарных лимфа-
тических узлов, при дальнейшем анализе про-
является его специфический молекулярный 
профиль. Этот профиль характеризуется пи-
ками и спадами, соответствующими увеличе-
нию или снижению копийности соответству-
ющих генов (рис. 2). Так, на рис. 2 отчётливо 
видно несколько участков, характеризующих-
ся значительным изменением копийности генов 
в опухолевых клетках относительно нормальных.

С использованием критерия Манна–Уит-
ни (с поправкой Бонферрони) было проведено 
сравнение нормальных и опухолевых клеток 
по показателю копийности 79 генов у 150 паци-
енток с РШМ без метастатического поражения 
лимфатических узлов. Анализ показал стати-
стически значимое увеличение копийности 
генов EP300, TTN, MUC4, DMD, DST, LAMP3 
и TORC2 в 2,3 раза (p=0,004), 2,6 раза (p=0,005), 
1,9 раза (p=0,001), 1,9 раза (p=0,022), 1,9 раза 
(p=0,003), 2,5 раза (p=0,004) и 1,9 раза (p=0,041) 
соответственно, а также статистически значи-
мое снижение копийности генов PIK3CA, TP53 
и FOXO3 в 1,8 раза (p=0,005), 2,7 раза (p=0,002) 
и 2,2 раза (p=0.014) соответственно в опухоле-
вых клетках шейки матки относительно нор-
мальных клеток (рис. 3, А).

У других 150 пациенток ретроспективной 
группы больных РШМ было зафиксировано 
метастатическое поражение регионарных лим-
фатических узлов. Анализ показателя относи-
тельной копийности (относительно нормальных 
клеток) 79 генетических локусов в опухолевых 
клетках этих больных РШМ также показал вы-
сокую молекулярную гетерогенность данно-
го типа опухолей. С использованием критерия 
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Рис. 2. Молекулярный профиль опухолевых клеток шейки 
матки у пациенток без поражения лимфатических узлов Манна–Уитни (с поправкой Бонферрони) было 

проведено сравнение нормальных и опухоле-
вых клеток по показателю копийности 79 генов.

В ходе проведённого исследования обнару-
жено статистически значимое (p <0,05) увели-
чение копийности генов KMT2C, EP300, SPEN, 
ERBB3, APC, TTN, MUC4, DMD, DST, LAMP3, 
TORC2 и снижение копийности генов STK11, 
TP53, CASP8, HLA-A, IGSF1, TMTC1 и FOXO3 
в клетках первичной опухоли относительно 
нормальных клеток шейки матки. Следует от-
метить, что эффект одновременного изменения 
копийности генов LAMP3, TORC2, ERBB3, APC, 
HLA-A, TP53 и FOXO3 отмечен у 60% выбор-
ки, а изменение копийности генов APC, LAMP3 
и TP53  — у 80% выборки (рис. 3, Б).

Если рассматривать изменение копийности 
генов как показатель нестабильности генома, то 
можно сказать, что в клетках первичной опу-
холи у больных РШМ с метастатическим по-
ражением регионарных лимфатических узлов 
нестабильность генома выражена значитель-
но сильнее, чем в клетках первичной опухоли 
у больных РШМ без метастатического пораже-
ния регионарных лимфатических узлов. Так, 
если в случае опухолевых клеток больных РШМ 
без поражения регионарных лимфатических уз-
лов изменяется копийность только 10 генетиче-
ских локусов, то в случае опухолевых клеток 
больных РШМ с метастатическим поражени-
ем регионарных лимфатических узлов изменя-
ется копийность уже 18 генетических локусов.

Дифференциальные особенности копийно-
сти исследованных генов в двух группах паци-
енток представлены в табл. 1.

При сравнении двух групп пациенток по по-
казателю копийности 25 генов обнаружены сле-
дующие статистически значимые различия: ко-
пийность гена PIK3CA была в 1,9 раза (p=0,037) 
выше, SPEN  — в 2,3  раза (p=0,005) выше, 
ERBB3  — в 2,7  раза (p=0,002) выше, APC  — 
в 3,0 раза (p=0,004) выше, MUC4 — в 1,6 раза 
(p=0,011) выше; гена CASP8  — в 1,6  раза 
(p=0,043) ниже, HLA-A — в 1,8 раза (p=0,020) 
ниже, IGSF1  — в 1,5  раза (p=0,047) ниже, 
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TMTC1  — в 2,2  раза (p=0,005) ниже у боль-
ных РШМ с метастатическим поражением ре-
гионарных лимфатических узлов относительно 
больных РШМ без метастазов. Обнаруженные 
различия могут лечь в основу дифференциаль-
ной диагностики вероятности метастатическо-
го поражения регионарных лимфатических уз-
лов при РШМ.

