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Білок людини EpCAM (NP_002345, Epithelial Cell 
Adhesion Molecule), також відомий як  TACSTD1 
(tumor-associated calcium signal transducer 1); CD326; 
GA733–2 (gastrointestinal tumor-associated antigen 2); 
МІС18 (antigen defined by monoclonal antibody auai); 
M4S1 (membrane component, chromosome 4, surface 
marker  1) становить трансмембранний глікопро-
теїн першого типу (м.м. 40 kDa), що кодується ге-
ном EpCAM (NM_002354), розміщеним на хромо-
сомі 2р21. Цей білок складається із позаклітинного 
N-кінця, трансмембранного домена, що містить по-
втори, і короткого внутрішньоклітинного С-кінця. 
Слід відзначити, що позаклітинна ділянка EpCAM 
складається із EGF- і тиреоглобулінподібних моти-
вів [1], що містять потенційні сайти глікозилюван-
ня [2]. Протеїн EpCAM є маркером епітеліальних 
клітин, який поєднує адгезійні [3, 4] та активаційні 
властивості [5, 6]. Зазвичай сигнал цього білка ви-
являється на базолатеральній поверхні плазматич-
ної мембрани простого, перехідного та псевдобага-
тошарового епітелію; за нормальних умов EpCAM 
опосередковує ріст і диференціювання клітин [7].

Гіперекспресія EpCAM часто спостерігається 
у  злоякісно трансформованих клітинах аденокар-
цином та плоскоклітинних карцином [8, 9]. Відо-

мо, що EpCAM за рахунок тиреоглобулінподібного 
домена інгібує дію цистеїнових протеаз, що проду-
куються пухлинними клітинами [10, 11]. Показано 
зв’язок експресії EpCAM з прогнозом перебігу зло-
якісного пухлинного процесу [12]. EpCAM надмір-
но експресується у більшості видів раку, включаю-
чи рак молочної залози (РМЗ), шлунка, підшлунко-
вої та передміхурової залоз, аденокарцином товстої 
кишки  [13–15]. Надекспресія EpCAM пов’язана 
з поганим прогнозом перебігу карциноми жовчно-
го міхура [16], раку яєчника [17] і підшлункової за-
лози [18]. Попередні дослідження in vitro показали, 
що нокдаун EpCAM інгібує ріст клітин РМЗ і мета-
стазування шляхом гальмування сигнального шля-
ху RAS/RAF/ERK та  матричної металопротеїна-
зи-9 (MMP-9) [19].

РМЗ є досить агресивним захворюванням, яке 
швидко «молодшає» і вражає все більше жінок ак-
тивного працездатного віку. РМЗ є першим негема-
тологічним злоякісним новоутворенням, при якому 
у клінічній практиці виділяють підтипи, що спира-
ються на  молекулярну характеристику пухлинних 
клітин. На сьогодні виділяють п’ять молекулярних 
підтипів РМЗ [20]: за наявності експресії рецепто-
рів естрогенів і прогестерону (ER+РR+) і відсутності 
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експресії онкопротеїну Her2/neu (Her2/neu–) пухли-
ни відносять до молекулярного підтипу «люміналь-
ний А», при ER+РR+Her2/neu+ — «люмінальний В»; 
ER–РR–Her2/neu+ — «Her2/neu-позитивний»; ЕR–

РR–Her2/neu–  — «тричі негативний» або «базаль-
ний». П’ятий, відносно рідкісний молекулярний 
підтип («claudin-low»), виділений нещодавно [21]. 
Встановлення молекулярних підтипів наразі широ-
ко використовують у клінічній практиці, особливо 
для призначення терапії [22]. Проте у багатьох ви-
падках клітини РМЗ є резистентними до  хіміоте-
рапевтичних препаратів, можливо, за рахунок ак-
тивації альтернативних шляхів або втрати експре-
сії рецепторів [23].

Тому подальший пошук нових маркерів для уточ-
нення молекулярних підтипів РМЗ та мішеней для 
терапії залишається актуальним. Одним із перспек-
тивних маркерів може бути молекула EpCAM, тому 
що, як зазначено вище, цей білок є маркером епіте-
ліальних клітин, він бере участь у багатьох процесах 
клітинної життєдіяльності.

