
ВВЕДЕНИЕ 

Рак молочной железы (РМЖ) является
наиболее распространённым типом злокачественных
новообразований (ЗНО) у женщин, составляя
до четверти всех случаев [1]. РМЖ представляет
собой группу ЗНО с различными геномными и
гистопатологическими особенностями, которые
связаны с различной клинической историей,факторами
риска и прогнозом. Наиболее распространённым
гистологическим вариантами являются протоковый
рак (80%), реже встречаются дольковый (15%) и
смешанный варианты (5%). Около 25% всех
случаев приходится на 17 гистологических
подтипов, объединённых термином “специфический
вариант” [2-4]. Гистологический тип опухоли влияет
на выживаемость пациентов [3], ответ на проводимую
химиотерапию [5] и характеризуется наличием

определённых молекулярных маркеров [6, 7].
На данный момент представляют интерес
возможности идентификации гистологического
типа опухоли до операции, например,
с помощью магнитно-резонансной томографии [2].
Альтернативой являются методы анализа
молекулярного профиля ткани, не подверженные
влиянию артефактов изображения и уровня
квалификации персонала, но требующие забора
биопсийного материала. На данный момент
показана возможность эффективной классификации
молекулярных подтипов РМЖ на основе
метаболомных профилей, полученных методом
Рамановской спектроскопии [8, 9].Масс-спектрометрия
является эффективным методом нецелевого
анализа молекулярного профиля, позволяющего
различать ЗНО различных гистологических
вариантов [10, 11]. 
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Молекулярный профиль опухоли ассоциирован с её гистологическим типом и может быть использован
как для изучения механизмов прогрессирования опухоли, так и для её диагностики. В данной работе исследовали
изменения липидного профиля злокачественной опухоли молочной железы и пограничной с опухолью ткани
в контексте возможности определения гистологического типа опухоли по липидному профилю ткани. Липидное
профилирование выполняли, используя обратно-фазовый хромато-масс-спектрометрический анализ липидного
экстракта тканей с идентификацией липидов по характерным фрагментам. Потенциальные липидные маркеры
гистологического типа опухоли определяли c использованием теста Крускала-Уоллиса. Влияние потенциальных
маркеров на метаболические пути оценивали с использованием возможностей MetaboAnalyst. Для построения
классифицирующих моделей использовали машину опорных векторов с архитектурой 1-против-1 и линейным ядром.
Валидацию модели осуществляли с использованием кросс-валидации по отдельному объекту. Модели на основе
липидомного профиля пограничных тканей имели точность 99% и 75%, модели на основе липидомного профиля
опухолевых тканей 90% и 40% для режима положительных ионов и режима отрицательных ионов соответственно.
Липидный профиль пограничных тканей может быть использован для определения гистологического типа опухоли
при раке молочной железы. В пограничной ткани и в опухолевой статистически значимо изменяются пути
метаболизма глицерофосфолипидов.
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MGDG – monogalactosyldiacylglycerol, моногалактозилдиацилглицерол; O – алкильный липид; Ox(L) – окисленный
(класс липида); P – плазмалоген; PC – phosphatidylcholine, фосфатидилхолин; PE – phosphatidylethanolamine,
фосфатидилэтаноламин; PEtOH – phosphatidylethanol, фосфатидилэтанол; PG – phosphatidylglycerol,
фосфатидилглицерол; PS – phosphatidylserine, фосфатидилсерин; SM – sphingomyelin, сфингомиелин;
TG – triacylglycerol, триацилглицерол; X:Y – жирнокислотный остаток длиной X атомов углерода с Y двойными
связями; ВЭЖХ-МС – высокоэффективная жидкостная хромато-масс спектрометрия; ЗНО – злокачественные
новообразования; РМЖ – рак молочной железы.
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Целью данного исследования была оценка
возможности дифференциации гистологического ЗНО
молочной железы по липидному профилю тканей,
полученному с использованием хромато-масс-
спектрометрии (ВЭЖХ-МС) и исследование влияния
на метаболические пути типа опухоли. 

