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Назначение системного лечения у больных раком молочной железы (РМЖ) основано в большей степени на 
молекулярных характеристиках первичной опухоли, однако многие клинические рекомендации предлагают ис-
следование также метастатических очагов с оценкой их рецепторного статуса (рецепторов эстрогена (РЭ), ре-
цепторов прогестерона (РП), рецепторов эпидермального фактора роста человека Her2/neu). Это обусловлено 
тем, что по данным многочисленных исследований несоответствие статуса первичной опухоли и вторичных 
узлов может достигать высоких показателей: 3–54 % для РЭ, 5–78 % для РП и 0–34 % для Her2/neu. В то же 
время все больше данных свидетельствуют о несовершенстве иммуногистохимического анализа и необходи-
мости изучения дополнительных параметров для повышения качества диагностики больных РМЖ. Материал 
и методы. Выполнялось морфологическое и иммуногистохимическое изучение опухолевой ткани первично-
го узла и аксиллярных лимфатических узлов у 199 больных РМЖ (T1-3N0-3M0) по стандартным методикам, 
также проводилось исследование методом ПЦР с обратной транскрипцией с выявлением экспрессии 24 генов. 
Результаты. Частота различий молекулярных фенотипов основного опухолевого и пораженных аксиллярных 
лимфатических узлов составила 26 (26 %) из 99 случаев. Наиболее часто различия отмечались в случаях РМЖ 
с люминальным типом А – 13 случаев (50 %). По результатам сравнительного ПЦР-анализа опухолевой тка-
ни основного опухолевого узла и пораженных регионарных лимфатических узлов статистически значимыми 
являлась лишь экспрессия рецепторов CD68, ERSR1, GRB7 и MMD11. Заключение. Полученные результаты 
свидетельствуют о необходимости комплексного подхода и проведения дополнительных методов диагностики 
РМЖ, что, несомненно, повысит качество планирования и эффективность системного лечения у больных РМЖ.

Ключевые слова: рак молочной железы, иммуногистохимическое исследование, ПЦР с обратной транс-
крипцией, экспрессия генов, молекулярные подтипы.
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Определение прогноза и тактики системного 
лечения (химиотерапия, гормональная терапия и 
таргетная терапия) у больных как операбельным, 
так и метастатическим раком молочной железы 
(РМЖ) во многом определяются пятью молеку-
лярными подтипами, к которым относятся люми-
нальный тип А, люминальные Her2-позитивный 
и Her2-негативный типы В, а также Her2-по-
зитивный и трижды негативный подтип опухо-
ли [2, 6]. Главными критериями для отнесения 
к тому или иному подтипу являются экспрессия 
стероидных гормонов (эстрогена и прогестерона) 
(РЭ и РП), статус рецептора эпидермального фак-
тора роста человека Her2/neu, а также маркер кле-
точной пролиферации Ki-67 [5]. Общая частота 
Her2/neu-экспрессирующих опухолей составляет 
20–22 % (в диапазоне 9–74 %), частота гормонпо-
зитивного рака – 50–70 % [4, 18].

Как правило, назначение системного лечения 
основано в большей степени на оценке первич-
ной опухоли, однако многие клинические реко-
мендации предлагают исследование также мета-
статических очагов с оценкой их рецепторного 
статуса (РЭ, РП, Her2/neu) [9, 10]. Это обуслов- 
лено тем, что по данным многочисленных иссле-
дований несоответствие статуса первичной опу-
холи и вторичных узлов может достигать высо-
ких показателей: 3–54 % для РЭ, 5–78 % для РП и 
0–34 % для Her2/neu [11, 17].

