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На ретроспективном материале образцов опухоли 75 больных первичным инвазивным раком груд-
ной железы проанализировано значение экспрессии белка топоизомеразы IIα (Topo IIα) как прогностиче-
ского маркера и его взаимосвязь с клинико-патологическими данными. Отмечено, что в нашем исследова-
нии Topo IIα присутствует в 40 % опухолевых клетках. Выявлена экспрессия Topo IIα преимущественно 
при трижды негативном раке грудной железы и отсутствие — при люминальных подтипах. Установлена 
связь между уровнем экспрессии маркера Topo IIα и индексом пролиферации Ki 67 (p<0,001), определен кри-
тический порог Ki 67 = 25 %, выше которого прогнозируется высокая экспрессия Topo IIα. Акцентировано 
внимание на том, что комбинированная экспрессия Ki 67 и Topo IIα свидетельствует о прогностической 
значимости для выживаемости и выбора терапии.
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На ретроспективному матеріалі зразків пух-
лини 75 хворих на первинний інвазивний рак груд-
ної залози проаналізовано значення експресії білка 
топоізомерази IIα (Topo IIα) як прогностичного 
маркера і його взаємозв’язок з клініко-патологіч-
ними даними. Зазначено, що у нашому досліджен-
ні Topo IIα був присутній у 40 % пухлинних клі-
тин. Виявлено експресію Topo IIα переважно у разі 
тричі негативного раку грудної залози та від-
сутність — у випадку люмінальних підтипів. 
Установлено зв’язок між рівнем експресії маркера 
Topo IIα та індексом проліферації Ki 67 (p < 0,001), 
визначено критичний поріг Ki 67 = 25 %, вище 
за який прогнозується висока експресія Topo IIα. 
Акцентовано увагу на тому, що комбінована екс-
пресія Ki 67 та Topo IIα свідчить про прогностичну 
значущість для виживаності та вибору терапії.

Ключові слова: рак грудної залози, топоізо-
мераза IIα, індекс проліферації Ki 67.
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The value expression of the protein of topoisome-
rase IIα (Topo IIα) has been analyzed in the retrospec-
tive material of tumor samples of 75 patients with pri-
mary invasive breast cancer as a prognostic marker and 
its relationship according to clinic-pathological data. 
In our research Topo IIα is presented in 40 % of tumor 
cells. The presence of expression of Topo IIα is predomi-
nantly revealed in triple negative breast cancer and 
the lack — at the luminal subtypes. The relationship 
between the level of expression of Topo IIα marker 
and proliferation index Ki 67 (p <0.001) is defined, 
and criti cal threshold Ki 67 = 25 %, above which high 
expression of Topo IIα is projected. The combined 
expression of Ki 67 and Topo IIα shows the prognos-
tic significance for survival and the choice of therapy.

Key words: breast cancer, topoisomerase IIα, pro-
liferation index Ki 67.

Рак грудной железы (РГЖ) является 
наиболее распространенным заболеванием 
и ведущей причиной смерти от рака у жен-
щин Украины [3]. Несмотря на  достигну-
тые успехи в ранней диагностике и лечении, 
рецидивы встречаются еще более чем у 20 % 

пациенток [10]. Точная оценка риска рециди-
ва заболевания и ответа на лечение является 
важной предпосылкой персонализированной 
терапии солидных опухолей, и поиск маркеров, 
отражающих биологическую агрессивность 
конкретной опухоли, остается актуальной 
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задачей. В настоящее время известно несколь-
ко десятков диагностических и прогностиче-
ских показателей, используемых в клинической 
практике, некоторые из которых уже получили 
обязательный статус [1]. Молекулярные марке-
ры могут иметь как прогностическое значение 
(предсказывающее течение и исход заболева-
ния), так и предиктивное (прогнозирующее 
чувствительность и резистентность опухо-
ли к лекарственным препаратам) [2]. Одним 
из классических примеров предиктивных мар-
керов является амплификация или гиперэкс-
прессия топоизомеразы II, которая является 
важным геном, участвующим в репликации 
и поддержании стабильности генома ДНК. 
В клетках человека существуют две изоформы 
топоизомеразы II, названные α и β, каждая 
из которых расположена на отдельном генети-
ческом локусе. Изоформа топоизомеразы IIα 
(Topo IIα) имеет молекулярную массу 170 кДа 
и расположена на хромосоме 17q21–22. Экс-
прессия Topo IIα увеличивается в пролифери-
рующихся клетках и коррелирует с клеточной 
фракцией S-фазы [17, 22].

