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ОСОБЕННОСТИ АМПЛИФИКАЦИИ ГЕНОВ CCND1 И EGFR  

И ИХ СООТВЕТСТВИЕ С ЭКСПРЕССИЕЙ БЕЛКОВ CYCLIN D1 И EGFR  

ПРИ ПЛОСКОКЛЕТОЧНОМ РАКЕ ЯЗЫКА 

3.3.2. Патологическая анатомия 

 

Аннотация. Цель исследования: оценка количества опухолевых клеток с амплификацией генов CCND1 

и EGFR при плоскоклеточном раке языка и ее соответствие с экспрессией белков Cyclin D1 и EGFR. Материал 

и методы. Для цитогенетического исследования использовались мазки 19 наблюдений плоскоклеточного рака 

языка, после чего проводилась биопсия соответствующих участков опухоли. Цитогенетическое исследование 

выполнено методом интерфазной флуоресцентной in situ гибридизации (FISH). Иммуногистохимическое иссле-

дование выполнено с помощью антител к Cyclin D1 и EGFR. Результаты. В опухолевых клетках всех образцов 

выявлена амплификация генов EGFR и CCND1. Количество клеток с амплификацией изучаемых генов занимало 

широкий диапазон. Так, для гена EGFR она составила от 1 до 59 клеток, а для гена CCND1 составила от 1 

до 87 клеток. В 100 % наблюдений амплификация EGFR и CCND1 сочетались. Диффузная, преимущественно 

умеренная экспрессия EGFR определялась в 17 (89 %) из 19 наблюдений, очаговая слабая экспрессия – в двух 

наблюдениях (11 %). Экспрессия Cyclin D1 всех анализируемых наблюдений была очаговой – слабой и умерен-

ной. Заключение. Цитогенетическими особенностями плоскоклеточного рака языка является широкий диапазон 

опухолевых клеток с амплификацией генов EGFR и CCND1, составляющий 159 и 187 соответственно. Опухо-

лям с амплификацией EGFR соответствует диффузная экспрессия белка EGFR в 89 % наблюдений и очаговая 

экспрессия в 11 % наблюдений. Опухолям с амплификацией CCND1 соответствует очаговая экспрессия Cyclin 

D1 во всех наблюдениях.  

Ключевые слова: рак языка, амплификация, экспрессия 
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FEATURES OF CCND1 AND EGFR GENE AMPLIFICATION  

AND THEIR CORRESPONDENCE WITH THE EXPRESSION OF CYCLIN D1  

AND EGFR PROTEINS IN THE TONGUE SQUAMOUS CELL CARCINOMA 

3.3.2. Pathological anatomy 

 

Abstract. The purpose of the study: Evaluation tumor cell number with CCND1 and EGFR gene amplification and 

its correlation with Cyclin D1 and EGFR protein expression in squamous cell carcinoma of the tongue. Material and 

methods. For cytogenetic examination, smears from 19 cases of squamous tongue cancer were used, after which a bi-

opsy of the corresponding tumor sites was performed. The cytogenetic study was performed by interphase fluorescent 

in situ hybridization (FISH). The immunohistochemical study was performed using antibodies to Cyclin D1 and EGFR. 

Results. Amplification of the EGFR and CCND1 genes was detected in the tumor cells of all samples. The number of cells 

with amplification of the studied genes occupied a wide range. Thus, for the EGFR gene, it ranged from 1 to 59 cells, and 

for the CCND1 gene, it ranged from 1 to 87 cells. In 100 % of observations, EGFR and CCND1 amplification were com-

bined. Diffuse, mostly moderate EGFR expression was detected in 17 (89 %) of the 19 observations, and focal weak 

expression was detected in two observations (11 %). Cyclin D1 expression in all analyzed observations was focal, weak 

and moderate. Conclusion. The cytogenetic features of the tongue squamous cell carcinoma are wide range of cells 

with amplification of EGFR and CCND1 genes, amounting to 1–59 and 1–87 cells, respectively. Tumors with EGFR am-

plification correspond to diffuse EGFR protein expression in 89% of cases and focal expression in 11% of cases.  

Tumors with CCND1 amplification correspond to the focal expression of Cyclin D1 in all observations.  

