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Актуальность. Pезультаты иммуногистохими-
ческого (ИГХ) исследования при раке молочной 
железы (РМЖ) определяют не только прогноз 
заболевания, но и основные направления лекар-
ственной противоопухолевой терапии. Цель  – 
провести анализ данных ИГХ-диагностики РМЖ 
в Гродненской области в 2010–2015 гг., определить 
частоту выявления мутаций BRCA1 в трижды нега-
тивном РМЖ. Материал и методы. По базе дан-
ных и журналам ИГХ-исследований Гродненского 
областного клинического патологоанатомиче-
ского бюро проанализированы 2008  случаев 
РМЖ с  экспрессией рецепторов эстрогена (ER) 
и прогестерона (PR) и 2445 – с экспрессией HER2/
neu (использованы стандартные наборы фирмы 
DAKO, Дания). Молекулярно-генетическое ис-
следование образцов ДНК на наличие мутаций 
в  генах BRCA проводилось методом полимераз-
ной цепной реакции у  449  пациенток с  РМЖ. 
Наличие мутации BRCA1 определяли в  39  слу-
чаях трижды негативного РМЖ. Результаты. 
Гиперэкспрессия (3+) HER2/neu отмечена в 25,5% 
(622  из 2445) случаев РМЖ, ER- и  PR-позитивные 
опухоли  – в  50,05% (1105  из 2008). Трижды не-
гативный РМЖ диагностирован в  19,8% (398  из 
2008) наблюдений, средний возраст больных 
на момент диагностики составил 56,2  года. 
Мутации BRCA1 выявлены в  5  (12,8%) из 39  слу-
чаев трижды негативного РМЖ, что оказалось 

статистически значимо (χ2 = 4,87, р = 0,0274) чаще, 
чем у  женщин с  РМЖ без учета наследственной 
предрасположенности (17 (3,8%) случаев из 449). 
Гистологически опухоли с мутациями BRCA1 были 
представлены в 3 наблюдениях инвазивным про-
токовым раком (1 – G2 и 2 – G3), в 1 – медулляр-
ным и  в 1  – недифференцированным раком G3. 
У 1 пациентки имело место метахронное билате-
ральное поражение. Заключение. В Гродненской 
области 50% пациенток с РМЖ нуждаются в гор-
мональной терапии, 25% – в лечении трастузума-
бом, 20% – цитостатиками. Частота мутации BRCA1 
при трижды негативном РМЖ выше по сравнению 
с таковой у больных РМЖ без учета наследствен-
ной предрасположенности.
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Морфологические исследования при 
раке молочной железы (РМЖ), осо-
бенно с внедрением в практику им-
муногистохимических (ИГХ) мето-

дов, приобрели решающее значение, так как их 
результаты позволяют не только дать прогноз, 
но и  определить направление противоопухоле-
вой лекарственной терапии.

В клинической практике используют клас-
сификацию подтипов РМЖ, предложенную 
в  2011  г. экспертами в  St. Gallen [1] (последний 
пересмотр  – в  2015  г.). Данный подход основы-
вается на ИГХ-определении рецепторов эстро-
гена (ER), прогестерона (PR), эпидермального 
фактора роста человека 2-го  типа (HER2/neu) 
и  показателя пролиферации Ki-67. В  соответ-
ствии с  клинико-патоморфологическими кри-
териями выделяют следующие подтипы РМЖ: 
«люминальный A» (ER и/или PR – положитель-
ный, Ki-67 низкий и  HER2/neu  – негативный); 
«люминальный B, HER2/neu-негативный» (ER 
и/или PR  – положительный, Ki-67 высокий 
и  HER2/neu  – негативный); «люминальный B, 
HER2/neu-позитивный» (ER и/или PR – положи-
тельный, любой Ki-67 и HER2/neu – положитель-
ный); «HER2/neu-позитивный» (ER и  PR отсут-
ствуют, HER2/neu  – положительный); «трижды 
негативный» (ER и PR отсутствуют, HER2/neu – 
негативный) [2]. Проведение исследований дан-
ных маркеров включено в  алгоритмы диагно-
стики и лечения пациенток с РМЖ в Республике 
Беларусь [3].

