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Резюме. Введение. Маркер клеточной пролиферации Кi-67 – необходимое условие современной 
морфологической диагностики рака молочной железы, его связь со степенью злокачественности 
и риском развития рецидива заболевания доказана. Однако динамика индекса Ki-67 в клеточной 
культуре из опухолей исследуемого подтипа изучена недостаточно. Цель. Оценить уровни экс-
прессии Ki-67 в клеточных культурах из образцов опухолей Люминального B (HER2-негативного) 
биологического подтипа. Материалы и методы. Опухолевые клетки были выделены из образ-
цов рака молочной железы ферментативным способом по стандартному протоколу получения кле-
точной культуры. На каждом из пяти пассажей часть клеток высеивали на стекла в чашки Петри 
для иммуноцитохимического анализа. Окрашивание проводилось в автостейнере Ventana (США) 
с применением антител anti-Pan Keratin (AE1/AE3/PCK26) Primary Antibody (Roche diagnostics, 
США) и Ki-67 (клон MIB-1, Dako, Дания). Результаты и обсуждение. На основании иммуно-
гистохимических исследований парафиновых блоков образцы были отнесены к Люминальному 
B (Her2-негативному) подтипу. Выделены культуры и определена экспрессия Ki-67 в опухолевых 
клетках на всех пяти пассажах. Выявлены достоверные различия в значениях индекса пролифера-
ции между исследуемыми пассажами. Сохранена эпителиальная природа клетками опухоли, что 
подтверждено данными иммуноцитохимического окрашивания на панцитокератин. Наибольшие 
значения пролиферативной активности определены на первом и третьем пассажах. Индекс Ki-67 
в клетках культуры соответствовал его значениям в опухолевой ткани первичных образцов Люми-
нального B (HER2-негативного) подтипа на втором, третьем и четвертом пассажах. Заключение. 
Высокий уровень пролиферативных процессов в популяции клеток, сохраняющих эпителиальный 
фенотип при культивировании позволяет использовать клеточные культуры как сравнительную 
модель для анализа экспрессии молекулярно-биологических маркеров и их соответствия данным 
ИГХ показателей первичной опухоли. 
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Введение
Получение индивидуальных первичных клеточных линий рака молочной железы (РМЖ) от па-

циенток и определение их молекулярно-генетического подтипа является перспективным методом 
в целях индивидуального подбора противоопухолевых препаратов. Первичные клеточные линии 
проявляют существенную геномную, транскрипционную и биологическую гетерогенность, заклю-
ченную в исходной опухоли. Одним из важных критериев применения клеточной линии является 
корреляция ее молекулярно-генетического состава с биологическим фенотипом опухоли. Эта связь 
является первым шагом в развитии понимания молекулярного разнообразия биологического фено-
типа [1].

Одно из направлений в доклинических исследованиях рака — создание клеточных моделей, 
клетки которых максимально близки молекулярно-биологическим характеристикам клеток РМЖ 
пациента при сохранении внутриопухолевой гетерогенности и микроокружения опухоли. Также 
при получении первичной клеточной культуры РМЖ необходимо учитывать, что помимо эпители-
альных клеток в образцах опухоли присутствует большое количество фибробластов, которые явля-
ются стромальным компонентом и растут быстрее, чем эпителиальные клетки [2]. Эпителиальную 
природу клеток в культуре определяют путем иммуноцитохимического (ИЦХ) окрашивания на 
панцитокератин (PCK).

Понимание паттернов транскрипционной, геномной и биологической гетерогенности в субпопу-
ляциях опухолей имеет решающее значение для успешной корректировки терапии [1].

При иммуногистохимическом (ИГХ) исследовании опухоли выделяют пять суррогатных молеку-
лярно-биологических подтипов РМЖ: Люминальный А, Люминальный В (HER2-), Люминальный 
B (HER2+), HER2 гиперэкспрессивный и Тройной негативный, различающихся по прогнозам и 
чувствительности к различным видам лекарственной терапии [3]. Принадлежность опухоли каж-
дому подтипу определяется по сочетанию экспрессии рецепторов эстрогена, рецепторов проге-
стерона, Her2-neu и Ki-67 применительно к клиническим особенностям случая [4,5,6]. Вместе с 
тем, клинически наблюдаемая пластичность и гетерогенность обнаруживается внутри опухолевых 
подтипов, а не между ними [6,7].

