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Актуальность. Рак яичников – ведущая причи-
на смерти при гинекологических злокачествен-
ных новообразованиях. Более чем у  70%  па-
циенток диагностируется прогрессирующее 
заболевание, распространяющееся за пределы 
малого таза. Пятилетняя выживаемость боль-
ных раком яичников остается низкой (около 
47%) из-за частых рецидивов и  лекарственной 
устойчивости. Выявление маркеров для ранней 
диагностики и  прогнозирования рецидивов 
улучшит прогноз при этом заболевании.
Цель  – оценить относительную копийность 
онкоассоциированных генетических локусов 
c-Myc, CDK12, CDKN1B, PRPF19, ERBB2, DDB1, GAB2, 
COL6A3 в опухолевых клетках тканей яичников 
для поиска потенциальных прогностических 
онкомаркеров у больных раком яичников.
Материал и  методы. В  исследование вошли 
50 женщин в возрасте от 27 до 70 лет с диагнозом 
рака яичников T1-3сN0-1M0-1, гр. 2 (стадии I–IV), 
проходивших плановое лечение в ФГБУ «НМИЦ 
онкологии» Минздрава России в  2015–2019  гг. 
Материалом служили образцы геномной ДНК из 
парафиновых блоков опухолевой и условно здо-
ровой ткани. Методом RT-qPCR проводили оцен-
ку относительной копийности 8 генетических ло-
кусов: c-Myc, CDK12, CDKN1B, PRPF19, ERBB2, DDB1, 
GAB2, COL6A3. Относительную копийность (англ. 
relative copy quantitation, RСQ) генетического ло-
куса рассчитывали по формуле 2-ΔCt. Дозу иссле-
дованного локуса считали равной диплоидному 
набору (2n) при отношении RCQопухоль/норма ~1. Если 
отношение RCQопухоль/норма было > 1,5 или < 0,5, 
дозу локуса считали увеличенной (≥ 3n) или 
уменьшенной (≤ 1n) соответственно.

Результаты. Для всех генетических локусов 
наблюдали увеличение относительной копий-
ности в опухолевых клетках яичников по срав-
нению с  условно здоровой тканью. Выявлена 
статистически значимая (р < 0,05) аберрантная 
копийность четырех генов: c-Myc (р = 0,001), 
DDB1 (р = 0,002), PRPF19 (р = 0,0001), CDKN1B 
(р = 0,001). Установлены дифференциально 
разделительные уровни этих генов, которые 
позволили прогнозировать неблагоприятное 
течение заболевания у  пациенток (р < 0,05). 
Наиболее тесная связь с риском неблагоприят-
ных событий была характерна для повышения 
уровня копийности PRPF19 (отношение шансов 
(ОШ) 7,3; р = 0,0001) и c-Myc (ОШ 6,8; р = 0,001).
Заключение. В нашем исследовании мы опре-
делили прогностическую ценность четырех 
онкогенных драйверов, а именно DDB1, PRPF19, 
CDKN1B и  с-Myc, увеличение копийности кото-
рых ассоциировалось с неблагоприятным про-
гнозом заболевания у больных раком яичников.
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Рак яичников  – ведущая причина смер-
ти при гинекологических злокачествен-
ных новообразованиях. Из-за отсут-
ствия репрезентативных симптомов 

и  чувствительных методов диагностики более 
чем у  70%  пациенток заболевание диагности-
руется на стадии распространения за преде-
лы малого таза. По причине частых рецидивов 

и  лекарственной устойчивости пятилетняя вы-
живаемость больных раком яичников остается 
низкой  – около  47% [1]. Именно поэтому край-
не важно понять механизм, лежащий в  основе 
опухолевого генеза, и  разработать новые стра-
тегии ранней диагностики, мониторинга забо-
левания и  оценки прогноза. Выявление марке-
ров для ранней диагностики и прогнозирования 
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рецидивов улучшит долгосрочный прогноз при 
раке яичников.

