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Аннотация

Цель исследования – изучение сопряженности между показателями цитокинового профиля су-
пернатантов образцов инвазивной карциномы молочной железы неспецифического типа (иКНТ), ее 
молекулярными и гистопатологическими параметрами, экспрессией Cd34 как маркера ангиогенеза и 
метастазированием в регионарные лимфатические узлы (РЛУ). Материал и методы. В биоптатах иКНТ 
от 28 пациенток в возрасте 37–60 лет исследовали продукцию 14 цитокинов. Концентрацию цитокинов в 
супернатантах биоптатов (КЦСБ) определяли (в пг/мл) с помощью иммуноферментного анализа (иФА). 
Экспрессию Cd34 и маркеров молекулярных подтипов иКНТ (HeR2/neu, eR, PR, Ki67) в биоптатах 
иКНТ оценивали иммуногистохимическим методом. Относительное содержание опухолевых клеток 
различной степени дифференцировки в образцах иКНТ оценивали гистопатологическим анализом. 
Результаты. Значимые различия между пациентами i группы (с метастазами в регионарных лимфа-
тических узлах (РЛУ)) и ii группы (без метастазов в РЛУ) выявлены при оценке КЦСБ: iFn-γ, G-CsF, 
il-2, il-10 и MCP-1. В i группе выявлены корреляционные связи между рядом гистопатологических 
параметров (экспрессии HeR2/neu, Cd34 и Ki67, % митозов и низкодифференцированных опухоле-
вых клеток) и КЦСБ (MCP-1, il-18). Во ii группе также выявлены корреляционные связи между КЦСБ 
(il-2, VeGF-a, G-CsF, il-1Ra) и некоторыми гистопатологическими параметрами иКНТ (экспрессии 
HeR2/neu, Cd34, PR, % митозов и высокодифференцированных опухолевых клеток). С помощью 
ROC-анализа установлено, что на основе показателей экспрессии Cd34 и КЦСБ il-10, G-CsF, MCP-1 
в образцах иКНТ можно прогнозировать наличие или отсутствие метастазов в РЛУ. Качество модели 
для разделения больных на группу без метастазов в РЛУ и на группу с метастазами, основанного на 
оценке КЦСБ MCP-1, достигало максимальных значений (auC=1,000) при относительно высоких по-
казателях экспрессии Cd34. Заключение. Анализ полученных данных показал важность оценки экс-
прессии Cd34 и продукции ряда цитокинов клетками биоптатов иКНТ для прогнозирования наличия 
или отсутствия метастазов в РЛУ.

Ключевые слова: инвазивная карцинома молочной железы неспецифического типа, 
гистопатологические параметры, маркеры молекулярных подтипов, Cd34, цитокины, метастазы 
в региональные лимфатические узлы. 



93

ЛАБОРАТОРНЫЕ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

СиБиРСКиЙ ОНКОЛОГиЧЕСКиЙ ЖУРНАЛ. 2023; 22(6): 92–102

Введение
В ряде работ показано, что различные цитоки-

ны, в зависимости от их концентрации, могут как 
усиливать, так и ингибировать рост злокачествен-
ной опухоли молочной железы, а также процесс ее 
метастазирования [1–4]. К таким цитокинам отне-
сены IL-1, IL-6, IL-8, IL-18, IL-19, G-CSF, GM-CSF 
и TGF-β, изменение концентрации которых в крови 
может быть сопряжено с прогрессированием рака 
молочной железы (РМЖ) [5–9]. Однако механиз-
мы, лежащие в основе такой взаимосвязи, изучены 
недостаточно, так как большинство данных о роли 
цитокинов в опухолевой прогрессии основано, как 
правило, только на соотнесении концентраций 
определенных цитокинов, обнаруженных в сыво-
ротке крови, с темпами роста опухоли и метаста-
зированием [4, 6, 10, 11]. 
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abstract

the aim of the study was to analyze the correlation between the cytokine profile of supernatants of invasive 
breast carcinoma of a nonspecific type (iBC-nst) samples, histopathological and molecular genetic parameters 
of iBC-nst, expression of the Cd34 as a marker of angiogenesis and metastasis to regional lymph nodes 
(Rln). Material and Methods. the production of 14 cytokines in iBC-nst biopsy samples from 28 patients 
aged 37–60 years was studied. the concentration of cytokines in the supernatants of biopsies (CCsB) was 
determined (in pg/ml) using enzyme immunoassay (elisa). the expression of Cd34 and markers of iBC-nst 
molecular subtypes (HeR2/neu, eR, PR, Ki67) in iBC-nst biopsy samples was evaluated by immunohisto-
chemical method. the relative content of tumor cells of different differentiation grade in the iBC- nst samples 
was evaluated by histopathological analysis. Results. the assessment of CCsB showed statistically significant 
differences in iFn-γ, G-CsF, il-2, il-10 and MCP-1 between patients of group i (with metastases in Rlns) 
and group ii (without metastases in Rlns). in group i, the correlations between histopathological parameters 
(Her2/neu, Cd34 and Ki67 expressions, % of mitoses and poorly-differentiated cancer cells) and CCsB 
(MCP-1, il-18) were revealed. in group ii, the correlations between CCsB (il-2, VeGF-a, G-CsF, il-1Ra) and 
histopathological parameters, such as expression of Her2/neu, Cd34, PR, % of mitoses and well-differentiated 
cancer cells, were revealed. the ROC analysis showed that the presence or absence of metastases in Rlns 
can be predicted on the basis of Cd34 expression levels and concentrations of il-10, G-CsF, and MCP-1 in 
supernatants of iBC-nst biopsy samples.  the quality of the model for stratifying patients into groups with 
and without Rln metastases, based on the assessment of the concentration of MCP-1 in the supernatants of 
iBC-nst biopsies, reached maximum values (auC=1.000) with relatively high Cd34 expression. Conclusion. 
the analysis of the data obtained showed that the assessment of Cd34 expression and production of cytokines 
in iBC-nst biopsies is important for predicting the presence or absence of metastases in Rlns. 

