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В 25–30% случаев в клетках опухолей рака молочной железы (РМЖ) происходит амплификация фрагA
мента хромосомы вокруг гена ERBB2, что приводит к повышению экспрессии генов, располагающихся
в данной области. Повышение экспрессии ERBB2 и ряда других генов, прилежащих к ERBB2, могут
оказывать влияние не только на рост и развитие опухоли, но и на ее чувствительность к различным виA
дам терапии. До сих пор не установлены причины возникновения амплификации, точные границы
ERBB2�содержащих ампликонов, а также специфические последовательности на границе амплифициA
руемых районов. Мы предположили, что границы амплифицируемой области определяются не столько
последовательностью нуклеотидов сколько структурной организацией ДНК в этом районе и провели исA
следование по установлению границ ERBB2Aсодержащих ампликонов при РМЖ и структурных особенA
ностей ДНК на границах этих ампликонов. С помощью ПЦР в режиме реального времени оценена доза
10 генов, прилежащих к ERBB2, а также самого гена ERBB2 в 162 образцах опухолей РМЖ. УстановA
лено несколько районов амплификации с границами внутри последовательности генов IKZF3 и RARA. С
помощью биоинформатического анализа нуклеотидной последовательности в районе гена ERBB2 выявA
лены АТAобогащенные участки с высокой степенью торсионной напряженности, способные формироA
вать устойчивые вторичные структуры. Локализация идентифицированных сайтов совпадает с распоA
ложением границ ERBB2Aсодержащих ампликонов. Таким образом, показано, что границы ERBB2AсоA
держащих ампликонов в опухолевых клетках РМЖ определяются структурными особенностями ДНК
в этой области. Полученные результаты важны для понимания механизмов амплификации онкогенов.

Ключевые слова: ген ERBB2, рак молочной железы, амплификация, ПЦР в реальном времени, флексиA
бильность ДНК.

DNA STRUCTURAL FEATURES ON THE BORDERS OF ERBB2 AMPLICONS IN BREAST CANCER
by N. U. Matsenko*, S. P. Kovalenko (Institute of Molecular Biology and Biophysics, Siberian Division, RusA
sian Academy of Medical Sciences, Novosibirsk, 630017 Russia; *eAmail: N.matsenko@gmail.com). In 25–
30% of breast cancer tumor cases аmplification of chromosome fragment around the ERBB2 underlies the inA
creased expression of genes adjacent to ERBB2. Increased expression of genes within ERBB2Acontaining amA
plicons may have an impact not only on the growth and development of the tumor, but on the sensitivity of the
tumor to different types of antiAcancer therapies. The initial cause of amplification and the exact borders of
ERBB2Aamplified chromosome fragment are still not completely characterized. No specific DNA sequences
were found on the junction regions at intrachromosomal DNA amplification. We hypothesized that amplification
borders can be specified by DNA structural peculiarities rather than the particular DNA sequence. This study
focused on the mapping of ERBB2 amplification borders in breast cancer and the search for unusual structural
features of DNA at the borders of the identified amplicons. The copy number of 10 genes adjacent toERBB2
were evaluated by real time PCR in 162 breast cancer samples. Several ERBB2Acontaining amplicons of various
lengths were revealed. In the majority of the analyzed samples, the borders of these amplicons were located
within ZNFN1A3 and RARA genes. A bioinformatics analysis of the nucleotide sequence peculiarities around
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Принятые сокращения: aCGH (аrray�chromosomal genomic hybridization) – сравнительная геномная гибридизация на чи�
пах; ERBB2 � клеточный гомолог v)erbB онкогена вируса эритробластомы птиц типа 2; FISH (fluorescent in situ hybridization) –
флуоресцентная in situ гибридизация; ИГХ – иммуногистохимический анализ; РМЖ – рак молочной железы.
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ВВЕДЕНИЕ