Мета проведеної роботи — визначення особли-
востей експресії протеїну EpCAM у клітинах РМЗ 
залежно від стадії захворювання і  молекулярного 
підтипу пухлини.

ОБ’ЄКТ і МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Досліджено зразки операційного матеріа-

лу 35 хворих на  РМЗ І–ІІ стадії (середній вік 
60,9 ± 2,1 року, від 41 до 89 років), які перебували 
на стаціонарному лікуванні у Київському міському 
клінічному онкологічному центрі в  2013–2016 рр. 
та  не  отримували спеціального лікування до  опе-
ративного втручання. Кожна з  пацієнток надала 
особисту усвідомлену письмову добровільну згоду 
на участь у дослідженні відповідно до Гельсінської 
декларації WMA «Етичні принципи медичних до-
сліджень, що залучають людей».

Стадію РМЗ визначали за Міжнародною класи-
фікацією пухлин (TNM, 7-ме видання, 2009 р.). Для 
верифікації пухлинного процесу проведено стан-
дартне гістологічне дослідження операційного мате-
ріалу; гістологічний тип пухлин оцінювали за Між-
народною гістологічною класифікацією пухлин 
ВООЗ (2008 р.). Оцінку молекулярного підтипу РМЗ 
проводили на основі результатів імуногістохімічно-
го  (ІГХ) дослідження рецепторів естрогенів  (RЕ), 
прогестерону (RP), епідермального фактора росту 
типу 2 (Her2/neu), з використанням МкАТ antiRЕ 
(клон 1D5), antiRP (клон PgR636) та antiHER/2neu 
(клон c-erbB-2; DakoCytomation, Данія).

Антитіла проти ЕРСАМ отримували в  ІЕПОР 
ім. Р.Є. Кавецького НАН України із застосуванням 
гібридомної технології [24]. Клітини гібридом куль-
тивували in vitro та in vivo, з подальшим очищенням 
методом афінної хроматографії, визначення кон-
центрації та дослідженням специфічності мишачих 
анти-EpCAM (клон Vu1D9) з використанням про-
точної цитофлуориметрії. Встановлено, що антиті-

ла Vu1D9 розпізнають EGF-подібний позаклітин-
ний домен EpCAM.

Білки EpCAM та Кі67 визначали стандартним 
ІГХ методом із використанням відповідних МкАт: 
Vu1D9 (ІЕПОР ім.  Р.Є.  Кавецького НАН Украї-
ни) та Кі67 (клон SP6 Thermo Fisher Scientific, Ann-
Arbor, MI, США). Парафінові зрізи на  скельцях 
SuperFrostRPlus (Dako Cytomation, Данія) інкубува-
ли 40 хв при 56 °С, депарафінували з подальшою ре-
гідратацією у фосфатному буфері. Демаскування ан-
тигену проводили шляхом інкубації 20 хв при 96 °С 
в цитратному буфері. Неспецифічне зв’язування ан-
титіл блокували розчином для блокування перокси-
дази. Процедура ІГХ була двоступеневою, викорис-
товували систему виявлення EnVision FLEX (Dako). 
Первинні антитіла наносили на 60 хв, вторинне ан-
титіло (FLEX/HRP, DAKO) — на 20 хв. Візуалізацію 
проводили за допомогою 3,3’-діамінобензидину, те-
трагідрохлориду і перекису водню з подальшим за-
барвленням гематоксиліном Майєра. Реакцію вва-
жали позитивною при виявленні гранулярного чи 
дифузного забарвлення коричневого кольору в міс-
цях локалізації антигену за  допомогою світлового 
мікроскопа. Реакцію в  кожному зразку оцінюва-
ли (підраховуючи мінімум 500 пухлинних клітин) 
як негативну (якщо не спостерігалося позитивних 
клітин), слабку (+), помірну (++), сильну (+++).

Аналіз експресії гена EpCAM у зразках РМЗ також 
було проведено з використанням біоінформативно-
го відкритого масиву даних Онкомайн (Oncomine). 
У  загальнодоступній базі Oncomine містяться ві-
домості щодо експресії та кількості копій генів (як 
опубліковані, так і не  опубліковані у  вигляді ста-
тей), що були зібрані, стандартизовані, анотовані 
та проаналізовані компанією Compendia Bioscience 
(www.oncomine.com, Thermo Fisher Scientific, Ann-
Arbor, MI, США).

