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Резюме. Проведены иммуногистохимические ис-
следования 691 инвазивной протоковой карциномы 
молочной железы, получено 5 групп, каждая из ко-
торых имеет свой индивидуальный молекулярно-
биологический профиль. Анализ показал, что у па-
циенток с карциномой определяется Люминальный 
А подтип в 28,4% случаев, Люминальный В подтип 
— в 26,9%, Люминальный В (HER2-) негативный — 
в 26,9% и HER2-позитивный подтип — в 8,8% слу-
чаев. Гиперэкспрессия Тор2а не выявлена только в 
Люминальном А подтипе. В тройном негативном и 
HER2+ подтипах наблюдались самые высокие уров-
ни экспрессии Тор2а (27,8% и 21,3% соответствен-
но). Во всех подтипах рака молочной железы выяв-
лена корреляционная связь между экспрессией То-
р2а и Ki-67. Слабая корреляционная связь экспрессии 
Тор2а с HER2 обнаружена как в HER2- позитивных, 
так и HER2-негативных опухолях (в тройном негатив-
ном подтипе (r=0,71) и в Люминальном В (HER2+) 
(r=0,69).
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Abstract. Molecular-genetic classification of breast 
cancer developed on the basis of immunohistochemical 
study of four markers, (ER receptors, PR, Her2+ /neu, 
Ki-67), which is used to decide on the advisability of the 
appointment of hormonal and chemotherapy. With the help 
of computer programs was conducted IHC analysis study 
of 691 blocks invasive carcinomas: 5 cluster groups were 
obtained, each of which had its own individual profile 
IHC. The analysis showed that the predominant subtype 
of breast cancer is the Luminal A (28.4%), the Luminal B 
(HER2-) negative (26.9%) and HER2 - positive (8.8%). 
Number of cases of Luminal B subtype of breast cancer 
(26.9%). Overexpression of Tor2a not found only in 
the Luminal A subtype. The triple negative and HER2+ 
subtypes experienced the highest levels of expression 
Top2a (27.8% and 21.3%, respectively). As in all subtypes 
statistically significant correlation between the expression 
of Top2a and Ki-67. The weak correlation between the 
expression of Top2a with HER2 is found in HER2- 
positive and HER2- negative tumors (in the triple negative 
subtype (r = 0,71) and Luminal B (HER2+) (r = 0,69).
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Актуальность
Установлено, что молекулярно-биологические под-

типы рака молочной железы (РМЖ) отличаются раз-
личным характером течения, по-разному поддаются 
химиотерапии и имеют неодинаковый прогноз. Сур-
рогатная молекулярно-генетическая классификация 
РМЖ на основе иммуногистохимического исследо-
вания четырех маркеров (рецепторы к эстрогену, про-
гестерону, Her2+/neu, Кi-67) принята экспертами на 
конференции в Сент-Галлене в 2011 г. и уточнена в 
2013 г., 2015 г., используется в настоящее время для 
решения вопроса о целесообразности назначения гор-
мональной и химиотерапии [1, 2, 3]. Согласно лите-