Поскольку ответ опухоли на лечение может быть различным, все большее внимание уделяется 
изучению молекулярных маркеров, их прогностической значимости и влияния на химиочувстви-
тельность клеток РМЖ [8].

Маркер Ki-67 – необходимое условие современной морфологической диагностики подтипа рака 
молочной железы и используется как для определения степени злокачественности заболевания, 
так и для обоснованного назначения соответствующих режимов медикаментозного лечения [9]. 
Известно, что экспрессия Ki-67 закономерно изменяется в пределах всего клеточного цикла. Уро-
вень белка считается низким в течении G1-периода, возрастает в S фазе и достигает максимума к 
G2-периоду, а в анафазе и телофазе митоза экспрессия Ki-67 значительно снижается, и его количе-
ство в ядре клетки становится недостаточным для выявления ИГХ методом. Таким образом, опре-
деляя белок Ki-67 иммуногистохимическим методом, можно судить о величине клеточной фрак-
ции роста в опухолевой ткани [10]. Sasaki K с соавт., 1988г. высказали предположение, что отсут-
ствие экспрессии Ki-67 приводит к гибели клеток или к остановке митотических делений [11].

В настоящее время проводится оценка значимости индекса клеточной пролиферации Ki-67 для 
клинической практики в качестве предиктора эффективности неоадъювантной химиотерапии. От-
мечено, что количество достигаемых полных морфологических регрессий (pCR) прямо пропорци-
онально уровню пролиферативной активности [12]. C одной стороны, пациенты, у которых РМЖ 
проявляет очень высокий уровень пролиферации, могут иметь прогноз лучше, чем пациенты с бо-
лее низкими значениями Ki67, так как отвечают на терапию более эффективно [13]. Другие ис-
следования показали, что существует прямая связь между количеством клеток, экспрессирующих 
Ki-67, и степенью злокачественности опухоли, а также митотическим индексом. F. Penault-Llorca 
и соавт. 2003 г. установили, что пациенты, опухоли которых экспрессируют Ki-67 более чем в 50% 
клеток, имеют высокий риск развития рецидива заболевания [14].

На сегодняшний день не существует единого мнения о состоянии рецепторного аппарата клеток 
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и его изменения в процессе культивирования, а динамика показателя Ki-67 в клеточной культуре 
из опухолей данного подтипа на сегодняшний день изучена недостаточно.

Цель исследования — определить уровни экспрессии маркера Ki-67 в клеточных культурах 
из образцов РМЖ Люминального B (HER 2–негативного) биологического подтипа в процессе их 
культивирования. 

Материалы и методы
Подтип образцов опухоли Люминальный B (Her2-негативный) был подтвержден иммуногистохи-

мически в патолого-анатомическом отделении ГАУЗ СО Институт медицинских клеточных техно-
логий, г. Екатеринбург (зав. отделением — проф. Сазонов С.В.). Из парафиновых блоков материала 
биопсии пациенток с диагнозом РМЖ были получены срезы на ротационном микротоме Microm 
HM340 (MICROM Labor gerate Gmbh, Германия), подготовлены по стандартному гистологическо-
му протоколу и окрашены моноклональными антителами к рецепторам эстрогена (клон 1D5, Dako, 
Дания), рецепторам прогестерона (клон PgR636, Dako, Дания), Ki-67 (клон MIB-1, Dako, Дания) и 
Her2/neu (клон 4B5, Rabbit Monoclonal primary Antibody, Ventana, США). 

