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Целью исследования стало определение уровня экспрессии фермента – гиразы 
Topoisomerase IIα (TOPOIIα) и пролиферативной активности по данным активности 
бромдезоксиуридина (BrdU) при лейомиосаркоме тела матки (ЛМС, 66 случаев) в со-
поставлении с неизмененным миометрием (НМ), опухолью с неясным злокачествен-
ным потенциалом (STUMP, 12 случаев) и лейомиомой (ЛМ, 46 случаев). Использовали 
иммуногистохимический способ выявления TOPOIIα и BrdU. Полученные данные по-
казали, что в НМ и простой ЛМ Brdu не выявлялся, а активность фермента TOPOIIα 
была низкой. В то же время отмечали экспоненциальный рост активности фермента и 
клеток в S-фазе цикла от клеточной ЛМ к ЛМС. По мере увеличения степени злока-
чественности саркомы отмечали и рост показателей изучаемых маркеров. Таким об-
разом, возможно говорить, что оценка числа S-фракции клеток и активности TOPOIIα 
в НМ, ЛМ, STUMP и ЛМС тела матки может служить относительно простым и на-
дежным способом для дифференциальной диагностики доброкачественных и злокаче-
ственных гладкомышечных опухолей тела матки, а определение активности фермента 
может быть использовано для определения степени химиорезистентности опухоли в 
комплексном лечении больных ЛМС тела матки.
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Введение. Лейомиосаркома (ЛМС) 
тела матки является относительно редкой 
злокачественной опухолью тела матки, за-
болеваемость которой в США составляет 
0,64 на 100000 населения [1]. По данным 
отечественных исследователей в РОНЦ им. 
Н.Н. Блохина, ежегодно регистрируется до 
16 впервые выявленных больных злокаче-
ственной неоплазией данной локализации 
[2]. В Алтайском крае за период с 1996 по 
2009 г. было выявлено 165 первичных боль-
ных ЛМС тела матки. До настоящего вре-
мени остается дискутабельным вопрос о 
критериях выживаемости больных ЛМС 
тела матки, а по данным различных авто-
ров, 5-летняя выживаемость колеблется от 
18,8 до 65 % [3, 4]. Достаточно известным 
фактом является влияние на выживаемость 
больных злокачественными опухолями 
многих (если не всех) локализаций проли-
феративной активности опухолевых кле-

ток, которую возможно определять целым 
рядом методик: подсчетом митотической 
активности, проточной плоидометрией и 
иммуногистохимическим определением 
уровня экспрессии белка Ki-67 [5, 6]. Од-
нако золотым стандартом исследования 
пролиферативной активности опухоли счи-
тается количественный подсчет фракции 
клеток, синтезирующих ДНК (S-фракция) 
при помощи витальной инкорпорации опу-
холи радиоактивными изотопами (например 
³Н-тимидин). Стоит сказать, что данный ме-
тод трудно воспроизводим в клинике из-за 
технических сложностей и радиоактивной 
опасности [7, 8]. Иммуногистохимический 
способ выявления клеток, синтезирующих 
ДНК при помощи бромдезоксиуридиновой 
(BrdU) метки, был введен относительно не-
давно. Harms G. и соавт., в 1986 г., а ранее 
Gratzner H.G. опубликовали данные о том, 
что методика относительно инкорпорации 
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радиоактивными изотопами проста и на-
дежна и абсолютно сопоставима с радио-
активным методом. Вместе с тем данных 
об иммуногистохимическом определении 
S-фракции опухолевых клеток по данным 
иммуногистохимического определения 
BrdU в ЛМС тела матки нет.