ратурным данным, Люминальный А подтип диагно-
стируется у 30–59% пациенток. Это эстроген- зависи-
мые опухоли, HER2- негативные, Ki-67 меньше 20%; 
менее агрессивны, характеризуется лучшим прогно-
зом, характерен более поздний возраст больных на 
момент постановки диагноза. Люминальный B под-
тип встречается в 6-19% случаев РМЖ. Опухоль экс-
прессирует: ER+/PR+; Ki-67 больше 20%. Это более 
агрессивный рак, для которого характерен молодой 
возраст больных, высокий пролиферативный индекс, 
большой размер опухоли и поражение лимфатиче-
ских узлов, имеется амплификация гена HER2, а так-
же гиперактивация ключевых промоторов клеточно-
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го цикла (Сyclin E1) и клеточного роста — топоизоме-
раза 2а (TOP-IIа). HER2-позитивный подтип (не лю-
минальный) встречается у 7–15% пациенток. В опухо-
ли Ki-67> 20%; активирован HER2 сигнальный путь. 
Это эстроген- независимые агрессивные опухоли с 
высоким пролиферативным индексом, большой раз-
мер опухоли, вовлечение лимфатических узлов, высо-
кая вероятность метастазирования. Тройной негатив-
ный подтип встречается в 15–39% случаев РМЖ. Это 
эстроген и HER2-негативные, агрессивные опухо-
ли, для которых характерны молодой возраст пациен-
ток, высокий пролиферативный индекс, большой раз-
мер опухоли, поражение лимфатических узлов. Па-
циентки с HER2+ и трижды негативным подтипами, 
как правило, моложе и имеют опухоли более высокой 
степени злокачественности и более низкую выжива-
емость. Наличие экспрессии рецепторов стероидных 
гормонов с большой вероятностью предсказывают ре-
акцию на тамоксифен. Гиперэкспрессия HER2+ свя-
зана с более низким уровнем ER и резистентностью 
к тамоксифену [4], а тройные негативные опухоли ча-
сто чувствительны к таксанам, препаратам платины и 
антрациклинам [5]. Данный подтип имеет пик ранне-
го рецидива в течение трех лет после постановки ди-
агноза, однако редко происходят повторные рециди-
вы [6, 7, 8, 9]. Тройной негативный рак связан с более 
высоким уровнем экспрессии Ki-67, чем другие под-
типы, что связано с особенностями его развития и со-
хранением в ткани опухоли значительного пула опу-
холевых стволовых клеток [10, 11]. Гиперэкспрессия 
Ki-67 неоднократно подтвержденный независимый 
прогностический фактор при РМЖ на ранней стадии 
[12,13,14]. РМЖ с гиперэкспрессией Ki-67 лучше ре-
агирует на химиотерапию [15], но связан с более пло-
хим прогнозом [16, 17].

Экспрессия TOP2а может рассматриваться в каче-
стве пролиферативного маркера, который характери-
зует быстрорастущие подтипы опухолей [18], получе-
ны первые сведения о том, что эспрессия TOP2а бо-
лее выражена в агрессивных подтипах РМЖ [19]. Бе-
лок TOP2а считается суррогатным маркером проли-
ферации клеток, а его экспрессия ассоциирована с вы-
сокой степенью злокачественности опухоли и отсут-
ствием рецепторов гормонов [20]. Экспрессия TOP2a 
обычно связана с высокой пролиферативной активно-
стью и быстро растущими подтипами опухолей,  уста-
новлено отсутствие корреляции с ее амплификацион-
ным статусом [21]. 

Материалы и методы исследования
Материалом для исследования послужили ткани 

опухоли 691 пациентки с различными молекулярно-
биологическими подтипами инвазивного протоково-
го рака молочной железы; у 196 (28,4 %) был опреде-
лен Люминальный А подтип, у 61 (8,8 %) — Люми-
нальный В (HER2 +), у 186 (26,95) — Люминальный 
В (HER2 -), у 86 (12,5%) HER2, у 162 (23,4%) – трой-
ной негативный рак. Весь собранный материал иссле-
довался гистологическим, иммуногистохимическим 
(ИГХ) и статистическими методами на базе патолого-

анатомического отделения ГАУЗ СО «Институт меди-
цинских клеточных технологий» на депарафинизиро-
ванных срезах с использованием автоматической си-
стемы Universal Staining System Autosteiner Dako (Да-
ния). Для ИГХ исследования материал фиксировали 
в 10% нейтральном формалине не более 24 часов, за-
тем подвергали стандартной иммуногистохимической 
окраске. Демаскировка антигенных детерминант про-
водилась в миниавтоклаве Pascal (DakoCytomation), 
условия: 10 мин. при 15 psi (121°C) в Target Retrival 
Solution (Dako, S1699). Использовали систему визу-
ализации EnVision+ Dual Link System — HRP (Dako, 
К4061). Антигенреактивные клетки контрастировали 
хромогенным субстратом (3,3-диаминобензидин в бу-
ферном растворе — DAB). DAB-позитивные клетки 
идентифицировали по коричневому окрашиванию их 
ядер. Проводили постановку негативного контроля на 
тех же срезах исследуемой группы. Оценку ИГХ ре-
акции проводили с путем определения % клеток, ядра 
которых экспрессируют исследуемые антигены [22]. 
Экспрессия протеина HER-2 оценивалась ИГХ мето-
дом с использованием Hercep-Test™ в соответствии с 
инструкцией производителя с использованием анти-
тел, буферов, визуализационных связывающих систем 
DAKO (Dako, Denmark). Для исследования статуса 
HER2 использовали поликлональные кроличьи анти-
человеческие антитела C-ErbB-2. Проводилось 15-ми-
нутное автоклавирование для освобождения эпитопа 
в цитратном буферном растворе с рН=7. Визуализаци-
онная система EnVision Systems на основе полимер-
ферментного коньюгата (Dako, Denmark). 