Для культивирования использовались образцы, полученные в ходе хирургического вмешатель-
ства у тех же пациенток. Материал доставляли в Лабораторию клеточных культур ГАУЗ СО Ин-
ститута медицинских клеточных технологий, г. Екатеринбург (зав. лабораторией к.м.н. Фадеев 
Ф.А.) в стерильных условиях, в растворе Хэнкса с 5% антибиотиков-антимикотиков. После меха-
нического измельчения помещали в среду для диссоциации (ферменты коллагеназа-гиалуронида-
за, DMEM-F12) и инкубировали 16 часов в термостате на шейкере (н.у., отсутствие CO2).  Далее 
проводили центрифугирование гомогенной смеси при 0,8 RPM (30 сек), супернатант сливали, оса-
док ресуспендировали с трипсином и растворяли в HF (раствор Хэнкса с 10% FBS), полученную 
взвесь центрифугировали при 1,4 RPM (5 мин). Супернатант сливали, оставшийся осадок раство-
ряли в смеси диспаза-ДНКаза, центрифугировали при 1,4 RPM (5 мин). Сливали надосадочную 
жидкость, добавляли питательную среду Mammocult ™ Human Medium (STEMCELL), помещали 
в культуральные флаконы. Для пересева клеточную культуру диссоциировали в трипсине, одну 
часть клеток высаживали на предметные стекла в чашки Петри, культивировали 1-2 дня для про-
ведения ИЦХ исследования, вторую часть — в культуральные флаконы для получения следующих 
пассажей. Контроль за состоянием культуры проводили с помощью инвертированного микроскопа 
Eclipse TS100, Nikon (Япония). 

Для ИЦХ анализа клетки культур на стеклах фиксировали в 10% нейтральном формальдегиде в 
течение 2-3 часов, затем промывали фосфатным буфером и высушивали. Для последующего окра-
шивания выполняли проводку по ксилолам и спиртам. Для определения эпителиальной приро-
ды использовали антитела anti-PanKeratin (AE1/AE3/PCK26) Primary Antibody (Roche diagnostics, 
СШA). Предварительно клетки инкубировали в 1% растворе эмбриональной бычьей сыворотки 15 
минут, помещали в трипсин на 15 минут, затем, промыв фосфатным буфером, проводили демаски-
ровку с помощью 0,01% раствора Тритон X-100 15 минут. Для оценки пролиферативной активно-
сти демаскировку проводили в цитратном буфере на водяной бане в течение 90 минут и окрашива-
ли моноклональными антителами к рецепторам Ki-67 (клон MIB-1, Dako, Дания). Ядра докраши-
вали гематоксилином Майера. 

Иммуногистохимические и иммуноцитохимические реакции осуществлялись в автостейнере 
Ventana (США). Подсчет числа положительно окрашенных клеток на биомаркеры Ki-67 и PCK от 
общего количества клеток осуществлялся на стеклах при увеличении ×200 оптического микроско-
па Meiji Techno MT4200L (Япония) в отдельных полях зрения (оценивали не менее 600 клеток на 
каждое стекло). Произведен подсчет средних значений, стандартной ошибки среднего, доверитель-
ный интервал (ДИ). Для статистической обработки результатов использовали программу Statistica 
5.1. Для сравнительного анализа качественных переменных применяли критерий Хи-квадрат с по-
правкой Йейтса на основании анализа таблиц сопряженности, критерий значимости различий р 
принимался равным менее 0,05.
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Результаты и обсуждение
В ходе исследования получены культуры пяти пассажей с сохранением эпителиального феноти-

па клеток РМЖ. На каждом пассаже с помощью ИЦХ метода на части клеток выявлено ядерное 
окрашивание  Ki-67 (рис.1). Эпителиальная природа клеток опухоли подтверждена данными ИЦХ 
окрашивания цитоплазматических мембран на PCK (рис.2) 

 

Рис. 1. Культуры клеток РМЖ, иммуноцитохимическое окрашивание, экспрессия маркера Ki-67 
в ядрах клеток на пяти пассажах, световая микроскопия, ув. ×200.

Fig. 1. BC cell cultures, immunocytochemical staining, marker Ki-67 expression in cell nuclei at 
passages 1-5, light microscopy, ×200.

 

Рис. 2. Клетки культуры РМЖ, ИЦХ окрашивание, определение панцитокератина в цитоплазма-
тических мембранах клеток различных форм, световая микроскопия, ув. ×200.

Fig. 2. BC culture cells, ICH staining, pancytokeratin detection in cytoplasmic membranes of different 
cell types, light microscopy, ×200.

Наибольшее количество клеток с эпителиальным фенотипом выявлено на первом пассаже и со-
ставляет 70,7%. Значение показателя уменьшается к четвертому пассажу. Между вторым и третьим 
пассажами значимых различий нет (Табл. 1).

Уменьшение количества клеток, экспрессирующих PCK на четвертом пассаже, свидетельствует 
об изменении молекулярно-генетической природы культуры и может являться ограничением для 
проведения дальнейших пассажей [15].

