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Резюме. Цель исследования — оценить изменения 
рецепторного аппарата клеток рака молочной желе-
зы при создании клеточной культуры Люминального 
B подтипа. Материалы и методы. Из опухоли при-
готавливали гистологические препараты, проводили 
иммуногистохимические исследования по стандарт-
ной методике для установления подтипа рака. Имму-
ногистохимические реакции проводили в автостейне-
ре “Ventana”, США. Часть опухоли диссоциировали, 
полученные опухолевые клетки культивировали на 
протяжении 5 пассажей. Клетки выделяли с исполь-
зованием трипсина с ЭДТА (0,25%), диспазы и 200 
мкл ДНКазы I (концентрация 1 мг/мл). Для получения 
культуры маммосфер разводили клеточный осадок в 
полной среде Mammocult, переносили в неадгезив-
ный планшет. Посевная доза — не более 4×103 кле-
ток/см2. Для получения культуры опухолевых клеток 
эпителиальной природы последние высаживались на 
культуральный пластик, покрытый тонким слоем кол-
лагена. Клеточный осадок разводили в полной сре-
де Epi-Cult-В с добавлением 5% FBS. Посевная доза 
1-5×104 клеток/см2. Инкубировали 24 часа при 37°С и 
5% СО2, затем заменяли среду на бессывороточную. 
Клетки для проведения иммуноцитохимических ис-
следований наносились на положительно заряженные 
адгезивные стекла, Superfrost Plus (Thermo scientific, 
Германия), фиксировались и окрашивались по обыч-
ной методике на автостейнере. Результаты. Цитоло-
гическая картина полученных клеток сходна с клетка-
ми исходного рака молочной железы, клетки имеют 
высокое отношение объёма ядра к цитоплазме. Струк-
тура полученных одиночных клеток напоминает фи-
бробласты и не отличается на всех этапах культиви-
рования. Для подтверждения эпителиальной природы 
культивируемых клеток, каждый пассаж тестировал-
ся на экспрессию цитокератинов. Во всех пяти пасса-
жах экспрессия цитокератинов обнаружена на боль-

Abstract. Objective. To assess the changes in the 
receptor apparatus of breast cancer cells when creating 
a cell culture of the Luminal B subtype. Materials and 
methods. Histological specimens were prepared from 
the tumor, immunohistochemical studies were carried 
out according to standard methods to establish the 
cancer subtype. Immunohistochemical reactions were 
performed at Ventana, the United States. Part of the 
tumor was dissociated, the tumor cells were isolated 
and cultured for 5 passages. Cells were isolated using 
trypsin with EDTA (0.25%), dyspase, and 200 μl DNase 
I (concentration 1 mg / ml). To obtain the culture of 
mammospheres, the cell pellet was diluted in complete 
Mammocult medium, and transferred to a non-adhesive 
plate. Seeding density was no more than 4x103 cells 
/ cm2. To obtain a culture of tumor cells of epithelial 
nature, the latter were planted on tissue culture plastic, 
covered with a thin layer of collagen. The cell pellet was 
diluted in complete Epi- Cult-B medium supplemented 
with 5% FBS. The seeding density was 1-5*104 cells / 
cm2. The culture was incubated for 24 hours at 37°C 
and 5% CO2, then the medium was replaced with serum-
free medium. Cells for immunocytochemical studies 
were deposited on positively charged adhesive glasses, 
Superfrost Plus (Thermo scientific, Germany), fixed and 
stained in the usual way using an autostainer. Results. 
The cytological picture of the cells obtained was similar 
to the cells of the original breast cancer. The cells had 
a nuclear-cytoplasmic ratio. The shape of the obtained 
single cells resembled fibroblasts and did not differ at all 
stages of cultivation. To confirm the epithelial nature of 
the cultured cells, each passage was tested for cytokeratin 
expression. In all five passages, cytokeratin expression 
was detected in most cultured cells. In the 4th passage, the 
cell culture was the most dense, the cells had a rounded 
shape, the nuclei differed in size and shape, the amount of 
cytoplasm varied. There were several monolayer clusters, 
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шинстве культивируемых клеток. На четвертом пасса-
же культура клеток наиболее плотная, ядра клеток от-
личаются по размерам и форме, количество цитоплаз-
мы варьирует. Местами образовался монослой, мор-
фология клеток соответствует клеткам рака молочной 
железы. В ходе работы получили культуры клеток, ко-
торые существенно отличаются рецепторным аппара-
том, соответствуют разным иммуногистохимическим 
подтипам рака молочной железы. Только в результате 
третьего пассажа получили иммуногистохимический 
подтип, соответствующий первичной опухоли. Пер-
вый, второй и четвертый пассажи дали культуру кле-
ток, с фенотипом характерным для тройного негатив-
ного рака молочной железы, отличающуюся от пер-
вичной опухоли высокой пролиферацией и отсутстви-
ем рецепторов. Таким образом, в результате выпол-
ненного исследования выявлено, что рецепторный ап-
парат культивируемых клеток рака молочной железы 
Люминального B подтипа может меняться после каж-
дого пассажа. 