Трижды негативный РМЖ составляет от  11 
до 22% всех вновь выявленных инвазивных опу-
холей молочной железы. Этот подтип обычно 
представлен инвазивными протоковыми карци-
номами с  высокой степенью злокачественности 
и характеризуется плохим прогнозом [4, 5]. Риск 
его развития существенно увеличен у  женщин 
с семейным анамнезом РМЖ [6].

Считается, что в  5–10%  случаев РМЖ явля-
ется наследственным [7]. В  свою очередь, в  16–
21%  случаев наследственного РМЖ и  рака яич-
ников выявляются мутации BRCA1 и BRCA2 [8, 
9]. Согласно результатам метаанализа, у женщин 
с трижды негативным РМЖ риск мутаций генов 
BRCA1 в 5,65 раза выше, чем при других подти-
пах [10].

По результатам ИГХ-исследования опреде-
ляется выбор направления лекарственной те-
рапии прооперированных пациенток с  РМЖ. 
Трастузумаб назначается в  случае выявления 
гиперэкспрессии HER2/neu, гормональная 
терапия  – экспрессии ER и  PR. При трижды 

негативном РМЖ применяется агрессивная те-
рапия цитостатиками [11].

Цель – изучить результаты ИГХ-диагностики 
РМЖ в  Гродненской области в  2010–2015  гг. 
и  провести клинико-морфологический анализ 
выявления мутаций BRCA1 в  тройном негатив-
ном РМЖ.

Материал и методы 
По базе данных и журналам ИГХ-исследований 
УЗ «Гродненское областное клиническое пато-
логоанатомическое бюро» нами проанализиро-
ваны результаты ИГХ-исследования гормоноре-
цепторного статуса РМЖ за 2010–2015 гг.

Всего зарегистрировано 2008  случаев экс-
прессии ER и PR, 2445 – HER2/neu. Экспрессию 
ER и PR оценивали как положительную при уве-
личении объектива микроскопа в 10 раз в случае 
окрашивания ядер в инвазивных участках РМЖ 
более чем в  1%  опухолевых клеток. Степень 
экспрессии HER2/neu определяли согласно 
современным рекомендациям на основании 
окрашивания мембран опухолевых клеток. В ра-
боте использованы стандартные наборы фирмы 
DAKO (Дания). Оценка результатов реакции 
проводилась с помощью балльной шкалы (0, 1+, 
2+, 3+), разработанной производителем теста.

Молекулярно-генетическое исследование об-
разцов ДНК на наличие мутаций в  генах BRCA 
проводилось методом полимеразной цепной ре-
акции в клинико-диагностической лаборатории 
Гродненской областной клинической больни-
цы у  449  пациенток с  РМЖ. При анализе базы 
данных установлено, что BRCA1 исследовался 
в  39  случаях трижды негативного РМЖ. ИГХ-
экспрессия виментина для оценки качества фик-
сации определена в  5  наблюдениях (стандарт-
ный набор фирмы DAKO, Дания).

Статистический анализ результатов исследо-
вания был выполнен с использованием аналити-
ческого пакета Statistica 7.0. Сравнение двух неза-
висимых выборок по количественному признаку 
производили с  помощью теста Манна  – Уитни, 
различия считали значимыми при p < 0,05. Для 
сравнения частот встречаемости признаков 
в различных группах использовали тест χ2.

Результаты и обсуждение
В Гродненской области ИГХ-исследованием 
HER2/neu охвачено 89,5% (2445 из 2731) жен-
ского населения, заболевшего РМЖ. При этом 
за шестилетний период наблюдения в  среднем 
у  четверти из них (25,5%) определена гиперэкс-
прессия (3+) онкобелка HER2/neu (табл. 1). Эти 
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пациентки могут нуждаться в  таргетной тера-
пии трастузумабом.