Для большинства опухолей прогрессирование в сторону злокачественности сопровождается по-
терей эпителиальной дифференцировки и сдвигом в сторону мезенхимального фенотипа. Суще-
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ствует также множество наблюдений, показывающих, что опухолевые клетки с мезенхимальным 
фенотипом могут восстанавливать характеристики эпителиальных клеток [16]. Полученные ре-
зультаты доказывают важность контроля за сохранением эпителиального фенотипа в культуре.

Значения индекса пролиферации Ki-67 на всех пассажах приведены в табл. 2. При анализе дина-
мики уровней маркера Ki-67 первичной культуры рака молочной железы обнаружены статистиче-
ски значимые различия между всеми пассажами. 

Таблица I
Средний уровень PCK и доверительные интервалы (ДИ) в процессе культивирования образцов 

РМЖ Люминального В (HER2-негативного) подтипа
Table I

Average PCK level and confidence intervals (CI) during culturing of Luminal B (HER2-negative) 
subtype BC samples

Пассаж Доверительный ин-
тервал (%)

Среднее значение (М) 
(%)

Стандартная ошибка 
среднего (m) (%0 р (χ2); п. Йейтса

Р1 64,1-77,3 70,7 3,3 P1:P2*  
р <0,001; р <0,001

Р2 28,2-36,2 32,2 2 P2:Р3  
р =0,155; р =0,206

Р3 18,7-26,9 22,8 2,1 P3:Р4*  
р =0,002; р =0,003

Р4 3,9-10,3 7,1 1,6 P4:Р5٭  
р <0,001; р =0,002

Р5 17,3-32,3 24,8 3,7 P1:Р5٭  
р <0,001; р <0,001

* — статистически значимые различия между пассажами.

Таблица 2
Средний уровень KI-67 и доверительные интервалы (ДИ) в процессе культивирования образцов 

РМЖ Люминального В (HER2-негативного) подтипа.
Table 2

Average KI-67 level and confidence intervals (CI) during culturing of Luminal B (HER2-negative) 
subtype BC samples.

Пассаж Доверительный ин-
тервал (%)

Среднее значение (М) 
(%)

Стандартная ошибка 
среднего (m) (%) р (χ2); п. Йейтса

Р1 44,4-58,2 51,3 3,5 P1:P2*  
р <0,001; р <0,001

Р2 16,6-22,4 19,5 1,5 P2:Р3*  
р <0,001; р <0,001

Р3 36,5-48,9 42,7 3,1 P3:Р4*  
р =0,001; р =0,001

Р4 21,2-33,2 27,2 3,0 P4:Р5*  
р =0,018; р =0,027

Р5 2,7-18,5 7,9 5,1 P1:Р5٭  
р <0,001; р <0,001

* — статистически достоверные различия Ki-67 между пассажами.

Проведенные исследования позволили установить некоторые закономерности состояния проли-
феративных процессов в клеточных культурах РМЖ, полученных из образцов Люминального В 
(HER2-негативного) подтипа. 

Количество клеток, экспрессирующих в ядрах Ki-67, достоверно увеличивается при опухолевой 
трансформации по сравнению с уровнем пролиферации в обычном люминальном эпителии молоч-
ной железы. Для нормальной ткани молочной железы характерен низкий уровень Ki-67 (<3,0%), 
уровень же пролиферации в ткани РМЖ в первую очередь связан с особенностями рецепторного 
аппарата клеток, который может меняться в процессе культивирования [17].
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Самый высокий процент окрашенных на Ki-67 клеток был получен на первом пассаже, где бо-
лее половины клеток находились в активных фазах клеточного деления. Также высокий показа-
тель маркера Ki-67 был отмечен на третьем пассаже. Уровень клеточной пролиферации на втором 
и четвертом пассажах достигали средних значений при отсутствии значимых различий между эти-
ми пассажами. 

Cidado J. с соавт., 2016 г. обнаружили, что чем дольше клетка находится в состоянии покоя, тем 
ниже будет уровень Ki-67 при повторном входе в клеточный цикл [18]. Самый низкий уровень экс-
прессии Ki-67 в клетках наблюдался на пятом пассаже, что свидетельствует о снижении популяции 
пролиферирующих клеток в культуре. Высокий уровень пролиферативных процессов, установлен-
ный на первом и третьем пассажах демонстрирует эффективность культуральной модели для ис-
следования данного показателя. 

