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Реферат
Цель. Оценить уровни экспрессии Ki-67 и циклина D1 и β-катенина в подтипах тройного негативного рака 
молочной железы.
Методы. Исследование проведено на операционном материале 60 пациенток клинической стадии 2А 
(T1N1M0 либо T2N0M0), находившихся на лечении в ФГБУ «Ростовский научно-исследовательский онко-
логический институт» с 2012 по 2015 гг. Для иммуногистохимического исследования были использованы 
антитела к рецепторам эстрогена, прогестерона, цитокератинам 5/6, Ki-67, циклину D1, β-катенину, бел-
кам HER2/neu и EGFR.
Результаты. Установлено, что в тройном негативном раке молочной железы с признаками базального эпи-
телия достоверно более высокий уровень экспрессии Ki-67 по сравнению с небазальноподобными. В ча-
сти образцов при тройном негативном раке молочной железы выявлена гиперэкспрессия циклина D1. Вы-
сокий уровень циклина D1 в базальноподобном подтипе встречался реже, чем в подтипах без признаков 
базального эпителия, однако его среднее значение было достоверно выше. При тройном негативном раке 
с гиперэкспрессией циклина D1 достоверно чаще происходила потеря β-катенина на мембране клеток, 
а также аномальное его накопление в цитоплазме. Транслокация β-катенина в ядра клеток отмечена толь-
ко при базальноподобном тройном негативном раке, причём в 2 раза чаще в случае наличия гиперэкспрес-
сии циклина D1.
Вывод. При тройном негативном раке молочной железы в части случаев присутствуют опухоли с гиперэкс-
прессией циклина D1 и аномальной экспрессией β-катенина; данные биомаркёры можно рассматривать 
в качестве потенциальных мишеней для терапии этой группы опухолей.
Ключевые слова: тройной негативный рак молочной железы, базальноподобный тройной негативный рак 
молочной железы, Ki-67, циклин D1, β-катенин.
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Abstract
Aim. To evaluate the expression levels of Ki-67 and cyclin D1 and β-catenin in the subtypes of triple negative breast 
cancer.
Methods. The study was conducted on the surgical material from 60 patients of clinical stage 2A (T1N1M0 
or T2N0M0) who were treated at the Rostov Research Institute of Oncology from 2012 to 2015. For 
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immunohistochemistry, antibodies to estrogen and progesterone receptors, cytokeratins 5/6, Ki-67, cyclin D1, 
β-catenin, HER2/neu and EGFR proteins were used.
Results. Triple negative breast cancer with the signs of basal epithelium was found to have a significantly higher 
expression level of Ki-67 compared to non-basal-like one. In some part of triple negative breast cancer samples 
overexpression of cyclin D1 was observed. The high level of cyclin D1 in the basal-like subtype was less common 
than in the subtypes without the signs of basal epithelium, but its average value was significantly higher. In triple 
negative cancer with cyclin D1 overexpression, the loss of β-catenin on the cell membrane and its abnormal 
accumulation in the cytoplasm was significantly more frequent. β-catenin translocation into the cell nucleus was 
observed only in basal-like triple negative cancer, and 2 times more often in case of cyclin D1 overexpression.
Conclusion. In triple negative breast cancer tumors with overexpression of cyclin D1 and abnormal expression of 
β-catenin are observed in some cases; these biomarkers can be considered as potential therapeutic targets for this 
group of tumors.
Keywords: triple negative breast cancer, basal-like triple negative breast cancer, Ki-67, cyclin D1, β-catenin.
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Тройной негативный (ТН) рак молочной же-
лезы (РМЖ) выделен в особую подгруппу отно-
сительно недавно, и его лечение остаётся одной 
из самых актуальных проблем современной он-
кологии. Преимущественно молодой возраст 
пациенток с ТН РМЖ и биологическая агрес-
сивность данного подтипа РМЖ сочетаются 
с ограниченностью лечебных подходов в свя-
зи с отсутствием таргетных мишеней для про-
тивоопухолевой терапии. Из большого набора 
современных методов системной терапии при 
данном варианте РМЖ применяют только ци-
тостатическую терапию, а результаты лечения 
остаются неутешительными. В российской по-
пуляции больных РМЖ ТН-фенотип состав-
ляет 18,5%, 5-летняя общая и безрецидивная 
выживаемость статистически значимо ниже, 
чем выживаемость сопоставимых по клиниче-
ским характеристикам больных других подти-
пов РМЖ [1].