Определение экспрессии на клетках опухоли осу-
ществлялось с использованием: Anti-Topoisomerase 
II alpha antibody Rabbit monoclonal (Clone EP1102Y, 
Abcam), кроличьих моноклональных антител с-erb-2/
HER-2 (Clone 4B5, Ventana, США). Для определения 
ядерного индекса пролиферации опухоли использо-
вались кроличьи моноклональные античеловеческие 
антитела KI-67 Antigen (Clone SP6, Spring Bioscience, 
США), рецепторов эстрогена и прогестерона на ядрах 
клеток опухоли с помощью кроличьих моноклональ-
ных античеловеческих антител Estrogen Receptor 
(Clone SP1, Spring Bioscience, США), Progesterone 
Receptor (Clone SP2, Spring Bioscience, США). 

ИГХ оценка экспрессии белка HER-2, проводилась 
по системе критериев DAKO: 0 (отсутствие окраски 
мембран клеток), 1+ (окрасилось менее 10% клеток), 
2+ (окрасилось 10-30% клеток), 3+ (окрасилось более 
30% клеток). Полуколичественная оценка ИГХ прово-
дилась согласно критериям D.C. Allred et. al. (от 0 до 
8 баллов); ER+/PR+ позитивными опухоли считаются 
при сумме баллов 3 и более. Уровень маркера проли-
ферации клеток опухоли Ki-67 и белка TOP2a опреде-
ляли по процентному отношению числа окрашенных 
ядер опухолевых клеток ко всем клеткам РМЖ [23].

Результаты исследования
Проведен анализ полученных данных ИГХ иссле-

дования 691 блоков инвазивных протоковых карци-
ном, получено 5 групп, каждая из которых имела свой 
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индивидуальный ИГХ профиль. Проведенный ана-
лиз показал, что доминирующим подтипом РМЖ яв-
ляется Люминальный А подтип, который определялся 
в 28,4% всех случаев, Люминальный В (HER2-) нега-
тивному — в 26,9%, тройной негативный подтип — в 
23,4%, HER2+ подтип — в 12,5% и Люминальный В, 
HER2 — позитивный — в 8,8% случаев (Таб. 1).

 Таблица 1
Средний уровень экспрессии фермента 

топоизомераза-IIа в молекулярно-биологических под-
типах РМЖ 

Table 1
The average level of expression of the enzyme in 

topoizomeraza-IIa molecular biology of breast cancer 
subtypes

Молекулярно- биоло-
гический подтип РМЖ / 
Molecular biological subtype 
of breast cancer

Количество под-
типов РМЖ/ The 
number of breast 
cancer subtypes

Средний уро-
вень экспрес-
сии Top2a (%)/

Mid Top2a 
expression (%)абс. %

Люминальный А / 
The luminal A 196 28,4 6,74

Люминальный В (HER2-) / 
The luminal В (HER2-) 186 26,9 19,27

Люминальный В (HER2+) / 
The luminal В (HER2-) 61 8,8 19,46

HER2+ (нелюминальный) / 
HER2 + (non-lyuminalny) 86 12,5 21,35

Тройной негативный рак / 
Triple Negative Cancer 162 23,4 27,79

Самый высокий уровень экспрессии ТОР2а опреде-
ляется в группе трижды негативного подтипа (27,8%), 
самый низкий — в Люминальном А подтипе (6,74%) 
по сравнению со средним уровнем всей выборки 
(17,09%). Во всех остальных подтипах уровень экс-
прессии ТОР2а достоверно не отличается от средне-
го уровня (Рис. 1.). 