Key words: invasive breast carcinoma of non-specific type, histopathological parameters, markers of 
molecular subtypes, Cd34, cytokines, metastases to regional lymph nodes.

По современным представлениям, метастази-
рование злокачественных опухолей, в том числе и 
РМЖ, рассматривается как сложный многоэтапный 
процесс, который зависит от множества факторов: 
размеров и скорости роста опухоли, ее локализации, 
интенсивности ангиогенеза и развития сосудистой 
сети, степени злокачественности опухолевых клеток, 
которая определяется множеством цитофизиологиче-
ских характеристик, включающих пролиферативную 
активность, способность к инвазивному росту, ми-
грации и др., зависящих, в свою очередь, от молеку-
лярного подтипа [10, 11–14]. Важнейшим фактором, 
способствующим метастазированию злокачествен-
ной опухоли, является внутриопухолевый ангиоге-
нез, к одному из маркеров которого относят молекулу 
CD34, которая экспрессируется на большинстве 
клеток эндотелия кровеносных сосудов [15–18]. 
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Показано, что повышенный уровень экспрессии 
CD34 в опухоли молочной железы может быть 
ассоциирован с неблагоприятным прогнозом и сни-
жением продолжительности жизни онкологическо-
го больного [16, 17]. Тем не менее оценка только 
одного уровня экспрессии CD34 в опухоли, так 
же как и некоторых других маркеров опухолевого 
роста, не может являться достаточно надежным и 
точным параметром, величина которого может ука-
зывать на вероятность метастазирования в РЛУ [7, 
16–21]. По этой причине возникает необходимость 
поиска других дополнительных факторов, условий 
или биологических маркеров, оценка которых в 
совокупности могла бы повысить вероятность 
прогнозирования метастазирования рака молочной 
железы, в том числе и на основе оценки экспрессии 
в опухоли CD34. В связи с этим с теоретической и 
практической точки зрения представляет интерес 
исследование взаимосвязи между цитокинами, 
продуцируемыми клетками ИКНТ, экспрессией 
CD34, гистопатологическими параметрами ИКНТ 
и метастазированием ИКНТ в РЛУ.

Цель исследования – изучение сопряженно-
сти между показателями цитокинового профиля 
супернатантов биоптатов инвазивной карциномы 
молочной железы неспецифического типа, ее моле-
кулярными и гистопатологическими параметрами, 
экспрессией CD34, как маркера ангиогенеза, и 
показателями метастазирования в регионарные 
лимфатические узлы.

Материал и методы
Исследовали биоптаты инвазивной карцино-

мы молочной железы неспецифического типа II 
степени злокачественности и супернатанты, по-
лученные при их культивировании in vitro от 28 
женщин в возрасте 37–60 лет, проходивших лече-
ние в Новосибирском областном онкологическом 
диспансере. Пациентки включены в исследование 
по следующим критериям: впервые выявленный 
рак молочной железы, по поводу которого не про-
водилась предоперационная терапия. Критерии 
исключения:  гематогенные метастазы, сопут-
ствующие эндокринные заболевания, обострение 
хронических, воспалительных, аутоиммунных 
и инфекционных заболеваний. Пациентки были 
разделены на 2 группы. В I группу включено 13 
пациенток с метастазами в РЛУ, во II группу – 15 
пациенток без метастазов в РЛУ. 

Биоптаты ИКНТ (объемом 8 мм3) получали 
методом трепанобиопсии, помещали во флакон, 
содержащий 1 мл среды DMEM-F12, и инкубиро-
вали при 37 °С в течение 72 ч для получения супер-
нататов, содержащих цитокины, продуцируемые 
клетками биоптатов [22]. Далее биоптаты ИКНТ 
извлекали из среды и фиксировали в нейтральном 
растворе формалина для проведения дальнейшего 
иммуногистохимического и патогистологического 
исследования. С целью получения чистого супер-
натанта оставшиеся во флаконах клетки опухоли 

осаждали центрифугированием в режиме 900 g 
в течение 15 мин. Концентрацию цитокинов в 
супернатантах биоптатов (КЦСБ) определяли (в 
пг/мл) с помощью иммуноферментного анализа 
(ИФА). Оценивали КЦСБ следующих цитокинов: 
IL-1β, IL-1Ra, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IL-18,  
G-CSF, GM-CSF, TNF-α, IFN-γ, VEGF-A и MCP-1. 
ИФА-анализ проводили с использованием наборов 
реагентов производства АО «Вектор-Бест». 

