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Тройной негативный подтип рака молочной железы (ТН РМЖ) составля-
ет до 11% всех случаев рака молочной железы, часто встречается у молодых 
пациенток, характеризуется: высокой степенью злокачественности (G3), наи-
более частые гистологические варианты — инвазивный неспецифическо-
го типа (протоковый), медуллярный, метапластический. определяется низ-
кая степень дифференцировки, выраженные клеточный полиморфизм, вы-
сокое ядерно-цитоплазматическое отношение, высокий уровень пролифера-
ции, выраженный апоптоз, центральные и комедо-некрозы, характеризует-
ся плохим прогнозом течения заболевания, быстрым метастазированием. Для 
молекулярно-биологических исследований характерно отсутствие экспрес-
сии рецепторов к стероидным гормонам (Estrogen и Progesterone), рецепторов 
к HER2, амплификации гена HER2 в 17 хромосоме, высокие уровни экспрес-
сии Ki67, топоизомеразы IIа, нарушения процессов репарации ДНК, наличие 
различных вариантов дупликаций и делеций ДНК, поломок в сигнальном пути 
BRCA1 [1–10]. 

При развитии ТН РМЖ у опухолевых клеток закономерно появляются ин-
вазивные свойства, способность к направленному движению и формирова-
нию вторичных метастатических очагов. В рамках инвазивного роста можно 
предположить изменение биологических свойств клеток опухоли. В сложном 
инвазивно-метастатического процессе между инвазией первичной опухоли в 
окружающие ткани и формированием метастатических фокусов — существу-



ДОКЛАДЫ

38

ет несколько этапов, прохождение которых строго обязательно для успешного 
развития и последующей прогрессии опухолевого роста: интравазация, выжи-
вание и циркуляция в системном кровотоке, экстравазация с последующей ко-
лонизацией органов опухолевыми клетками и формирование определяемого 
клинически метастаза [12, 13]. При этом биологические свойства опухолевых 
клеток первичного очага и метастаза могут значительно отличаться [14–16]. 
Среди факторов, ограничивающих рост злокачественного новообразования, 
можно выделить базальную мембрану эпителия, различные компоненты окру-
жающей стромы, повышенное интерстициальное давление, ограничение 

Рис. 1. Схема развития миграции опухолевых клеток и формирование мета-
статического очага.

