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Цель исследования – изучить экспрессию генов-маркеров эпителиально-мезенхимального перехо-
да в протоковой аденокарциноме поджелудочной железы. 

Материал и методы. Операционный материал от 44 пациентов с протоковой аденокарциномой 
поджелудочной железы подвергался морфологическому анализу с молекулярно-генетическим исследова-
нием. В обнаруженных участках анапластического компонента выявляли суммарную РНК с помощью на-
бора RNeasy Mini Kit (Qiagen, Германия). Для молекулярно-генетического исследования эпителиально-
мезенхимального перехода (ЭМП) использовали 5 генов-маркеров: ZEB1, ZEB2, CDH1, VIM, SNAIL1 
(SLUG). Измерение экспрессии генов проводили в 3 разовом повторении, используя интеркалирующий 
краситель EvaGreen. На серийных парафиновых срезах с применением технологии tissue microarrays, про-
водили иммуногистохимическое выявление р63, гладкомышечного актина, общего цитокератина, цито-
кератина 7, виментина, Е-кадгерина (Ventana). 

Результаты. В результате проведенного исследования в клетках  анапластического компонента 
выявлена положительная реакция с мезенхимальными маркерами (виментин, р63, гладкомышечный ак-
тин), в отличие от железистого компонента. При молекулярном исследовании анапластического компо-
нента изменения экспрессии генов характеризовались как ЭМП-положительные. 

Заключение. Гетерогенность протокового рака проявляется в появлении анапластического (сар-
комоподобного) компонента, в котором прослеживается способность эпителиальных опухолевых клеток 
приобретать свойство мезенхимальных клеток, не требующих стромы и обладающих агрессивным злока-
чественным потенциалом, влияющем на выживаемость больных. 

 

Ключевые слова: кератин-7, виментин, эпителиально-мезенхимальный переход, кератины, 
актины, CDH1 протеин, кадгерины, протоковая карцинома, РНК. 
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The aim of the research was to study the expression of marker genes for the epithelial-mesenchymal tran-
sition in the ductal adenocarcinoma of the pancreas. 

Material and methods. Surgical material from 44 patients with ductal adenocarcinoma of the pancreas 
was subjected to morphological analysis with molecular genetic research. Total RNA was detected in the detected 
sections of the anaplastic component using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Germany). 5 marker genes were used for 
molecular genetic studies of the epithelial-mesenchymal transition (EMT): ZEB1, ZEB2, CDH1, VIM, SNAIL1 
(SLUG). Gene expression was measured in triplicate using an EvaGreen intercalating dye. On serial paraffin sec-
tions using tissue microarrays technology, immunohistochemical detection of p63, smooth muscle actin, total 
cytokeratin, cytokeratin 7, vimentin, E-cadherin (Ventana) was performed. 

Results. As a result of the study, a positive reaction with mesenchymal markers (vimentin, p63, smooth 
muscle actin) was detected in the cells of the anaplastic component, in contrast to the glandular component. In a 
molecular study of the anaplastic component, changes in gene expression were characterized as EMT-positive. 
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Conclusion. The heterogeneity of ductal cancer is manifested in the appearance of an anaplastic (sar-
coma-like) component, in which the ability of epithelial tumor cells to acquire the property of mesenchymal cells 
that do not require stroma and have aggressive malignant potential that affects the survival of patients is traced. 

 

Key words: keratin-7, vimentin, epithelial-mesenchymal transition, ceratins, actins, CDH1 protein,  
cadherins, carcinoma ductal, RNA. 
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Введение 

