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Введение. Потеря мембранной экспрессии гликопротеина адгезии эпителия EpCAM – основного маркера циркули-
рующих опухолевых клеток (ЦОК) – зачастую ассоциирована с эпителиально-мезенхимальным переходом, который 
способствует опухолевой диссеминации. Различия фенотипических вариантов опухолевых клеток без экспрессии 
мембранного EрСАМ как среди ЦОК в крови, так и среди диссеминированных опухолевых клеток (ДОК) в костном 
мозге позволят идентифицировать клетки, способные к интра- и экстравазации, т. е. выявить популяции, обладающие 
метастатическим потенциалом.
Цель исследования – определить наличие и соотношение в ЦОК и ДОК клеток опухоли с мембранной (mEpCAM) 
и  внутриклеточной (icEpCAM) локализацией и  выраженностью экспрессии EpCAM (низкой и  высокой) при  раке 
молочной железы.
Материалы и методы. Объектом исследования были ЦОК и ДОК пациенток с раком молочной железы. Фенотипи-
рование проводили методом проточной цитофлуориметрии с использованием антител к CD45, EpCAM и пан-цитоке-
ратину. Экспрессию EpCAM анализировали с учетом локализации (мембранная/внутриклеточная) и уровня экспрес-
сии (низкий/высокий).
Результаты. Клетки с отсутствием мембранной экспрессии EpCAM преобладали среди ЦОК, тогда как в костном 
мозге они практически не обнаруживались. Не все фенотипы ЦОК присутствовали в ДОК, что может объясняться 
селекцией клеток на этапе экстравазации или клеточной пластичностью. Примечательно, что в отличие от первичной 
опухоли, в ЦОК и ДОК полностью отсутствовали клетки с коэкспрессией мембранного и внутриклеточного EpCAM.
Заключение. Таким образом, можно сделать вывод о потенциале ЦОК к интра- и экстравазации с различными ва-
риантами экспрессии EpCAM. Однако их  способность формировать клинически выявляемые метастазы требует 
дальнейшего изучения.

Ключевые слова: циркулирующие опухолевые клетки, диссеминированные опухолевые клетки, рак молочной 
железы, EpCAM
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Introduction. Loss of  membrane expression of  the  epithelial adhesion glycoprotein EpCAM, the  primary marker 
of circulating tumor cells (CTCs), is often associated with epithelial-mesenchymal transition, which facilitates tumor 
dissemination. Distinguishing phenotypic variants of tumor cells lacking membrane EpCAM expression in both blood 
and disseminated tumor cells (DTC) in  bone marrow will enable the  identification of  cells capable of  intra- and 
extravasation, i. e. the identification of populations with metastatic potential.
Aim. To determine the presence and ratio of tumor cells with membrane (mEpCAM) and intracellular (icEpCAM) localization 
and the degree of EpCAM expression (low and high) among CTCs and DTCs in breast cancer.
Materials and methods. The study involved CTCs and DTCs from breast cancer patients. Phenotyping was performed 
by flow cytometry using antibodies to  CD45, EpCAM and pan-cytokeratin. EpCAM expression was analyzed based 
on localization (membrane/intracellular) and expression level (low/high).
Results. Cells lacking membrane EpCAM expression predominate among CTCs, whereas they were virtually undetectable 
in bone marrow. Not all CTC phenotypes are present in DTCs, which may be explained by cell selection during extravasation 
or cellular plasticity. Notably, unlike in primary tumors, CTCs and DTCs completely lack cells co-expressing membrane and 
intracellular EpCAM.
Conclusion. This study suggests the potential for intra- and extravasation of CTCs with different EpCAM expression 
patterns. However, their ability to form clinically detectable metastases requires further study.
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Введение
Гематогенное метастазирование – основная при-

чина неблагоприятного исхода рака молочной железы 
(РМЖ). Непосредственным источником метастазов 
являются диссеминированные опухолевые клетки 
(ДОК), которые колонизируют ткани в результате экс-
травазации циркулирующих опухолевых клеток 
(ЦОК). При этом лишь небольшая часть гетерогенной 
популяции ЦОК способна преодолеть все этапы мета-
статического каскада и стать источником ДОК [1].