Зафиксированные в формалине биоптаты ИКНТ 
обезвоживали и заключали в парафин. Процессы 
депарафинизации и регидратации образцов ИКНТ 
проводили по стандартной методике с использо-
ванием проводки ксилол-этанол. Процедуру дема-
скировки антигенов на срезах ИКНТ проводили в 
цитратном буфере (рН=6,0) при температуре 95 °С 
в течение 20 мин. Блокирование эндогенной пе-
роксидазы проводили в 1 % водном растворе Н2О2 
в течение 5 мин. Чтобы уменьшить уровень не-
специфического окрашивания срезов, их предвари-
тельно инкубировали с нормальной блокирующей 
неиммунной кроличьей сывороткой (VECTASTAIN 
Elite ABC Kit, США) в течение 10 мин.

Иммуногистохимическое выявление экспрес-
сии CD34 проводили по следующей схеме: 1) 
инкубация срезов в растворе (BD 559148, США) с 
антителами к CD34 (sc-7324, Santa Cruz, США) в 
разведении 2,0 мкг/мл в течение 1 ч; 2) инкубация с 
биотинилированными антителами (VECTASTAIN 
Elite ABC Kit, Vector Laboratories, PK-7200, США) – 
30 мин; 3) инкубация с авидин-пероксидазным ком-
плексом (VECTASTAIN Elite ABC Kit) – 30 мин; 
инкубация в хромогенном субстрате, содержа-
щем диаминобензидин (ImmPACT DAB, Vector 
Laboratories, SK-4105, США) – 5 мин. Уровни 
экспрессии рецептора эпидермального фактора 
роста 2-го типа Her2/neu, рецепторов к эстрогену 
(ER) и прогестерону (PR), а также маркера проли-
ферации Ki67 оценивали в образцах ИКНТ по ме-
тодикам [21], рекомендованным для определения 
молекулярно-генетических субтипов рака молоч-
ной железы (Gallen International Expert Consensus, 
2011). Определение рецепторного статуса по ER 
и PR проводилось с использованием набора ER/
PR pharmDx Kit (K4071, Dako). Для определения 
HER2/neu статуса использовали набор Ultra View 
Universal DAB Detection Kit (антитела 4B5). Белок 
Ki67 (клон MIB-1) выявляли при использовании 
набора диагностических антител фирмы «Dako». 
Все срезы, окрашенные иммуногистохимическим 
методом, докрашивали гематоксилином, дегидра-
тировали и заключали в бальзам. 

Экспрессию CD34 в образцах ИКНТ оце-
нивали методом компьютерной морфометрии. 
Срезы образцов ИКНТ, окрашенные на CD34, 
фотографировали (×400) на микроскопе Micros 
MC 300A (Австрия) при использовании цифровой 
CMOS-камеры «Aptina MT9J003» (Китай). Ком-
пьютерную морфометрическую количественную 
оценку экспрессии CD34 проводили c помощью 
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программного обеспечения ImageJ 1.50a (На-
циональный институт здоровья, США). Цифровые 
изображения гистологических срезов, окрашен-
ных на CD34, разделяли на три цветовых слоя с 
использованием опции “Colour Deconvolution” в 
режиме “HE & DAB”. Иммуногистохимические 
показатели экспрессии CD34 представляли со-
бой площади окрашенных зон, специфичные для 
экспрессии CD34 (процент окрашенной площади 
от общей площади тестируемого изображения). 
Оценку экспрессии ER и PR проводили по методу 
«Allred» [23]. Оценку уровней экспрессии HER2/
neu проводили по общепринятой балльной систе-
ме (от 0 до 3+). Оценка «2+» давалась при ярком, 
но не полном окрашивании более 10 % клеток 
опухоли. Случаи, соответствующие значению экс-
прессии «2+» HER2/neu, подтверждались методом 
гибридизации in situ при постановке диагноза в 
онкологической клинике. 