Использование алгоритма FMD (от англ. 
Functional module detection) позволило объеди-
нить перечень исследуемых генов в один функ-
циональный модуль, связанный с регуляцией 
следующих ключевых сигнальных путей (вы-

явлены по базам данных): клеточный ответ на 
ультрафиолетовое излучение, клеточный от-
вет на световые стимулы, регуляция остановки 
клеточного цикла.

Особенности копийности генов в клетках 
опухолевых метастазов в лимфатических уз-
лах у больных РШМ. В клетках опухолевых 
метастазов из лимфатических узлов обнару-
жено статистически значимое (p <0,05) увели-
чение копийности генов EP300, SPEN, ERBB3, 
APC, TTN, MUC4, DMD, LAMP3, TORC2 
и CCND1, а также снижение копийности генов 
TP53, CASP8, HLA-A, IGSF1, TMTC1, FOXO3 
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Рис. 3.  А. Относительная копийность генов в опухолевых клетках шейки матки у больных без метастатическо-
го поражения лимфатических узлов (n=150); *статистически значимые отличия относительно нормальных клеток 
(p <0,05). Б. Относительная копийность генов в опухолевых клетках шейки матки у больных с метастатическим по-
ражением регионарных лимфатических узлов (n=150); *статистически значимые отличия относительно нормальных 
клеток (p <0,05)

Таблица 1. Дифференциальная копийность генов в клетках первичной опухоли двух групп больных раком шейки матки

Изменяются только в первичной 
опухоли больных с метастазами Изменяются в двух группах Изменяются только в первичной 

опухоли больных без метастазов

KMT2C ↑ EP300 ↑

PIK3CA ↓

SPEN ↑ TTN ↑

ERBB3 ↑ MUC4 ↑

APC ↑ DMD ↑

STK11 ↓ DST ↑

CASP8 ↓ LAMP3 ↑

HLA-A ↓ TORC2 ↑

IGSF1 ↓ TP53 ↓

TMTC1 ↓ FOXO3 ↓
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и PPARGC1A относительно нормальных клеток 
шейки матки. Следует отметить, что эффект 
одновременного изменения копийности ге-
нов LAMP3, TORC2, ERBB3, APC, HLA-A, TP53 
и FOXO3 отмечен у 60% выборки, а изменение 
копийности генов APC, LAMP3 и TP53 — у 80% 
выборки (рис. 4, А). Соответственно в клетках 
опухолевых метастазов у больных РШМ не-
стабильность генома выражена столь же зна-
чительно, как и в клетках первичной опухоли 
этих больных. При этом в процесс опухолевой 
трансформации включаются несколько другие 
гены: если в случае клеток первичной опухо-
ли больных РШМ изменяется копийность 18 ге-
нетических локусов, то в случае опухолевых 
метастатических клеток больных РШМ изме-
нения затрагивают 17 генетических локусов.

Схожесть молекулярного профиля первич-
ной и метастатической опухолей в данном слу-
чае можно попытаться объяснить общностью 
происхождения этих клеток, а различия по ко-
пийности ряда генов — клональной эволюцией 
этих клеток, обеспечившей их выживание в об-
ласти метастатических ниш [13].

Так, клетки первичной опухоли и метаста-
зов различались по копийности генов CCND1 

[в 3,5 раза (р=0,004) выше в клетках метаста-
зов] и PPARGC1A [в 2,8  раза (р=0,041) выше 
в клетках метастазов]. Статистически значи-
мых различий в копийности других генов меж-
ду клетками первичной опухоли и клетками 
опухолевых метастазов из лимфатических уз-
лов не обнаружено.

Использование алгоритма FMD позволи-
ло разделить перечень исследуемых генов на 
3  функциональных модуля (кластеры  М1–3), 
связанных с регуляцией следующих ключевых 
сигнальных путей (выявлены по базам данных): 
клеточный ответ на уровни питательных ве-
ществ, клеточный ответ на внешний раздражи-
тель, регуляция изменения конформации ДНК, 
гомеостаз анатомической структуры, регулиро-
вание стабильности белка и др. (рис. 4, Б).

