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Молекулярно-генетичні дослідження в онколо-
гії відносяться до пріоритетних напрямків сучасної 
фундаментальної науки, результати яких знаходять 
впровадження в клінічній практиці. Визначення 
молекулярно-генетичних маркерів дозволяє опти-
мізувати стратегію і тактику індивідуалізованого лі-
кування хворих, а також проводити моніторинг його 
результатів. Одними із нових молекулярних марке-
рів, що можуть характеризувати ріст та метастазу-
вання пухлин, є протеїнкінази D (PKD).

До родини PKD належать серин-треонінкінази 
PKD1/PKCµ, PKD2 та PKD3/PKCν, які експре-
суються в клітинах ссавців, мають високу струк-
турну гомологію і схожі за механізмами актива-
ції. Нещодавно їх було віднесено до групи кальцій-
кальмодулінзалежних кіназ [1]. Протеїнкінази цієї 
родини приймають участь у регуляції проліферації 
клітин, апоптозу, реакцій на оксидативний стрес, 
адгезії та рухливості клітин [2–6]. Кінази родини 
PKD регулюють функції клітин шляхом модуляції 
низки клітинних сигнальних каскадів, асоційова-
них з протеїнкіназами ERK і JNK. Крім того, PKD 
регулюють функціонування апарату Гольджі, орга-
нізацію цитоскелету, епігенетичний контроль екс-
пресії генів (організацію хроматина та релокалізацію 
гістонових деацитилаз), а також активацію ядерно-
го фактора транскрипції NF-κB [7–12]. 

Участь кіназ родини PKD в регуляції проліфера-
ції та функціональної активності клітин викликала 
зацікавленість онкологів. Так, на моделі раку перед-
міхурової залози встановлено, що Е-кадгерин, який 
залучений в процес агрегації та адгезії пухлинних 
клітин, взаємодіє з PKD1 і є її субстратом [6, 13]. При-
гнічення активності PKD1 у лініях клітин, що похо-
дять з раку простати, призводить до зниження агрега-
ції клітин, і навпаки, гіперекспресія PKD1 підвищує 
адгезивні та інвазивні властивості клітин [6]. Більш 
того, кіназний домен PKD1 безпосередньо взаємодіє 
з бета-катеніном [6, 14] — ще одним представником 

кадгерін-катенінового білкового комплексу, який 
бере участь у Wnt (Wingless type) сигнальному каскаді, 
асоційованому з проліферацією клітин. Прямим до-
казом участі PKD1 в процесах клітинної адгезії є бло-
кування процесу фокальної адгезії клітин фіброблас-
тів NIH 3T3 як наслідок порушення безпосередньої 
взаємодії PKD1 з альфа-бета3-інтегрином [15]. На 
сьогодні існують дані стосовно експресії PKD1 в клі-
тинах ліній, що походять з пухлинних клітин хворих 
на рак молочної залози (РМЗ) [16, 17], які підтверджу-
ють участь PKD1 у процесах адгезії злоякісних клі-
тин. PKD1 транслокується з цитозоля до мембрани 
у відповідь на інкубацію клітин лінії MDA-MB-435 з 
cis-поліненасиченою жирною кислотою (cis-PUFA), 
що в подальшому приводить до підвищення актив-
ності бета-1-інтегринів [17]. Більше того, PKD, кор-
тактин і паксилін формують протеїновий комплекс, 
утворення якого в інвадоподіях корелює з інвазивним 
фенотипом пухлинних клітин при РМЗ [17]. У той же 
час зовсім не вивчена експресія PKD кіназ в первин-
них пухлинах молочної залози. Метою нашої роботи 
було вивчення експресії кіназ PKD1 і PKD2 та рівня 
їх аутофосфорильовання/активації в пухлинних клі-
тинах хворих на РМЗ з урахуванням деяких біологіч-
них характеристик злоякісних клітин.  

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
У роботі були використані операційні зразки пух-