Степени дифференцировки опухолевых кле-
ток оценивали по различным цитоморфологи-
ческим критериям [24]: степени выраженности 
клеточного полиморфизма, величине ядерно-
цитоплазматического отношения, способности к 
структурообразованию. Для высокодифференци-
рованных опухолевых клеток (ВДОК) были харак-
терны следующие признаки: форма, приближенная 
к нормальному фенотипу клеток, преобладание 
цитоплазмы над ядром, способность формировать 
железистые структуры. Низкодифференциро-
ванные опухолевые клетки (НДОК) отличались 
выраженным полиморфизмом, высоким ядерно-

цитоплазматическим отношением, отсутствием 
способности к формированию железистых струк-
тур, наличием большого количества митозов, 
включая патологические. Умереннодифференциро-
ванные опухолевые клетки (УДОК) характеризова-
лись как тип клеток, занимающих промежуточное 
положение между ВДОК и НДОК по наличию и 
степени выраженности перечисленных признаков. 
Пролиферативную активность клеток определяли 
по доле опухолевых клеток, экспрессирующих 
Ki67 (%). Также подсчитывали среднее количество 
(%) митозов (МТ), патологических митозов (ПМТ) 
и внутрисосудистых опухолевых эмболов (ВСОЭ) 
по результатам анализа 10 полей зрения. 

Корреляционный анализ (по Спирмену), вы-
числение медиан и 25–75 процентилей, а также 
оценку значимости различий между группами 
(непараметрическим методом по U-критерию 
Манна–Уитни) проводили с помощью программно-
го пакета «Statistica V.7». ROC-анализ полученных 
данных проводили с помощью пакета программ 
«IBM SPSS Statistics V. 22.0».

Результаты
При корреляционном анализе полученных 

данных установлено, что между КЦСБ ИКНТ и 
гистопатологическими характеристиками ИКНТ 
в группах пациенток с наличием (I группа) или 
отсутствием метастазов в РЛУ (II группа) выявля-
ются различные по характеру связи (табл. 1). В I 
группе выявлены корреляционные связи между ря-
дом гистопатологических параметров (HER2/neu, 

Таблица 1/table 1 

Корреляционные связи между КЦСБ ИКНТ и гистопатологическими характеристиками ИКНТ                   
при наличии и отсутствии метастазов в РЛУ

Correlations between the CCsB of iBC-nst and histopathological characteristics of iBC-nst                       
in the presence and absence of metastases in Rlns

Группа пациенток/
Patient group

Выявленные корреляции/
Identified correlations

Коэффициент корреляции, r/
Correlation coefficient, r p

I группа/ 
Group I
(n=13)

IL-18 – Her2/neu 0,60 0,0294
IL-18 – ВСОЭ/ITE 0,68 0,0106
MCP-1 – МТ/MT -0,69 0,0085

MCP-1 – НДОК/PDTC -0,77 0,0020
MCP-1 – CD34 -0,58 0,0390
MCP-1 – Ki67 -0,79 0,0013

II группа/ 
Group II
(n=15)

IL-2 – Her2/neu 0,60 0,0176
IL-2 – CD34 -0,53 0,0442

IL-1Ra – УДОК/MDTC -0,77 0,0007
G-CSF – ВСОЭ/ITE -0,65 0,0089

G-CSF – МТ/MT -0,58 0,0234
G-CSF – УДОК/MDTC -0,63 0,0120
G-CSF – ВДОК/WDTC 0,59 0,0193

VEGF-A – PR -0,54 0,0057
Примечания: ВСОЭ – внутрисосудистые опухолевые эмболы; НДОК – низкодифференцированные опухолевые клетки; УДОК – умеренно-
дифференцированные опухолевые клетки; ВДОК – высокодифференцированные опухолевые клетки; МТ – митозы; ПМТ – патологические 
митозы; p – значимость корреляции; таблица составлена авторами.

Notes: ITE – intravascular tumor emboli; PDTC – poorly-differentiated tumor cells; MDTC – moderately differentiated tumor cells; WDTC – well-
differentiated tumor cells; MT – mitoses; PMT – pathological mitoses; p – the statistical significance of the correlation; created by the authors.
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Таблица 2/table 2

Корреляционные связи между показателями экспрессии Cd34 в образцах ИКНТ и 
гистопатологическими характеристиками ИКНТ при наличии и отсутствии метастазов в РЛУ                     

у пациенток с ИКНТ

Correlations between expression levels of Cd34 in iBC-nst specimens and histopathological 
characteristics of iBC-nst in the presence and absence of Rln metastases in patients with iBC-nst

Группа пациенток/
Patient group

Выявленные корреляции/
Identified correlations

Коэффициент корреляции, r/
Correlation coefficient, r p

I группа/ Group I
(n=13)

CD34 – ВСОЭ/ITE 0,59 0,0326
CD34 – ВДОК/WDTC -0,96 0,0001

CD34 – Ki67 0,66 0,0132
CD34 – PR -0,71 0,0066

II группа/ Group II (n=15) Нет корреляций/No correlations – –
Примечания: ВСОЭ – внутрисосудистые опухолевые эмболы (среднее количество в поле зрения); ВДОК – высокодифференцированные 
опухолевые клетки (относительное содержание, %); ПМТ – патологические митозы (среднее количество в поле зрения); p – значимость 
корреляции; таблица составлена авторами.

Notes: ITE – intravascular tumor emboli (average number per field of view); WDTC – well-differentiated tumor cells (relative content, %); PMT – 
pathological mitoses (average number per field of view); p – is the statistical significance of the correlation; created by the authors.