Одним из важных маркеров опухолевых клеток, ас-
социированных с метастатическим потенциалом, явля-
ется EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) [2] – 
трансмембранный белок, участвующий в межклеточной 
адгезии и передаче сигналов, регулирующих пролифе-
рацию и стволовые свойства клеток. Хотя клетки с мем-
бранной экспрессией EpCAM (mEpCAM+) традицион-
но считаются основными участниками метастатического 
процесса, накапливается все больше данных о важности 
клеток, на мембране которых EpCAM не экспрессиру-
ется (mEpCAM–) [3].

Потеря мембранной экспрессии EpCAM 
(mEpCAM–) зачастую ассоциируется с  фенотипом 
эпителиально-мезенхимального перехода (ЭMП) [4]. 
Отсутствие экспрессии mEpCAM может либо соче-
таться c внутриклеточной экспрессией EpCAM 
(icEpCAM+) вследствие его транслокации, либо быть 
связанным с полным отсутствием EpCAM, что может 
быть одним из признаков гибридного, мезенхималь-

ного или терминального фенотипов ЭМП [5]. Анализ 
различных фенотипических вариантов опухолевых 
клеток без экспрессии мембранного EрСАМ как в кро-
ви, так и в костном мозге актуален для идентификации 
клеток, ассоциированных с метастазами.

Цель исследования – определить среди ЦОК и ДОК 
наличие и соотношение клеток опухоли с мембранной 
(mEpCAM) и внутриклеточной (icEpCAM) локализа-
цией и выраженностью экспрессии EpCAM (низкой 
(mEpCAMlow) и высокой (mEpCAMhigh)) при РМЖ.

Материалы и методы
Пациенты. В исследование включены пациентки 

с инвазивной карциномой молочной железы неспеци-
фического типа (T1–4N0–3M0), получавшие лечение 
по показаниям в Научно-исследовательском институте 
онкологии Томского национального исследовательско-
го медицинского центра в период с 2017 по 2024 г.

Детекция и  фенотипирование ЦОК у  пациенток 
с РМЖ. Материалом для изучения фенотипов ЦОК 
послужила венозная кровь пациенток (n = 48). Оценку 
фенотипических вариантов ЦОК осуществляли мето-
дом проточной цитофлуориметрии с применением 
коктейля моноклональных антител против маркеров 
CD45, EpCAM, цитокератинов (CK) (СK 1, 2, 3, 4, 5, 
6, 7, 8, 10, 14, 15, 16, 19) и N-кадгерина.

Оценивали как мембранную, так и внутриклеточ-
ную экспрессию EpCAM. Окрашивание проводили  
в 2 этапа. На 1-м этапе осуществляли окрашивание 

mailto:nvch@tnimc.ru
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поверхностных маркеров BV570-anti-CD45 (клон 
HI30, мышиные IgG1, Sony Biotechnology, США), 
R718-anti-EpCAM (клон EBA-1, мышиные IgG2a, BD 
Biosciences, США), PE-Cy7-анти-N-cadherin (клон 
8C11, мышиные IgG1, Sony Biotechnology, США).

В контрольный образец добавляли соответству
ющий изотипический контроль в аналогичной кон-
центрации, затем – по 250 мкл лизирующего буфера 
OptiLyse (Beckman Coulter, США) в неокрашенный 
контроль и окрашенную пробу. К каждому неокра-
шенному, окрашенному и контрольному образцу до-
бавляли 250 мкл пермеабилизирующего раствора BD 
Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, США) и инкубиро-
вали в темноте 30 мин при 4 °С. К пробам добавляли  
50 мкл буфера BD Perm/Wash (BD Biosciences, США), 
5 мкл Fc-блока (Sony Biotechnology, США), перемеши-
вали на вортексе и инкубировали 10 мин при 4 °С.