Ключевые слова: рак молочной железы, ре-
цепторный аппарат, клеточное культивирование, 
молекулярно-биологический подтип, Люминальный 
В подтип

the cell morphology corresponded to breast cancer cells. 
In the course of the work, cell cultures were obtained, 
which differed significantly in receptor apparatus, and 
therefore, belonged to different immunohistochemical 
subtypes. Only as a result of the third passage, an 
immunohistochemical subtype corresponding to the 
primary tumor was obtained. The first, second and 
third passages gave a cell culture, with a phenotype 
characteristic of triple negative breast cancer, differing 
from the primary tumor by high proliferation and the 
absence of receptors. Thus, as a result of the study, it was 
revealed that the receptor apparatus of cultured breast 
cancer cells of the Luminale B subtype may change after 
each passage.

Keywords: breast cancer, receptor apparatus, cell 
cultivation, molecular biological subtype, Luminal B 
subtype
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Рак молочной железы (РМЖ) гетерогенное забо-
левание, этиология и закономерности развития, про-
грессии которого до сих пор до конца не установле-
ны. Для изучения свойств этих опухолей использу-
ются методы, основанные на определении экспрес-
сии клеточных рецепторов в операционном материа-
ле. Однако такое исследование затрудняет выявление 
генетических особенностей данного случая, а также 
исключает возможность тестирования возможной эф-
фективности назначаемого препарата конкретной па-
циентке. Сегодня востребована экспериментальная 

модель, созданная для конкретного случая: первич-
ная клеточная культура опухоли с последующим вы-
делением и поддержанием клеточной линии опухоли 
данной пациентки. Такая модель может быть исполь-
зована для различных исследований: для генетиче-
ского анализа, Днк метилирования, подбора чувстви-
тельности опухолевых клеток к лекарственным пре-
паратам. Такие модели снимают ряд этических про-
блем, такими моделями легко манипулировать, зная 
их молекулярно-биологическую характеристику. Они 
могут быть использованы для изучения внутрикле-
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точных сигнальных путей и выявления «критиче-
ских» генов, вовлеченных в канцерогенез. Это дает 
важную комплексную информацию о полигенетиче-
ской структуре конкретного случая, а также раскры-
вает молекулярно-биологические механизмы, активи-
руемые при развитии опухоли. Характеристика опу-
холевых клеточных линий имеет также существенное 
значение при разработке новых проотивоопухолевых 
препаратов, а также корректировки имеющихся схем 
терапии для конкретного случая, входящего в опре-
деленный молекулярно-генетический подтип. Одна-
ко существуют и недостатки культивирования опухо-
левых клеточных линий. Клеточные линии склонны к 
генотипическому и фенотипическому дрейфу во вре-
мя их постоянного культивирования. Такая особен-
ность проявляется у наиболее часто используемых 
клеточных линий, особенно тех, которые сохраняют-
ся в банках клеток в течение многих лет. Гетероген-
ность может возникать и вызывать фенотипические 
изменения во времени в результате отбора наиболее 
быстро растущих клонов в популяции [1]. Кроме то-
го, при культивировании всегда существует опасность 
кросс-контаминации и получения ложных клеточных 
линий, поэтому важнейшим этапом при культивиро-
вании клеточных линий является их постоянная про-
верка и идентификация. Для сортировки полученных 
клеточных линий в настоящее время применяется им-
мунотипирование, иммуногистохимическая иденти-
фикация, в том числе и для рака молочной железы. 
Чаще всего выделяют 4 иммуногистохимических под-
типа РМЖ: Люминальнай А, Люминальный Б, HER-2 
позитивный, Тройной негативный подтипы [3]. Одна-
ко имеются наблюдения, позволяющие сделать вывод 
что первоначальный иммуногистохимический подтип 
опухоли в ходе создания и последующего поддержа-
ния клеточной линии может претерпевать существен-
ные генетические и эпигенетические трансформации, 
что, в конечном итоге, приводит даже к смене подти-
па опухоли [2, 4-12]. В своей работе мы постарались 
проследить возможные изменения рецепторного ап-
парата клеток рака молочной железы при культивиро-
вании на протяжении 5 пассажей. 