Таким образом, клетки первичной опухоли 
и опухолевые клетки метастазов из лимфати-
ческих узлов отличаются по уровню копийно-
сти генов от нормальных клеток шейки матки. 
Соответственно показатель копийности генов 
CCND1 и PPARGC1A имеет наивысший потен-
циал для диагностики метастазов в регионар-
ные лимфатические узлы у больных РШМ. 
Также, несомненно, потенциалом в этом плане 
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Рис. 4. А. Относительная копийность генов в метастатических опухолевых клетках шейки матки (n=150); *статисти-
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полняемой функции или участию в сигнальных путях
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обладают генетические локусы PIK3CA, SPEN, 
ERBB3, APC, MUC4, CASP8, HLA-A, IGSF1 
и TMTC1, в то время как генетические локусы 
EP300, TTN, DMD, DST, LAMP3, TORC2, TP53 
и FOXO3 можно использовать для диагности-
ки РШМ независимо от его формы — метаста-
тической или нет.

Уровень копийности генетических локусов 
во внеклеточной ДНК больных РШМ. Для разра-
ботки эффективных малоинвазивных методов 
диагностики РШМ необходим скрининг моле-
кулярных маркёров во внДНК плазмы крови. 
В качестве таких маркёров большим потенциа-
лом обладает показатель CNV — полиморфизм, 
приводящий к изменению копийности опре-
делённого генетического локуса и, как след-
ствие, изменению экспрессии этого гена и его 
продукта  — белка или некодирующей РНК. 
Данный показатель обладает достаточной ста-
бильностью во внеклеточных средах организ-
ма человека, в том числе в плазме крови [14].

В целом внДНК плазмы крови может про-
исходить из ядерной и митохондриальной ДНК 
соматических или опухолевых клеток, подверг-
шихся апоптозу; из ДНК клеток крови, вирус-
ной и бактериальной ДНК [10].

Проведённый анализ позволил выделить 
ряд генов, показатель CNV которых имеет по-
тенциал для малоинвазивной диагностики 
РШМ. На внДНК, выделенной из плазмы кро-
ви 50  больных РШМ с метастатическим по-
ражением регионарных лимфатических узлов 
и 50 больных РШМ без метастатического по-
ражения регионарных лимфатических узлов, 
а также 40 условно здоровых доноров, проведе-
на валидация 26 выявленных потенциальных 
молекулярно-генетических маркёров.

Кластерный анализ данных по относи-
тельной копийности 26 генетических локу-

сов  во внДНК 100 пациенток с РШМ позволил 
разделить выборку на 2 основных кластера: 
первый  — группа больных РШМ с метаста-
тическим поражением лимфатических узлов 
(n=50), второй — группа больных РШМ без 
метастатического поражения лимфатических  
узлов (n=50).

В ходе проведённого исследования у боль-
ных РШМ без метастатического поражения 
лимфатических узлов во внДНК обнаружено 
статистически значимое (р <0,05) увеличение 
копийности генов EP300, TTN, MUC4, LAMP3, 
TORC2 относительно копийности этих генов во 
внДНК плазмы крови условно здоровых доно-
ров (рис. 5). Также у больных РШМ без мета-
статического поражения лимфатических узлов 
во внДНК обнаружено статистически значимое 
(р <0,05) снижение копийности генов PIK3CA, 
TP53, FOXO3 относительно копийности этих ге-
нов во внДНК плазмы крови условно здоровых 
доноров (см. рис. 5).

У больных РШМ с метастатическим пора-
жением лимфатических узлов во внДНК об-
наружено статистически значимое (р  <0,05) 
увеличение копийности генов EP300, SPEN, 
ERBB3, APC, LAMP3, TORC2 и CCND1 относи-
тельно копийности этих генов во внДНК плаз-
мы крови условно здоровых доноров.

Также у больных РШМ с метастатическим 
поражением лимфатических узлов во внДНК 
обнаружено статистически значимое (р <0,05) 
снижение копийности генов TP53, CASP8, 
HLA-A, FOXO3 и PPARGC1A относительно ко-
пийности этих генов во внДНК плазмы крови 
условно здоровых доноров (см. рис. 5).