Общеизвестным фактом является то, 
что ЛМС тела матки практически нечув-
ствительна ко многим известным химиоте-
рапевтическим средствам [9, 10]. Вместе с 
тем достаточно известным фактом, влияю-
щим на чувствительность опухолевых кле-
ток к терапии, является экспрессия фермен-
та – гиразы топоизомеразы IIα (TOPOIIα). 
Обобщая фундаментальные литературные 
данные, можно говорить, что функция ДНК 
topoisomerase II ‒ одна из ключевых в преду-
преждении спутывания двунитчатой ДНК 
во время таких процессов, как репликация, 
рекомбинация и транскрипция [11, 12]. Ис-
следование активности белка с успехом 
применяется в практической онкологии для 
определения химиорезистентности опухо-
ли, при определении риска развития мета-
стазов, прогноза при колоректальном раке, 
раке молочной железы [13, 14]. Однако дан-
ных по определению активности фермента 
в гладкомышечных опухолях тела матки в 
литературе нет.

Исходя из вышеизложенного, целью 
данного исследования стало иммуногисто-
химическое определение уровня экспрес-
сии фермента – гиразы Topoisomerase IIα 
и пролиферативной активности по данным 
активности бромдезоксиуридина при лейо-
миосаркоме в сопоставлении с неизменен-
ным миометрием и доброкачественными 
гладкомышечными опухолями тела матки.

Материалы и методы

Материалом для работы служили уда-
ленные матки от пациенток с клиникой бы-
строрастущей опухоли тела матки (боли, 
кровотечения, двукратное и более увели-
чение по данным УЗИ в течение года) за 
период 1996–2009 гг. в Алтайском крае. 
В случае ЛМС наиболее часто использо-

вали экстирпацию матки с шейкой и при-
датками (86,4 %). В исследование вошли 
66 случаев ЛМС тела матки у проопериро-
ванных больных с известным прогнозом. 
Средний возраст пациенток ЛМС составил 
52,1 ± 1,3 (min. 23; max. 77; moda 50). Прак-
тически 80 % больных ЛМС были пре- и 
менопаузального возраста. Оставшаяся 
часть больных были репродуктивного воз-
раста, прооперированы во вторую поло-
вину менструального цикла. Единичный 
опухолевый узел обнаруживали в 89,4 % 
случаев, более 1-го – в 10,6 %. Во всех 
случаях исследовали прилежащий неиз-
мененный миометрий (НМ; не менее 1 см 
от опухоли). Степень злокачественности 
определяли по 3-степенной (G1-3) систе-
ме, предложенной французским противо-
раковым центром (FNCLCC), коррелирую-
щей с выживаемостью больных саркомами 
различных локализаций, включающих в 
себя дифференцировку, митотическую 
активность и массивность некрозов и 
имеющей выражение в балльной оценке 
совокупности этих критериев [15]. Ста-
дия заболевания по классификации FIGO 
распределилась следующим образом: I – 
65,2 % (43 случая), II – 34,8 % (23 случая). 
Случаев с III и IV стадией процесса в ис-
следование не включили. Кроме того, для 
сопоставления в анализ включили 46 узлов 
лейомиом (ЛМ) от 18 больных (22 лейоми-
ом простых, 24 лейомиомы клеточных с 
митотической активностью). Единичный 
опухолевый узел встречали всего в 29,5 % 
случаях ЛМ. Средний возраст больных 
ЛМ составил 47,5 ± 1,2 (min. 27; max. 61; 
moda 46). Кроме того, в исследование вош-
ли 12 опухолей с неясным злокачествен-
ным потенциалом (STUMP). Единичный 
опухолевый узел был выявлен в половине 
случаев. Средний возраст больных STUMP 
составил 46,6 ± 2,1 (min. 34; max. 59; 
moda 43). Для патогистологического ис-
следования использовали рутинные мето-
дики: гематоксилин и эозин, Ван-Гизон, 
железный гематоксилин по Гейнденгайну. 
Для иммуногистохимического анализа ис-
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пользовали антитела к BrdU, клон Bu20a 
«DAKO» в разведении не более 1:50, Для 
предобработки использовали раствор BrdU 
(Sigma B 5002,7 mglml saline; Sigma), ко-
торый вводили в маточную артерию и ин-
кубировали при температуре 37 °С 24 часа. 
Далее, вместо предобработки 2М HCL и 
последующим применением протеазы по 
Harms G. et al., 1986, мы использовали 
обработку в цитратном буфере с рН 6,0 
в модификации Tang X. et al., 2007 [16] и 
Muskhelishvili L. et al., 2003 [17]. Для вы-
явления экспрессии TOPOIIα использо-
вали антитела клона Ki-S1 («DAKO») в 
разведении 1:150. Полученный результат 
для обоих маркеров оценивали полуколи-
чественно в процентах. Использовалась 
система визуализации BioGenex Super 
Sensitive Polymer-HRP Detection System/

DAB. Статистическую обработку проводи-
ли при помощи компьютерной программы 
STATISTICA 6.0.

