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Рак молочної залози (РМЗ) залишається акту-

альною проблемою онкології та однією з основних 

причин смерті жінок в усьому світі. Фундаментальні 

дослідження останніх років відродили інтерес до ви-

вчення ролі, яку відіграє у пухлинному процесі об-

мін ендогенного заліза, що дає змогу розглядати його 

як перспективну мішень при медикаментозному лі-

куванні пацієнтів зі злоякісними новоутвореннями 

[1–3]. Це підтверджено даними власних досліджень 

у системі in vitro, згідно з якими найбільш суттєві 

порушення гомеостазу ендогенного заліза та підви-

щення рівня експресії залізовмісних білків відзна-

чають у клітинах РМЗ найагресивнішого — мезен-

хімального — фенотипу та у клітинах із фенотипом 

множинної лікарської резистентності [4, 5]. Також 

нами встановлено зв’язок рівня феритину в сироват-

ці крові та пухлинній тканині з молекулярним під-

типом РМЗ і чутливістю хворих до неоад’ювантної 

терапії [6–8].

Актуальність вивчення ролі залізовмісних білків 

у хворих на рак зумовлена їхньою участю у регуляції 

обміну заліза за наявності в організмі злоякісного рос-

ту. Особливого інтересу подібні дослідження набува-

ють у хворих на РМЗ, оскільки гормональний статус 

жінки тісно асоційований зі значними коливаннями 

вмісту заліза в організмі [9, 10]. Існують також дані, що 

свідчать про синергізм порушень метаболізму заліза та 

естрогенів при виникненні РМЗ [11–13].

Серед відомих білків, які регулюють обмін залі-

за, найменш вивченим у патогенезі та клінічному 

перебігу РМЗ є гепсидин (Гп) — гормоноподібний 

пептид (молекулярна маса 470 кДа), що складаєть-

ся з 25 амінокислотних залишків, з високим вміс-

том цистеїну [14]. Уперше Гп був виявлений у сечі 

та описаний у 2001 р. C.H. Park і співавторами як 

антибактеріальний пептид, здатний пошкоджувати 

мембрану бактерій [15]. У подальшому цей пептид 

був виділений також із плазми крові [16]. Встанов-

лено, що синтез Гп індукується за умов переванта-

ження організму залізом, що підтвердило участь цьо-

го білка у регуляції метаболізму заліза [17]. У нормі 

синтез Гп відбувається в основному в гепатоцитах. 

Але є відомості про те, що він може синтезуватися 

у клітинах багатьох органів (серце, легені, головний 

і спинний мозок, кишечник, яєчники, шлунок, під-

шлункова залоза, скелетні м’язи, сім’яники), а та-

кож у моноцитах, нейтрофілах, макрофагах і лім-

фоцитах [18, 19].

Механізм активації Гп складний і залежить від 

його взаємодії з феропортином. Феропортин — єди-

ний експортер клітинного заліза, який синтезуєть-

ся в макрофагах, гепатоцитах, ентероцитах дванад-

цятипалої кишки і клітинах плаценти [20]. Гп ре-

гулює посттрансляційну експресію феропортину. 

Зв’язуючись із цим білком, він викликає його інтер-

налізацію та деградацію в eндолізосомах, що, у свою 

чергу, блокує транспорт заліза [21]. Таким чином, 

підтримка та регуляція метаболізму заліза в орга-

нізмі здійснюється за безпосередньою участю Гп.

Існують дані доступної літератури, які свідчать 

про зв’язок між показниками рівня Гп у сироват-

ці крові та його вмістом у пухлинних клітинах (ПК) 

з агресивністю клінічного перебігу злоякісних но-

воутворень. Зокрема, високий рівень Гп визнача-

ється у сироватці крові хворих на рак нирки і легені 

та корелює з наявністю метастазів [22–24]. Підви-

щення експресії Гп у ПК корелює зі стадією роз-
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повсюдження аденокарцином товстої кишки [25]. 

У 2010 р. з’явилися перші повідомлення про роль Гп 

у перебігу РМЗ. Показано, що зниження експресії 

феропортину та підвищення експресії Гп у ПК ко-

релює з агресивністю РМЗ і низькою виживаністю 

хворих [26].