Цель исследования — оценка возможных измене-
ний рецепторного аппарата клеток рака молочной же-
лезы при создании клеточной культуры Люминально-
го B подтипа. 

Материалы и методы
Из опухоли приготавливали гистологические препа-

раты, проводили иммуногистохимические исследова-
ния по стандартной методике для установления под-
типа рака. Часть опухоли молочной железы была дис-
социирована, опухолевые клетки были выделены и 
культивированы на протяжении 5 пассажей. 

Гистологический метод
Материал фиксировали в 10% растворе нейтрально-

го формалина в течение 1-2 суток, осуществлена его 
проводка по спиртам, после чего материал был залит 
в парафиновые блоки. Изготовление серийных сре-
зов толщиной 4 мкм осуществляли на ротационном 
микротоме Microm HM340 (MICROM Labor gerate 
Gmbh) с системой переноса срезов. После депарафи-
низации производили гистологическую окраску с по-
мощью гематоксилина Майера и эозина.

Культивирование клеток опухоли.
Диссоциация тканей:
1. Измельченый фрагмент ткани, помещали в рас-

твор коллагеназы/гиалуронидазы (разводится в пол-
ной среде Epi-Cult-C или в смеси DMEM/F-12).

2. Ткань в растворе коллагеназы помещали на шей-
кер и инкубировали при 37°С около 16 часов, до рас-
творения крупных фрагментов ткани.

3. Диссоциированную ткань помещали в 50-миллили-
тровую пробирку, центрифугировали 30 секунд при 80g.

4. Удаляли плавающий на поверхности слой жира. 
Получен осадок А.

5. Супернатант переносили в другую 50-миллили-
тровую пробирку, центрифугировали 3 минуты при 
200g. Полученный осадок В содержал эпителиаль-
ные, стромальные клетки и эритроциты.

6. Центрифугировали супернатант в новой пробирке 
в течение 5 минут при 350g. Полученный осадок со-
держал фибробласты молочной железы.

Дальнейшее выделение клеток:
1. Добавляли к осадку А 1-5 мл теплого трипсина с 

ЭДТА (0,25%), ресуспендировали клетки пипеткой, за-
тем, в течение 1-3 минут 1-миллилитровым дозатором. 
Смесь должна стать тягучей из-за лизиса мертвых кле-
ток и высвобождения ДНК. Можно использовать и 
осадок В, но полученная из него культура будет более 
гетерогенной, с примесью эпителиальных клеток.

2. Добавляли 10 мл холодного раствора Хенкса с 2% 
FBS (далее эта смесь будет называться HF), центри-
фугировали 5 минут при 350g.

