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УДК УДК616-006.66.6-031.81/09

THE INFLUENCE OF INFLAM M ATORY IN FILTRA TIO N  ON 
H SP90a R E C E PT O R  EXPRESSION IN BREAST CA N CER TIS­
SUES

The passing of breast cancer (BC) is dependent on many factors. 
Presence of inflammatory infiltration in the stroma and its qualitative 
composition play one of the key roles. Information about its influence 
is contradictory. On the one hand the reduction of leukocyte infiltra­
tion increases the incidence of damage lymph nodes; on the other hand 
immune microenvironment o f tumor determines the proliferative activ­
ity, migration and metastasis of cells. Heat shock proteins or chaper­
ones are a family o f highly conserved intracellular proteins. They are 
constantly synthesized in normal conditions, but under the stress the 
synthesis significantly is increased. The influence of inflammation and 
oxidase stress leads to the synthesis of HSP. Hsp90 is responsible for 
the conformational maturation and repair of more than 300 intracellu­
lar proteins that play an important role in the growth, differentiation 
and maturation of cells. It is known the influence o f chaperone 90 on 
the stability steroid receptors.

Objective of the investigation was the study o f Hsp90 synthesis in 
the presence of inflammatory infiltration in the intercellular neoplastic 
space and the possibility of its influence on the malignant process.

We selected 43 cases of infiltrative ductal carcinoma of different 
degree of malignancy by Scarff-Bloom-Richardson. The material was 
divided into two groups. The first group included 24 cases of breast 
cancer with the presence o f leukocyte infiltration in tumor stromal 
component, the second - 19 cases without inflammatory infiltration in 
the stroma. Immunohistochemical reaction took place in 2 stages: I -  
incubated with primary rabbit antibody at a dilution of 1:200; II - in­
cubation with secondary antibodies (UltraVision ONE HRP Polymer). 
Mathematical calculations were done using Microsoft Excel 2010 with 
AtteStat 12.0.5 option.

The presence of inflammatory infiltration in the stromal component 
of the tumor tissue does not depend on the degree of malignancy of 
tumor (p>0.05). It was established a correlation between the level of 
expression chaperones in the epitheliocytes and infiltration of stromal 
breast cancer tissue (p<0.05). Immune microenvironment stimulates 
the synthesis in epithelial cells Hsp90a, which may increase their pro­
tective properties against the action pharmaceutical preparations and 
the influence of the macroorganism.

Key words: chaperones, breast cancer, inflammatory infiltration..
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ВПЛИВ ЗА П А ЛЬН О Ї ІН Ф ІЛ Ь Т Р А Ц ІЇ НА ЕК С П РЕ С ІЮ  Р Е ­
Ц ЕП ТО РІВ  Ш Р 9 0 а  В ТК А Н И Н І РА К У  М О Л О Ч Н О Ї ЗА ЛОЗИ

М етою дослідження стало визначення інтенсивності експресії 
рецепторів № р90а в тканині раку молочної залози, враховуючи 
якісний склад стромального компоненту та кількісний склад запа­
льного інфільтрату. Для дослідження використано 43 зразки пух­
линної тканини молочної залози з та без запальної інфільтрації 
строми. Проведено імуногістохімічне дослідження з метою визна­
чення рівня експресії ядерно-цитоплазматичного рецептора 
№ р90а. При гістологічному дослідженні встановлено, що клітини 
імунної системи розташовуються у різних варіаціях: інтерстиційно, 
трабекулярно, вогнищево (нодулярно), дифузно та у змішаному 
варіантах. Наявність запальної інфільтрації в стромальному компо­
ненті пухлинної тканини не залежить від ступеню злоякісності пу­
хлинного процесу (р>0,05). Встановлено кореляційний зв'язок між 
рівнем експресії шаперону в епітеліоцитах та запальною інфільт­
рацією строми тканини раку молочної залози (р<0,05).

Клю чові слова: шаперони, рак молочної залози, запальна інфі­
льтрація..

