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Молекулярно-биологические свойства  
отечно-инфильтративной формы рака молочной железы

Фгбу российский научный центр рентгенорадиологии, Москва

проведено изучение отечно-инфильтра-
тивного рака молочной железы в сравне-
нии с другими формами местно-распро-
страненного рака молочной железы по 
различным моле кулярно-биологическим 
параметрам. Дана оценка экспрессии ре-
цепторов стероидных гормонов, мутацион-
ного статуса гена HER2/neu, мутационного 
статуса гена ALK (количество копий гена, 
транслокация EML4-ALK, точковые мута-
ции в 22-25 экзонах). изучены мутацион-
ные изменения генов сигнального пути 
PIK3-AKT-mTOR (точковые мутации в 9 
и 20 экзонах гена PIK3CA и 4 в экзоне гена 
AKT), мутации в экзонах 5-8 гена p53. В 
результате установлено, что при отечном 
раке молочной железы значительно чаще 
встречаются опухоли с отрицательным 
рецепторным статусом (р=0,006) и поло-
жительным HER2/neu статусом (р˂0,001). 
У 5% больных отечно-инфильтративным 
раком молочной железы была выявлена 
транслокация EML4-ALK (р=0,045), при 
этом не выявлено ни одного случая ам-
плификации гена ALK. при анализе гена 
PIK3CA обнаружено, что значительно 
чаще мутации локализовались в 9 экзоне 
(р=0,038). не выявлено статистически зна-
чимых различий в количестве точковых 
мутаций гена p53 между группой отечно-
инфильтративного рака молочной железы 
и контрольной группой. 
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отечно-инфильтративный рак молочной же-
лезы (оирмж) является редкой (1-5% случа-
ев) инвазивной формой рака молочной железы 
(рмж), характеризующейся специфичной кар-
тиной местной распространенности процесса 
(отек, покраснение кожи молочной железы и 
увеличение ее в размерах) и агрессивностью 
клинического течения заболевания. Даже при 
условии применении комплексного подхода к 

лечению общая 5-летняя выживаемость не пре-
вышает 40% [13]. 

неутешительные результаты комплексного 
лечения оирмж, возможно, связаны с недо-
статочно изученными своеобразными молеку-
лярно-биологическими характеристиками опу-
холи, которые могут определять особенности 
лечебной тактики. Проблема улучшения резуль-
татов лечения больных оирмж диктует необ-
ходимость изучения молекулярно-гене тических 
особенностей данного заболевания с целью 
разработки новых терапевтических подходов 
[3,19]. 

на сегодняшний день проведено немало ис-
следований, посвященных поиску моле кулярно-
биологических маркеров, определяющих фе-
нотип оирмж. например, это исследование, 
касающиеся оценки HER2 статуса опухоли, экс-
прессии рецепторов EGFR, белка E-кадгерина, 
белка Rho C GTPase и белка р53 [4,5,6,7]. не-
смотря на значимость данных исследований, 
общепринятый спектр маркеров, определяющий 
патогенез опухолевого процесса при оирмж, 
так и не определен. 

Для определения возможных специфических 
маркеров оирмж нами были проанализиро-
ваны следующие молекулярно-биологические 
пара метры: экспрессия рецепторов стероидных 
гор монов, мутационный статус гена HER2/neu, 
признаки активации гена ALK (количество ко-
пий гена, транслокация EML4-ALK, точковые 
мутации в 22-25 экзонах), признаки активации 
сигнального пути PIK3-AKT-mTOR (точковые 
мутации в 9 и 20 экзонах гена PIK3CA и 4  
в экзоне гена AKT), мутации в 5-8 экзонах гена 
p53. 

Материалы и методы

исследование основано на анализе образ цов опухо-
левой ткани больных местно-рас пространенной формой 
рмж (IIA, IIB, IIIA, IIIBIIIC), которые находились на 
лечении в ФГБУ рнЦрр с 2002 по 2013 год. Все больные 
были разделены на 2 группы. В основную группу иссле-
дования включены больные с оирмж (T4dN1-3M0), а 
в контрольную группу больные раком молочной железы 
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без признаков отека кожи (T2-3,4bN1-3M0). Для иссле-
дования экспрессии рецепторов стероидных гормонов,  
а также мутационного статуса генов HER2/neu и ALK 
с помощью FISH-метода, было отобрано 40 образцов 
опухолевой ткани больных оирмж и 80 образцов 
опухолевой ткани местно-распротраненного рмж без 
отека кожи. Для исследования соматических точковых 
мутаций генов PIK3CA, ATK1, p53, ALK было отобрано 
по 37 образцов опухолевой ткани из каждой группы 
(табл. 1). 