 
Рак поджелудочной железы (ПЖ), а 

именно, протоковая аденокарцинома, являет-
ся одним из самых агрессивных заболеваний 
и несмотря, на существенный прогресс, дос-
тигнутый в хирургическом лечении данной 
патологии, выживаемость больных остается 
на низком уровне [3]. Согласно имеющимся 
литературным данным, рак периампулярной 
локализации, в частности, протоковая адено-
карцинома поджелудочной железы к 2030 г. 
станет второй ведущей причиной онкологиче-
ской смертности [9]. В настоящее время 
большинство научных работ сосредоточено на 
изучении взаимодействия эпителиального и 
стромального компонентов в различных кар-
циномах, играющем важную роль в развитии 
дедифференцированного, т.е. более злокаче-
ственного фенотипа опухолей [12]. Одной из 
причин агрессивности протоковой аденокар-
циномы ПЖ является характер стромального 
компонента, в частности, наличие десмопла-
стической реакции в строме опухоли [12], 
проявляющейся гиперэкспрессией белков 
внеклеточного матрикса и пролиферацией 
миофибробластов [5, 13]. Ряд исследований 
подчеркивают важную роль развитой десмо-
пластической стромы рака ПЖ в резистентно-
сти к химиотерапии опухоли и/или увеличе-
нии риска метастазирования опухолевых кле-
ток [7, 10]. 

При раке ПЖ, так же, как и при других 
карциномах, одним из ключевых процессов в 
прогрессии опухоли является эпителиально-
мезенхимальный переход (ЭМП) [6]. Извест-
но, что утрата полярности клеток ведет к из-
менению их цитоскелета, при этом одним из 
признаков ЭМП является утрата клетками 
цитокератиновых промежуточных филамен-
тов и приобретение виментиновых. Также, 
ЭМП сопровождается изменением профилей 
транскрипции генов, в том числе компонентов 
цитоскелета и внеклеточного матрикса, а 
также протеолитических ферментов, участ-
вующих в деградации последнего [11]. Фено-
типические проявления ЭМП включают сни-
жение экспрессии белков эпителиальных 

маркеров (Е-кадгерина, десмоплакина и др.) и 
появление и/или усиление экспрессии белков, 
характерных для опухолей из мезенхимы (ви-
ментина, фибронектина, гладкомышечного 
актинв и др.) [7]. Изменение микроокружения 
и утрата полярности могут способствовать 
снижению дифференцировки опухолевых 
клеток [8], однако полной утраты тканеспе-
цифических свойств никогда не происходит. 
При потере дифференцировки эпителиаль-
ные опухоли продолжают сохранять часть 
признаков исходной ткани и способность к 
редифференцировке [4]. 

Цель нашего исследования – изучение 
экспрессионного профиля генов в протоковой 
аденокарциноме ПЖ в аспекте эпителиально-
мезенхимального перехода. 
 

Материал и методы исследования 
 

Выполнен морфологический анализ с 
дальнейшим молекулярно-генетическим ис-
следованием операционного материала от 
44 пациентов с протоковой аденокарциномой 
ПЖ, находившихся на лечении в ГКБ им. 
С.П. Боткина и ГКБ им. Н.И. Пирогова г. Мо-
сквы в период с 2008 по 2014 гг. Возраст 
больных варьировал в пределах от 40 до 
80 лет, с преобладанием мужчин (1.3:1). Сред-
ний возраст мужчин составил 61 год, женщин 
– 52 года. 

Проводили полное макроскопическое 
исследование резецированного нативного ор-
ганокомплекса с подробным описанием пара-
метров опухоли, рекомендованных О.В. Пак-
линой [1]. Далее из разных участков опухоли 
набирали 3–5 образцов размером 
1.0×1.0×0.5 см для приготовления криостат-
ных срезов. При микроскопическом исследо-
вании криостаных срезов обнаруженные уча-
стки анапластического (саркомоподобного) 
компонента (рис. 1) вырезали tissue teck. Да-
лее срезы толщиной 10 мкм нарезали в крио-
статные пробирки, предварительно охлаж-
денные до –80°С, по 3–5 срезов. Затем срезы в 
пробирках заливали лизирующим буффером, 
используемым при выделении РНК набором 
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Германия). 