Нашими попередніми дослідженнями в системі 

in vitro встановлено, що найвища експресія Гп ви-

значається у клітинах РМЗ високого ступеня зло-

якісності. Вона корелює з відсутністю експресії ре-

цепторів стероїдних гормонів, високим проліфе-

ративним та інвазивним потенціалом клітин [27]. 

Незважаючи на те що на сьогодні вже доведено, що 

розвиток і клінічні прояви РМЗ тісно пов’язані з по-

рушеннями обміну ендогенного заліза, у доступній 

літературі не існує єдиної думки щодо механізмів 

порушень функціонування Гп і його значення для 

оцінки прогнозу клінічного перебігу цієї нозологіч-

ної форми пухлин.

Мета роботи: дослідити експресію Гп у ПК хво-

рих на РМЗ та оцінити її клінічне значення.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

В основу роботи покладено ретроспективний 

аналіз результатів обстеження, лікування і вижива-

ності 132 хворих на РМЗ І–ІІ стадії, які перебували 

на стаціонарному лікуванні у Київському міському 

клінічному онкологічному центрі протягом 2005–

2007 рр. Досліджували зразки операційного матері-

алу РМЗ, які зберігалися у базі клінічних даних від-

ділу механізмів протипухлинної терапії Інституту 

експериментальної патології, онкології і радіобіо-

логії ім. Р.Є. Кавецького НАН України [28]. Стадію 

пухлинного процесу визначали згідно з класифіка-

цією TNM (6-те видання, 2002 р.). Гістологічний 

тип видалених пухлин верифікували при морфо-

логічному дослідженні (забарвлення гематоксилі-

ном та еозином) відповідно до Міжнародної гісто-

логічної класифікації Всесвітньої організації охоро-

ни здоров’я (2006). Залежно від клінічних показань 

хворим проводили органозберігаючі операції чи ра-

дикальні мастектомії за Маденом і ад’ювантну полі-

хіміотерапію згідно зі стандартами лікування, прий-

нятими в Україні (режими СAF або АС з інтервалом 

в 21 день, від 4 до 6 курсів). Післяопераційне проме-

неве лікування проводили на гамма-терапевтично-

му апараті «TERAGAM» (разова вогнищева доза — 

2 Гр, сумарна вогнищева доза — 40 Гр на ділянку 

післяопераційного рубця, пахвову, парастернальну 

та надключичну ділянки).

Імуногістохімічне (ІГХ) дослідження рецепто-

рів естрогенів (РЕ), прогестерону (РП), Гп і мар-

кера проліферативної активності пухлин (Ki-67) 

у ПК проводили на парафінових зрізах (4–5 мікро-

нів). Як первинні антитіла використовували МкАТ, 

специфічні до Гп-25 (клон ab30760; Abcam, США), 

РЕ (клон 1D5), РП (клон PgR636) та Кі-67 (клон 

 МІВ-1; DakoCytomation, Данія). Для візуалізації 

результатів реакції застосовували набір реактивів 

EnVision System (Dako LSAB2 system, Данія) відпо-

відно до рекомендацій виробника, зрізи забарвлю-

вали гематоксиліном Мейера. Для оцінки експресії 

Гп використовували напівкількісний метод. Аналіз 

результатів проводили за допомогою оптичної мі-

кроскопії (×100, олійна імерсія) з використанням 

класичного методу H-Score: 

S = 1×N1++2×N2++3×N3+, 

де S — показник «H-Score»; N
1+

, N
2+

 та N
3+

 — 

кількість клітин із низькою, середньою та високою 

експресією. Кінцевий результат обчислення виража-

ли у балах: 50–100 балів — низька, 101–200 балів — 

середня, 201–300 балів — висока експресії Гп [29].

Статистичну обробку результатів ІГХ досліджен-

ня проводили з використанням методів варіаційної 

статистики із застосуванням програми Statistica 6.0. 