Увеличенная интенсивность экспрессии гена
ERBB2 показана в 25–30% случаев РМЖ и счита�
ется важнейшим прогностическим и диагности�
ческим маркером этого заболевания [1, 2]. В по�
давляющем большинстве случаев в основе уси�
ленной экспрессии лежит амплификация гена
ERBB2. Причины и молекулярные механизмы
амплификации гена ERBB2 в опухолевых клетках
РМЖ до сих пор не установлены. В литературе
описано несколько механизмов внутрихромо�
сомной и внехромосомной амплификации онко�
генов в опухолевых клетках [3–6]. Для реализа�
ции всех этих механизмов амплификации необ�
ходимо формирование двухцепочечного разрыва
ДНК в качестве инициаторной точки, формиру�
ющей границу ампликона. Однако известно, что
в эукариотической ДНК существуют сайты лом�
кости (фрагильные сайты, fragile sites) – специ�
фические районы ДНК, которые обладают повы�
шенной чувствительностью к появлению разры�
вов. Большинство сайтов ломкости картировано
на цитологическом уровне в виде разрывов и бре�
шей, появляющихся на метафазных хромосомах
под действием условий репликативного стресса
[7]. В ряде работ показано участие таких сайтов в
процессах обмена между сестринскими хромати�
дами [8], в формировании транслокаций, делеций
[9, 10], продемонстрирована их связь с рекомби�
нацией, интеграцией различных плазмидных и
вирусных ДНК [11], амплификацией [12, 13]. Ин�
дукция сайта ломкости ведет к образованию двух�
цепочечного разрыва ДНК и может иницииро�
вать процесс амплификации. Более того, после�
довательная индукция двух фланкирующих
сайтов ломкости может определять размер ам�
пликона и расположение клона внутри амплифи�
цированной области [14]. Следует отметить, что в
литературе нет данных о наличии подобных сай�
тов ломкости в районе гена ERBB2.

Известно, что ДНК определенной группы сай�
тов ломкости обогащена повторяющимися AT/TA�
динуклеотидными последовательностями, что обу�
словливает формирование фрагментов с высокой
степенью торсионной напряженности (флекси�
бильности, гибкости). Такие фрагменты внутри

сайта ломкости названы флексибильными сайтами.
Флексибильные сайты формируют устойчивые вто�
ричные структуры, которые затрудняют работу ре�
пликативного комплекса и приводят к возникнове�
нию нестабильности и повышенной ломкости
ДНК в этих районах [15–17].

Мы предположили, что флексибильность не
только определяет повышенную ломкость ДНК в
описанных ранее сайтах ломкости, но сами по себе
последовательности с высокой степенью флекси�
бильности могут быть причиной появления разры�
вов ДНК и последующих хромосомных перестроек
в таких районах. В связи с этим возникновение
ERBB2�содержащих ампликонов в геноме опухоле�
вых клеток РМЖ может быть связано с присутстви�
ем последовательностей с повышенной чувстви�
тельностью к появлению ДНК�разрывов, в частно�
сти, участков высокой флексибильности. В цели
данного исследования входил поиск и идентифика�
ция сайтов высокой флексибильности ДНК на гра�
ницах ампликонов, содержащих ген ERBB2 в опу�
холевых клетках РМЖ. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Образцы ткани молочной железы. В работе ис�
пользованы 162 образца ткани опухоли молочной
железы, из которых 34 получены в виде архивных
срезов, а 128 – в ходе операций по мастэктомии в
Новосибирской городской клинической больни�
це № 1 в период с 2003 по 2006 гг. (возраст паци�
ентов 39–77, средний возраст 59). Забор операци�
онного материала проводили с учетом согласия
пациентов на использование их биологического
материала для научных исследований. На прове�
дение работ с клиническим материалом получе�
но разрешение этического и научного комитета
ФГБУ НИИ МББ СО РАМН. 

Сразу после макродиссекции образец ткани
опухоли РМЖ помещали в жидкий азот – до про�
цедуры выделения ДНК. Образец считали при�
годным для исследования, если содержание опу�
холевых клеток было выше 60%. Все образцы оха�
рактеризованы по клинической классификации
опухолей TNM и представляли собой панель раз�
личных гистологических форм РМЖ со 2�й и 3�й

ERBB2 gene revealed the presence of ATArich DNA regions with high degree of flexibility. These regions were
able to form stable secondary structures. Positions of these sites strongly coincide with the positions of the
ERBB2Acontaining amplicon borders found in real time PCR experiments. On the base of results obtained one
can suppose that the structural features of DNA are involved in the formation of ERBB2Acontaining amplicon
borders in breast cancer cells and the data are of importance for understanding the mechanisms of oncogene
amplification.

Keywords: ERBB2, breast cancer, amplification, real time PCR, DNA flexibility.
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степенью злокачественности: инфильтративные
формы РМЖ (71.6%), неинфильтративные фор�
мы РМЖ (21.7%), воспалительный РМЖ (6.7%).
В качестве контроля использованы 8 образцов
нормальной ткани молочной железы и 5 образ�
цов, взятых из прилегающей к опухоли нормаль�
ной ткани молочной железы.