Суммарную РНК выделяли из образцов 
ткани, помещенных в лизирующий раствор 
сразу после взятия, с помощью набора RNeasy 
Mini Kit (Qiagen, Германия) по протоколу 
производителя. Качество РНК проверяли с 
помощью электрофоретического разделения в 
1.8% агарозном геле (окрашивали бромистым 
этидием) и анализировали с помощью систе-
мы анализа изображений GelDoc XR+ (Bio-
Rad, США) в ультрафиолетовом свете. Кон- 
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Рис. 1. Выявление анапластического компонента 
при раке поджелудочной железы. 

Рис. 2. Анапластический компонент при протоко-
вом раке поджелудочной железы. Окраска гема-
токсилином и эозином. Ув. 400. 

 
центрацию выделенной РНК измеряли на 
спектрофотометре P300 (IMPLEN). В исследо-
вание брали РНК не менее 250 нг. 

Для молекулярно-генетического иссле-
дования ЭМП использовали 5 генов-
маркеров: ZEB1, ZEB2, CDH1, VIM, SNAIL1 
(SLUG), выбранных при анализе данных ли-
тературы [2]. Измерение экспрессии генов 
проводили в 3-разовом повторении, исполь-
зуя интеркалирующий краситель EvaGreen. В 
качестве референсных генов использовали 
гены GAPDH и ACTB. Анализ полученных 
данных проводили в программе StepOnePlus 
Software v.2.2.2, используя данные RQ с уче-
том эффективности нескольких референсных 
генов по методу. Изменение экспрессии генов 
±2(log10=±0.18) считалось значимым. 

Оставшиеся образцы опухоли фиксиро-
вали в 10% забуференном растворе формали-
на, затем заливали в парафин по стандартной 
методике. Серийные парафиновые срезы 
толщиной 3 мкм депарафинировали по обыч-
ной схеме, затем окрашивали гематоксили-
ном и эозином. Далее проводилось иммуноги-
стохимическое исследование на серийных па-
рафиновых срезах толщиной 2 мкм по стан-
дартной методике с применением следующей 
панели поликлональных антител: р63, глад-
комышечный актин (ГМА), общий цитокера-
тин, цитокератин-7, виментин, Е-кадгерин 
(Ventana). Интенсивность пероксидазной мет-
ки для каждого цитоплазматического антиге-
на оценивали полуколичественным методом с 
учетом интенсивности окрашивания и коли-
чества антиген-позитивных клеток. Иммуно-
гистохимическая реакция оценивалась как 
негативная («–» – отсутствие реакции), сла-
бопозитивная («+» – <10% окрашенных кле-
ток), умеренная («++» – >10% клеток средней 
интенсивности окраски) и выраженная 
(«+++» – >50% клеток высокой интенсивно-
сти окраски). Для проведения иммуногисто-
химического исследования применялась тех-
ника tissue microarrays, сконструированная в 
формате мультиблока (multitumor arrays). 
Данная модель состояла из 24 образцов пер-
вичной опухоли от разных больных, при этом 

от одного больного использовались образцы с 
разной степенью дифференцировки опухоле-
вых клеток. Таким образом, это позволило 
осуществить скрининг определенного моле-
кулярного повреждения во всем разнообразии 
представленных опухолей с наименьшей за-
тратой реактивов и времени. Для получения 
цветного изображения использовали сканер 
Mirax desk (Zeiss, Германия). 

Силу и значимость связи между анали-
зируемыми признаками оценивали с помо-
щью корреляционно-регрессионного анализа. 
Для количественных признаков вычисляли 
корреляционный коэффициент Пирсона. За 
уровень статистической значимости прини-
мали р<0.05. Для анализа выживаемости (по 
методу Каплана–Мейера) использовали рег-
рессионную модель пропорциональных ин-
тенсивностей Кокса. Достоверность различий 
между кривыми выживаемости подтверждали 
с помощью лог-рангового теста, критериями 
Гехана и F-критерия Кокса, с использованием 
пакета программ Statistica для Microsoft 
Windows версия 6.0. 
 