МЕТОДИКА

В исследование были включены образцы
от 84 пациенток с диагностированным раком молочной
железы, проходивших лечение в Национальном
медицинском исследовательском центре акушерства,
гинекологии и перинатологии им. академика
В.И. Кулакова (НМИЦ АГП им. В.И. Кулакова)
и задействованных ранее в исследовании липидомных
маркеров опухолевой прогрессии. [12] Во время
хирургического вмешательства был произведён
забор образцов ткани, взятых неросредственно
из опухоли молочной железы и из приграничной
ткани (опухолевое поле). Все образцы были

исследованы гистологически. Опухоль от 24 пациенток
относилась к протоковому гистологическому типу,
от 16 – к дольковому гистологическому типу,
опухоли от 32 пациенток — к смешанному
гистологическому типу и 12 опухолей —
к специфическим гистологическим типам (табл. 1). 

Липиды из тканей выделяли методом
Фолча [13]. Разделение липидных экстрактов и
масс-спектрометрический анализ осуществляли ранее
описанным методом [12]. Предобработку полученных
данных и идентификация липидов по характерным
ионам фрагментации осуществляли с использованием
протокола, предложенного Коelmel [12, 14].

Липиды, характеризующие различия между
гистологическими типами, определяли с использованием
теста Крускала-Уоллиса, с пороговым значением
статистической значимости p<0,001. Выбранные
липиды были использованы для построения
классифицирующей модели на основе машины
опорных векторов с линейным ядром, использующей
для решения многоклассовых задач архитектуру
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Таблица 1. Клиническая характеристика опухолей каждого типа. Распределение по категориальным параметрам
указано в формате “число случаев для данного типа опухоли” (“доля в процентах от общего числа случаев
данного типа опухоли”). Распределение по непрерывным параметрам дано в формате “среднее значение”
(“минимальное значение” – “максимальное значение”)

Клинический параметр
Значение

Протоковый Дольковый Смешанный Специфический

Размер опухоли, см 2,5 (1,5–4,1) 3,7 (1,3–10,0) 2,5 (1,5–4,2) 2,4 (1,7–3,5)
Количество опухолевых узлов
(мультифокальность)
1
2
3

20 (83,3%)
4 (16,7%)
0 (0,0%)

14 (87,5%)
0 (0,0%)

2 (12,5%)

24 (75,0%)
4 (12,5%)
4 (12,5%)

10 (83,3%)
2 (16,7%)
0 (0,0%)

Молекулярные подтипы:
Люминальный А
Люминальный B-
Люминальный B+
Her2+
Трижды негативный

8 (33,3%)
10 (41,7%)

0 (0,0%)
2 (8,3%)
4 (16,7)

10 (62,5%)
6 (37,5%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)

8 (25,0%)
22 (68,8%)

2 (6,3%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)

6 (50%)
2 (16,7%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)

4 (33,3%)
Степень злокачественности, G:
1
2
3

0 (0,0%)
8 (33,3%)
16(66,6%)

2 (12,5%)
12 (75,0%)
2 (12,5%)

2 (6,3%)
20 (62,5%)
10 (31,3%)

2 (16,7%)
4 (33,3%)
6 (50,0%)

Суммарный балл злокачественности 14,9 (10–18) 15,0 (13–16) 14,5 (10–17) 13,7 (8–17)

Ноттингемский прогностический индекс 4,7 (3,3–6,5) 5,0 (3,3–7,0) 4,6 (2,3–6,8) 4,0 (3,3–4,7)

Число метастазов в регионарные лимфоузлы 1,2 (0–7) 4,6 (0–11) 2,6 (0–16) 0,2 (0–1)
Стадия рака:
I:
IIa
IIb
IIIa
IIIb

6 (25,0%)
10 (41,7%)
6 (25,0%)
2 (8,3%)
0 (0,0%)

4 (25,0%)
0 (0,0%)

4 (25,0%)
4 (25,0%)
4 (25,0%)

4 (12,5%)
14 (43,8%)
10 (31,3%)

0 (0,0%)
4 (12,5%)

6 (50,0%)
4 (33,3%)
2 (16,7%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)

Эстрогеновые рецепторы:
есть
нет

18 (75,0%)
6 (25,0%)

16 (100,0%)
0 (0,0%)

32 (100,0%)
0 (0,0%)

