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Одним из потенциальных маркёров рака мо-
лочной железы (РМЖ) является гистидинбогатый 
гликопротеин (HRG) [1]. Было решено провести 
исследование с использованием метода RT-qPCR 
для обнаружения мРНК HRG и иммуногистохи-
мического метода для определения экспрессии 
маркёров эпителиально-мезенхимального пере-
хода (ЭМП), который расценивается как фактор, 
способствующий опухолевой прогрессии.  1 

Целью настоящей работы явилась оценка ре-
зультатов молекулярных исследований образцов 
ткани при злокачественной и доброкачественной 
патологии молочной железы и роли иммуногисто-
химических исследований (ИГИ) в качестве дока-
зательной базы клеточной атипии.

Исследовали биопсийный материал молочной 
железы 35 женщин. Из них 23 были с диагнозом 
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инвазивная карцинома неспецифического типа 
(ИКНТ) (по гистологическому типу — адено-
карцинома молочной железы) [2], 12 — с добро-
качественными заболеваниями молочной желе-
зы (ДЗ): фиброаденома, фиброаденоматоз (ФАМ) 
и фиброзно-кистозная болезнь (ФКБ). Средний 
возраст пациентов составил 52,5 ± 2,3 года (от 18 
до 74). Все исследования были проведены в соот-
ветствии с Хельсинской декларацией [3]. Досто-
верность различий результатов, полученных при 
исследовании лиц указанных групп, определяли 
с помощью критерия U Вилкоксона–Манна–уит-
ни, используя программу STATISTICA 6.0.

Существуют пять молекулярных подтипов 
РМЖ [4], по которым распределение образцов 
опухолей в наших исследованиях было следу-
ющим: люминальный A — 11 образцов; люми-
нальный B (HER2–) — 6 образцов; люминальный 
B (HER2+) — один образец; HER2+ — 3 образца; 
базальноподобный — 2 образца.

Образцы ткани удалённых  опухолей объёмом 
8 мм3 замораживали и хранили при –80°C. Перед 
выделением мРНК ткань в течение 5 мин гомоге-
низировали с помощью TissueLyser LT (“QIAGEN”, 
Германия) с частотой встряхивания 40 Гц. Выде-
ление мРНК проводили с использованием набора 
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РеалБест экстракция 1000 (АО ”Вектор-Бест“, 
Россия). Для получения кДНК использовали на-
бор реагентов для проведения обратной транс-
крипции (ООО ”СИНТОЛ“, Россия) с использо-
ванием синтезированных нами специфических 
праймеров (табл. 1). 

Реакцию RT-qPCR проводили в присутствии кра-
сителя EvaGreen® (ООО “СИНТОЛ”). Для контро-
ля качества выделения РНК использовали систему 
выявления мРНК TBP (TATA-box binding protein).

В биоптатах молочной железы определяли экс-
прессию коллагена типа II (CII), бета-1-интегрина 
(CD29) и кадгерина-Е (CDH1). Коллаген типа II 
обычно выявляется в клетках мезенхимальной 
природы. При ЭМП клетки утрачивают способ-
ность секретировать белки, характерные для 
эпителиальных клеток, и становятся способны-
ми секретировать коллагены [5]. Интегрин CD29 
участвует в адгезии клеток к экстраклеточному 
матриксу. Данный гликопротеин может экспрес-
сироваться в злокачественных опухолях молочной 
железы [6]. В норме CDH1 присутствует в эпите-
лиальных клетках, но при наличии ЭМП эпите-
лиальные клетки могут утрачивать способность 
к его синтезу [7].

Иммуногистохимическое исследование экс-
прессии CII, CD29 и CDH1 проводили на пара-
финовых срезах опухолей с использованием на-
бора Vectastain Universal Elite ABC Kit (“Vector 
Laboratories”, США) [8].

Для характеристики уровня экспрессии мар-
кёров, определяемых ИГИ, мы использовали его 
оценку в баллах (табл. 2).

По результатам RT-qPCR мРНК HRG была об-
наружена в 68,6% от всех исследуемых образцов. 
В клетках биоптатов больных ИКНТ экспрессию 
мРНК HRG зарегистрировали в 70% случаев. В об-
разцах, по молекулярным подтипам классифи-
цируемых как HER2+, мРНК HRG мы не обнару-
жили ни в одном случае из трёх. В образцах тка-
ни пациентов с ДЗ молочной железы мРНК HRG 
выявили в 66,7% случаев (8 образцов). При этом 
все образцы, в которых мРНК HRG отсутство-
вала, были получены от пациентов с диагнозом 
фиброаденома.

Полученные результаты не давали окончатель-
ного ответа на вопрос, действительно ли метод 
RT-qPCR обладает высокой чувствительностью 
и недостаточной специфичностью. Для этого 
были проведены дополнительные ИГИ биопта-
тов, полученных от 17 пациентов с ИКНТ и 11 па-
циентов с ДЗ молочной железы (табл. 3).

По показателям экспрессии CII больные ИКНТ 
от пациентов с ДЗ достоверно не различались 
(p = 0,3232), так как в образцах пациентов с ДЗ мо-
лочной железы методом ИГХ мы выявили способ-
ность эпителиальных клеток выстилки протоков 
молочной железы экспрессировать CII, и, следо-
вательно, они были атипичными клетками.