Результаты и их обсуждение 
 

Гистологически протоковая аденокар-
цинома ПЖ представлена железистыми 
структурами неправильной формы, сформи-
рованными опухолевыми клетками с различ-
ным содержанием муцина, замурованными в 
десмопластической строме, занимающей от 
50 до 80% процента площади всей опухолевой 
массы. Однако, наряду с железистыми струк-
турами во всех случаях обнаружен анапласти-
ческий (саркомо-подобный) компонент (АК). 
Объем АК разнился и составлял от 5 до 20% от 
общей массы опухоли, но во всех случаях не 
являлся преобладающим. АК представлен 
крупными полиморфными или веретенооб-
разными клетками с гиперхромными ядрами, 
иногда многоядерными, с минимальным 
стромальным компонентом (рис. 2). Основные 
морфологические характеристики протоковой 
аденокарциномы ПЖ приведены в табл. 1. Как 
видно из табл. 1, АК протоковой аденокарци- 
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Рис. 3. Иммуногистохимическое исследование железистого (1-й столбец) и анапластического (2-й 
столбец) компонентов протоковой аденокарциномы поджелудочной железы. Обозначения: А – вимен-
тин; Б – р63, В – гладкомышечный актин; Г – цитокератин-7. Ув. 200. 
 
номы ПЖ обнаружен вне зависимости от сте-
пени диференцировки опухолевых клеток, 
статистической зависимости также не выяв-
лено (р>0.05). 

При проведении иммуногистохимиче-
ской реакции обнаружены различия в экс-
прессии маркеров в железистом и анапласти-
ческом компонентах протоковой аденокарци-
номы ПЖ. Так, выраженная экспрессия глад-

комышечного актина (+++) отмечена только в 
десмопластической строме, окружающей же-
лезистые структуры. 

В опухолях с анапластическим компо-
нентом также отмечена выраженная положи-
тельная реакция с гладкомышечным актив-
ном, выявленная как в гладкомышечных во-
локнах, так и в единичных крупных анапла-
стических опухолевых клетках (рис. 3 В). По-
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Таблица 1 
Морфологические характеристики ПАК ПЖ (n=44) 

 

Признак Значение (абс., %) 
Пол М – 21 (47.7) 

Ж – 23 (52.3) 
Возраст, лет До 50 лет – 6 (13.6) 

51–60 лет– 6 (13.6) 
61–70 лет – 22 (50.0) 
71–80 лет – 9 (20.5) 
Более 81 года – 1 (2.3) 

Размер опухоли (рТ) рТ1 – 2 (4.5) 
рТ2 – 26 (59.1) 
рТ3 – 16 (36.4) 

Статус лимфатических узлов (рN) pN0 – 6 (13.0) 
pN1 – 15 (34.0) 
pN2 – 23 (52.0) 

Степень дифференцировки G1 – 3 (6.8) 
G2 – 27 (67.0) 
G3 – 14 (31.8) 

Радикальность резекции R0 – 36 (81.8) 
R1 – 8 (8.1) 

 
 
 

Таблица 2 
Показатели экспрессии генов при протоковой аденокарциноме поджелудочной железы 

 

Гены N M Min Max St. dev. 
ZEB1 44 0.305227 –2.24000 2.230000 0.680193 
ZEB2 44 0.449273 –1.12000 4.560000 0.822896 
VIMENTIN 44 0.420023 –1.04000 2.140000 0.677189 
SNAIL1 44 0.606591 –0.40000 4.860000 0.820371 
CDH1 44 –0.438864 –1.00000 0.300000 0.320930 

 
 
 

 
Рис. 4. Экспрессия генов при протоковой адено-
карциноме поджелудочной железы. 
 