Исследование ER и  PR проводили, как пра-
вило, параллельно определению HER/neu. 
Результаты ежегодного определения рецепто-
ров гормонов оказались приблизительно оди-
наковыми (табл. 2). Представляется чрезвычай-
но важным, что более чем в  половине случаев 
(50,75%) РМЖ наблюдались ER- и PR-позитивные 
опухоли, подлежащие послеоперационной гор-
мональной терапии.

Что касается трижды негативного РМЖ, за 
шестилетний период наблюдения его доля среди 
других ИГХ-вариантов составила в среднем 19% 
(табл. 3). При этом ежегодно данный показатель 
варьировал незначительно  – от  16,4 до  21,6%. 
В целом это соответствует данным литературы: 
в  большинстве исследований частота трижды 

негативного РМЖ колеблется в  пределах от  11 
до 22% [12–15] и только в единичных работах – 
ниже (6,3%, Греция [16]). Процент выявления 
трижды негативного РМЖ во многом зависит 
от того, каких пороговых значений экспрессии 
рецепторов эстрогенов придерживаются иссле-
дователи. До сих пор нет единого мнения о том, 
что считать эстроген-положительными опухо-
лями  – новообразования, в  которых при ИГХ-
исследовании положительно окрашивается 10% 
[17, 18], 5% или 1% [19] ядер. Предположительно, 
это обусловлено отсутствием рационального 
обоснования пороговых значений частоты кле-
ток, дающих положительную реакцию.

В этой связи нельзя не отметить еще один 
значимый аспект морфологической диагностики 
трижды негативного РМЖ – качество фиксации. 
Очевидно, что плохо фиксированный материал 

Таблица 1. Степень экспрессии HER2/neu при инфильтрирующем раке молочной железы (по данным УЗ «Гродненское областное клиническое 
патологоанатомическое бюро» за период 2010–2015 гг.)

Степень 
экспрессии

Количество пациенток по годам, n (%) Всего

2010 2011 2012 2013 2014 2015

0 50 (14) 81 (22) 48 (13) 105 (25,5) 92 (22,2) 218 (43,8) 594 (24,3)

1+ 159 (42) 161 (44) 196 (51,5) 178 (43,2) 195 (41,7) 160 (32,1) 1049 (42,9)

2+ 46 (12) 17 (5) 20 (5) 24 (5,8) 26 (6,3) 47 (9,4) 180 (7,3)

3+ 122 (33) 105 (29) 116 (30,5) 105 (25,5) 101 (24,3) 73 (14,7) 622 (25,5)

Всего 377 / 460 (82) 364 / 429 (85) 380 / 413 (92) 412 / 441 (93) 414 / 457 (90,6) 498 / 531 (93,8) 2445 / 2731 (89,5)

Таблица 2. Результаты иммуногистохимической оценки экспрессии рецепторов эстрогена и прогестерона в Гродненской области в 2010–2015 гг.