8 (66,7%)
4 (33,3%)

Прогестероновые рецепторы
есть
нет

8 (33,3%)
16 (66,7%)

10 (62,5%)
6 (37,5%)

32 (100,0%)
0 (0,0%)

8 (66,7%)
4 (33,3%)

Уровень Ki67 41,8 (6–98) 17,4 (7–28) 34,6 (12–80) 43,0 (5–90)



1-против-1. Точность классификации определяли
с использованием кросс-валидации по отдельному
объекту. Для липидов, характеризующих различия
между метаболическими путями, была проведена
оценка их вовлечённости в метаболические пути
исходя из гипергеометрического теста с коррекцией
по Бенджамини-Хохбергу средствами MetaboAnalyst и
библиотеки KEGG [15, 16]. Влияние метаболического
пути оценивали вкладом маркера в путь исходя
из топологического анализа и меры относительного
посредничества.Кпутям, связанным с гистологическим
типом статистически значимо, относили пути
c корректированным значением p-value (false discovery
rate, FDR) меньше 0,05. Статистический анализ
производили с использованием возможностей и
подключаемых библиотек языка R 3.4.1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В пограничной ткани молочной железы было
обнаружено 38 липидов в режиме положительных
ионов (дополнительные материалы, табл. S1)
и 25 липидов в режиме отрицательных ионов
(дополнительные материалы, табл. S2), которые

характеризуют различия между гистологическими
типами опухоли, преимущественно относящихся
к окисленным липидам, триглицеридам, кардиолипинам,
фосфатидилхолинам, фосфатидилэтаноламинам и
липидам с простой эфирной связью. В опухолевой
ткани молочной железы было обнаружено 15 липидов
в режиме положительных ионов (дополнительные
материалы, табл. S3) и 8 липидов в режиме
отрицательных ионов (дополнительные материалы,
табл. S4), которые характеризуют различия
между гистологическими типами опухоли,
относящихся преимущественно к фосфатидилхолинам,
фосфатидилэтаноламинам, фосфатидилглицеридам и
липидам с простой эфирной связью.

Классифицирующие модели, построенные
с использованием машины опорных векторов, имели
точность 99% для профиля, полученного в режиме
положительных ионов из пограничной ткани (табл. 2),
75% для профиля, полученного в режиме
отрицательных ионов из пограничной ткани (табл. 3),
90% для профиля, полученного в режиме
положительных ионов из опухолевой ткани (табл. 4),
40% для профиля, полученного в режиме
отрицательных ионов из опухолевой ткани (табл. 5).
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Таблица 2. Таблица сопряжения для классифицирующей модели на основе липидов пограничной ткани,
зарегистрированных в режиме положительных ионов. В скобках указаны чувствительность и специфичность
определения каждого гистологического типа

Таблица 3. Таблица сопряжения для классифицирующей модели на основе липидов пограничной ткани,
зарегистрированных в режиме отрицательных ионов. В скобках указаны чувствительность и специфичность
определения каждого гистологического типа

Таблица 4. Таблица сопряжения для классифицирующей модели на основе липидов опухолевой ткани,
зарегистрированных в режиме положительных ионов. В скобках указаны чувствительность и специфичность
определения каждого гистологического типа

Таблица 5. Таблица сопряжения для классифицирующей модели на основе липидов опухолевой ткани,
зарегистрированных в режиме отрицательных ионов. В скобках указаны чувствительность и специфичность
определения каждого гистологического типа

Протоковый Дольковый Смешанный Специфический
Протоковый 24(100%, 100%) 0 0 0
Дольковый 0 16(100%, 100%) 0 0
Смешанный 0 0 32(100%, 98%) 1
Специфический 0 0 0 11 (92%, 100%)

Протоковый Дольковый Смешанный Специфический
Протоковый 16(67%, 87%) 0 7 1
Дольковый 0 15(94%, 99%) 1 0
Смешанный 8 1 23(72%, 79%) 2
Специфический 0 0 1 9(75%,99%)

Протоковый Дольковый Смешанный Специфический
Протоковый 20(83%, 98%) 0 1 0
Дольковый 0 15(94%,99%) 1 0
Смешанный 3 1 30(94%,90%) 1
Специфический 1 0 0 11(91%,99%)

