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Цель исследования. Оценить возможность проведения дифференцировки пациенток с цервикальной 
интраэпителиальной неоплазией (CIN) 2+ и CIN1 или менее на основе экспрессии 21-генной панели 
мРНК методом количественной полимеразной цепной реакции (ПЦР) в материале консервирующей 
жидкости флакона с образцами Пап-теста CellPrep.
Материал и методы. Уровень экспрессии мРНК 21 гена (Ki-67, STK-15, CCNB1, CCND1, MYC, 
MYBL2, P16INK4A, PTEN, BIRC5, BCL2, BAG1, TERT, NDRG1, ESR1, PGR, HER2, GRB7, MGB1, 
MMP11, CTSL2, CD68) определяли методом количественной ПЦР в материале консервирующей 
жидкости флакона после Пап-теста CellPrep у 59 пациенток, проходивших лечение в РНЦРР в 
2015-2016 гг. Критерием достоверности были результаты сопоставления с последующим гисто-
логическим исследованием. 
Результаты исследования. Установлено, что сочетанная оценка уровней экспрессии мРНК генов ESR1 
и MYBL2 позволяет, по данным дискриминантного анализа, провести правильную классификацию 
для пациенток с изменениями CIN2+ в 88,24% случаев, а для пациенток с гистологически подтвер-
жденной CIN1 или менее – в 84,0% случаев. Сочетанная оценка уровней экспрессии мРНК 17 генов 
(ESR1, MYBL2, CD68, PTEN, CCND1, BCL2, HER2, MMP11, TERT, STK15, P16INK4A, BAG1, CTSL2, 
KI67, CCNB1, GRB7, NDRG1) позволяет с точностью 98,3% случаев дифференцировать группы CIN 
2+ и CIN1 или менее. Совпадение классификации с данными гистологического исследования для 
группы CIN2+ составило 100,0% случаев, а для группы с гистологически подтвержденной CIN1 или 
менее  – 96,0% случаев.
Заключение. Впервые показана возможность анализа экспрессии мРНК большой группы генов мето-
дом количественной ПЦР в материале жидкостной цитологии Пап-теста CellPrep. Оценка экспрес-
сии панели 21 генов, дополняющая морфологическую дооперационную диагностику предраковых про-
цессов и рака шейки матки по материалу жидкостной цитологии, позволяет с высокой точностью 
проводить дифференциальную диагностику 2 клинически важных групп: CIN 2+ и CIN1 или менее 
(неизмененный эпителий/доброкачественные изменения ткани шейки матки). 
Ключевые слова: �патология шейки матки, экспрессия генов, мРНК, жидкостная цитология, цито-

логия.
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Objective. To assess whether patients with CIN 2+ and CIN1 or less can be differentiated based on the mRNA 
expression of a 21-gene panel by quantitative PCR in the material of preservative fluid collection vials with 
CellPrep PAP test samples.
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Заболеваемость раком шейки матки (РШМ) в 
Российской Федерации с 2005 по 2015 гг. возросла 
на 24,47% случаев, составив 21,27 случая на 100 000 
населения в 2015 году [1]. Неблагоприятные эпидеми-
ологические тенденции РШМ диктуют необходимость 
совершенствования методов ранней диагностики на 
новом технологическом уровне с внедрением в кли-
ническую практику последних достижений молеку-
лярной биологии.

По данным отечественной литературы даже изо-
лированное тестирование мРНК гена р16 (INK4a) 
методом количественной полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) (в материале традиционного соско-
ба шейки матки) может быть использовано в каче-
стве дополнительного маркера прогнозирования 
распространенных поражений шейки матки [2].  
Дифференциально-диагностическая панель марке-
ров для оценки цервикальной интраэпителиальной 
неоплазии (CIN) и РШМ должна включать ком-
плексный анализ экспрессии мРНК BCL-2, BAG, 
циклина В1, Ki-67 и рецепторов эстрогена [3]. 
Однако указанные исследования, как и большин-
ство других, проведены на образцах биопсийного и 
операционного материала. В настоящее время осо-
бый интерес вызывает возможность анализа нукле-
иновых кислот и в особенности РНК в материале, 
получаемом для жидкостной цитологии.