Для оцінки достовірності відмінностей показників 

експресії досліджених маркерів та інших клініко-па-

тологічних параметрів використовували t-критерій 

Стьюдента. Оцінку виживаності проводили за ме-

тодом Каплана — Мейєра. Відмінності між криви-

ми оцінювали з використанням log-rank-тесту. Ко-

реляційний аналіз проводили шляхом обчислення 

коефіцієнта кореляції Пірсона. Критичний рівень 

статистичної значущості приймали при p = 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Загальну клінічну характеристику 132 хворих 

на РМЗ І–ІІ стадії наведено у табл. 1. Кількість хво-

рих на РМЗ І стадії становила 26,5%, ІІ — 73,5%. 

Вік пацієнтів коливався від 23 до 75 років, серед-

ній вік — 50,2 ± 3,1 року. Найбільша кількість хво-

рих була у віковому інтервалі 51–60 років (рис. 1).
Таблиця 1

Загальна клінічна характеристика хворих на РМЗ І–ІІ стадії

Показник
Кількість хворих

n %

Загальна кількість хворих 132 100

Вік хворих (років)
Середній 50,2 ± 3,1
Коливання віку 23–75
Менструальна функція
Збережена 47 35,6
Менопауза 85 64,4
Стадія РМЗ за TNM
Стадія І 35 26,5
Стадія II 97 73,5
Метастази у регіонарних лімфатичних вузлах (РЛВ) (категорія N)
N0 95 72,0
N1–3 37 28,0
Віддалені метастази (категорія М)
М0 132 100,0
Морфологія РМЗ
Інфільтративний протоковий рак 92 69,7
Інфільтративний часточковий рак 40 30,3
Ступінь диференціювання РМЗ
G1 (високий) 38 28,8
G2 (помірний) 64 48,5
G3 (низький) 30 22,7
Молекулярний фенотип пухлин
РЕ+ 86 65,2
РП+ 98 74,2
Кі-67+ 83 62,9
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Рис. 1. Розподіл хворих на РМЗ І–ІІ стадії за віком

За результатами комплексного обстеження (рент-

генологічне, ультразвукове, лабораторне) у 28,0% 

хворих діагностовано метастази у РЛВ (N1–3), від-

далених метастазів не виявлено.

При морфологічному дослідженні пухлин вста-

новлено, що у більшості хворих був інфільтративний 

протоковий РМЗ (69,7%), у решти (30,3%) — час-

точковий; при цьому частіше реєстрували помірний 

ступінь диференціювання РМЗ (48,5%) порівняно 

з високим і низьким (28,8 і 22,7% відповідно). Екс-

пресію РЕ, РП і Кі-67 визначено у 65,2; 74,2 та 62,9% 

досліджених пухлин відповідно.

Аналіз результатів ІГХ визначення експресії Гп 

показав, що частота пухлин із позитивною реакці-

єю становила 58,3%. Середній і високий рівень екс-

пресії виявлено у 44,2% хворих. Результати ІГХ до-

слідження експресії Гп розглядали залежно від віку 

хворих, стадії РМЗ, ступеня диференціювання пух-

лин, гістологічного типу, наявності метастазів у РЛВ 

і молекулярного фенотипу утворень (рецепторний 

статус і проліферативна активність).

Встановлено, що експресія Гп більш характер-

на для хворих на РМЗ ІІ стадії (41,2% позитив-

них пухлин) порівняно з групою пацієнтів із РМЗ 

І стадії (25,7%; p < 0,05) (табл. 2). Подальший ана-

ліз показав, що у групі хворих із високим і помір-

ним ступенем диференціювання РМЗ кількість 

Гп-позитивних пухлин була меншою (39,5 та 53,1% 

відповідно), ніж у пацієнтів із низьким ступенем 

диференціювання (90,0%; p < 0,05). Кількість пух-

лин із позитивною реакцією при визначенні Гп ви-

явилася більшою у хворих на РМЗ із метастазами 

у РЛВ (64,9 порівняно з 26,3%; p<0,05). Встановле-

но, що найбільша кількість Гп-позитивних пухлин 

була у пацієнтів із відсутністю РЕ та високим рівнем 

експресії Кі-67 (рис. 2).