На 2-м этапе проводили внутриклеточное окраши-
вание антителами BV605-anti-EpCAM (клон 9C4, мы-
шиные IgG2b, Sony Biotechnology, США), AF647-анти-
CK7/8 (клон CAM5.2, мышиные IgG2a, BD Pharmingen, 
США), eFluor 660-анти-pan Cytokeratin (клон AE1/AE3, 
eBioscience, США) и PE-анти-ALDH1A1 (клон 03, мы-
шиные IgG1, Sino Biological, Китай) или 5 мкл соответ-
ствующего изотипического контроля. Образцы анали-
зировали на  проточном цитометре NovoCyte 3000 
(ACEA Biosciences, Agilent, США). Гейтирование попу-
ляций клеток проводили на основе определения пара-
метров малого углового светорассеяния (FSC) и боко-
вого светорассеяния (SSC). Затем клетки анализировали 
на наличие флуоресценции в режимах Density Plot и Dot 
Plot. Полученные результаты выражали в количестве 
клеток на 1 мл крови. Экспрессию mEpCAM оценивали 
как высокую (high) и низкую (low). Сигнал в 5-й декаде 
логарифмической шкалы интенсивности флуоресцен-
ции, определенный по неокрашенному контролю, 
служил границей для отнесения ЦОК к EpCAMlow. Эм-
пирически установленная граница в 6-й декаде ис-
пользовалась для определения клеток с высоким уров-
нем экспрессии EpCAMhigh в ЦОК.

Детекция и  фенотипирование ДОК у  пациенток 
с РМЖ. Для оценки количества ДОК и их фенотипов 
использовали аспират костного мозга, который был взят 
из грудины во время хирургического этапа лечения па-
циенток (n = 12). Полученный аспират стабилизирова-
ли этилендиаминтетрауксусной кислотой и проводили 
процедуру отрицательной селекции лейкоцитарных ан-
тигенов с использованием RosetteSep™ Human CD45 
Depletion Cocktail (STEMCELL Technologies, США).

Цитофлуориметрическое окрашивание выполняли 
аналогично методике, приведенной в предыдущем 
разделе. На 1-м этапе проводили окрашивание поверх-
ностных антигенов следующими антителами: BV570-
anti-CD45 (клон HI30, мышиные IgG1, Sony 
Biotechnology, США), AF488-anti-EpCAM (клон EBA-1, 
мышиные IgG2a, BD Biosciences, США), PE-Cy7-анти-
N-cadherin (клон 8C11, мышиные IgG1, Sony 

Biotechnology, США), APC/Cyanine7-anti-CD235a 
(glycophorin A) (клон HI264, мышиные IgG2a, 
Biolegend, США), PE-anti-CD71 (клон CY1G4, мыши-
ные IgG2a, Sony Biotechnology, США). На 2-м этапе 
выполняли окрашивание внутриклеточных мишеней: 
BV605-anti-EpCAM (клон 9C4, мышиные IgG2b, Sony 
Biotechnology, США), PE-анти-CK7/8 (клон CAM5.2, 
мышиные IgG2a, BD Pharmingen, США), eFluor 
660-анти-pan Cytokeratin (клон AE1/AE3, eBioscience, 
США). Полученные результаты выражали в количест-
ве клеток на 1 мл костного мозга и определяли часто-
ту встречаемости различных вариантов экспрессии 
EpCAM у пациенток (рис. 1).

Статистический анализ. Статистический анализ 
проводили с использованием программного пакета 
Prism GraphPad 10. Различия между двумя независи-
мыми группами оценивали с помощью U-критерия 
Манна–Уитни. Частоту встречаемости внутри групп 
оценивали с использованием χ²-критерия и точного 
критерия Фишера.

