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Резюме

Разработка и исследование средств, способных снижать злокачественность опухолей, представляет собой одно 
из наиболее перспективных направлений в дифференцировочной терапии рака молочной железы (РМЖ). По-
скольку полноразмерный фактор дифференцировки HLDF повышает степень дифференцировки клеток инва-
зивной карциномы молочной железы неспецифического типа, его можно рассматривать в качестве перспек-
тивного средства для дифференцировочной терапии РМЖ. Недостатком полноразмерного HLDF является его 
быстрая биодеградация в организме. Для защиты от гидролиза синтезирована ацетил-амидная форма пептида 
– HLDF-6. Однако влияние HLDF-6 на дифференцировку клеток РМЖ остается еще не ясным. Цель исследова-
ния – изучение влияния ацетил-амидной формы синтетического пептида HLDF-6 на экспрессию кластеров диф-
ференцировки CD24 и CDH2 в клетках РМЖ с учетом различий молекулярно-генетических подтипов опухоли. 
Материал и методы. Исследование проводили на биоптатах РМЖ 33 пациенток с использованием методов 
культур тканей и иммуногистохимии. Результаты. Установлено, что внесение HLDF-6 в культуру приводит 
к уменьшению доли клеток, экспрессирующих CD24 и CDH2, в образцах РМЖ при люминальных подтипах 
РМЖ: люминальном А (LA) и люминальном В HER2-негативном (LB). В меньшей степени этот эффект прояв-
лялся при изучении образцов с тройным негативным подтипом РМЖ (TN). Результаты ROC-анализа показали, 
что молекулы CDH2 и CD24 являются значимыми предикторами для оценки эффекта стимуляции дифференци-
ровки клеток РМЖ различных подтипов. Заключение. Исследование указывает на перспективность использо-
вания ацетил-амидной формы синтетического пептида HLDF-6 для дифференцирующей терапии у пациенток с 
LA и LB HER2-негативным подтипами РМЖ.

Ключевые слова: молекулярно-генетические подтипы рака молочной железы, экспрессия CD24 и CDH2, 
ацетил-амидная форма синтетического пептида HLDF-6.
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Abstract 

The development and research of drugs capable of reducing the malignancy of tumors is one of the most promising 
areas in the differentiation therapy of breast cancer (BC). As the full-size differentiation factor (HLDF) significantly 
contributes to enhancing the differentiation level of invasive breast carcinoma cells of a non-specific type, it can be 
considered as a promising tool for differentiating therapy of BC. The disadvantage of full-size HLDF is its rapid 
biodegradation in the body. In this regard, the acetyl-amide form of the peptide (HLDF-6) was synthesized to protect 
against hydrolysis. However, the effect of this HLDF-6 on breast cancer cell differentiation remains unclear. Aim of 
the study was to investigate the effect of the acetyl-amide form of the synthetic peptide HLDF-6 on the expression of 
CD24 and CDH2 clusters of differentiation in BC cells, taking into account differences in molecular genetic subtypes of 
the tumor. Material and methods. The study was conducted on BC biopsies of 33 patients using the methods of tissue 
cultures and immunohistochemistry. Results. It was found that the use of the acetyl-amide form of the synthetic peptide 
HLDF-6 leads to a decrease in the proportion of cells expressing CD24 and CDH2 in BC samples with luminal subtypes 
of breast cancer: luminal A (LA) and luminal B HER2-negative (LB). To a lesser extent, this effect was manifested in the 
study of samples of patients with triple negative subtype of breast cancer (TN). The results of the ROC analysis showed 
that CDH2 and CD24 molecules are significant predictors for evaluating the effect of stimulating the differentiation of 
low-grade breast cancer cells within various subtypes of BC. Conclusions. The study indicates the prospects of using 
the acetyl-amide form of the synthetic peptide HLDF-6 for differentiating therapy in patients with LA and LB HER2-
negative subtypes of BC.