Як свідчать дані табл. 3, не визначено достовір-

них кореляційних зв’язків між експресією Гп у пух-

линах і віком хворих, гістологічним типом утворень, 

наявністю експресії РП. Однак встановлено, що на-

явність експресії Гп у пухлинній тканині прямо ко-

релює з проліферативною активністю клітин, сту-

пенем диференціювання клітин пухлин, ста дією за-

хворювання, розвитком метастазів у РЛВ. Доведено 

існування залежності експресії Гп від наявності РЕ.
Таблиця 2

Розподіл пухлин з експресією Гп залежно 

від клініко-морфо логічних характеристик

Клініко-морфологічні 

характеристики

Кількість пух-

лин із позитив-

ною реакцією

Кількість пух-

лин із негатив-

ною реакцією

n % n %

Стадія РМЗ

Стадія І 
(n = 35) 9 25,7 26 74,3

Стадія ІІ 
(n = 97) 40 41,2 57 58,8

Ступінь диференці-
ювання РМЗ

Високий 
(n = 38) 15 39,5 23 60,5

Помірний 
(n = 64) 34 53,1 30 46,9

Низький 
(n = 30) 27 90,0 3 10,0

Наявність метаста-
зів у РЛВ

N0 (n = 95) 25 26,3 70 73,7
N1–3 
(n = 37) 24 64,9 13 35,1
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Рис. 2. Експресія Гп залежно від молекулярного фено-

типу РМЗ

Таблиця 3

Коефіцієнти кореляції експресії Гп із клінічними, морфологіч-

ними та молекулярно-біологічними характеристиками РМЗ

Показники
Коефіцієнт 

кореляції, r

Експресія Гп

Вік хворих 0,06
Стадія захворювання 0,27*
Гістологічний тип РМЗ 0,06
Ступінь диференціювання РМЗ 0,32*
Метастази у РЛВ 0,41*
Експресія РЕ −0,33*
Експресія РП 0,12
Проліферативна активність 
(експресія Кі-67)

0,38*

*Рівень значущості коефіцієнта кореляції р < 0,05.

Враховуючи дані щодо зв’язку експресії Гп 

із наявністю РЕ та проліферативною активніс-

тю клітин РМЗ, на наступному етапі ми проана-

лізували виживаність хворих з урахуванням за-

значених маркерів у ПК. Як свідчать представле-

ні на рис. 3 дані, загальна виживаність пацієнтів 

із РМЗ була вищою за відсутності у пухлинах екс-

пресії Гп при наявності РЕ та низькій проліфера-

тивній активності ПК.
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Рис. 3. Загальна виживаність (за Капланом — Мейєром) 

хворих на РМЗ залежно від експресії Гп у пухлинній тка-

нині (застосовували long-rank тест, χ² = 16,25, р < 0,01)

Отже, отримані дані вказують на зв’язок рівня 

Гп у пухлинній тканині з деякими клініко-морфо-

логічними показниками РМЗ і свідчать, що наяв-

ність експресії цього білка можна вважати маркером 

несприятливого прогнозу. Значення залізовмісного 

білка Гп у виникненні та прогресуванні онкологіч-

них захворювань, у тому числі РМЗ, підтверджуєть-

ся даними клінічних спостережень та експеримен-

тальних досліджень [25, 30].

Механізми порушень Гп на сьогодні остаточно 

не з’ясовано. Як дефіцит заліза, так і його надли-

шок можуть мати свої негативні наслідки для ор-

ганізму в цілому. Відомо, що у 20% жінок у розви-

нутих країнах реєструють дефіцит заліза, що є до-

датковим фактором, який спричиняє підвищення 

концентрації VEGF і, відповідно, активацію ангіо-

генезу в пременопаузальний період [31]. На думку 

деяких дослідників, підвищення рівня заліза у жінок 

у менопаузі за умов дефіциту естрогенів відбуваєть-

ся саме за рахунок порушення функціонування Гп. 

