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Резюме. Фермент Топоизомераза 2 альфа (Tор2a) аберрантно экс-
прессируется во множестве солидных опухолей и играет важную роль 
в возникновении и развитии опухолевого процесса. В определенной 
степени уровень экспрессии Тор2а отражает уровень пролиферации 
опухолей. По имеющимся исследованиям не выявлена статистически 
значимая ассоциации экспрессии Тор2а со статусом гена, клиниче-
скими параметрами, такими как возраст, пол или опухолевая стадия. 
По данным литературы при раке молочной железы (РМЖ) аберрации 
гена Tор2a (амплификация/делеция) встречаются до 50% в HER2-
положительных опухолях, и в 2,7–8,8% HER2-отрицательных опухо-
лях. Цель: выявить наличие взаимосвязи статуса Тор2а с уровнем экс-
прессии белка и провести сравнительный анализ различных методов 
гибридизации FISH и SISH с целью определения Тор2а-статуса инва-
зивного долевого РМЖ. Материалы и методы. Мы исследовали опе-
рационный материал пациенток с диагнозом инвазивный дольковый 
рак молочной железы, не получавших неоадъювантную химио- и лу-
чевую терапию. Методом иммуногистохимического окрашивания мы 
выявили экспрессию ER, PR, Ki-67, HER2 и Тор2а. Статус гена HER2 
определяли с помощью FISH, статус гена Тор2а — параллельно дву-
мя методами FISH и SISH. Результаты. В каждом из подтипов РМЖ 
мы определяли средний уровень Тор2а и сравнивали этот показатель 
со средним уровнем в выборке (n=691). ER+/HER2- (Ki-67<20%) под-
типе среднее значение Тор2а было достоверно ниже среднего обще-
го значения. В ER+/HER2- (Ki-67>20%) и ER+/HER2+ подтипах до-
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стоверных отличий не обнаружено. Уровень экспрессии Тop2а в под-
типах ER-/HER2+ и ТН достоверно выше на 4,26 и 10,7% соответ-
ственно. При проведении методов ISH для оценки статуса гена Тор2а 
в нашем исследовании мы получили полное соответствие результа-
тов FISH и SISH. Амплификация гена Тор2а выявлена в 15%. Среднее 
значение уровня экспрессии Тор2а в группе с амплификацией Тор2а 
равно 41,88±14,62, в группе без амплификации Тор2а 23,59 ±18,7. В 
нашем исследовании мы получили статистически значимое различие 
между уровнем экспрессии Тор2а в двух сравниваемых группах. При 
проведении регрессионного анализа данных мы получили уровень 
корреляционной связи между экспрессией и статусом гена Тop2а рав-
ным 0,34, что указывает на наличие средней силы зависимости. Выво-
ды. По результатам анализа получили, что экспрессия Тор2а в гормон-
рецептор-негативных опухолях достоверно выше среднего уровня, а 
амплификация гена Тор2а чаще встречается HER2-позитивных опу-
холях в независимости от уровня гормональных рецепторов.

Ключевые слова: Tор2а, рак молочной железы, иммуногистохи-
мия, in situ гибридизация

Актуальность
Амплификация гена — это увеличение числа копий ограничен-

ной области хромосомного плеча. Основной причиной амплифика-
ции гена под постоянным действием отбора является его повышен-
ная экспрессия, обусловленная увеличением числа копий гена [1, 2]. 
С другой стороны, изменение количества копий ДНК является толь-
ко одним из способов изменения экспрессии гена, а экспрессия дру-
гих онкогенов гораздо менее тесно связана с числом копий ДНК или 
амплификацией. Другие механизмы регулирования экспрессии могут 
быть посттранскрипционными, посттрансляционными или включать 
изменение экспрессии генов на других уровнях. Таким образом, на-
личие амплификаций гена не всегда приводит к его сверхэкспрессии, 
но может служить индикатором геномной нестабильности опухоле-
вого процесса, что представляет собой показатель плохого прогноза 
пациента.

Tор2а — ядерный фермент с молекулярной массой 170 кДа. Фер-
мент связываясь с ДНК, образует временный разрыв обеих нитей 
ДНК что приводит к модификации третичной структуры двойной 
спирали. Фермент больше экспрессируется в быстро пролифериру-
ющих клетках, а экспрессия ограничена S, G2, M-фазами клеточно-
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го цикла. По данным литературы Top2a в здоровых тканях экспресси-
руется на уровне 1–3%, при доброкачественной метаплазии 2–30% и 
при РМЖ 0–90% [3, 4]. 