За последние несколько лет наблюдает-
ся значительный интерес к ключевым фер-
ментам в репликации ДНК–Topo IIα, а также 
фармакологии таких известных ингибиторов 
топоизомеразы, как антрациклины или эпи-
подофиллотоксины [3].

Лечение РГЖ в настоящее время прово-
дится в соответствии с экспрессией опреде-
ленных белков. При экспрессии эстрогеновых/
прогестероновых рецепторов (ER/PgR) РГЖ 
проводится гормонотерапия. Гиперэкспрессия 
рецептора человеческого эпидермального фак-
тора роста (HER2) включает в лечение анти-
HER2 препараты. Изменения экспрессии Topo 
IIα, возможно, также требуют избирательного 
лечения антрациклинами.

Исследования [9, 19, 20] показали, 
что гиперэкспрессия Topo IIα в опухолевых 
клетках сопровождается повышенной чув-
ствительностью к доксорубицину и этопози-
ду. Было отмечено, что первичные опухоли 
грудной железы с амплификацией с-erbB2 
(HER2) показывали высокую корреляцию 
с экспрессией белка топоизомеразы IIα [12]. 

В то же время в исследовании Petit и соавт. [6] 
гиперэкспрессия HER2 или Topo IIα не явля-
лись предиктором полной морфологической 
регрессии опухоли (pCR), и только высокая 
степень злокачественности опухоли была пре-
диктором pCR. О содержании белка Topo IIα 
в опухолевых клетках данные также проти-
воречивы: в одном исследовании отмечено, 
что белок присутствует в менее чем 10 % всех 
опухолевых клеток [7], в другом — избыточ-
ная экспрессия Topo IIα отмечается в 25 % 
HER2-неамплифицированных опухолях [4].

Данные об изменении экспресии Topo IIα 
как прогностических и предиктивных маркерах 
в образцах опухолей грудной железы являются 
спорными. Определение подгруппы опухолей, 
в которых находящийся под прицелом белок 
играет ключевую роль, позволит выбрать более 
эффективное и менее токсичное лечение.

Цель работы — анализ экспрессии белка 
Topo IIα в прогнозировании ответа на антра-
циклинсодержащую химиотерапию (ХТ) 
при РГЖ и оценке его как прогностического 
маркера.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Проанализированы образцы опухоле-

вой ткани с  целью выявления экспрессии 
белка Topo IIα у 75 пациенток с первичным 
инвазивным РГЖ, перенесших операцию 
с 2008 по 2012 годы в отделении маммологии 
и реконструктивной хирургии Национального 
института рака (г. Киев).

Ткани были фиксированы формали-
ном и заключены в парафин в соответствии 
со стандартными методиками. Для иммуно-
гистохимического анализа срезы толщиной 
3 мкм депарафинировали в ксилоле в течение 
30 мин и промывали в 96 % этаноле. Затем 
для восстановления антигенов срезы погружа-
ли в цитратный буфер (рН 6,0 — для Ki и HER2; 
pH 9,0 — для остальных), предварительно 
нагретый до 98 °С в течение 40 мин. Эндоген-
ную пероксидазу блокировали путем инкуба-
ции в 3 % H2O2 в течение 3 мин, с последующей 
промывкой в TRIS-буферном солевом раство-
ре. Иммуногистохимическое окрашивание 
проводили с EnVision™ FLEX+ System (Dako, 



ПРОБЛЕМИ БЕЗПЕРЕРВНОЇ МЕДИЧНОЇ ОСВІТИ ТА НАУКИ  — № 1 — 201734

СУЧАСНІ ПРОБЛЕМИ МЕДИцИНИ Д. Е. Риспаєва та iн. 

Дания). Затем срезы инкубировали в камере 
с моноклональными первичными антителами 
против топоизомеразы IIα (моноклональные 
мышиные антитела, клон Ki-S1 фирмы Thermo 
Scientific, США; разведение 1 : 200).