Протоковый Дольковый Смешанный Специфический
Протоковый 9(38%,77%) 1 6 4
Дольковый 3 6(60%,87%) 6 0
Смешанный 10 9 17(53%,52%) 6
Специфический 2 0 3 2(17%,93%)



14 липидов для модели на основе профиля
пограничной ткани в режиме положительных ионов
(дополнительные материалы, рис. S1), 18 липидов
для модели на основе профиля пограничной ткани
в режиме отрицательных ионов (дополнительные
материалы, рис. S2), 14 липидов для модели на основе
профиля опухолевой ткани в режиме положительных
ионов (дополнительные материалы, рис. S3)
хотя бы для одной бинарной классифицирующей
модели имели относительный вес больше 0,5.
PC 18:1_22:6, PE 18:1_20:4, CL 16:0_18:1_20:4_22:5,
CL 16:0_18:1_20:4_22:5, MGDG 18:0_20:2,
OxCL 18:2_20:3(OH)_20:3_20:4, PC 14:0_20:4,
PC 18:1_20:4, PE 18:1_20:4 в пограничной ткани можно
назвать маркерами, характеризующими протоковый
тип опухоли; OxTG 22:1(OH)_18:4(OO)_14:1,
PE P-16:0/18:2, TG 10:0_18:2_18:2 в пограничной
ткани, PE 18:1_20:4, PE P-16:0/18:2, TG 18:2_18:2_22:6
в опухолевой ткани — потенциальные маркеры
долькового типа опухоли. OxTG 14:0_16:1_18:2(OH),
OxTG 16:0_18:1_22:5(OOO) в пограничной ткани
характеризуют отличия специфических типов опухоли
от протокового, долькового и смешанного. 

В пограничной ткани статистически
значимым изменениям подвёргся метаболизм
глицерофосфолипидов (табл. 6, рис. 1). Статистически
незначимым изменениям подверглись пути метаболизма
липидов с простой эфирной связью, глицеролипидов и
биосинтеза гликозилфосфатидилинозитоловых якорей.

Аналогично, на метаболизм глицерофосфолипидов
статистически значимое влияние оказывается
и в опухолевой ткани (табл. 7, рис. 2). Статистически
незначимое влияние оказывается на пути
метаболизма сфинголипидов, липидов с простой
эфирной связью, глицеролипидов и биосинтез
гликозилфосфатидилинозитоловых якорей.

Метаболизм глицерофосфолипидов, различия
в котором статистически значимо проявляются
и для опухолевой, и для пограничной ткани
при различающихся гистологических типах
опухоли, изменяется при трансформации нормальной
ткани в злокачественную, причём изменения
нарастают помере прогрессирования заболевания [17].
Для ацильных фосфатидилхолинов пограничной
ткани характерно повышение уровня в случае
опухолей протокового типа относительно других
групп, за исключением PC 12:0_14:1 и PC 16:1_16:1

(дополнительные материалы, табл. S1). Уровни
данных фосфатидилхолинов пограничной ткани
максимальны в случае смешанного типа опухоли и
специфического типа опухоли соответственно
(дополнительные материалы, табл. S1, S2). При этом
для уровней фосфатидилхолинов в пограничных
тканях опухолей смешанного типа нехарактерно
занятие промежуточных значений между
уровнями в пограничной ткани протокового типа и
долькового типа. Аналогичная картина характерна
для ацильных фосфолипидов опухолевой ткани
(дополнительные материалы, табл. S1, S2). Уровни
фосфатидилхолина в опухолевой ткани положительно
коррелируют со степенью дифференцировки опухоли
и уровнем Ki67 в ней [12]. Уровень кардиолипинов
в тканях микроокружения коррелирует со стадией
развития рака. Кроме того, кардиолипин является
участником сигнальных путей, связанных с активацией
апоптоза, окисление кардиолипина упрощает
прохождение жидкостей через митохондриальную
мембрану [18]. И в пограничной, и в опухолевой ткани

МАРКЕРЫ ГИСТОЛОГИЧЕСКИХ ТИПОВ ОПУХОЛИ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

378

Рисунок 1. График влияния на метаболические пути
липидов-маркеров в пограничной ткани. Подписаны
пути, для которых значение влияния отлично от нуля.
log(p) – десятичный логарифм статистической
значимости влияния.