По возрастным характеристикам, репродук тивному 
статусу и методам проведенного лечения больные в 
группах не имели существенных отличий. Средний воз-
раст больных в основной группе составил 52±11,9 года, 
а в контрольной 54±9,9 года. менструальная функ-
ция была сохранена у 45% больных в основной группе  
и у 42,5% в контрольной группе. 

Анализ экспрессии рецепторов стероидных гормонов 
методом иммуногистохимии

Для оценки экспрессии рецепторов стероид ных гор-
монов использовались антитела к ре цепторам эстрогена 
(PA0151, клон 6F11, Leica Microsystems), прогестерона 

(PA0312, клон 16, Leica Microsystems). результаты имму-
ногистохимического исследования оце нивали полуколиче-
ственным способом по ре комендациям D. Allred et al в % 
и в баллах (максимум 8) [50]. результат ≥1% (≥ 3х баллов) 
считался положительным [1]. 

Молекулярно-генетический анализ (FISH метод)  
мутационного статуса генов HER2/neu и ALK

определение амплификации гена HER2/neu в гисто-
логических образцах опухолей проводили с помощью на-
бора ДнК-зондов Path Vysis HER-2 DNA ProbeKit фирмы 
«Abbott Molecular» (Сша) согласно методике, предложен-
ной производите лем. Для оценки результатов анализа при-
меняли критерии, рекомендованные ASCO в 2013 г. [20]. 

определение мутационного статуса гена ALK (коли-
чество копий гена, транслокация EML4-ALK) в гистоло-
гических образцах опухолей проводили с помощью на-
бора ДнК-зондов Vysis ALK Break Apart FISH ProbeKit 
фирмы «Abbott Molecular» (Сша), согласно протоколу 
производителя. Для оценки результатов анализа приме-
няли критерии, которые были предложены группой экс-
пертов европейского общества патологов (ESP) в 2012 
г [16]. 

Таблица 1. 

Результаты молекулярно-генетических исследований образцов опухолевой ткани в руппах сравнения

1. иммуногистохимический метод

2. Гормональный статус опу
холи 

3. оирМж n=40
4. n(%)

5. Контроль n=80
6. n (%)

7. р

8. Положительный 

9. рЭ+/рП+ 10. 19(47,5%) 11. 51 (63,75%) 12. 0,1

13. рЭ+/рП 14. 3(7,7%) 15. 8 (10%) 16. 0,9

17. рЭ/рП+ 18. 1(2,5%) 19. 7 (8,75%) 20. 0,2

21. отрицательный
22. 17(42,5%) 23. 14 (17,5%) 24. 0,006

25. рЭ/рП

26. FIsH метод

27. Ген
28. орМжn=40
29. n(%)

30. Контрольn=80
31. n(%)

32. р

33. HeR2/neu (амплификация) 34. 22 (55%) 35. 14 (17,5%) 36. <0,001

37. ALK 
38. (Транслокация)

39. 2 (5%) 40. 0 41. 0,045

42. ALK
43. (амплификация)

44. 0 45. 0 46. 

47. Секвенирование методом Сэнгера

48. Ген
49. орМжn=37
50. n (%)

51. Контрольn=37
52. n (%)

53. р

54. ALK
55. (мутации в экзонах 2225)

56. 0 57. 0 58. 

59. p53
60. (мутации в экзонах 58)

61. 7(18,9%) 62. 8(21,6%) 63. 0,774

64. PIK3CA
65. (мутации в экзонах 9, 20)

66. 8 (21%) 67. 10 (27%) 68. 0,591

69. PIK3CA
70. (мутации в экзоне 9)

71. 5 (13%) 72. 1 (2,7%) 73. 0,038

74. PIK3CA
75. (мутации в экзоне 20)

76. 3 (8%) 77. 9 (24,3%) 78. 0,023

79. AKt1 
80. (мутации в экзоне 4)

81. 0 82. 2 (5,4%) 83. 0,154
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Анализ соматических мутаций генов PIK3CA,  
ATK1, p53, ALK, с помощью секвенирования методом 

сенгера
ДнК выделяли из образцов опухолевой ткани, пред-

варительно депарафинизированных с помощью ксилола и 
спирта. Депро теинизирование проводили с помощью про-
теиназы К (Helicon, россия). Для дальнейшего выделения 
ДнК использовали набор DNA Clean&Concentrator™ -5 
(Epigenetics, USA). 

Для выявления точковых мутаций в генах PIK3CA, 
ATK1, p53, ALK нами были разработаны праймеры для 
амплификации и последующего двустороннего секвениро-
вания методом Сенгера соответствующих экзонов данных 
генов. 