лин молочної залози 40 хворих віком від 36 до 78 ро-
ків, які попередньо не отримували протипухлин-
ної терапії і знаходились на лікуванні у науково-
дослідному відділі пухлин молочної залози Інституту 
онкології АМН України (нині ДУ «Національний ін-
ститут раку»). Розподіл досліджених випадків РМЗ 
проводили з урахуванням гістологічного типу пухлин 
та ступеня їх диференціації. Найбільшу групу склада-
ли 26 хворих на інфільтративний протоковий рак мо-
лочної залози (ІП РМЗ). Другою по чисельності була 
група хворих на інфільтративний дольковий рак мо-
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лочної залози (ІД РМЗ) — 9 випадків. 5 випадків ви-
ділили в окрему групу інвазивного низькодиферен-
ційованого раку молочної залози (ІНД РМЗ). Мор-
фологічні дослідження проводили на парафінових 
зрізах тканин, забарвлених гематоксилін-еозином. 
Для з’ясування прогнозу перебігу захворювання важ-
ливе значення має визначення ступеня диференціа
ції пухлин (G), який визначали згідно з градацією 
за Blооm (1957) та Нотінгемською модифікацією за 
Ellston та Ellis (1991). Низький ступінь диференціації 
(G3) відзначено у 7 хворих на ІП РМЗ віком від 45 до 
71 року. В інших випадках РМЗ встановлено помір-
ний (G2) та високий (G1) ступінь диференціації пух-
лин. Згідно з TNM-системою класифiкацiї пухлин, 
затвердженою American Joint Committee on Cancer 
(AJCC) та International Union Against Cancer (IUAC) 
у 1989 р., хворі були розподілені наступним чином: 
T2N1M0 — 23; T2N2M0 — 10; T4N3M0 — 1, T3N1M0, 
T2N0M0, T3N2M0 — по 2 хворі.

Оскільки для оцінки рівня експресії та фосфорилю-
вання кіназ в тканинах оптимальним є аналіз цих па-
раметрів в окремих клітинах, нами було використано 
імуногістохімічний метод. Надзвичайно висока струк-
турна та функціональна гомологія PKD1 та PKD2 не 
дозволяє диференціювати ці кінази методами імуно-
гістохімії. Тому нами вивчався загальний рівень екс-
пресії та аутофосфорилювання/активації кіназ PKD1 
та PKD2 (PKD1/2) з використанням антитіл, що роз-
пізнають обидві кінази. Імуногістохімічні досліджен-
ня проводили на зразках пухлинної тканини хворих на 
РМЗ, видаленої під час оперативного втручання, з ви-
користанням імунопероксидазного методу та системи 
візуалізації EnVision («Dako Cytomation», Данія). Ре-
акцію проводили за стандартною методикою на пара-
фінових зрізах [18]. Експресію PKD1/2 та аутофосфо-
рильовану форму цих кіназ визначали за допомогою 
специфічних кролячих поліклональних антитіл анти-
PKD1/2 та анти-рPKD1/2, що були люб’язно надані 
проф. Ван Лінтом (Бельгія) [19]. 

Оцінку проліферативного потенціалу пухлини 
проводили із застосуванням МкАТ ІПО-38, які ви-
являють ядерний антиген проліферуючих клітин 
[20]. Продукт гена множинної лікарської резистент-
ності Р-глiкопротеїн (P-gp) визначали з викорис-
танням МкАТ, клон 4Е3 («Dako Cytomation», Да-
нія). При кожному дослідженні в якості позитивно-
го контролю застосовували МкАТ до цитокератину 
(ІЕПОР, Україна), а негативного контролю — МкАТ 
анти-CD45 (ІЕПОР, Україна). Рівень експресії дослі-
джуваних кіназ і їх фосфорильованих форм, ядерно-
го антигену проліферуючих клітин та P-gp визначали 
за інтенсивністю забарвлення продукту імуногістохі-
мічної реакції і оцінювали як негативний, низький, 
помірний або високий. Результат кожної імуногіс-
тохімічної реакції обчислювали за кількістю клітин з 
позитивною реакцією на 1000 клітин досліджуваного 
зразка і виражали в процентах. Аналіз взаємозв’язку 
між певними показниками проводили з врахуванням 
коефіцієнта рангової кореляції Spearman (r).

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Результати імуногістохімічного дослідження екс-

пресії PKD1/2 кіназ у зрізах пухлинної тканини хво-
рих на РМЗ свідчать про високий рівень експресії 
у всіх вивчених випадках незалежно від гістологічно-
го типу пухлини, ступеня злоякісності, віку хворих 
та стадії захворювання за системою TNM. PKD1/2 
була експресована в 50–100% пухлинних клітин, 
при цьому у 87,5% хворих на РМЗ PKD1/2 виявля-
ли у цитоплазмі 80–100% клітин.