Традиционно для определения рецепторного 
статуса и маркера клеточной пролиферации ис-
пользуется иммуногистохимическое (ИГХ) ис-
следование, для Her2/neu в сомнительных случаях 
(категория 2+) дополнительно выполняется флуо-
ресцентная гибридизация in situ (FISH-анализ) 
[13–15]. Основными недостатками данных мето-
дик являются вероятность получения ложнополо-
жительных и ложноотрицательных результатов, 
возможность субъективного фактора, проявля-
ющегося в нарушении методологии приготов-
ления препаратов и интерпретации полученных 
результатов, а также невозможности проведения 
ряда исследований во многих лабораториях на 
территории Российской Федерации. Однако к 
наиболее важному недостатку технологии ИГХ-
типирования относится неточность полученных 
результатов [12]. Так, например, результатами 
M. Cianfrocca et al. [7] продемонстрировано, что 
только 73 % злокачественных опухолей молочной 
железы с наличием экспрессии рецептора эстро-
гена относятся к люминальным А и В подтипам, 
что, несомненно, диктует необходимость разра-
ботки и внедрения дополнительных методов диа-
гностики, в частности анализа экспрессии раз-
личных генов [7, 8]. В настоящее время на базе 
ФГБУ «Российский научный центр рентгенора-
диологии» Минздрава России разработана оте-
чественная мультигенная модель, определяемая 
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The purpose of systemic treatment in patients with breast cancer is based largely on the molecular characteristics of 
the primary tumor, but many clinical recommendations suggest also the study of metastatic nodes with an assessment 
of their receptor status (estrogen receptor ER, progesterone receptor RP, human epidermal growth factor receptor 
2 Her2/neu). This is due to the fact that according to numerous studies, the discrepancy between the status of the primary 
tumor and the secondary nodes can reach high rates: 3–54 % for ER, 5–78 % for RP, and 0–34 % for Her2/neu. At the 
same time, more and more data actively demonstrate the imperfection of immunohistochemical analysis and the need to 
study additional parameters to improve the quality of diagnosis of patients with breast cancer. Material and methods. 
A morphological and immunohistochemical study of the tumor tissue of the primary node and axillary lymph nodes 
was performed in 199 patients with breast cancer (T1-3N0-3M0) using standard methods, and RT-PCR was also studied 
with the expression of 24 genes. Results. The incidence of differences between the molecular phenotypes of the main 
tumor and metastatic axillary lymph nodes was 26 (26 %) of 99 cases. Most often, differences were noted in cases of 
breast cancer with luminal A type – 13 cases (50 %). According to the results of a comparative PCR analysis of tissue 
samples from the primary tumor and metastatic regional lymph nodes, only the expression of the CD68, ERSR1, GRB7 
and MMD11 receptors was statistically significant. Conclusion. The results indicate the need for an integrated approach 
and additional methods for the diagnosis of breast cancer, which will undoubtedly improve the quality of planning and 
the effectiveness of systemic treatment in patients with breast cancer.

Key words: breast cancer, immunohistochemical study, reverse transcription PCR, gene expression, molecular 
subtypes.
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методом ПЦР, с включением генов, отвечающих 
за основные механизмы жизнедеятельности опу-
холевой клетки: клеточная пролиферация, апоп-
тоз, клеточная дифференцировка и межклеточное 
взаимодействие [1, 3].

Целью настоящего исследования является со-
поставление молекулярных характеристик пер-
вичного опухолевого узла и метастатических 
аксиллярных лимфатических узлов у больных 
раком молочной железы по результатам ИГХ-
исследования, а также анализ экспрессии 24 ге-
нов в вовлеченных в процесс лимфатических 
узлах с помощью метода ПЦР с обратной транс-
крипцией (ОТ-ПЦР).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В исследование включено 199 больных РМЖ 
(T1-3N0-3M0), получавших лечение на базе хи-
рургического отделения ФГБУ «Российский на-
учный центр рентгенорадиологии» Минздрава 
России с 2013 по 2017 г. Всем пациентам прово-
дилось морфологическое и ИГХ-исследование 
операционного материала (основного опухолево-
го узла и аксиллярных лимфатических узлов) по 
стандартной методике с определением гистоло-
гического типа опухоли, степени ее злокачествен-
ности, рецепторного статуса (экспрессия РЭ, РП 
и Her2/neu), а также маркера клеточной пролифе-
рации Ki-67.