Таблица 6. Число соединений, задействованных в липидных метаболических путях в пограничной ткани,
число липидных маркеров в каждой, влияние маркеров на путь и статистическая значимость влияния
(не корректированная и с корректировкой)

Путь Всего Липиды-маркеры p FDR Влияние

Метаболизм глицерофосфолипидов 36 4 <0,001 0,004 0,270
Метаболизм глицеролипидов 16 2 0,004 0,180 0,010
Метаболизм липидов с простой эфирной связью 20 2 0,007 0,190 0,270
Метаболизм линолеиновой кислоты 5 1 0,030 0,670 0,000
Метаболизм альфа-линоленовой кислоты 13 1 0,008 1,000 0,000
Биосинтез гликозилфосфатидилинозитоловых якорей 14 1 0,090 1,000 0,004
Метаболизм сфинголипидов 21 1 0,130 1,000 0,000
Метаболизм арахидоновой кислоты 36 1 0,210 1,000 0,000



для случаев опухолей протокового типа характерно
повышение уровня кардиолипина (дополнительные
материалы, табл. S2, S4). В то же время только
для пограничной ткани специфических типов
опухоли характерно падение уровней кардиолипина
относительно других гистологических типов
опухоли (дополнительные материалы, табл. S2).
Уровень фосфатидилсеринсинтазы, отвечающей
за синтез фосфатидилсерина, который является
предшественником фосфатидилэтаноламина, падает
по мере развития опухоли [19]. Уровень
фосфатидилхолинспецифичной фосфолипазы C,
отвечающей за катаболизм фосфатидилэтаноламинов
и фосфатидилхолинов до диацилглицеролов,
повышается при образовании раковых клеток
и стимулирует метастатические процессы и
рост опухоли [20, 21]. Повышение уровня
холинфосфотрансферазы, отвечающей за обратный
процесс, приводит к росту пролиферации клеток [22].
Уровень экспрессии этаноламинфосфотрансферазы

растёт в клетках аденокарциномы лёгких по сравнению
с нормальными клетками и является признаком
худшей выживаемости пациентов при раке лёгких [23].
Уровень фосфатидилэтаноламинов в пограничных
тканях в основном падает в следующем
порядке перечисления случаев: протоковый тип,
дольковый тип, смешанный тип (дополнительные
материалы, табл. S1, S2). Исключения составляют
PE 18:0_22:3, где уровни в случае смешанного типа
занимают промежуточное значение и PE 18:1_20:4,
где уровни в случаях смешанного типа и долькового
типа близки (дополнительные материалы, табл. S1).
В опухолевой ткани для PE 18:1_20:4
характерен наиболее высокий уровень в случае
долькового типа и наименее — в случае
смешанного типа. Уровень PE 20:4_20:5 изменяется
в ряду специфический тип и протоковый тип —
смешанный тип — дольковый тип (дополнительные
материалы, табл. S3).Плазманилэтаноламиндесатураза
наряду с фосфолипазой С, холинфосфотрансферазой,
этаноламинфосфотрансферазой является участником
метаболизма липидов с простой эфирной
связью, также ассоциирована с процессами
опухолеобразования [24]. В то же время дефицит
плазмалогенов в мембранах макрофагов приводит
к снижению их способности к фагоцитозу [25]. Также
повышение уровня плазмалогенов в микроокружении
опухоли и в опухолевой ткани является потенциальным
маркером развития метастатического процесса
в регионарных лимфоузлах при раке молочной
железы [26]. В опухолевой ткани наблюдается
положительная корреляция уровня плазмалогенов
с размером опухоли, в пограничной ткани
уровни плазмалогенов положительно коррелируют
со стадией рака [12]. При этом отношение уровней
липидов с эфирной связью в пограничной ткани зависит
от их жирнокислотного состава (дополнительные
материалы, табл. S1, S2, S3, S4). В то же время можно
говорить о преимущественно повышенном уровне
липидов с эфирной связью в опухолях протокового и
специфического типов относительно смешанного и
долькового, за исключением PE P-16:0/18:2
(дополнительные материалы, табл. S3). PE P-18:0/22:6
имеет схожее отношение уровней в зависимости
от типа опухоли в пограничной и опухолевой тканях
(дополнительные материалы, табл. S1, S3, S4).
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Таблица 7. Число соединений, задействованных в липидных метаболических путях в опухолевой ткани,
число липидных маркеров в каждой, влияние маркеров на путь и статистическая значимость влияния
(не корректированная и с корректировкой)