Выделение ДНК. Выделение ДНК из архивных
срезов проводили стандартным методом экстрак�
ции смесью фенол–хлороформ [18]. Выделение
геномной ДНК из свежих образцов ткани прово�
дили при помощи набора “Animal Tissue Genomic
DNA Isolation kit” (“V�gene Biotechnology”, Ки�
тай) в соответствие с инструкцией производите�
ля. Аликвоты выделенной геномной ДНК храни�
ли при –20°C. Концентрацию и качество полу�
ченных образцов ДНК оценивали по оптической
плотности раствора (А) на спектрофотометре Hi�
tachi�557 (“Hitachi”, Япония) при длинах волн
260, 230 и 280 нм. 

Праймеры и TaqMan зонды. Последователь�
ность праймеров и флуоресцентных TaqMan зон�
дов подбирали с использованием Primer Express
Software v2.0 (“Applied Biosystems”, США) и
Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu) (табл. 1). Для
подтверждения специфичности ПЦР и отсутствия
возможных полиморфизмов ДНК в районах гибри�
дизации праймеров проведен анализ олигонуклео�
тидных последовательностей с помощью програм�
мы BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Для исключения возможности формирования
праймер�димеров, шпилек и других вторичных
структур последовательности олигонуклеотидов те�
стировали с помощью программы OligoAnalyzer v
3.0 (“Integrated DNA technologies”, Бельгия).

ПЦР в реальном времени. Определение коли�
чества копий генов проводили методом ПЦР в ре�
альном времени с флуоресцентно�меченными
олигонуклеотидными пробами по типу TaqMan
на приборе iQ 5 Real�Time PCR Detection System
(“Bio�Rad”, США). Реакционная смесь с конеч�
ным объемом 25 мкл содержала 2 мкл раствора
исследуемой геномной ДНК (5 нг/мкл), смесь для
ПЦР (2×), 0.3 мкМ каждого прямого и обратного
праймеров (ООО “Лаборатория Медиген”), 0.1–
0.35 мкМ TaqMan пробы (ООО “Синтол”, Рос�
сия), 0.025 ед./мкл SmartTaq ДНК�полимеразы
(ООО “Биолинк”, Россия). Условия проведения
ПЦР: начальная денатурация при 95°C в течение
5 мин, затем 40 циклов при 95°C в течение 15 с и
60°C в течение 45 с. Значение флуоресценции
рассчитывается автоматически в конце каждого
цикла элонгации при температуре 60°C по кана�
лам FAM (специфика) и ROX (контроль). Каждый
образец опухолевой ткани анализировали как две
пробы с разным количеством геномной ДНК (5 и
10 нг) с тремя повторами для каждой точки. Эф�
фективность амплификации каждого ПЦР�про�

дукта определяли по калибровочным кривым, по�
строенным по серии разведений раствора кон�
трольной ДНК (2.5–40 нг). Строгая линейная
зависимость между логарифмом начального чис�
ла копий и Ct наблюдалась для всех исследуемых
генов (r2 ≥ 0.99). Эффективность ПЦР составляла
не менее 96%. 

Обработка результатов. Дозу исследуемых генов
в опухолевой ткани определяли относительно кон�
трольного гена и нормировали по отношению к
здоровой ткани молочной железы по методу, пред�
ложенному Пфафлом (Pfaffl) с соавт. [19]. В каче�
стве контрольного гена использовали ген домашне�
го хозяйства UBC [20]. Для вычисления изменения
дозы исследуемого гена в ДНК, выделенной из тка�
ни опухолей РМЖ (Nисслед. ген), относительно нормы
использована следующая формула:

.

Ct – точка в которой кривая флуоресценции
пересекает заданное пороговое значение флуо�
ресценции; ΔCt – разница между значениями Сt
для гена в нормальном и опухолевом образцах
ДНК. Эффективность ПЦР (Е) определяли по

формуле  где m – это угол наклона ка�
либровочной прямой для соответствующего гена.
Дозу исследуемого гена в опухолевом образце
считали увеличенной, если Nиссл. гена ≥ 1.5. В пользу
порогового значения 1.5, а не 2 (если принимать
во внимание, что увеличение дозы гена происхо�
дит целыми числами) говорит то обстоятельство,
что геномная ДНК, выделенная из образцов опу�
холевой ткани, содержала примеси ДНК нор�
мальных клеток (не более 40%). 