Также использовали следующие первич-
ные антитела: к белку эстроген-рецепторов 
(моноклональные кроличьи антитела, клон ЕR1 
фирмы Dako), к белку прогестерон-рецепторов 
(моноклональные мышиные антитела, клон 
PgR 636 фирмы Dako, Дания), к белку Ki 67 
(моноклональные мышиные антитела, клон 
MIB1 фирмы Dako), к белку HER2 (c-erbB2) 
(поликлональные кроличьи антитела фирмы 
Dako, Дания).

Оценка статуса эстрогеновых и прогесте-
роновых рецепторов проводилась по шкале 
Allred, HER2 онкогена  — в  соответствии 
с рекомендациями CAP [15]. Индекс Ki 67 оце-
нивался по процентному содержанию проли-
ферирующих клеток согласно консенсусу St. 
Gallen [13]. Для оценки Topo IIα рассматри-
валось только ядерное окрашивание. Частоту 
иммуноокрашивания опухолевых клеток оце-
нивали субъективно по шкале от 1 до 4 (1 — 
от 0 до 5 % окрашенных опухолевых клеток; 
2 — от 6 до 25 %; 3 — от 26 до 75 %; 4 — более 
чем 75 %), предложенный Sandri и соавт. [8]. 
Согласно данной шкале, значения 1 и 2 оце-
нивали как отсутствие экспрессии, а 3 и 4 — 
как наличие экспрессии белка Topo IIα.

Ст атис тический ана лиз проведен 
на выборке пациенток РГЖ с использованием 
качественных (стадия заболевания, иммуноги-
стохимические подтипы, экспрессия маркера 
Topo IIα) и количественных (возраст, индекс 
Ki-67) переменных. Анализ проводился в пакете 
EZR (R-statistics v. 3.2.2)

Приведены средние значения и стандартная 
ошибка средних количественных показателей. 
Для качественных показателей рассчитывал-
ся 95 % доверительный интервал (95 % ДИ) 
частоты встречаемости. При сравнении часто-
ты встречаемости качественных показателей 
использован критерий хи-квадрат. При срав-
нении количественных показателей применял-
ся непараметрический критерий. Для оценки 
степени связи индекса Ki-67 и маркера Topo IIα 

использовался метод построения и анализа 
кривых операционных характеристик (ROC — 
receiver operating characteristic). Для выявле-
ния степени выраженности связи оценивалось 
значение площади под кривой (AUC —Area 
Under the Curve), чувствительность и специ-
фичность теста. Критический уровень значи-
мости α = 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Изучена клинико-патологическая характе-

ристика пациенток (табл. 1). Всем пациенткам 
были проведены соответствующее хирургиче-
ское лечение, нео — и/или адъювантная ХТ.

Средний возраст пациенток составил 
49 ± 1,2 лет (от 29 до 71). Почти половина 
пациенток — старше 50 лет. Люминальный 
А подтип РГЖ представлен у 26,7 % (20), люми-
нальный В — у 40 % (30), трижды негативный 
фенотип опухоли — у 24 % (18), гиперэкспрес-
сия HER2 онкогена — у 5,3 % (4) пациенток 
(табл. 1). Отдельную группу пациенток с пози-
тивным статусом стероидных гормонов и HER2 
(3 пациентки) во время анализа маркера Topo 
IIα объединили в группу люминальных подти-
пов, учитывая, что в прогностическом значе-
нии клинически значимым является наличие 
стероидных рецепторов. Большинство соста-
вили больные с люминальными подтипами 
(70,7 %) и второй стадией заболевания (64 %).

Неоадъювантная ХТ была проведена 43 
(57,3 %); адъювантная ХТ — 71 пациентке 
(94,7 %). В режимах лечения использовались 
стандартные антрациклинсодержащие схемы 
у 59 из 71 пациенток (83 %).

Первичные образцы опухоли были получе-
ны на ретроспективном материале у 75 боль-
ных с гистологически подтвержденным РГЖ, 
у которых была изучена экспрессия белка 
Topo IIα, клиническая эффективность с целью 
определения прогностической/предиктивной 
роли данного маркера.

В исследованных опухолевых образцах 
экспрессия маркера Topo IIα была выявлена 
у 40 % (30) пациенток. Анализ маркера выявил 
в большинстве случаев отсутствие экспрессии 
Topo IIα при люминальном А и В (Ki 67 > 14), 
а  его наличие  — при  трижды негативных 
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суррогатных иммуногистохимических под-
типах (рис. 1). В исследовании гиперэкспрессия 
HER2 не сопровождалась экспрессией маркера 
Topo IIα. Получены результаты, не согласую-
щиеся с данными литературы о корреляции 
экспрессии Topo IIα с гиперэкспрессией HER2 
онкогена, что, возможно, связано с малой груп-
пой данных пациенток (4 женщины).