Вариацию числа копий (англ. copy number 
variation, CNV) в  геноме все чаще связывают 
с  генетической и  фенотипической гетерогенно-
стью раковых опухолей, что часто ассоциирова-
но с транскрипционной активацией онкогенных 
драйверов или удалением опухолевых супрессо-
ров [2, 3]. Индукция соматических CNV – обычное 
явление при раке и  один из основных факторов 
развития опухоли и  формирования лекарствен-
ной устойчивости [4]. Таким образом, выявление 
соматических CNV может играть важную роль 
в диагностике и прогнозировании течения рака, 
что должно положительно сказаться на резуль-
татах лечения. В базе данных TCGA (The Cancer 
Genome Atlas – Атлас ракового генома) отражены 
результаты внедрения геномных технологий вы-
сокого разрешения, которые показывают значи-
тельную геномную нестабильность с высокой ча-
стотой CNV, что характерно для рака яичников. 
Изменение копийности генов используют для 
молекулярной стратификации рака яичников, 
а  также связывают с  прогнозированием общей 
выживаемости и вероятностью рецидива [5, 6].

Целью нашего исследования было изучение 
в  опухолевых клетках тканей яичников относи-
тельной копийности онкоассоциированных гене-
тических локусов c-Myc, CDK12, CDKN1B, PRPF19, 
ERBB2, DDB1, GAB2, COL6A3 как потенциально 
прогностических маркеров.

Материал и методы
Исследование включало 50  женщин в  возрасте 
от 27 до 70 лет с первичным диагнозом рака яич-
ников T1-3сN0-1M0-1, гр. 2 (стадии I–IV), прохо-
дивших плановое лечение в ФГБУ «НМИЦ онко-
логии» Минздрава России в 2015–2019 гг. (табл. 1). 
Все пациентки добровольно подписали инфор-
мированное согласие на обработку персональ-
ных данных и передачу сведений, составляющих 
врачебную тайну, а  также на передачу биологи-
ческого материала. Работа выполнена в соответ-
ствии с  этическими принципами проведения 
биомедицинских исследований, отраженными 
в Хельсинкской декларации Всемирной медицин-
ской ассоциации.

Для выделения ДНК из парафиновых блоков 
опухолевой и условно здоровой ткани (тканевые 
образцы, фиксированные в  10%  забуференном 
формалине) получали 5–8  слайсов толщиной 
3  мкм с  помощью микротома, депарафинизиро-
вали о-ксилолом и  95%  этиловым спиртом, ли-
зировали в 200 мкл лизирующего буфера (10 мМ 

Трис-HCL, pH 7,5; 1 мМ ЭДТА; 2% SDS) с добав-
лением 20 мкл протеиназы К (10 мг/мл) при 58 °С 
в течение ночи, затем прогревали при 90 °C в тече-
ние 1 часа для устранения ДНК-белковых сшивок, 
далее экстрагировали тотальную ДНК набором 
«ДНК-сорб-В» (AmpliSens) согласно инструкции 

Таблица 1. Характеристика пациенток по стадиям рака яичников

Классификация TNM Классификация FIGO Количество, абс. (%)

T1-T1c3-N0-M0 I–IC 4 (8)

T2-T2b-N0-M0 II–IIB 14 (28)

T3-T3c-N1-M0 III–IIIC 27 (54)

T3-T3c-N0-1-M1 IV–IVB 5 (10)

Таблица 2. Последовательности прямого (F) и обратного (R) праймеров для определения 
относительной копийности генов и размеры получаемых ампликонов

Ген Праймер Последовательность Размеры ампликонов, bp

GAPDH F GCTGAACGGGAAGCTCACT 90

R GCAGGTTTTTCTAGACGGCAG

B2M F TGCTGTCTCCATGTTTGATGT 86

R TCTCTGCTCCCCACCTCTA

c-Myc F GACCAGCTGGAGATGGTGAC 125

R AAGCCGCTCCACATACAGTC

CDK12 F GGGTAAGAGTGGGCACGATG 89

R CTGCTCCTCTGGTCTCCCAT

CDKN1B F TGCCTCTAAAAGCGTTGGATGT 150

R TCCACGTCAGTTCCTCAGCC

PRPF19 F TCTCTAACGAAGTGCCGGAG 114

R GGTTGTTGATGGGGTCGGTA

ERBB2 F TGGTGGGTGGGGGTGATTAT 72

R GGTCTGACCTCCATACAAGTCC

DDB1 F CTCCTCTCCACCATCGTCTTCTT 121

R TCAGCTCATTCCCAAGTCTCT

GAB2 F TCCAGGTTCTTCCACCCTGT 189

R GGTTTGAGGTTGCGGTTGAC

COL6A3 F GGATGCAGATGAAGGAGCGTT 144

R GCCCTTTCTGGACTCACGG
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производителя. Опухолевые образцы тканей 
яичников гистологически верифицировали, со-
держание опухолевых клеток в исследуемом срезе 
было не менее 60%.