В литературе описан целый ряд работ, в которых 
указывается на возможность проведения таких иссле-
дований. M. Del Pino и соавт. (2015) впервые сооб-
щили об обнаружении мРНК клеточных биомарке-
ров в материале консервирующей жидкости флакона 
с образцом Пап-теста ThinPrep [4]. Исследователи 

отмечают, что сочетанная оценка TOP2A и CDKN2A/
р16 в данном материале обладает достаточным соотно-
шением чувствительности и специфичности для выяв-
ления женщин с высокой степенью плоскоклеточного 
интраэпителиального поражения (HSIL). H.Y. Wang 
и соавт. (2015) на основе комплексной оценки уров-
ней мРНК онкопротеинов Е6 и Е7 вируса папилло-
мы человека (ВПЧ) и белка теломеразной обратной 
транскриптазы человека (hTERT) в материале фла-
кона Пап-теста ThinPrep (545 образцов) приходят к 
выводу, что сочетанная оценка указанных маркеров 
может использоваться взаимодополняющим образом 
при диагностике поражений шейки матки высокой 
степени злокачественности, а также являться прогно-
стическим маркером при мониторинге заболеваний 
шейки матки низкой степени злокачественности [5].

Таким образом, определение мРНК в материале 
консервирующего раствора Пап-теста с использо-
ванием количественной ПЦР позволит расширить 
возможности дифференциальной диагностики CIN 
различной степени тяжести, рака in situ и инвазивного 
РШМ. 

Цель исследования – оценить возможность проведе-
ния дифференцировки пациенток с CIN 2+ и CIN1 на 
основе экспрессии 21-генной панели мРНК методом 
количественной ПЦР в материале консервирующей 
жидкости флакона с образцами Пап-теста CellPrep.

Материал и методы исследования

В исследование включены 59 пациенток, прохо-
дивших лечение в ФГБУ РНЦРР Минздрава России 
в 2015–2016 гг.

Subjects and methods. The mRNA expression level of 21 genes (Ki-67, STK-15, CCNB1, CCND1, MYC, 
MYBL2, P16INK4A, PTEN, BIRC5, BCL2, BAG1, TERT, NDRG1, ESR1, PGR, HER2, GRB7, MGB1, 
MMP11, CTSL2, and CD68) was determined by quantitative PCR in the material of preservative fluid collection 
vials after CellPrep PAP test in 59 patients who had been treated at the Russian Research Center of Roentgenology 
and Radiology in 2015-2016. The test of significance was the results of comparison with subsequent histological 
examination.
Results. Discriminant analysis has established that a combined assessment of ESR1 and MYBL2 mRNA 
expression levels allows correct classification in 88.24% of cases of CIN2+ changes and in less than 84.0% of 
cases of histologically confirmed CIN1. The combined assessment of mRNA expression levels of 17 genes (ESR1, 
MYBL2, CD68, PTEN, CCND1, BCL2, HER2, MMP11, TERT, STK15, P16INK4A, BAG1, CTSL2, KI67, 
CCNB1, GRB7, and NDRG1) permits differentiation of CIN 2+ and CIN1 or less cases with an accuracy at 
98.3%. The coincidence rate of the classification with the data of histological examination was 100.0% for the 
CIN2+ group and 96.0% for the histologically confirmed CIN1 or less group.
Conclusion. It has been shown for the first time that the mRNA expression of a large group of genes can be 
analyzed by quantitative PCR in the material of CellPrep liquid-based cytology in the PAP test. Assessment of the 
expression of a panel of 21 genes, which complements the preoperative morphological diagnosis of precancerous 
processes and cancer of the cervix uteri in the material of liquid-based cytology, allows a high-precision differential 
diagnosis of 2 clinically important groups, such as the CIN 2+ and CIN1 or less ones (intact epithelium/benign 
tissue changes of the cervix).
Keywords: cervical pathology, gene expression, mRNA, liquid-based cytology, cytology.
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Для всех образцов проводили ретроспективный 
анализ материала консервирующей жидкости фла-
кона с образцом Пап-теста CellPrep (Biodyne Co., 
LTD, Корея). Забор материала для цитологического 
исследования выполнялся при помощи набора рас-
ходных материалов для диагностики онкологиче-
ских заболеваний шейки матки (Biodyne Co., LTD, 
Корея). 