Некоторые исследователи описывают, 
что большинство аберраций гена Topo IIα 
встречаются при HER2 позитивных опухолях, 
однако уровень HER2 амплификации не пред-
сказывает экспрессию Topo IIα [7]. Из-за сво-
его расположения в  близких ампликонах  
на 17 хромосоме гена, кодирующего Topo IIα,  
и HER2 онкогена возможны коррелятивные 

Таблица 1
Клинико-патологическая характеристика пациенток с РГЖ

Характеристика пациенток Кол-во пациенток %
Возраст (годы) 

≤ 40 17 22,7
41–50 22 29,3

>50 36 48
Стадии (AJCC) 

I 5 6,7
IIA 17 22,7
IIB 31 41,3
IIIA 22 29,3

Подтипы РГЖ
ER/PgR позитивный 20 26,7

ER/PgR позитивный с Ki 67 > 14 30 40
ER/PgR и HER2 позитивный 3 4

Трижды негативный (ТН) 18 24
HER2 позитивный 4 5,3

Режимы лечения
Неоадъювантная ПХТ 43 57,3

Адъювантная ПХТ 71 94,7

Примечание: AJCC — American Joint Committee on Cancer; ПХТ — полихимиотерапия.

Рис. 1. Экспрессия маркера Topo IIα в зависимости от ИГХ подтипов РГЖ:
1 — люминальный А-подтип; 2 — люминальный В-подтип, 3 — трижды негативный подтип;  

4 — гиперэкспрессия HER2 онкогена; 5 — люминальный В-подтип с HER2-позитивным статусом 
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связи между экспрессией Topo IIα и HER2 
гиперэкспрессией [4]. В мета-анализе [11] 
представлено, что комбинированные HER2 
амплификация и экспрессия Topo IIα могут 
иметь определенное значение в прогнозе чув-
ствительности к антрациклинсодержащей ХТ. 
Другим авторам не удалось проследить поло-
жительную корреляцию между экспрессией 
Topo IIα и HER2 гиперэкспрессией [9].

Полученное нами в исследовании отсут-
ствие экспрессии Topo IIα при люминальных 
подтипах РГЖ конкордантно данным других 
исследователей [11, 12].

Как  известно, ТН РГЖ характеризуется 
высокой пролиферацией опухоли и более агрес-
сивным течением. Согласно данным [21], при ТН 
РГЖ в  большинстве случаев наблюдались 
экспрессия Topo IIα и патоморфологический 
регресс при использовании антрациклинсодер-
жащих схем ХТ. О связи избыточной экспрес-
сии Topo IIα и более короткой безрецидивной 
и общей выживаемости сообщалось в некоторых 
исследованиях [5, 16]. В опухолевых образцах 
ТН РГЖ выявленная нами экспрессия Topo IIα 
может свидетельствовать о его прогностиче-
ской роли у данной группы пациенток. Вполне 
возможно, что экспрессия Topo IIα может быть 
важным независимым предиктором антра-
циклинсодержащих схем ХТ у женщин с ТН 
и HER2-позитивными опухолями.

Высокая скорость пролиферации является 
одной из основных характеристик злокаче-
ственной опухоли. Клеточную пролифера-
цию оценивали по индексу Ki 67, определение 
которого является необходимым рутинным 
исследованием при РГЖ. Мета-анализ ран-
домизированных клинических исследований 
показал, что высокий уровень индекса Ki 67 
коррелировал со снижением выживаемости 
пациенток, ассоциировался с лучшим ответом 
на ХТ. Он давно используется в качестве допол-
нительного биомаркера для классификации 
люминальных подтипов, оценки необходимо-
сти назначения ХТ [14].

При исследовании обнаружено, что высо-
кий индекс пролиферации Ki 67 сопровождался 
статистически значимой (p = 0, 00011) экспрес-
сией Topo IIα у 30 больных (Ki 67 = 42,4 ± 5,1), 

тогда как у 45 пациенток не выявлена экспрес-
сия Topo IIα (Ki 67 = 21,4 ± 2,5).