поступления к опухолевым клеткам кислорода и образование его актив-
ных форм, возникновение условий гипоксии, влияние клеток иммунной систе-
мы. Часть опухолевых клеток в таких условиях может подвергаться регрессии 
и гибели, в то время как другие клетки могут изменять свой фенотип и приоб-
ретать способность к метастазированию [1, 41, 42]. Инвазивный рост опухо-
ли становится возможным в результате того, что в ее клетках происходят сле-
дующие основные события: злокачественно измененные эпителиальные клет-
ки теряют апикально-базальную полярность вследствие разрушения плотных 
межклеточных соединений, щелевых контактов и утраты молекул клеточной 
адгезии (таких, как Е-кадгерин, интегрины), изменяется актиновый цитоске-
лет клетки, наблюдается деградация подлежащей базальной мембраны эпите-
лия, в результате чего лишенные межклеточных контактов опухолевые клет-
ки становятся способными к инвазивному росту, проникновению в окружаю-
щий стромальный матрикс и начинают активный процесс миграции [12]. При 
этом в процесс инвазии активно включаются различные молекулярные и кле-
точные механизмы, которые проявляются развитием в опухоли так называе-
мого эпителиально-мезенхимального перехода (ЭМП), описанного впервые в 
1995 году проф. E.D. Hay. Наряду с одиночной миграцией возможна коллектив-
ная клеточная миграция, когда мигрируют группы опухолевых клеток, сохра-
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нивших между собой адгезионные контакты [17–21]. У движущейся клеточ-
ной группы имеется «ведущий край», клетки которого использует интегрины и 
протеазы. Исследователи указывают на отчетливые различия в экспрессии ге-
нов и морфологии клеток, формирующих ведущий край, и клеток, располагаю-
щихся позади них. Первые по своей морфологии зачастую напоминают мезен-
химальные клетки и характеризуются менее выраженной упорядоченностью 
и структурной организацией, в то время как располагающиеся позади лидиру-
ющего фронта клетки стремятся к формированию более плотно упакованных 
структур, сохраняя при этом плотные межклеточные контакты [18]. При кол-
лективной миграции опухолевые клетки в области ведущего края формируют 
выступы — псевдоподии, используют интегрины для образования фокальных 
контактов с актиновым цитоскелетом, осуществляют протеолитическое разру-
шение внеклеточного матрикса, создавая в нем пространство для инвазии опу-
холевой ткани, активно вовлекая в работу актин-миозиновый сократительный 
аппарат с целью успешной миграции [18,19]. Различия в полярности у коллек-
тивно движущихся групп клеток объясняются особенностями экспрессии по-
верхностных рецепторов, таких, как рецепторы хемокинов CXCR4 и CXCR7, на 
клетках ведущего края [17, 42]. ЭМП происходит в результате активации транс-
крипционных факторов TWIST1, Snail, Slug, ZEB1/2 и характеризуется высо-
ким уровнем экспрессии протеаз и снижением экспрессии E-кадгерина. Snail 
и Slug способны подавлять экспрессию гена Е-кадгерина, прямо связываясь с 
его промотором, а также продукцию таких эпителиальных белков, как десмо-
плакин и клаудин, активировать экспрессию виментина и матриксных метал-
лопротеиназ, обеспечивая тем самым клеточную миграцию [18]. Группа иссле-
дователей во главе с проф. Sanchez-Tillo выяснили, что фактор транскрипции 
Snail не встречается в нормальных эпителиальных клетках, а его обнаружение 
в клетках инвазивного фронта опухоли может считаться прогностическим мар-
кером плохой выживаемости онкологических больных [19]. 

В процессе реализации ЭМП происходит дедифференцировка клеток злока-
чественной эпителиальной опухоли, многоклеточные группы начинают разъ-
единяться до одиночных опухолевых клеток, приобретающих мезенхималь-
ный фенотип [22–24]. Ряд исследователей подчеркивают, что опухолевые клет-
ки при мезенхимальном варианте движения проходят через ряд определенных 
последовательных шагов, представляющих собой пятиступенчатую модель 
миграции. Она включает в себя следующие изменения: 1) формирование на 
одном из полюсов клетки протрузионного выступа — ламеллиподии или фило-
подии за счет сокращений актинового цитоскелета под контролем малых GTP-
аз Rac1 и Cdc42 с быстрым привлечением интегринов семейства β1; 2) возник-
новение в области контакта клетки и внеклеточного матрикса фокальной ад-
гезии с участием интегринов β1 и β3; 3) сборку фокальных контактов, осно-
ванную на интегрин-опосредованных взаимодействиях и активацию протео-
литических ферментов (матриксных металлопротеиназ, сериновых и треони-
новых протеаз, катепсинов) на границе «клетка–матрикс», приводящую к раз-
рушению и ремоделированию окружающего внеклеточного матрикса; 4) изме-
нение поляризации актинового цитоскелета под опосредованным миозином II 
контролем, возникновение сокращений тела клетки и 5) «подтягивание» за-
днего края клетки в направлении движения по вновь образовавшимся дефек-
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там в структуре матрикса [24]. Поскольку клетки, использующие фибробласто-
подобный механизм инвазии, выполняют рассмотренные шаги миграции, ско-
рость их движения невелика и составляет около 0,1–2 мкм/мин [41].