3. Удалили как можно больше супернатанта. Клет-
ки могут выглядеть как «тягучая субстанция», плава-
ющая в HF.

4. Добавляли 2 мл теплой диспазы и 200 мкл ДНКа-
зы I (концентрация 1 мг/мл). Перемешивали 1-милли-
литровым дозатором в течение 1 минуты. Если обра-
зец оставался тягучим, добавляли еще 100 мкл ДНКа-
зы.

5. Добавляли 10 мл холодного HF, фильтровали че-
рез 40-мкм фильтр в новую 50-миллилитровую про-
бирку. Центрифугировали 5 минут при 350g, удаляли 
супернатант.

Получение культуры маммосфер:
1. Разводили клеточный осадок в полной среде 

Mammocult, переносили в неадгезивный планшет. По-
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севная доза – не более 4×103 клеток/см2.

2. Инкубировали 7 дней при 37°С и 5% СО2.
3. Подсчитывали количество маммосфер с диаме-

тром более 60 мкм.
Пересев культуры маммосфер:
1. Собирали культуральную жидкость с маммосфе-

рами в 50-миллилитровую пробирку. Центрифугиро-
вали 5 минут при 350g, удаляли супернатант.

2. Разводили осадок в 0,5-1 мл теплого трипсина с 
ЭДТА (0,25%), ресуспендировали 1-миллилитровым 
дозатором.

3. Добавляли 5 мл холодного HF, центрифугировали 
5 минут при 350g, удалялли супернатант.

4. Осадок разводили в среде, сеяли клетки.
Получение культуры эпителиальных опухолевых 

клеток:
1. Разводили клеточный осадок в полной среде Epi-

Cult-В с добавлением 5% FBS. Посевная доза 1-5×104 

клеток/см2.
2. Инкубировали 24 часа при 37°С и 5% СО2, затем 

меняли среду на бессывороточную

Иммуногистохимический метод
Иммуногистохимическая реакции проводили в ав-

тостейнере “Ventana”,USA. Для определения подтипа 
РМЖ проведили иммуногистохимические исследова-
ния с использованием положительно заряженных ад-
гезивных стекл Superfrost Plus (Thermo scientific, Гер-
мания). Для определения экспрессии HER-2/neu на 
клетках опухоли использовали моноклональные ан-
титела Ventana anti-Her/2neu 4B5 Rabbit Monoclonal 
primary Antibody (Ventana, США), рецепторов Эстро-
гена (Estrogen receptor) и Прогестерона (Progesterone 
receptor) на ядрах клеток опухоли — с помощью мо-
ноклональных антител Confirm anti-Estrogen Receptor 
(SP1), Monoclonal Rb Anti-Progesterone Receptor (SP2) 
(Spring, США). Для определения индекса пролифера-
ции опухоли использовались антитела Rb Anti-KI-67 
(SP6) (Spring, США). Все пассажи тестировались на 
принадлежность к эпителиальным с помощью ан-
титела anti-Pan Keratin (AE1/AE3/PCK26) Primary 
Antibody (Roche diagnostics, США) [13]. Оценку реак-
ции осуществляли на роботизированном микроскопе 
“Zeiss ImagerM” (Германия). 

Результаты исследования
В работе использован материал от пациентки ра-

ком молочной железы G3, T2N1M0. По итогам имму-
ногистохимического исследования выявлена экспрес-
сия рецепторов Эстрогена — 5 баллов, Прогестерона 
— 4 балла, рецепторов тирозинкиназы HER-2/neu — 
на 2+, Ki67 — больше 30%. После проведения флуо-
ресцентной гибридизации выяснилось, что амплифи-
кация гена HER2 отсутствует. Данный случай РМЖ 
по классификации иммуногистохимических подтипов 

можно отнести к Люминальному B подтипу (рис. 1).