Keywords: tongue cancer, amplification, expression 

 

Ежегодно в мире умирает 145 тыс. больных 

со злокачественными новообразованиями рото-

вой полости, а диагностируются 830 тыс. новых 

случаев [1, 2]. Протоонкоген CCND1 принимает 

участие в прогрессии опухоли и может приме-

няться как прогностический маркер, а его ам-

плификация способствует неблагоприятному 

клиническому исходу заболевания [3]. Рецептор 

эпидермального фактора роста (EGFR) играет 

важную роль в канцерогенезе плоскоклеточного 

рака полости рта. Изменение числа копий гена 

является одним из механизмов увеличения экс-

прессии белка EGFR, и связано с метастатиче-

ским поражением лимфатических узлов, инвазив-

ным ростом опухоли и периневральной инвазией, 

глубиной опухолевой инвазии, стадией опухоли. 

Опухолевые клетки с амплификацией EGFR обла-

дают большой способностью к инвазии 4. 

 

ЦЕЛЬ РАБОТЫ  

Провести оценку количества опухолевых 

клеток с амплификацией генов CCND1 и EGFR 

и ее соответствие с экспрессией белков Cyclin 

D1 and EGFR при плоскоклеточном раке языка.  

 

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ 

Были изучены 19 наблюдений плоскокле-

точного рака языка, полученных в радиологиче-

ском отделении Медицинского радиологического 

научного центра им. А. Ф. Цыба в период с 2018 

по 2020 г. Возраст пациентов составил от 27 

до 89 лет (средний возраст 56,7 ± 11). Материал 

12 наблюдений (64 %) принадлежал лицам муж-

ского пола и 7 наблюдений (36 %) женщинам. 

Цитогенетически изучались мазки опухолевой 

ткани рака языка. В качестве «внутреннего кон-

троля» исследовали образцы контралатераль-

ной интактной слизистой оболочки языка этих же 

пациентов. Предметные стекла с нанесенными 

на них мазками помещали в фиксатор (смесь ме-

танола и уксусной кислоты в соотношении 3 : 1).  

Исследование выполнено методом интер-

фазной флуоресцентной in situ гибридизации 

(FISH) с применением коммерческих ДНК-зондов 

ген/центромера хромосомы: EGFR/CEP7 и CCND1/ 

CEP11 (Kreatech, Нидерланды). Денатурацию ДНК 

проводили в автоматической камере Hybrite при 

74 °С в течение 7 минут. Гибридизацию осуществ-

ляли при 37 °С в термостате в течение 18 часов. 

Для визуализации препаратов наносили DAPI 

(4,6-диамидино-2-фенилиндол). Анализ цитоге-

нетических нарушений выполнялся на флуорес-

центном микроскопе AxioImager (Zeiss). В каждом 

наблюдении анализировали по 100230 клеток 

и оценивали количество клеток опухоли с ам-

плификацией генов CCND1, EGFR. Для гистоло-

гического исследования во всех случаях исполь-

зовался биопсийный материал опухоли.  

В соответствии с критериями классифика-

ции ВОЗ наблюдения были разделены на высо-
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кодифференцированные (G1), умереннодиффе-

ренцированные (G2) и низкодифференцирован-

ные (G3) плоскоклеточные раки. В соответствии 

с TNM классификацией наблюдения были разде-

лены на T1, T2, T3, T4. Для иммуногистохимиче-

ского исследования использовались антитела 

к Cyclin D1 (клон AM29, Zymed Laboratories, раз-

ведение 1 : 50) и к EGFR (Novocastra, разведение 

1 : 20). Для уточнения связи между количеством 

опухолевых клеток с амплификацией EGFR и 

CCND1 использовали коэффициент ранговой 

корреляции Спирмена. Сформулированы нуле-

вая (Н0) и альтернативная (Н1) гипотеза: Н0 – 

корреляции между переменными не отличаются 

от нуля; Н1 – корреляции между переменными 

отличаются от нуля. Статистические гипотезы 

проверяли на уровне значимости α = 0,05. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  

И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ  

Цитогенетическое исследование 

При изучении амплификации гена EGFR ис-

следовано 3 440 опухолевых клеток и 3 066 кле-

ток – при изучении амплификации гена CCND1. 