Результаты
Частота встречаемости и количество ЦОК различ-

ных фенотипов в крови пациенток с РМЖ. При анализе 
фенотипических вариантов ЦОК обнаружено, 
что  опухолевые клетки с  тотальным отсутствием 
EpCAM (CD45–mEpCAM–icEpCAM–panCK+) встреча-
ются в периферической крови чаще других и в наиболь-
шем количестве. Частота выявления и  количество 
mEpCAMlow-ЦОК в сочетании с отсутствием внутрикле-
точного домена EpCAM (CD45–mEpCAMlowicEpCAM–

panCK+/–) были сопоставимы с частотой и количеством 
ЦОК, экспрессирующих EpCAM внутриклеточно 
(CD45–mEpCAM–icEpCAM+panCK+/–). Распространен-
ность и количество субпопуляций ЦОК с фенотиом 
mEpCAMlow (CD45–mEpCAMlowicEpCAM–panCK+/–) 
и icEpCAM (CD45–mEpCAM–icEpCAM+panCK+/–) ока-
зались выше, чем клеток с  фенотипом mEpCAMhigh 
(CD45–mEpCAMhighicEpCAM–panCK+/–). Среди иссле-
дуемых ЦОК отсутствовали клетки, сочетающие экс-
прессию mEpCAM и icEpCAM (рис. 2).

Анализ фенотипических вариантов ДОК в костном 
мозге пациенток с РМЖ. В исследованных образцах 
костного мозга отсутствовали mEpCAM+-ДОК, кроме 
1 случая, в котором обнаружена 1 клетка с фенотипом 
CD45–mEpCAM+icEpCAM–CK7/8–panCK– в 1 мл кост-
ного мозга. Выявлены 3 субпопуляции mEpCAM–-ДОК 
(см. рис. 2). В большем количестве обнаружены ДОК 
с  фенотипами CD45–mEpCAM–icEpCAM–CK7/8–

panCK–, CD45–mEpCAM–icEpCAM+CK7/8–panCK– 
и CD45–mEpCAM–icEpCAM–CK7/8+panCK– (рис. 3). 
Частота ДОК с  экспрессией CD45–mEpCAM–

icEpCAM+CK7/8–panCK– составила 41,7  % (5/12), 
CD45–mEpCAM–icEpCAM–CK7/8+panCK– – 58,3 % 
(7/12). При этом у 4 пациенток обнаружены клетки обо-
их фенотипов одновременно, но отсутствовали клетки 
с коэкспрессией маркеров icEpCAM+ и CK7/8+. Приме-
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Рис. 1. Результаты анализа образца периферической крови пациентки с раком молочной железы методом проточной цитометрии для выявления 
циркулирующих опухолевых клеток с высоким (mEpCAMhigh) и низким (mEpCAMlow) уровнями экспрессии mEpCAM. Применялось последовательное 
гейтирование: сначала выделялась клеточная популяция по параметрам размера (FSC) и зернистости (SSC), а затем проводилась дискриминация 
дублетов для отбора синглетов. В этой популяции оценивалась экспрессия панлейкоцитарного маркера CD45 для исключения клеток CD45+, что 
позволило идентифицировать события CD45– для дальнейшей идентификации циркулирующих опухолевых клеток mEpCAMhigh и mEpCAMlow.  
FSC – малое угловое светорассеяние; SSC – боковое светорассеяние
Fig. 1. The results of the flow cytometry analysis of a peripheral blood sample from a breast cancer patient for circulating tumor with high (mEpCAMhigh)  
and low (mEpCAMlow) levels of mEpCAM expression. Sequential gating was applied, first isolating the cell population based on size (FSC) and granularity (SSC) 
parameters, followed by discrimination of doublets to select singlets. Within this population, expression of the pan-leukocyte marker CD45 was assessed  
to exclude CD45+ cells, enabling identification of CD45– events for subsequent classification of mEpCAMhigh and mEpCAMlow circulating tumor cells. FSC – forward 
scatter; SSC – side scatter
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Рис. 2. Частота встречаемости (a) и количество (б) циркулирующих опухолевых клеток (ЦОК) с различными вариантами экспрессии EpCAM  
у больных раком молочной железы
Fig. 2. Frequency of occurrence (a) and number (б) of circulating tumor cells (CTCs) exhibiting different variants of EpCAM expression in breast cancer patients
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чательно, что у 1 из 4 больных наряду с двумя вышеука-
занными популяциями выявлена 1 кл/мл ДОК с фено-
типом CD45–mEpCAM–icEpCAM–CK7/8–panCK+.