Рисунок 2. График влияния на метаболические пути
липидов-маркеров в пограничной ткани. Подписаны
пути, для которых значение влияния отлично от нуля.
log(p) – десятичный логарифм статистической
значимости влияния.

Пути Всего Липиды-маркеры p FDR Влияние

Метаболизм глицерофосфолипидов 36 4 <0,001 0,004 0,270
Метаболизм сфинголипидов 21 2 0,007 0,310 0,270
Метаболизм линолеиновой кислоты 5 1 0,030 0,890 0,000
Метаболизм альфа-линоленовой кислоты 13 1 0,080 1,000 0,000
Биосинтез гликозилфосфатидилинозитоловых якорей 14 1 0,090 1,000 0,004
Метаболизм глицеролипидов 16 1 0,100 1,000 0,010
Метаболизм липидов с простой эфирной связью 20 1 0,120 1,000 0,110
Метаболизм арахидоновой кислоты 36 1 0,210 1,000 0,000



Показано, что метаболизм сфинголипидов
в опухолевой ткани зависит от гистологического
типа опухоли РМЖ. В то же время уровень
экспрессии кислой церамидазы при раке яичников
зависит от гистологического типа опухоли,
а при РМЖ ассоциирован с положительным
эстроген-рецепторовым подтипом. Кроме того, более
высокий уровень экспрессии кислой церамидазы
относится к факторам, позволяющим прогнозировать
более высокие шансы пациента на выживание [27]. 

Число соединений в пограничной ткани,
уровень которых ассоциирован с гистологическими
типами опухоли превышает число соединений
в опухолевой ткани, уровень которых ассоциирован
с гистологическими типами опухоли. Кроме того,
модели, построенные на основе липидомного
профиля опухолевого поля, имеют лучшее
качество, чем модели, построенные на основе
липидомного профиля опухоли. Гистологический
тип опухоли влияет на выживаемость пациентов и
на эффективность химиотерапии [3, 5] — параметров,
условно ассоциированных с эко-характеристиками
опухоли [28]. В предыдущей работе показано
наличие более выраженной корреляции
эко-параметров опухоли с липидным профилем
пограничной ткани по сравнению с липидным
профилем опухолевой ткани [12]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Гистологические типы РМЖ характеризуются
различным липидомным профилем опухоли.
Кроме того, изменения в липидомном портрете
происходят и в пограничных тканях молочной железы.
Классификационные модели, построенные на основе
липидомного профиля пограничных тканей, обладают
высокой точностью и потенциально могут быть
использованы для определения типа опухоли
по результату биопсии.
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The molecular profile of a tumor is associated with its histological type and can be used both to study
the mechanisms of tumor progression and to diagnose it. In this work, changes in the lipid profile of a malignant breast
tumor and the adjacent tissue were studied. The potential possibility of determining the histological type of the tumor
by its lipid profile was evaluated. Lipid profiling was performed by reverse-phase chromato-mass-spectrometric
analysis the tissue of lipid extract with identification of lipids by characteristic fragments. Potential lipid
markers of the histological type of tumor were determined using the Kruskal-Wallis test. Impact of lipid markers
was calculated by MetaboAnalyst. Classification models were built by support vector machines with linear kernel
and 1-vs-1 architecture. Models were validated by leave-one out cross-validation. Accuracy of models based
on microenvironment tissue, were 99% and 75%, accuracy of models, based on tumor tissue, were 90% and 40%
for the positive ion mode and negative ion mode respectively. The lipid profile of marginal (adjacent) tissue can be used
for identification histological types of breast cancer. Glycerophospholipid metabolism pathway changes were
statistically significant in the adjacent tissue and tumor tissue.
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