Подготовка тонкослойных цитологических пре-
паратов из материала флакона с консервирующим 
раствором выполнена при помощи процессора 
для приготовления препаратов для тонкослойного 
цитологического исследования CellPrep Plus 4.63 
(Biodyne Co., LTD, Корея). После фиксации в 
течение 30 минут в 95% растворе этанола окраши-
вание стеклопрепаратов по Папаниколау выпол-
нено на Autostainer Leica XL (Leica Microsystems 
Nussloch GmbH) с использованием красителей 
Leica Surgipath EA-50, OG6, гематоксилин Гарриса. 
Категоризация цитологических заключений выпол-
нена согласно классификации Bethesda. 

Уровень экспрессии мРНК 21 гена (Ki-67, STK-15, 
CCNB1, CCND1, MYC, MYBL2, P16INK4A, PTEN, 
BIRC5, BCL2, BAG1, TERT, NDRG1, ESR1, PGR, 
HER2, GRB7, MGB1, MMP11, CTSL2, CD68) опре-
деляли методом количественной ПЦР, описанным 
ранее с использованием наборов ЗАО «ДНК техноло-
гия» [6]. Критерием достоверности были результаты 
сопоставления с плановым гистологическим иссле-
дованием биопсийного и операционного материа-
ла. Гистологические заключения давались в соот-
ветствии с гистологической классификацией опу-
холей женской половой системы (ВОЗ, 2003 г.) [7].  
Хранение материала до начала исследования осу-
ществляли при температуре 4°С. 

Статистическую обработку результатов исследо-
вания проводили с использованием метода дис-
криминантного анализа. Различие групп считали 
статистически значимым при Р<0,05. Обработку 
полученных результатов проводили в программном 
пакете Statistica 7.0 (Stat Soft, США).

Распределение пациенток по возрасту и гистоло-
гическим заключениям представлено в табл. 1. 

Результаты исследования и 
обсуждение

Во всех 59 (100%) случаях методом количествен-
ной ПЦР определена экспрессия мРНК 24 генов, 
включая 3-хаускипинга, в материале консервиру-
ющей жидкости флакона с образцами Пап-теста 
CellPrep (табл. 2). 

Анализ полученных результатов экспрессии 
21  гена выявил достоверные отличия уровней экс-
прессии большей части исследованных генов в 
группах CIN 2+ и CIN1 или менее. Так, поша-
говый дискриминантный анализ свидетельствует, 
что использование полученного алгоритма, вклю-
чающего оценку уровней экспрессии мРНК 17 
генов (ESR1, MYBL2, CD68, PTEN, CCND1, BCL2, 
HER2, MMP11, TERT, STK15, P16INK4A, BAG1, 
CTSL2, KI67, CCNB1, GRB7, NDRG1) позволяет с 
точностью до 98,3% случаев провести дифференци-
ровку групп CIN 2+ и CIN1 или менее. Совпадение 
классификации с данными гистологического иссле-
дования для группы CIN2+ составило 100,0% слу-
чаев, а для группы с гистологически подтвержден-
ной CIN1 или менее – 96,0% случаев.