Предпринимают попытки выделить не-
сколько подтипов этого вида рака, данные ис-
следований противоречивы, но наиболее часто 
выделяют базальноподобный ТН РМЖ, как 
особый подтип. Проблема индивидуализации 
терапии РМЖ в отношении ТН-подтипа на се-
годня не решена, а поиск мишеней для при-
менения соответствующих ингибиторов идёт 
постоянно [2–5].

Большой интерес представляют биомаркё-
ры клеточного цикла, в частности циклины, ас-
социированные с ними циклин-зависимые ки-
назы и циклин-зависимые ингибиторы киназ, 
играющие важнейшую роль в развитии кле-
точного цикла. Наиболее актуальный биомар-
кёр — циклин D1. Во многих работах, посвя-
щённых опухолям различного генеза, показано, 
что повышенный синтез циклина D1 способ-

ствует инициации клеточного деления, корре-
лирует с большей частотой метастазирования 
опухолей и худшей выживаемостью больных 
[6–8]. Недавно выявлена роль циклина D1 в ин-
дукции клеточной миграции и инвазии, уси-
лении ангиогенеза [9]. Данные об уровне экс-
прессии циклина D1 и его прогностическом 
значении в РМЖ немногочисленны и противо-
речивы [6–8, 10].

В последнее время в области молекулярной 
онкологии активно изучают путь передачи сиг-
налов Wnt и β-катенин в качестве потенциаль-
ных мишеней противоопухолевой терапии [11]. 
Сигнальный путь Wnt регулирует судьбу кле-
ток, выживание, пролиферацию и дифференци-
ровку на разных стадиях развития и патологии 
млекопитающих. β-Катенин — многофункци-
ональный цитоплазматический белок, образу-
ющий динамический комплекс с E-кадгерином 
и действующий как ключевой регулятор в сиг-
нальном пути Wnt.

В нескольких исследованиях показано, что 
аномальная экспрессия и мутации β-катенина 
присутствуют при широком спектре заболева-
ний человека и связаны с опухолевой трансфор-
мацией [5, 11, 12]. В норме экспрессия β-кате-
нина происходит исключительно на мембране 
эпителиальных клеток, появление β-катенина 
в цитоплазме и ядре клеток опухоли свидетель-
ствует об активации ряда таргетных генов, за-
пускающих аберрантные сигнальные пути, что 
приводит к увеличению миграции, подвижно-
сти, инвазии, повышению резистентности и вы-
живаемости клеток опухоли [13].

Таким образом, изучение биомаркёров, спо-
собных стать мишенями для таргетной терапии 
ТН РМЖ, а также имеющих предикторное зна-
чение, весьма актуально.
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Цель работы — изучить экспрессию β-кате-
нина в подтипах ТН РМЖ с наличием и отсут-
ствием гиперэкспрессии циклина D1.

Материалом для настоящего исследова-
ния служил операционный материал 60 паци-
енток с ТН РМЖ, находившихся на лечении 
в ФГБУ «Ростовский научно-исследователь-
ский онкологический институт» МЗ РФ с 2012 
по 2015 гг. Пациентки относились к клиниче-
ской стадии 2А (T1N1M0 либо T2N0M0). Воз-
раст колебался от 29 лет до 71 года, средний 
возраст составил 51,3±3,5 года, возраст боль-
шинства женщин (66,7%) приходился на проме-
жуток от 41 до 60 лет.

Для суррогатного определения молекуляр-
ного подтипа опухолей была использована 
стандартная панель антител для иммуногисто-
химического (ИГХ) окрашивания: к рецепторам 
эстрогена (РЭ), рецепторам прогестерона (РП), 
онкобелку Her2/neu и маркёру пролиферативной 
активности Ki-67. У всех пациенток, вошедших 
в наше исследование, на основании ИГХ-ис-
следования был выявлен ТН РМЖ (РЭ-/РП-/
Her2-негативный) и определён уровень Ki-67.

Для выделения группы базальноподобно-
го (БП) рака использовали ИГХ-маркёры к ци-
токератинам 5/6 (CK5/6) и рецептору эпидер-
мального фактора роста 1-го типа (EGFR — от 
англ. epidermal growth factor receptor). БП ТН 
РМЖ считали опухоли, в клетках которых вы-
явлена экспрессия CK5/6 и/или EGFR, осталь-
ные отнесли к неклассифицированным ТН 
РМЖ. CK5/6+ считали опухоли, в которых 
было позитивно более 10% клеток. Экспрессию 
EGFR оценивали в баллах (0, 1+, 2+, 3+), считая 
результат позитивным, если присутствовало 
любое окрашивание. В опухолях также опре-
деляли экспрессию циклина D1 и β-катенина.