Key words: molecular genetic subtypes of breast cancer, expression of CD24 and CDH2, acetyl-amide form of 
synthetic peptide HLDF-6.
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Введение
Низкодифференцированные опухоли молоч-

ной железы характеризуются более агрессивным 
течением и менее благоприятным прогнозом. 
В этой связи в последние десятилетия активно 
ведутся исследования по созданию и изучению 
средств дифференцировочной терапии рака мо-
лочной железы (РМЖ). Исследователи пред-
лагают разные методические подходы, осно-
ванные на использовании веществ, различных 
по своей природе и механизмах действия [1–4]: 
производные ретиноевой кислоты; ингибиторы 
ДНК-метилтрансфераз (DNMTi), способствую-
щие восстановлению экспрессии генов-супрес-
соров опухолей; ингибиторы гистондеацетилаз 
(HDACi); молекулы, воздействующие на сигналь-
ные пути Hedgehog, Notch и Wnt и индуцирующие 
дифференцировку через модуляцию микроРНК и 

активацию других факторов, участвующих в эпи-
генетической регуляции активности генов [5]. В 
своей экспериментальной работе S. Mukherjee et 
al. [6] показали важную роль белка ZMYND8 в 
индукции дифференцировки клеток РМЖ через 
его способность связывать гистоны H4K16Ac и 
H3K36Me2. Другими авторами получены обна-
деживающие результаты применения селектив-
ной дифференцированной терапии некоторыми 
ингибиторами HDAC при РМЖ и раке печени 
[7, 8]. Таким образом, дифференцировочная те-
рапия предполагает использование лекарствен-
ных средств, которые воздействуют на различные 
механизмы, отвечающие за клеточную пролифе-
рацию, миграцию и агрессивность опухолевых 
клеток, что в итоге может способствовать улуч-
шению ответа на стандартные методы лечения, 
такие как химиотерапия или лучевая терапия [9, 
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10]. Однако практически все исследования, про-
водящиеся в этом направлении, находятся еще на 
стадии предварительной разработки. К настояще-
му времени достаточно убедительная доказатель-
ная база использования дифференцировочной 
терапии при РМЖ получена только в отношении 
полностью транс-ретиноевой кислоты и ее про-
изводных, таких как 9-цис- и 13-цис-ретиноевая 
кислота, которые связываются с гетеродимером 
RAR-RXR, индуцируя дифференцировку опухо-
левых клеток [5, 10].

Известен фактор дифференцировки HLDF 
(human leukemia differentiation factor), выделен-
ный из культуральной среды клеток линии HL-60 
(линия клеток промиелоцитарного лейкоза чело-
века), обработанных ретиноевой кислотой. По-
казано, что этот полноразмерный фактор HLDF 
способствует повышению степени дифферен-
цировки клеток РМЖ (инвазивной карциномы 
молочной железы неспецифического типа) [11]. 
Его существенным недостатком, выявленным в 
дальнейших исследованиях, является быстрая 
биодеградация в организме. По этой причине 
была синтезирована ацетил-амидная форма пеп-
тида – HLDF-6, лишенная данного недостатка, но 
обладающая аналогичной дифференцировочной 
активностью в отношении клеток РМЖ [12]. Од-
нако механизмы влияния HLDF-6 на РМЖ до сих 
пор остаются неясными и требуют дальнейшего 
исследования.

При РМЖ наблюдается повышенная экспрес-
сия N-кадгерина (CDH2), которая способствует 
нарушению межклеточной адгезии и инвазии 
опухолевых клеток в окружающие ткани [13, 14]. 
Увеличение экспрессии CDH2 часто свидетель-
ствует о более агрессивных формах рака, ассо-
циируется со степенью злокачественности опу-
холи, что делает его важным прогностическим 
маркером [15]. Повышенный уровень экспрессии 
кластера дифференцировки CD24 ассоциирован 
с метастазированием и со стволовыми клетками 
РМЖ, что потенциально указывает на форми-
рование и развитие более рецидивирующих и 
устойчивых к терапии злокачественных опухолей 
[16–19]. Возможность применения модуляции 
экспрессии CDH2 и CD24 в качестве терапевти-
ческой стратегии дифференцировочной терапии 
рака ранее не исследовалась. В связи с вышеска-
занным нами изученo влияние ацетил-амидной 
формы синтетического HLDF-6 на дифференци-
ровочный потенциал клеток РМЖ, который оце-
нивали по изменению степени экспрессии CD24 
и CDH2. 

Цель исследования – изучение влияния аце-
тил-амидной формы синтетического пептида 
HLDF-6 на экспрессию молекулярно-клеточных 

маркеров в клетках РМЖ различных молекуляр-
но-генетических подтипов, характеризующих 
степень их злокачественности, для формирова-
ния основы использования пептида в дифферен-
цирующей терапии РМЖ.