Для проведения ПЦр-амплификации исполь зовали на-
бор реагентов «GenPak PCR Core» ооо «Лаборатория 
изоген». Программа амплификации включала в себя сле-
дующие стадии: 1)предварительная денатурация при 95°С 
– 1мин, 2) 45циклов: денатурация 95°С 20 сек, отжиг 58°С 
20 сек, синтез 74°С 30 сек, 3) заключительный синтез при 
74°С 2 мин. 

очистку и секвенирование ПЦр-продуктов методом 
Сенгера проводили в компании ооо «Синтол», исполь-
зуя те же варианты праймеров, что и для амплифика-
ции. 

анализ и статистическая обработка данных в ходе 
исследования проводилась при помощи пакета программ, 
«IBM SPSS Statistics 20» (USA), «StatSoft STATISTICA 
6. 0» Для сравнения различий значений в группах по 
тому или иному признаку нами использованы критерий 
χ² (сравнение категориальных бинарных переменных) и 
t-критерий Стьюдента (сравнение средних величин). раз-
личие результатов считалось статистически значимым при 
р< 0,05. 

результаты и обсуждение

статус стероидных гормонов и анализ ам-
плификации гена HER2/neu

К настоящему времени имеется немало дан-
ных, касающихся рецепторного и HER2 статуса 
оирмж. Уста новлено, что в большинстве слу-
чаев оирмж имеет отрицательный статус по 
рецепторам эстрогенов и прогестерона (от 55 
до 83 % случаев) и положительный статус по 
амплификации гена HER2/neu (до 50% случаев) 
[4, 8]. 

В результате нашего исследования в группе 
оирмж преобладали случаи с отрицательным 
рецепторным статусом. При изучении HER2/neu 
статуса опухолей установлено, что при оирмж 
значительно чаще, чем при других формах 
местно-распространенного рмж, встречаются 
опухоли с положительным HER2/neu статусом 
(табл. 1). 

отсутствие экспрессии рецепторов стероид-
ных гормонов связано с более агрессивным 
клиническим течением и со снижением выжи-
ваемости больных. так, медиана выживаемо-
сти среди женщин с положительным статусом 
стероидных гормонов составляет 4 года про-
тив 2х лет с негативным статусом [13]. Гипе-
рэкспрессия HER2/neu при неотечных формах 
рака молочной железы, как правило, связана 

с плохим прогнозом. истинное значение ги-
перэкспрессии HER2 среди больных оирмж 
в настоящее время неизвестно. анализ резуль-
татов лечения более 2000 женщин с оирмж, 
зарегистрированных в Калифорнийском рако-
вом регистре, показал более высокую выжи-
ваемость больных с HER2-позитивными опу-
холями по сравнению с HER2-негативными 
опухолями[12]. Вполне вероятно, что более 
благоприятный прогноз в случае гиперэк-
спресси HER2/neu связан с применением тар-
гетных препаратов [17]. 

Анализ мутационного статуса гена ALK
В настоящее время активно изучается значе-

ние гена ALK при оирмж. По одним данным, 
активирующие мутации в гене ALK (точковые 
му тации, амплификации, транслокации, анеу-
сомии) являются общей чертой оирмж, дру-
гие данные свидетельствуют о редкой частоте 
встречаемости данных событий [10, 14, 17]. В 
нашем исследовании были выявлены трансло-
кации EML4-ALK в двух образцах из группы 
оирмж и ни одного случая в контрольной 
группе. Что касается мутационных событий, 
приводящих к изменению числа копий гена 
ALK (амплификации, анеусомии) в клетке, 
то нам не удалось выявить ни одного такого 
случая ни в контрольной группе, ни в группе 
оирмж, что не соответствует многим извест-
ным данным о высокой частоте этих мутаций 
при оирмж. также не были обнаружены ак-
тивирующие точковые мутации в киназном до-
мене гена ALK (табл. 1). 

Анализ мутационного статуса генов 
PIK3CA, AKT1

активация AKT-каскада является частым 
механизмом онкогенеза при большинстве зло-
качественных заболеваний, включая рмж, и 
ассоциирована с изначальной или приобретен-
ной резистентностью к антиэстрогенам и инги-
биторам рецепторных тирозикиназ, а также 
с потенциальной чувствительностью к инги-
биторам mTOR. основными путями активации 
AKT-каскада являются активирующие мутации 
в генах PIK3CA и AKT1 [15]. 

анализ 9 и 20 экзонов гена PIK3CA, прове-
денный в настоящем исследовании, не показал 
достоверно значимых различий по частоте му-
таций между группой оирмж и контрольной 
группой. однако, были получены достоверные 
различия в количестве мутаций, локализован-
ных в разных экзонах гена PIK3CA. В группе 
оирмж больший процент мутаций обнаружен 
в 9 экзоне, в то время как для контрольной 
группы более характерны мутации в 20 экзоне. 
Поиск мутаций в гене AKT1, который произво-
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дился в 4 экзоне, достоверных различий в ко-
личестве мутаций между двумя обследуемыми 
группами не выявил (табл. 1). 