Год Количество пациенток, n (%) Всего

ER+ PR+ ER- PR- ER+ PR- PR+ ER-

2010 112 (54) 65 (31,5) 19 (9) 11 (5,5) 207

2011 163 (49) 120 (36) 26 (7,5) 25 (7,5) 334

2012 150 (45) 127 (38,5) 39 (11,8) 11 (4,24) 330

2013 187 (60,7) 82 (26,7) 31 (10) 8 (2,6) 308

2014 192 (51) 119 (31) 35 (9) 34 (9) 380

2015 201 (44,8) 161 (35,8) 39 (8,7) 48 (10,7) 449

Среднее 167,5 (50,75) 112,3 (33,25) 31,5 (9,3) 22,8 (6,59) 2008

ER – рецепторы эстрогена, PR – рецепторы прогестерона, «+» – положительная реакция, «-» – отрицательная реакция
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по результатам ИГХ-исследования будет трижды 
негативным. Единственным надежным методом 
оценки качества фиксации признана окраска ви-
ментином, предложенная H. Battifora (1991) [20]. 
Как известно, виментин присутствует практиче-
ски во всех тканях. К тому же клон vimentin V9 
взаимодействует с эпитопом, который частично 
изменяется при фиксации в формальдегиде и мо-
жет быть принят как индикатор качества фикса-
ции ткани. При правильной проводке реакция 
виментина в сосудах ткани и стромальных клет-
ках должна быть одинаковой. Соответственно, 
равномерная окраска указывает на качествен-
ную фиксацию образца, неравномерная  – на 
неоптимальную. Для анализа образца следует 
использовать только участки с  выраженным 
равномерным окрашиванием. Логично, что пе-
ред ИГХ-исследованием препараты РМЖ, окра-
шенные гематоксилином и  эозином, должны 
быть тщательно изучены на предмет качества 
фиксации, а в случае сомнения – окрашены ви-
ментином. В  нашем исследовании при анализе 
39 случаев трижды негативного РМЖ, в которых 
определялась мутация BRCA1, окраска вименти-
ном проведена в 5 наблюдениях. Случаев некаче-
ственной фиксации не обнаружено.

Трижды негативный РМЖ встречается пре-
имущественно у  молодых больных и  в период 
пременопаузы. Он характерен для определенных 
этнических групп. Так, в  США эта разновид-
ность РМЖ встречается чаще у афроамериканок 
и  женщин испанского происхождения [21]. По 
данным G.J. Morris и соавт., частота трижды не-
гативного РМЖ у  афроамериканок и  белых со-
ставляет 20,8 и 10,4% соответственно [22].

Пик заболеваемости РМЖ регистрируется 
у женщин в возрасте от 60 до 65 лет [23]. Средний 
возраст больных трижды негативным РМЖ 
в  нашем исследовании был 56  лет. В  литерату-
ре также есть свидетельства диагностики этого 
подтипа опухоли у  более молодых пациенток: 
50 лет [16], 55,6 года [24].

В наших предыдущих исследованиях частота 
выявления мутаций генов BRCA1 у женского насе-
ления Гродненской области с диагнозом РМЖ (без 
учета наследственной отягощенности) составила 
3,8%. Частота встречаемости мутаций у  пациен-
ток с первично-множественным РМЖ была 8,6% 
и  оказалась статистически значимо выше, чем 
у пациенток без этого заболевания – 2,7% (р < 0,02). 
Процент выявления BRCA1 не зависел от степени 
экспрессии ER, PR и HER2/neu [25–27].

В базе данных Гродненской лаборатории 
по определению BRCA1 (449  случаев РМЖ) 

выявлено 39 случаев трижды негативного РМЖ, 
диагностированного в  2010–2015  гг., средний 
возраст пациенток составил 54,8 ± 11,7  года 
[28]. По результатам морфологического иссле-
дования в  29  (74,4%) случаях диагностирова-
на инвазивная протоковая карцинома G2–3, 
в  4  (10,3%)  – инвазивная дольковая карцинома 
G2–3, в 4 (10,3%) – медуллярный (G3) и в 2 (5%) – 
недифференцированный рак (G3).

Мутация гена BRCA1 определена в  5 
(12,8%) случаях трижды негативного РМЖ 
из 39  (табл. 4), средний возраст пациенток  – 
52,6 ± 11,8 года. Отметим: в этой группе больных 
процент выявления мутации BRCA1 был стати-
стически значимо (χ2 = 4,87, р = 0,0274) выше, чем 
в группе женщин без учета наследственной отя-
гощенности с диагнозом РМЖ (3,8%, 17 из 449). 
Гистологически 3  случая трижды негативного 
РМЖ были оценены как инвазивный протоко-
вый рак (1 – G2 и 2 – G3), 1 случай – как медул-
лярный и 1 – недифференцированный рак (G3). 
У  одной пациентки имело место метахронное 
билатеральное поражение.

Таблица 3. Частота выявления трижды негативного рака молочной железы в Гродненской 
области в период 2010–2015 гг.