ВЛИ ЯН И Е В О С П А Л И ТЕЛ ЬН О Й  И Н Ф И Л ЬТРА Ц И И  НА 
Э КСП РЕССИ Ю  РЕЦ Е П Т О РО В  Ш Р 9 0 а  В ТКАНИ РАКА М О ­
Л О Ч Н О Й  Ж ЕЛ ЕЗЫ

Ц елью  исследования стало определение интенсивности экс­
прессии рецепторов № р90а в ткани рака молочной железы, учиты­
вая качественный состав стромального компонента и количествен­
ный состав воспалительного инфильтрата. В исследовании исполь­
зованы 43образца опухолевой ткани молочной железы с и без вос­
палительной инфильтрации стромы. Проведено иммуногистохими­
ческое исследование с целью определения уровня экспрессии ядер­
но-цитоплазматического рецептора № р90а. При гистологическом 
исследовании выявлено, что клетки иммунной системы располага­
ются в различных вариациях: интерстициально, трабекулярно, оча- 
гово (нодулярно), диффузно и в смешанном вариантах. Наличие 
воспалительной инфильтрации в стромальном компоненте опухоле­
вой ткани не зависит от степени злокачественности опухолевого 
процесса (р>0,05). Установлена корреляционная связь между уров­
нем экспрессии шаперона в опухолевых эпителиоцитах и инфиль­
трацией стромы ткани рака молочной железы (р<0,05).

К лю чевы е слова: шапероны, рак молочной железы, воспали­
тельная инфильтрация.

А втор, відповідальний за листування: * lyndin_nikolay@ukr.net

Вступ
Перебіг раку молочної залози (РМЗ) зале­

жить від багатьох факторів. Серед них важливу 
роль відіграють тип пухлинного процесу, вік 
жінок, супутні захворювання, рецепторний фе­
нотип клітин та інші. Наявність запальної інфі­
льтрації у стромальному компоненті пухлини та

її якісний склад займають не останнє місце в 
канцерогенезі [1]. Відомості про її вплив супе­
речливі. Дослідження взаємозв’язку імунної 
реакції зі ступенем поширеності РМЗ показали, 
що зі зменшенням рівня лейкоцитарної інфільт­
рації ^ 4 5 ,  CD3, CD4, CD8, CD19, CD37, 
CD38, CD163) навколо пухлини збільшується

154
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частота ураження реііонарних лімфатичних вуз­
лів. Цей факт пояснюється участю клітин імун­
ної системи в оточенні пухлини та обмеженні 
подальшого її поширення [2]. Іншою точкою 
зору є стимулюючий вплив інфільтрату на про­
грес канцерогенезу. Показано, що імунне мікро- 
оточення пухлини визначає проліферативну 
активність, міграцію та метастазування клітин.
Цей процес здійснюється як завдяки здатності 
клітин сприймати сигнальні молекули типу про- 
запальних цитокінів, селектинів, хемокінів, 
джерелом яких є клітини запалення, так і самос­
тійно їх секретувати [3].

Білки теплового шоку або шаперони (БТШ, 
heat shock proteins - hsp) відносяться до сімейст­
ва висококонсервативних внутрішньоклітинних 
білків. Відомо кілька груп шаперонів, об'єдна­
них в сімейства залежно від їх молекулярної 
маси: HSPH (Hsp110), HSPC (Hsp90), HSPA 
(Hsp70), DNAJ (Hsp40), сімейство малих HSPB 
(sHSP м.м. 25/27 кДа, 22 и 20 кДа), а також сі­
мейство шаперонинів HSPD/E (HSP60/HSP10)
[4]. Вони постійно синтезуються в нормальних 
умовах, але під час стресу їх синтез значно зро­
стає.

Hsp90 відповідає за конформаційне дозрі­
вання і репарацію більше 300 внутрішньоклі­
тинних білків, які відіграють важливу роль у 
рості, диференціюванні та дозріванні клітин. З 
них більше 40 складають білки, що сприяють 
включенню клітин у проліферативний цикл: 
ErbB2/HER2, Braf, Akt/PKB, мутантний p53, 
транскрипційні фактори, ангіогенний фактор 
HIF-1a, теломераза і т.д [5-7]. Hsp90 сприяє ак­
тивації антиапоптотичних протеїнкіназ та бло­
кує APAF-1 білок внутрішнього шляху апопто­
зу, тим самим підтримує стійкість клітин перед 
розвитком їх запрограмованої загибелі [6]. До­
ведено вплив шаперону 90 на стабільність реце­
пторів до стероїдних гормонів, що також можна 
розглядати як прогностично несприятливий 
вплив на канцерогенез молочної залози [8]. Н е­
щодавню з’явилися дані про участь hsp90 у ста­
білізації рецепторів епідермального фактору 
росту, який є прогностично-несприятливим ма­
ркером РМЗ [9]. Hsp90a діє як шаперон матрик- 
сной металопротеінази-2, яка володіє колагена- 
зною активністю, приводячи до підвищення 
інвазивності пухлини.