Фермент Тор2а аберрантно экспрессируется во множестве солид-
ных опухолей и играет важную роль в возникновении и развитии опу-
холевого процесса. В определенной степени уровень экспрессии То-
р2а отражает уровень пролиферации опухолей. Высокая экспрессия 
Тор2а в опухолевой ткани предсказывает неблагоприятный прогноз 
у некоторых опухолевых пациентов, а также способствует развитию 
метастазов в лимфатических узлах и отдаленных метастазов при зло-
качественных опухолях. По имеющимся исследованиям не выявле-
на статистически значимая ассоциации экспрессии Тор2а со статусом 
гена, клиническими параметрами, такими как возраст, пол или опухо-
левая стадия [5]. 

Tор2а является молекулярной мишенью для некоторых важных 
противоопухолевых препаратов, включая антрациклины, которые яв-
ляются ключевыми химиотерапевтическими агентами в лечении рака 
молочной железы. Эти препараты создают расщепляемый комплекс, 
включающий лекарственное средство, фермент и цепь ДНК. Предпо-
лагается, что расщепляемый комплекс повреждает ДНК и может ин-
дуцировать апоптоз в пролиферирующих опухолевых клетках [6, 7]. 
Из большинства in vitro анализов было показано, что низкие уровни 
экспрессии Top2a в раковых клетках связаны с лекарственной устой-
чивостью, тогда как высокие уровни указывают на чувствительность 
[8]. Однако в ряде исследований не было обнаружено корреляции 
между уровнем экспрессии Top2a и чувствительностью к лекарствен-
ным средствам в клеточных линиях рака молочной железы [9]. 

Исключая потенциальную роль Top2a в качестве мишени для про-
тивоопухолевых препаратов, ряд исследований проанализировало 
ее как потенциальный прогностический маркер при РМЖ. Имеются 
данные, что Tор2а является потенциальными молекулярным биомар-
кером злокачественности в гистологически нормальных тканях мо-
лочной железы [10]. 

Ген Tор2а человека картирован на длинном плече 17 хромосомы 
17q21.2. По данным литературы при РМЖ аберрации Tор2а (ампли-
фикация/делеция) встречаются до 50% в HER2-положительных опу-
холях и в 2,7–8,8 % HER2-отрицательных опухолях [11, 12]. Учиты-
вая, что ген Тор2а расположен на незначительном удалении от гена 
HER2, то такая закономерность может указывать, что амплифика-
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ция HER2 может быть первичным генетическим событием, связан-
ным с хромосомой 17q в канцерогенезе молочной железы, а измене-
ния Tор2а являются вторичными событиями. 

Цель: выявить наличие взаимосвязи статуса Тор2а с уровнем экс-
прессии белка и провести сравнительный анализ различных методов 
гибридизации FISH и SISH с целью определения Тор2а-статуса инва-
зивного долевого РМЖ. 

Материалы и методы исследования 
Предметом исследования являлся операционный материал паци-

енток с диагнозом инвазивный дольковый рак молочной железы, не 
получавших неоадъювантную химио- и лучевую терапию. Матери-
ал направлялся для проведения исследования из ГБУЗ СО «Сверд-
ловский областной онкологический диспансер». Материал отобран-
ных образцов исследовался гистологическим, иммуногистохимиче-
ским, молекулярно-генетическим и статистическим методами. Ис-
следованы 691 случай инвазивного долькового рака молочной желе-
зы. Определение экспрессии ER, PR, Ki-67 и Тор2а, осуществлялись 
в автостейнере «Dako» (Дания). Определение экспрессии HER2 на 
клетках опухоли осуществлялось в автостейнере «Ventana» (США). 
Оценку реакции осуществляли на световом микроскопе «Zeiss 
Imager M» (Германия). 