Таблица 3/table 3 

Показатели КЦСБ (пг/мл) при наличии и отсутствии метастазов в РЛУ у пациентов с ИКНТ

the concentration of cytokines in the supernatants of biopsies (CCsB) (pg/ml) in the presence and absence 
of metastases in Rlns in patients with iBC-nst

Цитокины/ 
Cytokines

I группа (n=13)/
Group I (n=13)

II группа (n=13)/
Group II (n=15) p

IL-2 3,3 (2,0; 10,2) 2,0 (2,0; 2,1) 0,0164
IL-6 52440,0 (35480,0; 63980,0) 68980,0 (36680,0; 71040,0) 0,2591
IL-8 21300,0 (12560,0; 45460,0) 36020,0 (18940,0; 39840,0) 0,3219

IL-10 7,6 (5,4; 15,6) 16,3 (8,4; 43,3) 0,0501
IL-17 3,3 (2,1; 5,2) 2,0 (2,0; 4,0) 0,2079
IL-18 84,7 (31,9; 251,3) 108,7 (53,5; 340,6) 0,2401
IL-1β 22,8 (15,4; 86,0) 43,5 (26,7; 55,2) 0,8358

IL-1Ra 5535,0 (1659,1; 14217,0) 7770,0 (5240,0; 22740,0) 0,4202
TNF-α 9,8 (7,7; 17,0) 10,1 (7,1; 19,5) 0,7124
IFN-γ 21,3 (10,2; 39,9) 8,2 (6,0; 11,8) 0,0137
G-CSF 625,5 (606,7; 2000,0) 2850,5 (602,7; 2975,0) 0,0504

GM-CSF 33,7 (14,7; 96,6) 59,5 (32,8; 79,5) 0,2999
VEGF-A 3147,6 (2175,0; 4054,4) 2665,4 (2238,2; 3943,8) 0,7297
MCP-1 1677 (1370,0;13481,0) 8223,0 (3840,3; 12673,0) 0,0177

Примечания: данные представлены в виде медианы (25-й; 75-й процентиль); таблица составлена авторами.

Notes: The data is presented as a median (25th; 75th percentile); created by the authors.

ВСОЭ, МТ, НДОК, CD34 и Ki67) и КЦСБ MCP-1 и 
IL-18 (табл. 1). Во II группе также выявлены кор-
реляционные связи между КЦСБ (IL-2, VEGF-A, 
G-CSF, IL-1Ra) и гистопатологическими параме-
трами ИКНТ (экспрессии HER2/neu, CD34, PR, % 
митозов и высокодифференцированных опухо-
левых клеток). В I группе пациенток показатель 
экспрессии CD34 находился в положительной 
корреляционной связи с числом внутрисосудистых 
эмболов (ВСОЭ), формирующихся из опухолевых 
клеток, и с маркером клеточной пролиферации Ki67 
(табл. 2, рис. 1). Кроме этого была также обнару-
жена выраженная обратная корреляционная связь 
между показателями экспрессии CD34 (r=-0,96; 
p<0,0001), количеством ВДОК и показателями 

экспрессии PR (табл. 2). Статистически значимые 
различия между I и II группами были выявлены 
при оценке КЦСБ: IFN-γ, G-CSF, IL-2, IL-10 и 
MCP-1 (табл. 3). Это позволило предположить, что 
по уровню продукции IFN-γ, G-CSF, IL-2, IL-10 и 
MCP-1 клетками биоптатов ИКНТ можно оценить 
вероятность наличия или отсутствия метастазов в 
РЛУ. Для проверки этого предположения нами был 
использован ROC-анализ полученных данных всех 
пациенток I и II группы. Поскольку показатели 
экспрессии CD34 в образцах ИКНТ пациенток с 
метастазами в РЛУ находились в корреляционной 
связи с рядом гистопатологических параметров 
ИКНТ (табл. 3), характеризующих степень злока-
чественности опухоли (ВДОК, Ki67, ВСОЭ), то в 
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Рис. 1. Микрофото. Различные уровни 
экспрессии Cd34 в образцах иКНТ: 

а) слабая экспрессия Cd34; б) умеренная 
экспрессия Cd34; в) выраженная экспрес-
сия Cd34; г) гиперэкспрессия Cd34. ×400. 
Примечание: рисунок выполнен авторами