Оценку относительной копийности 8  ге-
нетических локусов  – c-Myc, CDK12, CDKN1B, 
PRPF19, ERBB2, DDB1, GAB2, COL6A3  – прово-
дили методом RT-qPCR. Каждые 25  мкл ПЦР-
смеси содержали 10  нг геномной ДНК, 0,2  мM 
dNTP’s, по 600  нМ прямого и  обратного прай-
меров, 2,5 мM MgCl2, 1x-ПЦР-буфер, 0,05 ед/мкл 
ДНК-полимеразы Thermus aquaticus («Синтол», 
Россия). В  качестве красителя использовали 
EvaGreen (Biotium, США). Амплификацию ка-
ждой из проб осуществляли в трех повторностях 
с  применением термоциклера CFX96 (Bio-Rad, 
США) по следующей программе: 95 °C в течение 
3 мин, 40 циклов при 95 °C в течение 10 с, 60 °C 
в течение 30 с (чтение оптического сигнала FAM 
для красителя EvaGreen) и  72  °C в  течение 15  с. 
Анализ первичных данных RT-qPCR проводили 
с  помощью программного обеспечения Bio-Rad 
CFX Manager (v2.1) [7].

В качестве референсных использовали ге-
нетические локусы GAPDH, B2M [8, 9]. Прямые 
и обратные праймеры для всех генетических ло-
кусов были разработаны с  помощью базы NCBI 
GenBank, их последовательности приведены 
в табл. 2.

Относительную копийность (англ. relative 
copy quantitation, RСQ) генетического локуса рас-
считывали по формуле 2-ΔCt. Дозу исследованного 
локуса считали равной диплоидному набору (2n) 
при отношении RCQопухоль/норма ~1. Если отноше-
ние RCQопухоль/норма было > 1,5 или < 0,5, дозу локу-
са считали увеличенной (≥ 3n) или уменьшенной 
(≤ 1n) соответственно [10].

Статистический анализ результатов, вклю-
чающий непараметрический критерий Манна  – 
Уитни, ROC-анализ и  отношение шансов (ОШ), 
выполняли с  использованием пакета приклад-
ных программ Microsoft Excel  2013 (Microsoft 
Corporation, США) и  Statistica  v.10 (StatSoft Inc., 
США) [9]. При проведении ROC-анализа ука-
зывали 95%  доверительный интервал (95%  ДИ) 
с верхней и нижней границами. Различия счита-
ли статистически значимыми при р < 0,05.

Результаты
В нашем исследовании наблюдали увеличение 
относительной копийности для всех генетиче-
ских локусов в опухолевых клетках яичников по 
сравнению с условно здоровой тканью (рисунок). 
Статистически значимое изменение копийно-
сти (р < 0,05) выявлено для генов c-Myc (р = 0,001), 
DDB1 (р = 0,002), PRPF19 (р = 0,0001), CDKN1B 
(р = 0,001).

Установлены дифференциально разделитель-
ные уровни четырех генов – c-Myc, DDB1, PRPF19 
и  CDKN1B, которые со статистической значимо-
стью позволили прогнозировать неблагоприят-
ное течение заболевания у  пациенток (табл. 3). 
Наиболее тесная связь с  риском неблагоприят-
ных событий была характерна для повышения 
уровня копийности PRPF19 (ОШ 7,3; р = 0,0001) 
и c-Myc (ОШ 6,8; р = 0,001). Соответствующие ре-
зультаты однофакторного и  многофакторного 
анализа приведены в табл. 4.

Исходя из полученных ОШ для многофактор-
ного анализа, уравнение логистической регрес-
сии приобрело следующий вид:

kp = 1,16 × RCQопухоль/норма(c-Myc) + 
+ 0,47 × RCQопухоль/норма(DDB1) + 

+ 1,31 × RCQопухоль/норма(PRPF19) + 
+ 0,59 × RCQопухоль/норма(CDKN1B),

где kp – прогностический коэффициент для опре-
деления риска рецидива в течение заболевания.