Во внутреннем контроле исследовано 900 клеток 

(табл. 1)  

Таблица 1 

Результаты цитогенетического исследования количества клеток с амплификацией EGFR  

и CCND1 в ткани опухоли и контрольной (контралатеральной) стороне языка 

Ген/центромера Группа Количество исследованных клеток Медиана клеток с амплификацией 

EGFR/CEP7 
«Внутренний контроль» 900 1 

Опухоль 3440 9 

CCND1/CEP11 
«Внутренний контроль» 900 1 

Опухоль 3066 13 

 

В опухолевых клетках всех образцов вы-

явлена амплификация генов EGFR и CCND1. 

Количество клеток с амплификацией изучаемых 

генов занимала широкий диапазон. Так, для гена 

EGFR она составила от 1 до 59 клеток, а для ге-

на CCND1 составила от 1 до 87 клеток. Из таб-

лицы следует, что медиана клеток с амплифика-

цией генов EGFR и CCND1 в опухоли превышает 

показатели контралатеральной интактной сторо-

ны языка. В 100 % наблюдений амплификация 

EGFR и CCND1 сочетались. Количество опухоле-

вых клеток с амплификацией EGFR, CCND1 и со-

ответствующие им категории Т и степени диф-

ференцировки показаны в табл. 2.  

Таблица 2  

Результаты цитогенетического исследования количества клеток с амплификацией EGFR  

и CCND1 в ткани опухоли в зависимости от категории Т и степени опухолевой дифференцировки 

Категория опухоли 

Т 

Степень  

дифференцировки 

Количество опухолевых клеток Количество опухолевых клеток 

с увеличением копий EGFR с увеличением копий CCND1 

Т1 G1 6 6 

Т1 G1 29 87 

Т1 G1 5 1 

Т2 G1 31 53 

Т2 G2 14 23 

Т2 G2 12 38 

Т2 G1 20 13 

Т2 G3 1 6 

Т2 G1 59 51 

Т2 G1 3 12 

Т2 G1 3 26 

Т2 G2 2 7 

Т2 G1 42 6 

Т2 G2 1 3 

Т3 G2 3 10 

Т3 G3 5 52 

Т3 G2 16 18 

Т3 G1 2 12 

T4 G1 22 14 
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В наблюдениях разных категорий и диф-

ференцировки определялось как небольшое, 

так и увеличенное количество клеток с ампли-

фикации EGFR и CCND1 (рис. 1, 2). 

При проведении корреляционного анализа 

между категорией опухоли Т и количеством 

опухолевых клеток с увеличением копий EGFR 

значимых различий не получено (p = 0,46). 

При проведении корреляционного анализа 

между категорией опухоли Т и количеством опу-

холевых клеток с увеличением копий CCND1 зна-

чимых различий не получено (p = 0,46). 

При проведении корреляционного анализа 

между степенью опухолевой дифференцировки 

и количеством опухолевых клеток с увеличени-

ем копий EGFR значимых различий не получе-

но (p = 0,46). 

При проведении корреляционного анализа 

между степенью опухолевой дифференцировки 

и количеством опухолевых клеток с увеличени-

ем копий CCND1 значимых различий не полу-

чено (p = 0,46). 

Во всех 19 исследуемых наблюдениях 

проведено дополнительное параллельное им-

муногистохимическое исследование по выявле-

нию экспрессии белков EGFR и Cyclin D1 соот-

ветственно, при этом диффузная, преимуще-

ственно умеренная экспрессия EGFR опреде-

лялась в 17 (89 %) из 19 наблюдений (рис. 3), 

очаговая слабая экспрессия – в двух наблюде-

ниях (11 %).  

Экспрессия Cyclin D1 всех анализируемых 

наблюдений была очаговой, слабой и умеренной 

(рис. 4). 

 

  
 

Рис. 1. Опухолевая клетка плоскоклеточного рака 
языка с амплификацией гена CCND1  

(красные сигналы) 

 

Рис. 2. Опухолевая клетка плоскоклеточного рака 
языка с амплификацией гена EGFR  

(4 красных сигнала) 

 

  
 

Рис. 3. Диффузная экспрессия EGFR в клетках 
плоскоклеточного рака языка. 

