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Метаболическое перепрограммирование является отличительной чертой многих видов рака, включая рак молочной желе-
зы (РМЖ), поэтому выявление онкометаболитов позволяет понять не только метаболические пути трансформированных 
клеток, но и найти новые терапевтические мишени. Так как злокачественным клеткам необходимо большое количество 
липидов для биогенеза мембран, выработки энергии и модификации белков, для анализа метаболитов нами были выбраны 
жирные кислоты. С помощью метода двухмерной газовой хроматографии, объединенной с масс-спектрометрией, нами 
выявлены повышенные концентрации олеиновой и стеариновой кислот в тканях РМЖ люминального подтипа А, а для лю-
минального подтипа B – пальмитиновой и пентадекановой кислот. Определение данных соединений имеет хорошую воспро-
изводимость, а их концентрация в опухолях значительно (в 5-15 раз) выше по сравнению с непораженной опухолью тканью 
молочной железы. Полагаем, что в перспективе жирные кислоты можно рассматривать как потенциальные маркеры гор-
монзависимого РМЖ.
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Metabolic reprogramming is a hallmark of many types of cancer, including breast cancer (BC), so identifying oncometabolites allows 
us to understand not only the metabolic pathways of transformed cells, but also to find new therapeutic targets. Since malignant 
cells require large amounts of lipids for membrane biogenesis, energy production and protein modification, we selected fatty acids 
for metabolite analysis. Using the method of two-dimensional gas chromatography combined with mass spectrometry, we identified 
increased concentrations of oleic and stearic acids in breast cancer tissues of luminal subtype A, and for luminal subtype B – palmitic 
and pentadecanoic acids. The determination of these compounds has good reproducibility, and their concentration in tumors is 
significantly (5-15 times) higher compared to breast tissue not affected by the tumor. We believe that in the future fatty acids can be 
considered as potential markers of hormone-dependent breast cancer. 
Key words: breast cancer; metabolomic analysis; fatty acid; mass spectrometry; gas chromatography.
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Введение. Рак молочной железы (РМЖ) является 
основной причиной смертности от онкологических 
заболеваний среди женщин из-за повышенного риска 
метастазирования, а также из-за высокой частоты ре-
цидивов в сравнении с другими злокачественными но-
вообразованиями. Для РМЖ разработана молекулярная 
классификация, которую приняли в результате Санкт-
Галленского консенсуса [1]. Данная классификация 
представлена четырьмя основными молекулярными 
подтипами: две группы с положительным статусом ре-
цепторов эстрогенов (РЭ) – люминальный А и В под-
типы РМЖ (гормонзависимые опухоли) и две группы 
с отрицательным статусом РЭ – HER2-позитивный и 
трижды негативный (гормоннезависимые опухоли). 
Наиболее распространенными являются люминальный 
А и В подтипы, на которые приходится до 80% всех 
случаев РМЖ, при этом люминальный А составляет 
до 70% [2]. Для люминального А подтипа РМЖ харак-
терно наличие в опухолевых клетках РЭ и рецепторов 
прогестерона, которые являются терапевтическими 
мишенями с невысоким индексом пролиферации Ki67 
(меньше 20%). Опухоли с молекулярным профилем 
люминального B подтипа составляют от 10% до 20% 
всех случаев РМЖ [3]. По сравнению с люминальным 
А подтипом РМЖ эти опухоли имеют более агрессив-
ный фенотип, высокий пролиферативный индекс (Ki67 
больше 20%) и худший прогноз.

Исследования многих авторов показали, что в опу-
холь трансформированных клетках, в том числе молоч-
ной железы, происходят глубокие изменения метабо-
лизма, направленные на выживаемость. В связи с этими 

наблюдениями выявление онкометаболитов в настоящее 
время считается одной из важных проблем современной 
онкологии, так как позволяет понять метаболические 
пути в опухолевой клетке, что важно для диагностики и 
поиска новых терапевтических мишеней.

