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Рак молочной железы является основным в структуре онкологической 

заболеваемости среди женщин.10% составляет наследственный рак, связан
ный с дефектами генов BRCA1 и BRCA2. В настоящее время описано более 
1000 мутаций гена BRCA1. До 90% из них в различных географических ре
гионах составляет вариант 5382insС. Данный аллель обнаруживается в 2-5% 
в структуре общей заболеваемости раком молочной железы [1]. Охарактери
зованы клинические, морфологические и биологические особенности 
BRCA1-ассоциированных карцином молочной железы [,3,6]. Опухоли, ассо
циированные с мутациями генов BRCA1 ИBRCA2, выделены в отдельные 
категории, называемые BRCA1 и BRCA2 синдромами [11]. Молекулярно
биологические характеристики наследственных карцином, имеющие значе
ние для прогноза эффективности терапии и течения заболевания, остаются 
предметом исследований отечественных и зарубежных авторов.

Одним из основных нарушений в подвергшихся опухолевой транс
формации клетках является дисбаланс между клеточной пролиферацией и 
гибелью путем апоптоза, являющегося механизмом контроля клеточных по
пуляций с элиминацией потенциально опасных клеток с туморогенными му
тациями [3]. Имеются данные о влиянии мутаций в генах BRCA1,2 на регу
ляторы апоптоза, в том числе функции гена и белка bcl2[9]. В исследовании 
Yang, et al. [12] выявлена положительная корреляция между экспрессией
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BRCA1 и Ьс12.Авторы считают, что bcl2 может быть одним из генов- 
мишеней, вовлеченных в канцерогенез при BRCA1-ассоциированном раке 
молочной железы. Другим белком — регулятором апоптоза, диагностическая 
и прогностическая роль которого установлена при многих злокачественных 
новообразованиях, является белок р53.Мутации гена р53 имеются в 13-53,5% 
раков молочной железы [12]. В результате конформационных изменений 
увеличивается устойчивость белка, что проявляется его гиперэкспрессией, 
выявляемой иммуногистохимическим методом и являющейся индикатором 
наличия мутации [4,8,10].

Целью выполненного нами исследования явился анализ частоты мута
ций генов BRCA1 иBRCA2 у пациенток с раком молочной железы в белго
родской области и сравнительное исследование экспрессии белков- 
регуляторов апоптоза при спорадических и ассоциированных с мутациями 
данных генов опухолях.

Материал и методы. Исследование выполнено в трех группах: две 
группы составили 377 женщин, у которых проведено скрининговое молеку
лярно-генетическое исследование наличия мутаций в генах BRCA1, BRCA2, 
из которых было 217 пациенток с раком молочной железы и 160 здоровых 
женщин; третью группу составили 66 случаев спорадического рака молочной 
железы. Молекулярно-генетическое исследование выполнено в лаборатории 
молекулярной генетики кафедры медико-биологических дисциплин. ДНК 
выделяли из лейкоцитов периферической крови методом фенол
хлороформной экстракции. Генотипирование выполнено с помощью Real
time полимеразной цепной реакции с дискриминацией аллелей методом 
ТaqMan зондов.

Белки bcl2и р53 выявляли иммуногистохимическим методом с приме
нением моноклональных антител по стандартному протоколу в материале со 
стандартных архивных парафиновых блоков, а также с применением техно
логии Tissue Micrоarrays. С учетом возможной гетерогенности опухолей для 
изготовления мультиблоков из опухолевых узлов или лимфоузлов с метаста
зами брали по два-три образца из репрезентативных участков. Всего иммуно
гистохимически исследовано 47 образцов опухолей при наличии мутации и 
66 образцов спорадических опухолей. Полуколичественную оценку содержа
ния белков осуществляли на компьютерных изображениях сканированных 
микропрепаратов. Внутренним контролем качества и интенсивности реакции 
служили лимфоциты. Количественные данные обработаны с применением 
параметрических и непараметрических (коэффициенты Пирсона, Фишера) 
статистических методов.

