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РЕЗЮМЕ

В результате проведения клинического исследования NCT04817501 «Фенотипический спектр 
циркулирующих опухолевых клеток (ЦОК) при опухолях женской репродуктивной системы» разработан 
способ дооперационного прогнозирования риска рецидива у больных раком эндометрия Т1 стадии (патент 
№ 2762493 от 21.12.2021). 

Представлен клинический пример применения многоцветной проточной цитометрии в жидкостной 
биопсии рака молочной железы (РМЖ). В крови больной РМЖ T2N0M0 IIA стадии до начала лечения были 
выявлены ЦОК. Методом многоцветной проточной цитометрии исследованы различные фенотипы ЦОК и 
определены маркеры Her2/neu и Ki-67. В биопсийном и операционном материале ткани РМЖ методом им-
муногистохимии были также исследованы данные маркеры. В результате показано, что молекулярный про-
филь ЦОК в крови, взятой до процедуры тонкоигольной биопсии, совпадал с молекулярным профилем опу-
холевых клеток ткани РМЖ. Кроме этого, рассчитанный риск развития опухолевой прогрессии до биопсии 
спрогнозировал возникновение рецидива у данной пациентки за 20 мес до его появления. Полученные 
результаты показывают практическую пользу многоцветной проточной цитометрии в жидкостной биопсии 
онкологических заболеваний. Возможность оценки ЦОК по различным молекулярным параметрам может 
быть полезной для диагностики, прогноза, мониторинга и определения стратегии лечения больных раком.
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ВВЕДЕНИЕ

Рак молочной железы (РМЖ) занимает лидиру-
ющее место по заболеваемости и входит в пятерку 
самых смертельных злокачественных опухолей в 
мире и в России [1]. Общеизвестный факт, что одной 
из причин неудач в лечении РМЖ является рецидив 
данного заболевания, а также развитие гематоген-
ных метастазов. 

В процессах рецидивирования и метастазирова-
ния участвуют циркулирующие опухолевые клетки 
(ЦОК). Известно, что популяция ЦОК гетерогенна 
[2–5]. Наличие ЦОК не всегда сопровождается фор-
мированием метастазов, по всей видимости, потому, 
что не все опухолевые клетки, попавшие в цирку-
ляцию, обладают достаточными для формирования 
метастаза свойствами [2, 6]. Показано, что даже 
локализованные опухоли без клинически видимых 
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ABSTRACT
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метастазов являются источниками ЦОК [3, 7, 8]. 
Подсчитано, что от одного грамма опухолевой тка-
ни в день отделяется 3,2 × 106 опухолевых клеток, 
но большинство из них быстро переходят к апоптозу 
из-за потери адгезии к внеклеточному матриксу, ге-
модинамических сдвиговых сил или атаки со сторо-
ны иммунной системы [9, 10]. 

Жидкостная биопсия была введена в качестве но-
вой диагностической концепции в 2010 г. для анали-
за ЦОК в крови онкологических больных и теперь 
расширена до анализа циркулирующих факторов, 
производных опухоли, в частности циркулирующие 
опухолевые ДНК (ctDNA), а также внеклеточные ве-
зикулы (EVs), микроРНК, мРНК, длинная некодиру-
ющая РНК, циркулирующие внеклеточные белки и 
измененные опухолью тромбоциты (TEPs) [11–25].

В Томском НИМЦ совместно с Томским област-
ным онкологическим диспансером проводится кли-
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ническое исследование NCT04817501 «Фенотипи-
ческий спектр циркулирующих опухолевых клеток 
(ЦОК) при опухолях женской репродуктивной си-
стемы», в результате которого был разработан спо-
соб дооперационного прогнозирования риска реци-
дива у больных раком эндометрия Т1 стадии (патент  
№ 2762493 от 21.12.2021). В основу прогностиче-
ской модели легли данные многоцветной проточ-
ной цитометрии о количестве различных популяций 
ЦОК, включая стволовые ЦОК, ЦОК с признаком 
ЕМТ (epithelial-mesenchymal transition) и атипичные/
гибридные популяции клеток. 

Цель данного исследования – показать практиче-
ское применение многоцветной проточной цитоме-
трии и пользу разработанной прогностической моде-
ли в диагностике и прогнозе рака молочной железы. 