Fig. 1. Microphoto. different expression 
levels of Cd34 in iBC- nst samples: a) 

weak Cd34 expression; b) moderate Cd34 
expression; c) pronounced Cd34 expres-

sion; d) Cd34 overexpression. ×400. note: 
created by the authors

Рис. 2. ROC-кривые, характеризующие качество ROC-моделей для разделения всех пациенток с иКНТ на две группы: с мета-
стазами в РЛУ и без метастазов, построенные по величинам концентраций цитокинов (пг/мл) в супернатантах биоптатов иКНТ – 
il-10, G-CsF, iFn-γ, il-2, MCP-1, а также показателей экспрессии Cd34 (% Cd34+-окрашенной зоны): а) при учете всех показа-
телей экспрессии Cd34 – для il-10 auC=0,715, для G-CsF auC=0,713, для iFn-γ auC=0,226, для il-2 auC=0,259, для MCP-1 

auC=0,764, для Cd34 auC=0,718; б) при показателе экспрессии Cd34 >1,0 – для il-10 auC=0,769, для G-CsF auC=0,796, для 
iFn- γ auC=0,167, для il-2 auC=0,167, для MCP-1 auC=0,898, для Cd34 auC=0,778; в) при показателе экспрессии Cd34 >1,5 – 

для il-10 auC=0,726, для G-CsF auC=0,810, для iFn-γ auC=0,083, для il-2 auC=0,179, для MCP-1 auC=0,988, для Cd34 
auC=0,714; г) при показателе экспрессии Cd34 >2,0 – для il-10 auC=0,818, для G-CsF auC=0,864, для iFn-γ auC=0,106, для 

il-2 auC=0,212, для MCP-1 auC=1,000, для Cd34 auC=0,727. Примечание: рисунок выполнен авторами
Fig. 2. ROC-curves characterizing the quality of ROC-models for dividing all patients with iBC-nst into two subgroups – patients with 

Rln metastases and patients without metastases, built on the values of cytokine concentrations (pg/ml) in the supernatants of iBC-nst 
biopsy specimens – il-10, G-CsF, iFn-γ, il-2, MCP-1, as well as indicators of Cd34 expression (% Cd34+-staining area): a) taking into 

account all indicators of Cd34 expression – for il-10 auC=0.715, for G-CsF auC=0.713, for iFn-γ auC=0.226, for il-2 auC=0.259, 
for MCP-1 auC=0.764, for Cd34 auC=0.718; b) with Cd34 expression index >1.0 – for il-10 auC=0.769, for G-CsF auC=0.796, for 
iFn-γ auC=0.167, for il-2 auC=0.167, for MCP-1 auC=0.898 , for Cd34 auC=0.778; c) with Cd34 expression index >1.5 – for il-10 
auC=0.726, for G-CsF auC=0.810, for iFn-γ auC=0.083, for il-2 auC=0.179, for MCP-1 auC=0.988 , for Cd34 auC=0.714; d) with 

Cd34 expression index >2.0 – for il-10 auC=0.818, for G-CsF auC=0.864, for iFn-γ auC=0.106, for il-2 auC=0.212, for MCP-1 
auC=1.000 , for Cd34 auC=0.727. note: created by the authors
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качестве дополнительного параметра ROC-анализа 
для выявления пациенток, у которых нет метаста-
зов в РЛУ, включили показатель экспрессии CD34 
в образцах ИКНТ (рис. 1). ROC-кривые позволяли 
оценить качество моделей по эффективности раз-
деления всех пациенток на группы с метастазами 
и без метастазов в РЛУ (рис. 2).

При всех значениях показателя экспрессии 
CD34 оценка концентраций IL-10, G-CSF и MCP-1 
в супернатантах биоптатов ИКНТ позволяет 
получить хорошее качество моделей: для IL-10 
AUC=0,715, для G-CSF AUC=0,713 и для MCP-1 
AUC=0,764 (рис. 2а). При этом величина показате-
ля экспрессии CD34 также дала хорошее качество 
модели (AUC=0,718). Показатели AUC для IL-2 и 
IFN-γ были ниже пороговой величины 0,5, соот-
ветствующей неудовлетворительной модели. На 
рис. 2б видно, что при величине показателя экс-
прессии CD34>1,0 качество модели для MCP-1 
возросло (AUC=0,898) и приобрело статус «очень 
хорошее качество модели». При показателе экс-
прессии CD34>1,5 (рис. 2в) качество модели для 
MCP-1 приобрело статус «отличное качество мо-
дели» (AUC=0,988). При показателе экспрессии 
CD34>2,0 значение AUC модели, базирующейся 
на показателях MCP-1, возросло до максимально 
возможного значения, равного 1,000 (рис. 2г). 
При этом качество ROC-моделей, базирующихся 
на показателях продукции IL-10 (AUC=0,818) и 
G-CSF (AUC=0,864), стало очень хорошим, а каче-
ство ROC-модели, базирующейся на показателях 
экспрессии CD34, практически не изменилось. 
Дополнительный анализ полученных данных по-
казал, что у пациенток с экспрессией CD34>1,5 % 
и продукцией MCP-1<5000 пг/мл в 90 % случаев 
обнаружены метастазы в РЛУ.