Результаты и обсуждение. Среди 217 пациенток с раком молочной 
железы у 7 (3.2%) выявлен 5382insC вариант мутации гена BRCA1. Ни в од
ном случае не выявлено 185delAG мутации в гене BRCA1 и 6174delТ мута
ции в BRCA2. Скрининг этих мутаций у 160 здоровых женщин выявил гомо
зиготный статус.

Средний возраст пациенток с раком молочной железы при наличии му
тации BRCA1 5382insC (41.2 года) достоверно (p<0.05) меньше, чем при спо-
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радическом раке (59.1 лет).

При наличии генетически доказанной мутации BRCA1 и клинических 
признаках, указывающих на высокую вероятность ее наличия (билатераль
ный рак) выявлена высокая пролиферативная активность опухолевых клеток 
как по количеству митозов, в том числе патологических (рис. 1), так и коли
честву клеток с экспрессией ядерного белка Ki67Индекс ki67 превышал 50% 
(рис. 1). Также выявлена высокая выраженность апоптоза опухолевых клеток 
(рис. 2). Гистологически все опухоли были инвазивными протоковыми кар
циномами.

В 66.7% BRCA1-ассоциированные опухоли были эстроген-рецептор- 
негативными, тогда как при спорадическом раке более 70% опухолей рецеп- 
тор-позитивные. Гиперэкспрессия белка Her2/neu при наличии мутации вы
явлена только в 1 случае из 7.

При иммуногистохимическом исследовании содержания белка bcl2 
нами выявлены достоверные отличия между спорадическими и BRCA1- 
ассоциированными опухолями. При этом сходным было наличие связи с ги
стологическим вариантами, дифференцировкой опухолевых структур и их 
инвазивностью.

В BRCA1-ассоциированных опухолях в трети наблюдений экспрессия 
bcl2 не выявлена (в спорадических опухолях она отсутствовала только в 
3.3%). В 60% она была низкой (в спорадических опухолях в 8.5%), средний 
(сопоставимый с содержанием в цитоплазме лимфоцитов) уровень экспрес
сии белка выявлен в 6.1% (в спорадических опухолях в 29.8%). Высокое со
держание белка в цитоплазме опухолевых клеток выявлено в 57.4% спора
дических опухолей и не наблюдалось в BRCA1-ассоциированных.

Показательными были иммуногистохимические отличия содержания 
bcl2 в метастатических клетках в сопоставлении с окружающими лимфоци
тами, между опухолевыми клетками и внутриопухолевыми лимфоцитами или 
окружающими миоэпителиальными клетками,а также при сравнении внутри
протоковых карцином (рис.2).

В метастатических клетках реакция на bcl2 была низкой или отсутство
вала. Во внутрипротоковых опухолевых структурах она также была низкой в 
BRCA1-ассоциированных карциномах . В спорадических опухолях низкий 
уровень экспрессии bcl2 выявлен в инвазивных структурах. При этом в неин
вазивном внутрипротоковом компоненте интенсивность реакции была высо
кой (рис. 2).Таким образом, низкая интенсивность реакции на bcl2 или ее от
сутствие характеризуют BRCA1-ассоциированные карциномы и более агрес
сивные инвазивные и метастатические структуры как в связанных с мутаци
ей, так и спорадических опухолях.

Как указано выше, выявлена связь экспрессии bcl2 с гистологическим 
типом и, соответственно, дифференцировкой опухолевых структур как при 
BRCA1-ассоциированных, так и спорадических карциномах. В более диффе
ренцированных железистых структурах уровень экспрессии был выше, чем в 
менее дифференцированных трабекулярных структурах и разрозненно рас
тущих опухолевых клетках.
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Экспрессия белка р53 имела противоположный характер. В спорадиче

ских опухолях реакция была позитивной на низком и среднем уровнях в 
большинстве случаев, тогда как в BRCA1-ассоциированных опухолях как в 
инвазивных, так и во внутрипротоковых опухолевых структурах преобладала 
гиперэкспрессия белка(рис. 3), соответсвующая его мутантному типу.