Компьютерный анализ нуклеотидной последоваA
тельности. Флексибильность ДНК в районе
MED1–ERBB2–TOP2A анализировали при помо�
щи универсальной биоинформатической плат�
формы UGENE [21]. Программа рассчитывает
флексибильность ДНК в углах скручивания меж�
ду нуклеотидами в одной цепи ДНК. Расчет про�
изводится для окна размером 100 п.н. на протяже�
нии заданного района со сдвигом рамки на 1 п.н.
Внутри каждого окна значение флексибильности
вычисляется для каждой соседней пары нуклео�
тидов и среднее значение всех пар в окне припи�
сывается первой динуклеотидной паре. Соседние
окна со значением флексибильности больше
13.7° называют пиками флексибильности. Нук�
леотидная последовательность взята из базы дан�
ных GenBank (NT_010755〈37 560 538..3857420〉).
Анализ способности флексибильных последова�
тельностей формировать устойчивые вторичные
структуры проводили с помощью программы
Mfold [22]. Для определения зависимости устой�
чивости вторичной структуры от расположения
нуклеотидов в последовательности проводили

Nиссл. ген
Eиссл. ген( )

ΔCt нормДНК – опухолевая ДНК( )

Eконтр. ген( )
ΔCt нормДНК – опухолевая ДНК( )

�������������������������������������������������������=

110 ,mE =
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сравнительный анализ значений свободной энер�
гии образования вторичных структур (dG) для
оригинальной последовательности флексибиль�
ного сайта и контрольных последовательностей.
В качестве контрольных использованы значения
dG для фланкирующих последовательностей, а
также для искусственно сгенерированных после�
довательностей идентичного нуклеотидного со�
става (p < 0.01).

Статистическая обработка данных. Статистиче�
скую обработку данных ПЦР проводили по критери�
ям Шапиро–Уилка и Колмогорова–Смирнова при
помощи программы STATISTICA 6.0 (“Statsoft”,
Швеция). Значение p < 0.01 использовано как крите�
рий достоверности различий полученных значений.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценка длины ERBB2�содержащих ампликонов
в клетках опухолей РМЖ методом ПЦР 

в реальном времени

Методом ПЦР в реальном времени увеличение
дозы гена ERBB2 выявлено в 49 из 162 образцов

(30.2%) опухолей РМЖ (NERBB2 ≥ 1.5). Для оценки
минимального района амплификации хромосо�
мы вокруг ERBB2 выбраны смежные гены: MED1,
STARD3, GRB7, IKZF3, GSDML, PSMD3, THRA,
CASC3, RARA, TOP2A, – располагающиеся на рас�
стоянии не более 1015 т.п.н. (рис. 1). В случае уве�
личенной дозы двух смежных генов считали, что
фланкированный ими район также амплифици�
рован. В качестве границы амплификации района
хромосомы принимали точку между смежными
генами с увеличенной и неувеличенной дозой.
Образцы, в которых наблюдалась амплификация
в районе MED1–ERBB2–TOP2A, в зависимости
от длины ампликонов распределили по четырем
группам (рис. 1). В группу I вошли образцы с уве�
личенной дозой всех генов в районе MED1–
ERBB2–TOP2A (17 из 49 образцов; 34.7%); в груп�
пу II – с увеличенной дозой гена ERBB2 и одного
или более соседних генов (18 из 49 образцов;
36.7%); в группу III – с увеличенной дозой гена
ERBB2 и одного или более генов�мишеней с пре�
рыванием неамплифицированными/делетиро�
ванными генами�мишенями (12 из 49 образцов;