Аналіз результатів імуногістохімічних дослі-
джень експресії аутофосфорильованої/активова-
ної PKD1/2 свідчить про гетерогенність показ-
ників її експресії у хворих на ІП РМЗ та ІД РМЗ. 
Нами відзначено 3 типи реакції: відсутність експре-
сії рPKD1/2, або виявлення рPKD1/2 в незначній 
кількості пухлинних клітин — 5–20% (рисунок, а); 
інтенсивна позитивна реакція в 50–70% пухлинних 
клітин (рисунок, б); в абсолютній більшості пухлин-
них клітин (80–100%) наявне аутофосфорилюван-
ня PKD1/2 (рисунок, в). Варіабельність числа клі-
тин хворих на РМЗ, що експресують рPKD1/2 в ме
жах від 0 до 100% стала передумовою для визначення 
значущих клінічних характеристик захворювання та 
біологічних маркерів клітин, що асоціюються з пев-
ною кількістю рPKD1/2+-клітин. 

Попередньо в групі хворих на ІП РМЗ не встанов-
лено кореляційного зв’язку між експресією PKD1/2 
та рівнем її активації (r = –0,1 p > 0,05). Проте ми вва-
жали за доцільне виділити серед хворих на ІП РМЗ 
окрему групу пацієнток віком від 42 до 78 років, у 
яких при дослідженні аутофосфорилювання PKD1/2 
реакція була негативною, або кількість рPKD1/2+-
пухлинних клітин не перевищувала 20% (34,6% ви-
падків), тоді як кількість PKD1/2+-клітин дорівнюва-
ла 50–100%. Зазначимо, що цю групу склали 9 хворих 
на РМЗ T2N1M0 (33,3%), T2N2M0 (33,3%), T3N1M0 
(22,2%) і T4N3M0 (11,2%) стадій. У більшості з них від-
значено низький ступінь диференціації пухлин (G3) 
і лише у 2 (22,2 %) — помірний та високий. При ана-
лізі зразків пухлинної тканини хворих на ІП РМЗ з 
низькою або відсутньою експресією рPKD1/2 вста-
новлено обернений сильний кореляційний зв’язок 
між кількістю рPKD1/2+- і PKD1/2+-клітин (r = –0,7) 
та достовірну різницю між показниками рPKD1/2 і 
PKD1/2 (p < 0,05). Другу групу склали 17 хворих у віці 
від 36 до 76 років на ІП РМЗ T2N1M0 (64,7%), T2N2M0 
(23,5%), T3N2M0 (11,8%) стадій, у яких при виявленні 
рPKD1/2 кількість позитивних пухлинних клітин ста-
новила 60–100%, а показники експресії PKD1/2 зна-
ходились у діапазоні від 80% до 100%. Треба зазначи-
ти, що у всіх досліджених випадках кількість PKD1/2+-
клітин завжди перевищувала число рPKD1/2+-клітин. 
В пухлинах цих хворих були встановлені кореляцій-
ний зв’язок між експресією PKD1/2 та рPKD1/2 (r = 
–0,6) та достовірна різниця між числом рPKD1/2+- і 
PKD1/2+-клітин (p < 0,05). Слід зауважити, що в обох 
групах хворих на ІП РМЗ відзначено різний характер 
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росту пухлин — солідний, папілярний та скірозний, 
проте залежності експресії PKD1/2 та рPKD1/2 від гіс-
тологічної будови ІП РМЗ не встановлено. У всіх до-
сліджуваних випадках у лімфоцитах, які інфільтрують 
пухлину, нами констатовано позитивну реакцію з ан-
титілами анти-рPKD1/2 та анти-PKD1/2.

Експресію рPKD1/2 в пухлинних клітинах хво-
рих (віком від 37 до 58 років) на ІД РМЗ T2N1M0 і 
T2N2M0 стадій виявляли в 20–100% клітин. Зазна-
чимо, що у 8 з 9 пацієнток з ІД РМЗ, для якого є ха-
рактерним більш сприятливий перебіг захворювання 
(порівняно з ІНД та ІП РМЗ), в 60–100% пухлинних 
клітин відзначено високий рівень експресії рPKD1/2. 
Лише в 1 випадку аутофосфорилювання PKD1/2 ви-
явлено лише в 20% клітин. Враховуючи те, що кіль-
кість PKD1/2+-клітин при ІД РМЗ становила 70–

100%, була виявлена пряма кореляційна залежність 
між PKD1/2 та рPKD1/2 (r = 0,55, p > 0,05).

Найменш чисельну групу в наших дослідженнях 
склали хворі віком від 46 до 62 років, у яких було діа
гностовано ІНД РМЗ (стадії T1N1M0 та T2N1M0). Ре-
зультати імуногістохімічних досліджень показали, що 
у 4 хворих пухлинні клітини не містять фосфорильова-
ну по сайту аутофосфорилювання PKD1/2 (рисунок, г), 
тоді як експресія PKD1/2 виявлена в 80–100% клітин. 
Лише в 1 випадку кількість рPKD1/2+-клітин станови-
ла 20%. Аналіз кореляційних зв’язків між експресією 
PKD1/2 та рPKD1/2 в пухлинних клітинах хворих на 
ІНД РМЗ показав обернену високу кореляційну залеж-
ність (r = –0,8), хоча різниця між цими показниками 
була недостовірною (p > 0,05), що можливо обумовле-
но невеликою кількістю досліджуваних випадків.