У нормі синтез Гп здійснюється за безпосередньою 

участю естрогену через GPR30-BMP6-залежний ме-

ханізм. Експериментальними дослідженнями вста-

новлено, що порушення гормонального балансу, зо-

крема дефіцит естрогенів, викликаний оваріоекто-

мією, призводить до зниження рівня печінкового Гп 

за рахунок пригнічення синтезу його основного ре-

гулятора — білка BMP6. Це спричиняє підвищення 

абсорбції заліза в дванадцятипалій кишці та сприяє 

збільшенню його запасів в організмі [32]. Зазначе-

ні факти є підтвердженням участі Гп у гормональ-

ному канцерогенезі.

Отримані нами дані щодо експресії Гп переваж-

но в РЕ-негативних пухлинах із високим проліфе-

ративним потенціалом і низьким ступенем дифе-

ренціювання є підтвердженням участі цього залі-

зовмісного білка у формуванні ступеня злоякісності 

РМЗ. Про це також свідчать результати наших по-

передніх досліджень у системі in vitro щодо високого 

рівня Гп у клітинах ліній РМЗ людини, які характе-

ризуються агресивним мезенхімальним фенотипом, 

та у хворих із низькодиференційованими пухли-

нами [33]. Встановлені зв’язки між експресією Гп 

із розвитком метастазів і стадією розповсюдження 

хвороби збігаються з даними інших авторів та є під-

твердженням значення порушень метаболізму залі-

за у прогрeсуванні та агресивності перебігу РМЗ [5].

Таким чином, високий рівень Гп у тканині пух-

лин асоціюється з несприятливим перебігом РМЗ 

і, вірогідно, призводить до інгібування експресії фе-

ропортину та пригнічення виходу іонів заліза у по-

заклітинне середовище, що сприяє їх накопиченню 

всередині клітин і стимулює проліферацію.

ВИСНОВКИ

1. У хворих на РМЗ відзначено залежність екс-

пресії Гп від ступеня диференціювання пухлин, ста-

дії захворювання, розвитку метастазів у РЛВ.

2. Показано наявність достовірних кореляційних 

зв’язків між експресією Гп і РЕ у пухлинах і проліфе-

ративною активністю їх клітин. Не виявлено зв’язків 

між експресією Гп у пухлинах і віком хворих, гісто-

логічним типом пухлин, експресією РП.

3. Встановлено, що загальна виживаність хво-

рих на РМЗ є значно гіршою за наявності в ткани-

ні пухлин експресії Гп на тлі відсутності РЕ та ви-

сокої проліферативної активності ПК.

4. Отримані дані можуть стати підґрунтям для 

розробки нових діагностичних критеріїв та удоско-

налення існуючих схем протипухлинного лікуван-

ня з урахуванням порушень обміну заліза у хворих 

на РМЗ.
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FEATURES OF HEPCIDIN EXPRESSION 

IN PATIENTS WITH BREAST CANCER

N.Y. Lukyanova, T.M. Yalovenko, V.F. Chekhun

Summary. Aim: to investigate hepcidin expression in 
tumor cells of patients with breast cancer (BC) and 
to evaluate its clinical significance. Object and Methods: 
132 stages I–II BC patients, 23 to 75 years old (mean 
age — 50.2 ± 3.1 years); clinical, іmmunohistochemical, 
morphological and statistical methods. Results: we re-
vealed the existence of a direct correlation between 
hepcidin expression and BC cells’ proliferative activity 
as well as negative correlation between the hepcidin and 
estrogen receptor expression in tumor cells. Hepcidin ex-
pression in BC cells correlated with disease stage, devel-
opment of metastases in regional lymph nodes and low 
degree of tumor cells differentiation. It was shown that 
overall survival rate of BC patients is significantly worse 
in the case of hepcidin expression in tumor tissue. At the 
same time estrogen receptors were absent and high proli-
ferative activity of tumor cells was seen. Conclusion: our 
results indicated that the presence of hepcidin expres-
sion in tumor cells was a marker of unfavorable prog-
nosis for patients with BC. Indices of hepcidin expres-
sion in tumor cells could be used as additional criteria 
for prediction of BC course.

Key Words: breast cancer, hepcidin, prognosis.
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