Материал и методы
Материалом исследования служили биоптаты 

33 женщин с РМЖ II степени злокачественности, 
проходивших лечение в онкологическом отделе-
нии Новосибирской городской больницы № 1. 
Критерии включения: гистологический тип опу-
холи – инвазивная карцинома неспецифическо-
го типа, размер T1 и T2, степень G2, отсутствие 
неоадъювантной терапии до взятия материала на 
исследование и онкологических заболеваний дру-
гой локализации. Критерии исключения: призна-
ки метастазирования в отдаленные органы, нали-
чие сопутствующих гормональных и обострений 
хронических инфекционно-воспалительных за-
болеваний. Пациентки разделены на три группы 
в зависимости от молекулярно-генетического 
подтипа РМЖ [20]: с люминальным А (LA), лю-
минальным В HER2-негативным (LB) и тройным 
негативным подтипом (TN). 

Исследование одобрено этическим комитетом 
ФИЦ фундаментальной и трансляционной меди-
цины (протокол № 2016-3 от 15.03.2016) и выпол-
нено в соответствии с этическими принципами, 
изложенными в Хельсинкской декларации ВМА. 
Все пациенты подписали письменное информи-
рованное согласие на участие в проведении ис-
следования.

Биоптаты опухоли объемом 8 мм3, получен-
ные с помощью трепанобиопсии, помещали в два 
флакона и инкубировали при 37 °C в течение 72 ч. 
В первый флакон вносили биоптат с 1 мл среды 
DMEM-F12, во второй – биоптат в 1 мл среды 
DMEM-F12 с добавлением 20 мкг HLDF-6. По 
истечении времени инкубирования для проведе-
ния иммуногистохимического анализа образцы 
РМЖ фиксировали в нейтральном формалине, 
обезвоживали и заливали парафином. Парафино-
вые срезы депарафинизировали и регидратирова-
ли в ксилоле и этаноле по стандартной методике. 
В исследовании использовали антитела к следу-
ющим маркерам клеточной дифференцировки: 
CDH2 (C.n. PAB481Hu02, Cloud-Clone Corp., 
США), CD24 (C.n. 551133/HIS50, BD Boisciences, 
США). Для визуализации исследуемых маркеров 
применяли систему VECTASTAIN ABC Kit (PK-
7200, Vector Laboratories, США). После дополни-
тельного окрашивания гематоксилином и эозином 
срезы заключали в бальзам. Полученные образцы 
РМЖ исследовали с применением морфометри-
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ческого комплекса на базе микроскопа Микро-
мед 2в.3-20 (Россия) и цифровой CMOS-камеры 
Aptina MT9J003 (Китай), определяли долю кле-
ток, экспрессирующих CDH2 и CD24. Наличие 
эффекта стимуляции дифференцировки клеток в 
образцах РМЖ после воздействия HLDF-6 опре-
деляли по увеличению и снижению относитель-
ного содержания высокодифференцированных  и 
низкодифференцированных опухолевых клеток 
соответственно [12]. 

Для анализа различий между исследуемыми 
группами образцов применяли непараметриче-
ский критерий согласованных пар Уилкоксо-
на. Результаты представлены в виде медианы и 
межквартильного размаха (Me [Q1–Q3]). Вычис-
ления проводили с использованием программно-
го обеспечения Statistica v. 7. ROC-анализ данных 
выполнялся с помощью программы IBM SPSS 
Statistics v.22 (США). 

Результаты 
В табл. 1 представлены оценки различий 

между образцами РМЖ (LA, LB и TN) по экс-
прессии CDH2 и CD24 после культивирования 
в среде, не содержащей и содержащей HLDF-6. 
Исследование показало, что HLDF-6 достоверно 
снижает относительное содержание опухолевых 
клеток, экспрессирующих CD24 и CDH2 в образ-
цах РМЖ при всех исследованных его подтипах. 
Наименьший эффект такого влияния был выяв-
лен при изучении образцов пациенток с тройным 
негативным подтипом РМЖ.