med1 stard erbb2 ikzf3 gs ps thra casc3 rara top2a

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 750 800 850 900 950 k700 1 m
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Рис. 1. Флексибильность последовательности ДНК и длины ампликонов в районе MED1–ERBB2–TOP2A в клетках
опухолей РМЖ. Анализ степени флексибильности проведен с помощью программы Ugene (“Унипро”, Россия). Нук�
леотидная последовательность взята из базы данных GenBank (вариант генома GRCh37.p10, NC_000017.10
〈37 560 538.. 38 574 20〉). Косыми черными стрелками обозначены пики с максимальным значением флексибильности.
Описание пиков представлено в таблице 2. Расположение и ориентация генов хромосоме 17q указаны под графиком
флексибильности в виде горизонтальных стрелок. Cлева направо: гены MED1, STARD3, ERBB2, GRB7, IKZF3, GSDML,
PSMD3, THRA, CASC3, RARA, TOP2A. Центромерный район располагается слева. Оценка длины ампликонов в ДНК
клеток опухолей РМЖ проведена методом ПЦР в реальном времени. Под графиком флексибильности черными пря�
моугольниками указаны типы и расположение ампликонов относительно анализируемых генов. Пунктирной линией
указаны районы с неувеличенной дозой генов в данных образцах (группа III). Справа указаны длины ампликонов
(т.п.н.) Слева указано число образцов РМЖ, в которых установлен определенный тип ампликона. В зависимости от
типа ампликонов образцы разделены на 4 группы (I–IV). Пояснение см. в тексте. Вертикальными стрелками выделе�
ны дистальные и проксимальные границы ампликонов, которые располагаются в области генов IKZF3, RARA и CASC3
(подгруппы № 1, № 2 и № 3). Пояснение см. в тексте.
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24.5%); в группу IV – с увеличением дозы только
гена ERBB2 без амплификации окружающих ге�
нов (2 из 49 образцов; 4.1%). Наличие лишь двух
образцов в группе IV свидетельствует о том, что
амплификация единственного гена представляет
собой достаточно редкое событие в геноме опухо�
левых клеток.

Поскольку границы амплификации в образцах
группы I выходили за пределы изучаемого райо�
на, мы исключили их из дальнейшего анализа.
Интересно, что в 12 образцах, входящих в группы II
и III, граница ампликонов находилась между ге�
нами IKZF3 и GSDML, а в 13 – между генами
CASC3 и RARA. Эти образцы составили подгруппу
№ 1 и подгруппу № 2. Кроме того, в 9 образцах
группы III проксимальная граница TOP2A�со�
держащего ампликона также располагалась меж�
ду генами CASC3 и RARA. Эти образцы объедини�
ли в подгруппу № 3. Для изучения особенностей
структуры ДНК, которая может оказывать влия�
ние на формирование границ ампликонов, мы
исследовали флексибильность ДНК в районе
MED1–ERBB2–TOP2A.

Последовательность ДНК в районе 
MED1–ERBB2–TOP2A содержит сайты 

высокой флексибильности

ДНК в районе MED1–ERBB2–TOP2A содер�
жит 7 участков с высокой флексибильностью
(значение флексибильности > 15.0): в интронных
последовательностях генов ERBB2, IKZF3, RARA
и в некодирующей последовательности между ге�
нами CASC3 и RARA (рис. 1). Для обозначения
сайтов высокой флексибильности использовали
название гена, в котором он обнаружен, с при�
ставкой “Flex”. Описание сайтов представлено в
таблице 2.

Районы ДНК с высокой флексибильностью об�
ладали повышенным содержанием A/T�нуклеоти�
дов (79% ± 6.7%) по сравнению с прилежащими по�
следовательностями той же длины (55% ± 2.8%, p <
< 0.01). Кроме того, флексибильные сайты суще�

ственно обогащены AT/TA�динуклеотидами (23 ±
± 3.3% и 25 ± 5.0% соответственно) по сравнению с
нефлексибильными районами (5.66 ± 0.49% и
5.38 ± 1.56% соответственно, p < 0.01). 

Флексибильные последовательности в генах IKZF3 
и RARA способны формировать устойчивые 

вторичные структуры

Флексибильные сайты FlexIKZF3)1082,
FlexIKZF3)225 и FlexRARA способны формиро�
вать устойчивые вторичные структуры с более
низким значением dG по сравнению контроль�
ными значениями (рис. 2). Все проанализиро�
ванные вторичные структуры характеризовались
наличием одной или нескольких удлиненных и
сложно�разветвленных шпилек, в образовании
которых участвовало более 85%, а в случае
FlexIKZF3)2 – более 95% нуклеотидной последо�
вательности флексибильного участка. Именно по�
следовательности FlexIKZF3)1082, FlexIKZF3)
225 и FlexRARA выбраны нами для дальнейшего
исследования в качестве потенциальных границ
ERBB2�содержащих ампликонов.

Различный уровень амплификации в районе сайтов 
FlexIKZF3�1082, FlexIKZF3�225 и FlexRARA

С целью проверить предположение, что сайты
FlexIKZF3)1082, FlexIKZF3)225 и FlexRARA прини�
мают участие в формировании границ амплифика�
ции, мы провели более тонкое картирование грани�
цы ампликонов по отношению к этим участкам.
Проанализировав уровень амплификации фраг�
ментов ДНК, фланкирующих сайты FlexIKZF3)
1082 и FlexIKZF3)225 на расстоянии 19 985 п.н. в об�
разцах подгруппы № 1 (рис. 3а), мы обнаружили,
что из 12 образцов в десяти (83.3%) граница ампли�
кона располагается в области FlexIKZF3)1082 и
FlexIKZF3)225, а в двух (16.7%) – дистальнее сайтов
FlexIKZF3)1082 и FlexIKZF3)225.