Метод флуоресцентной гибридизации in situ (FISH) применяли 
для определения статуса гена HER2 и Тор2а с использованием на-
боров HER2 FISH pharm Dx Kit (Dako, Дания) и ТОР2а FISH pharm 
Dx Kit (Dako, Дания). Результаты оценивали с помощью флуорес-
центного микроскопа Zeiss Imager M1 при увеличении 1000. Коли-
чественный анализ статуса гена HER2 проводили согласно обнов-
ленным рекомендациям ASCO/CAP, 2013 г. В случае оценки стату-
са Тор2а оценивали соотношение красных (Тор2а) и зеленых меток 
(Сhr 17) в 60 ядрах опухолевых клеток. Статус гена определяли «без 
амплификации» при 0,8≤Тор2а /Сhr17≤2, «с амплификацией» при 
Тор2а /Сhr17>2, либо с делецией при Тор2а /Сhr17<0,8.

Усиленная серебром гибридизацию in situ SISH проведена в ав-
тостейнере Ventana (США) по стандартной методике с использова-
нием наборов Tор2а SISH (Ventana). Оценку реакции осуществляли 
на световом микроскопе «Zeiss Imager M» (Германия). Статус Тор2а 
оценивали соотношение черных (Тор2а) и красных меток (Сhr 17) в 
60 ядрах опухолевых клеток. Статус гена определяли «без амплифи-
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кации» 0,8≤Тор2а /Сhr17≤2, с «с амплификацией» Тор2а /Сhr17>2, 
либо с делецией при Тор2а /Сhr17<0,8. 

По результатам исследования формировались базы данных с ис-
пользованием программы Microsoft Office Excel 2010. Статистиче-
ские исследования выполнены с использованием набора программ 
описательной статистики и матриц корреляций в программном па-
кете «Statistica 10.0». Категориальные данные были проанализиро-
ваны с использованием параметрических и непараметрических ме-
тодов. Между изучаемыми показателями расчитывался коэффици-
ент корреляции. 

Результаты и обсуждение
На основании имеющихся данных об экспрессии рецепторов 

эстрогена (ER), прогестерона (PR) и HER2/neu и рекомендаций 14-ой 
международной конференции по РМЖ (St. Gallen, 2015) все образцы 
были отнесены к различным молекулярным подтипам РМЖ (таблица 
1): гормон-рецептор-позитивный-HER2 негативный (ER+/HER2-) — 
55%, гормон-рецептор-позитивный-HER2-позитивный (ER+/HER2+) 
— 9%, гормон-рецептор-негативный-HER2-позитивный (ER-/HER2+) 
— 13%, тройной негативный подтип (ТН) — 23%.

Таблица 1 
Частота встречаемости молекулярных подтипов в выборке (n=691 

)/
Характеристика РМЖ Экспрессия Тор2а 

Подтип РМЖ Значение абс. /отн, % Среднее значение, %

ER+/ HER2-
Ki 67<20% 196 / 28 6,74±0,5 Tэмп = 8,2 p<0,05

Ki 67≥20% 186 / 27 19,27±1,0 Tэмп = 1,6 p<0,05

ER+/ HER2+ 61 / 9 19,46±2,1 Tэмп = 1 p<0,05

ER-/HER2+ 86 / 13 21,35±1,8 Tэмп = 2,2 p<0,05

Тройной негативный (ТН) 162 / 23 27,79±1,8 Tэмп = 6,7 p<0,05

Итого 691 / 100 17,09±0,6 Ткр =1,96

Для оценки достоверности различия среднего уровня экспрессии 
Тop2а в опухолях, относящихся к различным молекулярным подти-
пам РМЖ по сравнению со средним общим значением экспрессии 
Тор2а (17,09%±0,6) использовался Т-критерий Стьюдента. Все по-
лученные результаты собраны в табл. 1. В ER+/HER2- (Ki-67<20%) 
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подтипе среднее значение Тор2а было достоверно ниже среднего об-
щего значения. В ER+/HER2- (Ki-67≥20%) и ER+/HER2+ подтипах 
достоверных отличий не обнаружено. Уровень экспрессии Тop2а в 
подтипах ER-/HER2+ и ТН достоверно выше на 4,26% и 10,7% со-
ответственно. 

Высокий уровень экспрессии Тор2а в подтипе ER-/HER2+ ве-
роятно связан с активацией MAP-киназ, участвующих в процессах 
транскрипции и пролиферации. Более высокий уровень Тор2а в ТН 
подтипе РМЖ может быть дополнительно обусловлен мутациями 
гена BRCA1, который при нормальном функционировании индуци-
рует процессы убиквитинилирования Тop2а.