Установлено, что помимо эффекта Варбурга, ци-
тратного цикла, метаболизма лактата, существует 
множество других метаболических превращений, ха-
рактерных для опухоли. Метаболизм жирных кислот 
также является важным процессом, который может 
значительно изменяться при злокачественной транс-
формации клетки. Большой интерес к ним связан пре-
жде всего с тем, что злокачественные клетки нуждают-
ся в постоянном поступлении липидов для биогенеза 
мембран, модификации белков и энергетических про-
цессов. В некоторых типах злокачественных опухолей 
наблюдали усиленный синтез жирных кислот (напри-
мер, в клетках РМЖ и рака простаты), тогда как рост и 
пролиферация нормальных клеток в большей степени 
зависят от экзогенного липогенеза [4]. Таким образом, 
ферменты синтеза жирных кислот de novo, активность 
которых повышается при трансформации клеток, мо-
гут быть новыми метаболическими мишенями для 
терапии злокачественных опухолей человека. Однако 
содержание различных жирных кислот, синтезирован-
ных de novo в трансформированных клетках, остается 
в значительной степени не изученным [5].

Цель настоящего исследования – определить содер-
жание жирных кислот в тканях молекулярных подти-
пов люминального A и B РМЖ с применением совре-
менного метода газовой хроматографии, совмещенной 
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с масс-спектрометрией (ГХ/МС).
Материал и методы. Образцы тканей молекуляр-

ных подтипов РМЖ. В исследование включили образ-
цы тканей РМЖ: люминального А (n=20) и люминаль-
ного B (n=20), а также образцы непораженных опухолью 
тканей молочной железы. Образцы помещали в реагент 
для стабилизации тканей RNAlater (“Invitrogen”, США) 
и хранили при -70 °С до использования.

Соблюдение этических стандартов. Все экспери-
ментальные процедуры были одобрены Биоэтическим 
комитетом ФИЦ ФТМ и соответствуют этическим стан-
дартам национального комитета по исследовательской 
этике и Хельсинкской декларации 1964 года и ее после-
дующим изменениям или сопоставимым нормам этики. 
От каждого из включенных в исследование участников 
получено информированное добровольное согласие.

Пробоподготовка для проведения ГХ/МС анализа. 
Образцы опухоли и условно нормальной ткани (массой 
около 100 мг) растирали в стеклянном гомогенизаторе 
с 1 мл метанола при температуре 23 °С в течение 10 
минут. Гомогенизат обезвоживали сульфатом натрия, 
смесь центрифугировали при 2400хg в течение 8 ми-
нут, супернатант упаривали досуха на роторном испа-
рителе. Для дериватизации к сухому остатку добавляли 
0,6 мл нитрометана, 0,10 мл ГМДС, 0,20 мл ХТМС и 
40 мкл пиридина в качестве катализатора. Для полного 
протекания реакции смесь оставляли на 48 часов при 
температуре 23 °С, затем упаривали досуха на ротор-
ном испарителе, растворяли остаток в 150 мкл дихлор-
метана и переносили раствор в микровставку для хро-
матографического виала.

ГХ/МС анализ. Пробы анализировали с помощью 
газового хроматографа Pegasus BT 4D GCxGC–TOF MS 
с времяпролетным масс-спектрометрическим детекто-
ром в следующих условиях: хроматографическая ко-

лонка № 1 - Rxi-5МS, 30 м x 0,25 мм x 0,25 µm (Restek); 
хроматографическая колонка № 2 - Rxi-17Sil МS, 2 м x 
0,25 мм x 0,25 µm (Restek); скорость газа носителя (ге-
лий) – 1,4 мл/мин; температура нагревателя ввода про-
бы 250 °С. Температурная программа: в первой колон-
ке: 5 °С/мин до 150 °С; 10 °С/мин до 250 °С; 20 °С мин 
до 280 °С (20 минут); температура во второй колонке 
поддерживается +5 °С относительно первой колонки; 
температура трансферной линии 280 °С. Ввод пробы 1 
мкл, деление потока 1:100. Энергия ионизации 70 eV. 
Диапазон масс 40-650 m/z.

Обработку полученных хроматограмм и идентифи-
кацию пиков осуществляли с помощью программного 
обеспечения LECO ChromaTOF, которое по выделен-
ным масс-спектрам выполняет автоматический поиск и 
сравнение с электронными базами данных NIST.