Обсуждение
Метастазы являются одной из основных при-

чин смерти пациенток с РМЖ. Поэтому требуется 
углубленное понимание различных характеристик 
рака молочной железы на разных стадиях его 
развития, чтобы назначить адекватное индиви-
дуальное лечение, улучшить его результаты и 
своевременно оценить вероятность метастазиро-
вания. В последние годы большое развитие по-
лучило изучение процессов метастазирования на 
молекулярно-генетическом уровне. Современные 
программы геномики рака «Cancer Genome Atlas» 
и «TRACERx» позволяют отслеживать эволюцию 
мутационного ландшафта от первичной опухо-
ли к метастазам и строить филогенетические 
деревья клонов злокачественных клеток [25]. 
Исследования, проводимые в рамках этих про-
грамм, сосредоточены на выявлении мутацион-
ных факторов метастазирования и предоставили 
противоречивые отчеты об эволюции опухоли в 
сторону злокачественности, выделяя различные 
эволюционные пути, используемые клетками [26]. 

Однако сообщения о РМЖ, а также о ряде других 
видов рака показали, что мутации, приводящие 
к возникновению первичной опухоли, приводят 
и к метастазам. И хотя уникальные субклоны 
опухолевых клеток с высоким метастатическим 
потенциалом могут быть обнаружены в образцах 
с метастазами, мутации, которые они содержат, в 
основном являются попутными, а те, которые кон-
кретно приводят к метастазированию, встречаются 
редко, поскольку исследования показали большие 
совпадения в общих факторах, мутационной на-
грузке и ландшафте между первичными опухолями 
и метастазами [27]. 

Многочисленные крупномасштабные панрако-
вые исследования солидных опухолей не смогли 
выявить изменения, которые являются уникаль-
ными для метастазирования [28, 29]. Факты, 
полученные в этих исследованиях, позволили 
предположить, что, скорее всего, эпигенетиче-
ские изменения в популяциях опухолевых клеток 
являются основными факторами метастазирова-
ния. Вместе с тем, результаты этих исследований 
еще раз показали, что рост и метастазирование 
злокачественных опухолей зависят от множества 
факторов, которые необходимо изучать. 

К одному из направлений изучения механизмов, 
влияющих на опухолевую прогрессию, можно отне-
сти исследование роли цитокинов в этом процессе. 
Показано, что цитокины, продуцируемые клетками 
микроокружения опухоли, могут инициировать 
сигнальные пути, ведущие к активации основных 
факторов транскрипции (Smads, STAT3 и NF-κB), 
факторы, индуцирующие процессы эпителиально-
мезенхимального перехода (Snail, Twist и Zeb), а 
также другие регуляторы, влияющие на пролифе-
ративную, ангиогенную и адгезивную активности 
опухолевых клеток, их способность к миграции 
и инфильтративному росту [30, 31]. Механизмы, 
опосредованные цитокинами, могут играть важ-
ную роль не только в инициации и прогрессиро-
вании рака, но и в активации, дифференцировке 
различных иммунных клеток, ассоциированных 
с опухолью, способных как стимулировать, так и 
ингибировать рост и метастазирование злокаче-
ственной опухоли [31].

Различные цитокины могут продуцироваться 
как самими опухолевыми клетками, так и клет-
ками, формирующими микроокружение опухоли 
(моноцитами/макрофагами, Т- и В-лимфоцитами, 
клетками эндотелия, фибробластами и другими 
клетками рыхлой соединительной ткани) [2, 3, 7]. 
Неоднозначность влияния различных цитокинов 
на рост и метастазирование РМЖ может быть 
обусловлена разными пропорциями опухолевых 
клеток, экспрессирующих рецепторы, взаимо-
действующие с медиаторами, регулирующими 
рост опухоли, а также различными уровнями 
продукции соответствующих цитокинов [4, 5, 7]. 
Поэтому изучение взаимосвязи между уровнями 
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продукции цитокинов в опухоли, экспрессией со-
ответствующих рецепторов на опухолевых клетках 
и на клетках опухолевого микроокружения и ги-
стопатологическими параметрами опухоли имеет 
важное значение для оценки вероятности рецидива 
и метастазирования.

Достоверные различия по КЦСБ между груп-
пами пациенток с метастазами и без метастазов 
в РЛУ были выявлены только при изучении про-
дукции 5 из 14 исследованных цитокинов: IL-2, 
IL-10, G-CSF, IFN-γ и MCP-1. Поэтому именно эти 
цитокины представляли интерес для выявления 
их роли в оценке вероятности метастазирования в 
РЛУ. С помощью ROC-анализа КЦСБ IL-2, IL-10, 
G-CSF, IFN-γ и MCP-1 от пациенток с наличием и 
отсутствием метастазов в РЛУ было показано, что 
цитокины MCP-1, IL-10 и G-CSF являются наи-
более значимыми биологическими маркерами, по-
зволяющими идентифицировать группу больных, у 
которых отсутствуют метастазы в РЛУ. Это очень 
важно с практической точки зрения. С помощью 
ROC-анализа мы также показали, что MCP-1 явля-
ется биологическим маркером, позволяющим при 
дополнительном учете величины экспрессии CD34 
с большой вероятностью идентифицировать груп-
пу больных, не имеющих метастазов в РЛУ. Каче-
ство модели для разделения больных на группу без 
метастазов в РЛУ и, соответственно, на группу с 
метастазами, основанное на оценке концентрации 
MCP-1 в супернатантах биоптатов ИКНТ, дости-
гало максимальных значений (AUC=1,000) при 
относительно высоких показателях экспрессии 
CD34 в ИКНТ. 