Для выявления связи между уровнем экс-
прессии Торо и индексом пролиферации Ki 
67 был использован метод анализа кривых 
операционных характеристик теста (ROC). 
ROC — кривая, площадь, под которой рав-
нялась AUC = 0,73 (95 % ДИ 0,61–0,82), ста-
тистически значима больше 0,5 (p < 0,001), 
что свидетельствует о прогностической реле-
вантности маркера Topo IIα (рис. 2).

При выборе критического порога теста 
установлено, что Ki 67крит. = 25 %, и в слу-
чае увеличения индекса пролиферации 
Ki  67 > Ki  67крит. прогнозируется высокая 
экспрессия маркера Topo IIα. При выбран-
ном пороге Ki 67крит. чувствительность теста 
составила 63,3 % (95 % ДИ 43,9 % — 80,1 %), 
специфичность — 73,3 % (95 % ДИ 58,1 % — 
85,4 %). Иными словами, высокая пролифе-
рация сопровождается экспрессией Topo IIα, 
что может использоваться как дополнительный 
маркер агрессивного поведения опухоли.

Кроме того, исследования показывают, 
что высокий Ki 67 связан с ответом на цито-
токсическую химиотерапию. Экспрессия Topo IIα 
использовалась как показатель чувствительно-
сти к антрациклинсодержащей неоадъювант-
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Рис. 2. ROC — кривая прогнозирования экспрессии 
маркера Topo IIα в зависимости от индекса 

пролиферации Ki 67
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ной терапии РГЖ [18]. Учитывая прямую связь 
между экспрессией Ki 67 и Topo IIα, в нашем 
исследовании был проведен анализ предиктив-
ного потенциала маркера Topo IIα.

Примерно половине больных (57,3 %) 
проводилась неоадъювантная химиотерапия 
(НАХТ), и в материале после операции была 
изучена экспрессия маркера Topo IIα (табл. 2).

После проведенной НАХТ у 43 пациенток 
экспрессия Topo IIα отмечалась у 13 (30,2 %), 
отсутствие экспрессии — у 30 (69,8 %) пациен-
ток. Анализ частотной зависимости не выявил 
статистически значимого различия экспрес-
сии маркера в группах больных, получавших 
и не получавших НАХТ (p = 0,0779, критерий 
хи-квадрат). Принимая во внимание данные 
о  связи индекса Ki 67 с  маркером Topo IIα, 
возможно, при большей выборке выявленная 
тенденция снижения частоты встречаемости 
экспрессии Topo IIα на фоне проводимой НАХТ 
может обнаружить статистически значимые раз-
личия и предиктивную роль изучаемого маркера.

В группе пациенток (94,7 %), которым была 
проведена адъювантная ХТ, экспрессия марке-
ра наблюдалась в 40,8 %, а отсутствие экспрес-
сии Topo IIα — в 25 % случаев. В этих группах 
не выявлено статистически значимого разли-
чия (p > 0,05) по экспрессии Topo IIα.

ВЫВОДЫ
Выявлена связь между экспрессией марке-

ра Topo IIα и индексом пролиферации Ki 67 
(AUC=0,73 (95 % ДИ 0,61–0,82), p  <  0,001), 
что свидетельствует о прогностической значи-
мости экспрессии маркера Topo IIα для выбора 
терапии и выживаемости. Кроме того, выбран 
критический порог индекса пролиферации 
(Ki 67крит. = 25 %), когда прогнозируется высо-
кая экспрессия маркера Topo IIα. Комбини-
рованные экспрессии Ki 67 и Topo IIα можно 
рассматривать как  предиктор для  назначе-
ния ХТ, несмотря на то, что не выявлено кор- 
реляции экспрессии маркера Topo IIα с отве-
том на лечение. Учитывая, что был проведен 
анализ ретроспективных образцов, мы счита-
ем необходимым проведение проспективного 
когортного исследования с целью определения 
предиктивной роли данного маркера. Обнару-
женная экспрессия Topo IIα при ТН РГЖ может 
явиться важным независимым предиктором 
неблагоприятного исхода.

В заключение отметим, что имеющиеся 
результаты пока не оправдывают рутинного 
применения иммуногистохимического окра-
шивания Topo IIα в качестве предиктивного 
маркера для ответа на антрациклинсодержа-
щие схемы лечения.
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