Полученные результаты

Полученные данные показали, что окра-
шивание клеток BrdU имело свои особен-
ности выпадения хромогена в кариоплазме 
в виде мелкогранулярных структур и таких 
же гранул в нуклеоле ядра, напоминающих 
³Н-тимидиновую радиоизотопную метку. В 
НМ мы не находили клеток с положитель-
ной BrdU-меткой. Следует отметить, что в 
ряде работ по исследованию неизмененной 
ткани почки, щитовидной железы и печени 
уровень BrdU-метки не превысил 0,5 % в 
гепатоцитах и фолликулах [18, 19]. Уровень 
активности TOPOIIα был низок и не превы-
сил 0,2 % ± 0,03 (таблица). 

Активность TOPOIIα и степень BrdU-метки в гладкомышечных клетках НМ, 
различных типов ЛМ, STUMP и ЛМС различной степени злокачественности

Объект исследования TOPOIIα BrdU
НМ

(n = 94)
0,2 % ± 0,03

(min – 0,01: max – 0,4)
-

ЛМ простая
(n = 22) 

0,3 % ± 0,1
(min – 0,1: max – 1,1)

-

ЛМ клеточная
(n = 24)

2,2 % ± 0,9*
(min – 0,9: max – 4,4)

0,3 % ± 0,08*
(min – 0,1: max – 0,5)

STUMP
(n = 12)

4,1 % ± 1,3
(min – 0,5: max – 16,5)

0,5 % ± 0,1
(min – 0,3: max – 1,4)

ЛМС G1
n = 30

11,6 % ± 4,1*
(min – 0,5: max – 18)

1,4 % ± 0,2
(min – 1: max – 2,5)

G2
n = 17

16,5 % ± 3,3*
(min – 9,4: max – 38,9)

4,5 % ± 1,3*
(min – 1,4: max – 12)

G3
n = 19

42,4 % ± 8,7*
(min – 8,7: max – 78)

8,3 % ± 1,9*
(min – 0,9: max – 28)

П р и м е ч а н и е :  знаком * отмечены достоверные различия в данных при р < 0,05.

В простой ЛМ BrdU-метка отсутство-
вала, вероятно из-за отсутствия и/или 
крайне низкого числа клеток в S-фазе цик-
ла, что соответственно говорит о низкой 

пролиферативной активности ЛМ. Уро-
вень экспрессии TOPOIIα возрастал отно-
сительно НМ до 0,3 % ± 0,1, хотя отличия 
по отношению к НМ статистически недо-
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стоверны (р = 0,2; см. таблицу). Невысокий 
уровень активности белка логично отража-
ет и низкую потребность в ферменте – ги-
разе, необходимом в процессах клеточного 
деления.

В ЛМ клеточной количество клеток 
в S-фазе митотического цикла возраста-
ло и составило 0,3 % ± 0,08 (см. таблицу). 
Активность TOPOIIα также значимо воз-
растало уже до 2,2 % ± 0,9 (см. таблицу). 
Увеличение активности белков, вероятно, 
соответствовала росту пролиферативной 
активности клеток ЛМ клеточной относи-
тельно простой ЛМ с более высокой по-
требностью в TOPOIIα для распутывания 
двунитчатой ДНК в процессе рекомбина-
ции, репликации и транскрипции.