В процессе полного ЭМП опухолевые клетки отделяются от опухолевого 
массива и движутся по мезенхимальному типу миграции. Установлено суще-
ствование в области инвазивного фронта ЭМП, при котором клетки, сохраняя 
межклеточные связи, уже приобретают свойства, необходимые для успешной 
миграции. Такой фенотип назван неполным «эпителиально-мезенхимальным» 
фенотипом. Клеточную миграцию наблюдали при развитии и прогрессирова-
нии рака молочной железы и эндометрия, рака предстательной железы, коло-
ректального рака, крупноклеточного рака легкого, рабдомиосаркомы, мелано-
мы, а также большинства плоскоклеточных карцином [26–28]. 

В пределах одной опухоли опухолевые клетки могут одновременно двигать-
ся как коллективно, так и индивидуально. Подобное разнообразие вариантов 
клеточной миграции, вероятно, и приводит к развитию внутриопухолевой ге-
терогенности. При этом переход от коллективной миграции к индивидуальной 
представляет собой важнейший этап на пути повышения инвазивного и мета-
статического потенциала злокачественных новообразований. 

Материал и методы исследования
Исследование проводится в лабораториях иммуногистохимии и 

молекулярно-биологических исследований патолого-анатомического отделе-
ния ГАУЗ СО «Институт медицинских клеточных технологий». Предмет иссле-
дования - операционный материал пациенток с диагнозом инвазивный долько-
вый рак молочной железы, не получавших неоадъювантную химио- и лучевую 
терапию. Проведение исследований одобрено Этическим комитетом ГАУЗ СО 
Институт медицинских клеточных технологий (Протокол №5 от 22.12.2015 г.) 
[29–32]. Осуществлен отбор морфологического варианта инвазивного прото-
кового РМЖ неспецифического типа (от англ. not otherwise specified) - наибо-
лее часто встречающегося гистотипа РМЖ – всего 13284 случаев. Материал на-
правлялся для проведения исследований из ГБУЗ СО «Свердловский областной 
онкологический диспансер» (зав. патолого-анатомическим отделением — Ка-
занцева Н.В.) и Городского маммологического центра при МАУЗ «Городская 
клиническая больница №40» г. Екатеринбург (зав. патолого-анатомическим 
отделением — к.м.н. Истомина О.Ю.). Тройной негативный подтип (ТНП) 
РМЖ выявлялся иммуногистохимическим методом определением наличия 
экспрессии к рецепторам Estrogen (ER), Progesterone (PR), HER-2/neu и индекса 
пролиферации Ki-67 [2]. Суррогатное определение Тройного негативного под-
типа осуществляли по сочетанию характеристик: ER–, PR–, HER-2/neu–, Ki-67 
любой. Всего выявлено ТНП РМЖ — 682 случая (5% случаев). Исследования 
PanKeratin проведены в 331 ТПН. Отобрано 72 случая (22%), в которых клетки 
опухоли не экспрессировали PanKeratin. 