  

Рисунок 1. Первичный материал РМЖ. Иммуногисто-
химическое исследование. ER- с использованием ан-
тител к ER, PR, HER2 и Ki67. ×100. 
Figure 1. Primary Breast Cancer Material. 
Immunohistochemical study. ER- using antibodies to ER, 
PR, HER2 and Ki67. ×100

При исследовании культуры клеток после первого 
пассажа мы получили фенотип, не соответствующий 
первичной опухоли. Клетки не экспрессировали ре-
цепторы к Estrogen и Progesterone, экспрессия HER-2 
рецепторов низкая (на 1+), индекс пролиферативной 
активности — 40%. Эти данные говорят о том, что 
клетки соответствуют тройному негативному (ТН) 
иммуногистохимическому подтипу РМЖ (рис. 2).

    

 

Рисунок 2. Клетки РМЖ после первого пассажа кле-
точной культуры. Иммуноцитохимическое исследова-
ние с использованием антител к ER, PR, HER2, Ki67 и 
панцитокератину (РСК). ×400.
Figure 2. Breast cancer cells after the first passage of the 
cell culture. Immunocytochemistry using antibodies to 
ER, PR, HER2, Ki67 and pancytokeratin (РСК), ×400.
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Такой же результат получен при исследовании кле-
ток после второго пассажа. Иммунофенотип клеток 
соответствует Тройному негативному (ТН) иммуноги-
стохимическому подтипу РМЖ (рис.3)

    
 

Рисунок 3. Клетки РМЖ после второго пассажа кле-
точной культуры. Иммуноцитохимическое исследова-
ние с использованием антител к ER, PR, HER2, Ki67 и 
панцитокератину (РСК) . ×400. 
Figure 3. Breast cancer cells after the second passage of 
the cell culture. Immunocytochemistry using antibodies 
to ER, PR, HER2, Ki67 and pancytokeratin (PCК). ×400.

    
 

Рисунок 4. Клетки РМЖ после третьего пассажа кле-
точной культуры. Иммуноцитохимическое исследова-
ние с использованием антител к ER, PR, HER2, Ki67 и 
панцитокератину (РСК). ×400. 
Figure 4. Breast cancer cells after the third passage of the 
cell culture. Immunocytochemistry using antibodies to 
ER, PR, HER2, Ki67 and pancytokeratin (PСК). ×400

При типировании клеток третьего пассажа об-
наружены высокие значения экспрессии рецепто-
ров стероидных гормонов к Estrogen (на 6 баллов) и 
Progesterone (на 5 баллов), низкая экспрессия HER-2 
(на 1+), клетки в опухоли имеют высокую пролифера-
тивную активность — Ki67 около 52%. Такой вариант 
соотношения экспрессии клеточных рецепторов и ха-
рактеристик опухоли соответствует Люминальному B 
(исходному) подтипу (рис. 4).

После проведения четвертого пассажа и иммуноци-
тохимической оценки экспрессии рецепторов на клет-
ках опухоли получили вновь изменение рецепторно-
го аппарата — статус, характерный для тройного не-
гативного (ТН) подтипа (негативный статус по экс-
прессии Estrogen Rec., Progesterone Rec., Her-2 и вы-
сокий индекс пролиферативной активности — около 
45% клеток). Часть опухолевых клеток после четвер-
того пассажа образовали объёмные структуры — гло-
булы, экспрессия рецепторов тирозинкиназы (Her-2) 
в которых оказался выше, чем в отдельно лежащих 
клетках (рис. 5).

    
 

Рисунок 5. Клетки РМЖ после четвертого пассажа кле-
точной культуры. Иммуноцитохимическое исследова-
ние с использованием антител к ER, PR, HER2, Ki67 и 
панцитокератину (РСК). ×400, HER2 и РСК ×800. 
Figure 5. Breast cancer cells after the fourth passage of 
the cell culture. Immunocytochemistry using antibodies 
to ER, PR, HER2, Ki67 and pancytokeratin (PСК). ×400, 
HER2 and РСК ×800.