У багатьох дослідженнях показано явище 
перехресної стійкості, при якому одні пошко­
джуючи агенти (підвищення температури, дода­
вання до клітин органічних розчинників, важких

40
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металів, сильних оксидантів, а також вплив де­
яких гормонів і ростових факторів) викликають 
індукцію синтезу Hsp та адаптивну відповідь на 
інші фактори. Отже, вплив запалення та постій­
но виникаючого при ньому оксидазного стресу 
призводять до синтезу клітинами шаперонів. У 
результаті цього вони своїми побічними ефек­
тами можуть призводити до прогресування ін­
шого захворюваннях [10].

Враховуючи вищезазначене, відкритим за­
лишається питання синтезу Hsp90 при умовах 
наявності запальної інфільтрації в міжклітинно­
му пухлинному просторі та можливість його 
впливу на перебіг злоякісного процесу. Тому 
метою нашого дослідження стало визначення 
інтенсивності експресії рецепторів Hsp90a в 
тканині раку молочної залози, враховуючи якіс­
ний склад стромального компоненту та кількіс­
ний склад запального інфільтрату.

Дана робота виконана в межах навчально- 
дослідницької теми «Морфогенез загальнопато- 
логічних процесів», № держ. реєстрації 
013U003315.

М атеріали та  методи дослідження
Для дослідження використано 43 зразки пух­

линної тканини молочної залози. Матеріал після 
фіксації у формаліну, проводки, заливки у пара­
фін та виготовлення зрізів підлягав стандартно­
му фарбуванню гематоксилін-еозином. У всіх 
використаних випадках був встановлений діаг­
ноз інфільтративного протокового РМЗ. М атері­
ал був розподілений на дві групи. У першу гру­
пу увійшли 24 зразки РМЗ з наявністю лейкоци­
тарної інфільтрації в стромальному компоненті 
пухлини, у другу -  19 зразків без запальної ін­
фільтрації строми.

З парафінових блоків для імуногістохімічно- 
го дослідження виготовлялися зрізи завтовшки 
3-4 мкм. Реакція проходила в два етапи: 1 - ін­
кубування з первинними кролячими поліклона- 
льними антитілами до Hsp90a (також відомого 
як Hsp86) в розведенні 1:200, 2 - інкубування з 
вторинними антитілами (UltraVision ONE HRP 
Polymer). Візуалізували фермент в складі вто­
ринних антитіл за допомогою діамінобензидину, 
який фарбував складові клітин у коричневий 
колір.

Рівень експресії ядерно-цитоплазматичного 
рецептора Hsp90a оцінювали напівкількісним 
методом з урахуванням частки забарвлених клі­
тин та інтенсивності їх забарвлення: 0 балів -  
відсутність реакції, 1 бал -  слабка реакція, 2
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бали -  помірна реакція, 3 бали -  виражена реак­
ція.

Математичні розрахунки були проведені за 
допомогою програми Microsoft Excel 2010 з до­
датком AtteStat 12.0.5. (визначення нормальнос­
ті вибірки критерієм х2 Пірсона, розрахунок 
незалежного t-критерію Ст'юдента, коефіцієнту 
кореляції Пірсона (r), при статистичній значи­
мості р<0,05).

Результати досліджень т а  їх обговорення
При гістологічному дослідженні встановле­

но, що у зразках першої групи навколо пухлини 
клітини імунної системи розташовуються у різ­
них варіаціях:

• інтерстиційно - у вигляді поодиноко- 
розкиданих клітин;

• трабекулярно -  клітини розташовують­
ся у вигляді ліній, тяжів та трабекул;

• вогнищево (нодулярно) -  у вигляді 
утворень округлої форми, інколи з формуван­
ням псевдофолікулів;

• дифузно -  займає майже всю міжклі­
тинну площу, створюючи враження метастазу у 
лімфатичному вузлі (Рисунок 1А).