Для ИГХ-исследования с парафиновых бло-
ков операционного материала готовили срезы 
толщиной 3–4 мкм и проводили окрашивание 
в иммуногистостейнере BenchMark ULTRA 
Ventana. Использовали антитела: РЭ (клон SP1) 
Thermo Scientif ic, 1:300; РП (клон SP2) 
Cell Marque, 1:200; Ki-67 (клон SP6) Spring 
Bioscience, 1:200; HER2/neu (клон 4B5) Ventana 
Medical Systems, RTU; циклин D1 (клон EP12) 
Dako, 1:200; β-катенин (клон 14) Ventana Medical 
Systems, RTU; CK5/6 (клон D5/6BH) Dako, 1:200; 
EGFR (клон E30) Dako, 1:50.

Для характеристики экспрессии Ki-67 и ци-
клина D1 вычисляли долю клеток с окрашен-
ными ядрами (процент общего количества 
опухолевых клеток). Подсчёт проводили полу-
количественным методом не менее чем в 10 слу-
чайных полях зрения при увеличении ×200.

Таблица 1. Соотношение подтипов тройного негативно-
го рака молочной железы в изучаемой группе и экспрес-
сия в них Ki-67

Подтип, абс. (%)
Уровень экспрессии Ki-67

М±m, % Ме C.V.

Всего, n=60 (100) 76,4±2,2 80 20,4

Базальноподобный, 
n=37 (61,7) 81,9±3,1● 85 18,1

Неклассифициро-
ванный, n=23 (38,3) 70,8±3,1● 75 21,1

Примечание: М±m — среднее арифметическое и ошиб-
ка среднего; C.V. — коэффициент вариации; Ме — меди-
ана; разница показателей, помеченных символом ●, ста-
тистически значима (p <0,05).

Экспрессию β-катенина оценивали отдель-
но по её локализации (мембрана, цитоплазма, 
ядро) при увеличении ×200 (не менее 10 полей 
зрения). Полное мембранное окрашивание счи-
тали нормой. Подсчитывали клетки с отсут-
ствием окрашивания на мембране, выражая 
долю клеток в процентах общего числа опухо-
левых клеток. Также в процентах общего ко-
личества опухолевых клеток регистрировали 
цитоплазматическое окрашивание. Ядерную 
экспрессию β-катенина считали положительной 
при окрашивании хотя бы одной опухолевой 
клетки в поле зрения при увеличении ×200 [2].

Для статистической обработки результатов 
использовали параметрические методы стати-
стики для показателей вариационного ряда: 
среднее арифметическое (М), ошибка среднего 
(m), медиана (Me), коэффициент вариации (C.V.). 
Достоверность разницы между двумя средни-
ми определяли по значению t-критерия Стью-
дента для несвязанных совокупностей.

На основании результатов ИГХ-исследова-
ния с антителами к CK5/6 и EGFR все ТН РМЖ 
распределились следующим образом: базаль-
ные характеристики были выявлены в 37 (61,7%) 
опухолях и отсутствовали в 23 (38,3%), послед-
ние мы отнесли к неклассифицированным 
(табл. 1).

Известно, что для ТН РМЖ характерен вы-
сокий уровень пролиферативной активности, 
что мы наблюдали и по результатам наших ис-
следований (см. табл. 1).

Средний уровень экспрессии Ki-67 в це-
лом в исследованных ТН РМЖ составил 
76,4±2,2% (Ме=80, C.V.=20,4). Причём средний 
уровень Ki-67 в БП ТН РМЖ был достовер-
но выше (p <0,05), чем в неклассифицирован-
ном ТН РМЖ — 81,9±3,1% (Ме=85, C.V.=18,1) 
и 70,8±3,1% (Ме=75, C.V.=21,1) соответственно. 
В обоих подтипах ТН РМЖ разброс данных по 
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этому показателю был незначительный, на что 
указывали коэффициенты вариации менее 30.

При высоком уровне и относительной одно-
родности показателей Ki-67 в обоих подтипах 
ТН РМЖ обращал на себя внимание разброс 
данных экспрессии циклина D1 — от 1% клеток 
до практически всей популяции опухолевых 
клеток. За пороговое значение, определяющее 
гиперэкспрессию циклина D1, мы приняли по-
казатель 30%, так как, с одной стороны, встре-
чали подобное ранжирование в работах других 
авторов, а с другой — оказалось, что доля окра-
шенных клеток находится в интервале либо от 
1 до 30%, либо от 50 до 100% [6].