Прогностическое значение мутации в гене 
PIK3CA при рмж до конца не определено. S 
Li и его коллеги установили, что мутации в 
гене PIK3CA связаны с плохим прогнозом [11]. 
К. Kalinsky по результатам своих исследований 
предположил, что мутации в гене PIK3CA связа-
ны с улучшением общей выживаемости больных 
рмж [9]. м. Barbareschi и его коллеги сообщи-
ли, что мутации в 9 экзоне гена PIK3CA связаны  
с ранним прогрессированием заболевания и сни-
жением выживаемости больных, а мутации  в 
20 экзоне гена ассоциированы с благоприятным 
прогнозом [2]. результаты, полученные в нашем 
исследовании, близки к данными M. Barbareschi 
et al. результаты поиска мутаций в гене PIK3CA 
определенно имеют значение для расширения 
показаний к молекулярно-направленной терапии 
не только у больных оирмж, но и у больных 
с местно-распространенной формой рмж без 
признаков отека. 

Анализ мутационного статуса генаp53
опухоли с высокой ядерной экспрессией му-

тантного белка p53 характеризуются высоким 
уровнем метастазирования, резистентностью 
к антрациклинам и плохим прогнозом. Повы-
шенный уровень ядерной экспрессии p53 был 
детектирован и в образцах опухолевой ткани 
оирмж по сравнению с другими местно-рас-
пространенными формами рмж. Существует 
корреляция между наличием точковых мута-
ций в экзонах 5-8 гена p53 и повышенной экс-
прессией белка p53 в ядре. Важным свойством 
мутантного белка p53 по сравнению с нормаль-
ным, является его более продолжительное вре-
мя полужизни и, как следствие, повышенное 
накопление в ядре [7]. 

анализ 5-8 экзонов, кодирующих ДнК-
связывающий сайт гена p53, не выявил ста-
тистически значимых различий в количестве 
точковых мутаций между двумя исследуемыми 
группами (табл. 1). 

Заключение

таким образом, в результате проведенного 
исследования показано, что при оирмж от-
рицательный статус рецепторов стероидных 
гормонов, положительный HER2/neu статус, 
транслокация EML4-ALK и мутация в 9 экзоне 
гена PIK3CA встречаются чаще по сравнению 
с другими формами местно-распространенного 
рмж. 

Полученные данные при использовании 
их в клинической практике позволят персо-

нифицировать лечение больных оирмж по-
средством расширения показаний к при менению 
таргетных препаратов, таких как инги биторы ти-
розинкиназ и mTOR. 

С другой стороны, нами не были обнаруже-
ны характерные признаки оирмж, описанные 
другими авторами, такие как высокая частота 
амплификаций гена ALK, а также высокая 
частота мутаций в гене p53. В связи с этим 
молекулярно-биологические свойства оирмж 
требуют дальнейшего детального изучения 
(например, привлечения высокопроизводи-
тельных методов молекулярно-генетического 
анализа, а также увеличения объемов иссле-
дуемых выборок), что позволит приблизиться 
к пониманию как патогенеза заболевания, так 
и к обнаружению новых терапевтических ми-
шеней. 
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 Molecular-biological properties of edematous-
infiltrative form of breast cancer
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There was conducted a study of edematous-infiltrative 
form of breast cancer in comparison with other forms of 
locally advanced breast cancer in various molecular-biological 
parameters. It was provided an evaluation of expression of 
receptors of steroid hormones, mutational status of HER2/neu 
gene, mutation status of ALK gene (a number of copies of a 
gene, translocation of EML4-ALK, point mutations in exons 
22-25). There were studied mutational changes of genes of 
signaling pathway PIK3-AKT-mTOR (point mutations in exons 
9 and 20 of PIK3CA gene and 4 in exon of AKT gene), 
mutations in exons 5-8 of p53 gene. It was found that in 
edematous breast cancer significantly more frequently there 
were met tumors with negative receptor status (p = 0. 006) 
and a positive HER2/neu status (p˂0,001). In 5% of patients 
with edematous-infiltrative breast cancer there was detected 
translocation of EML4-ALK (p = 0. 045), while it was 
not found a single case of ALK gene amplification. In the 
analysis of PIK3CA gene it was revealed that significantly 
frequently mutations localized in exon 9 (p =0. 038). There 
were no statistically substantial differences in the number of 
point mutations of p53 gene between a group of edematous-
infiltrative breast cancer and a control group. 

Key words: breast cancer, edematous-infiltrative, molecular 
markers