Иммуногистохимические исследования проводились с использованием ав-
томатических систем окрашивания Ventana (США) и DAKO (Дания). Для опре-
деления экспрессии Е-кадгерина использовались кроличьи моноклональные 
античеловеческие антитела Е-cadherin (Clone EP700Y, Cell Marque, США), ви-
ментина — мышиные моноклональные анти-свиные антитела Vimentin (Clone 
V9, DAKO, Дания), HER-2/neu на клетках опухоли осуществлялось с помощью 
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кроличьих моноклональных антител с-erb-2/HER-2 (Clone 4B5, Ventana, США), 
определение индекса пролиферации опухоли использовались кроличьи мо-
ноклональные античеловеческие антитела KI-67 Antigen (Clone SP6, Spring 
Bioscience, США), рецепторов к гормонам с помощью кроличьих моноклональ-
ных античеловеческих антител Estrogen Receptor (Clone SP1, Spring Bioscience, 
США) и Progesterone Receptor (Clone SP2, Spring Bioscience, США). Экспрессия 
E-кадгерина, PanKeratin оценивалась как положительная при окрашивании 
мембран исследуемых, экспрессия виментина расценивалась как положитель-
ная при позитивном цитоплазматическом окрашивании опухолевых клеток в 
поле зрения, ядерную экспрессию ER и PR на клетках карциномы оценивали по 
в соответствии с принципами шкалы Allred от 0 до 8, оценка уровня мембран-
ной экспрессии HER-2/neu опухолевыми клетками производилась по шкале от 
0 до 3, уровень пролиферации клеток опухоли по экспрессии Ki-67 рассчитыва-
ли по процентному отношению числа окрашенных ядер опухолевых клеток ко 
всем клеткам (%). В каждом случае оценивали не менее 600 опухолевых кле-
ток [2, 3, 32–34]. Для определения опухолевых стволовых клеток иммуногисто-
химическим методом исследовали наличие экспрессии белка ALDH1 в клетках 
указанных карцином. Для определения экспрессии ALDH1 использовались ан-
титела Rabbit Monoclonal Anti-Human ALDH1A1 (EP168) (Epitomics, USA). Оцен-
ку экспрессии ALDH1 в каждом случае определяли по количеству окрашенных 
опухолевых клеток [40]: 3+ (количество окрашенных клеток ≥50%), 2+ (коли-
чество окрашенных клеток меньше 50% но больше 10%), 1+ (количество окра-
шенных клеток ≤10%).

Результаты и их обсуждение
Случаи Тройного негативного подтипа составили около 5% всех случаев 