Рис. 1. Средний уровень экспрессии фермента 
топоизомераза-IIа в молекулярно-биологических под-
типах РМЖ 

Fig. 1. The average level of expression of the enzyme 
in topoizomeraza-IIa molecular-biological subtypes of 
breast cancer

 
Уровень экспрессии Тор2а в подтипах РМЖ: 1 — 

HER2+ (нелюминальный), 2 — Тройной негативный 
рак (ТНР), 3 — Люминальный А, 4 — Люминальный В 
(HER2-), 5 — Люминальный В (HER2+) 

Top2a expression level in breast cancer subtypes: 1 — 
HER2 +, Triple negative cancer 2 — (THP), 3 — Luminal A, 
4 — Luminal (HER2-), 5 — Luminal (HER2 +).

 
Во всех подтипах РМЖ выявлена корреляция между 

экспрессией ТОР2а и Ki-67 (Табл. 2–6). Самая силь-
ная положительная корреляционная связь между То-
р2а и Ki-67 обнаружена в тройном негативном под-
типе (r=0,71) и в Люминальном В (HER2+) (r=0,69). 
В этих же подтипах обнаружена слабая корреляцион-
ная связь между экспрессией ТОР2а и HER2 (r=0,30; 
r=0,35 соответственно). Корреляция выявлена между 
экспрессией ТОР2а и Ki-67 в HER2+ (не люминаль-
ном) подтипе (r=0,66). 

Таблица 2
Корреляция между ИГХ маркерами в Люминальном А подтипе РМЖ 

Table 2
The correlation between IHC markers in the luminal A subtype of breast cancer

 ЭР ПР HER-2 Ki-67 TOP2A T N M
ЭР 1,000000 -0,102194 0,088142 -0,056984 -0,117174 -0,021573 -0,184009  
ПР -0,102194 1,000000 -0,050948 -0,008995 0,001167 0,017422 -0,038067  

HER-2 0,088142 -0,050948 1,000000 0,019444 0,028408 -0,017942 0,122277  
Ki-67 -0,056984 -0,008995 0,019444 1,000000 0,408934 0,083518 0,103609  

TOP2A -0,117174 0,001167 0,028408 0,408934 1,000000 -0,036268 -0,027427  
T -0,021573 0,017422 -0,017942 0,083518 -0,036268 1,000000 0,350371  
N -0,184009 -0,038067 0,122277 0,103609 -0,027427 0,350371 1,000000  
M        1,000000

DOI: 10.22138/2500-0918-2016-14-4-30-37
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Таблица 3
Корреляция между ИГХ маркерами в Люминальный В (HER2-) подтипе РМЖ 

Table 3
The correlation between IHC markers in the luminal B (HER2-) subtype of breast cancer

  ЭР  ПР  HER-2  Ki-67  TOP2A T N M
 ЭР 1,000000 0,120487 0,011057 -0,029926 0,077059 -0,008597 -0,035932 -0,187422
 ПР 0,120487 1,000000 0,078582 0,113151 0,062807 -0,070897 -0,057079 -0,043749

HER-2 0,011057 0,078582 1,000000 -0,060231 -0,104101 -0,057254 -0,088012 0,001367
 Ki-67 -0,029926 0,113151 -0,060231 1,000000 0,375301 0,101721 0,025384 0,074006

 TOP2A 0,077059 0,062807 -0,104101 0,375301 1,000000 0,108353 -0,024469 0,016544
T -0,008597 -0,070897 -0,057254 0,101721 0,108353 1,000000 0,288946 0,211486
N -0,035932 -0,057079 -0,088012 0,025384 -0,024469 0,288946 1,000000 0,049540
M -0,187422 -0,043749 0,001367 0,074006 0,016544 0,211486 0,049540 1,000000

Таблица 4
Корреляция между ИГХ маркерами в Люминальный В (HER2+) подтипе РМЖ 

Table 4
The correlation between IHC markers in the luminal B (HER2+) breast cancer subtype

  ЭР  ПР  HER-2  Ki-67 TOP2A T N M
 ЭР 1,000000 0,206501 0,000954 0,112678 -0,071451 0,075133 0,120210  
 ПР 0,206501 1,000000 -0,047279 0,216749 0,186657 -0,052783 0,017417  

 HER-2 0,000954 -0,047279 1,000000 0,357830 0,241178 -0,185194 -0,053101  
 Ki-67 0,112678 0,216749 0,357830 1,000000 0,692338 -0,052474 0,146391  