Год Количество случаев, n (%) Средний возраст пациенток, годы

2010 34 / 207 (16,4) 52,8

2011 65 / 334 (19) 56,4

2012 67 / 330 (20) 57,2

2013 58 / 308 (17,4) 56,6

2014 77 / 380 (20) 56,5

2015 97 / 449 (21,6) 58,0

Среднее 66,3 / 334,6 (19) 56,25

Таблица 4. Сравнительный анализ частоты встречаемости мутации гена BRCA1 у пациенток 
с трижды негативным раком молочной железы и у больных раком молочной железы без 
учета наследственной отягощенности

Показатель Количество пациенток, n (%) p (χ2)

рак молочной 
железы

трижды негативный рак 
молочной железы

Мутации гена BRCA1 17 (3,8) 5 (12,8) 0,0274 (4,87)

Всего 449 39 –
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Выводы
1.  ИГХ-диагностика РМЖ в  Гродненской обла-

сти позволила определить соотношение па-
циенток в  зависимости от направлений про-
тивоопухолевой лекарственной терапии: 
приблизительно 50% из них нуждаются в гор-
мональной терапии, 25% – в лечении трастузу-
мабом и 20% – цитостатиками.

2.  Трижды негативный РМЖ выявлен в  19% от 
всех случаев РМЖ, средний возраст пациенток 
на момент проведения диагностики составил 
56,2 года.

3.  Мутации BRCA1 при трижды негативном РМЖ 
выявлены чаще, чем при РМЖ у женщин без на-
следственной предрасположенности, – в 12,8% 
(5 из 39) против 3,8% (17 из 449). 
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Results of immunohistochemistry diagnostics of breast 
cancer in the region of Grodno with consideration of 
the BRCA1 gene mutation in triple negative cancer

Background: The results of immunohistochemical 
(IHC) assessment in breast cancer may determine 
not only the outcome, but also the main directions 
of antitumor treatment. Aim: To study the results 
of IHC diagnosis of breast cancer in the Grodno re-
gion in 2010 to 2015, to determine the frequency 
of the BRCA1 gene mutations in triple-negative 
breast cancer. Materials and methods: 2008 cas-
es of estrogen receptor and/or progesterone 
receptor positive and 2445 cases of HER2/neu 
expressing breast cancer were extracted from 
the database and IHC laboratory journals of the 
Grodno Regional Clinical Bureau for Pathological 
Anatomy. Standard DAKO kits (Denmark) were 
used for IHC. Molecular genetic studies of DNA 
samples for the presence of the BRCA genes mu-
tations were done by polymerase chain reaction 
in 449 women with breast cancer. BRCA1 muta-
tion was assessed in 39 cases of triple-negative 
breast cancer. Results: HER2/neu overexpression 
(3+) was found in 25.5% (622/2445) of all breast 
cancer cases, whereas of estrogen receptor and 
progesterone receptor positive tumors in 50.05% 
(1105/2008) of cases. Triple negative breast can-
cer was diagnosed in 19.8% (398/2008) of cases, 
and the mean age of the patients at the diagnosis 
was 56.2 years. The BRCA1 gene mutations were 
identified in 5 of 39 (12.8%) cases of triple neg-
ative breast cancer, which is significantly more 
often than in women with breast cancer without 

consideration of their hereditary predisposition 
(17/449, or 3.8%; χ2 = 4.87, p = 0.0274). Histological 
examination showed that among the tumors with 
the BRCA1 mutations, there were 3 cases with in-
vasive ductal cancer (one G2 and two G3), one with 
medullary and one with undifferentiated G3 can-
cer. One patient had a metachronous bilateral le-
sion. Conclusion: In the region of Grodno, 50% of 
breast cancer patients would need hormonal ther-
apy, 25% would need treatment with trastuzumab, 
and 20% with cytostatic agents. The prevalence 
of the BRCA1 mutation in triple negative breast 
cancer is higher compared to that in breast cancer 
patients without consideration of their hereditary 
predisposition.

Key words: immunohistochemical study, breast 
cancer, triple negative breast cancer, BRCA1 mu-
tation
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