В БП ТН РМЖ гиперэкспрессия циклина D1 
присутствовала в 32,4% опухолей и составила 
в среднем 89,9±4,7%. В ТН РМЖ без признаков 
базального эпителия гиперэкспрессия цикли-
на D1 встречалась несколько чаще — 43,5%, 
однако его среднее значение было достоверно 
ниже — 66,5±6,6% (p <0,05). Следует отметить, 
что при обоих подтипах коэффициент вариации 
был низким, что указывало на небольшой раз-
брос показателей (табл. 2).

В опухолях с низким уровнем экспрессии 
циклина D1 средние показатели составили: в БП 
ТН РМЖ — 12,2±2,8%, в неклассифицирован-
ном ТН РМЖ — 8,6±2,7%. Разница показателей 
не имела статистической значимости, данные 
очень варьировали даже в столь небольшом ин-
тервале значений — от 1 до 30%. Медиана была 
при обоих подтипах гораздо ниже порогово-
го значения: 10 — при БП ТН РМЖ, 5 — при 
неклассифицированном ТН РМЖ (см. табл. 2).

Экспрессию β-катенина мы оценивали с учё-
том подтипа ТН РМЖ и наличия или отсут-
ствия гиперэкспрессии циклина D1, данные 
представлены в табл. 3.

При обоих подтипах ТН РМЖ отмечена до-
стоверная разница для всех показателей, харак-
теризующих экспрессию β-катенина, между 

опухолями с гиперэкспрессией циклина D1 
и его низким уровнем. Из табл. 3 видно, что 
при обоих подтипах доля клеток, утративших 
мембранную локализацию, была практически 
вдвое больше в тех опухолях, где обнаружена 
гиперэкспрессия циклина D1 (разница показа-
телей статистически значима, p <0,05).

Также стоит отметить, что доля клеток утра-
тивших мембранную локализацию β-катени-
на, была достоверно выше в опухолях БП ТН 
РМЖ с гиперэкспрессией циклина D1 — по 
сравнению с таковыми, не имеющими призна-
ков базального эпителия: 58±7,4 и 33,3±4,3% со-
ответственно (p <0,05).

Та же закономерность зафиксирована при 
анализе цитоплазматической локализации 
β-катенина. В обоих подтипах высокий уро-
вень экспрессии циклина D1 сочетался с досто-
верно большей долей опухолевых клеток с на-
личием экспрессии β-катенина в цитоплазме 
(см. табл. 3).

В БП ТН РМЖ отмечена также транслокация 
β-катенина в ядро: в 33,3% опухолей с гиперэкс-
прессией и 12% опухолей с низкой экспресси-
ей циклина D1. В поле зрения присутствовало 
от 2 до 20 окрашенных клеток. При подтипе ТН 
РМЖ без признаков базального эпителия ядер-
ная экспрессия β-катенина не выявлена.

В результате проведённого исследования вы-
явлено следующее. Среди ТН РМЖ около двух 
третей опухолей имели признаки базального 
эпителия. Экспрессия общего маркёра проли-
ферации Ki-67 находится на стабильно высо-
ком уровне, и в БП ТН РМЖ этот показатель 
достоверно выше. В части ТН РМЖ отмечена 
гиперэкспрессия циклина D1, причём в БП-ва-
рианте опухолей этот показатель был досто-
верно выше. При низком же уровне экспрессии 
циклина D1 значимых различий между груп-
пами не было по причине значительного раз-
броса данных. В ТН РМЖ с  гиперэкспрессией 

Таблица 2. Экспрессия циклина D1 в подтипах тройного негативного рака молочной железы

Подтип, абс. (%)
Уровень экспреcсии циклина D1

Абс. (%) M±m, %

В
се

го
 6

0 
(1

00
) Базальноподобный, 37 (61,7)

Высокий, 12 (32,4) 89,9±4,7▲, Ме=92, C.V.=13,8

Низкий, 25 (67,6) 12,2±2,8, Ме=10, C.V.=89,3

Всего 37 (100)

Неклассифицированный, 23 (38,3)

Высокий, 10 (43,5) 66,5±6,6▲, Ме=70, C.V.=29,9

Низкий, 13 (56,5) 8,6±2,7, Ме=5, C.V.=110,5

Всего 23 (100)

Примечание: М±m — среднее арифметическое и ошибка среднего; C.V. — коэффициент вариации; Ме — медиана; 
разница показателей, помеченных символом ▲, статистически значима (p <0,05).
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 циклина D1 достоверно чаще происходила по-
теря β-катенина на мембране клеток с ано-
мальным его накоплением в цитоплазме. 
В некоторых БП ТН РМЖ зарегистрирована 
транслокация β-катенина в ядра клеток, при-
чём более чем в 2 раза чаще в опухолях с ги-
перэкспрессией циклина D1.