Анализ дозы фрагментов ДНК, фланкирую�
щих FlexRARA на расстоянии 13096 п.н., проведен

Таблица 2. Флексибильные сайты в районе MED1–ERBB2–TOP2A

Название Локализация Значение 
флексибильности Длина, п.н. Нуклеотидная 

позиция*

FlexERBB2)1 Ген ERBB2 15.714 147 37852283 .. 37852930

FlexERBB2)2 Ген ERBB2 16.312 180 37855143 .. 37855323

FlexIKZF)1082 Ген IKZF3 16.045 1082 38010948 .. 38012030

FlexIKZF)225 Ген IKZF3 15.267 225 38016857 .. 38017082

Flex_non)cod1 Некод. район 15.262 140 38381472 .. 38381612

Flex_non)cod1 Некод. район 16.052 169 38466714 .. 38466883

FlexRARA Ген RARA 16.039 166 38476005 .. 38476171

*Хромосома 17, вариант генома GRCh37.p10, NC_000017.10.
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в подгруппах № 2 и № 3 (рис. 3б). Из 13 образцов
подгруппы № 2 в шести (46.1%) граница ампли�
кона располагалась в области FlexRARA; в четырех
(30.7%) образцах амплификация фланкирующих
фрагментов ДНК не выявлена; в трех (23.1%) ко�
личество ДНК оказалось недостаточным для про�
ведения анализа. Во всех девяти образцах под�
группы № 3 проксимальная граница TOP2A�со�
держащего ампликона располагалась в области
FlexRARA (рис. 3б).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Амплификация ERBB2 и ряда смежных генов –
достаточно частое событие при заболевании РМЖ
[23, 24]. Причины запуска амплификации гена
ERBB2 до сих пор не установлены. В литературе
описано несколько моделей механизма амплифи�
кации онкогенов [3–6]. Их общая черта – необхо�
димость появления разрыва ДНК с теломерной сто�
роны онкогена в качестве инициаторного события
амплификации. Попытки выявить специфиче�
ские последовательности на границе ERBB2)ам�
пликонов не увенчались успехом. Мы предполо�
жили, что границы амплифицируемого района
определяются не столько специфической после�
довательностью нуклеотидов, сколько структур�
ными особенностями ДНК, и попытались уста�
новить границы ERBB2�содержащих ампликонов

при РМЖ и выявить структурные особенности
ДНК на их границах. 

Длину ампликонов, содержащих ген ERBB2,
оценивали в клинических образцах опухолей
РМЖ, используя метод ПЦР в реальном време�
ни. Возможность использования данного подхо�
да для картирования границ ERBB2�ампликонов
продемонстрирована в ряде исследований [25,
26]. Мы определили дозу девяти генов, смежных
с ERBB2 и находящихся от него на расстоянии не
более 1015 т.п.н., в 162 образцах тканей РМЖ и в
49 из них (30.3%) выявлено наличие ампликонов
разной длины (рис. 1). В зависимости от типа и
длины ампликонов образцы распределили по че�
тырем группам. Однако, в соответствие с извест�
ными моделями амплификации онкогенов, разрыв
ДНК с дистальной стороны от онкогена – необхо�
димое условие активации процесса амплифика�
ции. С учетом этого факта из групп II и III мы вы�
брали образцы с одинаковым расположением ди�
стальной границы ампликонов и распределили их
по трем подгруппам. В подгруппу № 1 вошло 12
(24.4%) образцов с расположением дистальной гра�
ницы ампликона между генами IKZF3 и GSDML, в
подгруппу № 2 – 13 (26.5%) образцов с расположе�
нием дистальной границы ампликона между гена�
ми CASC3 и RARA, в подгруппу № 3 – 9 (18.4%) об�
разцов с расположением проксимальной границы
ампликона между генами CASC3 и RARA. На осно�
вании полученных результатов можно предпола�

а б в

dG = –205.17 dG = –133.86 dG = –81.96

Рис. 2. Сайт FlexIKZF3)1082 способен формировать устойчивые вторичные структуры. Анализ проведен с помощью
программы Mfold. Нуклеотидная последовательность взята из базы данных GenBank (вариант генома GRCh37.p10,
NC_000017.10 〈38 010 948..38 012 03〉). ДНК сайта FlexIKZF3)1082 формирует более устойчивые (dG = –205.17) вторич�
ные структуры (a) по сравнению с искусственно сгенерированными последовательностями той же длины и нуклеотидного
состава (dG = –133.86), но с произвольным расположением нуклеотидов (б) и с фланкирующими нефлексибильными по�
следовательностями (dG = –81.96) той же длины (в). 
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Рис. 3. Картирование границ амплификации в образцах трех подгрупп относительно сайтов FlexIKZF3)1082,
FlexIKZF3)225 (а) и FlexRARA (б). В верхней части рисунка (а) приведен график флексибильности гена IKZF3. Анализ
степени флексибильности проведен с помощью программы Ugene. Нуклеотидная последовательность взята из базы дан�
ных GenBank (варианта генома GRCh37.p10, NC_000017.10 〈37 913 968..38 020 441 complement〉). Косыми черными стрелка�
ми указаны сайты FlexIKZF3)1082, FlexIKZF3)225. Вертикальными стрелками указано расположение районов, фланкирую�
щих область высокой флексибильности на расстоянии 19 985 п.н., выбранных для тонкого картирования границ амплико�
нов в образцах подгруппы № 1. Степень амплификации этих районов определяли методом ПЦР в реальном времени.
Последовательности пар праймеров flankIKZF3)1082 и flankIKZF3)225 приведены в таблице 1. Под графиком флекси�
бильности черными прямоугольниками указаны уточненные расположения границ ампликонов относительно сайтов
FlexIKZF3)1082, FexIKZF3)225 в образцах ДНК опухолей РМЖ из подгруппы №1. Слева указано число образцов РМЖ, в
которых установлен данный тип расположения границы ампликона. Пояснение см. в тексте. В верхней части рисунка (б)
приведен график флексибильности гена RARA. Нуклеотидная последовательность взята из базы данных GenBank (ва�
рианта генома GRCh37.p10, NC_000017.10 〈38 465 423..38 513 895〉). Косой черной стрелкой указан сайт FlexRARA.
Вертикальные стрелки показывают местоположение участков, фланкирующих область высокой флексибильности на
расстоянии 13 096 п.н., – эти участки выбраны для тонкого картирования границ ампликонов в образцах подгрупп №
1 и № 3. Степень амплификации этих районов определяли методом ПЦР в реальном времени. Последовательности
пар праймеров flankRARAcent и flankRARAtel указаны в таблице 1. Под графиком флексибильности черными прямо�
угольниками указаны уточненные расположения границ ампликонов относительно сайта FlexRARA в образцах ДНК
опухолей РМЖ из подгрупп № 2 и № 3. Слева указано число образцов РМЖ, в которых установлен данный тип рас�
положения границы ампликона. Пояснение см. в тексте.
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гать, что ДНК в этих областях обладает повышен�
ной чувствительностью к появлению разрывов,
формирующих границы ампликонов. Какие же
особенности ДНК могут обусловливать ее чувстви�
тельность к появлению разрывов?

В геноме человека описаны сайты ломкости –
специфические районы ДНК, которые обладают
повышенной чувствительностью к появлению раз�
рывов за счет особенностей нуклеотидной структу�
ры. Коквелле (Coquelle) с соавт. [14] показали, что
экспрессия сайтов ломкости ведет к образованию
двухцепочечного разрыва ДНК и может иницииро�
вать процесс амплификации. Последовательная
индукция экспрессии двух фланкирующих сайтов
ломкости может определять размер ампликона и
расположение клона внутри амплифицированной
области [13]. Изучение причин повышенной чув�
ствительности ДНК к разрывам привело к откры�
тию группы часто встречающихся сайтов ломкости
(common fragile sites), в состав которых входят
АТ/ТА�обогащенные участки ДНК с высокой сте�
пенью торсионной напряженности. Такие фраг�
менты внутри сайтов ломкости названы флекси�
бильными сайтами. Флексибильные сайты форми�
руют устойчивые вторичные структуры, которые
затрудняют работу репликативного комплекса и
приводят к возникновению нестабильности и по�
вышенной ломкости ДНК в этих районах [14–16,
27]. Следует отметить, что в литературе нет данных
о наличии подобных сайтов ломкости в области ге�
на ERBB2.Мы предположили, что именно флекси�
бильность становится причиной появления разры�
вов ДНК и последующих хромосомных перестроек
в этих районах. В связи с этим возникновение
ERBB2�содержащих ампликонов в геноме опухо�
левых клеток РМЖ может быть связано с возмож�
ным присутствием в этом районе сайтов высокой
флексибильности. Биоинформатическое иссле�
дование структурных особенностей ДНК в райо�
не MED1–ERBB2–TOP2A показало наличие семи
сайтов с высокой степенью флексибильности
(рис. 1), три из которых (FlexIKZF3)1082,
FlexIKZF3)225 и FlexRARA) способны формиро�
вать устойчивые вторичные структуры (рис. 2).
Cопоставление данных in silico по расположе�
нию сайтов высокой флексибильности в районе
MED1–ERBB2–TOP2A и результатов ПЦР в ре�
жиме реального времени по установлению гра�
ниц ERBB2�амплификации в образцах РМЖ по�
казало, что в формировании границ амплификации
могут принимать участие сайты FlexIKZF3)1082,
FlexIKZF3)225 и FlexRARA (рис. 1). 