КЛИНИЧЕСКИЙ СЛУЧАЙ
Больная П., 48 лет, в марте 2021 г. обратилась к 

онкологу с жалобами на новообразование в левой 
молочной железе (ЛМЖ). При осмотре маммоло-
гом молочные железы были симметричны, соски и 
ореолы без особенностей, наблюдались обильные 
серозные выделения из соска, пальпаторно в верх-
нем внутреннем квадранте левой молочной железы 
определялась опухоль 4 см. Симптом площадки был 
отрицательным. Регионарные лимфоузлы не увели-
чены. Пациентка была направлена на маммографию, 

остеосцинтиграфию, компьютерную томографию 
органов грудной клетки. Кроме этого, у пациентки 
была взята венозная кровь на предмет исследования 
наличия и молекулярного профиля ЦОК методом 
многоцветной проточной цитометрии.

В результате исследования при использовании 
меченных различными флуорохромами монокло-
нальных антител к CD45, Epcam, CK, muc16, CD44, 
CD24, CD133, Ncadherin, Her2/neu, Ki67 и ядерного 
красителя живых клеток NucBlu Live cell stain ready 
probes reagent были выявлены различные популяции 
ЦОК. Жидкостная биопсия показала, что 72% ЦОК 
были положительны по маркеру Her2/neu и 35% 
были позитивны по Ki-67 (рис. 1). 

Кроме этого, в крови у данной пациентки были 
выявлены атипичные∕гибридные Epcam+CD45+ 
клетки в концентрации 19,3 клеток∕мкл. Нами был 
рассчитан риск опухолевой прогрессии по модели, 
предложенной в патенте № 2762493, на основе дан-
ных о количестве различных популяций ЦОК (ко-
личество Epcam+CD45-клеток, ЦОК с фенотипом 
Epcam+CD45-CD44-CD24-Ncadherin+, количество 
стволовых ЦОК без экспрессии Epcam на мембране 
с фенотипом Epcam(m)-CD45-CD44+CD24- (клеток/
мл), количество атипичных/гибридных форм ЦОК 
с фенотипом Epcam+CD45+ (клеток/мл)). Вероят-
ность риска развития рецидива у данной пациентки 
составила 75%.

Рис. 1. Результаты проточной цитометрии по оценке различных популяций ЦОК в крови больной П., 48 лет, до биопсии

Маммография на аппарате MG Адани (лучевая 
нагрузка 0,003 мЗв) выявила на границе внутрен-
них квадрантов ЛМЖ скопление микрокальцина-
тов патологического типа. Площадь изменений  
44 × 19 × 26 мм. Заключение: РЛМЖ, проявляющий-
ся микрокалицинатами. Категория BI-RADS 5.

Компьютерная томография органов грудной 
клетки от 31.03.2021 (CT Simens, Германия, доза  

4,80 мГр) выявила образование левой молочной же-
лезы. Патологических очаговых образований в лег-
ких выявлено не было.

Остеосцинтиграфия от 05.04.2021 с применением 
радиофармпрепарата 99mTc-пирфотех, активностью 
370 мБк и эффективной дозой облучения 0,80 мЗв не 
выявила сцинтиграфических признаков очагового 
поражения скелета.
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По результатам ультразвукового исследования 
(УЗИ) на аппарате US Philips IU22 обнаружено об-
разование ЛМЖ 34 × 11 × 17 мм (BIRADS 5). Аксил-
лярная лимфаденопатия слева. Признаки диффуз-
ной фиброзно-кистозной мастопатии. Эхоструктура 
печени не нарушена. Была выполнена пистолетная 
биопсия образования. Заключение гистологическо-
го исследования биопсийного материала (№ 8469-
71\21) от 06.04.2021: инвазивная карцинома молоч-
ной железы неспецифического типа (ICD-O code 
8500/3), G 2 (3+2+1), со структурами протоковой 
карциномы in situ, G 2. 

Иммуногистохимическое исследование биопсий-
ного материала с использованием иммуностейнера 
Leica Bond Max и антител против Estrogen receptor 

(клон 6F11, Leica), Progesteron receptor (клон 16, 
Leica), c-erB-2 (Her2/neu) (Polyclonal Rabbit, Dako) 
и Ki 67 (клон SP6, Cell Marque) показало положи-
тельное гомогенное окрашивание клеток опухоли 
на эстрогеновые рецепторы и гетерогенное окра-
шивание на прогестероновые рецепторы (рис. 2, a, 
b), позитивное мембранное (+3) окрашивание Her2/
neu (рис. 2, с). Около 30% опухолевых клеток были 
позитивны по маркеру Ki-67 (рис. 2, d), что соответ-
ствовало люминальному B2 молекулярному подтипу 
РМЖ. 

По результатам исследования больной П. был вы-
ставлен диагноз: рак верхневнутреннего квадранта 
левой молочной железы (код МКБ C50.2) T2N0M0, 
IIА стадии. 