Существуют исследования, в которых до-
казано, что при активации сигнального пути 
Wnt происходит снижение скорости деградации 
β-катенина и, как следствие, аномальное его на-
копление в цитоплазме и/или ядре клеток опу-
холей. Также некоторые исследования показа-
ли, что циклин D1 служит важной мишенью 
для сигнального пути Wnt, и его избыточная 
экспрессия связана с накоплением β-катенина 
во многих типах опухолей [12, 13]. Эти данные 
свидетельствуют о том, что β-катенин необхо-
дим для поддержания стволовых клеток рака и 
особенностей эпителиально-мезенхимальной 
трансформации, которые также часто связаны с 
рецидивом опухоли и метастазами [12, 13].

В настоящее время идёт поиск ингибиторов 
сигнального пути Wnt в качестве противоопу-
холевых препаратов, предклинические исследо-
вания некоторых из них показали наличие те-
рапевтического эффекта в ряде Wnt-зависимых 
опухолей [11]. В то же время в эксперименте 
показано, что ингибирование циклин-зависи-
мых киназ приводит к блокированию клеточно-
го цикла. Определены субстанции, ингибирую-
щие циклин-зависимые киназы, что делает эти 
киназы перспективной мишенью для противо-
опухолевой терапии. На сегодняшний день сра-
зу несколько препаратов находится на этапах 
клинического изучения [14].

Таблица 3. Экспрессия β-катенина в подтипах тройного негативного рака молочной железы с различным уровнем 
циклина D1

Подтип, абс. (%)
Уровень 

циклина D1, 
абс. (%)

Экспрессия β-катенина

Утрата мембранной 
экспрессии, М±m, %

Локализация 
в цитоплазме, М±m, %

Локализация 
в ядре, абс. (%)

В
се

го
 6

0 
(1

00
)

Базальноподобный, 
37 (61,7)

Низкий, 
25 (67,6)

29,6±6,1●, Ме=20, 
C.V.=71,5

33,4±5,4▲, Ме=20, 
C.V.=78,9 3 (12)

Высокий, 
12 (32,4)

58±7,4●○, Ме=70, 
C.V.=38,4

63,3±7,2▲, Ме=60, 
C.V.=37,7 4 (33,3)

Всего 37 (100)

Неклассифицированный, 
23 (38,3)

Низкий, 
13 (56,5)

17,6±3,8*, Ме=10, 
C.V.=90,5

23,7±6,3♦, Ме=20, 
C.V.=92,2

Отсутствует
Высокий, 
10 (43,5)

33,3±4,3*○, Ме=30, 
C.V.=43,1

49,5±8,2♦, Ме=50, 
C.V.=49,6

Всего 23 (100)

Примечание: М±m — среднее арифметическое и ошибка среднего; C.V. — коэффициент вариации; Ме — медиана; 
разница показателей, помеченных одинаковыми символами (*▲♦●○), статистически значима (p <0,05).

ВЫВОДЫ

1. При тройном негативном раке молочной 
железы в части случаев присутствуют опухо-
ли с гиперэкспрессией циклина D1 (более 30% 
окрашенных клеток) и аномальной экспресси-
ей β-катенина (потеря на мембране и накопле-
ние в цитоплазме и ядре).

2. Гиперэкспрессия циклина D1 при базаль-
ноподобном тройном негативном раке молоч-
ной железы встречалась реже, чем при неба-
зальноподобном, однако среднее значение этого 
показателя в первом случае достоверно выше.

3. Аномальная экспрессия β-катенина досто-
верно чаще присутствовала в опухолях с ги-
перэкспрессией циклина D1, как при базально-
подобном тройном негативном раке молочной 
железы, так и при опухолях без признаков ба-
зального эпителия. Ядерная транслокация β-ка-
тенина отмечена только при базальноподобном 
раке, чаще при гиперэкспрессии циклина D1.

4. Данные биомаркёры можно рассматривать 
в качестве потенциальных мишеней для таргет-
ной терапии при тройном негативном раке мо-
лочной железы.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
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