 ИГХ окрашивание, ×100 

 

Рис. 4. Очаговая слабая и умеренная экспрессия 
 Cyclin D1 в клетках плоскоклеточного рака языка.  

ИГХ окрашивание, ×400 
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Рецептор EGFR в опухолевых клетках спо-

собствуют пролиферации, инвазии и метастази-

рованию, а его гиперэкспрессию часто связыва-

ют с неблагоприятным исходом заболевания при 

опухолях головы и шеи 5. Амплификация гена 

EGFR в нашем исследовании определялась 

в 100 % наблюдений, однако выявлялась в раз-

личном количестве опухолевых клеток как при 

начальных категориях опухоли и высокой степе-

ни дифференцировки, так и при более поздних 

категориях опухоли и низкой степени диффе-

ренцировки. При категориях Т1 и T4 встречались 

наблюдения с количеством клеток, незначитель-

но отличающихся друг от друга. Таким образом, 

мы не обнаружили связь между категорией опу-

холи и степенью дифференцировки с количе-

ством опухолевых клеток с амплификацией 

EGFR. По данным исследователей, частота ам-

плификации гена EGFR при плоскоклеточном 

раке полости рта составляет от 1731 %, однако 

количество клеток с амплификацией данного ге-

на не изучалось 6. Исследователи отмечают 

более частое выявление амплификации гена 

EGFR при плоскоклеточном раке полости рта 

поздних стадий, чем ранних 7.  

По данным других исследователей, низко-

дифференцированные опухоли чаще встреча-

лись на поздних стадиях заболевания (T3-T4), 

однако характеризовались амплификацией EGFR, 

как и в высокодифференцированных опухолях 8. 

Это несоответствие может указывать на то, что 

амплификация EGFR оказывает неопределенное 

влияние на поведение плоскоклеточного рака ро-

товой полости 9. 

В нашем исследовании в 100 % наблюде-

ний с амплификацией гена EGFR выявлена 

экспрессия белка EGFR, однако в 89 % экс-

прессия была сильной, а в 11 % наблюдений – 

умеренной. Исследователями также в 100 % 

наблюдений рака языка выявлено соответствие 

между амплификацией гена EGFR и экспресси-

ей белка EGFR, однако наблюдения с высоким 

количеством копий EGFR сопровождались бо-

лее интенсивной экспрессией белка EGFR при 

иммуногистохимическом исследовании. Мы не 

выявили такой закономерности. 

Количество опухолевых клеток с амплифи-

кацией гена CCND1 в наших наблюдениях со-

ставило от 1 до 87, при этом гиперэкспрессии 

белка Cyclin D1 не определялось, экспрессия 

была очаговой, слабой и умеренной. По дан-

ным исследователей амплификация протоонко-

гена CCND1 при раке ротовой полости зависит 

от локализации, в частности, при раке языка 

составляет 88 11 и 56,5 % 12, при плоскокле-

точном раке щеки – 56 % [11, однако количе-

ство клеток с амплификацией не изучалось. 

В случаях разных категорий и степеней опухо-

левой дифференцировки определялась очаго-

вая, слабая и умеренная экспрессия белка Cy-

clin D1, независимо от количества клеток с ам-

плификацией протоонкогена CCND1. В работе 

исследователей также отсутствовала корреля-

ционная связь между амплификацией CCND1 

и экспрессией белка Cyclin D1 в случае плоско-

клеточном раке полости рта 13. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ  

Таким образом, диапазон опухолевых кле-

ток с амплификацией EGFR и CCND1 находит-

ся в широких пределах и составляет 159 

и 187 клеток соответственно. При этом опухо-

левым клеткам с амплификацией EGFR соот-

ветствует преимущественно сильная диффуз-

ная экспрессия белка EGFR, а с амплификаци-

ей CCND1 – очаговая, слабая и умеренная 

экспрессия белка Cyclin D1. Нами не выявлена 

связь между количеством опухолевых клеток 

с амплификацией EGFR, CCND1 и стадией опу-

холи, а также степенью ее дифференцировки. 
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