Рис. 2. Фотографии иммуногистохимического исследования биопсийного материала больной П., 48 лет. Иммуногистохи-
мическое окрашивание опухолевой ткани РМЖ с помощью антител: a – к Estrogen receptor (клон 6F11, Leica), микрофо-
тография получена с помощью гистологического сканера Aperio AT2, Leica, среднее увеличение; b – Progesteron receptor 
(клон 16, Leica), микрофотография получена с помощью гистологического сканера Aperio AT2, Leica, среднее увеличение; 
c – c-erB-2 (Her2/neu) (Polyclonal Rabbit, Dako), микрофотография получена с помощью гистологического сканера Aperio 
AT2, Leica, большое увеличение; d – Ki-67 (клон SP6, Cell Marque), микрофотография получена с помощью гистологиче-

ского сканера Aperio AT2, Leica, среднее увеличение 

a             b
 

c             d

Данная пациента прошла шесть курсов неоадью-
вантной химиотерапии (DCHP). В сентябре 2021 г. в 
НИИ онкологии Томского НИМЦ ей была проведена 
подкожная мастэктомия слева с биопсией стороже-
вых лимфоузлов. Цитологическое заключение сто-
рожевого лимфоузла (№ стекла: 2124cito 28.09.2021) 
показало наличие лимфоидных элементов. Заклю-
чение патоморфологического исследования опе-
рационного материла (№ 27486-5051): инвазивная 

карцинома неспецифического типа G2 (ICD-O code 
8500/3). В сторожевом лимфоузле без метастати-
ческого поражения. С лечебным патоморфозом 
по системе RCB – RCB-I, по Г.А. Лавниковой – 
3-й степени,  ypT1N0Mx. По границам резекции опу-
холи нет.

До мая 2022 г. пациентка получала транстузумаб, 
затем тамоксифен. 15.07.2022 по результатам спи-
ральной компьютерной томографии органов грудной 

Захарьян Е.А., Шатов Д.В., Григорьев П.Е. и др. Клинический случай стентирования маммарного шунта у пациента
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клетки были выявлены участки уплотнения в легких 
без динамики. Заключение УЗИ исследования от 
15.07.2022: неполная инволюция правой молочной 
железы. Остаточные признаки фиброзно-кистоз-
ной мастопатии справа. Состояние после подкож-
ной мастэктомии слева, биопсии сторожевых лим-
фоузлов, установки экспандера (сентябрь 2021 г.). 
Эхоскопически данных за прогрессирование заболе-
вания не получено. Диффузные изменения печени. 
Хронический холецистит. Остеосцинтиграфия от 
21.11.2022: сцинтиграфических признаков очагового 
поражения скелета неопролиферативного характера 
не выявлено. Заключение УЗИ от 18.11.2022: лим-
фоаденопатия аксиллярных лимфоузлов слева. Вы-
полнена тонкоигольная пункция. Цитологическое 
исследование пункции лимфоузла показало наличие 
метастаза железистого рака. 

Таким образом, по результатам обследования че-
рез 13 мес после операции получены данные за регио-
нарный рецидив. В декабре 2022 г. пациентке выпол-
нено хирургическое лечение в объеме аксиллярной 
лимфаденэктомии. Заключение патоморфологиче-
ского исследования (№ 39063-76/22 от 26.12.2022): 
метастаз инвазивной карциномы молочной железы 
(ICD-O code 8500/6) в лимфатический узел с инвази-
ей опухоли в капсулу лимфоузла и экстракапсуляр-
ным распространением в перинодальную жировую 
клетчатку, признаками лимфоваскулярной инвазии. 
Данных за невральную инвазию не обнаружено. В 
настоящее время больная самостоятельно обрати-
лась в НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина Минз-
драва России, где ей проводят лучевую терапию  
и химиотерапию анастразолом и транстузумабом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, применение многоцветной про-

точной цитометрии в жидкостной биопсии РМЖ 
позволило выявить гетерогенные популяции ЦОК. 
В результате исследования показано, что молеку-
лярный профиль ЦОК в крови, взятой до проце-
дуры тонкоигольной биопсии, совпадал с молеку-
лярным профилем опухолевых клеток ткани рака 
молочной железы. Кроме этого, рассчитанный нами 
риск развития опухолевой прогрессии до биопсии 
спрогнозировал возникновение рецидива у данной 
пациентки за 20 мес до его появления. Получен-
ные результаты показывают практическую пользу 
многоцветной проточной цитометрии в жидкост-
ной биопсии онкологических заболеваний. Возмож-
ность оценки ЦОК по различным молекулярным 
параметрам может быть полезной для диагностики, 
прогноза, мониторинга и определения стратегии ле-
чения больных раком.
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