Рис 1. Билатеральная инвазивная протоковая карцинома:высокая про
лиферативная активность опухолевых клеток (на вставке-индекс Ki67 больше 
50%), патологический митоз (стрелка), апоптотическое тельце(острие стрел
ки). . Окр.гематоксилином и эозином , иммуногистохимическая реакция на 
Ki67 (вставка).Микрофото х200.
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Рис 2. BRCAl-ассоциированная (А,Б) и спорадическая (В)карциномы: 
А - многочисленные апоптотически измененные клетки, Б - внутипротоко- 
вый рак с отсутствием экспрессии bcl2 при мутации BRCA1;В- внутрипрото
ковый рак с высоким уровнем экспрессии bcl2 при отсутствии мутации 
BRCA1. Окр. гематоксилином и эозином(А), иммуногистохимическая реак
ция (Б,В). Микрофото. Х100(Б,В) Х400(А).

Рис 3. Низкий/средний уровень экспрессии р53 в спорадической (А) 
внутрипротоковой карциноме и его гиперэкспрессия при наличии мутации 
BRCA1(Б). Иммуногистохимическая реакция. Микрофото. Х200.

Таким образом, в сопоставлении со спорадическими опухолями в
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BRCAl-ассоциированных выражен апоптоз опухолевых клеток при снижен
ном уровне экспрессии белка bcl2 и экспрессии мутантного типа белка р53.

Выявленный нами тип мутации гена BRCA1 и ее частота при раке мо
лочной железы совпадает с имеющимися в литературе эпидемиологическими 
данными[2] о наибольшей распространенности мутации 5382insC.

В исследованной нами выборке случаев BRCA1-ассоциированных кар
цином наблюдались характерные [2,7] для данного варианта рака молочной 
железы особенности: меньший возраст пациенток в сопоставлении со случа
ями спорадических опухолей, протоковый гистологический вариант, высокая 
частота эстроген-рецептор-негативного статуса, высока пролиферативная ак
тивность и выраженность апоптоза.

Результаты иммуногистохимического исследования и их сопоставление 
с данными литературы свидетельствуют о том, что с мутацией 538insC гена 
BRCA1 ассоциирован низкий уровень экспрессии bcl2, мутантный тип белка 
р53. Выражен апоптоз опухолевых клеток. С другой стороны, опухолевые 
клетки приобретают более высокую пролиферативную активность, что мо
жет являться фактором повышения инвазивности и метастатического потен
циала. Гипотетически механизм ассоциации уровня белка bcl2 с мутацией 
BRCA1 может быть обусловлен ролью продукта данного гена как транскрип
ционного регулятора. При наличии мутации, возможно, снижается тран
скрипция гена bcl2. Поскольку BRCA1-ассоциированные карциномы молоч
ной железы в значительном числе случаев эстроген-рецептор негативные, а 
транскрипция bcl2 зависит от действия стероидных гормонов, возможны эст- 
роген-зависимые пути снижения экспрессии bcl2 при мутации в гене BRCA1. 
Поскольку наблюдается экспрессия мутантного белка р53 можно считать, что 
формирование опухолевого фенотипа при BRCA1-ассоциированном раке мо
лочной железы, имеет полигенный [5]характер и реализуется с участием си
стемы белков-регуляторов апоптоза. Известно, что дикий тип белка р53 явля
ется ингибитором гена bcl2.В злокачественных же опухолях, в том числе и 
раке молочной железы экспрессируется мутантный белок[10],что выявлено и 
нами. Поэтому, вероятнее, на продукцию bcl2 в большей степени оказывают 
влияние механизмы, связанные с мутацией BRCA1. С выраженными морфо
логическими проявлениями апоптоза, выявленными нами, согласуется низ
кий уровень антиапоптотического белка bcl2, но не укладывается в линейную 
схему взаимосвязей экспрессия мутантного белка р53. Дальнейшее изучение 
ассоциаций генов и экспрессиисоответствующихфакторов, влияющих на ре
парацию ДНК, клеточную пролиферацию и апоптоз, которые, очевидно, яв
ляются нелинейными и многокомпонентными, представляется практически 
значимым и перспективным направлением исследований канцерогенеза в 
молочной железе.
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