исследованных раков молочной железы, из них около 22% случаев инвазив-
ный компонент опухоли не экспрессирует маркер эпителиальных клеток – 
PanKeratin. При гистологическом исследовании такого варианта ТНП подобра-
ны случаи РМЖ, в срезе у которых одновременно имеется как внутрипротоко-
вый, так и инвазивный компоненты опухоли. При ИГХ изучении срезов опухо-
ли обнаружено, что экспрессия PanKeratin в опухолевых клетках полностью со-
хранена при их расположении внутри протоков. Опухолевые же клетки в инва-
зивном компоненте опухоли или полностью или частично утрачивают экспрес-
сию PanKeratin. При изучении экспрессии Vimentin обнаружено, что клетки 
опухоли, расположенные в протоках и экспрессирующие PanKeratin не экспрес-
сируют Vimentin, однако 85% клеток опухоли в инвазивном компоненте экс-
прессируют Vimentin, при этом только 5% сохраняют экспрессию PanKeratin. 
Исследование Е-кадгеринов показало, что опухолевые клетки внутри прото-
ков сохраняют его мембранную экспрессию, тогда как инвазия клеток за пре-
делы протоков сопровождается ее полной потерей. Так же обнаружены разли-
чия в экспрессии Ki67, маркера отражающего уровень пролиферации в опухо-
ли. Ядра опухолевых клеток в пределах протоков в месте начала их инвазии не 
экспрессируют Ki67, тогда как клетки инвазивного компонента показывают до-
статочно высокий уровень экспрессии ядерного белка (не менее 30%), отра-
жающего активность процесса клеточной пролиферации. Экспрессии Estrogen, 
Progesterone, HER2 — не обнаружено в клетках ни внутри протоков, ни в инва-
зивном компоненте.
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Несмотря на кажущуюся мозаичность обнаруженной картины экспрес-
сии основных гистологических и иммуногистохимических маркеров на 
клетках ТНР молочной железы позволяет в то же время представить не-
кую динамическую картину развития опухоли с изменением ее основных 
молекулярно-биологических свойств. Начало развития опухоли в люминаль-
ном эпителии и накопление ее массы осуществляется в соответствии с генети-
ческим подтипом опухоли и с сохранением особенностей промежуточных фи-
ламентов, характерных для эпителия, основу которых составляет белок Keratin 
и сохранением межклеточных адгезионных контактов эпителиальных кле-
ток с экспрессией Е-кадгеринов. Начинающийся инвазивный рост опухоли из 
протока сопровождается появлением признаков, характерных для эпителио-
мезенхимального перехода: опухолевые клетки дедифференцируюся, меняют-
ся размеры и форма клеток, их ядерно-цитоплазматическое отношение, харак-
терное для внутрипротокового компонента, значительно повышается клеточ-
ная гетерогенность, исчезает экспрессия Е-кадгерина, появляются обособлен-
ные опухолевые клетки, которые часто меняют свою форму, становятся вы-
тянутыми, веретенообразными, отростчатыми, что говорит об утрате между 
клетками адгезионных контактов, происходит перестройка промежуточных 
филаментов, разрушаются микрофиламенты, характерные для эпителиальных 
клеток и появляются промежуточные филаменты обычно экспрессирующиеся 
в клетках мезенхимной природы, происходит формирование клетками отрост-
ков и выпячиваний плазмолеммы. Установлено, что возникающие изменения 
клеточной формы в основном в этих случаях определяются формированием 
актинового цитоскелета, контроль над которым осуществляет малая GTP-аза 
RhoA и ее эффектор — киназа ROCK. GTP-аза входит в суперсемейство малых 
GTP-гидролаз, члены которого занимают основное место при амебоидном ва-
рианте инвазии, поскольку участвуют в передаче сигналов и тем самым в ре-
гуляции самых разнообразных процессов, происходящих в клетке, в том чис-
ле в реорганизации актинового цитоскелета в ходе миграции [10, 20, 25, 40, 
41]. Стоит отметить, что при амебоидном механизме инвазии в процессе ми-
грации изменяется форма не только клетки, но и клеточного ядра, его ориен-
тации и внутреннего расположения относительно других органелл, посколь-
ку отсутствует протеолитическая деградация окружающего матрикса и он со-
храняет свой тургор. В солидной части опухоли клетки становятся более круп-
ными, еще более усиливается их полиморфизм, они часто неправильной фор-
мы со светлой вакуолизированной цитоплазмой. При этом часть их сохраня-
ет экспрессию PanKeratin, что позволяет говорить о наличии ко-экспрессии 
белков промежуточных филаментов, характерных как для эпителиальных так 
и для клеток мезенхимной природы, т.е. формировании неполного эпителио-
мезенхимального перехода. Появление экспрессии Vimentin в опухолевых 
клетках может служить причиной диагностических ошибок из за неправиль-
ной оценки гистогенетического варианта опухоли. Проведенные генетические 
исследования клеток рака молочной железы человека методом гибридизации 
in situ одновременно на эпителиальные и мезенхимальные маркеры так же по-
зволили обнаружить клетки опухоли, обладающие как эпителиальными, так и 
мезенхимальными маркерами при инвазивном раке молочной железы. Кроме 
того показано, что значительная часть циркулирующих опухолевых клеток, вы-
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деленных из периферической крови больных с раком молочной железы или ра-
ком простаты, также экспрессируют и мезенхимальные и эпителиальные мар-
керы [40]. Таким образом, помимо обеспечения процессов инвазии и метаста-
зирования злокачественной опухоли, программа ЭМП, по-видимому, играет 
основную роль в появлении опухолевых стволовых клеток (ОСК), формирова-
нии лекарственной резистентности и является причиной последующего разви-
тия рецидива заболевания у пациенток с раком молочной железы [36, 37]. Та-
кие клетки были обнаружены в значительном количестве в месте реализации 
эпителио-мезенхимального перехода (Рис. 2). 

Рисунок 2. Клетки опухоли, экспрессирующие ALDH1 в месте реализации 
эпителио-мезенхимального перехода. ИГХ реакция. Ув. х100.