Таблица 3. Результаты ROC-анализа в отношении определения в опухолевых образцах 
у больных раком яичников дифференциально разделительных уровней копийности генов, 
статистически значимых для оценки риска неблагоприятных событий

Ген Пороговое 
значение 
RCQопухоль/норма; 
значение р

Диагностическая 
специфичность

Диагностическая 
чувствительность

95% ДИ

c-Myc ≥ 3,7; 0,001 77,9 (71,4–85,2) 81,2 (74,5–86,7) 0,125–0,861

DDB1 ≥ 2,5; 0,002 67,9 (61,3–74,6) 70,4 (62,3–78,5) 0,215–0,793

PRPF19 ≥ 4,8; 0,0001 81,3 (73,1–86,3) 84,7 (74,6–88,9) 0,105–0,918

CDKN1B ≥ 2,5; 0,001 70,5 (66,7–76,4) 72,1 (66,3–79,8) 0,265–0,853

ДИ – доверительный интервал (нижняя – верхняя границы)

Значения коэффициента относительной копийности генов (RCQопухоль/норма) у больных раком 
яичников; * статистически значимые различия (р < 0,05)
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Мы рассчитали с  помощью ROC-анализа 
пороговое значение kp, которое составило 13,7. 
В  случае если данный показатель у  больной 
превысит 13,7, можно прогнозировать развитие 
неблагоприятных событий в  течение заболева-
ния (рецидив и летальный исход). При значении 
ниже порогового риск летального исхода и  ре-
цидивов невысокий. Чувствительность теста, 
в  основу которого легла предложенная модель, 
составила 79,3%, специфичность – 82,8%.

Обсуждение
В итоге выявлена аберрантная копийность че-
тырех генов: c-Myc, DDB1, PRPF19 и  CDKN1B. 
В нашем исследовании статистически значимое 
увеличение амплификации гена репарации по-
вреждений ДНК DDB1 было связано с  плохим 
прогнозом, что согласуется с  данными анализа 
CNV в работе L. Li и соавт., где увеличение чис-
ла копий коррелировало с  усилением экспрес-
сии генов при раке яичников [6]. DDB1, кодиру-
емый геном DDB1, расположенным в хромосоме 
11q12.2, считается важным регулятором эксци-
зионной репарации нуклеотидов и  отвечает за 
устойчивость к  препаратам платины [11]. Эти 
результаты показывают, что DDB1 может быть 
использован в качестве предиктора химиорези-
стентности.

Помимо генов репарации повреждений ДНК, 
гены PRPF19 и  CDKN1B, кодирующие белки, 
участвующие в  клеточной пролиферации и  пе-
реходе G1/S, также ассоциировались с  плохим 
прогнозом при раке яичников. В  исследовании 
L. Li и соавт. усиление PRPF19 не было статисти-
чески значимо связано с общей выживаемостью 
(p = 0,0856), однако ген CDKN1B выступал неза-
висимым прогностическим фактором для общей 
выживаемости [6]. PRPF19 (pre-mRNA-processing 
factor 19) представляет собой U-box-содержащую 

убиквитинлигазу E3, участвует в  восстановле-
нии ДНК [12]. Повышенная экспрессия PRPF19 
обнаружена в тканях рака желудка и/или мета-
статических лимфатических узлах по сравнению 
с  нормальными тканями [13]. Высокий уровень 
экспрессии PRPF19 отмечали в большинстве тка-
ней гепатоцеллюлярной карциномы и  клеточ-
ных линий, где сверхэкспрессия PRPF19 поло-
жительно коррелировала с сосудистой инвазией 
и  прорывом капсулы опухоли [14]. Указанные 
выше исследования позволяют предположить, 
что увеличение транскрипционной активности 
PRPF19 становится критическим событием во 
время прогрессирования злокачественных опу-
холей.

Белок р27 кодируется геном циклинзависимо-
го ингибитора киназы 1B (CDKN1B). Некоторые 
полиморфизмы CDKN1B могут быть связаны со 
сниженным риском онкозаболеваний, особен-
но рака яичников [15]. Кроме того, экспрессия 
CDKN1B ассоциирована с  выживаемостью [6, 
16]. В  нашем исследовании мы наблюдали ста-
тистически значимое повышение копийности 
генов PRPF19 и  CDKN1B, что сопровождалось 
плохим прогнозом при раке яичников.

Протоонкоген c-Myc  – основной регулятор 
транскрипции helix-loop-helix/leucine zipper 
(bHLH-Zip). Он контролирует множество био-
логических процессов, включая рост и  диффе-
ренцировку клеток, а  также инициацию и про-
грессирование опухоли [17]. c-Myc обсуждается 
как наиболее часто амплифицируемый онкоген, 
и  дисрегуляция его экспрессии коррелирует 
с  агрессивностью опухоли и  плохим клиниче-
ским исходом при большинстве злокачествен-
ных новообразований. В нашей работе отмечено 
статистически значимое повышение копийно-
сти гена с-Myc, ассоциированное с плохим про-
гнозом заболевания.