• змішано -  комбінація різних видів інфі­
льтрації.

Рис. 1 Гіст ологічна картина ра ку  м олочної за ло зи і -  клітини інфільтрату, 2 -  пухлинні 
клітини. Забарвлення: гематоксилін-еозин. Зб. *400

У стромі пухлинної тканини другої групи та­
кож були присутні клітини імунної системи, 
тому як вони є складовою частиною фіброзної 
тканини будь-якого органу, в т.ч. і молочної 
залози (Рисунок 1Б). Але вони розташовувались 
поодиноко та на більший відстані одна від одної 
ніж у інтерстиційному варіанті інфільтрації пу­
хлини.

Хоча чіткої залежності між ступенем злоякі­
сності інфільтративного протокового РМЗ за 
8сагі1-В 1оот-Ш Л а^оп та видом запального 
інфільтрату виявлено не було (р>0,05), але від­
мічалася тенденція до посилення інфільтрації за 
умов зростання поліморфізму «ракових» клітин. 
Це говорить про більш виражену реакцію мак­
роорганізму зі зростанням анаплазії пухлинних 
епітеліоцитів.

У результаті проведеного імуногістохімічно- 
го дослідження було виявлено, що вміст шапе- 
рону № р90а в пухлинних клітинах характеризу­
ється цитоплазматичною та ядерною локалізаці-

єю. Причому ядерна локалізація зустрічається 
рідше. Результати виявилися наступними: май­
же 80% пухлин молочної залози були позитив­
ними щодо експресії № р90а, що говорить про 
участь цього білка в пухлинному розвитку. Клі­
тини першої групи тканин (Рисунок 2А) мали 
більш виразне фарбування в порівнянні з дру­
гою групою (Рисунок 2Б). Встановлено кореля­
ційний зв'язок між рівнем експресії шаперону в 
пухлинних епітеліоцитах та інфільтрацію стро­
ми тканини РМЗ (р<0,05).

Враховуючи дані нашого дослідження, мож­
на припустити, що накопичення клітин імунної 
системи навколо «ракових» клітин призводить 
до виділення ними біологічно-активних речо­
вин. Останні сприяють міжклітинній взаємодії 
та змінюють фізико-хімічні властивості міжклі­
тинного простору. У підсумку це призводить до 
захисної реакції клітин у вигляді синтезу БТШ, 
в тому числі і № р90а. Ш р90а, виконуючи свої 
функції стосовно захисту клітин, призводить до
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підвищення стійкості їх до впливу інших факто­
рів (наприклад фармацевтичних препаратів). У 
підсумку № р90а починає приймати участь у 
життєдіяльності пухлини (виробленні сигналів 
росту, підвищенні чутливості до інгібуючих

факторів, ухиленні від апоптозу, спроможності 
до необмеженої кількості реплікацій, підтримці 
ангіогенезу, метастазуванні [11]), тобто поси­
лює агресивність злоякісного процесу.

Рис. 2 Імуногіст охімічна реакція по визначенню  № р90а 
1 -  клітини інфільтрату, 2 -  пухлинні клітини. Зб. *400

Узагальнюючи вищезазначене, можна при­
пустити, що запальна інфільтрація підвищує 
стійкість «ракових» клітин у процесі виживання 
і боротьбі з макроорганізмом, а наявність екс­
пресії рецепторів Hsp90a в пухлинних клітинах 
тільки підтверджує зростання агресивності РМЗ. 
Ті впливи імунної системи, що мали б знищува­
ти клітини раку, натомість стимулюють останні

Висновки
1. Наявність запальної інфільтрації в 

стромальному компоненті пухлинної тканини не 
залежить від ступеню злоякісності пухлинного 
процесу (р>0,05), але відмічається тенденція до 
посилення інфільтрації за умов зростання полі­
морфізму «ракових» клітин.

2. Встановлено кореляційний зв'язок між 
рівнем експресії шаперону 90a в «ракових» клі­
тинах та інфільтрацією строми тканини раку 
молочної залози (р<0,05).
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