мимо этого, как в строме, так и в эпителиаль-
ном АК отмечена выраженная диффузная ре-
акция с виментином (+++), отсутствующая в 
железистых структурах (рис. 3 А). Одновре-
менно в отдельных анапластических клетках 
отмечалась потеря экспрессии общего цито-
кератина и цитокератина-7 (рис. 3 Г) при со-
храненной экспрессии эпителиально-
мембранного антигена. Также, в ядрах ана-
пластического клеток отмечена положитель-
ная реакция с маркером базальных стволовых 
клеток р63 (рис. 3 Б). В опухолях без АК доля 
окрашенных ядер с антителами к р63 была 

ниже. Регистрировались единично окрашен-
ные ядрам по периферии железистых струк-
тур. Также при раке ПЖ происходила редук-
ция экспрессии белка Е-кадгерина и измене-
ние полярности его экспрессии, а именно, ис-
чезновение мембранного окрашивания и по-
явление цитоплазматического с разной степе-
нью интенсивности. В анапластическом ком-
поненте во всех случаях отмечена отрица-
тельная как мембранная, так и цитоплазма-
тическая экспрессия белка Е-кадгерина. 

При молекулярном исследовании ана-
пластического компонента значения измене-
ния экспрессии генов в большинстве случаев 
характеризовались как ЭМП-положительные 
(рис. 4, табл. 2). 
 

Заключение 
 

Классический вариант протоковой аде-
нокарциномы поджелудочной железы по сво-
ей гистологической структуре, как правило, 
является неоднородной опухолью, представ-
ленной полями различной дифференцировки 
от высокой до низкой, включая анапластиче-
ский компонент. По нашему убеждению, ана-
пластической компонент необходимо выде-
лять даже при минимальном его объеме от 
общей массы опухоли, поскольку опухоли с 
анапластическим компонентом имеют не 



Журнал анатомии и гистопатологии. 2019; 8(3) ◊ Journal of anatomy and histopathology. 2019; 8(3) 

64 

только различия в гистологическом строении, 
но и в злокачественном потенциале, а также 
по экспрессии эпителиальных, миоэпители-
альных и мезенхимальных иммуногистохи-
мических маркеров.  

 

Гистологически десмоплазия стромы, 
которая характерна для протокового рака 
поджелудочной железы, полностью отсутству-
ет в анапластических участках. Опухолевые 
клетки, плотно располагаясь друг к другу, 
создают подобие «стромального каркаса». 

 

Кроме того, выявленная в анапластиче-
ских клетках диффузная экспрессия с вимен-
тином, гладкомышечным актином и р63 под-
тверждает, что в процессе потери дифферен-
цировки опухолевые клетки приобретают 
миоэпителиальный и/или мезенхимальный 
фенотип. Данный факт, вероятно, связан с 
эпителиально-мезенхимальным переходом в 
опухоли, основными критериями которого 
являются утрата эпителиальной полярности, 
разделение на отдельные клетки и дисперсия 
при приобретении клеточной подвижности. 
При этом происходит разрушение плотных 
адгезионных контактов (редукция и измене-
ние полярности экспрессии Е-кадгерина) и 
реорганизация комплексов, обеспечивающих 
прикрепление клетки к субстрату. Однако час-
тично сохраненная экспрессия цитокератинов 
и эпителиально-мембранного антигена свиде-
тельствует о сохранении цитокеартиновых 
рецепторов и возможной обратной трансфор-
мации при изменении микроокружения.  

 

В работе Ayano Kabashima-Niibe с соавт. 
показано, что ингибирование трансформи-
рующего фактора роста-β (TGF-β) при прото-
ковом раке поджелудочной железы приводит 
к обратному мезенхимально-эпителильному 
переходу, и потере мезенхимального и восста-
новлении эпителиального фенотипа [6]. 

 

Таким образом, возрастающий интерес 
исследователей к эпителиально-стромальным 
взаимодействиям в протоковом раке подже-
лудочной железы обусловлен его агрессивным 
биологическим поведением, резистентностью 
к химиотерапевтическому лечению и различ-
ной выживаемостью в зависимости от диффе-
ренцировки опухоли. Гетерогенность прото-
кового рака заключается в появлении анапла-
стического (саркомоподобного) компонента, в 
котором прослеживается способность эпите-
лиальных опухолевых клеток приобретать 
свойство мезенхимальных клеток, не требую-
щих стромы и обладающих агрессивным зло-
качественным потенциалом, влияющим на 
выживаемость больных. 
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