В 1 случае гликогеновой дистрофии значения 
молекулярно-биологических параметров ошибочно 
отнесли наблюдение к группе CIN 2+ при совпаде-
нии данных цитологического и гистологического 
исследования.

Итоги анализа дискриминантных функций выя-
вили, что наибольшее значение на правильность 
классификации оказывает оценка мРНК экспрес-
сии генов ESR1, CD68, PTEN, CCND1, BCL2, 
HER2, STK15, BAG1. 

Нашей задачей было оптимизировать практиче-
ское применение полученных данных для будущего 
практического использования. Пошаговый дискри-
минантный анализ мРНК 21 гена с исключением 
оставляет 2 переменных в модели, позволяющих 
дифференцировать CIN2+/CIN1 или менее с сум-
марной точностью 86,44% случаев (табл. 3). 

Достоверное снижение экспрессии рецепторов 
эстрогена характеризовало группу с гистологически 

Таблица 1. Распределение пациенток в зависимости от типа гистологических заключений и возраста

Изучаемые группы, n – число пациенток Гистологический диагноз Средний возраст (M±SD) * лет,  
n – число пациенток

CIN1 или неизмененный эпителий/
доброкачественные изменения,
n=25 случаев

Неизмененный эпителий/ 
Доброкачественные изменения

42,9±11,16
n=21

СIN 1 49,25±20,17
n=4

CIN2+ 
n=34 случая

CIN в диапазоне CIN 2 – CIN 3, рак in situ 36,1±8,93
n=30

Аденокарцинома эндоцервикального типа 61,0±19,80
n=2

Плоскоклеточный рак 38,0±1,41
n=2

Все группы 40,32±11,94
n=59

* – M – среднее, SD – среднеквадратичное отклонение.

Bionika
 M

ed
ia



АКУШЕРСТВО И ГИНЕКОЛОГИЯ  № 4 /2017
AKUSHERSTVO I GINEKOLOGIYA/OBSTETRICS AND GYNECOLOGY № 4 /2017 

АКУШЕРСТВО И ГИНЕКОЛОГИЯ  № 4 /2017
AKUSHERSTVO I GINEKOLOGIYA/OBSTETRICS AND GYNECOLOGY № 4 /201798 ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

установленными изменениями не менее чем CIN2+ 
(p=0,00001). Наши результаты согласуются с дан-
ными I. Zhai и соавт. (2010), отмечающими низкий 
уровень экспрессии ESR1 в большинстве случаев 
инвазивного РШМ в сравнении с неинвазивными 
цервикальными изменениями [8].

Помимо оценки экспрессии мРНК рецепторов 
эстрогена α, модель включает оценку экспрессии 
мРНК гена MYBL2, являющегося членом семейства 
протоонкогенов MYB, участвующих в пролифе-
рации и контроле клеточной дифференцировки. 
Группа CIN2+ характеризуется более выраженной 
экспрессией данного маркера (p=0,001433).

K. Astbury и соавт. (2011) выявили гиперэкспрес-
сию MYBL2 при помощи TaqMan ПЦР в клеточных 
линиях РШМ [9]. Авторы отмечают, что при имму-
ногистохимическом исследовании окрашивание с 
антителами к MYBL2 преимущественно отсутствует 
в нормальном эпителии шейки матки при выражен-
ной позитивной экспрессии в CIN и инвазивном 
РШМ, позволяя относить оценку его экспрессии к 
потенциальным биомаркерам РШМ.

Использование сочетанной оценки экспрессии 
только двух генов ESR1 и MYBL2 позволяет верно 
классифицировать группу CIN2+ в 88,24% случа-
ев, а группу CIN1 или менее – в 84,0% случаев. С 
точки зрения практической реализации внедре-
ние данной двугенной модели, как дополнитель-

ной тест-системы, представляется наиболее пер-
спективным в практике плановых и скрининговых  
обследований.