При ИГХ анализе парафиновых блоков первичных опухолевых образцов Люминального B (Her2-
негативного) подтипа было определено среднее значение маркера Ki-67 в опухолевой ткани (Мо), 
которое составило 26,7±3,3 с доверительной вероятностью 95% в диапазоне ДИ 33,2±20,1. При 
сравнении индекса клеточной пролиферации в культуре клеток РМЖ с этим значением (Таблица 
3) на втором, третьем и четвертом пассажах достоверных различий между изученными показате-
лями не обнаружено. 

Таблица 3
Сравнение значений индекса пролиферации в пассажах культур клеток со средним значением 

Ki-67 в образцах первичной опухоли 
Table 3

Comparison of proliferation index values in cell culture passages with mean Ki-67 level in primary 
tumor samples

Мо:Р1* Мо: Р Мо: Р3 Мо: Р4 Мо:P5*
р (χ2);  

п. Йейтса
p<0,01;  
р<0,01

р =0,244;  
р =0,318

р =0,018;  
р =0,027

р =1,000;  
р =0,874

p<0,001; 
p<0,001

* — статистически достоверные различия КИ-67 между пассажами.

Выводы 
Первичные клеточные культуры Люминального В (HER2-негативного) подтипа РМЖ показали 

высокий уровень пролиферативных процессов на первом и третьем пассажах в популяции клеток, 
сохраняющих эпителиальный фенотип при культивировании.

Значение индекса Ki-67 достоверно не отличалось от уровня пролиферативной активности в об-
разцах первичной опухоли Люминального В (HER2-негативного) подтипа РМЖ на втором, тре-
тьем и четвертом пассажах. 
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FEATURES OF PROLIFERATIVE PROCESSES IN CELL CULTURES 
FROM SAMPLES OF LUMINAL B (HER2- NEGATIVE) SUBTYPE 

BREAST CARCINOMA 

¹ Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education Ural State Medical 
University of the Ministry of Health of the Russian Federation, 

Yekaterinburg, Russian Federation;
² State Autonomous Institution of Healthcare of the Sverdlovsk Region «Center for 
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Yekaterinburg, Russian Federation

Abstract. Introduction. The Ki-67 cell proliferation marker is an indispensable point of the present 
morphological diagnosis of breast carcinoma, its association with the degree of malignancy and the 
recurrence risk for the disease has been substantiated. However dynamics of the Ki-67 index in cell 
culture from tumors of this subtype has not been studied enough. The aim of the study. To evaluate Ki-67 
expression levels in cell cultures from samples of luminal B (HER2-negative) biological subtype tumors. 
Materials and methods. Tumor cells were extracted from BC samples by enzymatic method according 
to the standard protocol for obtaining a cell culture. A portion of cells from each passage was seeded on 
glasses in Petri dishes for immunocytochemical (ICC) analysis. ICC staining of the cells was conducted 
in autostainer Ventana (USA) using anti-Pan Keratin (AE1/AE3/PCK26) Primary Antibody (Roche 
diagnostics, the USA) and Ki-67 (clone of MIB-1, Dako, Denmark) antibodies. Results and discussion. 
Based on immunohistochemical (IHC) analysis of paraffin blocks the samples were determined as luminal 
B (Her2-negative) subtype. Cultures were obtained and the Ki-67 biomarker was determined at five 
passages. Significant differences in the values of the proliferation index between the examined passages 
were found. The epithelial phenotype of the tumor cells was saved as confirmed by the pancytoceratin 
staining data. Changes of proliferative activity showed the highest values of the biomarker at the first and 
third passages. The proliferation Ki-67 index value in the culture cells corresponded to the Ki-67 level 
in the tumor tissue of the luminal B (Her2-negative) subtype primary samples at the second, third and 
fourth passages. Conclusion. The high level of proliferative processes in the cell population maintaining 
the epithelial phenotype during cultivation allows the use of cell cultures as a comparative model for 
analyzing the expression of molecular biological markers and their compliance with primary cancer 
samples IHC data within a certain subtype.

Keywords: breast carcinoma, primary cell culture, Luminal B (HER2-negative) subtype, 
Immunocytochemistry
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