уровень экспрессии CD29 в группе больных 
ИКНТ был высоким (4–5 баллов), и лишь у од-
ного пациента — 1 балл (табл. 4). В группе па-
циентов с ДЗ показатели были достоверно ниже 
(p = 0,0001) по сравнению с таковыми больных 
ИКНТ, но, тем не менее, экспрессию CD29 мы 
также наблюдали. Известно, что экспрессия CD29 

Таблица 1. Праймеры для определения экспрессии HRG и TBP
Название Последовательность 5ʹ → 3ʹ
HRG_F AGTACAAAGAGGAGAATGATGACTT
HRG_R CATTTCCTTCCCCTCCTCTCAC
TBP_F ACTGTGAGCCACCGATTCCAGACGTCCAT
TBP_R TAGTCTTAGATGTGCAAGAATCGGA

Таблица 2. Балльная оценка экспрессии маркёров эпителиально-мезенхимального перехода
Баллы

Маркёр 1 2 3 4 5 6

CII
(экспрессия) до 5 клеток ≤ 50% ЖТС ≥ 51% ЖТС

CD29
(экспрессия)

в 1–3 
клетках

в 4–10 
клетках

от 11 клеток 
до 25% ЖТС ≤ 25 % ЖТС 26–75% ЖТС ≥ 76 % ЖТС

CDH1 
(отсутствие 
экспрессии)

в 1–3 
клетках

в 4–10 
клетках

от 11 клеток 
до 25% ЖТС ≤ 25 % ЖТС 26–75% ЖТС ≥ 76 % ЖТС

Примечание. ЖТС – железисто-тубулярные структуры.
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Таблица 3. Диагноз пациентов, образцы ткани которых были взяты для дальнейшего исследования
Номер образца Диагноз

1–7 ИКНТ, люминальный тип A
8–13 ИКНТ, люминальный тип B HER2–

14 ИКНТ, люминальный тип B HER2+

15 ИКНТ, базальноподобный
16, 17 ИКНТ, HER2+

18 ФКБ с очагами протоковой гиперплазии
19 Пролиферативная форма ФКБ с перидуктальным воспалением
20 Внутрипротоковый папилломатоз на фоне ФАМ
21 ФКБ с участками склерозирующего аденоза (очаговый ФАМ)
22 Протоковая гиперплазия с участками склерозирующего аденоза (очаговый ФАМ)
23 Фиброаденома, смешанный тип с участками протоковой гиперплазии
24 Фиброаденома с выраженной протоковой гиперплазией

25, 26 Фиброаденома
27 Фиброаденома периканаликулярная
28 Фиброаденома смешанного типа

Таблица 4. Оценка в баллах результатов ИГИ при ИКНТ и ДЗ молочной железы
Номер 

образца
Экспрессия CII 

(в баллах)
Экспрессия CD29 

(в баллах)
Экспрессия CDH1 

(в баллах)
Наличие мРНК HRG(+), 

отсутствие (–)
1 2 4 4 +
2 2 5 5 +
3 2 5 1 +
4 2 4 1 +
5 2 5 5 +
6 3 5 6 +
7 1 4 6 +
8 1 4 1 +
9 2 1 2 +

10 2 4 6 +
11 2 4 5 +
12 2 5 6 +
13 3 4 2 –
14 1 4 2 +
15 2 4 3 +
16 2 4 1 –
17 1 4 1 –
18 2 3 4 +
19 2 3 1 +
20 1 1 3 +
21 1 2 3 +
22 1 1 2 +
23 3 3 4 +
24 1 1 4 +
25 1 2 1 –
26 1 3 1 –
27 2 1 1 –
28 3 1 2 –
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была обнаружена в раковых стволовых клетках, 
формирующихся при ЭМП [9], а также в стволо-
вых клетках РМЖ [10]. Поэтому показатели экс-
прессии CD29 могут служить одним из ранних 
маркёров злокачественной трансформации эпи-
телиальных клеток при ДЗ молочной железы.

Количество баллов, отражающее снижение 
экспрессии CDH1, в группе больных ИКНТ зна-
чительно колебалось (от 1 до 6). В группе пациен-
тов с ДЗ молочной железы высоких показателей (5 
и 6 баллов) мы не зафиксировали. Однако досто-
верных различий между указанными группами 
мы не выявили (p = 0,2396), так как и при ДЗ мож-
но наблюдать снижение экспрессии CDH1 в эпи-
телиальной ткани, что является универсальной 
особенностью ЭМП [11].

Таким образом, благодаря применению 
RT-qPCR в сочетании с ИГИ мы смогли выявить 
у конкретных пациентов атипические клетки, что 
можно расценить как предраковые изменения. 
Поэтому метод RT-qPCR обладает достаточной 
специфичностью, и его целесообразно исполь-
зовать для обнаружения мРНК HRG в сочетании 
с ИГИ при ДЗ молочной железы, так как это по-
зволяет обнаружить самые ранние признаки кле-
точной атипии.
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Biopsy material of patients with malignant and benign breast diseases was examined. HRG mRNA expression 
was detected in 70% of cases in biopsy material obtained from patients with nonspecific invasive carcinoma 
and in 66.7% of cases in biopsy material of patients with benign breast diseases. Immunohistochemical analysis 
revealed expression of collagen II, the beta-1 integrin, and E-cadherin – markers of epithelial–mesenchymal 
transition. The use of RT-qPCR combined with immunohistochemical study made it possible to identify 
atypical cells, which can be regarded as precancerous changes, in individual patients.
Keywords: breast tumors, mRNA, histidine-rich glycoprotein, immunohistochemical markers.