Рисунок. Імуногістохімічне дослідження експресії рРKD1/2 в пухлинах хворих на ІП РМЗ (а, б, в) (х 400) та ІНД РМЗ 
(г) (х 200); експресії ядерного антигену проліферуючих клітин (д) (х 200) та P-gp (е) (х 200) в пухлинних клітинах хво-
рих на ІП РМЗ 
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Таким чином, аналіз одержаних результатів іму-
ногістохімічних досліджень показав, що рівень екс-
пресії рPKD1/2 у пухлинних клітинах хворих на РМЗ 
не залежить від віку хворих та стадії пухлинного про-
цесу. Варіабельність показників рPKD1/2 залежить 
від гістологічного варіанта РМЗ та ступеня дифе-
ренціації пухлини. Встановлено, що PKD1/2 зна-
ходиться у неактивному (нефосфорильованому ста-
ні) у пухлинних клітинах хворих на ІНД та ІП РМЗ 
з низьким ступенем диференціації. 

Оскільки в експериментальних системах in vitro був 
виявлений зв’язок між активністю PKD1/2 та сигналь-
ними каскадами, що регулюють проліферацію клі-
тин, нами був проведений аналіз рівня аутофосфо-
рилювання PKD1/2 з урахуванням експресії ядерно-
го антигену проліферуючих клітин, що визначається 
МкАТ ІПО-38. МкАТ ІПО-38, так як і антитіла до ан-
тигену проліферуючих клітин Кі-67, розпізнають анти-
ген, який не експресується у клітинах, що знаходять-
ся в Go-фазі клітинного циклу. Проте, на відміну від 
Кі-67, МкАТ ІПО-38 реагують з клітинами, які пере-
бувають на ранній G1-фазі клітинного циклу [21]. Ре-
зультати досліджень по визначенню експресії ядерно-
го антигену проліферуючих клітин свідчать про варіа-
бельність кількості ІПО-38+-клітин у межах кожного 
гістологічного варіанта РМЗ від 0 до 100%. Так, у гру-
пі хворих на ІП РМЗ у 4 випадках виявлена негативна 
реакція, в 10 випадках число позитивних клітин коли-
валось від 10 до 50%, а в 12 випадках кількість позитив-
них клітин була вищою за 50% (рисунок, д). Зазначи-
мо, що у хворих на ІП РМЗ з низьким ступенем ди-
ференціації пухлин (G3) більшість пухлинних клітин 
не взаємодіяли з МкАТ ІПО-38: у 5 з 7 хворих пози-
тивна реакція відзначена в 0–30% клітин та у 2 випад-
ках — в 50% клітин. Саме в клітинах хворих цієї гру-
пи не було виявлено аутофосфорилювання PKD1/2 і 
коефіцієнт рангової кореляції між цими показниками 
становив r = –0,79 (p < 0,05). У всіх інших хворих на ІП 
РМЗ у пухлинах не встановлено зв’язку між кількістю 
ІПО-38+-клітин, ступенем диференціації злоякісних 
клітин та активацією PKD1/2. У пухлинних клітинах 
хворих на ІНД та ІД РМЗ також відзначена гетероген-
ність показників експресії антигену, що визначається 
МкАТ ІПО-38 від 0 до 100%. У цих гістологічних гру-
пах хворих кількість ІПО-38+-клітин також не зале-
жала від стадії пухлинного процесу. Як було зазначе-
но вище, у хворих на ІНД РМЗ і у хворих на ІП РМЗ, 
що мали низький ступінь диференціації клітин, у біль-
шості випадків не відзначали аутофосфорилювання 
PKD1/2. Проте, на відміну від хворих на ІП РМЗ (сту-
пінь диференціації G3), серед хворих на ІНД РМЗ у 
3 спостереженнях кількість ІПО-38+-клітин станови-
ла 70–100% клітин, а у 2 — 0% та 20%. Таким чином, 
загальний аналіз результатів імуногістохімічних дослі-
джень свідчить про відсутність кореляційної залеж-
ності між активацією PKD1/2 в пухлинних клітинах 
хворих на РМЗ та експресією ядерного антигену про-
ліферуючих клітин, що визначається МкАТ ІПО-38 
(r = –0,11). На сьогодні існують різні думки відносно 