После пятого пассажа мы получили культуру кле-
ток, схожую по характеристикам рецепторного аппа-
рата с первичной опухолью. Клетки имеют высокую 
экспрессию Estrogen Rec. и Progesterone Rec. — (по 6 
баллов), слабую экспрессию HER-2 (1+), индекс Ki-67 
— около 3%. Подобное соотношение экспрессии кле-
точных рецепторов и уровня их пролиферации в кле-
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точной культуре соответствует характеристикам Лю-
минального А подтипа РМЖ (рис. 6).

     

Рисунок 6. Клетки РМЖ после пятого пассажа клеточ-
ной культуры. Иммуноцитохимическое исследование 
с использованием антител к ER, PR, HER2, Ki67 и пан-
цитокератину (РСК). ×400. 
Figure 6. Cells of breast cancer after the fifth passage of 
cell culture. Immunocytochemistry using antibodies to 
ER, PR, HER2, Ki67 and pancytokeratin (PCК). ×400.

Заключение
При культивировании клеток, полученных из ткани 

РМЖ с биологическими характеристиками G3, Лю-
минальный В подтип прослежено 5 пассажей кле-
точной культуры. Цитологическая картина получен-
ных при культивировании опухолевых клеток сходна 
с исходными клетками рака молочной железы, клетки 
имеют высокое ядерно-цитоплазматическое отноше-
ние. Форма полученных одиночных клеток напомина-
ет фибробласты и принципиально не различается на 
этапах культивирования. Для подтверждения эпители-
альной природы культивируемых клеток, каждый пас-
саж тестировался на экспрессию панцитокератинов. 
В пяти пассажах экспрессия панцитокератинов обна-
ружена на большинстве культивируемых клеток. На 
четвертом пассаже культура клеток наиболее плотная, 
клетки имеют округлую форму, ядра отличаются по 
размерам и форме, количество цитоплазмы варьиру-
ет. Местами образовался монослой. Морфология кле-
ток похожа на клетки ткани рака молочной железы. В 
ходе пересевов клеток получили культуры клеток, ко-
торые отличаются рецепторным аппаратом, соответ-
ствующим разным иммуногистохимическим подти-
пам РМЖ (Табл. 1).

Таблица 1
Изменение экспрессии рецепторов опухолевых 

клеток при культивировании 
Table 1

Changes in the expression of tumor cell receptors 
during cultivation 

 Характеристика рецептор-
ного аппарата  культивируе-
мых клеток / Characteristics 
of the receptor apparatus of 

cultured cells

Соответ-
ствие подти-
пу / Subtype 
Compliance

ER PR HER2 KI-67 ИГХ подтип/ 
IHC subtype

Первичный 
матери-
ал / Primary 
material

5 4 2+ 30%
Люминаль-

ный B / 
Luminal B

1 Пассаж/ 
Passage 1 0 0 1+ 40%

Тройной нега-
тивный/ Triple 

negative 

2 Пассаж/ 
Passage 2 0 0 0 50%

Тройной нега-
тивный/ Triple 

negative

3 Пассаж/ 
Passage 3 6 5 1+ 52%

Люминаль-
ный B/ 

Luminal B

4 Пассаж/ 
Passage 4 2 2

1+ 
глобулы 

(2+)
45%

Тройной нега-
тивный / Triple 

negative

5 Пассаж/ 
Passage 5  6 6 1+ 3%

Люминаль-
ный А/ 

Luminal А

Только после третьего пассажа была получена кле-
точная культура, по рецепторному аппарату соответ-
ствующая первичной опухоли. Первый, второй и чет-
вертый пассажи дали культуру клеток с характеристи-
ками тройного негативного (ТН) рака молочной же-
лезы, отличающуюся от первичной опухоли высокой 
пролиферацией и отсутствием экспрессии рецепто-
ров. 

В результате выполненного исследования обнаруже-
но, что рецепторный аппарат культивируемых клеток 
рака молочной железы Люминального B подтипа ме-
няется при каждом пассаже. 

Работа выполнена в рамках государственного зада-
ния УГМУ № 056-00151-18-00
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