Диагноз РМЖ устанавливался согласно «Ги-
стологической классификации опухолей мо-

лочной железы» (ВОЗ, 2012). Оценка степени 
злокачественности опухоли выполнялась в соот-
ветствии с критериями Elston-Ellis. При прове-
дении ИГХ-исследования применялись антитела 
PA0151, клон 6F11, «Leica Microsystems», Герма-
ния (для определения экспрессии РЭ), PA0312, 
клон 16, «Leica Microsystems» (для определения 
экспрессии РП), А0485, «Dako», Дания (для опре-
деления экспрессии Her2/neu) и PA0118, клон 
MM1, «Leica Microsystems» (для определения 
экспрессии маркера клеточной пролиферации Ki-
67).

Пролиферативная активность определялась 
в ядрах опухолевых клеток, экспрессирующих 
Ki-67. Экспрессия рецепторов к половым гор-
монам оценивалась полуколичественным спосо-
бом по шкале Оллреда, подсчету подвергалась 
только ядерная реакция. Положительной счита-
лась экспрессия РЭ и ПР при суммарном коли-
честве баллов более 3. Оценка экспрессии Her2/
neu выполнялась согласно рекомендациям [16] 
с учетом только инвазивного компонента опу-
холи. В сомнительных случаях (категории Her2 
2+) проводился FISH-анализ (флуоресцентная 
гибридизация in situ) по стандартной методике. 
По результатам иммуногистохимического ана-
лиза больных распределяли на молекулярно-био-
логические подтипы согласно рекомендациям 
RUSSCO от 2018 г. (табл. 1).

Молекулярно-генетическое исследование с 
использованием метода ОТ-ПЦР проводилось в 
научно-исследовательском отделе молекулярной 
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Таблица 1. Молекулярно-биологические подтипы РМЖ

Table 1. Molecular-biological subtypes of breast cancer

Молекулярно-биологический подтип Клинико-патологическое (суррогатное) 
определение подтипа

Люминальный А Наличие всех факторов:
РЭ положительный
РП высокий (> 20 %)
Her2/neu отрицательный
Ki-67 низкий (< 20%)

Люминальный В (Her2-отрицательный) РЭ положительный
Her2/neu отрицательный

и наличие одного из следующих факторов:
РП низкий (˂ 20 %)
Ki-67 высокий (> 30 %)

Люминальный В (Her2 положительный) РЭ положительный
Her2/neu положительный
РП любые
Ki-67 любой

Her2-позитивный (не люминальный) Her2/neu положительный
РЭ и РП отрицательные

Базальноподобный рак РЭ, РП, Her2/neu отрицательные 
(тройной негативный протоковый)
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биологии и экспериментальной терапии опухолей 
ФГБУ «Российский научный центр рентгенора-
диологии» Минздрава России. Свежеполученный 
операционный материал основного опухолевого 
узла и удаленной аксиллярной клетчатки изучал-
ся в несколько этапов: выделение мРНК из полу-
ченной ткани, реакция ОТ-ПЦР и непосредствен-
но проведение ПЦР в реальном времени. На этапе 
выделения РНК использовались коммерческие 
наборы RNeasy производства «Qiagen» (США). 
Исследуемый материал обрабатывался в соот-
ветствии с протоколом компании-производителя. 
Объем конечного раствора составлял 60 мкл со 
средней концентрацией РНК в нем 35–40 мкг/мл. 
После получения РНК немедленно проводился 
этап обратной транскрипции, для чего использо-
вали реактивы НПФ «ДНК-Технология». Реакцию 
амплификации генов ставили в разных пробирках 
в двух повторах. Амплификацию осуществляли 
в режиме «реального времени» в объеме 35 мкл 
по следующей программе: 1 цикл – 80 °С 30 с, 
94 °С 1 мин; 50 циклов – 94 °С 10 с, 64 °С 20 с, 
использовали приборы «ДТ-322» и «ДТ-964» 
производства НПФ «ДНК-Технология». Уровень 
флуоресценции измеряли на каждом цикле при 
температуре 64 °С.