Если эпителиальная клетка хотя бы частично подвергается ЭМП, то она 
приобретает черты эпителиальной стволовой клетки. Помимо традиционно-
го представления об ЭМП как о важном факторе, необходимом для успешного 
метастазирования, ЭМП можно рассматривать как фактор инициации опухо-
левого роста, приводящий к появлению ОСК, способных к метастазированию. 
ОСК — их свойства напоминают таковые у естественных стволовых клеток: 
они имеют промежуточный эпителиально-мезенхимальный фенотип, что по-
зволяет им дифференцироваться как в эпителиальные, так и в мезенхималь-
ные клетки, могут поддерживать свою популяцию (self-renewal), а так же спо-
собны к последующей дифференцировке в опухолевые клетки [27, 28]. Кроме 
того, эпителиально-мезенхимальная пластичность позволяет клеткам опухо-
ли переключаться между состоянием мезенхимальной ОСК и состоянием бо-
лее дифференцированной, способной к быстрой пролиферации эпителиаль-
ной опухолевой клетки, что обуславливает гетерогенность опухолевой попу-
ляции. Эпителиально-мезенхимальная пластичность подразумевает способ-
ность клетки находиться в промежуточном мезенхимальном состоянии, про-
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являя различные комбинации эпителиальных и мезенхимальных свойств. Кро-
ме того, из за молекулярно-биологических различий свойств опухолевых кле-
ток и ОСК, последние обладают повышенной резистентностью к проводимым 
лечебным процедурам, включая химио- и радиотерапию [36], в результате 
чего именно они могут сохраняться и быть источником последующей репопу-
ляции опухолевых клеток и рецидива опухоли после первоначального вроде бы 
успешного лечения (Рис. 3). 

Рисунок 3. Механизм развития устойчивости опухоли к проводимой тера-
пии.

ОСК отличаются от большинства клеток опухоли иммунофенотипически, а 
также по способности образовывать опухоли в различных экспериментальных 
моделях при очень небольшом числе клеток [38]. 

Источник ОСК дискутируется. Большинство авторов придерживается мне-
ния, что ОСК могут образовываться из любой опухолевой клетки путем изме-
нения экспрессии в ней генов и, следовательно, изменения ее свойств, в том 
числе приобретения клеткой так называемой стволовости (stemness). Другим 
их возможным источником являются нормальные стволовые клетки различ-
ных тканей. В ряде работ получены данные, позволяющие предположить тес-
ную связь между внутриклеточными механизмами развития ЭМП в опухоле-
вых клетках и приобретением ими свойств ОСК [37]. Так один из транскрип-
ционных факторов, участвующих в ЭМП -Twist одновременно придает клеткам 
свойства ОСК. Повышение экспрессии Twist Snail в эксперименте приводит к 
индукции ЭМП в клетках, а также приобретению ими свойств ОСК (Рис. 4). 
Сходными свойствами обладает также транскрипционный фактор FOXC2 [20, 
29]. Регулирующие ЭМП микроРНК, в частности семейство микроРНК-200, 
также участвуют в регуляции приобретения клетками свойств «стволовости» 
[30]. Молекулярные характеристики ОСК и клеток в состоянии ЭМП во многом 
схожи, хотя не идентичны [29]. Так, клетки рака молочной железы с характери-
стиками ОСК имели также признаки ЭМП (снижение экспрессии Е-кадгерина 
и экспрессия виментина), причем приобретение признаков ОСК (повышение 
экспрессии CD44 и снижение CD24) происходит в ответ на воздействие ТРФβ 
— наиболее изученного стимулятора ЭМП. Гиперэкспрессия генов Oct4, Nanog, 
Sox2, участвующих в перепрограммировании дифференцированных клеток в 
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плюрипотентные стволовые клетки, была выявлена в ряде низкодифференци-
рованных опухолей [41]. 

Рис. 4. Некоторые внутриклеточные механизмы, участвующие в запуске 
эпителио-мезенхимального перехода и индукции стволовых клеток опухоли. 
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