Амплификацию гена (статус) Тор2а определили в 54 случаях 
РМЖ. FISH и SISH выполняли на всех препаратах параллельно с 
ИГХ-анализом. В нашем исследовании мы получили полное соот-
ветствие результатов FISH и SISH, хотя в литературе встречают-
ся данные о незначительном расхождении результатов этих мето-
дов [13]. Нужно отметить, что процесс при SISH (от порезки па-
рафиновых блоков до анализа статуса гена) занимает меньше вре-
мени, является полностью автоматизированным и, что не менее 
важно, дает возможность архивировать препараты с проведенным 
SISH-анализом.

После проведения гибридизации in situ все случаи в зависимости 
от статуса Тор2а разделены на две группы: с амплификацией «ISH+» 
и без амплификации «ISH-». В каждой группе определили распреде-
ление по молекулярно-генетическим подтипам РМЖ, уровень экс-
прессии Тор2а. Проведена сравнительная оценка уровня экспрессии 
белка в двух группах и определена взаимосвязь между статусом гена 
Тop2a и его экспрессией. Результаты ISH-исследований в сравнении 
с результатами ИГХ-анализа представлены в табл. 2. 

Таблица 2 
Результаты ИГХ, FISH/ SISH исследований

Статус Tор2а 
/ Results of 
IHC, FISH 
/ SISH Re-

search

Экспрессия Top2a 

Среднее значение 
± стандартное 

отклонение
ДИ Медиана Мода Мин/

макс

ISH+, n=8 41,88±14,62 [29,7; 54,1] 40 30 25/60
ISH-, n=46 23,59±18,7 [18; 29] 20 10 5/70
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Амплификация гена Тор2а выявлена в 15% и распределилась по 
подтипам следующим образом: 1 случай (2%) в ТН РМЖ и 7 слу-
чаев (13%) HER2-положительных опухолях ER+/HER2+ — 3 слу-
чая, ER-/HER2+ — 4 случая). По данным литературы амплифика-
ция Tор2а встречается в HER2/neu-положительных РМЖ — в 8–37% 
случаев [13]; аберрации Тор2а (амплификация/делеция) HER2/neu-
отрицательных опухолей встречается в 2,7–8,8 % [14, 15]. В целом, по 
полученным данным можем говорить о нормальном распределении 
уровня экспрессии и статуса Тор2а в исследуемой группе. 

Рисунок 3. Уровень экспрессии гена Top2a в зависимости от ста-
туса 

Для проверки гипотезы на нормальное распределение данных 
(экспрессия Тор2а) применяли непараметрические методы. Посколь-
ку выборка имеет объем n > 30 (n=54), то в этой ситуации использо-
вали критерий Хи-квадрат Пирсона. Полученное значение критерия 
χ2=25 выше табличного (20,517 при р<0,001), что указывает на нор-
мальное распределение. Для проверки характера распределения на 
нормальность данных в каждой из групп («ISH+», n=8; «ISH-», n=46) 
использовали критерий Шапиро-Уилка для малых выборок, посколь-
ку этот критерий применим при 8<n<50. На основании полученных 
данных оказалось, что эмпирические распределения переменных не 
отличаются от нормального.

С целью выявления зависимости между статусом гена Тор2а и его 
экспрессией мы провели регрессионный анализ данных. Для количе-
ственного описания линейной зависимости между исследуемыми по-
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казателями рассчитывали коэффициент корреляции. Уровень корре-
ляционной связи между экспрессией гена Тop2а и его статусом ра-
вен 0,34, что указывает на наличие средней силы зависимости. В на-
шем исследовании мы получили статистически значимое различие 
между уровнем экспрессии Тор2а в двух сравниваемых группах, под-
твержденное U-критерием Манна—Уитни для независимых выбо-
рок, р<0,05 (U=67, Z=2,83, p=0,005), рисунок 3. Однако в литературе 
встречаются данные, что экспрессия фермента Top2a в большей сте-
пени указывает на количество пролиферирующих клеток и не зависит 
от амплификации гена в данной ткани [12]. 

Выводы
1. Уровень экспрессии Тор2а достоверно выше среднего общего 

уровня в гормон-рецептор-негативных подтипах РМЖ и достоверно 
ниже в ER+/ HER- (Ki-67<20%) подтипе РМЖ.

2. Амплификация гена Тор2а чаще встречается в HER2-позитивных 
опухолях РМЖ.

3. Экспрессия Тор2а в клетках РМЖ имеет корреляционную связь 
средней силы в зависимости от статуса гена. 
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