Хроматографический анализ выполнен в Центре 
коллективного пользования «Протеомики и метаболо-
мики» ИЦиГ СО РАН (на базе ЦГИМУ «Курчатовкий 
геномный центр», № 075-15-2019-1662).

Статистическую обработку результатов проводили с 
использованием программы GraphPad Prism 9.5.0. Ре-
зультаты представлены в виде «ящиков с усами», где 
сплошная линия – медиана, границы «ящиков» - 25 и 
75 процентиль, а «усы» построены по методу Тьюки. 
Для оценки достоверности различий между двумя вы-
борками использовали U-критерий Манна-Уитни.

Результаты и обсуждение. Жирные кислоты, об-
наруженные в молекулярном люминальном А подти-
пе РМЖ. Результаты анализа содержания жирных кис-
лот в тканях люминального А подтипа РМЖ выявили 
стеариновую и олеиновую жирные кислоты, при этом 
их содержание увеличено по сравнению с непоражен-
ной опухолью тканью молочной железы в 10 и 15 раз 
соответственно (рис. 1).

Рис. 1. Относительно нормированный уровень площадей пиков, соответствующих стеариновой (1) и олеиновой (2) кислотам в хроматограммах экстрак-
тов нормальных (n=20) и опухолевых (n=20) тканей. * - p<0,05; *** - p<0,005 - статистически значимые различия между двумя выборками по критерию 
Манна-Уитни.

Такое значительное увеличение их концентрации 
может указывать на активный синтез и накопление 
жирных кислот в опухолевых тканях, что может сопро-
вождаться мобилизацией липидов и окислением жир-
ных кислот [6, 7]. В пользу этого утверждения свиде-
тельствуют данные о том, что экспрессия синтазы жир-
ных кислот (FASN) и элонгазы жирных кислот (Elovl6) 
выше в ткани РМЖ, чем в непораженной опухолью 
ткани молочной железы [8].

Жирные кислоты, обнаруженные в люминальном 

B подтипе РМЖ. Аналогичные результаты получены 
для пальмитиновой и пентадекановой кислот, содержа-
ние которых было увеличено в ткани РМЖ в 15 и 10 раз 
соответственно по сравнению с непораженной тканью 
молочной железы (рис. 2).

В современной литературе имеются данные о том, 
что раковой клетке для поддержания метаболизма и 
выработки энергии необходимо высокое содержание
энергоемких субстратов, таких как жирные кислоты. 
Аберрантный метаболизм липидов является отличи-
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Рис. 2. Относительно нормированный уровень площадей пиков, соответствующих пальмитиновой (1) и пентадекановой (2) кислотам в хроматограммах 
экстрактов тканей непораженной опухолью молочной железы (n=20) и опухоли (n=20). **** - p<0,001 - статистически значимые различия между двумя 
выборками по критерию Манна-Уитни.

тельной чертой нерегулируемого метаболизма транс-
формированной клетки. Известно, что раковые клетки 
увеличивают свой биосинтез липидов de novo для про-
изводства энергии, синтеза новых мембран, для регу-
лирования мембранных структур, которые координи-
руют передачу сигнала [9]. Полученные нами результа-
ты подтверждают этот факт.

Заключение. Общеизвестным фактом является на-
рушение метаболизма в раковой клетке. Сформули-
ровано представление о наличии онкометаболитов, 
характерных для трансформированных клеток. Насто-
ящее исследование пополнило этот список. По резуль-
татам ГХ-ГХ/МС для люминального А подтипа РМЖ 
характерны высокие концентрации олеиновой и стеа-
риновой кислот, а для люминального B подтипа РМЖ 
– пальмитиновой и пентадекановой кислот. Определе-
ние данных соединений имеет хорошую воспроизводи-
мость, а их концентрация в РМЖ значительно (в 5-15 
раз) выше по сравнению с непораженной опухолью 
тканью молочной железы. В перспективе жирные кис-
лоты можно рассматривать как потенциальные марке-
ры гормонзависимого РМЖ.
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