В STUMP уровень BrdU-метки возрастал 
до 0,5 % ± 0,1 (р = 0,002). Гранулы хромоге-
на становились крупнее относительно ЛМ 
клеточной, около половины случаев были со 
смешанным нуклеолярно-кариоплазматиче-
ским характером распределения хромогена 
(см. таблицу; рис. 1). Уровень экспрессии 
белка TOPOIIα сопряженно возрастал до 
4,1 % ± 1,3 (р = 0,01; рис. 4). Увеличение ак-
тивности фермента, с одной стороны, отра-
жает увеличение количества пулов клеток с 
делением ДНК, а с другой, косвенно может 
отражать нарастающие критические изме-
нения генома, требующие все большей экс-
прессии для распутывания нити ДНК, в том 
числе и репликации ДНК в клетках с уже 
критическим накоплением мутаций.

Рис. 1. Бромдезоксиуридиновая метка в клетках гладкомышечной опухоли 
с неясным злокачественным потенциалом, не превышающая 1,9 %. 

Иммуногистохимический метод, хромоген DAB; х400

В ЛМС без учета степени злокачествен-
ности уровень экспрессии BrdU экспонен-
циально возрастал и составил 4,4 % ± 0,06, 
статистический эксцесс 0,9 (min 0,1 %; max 
28 %). При низкой степени злокачественно-
сти саркомы степень экспрессии BrdU была 
1,4 % ± 0,2, при G2 – 4,5 % ± 1,3, а при G3 
мы находили наибольшую степень экспрес-
сии, составляющую 8,3 % ± 1,9 (см. табли-
цу; рис. 2, 3). 

Специфика окраски DAB-хромогеном 
приобретала глыбчатый, в подавля-
ющем большинстве, нуклеолярно-
карио плаз матический характер рас-
пределения с невыраженным фоном. 
Увеличение числа клеток, находящихся 
в S-фазе митотического цикла, отража-
ет рост пролиферативной активности по 
мере увеличения степени злокачествен-
ности ЛМС. 
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Характерно, что уровень экспрессии 
TOPOIIα клеток ЛМС также экспоненци-
ально возрастал по мере увеличения сте-
пени злокачественности опухоли. Так, в 

случае G1 уровень экспрессии белка был 
11,6 % ± 4,3, а при ЛМС G3 уровень экспрес-
сии возрастал до 42,4 % ± 8,7 (p = 0,0003; 
см. таблицу; рис. 5, 6). 

Рис. 2. Бромдезоксиуридиновая метка 
в клетках лейомиосаркомы низкой 
степени злокачественности (G1), 

составляющая 6,1 %. 
Иммуногистохимический метод, 

хромоген DAB; х400

Рис. 4. Активность TOPOIIα в клетках гладкомышечной опухоли 
с неясным злокачественным потенциалом ‒ не превышает 5 %. 

Иммуногистохимический метод, хромоген DAB; х400

Рис. 3. Интенсивная 
бромдезоксиуридиновая метка в клетках 

лейомиосаркомы высокой степени 
злокачественности (G3), составляющая 

17,4 %. Иммуногистохимический 
метод, хромоген DAB; х400



33

ФУНДАМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ    №3, 2011

МЕДИЦИНСКИЕ НАУКИ

Возможно, что при увеличении опухо-
левой анаплазии (и соответственно злока-
чественности) возникает множество топо-
логических затруднений при репликации и 
транскрипции ДНК (возможно мутирован-
ной), требующих все большей активности 
фермента для продолжения процессов кле-
точного деления.

Выводы

Таким образом, полученные данные по-
зволяют говорить, что в гладких мышцах 
НМ и простых ЛМ клетки, находящиеся в 
S-фазе либо отсутствуют совсем, либо их 
количество крайне низко и не обнаружива-
ется при помощи иммуногистохимического 
метода. Вместе с тем активность фермен-
та – гиразы TOPOIIα ‒ обнаруживалась на 
относительно низком уровне, что вероятно 
обусловлено практически полным отсут-
ствием процессов репликации, рекомбина-
ции, где активность белка наиболее выраже-
на. В ЛМ клеточной и STUMP мы находили 
экспоненциальный рост количества клеток 
в S-фазе цикла с увеличением активности 
TOPOIIα. Наибольшее количество синтези-
рующих ДНК клеток с гиперактивностью 