 TOP2A -0,071451 0,186657 0,241178 0,692338 1,000000 -0,136033 0,049760  
T 0,075133 -0,052783 -0,185194 -0,052474 -0,136033 1,000000 0,214583  
N 0,120210 0,017417 -0,053101 0,146391 0,049760 0,214583 1,000000  
M        1,000000

Таблица 5
Корреляция между ИГХ маркерами в тройном негативном подтипе РМЖ 

Table 5
The correlation between IHC markers in the triple negative subtype of breast cancer

  ЭР  ПР  HER-2  Ki-67  TOP2A T N M
 ЭР 1,000000 -0,033532 0,026121 0,017814 -0,057887 0,035753 0,047992 -0,010303
ПР -0,033532 1,000000 -0,019651 -0,223392 -0,189459 0,005282 -0,043884 -0,020215

 HER-2 0,026121 -0,019651 1,000000 -0,309499 -0,243457 0,036251 0,068207 0,120759
 Ki-67 0,017814 -0,223392 -0,309499 1,000000 0,711433 0,059607 0,014528 -0,040625

 TOP2A -0,057887 -0,189459 -0,243457 0,711433 1,000000 0,036771 0,003428 0,029658
T 0,035753 0,005282 0,036251 0,059607 0,036771 1,000000 0,477052 0,136150
N 0,047992 -0,043884 0,068207 0,014528 0,003428 0,477052 1,000000 0,087896
M -0,010303 -0,020215 0,120759 -0,040625 0,029658 0,136150 0,087896 1,000000

Таблица 6
Корреляция между ИГХ маркерами в HER2+ (нелюминальный) подтипе РМЖ 

Table 6
The correlation between IHC markers in HER2 + (nelyuminalny) subtype of breast cancer

  ЭР  ПР  HER-2  Ki-67  TOP2A T N M
 ЭР 1,000000 0,283333 -0,085402 0,224300 0,241573 -0,054681 -0,007612 -0,029704
 ПР 0,283333 1,000000 -0,085402 0,187225 0,193259 0,014444 -0,116361 -0,029704

 HER-2 -0,085402 -0,085402 1,000000 0,088942 0,170530 0,007690 0,037487 0,032287
 Ki-67 0,224300 0,187225 0,088942 1,000000 0,666819 -0,179215 -0,051819 -0,074886

 TOP2A 0,241573 0,193259 0,170530 0,666819 1,000000 -0,098489 -0,056418 0,011040
T -0,054681 0,014444 0,007690 -0,179215 -0,098489 1,000000 0,235265 0,044131
N -0,007612 -0,116361 0,037487 -0,051819 -0,056418 0,235265 1,000000 0,180897
M -0,029704 -0,029704 0,032287 -0,074886 0,011040 0,044131 0,180897 1,000000
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Также в этом подтипе обнаружена слабая корре-
ляционная связь между экспрессией ТОР2а и ER 
(r=0,24) и между ТОР2а и Ki-67 (r=0,22). Слабая кор-
реляция между экспрессией ТОР2а и Ki-67 выявлена 
в Люминальном В(HER2-) и Люминальном А (r=0,37, 
r=0,40 соответственно) подтипах, а также с клиниче-
скими показателями, которые отражают клеточный 
рост, пролиферацию и злокачественность опухоли, 
размером опухоли и наличием регионарных метаста-
зов (r=0,28, r=0,35).

Выводы: 
1. При инвазивном протоковом раке молочной желе-

зы во всех молекулярно-генетических подтипах опре-
деляется экспрессия топоизомеразы 2а. 

2. Уровень экспрессии Тор2а при Люминальном А 
подтипе достоверно ниже (6,74%) по сравнению со 
средними значениями по всем случаям (17,09%).

3. Самые высокие уровни экспрессии Тор2а обна-
ружены в трижды негативном и HER2+ подтипах 
(27,8% и 21,3% соответственно).

4. Во всех молекулярно-генетических подтипах 
РМЖ имеется сильная положительная корреляцион-
ная связь между экспрессией Тор2а и Ki-67.

5. Слабая корреляционная связь экспрессии То-
р2а с HER2 выявлена как в HER2- позитивных, так и 
HER2- негативных опухолях.
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