Заключение

Таким образом, в данной работе впервые показа-
на возможность анализа экспрессии мРНК большой 
группы генов методом количественной ПЦР в мате-
риале жидкостной цитологии Пап-теста CellPrep. 
Полученные результаты оценки уровня экспрессии 
группы генов (всего проанализирована экспрессия 
24 генов, из которых 3-хаускипинги, использован-
ные для нормировки) позволили дифференциро-
вать образцы на группы, соответствующие CIN 2+ 
и CIN1 или менее. Проведенный дискриминантный 
анализ показал, что в дифференциальную диагно-
стику больший вклад вносит оценка экспрессии 
мРНК генов ESR1 и MYBL2 методом количест-
венной ПЦР, что позволяет отличить группу CIN 
2+ от группы CIN1 или менее с точностью 86,44% 
случаев. Следовательно, оценка экспрессии панели 
21 генов, дополняющая морфологическую доопе-
рационную диагностику предраковых процессов и 
РШМ по материалу жидкостной цитологии, позво-
ляет с высокой точностью проводить дифферен-
циальную диагностику патологических процессов 
шейки матки.

Таблица 2. Уровень экспрессии исследованных генов в группах CIN1 или менее и CIN2+

Изучаемые
гены

CIN1 или неизмененный эпителий/ доброкачественные изменения (M±SD),  
усл. единиц, n=25 случаев

CIN2+  (M±SD),   
усл. единиц, n=34 случая

MGB1 12791,46±16009,29 16527,37±35600,78
CTSL2 60,91±81,20 40,62±93,77

MYC 16,75±15,60 24,57±22,31
BCL2 7,76±8,04 4,61±2,03
BIRC5 4,85±4,78 9,26±6,00

CCND1 58,90±31,47 32,58±25,94
NDRG1 29,26±21,11 65,87±86,31
CD68 10,18±10,11 7,29±6,16
KI67 8,89±10,11 34,69±33,15
TERT 4,45±9,77 22,69±42,78
HER2 17,69±9,87 15,75±8,18
PTEN 3,19±1,35 3,13±2,38
BAG1 6,09±3,33 3,79±1,42
PGR 800,47±1509,31 210,49±299,56

CCNB1 35,72±35,75 80,79±56,51
ESR1 153,99±69,11 63,59±47,38
GRB7 21,18±28,63379 19,53±9,62

MMP11 1387,82±3917,79 657,99±1568,43
STK15 3,55±2,58 6,10±3,00
MYBL2 18,07±20,82 87,08±72,57

P16INK4A 15,73±38,40 43,10±37,65
* – M-среднее, SD – среднеквадратичное отклонение.

Таблица 3. Итоги анализа дискриминантных функций гистологически  
подтвержденной СIN 1 и менее и CIN 2+

Ген Уилкса – Лямбда Частная – Лямбда F-исключ – (1,56) p-уровень Толер. 1-толер. – (R-кв.)

ESR1 0,728597 0,703859 23,56140 0,000010 0,997449 0,002551

MYBL2 0,615865 0,832698 11,25127 0,001433 0,997449 0,002551
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Дифференцированный подход ведения пациен-
ток с CIN различной степени тяжести используется 
и представлен как консервативными, так и опера-
тивными подходами. Выбор каждого метода должен 
быть строго обоснованным, особенно у пациен-
ток репродуктивного возраста, ориентированных 
на органосохраняющее лечение. Молекулярно-
биологическое тестирование по материалам жид-
костной цитологии позволяет провести внутрино-
зологическую диагностику и определить тактику 
дальнейшего лечения. Дополнительные исследо-
вания на большем объеме клинического материа-
ла позволят верифицировать пороговые значения 
экспрессии для каждого из анализируемых генов, 
что создаст дополнительный метод уточняющей 
дифференциальной диагностики клинически зна-
чимых изменений эпителия шейки матки, перспек-
тивный с точки зрения плановых и скрининговых 
исследований.
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