Аналіз функціональних зв’язків (асоціацій) біл-
ка EpCAM проведено з  використанням бази да-
них та алгоритму FunCoup (funcoup.sbc.su.se). 
Cтатистичний аналіз проводили за допомогою про-
грами GraphPadPrism7.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Вивчені зразки відносилися до підтипів: «люмі-

нальний А» — 6, «люмінальний В» — 15, «базаль-
ний» — 7, «HER-2/neu+» — 7. Між групами пацієн-
ток із  різними молекулярними підтипами пухлин 
була відсутня суттєва різниця за показником серед-
нього віку (рис. 1, ліва нижня панель). У групі люмі-
нального А підтипу РМЗ більшість злоякісних но-
воутворень були діагностовані як інвазивні долько-
ві карциноми молочної залози, в інших трьох групах 
переважно діагностовані інвазивні протокові кар-
циноми молочної залози (рис. 2, права колонка).

За  допомогою ІГХ методу забарвлення вияв-
ляли лише в пухлинних клітинах; не спостеріга-
ли позитивної реакції у клітинах строми та лімфо-
цитах. У всіх досліджених зразках РМЗ виявлено 
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експресію EpCAM і Кі67, незалежно від молеку-
лярного підтипу новоутворень (див. рис.  2, ліва 
та середня колонки). Найвищий рівень експре-
сії EpCAM (р = 0,0058) виявлено у клітинах РМЗ 
люмінального А підтипу (див. рис. 1, ліва верхня 
панель; рис. 2, ліва колонка). Слід відзначити, що 
рівень експресії EpCAM показує обернену кореля-
цію з рівнем маркера проліферації Кі67: у зразках 
РМЗ люмінального А підтипу виявлялася найниж-
ча (р = 0,1088) експресія Кі67 (див. рис. 1, права 
верхня панель).

При аналізі зразків, згрупованих за стадією (І–
ІІВ) можна простежити підвищення експресії про-
теїну EpCAM із прогресією пухлин (р = 0,0234) (див. 
рис. 1, права нижня панель), що може бути пов’язано 
з двоякою роллю EpCAM. З одного боку, його ви-
сокий рівень відповідає за збереження архітектури 
епітелію — при епітеліально-мезенхімальному пе-

реході  (ЕМП) відбувається втрата EpCAM кліти-
нами. З іншого боку, надмірне вираження EpCAM 
пов’язане з посиленою транскрипцією і трансляці-
єю онкогена CMYC [25]. Можливо, потенційним ме-
ханізмом регулювання експресії EpCAM є метилю-
вання ДНК [26, 27].

Визначені нами залежності експресії гена EpCAM 
від стадії захворювання та молекулярного підтипу 
РМЗ було оцінено за  допомогою біоінформатив-
ного аналізу відкритого масиву даних Онкомайн 
(Oncomine). Проаналізовано мікромасиви, отри-
мані при вивченні великої кількості зразків РМЗ — 
від 76 і 112 [28] до 997 і 1051 [29]. Встановлено під-
вищення експресії гена EpCAM із прогресією пухлин 
(при групуванні за стадією), що відповідає отрима-
ним нами даним. Таким чином, висока експресія 
EpCAM може бути оцінена як несприятливий про-
гностичний чинник.

Рис. 1. Аналіз експресії білка EpCAM у клітинах зразків РМЗ. Аналіз Крускала — Уолліса для груп за алгоритмом 
ANOVA для непараметричних величин проведено за допомогою програми GraphPadPrism7
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Наступним питанням було вивчення додатко-
вих функціональних зв’язків білка EpCAM, крім ві-
домих і описаних в літературі. Застосування бази да-
них та алгоритму FunCoup дозволило виявити, що 
EpCAM утворює функціональні зв’язки з 4 проте-
їнами: CLDN7 (confidence 1,000), АТР1А1 (0,979), 
АТР1В1 (0,983) та UBC (0,822) (рис. 3). Найсильні-
ший зв’язок (1,000) виявлено між EpCAM та CLDN7 
(Claudin 7), який бере участь у формуванні щільних 
сполучень між епітеліальними клітинами і відіграє 
важливу роль у  підтримці полярності клітин  [30]. 