Исследуемая панель включала 24 гена 
(21 функциональный и 3 контрольных), которые 
были разделены в различные функциональные 
группы, позволяющие оценить основные био-
логические характеристики опухолевых клеток: 
контроль пролиферации (KI67, CCND1, MYC, 
P16ink4A, PTEN, MYBL2, STK15, CCNB1), контроль 
апоптоза (BIRC5, TERT, BCL2, BAG1, NDRG1), 
клеточная дифференцировка/рецепторы (ESR1, 
PGR, HER2, GRB7, MGB1), клеточная адгезия 
(MMP11, CTSL2), маркер активированных макро-
фагов (CD68) и контрольные гены (B2M, GUSB, 
HPRT1).

Статистическая обработка результатов 
исследования проводилась с использованием па-

раметрического и непараметрического анализа, а 
также кластерного и дискриминантного анализа. 
Различие считалось достоверным в тех случаях, 
когда вероятность различия составляла более 
95 % (при p < 0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

По результатам морфологического иссле-
дования операционного материала у 100 (51 %) 
больных не выявлено метастатического пораже-
ния аксиллярных лимфатических узлов (N0), у 39 
(19 %) больных отмечалось вовлечение в процесс 
от 1 до 3 лимфатических узлов (N1), у 40 (20 %) – 
4–9 лимфатических узлов (N2), у 20 (10 %) – 
10 лимфатических узлов и более (N3). Следую-
щим этапом являлось изучение распределения 
больных РМЖ в зависимости от молекулярного 
подтипа опухоли и состояния регионарных лим-
фатических узлов, которое показало преоблада-
ние пациентов с люминальным типом А и триж-
ды негативным раком (26 и 24 соответственно) 
без метастатического поражения (табл. 2).

Результаты распределения больных РМЖ с 
метастатическим поражением лимфатических 
узлов в зависимости от молекулярного подтипа 
опухоли по данным ИГХ-исследования представ-
лены в табл. 3. Наибольшее количество случаев 
отмечалось при люминальном А и люминаль-
ном В Her2-негативном типах (33 и 29 % соот-
ветственно), меньшее – при люминальном В 
Her2-позитивном типе (9 %), что, вероятно, 
обусловлено небольшим количеством пациентов 
в данной группе. Частота различий молекулярных 
фенотипов основного опухолевого и пораженных 
аксиллярных лимфатических узлов составила 26 
(26 %) из 99 случаев (табл. 4). Наиболее часто 
различия отмечались в случаях РМЖ с люми-
нальным типом А – 13 случаев (50 %).

Параллельно был выполнен сравнительный 
ПЦР-анализ опухолевой ткани основного опу-
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Таблица 2. Распределение больных в зависимости от молекулярного подтипа РМЖ 
и состояния регионарных лимфатических узлов, n

Table 2. Distribution of patients depending on the molecular subtype of breast cancer 
and the state of regional lymph nodes in patients, n

Молекулярный подтип N0 N1 N2 N3

Люминальный тип А 26 16 14 3
Люминальный В (HER2-негативный) 23 14 10 5
Люминальный В (HER2-позитивный) 11 1 4 3
Трижды негативный рак 24 5 8 4
HER2-позитивный рак 16 3 4 5
Всего 100 39 40 20
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холевого узла и пораженных регионарных лим-
фатических узлов, по результатам которого ста-
тистически значимой являлась лишь экспрессия 
рецепторов CD68, ERSR1, GRB7 и MMD11. Сто-
ит отметить, что степень достоверности экспрес-
сии генов CTSL2, MYC и PTEN составляла менее 
0,1 (табл. 5).