Заключение
Рак яичников имеет худший прогноз из всех 
гинекологических злокачественных новообра-
зований ввиду выявления на поздних стадиях 
и частого рецидивирования. В настоящем иссле-
довании мы определили прогностическую цен-
ность четырех онкогенных драйверов, а именно 
DDB1, PRPF19, CDKN1B и с-Myc, увеличение ко-
пийности которых ассоциировалось с  неблаго-
приятным прогнозом заболевания. Наибольший 
относительный риск прогрессирования и реци-
дива рака яичников отмечался при амплифи-
кации генов PRPF19 (ОШ 7,3; р = 0,0001) и  c-Myc 
(ОШ 6,8; р = 0,001). 

Таблица 4. Результаты однофакторного и многофакторного анализа поиска ассоциаций 
между копийностью генов c-Myc, DDB1, PRPF19 и CDKN1B и риском рецидива у больных 
раком яичников

Ген ОШ при однофакторном 
анализе (95% ДИ)

ОШ при многофакторном 
анализе (95% ДИ)

c-Myc 6,8 (3,531–27,637) 3,2 (1,243–4,751)

DDB1 4,2 (2,823–8,974) 1,6 (1,327–2,867)

PRPF19 7,3 (2,546–32,122) 3,7 (1,344–4,789)

CDKN1B 4,7 (1,834–7,556) 1,8 (1,335–2,898)

ДИ – доверительный интервал (нижняя – верхняя границы), ОШ – отношение шансов
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Rationale: Ovarian cancer is the leading death 
cause in gynecological malignancies. More than 
70% of the patients are diagnosed with progress-
ing disease extending to outside the true pelvis. 
The 5-year survival of ovarian cancer patients re-
mains low (about 47%) due to frequent relapses 
and drug resistance. Identification of markers for 
early diagnosis and relapse prediction could im-
prove the outcomes of the disease.
Aim: To assess relative copy number of can-
cer-associated genetic loci c-Myc, CDK12, CDKN1B, 
PRPF19, ERBB2, DDB1, GAB2, COL6A3 in the tumor 
cells of ovarian cancer, in order to identify poten-
tial prognostic oncomarkers in ovarian cancer pa-
tients.
Materials and methods: The study included 
50 women aged 27 to 70 years with ovarian can-
cer T1-3сN0-1M0-1, Gr.  2 (stages  I–IV), who re-
ceived their elective treatment in the National 
Medical Research Centre for Oncology in 2015 
to 2019. The study was based on samples of ge-
nomic DNA from paraffinized blocks of tumor and 
“healthy” tissues. Relative copy numbers of 8 ge-
netic loci (c-Myc, CDK12, CDKN1B, PRPF19, ERBB2, 
DDB1, GAB2, COL6A3) was assessed by RT-qPCR 
technique. Relative copy quantitation of a genetic 
locus was calculated as 2-ΔCt. The dose of the lo-
cus studied was considered equal to diploid set 
(2n) if RCQtumor/healthy was about 1. If RCQtumor/healthy 
was > 1.5 or < 0.5, then the locus dose was consid-
ered increased (≥ 3n) or decreased (≤ 1n), respec-
tively.

Results: For all genetic loci, an increase of rela-
tive copy quantitation in the ovarian tumor cells 
was observed compared to that in “healthy” tis-
sues. There was a  significant (р < 0.05) aberrant 
copy quantitation of 4  genes: c-Myc (р = 0.001), 
DDB1 (р = 0.002), PRPF19 (р = 0.0001), and CDKN1B 
(р = 0.001). We identified differential thresholds 
for these genes that made it possible to predict 
an unfavorable disease course in the patients 
(р < 0.05). The strongest association with the risk 
of adverse outcomes was found for increased 
copy number of PRPF19 (odds ratio (OR) 7.3; 
р = 0.0001) and c-Myc (OR 6.8; р = 0.001).
Conclusion: In this study, we determined the 
prognostic value of 4 oncogenic drivers, namely, 
DDB1, PRPF19, CDKN1B, and с-Myc, whose increased 
copy number was associated with an adverse dis-
ease prognosis in ovarian cancer patients.

Key words: ovarian cancer, copy number varia-
tion, DDB1, PRPF19, CDKN1B, с-Myc
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