доцільності визначення в якості незалежного прогнос-
тичного маркера для хворих на РМЗ експресії антигену 
проліферуючих клітин Кі-67 [22–25]. Рівень експресії 
цього антигену в пухлинних клітинах хворих на РМЗ 
не асоціюється зі швидкістю росту пухлини та мета-
стазів [26, 27]. Слід враховувати ще й те, що частина 
Кі-67+-клітин елімінується шляхом апоптозу ще до їх 
вступу в мітоз [28]. Результати наших досліджень та-
кож є свідченням того, що визначення ядерного ан-
тигену проліферуючих клітин недоцільно використо-
вувати в якості самостійного прогностичного маркера 
при РМЗ, оскільки показники його експресії не коре-
люють з гістологічним типом РМЗ, стадією пухлинно-
го процесу. Проте характеристика проліферативного 
потенціалу пухлини поряд з іншими молекулярними 
маркерами при РМЗ може сприяти подальшій інди-
відуалізації схем лікування.

Існує ряд прямих та опосередкованих дока-
зів зв’язку Р-глiкопротеїну (P-gp), продукту гена 
MDR1, з кіназами родини РКС [28]. Показано, що в 
клітинах лінії MCF-7/AdrR, резистентної до доксо
рубіцину, Р-gp копреципітує з 5 ізоферментами ро-
дини РКС і, можливо, є субстратом цих кіназ [29]. 
Вважають, що фосфорилювання цього білка моду-
лює його функції як трансмембранного транспорте-
ра. Більш того, виявлена кореляція між рівнем екс-
пресії деяких ізоформ РКС та підвищеним рівнем 
експресії MDR1-регульованих генів [29].

Хоча кінази родини PKD не копреципітують з 
Р-gp [29], ці кінази також є субстратами різних ізо-
ферментів родини РКС і, можливо, існує зв’язок 
між фосфорилюванням PKD та експресією Р-gp. 
Для перевірки цього припущення нами був про
аналізований рівень аутофосфорилювання PKD1/2 
в пухлинних клітинах хворих на РМЗ з урахуванням 
експресії Р-gp. Експресія P-gp була виявлена в пух-
линних клітинах 9 із 39 досліджених випадків, з них 
в 6 — ІП РМЗ (рисунок, е) та 3 — ІД РМЗ. Для всіх 
P-gp-позитивних випадків характерним був високий 
відсоток пухлиних клітин (> 50%) з високим рівнем 
аутофосфорилювання PKD1/2. В P-gp-негативних 
випадках РМЗ у 15 хворих експресію рPKD1/2 спо-
стерігали в 50–100% клітин, у 5 хворих — в 10–20% 
клітин та у 10 хворих не відзначено позитивної ре-
акції. Таким чином, у результаті наших досліджень 
не встановлено достовірну кореляцію між показни-
ками рPKD1/2 та P-gp (r = –0,30, p > 0,05). 

ВИСНОВКИ
1. Експресія PKD1/2 у пухлинних клітинах хворих 

на РМЗ не залежить від гістологічного типу пухлини, 
ступеня диференціації, віку хворих та стадії процесу.

2. Варіабельність показників аутофосфорилю-
вання/активації PKD1/2 обумовлена гістологічним 
варіантом РМЗ та ступенем диференціації пухлини. 
Відсутність або наявність експресії рPKD1/2 не біль-
ше ніж в 20% злоякісних клітин хворих на РМЗ ко-
релює з низьким ступенем диференціації пухлини та 
більш агресивним перебігом захворювання.
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3. Не виявлено кореляції між рівнем активації 
PKD1/2 та експресією як ядерного антигену про-
ліферуючих клітин, що визначається МкАТ ІПО-
38, так і Р-gp.
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EXPRESSION OF PROTEIN 
KINASES D1 AND D2 IN TUMOR CELLS 
OF BREAST CANCER PATIENTS

L.M. Shlapatska, I.A. Zakharova, C.V. Mikhalap, 
L.M. Kovalevska, G.G. Berdova, O.V. Yurchenko, 

L.A. Naleskina, S.P. Sidorenko

Summary. For the first time the level of PKD1 and 
PKD2 (PKD1/2) expression and autophosphorylation/
activation was evaluated in tumor cells of 40 patients 
with histologically graded breast cancer. It was shown 
that the number of tumor cells with autophosphorylat-
ed PKD1/2, unlike PKD1/2 positive cells, depends on 
histological type and grade of tumors. However, we did 
not found the correlation between the levels of PKD1/2 
activation and expression of P-glycoprotein and also an-
tigen of proliferating cells IPO-38.
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P-glycoprotein.
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