В настоящей работе также показано, что экс-
прессия CD34 в образцах ИКНТ, полученных от 
пациенток с метастазами в РЛУ, находится в обрат-
ной корреляционной связи с продукцией MCP-1. 
Как известно, MCP-1 (CCL2) – это цитокин, отно-
сящийся к группе CC-хемокинов (β-хемокинов). 
Экспрессия MCP-1 выявлена в моноцитах/ма-
крофагах, гранулоцитах, фибробластах, в клетках 
эндотелия кровеносных и лимфатических сосудов 
и многих других [32]. Важно при этом отметить, 
что при раке молочной железы (при протоковой 
и дольковой карциномах) экспрессия MCP-1 
выявлена в 95,83 % случаев (23/24), причем в 
58,33 % (14/24) – с высокой и средней степенью 
экспрессии MCP-1, значительно превышающей 
показатели экспрессии клеток, относящихся к 
клеткам микроокружения опухоли [33]. Показано, 
что CCL2 (MCP-1) может стимулировать процесс 
лимфогенного метастазирования рака языка по-
средством активации путей RhoA и Rac1, изменяя 
цитоскелет опухолевых клеток и стимулируя их 
пролиферативную и миграционную активность 
[34]. Возможно, аналогичный механизм может 
работать и при метастазировании ИКНТ в РЛУ. Это 
позволяет высказать предположение, что регуляция 
процесса метастазирования в РЛУ, опосредованная 

MCP-1, в значительной степени может зависеть от 
уровня продукции этого цитокина в опухолевых 
клетках. Вероятно, не случайно, при изучении 
биоптатов ИКНТ от пациенток с метастазами в 
РЛУ были выявлены корреляционные связи между 
различными гистопатологическими параметрами и 
КЦСБ MCP-1, а также IL-18, экспрессия которого, 
согласно последним данным, представленным 
на международном ресурсе «The Human Protein 
Atlas», также экспрессируется в опухолевых клет-
ках рака молочной железы в большинстве случаев – 
75,0 % (15/20) [35]. 

Вероятно, MCP-1 может влиять на метастази-
рование прямо или опосредованно через процессы 
пролиферации (наличие корреляции между про-
дукцией MCP-1, показателями МТ и экспрессией 
Ki67) и дифференцировки клеток (наличие корре-
ляции между показателями продукции MCP-1 и 
количеством НДОК). IL-18 может прямо или опо-
средованно влиять на процесс метастазирования, 
на начальные этапы метастазирования (наличие 
корреляции с количеством внутрисосудистых 
опухолевых эмболов) и на дифференцировку 
клеток (наличие корреляции с НДОК, ВДОК и 
показателем экспрессии HER2/neu). При изучении 
биоптатов ИКНТ пациенток без метастазов выяв-
лены корреляционные связи между различными 
гистопатологическими параметрами и КЦСБ IL-2 
и G-CSF. Вероятно, такие варианты взаимосвя-
зей обеспечивали более благоприятное течение 
опухолевого процесса, которое не приводило к 
образованию метастазов в РЛУ. 

Заключение
Показано, что уровни продукции MCP-1 и экс-

прессии CD34 в опухоли можно рассматривать 
как молекулярный прогностический комплекс, 
оценка параметров которого может с высокой ве-
роятностью указывать на наличие или отсутствие 
метастазов в РЛУ. Оценка продукции цитокинов IL-
10, G-CSF и IL-18 в ИКНТ также может иметь до-
статочно высокую прогностическую значимость. 
Поскольку концентрации некоторых цитокинов 
в супернатанте биоптатов ИКНТ коррелировали 
с теми или иными гистопатологичскими параме-
трами ИКНТ, то их роль в прогрессии опухоли и 
метастазировании также несомненна. Корреляции 
между КЦСБ ИКНТ и различными гистопатоло-
гическими параметрами можно рассматривать 
как показатели возможных взаимозависимых, 
синхронизированных (однонаправленных или 
реципрокных) изменений активности различных 
клеточных популяций опухолевого микроокру-
жения, в результате которых одновременно про-
исходит увеличение или уменьшение продукции 
определенных цитокинов, влияющих на гистопа-
тологические параметры ИКНТ и в конечном итоге 
на прогрессирование и метастазирование рака 
молочной железы. Высказано предположение, что 
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регулирующая роль при метастазировании ИКНТ в 
РЛУ может принадлежать MCP-1, продуцируемым 
не только клетками микроокружения опухоли, но и 
непосредственно самими опухолевыми клетками. 

Полученные данные еще раз доказывают, что ци-
токиновая сеть, формирующаяся в опухоли, очень 
сложна и, несомненно, заслуживает дальнейшего 
изучения. 
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