Спільна експресія РНК EpCAM та CLDN7 в експери-
ментальних модельних системах (лінії клітин, миші) 
та у зрізах тканин пацієнтів свідчить про суттєвий 
функціональний зв’язок між цими протеїнами. Між 
білком EpCAM та білками АТР1А1 та АТР1В1 (Na+/
K+-АТФазами) також виявлена сильна взаємодія, що 
пов’язує EpCAM з натрієво-калієвим насосом клітин 
людини [31]. Найслабкіша взаємодія визначена з біл-
ком UBC (убіквітин С), який відіграє ключову роль 
у підтримці сталої кількості убіквітину в клітині [32]. 
Зазначимо, що для всіх виявлених зв’язків філогене-
тична подібність профілів відсутня.

Визначені особливості експресії протеїну 
EpCAM у клітинах РМЗ разом із виявленими функ-
ціональними асоціаціями цього білка свідчать 
про його можливу роль у контролі за архітектурою 
епітеліальної тканини. При  прогресуванні захво-
рювання рівень експресії EpCAM підвищується, що 
може бути пов’язано зі зміною експресії онкогенів 
та непрямими взаємодіями між ними.

ВИСНОВОК
Визначення рівня експресії білка EpCAM у клі-

тинах РМЗ може бути використано як додатковий 
критерій для характеристики молекулярного підти-
пу пухлини і прогнозу перебігу захворювання.

Робота виконана за підтримки цільової комплекс
ної міждисциплінарної програми наукових дослі-
джень НАН України 2017–2021 рр. «Молекулярно-
біологічні фактори гетерогенності злоякісних клітин 
та  варіабельність клінічного перебігу гормоноза-
лежних пухлин» (№ держреєстрації 0117U002034).
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EpCAM EXPRESSION IN BREAST TUMOR 
CELLS AND THEIR RELATION TO CLINICAL 
AND PATHOLOGICAL PARAMETERS 
AND MOLECULAR SUBTYPE OF CANCER
L.M. Kovalevska, L.M. Shlapatska, S.P. Sidorenko, 

N.Yu. Lukianova, E.V. Kashuba, V.F. Chekhun
R.E. Kavetsky Institute of Experimental Pathology, 

Oncology and Radiobiology, NAS of Ukraine, 
Kyiv, Ukraine

Summary. Objective: to determine the features of 
EpCAM protein expression in samples of the breast 
cancer cells depending on the stage of the disease and 
the molecular subtype of the tumor. Object and meth-
od: specimens of the primary tumor in 35 patients with 
I–II stage of the breast cancer. Expression of EpCAM, 
Ki67, Her2/ neu, estrogen receptors (RE) and proges-
terone (RP) were determined by immunohistochemical 
method. EpCAM gene expression in samples of breast 
cancer was evaluated using Oncomine open-source 
bioinformatic analysis. Functional linkage analysis of 
the EpCAM protein was performed using a database 
and FunCoup algorithm. Statistical analysis was per-
formed using GraphPadPrism7. Results: the highest 
(p = 0.0058) expression level of EpCAM protein was de-
tected in cells of luminal A subtype of the breast cancer. 
Analysis of the samples grouped by stage showed an in-
crease in the expression of EpCAM with disease progres-
sion (p = 0.0234). Analysis showed an inverse correla-
tion between the expression level of EpCAM and the le
vel of Ki67 proliferation marker: the lowest (p = 0.1088) 
expression of the latter was detected in the samples of the 
luminal A molecular subtype of the breast cancer. Con-
clusions: the highest (p = 0.0058) expression level of 
EpCAM protein was detected in cells of luminal A mo-
lecular subtype of the breast cancer. Analysis of the sam-
ples grouped by stage showed an increase in the expres-
sion of EpCAM with disease progression (p = 0.0234). 
The expression level of EpCAM shows an inverse cor-
relation with the level of Ki67 proliferation marker: the 
lowest (p = 0.1088) expression of the latter was detect-
ed in the samples of the luminal A molecular subtype of 
the breast cancer.

Key Words: EpCAM protein, breast cancer, 
molecular subtype, disease prognosis.
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