С целью уточнить место расположения ди�
стальной границы района амплификации в об�
разцах подгруппы № 1 проведен дополнитель�
ный анализ амплификации фрагментов ДНК,
максимально близко фланкирующих FlexIKZF3)
1082 и FlexIKZF3)225 (рис. 3а). В 10 из 12 (83.3%)
образцов граница ампликона располагалась

внутри фланкируемой области в районе
FlexIKZF3)1082 и FlexIKZF3)225. Это свидетель�
ствует о том, что эти сайты флексибильности
принимают участие в формировании границ ам�
плификации. В 6 из 13 (46.1%) образцов подгруп�
пы № 2 уровень амплификации районов, макси�
мально близко фланкирующих FlexRARA, увеличен
для проксимального фрагмента; при этом амплифи�
кация дистального фрагмента отсутствует (рис. 3б).
Это свидетельствует о том, что сайт FlexRARA при�
нимает участие в формировании дистальной грани�
цы ERBB2�содержащих ампликонов. Отсутствие
амплификации обоих фланкирующих районов в че�
тырех (30.7%) образцах подгруппы № 2 может быть
связано с влиянием сайта флексибильности, распо�
лагающегося проксимальнее гена RARA в некоди�
рующем районе ДНК (рис. 1). Кроме того, для де�
вяти образцов группы III обнаружено, что сайт
FlexRARA принимает участие в формировании
проксимальной границы ERBB2�независимых ам�
пликонов, в состав которых входит ген TOP2A. По�
лученные данные свидетельствуют о том, что
флексибильные сайты ДНК могут определять гра�
ницы ERBB2�содержащих ампликонов в клетках
опухолей РМЖ и быть независимыми маркерами
участков ДНК с повышенной чувствительностью к
появлению разрывов и последующими хромосом�
ными перестройками. Благодаря развитию совре�
менных технологий, позволяющих исследовать
ДНК на нуклеотидном уровне, стало возможно
изучать роль отдельных участков ДНК в механиз�
мах внутрихромосомной амплификации. В 2012 г.
Мароттаб (Marottab) с соавт. [28] описали длин�
ный (>300 т.п.н.) район, состоящий из ряда ду�
пликаций генов KRTAP, со сложной структурной
организацией и присутствием однонуклеотидных
полиморфизмов, который располагается на 1500
т.п.н. дистальнее гена ERBB2. Авторы предполо�
жили, что неординарная структура этой области
может приводить к формированию границ ам�
плификации гена ERBB2. Полученные нами ре�
зультаты также подтверждают, что область хромо�
сомы вокруг гена ERBB2 имеет сложную органи�
зацию. Наличие сложных структурных
перестроек, ампликонов разной длины дает осно�
вание предполагать, что существует целый ком�
плекс причин, вызывающих амплификацию гена
ERBB2 в опухолях; при этом важнейшую роль в
инициации процесса амплификации играют
структурные особенности ДНК. На основании ре�
зультатов проведенного нами исследования можно
предполагать, что существенную роль в инициации
амплификации играют участки ДНК с высокой
торсионной напряженностью (флексибильные
участки), в которых формируются характерные
вторичные структуры. Детальное исследование та�
ких районов как регуляторных последовательно�
стей позволит внести существенный вклад в пони�
мание молекулярных механизмов онкогенеза. 
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