Выбор адекватной системной терапии у боль-
ных РМЖ является залогом успешного лечения, 
проявляющегося увеличением показателей об-
щей и безрецидивной выживаемости. К сожале-
нию, существующая в настоящее время тенден-
ция анализа только первичного опухолевого узла 
не оправдывает себя в отношении адекватности 
планирования предстоящей терапии. В связи с 
этим все большее внимание в мировом сообще-
стве направлено на необходимость совокупного 
анализа молекулярных характеристик как основ-
ной опухоли, так и метастатических очагов.

Наиболее существенным результатом, полу-
ченным в данной работе, явилась достаточно 

высокая частота расхождения результатов моле-
кулярного типирования основного опухолевого 
узла и метастатических регионарных лимфати-
ческих узлов с наибольшим количеством разли-
чий при люминальном типе А РМЖ, имеющем 
изначально благоприятные характеристики и не 
требующем в большинстве случаев дополнитель-
ных методов системного воздействия помимо 
гормональной терапии. Тем не менее экспрессия 
таких важных для молекулярного типирования 
и прогноза заболевания генов, как KI67, TERT, 
HER2 и EGFR, в исследуемых фрагментах ткани 
первичной опухоли и пораженных лимфатиче-
ских узлах не различалась, что также могло быть 
обусловлено отсутствием использования методов 
микродиссекции в подготовке препаратов. Одна-
ко полученные результаты еще раз подтверждают 
несовершенство распределения РМЖ только на 
основании данных ИГХ-исследования и диктуют 
необходимость применения дополнительных ме-
тодов диагностики.

Таблица 3. Молекулярные фенотипы опухоли в метастатических лимфатических узлах 
по результатам ИГХ-исследования у больных РМЖ

Table 3. Tumor molecular phenotypes in metastatic lymph nodes according to the results 
of an immunohistochemical study in patients with breast cancer

Молекулярный подтип РМЖ
Количество случаев

n %

Люминальный тип А 33 33
Люминальный В (HER2-негативный) 29 29
Люминальный В (HER2-позитивный) 8 9
Трижды негативный рак 17 17
HER2-позитивный рак 12 12
Всего 99 100

Таблица 4. Частота различий молекулярных фенотипов основного опухолевого узла и пораженных 
лимфатичеких узлов, определяемых методом ИГХ, у больных РМЖ

Table 4. The frequency of differences in molecular phenotypes of the main tumor node and the affected 
lymph nodes determined by the immunohistochemistry in patients with breast cancer

Молекулярный фенотип основного 
опухолевого узла

Молекулярный фенотип пораженного 
лимфатического узла

Количество случаев
n %

Люминальный тип А Люминальный В (HER2-негативный) 13 50
Люминальный В (HER2-негативный) HER2-позитивный рак 1 4
Люминальный В (HER2-позитивный) HER2-позитивный рак 5 19
Люминальный В (HER2-негативный) Люминальный тип А 2 8
Люминальный В (HER2-негативный) Трижды негативный рак 1 4
Люминальный В (HER2-негативный) Люминальный В (HER2-позитивный) 3 11
Трижды негативный рак HER2-позитивный рак 1 4
Всего 26 100
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, выполненные исследования 
продемонстрировали достаточно высокую часто-
ту расхождения в данных ИГХ-анализа опухо-
левой ткани первичной опухоли и пораженных 
лимфатических узлов (26 %). В то же время про-
ведение дополнительного анализа с использова-
нием ОТ-ПЦР исследования не выявило суще-
ственных изменений экспрессии таких значимых 
генов, как PGR, HER2 и KI67. Все это свидетель-
ствует о необходимости комплексного подхода и 
проведения дополнительных методов диагности-
ки РМЖ, что, несомненно, повысит качество пла-
нирования и эффективность системного лечения 
у больных раком молочной железы.
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