В табл. 2 представлены результаты ROC-
анализа двух групп пациенток с различными мо-
лекулярно-генетическими подтипами, c наличием 
и отсутствием эффекта стимуляции дифференци-
ровки клеток РМЖ, по экспрессии CDH2 и CD24 
в образцах РМЖ. Установлено, что модель с хоро-
шим качеством (площадь под кривой (AUC) > 0,7), 
характеризующая различия между образцами LA 

по наличию или отсутствию стимуляции диффе-
ренцировки клеток РМЖ, формируется по по-
казателю экспрессии CDH2 после воздействия 
HLDH-6 (AUC = 0,719). Модель с высокой асим-
птотической значимостью (p = 0,002) и отличным 
качеством (AUC > 0,9), характеризующая разли-
чия между образцами РМЖ по наличию или от-
сутствию стимуляции дифференцировки клеток 
РМЖ, формировалась по показателю экспрессии 
CD24 после воздействия HLDF-6 (AUC = 0,952). 
Аналогичные модели с хорошим (AUC > 0,7) и 
отличным качеством (AUC > 0,9), характеризую-
щие различия между образцами РМЖ TN по на-
личию или отсутствию стимуляции дифференци-
ровки опухолевых клеток РМЖ, формировались 
по показателям экспрессии CD24 в отсутствие 
HLDF-6 (AUC = 0,800; p = 0,016) и после воздей-
ствия HLDF-6 (AUC = 1,000; p = 0,001).

Обсуждение
Фенотипическая пластичность клетки опре-

деляется как ее способность перепрограммиро-
вать и изменять свои фенотипические характе-
ристики, включая де- и трансдифференцировку, 
которые могут происходить в онкогенезе [21]. 

Полноразмерный фактор HLDF обладает спо-
собностью стимулировать процесс дифференци-
ровки клеток РМЖ in vitro. В настоящей работе 
мы изучили влияние ацетил-амидной формы син-
тетического пептида HLDF-6 на экспрессию мо-
лекулярно-клеточных маркеров в клетках РМЖ 
различных молекулярно-генетических подтипов. 
Результаты нашего исследования свидетельству-
ют о том, что молекулы CDH2 и CD24 способны 
служить предикторами для оценки эффекта сти-
муляции дифференцировки различных подтипов 
РМЖ. При этом уровень экспрессии CD24 мог 
бы рассматриваться в качестве маркера для опре-
деления способности HLDF-6 влиять на процесс 
дифференцировки клеток подтипов инвазивного 

Таблица 1. Относительное содержание клеток, экспрессирующих CDH2 и CD24 в образцах РМЖ в от-
сутствие и в присутствии HLDF-6, %

Table 1. Relative content of CDH2 and CD24 expressing cells in breast cancer samples in the absence and 
presence of HLDF-6, %

Молекулярный 
подтип РМЖ

Экспрессия CDH2 Экспрессия CD24
в отсутствие 

HLDF-6
в присутствии 

HLDF-6 p в отсутствие 
HLDF-6

в присутствии 
HLDF-6 p

LA (n = 15) 97,27 
[87,15–99,41]

66,29 
[54,32–94,34] 0,001 94,28 

[90,04–96,33]
60,59 

[55,92–89,62] 0,001

LB (n = 10) 98,81 
[95,28–99,15]

91,37 
[84,87–93,75] 0,005 96,54 

[94,55–99,14]
86,14 

[80,28–90,63] 0,007

TN (n = 8) 95,45 
[92,01–97,36]

90,19 
[87,74–94,36] 0,049 92,86 

[88,76–95,64]
88,89 

[87,29–90,64] 0,025
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РМЖ LB и TN, а показатель экспрессии CDH2 – 
на дифференцировку клеток РМЖ подтипа LA. 
Полагаем, что различия в степени ингибирования 
экспрессии молекул CDH2 и CD24 в зависимости 
от молекулярно-генетического подтипа опухоли 
могут быть связаны с различной чувствительно-
стью опухолевых клеток к действию HLDF-6, а 
также с тем, какие молекулы или пути сигнали-
зации задействованы в этих клетках. Эти данные 
представляют большой интерес в контексте диа-
гностики и разработки новых стратегий лечения 
РМЖ. 