Сравнение показателей копийности 26  ге-
нов во внДНК двух групп больных РШМ также 
позволило выявить ряд статистически значи-
мых межгрупповых различий. Так, во внДНК 
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больных РШМ с метастазами в регионарных 
лимфатических узлах обнаружено статисти-
чески значимое увеличение копийности ге-
нов PIK3CA, EP300, SPEN, ERBB3, APC, LAMP 
и CCND1 относительно копийности этих генов 
во внДНК больных РШМ без метастазов в ре-
гионарных лимфатических узлах.

Кроме того, во внДНК больных РШМ с ме-
тастазами в регионарных лимфатических уз-
лах обнаружено статистически значимое сни-
жение копийности генов HLA-A, TTN, MUC4, 
DST и PPARGC1A относительно копийности 
этих генов во внДНК больных РШМ без ме-
тастазов в регионарных лимфатических узлах 
(см. рис. 5). Для получения надёжной диагно-
стической панели генов применили матема-
тический подход, основанный на LASSO-пе-
нализованной логистической регрессии 
и оптимизированный при помощи множествен-
ных перевыборочных (bootstrap) наборов дан-
ных. Регрессионные модели формировали из 
20  пар генов с наиболее высоким значением 
AUC. Выбранные модели позволили правильно 
классифицировать образцы с точностью сред-
него значению AUC=0,93 (95% доверитель-
ный интервал 0,9305–0,9320). На основании 
bootstrap-моделей получена финальная панель 
генов: PIK3CA/DST, APC/PPARGC1A, ERBB3/
HLA-A и LAMP3/MUC4. Такое сочетание генов 
обеспечивает диагностическую чувствитель-
ность на уровне 95% и специфичность на уров-
не 90% (AUC=0,98) при разделении пациенток 
с метастатическим поражением регионарных 
лимфатических узлов и без него.

Для некоторых генетических локусов, выяв-
ленных в качестве маркёрных в ходе данного 
исследования, хорошо описана биологическая 
функция и известна ассоциация с рядом других 
злокачественных опухолей.

Так, ген LAMP3 кодирует гликопротеин ли-
зосомальной мембраны и в норме экспресси-
руется в лимфоидных органах и дендритных 
клетках. Повышенная экспрессия данного гена 
отмечена в клетках опухолей пищевода, кишеч-
ника, желудка, молочной железы и ряда других 
тканей [15].

Для гена TORC2 хорошо известна роль регу-
лятора онкогенеза при различных видах рака 
[16]. TORC2  — коактиватор транскрипцион-
ного фактора CREB и центральный регулятор 
экспрессии глюконеогенных генов в ответ на 
циклический аденозинмонофосфат [17].

Кодируемый геном TP53 транскрипционный 
фактор регулирует клеточный цикл, выполняет 
функцию супрессора образования злокачествен-
ных опухолей. Мутации в гене TP53 обнару-

живают в клетках почти половины известных 
нозологий злокачественных опухолей [18].

Ген FOXO3 также является триггером апо
птоза за счёт активации генов, необходимых 
для гибели клеток, таких как Bim и PUMA, или 
подавления антиапоптотических белков, таких 
как FLIP [19].

Ген PPARGC1A  — основной регулятор 
глюконеогенеза в печени, вызывающий по-
вышенную экспрессию генов, участвующих 
в энергетическом метаболизме [20]. Это ген 
также служит главным регулятором митохон-
дриального биогенеза. Кодируемый им белок 
влияет на поляризацию макрофагов посред-
ством STAT6/PPAR и ингибирование образова-
ния провоспалительных цитокинов [21].

Однако для этих генетических локусов впер-
вые определён потенциал для малоинвазивной 
диагностики РШМ дифференциально с мета-
статическим поражением регионарных лимфа-
тических узлов и без него.

Вывод
Проведённое исследование позволило сформи-
ровать перечень потенциальных молекуляр-
ных маркёров для малоинвазивной диагностики 
как рака шейки матки в целом (EP300, LAMP3, 
TORC2, FOXO3, TP53), так и рака шейки матки 
с метастатическим поражением регионарных 
лимфатических узлов в частности (PIK3CA/DST, 
APC/PPARGC1A, ERBB3/HLA-A и LAMP3/MUC4).
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