Сравнительный анализ фенотипических вариантов 
ЦОК и ДОК. Уточнение фенотипов 2 основных попу-
ляций mEpCAM и icEpCAM показало, что ДОК с мо-
ноэкспрессией icEpCAM (CD45 –mEpCAM –

icEpCAM+CK7/8–panCK–) характеризуются отсутст- 
вием экспрессии N-кадгерина. Для выявления субпо-
пуляции опухолевых клеток, которые наиболее успеш-
но преодолели начальные этапы метастатического 
каскада (интравазация, выживание в  циркуляции 
и экстравазация), проведен сравнительный анализ 
фенотипических вариантов ЦОК в периферической 
крови и ДОК в костном мозге. Оказалось, что частота 
встречаемости клеток с моноэкспрессией icEpCAM 
(CD45–mEpCAM–icEpCAM+CK7/8–panCK–) среди 
ЦОК составила 50  % (6/12), а среди ДОК – 41,7  % 
(5/12). Наблюдались случаи, когда клетки с указанным 
фенотипом присутствовали в ЦОК, но не обнаружи-
вались в  костном мозге (33,3  %; 4/12). Отмечался 
и противоположный вариант, когда клетки с таким 
фенотипом отсутствовали в ЦОК, но были выявлены 
в ДОК (25 %; 3/12). Только в 2 из 12 (16,6 %) случаев 
клетки CD45–mEpCAM–icEpCAM+CK7/8–panCK–

присутствовали как в ЦОК, так и в ДОК.
Клетки с  моноэкспрессией СK7/8 (CD45–

mEpCAM–icEpCAM–CK7/8+panCK–) встречались 
у всех 12 пациенток в ЦОК и у 7/12 (59,9 %) в ДОК, 
клетки с моноэкспрессией panCK (CD45–mEpCAM–

icEpCAM–CK7/8–panCK+) – у 11 (91  %) пациенток 
в ЦОК и только в 1 из 12 (8,3 %) случаев в ДОК.

Обсуждение
Помимо классических EpCAM-положительных  

и EpCAM-отрицательных опухолевых клеток, сущест-
вуют и  промежуточные варианты, к которым относятся 
клетки с выраженной или слабой мембранной экспрес-
сией EpCAM в отсутствие внутриклеточной экспрессии 
(mEpCAMhighicEpCAM– и mEpCAMlowicEpCAM– соот-
ветственно), а также клетки без мембранной, но с вну-
триклеточной экспрессией (mEpCAM–icEpCAM+).
Каждое из этих состояний может иметь различный 
потенциал к  участию в  метастатическом процессе. 
В настоящем исследовании проведен сравнительный 
анализ ЦОК и ДОК в зависимости от варианта экс-
прессии EpCAM, сделан акцент на соотношении мем-
бранной и внутриклеточной экспрессиях EpCAM.

Клетки с тотальным отсутствием EpCAM состав-
ляли большинство ЦОК. Частота выявления и коли-
чество icEpCAM и mEpCAMlow не различались и пре-
вышали количество клеток с фенотипом mEpCAMhigh. 
Среди ДОК не обнаружено случаев с mEpCAM. Опу-
холевые клетки без экспрессии EpCAM на клеточной 
мембране широко представлены как среди ЦОК, так 
и среди ДОК.

Потеря мембранной экспрессии EpCAM часто ас-
социирована с ЭМП [4]. В контексте опухолевой про-
грессии процесс ЭМП способствует появлению под-
вижности опухолевых клеток и  их  способности 

Рис. 3. Количество диссеминированных опухолевых клеток разных фенотипов в материале костного мозга пациенток с раком молочной железы, 
клеток/мл
Fig. 3. Number of disseminated tumor cells detected in bone marrow samples from patients with breast cancer, cells/mL

0           10           20          30          40

CK7/8–panCK+

CK7/8+panCK+

CK7/8+panCK–

CK7/8–panCK–

CK7/8–panCK+

CK7/8+panCK+

CK7/8+panCK–

CK7/8–panCK+

CK7/8+panCK+

CK7/8+panCK–

CK7/8–panCK–

CK7/8–panCK+

CK7/8+panCK+

CK7/8+panCK–

CK7/8–panCK–

0          1           2          3          4 0                   1                  2