Ранее нами изучено влияние полноразмер-
ного фактора дифференцировки HLDF на про-
дукцию цитокинов биоптатами РМЖ различных 
молекулярно-генетических подтипов [22]. Опре-
деляли концентрацию 15 цитокинов в суперна-
тантах культивируемых образцов РМЖ. После 
воздействия HLDF возросла продукция IL-1RA, 
IL-17, IL-18 и VEGF во всех образцах РМЖ. При 
этом выраженность секреции других цитокинов 
(IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-α, IFN-γ, G-CSF, 
GM-CSF, MCP-1) существенно различалась в об-
разцах РМЖ, отнесенных к разным молекулярно-
генетическим подтипам. Можно предположить, 
что некоторые из продуцируемых опухолевыми 
клетками цитокинов могут активировать опре-
деленные сигнальные пути, которые регулиру-
ют экспрессию CDH2 и CD24. Так, например, 
имеются данные, свидетельствующие о том, что 
изменения экспрессии CD24 в клетках сопря-

жены с активацией многочисленных сигналь-
ных путей, ассоциированных с раком, включая 
Wnt/β-катенин, митоген-активируемую киназу 
(MAPK), Src- или PI3K/Akt-киназу, а также Notch 
и Hedgehog [23]. При этом установлено, что неко-
торые цитокины, такие как интерлейкины (IL-3, 
IL-7), фактор некроза опухоли и интерферон, 
могут активировать путь PI3K-Akt, стимулируя 
различные клеточные реакции [24]. Существует 
целый ряд и других данных, косвенно указыва-
ющих на вероятное участие цитокинов, проду-
цируемых опухолевыми клетками, в ингибирова-
нии экспрессии CD24 и CDH2, под воздействием 
HLDF-6. Интересно отметить, что способность 
полностью трансретиноевой кислоты стимули-
ровать дифференцировку, выявленная в отноше-
нии клеток РМЖ, опосредуется ядерными рети-
ноидными рецепторами, а также негеномными 
сигнальными путями, такими как MAPK и PI3K 
[25]. Как отмечалось выше, эти пути участвуют 
в регуляции экспрессии молекулы CD24 и, ве-
роятно, CDH2, что указывает на определенную 
общность механизмов, которые могут быть за-
действованы при дифференцирующей терапии 
различными лекарственными средствами. Даль-
нейшие исследования в этом направлении позво-
лят более детально изучить механизмы влияния 
ацетиламидной формы фактора HLDF-6 на диф-
ференцировку опухолевых клеток РМЖ и оце-
нить возможные перспективы его использования 
в дифференцирующей терапии РМЖ. 

Таблица 2. Результаты ROC-анализа показателей экспрессии CDH2 и CD24 в образцах РМЖ различных 
молекулярно-генетических подтипов с наличием эффекта стимуляции дифференцировки клеток и без 

эффекта стимуляции 

Table 2. The results of ROC analysis of CDH2 and CD24 expression indices in breast cancer samples of various 
molecular genetic subtypes with the presence of the effect of stimulation of cell differentiation and without the 

effect of stimulation 

Молекулярный 
подтип РМЖ Экспрессия маркера AUC Стандартная 

ошибка p

Асимптотический 
95 % ДИ

Нижняя 
граница

Верхняя 
граница

LA (n = 15)

CDH2 без HLDF-6 0,531 0,096 0,063 0,344 0,719
CDH2 + HLDF-6 0,719 0,089 0,035 0,544 0,893

CD24 без HLDF-6 0,438 0,121 0,546 0,200 0,675
CD24 + HLDF-6 0,501 0,137 0,076 0,262 0,800

LB (n = 10)

CDH2 без HLDF-6 0,452 0,127 0,741 0,203 0,702
CDH2 + HLDF-6 0,381 0,126 0,049 0,134 0,628

CD24 без HLDF-6 0,762 0,108 0,070 0,549 0,975
CD24 + HLDF-6 0,952 0,045 0,002 0,864 1,000

TN (n = 8)

CDH2 без HLDF-6 0,667 0,115 0,180 0,441 0,892
CDH2 + HLDF-6 0,733 0,107 0,060 0,524 0,943

CD24 без HLDF-6 0,800 0,090 0,016 0,623 0,977
CD24 + HLDF-6 1,000 0,002 0,001 0,580 1,000
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Заключение
Результаты исследования показали, что аце-

тил-амидная форма синтетического пептида 
HLDF-6 оказывает in vitro ингибирующее влия-
ние на экспрессию маркеров CD24 и CDH2, ас-
социированных с дифференцировкой, в клетках 
РМЖ. Предполагается, что использование аце-
тил-амидной формы синтетического пептида 
HLDF-6 в дифференцирующей терапии люми-
нальных А и В HER2-подтипов РМЖ может быть 
весьма перспективным. Однако это направление 
требует дополнительных исследований in vivo 
для дальнейшей оценки эффективности и без-
опасности данного терапевтического подхода.
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