фермента TOPOIIα мы находили в ЛМС, 
причем по мере увеличения степени злока-
чественности отмечали и рост метки изучае-
мых маркеров. Таким образом, мы отмечали 
практически экспоненциальный рост экс-
прессии BrdU и TOPOIIα в цепочке от НМ, 
ЛМ простой и клеточной до ЛМС различ-
ной степени злокачественности, и соответ-
ственно, увеличения клеток в S-фазе цикла, 
пролиферативной активности с нараста-
нием спутываний нити ДНК, требующих 
большей активности фермента TOPOIIα. 
Обобщая полученные данные, можно гово-
рить, что использование иммуногистохими-
ческого способа оценки числа S-фракции 
клеток в гладких мышцах НМ, простой 
ЛМ, STUMP и ЛМС тела матки при помо-
щи анти-бромдезоксиуридиновых антител 
может служить относительно простым и на-
дежным способом для дифференциальной 
диагностики доброкачественных и злокаче-
ственных гладкомышечных опухолей тела 
матки и войти в «золотой стандарт» опре-
деления пролиферативной активности в ка-
честве альтернативы радиоизотопному ме-
тоду ³Н-тимидиновой метки. Определение 
активности фермента TOPOIIα может быть 

Рис. 5. Увеличение активности TOPOIIα 
в клетках лейомиосаркомы низкой степени 

злокачественности (G1) до 10,7 %. 
Иммуногистохимический метод, 

хромоген DAB; х200

Рис. 6. Гиперэкспрессия TOPOIIα в клетках 
лейомиосаркомы высокой степени 
злокачественности (G3) до 42,4 %. 
Иммуногистохимический метод, 

хромоген DAB; х200
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использовано для определения степени хи-
миорезистентности опухоли в комплексном 
лечении больных ЛМС тела матки.
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МЕДИЦИНСКИЕ НАУКИ

THE GYRASES ACTIVITY (ON A LEVEL TOPOISOMERASE II) 
AND QUANTITY OF CAGES IN A S-PHASE OF A CELL-LIKE 

CYCLE (UNDER THE DATA BROMODEZOXYURIDINE (BRDU) 
LABEL) IN A LEIOMYOSARCOMA OF THE UTERI 

¹Avdalyan A.M. , ¹Bobrov I.P. , ²Klimatchev V.V. , ¹Kruglova N.M., ¹Lazarev A.F. 
¹Altai branch of ROSC N.N. Blochin, RAMS, Barnaul, 

e-mail: ashot_avdalyan@mail.ru; 
²Altai medical university, Barnaul, 
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The aim of the research is to determine the expression level of gyrase ferment 
Topoisomerase IIα (TOPOIIα) and proliferative activity based on the bromdeoxyuridine 
activity (Brdu) in case of uterine body leiomyosarcoma (UBL, 66 cases) as compared to 
unaltered myometrium (UM), tumor with unclear malignant potential (STUMP, 12 cases) 
and leiomyoma (LM, 46 cases). Immunohistochemical method for revelation of TOPOIIα 
and Brdu was utilized. The data obtained demonstrated that in UM and ordinary LM Brdu 
had not been revealed, and TOPOIIα ferment activity was low. At the same time the study 
revealed exponential increase in the ferment activity and cells in S-stage of the cycle from 
cellular LM to UBL. With increase in sarcoma malignity degree the growth of the markers 
under study was noted as well. Thus, it is possible to say that assessment of the number of 
S-fractions of cell and TOPOIIα activity in uterine body UM, LM, STUMP and UBL may 
serve as a relatively simple and reliable method for differential diagnostics of benign and 
malignant uterine body smooth muscle tumors, and ferment activity determination may be 
used for determination of the tumor chemoresistance level for complex treatment of patients 
with uterine body leiomyosarcoma.

Keywords: leiomyosarcoma uteri, STUMP, Topoisomerase IIα, BrdU