0                       1                       2

Клеток/мл костного мозга /  
Cells/ml of bone marrow

Клеток/мл костного мозга /  
Cells/ml of bone marrow

Клеток/мл костного мозга /  
Cells/ml of bone marrow

Клеток/мл костного мозга /  
Cells/ml of bone marrow

mEpCAM–icEpCAM+

mEpCAM–icEpCAM–

mEpCAM+icEpCAM+

mEpCAM+icEpCAM– 



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
4

, 
2

0
2

5

163ТОМ 12 / VOL. 12 	 КРАТКОЕ СООБЩЕНИЕ | BRIEF COMMUNICATION

к инвазии, интравазации, выживанию в крови и фор-
мированию метастазов после экстравазации в отдален-
ных органах [5, 6].

Ранее мы показали, что в популяции mEpCAM–-
ЦОК присутствуют все варианты стволовых клеток, 
определяемых по комбинациям экспрессии маркеров 
CD44/CD24 и CD133. По этим признакам mEpCAM–-
ЦОК подобны mEpCAM+-ЦОК. Кроме этого, 
mEpCAM–-ЦОК характеризовались гиперэкспрессией 
генов, участвующих в провоспалительных реакциях 
[7]. Есть все основания предполагать, что mEpCAM–-
ЦОК и  mEpCAM–-ДОК могут иметь потенциал 
к метастазированию.

Наряду с фенотипами mEpCAM–, которые обна-
руживались как среди ЦОК, так и среди ДОК, имеют-
ся клетки, которые выявляются либо среди ЦОК, ли-
бо среди ДОК. Абсолютного тождества фенотипов 
ЦОК и ДОК и не следовало ожидать. Это обусловлено 
тем, что, по-видимому, не все ЦОК обладают потен-
циями к экстравазации, а часть клеток, проникших 
в костный мозг, вследствие пластичности могут изме-
нить свой фенотип. Наличие среди ДОК CD45–-клеток, 
не экспрессирующих эпителиальные маркеры, иссле-
дованные в работе, может быть объяснено формиро-
ванием состояния терминального ЭМП, с потерей 
эпителиальных маркеров. По данным ряда исследова-
ний, при раннем РМЖ выявление ДОК связано с худ-
шим прогнозом и уменьшением общей выживаемости. 
Примерно у 30 % таких пациенток в костном мозге 
обнаруживают микрометастазы, источником которых 
являются ДОК [8].

Обращает на себя внимание феномен отсутствия 
случаев среди ЦОК и ДОК коэкспрессии mEpCAM 
и icEpCAM, хотя такие клетки постоянно обнаружи-
вались в большинстве первичных опухолей (не опуб
ликованные данные). Кроме этого, в костном мозге 
отсутствовали и  mEpCAM+-ДОК. Не  исключено, 
что оба феномена обусловлены тем, что клетки с ко-
экспрессией mEpCAM и icEpCAM не обладают спо-
собностью к интравазации, а ЦОК с мембранной экс-
прессией EpCAM – к экстравазации.

Заключение
Результаты исследования демонстрируют сложный 

и неоднородный характер экспрессии EpCAM в ЦОК 
и  ДОК. Установлено, что  среди них преобладают 
mEpCAM–-клетки. В то же время mEpCAM+-клетки 
отсутствуют в  костном мозге. Это указывает на  то, 
что потеря мембранной экспрессии EpCAM, ассоци
ированная с ЭМП, является ключевым признаком кле-
ток, способных к диссеминации и, вероятно, к метаста-
зированию. Важной находкой также можно считать 
отсутствие абсолютного тождества между фенотипами 
ЦОК и ДОК, что может быть объяснено как наличием 
селекции, так и клеточной пластичностью.

Особого внимания заслуживает феномен отсутст-
вия среди ЦОК и ДОК клеток с сочетанием мембран-
ной и внутриклеточной экспрессий EpCAM, хотя та-
кие клетки часто встречаются в первичной опухоли. 
Это позволяет предположить, что данный фенотип 
не обладает инвазивным потенциалом или способно-
стью к интравазации.
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